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1. Titel, Laufzeit und Kooperationspartner des Vorhabens

Titel des Forschungsvorhabens: ,Mikrobiologische Untersuchung von
wassergemischten Kuhlschmierstoffproben mittels kultivierungabhangier und —

unabhangiger Verfahren®

Laufzeit: 1.07.2007 bis 30.06.2009, kosten- und zuwendungsneutrale Verlangerung
bis 31.03.2010

Das Forschungsvorhaben fiuhrt die Untersuchungsansatze eines ersten Projektteils
zur ,Untersuchung der bakteriellen Diversitat in wassergemischten
Kihlschmierstoffen* geférdert von der Berufsgenossenschaft Metall Nord Stud (BGM)

fort.

Kooperationspartner:  Die kultivierungsabhangigen Untersuchungen erfolgten in
Kooperation mit dem Institut flr Arbeitsschutz der Deutschen Gesetzlichen
Unfallversicherung (IFA, ehemals BGIA) Fachbereich 2: Chemische und biologische
Einwirkungen, Referat Biologische Arbeitsstoffe, in Sankt Augustin.

Die Kuhilschmierstoffproben  wurden freundlicherweise von verschiedenen
Mitgliedsbetrieben der Berufsgenossenschaft Metall Nord Stud (BGM) zur Verfiigung
gestellt.

2. Problemstellung

Kuhlschmierstoffe werden in der Industrie bei Tatigkeiten wie Bohren, Schleifen und
Schneiden von Metallen verwendet. Weltweit werden dafiir jahrlich 22,4 x 10° Liter
Kihlschmierstoff-Losung in unterschiedlichen Produktionsprozessen eingesetzt (van
der Gast et al., 2003). Zum einen sollen Kihlschmierstoffe die Reibung zwischen
Werkzeug und Werkstick verhindern und zum anderen die entstehende Warme
effektiv abzufuhren (Kuhlung). Zusatzlich werden anfallende Spane sowie

Abriebmaterialien abtransportiert (Liedtke, 1999).

In der Regel werden wassergemischte Kihlschmierstoffe mit Bakteriziden versetzt,
um das unerwinschte Wachstum von Mikroorganismen zu unterdriicken. Einige
Mikroorganismen sind dennoch in der Lage sich in den Emulsionen/Lésungen
anzusiedeln. Nichtwassermischbare Kiuhlschmierstoffe werden dagegen in der Regel

als keimfrei angesehen, da ihnen die lebenswichtige Komponente Wasser fehlt.



Die in den Kihilschmierstoffen vorhandenen Mikroorganismen kénnen nachteilige

Einflisse auf die Eigenschaften der Kuhlschmierstoffe haben. Solche Einflisse

werden hauptséachlich durch mikrobielle Abbauprozesse von
Kohlenwasserstoffverbindungen, organischen Estern und anderen
Kihlschmierstoffkomponenten hervorgerufen. Darlber hinaus missen

gesundheitsgefahrdende Aspekte von potentiell pathogenen Mikroorganismen auf
den Menschen bertcksichtigt werden. Aufgrund der mechanischen Dispersion sowie
der Verfliichtigung einiger Kuhlschmierstoffinhaltsstoffe entstehen bei der Arbeit mit
Kihlschmierstoffen Aerosole mit einer TropfchengrofRe zwischen 0,01 und 10 pum.
Diese feinen Tropfchen gelangen einerseits auf die Haut der Arbeiter und werden
andererseits uUber den respiratorischen Trakt aufgenommen. Folglich kbnnen sowohl
Haut- als auch Atemwegserkrankungen durch Umgang mit Kuihlschmierstoffen

hervorgerufen werden (Liedtke, 1999).

Dartber hinaus werden seit einiger Zeit Vertreter der Gattung Mycobacterium (M.),
insbesondere die Spezies M. immunogenum, als mdgliche Verursacher von
Atemwegserkrankungen wie Exogen-allergischer Alveolitis (EAA) oder Asthma, bei
Tatigkeiten mit wassergemischten Kuhlschmierstoffen wissenschaftlich diskutiert
(z.B. Beckett, 2005; Falkinham, 2003; Wallace, 2002)..Da der kulturelle Nachweis
von Mykobakterien aufwéndig ist, liegt in dieser Arbeit ein besonderes Augenmerk
auf dem schnellen und effizienten Nachweis von Vertretern dieser Gattung mittels

kultivierungsunabhangiger Verfahren.

Uber die gesundheitliche Relevanz der detektierten Bakterien kénnen im Rahmen

dieses Forschungsprojektes keine Aussagen getroffen werden.

3. Forschungszweck und -ziel

Aufgrund der oben genannten Problemstellung ist das Ziel dieser Arbeit, die
mikrobielle  Diversitdt in  Kuhlschmierstoffen  zu  untersuchen.  Neben
kultivierungsabhangigen Methoden sollen verstarkt kultivierungsunabhéngige
Methoden verwendet werden. Da nicht alle Bakterien kultiviert werden kdnnen, kann
nur ein Teil der Diversitat in den Proben Uber Kultivierung erfasst werden.
Erganzende kultivierungsunabhéangige Analysen helfen, einen genaueren Eindruck
bezuglich der Gesamtdiversitat zu erhalten. Gleichzeitig sollen Standardmethoden

entwickelt werden, um Bakterien und speziell Mykobakterien in Kihlschmierstoffen



nachzuweisen. Im Rahmen dieses Projektes soll insbesondere ein Verfahren

entwickelt werden, um Mykobakterien Uber die Real-time PCR zu quantifizieren.

4. Methodik

4.1 Probenahme

Es wurden insgesamt 10 Kuhlschmierstoffproben (mit den Bezeichnungen KSS 11
bis KSS 20) sowie 7 Ansetzwasserproben (mit der Zusatzbezeichnung AW) an vier
Terminen (August und November 2007, Januar und Juni 2008) genommen (Tab. 1).
Die Proben stammen aus funf Betrieben. Zusatzlich wurden Proben des
Kuhlschmierstoffkonzentrats genommen, um Kuhlschmierstoff-Agar herzustellen (s.
4. 2). Die Probenahme erfolgte in enger Zusammenarbeit mit dem IFA, das

Paralleluntersuchungen mit diesen Proben durchfihrt.

4.2 Kultivierung der Mikroorganismen

Die  Kuhischmierstoffproben  wurden Gber eine  Verdlinnungsreihe auf
unterschiedlichen Nahrmedien ausgestrichen, um koloniebildende Einheiten (KBE)
zu bestimmen sowie Isolate aus den Proben zu gewinnen. Verwendete Nahrmedien
waren R2A-Medium (Oxoid LTD, Basingstone, Hampshire, England), KSS-Agar
(eigene Herstellung, s. unten) sowie die Mykobakterien-spezifischen Medien
Middlebrook-, Stonebrink- (beide BD, Franklin Lakes, USA) und Léwenstein-Jensen-
Nahrmedium (Difco Laboratories, Detroit, USA). Das BGIA untersuchte zeitgleich die
KlUhlschmierstoffproben auf CASO-Na&hrmedium (Oxoid LTD, Basingstone,
Hampshire, England) und R2A-Medium. Alle genannten Medien, bis auf den KSS-
Agar, sind kommerziell erhéltliche Standardmedien. Fur den KSS-Agar wurden die
Kidhlschmierstoffkonzentrate  der  beprobten Betriebe, Bacto-Agar sowie
Cycloheximid-Losung (unterdriickt das Wachstum von Pilzen) verwendet (10 ml
Kahlschmierstoffkonzentrat wurden mit 90 ml Reinstwasser verdinnt und sterilfiltriert;
17 g Bacto-Agar wurden in 860 ml Reinstwasser autoklaviert; 100 ml des verdinnten
Kihlschmierstoffkonzentrats und 40 ml Cycloheximid-Losung wurden nach Abkuhlen
des Agars auf ca. 50C zu diesem dazugegeben). Die Proben auf R2A-Medium und
KSS-Agar wurden bei 25T inkubiert, auf CASO-Agar b ei 22<T. Beim IFA wurden die
Kihlschmierstoffproben zusatzlich routinemafig auf CASO-Agar und auf KSS-Agar
bei 367C, die Ansetzwasserproben auf CASO-Agar bei 30T inkubiert. Da die in den



Proben detektierten Bakterienarten auf den jeweiligen Medien unabhéngig von der
Inkubationstemperatur identisch waren und sich auch die KBE nicht wesentlich
unterschieden, werden im Folgenden die Ergebnisse bei Inkubationstemperaturen
von 25T (R2A-Medium und KSS-Agar) und 22T (Kuhlsc hmierstoffproben auf
CASO-Agar) bzw. 30C (Ansetzwasserproben auf CASO-Agar) vorgestellt. Die
Proben wurden auf Mykobakterien-spezifischen Medien (Middlebrook-, Léwenstein-
Jensen- und Stonebrink-N&hrmedium) inkubiert. Die Nahrmedien wurden nach der
DIN-Vorschrift 58943-3 ,Tbc-Diagnostik, Teil 3: Kulturelle Methoden zum Nachweis
von Mykobakterien® ausgewahlt. Zusatzlich zu der nach DIN-Vorschrift
vorgegebenen Inkubationstemperatur von 36T (Bebrit ung erfolgte bei 37C, da der
Brutraum des Instituts eine konstante Temperatur von 37C aufweist) wurden die
Proben bei 25 inkubiert.



Tab. 1: Beschreibung der untersuchten Kihlschmierstoffproben und ihre Einsatzorte

Proben-Nr. KSS 11 Ansetzwasser KSS 12 KSS 13 Ansetzwasser KSS 14
KSS 11 KSS 12 + 13
Anlagentyp Zentralanlage Brunnenwasser Zentralanlage Einzelmaschin{ Brunnenwasser Einzelmaschine
Fullmenge (m?3) 10 10 0,25 0,3
Ol-Basis Mineralol Mineralol Mineralol Mineralol
Produkt A Produkt A Produkt A Produkt B
Ansetzwasser Brunnenwasser Brunnenwasser Brunnenwasser Leitungswasser
Kunststoffschlauch
Vorkonservierung | (Acticide MV), (Acticide MV), (Acticide MV), Nein
Bakterizidtyp CIT, MIT (2L/m3) CIT, MIT (2L/m3) | CIT, MIT (2L/m3)
Fungizidtyp k.A. k.A. K.A. Na-Pyrithion
Nachkonservierung Laborbericht und Laborbericht und | Laborbericht und Nein
Empfehlung des Empfehlung des Empfehlung des
Herstellers Herstellers Herstellers
Standzeit bei 5 Tage 3 Monate 6 Monate 4 Monate
Probenahme
Bearbeitungs- Schleifen Schleifen Schleifen BAZ
verfahren
Art des Werkstoffs| Eisen Eisen Eisen Stahl
pH-Wert 9-95 <7,5 9,0 9,0 <7,5 8,5
Konz. 4,16 % 3% 3,1% 9,4 %
Refraktometer
Konz. Ac. % KSS | 3,2% 3—3,5%. 3—-3,5%. K.A.
Nitrit (ppm) k.A. k.A. K.A. 0
Besonderheiten
Temperatur 23°C 21°C 24°C 23°C 16°C Ca. 25°C
Probenahmedatum 14.08.2007 14.08.2007 6.11.2007 6.11.2007 6.11.2007 21.01.2008




Tab. 1: Fortsetzung

Proben-Nr. KSS 15 Ansetzwasser | KSS 16 Ansetzwasser KSS 17 Ansetzwasser
KSS 15 KSS 16 KSS 17
Anlagentyp Einzel- Leitungswasser| Einzelmaschine Leitungswasser aus Einzelmaschine | VE-Wasser
maschine aus Schlauch Schlauch
Fullmenge (m?3) 2,5 0,5 1,0
Ol-Basis Mineralol Mineralol Mineralol
Produkt C Produkt C Produkt D
Ansetzwasser Leitungs- Leitungswasser aus VE-Wasser
wasser aus Schlauch (vollig entsalzt)
Schlauch
Vorkonservierung | Formaldehyd- Formaldehyd-Depot nein
Bakterizidtyp Depot (N- (N-Formal)
Formal)
Fungizidtyp Jod-Carbama Jod-Carbamat Na-Pyrithion
Nachkonservierung | nein Desinfektionsmittel nein
Standzeit bei 23 Monate 12 Monate Ca. 3 Monate
Probenahme
Bearbeitungs- Frasmaschine Frasmaschine Drehen, BAZ
verfahren
Art des Werkstoffs Stahl Stahl & Kunststoff VA-Stahl
pH-Wert 9,0 7,8 8,9 7,6 8,5 <6,5
Konz. Refraktometer 7,9 9,4 8,8
Konz. Ac. % KSS k.A. k.A. k.A.
Nitrit (ppm) 10 5 0
Besonderheiten borsaurehalt
Temperatur 19,6°C 19,9°C 19,3°C 19,5°C 21,5°C 20,4°C
Probenahmedatum 21.01.2008| 21.01.2008 21.01.2008 21.01.2008 21.01.2008 und | 21.01.2008 und
7.03.2008 7.03.2008




