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D. Material und Methoden

D.1 Bakterien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Bakterien, ihre Kulturbedingungen sowie ihre jeweilige
Herkunft und Referenz sind in Tab. D.1 aufgeftihrt.

Tab. D.1; Verwendete Bakterien.

LosAngeles, Sg. 4

Organismus Topt. [°Cl, Medium Herkunft Referenz
5% CO2 (+),
Normal-
Atmosphére (-)
Bordetella bronchiseptica 37, - BHI M. Schmid, TUM
Burkholderia cepacia 37, - LB |solat aus der Kartof- G. Berg, Univ. Rostock
LC 21-3b fdknolle
Burkholderia cepacia 37, - LB Isolat aus der Rhi- G. Berg, Univ. Rostock
L 16-3-11 zosphére der Kartoffel-
knolle

Escherichia coli 37, - LB Hanahan 1983
K-12 DH5a
E. coli K-12 HB101 37, - LB Boyer und Roulland-

Dussoix 1969
Klebsiella aerogenes 37, - LB M. Schieicher, LMU Miin-

chen
Legionella anisa 37, + BCYE, YEB Fields et d. 1990
L. bozemanii 37, + BCYE, YEB Isolat aus Menschen- ATCC 33217
lunge
L. erythra 37, + BCYE, YEB P. Fettes, Univ. Ulm
L. hackeliae, Serogruppe 1 37, + BCYE, YEB Typstamm ATCC 33250
L. longbeachae, Sg. 1 37, + BCYE, YEB Typstamm ATCC 33462
L. Iytica 30, + BCYE Typstamm Birtles et a. 1996, Springer
eta. 1992
L. micdadei 37, + BCYE, YEB |solat aus Menschen- ATCC 33218
blut

L. oakridgensis 37, + BCYE P. Fettes, Univ. Ulm
L. pneumophila Blooming- 37, + BCYE, YEB Typstamm ATCC 33155
ton, &g. 3
L. pneumophila Corby 37, + BCYE, YEB Petientenisolat Jepras et al. 1985
L. pneumophila 37, + BCYE, YEB Typstamm ATCC 33156
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Organismus Topt. [°Cl, Medium Herkunft Referenz
5% CO2 (+),
Normal-
Atmosphére (-)
L. pneumophila Philadelphia, 37, + BCYE, YEB |solat aus Menschen- ATCC 33152
So.1 lunge, passagiert Uber
M eerschweinchen
L. pneumophila U21, Sg. 6 37, + BCYE, YEB Umweltisolat Bender et a. 1991
L. pneumophila 667, Sg. 4 37, + BCYE, YEB Patientenisol at Bender et al. 1991
LLAP 10 30, + BCYE CDC, AtlantalUSA
Listeria monocytogenes 37, - BHI M. Schmid, TUM
R
Pseudomonas aeruginosa 37, - LB Bender et a. 1991
SS712

D.2 Amoben

Die verwendeten Amoben, ihre Kulturbedingungen und die dazugehdrige Herkunft und Referenz
sindin Tab. D.2 aufgelistet.

Tab. D.2: Verwendete Amadben.

Organismus Topt. [°C] Medium Herkunft Referenz
Acanthamoeba castellanii RT PYG Trinkwasserreservoir | R. Michel, SdB Koblenz
C3
A. polyphaga RT PYG ATCC 30461
A sp. UWC9 RT PYG Patientenisolat, Kon- Fritsche et al. 1993

taktlinse

Hartmannella vermiformis 35 PYNFH Fieldset al. 1990
Naegleria lovaniensis 35 SCGYEM R. Michel, SdB Koblenz
Vahlkampfia ovis 23 NNA +K.a. | Rhodos, Wasserlache | R. Michel, SdB Koblenz
Vannella sp. #5 23 NNA +K.a. Trinkwasserleitung R. Michel, SdB Koblenz
Referenzen:  ATCC American Type Culture Collection, Rockville/lUSA

CDC Center for Disease Control and Prevention, Atlanta/USA

LMU Lehrstuhl fir Zellbiologie, Ludwig-Maximilians-Universitét M tinchen

SdB  Medizinische Mikrobiologie, Sanitétsdienst der Bundeswehr, Koblenz

TUM  Lehrstuhl fir Mikrobiologie, Technische Universitét Minchen

24




Materia

D.3 Vektoren, Plasmide

Die beiden in dieser Arbeit verwendeten V ektoren sind in Tab. D.3 beschrieben.

Tab. D.3: Fir die Klonierung verwendete V ektoren.

Bezeichnung Plasmid-kodierte Eigenschaften Her kunft
pBluescript Il KS  AmpR, lacZ-Gen, T3-, T7-Promotor Stratagene, Heidelberg
pBluescript 11 SK Amp®, lacZ-Gen, T3-, T7-Promotor Stratagene, Heidelberg

Dasfir die Amplifikation von mip verwendete Plasmid pRK30 enthdlt das komplette mip-Gen

(ohne Promotor) aus L. pneumophila Philadelphia JR32 in den VVektor pGEM?-T Easy (Prome-

ga, Mannheim) integriert, es tragt aulRerdem das Gen fur Ampicillin-Resistenz und das lacZ-

Gen (Kohler, unveroff.).

D.4 Gerate

Folgende Geréte wurden wahrend der Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit eingesetzt:

Analysenwaage
Autoklav
Brutschrank
Cleanbench
DNA-Sequenzierer

Dot-Blot-Apparatur
Eismaschine
Elektroporator
Fluoreszenzmikroskop

Fotometer

Fotonenkamera
Gel-Elektrophorese-Apparatur
Geldokumentation

Chyo JL 180
Fedegari FOM/B50; Fedegari Teknomara 9191E
Heraeus B5050E; Mammert Tv40b
Nunc Microflow 50726
MWG-Biotech Li-Cor DNA Sequencer Modell 4000;
ABI PRISM™
Minifold?-Apparatur, Schleicher & Schill
Scotman AF-20
Gene Pulser Transfection, BioRad
Zeiss Axiolab mit 50 W-Hockdruck-Quecksilberlampe,
Zeiss Filtersets 00 und 10,
Kameras: Intas Lowlight CCD; Nikon F301
Unicam 8625, Pharmacia
Hammamatsu C2400-47, Hammamatsu Photonics
BioRad; Pharmacia GNA-100
Gel Doc 2000, BioRad
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Grobwaage Chyo MP 3000

Hybridisierungsofen Bachofer

Konfokales L aserscanning-Mikroskop
Zeiss LSM-510 mit Helium-Neon- und Argon-Lasern,
Kamera: Zeiss MC-100

Magnetrihrer Sorvall RT 600

Mikrowelle Moulinex

Netzgerdte Consort E 452

PCR-Gerét Eppendorf Mastercycler Personal
pH-Meter WTW pH 523

Rasterel ektronenmikroskop ZeissDSM 962, Kamera: Contax
Schiittler Innova TM 4300
Spektralfotometer Beckmann Fotometer DU 650#
Thermaoblock Eppendorf Thermostat 5320
Tischzentrifuge Eppendorf 5415 C

Tragbare Messgeréte fur pH, Temperatur, elektrische Leitfahigkeit
GPHO014, Greisinger Electronic; LF54, WTW Weilheim;
GTH175/MO, Greisinger Electronic;
MultiLine 4, WTW Weilheim

Vakuumzentrifuge Univapo 150 H Uniequipe
Vortexer GLW

Wasserbad GFL 1083, Kottermann
Wasserentsal zungsanlage Milli-Q-Plus, Millipore
Zentrifuge Beckman J 2-21

D.5 Chemikalien

Die wéhrend dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Grol3enmarker, Enzyme und Filme wur-

den von folgenden Firmen bezogen:

Chemikalien AppliChem, Darmstadt; Becton-Dickinson, Augsburg; Bayer, Le-
verkusen; Boehringer Ingelheim, Heidelberg; Boehringer Mann-
heim, Mannheim; Difco, Augsburg; Fluka, Deisenhofen; Gerbu,
Gaiberg; Gibco-BRL, Eggenstein; Merck, Darmstadt; Oxoid, We-
sal; Roth, Karlsruhe; Serva, Heldelberg; Sigma, Dei senhofen.

DNA-Grolenmarker MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Enzyme Amersham Pharmacia Biotech, Braunschweig; Boehringer Mann-
heim; Epicentre Technologies, Gibco-BRL; Merck; Promega,
Mannheim

Filme Adfa, Fuji, Konica
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D.6 Oligonukleotide, Farbstoffe

Neue rRNA-gerichtete Oligonukleotidsonden wurden von Dr. W. Ludwig, TU Mnchen, mittels

vergleichender Sequenzanalyse der in der Datenbank der TU Minchen enthaltenen rDNA-
Sequenzen durch das Programmpaket ARB (Strunk und Ludwig 1996) entwickelt. Die markier-
ten Sonden wurden von den Firmen Interactiva (Neu-Ulm) und MWG Biotech (Ebersberg) syn-

thetisert und markiert (Tab. D.4). Fur die rRNA-Hybrisierung wurden die Fluoreszenzfarb-
stoffe FLUOS (5,(6)-Carboxyfluorescein-N-hydroxysuccimidester) bzw. cy3 (5,5 -Disulfo-

1,1"-di(c-carbopentynyl)-3,3,3",3 -tetramethyindol ocarbo-cyanin-N-hydroxy-succi midester)

verwendet (Tab. D.5).Die Oligonukleotide fir die mRNA-Hybridisierung waren mit Digoxige-
nin (DIG) markiert (Tab. D.6).

Tab. D.4: Oligonukleotidsonden fur die rRNA-Hybridisierung.

Bezeichnung Sequenz Target Referenz

BET42a 5- GCCTTCCCACTTCGTTT -3 23S: bp1027-1043*; Manz et al. 1992
b-Proteobakterien

EC1531 5- CACCGTAGTGCCTCGTCATCA -3 23S: bp 1521-1541*; Poulsen et al. 1994
E. cali

EUB338 5- GCTGCCTCCCGTAGGAGT -3 16S: bp 338-355*; Amann et a.

