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1 Einleitung

1. Einleitung

Shiga-Toxin-bildende Escherichia coli (STEC) spielen als Lebensmittelerreger eine
bedeutende Rolle, da es in der Vergangenheit immer wieder zu Krankheitsféllen
durch den Verzehr kontaminierter Lebensmittel gekommen ist. Kleinkinder und altere
Personen sind aufgrund der moglicherweise auftretenden Komplikationen besonders
gefahrdet. Eine zuverlassige Nachweismethode fir STEC scheint daher unerlasslich.
Da Wiederkauer nach wie vor als Hauptreservoir von STEC gelten, ist vor allem der
Nachweis in Lebensmittel tierischer Herkunft von Bedeutung. Durch Erhitzen werden
die Bakterien bereits nach wenigen Minuten abgetdtet, weshalb insbesondere
Methoden zur Untersuchung von rohem Fleisch notwendig sind. Rohwurst und
unzureichend erhitztes Hackfleisch sind hier als mdgliche Infektionsquellen zu

nennen.

Im Labor des Lehrstuhls fir Hygiene und Technologie Lebenmittel tierischen
Urspungs finden derzeit eine nicht-akkreditierte PCR-Methode zum Screenen von
Lebensmittelproben auf das Vorkommen der Shiga-Toxin- (stx) Gene von STEC
Anwendung. Diese Methode erlaubt die schnelle molekularbiologische
Identifizierung, stellt jedoch keine geeignete Methode zur gezielten Isolierung von
STEC dar, da sich die stx-produzierenden Stdmme von anderen E. coli-Stdmmen

phanotypisch nicht unterscheiden lassen.

Die DNA-Kolonie-Hybridisierung, die als molekularbiologische Methode ebenso wie
die PCR auf dem Nachweis der stx-Gene von STEC beruht, bietet den Vorteil dass
eine Isolierung und nachfolgende Charakterisierung der Bakterien mdglich ist. Die
auf einem Agar gewachsenen Kolonien werden auf eine Membran tbertragen und
die DNA freigesetzt, fixiert und mit einer spezifischen Sonde hybridisiert und dadurch
die stx-Gene detektiert. Positive Membran-Signale koénnen Kolonien der
ursprunglichen Platte zugeordnet werden und die entsprechenden stx-positiven
Kolonien stehen einer Subkultivierung sofort zur Verfiigung. Ziel dieser Arbeit war es
daher, ein DNA-Kolonie-Hybridisierungsverfahren zum Nachweis von STEC in

Hackfleisch fir den Einsatz im Routinelabor zu etablieren und validieren.



2 Literatur

2. Literatur

2.1. Shiga-Toxin-bildende Escherichia coli (STEC)

2.1.1. Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) wurden erstmals 1885 von Theodor von Escherich
beschrieben (WANI et al. 2004). Bei diesen gramnegativen Bakterien handelt es sich
um eine Spezies des Genus Escherichia innerhalb der Enterobacteriaceae-Familie
(NATARO und KAPER 1998). Das Kauffmann-White-Schema fur die Einordnung von
Salmonella bildet in modifizierter Form auch die Grundlage zur Einteilung von E. coli
in Serogruppen (NATARO und KAPER 1998, SELBITZ 2002). Die Einteilung erfolgt
basierend auf den O- und H-Antigenen der Mikroorganismen (WANI et al. 2004). Die
somatischen O-Antigene bestimmen die Serotypen (NATARO und KAPER 1998).
Bei diesen Antigenen handelt es sich um Polysaccharidketten des Lipopoylsaccharid
(LPS) -Komplexes der &auReren Membran (KAYSER und BOTTGER 2005).
Bestimmte Serotypen koénnen mit bestimmten klinischen Symptomen assoziiert
werden, wobei nicht die Antigene flr eine Virulenz verantwortlich sind. Die flagellaren
H-Antigene sind Proteine (KAYSER und BOTTGER 2005), welche nur bei
begeil3elten Zellen exprimiert werden (SELBITZ 2002). Besitzt ein Stamm keine
Gei3el und somit auch kein H-Antigen, so bezeichnet man es als H (H minus)
(HEIRENHUBER et al. 2005).

Die Spezies E. coli ist Bestandteil der Normalflora des Darmtraktes bei Mensch und
Tier (WANI et al. 2004). Einige E. coli sind jedoch pathogen und kénnen zu
Infektionen fuhren. Neben Infektionen des Harnapparates sowie Sepsis und
Meningitis spielen pathogene E. coli eine bedeutende Rolle als Erreger von
Durchfallerkrankungen (NATARO und KAPER 1998). Als mukosale Pathogene
besiedeln sie dabei den Darm indem sie die intestinale Mukosa - trotz Peristaltik und
Konkurrenz um Nahrstoffe mit der Normalflora — kolonialisieren. Diese Eigenschaft
ist das konservierteste Charakteristikum von E. coli-Stammen. Die Erreger fuhren zu
einer Schéadigung ihres Wirtes (NATARO und KAPER 1998). Dabei kdnnen einige E.
coli unterschiedliche hitzelabile und hitzestabile Toxine wie beispielsweise Shiga-
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Toxine produzieren, die auf den Gastrointestinaltrakt einwirken (O’BRIEN und
HOLMES 1987).

Enterovirulente E. coli werden in zahlreiche Pathovare unterteilt (WANI et al. 2004).
ETEC (enterotoxische E. coli) sind Verursacher bakterieller Durchfallerkrankungen
v.a. in Dritte-Welt-Landern und bedeutende Reisediarrho-Erreger (KARMALI 1989).
Sie heften sich an die Mukosa des Duinndarms und produzieren hitzelabile und/oder
hitzestabile Toxine. EPEC (enteropathogene E. coli) heften sich ebenfalls an die
Dunndarmmukosa und fihren hier zur Schadigung der Mikrovilli. Allerdings sind sie
nicht invasiv und produzieren keine Toxine (O'BRIEN und HOLMES 1987). EIEC
(enteroinvasive E. coli) fihren zu einem Dysenterie-dhnlichen Syndrom ahnlich wie
Shigella dysenteria (S. dysenteria) (KARMALI 1989). Sie penetrieren die
Epithelzellen im Darm und vermehren sich dort (O'BRIEN und HOLMES 1987).
EHEC (enterohamorraghische E. coli, STEC) koénnen ebenfalls ein Zytotoxin
produzieren (SLT, Shiga-like Toxin) (GYLES 2006) und fuhren neben wéssrigen und
blutigen Durchféllen zuweilen zu lebensbedrohlichen Komplikationen. Diese kénnen
in Form einer hamorrhagischen Kolitis (HC) oder des hamolytisch-uramischen
Syndrom (HUS) auftreten (GYLES 2006, KARMALI et al. 1989, NATARO und
KAPER 1998, TARR et al. 2005, AMMON et al. 1997).

2.1.2. Allgemeines zu STEC
KONOWALCHUK et al. (1977) und O'BRIEN et al. (1977) beschrieben, dass isolierte

Toxine verschiedener E. coli-Stamme in kultivierten Vero- (Nierenzellen von
afrikanischen Griinen Meerkatzen) und HelLa- (menschliche Zelllinie, aus einem
Zervixkarzinom etabliert) Zellen zytopathische Effekte hervorrufen (WANI et al.
2004). Diese Toxinwirkung unterschied sich von den bereits bekannten nicht-
zytopathischen Effekten der hitzelabilen ETEC-Enterotoxine. Aufgrund dieser
Beobachtung bezeichnete man die Toxine als Verotoxine (VT) und die
produzierenden Organismen als Verotoxin-bildende E. coli (VTEC) (KARMALI 1989,
WANI et al. 2004).

Zur gleichen Zeit wurde beobachtet, dass die gleichen Toxine mit einem aus

Kaninchen gewonnenem Antitoxin fur das S. dysenteria Typ 1-Toxin neutralisiert

werden konnten (NATARO und KAPER 1998, O'BRIEN und HOLMES 1987). Die

neutralisierbaren Toxine wurden daher SLT1 (Shiga-like Toxin) genannt. Als SLT 2
3
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wurden die Toxine bezeichnet, die auf Verozellen zytopathische Effekte hervorriefen,

aber nicht mit dem Antitoxin neutralisierbar waren (O’'BRIEN et al. 1987).

Die zeitgleiche Entdeckung dieses Toxins von verschiedenen Wissenschaftlern
resultierte in zwei unterschiedlichen Nomenklaturen (NATARO und KAPER 1998).
Die Begriffe Verotoxin und Shiga-like-Toxin kdnnen daher synonym verwendet
werden. E. coli-Stamme welche dieses Toxin produzieren werden demnach als VT-
bildende (VTEC) oder SLT-bildende (STEC) E. coli bezeichnet. (KARMALI 1989).
CALDERWOOD et al. (1996) schlugen die Bezeichnung Shiga-Toxin (Stx) fur alle
Zytotoxine vor, daher wird heute von Stx und nicht mehr von SLT gesprochen.

Die Benennung EHEC bezieht sich auf Stamme, die stx (Shiga-Toxin-Gene) besitzen
und beim Menschen HC und HUS verursachen koénnen. Dieser Begriff beinhaltet
demzufolge einen klinischen Bezug, der im Begriff STEC nicht zwingenderweise
enthalten ist (NATARO und KAPER 1998). Daher sind nicht alle STEC-Stdmme
obligat pathogen, alle EHEC-Stamme hingegen schon (HEIBENHUBER et al. 2005).
Im Folgenden wird die Bezeichung STEC fur alle stx-positiven E. coli verwendet, die
Bezeichnung EHEC hingegen nur, wenn Bezug auf eine menschliche Erkrankung

genommen wird.

Beim Menschen konnen EHEC-assoziierte Erkrankungen sporadisch als
Einzelerkrankungen oder als Ausbruch mit mehreren Krankheitsfallen aufgrund des
Verzehrs kontaminierter Lebensmittel auftreten. Die meisten Patienten entwickeln
zunachst wassrigen Durchfall, der nach ein bis zwei Tagen in blutigen Durchfall und
HC, meist assoziiert mit Bauchschmerzen, tibergeht (PATON und PATON 1998). Als
lebensbedrohliche Komplikation kann es zur Entwicklung von HUS kommen. Diese
Erkrankung ist durch akutes Nierenversagen, mikroangiopathische hamolytische
Andmie und Thrombozytopenie gekennzeichnet. Einige HUS-Patienten entwickeln
zudem noch neurologische Symptome (ETHELBERG et al. 2005, LYNN et al. 2005,
PATON und PATON 1998). Bei 30% der Uberlebenden kommt es zu permanenten
Schaden wie chronischem Nierenversagen, Hypertension und neurologischen
,Defiziten®. Schwerwiegende Erkrankungsfalle, so auch die Thrombotisch
Thrombozytopenische Purpura, betreffen vor allem Kinder und altere Menschen,
aber auch asymptomatische Trager von STEC sind beschrieben worden (BEUTIN et
al. 1998, HONG et al. 2009, PATON und PATON 1998). Diese konnen als

Infektionsquellen fur Kontaktpersonen fungieren. Die Wahrscheinlichkeit, dass
4
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asymptomatischen Trager STEC ausscheiden und ubertragen ist jedoch wesentlich
geringer als bei erkrankten Personen (PARRY und SALMON 1998).

Epidemiologisch ist nach wie vor E. coli des Serotyps O157:H7 flir eine grol3e Anzahl
an Infektionen beim Menschen verantwortlich, aber auch 026:H11, O111:H,
0145:H", O45:H2 oder O4:H" sind bedeutsame Serotypen. lhre Verteilung variiert
geographisch: in Kanada und den USA sind die Mehrzahl (USA: >80%) der von
HUS-Patienten isolierten EHEC O157:H7, in Osterreich und Deutschland hingegen
sind 43% nicht-O157:H7, in Australien ist O111 die haufigste Variante (WANI et al.
2004). Bei einer Studie die sich mit 47 EHEC-Ausbrichen zwischen 1992 und 1996
in Europa befasste, konnte bei 42 der Ausbriche O157:H7 als verursachender
Serotyp nachgewiesen werden. Des Weiteren wurden bei dieser Untersuchung die
Serotypen 0111:B4, 0111:B14, 086 und 0103 isoliert (AMMON 1997).

Im Zusammenhang mit Erkrankungen beim Tier ist die Odemkrankheit bei
Absatzferkeln zu nennen, welche mit einer Subvariante des Shiga-Toxins 2 (Stx 2),
dem Stx 2e, assoziiert ist (KARMALI 1989). Die Erkrankung wurde erstmals 1932
beschrieben (SHANKS 1938) und fiihrt beim Ferkel zu typischen Odemen im
Kopfbereich, insbesondere an Augenlidern und am Nasenrlicken. Des Weiteren
treten Anorexie und neurologische Storungen wie Koordinationsproblemen und
Paralysen auf (KARMALI 1989). Bei anderen Tierarten treten in der Regel keine
Krankheitssymptome auf. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass die Erreger
uber eine langere Periode (mehrere Wochen) im Rind persistieren kdnnen und mit
dem Kot ausgeschieden werden. QUANTRELL et al. (2004) konnten nachweisen,
dass E. coli O157:H7 lediglich den Endabschnitt des Rektums kolonialisieren, was
ein moglicher Grund fur das Ausbleiben einer Entztindungs- und Immunreaktion sein

kdénnte.

2.1.3. Vorkommen von STEC

Rinder gelten als Hauptreservoir von STEC (GYLES 2006), sie sind die direkte oder

indirekte Quelle der meisten humanen Infektionen (QUANTRELL et al. 2004). Neben

der Isolation aus Rindern (ARTHUR et al. 2002, BEUTIN et al. 2003, FREMAUX et

al. 2006, JOHNSON et al. 2001, KUHNERT et al. 2005, MAYRSHOFER 2005,

MEICHTRI et al. 2004, SAMADPOUR et al. 1990, SUTHIENKUL et al. 1990) wurde

der Mikroorganmismus ebenfalls mehrfach bei Schafen und Ziegen nachgewiesen
5
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(BEUTIN et al. 1995, BLANCO et al. 2002, DJORDIEVIC et al. 2001, JOHNSON et
al. 2001, NOVOTNA et al. 2005). Ebenso wurde STEC beim Schwein (BEUTIN et al.
1995, GANNON et al. 1988, JOHNSEN et al. 2001, WANI et al. 2004) sowie bei
diversen Zootieren (Rehen, Antilopen, Yacks, Alpacas, Lamas und Nagern)
(LEOTTA et al. 2006) und Hunden und Katzen (BEUTIN et al. 1993) gefunden.

Die Pravalenz beim Rind liegt fur STEC zwischen 21,1 und 82,5 % (Tab. 1). Beim
Schaf lagen die Werte zwischen 25,0 und 88,0 %. In Proben von Ziegen konnte der
Erreger in 50,0 bis 65,5 % der Félle nachgewiesen werden. Beim Schwein lagen die
positiven Ergebnisse zwischen 0 und 70,0 %. Eine Studie von JOHNSON et al.
(2001) die sich auf den Nachweis des Serotyps O157:H7 beschrankte, wies den
Erreger bei 0,19 % der untersuchten Rinder, bei 0,1 % der Schweine und keinem der
Schafe nach. BLANCO et al. (2003) konnte bei 0,04 % beprobter Schafe diesen
Serotyp auffinden.
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Tab. 1: STEC-Pravalenzen bei Wiederkduern und

Schweinen
Quelle Land Pravalez | Art der Tierart Pravalenz
von: Probe [%]
(Gesamt-
zahl)
ARTHUR et al. USA nicht- Schlacht- | Rind 53,9
2002 0157 korper (180/334)*
bzw.
8,3
(27/326)?
BEUTIN et al. 1993 | Deutschland, | STEC Kotproben | Schwein 7,5
Danemark (9/120)
Rind 21,1
(30/142)
Schaf 66,6
(80/120)
Ziege 56,1
(37/66)
BLANCO et al. Spanien 0157:H7 | Darm- Schaf 0,04
2003 spulung (5/1300)
nicht- 36,0
0157:H7 (462/1300)
FEGAN und Australien STEC Kotproben | Schaf 88,0
DESMARCHELIER (127/144)
1999
FRATAMICO et al. | USA STEC Kotproben | Schwein 70,0
2004 (484/687)
FREMAUX et al. Frankreich STEC Kotproben | Rind 35,0
2006 (145/1309)
JOHNSON et al. Norwegen O157:H7 | Darminhalt | Rind 0,19
2001 (3/1541)
Schwein 0,1
(2/1976
Schaf 0
(0/665)
KUHNERT et al. Schweiz STEC Kotproben | Rind 57,6
2005 (514/966)
MAYRSHOFER Deutschland | STEC Kotproben | Rind 48,6
2005 (120/247)
MEICHTRI et al. Argentinien | STEC Kotproben | Rind 69,0
2004 (138/200)
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Quelle Land Pravalez | Art der Tierart Pravalenz
von: Probe [%]
(Gesamt-
zahl)
NOVOTNA et al. Jordanien STEC Darm- Schaf 25,0
2005 spuilung (8/32)3
bzw. 57,1
(8/14)*
Ziege 65,5
(19/29)3
bzw. 50,0
(9/18)*
SAMADPOUR et USA STEC Kotproben | Rind 30,0 (9/28)
al. 1990
SUTHIENKUL et Thailand STEC Darm- Schwein 0
al. 1990 spulung (0/201)
Rind 40,0
(58/145)°
Kotprobe 82,5
(33/40)5
Schlacht- 22,0
kérper (11/50)°

'= vor Eviszeration

’= nach Eviszeration

®= Intensivhaltung

“= Extensivhaltung

°= berechnet mit Hilfe der Literaturangaben

In die Lebensmittelkette gelangt STEC durch Kontamination der Schlachtkérper mit

Faezes oder Darminhalt beim Schlachtprozess (WANI et al. 2004). Tabelle 2 zeigt

einige Untersuchungen zur Pravalenz von STEC in Rind-, Lamm-, Schweine- und

Hahnchenfleisch. Die ermittelte Pravalenz in Rindfleischproben lag zwischen 0 und
26 % fur STEC (AUVRAY et al. 2007, BARLOW et al. 2006, BERGAMINI et al. 2007,
GOMEZ et al. 2002, SAMADPOUR et al. 1994, SAMADPOUR et al. 2002,
SAMADPOUR et al. 2006) und zwischen 0,17 und 1,2 % fir die Serogruppe 0157
(CAHED et al. 2003, ROLDAN et al. 2007, SAMADPOUR et al. 2006). Die Pravalenz
von STEC lag bei untersuchten Lammfleischproben zwischen 55 % (BARLOW et al.
2006) und 48 % (SAMADPOUR et al. 1994), bei Schweinefleisch lag sie bei 17
(BARLOW et al. 2006) bzw. 18 % (SAMADPOUR et al. 1994). In Hahnchenfleisch
wurde STEC in den in der Tabelle angefuhrten Studien nicht nachgewiesen
(BARLOW et al. 2006, CAHED et al. 2003). Des Weiteren konnten STEC auch
bereits in Putenfleisch, Fisch und Morcilla (argentinischer Blutwurst) (OTEIZA et al.
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2006, SAMADPOUR et al. 1994) sowie in Milch und Késeprodukten (GOMEZ et al.
2002, REY et al. 2006, ROLDAN et al. 2007, STEPHAN et al. 2008) gefunden
werden. Es wurde ebenso von Ausbrichen berichtet welche mit kontaminiertem
Blattgemiise assoziiert wurden (MANDRELL 2007). Aber auch Ubertragungen von
Mensch zu Mensch und fakal-orale Wege wurden beschrieben (WANI et al. 2004,
AMMON 1997). Des Weiteren wurde von Infektionen durch kontaminiertes
Trinkwasser berichtet AMMON 1997).
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Tab. 2: Pravalenzen von STEC und E. coli O157:H7 in
Lebensmittelproben

Quelle Land Pravalenz Art der Probe Pravalenz [%]
von (Gesamtzahl)
ADWAN et al. | Israel STEC Rindfleisch 14,7 (44/300)
2004
AUVRAY et al. | Frankreich | STEC Rinder- 16 (21/164)
2007 hackfleisch
BARLOW et Australien STEC Rinder- 26 (21/164)
al. 2006 hackfleisch
Lammfleisch? 55 (152/279)
Schweinefleisch® | 17 (1/6)
Hahnchenfleisch | 0 (0/54)
BERGAMINI Brazilien STEC Rinder- 3,5 (4/114)
et al. 2007 hackfleisch bzw. o
(0/136)"
CAHED et al. | Belgien 0157:H7 Rinder- 0,17 (4/2341)
2003 hackfleisch
Schweine- 0 (0/159)
hackfleisch
Hahnchenfilet 0 (0/181)
GOMEZ etal. | Argentinien | STEC Gefrorene 8,4 (8/95)
2002 Hamburger
MORA et al. Spanien STEC Rinder- 12 (95/785)
2007 hackfleisch
ROLDAN et al. | Argentinien | O157:H7 Rinder- 1,2 (3/250)
2007 hackfleisch
SAMADPOUR | USA STEC Rinder- 3,5 (6/1750)
et al. 2006 0157 hackfleisch 1,1 (20/1750)
SAMADPOUR | USA STEC Rinder- 16,8 (45/296)
et al. 2002 hackfleisch
SAMADPOUR | USA STEC Rinder- 23 (14/60)
et al. 1994 hackfleisch
Lammfleisch 48 (10/21)
Schweinefleisch | 18 (9/51)
Hahnchen 12 (4/33)

'= Proben von zwei verschiedenen Regionen

2= Lammkotelets, Lammhackfleisch

3= Schweinewtrstchen, Schweinehackfleisch

2.1.4. Shiga-Toxine

Das definierende Charakteristikum von STEC sind die Toxine Stxl1 und Stx2
(NATARO und KAPER 1998). Das STEC-Holotoxin (ca. 70 kDa) besteht aus einer A-
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Untereinheit (32 kDa) und funf B-Untereinheiten (je 7,7 kDa) (PATON und PATON
1998, WANI et al. 2004). Der grundlegende Aufbau der A-und B-Untereinheit ist bei
allen Vertretern von STEC konserviert (NATARO und KAPER 1998).

Die A-Untereinheit besteht aus einem A;- (28 kDa) und einem A,-Peptid (4 kDa),
welche Uber eine Disulfidbrticke verbunden sind. Das A;-Peptid besitzt enzymatische
Aktivitat (N-Glykosidase-Aktivitat). Das A,-Peptid dient als Verbindungsstiick mit den
B-Untereinheiten (NATARO und KAPER 1998). Der Hauptrezeptor ist hierbei
Globotriaosylceramid (Gbs) (PATON und PATON 1998, NATARO und KAPER 1998).
Betroffen sind Zellen die Gbs-Rezeptoren besitzen, wie endotheliale Zellen und
intestinale Zellen (NATARO und KAPER 1998). Auch kommt Gb; als
Bindungsglykolipid auf Vero-Zellen vor (KARMALI 1989). Ebenso findet sich dieser
Rezeptortyp auf HelLa-Zellen. Die mit der Ferkel-Odemkrankheit assoziierte Stx2-
Variante, Stx2e, bindet jedoch mit einer weitaus geringeren Affinitdt an HelLa-Zellen
als an Vero-Zellen (WANI et al. 2004). Dies ist darin begrindet, dass diese
Subvariante vorwiegend an Globotetraosylceramid- (Gb,) -Rezeptoren bindet und
diese auf HelLa-Zellen nicht vertreten sind. Daher werden HelLa-Zellen seltener fir
den Stx-Nachweis eingesetzt (NATARO und KAPER 1998, PATON und PATON
1998). Jedoch kann Stx2e mit dem Antiserum gegen Stx2 neutralisiert werden
(KARMALLI 1989). Tabelle 3 zeigt Eigenschaften zur Differenzierung der Stx.

Tab. 3: Eigenschaften zur Unterscheidung von Stx (nach
DELORME 2008)

Toxin Zytotoxische Neutrali- Kodierung Toxin-

Aktivitat in sierung mit Rezeptor

Zellkultur: Antitoxin

gegen:

Vero | HeLa | Stx1 | Stx2
S. dysenteria Typ 1 + + + - Chromosom Gb3
Stx1, c, d + + + - Phage Gb3
Stx2 + + - + Phage Gb3
Stx2c + - - + Phage Gb3
Stx2d (+) - - + Phage Gb3
Stx2e + - - + Chromosom Gb4
Stx2f + - - + Phage Gb3
Stx2g + + - + Phage Ghb3
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Nach Bindung der Toxine an die Zellmembran werden diese durch einen Prozess der
Rezeptor-mediierten Endozytose in das Zellinnere aufgenommen. Im Zytoplasma
wird das Toxin anschlielend aus dem endosomalen Vesikel freigesetzt (PATON und
PATON 1998). Die A-Untereinheit wird transloziert und die N-Glykosidase-Aktivitat
des A;-Peptids entfernt einen Adenin-Rest an der eukaryotischen ribosomalen 28S
RNA (NATARO und KAPER 1998). Dadurch wird die Peptid-Elongation der
Proteinsynthese inhibiert, was letztendlich zum Zelltod fuhrt (PATON und PATON
1998).

Stx bestehen aus zwei Hauptgruppen, die immunologisch nicht kreuzreagieren: sie
werden als Stx1 und Stx2 bezeichnet (NATARO und KAPER 1998). Ein STEC-
Stamm kann nur Stx1, nur Stx2 oder beide Toxine produzieren (WANI et al. 2004).
Kodiert werden die Toxine durch die stx-Gene (stxl, stx2), welche auf 2
verschiedenen Bakteriophagen liegen (NATARO und KAPER 1998, PATON und
PATON 1998, WANI et al. 2004). Die stxl- und stx2-Gene haben ca. 55 %

Aminosauresequenz-Ubereinstimmung zueinander (WANI et al. 2004).

Stx1 ist identisch mit dem Shiga-Toxin von S. dysenteria Typ 1 (NATARO und
KAPER 1998, WANI et al. 2004). Bei einigen Stx1-Stammen liegt lediglich eine
Variation einer Aminoséure vor (PATON und PATON 1998, WANI et al. 2004). Bei
Stx2 hingegen kommen Unterschiede von mehreren Aminoséauren vor (NATARO und
KAPER 1998), so dass mehrere Sequenzvarianten unterschieden werden kénnen
(WANI et al. 2004). Im Zusammenhang mit menschlichen Infektionen wird Stx2 als
bedeutsamer als Stx1 eingestuft (PATON und PATON 1998, WANI et al. 2004). Eine
mdogliche Erklarung ist darin zu sehen, dass die Transkription von Stx1 von
Wirtsfaktoren wie der Eisenverfligbarkeit abhangt und das Eisenlevel im Darm
niedrig ist (PATON und PATON 1998). Stx2 hingegen wird unabhangig vom
Eisengehalt transkribiert (WANI et al. 2004).

2.1.5. Weitere Virulenzfaktoren von STEC

Multiple Virulenzfaktoren (Tab. 4) tragen zur Pathogenitat von STEC bei. Eine

Hauptdeterminate der Virulenz ist die Fahigkeit, an intestinale Zellen zu binden und

so den Darm zu kolonialisieren (WANI et al. 2004). Behilflich sind dabei

Adharenzfaktoren, die sich auf der Oberflache der Mikroorganismen befinden und die

Anheftung an Zielzellen erméglichen (SELBITZ 2002). Sie fuhren dazu, dass einige
12
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STEC-Stamme ,Attaching and Effacing Lesions” (AE) in Enterozyten verursachen
konnen. Die Bakterien heften sich hierbei an die Mikrovilli und es findet eine
Signaltransduktion in den Enterozyten statt, die zu einer Aggregation des
zytoskelettalen Aktins und damit zur Zerstérung der Mikrovilli fihrt. Der Prozess wird
durch bakterielle Proteine mediiert, die im LEE (Locus of enterocyte effacement) in
der sogenannten Pathogenitatsinsel kodiert sind (WANI et al. 2004). LEE ist im E.
coli-Chromosom enthalten. Das Outer Membrane Protein (OMP) Intimin, welches
auf dem eae-Gen (E.coli-attaching-and-effacing-Gen) im LEE von E. coli O157:H7
kodiert ist, konnte an AE-L&asionen beteiligt sein (NATARO und KAPER 1998, WANI
et al. 2004). Das Intimin mediiert die Anheftung der Bakterien an die Enterozyten.
Allerdings besitzen nicht alle, von Patienten mit HUS und HC isolierten, STEC-
Stdmme LEE. Daraus lasst sich schlieR3en, dass Intimin fir die humane Virulenz nicht
essentiell ist (WANI et al. 2004). Zusatzlich zu den Adharenzfaktoren sind weiter
Virulenzfaktoren auf dem LEE kodiert. Das tir-Gen (translocated intimin-receptor-
Gen) kodiert einen Intimin-Rezeptor. Die Sekretion des Esp-Proteins wird durch
das esp-Gen (E. coli secreted protein-Gen) bedingt. Dieses Protein ist an der
Initierung einer Signaltransduktion beteiligt, welche letzendlich zu AE-L&sionen
fuhren. Ebenso im LEE kodiert ist das Typ-lll-Sekretionssystem, welches fir die
Sektrektion und Translokation des eben genannten Proteins verantwortlich ist
(PATON und PATON 1998).

Ein weiterer Virulenzfaktor der an der Entwicklung eines wassrigen Durchfalls zu
Beginn einer STEC-Infektion beitragen konnte, ist ein hitzestabiles Enterotoxin
EAST1. Es wird durch das astA-Gen kodiert (PATON und PATON 1998).

Enterohamolysin ist ein Virulanzfaktor, der auf einem 60 MDa-Plasmid kodierte ist
(WANI et al. 2004). Urspringlich wurde er bei einigen EPEC-Stdmmen gefunden
(BEUTIN et al. 1988) und spater auch bei STEC-Stammen nachgewiesen (BEUTIN
et al. 1989). Auf bestimmten Blutagar-Platten unterscheidet sich dieses
Enterohamolysin in seiner Inkubationszeit (20-24 h bei +37 °C) und der Morphologie
der Hamolysezone (triber und kleiner) von den durch das E. coli-HaAmolysin
verursachten Veranderungen (BEUTIN et al. 1988). Nahezu alle O157:H7 und viele
nicht-O157:H7-Stamme besitzen das fur das Enterohdmolysin kodierende ehly-Gen
(NATARO und KAPER 1998). Hamolysin ist ein porenbildendes Cytosin (WANI et al.
2004) und fuhrt Uber die Lyse von Erythrozyten zur Freisetzung von Ham und
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Hamoglobin. Dieses wiederum kann von den Bakterien als Eisenquelle genutzt
werden (NATARO und KAPER 1998).

Alle O157:H7-Stamme enthalten zusatzlich das hoch-konservierte pO157-Plasmid.
Hierauf befinden sich ebenfalls Enterohamolysine kodiert (NATARO und KAPER
1998, SCHMIDT und KARCH 1996). Ebenfalls auf dem Plasmid befindet sich das
katP-Gen, welches fur eine Katalase-Peroxidase kodiert. Sie ist mdglicherweise bei
der Detoxifizierung von oxidierten und hierdurch bakteriotoxischen Produkten
beteiligt, welche beispielsweise von lysierten Makrophagen freigesetzt werden
(BRUNDER et al. 1996). Des Weiteren auf dem pO157-Plasmid gelegen ist bei
vielen O157-Stammen das espP-Gen, durch welches die Serin-Protease EspP
kodiert wird. Sie kann Pepsin A und den humanen Koagulationsfaktor V schadigen
und somit zur Entstehung mukosaler Hamorrhagien bei HC-Patienten beitragen
(BRUNDER et al. 1997).

Tab. 4: Virulenzfaktoren von STEC

Virulenzfaktor Gen Lokalisation Funktion
Intimin eae Chromosomal im | Adharenz an Enterozyten
LEE
Intimin-Rezeptor- tir Chromosomal im | Rezeptor fur
Protein LEE Adhérenzfaktor Intimin
Esp-Protein esp Chromosomal im | Initiation einer
LEE Signaltransduktion
Typ-II- sepA bis sepl | Chromosomal im | Sektretion und
Sekretionssystem LEE Translokation von Esp-
Protein
EAST1 astA Chromosomal Beteiligung an wassrigem
Durchfall
Katalase- katP pO157-Plasmid Detoxifizierung von
Peroxidase bakteriotoxischen
Produkten
Serin-Protease espP pO157-Plasmid Hamorrhagien
Enterohamolysin ehyl 60 MDa-Plasmid | Lyse von Erythrozyten
pO157-Plasmid

2.1.6. Identifizierung und Nachweis von STEC

Bei der

Identifizierung von STEC bedient

man sich drei

Gruppen von

Nachweismethoden: dem Nachweis der Zytotoxizitat, des Toxins und des Toxingens
(WANI et al. 2004).
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Der Nachweis der Zytotoxizitiat von Stx gegenuber Vero-Zellen ist der ,Gold-
Standard” zur Bestatigung vermeintlich Stx-bildender Isolate (WANI et al. 2004). Die
Sensititvitat von Vero-Zellen gegentuber Stx wurde erstmals von KONOWALCHUK et
al. (1977) beschrieben. Bei dieser Methode werden Vero-Zell-Monolayer mit sterilen
Extrakten oder Filtraten von Probenmaterial flir 42-72 h inkubiert und anschlief3end
auf zytopathische Effekte untersucht (PATON und PATON 1998). Der Nachweis aller
Stx-Varianten ist hierbei mdglich, da Vero-Zellen sowohl Gbs- als auch Gbg-
Rezeptoren in der Plasmamembran aufweisen (WANI et al. 2004). HelLa-Zellen
hingegen besitzen keine Gby-Rezeptoren und sind aufgrund dessen weniger
empfindlich gegeniiber Stx2e. Bei Schwierigkeiten hinsichtlich der Isolation der
Organismen spielt der Beleg der Zytotoxizitdt eine bedeutende Rolle, allerdings ist
die Methode arbeits- und zeitintensiv (PATON und PATON 1998).