Tab. 1: Fortsetzung

Proben-Nr. KSS 18 KSS 19 KSS 20 Ansetzwasser
KSS 18 — 20
Anlagentyp Einzelmaschine Einzelmaschine Sammelmaschi Flusswasser
Fullmenge (m?3) 0,25 0,25 15-2
Ol-Basis Synthesedl Mineraldl Mineral6l
Produkt E Produkt A Produkt A
Ansetzwasser Gebrauchswasser Gebrauchswasser | Gebrauchswasser
aus Fluss aus Fluss aus Fluss
Vorkonservierung | K.A. K.A. k.A.
Bakterizidtyp
Fungizidtyp k.A. K.A. k.A.
Nachkonservierung nein nein nein
Standzeit bei 4 Wochen 4 Wochen 1 Woche
Probenahme
Bearbeitungs- Schleifen Schleifen Schleifen
verfahren
Art des Werkstoffs | CV-Stahl HSS-Stahl HSS-Stahl
pH-Wert 9,0 9,0 7,5 6,0
Konz. ca.2% ca.2% ca.2%
Refraktometer
Konz. Ac. % KSS 2 2 2
Nitrit (ppm) k.A. k.A. k.A.
Besonderheiten Standzeit maximalStandzeit maximal | Standzeit maximal
4 — 5 Wochen 4 — 5 Wochen 4 — 5 Wochen
Temperatur 28°C 31°C 24,5°C 22°C
Probenahmedatum| 11.06.2008 11.06.2008 11.06.2008 11.06.2008




4.3 Identifizierung der kultivierten Mikroorganismen

Zur Identifizierung wurden einzelne Kolonien von den in Punkt 4.2 beschriebenen
Nahrmedien mittels fraktioniertem Ausstrich isoliert und in Reinkultur gebracht. Die
Auswahl unterschiedlicher Kolonien erfolgte visuell anhand der Koloniemorphologie.
Aus den Reinkulturen wurde anschlieBend die DNA extrahiert (GenElute™ Plant
Genomic DNA Kit, Sigma-Aldrich, Munchen), mittels PCR amplifiziert und das 16S
rRNA-Gen zur Identifizierung des Isolates mit Bakterienprimern (Lane 1991)
sequenziert. Fur die PCR-Amplifikation des 16S rRNA Gens wurden die Primer 27f
und 1492r (s. Tab. 2) gewahlt, die an hoch konservierte und flankierende Bereiche
dieses Gens binden.

Der PCR-Mastermix bestand pro Reaktionsansatz aus 2,5 pl dNTPs, 17,3 pl DNase-
RNase-freiem Wasser, je 0,3 pl Primer 27f und 1492r, 2,5 pl Puffer, 2 ul
Magnesiumchlorid und 0,1 ul Tag-Polymerase. Die verschiedenen Komponenten des
Mastermixes wurden in ein DNase- RNase-freies 0,75 ml Reaktionsgefaf}
zusammenpipettiert und kurz gevortext. Zu 24 ul des Mastermixes wurden in ein
DNase- RNase-freies 0,2 ml PCR-Reaktionsgefall je 1 ul des DNA-Extraktes
pipettiert. Zusatzlich wurde fir jeden Mastermix eine Negativ-Kontrolle angesetzt,
indem anstelle von DNA 1 ul DNase- RNase-freies Wasser hinzugefuigt wurde.

Die verschlossenen Reaktionsgefal3e wurden in einen Thermocycler gestellt und das
entsprechende Temperaturprogramm gewahlt (95C 3 Min., 30 Zyklen mit 94C 45
Sek., 58,2T 45 Sek., 72T 1 Min., abschlielRende Ex tension mit 72T 30 Min.).

Tab. 2: Darstellung der fur Amplifizierung und Sequenzierung benutzten Primer 27f und 1492r und
deren Bindestellen in E. coli (bezogen auf 16S rRNA von E. coli; Accession-Nr. M25588), sowie fur die

Sequenzierung der Klone verwendeten Plasmidprimer M13F und M13R.

Primer |Sequenz Bindet an Literatur
Position
27f 5-GAGTTT GATCMT GGCTCAG-3 [8-26 Lane, 1991
1492r |5-ACG GYTACCTTG TTACGACTT — |1454-1474 Lane, 1991
3
M13F |5-GTAAAAGGACGGCCAG-3 Invitrogen
M13R |5- CAG GAA ACA GCT ATG AC -3 Invitrogen

Die PCR-Produkte wurden anschlieBend mit dem QIAquick PCR Aufreinigungs Kit
(QIAGEN, Hilden) nach Anleitung des Herstellers aufgereinigt und fir die
Sequenzierung des 16S rRNA Gens einem Sequenzierservice Ubergeben
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(hausintern und AGOWA, Berlin). Die Sequenzen wurden mit dem Programm MEGA
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) Version 4 (Tamura et al., 2007)
bearbeitet. Mittels des BLAST-Algorithmus (Basic Local Allignment Search Tool;
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) konnten die néchst verwandten Sequenzen,
die in der NCBI-Datenbank hinterlegt sind, ermittelt werden und anschlie3end
phylogenetische Baume (Neighbour Joining Methode) sowie Sequenzahnlichkeiten

berechnet werden.

Die physiologische Identifizierung der Isolate Uber ein API-System (bioMérieux,
Schweiz) sowie Uber BBL™ Crystal™ (BD Diagnostic Systems, USA) wurde im
Rahmen der Begleituntersuchungen des BGIA vorgenommen (s. Tab. 7

Ergebnisteil).

Zusétzlich zu der Gewinnung von Isolaten auf Standardndhrmedien wurden gezielt
Mykobakterien aus den Kuhlschmierstoffproben gewonnen. Dazu wurden Kolonien,
die auf den Mykobakterien-spezifischen Nahrmedien gewachsen waren, isoliert und

wie oben beschrieben identifiziert.

4.4 Bestimmung der Gesamtzellzahl mit DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylindol-
dihydrochlorid)-Farbung

Die Bestimmung der Gesamtzellzahl der in der Probe vorhandenen Bakterien dient
der Abschatzung, wie hoch der Anteil an kultivierbaren Bakterien (Ermittlung tGber
KBE) zu der tatsachlich in einer Probe vorkommenden Anzahl an Zellen tatsachlich
ist. Mittels DAPI-Farbung kann die Gesamtzellzahl tber fluoreszenzmikroskopische
Auszahlung ermittelt werden. Dabei wird der Fluoreszenzfarbstoff 4°,6-Diamino-2-
phenylindol-dihydrochlorid (DAPI) verwendet, welcher an AT-reiche Regionen der
DNA bindet. Das Anregungsmaximum fir DAPI liegt bei einer Wellenlange von 365
nm; nach Anregung wird Licht einer Wellenlange von 418 nm emittiert. Mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopie ist daher eine Visualisierung von Zellen durch die Farbung
der darin enthaltenen DNA moglich. Hierbei erscheinen gefarbte Zellen blau,
wahrend DNA-freie Partikel (z.B. Polyanionen) gelb erscheinen.

Zu jeweils 50 pl Probe wurden 50 pl DAPI-Arbeitslosung (1pg/ml; Sigma-Aldrich,
Minchen) gegeben, gemischt und 30 min im Dunkeln inkubiert. In der Zwischenzeit

wurde ein Polycarbonatfilter (Filterdurchmesser. 25 mm, PorengréRe 0,2 um;
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Nucleopore®, Whatman, Kent, GB) mit der glanzenden Seite nach oben in einer mit
sterilfiltriertem Reinstwasser geflllten, sterilen Petri-Schale eingeweicht. Der
Polycarbonatfilter wurde jetzt mit der glanzenden Seite nach oben auf die Fritte eines
Vakuum-Filtrationsgerates gelegt und mit einer Klammer zwischen Glasaufsatz und
Fritte fixiert.

Danach wurde 1 ml sterilfiltriertes Reinstwasser in die Filtrationseinheit vorgelegt und
die Probe dazu pipettiert. Um die Zellen quantitativ zu Uberfihren, wurde das
Reaktionsgefall, in welchem sich die Probe befand, mit 1 ml sterilfiltriertem
Reinstwasser ausgespult und das Reinstwasser ebenfalls in die Filtrationseinheit
pipettiert. Durch das Anlegen von Vakuum wurde nun die gesamte Flussigkeit
abgesaugt. Der Filter wurde der Apparatur entnommen, in eine leere, sterile
Petrischale gelegt und im Dunkeln fir mindestens 10 min luftgetrocknet.

Um das Ausbleichen des Fluoreszenz-Farbstoffes zu verhindern, wurden die Filter in
selbsthergestelltem Einbettmedium (100 mg p-Phenylendiamin-Hydrochlorid, 10 ml
0,5 M Carbonat-Puffer (pH 9,0) und 90 ml 99%iges Glycerin) auf einem Objekttrager
eingebettet. Hierfir wurde ein Tropfen des Einbettmediums auf den Objekttrager
gegeben, der Filter darauf gelegt, ein zweiter Tropfen des Einbettmediums auf den
Filter gegeben und mit einem Deckglaschen bedeckt.

Unter UV-Anregung wurde bei 1000-facher VergréRerung an einem
Epifluoreszenzmikroskop (Filter 01; Axioplan 2; Zeiss, Oberkochen) die Anzahl der

Zellen pro Zahlfeld ermittelt.

4.5 Bestimmung der koloniebildenden Einheiten

Fur die Bestimmung der Anzahl an koloniebildenden Einheiten (KBE) / ml
Kihlschmierstoffprobe wurden Verdiunnungsreihen angelegt. Jeweils 0,5 ml
KUhlschmierstoffprobe wurde mit 4,5 ml 0,9%iger Natriumchlorid- (NaCl-) Lésung
verdunnt und aus dieser Verdiunnung erneut 0,5 ml mit 4,5 ml 0,9%iger NaCl-Losung
verdiinnt, bis zu einer Verdiinnungsstufe von 10°. Jeweils 100 ul wurde auf die
Nahrmedienplatten (R2A, CASO, KSS-Agar, Mykobakterien-spezifischer Agar)
Ubertragen und verteilt. Die Platten wurden inkubiert (s. 4.2), nach 3, 7 und 14 Tagen
ausgezahlt und die Anzahl an KBE / ml Kuhlschmierstoffprobe berechnet. Die
Kolonien auf dem Mykobakterien-spezifischen Agar wurden zusatzlich nach sechs
Wochen ausgezahlt. Nach DIN-Vorschrift 58943-3 zum Nachweis von Mykobakterien
erfolgt die letzte Auszahlung der KBE nach acht Wochen; dies war nicht mdglich, da
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die Platten sehr stark verpilzt waren und die KBE grof3tenteils schon nach sechs

Wochen nicht mehr bestimmt werden konnten.

4.6 Kultivierungsunabhéngige Untersuchungen: DNA-Extraktion, Anlegen einer
Klonbibliothek und Sequenzierung des 16S rRNA-Gens

Mittels kultivierungsunabhangiger Untersuchungen konnen die Mikroorganismen in
einer Probe ohne aufwandige Kultivierung analysiert werden. Die DNA wird direkt
aus der Probe extrahiert und weiter untersucht. Der Vorteil dieser Methode liegt
einerseits in der Schnelligkeit im Vergleich zu einer oftmals zeit- und
arbeitsintensiven Kaultivierung und Isolierung einzelner Organismen. Andererseits
konnen aufgrund unterschiedlicher Nahrstoffanspriche nicht alle Organismen aus
einer Probe kultiviert werden — mit einem kultivierungsbasierten Vorgehen erhalt

man daher immer nur Informationen Uber einen Teil der vorkommenden Organismen.

