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V. Ergebnisse

1. Genetische Studien zur Pathogenitat und Okologie von L. pneumophila

1.1. Genotypische Char akterisierung der Ily-Region

In der spéaten stationdren Phase des Bakterienwachstums von L. pneumophila findet eine
intensive Pigmentierung des Kulturmediums statt. Um die physiologischen Zusammenhéange der
Pigmentgenerierung néher zu untersuchen, wurde zunéchst ein kleiner Bereich der 1ly-Region
kloniert und sequenziert (Wintermeyer et al., 1994). Dieses 2,6 kb grof}es EcoRI-Smal-
Fragment des rekombinanten Plasmids pEWL 113 beinhaltet 3 offene Leseraster, die fir
verschiedene Proteine kodieren. Position und Grofée der Open Reading Frames (ORF), sind
bereits einleitend in Abbildung 1 (Genetische Struktur der |ly-Determinante) dargestellt
worden. Es konnte gezeigt werden, dal3 die Expression von Legiolysin in die Synthese des

Pigmentsinvolviert ist (Wintermeyer et al., 1991).

1.1.1. Sequenzhomologien der Ily-Region

Durch Sequenzvergleiche der abgeleiteten Aminosduresequenzen mit den Proteindatenbanken
EMBL, GenBank und SwissProt konnten weitgehende Ubereinstimmungen aller Leseraster zu
Enzymen des Katabolismus aromatischer Aminosduren nachgewiesen werden. Der
Homologiegrad ist in Tabelle 6 dargestellt.

Der GrolRenvergleich der aufgelisteten Dehydrogenasen zu ORF 2 lief3 fir dieses L eseraster auf
eine Erweiterung im 5-Bereich schlieffen. Um diese Vermutung zu bestdtigen, wie auch in
Erwartung weiterer offener Leseraster mit Funktionalitét in Bezug zur Legiolysin-Determinante
wurde die Gesamtsequenz des 7,8 kb umfassenden Pstl-Inserts des Plasmids pEWL 1
sequenziert und analysiert.

1.1.2. Vergleich der Aminosiure-Sequenzen ver schiedener HPPD-like Proteine

Die Auflistung des Proteinvergleichs der abgeleiteten Aminosaure-Sequenzen von
4-Hydroxyphenyl pyruvat-Dioxygenase-like Enzymen (HPPD) verschiedener Organismen wurde
mittels Lasergene Software package ausgefihrt. Den hochsten Homologiegrad mit dem Lly-
Protein von L. pneumophila Phil. I JR 32 zeigten das Mel A-Protein des aquatischen Bakteriums
Shewanella colwelliana, das HPPD-like Enzym von Pseudomonas sp. und das Hamolysin VIIY
von Vibrio vulnificus (Wintermeyer et al., 1994; Fuqua et al., 1991; Rietschi et al., 1992;
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Chang et a., 1997). Wie aus Abbildung 2 ersichtlich, ist der Homologiegrad der aufgelisteten

HPPD-like Proteine im N-Terminus relativ gering, im C-terminalen Bereich hingegen grof3er.

Tabelle 6. Homologie ver schiedener Leseraster der |ly-Region von
L. pneumophila zu diver sen Genprodukten

Homologie zu Organismus % Homologie % ldentitat
ORF1 3-O-Acylltransferase Streptomyces mycarofaciens 63 44
Caffeoyl-CoA- Synecrocystis sp. 64 49
3-O-Methyltransferase
Petroselinum crispum 57 38
Eucalyptus gunnii 57 38
Nicotiana tabacum 56 37
ORF 2 Phenylaanin-Dehydrogenase  Bacillus sphaericus 57 41
Sporosarcina ureae 60 41
Thermoactinomyces
intermedius 55 39
L eucin-Dehydrogenase Bacillus stearothermophilus 67 438
Bacillus cereus 66 47
Bacillus licheniformis 64 47
T. intermedius 64 47
Bacillus subtilis 63 47
Chlamydia trachomatis 56 41
Lly Vibrio Hamolysin Vlly Vibrio vulnificus 68 50
4-HPPD Dioxygenase Pseudomonas sp. 66 50
Mel A Shewanella colwelliana 64 44
4-HPPD Dioxygenase Sreptomyces aver mitilis 54 38
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Aminosauresequenz-Alignment verschiedener 4-Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase (HPPD)-like Proteine
von Eubakterien: LIy-Lp, Legionella pneumophila JR 32 (Wintermeyer et a., 1994); MelA-Scoal,
Shewanella colwelliana (Fugquaet al., 1994); Lly-Vibrio, Vibrio vulnificus (Chang et al., 1997); HPPD-

Pseud, Pseudomonas sp. (Ruetschi et al., 1992); HPPD-Streptomyc, Streptomyces aver mitilis (Denoya et
al., 1994), Cyanobakterien: HPPD-Synecystis, Synechocystis sp. (Nakamuraet al., 1998);

eukaryotische Pilze: HPPD-Mycosh, Mycospherella graminicola (GenBank Accession AF038152);
HPPD-Coccid, Coccidioides immitis Wyckoff et al., 1995);

Invertebraten: Hppd-Caenorh, Caenor habditis el egans (GenBank Accession Z50016) und

Vertebraten; HPPD-Mouse, (Endo et al., 1995); HPPD-Rat, Gershwin et al., 1987); HPPD-Pig, (Endo et al .,
1992); und HPPD-Human, (Ruetschi et al., 1993).

Die Konsensussequenz basiert auf konservierten Aminosaure-Resten mit Austauschfunktion einer Mehrheit
(>50 %) aler HPPD-Enzyme. Diese ist gegeben, wenn ale Aminosduren innerhalb einer der folgenden
Substitutionsgruppen fallen: Dund E; H, K und R; A, F, I, L, M, P, V und W. Solche Aminoséuren, die der

K onsensus-Sequenz entsprechen, sind rot gekennzeichnet.
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1.2. Subklonierung der Ily-Region

Eine Restriktionsanalyse des 5'-Bereichs des Pst-Fragments pEWL 1 sollte zeigen, welche
Restriktionsschnittstellen fur die Subklonierung dieses Abschnitts in Frage kommen wiirden.
Dazu wurde zunéchst der 5-Pstl-EcoRI-Bereich (4.5 kb) in die entsprechenden Sites von
pUC 19 enkloniert (vgl. dazu Abb.6). Die Klonierung wurde durch Kontrollspaltung mit den
Enzymen EcoRI, BamHI und Pstl Gberpriift (Abb.3; Spuren 1 - 3). Der erhaltene Klon wurde
mit pMFL3 bezeichnet. Die Spaltung von pMFL3 mit Enzymen der Multi Cloning Site (MCS)
des pUC-Vektorensystems lieferte keine weiteren Schnittstellen fir EcoRI, Kpnl, Smal, BamHI
und Xbal (Abb.3;Spuren 4, 6 -9). Die Restriktionsenzyme Hindlll (Spur 11), Sacl (Spur 5) und
Sohl (Spur 10) jedoch spalten je einmal. Aufgrund ihrer Positionierung im Bereich von pMFL3
eigneten sich diese Sites zu einer weiteren Subklonierung. Die Restriktionskarte von pMFL 3
veranschaulicht die Klonierungsstrategie und die Grof3e der Subklone (Abb. 4b). Die erhaltenen
Subklone von pMFL 3 wurden mit pMFL 33, 34 und 35 bezeichnet.

P o &
PMFL 3 EL KL
S8

— 1 1 1 1 T T 71 71 T 1 R

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Abb. 3) Subklonierung des5'-Pstl - EcoRI - Fragments von pEWL 1.
In Klammern sind die verwendeten Restriktionsenzyme und die GrofRe der Banden in kb angegeben.
Spur 1; pMFL 3 (Pstl, EcoRl; 2,7 +4,5); Spur 2. pMFL 3 (BamHlI, EcoRl; 6,95 + 0,25); Spur 3:
pMFL 3 (Pstl, BamHI; 4,25 + 2,95); Spur 4: pMFL 3 (EcoRl; 7,2); Spur 5: pMFL 3 (EcoRl, Sacl;
4,9 + 2,3); Spur 6: pMFL 3 (EcoRlI, Kpnl; 7,2); Spur 7: pMFL 3 (EcoRlI, Smal; 7,2); Spur 8:
pMFL 3 (EcoRI, BarmHI; 7,2); Spur 9: pMFL 3 (EcoRl, Xbal; 7,2); Spur 10: pMFL 3 (EcoRl,
Sphl; 2,7 + 2,34 + 2,16); Spur 11: pMFL 3 (EcoRI, Hindlll; 3,42 + 2,7 + 1,08); Spur 12: pMFL 33
(EcoRl, Sacl; 2,7 + 2,3); Spur 13: pMFL 34 (HindlIl, Sphl; 2,7 + 1,26); Spur 14: pMFL 35 (Pstl,
Hindlll; 2,7 + 1,08); M = Marker Sppl
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1.3. Sequenzierung und Analyseder Ily-Region

Das 4,5 kb grol3e Pstl - EcoRI - Fragment von pMFL 3, wie auch ein verbleibendes 0,74 kb
grof3es Smal - Pstl - Fragment downstream der |ly-Determinante im 3- Bereich von pEWL1
wurden wie beschrieben sequenziert. Neben den zum ""Sequencing™ Kit (Pharmacia)
gehdrenden Oligonukleotid-Uniprimer und -Reverseprimer des M 13-Systems wurden weitere
spezifische Oligonuklectide als Primer zur Sequenzierung eingesetzt (siehe Tabelle 1). Der
gesamte Bereich wurde durch vollstandige Sequenzierung des DNA-Doppelstranges in beiden
Richtungen analysiert. Da es sich bei dem noch verbleibenden 2,7 kb EcoRI - Smal - Fragment
(Ily-Region) um eine bekannte Sequenz handelt (Wintermeyer et a., 1994), wurde von einer
Sequenzierung dieses Bereiches von Plasmid pEWL1 abgesehen. Die Gesamtsequenz von
PEWL 1istinVII.2. (Sehe Anhang) dargestellt. Die Analyse der kodierenden Bereiche lieferte
Daten fir vier weitere Leseraster (Abb. 4; ORF 3, 4, 5 und 6). Der Vergleich der abgeleiteten
Proteinsequenzen zeigte die in Tabelle 7 zusammengefalden Homologien auf. Zudem konnte das
ORF2 der Ily-Determinante wie erwartet im 5'-Bereich erweitert werden. Esist um 350 Basen
grofder, as urspriinglich angenommen und kodiert somit fir ein Protein mit 357 Aminosauren. In
Abbildung 4 ist die genetische Struktur von pEWL 1 schematisch dargestel It.