1990
Bacteria

EUK516 5- ACCAGACTTGCCCTCC -3 18S: bp 501-516*; Amannet al. 1990
Eukaryota

GAM42a 5- GCCTTCCCACATCGTTT -3 23S: bp 1027-1043*;  Manz et al. 1992
¢ Proteobakterien

GSP 5'- TTCACGGTAAACGATCTGGGCC -3 18S: bp 936-957; Stothard et al. 1999
Acanthamoeba spp.

HART498 5'- TCGCGGAGAGGTGTCGGT -3 18S: bp 498-515**; diese Arbeit
Hartmannella spp.

LEG705 5- CTGGTGTTCCTTCCGATC -3 16S: bp 705-722*; Manz et al. 1995
Legionellaceae

LEGPNE1 5- ATCTGACCGTCCCAGGTT -3 16S: bp 621-638*; Grimm et al. 1998
L. pneumophila

NAEG1088 5'- GTGGCCCACGACAGCTTT -3 18S: bp 1088-1105***; diese Arbeit
Naegleria spp.
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* Position bel E. coli
*k Position bel H. vermiformis
*kk Position bel N. lovaniensis

Tab. D.5: Fur die rRNA-Hybridisierung verwendete Fluoreszenzfarbstoffe.

Fluoreszenz- Absorbtions Emissons Molarer Extinktions-K oeffizient
Far bstoff maximum [nm] maximum [nm] e[1xmol™ x cm]

FLUOS 494 518 7,5x 10*

cy3 554 570 1,3x 10°

Tab. D.6: Oligonukleotidsonden fir die mRNA-Hybridisierung.

Bezeichnung * Sequenz

133a 5-TTCTTCCCCAAA TCGGCA CCAATG-3
201a 5-ACT CATAGCGTCTTG CAT GCC -3

276a 5-TTATTITTCATCCGCTTTCTTATTG-3
319a 5-TGGCTTGTITTTTGTT TTCAGT TAA -3
110s 5-CAT TGG TGC CGA TTT GGG GAA GAA -3
181s 5- GGC ATG CAA GACGCT ATGAGT -3

253s 5- CAA TAA GAA AGC GGA TGA AAATAA -3
296s 5-TTA ACT GAA AACAAA AACAAGCCA -3
* a steht fur die antisense-Sonden, s steht fiir die sense-Sonden

Primer fur die PCR wurden von den Firmen MWG Biotech (Ebersberg) und Roth (Karlsruhe)
synthetisiert (Tab. D.7). Die zum Sequenzieren mit dem Li-Cor Sequenzierer verwendeten Pri-

mer waren mit IRD-800 markiert.
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Tab. D.7: Fur die PCR verwendete Primer.

Zur Amplifizierung von bakterieller 16SrDNA:

Bezeichnung Sequenz Referenz

616V 5-AGAGITTGATYM TGG CTCAG-3 Springer 1992

630R 5- CAK AAA GGA GGT GAT CC-3 Springer 1992

63f 5- CAG GCC TAA CACATGCAA GTC-3 Marches et a. 1998
1387r 5- GGG CGG (AT)GT GTA CAA GGC -3 Marchesi et a. 1998

Zur Amplifizierung von Legionella-spezifischer 16S rDNA:

Bezeichnung Sequenz

Referenz

leg225 5-AGA TTAGCCTGCGTCCGAT -3

Miyamoto et a. 1997

leg858 5-GTCAACTTA TCG CGT TTG CT -3 Miyamoto et a. 1997

Zur Amplifizierung eines L. pneumophila-spezifischen mip-Genabschnitts (in der vorliegenden

Arbeit erstmals verwendet):

Bezeichnung Sequenz

vorw-mip 5- GGCTAAGCGTACTGCTGAATT -3

t3-vorw-mip 5- ATTAACCCTCACTAAAGGGACGGCTAAGCGTACTGCTGAATT -3
t7-vorw-mip 5- TAATACGACTCACTATAGGGAGGGCTAAGCGTACTGCTGAATT -3

rueck-mip 5- TCTGTCCATCCAGGGATAAC -3

t3-rueck-mip 5- ATTAACCCTCACTAAAGGGACTCTGTCCATCCAGGGATAAC -3
t7-rueck-mip 5- TAATACGACTCACTATAGGGAGTCTGTCCATCCAGGGATAAC-3
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Zur Amplifizierung bzw. Sequenzierung eines Inserts aus einem Plasmid:

Bezeichnung Sequenz Referenz

uni 5-GTA AAA CGA CGG CCA GT -3 Sambrook et al. 1989
reverse 5-GGA AACAGC TAT GACCAT G-3 Sambrook et 4.
1989

D.7 Puffer und L dsungen

Fur die Herstellung aller Lésungen wird Uber eine Reinstwasseranl age entsal ztes und filtriertes
Wasser (im folgenden H,0 pigest) VErwendet. Die L osungen werden, sofern nicht anders angege-
ben, in eéinem Wasserdampf-Hochdruckautoklaven fiir 20 min bei 121 °C und 1,013 x 10° Pa U-
berdruck sterilisiert. Hitzelabile Substanzen (manche Medienzutaten) werden nach dem Auto-
klavieren unter sterilen Bedingungen zugegeben (Sterilfilter 0,2 um Porengrof3e, Millipore,
Eschborn).

Die L6sungen zur Isolierung und weiteren Bearbeitung von RNA werden einer speziellen Be-
handlung unterzogen. Um die RNasen zu inaktivieren werden alle Lésungen, die kein Tris ent-
halten, vor dem Autoklavieren mit 0,1% DEPC versetzt und tiber Nacht (UN) bei Raumtempe-
ratur (RT) inkubiert. Die Tris-haltigen Losungen werden mit bereits autoklaviertem HO piges.,
perc angesetzt und autoklaviert. Alle Plastikteile wie Pipettenspitzen und Eppendorf-
Reagenzgefélde (ERG) werden zweimal autoklaviert. Weiterhin werden beim Arbeiten mit
RNA stets Handschuhe getragen, die einzelnen Arbeitsschritte erfolgen auf Eis.

D.8 Nahrmedien, Anzucht und Stammhaltung
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Alle Bakterien und Amoben werden mit den in den Katalogen der jeweiligen Stammsammlun-
gen aufgefuhrten Medien kultiviert (ATCC 1985).

Die Bakterien werden aerob bei der jeweiligen optimalen Wachstumstemperatur in 100 ml Er-
lenmeyerkolben mit 30 ml Fliissigmedium UN mit Beliftung in einem Schittler oder auf ver-
festigten N&hrmedien in Petrischalen angezogen. Die Legiondlen-Anzucht auf Agarplatten e-
folgt in einer mit 5% CO, angereicherten Atmosphére fur drei bis funf Tage.

Von allen Bakterienstédmmen werden zur langerfristigen Stammerhatung Glycerinkulturen (Gly-

cerin : Zellsuspension = 1 : 1) angelegt, die bei -80 °C gelagert werden.

Die axenische Anzucht der Amében erfolgte in 75 cnt- bzw. 25 cnt-Zellkulturflaschen mit je-
wells 20 ml bzw. 10 ml Flissigmedium. Alle 14 Tage (Acanthamoeba und Naegleria) bzw.
ale drel bis vier Tage (Hartmannella) werden nach lichtmikroskopischer Kontrolle 250 mi
Kultur in frisches Medium Uberimpft.

Die Stammhaltung erfolgt fir Acanthamoeben in Glycerinkulturen (Glycerin : Zellsuspension in
PYG =1:1). Die Hartmannellen werden in 5 ml PYNFH + 5 ml hitzeinaktiviertem FCS aufge-
nommen, zu dieser Suspension wird tropfenweise eine Mischung aus 8 ml PYNFH + 2 ml
DM SO zugegeben. Die Stammkulturen missen sofort auf Eis gestellt und dann bei -20 °C fir
zwei Stunden und bei -80 °C UN tiefgefroren werden, um anschlielend in fliissigem Stickstoff
gelagert zu werden. Das Auftauen der Kulturen erfolgt méglichst rasch, um eine negative Wir-
kung des Zdlgiftes DMSO auf die Zellen zu minimieren. Die aufgetauten Kulturen werden
zentrifugiert, einma mit Medium gewaschen (um das DM SO zu eliminieren) und schliefdich in
Medium aufgenommen und kultiviert.

Die Amdben, die sich nicht axenisieren lief¥en (Umweltisolate), sowie Vahlkampfia ovis und
Vannella sp. werden auf Non-Nutrient-Agar-Platten (NNA) mit Klebsiella aerogenes als Fut-
terbakterium bel 23 °C gehalten. Die Stadmme mtissen ca. ale 14 Tage auf neue Platten Uber-
impft werden. Dazu wird nach lichtmikroskopischer Kontrolle der Kultur ein Agarbldckchen
mit moglichst vielen Trophozoiten unter sterilen Bedingungen ausgeschnitten und (mit den A-
madben nach unten) auf eine neue NNA-Platte mit Bakterienrasen gelegt. Eine Stammhaltung ist

hier nicht moglich.
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D.8.1 Legionella

10N KOH:

KOH-Pl&tzchen 561 g/lOOO mi Hzo bidest.
autoklavieren

BCYE-Agar (buffered charcoal yeast extract):

ACES 59

Hefeextrakt 10g

Hzo bidest. ad 900 ml

mit 10 N KOH pH 6,9 einstellen

Aktivkohle 29

Agar 159

H50 pidest. ad 980 ml

autoklavieren

L-Cystein 0,4 ¢/210 ml H0O pigest., Sterilfiltriert
Fe'"'(NO3); x 9 H,0 0,25 ¢/10 ml H,0 piges, Sterilfiltriert

zum abgekuhlten Medium zugeben, Platten gielien

Y EB-Flissgmedium (buffered yeast extract):

ACES 109

Hefeextrakt 109

H2O pidest. ad 900 ml

mit 10 N KOH pH 6,9 einstellen

L-Cystein 0,4 g/10 ml H,0 pigest, Sterilfiltriert
Fe'"'(NO3); x 9 H,0 0,25 ¢/10 ml H,O pgest, Sterilfiltriert
H50 pidest. ad 1000 ml

sterilfiltrieren

D.8.2 Non-Legionella-Bakterien

BHI-Medium (Brain Heart Infusion):

BHI (Difco) 379
H20 pidest. ad 1000 ml
autoklavieren

LB-Medium (Luria-Bertani):