Mikrobielle DNA wurde nach einer DNA-Extraktionsmethode, die einen
Chloroform/Pentanol-Schritt beinhaltet (s. Anhang), direkt aus den Kihlschmierstoff-
Proben extrahiert. Aus der so gewonnenen DNA wurde mittels PCR das 16S rRNA-
Gen amplifiziert, welches fur die Erfassung der mikrobiellen Diversitat breite
Verwendung findet. Die Amplifizierung erfolgte mit Hilfe der universellen Bakterien-
Primer 27f und 1492r (s. Tab. 2), die an dem 16S rRNA-Gen samtlicher
Bakterienarten binden und so die bakterielle Vielfalt in den Kuhlschmierstoff-Proben
erfassen konnen. Die amplifizierten Produkte wurden anschliel3end kloniert, indem
einzelne DNA-Fragmente in Plasmide von E.coli eingebaut wurden. Die so
entstandenen Klone wurden mittels Restriktionsanalyse (ARDRA — Amplified rDNA
Restriction Analysis) mit den zwei Restriktionsenzymen Hpa 1l und Hin 6 |
(Fermentas, St. Leon Rot) vorselektiert und Klone, die unterschiedliche
Bandenmuster aufweisen, anschlielend sequenziert. Bei der Sequenzierung
handelte es sich vorerst um die Sequenzierung eines kirzeren Abschnittes des 16S
rRNA-Gens (circa 500 bis 800 bp). Die Sequenzen wurden dann mit Sequenzen aus
Datenbanken verglichen (s. 4.3), um die nachstverwandten Arten bzw. Gattungen zu
ermitteln. Fur jeden Kihlschmierstoff wurde fir alle durch Sequenzvergleich
gefundenen, nachstverwandten Arten ein reprasentativer Klon ausgewahlt und die
komplette 16S rRNA-Genregion sequenziert. Ebenso wurde fiir alle Klone, die sich in

ihren nachstverwandten Arten bzw. Gattungen wesentlich unterschieden (<97 %



13

Sequenzahnlichkeit), die 16S rRNA-Genregion volistandig sequenziert. Fiur die
Sequenzierung der Klone wurden die Primer M13F und M13R verwendet, die im
Plasmid binden (s. Tab. 2).

4.7 Erstellung phylogenetischer Baume

Sowohl fir die Vollsequenzen der Isolate, als auch fir die Teil- und Vollsequenzen
der Klone wurden nach dem Datenbankvergleich phylogenetische Baume erstellt,
indem die Sequenzen zusammen mit Sequenzen von Typstamme der Arten, die der
nachstverwandten Gattung angehéren in den Baum eingerechnet wurden. Als
Baumberechnungs-Methode wurde der Neighbor-Joining Algorithmus gewahlt, bei
dem Uber die Zuordnung benachbarter Sequenzen die kleinstmdgliche Astlange des
Baumes ermittelt wird, um so den am wahrscheinlichsten vorkommenden Baum zu
berechnen. Die Erstellung der Neighbor-Joining B&aume erfolgte mit dem
Computerprogramm MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) Version 4
(Tamura et al., 2007). Um die Verlasslichkeit der Abzweigungen in dem Baum
einschatzen zu konnen, wurde das statistische Bootstrap-Verfahren angewendet.
Dabei werden Zufallsdatensatze konstruiert und der Baum mit den jeweiligen
Datensatzen neu berechnet. Fir die Neighbor-Joining BAume wurde ein Bootstrap-
Wert von 1000 (1000 Wiederholungen) gewahlt.

4.8 Nachweis und Quantifizierung von Mykobakterien in Kuhlschmierstoffen
mittels Real-time PCR

Die Real-time PCR dient der Quantifizierung von Mikroorganismen. Sie ist vom
Prinzip her vergleichbar mit einer Standard-PCR. In der Real-Time PCR wird zum
Reaktionsansatz jedoch neben den spezifischen Primern noch ein
Fluoreszenzfarbstoff (Sybr®Green) gegeben, der an doppelstrangige DNA bindet.
Wahrend der Amplifikation bindet der Farbstoff an das entstandene Produkt,
wodurch sich die Fluoreszenzintensitat des Farbstoffes um etwa das Tausendfache
erhoht. Die Fluoreszenz steigt somit proportional zur Produktmenge. Da die
fluorometrische Messung in Echtzeit wahrend der Reaktion erfolgt, wird dieses
Verfahren als Real-Time PCR bezeichnet.

Die Amplifikationsrate (Rate der Zunahme des zu vervielfaltigenden DNA-Abschnitts
pro Zyklus, liegt zwischen 0 und 2) der PCR ist in der exponentiellen Phase konstant

naherungsweise zwei. In der Real-Time PCR macht man sich diesen exponentiellen
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Anstieg zunutze, um die Quantifizierung in Bezug auf die Anfangskonzentration rein
mathematisch vorzunehmen. Die Echtzeitmessung erlaubt hierbei fir jede Reaktion
die Bestimmung, bis zu welchem Amplifikationszyklus die Produktzunahme noch
exponentiell ist. Dies ist notwendig, da eine mathematische Berechnung aul3erhalb
der exponentiellen Phase zu Fehlberechnungen fihren wirde.

Da nun fur alle Reaktionsansatze die exponentielle Produktzunahme durch Messung
der Fluoreszenz ermittelt werden kann, lasst sich ein Signal-Schwellenwert angeben,
bei welchem sich alle Reaktionsansatze eines Analysenlaufs in der exponentiellen
Phase befinden. Der Zeitpunkt (in PCR-Zyklen), an dem jedes Signal diesen
Schwellenwert erreicht, wird als Schwellenwertzyklus (Cr-Wert) bezeichnet.

Nach Festlegung des Signal-Schwellenwertes wird fir die Standards und die
Umweltproben der Ct-Wert berechnet. Aus den Ct-Werten der Standards wird eine
Kalibriergerade erstellt und anhand dieser die unbekannten Konzentrationen in der
Umweltprobe bestimmit.

Die Bestimmung des Schwellenwerts ist also von zentraler Bedeutung. Hieraus
ergeben sich die Cr-Werte, da diese innerhalb der Berechnung einen erheblichen
Einfluss haben. Dies kann manuell oder durch das mit dem Cycler mitgelieferte
Programmpaket (Rotor-Gene, Corbett Research, Sydney, Australien) automatisch
durchgefiihrt werden. Hier muss fir die zukinftigen Messungen eine einheitliche

Strategie gefunden und erprobt werden, um die Werte vergleichbar zu halten.

In bisherigen Versuchen wurden zuerst bereits vorhandene Mykobakterien-Stamme
verwendet. Die DNA dieser Stamme wurde mit verschiedenen Methoden extrahiert:
neben der Methode nach Pitcher et al. (1989) wurde ein kommerziell erhaltliches Kit
getestet (GenElute™ Plant Genomic DNA Kit, Sigma-Aldrich, Miinchen). Die Isolate
wurden aulerdem vorher teilweise mechanisch aufbereitet, da die Zellwadnde der
Mykobakterien sehr stabil sind.

Fur die Real-time PCR wurde ein Mykobakterien-spezifisches Primerpaar, welches
das hsp-Gen (heat shock protein 65) amplifiziert, verwendet (Tab. 3). Erste Versuche
beinhalteten die Entwicklung eines Standards und die Optimierung der PCR-
Bedingungen. Zunéachst wurden die optimalen PCR-Bedingungen mit der DNA aus
mykobakteriellen Reinkulturen ausgetestet. Um eine unspezifische Amplifizierung
von DNA zu vermeiden, wurde die optimale Annealing-Temperatur der Primer

ermittelt. Hierfir wurde eine Temperatur-Gradienten-PCR eingesetzt, bei welcher die
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PCR-Ansatze in einem Thermocycler mehrere Temperaturprogramme parallel und
unabhangig voneinander durchlaufen kénnen.

Der PCR-Mastermix wurde wie folgt angesetzt: je Reaktionsansatz 2,5 ul dNTP, 17,3
pul DNase- RNase-freiem Wasser, je 0,3 ul Vorwarts- und Ruckwartsprimer (hsp 1
und hsp 2), 2,5 pl Puffer, 2 ul Magnesiumchlorid und 0,1 pl Tag-Polymerase. In den
ersten Versuchen wurde DNA von Reinkulturen eingesetzt (s. 2.4). Zusatzlich wurde
ein Blindwert (24ul Mastermix + 1yl DNase- RNase-freies Wasser) eingesetzt. Bei
der PCR wurde das folgende Cycler-Programm verwendet: 95T 3 Min., 30 Zyklen
mit 94T 45 Sek., 66-54T 45 Sek., 72T 1 Min., abs chlielBende Extension 72T 30
Min.

Tab. 3: Darstellung der mykobakterienspezifischen Primer, deren Sequenzen und deren
Schmelzpunkt

Primer Sequenz Twm Literatur

hsp 1 5-CTG GTC AAG GAA GGT CTG CG- 3 61,4 C Khan et al.

hsp 2 5- GAT GAC ACC CTC GTT GCC AAC- 61,8 C (2004)
31

4.9 Darstellung der Arbeits- und Zeitablaufe

1. Probenahme von August 2007 bis Juni 2008 (Parallel durch Institut far
Angewandte Mikrobiologie und BGIA durchgefihrt)

2. Bestimmung der koloniebildenden Einheiten und Isolierung von Kolonien
erfolgte zeitnah nach der jeweiligen Probenahme (Parallel durch Institut far
Angewandte Mikrobiologie und BGIA durchgefihrt)

3. Bestimmung der Gesamtzellzahl durch Mikroskopie erfolgte zeitnah nach der
jeweiligen Probenahme (Institut fir Angewandte Mikrobiologie)

4. Sequenzierung der 16S rRNA Gene der Isolate (Institut fir Angewandte
Mikrobiologie) und physiologische Charakterisierung der Isolate (BGIA)
erfolgte ein bis mehrere Monate nach der jeweiligen Probenahme, da die
Isolate zuerst vereinzelt und kultiviert werden mussten

5. Parallel dazu wurde kultivierungsunabhéangig DNA aus den Kihlschmierstoff-
und Ansetzwasserproben extrahiert (Institut fir Angewandte Mikrobiologie).
Dies erfolgte zeitnah nach den jeweiligen Probenahmen. Teilweise verzdgerte

sich die DNA-Extraktion aufgrund von methodischen Problemen. In diesen
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Fallen wurden die Kuhlschmierstoffproben, die zur BGIA gegangen sind, nach
Giel3en gesendet und damit weitergearbeitet.

. Die Amplifizierung der DNA, Klonierung, Einteilung der Klone in OTUs mittels
ARDRA und Sequenzierung ausgewahlter Klone (Institut fir Angewandte
Mikrobiologie) nahm den grof3ten Teil der Zeit in Anspruch. Urspringlich war
geplant, die Ergebnisse Ende 2008 / Anfang 2009 schon vorliegen zu haben.
Aufgrund des Aufwandes dieser Arbeit wurden die letzten Sequenzen
allerdings erst in der zweiten Halfte des Jahres 2009 fertiggestellt und die
Erstellung der phylogenetischen Baume erst Ende 2009 / Anfang 2010
beendet.