0 1 2 3 4 5 6 7 8
I I I I I I I I I
kb
Pstl Hind I11 Sacl Sphl BamHI EcoRI Smal Pstl
P L lo——— ———
ORF 5 ORF4 ORF3 ORF 2 ORF 1 Iy ORF 6
pEWL 1
MCS puC 19
Hind 111
Sphl
Pstl Hind 111 Sac | Sphl BamHI EcoRI
b | | L | | pMFL3
I pMFL 33
pMFL 34
pMFL 35

Abb. 4) a) Schematische Darstellung der genetischen Struktur von pEWL 1. Die kodierenden Segquenzbereiche
sind in Leserichtung durch Pfeile gekennzeichnet. Wichtige Restriktionsschnittstellen sind eingefiigt.
b) Subklonierung von pMFL 3. Das Pstl-EcoRI-Fragment ist Teil von pEWL 1.
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Tabelle 7. Homologie ver schiedener Leseraster von pEWL 1 zu diver sen Genprodukten

Positionin  Homologie zu Organismus %I . q %
PEWL 1 Homologie Identitat
ORF 3 3081-2424 Glycerophosphoryldiester E. coli 56 43
(657 bp) Phosphodiesterase UgpU
Glycerophosphoryldiester B. subtilis 47 29
Phosphodiesterase GIpQ
hypothet. Protein, UgpU-homol.  Staphylococcus aureus 59 37
GlpQ2 M. tuberculosis 40 24
ORF 4 2425-1114 Glycerin-3-phosphat E. coli 51 35
(1311 bp) Transportsystem; periplasmat.
Bindungsprotein UgpB
UgpB Mycobacterium 38 22
tuberculosis
ORF5 970- 481 Permease flr aromatische Corynebacterium 45 25
(489 bp) Aminosauren glutamicum
Bacitracin Transport Permease  Bacillus licheniformis 44 25
Protein BcrB
Cytochrom ¢ Oxidase CytN Azospirillum 44 20
Untereinheit brasilense
Cytochrom ¢ Oxidase 46 19
Polypeptid 1 Azor hizobium
caulinodans
ORF 6 7407 - 7842 2-Hydroxyhepta-2,4-dien-1,7-  Archaeoglobus 47 24
(435 bp) dioat |somerase HpcE-1 fulgidus
! Methanobacterium 42 23
ther moautotrophicum
" Rhodobacter 46 22
capsulatus
Fumarylacetoacetat Hydrolase ~ Emericella nidulans 46 31
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1.4. Nachweisvon lly auf Transkriptionsebene

Wie bereits einleitend dargestellt, konnten unmittelbar upstream von Ily zwei weitere offene
Leseraster identifiziert werden (vgl. Abb.1), deren Sequenzen vermutlich einen Bezug zu
Legiolysin aufweisen (Wintermeyer et a., 1991). ORF 1 codiert flr ein 654 bp grof3es Protein,
liegt im gleichen Leseraster wie das I1y-Gen und weist eine hypothetische Promotorstruktur auf.
Das ORF 2 ist 1071 bp grof3 und besitzt ebenfalls eine Promotorstruktur. Vor dem lly-Gen
konnte hingegen keine Polymerasebindungsstelle nachgewiesen werden. Diese Daten weisen
auf ein polycistronisches Transkript hin, bei dem Ily im Verbund mit eéinem oder mehreren
upstream liegenden Genen transkribiert wird.

Der Nachweis einer Operonstruktur konnte mittels Northernanalyse erbracht werden (Abb. 5).
Die ermittelte GrolRe der mRNA belauft sich auf 1,8 kb (Spur 1). Sie stimmt damit rein
rechnerisch mit dem Bereich von Ily und ORF 1 Uberein und ist in Abbildung 5 als blauer
Balken gekennzeichnet. Als Probe wurde ein 787 Basen grof3es internes Fragment aus Ily
eingesetzt. Positionierung und Grolee sind as roter Balken markiert. In Spur 3 hybridisiert
dieses Fragment mit sich selbst und dient as Marker. Als Negativkontrolle ist in Spur 2 die
RNA von E. coli DH5a aufgetragen.

1 2 3
1,77kb
| |
787b
|ﬁ
~ > I < 18
- -
i i &
ORF 11 ORF | [y
1071 bp 654 bp 1044 bp
357 aa 218 aa 348 aa

Abb. 5) Northernblot von L. pneumophila JR 32 und E. coli DH5a - Zellextrakten.
Die eingesetzte |ly-spezifische Probeist rot markiert. Die Positionierung der in Spur 1 detektierten
Bande st in blau eingezei chnet.
Spur 1: L. pneumophila JR 32 (Ily +); Spur 2: E. coli DH5a (Ily -); Spur 3: internes 787 b Sphl —
Asull - Fragment auslly.



Ergebnisse 66

1.4. Nachweis von Homogentisat durch High Performance Liquid Chromatography
(HPLC)

Der Nachwels, dal3 lly fur eine p-Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase kodiert, erfolgte indirekt
durch qualitativen Nachweis von Homogentisat (HGA) als Endprodukt der durch dieses Enzym
katalysierten Reaktion. Die Pigmentierung der Kulturlbersténde von L. pneumophila JR 32
und L. pneumophila JR32-1 (pEWL 34-114), wie auch von E. coli DH5a (pEWL 1) und
E. coli DH5a (pEWL 113) erfolgt in der spaten stationéren Phase des Bakterienwachstums und
wird nach ca. 72 h sichtbar. Im Gegensatz dazu vermitteln L. pneumophila JR 32-1 und E. coli
DH5a (pUC 18) keine Pigmentierung ihres Kulturmediums und wurden daher as
Negativkontrollen eingesetzt.

Der Nachweis von HGA efolgte durch Proteinfraktionierung mittels einer mit Photodioden-
Detektor (uv-vis Detektor UVD 340 S, Gynkotek, Germering) ausgestatteten HPLC. Die
chromatographische Auswertung der Kulturlbersténde wurde in Zusammenarbeit mit
A. Supriyono aus der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. P. Proksch am Lehrstuhl fir
Pharmazeutische Biologie (Wurzburg) durchgeftihrt.

Wie der Vergleich der UV-Spektren mit einer Standard-L6sung von HGA (Abb.6,G) zeigte,
konnten die nach 11,3 min eluierten Peaks der |ly-positiven Stamme L. pneumophila JR 32
(Abb.6, D) und JR 32-1 (pEWB 34-114) (Abb.6, F), sowie E. coli DH5a (pEWL 1) (Abb.6,
A) und E. coli DH5a (pEWL 113) (Abb.6, B) als von Homogentisat herriihrend identifiziert
werden. Im Gegensatz dazu konnte kein HGA bel L. pneumophila JR 32-1 (Abb.6, E) und
E. coli DH5a (pUC 18) (Abb.6, C) nachgewiesen werden. Diese Daten veranschaulichen somit
die enge Korrelation zwischen der Existenz des Ily-Gens und der Prédsenz von HGA im
Kulturiiberstand. Aufgrund dieser in Ubereinstimmung mit den Sequenzanalysedaten ermittelten
Ergebnisse konnte nachgewiesen werden, dai3 [y far eine

p-Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase kodiert.
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Abb. 6) Nachweisvon Homogentisat als Produkt der Umsetzung durch Legiolysin. Die Kulturibersténde von
(A) E. coli DH5a (pEWL 1) (lly-positiv), (B) E. coli DH5a (pEWL 113) (lly-positiv), (C) E. coli
DH5a (pUC 18) (lly-negativ), (D) L. pneumophila JR 32 (Ily-positiv), (E) L. pneumophila JR 32-1
(Ily-negativ), (F) L. pneumophila JR 32 (pEWB 34-114) (Ily-positiv) und (G) einer Standardldsung
von HGA wurden mittels HPL C auf Homogentisat getestet. Dargestellt sind die Chromatogramme in
Kombination mit der Spektralanalyse der 11,3 min - Peaks jeder Probe.
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1.5. Chromosomale Integration von llyin diel att-sitevon E. coli WM 2269

1.5.1. Prinzip der Integration

Der chromosomaen Integration von |ly liegt die Frage zugrunde, ob die gentechnische
Veranderung des Organismus einen Einflul auf dessen Persistenzvermégen ausiibt. Diese
Fragestellung ist im Zusammenhang mit der biologischen Sicherheitsforschung zu sehen. Zid
der Sicherheitsforschung ist es, moglichst fruhzeitig biologische und 0Okologische
Riskopotentidle gentechnisch verénderter Mikroorganismen (gvO) zu erkennen und ein hohes
Mal3 an Sicherheit zu gewdahrleisten. Des weiteren ist die Mutagenisierung im Zusammenhang
mit der nachfolgenden Nutzung des generierten Stammes in Langzeitstudien (Persistenzstudien
in Boden und Wasser) zu sehen. Zum einen konnen plasmidkodierte Eigenschaften nicht
unbedingt Uber die nétige Stabilitét verfligen und im Laufe der Versuche verloren gehen. Zum
anderen konnen Plasmide Uber einen Multi-Copy-Effekt einen unerwinschten Einflul3 auf die
Gendosis des klonierten Faktors nehmen.

Im Rahmen der E. coli K-12 Sicherheitsforschung wurden daher chromosomale
| ntegrationsmutationen der aus L. pneumophila ssammenden Genelly (und mip; siehe 1V.1.6.) in
E. coli K-12 Stammen erstellt und nachfolgend in 6kologisch ausgerichteten Langzeitstudien
eingesetzt.