Pepton aus Casein 10g
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Hefeextrakt 59
NaCl 50
evtl. Agar 15¢
Hzo bidest. ad 1000 mi
autoklavieren
D.8.3 Amdben

Amobenpuffer (fir Acanthamoeba):

MgSO, x 7 H,O 9,86 g/100 Ml H50 pigest.
autoklavieren

Na,HPO, x 2 H,O 4,45 /100 ml H0 pigest.
autoklavieren

KH,PO, 3,4 9/2100 ml H20 piges.
autoklavieren

CaCl,x 2 H,0O 0,735 g/100 ml H,0 pgest.
autoklavieren

(NH,)-Fe'(S0,), x 6 H,0 0,196 ¢/100 ml H0 pigest,
sterilfiltrieren

von jeder Stammlésung je 10 ml bzw. von CaCl ,-Ldsung nur 8 mi

Natrium(tri)citrat x 2 H,O 19
H20 pidest. ad 1000ml
autoklavieren

PYG-Medium 712 (fir Acanthamoeba) (ATCC 1985):

Proteose Pepton (Oxoid) 209

Hefeextrakt 1lg

Amobenpuffer ad 950 ml
autoklavieren

Glucose 18 g/50 ml HuO pigest.

sterilfiltrieren und zum abgektihlten Medium zugeben

Puck's Saline F (fir Hartmannella):

CaCl, x 2 H,0O 0,016 g

KCl 0,285 g

KH5PO, 0,083 g

Mg$4 X7 Hzo 0,154 g

H20 pidest. ad 990 m
autoklavieren

Glucose 1,1 9/10 ml Hz0 pjigest.

sterilfiltrieren und zur abgekthlten Ldsung zugeben
Pufferlosung fir PYNFH-Medium (fir Hartmannella) (ATCC 1985):
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KH,PO, 7,249
NazHPO4 X2 Hzo 10 g

H20 pidest. ad 400 ml
autoklavieren

PYNFH-Medium 1034 (fur Hartmannella) (ATCC 1985):

Bacto peptone (Difco) 109
Hefeextrakt 10g
Ribonucleic acid (Sigma) 1g
Folsaure 15mg
Hemin 1mg
H20 pigest. ad 880 mi
autoklavieren

Pufferlosung 20ml
FCS, hitze-inaktiviert 100 ml
pH 6,5 einstellen

sterilfiltrieren

SCGYEM (Chang-Medium, fir Naegleria) (Page und Siemensma 1991):

Casein nach Hammarsten (Merck) 109
Na,HPO, 1,325¢g
H50 pidest. ad 800 ml
1 hrthren

autoklavieren (15 min bei 110 °C!)

Glucose 259

KH5PO, 0,8 g

Hzo bidest. ad 50 mi
autoklavieren (15 min bel 110°C!)

Hefeextrakt 5 9/50 ml H,O bidest.
sterilfiltrieren

FCS 100 mi
sterilfiltrieren

Non-Nutrient-Agar (NNA) (Page und Siemensma 1991):

Agal’ 15 g/lOOO mi Hzo bidest.
autoklavieren

Salzlésung nach Prescott & James (PJ-Saline) (Page und Siemensma 1991):

CaCl, x 2 H,0O 0,433 g

KCl 0,162

H20 pigest ad 100 ml

KH,PO, 0,512 ¢/100 ml Hy0 piges.
MgSO, x 7 H,O 0,280 ¢/100 ml Hy0 piges.
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je 1 ml jeder autoklavierten Grundlésung
H,O bidest. ad 1000 mi

D.9 Bestimmung der optischen Dichte von Bakterienkulturen

Die optische Dichte der Bakterienkulturen wird in Kunststoffkivetten mit 1 : 100-Verdin-
nungen im Spektralfotometer bei einer Wellenldnge von 600 nm (ODgy) gemessen. Dabei gilt
fir die Legionellen der Richtwert: ODgyp = 0,1 entspricht 10° Bakterien/ml. Der jeweilige
Blindwert wird durch eine Messung mit dem fur die Verdinnung verwendeten sterilen Medium

bzw. in Ho0 piest. ermittelt.

D.10 Infektionsassays

L 6sungen:

Amaobenpuffer (fir Acanthamoeba, D.8.3)

Assay-Medium (fur Hartmannella, D.8.3):
Puck's SalineF : PYNFH (ohne FCS!)=1:1

Durchfiihrung:

Fur Infektionen werden axenisch gehaltene Acanthamoeben und Hartmannellen verwendet. Die
Amaobenkulturen werden in einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer ausgezéhlt und auf eine defi-
nierte Zellzahl (2 x 10" Acanthamoeben/ml bzw. 1,3 x 10° Hartmannellen/ml) eingestellt. Dazu
werden die Amdben abzentrifugiert (Acanthamoeba 10 min bel 400 rpm zentrifugieren, Hart-
mannella 15 min bel 900 rpm) und das Amdbenpellet in der entsprechenden Menge Amoben-
puffer bzw. Assaymedium aufgenommen. Je 1 ml dieser Suspension wird 1 h bis UN in je &-
nem well einer 24-well-Platte (Falcon) bel 37 °C inkubiert, um die Amoben adhérieren zu las-
sen und "auszuhungern”. Die Legionellen werden mit einer MOI von 10 (in Amobenpuffer bzw.
Assaymedium) zugegeben, 3 min bei 1200 rpm aufzentrifugiert und fir 2 h bel 37 °C inkubiert.
Anschlief3end folgt eine Behandlung mit 80 ng Gentamicin/ml fir 1 h bei 37 °C, um nicht pha-
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gozytierte Bakterien abzuttten. Die Amoben werden dann nach einmaligem Waschen mit Anti-
biotika-frelem Amadbenpuffer bzw. Assaymedium versetzt (Null-Stunde). Zum Zeitpunkt Null
sowie ale weiteren 24 h werden Aliquots aus der Amoben-Suspension entnommen und zur Be-
stimmung der Keimzahl in Verdinnungsreihen ausplattiert bzw. hybridisiert. Anhand der Ver-
anderung der Keimzahl von t = 0 bist = 96 kann die intrazelluléare Vermehrung der Bakterien

abgel esen werden.

D.11 Zdlfixierung

D.11.1 Fixierung von Bakterien (nach Amann et al. 1990)

L 6sungen:

EtOH 50 %, 80 %, 96 %

HCI conc.

1M NaOH:

NaOH-Pl&zchen 4 g /100 ml H,0 pigest.
autoklavieren

10 x PBS:

NaCl 8¢9
NazHPO4 X2 H20 1,25 g

KCl 0,29
KH2PO4 0,2 g

Hzo bidest. ad 1000 mi
autoklavieren

Die Gebrauchd sungen (3 x PBS, 1 x PBS) werden durch Verdiinnung der Stammlésung mit
H20 pidest., steril NErgestellt.

Durchfiihrung:

Unter dem Abzug werden 99 ml HO pigest. aUf dem Magnetrihrer auf 60 — 65 °C erhitzt. An-
schlief¥end werden 6 — 9 g Paraformaldehyd (PFA) zugegeben und unter Rihren gelost (Ruhr-

fisch). Die Losung wird tropfenweise mit 1 M NaOH bis zur Kl&rung versetzt. Danach werden
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49,8 ml 3 x PBS zugegeben und die Lésung auf 20 °C abgekihlt. Mit HCl o, wird der pH 7,2
— 7,4 eingestellt. Die Losung wird sterilfiltriert (0,2 mm-Filter) und in geeigneten Aliquots bei —
20 °C eingefroren.

D.11.1.1 Fixierung fur die mRNA-Hybridiserung

Ein Teil Ubernachtkultur (10 ml) wird mit drei Teilen 4 %iger PFA-Losung (30 ml) in 50 ml-
Greiner-Rohrchen gemischt und 3 h bei 4 °C fixiert. Nach 10 min zentrifugieren (5000 rpm,
Khlraum) wird das Pellet in 10 ml 1 x PBS gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren (10 min,
5000 rpm, Kihlraum) wird das Pellet in 1 x PBS : EtOH4,s 1: 1 aufgenommen (ca. 5 ml Ge-

samtvolumen) und in ERGs bei —20 °C eingefroren.

D.11.1.2 Fixierung fur dierRNA-Hybridiserung

Die Probe wird auf Sechs-Felder-Objekttrager (Paul Marienfeld, Bad Mergentheim) aufgetropft
(10— 30 m Zdlsuspension) und luftgetrocknet (Thermostat bei 37 °C). 20 m 4 % PFA-Ldsung
werden aufgetropft und in feuchter Kammer (Petrischale mit in H,O getranktem Zellstoff) 1 h
bel RT fixiert. Das Fixans wird abgezogen und der Objekttrdger (OT) mit 1 x PBS gewaschen.
Die Entwésserung erfolgt tber eine EtOH-Reihe fir je 3 min mit 50 %, 80 %, 96 % EtOH (je
20 m auftropfen und nach 3 min wieder abziehen, oder fir je 3 min in Greiner-Rohrchen stel-
len). Der luftgetrocknete OT kann bei 4 °C UN aufbewahrt werden.

D.11.2 Fixierung von Amoben fur dierRNA-Hybridisierung

L 6sungen:

PJSaline (D.8.3)
0,05 % Agarosein PJ-Saline
1xPBS(D.11.1)

2% PFAIn 1x PBS
4% PFA-LGsung 1 : 1 mit 1 x PBS verdiinnen
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EtOH 80 %

Durchfthrung:

Amobentrophozoiten werden von der Agarplatte mit 1 ml PJSaline vorsichtig abgeschwemmt,
in 1,5 ml-ERG Uberfihrt und abzentrifugiert (6 min, 900 rpm).

Amaben aus Flissigkultur werden in 2 ml-ERG abzentrifugiert (6 min, 900 rpm) und das Pellet
mit 1 ml PJ-Saline gewaschen.

Das Zellpellet wird in handwarm abgekihlter 0,05 % Agarose in PJ-Sdline vorsichtig re-
suspendiert. Von dieser Suspension werden 20 m je Aussparung auf Sechs-Felder-Objekttrager
aufgetropft und nach Aushéartung der Agarose (4 °C) luftgetrocknet (Thermostat bei 37 °C). Zur
Fixierung werden 20 m 2 % PFA-L6sung aufgetropft (1 h bel RT in feuchter Kammer). Das H-
xans wird abgezogen. Nach zweimaligem Waschen mit 1 x PBS wird mit 80 % EtOH fir 10 sec
entwassert. Der OT wird bel RT luftgetrocknet.

