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Epifluoreszenzmikroskopische
Analyse des HZI Trinkwassers

200 mio. Zellen / Liter
ca. 50% lebende*Bakterien




Bakterielle Gesamtzellzahlen im Braunschweiger Trinkwas
2008 — 2009
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Gesamtkeimzahlen aus Trinkwasser auf zwel
verschiedenen Standard Agarmedien
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Jahresgang der Plattenkeimzahlen im Plul3see
(Schleswig-Holstein)
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Fazit 1:

Weniger als 1 Promille der Bakterien in See- und Trinkwasser
wachsen auf normalen Agarnahrboden !!!
Wir brauchen ein kultivierungsunabhangige Analytik
um Trinkwasserbakterien zu untersuchen! !!
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Trinkwaserbiofilm — Aufwuchs
auf den Oberflachen

Querschnitt LCS-
Mikroskopie

Aufsicht Lichtmikroskop @ weLmnoLrs
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Vergleich der bakteriellen Artenzusammensetzung von
Trinkwasser und seinem Biofilm
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Fazit 2:
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Neben dem Freiwasser sollte auch der Biofilm beprobt werden.
Die Bakterienmikroflora des Biofilms auf Oberflachen ist vollig
verschieden vom flieRenden Wasser.
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Epidemien wasser- und nahrungs-
bedingter Infektionen 2008 in der EU

B Food- and waterborne diseases
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Legionella pneumophila - Legionelliose

Taxonomie: Class: Gammaproteobacteria
Order: Legionellales
Genus: Legionella (mehr als 50 Spezies)

Geschichte: Der Erreger der Legionelliose oder Legionarserkrankung, Legionella
pneumophila, wurde 1977 von Joseph McDade entdeckt,nach einem Ausbruch einer
atypischen Lungenepidemie in Philadelphia, USA, im Juli 1976

Phanotypische Erscheinungsbild:  Gram-negativ, aerobes Stabchen mit Geil3el,
zweihphasiger Lebensstil

Naturlicher Wirt:  StRwasserprotozoen

Hartmannella vermiformis amoeba filled with

Legionella pneumophila (Photo: Holland/Ozel,
Robert Koch-Institut) ﬁ |"||;IE:14TFIL?JI;4T':ZUR
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Infektionspfad von  Legionella pneumophila
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@ @ fusion

3. Organellen Eroberung
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4. Intracellulare Vermehrung
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Legionella pneumophila Serogr. 1 in Trinkwasser

o
e e

L. pneumophila
Reinkultur

Immunofluoreszenzmikroskopie
von L. pneumophilan Trinkwasser

Trinkwassermikroflora HZ| P
(SybrGreen Farbung) e

INFEKTIONSFORSCHUNG




Vorkommen und taxonomisch Identifizierung von
Legionella spp. Isolaten in Deutschland

Bendtigte taxo-
nomische
Auflosung:

Gattung
Spezies
Serotyp
Klone

WO E

Fur epidemiologische Analysen von Infektionen die von L. pneumophila
verursacht werden benotigt man eine maoglichst exakte Identifizierung der

Isolate, moglichst auf der klonalen Ebene
ﬁHELMHOLTZ

Quelle: Prevalence and taxonomic identification of Legionella sp. isolates in Germany ZENTRUM FUR
(Liick et al. 2006) INFEKTIONSFORSCHUNG



Taxonomische Auflosung verschiedener DNA-basierter
ldentifizierungsmethoden flr Bakterien

: }Isolate einzelner

. [Ausbriiche Isolate aus
: verwandten
Ausbrichen
I N Subtypus
Spezies-ldentifizierung
o e e e Hauptsubtypus
Sequenzierung des : Lo
16S rRNA Gens
R Subtypus

Sequenzierung einzelner > :
housekeeping Gene - :
MLST Multi-Locus . E

Sequence Typing

MLVA Multiple-Locus Variable ~

Number of Tandem Repeats Analysis



Isolierung von Legionellen aus Trinkwasser nach ISO 11731
und ldentifizierung durch 16S rRNA Gensequenzierung

Auswahl von
Legionella-
artigen Kolonien

(GVPC-

Selektivagar)

Schafblutagar BCYE Agar

\ /

Dr. Leila
—_ Kahlisch
hat die
Isolate
Plattierung auf cystein-
freien Agarmedium

16S rRNA gene
Isolate . . ;
designation source of isolation sequence analy5|s
(~1450bp amplicon)
SK1 D-building, scullery L.pn. strain Corby
SK 2 D-building, scullery L.pn. strain Corby
Y7 Y-building, technical room L.pn. strain Corby
Y8 Y-building, technical room L.pn. strain Corby
Gz1 GZ-building, toilet 3.015 L. anisa
GZ2 GZ-building, toilet 3.015 L. anisa
KT1 heat exchange water tower L. pn. Phil/L. pn. Paris
KT 2 heat exchange water tower L. pn. Phil/Paris/Corby
KT 3 heat exchange water tower L. pn. Phil/L. pn. Paris
KT 7 heat exchange water tower L. pn. Phil/L. pn. Paris
KT 8 heat exchange water tower L. pn. Phil/L. pn. Paris
KT 9 heat exchange water tower L. pn. Phil/L. pn. Paris
KT 10 heat exchange water tower L. pn. Phil/L. pn. Paris
KT 11 heat exchange water tower L. pn. Phil/L. pn. Paris
KT 12 heat exchange water tower L. pn. Phil/lL. pn. Paris

