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Einleitung 1

I EINLEITUNG

Der Verzehr von Fleisch und Fleischprodukten nimmt stetig zu. Fiir den Zeitraum
von 2002 bis 2010 prognostizierte die FAO (Food and Agriculture Organization
of the United Nations) weltweit ein Wachstum von Produktion und Verbrauch
von jahrlich 2,2 %. Ebenfalls nach Erhebungen der FAO ist der durchschnittliche
jahrliche pro-Kopf-Verbrauch weltweit von 24 kg (1966) iiber 36 kg (1999) auf
41 kg (2005) gestiegen, bis 2050 werden 52 kg prognostiziert (FAO, 2010). Die
Frage nach der Sicherheit dieser Produkte erfihrt zunehmende Aufmerksamkeit:
sowohl die Frage nach der Kontaminierung durch chemische Substanzen als auch
die nach der Belastung durch Mikroorganismen wie Bakterien, Pilze und Viren.
Um die Vermehrung von Mikroorganismen zu unterbinden und das Lebensmittel
zu konservieren werden manche Produkte erhitzt, chemisch behandelt oder

bestrahlt.

Die traditionelle Methode zum Nachweis und zur Quantifizierung von
Mikroorganismen ist der kulturelle Nachweis. Diese Methode ist geeignet, sofern
die Mikroorganismen nicht inaktiviert sind. Wird jedoch mikrobiell verdorbenes
Fleisch als Ausgangsprodukt zur Herstellung hitzebehandelter Fleischwaren
verwendet, so ist dies mit kulturellen Methoden kaum nachweisbar. Die meisten
vegetativen Bakterien sowie Pilzhyphen und Pilzsporen sind so hitzeempfindlich,
dass sie bei der Pasteurisation mit 70-80 °C inaktiviert werden (Samson et al.,
2000). Auch wenn die inaktivierten Mikroorganismen selbst nicht
gesundheitsschidlich sind, ist die Verwendung von verdorbenem Fleisch nach § 3
der Lebensmittelhygieneverordnung verboten (LMHV, 2010). AuBerdem ver-
bindet sich mit dem Vorkommen inaktivierter Mikroorganismen das Risiko einer
Kontaminierung durch hitzestabile mikrobielle Stoffwechselprodukte, z. B.
Mykotoxine. Solche Toxine konnen Herstellungsprozess (Bullerman und
Bianchini, 2007) und Hitzebehandlung wie Pasteurisierung oder Sterilisierung
(Samson et al., 2000) intakt oder nur in Teilen abgebaut iiberstehen und in
Einzelfillen zu Gesundheitsschiden fithren. Wegen dieser giftigen
Stoffwechselprodukte wird die Kontaminierung von Lebensmitteln durch Pilze
seit Jahrzehnten erforscht (Filtenborg et al., 1996). AuBerdem wurden weltweit
standardisierte Kontrollen zur entsprechenden Uberwachung von Lebensmitteln

im Handel eingefiihrt (Edwards et al., 2002).
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Vor diesem Hintergrund sind Untersuchungsmethoden gefragt, die auch
inaktivierte Mikroorganismen in hitzebehandelten Produkten nachweisen konnen.
Ziel dieses Forschungsvorhabens war es, ein molekularbiologisches Verfahren
zum Nachweis, zur Identifizierung und zur Quantifizierung von inaktivierten

Pilzen in hitzebehandelten Lebensmitteln tierischen Ursprungs zu entwickeln.

Die ,,Polymerase-Kettenreaktion® (PCR) erméglicht den Nachweis mikrobieller
DNA-Fragmente und hat sich als eine der effektivsten Methoden zum Nachweis
und — in Form der Real-Time-PCR — auch zur Quantifizierung von DNA bewdéhrt.
Die SSCP-Methode (Single Strand Conformation Polymorphism) und die
Sequenzierung der nachgewiesenen DNA ermoglichen die Identifizierung der

Pilze.



Literaturiibersicht 3

II LITERATURUBERSICHT

1 Pilze in Fleisch und Fleischwaren

Studien thematisieren seltener die Kontaminierung von Fleisch durch Pilze als
jene durch Bakterien. Das mag unter anderem daran liegen, dass Bakterien bei
normalen Bedingungen die Pilze immer dominieren. Nur unter Bedingungen, die
das Wachstum der Bakterien beschrinken, konnen Pilze besser wachsen, z. B. bei
Temperaturen unter 0 °C, einem pH-Wert unter 5 oder wenn das Fleisch auBen

sehr trocknen ist (Deak und Beuchat, 1996; Gill und Lowry, 1982).

Die Untersuchung von Fleisch und Fleischwaren auf Kontamination durch Pilze
erfolgte bislang mit kulturellen Methoden, die aber nur lebende Pilze nachweisen
konnen. Deshalb beziehen sich die meisten verdffentlichten Untersuchungs-
befunde auf Fleischwaren, die nicht thermisch behandelt oder die erst nach der
Herstellung kontaminiert wurden. Doch lisst sich aus der Literatur eine Ubersicht
dariiber gewinnen, welche Pilzarten hdufig in Fleisch und Fleischwaren

vorkommen (Tabelle 1 und Tabelle 2).

Tabelle 1: Schimmelpilz-Spezies in Fleisch und Fleischwaren
Produkte
Wirste

Literatur
Matos et al., 2007

Schimmelpilz-Spezies

Absidia spp.

Acremonium spp. Fleisch, gefrorenes

Fleisch

Lowry & Gill, 1984; Mizdkov4 et al.,
2002; Weidenborner, 1999
Alternaria alternata Fleisch, Hackfleisch, Ismail & Zaky, 1999; Mahmoud et al.,
gefrorenes Fleisch, 2001; Reif3, 1986; Weidenborner,
Schinken, Gefliigelfleisch 1999

Aspergillus spp. Fleisch, Schinken, Comi et al., 2004; Matos et al., 2007;
Wiirste Mizakova et al., 2002; Rojas et al.,
1991; Reif3, 1986; Weber, 2003
Aspergillus flavus Fleisch, Rindfleisch, Ismail & Zaky, 1999; Ismail et al.,
Hackfleisch, Schinken 1995; Mahmoud et al., 2001; Rojas et
al., 1991; Weidenborner, 1999
Aspergillus fumigatus Rindfleisch, Mahmoud et al., 2001; Rojas et al.,
Gefliigelfleisch, 1991; Weidenborner, 1999

Aspergillus glaucus

Aspergillus niger

Hackfleisch, Schinken

Schinken, Wiirste

Fleisch, Rindfleisch,
Hackfleisch, Schinken

Matos et al., 2007; Rojas et al., 1991

Ismail & Zaky, 1999; Ismail et al.,
1995; Mahmoud et al., 2001; Rojas et
al., 1991; Weidenborner, 1999
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Fortsetzung Tabelle 1: Schimmelpilz-Spezies in Fleisch und Fleischwaren

Schimmelpilz-Spezies

Produkte

Literatur

Aspergillus ochraceus

Aspergillus parasiticus

Aspergillus terreus

Aspergillus versicolor

Aureobasidium pullulans

Chrysosporium spp.

Cladosporium spp.

Cladosporium
cladosporioides

Cladosporium herbarum

Eurotium spp.

Eurotium amstelodami

Eurotium rubrum (repens)

Fusarium spp.

Fusarium oxysporum

Mucor circinelloides

Mucor hiemalis

Mucor racemosus

Penicillium spp.

Penicillium aurantiogriseum

Hackfleisch,
Schweinefleischprodukte

Speck

Hackfleisch, gefrorenes
Rindfleisch

Hackfleisch, Wiirste,
gefrorenes Rindfleisch

gekiihltes Fleisch
Fleisch, gekiihltes Fleisch

Fleisch, Schinken,
Wiirste

Rindfleisch, Hackfleisch

Hackfleisch, gefrorenes/
gekiihltes Fleisch

Schinken

Wiirste, Schinken, Salami

Hackfleisch, Schinken,
Speck

Schinken, Wiirste

Hackfleisch, gefrorenes
Rindfleisch

Fleisch, Rindfleisch,
Hackfleisch

Hackfleisch

Fleisch,
gefrorenes/gekiihltes
Fleisch

Fleisch, Schinken,
Wiirste

Schinken, gefrorenes
Rindfleisch

Edwards et al., 2002; Mahmoud et al.,
2001

Weidenborner, 1999

Mahmoud et al., 2001; Weidenborner,
1999

Tacumin et al., 2009; Mahmoud et al.,
2001; Matos et al., 2007;
Weidenborner, 1999

Weidenborner, 1999

Lowry & Gill, 1984; Weidenborner,
1999

Ismail et al.,1995; Mansour, 1986;
Mizékova et al., 2002; Rojas et al.,
1991; Weber, 2003

Ismail et al.,1995; Mahmoud et al.,
2001; Mansour, 1986; Weidenborner,
1999

Brooks & Hansford, 1923; Mahmoud
et al., 2001; Mansour, 1986;
Weidenborner, 1999

Comi et al., 2004; Weidenborner,
1999

Tacumin et al., 2009; Reif3, 1986

Comi et al., 2004 ; 2001; Nufiez et al.,
1996 ; Peintner et al., 2000

Matos et al., 2007; Reil3, 1986

Mahmoud et al., 2001; Weidenborner,
1999

Ismail & Zaky, 1999; Mahmoud et al.,
2001

Mahmoud et al., 2001

Brooks & Hansford, 1923; Lowry &
Gill, 1984; Weidenborner, 1999

Comi et al., 2004; Filtenborg et al.,
1996; Ismail et al.,1995; Matos et al.,
2007; Mizékova et al., 2002; Rojas et
al., 1991; Samson et al., 2000; Weber,
2003

Nuiiez et al., 1996; Weidenborner,
1999




Literaturiibersicht

Fortsetzung Tabelle 1: Schimmelpilz-Spezies in Fleisch und Fleischwaren

Schimmelpilz-Spezies

Produkte

Literatur

Penicillium chrysogenum

Penicillium commune

Penicillium expansum

Penicillium griseofulvum

Penicillium nalgiovense

Penicillium olsonii

Penicillium roqueforti

Penicillium solitum

Penicillium verrucosum

Rhizopus stolonifer

Wallemia sebi

Thamnidium elegans

Fleisch, Rindfleisch,
Hackfleisch, Schinken,
Speck, Wiirste

Schinken, Wiirste

Schinken, Wiirste,
gefrorenes/gekiihltes
Fleisch

Wirste, gefrorenes
Rindfleisch

Schinken, Wiirste

Wirste

Rindfleisch,
Gefliigelfleisch

Schinken, Wiirste, Speck

Schinken, Wiirste,
Schweinefleischprodukte

Fleisch, Wiirste

Wiirste

Fleisch,
gefrorenes/gekiihltes
Fleisch

Tacumin et al., 2009; Ismail & Zaky,
1999; Ismail et al.,1995; Kramer,
1997; Mahmoud et al., 2001; Nuifiez et
al., 1996; Reif}, 1986; Samson et al.,
2000; Weidenborner, 1999

Asefa et al., 2009a; Iacumin et al.,
2009; Nufez et al., 1996; Samson et
al., 2000

Brooks & Hansford, 1923; Iacumin et
al., 2009; Nuiiez et al., 1996; Samson
et al., 2000; Weidenborner, 1999

Weidenborner, 1999

Asefa et al., 2009a; Filtenborg et al.,
1996; Iacumin et al., 2009; Krimer,
1997; Samson et al., 2000;
Weidenborner, 1999

Tacumin et al., 2009; Lépez-Diaz et
al., 2002; Samson et al., 2000

Samson et al., 2000; Weidenborner,
1999

Asefa et al., 2009a; Peintner et al.,
2000; Samson et al., 2000

Cabaiies et al., 2010; Edwards et al.,
2002; Iacumin et al., 2009; Samson et
al., 2000; Weidenborner, 1999

Ismail & Zaky, 1999; Matos et al.,
2007; Reif3, 1986; Weidenborner,
1999

Weidenborner, 1999

Brooks & Hansford, 1923; Lowry &
Gill, 1984; Weidenborner, 1999

Tabelle 2: Hefe—Spezies in Fleisch und Fleischwaren

Hefe-Spezies

Produkte

Literatur

Candida spp.

Candida albicans

Candida intermedia

Candida parapsilosis

Candida rugosa

Rinderhackfleisch,
gefrorenes Fleisch,
Schinken, Wiirste
Rindfleisch

Rindfleisch,
Gefliigelfleisch, Wiirste

Rindfleisch, gefrorenes

Fleisch, Gefliigelfleisch,

Wiirste

Rindfleisch, gefrorenes

Fleisch, Gefliigelfleisch,

Wiirste

Asefa et al., 2009b; Banks & Board,
1987; Hsieh & Jay, 1984; Weber,
2003; Weidenborner, 1999

Deak & Beuchat, 1996

Deak & Beuchat, 1996; Encinas et
al., 2000

Banks & Board, 1987; Deak &
Beuchat, 1996; Encinas et al., 2000

Banks & Board, 1987; Deak &
Beuchat, 1996
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Fortsetzung Tabelle 2: Hefe—Spezies in Fleisch und Fleischwaren

Hefe-Spezies

Produkte

Literatur

Candida zeylanoides

Cryptococcus spp.

Cryptococcus albidus

Cryptococcus laurentii

Debaryomyces hansenii
(Candida famata)

Issatchenkia orientalis
(Candida krusei)

Pichia membranifaciens
Pichia guilliermondi

Rhodotorula spp.

Rhodotorula glutinis

Rhodotorula mucilaginosa

Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces exiguus

Trichosporon spp.

Yarrowia lipolytica
(Candida lipolytica)

Hackfleisch, gefrorenes
Fleisch, Rindfleisch,
Gefliigelfleisch, Wiirste,
Fleischprodukte,
Schinken

Hackfleisch, Schinken

Rinderhackfleisch,
Wiirste

Rindfleisch, gefrorenes
Fleisch, Schinken,
Lammfleisch,
Schweinefleischprodukte

Hackfleisch, gefrorenes
Fleisch, Rindfleisch,
Gefliigelfleisch, Wiirste,
Schinken,
Fleischprodukte

Milchprodukte”
Rindfleisch, Wiirste
Schweinefleischprodukte

Fleisch, Schinken,
Wiirste

Rindfleisch, gefrorenes
Fleisch, Gefliigelfleisch,
Schinken, Wiirste,
getrocknete
Fleischprodukte,
Rindfleisch, Schinken,
Wiirste

Geﬂugelﬂeisch',
Milchprodukte”

Rindfleisch,
Gefliigelfleisch

Rindfleisch,
Gefliigelfleisch,
Hackfleisch, Wiirste

Rinderhackfleisch,
gefrorenes Fleisch,
Wiirste, Lammfleisch,
Gefliigelfleischprodukte

Asefa et al., 2009b; Banks & Board,
1987; Dalton et al., 1984; Deak &
Beuchat, 1996; Deak et al., 2000;
Encinas et al., 2000; Hsieh & Jay,
1984; Nielsen et al., 2008;
Weidenborner, 1999

Asefa et al., 2009b; Hsieh & Jay,
1984; Weidenborner, 1999

Deak & Beuchat, 1996

Banks & Board, 1987; Deak &
Beuchat, 1996; Saldanha-da-Gama
et al., 1997

Asefa et al., 2009b; Banks & Board,
1987; Dalton et al., 1984; Deak &
Beuchat, 1996; Encinas et al., 2000;
Gardini et al., 2001; Kramer, 1997;
Nielsen et al., 2008; Saldanha-da-
Gama et al., 1997; Weber, 2003;
Weidenborner, 1999

Bockelmann et al., 2008; Makino et
al., 2010

Dalton et al., 1984; Deak & Beuchat,
1996

Nielsen et al., 2008; Saldanha-da-
Gama et al., 1997

Asefa et al., 2009b; Weber, 2003;
Weidenborner, 1999

Asefa et al., 2009b; Banks & Board,
1987; Deak & Beuchat, 1996

Deak & Beuchat, 1996

Bockelmann et al., 2008;
Weidenborner, 1999

Deak & Beuchat, 1996

Deak & Beuchat, 1996; Encinas et
al., 2000; Hsieh & Jay, 1984;
Weidenborner, 1999

Banks & Board, 1987; Deak &
Beuchat, 1996; Deak et al., 2000;
Encinas et al., 2000; Gardini et al.,
2001; Hsieh & Jay, 1984;
Weidenborner, 1999

* Milchprodukte werden gelegentlich als Zutaten zu Fleischprodukten verwendet
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1.1 Rohes Fleisch

Mizdkova et al. (2002) konnten bei Untersuchungen von rohem Fleisch (Rind-
und Schweinefleisch) auf Schimmelpilze in der Slowakei am héaufigsten die
Gattungen Penicillium spp., Acremonium spp., Mucor spp., Cladosporium spp.
und Aspergillus spp. isolieren. In lokalen Fleisch- und Hackfleischproben in
Agypten fanden Mahmoud et al. (2001) am hiufigsten Vertreter der Gattung
Aspergillus (A. flavus, A. fumigatus, A. niger, A. ochraceus, A. terreus), gefolgt
von Penicillium (P. chrysogenum, P. varidicatum), Cladosporium (Cla. clado-
sporioides, Cla. herbarum), Fusarium (F. oxysporum, F. verticillioides) und
Mucor (M. hiemalis). Hiaufige Hefen in rohem Fleisch sind Candida spp.,
Debaryomyces spp., Pichia spp., Rhodotorula spp., Trichosporon spp. und
Yarrowia lipolytica (Deak und Beuchat, 1996).

1.2 Hackfleisch

Bei der Herstellung von Hackfleisch kommt es durch die mechanische
Zerkleinerung teilweise zur Zerstorung von Zellen und zum Austritt von Zellsaft.
Zudem werden die primdr auf der Fleischoberfliche befindlichen
Mikroorganismen im ganzen Substrat mehr oder minder homogen verteilt. Die
Kontaminierung mit humanpathogenen Bakterien ist hier von gro3ter Bedeutung.
Wihrend Schimmelpilze eher selten auftreten, erreichen Hefen, wohl dank des
hohen verfiigbaren Wassergehalts, in Hackfleisch Keimzahlen bis zu 10° KbE/g
(Deak und Beuchat, 1996). In Hackfleisch wurden die Gattungen Candida spp.,
Candida zeylanoides, Debaryomyces spp., Yarrowia lipolytica, Pichia spp.,
Rhodotorula spp., Trichosporon spp. und Cryptococcus spp. am haufigsten
nachgewiesen (Dalton et al., 1984; Weidenborner, 1999).
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1.3 Gefrorenes Fleisch
Unter 0°C konnen Pilze beim Wachstum mit Bakterien konkurrieren. Im
Vergleich zu Hefen spielen Schimmelpilze eine grofe Rolle beim Befall
gefrorener Fleischprodukte. Bei der frostbedingt geringen Verfiigbarkeit von
Wasser konnen Hefen sich nicht vermehren, wihrend viele Schimmelpilze noch
wachsen konnen. Auf gefrorenem Fleisch konnen sie sichtbare Defekte
L

wie ,,Black Spots®, ,,Whisker
von Brooks und Handsford (1923), Gill et al. (1981) und Gill und Lowry (1982)

oder ,,White Spots* bilden. Nach Untersuchungen

bilden Cla. herbarum, Cla. cladosporioides, P. hirsutum und Aureobasidium
pullulans auf gefrorenem Fleisch ,,Black Spots®“. Pilze der Unterabteilung
Mucoromycotina, wie Thamnidium elegans und Mucor spp. (M. racemosus)
bilden nach den zitierten Untersuchungen auf gefrorenem Fleisch sogenannte
,»Whiskers“. Aus ,White Spots“ wurden Chrysosporium pannorum und
Acremonium spp. isoliert, ,Blue Green Spots®“ werden von P. corylophilum
gebildet (Lowry und Gill, 1984).

! Whisker: Englisch fiir Barthaar, Backenhaar bei Menschen sowie Tast-/Schnurrhaare
bei Hauskatzen. Hier handelt es sich um haarférmige Kolonien von Pilzen.

14 Fleischprodukte

Geriaucherte Fleischwaren: Einer Untersuchung in Norwegen zufolge war
Penicillium spp. die hiufigste Schimmelpilzgattung auf gerduchertem Fleisch
(z. B. Schinken), mit P. nalgiovense als dominierender Art, gefolgt von
Cladosporium spp. und Eurotium spp. (Asefa et al., 2009a). In Spanien wurden
Aspergillus spp. (A. glaucus, A. fumigatus, A. niger, A. flavus, Rojas et al., 1991),
Penicillium spp. (P. commune, P. chrysogenum, P.aurantiogriseum,
P. expansum) und Eurotium spp. (E. herbariorum und E. repens) aus
gerduchertem spanischem Schinken isoliert (Nufiez et al., 1996). Zu &dhnlichen
Befunden kamen Comi et al., (2004), die in Kroatien Eurotium spp.,
Aspergillus spp. und Penicillium spp. aus Istrien-Schinken isolierten und Peintner
et al. (2000), die in Tiroler Speck aus Italien und Osterreich E. rubrum und

P. solitum als dominierende Arten nachweisen konnten.

Wiirste: 91 % der von Papagianni et al. (2007) aus traditionellen griechischen
Wiirsten isolierten Pilze gehorten zur Gattung Penicillium spp.; darunter waren
P. solitum, P. nalgiovense und P. commune die hédufigsten Arten. Lopez-Diaz et

al. (2001) untersuchten in Spanien verschiedene fermentierte Wiirste, die von
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weiller Patina bedeckt sind. 70 % der isolierten Pilze gehorten zur Gattung
Penicillium spp., mit P. commune als dominierender Art, gefolgt von P. olsonii.
Matos et al. (2007) isolierten Schimmelpilze aus zwei verschiedenen gerducherten
portugiesischen Wurstsorten und fanden Penicillium spp., Aspergillus spp. und
Fusarium spp. als die hiufigsten kontaminierenden Gattungen. Ahnliche Befunde
berichten Ismail und Zaky (1999), die in fertigem Fleischgericht in Agypten am
hiufigsten A. niger, A. flavus, P. chrysogenum, Rhizopus stolonifer und

M. circinelloides nachweisen konnten.

2 Kontaminationsquellen

Bedeutendste Kontaminationsquelle fiir Pilze in Fleischwaren ist das Umfeld von
Schlachthéfen  und  fleischverarbeitenden  Betrieben.  Dort  konnten
Aspergillus spp., Penicillium spp., Eurotium spp., Cladosporium spp.,
Botrytis spp., Epicoccum spp. und Phoma spp. wiederholt isoliert werden (Ismail
et al., 1995; Mansour, 1986; Sgrensen et al., 2008). Hiufig vorkommende
Aspergillus-Arten sind A. flavus, A. niger, A. alutaceus, A. fumigatus, A. sydowii,
A. terreus und A. vesicolor (Ismail et al., 1995); hiufig vorkommende
Cladosporium-Arten sind Cla. herbarum und Cla. cladosporiodes (Mansour,
1986). Ein Beispiel von Sgrensen et al. (2008) zeigt, dass Penicillium spp. und
Eurotium spp., die sich in einem fleischverarbeitenden Betrieb fanden, auch aus
den fermentierten Wiirsten isoliert werden konnten. Cvetni¢ und Pepeljnjak
(1997) untersuchten in Kroatien Pilze in der AuBlenluft: Im Zeitraum von 3 Jahren
fanden sich Cladosporium spp. (44.7 %), Penicillium spp. (34.4 %),
Alternaria spp. (26.3 %), Aspergillus spp. (21.6 %), Absidia spp. (12.2 %) und
Fusarium spp. (7.5 %) als die dominierenden Gattungen. Tabelle 3 zeigt Pilz-

Gattungen und mogliche Kontaminationsquellen fiir Fleischprodukte.

Tabelle 3: Kontaminationsquellen fiir Pilze in Fleischwaren

Pilz-Spezies Lokalisation Referenz

Absidia spp. AuBenluft Cvetni¢ & Pepeljnjak, 1997

Alternaria spp. AuBenluft, Cvetni¢ & Pepeljnjak, 1997; Ismail et
Innenraumluft, al.,1995; Bundesgesundheitsblatt, 2007
Schlachthofe

Aspergillus spp. AuBenluft, Cvetni¢ & Pepeljnjak, 1997; Ismail et
Schlachthofe, al.,1995; Palmas & Meloni, 1997
Fleischverarbeitende

Betriebe
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Fortsetzung Tabelle 3: Kontaminationsquellen fiir Pilze in Fleischwaren

Pilz-Spezies Lokalisation Referenz

Botrytis spp. AuBenluft, Bundesgesundheitsblatt, 2007
Innenraumluft

Candida spp. Fleischverarbeitende Nielsen et al., 2008; Palmas &
Betriebe Meloni, 1997

Cladosporium spp. AuBenluft, Cvetni¢ & Pepeljnjak, 1997; Ismail et
Innenraumluft, al.,1995; Mansour, 1986; Pitkiranta et
Schlachthofe, al., 2008; Bundesgesundheitsblatt,
Fleischverarbeitende 2007; Sgrensen et al., 2008; Zeng, et

Cryptococcus spp.

Betriebe, Kuhstille

Fleischverarbeitende

Betriebe, Innenraumluft

al., 2006

Pitkdranta et al., 2008; Palmas &
Meloni, 1997

Epicoccum spp. AuBenluft, Bundesgesundheitsblatt, 2007
Innenraumluft

Mucor spp. Fleischverarbeitende Palmas & Meloni, 1997
Betriebe

Penicillium spp. AuBenluft, Cvetni¢ & Pepeljnjak, 1997; Ismail et
Schlachthofe, al.,1995; Palmas & Meloni, 1997;
Fleischverarbeitende Sgrensen et al., 2008
Betriebe

Scopulariopsis spp. Schlachthofe Ismail et al., 1995

Wallemia spp. AuBenluft, Innenluft, Gabrio, 2008;
Tierhaltung mit Bundesgesundheitsblatt, 2007 ;
Einstreu Samson et al., 2000
3 Mykotoxine bildende Pilze in Lebensmitteln tierischen
Ursprungs

Mykotoxine sind toxische sekunddre Stoffwechselprodukte, die von vielen
Schimmelpilzen gebildet werden konnen. Manche Pilze konnen mehrere
Mykotoxine gleichzeitig produzieren: beispielsweise kann P. griseofulvum
Patulin, Griseofulvin und Roquefortin C synthetisieren (Samson et al., 2000).
Nicht alle Schimmelpilz-Stamme oder Arten konnen Mykotoxine produzieren
(Samson et al., 2000). Pilze sind grundsitzlich hitzeempfindlich. Die fiir ihr
Wachstum optimale Temperatur liegt zwischen 25-35 °C (maximal etwa 40 °C,
thermotolerante Pilze etwa 50-60 °C; ReiB, 1986; Samson et al., 2000). Eine
Hitzebehandlung von 70-80 °C inaktiviert die meisten Pilz-Sporen (Samson et al.,
2000). Im Gegensatz dazu sind Mpykotoxine hitzetolerant, so dass sie
Pasteurisation und sogar Sterilisation noch iiberstehen konnen oder nur zum Teil

abgebaut werden (Samson et al., 2000). Bullerman und Bianchini (2007) zeigten
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in einer Studie, dass das Mykotoxin Fumonisin B1 erst bei einer Temperatur von
mindestens 160 °C zu 85 % zerstort wird, und zwar nur in Gegenwart von
Glucose.

Die Gattungen Aspergillus und Penicillium sind unter den Pilzen die
bedeutendsten Kontaminanten in der Nahrungskette, nicht nur, weil sie hdufig im
Umfeld der fleischverarbeitenden Betriebe auftreten (Ismail et al., 1995; Sgrensen
et al., 2008), sondern insbesondere, weil viele von ihnen Mykotoxine und toxische
Stoffwechselprodukte produzieren (Edwards et al., 2002; Samson et al., 2000).
Tabelle 4 zeigt die wichtigsten Mykotoxine, die von den hédufig in Fleischwaren

vorkommenden Pilzgattungen Aspergillus und Penicillium gebildet werden.

Tabelle 4: Mykotoxine produzierende Pilzarten der Gattungen Aspergillus und
Penicillium

Toxin / unerwiinschte Pilze Referenz

Substanz

Aflatoxin Aspergillus flavus, Bullerman et al., 1969; Edwards
A. parasiticus, et al., 2002; Reif3, 1986; Samson
A. nominus et al., 2000

Patulin A. terreus, Edwards et al., 2002; Reil3, 1986;
Penicillium expansum, Samson et al., 2000
P. griseofulvum,
P. roqueforti

Ochratoxin A A. ochraceus, Cabanes et al., 2010; Edwards et
A. westerdijkiae, al., 2002; Gil-Serna et al., 2009;
P. verrucosum, Lund & Frisvad, 2003; Pardo et
P. nordicum al., 2006; Reif3, 1986; Samson et

al., 2000; Saxena et al., 2001

Roquefortin C P. roqueforti, Taniwaki et al., 2009; Samson et
P. chrysogenum, al., 2000
P. griseofulvum,
P. expansum,
P. hirstum

Penicillinsidure P. aurantiogriseum, Asefa et al., 2009a; Laich et al.,
P. chrysogenum, 2002; Papagianni et al., 2007;
P. griseofulvum, Samson et al., 2000
P. nalgiovense,
P. olsonii,
A. ochraceus

Penicillin* P. chrysogenum, Samson et al., 2000
P. nalgiovense

* Penicillin ist kein Mykotoxin, sollte sich jedoch nicht in Lebensmitteln befinden
(Samson et al., 2000)
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Dariiber hinaus existieren andere Mykotoxin-produzierende Schimmelpilzarten im
Fleisch: Alternaria alternata bildet Alternariol (Andersen et al., 2006; Reif3, 1986;
Samson et al., 2000), Pilze der Gattung Fusarium bilden die Fusarium-
Mykotoxine z. B. Trichothecene, Zearalenone und Fumonisin (Edwards et al.,
2002; Reill, 1986; Samson et al., 2000), Arten der Gattung Eurotium spp.
(E. herbariosum, E. repens, E.amstelodami) bilden toxische Stoffwechsel-
produkte wie z. B. Physcion und Echinulin (Nifiez et al., 1996, Samson et al.,
2000) und Wallemia sebi — ein Pilz, der in Gewiirzen sowie in Innen- und
AuBenluft vorkommt — bildet Walleminol (Reif3, 1986; Samson et al., 2000).

Auch Arten der Gattung Cladosporium wurden héaufig in Fleischprodukten und im
Umfeld fleischverarbeitender Betriebe gefunden. Bisher gibt es jedoch keine
Erkenntnisse, dass diese Gattung Toxine bildet (Samson et al., 2000). In einer
entsprechenden Studie von Nuiiez et al. (1996) erwiesen sich die Stoffwechsel-
produkte von Cladosporium herbarum, isoliert aus spanischem Schinken, als

nicht toxisch gegeniiber dem Salinenkrebs Artemia.
4 Nachweis und Quantifizierung von Pilzen

4.1 Kulturelles Nachweisverfahren

Kontaminierende Pilze in Lebens- und Futtermitteln werden meist in
,Koloniebildenden FEinheiten (KbE)*“ (= Colony Forming Units: CFU)
quantifiziert (Gourama und Bullerman, 1995; Saxena et al., 2001). Hierzu wird
Probenmaterial zerkleinert und mit Peptonwasser verdiinnt; Aliquots dieser
Suspension werden dann auf geeignete Pilzndhrmedien (z. B. Sabouraud-Agar,
DG-18-Agar) aufgebracht. Nach einer Woche wird die Anzahl der Kolonien
bestimmt und unter Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktors die Zahl der KbE/g
berechnet (Gedek, 1974). Nachteil dieser Methode: sie ist zeitaufwendig und
spiegelt vorwiegend die Anzahl vermehrungsfihiger Sporen (und sprossender
Hyphen), nicht aber die Anzahl inaktivierter oder defekter Sporen. Junge
Schimmelpilz-Kolonien in Lebensmitteln bestehen beispielsweise iiberwiegend
aus Hyphen. Der KbE-Wert ist in diesem Fall im Vergleich zur Pilzmasse sehr
niedrig. Nach dem Einsetzen der Sporulation erhoht sich der KbE-Wert, ohne dass
die gesamte Pilz-Biomasse wesentlich zugenommen hat. Schimmelpilze wie
Alternaria spp. und Fusarium spp. produzieren iiberwiegend Hyphen, aber wenig

Sporen, wihrend Pilze wie Aspergillus spp., Penicillium spp. und Rhizopus spp.
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tiberwiegend Sporen produzieren (Karakousis et al., 2006; Schniirer, 1993;
Taniwaki et al., 2006). Denoch betrigt die Sporenanzahl bei Schimmelpilzen nur
zwischen 3-5 % der gesamten pilzlichen Biomasse (Schniirer, 1993). Der KbE-
Wert ist daher kein optimaler verldsslicher quantitativer Indikator fiir die gesamte

pilzliche Biomasse (Le Dréan et al., 2010; Schniirer, 1993; Taniwaki et al., 2006).

4.2 Grenzwert fiir kontaminierende Pilze in Fleischwaren

Anders als fiir Bakterien gibt es keine gesetzlichen Grenzwerte fiir die Gesamt-
keimzahl von kontaminierenden Pilzen in Fleischprodukten. Nach Eisgruber und
Biilte (2006) (Rechtsvorschriften, Referenzverfahren und Empfehlungen in der
EU und der Schweiz) wird der Toleranzwert fiir Schimmelpilze in Fleisch-
produkten (z. B. Rohwurstwaren, aber auch pasteurisierte Fleischprodukte) als
,,von blolem Auge nicht erkennbar* beschrieben. Immerhin sind fiir verschiedene

Produkte Toleranz-Richtwerte fiir die Belastung mit Hefen definiert (Tabelle 5).

Tabelle 5: Richtwerte fiir die Belastung von Fleischprodukten mit Hefen

Produkte Richtwerte (KbE/g) | Referenz

Briih-, Kochwiirste, Kochpokelware, Siilzen und 10* DGHM*, 2005

Aspikware, im Stiick und vakuumverpackt

Wiirstchen, vakuumverpackt 10° ALST**, 1991

Brithwurst und Kochpokelware (Stiickware und 10° ALST, 1991

Aufschnittware)

Rohpokelware (Stiickware und Aufschnittware) 10° ALST, 1991

Kochwiirste und Brithwiirste, vakuumverpackt Stiick: 10 ALST, 1991
Aufschnitt: 10*

Rohwiirste, schnittfest, vakuumverpackt Stiick: 10 ALST, 1991
Aufschnitt: 10°

Rohwiirste, streichfihig, vakuumverpackt 10° ALST, 1991

Stilzen und Aspikwaren, vakuumverpackt Stiick: 107 ALST, 1991

Aufschnitt: 10°
* DGHM: Deutsche Gesellschaft fiir Hygiene und Mikrobiologie, Fachgruppe
Lebensmittelmikrobiologie und —hygiene;

**ALST:  Arbeitkreis  lebensmittelhygienischer  tierdrztlicher = Sachverstindiger

(Eisgruber und Biilte, 2006)

Als Referenzwert in dieser Studie wurde mit 10’ KbE/g (bzw. Sporen/g) der
Grenzwert von Rohwurst-Aufschnitt iibernommen, auch weil der mit blofem
Auge erkennbare Befall mit Hefen auf Fleischoberflichen nach Weber (2003) ab
etwa 10° KbE/cm® wahrgenommen wird. Dieser Orientierungswert wurde fiir

diese Studie als Referenz fiir die Interpretation der gPCR-Ergebnisse verwendet.
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4.3 Nachweis der pilzlichen Biomasse

Ein alternativer Ansatz zur Quantifizierung der gesamten pilzlichen Biomasse in
einer Probe ist die Bestimmung des Myzel-Trockengewichts (Mycelium Dry
Weight). Diese Methode funktioniert nicht, wenn die Hyphen die Matrix des
Lebensmittels durchdringen (Le Dréan et al., 2010). Deshalb wurden chemische
und biochemische Methode zur quantitativen Bestimmung von Pilz-Biomasse in
Lebens- und Futtermitteln entwickelt. Dazu gehort die Quantifizierung von Chitin
und von Ergosterin. Chitin ist ein Polymer, das nicht in Bakterien, sondern in
Zellwédnden von Pilzen vorkommt — aber auch im Hautskelett von Insekten.
Chitin-Werte konnen deshalb missinterpretiert werden, wenn z. B. Getreide oder
Futtermittel von Insekten verunreinigt sind. Auch die Dauer des Chitin-Assays
von 4 bis 6 Stunden erweist sich als Nachteil im Vergleich zur Quantifizierung
per Ergosterin (Gourama und Bullerman, 1995; Seitz et al., 1977; Zelles et al.,
1987). Ergosterin bildet den Haupt-Bestandteil der Sterine in der Membran von
Pilzen. Es kommt nur selten in Bakterien und hoheren Pflanzen vor (Newell et al.,
1987; Madonna et al., 2001; Parsi und Goérecki, 2006; Seitz et al., 1977).
Ergosterin ist relativ instabil und wird nach dem Absterben der Pilze abgebaut. Es
dient deshalb als Indikator der lebenden Pilz-Biomasse und ihres Entwicklungs-
zustands (Gourama und Bullerman, 1995; Mille-Lindblom et al., 2004; Parsi und
Gorecki, 2006; Saxena et al., 2001; West und Grant, 1987; Zill et al., 1988).