Der Nachweis des Stx-Toxins erfolgt mittels serologischer Methoden. Diese gelten
als unkompliziert (WANI et al. 2004). Der Nachweis erfolgt mittels einer Antigen-
Antikdrper-Reaktion von markierten Antikdrper gegen das Stx-Antigen. Die Reaktion
kann direkt oder indirekt nachgewiesen werden (N.N. 2006a). Die Detektion von
STEC unabhangig vom Serotyp ist mit dieser Methode mdglich (PATON und PATON
1998). Die hierfir am haufigsten verwendete Methode ist der Enzyme linked
immunosorbant assay (ELISA) (WANI et al. 2004), wobei es sich zumeist um
sogenannte Sandwich-ELISA handelt. Hierbei werden immobilisierte Antikdrper als
,capture“-Liganden zum Binden der Toxine eingesetzt. Der Inkubation folgt die
Zugabe eines zweiten Stx-spezifischen Antikdrpers und eines Anti-Antikorper-
Enzym-Konjugates (i.d.R. alkalische Phosphatase) (PATON und PATON 1998).
Auch bei dem Kolonie-Immunoblot handelt es sich um eine serologische Methode
zum Nachweis des von den Bakterien gebildeten Toxins. Dazu wird ein geeigneter
Agar mit aufliegender Membran mit der Voranreicherungskultur inkubiert und die
bewachsene Membran anschlie3end mit monoklonalen Antikérpern gegen das Stx
prozessiert. Durch eine Farbreaktion tUber AntikGrper-gekoppelte Enzyme wird ein

positives Ergebnis sichtbar gemacht (N.N. 2006a).

Die Identifizierung von STEC kann zudem uber den Nachweis des Toxingens
erfolgen. Hierfir kann u.a. die PCR sowie die DNA-Kolonie-Hybridisierung eingesetzt
werden (WANI et al. 2004). Dabei handelt es sich um molekularbiologische
Methoden, welche auf dem Nachweis bestimmter Gene basieren (HILL et al. 2001).

15



2.1 Shiga-Toxin-bildende Escherichia coli (STEC)

Sie beruhen auf der Einzigartigkeit bestimmter Gensequenzen fiur den jeweiligen
Organismus (WALTER und DOUGAN 1989). Beim Nachweis von pathogenen
Mikroorganismen bedient man sich hierbei dem Auffinden Virulenz-assoziierter Gene
(SWAMINATHAN und FENG 1994), sprich Genen die bei der Pathogenese eine
bedeutende Rolle spielen (HILL und KEASLER 1991). Dies kdnnen, wie im Fall von
STEC, Gene sein, die fur spezifische Toxine kodieren (SWAMINATHAN und FENG
1994).

Vorteilhaft an DNA-basierten Detektionsverfahren ist, dass sie es ermdglichen,
festzustellen, ob ein gesuchter Mirkoorganismus in einer Probe ist, ohne dass eine
vorhergehende Isolierung von Reinkulturen erforderlich ist (BETTELHEIM und
BEUTIN 2003, WANI et al. 2004). Der Schritt der Kultivierung kann somit entfallen
(OLSEN 2000), was eine Zeitersparnis bedeutet (HILL und KEASLER 1991).
Detektiert werden Gene. Dies bedeutet dass der Nachweis nicht an die Toxin-
Expression gekoppelt ist (RILEY und CAFFREY 1990). Im Vergleich zu kulturellen
Nachweismethoden ist auch der Nachweis phanotypisch atypischer Bakterien

maoglich.

Bei der PCR handelt es sich um eine Nukleinsaure-Amplifikationsmethode (LAZCKA
et al. 2007). Sie wurde 1987 von Kary B. Mullis entwickelt und erméglicht in vitro die
Herstellung millionenfacher Kopien von Nukleotidsequenzen (BANGSOW et al.
2002) Hierbei lagern sich spezifische Oligonukleotide, sogenannte Primer,
flankierend an den DNA-Abschnitt an, welcher amplifiziert werden soll. Im Fall von
STEC werden fur den zu amplifizierenden Abschnitt beispielsweise Sequenzen der
stx-Gene gewahlt (BETTELHEIM und BEUTIN 2003). Einige PCR-Assays fur STEC
kombinieren verschiedene Primer-Paare fur stx1 und stx2 oder flr stx2-Varianten
(ARTHUR et al. 2002, FRATAMICO et al. 2004, SUTHIENKUL et al. 1994), andere
verwenden ein einziges Primer-Paar fir alle stx (BARLOW et al. 2006, GALLIEN et
al. 1996, KARCH und MEYER 1989). Die Reaktion besteht aus drei Schritten
(BANGSOW et al. 2002, OLSEN 2000), die sich durch unterschiedliche
Temperaturen auszeichnen (INNIS und GELFAND 1990). Im ersten Schritt wird die
doppelstrangige Ziel-DNA denaturiert, um Einzelstrange zu erhalten (OLSEN 2000).
Dies erfolgt bei Temperaturen zwischen +94 und +100 °C (SWAMINATHAN und
FENG 1996). AnschlieBend wird auf +40 bis 60 °C gekuhlt (BUSCH et al. 2007,
INNIS et al. 1990). Die Abkuhlung ermoglicht das spezifische Anlagern (Annealing)
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der Primer an die einzelstrangige DNA (OLSEN 2000). Diesem Schritt folgt die
Elongation des zu amplifizierenden Fragmentes (BANGSOW et al. 2002). Hierbei
werden die zwischen den Primern gelegenen Sequenzen mit Hilfe eines Enzyms
(DNA-Polymerase) durch Einfigen von Nukleotid-Triphosphaten (dNTPs) ergéanzt
(BANGSOW et al. 2002, SWAMINATHAN und FENG 1996). Nach Abschluss eines
Zyklus wir die DNA erneut denaturiert und es folgen 25-35 weitere Zyklen (INNIS und
GELFAND 1990). Jeder neu entstandene Doppelstrang dient als Matrize (Template)
im neuen Zyklus, so dass es im Prinzip zu einer exponentiellen Amplifikation der Ziel-
Sequenz kommt (LAZCKA et al. 2007). Das Vorhandensein der Amplifikate kann
anschlieend mittels Gelelektrophorese detektiert werden (OLSEN 2000, LAZCKA et
al. 2007). Bei der Gelelektrophorese handelt es sich um ein trdgergebundenes
Verfahren zur Separierung von Biomolekilen, wobei als Tragersubstanz fur die
Elektrophorese von Nukleinsauren Agarose und Polyacrylamid-Gelsysteme zum
Einsatz kommen (DECHERT 2002). Die Trennung der Molekile erfolgt zum einen
aufgrund des Siebeffekts des Tragermaterials, zum anderen aufgrund der Ladung
der Nukleinsdure-Molekile. Diese liegen unter elektrophoretischen Bedingungen als
Anionen vor und bewegen sich im elektrischen Feld von der Kathode zur Anode,
wobei die Beweglichkeit von der Grofie bzw. Lange der Molekile abh&ngt. Die
Detektion erfolgt durch Anfarbung der Doppelstrange im Gel, meistens mit
Ethidiumbromid und dessen Anregung im UV-Licht (DECHERT 2002). Neben der
Gelelektrophorese im Anschluss an die PCR besteht bei der Real-Time PCR die
Moglichkeit, die Enstehung der Amplifikate in Echtzeit wahrend der PCR zu
verfolgen. Hierbei werden die Amplifikate mit Hilfe von fluoreszenten Farbstoffen
sichtbar gemacht. Zum Einen kénnen sequenzunspezifische Farbstoffe wie SYBR-
Green verwendet werden (MULHARDT 2003). Zudem ist eine sequenzspezifische
Detektion Uber fluoreszenz-markierte Sondensysteme moglich (BANGSOW et al.
2002). Mittels PCR kann die Markierung von DNA-Sonden  fir
Hybridisierungsreaktionen erfolgen(PATON und PATON 1998).

Abbildung 1 stellt eine Vorgehensweise fir die Isolation und Charakterisierung von
STEC dar (WANI et al. 2004). Hierbei wird sowohl die PCR als auch die DNA-
Kolonie-Hybridisierung eingesetzt.
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2.1 Shiga-Toxin-bildende Escherichia coli (STEC)

Probenmaterial
Wachstum auf Anreicherung in
Platten (SMAC, Bouillion (TSB, EC)
MAC) x
/ stx-PCR-screening
Kolonie- ~———  positiv negativ
Hybridisierung mit
stx-spezifischen
Gensonden

stx1 und stx2
Multiplex PCR

weitere serologische
und genotypische
Charakterisierung

Abb. 1: Schema zum Nachweis von STEC nach WANI et al.
(2000)

Biochemisch st eine Differenzierung von nicht-O157-STEC-Serotypen und
kommensalen E. coli nicht moéglich (WANI et al. 2004). Allerdings besitzen viele
nicht-O157-Serotypen ebenso wie O157 das ehyl-Gen. Diese Stamme wachsen
zwar auf Standard-Blutagar nicht hamolytisch, auf Schafblut- Rose Bengal
Chloramphenicol-Agar produzieren sie aber nach 18-24 h bei 37 °C hamolytische
Zonen (PATON und PATON 1998).

Dagegen ist eine biochemische Differenzierung des Serotyps O157:H7 von anderen
E. coli und nicht-O157 mdglich (Tab. 5) (RATNAM et al. 1988). O157 fermentiert
Sorbitol nicht, andere E. coli hingegen zu 72-94 % schon (NATARO und KAPER
1998). Auch viele O157:H" Stamme fermentieren kein Sorbitol, so dass das
Selektivndhrmedium SMAC der Isolation dieser beiden Stamme dient (WANI et al.
2004). Der SMAC Agar hat im Gegensatz zu Standard MAC 1% Sorbitol anstelle von
Lactose. Kolonien, welche Sorbitol nicht fermentieren kdnnen, wachsen daher

farblos. Eine Variante von SMAC enthalt die Antibiotika Cefixime und Tellurite
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2.2 DNA-Kolonie-Hybridisierung

(CT-SMAC), welche das Wachstum der meisten nicht-O157:H7 Stdmme inhibieren
(NATARO und KAPER 1998).

Eine weitere biochemische Unterscheidungsmdoglichkeit zur Abgrenzung von
0157:H7 von anderen Stammen ist die Unfahigkeit von O157:H7 R-Glucuronidase zu
produzieren (PATON und PATON 1998). Dieses Enzym hydrolisiert 4-
Methylumbilliferyl-3-D-Glucuronid  (MUG), so dass sich [3-Glucuronidase-
produzierende Stamme auf entsprechenden Nahrmedien, im Gegensatz zu
0157:H7, mittels UV-Licht tber eine vorhandene Fluoreszenz identifizieren lassen
(NATARO und KAPER 1998).

Tab. 5: Eigenschaften von E. coli nach RATNAM et al.

(1988)
Reaktionen nicht-0157 0157 :H7
3-Glucuronidase positiv negativ
Sorbitol positiv negativ
Lactose positiv positiv
Indol positiv positiv
Arabinose positiv positiv
Maltose positiv positiv
Rhamnose positiv positiv

Zur weiteren Charakterisierung von STEC-Isolaten kénnen O-H-Serotypisierung oder
die Phagen-Typisierung eingesetzt werden (WANI et al. 2004). Die Typisierung hat
eine begrenzte klinische Bedeutung, ist aber epidemiologisch wichtig, vor allem zur
Aufklarung von Ausbrichen (PATON und PATON 1998).

2.2. DNA-Kolonie-Hybridisierung

2.2.1. Hybridisierungsverfahren

Zum Nachweis bestimmter Gensequenzen pathogener Mikroorganismen kommen
DNA-basierte Hybridisierungs-Methoden zum Einsatz (BETTELHEIM und BEUTIN
2003). Von Hybridisierung spricht man bei der Bildung eines doppelstrangigen DNA-
Molekuls aus zwei komplementéren Einzelstrdngen (HOFF et al. 2002), so dass sich
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DNA-Einzelsticke mit Ubereinstimmender Sequenz aneinander lagern (HILL et al.
2003).

Bei der Liquid-Hybridisierung handelt es sich um ein sogenanntes einphasiges
Verfahren, bei dem sich sowohl die Sonde als auch die Ziel-DNA in Losung befinden,
in der sich auch die Hybride bilden (OLSEN et al. 2000). Die Hybridisierungsprodukte
werden anschlieend auch in der Lésung nachgewiesen (MEINKOTH und WAHL
1984). Die Methode ist schneller als Methoden bei denen die Zielsequenz erst an
eine feste Phase gebunden wird (WALKER und DOUGAN 1989). Allerdings ist nach
der Hybridisierung ein Separationsschritt zur Detektion der Sonden-Zielsequenz-
Duplexes notwendig (WALKER und DOUGAN 1989).

Die DNA-Kolonie-Hybridisierung ist hingegen ein zwei-phasiges Verfahren, die im
Vergleich zur Hybridisierung in Losungen in festen Phasen erfolgt (SWAMINATHAN
und FENG 1994). Es handelt sich um eine Transfertechnik, bei welcher
Bakterienkolonien auf eine geeignete Membran oder einen Filter transferiert werden
(HOFF et al. 2002). AnschlieRBend erfolgt die Lyse der Bakterien auf der Membran,
um die DNA freizulegen. Es folgt die Denaturierung der Bakterien-DNA zu
Einzelstrangen und die Fixierung der Strange auf der Membran (SWAMINATHAN
und FENG 1994). Im Anschluss erfolgt die in-situ Hybridisierung mit einer geeigneten
Gensonde (FRATAMICO und BAYLES 2005, NATARO und KAPER 1998). Die
Sonden sind markiert, was eine spatere Detektion der entstandenen Hybride
ermoglicht (SWAMINATHAN und FENG 1994). Nicht gebundene Sonden werden
durch Waschschritte entfernt (HILL et al. 2001). Im letzten Schritt der DNA-Kolonie-
Hybridisierung werden die Hybride sichtbar gemacht (HILL und KEASLER 1991).
Positive Signale stellen sich als intensiv-gefarbte Punkte, die sich deutlich vom
Hintergrund abheben, auf der Membran dar (HOFF et al. 2002).

Ein weiteres Hybridisierungs-Verfahren welches in fester Phase erfolgt ist der Dot-
Blot (BEUTIN et al. 2004, BRIAN et al. 1992). Im Gegenzug zur Kolonie-
Hybridisierung, bei welcher komplette Bakterienzellen von einer Agarplatte auf einen
Filter oder eine Membran transferiert werden und anschlieRend in-situ auf dieser
Membran lysiert werden (SWAMINATHAN und FENG 1994), werden beim Dot-Blot
zuvor gereinigte Nukleinsauren oder Zelllysate punkt- oder bandenférmig auf die
Membran Ubertragen (Hoff et al. 2002). Eine grol3e Anzahl von Proben kann auf
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2.2 DNA-Kolonie-Hybridisierung

diese Weise gleichzeitig untersucht werden (WALKER und DOUGAN 1989).
Obgleich Ergebnisse schnell erzielt werden kénnen (HOFF et al. 2002), wird héaufig
mehr Zeit fur die Prahybridisierung benétigt um Regionen der Membran zu blocken,
da ansonsten die Sonden nicht spezifisch an die Membran binden wirden (WALKER
und DOUGAN 1989).

Ebenfalls zur den Festphasen-Hybridisierung zéhlt die Sandwich-Hybridisierung,
bei welcher Gber PCR amplifizierte DNA in Mikrotiterplatten gegeben wird (FACH et
al. 2001), worin die DNA durch ,Capture“-Sonden an die feste Phase gebunden wird.
Die gelabelte ,Detection“-Sonde hybridisiert ebenfalls mit der Zielsequenz und kann
Uber eine Farbreaktion sichtbar gemacht werden. Diese Methode ist schnell, da die
feste Phase bereits vor Versuchsbeginn geblockt werden kann. Zudem kommt es
durch die kombinierte Spezifitat der ,Capture® und ,Dection“-Sonde nur zu einem
geringen Anteil von unspezifischen Signalen (WALKER und DOUGAN 1989).

2.2.2. Ablauf der DNA-Kolonie-Hybridisierung

Die DNA-Kolonie-Hybridisierung ist neben der PCR eine relevante DNA-basierte
Methode fur das Auffinden von Bakterien in Lebensmitteln (OLSEN 2000, WANI et
al. 2004). Sie gliedert sich in mehrere Schritte, durch welche DNA von
Bakterienkolonien als Einzelstrang fixiert und Uber markierte genspezifische Sonden
detektiert wird (Abb. 2).
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Inkubation Membran auf
* Agar

i

Inkubation

4

Bakterienlyse

Membran auf
Agar

DNA-Denaturierung

|

DNA-Fixierung

{

Prahybridisierung Markismng dor

Sonde

Hybridisierung « sonde

Waschschritte

Detektion

Abb. 2: Ablaufschema der DNA-Kolonie-Hybridisierung

2.2.2.1. Ubertragung der Kolonien auf die Membran

Bei der Ubertragung der Kolonien auf die Membran unterscheidet man die ,Colony
Lift“- und die ,Direct Spotting“-Methode (HU und WU 2000). Im ersten Schritt der
,Colony Lift“Methode wird zu untersuchendes angereichertes Probenmaterial auf
einen Agar ausgestrichen und bis zum Auftreten sichtbarer Kolonien inkubiert
(OLSEN 2000). Im Anschluss an diese Inkubation werden die gewachsenen
Bakterienkolonien durch Auflegen einer Membran auf den Agar auf diese Ubertragen
(FRATAMICO und BAYLES 2005, HILL et al. 2001). Bei ihr kann die Agarplatte nach
dem Kolonientransfer weiter bebritet und flr die spatere Isolation positiver Kolonien
herangezogen werden (N.N. 2006). Nachteil bei dieser Methode ist jedoch, dass es
beim Abziehen der Membran vom Agar zu einer inkompletten Adhasion der
Bakterien an die Membran kommen kann (WEAGANT et al. 1999). Bei der ,Direct
Spotting“-Methode (HU und WU 2000), wird dagegen die Membran bereits vor der
Inkubation mit der Probe auf den Nahragar gelegt und der Agar mitsamt aufliegender
Membran bebrttet (OLSEN 2000).

2.2.2.2. Membranen

Fur die DNA-Kolonie-Hybridisierung kénnen Nylon- sowie Nitrocellulose-Membranen

eingesetzt werden. Nylon-Membranen besitzen aber den Vorteil, reil3fester zu sein
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und eine hohere Bindungskapazitdt zu haben. Hierdurch werden Nukleinsduren
besser fixiert und damit eine hoheren Signalintensitat bedingt (HOFF et al. 2002).
Nitrocellulose-Membranen sind hingegen brichig und binden die DNA nicht kovalent
(HALL 1995). Sie sind jedoch kostengunstiger (MEINKOTH und WAHL 1984) und
haben einen geringeren Hintergrund als Nylon-Membranen (HALL 1995).

2.2.2.3. Kontrollen

Bei der DNA-Kolonie-Hybridisierung sollten positive und negative Kontrollen
mitgeflihrt werden. Die Ausspatelung der Kontrollen sollte auf der gleichen Art von
Agar erfolgen wie die der Proben. Sie sollten zudem zeitgleich mit den Proben unter
den gleichen Bedingungen der Hybridisierung zugefuhrt werden. Sie dienen dem
Nachweis des Erfolgs des Zellwachstums wegen des verwendeten Agartyps, der

Lyse und den weiteren Hybridisierungsschritten (HILL et al. 2001).

2.2.2.4. Lyse, Denaturierung, Fixation

Die ersten Schritte der DNA-Kolonie-Hybridisierung gliedern sich in die Lyse der
Bakterienzellwand und die Denaturierung der DNA (FRATAMICO und BAYLES
2005, NATARO und KAPER 1998). Dies sowie die Fixation der DNA auf der
Membran wird durch Anhebung des pH-Wertes in Kombination mit einer
Temperaturerhéhung (HILL et al. 2001) oder durch die Einwirkung von UV-Strahlung,
das sogenannte UV-Crosslinken, erreicht (STEPHAN et al. 2008). GRUNSTEIN und
HOGNESS (1975) beschreiben die Moglichkeit, die Lyse und Denaturierung durch
Verwendung von NaOH zu erreichen. Des Weiteren kann Dampf und
Mikrowellenstrahlung dafiir eingesetzt werden. Eine Denaturierung der DNA kann
generell durch Temperaturen tber +94 °C erreicht werden (HILL et al. 2001). Zur
Entfernung von Zellresten von der Membran wird hdufig Proteinase K verwendet
(ESPIE et al. 2006, GROTZBACH 2007, N.N. 2000, N.N. 2006, STEPHAN et al.
2008,)

2.2.2.5. Sonde

Bei Sonden handelt es sich um kurze DNA-Molekile, die zu Detektion spezifischer
DNA-Sequenzen eingesetzt werden (WALKER und DOUGAN 1989). Zum Nachweis

pathogener Bakterien wird als Zielsequenz meist ein Gen gewahlt, das in der
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Pathogenese eine Rolle spielt (HILL und KEASLER 1991). Bedeutend ist, dass die
Sonde mit der entsprechenden spezifischen DNA-Sequenz hybridisiert und nicht
unspezifische Hybride mit anderen DNA-Abschnitten bildet (ECHEVERRIA et al.
1986).

Die ersten zur DNA-Kolonie-Hybridisierung eingesetzten Sonden waren
Polynukleotid-Sonden (WANI et al. 2004). Hierbei handelt es sich um geklonte
Sonden, welche in Plasmide oder Phagen-Vektoren eingefiigt wurden (WALKER und
DOUGAN 1989). Fur die Klonierung genomischer Sequenzen wird zuerst die DNA
mechanisch oder enzymatisch in Fragmente von geeigneter Grél3e zerlegt. Die so
erhaltenen Fragmente werden anschlielend in einen Klonierungsvektor, zum
Beispiel in einen Bakteriophagen oder in ein Plasmid eingefigt (PERRETT 1993).
Diese werden in eine Wirtszelle eingefiihrt, welche die gewiinschte DNA-Sequenz
vermehrt. Es folgt die Isolierung und Reinigung der entstandenen Fragmente aus
den Wirtszellen (HILL et al. 2000). Hierfur wird die Plasmid-DNA mit einer geeingeten
Restriktions-Endonuklease zerlegt (FEINBERG und VOGELSTEIN 1983). Es folgt
eine Gelektrophorese zur Isolierung der Sonden-Fragmente (SOMMERFELT et al.
1988) und anschlieBend werden die mit Ethidium-Bromid geféarbten Fragmente
ausgeschnitten (FEINBERG und VOGELSTEIN 1983). Dieser Prozess ist
zeitaufwendig und technisch anspruchsvoll (ECHEVERRIA 1986) und die
Herstellung gréfRerer Sondenmengen ist schwierig (SOMMERFELT et al. 1988).
Zudem konnen diese Sonden mit Sequenzen des Klonierungsvektors kontaminiert
sein (ECHEVERRIA 1986, SOMMERFELT 1988). Dies macht eine Kontrolle der

Reaktionsfahigkeit der Sonde mit der Vektor-DNA vor dem Einsatz erforderlich.

Durch die Entwicklung von DNA-Sequenzierungsmethoden und der automatisierten
Synthese von Oligonukleotiden wurde es mdglich, kiurzere DNA-Sonden (18-30 bp)
im Labor chemisch herzustellen (HILL et al. 2001, PATON und PATON 1998). Die
Herstellung kann mit Hilfe von DNA-Synthetizern erfolgen (ECHEVERRIA et al.
1986), womit grolRere Sonden-Mengen hergestellt werden kénnen (SOMMERFELT
et al. 1988). Synthetische Oligonukleotid-Sonden sind besonders spezifisch fir eine
spezielle DNA-Region (ECHEVERRIA et al. 1986, HILL et al. 2001, SOMMERFELT
et al. 1988). Bei E. coli beispielsweise stehen die Chancen lediglich 1:15.000, dass
eine 18 bp lange Sonde an mehr als einem Gen binden kann. Bei einer Sondenlange
von 22 bp reduziert sich die Wahrscheinlichkeit auf eins zu vier Millionen (HILL et al.
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2001). Zudem besitzen Oligonukleotid-Sonden eine hoéhere Hybridisierungs-Kinetik,
so dass die Hybridisierung mit diesen kurzen Sonden schneller als mit Polynukleotid-
Sonden erfolgen kann (VALENTINE et al. 1991).

Bei einer Lange von 19-20 bp binden Sonden bedingt durch ihre Kiirze schnell an die
Ziel-DNA. Zudem bestehen hohe Signalunterschiede zwischen perfekten und nicht-
perfekten Hybriden (MEINKOTH und WAHL 1984, SOMMERFELT 1988).
Olignukleotid-Sonden kénnen aufgrund ihrer hohen Spezifitat bereits eine einzige
Basenveranderung erkennen und aufgrund dessen nicht mehr an die Ziel-DNA
binden (WALKER und DOUGAN 1989). Allerdings konnen solche minimalen
Anderungen nach wie vor fiur die Produktion des gleichen oder &hnlichen
Genproduktes kodieren, so dass es erwinscht sein kann, auch solche
mutationsbedingt veréanderte DNA-Abschnitte zu detektieren (ECHEVERRIA et al.
1986, SOMMERFELT 1988). Langere Oligonukleotid-Sonden kdnnen solche
Einzelbasen-Mismatches Uberbriicken und so die Sensitividt verbessern ohne die
Spezifitat zu erniedrigen. Die Sensitivitdt von Polynukleotid-Sonden wird durch
einzelne  Nukleotid-Fehlpaarungen weit weniger beeinflusst. Durch die
Empfindlichkeit der Oligonukleotid-Sonden kann die Bindung der Sonde an die Ziel-
DNA bei suboptimalen Hybridisierungs- und Wasch-Bedingungen zu schwach fir
einen positiven Nachweis sein (SOMMERFELT 1988).

2.2.2.6. Hybridisierung

Nach Zugabe der Sonde kommt es auf der Membran zur Hybridisierung (WALKER
und DOUGAN 1989). Eine Hybridisierung findet statt wenn zwischen der
einzelstrangigen Sonde und dem Ziel-DNA-Einzelstrang Wasserstoffbriicken gebildet
werden und so ein stabiler Doppelstrang entsteht (ECHEVERRIA et al. 1986). Die
Reassoziation von Einzelstrdangen zu einem Doppelstrang wird maf3geblich von der
Schmelztemperatur Ty, beeinflusst. Die Ty, ist definiert als die Temperatur bei welcher
nur noch die Hélfte aller DNA-Stréange als Doppelstrang vorliegen und kann mittels
Formel berechnet werden (HOFF et al. 2002, MEINKOTH und WAHL 1984). Die
maximale Rate der Hybridisierung der Sonde an die Ziel-DNA wird bei Temperaturen
erreicht, die ca. 20 bis 25 °C unter der T, liegen (WALKER und DOUGAN 1989). Ein
gutes Verstandnis der Parameter, welche die Stabilitdt von Hybriden beeinflussen, ist
zur Wahl optimaler Konditionsbedingungen erforderlich (MEINKOTH und WAHL
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1984). Bestimmte Salz- und Temperaturbedingungen konnen die Bildung von
komplementaren Doppelstrangen begiinstigen. Beispielsweise erhdhen monovalente
Kationen wie Na* die T, (HOFF et al. 2002). Agenzien wie Formamide senken die Ty,
dagegen (WALKER und DOUGAN 1989). Auch der Gehalt der Basen Guanin und
Cythosin wirkt sich auf die T, aus. Ein hoherer Gehalt an Guanin und Cytosin
innerhalb eines komplementaren Bereichs steigert die T, (KESSLER 1995,
MEINKOTH und WAHL 1984), da die zwischen Guanin und Cytosin vorhandenen
drei Wasserstoff-Briicken im Vergleich zu zwei Wasserstoff-Bricken zwischen
Adentin und Thymin zu einer hoheren Stabilitat innerhalb des Stranges fiihren
(BOLSOVER et al. 2003). Mit zunehmender Lange komplementarer Bereiche wird
die Assoziation von Basenpaaren favorisiet (HOFF et al. 2002).
Basenfehlpaarungen hingegen fuhren zu einer Instabilititt und machen eine
Disassoziation wabhrscheinlicher (MEINKOTH und WAHL 1984, WALKER und
DOUGAN 1989).

2.2.2.7. Sonden-Markierungsmethoden

Die Markierung der Sonde kann mittels Nick-Translation, Random-Priming und PCR
erfolgen (Hoff et al. 2002). Bei klonierten DNA-Fragmenten bedient man sich haufig
der Nick-Translation- oder Random-PrimingTechnik (HILL et al. 2001). Die Nick-
Translation war die erste entwickelte Methode zur Markierung von
Hybridisierungsonden (KESSLER 1995). Hierbei erzeugt eine pankreatische
Desoxyribonuklease (DNase ) Strangbriiche, sogenannte ,Nicks® im DNA-
Doppelstrang (MEINKOTH und WAHL 1994, MIKOSCH 2000). Die Nicks dienen als
Startpunkte (MIKOSCH 2000) fur das sogenannte Kronberg-Enzym (eine DNA-
Polymerase | aus E. coli). Die Exonuklease-Aktivitat des Enzyms entfernt ANTPs und
die Polymerase-Aktivitat figt markierte dNTPs ein (KESSLER 1995). Problematisch
bei diesem Verfahren ist, dass bei der Markierung kleinerer Fragmente (< 400 bp)
eine starke Degradierung der DNA eintritt, wodurch zu kurze (< 100 bp) DNA-
Fragmente entstehen, die sehr schlechte oder unspezifische Hybridisierungen
hervorrufen (MIKOSCH 2000).

Die Random-Priming Technik wurde erstmals von FEINBERG und VOGELSTEIN
(1983) beschrieben. Bei dieser Technik wird die DNA mit Resktiktions-

Endonukleasen geschnitten und anschliel3end elektrophoretisch aufgetrennt und
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sichtbar gemacht. Die Restriktions-Fragmente werden anschlieRend aus dem Gel
ausgeschnitten (FEINBERG und VOGELSTEIN 1983). Das Klenow-Fragment einer
E. coli DNA-Polymerase fugt in die erhaltenen Fragmente modifizierte Nukleotide ein
(KESSLER 1995). FEINBERG und VOGELSTEIN (1983) markierten mit dieser
Methode DNA radioaktiv mit **Phosphor (33P). Spéater erfolgte die nicht-radioaktive
Markierung mit Substanzen wie beispielsweise Biotin oder Digoxigenin (DIG)
(KESSLER 1995). Mit Hilfe der Random-Priming-Technik kdnnen auch geringe
Mengen von nur 0,02 pg/ml DNA effektiv markiert werden (FEINBERG und
VOGELSTEIN 1983).

Des Weiteren kann die Markierung der Sonden fur Hybridisierungsreaktionen durch
den Einsatz der PCR erfolgen (KESSLER 1995, PATON und PATON 1998).
Beispielsweise werden fiur die Amplifikation von DNA-Fragmenten Digoxigenin-
markierten Nukleotide verwendet. Diese Nukleotide werden so in die Sonden-DNA
eingebaut (PATON und PATON 1998). Von Vorteil ist, dass eine grol3e Menge an
Sonde hergestellt werden kann (HOFF et al. 2002).

2.2.2.8. Sonden-Markierung

Zur Markierung von Sonden unterscheidet man radioaktive von nicht-radioaktiven
Verfahren (PATON und PATON 1998, HOFF et al. 2002). Der Einsatz radioaktiv
markierter Sonden ist hoch sensitiv. Markiert wurde anfanglich mit **Phosphor (P)
oder **Schwelfel (S) (PATON und PATON 1998). Alternativ ist eine Markierung mit
SWasserstoff (H), *°S, **°lod (1) oder *Kohlenstoff (C) moglich (WALKER und
DOUGAN 1989). Die Detektion erfolgt tiber Autoradiographie (HILL et al. 2001).

Trotz der groRen Sensitivitat radioaktiv markierter Sonden werden viele nicht-
radioaktive Markierungen verwendet (HILL et al. 2001). Der Grund hierfir liegt an
den Problemen bezuglich der Handhabung der Radioisotope (PATON und PATON
1989) und auch an der kostspieligen Entsorgung (HILL et al. 2001). Die
Radioaktivitat stellt des Weiteren ein Umweltrisiko (RILEY und CAFFREY 1990) und
so auch ein Gesundheitsrisiko fir den Menschen dar (WALKER und DOUGAN
1989). Zum anderen haben radioaktiv markierte Sonden nur eine kurze Halbwertszeit
und die erforderliche lange Expositionszeit flr die autoradiografische Dokumentation
fuhrt zu einer Verzégerung des Nachweises (PATON und PATON 1989, RILEY und
CAFFREY 1990).
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Bei den nicht-radioaktiven Markierungsmethoden basiert der Nachweis auf einer
Interaktion diverser biologischer Zielmolekile mit spezifischen Bindungspartnern.
Hierbei wird eine enzymatische, photochemische oder chemische Gruppe (die
sogenenannte ,reporter group“) optisch, luminescent, fluorescent oder durch
metallische Fallung detektiert (KESSLER 1995). Man kann zwischen Methoden, die
nach der Hybridisierung direkt detektiert werden kdénnen und solchen die indirekt
detektiert werden unterscheiden (WALKER und DOUGAN 1989).

