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A Einleitung

A.1 Listeria monocytogenes

Sucht man unter den pathogenen Mikroorganismen Modellorganismen zur
Untersuchung von Virulenzmechanismen, so stdf3t man mit auf die Art Listeria
monocytogenes. L. monocytogenes kann durchaus als der E. coli unter den
intrazelluldaren Krankheitserregern betrachtet werden, da anhand dieses
Bakteriums das intrazellulare Verhalten pathogener Organismen im Allgemeinen
sowie Gram-positiver im Speziellen aufgeklart werden konnte (Kuhn & Goebel,
1995). Listerien wurden bereits in den zwanziger Jahren von E.G.D. Murray aus
erkrankten Hasen in Reinkultur isoliert, von ihm aber zunachst als Bacterium
monocytogenes bezeichnet (Murray et al., 1926). Drei Jahre spater, im Jahr 1929,
wurden zum ersten Mal Infektionen im Menschen auf L. monocytogenes
zurtuckgefuhrt und somit ein klarer Bezug zu den ausgelosten Symptomen
hergestellt (Nyfelt, 1929). Erst zu Beginn der 80er Jahre wurde die tatsachliche
Bedeutung von L. monocytogenes als pathogener Organismus durch eine
Verbesserung der Nachweismdglichkeiten erkannt, da zahlreiche Epidemien in
Nordamerika und Europa auf diesen Organismus zurlckgeflhrt werden konnten
(Fleming et al., 1985; Linnan et al., 1988; McLauchlin, 1987; McLauchlin et al.,
1989; MclLauchlin et al, 1991). Seither versuchen eine Reihe von
Wissenschaftlern, Okologie, Epidemiologie und Virulenz dieses Erregers

aufzuklaren.

Die Gattung Listeria wird phylogenetisch den Gram-positiven Organismen mit
niedrigem G+C-Gehalt zugeordnet (Ludwig et al., 1984; Woese, 1987). Ihr
gehoren die sechs Arten L. monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri, L. innocua,
L. welshimeri und L. grayi an, von denen mit L. monocytogenes und L. ivanovii nur
zwei saugerpathogen sind. L. monocytogenes ist der einzige humanpathogene
Vertreter (Jones und Seeliger, 1992). Listerien haben ein sehr breites
Temperaturspektrum, innerhalb dessen sie noch zur Zellteilung befahigt sind. Die
obere Temperaturgrenze liegt bei ca. 42°C, und sogar bei 1°C wurde noch

Vermehrung beobachtet (Farber, 1989). Aufgrund ihrer Fahigkeit, sich in




gekuhlten Lebensmitteln zu vermehren, gehodren Listerien neben zahlreichen
anderen Lebensmittelverderbern zur sogenannten ,Kuhlschrankflora“. Ein
erhebliches Infektionsrisiko geht daher von kontaminierten Lebensmitteln aus, und
Verunreinigungen mit Listerien stellen ein schwerwiegendes Problem in der
lebensmittelverarbeitenden Industrie dar (Norton et al., 2001a; Norton et al.,
2001b; Tompkin, 2002). Aus diesem Grund werden die Listerien der Gruppe der
~food-borne pathogens® zuordnet. Listerien sind nur bei Temperaturen bis zu 24°C
durch Flagellen beweglich (Jones und Seeliger, 1992) und verlieren ihre
Beweglichkeit bei erhohten Temperaturen, so dass sie im menschlichen Korper

unbeweglich sind (s.u.).

Vor allem far immunsupprimierte Patienten sowie altere Personen oder
Kleinkinder geht eine Infektion mit L. monocytogenes oft mit schwerwiegenden
gesundheitlichen Beeintrachtigungen einher. So kann dieser Organismus einfache
gastrointestinale Symptome, die meistens mit Fieber und Erbrechen verbunden
sind, hervorrufen (Hof, 1990), sich aber auch systemisch im gesamten Korper
ausbreiten (Bizet und Rocourt, 1988; Jurado et al., 1993) und sogar die Blut-Hirn-
Schranke sowie die Plazenta passieren (Drevets, 1999; Spencer, 1987). Eine
Infektion manifestiert sich oft in einer Gehirnentzindung wie Meningitis bzw.
Meningoenzephalitis (Barlow und McGorum, 1985; Durand et al., 1993), aber es
konnen auch weitere Organe wie Leber oder Milz befallen sein (Vasquez-Boland
et al, 2001). Fur das ungeborene Kind kann eine Infektion durch
L. monocytogenes sogar todlich verlaufen. Oft treten bei der Schwangeren keine
oder nur leichte grippale Symptome auf, weshalb eine solche Infektion meistens
nicht erkannt oder fehlgedeutet wird (Hof, 1990). Infizierte Foten hingegen werden
oft tot geboren bzw. sterben kurz nach der Geburt. Aufgrund des noch nicht
entwickelten, frihkindlichen Immunsystems ist es fir die Listerien ein Leichtes,
sich im gesamten Korper auszubreiten und samtliche Organe des ungeborenen
Kindes zu infizieren. Abszesse an Leber, Nieren, Lunge, Milz, Gehirn und der Haut
des Embryos sind die Folge (Larsson et al., 1979; Southwick und Purich, 1996;
Spencer, 1987). Man spricht hier von der sogenannten Granulomatosis
infantiseptica.
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Pathogene Vertreter der Gattung Listeria — L. monocytogenes und L. ivanovii —
konnen intrazellular in einer Reihe von Saugerzellen Uberleben. Sogar nicht-
phagocytische Zellen wie Epithel- und Endothelzellen nehmen die Bakterien auf
(Gaillard et al., 1987; Schlech, 1984; Schlech et al., 1994). Durch die Aktivitat der
sogenannten Internaline (kodiert durch die inl-Gene), die, soweit bekannt, durch
ein spezifisches Wirtszellspektrum charakterisiert sind, heften sich die Listerien an
die Wirtszellmembran an und werden durch Phagocytose aufgenommen. Ein
weiteres Protein (p60), kodiert durch das iap-Gen, ist ebenfalls an der Anlagerung
an die Wirtszelle beteiligt. Einmal im Phagosom, lysieren die Listerien die
Phagosomenmembran durch ein zelleigenes Hamolysin, das Listeriolysin O (hly),
und vermehren sich anschlieend frei im Cytosol der Wirtszelle. Aufgrund ihrer
Unbeweglichkeit bei 37°C haben die Listerien ein ausgeklugeltes System zur
Fortbewegung im Cytosol der Wirtszellen entwickelt. Das ActA-Protein (actA)
polymerisiert an einem Pol der Bakterienzelle Aktinmonomere. Durch die standige
Anheftung eines neuen Monomers an die bereits entstandenen Aktinpolymere, die
aufgrund ihres Aussehens auch als Kometenschweif bezeichnet werden, wird ein
Vorschub erzeugt, der die Bakterien regelrecht durch die Wirtszelle katapultiert.
Somit gelangen einzelne Listerien auch an den Rand der Zelle und werden durch
die Entstehung pseudopodiendhnlicher Strukturen in die benachbarte Zelle
geschoben. Die Pseudopodien werden abgeschnurt und formen eine Vakuole in
der neuen Zelle, in der die Bakterien dann von einer Doppelmembran umgeben
sind. Der Infektionszyklus wird anschliel3end von einer Phosphatidylcholin- sowie
einer Phosphatidylinositol-spezifischen (Lecithinase) Phospholipase C (plcB/A)
geschlossen, die zusammen mit dem Listeriolysin O die umgebende
Doppelmembran zerstoren und so zur Freisetzung der Listerien im Cytosol der
neuen Wirtszelle fuhren (Abb. 1).




Abb. 1:
Infektionszyklus von
L. monocytogenes
(nach Tilney und
Portnoy, 1989)

Betrachtet man den komplizierten intrazellularen Lebenszyklus von
L. monocytogenes und die Vielzahl der daran beteiligten Proteine, wird ersichtlich,
dass alle diese Gene einer komplexen Regulation unterliegen mussen, die bisher
nicht bis ins Detail geklart werden konnte. Bis auf die Internaline und das iap-Gen
befinden sich alle Virulenzgene zusammen mit einer Metalloprotease, die fur die
proteolytische Prozessierung der Lecithinase verantwortlich ist (Poyart et al.,
1993), auf einem 9 kb groRRen Virulenzgencluster. Mit Ausnahme des iap-Gens
sind alle Gene zumindest teilweise PrfA-reguliert. PrfA ist in geringen Mengen
konstitutiv vorhanden und halt durch die Aktivierung des eigenen Promotors die
Transkription von prfA aufrecht (Bohne et al., 1996; Bohne et al., 1994, Freitag et
al., 1993; Renzoni et al., 1997). Durch umgebungsbedingte Faktoren wird die
Transkription von prfA durch die Bindung an einen weiteren Promotor, der ein
bicistronisches Transkript aus p/cA und prfA liefert, erhdht. Welche Faktoren fur
diese Aktivierung verantwortlich sind, konnte bis heute nicht im Detail geklart
werden. Mehr und mehr Anzeichen deuten auf eine komplexe Regulation in
Abhangigkeit von diversen physikalisch-chemischen Parametern hin, die zwischen
parasitischem und saprophytischem Lebensstil unterscheiden lassen. Eine
besonders wichtige Variable ist in diesem Zusammenhang die Temperatur, da die
Transkription PrfA-regulierter Gene bei Temperaturen unter 30°C reprimiert, bei
37°C hingegen aktiviert ist (Datta und Kothary, 1993; Leimeister-Wachter et al.,
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1992). Zusatzlich spielt die chemische Zusammensetzung des umgebenden
Mediums eine bedeutende Rolle. Eisenmangel bzw. das Vorhandensein von
Zuckerphosphaten in intrazellularen Kompartimenten der Wirtszelle kénnten zur
Expression listerieller Virulenzgene fuhren (z.B. Conte et al., 1996; Geoffroy et al.,
1987; Litwin und Calderwood, 1993), wohingegen in Vollmedium diese Expression
verhindert wird. Der hier zugrunde liegende Regulationsmechanismus beruht
wahrscheinlich auf einer Katabolitrepression durch fermentierbare Zucker
(Milenbachs et al., 1997). Es bestehen zudem Unterschiede in der Expression
einzelner Virulenzgene, die auf der Affinitat des jeweiligen Promotors fur PrfA
grunden und eine differentielle Expression der bendtigten Virulenzfaktoren
bewirken. So hat z.B. die sogenannte PrfA-Box des actA-Promotors im Gegensatz
zu perfekt symmetrischen Palindromen, wie das beispielsweise beim hly oder
plcA-Gen der Fall ist, signifikante Basenfehlpaarungen zur Erkennungssequenz.
Der Promotor wird demnach erst bei extrem hohen PrfA-Konzentrationen aktiviert,
wie sie im Infektionsverlauf erst nach Freisetzung ins Cytoplasma beobachtet
werden (Bubert et al., 1999). Die PrfA-regulierte Transkription ist schematisch in
Abb. 2 dargestellt.

A Cofaktor B

O inaktives PrfA 9 aktives PrfA l l | c

Bl PrfA-Box :Virulenzgen
=——=> inaktiver Zustand 0 I lu 0

- aktivierter Zustand

Abb. 2: Modell der PrfA-abhangigen Regulation listerieller Virulenzgene (nach Vega et al., 1998)
A: prfA wird durch eine autoregulatorische Schleife in geringen Mengen und zudem in inaktiver
Form produziert. B: Durch den Einfluss eines oder mehrerer extrazellularer Stimuli kommt es zu
einer Aktivierung (a) und gleichzeitig erhdhten Transkription (b) von PrfA Uber das bicistronische
plcA-prfA-Transkript. Aktiviertes PrfA bindet an die PrfA-Boxen (¢) und induziert die Expression der
PrfA-abhangigen Virulenzgene.




Eine Reihe von essentiellen Virulenzgenen, die bereits im extrazellularen Milieu
bendtigt werden, steht sogar nicht oder nur teilweise unter der Kontrolle von PrfA.
Die Transkription des inlAB-Operons (kodierend fur die Internaline A und B)
unterliegt etwa einer komplexen Regulation Uber drei verschiedene Promotoren.
Zwei dieser Promotoren sind nicht PrfA-abhangig und der dritte bewirkt auch bei
hohen PrfA-Konzentrationen aufgrund niedriger Affinitat zu PrfA kaum eine
Erhohung der inlAB-Expression (Bohne et al., 1996; Dramsi et al., 1993; Sheehan
et al.,, 1995). Internaline werden im Unterschied zu intrazellular bendétigten
Virulenzfaktoren auch in Vollmedium und bei hohen Eisenkonzentrationen
gebildet. Die Regulationsmechanismen, die der PrfA-unabhangigen Expression

von Virulenzgenen zugrunde liegen, sind jedoch bis heute nicht bekannt.

A.1.1 Stammunterschiede bei L. monocytogenes

Die Art L. monocytogenes kann aufgrund genetischer und phanotypischer bzw.
biochemischer Merkmale in zahlreiche Subtypen unterteilt werden. Ein gangiges
Verfahren ist in diesem Zusammenhang die Methode der Serotypisierung
(Seeliger und Hohne, 1979). Hier lassen sich 13 L. monocytogenes-Serotypen
unterscheiden, wohingegen mittels weiterer Typisierungsmethoden (z.B.
Phagentypisierung) eine bedeutend genauere Aufldsung mit bis zu 80 Phagovaren
erreicht werden kann (McLauchlin et al., 1996). Limitierend ist in diesen Fallen die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, da beide Methoden die Verwendung
standardisierter Reagenzien sowie den Einsatz besonders geschulten Personals
voraussetzen (McLauchlin et al., 1996; Schoénberg et al., 1996). Mit Hilfe von
vergleichender Sequenzanalyse kann man drei L. monocytogenes-Genotypen
unterscheiden (Abb. 3). Fur eine Subklassifizierung von L. monocytogenes wurden
zahlreiche Funktions-, Struktur- und Virulenzgene (iap, hly, pIcA/B, flaA, actA, inlA)
der Gattung Listeria und besonders der Art L. monocytogenes herangezogen und
mittels vergleichender Sequenzanalyse charakterisiert (Rasmussen et al., 1995;
Schmid et al., 2002; Vines und Swaminathan, 1998; Wiedmann et al., 1997).
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L. welshimeri
_|_| L. ivanovii
L. grayi < L. seeligeri
' L. innocua

—= . monocytogenes Genomovar |l

L. monocytogenes Genomovar |l

0.10

L. monocytogenes Genomovar |

Abb. 3: Auf iap-Gen-Nukleinsauresequenzen basierendes Dendrogramm aller Listeria spp.
Aufgezeigt wird hier die Klassifizierung von L. monocytogenes in drei Entwicklungslinien. Der
Balken entspricht einer Sequenzhomologie von 10% (nach Schmid et al., 2002)

Die drei beschriebenen Entwicklungslinien werden auch bei Untersuchungen des
gesamten Genoms bzw. Proteoms gefunden. Hierzu geben unterschiedliche
Bandenmuster Aufschluss, die mittels Pulsed-Field-Gelelektrophorese nach
vorangegangenem Restriktionsverdau mit einem geeigneten Restriktionsenzym
bzw. Multilocus-Enzymelektrophorese ermittelt werden (Bibb et al., 1989; Boerlin
und Piffaretti, 1991; Boerlin et al., 1991; Brosch et al., 1996; Brosch et al., 1994;
Buchrieser et al., 1993; Caugant et al., 1996; Harvey und Gilmour, 1994; Louie et
al., 1996).

Epidemiologische Daten deuten naherungsweise auf Unterschiede im pathogenen
Verhalten der drei Entwicklungslinien hin, da die meisten Stamme, die mit einer
Listeriose-Erkrankung oder -Epidemie in Verbindung gebracht wurden, zu den
Linien | und Il fallen, wahrend Isolate aus der Umwelt 6fter in Genotyp Il zu finden
sind (Rasmussen et al., 1991; Vines und Swaminathan, 1997; Wiedmann et al.,
1997). Die Bedeutung der drei Genotypen hinsichtlich der Virulenz von
L. monocytogenes-Stammen ist jedoch bis heute nicht genauer untersucht
worden. Wiedmann et al. (Wiedmann et al., 1997) versuchten, mit Hilfe eines
Plaque-Assays in Mauszellversuchen Unterschiede in der Cytopathogenitat der

drei Entwicklungslinien zu finden, konnten aber die ermittelten Plaque-Groflien




nicht eindeutig einem bestimmten Genotyp zuweisen. Unterschiede im
pathogenen Verhalten einzelner L. monocytogenes-Stamme sind jedoch schon
seit langerem bekannt. Zahlreiche Studien, die sowohl auf Tierversuchsmodellen
als auch auf Zellkulturstudien basieren, belegen deutliche Virulenzunterschiede
innerhalb der Art L. monocytogenes, konnten aber keine Korrelation zu den drei
beschriebenen Entwicklungslinien aufzeigen (Barbour et al., 1996; Barbour et al.,
2001; Sokolovic et al., 1996). Aufgrund epidemiologischer Daten wird vor allem
L. monocytogenes sv 1/2a, 1/2b und 4b eine deutlich erhdhte Virulenz im
Vergleich zu anderen Serotypen zugeschrieben (Farber und Peterkin, 1991; Gellin
und Broome, 1989; Schuchat et al., 1991). Besonders L. monocytogenes sv 4b
scheint ein hochvirulenter Vertreter der Art L. monocytogenes zu sein, da alle
grélReren L. monocytogenes-Epidemien der letzten zwei Jahrzehnte ausschliellich

auf diesen Serotyp zurlckzufihren sind (Mead et al., 1999).

A.1.2 Uberleben von L. monocytogenes in der Umwelt

Vertreter der Gattung Listeria konnen aus verschiedensten Habitaten isoliert
werden. Vor allem die bereits erwahnten Lebensmittel sind oftmals ein Ausloser
fur L. monocytogenes-Infektionen (Harvey und Gilmour, 1993; Ryser und Marth,
1988; Ryser und Marth, 1989). Daruber hinaus befinden sich Listerien in
signifikanten Mengen in Boden, StRwasser oder Belebtschlamm (Geuenich et al.,
1985; Geuenich und Muller, 1984; Watkins und Sleath, 1981; Welshimer, 1968).
Ihr breites Temperaturspektrum lasst sie auch starke Temperaturschwankungen
uberstehen. Langzeitversuche ohne die Zugabe von Nahrstoffen ergaben
erstaunlich lange Uberdauerungszeiten, auch nach einer langen Hungerphase war
die Lebendzellzahl nicht signifikant erniedrigt (Herbert und Foster, 2001). Daher ist
die Untersuchung der Umweltpersistenz einzelner L. monocytogenes-Stamme
sowie ihrer Fahigkeit zur Vermehrung in Lebensmitteln und des damit
verbundenen Gesundheitsrisikos von grof3em Interesse. Besonders in Boden oder
Belebtschlamm sind Listerien mit einer groken Menge an Protozoenzellen wie z.B.
Acanthamoeba spp. konfrontiert. Die Bedeutung von Amodben als Trager und
damit auch Ubertrager pathogener Mikroorganismen wurde bereits in zahlreichen
Studien aufgezeigt und soll nachfolgend genauer dargestellt werden.




EINLEITUNG

A.2 Amdben als Ubertragungsvehikel fiir (fakultativ) intrazellulire

Bakterien

Protozoen, die der Gattung Acanthamoeba angehdren, werden unter anderem als
fakultativ pathogene Erreger der sogenannten Acanthamodbenkeratitis beschrieben
(Armstrong, 2000). Einige Vertreter rufen in immunsupprimierten Patienten
schwerwiegende systemische Infektionen bis hin zur sogenannten
granulomatdésen  AmoObenencephalitis hervor (Marshall et al., 1997).
Acanthamdben kommen ubiquitar vor und koénnen aus einer Vielzahl von
Habitaten isoliert werden. Thermophile Vertreter wurden bereits in heisen Quellen
gefunden (Rivera et al., 1989), aber auch in nahrstoffarmen Habitaten, z.B.
Leitungswasserrohren, kdnnen Acanthamdben flr lange Zeitrdume Uberdauern
(Michel et al., 1995; Michel et al., 1998; Rohr et al., 1998). Acanthamdben haben
einen biphasischen Lebenszyklus: im sogenannten Trophozoitenstadium
vermehren sich die Amoben, sie sind stoffwechselaktiv und durch Acanthapodien
beweglich (Abb. 4 A; Khan, 2001). Mit extremen Umweltbedingungen konfrontiert,
bilden die Amdben Cysten mit einer extrem dicken doppelten Zellwand. Innerhalb
dieser Zellwand liegt das Cytoplasma in kondensierter Form vor (Abb. 4 B). In
Form der Cysten kbnnen Acanthamdben Uber Jahre hinweg Uberleben. Bei einer

Verbesserung der Umweltbedingungen keimen sie erneut zum Trophozoiten aus.

Abb. 4: Phasenkontrastaufnahmen von Acanthamdben-Trophozoiten (A) bzw. -Cysten (B); in den
Cysten ist das kondensierte Cytoplasma von einer dicken Zellwand umgeben (mit freundlicher
Genehmigung von M. Horn)




Ca. 25% aller bekannten Acanthamoben-Arten beinhalten obligat intrazellulare
Endocytobionten, die eine stabile Lebensgemeinschaft mit ihrem Wirt eingehen.
Basierend auf vergleichender Sequenzanalyse ihrer 16S-rDNS sind diese
Endocytobionten fiunf phylogenetischen Gruppen — Rickettsiales, Caedibacter,
Chlamydia, B-Proteobacteria und dem Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides-
Phylum — zugeordnet (Amann et al., 1997; Birtles et al., 1997; Fritsche et al.,
1999; Fritsche et al., 2000; Horn et al., 1999; Horn et al., 2001; Horn et al., 2000;
Kahane et al., 2001). Alle diese Gruppen enthalten humanpathogene Vertreter,
und die obligat intrazellulare Lebensweise der Endocytobionten kdénnte ein
Hinweis auf das humanpathogene Potenzial dieser Bakterien sein. In der Tat
wurde Chlamydien-ahnlichen Endocytobionten der Gattung Parachlamydia in in
vitro-Cytopathogenitatsstudien mit humanen Zellkulturen eine signifikante
Invasivitat und Cytotoxizitat zugewiesen (Collingro, unveroffentlichte Ergebnisse).
Nicht nur obligat intrazellulare Bakterien uUberdauern in Acanthamoben. In den
letzten Jahren wurden Acanthamdben zudem als (Uber)trager einer Vielzahl von
fakultativ intrazellularen Krankheitserregern identifiziert (Barker und Brown, 1994;
Winiecka-Krusnell und Linder, 2001). Viele pathogene Mikroorganismen kdnnen in
Protozoen persistieren oder sich sogar in ihnen vermehren. Dazu gehoéren unter
anderem Burkholderia cepacia (Marolda et al., 1999), B. pseudomallei (Inglis et
al., 2000), Mycobacterium avium (Cirillo et al., 1997; Steinert et al., 1998; Strahl et
al., 2001), Francisella tularensis (Gustafsson, 1989), Vibrio cholerae (Thom et al.,
1992), Helicobacter pylori (Winiecka-Krusnell et al., 2002) und Legionella
pneumophila (Rowbotham, 1980; Rowbotham, 1983; Rowbotham, 1986). Auch
L. monocytogenes sowie L. seeligeri vermehren sich laut einer 1990
veroffentlichten Studie in Acanthamdében (Ly und Mdaller, 1990). Diese
Veroffentlichung grundet sich jedoch auf wenig fundierten Ergebnissen. Vorteile
fur pathogene Bakterien konnen durch eine Steigerung der Virulenz, aber auch
durch den Schutz vor extremen Umweltbedingungen wie Strahlung, Austrocknung,
oder chemische Detergenzien bedingt sein.

Unter den erwahnten Mikroorganismen sind vor allem die Legionellen
hervorzuheben. Interaktionen zwischen Acanthamdben und Legionellen sind ein
seit Jahrzehnten detailliert untersuchtes Modellssystem zur Aufklarung der
Wechselwirkungen zwischen Bakterien und Protozoen. Die durch Legionella

pneumophila ausgeldste Legionarskrankheit, die zum ersten Mal bei einem
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EINLEITUNG

Treffen von Kriegsveteranen in den USA auftrat, beruht auf der Ubertragung von
Legionellen durch Acanthamoében (Winn, 1986). Amdben stellen hier zum einen
einen Schutz vor Austrockung und Strahlung dar, zum anderen erfahren
intrazellulare Legionellen in Protozoen eine deutliche Virulenzsteigerung (Barker
et al., 1993) und sind nach Freisetzung aus Amoben sehr viel weniger sensitiv
gegenuber Antibiotikabehandlung (Barker et al., 1995). Fiur Legionella
pneumophila konnte inzwischen gezeigt werden, dass Virulenzgene, die fur das
Uberleben in Saugerzellen benétigt werden, auch in Acanthamoben eine
bedeutende Rolle spielen (Cirillo et al., 2002). Legionellen kdnnen im sogenannten
,viable but non culturable“-Stadium existieren, aus dem sie durch Koinkubation mit
Acanthamdben ins kultivierbare Stadium Uberfuhrt werden kdnnen. Dies ist im
Gegensatz dazu in vivo oder in vitro in humanen Zellkulturen bzw. Mausen nicht
der Fall (Steinert et al., 1997). Eine Virulenzsteigerung gegenuber Saugern ist
nicht nur fur Legionella pneumophila beschrieben. Auch Mycobacterium avium ist
nach Passage durch Acanthamoben in Zellkulturen deutlich infektioser (Cirillo et
al., 1997). So passagierte Mykobakterien vermehren sich wesentlich effektiver in
menschlichen Zellen und sind aullerdem in signifikant erhOhten Zellzahlen im
Mausmodell in Leber und Milz detektierbar.

