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Abkirzungsverzeichnis

A. dest. agua destilata

a Adenin

BHI Brain Heart Infusion

CBD C-terminal cell wall binding domains

c Cytosin

dATP Desoxy-Adenintriphosphat

dCTP Desoxy-Cytosintriphosphat

dGTP Desoxy-Guanindintriphosphat

dTTP Desoxy-Thymidintriphosphat

dUuTP Desoxy-Uridintriphosphat

DIN Deutsches Institut fur Normung

DNA Desoxyribonucleic Acid

EIA Enzymimmunoassay

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
EN Europanorm

g Guanin (im Zusammenhang mit den Primersequenzen)
g Gramm

HCI Salzséure

hlyA hemolysin A

iap invasion-associated-protein

ISO International Organisation for Standardization
KbE Kolonie bildende Einheiten

KCI Kaliumchlorid

kDa Kilo-Dalton

I Liter

LFGB Lebensmittel-, Bedarfsgegenstéande- und Futtesigesetzbuch
Mg Magnesium

min Minute

mi Milliliter

MRNA Messenger-RNA

NaOH Natriumhydroxid

nM nanomolar



nm Nanometer

PCR Polymerase Chain Reaction
RNA ribonucleoic acid
SDS Sodiumdodecylsulfat
sec Sekunde
spp. species
Ssp. subspecies
Taq Thermus aquaticus
t Thymin
TSB-Y Trypthone-Soja-Broth+Yeast
uv Ultraviolett
U Unit
mikro
°C Grad Celsius
z.B. zum Beispiel



1 Einleitung

Seit der grundlegenden Arbeit Ubkrsteria monocytogenes und Listerieninfektionen bei
Menschen und Tieren von Gray und Killinger im J&aB66, ist die Bedeutung vdristeria
monocytogenes als Ursache von Lebensmittelinfektionen zunehnoendlicher geworden.
Wahrend Falle von humaner Listeriose friher erespbradisch anzusehen waren, nahm die
Listeriose-Inzidenz, vor allem im Zusammenhang koittaminierten Lebensmitteln, Anfang
der 80er Jahre des vorigen Jahrhunderts deutlidkZRBER and PETERKIN, 1991). Dies
fuhrte zum einen durch umfangreiche Untersuchunganeinem wesentlich besseren
Verstandnis der Infektionswege und des Krankheédsbj und machte zum anderen die
Bedeutung von routinemé&Rigen lebensmittelhygiemisctuntersuchungen deutlich. Das
Auftreten mehrerer grol3erer lebensmittelbedingtasbhiiche in jingerer Zeit zeigte, dass
kontaminierte Lebensmittel wohl die Hauptursache Himane Listeriose-Ausbriiche sind
(FARBER und PETERKIN, 1991; MCLAUGHLIN, 2004). Dabspielen vor allem nicht
oder unzureichend erhitzte Lebensmittel eine grBB#e. Hohe Kontaminationsraten flr
Listeria finden sich vor allem in rohem Gefligel (47%) uimd Meeresfriichten (32%)
(BANSAL et al., 1996). Auch die verlangerte Haltkeit gekihlter Lebensmittel wird als
Ursache vermutet (KLIMA and MONTVILLE, 1995), wobkisteria monocytogenes durch
die Pasteurisierungsschritte (z.B. der Milch) zwaverlassig abgetttet wird (STEINMEYER,
1988), aber nachfolgende, wahrend der Verarbeitwfigetende Kontaminationen ein grol3es
Problem darstellen. Somit kénnen, bedingt durch\emehrungsfahigkeit des Bakteriums
bei Kuhlschranktemperaturen, auch geringe Kontatioinen eine Keimzahl erreichen, die
eine Gesundheitsgefdhrdung darstellen. Obwohl dremmale Infektionsdosis volhisteria
monocytogenes noch nicht bekannt ist (BEUMER and HAZELEGER, 2Q02)lt als
gesichert, dass Gesundheitsgefahrdungen vor all@amPérsonen mit pradisponierenden
Faktoren, insbesondere einer Immunsuppressionehmst(GELLIN et al., 1991; NIEMAN
and LORBER, 1980; MC LAUCHLIN, 1990; SCHMIDT et al1987). Die klinischen
Erscheinungsbilder reichen von milden gastroergar&rkrankungen bis hin zu Septikdmien,
Infektionen des ZNS, Meningitiden bei Neugeborenkstgeburten und Aborten (FARBER
und PETERKIN, 1991).

Zur Zeit erfolgt die routinemaRige Untersuchung \t@bensmitteln nach § 64 des LFGB
unter Verwendung von flissigen Selektivanreichesomedien, gefolgt vom Einsatz
verschiedener Selektiv-Nahragarplatten, auf denerdachtige Kolonien isoliert werden
kénnen (DIN ISO EN 11290-1). Zur Bestatigung sdbdie sich Untersuchungen auf
Hamolyseeigenschaften und biochemische Tests anné&gatives Ergebnis liegt frihestens



nach funf Tagen vor, bis zu einer Bestatigung imeitpen Falle kénnen 12 Tage vergehen.
Im Hinblick auf die kurze Haltbarkeit verschiederi®odukte wurden in den letzten Jahren
verschiedene, auf der Polymerase-KettenreaktiorRjHfasierende Systeme entwickelt, mit
dem Ziel die Untersuchungszeit wesentlich zu veriir

Ziel dieser Arbeit war es, im Rahmen des Forschumpsbens AiF Nr. 13433 N, ein
vollautomatisches molekularbiologisches System zudachweis von Listerien in
Milcherzeugnissen unter Verwendung der TagMan-PGRN(klease-Fluoreszenztest) zu
entwickeln. Die TagMan-PCR weist gegentber herkdoireh PCR-Techniken einige
wesentliche Vorteile auf, da die gesamte Auswertangpmatisiert ist und daher keine
weiteren Arbeitsschritte, wie Gelelektrophorese,bktlisierungsreaktionen oder ELISA
erforderlich sind. Auch falsch positive Signale aurFehlamplifikate werden durch
Verwendung einer Sonde vermieden, so dass sich zisétzliche Verifizierung positiver
Ergebnisse z.B. durch Restriktionsverdau der Ankali€, wie sie fir PCR-Methoden mit
elektrophoretischer Detektion der Amplifikate gefert wird, ertbrigt.

Gefordert aus Mitteln der industriellen Gemeinstdfafschung (Bundesministerium flr
Wirtschaft und Arbeit/AiF) Gber den Forschungs&mer Ernéhrungsindustrie e.V. FEI)
Projekt-Nr.: AiF-FV 13433N



2 Schrifttum

2.1 Allgemeines zur Gattund.isteria

211 Kurzbeschreibung

Eine erstmalige Beschreibung vbisteria monocytogenes findet sich bei Murray et. al 1926
(MURRAY et. al, 1926). Aufgrund der charakterisiisa Monozytose bei infizierten
Laborkaninchen und Meerschweinchen wurde der Erregaerst als Bacterium
monocytogenes beschrieben. Von Pirie wurde er 1927 zunachstisterella hepatolytica
umbenannt und erhielt von diesem 1940 Msteria monocytogenes seinen endgultigen
Namen.

Der ersten Beschreibung folgend, konnte das Baktei929 von Gill (GILL, 1933) auch aus
infizierten Schafen und von Nyfeldt (NYFELT, 1928)s infizierten Menschen isoliert
werden (GRAY et al., 1966). Seitdem wurde auch gelegentlichen Fallen von Listeriose,
gehauft bei Arbeitern, die in Kontakt mit erkrankt@€ieren standen, berichtet. Vermehrte
Ausbriiche als Folge von Lebensmittelkontaminationemden ab etwa 1980 beschrieben
(FARBER and PETERKIN, 1991).

2.1.2 Mikrobiologie

Bei Listeria monocytogenes handelt es sich um gram-positive, nicht Sporerebitle,
fakultativ anaerobe Stabchen mit Wachstumsfahigieischen -0,4 und 50°C (JUTTILA et
al., 1988; WALKER et al., 1987). Sie sind Katalgssitiv, Oxidase negativ und weisen eine
B-Hamolyse auf Schafblutagar auf. Der CAMP-Test autl mit Staphylococcus aureus
positiv, mit Rhodococcus equi dagegen negativ. Unter dem Mikroskop zeichnet kisteria
monocytogenes durch eine charakteristische taumelnde Beweglithdes, die durch eine
petriche Begeil3elung zustande kommt. Typische HKeforvon Listeria monocytogenes
weisen eine charakteristische blau-grine Farbel®eDurchleuchtung mit der Henrylampe
auf (HENRY, 1933).

Das Bakterium ist weit in der Umwelt verbreitettemanderem im Boden, auf Pflanzen und
in Wasserfilmen und wurde auch aus verschiedenemeii, wie Rindern, Schafen, Ziegen und
Geflugel, isoliert. Haufig kontaminierte Lebensmilitsind rohes Fleisch, rohe Fleischprodukte
und geraucherter Fisch, aber auch Rohmilch undchiEdene Kése, insbesondere Weich-
und Rotschmierekéase, wurden als Vehikel von Austetidoekannt (MCLAUCHLIN et al.,



2004). Bei Produkten aus pasteurisierter Milchdabei stets von einer Rekontamination

auszugehen, da die Listerien bei der Pasteurigiezuwerlassig abgetttet werden.

2.1.3 Taxonomie

In Bergey's Manual of Determinative BacteriologyrdvListeria monocytogenes heute der
Familie derCorynebacteriaceae zugeordnet (FARBER and PETERKIN, 1991).

Lange Zeit galtListeria monocytogenes als einziger Vertreter der Gatturigsteria. Eine
Unterscheidung  erfolgte  bis 1961 lediglich  seradobi in  verschiedene
Agglutinationsgruppen, aufgrund unterschiedlicher @nd H-Antigene. Durch die
Entdeckung biochemischer und genetischer Unterdehegfolgte eine weitere Unterteilung
der Gattung in verschiedene Spezies. Dazu zahlate:Hasteria monocytogenes, Listeria
innocua, Listeria seeligeri, Listeria welshimeri, Listeria ivanovii, Listeria grayi ssp.grayi und
Listeria grayi ssp.murrayi (SEELIGER, 1984; ROCOURT, 1988; JONES and SEELIGER
1987; ROCOURT et al., 1992). Als einzige Spezies@lattung giltListeria monocytogenes

als human- und tierpathogehisteria ivanovii ist nur tierpathogen. In sehr seltenen Fallen
wurde von Erkrankungen durchisteria ivanovii (CUMMINS et al. 1994) und.isteria
seeligeri (ROCOURT et al. 1987) bei Menschen berichtet, watliese Erkrankungen
allerdings nicht im Zusammenhang mit Lebensmitstéémden.

2.1.4  Pathogenitatsmechanismen

Listeria monocytogenes gehort zu den intrazellularen Pathogenen und letsalches
zahlreiche Mechanismen entwickelt in Zellen einmgkn, sowie der kdrpereigenen Abwehr
zu widerstehen. So zeigten Beobachtungen an Zelheml unter dem Videomikroskop die
Biologie der Infektion. Nachdem das Bakterium vda@mgereigenen Zellen, hier insbesondere
Makrophagen, phagozytiert worden ist, befindet ieb #n Vakuolen im Zellinnern. Aus
diesen kanrListeria monocytogenes wieder in das Zytoplasma entkommen, wo es sialk sta
vermehrt und sich aufgrund der Ausbildung von Aldamenten, sowie actinbindenden
Proteinen fortbewegen kann. Grundsatzlich sind 8ehnritte der Zellbiologie eindristeria
monocytogenes-Infektion zu unterscheiden (PORTNOY et al.,, 1993ufnahme des
Bakteriums in die Zelle, Entkommen aus der Vakuglesbildung von Actinfilamenten und
die Ausbreitung von Zelle zu Zelle. An jedem dieSshritte sind bestimmte, auf einem
Cluster eng benachbart liegende Gensequenzenigpet®hshly-Gen ist wohl die am besten



untersuchte Determinante der Pathogeneselvsieria monocytogenes. Es kodiert das 58
kDa Protein Listeriolysin O, das zur Gruppe deflsudryl-aktivierten Cytolysine gehort. Es
vermittelt die Lyse der Vakuole, in die das Bakieriaufgenommen wurde. Flankierend dazu
und fur die Pathogenese ebenfalls bedeutend, lizgenOperons, strangabwarts einmal das
Lecithinase-Operon mit den Genepl, actA undplcB, sowie strangaufwarts datcA-prfA-
Operon. PrfA ist ein positiver Regulator flr wenigstens viern@eplcA kodiert eine
phosphatidylinositol-spezifische Phospolipasenfl, eine Metalloprotease, die vermutlich die
Lecithinase proteolytisch aktiviergctA kodiert ein Oberflachenprotein, welches fir die
Actinbildung wichtig ist undplcB kodiert die Lecithinase selbst (PORTNOY et al.92p
(Abb. 1). Ein weiterer Pathogenitatsfaktor, der allerdiatienListeria-Spezies gemein ist, ist
dasiap-Gen (invasion-associated protein). Es kodiert p®-Protein, welches eng mit der

Fahigkeit zum Eindringen in normalerweise nichtgdeytierende Zellen assoziiert ist.

I—--«J---—--] ]

prfA plcA hlyA mpl actA plcB

Abb. 1: Listeria monocytogenes Listeriolysin-Gen (hly) und seine zwei flankieremd
Operons (nach PORTNOY et al. 1992)

2.2 Nachweisverfahren fir Listerien in Lebensmitteh
2.2.1  Amtliche Untersuchungsmethoden nach § 64 LFGB

Die amtliche Methode zur Detektion und IsolierungnvListerien in Lebensmitteln und
Umweltproben nach § 64 LFGB entspricht der MethDtié EN ISO 11290-1 und beruht auf
einer selektiven Voranreicherung, gefolgt von eirsmlektiven Unteranreicherung des
Probenmaterials in flissigen Nahrmedien und denthdiefenden Einsatz verschiedener
fester Selektiv-Nahrmedien zur Isolation verdaatigolonien (Abb. 2). Die verwendeten
Selektivsubstanzen in den flussigen Anreicherungsenesind Acriflavin, Nalidixinsdure und
Cyclohexamid. In der selektiven Voranreicherungdsidiese Zusatze in geringeren
Konzentrationen enthalten, um die Wiederbelebungn®ell geschadigter Zellen zu
unterstitzen. Der Farbstoff Acriflavin unterdriicktas Wachstum der Begleitflora.
Nalidixinsdure hemmt als Antibiotikum die DNA-Sye#de von Zellen und wird zahlreichen

Selektivmedien, meist in Kombination mit Cyclohexdmzur Hemmung des Wachstums
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gramnegativer Mikroorganismen zugesetzt. Cyclohedamemmt die Proteinsynthese
eukaryotischer Zellen, indem es an 80s ribosom&@ Rindet und so das Wachstum von
Hefen und Schimmelpilzen verhindert (BEUMER and HAEGER, 2002). Sowohl
Acriflavin, als auch Cyclohexamid haben so gut w&nen Effekt auf das Wachstum von
Listerien in Anreicherungsmedien. Dadurch werden\Wiachstumsbedingungen filisteria
monocytogenes verbessert. Das nach DIN EN ISO 11290-1 verwendiissige
Selektivndhrmedium enthélt neben Aesculin, AcriflawNalidixinsaure und Lithiumchlorid,
die Indikatorsubstanz Ammoniumeisen(lll)-Citrat. ol die Fahigkeit dekisteria spp. zur
Aesculinhydrolyse kommt es zur Bildung von 6,7-Qilgxycumarin, welches mit
Eisenionen ein schwarzes Prazipitat bildet. Selektirbdden zum Nachweis vadnsteria
monocytogenes aus der Anreicherung enthalten unter anderem dikek®v/substanzen
Lithiumchlorid, Aesculin Nalidixinsdure und Cyclotemid, sowie, bei den in den letzten
Jahren entwickelten chromogenen Medien, bestimmbestgate, die die Unterscheidung von
Listeria monocytogenes zu andererListeria spp. ermdglichen. Hier wird die Fahigkeit von
Listeria monocytogenes zur Produktion einer phosphatidylinositol-spezifisn Phospholipase
C, die ein zugesetztes, spezielles Substrat hyslestyund so zur Bildung eines opaken Hofes
fuhrt, ausgenutzt (BEUMER and HAZELEGER, 2002).

Eine schematische Darstellung von DIN EN ISO 1129kigtAbb. 2 und eine Ubersicht
Uber die Differenzierung der verschiedemhesteria spp. ist deffab. 1 zu entnehmen.



25 g Probe

l

Primaranreicherung
Halb -Fraser
225 ml
- Bebritung 30°C, 24 h +/-3 h

l

Unteranreicherung Ausstreichen auf

0,1 ml der Primaranreicherung < - Listerien-Agar nach Ottaviani

in 10 mlFraser Agosti (ALOA) und einem zweiten
- Bebriitung 37°C, 48 h +/- 3 h Selektivmedium

-> Bebriitung 30°C, 35°C od.
37°C, 24 h bis48 h

l l

Ausstreichen auf Bestatigungstests
Listerien-Agar nach Ottaviani und Agosti (ALOA)
und einem zweiten Selektivmedium
-> Bebriitung 30°C, 35°C od. 37°C, 24 h bis 48 h

!

Bestatigungstests

Abb. 2: Schematische Darstellung zum Nachweis voiisteria monocytogenes in
Milchprodukten nach DIN EN ISO 11290-1:



Tab. 1: Reaktionen zur Differenzierung vonListeria spp. (nach Amtl. Sammlung § 64

LFGB)
Spezies Hamolyse Saureproduktion CAMP-Test
Rhamnose Xylose | S.aureus  R. equi

L. monocytogenes + + - + -
L. innocua - Vv - - -
L. ivanovii + - + - +
L. sedligeri (+) - + +) -

L. welshimeri - V + - -
L. grayi ssp.grayi - - - - -
L. murrayi ssp. - \% - - -

murrayi

V unterschiedliche Reaktion; (+) schwache ReaktioReaktion in mehr als 90 % der Falle;

- keine ReaktionS. aureus = Staphylococcus aureus ; R. equi = Rhodococcus equi ;

L. =Listeria




2.2.2 Immunologische Verfahren

Da die immunologischen Verfahren nicht im direktBasammenhang mit dieser Arbeit
stehen, sollen hier nur die Prinzipien kurz bestien und auf eine ausflhrliche
Beschreibung verzichtet werden.