D.12 In situ rRNA-Hybridisierung

L 6sungen:

1x PBS(D.11.1)

0,5M EDTA:

EDTA 136,1 g/ 950 mi Hzo bidest.
mit 10 N NaOH pH 8,0 einstellen

autoklavieren

10 N NaOH:

NaOH-Plézchen 120 g/300 mi HzO bidest.
autoklavieren

5M NaCl:

NaCl 292,2 g/1000 ml H20 pigest,
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autoklavieren

10 % (w/v) SDS:
Natriumdodecylsulfat

10 g/lOO mi Hzo bidest.

autoklavieren

1M TrigHCI:

Tris 121 g/950 mi Hzo bidest.
mit HCI . pH 8,0 einstellen

H20 bigest. ad 1000m
autoklavieren

Hybridiserungspuffer:

5M NaCl 360 ul

1M TrigHCI, pH 8,0 40 pl

Formamid X

10 % (w/v) SDS 2 Ul

H2Opidest ad2ml

Waschpuffer:

1M TrigHCI, pH 8,0 1ml

5M NaCl y Ml

0,5M EDTA, pH 8,0 500 pul (ab 20 % Formamid im Hybridisierungspuffer)
H2Opidest ad 50 ml

10 % (w/v) SDS

50 pl

Citifluor AF2 (Citifluor Ltd., London)

Durchfiihrung:

Je 30 ng (150 ny fur eukaryotische Sonden) cy3- bzw. 50 ng (150 nyg fir eukaryotische Sonden)
FLUOS-Sonde in Hybridisierungs-Puffer (ad 20 m) mit der gewiinschten Stringenz (siehe Refe-
renzen in Tab. D.5) werden auf die Aussparungen der OT mit der fixierten, trockenen Probe
aufgetropft und in einer feuchten Kammer fur 1,5 h bel 46 °C inkubiert (2 h bei Eukaryoten).
Der Hybridiserungs-Mix wird abgezogen und der OT zweima mit vorgewarmtem Waschpuffer
(46 °C) gewaschen. Dazu werden 20 m Waschpuffer aufgetropft und in feuchter Kammer 15 -
20 min bei 46 °C inkubiert oder OT wird in Waschpuffer in 50 ml-Greiner-Rohrchen gestellt
und 15 - 20 min bel 46 °C inkubiert. Der OT wird danach mit H,O y;4eq. VOrsichtig abgesplilt,
luftgetrocknet und mit Citifluor eingedeckelt. Zur Aufbewahrung werden die trockenen Prgpa-
rate ohne Citifluor (mit H,O piges. @bspilen) bel -20 °C eingefroren.
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D.13 Isolierung und Konzentrationsbestimmung von Nukleinsuren

D.13.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien (Miniprap.)

L 6sungen:

Selektivmedium:
Ampicillin 50 mg/l LB-Medium (D.8.2)

LOsung 1:

75 mM Tris/HCl, pH 8,0
30 mM EDTA, pH 8,0
150 mM Glucose

Losung 2 (immer frisch ansetzen!):

H20 pidest., steril 1,2 mi
10 N NaOH 150 m
10 % SDS (w/v) 150 m

Ldsung 3 (3 N Na-Acetat):

Natrium-Acetat 24,61 ¢g/100 ml H0 piges.
pH 4,8 einstellen

Phenol-Chlor ofor m-I soamylalkohol:

Phenol : Chloroform : Isoamylalkohol 25: 24 : 1
2 min zentrifugieren, aus unterer Phase bendtigtes V olumen entnehmen

EtOH 70 %, 96 %

RNase A:

10 mg in 10 ml H,0 pigest., sterit 165eN, 10 min bei 100 °C aufkochen,
bei -20 °C einfrieren

Durchfihrung:

Aus UN-Kultur werden 3 ml in ERGs 3 - 5 min bei 14000 rpm abzentrifugiert und der Uber-
stand sauber abgezogen. Die Zellen werden in 100 m Ldsung 1 resuspendiert, 5 min bel RT
stehengelassen und auf Eis abgekiihlt. Dann wird 200 m Losung 2 zugegeben und dreimal stark
geschittelt. Nach 5 min Inkubation auf Eiswird 150 m eiskate Ldsung 3 zugeben und das ERG
dreimal leicht umgedreht. Nach 5 min auf Eis wird die Suspension 5 min bei 13000 rpm
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zentrifugieren. Zur Entfernung der Proteine wird der Uberstand (ca. 450 ni) zu 200 mi Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol in ein neues ERG pipettiert und 2 min geschiittelt. Nach 2 min bei
14000 rpm zentrifugieren wird die obere wassrige Phase (ca. 400 m) zu 1ml eiskaltern 100 %
EtOH in ein neues ERG pipettiert und dieses dreima leicht umgedreht. Anschlief3end wird
zweimal je 5 - 10 min bei 14000 rpm zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig abgekippt und 500
m eiskalter 70 % EtOH zum Pellet zugegeben. Nach zweimaligem Zentrifugieren (3 min, 14000
rpm) wird der Uberstand sauber abgezogen. Danach wird das Pellet in der Vakuumzentrifuge
getrocknet und in 50 M HO piges. seril resuspendiert. Nach dem RNA-Verdau (1m RNase A
zugeben, 30 min bei 37 °C) wird die Suspension bel -20 °C eingefroren.

D.13.2 Isolierung und Fallung von DNA aus Bakterien (High Pure PCR
Template Preparation Kit von Boehringer Mannheim)

L 6sungen:

High Pure PCR Template Preparation Kit von Boehringer Mannheim
(enthdlt Lysozym, Proteinase K, Bindungs-, Wasch- und Elutionspuffer)

EtOH 70 %, 96 %
| sopropanol
3 N Na-Acetat, pH 4,8 (D.13.1)

1x PBS(D.11.1)

Durchfthrung:

Die nach Vorschrift isolierte DNA wird durch Zugabe von 0,1 Volumen Na-Acetat und 0,7
Volumen 96 % EtOH UN bei —80 °C oder 1 h auf Flussig-Stickstoff gefallt. Nach 15 min
zentrifugieren (13000 rpm, 4 °C) wird das Pellet mit kaltem 70 % EtOH gewaschen und erneut
abzentrifugiert (15 min, 13000 rpm, 4 °C). Die DNA wird nun in der Vakuumzentrifuge 15 min
getrocknet und in 10 - 20 M H;0 pigest. sterit AUFgENOMMEN.

D.13.3 Isolierung von DNA aus Umweltproben (nach Pabst et al. 1997)
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L 6sungen:
Lysis-Puffer:
Tris-Acetat 7,248 9
Na-Acetat 16419
EDTA 292,25 mg
SDS 109
H20 pigest. ad 1000 m
autoklavieren

| sopropanol 75 %, 100 %

Durchfihrung:

Die Biofilmprobe wird in 50 ml Probenwasser kraftig geschittelt und filtriert (Faltenfilter,
Schleicher & Schuell). Nach 15 min zentrifugieren (5000 rpm) wird das Pellet in 500 m Lysis-
Puffer aufgenommen, in ein 1,5 mlI-ERG Uberfihrt und 30 sec gevortext. Die Zellen werden
durch 20 min Inkubation bei 99 °C lysiert. Nach 1 min zentrifugieren (13.000 rpm, RT) werden
400 m Uberstand mit 400 mi 100 % Isopropanol in neues ERG tiberfiihrt und vorsichtig ge-
mischt. Nach 15 min zentrifugieren (13.000 rpm, 4 °C) wird das Pellet zweimal mit 500 mt 75
% Isopropanol gewaschen. Die DNA wird nach der letzten Zentrifugation 15 min in der Vaku-

umzentrifuge getrocknet und in 30 M H0 piges., seril @FgENOMmMen.

D.13.4 Isolierung von RNA aus Bakterien (nach Schmid 1998)

L 6sungen:

AE-Puffer:
20 mM Na-Acetat

1mM EDTA

mit Eisessig pH 5,5 einstellen

saures Phenol, pH 4,0- 4,5

EtOH 70 %, 96 %

Glasperlen gei (0,10 - 0,11 mm, Braun, Melsungen)

H20 pidest, DEPC
43



Materia

3 M Na-Acetat:

Natrium-Acetat 24,61 ¢g/100 ml Hy0 piges.
pH 5,2 einstellen
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (D.12.1)
RNasin (Boehringer Mannheim)

25 % (w/v) SDS-L6sung:
Natriumdodecylsulfat 25 g/100 ml Hy0 pigest.

Durchfiihrung:

Aus ener logarithmischen Kultur werden 2 ml fir 5 min zentrifugiert (14000 rpm, 4 °C) und
das Pellet mit 500 ul eiskalten AE-Puffer gewaschen. Die sedimentierten Zellen werden in 500
pl eiskaltem AE-Puffer aufgenommen und mit 50 pl 25 % SDS und 600 pl Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol-Losung (auf 60 °C vorgewarmt) versetzt. Um die bakteriellen Zellwande zu
zerschlagen, werden etwa 400 pl sterile Glasperlen zugegeben und der Ansatz 2 - 5 min sonifi-
ziert. Zur weiteren Lyse wird der Isolierungsansatz 10 min bei 60 °C im Wasserbad und ar
schlieffend 2 - 3 min auf Eisinkubiert. Nach 10 min zentrifugieren (14000 rpm, 4 °C) wird die
obere, nukleinsdurehaltige Phase mdglichst quantitativ abgezogen, in ein neues ERG Uberfihrt
und zur Proteinextraktion mit 1 ml saurem Phenol ausgeschittelt. Die Phenolextraktion muss so
oft wiederholt werden, bis keine deutlich sichtbare Interphase mehr auftritt. Die obere, nuklein-
saurehaltige Phase wird schliefdich in ein neues ERG pipettiert. Die RNA wird nach Zugabe
von 0,1 Vol. 3M NaAc und 2,5 Vol. EtOHs 5 h bis UN durch Inkubation bei -20 °C ausgefallt.
Nach 20 min zentrifugieren (14000 rpm, 4 °C) wird der Uberstand vorsichtig abgezogen und
das Pellet mit 300 - 500 ul EtOH (70 %) gewaschen. Die RNA wird anschlief3end durch 20
min zentrifugieren (14000 rpm, 4 °C) sedimentiert und in der Vakuumzentrifuge 5 min getrock-
net. Das Pellet wird in 80 - 100 pl HoOpiges., pepc @Ufgenommen und zur Inaktivierung von RNa-
senmit 0,8 - 1 yul RNasin versetzt. Dieisolierte RNA kann bei -20 °C gelagert werden.