Bei der direkten Methode wird die ,reporter group“ direkt an die Sonde gekoppelt
(KESSLER 1995). Hierbei kann es sich um Enzyme, wie alkalische Phosphatasen
oder alkalische Peroxidasen sowie fluoreszente Farbstoffe wie Fluoreszin handeln
(WALKER und DOUGAN 1989). Die Signale werden chemiluminescent oder durch
die Anreicherung von Silber sichtbar gemacht (KESSLER 1995). Nachteil der
direkten Methode ist die schlechte Sensitivitdt, da nur eine limitierte Anzahl von
sreporter groups” jeweils an die Sonde angefiigt werden kann (WALKER und
DOUGAN 1989)

Bei der indirekten Methode gehen an die Sonde angefligte, modifizierte Gruppen
eine nicht-kovalente Interaktion mit einem universellen Indikator-Molekdl ein, welches
spezifisch an die modifizierte Gruppe bindet (KESSLER 1995). Die erste
beschriebene indirekte Methode war die Detektion mit Hilfe von Biotin, welches an
die Sonden-DNA gebunden wurde und mit einem Avidin-Enyzm-Konjugat oder einem
Anti-Biotin-Antikdrper durch einen Substratumsatz nachgewiesen wurde (WALKER
und DOUGAN 1989, GUERSIMARE et al. 1999). Die Detektion der Substrate erfolgt
kolorimetrisch oder chemiluminescent (WALKER und DOUGAN 1989).

Alternativ zum Biotin-Streptavidin-System werden bei den indirekten Methoden
Hapten-markierte Nukleotid-Derivate eingesetzt (Hoff et al. 2002), wobei die
Detektion hier mittels Antikbrper gegen das Hapten erfolgt (WALKER und DOUGAN
1989). Die Antikoper sind mit einem Enzym wie beispielsweise einer alkalischen
Phosphatase konjugiert, welche die Abspaltung einer Phosphatgruppe im Substrat
bewirkt. Das dabei emittierte Licht wird detektiert (Hoff et al. 2002). Beispielhaft ist
die Sonden-Markierung mit dem Hapten DIG, einem chemisch-abgeleiteten Glykosid
der Cardenolide Digoxin und Lanatorid C (KESSLER 1995). Hierbei werden mit DIG
markierte dNTPs in die Sonde eingebaut (N.N. 2006). Die Detektion gebundener

DIG-Molekule erfolgt mit spezifischen DIG-Antikérpern (KESSLER 1995). DIG-
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markierte Sonden gelten als spezifisch, sensitiv und geeignet zur Hybridisierung fur
sowohl Rein- als auch Mischkulturen. Ein Vorteil ist, dass die Lagerung bei -20 °C
Uber sechs Monate lang moglich ist und eine bis zu vierfache Wieder-Verwendung
ohne eine signifikante Reduktion der Sensitivitat bereits beschrieben wurde (RILEY
und CAFFREY 1990).

2.2.2.9. Waschschritte

Wahrend der Hybridisierung nicht gebundene Sonden werden anschlie3end durch
Waschschritte entfernt (HILL et al. 2001). Um die Hybrididisierung der Sonde an
ahnliche aber nicht-identische Sequenzen zu minimieren, kann eine Anpassung der
Temperatur sowie der Salz- und/oder Formamid-Konzentration sowohl wéhrend der
Hybrididsierungsreatkion als auch wéahrend der Waschschritte durchgefiihrt werden
(MEINKOTH und WAHL 1984). Die Wahl einer geeigneten Temperatur ermdglicht
die Zusammenlagerung komplementarer Strange. Sie wird in der Regel empirisch
bestimmt. Eine geeignete Temperatur fuhrt dazu, dass nur korrekt gepaarte Stréange
auch gebunden bleiben, man spricht in diesem Fall von hoch-stringenten
Waschbedingungen. Zu hohe Temperaturen hingegen begtinstigen ein Aufbrechen
der Wasserstoffbriicken zwischen den gepaarten DNA-Basen und fuhren zu falsch-
negativen Ergebnissen. Bei zu niedrigen Temperaturen werden wiederum
Basenfehlpaarungen und somit falsch-positive Ergebnisse begunstigt (HILL et al.
2001).

2.2.2.10. Detektion

Die Darstellung der Ergebnisse bei Verwendung radioaktiv-markierter Sonden erfolgt
mittels Autoradiographie. Hierbei wird ein Rontgenfilm auf die Membran platziert und
in eine Rontgenkassette gelegt. Die Kassette wird einige Stunden durch die
Rontgenstrahlung der Sonden belichtet und der Film anschlielRend entwickelt. Da die
radioaktiv-markierte Sonde an Areale auf dem Filter gebunden hat, wo Zellen mit den
gleichen Genen wie die der Sonde vorhanden sind, zeichnen sich positive Signale
durch das Vorhandensein von Radioaktivitdt aus (HILL et al. 2001). Positive Signale
sind als schwarze Punkte auf dem entwickelten Réntgenfilm sichtbar und heben sich
deutlich vom Hintergrund ab (HILL et al. 2001, HOFF et al. 2002).
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Zur Detektion nicht-radioaktiver Sonden werden verschiedene biologische
Zielmolekile genutzt. Bei den direkten Methoden sind fluoreszente Farbstoffe direkt
an die Sonde gekoppelt. Bei indirekten Systemen wird an der Sonde eine
modifizierte Gruppe angefigt, an welche ein Indikatormolekil bindet. Standard
Indikatormolekile sind DIG, Biotin und Fluoreszein (KESSLER 1995). Ein an das
Indikatormolekil gekoppelter Enzymkomplex setzt ein chromogenes Substrat um,
was zur Enstehung von Farbpunkten auf der Membran fuhrt (HILL et al. 2001,
KESSLER 1995).

Die Grol3e positiver Signale korreliert in etwa mit der Gro3e der Kolonien auf dem
Agar. Die Signalintensitat hangt von der Art der Sonde und der Expositionszeit ab
(HOFF et al. 2002). Positiv identifizierte Kolonien prasentieren eine KbE (Kolonie-
bildende Einheit) die das gesuchte Gen enthalt. Kolonien, welche mit der Sonde
reagiert haben, konnen fur die Erstellung von Reinkulturen und weitere
Identifikationen verwendet werden (HILL und KEASLER 1991).

2.3. DNA-Kolonie-Hybridisierung zum Nachweis von
STEC

2.3.1. Methoden aus der Literatur

In den letzten 20 Jahren gab es nur eine begrenzte Anzahl von Studien die sich mit

dem Nachweis von STEC mittels DNA-Kolonie-Hybridisierung befassten (Tab. 6).
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Tab. 6: Nachweis von STEC mittels DNA-Kolonie-
Hybridisierung aus Reinkultur und verschiedenen Proben

Quelle Land Probenart

ARTHUR et al. 2002 USA Schlachtkérper Rind

BARLOW et al. 2006 Australien Rinderhackfleisch, Lammkoteletts

BETTELHEIM et al. 1990 Thailand Stuhlproben

BEUTIN et al. 1993 Deutschland, | Kotproben versch. Tierarten

Danemark

BROWN et al. 1989 Thailand Stuhlproben

ESPIE et al. 2006 Frankreich Darmspilungen HUS-Patienten,
Lebensmittelproben, Tierproben’

FEGAN und Australien Kotproben Lamm

DESMARCHELIER 1999

FRATAMICO et al. 2004 USA Kotproben Schwein

FREMAUX et al. 2006 Frankreich Kotproben Rind

Umgebungsproben

GALLIEN et al. 1996

Deutschland

bespikte Milchproben

HULL et al. 1993

Thailand

Stuhlproben

KARCH und MEYER 1989

Deutschland

Reinkulturen

KUMAR et al. 2004 Japan Meeresfriichte
Rindfleisch
MEICHTRI et al. 2004 Argentinien, Kotproben Rind
Brasilien
NEWLAND und NEILL 1988 | USA Reinstdmme
SAMADPOUR et al. 1990 USA Lebensmittel

Kotproben Kalb

SCHMIDT etal. 1994

Deutschland

Stuhlproben

STEPHAN et al. 2008

Schweiz

Rohmilchkase

SUTHIENKUL et al. 1990

Thailand

Lebensmittel
Darmspulungen und Kotproben von
Rind, Schwein, Huhn

"= Kotproben, Wasserproben von Trinknapfen, Futtermittelproben

Als Sonden-Markierungsmethoden kamen die Techniken Random-Priming (ARTUHR
et al. 2002, BETTELHEIM et al. 1990, ESPIE et al. 2006, KUMAR et al. 2004,
NEWLAND und NEILL 1989, SAMADPOUR et al. 1990, STEPHAN et al. 2008),
Nick-Translation (BROWN et al. 1989, HULL et al. 1993, SUTHIENKUL et al. 1990)
und PCR (BARLOW et al. 2006, BEUTIN et al. 1993, FEGAN und
DESMARCHELIER 1999, FRATAMICO et al. 2004, GALLIEN et al. 1996, SCHMIDT
et al. 1994) zum Einsatz (Tab. 7). ESPIE et al. (2006) und STEPHAN et al. (2008)
verwendeten fur die Random-Technik das ,DIG High Prime Kit* von Roche. Gelabelt
wurde haufig mit radioaktiven [alpha-*P]dNTPs (BETTELHEIM et al. 1990, BROWN
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et al. 1989, HULL et al. 1993, KUMAR et al. 2004, SAMADPOUR et al. 1990,
SUTHIENKUL et al. 1990) sowie mit Hilfe von DIG (BARLOW et al. 2006, BEUTIN et
al. 1993, ESPIE et al. 2006, FEGAN und DESMARCHELIER 1999, FRATAMICO et

al. 2004, GALLIEN et al. 1996, SCHMIDT et al. 1994, STEPHAN et al. 2008).

Tab. 7: STEC-Sonden-Markierung in der Literatur

Quelle Markierungsmethode Markierung mit

Random | Nick PCR

Priming | Trans-

lation

ARTHUR et al. 2002 X Keine Angaben
BARLOW et al. 2006 X DIG
BETTELHEIM et al. 1990 X [alpha-32P]dCTP
BEUTIN et al. 1993 X DIG
BROWN et al. 1989 X [alpha-32P]dNTP
ESPIE et al. 2006 X DIG
FEGAN und X DIG
DESMARCHELIER 1999
FRATAMICO et al. 2004 X DIG
GALLIEN et al. 1996 X DIG
HULL et al. 1993 X [32P]dNTP
KARCH und MEYER Keine Angaben [gamma-32P]dATP
1989

KUMAR et al. 2004

X

[alpha-32P]dCTP

MEICHTRI et al. 2004 Keine Angaben UTP

NEWLAND und NEILL X
1988

[alpha-32P]dCTP

SAMADPOUR et al. 1990 X [alpha-32P]dATP

[alpha-32P]dCTP

SCHMIDT et al. 1994 x | DIG
STEPHAN et al. 2008 X DIG
SUTHIENKUL et al. 1990 X [alpha-32P]dNTP

Nicht alle Studien gehen auf die Herstellung und Lange der Sonde ein (ARTHUR et
al. 2002, BARLOW et al. 2006, FRATAMICO et al. 2004, FEGAN und
DESMARCHELIER 1999, FREMAUX et al. 2006, MEICHTRI et al. 2004, STEHAN et
al. 2008). Haufig werden Polynukleotid-Sonden mit Langen zwischen 282 bp und
1.142 bp fur stx1 eingesetzt. Fur stx2 lag die Sondenlange zwischen 270 und 860 bp.
ESPIE et al. (2006) verwendeten eine 323-bp-lange Sonde fiir das stx-Gen. Die
Fragmente stammmten aus verschiedenen Plasmiden oder dem stx-Gen von STEC-
Stammen (BETTELHEIM et al. 1990, BEUTIN et al. 1993, BROWN et al. 1989, HULL
et al. 1993, KUMAR et al. 2004, SAMADPOUR et al. 1990, SUTHIENKUL et al.
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1990). Lediglich die Untersuchung von KARCH und MEYER (1989) hybridisierte mit
Oligonukleotid-Sonden mit einer Lange von 20 und 41 Basen, welche nicht genauer
charakterisiert werden. Fur die Herstellung findet meist die Klonierung Anwendung
(BETTELHEIM und BEUTIN 1990, BEUTIN et al. 1993, BROWN et al. 1989, HULL et
al. 1993, KUMAR et al. 2004, NEWLAND und NEILL 1988, SAMADPOUR et al.
1990, SUTHIENKUL et al. 1990), SCHMIDT et al. (2008) sowie ESPIE et al. (2006)
setzten die PCR ein (Tab. 8).

Tab. 8: STEC Polynukleotid-Sonden aus der Literatur

Quelle Lange Far Herstellungs-methode
[bp]

BETTELHEIM et al. 1990, | 1,142 stx1 Klonierung

BROWN et al. 1989, 842 Stx2

HULL et al. 1993,
SAMADPOUR et al. 1990,
SUTHIENKUL et al. 1990

BEUTIN et al. 1993 750 stx1 Klonierung
850 stx2

ESPIE et al. 2006 323 Stx PCR

KUMAR et al. 2004 900 stx1 Klonierung
860 stx2

NEWLAND und NEILL 1,142 stx1 Klonierung

1988 842 Stx2

SCHMIDT et al. 1994 282 stx1 PCR
270 stx2

Auf die zur Sondenherstellung eingesetzten Primer gehen sechs der dargestellten
Studien ein. BARLOW et al. (2006) sowie GALLIEN et al. (1996) verwendeten MK-
Primer fir stx1 und stx2 nach KARCH und MEYER (1989). ESPIE et al. (2006)
verwendeten ebenfalls ein Primerpaar fur beide Gene. Drei Studien setzen separate
Primer fir die beiden Gene ein (ARTHUR et al. 2002, FRATAMICO et al. 2004,
SCHMIDT et al. 1994).

SUTHIENKUL et al. (1990) setzten als Positivkontrollen fur stx1 E. coli C600 (933J)
und flr stx2 E. coli C600 (933W) ein. Als Negativkontrolle diente der Stamm C600.
SCHMIDT et al. (1994) verwendete den Stamm C600 (H19J) fur stx1. Die sxt2- und
Negativkontrolle waren wie bei SUTHIENKUL et al. (1990).
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Zur Untersuchung der jeweiligen Proben erfolgte die Anzucht der Keime auf
verschiedenen Agars. Es kamen Luria Betrani-Agar (FRATAMICO et al. 2004),
Tryptischer Soja-Agar (ARTHUR et al. 2002, SCHMIDT et al. 1994), HC-Agar
(BARLOW et al. 2006), Eosin Methylen Blau-Agar (FEGAN und DESMARCHELIER
1999), Schafblut-Agar (STEPHAN et al. 2008) oder MAC-Agar zum Einsatz (HULL et
al. 1993, ESPIE et al. 2006, GALLIEN et al. 1996, SUTHIENKUL et al. 1990). Die
angegebene Temperatur fir die Inkubation betrug - bis auf die Bebritung des
Schafblutagars bei +42 °C (STEPHAN et al. 2008) - einheitlich +37 °C (ARTHUR et
al. 2002, BARLOW et al. 2006, ESPIE et al. 2006, FEGAN und DESMARCHELIER
1999, FRATAMICO et al. 2004, GALLIEN et al. 1996, HULL et al. 1993,
SAMADPOUR et al. 1999, SUTHIENKUL et al. 1990, SCHMIDT et al. 1994). Die
Dauer der Inkubation wurde mit mindestens 11 h (ARTHUR et al. 2002) bzw. 14 h
(SCHMIDT et al. 1994) angegeben, meist jedoch mit 18-20 h (FEGAN und
DESMARCHELIER 1999, FRATAMICO et al. 2002, GALLIEN et al. 1996) bzw. 24 h
(STEPHAN et al. 2008) oder Uiber Nacht (ESPIE et al. 2006, HULL et al. 1993,
SUTHIENKUL et al. 1990).

Nach der Inkubation sollten optimalerweise 200-400 Kolonien auf dem Agar
gewachsen sein (HULL et al. 1993, SUTHIENKUL et al. 1990). SAMADPOUR et al.
(1990) gaben eine Spanne von 50-1.000 Kolonien an und nach ARTHUR et al.
(1999) sollten es 2.000 Kolonien sein. STEPHAN et al. (2008) und ESPIE et al.
(2006) gaben an, dass von den ausgepatelten 10 und 10 Verdiinnungen die Platte
mit den meisten Einzelkolonien fur den Blot herangezogen wurden. GALLIEN et al.
(1996) zogen Platten heran, wo sich gut getrennt gewachsene Einzelkolonien

entwickelt hatten.

Die Lyse der Zellen sowie die Denaturierung und Fixierung der DNA wurde in der
Literatur h&ufig nicht genauer beschrieben. BARLOW et al. (2006), FEGAN und
DESMARCHELIER (1999) sowie STEPHAN et al. (2008) verwiesen darauf, dass die
Fixierung der DNA mit Cross-Linking durch Bestrahlung im UV-Licht erfolgte.
SCHMIDT et al. (1994) fuhrte ein 2-stindiges ,Backen® bei +80 °C durch. STEPHAN
et al. (2008) inkubierten die Membranen nach dem Cross-Linking fir 2 h bei +37°C,
und entfernten danach anschlieBend die Zellreste mit Proteinase K-Lésung. ESPIE
et al. (2006) fuhrte die DNA-Fixierung durch Backen bei +80°C durch und setzte fir
die Zellrest-Entfernung ebenfalls Proteinase K ein.
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Fur die Hybridisierungs-Schritte verweisen einige Studien auf den Einsatz von
Hersteller-Kits und somit die Durchfihrung nach Herstellerangaben. Dabei werden
insbesondere die Kits von Roche und Boehringer verwendet (BARLOW et al. 2006,
ESPIE et al. 2006, FRATAMICO et al. 2004, FEGAN und DESMARCHELIER 1999,
GALLIEN et al. 1996, STEPHAN et al. 2008), wobei Boehringer 1998 von Roche
ubernommen wurde. ARTHUR et al. (2002) fihrten die Hybridisierung nach
Anleitung des ,ECL Random Prime Labeling and Detection Kits“ von Amersham
(Munchen) durch.

Die Temperatur sowie die Zeitdauer fur die Prahybridisierung und Hybridisierung
waren teilweise recht unterschiedlich. Die Prahybridisierung erfolgte bei RT
(SAMADPOUR et al. 1990) bzw. zwischen +42 und +68°C fir bis zu 1 h (FREMAUX
et al. 2002, GALLIEN et al. 1996, KARCH und MEYER 1989, NEWLAND und NEILL
1988, SCHMIDT et al. 1994, STEPHAN et al. 2008). Die Hybridisierung wurde bei
+37 bis +68 °C bei einer Dauer von 18-20 h bzw. tber Nacht durchgefiihrt (ARTHUR
et al. 2002, BARLOW et al. 2006, BEUTIN et al. 1993, BROWN et al. 1989,
FREMAUX et al. 2006, KARCH und MEYER 1989, NEWLAND und NEILL 1988,
SAMADPOUR et al. 1990, SCHMIDT et al. 1994, STEPHAN et al. 2008) (Tab. 9).
GALLIEN et al. (1996) fuhrten die Hybridisieung fur 3 h bei +42 °C durch.
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Tab. 9: Prahybridisierungs- und
Hybridisierungstemperaturen und -dauer in der Literatur

Quelle Prahybridisierung Hybridisierung
Temperatur Dauer Temperatur Dauer
[+°C] [min] [+°C] [h]
ARTHUR et al. 2002 K.A. K.A. 60 K.A.
BARLOW et al. 2006 k.A. k.A. 68 K.A.
BEUTIN et al. 1993 K.A. K.A. 68 20
BROWN et al. 1989 k.A. k.A. 68 U.N.
FREMAUX et al. 2006 42 60 42 U.N.
GALLIEN et al. 1996 42 60 42 3
KARCH und MEYER 1989 46 60 50 18
NEWLAND und NEILL 68 60 68 U.N.
1988
SAMADPOUR et al. 1990 RT 5-30 37 U.N.
SCHMIDT et al. 1994 68 60 60 U.N.
STEPHAN et al. 2008 42 60 42 U.N.

U.N.= tber Nacht
k.A.= keine Angaben
RT= Raumtemperatur

DIG Easy Hyb wurde als Prahybridisierungs- und Hybridisierungslésung verwendet
(ESPIE et al. 2006, FREMAUX et al. 2006, GALLIEN et al. 1996, STEPHAN et al.
2008). Andere Studien gaben selbst-hergestellte Loésungen an (BEUTIN et al. 1993,
BROWN et al. 1989, KARCH und MEYER 1989, NEWLAND und NEILL 1988,
SAMADPOUR et al. 1990).

Als Membranen verwendete ein Grof3teil der Studien Nylon-Membranen (ARTHUR et
al. 2002, FEGAN und DESMARCHELIER 1999, FRATAMICO et al. 2004, ESPIE et
al. 2006, GALLIEN et al. 1996, STEHAN et al. 2008). Andere hingegen verwendeten
Nitrocellulose-Membranen (BEUTIN et al. 1993, HULL et al. 1993, KARCH und
MEYER 1989, SCHMIDT et al. 1994). ). Es finden sich auch Angaben zur
Verwendung von Filterpapier (Whatman no. 541) anstelle von Membranen
(BETTELHEIM et al. 1990, BROWN et al. 1989, NEWLAND und NEILL 1988,
SAMADPOUR et al. 1990, SUTHIENKUL et al. 1990).
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2.3.2. Referenzmethoden

2.3.2.1. ,lsolierung und Charakterisierung Verotoxin-
bildender Escherichia coli in Hackfleisch mittels
PCR und DNA-Hybridisierungstechnik*

Die amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach 864 des Lebensmittel-,
Bedarfgegenstande- und Futtermittelgesetzbuchs (LFGB) beschreibt in der Methode
L07.18-1 ,Nachweis, Isolierung und Charakterisierung Verotoxin-bildender
Escherichia coli (VTEC) in Hackfleisch mittels PCR und DNA-Hybridisierungstechnik®
(N.N. 2006). Nach einer funfstindigen Inkubation des Probenmaterials in
Flissiganreicherung  (modifizierte  Tryptische  Soja-Bouillon  (m-TSB)  mit
Novobiocinzusatz) erfolgt die Ubertragung der Anreicherung oder einer Verdinnung
dieser auf MAC-Agar und die anschlieRende Bebritung bei +37 °C uber Nacht. Die
Kolonien werden anschlieBend auf eine Nylonmembran dbertragen indem die
Membran auf den Agar gelegt, mit einem Spatel leicht angedrickt und wieder
abgezogen wird. Auf die Verwendung von Positiv- und Negativkontrollen zur
Feststellung der Effizienz der Hybridisierungsreaktion wird nicht hingewiesen.
Allerdings wird bei der Beschreibung der PCR-Methode auf ein Mitfiilhren von
Referenzstammen zur Kontrolle der Reaktion aufmerksam gemacht, und geeignete
Referenzstdmme benannt. Angefihrt ist E. coli C600 JI als Referenzstamm fir stx1,
C600 W34 als Referenzstamm fiir stx2 und C600 als Negativkontrolle.

Die Lyse und Denaturierung der Bakterien erfolgt mit NaOH. Die Fixierung der
freigelegten DNA auf der Membran wird durch einstiindige Erhitzung bei +80 °C oder
,Cross-Linking“ erreicht. Hierunter versteht man die Bestrahlung von DNA mit UV
Licht, was zur Herstellung kovalenter Bindungen zwischen der DNA und einem
Bindungspartner fuhrt (MOLNAR et al. 1995). Die Prahybridisierung erfolgt bei der
Verwendung von DIG Easy Hyb-Ldsung fur eine Stunde bei +42 °C.

Die Markierung der im nachsten Schritt einzusetzenden Hybridisierungs-Sonde wird
in der Methode ASU L07.18-1 mit Hilfe der PCR durchgefuhrt. Als erster Schritt
erfolgt die Amplifikation der stx-Gene aus den zur Sondenherstellung verwendeten
Referenzstammen E. coli C600 JI (positiv fur stx1) und C600 W34 (positiv fur stx2)
mittels einer ersten PCR. Als Primer kommen MK1 und MK2 zum Einsatz, alternativ

kénnen auch die Primerpaare KS7/KS8 und LP43/44 verwendet werden (Tab. 10).
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Die PCR-Produkte der ersten PCR werden einer zweiten PCR zugefluhrt, bei welcher
nun markierte dNTPs eingesetzt werden. Fir die Markierung wird die Verwendung
von DIG-11-dUTP angefuhrt. Die markierten DNA-Amplifikate werden anschlie3end
elektrophoretisch in Agarose getrennt. Durch den Einbau von mit DIG-markierten
dNTPs sind die Amplifikate im elektrischen Feld weniger beweglich als unmarkierte
Amplifikate und zeichnen sich bei der Verwendung der MK-Primern durch eine
scheinbare Lange von 400 bis 450 bp aus. Die Banden werden mit einem Skalpell
aus dem Gel ausgeschnitten und durch Aufkochen in autoklaviertem Wasser und

anschlieBendes Abkuhlen gelost.

Tab. 10: Primersequenzen fur den Nachweis von stx1 und
stx2 (N.N. 2006)

Primer Sequenz
MK-Primer fir stx1 und stx2
MK1 5'-ttt acg ata gac ttc tcg ac-3’
MK?2 5’-cac ata taa att att tcg ctc-3’
KS-Primer fur stx1
KS7 5’-ccc gga tcc atg aaa aaa aca tta tta ata gc-3’
KS8 5’-ccc gaa ttc agc tat tct gag tca acg-3’
LP-Primer fur stx2
LP43 5’-atc cta ttc ccg gga gtt tac g-3’
LP4 5’-gcg tca tcg tat aca cag gag c-3’

Die Hybridiserung wird bei derselben Temperatur durchgefuhrt wie die
Prahybridisierung (+42 °C). Sie sollte mindestens fir 3 h, jedoch besser Uber Nacht
erfolgen. Als Hybridisierungslésung wird ebenfalls DIG Easy Hyb, dieses Mal mit
zugefugter Sonde, eingesetzt. Fir die Waschung der Membran kommen SDS
(Sodium Dodecyl Sulphate) und 2x SSC (Saline Sodium Citrate) bei
Raumtemperatur (RT) sowie SDS und 0,5x SSC bei +68 °C zum Einsatz. Fur die
Detektion bei RT wird auf die Angaben der Hersteller der jeweils eingesetzten Kits
verwiesen. Beispielhaft ist im Anhang die Verwendung des DIG Nucleic Acid
Detection Kits der Firma Roche Diagnostics angefiihrt, welche in Kapitel 3.3 unter

Material und Methoden genau beschrieben wird.

Die Validierung der Methode erfolgte mittels Ringversuch. 11 Laboratorien erhielten
10 Hackfleischproben aus 2 Grundmatrices. Die ersten neun Proben waren bereits
mit natiirlichen STEC kontaminiert. Die Begleitflora wurde mit 10° bis 10° KbE/g
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angegeben. Je 5 Proben wurden einheitlich mit den Referenzstammen gespikt. Die
Beimpfungskonzentration lag zwischen 54 und 308 KbE/25 g Hackfleisch. Die
Untersuchung der Proben erfolgte parallel mittels PCR mit den MK-Primern und
mittels DNA-Kolonie-Hybridisierung. In der PCR erwiesen sich alle Proben als STEC-
positiv. Die Hybridisierung ergab bei 8 der Laboratorien eine 100-prozentige
Nachweisrate. Eine Labor identifizierte jeweils 4 der 5 Proben als positiv, da die
Probe transport-bedingt eine Begleitflora von 10° KbE/g aufwies. Ein Labor machte
keine Angaben und ein Labor hatte bedingt-auswertbare Ergebnisse aufgrund

methodischer Fehler.

2.3.2.2. “ldentification of Foodborne Bacterial

Pathogens by Gene Probes”

Die U.S. Food & Drug Administration (FDA), Center for Food Safety and Applied
Nutrition (CFSAN) beschreibt im ,Bacteriological Analytical Manual® (BAM) die
Idenfitikation von Lebensmittelerregern mit Hilfe von Gensonden (HILL et al. 2001).
Neben der PCR zur Sondenherstellung wird die DNA-Kolonie-Hybridisierung

erlautert.

Die Inkubation der in Butterfield-Puffer (Butterfield's Phosphate-Buffered Dilution
Water, bestehend aus KH,PO, und Aqua dest.) vorangereicherten Proben erfolgt flr
24 h bei +43 °C auf HC-Agar. Die Membran wird nach der Inkubation auf dem Agar
platziert, mit einem Glas-Spatel leicht angedrickt und nach funf Minuten wieder
abgezogen. Fur die Kontrollen wird auf Referenzstdmme aus diversen Quellen

verwiesen (Tab. 11). Sie kénnen bei -70 °C in 10% Glycerol gelagert werden.

39



2.4 Validierung von Methoden

Tab. 11: Referenzstamme fir die Hybridisierung von stx

Referenzstamm Eigenschaften Quelle

C600 negativ fur sxtl und stx2 | STROCKBINE et al. 1986

0157:H7 (933) positiv fur stx1 und stx2 RILEY et al. 1983

C600 (933J) positiv flr stx1 O’BRIEN et al 1984,
STROCKBINE et al. 1986

026 :H11 (H30) positiv flr stx1 O’BRIEN et al. 1982,
KONOWALCHUK et al.
1977

Die Lyse der Zellen und Denaturierung der DNA erfolgt mit 0,5 M NaOH in 1,5 M
NaCl. Die Fixierung der DNA auf der Membran geschiehnt mithilfe von

Mikrowellenstrahlen.

Die Hybridisierungslésung wird selbst hergestellt und besteht aus 6x SSC, 5x
Denhardt-Losung (bestehend aus Ficoll, Polyvinyl pyrrolidone, Bovines Serum
Albumin, Aqua dest.) sowie 10 MM EDTA (Ethylen-diamin-tetra-acetat). Sonifizierte
(mit Ultraschall-Strahlung behandelte) Kalbsthymus-DNA wird 5 min gekocht und
anschlieBend zur Losung hinzugefiigt. Nach der Inkubation der Membran in der
Hybridisierungslosung fur 15 min bei RT wird die Sonde hinzugefiigt. Als Sonden-
Markierung wird die radioaktive End-Markierung von Oligonukleotiden mittels
[gamma-*?P]dATP angefiihrt. Fur die Sondenherstellung wird beispielhaft auf die
Verwendung von zwei synthetischen Oligonukleotid-Sonden aus der Sequenz der A-
Untereinheit der stx1- und stx2-Gene (Nukleotide 473-490 und 472-490) hingewiesen
(SZABO et. al. 1986). HC-Agar dient der Selektion stx-positiver E. coli-Stamme.

Die Hybridisierungstemperatur wird mit +37 °C angegeben. Die Hybridisierung erfolgt
Uber Nacht. Gewaschen werden die Membranen in 3x SSC bei 56 °C und 2x SSC
bei RT. Die Detektion erfolgt autoradiographisch.

2.4. Validierung von Methoden

Ziel einer Validierung ist es, eine Methode zu charakterisieren und zu testen, ob

diese flr einen bestimmten Zweck geeignet ist (HUBNER et al. 2002, OSCROFT

2007). Dagegen trifft die Valdierung keine Aussage dartber, ob eine Methode in

allen Situationen und im jeweiligen Labor funktionieren wird (OSCROFT 2007).
40



2.4 Validierung von Methoden

Messunsicherheiten kdnnen bei mikrobiologischen Prufverfahren oft nicht genau
bestimmt werden, da sich die Untersuchungen auf sich dynamisch-verhaltende
lebende Materie in Bezug auf Vermehrung, Absterben, Schadigung und Inaktivierung
bezieht. Somit handelt es sich immer nur um eine Annaherung an den wahren Wert
(HUBNER al al. 2002).

Die Wahl einer Methode kann sich nach gewissen Standards beispielsweise 1SO-
Normen, Publikationen oder Herstellerangaben bei Einsatz bestimmter Produkte
richten (OSCROFT 2007). Eine normierte internationale Arbeitsvorschrift zur
Validierung mikrobiologischer qualitativer Verfahren ist die DIN EN ISO 16140:2003.
Als weitere Vorschriften zur Validierung gelten die AOAC International (Association
of Analytical Communities) (FELDSINE et al. 2002), die National Veterinary Institute
(Protocol for the Validation of Alternative Microbiological Methods in the Nordic
Countries) (N.N. 2007) sowie die SAS (Schweizerische Akkreditierungsstelle;
Leitfaden zur Valdierung mikrobiologischer Prifverfahren zur Abschatzung der
Messunsicherheit im Bereich der Lebensmittel- und Umweltmikrobiologie)
(BAUMGARTNER et al. 2006). BAUMGARTNER et al. (2006) orientieren sich dabei
an Anweisungen der Publikation ,In house-Validierung mikrobiologischer
Prifverfahren® von HUBNER et al. (2002).