Die chromosomale Integration von lly liegt einem Integrationssystem zugrunde, dald in
Anlehnung an den Integrationsmechanismus des Bacteriophagen | entwickelt wurde (Diederich
et a., 1992). Dieses System bestent aus enem Set von Klonierungsvektoren, die mit
unterschiedlichen Resistenzmarkern ( pLDR 9: Neomycin; pLDR 10: Chloramphenicol; pLDR
11: Tetracyclin) ausgestattet sind und die Attachment site att P des Bakteriophagen | auf dem
Plasmid tragen, sowie einem Helferplasmid pLDR 8, das fir das | -Integrasegen unter der
Kontrolle des temperatursensitiven Repressors clgs; kodiert.

Das gewinschte Insert wird dabei in die Multi Cloning Site (MCS) enes der
Klonierungsvektoren eingebracht und anschliefiend das Notl - Fragment mit dem Origin
ausgeschnitten und der Vektor wieder religiert. Er ist damit nicht mehr replikationsféhig. Nun
wird er durch Transformation in den Stamm mit dem Helferplasmid eingebracht. Durch einen
Temperatur-shift auf 42°C wird die Expresson des Integrase-Gens induziert. Diese
Temperaturerhéhung fuhrt alerdings auch gleichzeitig zum Verlust des Helferplasmids nach ein
paar Zellgenerationen, da die Replikationsfahigkeit des Plasmids bei 42°C geblockt ist. Die

Integration des gewlnschten Inserts efolgt nun wie beim Bacteriophagen | als
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ortsspezifische Rekombination unter katalytischer Mithilfe der Integrasein die | att - site von
E. coli. Das Rekombinationsschema fir die chromosomale Integration in die | att - siteist in
Abbildung 7 dargestelt.

EcRl  Sacl  Smd BamHl Xbal  Sal Pal Hindlll  Clal

GAATTCGAGCTCGCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGCCCAAGCTTATCCAT

\/ o

I bla
Not |

pLDR, 10,11

Resistenz -
Marke

Not | l,:

Origin

\ WM 2269

BamHI
Hind 111 /

Insert

Abb. 7) Rekombinationsschema zur chromosomalen Integrationindiel Attachment Site von E. coli WM 22609.
Die Anlagerungsstellefir | in der E. coli - DNA, att B genannt, liegt spezifisch zwischen gal E und
bioA, Genen des Galactose- bzw. Biotinoperons. Die Basensequenz von att B wird durch B-O-B”
symbolisiert (B steht fir Bakterium). Die spezifische Anlagerungsstellevon | istindie
Klonierungsvektoren pLDR 9 -11 integriert worden und wird mit att P bezei chnet. Die Basensequenz
von att P wird durch P-O-P" symbolisiert (P steht fiir Phage). O (gelb markiert) bezeichnet die
gemeinsamen Core-Sequenzen der Phagen- und Bakteriensegmente, die rekombinieren. Die Integrase,
dasvomint-Gen auf dem Helferplasmid pLDR 8 codierte Protein, erkennt die P-O-P" - Sequenz der
Phagen-DNA und die B-O-B” - Sequenz der E. cali - DNA und katalysiert dann einen reziproken
Transfer von DNA-Ketten: Pwird mit B” verkntipft, B mit P". Das vorher einklonierte Insert eines der
Klonierungsvektoren pLDR 9 - 11 ist nun inklusive Ampicillin-Resistenz Teil des
Bakterienchromosoms von E. coli WM 22609.
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1.5.2. Mutagenesevon E. coli WM 2269: chromosomale I ntegration von lly

Fur die Integration von Ily wurde ein 3,4 kb grof3es EcoRI - Pstl - Fragment aus dem Plasmid
PEWL 1 ausgewdhit. Es beinhaltet die |ly-Determinante mit dem Leseraster von ORF 1 und
einem Teil des Leserasters von ORF 2. Die Grof3e dieses Fragments wurde so ausgewahlt, dai3
Iy unter eigenem Promoter abgelesen werden konnte. Das Klonierungsschemaiist in Abbildung
8 aufgezeigt. Abbildung 9 =zeigt die Klonierungsschritte im Gel anhand ihres
Restriktionsmusters. Das 3,4 kb grof3e EcoRI - Pstl - Fragment mit der |[ly-Determinante (Spur
1) wurde in die MCS des 4,1 kb grof3en Klonierungsvektors pLDR 11 einkloniert (Spur 2),
das 2,3 kb grof3e Notl - Fragment mit dem Origin (Spur 3) ausgeschnitten und der jetzt mit
pLDR 11-1 bezeichnete Vektor wieder religiert (Spur 4). Dieses Konstrukt wurde in den
E. coli-Stamm WM 2269 transformiert und durch Temperaturshift auf 42°C die Integration
induziert. Der rekombinierte Stamm wurde WM 2269-1 genannt.

l S
sakp | > S —

Pst |

bla
pLDR 11

4,1kb
\_/

Eco RI
Abb. 8) Klonierungsschema fir die Integration der [ly-Determinante in den VVektor pLDR 11.




Ergebnisse 72

-
Z‘E\E — v R
32— - o7

=" BS =
1:8/_ i

=

1 2 3 4 5 M

Abb. 9) Restriktionsmuster von pLDR 11 vor und
nach Integration der |1y-Determinante.
Spur 1: pEWL 1 (EcoRl, Pstl); Spur 2:
pLDR 11 (EcoRl, Pstl); Spur 3: pLDR 11
(Notl); Spur 4: pLDR 11-1 (Notl); Spur 5:
pLDR 11-1 (EcoRl, Pstl);
M = Marker (1kb-L eiter)

1.5.3. Nachweisder chromosomalen Integration von Ily

Im Southernblot konnte die ortsspezifische Rekombination belegt werden (Abb. 10). Als Probe
wurde das radioaktiv markierte 3,4 kb grof3e ECOR1 - Pstl - Fragment aus pEWL 1 mit der Ily-
Determinante eingesetzt. Die chromosomale DNA von WM 2269-1 wurde zum einen mit Pstl
verdaut (Spur 1), zum anderen mit BamHI und Hindlll (Spur 2). Nach Pstl - Verdau hybridisiert
ein 8 kb grofes Fragment, wdhrend nach BamHI - Hindlll - Verdau eine 4,5 kb -Bande
hybridisiert. (Wére die Integration der |ly-Determinante nicht vollzogen worden, so hétte in
beiden Félen das 5,2 kb grofe Plasmid hybridisiert.) Zudem wurde die mit Pstl verdaute
chromosomale DNA von WM 2269 as Negativkontrolle aufgetragen (Spur 3). Als Marker
wurde die Plasmid-DNA von pEWL 1 eingesetzt, die Pstl und Pstl / EcoRI gespalten wurde.
Durch den Auftrag eines Gemisches beider Spaltungen hybridisiert ein 8,1 kb Pstl -Fragment
und ein 3,4 kb -EcoRl - Pstl - Fragment mit der Probe.

Die Genkarte in Abbildung 11 veranschaulicht die genetische Organisation nach

chromosomaler Integration der |ly-Determinante  im  Stamm WM 2269-1. Die
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Integrationsmutante WM 2269-1 exprimiert Legiolysin, wie die Pigmentierung des
Kulturmediums nach 48 h aufzeigte.

N
of
O
O, )
¥ S
S W
1 §
— — 8
Mk — 45
— 34
e — 27
M 1 2 3

Abb. 10) Southernblot von WM 2269-1.
Spurl: WM 2269-1 (Pstl);
Spur 2: WM 2269-1 (BarmHI,
Hindlll); Spur 3: WM 2269
(Pstl); M = Marker: pEWL 1
(Pstl / Pstl, EcoRl).

E =) N CHP E B P
| ' —%—J_u_b_d_//
T fA—
—) 4
B P bla IIy ORF1'ORF2 P B WM 2269-1

l] =——— 34 —>=<¢]]1><+ 35>

2 < 8 —~
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Abb. 11) Genkarte von WM 2269-1. Die Pfeile unterhalb der Skizze geben Grof3e und Position der mit der
Probeim Southernblot hybridisierten DNA-Bereiche an. Die dicken Pfeile zeigen die L eserichtung
vonlly und bla an. Restriktiomsschnittstellen sind wie folgt abgekiirzt: B, BamHI; C, Clal; E, EcoRl;
H, Hindlll; N, Notl; P, Pstl.
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1.6. Chromosomale I ntegration von mip in dasE. coli K-12 - Genom

durch homologe Rekombination

Der chromosomalen Integration von mip liegt in Analogie zur Zielsetzung einer Integration von
Ily (sehe 1V.1.5.1). die gleiche Frage nach dem Persistenzvermdgen gentechnisch veranderter
Organismen zugrunde. Auch dieser Stamm sollte nachfolgend fur ©kologische Studien zur
Persistenz in Boden und Wasserproben im Rahmen der biologischen Sicherheitsforschung
dienen.

Die Integration von mip erfolgte in die fimRegion des E. coli K-12-Stammes AAEC 160
(Blomfield et a., 1991a; 1991b). Dieser Stamm zeichnet sich durch den Einsatz einer
sacB/Neo’ - Kassette upstream des fim-Genclusters aus. SacB codiert fir die Levansaccharase
aus Bacillus subtilis. Dieses Enzym katalysiert die Hydrolyse von Saccharose, sowie deren
Umsetzung zu verzweigtkettigen Polymeren aus Fructoseresten, die als Levane bezeichnet
werden. In E. coli ist die Expresson von sacB nach Zusatz von Sucrose zum
Wachstumsmedium bel 37°C lethal, da die exzessve Levansynthese zum Verschiuld der
Zdlporen fihrt, und damit der Zellstoffwechsal zum Erliegen kommt (Gay et al., 1985). Die
genetische Organisation der fim-Region des Stammes AAEC 160 ist in Abb. 12 dargestdlit.