D.14 PCR

L 6sungen:
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Primer

PCR-Supermix (Gibco-BRL):
(enth&t Nucleotide, MgCl,, Tag-Polymerase, H,0 pjigest)

Tag-Polymerase (Boehringer Mannheim)
10 x PCR-Puffer (Boehringer Mannheim)
Nukleotide (Promega)

PCR-Kit (Qiagen, Hilden)

Durchfihrung:

Wahrend einer PCR wird ein DNA-Fragment (durch zwei invers zueinander angeordnete Oli-
gonukleotide begrenzt) mit Hilfe ener hitzestabilen DNA-Polymerase amplifiziert. Als
Template kann sowohl isolierte Bakterien-DNA a's auch lysierte Bakterien (Kolonie picken, in
50 M H20 pigest., seril 1N 1,5 MI-ERG mit Schraubdeckel resuspendieren, 5 min bel 110 °C aufko-
chen, bei —20 °C einfrieren) verwendet werden.

Je PCR wird ein 40 mi-Ansatz unter Verwendung von 1 ml Template und je 1 mt Primer in ein
0,5 ml-ERG auf Eis pipettiert. Fur die Primer 63f + 1387r werden Polymerase und Puffer von
Boehringer Mannheim verwendet, fur die Primer 616V + 630R der PCR-Kit von Qiagen. Alle
anderen PCR-Ansdtze werden mit PCR-Supermix angesetzt. Die PCR-Produkte werden bei Be-
darf bei —20 °C gelagert.

Tab. D.8: PCR-Bedingungen.
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63f+1387r 616V+630R leg225+|eg858 t3-/t7-mip
Initiale Denaturierung (bei alen PCR-Reaktionen) 95 °C, 5 min
Denaturierung 95°C,1min 95°C,1min 95 °C, 10 sec 95 °C, 50 sec
Annealing 55°C,2min 50°C, 1,5min 64 °C, 1 min 58 °C, 70 sec
Elongation 72°C,2min  72°C, 1,5 min 72 °C, 1 min 72 °C, 1 min

Abschlief3ende Elongation (bei alen PCR-Reaktionen) 72 °C, 5 min
Abkihlen auf 4 °C (bel allen PCR-Reaktionen)

D.15 Qualitative Analyse von Nukleinsduren

L 6sungen:

50 x TAE-Puffer:

Tris 2429
Essigsdure 57,1 ml
0,5M EDTA, pH 8,0 100 ml
H50 pigest. ad 1000 ml
autoklavieren

10 x TBE-Puffer:

Tris 108 g
Borsaure 55¢9
EDTA 9,39

H50 pigest. ad 1000 ml
autoklavieren

Gebrauchd 6sungen (Laufpuffer und Puffer fur die Gelbereitung = 1 x TAE-Puffer bzw. 0,5
x TBE-Puffer) aus der Stammldsung durch Verdinnung mit HyO piges. herstellen.

Agarosegel:

1 g Agarose mit 100 ml 1 x TAE-Puffer bzw. 1,2 g Agarose mit 100 ml 0,5 x TBE-Puffer
versetzen, in eéinem Mikrowellenofen aufkochen. Auf 50 - 60 °C abgekiihlte Agarosel 6sung
in eine vorbereitete Gelkammer mit eingesetzten Kamm gief3en, aushérten lassen.

1 kb- bzw. 100 bp-Groélenmarker

Stop-Puffer:
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25 % (w/v) Ficoll

0,5 % (w/v) Bromphenolblau
0,5 % (w/v) Xylencyanol

50 mM EDTA
Ethidiumbromid-Stammlosung:

10 mg EtBr/ml HyO pgest.
Die Gebrauchd 6sung wird durch 1 : 15-Verdiinnung mit H,Opigest. hergestelit.

Durchfthrung:

Zur qualitativen Analyse der einzelnen Nukleinsdure-Préparationen wird eine horizontale Aga-
rose-Gelel ektrophorese durchgeftihrt. Dazu wird das feste Agarosegel mit der Elektrophorese-
Kammer in die mit Laufpuffer geflllte Apparatur eingelegt. Je 15 m der zu untersuchenden
PCR-Produkte werden mit 3 m Stop-Puffer gemischt und in die Taschen des Agarosegels -
pettiert. Die Auftrennung der Nukleinsduren erfolgt bel einer Stromstéarke von etwa 100 mA und
maximal 150 V Spannung nach ihrem Molekulargewicht. Nach Beendigung des Laufs (ca. 1 -
1,5 h) wird das Gel in einer Farbewanne fur 20 - 30 min mit EtBr-Losung gefarbt. Uberschiis-
siges EtBr wird durch Spilen mit HyO pigest. entfernt. Auswertung und Dokumentation der auf-

getrennten Nukleinséuren erfolgen unter UV-Licht mit einem Videodokumentationsystem.

D.16 Quantitative Analyse von Nukleinsauren

L 6sungen:

Carbonatpuffer (1 M NaHCO3/Na,CO3):

NaHCO; 84,01 g/1000 ml H,0 piges.
mit IM Na,CO; pH 9,0 einstellen

Durchfihrung:
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Zur Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren (Clark und Swika 1977) wird ein geeignetes
Aliquot der Nukleinsdurel 6sung mit H,O pigest. Verdinnt und die OD in einem Spektralfotometer
gemessen.

Fur die Berechnung der Konzentration gelten folgende Naherungswerte (Cryer et a. 1975):

doppelstréngige DNA: OD 60 nm = 1 entspricht @50 pg/ml
einzelstrangige DNA: OD2¢0nm= 1 entspricht @20 pg/mi
einzelstrangige RNA: OD 60 nm = 1 entspricht @37 pg/ml

Verunreinigungen der Nukleinsdurel Gsungen lassen sich durch Bestimmen der Extinktionen bel
230, 260 und 280 nm und Bildung der Quotienten Exy Ezs Und Exy/ Exzy Nachweisen. Fur eine
hinreichende Reinheit gelten dabei folgende Richtwerte (Marmur 1961, Sambrook et a. 1989):
Exso/Ezn® 1,8
Exso/Eon® 2,2
Zur Vermessung der Polyribonukleotidsonden im Spektralfotometer werden Aliquots der
Transkriptsondenlésung mit HO pigest. (b8l DIG-11-UTP-markierten Transkripten) oder mit
Carbonatpuffer (bei FLUOS-12-UTP-markierten Transkripten) verdinnt (5 pl Sonde und 495
pl Verdinnungsl 6sung) und ein Wellenlangenscan erstellt. Aus der OD bei | o 18sst sich die
Konzentration an RNA bestimmen (Trebesius 1995).

D.17 Sequenzierung

L 6sungen:

AmpliTag? FS BigDyeTerminator
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden)

SequiTherm EXCEL™ 11 Long-Read™ DNA Sequencing Kit-LC (Biozym, Hessisch O-
dendorf)

Durchfthrung:
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Die Sequenzierung nach Sanger beruht auf dem sogenannten Ketten-Abbruch-Verfahren (Sanger
et a 1977). Es werden vier Reaktionen angesetzt, wobei jeder Ansatz alle vier Desoxynukleo-
tide und jewells ein Didesoxynukleotid enthélt. Man nimmt an, dass die Polymerase nach Ein-
bau eines Didesoxynukleotids kein weiteres Nukleotid an den DNA-Strang anhdngen kann. Sta-
tistisch gesehen passiert dieser Kettenabbruch an jeder Position des DNA-Stranges. Nach Auf-
trennung der Fragmente im nicht denaturierenden Polyacrylamid-Gel kann die Sequenz des
vollsténdigen DNA-Stranges abgel esen werden.

Das zu sequenzierende PCR-Produkt wird mit dem QIAquick PCR Purification Kit nach Anlei-
tung aufgereinigt. Je nach verwendetem Sequenziergeré wird eine Sequenzier-PCR mit nur &-
nem IRD-800-markierten Primer und dem entsprechenden Sequenzier-Kit (SequiTherm fir den
Li-Cor-Sequenzierer) bzw. einem unmarkierten Primer, markierten Nukleotiden und dem Kit

AmpliTaqg (fur den ABI PRISM-Sequenzierer) nach der jeweiligen Anleitung durchgefihrt.

D.18 Klonierung

D.18.1 DNA-Spaltung mit Restriktionsenzymen

L 6sungen:

One-Phor-All-Buffer (Pharmacia Amersham Biotechnol ogies, Braunschweig)
Enzyme EcoRl, HindIll (Pharmacia Amersham Biotechnologies, Braunschweig)

RNase A (nur nétig, wenn das Plasmid nicht unmittelbar nach der Plasmidprép RNase-
behandelt wurde!) (D.13.1)

Stop-Puffer (D.15)
1 x TAE-Puffer (D.15)
1% Agarosein 1 x TAE-Puffer

Ethidiumbromid-Stammldsung (D.15)

Durchfiihrung:
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Restriktionsendonukleasen konnen DNA an spezifischen Nukleotidsequenzen spalten. Bel den
in dieser Arbeit verwendeten Enzymen EcoRI und Hindlll entstehen dabel Fragmente mit Uber-
héngenden Enden (sticky end).

Fur einen 50 m-Ansatz werden in ein 1,5 ml-ERG pipettiert:

0,1 Volumen One-Phor-All-Buffer (10 x), 0,1 Volumen RNase A-Ldsung, je 1 m Restriktions-
enzym, x m Plasmid pRK30, ad 50 M H,0 pgest., steril-

Der Verdau wird bei 37 °C fiir 1,5 h bis UN inkubiert und durch Zugabe von 6 mi Stop-Puffer
beendet. Mit dem gesamten Ansatz wird eine horizontale Agarose-Gelel ektrophorese durchge-
fahrt (D.15). Die gewiinschte Bande wird unter UV-Licht mit eéinem Skalpell ausgeschnitten, in
ein 1,5 ml-ERG Uberfiihrt und mit dem GENECLEAN?-Kit (D.18.2) aufgereinigt.