4.4 Polymerase Chain Reaction

Die molekularbiologische Methode ,,Polymerase-Kettenreaktion® (PCR:
Polymerase Chain Reaction) wurde vom amerikanischem Chemiker Kary Mullis
1983 entwickelt. Die PCR ermoglicht den Nachweis geringster DNA-Mengen,
indem die vorhandene DNA durch wiederholte Verdopplung in mehreren Zyklen
kiinstlich vervielfiltigt wird. Die konventionelle PCR erfordert, die vervielfiltige
DNA in Agarosegel aufzutragen, um das Produkt der Amplifikation sichtbar zu
machen. Sie wird auch als qualitative PCR bezeichnet, da die Menge der in der
Probe vorhandenen DNA nicht bestimmt werden kann. Zur Quantifizierung der
DNA in der Probe wurde die Real-Time-PCR oder quantitative PCR (qPCR)
entwickelt. Die qPCR ist schnell, spezifisch und macht den Erfolg der

Amplifikation unmittelbar sichtbar.

Die Anwendung PCR-basierter Methoden zum Nachweis und zur Quantifizierung

von Pilz-DNA ist weit verbreitet. Sie erlaubt eine schnelle Diagnose, ob es sich
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bei einer Erkrankung um eine Pilzinfektion handelt, und ermoglicht die
Identifizierung der infizierenden Pilze (Hendolin et al., 2000; Kumar und Shukla,
2005; Kumar und Shukla, 2006; Lau et al., 2007; Rao et al., 2006; Sandhu et al.,
1995; Schabereiter-Gurtner et al., 2007; Spiess et al., 2007; Vollmer et al., 2008;
Walsh et al., 1995; Zeng et al., 2007). Die qPCR wird auch eingesetzt, um
Verinderungen der Antigenlast wihrend einer Therapie zu verfolgen und damit
die Wirksamkeit der Therapie zu priifen (Sanguinetti et al., 2003). Im Bereich der
Lebens- und Futtermittelproduktion ist die qPCR eine anerkannte Methode, u. a.
um festzustellen, ob die Kontamination mit Mykotoxin produzierenden Pilzen ein
akzeptiertes Toleranz-Niveau {iberschreitet (Edwards et al., 2002). Einige
Untersucher reklamieren den Einsatz der qPCR und die Ergebnisse der
Quantifizierung von Mykotoxin-produzierenden Pilzen, z. B. von Aspergillus spp.
(Gil-Serna et al., 2009; Suanthie et al., 2009), Penicillium spp. (Suanthie et al.,
2009), Fusarium spp. (Fredlund et al., 2008; Suanthie et al., 2009) und
Alternaria spp. (Andersen et al., 2006), als Indikator einer Mykotoxin-Belastung

von Lebensmitteln.

Die qPCR kann eine sehr geringe DNA-Menge in Proben quantifizieren. Nach
Studien von Black (2009) ist es moglich, die DNA in Teppich-Proben mit 40 Pilz-
Sporen von Alternaria alternata, Aspergillus versicolor, Cladosporium cladospo-
rioides oder Stachybotrys chartarum zu quantifizieren. Die Sporen-Konzentration
in der Probe ist aber nur einer der Faktoren, die die Effizienz der PCR
beeinflussen. Die Extraktionsmethode zur Gewinnung der DNA, (siehe 4.5), die
verwendeten Primerpaare zur Amplifizierung der extrahierten DNA, (siehe 4.6),
die PCR-Bedingungen, die Proben-Matrix (Al-Soud und Radstrom, 1998; Hanna
et al., 2005) und die PCR-Inhibitoren (Al-Soud und Radstrom, 1998; Fredlund et
al., 2008), z. B. zelluldre Proteine (Simmon et al., 2004), die sich in biologischen
Proben finden, sind ebenfalls bedeutende Faktoren fiir den Erfolg der PCR. Zur
Interpretation der Ergebnisse der Quantifizierung von Pilzen in Proben gilt es,
pilzarteigene Charakteristika zu beriicksichtigen, die die Mengenbestimmung
beeinflussen. Einzellige Mikroorganismen wie Bakterien und Hefen bestehen aus
einzelnen Zellen, ein Molekiil chromosomale DNA représentiert eine Zelle und
die Ableitung der Biomasse aus der chromosomalen DNA-Menge ist moglich
(Guidot et al., 2002). Schimmelpilze bestehen aus Multinuklear-Hyphen und

Konidien und die Zellen unterscheiden sich voneinander in Linge, Volumen und
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DNA-Menge (Guidot et al., 2002; Schniirer, 1993; Taniwaki et al., 2006). Bei
Schimmelpilzen kann deshalb aus der DNA-Menge nicht unmittelbar auf die
Anzahl der Zellen geschlossen werden. Mit einem geeigneten Umrechnungsfaktor
konnte man aber die gesamte Biomasse aller vorhandenen Schimmelpilze

bestimmen (Guidot et al., 2002).

4.5 DNA-Extraktionsverfahren fiir Pilze

Die Methode zur Extraktion der DNA aus den Proben spielt eine grof3e Rolle, da
Quantitdt und Qualitdt der amplifizierten DNA bzw. des PCR-Produkts von der
Qualitdt und Quantitit der extrahierten DNA abhingen. Die Struktur der Pilzzelle
ist vielschichtiger als die der Zellen von Sdugetieren, Bakterien und Viren. Die
Zellwand der Pilze besteht aus dicken Schichten von Chitin, £(1-3)D-Glucan,
S(1-6)D-Glucan, Lipiden und Peptiden (Karakousis et al., 2006). Das erschwert
die Verdauung durch Enzyme und den chemischen Abbau (Karakousis et al.,
2006) und beeintrichtigt die Wirksamkeit der DNA-Extraktion. Ist die Pilz-
Menge sehr gering, was in biologischen Proben wie Blut, Schleim und Gewebe
gegeben ist, wird die Extraktion der Pilz-DNA zusitzlich erschwert (Karakousis

et al., 2006).

Eine universelle, fiir alle Pilzarten geeignete DNA-Extraktionsmethode gibt es
noch nicht (Karakousis et al., 2006). Unter den vielen verfiigbaren kommerziellen
Kits zur DNA-Extraktion aus verschiedenen Mikroorganismen und Zellen gibt es
keines, das DNA aus Pilzen gut extrahieren kann (Black, 2009). Um ein optimales
Extraktionsergebnis zu erzielen, muss der Untersucher jeweils abhingig von der
Pilz- und Probenart die geeignete Extraktionsmethode bzw. das geeignete
Extraktionskit auswihlen. Auch der Wachstumszustand beeinflusst die Effizienz
der DNA-Extraktion. Sporen sind relativ widerstandsfahig, daher ldsst sich DNA
weniger leicht aus Sporen extrahieren als aus Myzelien und Hyphen (Le Dréan et
al., 2010). Zur Optimierung der DNA-Extraktionsmethode werden bei Pilzen zur
Aufspaltung der Zellwinde verschiedene Zell-Lyse-Schritte zusétzlich eingefiigt
oder kombiniert: z. B. die mechanische Spaltung mit Glass Beads (Black, 2009;
Black und Foarde, 2007; Fredricks et al., 2005; Haugland et al., 1999; Haugland
et al., 2002), Morserzerkleinerung (Karakousis et al., 2006), tiefes Einfrieren mit
sofortigem Auftauen (Haugland et al., 1999; Leinberger et al., 2005), Hitze- und
alkalische Behandlung (Loffler et al., 1997), Sdurebehandlung (Karakousis et al.,
2006), Ultraschalldesintegration (Haugland et al., 1999; Karakousis et al., 2006)
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und die enzymatische Behandlung mit dem Enzym Lyticase (Francesconi et al.,
2008; Fredlund et al., 2008; Halliday et al., 2005; Karakousis et al., 2006; Kasai et
al., 2008; Leinberger et al., 2005; Millar et al., 2000; Miiller et al., 1998; Ramirez
et al., 2008; Schabereiter-Gurtner et al., 2007; Walsh et al., 1995). Lyticase wird
verwendet, um Pilz-Zellwinde soweit aufzuschlieBen, dass die Zellen instabil
werden und eine Spheroplastform (Kugelform) einnehmen. In diesem Zustand
sind die Zellen fragil und konnen durch die Ubertragung in Lysepuffer oder
Hypotonie-Losung lysiert werden. Die ausgewihlten zusitzlichen Zell-Lyse-
Schritte hidngen von der Pilzart ab. Manche Pilzarten wie Aspergillus spp.
(A. flavus, A. fumigatus, A. niger) und Alternaria spp. sind widerstandsfihig
gegeniiber Lyse-Enzymen, konnen aber mechanisch gespalten werden (Fredricks
et al., 2005; Haugland et al., 1999; Karakousis et al., 2006; Loffler et al., 1997).
Die DNA von P. chrysogenum und C. albicans kann sowohl mit enzymatischer
als auch mit chemischer oder mechanischer Behandlung gut extrahiert werden

(Fredricks et al., 2005; Karakousis et al., 2006)

4.6 Primer zur Amplifizierung von Pilz-DNA

Der zur PCR-Amplifikation am héufigsten verwendete DNA-Abschnitt ist die
ribosomale DNA (rDNA). Dieser Abschnitt besteht aus der ,,Small Subunit-
Coding Sequence* (SSU: 18S rDNA), der ,Large Subunit-Coding Sequence
(LSU: 28S rDNA), dem ,,Internal Transcribed Spacer* (ITS), der zwischen SSU
und LSU liegt und dem ,,Intergenic Spacer (IGS). ITS besteht aus drei kleinen
Abschnitten: ITS1, 5.8S rDNA und ITS2. Es ist der rDNA-Abschnitt, der wohl
am hiufigsten bei der PCR-Amplifikation verwendet wird, weil er sich durch
artspezifische Unterschiede auszeichnet und somit die Identifikation von Arten
ermoglicht (Edwards et al., 2002; Martin und Rygiewicz, 2005; Suanthie et al.,
2009). Der rDNA-Abschnitt IGS zeichnet sich ebenfalls durch hohe artspezifische
Varianz aus. Zugleich zeigt er jedoch eine hohe innerartliche Varianz und dient
daher vornehmlich dazu, Pilzstimme innerhalb der gleichen Art zu unterscheiden

(Guidot et al., 1999; Martin et al., 1999).
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Abbildung 1 zeigt eine repetitive Sequenz der ribosomalen DNA, den Abschnitt
ITS und einige Primer, die diesen ITS-Abschnitt amplifizieren. Die Forward-
Primer ITS1, ITSIF, ITSS5 und NSI1 liegen am 3°’Ende des rDNA-Abschnitts
SSU, die Reverse-Primer ITS4, NLB4 am Anfang (5 Ende) des rDNA-Abschnitt
LSU. Sie amplifizieren den rDNA-Abschnitt ITS. Im Abschnitt Material und

Methoden werden alle Primer ausfiihrlich beschrieben.

S5U 5.85 LSU 55

Internal Intergenic
Transcribed Spacer (1GS)
Spacer (ITS)
55U / 5.85 LSU 55
e ] =
SSU (18S rDNA) ITs1 5.85 ITs2 LSU (25-28S rDNA)
== — __
ITs1 — ITs3 —> & [TS4
155 = ARk <~ NLB4 —Primer
ITSIF — <~ ITS2
NSI1T — <— ITS5.8R

Abbildung 1: Aufbau der ribosomalen DNA (rDNA) von Pilzen
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111 MATERIAL UND METHODEN

1 Materialien und technische Geriite

1.1 Verwendete technische Geriite

Tabelle 6 listet die verwendeten technischen Gerite auf.

Tabelle 6: Verzeichnis der verwendeten technischen Geriite
Name Model / -Serien Nr. Hersteller
Analysenwaage R200D Sartorius
Brutschrank Typ 040 Memmert
Elektrophoresekammer fiir 40-1214 Peqlab
Agarosegele
Elektrophoresekammer fiir 45-2020- Peqlab
Polyacrylamidgele
Farbewannen 420-575 Heiland
Finnpipette (1-5 ml) 613-3520 VWR
Flockeis Automat AF80 Scotsman
IsoFreeze PCR-Rack KR-96 G. Kisker
IsoFreeze-Rack KR-20W G. Kisker
Kilte-Umwélzthermostat Wise Circu Witge Labortechnik
Kédmme fiir Agarosegele 40-1214-24D Peqlab
Kolonienzihler 30808002 Nr. 90/37 Schiitt Labortechnik
Kiihl- & Gefrierkombination 411090 Privileg
LightCycler® (Carousel) 1.1 1401018 Roche
Instrument (mit LightCycler®
Software Version 3.5)
Magnetriihrer temperierbar MR 3001K Heidolph
Mikrowelle - Bauknecht
Pipetten 0,5-10 pl 613-3583 Eppendorf
Pipetten 10-100 pl 613-3585 Eppendorf
Pipetten 100-1000 pl 613-3587 Eppendorf
Scanner Arcus 1200 AGFA
Schiittler G10 Gyrotory® Shaker ~ New Brunswick

Scientific Co.

Schiittler 3500 GFL
Software GelCompar® I - Applied Maths
Spannungsgerit fiir Agarosegele EV 243 Peqlab
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Fortsetzung Tabelle 6: Verzeichnis der verwendeten technischen Ger:iite

Name Model / -Serien Nr. Hersteller

Spannungsgeriit fiir EV 243 Peqlab

Polyacrylamidgele

Spektrophotometer Nano-Drop® ND-1000 Peqlab

Stomacher Lab Blender 400 Seward
BA6021

TissueLyser II 128101148 Retsch

Thermocycler 2807237 Biometra
(T3000 Thermocycler)

Thermomixer Comfort 535502652 Eppendorf

UV-Geriit CN-UV/WL 983506 Vilber Lourmat

UV-Geriit ECX-26.M Peqlab

Wasserbad Typ 1013 10564598 1 GFL

Wonder Wedge Separation Tool SE 1514 Novodirect

Vortex Genie 2 G560E Scientific Industries
Zentrifuge (PerfectSpin Mini) 1107 0199 Peqlab
Zentrifuge Galaxy 16DH VWR
Zentrifuge Typ Z383 Nr. 30050017 Hermle
Zentrifuge 1800 94 Heraeus Sepatech
(Biofuge 28 RS)
Zentrifuge 0002866-03-00 Hettich
(Mikro 200)

1.2 Chemikalien

Tabelle 7 listet die verwendeten Chemikalien auf.

Tabelle 7: Verzeichnis der verwendeten Chemikalien
Name Art. Nr. Hersteller
100bp DNA Ladder 15628-019 Invitrogen
Agar-Agar 20768.292 VWR
APS 802829 ICN Biomedicals Inc.
Bind Silane A3797 Applichem
Borsdure A3581.1000 Applichem
Bromphenolblau 1.08122.0025 Merck
dNTP-Mix 201901 Qiagen
Essigsdure 1.100063.2511 VWR
EDTA E5134-240G Sigma
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Fortsetzung Tabelle 7: Verzeichnis der verwendeten Chemikalien
Name Art. Nr. Hersteller
Ethanol 1.00983.2511 VWR
Ethidiumbromid 1.11615 VWR
Ficoll 400 341691-250G Merck
Formaldehydlosung F7026 Sigma
Formamid 344206-L Merck
GenAgarose LE M3044.0500 Genaxxon
Glykogen 10814-010 Invitrogen
Hot Start Polymerase 203203 Qiagen
(geliefert mit 10X Puffer,
enthalt MgCl,)
Isopropanol 109634 Merck
Lambda Exonuklease & MO262S New England Biolabs
Exonuklease Puffer
LightCycler® FastStart DNA 12239264001 Roche
Master SYBR Green 1
Lyticase aus Arthrobacter luteus 12524 Sigma
MDE® Gel Solution 50620 Lonza
(Losung: enthalt 2X Acrylamid)
NaCl 1.06400.1000 Merck
Na,EDTA 1.08454.0250 Merck
Natriumcarbonat 27771.290 VWR
Natriumthiosulfat F7026 Sigma
NaOH 1.06498.1000 Merck
Nucleasefreies Wasser P119C Promega
Penicillin G - NBK
Pepton 1.07213 Merck
Primer - Metabion
Repel-Silane A0818 Applichem
Sabouraud-2 % Glucose-Agar 1.07315.0500 Merck
Silbernitrat S7276 Sigma
Streptomycin Sulfate 56501 Sigma
TEMED A1148.0100 Applichem
Tris-Base 1.08382.2500 Merck
Xylene Cyanol X4126 Sigma
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1.3 Verbrauchsmaterialien.

Tabelle 8 listet die verwendeten Verbrauchsmaterialien auf.

Tabelle 8: Verzeichnis der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Art. Nr. Hersteller
DNeasy Blood and Tissue Kit 69504 Qiagen
Einmalspritzen (20 ml) 6120118 VWR
Filterpipettenspitzen 10 ul 70.1115.410 Sarstedt
Filterpipettenspitzen 100 pl 70.760.412 Sarstedt
Filterpipettenspitzen 1000 pl 70.762.411 Sarstedt
GenElute PCR Clean Up Kit NA1020 Sigma
GenElute™ Mammalian Genomic DNA ~ GIN70-1KT Sigma

Miniprep Kit

Glass Beads (unwasched) G9143-100G Sigma
Glasplatte 20 x 20 cm 45-2020-20G Peqlab
Glasplatte ausgeschnitten 20 x 20 cm 45-2020-20R Peqlab
Greinerrohrchen (15 ml) 188271 Greiner Bio One
Greinerrohrchen (50 ml) 227261 Greiner Bio One
High Pure PCR Template Preparation Kit 11796828001 Roche Applied Science
Multiply®-uStripPro Ser Kette 72.991.002 Sarstedt
Petrischalen 821472 Sarstedt
Pipettenspitzen (1-5 ml) 612-1484 VWR

QIAamp DNA Mini Kit 51304 Qiagen
QIAquick Gel Extraction Kit 28704 Qiagen
Reaktionsgefal} 0,5 ml 72.735.002 Sarstedt
Reaktionsgefal 1,5 ml 72.690 Sarstedt
Reaktionsgefal 2,0 ml 72.695 Sarstedt
Skalpellklingen 7827702 Henry Schein
Spritzenvorsatzfilter 7.3210745 Zefa
Stomacherbeutel mit Filtereinsatz Separator 400 Kleinfeld Labortechnik
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14 Reagenzien und Herstellung von Gebrauchslosungen

Tabelle 9 listet die Reagenzien und Gebrauchslosungen auf.

Tabelle 9: Zusammensetzung der verwendeten Gebrauchslosungen

Bezeichnung Herstellung

10 x TBE Puffer 108 g Tris-Base
55 g Borsiure
auf 900 ml mit Aqua dest. Auffiillen
40 ml 0,5M Na,EDTA pH 8,0

auf 1 | mit Aqua dest. Auffiillen

100 bp Ladders (nach Herstellerangaben
New England BioLab® Inc.) pro
Einzelansatz

4 ul Nucleasefreies Wasser
1 pl 6X blue Loading Dye
1 ul DNA Ladder

Auftragspuffer fiir SSCP-Gele

0,04 ¢ NaOH

0,25 g Xylene Cyanol
0,25 g Bromphenolblau
95 ml Formamid

ad 5 ml Aqua dest.

Bind Silane Lésung

10 ml Ethanol (96 %ig)
100 pl Essigsdure (96 %ig)
100 ul Bind Silane

Crush & Soak-Puffer (fiir 50 ml)

1,927 ¢ 0,5 M Ammoniumacetat

0,1072 g 10 mM Magnesiumacetat
0,0186 g 1 mM EDTA

0,5 ml 10%ige Stockldsung der 0,1% SDS

Entwicklerlosung fiir SSCP-Gele

33,75 g Na,COs

1,2 ml Formaldehydldsung (37 %ig)
600 pl Natriumthiosulfat (0,2 %ig)
600 ml Aqua bidest.

Gel Loading Buffer fiir Agarosegel

3 g Ficoll 400

1 ml Na,EDTA pH 8 (0,5 M)
0,25 ml Bromphenolblau (4 %ig)
10 ml steriles Aqua dest.

Lambda-Exonuklease-Verdau
(pro Einzelansatz)

5,0 ul Nucleasefreies Wasser
8,0 ul A-Exonuklease-Puffer (10x)
1,0 ul A-Exonuklease (5 U/ul)

PBS-Losung

9,55 g PBS Puffer
1,0 1 steriles Aqua dest.
(pH-Werte auf 7,4 einstellen)

Peptonwasser 1 %

50 g Pepton
42,5 g NaCl
51 Aqua dest.

Sabouraud-2% Glucose-Agar *

47 g Sabouraud-2 Glucose-Agar

2 g Agar-Agar

11 Aqua dest.

10 ml Antibiotikum (Penicillin G (NBK)
400000 IE; Streptomycin (Sigma) 40 mg)

Silbernitratfarbelosung fiir SSCP-Gele

0,5 g AgNO;
750 pl Formaldehydldsung (37 %ig)
500 ml Aqua bidest.
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Fortsetzung Tabelle 9: Zusammensetzung der verwendeten Gebrauchslosungen

Bezeichnung Herstellung

SSCP-Gellosung 11,0 ml steriles Aqua bidest.
(MDE®—K0nzentration 35,2%) 2,0 ml 10 x TBE

7,0 ml 2 x MDE®

16 ul Temed

40 pl APS (40 %ig)

TE Puffer 1,21 g Tris-Base
0,37 g EDTA
1,01 Aqua dest.

1.5 Test-Primer

Die Primer bestimmen, welche DNA-Abschnitte amplifiziert werden. Die
Auswahl der Primer fiir diese Untersuchung sollte gewihrleisten, dass sie nur
Pilz-DNA amplifizieren, dass die PCR-Produkte klare Banden im Agarosegel
bilden und dass sie sich im SSCP-Gel ausreichend trennen, um die Identifizierung
von Pilz-Spezies zu ermoglichen. In dieser Untersuchung wurden insgesamt
22 Primerpaare (13 Forward-Primer und 13 Reverse-Primer) eingesetzt. Alle
Primer wurden der Literatur entnommen, auler dem Reverse-Primer ITS5.8R
(siehe Primerpaare Nr. 9 und 10 in Tabelle 10 und Tabelle 11), dieser wurde vom
Autor entwickelt (siche Abschnitt 1.6). Tabelle 10 stellt die verwendeten
Primerpaare und ihre Annealing-Temperatur fiir diese Studie dar. Tabelle 11 zeigt

die Literaturquellen der verwendeten Primerpaare.

Tabelle 10: Sequenzen, AmplicongroBfen und Annealing-Temperaturen der
verwendeten Primerpaare

Nr. Primer Sequenz Fragment-  Annealing-Temp. (°C)

Forw./ (Richtung 5°- 37) GréBel nach in dieser
Rev. (bp) Literatur Studie

1 ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 500-650 50-62 56, 622
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC (55-56)

2 ITSI TCCGTAGGTGAACCTGCGG 250-300 55-60 60
ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC

3 ITSS GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 315 55-56 56
ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC

4 1ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC 350-400 55-56 56
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

5 ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 650-700 35 55
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

6 Funl8Sf TTGCTCTTCAACGAGGAAT 700-800 50 50

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
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Fortsetzung Tabelle 10: Sequenzen, Amplicongrofien und Annealing-Temperaturen
der verwendeten Primerpaare

Nr. Primer Sequenz Fragment-  Annealing-Temp. (°C)
Forw./  (Richtung 5™-3") GroBe! nach in dieser
Rev. (bp) Literatur Studie

7 ITSIF CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 650-700 54-55 55
1TS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

8 ITSIF CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 150-500 60 56, 62
1TS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC

9 ITSI TCCGTAGGTGAACCTGCGG 100-450 _ 56, 62
ITS5.8R> GAGATCCGTTGTTGAAAGTT

10 ITSIF CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 120-480 - 56, 62
ITS5.8R> GAGATCCGTTGTTGAAAGTT

11 NSII GATTGAATGGCTTAGTGAGG 800-1000 60 60
NLB3 GGATTCTCACCCTCTATGA

12 NSII GATTGAATGGCTTAGTGAGG 800-1000 60 60
NLB4 GGATTCTCACCCTCTATGAC

13 NSI1 GATTGAATGGCTTAGTGAGG 250-500 60 60
58A2R CTGCGTTCTTCATCGAT

14 ITSIF CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 500-800 60 60
NLB3 GGATTCTCACCCTCTATGA

15 ITSIF CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 500-800 60 60
NLB4 GGATTCTCACCCTCTATGAC

16 0817F TTAGCATGGAATAATRRAATAGGA 762 55-56 36
1536R ATTGCAATGCYCTATCCCCA

17 NS7 GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGC 380 50-60 50
NS8 TCCGCAGGTTCACCTACGGA

18 NSI GTAGTCATATGCTTGTCTC 1100 50-60 50
NS4 CTTCCGTCAATTCCTTTAAG

19 P1 ATTGGAGGGCAAGTCTGGTG 482-503 50-68 62
P2 CCGATCCCTAGTCGGCATAG (55-62)

20 FR2 GGTTCTATTTTGTTGGTTTCTA 425 50-55 32
FR1 CTCTCAATCTGTCAATCCTTATT

21 EF4 GGAAGGGRTGTATTTATTAG 550 48-55 48
Fung 5 GTAAAAGTCCTGGTTCCC (48)

22 Ul GTGAAATTGTTGAAAGGGAA 260 50 50
U2 GACTCCTTGGTCCGTGTT

! DNA-Fragmentgrofie in Durchschnitt

2 Primerpaare Nr. 1, 8,9, 10: Annealing-Temperatur 56 °C fiir Thermocycler und 62 °C fiir gPCR
(im LightCycler®)
Primer ITS5.8R wurde vom Autor entwickelt
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Tabelle 11: Literaturquellen und Amplifikationsregionen der verwendeten

Primerpaare
Nr. Primer (Forw./  Amplifikations- Referenz
Rev.) Region
1 ITS1/1TS4 ITS 1&2 Bockelmann et al., 2008; Brito et al., 2009;
(18S-28S) Carvalho et al., 2005; Deak et al., 2000; Dean et al.,
2005; Fujita et al., 2001; Gardes & Bruns, 1993;
Hendolin et al., 2000; Korabecna, 2007; Kumar &
Shukla, 2005; Leinberger et al., 2005; Lopez et al.,
2006; Luo & Mitchell, 2002; Mirhendi et al., 2006;
Petersen et al., 2001; Romao et al., 2011; Rath &
Ansorg, 2000; Renard et al., 2008; White et al.,
1990; Wu et al., 2002
2 ITS1/1TS2 ITS 1 Chang et al., 2001; Kumar & Shukla, 2005; Lau et
(18S-5.8S) al., 2007; White et al., 1990
3 ITS5/1TS2 ITS 1 Martin et al., 2000 ; White et al., 1990; Wu et al.,
(18S-5.8S) 2002
4 ITS3/ITS4 ITS 2 Brito et al., 2009 ; Kumar & Shukla, 2005; Martin
(5.85-28S) et al., 2000; White et al., 1990
5 ITS5/1TS4 ITS 1&2 Martin et al., 2000; White et al., 1990
(18S-28S)
6 Funl8S{/ITS4 ITS 1&2 Pitkdranta et al., 2008; ITS4: White et al., 1990
(18S-28S)
7 ITS1F/ITS4 ITS Anderson et al., 2003; Gardes & Bruns, 1993;
(18S-28S) Manter & Vivanco, 2007; Okubo & Sugiyama,
2009; Redecker, 2000; Robinson et al., 2009; ITS4:
White et al., 1990
8 ITSIFATS2 g‘gss{ 5.85) Okubo & Sugiyama, 2009; ITS1 & ITS2: White et
9  ITSI/ITS5.8R ITS 1 al. 1990; ITS1F: Gardes & Bruns, 1993
(18S-5.8S) . . . e
10 ITSIF/ITS5.8R ITS 1 Slgjise.SR. vom Autor entwickelter Primer fiir diese
(18S-5.8S)
11 NSII/NLB3 ITS 1&2 Martin & Rygiewicz, 2005
(18S-28S)
12 NSI1/NLB4 ITS 1&2 Martin & Rygiewicz, 2005
(18S-28S)
13 NSI1/58A2R ITS 1 Martin & Rygiewicz, 2005
(18S-5.8S)
14 ITS1F/NLB3 ITS 1&2 Malvérez & Oliveira, 2003; Martin & Rygiewicz,
(18S-28S) 2005
15 ITS1F/NLB4 ITS 1&2 Martin & Rygiewicz, 2005
(18S-28S)
16 0817F/1536R 18S rDNA Anderson et al., 2003; Borneman & Hartin., 2000;
Edel-Hermann et al.,2004; Hagn et al., 2003;
Kumar & Shukla, 2006; Wu et al., 2002
17 NS7/NS8 18S rDNA Peters et al., 2000; White et al., 1990
18 NSI1/NS4 18S rDNA White et al. 1990; Wu et al., 2002
19 P1/P2 18S rDNA Aubry et al., 2006; Einsele, et al., 1997; Karakousis

et al., 2006; Loffler et al., 1997; Loffler et al., 2000;
Millar et al., 2000; Miiller et al., 1998; Ramirez et
al., 2008; Wu et al., 2002
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Fortsetzung Tabelle 11: Literaturquellen und Amplifikationsregionen der
verwendeten Primerpaare

Nr. Primer (Forw./  Amplifikations- Referenz

Rev.) Region

20 FF2/FR1 18S rDNA Chen et al., 2002; Nieguitsila, et al., 2007; Rao et
al., 2006; Wu et al., 2002; Zhou et al., 2000

21 EF4/Fung 5 18S rDNA Anderson et al., 2003; Borneman & Hartin, 2000;
Hagn et al., 2003; Hunt et al., 2004; Jgrgensen et
al., 2005; Marschall et al., 2003; Okubo &
Sugiyama, 2009; Smit et al., 1999; van Elsas et al.,
2000

22 Ul/02 28S rDNA Sandhu et al., 1995; Wu et al., 2002

1.6 Design des Primers ITS5.8R

Der rDNA-Abschnitt ITS (Internal Transcribed Spacer: bestehend aus den
Abschnitten ITS1, 5.8S rDNA und ITS2) weist bei Pilzen und Pflanzen
Homologien auf. Fiir diese Studie wurde ein neuer Primer entwickelt, der nur den
rDNA-Abschnitt ITS von Pilzen amplifiziert, nicht aber den von Pflanzen.
Abbildung 1 (im Literaturteil, Abschnitt 4.6) zeigt den DNA-Abschnitt ITS und
die Bindungsstellen einiger in dieser Studie verwendeten Primer. Der neu
entwickelte Reverse-Primer ITS5.8R bindet im Abschnitt 5.8S rDNA und
amplifiziert IDNA-Abschnitt ITS1.

Mit Hilfe eines Primer-Design Online-Programms (von der Firma ,,GenScript :

http://www.genscript.com/cgi-bin/tools/primer genscript.cgi) und Daten aus der

Genbank des NCBI (National Center for Biotechnology Information:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) wurde der Pilz-DNA spezifische Reverse-

Primer ITS5.8R entwickelt. Dazu wurden insgesamt:

- 67 Pilz-Spezies mit 96 Genbank-Accession-Numbers (55 Pilz-Spezies aus den
Dateien der Genbank; 12 Pilz-Spezies, die in der Versuchsphase dieser Studie

isoliert und sequenziert wurden)
- 26 Pflanzen mit 31 Genbank-Accession-Numbers (18 Gewiirze und 8 Getreide)
auf ihre Eignung fiir die Amplifikation durch den neuen Primer untersucht.

Die verwendeten Sequenzen von Pilzen und Pflanzen zum Design des neuen
Primers sind in Tabelle 33 (im Anhang 2) dargestellt. In Genbank sind neun
unterschiedliche Sequenzen des DNA-Abschnitts 5.8 rDNA (Abbildung 2). Die
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Sequenzen 1-5 stammen von Pilzen, 6-9 von Gewiirzen und Getreiden. Die
Sequenz Nr. 1 entspricht den meisten iiberpriiften Pilzarten, ihre Komplementir-

Sequenz wurde als Reverse-Primer ITS5.8R ausgewdhlt.

EGAGATCCGTTGTTGAAAGTTQ Reverse Primer: ITS5.8R: Richtung 5°-3°
EAACTTTCAACAACGGATCTCE Komplementir-Sequenz: Richtung 57-3°

-
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Abbildung 2: Primer ITS5.8R und Komplementir-Sequenzen von Pilzen und
Pflanzen

1% : Acremonium spp., Alternaria spp., Aspergillus fumigatus, Candida spp. ,
Chrysosporium spp., Cryptococcus spp., Debaryomyces hansenii, Eurotium spp.,
Fusarium spp., Penicillium spp., Pichia spp., Rhodotorula spp., Saccharomyces
cerevisiae, Scopulariopsis spp., Trichosporon lignicola,

2%: Aspergillus spp.

3*: Cladosporium spp., Mucor spp., Rhizopus spp., Thamnidium elegans,
Trichosporon gracile

4*: Absidia spp.

5*: Yarrowia lipolytica

6% : Gewiirze: Bohnenkraut, Karotte, Majoran, Oregano, Paprika, Piment, Rosmarin,
Thymian, Weiler Senf, Weiller Pfeffer, Zimt, Zitrone

Getreide: Gerste, Hafer, Hirse, Mais, Reis, Roggen, Sojabohne, Weizen

7*: Koriander, Kiimmel, Sellerie

8*: Knoblauch, Zwiebel

9%: Ingwer
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1.7 Proben zur Validierung

1.7.1 Pilze aus Reinkultur

Insgesamt 33 Pilz-Reinkulturen wurden zur Validierung der Nachweismethode
angelegt (Tabelle 12), 12 stammten aus der DSMZ (Deutsche Sammlung fiir
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig), 18 aus Stamm-
kulturen des Lehrstuhls fiir Tierhygiene der Technischen Universitit Miinchen

und 3 von Pilzen, die der Autor aus Hackfleisch isoliert hatte. Deren DNA war

extrahiert und die Pilz-Spezies per Sequenzierung identifiziert worden.

Tabelle 12: Zur Validierung der Labormethode verwendete Pilz-Spezies

Nr.

Pilz-Spezies

Herkunft

Schimmelpilze: Ascomycota und Basidiomycota

1

Acremonium sp.

Lehrstuhl fiir Tierhygiene (Futtermittel 141/1992)

2 Alternaria alternata DSM 1102

3 Aspergillus flavus Lehrstuhl fiir Tierhygiene

4 Aspergillus fumigatus Lehrstuhl fiir Tierhygiene (Futtermittel 180/1992)
S5  Aspergillus glaucus Lehrstuhl fiir Tierhygiene (Futtermittel 165/1992)
6  Aspergillus niger Lehrstuhl fiir Tierhygiene (Futtermittel 180/1992)
7 Aspergillus ochraceus Lehrstuhl fiir Tierhygiene (Futtermittel 120/1996)
8  Aspergillus parasiticus Lehrstuhl fiir Tierhygiene

9  Aspergillus terreus Lehrstuhl fiir Tierhygiene

10 Aspergillus vesicolor DSM 1943

11 Aureobasidium pullulans DSM 2404

12 Cladosporium herbarum DSM 63442

13 Eurotium amstelodami DSM 62629

14 Eurotium rubrum DSM 62630

15 Fusarium sp. Lehrstuhl fiir Tierhygiene (Futtermittel 35/2001)
16  Penicillium chrysogenum* DSM 844

17 Penicillium expansum Lehrstuhl fiir Tierhygiene

18  Penicillium nalgiovense Lehrstuhl fiir Tierhygiene (Futtermittel 181/1997)
19  Penicillium roqueforti Lehrstuhl fiir Tierhygiene

20  Penicillium verrucosum Lehrstuhl fiir Tierhygiene

21  Wallemia sebi DSM 5329

Schimmelpilze: Unterabteilung Mucoromycotina

22
23
24

Absidia glauca™*
Mucor spinosus™***

Rhizopus oryzae***

Lehrstuhl fiir Tierhygiene
Lehrstuhl fiir Tierhygiene
Lehrstuhl fiir Tierhygiene
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Fortsetzung Tabelle 12: Zur Validierung der Labormethode verwendete Pilz-
Spezies

Nr. Pilz-Spezies Herkunft

Hefen: Ascomycota und Basidiomycota
25 Candida albicans Lehrstuhl fiir Tierhygiene (ATCC 102.31)
26  Candida krusei DSM 70077
27  Cryptococcus curvatus Isoliert aus Hackfleisch Nr.1(siehe Tabelle 15)
28  Pichia membranaefaciens DSM 70366
29  Rhodotorula sp. Lehrstuhl fiir Tierhygiene(Futtermittel 189/2001)
30  Saccharomyces cerevisiae DSM 70451
31  Saccharomyces cerevisiae DSM 4531
32 Trichosporon gracile Isoliert aus Hackfleisch Nr.1 (siehe Tabelle 15)
33 Yarrowia lipolytica* Isoliert aus Hackfleisch Nr.1 & Nr.2 (siehe Tabelle 15)

*  P.chrysogenum und Y. lipolytica wurden als Standardspezies fiir die qPCR eingesetzt

**  Absidia spp. wurde gelegentlich in der Luft nachgewiesen (Cvetni¢ & Pepeljnjak, 1997) und
kann Fleisch kontaminieren. Deshalb wurde die Gattung Absidia in diese Untersuchung
einbezogen.