Diese Verfahren beruhen auf Antigen-AntikOrper-Reaien mit Bildung eines Antigen-
Antikorper-Komplexes. Als Markersubstanzen werdeadigaktive Isotope, Enzyme,
Hemmstoffe von Enzymen, fluorogene Substrate, Ekmenzfarbstoffe oder metallische
lonen verwendet, wobei sich Antigen-AntikOrper-Ri@ken mit enzymmarkierten
Reagenzien (Enzymimmunoassay-EIA, Enzyme Linked umwsorbent Assay-ELISA) als
wesentlich  sensitiver erwiesen haberListeria-spezifische Antikdrper reagieren
beispielsweise mit Zelloberflachen-Proteinen, Steffhselprodukten oder Virulenzfaktoren
spezifisch und ermdglichen so einen Nachweis hMsteria monocytogenes oder der Gattung
Listeria. Entsprechende Nachweissysteme wurden z.B. in Roym indirektem ELISA,
Sandwich-ELISA, indirektem Immunfluoreszenztest, diRammunoassay oder Latex-
Agglutinationstests entwickelt und sind mittlerveedls kommerzielle Test-Kits erhéltlich, die
entweder spezifisch die Gattuhgsteria (z.B. PathalerListeria, Merck; VIDAS Listeria, bio
merieux; VIP Listeria, Biocontrol) oderListeria monocytogenes (z.B. PathalertListeria
monocytogenes, Merck; VIDAS Listeria monocytogenes, bio merieux) erfassen. Da die
Nachweisgrenze der meisten Testsysteme oberhadb é&imzahl von 10KbE/ml liegt, ist
ein vorgeschaltetes in der Regel zweistufiges Ahezungsverfahren unumganglich, um

entsprechende Kontaminationen in den Proben nasbweu kdnnen.



2.3 Molekularbiologische Verfahren
231 Direkte DNA-Hybridisierung

Mit der direkten DNA-Hybridisierung wird die Eigercisaft von DNA-Molekilen ausgenutzt
mit komplementaren Nukleotidsequenzen tber Wasdtygickenbindungen spezifische und
stabile Bindungen zu bilden. Dabei wird die doppétsgige DNA zunachst durch Hitze-,
Saure- oder Alkalibehandlung denaturiert, so das® WA in Einzelstrangen vorliegt. Durch
spezifische enzym-, fluoreszenz- oder radioaktikieate Oligonukleotide oder
einzelstrangige DNA-Fragmente von 15 bis 1000 Basemge, die als Gensonden fungieren,
erfolgt dann eine Hybridisierung mit der komplené&ah Sequenz der denaturierten DNA
(DATTA et al., 1990; WAGNER et al., 1998). Durch gwiahl geeigneter Zielsequenzen, wie
zum Beispiel denhly-Gen, kann eine spezifische Detektion erfolgen.

Nach SCHEU et al. (1998) sind fur den Nachweis rdihgs relativ hoheListeria
monocytogenes-Keimzahlen von 10bis 16 KbE/ml erforderlich. Gut bewahrt haben sich die
kommerziell erhaltlichen Testkits der Firmen Genmakl und bioMerieux (AccuProbe)
dagegen fiir die Identifizierung verdachtiger Kombei kulturellen Nachweisen (BECKER
et al., 1998)

2.3.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
2.3.2.1 Allgemeines

Mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) steht elativ wenig zeitaufwendiges Verfahren
zur Untersuchung von Lebensmitteln auf Anwesenait Mikroorganismen zur Verfigung.
Es beruht auf der in vitro Amplifikation bestimmt@bschnitte des bakteriellen Genoms,
wobei, im Gegensatz zu den kulturellen Nachweisoagh, auch lebende nichtkultivierbare
Zellen nachgewiesen werden kénnen (CANDRIAN, 19939zu werden ein Primerpaar,
jeweils komplementar zu den bekannten, flankieranb&lA-Abschnitten der Zielsequenz,
die vier Desoxyribonucleosidtriphosphate (dGTP, 8A@CTP und dTTP bzw. dUTP), sowie
eine hitzestabile DNA-Polymerase bendétigt. Mit deonher aufgereinigtem Probenmaterial
als Matrize wird die PCR in einem Thermocycler dhgefihrt. Hierbei wird der
Reaktionsansatz genau festgelegten, zyklischen @etyveranderungen ausgesetzt, in
denen die DNA-Doppelstrange denaturiert werden, Rfiener mit dem komplementéaren
DNA-Abschnitt hybridisieren und die Polymerase voBi-Ende ausgehend einen

komplementéren DNA-Strang synthetisiert. Eine Reiaygierung des urspriinglichen DNA-
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Doppelstranges wird durch den Zusatz der PrimegraBem Uberschuss verhindert. Diese
drei Schritte, Strangtrennung, Hybridisierung deimir und DNA-Synthese, muissen
mehrmals nacheinander (25-50-mal) wiederholt werdwenbei die neu gebildeten DNA-
Strange wieder als Matrize dienen. So erreicht mach mehreren Zyklen eine annahernd
exponentielle Vermehrung der Zielsequenz (STRYE®Q5). Es wird nur eine anndhernd
exponentielle Vermehrung der Zielsequenz erreictiy, die Bedingungen fur eine
exponentielle Amplifizierung des Zielproduktes stwam Anfang wie auch am Ende der
Reaktion nicht optimal sind und so nur eine 70-8§¥/&ffizienz der PCR erreicht wird. Eine
typische PCR-Reaktion verlauft demzufolge in derstegr Zyklen, bei denen die
Matrizenmenge noch sehr gering ist, linear, stangichlieend exponentiell an und erreicht in
der letzten Phase der Reaktion ein Plateau, d&rmigmaktivitdt nach einer bestimmten Zeit
nachlasst und auch die amplifizierten DNA-Abschnitieilweise nicht mehr mit den
Oligonukleotid-Primern, sondern untereinander kdibreren. Zur Detektion des so gewonnen
Amplikons werden schlie3lich Techniken wie Gelelekhorese oder DNA-Hybridisierung

angewendet.

2.3.2.2 Detektionsmethoden

Die am weitesten verbreitete Methode zur Detekiil@n Amplifikationsprodukte ist die
Auftrennung mittels Elektrophorese auf AgarosegefgnAnfarbung durch Ethidiumbromid
und anschlieBender Auswertung unter UV-Licht. DurdWitfihren eines DNA-
Langenstandards (DNA-Leiter) kann die Lange der Mkops ermittelt und mit dem
gesuchten Fragment verglichen werden. Ethidiumkdoisti ein interkalierender Farbstoff,
der mit UV-Licht einer Wellenldnge 256-366 nm areggr werden kann und in einem
sichtbaren Bereich bei 590 nm orangerot fluoretziBies macht man sich bei der
Auswertung mittels UV-Transluminator und computstgezter bildgebender Verfahren
zunutze (BESSESEN et al., 1990; FLUIT et al., 138Q0RAY et al., 1994).

Daneben werden Hybridisierungsanalysen der PCRuRtedlurchgefuhrt. Dazu werden die
Amplifikate auf Membranen Ubertragen (BESSESEN |gt1®90; BSAT & BATT, 1993;
FLUIT et al., 1993), wo sie mit spezifischen eiszglngigen Gensonden hybridisieren und so
detektiert werden kdnnen. Markiert werden die Sanat verschiedenen Substanzen, wie
radioaktiven Isotopen  (z.B. ¥P), Fluoreszenzfarbstoffen, Digoxigenin,  Biotin,
Meerrettichperoxidase, alkalischer Phosphatase oMendinestern. Je nach Art der
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Markierung erfolgt die Detektion dann mittels Ragt@phie, Kolorimetrie oder
Chemiluminiszenz.

BLAIS und PHILLIPE, 1993 setzten eine fiur dakyA-Gen vonListeria monocytogenes
spezifische RNA-Sonde ein und detektierten die RDMA Hybriden mit einem Anti-RNA-
DNA-Hybrid-Antikdrper in einem Enzymimmuno-Assay.oNeile der Methode sind nach
Angabe der Autoren, die erhdhte Stabilitat der RDIRA-Hybriden im Vergleich zu den
DNA-DNA-Hybriden, sowie eine bessere Spezifitat,die Anti-RNA-DNA-Antikdrper nicht
mit unspezifisch gebundener RNA reagieren. Die t$nikehungen zeigten aul3erdem, dass
dieses System deutlich sensitiver war, als die &otiwnelle Agarosegel-Elektrophorese.
Wahrend bei den bisher beschriebenen Detektiongdeth nach der eigentlichen PCR-
Reaktion der Nachweis der Produkte immer noch weifebeitsschritte, wie das Auftragen
auf Gele oder Membranen, Anfarbung oder Markieromggelabelten Sonden erfordert, so
entfallen, aufgrund der Verwendung von fluoreszaridtoffmarkierten Sonden im PCR-
Ansatz, bei der Real-Time PCR weitere BehandlumtgrP CR-Produkte. Die kontinuierliche
Zunahme der Amplifikationsprodukte wird wahrend desamten PCR durch Messung der
Emission der Fluorophore detektiert (BASSLER et 1895; NORTON & BATT, 1999;
NOGVA et al. 2000; HEIN et al., 2001).

2.3.2.3 Listeriamonocytogenes und Listeria spp. spezifische Zielsequenzen

In den letzten Jahren wurden zahlreiche Primerd&ir spezifischen Nachweis vaisteria
monocytogenes beziehungsweise auch den kombinierten Nachweidist#ria innocua als
Indikatorkeim entwickelt. Die Basis fur die Auswadtér Primer stellen vornehmlich Gene
dar, die fur verschiedene Virulenzfaktoren kodier@srehe auch2.1.4. Dabei wurden
mittlerweile, vor allem fir Real-Time PCR Anwendeng die meisten Primer, je nach
Zielstellung der Untersuchung, auf der Grundlagsat@edener Abschnitte deb/- oder des
iap-Gens entwickelt. So lasst sich auf der Basisa®Gensequenzen, mittels entsprechender
Primer und PCR, eine Identifikation entweder desuGe.isteria im Allgemeinen, Gruppen
verwandterListeria spp., oder aber ein spezifischer Nachweis kisberia monocytogenes
durchfihren (BUBERT et al., 1992).

Dashly-Gen kommt, anders als desgp-Gen, aul3er bdiisteria monocytogenes nur noch bei
Listeria ivanovii und Listeria seeligeri vor, so dass durch die Auswahl entsprechender
Abschnitte mit moglichst wenig Homologie zu dentérlysin-Genen dieser beidérsteria

spp. ein spezifischer Nachweis tiisteria monocytogenes erreicht wird.
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2.3.2.4 PCR-Systeme

Ausgehend von dem Ansatz die Nachweiszeit féteria monocytogenes in Lebensmitteln zu
verkurzen, wurden verschiedene Variationen der R&®ode beschrieben, die die
Sensitivitat und Spezifitat steigern sollen, odecha eine Quantifizierung der Listerien
ermoglichen.

In der ,nested-PCR" werden zwei Primerpaare in rademveise zwei aufeinanderfolgenden
PCR’s eingesetzt. Das zweite Primerpaar hybridigieeiner zweiten PCR innerhalb des in
der ersten PCR amplifizierten Produktes und erlgghisowohl wesentlich die Spezifitat,
indem unspezifische Produkte der ersten PCR unksdtigt bleiben als auch die
Sensitivitat, da sehr geringe Mengen der Ampliiikasprodukte aus der ersten PCR durch
die zweite PCR auf nachweisbare Mengen vervielféiverden kénnen (LEVIN, 2003).
BSAT & BATT (1993) kombinierten einen ,nested-PCBsay” mit einem ,dot-blot assay*
und waren so in der Lage aus unaufbereiteten Zadlen 2-25 KbE vorlisteria
monocytogenes pro PCR nachzuweisen. Eine Modifikation dieser II&hode stellt die
sogenannte ,seminested-PCR" dar, in der nur eimérifir die zweite PCR innerhalb der
amplifizierten Sequenz liegt und der andere Priausr der ersten PCR stammt. Aufgrund der
hohen Kontaminationsgefahr durch PCR-Produkte auesten PCR, ist die ,nested-PCR*
jedoch gerade fiir Routineuntersuchungen nur bediegjgnet.

Die ,Multiplex-PCR* verwendet zwei (FURRER et all991) oder mehr Primerpaare
(COORAY et al., 1994) in einer PCR. Dies ermdgliget nach Auswahl der Primer, zum
einen die Detektion verschiedener Serovare, diechdwein Primerpaar eventuell nicht
nachgewiesen wirden, das Screening mehtesaria spp. in einem PCR-Ansatz oder den
simultanen Nachweis vansteria monocytogenes mit weiteren Pathogenen wie Salmonellen
und Shigatoxin bildendekscherichia coli (BHAGWAT A., 2003). FURRER et al. (1991)
ermittelten fur ihren ,Multiplex-PCR-Assay” in Raanlturen eine Nachweisgrenze von 10
Zellen, sowie fur den Direktnachweis aus Milch JI&n vonListeria monocytogenes pro 10
ml, wéhrend COORAY et al. (1994) in einer MultiplBCR mit drei Primerpaaren ein
Nachweis erst ab 4x}&bE/ml Milch gelang.

Ein PCR-Assay, der die Unterscheidung zwischennigféédigen und nicht lebensfahigen
Zellen ermdglicht, ist die reverse TranskriptasdRP@T-PCR). Hierbei wird die Fahigkeit
der reversen Transkriptase ausgenutzt, mit Hilfesspgachender Oligonukleotidprimer zur
MRNA komplementare DNA-Strange zu bilden, die daederum als Matrize fir die DNA-

Polymerase dienen. Da die mRNA nur in lebensfahigelten vorkommt, sieht man hierin
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einen Ansatz falsch-positiven Ergebnissen durch Ifikgtion aus nicht lebensfahigen
Zellen freigesetzter DNA zu begegnen. NORTON & BATIP99) setzten die RT-PCR in
einem modifiziertem 5°-Nuklease Assay (siehe unteim) und konnten einen deutlichen
Zusammenhang zwischen Fluoreszenzentwicklung undzal®in lebender Listeria
monocytogenes-Zellen feststellen. Aufgrund der kurzen Halbwegtsz-der mRNA und der
dadurch erforderlichen schnellen RNA-Aufbereituradlen die RT-PCR Methoden héaufig
weniger sensitiv sein als PCR-Methoden, die aufraiDNA-Nachweis beruhen (SCHEU et
al., 1998). Inzwischen stehen jedoch auch fiur siididrung von RNA zuverlassige Methoden
zur Verfligung.

Die Real-Time PCR ermoglicht auch eine Quantifizngy der Ziel-DNA. Hierbei wird die
Entstehung der PCR-Produkte wéahrend der Amplitkatiurch Messung der Fluoreszenz
verfolgt. Die Quantifizierung basiert meist auf d@&erechnung eines Fluoreszenz-
Schwellenwertes, dem sogenannten Threshold Cyde GdWert. Der G-Wert ist als jener
PCR-Zyklus definiert, bei dem die Reporterfluoreszedie Hintergrundfluoreszenz
signifikant Ubersteigt. Die Quantifizierung der DNMenge beruht dabei nicht auf der
absoluten Menge an PCR-Produkt, sondern auf deetikinder PCR-Reaktion. Daflr
verwendet man als Bezugspunkt depWert, da zu diesem Zeitpunkt die Amplifikation
exponentiell verlauft und es in dieser Phase déR-R@aktion keine limitierenden Faktoren,
wie Primer- oder Nukleotidmangel, nachlassende Exakyivitat oder Inhibition der Reaktion
durch PCR- Produkte gibt.