. Die Entwicklung eines Standardverfahren zur quantitativen Detektion von
Mykobakterien mittels Real-time PCR (Institut fir Angewandte Mikrobiologie)
wurde schon vor Beginn dieses Forschungsvorhabens in dem
Forschungsprojekt  ,Untersuchung der  bakteriellen Diversitat  in
wassergemischten Kihlschmierstoffen® im Rahmen einer Diplomarbeit
begonnen. Die Arbeiten wurden 2007 und 2008 im Rahmen einer Masterarbeit
vor allem an Isolaten weitergefuihrt und anschliel3end fur die Kihlschmierstoffe
angewendet. Aufgrund der Konsistenz und der Zusammensetzung der
Kihlschmierstoffe kommt es bei einigen Proben allerdings immer noch zu
Problemen. Die DNA-Extraktion aus Kihlschmierstoffen gestaltet sich oft
schwierig, da organische und anorganische Stoffe in den Kuhlschmierstoffen
die Extraktion behindern kénnen. Durch die Konsistenz der Kuhlschmierstoffe
kénnen die Poren in den Filtern und Saulen verstopfen, die fir die DNA-
Extraktion verwendet werden. Besonders fur die Anwendung der Real-time
PCR ist es aber wichtig, saubere DNA als Ausgangsmaterial zu haben.
Aufgrund der eben genannten Probleme kdnnen diese Versuche als noch
nicht abgeschlossen gelten.
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5. Ergebnisse

5.1 Bestimmung der Gesamtzellzahl und der Anzahl an koloniebildenden
Einheiten

Die Anzahl an Gesamtzellen (GZZ) und an koloniebildenden Einheiten (KBE) wurde
fur zehn Kuhlschmierstoffproben und sieben Ansetzwasserproben untersucht. Die
Ergebnisse der GZZ-Bestimmung sind in Abbildung 1 und Tabelle 4 dargestellt. Die
Werte schwanken je nach Probe zwischen 4,6 x 10% und 1,6 x 10® Zellen pro ml
Kihlschmierstoff bzw. Ansetzwasser. Fir die Kihlschmierstoffproben konnten GZZ-
Werte zwischen 7,6 x 10* (KSS 19) und 1,6 x 10® (KSS 17) Zellen pro ml detektiert
werden, fir das Ansetzwasser schwankte die GZZ zwischen 4,6 x 10> (AW KSS 18 —
20) und 7,8 x 107 (AW KSS 11) GZZ pro ml. In den Kiihlschmierstoffproben wurden
immer hohere Gesamtzellzahlen als in den dazugehorigen Ansetzwasserproben
gefunden mit Ausnahme von Kuhlschmierstoffprobe 11; bei dieser Probe war das

Ansetzwasser hoher belastet als die Kiihlschmierstoffprobe.

1,00E+09 -
1,00E408 1 & + i
1,00E+07 |
1,00E+06
1,00E+05 | T T .
1,00E+04 - T T

1,00E+03 -
1,00E+02 -

Gesamtzellzahl / ml KSS

1,00E+01 -

1,00E+00 \ \

Kihlschmierstoffprobe

Abb. 1: Gesamtzellzahl-Bestimmung der einzelnen Kihlschmierstoffproben (KSS 11 — 20; graue
Balken) und des jeweiligen Ansetzwassers (AW; hellblaue Balken) mittels DAPI-Farbung. Angegeben

ist jeweils die Gesamtzellzahl / ml.
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Tab. 4: Gesamtzellzahl (GZZ) / ml Kiihlschmierstoffproben (KSS 11 - 20) und jeweiliges Ansetzwasser
(AW) sowie Standardabweichungen (Stabw). Gezahlt wurden zwischen 10 und 20 Gesichtsfelder.
Werte geben GZZ pro ml KSS an.

GzZZ /| ml Stabw
KSS 11 4,9 x 10° +/- 1,0 x 10°
AW KSS 11 7,8 x 10’ +/-2,1 x 10’
KSS 12 1,5 x 10° +- 2,5 x 10°
KSS 13 4,5 x 10° +-2,8 x 10°
AW KSS 12/13 7,2 x10* +/- 4,0 x 10*
KSS 14 5,0 x 10’ +/- 2,8 x 10’
AW KSS 14 9,2 x 10° +-1,2 x 10°*
KSS 15 2,3x10° +-7,5x 10°
AW KSS 15 6,4 x 10° +/-2,5 x 10°
KSS 16 4,1 x 10° +-1,5 x 10°
AW KSS 16 8,0 x 10* +/- 6,4 x 10
KSS 17 1,6 x 10° +-1,1x10°
AW KSS 17 6,5 x 10° +/- 8,1 x 10°
KSS 18 5,3 x 10° +/- 6,4 x 10
KSS 19 7,6 x 10* +/- 1,6 x 10
KSS 20 6,6 x 10° +/-5,0 x 10°
AW KSS 18 — 20 4,6 x 10° +/- 8,3 x 107
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Abbildung 2 und Tabelle 5 stellen die Ergebnisse der
Gesamtkoloniezahlbestimmung (Anzahl KBE pro ml KSS bzw. AW) auf den
Medien R2A-Agar, CASO-Nahrmedium und KSS-Agar dar. Sowohl auf dem R2A-
Medium als auch auf dem CASO-Medium konnte, mit Ausnahme von jeweils einer
KSS-Probe, ein Wachstum von Bakterienkolonien festgestellt werden. Auf dem KSS-
Agar konnte das Koloniewachstum nur bei etwa der Héalfte der Proben (9 von 17)
ausgewertet werden, sechs Proben waren verpilzt bzw. Gberwachsen und konnten
deshalb nicht ausgewertet werden und zwei Proben wurden nicht auf KSS-Agar
ausplattiert. Die Gesamtkoloniezahl schwankte fir die Kuhlschmierstoffproben auf
R2A-Medium zwischen 3,3 x 10° (KSS 15) und 1,3 x 10® (KSS 14) KBE / ml, auf
CASO-Medium zwischen 0 (KSS 15) und 8,1 x 10® (KSS 14) KBE / ml und auf KSS-
Agar zwischen 6,6 x 10° (KSS 18) und 5,7 x 10° (KSS 20) KBE / ml. Firr das
Ansetzwasser schwankte die Gesamtkoloniezahl auf R2A-Medium zwischen 3,9 x
10% (AW KSS 14) und 6,7 x 10° (AW KSS 15) KBE / ml, auf CASO-Medium zwischen
7,7 x 10* (AW KSS 11) und 2,2 x 10° (AW KSS 15) und auf KSS-Agar zwischen 0
(sechs Ansetzwasserproben, s. Tab. 5)) und 9,5 x 10° (AW KSS 14).

Eine hohe Gesamtzellzahl (alle Zellen, lebend und tot) bedingt nicht zwangslaufig
auch eine hohe Gesamtkoloniezahl (nur lebende, wachstumsfahige Zellen). Ein
anschauliches Beispiel hierfur liefern die KSS-Proben 15 und 16: Trotz hoher
Gesamtzellzahlen von tdber 1 Million (Tab. 5) konnte auf den jeweils eingesetzten
N&hrmedien kein oder nur ein ganz geringfiigiges Wachstum festgestellt werden.
Grinde hierfir konnten beispielsweise in der Zusammensetzung des
Kihlschmierstoffs ~ liegen  oder in  betrieblicherseits  zuvor  erfolgten
Konservierungsmafinahmen. Es sollte nicht vergessen werden, dass sich nur ein
kleiner Anteil der tatsachlich vorkommenden Bakterienarten auf N&ahrmedien
kultivieren lasst. Somit wéare es moglich, dass auch hier nicht alle Bakterien auf den
Standardmedien kultivierbar sind. Bei einer Auswertung der koloniebildenden
Einheiten kommt es daher in der Regel immer zu einer Unterschatzung der Anzahl
an tatsachlich vorkommenden Bakterien. Da sich die Gesamtkoloniezahl fur die
einzelnen Proben auf R2A- und CASO-Medium nur geringfligig unterscheiden,

werden im Folgenden nur noch jeweils die Werte auf CASO-Medium angegeben.
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Abb. 2: Bestimmung der koloniebildenden Einheiten der Kihlschmierstoff-Proben (KSS 11 - 20) auf
R2A-Agar (Inkubation bei 25TC), CASO-Nahrmedium (In kubation bei 22C) und KSS-Agar (Inkubation
bei 25C) und des jeweiligen Ansetzwassers. Alle An gaben in KBE/ml.

Kihlschmierstoffprobe KSS 11 sowie das Ansetzwasser von KSS 11 wurden nicht auf KSS-Agar
ausplattiert.

Tab. 5 (nachste Seite) : Bestimmung der koloniebildenden Einheiten (KBE) sowie der
Standardabweichungen der Kuhlschmierstoffproben auf R2A-Agar, CASO-Nahrmedium und KSS-
Agar. Inkubationstemperaturen s. 4.2 Material und Methoden. KSS 11 - KSS 20:
Kihlschmierstoffproben 11 — 20. AW KSS 11 — AW KSS 18-20: Ansetzwasserproben fiir die
Kihlschmierstoffe KSS 11 — KSS 20. n.d.: nicht detektiert. Alle Angaben in KBE / ml. Zum Vergleich

sind in der letzten Spalte die Gesamtzellzahlen pro ml angegeben.



21

R2A-Medium CASO- KSS-Agar GZZ | ml
Medium
1,5 x 10° 6,1 x 10° 4,9 x 10°
KSS 11 . . n.d.
+/-3,1x 10 +/-8,5x 10 +/-1,0 x 10°
1,9 x 10° 7,7 x 10" 7,8 x 10’
AW KSS 11 ) , n.d.
+/-1,8 x 10 +/-2,0x 10 +/-2,1 x 107
1,5 x 10° 1,0 x 10° 4,1 x 10* 1,5 x 10°
KSS 12 . ; \
+/-2,8x 10 +/-5,3x 10 +/-8,1x 10 +/-2,5x 10°
3,0x 10° 9,0 x 10° 1,4 x 10* 4,5 x 10°
KSS 13 . . .
+-2,72 x 10 +/-2,5 x 10 +-7,1x10 +/- 2,8 x 10°
9,5x 10° 8,0 x 10* 7,2 x 10*
AW KSS 12/13 ) . 0
+/- 4,4 x 10 +/-2,2x 10 +/- 4,0 x 10*
1,3 x 10° 8,1x10° 9,5 x 10° 5,0 x 10’
KSS 14 , . .
+-1,4x10 +-3,3x10 +-1,6 x 10 +/-2.8x 107
3,9 x 10° 2,4 x 10? 9,2 x 10°
AW KSS 14 . . 0
+/-3,1x 10 +/- 4,0 x 10 +/-1,2 x 10*
3,3x10° 2,3 x 10°
KSS 15 . 0 0
+/-5,8 x 10 +/- 7,5 x 10°
6,7 x 10° 22x10° 6,4 x 10°
AW KSS 15 A A 0.
+/-8,1x 10 +/-3,4x 10 +/-2,5x 10°
0 1,0 x 10* 4,1x10°
KSS 16 . 0
+-8,2x 10 +/- 1,5 x 10°
2,9x10° 23x10° 8,0 x 10*
AW KSS 16 . , 0
+/- 5,5 x 10 +/-2,1x 10 +/- 6,4 x 10*
9,6 x 10’ 1,3 x 10° 5,6 x 10° 1,6 x 10°
KSS 17 . . .
+-1,2x 10 +/-2,9x10 +-7,2x10 +/-1,1x 108
42 x10° 2,0 x 10° 1,5 x 10° 6,5 x 10°
AW KSS 17 . L .
+-1,2x 10 +/-2,2x 10 +/-1,7x 10 +/-8,1x 10°
1,1x10° 7,0 x 10* 6,6 x 10° 5,3 x 10°
KSS 18 A , )
+/- 9,5 x 10 +/- 4,7 x 10 +/- 4,5 x 10 +/- 6,4 x 10*
1,3 x 10° 8,7 x 10° 8,7 x 10* 7,6 x 10*
KSS 19 . . .
+/-2,3x 10 +-2,1x10 +-2,1x10 +/- 1,6 x 10*
3,6 x 10’ 3,0 x 10° 5,7 x 10° 6,6 x 10°
KSS 20 . . .
+/-3,8x 10 +-4,7 x 10 +-7,2x10 +/-5,0 x 10°
AW KSS 18 — 6,5 x 10 7.4 x 10° 6,5 x 10 4,6 x 10°
20 +/- 7,4 x 10° +/- 4,5 x 10° +/-0,0 +/- 8,3 x 102




Tab. 6:

Bestimmung der

Gesamtkoloniezahl
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(einschliellich  Standardabweichungen) der

Kihlschmierstoffproben (KSS 11 - 20) und des jeweiligen Ansetzwassers auf den Mykobakterien-
spezifischen Medien Middlebrook (MB),
Inkubationstemperaturen von 25C bzw. 37<C. Alle A ngaben in KBE / ml.

n.a.: nicht auswertbar (Platten verpilzt oder iberwachsen)..