*#*% Rhizopus spp. und Mucor spp. wurden von einigen Autoren in Fleischwaren gefunden. Die in
dieser Arbeit eingesetzten Referenzarten kommen aber in Fleisch nicht vor. Sie wurden zur
Erfassung ihrer Gattungen ausgewihlt.

1.7.2 Gewiirze

Die meisten hitzebehandelten Fleischprodukte sind Fertiglebensmittel und werden
vor dem Erhitzen gewiirzt. Aufgrund der Homologien der ITS-Region von Pilzen
und Pflanzen (vgl. 1.6) wurden die eingesetzten Primerpaare auch fiir die DNA
einiger Pflanzen und Gewiirze validiert. Tabelle 13 listet einige regelmiBig oder

gelegentlich bei der Herstellung von Fleischprodukten verwendete Gewiirze auf.

Tabelle 13: Zur Validierung der Labormethode verwendete Gewiirze

Z
o)

Gewiirze

Lauch (Allium spp.)
Zwiebel (Allium cepa)
Knoblauch (Allium sativum)
Zitrone (Citrus limon)
Paprika (Capsicum annuum)
Ingwer (Zingiber officinale)

Koriander (Coriandrum sativum)

00 N O L AW N =

Sellerie (Apium graveolens)
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1.7.3 Fleisch und Fleischprodukte

Insgesamt 50 Proben wurden getestet. Hackfleisch- und Fleischproben Nr. 1-8
dienten zur Validierung der Labormethode. Die restlichen Proben sind
hitzebehandelte Fleischprodukte aus dem Handel, abgesehen von den Proben
Nr. 25 und 26 (Sojasauce). Tabelle 14 zeigt, welchen Untersuchungen und
Behandlungen die einzelnen Proben unterzogen wurden. Die frischen
Fleischproben Nr. 1-8 wurden in der Versuchsphase verwendet, um die Methoden
zur DNA-Extraktion und fiir die PCR auszuwiéhlen und zu validieren. Die
Fleischsuspensionen, die zur KbE-Bestimmung kultiviert wurden, wurden auch
der DNA-Extraktion unterzogen. Teile von Proben Nr. 1-8 wurden erhitzt und
anschlieBend der DNA-Extraktion unterzogen. Probe Nr.3 ist ein Stiickchen
Schweinefleisch, das mit sterilisiertem Besteck aus dem Innern eines Stiickes
prapariert wurde, um das Risiko einer Kontamination mit Pilz-DNA vor der
DNA-Extraktion zu reduzieren. Diese Probe diente als negative Kontrolle. Sie
diente auch dem Nachweis, ob die getesteten Primerpaare tierische DNA
amplifizieren. Probe Nr. 4 wurde Gamma (y) -Strahlung ausgesetzt, um die DNA
zu zerstoren, und anschlieBend als Standard-Fleischmatrix fiir die qPCR
verwendet. Die frischen Fleischproben Nr. 5-8 wurden — nach ihrem Einsatz zur
Auswahl und Validierung der DNA-Extraktionsverfahren und der PCR — dem
Verderb iiberlassen. Ein Teil dieser verdorbenen Proben wurde der DNA-
Extraktion unterzogen, ein Teil wurde zunichst erhitzt und erst anschlieend der
DNA-Extraktion unterzogen. Die Beschreibung der Verfahren, denen die Proben
1-8 unterzogen wurden, findet sich in Abschnitt 2.2. Die Proben Nr. 9-50 waren

Feldproben. Tabelle 185 listet die getesteten Proben auf.

Tabelle 14: Uberblick iiber Behandlungen und Untersuchungen der Proben

Verwendung der Proben

Proben- Gesamte | Kultur Fleisch- DNA-  Erhitzt Verderb  Verderb & Bestrahlt
Nr. Proben | (KbE) suspension Ext. & & Erhitzt & &
& DNA Ext. DNA-Ext. DNA-Ext. DNA-Ext. DNA-Ext.
1-3 3 N N N N - - -
4 I v v v : : v
o N y y y y y :
9-50%* 42 i i N - - - -

* Probe 25 und 26 sind Sojasaucen
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Tabelle 15: Untersuchte Proben

Nr. Beschreibung / Herkunft

Frisches Fleisch: zur Validierung der Labormethode

1 Hackfleisch (Schweine- & Rindfleisch), abgepackt (Vinzenz Murr)
2 Hackfleisch (Schwein), abgepackt (Kaufhof-Galleria)

3 Schweinefleisch, 500 g Stiick (Metzgerei in Freising)

4 Hackfleisch (Schweine- & Rindfleisch), abgepackt (Vinzenz Murr)
5 Hackfleisch (Schwein), frisch (Karstadt)

6 Hackfleisch (Rind), frisch (Karstadt)

7 Hackfleisch (Schwein), frisch (Kaufhof-Galleria)

8 Hackfleisch (Schweine- & Rindfleisch), frisch (Kaufhof-Galleria)
Pasteurisierte Fleischprodukte':

9 Leberkis (Haudek / Aldi)

10 Lyoner (Schmalzle / Aldi)

11 Schinkenwurst (Schmitz / Galleria)

12 Jagdwurst (Schmitz / Galleria)

13 Pumuckl’s Wiener Gewurschtl (Vinzenz Murr)

14 Leberkis (Vinzenz Murr: Tengelmann)

15 Kalbfleischwurst: (Vinzenz Murr: Tengelmann)

16 Bio-Schinkenwurst fein (Altdorfer Biofleisch: Tengelmann)

17 Leberkis (Sieber: Rewe)

18  Lyoner (Wilhelm Brandenburg: Rewe)

19 Bio-Fleischkise (Rewe-Bio: Rewe)

20 Wiirstchen (Ja!: Rewe)

21 Leberkds (Metzgerfrisch: Lidl)

22 Lyoner (Gebirgsjager: Lidl)

23 Wiener Wiirstchen (Dulano: Lidl)

Proben mit hoher Nachweiswahrscheinlichkeit
24 Speck Knodel: Semmelknddel mit Rducherspeck: Pfanni

25 Natiirlich gebraute Sojasauce: Kikkoman
26 Thin Soy Sauce Formaula 1: Healthy Boy Brand

Sterilisierte Fleischprodukte (Dosenwurst)*:
27  Eisbeinfleisch in Aspik: Dreisterne

28  Eisbeinfleisch in Aspik: Simon

29  Schinkenwurst: Dietz

30  Lyoner: Dietz

31 Lyoner Bio: Rewe

32 BIO Lyoner. Biolance: Zimmermann
33 Jagdwurst: Eifel

34 Jagdwurst: Miiller

35  Jagdwurst: Lutz

36  Bierwurst: Lutz

37 Bierwurst: Eidmann

38  Original Niirnberger Rostbratwiirste: Wolf

Sterilisierte Fleischprodukte (Dosenwurst): ,,Hausmacherwurst‘ 3,4
39 Rotwurst: Landmetzgerei Oliver Holzheid, Hofheim

40 Fleischkése: Landmetzgerei Oliver Holzheid, Hofheim
41 Schinkenwurst: Landmetzgerei Oliver Holzheid, Hofheim
42 Bratwurstteig: Landmetzgerei Oliver Holzheid, Hofheim
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Fortsetzung Tabelle 15: Untersuchte Proben

Nr. Beschreibung / Herkunft

Sterilisierte Fleischprodukte (Dosenwurst): ,,Hausmacherwurst* 34
43 Weiller Presssack: Landmetzgerei Oliver Holzheid, Hofheim

44 Leberkis nach urziinftiger Art: Schibitz (Hermann Schébitz GmbH), Miinchen
45 Hausmacher Leberwurst: Metzgerei Franz Riihl, Schwabach

46  Bratwurstgehick: Metzgerei Franz Riihl, Schwabach

47  Gekochte Mettwurst: Schlemmermeyer: Miinchen

48  Schinken Rotwurst: Schlemmermeyer: Miinchen

49 Thalheimer Stadtwurst: Thalheimer Bauernwurst Deuerlein GmbH, Gebertshofen

50  Oma’s Bratwurstgehick (hergestellt aus schlachtwarmen Fleisch): Thalheimer
Bauernwurst Deuerlein GmbH, Gebertshofen

! Aus Supermirkten, angegebene Haltbarkeit bis zu einem Monat bei Lagerung unter +8 °C.
* Aus Supermirkten, angegebene Haltbarkeit bis zu 3 Jahre, Lagerung bei Zimmertemperatur
: Angegebene Haltbarkeit bis zu 3 Jahre, Lagerung bei Zimmertemperatur

* Die Proben 44 bis 50 stammen vom Miinchner Viktualienmarkt

2 Methoden

2.1 Kulturelles Nachweisverfahren

2.1.1 Pilz-Kulturen aus Fleischproben
Pilze wurden aus den Fleischproben Nr. 1-8 auf Sabouraud Dextrose Agar mit
Antibiotika (SAB™, siehe Tabelle 9) kultiviert und ihre DNA extrahiert. Die
Zielsetzungen dieser Aufgabe waren:

- die Validierung der DNA-Extraktionsmethode und der PCR

- die Identifizierung von Pilzarten in Hackfleisch: Einer der kultivierten

Pilze wurde als Standard-Spezies fiir die qPCR verwendet.

- die Bestimmung der Pilz-KbE pro Gramm Fleisch
Zwei Kulturverfahren wurden angewandt: die Spread-Plate- und die Direct-Plate-
Methode
Spread-Plate-Methode: (nach Deak und Beuchat, 1996 und nach der Arbeits-
anleitung des Instituts fiir Tierhygiene):
10 g zerkleinertes Fleisch wurden in einen Stomacherbeutel eingewogen, 90 ml
1%iges Pepton-Wasser zugegeben (siche Tabelle 9) und im Stomacher fiir 1 min
geschiittelt (Suspension A). Die Fleischsuspensionen A wurden direkt zur DNA-
Extraktion verwendet. Zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl wurden die

Suspensionen in sechs Schritten (von 10! bis 10'6) verdiinnt (Tabelle 16).
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Tabelle 16: Verdiinnungsreihe von Fleischsuspension

Rohrchen A B C
Vorlage (Peptonwasser 1 % ) 9 ml 9 ml
Zugabe Imlaus A 1 mlausB
Jeweils vor dem Uberpipettieren gut durchmischen

Verdiinnung 10" 107 10
Auf SAB" Agar geben und ausstreichen 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
Entspricht einer tatsdchlichen Verdiinnung von 102 10 10

Aus jeder Verdiinnungsreihe wurden Proben auf zwei Petrischalen mit SAB™ Agar
ausgestrichen. Nach dem Ausstreichen wurden die Platten bei Zimmertemperatur
3-7 Tage inkubiert. Die Kolonien wurden am dritten und noch mal am fiinften
Inkubationstag ausgezdhlt. Die Anzahl der Kolonien wurde entsprechend der
Verdiinnungsstufe in Sporen pro Gramm Fleisch umgerechnet. Nach der Zdhlung
der Kolonien wurden verschiedene Einzelkolonien auf SAB* Agar subkultiviert
und wieder bei Zimmertemperatur 7-10 Tage inkubiert. AnschlieBend wurden die
Sporen mit 5-10 ml bidest. Wasser geerntet.

Direct-Plate-Methode (Samson et al., 2000): Diese Methode wurde nur bei den
Fleischproben Nr. 1-3 angewendet. Das Fleisch wurde zu Stiickchen von < 3 mm
Durchmesser zerkleinert und zu jeweils 5 — 10 Stiickchen direkt auf SAB* Agar
Platten gegeben. Die Platten wurden bei Zimmertemperatur iiber 7-10 Tage
inkubiert. Unterschiedliche einzelne Kolonien wurden auf SAB® Agar
subkultiviert und wieder bei Zimmertemperatur 7-10 Tage inkubiert.

AnschlieBend wurden die Sporen mit 5-10 ml bidest. Wasser geerntet.

2.1.2 Pilzkulturen aus Reinkultur und KbE-Bestimmung

Pilz-Spezies (siche Tabelle 12) wurden auf Sabouraud Dextrose Agar mit
Antibiotika (SAB”, siehe Tabelle 9) subkultiviert und bei Zimmertemperatur
(~25°C) 7-14 Tage inkubiert. AnschlieBend wurden die Sporen mit 5-10 ml
bidest. Wasser geerntet. Diese wurden als Referenz-Standard fiir DNA-
Extraktion, Primerauswahl und SSCP verwendet. In den Sporenproben, die als
Referenz-Standard fiir die qPCR bestimmt waren, wurde vor dem Ansetzen der
Verdiinnungsreihe die Gesamtkeimzahl pro ml bestimmt, und zwar direkt nach
der Ernte. Das sollte vermeiden, dass subletale und durch Einfrieren und Auftauen
geschidigte Sporen spiter zu einem KbE (Kolonie bildende Einheit) Wert fiihren,

der die wirkliche Anzahl der Sporen unterschitzt.
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KbE-Bestimmung: Von den Pilzarten P. chrysogenum und Y. lipolytica (siehe
Tabelle 12), die als Standard-Spezies fiir die qPCR vorgesehen waren, wurden
Suspensionen mit 1x10° bis 1x10® KbE pro ml angesetzt. Die Bestimmung der
Gesamtkeimzahl pro ml erfolgte ebenfalls mit der Spread-Plate-Methode. In
diesem Fall wurden 1 ml Sporen in bidest. Wasser (Suspension A) in 9 ml PBS
(sieche Tabelle 9) iiberfiihrt, daraus wurde eine Verdiinnungsreihe in sechs
Schritten (von 107" bis 10°°) angesetzt (siche Tabelle 17). Aus jeder Verdiinnungs-
reihe wurden Proben auf zwei Petrischalen mit SAB* Agar ausgestrichen. Die
Kolonien wurden am dritten und noch mal am fiinften Inkubationstag ausgezihlt.
Die Anzahl der Kolonien wurde entsprechend der Verdiinnungsstufe in Sporen

pro ml umgerechnet.

Tabelle 17: Verdiinnungsreihe aus Reinkultur zur KbE-Bestimmung

Rohrchen A B C
Vorlage (PBS) 9 ml 9 ml
Zugabe Imlaus A 1mlausB
Jeweils vor dem Uberpipettieren gut durchmischen

Verdiinnung 10° 10" 107
Auf SAB™ Agar geben und ausstreichen 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
Entspricht einer tatséchlichen Verdiinnung von 10" 10° 10°
2.2 Behandlung der Proben zur Validierung der Methode

2.2.1 Erhitzung von Fleischproben

Diese Studie untersucht hitzebehandelte Fleischprodukte. Deshalb mussten die
PCR- und SSCP-Befunde von erhitztem und frischem Fleisch verglichen werden
um zu validieren, ob auch die erhitzten Pilze in den Proben noch nachgewiesen
werden konnen. Nach Kriamer (1997) und Weber (2003) werden hitzebehandelte
Wurstwaren, z. B. Brithwiirste (Weilwurst, Gelbwurst, Lebekise, Bierwurst) und
Kochwurst, bei unterschiedlichen Temperaturen gegart oder erhitzt, je nach der
Art des Produkts. Die Kerntemperatur erreicht in solchen Produkten wihrend der
Hitzebehandlung nur 70-75 °C. Deshalb wurde ein Verfahren gewihlt, bei dem
jeweils 50 mg Fleisch (Fleischproben Nr. 1-8: siche Tabelle 14 und Tabelle 15)
in ein Eppendorf-Gefif eingewogen und im Wasserbad bei 90 °C fiir 1 Stunde
erhitzt wurde. Diese erhitzten Fleischproben wurden zur DNA-Extraktion

verwendet.
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2.2.2 Verderb von Fleischproben

Jede Pilzart hat eigene Anspriiche und kann unter unterschiedlichen Umgebungs-
bedingungen wachsen. Verdorbenes Fleisch bietet andere Bedingungen als
frisches Fleisch — Bedingungen, unter denen manche Pilze moglicherweise besser
gedeihen. Zur Priifung dieser Hypothese hat der Autor einige Hackfleischproben
(Fleischproben 5-8: siehe Tabelle 14 und Tabelle 15) verderben lassen. Dazu
wurden 10 g Fleisch in ein 15 ml Rohrchen eingewogen. Der Deckel wurde nur
locker aufgesetzt, damit die Sauerstoffzufuhr erhalten blieb, dann wurden die
Rohrchen bei Zimmertemperatur (~25 °C) fiir 72 Stunden inkubiert. Zur DNA-
Extraktion oder zur Erhitzung wurden Einzelproben von jeweils 50 mg
eingewogen. Die Ergebnisse wurden mit denen von frischem rohem Fleisch

verglichen.

2.2.3 Bestrahlung von Fleischproben

Die quantitative Bestimmung der Ziel-DNA-Menge in einer Probe mit der gPCR
beruht auf dem Abgleich mit einem Referenz-Standard. Die Quantifizierung der
Pilz-DNA in den Proben erforderte daher den Ansatz einer entsprechenden
Verdiinnungsreihe von Pilz-Sporen als Referenz-Standard. Da die DNA-
Amplifikation in biologischen Proben von der Matrix des Probenmaterials und
materialspezifischen PCR Inhibitoren beeinflusst wird, mussten die Bedingungen
der Referenzproben exakt denen der Untersuchungsproben entsprechen. Im
biologischen Material der Referenzprobe wurde daher zunichst die vorhandene
DNA per Bestrahlung zerstort. Dann wurde die Probe kiinstlich mit Pilz-Sporen
kontaminiert. Zur Herstellung dieser Proben wurden jeweils 50 mg Hackfleisch
(Hackfleischprobe Nr. 4, siche Tabelle 15) mit 250 mg Glass Beads in ein 2 ml
Eppendorf-Gefifl eingewogen und einer Gamma-Bestrahlung von 200 Kilogray
(kGy) ausgesetzt. Die Bestrahlung erfolgte bei der Firma ,Isotron Deutschland
GmbH*, Allershausen. Die bestrahlten Fleischproben durchliefen eine DNA-
Extraktion und eine qualitative PCR mit sechs verschiedenen Primerpaaren
(Primerpaare Nr. 1, 9, 10, 18, 19, 20, siche Tabelle 10) um sicher zu stellen, dass
keinerlei amplifizierbare DNA mehr vorhanden war. Erst danach wurden die

Proben kiinstlich kontaminiert.
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224 Kiinstliche Kontaminierung von Fleischproben mit Pilzsporen

Zur Kkiinstlichen Kontaminierung wurden jeweils 50 mg Fleisch in einem
Eppendorf-Rohrchen mit 5 pl aus einer Verdiinnungsreihe von 1x10° bis 1x10°
Sporen pro ml versetzt. Dabei wurde jeweils eine 50 mg Fleischprobe mit Mengen
von 5 bis 5x10° Sporen versetzt. Das entspricht einer Anzahl von 1x10? bis 1x10’
Sporen pro Gramm Fleisch (siehe Tabelle 18). Die kiinstlich kontaminierten

bestrahlten Fleischproben dienten als Referenz-Standard fiir die qPCR.

Um den Einfluss einer Hitzebehandlung zu validieren, wurden bestrahlte
Fleischproben mit den Kontaminationsstufen 10°, 10° und 10’ Sporen/g erhitzt
(sieche Abschnitt 2.2.1) und die DNA extrahiert, um die Menge der

nachgewiesenen Pilz-DNA mit den nicht erhitzten Proben zu vergleichen.

Tabelle 18: Sporenanzahl pro Verdiinnungsreihe und pro 50 mg Fleisch

Sporenanzahl

Verdiinnungsreihe von Standard-  1x10*  1x10” 1x10° 1x10° 1x10* 1x10’
Spezies (Sporen pro 1 ml)

5 ul von Verdiinnungsreihe zu 5x10°  5x10*  5x10°  5x10*  5x10  Sxl
50 mg Fleisch (Sporen pro 50 mg
Fleisch)

Entspricht Sporen pro 1 g Fleisch  1x10”  1x10° 1x10° 1x10* 1x10° 1x10°

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 DNA-Extraktionsmethoden

Gepriift wurden vier verschiedene Extraktionskits, die mit drei unterschiedlichen
Probenmengen (50, 100, 250 mg) beladen wurden. Ziel war, festzustellen, welche
Extraktionsmethode mit welchem Probengewicht zu den besten Ergebnissen fiihrt.
Die Durchfithrung der Extraktion erfolgte nach Angaben des jeweiligen
Herstellers. Zwei zusitzliche Zell-Lyse-Schritte wurden eingefiigt, um die
Effizienz der DNA-Extraktionsmethode zu optimieren. Der erste bestand aus der
Behandlung mit 250 mg Glass Beads, um die Zellwand der Pilz-Sporen zu spalten
(Haugland et al. 2002). Im zweiten zusitzlichen Schritt wurden die Proben mit
dem Enzym Lyticase inkubiert (400 Units pro Probe, 37 °C iiber eine Stunde) um
die komplexe Zellmembran aufzuschlieBen (Karakousis et al., 2006). Die

folgenden Kits wurden getestet und ihre Ergebnisse verglichen. Hierbei war nicht
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die quantitative Ausbeute an DNA vorrangig; Auswahlkriterium war vielmehr die

Anzahl und Intensitédt der Banden in der anschlieBenden PCR-SSCP-Analytik.

Kit 1: High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Applied Science)
(Aubry et al., 2006; Schabereiter-Gurtner et al., 2007)
Kit 2: QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) (Ramirez et al., 2008)

Kit 3: GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich)
(Halliday et al., 2005)

Kit 4: DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen) (Fredlund et al., 2008)

Folgende Proben wurden zur Auswahl des DNA-Extraktions-Kits eingesetzt:

- Pilz-Reinkulturen (20 Spezies)
- Fleischproben (Nr. 1 und Nr. 2: Frisches Hackfleisch): naiv und mit
10* Sporen/Probe von jeweils A. flavus, Cla. herbarum, E. rubrum und

P. chrysogenum kiinstlich kontaminiert.

Nach der Auswahl des DNA-Extraktions-Kits wurde dieses auf folgende Proben

angewandt

- Pilz-Reinkulturen (33 Spezies)

- Fleischproben (Vorversuche, Proben 1-8)

- Fleischsuspension mit Peptonwasser (Vorversuche, Proben 1-8)

- kiinstlich mit Pilz-Sporen kontaminierte Fleischproben (Standard fiir gPCR)

- Pflanzenproben (8 Proben)

- Fleischproben aus dem Handel (40 Proben)

- Sojasauce (2 Proben)
Jede Probe wurde durchlief zweimal die DNA-Extraktion, auer den Pilzen aus
Reinkultur, die nicht als Standard fiir die qPCR eingesetzt wurden und lediglich
eine Extraktion durchliefen. Die DNA-Eluate wurden gemischt und weiter fiir
PCR und PCR-SSCP verwendet. Hier wird nur die Anwendung des DNA-
Extraktions-Kits Nr. 4 (DNeasy Blood and Tissue Kit) zusammen mit Glass
Beads und dem Enzym Lyticase beschrieben. Die Beschreibungen der

Anwendungen der anderen Kits befinden sich im Anhang 1.
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DNA-Extraktions-Methode mit Kit 4: DNeasy Blood and Tissue Kit

Vorbereitung des Kits vom Typ ,,50 Priparat”: Den Puffern AW1 und AW?2
jeweils 96-100 %igen Alkohol zufiigen, Menge nach Herstellerangaben.

Reinkultur

+ 250 mg Glass Beads + 100 pl Sporen-Suspension
l - Schiitteln in TissueLyser II, 30 Hz, 1 min

- Vortexen 5-10 sec
+ 100 pl Puffer ATL (Tissue Lysis Puffer)
+ 400 Units (U) Lyticase (20 ul)
- Vortexen 5-10 sec, kurz zentrifugieren (5 sec bei 8000 x g)
l - Inkubation bei 37 °C, 60 min

- Vortexen 5-10 sec
+ 200 pl Puffer AL (Lysis Puffer)* + 20 ul Proteinase K (600 mAU/ml)

i - Vortexen 5-10 sec
- Inkubation bei 70 °C 10 min in Wasserbad
+ 200 pul Ethanol (96-100 %)

- Vortexen 5-10 sec

- Uberfiihrung der 500 ul Fliissigkeit in DNeasy Mini Spin Column
- Zentrifugation: 8000 x g iiber 1 min**

- Durchfluss- und Collection-Tube verwerfen

- DNeasy Mini Spin Column in neue Collection Tube (mitgeliefert)
tiberfiihren

+ 500 pl Puffer AW1
J - Zentrifugation: 8000 x g, 1 min

- Durchfluss und Collection Tube verwerfen

- DNeasy Mini Spin Column in neue Collection Tube (mitgeliefert)
tiberfiihren

+ 500 pl Puffer AW2

- Zentrifugation: 8000 x g, 1 min

- Durchfluss verwerfen

- DNeasy Mini Spin Column zuriick in dieselbe Collection Tube
- Zentrifugation: 16000 x g, 2 min

- Durchfluss und Collection Tube verwerfen

- DNeasy Mini Spin Column in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefil3
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+ 200 pl Puffer AE

- Inkubation bei Zimmertemperatur (~ 25 °C) 1 min
- Zentrifugation: 8000 x g, 1 min
- DNeasy Mini Spin Column verwerfen

DNA liegt im Eluat vor; Aufbewahrung bei +2 bis +8 °C oder bei -20 °C fiir
2 Jahre (Anchordoquy und Molina, 2007) oder bis zu 8 Jahren moglich (Kasper
und Lenz, 2004)

Fleischproben, Pflanzenproben und Kiinstlich kontaminierte Fleischproben

50 mg Probe zerkleinern und in 2 ml Reaktionsgefid3 geben (zur kiinstlichen

Kontamination: + 5-10 pl Pilz-Sporen-Suspension)

+ 250 mg Glass Beads, + 200 pl Puffer ATL
- Schiitteln in TissueLyser II, 30 Hz, 1 min
- Zentrifugation: 16000 x g, 30 sec
- Vortexen 5-10 sec
+ 20 ul Proteinase K (600 mAU/ml)
J - Vortexen 5-10 sec

- Inkubation bei 56 °C iiber 1,5 - 2 h*** (in Eppendorf-
Thermomixer)

+ 400 Units Lyticase (20 pul)
- Vortexen 5-10 sec, kurz zentrifugieren (5 sec, 8000 x g)
- Inkubation bei 37 °C, 60 min
+ 200 pl Puffer AL (Lysis Puffer)*
- Vortexen 5-10 sec
l - Inkubation bei 70 °C iiber 10 min in Wasserbad

+ 200 ul Ethanol (96-100 %), Waschen und Eluieren wie bei der DNA-
Extraktionsmethode fiir Reinkultur
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Fleischsuspension

0,5 ml und 1,0 ml Fleischsuspension in ein 2-ml-Reaktionsgefdl3 geben, in das
schon 250 mg Glass Beads eingewogen wurden

i - Zentrifugation: 10000 x g, 10 min

Uberstand 0,3 ml von 0,5 ml Probe und 0,8 von 1,0 ml Probe abpipettieren und

verwerfen (es verbleiben 200 ul pro Probe)

- Schiitteln in TissueLyser II, 30 Hz, 1 min
- kurz zentrifugieren (5 sec, 8000 x g)
- Vortexen 5-10 sec

+ 200 pl Puffer ATL + 20 pl Proteinase K (600 mAU/ml)
- Vortexen 5-10 sec

- Inkubation bei 56 °C iiber 1 h in Eppendorf-Thermomixer mit
500 rpm, wihrend der Inkubation 2-3 Mal pro Stunde vortexen

+ 400 Units Lyticase (20 pul)
- Vortexen 5-10 sec, kurz zentrifugieren (5 sec, 8000 x g)
- Inkubation bei 37 °C, 60 min
+ 200 pl Puffer AL (Lysis Puffer)*
- Vortexen 5-10 sec
- Inkubation bei 70 °C iiber 10 min in Wasserbad

+ 200 ul Ethanol (96-100 %), Waschen und Eluieren wie bei der DNA-
Extraktionsmethode fiir Reinkultur

*  Nachdem Puffer AL zugefiigt wurde, war gelegentlich ein weifSes Priizipitat zu sehen,

welches sich nach der Inkubation bei 70 °C liste.

*% Wenn die Fliissigkeit nicht aus der DNeasy Mini Spin Column gewichen war, wurde
erneut zentrifugiert (mit Geschwindigkeit 16000 x g, 2 min)

*%% Oder bis das Fleisch komplett verdaut war (bei Pflanzen dauerte die Inkubation
1,5 h, da sie nicht komplett verdaut wurden); wihrend der Inkubation 2-3 Mal pro
Stunde vortexen.
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2.3.2 PCR (Polymerase Chain Reaction)

Die Thermocycler-PCR wurde zum Nachweis von Pilz- bzw. Pflanzen-DNA

eingesetzt, indem ein PCR-Mastermix-Ansatz von 25 pl Gesamtvolumen

verwendet wurde. Dazu wurde jeweils zu 24,0 ul Mastermix 1,0 pl extrahierte

DNA gegeben. Fiir die PCR-SSCP-Methode wurde ein Mastermix mit einem

Gesamtvolumen von 50 pl im 3-fach Ansatz (150 ul) verwendet (Tabelle 19).

Tabelle 20 zeigt das verwendete PCR-Protokoll fiir den Thermocycler. Alle

Primerpaare wurden nach diesem Protokoll eingesetzt.

Tabelle 19: Ansatz fiir den PCR-Mastermix

Konzentration Konzentration Volumen (ul ) pro
Mastermix der im Ansatz Einzelansatz

Stammlosung
1. Nukleasefreies Wasser - - 20,37 40,75
2. 10x Puffer(mit MgCl,) 15 mM 1,5 mM 2,5 5,0
3. dNTP mix je 10 mM 200 uM 0,5 1,0
4. Forward Primer 50 uM 0,5 uM 0,25 0,5
5. Reverse Primer 50 uM 0,5 uM 0,25 0,5
6. Hotstart Polymerase 5 U/ul - 0,13 0,25
7. DNA Probe - - 1,0 2,0
Gesamtvolumen 25 50

Tabelle 20: PCR-Protokoll zur Amplifizierung eines Pilz-DNA-Fragments

PCR-Ablauf Temperatur (°C) Zeit Zyklus

1 Einleitende Denaturierung 95 15 min 1

2 Denaturierung 94 45 sec

3 Annealing Siehe Tabelle 10 1 min 35 Zyklen
4  Elongation 72 1 min*

5 Terminale Elongation 72 10 min 1

6 Pause 10 Pause -

* Primerpaar Nr. 21 (EF4/Fung5): 3 min

2.3.3 SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism)

Die SSCP-Analyse ist ein molekularbiologisches Fingerprintverfahren, das

Sequenz-Unterschiede erkennbar macht. Es ist insbesondere geeignet, die

Zusammen-setzung  komplexer

mikrobiologischer

Gemeinschaften

zu

differenzieren. Abbildung 3 bietet einen Gesamtiiberblick iiber dieses Verfahren,

das in den weiteren Punkten niher beschrieben wird.
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Abbildung 3: Prinzip der PCR-SSCP-Analyse

Der Reverse-Primer, der DNA Proben fiir das SSCP-Verfahren amplifiziert, ist an
seinem 5°-Ende phosphoryliert. Die PCR wird im dreifachen Ansatz (50 pl pro
Ansatz) durchgefiihrt, um eine fiir die folgenden Schritte ausreichende Menge an
Amplifikat zu gewinnen (Abschnitt 2.3.2). Die doppelstringige DNA der PCR-
Produkte wird aufgereinigt (Abschnitt 2.3.7) und quantifiziert (Abschnitt 2.3.8).
Danach wird die DNA auf identische Konzentrationen eingestellt und vom Enzym
Lambda-Exonuclease zu Einzelstrangen verdaut (Abschnitt 2.3.9). Die
einzelstrangige DNA wird aufgereinigt (Abschnitt 2.3.10), mit Auftragpuffer auf
Polyacrylamid-Gel aufgetragen und in eine Elektrophoresekammer verbracht
(Abschnitt 2.3.11).

Nach abgeschlossener Elektrophorese wird das Gel mit Silbernitrat gefirbt
(Abschnitt  2.3.12), um die DNA-Fragmente sichtbar zu machen. Die
unterschiedliche Sekundér-Struktur der einzelstrangigen Pilz-DNA fiihrt zu
unterschiedlichen Laufweiten der Banden im Gel. Die Laufweite in der
Elektrophorese hidngt zudem von der FragmentgroBBe der DNA-Stringe und der
Konzentration der MDE®-Losung ab. Das angefirbte Gel wurde in der
vorliegenden Studie gescannt und mittels GelCompar®-II ausgewertet. Um die
Pilz-Spezies zu identifizieren wurden einzelne Banden aus dem SSCP-Gel
ausgeschnitten und aufgereinigt, erneut PCR-amplifiziert, wieder aufgereinigt und

anschliefend extern sequenziert (Abschnitt 2.3.13).
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234 Agarosegelelektrophorese

Die horizontale Gelelektrophorese dient der Auftrennung und Erkennung der
Produkte der DNA-Amplifizierung. Hierzu wurde 1%iges Agarosegel gegossen,
in das mit Hilfe eines Kammes Taschen gepridgt wurden. Zur Herstellung wurde
1 g Agarose in 100 ml 0,5x TBE Puffer in der Mikrowelle geschmolzen und
3,6 ul Ethidiumbromid (gesittigte Losung) zugefiigt. Ethidiumbromid lagert sich
zwischen den Basenpaaren der DNA ein (interkaliert) und wird durch Anregung
unter UV-Licht sichtbar. Nach der Polymerisierung des Gels wurde ein Gemisch
aus 8 ul des PCR-Produkts und 2 pl Ladepuffer in die Taschen aufgetragen. Die
duBersten Taschen wurden jeweils mit 6 ul einer Losung von 100-bp-skalierter
DNA (Ladder) als Referenzstandard beladen. Die Auftrennung erfolgte bei einer
Spannung von 200 V, einer Laufzeit von 45 min und 0,5x TBE-Puffer als
Laufpuffer. Die Herstellung des TBE-Puffers und des 100 bp-Ladders sind in
Tabelle 9 beschrieben.

2.3.5 Aufreinigung der DNA aus Agarosegel

Bei der Untersuchung von Fleischproben bildeten die PCR-Produkte von einigen
Primerpaaren mehrere DNA-Banden im Agarosegel. Um die Pilzarten zu
identifizieren wurden die Banden mit einem Skalpell unter UV Licht
ausgeschnitten. Danach wurden sie mittels ,,Qiaquick Gel Extraction Kit*
(Quiagen) aufgereinigt bevor sie per PCR weiter amplifiziert wurden. Die
reamplifizierten PCR-Produkte wurden weiter aufgereinigt (siehe Abschnitt 2.3.7)
und sequenziert. Das Protokoll dieser Aufreinigung ist im folgenden

Ablaufschema dargestellt.

Herausschneiden der Banden aus Agarosegel (Skalpell)
Wiegen der Gelstiicke in 1,5 ml Reaktionsgefil}
+ 300 pl Buffer QG pro 100 mg Gel
i - Inkubation: 10 min, 50 °C; alle 2-3 min leicht vortexen
100 ul Isopropanol pro 100 mg Gel
i - Vortexen
Uberfiihrung der Fliissigkeit in High Pure Filter Tube
(eingesetzt in 2 ml Collection Tube)
i - Zentrifugation: 17900 x g, 1 min

- Durchfluss verwerfen
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+ 500 pl Buffer QG (um das restliche Gel zu entfernen)
i - Zentrifugation: 17900 x g, 1 min
- Durchfluss verwerfen
+ 750 ul Buffer PE
- Zentrifugation: 17900 x g, 1 min
l - Durchfluss verwerfen
- Zentrifugation: 17900 x g, 1 min
- Filter Tube in neues 1,5 ml Reaktionsgefil stellen
+ 30 ul Puffer EB
Inkubation 1 min
i Zentrifugation: 17900 x g, 1 min
Filter Tube verwerfen

Amplifizierte DNA liegt im Eluat vor

2.3.6 Zweite PCR fiir die gereinigte DNA aus Agarosegel

Nach der Aufreinigung der DNA aus Agarosegel war die DNA-Menge generell
nicht ausreichend fiir weitere Analysen wie die SSCP-Methode oder die
Sequenzierung. Daher wurde die aufgereinigte DNA durch eine zweite PCR
erneut amplifiziert, um die benotigte DNA-Menge zu gewinnen. Die Menge der
eluierten DNA nach der Aufreinigung war zwar gering, aber zu hoch um direkt in
den PCR-Ansatz gegeben zu werden (Mello et al., 1999; Redecker, 2000;
Thomsen und Jensen, 2002). Um schmierende Banden im Agarosegel zu
vermeiden und klare Banden zu erzielen wurde die eluierte DNA mit
nukleasefreiem Wasser verdiinnt. Einem Mikroliter eluierter DNA wurden 199 pl
nucleasefreies Wassers zugefiigt (Verdiinnung 1:200). PCR-Ablauf, Reagenzien
und Bedingungen entsprachen exakt der im Abschnitt 2.3.2 bereits beschriebenen
PCR. Die PCR-Produkte der zweiten PCR wurden aufgereinigt, bevor sie

sequenziert wurden oder die SSCP-Methode durchliefen.