Studien der Interaktionen von humanpathogenen Mikroorganismen mit
Acanthamdben konnten Einblicke in die Evolution bakterieller
Virulenzmechanismen, ihre ursprungliche biologische Funktion sowie die
physiologischen Anforderungen zur Expression der flr das intrazellulare
Uberleben benétigten Gene liefern. Zudem konnte die intrazellulére Persistenz
pathogener Mikroorganismen in Protozoen erklaren, warum einige pathogene
Mikroorganismen auch nach langerem Uberdauern in der Umwelt ihre

Virulenzgene bzw. Pathogenitatsinseln nicht verlieren.
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A.3 Ziele dieser Arbeit

Basierend auf fruheren Ergebnissen, die eine klare Klassifizierung von
L. monocytogenes-Stammen und -Isolaten in drei distinkte Entwicklungslinien
belegen, sowie aufgrund epidemiologischer und empirischer Daten, die deutliche
Virulenzunterschiede innerhalb der Art L. monocytogenes aufzeigen, sollte in der
vorliegenden Arbeit eine etwaige Korrelation zwischen der Phylogenie der Art
L. monocytogenes und der Virulenz einzelner Isolate und Serotypen ermittelt
werden.

Des weiteren sollte anhand von axenisch kultivierten Acanthamdbenkulturen ein
Infektionsassay ausgearbeitet und optimiert werden, mit Hilfe dessen das
intrazelluldare Uberleben von L. monocytogenes bzw. weiterer Listeria spp. in
Acanthamdben untersucht werden kann. Zusatzlich sollten anhand von Mutanten
die Rolle der L. monocytogenes-spezifischen Virulenzgene in AmoOben sowie
stammspezifische Unterschiede innerhalb der Art L. monocytogenes hinsichtlich
des Uberlebens in Acanthamdben aufgezeigt werden.

Die Umweltpersistenz einzelner L. monocytogenes-Genotypen sollte durch die
Ausbringung geeigneter Stamme in bakteriendichten Behaltern in die Umwelt

untersucht werden.
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MATERIAL UND METHODEN

B Material und Methoden

FiUr die Herstellung der Losungen wurde uUber eine Reinstwasseranlage (Milli-Q
academic A10, Millipore, Eschborn) entsalztes und filtriertes Wasser (im
Folgenden Aquabidest) verwendet. Der Einsatz von einfach entionisiertem Wasser
(im Folgenden Aquadest) wird bei den jeweiligen LOsungen angegeben.
Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, in p.a. (pro analysis)
Qualitat bezogen und verwendet. Die pH-Werte wurden mit NaOH- und HCI-
L6sungen entsprechender Verdunnungen und Normalitaten eingestellt. Alle Puffer,
Medien und Losungen wurden in einem Wasserdampf-Hochdruckautoklaven
(Varioclav Typ 500, H+P Labortechnik, Oberschleilheim) fir 20 min bei 121°C
und 1 atm Uberdruck sterilisiert bzw. steril verpackt geliefert. Abweichende
Vorgehensweisen sind gesondert vermerkt. Hitzelabile Substanzen, wie z. B.
Antibiotika, wurden nach dem Autoklavieren unter sterilen Bedingungen
zugegeben  (Sterilfilter 0,2 uym  Porengrole,  Millipore,  Eschborn).
Zentrifugationsschritte erfolgten, sofern nicht gesondert vermerkt, in einer

Kuhlzentrifuge (Hettich, Tuttlingen).

B.1 Verwendete technische Gerate

Wenn im Text nicht anders angegeben, wurden in dieser Arbeit die in Tabelle 1

beschriebenen Gerate verwendet.

Tab. 1: Verwendete technische Gerate

Gerat Hersteller
Begasungsbrutschrank Nunc Cellstar, Wiesbaden
Crosslinker MW G-Biotech AG, Ebersberg
Epifluoreszenzmikroskop Axioplan, Zeiss, Jena
Glasmesser-Brechgerat Leica EM KMR2, Leica Mikrosysteme, Benzheim
Inkubationsofen Heraeus Instruments, Hanau
Inverses Mikroskop Axiovert 25, Zeiss, Jena
Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop ' LSM 510, Zeiss, Jena
Kihlzentrifuge Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
Lichtmikroskop Standard 25, Zeiss, Jena
Photometer Beckmann DU 650, Mianchen
Reinstwasseranlage Millipore, Eschborn

13



Gerat

Hersteller

Schleifgerat
Schuttelinkubationsofen
Sterilbank
Tischzentrifuge
Transmissionselektronenmikroskop
Ultrabeschallungsgerat
Ultramikrotom

Leica EM Trim, Leica Mikrosysteme, Benzheim
Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel

Heraeus Instruments, Hanau
Bachofer, Reutlingen
EM 10, Zeiss, Jena

Branson Sonic Power Comp. Sonifier B12
Leica Ultracut UCT, Leica Mikrosysteme, Benzheim

B.2 Verwendete Organismen

Die in dieser Arbeit verwendeten Organismen sind in Tabelle 2 aufgefuhrt.

Tab. 2: Verwendete Organismen

_Organismus Stamm Herkunft Referenz
Acanthamoeba sp. UWC1 University of Washington, Seattle, USA | Fritsche et al., 1998
Acanthamoeba sp. | UWC1/E25 University of Washington, Seattle, USA | Fritsche ef al., 1998
%Zt/forfytogenes 35\231[;?:; Universitat Wirzburg Mackaness (1964)
L. monocytogenes | sv 1/2b Universitat W rzburg Seeliger, 1961
L. monocytogenes | sv 1/2c Universitat Wirzburg Seeliger, 1961
L. monocytogenes | sv 3a Universitat Warzburg Seeliger, 1961
L. monocytogenes | sv 3b Universitat Wirzburg Seeliger, 1961
L. monocytogenes | sv 4a Universitat Wirzburg Seeliger, 1961
L. monocytogenes | sv 4b Universitat Wirzburg Seeliger, 1961
L. monocytogenes | sv 4c Universitat Warzburg Seeliger, 1961
L. monocytogenes ;VL4C?:;237 4 Universitat Wirzburg Seeliger, 1961
L. monocytogenes | AprfA Universitat Wirzburg
L. monocytogenes | Aiap Universitat Wirzburg
L. monocytogenes | AactA Universitat Wirzburg
L. monocytogenes | AinlA Universitat Wirzburg
L. monocytogenes | AinlB Universitat Wirzburg
L. monocytogenes | AinlAB Universitat Wirzburg
L. monocytogenes | AinlGHE Universitat Warzburg
Enterobacter Institutsstammsammlung, TU Minchen
aerogenes
Caco-2 ATCC HTB-37 | ATCC
J774 Universitat Wirzburg
Tib 73.1 Universitat Wirzburg
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MATERIAL UND METHODEN

Die verwendeten Acanthamobenstamme wurden in TSY (trypticase soy broth with
yeast extract)-Medium gehalten, alle L. monocytogenes-Stamme wuchsen in BHI
(brain heart infusion)-Medium. E. aerogenes wurde in HD (Hefe-Dextrose)-
Medium kultiviert. Die Aufzucht und Infektion von Saugerzellen erfolgte in RPMI
1640-Medium (+ 2 mM L-Glutamin, Gibco — Invitrogen GmbH, Karlsruhe),
supplementiert mit 10% fotalem Kalberserum (FCS, Biochrom, Berlin; s.u.).

Bei den verwendeten Acanthamdben handelte es sich um ein isogenes Parchen.
Dies sind Amoben derselben Spezies, von denen ein Stamm Endocytobionten
(,E25%) in sich tragt, wahrend der andere Stamm ohne Symbiosepartner lebt.
Solche isogenen Parchen koénnen kinstlich durch Infektion von Amdben mit
Endosymbionten  hergestellt werden. Dabei entwickeln sich  stabile
Lebensgemeinschaften, die Uber Jahre hinweg bestehen. Aus im Labor mit
Endocytobionten infizierten AmoOben lassen sich die Endocytobionten durch
Antibiotika auch nach Jahren wieder entfernen, wahrend dies bei natirlich
infizierten Amdben bislang nicht mdglich ist.

In dieser Arbeit wurde die Acanthamobe UWC1, die naturlicherweise keine
Endosymbionten enthalt und deren isogener Partner UWC1/E25 mit Chlamydien-

ahnlichen Endocytobionten verwendet (s. Tab. 2).

B.3 Nahrmedien und Puffer

Die Verfestigung aller Nahrmedien erfolgte durch die Zugabe von 15 g/l Agar
(Gibco- Invitrogen GmbH, Karlsruhe).

B.3.1 Medien und Puffer fiir die Anzucht der Amoben

TSY-Broth (Trypticase Soy Broth with Yeast Extract)

Trypticase Soy Broth (Oxoid, Wesel) 3049
Hefeextrakt 109
AQuagest ad 1000 ml
pH 7,3
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Page’s Amoebic Saline (10fach konzentriert)

NaCl 1,29
MgSOq4 (*7 H20) 0,04 g
CaCl, (*2 H,0) 0,04 g
N32HPO4 1,42 g
KH2P04 1,36 g
AQuagest ad 1000 ml

B.3.2 Medien zur Anzucht der Bakterien

BHI-Medium (Brain Heart Infusion-Medium, Difco, Detroit, Michigan)

BHI Fertigmedium (DIFCO, Bacto BHI)
Aquadest

HD-Medium (Hefe-Dextrose-Medium)
Trypton
Hefeextrakt
Glucose
NaCl
Aquagest

B.3.3 Medien und Puffer fiir die Anzucht von Saugerzellen

RPMI-Komplettmedium
FCS (hitzeinaktiviert; Biochrom, Berlin)
RPMI 1640-Fertigmedium mit 2 mM L-Glutamin
(Gibco — Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

10x PBS (Phosphat-gepufferte Saline)
NaCl
KCI
Na;HPO,4 (wasserfrei)
KH,PO4 (wasserfrei)
Aquabidest

10x Ca®"/Mg?*
MgCl (*6 H.0)
CaCl, (*2 H,0)
ad 1000 ml Aquabidest

1x PBS
10x PBS
Aquabidest

3749
ad 1000 ml

10g

25¢g

19

79

ad 1000 ml
pH 7,4

50 ml
ad 500 ml

80¢

29

11,59
29

ad 1000 ml

IR
«Q «Q

100 ml
ad 1000 ml
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MATERIAL UND METHODEN

1x PBS (Ca®*/Mg?")

10x PBS 100 ml
10x Ca®*/Mg** 100 ml
AqQuapidest ad 1000 ml

Trypsin/EDTA (Gibco — Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

B.4 Kultivierung und Stammbhaltung

B.4.1 Kultivierung und Stammhaltung der Acanthamoben

Die Kultivierung der axenisch wachsenden Acanthamodben erfolgte bei
Raumtemperatur in flussigem Medium in 10 ml- bzw. 150 mi-Zellkulturflaschen
(Nunc, Wiesbaden). Die Kulturen wurden regelmaflig mit Hilfe eines inversen
Mikroskops auf Kontamination uUberpruft. Bei starker Zunahme von vom
Kulturflaschenboden abgelosten Trophozoiten bzw. bei verstarkter Cystenbildung
wurde das Medium vorsichtig abgegossen und durch frisches ersetzt.

Zur Stammbhaltung der Acanthamdben wurden von jedem Stamm mehrere
Subkulturen in 10 ml-Zellkulturflaschen in TSY-Medium angelegt und bei
Raumtemperatur aufbewahrt. Bei diesen Kulturen wurde einmal pro Woche das

alte Medium vorsichtig abgegossen und frisches Medium zugegeben.

B.4.2 Stammhaltung der Bakterien

Zur Stammhaltung der Bakterien wurden Glycerinkulturen angelegt, die bei -80°C
gelagert wurden. Hierfur wurde 1 ml einer spatlogarithmisch wachsenden Kultur
geerntet (14 000 rpm, 5 min, 4°C), einmal in 1 ml 1x PBS gewaschen, das
Zellpellet anschliefend in 500 ul 1x PBS resuspendiert und grandlich mit 500 ul
sterilem Glycerin vermischt. Diese Glycerinkulturen wurden in einem Trockeneis-
Ethanol-Bad schockgefroren und bei -80°C gelagert. Zudem wurden die
verwendeten Organismen auf den entsprechenden verfestigten Nahrmedien mit
einer sterilen ImpfOse ausgestrichen, Uber Nacht bei der jeweils optimalen

Wachstumstemperatur bebritet und anschlieBend bei 4°C gelagert. Diese
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Stamme wurden zur Stammhaltung etwa alle vier Wochen auf frisches Medium
Uberimpft und deren Reinheit durch Verdinnungsausstriche und mikroskopische

Kontrolle im Phasenkontrast Uberprift.

B.4.3 Stammhaltung von Saugerzelllinien

Alle verwendeten Medien und Puffer wurden in einem Wasserbad auf 37°C
vorgewarmt, um eine Schadigung der Zellen durch Abkuhlen zu vermeiden.

Alle verwendeten Zelllinien wurden in einem begasten Brutschrank bei 5% CO.-
Atmosphare in RPMI-1640 bebritet. Eukaryontenzellen adharieren am Boden der
Kulturschalen, das Medium kann dementsprechend alle zwei bis drei Tage

gewechselt werden.

Passagieren von Zelllinien

Sind die Zellen zu einem konfluenten Monolayer zusammengewachsen, stellen sie
in der Regel ihr Wachstum ein, 16sen sich vom Boden der Kulturschalen ab und
lysieren teilweise. Dieser Prozess sollte durch das Passagieren der Zellen
(Transfer in neue Kulturschalen und gleichzeitige Ausdinnung) verhindert werden.
Einige Zelllinien mussten durch Trypsinbehandlung chemisch vom Boden der
Kulturschale abgelost werden. Dafur wurden zunachst die Zellen mit 1x PBS
gewaschen. Dabei muss darauf geachtet werden, dass das PBS kein Ca®"/Mg®*
enthalt, da Trypsin durch zweiwertige lonen gehemmt wird. Anschlie3end wurden
2 ml Trypsin/EDTA-Gemisch (Gibco — Invitrogen GmbH, Karlsruhe) zugegeben,
uberschussiges Trypsin/EDTA abgesaugt und ca. 5 min im Brutschrank inkubiert.
Die abgelosten Zellen wurden in frischem Medium grindlich resuspendiert, um die
Bildung von Zellklumpen zu verhindern, und ein Teil dieser Zellsuspension in ein
neues Kulturgefal® mit bereits vorgelegtem Medium pipettiert (Verdinnungsfaktor
ca. 1:10).
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B.5 Herstellung von Infektionsaliquots

Losungen

PBS-Stammlosung
200 mM NaH,PO4
200 mM NazHPO4
pH 7,3

1 x PBS (Phosphate-Buffered Saline)
NaCl 130 mM
Na;HPO4/NaH2PO4 10 mM
pH 7,2-7,4

Glycerin

Durchfiihrung

1 ml Bakteriensuspension aus Ubernachtkulturen, die bei der jeweils optimalen
Wachstumstemperatur unter Bellftung geschuttelt worden waren, wurden in 24 ml
frisches Medium uberimpft und bis zu einer ODsso von 1,1 bzw. 180 Klett-Einheiten
an einem Klett-Photometer ebenfalls aerob im Schuttler inkubiert. Dann wurden
20 ml der Bakterienkulturen in 50 ml-Reaktionsgefalen (Greiner, Nurtingen)
geerntet (5000 rpm, 10 min, 4°C) und zweimal mit jeweils 10 ml 1 x PBS
gewaschen. Das Zellpellet wurde anschlieBend in 50 ml 20% Glycerin/PBS-
Gemisch aufgenommen und grundlich resuspendiert. Jeweils 1 ml der Suspension
wurde in ein 1,5 ml ERG uberfihrt, in einem Trockeneis-Ethanol-Gemisch
schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt.

Zur Bestimmung der in 1 ml enthaltenen Bakterienzellzahlen wurden jeweils zwei
ERG aufgetaut, die Bakterienkulturen in verschiedenen Verdinnungsstufen
ausplattiert, Uber Nacht bei 37°C bebritet und die Bakterienkolonien ausgezahlt.
Dadurch lie® sich die genaue Zahl der lebensfahigen Bakterien ermitteln. Diese
Infektionsaliquots wurden bei Bedarf aufgetaut und fur Infektionsstudien sowohl flr

Saugerzellen als auch fur Acanthamoben verwendet.
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B.6 Zellzahlbestimmung von Amoben- und Saugerzellen

Zur Bestimmung der Zellzahlen von Amoben- und Saugerzellen wurden 10 pl
einer grundlich durchmischten Zellsuspension in eine Neubauer-Zahlkammer
(Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen) pipettiert und unter dem Mikroskop ausgezahlt.

Dabei gilt folgende Formel:

Zellzahl/ml = Z * F; * Fy
Z = Anzahl der Zellen in einem Gro3quadrat
F: = Verdunnungsfaktor
Fx = Kammerfaktor (fur Neubauerzahlkammern = 10000)
Um einen moglichst genauen Wert zu erhalten, wurde jeweils der Mittelwert aus

den Zellzahlen von funf Groliquadraten ermittelt.

B.7 Infektionsstudien mit Acanthamoeba spp.

Losungen

Gentamicin-Stammldsung (Sigma, Taufkirchen)
100 mg/ml Gentamicin in Aquapigest I0sen, sterilfiltrieren (Filter 0,2 ym
Porengréf3e, Millipore, Eschborn) und in je 50 ul Aliquots bei —20°C
aufbewahren; die Endkonzentration in den Multiwellschalen betrug
300 bzw. 500 pg/ml.

1 x Page’s Saline (s. B.3.1)

B.7.1 Infektion der Acanthamoben

Drei Tage vor der Infektion wurden axenisch wachsende Amoben-Kulturen mit
frischem Medium versetzt, um in den nachfolgenden Infektionsexperimenten
immer vom gleichen Alter der Kultur ausgehen zu kénnen. Durch Aufschutteln
wurden die Amoben vom Boden der Kulturschale gelost, die Zellsuspension in 50
ml-Reaktionsgefalle (Greiner, Nurtingen) Uberfuhrt und die Zellen geerntet (3000
rom, 3 min, RT). Nach einem Waschschritt mit 30 ml 1x Page’s Saline wurde das

Zellpellet anschlieRend in einer geeigneten Menge 1x Page’s Saline
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aufgenommen und grundlich resuspendiert. Die Zellzahlbestimmung der Amdben
erfolgte wie unter B.6 beschrieben.

Die Infektionen wurden in 12-well-Multischalen (Nunc, Wiesbaden) durchgeflhrt.
In die Vertiefungen dieser Multischalen wurden jeweils 1,5 ml 1 x Page's Saline,
die 5x10* Amében enthielten, pipettiert. Die Schalen wurden anschlieRend bei der
spateren Inkubationstemperatur (18, 30 oder 37°C) fir etwa eine Stunde
aufbewahrt, um den Amodben das Absetzen und Anheften am Boden der
Vertiefungen zu ermoglichen. Dies wurde mit dem inversen Mikroskop uberpruft.
Nachdem die AmoOben sich abgesetzt hatten, wurden die Infektionsaliquots der
bendtigten Bakterienspezies aufgetaut. Die Bakterien wurden, wenn nicht in den
entsprechenden Kapiteln gesondert vermerkt, mit einer MOI (multiplicity of
infection) von 100 (5x10° Bakterienzellen) zu den Amdben gegeben und fiir 3 min
bei 1000 rpm auf diese aufzentrifugiert. Die Multischalen wurden dann zum Schutz
gegen Verdunstung mit Plastikklebebandern verschlossen und bei der
entsprechenden Temperatur (18, 30 bzw. 37°C) inkubiert.

Die Infektionen wurden mit Listeria monocytogenes EGD und Enterobacter
aerogenes parallel durchgefuhrt, wobei E. aerogenes als Standardfutterbakterium
von Amoben nicht zur Infektion dieser befahigt sein sollte und somit als
Negativkontrolle diente. Zusatzlich wurden fur jeden Erntezeitpunkt Kontrollen der
Amoben ohne Bakterien und der jeweiligen Bakterienspezies ohne Amdben in 1 x
Page’s Saline mit und ohne Gentamicin-Behandlung angelegt.

Die Infektionen mit L. monocytogenes und E. aerogenes wurden in Triplikaten

durchgefuhrt, um statistisch genauere Aussagen treffen zu kénnen.

B.7.2 Zellernte und Zellzahlbestimmung von Amoben und Bakterien

In jede Vertiefung der Multischalen, die geerntet werden sollte, wurden 300 bzw.
600 pyg/ml Gentamicin (bei 37 bzw. 18°C) gegeben, um alle extrazellular
vorhandenen Bakterien abzutéten, und bei der jeweiligen Inkubationstemperatur
fur 4 h weiterbebrttet. Die Konzentration des Antibiotikums variiert in Abhangigkeit
von der Temperatur, da bei niedrigeren Temperaturen dessen Wirksamkeit
eingeschrankt ist. Nach dieser Inkubationszeit wurden die Amoben mechanisch

mit einem sterilen Spatel vom Schalenboden abgeschabt. Die Effizienz dieses
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Schrittes wurde mikroskopisch mittels des inversen Mikroskops Uberpruft. Die
Suspension wurde in ein 2 mI-ERG Uberfihrt, geerntet (10000 rpm, 10 min, 4°C)
und das Zellpellet in 1 ml 1 x Page’s Saline resuspendiert. Die enthaltene
Amobenzellzahl wurde wie unter B.6 mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer
bestimmt.

Um die intrazellular vorhandenen Bakterien freizusetzen, wurden die Amdben
durch das sogenannte ,Freeze-und-Thaw-Verfahren® lysiert. Hierfur wird die
entsprechende  Zellsuspension in  einem  Trockeneis-Ethanol-Gemisch
schockgefroren und anschliefend wieder aufgetaut. Danach wurden zur
Ermittlung  der intrazellularen  Bakterienzellzahlen von den Lysaten
Verdiinnungsreihen in 1 x Page’s Saline erstellt (10° bis 10°) und von diesen
jeweils 100 pl auf dem jeweiligen Nahragar ausplattiert. Die Negativkontrollen der
Bakterien ohne Gentamicin-Behandlung wurden in hoheren Verdinnungen (100
bis 10°) auf die Agarplatten getropfelt. Hierfiir wurden jeweils 3x 10 pl derselben
Verdinnungsstufe auf den Agar aufgetropft und getrocknet.

Um auch geschadigte Bakterien bei den Zellzahlbestimmungen mit zu erfassen,
wurden die Kolonien auf den Agarplatten erst nach mehrtagiger Inkubation bei
37°C gezahlt und so die Lebendkeimzahlen der intrazellularen Bakterien
bestimmt.

Der Ablauf des Amobeninfektionsassays ist schematisch in Abb. 5 dargestellt.
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Acanthamoeba spp. ¢ » L. monocytogenes

bis zu 24 Tage

4h Abtdtung aller extrazellularen

Bakterien durch Gentamicin

? Zellernte

LXK

Quantitative und qualitative Auswertung

Abb. 5. Schematischer Ablauf der Infektionsstudien mit Acanthamoeba spp. Die Auswertung
erfolgt durch mikroskopische Analyse (B) sowie quantitative Zellzahlbestimmung von Amdében- (A)
und Bakterienzellen (C)

23



B.7.3 Untersuchung des Einflusses von Amoben auf die Gentamicin-

Wirkung

Infektion in 6-well-Kulturschalen mit und ohne Filtereinsatze

Durch bakteriendichte Filtereinsatze (Porengrof3e 0,2 pm, Anapore Membrane,
Nunc) wurden die zu untersuchenden Bakterien von den Amdben getrennt in 6-
Well Multischalen inkubiert, um den mdglichen Einfluss ausgeschiedener
Substanzen der Amdben, die die Wirkung des Gentamicins beeinflussen konnten,
untersuchen zu kdnnen. Parallel dazu wurde eine Infektion ohne Filtereinsatze als
Positivkontrolle wie unter B.7.1/2 beschrieben durchgefihrt

Pro Vertiefung der verwendeten 6-Well-Multischalen wurden 1x10® Amében in 3
ml 1x Page’s Saline ausgesat und nach einstundiger Inkubation bei der jeweiligen
Infektionstemperatur mit 1x10® Bakterien versetzt bzw. die Bakterien nach
Einsetzen des Filters zugegeben. Die Multischalen wurden mit
Plastikklebebandern verschlossen und bei der jeweils zu untersuchenden
Temperatur inkubiert.

Die Zellernte und Bestimmung der Amoben- und Bakterienzellzahlen erfolgte wie
unter B.6 bzw. B.7.2 beschrieben. Beim Ernten wurden die Bakterien und
Amdben, die vorher durch Filtereinsatze getrennt waren, weiterhin getrennt

behandelt. Alle Ansatze wurden in Triplikaten durchgefuhrt.
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B.8 Infektion von Saugerzellen mit L. monocytogenes

B.8.1 Bestimmung von intrazellularen L. monocytogenes-Zellzahlen in

Saugerzellen

Nach der Bestimmung der Zellzahl einer geernteten Zellsuspension der
verwendeten Zelllinie (s. B.6) wurde eine geeignete Menge an Zellen in 24-Well-
Kulturschalen (Nunc, Wiesbaden) verteilt und bei 37°C / 5% CO, fur ca. zwei Tage
in RPMI-Medium (+FCS) inkubiert. Die Ausgangszellzahl wurde jeweils so
gewahlt, dass die Zellen nach diesem Inkubationszeitraum zu einem
semikonfluenten Monolayer gewachsen waren. Nach zwei Waschschritten mit
PBScamg (s. B.3.3) zur Entfernung von Serum wurden die Zellen mit der jeweils
geeigneten MOI (s. Tab. 3) mit L. monocytogenes in RPMI (-FCS) infiziert. Fur die
Infektion wurde auf die Zugabe von FCS verzichtet, da die Zusammensetzung
fotalen Kalberserums bei unterschiedlichen Chargen nie identisch ist. Unbekannte
Faktoren konnten jedoch die Interpretation der erhaltenen Ergebnisse erschweren.
Um eine reproduzierbare Infektion zu erreichen, erfolgte die Infektion aus bereits
vorher hergestellten Infektionsaliquots (s. B.5). Der Infektionszeitraum richtete sich
nach der jeweils verwendeten Zelllinie und ist ebenfalls in Tab. 3 aufgefuhrt.
Danach wurden extrazellulare Bakterien durch dreimaliges Waschen mit PBScaug
entfernt. Adharente Zellen wurden durch die Zugabe von Gentamicin-haltigem
Medium (RPMI + FCS) abgetoétet (100 ug/ml GM). Bei Inkubationen, die langer als
eine Stunde dauerten, wurde die Konzentration des Gentamicins nach einer
Stunde auf 10 pyg/ml verringert, da Gentamicin Uber langere Inkubationszeitraume
und in hohen Konzentrationen in die Eukaryontenzellen eindringen und damit das
intrazellulare Uberleben der Listerien beeinflussen kann.