Léwenstein-Jensen (LJ) und Stonebrink (SB) bei

MB 25¢C MB 37C LJ 25<C LJ 37C SB 25C $B 37C
2,0 x 10°
KSS 11 0 n.a. n.a. n.a. n.a.
+/-0,0
2,0 x 10°
AW KSS 11 0. n.a. n.a. n.a. n.a.
+/- 0,0
2,0x 10" 1,7 x 10°
KSS 12 3 0 0 n.a. n.a. n.a.
+/-1,1x10 +-15x10
6,3 x 10° 1,4 x 10°
KSS 13 0 0 ) n.a. n.a. n.a.
+/- 4,8 x 10 +/-1,2x 10
AW KSS 2 x 10°
12/13 +/- 0,0 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
KSS 14 0 0 0 0 0 0
AW KSS 14 0 0 0 0 0 0
0,3 x 10° 1x10° 1,7 x 10°
KSS 15 . o 0 o 0 0
+/- 5,8 x 10 +/-1,0x 10 +/-2,9x 10
2,6 x 10" 1,3 x 10°
AW KSS 15 0 0 o o 0 0
+-5,8x10° | +/-2,3x 10
0,3 x 10° 3,5 x 10°
KSS 16 . 0 o 0 0 0
+/-5,8x 10 +-2,1x10
1,2x 10"
AW KSS 16 1 0 0 0 0 n.a.
+/-1,2x 10
1,7 x 10" 6 x 10°
KSS 17 o o 0 0 0 0
+/-4,9x 10 +/-2,0x 10
1,0 x 10" 0,7 x 10° 7 x 10°
AW KSS 17 o ) o 0 0 0
+/- 2,7 x 10 +/- 5,7 x 10 +/- 6,2 x 10
0,3 x 10°
KSS 18 0 J 0 0 0 0
+/-5,8 x 10
1,1x 10" 0,3 x 10°
KSS 19 o . 0 0 0 0
+/-2,7x10° | +/-5,8x10°
8,3 x 10° 6,6 x 10° 6,0 x 10° 0,3 x 10°
KSS 20 , o o . 0 0
+/-3,8x10° | +/-2,3x10° | +/-2,3x10° | +/-5,8 x 10°
AW KSS 18 1,5x 10° 3,3 x 10° 5,4 x 10" 4,9 x 10"
-20 +/-4,0x 10" | +/-3,2x10% | +/-1,5x 10" | +/-1,0x 10 n.a. n.a.
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In Tabelle 6 sind die Ergebnisse der KBE-Bestimmung auf den Mykobakterien-
spezifischen Medien Middlebrook- und Léwenstein-Jensen-Nahrmedium dargestellt.
Auf dem Stonebrink-Nahrmedium konnte kein Wachstum festgestellt werden, bzw.
die Platten waren nicht auswertbar, da sie verpilzt oder mit einem Bakterienrasen
uberwachsen waren. Sowohl beim Middlebrook- als auch beim Léwenstein-Jensen-
Medium konnten mehr KBE auf Platten, die bei 25T inkubiert wurden, ausgezahlt
werden, als auf Platten, die bei 37<C inkubiert wur den. Insgesamt konnten nur sehr
wenige Platten ausgewertet werden. Auf vielen Platten zeigte sich kein Wachstum
oder die Ergebnisse waren nicht auswertbar. Bei den auswertbaren Platten
schwankte die Gesamtkoloniezahl der Kihlschmierstoffe auf dem Middlebrook-
Medium zwischen 0 (mehrere KSS, s. Tab. 6) und 2,0 x 10* (KSS 12) KBE / ml
Kihlschmierstoffprobe, flir das Ansetzwasser schwankte der Wert zwischen 0 (s.
Tab. 6) und 3,3 x 10° (AW KSS 18 — 20) KBE / ml Ansetzwasser. Die Werte
unterschieden sich nicht signifikant zwischen den Inkubationstemperaturen von 25C
und 37C (Ausnahme KSS 20). Bei einer Inkubationste mperatur von 25 konnten
allerdings in insgesamt 12 Proben Kolonien gezahlt werden, bei einer Temperatur
von 37T dagegen nur bei 8 der Proben. Beim Lowenst ein-Jensen-Medium konnten
fur die Kithlschmierstoffe Gesamtkoloniezahlen zwischen 0 (s. Tab. 6) und 1,4 x 10°
(KSS 13) KBE / ml Kuhischmierstoffprobe detektiert werden, fir das Ansetzwasser
zwischen 0 (s. Tab. 6) und 4,9 x 10* (AW KSS 18 — 20). Wie aus Tabelle 7
ersichtlich, konnen auf den Mykobakterien-spezifischen Medien auch andere
Bakteriengattungen wachsen. Es wurden insgesamt 15 Isolate von diesen Medien
kultiviert, die acht anderen Gattungen zugeordnet werden konnten (Tab. 7). Von der
Gesamtkoloniezahl auf Mykobakterien-spezifischen Medien kann daher nicht auf die
Anzahl an Mykobakterien in Kuhlschmierstoffen geschlossen werden. Diese
Beobachtung konnte fur alle drei verwendeten Nahrmedien (Stonebrink, Lowenstein-

Jensen und Middlebrook) gemacht werden.

5.2 Kultivierung und Identifizierung der kultivierten Mikroorganismen (Isolate)
mittels 16S rRNA-Gensequenzierung

Die auf den oben genannten Na&hrmedien gewachsenen Mikroorganismen wurden
aufgrund ihrer Koloniemorphologie eingeteilt und unterschiedliche Kolonien
anschlieBend isoliert, um Reinkulturen zu erhalten. Es wurden Isolate aus neun

Kuhlschmierstoffproben und aus sieben Ansetzwasserproben gewonnen und von
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diesen Isolaten das 16S rRNA Gen sequenziert. Die Isolate stammen sowohl aus
dem Institut fir Angewandte Mikrobiologie als auch aus dem IFA und wurden von
R2A-Agar, CASO-Nahrmedium und von den Mykobakterien-spezifischen Medien
gewonnen (Lowenstein-Jensen-, Middlebrook- und Stonebrink-Nahrmedium).
Obwohl vom Stonebrink-Nahrmedium keine KBE ausgewertet werden konnten (s.
5.1 und Tab. 6), war es teilweise jedoch mdoglich, einzelne Kolonien von diesem
Medium zu isolieren, wenn die entsprechende Platte nicht vollstandig Gberwachsen
war. Insgesamt wurden 44 Isolate am Institut fir Angewandte Mikrobiologie
gewonnen. Vom BGIA sind weitere 26 Isolate fur die ldentifizierung mittels 16S rRNA
Gen-Sequenzierung an das Institut fir Angewandte Mikrobiologie geschickt worden.
Von den insgesamt 70 Isolaten wurden 16S rRNA Gen-Vollsequenzen erstellt und
mit schon vorhandenen Sequenzen in der NCBI-Datenbank verglichen (Tabelle 7).
Zuséatzlich wurden phylogenetische Baume mit den 16S rRNA Gensequenzen der
nachstverwandten Typstdmme der zugeordneten Gattung erstellt (Abb. 1 - 26 im
Anhang). Die Sequenzierung der 16S rRNA Gene fur die Zuordnung unbekannter
Isolate zu bekannten Gattungen und Arten in Datenbanken gehért inzwischen zu den
Standardmethoden der Identifizierung von Isolaten. Das 16S rRNA Gen ist circa
1500 Basenpaare lang und besitzt sowohl konservierte Bereiche, die bei fast allen
Bakterien identisch sind, als auch variable Regionen, die sich zwischen den
Gattungen und ggf. sogar Arten unterscheiden kénnen. Eine Gattungszuordnung ist
in der Regel durch die Sequenzierung des kompletten 16S rRNA Gens mdglich. In
einigen Fallen ist auch die Zuordnung zu Arten mdglich, es gibt allerdings Gruppen
von Bakterien, bei denen dies aufgrund der engen Verwandtschaft zwischen den
Arten und eines sehr &hnlichen 16S rRNA Gens schwierig ist. In der nachfolgenden
Tabelle 7 sowie in den Tabellen im Anhang ist daher neben der nachstverwandten
16S rRNA-Sequenz (Zuordnung auf Artebene) auch immer die Sequenzahnlichkeit
angegeben. Eine Sequenzahnlichkeit von 100% lasst mit groRer Wahrscheinlichkeit
darauf schlieBen, dass das unbekannte lIsolat (bzw. die Klonsequenz bei den
kultivierungsunabhangigen Analysen) dieser Art angehért. Auch bei 99%
Sequenzahnlichkeit ist die Wahrscheinlichkeit noch relativ grol3. Sequenzen, die
weniger als 97% Ahnlichkeit zu Sequenzen in der Datenbank aufweisen, gehdren
dagegen der genannten Art nicht an. Wenn es in den Datenbanken keine Art gibt, die

mehr als 97% Ahnlichkeit zu der 16S rRNA Gen-Sequenz des untersuchten Isolats
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aufweist, kann davon ausgegangen werden, dass es sich um eine neue Art, ggf.
sogar um eine neue Gattung handelt.

Die Isolate konnten 27 unterschiedlichen Gattungen zugeordnet werden. 20 der
Isolate hatten Mykobakterien als nachste Verwandte (Tabelle 7). Hierbei muss
allerdings beachtet werden, dass Isolate auch gezielt von den Mykobakterien-
spezifischen Nahrmedien ausgewéhlt wurden, d. h. der mdgliche Rickschluss den
man ziehen koénnte, dass in einer Kuhlschmierstoffprobe ausschlielich
Mykobakterien vorhanden seien ist somit nicht richtig, sondern in diesem Fall durch
die Auswahl des spezifischen Nahrmediums bedingt.

Bei einer Sequenzéhnlichkeit des Isolats mit der nachst verwandten Sequenz von
unter 97 % kann nicht mehr davon ausgegangen werden, dass es sich um die
gleiche Art handelt. Das ist fur das Isolat AW 15.2 der Fall. Aufgrund der geringen
Ahnlichkeit mit bekannten Arten wird dieses Isolat weitergehend untersucht.
Insgesamt 13 (19 %) der aus den Kihlschmierstoff-Proben stammenden Isolate
haben die héchste Sequenzéahnlichkeit zu Arten, die gemal TRBA 466 (“Einstufung
von Bakterien (Bacteria) und Archaebakterien (Archaea) in Risikogruppen®) der

Risikogruppe 2 zugeordnet werden.
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Tab. 7: Zuordnung der Isolatsequenzen zu Spezies der nachstverwandten Gattungen aufgrund von
16S rRNA-Gen Vollsequenzen, sowie Angaben der Sequenzahnlichkeiten, der Kihlschmierstoff-
Probe, aus der das Isolat gewonnen wurde, dem Nahrmedium, von dem das Isolat stammt und der
Risikogruppe der nachst verwandten Sequenz nach TRBA 466. Die Vergleichssequenzen wurden aus
der priméaren Datenbank ,Genbank" entnommen. Risikogruppe k.E.: bislang keine Einstufung erfolgt.
Gelb unterlegt: Arten die sowohl mit der physiologischen Nachweismethode als auch Uber
Gensequenzierung nachgewiesen wurden. CASO = CASO-Medium, MB = Middlebrook-Medium, LJ =
Léwenstein-Jensen-Medium, SB = Stonebrink-Medium, KSS = KSS-Agar.
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Tab. 7: Fortsetzung

Auffallend ist, dass es keine Ubereinstimmung zwischen den nachgewiesenen Arten
im Ansetzwasser und in den dazugehérigen Kihlschmierstoffproben gibt (s. Tabelle
15). Von den insgesamt 98 mittels Sequenzierung der Isolate und der Klone
detektierten Gattungen (Ergebnisse der Klonierung siehe 5.4) konnten nur 10
Gattungen sowohl in den Kuhlschmierstoffproben als auch im Ansetzwasser
gefunden werden. 46 der Gattungen wurden nur in Kihlschmierstoffproben
gefunden, 42 der Gattungen dagegen nur im Ansetzwasser. Grinde dafir kdnnten
die  unterschiedlichen  Nahrstoffangebote  und  Lebensbedingungen im
Kihlschmierstoff und im Ansetzwasser sein. Kihlschmierstoffemulsionen enthalten
zum Beispiel Kohlenwasserstoffverbindungen und organische Ester, die von einigen
Mikroorganismen als Nahrungsquelle genutzt werden kénnen. Auch der pH-Wert der
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Kihlschmierstoffemulsionen liegt im Durchschnitt zwischen 8,5 und 9,5 (Ausnahme
KSS 20 mit einem pH-Wert von 7,5), wahrend der pH-Wert des Ansetzwassers im
Durchschnitt unter 7,5 lag. Auch das begulnstigt andere
Mikroorganismengemeinschaften. Ungeklart ist, ob die in den
Kuhlschmierstoffproben vorherrschenden Gattungen in sehr geringen Mengen auch
im Ansetzwasser vorkommen und dort nur nicht detektiert werden konnten. Durch die
Anderung der Lebensbedingungen konnten sich diese Arten dann zu den
dominierenden Arten entwickelt haben. In den Kuihlschmierstoffkonzentraten
konnten, soweit sie untersucht wurden, dagegen keine Bakterien nachgewiesen
werden (s. Tab. 8), sie kbnnen daher nicht als Quelle fiir die mikrobielle Diversitéat in

den Kuhlschmierstoffemulsionen herangezogen werden.