2.3.7 Aufreinigung der PCR-Produkte

Nach vollendetem Elektrophorese-Lauf wurden die PCR-Produkte mit dem
,,GenElute™ PCR Clean-Up Kit“ (Sigma) nach Herstellerangaben aufgereinigt.
Dieser Schritt diente der Entfernung von restlichen Primern und anderen
Verunreinigungen. Vor Beginn der Aufreinigung wurden der Wash Solution

48 ml 100 %igen Ethanols zugefiigt. Zur Vorbereitung der GenElute Miniprep
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Binding Columns wurden 500 ul Column Preparation Solution in die Binding
Column pipettiert und die Sdule bei 13000 x g fiir 1 min zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde verworfen. Das Protokoll ist im folgenden Ablaufschema
dargestellt:
Poolen von drei PCR Proben in einem 1,5 ml Reaktionsgefal3
+ 5 faches Volumen der Binding Solution
i - Vortexen
Uberfiihrung des gesamten Ansatzes in die vorbereitete GenElute Miniprep
Binding Column
i - Zentrifugation: 13000 x g, 1 min
- Durchfluss verwerfen
+ 500 pul Wash Solution
- Zentrifugation: 13000 x g, 1 min
- Durchfluss verwerfen
- Zentrifugation: 16000 x g, 2 min
- Durchfluss und Collection Tube verwerfen
Binding Column in neues 2,0 ml Reaktionsgefall (mitgeliefert) tiberfiithren
v
+ 50 ul Elution Solution
- Inkubation bei Zimmertemperatur 1 min
i - Zentrifugation: 13000 x g, 1 min
- Verwerfen der Binding Column

Amplifizierte DNA liegt im Eluat vor

2.3.8 Quantifizierung der DNA Konzentration

Die Quantifizierung der DNA-Konzentration erfolgte mit dem NanoDrop® ND-
1000 Spectrophotometer. Das Ergebnis wurde in ng/ul angegeben. Diese
quantitative Bestimmung ist erforderlich, da zur Vergleichbarkeit der Proben im
SSCP-Gel die gleiche Menge an DNA aufgetragen werden sollte. Zur
quantitativen Bestimmung wurden 2 ul der gereinigten PCR-Produkte direkt auf
den unteren Mess-Sockel pipettiert. Die Messeinheit dieses Gerits besteht aus
zwei optischen Glasfaserkabeln. Das erste ist unter dem Messsockel eingebaut.
Ein zweites, das im oberen Messsockel eingebaut ist, wurde in Kontakt mit der
Probe gebracht. Aufgrund der Oberflichenspannung der Probe entsteht eine

Fliissigkeitssdule, die den Messweg bestimmt. Als Lichtquelle dient eine Xenon-
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Blitzlampe, die einen Lichtstrahl durch die Probe schickt. Der Grad der
Absorption des Lichtes durch den DNA Gehalt wird im Spektrophotometer
gemessen und mit Hilfe einer speziellen Software auf dem Computer dargestellt.
Des Weiteren wurde das Absorptionsverhéltnis von 260nm/280nm automatisch
berechnet. Dieses sollte bei 1,8 liegen und lédsst Riickschliisse auf die Reinheit der
DNA zu. AnschlieBend wurde die DNA-Konzentration der Probe auf 400 ng in
26 pl fiir den Lambda-Exonuclease-Verdau eingestellt, indem diese mit einer

entsprechenden Menge an nukleasefreiem Wasser verdiinnt wurde.

2.3.9 Lambda-Exonuclease-Verdau

Da im SSCP-Gel einzelstringige DNA analysiert wird, miissen alle vorhandenen
doppelstrangigen DNA-Molekiile mit dem Enzym Lambdanuclease (A) zu
einzelstrangiger DNA verdaut werden. Der Phosphatrest am 5°-Ende des Reverse-
Primers dient als Angriffspunkt fiir die Lambda-Exonuclease. Dabei wird der
phosphorylierte  DNA Strang in 5-3" Richtung selektiv verdaut und die
doppelstrangige DNA in einzelstringige iiberfiihrt. Fiir die Durchfiihrung des
Verdaus wurde den jeweils auf 400 ng/26 ul verdiinnten Losungen von PCR-
Produkten 14 pul des Ansatzes fiir den Lambda-Exonuclease-Verdau hinzu-
gegeben. Wenn die DNA-Menge nicht ausreichte, weil manche Fleischproben nur
wenig Pilz-DNA enthielten, wurden 26 pl der aufgereinigten PCR-Produkte
unverdiinnt verwendet und 14 ul des Ansatzes fiir den Lambda-Exonuclease-
Verdau hinzugegeben. AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch durch
mehrmaliges Invertieren miteinander vermengt, kurz zentrifugiert und bei 37 °C
fir 45 min inkubiert. Den Ansatz fiir den Lambda-Exonuclease-Verdau stellt

Tabelle 9 dar.

2.3.10  Aufreinigung der einzelstringigen DNA

Nach dem Lambda-Exonuclease-Verdau wurde die einzelstringige DNA mittels
,,GenElute™ PCR Clean-Up Kit“ (Sigma) nach Herstellerangaben aufgereinigt.
Dieser Schritt diente dem Abbruch des Verdaus und der Entfernung der
Exonuclease und vorhandener Abbauprodukte. Das Protokoll folgte dem der
Aufreinigung der PCR-Produkte (siehe Abschnitt 2.3.7). Der einzige Unterschied
war, dass die einzelstringige DNA statt mit 50 ul mit 20 ul Elution Solution

eluiert wurde.
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2.3.11 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Vor der Herstellung des Polyacrylamid-Gels wurden die zwei Glasplatten
zundchst mit 70%igem Ethanol griindlich gereinigt, die Deckplatte mit 1 ml
Repel-Silane und die Tréagerplatte mit 1 ml Bind Silane (Tabelle 9) eingerieben
und fiir ca. 5 min getrocknet. Repel Silane erleichtert das spitere Ablosen des
Gels von der Deckplatte. AnschlieBend erfolgte der Zusammenbau der
Gelapparatur nach Anleitung der Firma Peqlab. Danach wurde die Polyacrylamid-
Gellosung fiir SSCP hergestellt (Tabelle 9).

Die Gellosung wurde zwischen die beiden Glasplatten gegossen und der Kamm
im noch fliissigen Gel positioniert. Nach ca. 2 Stunden war das Gel
auspolymerisiert und konnte in die Elektrophorese-Kammer eingespannt werden,
die danach mit einem 1x TBE-Puffer gefiillt wurde. Der Kamm wurde entfernt
und die Taschen mit 1x TBE-Puffer griindlich gespiilt, um Gel-Reste zu
beseitigen.

Zur Vorbereitung der Probe wurden 20 ul gereinigte einzelstrangige DNA-Ldsung
mit 10 ul SSCP-Auftragspuffer (Tabelle 9) gemischt, danach bei 95 °C fiir 5 min
inkubiert und anschlieBend sofort auf Eis gestellt. Mit diesem Schritt sollte eine
eventuell entstandene Fehlfaltung aufgehoben und die natiirliche Faltung wieder
hergestellt werden. Dieser Schritt ist notwendig, da die Auftrennungen der
Banden im Gel von den Faltungen der DNA-Einzelstringe abhédngen. Die
Sekundirstruktur ist abhingig von der Nucleotidabfolge und sich ergebenden
intramolekularen Basenpaarungen. Nach ca. 10 min Lagerung der Proben auf Eis
konnte das Gel mit bis zu 17 Proben von jeweils 9 ul und mit 3 Speziesstandard
Referenzproben (je 9 pl) beladen werden. AnschlieBend wurde an das SSCP-Gel
eine Spannung von 400 V bei einer Stromstdrke von 300 mA und einer Leistung
von 50 W angelegt. Die Lauftemperatur wurde konstant bei 20 °C gehalten. Die
Laufzeit war abhédngig von der Groe der PCR-Produkte und der Konzentration
der MDE®—L6sung. Wenn die MDE®-Konzentration und/oder die DNA-
FragmentgroBe sehr hoch sind, erfordert dies ldngere Laufzeiten. Bei einer
MDE®-Konzentration von 35,2 % ist beispielsweise die optimale Laufzeit 22 h
30 min fiir PCR-Produkte von Primerpaar ITS1/ITS4 (Fragmentgrofle von 350-
880 bp) und 6 h fiir PCR-Produkte von Primerpaar ITS1/ITS5.8R (Fragmentgrofle
110-420 bp)
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2.3.12  Silbernitratfirbung

Nach der abgeschlossenen Elektrophorese wurde das Gel mit Silbernitrat gefirbt,
um die DNA-Fragmente sichtbar zu machen. Die Glasplatten wurden vorsichtig
auseinander gehebelt. Die Glasplatte, auf der das Gel durch das Bind-Silane
haftete, wurde mit Silbernitrat gefiarbt. Das Protokoll der Silbenitratfarbung ist im

folgenden Ablaufschema dargestellt:

Glasplatte mit dem Gel:
In 500 ml 10%ige Essigsédure legen
v - 30 min im Dunklen bei 100 rpm auf dem Schiittler
Essigsdure entfernen
Waschschritte mit bidest. Wasser (um die restliche Essigsdure zu entfernen)
¢ - 5 min im Dunklen bei 100 rpm auf dem Schiittler
Bidest. Wasser entfernen (Waschschritt 3-mal wiederholen)
In 500 ml frisch angesetzte Fiarbelosung (siehe Tabelle 9) legen
¢ - 30 min im Dunkeln bei 100 rpm auf dem Schiittler
Firbelosung abschiitten und die Uberreste durch Spiilen mit bidest. Wasser
(20 sec) entfernen (2 Mal wiederholen)
In 200 ml Entwicklerlosung (siche Tabelle 9) legen, kurz schwenken, dann die
Losung entfernen

v

In 400 ml Entwicklerlosung legen, bis zur gewiinschten Farbintensitéit

v

In 500 ml 10%ige Essigsaure fiir 4 min legen um die Entwicklung zu stoppen

Fiir 30 min in Aqua bidest. iiberfithren

v

Unter dem Abzug fiir etwa 24 Stunden trocknen
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2.3.13  Elution der DNA aus dem Polyacrylamidgel

Die zur Sequenzierung vorgesehenen DNA-Banden in Polyacrylamidgel (SSCP-
Gel) wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten und in das mit 50 ul Crush &
Soak-Puffer (Tabelle 9) gefiillte Eppendorf-Gefdal iiberfiihrt. Vor dem
Ausschneiden weiterer Banden wurde das Skalpell mit Ethanol gereinigt. Das
Eppendorf-Gefid mit der DNA-Bande wurde 3 Stunden bei 37 °C und 800 rpm in
einem Thermomixer inkubiert. Danach wurden 40 pl der Losung entnommen, mit
80 ul Ethanol 100 % versetzt und bei -20 °C iiber mindestens 3 Stunden oder iiber
Nacht prazipitiert. Nach der Prizipitation wurden jeder Probe 2 ul Glycogen
(20 mg/ml) zugegeben und 15 min bei 24000 x g bei 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 20 ul TE-Puffer (Tabelle 9) gelost.
Die Losung durchlief ohne Verdiinnung direkt die PCR. Nach der PCR-
Amplifikation wurden die PCR-Produkte aufgereinigt, bevor sie sequenziert
wurden, um die Pilzarten zu identifizieren. Die Sequenzierung erfolgte durch die

Firma ,,Sequiserve GmbH*, Vaterstetten.
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2.3.14 Ablauf der PCR-SSCP-Methode
Der Ablauf der PCR-SSCP-Methode und der DNA-Aufreinigung aus Agarosegel

zur Identifizierung der Pilz-DNA ist im Folgenden schematisch dargestellt:

Probe

DNA-Extraktion

Identifizierung der DNA-Bande

P(iR im Agarosegel
Uberpriifung der PCR- .. Ausschneiden der DNA-

Banden im Agarosegel

|

Aufreinigung der DNA
im Agarosegel

Amplifikation im Agarosegel

Aufreinigung der PCR-Produkte

DNA-Quantifikation mit
Spektrophotometer

zweite PCR
Lambda-Exonuclease-Verdau

I e

Aufreinigung der
einzelstringigen DNA

|

SSCP-Elektrophorese

|

Auswertung DNA-Banden im
SSCP-Gel mit GelCompar-II

|

Ausschneiden der bedeutenden
DNA-Banden im SSCP-Gel

|

Aufreinigung der
ausgeschnittenen DNA-Banden
\l{ v
Uberpriifung der PCR-
PCR Amplifikation im Agarosegel

v

%
Aufreinigung der PCR-Produkte

v
DNA-Quantifikation mit
Spektrophotometer

v
Identifizierung der DNA-Bande per
Sequenzierung
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2.3.15 Real-Time-PCR (qPCR) mit SYBR-Green-I

Die Pilz-DNA wurde per Real-Time-PCR (Quantitative PCR: gPCR) mit SYBR-
Green-I im LightCycler® (Roche Applied Science) quantifiziert. Quantitative
PCR-Verfahren erlauben die Quantifizierung der PCR-Produkte, indem sie den
Anstieg der DNA-Menge in ein Fluoreszenzsignal iibersetzen. Im Falle der gPCR
mit SYBR-Green-I beruht dieses Fluoreszenzsignal auf der Fihigkeit von SYBR-
Green-1, in doppelstringige DNA zu interkalieren. Der Farbstoff SYBR-Green-I
lagert sich hierbei in jede doppelstringige DNA ein und wird in dieser
Interkalierung fluoreszent. Deshalb trigt auch die Gegenwart unspezifischer
doppelstrangiger PCR-Produkte (z.B. Primer-Dimere) zum Ausmall der
Fluoreszenz bei. Im Vergleich zu den anderen qPCR-Verfahren gilt qPCR mit
SYBR-Green-I daher als weniger spezifisch. In dieser Studie wurde die qPCR mit
SYBR-Green-I verwendet, da nicht nur eine Pilz-Spezies, sondern alle Pilzarten,
die sich in den Proben bzw. Fleischprodukten befinden, nachgewiesen werden
sollten. Die Verwendung spezifischer DNA-Sonden war daher nicht moglich.

Vier Primerpaare (Primerpaar Nr. 1, 8, 9, 10) wurden fiir die Standard-Spezies
(P. chrysogenum und Y. lipolytica) verwendet, um die Methode und das PCR-
Verfahren zu validieren. Primerpaar Nr. 9: ITS1/ITS5.8R wurde spiter auch zur
Quantifizierung der Pilz-DNA in Feldproben verwendet. Das Primerpaar Nr. 1
(ITS1/ITS4) wurde zur Optimierung der PCR-Konditionen (Annealing-
Temperatur) und des PCR-Ansatzes (Mastermix- und DNA-Volumen) fiir die
gPCR verwendet. Die Annealing-Temperatur von 62 °C wurde zuerst ausgewihlt.
Dann wurden der Mastermix-Ansatz und die DNA-Menge fiir diese Temperatur
optimiert, indem unterschiedliche MgCl, Konzentrationen von 3 bis 5 mM, die
Primer Konzentrationen 0,5 vs. 1,0 uM und DNA-Templates von 1, 2, 3, 4 ul pro
Ansatz getestet wurden. Der Ansatz fiir den Mastermix der qPCR ist in Tabelle 21
dargestellt; dieser optimierte Ansatz wurde fiir alle Primerpaare und Proben

verwendet. Tabelle 22 stellt das PCR-Protokoll fiir die qPCR dar.
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Tabelle 21: Ansatz fiir den PCR-Mastermix

Volumen (ul )

Komponenten Stock Ansatz pro Einzelansatz

1 PCR-H,O - - 3,0

2 MgCl, 25 mM MgCl, 4,0 mM 1,6

3 Forward Primer 50 uM 1,0 uyM 0,2

4  Reverse Primer 50 uM 1,0 uyM 0,2

5 Mastermix (mit SYBR-Green-I) 10 mM MgCl, 1,0 mM 1,0

6 DNA-Template - - 4,0
Gesamtvolumen 10,0

Tabelle 22: qPCR -Protokoll zur Amplifizierung eines Pilz-DNA-Fragments

Programm Cycle  Type Temp. (°C) Time Rate Acquisition
1 Denaturierung 1 Regular 95 10 min. 20 None
2 Amplifikation 40 Quantification 95 10sec 20 None
62 10sec 20 None
72 * 20 Single
3 Melting 1 Melting 95 5 sec 20 None
62 10sec 20 None

99 0 sec 0,1 Continous
4 Cooling 1 Regular 40 30 sec 20 None

* Primerpaar Nr. 1 (ITS1/ITS4): 25 sec; Nr. 8 (ITS1F/ITS2): 15 sec; Nr. 9 ATS1/ITS5.8R)
und Nr. 10 (ITS1F/ITS5.8R): 12 sec

2.3.16 Untersuchung der Korrelation von per Kultur ermittelter KbE-

Anzahl und den mittels qPCR gemessenen CP-Werten
Die mittels qPCR untersuchten Fleischproben Nr. 1-8 wurden zusitzlich auch
kulturell untersucht, um die KbE-Zahl pro Gramm Fleisch zu bestimmen und mit
den Ergebnissen der DNA-Quantitfizierung zu vergleichen. Der KbE-Wert pro
Gramm Fleisch wurde in log;0KbE/g konvertiert. Tabelle 23 zeigt die
konvertierten Werte fiir die Standard-Spezies Y. lipolytica. Der sogenannte Slope
(Steigung), also die Differenz der CP-Werte (CP: Crossing-Point) zwischen den
einzelnen Stufen (1,0 log;oKbE) der Verdiinnungsreihe von 10% bis 10’ Sporen/g
Fleisch belief sich im Durchschnitt auf 3,35 PCR-Zyklen bei Primerpaar Nr. 1
(ITS1/ITS4) und auf 3,37 PCR-Zyklen bei Primerpaar Nr.9 (ITS1/ITS5.8R)
(siehe Ergebnis-Teil).
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Tabelle 23: Konversion von CP-Werten in KbE/g bzw. log;KbE/g Fleisch fiir die
Standard-Spezies Y. lipolytica

KbE/g Fleisch Entspricht CP von Std. Y. lipolytica
(Sporen) log;o KbE/g  Primerpaar Nr.1 Primerpaar Nr.9
1x10? 2,00 29,43 30,18
1x10° 3,00 27,56 27,87
1x10* 4,00 24,01 24,53
1x10° 5,00 20,55 20,88
1x10° 6,00 16,62 16,77
1x10’ 7,00 12,70 13,32
PCR-Zyklen-Unterschied zwischen 3,35 3,37

Verdiinnungsstufen im Durchschnitt

Tabelle 24 zeigt die Korrelation zwischen A log;oKbE/g (KbE-Aquivalent) und
der Anzahl der PCR-Zyklen (errechnet nach Tabelle 23).

Tabelle 24: Korrelation zwischen A log;)KbE/g und der Anzahl der PCR-Zyklen
(nach Tabelle 23 )

CP-Unterschied (PCR-Zyklen) CP-Unterschied (PCR-Zyklen)

A logy, - - A logy, : -
KbE/g Primerpaar Primerpaar KbE/g Primerpaar Primerpaar
Nr. 1 Nr.9 Nr. 1 Nr.9
1,00 3,35 3,37 0,50 1,68 1,69
0,95 3,18 3,20 0,45 1,51 1,52
0,90 3,02 3,03 0,40 1,34 1,35
0,85 2,85 2,86 0,35 1,17 1,18
0,80 2,68 2,70 0,30 1,01 1,01
0,75 2,51 2,53 0,25 0,84 0,84
0,70 2,35 2,36 0,20 0,67 0,67
0,65 2,18 2,19 0,15 0,50 0,51
0,60 2,01 2,02 0,10 0,34 0,34
0,55 1,84 1,85 0,05 0,17 0,17

Ein Berechnungsbeispiel: Fiir Primerpaar Nr. 1 betrdgt der CP-Wert der mit
10* Sporen von Y. lipolytica /g Fleisch kiinstlich kontaminierten Standard-Probe
24,01 PCR-Zyklen (KbE von 4,00 log/g, Tabelle 23). Die Feldprobe erreicht
einen CP-Wert von 26,02, entsprechend dem KbE-Aquivalent von 3,40 log/g. Der
CP-Wert-Unterschied zwischen Standard- und Feldprobe betrigt 2,01 Zyklen, das
entspricht einem Faktor von 3,98 oder 0,60 log-Stufen (Tabelle 24). Die
Feldprobe mit dem hoherem CP-Wert enthilt weniger DNA, ihr KbE-Aquivalent

ist entsprechend niedriger.
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IV ERGEBNISSE

1 Auswahl der DNA-Extraktionsmethode

Zur Beurteilung der Leistungsfihigkeit der unterschiedlichen DNA-
Extraktionsmethoden wurde von jeder Probe eine Endpunkt-PCR (Primerpaar
Nr. 1 = ITS1/ITS4, Annealing Temperatur 56 °C, 35 Zyklen) durchgefiihrt. Von
den Amplifikaten wurde die DNA-Menge mittels Nano-Drop-Verfahren
bestimmt; im Anschluss wurden SSCP-Gele angefertigt (vgl. Methodenteil,
Abschnitt 2.3)

Die verwendeten DNA-Extraktions-Kits (Kit 1: High Pure PCR Template
Preparation Kit; Kit 2: QIAamp DNA Mini Kit; Kit 3: GenElute™ Mammalian
Genomic DNA Miniprep Kit; Kit 4: DNeasy Blood and Tissue Kit) dienen nach
Herstellerangaben zur Extraktion tierischer DNA. Dazu reicht ein Fleischgewicht
von 10-50 mg in der Probe aus. In dieser Studie wurden diese Kits eingesetzt, um
die kontaminierende Pilz-DNA im Fleisch zu extrahieren. Deshalb musste
zunichst getestet werden, ob das Fleischgewicht von 50 mg pro Probe tatsidchlich

ausreicht, oder ob grolere Mengen (100 bzw. 250 mg) erforderlich sind.

Zunichst ist festzuhalten, dass mit allen vier Extraktions-Kits in Vorversuchen
DNA von 20 verschiedenen Pilzarten extrahiert werden konnte. Der
anschliefende Vergleich der Ergebnisse der DNA-Extraktion aus Fleischproben
von 250 mg, 100 mg und 50 mg ergab folgende Tendenz: je hoher das

Fleischgewicht, desto weniger DNA konnte extrahiert und amplifiziert werden.

Abbildung 4 zeigt, dass mit den Eluaten der DNA-Extraktions-Kits 1 und 3 mehr
DNA durch die PCR produziert werden konnten. Allerdings fiel bei der
Auswertung von naiven und mit Pilzarten kiinstlich kontaminierten
Hackfleischproben auf, dass die SSCP-Analyse von Kit Nr.4 zu mehr und
teilweise auch intensiveren Bande fiihrte (Abbildung 5 und Abbildung 6).
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Abbildung 4: DNA-Konzentration (ng/pl), gemessen mit NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer: Vergleich zwischen 4 Kits und 3 Probengewichten (Primerpaar
Nr. 1, ITS1/ITS4)

Untersuchungsmaterial: Probe 1: Rinder- und Schweinehackfleisch, Probe 2: Schweine-
hackfleisch

Probe 1: Rinder- & Probe 2: Schweine-

Schweinehackfleisch hackfleisch
il T T O ™

K1 K2 K3 K4 K1 K2 K3 K4

" ALY

Abbildung 5: SSCP-Ergebnis von Hackfleischproben (50 mg, nicht kiinstlich
kontaminiert) nach Anwendung unterschiedlicher DNA-Extraktions-Kits

DNA-Extraktions-Kits: K1: High Pure PCR Template Preparation Kit, K2: QIAamp
DNA Mini Kit, K3: GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit, K4: DNeasy
Blood and Tissue Kit
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Abbildung 6: SSCP-Ergebnisse von Kkiinstlich mit Pilz-Sporen kontaminierten
Hackfleischproben nach Anwendung unterschiedlicher DNA-Extraktions-Kits

Fleischproben 1&2 wurden mit 1x10° Sporen pro Probe kiinstlich kontaminiert, jeweils
A. flavus (A), Cla. herbarum (Cla), E. rubrum (E) und P. chrysogenum (P); 1: Fleisch
250 mg, 2: Fleisch 100 mg, 3: Fleisch 50 mg

Anmerkung: Fleisch nicht bestrahlt, daher Banden aus Begleitflora

Vor allem die Resultate der Analyse von kontaminiertem Schweinefleisch wiesen
auf die Unterlegenheit der Kits 1, 2 und 3 hin. Da jedoch die Qualitit der SSCP-
Gele ausschlaggebend fiir den erfolgreichen Einsatz des Verfahrens sind, wurden
der Extraktions-Kit 4 und das Fleischprobengewicht von 50 mg fiir die weiteren

Untersuchungen dieses Projekts ausgewihlt.
2 Uberpriifung von Primerpaaren und Primerauswahl

2.1 PCR-Amplifikation im Thermocycler

Zur Auswahl der Primer wurde DNA aus den Proben verwendet, die mit dem
DNA-Extraktions-Kit 4 ,,DNeasy Blood and Tissue Kit*“ zusammen mit Glass
Beads und dem Enzym Lyticase extrahiert wurden. Insgesamt wurden

22 Primerpaare getestet.

Jedes der 22 Primerpaare wurde an jeweils 19 Proben getestet. Proben Nr. 1-8
sind Pilze aus Reinkultur, Nr. 9-16 sind Gewiirze und Nr. 17-19 entsprechen den

Fleischproben 1-3. Nr. 19 (= Fleischprobe 3) ist eine aus der Tiefe eines 500 g
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Stiicks Muskelfleisch (Schwein) aseptisch gewonnene Probe. Diese Probe diente
als negative Kontrolle. Sie diente auch dem Nachweis, ob die getesteten
Primerpaare tierische DNA amplifizieren. Die bei diesen Untersuchungen
erzielten Ergebnisse sind exemplarisch in Abbildung 7 und zusammenfassend in
Tabelle 25 dargestellt. Die detaillierten Resultate aller 22 getesteten Primerpaare

konnen dem Anhang 3.1 entnommen werden.

Primerpaar Nr.1: ITS1/ITS4

- Reinkulturen ! Gewi.'lrrze Fleisch = P(‘j‘o?\?‘: tiv-Kontroll
- - ¥ : - egativ-Kontrolle
- VevYeoeoew “..'m- - L Aspergillus flavus
‘ : - '
3% - — = 2 Eurotium rubrum
S e R I SR T 9 10 11 12 13 14 15 16:17 18 19 3 P . [l - l ; 1
— - ; = enicillium chrysogenum
4 Cladosporium herbarum
S Candida albicans
Primerpaar Nr.8: ITS1F/ITS2 6 Cryptococcus curvatis
- Reinkulturen Gewiirze . Fleisch = 7 Trichosporon gracile
- | - 8 Yarrowia lipolytica
2 (I T et VS o i O ST G L B R ST R 15; 1718 18 é 9 Lauch ‘41h,'£”” Spp
- 10 Zwiebel: Allium cepa
ST eesee P
— - 11 Knoblauch: Alfium sativim
12 Zitrone: Citrus limon
13 Paprika: Capsicum annuum
Primerpaar Nr.9: ITSI/ITS5.8R 14 Ingwer: Zingiber officinale
| Reinku[turen F Gewiirze , Fleisch ™ 15 Koriander: Coriandrum sativum
_ £ 16 Sellerie: Apium graveolens
é C 1 2 34 56 78 8101121 #1516 VI “’.E 17 Rinder-&Schweinehackfleisch (Pr.1)
- = B 18 Schweinehackfleisch (Pr.2)
; |' - ; 19 Schwei.neﬂeisch: Stiick (Pr.3)
(Negativ-Kontrolle)
Primerpaar Nr.17: NS7/NS8 )
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Abbildung 7: Uberpriifung der PCR-Produkte der Primerpaare Nr. 1, 8, 9 und 17
im Agarosegel. Proben: Pilze, Gewiirze und Fleisch

Insgesamt ist festzustellen, dass sich Primer 1-6 sowie 17 und 18 nicht bewihrten,
da sie auch pflanzliche DNA amplifizierten. Das gilt moglicherweise auch fiir die
Primerpaare 8, 13, 19, 20, 21 und 22. Ob deren sehr schwache Banden tatséchlich
das Resultat einer Amplifikation pflanzlicher DNA oder aber einer Kontamination
mit Pilz-DNA wihrend der Proben-Vorbereitung waren, wurde nicht geklért. Die
Primerpaare 11, 12, 14, 15, 16, 20 und 21 konnten die DNA einiger der getesteten
Pilz-Stamme nur eingeschriankt amplifizieren. Mit den Primerpaaren 16, 17, 18
und 21 konnte tierische DNA nachgewiesen werden. Somit erwiesen sich die
Primerpaare 7, 9 und 10 fiir die weiteren Untersuchungen uneingeschrinkt als

,,nutzbar®.
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Tabelle 25: Primer-Vergleich: Ergebnisse der PCR-Amplifikation im Agarosegel;
Proben: Pilze, Gewiirze und Fleisch
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. Primers
ITS1/ITS4 12 NSI1/NLB4
ITS1 /ITS2 13 NSII/58A2ZR
ITS5 /ITS2 14 ITSIF/NLB3
ITS3 /1TS4 15 ITSIF/NLB4
ITS5 /ITS4 16 0817F/1536R
Funl8Sf/ITS4 17 NS7/NS8
ITSIF/ITS4 18 NSI1/NS4
ITS1F /ITS2 19 PL/P2
ITS1 /ITS5.8R 20 FF2/FRl
ITSIF/ATSS.8R 21 EF4/Fungs
NSIL/NLB3 22 UL/U2

T T T

-

Griinde, aus denen die Primerpaare_nicht geeignet fiir diese

Studie sind

erzeugen gut sichtbare DNA-Bande in Agarosegel
erzeugen schwache DNA Bande

keine DNA Bande in Agarosegel

Negativ-Kontrolle

Auf der Basis der in Tabelle 25 dargestellten Ergebnisse wurden 6 Primerpaare

(Primer Nr. 7, 8, 9, 10, 13 und 22) an 33 Pilzarten aus Reinkultur dahingehend

getestet, ob sie auch die DNA dieser Pilzarten amplifizieren konnen. Obwohl sich

Primerpaar Nr. 1 in der ersten Versuchsreihe nicht bewéhrt hatte (Amplifikation

von Pflanzen-DNA), wurde es bei den weiteren Untersuchungen mitgefiihrt, da

dieses Primerpaar der Literatur zufolge héufig zur Untersuchung auf Pilze

verwendet wird.

Tabelle 26 gibt die Ergebnisse der PCR-Amplifikation der Primerpaare Nr. 1, 7,

8,9, 10, 13 und 22 aus 33 Pilz-Spezies-Proben aus Reinkultur wieder. Aufler dem

Primerpaar Nr. 13 konnten alle Primerpaare die DNA von Schimmelpilzen und

Hefen der Abteilungen Ascomycota und Basidiomycota (Wallemia sebi,

Cryptococcus curvatus, Trichosporon gracile, Rhodotorula sp.) gut amplifizieren.
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Allerdings wurde DNA von Arten der Unterabteilung Mucoromycotina (Absidia

glauca, Mucor spinosus, Rhizopus oryzae) nur mit den Primerpaaren 1, 9 und 22

gut amplifiziert. Die Abbildungen der DNA-Banden (im Agarosegel) der

Produkte von allen 7 Primerpaaren finden sich im Anhang 3.2.

Tabelle 26: Ergebnis
Primerpaare im Agarosegel

2.2

Primerpaar Nr.

Nr. Pilz-Spezies aus Reinkultur

8

9

10

13

~
o

1 Acremonium sp.

2 Alternaria alternata

3 Aspergillus flavus

4 Aspergillus fumigatus

5 Aspergillus glaucus

6 Aspergillus niger

7 Aspergillus ochraceus
8 Aspergillus parasiticus
9 Aspergillus terreus

10 Aspergillus vesicolor

11 Aureobasidium pullurans
12 Cladosporium herbarum
13 Eurotium amstelodami
14 Eurotium rubrum

15 Fusarium sp.

16 Penicillium chrysogenum
17 Penicillium expansum
18 Penicillium nalgiovense
19 Penicillium roqueforti
20 Penicillium verrucosum
21 Wallemia sebi
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22 Absidia glauca
23 Mucor spinosus
24 Rhizopus oryzae

g
1

253
1

25 Candida albicans

26 Candida krusci

27 Cryptococcus curvatus
28 Pichia membranaefaciens
29 Rhodotorula sp.

30 Saccharomyces cerevisiae(DSM 70451)
31 Saccharomyces cerevisiae (DSM 4531)

32 Trichosporon gracile
33 Yarrowia lipolytica
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|:| = QGriinde, aus denen die Primerpaare_nicht geeignet fiir diese Studie sind
+ = erzeugen gut sichtbare DNA-Bande
+/- = erzeugen schwache DNA Bande
- = keine DNA Bande in Agarosegel

Auftrennung von Pilz-DNA im SSCP-Gel

der Darstellung von PCR-Amlifikaten ausgewihlter

Primerpaar Nr.

1 ITS1/1TS4
7 ITSIF/ITS4
8 ITSIF/ITS2

9 ITS1/ITS5.8R
10 ITSIF/ITS5.8R
13 NSI1/58A2R
22 Ul/U02

Die PCR-Produkte von insgesamt fiinf Primerpaaren wurden auf ihre Eignung fiir

die SSCP-Methode gepriift. Vier Primerpaare (Nr. 1, 8, 9 und 10) amplifizieren

den ,Internal Transcribed Spacer“-Abschnitt (ITS), ein Primerpaar (Nr.22)

amplifiziert den 28S-Abschnitt der ribosomalen DNA.
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Die Trennung der PCR-Produkte im SSCP-Gel ergab, dass Primerpaar Nr. 22 fiir
weitere Untersuchungen nicht geeignet erschien. Wie aus Abbildung 8
hervorgeht, zeigen die DNA-Banden der getesteten Pilze fast gleiche Laufweiten
und sind somit nicht differenzierbar. Nur die DNA-Banden der Pilze aus der
Unterabteilung Mucoromycotina (Rhizopus oryzae und M. spinosus) setzten sich
im SSCP-Gel deutlich von denen der anderen Pilzarten ab. Wegen der
mangelnden sichtbaren Unterschiede in der Laufweite der DNA-Banden wire es
nicht moglich, ohne weitere Schritte unterschiedliche Pilzarten in einer Probe zu

erkennen und zu identifizieren.

Primerpaar Nr. 22: U1/U2,
SSCP-Kondition: 35.2% MDE™, 12 h

Probe: Pilze aus Reinkultur
1 Ewrotium rubram

2 Aspergillus flavus

12 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12
3 Aspergillus fumigatus

4 Aspergillus rerreus

5 Rhizopur arvzae

6 Mucor spinosus

7 Penicillivm chrvsogenum
8 Penicillium rogueforti

9 Penicillium nalgiovense
L0 Penicillivm verrucosum
11 Cladosporium herbarum

12 Alternaria alternata

Abbildung 8: Trennung von DNA-Amplifikaten verschiedener Pilzarten im SSCP-
Gel. PCR-Produkte Primerpaar Nr. 22 (U1/U2)

Die Auftrennung der DNA-Amplifikate der Primerpaare, die den DNA-Abschnitt
ITS der ribosomalen DNA amplifizieren (Primerpaare Nr. 1, 8, 9 und 10) ist
dagegen zufriedenstellend. Abbildung 9 zeigt exemplarisch die DNA Profile im
SSCP-Gel, die vom Primerpaaren Nr.9 amplifiziert wurden. Die DNA-
Amplifikate von Pilzarten der Gattungen Penicillium, Aspergillus und
Aureobasidium trennen sich allerdings nicht gut (Banden 3-7). Die DNA-Banden
einiger Pilzgattungen zeigen gleiche Laufweiten im SSCP-Gel, z. B. die Pilzarten
A. flavus, P. expansum, P. roqueforti (Bande Nr. 6); Alt. alternata, Cla. herbarum,
M. spinosus, Rhodotorula spp. (Bande Nr.13) und A. glaucus, C. albicans,
E. amstelodami, E.rubrum (Bande Nr.15). Dies bedeutet, dass eine
Differenzierung auf Genus- bzw. Speziesebene in diesen Fillen nur durch eine

Sequenzierung der entsprechenden Bande erfolgen kann.
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l

1 S cerevisiae (DSM 70451)
2 S. cerevisiae (DSM 4531)
3,4 3  Aspergillus fumigatus
6.7 Aspergillus niger
Aspergillus terreus
4 Penicillium chrvsogenum
Penicillium nalgiovense

10
1

Penicillium verrucosum

:g 5 Aspergillus parasiticus

6  Aspergillus flavus

NRIE

Penicillium expansum
Penicillium roqueforti
7 Auwrcobasidium pullurans
8 Absidia glauca (1*' Bande)
9 Aspergillus ochraceus
10 Absidia glauca (2" Bande)

11 Acremonium sp.

15

| |

Fusarium sp.

12 Rhizopus oryzae

13 Alternaria alternata
Cladosporium herbarum
Mucor spinosus
Rhodotorula sp.

14 Aspergillus vesicolor

S 18 15 Aspergillus glaucus
Candida albicans
Euwrotium amstelodami
10 Eurotium rubrum
16 Trichosporon gracile
17 Cryptococcus curvatus

Wallemia sebi
18 Candida krusei
19 Pichia membranaefaciens

20 Yarrowia lipolytica

20

Insgesamt: 33 Spezies

Primerpaar Nr. 9: ITS1 /ITS5.8R
SSCP Kondition: 35.2% MDE?®, 6 h

Abbildung 9: Trennung der Pilz-DNA im SSCP-Gel. PCR-Produkte aus dem DNA-
Abschnitt ITS (Primerpaar Nr. 9)
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Weil das Primerpaar Nr. 9 (ITS1/ITS5.8R) keine pflanzliche und tierische DNA,
sondern nur pilzliche DNA, und zwar von allen 33 getesteten Pilzarten aus
Reinkultur, amplifiziert und die Trennung seiner PCR-Produkte in SSCP-Gel
relativ gut ist, wurde es zur Untersuchung der Feldproben mit der PCR-SSCP-
Methode ausgewihlt.