Validiert werden zum einen Alternativverfahren (z.B. Schnellverfahren), welche
grundsatzlich  durch einen Methodenvergleich zu bereits existierenden
Referenzmethoden getestet werden (BAUMGARTNER et al. 2006, HUBNER et al.
2002, FELDSINE et al. 2002). Gemal der DIN EN ISO 16140:2003 gliedert sich die
Validierung von Alternativverfahren in zwei Schritte: zunachst wird das
Alternativverfahren gegentiber dem Referenzverfahren vergleichend untersucht. Im
folgenden Schritt werden beide Methoden im Ringversuch getestet (N.N. 2003). Zum
anderen konnen neue Methoden validiert werden, fir die bislang noch keine
genormten Prifanweisungen (Standard- bzw. Referenzmethoden) bestehen
(BAUMGARTNER et al. 2006; FELDSINE et al. 2002, HUBNER et al. 2002). Bei
neuen Methoden griindet die Validierung auf internen Laborversuchen mit kiinstlich

kontaminiertem, definiertem Referenzmaterial (HUBNER et al. 2002).

Beurteilt wird die Methode anhand von Validierungskriterien (HUBNER et al. 2002).
Diese Kriterien fur alternative und neue Methoden sind in Tabelle 12 aufgelistet.

Werden diese im Vergleich zu einer Referenzmethode ermittelt, werden sie als
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Jrelative Validierungskriterien® bezeichnet (N.N. 2003). Bei der Validierung muss
hierbei prinzipiell zwischen qualitativen und quantitativen Prufverfahren
unterschieden werden (BAUMGARTNER et al. 2006). Bei qualitativen Verfahren wird
ermittelt, ob z.B. ein Mikroorganismus in einer bestimmten Menge von einer
bestimmten Matrix vorhanden ist oder nicht. Bei quantitativen Verfahren geht es um
die Ermittlung der vorhandenen Menge des zu analysierenden Mikroorganismus in
einer bestimmten Matrix (BAUMGARTNER et al. 2006; FELDSINE et al. 2002).
Quantitative Verfahren dienen zum Beispiel der Uberwachung von Grenzwerten
(N.N. 2003).

Tab. 12: Validierungsparameter fur qualitative und
guantitative Methoden nach HUBNER et al. (2002)

Validierungskriterium gualitative Methode guantitative Methode
Anwendungsbereich X X
Spezifitat X X
Sensitivitat X X
Richtigkeit X X
Wiederholbarkeit (Prazision) X X
Vergleichbarkeit (Robustheit) X X
Nachweisgrenze X

Bestimmungsgrenze X
Linearitat X
Falsch-positive Rate X

Falsch-negative Rate X

Statistische Ubereinstimmung* X X

*= nur fur Alternativverfahren

Die Auswahl der zum Einsatz kommenden Probe richtet sich nach dem
Untersuchungsziel (BAUMGARTNER et al. 2006). Bei der Lebensmittelproduktion
angewandte Technologien wie beispielsweise Fermentation oder Kochen sollten
dabei berucksichtigt werden. Je nachdem, fur welchen Anwendungsbereich die zu
validierende Methode eingesetzt werden soll, werden eine bzw. mehrere Produkt-
und Lebensmittelkategorien (Matrices) fir die Validierung herangezogen (HUBNER
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et al. 2002). Dabei sollten Matrices gewahlt werden, bei welchen die Pathogenitat,
z.B. durch Lebensmittelvergiftungen oder Lebensmittel-Ruckrufaktionen bekannt ist
(FELDSINE et al. 2002) und diese somit relevant fur die Gefahrdung der
menschlichen Gesundheit sind (HUBNER et al. 2002). Mdgliche Produkte- und
Lebensmittelkategorien sind in den Anhangen der AOAC-Richtlinie und der ISO-
Norm 16140 angegeben (HUBNER et al. 2002). Als relevante
Lebensmittelkategorien fur E. coli O157:H7 und STEC sind Fleisch- und
Fleischprodukte sowie Fisch und Meeresfrichte, aber auch Milchprodukte sowie
Gemise und Obst aufgelistet (FELDSINE et al. 2002). Kenntnisse Uuber die
Pravalenz der nachzuweisenden Mikroorganismen im jeweiligen Lebensmittel sind
zusatzlich zu berticksichtigen (BAUMGARTNER et al. 2006, HUBNER et al 2002).

Bei der Matrix-Wabhl ist ebenso zu beachten, ob die Methode fiir ein bestimmtes oder
universell fur Lebensmittel angewandt werden soll. Ist die Methode fir den Nachweis
von Mikroorganismen in einem ganz bestimmten Lebensmittel vorgesehen, so sollte
dieses als Matrix eingesetzt werden. Dient sie dem Nachweis in allen Lebensmitteln,
so sollten mindestens vier verschiedene Matrices fur die Validierung gewahlt werden
(BAUMGARTNER et al. 2006, HUBNER et al. 2002).

Handelt es sich bei der Validierung um einen Methodenvergleich, sind pro Produkt-
bzw. Lebensmittelkategorie mindestens 20 natlrlich kontaminierte und 20 nattrlich
nicht kontaminierte Proben zu untersuchen. Diese sind sowohl mit dem Alternativ-
als auch mit dem Referenzverfahren zu testen (HUBNER et al. 2002). Idealerweise
sollten naturlich kontaminierte Lebensmittel fur die Validierung zum Einsatz kommen
Ist dies jedoch nicht mdglich, so ist eine kinstliche Kontamination zuléssig
(FELDSINE et al. 2002). Man spricht bei der kinstlichen Kontamination auch vom
,Spiken” der Proben mit dem jeweiligen Mikroorganismus (BAUMGARTNER et al.
2006). Das Spektrum der nattrlich vorkommenden Eigenflora sollte bei den kinstlich
kontaminierten Proben auf alle Falle abgedeckt sein (HUBNER et al. 2002).

Wird eine neue Methode untersucht, so sind die jeweiligen Produkt- und
Lebensmittelkategorien mit mindestens 20 verschiedenen Stdmmen des
Zielorganismus kunstlich zu kontaminieren. Weitere 20 Proben sollen nicht mit dem
Zielorganismus, dafir aber mit einer anderen Spezies kontaminiert sein. Dabei sollte
die Konzentration zehnmal Uber der Nachweisgrenze bzw. Bestimmungsgrenze

liegen (HUBNER et al. 2002).
43



2.4 Validierung von Methoden

Die weiteren Validierungskriterien zur Beurteilung einer Methode sind in Tabelle 13
erlautert (HUBNER et al. 2002). Bei mikrobiologischen Prifverfahren stehen die
Spezifitat und Sensitivitat im Vordergrund (BAUMGARTNER et al. 2006).

Tab. 13: Begriffsbestimmung der Validierungskriterien fur
qualitative und quantitative Methoden nach HUBNER et al.
(2002)

Validierungsparameter | Begriffsbestimmung

Spezifitat Grad, zu welchem eine Methode von anderen
Komponenten der Probe beeinflusst wird. Ist die Methode
spezifisch, so wird sie von anderen Komponenten nicht
beeinflusst

Sensitivitat

Qualitativ Die Fahigkeit der zu validierenden Methode, den
Zielorganismus nachzuweisen, wenn er von der
Referenzmethode nachgewiesen wird, bzw. in der Probe
enthalten ist

Quantitativ Fahigkeit eines Prufverfahrens, innerhalb einer gegebenen
Matrix leichte Anderungen in der Anzahl der
Mikroorganismen nachzuweisen

Richtigkeit (Effizienz) Mal fir die Abweichung vom wahren bzw. richtigen Wert.

Wiederholbarkeit Vergleich von Resultaten wiederholter Messungen

(Prazision) derselben Probe unter gleichen Bedingungen

Vergleichbarkeit Vergleich von Resultaten wiederholter Messungen

(Robustheit) derselben Probe unter wechselnden Bedingungen

Nachweisgrenze Kleinste Konzentration an Mikroorganismen, die mit
genugender statistischer Sicherheit nachgewiesen werden
kann

Bestimmungsgrenze Kleinste Konzentration an Mikroorganismen, die noch mit
akzeptabler Richtigkeit und Prazision bestimmt werden
kann

Linearitat Fahigkeit einer Methode, in einer gegebenen Matrix

Resultate zu geben, die proportional zur Anzahl der
Mikroorganismen in der Probe sind

Falsch-positive Rate Anzahl Resultate mit positiver Abweichung
Falsch-negative Rate Anzahl Resultate mit negativer Abweichung

Statistische Mass der Ubeeinstimmung zweier Priifverfahren beziiglich
Ubereinstimmung eines Analysenparameters

Die Richtigkeit kann mittels einer validierten Zweitmethode (wenn moglich einer
Referenzmethode), Uber kinstliche Kontamination (Spiken) oder mit einem
Referenzmaterial bestimmt werden. Wird die Richtigkeit mit einer Zweitmethode

ermittelt, so bezeichnet diese den Grad der Ubereinstimmung der Resultate, welche
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mit der zu validierenden und der Referenzmethode an mindestens 20 gleichen
Proben erhalten werden. Gespikt werden Proben, wenn kein zertifiziertes
Referenzmaterial und keine Zweitmethode zur Verfigung stehen. Der
nachzuweisende Organismus wird zu 6-20 Proben hinzugefigt und die
Konzentrationen bestimmt. Im Vergleich mit zertifiziertem Referenzmaterial gentigen
6-10 Bestimmungen (BAUMGARTNER et al. 2006).

Zur Abschatzung der Nachweisgrenze sind pro Produkt- und Lebensmittelkategorie
Verdinnungsreinen von mindestens drei verschiedenen Konzentrationen
anzufertigen. Als tiefe Konzentrationen gelten Werte von 1 bis 10 KbE, mittlerere
sind 10 bis 100 KbE und hohe Konzentrationen sind tiber 100 KbE (HUBNER et al.
2002). Die erste Beimpfungskonzentration sollte der Negativkontrollen die zweite der
theoretischen Nachweisgrenze und die dritte einem Wert oberhalb der
Nachweisgrenze entsprechen (N.N. 2003). Es sind 4 verschiedene Stamme des
Zielkeims zu verwenden, mit welchen die Matrices kunstlich kontaminiert werden
(HUBNER et al. 2002). Ebenso sollte eine Negativkontrolle mitgefiihrt werden. Die
Nachweisgrenze ist demnach der tiefste Wert, bei welcher aller Resultate positiv
ausfallen (BAUMGARTNER et al. 2006). Als Nachweisgrenze fur qualitative
Verfahren gilt 1 KbE/25 g (HUBNER et al. 2002).

Fur die Ermittlung der Bestimmungsgrenze sind ebenso drei verschiedene
Konzentrationen mit vier Stammen des Mikroorganismus anzusetzen. Die
Bestimmungsgrenze liegt bei quantitativen Plattierverfahren bei 2000-3000 KbE/g
(HUBNER et al. 2002).

Die DIN EN ISO 16140:2003 gibt als Validierungskriterien zudem die Inklusivitat und
Exklusivitat an. Hierfir werden keine Lebensmittelproben, sondern nur Reinkulturen
von Stammen eingesetzt. Unter Inklusivitdt versteht man die Eignung eines
alternativen Prifverfahrens den Zielorganismus in einem breiten Spektrum von
Stdmmen nachzuweisen (N.N. 2003). Inklusive Keime sind Zielkeim der Methode
und missen detektiert werden (HUBNER et al. 2002). Zur Ermittlung der Inklusivitat
sollten mindestens 50 verschiedene Stamme des Zielorganismus eingesetzt werden
und die Beimpfungskonzentration sollte zehn- bis 100fach gréf3er als die geringste
Nachweiskonzentration des alternativen Verfahrens sein. Die Exklusivitat beinhaltet
die Abwesenheit storender Einflisse eines relevanten Spektrums von anderen

Mikroorganismen als dem Zielkeim bei alternativen Verfahren (N.N. 2003). Exklusive
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Keime dirfen von der Methode nicht detektiert werden (HUBNER et al. 2002). Hier
sollten  mindestens 30  Reinkulturen  eingesetzt werden und die
Beimpfungskonzentration sollte der Konzentration entsprechen, die in allen

Lebensmitteln zu erwarten ist (N.N. 2003).
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3 Material und Methoden

3. Material und Methoden

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung einer DNA-Kolonie-Hybridisierung zum
Nachweis von STEC zur Einfihrung im Routinelabor. Das Vorgehen gliederte sich in
die Markierung der Sonde mittels PCR und das Hybridisierungsverfahren selbst. Der
Sonden-Markierung voraus gingen Vorversuche zur Optimierung der PCR. Die
Hybridisierung wurde in Anlehnung an die ASU L07.18-1 (N.N. 2006) durchgefihrt,
wobei in den Vorversuchen die Methode vergleichend mit kommerziell-erhaltlichen
und selbst-hergestellten Reagenzien erfolgte. Fur beide moglichen Vorgehensweisen
sowie die Sonden-Markierung wurde eine Kostenaufstellung anfertigt. Es wurden drei
verschiedene Agars getestet und die Methode fir den Einsatz im Routinelabor in

mehreren Schritten validiert.

3.1. Material

3.1.1. Referenzstamme

Die beiden stx1- und stx2-positiven Referenzstamme (x1, x2) stammten vom
Bundesinstitut fir gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterinarmedizin (BgVV),
Nationales Referenzlabor E. coli, Dessau. Bei dem stx1-postitiven Stamm handelte
es sich um E. coli C600 J1 (x1), der Stamm fir stx2 war E. coli C600 W34 (x2).

3.1.2. Probenmaterial

Fur die Validierung der Methode wurde Probenmaterial mit den Referenzstammen x1
und x2 beimpft, um die Nachweisgrenze des Verfahrens zu bestimmen. Als
Probenmaterial kam Rinderhackfleisch zum Einsatz. Die Wahl dieser Matrix liegt
darin begrundet, dass Rinder als bedeutende Infektionsquelle fir EHEC-Infektionen
gelten (Kapitel 2.1.3) und die Wahrscheinlichkeit einer natlrlichen Kontamination
dieses Lebensmittels gegeben ist. Zudem bezieht sich die ASU L07.18-1 auf die
Untersuchung von Hackfleisch (N.N. 2006). Die Proben stammten aus dem
Routinelabor des Lehrstuhls flr Hygiene und Technologie der Lebensmittel tierischen

Ursprungs. Bis zu ihrer Verwendung wurden sie bei -20 °C eingefroren.
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3.1.3. Reagenzien und Chemikalien

Fur die Vorversuche der DNA-Kolonie-Hybridisierung wurden die kommerziell-
erhaltlichen Reagenzien der Firma Roche (N.N. 2000) im Vergleich mit selbst-
hergestellten Losungen gemal der ASU L07.18-1 (N.N. 2006) eingesetzt (Tab. 14).
Einige der Losungen mussten fur beide Methoden selbst hergestellt werden und
waren identisch (Tab. 15). Die genauen Angaben zur Herstellung der Losungen sind
im Anhang beschrieben (Kapitel 9.3). Des Weiteren wurden einige Materialien und
Reagenzien fur beide Versuche eingesetzt. Das fir die Herstellung verwendete
einfach bzw. zweifach destillierte Wasser wurde in die Kostenberechnung nicht mit
einbezogen. Fir die Hauptversuche wurden anschlieBend ausschlief3lich die selbst-
hergestellten Losungen verwendet. Alle weiteren verwendeten Reagenzien und
Chemikalien sind dem Anhang zu entnehmen (Kapitel 9). Die fur die Vor- und

Hauptversuche verwendete Sonde wurde mit dem ,PCR DIG Probe Synthesis Kit"

(Roche) markiert.

Tab. 14: Zusammensetzung kommerzieller und selbst-
hergestellter Lésungen fur die DNA-Kolonie-Hybridisierung

LOsung

Kommerziell

selbst-hergestellt

10x Blocking-
Stammlésung

Flasche 3 des DIG Wash
and Block Buffer Sets
(Roche)

10 g Blocking-Reagent
90 ml Maleinsaurepuffer-
Stammldsung

10x Maleinsaurepuffer-

Flasche 2 des des DIG

11,6 g Maleinsaure

Stammlésung Wash and Block Buffer 8,8 g NaCl
Sets (Roche) 11 A. dest.
1x Blockinglésung Flasche 3 des DIG Wash | 10 ml Blocking-

and Block Buffer Sets
(Roche) 1:10 verdiinnen
mit Flasche 2 des Sets.

Stammldésung
90 ml Maleinsaurepuffer-
Stammlfsung

Detektionspuffer

Flasche 4 des des DIG
Wash and Block Buffer
Sets (Roche) 1:10 mit A.
bidest. Verdiinnen

15,8 g TRIS
5,9 g NaCl
11 A. dest.

Hybridisierungslésung

DIG Easy Hyb (Roche)

1 g Lauroylsarcosin
19 SDS

115x SSC

10 g Blocking-Reagent

Waschpuffer

Stammlésung Flasche 1
des DIG Wash and Block
Buffer Sets (Roche) 1:10
mit A. bidest. verdiinnen

3 ml 0,3% Tween 20
97 ml Maleinsaurepuffer-
Stammldsung
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Tab. 15: Gemeinsame

Lésungen und Materialien fir die

DNA-Kolonie-Hybridisierung

Losung Herstellung
,High Stringency Buffer® 5 ml SDS
(Waschlésung 2) 110,04x SSC
,Low Stringency Buffer” 5 ml SDS
(Waschlésung 1) 112x SSC
10x TE-Puffer Stammloésung 1:10 mit A. bidest. verdiinnen
Anti-DIG-AP-Konjugat (Roche) 3 ul mit 15 ml 1x Blockinglésung verdiinnen
Aquilibrierungslosung 175,32 g NaCl
88,23 g Tri-Natriumcitrat
11 A. bidest.
Denaturierungslosung 20 g NaOH
87,66 g NaCl
11 A. bidest.
NBT/BCIP-Farbelésung (Roche) 200 pl mit 10 ml A. bidest verdiinnen
Neutralisierungslosung 121,14 g TRIS
87,669 NaCl
11 A. bidest.
Proteinase K (Quiagen) 1:10 mit 2x SSC verdinnen
Material Hersteller
Whatmann Filterpapier 3MM CHR | Carl Roth GmbH
Nylon-Membranen Roche

3.2. Sondenmarkierung

Die Sonde fur die Hybridisierungsreaktion wurde mithilfe des ,PCR DIG Probe
Synthesis Kits“ markiert (Roche). Da die Markierung mittels PCR erfolgte, wurden im
ersten Schritt die Parameter der PCR optimiert, um im zweiten Schritt bestmdgliche

Markierungs-Ergebnisse zu erzielen.

3.2.1. Vorversuche zur Optimierung Sonden-Markierung

3.2.1.1. Auswahl der DNA-Exktraktions-Methode

Zur Ermittlung der optimalen DNA-Extraktionsmethode wurden vier verschiedene
Methoden getestet. Zwei Methoden wurden mit dem Reinigungskit InstaGene Matrix
(Bio-Rad) durchgeftihrt, wobei einmal nach Herstellerangaben und einmal modifiziert
vorgegangen wurde. Des Weiteren wurden zwei Methoden, die sich der thermischen

Lyse bedienten, eingesetzt. Bei der ersten handelte es sich um ein in-house
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Verfahren, die zweite erfolgte nach Angaben der ASU L07.18-1 (N.N. 2006) (Tab.
16). Zur Einschatzung der DNA-Ausbeute wurde anschlielend an die jeweilige
Exktraktion eine photometrische Konzentrationsbestimmung durchgefihrt. Zunachst
wurden funf Kolonien der Referenzstamme x1 sowie x2 von einer PCA-Platte
entnommen und in Pepton gegeben. Die Anreicherung erfolgte fur beide Stdamme
jeweils im Doppelansatz. Es folgte die Inkubation fir 16 h bei +37°C im Wasserbad.
Die Anreicherungen wurden anschliel3end fur die verschiedenen DNA-Extraktionen

verwendet.

Methode 1: InstaGene nach Anleitung der Firma Bio-Rad
1 ml der Anreicherung wurde fiir 1 min bei 12.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand

wurde verworfen und das im Tube verbliebene Pellet in 200 pl InstaGene
resuspendiert. Nach 10-sekiindigem Vortexen wurde die Losung fir 15 min auf
+56 °C erhitzt. Nach erneutem Vortexen fur 10 s wurde 8 min bei +100 °C erhitzt.
Zuletzt wurde fir 2 min bei 12.000 rpm zentrifugiert. 180 ul des Uberstands wurden
abpipettiert und als DNA-Extrakt bei -20 °C aufbewahrt.

Methode 2: InstaGene modifiziert
Fur Methode 2 wurden die einzelnen Schritte wie in Methode 1 durchgefihrt.

Allerdings wurde bei einer Ausgangsmenge der Anreicherung von 100 pl das
entstehende Pellet in 50 pl resuspendiert. Somit betrug das Verhaltnis Anreicherung
zu InstaGene in dieser Methode 2:1, in Methode 1 hingegen betrug es
vergleichsweise 5:1. Nach der letzten Zentrifugation wurden nur 40 pl Uberstand am

Ende der Reinigung als Template bei -20 °C aufbewabhrt.

Methode 3: in-house Kochmethode
100 pl Anreicherung wurden 4 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde

verworfen. Das Pellet wurde in 100 pl autoklaviertem Wasser resuspendiert und far
10 s gevortext. Anschliel3end erfolgte eine Erhitzung fir 10 min bei +100 °C. Zuletzt
wurde eine 2-mindtige Zentrifugation bei 13.000 rpm durchgefihrt. 80 pl des

Uberstandes standen im Anschluss als Template zur Verfiigung.

Methode 4: ASU L 07.18-1 (N.N. 2006)
1 ml Anreicherung wurde 10 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde

verworfen und das Sediment in 1 ml autoklaviertes Wasser resuspendiert. Nach

erneutem 10-minitigem Zentrifugieren bei 10.000 rpm wurde der Uberstand

abermals verworfen und das Pellet in 250 pl Wasser gegeben. Es folgte eine 15 min
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andauernde Erhitzung auf +100°C. 230 pl

gewonnenen DNA-Extrakt dar.

Tab. 16: Ablauf der vier getesteten DNA-

Extraktionsmethoden

des Uberstandes stellten den

Schritt Methode 1 | Methode 2 Methode 3 Methode 4
InstaGene | InstaGene in-house ASU L
mod. Kochmethod | 07.18-1
e
Anreicherung 1.000 pl 100 pl 100 pl 1.000 pl
Zentrifugation 1 min 1 min 4 min 10 min
12.000 rpm | 12.000 rpm 13.000 rpm 10.000 rpm
Uberstand verwerfen verwerfen verwerfen verwerfen
Resuspension des 200 pl 50 ul 100 pl 1.000 pl
Pellets in InstaGene InstaGene autoklav. autoklav.
Wasser Wasser
Vortexen (~5 s) ja ja nein nein
Zentrifugation keine keine keine 10 min
10.000 rpm
Uberstand nicht nicht nicht verwerfen
verwerfen verwerfen verwerfen
Erhitzen 15 min 15 min 10 min nein
+56 °C +56 °C +100 °C
Vortexen (~5 s) ja Ja nein nein
Resuspension keine keine keine Sediment in
250 ul
autoklav.
Wasser
Erhitzen 8 min 8 min nein 15 min
+100 °C +100 °C +100 °C
Zentrifugation 2 min 2 min keine keine
12.000 rpm | 12.000 rpm
Uberstand 180 40 pl 80 ul 230 pl

3.2.1.2. PCR-Protokoll und Annealing-Temperatur

Fur die spatere Sonden-Markierung sollten beide Sonden in einem gemeinsamen

PCR-Durchlauf markiert werden. Fir die Wahl der optimalen Bedingungen fir eine

Sonden-Markierungs-PCR-Reaktion wurden verschiedene Protokolle und Annealing-

Temperaturen getestet. Hierflr wurden fir den Nachweis von stx1 und stx2 jeweils 8

Reaktionsansatze hergestellt. Durch Nutzung eines Temperatur-Gradienten wahrend

der Anlagerung-Phase wurde eine optimale Annealing-Temperatur fur die PCR

gewahlt. Die eingesetzten Reaktionskomponenten sind Tabelle 17 zu entnehmen.
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3.2 Sondenmarkierung

Das Volumen betrug 25 pl je Ansatz. Pro Ansatz wurde 12,5 pl MasterMix 2.5x
(Eppendorf, Hamburg), mit 2,5 pl KS7/8-Primer fur stx1 bzw. LP43/44-Primer fur stx2
(MWG Biotech, Ebersberg), 7 pl molekularbiologisches Wasser (H,O) und 3 pl

Template verwendet.

Tab. 17: Pipettierschema der PCR zur Annealing-
Temperatur-Optimierung

Komponente Endkonzentration Volumen
H,0 add 7,0 pl
Master Mix2,5x 1x 12,5 ul
Primer* 100-200 nM 2,5 ul
Template 10-200 ng 3,0 ul
Gesamt 25,0 ul

*KS7 und KS8 fiir stx1, LP43 und LP44 fir stx2

Das Intervall fir den Temperatur-Gradienten wurde von +50 bis +65 °C gewabhlt. Die
dazwischen liegenden Temperaturen wurden von der Thermocycler-Software
(iCycler, Bio-Rad) festgelegt (Tab. 19). Die Ermittlung einer optimalen Annealing-
Temperatur wurde insgesamt fur drei verschiedene PCR-Programme durchgefihrt
(Tab. 18). Anwendung fanden das PCR-Programm nach Angaben der Firma Roche
(N.N. 2000) und die in der ASU L07.18-1 (N.N. 2006) fur LP- und KS-Primer

genannten Programme.
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Tab. 18: Drei PCR-Protokolle zur Annealing-Temperatur-

Optimierung
Schritt Temperatur [+ °C] Zeit
R | KS | Lp R | KS | Lp
Cycle 1
Initiale 95 94 94 2 min 5 min 5 min
Denaturierung
Cycle 2 (35x)
Denaturierung 95 94 94 30s 30s 90 s
Annealing* 50-65 | 50-65 | 50-65 30s 60 s 60 s
Elongation 72 72 72 40 s 40s 90 s
Cycle 3
Abschliel3ender 72 72 72 7 min 5 min 5 min
Syntheseschritt

R: Protokoll nach Roche
KS: Protokoll nach ASU L 07.18-1 fir KS-Primer
LP: Protokoll nach ASU L 07.18-1 fiir LP-Primer

* der Temperatur-Gradient war fir die alle Protokolle gleich (

Tab. 19)

Tab. 19: Stufen des Temperatur-Gradienten (50-65°C)
Reihe H G F E D C B A
Annealing-Temperatur [+ °C] | 50,0 | 51,1 | 53,0 | 55,7 | 59,5 | 62,3 | 64,0 | 65,0

Nach Abschluss der PCR wurde eine Gelelektrophorese durchgefuhrt. Hierflr wurde
ein zwei-prozentiges Gel angefertigt.
Molecular Biology Agarose, Bio-Rad) in 30 ml 0,5x Puffer (1,5 ml 10x TBE-Puffer

(Bio-Rad) ad 30 ml Aqua bidest) gel6st. Das Gemisch wurde fir etwa 1 min bis zum

Dazu wurden 0,6 g Agarose (Cerfified

Klarwerden in der Mikrowelle erhitzt und anschlie3end nach kurzem Abkuhlen in eine
Gelkammer gegossen. Es wurden 15er Ka&mme eingesetzt und das Gel wurde bis
zum Festwerden in der Kammer belassen. Der Laufpuffer bestand aus 247 ml Aqua
bidest. und 13 ml 10x TBE-Puffer.

Es wurden 1 pl Loading Buffer (Bio-Rad) und 4 ul des Reaktionsgemisches vermischt
die Slots Gels
Molekulargewichtsmarker EZ load 100 bp PCR Molecular Ruler (Bio-Rad) wurde

und anschlieBend 4 pl in des pippetiert. Von dem

links und rechts der PCR-Produkte 3 ul in die Slots pipetiert. Anschliel3end erfolgte

die elektrophoretische Auftrennung bei 100 V fur 40 min. Zur Farbung wurde das Gel

unter leichtem Schitteln 15 min in Ethidium-Bromid-Lésung (0,5 pg/ml) (Bio-Rad)
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belassen und 5 min in bidestilliertem Wasser gewaschen. Es folgte die Darstellung
der Ergebnisse im UV-Geréat GelDoc 1000 (Bio-Rad) mit der Quantity One Software
(Bio-Rad).

Fur das so ausgewahlte PCR-Programm (Protokoll fur KS-Primer nach ASU
L07.18-1, N.N. 2006) (Tab. 18) wurde der optimale Temperaturbereich fir das
Primerannealing noch weiter eingegrenzt. Hierfur wurde ein Temperaturgradient
zwischen +50 und +60°C gewahlt (Tab. 20). Die Gelelektrophorese erfolgte wie

beschrieben.

Tab. 20: Stufen des Temperatur-Gradienten (50-60°C)

Reihe H G F E D C B A

Annealing-Temperatur [+ °C] | 50,0 | 50,8 | 52,1 | 53,9 | 56,6 | 58,3 | 59,5 | 60,0

3.2.1.3. Ermittlung der optimalen Template-Menge

Mittels modifizierter InstaGene-Extraktion (Methode 2) wurden die Anreicherungen
der Referenzstamme extrahiert. Zur Ermittlung der optimal einzusetzenden
Template-Menge wurden 8 PCR-Ansatze mit unterschiedlichen Template-Mengen
verwendet (Tab. 21). FOr Ansatz 1, 2 und 3 wurden 1:30-, 1:20- und 1:10-
Verdinnungen des Templates angefertigt. Fir Ansatz 4 bis 8 wurde das extrahierte
Template unverdiinnt zugegeben. Die Ausgangskonzentration betrug im Durchschnitt
38 ng/ul. Um ein Reaktionsvolumen von insgesamt 25 pl zu erreichen, wurden je
nach Template-Menge das eingesetzte Volumen an molekularbiologischem Wasser
variiert. Template und Wasser ergaben damit zusammen eine Menge von 10 pl. Das
Gemisch bestand auf’erdem aus jeweils 2,5 ul Primer (KS-Primer fur stx1; LP flr
stx2) und 12,5 ul MasterMix 2,5x. Als PCR-Protokoll diente das Protokoll der ASU
L07.18-1 (N.N. 2006) fur KS-Primer mit einer Annealing-Temperatur von +58 °C
(Tab. 22).
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Tab. 21: Pipettierschema zur Optimierung der
einzusetzenden Template-Menge

Komponente Ansatz
1 2 3 4 5 6 7 8

Verdinnungsstufe 1:30 | 1:20 | 1:10 1:1 1:1 1:1 1:1 1:1
Template

H,O [ul] 9,0 9,0 9,0 9,0 8,0 7,0 5,0 2,0
Master Mix [pl] 125 | 125 | 125 | 125 | 1255 | 125 | 125 | 125
Primer* [ul] 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Template [pl] 1,0 1,0 1,0 1,0 2,0 3,0 6,0 8,0

*= KS- oder LP-Primer

Tab. 22: PCR-Protokoll fir die Ermittlung der optimalen
Template-Menge

Schritt Temperatur [+ °C] Zeit

Cycle 1

Initiale 94 5 min
Denaturierung

Cylce 2 (35x)

Denaturierung 94 30s

Annealing 58 60 s

Elongation 72 40 s
Cycle 3

Abschlie3ender 72 5 min

Syntheseschritt

3.2.2. Markierung der Sonde

Nachdem die PCR-Parameter optimiert waren, wurde die extrahierte DNA mit DIG-
11-dUTP mittels PCR, laut Angaben des ,DIG Application Manual for Filter
Hybridization“ (Roche) markiert (N.N. 2000). Hierftr wurden zwei Reaktionsgemische
angesetzt (Tab. 23). Ein Ansatz diente dabei der Sonden-Markierung, der zweite
Ansatz der Kontrolle einer erfolgreichen Markierung. Mit Hilfe der
Konzentrationsangaben wurden die optimalen Mengen der einzelnen
Reaktionskomponenten ermittelt. Alle Reaktionsgemische bestanden aus
molekularbiologischem Wasser, PCR-Puffer mit MgCl, und einer Polymerase von

Roche.
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Tab. 23: Pipettierschema fur die PCR zur Sonden-

Markierung
(A) (B)
DIG-markierte nicht-markierte End-
Sonde Kontroll-sonde konzentration
H,0O 33,25 ul 33,25 ul
PCR DIG Probe 5,00 pl - 200 uM dNTPs
Synthesis Mix
PCR-Puffer mit 5,00 pl 5,00 pl 1x
MgCl,
dNTP stock solution - 5,00 ul 200 uM dNTPs
Polymerase 0,75 ul 0,75 ul 26U
Primer* 5,00 pl 5,00 pl 0,1-1,0 uM je
Primer
Template 1,00 pl 1,00 pl 1-50 ng DNA
Gesamt 50,00 ul 50,00 pl

*=KS- oder LP-Primer

Das Reaktionsgemisch A diente dem Markieren der Sonde mit DIG-11-dUTP und
somit der eigentlichen Herstellung der Sonde. Es wurde der ,PCR DIG Probe
Synthesis Mix“ (Roche) bestehend aus dATP, dCTP, dGTP und dTTP sowie DIG-11-
dUTP zum Markieren eingesetzt. Es wurden jeweils ein Ansatz fur x1 mit KS-Primern
und ein Ansatz fir x2 mit LP-Primern erstellt. Als Template diente die extrahierte

DNA der Referenzstamme x1 und x2.

Reaktionsgemisch B fungierte als Funktions-Kontrolle der PCR. Es wurde statt dem
,PCR DIG Probe Synthesis Mix*“ die ,dNTP Stock Solution“ (Roche) hinzugeflugt,
welche keine DIG-markierten Nukleotide enthalt. Auch hier wurde jeweils ein Ansatz
fur x1 und x2 erstellt. Primer und Template entsprachen denen in Ansatz A.