5.3 Physiologische Charakterisierung der Isolate durch die BGIA

Neben dem Institut fir Angewandte Mikrobiologie in Gief3en hat auch die BGIA
Isolate aus Kihlschmierstoffproben, deren Ansetzwasser und
Kihlschmierstoffkonzentrat gewonnen und analysiert, allerdings nicht Uber die
Sequenzierung, sondern Uber die physiologische Charakterisierung der Isolate. Bei
gramnegativen Bakterien erfolgte die Charakterisierung mittels API-System
(bioMérieux, Schweiz) und BBL™ Crystal™ (BD Diagnostic Systems, USA), bei
grampositiven Bakterien wurde nur das System BBL™ Crystal™ verwendet. Die
Isolate wurden von CASO-Nahrmedium (22C und 36T b zw. 30C), R2A-Agar
(22C und 36C) und KSS-Agar (22C und 36C) gewonn en. In Tabelle 8 sind die
nachgewiesenen Arten aufgelistet, jeweils mit der Angabe aus welchem
Kihlschmierstoff die Isolate stammen sowie den N&ahrbdden, auf denen sie isoliert

wurden.
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Tab. 8: Aus Kihlschmierstoffproben identifizierte Bakterienarten auf den Nahrbéden CASO-
Nahrmedium, R2A-Agar und KSS-Agar, bei 22C, 30T u nd/oder 36<C. Angegeben sind jeweils die
Herkunft, die nachgewiesenen Arten, die Risikogruppe der Arten nach TRBA 466 sowie die
Kultivierungsbedingungen, unter denen die Arten nachgewiesen werden konnten.

k.A.: bislang keine Einstufung erfolgt; gelb unterlegt: Arten die sowohl mit der physiologischen

Nachweismethode als auch Giber Gensequenzierung nachgewiesen wurden.

Herkunft Nachgewiesene Arten isiko- Kultivierung
gruppe
KSS 11 Flavimonas oryzihabitans 2 CASO-Nahrmedium und
Aeromonas hydrophila 2 R2A-Agar bei 22C und
Micrococcus luteus 1 bei 36C
Citrobacter freundii 2
AW KSS 11 Leifsonia aquaticum 1 CASO-Nahrmedium bei
Neisseria elongata 1 22 und bei 36C
Pantoea agglomerans 2
KSS 12 Empedobacter brevis 2 CASO-Nahrmedium und
Weeksella virosa 1 R2A-Agar bei 22T und
Gemischte gram-negative bei 36C
Stabchen
KSS 13 Empedobacter brevis 2 CASO-Nahrmedium und
Weeksella virosa R2A-Agar bei 22C und
Bordetella avium 2 bei 36C
AW KSS 12/13 Flavobacterium CASO-Nahrmedium und
meningosepticum bei 30C
Sphingomonas paucimobilis
KSS 14 Weeksella virosa 1 CASO-Nahrmedium bei
Pseudomonas sp. 22 und bei 36C
KSS-Agar bei 22C und
Pseudomonas fluorescens 1 36C
AW KSS 14 AW | Brevundimonas vesicularis 1 CASO-Nahrmedium und
bei 30C
KSS 14 keine Bakterien nachgewiesen CASO-Nahrmedium bei
Konzentrat 22T und bei 36T
KSS 15 keine Bakterien nachgewiesen CASO-Nahrmedium bei
22<C und bei 36C
AW KSS 15 AW | Brevundimonas vesicularis 1 CASO-Nahrmedium und
Pasteurella sp. bei 30C
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KSS 16 Micrococcus luteus 1 CASO-Nahrmedium bei
22T
AW KSS 16 AW | Brevundimonas vesicularis 1 CASO-Nahrmedium und
bei 30C
KSS 17 Pseudomonas fluorescens 1 CASO-Nahrmedium bei
Moraxella sp. 22 und bei 36C
Escherichia coli 2
Shewanella putrefaciens 1
Pseudomonas pseudoalcaligenes 1
Pseudomonas mesophilica 1
Kluyvera ascorbata 2
Enterobacter agglomerans 2
KSS-Agar bei 22C und
Pseudomonas alcaligenes 2 36T
KSS 17 keine Bakterien nachgewiesen CASO-Nahrmedium bei
Konzentrat 22T und bei 36C
AW KSS 17 AW | Brevundimonas vesicularis 1 CASO-Nahrmedium und
Pseudomonas fluorescens 1 bei 30C
Achromobacter xylosoxidans 2
KSS 18 Pseudomonas pseudoalcaligenes 1 CASO-Nahrmedium bei
Moraxella sp. 22T und bei 36C
KSS 18 keine Bakterien nachgewiesen CASO-Nahrmedium bei
Konzentrat 22T und bei 36T
KSS 19 Brevundimonas diminuta 2 CASO-Nahrmedium bei
Moraxella sp. 22T und bei 36T
KSS-Agar bei 22C und
Pseudomonas alcaligenes 2 36T
KSS 20 Methylobacterium mesophilicum 1 CASO-Nahrmedium bei
Moraxella spp. 22T und bei 36T
Pseudomonas alcaligenes 2
KSS-Agar bei 22C und
Moraxella spp. 36T
KSS 19/20 keine Bakterien nachgewiesen CASO-Nahrmedium bei
Konzentrat 22T und bei 36T
AW KSS 18-20 Delftia acidoverans 2 CASO-Nahrmedium und
Aeromonas salmonicida subsp. bei 30C
masoucida / achromogenes 2
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Auf dem KSS-Agar wurden wesentlich weniger Bakterien nachgewiesen als auf
CASO-N&ahrmedium und R2A-Agar. Lediglich fir vier Kiuhlschmierstoffproben (KSS
14, 17, 19 und 20) konnten Bakterien nachgewiesen werden, allerdings jeweils nur
eine Art, Pseudomonas fluorescens (KSS 14), Pseudomonas alcaligenes (KSS 17
und 19) und die Gattung Moraxella (KSS 20).

Uber die physiologische Charakterisierung konnten 15 (40%) Arten in den
Kihlschmierstoffproben und deren Ansetzwasser gefunden werden, die der
Risikogruppe 2 zugeordnet werden. Der hohere Anteill an Vertretern der
Risikogruppe 2 im Vergleich zu den molekulargenetischen Verfahren mag daran
liegen, dass die physiologischen Testsysteme fur die klinische Diagnostik entwickelt
wurden und somit ihren Schwerpunkt im Nachweis von (potentiellen)
Krankheitserregern haben.

Interessant ist, dass nur sechs mit physiologischen Verfahren nachgewiesene Arten
auch dber Isolierung und 16S rRNA Gen-Sequenzierung in den jeweiligen
Kihlschmierstoffproben detektiert werden konnten (in der Tab. 8 gelb unterlegt).

Bei zwei weiteren Kihlschmierstoffproben konnte dariber hinaus zumindest eine
Ubereinstimmung auf Gattungsebene fiir Pseudomonas (KSS 14) und Moraxella
(KSS 19) festgestellt werden.

5.4 Analyse der mikrobiellen Diversitat mittels kultivierungsunabhangiger
Methoden (Klone)

Neben der Kultivierung von Mikroorganismen aus den Kuhlschmierstoffproben
wurden auch Kkultivierungsunabhéangige Analysen durchgefiihrt. Die DNA wurde
direkt aus den Kuhlschmierstoff- bzw. Ansetzwasserproben extrahiert, kloniert und
das 16S rRNA-Gen der Proben anschlieBend sequenziert. Trotz einiger
methodischer Schwierigkeiten konnte die DNA-Extraktion und Sequenzierung des
16S rRNA-Gens erfolgreich aus allen zehn Kihlschmierstoffproben sowie aus vier
Ansetzwasserproben durchgefuhrt werden. Bei den fehlenden Ansetzwasserproben
der Kiuhlschmierstoffe (AW KSS 12/13, AW KSS 14 und AW KSS 17) konnte keine
DNA extrahiert werden, hier liegen nur die Daten der kultivierungsabhangigen
Versuche vor. Es wurden fir alle Proben, aus denen DNA extrahiert werden konnte,
Klonbibliotheken angelegt. Wenn mdglich, wurden jeweils 100 Klone ausgewéhlt und
mittels ARDRA (Amplified rDNA restriction analysis) vorselektiert. Alle Klone, die mit

den Restriktionsenzymen Hpa Il und Hin 6 | die gleichen Restriktionsmuster
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aufwiesen, wurden einem OTU (= Operational Taxonomic Unit) zugeordnet. Es
wurde davon ausgegangen, dass alle Klone eines OTUs zu der gleichen Art
gehoren. Wenn sehr viele Klone einem einzigen OTU zugeordnet wurden, wurden
zwei oder mehr Klone fur die Sequenzierung ausgewahlt. Diese Klone zeigten alle
die gleichen Sequenzergebnisse. Fur alle ausgewéhlten Klone wurde die 16S rRNA
teilsequenziert, fur einige Klone wurde eine Vollsequenzierung durchgefihrt (s. 4.6).

Insgesamt wurden 753 Klone aus 14 Kuhlschmierstoff- und Ansetzwasserproben
ausgewahlt, davon wurden 434 Klone teilsequenziert und davon 183 zusétzlich
vollsequenziert (s. Tabelle 9 und 10). Die Teilsequenzen haben eine Lange von 500
bis 900 Basenpaaren, die Vollsequenzen sind zwischen 1300 und 1450 Basenpaare

lang.

Tab. 9: Anzahl Klone fir jede Kiihilschmierstoffprobe (einschl. Klone, die nicht sequenziert wurden, da
sie dem gleichen OTU angehérten) sowie Anzahl an sequenzierten Klonen insgesamt und an
vollsequenzierten Klonen.

Seq. = sequenzierte Klone insgesamt, VS = vollsequenzierte Klone.

KSS | KSS KSS | KSS | KSS KSS | KSS KSS | KSS KSS
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Anzahl
Klone 63 74 84 56 31 29 52 72 74 65

Seq. 30 53 50 45 26 16 46 29 37 48

VS 11 10 9 5 15 6 17 6 15 28

Tab. 10: Anzahl Klone im Ansetzwasser der Kithischmierstoffproben sowie Anzahl an sequenzierten
Klonen insgesamt und an vollsequenzierten Klonen.

Seq. = sequenzierte Klone insgesamt, VS = vollsequenzierte Klone, AW = Ansetzwasser

AW AW AW AW
KSS 11 | KSS 15 | KSS 16 | KSS 20

Anzahl
Klone 47 45 24 37
Seq. 18 34 21 31

VS 15 21 9 16
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Die Zuordnungen der Klonsequenzen zu den nachstverwandten Arten, deren
Sequenzahnlichkeit und die Riskogruppe nach TRBA 466 sind fir jede
Kihlschmierstoffprobe im Anhang in den Tabellen 1 — 14 dargestellt. Wie schon in
5.2 beschrieben, variert das Auflosevermodgen des 16S rRNA Gens auf Gattungs-
und Artebene je nach Bakteriengruppe. Auch wenn in den Tabellen im Anhang fir
die Teilsequenzen die Zuordnung zu den nachstverwandten Sequenzen auf
Artebene erfolgt, sollte von den Ergebnissen der Teilsequenzierung nicht auf eine
zweifelsfreie Artidentifizierung geschlossen werden. Fiur alle Klonsequenzen, die
identische Ergebnisse beim Datenbankvergleich zeigten, wurde daher mindestens
eine Sequenz vollsequenziert. Es wird dabei davon ausgegangen, dass auch die
anderen, teilsequenzierten Klone bei einer Vollsequenzierung die gleichen
Ergebnisse gezeigt hatten. Daher wurden dann auch die Klonsequenzen, die nur
teilsequenziert wurden, den nachstverwandten Sequenzen auf Artebene zugeordnet
(s. Anhang Tabelle 1 — 14).