15 Legionellen Stamme wurden isoliert
und das16S rRNA Gen sequenziert.

13 L. pneumophila
2 L. anisa




Vergleich Zellzahlen auf Spezialagar und mit spezifi  scher
quantitativer PCR fur Legionella pneumophila

Spezialagar Amplificationskurven

Gesamtzellzahl /

ILegionela
Jpneumophila

Legionella- |cells/litre |

type of total cell like colonies detected by
drinking water site counts/litre ' on BCYE/litre keal-time PCR.
hot water boiler house 1,89x10 ' 0 I5,1 :
men’s shower, D-building 1,47x30 0O I89,9 I
scullery, D-building 1,58x10 | 6,7 13,8 I
cold water room D0.04, D-building 2,57¢0 1 0 .8 |
Y-building, technical room 1,95xf0 . 6,7 !0,7 |



Fazit 3:

Der Legionellennachweis auf Agarmedien ist nur begrenzt
aussagekraftig, da sowohl die Speziesidentitat nicht gesichert
Ist, als auch oft nichts detektiert wird, obwohl grof3ere Mengen
von Legionella pneumophila molekular nachweisbar sind.



Methodik fur die molekulare Analyse der gesamten ba

Wassermikroflora

kalte oder
heilRe Wasser

Probe

A 4

DNA / RNA Extraktion

DNA: DNA/RNA der RNA:
universal Bakterienleben- universal
16S-PCR sgemeinschaft 16S-RT-PCR
v v
16S rDNA 16S-crDNA
Gene Signale
SSCP SSCP
Electrophorese Sequenzierung Electrophorese
ausgeschnitt.
Banden I—D
16S rDNA
Sequenz
...ATTCGGT.{.
...TAAGCCA.|.
Blast search
\ 4 '
Cluster Taxonom Cluster
Analyse o Analyse
DNA Identifizirung ENA
DNA bacerum CHSL 165 RNA
DNA RNA
DNA RNA
DNA RNA

kteriellen



SSCP-Analyse der Trinkwasserflora mit genus-spezifis chen
Legionella PCR (16S rRNA Gen) und Referenzstammen
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Vergleich von L. pneumophila Isolaten und DNA aus
Trinkwasser (HZI Warm- & Kaltwasser) mit  Legionella
genus-spezifischen SSCP Fingerprints (16S rRNA)

DNA DNA
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Arbeitsschema fur die MLVA Analyse von  Legionella
pneumophila aus Isolaten oder Umweltproben

Umweltprobe/
Isolat

DNA
Isolierung

|

MLVA-8 PCR
mit Biotin-Markierung Identifizierung des Genotyps und
Vergleich mit MLVA Datenbank

________ : =

booster-PCR
fur Umweltproben

=
v
SSCP Berechnung des MLVA
Elektrophorese Profils

Sequenzierung Identifizierung von (neuen)
von SSCP Banden VNTR Allelen




MLVA-8 PCR Produkte aufgetrennt

scullery isolate

scullery (hot water)

scullery isolate

mit Single-Strand Conformation . SK1 DNA SK2
. — A A A
Polymorphism (SSCP) £ N N A
MO MMN~NO N LUOMMNO MO MNO X
Gelelektrophorese R R N e R e R e N e R e e e
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
Einzelstrangige MLVA-8
PCR Produkte konnten
getrennt und sequenziert
werden aus Trinkwasserproben
* 7 =» * *
* *
* *
* * *
Zahlen geben die Anzahl
der Wiederholungen pro
VNTR Locus wieder 2=

* Identische Sequenz

Kahlisch et al.; 2010; Appl. Environ. Microbiol. 76:6186

Lpms Marker 2



Ergebnisse der MLVA-8 Profile aus Trinkwasser

DNA nach SSCP Analyse

Probe VNTR Locus
Lpms Locus

strain/sample 1 3 13 17 19 33 34 35
L. pn. Philadelphi 8 # 11 2 4 1 1 3
L.p. SK1 7 # 8 2 4 2 1 18
1) scullery in-situ 7 # 8 2 4 2 1 3
additional VNTR alleles 2 >16|
2) men’s shower in-situ 7 # 8 2 4 2 1 3
additional VNTR alleles 18 |
3) D004 in-situ 7 n.d. 11 2 4 1 1 n.d.
additional VNTR alleles 3and5 2
4) boiler house in-situ 7 # 8 2 4 2 1 3
additional VNTR alleles 4

———3 Es wurden bei direkter Analyse
der DNA etwa 3 mal soviele Klone
nachgewiesen wie in den Isolaten

Kahlisch et al.; 2010; Appl. Environ. Microbiol. 76:6186

n.d. no PCR product
# sequence information too short




Fazit 4:

In vielen SuRwassern lassen sich Legionellen nachweisen.
Wie infektios diese aber sind hangt davon ab, wie viele man
Inhaliert, zu welcher Art bzw. zu welchem Klon sie gehdren
und wie aktiv diese Legionellen sind.