D.18.2 Eluierung von DNA aus Agar ose-Gelen

L 6sungen:

GENECLEAN?-Kit (BIO 101, Dianova, Hamburg)
(enthdt Natriumjodid-L 6sung, Glasmilch-Suspension, New\Wash-Puffer)

Die eluierten Nukleinsauren (Durchfihrung entsprechend der Anleitung des Herstellers) werden
in neues ERG Uberfuhrt und bel —20 °C gelagert.

D.18.3 Ligation

L 6sungen:

Klonierungsvektoren pBluescript 11 KS und pBluescript 11 SK (Stratagene)
Ligase-Puffer (10 x, Gibco BRL)

T4-Ligase (Gibco BRL)
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Durchfihrung:

Die T4-Ligase verknipft zwel DNA-Fragmente, die zueinander komplementére Enden besitzen
(Vektor und Insert). Die verwendeten Vektoren besitzen die identische Multiple Cloning Site,
jedoch in umgekehrter Richtung. Dies hat den Vortell, dass durch Schneiden mit denselben En-
zymen das zu ligierende Insert im einen Vektor in Vorwérts- und im anderen Vektor in Riick-
waérts-Orientierung eingefiigt wird. Dadurch erhdt man die Matrize fir die sense- und die anti-
sense-Sonde.

Fir einen 20 m-Ansatz wird in ein 1,5 ml-ERG pipettiert:

4 m Ligase-Puffer + 1 ml T4-Ligase + 2 - 3 ml DNA-Fragmente (Vektor : Insert 1:1bzw.1:3
bzw. 1:5), ad 20 m H,0 pigest., sterit- AlS Negativkontrolle bleibt ein Ansatz ohne Zusatz von In-
sert. Die Ansitze werden im Wasserbad bei 14 °C UN inkubiert. AnschlieRend wird die Ligase
durch Hitze inaktiviert (10 min, 70 °C).

D.18.4 Herstellung Glycerin-kompetenter Zellen fir die Elektropor ation

L 6sungen:

LB-Medium (D.8.2)

Glycerin 10 %
Durchfthrung:

Es werden 200 ml LB-Medium mit 2 ml E.coli-UNK angeimpft und bei 37 °C im Schiittler bis
zu einer ODgy = 0,6 inkubiert. Die Kultur wird auf Eis abgekihlt, auf sterile 50 ml-Réhrchen
vertellt und 5 min zentrifugiert (5000 rpm, 4 °C). Die Pellets werden mehrmals mit folgenden
Mengen an sterilem, eiskaltem Glycerin gewaschen: 1. 200 ml, 2. 100 ml, 3. 10 ml, 4. 5 ml.
Zuletzt werden die Zellen in 1 ml Glycerin resuspendiert und in 100 m-Aliquots bei —80 °C
eingefroren. Als Test wird je ein Aliquot auf LB-Agarplatten bzw. LB-Agarplatten mit dem
Antibiotikum, gegen das das Resistenzgen auf dem zu transformierenden Plasmid wirkt, ausge-
strichen; auf letzterer Platte durfen die kompetenten Zellen nicht wachsen!
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D.18.5 Herstellung CaCl,-kompetenter Zellen fir den heat shock

L 6sungen:

LB-Medium (D.8.2)

100mM CaCl,:
C&C'z 1,47 g/lOO ml HZO bidest.
autoklavieren

Glycerin 86 %

Durchfiihrung:

Es werden 49 ml LB-Medium mit 1 ml UNK E.coli DH5a angeimpft und bei 37 °C im Schiitt-
ler bis zu einer ODgy = 0,6 — 0,8 inkubiert. Der Ansatz wird auf Eis abgekuhlt, auf sterile 50
ml-Roéhrchen vertellt und 5 min zentrifugiert (5000 rpm, 4 °C). Die Pellets werden in 12,5 ml
eiskalter CaCl -L6sung resuspendiert und erneut 5 min zentrifugiert (5000 rpm, 4 °C). Die Pel-
lets werden nun zusammen in 1,25 ml e skalter CaCl ,-L6sung resuspendiert und 1 h auf Eisin-
kubiert. Danach werden 520 m 86 % Glycerin zugegeben und Aliquots 2150 m bei -80 °C ein-
gefroren. Als Test wird je ein Aliquot auf LB-Agarplatten bzw. LB-Agarplatten mit dem Anti-
biotikum, gegen das das Resistenzgen auf dem zu transformierenden Plasmid wirkt, ausgestri-

chen; auf letzterer Platte durfen die kompetenten Zellen nicht wachsen!

D.18.6 Transfor mation mittels Elektroporation

L 6sungen:

LB-Agarplatten (D.8.2) mit XGal, IPTG, Antibiotikum:

10mM IPTG 500 ni/I
2 % XGal 3mi/l
Ampicillin 50 mg/l
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SOC-Medium:

LB-Medium 48 ml

1M Glucose 100 m

1 M MgSO, 50m

1M MgCl, 50m
Durchfiihrung:

Wahrend einer Transformation kdnnen kompetente Bakterien ein Plasmid aufnehmen, das unter
Selektionsdruck (Antibiotika) in der Zelle erhalten bleibt.

Die trockenen Elektroporationskiivetten (in EtOH gelagert) werden 2 min UV-bestrahlt und auf
Eis gekuhit. Auf Eiswerden 50 mi Glycerin-kompetente E. coli aufgetaut, mit 3 m Ligationsan-
satz (ca. 200 ng DNA) versetzt und 5 min auf Eis gekihlt. Die Suspension wird in kalte E-
|ektroporationskiivetten pipettiert und in die Elektroporationskammer geschoben (Puls mit 2,3
kV, 200 W, 25 n¥). Die Suspension wird nun mit 1 ml auf 37 °C vorgewarmtem SOC-Medium
versetzt und im Schittler inkubiert (37 °C, 1,5 - 2 h). Danach werden Aliquots auf Antibioti-
kum-haltige LB-Agarplatten ausplattiert (je 100 m aus unverdinnter Suspension, aus 1 : 10-
und aus 1 : 100-Verdiinnung) und UN im Brutschrank (37 °C) inkubiert.

D.18.7 Transformation mittels heat shock

L 6sungen:

LB-Agarplatten mit XGal, IPTG, Antibiotikum (D.18.6)

SOC-Medium (D.18.6)
Durchfthrung:

Auf Eis werden 150 m CaCl ,-kompetente E. coli aufgetaut, mit 20 mi Ligationsansatz versetzt
und 1 h auf Eisinkubiert. Der heat shock wird wie folgt durchgefihrt: Suspension fir 45 sec in
42 °C-Thermoblock stellen, 2 - 3 min auf Eis abkihlen. Danach wird 1 ml auf 37 °C vorge-
warmtes SOC-Medium zupipettiert und im Schittler inkubiert (37 °C, 1,5 h). Aliquots (sehe
D.18.6) werden auf Antibiotikum-haltige LB-Agarplatten ausplattiert und UN im Brutschrank
(37 °C) inkubiert.
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D.18.8 I dentifizierung rekombinanter Klone

Das Screening rekombinanter Klone erfolgte nach dem Prinzip der Blau-Weil3-Selektion
(Sambrook et al. 1989). Dazu werden die transformierten Bakterien auf LB-Platten, die neben
dem Induktor IPTG auch ein Antibiotikum (Ampicillin) und XGa enthaten, ausplattiert. Nach
Inkubation UN bei 37 °C werden die weifen Kolonien mit einem sterilen Zahnstocher gepickt
und auf Antibiotikum-haltige LB-Agarplatten ausgestrichen. Die so vereinzelten Klone kdnnen
durch PCR mit den Primern uni und reverse auf das Vorhandensein des Inserts getestet werden.
Zur genaueren Untersuchung des Inserts werden die Klone mit einem sterilen Zahnstocher in
Antibiotikum-haltiges L B-Fliissigmedium (3 ml im Reagenzglas) uberfiihrt und UN durch Inku-
bation im Schittler bei 37 °C angezogen. Aus dieser Kultur werden die Plasmide mit Insert
nach den entsprechenden Isolierungsmethoden fur Plasmid-DNA isoliert (D.13.1) und mit Re-

striktionsenzymen geschnitten (D.18.1) bzw. sequenziert (D.17).

D.19 mRNA-Hybridisierung

D.19.1 In vitro Transkription
L 6sungen:

ATP, CTP, GTP (Boehringer Mannheim)

DIG-11-UTP (Digoxigenin-11-Uridin-5"-Triphosphat, Boehringer Mannheim)
FLUOS-12-UTP (Fluorescein-12-Uridin-5"-Triphosphat, Boehringer Mannheim)
DNase |, RNase-frel (Boehringer Mannheim)

T3-RNA-Polymerase (Boehringer Mannheim), fur die FLUOS-12-UTP-Markierung
T7-RNA-Polymerase (Boehringer Mannheim), fur die DIG-11-UTP-Markierung

10 x Transkriptionspuffer (Boehringer Mannheim)

10 M Ammonium-Acetat-L 6sung:

NH,-Acetat 77,08 9/100 ml H20 pigest., DEPC
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0,2M EDTA-L 6sung:

EDTA 5,44 mg/100 ml H,0 pigest., pEPC
mit 10 N NaOH pH 8,0 einstellen
autoklavieren

EtOH 45, 70 %, 96 %

10 x Markierungsgemisch (10 x Ribo-NTP-Mix):

ATP 10,0 mM
CTP 10,0 mM
GTP 10,0 mM
UTP 6,5mM
FLUOS-12-UTP

oder DIG-11-UTP 35mM

Standar dreaktionsansatz:

1 pg Matrizen-DNA X Ml

10 x Markierungsgemisch 3ul

10 x Transkriptionspuffer 3ul

T7- oder T3-RNA-Polymerase 3ul

RNasin 1,5l

H2Obidest., bEPC ad 30pl
Durchfthrung:

Als Matrize fUr die in vitro Transkription dient ein 282 bp grof3es Stiick des mip-Gens aus L.
pneumophila, das mittels PCR vervielfdtigt wurde (bp 1108-1389) (Engleberg et al. 1989).
An den Vorwaérts- oder Rickwarts-Primer wird jeweils am 5'-Ende die T3- bzw. T7-Sequenz
angehangt, da die RNA-Polymerase diese Promotorsequenz  fur die Amplifikation bendtigt.
Durch Sequenzierung des Amplifikats und Sequenzvergleich der erhaltenen Daten mit der Se-
guenzdatenbank BLAST kann die korrekte Sequenz des PCR-Produkts Uberpriift werden.