3 Entwicklung quantitativer Standards fiir die gPCR

3.1 Vorversuche

Zur Quantifizierung der in den zu testenden Proben vorhandenen Pilz-DNA wurde
die gqPCR eingesetzt. Um der Frage nachzugehen, inwiefern Matrixbestandteile
die qPCR beeinflussen, wurden Fleischproben mit definierten Sporenmengen
kiinstlich kontaminiert und die Effizienz der Quantifikation dieser Proben und der
entsprechenden Menge matrixfreier Sporen verglichen. Hierzu wurden zunéchst
Fleischproben mit y-Strahlen (200 kGy) behandelt, um eventuell vorhandene
pilzliche DNA zu zerstoren. Der Erfolg dieser Behandlung wurde mit Hilfe der
Primerpaare Nr. 1, 9, 10, 17, 19 und 20 in einer Endpunkt-PCR (vgl.
Methodenteil-Abschnitt  2.3.2) mit anschlieBender Agaorsegelelektrophorese
tiberpriift. Selbst die Anwendung des Primerpaars Nr. 17, das Saduger-DNA
amplifiziert, fiihrte zu keiner Bande im Gel. Dies weist darauf hin, dass die in den
Proben vorhandene DNA durch die Bestrahlung so weit zerstort wurde, dass keine
messbaren Amplifikationsprodukte entstanden sind. Derart behandeltes Fleisch
wurde nun — in Mengen von jeweils 50 mg — mit abgestuften Konzentrationen an
Pilzsporen kontaminiert, so dass Gehalte von 10°-10° Sporen / 50 mg Fleisch zu
erwarten waren. Aquivalente Sporenkonzentrationen in 100 ul Aqua dest. dienten
als Kontrolle. Die Ansdtze wurden entsprechend Abschnitt 2.3.15 im

Methodenteil unter Verwendung der Primer ITS1/ITS4 analysiert.

Abbildung 10 zeigt, dass die Proben mit Fleischmatrix den Crossing-Point (im
Folgenden als ,,CP* oder ,,CP-Wert“ abgekiirzt) im Durchschnitt 2,79
(P. chrysogenum) bzw. 2,45 (Y. lipolytica) PCR-Zyklen spiter erreichten als die
Proben ohne Matrix. Der Befund belegt, dass die Fleischmatrix die DNA-
Extraktion und/oder die PCR-Effizienz beeintrichtigt.

Als Referenz-Standard wurden deshalb bestrahlte Fleischproben mit abgestuften

Konzentrationen von Pilz-Sporen kontaminiert und dann jeweils der CP-Wert
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bestimmt. Dieser sogenannte ,Matrix-matched-Standard“ wurde zur
Quantifizierung der Feldproben eingesetzt, um somit eine interne Korrektur der

quantitativen-Ergebnisse um die Matrix-Effekte zu ermoglichen.

35 4

33 4
31 4
29 o LS e
27 4
- 251
S 234
=
']
= 19 4
2 17
15 1
13
11
g 4
7 4
5
102 100 104 108 108
Pllz-Sporen / Probe
—@— P. chrysogenum (ohne Matrix) - - i~ P. chrysogenum (mit Matrix)
—@— Y. lipolytica (ohne Matrix) --& - Y. lipolytica (mit Matrix)
Primerpaar Nr.1 (ITS1/1T54) Crossing Point (Pilz-Sporen/Probe) MW*
Probe (Ohne & mit Fleischmatrix) 1x10>  1x10°  1x10"  1x10°  1x10°
P. chrysogenum (ohne Matrix) 26,88 2355 19,32 16,20 12,44 -
P. chrysogenum (mit Matrix) 30,26 25.83 22,29 18,77 15,17 -
Y. lipolytica (ohne Matrix) 23,53 19.87 15,71 12,90 8.93 -
Y. lipolytica (mit Matrix) 25,56 22,17 18,99 15,26 11,19 -

CP-Werte Abstand
P. ehrysogenum : Ohne vs mit Matrix ~ -3,38 -2,2% -2.97 -2,57 -2.73 -2.79
Y. lipolytica : Ohne vs mit Matrix -2.03 -2.30 -3.28 -2.36 -2,26 -2.45

* MW: Mittelwert

Abbildung 10: gPCR: Anzahl der Zyklen bis zum Crossing-Point: Standard-Spezies
P. chrysogenum und Y. lipolytica: ohne und mit Fleischmatrix
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3.2 Hauptversuch

Zur Erstellung eines quantitativen Referenzstandards wurden bestrahlte Fleisch-
proben mit abgestuften Konzentrationen von P. chrysogenum bzw. Y. lipolytica
kontaminiert und dann der jeweilige CP-Wert bestimmt. Zur Amplifikation wurde
der als Pilz-spezifisch erkannte Primerpaar Nr. 9 (ITS1/ITS5.8R) eingesetzt. Zu
Vergleichszwecken wurden die Primerpaar Nr. 1 (ITS1/IST4), Nr. 8 (ITS1F/ITS2)
und Nr. 10 (ITS1F/ITS5.8R) in Parallelansidtzen mitgefiihrt.

Abbildung 11 zeigt die qPCR-Ergebnisse von P. chrysogenum. Die CP-Werte
aller 4 Primer sind fast gleich. Gesamtkeimzahlen von 10° bis 10’ Sporen/g
Fleisch konnten quantifiziert werden. Die Slope (Steigung) von 10107 Sporen/g
Fleisch lag zwischen -3,38 bis -3,64, der Error bei < 0,213 und der Korrelations-
Koeffizient r betrug fiir alle Primerpaare -1,00. Die Probe mit 10> Sporen/g
Fleisch generierte unstabile CP-Werte und eine nicht ideale Schmelzkurve (siehe
Abbildung 13: Primerpaar Nr. 1; Abbildung 14: Primerpaar Nr.9). Im
Agarosegel fanden sich gelegentlich unterschiedliche unspezifische PCR-

Produkte.

Abbildung 12 zeigt die Ergebnisse von Y. lipolytica. Gesamtkeimzahlen von
10 bis 10’ Sporen/g Fleisch konnten quantifiziert werden. Die Slope von 10%-10’
Sporen/g Fleisch lag zwischen -3,41 bis -3,46, der Error bei < 0,218 und die
r-Werte fiir alle Primerpaare betrugen -1,00. Abbildung 13 (Primerpaar Nr. 1)
und Abbildung 14 (Primerpaar Nr. 9) zeigen die Fluoreszenz-Kurve und die
Schmelzkurve. Y. lipolytica bietet gegeniiber P. chrysogenum den Vorteil, dass
die Spezies bei gleicher Gesamtkeimzahl den CP in 3,5 bis 4,0 PCR-Zyklen
weniger als P. chrysogenum erreicht. Dies fithrt zu einer Absenkung der

Nachweisgrenze auf 10> Sporen/g Fleisch.

Auf der Basis der Ergebnisse dieser Voruntersuchungen wurde die Spezies
Y. lipolytica als Referenz-Standard-Spezies zur Quantifizierung der Pilz-DNA in
Fleischprodukten ausgewdhlt.
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PCR Zyklus

102 10° 10t 10° 10° 107
Pilz-Sporen/g Flelsch

—x— Nr. 1 (ITS1/ITS4) —e— Nr. 8 (ITS1F/ITS2) ¢ Nr.9 (ITSL/ITS5.8R) &— Nr. 10 (ITS1F/ITS5.8R)

Probe: P. chrvsagenum Crossing Point (Pilz-Sporen/g Fleisch) PCR-Effizienz: von 107 - 107

Primerpaar 1x10°  1x10°  1x10® 1x10° 1x10® 1x107 Slope Intercept Error 7
Nr. 1 (ITSI/ITS4) 31,08 31,64 2781 2448 20,58 1690 |-3.644 37.81 0,062  -1,00
Nr. 8 (ITSIF/TS2) 33,50 3250 2780 2386 2060 16,73 |-3646 37.56 0,074 -1.00

1

1
Nr. 9 (ITSI/ITS5.8R) 30,81 30,25 2816 24,10 2094 16,15 [-3383 36,59 0203 -1.,00
Nr. 10 (ITSIF/ATS5.8R) 30,83 30,90 2858 2459 21,16 1756 |-3410 37,17 0,158 -1,00

Abbildung 11: Einfluss der Konzentration von P. chrysogenum-Sporen auf den CP-
Wert (Anzahl PCR-Zyklen): Vergleich von 4 Primerpaaren

34 4
32 4

30 - ﬁ
28 4 e 3

24 R
20 ‘

14 4 " 8

12 4
10

PCR Zyklus

107 10° 104 10° 10° 107
Pilz-Sporen/g Fleisch

—x%— Nr. 1 (ITS1/ITS4) —@— Nr. B (ITS1F/ITS2) ©  Nr.9 (ITS1/ITS5.8R) -A— Nr. 10 (ITS1F/ITS5.8R)

Probe: Y. lipolvtica Crossing Point (Pilz-Sporen/g Fleisch) PCR-Effizienz: von 10> - 10
Primerpaar x10° 1x10° 1x10* 1x10° 1x10° 1x107 | Slope Intercept Frror  r

Nr. 1 (ITSI/ITS4) 2943 2756 2401 20,55 16,62 12,90 | -3.415 3558 0212 1,00
Nr. 8 (ITSTF/TS2) 2934 2741 2386 20,19 1617 12,71 | -3.444 3263 0,218 -1,00
Nr. 9 (ITS1/ITS5.8R) 30,18 2787 2453 20,88 16,77 1332 [-3460 37018 0,189 -1.00
Nr. 10 (ITSIF/ITS5.8R) 2980 27,73 2407 20,84 16,56 13,02 [-3.446 3503 0012 -1,00

Abbildung 12: Einfluss der Konzentration von Y. lipolytica-Sporen auf den CP-Wert
(Anzahl PCR-Zyklen): Vergleich von 4 Primerpaaren
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Abbildung 13: gPCR-Nachweis von P.chrysogenum und Y. lipolytica mit
Primerpaar Nr. 1 (ITS1/ITS4): Verlauf der Fluoreszenz- und Schmelzkurve
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Abbildung 14: PCR-Nachweis von P.chrysogenum und Y. lipolytica mit
Primerpaar Nr. 9 (ITS1/ITS5.8R): Verlauf der Fluoreszenz- und Schmelzkurve
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4 Quantifizierung pflanzlicher DNA

Die Thermocycler-Ergebnisse zeigen, dass Gewiirzproben-DNA zwar durch
Primerpaar Nr. 1 (ITS1/ITS4), nicht aber durch Primerpaar Nr. 9 (ITS1/ITS5.8R)
amplifiziert wurde. Zur Bestidtigung dieses Ergebnisses wurden die gleichen
Gewiirzproben mit den Primern Nr. 1 und Nr. 9 per qPCR untersucht. Die CP-
Werte der Gewiirzproben wurden anhand der Standard-Spezies Y. lipolytica auf

log;0KbE-Aquivalent/g umgerechnet.

Abbildung 15 zeigt die KbE-Aquivalente (log/g) von DNA aus Gewiirzproben,
die mit den Primern Nr. 1 und 9 amplifiziert wurden. Bei Primerpaar Nr. 1 lagen
die CP-Werte der Gewiirz-Proben zwischen 27,29 und 13,24, das entspricht der
DNA-Menge in den mit 10’ bis 10’ Sporen von Y. lipolytica pro g kontaminierten
Fleischproben. Eine pilzfreie Fleischproduktprobe, die 1 mg Gewiirzpflanzen pro
50 mg enthielt, wire somit durch Primerpaar Nr. 1 nicht von einer mit 10° Sporen
von Y. lipolytica kontaminierten Fleischproduktprobe zu unterscheiden. Bei
Primerpaar Nr. 9 lagen die CP-Werte aller Gewiirze iiber 28,44; es amplifizierte
damit weniger DNA als in der mit 10° Sporen von Y. lipolytica pro g versetzten
Fleischprobe. Diese Befunde bestitigten die Eignung des Primerpaars Nr. 9
(ITS1/ITS5.8R) fiir diese Studie und schlieBen Primerpaar Nr. 1 (ITS1/ITS4) fiir

die Untersuchung gewiirzter Fleischprodukte aus.
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R e EEssE SR EEEE s e std. :

10 T r ; T T & Sporen/g:

1 2 3 4 5 6 7 8 CP-Woerte
Gewdirzprobe

@ Primerpaar Nr.1 (ITS1/ITS4) ¢ Primerpaar Nr.9 (ITSL/ITS5.8R) % Std. Y. lipolytica (Primerpaar Nr. 9)

KbE-Aquivalent (log/g) der Gewiirzproben

Primerpaar 1 2 3 4 5 6 7 8
Primerpaar Nr.1 (ITS1/ITS4) 6,85 6,25 6,90 3,10 5.40 4,65 6,50 5,10
Primerpaar Nr.9 (ITSI/ITS5.8R) 2,00 2,50 2,50 1,70 1,60 1,40 2,50 1,00
Gewiirzprobe Lauch: Allium spp. 5 Paprika: Capsicum annuum

1

2 Zwiebel: Allium cepa 6  Ingwer: Zingiber officinale

3 Knoblauch: 4lfium sativun 7 Koriander: Coriandrum sativiim
+ ]

Zitrone: Citrus limon Sellerie: Apium graveolens

Abbildung 15: qPCR-Analyse von Gewiirzen mit den Primerpaaren Nr. 1
(ITS1/ITS4) und Nr. 9 (ITS1/ITS5.8R); Quantifizierungs-Standard: Y. lipolytica
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5 Optimierung der Methoden
5.1 qPCR

5.1.1 Aufbereitung des Probenmaterials

In dieser Untersuchung sollte gepriift werden, ob fiir die DNA-Extraktion pures

Fleisch oder eine Fleischsuspension besser geeignet sind. Von acht verschiedenen

Fleischproben (Hackfleischproben 1, 2 und 4-8; Fleischprobe 3, vgl. Tabelle 15)

wurden 50 mg Fleisch unmittelbar der DNA-Extraktion zugefiihrt. Zum Vergleich

wurde mit Hilfe eines Stomachers Fleischsuspension (10 g Fleisch, 90 ml

Peptonwasser) hergestellt und von dieser jeweils 0,5 und 1 ml extrahiert. Aliquote
der Extrakte wurden mittels qPCR und den Primerpaaren Nr. 1 (ITS1/ITS4) und
Nr. 9 (ITSI/ITSS5.8R) amplifiziert. Die CP-Werte wurden anhand eines

Kalibrierungsstandards (Y. lipolytica, ,,matrix matched®, vgl. Abschnitt 3.2) in

KBE-Aquivalent (Iog) umgerechnet und verglichen.

7,0 - X 10%:12,70
6,5 -
6,0 ¥ 108 16,62
= 5.5 - 3
B 50 - 5 IS X 105 20,55
Todb o ) A
e & @
3 40 A 4 X 10 24,01
E’ 35 - o { ) o i
&L 30 - f X 10%: 27,56
¥ 25 . 0 pY ©
2,0 ¥ 10% 29,43
15 - (]
1,0 . ! ! 5td. :
1 2 3 4 5 6 7 8 mw.prlg  oporenfe:
CP-Werte

@50 mg Fleisch

Fleischprobe

© 0,5 ml Fleischsuspension

A 1,0 ml Fleischsuspension

#5td. Y. lipolytica

Primerpaar Nr. | Proben

KbE-Aquivalent-Werte

(log/g) von Fleischproben l 2 3 4 5 6 7 8 MW*
50 mg Fleisch 3,10 450 le0 245 3,55 455 355 425 3.4
0,5 ml Fleischsuspension 220 445 3,45 3,50 2,90 5,05 425 5,30 3.89
1.0 ml Fleischsuspension Joo 480 230 335 400 510 460 560 409
Unterschied log-Stufe

50 mg vs. 0,5 ml 09 005 -1.85 -105 065 -050 -070 -1,05 -044

* MW Mittelwert

Abbildung 16: qPCR-Ergebnisse, Vergleich der KbE-Aquivalente (log/g) nach
unterschiedlicher Probenvorbereitung (Fleisch vs. Fleischsuspension); Primerpaar

Nr. 1: ITS1/ITS4
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1,5
e Std. :
1o ' f ! i ¥ ' Sporen/g:
1 2 3 4 5 6 7 8 MW Pr. 1-8 CP-Werte
Fleischprobe
@50 mg Fleisch € 0,5 ml Fleischsuspension A 1,0 ml Fleischsuspension X5td. Y. lipolytica
Primerpaar Nr. 9 Proben

KbE-Aquivalent-Werte

(log/g) von Fleischproben 1 2 3 4 3 6 7 8 MW#*
50 mg Fleisch 33 430 140 250 345 485 400 495 3,60
0,5 ml Fleischsuspension 235 445 205 340 3,25 5,10 450 545 3382
1,0 ml Fleischsuspension 3.00 470 2,00 320 4,15 530 485 580 4.13

Unterschied log-Stufe
50 mg vs. 0,5 ml 1,00 -0,15 -0,65 -09 020 -025 -0,50 -0,50 -022
* MW: Mittelwert

Abbildung 17: qPCR-Ergebnisse, Vergleich der KbE-Aquivalente (log/g) nach
unterschiedlicher Probenvorbereitung (Fleisch vs. Fleischsuspension); Primerpaar
Nr. 9: ITSI/ITS5.8R

Zuniachst ist festzustellen, dass die Anwendung der unterschiedlichen Primerpaare

bei den jeweiligen Probenvorbereitungen zu vergleichbaren Durchschnittswerten

fiihrten (Abbildung 16 und Abbildung 17).

Allerdings scheint die Anwendung von Primerpaar Nr.1 zu einer stirkeren
Variation der Ergebnisse zu fiihren, als dies bei Primerpaar Nr. 9 der Fall ist. Die
Extraktion einer Fleischsuspension resultierte in etwas hoheren durchschnittlichen
KBE-Aquivalent-Werten als die Extraktion von purem Fleisch. Besonders
deutlich wird dies in der Analyse von 1 ml Suspension, die fast durchgehend zu

hoheren Einzelwerten fiihrte.
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5.2 PCR-SSCP

5.2.1 Annealing-Temperatur

Um den Einfluss der Annealing-Temperatur auf die Qualitidt der SSCP-Gele zu
priiffen, wurde aus jeweils vier Fleischproben (zwei Proben naiv, zwei Proben
kiinstlich kontaminiert) die DNA extrahiert und unter Anwendung der
Primerpaare Nr.1 (ITS1/ITS4) und Nr.9 (ITS1/ITS5.8R) bei Annealing-
Temperaturen von 56 bzw. 62 °C im Thermocycler amplifiziert. Die mit
Silbernitrat gefirbten Gele sind in Abbildung 18 exemplarisch wiedergegeben.
Beim Vergleich der entsprechenden Laufspuren féllt auf, dass fiir beide
Primerpaare eine Annealing-Temperatur von 56 °C zu mehr und teilweise auch

intensiveren Banden fiihrte als eine Annealing-Temperatur von 62 °C.

Fleischprobe 1 Fleischprobe 2 Fleischprobe 1 Fleischprobe 2
= ] — e — — o e e e S — p— o — T
EG B2 56 B2 58 62 BB B2 55 B2 E B2 56 B2
e e, 3 S— — — | S | .
Pr.1-k  Pri-n Pr.2-k Pr.2-n Pr.1-k Pr.1-n Pr2-k [PR2-n
*Bande 1 aad
A":‘;ﬁ"'-- . ~ =
P |~ B ] [T P BA = | —
L8
= —3 =B — = C.lcr__F —— B &=
 #¥Bande 2
E
Clg == =

'—ﬂ‘b—l--

Primerpaar Nr. 1 ) Primerpaar Nr. 9
SRCP Kondition: 35,2% MDE®, 22 h 30 min SSCP Kondition: 35.2% MDE™, 6 h

Abbildung 18: PCR-SSCP-Bandenprofile von Amplifikaten aus 4 Fleischproben:
Vergleich der Primerpaare Nr.1 (ITS1/ITS4), Nr.9 (ITS1/ITS5.8R) und der
Annealing Temperaturen 56 und 62 Grad Celsius

Probe: Pr.1-k, Pr.2-k sind Hackfleischproben (50 mg), die jeweils mit 1x10° Sporen
kiinstlich kontaminiert wurden: A. flavus (A), Cla. herbarum (Cla), E. rubrum (E) und
P. chrysogenum (P); Pr.d-n, Pr.2-n sind naive Hackfleischproben; Annealing-
Temperatur 56 °C und 62 °C
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Um zu priifen, ob diese Banden, die nur bei der Annealing-Temperatur von 56 °C
entstehen, Pilz-DNA représentieren, wurden 2 Banden (sieche Abbildung 18)
ausgeschnitten, aufgereinigt, per PCR reamplifiziert und sequenziert. Bande 1
zeigte 100%ige Identitit mit Aspergillus terreus und Bande 2 zeigte 99%ige
Identitdt mit Eurotium amstelodami. Zur Untersuchung der Feldproben wurden
daher die Primerpaare Nr.1 und Nr.9 im Thermocycler bei einer Annealing-
Temperatur von 56 °C eingesetzt, um die PCR-Produkte verschiedener Pilze fiir
die SSCP-Methode zu amplifizieren. Primerpaar Nr.1 wurde weiter zur
Validierung der Methoden verwendet, um die Ergebnisse von Primerpaar Nr. 9 zu

bestétigen.

5.2.2 Vorbereitung des Probenmaterials

Wie im Abschnitt 5.1.1 bereits dargestellt, hat die Vorbereitung des Proben-
materials (pures Fleisch oder Fleischsuspension) einen gewissen Einfluss auf die
Resultate der Amplifikation. Aus diesem Grunde sollte auch gepriift werden,
inwieweit sich dies auf die Qualitdt der SSCP-Gele auswirkt. Deshalb wurden
Aliquots der DNA-Extrakte aus Abschnitt 5.1.1 mittels Endpunkt-PCR
amplifiziert und unter Anwendung der Primerpaare Nr. 1 (ITS1/ITS4), und Nr. 9
(ITS1/ITS5.8R) amplifiziert und nach A-Exonukleaseverdau im Polyacrylamidgel
getrennt. Beim Vergleich der entsprechenden Laufspuren wird ersichtlich, dass
die Banden der unterschiedlich vorbereiteten Proben doch sehr dhnlich sind
(Abbildung 19 und Abbildung 20). Insbesondere die dominanten Banden
stimmen {iberein. Nur in wenigen Fillen (vgl. Umrandungen in Abbildung 19
und Abbildung 20) sind schwach ausgeprigte Banden nicht bei allen
unterschiedlich vorbereiteten Proben zu erkennen. Dies war nicht kontinuierlich
einer Probenvorbereitung zuzuordnen und diifte daher auf die Inhomogenitit der
Probenmatrix zuriickzufithren sein. Solche durch Inhomogenitit der Matrix
hervorgerufenen Effekte treten bei der Untersuchung von Feldproben
hitzebehandelter Fleischprodukte in den Hintergrund, da diese bereits bei ihrer

Herstellung homogenisiert werden.

Aufgrund der groBen Ubereinstimmung der unterschiedlich vorbereiteten
Fleischproben wurde die Probenzubereitung von 50 mg Fleisch ohne Auflosung in
einer Suspension fiir die Untersuchung der Feldproben mit der PCR-SSCP-
Methode ausgewihlt.
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Primerpaar Nr. 1: SSCP Kondition: 35,2% MDE®, 22 h 30 min

Abbildung 19: Vergleich der PCR-

1

(A) und SSCP-Ergebnisse (B) nach
unterschiedlicher Probenvorbereitung (Fleisch vs. Fleischsuspension); Primerpaar
Nr. 1: ITSI/ITS4

A Agarosegel: C: Negativ-Kontrolle; C1: P. chrysogenum ; C2: Y. lipolytica
Zuordnung der Ziftern 1-24 siche B
B: SSCP-Gel: Std.: Standard-Spezies; x: keine Probe; Fleischprobe

Pr.1 1 50mg
Pr.3 7 S50mg
Pr.5 13 50mg
Pr.7 19 50 mg

2 05m* 3 1,0ml**
8 05ml* 9 1,0ml**
14 0.5ml* 15 1,0 ml**
20 0.5ml* 21 1,0 ml**

Pr.2 4 50mg 5 05ml* 6 L,0ml**
Pr.4 10 50mg 11 0,5ml* 12 1,0 ml**
Pr.6 16 50mg 17 0,5ml* 18 1,0 ml**
Pr.8 22 S0mg 23 0.5ml* 24 1,0 ml**

##%: Aquivalent 100 mg Fleisch
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Primerpaar Nr. 9: SSCP Kondition: 35,2% MDE®, 6 h

i = zeigen die unterschiedlichen Banden

Proben: siche Abbildung 19

Abbildung 20: Vergleich der PCR- (A) und SSCP-Ergebnisse (B) nach
unterschiedlicher Probenvorbereitung (Fleisch vs. Fleischsuspension); Primerpaar
Nr. 9: ITSI/ITS5.8R

6 Validierung der Methoden

6.1 Ergebnisse der qPCR

6.1.1 Kulturell bestimmte Keimgehalte vs. qPCR-Werte

Abbildung 21 und Abbildung 22 zeigen die log;(KbE/g-Werte der Fleischproben
1-8 (frisches Fleisch, naiv) im Vergleich zu den anhand der CP-Werte errechneten
logoKbE/g-Aquivalent-Werte. Zur Amplifikation wurden die Primerpaare Nr. 1
(ITS1/ITS4) und Nr. 9 (ITS1/ITS5.8R) angewandt. In beiden Fillen zeigte sich
die Tendenz, dass die kulturell ermittelten log;)KbE-Werte hoher als die
errechneten KbE-Werte der 50 mg Fleischproben ausfielen, auBler bei Probe 3
(Fleischkern) und Probe 6.
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Primerpaar Nr. 1 Proben

KbE-Aquivalent-Werte

(log/z) von Fleischproben | 2 3 4 ] 6 7 8
kulturell ermittelt 3,25 5.50 0,00 3,30 3,65 4.15 5,15 5,10

errechnet aus CP-Wert A* 3,10 4,50 1.60 2,45 3,55 4,55 3,55 425

errechnet aus CP-Wert B** 220 4.45 345 3,50 2.90 5,05 425 5,30
* ermittelt nach DNA-Extraktion aus 50 mg Fleisch

*% grmittelt nach DNA-Extraktion aus 0,5 ml Fleischsuspension

Abbildung 21: Vergleichende Darstellung der kulturell ermittelten und der aus den
PCR-Ergebnissen errechneten KBE-Werte (log/g) nach unterschiedlicher
Probenvorbereitung (Fleisch vs. Fleischsuspension); Primerpaar Nr. 1: ITS1/ITS4
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§iki _ ! ! Sparen/g:
1 2 3 a 5 6 7 8 cp-Werte
Fleischprobe
@kulturell ermittelt @ errechnet aus CP-Wert A* A errechnet aus CP-Wert B** % 5td. Y. lipolytica
Primerpaar Nr. 9 Proben
KbE-Aquivalent-Werte
(log/g) von Fleischproben | 2 3 4 3 6 7 8
kulturell ermittelt 3,25 5,50 0,00 3,30 3,65 4,15 5,15 5,10

errechnet aus CP-Wert A* 3,35 4.30 1.40 2,50 345 4.85 4,00 495
errechnet aus CP-Wert B** 235 4,45 2.05 3,40 3.25 5,10 4,50 5,45

* ermittelt nach DNA-Extraktion aus 50 mg Fleisch
#* ermittelt nach DNA-Extraktion aus 0,5 ml Fleischsuspension

Abbildung 22: Vergleichende Darstellung der kulturell ermittelten und der aus den
PCR-Ergebnissen errechneten KBE-Werte (log/g) nach unterschiedlicher
Probenvorbereitung (Fleisch vs. Fleischsuspension); Primerpaar Nr. 9: ITS1/ITS5.8R
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Die Korrelation der kulturell ermittelten und der aus den 50 mg Fleisch- und
0,5 ml Fleischsuspensionsproben errechneten KbE (log/g)-Werte wurde statistisch
(Pearson-Korrelation) gepriift. Die in Tabelle 27 dargestellten Ergebnisse zeigen,
dass die Korrelation zwischen den kulturell ermittelten und den aus 50 mg
Fleischproben errechneten log;oKbE/g-Werten auf dem Niveau von 0,01
signifikant ist. Dieses Signifikanz-Niveau ergab sich fiir die Korrelation mit den
Produkten beider Primerpaare (Primerpaar Nr.1: ITS1/ITS4 und Nr.9:
ITS1/ITS5.8R).

Tabelle 27: Korrelation zwischen den Kkulturell ermittelten- und nach qPCR-
errechneten Keimzahlen

Korrelation nach Pearson
CP-Wert-basiert
kulturell ermittelt vs. kulturell ermittelt vs. A' vs. CP-Wert-

Probe (n = 8) CP-Wert-basiert A'  CP-Wert-basiert B? basiert B2
Primerpaar Nr. 1 0,006%* 0,084 0,046%*
Primerpaar Nr. 9 0,005%* 0,013* 0,001**

* Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant.
** Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant.
' A ermittelt nach DNA-Extraktion aus 50 mg Fleisch

* B ermittelt nach DNA-Extraktion aus 0,5 ml Fleischsuspension

Die 50 mg Fleischprobe wurde angesichts dieser marginalen Unterschiede
aufgrund der besseren Handhabbarkeit fiir die weiteren Untersuchungen
ausgewihlt. Als Standardproben der qPCR dienten in dieser Studie 50 mg Fleisch,
jeweils kiinstlich kontaminiert mit der Standard-Spezies Y. lipolytica, d.h.

Standard- und Feldproben waren von dhnlicher Matrix-Intensitét.

6.1.2 Einfluss der thermischen Behandlung auf den quantitativen
Nachweis von Pilzen

Es war das Ziel dieser Studie, Pilz-DNA in hitzebehandelten Fleischprodukten
nachzuweisen, zu identifizieren und zu quantifizieren. Zur Bewertung der
Ergebnisse war es notig zu kldren, ob sich die DNA-Profile und die DNA-Menge
zwischen frischem und hitzebehandeltem Fleisch unterscheiden. Dazu wurden
Proben (Pilzsporen bzw. Fleisch) im Labor fiir eine Stunde bei 90 °C im
Wasserbad erhitzt bevor die DNA extrahiert wurde. Die Proben mit Referenz- und
Standard-Pilz-Spezies wurden nur mit der qPCR getestet. Die Fleischproben 1-8
durchliefen sowohl das PCR-SSCP-Verfahren als auch die qPCR.
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Quantitativer Nachweis von Pilz-Sporen

Bei der Anwendung des Primerpaares Nr.1 lagen die CP-Werte erhitzter
P. chrysogenum-Sporen um 0,17-0,66 PCR-Zyklen unter denen naiver Sporen
(Abbildung 23). Bei Y. lipolytica brauchten die Proben von erhitzten Sporen
hingegen 0,51 bis 1,47 PCR-Zyklen mehr als die von naiven Sporen, um den CP

zu erreichen.

26
24 -
22 -

20, 4

r
> 18 4
§ 16
14
12 4
10
10° 106 107 Sporen /g Fleisch
—&— P. chrysogenum Sporen, naiv --#&-- P.chrysogenum Sporen, erhitzt
—@— VY. lipolytica Sporen, naiv --¢-- Y. lipolytica Sporen, erhitzt
Crossing Point (Sporen/g Fleisch)
P. chrysogenum Y. lipolytica
Primerpaar Nr. | 107 10° 10’ 10’ 10° 10’
Sporen, erhitzt 2431 20,19 16,54 | 20,98 17,57 14,14
Sporen, naiv 2448 20,85 16,90 | 2047 16,65 12,67
CP Unterschied (erhitzt vs. naiv) -0,17 -0,66  -0,36 0,51 0,92 1.47

Abbildung 23: Vergleich der CP-Werte von Amplifikaten naiver und
hitzebehandelter P. chrysogenum-Sporen definierter Konzentration in bestrahlten
Fleischproben; Primerpaar Nr. 1, ITS1/ITS4

Ein vergleichbares Ergebnis wurde beim Einsatz des Primerpaares Nr. 9 erzielt
(Abbildung 24). Allerdings lagen die CP-Werte der erhitzten P. chrysogenum-
Sporen um 1.14-1.38 PCR-Zyklen unter denen naiver Sporen, der Abstand war
also grofer als beim Primerpaar Nr. 1. Bei Y. lipolytica waren die CP-Werte
naiver und erhitzter Sporen fast gleich. Bei P. chrysogenum wurde somit aus den
erhitzten Sporen mehr DNA extrahiert (oder mehr DNA amplifiziert) als aus den

naiven Sporen.
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10° 10° 107 sporen /g Fleisch
—@— P. chrysogenum Sporen, naiv --&-- P.chrysogenum Sporen, erhitzt
—@— VY. lipolytica Sporen, naiv --¢-- Y. lipolytica Sporen, erhitzt
Crossing Point (Sporen/g Fleisch)
P. ehrysogenum Y. lipolytica
Primerpaar Nr. 9 10° 10° 10’ 10° 10° 10’
Sporen, erhitzt 23,04 19,58 16,04 | 20,37 17,15 13,83
Sporen, naiv 2442 2084 17,18 | 21,16 17,01 13.61
CP Unterschied (erhitzt vs. naiv) -138 -126 -1,14 | -0.79 0,14 0,22

Abbildung 24: Vergleich der CP-Werte von Amplifikaten naiver und
hitzbehandelter Y. lipolytica-Sporen definierter Konzentrationen in bestrahlten
Fleischproben; Primerpaar Nr. 9, ITS1/ITS5.8R

Quantitativer Nachweis von Pilzen in Fleischproben

Die Resultate der Keimgehaltsbestimmung mittels qPCR von erhitzten und nicht
erhitzten Fleischproben sind in den Abbildung 25 und Abbildung 26 dargestellt.
Die CP-Werte der Proben aus der qPCR wurden anhand der Standard-Spezies
Y. lipolytica auf log;oKbE-Aquivalent/g umgerechnet.

Bei der Amplifikation mit Primerpaar Nr. 1 (Abbildung 25) waren die KbE-
Aquivalent-Werte (log/g) fast aller erhitzten Fleischproben niedriger als die von
frischem Fleisch, und zwar um 0,10 bis 1,05 log-Stufen (bzw. um 0,28 bis zu
mehr als 2,00 PCR-Zyklen), in Ausnahme war Probe 3, die als negative Kontrolle
galt. Die KbE-Aquivalent-Werte der verdorbenen Proben waren erwartungsgemif
hoher als die von Frischfleisch (um 0,20 bis 0,90 log-Stufen). Die KbE-
Aquivalent-Werte von verdorbenen sowie von verdorbenen und erhitzten Fleisch-

proben unterschieden sich nur gering (um 0,05 bis 0,35 log-Stufen).
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10 ; ' 2 ' Sporen/g:
1 2 El 4 5 6 7 8 MW: Pr. 1-8 ' CP-Werte
Fleischprobhe
@ frisches Fleisch, roh & erhitzt A verdorbenes Fleisch 8 verdorben & erhitzt % Std. Y. lipolytica
= « == Orientierungswert der Gesamtkeimzahl von kontaminierenden Pilzen in Fleischprodukten (fir diese Studie) = 1x10° KbE/g
Primerpaar Nr. | Proben
KbE-Aquivalent-Werte (log/g MW* MW
von Fleischproben 1 2 3 4 5 6 T 8  (Nr.1-8) (Nr.5-8)
frisches Fleisch, roh 3,10 450 1,60 245 3,55 455 355 4725 344 3,98
erhitzt 205 385 1,85 225 290 445 335 380 3.00 3,63
verdorbenes Fleisch nd** nd nd nd 3,75 530 390 5,15 nd 4.53
verdorben & erhitzt nd nd nd nd 3.85 550 395 4380 nd 4,53

Unterschied log-Stufe

-frisches vs. gekochtes Fleisch 1,05 0,65 -0,25 020 0,65 0,10 020 045 0.38 035
-frisches vs. verdorbenes Fleisch nd nd nd nd 020 -0,75 -035 -0,90 nd -0,55
-Verderb vs. Verderb & erhitzt nd nd nd nd 0,10 -0,20 -0,05 0,35 nd 0,00
* MW: Mittelwert; ** nd: nicht durchgefiihrt

Abbildung 25: KbE-Aquivalent-Werte (log/g) von Fleischproben nach Anwendung
des Primerpaars Nr. 1 (ITS1/ITS4): Vergleich zwischen frischen, erhitzten,
verdorbenen und verdorbenen und erhitzten Fleischproben 1-8 (Quantifizierungs-
Standard: Y. lipolytica)

Die Ergebnisse, die mit dem Primerpaar Nr. 9 erzielt wurden (Abbildung 26),
waren durchaus mit den vorher beschriebenen Resultaten vergleichbar. Der KbE-
Aquivalent-Wert (log/g) der frischen Fleischprobe 1 lag um 1,0 log-Stufen hoher,
die Werte der frischen Fleischproben 4 und 6 um 0,5 log-Stufen niedriger als die
der erhitzten Fleischproben. Fiir die anderen fiinf Proben waren die KbE-
Aquivalent-Werte der unbehandelten und der entsprechenden erhitzten

Fleischproben fast gleich.