Da es sich nicht um eine Hot Start Polymerase handelte, wurden die Komponenten
auf Eis in die entsprechenden Gefalie (Mini-Tubes) pipettiert. Die PCR erfolgte im
iCycler-Thermocyler (Bio-Rad). Das verwendete Protokoll ist Tab. 22 zu entnehmen.
Es erfolgte eine Gelelektrophorese mit anschliel3ender Farbung mit Ethidium-Bromid
(siehe Kapitel 3.2.1.2).
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3.3. DNA-Kolonie-Hybridisierung

Als Grundlage zur Durchfiihrung der DNA-Kolonie-Hybridisierung dienten sowohl die
Angaben der ASU L07.18-1 (N.N. 2006) als auch das ,DIG Application Manual for
Filter Hybridization® (N.N. 2000). Eingesetzt wurde das DIG-System, ein System zur
nicht-radioaktiven Markierung und Detektion von Nukleinsauren. Hierbei bindet die
zuvor hergestellte und mit Digoxigenin-markierte Sonde an spezifische DNA-
Abschnitte (Ziel-DNA) der gesuchten Bakterien. Durch Zugabe eines Anti-DIG-
Antikorpers, welcher an die Ziel-DNA-Sonden-Hybride bindet und an den eine
alkalische Phosphatase gekoppelt ist, kommt es zu einer Substrat-
Umsetzungsreaktion. Diese indirekte Nachweis-Methode ist an einen Farbstoff
gebunden und wodurch die Reaktion sichtbar wird (Kapitel 2.2.2.10). Im Folgenden
wird der Ablauf der DNA-Kolonie-Hybridisierung wie sie im Rahmen der Etablierung
des Verfahrens durchgefiihrt wurde, beschrieben. Bis zum Erhalt der Ergebnisse
missen insgesamt vier Tage eingeplant werden. Die ersten beiden Tage sind fur die
Vorbereitung der einzusetzenden Agar-Platte aufzuwenden. Die Dauer der DNA-
Kolonie-Hybridisierung an Tag 3 und 4 berechnet sich auf 4 bis 5 bzw. 3 bis 4 h,
abhangig von der Menge der zu hybridisierenden Membranen.

Tag 1-2
Inkubation

Kolonien der Referenzstamme wurden in ein Anreicherungsndhrmedium Uberfihrt
und nach 16 h Inkubation bei +37 °C wurde eine Verdinnungsreihe angefertigt. 100
ul  einer geeigneten Verdinnung wurden anschlieBend auf einer Agarplatte
ausgespatelt und die Platte Gber Nacht bei +37 °C inkubiert. Zum Nachweis von stx
mittels DNA-Kolonie-Hybridisierung wurden im Rahmen der Etablierung drei
verschiedene Agars getestet (Abb. 3). Zum einen wurde der bereits in den
Vorversuchen verwendetet nicht-selektive PCA eingesetzt. Zum anderen kamen zwei
selektive Agars zum Einsatz: MAC-Agar nach ASU L07.18-1 (N.N. 2006) und ECD
mit MUG. Um auf den Agars verwendbare Einzelkolonien zu erhalten, wurde die
iber-Nacht-Anreicherung (ca. 10'° KbE/ml) der Referenzstimme x1 und x2
entsprechend verdiinnt (ca. 10° KbE/ml) und 100 pl jeweils im Vierfach-Ansatz auf
PCA, MAC-Agar und ECD ausgespatelt und fur 24 h bei 37 °C inkubiert.
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ANREICHERUNG

der Referenzstamme x1 und x2

VERDUNNUNGSREIHE
bis ca. 103 KbE/ml

|

je 100 pl\
PCA MAC ECD
4 Platten: 4 Platten: 4 Platten:
ABCD ABCD ABCD
INKUBATION
24 h, 37°C
DNA-KOLONIE-

HYBRIDISIERUNG

Abb. 3: Versuchsablauf zum Agar-Test

x1= stx1-positiver Referenzstamm
X2= stx2-positiver Referenzstamm

Die auf den Platten gewachsenen Kolonien wurden mittels Klarsichtfolie gezahlt,

welche spater zur Auswertung der Membran-Signale herangezogen wurde (Abb. 4).
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3.3 DNA-Kolonie-Hybridisierung

Abb. 4: Beispiel fuir die Ubereinstimmung der
Folienschablone und der gefarbten Membran

Tag 3

Membran auf Agar

Platten, auf denen gut abgesetzten Einzelkolonien gewachsen waren, wurden fir ca.
30 min (teilweise Uber Nacht) bei +7 °C gekuhlt. Zwischenzeitlich wurde ein
zugeschnittener Whatman-Filter auf dem Arbeitsplatz ausgelegt. Runde Nylon-
Membranen wurden mit der Pinzette vorsichtig fixiert und am Rand an drei Stellen
zur spateren Orientierung markiert. Auf die gekuhlten Platten wurde nun blasenfrei
die Nylon-Membran gelegt (Abb. 5).

Abb. 5: Nylon-Membran auf einem bewachsenen Agar

Die drei Markierungen der Membran wurden auf die Plattenunterseite Ubertragen.
Nach 1-2 min wurde die Membran vom Agar abgezogen und mit der Kolonienseite
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nach oben auf den Whatman-Filter abgelegt (Abb. 6). Fur die Positivkontrolle wurde
ein ,,+“ auf der Membran aufgezeichnet und der entsprechende Referenzstamm (x1
oder x2) daneben aufgetragen. Die Agarplatten (Mutterplatten) wurden fur weitere 6
h zur spateren Subkultivierung in den Brutschrank gelegt.

Abb. 6: Abklatsch der Kolonien vom Agar auf die Membran
Lyse, Denaturierung und Fixation

Die Lyse der Bakterien zum Zweck der Freilegung der DNA erfolgte mittels
Denaturierungs-, Neutralisierungs- und Aquilibrierungslésung. Diese wurden wie im

Anhang beschrieben hergestellt (Kapitel 9.3).

Whatman-Filterpapier wurde erneut zugeschnitten, in eine Plastikschale gelegt und
fur jede Membran mit 5 ml (Roche: 1 ml) Denaturierungslésung getrankt. Die
Membranen wurden mit der Kolonienseite nach oben auf den Filter gelegt und 15
min dort belassen. AnschlieBend folgte eine Trocknung fir 5 min auf frischem
Filterpapier.

Auf einen neuen Whatman-Filter wurde je Membran 5 ml (Roche 1 ml)
Neutralisierungslosung aufgetragen. Die Membranen wurden auf diesem abermals
15 min inkubiert und zur anschlieBenden Trocknung 5 min auf frisches Filterpapier
gelegt.

Im Folgeschritt wurden die Membranen 10 min in eine Plastikschale gelegt, die je
Membran 40 ml Aquilibrierungslésung (20x SSC) enthielt und bei 450 rpm auf dem
Ruttler bei RT inkubiert. Nach diesem Schritt konnten die Membranen auch
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Ubereinander gelegt werden. Es folgte abermals ein 5-minitiges Trocknen auf
frischem Filterpapier.

Jede Membran wurde nun einzeln in eine sterile Petrischale gegeben. Diese
wiederum wurde in eine sterile Plastiktite gelegt und 30 bis 60 min bei +80 °C im

Hybridisierungsofen gebacken. Dies diente der Fixierung der DNA auf der Membran.
Entfernen der Zellreste

Proteinase K (>600 mAU/ml; Qiagen) wurde 1:10 mit 2x SSC verdinnt. Die aus dem
Hybridisierungsofen enthommenen Membranen wurden einzeln in neue Petrischalen
gegeben. Auf jede Membran wurde 800 ul (Roche 500 pl) verdinnte Proteinase K-
Losung aufgetropft. Die Schalen wurden 1 h bei +37 °C im Hybridisierungsofen

inkubiert.

Im Anschluss wurden die Zellreste auf den Membranen entfernt. Dazu wurden die
Membranen auf frisches Filterpapier gelegt und mit einem A. bidest. benetzten
Filterpapier bedeckt. Ein Reagenzglas wurde gleichmafiig unter leichtem Druck tber
die Membranen gerollt. Das Filterpapier wurde vorsichtig abgezogen. Sofern noch
Zellreste vorhanden waren, wurde der Vorgang wiederholt. Alternativ wurden fir die
Etablierung weitere Moglichkeiten der Entfernung der Zellreste untersucht. Statt mit
einem Reagenzglas wurde die mit Filterpapier bedeckte Membran mit einem Spatel
bzw. einem Lineal abgefahren. Zudem wurde versucht, Zellreste mit einem mit A.

bidest. befeuchteten Tupfer direkt zu entfernen.
Prahybridisierung

Im Anschluss erfolgte die Préahybridisierung. Sie diente der Absattigung
unspezifischer Bindungen und der Einstellung eines optimalen pH-Wertes um die
spatere Sondenbindung zu gewéhrleisten. Die Membranen wurden mit einer sterilen
Pinzette mit der Kolonieseite nach innen in ein Hybridisierungsréhrchen (Schott,
Mainz, Deutschland) gegeben. Je Réhrchen wurden 20 ml Hybridisierungs-Lésung
hinzugegeben. Die Préahybridisierung erfolgte fur 1 h bei +68 °C (Roche: +42 °C) im
Hybridisierungsofen (Abb. 7).
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Abb. 7: Hybridisierungsofen
Hybridisierung

Die zuvor hergestellte Sonde wurde 5 min bei +99 °C im Heizblock denaturiert und
anschlieBend sofort auf Eis gestellt. Es folgte die Zugabe von auf die
Hybridisierungstemperatur vorgewarmter ,DIG Easy Hyb“Hybridisierungslosung.
Das Mischverhéltnis betrug dabei 2 pl Sonde pro 1 ml Hybridisierungslésung. War
die Sonde bereits mit Hybridisierungslésung gemischt, erfolgte ein 3-mintiges
Kochen des Sonden-Hybridisierungslésung-Gemisches (Roche: 5 min bei +68 °C)

und sofortiges Kihlen auf Eis.

Die Hybrdisierungsrohrchen wurden aus dem Ofen genommen und die
Hybridisierungslosung entfernt. Je Roéhrchen wurden nun 2 ml des Sonde-
Hybridisierungslosung-Gemisches hinzugegeben. Es folgte eine Inkubation Uber
Nacht im Hybridisierungsofen bei +60 °C (Roche: +42 °C).

Tag 4

Waschschritte

Die Hybridisierungsréhrchen wurden aus dem Ofen genommen und die Sonden
wurden in je zwei 1,5 ml Tubes (Eppendorf) aufgefangen und zur spateren
Wiederverwendung bei -20 °C aufbewahrt. Die Membranen wurden mit einer sterilen
Pinzette aus den Hybridisierungsrohrchen genommen und in einer Plastikschale bei
RT auf einem Ruttler fur zweimal 5 min in jeweils 20 ml ,Low Stringency Buffer*
gewaschen. Dieser Schritt diente der Entfernung nicht-spezifisch gebundener Sonde.
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Wahrend dessen wurde in Hybridisierungsréhrchen je 40 ml ,High Stringency Buffer®
auf +60 °C (Roche +68 °C) vorgewarmt. Nach Abschluss der Waschschritte mit ,Low
Stringengy Buffer” wurden die Membranen in die R6hrchen eingefugt und zweimal 15
min bei +60°C (Roche: +68°C) mit dem ,High Stringency Buffer® im
Hybrisierungsofen gewaschen. Hierbei sollten Basenpaarungen, bei welchen die
Homologie zwischen der Sonde und der DNA weniger als 95% betrug, entfernt

werden.
Detektion

Die folgenden Schritte erfolgten bei RT auf dem Ruttler bei 450 rpm. Die Membranen
wurden fur 1-5 min in je 50 ml (Roche: 100 ml) Waschpuffer gewaschen. Es folgte
eine Inkubation fir 30 min in je 40 ml 1x Blockingldsung. Das Blocken der Membran
diente der Verhinderung unspezifischer Interaktionen der Anti-DIG-AP-Konjugat mit

der Membran.

Das Anti-DIG-AP-Konjukat (750 U/ml) wurde anschlie3end fir 5 min bei 10.000 rpm
zentrifugiert. Pro Membran wurden 3 ul mit 15 ml 1x Blockinglésung verdinnt. Die

Inkubation erfolgte fr 30 min bei RT.

Im Anschluss an die Inkubation wurden die Membranen zweimal je 15 min in je 40 ml
Waschpuffer gewaschen, um ungebundene Antikorper zu entfernen. Es folgte die
Aquilibrierung der Membran in 20 ml Detektionspuffer fir 2 min zur Einstellung des
pH-Wertes auf 9,5.

Fur die Farbung wurden pro Membran 80 pul einer NBT/BCIP-Stammlésung mit 4 ml
(Roche: 200 ul in 10 ml) Detektionspuffer gemischt. Fir die Farbreaktion wurden 4 ml
(Roche: 10 ml) dieser Farbelésung in sterile Petrischalen gegeben und die
Membranen darin im Dunkeln 2-5 h geféarbt (Abb. 8).
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Abb. 8: Inkubation wahrend der Farbereaktion im Dunkeln

Nach Sichtbarwerden einer deutlichen Farbung (ca. 2-3 h) wurden die Membranen
zum Stoppen der Reaktion fur 5 min in je 50 ml TE-Puffer bei RT und 450 rpm
gewaschen. Es folgte die Trocknung der Membranen auf Filterpapier.

Auswertung der Kolonieblots

Nach Ablauf der Hybridisierung wurden die deutlich positiven, fraglich positiven
sowie negativen Signale auf der Membran im Vergleich mit der Zahl-Schablone
bestimmt. Als positiv wurden lila-farbene Kolonienabdriicke beurteilt (Abb. 9).Deutlich
und fraglich Positive wurden durch den Abgleich mit der Signalstarke der
Postitivkontrolle unterschieden. Da die Membran einen kleineren Durchmesser als
der Agar aufweist, wurden am Rand gewachsene Kolonien beim Transfer nicht
erfasst und somit bei der Z&ahlung nicht beriicksichtigt. Grau-gelbe Kolonien
bedeuteten hingegen ein negatives Ergebnis. Die Membranen wurden dunkel und
trocken bei RT zu Dokumentationszwecken aufbewahrt. Lichteinwirkung flhrt zur

kompletten Verfarbung der Membranen.
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Deutlich positives
Signal

Fraglich positives
Signal

Positiv-Kontrolle

Abb. 9: Bewertung der Signal-Intensitat
Subkultivierung

Nach 6 h abermaliger Inkubation der Mutterplatten wurden diese bis zum Abschluss
des Blots bei +7 °C aufbewahrt. Positive Signale auf der Membran wurden den
jeweiligen urspringlichen Kolonien auf der Agar-Platte zugeordnet. Als positiv
identifizierte Einzelkolonien wurden mit einer sterilen Ose abgenommen und auf
einem neuen Agar ausgestrichen und bebrutet. Auf diese Weise subkultivierte Keime
konnten Bestéatigungsreaktionen zugefuhrt werden.

3.4. Validierung der Kolonie-Hybridisierung

Fur die Validierung der Methode wurden die selbst-hergestellten Ldsungen
eingesetzt. Die DNA-Kolonie-Hybridisierung wurde in modifizierter Form gemaf der
Angaben der ASU L07.18-1 (N.N. 2006) durchgefuhrt. Die Validierung gliederte sich
in mehrere Teile. Die ersten beiden Teile bestanden aus einem Inklusivitats- und
Exklusivitatsversuch, um die spezifische Bindung der Sonden an stx1- bzw. stx2-
Gensequenzen zu untersuchen. Des Weiteren wurde getestet, inwieweit sich stx1-
und stx2-positive E. coli gegenseitig im Wachstum hemmen. Zuletzt sollte die

Nachweisgrenze des Verfahrens ermittelt werden.
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3.4.1. Exklusivitatstest

Um die Exklusivitat der DNA-Kolonie-Hybridisierung zu testen, wurden 15 ,Nicht-
Zielkeime“ sowie die nachzuweisenden Zielkeime (x1 bzw. x2) eingesetzt (Tab. 24).
Es sollte Uberprift werden, ob die Sonden spezifisch nur an stx-Gene binden und
nicht an DNA-Sequenzen anderer Mikroorganismen. Die Bakterien wurden mit
ublichen Methoden angezichtet. Um eine spatere Identifizierung auf der Membran
zu ermoglichen, wurden sie mit fortlaufenden Nummern versehen. Bei Nummer 1 bis
10 handelte es sich um Bakterien-Stamme mit DSM-Nummern (Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH). 11 und 12 waren die stx1- und stx2-
positiven E. coli Referenzstamme x1 und x2 (Kapitel 3.1.1). Die letzten vier Stamme,
versehen mit den Nummern 13 bis 16, waren bestétitgte Isolate aus Proben des

Lehrstuhls fir Hygiene und Technologie der Lebensmittel tierischen Ursprungs
(LmHyg).
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3.4 Validierung der Kolonie-Hybridisierung

Tab. 24: Bakterien-Stamme fiur den Exklusivitatstest

Nr. | Stamm Nahrboden Bebritung

1 Aeromonas hydrophile Blutplatte 24 h, +30 °C,
DSM 30016 aerob

2 Citrobacter freundii PCA 24 h, +30 °C,
DSM 30039 aerob

3 Enterobacter cloaceae Blutplatte 24 h, +37 °C,
DSM 30054 aerob

4 E. coli ECD 24 h, +42 °C,
DSM 787 aerob

5 Proteus mirabilis Blutplatte 24 h, +42 °C,
DSM 788 aerob

6 Pseudomonas aeruginosa PS 24 h, +25 °C,
DSM 939 aerob

7 Salmonella typhimurium BPLS 24 h, +37 °C,
DSM 554 aerob

8 Shigella sonnei Blutplatte 24 h, +42 °C,
DSM 5570 aerob

9 Staphylococcus aureus BP 24 h, +37 °C,
DSM 799 aerob

10 Streptococcus agalactiae Blutplatte 24 h, +37 °C,
DSM 6784 aerob

11 E. coli C600 J1, stx1-positiv PCA 24 h, +37 °C,
BgVV (x1) aerob

12 E. coli C600 W34, stx2-positiv PCA 24 h, +37 °C,
BgVV (x2) aerob

13 Yersinia pseudotuberculosis CIN 20 h, +30 °C,
LmHyg aerob

14 Camphylobacter jejuni mCCDA 48 h, + 37 °C,
LmHyg microaerophil

15 Camphylobacter coli mCCDA 48 h, + 37 °C,
LmHyg microaerophil

16 E. coli ECD 24 h, +42 °C,
LmHyg aerob

BP= Baird-Parker

BPLS= Brilliantgriin-Phenolrot-Lactose-Saccharose

CIN= Cefsulodin-lgrasan-Novobiocin

mCCDA= madifiziert Charcoal-Cefoperazone-Desoxychylate
PS= Pseudomonas

Fur die Untersuchung der Exklusivitat wurden zwei Membranen mittels Bleistift-
Markierungen in 16 Felder eingeteilt. Mit einer sterilen Pipettenspitze wurde
Kolonienmaterial von der jeweiligen Agar-Platte abgenommen und je Feld an drei
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3.4 Validierung der Kolonie-Hybridisierung

Stellen aufgetragen. AnschlieRend wurden die Membranen mit der stx1- bzw. stx2-

Sonde hybridisiert.

3.4.2. Inklusivitatstest

Fur die Untersuchung der Inklusivitat der Methode wurden E. coli-Isolate aus
Tonsillen und Kotproben kleine Wiederkduer eingestetzt. Von diesen Isolaten wurde
Kolonienmaterial von der Platte abgenommen und in einer PCR mit den KS- und LP-
Primern der ASU L07.18-1 (N.N. 2006) (Tab. 10) gestestet. Die Extraktion der
Template-DNA erfolgte durch Zugabe von Kolonienmaterial zu 100 pl
molekularbiologischem Wasser und 10-minitigem Kochen mit anschlieRender
Zentrifugation fur eine Minute. PCR-Protokoll, Pipettierschema (Kapitel 3.2.1.3) und
Gelelektrophorese (Kapitel 3.2.1.2) entsprachen den Vorversuchen.

In der PCR mit den KS- bzw. LP-Primern (stx1 bzw. stx2) positive Isolate wurden fir
den Inklusivitatstest eingesetzt. Hierfir wurden wie beim ExKlusivitatstest bereits
beschrieben Membranen in entsprechend viele Felder eingeteilt und
Kolonienmaterial von den Agarplatten mit einer sterilen Pipettenenspitze in die Felder
aufgetragen. Es wurde pro Isolat und Feld an 4 Stellen Material aufgetragen. Zudem
wurde in einem Feld Kolonienmaterial des jeweiligen Referenzstammes aufgetragen,
dieses diente als Positivkontrolle. Die Membranen wurden anschlieRend mit der

entsprechenden Sonde hybridisiert.

3.4.3. Inhibitionsversuch

Um zu untersuchen, ob sich die Referenzstdimme x1 und x2 gegenseitig im
Wachstum hemmen, wurde ein Inhibitionsversuch durchgefihrt (Abb. 10). Hierfar
wurden abermals 5 Kolonien wie bereits beschrieben tber Nacht angereichert.
AnschlieRend wurde fir beide Stamme eine Verdinnungsreihe angefertigt. Um
verschiedene Mengen-Verhaltnisse beider Keime auf einer Platte zu erhalten,
wurden die Keime in 3 unterschiedlichen Verhaltnissen gemischt. Die Konzentration
sollte jeweils insgesamt bei ca. 10° KbE/ml liegen. In Réhrchen ,X* wurde x1 und x2
zu gleichen Teilen gemischt. In ,Y* sollte verhaltnismafig (ca. 1:5) weniger x1 als x2
vorhanden sein. Bei ,Z° waren die Verhatnisse umgekehrt, hier Uberwog x1
gegenuber x2 (5:1). Es wurden jeweils 100 pl der X%, ,Y“ und ,Z“-R6hrchen auf PCA
ausgespatelt und Gber Nacht bei +37 °C bebritet.
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3.4 Validierung der Kolonie-Hybridisierung

Nach der Bebritung wurden die Kolonien gezahlt und die Membranen analog Kapitel
3.3 mittels DNA-Kolonie-Hybridisierung untersucht. Jeweils eine Membran des

Doppelansatzes wurde mit der stx1-Sonde und eine mit der stx2-Sonde hybridisiert.

Anreicherung
der Referenzsamme x1 und x2

L

Verdunnungsreihe

|

Mischverhaltnisse:

~ | N

x1=x2 x1<x2 Xx1>x2

l | |

je 100 pl im Doppelansatz auf PCA

|

Inkubation
24 h, +37 °C

$

DNA-Kolonie-Hybridisierung

Abb. 10: Ablaufschema des Inhibitionsversuchs

x1= stx1-positiver Referenzstamm
X2= stx2-positiver Referenzstamm

3.4.4. Bestimmung der Nachweisgrenze

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze der DNA-Kolonie-Hybridisierung in Anlehnung
an die ASU L07.18-1 (N.N. 2006) von STEC in Hackfleisch wurde Probenmaterial mit
den Refernzstdimmen beimpft und anschlielRend mittels DNA-Kolonie-Hybridisierung
untersucht (Abb. 11). Als Untersuchungsmaterial dienten zwel
Rinderhackfleischproben aus dem Probenaufkommen des Lehrstuhls fir Hygiene
und Technologie der Lebensmittel tierischen Ursprungs. Die Proben wurden bis zur
Verwendung fur die DNA-Kolonie-Hybridisierung bei -20 °C tiefgefroren. Sie wurden
vor dem Einsatz mittels PCR auf eine eventuelle nattrliche Kontamination mit STEC

untersucht. Die PCR mit anschlieRender Gelelektrophorese und Ethidium-Bromid-
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3.4 Validierung der Kolonie-Hybridisierung

Farbung wurde wie bereits in den Vorversuchen zur Sonden-Makierung durchgefihrt
(Kapitel 3.2.1.2). Desweiteren wurde im Routinelabor die Gesamtkeimzahl und der
Gehalt an Enterobacteriacea sowie E. coli bestimmit.

Fur die Beimpfung der Proben wurden die Referenzstamme wie bereits zuvor tber
Nacht angereichert und eine Verdinnungsreihe angefertigt. Es wurden 3
Beimpfungskonzentrationen gewahlt, welche im niedrigen, mittleren und hohen
Bereich liegen sollten. Fir das Spiken wurde aufgrund dessen die 10°-, 10°®- und
10*°-verdiinnung der Ubernachtanreicherung herangezogen. Je 1 ml dieser
Verdinnungen wurde zu je 10 g des Probenmaterials gegeben und fir 1 min im
Stomacher homogenisiert. Die Beimpfung erfolgte getrennt fir x1 und x2. Zudem

wurde eine Negativkontrolle mit 1 ml unbeimpfter Pepton-L6sung angesetzt.

Die sechs beimpften und die eine unbeimpfte Probe wurden anschlie3end zu 90 ml
modifiziertes Casein-Sojamehl-Pepton (mMCASO) mit Novobiocin gegeben und
abermals 1 min homogenisiert. Diese Voranreicherung wurde 5 h bei RT unter

Rutteln inkubiert.

Im Anschluss an die Inkubation bei RT wurde jeweils 1 ml der Voranreicherung zu
4 ml Anreicherungsmedium (mMCASO ohne Novobiocin) gegeben. Die Anreicherung
wurde fur 16 bis 18 h bei +37 °C im Wasserbad bebritet. Die Voranreicherungen

wurden bis zum nachsten Tag bei +6 °C gelagert.

Am Folgetag wurde das vorangereicherte bzw. angereicherte Probenmaterial auf
dem Selektivagar ECD ausgespatelt. Von der Voranreicherung wurde hierfur direkt
100 pl auf dem Agar ausplattiert. Die Anreicherung musste vor dem Ausspateln
verdinnt werden. Die Verdinnung erfolgte in Phosphat-gepufferter Salzlésung
(PBS). Die Verdiinnungskonzentrationen betrugen 1:10, 1:50, 1:10% 1:10* und 10°.

Hiervon wurden ebenfalls je 100 ul auf ECD aufgebracht.

Die Platten wurden im Brutschrank tGber Nacht bei +42 °C inkubiert. Fir die DNA-
Kolonie-Hybridisierung wurden mit Einzelkolonien gut bewachsene Platten gewahlt.
Waren weniger als 8 Kolonien gewachsen, konnten die Kolonien mehrerer Platten
nummeriert und mit einer sterilen Pipettenspitze auf eine Membran Ubertragen
werden. Die DNA-Kolonie-Hybridisierung erfolgte wie bereits beschrieben (Kapitel
3.3)

70



3.4 Validierung der Kolonie-Hybridisierung

Zudem wurde die Indol-Reaktion getestet, indem ein Tropfen Indol-Reagenz auf die
Platten gegeben wurde. Eine Rotfarbung der Kolonien zeigt eine positive Indol-
Reaktion an und ist ein Indiz dafir, dass es sich bei den Keimen um E. coli-Stamme
handelt.

Die Mutterplatten wurden nach dem Kolonien-Transfer zur erneuten Bebrutung far

6 h bei +42 °C in den Brutschrank gelegt. Sie dienten der spateren Subkultivierung.
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PCR
PROBE: auf STEC
Rinderhackfleisch Kultureller
5 Kolonien in BHI l(\alaCf::Nelsh |
16 h, +37°C, o es_ag cill?wza
Scmg ' et -Enterobacteriaceae
ad
Verdiinnungs- Beimpfung
reihe 1 ml +10 g Probe
Voranreicherung

Zugabe zu 90 ml

mCASO mit Novobiocin

|

5 h bei RT unter Anreicherung
Schtteln 1 mlin 4 ml mCASO
16-18 h, +37 °C,
Schittelwasserbad

}
Verdiinnung
in PBS

7

DNA-Extraktion

|
DNA-Kolonie-Hybridisierung PCR

Kihlung bei +8 °C

100 pl auf ECD
Uber Nacht, +42 °C

Abb. 11: Vorgehensweise zur Bestimmung der
Nachweisgrenze

x1= stx1-positiver Referenzstamm
X2= stx2-positiver Referenzstamm

3.4.4.1. Vorversuche zur Nachweisgrenze

Die Vorversuche zur Nachweisgrenze dienten dazu, das Wachstum der Keime in der

Voranreicherung und Anreicherung genauer zu bestimmen. Es wurden 100 pl der

Voranreicherung sowie 100 pl der verdiinnten Anreicherung (1:10, 1:50, 1:1073

1:10%) des Probenmaterials auf ECD ausgespatelt und inkubiert. Das Kolonien-

Wachstum auf den Platten wurde am nachsten Tag beurteilt. Fir die DNA-Kolonie-

Hybridisierung wurden geeignete Platten ausgewabhlt.
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3.4 Validierung der Kolonie-Hybridisierung

3.4.4.2. Hauptversuch zur Nachweisgrenze

Fiar den Versuch der Nachweisgrenze wurde eine Hackfleischprobe wie beschrieben
mit den Referenzstammen gespikt. Von den fur die Beimpfung verwendeten
Verdinnungsstufen wurden zur Beurteilung der Ausgangskonzentration jeweils 100
ul im Doppelansatz auf PCA ausgespatelt und die Platten bei +37 °C Uber Nacht
bebrutet.

Das beimpfte Probenmaterial wurde anschliel3end vorangereichert und angereichert.
Eine unbeimpfte Probe wurde ebenfalls mitgefihrt. 100 ul der Voranreicherung und
100 pl der verdiinnten Anreicherung (1:10™, 1:10™°) wurden auf ECD aufgebracht und
inkubiert. Das Ausplattieren des vorangereicherten und verdinnten angereicherten
Probenmaterials wurde von zwei Personen parallel durchgefuhrt, ebenso wie die

spatere DNA-Kolonie-Hybridisierung.

Von der Anreicherung wurde eine PCR mit den KS- und LP-Primern durchgefihrt.
Dazu wurden als Extraktionsmethoden zum einen die Methode der ASU L07.18-1
(N.N. 2006) sowie die modifizierte InstaGene-Extraktionsmethode im Vergleich
eingesetzt (Kapitel 3.2.1.1). Das Pipettierschema fir die PCR, das Protokoll, die
Gelelektrophorese sowie die Ethidium-Bromid-Farbung sind in Kapitel 3.2.1.2

beschrieben.

Nach der Bebritung der Platten wurden geeignete Platten hybridisiert. Die
Mutterplatten wurden nach dem Kolonien-Transfer fur weitere 6 h bei +42 °C
inkubiert und Kolonien die auf der Membran ein positives Hybridisierungs-Signal
ergaben wurden spater von der Platte subkultiviert und in einer weiteren PCR-

Reaktion bestatigt.
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4 Ergebnisse

4. Ergebnisse

4.1. Markierung der Sonde

Die Sonde wurde durch die Inkorporation von DIG wéahrend einer PCR-Reaktion
markiert. Um den Ablauf der Markierungs-Reaktion optimal zu gestalten, erfolgte in
mehreren Schritten eine Anpassung der fur die PCR relevanten Parameter. Die
Vorversuche fir die Markierungs-Reaktion dienten dazu, eine Extraktionsmethode fir
die Gewinnung der Template-DNA, ein geeignetes PCR-Protokoll und eine optimale
Annealing-Temperatur zu finden. Zudem wurde bestimmt, welche Template-Menge

fur die Markierungs-Reaktion optimal ist.

4.1.1. Auswahl der DNA-Extraktionsmethode

Aus vier verschiedenen DNA-Extraktionsmethoden sollte ein geeingetes Verfahren

ermittelt werden. Der Vergleich dieser Extraktionsmethoden sollte als ein
Anhaltspunkt dienen, um fir die spatere Sondenherstellung die DNA-Menge grob
abschatzen zu koénnen. FiUr diese sollten optimalerweise 10-50 ng DNA pro
Reaktionsgemisch als Template hinzugefligt werden (N.N. 2000). Daher sollte der

DNA-Gehalt der Extraktionen 10 ng/ul nicht unterschreiten.

Gemessen gegen den Leerwert von molekularbiologischem Wasser erhielt man mit
Hilfe des Bio-Photometers (Eppendorf) fir DNA-Extraktionsmethode 1 Werte
zwischen 60 und 70 ng/pl. Im Durchschnitt lag der Wert bei 68,5 ng/ul. Methode 2
lieferte durchschnittliche Werte von 38,3 ng/ul. Extraktionsmethode 3 ergab DNA-
Mengen von 14,5 ng/pl. Die DNA-Ausbeute mit Methode 4 war mit durchschnittlich
197 ng/ul wesentlich hdher (Tab. 25).

Tab. 25: Durchschnittlich gemessene DNA-
Extraktionswerte

Methode InstaGene InstaGene in-house ASU L07.18-1
mod. Kochmethode
gegen H,O 69 ng/ul 38 ng/ul 15 ng/pul 197 ng/ul
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Die Werte der InstaGene-Extraktionen lagen im mittleren Bereich und schienen
daher fur die Sonden-Markierung geeignet. Nachdem die modifizierten Methode mit
durchschnittlich 38 ng/ul Aubeute genau im optimalen Bereich fur die Sonden-
Markierung lag und aufgrund der reduzierten Volumina Kosten reduziert werden
konnen, wurde diese Methode fur das weitere Vorgehen gewéhlt. Bei der in-house
Kochmethode war die DNA-Ausbeute gering, was die Gefahr barg, unter die
Vorgaben von 10 ng zu fallen. Die Methode nach ASU L07.18-1 konnte dagenen
sehr viel extrahiert werden, was einen zusatzlichen Verdlinnungsschritt erforderlich

machen wirde um auf die Vorgaben von 10 bis 50 ng zu kommen.