Zur Bestimmung der intrazellularen Zellzahl wurde der Infektionsansatz zweimal
mit PBScamg gewaschen und eiskaltes Aquagest zugegeben. Durch den
osmotischen Druck schwellen die Zellen auf und lysieren. Vollstandige Lyse wurde
bei Caco-2-Zellen durch anschlielende Ultraschallbehandlung mit einer
Ultraschallspitze erreicht (s. Tab. 3). Die genaue bakterielle Zellzahl wurde durch
Ausplattieren geeigneter Verdunnungsstufen aus dem Zell-Lysat auf BHI-Agar

ermittelt.
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Tab. 3: Fir einzelne Zelllinien spezifische Infektionscharakteristika

Zellinie | Herkunft Mo Infektions- 1y o ethode
zeitraum
Maus-Tumor- . .
J774 Makrophagen 1 45 min eiskaltes HyOgesysteril
Caco-2 menschllches 10 60 min eiskaltes HyOgesysterit + Ultraschall
Colonkarzinom
. Maus- . .
Tib 73 He;atocyten 10 60 min  eiskaltes HyOgesysteri

* Unterschiedliche MOIs und Infektionszeiten richten sich nach der F&higkeit wvon
L. monocytogenes, die entsprechenden Zelllinien zu befallen. Je effektiver eine Infektion ist, desto
niedriger werden MOI und Infektionszeiten gewahilt.

B.8.2 Bestimmung der Adhasion von Listerien an die Wirtszellen

Inhibitor — Cytochalasin D
Stammlosung: Cytochalasin D (Sigma, Taufkirchen) 2 mg/ml DMSO
eingesetzte Arbeitskonzentration 2 pug/mi

Wird in dem oben beschriebenen Infektionsassay auf die Zugabe von Gentamicin
verzichtet und dadurch extrazellulare Bakterien nicht abgetdtet, befinden sich nach
extensiven Waschschritten und Lyse der Zellen im Zell-Lysat neben intrazellularen
auch an Zellen gebundene Bakterien. Hierbei kann nicht zwischen intra- und
extrazellularen Bakterien unterschieden werden. Verhindert man aber die
Aufnahme der Listerien mit dem Inhibitor Cytochalasin D, so befinden sich im Zell-
Lysat ausschlieldlich adharente Bakterien. Um sicherzustellen, dass der Inhibitor
die Aufnahme der Bakterien bereits zu Beginn der Infektion effektiv hemmt,
wurden die Zellen 30 min in RPMI 1640 mit 2 pg/ml Cytochalasin D prainkubiert.
Die Infektion selbst fand ebenfalls in RPMI 1640 (+ Cytochalasin D) statt. Nach der
Infektion wurden die Zellen dreimal mit PBScamg gewaschen, wie oben
beschrieben in Aquagest lysiert und das Lysat in geeigneten Verdlinnungsstufen
auf BHI ausplattiert.

Als Kontrolle wurde zum einen eine herkdmmliche Infektion ohne die Zugabe von
Cytochalasin D durchgefuhrt, um den korrekten Ablauf des Versuches verfolgen
zu koénnen. Zum anderen sollte durch die Zugabe von Gentamicin in einem
weiteren Kontrollversuch die quantitative Wirkung des Cytochalasins getestet

werden. Da Cytochalasin die Aufnahme der Listerien verhindert, sind hier
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theoretisch nach Antibiotikabehandlung ausschliel3lich extrazellulare Bakterien
vorhanden. Werden diese durch die Zugabe von Gentamicin abgetoétet, sollten
keine lebensfahigen L. monocytogenes-Zellen mehr in diesem Kontrollversuch

detektierbar sein.

B.9 Bestimmung der Hamolyseaktivitat von L. monocytogenes

Zur Bestimmung der Aktivitat des zelleigenen Hamolysins Listeriolysin O aus
L. monocytogenes wurden Blutplatten verwendet, die 5% Schafsbluterythrocyten
enthielten (Oxoid, Wesel). 2 ul einer L. monocytogenes-Ubernachtkultur wurden
auf die Platten aufgetropft und zwdlf bis 24 Stunden aerob bei 37°C inkubiert. Die
Hamolyseaktivitat wurde entsprechend der um die Kolonien entstandenen

Lysehofe angegeben.

B.10 Bestimmung der Umweltpersistenz von L. monocytogenes

Die Persistenz einzelner L. monocytogenes-Stamme in der Umwelt wurde durch
das Ausbringen von bakteriendichten Behaltern (Enclosures), die durch den
Einsatz von Sterilfiltern einen Austausch zwischen ihrem Inhalt und dem
umgebenden Medium erlauben, untersucht. Die Behalter haben, wie Abb. 6 zeigt,
Bohrungen an beiden Seiten, die eine optimale Durchflussrate ermdglichen. Diese
Bohrungen wurden durch Whatman-Filterpapier (Maidstone, England) und
bakteriendichte Filter (Schleicher und Schuell, Dassel) abgedeckt, ein Teil der
Umweltprobe in die Enclosures gegeben, mit einer geeigneten Menge an
L. monocytogenes-Zellen versetzt und anschlieend gut verschlossen in einem
Gefal, das das zu untersuchende Habitat enthielt, ausgebracht (Zeitpunkt t0). Ein
Kontrollbehalter, der neben der Umweltprobe keine zusatzlich zugegebenen
L. monocytogenes-Zellen enthielt, wurde ebenfalls im Habitat ausgebracht und wie
alle anderen inkubiert. Zu diesem Zeitpunkt t0 wurde die Ausgangszellzahl an
L. monocytogenes-Zellen, die sich bereits in der Probe befanden, durch

Ausplattieren geeigneter Verdunnungsstufen auf Selektivmedien (in diesem Fall
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Palcam-Agar, Oxoid, Wesel) bestimmt. Zu einem bestimmten Zeitpunkt t1 wurde
die FlUssigkeit im Behalter ebenso wie die beide Seiten begrenzenden Sterilfilter
in ein 50 ml-Reaktionsgefall Gberfuhrt. Eventuell an den Filtern haftende Zellen
wurden durch langeres Vortexen abgelOst, anschliefend die Filter entfernt und die
suspendierten Zellen durch Zentrifugation (5.000 rpm, 15 min) geerntet. Durch
Ausplattieren geeigneter Verdunnungsstufen auf selektivem Palcam-Agar wurde
die entsprechende Menge an L. monocytogenes-Zellen in den Enclosures sowie
im umgebenden Medium bestimmt. Die detektierte Menge an L. monocytogenes-
Zellen im Kontrollbehalter zum Zeitpunkt t1 wurde von der Anzahl der Zellen in

den inokulierten Enclosures abgezogen.

Filterpapier

Deckel

Deckel

ohr

Sterilfilter

Abb. 6: Schematische Darstellung eines Enclosures mit den verwendeten Filtereinsatzen
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B.11 In situ-Detektion von intrazellularen Bakterien in Amoben

mittels Fluoreszenzmikroskopie

B.11.1 Fixierung und Immobilisierung von Amoébenzellen auf Objekttragern /

Deckglaschen

Lésungen

PBS-Stammlosung
NaH,PO,4 200 mM
NayHPO4 200 mM
pH 7,2-7,4

3 x PBS-Lésung
NaCl 390 mM
NaPO4 (PBS-Stammldsung) 30 mM
pH 7,2-7 .4

4% Paraformaldehydl6sung (Sigma, Taufkirchen)

33 ml Aquapigest Wwurden auf 60-65°C erhitzt und nach Zugabe von
2,5 g Paraformaldehyd tropfenweise mit 10 N NaOH versetzt, bis das
Paraformaldehyd sich gelost hatte und die Lésung aufgeklart war.
AnschlieRend wurden 16,6 ml 3 x PBS zugegeben und die Losung
auf etwa 20°C abgekuhlt. Der pH-Wert wurde mit HCI auf 7,2-7,4
eingestellt. AnschlieRend wurde die Losung sterilfiltriert (Filter 0,2
pum, Millipore, Eschborn) und bei —20°C gelagert.

Durchfiihrung

2 ml einer gut gewachsenen Amobenkultur wurden nach dem Ablésen vom
Flaschenboden durch Aufschutteln der Kulturflasche geerntet (10000 rpm, 10 min,
RT) und das Zellpellet in wenig 1 x Page’s Saline aufgenommen. Von dieser
Suspension wurden je 20 pl auf die Aussparungen eines teflonbeschichteten
Objekttragers (10 well, Marienfeld, Lauda-Konigshofen) pipettiert und fur etwa 30
min bei RT stehengelassen. Dies ermoglichte den Amoben, sich am Boden des
Objekttragers anzuheften.

Anschlie®end wurde die FlUssigkeit vorsichtig abgenommen und die Amdben
durch Uberschichtung mit 20 ul 4%iger Paraformaldehydlésung fiir 20 — 30 min bei
RT auf dem Objekttrager fixiert. Die Losung wurde danach ebenfalls vorsichtig
wieder abpipettiert. Um das Paraformaldehyd moglichst vollstandig zu entfernen,

wurden die fixierten Proben mit 1 x PBS gewaschen, indem 20 ul davon auf jede
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Aussparung des Objekttragers pipettiert und anschlieBend gleich wieder
abgenommen wurden. Die Objekttrager wurden anschlieBend an der Luft
getrocknet.

Wurden Versuche mit Acanthamodben in kleinen Kulturschalchen auf
Deckglaschen (Nunc, Wiesbaden) durchgefuhrt, erfolgte die Fixierung wie oben,
allerdings konnte hier auf die Inkubation zum Absetzen der Amodben verzichtet

werden.

B.11.2 Nachweis von intrazellularen Bakterien in Acanthamoben mit Hilfe
des DNS-Farbstoffes DAPI

Der fluoreszierende  DNS-Farbstoff DAPI (4’,6’-Diamidino-2-phenylindol-
dihydrochlorid) bindet an AT-reiche Sequenzen der Wirtszell-DNS und der DNS
der intra- bzw. extrazellular vorhandenen Bakterien. DAPI zeigt ein

Anregungsoptimum bei 365 nm und ein Emissionsmaximum bei 418 nm.

Losungen
DAPI (Sigma, Taufkirchen)
Stammldsung 1 mg/ml in Aquapigest
Arbeitslosung 1 ug/ml in Aquapigest

Sowohl die Stamm- als auch die Arbeitslésung wurden bei 4°C gelagert.

Durchfiihrung

Die Zellen wurden wie oben beschrieben auf einem Objekttrager bzw.
Deckglaschen fixiert und immobilisiert (B.10.1). Auf jede Aussparung des
Objekttragers wurden 10 pl der DAPI-Arbeitslosung pipettiert und far 10 min im
Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wurde die Losung vorsichtig mit Aquagest
abgespilt und der Objekitrager an der Luft getrocknet. Nach der Uberschichtung
des Objekttragers mit Citifluor-AF1 (Citifluor Ltd.) zum Schutz vor Ausbleichung
erfolgte die Auswertung am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop bzw.

Epifluoreszenzmikroskop.
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B.11.3 Detektion intrazellularer Bakterien mittels konfokaler Laser Scanning

Mikroskopie

Die Auswertung von mit Fluoreszenzfarbstoffen gefarbten Zellen erfolgte mit
einem  konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop und der  mitgelieferten
Bildverarbeitungs-Software. Der Nukleinsaurefarbstoff DAPI wurde mittels eines
UV-Lasers (351-364 nm) detektiert, die Umrisse der Amdében wurden durch
Aufnahme der Autofluoreszenz mit einem Helium-Neon-Laser (543 nm)
dargestellt. Die Dokumentation am konfokalen Laser-Scanning Mikroskop erfolgte
direkt durch die Aufnahme digitalisierter Bilder mit der angeschlossenen

Bildverarbeitungssoftware.

B.12 Transmissionselektronenmikroskopie

Losungen

Glutaraldehydlésung
2% Glutaraldehyd (Sigma, Taufkirchen) (v/v) in
1 x PBS bzw. 1 x Page’s Saline

Osmiumtetroxidlésung
4% Osmiumtetroxid (Sigma, Taufkirchen) (w/v) in Aquagest

Spurr-Polymerharz
Spurr-Kit (Sigma, Taufkirchen)

Uranylacetat (Serva, Heidelberg)
Bleicitrat (Merck, Darmstadt)

B.12.1 Fixierung und Einbettung fur die

Transmissionselektronenmikroskopie

Mit Listeria monocytogenes EGD bzw. Enterobacter aerogenes koinkubierte
Acanthamdben wurden je nach Versuchsanordnung mit einem sterilen Spatel vom
Boden der 12-well-Schalen abgeschabt bzw. aus Kulturflaschen durch

Aufschitteln vom Boden der Flasche abgelést. AnschlieRend wurden die
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infizierten Amoben in 2 ml ERG (10000 rpm, 10 min, RT) bzw. 50 ml-
Reaktionsgefallen (5000 rpm, 10 min, RT) geerntet und einmal in 1 x Page’s
Saline gewaschen.

Aufgrund des gesundheitsgefahrdenden Potenzials der verwendeten Substanzen
wurden alle weiteren Schritte unter einem Abzug durchgefuhrt. Alle
Zentrifugationsschritte wurden bei 3000 rpm fur 3 min durchgefiihrt. Das Zellpellet
wurde in 1,5 ml 2%iger Glutaraldehydlésung resuspendiert, die Suspension in ein
1,5 ml ERG Uberfuhrt und fur 1 h bei RT inkubiert. Die fixierten Zellen wurden
anschlieend abzentrifugiert, das Uberschussige Glutaraldehyd entfernt und die
Zellen dreimal fur 10 min mit 1,5 ml Aquagest gewaschen. Danach erfolgte ein
zweiter Fixierungsschritt in 2% Osmiumtetroxid fur 1 h bei RT, in dessen
Anschluss ebenfalls drei zehnminlitige Waschschritte mit Aquagest durchgefihrt
wurden. Die so fixierten Zellen wurden Uber eine aufsteigende Acetonreihe (30%,
50%, 75%, 95%, dreimal 100%) jeweils fur 20 min dehydriert. Nach dem letzten
Zentrifugationsschritt wurde das Aceton nicht vollstandig entfernt und mit drei
Teilen des Einbettungsharzes (Spurr, 1969) vermischt. Uber Nacht verdampfte
das in den Proben vorhandene Aceton. Nach einem Zentrifugationsschritt wurde
das Einbettungsmittel durch frisches ersetzt und das Harz bei 60°C fur mindestens
48 h auspolymerisiert.

Die in Polymerharz eingebetteten Proben sind fur unbegrenzte Zeit verwendbar.

B.12.2 Ultramikrotomie, Kontrastierung und

Transmissionselektronenmikroskopie

Ultraduinnschnitte wurden mit einem Glasmesser oder einem Diamantmesser
(Diatome, Biel, Schweiz) mittels eines Ultramikrotoms hergestellt. Die silbrig- bis
goldfarbenen (entspricht einer Schnittdicke von ca. 70 nm) Schnitte wurden auf ein
mit Pioloform beschichtetes Nickel-Netzgrid (Plano, Heidelberg) Ubertragen. Diese
wurden in 1% wassrigem Uranylacetat fur ca. 4 min und nach mehrmaligem
Waschen mit Aquagest in 1% wassrigem Bleicitrat fir 2 min kontrastiert (Bowers
und Korn, 1968; Reynolds, 1962). Die Untersuchungen am

Transmissionselektronenmikroskop erfolgten bei 60 kV.
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B.13 Isolierung von DNS

Lésungen
Mutanolysin (B-1,4-N-acetyl-muramidase, Sigma, Deisenhofen)
Stammldsung 36 units / pl HaOreinst
Arbeitslésung Teil Stammldsung + 5 Teile HyOpginst (6 units/pl)
Proteinase K-Stammldsung
Proteinase K (Boehringer Mannheim, Deutschlund) 40 mg/ml
SDS-Ldsung

25% (w/v) Natriumdodecylsulfat in HaOgest
5 M Natriumchlorid
PBS-Stammldsung (s. B.10.1)

1 x PBS Gebrauchslésung

130 mM NacCl
10 mM Na,PO4 (PBS-Stammldsung)
pH 7,2-7,3
Penicillin G
Penicillin G-Losung 100 mg/ml (1,6 x 10° U/ml)

(Sigma, Deisenhofen)

Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisch (24:1)
3 M Natriumacetat

Isopropanol

Ethan0|7o%

Elutionspuffer
10 mM Tris / HCI
pH 8,5

Durchfiihrung

30 ml einer aerob Uber Nacht gewachsenen Kultur wurden zur Verhinderung der
Mureinquervernetzung mit 100 yl einer 100 mg/ml-Lésung (16000 Einheiten)
Penicillin G (Sigma, Deisenhofen) versetzt und 1 h bei 37°C auf dem
Rundschduttler inkubiert. AnschlieRend wurden 2 ml der so behandelten Kultur
geerntet (14000 rpm, 4°C) und der Zellrickstand in 1x PBS gewaschen. Die
sedimentierten Zellen wurden in 500 pl HyOrinst aufgenommen, mit 25 pl
Mutanolysin-Lésung versetzt und 45 min bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 25
pl Proteinase K-Losung wurde erneut fur 30 min bei 37°C inkubiert. AnschlieRend
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wurde der Ansatz durch Zugabe von 45 pl 25% SDS auf 2% SDS eingestellt und
zur vollstandigen Inaktivierung von DNasen fur 10 min bei 60°C inkubiert. Nach
vollstandiger Lyse der Zellen wurde die Lésung auf 1 M NaCl eingestellt (bei
einem Gesamtvolumen von 600 pl: Zugabe von 150 pl 5 M NaCl). Durch
Ausschutteln mit 1 Vol. Chloroform-Isoamylalkohol wurde der Zelldebris in die
organische Phase Uberfihrt und durch einen zehnminttigen Zentrifugationsschritt
(14000 rpm, 4°C) von der in der wassrigen Losung befindlichen DNS getrennt.
Diese wurde dann nach Uberfiihren des wassrigen Uberstandes in ein neues
steriles ERG durch Zugabe von 0,1 Vol. 3 M Natriumacetat und 0,56 Vol.
Isopropanol gefallt und zentrifugiert (14000 rpm, 4°C, 15 min). Die sedimentierte
DNS wurde nach vorsichtiger Entfernung des Uberstandes in 150 pl EtOH7qy,
gewaschen und anschlie3end kurz im Vakuum getrocknet (SpeedVac, Bachofer,
Reutlingen). Die DNS wurde in 100 pl Elutionspuffer rickgelost und bei -20°C
gelagert.

B.14 Isolierung von RNS

Aufgrund der hohen Stabilitat und Aktivitat von RNasen wurden bei der Isolierung
und weiteren Handhabung von RNS besondere Malinahmen ergriffen. Alle
Lésungen, die kein Tris enthalten, wurden vor dem Autoklavieren mit 0,1% (v/v)
Diethylpyrocarbonat (DEPC; SIGMA, Deisenhofen, BRD) versetzt, fur mindestens
3h bis Uber Nacht bei 37°C inkubiert und dann autoklaviert. Alle Losungen, die Tris
enthalten, wurden mit bereits autoklaviertem HzOrinst pepc bereitet und
anschlieBend erneut autoklaviert. Fur Pipettiervorgange wurden durch y-Strahlen
sterilisierte, RNase-freie Filterspitzen (Biozym Diagnostik 20, 100, 200 und 1000 pl

Filterspitzen, Oldendorf, D) verwendet.
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B.14.1 RNS-Isolierung nach Oelmiiller et al. (1990), modifiziert

Losungen

AE-Puffer
20 mM Natriumacetat
1 mM EDTA
pH 5,5 (mit Eisessig eingestellt)

Glasperlen
0,10-0,11 mm, Braun, Melsungen, BRD
sterilisiert durch trockene Hitze (200°C, 2 h)

25 % SDS-Losung
25 % (w/v) Natriumdodecylsulfat (Sigma, Deisenhofen)

3 M Natriumacetat pH 5,2

Roti®-Aqua-Phenol pH 4,0-4,5 (Roth, Karlsruhe, BRD)
Roti®-Phenol-Cloroform-Lésung (Roth)

EtOH_ps

EtOHm%

H2Oreinst, bEPC
RNasin (Boehringer, Mannheim, BRD)

Durchfiihrung

2 ml einer logarithmisch wachsenden Kultur wurden 5 min zentrifugiert (14.000
rom, Bachofer), der Uberstand verworfen und die Zellen mit 500 pl eiskaltem AE-
Puffer gewaschen. Die sedimentierten Zellen wurden in 500 pul eiskalten AE-Puffer
aufgenommen und 50 pl 25% SDS-Losung und 600 pl auf 60°C vorgewarmte
Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol (25:24:1) zugegeben. Um die Bakterien zu
lysieren wurden sterile Glasperlen (0,10-0,11 mm, Braun Melsungen), die etwa
dem Volumen von 400 pl entsprachen, zugegeben und der Ansatz 2-5 min
sonifiziert (Banelin Sonorex TK 52 Transistor, Bachofer). Zur weiteren Lyse wurde
10 min bei 60°C im Wasserbad inkubiert und der Isolierungsansatz 2-3 min auf Eis
abgekuhlt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (14.000 rpm, 4°C, 10 min)
wurde die obere, wassrige und nukleinsaurehaltige Phase moglichst quantitativ
abgehoben, in ein neues, steriles ERG uberfuhrt und zur neuerlichen
Proteinextraktion mit 1 ml Aqua-Phenol (pH 4,0-4,5) ausgeschuttelt. Durch einen
weiteren Zentrifugationsschritt (14.000 rpm, 4°C, 10 min) wurden die wassrige und

phenolische Phase erneut getrennt. Die obere, wassrige, nukleinsaurehaltige
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Phase wurde erneut in ein neues, steriles ERG uberfuhrt und die RNS nach
Zugabe von 0,1 Vol. 3 M NaAc und 2,5 Vol. EtOHa,s 1 h bei -80°C gefallt. Die
geféllte RNS wurde zentrifugiert (14.000 rpm, 4°C, 20 min.), der Uberstand
vorsichtig abgenommen und die RNS mit 300 pyl EtOH7y gewaschen. Nach
Entfernung des Uberstandes wurde die isolierte RNS kurz im Vakuum getrocknet
(SpeedVac, Bachofer) und anschlief3end in 80-100 pl H2Oreinst, bepc @aufgenommen,
zur Inaktivierung von RNasen mit 0,8-1,0 pl RNasin versetzt und bis zur weiteren

Verwendung bei -20°C gelagert.

B.14.2 Isolierung von RNS mit dem Bead Beater

Losungen

Trizol
Chloroform
Isopropanol
70% Ethanol

Durchfiihrung

2 ml logarithmische Kultur wurden 5 min zentrifugiert (14.000 rpm, 4°C), der
Uberstand verworfen, und das Zellpellet in 1,5 ml Trizol (Bio-101, Vista, CA)
resuspendiert. AnschlieRend wurde die Zellsuspension in ein Bead-Beater
Reaktionsgefall uberfuhrt, in dem sich bereits 74" Kligelchen befanden. Die Zellen
wurden fur 30 s bei Geschwindigkeitsstufe 6 im Bead Beater (Bio-101, Vista)
lysiert, und Zelldebris sowie Lyse-Matrix bei Raumtemperatur (RT) abzentrifugiert
(14.000 rpm, 5 min). Der RNS-haltige Uberstand wurde in ein neues, steriles ERG
uberfuhrt und 1 min bei RT inkubiert. Durch die Zugabe von 0,2 vol. Chloroform,
Inkubation flir 2 min bei RT und anschlieBende Zentrifugation (15.000 rpm, 15
min, 4°C) wurden Proteine in die organische Phase uberfihrt und somit von der
RNS getrennt. Die wassrige Phase wurde in ein frisches, steriles ERG Uberfuhrt
und durch die Zugabe von 0,5 vol. Isopropanol gefallt (10 min, RT). Anschlief3end
wurde die RNS abzentrifugiert (15.000 rpm, 15 min, 4°C), einmal mit 1,5 ml 0,75%
Ethanolpepc gewaschen, und das RNS-Pellet an der Luft getrocknet. Die RNS
wurde schlief3lich durch Inkubation fur 10 min bei 55°C in Aquapigesvperc gelost und

in 5 ul Aliquots bei —80°C gelagert.
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B.15 DNase-Verdau

Lésungen
DNase, RNase-frei (Roche, Mannheim)
40 mM MgCl,

Durchfiihrung

72 pl der RNS wurden mit je 9 pyl DNase und MgCl, vermischt und anschlie3end
fur 1 h bei 37°C inkubiert. Der DNase-Verdau wurde anschlielend durch die
Zugabe von 3 pl 0,2 M EDTApepc gestoppt und noch vorhandene DNasen durch
Erhitzen (60°C, 10 min) abgetotet. Um eventuell storende Reaktionsparameter zu
entfernen — vor allem EDTA, das in der nachfolgenden RT-PCR nétige Mg?*-lonen
abfangen wirde —, wurde die RNS erneut gefallt (s. B.13.1), in 5 ul aliquotiert und
bei -80°C gelagert.