¢

Hindlll Sal | 81 >

L | [ H |

sacB Neo

fimA C D F G H

Abb. 12) Genetische Organisation desfim- Genclustersim Stamm AAEC 160
Durch die Einfiihrung der sacB/Neo® - Markerkassette wird eine neue Sall - Sitein die Region
eingefiihrt, wasin einem 8,1 kb Sall - Fragment resultiert. Griin markiert sind die lateralen Bereiche
desfim-Genclusterrs fur die homologe Rekombination.
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Als Vektor fur die Integration von mip diente das Plasmid pPILVV3, ein Derivat von plB 310
(Vetter, V., Wirzburg). Dieses Plasmid zeichnet sich im Gegensatz zu plB 310 durch den
zusétzlichen Besitz einer Clal - Site aus, die die Klonierung von mip, flankiert von lateralen
Sequenzen des fim-Genclusters, erméglichte. Analog zu pIB 310 zeichnet sich auch pPILVV;
durch Temperatursensitivitét und Chloramphenicolresistenz aus.

Die Generierung von pPILVV3 ist in Abb. 13 schematisch dargestellt.

pPIL 38|  Hind Il Hind 111
| Clal Clal Sall
B E fim H

Insertion von Hind I11 /Sal | - Fragment

Hind Il Sal |
pPILVV 1 Ap 37°C
puUC 19

Clal - Deletion

Hind 11 Clal Sall
d)
puC 19
Klonierung
in plB 310
Hind 11 Clal Sall
d)
pIB 310

Abb. 13) Konstruktion von Plasmid pPILV V3
DasHindlll - Sall - Fragment mit dem kompletten Fimbrien-Gencluster wurde zunéchst in die
entsprechenden Sites von Vektor pUC 19 einligiert (pPILVV1). Daraufhin wurde der Bereich
zwischen den Genen fimB und fimH durch Clal - Spaltung deletiert (pPILVV>), und das verbliebene
Fragment schliefdlich in den temperatursensitiven Vektor plB 310 umkloniert (pPILVV3).
pPILVV; beinhaltet nur noch die lateralen Bereiche desfim-Genclusters (grin markiert).
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1.6.1. Amplifizierung von mip

Die genetische Determinante von mip &3 eine direkte Klonierung in den Vektor pPILV V3 nicht
zu, da die entsprechenden Clal - Sites fir eine "sticky end"- Ligation fehlen.

Die Auswahl geeigneter Primer zur Amplifizierung sollte jedoch nicht nur zur Generierung von
Clal-Sites bei moglichst geringem Basenaustausch fuhren, sondern auch die Gesamtsequenz
inklusive Promotor- und Terminationsstrukturen umfassen. Dies ist insbesondere dahingehend
von Interesse, da mip Uber eine N-terminale Signalsequenz verfugt, die dem Protein nach
Integration in E. coli weiterhin den Transport Uber die Cytoplasmamembran gewahrleisten

sollte.

Zur Amplifizierung des mip-Gens wurde 1 pl chromosomale DNA des Stammes
L. pneumophila Philadelphia | in einer Konzentration von 1 pg/ml  eingesetzt. Als Primer

wurden folgende Sequenzen ausgewahit:

upstream: 5-d[CCATTTAAAATCGATTTATCAG]-3
downstream: 5-d[AAATGAAATCGATAAACAGGCGC]-3

Durch je enen Basenaustausch (rot gekennzeichnet) konnte je ene Clal-

Restriktionsschnittstelle generiert werden (schwarz unterstrichen).

Das PCR-Produkt war ein 1310 bp grof3es, von Clal-Schnittstellen flankiertes DNA-Fragment,
dal3 fur das Mip-Protein aus L. pneumophila Philadelphia | kodiert.

1.6.2. Klonierung von mip in pPILVV;

Durch Ligation des mittels Restriktionsendonuklease Clal gespaltenen Vektors pPILVV; mit der
ebenso verdauten PCR-generierten mip-Sequenz konnte eine "sticky end” - Klonierung
vorgenommen werden (Abb. 14). Der erhaltene Klon wurde as pPILMF; bezeichnet. Nach
Transformation der rekombinanten Plasmid-DNA in kompetente E. coli DH5a - Zellen wurden
die Transformanden auf chloramphenicolhaltigen Selektionsplatten ausplattiert und bei 30°C
inkubiert. Gewachsene Klone wurden auf neue Platten Uberpickt, um dSe ener

Restriktionsanalyse zu unterziehen.
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Hind I11

Hind 11 Sl

pPILMF 1

pPILVV3

Abb. 14) Klonierung von pPILMF,
Das 1,3 kb mip-Fragment ist rot gekennzeichnet. Die Orientierung
ist durch Pfeil markiert.

In Abb. 15 ist die Klonierung von pPILMF; durch Ermittlung des Restriktionsmusters belegt.
Spur 1 des Gels zeigt die 1,3 kb grof3e Bande des durch PCR amplifizierten mip-Fragments. In
den Spuren 2 - 5 it die in verschiedenen Kombinationen mit den Enzymen Clal, Hindlll und
Sall gespaltene Plasmid-DNA von pPILVV 3 aufgetragen, in den Spuren 6 - 8 gefolgt von der in
gleicher Weise verdauten DNA des neu generierten Klons pPILMF,.

Wird der Vektor mit Clal bzw. Hindlll verdaut, so resultiert daraus aufgrund der singuléren
Présenz dieser Schnittstellen lediglich je eine 8 kb grof3e Bande (Spur 2 + 3). Der Verdau mit
Clal und Sall liefert 2 Banden (Spur 4), da aus dem Vektor der hintere, 1,4 kb grof3e Bereich
des fur die homologe Rekombination benttigten Anteills des Fimbrien-Genclusters
herausgespalten wird. Die Grol3e des als Rest verbliebenen Vektoranteils beléuft sich auf
6,6 kb. Der mit den gleichen Enzymen verdaute Klon pPILMF; fuhrt dagegen zu 3 Banden, da
das mip-Insert zu einer weiteren, 1,3 kb grof3en Bande fuhrt (Spur 8).

Wird der Vektor mit Hindlll und Clal geschnitten, so separiert man den vorderen, 3 kb grof3en
Teil des verbliebenen fim-Genclusters vom 5 kb grof3en Rest des Vektors (Spur 5). Im analog
verdauten pPILMF; tauchen diese beiden Banden wieder auf. Durch die Existenz einer Hindlll-
Siteim mip-Gen wird das Insert ebenfallsin zwei Fragmente von 0,3 und 1 kb gespalten (Spur
7). Die Orientierung des Inserts 18 sich schliefdlich anhand ener Hindlll-Spatung
dokumentieren (Spur 6): da die HindllI-Site in mip ndher zum N-terminalen Bereich liegt,
belegt die Prasenz der 3,3 kb grofRen Bande (3kb voderer Bereich des fim-Clusters zur
homologen Rekombination + 0,3 kb N-terminaler Bereich von mip) eine Leserichtung, wie in
Abb. 14 durch Pfeil markiert.
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pPILVV3 pPILMF1

T 17171 "7

1 2 3 4 5 M 6 7 8

Abb. 15) Restriktionsmuster von pPILVV; und pPILMF;
Spur 1: PCR-generiertes mip-Fragment; Spur 2: pPILVV 3 (Clal)
Spur 3: pPILVV3 (HindlIl); Spur 4: pPILVV3 (Clal, Sall);
Spur 5: pPILVV3 (Clal, HindlIl); Spur 6: pPILMF1 (HindIll)
Spur 7: pPILMF1 (Clal, HindlIl); Spur 8: pPILMF1 (Clal, Sall);
M = Marker (1 kb-Leiter).
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1.6.3. Sequenzierung von mip

Um sicherzustellen, dal3 die Tag-Polymerase wahrend der Amplifizierung von mip keine
fehlerhaften Kopien erzeugt hat, wurde das in pPILVV3 einklonierte PCR-Produkt nach der
Sanger-Methode, wie unter [11. 9.19. beschrieben, durchsequenziert. Neben den a's Primer fir
die PCR eingesetzten Oligonukleotiden wurden weltere spezifische Oligonukleotide eingesetzt.
Die Amplifizierung hat zu keinerle Basenaustausch gefiihrt. Somit konnte pPILMF, fur die

chromosomale I ntegration von mip eingesetzt werden.

1.6.4. Westernblotanalyse von Mip

Die erfolgreiche Klonierung von mip konnte durch den Nachwels der Expression des Gens
mittels Westernblotanalyse wie unter Punkt 111.8.14 beschrieben, erbracht werden (Abb. 16).
Als Positivkontrolle diente das Gesamtzellysat von pBLL 100, als Negativkontrolle jenes von
pPILVV3,

s T G e " ;v.'.r-"'ﬂ'

Abb. 16) Westernblot von pPILMF,

1.6.5. Mutagenesevon E. coli AAEC 160: chromosomale | ntegration von mip

Als Ausgangsstamm fir die homologe Rekombination diente der weiter oben berets
beschriebene, von Blomfield et a. (1991) konstruierte E. coli K-12 - Stamm AAEC 160. Dieser
Stamm zeichnet sich durch fir die Rekombination notwendigen homologen Sequenzen im
lateralen Bereich des Fimbrien-Genclusters aus. Ferner wurde eine Markerkassette in diesen
Bereich einkloniert, um Integrationsmutationen gezielt screenen zu konnen. Der eingangs
vorgestellte Vektor pPILVV; besitzt die gleichen genetischen Bereiche aus dem Umfeld des
fimGenclusters. Das Prinzip der Integration folgt der von Blomfield et al. (1991) entwickelten
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Methode, die in Abb. 17 schematisiert dargestellt ist. Vortell dieses Protokolls zum
Allelaustausch ist die nach jedem Schritt mdgliche Selektionskontrolle.