Pseudomonas aeruginosa — fakultativ
pathogenes Bakterium

Taxonomie: Class: Gammaproteobacteria
Order: Pseudonomadales
Genus: Pesudomonas (mehr als 80 Spezies)

Geschichte: P. aeruginosa wurde im Jahr 1900 von Walter Migula entdeckt. Die
Namensgebung bezieht sich dabei auf die blau-griine Farbung des Eiters bei eitrigen
Infektionskrankheiten. P. aeruginosa tritt hauptséachlich tGber die Haut ein und ist besonders
als Hopspitalkeim von Bedeutung bei immungeschwachten Patienten. Wird oft Gber
Trinkwasser in den Kliniken tbertragen.

Phanotypische Erscheinungsbild:  Gram-negativ, aerobes Stabchen mit mehreren Geil3eln,

Naturliche Habitate: Boden und Wasser, aber auch im menschlichen Darm zu finden.



Beprobungspunkte am Mittelmeer

CDO

Badestelle Vilanova4 Badestelle Gavas

Badestelle El Pra®

Llobregat Miindung 1




Einflul? des Llobregat in das Mittelmeer bel Barcelona

Mindung



Klassische Bakterienkonzentrationen an der Mindung der Llobregat
In das westliche Mittelmeer (Probenstelle 1)
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Prinzip der real-time PCR zur Quantifizerung
von Genen In biologischen Proben

Verlauf der PCR bei verschiedenen Template Mengen

rel. Fluoreszenz

Anzahl der PCR-Zyclen
Eichkurve der real-time PCR flr die Anzahl von Genko  pien



Quantitative PCR fur Enterococcus spp. (16S
rRNA gen-basiert) Fakale Streptococcen

Kalibrierung der Methode

Berechung fiur E. faecalis
Genome size: 3,2 x 10° bp
Mol. weight: 2,1 x 10° g/mol

0,001 pg/pl=

001pgni= T Molecules per g:
ot pai 0 comesi 6,02 x 10?2 Molecules/mol =
1,43><’:I.O2 copies/ul 2 1 X 109 g/mol
o \ 2,87 x 1014 Molecules/g
10 pg/il= Copy numbers: 5 des 16S rRNA Genes
1,43x10% copies/l
100 pg/pl=
1,43x10° copies/ul
Protocol

eInvitrogen Platinum SybrGreen gPCR SuperMix
5 pl samples in 25 pul RXN mixes
*Rotorgene



Enterococcus spp. Q-PCR — Analytische Probleme

Inhibierung bei zu niedriger Verdunnung der Proben

10fach 100fach 1000fach
Standards Standards Standards
......> ll....> ll....>
-
A A :
364-10f - 364-100f : 364-1000f :
775 CFU/100m| ® Proben " Proben Proben



Enterococcus spp. Q-PCR — Optimale Analysen

Beispiel fur ein optimale Amlification des Ziel-Gene s

Standards Standards
ll....> llllll> A
A )
. .
a a
. .
382-100f . 382-1000f
225 CFU/100 m Proben Proben



Enterococcus spp. Q-PCR im Vergleich
mit CFU (KBE) fur faecale Streptococcen
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Escherichia coli Q-PCR (tuf-genbasiert ) im
Vergleich mit CFU (KBE) fur E. coli

14000

b =133,40
m = 0,465
rz=0,7662

12000 ~

10000 ~

8000 -

6000 -

genomes/100mL

4000 -

2000 -

T T T T
0 5000 10000 15000 20000 25000
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Fazit 5:

Die Quantifizierung von Bakterienarten in Wasserproben mit
Hilfe der real-time PCR ist sehr empfindlich aber auch sehr
storungsanfallig. Sie sollte daher nur von Referenzlaboren
durchgefuhrt werden mit validierten Testkits.



Zusammenfassung

Klassische Nachweismethoden

Vorteile: Etabliert (DIN/ISO-Normen), ohne grof3en technischen
Aufwand durchfuhrbar, sehr empfindlich (1 Zelle/Liter)
Nachteile: Muf3 direkt gemacht werden, meist nur Indikatorwert,
fur spezifische bakterielle Erreger oft falsch (positiv/inegativ),

far Viren nicht geeignet

Molekulare Nachweismethoden

Vorteile: kann retrospektiv durchgefiihrt werden (wenn Proben
zurickgestellt wurden), Nachweis aller Typen von MO (Viren,
Bakterien, Protozoen), hohe Erregerspezifitat (bis zum Klon)
Nachteile: Nicht etabliert, nur mit grofl3em technischen Aufwand
durchfuhrbar, kein direkter Nachweis der Lebensfahigkeit, etwas
unempfindlicher als Agarplatten
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