B.16 RNase-Verdau

Losungen
RNase A (Sigma, Taufkirchen, 2 units/ul)

Durchfiihrung

15 ul der zu verdauenden RNS wurden mit 15 pyl RNase vermischt und bei 60°C
fur 30 min inkubiert. Die Vollstandigkeit des Verdaus wurde durch Agarose-
Gelelektrophorese protokolliert. Wurde die RNS zuvor einem DNase-Verdau
ausgesetzt, so kann diese nach RNase-Verdau als Negativkontrolle in eine RT-

PCR-Reaktion eingesetzt werden.
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B.17 Reverse-Transkriptase-Reaktion zum Nachweis von Boten-
RNS

B.17.1 Prinzip der RT-PCR

Der RT-PCR liegt das Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion zugrunde, der
mittels Reverser Transkriptase eine Transformation von RNS in cDNS
vorgeschaltet ist. Dabei wird in Abhangigkeit des eingesetzten spezifischen
Primers transkribierte Boten-RNS eines bestimmten Gens bzw. ribosomale RNS in
sogenannte komplementare DNS (cDNS) umgeschrieben und diese zur Detektion
in einem nachfolgenden Schritt mit einem zweiten Primer mittels PCR amplifiziert.

Bei der RT-PCR unterscheidet man zwei verschiedene Prinzipien: bei der ,two-
step RT-PCR" werden erst nach der spezifischen Reversen Transkriptase-
Reaktion die Reagenzien fur die PCR zusammen mit der entsprechenden DNS-
Polymerase zugegeben. Im Gegensatz dazu wird bei der ,one-step RT-PCR" zum
einen ausschlielBlich die DNS-Polymerase aus Thermus thermophilus verwendet,
die zusatzlich Reverse Transkriptase-Aktivitat besitzt. Eine weitere Moglichkeit
besteht im gleichzeitigen Einsatz von AMV Reverser Transkriptase (RT-AMV) und
Taq DNS-Polymerase. Im vorliegenden Fall wurden neben RT-AMV sowohl Tag-
als auch Pwo-DNS-Polymerase (Titan One Tube RT-PCR System, Roche,
Mannheim) eingesetzt, da durch eine Kombination beider Polymerasen sowohl
Genauigkeit der Amplifikationsschritte als auch Ausbeute signifikant erhoht sind.

B.17.2 Kontrollreaktionen

Die Detektion der mRNS eines bestimmten Gens erfordert eine Reihe von
Kontrollreaktionen, die es erlauben, erhaltene RT-PCR-Produkte zweifelsfrei der
transkribierten RNS zuzuordnen. Zum einen muss ausgeschlossen werden, dass
sich noch Reste von DNS in der Probe befinden, die — unabhangig von der
Anwesenheit der Ziel-mRNS — zu einer Amplifikation des entsprechenden Gens
und demnach zu einer positiven Reaktion fihren wirde. Dies lasst sich durch eine

vorangehende PCR ausschlieRen, bei der nur durch die Zugabe von Tag-

38



MATERIAL UND METHODEN

Polymerase, aber unter Ausschluss der Reversen Transkriptase ausschlieB3lich
DNS, aber keine RNS amplifiziert werden wirde. Zum anderen muss die Spezifitat
der Primer mit vorangehenden PCR-Reaktionen getestet werden. Als
Negativkontrolle sollte nach DNase- sowie RNase-Verdau keine Bande mehr

detektierbar sein.

B.17.3 Verwendete Primer

Die verwendeten Primer sind in Tabelle 4 aufgefuhrt.

Tab. 4: Verwendete PCR-Primer; F = Vorwartsprimer (bindet an die mRNS); R =
Ruckwartsprimer (bindet an die cDNS)

Name Sequenz
iap-TN-F (Bubert et al., 1992) 5-TTC-TTC-TTC-AAT-TTA-TGT-AGG-3'
iap-TN-R (Bubert et al., 1992) 5-TTT-TCC-AAG-GTG-TTT-TTG-AGC-3*

plcB-F (Vazquez-Boland et al., 1992) | 5'-ATG-AAA-TTC-AAA-AAG-GT-3'
plcB-R (Vazquez-Boland et al., 1992) | 5-ATT-TGT-TTT-TTT-AGA-CC-3'

B.17.4 Standardansatz und Reaktionsfiihrung fiir die Durchfiihrung der RT-
PCR

FiUr diese Technik wurde ein Thermocycler (Primus Cycler 96, MWG Biotech AG,
Ebersberg, Germany) eingesetzt. Alle Reagenzien wurden mit Ausnahme der
PCR-Primer (Interactiva, Ulm) von der Betreiberfirma (Roche, Mannheim)
bezogen. Alle Reagenzien wurden nach Herstellerangaben vermischt und in die
,one-step RT-PCR" eingesetzt. Fur die Durchfihrung der PCR wurden folgende

Programme eingesetzt.
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Reaktionsschema fur das Primerpaar iap-TN-F/R

Reverse Transkription 45°C 30 min
Einleitende Denaturierung 94°C 3 min
Denaturierung 94°C 10s
Annealing 45°C 30s 10x
Elongation 68°C 45 s
Denaturierung 94°C 10s
Annealing 45°C 30s 25 x
Elongation 68°C 45 s + 5 s je Zyklus
Abschlieliende Elongation 68°C 7 min

Reaktionsschema fir das Primerpaar p/cB-F/R

Reverse Transkription 45°C 30 min
Einleitende Denaturierung 94°C 3 min
Denaturierung 94°C 10s
Annealing 54°C 30s 10x
Elongation 68°C 45 s
Denaturierung 94°C 10s
Annealing 54°C 30s 25 x
Elongation 68°C 45 s + 5 s je Zyklus
Abschlieliende Elongation 68°C 7 min

Kontroll-PCR-Reaktionen ohne die Zugabe von Reverser Transkriptase wurden
wie oben beschrieben durchgeflhrt, auf eine anfangliche Inkubation fur 30 min bei

45°C wurde verzichtet.
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C Ergebnisse

C.1 Listerien-Infektionsstudien mit Acanthamoben

Acanthamoében sind ein vielbeschriebenes Modellsystem zur Untersuchung der
Vermehrung pathogener Mikroorganismen in niederen Eukaryonten, das aber flr
jeden Mikroorganismus neu entwickelt und angepasst werden muss (Barker und
Brown, 1994; Cirillo et al., 1997; Gustafsson, 1989; Inglis et al., 2000; Marolda et
al., 1999; Rowbotham, 1980; Steinert et al., 1998; Thom et al., 1992; Winiecka-
Krusnell und Linder, 2001; Winiecka-Krusnell et al., 2002). In der vorliegenden
Arbeit beschaftigte ich mich eingehend mit der Vermehrungsfahigkeit von
L. monocytogenes in diesen Protozoen.

Ein Infektionsassay mit Acanthamoben gestaltet sich grundlegend verschieden
von bislang etablierten Zellkulturstudien mit Saugerzelllinien, da der Versuch in
einem Zeitrahmen von mehreren Tagen bis Wochen ablauft und sich zudem
Amaoben in Kultur anders verhalten als Saugerzellen. Aus diesem Grund musste
der in dieser Arbeit angewendete Infektionsassay zunachst etabliert und optimiert

sowie die erhaltenen Ergebnisse durch zahlreiche Kontrollen abgesichert werden.

C.1.1 Einfluss von L. monocytogenes auf die Amobenzellzahl

Bei den Versuchen wurde jeweils eine bestimmte Menge an L. monocytogenes-
Zellen zusammen mit Acanthamdben in Zellkulturschalen inkubiert. Um den
Einfluss von L. monocytogenes auf die Amdben genauer verfolgen zu kdnnen,
wurden in Kontrollversuchen Amében ohne die Zugabe von Bakterien als auch
nach Zugabe von Enterobacter aerogenes, einem Organismus, der in der Regel
als Futterbakterium fur nicht axenisch kultivierte Amoben dient, inkubiert. In
keinem der Ansatze waren signifikante Unterschiede hinsichtlich der
Amadbenzellzahl detektierbar. Eine Vermehrung der Amdben war entgegen den
Erwartungen auch nicht nach Zugabe der Futterbakterien zu verzeichnen (Abb.
11). Zudem verhielten sich die Amoben in allen Versuchen ahnlich, eine
Encystierung (die Assays wurden ohne die Zugabe von Nahrstoffen im Medium
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durchgefuhrt (B.7.1)) war jeweils zum selben Zeitpunkt (nach einigen Tagen) zu

beobachten.
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Abb. 11: Im Infektionsassay Uber den Zeitverlauf bestimmte Zahl an Amdbenzellen. Die Amdében
wurden mit L. monocytogenes Wildtyp (EGD) oder E. aerogenes (MOI=100) bzw. ohne die Zugabe
von Bakterien inkubiert. L.m.: L. monocytogenes. Werte jeweils gemittelt aus Triplikaten; die
Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung aus drei Werten. Der Assay wurde bei 18°C
durchgefiihrt.

C.1.2 Optimierung und Evaluierung des Infektionsassays

C.1.21 Bestimmung der optimalen ,,multiplicity of infection*“ (MOI)

Ein entscheidender Parameter bei Infektionsstudien mit Eukaryontenzellen ist das
Verhaltnis aus Bakterien- und Wirtszellen, d.h. die Zahl der Bakterien, die pro
Wirtszelle zugegeben werden. Dieses Verhaltnis wird durch die sogenannte
,multiplicity of infection®, kurz MOI, ausgedruckt. In dieser Arbeit wurde bezuglich
des Infektionsassays mit Acanthamodben die optimale MOI bestimmt, indem
Amoben mit L. monocytogenes in einer MOI zwischen 10 und 1000 infiziert
wurden. Mit diesen MOls wurde ein Infektionsassay Uber einen Zeitraum von 26
Tagen durchgefuhrt. Als optimal fur die Durchfuhrung des Assays erwies sich eine
MOI von 100, da hier Uber den gesamten Zeitverlauf lebende L. monocytogenes-
Zellen detektierbar waren. Eine Erhdhung der MOI auf 1000 brachte keine

Steigerung der intrazellularen Zellzahlen im Vergleich zu einer MOI von 100.
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In einem weiteren Versuch sollte durch eine Reduzierung der MOI untersucht
werden, ob bei einer niedrig gewahlten MOI eine Nettovermehrung der
zugesetzten Bakterien nachzuweisen ist. Hierfir wurden L. monocytogenes-Zellen
in einer MOI zwischen 0,01 und 10000 (102 10" 10° 10', 102 10° 10%
zugegeben. Intrazellulare Bakterien wurden nach Gentamicin-Behandlung sieben
bzw. acht und 15 Tage nach Infektion (p.i.) geerntet und die jeweilige bakterielle
Zellzahl durch Plattierung geeigneter Verdunnungsstufen bestimmt. Die Zahl der
Bakterien war im Vergleich zum Ausgangsinokulum deutlich verringert, es war
aber mit Ausnahme der MOI von 100 bei hohen MOIs eine Zunahme der
bakteriellen Zellzahlen zwischen Tag sieben und Tag 15 zu verzeichnen. Bei
niedrigen MOls (bis 0,1) waren nach sieben Tagen Inkubation noch Listerien
detektierbar, eine stabile Infektion Uber den gesamten Zeitraum von 15 Tagen
manifestierte sich jedoch nicht. Eine Nettozunahme der Zellzahlen nach
Koinkubation mit Amdben im Vergleich zur eingesetzten Zellzahl wurde bei keiner
der untersuchten MOlIs beobachtet (s. Abb. 12).
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- O Tagdp.l — O Tag7p.i
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Abb. 12: Zellzahlen von L. monocytogenes EGD-e im Amdben-Infektionsassay bei einer
Temperatur von 18°C in Anhangigkeit von der Zahl der eingesetzten Zellen. Dargestellt sind hier
die eingesetzten Zellzahlen ([]) sowie die Zellzahlen nach 7 bzw. 8 Tagen () und 15 Tagen (H)
Inkubation. KBE: Koloniebildende Einheiten. Werte jeweils gemittelt aus Triplikaten; die
Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung aus drei Werten.
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C.1.2.2 Bestimmung der bakteriziden Konzentration an Gentamicin zur

vollstandigen Abtotung aller extrazellularen Bakterien

Bei dem vorliegenden Assay musste aufgrund der zu beobachtenden Ablosung
der Amoben vom Schalenboden auf Waschschritte zur Entfernung von
extrazellularen Bakterien verzichtet werden. Daher war die Behandlung mit
geeigneten Antibiotika zur Abtétung aller extrazellularen Listerien fuar die
durchgefuhrten Versuche von essentieller Bedeutung. Eine geeignete Menge an
L. monocytogenes-Zellen wurde in 12-Well-Kulturschalen, die auch fir die in B.7
beschriebenen Infektionsstudien verwendet wurden, in 1x Page’s Saline ohne die
Zugabe von Amdben inkubiert und die Wirksamkeit des verwendeten
Antibiotikums Gentamicin getestet. Es ist hier nicht ausreichend, frische
L. monocytogenes-Kulturen auf die Sensitivitdt gegenlber Gentamicin zu testen,
da eine erhodhte Antibiotikaresistenz mit dem Eintritt in die Hungerphase
einhergeht (z.B. Buncic et al., 2001; White et al., 2002). Daher wurden zu
verschiedenen Zeitpunkten in einem Zeitrahmen von 24 Tagen in Page’s Saline
inkubierte Listerien mit verschiedenen Konzentrationen an Gentamicin (10, 30,
100, 300, 1000 pg/ml) versetzt und unterschiedlich lange inkubiert (1, 2, 3, 4 h).
Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurden die Listerien geerntet und in
verschiedenen Verdunnungsstufen auf BHI-Agar ausplattiert. Basierend auf
diesen Zeit- und Konzentrationsreihen erschien eine Gentamicinkonzentration von
300 ug/ml sowie eine Inkubationszeit von 4 h optimal flr die Abtotung aller nicht
durch Amdben geschutzten, extrazellularen Bakterien (Ergebnisse nicht gezeigt).
Dieser Wert bezieht sich auf eine Inkubationstemperatur von 37°C. Die bakterizide
Wirkung des Gentamicins reduziert sich jedoch drastisch bei Absenkung der
Temperatur (Traub et al., 1983; diese Arbeit). Daher musste die Konzentration an
Gentamicin bei Inkubationen bei 18°C auf 500 ug/ml erhéht werden. Diese Werte
gelten fur alle in dieser Arbeit verwendeten Bakterien, d.h. L. monocytogenes
sowie Enterobacter aerogenes. Durch die Inkubation von Acanthamdben in
Anwesenheit von Gentamicin far vier Stunden in den entsprechenden
Konzentrationen und anschlieRende mikroskopische Kontrolle konnte kein
sichtbarer Einfluss des Antibiotikums auf die Morphologie der Amdben beobachtet
werden. Neben diesen Vorversuchen wurden zusatzlich zeitgleich mit den
jeweiligen  Probenahmezeitpunkten in jeder Infektionsreihe  Kontrollen
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Odurchgefuhrt, in denen Uber den gesamten Zeitverlauf Bakterienzellen ohne die
Zugabe von Amodben mitinkubiert wurden und wie die Infektionsansatze mit
Gentamicin behandelt und anschliel3end ausplattiert wurden. In diesen Ansatzen
sollten keine bzw. vernachlassigbar geringe Mengen an lebensfahigen Listerien-

Zellen nachweisbar sein.

C.1.2.3 Einfluss von Acanthamdben auf die bakterizide Wirkung von

Gentamicin

Trotz der oben beschriebenen bakteriziden Wirkung des Antibiotikums auf
L. monocytogenes-Reinkulturen konnte die Anwesenheit von Amoben bei den
durchgefuhrten Infektionsstudien die bakterizide Wirkung von Gentamicin
einschrinken. Daher wurden wie in B.7.3 beschrieben 1,3x10” L. monocytogenes-
Zellen durch einen bakteriendichten Filter getrennt in 6-Well-Multischalen mit
1,3x10° Amében (MOI=100) inkubiert. Im Verhaltnis zur groReren Bodenflache
dieser Schalen wurden entsprechend mehr Listerien- und Amobenzellen als in den
fur die Infektionsstudien eingesetzten 12-Well-Schalen zugesetzt. Diese kleineren
Schalen konnten hier nicht verwendet werden, da Einsatze mit bakteriendichten
Filtern in dieser Grof3e nicht erhaltlich waren. Der Versuch wurde bei zwei
verschiedenen Temperaturen durchgefuhrt (18 und 37°C). In den 6-Well-
Multischalen konnte Uberraschenderweise im Gegensatz zu den 12-Well-Schalen
auch ohne die Anwesenheit von Amoben keine quantitative Wirkung des
Antibiotikums erreicht werden (s. Abb. 13). Dieser Faktor erschwert die
Interpretation der erhaltenen Ergebnisse. Dennoch ist bei einer Temperatur von
18°C nach Gentamicin-Behandlung in allen Ansatzen ein deutlicher Anstieg der
L. monocytogenes-Zellzahlen nach zwei Tagen Koinkubation mit Acanthamodben
zu verzeichnen. Bei Kontrollversuchen, bei denen L. monocytogenes ohne die
Anwesenheit eines abtrennenden Filters zusammen mit Amdben inkubiert wurde,
war die detektierte bakterielle Zellzahl zu Beginn des Versuchs deutlich héher als
in den Ansatzen, in denen Amdben und Listerien durch einen bakteriendichten
Filter voneinander getrennt waren. In letzterem Fall waren nach einem Tag
Inkubation keine Bakterien detektierbar. Nach einem Inkubationszeitraum von drei
bis vier Tagen konnten jedoch in den Schalen, in denen Amodben und Listerien
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raumlich durch den Filter getrennt inkubiert worden waren, vergleichbar hohe
Zellzahlen ermittelt werden (Abb. 13).

Bei einer Inkubationstemperatur von 37°C konnten bereits beim ersten
Probenahmezeitpunkt nach einem Tag in keinem der Ansatze, auch ohne die
Anwesenheit eines die Zellen voneinander trennenden Filters, lebende Bakterien
detektiert werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Dies kann vermutlich auf die bessere
Wirksamkeit des Gentamicins bei 37°C  zurlckgefuhrt werden. In
Negativkontrollen, in denen statt Listerien E. aerogenes-Zellen mit Amdben
inkubiert wurden, waren bei keiner der untersuchten Inkubationstemperaturen, ob
mit oder ohne bakteriendichten Filter, lebende bakterielle Zellen vorhanden

(Ergebnisse nicht gezeigt).
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Abb. 13: Wirkung eines Amoben und Listerien trennenden Filters auf die bakterielle Zellzahl bei
18°C. Werte jeweils gemittelt aus Triplikaten. Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung aus je drei Messwerten. KBE: Koloniebildende Einheiten. L.m.:

L. monocytogenes; Ac.: Acanthamoeba sp. UWC1; GM: Gentamicin.

Aufgrund der oben erwahnten reduzierten Wirksamkeit des Gentamicins in diesem
Versuch wurde in einem weiteren Ansatz untersucht, ob die Anwesenheit des
bakteriendichten Filters die Wirkung des Antibiotikums schmalert. Dazu wurden
wie oben 1,3x10” L. monocytogenes-Zellen in 6-Well-Schalen (Nunc, Wiesbaden)

in Anwesenheit eines Filters, hier aber ohne die Zugabe von Amdében bei 18°C
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inkubiert, nach drei, sieben und 14 Tagen Inkubationszeit mit Gentamicin
behandelt und in geeigneten Verdunnungsstufen ausplattiert. Als Kontrollen
dienten 6-Well-Schalen, in die kein Filter eingesetzt worden war. Es wurden
jeweils Gentamicinmengen von 250, 500 und 750 ug/ml eingesetzt, sowie durch
eine unbehandelte Kontrolle an den Tagen sieben und 14 die Zahl der
Uberlebenden Bakterien bestimmt. Eine quantitative abtotende Wirkung des
Antibiotikums wurde nur in den Ansatzen ohne Zugabe eines Filters erreicht (Abb.
14). Sobald ein Filter zugesetzt worden war, konnte nur eine Reduktion der
bakteriellen Zellzahlen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle ca. um den
Faktor 10 erreicht werden. Bei langeren Inkubationszeiten waren sogar in den
Ansatzen ohne die Verwendung eines Filters lebende Zellen vorhanden, jedoch
bedeutend weniger als dies durch den Einsatz der Filter der Fall war.
Uberraschenderweise waren bei erhéhten Gentamicinkonzentrationen meist auch

mehr lebende Bakterien detektierbar.
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Abb. 14: Wirkung von Gentamicin auf die Uberlebensfahigkeit von L. monocytogenes in
Anwesenheit eines Filters. Dargestellt sind jeweils detektierte Zellzahlen nach Inkubation mit 250,
500 und 750 pg/ml Gentamicin zu drei verschiedenen Erntezeitpunkten. [: L. monocytogenes
EGD-e ohne Zugabe eines Filters; l: L. monocytogenes EGD-e mit Filtereinsatz;

B : L. monocytogenes-Zellzahlen ohne Zugabe von Gentamicin. Inkubationstemperatur: 18°C;
Werte jeweils gemittelt aus Triplikaten; die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung aus
drei Werten.
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C.1.2.4 Untersuchungen zur intrazellularen Vermehrung von

L. monocytogenes in Acanthamoben

Aufgrund der bisher durchgefuhrten Versuche zeigte sich, dass die Anzahl der
intrazellular detektierbaren, Uberlebensfahigen L. monocytogenes-Zellen nach
einem kurzen Absinken eine relativ konstante Zellzahl Uber einen langeren
Zeitraum einnimmt (s. Abb. 16). Da die Bakterien im Uberschuss im Vergleich zu
den Amoben vorliegen (MOI = 100), konnte diese gleichbleibende Zellzahl aus der
Abtotung der intrazellularen sowie einer standigen Neuaufnahme extrazellular
vorhandener, noch lebender Bakterien resultieren. Werden also zu einem
bestimmten Zeitpunkt die Wirtszellen lysiert und die daraus freigesetzten Listerien
auf BHI-Agar ausplattiert, so konnten alle kurz vorher von den Amoben
aufgenommenen aber noch nicht abgetOteten Bakterien fur die gleichbleibend
hohe Zellzahl verantwortlich sein. Diese Theorie sollte durch die Entfernung aller
nach erfolgter Infektion extrazellular vorhandenen Bakterien Uberprift werden.
Dazu wurden die Ansatze dreimal mit 1x Page’s Saline gewaschen, so dass alle
zu diesem Zeitpunkt extrazellularen Bakterien aus dem Ansatz entfernt wurden.
Amoben heften sich zunachst am Boden der Kulturschale an, 16sen sich aber im
Infektionsverlauf zunehmend von Schalenboden ab, so dass dieser Waschschritt
nur einmal zu Beginn der Versuches durchgefuhrt werden konnte. Da der genaue
Zeitpunkt, bei dem eine erste Interaktion der Listerien mit Amoben stattfindet, nicht
bekannt ist, wurde der Waschschritt zu zwei verschiedenen Zeitpunkten (2 h, 18 h
nach Zugabe der Bakterien) durchgefihrt. In einem ersten Versuch konnte zum
einen eine deutliche Vermehrung von L. monocytogenes in den Kulturschalen
gezeigt werden, die nach zwei Stunden Koinkubation gewaschen worden waren.
Die nach Antibiotika-Behandlung bestimmte Listerien-Zellzahl war zunachst
unterhalb der Nachweisgrenze, erreichte aber nach zwei Tagen Inkubation
Zellzahlen im Bereich der ohne Waschschritte inkubierten Kontrollansatze (Abb.
15-A). Im Gegensatz dazu konnte in den Ansatzen, bei denen extrazellulare
Listerien erst nach 18 Stunden entfernt worden waren, nach zwei Tagen nur ein
geringflugiger Anstieg der intrazellularen Zellzahlen gezeigt werden. Die im
Vergleich zu den nach zwei Stunden gewaschenen Ansatzen deutlich héheren
Zellzahlen der Ansatze, die erst nach 18 Stunden gewaschen worden waren, am

ersten Tag nach der Infektion sprechen jedoch dafir, dass zu diesem Zeitpunkt
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deutlich mehr Listerien-Zellen intrazellular in den Amoben vorhanden waren. In
den nach 18 Stunden gewaschenen Ansatzen waren nach acht Tagen
Koinkubation keine lebenden L. monocytogenes-Zellen mehr nachweisbar.