4.1.2. Annealing-Temperatur und PCR-Protokoll

Um die optimale Annealing-Temperatur zu bestimmen, wurden PCRs mit einem
Temperatur-Gradienten fur die Annealing-Phase zwischen +50 und 65 °C
durchgefiihrt. Die Thermocylcer-Software legte die dazwischen liegenden
Temperaturwerte selbststandig fest. Drei Protokolle wurden vergleichend fiir die PCR
eingesetzt. Die Ergebnisse der Gelelektrophorese zu den PCR-Gradienten kdnnen
Abb. 12 und Abb. 13 entnommen werden. Rechts und links der Reaktionsgemische
wurden Molekulargewichtsmarker, deren Banden jeweils 100 bp Abstand darstellen,
in die Slots pipettiert. Als deutlich und somit Indiz far eine optimale Annealing-
Temperatur wurden Banden beurteilt, welche sich intensiv und scharf vom
schwarzen Hintergrund abzeichneten. Fir x1 waren Banden mit einer Grol3e von
282 bp, fur x2 mit 585 bp zu erwarten. Eindeutig positive Banden waren demnach fur
x1 mit den KS-Primern zwischen +50,0 und +59,5 °C fur das Protokoll ,KS* nach
ASU L07.18-1 (N.N. 2006) (Tab. 18) und zwischen +51,1°C und +55,7 °C fur die
beiden anderen Protokolle (Protokoll ,LP“ nach ASU L07.18-1 (N.N. 2006), Protokoll
,R“ nach Roche). x2 mit den LP-Primer lieferte deutliche Banden zwischen +50,0°C
und +64,0 °C fur die ASU L07.18-1 Protokolle und zwischen +50,0°C und +59,5 °C
fur das Roche Protokoll.
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M 50,051,1530557595623640 650 M M 50,051,153,0557595623640650M M 50,0 51,1530557 595623 640 6850 M

1.000 bp

100 bp

Abb. 12: x1-PCR-Ergebnis mit KS-Primen (3 verschiedene
Protokolle, verschiedene Annealing-Temperaturen [+ °C])

M: Molekulargewichtsmarker

KS: Protokoll nach ASU L 07.18-1 (N.N. 2006) fur KS-Primer
LP: Protokoll nach ASU L 07.18-1 (N.N. 2006) fur LP-Primer
R: Protokoll nach Roche

M 500511 530 5575558256840 650 M M50051, 153065750 5623640650M M 500511 530557 595823640 850 M

Abb. 13: x2-PCR-Ergebnis mit LP-Primen (3 verschiedene
Protokolle, verschiedene Annealing-Temperaturen [+ °C])

M: Molekulargewichtsmarker

KS: Protokoll nach ASU L 07.18-1 (N.N. 2006) fur KS-Primer

LP: Protokoll nach ASU L 07.18-1 (N.N. 2006) fur LP-Primer

R: Protokoll nach Roche
Die KS-Primer zeigten im Gel mit dem Protokoll der ASU L07.18-1 (N.N. 2006) fur
KS-Primer (KS-Protokoll) die meisten positiven Banden mit den unterschiedlichen
Annealing-Temperaturen. Fur das weitere Vorgehen wurde demnach das Protokoll
dieses Protokoll verwendet, da die LP-Primer in allen drei Protokollen bei nahezu

allen Annealing-Temperaturen gleich gut reagierten.
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Zur ndheren Bestimmung der Annealing-Temperatur bei Verwendung des ,KS*-
Protokolls fur beide Primer wurde die PCR mit einem Gradienten zwischen +50 und
+60 °C durchgefuhrt. Die Ergebnisse der PCR sind im Gel (Abb. 14) zu sehen. Die
KS-Primer wiesen zwischen +50,8 und +58,3 °C deutliche Banden auf. Die Banden

der LP-Primer waren bei allen Annealing-Temperaturen deutlich zu erkennen.

M 500 50,8521 53,9 566583 595 600 M M 50,0 50,8 52,153,9 56,6 58,359,5600 M

1.000 bp

100 bp

x1 X2

Abb. 14: x1- und x2-PCR-Ergebnis mit dem KS-Protokoll
(verschiedene Annealing-Temperaturen [+°C])

M: Molekulargewichtsmarker

x1= stx1-positiver Referenzstamm mit KS-Primern

x2= stx2-positiver Referenzstamm mit LP-Primern
Fur die folgenden PCRs sollte eine gemeinsame Annealing-Temperatur fur beide
Primer gewahlt werden, bei welcher diese spezifisch an das DNA-Template binden.
Aufgrunddessen sollte die Temperatur moéglichst hoch sein. Fir die folgenden PCRs

wurde eine Annealing-Temperatur von +58 °C eingesetzt.

4.1.3. Ermittlung der optimalen Template-Menge

Um die optimale Template-Menge =zu ermitteln, wurde mit Zugabe acht
verschiedener Volumina zum Reaktionsgemisch gearbeitet. Die Extraktion der DNA
erfolgte mit der modifizierten InstaGene-Methode (Methode 2, Kapitel 3.2.1.1). Die
Ausgangskonzentration lag gemaf der photometrischen Ermittlung im Durchschnitt
bei 38 ng/ul. Deutliche Banden konnten fur die KS-Primer mit allen unverdinnten
Templaten ermittelt werden. Mit den LP-Primern konnten fir alle Template-Mengen

gute Banden erzielt werden (Abb. 15). Da fur die Sonden-Markierung nach Roche
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(N.N. 2000) eine optimale DNA-Menge zwischen 10 und 50 ng/pl im
Reaktionsgemisch vorliegen soll, wurde fir die Sonden-Markierung 1 pl
unverdinntes Template pro Reaktionsansatz hinzugefiigt, da fur beide Primer mit

dem Protokoll gute Ergebnise erbracht wurden.

M1 2 345 678M M1 2 3 45 67 8M

1.000 bp

100 bp

Abb. 15: PCR-Ergebnisse beim Einsatz verschiedener
Template-Mengen

x1= stx1-positiver Referenzstamm mit KS-Primern
X2= stx2-positiver Referenzstamm mit LP-Primern

Banden:

M: Molekulargewichtsmarker

1=1 pl Template (1:30) 5= 2 ul Template
2= 1 pl Template (1:20) 6= 3 ul Template
3=1 pl Template (1:10) 7= 6 ul Template
4=1 pyl Template 8= 8 ul Tempalte

4.2. Ergebnisse der Sonden-Markierung

Zur Uberprifung einer erfolgreichen Sonden-Markierung wurde eine PCR mit
verschiedenen Reaktionsgemischen durchgefihrt (Abb. 16). Die ersten beiden
Reaktionsgemische stellten die DIG-markierten Sonden fur den Nachweis von stx1
(KS-Primer) und stx2 (LP-Primer) dar. Jeweils ein weiteres Reaktionsgemisch flr
stx1l und stx2 enthielt keine DIG-markierten dNTPs und diente als Kontrolle des
erfolgreichen Ablaufs der PCR-Reaktion.
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Abb. 16: Ergebnisse der Sonden-Markierungs-PCR

Banden:

M= Molekulargewichtsmarker

1= DIG-gelabelte Sonde fir stx1 (KS-Primer)
2= DIG-gelabelte Sonde fiur stx2 (LP-Primer)
3= ungelabelte Sonde fur stx1 (KS-Primer)
4= ungelabelte Sonde fur stx2 (LP-Primer)

Der Erfolg der Markierungs-Reaktion konnte anhand des Laufverhaltens der PCR-
Produkte im Gel beurteilt werden. Die markierten und unmarkierten Sonden ergaben
deutlich sichtbare Banden. Die unmarkierten Sonden wiesen die zu erwartende
GroRRe auf. Bei der Verwendung von KS-Primern fur stx1 sollte ein 282 bp-grol3es
und im Fall der LP-Primer bei stx2 ein 584 bp-grof3es Fragment enstehen. Die
gelabelte Sonde stellten sich langer als das ungelabelte Fragment dar, da sie
aufgrund der Markierung mit DIG sich im elektrischen Feld langsamer bewegt.

4.3. DNA-Kolonie-Hybridisierung

Fur die DNA-Kolonie-Hybridisierung wurden die Referenzstamme E. coli C600 J1
(x1) sowie E. coli C600 W34 (x2) angereichert und verschiedene Verdinnungen auf
PCA gebracht. Fur die Etablierung der Methode wurden unter anderem Platten ftr
die DNA-Kolonie-Hybridisierung verwendet, auf denen die Bakterien ein gutes

Wachstum aufwiesen, sich aber nicht zwingend als gut abgesetzte Einzelkolonien
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darstellten. Als erfolgreiche Bindung der Sonde und somit positives Ergebnis galt

eine lila Farbung auf der Membran in Koloniengrof3e (Abb. 17).

Abb. 17: Beispiel stx2-positive Kolonien (Membran — Agar)

Im Vergleich der Verschiedenen Methoden zur Zellrest-Entfernung erwies sich die
Entfernung mittels Abrollen mit einem Reagenzglas am effektivsten. Der befeuchtete
Wattetupfer schien die Zellreste gut zu entfernen, nach der Detektion waren jedoch
keine Hybridisierungs-Signale auf der Membran sichtbar. Durch Abfahren mit einem
Lineal wurden die Zellreste auch nach mehrmaligem Wiederholen nur unvollstandig
entfernt. Der Spatel fuhrte zwar zu einer restlosen Material-Entfernung, der
ausgeubte Druck war jedoch zu grof3 und fuhrte zu einer Schadigung der Membran,

da diese nach der Detektion gesamt eingefarbt war.

Ein drei verschiedener Agars (PCA, MAC, ECD) wurde eine DNA-Kolonie-
Hybridisierung durchgefuhrt. Ein Vergleich zwischen Mutterplatte, Membran nach
dem Transfer der Kolonien sowie der Membran nach Abschluss der Hybridisierung
zeigt Abb. 18.
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4.3 DNA-Kolonie-Hybridisierung

Agar Transfer Signale
PCA - -
| .i-{“ . -
ECD . -

Abb. 18: Agar-Wachstum, Kolonie-Transfer und Signale auf
der Membran auf drei verschiedenen Agars

Prozentual gesehen wurden die meisten positiven Ergebnisse mit PCA erzielt, hier
waren lediglich 2,0 bis 2,5% der Kolonien negativ (Tab. 26). Die DNA-Kolonie-
Hybridisierung unter Einsatz von MAC-Agar erzielte die schlechtesten Ergebnisse.
Bei x1 waren 61,4% der Ergebnisse negativ. Die Erbebnisse fiir ECD lag zwischen
den Werten der beiden anderen Agars. Die negativen Ergebnisse wurden durch
einen unvollstandigen Transfer von der Mutterplatte auf die Membran bedingt. Vor
allem beim MAC-Agar war dies sehr deutlich: alle offensichtlich transferierten
Kolonien waren in der Hybridisierung positiv, negative Ergebnisse zeigten jene
Kolonien, die augenscheinlich komplett auf dem Agar verblieben waren. Bei ECD
gelang der Transfer der Kolonien auf die Membran teilweise nicht zuverlassig, jedoch
deutlich besser als mit MAC-Agar. Bei ECD sowie bei PCA waren auch teilweise
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schlecht transferierte Kolonien in der Hybridisierung noch fraglich positiv. Teilweise
wurden negative Ergebnisse durch ein sehr dichtes Wachstum der Kolonien auf dem

Agar bedingt, auch hier war der Transfer auf die Membran nicht vollstandig.

Tab. 26: Beurteilung der Effizienz der DNA-Kolonie-
Hybridiserung mit drei verschiedenen Agars

Agar Kolonien x1 [%] Kolonien x2 [%]

+ (+) - + (+) -
PCA (A-D) 205 73,7 24,9 15 350 68,3 | 30,9 | 0,9
MAC (A-D) 143 38,5 0,7 60,8 87 368 | 62,1 | 11
ECD (A-D) 222 36,5 26,6 36,9 241 51,0 | 46,9 | 2,1

x1= stx1-positiver Referenzstamm
X2= stx2-positiver Referenzstamm

+: deutlich positives Membransignal
(+): fraglich positives Membransignal
-: kein Signal

Fur das weitere Vorgehen wurde fur die Versuche mit den Reinkulturen PCA
verwendet, da der Transfer hier am besten funktionierte und im Vergleich mit den
anderen Agars die meisten positiven Ergebnisse erzielt wurden. Fir die Beimpfung
von Hackfleisch wurde fur die Ausplattierung des angereicherten Probenmaterials
der selektive ECD gewahlt. Mit diesem Agar konnten bei x1 weniger negative und bei
x2 mehr eindeutig positive Ergebnisse im Vergleich zum MAC-Agar erzielt werden.

Zudem war die Beurteilung der Indol-Reaktion mdglich.

4.4. Validierung

4.4.1. Exklusivitatstest

Zur Ermittlung ob die Sonde spezifisch an stx-Gene von STEC und nicht an die DNA
anderer Keime bindet, wurde ein Exklusivitatstest durchgefiihrt. Nach Abschluss der
DNA-Kolonie-Hybridisierung wurde das Auftreten von Signalen in den jeweiligen
Feldern beurteilt. Alle ,Nicht-Ziel-Keime* fuhrten zu negativen Signalen. Mit der stx1-
Sonde wurde nur der Zielkeim x1, mit der stx2-Sonde nur x2 angefarbt, was fur die

Spezifitat der Sonde spricht.
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4.4.2. Inklusivitatstest

Um zu Ermitteln, ob die Sonden an stx-positve Isolate aus dem Routine-Labor
binden, wurde ein Inklusivitatstest durchgefihrt. Von den 23 mittels PCR
untersuchten Isolate erwiesen sich 16 stx1-Stamme als positiv. Bei 5 Stammen war
die Bande sehr deutlich, bei 11 eher schwach ausgepragt. Bei den 14 stx2-Stamme
zeigten alle ein positives Ergebnis, wobei 12 deutlich und zwei schwach ausgepragt

waren.

Die in der PCR-positiven Isolate wurden fiir die Uberpriifung der Inklusivitat
eingesetzt. Pro Membran und Sonde wurden die Keime und die jeweilige
Positivkontrolle an vier Stellen aufgetragen. Die Positivkontrollen ergaben auf beiden
Membranen ein positives Signal. Von den stxl-Isolaten waren 13 von 16 (82,1%)
positiv bzw. fraglich positiv (Tab. 27). Drei der Stamme waren in der Hybridisierung
negativ. Bei den stx2-Isolaten waren 13 von 14 (92,9%) positiv bzw. fraglich positiv.
Ein Stamm war negativ. Die Ergebnisse der Hybridisierung korrelierten groé3tenteils
nicht mit der Bandenstéarke der PCR.
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Tab. 27: PCR- und Hybridisierungsergebnisse des

Inklusivitatstests im Vergleich

Keim PCR-Ergebnis Hybridisierungs-
Ergebnis

stx1
WK1 (+) -
WK 2 (+) -
WK'3 (+) -
WK 4 + +
WK 5 + +
WK 6 + +
WK 7 (+) +)
WK 8 + (+)
WK 9 (+) (+)
WK 10 (+) (+)
WK 11 (+) (+)
WK 12 + +
WK 13 (+) (+)
WK 14 (+) +
WK 15 (+) (+)
WK 16 (+) +

stx2
WK 6 + +
WK 11 + (+)
WK 13 + (+)
WK 12 + (+)
WK 14 + +
WK 17 + +
WK 18 + +
WK 19 + -
WK 20 + +
WK 21 (+) +
WK 22 (+) +
WK 23 + (+)
WK 24 + +
WK 25 + +

(+): schwache bis sehr schwache Bande im Gel / schwaches bis sehr schwaches
Hybridisierungssignal auf der Membran

4.4.3. Inhibitionsversuch

Um zu untersuchen, ob sich die x1- und x2-Refernzstimme gegenseitig im

Wachstum hemmen, wurden beide Stamme in unterschiedlichen Verhaltnissen auf
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denselben Agar aufgebracht. Die in der DNA-Kolonie-Hybridisierung erhaltenen
positiven Signale der 6 Membranen (X, Y, Z im Doppelansatz) wurden nach
Abschluss der Farbereaktion gezahlt und mit den zuvor auf Platte gezahlten Kolonien
verglichen (Tab. 28).

Tab. 28: Ergebnisse des Inhibitionsversuchs

stx1-Sonde stx2-Sonde
Kolonien auf Positive Kolonien auf Positive
PCA Signale auf PCA Signale auf
Membran (%) Membran (%)
X (x1=x2) 94 38 (40,4) 107 44 (41,1)
Y (x1<x2) 15 3 (20,0) 14 14 (100)
Z (x1>x2) 7 3(42,9) 2 2 (100)

x1= stx1-positiver Referenzstamm
X2= stx2-positiver Referenzstamm

Prozentual betrachtet waren bei einem ausgewogenen x1-x2-Verhéltnis
(Membran X) in der Ausgangs-Verdiunnung mit 40,4% mit der stx1-Sonde und 41,1%
mit der stx2-Sonde etwas weniger als die Halfte der Kolonien in der DNA-Kolonie-
Hybridisierung positiv. Das Wachstum der beiden stx-Keime schien sich nicht
gegenseitig zu beeinflussen. Bei der Membran Y, bei welcher x2 in der Verdinnung
Uberwog, waren bei Hybridisierung mit der stx1-Sonde 20% und mit der stx2-Sonde
alle Kolonien positiv. X2 schien somit auf dem Agar gegeniber x1 zu Gberwiegen. Bei
der dritten Membran (Z), bei welcher x1 gegenitber x2 Uberwogen hatte, waren
42,2% (stx1-Sonde) gegenuber 100% (stx2-Sonde) positiv. Die Wachstums-
Hemmung von x2 gegenuber x1 war deutlich ausgepragt. Aufgrund der hier
ermittelten Werte wurde die Beimpfung des Hackfleischs fir den folgenden Versuch

mit x1 und x2 jeweils getrennt durchgeflihrt, da x2 ein starkeres Wachstum zeigte.

4.4.4. Bestimmung der Nachweisgrenze

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze von STEC mittels DNA-Kolonie-Hybridisierung
in Hackfleisch wurde Probenmaterial mit den Referenzstammen beimpft und das
Probenmaterial anschlieRend in einer Hybridisierung untersucht.  Der
Versuchsaufbau gliederte sich in einen Vor- und einen Hauptversuch, fur die jeweils
eine unterschiedliche Hackfleischprobe verwendet wurde. Der Hauptversuch wurde

von zwei Personen parallel durchgefihrt.
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4.4.4.1. Vorversuche zur Nachweisgrenze

Das Probenmaterial fir den Vorversuch war in der zuvor durchgefiihrten PCR stx-
negativ. E. coli und Enterobacteriacea waren mit den angewendeten Verfahren nicht
nachweisbar (<10% KbE/ml). Die Gesamtkeimzahl betrug 3,6x10° KbE/ml.

Das Probenmaterial wurde anschlie3end mit x1 bzw. x2 beimpft, angereichert und
ausplattiert. Das Platten-Wachstum der Kolonien des Ausstrichs aus der
Voranreicherung sowie der 1:10° und 1:10*-Verdiinnungen der Anreicherung wurde
beurteilt. Einzelkolonien waren lediglich bei dem Direktausstrich gewachsen
(zwischen 0 und 8). Aus der verdiunnten Anreicherung waren die Platten mit
Bakterien Uberwuchert. Lediglich auf Platten der 1:10*Verdiinnung waren
abgrenzbare Einzelkolonie gewachsen. Hier waren schatzungsweise >800 KbE je

Agar gewachsen.

Die Einzelkolonien der Platten der Voranreicherung wurden geblottet. Da es sich um
wenige Einzelkolonien auf verschiedenen Platten handelte, wurden die Kolonien
nummeriert und mittels steriler Pipettenspitze auf zwei Membranen (je eine fir x1
und fir x2) aufgetragen. Von den 5 fur die DNA-Kolonie-Hybridisierung verwendeten
Einzelkolonien der x1-Platten und den 13 Kolonien der x2-Platte zeigten alle nach

der Hybridisierung positive Membransignale.

Zur Einordnung der auf dem Agar gewachsenen Bakterien wurde die Indol-Reaktion
der Keime getestet. Alle Keime erwiesen sich als Indol-positiv.

4.4.4.2. Hauptversuch zur Nachweisgrenze

Eine weitere Rinderhackfleischprobe wurde fir den Hauptversuch verwendet. Die
Probe war in der PCR ebenfalls stx-negativ. Die Gesamtkeimzahl lag bei 4,2 x 10°
KBE/mI. Enterobacteriacea und E.coli wurden mit den angewandten Methoden nicht
nachgewiesen (<10° KBE/ml). Die Proben wurden anschlieBend mit drei

Verdunnungsstufen der angereicherten Referenzstamme beimpft.

Parallel dazu wurden die Keimzahl der verwendeten Verdinnungsstufen bestimmt.
Nach 16 h waren auf den 10°-Platten zwischen 140 und 206 Kolonien gewachsen

(Tab. 29). Bei den 108-Platten waren keine bzw. vier und eine Kolonie zahlbar. Die
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10™%-Verdiinnung ergab kein Wachstum auf der Platte. Die Konzentration der
Ubernachtanreicherung lag bei ca. 10° KbE/ml.

Tab. 29: Kolonienwachstum der fur die Beimpfung
verwendeten Verdinnungsstufen

geimpfte Verdinnungs- x1 X2

stufe

10° 159 140 206 167
10°% 4 0 0 1
1010 0 0 0 0

x1= stx1-positiver Referenzstamm
X2= stx2-positiver Referenzstamm

Die PCR der Voranreicherungskultur ergab eine positive Bande mit beiden der
gewahlten Extraktionsmethoden (ASU L07.18-1 (N.N. 2006) und modifizierte
InstaGene-Methode) fiir die 10°-Verdiinnung. Fiir x1 war mit der Extraktion nach
ASU L07.18-1 (N.N. 2006) zudem eine positive Bande bei der 10®-beimpften Probe
im Gel sichtbar. Mit der InstaGene-Extraktion zeigte sich dagegen nur eine sehr

schwache Bande. Alle anderen Ansatze waren negativ (Abb. 19).
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M12345678PNM M12345678PNM

1.000 bp

x1 X2

Abb. 19: PCR-Ergebnisse der beimpften Proben

M: Molekulargewichtsmarker
x1: stx1-positiver Referenzstamm mit KS-Primern
x2: stx2-positiver Referenzstamm mit LP-Primern
P: Positivkontrolle
N: Negativkontrolle
1-4: DNA-Extraktion mit modifizierter InstaGene-Reinigung
5-8: DNA-Extraktion nach ASU L07.18-1
1,5: geimpfte Verdiinnungsstufe 10°
2,6: geimpfte Verdinnungsstufe 10
3,7: geimpfte Verdiinnungsstufe 10™°
4,8: unbeimpfte Probe

Das Probenmaterial der Voranreicherung sowie der zwei Verdiinnungsstufen (1:10%
1:10°) der Anreicherung wurden von zwei Personen auf ECD ausplattiert und
inkubiert sowie mittels DNA-Kolonie-Hybridisierung untersucht. Die Ausstriche der
Voranreicherung enthielten wenige Einzekolonien und wurden fir die DNA-Kolonie-
Hybridisierung herangezogen. Allerdings wurden aufgrund des minimalen
Kolonienwachstums die Kolonien nummeriert und mittels steriler Pipettenspitze auf
eine Membran (ibertragen. Die Platten mit der 1:10°-Verdiinnung wiesen >1000 KbE
auf, mit Ausnahme der stx2-beimpften 10® und 10"° Proben. Hier waren keine
Kolonien gewachsen. Die unbeimpften Proben zeigten auf ECD ebenfalls ein starkes
Kolonienwachstum. Die Platten der 1:10*-Verdiinnung waren tiberwuchert (Tab. 30).
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Tab. 30: Kolonienwachstum aus der Voranreicherung und
verdinnten Anreicherung auf ECD

geimpfte Person 1 Person 2

Verdinnungs- |10° [10® [10% [neg. [10° [10°® |[10™ |neg.
stufe

Referenzstamm x1

Voranreicherung 3 2 1 0 4 0 1 0
Anreicherung +++ 4+ 4+ +++ +++ +++ +++ +++
1:10"

Anreicherung ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
1:10°

Referenzstamm x2

Voranreicherung 4 0 1 0 4 1 0 1
Anreicherung +++ 0 0 +++ +++ 0 0 +++
1:10"

Anreicherung ++ 0 0 ++ ++ 0 0 +
1:10°

x1= stx1-positiver Referenzstamm
X2= stx2-positiver Referenzstamm
+++= Uberwuchert

++= >1.000 Einzelkolonien

Von den Platten der Voranreicherungs-Kultur zeigten alle Gibertragenen Kolonien der
10%-Beimpfung (sowohl x1 als auch x2) auf der Membran ein positives
Hybridisierungs-Signal. Die Kolonien der anderen Beimpfungskonzentrationen sowie
der unbeimpften Proben erwiesen sich als negativ (Tab. 31). Die Indol-Reaktion
korrelierte mit den Hybridisierungs-Ergebnissen: in der Hybridisierung positive Isolate

waren auch Indol-positiv, negative erwiesen sich als Indol-negativ.
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Tab. 31: Kolonienwachstum, Hybridisierungs-Ergebnis und
Indol-Aktivitat der Platten der Voranreicherung

KbE auf ECD Signale der Indol-Reaktion
Hybridisierung
Pers.1 |Pers.2 |[Pers.1 |Pers.2 |Pers.1 |Pers.2
Referenzstamm x1
10° 3 4 3 4 3 4
10° 2 0 0 / 0 /
10" 1 1 0 0 0 0
neg. 0 0 / / / /
Referenzstamm x2
10°® 5 4 5 2 (3) (2)
10° 0 1 / 0 / 0
10" 0 0 / / / /
neg. 2 1 0 0 0 0

x1= stx1-positiver Referenzstamm

X2= stx2-positiver Referenzstamm

/: kein Kolonienwachstum auf der Platte, daher keine weitere Untersuchung
(): schwach positiv

Vier der in der Hybridisierung als positiv getesteten Keime wurden anschlie3end von
der Mutterplatte subkultiviert. Dazu wurde Kolonienmaterial vom urspringlichen
Agar, welches durch 6 h Inkubation bei +42 °C nachgewachsen war, mit einer
sterilen Ose entnommen und erneut auf Agar ausgespatelt und iber Nacht bebriitet.
Die Bestéatigung erfolgte mittels PCR und ergab ein positives Ergebnis fur alle

gestesten Kolonien.

Von den 1:10°-Verdiinnung der Anreicherung waren in der DNA-Kolonie-
Hybridisierung die x1-Proben mit der 10 und 10®-Beimpfung fiir stx1 und die x2-
Proben mit der 10°°-Beimpfung fiir stx2 positiv. Die Kolonien der 10™° sowie die x2-
Platten der 10®-Beimpfung waren negativ. Zur Bestatigung wurde eine PCR mit
Kolonienmaterial der Mutterplatten durchgeftihrt. Die Ergebnisse korrelierten mit den
Hybridisierungs-Signalen: positive und negative Kolonien in der DNA-Kolonie-
Hybridisierung wurden in der PCR ebenfalls bestatigt. Die Indol-Aktivitat stimmte
ebenfalls mit den vorherigen Ergebnissen Uberein. Alle in der DNA-Kolonie-
Hybridisierung als STEC identifizierten Keime waren Indol-positiv. Bei den restlichen
Bakterien war die Reaktion negativ.
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4.5. Kostenberechnung

Die DNA-Kolonie-Hybridisierung gliederte sich in die Markierung der Sonde mittels
PCR und in die eigentliche Hybridisierung. Letztere wurde vergleichend mit
kommerziell-erhaltlichen und selbst-hergestellten Materialien durchgefiihrt. Die im
Folgenden angefihrten Kosten fir die Reagenzien sind ohne die gesetzliche

Mehrwertsteuer von 19% angegeben.

4.5.1. Kosten der Sonden-Markierung

Fur die Markierung der Sonde wurde das ,PCR DIG Probe Synthesis“-Kit der Firma
Roche, eingesetzt. Es wurden zwei markierte Sonden, jeweils eine fur stx1 und eine
fur stx2, und ebenfalls jeweils eine unmarkierte Kontrollsonde erstellt. Somit ergaben
sich pro Markierungsvorgang vier Reaktionsansétze. Limitierende Komponente des
Kits war die Polymerase. Fur einen Reaktionsansatz von insgesamt 50 ul wurden
0,75 pl des Enzyms bendtigt. Da im Kit 30 pl vorhanden waren, reicht ein Kit maximal
fur 40 Reaktionsansatze a 50 pl. Bei vier Reaktionsansatzen ware ein Kit fir 10
Sonden-Markierungen ausreichend. Bei einem Gesamtpreis von 392,00 € pro Kit

errechnet sich pro Markierungsdurchgang eine Kostenbelastung von 39,20 €.

Die Sonde wurde nach der Markierung zum Einsatz in der DNA-Kolonie-
Hybridisierung verdinnt. 2 pl des PCR-Produkts wurden mit jeweils 1 ml der
Hybridisierungslosung verdinnt. Bei einem Reaktionsansatz von insgesamt 50 pl
und der Verwendung von 4 pl in der Kontroll-PCR blieben 54 pl fir die Verdinnung.
Es konnten somit 27 ml Sonde mit einem PCR-Ansatz hergestellt werden. Pro
Membran kamen 2 ml dieses Sonden-Hybridisierungslésungs-Gemischs zum
Einsatz. Die Sondenmenge reichte damit fir ca. 13 Membranen. Nach der
Hybridisierung wurde die Sonde bei -20 °C eingefroren und bis zu zehnmal
wiederverwendet. Ein PCR-Ansatz war folglich ausreichend fir die Hybridisierung
von bis zu 130 Membranen. Unter Berilicksichtigung der errechnetet Kosten fiir einen
Markierungsdurchgang liegen die Sonden-Kosten pro Membran bei ca. 0,30 €. Laut
Roche (N.N. 2000) genigt ein Ansatz fur 650 cm? Membran. Umgerechnet auf die
verwendeten Membranen mit einem Durchmesser von 8,2 cm und somit einer
Membranflache von 53 cm2 kdnnen rund 12 Membranen hybridisiert werden. Roche
gibt zudem an, dass jede Sonden bis zu 3- bis 5-mal verwendet werden kann.

Insgesamt ergibt sich hieraus, dass mit einer Sonden-PCR 36 bis 60 Membranen
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hybridisert werden konnen. Die Kosten wirden sich so auf 0,65 bis 1,08 € pro
Membran belaufen.

Die Sonden wurden zwei Jahre bei -20 °C gelagert und erwiesen sich in dieser Zeit

als stabil. Roche (N.N. 2000) gibt eine Mindest-Lagerzeit von einem Jahr an.

4.5.2. Kosten der Hybridisierung im Vergleich

Die DNA-Kolonie-Hybridisierung erfolgte in den Vorversuchen vergleichend mit
kommerziell-erhaltichen Komponenten der Firma Roche sowie mit selbst-
hergestellten Lésungen gemald der Anleitung der ASU L07.18-1 (N.N. 2006). Die
Komponenten des ,DIG Wash and Block Buffer“-Sets von Roche waren einzeln nicht
erhaltlich, die Kosten der Einzelkomponenten wurde daher als Teilwert des
Gesamtpreises berechnet. Sofern Losungen kommerziellen erhdltlich oder eine
eigene Herstellung nicht méglich war, wurden fir beide Methoden die gleichen
Lésungen verwendet. Die zu verwendenden Mengen pro Membran sind nach dem
,DIG Application Manual for Filter Hybridization“ von Roche (N.N. 2000) und der ASU
LO7.18-1 (N.N. 2006) ebenfalls teilweise unterschiedlich und wurden bei der
Kostenberechnung beriicksichtigt (Tab. 32). Die Berechnung der Kosten wurde

anhand der im Anhang befindlichen Tabelle 40 der Preise je Liter durchgefihrt.
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Tab. 32: Reagenzienkosten zur DNA-Kolonie-
Hybridisierung

Losung Kommerziell selbst-hergestellt
Menge [ml])/ | Preis [€]/ Menge [ml])/ | Preis [€]/
Membran Membran Membran Membran
Denaturierungslosung 1 0,01 5 0,01
Neutralisierungslosung 1 0,01 5 0,03
20x SSC 40 0,14 40 0,14
Proteinase K-Losung 0,5 1,50 0,8 2,40
Prahybridisierungslésung 20 7,90 20 0,38
Hybridisierungslésung 2 0,79 2 0,04
Low Stringency Buffer 40 0,03 40 0,03
High Stringency Buffer 80 0,04 40 0,02
Waschpuffer 180 16,16 130 0,10
Blocking-L6sung 40 3,59 40 0,67
Anti-DIG-AP-Konjugat 15 3,79 15 2,91
Detektionspuffer 20 1,51 20 0,02
Farbeldsung 10 3,10 4 0,94
TE-Puffer 50 0,19 50 0,19
Preis gesamt [€] 38,76 7,88

Pro Membran er gab sich bei Verwendung der von Roche angegebenen
Komponenten und Mengen (N.N. 2000) ein Preis von rund 39 €. Mit den selbst-
hergestellten Loésungen nach Angaben der ASU L07.18-1 (N.N. 2006) beliefen sich
die Kosten pro Membran auf ca. 8 €. Die teils hohen Kostenunterschiede der
Reagenzien kommen mitunter dadurch zustande, dass fur die Verdinnung der

Komponenten selbst-hergestellte oder kommerzielle Lésungen verwendet wurden.

