Inhaltsverzeichnis

Inhaltsver zeichnis

AL ZUSAMMENTASSUNG ...evviiieiiiiiiiee et et e e e e e e s asbre e e e s e snsreeaeeans 1
o S [0 = YR 4
(O Y1 11 A [ o SRR 6
C.1Biologie vVON Legionella SPP. ...ooeoereririeiesie sttt sne e 6
C.L1ANGEMEINE METKMAIE ......eiie ettt et e e re e 6
C.1.2 Verbreitung in der UMWEIL ..ot 8
C.1.3 Intrazelluldre Vermehrung in ProtOZOEN.........cccoveiirerieieiesie st 9
C.1.4 Pathogenese der LEgIONEIIOSE.........occuiiiii it 12
C.1.5 Virulenzfaktoren von L. pneumophila..........cccoooveiiiiiiiie i 15
C.1.6 Nachweismdglichkeiten flr Legionella Spp. .....ccoovvereeieienene e 19
C.2Biologiefreilebender SURWASSEr -AMODEN........ccoiiiiiiie e 20
(ORCIAT= 1= w8 [gTo o [ g o o o1 | USSR 22
D. Material und MethOden ...........oooiiiiiiiiii e e 23
D000 2 1 g = 1= o S 23
D22 N 1 4[] o= o TS USRS 24
D.3VEKLOren, Plasmide.........cocoiiiiiiieeeeseee et e 25
D T = | =PRI 25
DR O 1= 0 41 7= = o S 26
D.6 Oligonukleotide, FarbDStOffe.........ccciiiiieiicce e 27
D.7 PUffer UNA LOSUNGEN. ...ttt sttt st e e s te e sbeeenaeenneesnneens 30
D.8 Nahrmedien, Anzucht und Stammhaltung........ccceevieerieieceseee e 30
D.B. L LEGIONENIA. ... et 32
D.8.2 Non-Legionella-BaKterien. ... 32
RS 3 N 11T o o TS 33
D.9 Bestimmung der optischen Dichte von Bakterienkulturen...........ccccoooveeeveenvecennenee. 35
D.10 INTEKEIONSASSAYS......cuvevereeterieeiinieee ettt st st sttt b bbb e st e e b besbenbeneenns 35
[0 A T D= U o USSR 36

D.11.1 Fixierung von Bakterien (nach Amann et a. 1990) ........ccccceevieviieeiie e 36



Inhaltsverzeichnis

D.11.1.1 Fixierung fur die MRNA-HYDIHAiSIEIUNG .....cccoiiiiieieesereseeee s 37
D.11.1.2 Fixierung fur die rRNA-HYDIdiSIENUNG.......ccoeiiiiiieeese s 37
D.11.2 Fixierung von Amadben fir die rRNA-HybridiSierung..........ccocoeceeveeiiecveeccecvee e, 37
D.121n Situ rRNA-HYDINAISIEI UNG.....ciiiiieeeeee e 38
D.13 Isolierung und Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren............ccccoevenenne. 40
D.13.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien (Miniprap.)......c.ccooeeeeeeeeeneeneneseseseennes 40
D.13.2 Isolierung und Fallung von DNA aus Bakterien
(High Pure PCR Template Preparation Kit von Boehringer Mannheim)....................... 41
D.13.3 Isolierung von DNA aus Umweltproben (nach Pabst et al. 1997) .......ccccooevevvnerienne. 42
D.13.4 Isolierung von RNA aus Bakterien (nach Schmid 1998) .........ccccoovivviinenenencniee 42
D 2 O TS 44
D.15 Qualitative Analyse vON NUKIEINSAUN €N ........cccueiiiiiiiiiie et 45
D.16 Quantitative Analyse VON NUKIGINSAUN €N.........ccovriiiirirenesesesesesee s 46
D S = o [ = U T USSR 47
[0 S (0] 1= U T PSSRSO 48
D.18.1 DNA-Spaltung mit RestriKtiONSENZYMEN.......cccuviiieiieciee e 48
D.18.2 Eluierung von DNA aus AgaroSe-GeIEN.........cccuviririerirere e 49
D0 R I T i o] o I TSSO 49
D.18.4 Herstellung Glycerin-kompetenter Zellen fir die Elektroporation............ccccccveveeenenns 50
D.18.5 Herstellung CaCl ,-kompetenter Zellen fir den heat shocK...........ccccevcveieeiciciiecinens 51
D.18.6 Transformation mittels ElEKroporation............cocveeerierereresesesesesee e 51
D.18.7 Transformation mMittelS heat SNOCK...........cevvieereericiese e 52
D.18.8 Identifizierung rekombinanter KIONE ..........cccoiieiiieiiiieiie e 53
D.19 MRNA-HYDIIAISIE UNG...eiiiieiieciie ettt s sre e s re e sb e e seesneeenneens 53
D.19.2 1N VItro TranSKIiPLiON........coeiieieieiesiesie sttt 53
D.19.2 Nukleinsauretransfer mittels Dot blot (nach Schmid 1998) ..........cocviviiieicnincee, 55
D.19.3 Dot blot-HYbridiSIEIUNG.......ccuveiiieiie et e e eenne e 56
D.19.4 In situ Hybridisierung ganzer Zellen auf dem Objekttrager..........ccooevevveveeciecieecnens 58
D.20 Habitathbeschr @IDUNGEN ........ccoiiiee e s 60
D.21 Isolierung von L egionellen aus Umweltproben (nach Morriset al. 1997)
und Passage von Umweltproben durch AmOben...........cccveiieeiiecceccee e, 60
D.22 Charakteriserung von Legionella-1Solaten..........ccceeveiineneneneneeeeese s 62
D.23 Isolierung von Amaben aus Umweltproben..........ccoeiiinenenenereeeeeeee s 62