Das PCR-Produkt wird in der Vakuumzentrifuge auf 1 ng eingeengt und in 19,5 M HyO piges.,
perc aufgenommen. Fir die Reaktionsansétze wird das T7-PCR-Produkt mit dem DIG-11-UTP-
Markierungsgemisch bzw. das T3-PCR-Produkt mit dem FLUOS-12-UTP-Markierungsgemisch
vorsichtig durchmischt (ohne Auf- und Abziehen des Pipettenspitzeninhalts) und 3 h bei 37 °C
(Thermoblock) inkubiert. Durch Zugabe von 3 pl DNase |, RNase-frei, und anschlief3ender In-
kubation fur 15 min bel 37 °C (Thermaoblock) wird die Matrizen-DNA abgedaut. Nach Zugabe
von 3 ul EDTA-L6sung zum Abstoppen der DNase-Behandlung werden die Transkripte mit 16
pl 10 M NHzAC-LOsung und 156 pl eiskaltem EtOH 4,5 versetzt und durch Inkubation fir min-
destens 3 h bel —20 °C gefdlt. Der Ansatz wird 20 min zentrifugiert (14000 rpm, 4 °C), ar
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schlieffend werden die sedimentierten Transkripte mit 1 ml EtOH 40, gewaschen. Nach erneu-
ter Zentrifugation fur 15 min (14000 rpm, 4 °C) wird die transkribierte RNA kurz im Vakuum
getrocknet (SpeedVac), in 50 pl HO pigest, perc afgenommen und zum Schutz vor RNasen mit 2
pl RNasin versetzt. Konzentration und Markierungseffizienz werden fotometrisch ermittelt. Die
Transkriptsonden werden aliquotiert und bei -20 °C eingefroren (200 ng pro in situ Hybridisie-

rung nétig).

D.19.2 Nukleinsaur etransfer mittels Dot blot (nach Schmid 1998)

Die Membranhybridisierungen werden mit DIG-markierten Polyribonukleotidsonden, die mit
spezifischen, POD-markierten anti-DIG-F,,-Fragmenten detektiert werden konnen, durchge-
fahrt. Alle Losungen enthalten zum Schutz vor RNasen 0,1 % DEPC.

L 6sungen:

Formaldehyd (37 %)
Formamid

10 x MOPS-Puffer, pH 6,0:

200 mM MOPS 41,859
50 mM Na-Acetat 419
10mM EDTA 3,729
H20 bigest., DEPC ad 1000 ml

Ldsung steril filtrieren und im Dunkeln aufbewahren

Dot-Blot-Puffer:

Formamid 6,0 ml
1 x MOPS-Puffer (20 mM) 12ml
Formaldehyd (37 %) 1,944 ml

RNA je nach Konzentration 5-15ul

Durchfihrung:

Zur Probendenaturierung wird die RNA mit 150 pl Dot-Blot-Puffer versetzt, 10 min bei 65 °C
und anschlief3end 2 min auf Eis inkubiert. Die Proben werden in die gereinigte und nach Her-
stellerangaben zusammengebaute Dot-Blot-Apparatur einpipettiert. Durch Anlegen eines Vaku-

ums fir etwa 45 min wird die RNA auf die Membran (Hybonda-N+, Amersham, Braun-
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schweig) Ubertragen, danach werden 100 - 150 pl Dot-Blot-Puffer nachgesaugt. Die Membran
wird nun mit einer sterilen Pinzette entfernt und die membrangebundene RNA durch 2 - 3 mini-
tige Bestrahlung mit UV-Licht (254 nm) auf der Membran immobilisiert (Church und Gilbert
1984). Die Membran kann in Whatman-Papier eingeschlagen aufbewahrt werden.

D.19.3 Dot blot-Hybridisierung

L 6sungen:

Prahybridiserungdosung:

20x SSC 28,1 ml
10 % (w/v) Blockierungsvorratsiésung 22,5 mi
10 % (w/v) N-Lauryl-Sarcosin 1,125 ml
10 % (w/v) SDS 225 ul

Hybridiserungspuffer:

5M NaCl 360 pl
1M TrigHCI, pH 8,0 40 pl
10 % (w/v) N-Lauryl-Sarcosin 20
10 % (w/v) 10 % SDS 2u

10 % (w/v) Blockierungsvorratslésung 800 pl
Formamid X Ml
H20 pigest., DEPC ad2mi
Waschpuffer:

1M TrigHCI, pH 8,0 1ml
5M NaCl y ul

10 % (w/v) SDS 50 pl
H20 pidest., DEPC ad 50 ml

anti-DI G-POD-F,,-Fragmente (Boehringer Mannheim)

Puffer 1 (DI G-Detektion):

150 mM NaCl 8,849
100 mM Maleinsdure 11619
H20 bides, DEPC ad 1000 ml

mit NaOH-Pl&tzchen pH 7,5 einstellen

Puffer 2 (DI G-Detektion):

10 % (w/v) Blockierungsvorrats6sung auf 1,5 % mit Puffer 1 verdiinnen

Puffer 3 (DIG-Detektion):
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100 mM Tris 12119
100 mM NaCl 584

50 mM MgCl, 10,16 g
H20 pidest, DEPC ad 1000 ml

mit HCI onc. pH 9,5 elnstellen

Waschpuffer (DI G-Detektion):
Puffer 1:0,3% Tween-20=1:1

20 x SSC-L 6sung, pH 7,0 (Standar d-Saline-Citr at):

NaCl 175,329
Dinatriumcitrat-Dihydrat 88,23 g
H20 bidest., bEPC ad 1000 ml

Stripping-L 6sung (0,1 x SSC + 0,5 % SDYS):

20 x SSC 250 i
10 % (w/v) SDS 25mi
H20 pidest., DEPC ad 50 ml

ECL-Western-Blotting-Reagens (Pharmacia Amersham Biotechnologies, Braunschweig):
alle Reaktiond 6sungen (Detektions-Ldsung 1 und 2) sind im Kit enthalten

Durchfihrung:

Die Hybridisierung erfolgt in gereinigten Glasrohren (20 x 3 cm, Bachofer, Reutlingen) in a-
nem Hybridisierungsofen mit Drehmotor. Dazu wird die Membran mit einer sterilen Pinzette in
die Rohre geschoben, mit 20 ml Préhybridisierungsésung versehenund 1 - 1,5 h bei 35 °C pr&-
hybridisiert. Anschlief3end wird die Prahybridisierungslésung durch 2 ml Hybridis erungspuf-
fer, der 150 ng DIG-markierte Sonde enthélt, ersetzt. Die Hybridisierung erfolgt UN bei 56 °C
im Hybridisierungsofen. Danach wird der Hybridisierungspuffer durch 10 ml Waschpuffer -
setzt. Zwel sich anschlieffende Waschschritte (15 min bei 48 °C im Hybridisierungsofen) die-

nen der Entfernung nicht bzw. unspezifisch gebundener Sonde.

DIG-Detektion:

Die hybridisierte Membran wird fur 5 min in Puffer 1 inkubieren. Danach wird Puffer 1 durch
20 ml Puffer 2 ersetzt (zur Abséttigung der Membran, um unspezifische Bindung der Antikorper
zu verhindern), 60 min bei 35 °C inkubieren. Nach Abkippen von Puffer 2 wird fur 40 min
Puffer 2 mit anti-DIG-POD-F4,-Fragmenten zugegeben (Antikorper : Puffer 2 = 1 : 5000, d.h. 4

m AK + 20 ml Puffer 2). Anschlief3end wird die Membran zweimal gewaschen (je 15 min mit
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je 100 ml Waschpuffer). Nach 5 min Equilibrierung in 20 ml Puffer 3 wird die Membran kurz in
1 x PBS geschwenkt. Nun kénnen die Hybridisierungssignale mit dem ECL-Western-Blotting-
Reagens detektiert werden. Dazu wird die mit indirekt POD-markierten Polyribonukleotidson-
den hybridisierte Membran mit einer sterilen Pinzette auf eine in Frischhaltefolie eingeschlage-
ne Glasplatte transferiert und mit der fertig bereiteten Detektionddsung (1 : 1 Gemisch aus De-
tektionddsung 1 und 2, etwa 6 ml fur 11 x 14 cm-Membran) versehen.

Das 'Enhanced-Chemiluminescence-System' liefert nach Umsetzung von zyklischem Diacyl-
hydrazid (Luminol) unter Verwendung von Phenol as chemischem Enhancer mit dem Enzym
Peroxidase Fotonen. Diese Fotonen lassen sich durch eine ultrasensitive Fotonenkamera nach-
weisen (zusammen mit dem Bildverarbeitungssystem Argus-20 und den Optionen 'Photon-

Counting' und 'Accumulation’).

D.19.4 In situ Hybridisierung ganzer Zellen auf dem Objekttréger

L 6sungen:

Formamid

5M NaCl (D.12)

1 M Tris’HCI, pH 8,0 (D.12)

0,5M EDTA, pH 8,0 (D.11)

10 % (w/v) SDS(D.11)

10 % (w/v) N-Lauryl-Sarcosin

10 % (w/v) Blockierungsvorratslsung
20 x SSC-L6sung (D.19.3)

Hybridiserungspuffer:

5M NaCl 30 pl

1M Trig/HCI, pH 8,0 40 pl

Formamid X Ml

H20 pidest., DEPC ad2ml

10 % (w/v) SDS 2 Ul
Durchfihrung:
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In die Aussparungen der OT werden zu den fixierten Zellen 19 ul Hybridisierungspuffer und
100 ng (1 pl) der jeweiligen Polyribonukleotidsonde bzw. je 100 ng Oligonukleotidsonde pi-
pettiert. Anschlief3end wird der OT in eine feuchte Kammer (50 ml-Probengefa3 mit in Hybri-
disierungspuffer getrénktem Zellstoff) tberfiihrt. Nach einem Denaturierungsschritt (30 min bei
80 °C) folgt die Hybridisierung (3 h bel 46 °C). Im anschlieffenden Waschschritt wird die G-
berschtissige Sonde mit Waschpuffer abgeschwemmt (10 min bel 46 °C). Waschpuffer und Sal -
ze werden durch vorsichtiges Spulen mit H,O pigest, perc entfernt.