Aufgrund dieser widerspruchlichen Ergebnisse wurde der oben beschriebene
Versuch bei identischen Bedingungen mit denselben Inokula wiederholt (Abb. 15-
B). Hier ergab sich ein anderes Bild hinsichtlich der Vermehrung von
L. monocytogenes in Amobenzellen sowie dem Effekt der beschriebenen
Waschschritte auf die determinierten Zellzahlen bei den nachfolgenden
Erntezeitpunkten. Auch in dieser Versuchsreihne waren nach einem Tag
Koinkubation mehr Zellen in den nach 18 Stunden gewaschenen Ansatzen
detektierbar als es in den nach zwei Stunden gewaschenen der Fall war. Eine
stabile Infektion mit Uber den gesamten Versuchszeitraum von zehn Tagen
signifikant hohen Mengen an lebensfahigen L. monocytogenes-Zellen etablierte
sich jedoch im Widerspruch zum oben beschriebenen Infektionsassay nur in den
Kulturschalen, in denen extrazellular vorhandene Listerien erst nach 18 Stunden
aus dem Assay entfernt worden waren. In den nach zwei Stunden gewaschenen
Schalen konnten sich die Listerien hier noch um ca. 1,5 Zehnerpotenzen
vermehren, eine stabile Infektion jedoch nicht Udber den gesamten

Versuchszeitraum aufrechterhalten.
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Abb. 15: Im Amdébenassay bei 18°C bestimmte L. monocytogenes-Zellzahlen nach Entfernung
aller extrazellular im Puffer vorhandenen Bakterienzellen durch Waschschritte. A, B: zwei identisch
durchgefiihrte Versuchsreihen. Werte jeweils gemittelt aus Triplikaten; die Fehlerbalken
entsprechen der Standardabweichung aus drei Werten. KBE: Koloniebildende Einheiten; L.m.:

L. monocytogenes; Ac.: Acanthamoeba sp. UWC1; GM: Gentamicin

Wie aus Abbildungen 15-A und 15-B ersichtlich, kommen beide identisch, aber

unabhangig voneinander durchgefuhrten Experimente zu partiell unterschiedlichen

Ergebnissen. Beide Versuche zeigen jedoch, dass sowohl in den nach zwei

Stunden als auch in den nach 18 Stunden gewaschenen Infektionsansatzen ein
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Anstieg der restlichen nach Waschen noch vorhandenen Bakterien um

mindestens eine GréRenordnung in den Amodben zu verzeichnen war.

C.1.2.5 Enterobacter aerogenes als Negativkontrolle

Die Spezifitat des Assays sollte durch einen Vergleich der detektierbaren
L. monocytogenes-Zellzahlen mit den Zahlen anderer bakterieller Spezies
genauer untersucht werden. In diesem Fall diente Enterobacter aerogenes als
Negativkontrolle, da diese Bakterien in der Regel als Futterbakterien fur nicht
axenisch kultivierte Acanthamoeba spp. verwendet werden und sich
dementsprechend nicht intrazellular vermehren konnen sollten. Mit Hilfe des hier
vorgestellten Infektionsassays konnten wie erwartet bei keinem der
durchgefuhrten Versuche unabhangig von der Versuchstemperatur lebende E.
aerogenes-Zellen detektiert werden (Ergebnisse nicht gezeigt).
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C.1.3 Anwendung des Assays

C.1.3.1 L. monocytogenes EGD in Acanthamdben

Trotz der oben dargestellten Schwierigkeiten hinsichtlich der Optimierung des
Infektionsassays konnte bei einer Infektion von Acanthamdben mit
L. monocytogenes EGD immer der gleiche Kurvenverlauf beobachtet werden.
Nach einem kurzen Abfall der intrazellular detektierbaren plattierfahigen
Organismen in den ersten Tagen der Infektion stieg die Zellzahl erneut an und
erreichte anschliel3end ein stabiles Niveau, in dessen Bereich L. monocytogenes
EGD Uber Zeitrdume von mehreren Wochen detektierbar war. Dieser
Kurvenverlauf ist exemplarisch in Abb. 16 dargestellt. In allen weiteren
Infektionsstudien wurde parallel zu den zu untersuchenden Stammen ein

Infektionsassay mit L. monocytogenes EGD-e als Positivkontrolle durchgefuhrt.

1,00E+07 —€—L.m EGD + Ac. + GM

1,00E+06 —ll-L.m. + GM (Kontrolle ohne Zugabe von Amdben)
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Abb. 16: Zellzahlen von L. monocytogenes EGD-e im Amdbenassay (MOI=100) bei einer
Temperatur von 18°C. Werte jeweils gemittelt aus Triplikaten; die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung aus drei Werten. KBE: Koloniebildende Einheiten; L.m.: L. monocytogenes;
Ac.: Acanthamoeba sp. UWC1; GM: Gentamicin
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C.1.3.2 Temperaturabhangigkeit der Persistenz von L. monocytogenes in

Acanthamoben

In frheren Studien wurde die temperaturabhangige Regulation listerieller
Virulenzgene, die nur bei erhohten Temperaturen ahnlich denen warmblutiger
Saugetiere exprimiert werden, beschrieben (z.B. Leimeister-Wachter et al., 1992).
Daher wurde der oben beschriebene Infektionsassay bei zwei verschiedenen
Temperaturen (18, 37°C) durchgefuhrt. Als reprasentativ erachtet wurden in
diesem Zusammenhang Temperaturen, die durchschnittlich in der Umwelt zu
beobachten sind — Habitate, in denen Acanthamdben gemeinsam mit Listeria spp.
vorkommen (18°C) -, als auch die, bei der listerielle Virulenzgene im
homoiothermen Wirt exprimiert werden (37°C). Interessanterweise konnten mit
Hilfe des Infektions-Assays nur bei 18°C lebende L. monocytogenes-Zellen
detektiert werden (vgl. Abb. 16). Bei 37°C wurden diese Bakterien durch die
Antibiotika-Behandlung abgetotet und waren nicht detektierbar (Ergebnisse nicht
gezeigt). Bei einer Temperatur von 37°C sind Listerien in Anwesenheit von
Amaoben also nicht intrazellular vor der bakteriziden Wirkung des verwendeten

Antibiotikums Gentamicin geschutzt.

C.1.3.3 Verhalten von Vertretern der drei Genotypen in Acanthamoben

L. monocytogenes kann auf der Basis vergleichender Sequenzanalyse in drei
distinkte Genotypen eingeteilt werden (s. A. Einleitung). Reprasentative Vertreter
dieser drei Genotypen sollten hinsichtlich ihres Uberlebens bzw. inrer Vermehrung
in Acanthamoben mit Hilfe des oben dargestellten quantitativen Infektionsassays
untersucht werden. Hierzu wurden drei Serotypen aus L. monocytogenes
ausgewahlt, die jeweils Genotyp | (Typstamm EGD, sv 1/2a), Il (sv 4b) bzw. Il (sv
4a) zugeordnet sind. Ermittelte intrazellulare Zellzahlen deuteten nicht auf
spezifische Unterschiede zwischen den drei Genotypen hinsichtlich der
Vermehrung in Acanthamoeba spp. hin. Alle drei untersuchten Stamme konnten
vergleichbar hohe Zellzahlen in Amdben erreichen. Lebende Zellen waren auch
nach langeren Inkubationszeitrdumen von bis zu 40 Tagen noch in dem Assay
detektierbar (Ergebnisse nicht gezeigt).
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C.1.3.4 Einfluss listerieller Virulenzgene auf das Uberleben in

Acanthamoben

Uberleben bzw. intrazellulare Vermehrung in Protozoen werden als eine
Moglichkeit fur fakultativ intrazellulare Mikroorganismen angesehen ihr
pathogenes Potenzial, d.h. den Besitz ihrer Virulenzgene, in der Umwelt
aufrechtzuerhalten. Fur etliche Bakterien wurde inzwischen die Bedeutung von
Acanthamodben hinsichtlich einer Steigerung ihrer fur Saugerzellen bestimmten
Virulenz deutlich gemacht (siehe A. Einleitung). Daher sollte in der hier
vorliegenden Studie die Bedeutung listerieller Virulenzgene fir das Uberleben in
Acanthamdben untersucht werden. Hierzu standen eine Reihe von
Virulenzgenmutanten zur Verfugung, die in Tab. 5 aufgefuhrt sind. Die Mutanten
sind durch beeintrachtigte Funktionen in den genannten Eigenschaften

charakterisiert.

Tab. 5: Verwendete L. monocytogenes-Virulenzgenmutanten und deren Eigenschaften in
Saugerzellversuchen

Virulenzgenmutante | Defekt in vitro bzw. in vivo in Saugerzellen

keine Expression der PrfA-abhangigen Virulenzgene (Virulenzgencluster,

AprfA Internaline), vollkommen apathogen in vitro und in vivo (Mengaud et al., 1991b)
komplette Deletion des Virulenzgenclusters aulRer prfA (AplcA, AactA, AplcB,
pKP1
Ampl, Ahly)
filamentds verlangerte Zellketten, unzureichende Zellteilung, geringfigig
Aiap verringerte Virulenz in Zellkulturversuchen (Kolb-Maurer et al., 2001;
Wisniewski und Bielecki, 1999)
AactA kein Cell-to-cell-spreading zu beobachten, deutlich attenuiert in Maus-

Infektionsmodellen (Kocks et al., 1992)

keine Adhasion an die Wirtszelle, daher apathogen in vitro in Epithelzellen und
AinlA Makrophagen, LDsq um vier Gré3enordnungen verringert (Dramsi et al., 1997;
Mengaud et al., 1996)

keine Adhasion an Hepatocyten, daher apathogen in vitro in Hepatocyten

AinlB (Dramsi et al., 1995; Parida et al., 1998)
AinlAB | s.o.

in vitro keine die Virulenz beeintrachtigenden Effekte zu beobachten,
AInIGHE Zellzahlen in vivo in Leber und Milz um ca. drei GréRenordnungen verringert

(Raffelsbauer et al., 1998)
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Abb. 17: Zellzahlen von Virulenzgenmutanten der Art L. monocytogenes in Acanthamdben bei
18°C. Die Charakteristika der Mutanten sind in Tab. 5 aufgefiuihrt. Werte jeweils gemittelt aus
Triplikaten; die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung aus drei Werten. KBE:
Koloniebildende Einheiten; L.m.: L. monocytogenes; Ac.: Acanthamoeba sp. UWC1; GM:
Gentamicin; A: Nullmutation im entsprechenden Gen
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Interessanterweise waren alle oben angeflhrten L. monocytogenes-Mutanten mit
Ausnahme der inlGHE-Mutante in den Amoben vor der Antibiotikabehandlung
geschutzt und konnten in den vorgestellten Infektionsassays Zellzahlen, die mit
denen des Wildtyps vergleichbar waren, erreichen. Intrazellulare Zellzahlen waren
uber den gesamten Versuchszeitraum von 38 Tagen in annahernd gleichen
Mengen detektierbar. Im Gegensatz dazu war bei der inlGHE-Mutante nur ein
kurzer und geringflgiger Anstieg der intrazellularen Zellzahlen nach neun Tagen
Inkubation zu verzeichnen, eine dauerhafte Infektion etablierte sich hier nicht
(Abb. 17-A, B, C).

C.1.4 Mikroskopische Untersuchungen zum Nachweis der intrazellularen
Lokalisation von L. monocytogenes in Amobenzellen

Aufgrund der Ergebnisse der oben vorgestellten quantitativen Infektionsstudien
sollte die intrazellulare Existenz von L. monocytogenes in Acanthamdben
mikroskopisch untersucht werden. Dazu wurden Acanthamoeba sp. UWCH1
zusammen mit L. monocytogenes in kleinen Kammern inkubiert, die auf
Deckglasern befestigt waren (Nunc, Wiesbaden). Diese Kammern ermdglichen mit
Hilfe eines inversen Mikroskops eine direkte Beobachtung des Versuchsansatzes,
ohne durch Fixierungs- oder Trocknungsvorgange in das System eingreifen zu
mussen. Durch Lebendbetrachtung der infizierten Amdben im Phasenkontrast
konnten jedoch intrazellulare Listerienzellen nicht zweifelsfrei detektiert werden.
Aus diesem Grund wurden durch DAPI- bzw. SYBR GREEN-Farbung die
Nukleinsauren der Bakterien als auch der Amoben angefarbt und damit die Zellen
sichtbar gemacht. Somit lieRen sich mit Hilfe inverser konfokaler Laserscanning-
Mikroskopie intrazellular lokalisierte L. monocytogenes-Zellen nicht nur in
Trophozoiten (nicht gezeigt), sondern auch innerhalb von Amdbencysten
detektieren (Abb. 19). Auch nach einem Zeitraum von sechs Wochen konnten
noch geringe Zellzahlen von ein bis zwei Bakterienzellen pro Amobe intrazellular
in Cysten nachgewiesen werden (Abb. 19-B). Interessanterweise befanden sich

die Listerien innerhalb der Cysten in der dicken Cystenwand.
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Abb. 19: CLSM-Aufnahmen von infizierten Amobencysten. A, B: Amdbencysten mit

L. monocytogenes-Zellen in der Cystenwand. A: nach 10 Tagen Koinkubation; SYBR-Green-
Farbung. B: nach 6 Wochen Koinkubation; DAPI-Farbung, Uberlagerung von blauem DAPI-
Signal und roter Autofluoreszenz.

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die durch Anfarbung von Nukleinsauren mit Fluoreszenzfarbstoffen und
anschlieBende Auswertung im CSLM erhaltenen Ergebnisse sollten durch
Ultradinnschnitte der infizieten Amdben und anschlieBende Auswertung im
Transmissionselektronenmikroskop (TEM) bestatigt werden. Listerien befinden
sich auch nach langeren Inkubationszeitraumen innerhalb von Vakuolen in den
Trophozoiten (Abb. 20). Mit Hilfe des TEM konnten nur infizierte Trophozoiten
gefunden werden, Cysten, in denen sich L. monocytogenes-Zellen befanden,
waren nicht detektierbar. Die intrazellulare Existenz von L. monocytogenes in
Acanthamoében wurde in einem Kontrollversuch, bei dem statt der Listerien
Enterobacter aerogenes zugegeben wurde, verglichen. E. aerogenes ist ebenfalls
in signifikanten Mengen intrazellular detektierbar, die Bakterien fallen aber durch
ihre ungewohnliche Morphologie auf. Die Zellen sind offensichtlich geschadigt und
eng in Phagosomen eingeschlossen, wohingegen die L. monocytogenes
enthaltenden Vakuolen sehr grof3 sind und sich innerhalb von L. monocytogenes-

Zellen noch deutlich zellulare Strukturen erkennen lassen.
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Abb. 20: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von infizierten Acanthamoben-
Trophozoiten nach 10 Tagen Koinkubation bei 18°C. A, B: Il intakte L. monocytogenes-
Zellen in Vakuolen ( =9 hier deutlich zu sehen: die das Phagosom begrenzende Membran);
C: I E. aerogenes-Zellen. Zu beachten ist die intakte Form von L. monocytogenes im
Gegensatz zu den deutlich geschadigten E. aerogenes-Zellen

58



ERGEBNISSE

C.2 Umwelteinflusse auf die Expression listerieller Virulenzgene

und das Uberleben von L. monocytogenes in der Umwelt

C.2.1 Untersuchungen zur Expression von Virulenzgenen in

L. monocytogenes

Mit der PCR steht ein wichtiges Instrument zur Vervielfaltigung von Nukleinsauren
und Untersuchung einzelner Gene zur Verfigung. Neben der herkdmmlichen
Amplifikation von DNS kann nach einer vorhergehenden Reversen Transkription
von RNS in cDNS diese ebenfalls amplifiziert und detektiert werden. Dies
ermdglicht es, neben ribosomaler RNS auch mRNS und damit die Expression
eines bestimmten Gens unter definierten Wachstumsbedingungen nachzuweisen.
In dieser Arbeit sollte durch die Amplifikation der mRNS eines listeriellen
Virulenzfaktors dessen Expression bei niedrigen Temperaturen, wie sie auch in
der Umwelt vorkommen, nachgewiesen werden. Dies ist ein erster Schritt zur
Untersuchung der Bedeutung der Virulenzgene von L. monocytogenes auf dessen

Uberleben in der Umwelt bzw. in Protozoen.

C.21.1 Etablierung der RT-PCR fiir L. monocytogenes anhand des
konstitutiv transkribierten iap-Gens

Aus L. monocytogenes EGD-e Reinkulturen wurde nach RNS-Isolierung und
DNase-Verdau die mRNS des iap-Gens amplifiziert (B.14-B.17). Das iap-Gen wird
auf translationeller Ebene reguliert, so dass unabhangig von der Wachstumsphase
bzw. vom extrazellularen Milieu immer eine detektierbare Menge iap-mRNS in den
Zellen vorhanden sein sollte. Aufgrund dieses Charakteristikums sollte anhand
des iap-Gens die RT-PCR fur L. monocytogenes optimiert werden. Die in diesem
Fall gewahlten Primer (iap-TN-F/R) amplifizieren mit ca. 500 bp einen relativ
kleinen Teil des iap-Gens. Ziel der RT-PCR ist in diesem Fall jedoch nicht die
vollstandige Amplifikation eines Gens, sondern lediglich der Nachweis der
entsprechenden mRNS. Dies ist umso leichter, je kirzer das zu amplifizierende

Fragment gewahlt wird.
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Entfernung von DNS aus der Probe

Zur Vermeidung falsch positiver PCR-Reaktionen aufgrund von DNS-Resten in
der Probe wurden zunachst sowohl RNS-Isolierung als auch DNase-Verdau
dahingehend optimiert, dass nach DNase-Verdau kein positives Signal mehr mit
einer herkdmmlichen PCR-Reaktion auftreten sollte. Als Positivkontrolle diente
DNS aus L. monocytogenes-Reinkulturen (B.17.2). Dabei zeigte sich, dass unter
Verwendung der RNS-Isolierungsmethode nach Oelmdller (B.14.1) grof3e Mengen
an RNS isoliert werden konnten, sich aber ebenfalls noch sehr viel DNS in der
Probe befand, die mit Hilfe eines DNase-Verdaus nicht quantitativ aus der Probe
entfernt werden konnte. Im Gegensatz dazu war die Ausbeute an RNS nach
Isolierung mit Trizol (B.14.2) bedeutend geringer. Restkontaminationen durch DNS
konnten aber hier durch anschlielfenden DNase-Verdau ausgeschlossen werden.
Dies wurde durch eine negative Kontroll-PCR gezeigt (Abb. 7). Aufgrund der
Ergebnisse dieses Vorversuchs wurde im Folgenden RNS mit Hilfe der Trizol-
Methode isoliert.

Abb. 7: Kontroll-PCR zum Nachweis eines vollstandigen
Fom DNase-Verdaus

1, 8: Langenstandard

2-5: iap-PCR mit isolierter RNS aus L. monocytogenes
—_ EGD-e nach DNase-Verdau in verschiedenen
Konzentrationen (500, 100, 50, 10 ng RNS)

- i 6: iap-PCR mit DNS aus L. monocytogenes EGD-e
. (Positivkontrolle)
N A 8 7: Negativkontrolle ohne Zugabe von DNS / RNS zur PCR-
. Reaktion

Durchfiihrung der iap-RT-PCR

Die RT-PCR  wurde nach Herstellerangaben durchgefuhrt, die
Annealingtemperatur fur die iap-TN-Primer wurde nach Bubert et al. (1992) auf
45°C festgelegt. Dabei lield sich ein positives Signal mit 20 ng RNS erreichen,
Negativkontrollen nach DNase- sowie RNase-Verdau bestatigten den spezifischen
Nachweis von iap-mRNS (Abb. 8).
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Abb. 8: iap-RT-PCR aus L. monocytogenes EGD-e
1: Langenstandard

: 2, 3: RT-PCR aus RNS von L. monocytogenes EGD-e (je
—— - 100 bzw. 20 ng RNS) nach DNase-Verdau
4, 5: RT-PCR nach RNase-Verdau
6: Positivkontrolle mit DNS aus L. monocytogenes EGD-e
7: Negativkontrolle ohne Zugabe von DNS / RNS

C.21.2 Expression des Virulenzfaktors plcB aus L. monocytogenes

Die Bedeutung listerieller Virulenzgene auf das Uberleben von L. monocytogenes
in der Umwelt wurde bisher nicht im Detail untersucht. Die Virulenzfaktoren
konnten unter anderem eine Rolle in der Persistenz von L. monocytogenes in
Protozoen oder anderen niederen Eukaryonten, mit denen sie in verschiedenen
Habitaten in Kontakt kommen, spielen. Im Zusammenhang mit der Expression
listerieller Virulenzgene spielt auch die Umgebungstemperatur eine grof3e Rolle.
Daher sollte mit Hilfe der RT-PCR die Expression von PrfA-regulierten
Virulenzgenen aus L. monocytogenes in Abhangigkeit von der Temperatur
getestet werden. Dazu wurden 30 ml BHI-Medium mit 0,2% (w/v) Aktivkohle
versetzt und anschlieRend autoklaviert (Ripio et al., 1996). Aktivkohle fangt einen
Groldteil der Nahrstoffe ab, die in BHI normalerweise vorhanden sind und imitiert
so intrazellulare Bedingungen, bei denen PrfA-regulierte Gene exprimiert werden.
Somit hangt die Konzentration an entsprechender Virulenzgen-mRNS im Medium
nur noch von der jeweiligen Inkubationstemperatur ab. L. monocytogenes EGD-e
wurde aerob in BHI mit und ohne Aktivkohle jeweils bei 37°C und bei 20°C
inkubiert, bis sich die Organismen in der logarithmischen Wachstumsphase
befanden. AnschlieBend wurden von jeder Kultur sowohl DNS als auch RNS
isoliert. In einer PCR-Reaktion ohne vorherige reverse Transkription wurde die
vollstandige Entfernung von DNS aus der isolierten RNS nach DNase-Verdau
kontrolliert und durch ein negatives Ergebnis gezeigt. DNS aus L. monocytogenes-

Reinkulturen diente in diesem Fall als Positivkontrolle (s. Abb. 7) und zudem dem
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Nachweis einer erfolgreichen PCR-Reaktion wahrend der RT-PCR. Mit Hilfe der
RT-PCR (B.17) konnte prfA-mRNS jeweils in BHlakivkonie SOWOhI bei 37°C als auch
bei 20°C nachgewiesen werden (Abb. 9).

w8 S @E & B0 | Abb. 9: plcB-RT-PCR aus L. monocytogenes EGD-e
123456 8 9 10| 1, 10: Langenstandard
- Spur |Temperatur Aktivkohle ' Nukleinsaure
S = r:' 2 I 37°C = RNSDNase—Verdau
i - 3 I 37°C + RNSpnase-verdau
| — 4 I 20°C = RNSDNase—Verdau
.- = o 5 I 20°C + RNSpnase-verdau
= 6 I 37°C = RNSDNase/RNase-Verdau
T a 7 I 37°C + RNSDNase/RNase-Verdau
= 8 |3r°C - DNS
9 | - - (Negativkontrolle)

Die hier mit L. monocytogenes-Reinkulturen erhaltenen Ergebnisse belegen die
Expression listerieller Virulenzgene bei niedrigen Temperaturen, wie sie auch in
der Umwelt vorherrschen. Daher ware es interessant, die in dieser Arbeit
etablierte Methode der RT-PCR in verschiedenen Umweltproben bzw.
Protozoenkulturen zu verwenden und auf weitere Virulenzfaktoren aus
L. monocytogenes auszuweiten, um deren Expression unter den verschiedensten
Umweltbedingungen zu testen. Dies war aber im Rahmen dieser Doktorarbeit aus

Zeitgrunden nicht mehr moglich.
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C.2.2 Untersuchungen zur Persistenz von L. monocytogenes in der Umwelt

Manche Serotypen der Art L. monocytogenes werden aus Umwelt- bzw.
Lebensmittelproben haufiger isoliert als andere. So sind z.B. Stamme, die dem
Serovar 1/2 (Genotyp |) zugeordnet werden, bedeutend haufiger in Lebensmitteln
zu finden als dies fur Vertreter des Serovars 4b (Genotyp Il) der Fall ist (Boerlin
und Piffaretti, 1991; Gilot ef al., 1996; Schonberg et al., 1989). Andererseits
werden Stamme des Genotyps |ll haufiger aus Umweltproben isoliert (Wiedmann
et al., 1997). Daher ist eine eingehende Untersuchung der Persistenz einzelner
Stamme in der Umwelt besonders hinsichtlich epidemiologischer Untersuchungen
von Interesse. Wie in B.10 beschrieben, wurden sogenannte Enclosures in
Umweltproben, die im Labor inkubiert wurden, ausgebracht, in denen sich neben
dem umgebenden Medium eine bestimmte Menge an L. monocytogenes-Zellen
befanden. Die Zellen verblieben im Enclosure, ein Austausch mit dem
umgebenden Medium war jedoch durch Bohrungen auf beiden Seiten des
Enclosures, die durch bakteriendichte Filter abgedeckt waren, moglich. Die
Behalter wurden mit Wasser und Sediment aus einem eutrophen See (Freising,
Weihenstephan) befiillt, mit 1x10° L. monocytogenes-Zellen versetzt und gut
verschlossen in einem Mesokosmos, in dem sich ebenfalls Seewasser und
Sediment befanden, bei Raumtemperatur inkubiert. Eine Negativkontrolle, in der
das Enclosure nur mit der Umweltprobe beflllt wurde, wurde ebenfalls mit
inkubiert. Nach einem Inkubationszeitraum von einer Woche wurden die
Enclosures gedffnet, die darin befindlichen Zellen geerntet und in geeigneten
Verdinnungsstufen auf Selektivmedien ausplattiert. Interessanterweise konnten
manche Stamme nach einer Woche noch detektiert werden, andere waren
hingegen nach diesem Inkubationszeitraum nicht mehr nachweisbar. Sowohl das
umgebende Seewasser als auch das Enclosure, zu dem keine Listerien zusatzlich
zugesetzt worden waren, enthielten keine plattierfahigen L. monocytogenes-
Zellen. Nach siebentagiger Inkubation waren von den untersuchten Stammen die
meisten lebenden Zellen vom Typstamm L. monocytogenes EGD (Genotyp |)
vorhanden, ebenfalls signifikant hohe Zellmengen wurden von sv 1/2b (Genotyp II)
sowie den beiden Serovaren 4a und 4c aus Genotyp III ermittelt, wohingegen aus
den beiden Genotypen | und Il die Serotypen 1/2c und 4b nicht mehr detektierbar
waren. Die Ergebnisse dieses Versuchs sind in Abb. 10 dargestellt.
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Abb. 10: Uberleben von
Vertretern der drei

L. monocytogenes-Genotypen in
einem See-Mesokosmos:
Inkubation von

L. monocytogenes-Stammen in
Seewasser eines eutrophen
Sees. KBE = Koloniebildende
Einheiten

Auf diesem Versuch aufbauend sollten weitere Umweltproben hinsichtlich der

Vermehrungsfahigkeit und Persistenz von L. monocytogenes getestet werden.