Phylogenetische Baume mit den Klonsequenzen und den Sequenzen von
Typstammen verwandter Arten sind im Anhang in den Abbildungen 27 — 79
dargestellt. Die Klone konnten insgesamt 82 verschiedenen Gattungen zugeordnet
werden. Die Anzahl an Gattungen innerhalb einzelner Kihlschmierstoffe bzw. deren
Ansetzwasser schwankt dagegen stark. Bei einigen der Kihischmierstoff- und
Ansetzwasserproben konnte durch die Sequenzierung der Klone eine hohe
mikrobielle Diversitat detektiert werden: Dazu gehdrten die Ansetzwasserprobe AW
KSS 20 (Flusswasser) mit 20 verschiedenen Gattungen, AW KSS 15
(Leitungswasser aus Schlauch) mit 19 verschiedenen Gattungen und die
Kihlschmierstoffprobe KSS 12 (Mineraldlhaltiger KSS, vorkonserviert) mit 13
verschiedenen Gattungen. Dabei war zu beobachten, dass vor allem die
Ansetzwasserproben insgesamt eine hohe Diversitat aufwiesen. Hierbei ist jedoch zu
beachten, dass es sich bei den Ansetzwasserproben teils auch um Brunnenwasser
bzw. Flusswasser handelt.

Bei einigen der Kuhlschmierstoffproben konnte hingegen nur eine sehr geringe
mikrobielle Diversitat detektiert werden, teilweise wurden fast ausschlief3lich Vertreter
einer Gattung gefunden. Dies kdonnte auf einen mdglichen Selektionsdruck durch die
Kihlschmierstoffe bzw. bestimmte Inhaltsstoffe zurlickzufihren sein der dazu fihrt,
dass sich an das Medium gut angepasste Arten besser durchsetzen.

Beispiele sind Kuhlschmierstoffprobe KSS 18 (Synthetischer KSS, keine Angaben



34

zur Konservierung), in der drei verschiedene Gattungen detektiert wurden: 66 der 72
Klone konnten in dieser Probe einer einzigen Gattung zugeordnet werden.
Ebenso Probe KSS 14 (Mineral6lhaltiger KSS, Bakterizidfrei), in der auch nur drei
Gattungen detektiert werden konnten. Hierbei handelt es sich allerdings um ein KSS-
Produkt, dass gemald Herstellerangeben so aufgebaut ist, dass sich eine dominate
.Leitkeimflora® aus einer Pseudomonadenart aufbauen soll.

In Probe KSS 16 (Mineral6lhaltiger KSS, Bakterizid und Fungizid) konnten funf
Gattungen detektiert werden, aber auch hier dominierte eine Gattung, der 24 von 29
Klonen zugeordnet werden konnten. Im Unterpunkt 5.5 des Ergebnisteils wird auf die
Unterschiede zwischen detektierter Diversitat in den Kuhlschmierstoffen und den
jeweils eingesetzten Kihlschmierstoffkonzentraten genauer eingegangen.

In Abbildung 3 ist die Haufigkeit und Verteilung der 13 am haufigsten vorkommenden
Gattungen Uuber die Sequenzierung der Klone fur alle Kiuhlschmierstoff- und
Ansetzwasserproben dargestellt. Alle weiteren Gattungen, die dber die
Sequenzierung der Klone detektiert werden konnten, sind in der Abbildung unter

.weitere Gattungen“ dargestellt.

Anteil Gattungen an Gesamt-OTUs
100% mi= ] @ Aerosphaera
90% - I B Brevibacterium
80% I O Clostrldu_Jm
S O Desemzia
e 0% || @ Janthinobacterium
g’ 60% - I L] || O Jeotgalicoccus
(‘_r)ﬁd 5006 | M B B Leucobacter
s || || O Pseudochrobactrum
_ (y 4
g 40% B Pseudomonas
o)
5 30% 1 L [ Serratia
X 20% O Sphingomonas
6 -
O Trichococcus
10% B Wautersiella
0% - @ Weitere Gattungen
N
&

Abb. 3: Anteil der einzelnen Gattungen bezogen auf alle OTUs der Klone einer Probe, aufgegliedert
nach den Herkunftsorten der Klone. KSS = Kuhlschmierstoffprobe, AW = Ansetzwasserprobe des

Kihlschmierstoffes.
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In der nachfolgenden Tabelle 11 sind die Bakteriengattungen aufgelistet die mit dem
jeweils eingesetzten Nachweisverfahren der 16S rRNA Gensequenzierung der
Isolate und der Klone detektiert werden konnten. Zu beachten ist die verhaltnismalfiig
geringe Ubereinstimmung der Ergebnisse, die anhand unterschiedlicher Verfahren
erhalten wurden: Nur 11 (13%) der 84 Uber die Klonierung detektierten Gattungen
konnten auch Uber die Isolierung gefunden werden. 16 der Uber die Isolierung
gefundenen Gattungen konnten nicht Uber die Klonierung detektiert werden, ebenso
wie 73 (87%) der Uber die Klonierung gefundenen Gattungen nicht Uber die

Isolierung detektiert werden konnten.

Tab. 11 (nachste Seite) : Anzahl der Isolate und Klone, die jeweils der gleichen Gattung zugeordnet
wurden. Da die Tabelle nur die Gattungen und nicht die Arten aufzahlt, ist eine Zuordnung zu
Risikogruppen nach TRBA 466 nicht moglich. Eine Aufgliederung auf Artebene einschlie3lich

Zuordnung zu Risikogruppen ist in Tab. 6 sowie Tab. 1 — 14 im Anhang ersichtlich.
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& nur Uber Isolierung in der entsprechenden Kilhlschmierstoff- bzw. Ansetzwasserprobe detektiert
®: nur uber Klonierung in der entsprechenden Kiihlschmierstoff- bzw. Ansetzwasserprobe detektiert



Tab. 11: Fortsetzung
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Tab. 11: Fortsetzung

Tabelle 12 listet die gefundenen Gattungen nach Kuhlschmierstoffprobe sortiert auf.

Die Tabelle 15 zeigt die Diversitat fur jede Kuhlschmierstoffprobe und das
dazugehdrige Ansetzwasser einzeln auf. Die Tabelle macht deutlich, dass die
unterschiedlichen Methoden zur Identifizierung der in den Kuhlschmierstoffproben
vorkommenden Gattungen unterschiedliche Ergebnisse liefern. Die geringe
Ubereinstimmung der Verfahren der Kultivierung und Sequenzierung der lIsolate
einerseits und der Klonierung andererseits wurde weiter oben schon diskutiert,
ebenso die Unterschiede zwischen den Kihlschmierstoffproben und deren
Ansetzwasser. Die Ergebnisse der Tabelle zeigt auch, dass sich die Zuordnung der
Gattungen durch physiologische Tests von den Zuordnungen durch die
Sequenzierung unterscheiden. Es ist daher nicht mdglich, eine dieser Methoden als
alleinige  Standardmethode zur Detektierung von  Mikroorganismen in
wassergemischten Kuhlschmierstoffen zu verwenden, da die Diversitat dadurch
unterschatzt wird. Es empfiehlt sich, immer mindestens zwei Methoden parallel

einzusetzen, wenn die Gesamtdiversitat ermittelt werden soll.

Tab. 12 (nachste Seite) : Anzahl der Isolate und Klone, die den jeweiligen Gattungen zugeordnet
wurden, aufgelistet nach Kihlschmierstoffprobe. Da die Tabelle nur die Gattungen und nicht die Arten
aufzahlt, ist eine Zuordnung zu Risikogruppen nach TRBA 466 nicht méglich. Eine Aufgliederung auf
Artebene einschlie3lich Zuordnung zu Risikogruppen ist in Tab. 6 sowie Tab. 1 — 14 im Anhang

ersichtlich.
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Tab. 12: Fortsetzung

5.5 Gesamtdiversitat der Kuhlschmierstoffproben in Abhangigkeit von den
eingesetzten Kuhlschmierstoffkonzentraten

In Tabelle 13 ist die Anzahl an detektierten Gattungen flr die finf eingesetzten
Kihlschmierstoffkonzentrate (Produkt A — E) zusammengefasst und aufgegliedert
nach Kuhlschmierstoffproben aufgelistet. Tabelle 14 listet die Daten nach der den
Kiihlschmierstoffproben zugrunde liegenden Ol-Basis (Mineraldl, Mineralol mit
Leitkeimflora und Synthesedl) auf. Details tUber die vorkommenden Arten bzw.
Gattungen konnen fur jede Kuhlschmierstoffprobe der Tabelle 15 enthommen
werden. Die hdchste Diversitat konnte in den Kihlschmierstoffkonzentraten A und C
nachgewiesen werden, mit 47 Gattungen fur Produkt A und 16 Gattungen fur Produkt
C. Beide Konzentrate beruhen auf einer Mineral6lbasis mit Vorkonservierung (bei
KSS 19 und KSS 20, beide Produkt A, gibt es keine Angaben zu einer
Vorkonservierung). Die Produkte B und D, beide auf Mineral6lbasis mit Leitkeimflora,
unterscheiden sich in ihrer Diversitat diesbezlglich, dass Produkt D mit 14
detektierten Gattungen eine relativ hohe Diversitat aufweist, wahrend in Produkt B
nur 4 Gattungen detektiert werden konnten, eine Gattung (Wautersiella) dominierte in
der Probe. Als Leitkeimflora wurde diesem Produkt ein Vertreter einer

Pseudomonas-Art zugegeben, um das Wachstum anderer Mikroorganismen zu
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unterdriicken. In beiden Produkten konnte Pseudomonas als Vertreter der
Leitkeimflora detektiert werden, in Produkt B (KSS 14) dominierte allerdings die
Gattung Wautersiella, wahrend in Produkt D (KSS 17) die Gattung Clostridium
dominierte, auch hier gefolgt von Wautersiella. Das Vorhandensein der Leitkeimflora
unterdrickt das Wachstum anderer Arten daher nicht. In Produkt E, Synthesedl ohne
Angaben zur Vorkonservierung, wurden nur 5 Gattungen detektiert, auch hier
dominierte eine Gattung (Sphingomonas). Allerdings wurde dieses Produkt nur in
einer Kuhlschmierstoffprobe, KSS 18, eingesetzt. Falls dieses Ergebnis representativ
ist, wirde sich ein Kuhlschmierstoff auf Synthesedl-Basis sehr gut eignen, um die
Mikroorganismendiversitat gering zu halten. Da nur eine einzige
Kihlschmierstoffprobe mit Synthesedl untersucht wurde, sollten die Ergebnisse

allerdings vorher mit weiteren Proben bestétigt werden.

Tab. 13: Anzahl der der detektierten Arten mit den drei verwendeten Methoden und Gesamtdiversitéat
in den Kuhlschmierstoffproben, nach Kuhlschmierstoffkonzentrat (Produkt A — E) geordnet. Da
einzelne Gattungen bei mehr als einer Methode entdeckt werden konnten, entspricht die Gesamtzahl

an detektierten Arten pro Probe nicht der Summer der mit den einzelnen Methoden detektierten Arten.
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Tab. 14: Anzahl der der detektierten Arten mit den drei verwendeten Methoden und Gesamtdiversitat
in den Kuhlschmierstoffproben, nach Mineral6l-Basis (Mineraldl, Mineraldl mit Leitkeimflora,
Syntheseo6l) geordnet. Da einzelne Gattungen bei mehr als einer Methode entdeckt werden konnten,
entspricht die Gesamtzahl an detektierten Arten pro Probe nicht der Summer der mit den einzelnen
Methoden detektierten Arten.

* = fir diese beiden Kuhlschmierstoffproben gibt es keine Angabe zur Vorkonservierung.

Tabelle 15 (nachste Seite) : Informationen liber Gesamtzellzahl, Gesamtkoloniezahl sowie detektierte
Diversitat in den Kuhlschmierstoffproben. Rot = Ubereinstimmung der Arten bei der Verwendung
unterschiedlicher Methoden, Fettdruck = Gattungen kommen héaufig vor (mindestens 5 Klone konnten

der gleichen Gattung zugeordnet werden). Organismen sind alphabetisch geordnet. Risikogruppe
nach TRBA 466.
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Tab. 15: Fortsetzung
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5.6 Nachweis und Quantifizierung von Mykobakterien in Kihlschmierstoffen
mittels Real-time PCR

Um ein Standardverfahren zum quantitativen Nachweis von Mykobakterien mittels
Real-time PCR zu entwickeln, wurden in einem ersten Schritt die DNA-Extraktion von
Mykobakterien-Kulturen sowie die Amplifizierung von Mykobakterien-DNA optimiert.
Zur Amplifizierung wurde ein spezifisches Primerpaar, welches im hsp (heat shock
protein)-Gen bindet, verwendet. Fir diese Vorversuche wurden Typstamme
verschiedener Mykobakterien-Arten (Mycobacterium immunogenum DSM 43764, M.
abscessus DSM 44196, M. chelonae DSM 43487, M intracellulare DMS 43223", M.
diernhoferi DSM 43524", M. gordonae DMS 44160" und M. aurum DSM 43999")
verwendet. Die DNA-Extraktion aus den genannten Reinkulturen wurde erfolgreich
durchgefiihrt. Wahrend fir die DNA-Extraktion aus Reinkulturen das GenElute ™
Plant Genomic Miniprep-Kit (Sigma-Aldrich, Minchen) die besten Ergebnisse
lieferte, erwies sich fiir die DNA-Extraktion aus Kiihlschmierstoffen das Bactozol™-
Kit (Molecular Research Center, USA), modifiziert nach Khan und Yadav (2004) am
geeignetsten.