Nach Transformation des Stammes AAEC 160 mit pPILMF; macht man sch die
Temperatursengitivitét des Vektors zur Selektion auf Plasmid-Integrate zunutze. Die
Transformanden wurden zwecks Plasmid-Integration zunéchst in Ubernachtkultur bei 30°C und
Chloramphenicolzusatz inkubiert. Die Kontrolle dieses Schritts des Alldlaustauschs erfolgte
durch Ausplattieren auf Cm- und Km-Platten. Auf Sucroseplatten (6%) erfolgte hingegen kein
Wachstum. Die Integration kann entweder durch Rekombination homologer Genbereiche
upstream der sacB/Neo™Kassette erfolgen (Bild 1a), oder downstream des Markers wie in
dem mit b) bezeichneten Weg dargestellt. Ein Wachstum bel 42°C ohne Selektionsdruck fihrt
schliefdlich zur Plasmid-Exzision (Bild 2) und anschlief3endem Curing (Bild 3), was entweder
zum erfolgreichen Allelaustausch, oder zur Wiederherstellung der Ausgangssituation fuhrt (Bild
4). Die Temperatur von 42°C ist nicht-permissiv fur Plasmid-Replikationen. Die Anreicherung
von Rekombinanden erfolgte durch Temperaturshift auf 30°C ohne Selektionsdruck, Plasmide
gehen durch Ausdiinnen verloren. Eine Selektion war nun Uber Sucroseplatten mdglich, da bel
erfolgreicher Integration das Fehlen von sacB nicht zum Zelltod fihrt. Umgekehrt war kein
Wachstum auf Neo oder Cm mdglich (Tabelle 8). Eine Inkubation bei 30°C unterdriickte das
Wachstum von Background-M utationen von Plasmid-Integraten, die durch Beschadigungen der
Markerkassette infolge fehlerhafter Rekombination entstehen kénnen.
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1) Plasmid Integration

pPILVV3

mip
8 X oder X b
e | e AAEC 160

sacB Neo R

ﬂ Selektion auf Plasmid-Integrate bei 42 °C

2) Plasmid - Exzision, gezeigt fur Integr. b)

Wachstum bei 42 °c\
ohne Selektionsdruck

; Exzision ;
e TR e L 1

3) & 4) Plasmid - Curing und Selektion der Mutation

SR

Wachstum bei 42 °C
ﬂ Curing ﬂ

Wachstum bei 30 °C
Anreicherung von Rekombinanten

b D w0 | -
erfolgreeiche Integration AAEC 160
von mip
Selektion: Sucrose +
Neo,Cm -

Abb. 17) Schema der chromosomalen Integration von mip durch homologe Rekombination. Schritt 1:
Plasmid-Integrate werden bel nicht-permissiver Temperatur fir die Plasmid-Replikation
selektiert (42°C). Schritte 2+3: Wachstum bei 42°C ohne Selektionsdruck fahrt zur Plasmid
Exzision (Schritt 2) und anschlief?endem Curing (Schritt 3). Schritt4: Selektion auf
gewtiinschte Rekombinanten.
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Tabelle 8:

82

Klon Neo Cm Sucrose
1 - + +
2 + + +
3 - + +
4 + + +
5 - + +
6 - - +
7 + - +
8 + - +
9 - - +

10 + - +
11 - + +
12 + + +
13 + + +
14 + + +
15 + + +
16 + + +
17 + - +
18 - - +
19 - - +
20 - - +
21 + + +
22 + + +
23 - - +
24 + + +
25 + + +
26 + + +
27 + - +

Selektion von Rekombinanten nach homologer Rekombination.

Sucrose-positive Klone wurden zusétzlich auf Neo- und Cm-Resistenz gescreent.
Erfolgreiche Integrationen sind rot gekennzeichnet. In Cm-Medium wachsende Klone
beinhalten noch Vektorbestandteile, wahrend ein Wachstum in Neo-Medium eine fehlerhafte
Rekombination im homologen Bereich dokumentiert.
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1.6.6. Nachweisder Expression von chromosomal integriertem mip durch Westernblot

Die 6 Neo- und Cm-sensitiven Klone wurden im Immunaoblot auf korrekte Expression von mip
getestet (Abb. 18). Als Positivkontrolle diente pBLL 100, as Negativkontrolle pPILVV .
Lediglich Klon 20 (vergl. Tabelle 8) exprimierte mip. Dieser Klon wurde mit AAEC 160-1
bezeichnet und im Southernblot eingehender analysiert.

A
$ ¢
> &
¥ & ¥

1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 18) Westernblot zum Nachweis der Expression von
mip nach homologer Rekombination.
Spur 1: Positivkontrolle; Spur 2: Negativkontrolle;
Spur 3: Klon 6; Spur 4: Klon 9; Spur 5: Klon 18;
Spur 6: Klon 19; Spur 7: Klon 20 (AAEC 160-1);
Spur 8: Klon 23.
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1.6.7. Nachweis der chromosomalen Integration von mip in dasE. coli K-12 - Genom

Um die chromosomale Integration von mip in  Stamm AAEC 160-1 zu belegen, wurden
Southernblots angefertigt und mit verschiedenen Probes hybridisiert (Abb. 19). In Blot 1 diente
das 1,3 kb mip-Fragment, dal3 durch PCR generiert wurde, as Probe. Die chromosomale DNA
der Stdmme AAEC 160 und AAEC 160-1 wurde ebenfalls Clal gespalten und auf das Gel
aufgetragen. Zudem wurden Kontrollspatungen von pPILMF; mit den Enzymen Hindlll und
Clal ausgeftihrt. Da das mip-Insert lediglich im AAEC 160-1 hybridisieren kann, lief3 sich auch
nur dort die zugehtrige 1,3 kb - Bande ermitteln (Spur 1). Im Ausgangsstamm AAEC 160
vermochte hingegen kein Fragment mit der Probe zu hybridiseren (Spur 2). Wird pPILMF,
Hindlll gespaten (Spur 3), so hybridisieren ein 3,3 und ein 6 kb grofles Teilstiick des
Plasmids, da beide Uber mip-Anteile im jeweiligen Fragment verfigen. Der Verdau des
Plasmids mit Hindlll und Clal (Spur 4) fihrte im Southernblot nach Hybridiserung nur zur
Markierung der beiden Insert-Banden, die beiden Vektorbanden wurden nicht markiert (vergl.
hierzu Abb. 16; Spur 7). Ein Verdau mit Clal markierte auch bei pPILMF,; analog zu AAEC
160-1 die 1,3 kb - Bande des mip-Inserts.

In Blot 2 wurde das 2,4 kb grof3e HindllI-Sall - Fragment aus pPILMF; as Probe eingesetzt.
Wird der Ausgangsstamm AAEC 160 ebenso gespalten (Spur 2), hybridisiert ein 8,1 kb grof3es
Fragment (vergl. dazu Abb. 15). In AAEC 160-1 ist das markierte Fragment nur 2,4 kb grof3
(Spur 1), da mip eine zusédtzliche Hindlll - Schnittstelle in die rekombinierte fim-Region
einbringt und das Fragment damit verkleinert. Auch ein Verdau der chromosomalen DNA
beider Stdmme mit Hindlll allein fihrte zu einer Verkleinerung des markierten Fragments in
AAEC 160-1 gegentiber dem Ausgangsstamm AAEC 160. Die exakte Grof3e dieser Fragmente
liefd sich jedoch mangels Kenntnis der genauen Position der HindllI-Site downstream des fim-
Genclusters nicht ermitteln. Als Kontrolle zur Ermittlung der BandengrofRen wurde pPILMF,,
mit Hindlll und Sall gespalten, eingesetzt.
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Abb. 19) Southernblot von AAEC 160-1

Blot 1: Spur 1: AAEC 160-1 (Clal); Spur 2: AAEC 160 (Clal); Spur 3:

pPILMF; (Hindlll); Spur 4: pPILMF, (Hindlll, Clal); Spur 5:
pPILMF; (Clal). Probe: 1,3 kb mip-Fragment.

Blot 2: Spur 1: AAEC 160-1 (Hindlll, Sall); Spur 2: AAEC 160
(Hindlll, Sall); Spur 3: AAEC 160-1 (HindlIl); Spur 4:
AAEC 160 (HindlIl); Spur 5: pPILMF; (Hindlll, Sall).
Probe:2,4 kb Fragment aus pPILMF; (Hindlll, Sall).
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2. Okologische Studien zur Persistenz von L. pneumophila und E. coli

in der Umwelt

2.1. Einflu von |ly und mip auf die Persistenz von L. pneumophilaund E. coli K-12 unter
Lichtstrefd

Es konnte bereits gezeigt werden, dal3 die Exprimierung von |ly, und damit die Pigmentierung
des Kulturmediums zu einer Persistenz unter Lichtstref3 fuhrt (Steinert et al, 1995). Dazu
wurden L. pneumophila JR 32 und die Ily-negative Mutante JR 32-1 acht Tage ununterbrochen
unter Lichtstre3 gesetzt. Als Lichtquelle diente eine 12 V Halogenglihlampe mit
Kaltlichtreflektor mit einer Leistung von 75 Watt und geringem UV-Antell (Decostar
51,0sram). Von 10™ Zelen / ml in GC-FC-Medium konnten nach acht Tagen Lichtbestrahlung
keine Ily-negativen Mutanten mehr kultiviert werden, wéhrend der Wildtyp (WT) zu
persistieren vermochte. Im Kulturiberstand des WT war die Mutante hingegen in der Lage, den
Lichtstref3 zu Uberstehen. In der Dunkelkontrolle war keine Abnahme der Zelzahl zu
beobachten.

In Ergénzung zu diesen Daten wurde der Effekt von Licht auf das Uberleben von rekombinanten
E. coli K-12 in einem anaogen Experiment getestet (Abb. 20 a und b). Nach Aufzucht der
E. coli K-12 Ily +/- Stamme in Ubernachtkultur unter Selektionsdruck wurde die Zdlldichte auf
10° CFU / ml eingestellt. Je 3 ml Zellsuspension wurden in 12-well Gewebekulturplatten
Uberfuhrt. Diese waren zwecks Verhinderung von Verdunstung durch Parafilm abgedichtet. Die
Lichtquelle wurde 40 cm oberhalb der Platte installiert. Die Temperatur betrug 18 °C. Die
Messung der Lebendzellzahl erfolgte durch tagliches Ausplattieren geeigneter Verdinnungen.
Waéhrend E. coli DH5a (pEWL?2) in seinem eigenem Kulturliberstand bel leichter Abnahme der
Zellzahl zu persistieren vermochte, war bei E. coli DH5a (pUC 18) eine rapide Abnahme der
Zellzahl um 4 Zehnerpotenzen zu registrieren. Durch Austausch der Sterilfiltrierten
Kulturtberstande liefd sich auch hier das Ergebnis umkehren (Abb. 20 a). Die experimentelle
Kontrolle erfolgte durch Halten der Zellen im Dunkeln (Abb.20 b).