Beim Vergleich von frischem und verdorbenem Fleisch waren die KbE-
Aquivalent-Werte von verdorbenem Fleisch im Durchschnitt erwartungsgemif
um bis zu 1,0 log-Stufen (Probe 6) hoher. Der Erhitzungsprozess scheint bei
verdorbenen Proben keinen allzu groen Einfluss auf die Nachweisbarkeit von
Pilz-DNA zu haben. Die KBE-Aquivalent-Werte unterschieden sich nur um bis zu
0,25 log-Stufen.
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= + = Orientierungswert der Gesamtkeimzahl von kontaminierenden Pilzen In Fleischprodukten (fiir diese Studie) = 1x10° KbE/g
Primerpaar Nr. 9 Proben
KbE-Aquivalent-Werte (log/g) MW#* MW

von Fleischproben 2 3 4 5 6 7 8  (Nr.1-8) (Nr.5-8)

|
35 430 140 2,50 345 4585 400 495 3,60 4731

frisches Fleisch, roh 3

erhitzt 235 4,15 1,35 3,00 330 540 410 485 3.56 441
verdorbenes Fleisch nd** nd nd nd 3,90 585 400 5,10 nd 4,71
verdorben & erhitzt nd nd nd nd 390 560 410 490 nd 4,63

Unterschied log-Stute

-frisches vs. gekochtes Fleisch 1,00 0,05 005 -0,50 0,15 -0,55 -0,10 0,10 0,04 -0,10
-frisches vs. verdorbenes Fleisch  nd nd nd nd 045 -1,00 000 -0,15 nd -0.,40
-Verderb vs. Verderb & erhitzt nd nd nd nd 0,00 025 -0,10 020 nd 0,09
* MW: Mittelwert; ** nd: nicht durchgefiihrt

Abbildung 26: KbE-Aquivalent-Werte (log/g) von Fleischproben nach Anwendung
des Primerpaars Nr. 9 (ITSI/ITS5.8R): Vergleich zwischen frischen, erhitzten,
verdorbenen und verdorbenen und erhitzten Fleischproben 1-8 (Quantifizierungs-
Standard: Y. lipolytica)

6.2 PCR-SSCP-Ergebnisse

6.2.1 Frisches vs. hitzebehandeltes Fleisch

Die SSCP-Analyse von frischem unbehandeltem und frischem erhitztem Fleisch
mit dem Primerpaar Nr. 1 (ITS1/ITS4) ergab, dass sich die Bandenmuster der
entsprechenden Proben nur unwesentlich unterschieden (Abbildung 27). Die
dominanten Banden waren bei beiden Behandlungsgruppen (erhitzt vs. nicht
erhitzt) identisch; allein beziiglich des Vorkommens schwacher Banden waren
geringe Unterschiede feststellbar (z. B. bei den Fleischproben 1, 5 und 7), die

jedoch nicht durchgehend einem Behandlungsverfahren zuzuordnen waren.

Die Anwendung des Primerpaars Nr. 9 (ITS1/ITS5.8R) fiihrte zu vergleichbaren
Resultaten. Auch hier waren die dominanten Banden bei erhitzten und nicht

erhitzten Proben praktisch identisch.
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Abbildung 27: PCR-SSCP Ergebnis: Vergleich zwischen frischen und erhitzten
Fleischproben 1-8 nach Anwendung der Primerpaare 1 und 9

A Agarosegel: C: Negativ-Kontrolle; Cl: P. chrysogenum ; C2: Y. lipolvtica
Zuordnung der Ziffern 1-16 siche B
B: SSCP-Gel: Std.: Standard-Spezies; Fleischprobe
Pr.1 Pr.2 Pr.3 Pr. 4 Pr.5 Pr. 6 Pr.7 Pr. 8
1 frisch 3 frisch 5 frisch 7 frisch 9 frisch 11 frisch 13 frisch 15 frisch

2 erhitzt 4 erhitzt 6 erhitzt 8 erhitzt 10 erhitzt 12 erhitzt 14 erhitzt 16 erhitzt

= zeigen die unterschiedlichen Banden

6.2.2 Frisches vs. verdorbenes Fleisch

Aliquote von vier Fleischproben (Pr. 5-8) hat der Untersucher verderben lassen.
Von den nicht verdorbenen wie auch von den verdorbenen Proben wurde ein Teil
erhitzt, der andere blieb unbehandelt. Die auf diese Weise entstandenen
16 Einzelproben wurden einer PCR-SSCP-Analyse unterzogen, wobei die

Primerpaare Nr. 1 (ITS1/ITS4) und Nr. 9 (ITS1/ITS5.8R) zum Einsatz kamen.
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Abbildung 28: PCR-SSCP Ergebnis nach Anwendung der Primerpaare 1 und 9:
Vergleich zwischen frischen und verdorbenen Fleischproben 5-8, jeweils vor und
nach Erhitzung

A: Agarosegel: C: Negativ-Kontrolle; C1: P. chrysogenum ; C2: Y. lipolvtica
Zuordnung der Ziffern 1-16 siche B
B: SSCP-Gel: Std.: Standard- Spezies; Fleischprobe

Pr.5 1 frisch 2 frisch & erhitzt 3 verdorben 4 verdorben & erhitzt
Pr.6 5 frisch 6 frisch & erhitzt 7 verdorben 8 verdorben & erhitzt
Pr.7 9 frisch 10 frisch & erhitzt 11 verdorben 12 verdorben & erhitzt
Pr.8 13 frisch 14 frisch & erhitzt 15 verdorben 16 verdorben & erhitzt

= zeigen die unterschiedlichen Banden

Abbildung 28 zeigt vergleichend die Ergebnisse der entsprechenden frischen und

verdorbenen Proben jeweils vor und nach Erhitzung.

Betrachtet man zunidchst die Agarosegele, so fillt auf, dass sowohl das
Verderbgeschehen als auch der Erhitzungsprozess einen Einfluss auf die Bildung
von Amplifikationsprodukten haben. So sind z. B. nach dem Verderben-lassen
neue Banden zu beobachten (vgl. Laufspuren 1 und 2 mit 3 und 4); nach dem
Erhitzungsprozess sind manche Banden schwicher oder fehlen ganz (vgl.
Laufspuren 3 und 4). Dies hat natiirlich Auswirkungen auf die Bandenmuster in
SSCP-Gel: Banden, die bei frischem Fleisch relativ stark ausgebildet waren,

waren bei verdorbenem Fleisch teilweise schwicher und, wenn das verdorbene
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Fleisch erhitzt war, fast unkenntlich (Fleischproben 5 und 8, amplifiziert mit
Primerpaar Nr. 1; siche Markierung). Diese Unterschiede zeigten sich deutlich bei
den mit Primerpaar Nr. 1 amplifizierten Proben. Bei den mit Primerpaar Nr. 9
amplifizierten Proben kamen die Haupt-Banden in frischem Fleisch auch bei

verdorbenem Fleisch und bei erhitztem verdorbenem Fleisch vor.

7 Untersuchung der Feldproben

Insgesamt 50 Proben wurden getestet. Die Fleischproben 1-8 dienten der
Validierung der Methode. Die Ergebnisse wurden in den vorhergehenden
Abschnitten beschrieben. 40 Proben (Proben 9-24, 27-50) waren Fleischprodukte

aus dem Handel, nur die Proben 25 und 26 waren Sojasauce (Tabelle 28).

Tabelle 28: Gruppen von getesteten Produkten

Fleischprobe Gesamt Beschreibung*
1,2; 4-8 7 Hackfleisch
3 1 Muskelfleisch (Fleischkern)
9-23 15 Pasteurisierte Fleischprodukte
24 1 Speck (vom Speck-Knodel)
25-26 2 Sojasauce
27-38 12 Dosenwurst aus Supermirkten
39-50 12 Dosenwurst aus Hausmacherkonserven
Gesamt 50

* Name und Herkunft jeder Probe finden sich in Tabelle 15 im Kapitel ,,Material und
Methoden®. Die Nummern sind identisch.

7.1 Ergebnisse der gPCR

Die 50 Feldproben wurden von den Primerpaaren Nr. 1 (ITS1/ITS4) und Nr. 9
(ITS1/ITS5.8R) mittels qPCR amplifiziert und quantifiziert. Das ,,Universal*-
Primerpaar Nr. 1 (ITS1/ITS4) wurde mitgefiihrt, um festzustellen, inwieweit die
Ergebnisse von pflanzlichen Beimengungen beeinflusst wurden. Die CP-Werte
der Feldproben aus der gPCR wurden anhand der Standard-Spezies Y. lipolytica
auf log;oKbE-Aquivalent/g umgerechnet.

Die Untersuchung der Proben mit dem Primerpaar Nr.9 (ITS1/ITS5.8R,
Abbildung 29) ergab KBE-Aquivalent-Werte zwischen ,nicht nachweisbar
(Fleischkern) und 10° pro Gramm (Speck). Die Produktgruppen ,,Hackfleisch*
und (wirmebehandelte) ,,Fleischprodukte aus dem Kiihlregal“ wiesen deutlich

hohere KBE-Aquivalent-Werte auf als Sojasaucen oder Dosenwurst.
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Abbildung 29: KbE-Aquivalent-Werte (log/g) der Produkte (Gruppen): Feldproben
Nr. 1-50: Errechnet nach Standard-Spezies Y. lipolytica, Primer Nr. 9 (ITS1/ITS5.8R)

6,0 —

5,0 —

0o

4,0 -

3,0 -

Sporendquivalent (log/g)

2,0—

1,0~ —_
[ ] 1 1 n I I 1

Fleischkern® Hackfleisch Fleischprodukt 2 Speck- Sojasauce Dosenwurst®  Dosenwurst?
frisch Knédel

Probentyp
L als Negativ-Kontrolle ?: aus Kihlregal im Supermarkt 3: aus Supermarkt %: aus Metzgerei

Abbildung 30: KbE-Aquivalent-Werte (log/g) der Produkte (Gruppen): Feldproben
Nr. 1-50: Errechnet nach Standard-Spezies Y. lipolytica, Primer Nr. 1 (ITS1/ITS4)
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Die Verwendung des Primerpaares Nr. 1 (ITS1/ITS4, Abbildung 30) spiegelt im
Prinzip die Resultate der Untersuchung mit Primerpaar Nr. 9 wieder. Allerdings
waren insbesondere die KBE-Aquivalent-Werte fiir Fleischprodukte aus dem
Kiihlregal und Sojasaucen, teils auch fiir Dosenwurst, deutlich hoher. Dieser
Sachverhalt diirfte auf die Co-Amplifikation von DNA pflanzlichen Ursprungs

zuriickzufiihren sein.

Die Graphiken der KbE-Aquivalent-Werte (log/g) von Einzelproben, die mit
beiden Primerpaaren (Nr. 1: ITS1/ITS4 und Nr.9: ITS1/ITS5.8R) untersucht

wurden, finden sich im Anhang 6.

7.2 Ergebnisse der PCR-SSCP-Analyse

Die SSCP-Gele mit den PCR-Produkten aus den Feldproben, die vom Primerpaar
Nr.9 (ITSI/ITS5.8R) amplifiziert wurden, wurden fiir 15 pasteurisierte und
25 sterilisierte  Fleischprodukte — mit GelCompar®—H ausgewertet.  Die
pasteurisierten Fleischproduktproben bildeten 16 bis 33 Banden, im Durchschnitt
24; sterilisierte Fleischproduktproben generierten im Durchschnitt 25 (19 bis 40)
Banden. Abbildung 31 zeigt die DNA-Banden der Feldproben und der Standard-
Spezies im SSCP-Gel nach der Auswertung mit GelCompar®-II. Die Bilder im
SSCP-Gel der Feldproben vor der Auswertung finden sich im Anhang 7.

Nach der Auswertung mit GelCompar®II wurden alle DNA-Banden
unterschiedlicher Laufweiten — sowohl solche mit hoher, als auch solche mit
niedriger Privalenz — fiir die Sequenzierung ausgewihlt (siehe ndchster Abschnitt:

7.2.1)
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Standard-Spezies: 1 238578 011 12 14 15 16 Wb 18 108 20
46 10 13
Proben
Pasteurisierte Fleischprodukte: von Supermiirkten
9 Leberkise: Haudek 14 Leberkdse: Vinzenzmurr 19 Bio-Fleischkise: Rewe-Bio
10 Lyoner: Schmiilzle 15 Kalbfleischwurst: Vinzenzmurr 20 Wiirstchen: Ja!
11 Schinkenwurst: Schmitz 16 Bio-Schinkenwurst fein: Altdorfer 21 Leberkiise: Metzgerfrisch
12 Jagdwurst: Schmitz 17 Leberkase: Sieber 22 Lyoner: Gebirgsjager
13 Wiener Gewurschtl: Vinzenzmurr 18 Lyoner: Wilhelm Brandenburg 23 Wiener Wiirstchen: Dulano
Dosenwurst: von Supermirkten
24 Speck Knddel: Pfanni 29 Schinkenwurst: Dietz 34 Jadgwurst: Miiller
25 Sojasauce 1* 30 Lyoner: Dietz 35 Jagdwurst: Lutz
26 Sojasauce 2% 31 Lyoner Bio: Rewe 36 Bierwurst: Lutz
27 Eisbeinfleisch in Aspik: Dreisterne 32 BIO Lyoner. Biolance 37 Bierwurst: Eidmann
28 Eisbeintleisch in Aspik: Simon 33 Jagdwurst: Eifel 38 Niirnberger Rostbratwiirste®
Dosenwurst: von lokalen Metzgereien (Hausmacherkonserven)
39 Rotwurst* 43 Weiler Pressack® 47 Gekochte Mettwurst*®
40 Fleischkise® 44 Leberkas* 48 Schinken Rotwurst*
41 Schinkenwurst* 45 Hausemacher Leberwurst® 49 Thalheimer Stadtwurst*
42 Bratwurstteig® 46 Bratwurstgehick® 50 Oma’s Bratwurstgehdck®
Standard-Spezies
1 S cerevisiae (DSM T0451) 8 Absidia glauca (1" Bande) 15 E. rubrum
2 S cerevisiaze (DSM 4531) 9 A ochraceus 16 Trichosporon gracile
3 A fumigatus 10 Absidia glauca (2"Id Bande) 17 Cryptocoeccus curvatus
4 P. chrysogenum 11 Acremonium sp. 18 Candida krusei
5 A parasiticus 12 Rhizopus oryzae 19 Pichia membranacfaciens
6 A flavus 13 Alt alternata 20 Yarrowia lipolytica
7 Aureobasidium pullurans 14 A. vesicolor

Abbildung 31: PCR-SSCP Ergebnisse nach Normalisierung mit der Software
GelCompar®-1I: DNA-Banden von Feldproben und von Standard-Spezies

* Hersteller, siche Tabelle 15
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7.2.1 Sequenzierungsergebnisse der DNA-Banden

Aus 16 Proben wurden 32 DNA-Banden der Amplifikate von Primerpaar Nr. 9
(ITS1/ITS5.8R) mit unterschiedlichen Laufweiten (Abbildung 32) zur
Identifizierung der Pilz-Spezies sequenziert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 29
dargestellt. Alle 32 DNA-Banden stammten von Pilzen. Dieses Ergebnis bestitigt
erneut die Pilz-Spezifitit des Primerpaars Nr. 9. Darunter waren 10 Spezies, die
Pflanzen als Endophyten (Bande 26) oder Pathogene (Bande 4, 6, 7, 9, 11, 19, 20,
24 und 32) befallen konnen. Die anderen identifizierten Pilze, die auch nach der
Literatur haufig oder gelegentlich in Fleischwaren vorkommen, waren z. B.
A. penicillioides (Bande 1), Xeromyces bisporus (Bande 2), E.amstelodami
(Bande 3), Alt. alternata (Bande 8), Issatchenkia orientalis (Bande 5 und 25),
Wallemia sebi (Bande 10), C. tropicalis (Bande 13), Epicoccum nigrum (Bande
17 und 30), Pichia membranifaciens (Bande 22), Candida spp. (Bande 23),
C. zeylanoides (Bande 27), Pichia caribbica (Bande 28), C. rugusa (Bande 31).
Auch die Backhefe S. cerevisiae (Banden 12, 15 und 21) wurde in einigen

Fleischproben identifiziert.

Drei gewiirzte Fleischprodukte wurden mit dem Primerpaar Nr. 1 (ITS1/ITS4)
untersucht. Drei DNA-Banden (von den Fleischproben 9, 10 und 12) wurden
sequenziert. Eine Bande erwies sich als Aspergillus penicillioides (99%ige
Identitit), eine als Alternaria alternata (100%ige Identitét). Die dritte Bande aus
Fleischprobe Nr. 10 (Lyoner) war in der Tat DNA von einem Gewiirz, ndmlich

Koriander (Coriandrum sativum, 100%ige Identitit).
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Primerpaar Nr. 9: ITS1/ITS5.8R: SSCP Kondition: 35,2% MDE", 6 h

Abbildung 32: PCR-SSCP-Ergebnisse ausgewihlter Produkte; die links neben den
Laufspuren angebrachten Zahlen markieren die zur Sequenzierung aus dem SSCP-
Gel ausgeschnittenen DNA-Banden (Spezies-Identifikation, siehe Tabelle 29)

Probe (oben)

9 Leberkiise: Haudek 25 Sojasauce: Kikkoman 39 Rotwurst: Oliver Holzheid
10 Lyoner: Schmilzle 27 Eisbeinfleisch in Aspik: Dreisterne 40  Fleischkiise: Oliver Holzheid
12 Jagdwurst: Schmitz 30 Lyoner: Dietz 42  Bratwurstteig: Oliver Holzheid
13 Wiener Gewurschtl: Vinzenz Murr 32 BIO Lyoner. Biolance 46  Bratwurstgehiick: Metzgerei -
23 Wiener Wiirstchen: Dulano 36 Bierwurst: Lutz Franz Riihl

24 Speck-Kndédel: Pfanni 37 Bierwurst: Eidmann

Standard-Spezies (recht)

1§ cerevisiae (DSM 70451) 8 Absidia glauca (1" Bande) 15 E. rubrum

2 8. cerevisiae (DSM 4331) 9 A ochraceus 16 Trichosporon gracile

3 A fumigatus 10 Absidia glauca (Z"d Bande) 17 Cryptococcus curvatus

4 P. chrvsogenum 11 Acremonium sp. 18 Candida krusei

5 A parasiticus 12 Rhizopus arvzae 19 Pichia membranaefaciens

6 A flavus 13 Al alternata 20 Yarrowia lipolvtica

7 Aureobasidium pullurans 14 A vesicolor

i._.~ Diezur Sequenzierung ausgeschnittenen DNA-Banden
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Tabelle 29: Sequenzierungsergebnisse der Amplifikate vom Primerpaar Nr. 9 aus

Feldproben
Ban Probe Sequenzalighment %  Gesamt* Anmerkungen
de Iden.
1 9 Aspergillus penicillioides 08% 10 Xerophiler Schimmelpilz
2 9 Xeromvces bisporus 99% 3 Xerophiler Schimmelpilz; Habitat: Lebensmittel
und Produkte mit niedriger Wasseraktivitit z.B.
Gewiirze, Schokolade
3 9 Ewrotium amstelodami 100% 28  Eurotium amstelodami = Teleomorphe Form von
Aspergillus glawcus
4 9 Lasiodiplodia theobromae 100% 40  Botryosphaeria rhodina = Teleomorphe Form von
Botryvosphaeria rhodina 100% 25 Lasiodiplodia theobromae ; Pflanzenpathogen
5 9 Issatchenkia orientalis 100% 5 Issatchenkia orientalis : Synonym: Candida
Pichia kudriavzevii 100% 2 krusei, Pichia kudriavzevii, Saccharomyces sp.
Saccharomyces spp. 100% 2 Pl, Candida acidothermophilum
6 10 Lewia infectoria 100% 36 Lewia infectoria = Teleomorphe Form von
Lewia ethzedia 100% 2 Alternaria infectoria : Pflanzenpathogen
Alternaria sp. 100% 9
7 10 Pleospora herbarum 99% 9 Pleospora herbarum = Teleomorphe Form von
Stemphylium vesicarium 99% T Stemphylium vesicarium : Pflanzenpathogen fiir
z.B. Spargel, Zwiebel
8 10 Alternaria alternata 100%
9 10 Botrytis aclada 99% 3 Botrytis : Synonym = Botryotinia :
Pflanzenpathogen fiir Zwiebel und Knoblauch
10 10 Wallemia sebi 99% 11 Xerophiler Schimmelpilz; Habitat: Innenraumluft,
Boden, Brot, Fisch, Fleisch, Speck
11 12 Neofusicoccum parvim 100% 79 Botryosphaeria parva = Teleomorphe Form von
Neofisicoecum ribis 100% 7 Neafusicoccum parvum : Pflanzenpathogen fiir
Botryosphaeria parva 100% 6 z.B. Muskatnuss
12 13 Saccharomyces cerevisiae 100% 33
13 23 Candida tropicalis 09% 57
14 23 Pichia jadinii 99% 2 Pichia jadinii : Synonym: Cyberlindnera jadinii,
Candida utilis, Torula utilis
15 24 Saccharomyces cerevisiae 100% 32
16 25%*%  Aureobasidium pullulans 100% 39
17 25%%  Epicoccum nigrum 99% 31 Saprophyter Pilz: Weltweit verbreitet, findet sich
bei Pflanzen, Innen- und Auflenraumluft
18 27 Phoma acetosellae 100% 1 Phoma spp.: Pflanzenmaterial, Innenraumluft
19 30 Macrophomina phaseelina 100% 85  Pflanzenpathogen fiir z.B. Sojabohnen, Mais
20 30 Lasiodiplodia parva 100% 7 Botryvosphaeria rhodina = Teleomorphe Form von
Lasiodiplodia theobromac 100% 6  Lasiodiplodia theobromae . Pflanzenpathogen
Botryosphaeria vhodina 100% 5
21 32 Saccharomyces cerevisiae 98% 41
22 32 Pichia membranifaciens 100% 18
23 32 Candida spp. 99% 8
24 36 [tersonilia perplexans 100% 1 Pflanzenpathogen fiir z.B. Dillkraut
25 37  Issatchenkia orientalis 100% 7 siche Bande Nr. 5
26 39 Guignardia mangiferae 99% 71 Endophyt fiir viele Pflanzen
27 39 Candida zevlanoides 09% 16
28 39 Pichia caribbica 09% 17 Pichia caribbica : Synonym: Candida fermentati,
Meyerozyma caribbica 00%, 7 Meyerozyma caribbica, Torula fermentati
Candida fermentati 09% 2
29 40  Pilz-DNA 100% 2 (Accesion Nr. in Genbank: AM711413 und
AMT711444)
30 42 Epicoccum nigrum 99% 28  siehe Bande Nr. 17
31 42 Candida rugosa 02% 3
32 46 Botryotinia fickeliana 100% 37  Pflanzenpathogen

* Gesamtzahl der in Genbank enthaltenen Eintrige mit der angegebenen [dentitit

** Sojasauce
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7.2.2 Orientierende Daten zur Privalenz von Pilzen in Feldproben

Zur Auswertung der SSCP-Gele wurden die einzelnen Gele mit Hilfe der
Software GelCompar®—H anhand des Speziesstandards ,,normalisiert”. Die
Zuordnung der Banden erfolgte aufgrund der ,,relativen Laufweite* im Vergleich
zum Speziesstandard und im Vergleich zu den sequenzierten Banden (siehe
7.2.1). Bei einem solchen Vorgehen muss man sich bewusst sein, dass ein
Resultat nur einen orientierenden Charakter hat, da die produzierten Einzelstringe
unterschiedlicher Pilzarten durchaus gleiche relative Laufweiten aufweisen
konnen. Diese Problematik konnte nur umgangen werden, wenn jede einzelne
Bande eine Sequenzierung zugefiihrt werden wiirde, was aus Zeit- und

Kostengriinde nicht moglich war.

Trotz dieser Einschrinkung wurde versucht, das Spektrum der Pilzflora in den
untersuchten Lebensmiteln tierischen Ursprungs zu charakterisieren. Insgesamt
konnten 37 Banden identifiziert werden, die aufgrund der vorher angegeben
Kriterien und unter Beriicksichtigung moéglicher Doppelt- und Dreifachbelegung

mindestens 54 unterschiedliche Pilzarten repréasentieren konnen.

Dabei handelt es sich sowohl um Arten, die ihren primiren Standort auf Pflanzen
haben und somit vermutlich via ,,Gewiirze* in die Produkte gelangten, wie auch
um Arten, die als ,ubiquitir gelten und somit als Kontaminanten der

Ausgangsprodukte in Betracht kommen.

Am hiufigsten scheinen Epicoccum nigrum, Eurotium rubrum, Lasiodiplodia
theobromae, Alternaria alternata, Acremonium sp. und Absidia glauca bzw.
Lewia infectoria vorzukommen (Tabelle 30). Dabei ist jedoch zu beriicksichtigen,
dass sich z. B. hinter Alternaria alternata auch noch Cla. herbarum, M. spinosus
oder Rhodotorula sp. verbergen konnte. Vergleicht man die Resultate der
pasteurisierten Proben mit denen von sterilisierten, so fillt auf, dass allem
Anschein nach vor allem die DNA von Candida krusei oder Yarrowia lipolytica

hiufig in sterilisierten Proben nachweisbar ist.
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Tabelle 30: Zuordnung der DNA-Banden aus SSCP-Analysen von Feldproben zur
Laufweite der Referenz-Pilz-Spezies und der sequenzierten Banden; Auswertung
mit GelCompar®-II

Privalenz in Fleischprodukten

B % Lauf- Referenz-Pilz-Spezies Pasteurisiert ~ Sterilisiert ~ Alle Probe
d M weite im (von Reinkultur und Sequenzierung*) (n=15) (n=25) (n=40)
e

SSCP-Gel in Fleisch Vorkommen in Gewlirze Vorkommen n % n % n %
1 13,4% S. cerevisiae® - 4 27% 2 8% 6 15%
2 13,7%  S. cerevisiae® - 8 53% 18 72% 26 65%
3 15,1% S. cerevisiae (DSM 70451)  Guignardia mangiferae® 5 33% 14 56% 19 48%
4%%  17,5% Pilz-DNA (Accesion Nr. in Genbank: AM711444) 5 33% 16 64% 21 353%
5%k 18,2%  Aspergillus penicillioides* - 12 80% 15 60% 27 68%
6%*  19,0% S. cerevisiae (DSM 4531) - 3 20% 14  56% 17 43%
TEE - 20,1%  Aspergillus fumigatus ! - 6  40% 17 68% 23 58%
8%k 20,9% Penicillium chrysogenum : Macrophomina phaseolina® 8  53% 13 52% 21 53%
OF¥¥  21,7%  Aspergillus parasiticus - 6  40% 14 56% 20 50%
10%%  22.6% Aspergillus flavus’® Neofusicoccum parvim* 8 53% 21 B4% 29 T3%
11%%  23,0% Aurcobasidium pullurans - 11 T3% 15 60% 26 65%
12 24,0% Absidia glauca (1% Bande)  Lewia infectoria® 12 80% 18 72% 30 75%
13 26,7% Candida zeylanoides®" 4 - 11 T3% 16 64% 27 68%
14 27.5% Absidia glauca @ Bande) - 6  40% 16 64% 22 55%
15 284%  Acremonium sf.pp.S - 11 73% 20 80% 31 78%
16 30,2% - Pleospora herbarum® 10 67% 15 60% 25 63%
17 31.1% Rhizopus oryzae - 11 73% 16 64% 27 68%
18 32.2%  Alternaria alternata § - 9 60% 21 84% 3 T5%
19 32,8% - Botrytis aclada*® 10 67% 3 12% 13 33%
20 34.8%  Aspergillus vesicolor - 7 47% 14 56% 21 53%
21 35,6% - Botryotinia fuckeliana* 11 73% 9 36% 20 50%
22 36,4% Pichia caribbica*® - 12 80% 16 64% 28 7T70%
23 39,1% - ltersonilia perplexans* 6  40% 14 56% 20 50%
24 39.8%  Furotium rubrum b - 11 T3% 21 84% 32 B0%
25 40,5% Candida tropicalis* - 8 53% 4 16% 12 30%
26 43.9% Epicoccum nigrum* - 10 67% 24 96% 34 B85%
27 45,0% - Lasiodiplodia theobromae* 11 T3% 20 80% 31 78%
28 45.7% Phoma acetosellae® - 2 13% 11 44% 13 33%
29 46,4% Pichia jadinii* - 30 20% 3O12% 6 15%
30 52,6% Trichosporon gracile - 0 0% 3 12% 3 8%
31 56,5% Wallemia sebi* } - 4 27% 8§ 32% 12 30%

. Hokok

32 57.2% Cryptococcus curvatus f - 7 47% 11 44% 18 45%
33 63.7% Issatchenkia orientalis % } ek - 1 T% 5 20% 6 15%
34 65.0% Candida krusei’ - 5 33% 18 72% 23 358%
35 71.7%  Pichia membranaefaciens - 3 20% 6 24% 9 23%
36 85,7% Candida rugosa - 1 T% 5 20% 6 15%
37 88.4% Yarrowia lipolvtica - 1 T% 15 60% 16 40%

Pilze, die nach Erkenntnissen dieser Studie gleiche Laufweiten wie die Referenz-Pilz-Spezies aufweisen

! Aspergillus niger, Aspergillus terreus

Penicillium nalgiovense, Penicillium verrucosum

Penicillium expansum, Penicillium roqueforti

N Aspergillus ochraceus

5 . .
Fusarium spp., Xeromyces bisporus *

‘c ladosporium herbarum, Mucor spinosus , Rhodotorula spp.

! Aspergillus glaucus, Candida albicans, Eurotium amstelodami

¥ Wallemia sebi (DSM 5329)

* Candica krusei - Synonym: Issatchenkia orientalis*

- keine Information
* Bande aus SSCP-Gel, sequenziert
** Banden 4-11: schwierig zu differenzieren
**% DNA-Banden von beiden Pilzen sind gelegentlich auf gleiche Laufweite
= Zeigen der grofBie Privalenz-Unterschied zwischen pasteurisierten und sterilisierten Fleischproben
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Tabelle 31: Zuordnung bedeutender DNA-Banden aus SSCP-Analysen

Feldproben mittels GelCompar®-II-Auswertung

von

Fleisch- Gesamt- Bedeutende-DNA-Bande ( in SSCP-Gel auf gleiche Hohe von: )
Probe  Bande/Pr. Haupt-Bande | Haupt-Bande 2 Haupt-Bande 3

Pr.09 22 Aspergillus penicillioides* Lasiodiplodia theobromae™® Eurotium rubrum’

Pr.10 30 Alternaria alternata ® Lewia infectoria® Pleospora herbarum*
Pr.11 29 Alternaria alternata ® ltersonilia perplexans* Lewia infectoria®

Pr.12 16 Alternaria alternata ® Candida trepicalis™® Lewia infectoria®

Pr.13 21 S. cerevisiae*® Alternaria alternata ® Lewia infectoria®

Pr.14 20 Rhizopus oryzae Botrytis aclada® Candida trepicalis™®
Pr.15 24 Alternaria alternata ® Eurotium rubrum’ Pleospora herbarum*
Pr.16 19 Botrytis aclada® Lewia infectoria® Candida zeylanoides®" 4
Pr.17 30 Aspergillus parasiticus Issatchenkia orientalis*’ Pleospora herbarum*
Pr.18 16 Botrytis aclada® Lewia infectoria® Aureobasidium pullurans
Pr.19 21 Botrytis aclada® Lewia infectoria® Eurotium rubrum’

Pr.20 24 Pleospora herbarum* Candida zeylanoides™®" 4 -

Pr.21 23 Lewia infectoria® Aureobasidium pullurans S. cerevisiae (DSM 7045 l)m
Pr.22 33 Eurotium rubrum’ Alternaria alternata © Rhizopus oryzae

Pr.23 26 Pichia jadinii* Alternaria alternata © S. cerevisiae*

Pr.24 19 S. cerevisiac® - -

Pr.27 22 Phoma acetosellae™ Penicillium chrysogenum 2 Cryptococcus curvatus #
Pr.28 30 S. cerevisiae*® Aspergillus penicillioides* Aureobasidium pullurans
Pr.29 31 Alternaria alternata ® Eurotium rubrum’ Epicoccum nigrum*
Pr.30 29 Penicillium chrysogenum ) Eurotium rubrum’ Alternaria alternata ®
Pr31 30 S. cerevisiae (DSM 7045 l)m S. cerevisiae (DSM 4531) Penicillium chrysogenum :
Pr.32 26 S. cerevisiae® Lasiodiplodia theobromae™® S. cerevisiae (DSM 7045 l)m
Pr.33 25 S. cerevisiae*® Pichia caribbica® Yarrowia lipolytica

Pr.34 26 S. cerevisiae*® Candida zeylanoides™®" 4 Pleospora herbarum*
Pr.35 23 Alternaria alternata ® Epicoccum nigrum* Issatchenkia orientalis*®
Pr.36 30 Alternaria alternata ® ltersonilia perplexans* Issatchenkia orientalis*’
Pr.37 40 Issatchenkia orientalis*® Candida krusei® Alternaria alternata ®
Pr.38 26 Lasiodiplodia theobromae™® Alternaria alternata S. cerevisiae (DSM 7045 l)m
Pr.39 26 S. cerevisiae (DSM 7045 l)m Candida zeylanoides®* 4 Pichia caribbica*®

Pr.40 25 Alternaria alternata ® Epicoccum nigrum* Aspergillus flavus !

Pr4l 21 Candida krusei’ Yarrowia lipolytica Alternaria alternata ®
Pr42 25 Epicoccum nigrum* Alternaria alternata ® Candida rugosa

Pr43 24 Candida zeylanoides™®" ) Alternaria alternata ® -

Pr.44 17 Epicoccum nigrum* Candida krusei’ Aspergillus flavus !

Pr45 23 Lewia infectoria® Aureobasidium pullurans Candida krusei’

Pr46 21 Botrytis aclada® Botryotinia fuckeliana*® Lewia infectoria®

Pr47 19 Aspergillus flavus d Epicoccum nigrum* Botrytis aclada®

Pr48 22 Absidia glauca (2”‘j Bande) Acremonium spp.5 Alternaria alternata ®
Pr.49 19 Yarrowia lipolytica Candida krusei’ -

Pr.50 15 ltersonilia perplexans* Yarrowia lipolytica -

Pilze, die nach Erkenntnissen dieser Studie gleiche Laufweiten wie die Referenz-Pilz-Spezies aufweisen

Penicillium nalgiovense, Penicillium verrucosum, Macrophomina phaseolina*®

Penicillium expansum, Penicillium roqueforti, Neofusicoceum parvum*

! Aspergillus ochraceus

5 . .
Fusarium spp., Xeromyces bisporus *

‘c ladosporium herbarum, Mucor spinosus , Rhodotorula spp.

4 Aspergillus glaucus, Candida albicans, Eurotium amstelodami

* Candica krusei : Synonym: Issatchenkia orientalis*

0~ . 3 i
Guignardia mangiferac®

* Bande aus SSCP-Gel, sequenziert
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Tabelle 32: Privalenz bedeutender DNA-Banden in PCR-SSCP-Analysen von
Lebensmitteln tierischen Ursprungs (nach Tabelle 31)

Anzahl der bedeutenden Banden

Pasteurisiert| Sterilisiert Alle
Nr. Spezies n=15 n=25 n=40 %

| Alternaria alternata® 7 11 18 45%
2 Lewia infectoria™ 8 2 10 25%
3 Candida krusei’ 1 8 9 23%
4 Botrytis aclada™ 4 2 6 15%
5  Epicoccum nigrum* 0 6 6 15%
6  Eurotium rubrum’ 4 2 6 15%
7  Candida zeylanoides*’ 4 2 3 5 13%
8  Pleospora herbarum™ 4 I 5 13%
9  Aureobasidium pullurans 2 2 4 10%
10 Yarrowia lipolytica 0 4 4 10%
11 S cerevisiae* 2 5 7 18%
12 S. cerevisiae (DSM ?0451)10 1 4 5 13%
13 S. cerevisiae (DSM 4531) 0 / | 3%

Pilze, die nach Erkenntnissen dieser Studie gleiche Laufweiten wie die
Referenz-Pilz-Spezies aufweisen

. Aspergillus ochraceus

. Cladosporium herbarum, Mucor spinosus , Rhodotorula spp.
! Aspergillus glaucus, Candida albicans, Eurotium amstelodami
* Candica krusei Synonym: Issatchenkia orientalis*

1o
Guignardia mangiferae™®

* Bande aus SSCP-Gel, sequenziert

Wertet man mit dem gleichen Verfahren die drei dominierenden Banden aus, so
ergibt sich das in Tabelle 31 aufgelistete Pilz-Spektrum. Dabei dominieren die
Arten Alternaria alternata, Lewia infectoria, Candida krusei, Botrytis aclada oder
Epicoccum nigrum (vgl. Tabelle 32). Auch hier ist — wie in den Tabelle 31 und
Tabelle 32 dargestellt - zu beriicksichtigen, dass eine Bande auch andere Pilzarten

reprasentieren kann.
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\% DISKUSSION

1 DNA-Extraktionsmethode

Vier DNA Kits wurden auf ihre Eignung zum Einsatz in dieser Untersuchung
getestet: Kit 1: High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Applied
Science), Kit2: QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN), Kit3: GenElute™
Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) und Kit4: DNeasy
Blood and Tissue Kit (QIAGEN). Alle vier sind nach Herstellerangaben zur
Gewinnung tierischer DNA aus Gewebeproben bestimmt. Zur Extraktion
pilzlicher oder bakterieller DNA empfehlen die Hersteller das Anziichten von
Kulturen vor dem Einsatz der Kits. Diese Vorgehensweise liel sich in dieser
Studie nicht umsetzen, weil Pilze in hitzebehandelten Fleischprodukten inaktiviert
sind. Die 4 DNA-Extraktions-Kits wurden trotzdem zum Test fiir den Einsatz in
dieser Studie ausgewdihlt, weil sie die Matrix biologischer Proben erschliefen
konnen auf Inhibitoren der Fleischmatrix abgestimmt sind. Um sie zur DNA-
Extraktion aus Pilz-Sporen zu optimieren wurden bei der Extraktion fiir alle Kits
zwei zusitzliche Zell-Lyse-Schritte zugefiigt: 1. Die physikalische Behandlung
mit Glass Beads zur mechanischen Spaltung der Zellwidnde der Pilz-Sporen;
2. Die enzymatische Behandlung mit dem Enzym Lyticase, um die Zellwénde
aufzuschlieBen und zu destabilisieren. Die in Folge dieser Behandlung instabilen

Zellen wurden in Lysepuffer lysiert und gaben ihre DNA frei.