64



ERGEBNISSE

C.3 Stammspezifische Unterschiede der drei L. monocytogenes-

Genotypen in Virulenz und Wirtszellspezifitat

Die Art L. monocytogenes kann phylogenetisch in drei distinkte Gruppen
(Genotypen) eingeteilt werden. Dies konnte durch vergleichende Sequenzanalyse
einer Vielzahl von Funktions- und Virulenzgenen (Rasmussen et al., 1995; Schmid
et al., 2002; Vines und Swaminathan, 1998; Wiedmann et al., 1997) sowie durch
Pulsed-Field-Gelelektrophorese nach Restriktionsverdau genomischer
L. monocytogenes-DNS sowie weiterer geno- und phanotypischer Methoden
gezeigt werden (Audurier und Martin, 1989; Bannerman et al., 1996; Bibb et al.,
1990; Boerlin und Piffaretti, 1991; Boerlin et al., 1991; Loessner et al., 1996;
Loessner et al., 1997; Piffaretti et al., 1989). In zahlreichen Virulenzstudien konnte
zusatzlich verschiedenen L. monocytogenes-Stammen ein unterschiedliches
pathogenes Potenzial zugeordnet werden (Barbour et al., 1996; Barbour et al.,
2001; Farber und Peterkin, 1991; Langendonck et al., 1998; Tabouret et al.,
1992). Im Zusammenhang mit der Klassifizierung von L. monocytogenes in drei
distinkte Genotypen wurde in dieser Arbeit die Korrelation zwischen der
Zugehorigkeit eines Stammes zu einem bestimmten Genotyp und dessen
pathogenen Eigenschaften eingehend untersucht. Die daflr verwendeten neun
L. monocytogenes-Stamme sind in Tab. 7 aufgefuhrt und in ihrer

phylogenetischen Beziehung zueinander in Abb. 21 dargestellt.

Tab. 7: Verwendete L. monocytogenes-Stamme

Verwendete L. monocytogenes-Stamme Charakteristika

L. monocytogenes EGD-e (sv1/2a) Genotyp |, Typstamm
L. monocytogenes sv 1/2b | Genotyp |

L. monocytogenes sv 3a Genotyp |

L. monocytogenes sv 1/2b Genotyp Il

L. monocytogenes sv 3b | Genotyp Il

L. monocytogenes sv 4b Genotyp Il

L. monocytogenes sv 4a Genotyp I

L. monocytogenes sv 4c |Genotyp Il

L. monocytogenes sv 4a (SLCC 2374) | Genotyp Il
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Abb. 21: Klassifizierung von L. monocytogenes. A: Phylogenie der Gattung Listeria basierend auf
vergleichender Sequenzanalyse des iap-Gens. B: Unterteilung der verwendeten

L. monocytogenes-Stamme in drei Genotypen. Der Balken entspricht einer Sequenzhomologie von
10%.
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C.3.1 Bestimmung der Hamolyseaktivitat von L. monocytogenes

Ein gangiges Merkmal zur Unterscheidung einzelner L. monocytogenes-Stamme
ist die Aktivitat des zelleigenen Listeriolysins O, das eine zentrale Rolle im
intrazellularen Lebenszyklus von L. monocytogenes spielt. Die hamolytische
Aktivitat wird zudem als Mal fir die Virulenz eines spezifischen Stammes
angesehen (Vasquez-Boland et al., 2001).

2 ul von L. monocytogenes-Ubernachtkulturen der neun zu untersuchenden
Stamme sowie von L. innocua wurden auf Schafsblutplatten (Oxoid, Wesel)
ausgebracht und 12 bis 24 h bei 37°C inkubiert. L. innocua als apathogener
Vertreter der Gattung Listeria gilt als nicht-hamolytisch und wurde entsprechend
als Negativkontrolle eingesetzt. Durch einen Vergleich der Durchmesser der
entstandenen Lysehdfe konnten die in Tab. 6 angegebenen Naherungen
hinsichtlich der Hamolyseaktivitat einzelner L. monocytogenes-Stamme gezogen
werden. Je zwei der drei Stamme aus den Genotypen | und Il bildeten deutlich
kleinere Lysehodfe als L. monocytogenes Genotyp Il. Sehr wenig bis nicht
hamolytisch zeigten sich zu Genotyp Ill gehorige Isolate. Ein direkter
Zusammenhang zwischen Genotypzugehdrigkeit und Hamolyseaktivitat war aber

in dem hier vorgestellten Versuch nicht ersichtlich.

Tab. 6: Aktivitat des Listeriolysins O reprasentativer L. monocytogenes-Stdmme und deren
Zugehorigkeit zu drei Genotypen. -: kein Lysehof zu erkennen; +: nur leichte Aufhellung des
die L. monocytogenes-Kolonie umgebenden Agars, kein deutlicher Lysehof erkennbar; + - +++:
in Relation zueinander unterschiedlich gro3e Lysehéfe um eine L. monocytogenes-Kolonie auf
Schafsblutplatten.

Getestete Staimme Hamolyseaktivitat
L. innocua -
EGD +
2 Genotyp | sv 1/2¢c | 4+
S sv 3a +
S sv 1/2b ++
§ Genotyp Il gy 4b | et
S sv 3b ++
S sv 4a +
~ Genotyp Il | sv4c | ++

2374 (sv4a) | -
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C.3.2 Infektionsstudien mit Sauger-Zelllinien

FiUr Infektionsstudien mit Saugerzellen wurden drei verschiedene Zelllinien, die
auch im Korper wahrend einer systemischen L. monocytogenes-Infektion von
diesen Erregern befallen werden, sowie neun L. monocytogenes-Stamme
ausgewahlt. Bei den Saugerzelllinien handelte es sich um menschliche
Endothelzellen (Caco-2), Mausmakrophagen (J774) und Maushepatocyten
(Tib73). Von jedem der drei L. monocytogenes-Genotypen wurden je drei
reprasentative Vertreter unterschiedlichen Serotyps ausgewahlt (s. Tab. 7). Alle
Stamme wurden jeweils in Triplikaten getestet, und jeder Versuch wurde in

mindestens einer weiteren unabhangigen Versuchsreihe wiederholt.

C.3.21 Vermehrung der L. monocytogenes-Stamme in Tib 73-Hepatocyten

Alle verwendeten Stamme zeigten ausnahmslos eine sehr geringe Infektionsrate
in Tib 73-Hepatocyten. So konnten auch nach sechs Stunden Infektionszeit mit
einer multiplicity of infection (MOI) von 10 maximal 7x10® intrazellulare
L. monocytogenes-Zellen im Vergleich zu ca. 5x10° Wirtszellen detektiert werden
(Abb. 22-A). Diese Zellzahlen wurden nur von L. monocytogenes sv 4b erreicht,
andere L. monocytogenes-Stamme waren zu diesem Zeitpunkt teilweise nicht
mehr oder nur in geringen Mengen detektierbar. Auffallig ist, dass sich mit
Ausnahme von L. monocytogenes sv 3b alle untersuchten Stamme aus den
Genotypen | und Il im getesteten Zeitverlauf in Tib 73-Hepatocyten vermehren
konnen. Im Gegensatz dazu konnte eine Zunahme der Zellzahl bei Stammen aus
Genotyp Il nur bei L. monocytogenes sv 4a beobachtet werden. Die weiteren
getesteten Stamme aus Genotyp Il konnten ihre Zellzahl in den Hepatocyten
innerhalb des Zeitraums, in dem die Versuchsreihe durchgeflhrt wurde, nicht
erhohen. Im Allgemeinen wird hier also eine etwas verringerte Virulenz von
L. monocytogenes-Stammen aus Genotyp Il in Bezug auf Tib 73-
Maushepatocyten aufgezeigt. Dies ist in Abb. 22-B besser ersichtlich. Hier ist ein
Saulendiagramm dargestellt, das sich aus gemittelten Werten der drei pro

Genotyp verwendeten L. monocytogenes-Stamme ergibt.
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Abb. 22: Intrazellulére L. monocytogenes Zellzahlen nach O 0, E 3 bzw. B 6h Infektionszeit in
Tib73 Hepatocyten. Der Zeitpunkt, an dem Gentamicin zugegeben wurde (60 min nach
Infektionsbeginn) wurde als Zeitpunkt 0 definiert.

A: Werte jeweils gemittelt aus Triplikaten

B: Werte jeweils gemittelt aus Triplikaten und drei Stdmmen eines Genotyps

C.3.2.2 Vermehrung der L. monocytogenes-Stamme in J774-Makrophagen

Die hier verwendeten Mausmakrophagen sind ein oft eingesetztes Zellkulturmodell
fur L. monocytogenes, da sich Listerien sehr gut in diesen Makrophagen
vermehren kénnen und entsprechend hohe intrazellulare Zellzahlen erreichen.
Auch in dem hier dargestellten Versuch konnte fur alle verwendeten Stamme ein
sehr hohes Infektionspotenzial festgestellt werden (Abb. 23-A, B). Sowohl Isolate,
die durch eine hohe Virulenz charakterisiert sind (z.B. L. monocytogenes sv 4b),
als auch solche, bei denen ein niedriges Infektionspotenzial postuliert wird (z.B.
L. monocytogenes sv 4a), waren in sehr grolen Mengen in J774-Zellen
detektierbar und konnten sich Uber den untersuchten Zeitraum um teilweise mehr
als eine Zehnerpotenz in J774-Makrophagen vermehren. Es konnten keine
signifikanten Unterschiede in der Infektiositat der neun L. monocytogenes-Stamme

gezeigt werden.
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Abb. 23: Intrazellulare L. monocytogenes Zellzahlen nach O 0, @ 3 bzw.B 8h Infektionszeit
in J774 Makrophagen. Der Zeitpunkt, an dem Gentamicin zugegeben wurde (45 min nach
Infektionsbeginn) wurde als Zeitpunkt O definiert.

A: Werte jeweils gemittelt aus Triplikaten

B: Werte jeweils gemittelt aus Triplikaten und drei Stdmmen

C.3.2.3 Vermehrung der L. monocytogenes-Stamme in Caco-2-

Endothelzellen

Bei Caco-2 Zellen handelt es sich um immortalisierte menschliche
Darmendothelzellen aus einem Colonkarzinom. In den letzten Jahren konnte
gezeigt werden, dass L. monocytogenes neben M-Zellen der Peyer's Patches
auch Endothelzellen befallen kann (Daniels et al., 2000). Somit stellen diese
Zellen eine weitere Mdglichkeit fur den Erreger dar, in den betroffenen Koérper
einzudringen. Auch in diesem Fall wurden die bereits oben erwahnten
L. monocytogenes-Stamme verwendet. Interessanterweise konnte fur Stamme
aus Genotyp Il eine deutlich reduzierte Infektiositat im Zusammenhang mit Caco-
2-Zellen festgestellt werden. Intrazellulare Zellzahlen der L. monocytogenes
Serotypen 4a und 4c waren um 1,5 bis 2 Zehnerpotenzen geringer als
vergleichbare Werte von Isolaten aus Genotyp | bzw. Il (Abb. 24-A,B), was auf ein
deutlich erniedrigtes Infektionspotenzial von Genotyp Il schlielRen Iasst.

Unabhangig von der sehr viel niedrigeren intrazellularen Zellzahl von Stammen
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aus Genotyp lll konnten diese sich Uber den Zeitverlauf ebenso wie Stamme aus
den Genotypen | und Il in Caco-2-Endothelzellen vermehren und erreichten somit

nach 8 h Inkubationszeit deutlich hdhere Zellzahlen als zu Beginn des Versuchs.
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1034 THE .. e e 1ol B ] s
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KBE 0, 3 und 8h nach Infektion
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100+ — T - .
EGD1/2c 3a 1/2b 4b 3b 4a 4c 2374 Genotyp | Genotyp |l Genotyp IlI

Abb. 24: Intrazellulére L. monocytogenes Zellzahlen nach [0 0, @ 3 bzw. l 6h Infektionszeit in
Caco-2 Endothelzellen. Der Zeitpunkt, an dem Gentamicin zugegeben wurde (60 min nach
Infektionsbeginn) wurde als Zeitpunkt O definiert. Von L. monocytogenes 2374 (sv 4a) konnten
nach 6 h Inkubation keine lebenden Zellen detektiert werden. Das ist durch die niedrigen
Zellzahlen der Stamme aus Genotyp lll, die nahe an der Nachweisgrenze liegen, bedingt.

A: Werte jeweils gemittelt aus Triplikaten

B: Werte jeweils gemittelt aus Triplikaten und drei Stammen

Die Ergebnisse dieser Infektionsstudien sind in den Abbildungen 22 bis 24
dargestellt. Alle Abbildungen mit dem Kirzel B zeigen gemittelte Werte aus je drei

Vertretern der drei Genotypen.
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C.3.24 Unterscheidung zwischen Adhasions- und Invasions- bzw.

intrazellularem Verhalten mittels Zugabe von Cytochalasin D

Die Ursachen fur die deutlich verminderte intrazellulare Zellzahl von
L. monocytogenes-Stammen aus Genotyp Ill in Caco-2-Endothelzellen sollten mit
Hilfe eines Cytochalasin D-Assays detaillierter untersucht werden (s. B.8.2).
Cytochalasin D ist ein toxisches Reagens, das die Aktinumlagerung in der
Wirtszelle verhindert. L. monocytogenes kann sich demnach an Cytochalasin D-
behandelte Zellen anheften, diese aber nicht infizieren, da die von Listerien
ausgeldste Phagozytose von einer vorhergehenden Aktinumlagerung des
Cytoskeletts der Wirtszelle abhangig ist (Abedi und Zachary, 1998; Gaillard et al.,
1987). Da der Zellernte und Zellzahlbestimmung der Bakterien extensive
Waschschritte vorangehen, wird nach Zellyse der Wirtszellen ausschlieRlich die
Zahl der adharenten Bakterien bestimmt. Verringerte Bakterienzellzahlen in einem
Assay mit Cytochalasin D-behandelten Zellen deuten also auf ein beeintrachtigtes
Adhasionsvermdgen der entsprechenden L. monocytogenes-Stamme hin.
Kontrollen sollten den korrekten Ablauf des Versuchs sowie die quantitative
Hemmwirkung des Cytochalasins belegen. Im ersten Fall sollte eine herkdmmliche
Infektionsreihne ohne die Zugabe von Cytochalasin D Ergebnisse aus
vorangegangenen Versuchen bestatigen, und unter gleichzeitiger Verwendung
von Cytochalasin D und Gentamicin sollten keinerlei lebensfahige Bakterien
detektiert werden kdnnen.

Dieser Versuch wurde flr J774 sowie Caco-2-Zellen durchgefuhrt. Hinsichtlich der
getesteten Mausmakrophagen (J774) konnten keine Unterschiede im
Adhasionsverhalten der neun verwendeten L. monocytogenes-Stamme gezeigt
werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Auch bei einer Infektion von menschlichen
Endothelzellen (Caco-2), die bei herkdbmmlicher Infektion ohne Cytochalasin D-
Behandlung eine deutlich reduzierte Virulenz von L. monocytogenes Genotyp Il
aufzeigten, konnten am Adhasionsverhalten der drei verwendeten Stamme aus
Genotyp Il keine Unterschiede zu den Vertretern der beiden anderen Genotypen
gezeigt werden. Kontrollexperimente ohne Zugabe von Cytochalasin D bestatigten
aber die Ergebnisse vorangegangener Infektionsstudien, bei denen alle drei

untersuchten Stamme aus Genotyp Ill (Serotypen 4a und 4c) deutlich weniger
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invasiv gegenliber Caco-2-Zellen waren. Das deutet darauf hin, dass diese Isolate

Defekte in Invasion bzw. intrazellularer Vermehrung zeigen (Abb. 25).
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Abb. 25: Detektierte L. monocytogenes-Zellzahlen im Cytochalasin D-Assay mit Caco-2-Zellen.
Dargestellt sind Mittelwerte aus je drei Vertretern der drei Genotypen sowie den in Triplikaten pro
Stamm durchgefiihrten Versuchen. t0: L. monocytogenes-Zellzahlen von adharenten
(+Cytochalasin D) sowie adharenten und intrazellularen Bakterien (-Cytochalasin D) 1 h nach
Zugabe zu den Wirtszellen; hier erfolgte keine Gentamicin-Behandlung. t1: L. monocytogenes-
Zellzahlen nach einstiindiger Gentamicin-Behandlung (2 h nach Zugabe der Bakterien); ohne
Zugabe von Cytochalasin D: Detektion aller intrazellularen Bakterien. Unter Anwesenheit von
Cytochalasin D: Detektion intrazelluldrer Bakterien nach Gentamicin-Behandlung (hier wird die
korrekte Wirkung des Cytochalasins getestet; wenige noch Gberlebende bakterielle Zellen wie im
vorliegenden Fall kbnnen vernachlassigt werden).
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D Diskussion

D.1 Interaktionen von Listeria monocytogenes mit

Acanthamoeba sp.

Acanthamdben sind im Zusammenhang mit dem Uberleben fakultativ
intrazellularer pathogener Mikroorganismen in der Umwelt von grofl3er Bedeutung
und werden daher haufig als Modell fur die Untersuchung der Interaktionen von
Protozoen mit Bakterien eingesetzt. Eine Vielzahl von Bakterien kann sich aktiv in
Acanthamdben vermehren, einige — wie z.B. Legionella pneumophila oder
Mycobacterium avium — ziehen daraus sogar den Vorteil, ihr pathogenes Potenzial
zu verstarken und damit nach Passage in Amodben leichter den Menschen als Wirt
zu befallen (Cirillo et al., 1997; Michel et al., 1998; Rowbotham, 1986; siehe auch
A. Einleitung).

In der hier vorliegenden Arbeit wurde ein Infektionsmodell flr L. monocytogenes
ausgearbeitet und optimiert. Hierbei sollten durch eine Vielzahl von Kontrollen die
Spezifitat des Assays, die quantitative Wirkung des verwendeten Antibiotikums
sowie weitere Faktoren, die die Interaktionen zwischen L. monocytogenes und

Acanthamoeba spp. beeinflussen kdnnten, in Betracht gezogen werden.

D.1.1 Einfluss von L. monocytogenes auf die Zahl der Amobenzellen

Die Anwesenheit von L. monocytogenes scheint auf die Vermehrungsrate von
Acanthamadben laut der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche keinen
Einfluss zu haben. Die Zellzahlen der Protozoenzellen, die in den Versuchen mit
Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt wurden, waren Uber den gesamten
Versuchszeitraum gleichbleibend. Unterschiede im Vergleich zu Amodben, die
ohne die Anwesenheit von Bakterien oder mit Futterbakterien (E. aerogenes)
inkubiert worden waren, waren nicht zu verzeichnen. Auch Gréle und Form der
Amaoben war immer ahnlich der der Amoben aus den Kontrollexperimenten. Nach
einigen Tagen Inkubation encystierten einige Amobenzellen, aber auch das war in
den Kontrollen gleichermallen zu beobachten. L. monocytogenes ubte auf die
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verwendeten AcanthamoOben also weder cytopathogene noch die Vermehrung

stimulierende Effekte aus.

D.1.2 Uberleben von L. monocytogenes EGD-e in Acanthamében

Als Positivkontrolle diente in allen durchgefuhrten Versuchen der Typstamm der
Art L. monocytogenes, EGD-e. In allen Infektionsstudien zeigte L. monocytogenes
EGD-e den gleichen Kurvenverlauf, der in Abb. 16 dargestellt ist. Nach einer
kurzen Reduktion der im Gentamicin-Assay detektierbaren lebenden Zellen steigt
die Zellzahl an und erreicht ein stabiles Niveau. Uber mehrere Wochen sind dann
annahernd identische Zellzahlen von L. monocytogenes EGD-e detektierbar. Da
die eingesetzten Listerien aus in der logarithmischen Wachstumsphase
befindlichen Kulturen, die in Aliquots in Glycerin aufbewahrt wurden (s. B.5), direkt
fur den Assay verwendet worden waren, war eine vorherige Anpassung der
Listerien an das AmoObensystem nicht moglich. Eine anfanglich bendtigte
Adaptationszeit fur die Listerien kdnnte also Ursache fur die zunachst niedrigeren
detektierten Zellzahlen im Assay sein. Ebenso kdnnte aber auch eine reduzierte
Aufnahmefahigkeit der Acanthamdben ausschlaggebend flir die verminderten
Zellzahlen in den ersten Tagen des Assays sein. Acanthamoben werden axenisch,
also ohne die Anwesenheit von Futterbakterien, in nahrstoffreichen Medien
kultiviert. Zu Beginn einer Infektionsstudie wird eine geeignete Menge an
Amdbenzellen geerntet und nach mehreren Waschschritten flr die Infektion
verwendet. Intrazellular gebundene Speicherstoffe aus dem Medium kénnten auch
nach dem Waschen noch in den Amoben vorhanden sein und somit die Aufnahme
von Bakterien, die unter anderem den Protozoen als Futter dienen konnten,
verhindern. Zudem sind die im Labor kultivierten Amoben lange nicht in Kontakt
mit Bakterienzellen gewesen. Daher konnte auch fir die Acanthamdben eine
langere Anpassungszeit an das neue System vonnéten sein.

Die Ergebnisse hinsichtlich des Typstammes L. monocytogenes EGD-e sind gut
reproduzierbar und sprechen flr die Verlasslichkeit des Assays. Viele im Rahmen
der Optimierung des Amdben-Infektionsassays durchgefuhrten
Kontrollexperimente flihrten aber zu widerspruchlichen Ergebnissen, die in den
folgenden Kapiteln diskutiert werden.
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D.1.3 Probleme bei der Entwicklung des Assays

D.1.3.1 Kontrolle der Wirksamkeit des Antibiotikums Gentamicin fiir die

Abtotung aller extrazellular vorhandener Bakterien

Mit Hilfe von L. monocytogenes-Reinkulturen wurde die bendtigte Menge an
Gentamicin zur Abtdtung aller nicht intrazellular geschitzten Bakterien bestimmt
(s. C.1.2.2). Die eingesetzte Konzentration des Antibiotikums (500 pg/ml) konnte
aber in Anwesenheit von Amoben nicht ausreichen, alle im Assay befindlichen
extrazellularen Bakterien abzutéten, da von den Amdben ausgeschiedene
Stoffwechselprodukte dessen Funktion einschranken oder an die Amdben
adharierte Bakterien vor der bakteriziden Wirkung des Antibiotikums geschutzt
sein konnten. Daher wurden in 6-Well-Kulturschalen Acanthamoben wie bereits fur
den herkdmmlichen in 12-Well-Schalen durchgeflhrten Infektionsassay
beschrieben zusammen mit L. monocytogenes inkubiert. In diesem Fall war ich
auf die Verwendung dieser gro3eren Schalen angewiesen, da fur die in allen
weiteren Versuchen eingesetzten 12-Well-Schalen keine entsprechenden
bakteriendichten Filter erhaltlich waren. In diesem Versuch waren beide
Interaktionspartner durch einen bakteriendichten Filter mit einer Porengrdfie von
0,2 ym voneinander getrennt, durch den kleinere Molekule diffundieren konnten.
Somit konnte ein direkter Kontakt der Organismen und damit die Anwesenheit
intrazellular geschitzter Listerien vermieden werden. Interessanterweise waren in
den 6-Well-Schalen im Gegensatz zu 12-Well-Schalen sowohl in
Kontrollversuchen ohne die Verwendung eines Filters als auch in den Ansatzen,
bei denen ein Filter beide Interaktionspartner voneinander trennte, lebende
L. monocytogenes-Zellen detektierbar. Dies deutet zunachst darauf hin, dass
tatsachlich die Anwesenheit von Amdben eine reduzierte Wirksamkeit des
Gentamicins bewirkt. Um hier den Einfluss des verwendeten bakteriendichten
Filters bestimmen zu kdnnen, wurde ein weiterer Versuch durchgefuhrt, der eine
etwaige die Wirkung des Gentamicins einschrankende Funktion des Filters testen
sollte. Dazu wurden Listerien wie in den oben beschriebenen Versuchen in 6-Well-
Schalen mit einem Filter inkubiert, allerdings in diesem Fall ohne die Zugabe von
Acanthamoében. Kontrollversuche wurden in identischen Kulturschalen ohne Filter
durchgefuhrt. Die so behandelten Listerien wurden mit bakteriziden
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Konzentrationen des Antibiotikums Gentamicin versetzt und wie in allen
Versuchen fur vier Stunden inkubiert. Dabei konnte eine bakterizide Wirkung des
Antibiotikums nur in Abwesenheit des Filters erreicht werden (Abb. 14). Das
verwendete Filtermaterial besteht aus Aluminiumoxid, das in der Chromatographie
als hydrophiles, oxidisches Absorbens eingesetzt wird. Bei dem im Versuch
vorliegenden pH-Wert von 7,2 ist das verwendete Antibiotikum Gentamicin
geladen und kann zudem eventuell durch seine reduzierten Aminogruppen an das
Oxid binden (s. Abb. 27). Wahrscheinlich beruht also die reduzierte Wirkung des
Antibiotikums auf dessen Adhasion an das Filtermaterial und erschwert damit die
Interpretation des durchgeflhrten Versuches. Der Einfluss der Anwesenheit von
Amdben hinsichtlich der Wirkung des Gentamicins kann also mit den hier

beschriebenen Versuchen nicht eindeutig beantwortet werden.