Die Mutagenisierung bzw. Komplementierung des Pathogenitétsfaktors mip zeigte hingegen
keinerlel Einflul® auf die Persistenz von L. pneumophila unter Lichtstref3 (Abb 21).
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Abb. 20 a) Einflui von Ily auf die Persistenz von E. coli K-12 unter Lichtstref3.
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Abb. 20 b) Einflul3von Ily auf die Persistenz von E. coli K-12 unter Lichtstref3. Dunkelkontrolle
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Abb. 21) EinfluR von Iy und mip auf die Persistenz von L. pneumophila unter Lichtstref3.
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2.2. Assoziation von L. pneumophila mit Fischerella sp.

Cyanobakterien sind im SlRwasserhabitat verbreitet, kommen aber auch in feuchten Boden vor.
Sie sind die grofte, und am weitesten verbreitete Gruppe photosynthetisch aktiver
Prokaryonten. Aufgrund ihrer Fahigkeit, Stickstoff zu fixieren, sind viele Arten Pioniere an
nahrstoffarmen Standorten. Die Préasenz von L. pneumophila in den Algenmatten von
Fischerella und der Schwingalge Oscillatoria wurde bereits 1980 beschrieben. Die
Assoziation zu den genannten Cyanobakterien dient dabel vermutlich der Bereitstellung von
Wachstumsfaktoren (Tison et a., 1980) In den Abbildungen 23a) und 23Db) ist Fischerella
durch Rasterelektonenmikroskopie dargestelIt.

Die Assoziation von L. pneumophila JR32 und JR32-1 (Ily-negativ) mit Fischerella wurde in
Mikrokosmen iiber einen Verlauf von sieben Tagen beobachtet. Dazu wurden Ubernachtkulturen
von 1 x 10* Bakterien / ml mit frisch angesetzter Fischerella-Kultur versetzt und bei 37 °C
inkubiert. Aufgrund des photoautotrophen Wachstums der Cyanobakterien wurden die
Reaktionskélbchen von einer tagedichtdhnlichen Leuchtstoffrohre, die das Spektrum des
Sonnenlichtes weitgehend imitiert, mit einer Lichtstéarke von 4000 lux bestrahlt (Lichtquelle:
Osram Biolux L15W/72). Zur Kontrolle wurde Legionella bei gleichen Reaktionsbedingungen
mit frischem Fischerella-Medium, sowie Fischerella-Uberstand versetzt. In dem Uberstand
war Fischerella zuvor 14 Tage lang prasent und schliefdlich steril ausfiltriert worden.

Wiahrend Legionella in Assoziation mit Fischerella bzw. in dessen Uberstand zu persistieren
vermag, ist dies den Bakterien in frischem Fischerella-Medium nicht moglich. Wie die
Coinkubation der Fischerellen mit L. pneumophila JR32-1 zeigte, spielt die Expression von |ly
dabel keine Rolle (Abb. 22). Ein Wachstum der Bakterienkulturen konnte weder in frischem

Medium, noch in Fischerella-Uberstand beobachtet werden.
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Abb. 22) Assoziation von L. pneumophila JR32 und JR32-1 (lly-negativ) mit Fischerella sp.

(F-Med = Fischerella-Medium)



Ergebnisse 91

Durch Rasterelektronenmikroskopie konnte der adhésive Charakter der Assoziation von
L. pneumophila zu Fischerella dokumentiert werden. Um den Einflul? verschiedener
Pathogenitéts- und Umweltfaktoren zu testen, wurden neben dem Wildtyp L. pneumophila JR32
auch Deletionsmutationen fur Ily (L. pneumophila JR32-1), mip (L. pneumophila  JR32-2)
und fla (L. pneumophila Corby KH1) eingesetzt. Alle getesteten Stémme zeigten ein gutes
Adhésionsvermégen. Lediglich be L. pneumophila JR 32-1 war im Vergleich zum
Referenztamm L. pneumophila JR 32 eine leichte Verringerung im Adhasionsvermogen
festzustellen. Es konnte zudem beobachtet werden, dal3 die Anlagerung der Bakterien
unspezifisch war, wie die Cokultivierung von Fischerella mit E. coli DH5a zeigte. In Tabelle
9 ig die optische Quantifizierung des Adhasionsvermdgens der eingesetzten Stdmme
zusammengefaldt. Nachfolgend dokumentieren die REM-Aufnahmen die Assoziation (Abb. 24a
bis 30b)

Tabelle 9: Adh&sionsver mdgen von L. pneumophila zu Fischerella sp.

Bakterienstamm Adharenz

L pneumophila JR32 gut (++)

L. pneumophila Corby gut (++)

L. pneumophila RIGP gut (++)

L. pneumophila JR32-1 gut (+)

L. pneumophila JR32-2 gut (++)

L. pneumophila Corby KH1 gut (++)

E. coli K12 DH5a sehr gut (+++)
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Abb. 23a) Fischerella sp.
500 fach vergr.

Abb. 23b) Fischerella sp. Die knollenartigen Verdickungen sind Heterozysten, in denen
die Stickstoffixierung erfolgt. 2000 fach vergr.
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Abb. 24a) Cokultivierung von L pneumophila JR32 mit Fischerella sp.
10 000 fach vergr.

Abb. 24b) Cokultivierung von L. pneumophila JR32 mit Fischerella sp.
20 000 fach vergr.
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Abb. 253a) Cokultivierung von L. pneumophila Corby mit Fischerella sp.
3000 fach vergr.

Abb. 25b) Cokultivierung von L. pneumophila Corby mit Fischerella sp.
10 000 fach vergr.
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Abb. 26a) Cokultivierung von L. pneumophila RIGP mit Fischerella sp.
3000 fach vergr.

Abb. 26b) Cokultivierung von L. pneumophila RIGP mit Fischerella sp.
10 000 fach vergr.
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Abb. 27a) Cokultivierung von L. pneumophila JR32-1 mit Fischerella sp.
2000 fach vergr.

Abb. 27b) Cokultivierung von L. pneumophila JR32-1 mit Fischerella sp.
10 000 fach vergr.
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Abb. 28a) Cokultivierung von L. pneumophila JR32-2 mit Fischerella sp.
3000 fach vergr.

Abb. 28b) Cokultivierung von L. pneumophila JR32-2 mit Fischerella sp.
5000 fach vergr.
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Abb. 29a) Cokultiveirung von L. pneumophila Corby KH1 mit Fischerella sp.
5000 fach vergr.

Abb. 29b) Cokultivierung von L. pneumophila Corby KH1 mit Fischerella sp.
10 000 fach vergr.
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Abb. 30a) Cokultivierung von E. coli K12 DH5a mit Fischerella sp.
3000 fach vergr.

Abb. 30b) Cokultivierung von E. coli K12 DH5a mit Fischerella sp.
10 000 fach vergr.
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2.3. Studien zur Persistenz von L. pneumophila und E. coli in Boden-M ikrokosmen

2.3.1. Persistenz von L. pneumophila in Boden-Mikrokosmen

Die Verbreitung von L. pneumophila erfolgt in enger Assoziation mit freilebenden Protozoen,
die in den mest ndhrstoffarmen Lebensrdaumen die erforderlichen Wachstumsfaktoren
beisteuern. Insbesondere Amoben, wie z.B. A. castellanii sind als Wirte weit verbreitet. Deren
Verbreitungsspektrum ist jedoch nicht auf wassriges Milieu beschrankt, sondern erstreckt sich
auch auf feuchte Boden. Zidl der durchgefihrten Persistenzstudien war daher die Ermittiung
einer moglichen Besiedlungskapazitét von L. pneumophila in Boden, wobei jedoch nicht die
Wechsalwirkung zu Protozoenwirten, sondern die Persistenz des Keims in suboptimaler

Umgebung Gegenstand der Untersuchungen war.

Zu diesem Zweck wurde Blumenerde mit definierter Zusammensetzung durch Autoklavieren
sterilisiert. Um insbesondere das Auskeimen von Sporen zu verhindern, wurde dieser Prozef3
im Abstand von 48 h drei Mal wiederholt. Daraufhin wurden im Grof3mal3stab je 1 kg Erde und
im KleinmaRstab je 10 g Erde mit 1 x 10* Bakterien / g beimpft. Um die Zellzahl der
kultivierbaren Zellen zu ermitteln, wurde die Erde in PBS resuspendiert. Nachdem grobe
Bodenbestandteile absacken konnten, wurden geeignete Verdiinnungen ausplattiert und die CFU
bestimmt. Die Entnahme eines Bohrkerns aus dem Grofdmaldstab erfolgte Uber enen

Speziabohrer, der durch Abflammen sterilisiert wurde.

Neben L. pneumophila RIGP wurden in diesem Experiment die Ily-, mip- und fla-negativen
Mutanten L. pneumophila JR32-1, JR32-2 und Corby KH1 eingesetzt.

Wie aus der Graphik in Abb. 31 ersichtlich, ist fur Legionella eine rapide Abnahme der
Zdlzahl schon nach kurzer Zeit zu detektieren. Nach 6 Tagen konnten keine Zellen mehr
kultiviert werden. Die Defizienz der Pathogenitéts- und Umweltfaktoren Mip, Flaund LIy hatte

keinen Einfluld auf die Persstenz der Bakterien in den Boden-Mikrokosmen.
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Abb. 31) Verlust der Kultivierbarkeit verschiedener L. pneumophila - Stdmmein Boden-
Mikrokosmen

2.3.2. Persistenz von E. coli in Boden-Mikrokosmen

In Analogie zu der Versuchsreihe mit L. pneumophila wurden auch mit verschiedenen
E. coli - Stdmmen Pessenzstudien in  Boden-Mikrokosmen durchgeftihrt.  Die
Besiedlungskapazitét gentechnisch veranderter Organismen ist dabel in Bezug auf die
biologische Sicherheit von grof3er Bedeutung. Um den Einflul der Faktoren Mip und LIy auf die
Uberlebensfahigkeit in Erde zu testen, wurden neben E. coli K-12 DH5a die
I ntegrationsmutanten AAEC 160-1 (genomische mip-Integration) und WM 2269-1 (genomische
[ly-Integration) (siehe Abschnitt 1.5. und 1.6.) herangezogen (Abb. 32). Diese im Rahmen der
E. coli K-12 - Sicherhetsforschung generierten chromosomalen Integrationen eignen sich
gegenuber plasmidkodierten Stdmmen durch eine wesentlich verringerte Gefahr des Verlustes
der einklonierten Eigenschaften im Verlauf von Langzeitstudien. Als Kontrollen wurden die
EHEC-Stdmme 0157 : H7 t.933 und 0157 : H7 st.86-24 eingesetzt.