Die Amplifizierung des hsp-Gens aus Kuhlschmierstoffen mittels Real-time PCR
funktioniert fur die Mehrzahl der Proben. Allerdings treten immer noch Probleme mit
unspezifischen Doppelbanden auf, so dass die Ergebnisse nicht immer ausgewertet
werden kdnnen. Hier besteht weiterer Forschungsbedarf.

Als Standards fur die Real-time PCR wurden klonierte Fragmente des hsp-Gens
verwendet. Ein Standard aus genomischer DNA, wie er normalerweise verwendet
wird, bendtigt eine grol3e Menge an DNA, um das Target in ausreichend groR3er
Menge zur Verfigung zu stellen. Es hat sich herausgestellt, dass sich die
Verwendung von klonierten Fragmenten wesentlich besser als Standard eignet

(Rasche 2009).
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6. Fur das Vorhaben relevante Veroffentlichungen von nicht am Vorhaben
beteiligten Forschungsstellen und die Konsequenzen fur das Vorhaben

6.1 Diversitat in Kiihlschmierstoffen

Aufgrund  der  gesundheitlichen  Gefahren  durch  Aerosolbildung  von
Kuhlschmierstoffen gibt es einige Veroéffentlichungen, die sich mit dieser Problematik
befassen. Insbesondere in jungster Zeit werden in diesem Zusammenhang als
Ursache von Atemwegserkrankungen oftmals auch Mykobakterien genannt (z.B.
Rosenman, 2009; Passman, 2008; Selvaraju et al., 2008). Wenige
Veroffentlichungen  beschéaftigen sich  mit der mikrobiellen Diversitat in
Kihlschmierstoffen (z.B. van der Gast et al., 2001, 2003).

Gilbert et al. (2010) haben 44 Kuhlschmierstoffe mittels Kultivierung, quantitativer
PCR und DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) auf ihre mikrobielle
Diversitat untersucht. Interessanterweise stellten sie fest, dass die Diversitat in
Kidhlschmierstoffen gering ist. Vor allem Vertreter von Pseudomonas
pseudoalcaligenes und Ochrobactrum anthropi wurden nachgewiesen. Diese
Beobachtungen widersprechen teilweise den Ergebnissen, die ihm Rahmen dieses
Forschungsvorhabens ermittelt wurden. Pseudomonas pseudoalcaligenes konnte
auch hier als haufig vorkommende Art nachgewiesen werden werden, sowohl tber
Isolierung als auch uber Klonierung. Ochrobactrum anthropi wurde dagegen nicht
detektiert, weder uber Isolierung noch tber Klonierung.

Das untermauert die Bedeutung unabhangiger Beobachtungen mit mdglichst vielen
Methoden. Insbesondere im Zusammenhang mit einem Krankheitsfall ist es wichtig,
mdoglichst genaue Angaben zu haben, um gezielt nach méglichen Erregern suchen
zu kénnen. Uber den Klonierungsansatz konnten in diesem Projekt 73 Gattungen
(87%) detektiert werden, die nicht tUber Kultivierung nachgewiesen werden konnten.
Es ist daher wichtig, auch kultivierungsunabhéangig auf Ebene der 16S rRNA Gen-
Sequenzierung nach moglichen Arten bzw. Gattungen zu suchen. Dies ist
insbesondere wichtig bei Fragestellungen zu allergischen Erkrankungen (z. B.
Asthma, Exogen-allergische Alveolitis), deren Pathogenese nicht zwangslaufig an
die Lebensfahigkeit, d. h. Kultivierbarkeit, des ursachlichen Mikroorganismus

gebunden ist.
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6.2 Detektierung von Mykobakterien mittels Real-time PCR mit dem ,, Tagman®-
Ansatz

Rhodes et al. (2008) haben ein Verfahren entwickelt, wie Mycobacterium
immunogenum mit einer quantitativen Real-time Tagman PCR detektiert werden
kann. Als zu amplifizierendes Gen wird bei dieser Methode nicht das hsp-Gen,
sondern das rpoB-Gen (kodiert fir die RNA Polymerase B’ Untereinheit) verwendet.
Zusatzlich wird eine fluoreszierende Tagman-Sonde eingesetzt, die spezifisch fur ein
60 Basenpaar langes Stuck des rpoB-Gens ist. Die Methode wurde von Rhodes et
al. (2008) neben Isolaten auch erfolgreich mit DNA getestet, die aus
Kihlschmierstoffen extrahiert wurde.

Diese Methode wird auch im Institut fir Angewandte Mikrobiologie angewendet.
Auch hier gibt es allerdings zum Teil noch Probleme mit der nétigen Konzentration
des Standards, bei dem genomische DNA eingesetzt wird (s. 5.5). Es ist daher
geplant, wie bei der Real-time PCR mit dem hsp-Gen einen Standard zu verwenden,

der aus den klonierten Fragmenten des rpoB-Gens besteht.

7. Bewertung der Ergebnisse und Relevanz fir die gesetzliche
Unfallversicherung

7.1 Mikrobielle Diversitat in Kiihlschmierstoffen

Die oben genannten Ergebnisse zeigen, dass in Kuhlschmierstoffen eine grol3e
mikrobielle Diversitat zu finden ist. Insgesamt konnten Uber Sequenzierungen der
16S rRNA Gene der Isolate und Klone 98 Gattungen detektiert werden. In den
einzelnen Kuhlschmierstoff- bzw. Ansetzwasserproben schwankte die Anzahl an
detektierten Gattungen zwischen 3 und 20 pro Probe. Dabei war gerade auch in den
Ansetzwasserproben héaufig eine hohe mikrobielle Diversitat zu finden. Teilweise
wurde fur das Ansetzen des Kuhlschmierstoffkonzentrates Fluss- oder
Brunnenwasser verwendet, das zum Teil bereits eine hohe Anzahl an
Mikroorganismen aufweist. Aber auch beim Einsatz von Leitungswasser als
Anmischflissigkeit, konnte eine hohe mikrobielle Diversitat detektiert werden. Ein
Grund dafur kann die Verwendung von Schlauchen sein, die aufgerollt gelagert
werden, ohne sie vorher vollstandig zu entleeren. Das beginstigt die Entwicklung
von Biofilmen zumal wenn solche Schldauche Uber Jahre hinweg benutzt werden.

Mikroorganismen gelangen udber das Ansatzwasser in die Kihlschmierstoff-
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Konzentrate und letztendlich tber den Bearbeitungsprozess als Aerosol in die Luft
am Arbeitsplatz der Beschéftigten..

Wie die Untersuchungen zur mikrobiellen Diversitét in Kithischmierstoffen zeigten, ist
der grol3e Teil der detektierten Mikroorganismen zumeist harmlos fur den Menschen.
Dennoch konnten auch potientiell krankheitsauslésende Bakterien nachgewiesen
werden, die zu moglichen gesundheitlichen Beeintrachtigungen von Beschaftigten
fuhren kénnen. Zu den Mikroorganismen die in Risikogruppe 2 nach TRBA 466
eingestuft sind gehdéren nicht nur bestimmte Mykobakterienarten, sondern z.B. auch
Citrobacter freundii, Brevundimonas diminuta, Aeromonas veronii biovar sobria und
Pseudomonas alcaligenes. Eine regelméRige Kontrolle der Kihlschmierstoffe und
Vermeidung der Freisetzung von Aerosolen ist wichtig, um den Kontakt der
Arbeitnehmer mit potentiell krankheitsauslésenden Bakterien so gering wie mdglich
zu halten. Die durchgefuhrten Untersuchungen zur mikrobiellen Diversitat sind daher
auch fur die gesetzliche Unfallversicherung relevant. Da schon im Ansetzwasser
viele Mikroorganismen vorkommen, wére es sinnvoll, schon hier die Kontamination
(,vVerkeimung“) so gering wie moglich zu halten. Haufiges Wechseln der
Wasserschlauche und vollstandiges Entleeren dieser Schlauche nach Benutzung ist
eine Mdglichkeit, die Anzahl an Mikroorganismen zu reduzieren.

Die Mineral6l-basierten Kihlschmierstoffe wiesen in den Untersuchungen die grofte
Diversitat an Mikroorganismen auf (Produkt A: insgesamt 47 Gattungen, zwischen 6
und 20 Gattungen pro Kuhlschmierstoffprobe; Produkt C: insgesamt 16 Gattungen,
zwischen 6 und 10 Gattungen pro Probe). In Mineral6l-basierten Kiihlschmierstoffen
mit Leitkeimflora und Synthesedl-basierten Kihischmierstoffen konnte dagegen eine
geringere Anzahl an Gattungen festgestellt werden. Bei den Mineral6l-basierten
Kihlschmierstoffen mit Leitkeimflora konnten in einer Probe (Produkt B) nur 4
Gattungen detektiert werden. Die zweite Probe (Produkt D) zeigte dagegen eine
hohere Diversitdt mit 14 Gattungen in der Kuhlschmierstoffprobe (KSS17). Eine
Kihlschmierstoffprobe (KSS 18) wurde auf der Basis eines Synthese6ls angemischt
(Produkt E), in dieser Probe konnten nur 5 Gattungen detektiert werden (s. Tabellen
13 und 14 im Ergebnisteil). Es wéare noch genauer zu untersuchen, ob Synthesedl-
basierte  Kuhlschmierstoffproben insgesamt eine geringere Diversitat an
Mikroorganismen aufweisen als Mineraldl-basierte Kuhlschmierstoffe. Da aber nur
eine Synthesedtl-basierte Probe untersucht wurde, kann dies zu diesem Zeitpunkt

nicht verallgemeinert werden.
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7.2 Nachweis von Mykobakterien mittels Real-time PCR

Es besteht der Verdacht, das bestimmte Mykobakterien in Kuhlschmierstoffen ein
maogliches Gesundheitsrisiko fur die Beschaftigten darstellen konnen. Daher ist es
wichtig, eine schnelle Nachweismethode zu entwickeln, mit diese
Mykobakterienarten nicht nur detektiert, sondern auch quantifiziert werden kénnen.
Mykobakterien wachsen sehr langsam, daher ist eine Kultivierung sehr zeitaufwandig
(bis zu 8 Wochen Kultivierungsdauer). Der Einsatz der Real-time PCR hat sich als
schnelle und effiziente Methode erwiesen, Mykobakterien in Kihlschmierstoffen
nachzuweisen. Der Nachweis Uber das hsp-Gen funktioniert gut, es gibt allerdings
noch bei einigen Proben Probleme mit der Spezifitat. Hier besteht noch
Optimierungs- und Forschungsbedarf. Der Einsatz der Real-time Tagman PCR hat
sich als erfolgsversprechend herausgestellt. Allerdings muss hier noch der
eingesetzte Standard verbessert werden. Eine Quantifizierung ohne Standard ist
nicht moglich, daher ist es wichtig, dass dieser bei jeder Amplifizierung problemlos
funktioniert. An der Verbesserung des Standards wird im Institut fur Angewandte

Mikrobiologie gerade gearbeitet.

8. Aktueller Umsetzungs- und Verwertungsplan

Die Arbeiten zur Untersuchung der Isolate und der kultivierungsunabhangigen
Analysen sind abgeschlossen. Die Arbeiten zum Nachweis und zur Quantifizierung
von Mykobakterien sind annahrend abgeschlossen. Hier steht noch die weitere
Optimierung und Anpassung der Methoden beziglich der Spezifitat (hsp-Gen) und

der Standards (Real-time Tagman PCR) aus.
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