Die einfachste Real-Time Methode beruht auf derabagdes interkalierenden Farbstoffes
SybrGreen®. Dieser lagert sich unspezifisch in dgpang-DNA ein, wodurch es mit
fortschreitender Bildung von PCR-Produkten zu einf@ooreszenzanstieg kommt. Wegen
der Unspezifitat des Fluorophors ist allerdingseeldnterscheidung zwischen korrektem
Produkt und Artefakt oder Primerdimeren, die wabreder PCR-Reaktion auch einen
Fluoreszenzanstieg verursachen kdnnen, nicht nfbdliese Differenzierung wird erst durch
eine, im Anschluss an die PCR durchgefiihrte, Sctkuoelenanalyse ermdéglicht. Durch
schrittweisen Temperaturanstieg kommt es zu eire@ralurierung der DNA-Doppelstrénge
entsprechend ihrer jeweiligen Schmelzpunkte in Hirezelstrange. Die daraus resultierende
Fluoreszenzabnahme wird aufgezeichnet. Anhand dbm&ztemperaturen kann man so
zwischen spezifischen Produkten und Primerdimeneterscheiden, da Primerdimere bei
niedrigeren Temperaturen denaturieren als die ged3®CR-Produkte. Mutationen der
Zielsequenz konnen jedoch ebenfalls abweichendm&etemperaturen aufweisen.
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Eine Verbesserung der Spezifitdt kann durch dasgbesn spezifischen Hybridisierungs-
sonden erreicht werden. NOGVA et al. (2000) deg¢sten in ihrem auf dem Listeriolysin O-
Gen von Listeria monocytogenes basierenden 5°-Nuklease Assay spezifisch alle 65
untersuchterListeria monocytogenes Isolate. Alle anderen untersuchtérsteria spp. und
Spezies anderer Bakterien-Genera ergaben keiniyassiBignal. BASSLER et al. (1995)
erzielten bei ihren Untersuchungen vergleichbargebkmisse. Der Tag-Man- oder auch 5°-
Nuklease-Fluoreszenztest basiert auf der Hydrolgseer internen fluoreszenzfarbstoff-
markierten Sonde. Hierbei wird die endogene>3” Nukleaseaktivitat deiTag-DNA-
Polymerase ausgenutzt, eine Sonde, die mit zwearédzenzfarbstoffen markiert ist und
wahrend der PCR innerhalb des Amplikons hybridisieiahrend des Fortschreitens der
Strangsynthese wieder von der Matrize zu verdrangeh hydrolytisch abzuspalten. Der
Reporterfarbstoff (z.B. 6-Carboxyfluoreszein [FAMJetrachloro-6-Carboxyfluoreszein oder
Hexachloro-6-Carboxyfluoreszein) ist kovalent ais 8&Ende der Sonde gebunden und der
Quencherfarbstoff (z.B. 6-CarboxytetramethylrhodamjTAMRA]) zwei oder mehr Basen
strangabwaérts des Reporterfarbstoffes. Solangeé&diwle intakt ist, interagieren die beiden
Farbstoffe so, dass der Quencher die Fluoreszergierdes Reporters absorbiert und so die
Emission des Reporterfarbstoffes gehemmt wird. Wiéhrend der Amplifikation die Sonde
hydrolysiert, erfolgt eine Zunahme der Fluoreszetezisitat des Reporters, die messbar wird
und nach jedem Zyklus gemessen wird. Diese In@sgiderung der Fluoreszenz steht in
Zusammenhang mit der Menge des PCR-Produktes utel, geeigneten Bedingungen, auch
mit der Menge der Matrize. Eine Weiterentwicklurey @agMan-Sonden sind die Molecular
Beacons (WILFINGSEDER & STOIBER. 2002). Hierbei Helt es sich ebenfalls um
spezifische Hybridisierungssonden, die aber eiraridadelstruktur mit eigenkomplementaren
Enden aufweisen, so dass Reporterfarbstoff und €heendirekt benachbart liegen. Ein
Problem bei den TagMan-Sonden ist, dass sie untest@hden ungtinstige Strukturen bilden
kénnen, so dass der Abstand zwischen Reporter wahc@er zu grol3 wird und somit die
Fluoreszenzemission des Reporterfarbstoffes nietrmollstandig unterdriickt werden kann.
Die Haarnadelstruktur der Molecular Beacons dagégeso lange stabil, bis die Probe an der
spezifischen Zielsequenz hybridisiert. Dies fuhahul zu einer Konformationsanderung und
damit auch zur Fluoreszenzemission des Reportersyidderum nach jedem Zyklus tUber das
optische System des Real-Time PCR-Gerates detekirek.

In Tabelle 2 findet sich eine Zusammenstellung JReal-Time PCR-Systemen zum

Nachweis vorListeria monocytogenes.
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Tab. 2: Real-Time-PCR-Systeme fur den Nachweis kisteria monocytogenes

Probenmaterial

Zielsequenz Nachweissystem Sensitigt! Referenz
Ergebnis
Reinkulturen Listeriolysin 5"-Nuklease Assay; 50 KbE/mI BASSLER et
O-Gen post PCR Detektion al. (1995)
der Fluoreszenz im
Lumineszenz-
Spektrophotometer
Reinkulturen Listeriolysin reverse Transcriptase-  Versuche zur NORTON &
0O-Gen 5" Nuclease Assay | Differenzierung zw.| BATT (1999)
toten u. lebenden
Zellen
Reinkulturen | Listeriolysin TagMan 6-60 KbE/PCR | NOGVA et al.
Wasser 0O-Gen 60 KbE/PCR (2000)
Magermilch 6-6x1G KbE/PCR
Rohmilch (abhangig v. d.
Extraktion)
Reinkulturen iap-Gen TagMan-PCR 6 Kopien/Reaktion Hein et al.
Milch bzw. ca. 3x10 (2001)
Kopien/Reaktion in
Milch
verschiedenes ohne BAX-PCR®-Kit 107-10° KbE/ml BHAGWAT
Frischgemtise Angabe modifiziert far (2003)
Multiplex-PCR,;
Sybr Green mit
Schmelzkurvenanalyse
Fleischprodukte| Listeriolysin Filtration, Chelex-100 100 KbE/g RODRIGUEZ-
O-Gen DNA-Aufreinigung, LAZARO et al.
Real-Time PCR (2004)
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Tab. 2 Fortsetzung:Real-Time-PCR-Systeme fur den Nachweis ksteria monocytogenes

Probenmaterial | Zielsequenz Nachweissystem Sensitigt! Referenz
Ergebnis
Reinkulturen | Listeriolysin ~ Microchip mit 10%-10" Keime CADY et al.
0O-Gen automatischer (2004)
DNA-Aufreinigung
und Real-Time PCR
(SYBRGreen)
Reinkulturen Listeriolysin  AmpliFluor Real- 30 KbE/ml RODRIGUEZ-
O-Gen Time PCR LAZARO et al.
iap-Gen (2004)
Mischkulturen | 23S rDNA | Duplex Real-Time | Differenzierung von| RODRIGUEZ-
vonL. Listeriolysin PCR-Assay Listeria spp. ul. LAZARO et al.
monocytogenes O-Gen (TagMan) monocytogenes in (2004)
u. Listeria spp zum kombinierten Mischkulturen
Nachweis erfolgreich
Schnittkase Listeriolysin  Differenzierung 10-100 KbE/g RUDI et al.
O-Gen lebender u. toter (2005)

Zellen: Uber
Ethidiummonoazid-
Bromid; Real-Time

PCR
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2.3.2.5 Potentielle PCR-Storfaktoren bei Analysenus Lebensmitteln

Verschiedene Faktoren kénnen die PCR so beeinflusiass falsch positive oder falsch
negative Ergebnisse entstehen. Falsch negativebigge kénnen durch die Anwesenheit
von Substanzen, die mit dem fiir die Aktivitat dehyffherase wichtigen Mg einen Komplex
bilden, vorkommen. Auch ein Abbau der Zielsequenznash Primer durch Nukleasen (RNase,
DNase) oder eine direkte Hemmung der DNA-Polymersisd mdoglich (SCHEU et al.,
1998). Weiterhin kann der Verlust von Ziel-DNA dardie DNA-Extraktion (BHADURI &
COTTRELL, 2001) zu fehlerhaften PCR-Ergebnissenrdiih Allein die verschiedenen
Komponenten der Probenmatrix und die Vielfalt debénsmittel stellen ein wesentliches
Problem dar. ROSSEN et al. (1992) zeigten beispate eine vollstandige Inhibition der
PCR durch Weichkase, die erst durch eine ExtraktionheilRem NaOH/SDS signifikant
reduziert werden konnte. Weitere Substanzen mitathegn Einfluss auf die PCR sind
Caseinbestandteile, die wahrend der PCR koaguli€altiumionen (SCHEU et al., 1998),
Nukleinsduren von Bakterien der Begleitflora oden WMatrixbestandteilen (GOLDSTEYN
et al., 1991), Proteinasen (Trypsin) in Frischmi(BFTOWELL et al., 1994), Glykogen und
Fette (WILSON, 1997) sowie Komponenten von Selektreicherungsmedien, wie
Eisenammoniumcitrat, Aesculin oder Acriflavin (SCBiEet al. 1998). BASSLER et al.
(1995) stellten in ihrem Real-Time PCR-Assay eirteetlagerung des Emissionsspektrums
von FAM durch Acriflavin bei einer Wellenlange vo®18 nm fest. Bei den
Selektivsubstanzen Cycloheximid und Nalidixinsadrat dieser Effekt nicht auf. Ein
ahnliches Ergebnis erhielten FLUIT et al. (1993) basatz von Frasermedium zum PCR-
Ansatz. Diese Arbeitsgruppe konnte ebenfalls eimenfung derTag-Polymerase durch
Matrixbestandteile, Komponenten der Anreicherungiere oder grof3e Mengen an DNA
feststellen, was zu falschnegativen Ergebnissentdiii®bwohl zahlreiche Substanzen als
verantwortlich fir die Beeinflussung der PCR idgniert worden sind, bleiben die
spezifischen Wirkungsprinzipien zum Teil noch hymisch (LI & MUSTAPHA, 2002).
Maogliche Erklarungen bestehen in der Hemmung déystebeziehungsweise der Zerstérung
oder Bindung der Nukleinsduren. Um falsch negalivgebnisse durch Inhibition der PCR
ausschlieRen zu kénnen, werden daher zunehmenchaniositivkontrollen in die PCR-
Methoden integriert (BANSAL et al., 1996; RODRIGUEAZARO et al., 2005)

Insgesamt ist der direkte Nachweis Vdsteria monocytogenes, zum einen wegen der oben
angesprochenen Stdrfaktoren und zum anderen digémd/ergleich zur Begleitflora relativ

niedrigen Keimzahlen und der ungleichmalRigen Viemgi in der Matrix, schwierig
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(GOLDSTEYN et al, 1991). Diese Probleme werden cdurEinschaltung von
Anreicherungsschritten, Aufreinigung auf Silicasdign (SIMON et al., 1996; ROSSEN et
al., 1992) oder dem Einsatz von an paramagneti®d®ds gebundenen, spezifischen
Antikérpern versucht auszuschalten. Durch selekBweeicherungsschritte werden sowohl
die inhibitorischen Komponenten der Proben verdisist auch die Zielorganismen auf
detektierbare Mengen vermehrt.

Ein immer wieder diskutierter Nachteil der PCR sfaléch positive Ergebnisse durch nicht
lebensfahige Zellen. So erhielten ALLMANN et al99b) noch funf Wochen nach Zugabe
hitzeabgetoteterCampylobacter jgjuni zu Rohmilch ein positives PCR-Ergebnis, ohne
Abschwachung des Signals. Besonders Versuche zumktehh PCR-Nachweis aus
pasteurisierten Milchprodukten ergaben falsch pa@siErgebnisse durch Amplifikation von
DNA aus nicht lebensfahigen Zellen (SCHEU et aR98). Zur Unterscheidung von
lebensfahigen und nicht lebensfahigen Zellen emglien NORTON & BATT (1999) einen
5"-Nuklease Assay, in dem sie eine in vitro trais&rte hlyA spezifische mRNA in einer
reversen Transkriptase-PCR (RT-PCR; siehe auch K&x2.9 einsetzten. Einen weiteren
Ansatz zur Unterscheidung zwischen lebensfahigehnicht lebensfahigen Zellen lieferten
RUDI et al. (2005). Sie erarbeiteten einen PCR-psgsé einer Ethidiummonoazid-Bromid
(EMA) Anfarbung. EMA dringt selektiv in membrangésdligte Zellen ein und bindet dort

an die DNA, die dadurch inaktiviert wird und sod@r PCR nicht mehr amplifiziert wird.

2.3.2.6 Probenvorbereitung fir die PCR und DNA-Extaktion

Zur Vermeidung falsch positiver oder falsch negatirgebnisse in der PCR ist, aus den im
vorherigen Abschnitt angefihrten Grinden, eine peathende Vorbehandlung der
Lebensmittelproben unumgéanglich. Der direkte PCRHMais aus Lebensmittelproben ist
aufgrund der niedrigen nachzuweisenden KeimzahleKKE/25 g), der ungleichmaligen
Verteilung in der Probenmatrix (GOLDSTEYN THOMAS at, 1991) und den Einflissen
der verschiedenen Probenbestandteile (FLUIT et1#193; SCHEU et al.,, 1998; LI &
MUSTAPHA, 2002; AZNAR & ALARCON, 2003) nur schwerdaglich. Daher wird in der
Regel mindestens ein Anreicherungsschritt durchgéfiNach Homogenisierung der
Lebensmittelprobe erfolgt eine Anreicherung in eingelektiven Medium, meist Uber 24 h.
Die gangigsten Medien sindsteria Enrichment Broth, Fraser (FLUIT et al., 199Bjsteria
repair broth (BASSLER et al., 1995), Universal-Bmichment Broth (BAHDURI &
COTTRELL, 2001) oder Halbfraser (AZNAR & ALARCON,023), aus denen dann die
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DNA-Praparation fur die PCR-Reaktion durchgefuhitdwDer Vorteil der Anreicherung ist
die Vermehrung der Zielkeime auf ein sicher detrktares Niveau sowie die Ausverdinnung
der hemmenden Probenkomponenten (NIEDERHAUSER .et1892). Es werden also
lebensfahige Keime vermehrt, so dass das unterhilis@.3.2.5angeflihrte Problem der
Herkunft der Zielsequenzen von lebensfahigen odentlebensfahigen Zellen weitgehend
ausgeschaltet wird (SCHEU et al.,, 1998). Allerdinfisdet keine Vermehrung der
lebensfahigen aber nicht kultivierbaren Zellentstiie damit einem PCR-Nachweis entgehen
konnen.

Die meisten in der Literatur beschriebenen Protekalir Anreicherung und Behandlung der
Proben basieren auf Untersuchungen, die mit kighskontaminierten Lebensmittelproben
durchgefuhrt wurden, ohne eine Validierung mit nafi kontaminierten Proben. Nach
Meinung verschiedener Autoren (NIEDERHAUSER et B892; CANDRIAN, 1995) ist die
Ubertragung dieser Protokolle auf Nachweismethodién Listeria monocytogenes in
natirlich kontaminierten Lebensmitteln problemdtiscUnvorteilhafte pH-Werte, die
Exposition zu hoher Salzkonzentrationen, Tiefgedmeoder Erhitzen kénnen bewirken, dass
die Bakterien in natirlich kontaminierten Lebensefit weniger lebensfahig oder auch
wesentlich intensiver mit der Matrix verbunden sind

Es sind also effiziente Methoden zur BehandlungRiteben gefordert, um das volle Potential
der PCR fur den Nachweis von Listerien in Lebentimtauszuschépfen. Dabei ist eine
Separation der Listerien von den Probenbestandieikine mdglichst weitgehende
Beseitigung mit der Matrix verbundener inhibitohec Komponenten, eine Verkleinerung
des Probenvolumens und eine moglichst hohe Koretemir der Zielkeime nétig. Dazu
wurden unter anderem der Einsatz von Enzymen (LyspZ2roteinase K), verschiedenen
Detergentien, Zentrifugation und Filtration, Adsioop der DNA an Silicagel, flissige Zwei-
Phasen-Systeme (LANTZ et al.,, 1994) sowie die Sjwer der Zielorganismen durch
antikérperbeschichtete paramagnetische Partikaelhibeben. Das von LANTZ et al. (1994)
untersuchte Zwei-Phasen-System soll die Sensitidé$ ansonsten problematischen PCR-
Nachweises aus Weichkase erhohen. In danischenerblaDastillo konnten sdisteria
monocytogenes Keimzahlen von 1DKbE/g detektiert werden. Das System besteht aws zw
flissigen Phasen, die unter anderem Polyethylenblykd Dextran enthalten. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die inbrisithen Bestandteile zum gro3ten Teil in
der Polyethylenglykol-Phase partitionieren lassew o den PCR-Nachweis nicht mehr

storen.
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Die Methode der Filtration zur Separation der Pgéime von der Probenmatrix hat sich als
wenig erfolgreich erwiesen, da sie relativ vielmitierende Faktoren aufweist. So kdnnen
zum einen grolRere Partikel der Proben den Filtestopfen und zum anderen besteht die
Gefahr, dass auch PCR-Inhibitoren mit den Baktekenzentriert werden und so die
Sensitivitat der PCR vermindern (STEVENS & JAYKIZB04).

Um die Zielorganismen vor der DNA-Extraktion selektzu isolieren, kann die
immunomagnetische Separation eingesetzt werden I{Flat al., 1993; SKJERVE et al.,
1990). Dabei werden paramagnetische Partikel (,Bgadingesetzt, die mit spezifischen
Antikorpern gegen Zelloberflachenantigene Joisteria monocytogenes beschichtet sind.
Nach Inkubation der Beads mit Probenmaterial etfdig Auftrennung von Probenmatrix
und ,BeadListeria-Komplexen“ in einem Magnetstander. Die Beads werde der
GefaBwand separiert und der verbliebene Uberstand kbgenommen werden, so dass im
Idealfall alle Zielzellen aus der Anreicherung sega werden. Nach einem oder mehreren
Waschschritten kann dann die Extraktion der DNA das Bakterienzellen durchgefihrt
werden.