Fir E. coli DH5a und die Integrationsmutanten WM 2269-1 und AAEC 160-1 war Uber den
gesamten Zeitraum die kontinuierliche Reduktion der Zellzahl zu beobachten. Von anfanglich 2

x 10* Zdlen / ml waren nach vier Wochen Inkubationszeit keine Zellen mehr kultivierbar.



Ergebnisse 102

Die EHEC - Stdmme 0157 :H7 st.933 und st.86-24 vermochten hingegen Uber diesen Zeitraum

ZuU persistieren.
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Abb. 32) Persistenz verschiedener E. coli - Stémme in Boden-Mikrokosmen

2.4. Persistenzstudien von L. pneumophila und E. coli in Wasser-Mikrokosmen

2.4.1. Persistenz von L. pneumophilain sterilem L eitungswasser

Die Lebensbedingungen von Umweltbakterien sind in freler Natur von mehreren Faktoren
abhangig. Temperaturschwankungen, Assoziationsmdglichkeit zu Protozoenwirten und en
héufiges Unterangebot an Nahrstoffen charakterisiert die Lebensverhdtnisse von Legionellen.
Um ungiinstige Phasen zu tiberdauern, ist L. pneumophila zum Ubergang in ein lebensfahiges,
aber nicht mehr kultivierbares Ruhestadium (viable but nonculturable; VBNC) beféhigt. Die
metabolische Aktivitét der Bakterien ist dabei stark herabgesetzt, eine Vermehrung findet nicht
Sett.

Wie in Abbildung 33a dargestellt, verlieren logarithmisch gewachsene L. pneumophila Zellen
in sterilen Leitungswasser zunehmend ihre Kultivierbarkeit. Dazu wurden 1 x 10* Bakterien / ml
in 400ml-Mikrokosmen in autoklaviertem Leitungswasser inokuliert und tber einen Zeitraum
von 200 Tagen die CFU-Werte bestimmt. Die Expression der Faktoren Ily und fla hatte keinen

Einflud auf das Persistenzvermdgen, wie der Vergleich von L. pneumophila JR32-1 (lly-
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negativ) und L. pneumophila Corby KH1 (fla-negativ) mit den Referenzstdmmen L.
pneumophila JR32 und RIGP zeigt.

Von den anfanglich 1 x 10" Zellen / ml konnten nach durchschnittlich 170 Tagen keine Bakterien
mehr nachgewiesen werden. Um den exakten Zeitpunkt des Ubergang zur Nichtkultivierbarkeit
Zu dokumentieren, wurden gegen Ende des Versuchs bis zu 20 ml Mikrokosmen-Kultur durch
Filtration aufkonzentriert und die CFU-Werte bestimmt.

Die mip-Mutante L. pneumophila JR32-2 verliert jedoch friher ihre Kulturfahigkeit und laft
sich nach 60 Tagen nicht mehr nachweisen. Es ist aber zu berticksichtigen, dal3 die Zellzahl zu
Anfang des Experiments um 1 log-Stufe unterhalb der CFU-Werte der Referenz liegt. Es wird

daher auch friher die Nachweisgrenze erreicht.

Parallel zur Bestimmung der CFU-Werte wurde wahrend des Verlaufs des Experiments die
Lebendzellzahl mittels LIVE/DEAD BacLight™ Bacterial Viability Kit (Molecular Probes,
Leiden, NL) ermittelt. Diese zeigte eine weitaus hohere Anzahl noch lebensfahiger Zellen,
selbst nachdem deren Kultivierbarkeit nicht mehr nachweisbar war (Abb. 33b).

Der Kit enhdlt zwei Fluoreszenzfarbstoffe. Bakterien mit intakter Membran fluoreszieren griin
(Iebende Zellen), solche mit beschadigter Membran rot (tote Zellen).

Einige Beispiele fur die Diskriminierung von lebenden und toten Zellen durch den Bacterial
Viahility Kit sind in den Abbildungen 34 @), b), ¢), d) dargestellt.
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Abb. 33a) Verlust der Kultivierbarkeit von L. pneumophila in sterilen

L eitungswasser-Mikrokosmen
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Abb. 33b) Lebendzellzahl von L. pneumophila in sterilem Leitungswasser. Die Zellzahl wurde
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mittels LIVE/DEAD BacLight'" Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, Leiden, NL)

ermittelt.
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Abb. 34b) Lebendférbung von L. pneumophila RIGP nach 10 Tagen

Inkubation in sterilem Leitungswasser. Die Probeist mit "SYTO 9"
und Propidiumjodid angeférbt, tber einen Fluorescein-Filter werden
jedoch lediglich lebende Zellen separat sichtbar gemacht.

Abb. 34a) Lebendfarbung von L. pneumophila RIGP nach 40 Tagen

Inkubation in sterilem Leitungswasser.

Eswurde mit "SYTO 9" und Propidiumjodid angeférbt und
fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet.

Lebende Zellen sind griin, tote Zellen rot abgebil det.
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Abb. 34c) Lebendfarbung von L. pneumophila RIGP nach 40 Tagen
Inkubation in sterilem Leitungswasser. Die Probeist mit "SYTO 9"
und Propidiumjodid angeféarbt, Gber einen Fluorescein-Filter werden
jedoch lediglich Iebende Zellen separat sichtbar gemacht.

Abb. 34d) Anférbung von L. pneumophila RIGP nach 80 Tagen
Inkubation in sterilem Leitungswasser. Die Probe ist nur mit
Propidiumjodid markiert und sondiert tote Zellen.
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2.4.2. Persistenz von L. pneumophila im Umwetmedium M ainwasser

Parallel zu dem Versuchsansatz in sterilem Leitungswasser wurde die Persistenz von
Legiondlen in einem natirlichen Habitat getestet. Dazu wurde FluRwasser aus dem Main bel
Wrzburg entnommen, mit verschiedenen Legionella-Stéammen beimpft und bel Raumtemperatur
inkubiert. Dabei galt es festzustellen, ob dieses Medium méglicherweise zu einem anderen
Zeitpunkt als Leitungswasser den Ubergang der Bakterien in das VBNC-Stadium vermittelt. Um
grobe Verunreinigungen zu vermeiden, wurden die Mikrokosmen zunéchst Uber einen
Faltenfilter gereinigt. Ein Ansatz wurde daraufhin sterilfiltriert, um Schwebeteilchen und
Fremdbewuchs unter Beibehatung der nativen Struktur geloster Stoffe zu entfernen. In einem
weiteren Ansatz wurde das Mainwasser bel fortdauernder Présenz von Schwebstoffen und

kristalliner Substanzen autoklaviert.

Wie Abbildung 35a veranschaulicht, ist unabhdngig vom Legionella-Stamm eine lang
anhaltende Persistenz in sterilfiltriertem Mainwasser moglich. Die Ergebnisse decken sich mit
denen einer Inkubation dieser Stamme in sterilfiltriertem Leitungswasser. Die Bestimmung der
Lebendzellzahl mittels LIVE/DEAD BacLight™ Bacterial Viability Kit (Molecular Probes,
Leiden, NL) (Abb. 35b) verdeutlicht, dal3 trotz beginnender Abnahme der Kultivierbarkeit nach
40 Tagen bel L. pneumophila Corby KH1 bzw. nach 80 Tagen bei L. pneumophila RIGP die
Lebensfahigkeit der Bakterien auf hohem Niveau erhalten bleibt.

Als besonders ausdauernd ist der Stamm JR32-1 anzusehen: Uber den gesamten Verlauf des
Versuchs findet keine Abnahme der Kultivierbarkeit statt.

In autoklaviertem Mainwasser ist hingegen bel den Stdmmen L. pneumophila RIGP, JR32-2
und Corby KH1 eine drastische Abnahme der CFU-Werte innerhalb von ca. 30 Tagen zu
beobachten. In Analogie zum Verhaten in sterilfiltriertem FluRBwasser ist auch hier fir
L. pneumophila JR32-1 ein sehr gutes Persistenzvermégen festzustellen. Nach 120 Tagen
betrug die Abnahme der Kultivierbarkeit nur eine halbe log-Stufe (Abb. 36).

Aufgrund der Présenz kristaliner Substanzen im Wasser war eine Auswertung der

L ebendzellzahl nicht mdglich; die Hintergrundfluoreszenz war zu grol3.
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Abb. 35a) Persistenz von L. pneumophila in sterilfiltrierten Mainwasser-Mikrokosmen
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Abb. 35b) Lebendzellzahl von L. pneumophila in sterilfiltriertem Mainwasser. Die Zellzahl wurde
mittels LIVE/DEAD BacLight'" Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, Leiden, NL)
ermittelt.
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Abb. 36) Verlust der Kultivierbarkeit von L. pneumophila in autoklavierten
Mainwasser-Mikrokosmen

2.4.3. ldentifizierung von L. pneumophila VBNC-Stadien durch in situ-Hybridiserung

Der Ubergang zum VBNC-Stadium wurde fir Legionella zudem durch 16 S rRNA-
Hybridiserungen mit fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden (LEG705) dokumentiert.
Zum Zeitpunkt der Inokulation der Bakterien in sterilem Leitungswasser ist die metabolische
Aktivitédt anhand der starken Fluoreszenz ersichtlich (Abb. 37a - 40a). Nach Eintritt in das
Ruhestadium nimmt diese vermutlich aufgrund der Reduktion des rRNA-Gehalts in den Zellen

ab. Kurz vor Reaktivierung kénnen noch ca. 20 - 30 % der Legionellen detektiert werden (Abb.
37b - 40D).
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Abb. 37a) In situ-Hybridisierung von L. pneumophila JR 32 mit 16 SrRNA-
Oligonukleotidsonde (LEG705) zum Zeitpunkt der Inokulierung
der Zellen in sterilem Leitungswasser.