Zusatzlich fielen die Kosten fur die Membranen an, die fur eine Membran 3,87 €
betrug. Pro Membran wurde schatzungsweise zudem ein Filterpapier verwendet,

dessen Kosten ca. 2,10 € betragen.

4.5.3. Gesamt-Kosten der DNA-Kolonie-Hybridisierung

Unter Bericksichtigung der Kosten der zur Hybridisierung verwendeten Sonde sowie
der eingesetzten Losungen und der Fixkosten fur Membran und Filterpapier ergeben
sich pro Durchlauf nach der ASU L07.18-1 (N.N. 2006) rund 14 €. Verwendet man
stattdessen die Komponenten von Roche und beachtet die Hersteller-Angaben
ergeben sich bei einem viermaligen Einsatz der Sonde Kosten von rund 46 € (Tab.
33).
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Tab. 33: Gesamtkosten der DNA-Kolonie-Hybridisierung

Komponente nach Roche (N.N. 2000) | nach ASU L07.18-1 (N.N.
[€] 2006) [€]

Sonde 0,82* 0,307

LOsungen 39,27 7,88

Membran 3,87

Filterpapier 2,10

Gesamt 46,06 | 14,15

* bei viermaliger Verwendung jeder Sonde
Thei zehnmaliger Verwendung jeder Sonde

94




5 Diskussion

5. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine DNA-Kolonie-Hybridisierung zum Nachweis von
STEC in Hackfleisch etabliert und validiert werden. Schwerpunkt lag auf der
Herstellung der Hybridisierungs-Sonden fiir die stx-Gene sowie der Optimierung des

Verfahrens.

5.1. Sondenherstellung

Die Sonden wurden mittels PCR markiert. Um diese Markierung durchzufihren,
bedurfte es der Extraktion der DNA stx1- und stx2-positiver Referenzstamme zum
Einsatz als Template in der PCR. Die Extraktion wurde mit vier Methoden
vergleichend durchgefihrt. Zwei Methoden nutzten InstaGene, bei den beiden
anderen Methoden handelte es sich um Kochmethoden. Bedeutend fir die
Markierungs-Reaktion war die DNA-Ausbeute, da die DNA-Menge fir das PCR-
Reaktionsgemsich optimalerweise zwischen 10 und 50 ng liegen sollte. Die
modifizerte InstaGene-Extraktion liefert mit 38 ng/ul einen mittleren Wert, der optimal
zu sein schien. Da diese 50 ul InstaGene im Vergleich zu 200 yl bei Methode 1
bendtigt wurden, stellte diese Extraktionsmethode zudem eine kostengunstigere

Variante dar.

Fur die Markierung der Sonden gibt es zwei géngige Methoden: die PCR und die
Klonierung. In diesem Fall wurde wie in den meisten neueren Literaturquellen
(ARTHUR et al. 2002, BARLOW et al. 2006, BEUTIN et al. 1993, ESPIE et al. 2006,
FEGAN und DESMARCHELIER 1999, GALLIEN et al. 1996, SCHMIDT et al. 1994,
STEPHAN et al. 2008) die PCR als Verfahren gewéhlt. Es kdnnen mit ihr grof3e
Mengen Sonde hergestellt werden (HOFF et al. 2002). Zudem sind die Materialien
und Gerate, welche fur eine PCR benétigt werden, in den meisten Laboratorien
vorhanden. Die Methode ist schnell und mit Hilfe eines unmarkierten
Kontrollansatzes kann der Erfolg der Markierung mittels Gelelektrophorese und
anschlieBender Farbung mit Ethidium-Bromid sichtbar gemacht werden. Die friher
verwendete Klonierung (BETTELHEIM et al. 1990, BEUTIN et al. 1993, BROWN et
al. 1989, HULL et al. 1993, SAMADPOUR et al. 1990, SUTHIENKUL et al. 1990)
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5.1 Sondenherstellung

hingegen qilt als zeitaufwendig und anspruchsvoll (ECHEVERRIA 1986) und es
kdnnen nicht so grol3e Mengen an Sonde hergestellt werden (SOMMERFELT et al.
1988).

Die Sonden-Markierung kann radioaktiv oder nicht-radioaktiv erfolgen. In dieser
Arbeit erfolgte die Markierung mit DIG, eine nicht-radioaktive Substanz die in
neueren Studien héaufig zur Markierung verwendet wird (BARLOW et al. 2006,
BEUTIN et al. 1993, ESPIE et al. 2006, FEGAN und DESMARCHELIER 1999,
FRATAMICO et al. 2004, GALLIEN et al. 1996, SCHMIDT et al. 1994, STEPHAN et
al. 2008). Hierbei wurden DIG-markierte dNTPs wahrend der PCR in die DNA
eingefugt. Die Markierung mit DIG ist somit relativ einfach und schell. Zudem birgt sie
im Vergleich zu radioaktiven Substanzen kein gesundheitliches Risiko und die
Sonden kobnnen Uber einen langeren Zeitraum gelagert werden (RILEY und
CAFFREY 1990). Ebenso gesundheitlich unbedenklich ist die Markierung mit Biotin,
die jedoch in der Markierung von stx-Sonden in der Literatur kaum Anwendung zu
finden scheint. Sie wurde als erste Methode zur indirekten Sonden-Markierung
beschrieben (GUERSIMARE et al. 1999, WALKER und DOUGAN 1989). Ihr mangelt
es jedoch gegeniber DIG-markierten Sonden an Sensitivitat (EASTEAL et al. 1991).
Radioaktiv-markierte Sonden gelten als sensitiv (RILEY und CAFFREY 1990,
WALKER und DOUGAN 1989), sie zeichnen sich jedoch durch eine kurze
Halbwertszeit aus und mussen deshalb kurz vor der Verwendung hergestellt werden.
Die bei dem radioaktiven Zerfall freigesetzte Strahlung hat zudem eine schadigende
Wirkung auf die Sonden-DNA (EASTEAL et al. 1991).Die Radioaktivitat ist zudem mit
Gefahren fur Mensch und Umwelt verbunden (RILEY und CAFFREY 1990, WALKER
und DOUGAN 1989) und die Entsorgung der Radioisotope ist kostspielig (HILL et al.
2001). Aufgrunddessen findet diese Markierungs-Methode insbesondere in friiheren
Literaturquellen Anwendung (BETTELHEIM et al. 1990, BROWN et al. 1989, HULL
et al. 1993, KARCH und MEYER 1989, NEWLAND und NEILL 1988, SAMADPOUR
et al. 1990, SUTHIENKUL et al. 1990).

Der Nachweis der beiden stx-Gene kann mit einer Sonde fiir beide Toxin-Gene oder
mit zwei unterschiedlichen Sonden erfolgen. In dieser Arbeit wurde jeweils eine
Sonde fir den Nachweis von stx1 und stx2 markiert. Fir die Sonden-Markierung
wurden die in der ASU L07.18-1 (N.N. 2006) beschriebenen KS- und LP-Primer
verwendet. Die Markierung erfolgte mit dem ,PCR DIG Probe Synthesis Kit* von
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Roche. Die meisten in der Literatur angefihrten Studien benutzen fur die
Hybridisierung der beiden stx-Gene ebenfalls getrennte Sonden (BETTELHEIM et al.
1990, BEUTIN et al. 1993, BROWN et al. 1989, HULL et al. 1993, KUMAR et al.
2004, NEWLAND und NEILL 1988, SAMADPOUR et al. 1990, SUTHIENKUL et al.
1990). Einige Literaturquellen verwenden nur eine Sonde (BARLOW et al. 2006,
ESPIE et al. 2006, GALLIEN et al. 1996). Vorteil bei der Verwendung von zwei
Sonden ist, dass bereits in diesem Schritt eine Einteilung der Isolate in stx1 und stx2
erfolgen kann und die nachfolgende Bestatigungsreaktion gezielt auf die jeweiligen
Gene durchgefihrt werden kann. Bei der Bestatigung mittels PCR, wie in der ASU
LO7.18-1 (N.N. 2006) beschrieben, werden auch zwei unterschiedliche Primer fur die
Folge-PCR eingesetzt. Ein Nachteil bei der Verwendung von zwei separaten
Sonden ist, dass fur jede zu untersuchende Probe zwei Platten ausplattiert werden

mussen, um diese dann mit jeweils einer der beiden Sonden zu hybridisieren.

Die markierte Sonde wurde uUber einen Zeitraum von zwei Jahren bei -20 °C
zwischen den jeweiligen Verwendungen tiefgefroren. Roche (N.N. 2000) gibt eine
mdogliche Lagerungsdauer von mindestens einem Jahr an. RILEY und CAFFREY
(1990) sprechen von einer mdglichen Lagerung von sechs Monaten. SURZYCKI
(2003) gibt die Lagerung in der Hybridisierungslosung mit ein bis zwei Jahren an.
Wie hier gezeigt werden konnte, ist eine mindest zwei-jahrige Lagerung durchaus

maoglich.

Es konnte gezeigt werden, dass ein zehn-maliger Einsatz der Sonde moglich ist.
Roche (N.N. 2000) spricht von einer drei- bis funf-maligen Verwendung. Hier zeigt
sich, dass die Angaben der Herstelller ohne Spezifitats-Verlust Uberschritten werden

kénnen, was eine Kosten- und Arbeitseinsparung.

5.2. Wachstum der Kolonien

Zur Optimierung der DNA-Kolonie-Hybridisierung wurden drei verschiedene
Agarplatten im Vergleich untersucht: der nicht-selektive PCA- und die selektiven
ECD- und MAC-Agars. ECD wies ein gutes Einzelkolonie-Wachstum auf. Bei ECD-
Agar liegt die Spezifitat fur E. coli mit 99,2 % gegeniiber MAC-Agar mit 99,8 % zwar
niedriger (HEIZMANN et al. 1988), die Ubertragung der Kolonien auf die Membran

war allerdings besser als mit MAC-Agar. Fiur die Untersuchung von Proben, bei
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denen Begleitflora zu erwarten ist, wurde ECD in dieser Arbeit als geeigneter Agar
eingestuft.

Die ASU L07.18-1 (N.N. 2006) beschreibt die Verwendung von MAC-Agar. Einige
Literaturquellen setzen ebenfalls MAC-Agar ein (HULL et al. 1993; SUTHIENKUL et
al. 1990, ESPIE et al. 2006). Dieser Agar hat den Vorteil, dass er selektiv fiir
gramnegative Bakterien ist und zudem eine Unterscheidung zwischen Laktose-
positiven (rosa Kolonien) wie E. coli (RATNAM et al., 1988) und Laktose-negativen
(farblose Kolonien) mdglich ist. HEIZMANN et al. (1988) konnten zeigen, dass die
Spezifitat von MAC-Agar fir E. coli-Stamme bei 99,8 % liegt. Die Ubertragung von
dem Agar auf die Membran erwies sich in dieser Arbeit jedoch als unzuverlassig,
haufig blieb das Kolonienmaterial auf dem Agar zurtick und bedingte so negative
Hybridisierungs-Signale. Er wurde aufgrunddessen nicht fir weitere Hybridisierungs-

Reaktionen eingesetzt.

Mit dem PCA war der Transfer der Kolonien auf die Membran zuverlassiger als mit
den beiden anderen Agars. Nachteil dieses Agars ist jedoch seine fehlende
Selektivitat, was bei der Untersuchung von Proben einen Nachteil darstellt. Deshalb
wurde PCA fir die Etablierung und Validierung der DNA-Kolonie-Hybridisierung mit
den Reinkulturen verwendet, nicht jedoch fur die Ausspatelung beimpfter

Hackfleischproben.

5.3. Ubertragung der Kolonien auf die Membran

Fur die Ubertragung der Kolonien auf die Membran gibt es zwei gangige Methoden:
der ,Colony Lift" und das ,Direct Spotting®“. In dieser Arbeit wurde die Methode des
,Colony Lifts“ eingesetzt. Hierbei werden die Membranen einige Minuten auf den
bewachsenen Agar gelegt und danach abgezogen. In der Literatur wird diese
Methode ebenfalls haufig angewendet (ESPIE et al. 2006, FRATAMICO et al. 2004,
GROTZBACH 2007, KOBAYASHI und VIDOTTO 1998, MAYRSHOFER 2005,
PROHASKA 2009, STEPHAN et al. 2008, SUTHIENKUL et al. 1990). Vorteil der
,Colony Lift“Technik ist, dass Kolonien welche ein positives Membran-Signal
ergaben, unmittelbar der Kolonie auf dem Agar zugeordnet, isoliert und weiter
charakterisiert werden konnen. Nachteil der Methode liegt in dem teilweise

unvollstandigen Transfer der Kolonien von dem Agar auf die Membran. Alternativ zu
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dieser Methode ist es mdglich, das Probenmaterial direkt auf die Membran
aufzutragen, welche auf einem Agar liegt, und die Kolonien direkt auf dem Agar
wachsen zu lassen (,Direct Spotting“) (STRACHNAN und READ 2004). Bei
vergleichenden Untersuchungen beider Mdglichkeiten konnten mit der Methode des
,Direct Spotting“ mit 75% positiver Ergebnisse ein durchschnittlich besseres Resultat
erzielt werden als mit der nachtraglichen Ubertragung der Kolonien auf die Membran
(,Colony Lift*, 59%) (HU und WU 2000). Bei der statistischen Auswertung der
Ergebnisse konnte jedoch gezeigt werden, dass der Unterschied beider Methoden
nicht signifikant war. Allerdings ist eine Subkultivierung der Kolonien auf der
Mutterplatte mit der ,Direct Spotting“-Methode nicht moéglich. AuRerdem besteht die
Gefahr, Membranen unnétig zu verwenden falls keine Kolonien wachsen. Von Vortell
ist die ,Direct Spotting“-Methode dann, wenn die Membranen fir spéatere
Hybridisierungs-Zwecke gelagert werden sollen. Sie kénnen bis zum Einsatz bei
-80 °C gelagert werden, was bei der Aufbewahrung von Genbanken nutzlich sein
kann (HILL et al. 2002).

Das Belassen der Membran auf dem Agar wurde fir 1 bis 2 min durchgeftihrt. Da die
ASU L07.18-1 (N.N. 2006) hierzu keine Angaben macht, richtete sich die Dauer nach
Roche (N.N. 2000). In weiteren Quellen wird die Dauer ebenfalls mit 1 bis 2 min
angegeben (GROTZBACH 2007) angegeben. Laut MAYRSHOFER (2005) sollte die
Membran auf dem Agar belassen bleiben, bis an allen Stellen befeuchtet ist. Hier war
das nach bereits wenigen Sekunden der Fall. In anderen Studien wurden die
Membranen fir 5 (KOBAYASHI und VIDOTTO 1997, STEPHAN et al. 2008) oder 10
min (ESPIE et al. 2006) belassen. Alle hier angefiihrten Studien sowie weitere
Untersuchungen (ARTHUR et al. 2002, DUATTA et al. 2001, FEGAN und
DESMARCHELIER 1999, FRATAMICO et al. 2004, GALLIEN et al. 1996,
PROHASKA et al. 2009) benutzten Nylon-Membranen. Auch in dieser Arbeit wurden
gemall ASU L07.18-1 (N.N. 2006) Nylon-Membranen verwendet. Diese gelten
gegeniber den Nitocellulose-Membranen als reil3fester (HOFF et al. 2002). Die
Bindungskapazitat von Nylon-Membranen ist mit 500 pg/cm? gegentiber 100 pg/cm?
bei Nitrocellulose-Membranen erheblich hoéher (HALL 1995). Nitrocellulose-
Membranen kommen in alteren Literaturquellen zum Einsatz (BEUTIN et al. 1993,
HILL et al. 1983, HULL et al. 1993, KARCH und MEYER 1989, KIRIl et al. 1987,
SCHMIDT et al. 1994). Sie binden Fragmente <200 bis 300 bp schlecht (MEINKOTH
und WAHL 1989) und sind weniger stabil als Nylon-Membranen (HALL 1995). In
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einigen Studien wird zudem Filterpapier eingesetzt (BETTELHEIM et al. 1990,
BROWN et al. 1989, NEWLAND und NEILL 1988, SAMADPOUR et al. 1990,
SUTHIENKUL et al. 1990). Angaben zur Effektivitat dieser Mdglichkeit finden sich in
der Literatur nicht. Moglicherweise handelt es sich hier um eine kostengiinstige

Alternative zu Nylon- und Nitrocellulose-Membranen.

Fur die DNA-Kolonie-Hybridisierung wurden - wie von GALLIEN et al. (1996)
beschrieben - Platten mit gut gewachsenen, voneinander getrennten Einzelkolonien
verwendet. Die optimale Menge um eine vollstandige Ubertragung auf die Membran
und eine spatere Identifizierung positiver Kolonien zu gewéhrleisten lag zwischen
100 und 200 Kolonien. Die Literaturangaben liegen mit 200 bis 300 bzw. 400
Kolonien (BROWN et al. 1989, HULL et al. 1993, MAYRSHOFER 2005,
SUTHIENKUL et al. 1990) etwas darUber. Bei einigen Quellen liegt die
Kolonienanzahl mit 1000 bzw. 2000 Kolonien sogar deutlich héher (ARTHUR et al.
1991, SAMADPOUR et al. 1990). Bei sehr vielen Kolonien auf dem Agar ist die
Wahrscheinlichkeit, dass die Kolonien sich teilweise Gberlagern allerdings wesentlich
groRer und die Gefahr, dass die Kolonien aufgrunddessen unvollstandig tUbertragen
werden ist somit hoher. Zudem erschwert eine hohe Anzahl die spatere Zuordnung
positiver Membran-Signale zu den Kolonien auf der Mutterplatte.

Zur Untersuchung beimpfter Proben wurde das Probenmaterial in zwei Schritten
angereichert. Dazu wurde Probenmaterial in einem hochselektiven Medium (mMCASO
mit Novobiocin) 5 h bei RT vorangereichert, um vorhandene Begleitflora zu hemmen.
1 ml der Voranreicherung wurde in ein weniger selektives Medium (mCASO)
Uberfuhrt, um vorhandene STEC-Keime anzureichern und 16 bis 18 h bei +37 °C
bebriitet. Kolonien der Platten der Voranreicherung und einer 1:10°-Verdiinnung der
Anreicherung wurden hybridisiert. Es waren auf den Voranreicherungs-Platten nur
wenige Einzelkolonien gewachsen, die 1:10°-Platten waren {iberwuchert. Die
Ergebnisse der DNA-Kolonie-Hybridisierung der Platten beider
Anreicherungsverfahren bei der niedrigsten Beimpfungskonzentration stimmten
Uberein: die Kolonien erwiesen sich jeweils als positiv. Mit der mittleren
Beimpfungkonzentration wurden nur aus der Anreicherung mit dem Referenzstamm
x1 positive Hybridiserungs-Signale erzielt. Das Voranreicherungs-Verfahren kann
parallel zum Anreicherungs-Verfahren durchgefihrt werden da dies keine
zusatzlichen Schritte, Medien und Zeit bendétigt, und Kolonien kdnnen mittels
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Pipettenspitze von mehreren Platten auf eine Membran Ubertragen werden um
Material einzusparen. Eine sehr geringe Kontamination von Proben kann jedoch
falsch-negative  Ergebnisse  erbringen, wie es bei der mittleren
Beimpfungskonzentration der Fall war. Die Anreicherung hingegen erwies sich als
positiv, ein Zeichen daflr dass bei gering-kontaminierten Proben ein zweiter nicht-
selektiver Anreicherungsschritt durchaus sinnvoll erscheint. Da die 1:10°-
Verdinnungen zu einem uUberwucherten Platten-Wachstum fuhrten, sollte die nachst-
hohere Verdiinnung (1:10°) ausplattiert werden. Eine 1:10 oder 1:50-Verdiinnung wie
sie in der ASU L07.18-1 (N.N. 2006) angefuhrt ist, scheint nicht geeignet, da hier die

Platten Uberwuchert waren.

5.4. Hybridisierung

Nachdem die Kolonien auf die Membran ubertragen waren, wurden die Bakterien
lysiert und die DNA denaturiert und auf der Membran fixiert. Die Lyse und
Denaturierung erfolgte mit NaOH. Auch in der Literatur findet die alkalische Lyse
Anwendung (ESPIE et al. 2006, KOBAYASHI und VIDOTTO 1997, SCHMIDT et al.
1994, STEPHAN et al. 2008). AnschlieRend wurden die Membranen fur 1 h bei
+80 °C im Hybridisierungsofen fixiert. Die Dauer der Fixierung richtete sich nach der
ASU L07.18-1 (N.N. 2006). Bei der Etablierung des Verfahrens wurden jedoch mit
einer kirzeren Dauer von 30 min ebenfalls positive Ergebnisse erzielt. Eine
2-stundige Fixierung (DUATTA et al. 2001, SCHMIDT et al. 1994) scheint demnach
nicht notwendig. TAKAHSHI et al. (2008) fixieren ebenfalls fur 1 h, jedoch bei 120 °C.
Alternativ kann die Fixierung der DNA im UV-Licht efolgen (BARLOW et al. 2006,
FEGAN und DESMARCHELIER 1999, KOBAYASHI und VIDOTTO 1997, N.N. 2000,
STEPHAN et al. 2006). Die UV-Behandlung kann jedoch zu strukturellen
Veranderungen der DNA fuhren (REED und MANN 1985).

Nach der Lyse, Denaturierung und Fixierung der DNA auf der Membran wurden die
Zellreste auf verschiedene Arten entfernt, um eine gut geeignete Methode zu
ermitteln. Die ASU L07.18-1 (N.N. 2006) macht hierzu die Angaben, die Membran
zwischen mit A. bidest. befeuchtetem Filterpapier zu rollen. Es wurden Methoden aus
der Literatur zum Vergleich eingesetzt. GROTZBACH (2007) fiihrte die Entfernung
von Zellresten durch Rollen mit einem Glas Uber die Oberflache eines auf der
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Membran platzierten mit A. bidest. befeuchteten Filterpapier durch. In diese Arbeit
wurde ein Reagenzglas verwendet. Die Zellreste war nach ein- bis zweimaligem
Abrollen (je nach verwendetem Agar) vollstandig entfernt. PROHASKA (2009)
platzierte die Membranen auf einem mit A. bidest. befeuchteten Filterpapier, um sie
dann mit einem sterilen, ebenfalls mit A. bidest. befeuchteten Wattetupfer
abzufahren. Es musste jedoch festgestellt werden, dass dies scheinbar nicht nur zu
Entfernung der Zellreste fihrte, da das Ergebnis der Hyridisierung negativ war. Es
liegt nahe, dass auch die fixierten DNA-Sticke durch den Wattetupfer entfernt
wurden. Roche (N.N. 2000) gibt in seinem Manual an, die Zellreste durch Abfahren
mit einem Lineal oder &hnlichen Gegenstand (hier wurde ein Spatel verwendet) zu
entfernen. Die Zellrlickstande wurden jedoch durch Einsatz eines Lineals nur
unvollstandig entfernt und auch bei mehrmaligem Wiederholen waren noch Reste auf
der Membran erkennbar. Die Verwendung eines Spatels fuhrte zwar im Vergleich
zum Abfahren mit dem Lineal zu einer schnellen Entfernung der Zellreste, aber die
Membran wurde hierdurch beschadigt und war nach dem Farben komplett lila
eingefarbt. Somit schien die Entfernung durch Rollen mit einem Reagenzglas am

effektivsten.

Die Hybridisierungstemperatur lag bei Verwendung selbst-hergestellter Losungen bei
+68 °C, entsprechend den Angaben der ASU L07.18-1 (N.N. 2006). Mit Roche-
Lésungen wurde die Hybridisierung bei +42 °C durchgefuhrt. Die mit ,DIG Easy Hyb"
gemischten Sonden fiihrten auch bei der héheren Temperatur zur Bindung. Die in
der selbst-hergestellten Ldsung verdinnten Sonden hingegen funktionierten bei
+42 °C nicht. Da die Sonden in den selbst hergestellten Hybridisierungslosung bei
dieser Temperatur nicht zu binden schienen, scheint neben der Sonde die
Zusammensetzung der jeweiligen Losungen einen Einfluss auf die optimale

Hybridisierungstemperatur zu haben.

5.5. Isolierung und Bestatigung

Von den in der DNA-Kolonie-Hybridisierung positiven Kolonien wurde eine Reinkultur
angelegt. Die Mutterplatten wurden hierfir nach dem ,Colony Lift" zur weiteren
Bebritung bei +37 °C (PCA) bzw. +42 °C (ECD) fur 6 h kultiviert. Die Dauer der
Inkubation richtete sich nach der ASU 07.18-1 (N.N. 2006). GALLIEN et al. (1996)
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fuhrten die Inkubation ebenfalls fur 6 h durch. Nach dieser Zeitspanne waren die
Kolonien zwar nicht vollstandig nachgewachsen, es war jedoch genlgend
Kolonienmaterial auf den Platten vorhanden, um eine Subkultur anzulegen. Eine
Uber-Nacht-Bebrttung (> 16 h) fuhrte zu einem Uberwucherten Wachstum und war
somit unbrauchbar, weil so eine Zuordnung der Membran-Signale zu den Kolonien

nicht mehr moglich war.

Nach der Subkultivierung erfolgte die Bestéatigung der Isolate. Die bereits ermittelten
Virulenzkriterien koénnen hierbei bespielsweise mittels PCR bestatigt werden
(GALLIEN 1996). Diese wird in der ASU L07.18-1 (N.N. 2006) sowie in der Literatur
(BARLOW et al. 2006, ESPIE et al. 2006, FEGAN und DESMARCHELIER 1999,
FREMAUX et al. 2006, STEPHAN et al. 2008) als Bestatigungsreaktion genannt und
wurde auch im Rahmen dieser Arbeit verwendet. Alle auf der Membran mittels DNA-
Kolonie-Hybridisierung als positiv identifizierten Kolonien konnten in dieser Arbeit
mittels PCR bestatigt werden.

5.6. Validierung

Im Rahmend des Exklusivitatstests sollte untersucht werden, ob die Sonde spezifisch
an stx1l- bzw. stx2-Gene bindet. Der Inklusivitatstest sollte zeigen, ob die Sonden
andere stx-positive Isolate als die Referenzstamme bindet. Alle der hier untersuchten
Nicht-Zielkeime erwiesen sich als negativ. Die Spezifitat des Verfahrens lag in dieser
Arbeit bei 100%.

Mit der stx1-Sonde waren im Inklusivitatstest 13 von 16 der Isolate positiv. Die
Hybridisierung stx2-positiver Isolate ergab 13 von 14 positive Ergebnisse. Die
Sensitivitat der stx1-Sonde war mit 81% gegenuber der stx2-Sonde mit 93% etwas
geringer. Die Spezifitdt und Sensitivitdt der Sonden lag im Rahmen (CYAN et al.
1990, NEWLAND und NEILL 1988).

Die Nachweisgrenze der Methode in Hackfleisch lag in der vorliegenden Arbeit mit
beiden Sonden bei ca. 10° KbE/10g. Laut ASU L07.18-1 (N.N. 2006) liegt die
Nachweisgrenz zwischen 54 und 308 KbE/25 g Hackfleisch. Die hier ermittelte
Nachweisgrenze lag somit oberhalb der Angaben der ASU L07.18-1 (N.N. 2006).
SAMADPOUR et al. (1990) konnten mittels DNA-Kolonie-Hybridisierung eine
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Nachweisgrenze von 1,3 KbE/g ermitteln. Diese liegt unter der hier ermittelten
Nachweisgrenze. Allerdings wurden die Probenanreicherungen langer inkubiert. In
Studien mit S. flexneri-beimpften Stuhlproben konnten positive Ergebnisse bei
2x10° und 2x10*KbE/ml erzielt werden und lagen damit oberhalb der
Nachweisgrenze dieser Arbeit (DUATTA et al. 2001).

5.7. Kosten

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die eigene Herstellung von
Losungen wie sie in der ASU L07.18-1 (N.N. 2006) angefuhrt ist, mit rund 8 € pro
Membran wesentlich gunstiger ist als die Verwendung kommerzieller L6sungen und
Reagenzien von Roche (ca. 39 € pro Membran) (N.N. 2000). Dennoch verwenden
viele Literaturangaben Hersteller-Kits fur die Durchfihrung (ARTHUR et al. 2002,
BARLOW et al. 2006, ESPIE et al. 2006, FEGAN und DESMARCHELIER 1999,
FRATAMICO et al. 2004, STEPHAN et al. 2008). Der Grund hierfir liegt vermutlich in
der Einfachheit der Verwendung solcher Kits. Die Losungen missen grof3tenteils nur
entsprechend verdinnt werden und sind danach gebrauchsfertig. Bei der eigenen
Herstellung mussen die einzelnen Komponenten der Losungen eingewogen und die
fertigen LOsungen muissen zum Teil autoklaviert werden. Zudem werden viele
verschiedene Reagenzien fur die Herstellung bendétigt. Jedoch lassen sich diese
problemlos Uber einen langeren Zeitraum lagern und sind sehr ergiebig. Hersteller-
Kits wie das ,DIG Wash Block and Buffer Set“ reichen hingegen nur fir eine
begrenzte Zahl von Untersuchungen. In Anbetracht der angefuhrten Punkte empfiehlt
sich zur Kosteneinsparung folglich die eigene Herstellung. Fur die gleichen Kosten
und etwas mehr Zeitaufwand kénnen mehr Membranen als mit kommerziellen Kits

hybridisiert werden.

5.8. Vor-und Nachteile der DNA-Kolonie-Hybridisierung

Ein bedeutender Vorteil der DNA-Kolonie-Hybridisierung ist, dass STEC-Kolonien
gezielt von der Mutterplatte isoliert werden kénnen (GALLIEN et al. 1996). So gelingt
die Erstellung von Reinkulturen (HILL und KEASLER 1991). Dies ermdoglicht die
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weitere Charakterisierung der Isolate, was insbesonders epidemiologisch von
Bedeutung ist.

Die DNA-Kolonie-Hybridisierung beruht auf dem Nachweis lebender Bakterien.
Sofern kein Wachstum auf der Agar-Platte erfolgt, kann auch keine Hybridisierung
durchgefuihrt werden. Hierbei hat die DNA-Kolonie-Hybridisierung der PCR
gegenuber einen Vorteil, da bei der PCR auch tote Zellen ein positives Ergebnis
bedingen kénnen (LAZCKA et al. 2007).

Auf der Agar-Platte ist eine phénotypische Unterscheidung stx-positiver und anderer
E. coli nicht moglich. Durch die Moglichkeit der exakten Zuordnung positiver
Membran-Signale zu den Kolonien auf der Platte kann durch die DNA-Kolonie-
Hybridisierung auch eine Identifizierung aus Mischkulturen erfolgen (HILL und
KEASLER 1991). Dies ist v.a. bei der Untersuchung von Proben mit hoher
Begleitflora von Bedeutung.

Die DNA-Kolonie-Hybridisierung benétigt jedoch im Gegensatz zur PCR eine hohere
Menge der Ziel-Sequenz um ein positives Signal zu erbringen (GILBREATH et al.
2009). Allerdings ist die hohe Sensitivitdt der PCR auch ein potentieller Nachteil, da
durch Probenkontamination falsch-positive Ergebnisse erzielt werden kdnnen
(VALENTINE et al. 1991). Bei der DNA-Kolonie-Hybridisierung sind solche falsch-
positiven Ergebnisse nicht mdglich, sofern die Spezifitat der verwendeten Sonde

ausreichend hoch ist.

Die DNA-Kolonie-Hybridisierung ist nicht davon abhangig, dass die
charakterisierenden Toxine gebildet werden, wie dies beispielsweise beim Vero-Zell-
Test der Fall ist. Der Nachweis beruht auf der Identifizierung der Toxin-Gene (RILEY
und CAFFREY 1990). Dies kann aber auch nachteilig sein, da v.a. die exprimierten

stx-Gene von Bedeutung sind.

Des Weiteren ist die Durchfiihrung der DNA-Kolonie-Hybridisierung mit einem hohen
Zeitaufwand verbunden (KWAGA et al. 1992, VALENTINE et al. 1991). In dieser
Arbeit lag die Zeitspanne von der Ubertragung der Kolonien bis zum sichtbaren
Ergebnis mit ca. 18 h etwas unter der von CYAN (1990) beschriebenen Dauer von
24 h. GALLIEN et al. (1996) geben zwar an, durch einer 3 h Hybridisierung kénne die

Hybridisierung und Detektion innerhalb eines Arbeitstages erfolgen. Beachtet man
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5.8 Vor- und Nachteile der DNA-Kolonie-Hybridisierung

jedoch dass die Arbeitsschritte in dieser Arbeit vor und nach einer 3 h Hybridisierung
bei mind. 4 und 3 h lagen, wirde das eine Zeitpanne von mind. 10 h bedingen und ist
damit fir ein Routinelabor nicht praktikabel.

Zudem ist die Methode mit einem hohen Arbeitsaufwand verbunden (KWAGA et al.
1992). Die Methode bendtigt zwar keine besondere Laborausstattung (CYAN 1990),
ist aber sowohl in der Vorbereitung als auch in der Durchfiihrung selbst sehr
arbeitsintensiv. Sie ist nicht so einfach durchzufiihren wie die PCR (SJOLING et al.
2007). Die Durchfihrung ist komplizierter als die PCR und bedarf damit einer
Einarbeitung des Laborpersonals.
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6. Schlussfolgerung

e Eine Sonden-Markierung mittels PCR und DIG ist schnell, einfach und birgt im
Vergleich zur radioaktiven Markierung keine gesundheitlichen Risiken.