Das grundlegende Schema zur DNA-Extraktion bestabtmehreren Schritten und sieht mit
zahlreichen Modifikationen wie folgt aus. Zunachstfolgt eine Pelletierung der
Probenbestandteile und Bakterien durch ZentrifogatNach Abnehmen des Uberstandes
wird das resultierende Pellet in verschiedenendPiffedien, wie TE-Puffer oder PCR-Puffer
(enth@lt KCl und Tris-HCI), resuspendiert, um arieffend einen Zellaufschluss und
Proteinverdau durch Zugabe von Lysozym, Proteinasand Erhitzen auf 95 °-100 °C
durchzufiihren. Durch abschlieBendes Zentrifugiesenden noch stérende Komponenten
pelletiert und die Nukleinsauren im Uberstand abéiprt. Zur weiteren Aufreinigung der
DNA konnen eine Prézipitation mit Ethanol oder isg@nol und erneute Waschschritte
eingeschoben werden. Abweichungen und Modifikatiodieses Schemas zur Anpassung an
die jeweilige Probenmatrix und die gewahlte PCRiMéde finden sich bei nahezu jeder
Arbeitsgruppe, so dass hier nicht auf alle Untaestdh eingegangen werden soll. Allgemein
bestehen diese Unterschiede in Variationen der eRPuffammensetzung, Anzahl der
Zentrifugations- und Waschschritte, sowie dem Zusain Detergentien wie Triton X-100
(AGERSBORG et al., 1997), Sarkosyl (Sodiumlaurgsamat) (GOLDSTEYN THOMAS
et al., 1991), PBS-Tween 20 (LONGHI et al., 2008¢r0SDS (Sodiumdodecylsulfat) (BSAT
& BATT, 1993) zur Verbesserung des Reinheitsgratbrsextrahierten DNA. Neben diesen
grundlegenden Extraktionsschemata wurden auch edjggei Verfahrensweisen, angefangen

von der Verwendung besonderer Chemikalien bis hiivethoden, die auf der Verwendung
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polyklonaler Antikorper basieren, entwickelt. Sorden zur Erh6hung des Reinheitsgrades
der extrahierten DNA Extraktionen mit Phenol-Chforan (HEIN et al., 2001) oder Phenol-
Chloroform-Isoamyl-Alkohol nach WHEATCROFT & WATSON1988) (BLAIS &
PHILLIPPE, 1993), Guanidium-Thiocyanat nach PICHTERal. (1989) (BANSAL et al.
1996), Ethanol (BLAIS & PHILLIPPE, 1993) und Isopamol (BSAT & BATT, 1993)
eingesetzt. COX et al. (1998) wendeten unter anddig die Extraktion aus Reinkulturen
eine Modifikation der Mikrowellenmethode nach GOODW& LEE (1993) an. Von
zahlreichen Anbietern werden mittlerweile auch ifert Extraktionskits kommerziell
vertrieben, wie zum Beispiel das DNeasy Tissue (Ritagen, Hilden Deutschland), DNA
DIRECT (Dynal AS, Oslo Norwegen), GeneReleaser™oV@ntures, Murfeesboro, TN
USA), PrepMan™ Ultra sample preparation reagent Aplplied Biosystems, Foster City
CA. USA), High Pure PCR Template Preparation kib€Bringer Mannheim, Indianapolis
IN. USA), um nur einige zu nennen. Dabei gibt dfdngig von der Art der untersuchten
Proben, Unterschiede in der Effizienz der versamet Systeme. So verglichen LI &
MUSTAPHA (2002) mehrere DNA-Praparationsmethodenr fden Nachweis von
Salmonellen in Hackfleisch und Hihnerfleisch. Dibéit zeigte die mangelnde Effizienz des
GeneReleaser™-Kits im Vergleich zum PrepMan™ Uifiraden Nachweis voalmonella
typhimurium. Bei der Extraktion mit dem GeneReleaser™ gelargRCR-Nachweis nur bis
zu einer Keimzahl von 4xfKbE/g, wahrend mit dem PrepMan™ Ultra Keimzahlészu
4x103 KbE/g detektiert werden konnten. Sowohl AZNARALARCON (2003) als auch
CADY et al. (2005) erzielten gute Ergebnisse beilIHA-Extraktion aus Rindfleischproben
mit dem DNeasy® Tissue Kit (Qiagen GmbH, Hilden Betland).

Eine Methode zur spezifischen Separation von LimteDNA aus Anreicherungskulturen von
homogenisierten Lebensmittelproben erarbeitetenDERHAUSER et al., 1994, indem sie
ein Oligonukleotid, das zu einem Abschnitt dédy-Gens komplementar ist, an
paramagnetische Partikel koppelten. Dazu wurdenHtimmogenisate mit den enthaltenen
Bakterien zentrifugiert, das resultierende Pellatl Zusatz von Lysis-Puffer (enthielt unter
anderem KCI, Tris-Hydrochlorid, Triton X-100, MgQind Lysozym), Proteinase K, Kochen
und Zentrifugation behandelt. Die denaturierte DiWArde dann mit dem Oligonukleotid-

Bead-Komplex hybridisiert, so separiert und korddgan in der PCR eingesetzt werden.
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3 Eigene Untersuchungen
3.1 Materialien und Geréate

3.1.1 Reagenzien und Nahrmedien

- Midi ABgarose (ABgen®, Art.-Nr. AG-0300/B)
- Columbia-Agar mit Schafblut Plus (Oxoid, Art.-NFB5039A)
- PALCAM-Agar (Oxoid, Art.-Nr.: P 05104 A)
- ALOA-Agar (AES Laboratoires, Art.-Nr. 207312)
- Fraser-Basismedium (Oxoid CM 895)
- Hirn-Herz-Bouillon (Merck, Art.-Nr. 1.10493.0500)
- Phosphatpuffer (PBS): 0,01 mol/l mit 0,12 moldtNumchlorid, pH 7,3
- PBS mit 0,1 %T'ween 20
- Trypton Soya Bouillon mit Hefeextrakt (Oxoid L356108)
- Ethidiumbromidlésung (0,1%):
200 pl Ethidiumbromidlésung (Sigma E 1385) in hol0
2-fach deionisiertem Wasser (Millipore, MillifQFa. Biocel)
- DNA-Langenstandar@hiX174 Haelll (Biometra, 100-796)
- dNTP Set (100pumol/dNTP) (ABgeheArt.-Nr. AB-0315)
- Gel Loading Solution (Sigma Chemie, Art.-Nr. GBEML)
- Thermoprime Plus DNA Polymerase (ABg&n&rt.-Nr. AB-0301/B)
- Super-paramagnetische Beads mit C-terminal callbinding domains (CBD 500
bzw. CBD 118) beschichtet: Eidgendssische Techaistoch-

schule Zurich; Institut fur Lebensmittel-

und Erndhrungswissenschaften

Prof. Dr. Martin J. Loessner
- PrepMan™ Ultra Reagenz (PE Applied Biosystems)
- DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Hilden Deutschland)
- Mastermix (TagMan Universal PCR Mastermix, Apgliosystems 4324018

ABgene Absolute QPCR ROX Art.-Nr. AB1138/A)

- Die verwendeten Primer und Sonden wurden in Agisynthese von OligoFactory,
Weiterstadt beziehungsweise von MWG Biotech, 8ixeng hergestellt.
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3.1.2 Verbrauchsmaterialien

- Safe-Lock Tubes 1,5 ml (Eppendorf AG, Art.-N80OD 120.086)

- Safe Guard Filterspitzen 0,5-10 ul Eppendorf)ipab, Art.-Nr. 81-1011)

- Safe Guard Filterspitzen 1-100 pl Universal (paQ Art.-Nr. 81-1030)

- Safe Guard Filterspitzen 100-1000 ul UniverpaldLab, Art.-Nr. 81-1050)

- 0,2 ml Thermo-Tubes (ABgefieArt.-Nr. AB 0337)

- Thermo-Fast 96 Detection Plate (ABgefigArt.-Nr. AB-1100)

- Micro Amp® Optical Caps ( Perkin Elmer Applied Biosystemsifian,
Art.-Nr.: N801-0935

3.1.3 Bakterienstimme und Anzuchtbedingungen

Alle verwendeten Bakterienstamme stammen aus den8sammlung des Lehrstuhls fur
Hygiene und Technologie der Milch der LMU Mincheks wurden sowohl gut
charakterisierte Typ-Stamme als auch Isolate aus Beutineuntersuchung von
Milcherzeugnissen verwendet. Die Bakterien wurdén 2 in Hirn-Herz-Bouillon (BHI,
Merck) bei 37 °C angeziichtet und anschlielRend dia Bxtrahiert.

3.1.4 Gerate

- Waage (Sartorius, L2200P)
- Aqua bidest. Anlage: Millipore Milli-Q®, Fa. Boel
- Blockheizgerat (Thermomixer comfort, Eppendorf)
- ABI Prism 7700 Sequence Detector (PE ApplieosBstems)
- Computer: Power Macintosh G3; Software Sequé&wetection Software 1.9.
- Elektrophoresekammer: (Agagel Mini und Midi, Bietra®,
biomed Analytik GmbH Gottingen, Deutscldan
Stromquelle: Electrophoresis Power Supply EPS BEAG0Pharmacia Biotech
- Gelauswertung: Geldokumentation Video 8-Entrp&Bep, Jahnsdorf)
- Magnetrthrer mit Heizplatte (lkamag® RCT, Jarikkerkel GmbH&Co. KG,
IKA-Labortechnik, Stufen Deutschland)
- Magnetstander fur Eppendorfgefal3e (Promega)

- Reagenzglasschiittler (Vortex Genie 2™, Scienliifitustries INC.,
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Bohemia N.Y. U.S.A).
- Thermocycler (PCR Express, Hybaid Limited U.K.)
- Zentrifuge (klein) (Biofuge pico, Heraeus)

- Zentrifuge (Multifuge 1 S-R, Heraeus)

3.2 Methodik
3.2.1 Adaptierung einer TagMan-PCR zum Nachweis vohisteria monocytogenes und
Listeriainnocua nach HEIN et al. (2001)

Um das Forschungsziel dieser Arbeit mdglichst rasgherreichen, wurde zunachst eine
bereits publizierte Real-Time PCR-Methode zum Nasbwvon Listeria monocytogenes
ausgewahlt, die dann an die Fragestellung des kamgsvorhabens angepasst werden sollte.
Besonders geeignet dazu erschien ein von HEIN.e2@D1) erarbeitetes System auf der
Basis von TagMan-Sonden, mit delnsteria monocytogenes und Listeria innocua unter
Verwendung der gleichen Sonde und des gleichen Wrt&primers nachgewiesen werden

kénnen. Lediglich die Vorwartsprimer sind hier &ine Spezies spezifisch.

3.2.1.1 Methodik

MehrereListeria monocytogenes-Stamme, sowie je ein Stamm der Spetieteria innocua,
Listeria welshimeri, Listeria ivanovii, Listeria seeligeri und Listeria grayi ssp.grayi wurden

wie unter 3.1.4 beschrieben angezichtet und eitral&on der DNA durchgefuhrt.

DNA-Extraktion

Die Extraktion der DNA erfolgte unter VerwendungsdBNeasy Tissue Kits der Firma
Qiagen nach Anleitung des Herstellers. Von jedemm® wurden 200 ul der flissigen
Anzucht fir zehn Minuten bei 5000 x g zentrifugiartd das resultierende Pellet in 180 ul
Extraktionspuffer (Tris-HCI 0,2 mol/l, pH 8,0) nlitysozym (20 mg/ml) aufgenommen. Nach
30 mindtiger Inkubation bei 37 °C im Brutschrank rden die Proben mit 25 pl einer
Proteinase K-Losung versetzt und 200 ul Puffer Algesetzt. Nach weiteren 30 Minuten
Inkubation bei 70 °C wurden 200 ul Ethanol (96%ypemeben. AnschlieRend wurde die
Probenlésung auf eine Silicasdule aufgetragen undifie Minute bei 6000 x g zentrifugiert.

Die Saule wurde mit zwei verschiedenen Waschpuffereinmal gewaschen und fir eine
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Minute bei 6000 x g zentrifugiert. Die DNA wurdeh&el3lich mit 200 pl Elutionspuffer
eluiert. Die Extrakte wurden entweder direkt in BE&R eingesetzt oder bei -20°C gelagert.

Durchfiihrung der PCR

Die PCR wurde zunachst wie von den Autoren bedsénedurchgefihrt. Parallel dazu
wurden  Versuche mit einem kommerziell vertriebeneworkonfektionierten
Reagenziengemisch (,Mastermix”, TagMan Universal siamix, Applied Biosystems)
durchgefuhrt, dem nur noch Primer und Sonden, so@eProben-DNA zugegeben werden
missen. Dieses Produkt wurde speziell fir die TagM@R entwickelt und hat sich bei
anderen TagMan-Anwendungen gut bewahrt. Die Verwegdeines vorkonfektionierten
Reaktionsgemisches reduziert den Zeitaufwand fig Worbereitung der PCR und
gewahrleistet eine bessere StandardisierbarkeiRautineuntersuchungen.

Als zusatzliche Kontrolle wurde bei einigen Verseicheine klassische PCR unter
Verwendung der gleichen Primer, jedoch ohne Zuglnef agMan-Sonde, durchgefuhrt. Die
PCR-Produkte wurden auf 2%igen Agarosegelen awgety mit Ethidiumbromid angefarbt
und im UV-Licht bei einer Wellenlange von 302 nrsualisiert.

Oligonukleotidsequenzen

VorwartsprimerL. monocytogenes LIM2  cta aag ggg gaa tct ccc tt

Vorwartsprimerl. innocua In3 cac taa caa tgc gag cgc aag
Ruckwartsprimer LIMRE cca ttg tct tgc gcg tta at
Sonde LMS2 FAM-ctt ctg gcg cac aat acg cta gcaAdiiRA
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Zusammensetzung des Reaktionsgemisches fir dsddhs PCR:

10x Puffer:
dNTP:

MgCl,:
Vorwartsprimer:
Ruckwartsprimer:
Gelatine:
Tag-Polymerase:
Probe:

A. bidest.:

5 ul

200 nM

2-8 mM
50-900 nM
50-900 nM
0,001%
5U

2 ul

ad 50 pl

Zusammensetzung des Reaktionsgemisches fir die dia¢ER:

Universal Mastermix:
Vorwartsprimer:
Ruckwartsprimer:
Sonde:

Probe:

A. bidest.:

PCR-Protokoll:

Sowohl die klassische als auch die TagMan-PCR wutsiger Einhaltung der von HEIN et
al. (2001) beschriebenen Bedingungen mit dem @d&Prism 7700 durchgefuhrt.

25 ul
300 nM
300 nM
200 nM
2 ul

ad 50 pl

Temperatur | Zeit | Zyklen
95 °C 10 min 1
95 °C 15seq 45
68 °C 1 min
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3.2.1.2 Ergebnisse

Bei der Auswertung der TagMan-PCR nach HEIN et(2001) zeigte sich, dass positive
Proben nur eine sehr schwache Fluoreszenzentwighktureichten. Daraus resultierte eine
sehr flache Amplifikationskurve, was auf eine ieétiv ablaufende PCR-Reaktion hindeutet,
in der pro Zyklus nur wenig des Amplifikationspriédes gebildet wird. Auch die Spezifitat
des Nachweises war nicht gegeben, da sowohl im \Washystem fir Listeria
monocytogenes als auch in dem flicisteria innocua jeweils alle anderen getesteteisteria

spp. ein positives Signal erbrachten.

3.2.1.3 Versuche zur Optimierung der TagMan-PCR nat HEIN et al. (2001)

Nachdem die ersten Versuche mit dieser Methode fuebgend verliefen, wurden
systematisch die Reaktionsbedingungen und die Zusgrsetzung der Reagenzien verandert,
um eine Optimierung der Bedingungen zu erreicherazuD wurden zunachst die
Konzentrationen der Vorwarts- und Ruckwartsprinrerunterschiedlichen Konzentrationen
kombiniert und nach Festlegung der optimalen Kotvaéinnen, die Konzentration der Sonde
eingestellt. Wegen der schwachen Fluoreszenzeritmgkvurden verschiedene Chargen der
Reagenzien getestet, sowie Sonden mehrerer Herstadrglichen. Ebenfalls wurde die
Gewinnung und Aufbereitung der DNA-Extrakte modédiz. Dazu wurde ein weiteres,
kommerziell erhaltliches Reagenz (PrepMan ReagApplied Biosystems) verwendet und

zusatzlich vergleichend eine klassische PhenoliGpleorm-Extraktion durchgefuhrt.

Ergebnis

Auch nach umfangreichen Optimierungsversuchen leanntit der von HEIN et al. (2001)
beschriebenen Methode beziglich Effizienz der P@BKkRon, Sensitivitdt und Spezifitat
keine zufriedenstellenden Ergebnisse erzielt werdendass aus diesem Grund voéllig neue
TagMan-Nachweise fiir Listerien entwickelt wurderab@i wurde ein Nachweis filisteria

spp. und ein spezifischer Nachweis [fisteria monocytogenes erstellt.
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3.2.2 Erstellung neuer TagMan-Systeme fur den Naebeis von Listerien
3.2.2.1 Genusspezifischer Nachweis fir Listerien

Oligonukleotidsequenzen

Als Zielgen des Listerien-Screenings wurde dasdés Protein p60 kodierendap-Gen
gewahlt, das bei alleiisteria-Spezies vorkommt. Zunachst wurden die Sequenzen de
verschiedenen Listeria-Spezies aus der Datenbank GenBank

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank/index.hdml gegeneinander  abgeglichen  und

homologe Bereiche, die flr einen gattungsspezifisciNachweis geeignet erschienen,
gesucht. Die Auswahl der Primer und Sonden erfoigteHilfe des Software-Programms
PrimerExpress (Applied Biosystems). Die Sonde wurde 6-Carboxy-Fluoreszein (FAM)
als Reporter- und 6-Carboxy-Tetramethylrhodamin NIFBA) als Quencherfarbstoff

markiert.