Bei der Auswahl des DNA-Extraktions-Kits wurde die Effizienz der Kits nur
durch die Amplifizierung der gewonnenen DNA im Thermocycler und die
Priifung der PCR-Produkte im Agarosegel, also mit qualitativen bzw. semi-
quantitativen Methoden, beurteilt, da die qPCR in dieser frithen Phase der Studie
noch nicht zum Einsatz kam. Bei der Extraktion der DNA aus 20 Pilzarten
(Reinkulturen, Keimzahl zwischen 10° und 10° Sporen/Probe) zeigten sich keine
Unterschiede zwischen den Kits. Die Auswahl des DNA-Extraktions-Kits basierte
deshalb auf den Ergebnissen der Thermocycler-Amplifikation und der

anschliefenden SSCP-Analyse von Fleischproben.

In Fleisch und Fleischprodukten konnen mindestens 30 Hefe-Arten aus
10 Gattungen (Deak und Beuchat, 1996) und mindesten 61 Schimmelpilzarten aus

18 Gattungen (Weidenborner, 1999) vorkommen. Auswahl-Kriterien fiir das
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geeignete DNA-Extraktions-Kit waren daher die Fihigkeit, DNA aus einem
breiten Spektrum Fleisch-relevanter Pilzarten extrahieren zu koOnnen, die
Amplifizierbarkeit der DNA-Extrakte und das Lauf- und Trennungsverhalten der
PCR-Produkte im PCR-SSCP-Verfahren. Daher war die quantitative Ausbeute an

DNA nur von zweitrangiger Bedeutung.

Die Menge der extrahierten DNA aus den Fleischproben wurde mit dem
Spektrophotometer (Nano-Drop® ND-1000) anhand der Menge der aufgereinigten
Produkte der Thermocycler-PCR ermittelt. Im Gegensatz zu den anderen
getesteten Kits beinhaltet nur Kit 1 einen Schritt zur Reduktion von PCR-
Inhibitoren. Tatsichlich konnte dieses Kit mehr DNA extrahieren als die anderen,
gefolgt von Kit 3 und Kit 4. Kit 2 war den anderen unterlegen. Kit 4 konnte zwar
weniger DNA-Menge extrahieren als die Kits 1 und 3. Die aus der extrahierten
DNA erhaltenen PCR-Produkte bildeten aber mehr DNA-Banden im SSCP-Gel.
Dies weist darauf hin, dass mit Kit Nr. 4 DNA aus mehreren Pilzarten extrahiert
wurde als mit den anderen Kits. Weil die Anzahl der getesteten Fleischproben pro
Kit (n = 8; 2 naive und 6 mit Pilzen kiinstlich kontaminierte Fleischproben) relativ
niedrig war, kann nicht verallgemeinert werden, dass Kit 4 zur Untersuchung von
Pilz-DNA in allen Fillen den anderen iiberlegen wiére. Der Befund in dieser
Untersuchung bediirfte zu seiner allgemeinen Giiltigkeit der Bestédtigung durch

eine hohere Anzahl von Testproben.

Die Hersteller der Kits begrenzen das Gewicht von Fleischproben zur Extraktion
tierischer DNA auf maximal 25 mg (Kit 2, 3 und 4) bzw. 50 mg (Kit 1). Zur
Gewinnung der Pilz-DNA wurde Fleischgewicht (Hackfleisch) von 50, 100 und
250 mg in allen DNA-Extraktions-Kits getestet. Es zeigte sich folgende Tendenz:
je hoher das Fleischgewicht, desto weniger DNA konnte extrahiert und
amplifiziert werden. Ahnliche Befunde berichten Ariefdjohan et al., (2010), die
unabhiingig von der DNA-Extraktionsmethode aus einer 10 mg Probe von
humanen Faeces mehr Bakterien-DNA extrahieren konnten als aus Proben mit
25, 50, 100 und 200 mg. In der vorliegenden Studie fiihrte ein hoheres Gewicht
der Fleischproben bei der Extraktion moglicherweise zur Verstopfung der Siule,
weil das Fleisch nicht komplett verdaut war und/oder weil die Probe zu viel Fett
enthielt. Moglicherweise spielten auch PCR-Inhibitoren eine Rolle, so dass
extrahierte Pilz-DNA weniger gut amplifiziert werden konnte. So fanden Al-Soud

und Radstrom (1998) bei Untersuchungen mit 9 thermostabilen DNA-
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Polymerasen von unterschiedlichen Herstellern, dass alle von ihnen in ihrer
Aktivitat durch eine hohe Konzentration von Fleischmatrix in den Proben

beeintriagtigt wurden.

2 Primerauswahl

In den Proben lag nicht nur DNA von Pilzen vor, sondern auch DNA von Fleisch,
Gewiirzen und anderen Mikroorganismen wie Bakterien. Bakterien gehoren zu
den Prokaryoten mit einer anderen Zell- und DNA-Struktur. Die Zellen von
Tieren, Pflanzen und Pilzen gehoren zur Gruppe der Eukaryoten. Deshalb ist es
moglich, dass die Primerpaare, die DNA von Pilzen amplifizieren, auch DNA von
Pflanzen und tierischen Zellen amplifizieren (Hagn et al., 2003; White et al.,
1990). Deshalb wurden die zur Priifung ausgewihlten Primerpaare auf folgende
Eigenschaften getestet: dass sie (1) die DNA moglichst aller Pilz-Spezies
amplifizieren, die hdufig im Fleisch, aber auch in Gewiirzen vorkommen,
(i1) keine DNA vom Pflanzen bzw. von Gewiirzen und keine DNA von Fleisch
amplifizieren und (iii) dass ihre PCR-Produkte von verschiedenen Pilzen sich im
SSCP-Gel gut oder ausreichend trennen, um die Identifizierung der Pilzarten zu

ermoglichen.

Insgesamt 22 Primerpaare wurden getestet. Alle Primer wurden der Literatur
entnommen, aufler dem Reverse-Primer ITS5.8R (GAGATCCGTTGTTGAAAGTT).
Dieser wurde vom Autor als fiir Pilz-DNA spezifischer Primer fiir diese Studie

entwickelt.

Acht Primerpaare, sechs aus dem Abschnitt ITS (ITS1/1TS4, ITS1/ITS2,
ITS5/1TS2, ITS3/ITS4, ITS5/ITS4 (White et al., 1990) und Funl8Sf/ITS4
(Pitkdranta et al., 2008) und zwei aus dem Abschnitt 18S rDNA (NS7/NSS8,
NS1/NS4, White et al., 1990) amplifizierten sowohl Pilz-DNA als auch
pflanzliche DNA gut. Die Primerpaare NS1/NS4 und NS7/NS8 amplifizieren mit
hoher Wahrscheinlichkeit tierische DNA gut, denn ihre PCR-Produkte aus
pilzfreien Schweinefleisch-Proben (Negativ-Kontrolle) bildeten dicke Banden im
Agarosegel. Auf die Sequenzierung dieser Banden wurde verzichtet, da das
Primerpaar NS7/NS8 bekanntermassen die DNA einiger Pflanzen und Wirbeltiere
amplifiziert (White et al., 1990). Nach White et al. (1990) ist der Forward-Primer

ITS1 die Komplementir-Sequenz des Reverse-Primers NS8. Fiir den Einsatz in
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dieser Untersuchung wire der Forward-Primer ITS1 demnach nur in Kombination

mit einem Pilz-DNA spezifischen Reverse-Primer geeignet.

Das universale Primerpaar ITS1/ITS4 (White et al., 1990) ist das wohl am
hiufigsten zur Amplifizierung von Pilz-DNA verwendete Primerpaar (Vilgalys
lab, Duke University). Leider kann dieses Primerpaar nach den Erkenntnissen der
vorliegenden Studie auch pflanzliche DNA gut amplifizieren. Es wurde in dieser
Studie trotzdem als Standard-Primer mitverwendet, um die Labor-Methode zu
optimieren, zu validieren (z. B. DNA-Extraktionsmethode und PCR-Protokoll)
und um Vergleichswerte zu den Ergebnissen des selbst entwickelten Reverse-

Primers ITS5.8R zu erheben.

Die fiir Pilz-DNA spezifischen Primerpaare NSI1/NLB3, NS1/NLB4 und
NSI1/58A2R (Martin und Rygiewicz, 2005), die den DNA-Abschnitt ITS
amplifizieren, und die Primerpaare aus dem Abschnitt 18S rDNA (0817/1536,
Borneman und Hartin, 2000; P1/P2, Einsele, et al., 1997; FF2/FR1, Zhou et al.,
2000 und EF4/Fung5, Smit et al., 1999) amplifizierten zwar die DNA der
getesteten Gewiirze nicht oder nur leicht, sie konnten in dieser Studie aber auch
die DNA einiger getesteten Pilze, die hiufig oder gelegentlich in Fleisch
vorkommen, nicht oder nur eingeschrinkt amplifizieren, z. B. Cryptococcus
curvatus, Trichosporon gracile, Y. lipolytica und Pilze aus der Unterabteilung

Mucoromycotina.

Der bekannte Pilz-spezifische Forward-Primer ITS1F, der den DNA-Abschnitt
ITS amplifiziert, wurde von Gardes und Bruns (1993) entwickelt und wurde
gelegentlich zur Untersuchung der Pilz-Zusammensetzung in Boden (Anderson et
al., 2003; Manter und Vivanco, 2007; Okubo und Sugiyama, 2009; Robinson et
al., 2009) oder zur Identifizierung arbuskuldrer Mykorrhizapilze (Redecker, 2000)
verwendet. Dieser Primer amplifiziert nach den Erkenntnissen dieser Studie
tatsidchlich pflanzliche DNA nicht (zusammen mit dem Reverse-Primer 1TS4)
oder nur gering (mit dem Reverse-Primer ITS2). Leider konnte er in dieser Studie
auch die DNA von getesteten Pilzen der Unterabteilung Mucoromycotina
(Absidia glauca, Mucor spinosus und Rhizopus oryzae) nur eingeschriankt

amplifizieren.

Der vom Autor entwickelte Reverse-Primer ITS5.8R fithrt zu dhnlichen

Ergebnissen wie Primer ITS1F. Vorteil des Primers ITS5.8R ist, dass er in
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Kombination mit dem Forward-Primer ITS1 die DNA aller drei getesteten Pilze

aus der Unterabteilung Mucoromycotina gut amplifizieren kann.

Das Primerpaar U1/U2 aus dem Abschnitt 28S rDNA wurde von Sandhu et al.,
(1995) entwickelt, um Pilz-Infektionen bei Patienten zu diagnostizieren. Dieses
Primerpaar fithrte zu @hnlich guten Ergebnissen bei der PCR-Amplifikation wie
das Primerpaar ITS1/ITS5.8R, abgesehen davon, dass es wahrscheinlich die DNA
einiger Pflanzen leicht amplifiziert, denn die PCR-Produkte einiger Gewiirz-

proben bildeten schwache DNA-Banden im Agarosegel.

Die Trennung der DNA in SSCP-Gel entschied letztendlich die Auswahl der
Primerpaare. Die Trennung der PCR-Produkte des Primerpaars U1/U2 aus dem
Abschnitt 28S rDNA war schlecht und erlaubte es nicht, ohne weitere Schritte —
wie z.B. die Verdauung der PCR-Produkte mit Restriktionsenzymen oder
Restriktionsendonukleasen (Kumar und Shukla, 2006) - unterschiedliche
Pilzarten in den Fleischprodukten zu erkennen und zu identifizieren. Die PCR-
Produkte von Pilz-DNA aus dem rDNA-Abschnitt ITS konnten sich im SSCP-Gel
gut trennen (Primerpaare: ITS1/ITS4, ITSIF/ITS2, ITS1/ITS5.8R und
ITS1F/ITSS.8R). Mit dem Primerpaar ITS1/ITS5.8R wurden insgesamt 33 Pilz-
Spezies getestet. Das Primerpaar hat — wie auch einige der anderen untersuchten
Primerpaare, z.B. ITS1/ITS4 — die Schwiche, die DNA von Pilzarten der
Gattungen Aspergillus spp. und Penicillium spp. nicht gut zu trennen. Die PCR-
Produkte erreichen bei einigen Pilz-Spezies/-Gattungen im SSCP-Gel gleiche
Laufweiten, z.B. bei Alt. alternata, Cla. herbarum, M. spinosus und
Rhodotorula spp. oder bei E. rubrum, E. amstelodami, A. glaucus und C. albicans.
Das erschwert die Identifizierung und Unterscheidung der Arten, wenn Proben

von solchen Pilzen kontaminiert sind.

3 Optimierung der PCR

In der Real-Time PCR (Quantitative PCR: gPCR) mit SYBR-Green-I erfolgt der
Nachweis der DNA iiber den Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green-I, der sich in die
doppelstriangige DNA einlagert (interkaliert) und dadurch fluoreszent wird. Auch
die Gegenwart anderer unspezifischer doppelstringiger PCR-Produkte (z. B.
Primer-Dimer) fithrt zum Ansteigen der Fluoreszenz. Die Methode ist von hoher
Sensitivitdt, von Nachteil ist ihre geringe Spezifitiat. Deshalb ist es iiblich, im

Anschluss an die PCR die Spezifitit der Amplifikation mit der Schmelzkurven-
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Analyse zu iiberpriifen. Gleiche Primerpaare fiihren normalerweise zu PCR-
Produkten von gleicher Basenabfolge und GroéBe und somit gleicher Schmelz-
temperatur. Der Einsatz der Schmelzkurven-Analyse zur Untersuchung der
Proben war in dieser Studie nur eingeschrinkt moglich, da die Primer aus dem
rDNA-Abschnitt ITS bei verschiedenen Pilzarten zu PCR-Produkten ganz
unterschiedlicher Groe und Basenabfolge fiihrten, entsprechend unterschiedlich
waren ihre Schmelztemperatur-Maxima (z. B. von Primerpaar ITS1/ITS4:
Penicillium spp. und Aspergillus spp.: 94 °C, E. rubrum 92 °C, Cla. herbarum:
90 °C; Y. lipolytica: 89 °C und Pilze in der Unterabteilung Mucoromycotina:
84°C wund von Primerpaar ITSI/ITS5.8R: P.chrysogenum: 94 °C und
Y. lipolytica: 76 °C). Lagen in einer Probe mehrere Pilzarten vor, so gab es eine

Uberlagerung der Schmelztemperatur-Kurven.

Der PCR-Ansatz und die PCR-Konditionen fiir die qPCR wurden deshalb so
optimiert, dass nicht nur die Sensitivitidt des Test erhoht wurde, sondern auch die
Spezifitit. Dazu wurde die Annealing-Temperatur auf 62 °C erhoht, um die
Spezifitat der PCR-Amplifikation zu erhéhen (Weighardt et al., 1993). Dann
wurden die anderen Komponenten des PCR-Ansatzes (Volumen und
Konzentration von MgCl,, Primer und DNA) und die PCR-Bedingungen
(Elongationszeit) optimiert. Zur Optimierung des PCR-Ansatzes und der PCR-
Bedingungen wurde nur die Standard-Spezies P. chrysogenum aus Reinkultur
eingesetzt. Fiir andere Pilzarten konnten andere Bedingungen als optimal gelten,
so eine lidngere Elongationszeit fiir Pilze mit groen DNA-Fragmenten (z. B.
S. cerevisiae) oder aber eine kiirzere fiir Pilze mit kleineren DNA-Fragmenten
(z. B. Pichia membranifaciens und Yarrowia lipolytica). Beide Empfehlungen
entstammen den Herstellerangaben zum ,,FastStart DNA Master SYBR-Green-1*
fiir LightCycler® (Roche). Bei einer Annealing-Temperatur von 62 °C und den fiir
P. chrysogenum optimalen PCR-Bedingungen wurde zwar eine hohe Spezifitit
bei der PCR-Amplifikation erreicht, doch konnte bei diesen Konditionen die DNA
einiger in Fleischprodukten vorkommender Pilzarten, z.B. A. ferreus und
E. amstelodami in dieser Studie nicht oder nicht gut amplifiziert werden (siche
Diskussions-Abschnitt 5). Dies konnte zur Unterschitzung der Gesamt-Pilz-DNA
in den Fleischprodukt-Proben gefiihrt haben. Das Ziel dieser Untersuchung, eine

komplexe pilzliche Mischflora moglichst vollstandig zu amplifizieren und zu
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erfassen, stand im Konflikt mit dem Ziel, fiir jede Pilzart optimale PCR-

Bedingungen zu gewihrleisten.

4 Standard-Spezies fiir die gPCR

Zwei Pilze, die Schimmelpilzart P. chrysogenum und die Hefeart Y. lipolytica
wurden als Standard-Spezies fiir die qPCR eingesetzt, weil beide nach der
Literatur hiufig in Fleisch und Fleischprodukten vorkommen (Deak und Beuchat,
1996; Weidenborner, 1999). P. chrysogenum (DSM 844) stammte urspriinglich
von der DSMZ und befand sich bereits in der Stammsammlung des Lehrstuhls fiir
Tierhygiene. Die Hefe Y. lipolytica wurde aus 2 Fleischproben kultiviert und per
Sequenzierung identifiziert. Die Anzahl der Sporen/Probe wurde mit der KbE-

Methode bestimmt.

Da die Fleischmatrix die DNA-Extraktion und die PCR-Amplifikation beeinflusst,
wurden die Standardproben mit bestrahltem Fleisch (sogenannter ,,Matrix-
matched-Standard®) zur Quantifikation der Pilz-DNA mittels qPCR eingesetzt,
um unter dhnlichen Matrix-Konditionen wie in den Feldproben zu quantifizieren.
Pro Probe wurde eine Verdiinnungsreihe von 5 bis 5x10° Sporen/50 mg Fleisch
(entspricht 10>-10" Sporen/g) angesetzt, beide Pilzarten wurden mit vier
Primerpaaren (ITS1/ITS4, ITSIF/ITS2, ITS1/ITS5.8R und ITS1F/ITSS5.8R)
getestet. Auf Grund der Ergebnisse wurde Y. lipolytica zur Standard-Spezies fiir
die gPCR ausgewihlt, weil sie bei gleicher Verdiinnung den Crossing Point um
3,5 bis 4,0 PCR-Zyklen schneller als P. chrysogenum erreichte und deshalb bis
zur Konzentration von 10> Sporen/g Fleisch nachgewiesen werden konnte.
P. chrysogenum war erst ab 10’ Sporen/g Fleisch nachweisbar. Die Steigung
(Slope) von P. chrysogenum ist -3,38; dies entspricht einer PCR-Effizienz von
97 %, errechnet aus der Verdiinnungsreihe von 10°-10" Sporen/g Fleisch. Die
PCR-Effizienz der Probe mit Standard-Spezies Y. lipolytica ist 95 % (Steigung -
3,46), dies ist zwar geringfiigig niedriger, wurde aber aus 10%-107 Sporen/g

Fleisch berechnet und gilt somit fiir einen groBeren Untersuchungsbereich.

Nach Eisgruber und Biilte (2006, Rechtsvorschriften, Referenzverfahren und
Empfehlungen in der EU und der Schweiz) gibt es fiir die Belastung mit
Schimmelpilzen keinen klar bestimmten Grenzwert, die Toleranzgrenze wird
lediglich als ,,von bloBem Auge nicht erkennbar* beschrieben. Fiir Hefen gibt es

produktspezifische und klare Grenzwerte, sie liegen zwischen 10 und 10° KbE/g
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(Eisgruber und Biilte, 2006). Auch dies sprach fiir die Verwendung der Hefe
Y. lipolytica als Standard.

Die Hefe Y. lipolytica wurde zwar als Standard-Spezies ausgewihlt, die
quantitativen Ergebnisse der qPCR konnen aber nicht zwischen Hefen und
Schimmelpilzen unterscheiden, sondern geben ggf. die Mischkontamination an.
Schimmelpilze wie P. chrysogenum, die anhand der Standard-Spezies Y. lipolytica
quantifiziert werden, werden um den Faktor 10 unterschitzt. Y. lipolytica kann
keinesfalls als der einzig ideale oder universal-reprisentative Vertreter fiir alle
wichtigen Pilze gelten, die im Fleisch vorkommen (Deak und Beuchat, 1996;
Weidenborner, 1999). Pilze haben eigene und individuelle Eigenschaften, ihre
DNA lasst sich unterschiedlich effektiv extrahieren und per PCR amplifizieren
(Karakousis et al., 2006). Die Identifizierung einer Pilz-Spezies als ideal-typischer
Vertreter aller kontaminierenden Pilze in Fleischprodukten bleibt deshalb eine

Herausforderung.

5 Optimierung der Annealing-Temperatur

Eine hohe Annealing-Temperatur fiihrt zu hoherer Spezifitit (Weighardt et al.,
1993). Wenn das zu entsprechenden Einbuflen an Sensitivitit fiihrte, musste
befiirchtet werden, manche Pilzarten in den Fleischproben nicht nachweisen zu
konnen. Aus diesem Grund wurde die Annealing-Temperatur im Thermocycler
von 62 °C auf 56 °C heruntergesetzt, um eine hohere Sensitivitit zu gewihrleisten

und mehr Menge an DNA fiir den SSCP Durchlauf zu gewinnen.

Zur Priifung der Spezifitit wurden zwei DNA-Banden der PCR-Produkte des
Primerpaars ITS1/ITS4 im SSCP-Gel, die sich nur bei der Annealing-Temperatur
von 56 °C, nicht aber bei 62 °C bildeten, per Sequenzierung identifiziert. Die
beiden Banden waren jedoch nicht etwa unspezifisch, sondern DNA von
Aspergillus terreus und Eurotium amstelodami. Beide Pilzarten wurden zufillig
auch aus Reinkultur untersucht. Auch bei der Annealing-Temperatur von 62 °C
wurde ihre DNA aus Reinkultur sehr gut amplifiziert. Es ist moglich, dass in den
Fleischproben mehr PCR-Inhibitoren vorhanden sind, die die PCR-Amplifikation
beeintrichtigen (Al-Soud und Radstrom, 1998). Die Ergebnisse dieser Studie
zeigen, dass die niedrige Annealing-Temperatur von 56 °C diese Beeintriich-

tigungen vermindern kann.
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Das Primerpaar ITS1/ITS4 wird nach der Literatur bei Annealing-Temperaturen
von 50 °C bis 62 °C (im Durchschnitt 55 °C) eingesetzt (Referenz: siehe Tabelle
11). Fiir das Primerpaar ITS1/ITS5.8R war die gewihlte Annealing-Temperatur
von 56 °C im Thermocycler und 62 °C im Lightcycler grenzwertig hoch, die
Schmelztemperatur des Primers ITS5.8R liegt bei nur 54 °C. Die Annealing-
Temperatur eines Primers sollte eigentlich unter seiner Schmelztemperatur liegen
(nach Herstellerangaben fiir den Roche ,,FastStart DNA Master SYBR-Green-1*
fiir LightCycler®). Dennoch wurde eine héhere Annealing-Temperatur (56 °C
bzw. 62 °C) ausgewihlt, um die Spezifitit der Amplifikation zu erhohen. Das
Abweichen von der Herstellerempfehlung, d.h. die Wahl einer Annealing-
Temperatur nahe bei oder sogar iiber der Schmelztemperatur, hat auch bei anderen
Autoren je nach den Zielen und Umstinden der Untersuchungen zu guten
Resultaten gefiihrt. Zum Beispiel liegt die Schmelztemperatur fiir den Forward-
Primer ITS1 bei 62 °C und fiir den Reverse-Primer ITS4 bei 56 °C. Untersucher,
die mit diesem Primerpaar gearbeitet haben, setzten die Annealing-Temperatur
auf z. B. 62 °C (Wu et al., 2002), 58-60 °C (Luo und Mitchell, 2002; Petersen et
al., 2001) oder auf 55-56 °C (Hendolin et al., 2000; Korabecna, 2007; Kumar und
Shukla, 2005; Leinberger et al., 2005; Lopez et al., 2006, Mirhendi et al., 2006).
White et al., 1990, die das Primerpaar entwickelt haben, empfehlen eine

Annealing-Temperatur zwischen 50 und 60 °C.

6 Validierung der Methode

6.1 Fleisch, Fleischsuspension und KbE-Anzahl

Ein alternativer Weg zur Gewinnung der Pilz-DNA aus Fleisch ist die Extraktion
aus Fleischsuspension, wie sie zur KbE-Bestimmung verwendet wurde, statt aus
Fleischstiicken. Im Vergleich zum 50 mg Fleisch-Stiick hat die Fleischsuspen-
sionsprobe den Vorteil, dass hierfiir ein groeres Probenaliquot homogenisiert
werden kann. Zur DNA-Extraktion wurden Proben von 0,5 und 1,0 ml der
Suspension (dquivalent zu Fleischstiicken mit einem Gewicht von 50 bzw.

100 mg) untersucht.

Die Haupt-DNA-Banden der Proben im SSCP-Gel waren identisch. Die CP-Werte
der Proben wurden anhand der Standard-Spezies Y. lipolytica auf log;oKbE pro g
umgerechnet. Die Ergebnisse zeigten folgende Tendenz: das KbE-Aquivalent von

0,5 ml Fleischsuspension (entspricht 50 mg Fleisch) lag iiber dem von 50 mg
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Fleisch. Dies kann zwei Ursachen haben: (i) es gab tatsdchlich mehr nachweisbare
DNA in 0,5 ml Fleischsuspension als in 50 mg Fleisch, (ii) die PCR-
Amplifikation von Fleischsuspension war effizienter, da im nicht suspendierten
Fleisch die Konzentration von Fleischmatrix-Material und somit auch die
Konzentration von PCR-Inhibitoren hoher als in Fleischsuspension ist (Al-Soud
und Réadstrom, 1998). Dennoch ist der log-Stufen-Unterschied gering und die
Korrelation der KbE-Aquivalent-Werte zwischen beiden Proben-zubereitungen,
die mit dem Primerpaar ITS1/ITS5.8R amplifiziert wurden, war nach Pearson auf

dem Niveau 0,01 signifikant.

Die Korrelation zwischen den ,kulturell ermittelten-,, und den ,.errechneten
logioKbE/g-Werten der 50 mg Fleischproben, die von den Primerpaaren
ITS1/ITS4 und ITS1/ITS5.8R amplifiziert wurden, wurde ebenfalls nach Pearson
gepriift. Trotz der geringen Anzahl der Proben (n = 8, frisches Fleischproben 1-8)
war die Korrelation zwischen beiden Werten auch auf dem Niveau von 0,01

signifikant.

6.2 Frisches vs. erhitztes Fleisch, naive vs. erhitzte Sporen,

Der Vergleich der PCR-Produkte von naiven und erhitzten Sporen sowie von
frischem und erhitztem Fleisch sollte die Frage beantworten, ob Hitze-
Behandlung die DNA der Pilz-Sporen zerstort. Zur Hitze-Behandlung wurden die
Fleischproben (jeweils 50 mg) im Eppendorf-Gefid bei 90 °C fiir 1 Stunde im
Wasserbad erhitzt. Diese Temperatur wurde als ausreichend angenommen, weil
nach Krimer (1997) und Weber (2003) die Kerntemperatur pasteurisierter
Wurstwaren (z. B. Brithwiirste und Kochwurst) wihrend der Hitzebehandlung

grundsitzlich nur 70-75 °C erreicht.

Die Haupt-DNA-Banden von frischem und erhitztem Fleisch im PCR-SSCP
waren identisch. Schwache Bande waren gelegentlich in frischem, gelegentlich

aber auch in erhitzem Fleisch stirker ausgeprigt.

Der CP-Wert-Vergleich zwischen naiven und erhitzten Sporen, mit denen
bestrahltes Fleisch kiinstlich kontaminiert wurde, ergab, dass bei P. chrysogenum
DNA aus den Proben mit erhitzten Sporen besser extrahiert und/oder amplifiziert
werden konnte. Bei Y. lipolytica fiihrten die Primerpaare zu unterschiedlichen
Ergebnissen. Mit dem Primerpaar ITS1/ITS5.8R waren die Werte von Proben mit

naiven und erhitzten Sporen fast gleich.
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Fiir die Proben mit nicht bestrahltem, natiirlich kontaminiertem Fleisch waren die
Ergebnisse uneinheitlich: Bei der Untersuchung von Fleisch erreichten die CP-
Wert-Abstdnde zwischen frischen und erhitzten Proben maximal 2 PCR-Zyklen
(entspricht 0,6 log;oKbE). Demnach konnte das Erhitzen auf 90 °C iiber eine
Stunde im Wasserbad den Nachweis der kontaminierenden Pilze im Fleisch nicht
wesentlich beeintridchtigen, kontaminierende Pilze kdnnen also auch in erhitztem

Fleisch nachgewiesen werden.

Ob die DNA-Konzentration oder die Anzahl der DNA-Banden im SSCP-Gel fiir
die erhitzten Proben hoher oder niedriger ausfallen, hdngt von der Zusammen-
setzung der kontaminierenden Pilzarten und ihrem Entwicklungszustand ab. Die
DNA von Hefen ldt sich einfacher als die von Schimmelpilzen extrahieren
(Karakousis et al., 2006). In der Wachstumphase (vegetative Phase) sind die
Mikroorganismen hitzeempfindlich (Wijnands et al., 2009). Deshalb kann die
Hitzebehandlung die DNA-Extraktion sowohl positiv als auch negativ
beeinflussen. Dies hidngt wesentlich auch von der Temperatur und Dauer der
Hitzebehandlung (Simmon et al., 2004) und von der Lebensmittel-Matrix (Hanna
et al., 2005; Wijnands et al., 2009) ab. Durch die Hitzebehandlung konnen PCR-
Inhibitoren deaktiviert werden, das kann zu besserer PCR-Amplifikation fiihren.
Simmon et al. (2004) machten die Erfahrung, dass das Autoklavieren von Proben
iiber eine Minute die Extraktion bakterieller DNA nicht beeintrachtigte und die
Amplifikation in der PCR verbesserte. Als Ursache vermuten die Autoren, dass
die Hitzebehandlung zelluldre Proteine, die normalerweise die PCR
beeintriachtigen, denaturiert habe. Hingegen konnte nur wenig DNA nachgewiesen
werden, wenn lange autoklaviert wurde, da die DNA durch die ldngere

Einwirkung von Hitze und Druck zum Teil zerstort wurde (Simmon et al., 2004).

6.3 Frisches vs. verdorbenes Fleisch
Vier Fleischproben hat der Untersucher iiber 3 Tage verderben lassen. Dann
wurde die DNA extrahiert. Die Ergebnisse im SSCP-Gel und aus der qPCR

wurden mit denen von frischen Fleischproben verglichen.

Der Pilzgehalt der Proben mit verdorbenem Fleisch, quantifiziert mittels qPCR,
war nicht deutlich hoher als der von frischem Fleisch. Im Vergleich zur Standard-
Spezies Y. lipolytica gab es in 3 von 4 verdorbenen Proben weniger DNA, als es

dem Gehalt von 10° Sporen/g Fleisch entspricht. Der Befund steht im
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Widerspruch zum optischen Eindruck der Proben. Dies ist erklérlich, da Pilze
weniger zum Verderben von Fleisch beitragen als Bakterien. Fiir Weidenborner
(1999) sind Bakterien von weit groerer Bedeutung fiir die Kontaminierung von
Hackfleisch, Schimmelpilze fand er nur sehr selten und Hefen konnte er nur in
einer Keimzahl bis 6,2x10" KbE/g nachweisen. Deak und Beuchat (1996)
hingegen haben in Hackfleisch, Gefliigelfleisch und Rohwiirsten eine
Kontaminierung von Hefen mit bis zu 10° KbE/g gefunden. Pilze wachsen
langsamer als Bakterien. Bei der Anlage von Pilzkulturen in dieser Studie
bedurfte es mindestens einer Inkubationszeit von 2-3 Tagen, bis die Kolonien
sichtbar wurden; viele Bakterienarten bilden in weniger als 24 Stunden deutlich
sichtbare Kolonien. In einer Studie von Deak und Beuchat (1996) brauchten
Hefen mit niedriger Gesamtkeimzahl in verschiedenen Fleischprodukten 7 Tage,
um sich auf eine Keimzahl von 10° bis 10° KbE/g zu vermehren, bis zur Keimzahl
von 10° bis 10’ KbE/g dauerte es 14 Tage. Solange die Wachstumsbedingungen
fiir Bakterien noch optimal sind, wie in Hackfleisch, konnen sich Pilze nur schwer
gegen die Konkurrenz der Bakterien durchsetzen (Deak und Beuchat, 1996; Gill
und Lowry, 1982). Deshalb hat sich die Anzahl der Pilz-KbEs in den drei Tagen,

in denen der Untersucher die Fleischproben verderben lie3, nur leicht erhoht.

Die PCR-Produkte von verdorbenem Fleisch bildeten andere DNA-Banden-
Profile sowohl im Agarosegel als auch im SSCP-Gel. So waren z.B. im
Agarosegel die Banden aus dhnlich grolen DNA Fragmenten, wie sie von der
Standard-Spezies Y. lipolytica gebildet werden (~350-370 bp bei Primerpaar
ITS1/ITS4 und ~110 bp bei Primerpaar ITS1/ITS5.8R) bei verdorbenem Fleisch
starker als in frischem Fleisch. Die entsprechende Bande hatte stets die kleinste
Fragmentgrof3e aller vorliegenden Pilze. Eine Sequenzanalyse von Pilzen aus der
Genbank-Datei (NCBI) ergab, dass Y. lipolytica unter den Produkten des
Primerpaars ITS1/ITS4 die kleinste FragmentgroBe hat. Eine Studie von
Bockelmann et al. (2008) zeigte ebenfalls, dass unter 90 Pilzstimmen, die sich in
Milchprodukten finden, bei der Amplifizierung mit Primerpaar ITS1/ITS4 die
DNA-Banden mit der kleinsten Fragmentgroe (370 bp) von Y. lipolytica
(Synonym: Candida lipolytica) stammen. Deak und Beuchat (1996) haben
verschiedene Hefearten aus verdorbenem Rinderhackfleisch kultiviert. Die
dominierenden Spezies waren Candida zeylanoides, Pichia fermentans und

Y. lipolytica. Manche Pilze scheinen sich also in verdorbenem Fleisch besser
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vermehren zu konnen. Die bedeutendsten Besiedler von verdorbenem Fleisch zu
kennen erdffnet die Moglichkeit, solche Spezies als Indikatoren zur Beurteilung

des hygienischen Zustands von Fleisch zu nutzen.

7 Feldproben

Insgesamt 42 Feldproben wurden getestet, 15 davon waren mit normalen
Erhitzungsverfahren (z. B. Pasteurisierung) hergestellte Fleischprodukte mit nur
kurzer Haltbarkeit und einer empfohlenen Aufbewahrungstemperatur von unter
+8 °C. Weitere Proben waren mit Sterilisierungsverfahren hergestellte Fleisch-
produkte (z. B. Dosenwurst), darunter 12 Proben aus Supermérkten und 12 Proben
aus Metzgereien (Hausmacher-Konserven). Die Haltbarkeit dieser Produkte bei
Zimmer-Temperatur war mit 2 bis 4 Jahren angegeben. Ferner wurden untersucht:
eine Probe von getrocknetem Speck (in Speck-Knddel) mit langer Haltbarkeit bei
Zimmertemperatur und zwei Proben von verschiedenen traditionell hergestellten
Sojasaucen, die als Proben mit hoher Nachweiswahrscheinlichkeit gelten. Bei der
traditionellen Herstellung von Sojasauce werden Sojabohnen von den Schimmel-
pilzen Aspergillus oryzae oder Aspergillus soyae, Hefen und auch Bakterien
fermentiert (Bleisch, 2006). Deshalb ist es wahrscheinlich, Pilz-DNA in

traditionell hergestellter Sojasauce nachweisen zu kénnen.