¢ Die Verwendung von zwei Sonden fur die stx-Gene ist zur Charakterisierung
der Kolonien sinnvoll um bereits im Schritt der DNA-Kolonie-Hybridisierung

Informationen zum Vorkommen von stx1 und stx2 zu erhalten.

e Bei der Verwendung von Reinstammen kann der nicht-selektive PCA
verwendet werden, da mit diesem im Vergleich zu den beiden getesteten
Selektivagars eine nahezu vollstandige Ubertragung der Kolonien auf die

Membran erzielt wurde.

e Zur Probenuntersuchung ist aufgrund der hier vorkommenden Begleitflora die
Verwendung eines Selektivagars indiziert. Von den untersuchten
Selektivagars eignet sich ECD besser zum Einsatz fur die DNA-Kolonie-

Hybridiserung als MAC-Agar.

e Auf dem einzusetzenden Agar sollten fur die ,Colony Lift“-Methode nicht mehr
als 200 KbE gewachsen sein. Eine grof3ere Kolonienzahl kann aufgrund des
dichten Wachstums zu einer unvolistandigen Ubertragung der Kolonien fiihren
und eine Zuordnung positiver Membran-Signale zu den Kolonien der Agar-

Platte ist schwierig.

e Die Nachweisgrenze der Methode lag sowohl mit die stx1- als auch fur stx2-
Sonde bei 10° KbE/10 g.

e Die Herstellung eigener Losungen ist deutlich kostengunstiger als die

Verwendung kommerzieller Losungen, obgleich sie arbeitsaufwendiger ist.

e Die DNA-Kolonie-Hybridiserung stellt eine geeignete Methode zur Isolierung
von STEC dar, sie ist jedoch zeit- und arbeitsaufwendig.
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7. Zusammenfassung

Bei der DNA-Kolonie-Hybridisierung handelt es sich um eine molekularbiologische
Methode, bei der mittels Sonde die stx-Gene von STEC hybridisiert und detektiert
werden. Sie ermoglicht eine gezielte Isolierung stx-positiver Stamme von der Platte.
Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines DNA-Kolonie-Hybridiserungs-Verfahrens

fur das Routinelabor.

Das Vorgehen gliederte sich zum Einen in die Herstellung der stx1- und stx2-
Sonden, und zum Anderen in die Etablierung und Validierung der DNA-Kolonie-
Hybridisierung selbst. Die Markierung der Sonden erfolgte mit DIG-markierten
dNTPs, welche in einem PCR-Prozess in die amplifizierten DNA-Sequenzen
eingeflugt wurden. Fir die Etablierung der Methode wurde das Verfahren modifiziert
nach der ASU L07.18-1 (N.N. 2006) mit selbst-hergestellten L6sungen und nach
Roche (N.N. 2000) mit kommerziellen Losungen vergleichend durchgefihrt und die
Kosten berechnet. Des Weiteren wurden drei verschiedene Agars (PCA, MAC, ECD)
getestet. Die Validierung des Nachweisverfahrens gliederte sich in die Beurteilung
der Exklusivitdt und Inklusivitdit sowie die Bestimmung der Nachweisgrenze in

Rinderhackfleisch.

Der Einsatz selbst-hergestellter Losungen im Vergleich zu kommerziellen erwies sich
als erheblich kostengtinstiger. Hingegen ist die Verwendung kommerzieller Losungen
mit einem geringeren Arbeitsaufwand verbunden. Es konnte zudem gezeigt werden,
dass ECD im Vergleich zu dem in der ASU L07.18-1 (N.N. 2006) genannten MAC-
Agar bessere Ergebnisse erbrachte. Die besten Resultate lieferte PCA, dessen
Einsatz aufgrund seiner mangelnden Selektivitat jedoch nur bei der Verwendung von
Reinkulturen indiziert ist. Im Exklusivitats- und Inklusivitatstest erwies sich die Sonde
als ausreichend spezifisch und sensitiv. Die Nachweisgrenze in Hackfleisch lag in
dieser Arbeit bei 10° KbE/10 g.

Zusammenfassend betrachtet stellt die DNA-Kolonie-Hybridisierung eine sinnvolle
Methode zur Isolierung von STEC dar. Sie erfordert jedoch einen erheblichen Zeit-
und Arbeitsaufwand.
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8. Summary

Establishment and Validation of a DNA colony hybridization method for the
detection of STEC in minced meat

DNA colony hybridization is a molecular detection method utilizing a DNA-probe
which hybridizes the stx-genes of STEC. The method allows the selective isolation of
stx-positive strains from the agar. The aim of this study was to establish a DNA-

Colony-Hybridization-method for use in a routine laboratory.

The study was divided into the development of stx1- and stx2-probes as well as the
establishment and validation of the method. For the labelling of the probes, DIG-
labelled dNTPs were inserted into the amplified DNA-sequence using PCR. The
method was established following the ASU L07.18-1 (N.N. 2006), slightly modified,
using self-made solutions, and according to Roche (N.N. 2000) using commercially
available solutions. The cost of both procedures was calculated. Furthermore, three
different agars (PCA, MAC, ECD) were tested. The validation of the method
consisted of an evaluation of the exclusitivity and inclusivity as well as the

determination of the detection rate in minced beef.

The use of self-made solutions compared to commercial solutions proved to be much
cheaper. On the contrary, using commercial solutions saves labour time.
Furthermore, it could be shown that the ECD agar achieved better results compared
to the MAC-agar mentioned in the ASU L07.18-1 (N.N. 2006). Best results were
obtained using PCA, but as this agar is not selective, it should merely be used when
working with pure strains. The exclusivity test showed the probes hybridize
specifically, as the non-target strains were not hybridized. In the inclusivity and
exclusivity test, the probes proved to be sufficiently specific and sensitive. The
detection rate in minced meat was found to be 10° KbE/10 g.

Concluding, DNA colony hybridization is a useful method for the isolation of STEC.

However, it is time consuming and labour-intensive.
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9 Anhang

9. Anhang

9.1. Gerate und Materialien

Tab. 34: Gerate und Materialien

Analysewaage Sartorius Competence

Aqua Bidest Bereiter Fistream'™ Cyclon™
Autoklav 3850EL

Bio Photometer 6131

Dampfsterilisator Varioklaav 500
Elektrophoresekammer Sub-Cell GT
Hybridisierungsglaser GL 45

Hybridizierungsofen Hybridizer HB-100
Laborflaschen mit Gewinde Duran

Magnetrihrer mit Heizfunktion IKAMAG RCT basic
PCR-Werkbank BIOCAPPMCAPTAIR bio
pH-Meter 535

Plastikschalen melamin®, 13 x 25 x 6 cm, 21 x 32 x 3
cm

Prazisionswaage CE 3202 S-OCE

Schittler IAK-VIBRO-FIX VF2

Schittler Suentifica 2x*

Schiuttler VF2

Sicherheitswerkbank H212

Stomacher 400 CIRCULATOR

Thermoblock ThermoStat plus

Thermocycler iCycler iQ

Thermomischer Thermomixer comfort

UV-Kamera GelDoc EQ mit Quantity One Software
PC/Mac

Wasserbad Sw22
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Sartorius, Goéttingen
Fisons PLC, Suffolk, GB
Systec, Wettenberg
Eppendorf, Miinchen
H+P, Oberschleil3heim
Bio-Rad, Miinchen
Schott, Mainz

VWR, Darmstadt
Schott, Mainz
IKA-Werke, Staufen
Erlab, Kdln

WTW, Weilheim

Zeta, Bahretal

Sartorius, Goéttingen
IKA-Werke, Staufen
Velp, Usmate, Italien
Janke & Kunkel, Staufen
Kendro, Langenselbold
Seward, Worthing, UK
Eppendorf, Hamburg
Bio-Rad, Minchen
Eppendorf, Hamburg
Bio-Rad, Miinchen

Julabo, Seelbach



9.2 Chemikalien und Reagenzien

Zentrifuge 5415 D Eppendorf, Hamburg

Tab. 35: Verbrauchs-Materialien

Nylon Membrane for Colony and Plaque  Art. 11 699 075
Hybridization 001
PCR-Tubes 0,2 ml Eight-Tube strip und  Art. 951010022
200 pl Thin Wall Cap

Petrischalen steril Art. 300305
Reaktionsgefal3e Safe-Lock-Tubes Art. 022363204
2.0ml/1.5ml Art. 02236352

Steriles Wasser Molecular Biology Grade Art.

Roche, Mannheim

Eppendorf, Minchen

Waldeck, Minster

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Water 0032 006.302
Stomacher-Beutel BagLight Art. C09 11 029 Interscience, Saint
Nom la Breteche,
Frankreich
Uvette Art. 952010051 Eppendorf, Hamburg
Whatman Filterpapier 3SMM CHR Gel Art. 3030-392 Carl Roth GmbH,
Blotting Papier 460 x 570 mm Karlsruhe
9.2. Chemikalien und Reagenzien
Tab. 36: Hersteller-Kits
DIG Nucleic Acid Detection Kit Art. 11175041910 Roche, Mannheim
Bestehend aus:
- Anti-DIG AP Konjugat, 750 U/ml
- Farbeldsung NBT/BCIP, 50x Stammldsung
- Blocking-Reagent
- DIG-labled Control DNA, 5 pg/ml
- DNA Dilution Buffer, 50 g/ml
PCR DIG Probe Synthesis Kit Art. 11636090910 Roche, Mannheim

Bestehend aus:

-Enzym-Mix (Polymerase)

-PCR DIG Probe Synthesis Mix (10x konz.)
-PCR-Puffer mit MgCI2 (10x konz.)
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9.2 Chemikalien und Reagenzien

-dNTP stock solution (10x konz.)
- Control Template
-Control PCR Primer Mix (50 pmol)

DIG Wash and Block Buffer Set Art. 11585762001 Roche, Mannheim

Bestehend aus:
-10xWaschpuffer (1 1)
-10xMaleinsaurepuffer (500 ml)
-10xBlocking-Solution (500 ml)
-10xDetektionspuffer (100 ml)

Tab. 37: sonstige Chemikalien und Reagenzien

100xTE Puffer Art. 1052.1 Carl Roth GmbH,
Karlsruhe

20% SDS Art. 1057.1 Carl Roth GmbH,
Karlsruhe

Agar technical (Agar No. 3) Art. LP0O013 Oxoid, Wesel

Baird-Parker-Agar Art. 1.05406.0500 Merck, Darmstadt

Typische Zusammensetzung (g/l): Pepton aus
Casein 10,0; Fleischextrakt 5,0; Hefeextrakt 1,0;
Natriumpyruvat 10,0; Glycerin 12,0; Lithiumchlorid
5,0; Agar-Agarl5,0

Herstellung: 58 g in 1 | A. dest. I6sen durch auf
dem Heizblock. Autoklavieren. Bei +50 bis +45 °C
50 ml Eigeblb Tellurit-Emulsion (Merck, Art.
1.03785) zugeben.

Blutplatte Blood Agar Base No. 2 Art. CM0271 Oxoid, Wesel

Typische Zusammensetzung (g/l): Protease Pepton
15,0; Leberextrakt 2,5; Hefeextrakt 5,0;
Natriumchlorid 5,0; Agar 12,0

Herstellung: 40 g in 1 | A. dest. suspendieren und
bis zum vollstandigen Lésen erhitzen.
Autoklavieren. Nach dem Abkihlen auf +45 bis
+50 °C 5-10% steriles Blut zusetzen.

Brain Heart Infusion (BHI) Art. CM 0225 Oxoid, Wesel

Typische Zusammensetzung (g/l): Kalbshirn
Infusionsfeststoffe 12,5; Rinderherz
Infusionsfeststoffe 5,0; Protease Pepton 10,0;
Glucose 2,0; Natriumchlorid 5,0; Di-
Natriumphosphat 2,5

Herstellung: 37 g in 1 | A. dest. l6sen.
Autoklavieren.
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9.2 Chemikalien und Reagenzien

Brilliantgriin-Phenolrot-Lactose- Art. 1.10747 Merck, Darmstadt
Saccharose-Agar (BPLS)

Typische Zusammensetzung (g/l): Pepton aus
Fleisch 10,0; Fleischextrakt 5,0; Hefeextrakt 3,0;
Di-Natriumhydrogenphosphat 0,6; Lactose 10,0;
Saccharose 10,0; Phenolrot 0,9; Brilliantgrin
0,0047; Agar-Agar 12,0

Herstellung: 51,5 g in 1 | A. dest. I6sen durch
Erhitzen auf dem Heizblock. Nicht autoklavieren.

Caseinpepton-Glucose-Hefeextrakt-Agar  Art. 1.05463.0500 Merck, Darmstadt
(PC)

Typische Zusammensetzung (g/l): Pepton aus
Casein 5,0; Hefeextrakt 2,5; D(+) Glucose 1,0;
Agar-Agar 14,0

Herstellung: 22,5 g in 1 | A. dest. I6sen durch
Erhitzen auf dem Heizblock. Autoklavieren.

modifizierte Caseinpepton-Sojamehl- Art. 1.05459.0500 Merck, Darmstadt
Pepton-Bouillon (MCASO)

Typische Zusammensetzung (g/l): Pepton aus
Casein 17,0; Pepton aus Sojamehl 3,0; (+)-
Glucose 2,5; Natriumchlorid 5,0; di-
Kaliumhydrogenphosphat 2,5

Herstellung: 30g CASO- Bouillon in 11 A. dest.
I6sen. Zugabe von 1,5 g Gallesalz No. 3 (Oxoid,
Art. LP0056). Autoklavieren.

modifizerte Caseinpepton-Sojamehl- Art. 1.09205.0500 Merck, Darmstadt
Pepton-Bouillon (MCASO) mit Novobiocin

Typische Zusammensetzung (g/l): Pepton aus
Casein 17,0; Pepton aus Sojamehl 3,0; (+)-
Glucose 2,5; Di- Natriumhydrogenphosphat 4,0;
Gallesalz Nr. 31,5

Herstellung: 33 g in 11 A. dest. I6sen. Autoklavieren.

Cefsulodin-Igrasan-Novobiocin-Agar (CIN) Art. 1.16434.0500 Merck, Darmstadt

Typische Zusammensetzung (g/l): Pepton aus
casein 10,0; Pepton aus Fleisch 10,0; Hefeextrakt
2,0; D(-)mannitol 20,0; Natrium-Pyruvat 2,0;
Natriumchlorid 1,0; Magnesiumsulfat 0,01;
Gallesalze 1,0; Neutralrot 0,03; Kristallviolett 0,001;
Agar-Agar 12,5

Herstellung: 58,5 g Yersinia Agar Basis in 1 | A.
dest. I6sen. Autoklavieren. Pro 500 ml 1 Flasche
Yersinia Selektivsupplement (Merck, Art.
1.16466.001) hinzugiigen. Abkiihlung des
Basismediums auf + 50 °C, Zugabe von 1 ml
Ethanol absolut (Merck, Art. 100974) (vergallt).

Certified Molecular Biology Agarose Art. 161-3102 Bio-Rad, Miinchen
DIG Easy Hyb Art. 11603558001 Roche, Mannheim
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9.2 Chemikalien und Reagenzien

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat Art. 6580 Merck, Darmstadt
Ethidium-Bromid, 10 pg/ml Art. 161-0433 Bio-Rad, Munchen
EZ load 100 bp PCR Molecular Ruler Art. 170-8353 Bio-Rad, Miunchen
Fluorocult Escherichia coli Direkt-Agar Art. 1.04038.0500 Merck, Darmstadt
(ECD)

Pepton aus Casein 20,0; Lactose 5,0;
Natriumchlorid 5,0; Gallesalze 1,5; Di-
Kaliumhydrogenphosphat 4,0; Agar-Agar 15,0;
Tryptophan 1,0; 4-Methylumbilliferyl-3-D-
Glucuronide 0,07

Herstellung: 5,31 g in 1 | A. dest. lsen.
Autoklavieren.

Galle-Salz Bile Salt No.3 Art. LPO056 Oxoid, Wesel

HCI 1 mol/L Art. 9057.1000 J.T. Baker,
Griesheim

Indol-Reagenz Bactident Indol Art. 1.11350.0001 Merck, Darmstadt

InstaGene™ Matrix Art. 732-6030 Bio-Rad, Miinchen

Kaliumhydrogenphosphat Art. 4873 Merck, Darmstadt

Mac Conkey-Agar No. 3 (MAC) Art. CM115 Oxoid, Wesel

Typische Zusammensetzung (g/l): Pepton 20,0;
Lactose 10,0; Gallesalz No. 3 1,5; Natriumchlorid
5,0; Neutralrot 0,03; Kristallviolett 0,001; Agar 15,0
Herstellung: 51,5 g in 1 | A. dest. auf dem
Heizblock bis zum Kochen lésen. Autoklavieren.

Maleinsaure Art. K304.1 Carl Roth GmbH,
Karlsruhe

MasterMix 2.5x Art. 0032 002.250 Eppendorf, Hamburg

modifizierter Charcoal-Cefoperazone- Art. CM0739 Oxoid, Wesel

Desoxychylate-Agar (MCCDA)

Typische Zusammensetzung (g/l): Nahrbouillon No.
2 25,0; Bakteriolgische Aktivkohle 4,0; Casein-
Hydrolysat 3,0; Natrium-Desoxycholat 1,0; Eisen-
Sulfat 0,25; Natrium-Pyruvat 0,25; Agar 12,0
Herstellung: 22,75 g in 500 ml A. dest. auf dem
Heizblock bis zum Kochen l6sen. Autoklavieren.
Abkihlen auf +50 °C. Zugabe von 1 Flaschchen
CCDA Selektivsupplement (Oxoid, Art. SR0155).

NaCl, M 58,44 g/mol Art. P029.2 Carl Roth GmbH,
Karlsruhe

NaOH, M 40,00 g/mol Art. PO31.1 Carl Roth GmbH,
Karlsruhe
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9.2 Chemikalien und Reagenzien

NaOH, 1 mol/l

Nucleic Acid Sample Loading Buffer
Peptonwasser

Herstellung:

1,0 g Pepton aus Fleisch, pankreatisch
verdaut

8,5 g Natriumchlorid

in 11 A. dest. l6sen. Bis zum Kochen
erhitzen. Autoklavieren.

Peptonwasser mit Agar: zusatzlich 0,75 g
Agar Technical zugeben.
Primer
- MK
KS7, KS8
LP43, LP44

Proteinase K

Pseudomonas-Agar

Typische Zusammensetzung (g/l): Gelatine Pepton
16,0; Magnesiumchlorid 1,4; Agar 11,0
Herstellung: 24,2 g in 1 | A. dest. lI6sen. 5 ml
Glycerin zufligen und bis zum vollstandigen
Erhitzen |6sen. Autoklavieren. Abkihlen auf

+50 °C. Zugabe eines Flaschchens Pseudomonas-

EF-C-Selektivsupplement (Oxoid, Art. SR102).

Puffer fur Laufpuffer / Agarosegel Tris-

Boric-EDTA

Zusammensetzung: 10x TBE, 89mM Tris, 89mM
boric acid, 2mM EDTA, pH 8.3

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

TRIS PUFFERAN®

Tween® 20

Art.

Art.

Art.

Art.

Art.

Art.
Art.

Art.

Art.

Art.

Art.
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1.09137.100

161-0767

1.07214.1000

1.06404.0500

LPO013

19131
CMO0559

161-0733

4088.3

5429.1

9127.1

J.T. Baker,
Griesheim
Bio-Rad, Miinchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Oxoid, Wesel

MWG Biotech,
Ebersberg

Qiagen, Hilden
Oxiod, Wesel

Bio-Rad, Miinchen

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe
Carl Roth GmbH,
Karlsruhe
Carl Roth GmbH,
Karlsruhe
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9.3 Herstellungsangaben der Lésungen

9.3. Herstellungsangaben der Losungen

Denaturierungslosung

Packungsangabe Herzustellende Zugabe zu 1l A.
Lésung bidest.
NaOH 1 M 40,00 g/mol 05M 20g
NaCl 1 M 58,44 g/mol 15M 87,66 g

Die Substanzen werden in der entsprechenden Menge Wasser unter Schitteln geldst.

Neutralisierungsléosung pH 7,5

Packungsangabe Herzustellende Zugabe zu 1l A.
Losung bidest
TRIS 1M 121,14 g/mol 1M 121,14 g
Tri- Natriumcitrat 1 M 294,10 g/mol 0,3 M 88,23 g

Die Substanzen werden in der entsprechenden Menge Wasser unter Schitteln gelost.Der
pH wird mit 1 N HCl und 1 N NaOH eingestellt.

20x SSC (Aquilibierungslésung), pH 7,0

Packungsangabe Herzustellende Zugabe zu 1l A.
Lésung bidest
NacCl 1 M 58,44 g/mol 3M 175,32 ¢
Tri- Natriumcitrat 1 M 294,10 g/mol 0,3M 88,23 g

Die Substanzen werden in der entsprechenden Menge Wasser unter Schitteln geldst.
Bei groRen pH- Abweichungen wird dieser mit 1 N NaOH eingestellt .

2x SSC (1:10 Verdinnung)
20xSSC 100 ml

A. bidest. 900 ml
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9.3 Herstellungsangaben der Lésungen

5x SSC (1:4 Verdinnung):

20xSSC 10 ml

A. bidest. 30 ml

0,04x SSC (1:500 Verdiinnunq):

20xSSC 20 ml

A. bidest. 499 ml

Low stringency Buffer / Waschlosung 1:

2XSSC 11
SDS 5ml

Milchig trib, bei +50°C mit Magnetrihrer auflésen.

High stringency Buffer / Waschlésung 2:

0,04xSSC 11
SDS 5ml

Milchig trib, bei +50°C mit Magnetrihrer auflésen.

Proteinase-K-L6sung:

Proteinase K jeweils frisch 1:10 mit 2x SSC verdinnen.

Hybridisierungslésung

Fertige L6ésung von Roche, DIG Easy Hyb
Eigene Herstellung der Préahybridisierungslésung:

1 g N-Lauroylsarcosin und 1 g SDS in 1 | 5x SSX lésen. 10 g Blocking-Reagent
hinzuftigen, 1 h bei +70 °C unter Ruhren erhitzen.
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9.3 Herstellungsangaben der Lésungen

Waschpuffer- Stammldsung

Der Waschpuffer (DIG Wash and Block Buffer Set, Roche) muss 1:10 mit A. bidest. verdinnt
werden. Vor Gebrauch gut schitteln. Lagerung: +15 bis +25 °C

Eigene Herstellung des Waschpuffers:

3 ml 0,3% Tween 20 mit 97 ml Maleinsaurepuffer-Stammlésung verdinnen.

Antikdrperkonjugat- L6sung

Anti-DIG AP-conjugate (DIG Nucleic Acid Detection Kit, Roche)

Lagerung: Verdinnung jeweils frisch herstellen. Bei ca. +4°C ca. 12 Stunden stabil.
Angebrochene Ampulle bei +2 bis +8 °C aufbewahren.

Ampulle vor dem Gebrauch 5 min bei 10.000 g zentrifugieren.

3 ul Antikorperkonjugat mit 15 ml Blocking solution verdinnen.

Detektionspuffer (pH 9,5)

Detection Buffer (DIG Wash and Block Buffer Set, Roche) 1:10 mit A. bidest. verdinnen.
Lagerung: +15 bis +25 °C.
Eigene Herstellung des Detektionspuffers:

15,76 g TRIS und 5,58 g NaCl zu 900 ml A. dest. geben, den pH mit 1 N HCI auf 9,5
einstellen. AnschlieRend mit A. dest. auf 1 | auffullen.

Farbel6sung (NBT/ BCIP)

200 pl Farbsubstratldsung (NBT/ BCIP, Gefal3 4) (DIG Nucleid Acid Detection Kit, Roche) mit
10 ml verdiinntem Detection Buffer mischen.

Lagerung: die Lésung immer frisch herstellen. Stock solution lichtgeschiitzt lagern. Lagerung
der Tabletten und der Stock solution nach dem Offnen bei +2 bis +8 °C.

10xTE- Puffer (pH 8.0)

Die Stammlésung (Carl-Roth GmbH) muss 1:10 verdinnt werden.
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9.3 Herstellungsangaben der Lésungen

Maleinsaurepuffer-Stammldsung

Der Maleinsaure- Puffer (DIG Wash and Block Buffer Set, Roche) muss 1:10 mit Aqua
bidest. verdiinnt werden. Lagerung: +15- +25°C

Eigene Herstellung:

11,6 g Maleinsaure und 8,77 g NaCl in 900 ml A. dest. lI6sen. pH mit 2 N NaOH auf 7.5
einstellen und mit A. dest. auf 1 | auffillen. Autoklavieren.

10xBlocking-Stammldsung

Entspricht des DIG Wash and Block Buffer Sets der Firma Roche.
Eigene Herstellung:

10 g Blocking-Reagenz in 90 ml Maleinsdure-Stammldsung bei 65°C auf dem Heizblock
under standigem Ruhren l6sen. Autoklavieren.

Lagerung bis zu 4 Wochen bei + 4 °C mdglich.

1xBlocking-Losung

Die Blocking solution (DIG Wash and Block Buffer Set, Roche) muss 1:10 mit dem
Maleinsaurepuffer-Stammlésung verdinnt werden. Vorher schitteln. In 100 ml-Portionen
aufgeteilt, kann die Blocking Lésung bei -20 °C aufbewahrt werden.

Eigene Herstellung:

10 ml der 10xBlocking-Lésung mit 90 ml Maleinsaurepuffer-Stammldésung verdiinnen.

PB

Natriumchlorid 8,50 ¢
Dinatriumhydrogenphosphat 1,149
Kaliumdihydrogenphophat 0,509
A. bidest ad 11

Alle Komponenten in A. bidest. lésen. Der pH wird mit 1 N NaOH eingestellt.
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9.4 Ergebnistabellen

9.4. Ergebnistabellen

Tab. 38: Ergebnisse der Messung der DNA-Extraktion

ng/ul Az3o Aze0 Azgo Aszo Azsozs0 | Az60/230
Anreicherung 1l
Methode 1 |x1 65 0.898 11.292 0.544 -0.157 2.37 1.44
X2 60 0.836 1.199 0.488 -0.144 2.46 1.43
Methode 2 | x1 39 0.772 0.779 0.405 -0.057 1.92 1.01
X2 40 0.945 0.801 0.459 0.061 1.74 0.85
Methode 3 |x1 16 0.245 0.314 0.178 0.025 1.76 1.28
X2 17 0.343 0.339 0.212 0.028 1.60 0.99
Methode 4 | x1 241 1.660 1.446 1.348 0.996 1.07 0.87
X2 381 2.393 2.287 2.198 0.96 1.04 2.011
Anreicherung 2
Methode 1 |x1 79 1.183 1.583 0.824 0.085 1.92 1.34
X2 70 1.183 1.404 0.767 0.117 1.83 1.26
Methode 2 | x1 39 0.600 0.774 0.432 0.078 1.79 1.29
X2 35 0.669 0.704 0.410 0.060 1.71 1.16
Methode 3 |x1 10 0.127 0.200 0.106 0.010 1.88 1.57
X2 15 0.294 0.309 0.194 0.044 1.59 1.05
Methode 4 |x1 63 0.540 0.379 0.230 -0.147 1.65 0.70
X2 104 0.799 0.622 0.450 0.014 1.38 0.78

x1= stx1-positiver Referenzstamm
X2= stx2-positiver Referenzstamm
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9.4 Ergebnistabellen

Tab. 39: Ergebnisse der Effizienz der DNA-Kolonie-
Hybridisierung

Referenz- Membran Kolonienzahl Signale auf Membran
keim auf Agar deutlich fraglich negativ
positiv positiv
x1

PCA A 60 45 15 0
B 68 52 13 3
C 43 22 21 0
D 34 32 2 0

MAC A 46 6 0 40
B 45 11 0 34
C 23 16 0 7
D 29 22 1 6

ECD A 55 10 4 41
B 65 8 23 34
C 48 25 22 1
D 54 38 10 6

X2

PCA A 142 129 12 1
B 123 81 42 0
C 44 14 28 2
D 41 15 26 0

MAC A 39 20 19 0
B 35 12 23 0
C 3 0 2 1
D 10 0 10 0

ECD A 86 34 47 5
B 72 37 35 0
C 45 17 28 0
D 38 35 3 0

x1= stx1-positiver Referenzstamm
X2= stx2-positiver Referenzstamm
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9.4 Ergebnistabellen

Tab. 40: Kosten der Einzelkomponenten zur
Preisberechnung

Chemikalie Hersteller Menge Preis [€]
Anti-DIG-AP-Konjugat | Roche 200 pl 177,00
Blocking-Reagenz Roche 27 ¢ 44,00
DIG Easy Hyb Roche 500 ml 197,50
DIG Wash Block and Roche Washing Buffer 2x 500 ml; 188,50
Buffer Set Maleic Acid Buffer, Blocking-
Solution: 500 ml;
Detectionbuffer: 100 ml

Maleinsaure Merck 5009 21,10
Membranen Roche 50 Stick 193,50
NacCl Roth 5 kg 32,65
NaOH Roth 500 g 10,45
Natriumcitrat Roth 500 g 12,75
NBT/BCIP Roche 8 ml 94,00
N-Lauroylsarcosin Merck 100 g 15,60
Proteinase K Qiagen 2ml 60,00
SDS (flussig) Roth 11 92,70
TE-Puffer Roth 11 37,95
TRIS Roth 500 g 22,50
Tween 20 Merck 500 ml 33,50
Whatman Filterpapier Roth 100 Stiuck 210,00
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9.4 Ergebnistabellen

Tab. 41: Kosten der kommerziellen und selbst-
hergestellten Gebrauchs-L6sungen fir die DNA-Kolonie-
Hybridisierung

Losung kommerziell selbst hersgestellt
Menge Preis Preis Komponente Preis Preis
Einzel- Einzel- Lésung pro 1l gesamt
kompo- kompo- | gesamt [€] proll
nentenfir 11 | nentefl | pro 1l [€]
11[€] [€]
Hybridisierungsliésung | 2x DIG Easy 395,00 395,00 | 115x SSC 0,80 19,12
Hyb (500 ml) 1gN- 1,56
Lauroyl-
sarcosin
19 SDS 0,46
10 g Blocking- 16,30
reagent
Anti-DIG-AP-Konjugat | 0,2 ml 177,00 252,40 | 0,2 ml 177,00 193,80
Antikorper- Antikdrper-
Losung 75,40 Losung
1l 11 Blocking- 16,80
1x Blocking- Losung 1x
LOsung
10x Blockinglésung *2x Flasche 3 89,76 89,76 | 100g 163,00 163,50
Blocking-
reagenz
900 ml
Maleinsaure- 0,50
puffer
1x Blockinglésung *100 ml 8,97 89,75 | 100 ml 16,30 16,80
Flasche 3 Blocking-
900 ml 80,78 [6sung 10x
Flasche 2 900 ml
Maleinséure- 0,50
puffer
Detektionspuffer **10x 100 ml 89,80 89,80 | 15,76 g TRIS 0,71 0,75
Flasche 4 5,85 g NaCl 0,04
Farbeldsung 20 ml 235,00 310,40 | 20 ml 235,00 235,75
NBT/BCIP- NBT/BCIP-
Ldsung Losung
11 75,40 1l Detektions- 0,75
Detektions- puffer verd.
puffer verd.
Maleinséurepuffer- *2x Flasche 2 89,76 89,76 | 11,6 g 0,49 0,55
Stammldsung Maleinséure
8,77 g NaCl 0,06
Waschpuffer *1000 ml 89,76 89,76 | 970 ml 0,53 0,73
Flasche 1 Maleinséure
30 ml Tween 0,20
20 0,3%

*= Komponenten des DIG Wash and Block Buffer Sets der Firma Roche
Lésungen nur im Kit a 188,50 € erhaltlich. Kosten wurden entsprechend der enthaltenen Menge je Lésung

berechnet.
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9.4 Ergebnistabellen

Tab. 42: gleichbleibende Kosten der Gebrauchs-Lésungen
fur die DNA-Kolonie-Hybridisierung

Loésung Menge Einzel- Preis Einzel- Preis Losung
kompo-nenten kompo-nenten gesamt pro 1|
far 11 fur 11 [€] [€]

Denaturierungslosung 20 g NaOH 0,42 0,99
87,66 gNaCl 0,57

Neutralisierungslésung 121,14 g TRIS 5,45 6,02
87,66 g NaCl 0,57

High Stringency Buffer 110,04x SSC 0,02 0,48
5 ml SDS 0,46

Low Stringency Buffer 112x SSC 0,30 0,79
5 ml SDS 0,46

Aquilibrierungslosung (20xSSC) | 175,32 g NacCl 1,14 3,37
88,23 g Natrium- 2,23
citrat

5x SSC* 250 ml 20x SSC 0,80 0,80

2x SSC 100 ml 20x SSC 0,33 0,33

0,04x SSC 2 ml 20x SSC 0,02 0,02

Proteinase K-Gebrauchslésung | 100 ml 3000,00 3000,33
Proteinase K
900 ml 2x SSC 0,33

TE-Puffer 100 ml TE- 37,95 3,80

Stamm-l6sung

*= nur fir Methode nach ASU L07.18-1 (N.N. 2006)
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