Vorwartsprimer FP1615 ccaactacatttgattgctttggt

Sonde ListP FAM-ttccacgtacttctggcgcacaabiRA
Ruckwartsprimer RP 1758 aaagaatactaamtggtttgc
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FP1615

kkkkkkhkkkk * k% **k * ***k k% * k*kkkhkkkkk **k k% * k% *k k%

L. monocyt ogenes AGCTCAAAAACACCTTGGAAAAGCTTATTCATGGGEGT GGTAACGGACCAACTACATTTCA 1626
L. innocua AGCTCAAAAACATCTTGGAAAAGCT TACTCTTGGGGT GGTAACGGACCAACTACATTTGA 1175
L. ivanovii AGCTCAAAAACAT CTTGGAAAAGCT TATTCATGGGGT GGTAACGGECCAACTACATTCGA 1304
L. wel shineri AGCTCAAAAACAT CTTGGAAAAGCT TATTCATGGGGCGGAAACGGACCAACTACATTTGA 1304
L. seeligeri AGCTCAAAAACACCTTGGTAAAGCT TATTCATGGGGT GGAAATGGACCAACTACATTTCGA 1301
L. grayi AGCTAAAAAACACTTAGGCAAACCTTATACT TGGGGAGCTAGAGGCCCAAGCACATTTGA 1265

*kkk*k *kkkkkk*k * k% *kk*k%*k *kkk*% * **kk*k*k % * ** **kk*% *kkk* k%

Sonde

L. nonocytogenes TTGCTCTGGTITACACTAAATATGTATTTGCTAAAGCGGGAATCTCCCTTCCACGTACTTC 1686
L. innocua TTGCTCCGGTTTCACTAAATATGTATTCGCTAAATCTGGAATTTCTCTTCCACGTACTTC 1235
L. ivanovii TTGCTCCGGTTTCACTAAATATGTATTTGCTAAATCCGGCGT TACATTACCACGTACTTC 1364
L. wel shineri TTGITCTGGTTTCACTTCTTATGTTTTTGCTAAATCTGGTATTTCTCTTCCTCGTACATC 1364
L. seeligeri CTGCTCTGGTTTCACTTCTTACGTATTTGCTCAATCAGGCATTACACTTCCACGTACTTC 1361
L. grayi CTGCTCTGGTTTCACTAGCTATGTTTTCAATCAAGTAGGTCTTAGCCTTTCTGGAAACTC 1325

k% **%k *kk*k *k*kx % **%x %% * k% * % * * * * * %

Ruckwartsprlmer

L. nmonocytogenes TGGCGCACAATACGCTAGCACTACAAGAATCTCTGAATCTCAAGCAAAACCTGGTGATTT 1746
L. innocua TGGCGCACAATACGCTAGCACTACAAGAATTTCCGAAT CACAAGCAAAACCTGGTGATTT 1295
L. ivanovii CGGIGCTCAATATGCTAGCTCAACAAAAAT CTCTGAATCGCAAGCAAAACCTGGTGATTT 1424
L. wel shineri TGGCGCGCAATATGCTAGTACATCAAGAATCTCTGAATCTCAAGCAAAACCTGGTGATTT 1424
L. seeligeri CGGCGCTCAATATGCTAGCACAACTAAAGTATCTGAATCAGAGGCACAACCTGGTGATTT 1421
L. grayi TGCAACACAATATGCAAACT CTACAAAGAT CTCTGAAT CGCAAGCACAACCAGECGACTT 1385

* * **kk*k*k **x * * * % * k% *kkk*k * k**k*k *kkk **k *k*k k%
L. nmonocytogenes AGTATTCTTTGACTATGGTAGCGGAATTTCTCACGTTGGTATCTACGTTGGTAATGGTCA 1806
L. innocua AGTATTCTTTGACTATGGTAGCGGAATTTCTCACGTTGGTATTTACGTTGGTAATGGTCA 1355
L. ivanovii AGTATTCTTTGATTATGGTAACGGAATTGCTCACGTTGCGGATTTATGTTGGTAATGGTCA 1484
L. wel shineri AGTATTCTTTGATTATGGTAGCGGAATTGCTCACGT TGGTATCTATGTAGGAAATGGTCA 1484
L. seeligeri AGTATTCTTTGATTATGGTAGCGGAATTGCTCACGTTGGTATTTATGTAGGTAATGGTCA 1481
L. grayi GGTATTCTTTAACTACGECAGCGGCATCGCCCACGT TGGTATCTACAT CGGCGGCGGACA 1445

Abb. 3: Position von Primern und Sonde iap-Gen (unterstrichen). Sequenzen: Genbank
Nr. X52268 (isteria monocytogenes), X52268 [isteria innocua), M80350 (isteria
ivanovii), M80354 [isteria welshimeri), M80353 (isteria seeligeri), M80352 (isteria grayi
ssp.grayi). Von der Sequenz des jeweiligen Oligonukleoaisveichende Basen sind grau

hinterlegt.

Bakterienstimme und Anzuchtbedingungen

Die fur die Versuche verwendeten Bakterienstimmed&ru zunachst auf Schafblutagar

ausgestrichen, fur 24h bei 37°C bebritet und imcAhss eine Kolonie in Hirn-Herz-

Bouillon (BHI) Gberfiihrt. Nach einer Anzucht von itegen 24 h bei 37 °C erfolgte die DNA-
Extraktion.

30



DNA-Extraktion

Zur Untersuchung von Reinkulturen wurde eine eimdacKochextraktion aus der
Flussigkultur durchgefiihrt. Dazu wurden aus 1 mieeiUbernachtkultur die Zellen durch
Zentrifugation pelletiert, das Pellet zweimal mitl#dest. gewaschen und in 100 pl A. bidest.
aufgenommen. AnschlieRend wurde durch Erhitzen Hig °C fur 10 min. die DNA

freigesetzt.

Durchfihrung der PCR

Zunachst wurden orientierende Versuche zur EigrdergPrimer und Sonden mit klassischer
PCR durchgefuhrt. Nach positiven Ergebnissen wdideTagMan-PCR unter Verwendung
des TagMan Universal Mastermix von Applied Biosysteetabliert.

Die PCR wurde unter Einhaltung der fiir das TagMgst&n empfohlenen Bedingungen in
Form einer Zwei-Schritt-PCR mit dem Gerat ABI Prisfii00 (PE Applied Biosystems,
Foster City USA) durchgefuhrt.

Zusammensetzung des Reaktionsgemisches fir die dia¢ER:

Universal Mastermix: 25 pl

Vorwartsprimer: 300 nM
Ruckwartsprimer: 300 nM
Sonde: 200 nM
Probe: 2 pl

A. bidest.: ad 50 pl

PCR-Protokoll fir die TagMan-PCR:

Temperatur | Zeit | Zyklen

95°C 10 min 1

95 °C 15seq 40

60 °C 1 min
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Bei jeder PCR-Reaktion wurden sechs Negativkomnothit A. bidest. als Probe mitgefihrt.
Die Auswertung erfolgte mit der ABI Prism Softwaven Applied Biosystems (Version
1.6.3).

3.2.2.2 Spezifischer Nachweis vdnisteria monocytogenes

FUr den spezifischen Nachweis vhisteria monocytogenes wurde das Listeriolysin O-Gen
hlyA gewéahlt. Dieses Gen kommt auf3er bisteria monocytogenes nur beilisteria ivanovii
und Listeria seeligeri vor. Um Sequenzen mit moglichst gro3en Abweichanga den
Listeriolysin O-Genen vorListeria ivanovii und Listeria seeligeri, sowie mit moglichst
wenigen Mutationen innerhalb der verschiederlgsteria monocytogenes-Stamme zu
bestimmen, wurde ein Abgleich mit den in der GerlBarorhandenen Sequenzen
durchgefihrt. Geeignete Oligonukleotide wurden uiMerwendung des Programms Primer

Express ausgewahlt.

Oligonukleotidsequenzen

Vorwartsprimer: hlyA FP1: ggg aaa tct gtc tca gaf gt
Ruckwartsprimer:hlyA RP1: ttt gcg gag ccw ccg taa at
Sonde: hlyAS : FAM-caa ata tca tcaaaatt cct tca aag ccg t-TAMRA

Material und Methodik entsprachen, soweit nichtogelert aufgefihrt, den unt&.2.2.1
beschriebenen Bedingungen. Vor einer Etablierurgy ThgMan-Systems wurde auch hier
eine erste Uberpriifung der Primer mittels klassis€CR und elektrophoretischer Detektion

durchgefuhrt.

Zusammensetzung des Reaktionsgemisches fir die dia¢ER:

Universal Mastermix: 25 pl

Vorwartsprimer: 300 nM
Ruckwartsprimer: 300 nM
Sonde: 200 nM
Probe: 2 pl

A. bidest.: ad 50 pl
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PCR-Protokoll fir die TagMan-PCR:

Temperatur | Zeit | Zyklen

95 °C 10 min 1

95 °C 15seq 40

60 °C 1 min

3.2.3 Uberprifung der Spezifitat der Listeriennachveise

3.2.3.1 Screening aut isteria-Spezies

Fur die Versuche wurden 19steria monocytogenes-Stamme aller relevanter Serovare (1/2a,
1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 4b und 4d), 23 Stdmme der 8pkmrteria innocua, sechs Stdmme von
Listeria welshimeri, zehn Stamme vohisteria ivanovii, neun Stamme vohisteria seeligeri
sowie drei Stamme der Speziasteria grayi ssp.grayi verwendet. Daneben wurden DNA-

Extrakte von zwolf Bakterienspezies anderer Gagangntersucht.

DNA-Extraktion

Zur Untersuchung von Reinkulturen erfolgte die DEAtraktion durch Kochextraktion wie

unter3.2.2.1beschrieben.

Ergebnisse

Bei Uberpriifung der Primer mittels klassischer P@Rgierten die DNA-Extrakte aller
getestetehisteria-Stamme mit Ausnahme varnsteria grayi ssp.grayi positiv.

Die TagMan-PCR zum Screening dufteria-Spezies erfasste alle getesteten Stamme der
SpeziesListeria monocytogenes, Listeria innocua und Listeria sedligeri. Zusatzlich wurden
zwei von sechs getesteten Stamrhesteria welshimeri erfasst. DNA-Extrakte von Stdmmen
der SpeziesListeria ivanovii und Listeria grayi ssp. grayi reagierten dagegen in dem
Testsystem negativ. Keine der untersuchten Bakigpiezies anderer Gattungen ergab ein
falschpositives Ergebnig éb. 3und4).
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Tabelle 3: Uberpriifung der TagMan-PCR zum Screeninglasttria-Spezies

mit DNA-Extrakten aus Reinkulturen von StammersehiedenelL.isteria spp.

Spezies Serovar Anzahl positiv
L. monocytogenes 4b 6 6
4d 2 2
4e 1 1
3b 1 1
1/2a 4 4
1/2b 1 1
1/2¢ 3 3
unbekannt* 1 1
gesamt 19 19
L. innocua 6a
6b 6 6
unbekannt* 11 11
gesamt 23 23
L. ivanovii unbekannt* 10 0
L. sedligeri 1/2b 2 2
3b 1 1
4c 2 2
6b 4 4
gesamt 9 9
L. welshimeri 6a 2 0
1/2a 1 1
1/2b 1 1
unbekannt* 2 0
gesamt 6 2
L. grayi ssp.grayi unbekannt* 3 0

* Bei Stammen unbekannter Serovarietat handeltias #erwiegend um Isolate aus der

Routineuntersuchung von Milchprodukten
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Tabelle 4: Spezifitat des TagMan-Nachweises zum Screeningiaigfia spp.

Spezies Stamm Ergebnis
Citrobacter freundii P110 negativ
Enterobacter aerogenes P117 negativ
Enterobacter cloacae P144 negativ
P24 negativ
Pantoea agglomerans P38 negativ
Shigella flexneri P150 negativ
Escherichia coli H57 negativ
Klebsiella pneumoniae H5 negativ
Saphylococcus aureus MHI 369 negativ
Salmonella MHI 930 negativ
Bacillus cereus MHI 105 negativ
MHI 88 negativ

3.2.3.2. Erweiterung der erfassten Listerienspeziesdurch Verwendung eines

interkalierenden Farbstoffes (SybrGreef?) anstelle der TagMan-Sonden

Da bei der Verwendung der TagMan-Sonde zwar diedlen Milchindustrie relevanten
Listerienspezies, nicht aber das komplette Genigteria nachgewiesen werden kénnen,
wurden weitergehende Versuche durchgefiihrt, beemem Stelle der TagMan-Sonde der
interkalierende Farbstoff SybrGréereingesetzt wurde. Da dieser Farbstoff nicht die
Sequenzspezifitat der TagMan-Sonde aufweist ungbanifssch an doppelstrangige DNA

bindet, wurde durch eine Schmelzkurvenanalyse imcAluss an die PCR verifiziert, ob das

korrekte Amplikon vorlag.

Ergebnisse
Bei Verwendung von SybrGreBrwurde mit allenListeria spp., auRet.isteria grayi ssp.

grayi, ein positives Signal erreicht.
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3.2.3.3 Spezifischer Nachweis vdnisteria monocytogenes

Die Uberprifung der Spezifitat des Nachweised féteria monocytogenes erfolgte analog zu
Abschnitt3.2.3.1

Ergebnisse
Die TagMan-PCR zum spezifischen Nachweis \osgeria monocytogenes erfasste alle

getesteten Stamme vdnsteria monocytogenes und reagierte mit keiner anderen Spezies
falsch positiv Tab. 5).
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Tabelle 5 Spezifitat des TagMan-Nachweises [fisteria monocytogenes

Spezies Serovar Anzahl positiv
L. monocytogenes 4a 1 1
4b 8 8
4c 1 1
4d 2 2
4e 1 1
3a 2 2
3b 1 1
3c 1 1
1/2a 6 6
1/2b 6 6
1/2c 3 3
unbekannt* 2 2
gesamt 34 34
L. innocua 6a 0
6b 6
unbekannt* 11 0
gesamt 23 0
L. ivanovii unbekannt* 10 0
L. seeligeri 1/2b 2 0
3b 1 0
4c 2 0
6b 4 0
gesamt 9 0
L. welshimeri 6a 2 0
1/2a 1 0
1/2b 1 0
unbekannt* 2 0
gesamt 6 0
L. grayi ssp.grayi unbekannt* 3 0

* Bei Stammen unbekannter Serovarietdt handeltias #erwiegend um Isolate aus der

Routineuntersuchung von Milchprodukten
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3.2.4 Sensitivitdt der TagMan-Nachweise

Zur Uberpriufung der Nachweisempfindlichkeit der Wam-PCR flrListeria monocytogenes
wurden dezimale Verdinnungen von Reinkulturen VeeslenerListeria monocytogenes-
Stamme in Ringer-Losung erstellt, unter der Annahtiags eine Ubernachtkultur in BHI ca.
10° KbE/ml enthalt. Diese Annahme basierte auf oreetiden Versuchen zur
Keimdynamik, die im Vorfeld durchgefuhrt wurden ¢€bnisse nicht dargestellt). Parallel
wurden die tatsachlichen Keimzahlen durch Aus@edti auf PALCAM-Agar ermittelt.

Es zeigte sich, dass der Nachweis eine Konzentratim 13-10° KbE/ml beziehungsweise
unter Beriicksichtigung der Probenaufbereitung 6&10° Kopien pro PCR-Ansatz erfordert.

Die Ergebnisse sind ihabelle 6dargestellt.

Tabelle 6: Nachweis vorListeria monocytogenes

Konzentration in KbE/ml
Stamm 10° 10° 10 10° 10° 10°
1144 + + + - - -
1168 + + + - - -
364/03 + + + + - -

Nachweis von Listeria monocytogenes in Anwesenheit hoher Konzentrationen an

Listeria innocua

Zusatzlich wurde untersucht, ob die Sensitivité Nachweises vohisteria monocytogenes
durch hohe Konzentrationen von DNA duisteria innocua beeintrachtigt wird. Dazu wurde
eine dezimale Verdinnungsreine des DNA-Extraktesesei Stammes vonlListeria
monocytogenes im Parallelansatz einmal direkt und einmal mit &tasdes DNA-Extraktes
einer unverdiinnten Kultur vohisteria innocua (ca. 18 KbE/ml) untersucht. Die @Nerte
der beiden Anséatze unterschieden sich nicht weskr(@ab. 7). Der Nachweis vonhisteria
monocytogenes wird durch die gleichzeitige Anwesenheit hoher Kemtrationen an DNA aus

Listeria innocua also nicht beeintrachtigt.
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Tabelle 7:Einfluss hoher Konzentrationen an DNA duisteria innocua auf den Nachweis
von Listeria monocytogenes: Vergleich der GWerte mit und ohne Zusatz von

DNA ausListeria innocua zum PCR-Ansatz

Konzentration L. monocytogenes (KbE/ml)
10’ 10° 10 10° 10° 10" 10°
ohneL. innocua 20,99* 24,18 28.01 31,41 35,01 38,43 -
mit L. innocua 20,4 23,96 27,66 31,18 34,73 37,89 -

* Ci+-Wert: PCR-Zyklus (interpolierter Wert), ab dem ginsitives PCR-Signal gemessen

wurde

3.2.5 Versuche zur Anwendbarkeit der TagMan-Nachwese fur die Untersuchung
von Milchprodukten
3.2.5.1 Methodik

Nach der
Anwendbarkeit fur die Untersuchung komplexer Probaterialien untersucht. Dazu wurden

Etablierung der Listeriennachweise anhaoth Reinkulturen wurde die
Proben pasteurisierter Milch sowie von Standardsorterschiedener Kasegruppen mit
Listerien kontaminiert. Im Einzelnen wurden folgendProbenmatrizes verwendet:
pasteurisierte Vollmilch, Frischkase (Speisequaf€o Fettanteil), Weichkase (Camembert,
Limburger, Romadur), halbfester Schnittkdse (Bl#se), Schnittkdse (Gouda) sowie
Hartkédse (Emmentaler).

Jeweils 25 g Probe wurden mit 100 pl einer Ubertkadtur einesListeria-Stammes versetzt
und die Probe 24 h bei 30 °C in Halb-Fraser-Medbehritet. Es wurden sechs Stamme der
Spezied.isteria monocytogenes sowie funf Stdmme der Spezieisteria innocua mit jeweils
unterschiedlichen Serovarietaten verwendet. Vonerje®robe wurde zusatzlich eine
unkontaminierte Negativkontrolle mitgefuhrt, dienshl mit der TagMan-PCR als auch mit

dem kulturellen Referenzverfahren nach DIN EN 19Q90-1 untersucht wurde.

Die Extraktion der DNA erfolgte zunéchst unter Vendung des DNeasy Tissue Kits nach
Anleitung des Herstellers (sieBe2.1.). Diese Methode birgt aufgrund der Verwendung von
deckellosen Saulchen die Gefahr von Kreuzkontanoinah infolge von Aerosolbildung
wéahrend der Zentrifugationsschritte. Zudem ist Bigchfihrung relativ arbeitsaufwendig.

Daher wurde als Alternative das PrepMan™ Ultra ReagApplied Biosystems) getestet, fur
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das nur wenige Arbeitsschritte erforderlich sindd umei dem die Zentrifugationsschritte
ausschlief3lich in geschlossenen Gefal3en durchget@énden.

Fur die Durchfihrung wird nach HerstellerangabemllAnreicherungskultur 3 min bei

16 000 x g zentrifugiert, der Uberstand abgenomunsh das Pellet in 200 pl PrepMan™
Ultra Reagenz resuspendiert. AnschlieRend werden Rioben 10 min bei 99 °C im
Heizblock inkubiert. Nach einem weiteren Zentriftigasschritt (3 min, 16 000 x g) kann der
Uberstand direkt in der PCR eingesetzt werden ddeExtrakt bei 4 °C bis zu vier Wochen

gelagert werden.