Zur DIG-Detektion folgt eine Inkubation mit anti-DIG-POD-F,-Fragmenten. Dazu werden in
jede Aussparung der OT 17 pl Fyp-Inkubationspuffer und 3 pl anti-DIG-POD-F4,-Fragmente
(200 pg/ml) pipetttiert. Der OT wird in einer feuchten Kammer fur 1 h bel RT inkubiert. Unge-
bundene F-Fragmente werden durch 10 min waschen in Waschpuffer (RT) entfernt. Die

Hybridisierungssignale werden nun mit dem TSA? -direct-(Red)-Kit detektiert.

L 6sungen:

10 x TNT-Waschpuffer:

IM Tris 121,14 g
1,5M NaCl 87,66 g
0,5 % (v/v) Tween® 20 5ml

H20 pidest., DEPC ad 1000 ml

nicht autoklavieren, Gebrauchddsung 1 : 10 mit HyO pigest, perc VErdiinnen
TSA? -direct-(Red)-Kit (NEN? Life science Products, Boston):

Cy3-Tyramid-Stamml dsung:

Cy3-Tyramd in 300 |J.| HzObidw,” DEPC [6sen.
Losung bei 4 °C gelagert etwa 3 Monate haltbar.

Cy3-Tyramid Inkubationsl ésung (pro Objekttrager 102 pl = 17 pl pro Aussparung):

H2Ovidest., DEPC 50 pl

Amplifikations-Diluent 50 ul

Cy3-Tyramid-Stammlésung 2ul
Durchfihrung:

Bel alen Schritten muss darauf geachtet werden, dass die Aussparungen des OT nicht austrock-
nen! Der OT wird in eine Petrischae Uberfuhrt, mit 1 x TNT-Waschpuffer Uberschichtet und 5
min unter leichtem Schitteln inkubiert (RT). Der Waschpuffer wird nun abgekippt und durch
frischen Waschpuffer ersetzt. Dieser Waschschritt wird insgesamt dreimal ausgefiihrt. Es folgt
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eine Inkubation mit der cy3-Tyramid-InkubationdGsung fir 8 min im Dunkeln (RT). Danach
wird erneut dreimal mit 1 x TNT-Waschpuffer fir je 5 min gewaschen. Der OT wird anschlie-
[3end unter Luftstrom getrocknet und mit Citifluor AF2 eingedeckelt.

D.20 Habitatbeschreibungen

L 6sungen:

3 M KCI (fur die Aufbewahrung der pH-Elektrode):

KCl 223,68 g/1000 ml H,O piest.
autoklavieren

Durchfiihrung:

Zur Charakteriserung der Gewésser werden mit Hilfe von tragbaren Mefigerdten pH-Wert,
Temperatur und elektrische Leitfahigkeit gemessen. Zudem werden biologische Parameter wie
Vegetation und Fauna protokolliert. Die Messungen erfolgen jewells vormittags, um eventuelle

diurane Schwankungen zu vermeiden.

D.21 Isolierung von Legionellen aus Umweltproben (nach Morris et al.

1997) und Passage von Umweltproben durch Amdben

L 6sungen:

Sdlektivmedium (VPC-BCYE):

Vancomycin 10 ng/ml
Polymyxin B 20 ng/ml (=80 U/ml)
Cycloheximid 50 ng/ml

zum autoklavierten, abgekiihlten BCY E-Medium (D.7.1) zugeben

K CI-HCI-Puffer:

0,2M HCl 16,7 g/l
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0,2M KCI 14,9 g/l

18 Teile KCI und 1 Teil HCI mischen, pH 2,2 einstellen
autoklavieren

0,1 N KOH:

KOH 5,61 g/lOOO mi HzO bidest.

K,H,PO,-Puffer:

KH,PO, 6,759
K>HPO, 8,759
Hzo bidest. ad 950 mi
mit KOH pH 7,0 einstellen
H50 pidest. ad 1000 ml
autoklavieren

Durchfthrung:

Jede Probennahme erfolgt vormittags, um Tageschwankungen auszuschlief3en. Biofilmtragendes
Material (Bléatter, Graser, Moose, Wurzeln, Zweige, Federn, Algen) bzw. Wasserproben (ca.
300 ml) werden vor Ort in sterilen Glasflaschen gesammelt. Die weitere Bearbeitung der Pro-
ben erfolgt innerhalb von max. 2 h, so lange werden sie bei 4 °C gelagert. Die Biofilme werden
in 100 ml KH,PO,-Puffer unter Schiitteln abgewaschen (30 min, 4 °C). Die Puffersuspension
bzw. die Wasserprobe wird Uber einen Faltenfilter filtriert, um grobe Partikel zu entfernen. Mit
Hilfe einer autoklavierbaren Vakuumfiltriereinheit (Nalgene, Wiesbaden) kénnen die Mikroor-
ganismen aus dem ersten Filtrat (Lsg. A) auf eéinem sterilen 0,2 mm-Polycarbonatfilter konzent-
riert werden. Ein Teil dieses Filters wird zur Isolierung von Amdben verwendet (D.22); der
andere Teil wird in 8 ml Faltenfiltrat bei 4 °C fir 2 h geschittelt, um die Bakterien wieder ab-
zuwaschen (Lsg. B). Aus dieser Suspension wird 1 ml entnommen und mit 1 ml KCI-HCI-Puffer
gemischt (15 min, RT), nach der Inkubation wird die Lésung durch Zugabe von 1 ml 0,1 N KOH
neutralisert (Lsg. C) (CDC 1994). Der Rest von Lésung B wird fur 30 min im Wasserbad bei
50 °Cinkubiert (Lsg. D).

Aus den Losungen A und B werden jeweils 30 ml auf je zwei VPC-BCY E-Platten ausplattiert,
aus den Losungen C und D je 100 nl. Die Platten werden bis zu 15 Tage im Brutschrank inku-
biert (37 °C, 5 % CO,) und regelmédig auf mogliche Legionella-Kolonien hin kontrolliert. Le-
gionella-ahnliche Kolonien werden gepickt und auf BCY E-Platten ausgestrichen.

Um nicht-kultivierbare Legionellen (VBNC) wieder kultivierbar zu machen, wird jeweils 1 ml

aus den Loésungen A, B, C und D zu je 1 ml Amdbensuspension (Acanthamoeba in Amdbenpuf-
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fer oder Hartmannella in Assaymedium) pipettiert und bis zu einer Woche inkubiert (37 °C, 5
% CO,). Alle 24 h werden 100 m-Aliquots auf VPC-BCY E-Platten ausplattiert.

Aus den Ldsungen A, B, C, und D werden jewells 1 ml in en 1,5 ml-ERG tberfthrt und
zentrifugiert (8000 rpm, 10 min). Je 18 m Zellpellet werden auf einen Sechs-Felder-
Objekttréger pipettiert und fir die anschlief3ende Fixierung und in situ Hybridisierung luftge-
trocknet (Thermoblock, 37 °C).

D.22 Charakterisierung von Legiondla-I solaten

Aus Umweltproben vereinzelte Klone mit dem typischen Legionella-Erscheinungsbild auf
BCY E-Platten werden mit Legionella-spezifischen Primern in der PCR bzw. mit Sonden durch
in situ Hybridisierung Uberprift. Die mit diesen Methoden als Legionellen identifizierte Klone
werden durch Sequenzierung eines 16S rDNA-Stlickes bzw. im Amoben-Infektionsassay naher
charakterisiert.

Die Serotypisierung mittels polyklonaler Kaninchenantikdrper bzw. monoklonaler Antikorper
sowie die gaschromatografische Analyse des Fettsduremusters der Zellwand wurden von Dr. P.
Ch. Luck, TU Dresden, durchgefihrt.

D.23 Isolierung von Amoben aus Umweltproben

L Gsungen:
NNA-Platten mit Futterbakterien (D.8.3)

Durchfiihrung:

Ein Stiick des Polycarbonatfilters (D.21) mit den aufkonzentrierten Bakterien wird (Bakterien
nach unten) auf eine NNA-Platte gelegt und bel 23 °C inkubiert. Rings um den Filter kdnnen be-
reits nach einigen Tagen "auswandernde’ Amdben beobachtet und isoliert werden. Dazu wird

ein Agarbléckchen mit den Amtben mit einer sterilen Lanzette ausgeschnitten, mit den Amoben
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nach unten auf eine neue NNA-Platte gelegt und vorsichtig ein Stiick verschoben. Die Amoben
wandern aus dieser Schleifspur aus bzw. vom Agarbldckchen weg und kénnen bestimmt wer-

den.

D.24 Bestimmung von Amadben

L 6sungen:
PJSaline (D.8.3)

Durchfihrung:

Die morphologische Bestimmung der Amoben aus Umweltproben erfolgt nach Page und Sie-
mensma (1991) unter dem Lichtmikroskop. Dazu werden die Amoébenkulturen auf den A-
garplatten lichtmikroskopisch kontrolliert und eine Stelle mit moglichst vielen Trophozoiten
und evtl. vorhandenen Zysten markiert. Das markierte Agarbldckchen wird steril mit einer aus-
geglihten Lanzette (Hartenstein, Wrzburg) ausgeschnitten und die Amoében in eéinem Tropfen
PJ-Saline auf einen OT abgeschwemmt. Die Zysten und Trophozoiten werden sofort bestimmt.
Der OT wird dann in eine feuchte Kammer Uberfuhrt; nach ein bis sechs Stunden konnen die
Exzystierung bzw. der Ubergang in Flagellaten- oder Schwimmformen beobachtet werden, die

entsprechenden Formen werden protokolliert.
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