D.24 Bestimmung VON AMODEN .......couiiiiiieie sttt see e 63



Inhaltsverzeichnis

B ErgENISSE ... 64
E.11n situ rRNA-Hybridisierung von BaKterien.........cccceoviiiineneneneneeeeese e 64
E.1.1 Evaluierung einer neuen L. pneumophila-spezifischen Oligonukleotidsonde................ 64
E.2 In situ rRNA-Hybridisierung von AMODEN..........ccveiiiiiie e 67
N A L Dd = 1V o PSSRSO 67
E.2.2 Entwicklung von neuen gattungsspezifischen Oligonukleotidsonden.............ccccceeeeunees 68
E.2.3 Kombination von 16S rRNA- und 18S rRNA-gerichteten Gensonden...........ccccceevunee. 70
E.3UmMWeltUNTEr SUCUNGEN.......ooiiiieeeee et 71
E.3.1 GewasserCharakteriSIErUNG ........ccceeiieiiiie ettt s e e sre e ste e sbe e e aeesneeenneens 71
E.3.2 NachwelsvVONn Legionella SPP. . ...coiveeieiienieeie ettt st 78
E.3.3 Bestimmung von Legionella spp. in Umweltproben............ccocevvecerenecce e, 79
E. 3.4 Verbreitung von Legionella SPP. ....cocveeereeiecee et 79
E.3.51s0lierung VOn LegioNella SPP......coieeuereeriieie ettt sttt 83
E.3.6 Isolierung und Bestimmung VON AMODEN ..........ooiiiiienie e 83
R g o S N J A o Y o] o 1S = U o S 90
E.4.1 Dot blot-Hybridisierung mit DIG-markierten Polyribonukleotidsonden........................ 91
E.4.2 In situ Hybridisierung mit FLUOS- und DIG-markierten Polyribonukleotidsonden..... 93
E.4.3 In situ Hybridisierung mit DIG-markierten Oligonukleotidsonden..............ccccceeceenuennee. 97
F. DISKUSSION....eeiiiiiiie e iitee ettt ettt et e e s e e s st e e e s nnneeeennes 100
I g NNV o A o T Lo [ T U o S PRS 100
O = o o 1= | I OSSPSR 102
e 002 AN 01T o o 1SS 103
F.2 UMweltuNter SUCNUNGEN. ......coiiiieeeee et 106
e = o Lo 1= | I S PRS 106
[ AN 40 o= o 1SS 109
F.3MRNA-HYDINAISIEINUNG ..o s 113
T L (= = AU | PR UUPPSTPRRRI 118
[ TN 4] =T o o TP 135
H.L ADKUE ZUNGEN.....cniiieete ettt st b bt e b e b nae b nae s 135

H.2 Sequenz-Alignment der L. pneumophila-spezifischen Sonde LEGPNEL................. 137



Inhaltsverzeichnis

H.3 Lage der untersuchten Gewdasser im Wirzburger Ringpark........cccecevevvnenenennns 138
[ I W o] 1 €= L1 0] [ PSSP 139
H.5 BEItrAge ZU TAQUNGEN.......eiiieeieiecieeciee sttt ettt s te et s et e et sste e b e ssae e seesnneenneeenreenneas 139

H.BLEDENSAUF ... 141