Die DNA-Extrakte wurden sowohl mit der TagMan-PC&e spezifischen Nachweis von

Listeria monocytogenes als auch mit der PCR zum Screeninglasferia spp. untersucht.

3.2.5.2 Ergebnisse

Das PrepMan™ Ultra Reagenz erwies sich als guiggeeifir die Extraktion der DNA aus
den untersuchten Milchprodukten. Mit dem anfangsveedeten DNeasy® Tissue Kit traten
dagegen wiederholt Probleme mit Kreuzkontaminationef. Fir alle weiteren Versuche
wurde daher das PrepMan™ Ultra Reagenz verwendet.

In allen kinstlich kontaminierten Proben konntea disterien mittels TagMan-PCR korrekt
nachgewiesen werden. Die Effizienz der PCR-Rea&tiowurde durch die verschiedenen
Probenmatrizes nicht nachteilig beeinflusst. Diangesenen &Nerte waren praktisch

identisch mit den Werten fur Reinkulturen.

3.2.6 Nachweis niedriger Listerien-Konzentrationenn Milchprodukten
3.2.6.1 Methodik

Der Gesetzgeber fordert die Abwesenheit 1zosteria monocytogenes in 25 g Probe. Daher
mussen die Nachweisverfahren in der Lage sein, asehr niedrige Keimzahlen
nachzuweisen. Da naturlich kontaminierte Proberntnzur Verfligung standen, wurden
kiunstliche Kontaminationen verschiedener Produktat rhisteria monocytogenes
durchgefuhrt. Es wurden zwei verschiedene StamnmelLvsieria monocytogenes und ein
Stamm vonListeria innocua fur die Versuche verwendet. Die Reinkulturen wuarddoer

Nacht bei 37 °C in BHI angezichtet und eine dezmdérdinnungsreihe der Kulturen
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hergestellt. Dabei wurde eine Ausgangskeimzahl eneBh von 18 KbE/ml angenommen
(siehe Abschnitt 3.2.4 und ausgehend davon Verdinnungen mit angenommenen
Konzentrationen von 1-10 und 10-100 KbE/ml herdksteDie tatsachliche
Keimkonzentration wurde durch Ausplattieren eineliquots dieser Verdinnungen auf
PALCAM-Agar uberpruft.

Als Probenmaterial wurden pasteurisierte Vollmil€lamembert und Limburger verwendet.
Von jeder Probe wurden 25 g im Dreifachansatz, jlieweit 1-10 und 10-100 KbE/ml eines
jeden Listerienstammes, kontaminiert und 20 h itbfiaser-Bouillon bei 30 °C bebrtet.
Parallel dazu wurde von jeder Probe, ebenfalls neifBchansatz, eine Leerprobe mitgefuhrt.
Nach 20 h wurde aus jedem Ansatz ein Aliquot vanllenthommen und die DNA mittels
PrepMan™ Ultra-Reagenz extrahiert. Zusatzlich wwetgteweiteres Aliquot auf PALCAM-
Agar ausgestrichen, um die Listerienkeimzahl zuitmesen. Der restliche Halbfraser-Ansatz
wurde weitere 28 h bebritet und anschliel3end noshfnanl Anreicherungskultur fur die
PCR aufbereitet.

Die DNA-Extrakte wurden sowohl mit der TagMan-PC&e spezifischen Nachweis von
Listeria monocytogenes, als auch mit der TagMan-PCR zum Screening ladfria spp.

untersucht.
3.2.6.2 Ergebnisse

In mit niedrigen Keimzahlen kinstlich kontaminiert®ilchprodukten konnten nach 48 h
Anreicherung Keimzahlen von 1-10 KbE/25 g bezielsuwe&se ml von beiden Testsystemen
in jedem Fall nachgewiesen werdehal. 8 und 9). Die Nachweissicherheit nach 20 h
Anreicherung war sowohl abhangig von dem verwemdB&kterienstamm als auch von der
Probenmatrix. In pasteurisierter Milch wurden n&th h Anreicherung fast alle dotierten
Proben als positiv erkannt. Bei Rotschmierekasgiee® dagegen nach 20 h noch ein grol3er
Teil der Proben negativ oder nicht eindeutig pesifiuch bei Camembert war ein relativ
hoher Anteil negativer oder fraglicher ErgebnissstZustellen. PCR-Nachweise voisteria
spp. in den beiden letztgenannten Kasesorten siofjrund der teilweise hemmenden
Wirkung der Begleitflora auf das Listerienwachstumufig problematisch. Dafiir sprechen
auch die Ergebnisse der kulturellen UntersuchungPdeben (Ergebnisse nicht dargestellt).
Hier wurde eine zum Teil starke Uberwachsung dstelien mit Keimen aus der Begleitflora
festgestellt. Wahrend in pasteurisierter Milch n&h h Anreicherung bereits Listerien-
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Konzentrationen im Bereich von 400> KbE/ml erreicht wurden, lagen die Konzentrationen
in Weich- und Rotschmierenkése mit2®* KbE/ml um zwei Zehnerpotenzen niedriger.

Tabelle 8: TagMan-PCR zum Screening dusteria spp. Untersuchung von kunstlich
kontaminierten Milchprodukten nach Anreicherujggveils Dreifachansatz)
in Halb-Fraser tber 20 beziehungsweise 48 h. 18t86%/03 und 1144

Listeria monocytogenes, Stamm 414/03Listeria innocua

Stamm KbE/25g Milch Camembert Limburger
20h  48h 20 h 48 h 20 h 48 h

364/03 1-10 +/+/+ +/+/+ (H/(H)/(+) +/+/+ -[(+)/(+) +/+/+

10-100 +/+/+ +/+/+ +/+/+ +/+/+ +/+/+ +/+/+
1144 1-10 +H(+)/+ +/+/+ -[(+)/+ +H++ -[-1(+) +/+/+
10-100 +/+/+ +/+/+ +/+/+ +/+/+ +/(+)/(+) +/+/+
414/03 1-10 +/+/(+) +/+/+ (H/(H)/+ +/+/+ -[-1(+) +/+/+
10-100 +/+/+ +/+/+ +/+/(+) +/+/+ +(+)/(+) +/+/+

0 -/-1- -I-1- -/-1- -/-1- -/-1- -[-1-

+: positives Ergebnis; -: negatives Ergebnis; frelgliches Ergebnis (EWerte > 36)
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Tabelle 9: Untersuchung kinstlich mitisteria. monocytogenes kontaminierter
Milchprodukte nach Anreicheryjeeils Dreifachansatz) in Halb-Fraser tber

20 beziehungsweise 48 h mit degMan-Nachweis fllisteria

monocytogenes.
Stamm KbE/25 g Milch Camembert Limburger
20 h 48 h 20 h 48 h 20 h 48 h
364/03 1-10 +/+/+ +/+/+ +/+/+ +H++ -[(H)(+) +/+/+
10-100 +/+/+ +/+/+ +/+/+ +/+/+ (H/(BH/(+) +/+/+
1144 1-10 +(+)/+ +/+/+ -[(H)(+) +/+/+ -[(+)/(+) +/+/+
10-100 +/+/+ +/+/+ +/+/+ +/+/+ +(+)/(+) +/+/+

+: positives Ergebnis; -: negatives Ergebnis; fregliches Ergebnis (EWerte > 36)

3.2.7 Integration einer internen Positivkontrolle
3.2.7.1 Methodik

Bedingt durch den hohen Gehalt an Proteinen undckiezdenen lonen in Milch und
Milchprodukten kénnen PCR-Nachweise in diesen Rrotarizes oft mit Problemen
behaftet sein (siehe Abschnit3.2.5. Zwar haben sich die TagMan-Nachweise bei allen
durchgefuhrten Versuchen als robust gegeniber Rbelséandteilen erwiesen, aber um eine
mogliche Inhibition der PCR durch Probenbestaneltgither ausschlie3en zu kénnen, ist die
Verwendung einer internen Positivkontrolle (IPCloadterlich. Hierbei handelt es sich um
eine PCR-Reaktion, die gleichzeitig mit der eigeh#n Nachweisreaktion im selben
Reaktionsansatz ablauft. Durch ein positives Ergetlar IPC wird angezeigt, dass in dem
Ansatz eine PCR-Reaktion ohne Beeintrachtigunguédtakann.

Um die Zahl der erforderlichen Reagenzien mogliahisdrig zu halten, wurde fir beide
Nachweise die gleiche IPC verwendet. Dazu wurde kommerziell erhaltliches
Primer/Sonden-System der Firma Applied Biosystetias, fir die Verwendung als IPC in
verschiedenen TagMan-Nachweisen optimiert wurdeywaedet. Die IPC-Sonde ist mit
einem Reporterfarbstoff (VIC) markiert, der Fluaesz einer anderen Wellenlange emittiert

als die Nachweis-Sonden flur die Listerien, so dasisle Signale gleichzeitig detektiert
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werden kénnen. Sowohl das Primer/Sonden-Systerauals die dazugehdrige DNA wurden
dem Reaktionsgemisch fur die TagMan-PCR nach Vargs Herstellers direkt zugesetzt.

Zusammensetzung des Reaktionsgemisches fiir die daéR unter Verwendung einer

internen Positivkontrolle (IPC):

Universal Mastermix: 25 pl

Vorwartsprimer: 300 nM
Ruckwartsprimer: 300 nM
Sonde: 200 nM
Probe: 2 ul

10x Exo IPC Mix: 5 ul
50x Exo IPC DNA: 1l
A. bidest.: ad 50 pl

Die IPC wurde begleitend zu den Kontaminationswdien mit verschiedenen
Milchprodukten in einer TagMan-PCR eingesetzt. Dake@men immer ein kompletter
TagMan-PCR-Ansatz ohne IPC und ein Ansatz mit ll@egils der gleichen Probenmatrix,
auf einer Mikrotiterplatte zum Einsatz, um even@&eeinflussungen der IPC auf die PCR-
Reaktion ermitteln zu kénnen. Es wurden dristeria monocytogenes-Stamme sowie funf
Listeria innocua-Stdmme unterschiedlicher Serovarietaten in folgendrobenmatrizes
untersucht: pasteurisierte Vollmilch, Frischkaseogpelrahmfrischkase, Speisequark, 20%
Fettanteil), Weichkase (Camembert, Bavaria Blue,mBdur), halbfester Schnittkase
(Butterkdse) und Schnittkase (Gouda).

Mogliche Ergebnisse einer PCR-Reaktion beim Einseter internen Positivkontrolle (IPC):

IPC Listerien-Nachweis Resultat
+ - negativ
+ + positiv
- + positiv
- - Inhibition ?
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3.2.7.2 Ergebnisse

Die verwendetet IPC war ohne Sensitivitatsverlalgraeine negative Beeinflussung der PCR-
Kinetik sowohl fur den spezifischen Nachweis Jdsteria monocytogenes als auch fur das
Screening aut.isteria spp. in allen untersuchten Probenmatrizes einaetibes Weiteren
zeigte sich keine negative Beeinflussung der PCBkien der IPC durch

Probenbestandteile.

3.2.8 Ubertragbarkeit der TagMan-Nachweise auf ande Real-Time PCR

Plattformen

Die Versuche zur Entwicklung und Anwendbarkeit @dagMan-Nachweise wurden auf dem
Gerat ABI Prism 7700 der Firma PE Applied Biosystedurchgefiihrt, einem der ersten
Real-Time PCR-Gerate.

Im Rahmen von Vorfiuhrungen anderer Real-Time @egddnh Institut fur Hygiene und
Technologie der Milch wurde die Ubertragbarkeit disterien-Nachweise auf diese Geréte
getestet. Dazu wurden dezimale Verdunnungen von {BX#akten von Listerien-
Reinkulturen vergleichend auf dem ABI Prism 7700d wten anderen Real-Time PCR
Geraten untersucht und die Effizienz der PCR-Renkt verglichen.

Die Nachweise waren ohne weitere Adaptation auf déerat MX 3000 der Firma
Stratagene, sowie auf dem i-Cycler® der Firma BubBiasetzbar.

Fur die Verwendung auf dem LightCycler der FirmaRowar, aufgrund der vollig anderen
Temperaturkinetik dieses Gerates, eine Anpassusg Téenperatur-Zeit-Programmes und
eine Modifikation der Probenaufbereitung erforadrliDNA-Extrakte, die unter Verwendung
der PrepMan™ Ultra Reagenz hergestellt worden wakennten im LightCycler nicht
unverdinnt untersucht werden. Auch extrem hohe Kwoimationen an Listerien-DNA
ergaben kein positives Signal. Die Extrakte musstémdestens 1:1 mit A. dest. verdinnt
werden. Als optimales Temperatur-Zeitprogramm fig Amplifikation erwies sich eine
Zwei-Schritt-PCR mit 10 sec. Denaturierung bei @5uhd 45 sec. Annealing/Elongation bei
60 °C.
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3.2.9 Verkurzung der Nachweiszeit durch Separation der Listerien mittels
paramagnetischer listerienbindender Partikel und amschlielender nicht selektiver

Anreicherung

Die bisherigen Untersuchungen haben gezeigt, das3atMan-Nachweise geeignet sind,
um Listeria spp. auch in komplexen Lebensmitteln, respektivalchyrodukten,
nachzuweisen. Sehr niedrige Keimzahlen von 1-10/&bk) fuhren jedoch erst nach 48 h
Anreicherung zuverldssig zu einem positiven PCRekngs. Da fiur die praktische
Anwendung im Routinelabor mdglichst kurze Nachweiten wichtig sind, wurde in
weiteren Versuchen eine Methode entwickelt, dieefatrerungszeit durch den Einsatz super-
paramagnetischer listerienbindender Partikel, dieder zellwand-bindenden Doméane (CBD)
von LysinenListeria-spezifischer Phagen beschichtet sind, zu verkirzen

Die Listerien wurden mit Hilfe der superparamagseien Partikel aus einer
Ubernachtanreicherung isoliert (CBD-magnetischeaBgmn, CBD-MS) und anschlieRend
noch einmal in einem nicht selektivem Medium mitio@len Wachstumsbedingungen fir
einige Stunden auf Keimzahlen angereichert, dieereizuverlassigen PCR-Nachweis

ermoglichen.

3.2.9.1 Materialien

Die verwendeten paramagnetischen listerienbinderfé@rikel CBD 500 und CBD 118
wurden freundlicherweise von Prof. L6ssner, Institdir Lebensmittel- und

Ernahrungswissenschaften der ETH Zirich zur Venfigggestellt. CBD 500 und CBD 118
aus den Phagen A500 beziehungsweise A118 bindegilgespezifisch an unterschiedliche
Serovare verschiedener Listerien-SpeZied(: 10).
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Tabelle 10: Spezifitatt von CBD 500 und CBD 118 fir unterschadw Serovare
verschiedener Listerien-Spezies (nach LOESSNER, &002)

CBD 118 L. monocytogenes 1/2a; 1/2b; 1/2c
L. seeligeri 1/2b, 3b
L. welshimeri 1/2b

(L.grayi ssp.grayi)

CBD 500 L. monocytogenes 4a; 4b; 4c; 4d; 4e
L. ivanovii 5

L. innocua 6a; 6b

L. welshimeri 6a

(L. grayi ssp.grayi)

3.2.9.2 Methodik

Als Probenmatrizes wurden fur die Versuche Limbyrgasteurisierte Milch, Salzlake und
Umfeldproben untersucht. Insgesamt wurden Versuulievier gut untersuchtemhisteria
monocytogenes-Stammen unterschiedlicher Serovarietaten durchgefi

Zunachst wurden didlisteria monocytogenes Stamme Uber Nacht bei 37 °C in BHI
angezuchtet und anschlieRend dezimale Verdinnuhgeren Ringer-L6sung, ausgehend
von einer Keimzahl von £0 Keimen/ml in der Ubernachtkultur, angefertigt. Die
homogenisierten Proben wurden dann jeweils im Digpsatz mit 1-10 beziehungsweise 10-
100 KbE/ml kontaminiert und fur 20 h in Halb-Fraséedium bei 30 °C bebritet. Fllssige
Umfeldproben (Gullywasser) wurden zuvor zentrifugieler Uberstand verworfen und das
verbleibende Pellet in ca. 25 ml Halbfraser-Medianigenommen. Die weitere Behandlung
der Proben verlief analog zu den Lebensmittelprob@nAnschluss an die Bebritung wurde
die CBD-MS durchgefiihrt. Begleitend wurden die daldichen Keimzahlen der
Ubernachtkulturen kulturell durch ausplattieren RALCAM-Agar ermittelt. Um eventuell
auftretende Verluste ahisteria-Zellen durch die magnetische Separation oder dierden
CBD-MS verbundenen Waschschritt zu beziffern, wuales dem Uberstand und der
Waschlésung ebenfalls eine Keimzahlbestimmung dyaftinrt.
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CBD-MS

Nach 20 h Inkubation wurde von jedem Ansatz einqédit von 1 ml entnommen und
zunachst der CBD-MS unterzogen. Dazu wurde dieoemtmene Anreicherung mit jeweils 20
pl einer Suspension der, fur das jeweilige Seroesr verwendetehisteria monocytogenes-
Stammes spezifischen CBD-Beads versetzt und figr 8iande in einem Uberkopfrotator bei
ca. 20 rpm inkubiert. Wéahrend dieser Inkubationdbim sich die CBD-Beads spezifisch an
die Zellwande der Listerien, so dass diese andbié durch den Einsatz eines
Magnetstanders von dem Anreicherungsmedium undPRiebenmatrix getrennt werden
kobnnen. Die CBD-Beatlisteria monocytogenes-Komplexe separieren sich an der
magnetnahen GefaBwand und der verbleibende Ubdrdtann vorsichtig abgenommen
werden. Vom Uberstand wurden dezimale Verdinnuegstellt und davon, zur Uberprifung
der Effektivitat der magnetischen Separation beezligtventueller Zielzellenverluste, jeweils
100 pl auf PALCAM-Agar ausplattiert, um eine Keirhk@estimmung durchzufiihren. Die
separierten Bealisteria-Komplexe wurden einem Waschschritt mit 1 ml PB&en (0,1
%) unterzogen, wieder im Magnetstander aufgetrema jeweils 100 pl von dezimalen
Verdinnungen der Waschlosung ebenfalls zur Keinbestiimmung auf PALCAM-Agar
ausgespatelt. Die Beddsteria-Komplexe wurden nun in 1 ml TSB+Y-Boullion
resuspendiert und zur Erhéhung der Keimzahl futeweidrei Stunden bei 37 °C bebritet. Im
Anschluss daran wurde die DNA-Extraktion mit denegMan™ Ultra Reagenz, wie in
Abschnitt3.2.5.1beschrieben, durchgefihrt.