HC O
R R'' = NHCH,
HO
A - H,S0,
HCNHR
o
0 Gentamicing K 51
HNC' C, = CH, CH,
27 {0 c, = H CH,
M, C2a = H H
NH,

Abb. 27: Strukturformel von Gentamicin-Sulfat. Zu beachten ist die groRe Zahl an Aminogruppen,

die wahrscheinlich fir die Bindung an das Tragermaterial Al,O3 verantwortlich sind.

Die in diesen Versuchen verwendeten 6-Well-Schalen erwiesen sich zudem als
weniger geeignet fur die Durchfuhrung aller weiteren Infektionsstudien, da in den
grolReren Schalen aus unbekannten Grinden generell eine schlechtere

Wirksamkeit des Gentamicins auf die Listerien erreicht wurde (s. Abb. 14).
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D.1.3.2 Kontrolle auf Vermehrungsfahigkeit von intrazellularen
L. monocytogenes in Acanthamoben durch die Entfernung von

extrazellularen Bakterien

Zu Beginn der Entwicklung des in dieser Arbeit vorgestellten Infektionsassays
wurde das optimale Verhaltnis zwischen der Zahl bakterieller und Amdbenzellen
(MOI, multiplicity of infection) bestimmt. Hierbei erwies sich eine MOI von 100 als
optimal fur die Durchfihrung des Assays. Konstant hohe detektierbare Zellzahlen
in einem Gentamicin-Assay konnten bei einer so hohen MOI auch aus der
standigen Neuaufnahme noch lebender, extrazellular vorhandener bakterieller
Zellen resultieren. Ein Teil dieser Zellen ist bei Zugabe des Antibiotikums durch
Phagocytose bereits von den Amoben aufgenommen und damit vor der
bakteriziden Wirkung des Antibiotikums geschutzt. Werden die Bakterien wahrend
der Antibiotikabehandlung bis zur Zellyse durch ,Freeze&Thaw“ von den Amdben
nicht abgetdtet, so ist immer eine relativ konstante Menge an lebenden Bakterien
detektierbar. Diese Zellzahl wirde demnach jedoch nicht die tatsachliche
intrazellulare  Persistenz  der Listerien widerspiegeln, da zu jedem
Probenahmezeitpunkt andere gerade phagocytierte L. monocytogenes-Zellen
detektiert werden wirden.

Der typische Kurvenverlauf der L. monocytogenes-Zellzahlen in einem
Infektionsversuch mit Acanthamoben weist in den ersten Tagen des Versuches
eine charakteristische Abnahme an bakteriellen Zellen auf, danach steigt die
Zellzahl aber wieder um mindestens den Faktor zehn an (s. Abb. 16). Dieser
Anstieg konnte ein Hinweis auf die intrazellulare Vermehrung von
L. monocytogenes in Acanthamdben sein. Geht man von der oben dargestellten
Theorie aus, konnte die anfanglich erniedrigte Zellzahl aber ebenso daraus
resultieren, dass die Amdben zu Beginn weniger bakterielle Zellen aufnehmen.
Acanthamdben werden axenisch in nahrstoffreichem Vollmedium kultiviert. Zu
Beginn des Versuches wird eine geeignete Menge an Amodben geerntet, mit
Page’s Saline gewaschen und anschlielend fur den Versuch in Kulturschalen
verteilt. Restmengen an Medium, die evil. intrazellular in gebundener Form
vorliegen und deshalb durch Waschschritte nicht entfernt werden kénnen, kénnten
anfangs den Amoben genugend Nahrstoffe bieten und damit die Aufnahme von

Nahrung in Form von extrazellularen Bakterien unterbinden. So waren zu Beginn
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des Versuches weniger Bakterienzellen intrazellular vorhanden und damit auch
weniger lebende Bakterien detektierbar.

Um die Aufnahme extrazellularer L. monocytogenes-Zellen nach einer ersten
Interaktion im weiteren Verlauf des Versuches zu verhindern, wurden zu Beginn
nach erfolgter Infektion samtliche im Infektionsassay extrazellular vorhandenen
Bakterien durch wiederholte Waschschritte entfernt und anschlieRend wie in B.7
beschrieben inkubiert. (Bei Infektionsversuchen mit Saugerzelllinien werden in der
Regel kurz vor der Zellernte alle extrazellularen Bakterien durch Waschen
entfernt. Dies ist bei langen Inkubationszeiten wie in dem hier beschriebenen
Assay nicht moglich, da sich die normalerweise adharenten Amdben im Zeitverlauf
zunehmend vom Schalenboden ablésen und demnach mit weggewaschen
wurden. Daher musste in diesem Fall auf spatere Waschschritte verzichtet
werden.) Da der genaue Zeitpunkt nicht bekannt ist, bei dem bei Protozoen die
Aufnahme von L. monocytogenes in den Wirt erfolgt, wurden zwei Zeitpunkte (2 h,
18 h p.i.) gewahlt, an denen alle noch extrazellular vorhandenen Bakterien entfernt
wurden. Am ersten Tag nach der Infektion konnten in den nach zwei Stunden
gewaschenen Ansatzen keine Uberlebenden L. monocytogenes-Zellen detektiert
werden, in den nach 18 Stunden gewaschenen waren hingegen mehr als 102
lebende Bakterienzellen vorhanden. Nach zwei Stunden Koinkubation kdnnte also
noch keine hinreichend grol3e Menge an Bakterienzellen die Amoben erfolgreich
infiziert oder an sie adhariert haben. Uberraschenderweise war aber beim Versuch
,2 h“ nach mehreren Tagen ein deutlicher Anstieg der Zellzahlen bis zu 10* Zellen
zu verzeichnen, wohingegen sich die Listerien nach dem Waschschritt bei 18
Stunden nicht dauerhaft intrazellular etablieren konnten. Nach acht Tagen
Inkubation waren hier keine lebenden Zellen mehr detektierbar. Um eine Erklarung
fur dieses Phanomen zu finden, wurde der Versuch bei identischen Bedingungen
wiederholt. Hier konnten nach drei Tagen Inkubation Zellzahlen, wie sie in der
ungewaschenen Kontrolle zu verzeichnen waren, auch in den nach 18 Stunden
gewaschenen Experimenten erreicht werden.

Unabhangig von den Widersprichen in beiden Versuchen wurde aber in allen
Ansatzen eine Vermehrung um mindestens den Faktor 10 beobachtet. Da alle
extrazellularen Bakterien in beiden Versuchen nach zwei bzw. 18 Stunden entfernt

worden waren, kann dieser Effekt nur durch die Vermehrung der bereits in
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intrazellularen Kompartimenten vor der Antibiotikabehandlung geschutzten
L. monocytogenes-Zellen erklart werden.

D.1.3.3 Einfluss der MOI auf die Zahl der liberlebenden L. monocytogenes-

Zellen

Die optimale MOI hangt von vielen Parametern ab, primar von den verwendeten
Organismen, aber auch vom Alter und Wachstumszustand der jeweiligen Kultur,
und muss deshalb fur jeden Versuch optimiert werden. Auch bei dem in dieser
Arbeit entwickelten Amdbenassay wurde der Einfluss der MOI auf den
Versuchsablauf und die zu ermittelnden Zellzahlen untersucht. Dazu wurde die
gleiche Menge an Amdben mit unterschiedlichen L. monocytogenes-Zellzahlen
(MOI 10", 102 und 10®) fiir 26 Tage inkubiert. Dabei erwies sich eine MOI von 100
als optimal flr den Infektionsassay, da bei einer MOI von 10 Uber den gesamten
Zeitverlauf keine stabile Infektion aufrechterhalten werden konnte, wohingegen
durch die Zugabe von 1000mal mehr L. monocytogenes- als Amdben-Zellen nicht
mehr Bakterien detektiert werden konnten als das bei einer MOI von 100 der Fall
war.

Bei keinem der bisher dargestellten Versuche konnte zweifelsfrei geklart werden,
ob L. monocytogenes befahigt ist, sich in Acanthamodben zu vermehren, da in
keinem Fall eine Zunahme der Zellzahlen im Vergleich zur urspringlich
eingesetzten Menge zu verzeichnen war. Es kdnnte sich also hier ebenso lediglich
um die intrazellulare Persistenz einiger weniger Zellen fur einen bestimmten
Zeitraum handeln. Daher wurden in einem weiteren Versuch verschiedene MOls
von 107 bis 10* verwendet. Hier sollte getestet werden, ob durch die Reduzierung
der Menge der zugegebenen Bakterien eine Nettozunahme der bakteriellen
Zellzahl erreicht werden koénnte. Es sollten also so viele bakterielle Zellen
zugegeben werden, dass eine erfolgreiche Infektion noch durch das
Vorhandensein lebender Bakterien detektiert werden kann, aber zugleich so
wenige, dass eine Vermehrung anhand der Nettozunahme der Zellzahlen erkannt
werden kann. Eine Zunahme im Vergleich zur eingesetzten Menge an
L. monocytogenes-Zellen ware der direkte Beweis flr die Vermehrung von

L. monocytogenes in Anwesenheit von Acanthamoében. Die Zellzahlen wurden
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nach einer bzw. zwei Wochen Inkubationszeit bestimmt. Bei keiner der
verwendeten MOls konnte eine Nettozunahme der bakteriellen Zellzahlen ermittelt
werden. In allen Fallen war die Zahl der lebenden Listerien um ein Vielfaches
erniedrigt, und bei sehr niedrigen MOIs von 1 oder darunter konnten nach zwei
Wochen Inkubationszeit keine Uberlebenden Bakterien mehr detektiert werden.
Uberraschenderweise wurde eine Zunahme der Zellzahlen zwischen beiden
Erntezeitpunkten (7 und 15 Tage nach Infektion) nur bei hohen MOIs (>10)
beobachtet. Beim Einsatz geringerer Mengen an L. monocytogenes-Zellen
konnten, wenn Uberhaupt, nur nach einer Woche Infektionszeit noch lebende
Bakterien bestimmt werden. Uber langere Zeitrdume gleichbleibend hohe
bakterielle Zellzahlen sprechen fur die bereits oben (D.1.3.2) erwahnte Theorie,
dass aus dem extrazellularen Milieu standig noch lebende Bakterien
aufgenommen werden, die dann mit dem verwendeten Plattierungsverfahren
erfasst werden. Stehen im umgebenden Medium bei niedriger MOI von Beginn an
weniger Bakterien zur Verfigung, kann ein solcher Kreislauf nicht Uber langere
Zeit  aufrechterhalten werden und es sind nach ausgedehnten
Inkubationszeitraumen und nach Gentamicin-Behandlung keine lebenden
Bakterien mehr detektierbar. Dieses Ergebnis steht aber im Widerspruch zu dem
oben beschriebenen Versuch, bei dem alle extrazellularen Bakterien durch
Waschschritte aus dem Assay entfernt worden waren (C.1.2.4). Hier war auch
nach Entfernung der extrazellularen Bakterien noch eine Zunahme der bakteriellen
Zellzahlen zu beobachten. Man kann aber auch hier nicht von einer Nettozunahme
der bakteriellen Zellzahlen sprechen, da in diesem Fall eine exakte Angabe der
Zahl der L. monocytogenes-Zellen, die nach dem Waschvorgang noch im Ansatz

vorhanden waren, nicht mdglich war.
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D.1.4 Einfluss von Virulenzgenen und stammspezifischen Unterschieden

auf das Uberleben von L. monocytogenes in Acanthamében

Trotz der oben dargestellten Schwierigkeiten bei der Interpretation der bei der
Entwicklung des Infektionsassays erhaltenen Ergebnisse konnten unter
Einbeziehung der jeweils mitgefuhrten Kontrollen reproduzierbare Ergebnisse
hinsichtlich der Persistenz verschiedener L. monocytogenes-Stamme in
Acanthamoben erzielt werden. Die annahernd quantitative Abtotung aller
extrazellularen L. monocytogenes-Zellen durch das Antibiotikum Gentamicin
wurde in allen im Folgenden beschriebenen Infektionsassays mittels
entsprechender Kontrollen Uber den gesamten Versuchszeitraum hinreichend
bewiesen. Zudem wurden in keinem Ansatz und bei keiner der untersuchten
Inkubationstemperaturen im Gegensatz zu L. monocytogenes lebende Zellen von
Enterobacter aerogenes ermittelt. E. aerogenes dient in der Regel als
Futterbakterium fur nicht axenisch kultivierte Amoben. Daher wurde davon
ausgegangen, dass E. aerogenes in Kokultur mit Acanthamoben nicht persistieren

kann und folglich auch nicht detektierbar ist.

D.1.4.1 Vermehrung verschiedener L. monocytogenes-Stamme in

Acanthamoben

Aufgrund der bereits beschriebenen Stammunterschiede von L. monocytogenes in
Zellkulturstudien mit humanen Zelllinien wurden mittels des Amoben-
Infektionsassays spezifische Unterschiede der drei L. monocytogenes-Genotypen
untersucht. Interessanterweise konnten hier im Gegensatz zu humanen
Zellkulturen keine Unterschiede zwischen den untersuchten L. monocytogenes-
Stammen gefunden werden. Alle Stamme konnten Uber einen langen Zeitraum in
Acanthamoben persistieren und zeigten nach wenigen Tagen Inkubationszeit den
auch bei L. monocytogenes EGD zu beobachtenden charakteristischen Anstieg
der detektierbaren Zellzahlen. Im Gegensatz zur Vermehrung in humanen
Endothelzellen (vgl. C.3.2.3) ist diese Interaktion also charakteristisch fur alle

getesteten Stamme der Art L. monocytogenes.
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D.1.4.2 Der Einfluss von Virulenzgenen auf das Uberleben in

Acanthamoben

Temperaturabhangige Expression listerieller Virulenzgene

Listerielle Virulenzgene unterliegen einer komplexen Regulation, die von
zahlreichen Faktoren abhangt. Detailliert untersucht wurde bisher der Einfluss der
Temperatur auf die Expression PrfA-regulierter Gene. Die Aktivierung von PrfA
und damit die Transkription der Virulenzgene scheint mit erhohter Temperatur
einherzugehen, wie sie auch im homoiothermen Wirt vorherrscht (Leimeister-
Wachter et al.,, 1992). Laut dieser Studie werden diese Gene erst ab einer
Temperatur von 30°C exprimiert. Neuere Studien berichten jedoch im Widerspruch
dazu von einer Expression listerieller Virulenzgene bei weit niedrigeren
Temperaturen. So konnten z.B. Wiedmann et al. (personliche Mitteilung) mit Hilfe
einer spezifischen Farbung des im Cytosol der Wirtszelle zu beobachtenden
Aktinschweifs zeigen, dass selbst in Fisch-Zellen, deren optimale
Wachstumstemperatur bei 14°C liegt, PrfA-regulierte Gene wie in diesem Fall actA
exprimiert werden. Aus diesem Grund wurde mit Hilfe der RT-PCR in der
vorliegenden Arbeit die Expression listerieller Virulenzgene in Abhangigkeit von
der Temperatur untersucht. Hierfir wurde ein Teil der mRNS des plcB-Gens
amplifiziert, das fur die Lecithinase kodiert, unter der Kontrolle von PrfA steht und
zusammen mit Listeriolysin O die Freisetzung aus dem Phagosom bewirkt.
L. monocytogenes wurde aerob in BHI-Medium bei 37°C und Raumtemperatur
inkubiert und in der spatlogarithmischen Wachstumsphase geerntet. Aufgrund der
nahrstoffreichen Zusammensetzung dieses Mediums wurden 0,2% Aktivkohle
zugesetzt. Aktivkohle fangt einen Grofdteil der in BHI vorhandenen
Wachstumsfaktoren ab und imitiert soweit Minimalbedingungen, dass die
chemische Basis fur die Expression listerieller Virulenzgene gegeben ist (Ripio et
al., 1996). Zudem koénnen bei diesem Versuchsaufbau unbekannte Faktoren, die
beispielsweise bei in vitro-Zellkulturstudien Einfluss auf die Expression von
Virulenzgenen haben, ausgeschlossen werden. Aus den so inkubierten Zellen
wurde anschliellend die gesamte RNS isoliert und die Transkription von plcB mit
Hilfe der RT-PCR analysiert. Da bei beiden Inkubationstemperaturen Amplifikate

erhalten wurden, konnte zweifelsfrei die Expression von plcB bei Raumtemperatur
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(ca. 20°C) nachgewiesen werden. Das breite Temperaturspektrum, in dem unter
der geeigneten chemischen Zusammensetzung des extrazellularen Milieus
listerielle Virulenzgene exprimiert werden, kdnnte darauf hindeuten, dass Listerien
auch in nicht homoiothermen Wirten ihre Virulenzgene einsetzen. Es stellt sich die
Frage, ob der Mensch wirklich als der eigentliche Endwirt von L. monocytogenes
anzusehen ist. In die Betrachtung geht in diesem Zusammenhang vor allem die
Tatsache ein, dass sich eine erfolgreiche Infektion in der Regel nur in
immunsupprimierten  Patienten, Kleinkindern, Schwangeren oder alteren
Menschen etabliert, wahrend bei gesunden, immunkompetenten Erwachsenen
eine Infektion durch L. monocytogenes entweder aufgrund fehlender Symptomatik
nicht erkannt oder allenfalls durch das Auftreten leichter gastrointestinaler
Beschwerden fehlgedeutet oder unterschatzt wird. Daher kdnnte der Mensch ein
.Fehlwirt von L. monocytogenes sein, der nur aufgrund des haufigen Kontaktes
mit kontaminierten Lebensmitteln so oft von Listeriosefallen heimgesucht wird. In
der Umwelt konnten weitere (niedere?) Eukaryonten die Verbreitung von
L. monocytogenes bewirken und zudem den Verlust listerieller Virulenzgene durch

Mutationen verhindern.

Einfluss von Virulenzgenen auf das Uberleben von L. monocytogenes in

Acanthamoben

Die Bedeutung der bis heute beschriebenen listeriellen Virulenzgene wurde in den
letzten Jahren basierend auf in vitro- und in vivo-Studien mit Saugerzelllinien oder
Versuchstieren wie Mausen, Ratten oder Meerschweinchen aufgeklart (z.B.
Chakraborty et al., 1992; Cossart und Lecuit, 1998; Drevets, 1998; Ireton und
Cossart, 1997; Mengaud et al., 1991a; Mengaud et al., 1991c; Raveneau et al.,
1992). Bis heute ist aber nichts Uber den Einfluss der Virulenzfaktoren auf das
Uberleben von L. monocytogenes in niederen eukaryontischen Wirten bekannt.
Durch den Besitz sogenannter Pathogenitatsinseln (Hacker und Kaper, 2000)
konnte durch die Infektion einzelliger Eukaryonten bereits lange vor der
Entstehung des Menschen die Befahigung zum intrazellularen Uberleben einiger
Mikroorganismen ausgebildet worden sein. Daher ist es von groRem Interesse, die
Uberlebensfahigkeit pathogener Organismen sowie den Einfluss der bakteriellen
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Virulenzfaktoren in diesen Wirten eingehend zu untersuchen. In der vorliegenden
Arbeit wurden L. monocytogenes-Mutanten, die durch Funktionsdefekte in
verschiedenen am intrazellularen Lebenszyklus beteiligten Genen charakterisiert
sind (s. Tab. 5), hinsichtlich ihrer Uberlebensfahigkeit und Vermehrung in
Acanthamoeba sp. UWC1 untersucht. Fast alle Mutanten konnten sich aullerst
effektiv in den Amdben vermehren, was darauf schlielen lasst, dass die in
L. monocytogenes, L. ivanovii und L. seeligeri vorhandenen Virulenzgene nicht fur
die intrazellulare Vermehrung von Listerien in Amoben bendtigt werden. Eine
Ausnahme bilden hier nur die Internaline G, H und E. Eine Nullmutation in diesen
Genen bewirkt eine signifikant eingeschrankte Vermehrungsfahigkeit in Amdben
(s. Abb. 17-C). Die Funktion von InIGHE in Saugern ist bis heute nicht genau
geklart: Mutanten, die sich durch eine Deletion im inIGHE-Gencluster
charakterisieren, sind in in vitro-Zellkulturversuchen im Vergleich zum Wildtyp
nicht beeintrachtigt, kdnnen aber nur in bedeutend geringeren Mengen in vivo in
Leber und Milz detektiert werden (Raffelsbauer et al., 1998). L. monocytogenes
besitzt zahlreiche membrangebundene und sekretierte Internaline, die alle den
Besitz Leucin-reicher Regionen (LRR) gemeinsam haben (Kajava, 1998).
Unerlasslich fur eine erfolgreiche Infektion des Menschen sind die bisher am
detailliertesten untersuchten Internaline A und B, deren Expression flr die
Adhasion und Invasion zahlreicher Zelllinien unerlasslich ist (Braun und Cossart,
2000; Drevets, 1998; Lecuit et al., 1997; Lingnau et al., 1995; Mengaud et al.,
1996). Die Funktionen aller weiteren Internaline (u.a. auch inIGHE) konnten bis
heute nur bruchstickhaft aufgedeckt werden, sie scheinen aber nur eine
untergeordnete Rolle im Infektionsverlauf zu spielen und kdnnten demnach
weitere Funktionen haben, die nicht ausschlieRlich dem intrazellularen Uberleben
im Wirt dienen (Vasquez-Boland et al., 2001).

D.1.5 Mikroskopische Untersuchung der intrazellularen Persistenz von
L. monocytogenes in Acanthamodben

Die mittels des quantitativen Gentamicin-Assays erhaltenen Werte deuten trotz
der genannten Schwierigkeiten auf ein intrazellulares Vorkommen der Listerien in

Acanthamoben hin. Aus diesem Grund wurde die intrazellulare Persistenz von
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L. monocytogenes mit Hilfe mikroskopischer Techniken genauer untersucht. Fur
diese Fragestellung wurde L. monocytogenes intrazellular in Amoben mit Hilfe
eines  konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops (CLSM) sowie  mittels
transmissionselektronenmikroskopischer Bilder nachgewiesen. Anhand der
erhaltenen Bilder konnten L. monocytogenes-Zellen in Trophozoiten sowie Cysten
nachgewiesen werden. Auch nach langen Inkubationszeitrdumen von bis zu sechs
Wochen waren noch L. monocytogenes-Zellen detektierbar. Innerhalb der Cysten
konnten die Bakterien in der Cystenwand visualisiert werden, was bisher nur fur
Mycobacterium avium gezeigt werden konnte (Steinert et al., 1998).

Die Persistenz von L. monocytogenes in Trophozoiten konnte mit Hilfe des
Transmissionselektronenmikroskops genauer untersucht werden.
Uberraschenderweise befanden sich die bakteriellen Zellen in einer Vakuole. Sie
werden dort scheinbar nicht oder nur langsam lysiert und Uberleben so auch lange
Inkubationszeitraume (s. Abb. 19). Im Gegensatz zur dieser Persistenz in Amdben
lysieren Listerien das Phagosom von humanen Zelllinien, um sich anschlieend im
Cytosol der Wirtszelle zu vermehren (Cossart et al., 1989; Gedde et al., 2000;
Marquis et al., 1995; Schwarzkopf, 1996). Die daflr bendétigten Virulenzgene
kommen laut den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen bei Acanthamoében nicht
zum Einsatz, d.h. eine Vermehrung im Cytosol der Protozoenzelle ist hier nicht
moglich, die Listerien scheinen daher keinen cytopathogenen Effekt auf die
Amoben ausuben zu konnen. Andererseits mussen Listerien ein ausgekligeltes
System entwickelt haben, das es ihnen ermdéglicht, im Phagosom der
Amdbenzelle zu Uberleben. Von vielen pathogenen Mikroorganismen wird die
Verschmelzung von Phagosom und Lysosom und damit die Lyse der
intrazelluldaren Bakterien in Protozoenzellen verhindert (Molmeret et al., 2002;
Russell, 1998), was ebenso bei L. monocytogenes in Acanthamoeba spp. der Fall
sein konnte. Das unterscheidet die Persistenz in den untersuchten Protozoen
grundlegend von der Pathogenese von L. monocytogenes in Saugerzellen und
erklart auch die lange Uberdauerung der Listerien innerhalb der Amében.

Im Gegensatz zu L. monocytogenes befinden sich E. aerogenes-Zellen in
Acanthamodben in dicht gepackten Vakuolen, die Bakterien sind hier deutlich
geschadigt, was im Einklang mit den quantitativen Untersuchungsergebnissen aus
den Infektionsassays steht. Hier konnten nie lebende E. aerogenes-Zellen

nachgewiesen werden.
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D.1.6 Zusammenfassende Betrachtungen und Ausblick

Mit den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen kann von einer dauerhaften
Persistenz von L. monocytogenes in Acanthamdben ausgegangen werden, die
intrazellulare Vermehrung der Listerien konnte jedoch nicht zweifelsfrei gezeigt
werden. Mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie wurden im
Gegensatz zu E. aerogenes Uber mehrere Wochen intakte Listerienzellen in
den Amdben nachgewiesen, was auf die Uberlebensfahigkeit von
L. monocytogenes in den Amoben hindeutet.

Da annahernd alle Virulenzgenmutanten der Art L. monocytogenes dazu
befahigt sind, in Amében zu persistieren, ist dieses Uberleben wohl nicht von
der Prasenz listerieller Virulenzgene, die fir die Pathogenese im Menschen
verantwortlich sind, abhangig. Die Interaktionen zwischen Amoben und
Listerien sind also anderer Natur als dies bei Saugern der Fall ist.
Acanthamoében sind demnach fur die Untersuchung der Evolution von
Pathogenitat und den daran beteiligten Virulenzgenen und Pathogenitatsinseln
nicht das geeignete System. Weitere Protozoen und andere niedere
Eukaryonten (z.B. Caenorhabditis elegans), die im Labor der Untersuchung
von Virulenzmerkmalen pathogener Mikroorganismen dienen, konnten hier
Aufschluss Uber das Wirtsspektrum von L. monocytogenes und den Einfluss
der vorhandenen Virulenzgene geben.