Abb. 37b) In situ-Hybridisierung von VBNC-Stadien von L. pneumophila JR 32
mit 16 S rRNA-Oligonukleotidsonde (L EG705) nach 200 Tagen
Inokulierung der Zellen in sterilem Leitungswasser.
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Abb. 38a) In situ-Hybridisierung von L. pneumophila JR 32-1 mit 16 SrRNA-
Oligonukleotidsonde (LEG705) zum Zeitpunkt der Inokulierung der
Zéllen in sterilem Leitungswasser.

Abb. 38b) In situ-Hybridisierung von VBNC-Stadien von L. pneumophila JR 32-1
mit 16 S rRNA-Oligonukleotidsonde (L EG705) nach 200 Tagen
Inokulierung der Zellen in sterilem Leitungswasser.
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Abb. 39a) In situ-Hybridisierung von L. pneumophila JR 32-2 mit 16 SrRNA-
Oligonukleotidsonde (LEG705) zum Zeitpunkt der Inokulierung der
Zé€llen in sterilem Leitungswasser.

Abb. 39b) In situ-Hybridisierung von VBNC-Stadien von L. pneumophila JR 32-2
mit 16 S rRNA-Oligonukleotidsonde (LEG705) nach 100 Tagen
Inokulierung der Zellen in sterilem Leitungswasser.
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Abb. 40a) In situ-Hybridisierung von L. pneumophila Corby KHZ1 mit
16 SrRNA-Oligonukleotidsonde (LEG705) zum Zeitpunkt der
Inokulierung der Zellen in sterilem Leitungswasser.

Abb. 40b) In situ-Hybridisierung von VBNC-Stadien von L. pneumophila
Corby KH1mit 16 S rRNA-Oligonuklectidsonde (LEG705) nach
200 Tagen Inokulierung der Zellen in sterilem Leitungswasser.
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2.4.4. Persistenz von E. coli in PBS

Die Persistenzstudien in verschiedenen Fliissigmedien wurden neben L. pneumophila auch mit
E. coli durchgefthrt. Dabel sollte ermittelt werden, wie lange die verschiedenen E. coli -
Stamme zu persistieren vermogen, und ob eine Kapazitdt zum Ubergang ins VBNC-Stadium
vorhanden ist. Fur die Studien wurden die genomischen Integrationsmutanten E. coli
WM 2269-1 (Ily-Integration) und AAEC 160-1 (mip-Integration) (siehe Abschnitte 1V.1.5. und
IV:1.6.) eingesetzt. Als Kontrollen dienten der Laborstamm E. coli DH5a und die beiden
EHEC-Stdmme 0157 : H7 s.933 und st.86-24. Da E. coli in reinem Leitungswasser zu schnell
abstirbt, wurde als Medium PBS eingesetzt.

Wie aus Abbildung 41a ersichtlich, war fur alle E. coli - Stdmme ene lang anhatende
Persistenz zu beobachten. Insbesondere die beiden EHEC-Stamme vermochten zu persistieren,
wobei sich die ermittelten Zellzahlen Uber einen Zeitraum von 130 Tagen nicht verringerten.
Das Kultivierungsvermdgen von E. coli DH5a und den genomischen Integrationsmutanten WM
2269-1 und AAEC 160-1 nahm hingegen ab Tag 55 kontinuierlich ab. Nach 130 Tagen
Inkubation in PBS reduzierten sich die CFU-Werte um den log-Faktor 3.

Die mittels LIVE/DEAD BacLightTM Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, Leiden, NL)
ermittelte Lebendzellzahl fur diesen Ansatz zeigt auf, dald in Bezug auf die EHEC-St&mme nach
110 Tagen die |ebensfahigen Zellen auch kultivierbar waren (Abb. 41b). Die Zellzahl der noch
kultivierbaren Bakterien der Stamme E. coli DH5a, WM 2269-1 und AAEC 160-1 war
wéhrend des Verlaufs der Studie zwar abnehmend, es konnte aber durch die
Fluoreszenzfarbungen gezeigt werden, dal3 die nicht kultivierbaren Zellen auch weiterhin
lebensfahig waren. So betrug die Diskrepanz zwischen Lebendzellzahl und ermitteltem CFU-
Wert fur E. coli WM 2269-1 nach 110 Tagen eine log-Sufe, fur den Stamm AAEC 160-1
bereits zwel und fur E. coli DH5a sogar 2,5 log-Stufen.

Die Studie zur Persistenz von E. coli in PBS konnte damit aufzeigen, dal3 die Stdmme DH5a,
WM 2269-1 und AAEC 160-1 nach ca. 55 Tagen in das VBNC-Stadium tbergingen.
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Abb. 41a) Persistenz von verschiedenen E. coli - Stdmmen in PBS
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Abb. 41b) Lebendzellzahl von verschiedenen E. coli - Stdmmen in PBS. Die Zellzahl wurde
mittels LIVE/DEAD BacLight"™ Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, Leiden, NL)
ermittelt.
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2.4.5. Persistenz von E. coli in Mainwasser-Mikrokosmen

In Analogie zu den Persistenzstudien mit Legionella wurden auch die E. coli - Stdmme in
Mainwasser-Mikrokosmen auf ihr Persistenzvermogen getestet. Dies hat insbesondere fur
EHEC-Stdmme einige Relevanz, da die Konzentration von E. coli in Stl3wasser mit dem Grad
einer Fakalkontamination korreliert.

Werden die Stdmme bel Raumtemperatur in sterilfiltriertem Mainwasser inokuliert (Abb. 42a),
so findet in einem Zeitraum von 140 Tagen eine kontinuierliche Reduktion der Kultivierbarkeit
satt. Mit Ausnahme des EHEC-Stammes 0157 : H7 .933 konnten von anfanglich
durchschnittlich 1 x 10* Zellen / ml gegen Versuchsende keine CFU-Werte mehr ermittelt
werden. Der Stamm 0157 : H7 st.933 vermochte etwas besser zu persistieren; erst nach 85
Tagen erfolgte eine Abnahme der kultivierbaren Zellen. Nach weiteren 55 Tagen erfolgte eine
Reduktion um zwei log-Stufen und entsprach damit einer vergleichbaren Reduktionsrate in
Bezug auf die anderen Stdmme.

Auch hier zeigt ein Vergleich mit der ermittelten Lebendzellzahl durch Fluoreszenzfarbungen
(LIVE/DEAD BacLight™ Bacteria Viability Kit, Molecular Probes), dal trotz Abnahme der
kultivierbaren Zellen |ebensfahige Bakterien in hohem Mal3e erhalten blieben (siehe Abb. 42b).
In autoklavierten FluRwasser-Mikrokosmen (Abb. 43) war Uber den gesamten beobachteten
Zeitraum von 110 Tagen eine gleichbleibende Persistenz der eingesetzten E. coli - Stdmme auf

hohem Niveau festzustellen.
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Abb. 42b) Lebendzellzahl von E. coli in sterilfiltriertem Mainwasser. Die Zellzahl wurde
mittels LIVE/DEAD BacLight™ Bacterial Viability Kit (Molecular Probes, Leiden, NL)

ermittelt.
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2.5. Reaktivierung von L. pneumophila aus dem VBNC-Stadium

Die Resaktivierung der VBNC-Ruhestadien von L. pneumophila erfolgte durch Cokultivierung
mit axenisch gewachsenen A. castellanii-Kulturen. Hierzu wurden 10° Amoeben mit 1 ml aus
den VBNC-Mikrokosmen inokuliert und taglich die CFU-Rate ermittelt (Abb. 44).

Bereits nach 1 Tag Coinkubation konnten Legionellen wieder kultiviert werden. Die
exponentiell ansteigende Zellzahl der Bakterien nach 3 - 5 Tagen Coinkubation mit
Acanthamoeba ist dabei auf die intrazelluldre Vermehrung der Legionelen zurtickzufihren. Es
zeigte sich, dal3 das Virulenz-Potential von den beiden Philadelphia | -Derivaten JR32 und
RIGP am stérksten ist. So waren bereits nach zwel Tagen Inkubationsdauer CFU-Werte von
1 x 10%ml zu beobachten. Diese Zellzahlen entsprachen jenen zum Zeitpunkt der Animpfung der
Mikrokosmen. Nach einem weiteren Tag der Cokultivierung mit Acanthamoeba stieg die
Vermehrungsrate dann um 3 log-Stufen auf 1 x 10°/ml.

Die Reaktivierung von L. pneumophila JR32-1 (ly-negativ) und JR32-2 (mip-negativ) fand
hingegen deutlich zeitverzogert statt. Erst nach funf Tagen wurden die Zellzahlen vom Zeitpunkt
der Animpfung dieser Mikrokosmen Uberschritten.

Die Flagdllin-Mutante L. pneumophila Corby KH1 liefd sich dagegen im gleichen Zeitmal3
reaktivieren, wie die Stdmme JR32 und RIGP. Bereits nach zwei Tagen konnten in Bezug auf L.
pneumophila JR32 und RIGP vergleichbare Zellzahlen ermittelt werden. Diese wurden im

weiteren Verlauf der Infektion jedoch nicht nennenswert erhoht.
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Abb. 44) Reaktivierung von nichtkultivierbaren L. pneumophila - Zellen (VBNC) durch Coinkubation

mit A. castellanii. 10° Amoeben wurden mit 1 ml aus bis zu 200 Tage alten Leitungs-
wasser-Mikrokosmen inokuliert. Nach 1, 2, 3, 5 Tagen wurden die CFU-Werte auf

BCYE-Agar ermittelt.