Obwonhl orientierende Versuche zur Entwicklung deirkzahl Gber einen Zeitraum von drei
bis funf Stunden eine Zunahme der Keimzahlen nawoér 8ebritungszeit von finf Stunden
um ca. eine Zehnerpotenz im Vergleich zu einer 8®img von drei Stunden zeigten, war
eine Bebrutungszeit von drei Stunden fur einenkéffen Nachweis ausreichend und wurde
so fur die weiteren Untersuchungen gewahlt. Dadkahnten alle Arbeitsgange von der
CBD-MS bis zur Auswertung der PCR in einem Arbagstintergebracht werden und somit

ein maximaler Zeitgewinn fur die Routineuntersuahenreicht werden.
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Durchfihrung der PCR

Die TagMan-PCR wurde analog zu den in Abschi®2.2beschriebenen Bedingungen in
dem Geréat ABI Prism 7700 durchgefihrt.

3.2.9.3 Ergebnisse

Keimzahlen nach 20 h Anreicherung bei 30 °C in Half-raser-Medium

In mit 1-10 KbE/ml kontaminierten Proben wurden m&®9 h Anreicherung bei 30 °C in
Abhangigkeit vom Spezies, Stamm, Serovar und Prob&ix Listerienkeimzahlen im
Bereich von 5x19 bis 1x16 KbE/ml ermittelt.

Wurden die Proben mit 10-100 KbE/ml kontaminieagen die ermittelten Keimzahlen nach
20 h bei 30 °C im Bereich von 6x1Bis 1x16 KbE/m.

Effizienz der CBD-MS

Die CBD-MS von Listeria monocytogenes erwies sich als zuverlassige und effiziente
Methode zur Separation der Listerien aus dem Ahezingsmedium. Voraussetzung daftr
sind eine ausreichend lange Inkubationszeit, wahider die CBD-Beads an diasteria
Zellen binden, sowie eine groRe Sorgfalt bei denakme des Uberstandes, um keine
gebundenen Zellen mit abzunehmen.

Die Keimzahlbestimmungen des Uberstandes nach rtiagimer Separation sowie der
Waschlésung zeigten nur geringfigige Verluste arsteria-Zellen. So lag der
durchschnittliche Verlust bei einem Inokulum vori@-KbE/ml im Uberstand bei 0,31 %
beziehungsweise bei 0,16 % ausgehend von 10-100nbEtwas hoherd.isteria-Zell-
Verluste konnten mit 0,7 % (Inokulum 1-10 KbE/mé&zehungsweise 0,55 % (Inokulum 10-
100 KbE/ml) in der Waschldsung festgestellt werd@amit war keine Beeintrachtigung der
Sensitivitat des TagMan-Nachweises aufgrund deb®mandlung der Proben mit der CBD-

MS zu erwarten.
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Einflisse der CBD-MS auf die TagMan-PCR

Orientierende Vorversuche zeigten, dass die Anweserer CBD-Beads bei der DNA-
Extraktion mittels PrepMan Ultra Reagenz keinen stérenden Einfluss hat urth alie
TagMan-PCR durch die so gewonnenen Extrakte niesitirachtigt wird.

Ein Vergleich der PCR-Ergebnisse von DNA-Extrakemms der Voranreicherung (Halb-
Fraser nach 20 h Bebritung) und von Extrakten r@BB-MS und anschlie3ender nicht-
selektiver Anreicherung in TSB+Y zeigte eine detidi Verbesserung der TagMan-PCR
Ergebnisse bei letzterer Variante. So war ein pesitErgebnis der TagMan-PCR bis zu
sechs PCR-Zyklen friher detektierbar, als bei dieicigen Probe mit DNA-Extraktion nach
20 h AnreicherungTab. 11).

Hinsichtlich der Sensitivitat zeigte sich durch demsatz der CBD-MS eine deutliche
Verbesserung fir den TagMan-Nachweis vbisteria monocytogenes aus komplexen
Probenmatrizes. So konnten durch den Einsatz dMs#iode, im Gegensatz zur alleinigen
PrepMan DNA-Praparation nach 20 h Anreicherung (siche Abi&t3.2.5.2, in allen mit
1-10 und 10-100 KbE/25 ml beziehungsweise g komaarien Milchprodukten und
UmfeldprobenListeria monocytogenes zuverlassig nachgewiesen werdéralf.: 12). Die
gesamte Nachweiszeit, einschlie3lich CBD-MS, ng#iektiver Anreicherung und TagMan-
PCR, lag bei ca. 29 h (20 + 1 h CBD-MS Inkubatiofh i Handling + 3 h TSB-Y + 30 min
DNA-Extraktion + 2,5 h PCR + 1 h Handling/AuswergufTab.: 13).

Die Keimkonzentrationen in der Halbfraser Bouillagen nach 20 h, abh&ngig von dem
verwendeterListeria monocytogenes-Stamm und der Probenmatrix, im Bereich von 7,3x10
1,0x1¢ KbE/ml. Nach der nicht-selektiven Anreicherung iTSB-Y wurden
Keimkonzentrationen von 3,4x3@,3x1¢ KbE/ml erreicht. Fragliche oder falschnegative
Resultate traten nicht mehr auf. Die Kombinations aGBD-MS, nicht selektiver
Anreicherung und DNA-Extraktion mit der PrepMatltra Reagenz erwies sich somit als
eine sensitive und praktikable Methode fir den Masmb auch geringer

Ausgangskontaminationen véunsteria monocytogenes in verschiedenen Probenmatrizes.
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Tabelle 11: Untersuchung von kinstlich kontaminierten Milchgwkten und Umfeldproben
nach Anreicherung (jeweils im Doppelansatz) in Hathser tber 20 h, CBD-
MS und nicht-selektiver Anreicherung in TSB+Y (B °C) mittels TagMan-

PCR zum Nachweis vdrsteria monocytogenes.

KbE/ Milch | Gullywasser | Salzlake
25 ml

1-10 +/+ +/+ +/+
10-100 +/+ +/+ +/+

Tabelle 12 Vergleichende Darstellung der Keimzahlen und RE2g§ebnisse (EWerte)
nach 20 h Anreicherung und nach 20 h Anreiaig mit anschlieRender
CBD-MS und nicht selektiver Anreicherungl SB-Y Uber 3 h.

Ci-Wert
Probenmatrix | Stamm KbE/25 g |Keimzahlen|Keimzahlen| 20h | 20 h Halb-
bzw. ml | 20 h Halb- | 20 h Halb- | Halb- Fraser
Fraser Fraser Fraser | CBD-MS+
CBD-MS+ 3 h TSB-Y
3 h TSB-Y
pasteurisierte 1109 1-10 1,3x10 1,9x1d | 37,51 36,73
Milch
1-10 1,1x16 9,9x10 38,58 38,05
Gullywasser 1144 1-10 1,010 | 2,3x1G | 34,10 27,03
1-10 6,8x16 1,7x16 | 34,81 28,90
10-100 4,4x10 1,6x16 30,89 26,35
10-100 6,1x10 9,0x1G | 29,38 25,77
Gullywasser 1144 1-10 3,3x10 | 9,3x1d | 36,10 29,17
1-10 8,1x16 1,5x1G | 36,15 28,73
10-100 1,1x10 1,9x16 | 31,03 26,03
10-100 8,8x10 1,1x16 32,11 25,65
Salzlake 1144 1-10 73x10 | 3,4x1d | 40,00 34,41
1-10 0 0 40,00 40,00
10-100 1,4x10 4,7x1d | 36,34 29,60
10-100 1,7x10 54x160 | 36,49 31,43
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Tabelle 13: Vergleich der Nachweiszeit filursteria monocytogenes mit und ohne Einsatz
der CBD-MS.

Arbeitsschritte Mit CBD-MS Ohne CBD_MS
Anreicherung in Halb- 20 h 48 h

Fraser

CBD-MS 2h

nicht-selektive 3h

Anreicherung in TSB-Y

DNA-Extraktion 1h 1h

Real-Time PCR 3h 3h
Gesamtnachweiszeit Ca.29h Ca.52h
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4 Diskussion

Die amtliche Untersuchungsmethode nach 8 64 LFGIBh ANachweis vonListeria
monocytogenes in Milch  und  Milchprodukten  dauert einschlieRlichaller
Bestatigungsreaktionen bis zu zwolf Tage, ein negatErgebnis liegt frihestens nach funf
Tagen vor. Vor allem bei Produkten mit kurzer Hai#eit, aber auch im Hinblick auf hohe
Lagerkosten sind Verfahren wiinschenswert, dieasnohes Screening auf das Vorhandensein
von Listeria monocytogenes und damit eine schnellere Freigabe von Rohstofiiewl
Produktionschargen erlauben. Fir die betrieblichigertkontrolle ist weiterhin die
Uberpriifung von Umfeldproben und Produkten &igteria spp. von Bedeutung, da der
Nachweis apathogendristeria-Spezies einen Hinweis auf Mangel in der Betriebgme
geben kann. In den letzten Jahren gab es dahdankrBestrebungen die Nachweiszeit fur
Listerien zu verkirzen.

In den meisten Vero6ffentlichungen diente die PCRmaéthodischer Ansatz zur Optimierung
des Nachweises. Dabei stellten Milchprodukte alsexe Matrizes in vielen Féllen ein
Problem fur das empfindliche Nachweissystem der @R ROSSEN et al. (1992) stellten
eine vollstandige Inhibition der PCR durch Bestaildtvon Weichkase fest, die erst durch
Vorbehandlung der Weichkaseproben reduziert wekdemte. Des Weiteren erwiesen sich
Caseinbestandteile, die wéahrend der PCR koaguli€@altiumionen (SCHEU et al., 1998),
Nukleinséduren von Bakterien der Begleitflora odeatikbestandteilen (GOLDSTEYN et al.,
1991), Proteinasen (Trypsin) in Frischmilch (POWEet al., 1994) sowie Glykogen und
Fette (WILSON, 1997) als problematisch. WeiterebRrme fir den effizienten Nachweis
von Listeria monocytogenes in Milchprodukten stellen die, im Vergleich zur @eitflora,
niedrigen Listerien-Keimzahlen, deren ungleichmélfgrteilung in der Probenmatrix sowie
inhibitorische Wirkungen der Begleitflora auf dasterienwachstum dar. Diesem Problem
wird mit  unterschiedlichen  Vorbehandlungen der Brob und selektiven

Anreicherungsschritten begegnet.

4.1 Entwicklung von TagMan PCR-Methoden fur den Nabweis vonListeria spp. und

von Listeria monocytogenes

Auch in der vorliegenden Arbeit war es das Zielitels PCR eine Verkiirzung des Listerien-
Nachweises in Milchprodukten zu ermdglichen. Allegs sollten die Vorteile der Real-Time

PCR in der Form einer TagMan-PCR ausgenutzt werbDen.entscheidenden Vorteile des
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TagMan-Systems liegen darin, dass die gesamte Atigvge automatisiert ist und keine
weiteren Arbeitsschritte, wie Gelelektrophorese, bitlisierungsreaktion oder ELISA
erforderlich sind. Da die Reaktionsgefal3e nach éfbtker PCR nicht mehr ged6ffnet werden
missen, ist das Risiko einer Kontamination mit Afikalten, das bei vielen auf der PCR
beruhenden Techniken ein grof3es Problem darsteflinimiert. Als zusatzlichen
Sicherheitsfaktor gegenlber einer Kontamination Amtplifikaten enthalten kommerziell
hergestellte, vorkonfektionierte Reagenziengemische speziell fir das TagMan-System
optimiert wurden, haufig Uracil-N-Glycosidase. Aglte des Nukleotidbausteins dTTP wird
hierbei das Analogon dUTP verwendet, das von dgmiase in alle Amplifikate eingebaut
wird. Das dem Mastermix zugesetzte Enzym spaltetelveer Temperatur von 50 °C alle
dUTP-haltigen Polynukleotide und verhindert so dreamplifikation von PCR-Produkten.
Das Enzym selbst wird bei dem initialen Denatumgaschritt der PCR inaktiviert.

Die Verwendung einer Sonde stellt sicher, dassdraplifikate kein falsch positives Signal
verursachen kénnen. Eine zusatzliche Verifizierpagitiver Ergebnisse, zum Beispiel durch
Restriktionsverdau der Amplifikate, wie sie fur PGRthoden mit elektrophoretischer
Detektion der Amplifikate gefordert wird, eribrigich dadurch. Zudem ermdéglicht die
TagMan-PCR in der Regel einen empfindlicheren Naib\als die Gelelektrophorese, da die
fluoreszenzoptische Messung niedrigere DNA-Konatimnen detektiert als die
Ethidiumbromidfarbung.

Die Konzeption im Mikrotiterplattenformat erlaubte nach Bedarf, einen hohen
Probendurchsatz. AuRerdem zeichnet sich das Ta@ysatem bei den bisher publizierten
Methoden durch eine hohe Zuverlassigkeit und Seitatt aus und wird zudem als robust
beschrieben (CHEN et al., 1997)

Um den beteiligten Unternehmen mdglichst schneléeizbare Methoden zur Verfliigung zu
stellen, wurde zunachst versucht, eine in der &iterbeschriebene TagMan-PCR-Methode
mit Oligonukleotiden aus denmap-Gen an die Fragestellung des Forschungsvorhahens z
adaptieren (HEIN et al., 2001). Diese Methode drgisech jedoch auch nach umfangreichen
Optimierungsversuchen nicht als Grundlage fur dRoeitinemethode, so dass vollig neue

TagMan-PCR Nachweise etabliert wurden.

Das haufig fir den Listeriennachweis verwendete (agn das bei allerListeria-Spezies
vorkommt, ermoglicht durch die Auswahl bestimmteen@bschnitte und entsprechender

Primer eine Detektion des Genlussteria, von Gruppen vorListeria spp., oder aber auch
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spezifisch vonListeria monocytogenes (BUBERT et al.,, 1992). Der in der vorliegenden
Arbeit entwickelte TagMan-Nachweis zum Listeriem€®ning war so konstruiert worden,
dass innerhalb des Amplikons ein variabler Sequesctmitt enthalten ist, in dem die
verschiedenen Listerienspezies starker voneinaatageichen. In diesen Abschnitt wurde ein
Primer gelegt, der den spezifischen Nachweis kmsteria monocytogenes gewahrleisten
sollte. Somit musste lediglich der Vorwéartsprimeewgchselt werden, um entweder
spezifisch Listeria monocytogenes oder Listeria spp. nachzuweisen. Sonde und
Ruckwartsprimer waren fur beide Anwendungen gleich.

Der Nachweis auf Basis deésp-Gens erwies sich als gut geeignet fir das Scrgeranf
Listeria spp. MitListeria monocytogenes, Listeria innocua und Listeria seeligeri werden die
wichtigsten milchhygienisch relevanten ListerierBpse erfasst. Bei den anfanglichen
Versuchen mit klassischer PCR hatte sich gezeass die verwendeten Primer dllisteria-
Spezies aulidristeria grayi ssp.grayi erfassen. Von den hochkonservierten Abschnitten des
iap-Gens, die einen sehr hohen Grad an UbereinstimrallegSpezies aufweisen, entsprach
keiner den spezifischen Anforderungen an eine TagBlande. Deshalb wurden die Primer
in hochkonservierte Abschnitte gelegt und bei dend® wenige Abweichungen toleriert
(Abb. 3)

Daher erschien die Verwendung von SybrGfeasinem interkalierenden Farbstoff, der sich
unspezifisch an doppelstrdngige DNA anlagert, eseigneter Ansatz, um bei speziellen
Fragestellungen auch den Nachweis des gesamtensGesteria zu ermdglichen. Dieses
bestatigte sich bei der Untersuchung von DNA-Exealder verschiedenen Listerienspezies
mit der Screening-PCR unter Verwendung von SybnGStedlle Listerienspezies mit
Ausnahme vonlListeria grayi ssp. grayi ergaben ein positives Signal. Ob das korrekte
Amplifikat gebildet wurde oder ein falsch positiv&ignal vorliegt, kann durch eine
Schmelzkurvenanalyse im Real-Time PCR-Gerat mierairzusatzlichen Zeitaufwand von
etwa 15 min abgeklart werden. Somit liegt ein geeigs alternatives Testformat vor, mit
dem das gesamte Genussteria auler Listeria grayi ssp. grayi erfasst wird. Die

Interpretation der Daten erfordert allerdings iesgim Fall etwas mehr Erfahrung.

Der fir den spezifischen Nachweis vbisteria monocytogenes konstruierte Primer konnte
jedoch nicht tberzeugen, da immer wieder schwadleeizfeaktionen mit anderensteria-
Spezies auftraten. Als Zielgen fur den spezifischiaxthweis vonListeria monocytogenes
wurde daher das Listeriolysin-GdnyA gewahlt, das nebehisteria monocytogenes nur

Listeria ivanovii undListeria seeligeri aufweisen. Durch einen Abgleich mit in der GenBank
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vorhandenen Sequenzen wurde sichergestellt, dasgrPund Sonde in Abschnitten liegen,
in denen mdoglichst grof3e Abweichungen zu den Ldiein-Genen vorlListeria ivanovii
und Listeria seeligeri bestehen und zugleich bkisteria monocytogenes méglichst wenige
Mutationen vorkommen, um so eine gro3tmdgliche Bipizfir den Nachweis vohisteria
monocytogenes zu erreichen. Keiner der getesteten Stdmme andasterien-Spezies
reagierte falsch positiv. In den Ruckwartsprimer rareu eine Wobble-Position (T/A)
eingebaut, da ein grol3er Teil der in der GenBanigerten hlyA-Sequenzen vohisteria
monocytogenes-Stammen an dieser Position anstelle eines T eiaufveisen. Durch die
Wobble-Position wurde die Wahrscheinlichkeit reeuzi dass infolge dieser
Sequenzabweichung manchisteria monocytogenes-Stamme von den Primern nicht erfasst
werden. Von den 34 im Zusammenhang mit der Senéisprifung des Nachweises
getesteterlListeria monocytogenes-Stammen unterschiedlicher Serovarietaten reagicite
positiv.