Eine Nettozunahme der Zahl an intrazellularen L. monocytogenes in
Acanthamoében konnte in den durchgeflhrten Assays nicht beobachtet werden.
Die Listerien ziehen demnach in der Umwelt keinen Vorteil aus dem
intrazellularen Vorhandensein in Amoben durch eine Vermehrung ihrer Zahl im
entsprechenden Habitat. Sie sind aber durch ihr Uberleben sowohl vor dem
Verdau durch Amdében als auch vor dem Fralddruck weiterer Protozoen

geschutzt.
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D.2 Enclosure-Experimente zur Untersuchung der

Umweltpersistenz von L. monocytogenes

Die Art L. monocytogenes kann aus aulderst vielen Habitaten isoliert werden.
Neben Lebensmitteln kann L. monocytogenes auch in signifikanten Zellzahlen aus
diversen Umweltproben wie z.B. Boden, Sullwasser oder Belebtschlamm isoliert
werden. Interessanterweise werden aus Lebensmitteln meistens
L. monocytogenes-Stamme, die dem Serotyp 1/2 2zugehorig sind, isoliert
(Schoénberg et al., 1989), wohingegen Listeriosefalle, die in der Regel auf den
Verzehr kontaminierter Lebensmittel zuruckgefuhrt werden, haufig durch das
Serovar 4b ausgelost werden (Farber und Peterkin, 1991; Mead et al., 1999). Ein
bevorzugtes Vorkommen bestimmter L. monocytogenes-Stamme in Lebensmitteln
und/oder der Umwelt ware neben Unterschieden in der Virulenz einzelner Isolate
ein  moglicher Grund fur die Beobachtung, dass nur wenige Serovare
Erkrankungen oder sogar ganze Epidemien auslésen. Daher ist eine
Untersuchung hinsichtlich der Umweltpersistenz der einzelnen L. monocytogenes-
Stamme von grolem Interesse. In dieser Arbeit wurde Wert gelegt auf
Unterschiede in der Persistenz der drei L. monocytogenes-Genotypen. Je zwei
Vertreter der drei Genotypen wurden mit Hilfe der in B.10 beschriebenen
Enclosures in einem Mesokosmos ausgebracht, die mit Seewasser sowie
Sediment aus einem eutrophen See befullt war (s. Abb. 26). Interessanterweise
waren grofde Unterschiede in der Umweltpersistenz der sechs untersuchten
Stamme zu verzeichnen, die aber nicht strikt mit der Zugehorigkeit zu einem
bestimmten Genotyp korrelierten. Beide untersuchten Stdamme des Genotyps Il
konnten nach sieben Tagen in hohen Zellzahlen aus den Enclosures isoliert
werden, wohingegen nur jeweils ein Vertreter aus den Genotypen | und I
(L. monocytogenes EGD bzw. L. monocytogenes sv 1/2b) detektiert werden
konnte. Stamme des Genotyps Il (sv 4a, sv 4c) zeichnen sich durch eine deutlich
erniedrigte Virulenz aus (Wiedmann et al., 1997; diese Arbeit), kdnnten aber laut
den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen womoglich langer in der Umwelt
persistieren als viele Stamme der anderen beiden Genotypen. Interessanterweise
konnte sich L. monocytogenes sv 4b im Enclosure nicht etablieren. Dieser Befund

deutet darauf hin, dass dieser Serotyp ein hochvirulenter Vertreter der Art
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L. monocytogenes ist, der an das Uberleben im Wirt bedeutend besser angepasst

ist als an das Uberleben in der Umwelt.

D.3 In vitro Infektionsstudien mit Saugerzelllinien

D.3.1 Die pathogenen Eigenschaften von L. monocytogenes-Geno- und
Serotypen

L. monocytogenes kann aufgrund zahlreicher Charakteristika in drei Genotypen
eingeteilt werden. Dies ist anhand vergleichender Sequenzanalyse einer Reihe
listerieller Gene, aber auch mittels Analyse des gesamten Genoms bzw. Proteoms
aus L. monocytogenes durch Pulsed-Field-Gelelektrophorese oder Multilocus-
Enzymelektrophorese ersichtlich (Boerlin und Piffaretti, 1991; Brosch et al., 1996;
Piffaretti et al., 1989; Rasmussen et al.,, 1995; Schmid et al., 2002; Vines und
Swaminathan, 1998; Wiedmann et al., 1997; s. Abb. 3). Die drei Genotypen
konnen mit der starker auflésenden Methode der Serotypisierung zur Deckung
gebracht werden. So werden Genotyp | basierend auf Flagellenantigenen (in der
Angabe des Serovars dargestellt als Buchstaben; (Seeliger und Hohne, 1979) die
Serotypen a bzw. c zugeordnet, wahrend zu Genotyp |l Stdmme, die die
Flagellenantigene b, d oder e besitzen, gehdren. Selten auftretende Stamme, die
durch den Serotyp 4a bzw. 4c charakterisiert sind, bilden eine dritte, eigene
Gruppe (Schmid et al., 2002; Wiedmann et al., 1997). Interessanterweise wird
einzelnen Serovaren auf der Basis epidemiologischer Untersuchungen ein
unterschiedliches pathogenes Potenzial zugeordnet. Die letztgenannten
L. monocytogenes-Serovare 4a bzw. 4c wurden beispielsweise bisher aus
erkrankten Patienten hochstens als Begleitflora eines weiteren Serotyps ko-isoliert
und werden deshalb als weniger virulent eingestuft (Chakraborty et al., 1994),
wohingegen Serotyp 4b aus Genotyp Il einen der virulentesten Vertreter darstellt.
Auch hier basiert diese Erkenntnis hauptsachlich auf epidemiologischen Daten, da
alle grol3eren, in den letzten Jahren dokumentierten L. monocytogenes-Epidemien
ausnahmslos auf diesen Serotyp zurtckzuflhren sind (Espaze et al., 1989; Goulet

et al., 1998; Jacquet et al., 1995; Linnan et al., 1988). Sogenannte Plaque-Assays
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in Zellkulturversuchen wiesen zudem verschiedenen L. monocytogenes-Serovaren
Unterschiede hinsichtlich ihres pathogenen Potenzials zu (Wiedmann et al., 1997).
Eine eventuelle Dominanz des Serotyps 4b gegenuber weiteren
L. monocytogenes-Serovaren in kontaminierten Lebensmitteln kénnte neben der
postulierten erhohten Virulenz ein Grund fur die haufige Zuordnung von Serotyp
4b-Stammen zu Listeriose-Ausbrichen sein. Der am haufigsten aus
kontaminierten Quellen isolierte Serotyp gehort aber der Gruppe von
L. monocytogenes-Stammen an, die durch die somatischen Antigene 1/2
charakterisiert ist (Boerlin und Piffaretti, 1991; Schonberg et al., 1989), was die
Vermutung nahe legt, dass L. monocytogenes sv 4b besser an das intrazellulare
Uberleben im Menschen angepasst ist als dies bei anderen Serotypen der Fall ist.
Die Zuordnung eines L. monocytogenes-Isolats zu einem bestimmten Serotyp
spiegelt jedoch nicht zwingend das pathogene Potenzial dieses Stammes wider.
Verschiedene L. monocytogenes-Isolate, die alle dem hochvirulenten Serovar 4b
zugeordnet sind, verhalten sich beispielsweise im Mausmodell sehr
unterschiedlich im Hinblick auf die Effizienz der Kolonisierung von Leber bzw. Milz
(Barbour et al., 1996; Barbour et al., 2001). Daher ist die Serotypisierung, obwohl
zahlreich angewendet, besonders flr epidemiologische und Kklinische
Fragestellungen nicht das geeignete System zur Bestimmung des pathogenen
Potenzials eines bestimmten L. monocytogenes-Isolats, da sich dessen Serotyp
nicht zwingend mit der Virulenz des Stammes zur Deckung bringen lasst. Im
Gegensatz dazu lasst die zwar relativ grobe, dafir aber auf weitere Stamme
Ubertragbare Zuordnung eines Stammes zu einem Genotyp Ruckschlisse auf

dessen pathogene Eigenschaften zu.

D.3.2 Die Funktion listerieller Virulenzgene und deren eventuelle

Beteiligung an der Attenuation bestimmter Stamme

In den in dieser Arbeit vorgestellten quantitativen Infektionsstudien wurde den drei
L. monocytogenes-Genotypen hinsichtlich ihrer Vermehrung in Makrophagen
sowie Leberzellen ein annahernd identisches pathogenes Potenzial zugeordnet,
wohingegen signifikante Unterschiede in der intrazellularen Zellzahl der Stamme
in menschlichen epithelialen Colonkarzinom-Zellen (Caco-2) beobachtet wurden
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(s. C.3.2.3). Alle Stamme des Genotyps Ill waren lediglich in geringen Mengen
intrazellular in Caco-2-Zellen detektierbar und somit mehr oder weniger avirulent
fur diese spezielle Zelllinie: Durchschnittlich war nur eine L. monocytogenes-Zelle
in 1000 Wirtszellen vorhanden. Mittels Cytochalasin D-Studien mit den oben
genannten Zelllinien konnte jedoch kein Defekt im Adhasionsverhalten des
Genotyps Ill beobachtet werden (s. C.3.2.4). Vertreter dieses Clusters sind also
ebenso wie alle weiteren L. monocytogenes-Stamme fahig, an die Endothelzellen
zu adharieren, konnen aber im weiteren Verlauf ihres intrazellularen Lebenszyklus
keine stabile Infektion aufrechterhalten (siehe Abb. 25).

Das attenuierte Virulenzverhalten von L. monocytogenes-Stammen des Genotyps
[l in menschlichen Darmendothelzellen kénnte einer Reihe von Virulenzgenen
zugeschrieben werden. Daher ist eine genauere Betrachtung der Funktion der
einzelnen Gene, die fiir das intrazelluldre Uberleben von L. monocytogenes im
Menschen verantwortlich sind, vonnoéten. Unterschiede in der Primarsequenz
einzelner Gene aus verschiedenen L. monocytogenes-Stammen spiegeln
eventuell teilweise deren Funktionalitat wider. Ist also ein bestimmtes Virulenzgen
eines zu untersuchenden L. monocytogenes-Stammes in seiner Primarsequenz
grundlegend verschieden von den Nukleinsduresequenzen dieses Gens in
hochvirulenten Stadmmen, und zeigt es im Gegensatz dazu starke Ahnlichkeiten
zur Sequenz eines apathogenen Stammes, so konnte das ein Hinweis auf den
Einfluss dieses Gens auf eine reduzierte Virulenz sein. Treten beispielsweise bei
L. monocytogenes Genotyp Il im Vergleich zu den Genotypen | und Il
Unterschiede in der Sequenz eines bestimmten Virulenzgens auf, so ware dessen
Einfluss auf die reduzierte Pathogenitat wahrscheinlich. Betrachtet man alle bis
heute in diesem Zusammenhang untersuchten Gene, so sind jedoch in jeder
Sequenz signifikante Unterschiede zu finden, die eine Einteilung in die
beschriebenen Untergruppen erlauben. In diesem Zusammenhang untersucht
wurden bisher die auf dem Virulenzgencluster liegenden Gene actA (Wiedmann et
al., 1997), plcA und plcB (Schmid et al., 2002), sowie an anderer Stelle auf dem
Chromosom lokalisierte Virulenzgene (inlIB, Ericsson et al., 2000; iap, Schmid et
al., 2002). Die zu beobachtende reduzierte Pathogenitdt des Genotyps Il in
menschlichen Caco-2-Zellen kann also durch diesen Ansatz nicht eindeutig einem

bestimmten Virulenzfaktor zugeschrieben werden.

92



DISKUSSION

Zahlreiche weitere Virulenzgene aus L. monocytogenes sind fur dessen
intrazellularen Lebenszyklus verantwortlich. Eine zentrale Rolle spielt hier das
Listeriolysin O, ein Hamolysin, das die Freisetzung der Listerien aus dem
Phagosom bewirkt. Transposon-Mutagenese in diesem Gen fuhrt zu avirulenten
Stammen, deren in Tierversuchen bestimmte LDs; um mehr als vier
Zehnerpotenzen erhoht ist (Cossart et al., 1989; Gaillard und Finlay, 1996;
Kathariou et al., 1987). Ahnliche Effekte werden auch bei Stammen beobachtet,
die aufgrund einer Mutation im actA-Gen nicht mehr befahigt sind, sich durch ,cell-
to-cell-spread“ in vivo im Gewebe auszubreiten (Kocks et al., 1992).
Nullmutationen in weiteren Virulenzgenen wie z.B. der Lecithinase (kodiert durch
das plcB-Gen) haben dagegen bedeutend weniger Einfluss auf die Pathogenitat
von L. monocytogenes (Raveneau et al., 1992). Die in der vorliegenden Arbeit
dargestellten Ergebnisse belegen jedoch drastische Unterschiede von bis zu drei
Grolkenordnungen in den intrazellular bestimmten Zellzahlen der untersuchten
Stamme. Dies deutet auf eine Mutation in einem bzw. mehreren ,essentiellen®
Virulenzgenen hin.

Ein geeigneter Ansatz zur Aufklarung der Funktionalitat listerieller Virulenzgene in
menschlichen Darmendothelzellen kénnte unter Umstanden darauf beruhen,
L. monocytogenes-Stamme des Genotyps Il mit auf Plasmiden lokalisierten
Virulenzgenen aus hochvirulenten Stammen (z.B. sv 4b) zu komplementieren und
damit vergleichende Infektionsstudien mit humanen Zellkulturen durchzufthren.
Sollte hier mit einem bestimmten Protein die Attenuation des verwendeten
Stammes aufgehoben werden kénnen, so kénnte so die eingeschrankte Funktion
des zelleigenen Gens gezeigt werden. Eine andere Madglichkeit, Defekte des
Genotyps Il hinsichtlich seines intrazellularen Lebenszyklus aufzudecken, besteht
in der mikroskopischen Untersuchung im Zeitverlauf eines in vitro durchgefihrten
Infektionsassays. Je nach Lokalisation des L. monocytogenes-Stammes konnen
Ruckschlisse auf das jeweilige Protein gezogen werden, das in diesem Moment

gerade bendotigt wird.

Die eingeschrankte Funktion eines Virulenzgens aus L. monocytogenes erklart
aber nicht die Unterschiede hinsichtlich der Cytopathogenitat von Stammen
gegenuber verschiedenen Zelllinien. Vertreter des Genotyps Il kdnnen sich, wie

erwahnt, kaum in Darmendothelzellen vermehren, zeichnen sich aber durch ein
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hohes pathogenes Potenzial gegenuiber Makrophagen aus. Die Signaltransduktion
in Wirtszellen, die durch eine L. monocytogenes-Infektion ausgelost wird, ist in
beiden Zelllinien identisch (Kuhn und Goebel, 1998), Makrophagen sind jedoch im
Gegensatz zu Darmendothelzellen aktiv phagocytierende Zellen. Virulente
Vertreter der Art L. monocytogenes kdnnen in der Regel ihre eigene Aufnahme
auch in nicht-phagocytische Zellen auslosen. Diese Induktion der Phagocytose
wird vor allem durch die beiden Internaline A und B hervorgerufen (Dramsi et al.,
1993; Gaillard et al., 1991; Lingnau et al., 1995), die zusammen mit mindestens
sieben weiteren Internalinen (InlC, InIC2, InID, InlE, InIF, InlIG und InIH) einer
grol3en Proteinfamilie angehdren (Dramsi et al., 1997; Engelbrecht et al., 1996;
Raffelsbauer et al., 1998). Hauptsachlich InlA und InIB scheinen fur die Aufnahme
in nicht-phagocytische Saugerzelllinien verantwortlich zu sein (Dramsi et al., 1997,
Engelbrecht et al., 1996), die InlA-vermittelte Aufnahme ist aber zusatzlich von der
Prasenz weiterer Internaline abhangig (Bergmann et al., 2002). Daher ist es
wahrscheinlich, dass diese Virulenzfaktoren eine bedeutende Rolle in der
Infektidsitat von L. monocytogenes in den in dieser Arbeit untersuchten nicht-
phagocytischen Darmendothelzellen spielen. Stamme aus Genotyp Ill kdnnten
also durch einen Defekt in einem der bendtigten Internaline nicht befahigt sein, die
Phagocytose auszuldsen, und konnen so ihre Wirtszelle auch nicht infizieren. In
vitro-Infektionsstudien, bei denen extern zugesetzte Internaline aus hochvirulenten
Stammen der Art L. monocytogenes diesen Defekt aufheben sollen, kdnnten hier

Aufschluss Uber die tatsachliche Funktion von InlA und InIB liefern.

D.3.3 Auswirkungen der Attenuation in Endothelzellen auf die Entwicklung

einer systemischen Listeriose

Aufgrund der beschriebenen Stammunterschiede wurden in dieser Arbeit
basierend auf den drei L. monocytogenes Genotypen spezifische Unterschiede in
Virulenz und Wirtszellspektrum in in vitro-Pathogenitatsstudien genauer
untersucht. Hierzu dienten Darmepithelzellen, Makrophagen und Hepatocyten als
untersuchte Zelllinien. Diese Zellen wurden ausgewahlt, da sie im Patienten
wahrend einer systemischen Listeriose von L. monocytogenes befallen werden:

Listerien gelangen in den Wirt unter anderem durch die Passage durch
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Darmepithelzellen (Daniels et al., 2000; Racz et al., 1972), aullerdem sind sie
durch die erfolgreiche Infektion von Makrophagen und weiteren immunologisch
aktiven Zellen vor der Immunabwehr des Wirts durch Antikdrper geschuitzt
(Vasquez-Boland et al., 2001). SchlieRBlich manifestiert sich eine systemische
Listeriose unter anderem durch den Befall von Leber und Milz. Bakterielle
Vermehrung findet in der Leber hauptsachlich in Hepatocyten statt, in denen die
Listerien vor der Phagocytose durch Kupffer'sche Zellen geschutzt sind. (Conlan
und North, 1992).

Die Fahigkeit der drei L. monocytogenes-Genotypen, menschliche Endothelzellen
in unterschiedlicher Auspragung zu befallen bzw. sich in diesen zu vermehren,
macht eine genauere Betrachtung des Verlaufs einer Listeriose-Erkrankung nétig.
Da L. monocytogenes in der Regel durch kontaminierte Nahrungsmittel oral
aufgenommen wird, befindet sich die Eintrittspforte in den menschlichen Korper im
Darm des Wirtes. Bisher wurden hauptsachlich M-Zellen aus den Peyerschen
Plaques fur die Aufnahme von L. monocytogenes verantwortlich gemacht (Marco
et al., 1997; Pron et al., 1998). Eine deutliche Konzentration des Inokulums an
ebendiesen Peyerschen Plaques, wie sie beispielsweise fur Salmonella, Shigella
oder Yersinia spp. beschrieben ist (Autenrieth und Firsching, 1996; Clark et al.,
1994; Jones et al, 1994; Perdomo et al, 1994), konnte aber bei
L. monocytogenes nicht beobachtet werden. Jingste Verdffentlichungen berichten
zudem von einer Assoziation von L. monocytogenes mit Endothelzellen des
Darms (Daniels et al., 2000). Die Autoren bedienten sich hier eines neuartigen in
vitro Zellkulturverfahrens, in dem die Bildung von M-Zellen aus differenzierten
Caco-2-Zellen durch Koinkubation mit aus Peyerschen Plaques stammenden
Lymphocyten induziert wird (Kerneis et al., 1997). Somit kodnnen in vitro
Bedingungen simuliert werden, wie sie auch im Darmendothel vorherrschen.
Daniels et al. konnten so den Einfluss von Endothelzellen hinsichtlich der Passage
von L. monocytogenes aus dem Lumen des Darms in den Korper deutlich
machen. Bereits 1972 konzentrierte sich eine weitere Studie auf die “epitheliale
Phase” einer L. monocytogenes-Infektion (Racz et al., 1972); hier stutzt sich die
Assoziation von Listerien mit Endothelzellen auf elektronenmikroskopische
Untersuchungen. Der Ort des Eintritts von L. monocytogenes in den menschlichen

Korper ist also bis heute nicht eindeutig geklart, man ist sich jedoch des Einflusses
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von Endothelzellen neben M-Zellen der Peyerschen Plaques in diesem
Zusammenhang durchaus bewusst.

Die oben dargestellten Ergebnisse werfen ein vollig neues Bild auf die in dieser
Arbeit ermittelten Virulenzunterschiede der drei L. monocytogenes-Genotypen in
Bezug auf menschliche Caco-2-Zellen. Geht man von der Vermutung aus, dass
diese Wirtszellen flr den Eintritt von L. monocytogenes vonnéten sind, so sind
auch die sowohl in vivo als auch mittels epidemiologischer Untersuchungen
beobachteten Virulenzunterschiede leicht erklarbar. Da Listerien der Gruppe der
intrazellularen pathogenen Organismen zugeordnet werden, konnen sie eine
erfolgreiche Infektion des Wirtes nur dann etablieren, wenn sie befahigt sind, die
erste Pforte, die in den Korper des Menschen fuhrt, erfolgreich zu passieren.
Daraus ergeben sich auch hinsichtlich der Interpretation von in vitro-
Zellkulturstudien Konsequenzen. Die starke Virulenz aller untersuchten
L. monocytogenes-Stamme in J774-Makrophagen (siehe Abb. 23) muss
beispielsweise nicht zwangslaufig auf die Pathogenitat der entsprechenden Isolate
hinweisen, da in vivo der Zugang zu weiteren Zellen des Korpers durch die

schlechte Passage durch das Darmendothel verhindert wird.
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ZUSAMMENFASSUNG

E Zusammenfassung

Die Art Listeria monocytogenes ist in erster Linie durch ihr pathogenes Potenzial im
Menschen charakterisiert. lhre nur fakultativ intrazelluldre Lebensweise ermdglicht es den
Listerien aber auch, in diversen Habitaten in der Umwelt zu persistieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Uberleben von L. monocytogenes in Protozoen der
Gattung Acanthamoeba untersucht. Ein Assay, der es erlaubt, Infektionsstudien Uber
mehrere Wochen durchzufiihren, wurde entwickelt, fir die Art L. monocytogenes optimiert
und mit zahlreichen Kontrollen abgesichert. Interessanterweise konnten alle untersuchten
zur Verfugung stehenden Virulenzgenmutanten ebenso wie Vertreter aus allen drei
L. monocytogenes-Genotypen in  Acanthamdben Uberleben. Das Uberleben in
Umweltprotozoen ist also ein Charakteristikum, das nicht von der Aktivitdt bekannter
Virulenzgene abhangt. Durch Transmissionselektronenmikroskopie infizierter Amdbenzellen
konnte gezeigt werden, dass sich L. monocytogenes-Zellen in Trophozoiten, dem
teilungsfahigen und stoffwechselaktiven Stadium der Acanthamében, im Gegensatz zur
menschlichen Wirtszelle in Vakuolen befinden, wahrend mittels konfokaler Laserscanning-
Mikroskopie die Persistenz der Listerien in Amdbencysten in der Cystenwand nachgewiesen
wurde.

Der Verlust listerieller Virulenzgene wird in Umweltisolaten, die unter Umstanden uber
langere Zeit nicht mit Wirtszellen in Kontakt waren, nicht beobachtet. Auch wenn fur die
Persistenz in Acanthamdben diese Virulenzfaktoren nicht bendtigt werden, so kdnnte doch
eine Erklarung darin liegen, dass diese Gene fiir das Uberleben in weiteren niederen
Eukaryonten bendtigt werden. In dieser Arbeit konnte die Virulenzgenexpression in
L. monocytogenes auch bei niedrigen Temperaturen durch einen RT-PCR-Ansatz und die
damit verbundene Amplifikation von mRNS des listeriellen Virulenzgens plcB gezeigt
werden.

Zudem wurde mit Hilfe von sogenannten Enclosures die Persistenz von L. monocytogenes in
der Umwelt hinsichtlich stammspezifischer Unterschiede der drei L. monocytogenes-
Genotypen untersucht. In diesem Zusammenhang konnten Vertreter des Genotyps I, die
sich durch eine niedrige Virulenz in Saugerzellen auszeichnen, durch ihre hohe
Umweltpersistenz charakterisiert werden. Im Gegensatz dazu sind einige hochvirulente
Vertreter der Art L. monocytogenes aus den Genotypen | und Il nach langeren
Inkubationsperioden nicht mehr in der Umwelt detektierbar. Diese Stdmme sind demnach
modglicherweise starker auf den Menschen als Wirt spezialisiert und kénnen in anderen

Habitaten nicht gegen niedriger virulente Stamme konkurrieren.
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In einem weiteren Versuch wurden in dieser Arbeit Genotyp-spezifische Unterschiede
innerhalb der Art L. monocytogenes hinsichtlich ihrer Virulenz in Sdugerzelllinien untersucht.
Interessanterweise sind Stamme des Genotyps Il annahernd avirulent gegenlber
menschlichen Darmendothelzellen, wohingegen in allen untersuchten Stdmmen die gleiche
Virulenz fir Hepatocyten und Makrophagen bestimmt werden konnte. Die Attenuation von
Vertretern des Genotyps Il kdnnte also bereits zu Beginn einer Infektion des Wirtes in vivo
auf eine beeintrachtige Infektiositat im Darmepithel, mit dem die Listerien durch die
Aufnahme kontaminierter Nahrung in Kontakt kommen, zurlckzufiihren sein. Die
untersuchten Stadmme sind zwar attenuiert im intrazellularen Uberleben in den
entsprechenden Endothelzellen, kbnnen aber ebenso wie Vertreter aus den Genotypen | und
Il gleichermalen effektiv an diese Wirtszellen adharieren. Dies wurde durch Untersuchungen

mit dem die Aktinumlagerung verhindernden, toxischen Agens Cytochalasin D gezeigt.
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