Zusammenfassung

A. Zusammenfassung

Legionella pneumophila wurde 1976 als Erreger der Legionellose, einer schweren Form von
Lungenentziindung, identifiziert. Die inzwischen 42 Arten umfassende Gattung ist weltweit in
aquatischen Biotopen verbreitet. Die Bakterien |eben vergesellschaftet mit anderen Mikroorga-
nismen in Biofilmen oder intrazelluldr in Protozoen. Sie haben ein duales Wirtssystem, das
heil¥, sie sind in der Lage, sich sowohl in Einzellern as auch in humanen Phagozyten zu ver-
mehren. Fur die Erweiterung ihrer Habitate spielen verschiedene Umweltfaktoren eine Rolle.
Eine exakte und schnelle Detektion und Identifikation der humanpathogenen Keime ist sowohl
fur die Lokaliserung der Infektionsquelle als auch fir eine rechtzeitige Therapie der Patienten
von grof3er Bedeutung.

Die Technik der fluoreszierenden in situ Hybridisierung (FISH) basiert auf der Bindung einer
spezifischen, mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierten Oligonukleotidsonde an eine komple-
mentére Zielsequenz der ribosomalen RNA. In der vorliegenden Arbeit wurde fur die in situ
Hybridisierung eine neue 16S rRNA-gerichtete Sonde LEGPNEL entwickelt, die spezifisch ist
fur L. pneumophila. In Versuchsreihen mit verschiedenen Bakterienkulturen wurden die Spezi-
fitdt und Sensitivitdt der Gensonde ermittelt. LEGPNEL erwies sich als artspezifisch und e-
kannte dle getesteten L. pneumophila-Stdmme, ungeachtet ihrer Serogruppe. Nicht-
pneumophila-Referenzstdmme hybridisierten nicht mit der Sonde, ein einziger Basenaustausch
in der Sequenz war fir diese Unterscheidung ausrei chend.

Die Anwendung der Sonde wurde auch in Amdben-Infektionsassays und Umweltproben erfolg-
reich durchgefihrt. Unterschiedliche, intrazellulér vorliegende Bakterien wurden von der Sonde
spezifisch erkannt. Eine in situ Dokumentation der Infektions- und Vermehrungsrate war damit
madglich.

Durch die meist fakultativ intrazelluldre Lebensweise der Legionellen ist es wichtig, auch die
Wirtszellen der Keime qualitativ zu detektieren und zu identifizieren. Die Entwicklung neuer
Gensonden wurde daher auf die beiden bekannten Wirtsamben Hartmannella und Naegleria
ausgedehnt. Basierend auf Sequenzvergleichen wurden die gattungsspezifischen 18S rRNA-
gerichteten Sonden HART498 und NAEG1088 konstruiert und in Versuchsreihen mit Referenz-
stdmmen bel steigender Stringenz etabliert. Mit ihrer Hilfe konnten die Ergebnisse der zeit- und
arbeitsaufwendigen Determination unbekannter Amoben anhand morphologischer Merkmale

bestatigt werden.
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In situ Hybridiserungen mit einer Kombination von 16S und 18S rRNA-gerichteten Sonden
wurden in Amoben-Infektionsassays mit Hartmannella vermiformis und L. pneumophila er-
folgreich durchgefihrt. Eine Interferenz der Sonden fand nicht statt.

Die in situ Untersuchung der Struktur und Funktion komplexer mikrobieller Lebensgemein-
schaften erfordert eine kultivierungsunabhangige und hochaufl 6sende Methode, wie sie die fluo-
reszierende in situ Hybridisierung darstellt. Mit dem Ziel, mogliche Préferenzen der Legionel -
len fUr bestimmte Parameter, wie pH, Temperatur, elektrische Leitfahigkeit, Stromungsverhdalt-
nisse, zu erkennen und zu definieren, wurden mit Hilfe der neu entwickelten 16S rRNA-
gerichteten Sonde 21 verschiedene Katwasserhabitate auf die Verbreitung von Legionella un-
tersucht. Die Bakterien zeigten jedoch ein breites Toleranzspektrum gegentiber den gemessenen
Parametern. Sie waren in nahezu allen beprobten Gewassern zu finden und lief3en sich unabhan-
gig von der Jahreszeit nachweisen. Die neue Sonde LEGPNEL zeigte sichin in situ Hybridisie-
rungen der Umweltproben als hochspezifisch. Mit ihr konnten auch nicht kultivierbare Legio-
nellen detektiert werden.

In drel Legionella-positiven Gewéssern wurde auf3erdem das Vorkommen von Amoben unter-
sucht. Es konnten insgesamt acht Amobengattungen isoliert, kultiviert und bestimmt werden.
Dominierend waren Stdmme des nicht humanpathogenen Naegleria gruberi-Komplexes, Echi-
namoeba spp. und Echinamoeba-like Amoben. In einzelnen Proben wurden Acanthamoeba
spp. Gruppe 11, Hartmannella spp., Platyamoeba placida, Saccamoeba spp., Thecamoeba
guadrilineata und Vexillifera spp. gefunden. Durch in situ Hybridisierung mit den neuen 18S
rRNA-gerichteten Sonden HART498 und NAEG1088 konnten die Ergebnisse der morphologi -
schen Bestimmung der Amdben bestétigt werden. Auch die Amoben zeigten keine Préferenzen

beziiglich der in den Standorten gemessenen Wasserparameter.

Diein situ Hybridisierung mit rRNA-gerichteten Gensonden erlaubt eine Analyse der Struktur
und Dynamik von Biozonosen, ermoglicht aber keine Aussage Uber die speziellen Aktivitéten
der nachgewiesenen Bakterien. Eine LAsung hierfur konnte der spezifische in situ Nachweis
von mMRNA-Molekulen darstellen. Ein Problem hierbel stellt ihre, im Vergleich zu anderen
Molekilen wie rRNA, sehr kurze Halbwertszeit und das Vorhandensein von nur wenigen Ko-
pien pro Zelle dar. Daher ist im Anschluss an die in situ Hybridisierung in den meisten Féllen
eine Signalamplifikation nétig, um ein detektierbares Signal zu erhaten. In dieser Arbeit sollte
die fir das iap-Genin Listeria monocytogenes entwickelte Methode zum Nachweis der mip-
mMRNA in L. pneumophila etabliert werden. Erste Anwendungen in Dot blot- und in situ Hybri-
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diserungen mit mehrfach DIG-markierten Polyribonukleotidsonden bzw. mit smultan einge-
setzten, einfach DIG-markierten Oligonukleotiden zeigten noch nicht die gewtinschte Spezifitét.

Diese Ergebnisse stellen jedoch eine wichtige Grundlage fur zukiinftige Experimente dar.