Hinsichtlich der Sensitivitat zeigte sich anhand Watersuchungen an Reinkulturen, dass
sowohl die TagMan-PCR zum Listerien-Screening alg€hadie fir den spezifischen
Nachweis vonlListeria monocytogenes fiir einen zuverlassigen Nachweis vansteria
monocytogenes Keimkonzentrationen im Bereich von*100° KbE/ml erfordern. Keimzahlen,
die fir einen direkten Listeriennachweis in Milcbgukten erforderlich sind, lagen im
gleichen Bereich. Das entspricht, unter Beruckgicity der Probenaufbereitung und der
PCR-Bedingungen, #a0® KbE/PCR. Allerdings waren in den mit 1-10 KbE/25 g
beziehungsweise 1-10 KbE/25 ml artifiziell kontararten Proben von Milch und
Milchprodukten, Anreicherungszeiten von bis zu 48nftig, um die erforderlichen
Keimzahlen zu erreichen und einen sicheren Nachwaisgewdahrleisten. Nach 48 h
Anreicherung reagierte aber keine der mit niedrigermzahlen kontaminierten Proben mehr
falsch negativ. Lange Anreicherungszeiten warenbassndere bei Camembert und
Weichkase mit Rotschmiere erforderlich. Der Naclswan Listerien in diesen Késearten ist
besonders problematisch, da hier inhibitorischeflisse der Késeflora das Wachstum der
Listerien hemmen (SULZER und BUSSE, 1991; LOESSNERQ).

Mit den entwickelten Methoden konnten vergleichb@emsitivitdten wie mit in der Literatur
beschriebenen Real-Time PCR-Methoden zum Nachwers listerien erreicht werden.
NOGVA et al. (2000) konnten mit der von ihnen esgjgten TagMan-PCR

6-6x10 KbE/PCR in Magermilch nachweisen. BASSLER et 898) benétigten fir ein
positives Ergebnis der TagMan-PCR?* KbE/PCR. Bei einer von RODRIGUEZ-LAZARO
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et al. (2004) entwickelten Methode waren dagegeaitsedrei Kopien fiir ein positives PCR-
Ergebnis ausreichend. Mittels ihrer Real-Time P@Rugg es RUDI et al. (2005)

10-100 KbE/g in Schnittkase nachzuweisen. Allerdingrfolgte hier die kinstliche
Kontamination des untersuchten Schnittkases nur ¢ibe Oberflachenbehandlung, so dass
es zu keiner intensiven Verbindung der Keime mit dkatrix kommen konnte. Dies
entspricht zwar teilweise dem Verlauf einer natiin Kontamination mitListeria
monocytogenes, jedoch bericksichtigt es nicht die Mdglichkeibiplematischer Interaktionen
zwischen den Keimen und der Probenmatrix fir dechMais.

Fur die DNA-Extraktion aus Anreicherungskulturerr derschiedenen Milchprodukte hat
sich die Verwendung des PrepMan Ultra Reagenz g@uébrt. Bei dieser Probenaufbereitung
war die Effizienz der PCR-Reaktion ahnlich der \®einkulturen. Storende Matrixeffekte
wurden nicht beobachtet. Dagegen ergaben sich érevéndung des DNeasy Tissue Kits, das
auf der Verwendung von Silicasdulchen basiert, warnedlt Probleme mit
Kreuzkontaminationen. Grundsétzlich sind fir dieuiRmediagnostik Methoden vorzuziehen,
die kostenglnstig, gut standardisierbar und relaténig arbeitsaufwendig sind. Auch in

dieser Hinsicht ist das PrepMan Ultra Reagenz dé&wed3y Tissue Kit Uberlegen.

4.2 Verkirzung der Nachweiszeit durch Kombination de TagMan-PCR mit einer

Methode zur spezifischen Separation der Listerien

Die fuir den Nachweis von niedrigen Listerien-Zahkerfiorderlichen Anreicherungszeiten
waren bei einigen Milchprodukten mit 48 h relatand). Eine deutliche Verkirzung der
Nachweiszeit ware fur die Anwendung der Nachwetssyge in der Routinediagnostik
wunschenswert. Aus diesem Grund wurde die TagMaR-R@@ einer neuen Technik zur
Separation von Listerien kombiniert.

Diese, als CBD-MS bezeichnete, Technik beruht am dinsatz modifizierter Lysine Ply
500 und Ply 118, die von démsteria-Phagen A500 beziehungsweise A118 gebildet werden.
Die Phagenlysine verfligen Uber einen lytischen uimer einen zellwand-bindenden Anteil,
wobei letzterer flr eine spezifische Separation ldsterien genutzt werden kann. Der C-
Terminus, als eine der beiden funktionellen Domaeeathalt die zellwand-bindende Doméane
(CBD) und ist fur die Spezifitat verantwortlich (ESSNER et al., 2002). Die Proteine
werden gentechnisch B coli exprimiert und kénnen durch Modifikation am N-Tenos an
super-paramagnetische Partikel gebunden werden.58BRind CBD118 binden jeweils

spezifisch an unterschiedliche Serovare verschadehisterien-Spezies Téab.: 10;
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LOESSNER et al., 2002). Durch eine Kombination bei@BD wird praktisch das gesamte
GenusListeria erfasst. Um Material einzusparen, wurde bei dersMgren mit kinstlicher
Kontamination jeweils nur der CBD-Typ eingesetzty dlen verwendetehisteria-Stamm
erfasste.

Der Einsatz der CBD-MS erwies sich als positiversatz zur Verbesserung der Listerien-
Nachweise in Milchprodukten. Durch Einschalten dgs Verfahrens zwischen
Selektivanreicherung und DNA-Extraktion liel3 sichie d Nachweiszeit deutlich
verkirzen(Gesamtnachweiszeit 29 h im Vergleich 2uhn'®hne CBD-MS). Ein wesentlicher
Vorteil der CBD-MS ist die Moglichkeit der Abtrenng der zu detektierenden Listerien von
potentiell die PCR beeinflussenden Lebensmitteimeiteilen und von der Begleitflora in den
Proben. Wenn die Listerien Gber CBD-MS magnetisgbagert werden, liegen sie bedingt
durch die hohe Spezifitat der CBD-MS in Reinkultuor (KRETZER, 2006) und kdnnen
anschlieBend einer Anreicherung in einem nichtselek Medium mit optimalen
Wachstumsbedingungen unterzogen werden. Dadurganligisterien-Keimzahlen in einem
sicher detektierbaren Niveau nach kirzerer Anreiohgszeit vor. Durch die CBD-MS
konnte die Nachweiszeit auf ca. 29 h verkirzt werdEine selektive Anreicherung von 48 h,
wie sie ohne CBD-MS fur komplexere Probenmatrizésreerlich war, um einen sicheren
Nachweis der Listerien in verschiedenen Milchprdadokzu gewahrleisten, war nicht mehr
notwendig. Da die Bindung der Listerien an die CBi2versibel ist, war es wichtig zu
Uberprifen, ob die Anwesenheit der CBD-beschichtéagnetpartikel die DNA-Extraktion
oder die Real-Time PCR beeintrachtigt. Ein negatiZenfluss auf die DNA-Préparation
beziehungsweise die PCR-Reaktion war dabei nichstiElbar.

Unter den zahlreichen Arbeiten zur VerbesserungkEdfaktivitat des Listerien-Nachweises
findet sich als vergleichbarer Ansatz die immunon&tigche Separation (IMS), bei der durch
den Einsatz spezifischer Antikorper, die ebenfafs Magnetpartikel gekoppelt werden,
versucht wirdListeria monocytogenes spezifisch zu isolieren.

Die CBD-MS erwies sich in der vorliegenden ArbeierdMS als Uberlegen, da die
Zielzellverluste bei der Probenaufbereitung im Veidh zu publizierten Methoden unter
Verwendung der IMS deutlich geringer ausfielen. @ceichten UYTTENDAELE et al.
(2000) nach dem Einsatz von Dynabé&adsti-Listeria nur Wiederfindungsraten von ca. 5
%. Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit demersuchungen von FLUIT et al.
(1993), in denen die immunomagnetische Separatamh 48 h Anreicherung mit der PCR
kombiniert wurde. Hier wurden ebenfalls nur Wiedattingsraten fir Listeria
monocytogenes von 5-15 % erreicht. UYTTENDAELE et al. (2000) setér den Einsatz der
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iImmunomagnetischen Separation zur Isolierung undnzkptration von Listeria
monocytogenes aus Kase die hohe Viskositat der Suspension ansekdrierten Bakterien
und kleinen Probenpartikeln als problematisch amesDftihrte zu Problemen bei der
magnetische Separation der Dynab&adgodurch nur eine teilweise Wiederfindung der
Dynabead® und damit der Listerien erméglicht werden konntauch vorherige
Zentrifugationsschritte und Verdinnungen der Susipenkonnten zu keiner Verbesserung
der Detektion niedriger Keimzahlen fiihren. DiesebR¥me traten beim Einsatz der CBD-MS
nicht auf und auch die Verlustraten waren mit Ratem 0,16-0,31 % im Uberstand
beziehungsweise 0,55-0,7% in der Waschlosung velg@sgigbar gering.

Fur die Anwendbarkeit der Methode in der Routiner wige Integration einer internen
Positivkontrolle (IPC) in den PCR-Ansatz wichtigedhtuell PCR-inhibierende Einfliisse von
Probenbestandteilen, wie zum Beispiel der hohe I[Gah&roteinen und verschiedenen lonen
in Milch und Milchprodukten und daraus resultiereridlsch negative Ergebnisse lassen sich
so erkennen. Denn die PCR der IPC lauft unabhaugig der PCR fir den Listerien-
nachweis in dem selben Reaktionsgefal ab, so dasdehlende Amplifikation der IPC auf
hemmende Einflisse von Probenbestandteilen hindeuatd so eine Fehlinterpretation der
PCR in Form eines falschnegativen Ergebnisses edeni werden kann. Somit lasst sich
kostenguinstig mit geringem materiellem Aufwand di&/erlasslichkeit der
Untersuchungsergebnisse erheblich verbessern.

Da mittlerweile zahlreiche Real-Time PCR-Gerate uaterschiedlichen Herstellern auf dem
Markt sind, erwies es sich als sinnvoll fur die Wtzsing der TagMan-Nachweise in die
Praxis, die Kompatibilitit und Ubertragbarkeit aafhdere Real-Time PCR-Gerate zu
untersuchen. Daher erfolgten im Rahmen von Vorfiigem anderer Real-Time Gerate
verschiedener Hersteller am Institut, Versuche Zubertragbarkeit des TagMan-
Nachweissystemes. So wurden Gerdte der Firmen RDiggmostics (LightCycléh),
Stratagene (MX 3000, sowie BioRad (i-Cyclél getestet. Die Unterschiede zwischen den
einzelnen Real-Time Geraten liegen unter andereatemBauweise, den Lichtquellen, mit
denen die Fluorophore angeregt werden, sowie denrchBatzraten. Fur die
Vergleichsuntersuchungen wurden dezimale Verdinemingon DNA-Extrakten von
Listeria-Reinkulturen vergleichend auf dem ABI 7700 und @ederen Real-Time Geraten
untersucht und die Effizienz verglichen.

Die Nachweise waren ohne weitere Adaptation auf Garit MX 3008 der Fa. Stratagene
und auf dem i-Cyclérder Fa. BioRad einsetzbar.
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Fur die Verwendung auf dem LightCycteder Fa. Roche waren aufgrund der véllig anderen
Temperaturkinetik dieses Gerates eine AdaptatienTaemperatur-Zeit-Programms und eine
Modifikation der Probenaufbereitung erforderlicha Bas Gerét der Fa. Roche Uber langere
Zeit zur Verfugung stand, wurden, neben den Unténsnigen mitListeria-Reinkulturen,
auch kunstlich kontaminierte Proben von Milchpragmkuntersucht.

Sowohl der Listerien-Nachweis mit Reinkulturen, @alh der in Milchprodukten erwies sich,
unter Berlcksichtigung des modifizierten PCR-Progrees und der erforderlichen
Verdiinnung der Extrakte, als gut auf den LightCytlébertragbar.

Insgesamt wurden somit im Rahmen dieser Arbeit téisgige Real-Time PCR-Methoden
sowohl flr den Nachweis vdristeria monocytogenes als auch fur den Nachweis vbrsteria
spp. entwickelt. Beide Nachweise kénnen sowohl #8t h Anreicherung als auch in
verkirzter Form mit der CBD-MS angewendet werded ermdglichen so eine erheblich
kirzere Untersuchungszeit als der kulturelle Nachwach § 64 LFGB. Obwohl der Einsatz
der CBD-MS keinerlei Probleme fur die TagMan-PCRt mich brachte, ist, trotz der
positiven Ergebnisse, zur Uberpriifung der Anwenkiiirauf andere Milchprodukte sowie

Umfeldproben eine weitere Validierung erforderlich.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Real-Time PCR-Vedahauf Basis des TagMan-Systems
fur die Detektion vonListeria spp. und vonListeria monocytogenes entwickelt und
hinsichtlich der Anwendbarkeit fir den Nachweis Masterien in Milcherzeugnissen und

Umfeldproben tberpruft.

Der genusspezifische Nachweis fiisteria spp. erfasst mitisteria monocytogenes, Listeria
innocua und Listeria seeligeri die wichtigsten und am haufigsten in Milchprodukte
nachgewiesenen Listerienspezies. Wenn im gleichesmchWNeissystem anstelle der
fluoreszenzmarkierten TagMan-Sonde der interkaligee Fluoreszenzfarbstoff SybrGreen
verwendet wird, kann das gesamte Gehisseria, mit Ausnahme vorlisteria grayi ssp.
grayi, nachgewiesen werden. Der speziesspezifische NasHhr Listeria monocytogenes
erfasst alle getesteten Stamme dieser Spezies 34) und reagierte mit keiner anderen
Spezies falsch positiv. Bei der Untersuchung voniniRdturen waren fur beide

Nachweissysteme Keimzahlen vori-I@ KbE/m fiir einen sicheren Nachweis erforderlich.

Nach der erfolgreichen Etablierung der Nachweise Reinkulturen wurden kinstlich

kontaminierte Milchprodukte untersucht. Es wurdewashl unproblematische Matrizes wie
pasteurisierte Vollmilch als auch Produkte mit eindohen Gehalt an Begleitflora wie
Weichkase untersucht. Hierbei waren fur einen 2Z&seigen Nachweis niedriger
Listerienzahlen von 1-10 KbE/g, aufgrund inhibisoher Einflisse einiger Probenmatrizes
sowie der Begleitflora auf das Listerienwachstumyeicherungszeiten in Halb-Fraser von
bis zu 48 h erforderlich. Eine negative Beeinfligsuder PCR-Nachweise durch
Probenbestandteile wurde nicht beobachtet, wennPdaben mit dem PrepMan Ulfra

Reagenz aufbereitet wurden.

Eine deutliche Verkirzung der Nachweiszeit in peoitischen Probenmatrizes konnte
durch Separation der Listerien aus der selektivemreisherungskultur mittels

paramagnetischer Partikel, die mit listerienbindandProteinen ausisteria-spezifischen

Phagen beschichtet sind (CBD-MS; KRETZER, 2006)eient werden. Die separierten
Listerien wurden nach einem kurzen nicht selektid@meicherungsschritt (3 h in Trypton-
Soja- Bouillon mit Hefeextrakt) mit dem PrepManrdlReagenz aufbereitet und in der PCR
eingesetzt. Mit dieser Methode konnte die selektdareicherung auf 20 h und die

Gesamtnachweiszeit auf 29 h reduziert werden.
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6 Summary

Shortening and optimization of the detection of Literia in dairy products using real-
time PCR

In this project real-time PCR methods based onTiégMan principle for the detection of
Listeria spp. and ofListeria monocytogenes have been developed and tested for their
applicability for the detection of Listeria in dgiproducts and environmental samples.

The genus specific system detects Witsieria monocytogenes, Listeria innocua, andListeria
seeligeri the Listeria which are most important and mostuedly present in dairy products.
If in this system the intercalating dye SybrGregrused instead of the TagMan probe, it is
possible to detect the complete gehisteria with the exception oListeria grayi spp.grayi.
The species specific detection systemLfigteria monocytogenes detected all tested strains of
this species (n = 34) and did not react false paswith strains of any other species. When
using pure cultures, for both detection systemseliat counts of 1810° cfu/ml have been

necessary for reliably positive results.

After the methods had been established by using quitures, artificially contaminated dairy
products have been tested. Uncritical matricespisteurized milk have been used as well as
products with high numbers of accompanying florasaf cheese. For the reliable detection
of low numbers of Listeria of 1-10 cfu/g, up to B&nrichment culture in half Fraser bouillon
was necessary, due to inhibitory effects of som&ices and of the accompanying flora on
the listerial growth rate. No inhibitory effects sample components on the PCR have been

noticed, when using the PrepMan Ultra reagentdanse preparation.

The detection time in problematic matrices could dmmsiderably shortened, when the
Listeria were separated from the enrichment cultweparamagnetic particles which were
coated with Listeria binding proteins fromsteria specific phages (CBD-MS, KRETZER,

2006). After a short non selective enrichment gelt{3 h in tryptic soy broth) the separated
Listeria have been extracted with the PrepMan Ultagent and tested with the PCR. With
this method the selective enrichment culture cdnddeduced to 20 h and the total detection

time was 29 h.
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