7.1 Pilz-DNA -Quantifizierung mittels qPCR

Die Ergebnisse der qPCR des Primerpaars ITS1/ITS5.8R weisen fiir alle
untersuchten Fleischprodukte eine Gesamtkonzentration von weniger als
10° KbE-Aquivalenten/g Fleisch aus, quantifiziert anhand der Standard-Spezies
Y. lipolytica. Diese Gesamtkonzentration errechnete sich aber bis zu 10° KbE-
Aquivalenten/g Fleisch, wenn sie anhand der Standard-Spezies P. chrysogenum
quantifiziert wurde. Die pasteurisierten Fleischproduktproben zeigten hohere
Konzentrationen als frische Fleischproben, es gab also mehr nachweisebare Pilz-
DNA in den pasteurisierten Fleischprodukten. Dies ldsst sich entweder auf das
belastete Fleisch oder, wenn die beigemengten Gewiirze ebenfalls mit Pilzen
kontaminiert waren, auf die Gewiirze =zuriickfithren (siehe Diskussions-
Abschnitt 7.2). Die Pilz-DNA-Konzentrationen der pasteurisierten Produkte lagen
im Bereich von 10? bis 10° Sporen/g Fleisch.

Die sterilisierten Fleischprodukte (Dosenwurst) aus den Supermérkten enthielten

nur sehr geringe Konzentrationen an Pilz-DNA; die nachweisbare DNA in allen
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getesteten Proben lag unter dem Aquivalent von 10° Sporen/g Probe.

In der Dosenwurst aus den verschiedenen Metzgereien (Hausmacher Konserven)
war mehr nachweisbare Pilz-DNA als in der Dosenwurst aus den Supermirkten
und zwar bis zum Aquivalent von 10* Sporen/g Fleisch im Vergleich zur
Standard-Spezies Y. lipolytica, bzw. 10° Sporen/g im Vergleich zur Standard-
Spezies P. chrysogenum. Das war immer noch weniger als in den pasteurisierten
Produkten. Dass es so wenig nachweisbare Pilz-DNA in Dosenwurst gibt, liegt
moglicherweise am Herstellungsverfahren. Die Dosenwurst wurde mit
Sterilisierungsverfahren hergestellt, die selbst alle hitzetoleranten Mikro-
organismen abtdten. Nach den halboffiziellen Herstellungsempfehlungen wird
Dosenwurst mit einer Temperatur von 100 bis 121 °C bei einem Druck von
1-2 bar behandelt (Salzer, 2011; FAO Corporate Document Repository, 2011).
Das Verfahren gewihrleistet die Haltbarkeit der Produkte bei Zimmertemperatur
fiir 3-4 Jahre. Kiing und Thalmann (2004) zufolge gehort zur Standard-Prozedur
der Sterilisierung von Lebensmitteln das Erhitzen auf 121°C iiber 15-20 min bei
einem Druck von 2 bar; dabei werden selbst Bacillus stearothermophilus-Sporen,
die zu den hitzeresistentesten Keimen gehoren, abgetotet, freie DNA wird unter
diesen Bedingungen ebenfalls zerstort. Auch Untersuchungen von Simmon et al.
(2004) zeigen, dass durch die Standard-Autoklavierung bei 121 °C iiber 15-20 min
die Bakterien-DNA zerstort wird: je ldnger autoklaviert wird, desto weniger
Bakterien-DNA bleibt nachweisbar. Bei der untersuchten Dosenwurst hingegen
wurden alle Pilz-Sporen zwar abgetotet, die DNA wurde aber nicht vollstindig
zerstort. Entweder war das Sterilisierungsverfahren nicht intensiv genug, oder die
biologische Matrix konnte einen Teil der Sporen oder der DNA vor der
kompletten Zerstorung durch die Hitze schiitzen (Wijnands et al., 2009). Auch das
Volumen der Konserven konnte die Effizienz des Sterilisierungsverfahrens

beeinflusst haben (FAO Corporate Document Repository, 2011).

Mit den verfiigbaren Methoden kann im Fall einer Konzentration < 10° KbE-
Aquivalent/g nicht ausgeschlossen werden, dass verdorbenes Fleisch als
Rohmaterial zur Herstellung von Dosenwurst verwendet wurde. Die Interpretation
der Untersuchungsbefunde wird durch zu viele unbekannte Faktoren erschwert:
die Sterilisierungsverfahren (Temperatur, Druck und Dauer) der jeweiligen
Hersteller und Produkte und die Frage, welcher Prozentsatz der DNA und/oder

Sporen bei welchen Sterilisierungsbedingungen zerstort werden. Die Entwicklung
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einer fiir alle sterilisierten Fleischprodukte geeigneten Methode oder eines
Untersuchungsverfahrens zum Nachweis und zur Quantifizierung der Pilz-DNA
ist deshalb eine weitere Herausforderung. Im Fall eines qPCR-Nachweises von
>10° KbE-Aquivalent/g ist jedoch von der Verwendung hoch mit Pilzen
kontaminierter Rohware auszugehen, bedenkt man, dass die relevanten Richtwerte

fiir Fleischprodukte mit wenigen Ausnahmen < 10° KbE/ g liegen (vgl. Tabelle 5).

7.2 PCR-SSCP und Sequenzierung

Die SSCP-Gele von Feldproben wurden nach Silbernitratfarbung gescannt und
mittels der Software GelCompar®—H normalisiert und ausgewertet. Alle DNA-
Banden unterschiedlicher Laufweiten — sowohl solche mit hoher, als auch solche

mit niedriger Privalenz — wurden fiir die Sequenzierung ausgewihlt.

Die Sequenzierung diente der Identifizierung der gefundenen Arten, aber auch
dem Nachweis, dass die Primerpaare ITS1/ITS4 und ITS1/ITS5.8R und die
angewandten methodischen Verfahren und Verfahrensbedingungen zur

Amplifikation identifizierbarer DNA-Fragmente geeignet sind.

Auch wenn das Primerpaar ITS1/ITS4 pflanzliche DNA amplifizierte, war es
fraglich, ob diese Eigenschaft aufgrund des geringen Gewiirzgehalts in
Fleischprodukten die Ergebnisse verfalschen kann. Um dieser Frage nachzugehen,
wurden Proben von drei gewiirzten Fleischprodukten extrahiert und mit dem
Primerpaar amplifiziert. Drei klare Banden unterschiedlicher Laufweite wurden
sequenziert. Eine der Banden stammte von Koriander (Coriandrum sativum). Der
Befund disqualifiziert das Primerpaar ITS1/ITS4 letztendlich als nicht spezifisch

fiir den Nachweis von Pilz-DNA in gewiirzten Fleischprodukten.

Fiir die PCR-Produkte des Primerpaars ITS1/ITS5.8R wurden 32 DNA-Banden
nach der Auswertung mit GelCompar®II per Sequenzierung identifiziert
(30 Banden von 15 Fleischproben und 2 Banden von Sojasauce). Neun Banden
stammten von Pilzen, die als Endophyten (Guignardia mangiferae, Romao et al.,
2011) und Pflanzenpathogene bekannt sind. So ist z. B. Pleospora herbarum ein
Pflanzenpathogen fiir Zwiebeln (Kohl et al., 2008), Botrytis aclada tiir Knoblauch
und Zwiebeln (Chilvers und Du Toit, 2006; Yohalem et al. 2004), Neofusicoccum
parvum fiir Muskatnuss (Jayakumar et al., 2011) und Itersonilia perplexans fiir
Dillkraut, Pastinake, Petersilie und Kiimmel (Aldaoud et al., 2009; Rodeva et al.,

2009). Epicoccum nigrum wurde gelegentlich in der Aulen- und Innenraum-Luft
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nachgewiesen (Bundesgesundheitsblatt, 2007) ist aber auch als Saprophyt fiir
Pflanzen bekannt (Favaro et al., 2011; Samson et al., 2000). Drei identifizierte
Pilze waren xerophile Schimmelpilze (A. penicillioides, Xeromyces bisporus,
Wallemia sebi), die in der Luft und in Produkten mit sehr geringem verfiigbarem
Wassergehalt (a,,) wie Gewiirzen vorkommen (Leong et al. 2011; Gabrio, 2008;
Samson et al., 2000). Die anderen identifizierten Pilze kommen nach der Literatur
hiufig oder gelegentlich in Fleisch oder in Lebensmitteln vor: Aureobasidium
pullulans, E. amstelodami, Alt. alternata, Candida spp., C. zeylanoides,
C. tropicalis, C. rugusa, Issatchenkia orientalis (C. krusei), Pichia membrani-
faciens und Pichia caribbica (C. fermentati). Letztere wurde im Verlauf der
Herstellung fermentierter Produkte wie Sojasauce, Miso (Suezawa und Suzuki,
2007) und alkoholischer Getrinke (Nova et al., 2009) relativ hdufig isoliert,
stammte in der vorliegenden Untersuchung aber aus Dosenwurst. Eine DNA-
Bande (Probe: Dosenwurst) stammte von Phoma acetosellae. Es gibt nur wenig
Informationen iiber diese Spezies, ihre Gattung wurde jedoch aus Boden,
Pflanzenmaterial, Raum-Luft (Samson et al., 2000), Umfeld von Schlachthéfen
(Ismail et al., 1995) und fleischverarbeitenden Betrieben (Sérensen et al., 2005)
hiufig isoliert

Drei der sequenzierten DNA-Banden stammten von der Hefe S. cerevisiae und
eine von der Hefe Pichia jadinii (C. utilis). S. cerevisiae wurde nach der Literatur
nur selten aus Fleisch und Fleischprodukten kultiviert, ihr Vorkommen dort geht
wahrscheinlich auf die Zutaten der Produkte zuriick, wie z. B. Hefeextrakt und
Backerzeugnisse, eventuell auch Milcheiweil und Molkenerzeugnisse. Die
Herstellung von Hefeextrakt erfolgt durch Anzucht und Autolyse von Hefe, meist
S. cerevisiae oder Pichia jadinii (C. utilis); Hefeextrakt wird als Wiirzstoff oder
Lebensmittel-Additiv verwendet (Pollmer, 2011). Nach der Auswertung mit
GelCompar®—H gab es in 26 der 40 untersuchten Proben Banden mit der gleichen
Laufweite wie S. cerevisiae. In 11 Proben waren diese Banden sehr ausgeprigt:
Probe 13 (Wiener Gewurschtl), Probe 21 (Leberkéds), Probe 23 (Wiener
Wiirstchen), Probe 24 (Speck-Knodel), Probe 28 (Eisbeinfleisch in Aspik), Probe
31 (Lyoner Bio), Probe 32 (BIO Lyoner), Probe 33 (Jagdwurst, Eifel), Probe 34
(Jadgwurst, Miiller) Probe 38 (Original Niirnberger Rostbratwiirste) und Probe 39
(Rotwurst). Proben 21 und 28 wurden nach Herstellerangaben unter Verwendung
von Hefeextrakt hergestellt. In den Herstellerangaben der anderen Proben finden

sich keine Hinweise. Doch darf bei den Speck-Knodeln (Probe 24) das zur
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Herstellung verwendete Semmelbrot als Quelle fiir S. cerevisiae angenommen
werden.

Wie die Sequenzierungsergebnisse der PCR-Produkte des Primerpaars ITS1/-
ITS5.8R zeigen, gibt es in hitzebehandelten Fleischprodukten nicht nur die Pilze,
die normalerweise in frischem Fleisch vorkommen, sondern auch die Pilze, die
aus den bei der Herstellung beigemengten Gewiirzen stammen. Es ist wichtig,
diesen Befund bei der Interpretation der Ergebnisse der quantitativen PCR zu
beriicksichtigen. Eine hohe Menge an Pilz-DNA in den Fleischprodukten
resultiert nicht unbedingt oder ausschlieBlich aus einer hohen Pilz-Belastung des
Rohmaterials ,,Fleisch®. Auch die Gewiirze, die bei der Herstellung beigemengt
werden, konnen stark mit Pilzen kontaminiert sein und zur Pilz-Belastung der
Produkte beitragen. Mizdkova et al. (2002) fanden, dass die Gewiirze zur
Herstellung fermentierter Rohfleischprodukte hoch mit Schimmelpilzen belastet
waren, z. B. mit Aspergillus spp., Penicillium spp. und Mucor spp.; hoch mit
Pilzen kontaminiert waren Knoblauchpulver, schwarzer Pfeffer, Muskatnuss und
Kiimmel. Auch Reif} (1986) berichtet, dass in verschiedenen Gewiirzen am
hiufigsten Aspergillus spp. isolieret wurden; andere kontaminierende Spezies

waren Penicillium spp., Alternaria spp. und Rhizopus spp.

Nach der Auswertung mit GelCompar®—H weisen viele Proben DNA-Banden
gleicher Laufweite auf, unter anderem auf Hohe der Referenz-Spezies
Alt. alternata. Das bedeutet nicht, dass unbedingt nur Alt. alternata in den Proben
vorkommt, da es nach den Erkennissen dieser Studie noch 3 Pilzarten gibt
(Cla. herbarum, M. spinosus, Rhodotorula spp.), deren DNA-Banden die gleiche
Laufweite erreichen. Die DNA-Banden einiger im Fleisch vorkommenden Pilze
haben dhnliche Laufweiten wie die von in Gewiirzen vorkommenden Pilzarten,
z. B. S. cerevisiae vs. Guignardia mangiferae, P. chrysogenum vs. Macrophomina
phaseolina, A. flavus vs. Neofusicoccum parvum. Die prizise Identifizierung der
Pilzarten der DNA-Banden im SSCP-Gel kann deshalb nur durch die
Sequenzierung erfolgen. Dies diirfte kaum fiir die Hefe Y. lipolytica (C. lipolytica)
gelten, da sie nach der Literatur (Bockelmann et al. 2008) und den Erkenntnissen
dieser Studie stets die geringste FragmentgroBBe hat (~110 bp bzw. ~370 bp,
amplifiziert mit dem Primerpaar ITS1/ITS5.8R bzw. ITS1/ITS4). Thre DNA
erreichte im SSCP-Gel durchgehend die grofite Laufweite. Demnach darf man

annehmen, dass DNA-Banden aus den Feldproben mit dieser Laufweite von
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Y. lipolytica oder zumindest von Candida spp. stammen. In einem Vorversuch
zum Vergleich von frischem und verdorbenem Fleisch war diese Bande im
verdorbenen Fleisch stark ausgeprigt. Deak und Beuchat (1996) berichten, dass
die Hefe Y. lipolytica eine der hiufigsten vorkommenden Pilzarten in
verdorbenem Rinderhackfleisch ist. Sie kam nach der Ergebnisse dieser Studie
nur in 7 % der pasteurisierten, aber in 60 % der sterilisierten Fleischproben vor.
Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass dieser Befund auf einen geringen
Hygienestandard der zur Herstellung dieser Fleischprodukte verwendeten

Rohmaterialien hinweist.

8 Schlussfolgerungen

Das entwickelte Pilz-DNA spezifische Primerpaar ITS1/ITS5.8R ermdglicht die
Anwendung der PCR-SSCP-Methode zur Identifizierung der Pilzarten und die
Anwendung der quantitativen PCR mit SYBR-Green-1I zur Quantifizierung der
Pilz-DNA in hitzebehandelten Fleischprodukten. Die Beziehung zwischen der
mittels gPCR bestimmten DNA-Menge und der tatsdchlichen Gesamtkeimzahl in
der Probe muss je nach Produkt sorgfiltig interpretiert werden, da Herstellungs-
bedingungen wie Temperatur, Druck und Dauer den Zerstérungs-Grad von Pilz-
DNA beeinflussen und diese Verfahren sich nach Herstellern und Produkten
unterscheiden. Unter Beriicksichtigung der Zutaten kann eine durch qPCR
ermittelte Konzentration >10° KbE/g eine hohe Kontamination der Rohwaren
indizieren. In dieser Untersuchung wurde beobachtet, dass sich einige Pilzarten
(z. B. Y. lipolytica) in verdorbenem Fleisch schneller vermehren als andere. Es
sollte in weiteren Untersuchungen gepriift werden, ob die quantitative

Bestimmung solcher Pilzarten als Indikator fiir den Verderb geeignet ist.
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VI ZUSAMMENFASSUNG

Die Standard-Methode zur Identifizierung und zur Quantifizierung von
kontaminierenden Pilzen in Lebensmitteln ist bislang die kulturelle Anzucht.
Diese kann aber nur vermehrungsfihige Pilze nachweisen. Wenn die Pilze bei der
Herstellung eines Lebensmittels inaktiviert wurden, wie das bei hitzebehandelten
Fleischprodukten der Fall ist, konnen sie bislang nicht nachgewiesen werden.
Inaktivierte Pilze sind zwar nicht gesundheitsschidlich, doch verbindet sich ihr
Vorkommen mit dem Risiko einer Kontaminierung durch hitzestabile
Mykotoxine. AuBBerdem ist zur Herstellung von Lebensmitteln die Verwendung
verdorbenen Fleischs — unabhédngig von seiner Gesundheitsschiddlichkeit —
verboten, um den Verbraucher weder Ekel noch Tauschung auszusetzen. Deshalb
wurden molekularbiologische Methoden entwickelt und angewendet, um auch
inaktivierte Pilze in hitzebehandelten Fleischprodukten quantifizieren und
identifizieren zu konnen. Grundlage dieser Methode ist die PCR (Polymerase
Chain Reaction). Das Pilz-DNA-spezifische Primerpaar ITS1/ITS5.8R wurde
entwickelt und verwendet, um PCR-Produkte fiir die SSCP-Methode zu gewinnen
(SSCP: Single Strand Conformation Polymorphism). In Polyacrylamidgel trennen
sich die einzelstringigen DNA-Fragmente der Pilze in Abhingigkeit von ihrer
Faltung auf; dies, ergédnzt durch die Sequenzierung, ermoglicht die Identifizierung
der Pilzarten. In dieser Studie waren alle 32 sequenzierten DNA-Banden von 16
Proben Pilzarten zuzuordnen, z.B. Candida tropicalis, Candida zeylanoides,
Issatchenkia orientalis, Pichia membranifaciens, Saccharomyces cerevisiae,
Alternaria alternata, Eurotium amstelodami, Wallemia sebi, Epicoccum nigrum,

Lewia infectoria und Botrytis aclada.

Zur Quantifizierung der Pilz-DNA wurde die quantitative PCR mit SYBR-
Green-I im LightCycler® verwendet. Die Korrelation zwischen den kulturell
ermittelten und den aus der qPCR errechneten log;oKbE/g-Werten von acht
getesteten frischen Fleischproben ist auf dem Niveau von 0,01 signifikant.
Insgesamt wurden 40 hitzebehandelte Fleischprodukte aus dem Handel in dieser
Studie untersucht. Fast alle getesteten Proben wiesen eine Pilzkontamination unter
10> KbE-Aquivalent pro Gramm. Die Ergebnisse der Quantifizierung miissen
jedoch sorgfiltig interpretiert werden, aus folgenden Griinden: Eine hohe Menge

an Pilz-DNA in den hitzebehandelten Fleischprodukten bedeutet nicht zwingend,
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dass das Fleisch als Rohmaterial hoch mit Pilzen belastet ist; auch Gewiirze
kommen als Quelle in Frage. Dabei muss es sich nicht nur um Verderb erregende
Schimmelpilzarten oder Hefen handeln, auch Endophyten und Pflanzenpathogene
konnen nachgewiesen werden. Andererseits kann bei sterilisierten
Fleischprodukten die DNA zum Teil zerstort sein, was insbesondere das qPCR-
Ergebnis beeintrachtigen kann. Diese Einschrinkung ist bei pasteurisierten
Produkten weniger gegeben, so dass das Ergebnis der qPCR die Gesamtkeimzahl

im Rohmaterial widerspiegelt.
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VII SUMMARY

Studies on the reconstruction of the original fungal flora of heat-processed

foods by qPCR and PCR-SSCP

Cultivation is a standard method to quantify fungal contamination in meat. This
method is not applicable to products exposed to high temperatures, such as heat
treated meat products, since fungi and fungal spores are deactivated by this
process. Although inactivated fungi are not harmful to humans, their presence
may still pose the risk of mycotoxin contamination, since mycotoxins are often
heat resistant. In addition, the processing of spoiled meat - even if not harmful to
human health - is prohibited by law, since the consumer would feel disgusted, as
well as deceived. Therefore, a molecular biological method has been developed
and applied in order to identify and quantify these deactivated fungi. PCR
(Polymerase Chain Reaction) is the base method for this purpose. The fungal
DNA specific primer pair ITSI/ITS5.8R was used to produce PCR-Amplicons for
the SSCP-method (Single Strand Conformation Polymorphism). The fungal DNA
is separated in a polyacrylamide gel according to the folding of the single strand
DNA, which allows the identification of fungal species by a following sequence
analysis. In this study, 32 DNA bands from 16 products were sequenced, and all
of them represented fungal species, e.g. Candida tropicalis, Candida zeylanoides,
Issatchenkia orientalis, Pichia membranifaciens, Saccharomyces cerevisiae,
Alternaria alternata, Eurotium amstelodami, Wallemia sebi, Epicoccum nigrum,

Lewia infectoria and Botrytis aclada.

Quantitative PCR with SYBR-Green-I in the LightCycler® was applied to
quantify fungal DNA in the meat products. The log;(CFU/g from culturing and
the log equivalent calculated from qPCR of eight raw meat samples were
significantly correlated (p < 0.01). In total, 40 heat processed meat products from
the retail markets were investigated. The fungal contamination in most of these
samples was below 10° CFU-equivalent per gram. However, the results of
quantification must be interpreted with care, since a high contamination with
fungal DNA may not only be due to the contamination of the raw meat, but also to
the contamination of spices which are used to flavor the meat products. Such

fungi are not necessarily food spoilage fungi, since endophytes and plant-
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pathogens might be detected as well. For the sterilized products, the DNA was
partly destroyed and this compromises the qPCR-results. The DNA in pasteurized
products is less exposed to thermogenic damage, therefore the result of DNA-
quantification with qPCR still reflects the total fungal plate count in the raw

material for pasteurized products.
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IX ANHANG

1 Anwendung der DNA-Extraktions-Kit Nr. 1-3

1.1 Kit 1: High Pure PCR Template Preparation Kit

Vorbereitung des Kits vom Typ 100 Priparate

1. Proteinase K mit 4,5 ml PCR-H,O auffiillen (nach Gebrauch bei -20 °C
aufbewahren)

2. Wasch-Puffer mit 80 ml Ethanol vermischen

3. Inhibitor Removal Puffer mit 20 ml 96-100%igem Ethanol mischen

Vor jeder Extraktion: Elution Puffer erwirmen auf 70 °C
Reinkultur

+ 250 mg Glass Bead + 100 ul Sporen-Suspension
- Schiitteln in TissueLyser II, 30 Hz, 1 min
- Vortexen 5-10 sec
+ 100 pl Tissue Lysis Puffer
+ 400 U Lyticase (20 ul)
- Vortexen 5-10 sec, kurz zentrifugieren (5 sec bei 8000 x g)
- Inkubation bei 37 °C, 60 min
- Vortexen 5-10 sec
+ 200 pl Binding Puffer + 40 ul Proteinase K
- Vortexen 5-10 sec
- Inkubation bei 70 °C, 10 min (in Eppendorf-Thermomixer)
+ 100 pl Isopropanol
- Vortexen 5-10 sec

- High Filter Tube (mitgeliefert) in eine Collection Tube
(mitgeliefert) iiberfiihren

- Auftrag von 400 pl in Filter Tube

- Zentrifugation: 8000 x g, 1 min*
- Durchfluss und Collection Tube verwerfen

- Filter Tube in neue Collection Tube (mitgeliefert) iiberfithren
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+ 500 pl Inhibitor Removal Puffer (4a) in die Filter Tube
- Zentrifugation: 8000 x g, 1 min
- Durchfluss und Collection Tube verwerfen
- Filter Tube in neue Collection Tube (mitgeliefert) iiberfithren
+ 500 ul Wash Puffer (1 Wash)
- Zentrifugation: 8000 x g, 1 min
l - Durchfluss und Collection Tube verwerfen
- Filter Tube in neue Collection Tube (mitgeliefert) iiberfithren
+ 500 pl Wash Puffer (2™ Wash)
- Zentrifugation: 8000 x g, 1 min
- Durchfluss verwerfen
- Filter Tube zuriick in dieselbe Collection Tube
- Zentrifugation: 16000 x g, 2 min

- Durchfluss und Collection Tube verwerfen

- Filter Tube in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefall
+ 200 ul vorgewirmter Elution Puffer (Vorwdrmen Elution Puffer auf 70 °C)
l - Zentrifugation: 8000 x g, 1 min

- Filter Tube verwerfen

DNA liegt im Eluat vor; Aufbewahrung bei +2 bis +8 °C oder bei -20 °C fiir

2 Jahren moglich (Anchordoquy und Molina, 2007).

Fleisch und kiinstlich kontaminiertes Fleisch

50 mg Probe zerkleinern und in 2 ml Reaktionsgefi3 geben (zur kiinstlichen

Kontamination: + 5-10 pl Pilz-Sporen-Suspension)

+ 250 mg Glass Bead + 200 ul Tissue Lysis Puffer
- Schiitteln in TissueLyser II, 30 Hz, 1 min
- Zentrifugation: 16000 x g, 30 sec
- Vortexen 5-10 sec
+ 40 ul Proteinase K
- Vortexen 5-10 sec

- Inkubation bei 56 °C iiber 1,5 - 2 Stunden in Eppendorf-

Thermomixer bis das Fleisch komplett verdaut ist. Wihrend der

Inkubation 2-3 Male pro Stunde vortexen
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+ 400 U Lyticase (20 ul)
l - Vortexen 5-10 sec, kurz zentrifugieren
- Inkubation bei 37 °C, 60 min
+ 200 pl Binding Puffer
- Vortexen 5-10 sec
l - Inkubation bei 70 °C, 10 min (in Eppendorf-Thermomixer)

+ 100 pl Isopropanol, Waschen und Eluieren wie DNA-Extraktionsmethode fiir
Reinkultur

* Wenn die Fliissigkeit nicht komplett aus der High Filter Tube gewichen war, wurde
erneut zentrifugiert (mit Geschwindigkeit 16000 x g, 2 min)

1.2 Kit 2: QIAamp DNA Mini Kit

Vorbereitung des Kits vom Typ 50 Priparate: Puffer AW1 und AW2 jeweils mit
96-100%igem Alkohol mischen, Menge nach Herstellerangaben.

Reinkultur

+ 250 mg Glass Bead, + 100 ul Sporen-Suspension
- Schiitteln in TissueLyser II, 30 Hz, 1 min
- Vortexen 5-10 sec
+ 100 pl Puffer ATL (Tissue Lysis Puffer)
+ 400 U Lyticase (20 ul)
- Vortexen 5-10 sec, kurz zentrifugieren (5 sec bei 8000 x g)
- Inkubation bei 37 °C, 60 min
- Vortexen 5-10 sec
+ 200 pl Puffer AL (Lysis Puffer)* + 20 ul Proteinase K
- Vortexen 5-10 sec
- Inkubation bei 70 °C 10 min (in Eppendorf-Thermomixer)
+ 200 pl Ethanol (96-100 %)
- Vortexen 15 sec
- Auftrag von 500 pl in QIAamp Mini Spin Column
- Zentrifugation: 8000 x g, 1 min**
- Durchfluss und Collection Tube verwerfen

- QIAamp Mini Spin Column in neue Collection Tube
(mitgeliefert) iiberfiihren



Anhang 137

+ 500 pl Puffer AW1
- Zentrifugation: 8000 x g, 1 min
- Durchfluss und Collection Tube verwerfen

- QIAamp Mini Spin Column in neue Collection Tube
(mitgeliefert) iiberfiihren

+ 500 pl Puffer AW2

- Zentrifugation: 8000 x g, 1 min

- Durchfluss verwerfen

- QIAamp Mini Spin Column zuriick in dieselbe Collection Tube

- Zentrifugation: 16000 x g, 2 min

- Durchfluss und Collection Tube verwerfen

- QIAamp Mini Spin Column in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefi3
+ 200 pl Puffer AE

- Inkubation bei Zimmertemperatur (~ 25 °C) 1 min

- Zentrifugation: 8000 x g, 1 min

- QIAamp Mini Spin Column verwerfen

DNA liegt in Eluat vor; Aufbewahrung bei +2 bis +8 °C oder bei -20 °C fiir
2 Jahre (Anchordoquy und Molina, 2007) oder bis zu 8 Jahren moglich (Kasper
und Lenz, 2004)

Fleisch und kiinstlich kontaminiertes Fleisch

50 mg Probe zerkleinern und in 2 ml Reaktionsgefd geben (zur kiinstlichen

Kontamination: + 5-10 pl Pilz-Sporen-Suspension)

+ 250 mg Glass Bead + 80 ul PBS Puffer
- Schiitteln in TissueLyser II, 30 Hz, 1 min
- Zentrifugation: 16000 x g, 30 sec
- Vortexen 5-10 sec
+ 120 pl Puffer ATL (Tissue Lysis Puffer) + 20 ul Proteinase K
- Vortexen 5-10 sec

- Inkubation bei 56 °C iiber 1,5 - 2 Stunden in Eppendorf-
Thermomixer oder bis das Fleisch komplett verdaut ist, wahrend
der Inkubation 2-3 Mal pro Stunde vortexen™***
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+ 400 U Lyticase (20 ul)
l - Vortexen 5-10 sec, kurz zentrifugieren (5 sec bei 8000 x g)
- Inkubation bei 37 °C, 60 min
+ 200 pl Puffer AL (Lysis Puffer)*
- Vortexen 15 sec
- Inkubation bei 70 °C, 10 min (in Eppendorf-Thermomixer)

+ 200 ul Ethanol (96-100 %), Waschen und Eluieren wie DNA-Extraktions-
methode fiir Reinkultur

*  Nachdem der Puffer AL zugefiigt wurde, war gelegentlich ein weifles Prdzipitat zu
sehen, welches sich aber nach der Inkubation bei 70 °C liste

**  Wenn die Fliissigkeit nicht komplett aus der QIAamp Mini Spin Column gewichen
war, wurde erneut zentrifugiert (mit Geschwindigkeit 16000 x g, 2 min)

*%% Ubernachtinkubation ist moglich ohne Beeintrichtigung der DNA-Qualitcit

1.3 Kit 3: GenElute™ Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit
Vorbereitung des Kits vom Typ 70 Préparate:

1. 10 mg Proteinase K mit 0,5 ml nukleasefreiem H,O auffiillen (nach Gebrauch

bei -20 °C aufbewahren)

2. Wash Solution mit 80 ml 100%igem Ethanol mischen

Reinkultur

+ 250 mg Glass Bead + 100 pl Spore-Losung
- Schiitteln in TissueLyser II, 30 Hz, 1 min
- Vortexen 5-10 sec

+ 100 pl Tissue Lysis Puffer

+ 400 U Lyticase (20 ul)
- Vortexen 5-10 sec, kurz zentrifugieren (5 sec bei 8000 x g)
- Inkubation bei 37 °C, 60 min
- Vortexen 5-10 sec

+ 200 pl Lysis Soluton C (B8803) + 20 ul Proteinase K

l - Vortexen 5-10 sec

- Inkubation bei 70 °C, 10 min (in Eppendorf-Thermomixer)*
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+ 200 ul Ethanol (95-100 %)
- Vortexen 5-10 sec
- Auftrag von 500 pl in Binding Column
- Zentrifugation: 8000 x g, 1 min**
- Durchfluss und Collection Tube verwerfen

- Binding Column in neue Collection Tube (mitgeliefert)
tiberfiihren

+ 500 ul Wash Solution (1* Wash)
- Zentrifugation: 8000 x g, 1 min
- Durchfluss und Collection Tube verwerfen

- Binding Column in neue Collection Tube (mitgeliefert)
tiberfiihren

+ 500 pl Wash Solution (2™ Wash)
- Zentrifugation: 8000 x g, 1 min
- Durchfluss verwerfen
- Binding Column zuriick in dieselbe Collection Tube
- Zentrifugation: 16000 x g, 2 min
- Durchfluss und Collection Tube verwerfen

- Binding Column in neue 2 ml Collection Tube (mitgeliefert)
tiberfiihren

+ 200 pl Elution
- Inkubation bei Zimmertemperatur (~ 25 °C) 5 min
- Zentrifugation: 8000 x g, 1 min
- Binding Column verwerfen

DNA liegt im Eluat vor; Aufbewahrung bei +2 bis +8 °C oder bei -20 °C fiir
2 Jahren moglich (Anchordoquy und Molina, 2007).

Fleisch und kiinstlich kontaminiertes Fleisch

50 mg Probe zerkleinern und in 2 ml Reaktionsgefd geben (zur kiinstlichen

Kontamination: + 5-10 pl Pilz-Sporen-Suspension)
+ 250 mg Glass Bead, + 200 ul Tissue Lysis Puffer
- Schiitteln in TissueLyser II, 30 Hz, 1 min

- Zentrifugation: 16000 x g, 30 sec

- Vortexen 5-10 sec
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+ 20 ul Proteinase K
- Vortexen 5-10 sec

- Inkubation bei 56 °C iiber 1,5 - 2 Stunden in Eppendorf-
Thermomixer oder bis das Fleisch komplett verdaut ist, wihrend
der Inkubation 2-3 Mal pro Stunde vortexen

+ 400 U Lyticase (20 ul)
- Vortexen 5-10 sec, kurz zentrifugieren (5 sec bei 8000 x g)
- Inkubation bei 37 °C, 60 min

+ 200 ul Lysis Soluton C (B8803)
i - Vortexen 5-10 sec
- Inkubation bei 70 °C, 10 min (in Eppendorf-Thermomixer)*

+ 200 pl Ethanol (96-100%), Waschen und Eluieren wie DNA-Extraktions-
methode fiir Reinkultur

*  Wihrend der Inkubation: + 500 ul Column Preparation Solution in GenElute
Miniprep Binding Column, 12,000 x g, 1 min zentrifugieren, Durchfluss verwerfen

** Wenn die Fliissigkeit nicht komplett aus der Binding Column gewichen gewichen war,
wurde erneut zentrifugiert (mit Geschwindigkeit 16000 x g, 2 min)



Anhang 141
2 Design des Primers I'TSS.8R
Tabelle 33: ITS-Sequenzen von Pilz-Spezies und Pflanzen

Sequenz Nr. 1* (zum Design des Primers ITS5.8R)

Nr. Spezies Accession Nr. Spezies Accession
| Acremonium sp. TMS-2011 HQ631064 20 Penicillium chrysogenum JN020939
2 Alternaria alternata HQ645083 HQR82177

JF311960 21 Penicillium commune IN217238
HQ674661 GQ458026
3 Aspergillus fumigatus IN169122 22 Penicillium expansum AY373912
GU566217 DQ339552
4  Candida albicans EF567995 23 Penicillium griseofiulvum GU566224
5 Candida intermedia HQ693784 24 Penicillium nalgiovense AY371617
6 Candida parapsilosis JF508435 25 Penicillium olsonii AY373925
EU564209 26 Penicillium rogqueforti HQ442348
7 Candida rugosa GQ376074 27 Penicillium solitum AY373932
EF568037 28 Penicillium verrucosum AY373938
GU246265 29 Pichia kudriavzevii AB305095
8 Candida zeylanoides AB278160 AY235807
DQ249203 30 Pichia membranifaciens DQ104730
9  Chrysosporium inops GU733340 EF061132
10 Chrysosporium sp. FI1430727 31 Rhodotorula glutinis AF444539
11 Cryptococcus albidus AF444342 Fl345357
12 Cryptococcus curvatus AF444458 32 Rhodotorula mucilaginosa EU149812
13 Cryptococcus laurentii EF568051 33 Saccharomyces cerevisiae GQ376091
14 Debaryomyces hansenii EU149789 AY939814
EU569041 34 Scopulariopsis brevicaulis FJ623269
GQ458019 35 Scopulariopsis chartarum AY625066
L5 Eurotium herbariorum AY373887 36 Trichosporon lignicola AF444482
16 Eurotium rubrum AY373891 1 Alternaria alternata Isolated
17 Fusarium oxysporum JF439472 2 Aspergillus penicillioides Isolated
HQ658969 3 Cryptococcus curvatus Isolated
18 Gibberella moniliformis JF499674 4 Eurotium spp. Isolated
EU364867 5 Penicillium chrvsogenum Isolated
19 Penicillium aurantiogriseum JN097811 6 Penicillium corylophilum Isolated
GU566234

Sequenz Nr. 2* Sequenz Nr. 3*

Nr. Spezies Accession Nr. Spezies Accession
I Aspergillus flavus JFR246R82 1 Cladosporium cladosporioides EU301112

HQ340109 JF499834
2 Aspergillus niger JF436885 2 Cladosporium herbarum AF393707
JF439461 EU343313
3 Aspergillus ochraceus EU805804 3 Mucor circinelloides IN227066
4 Aspergillus parasiticus AY373859 4 Mucor hiemalis JF303857
HQ340102 5 Mucor plumbeus EU484262
5  Aspergillus terreus GQ338244 AF548078
6 Aspergillus versicolor GUS586852 6 Mucor racemosus HQ285703
GQ229082 AY625074
1 Aspergilus flavus Isolated 7 Rhizopus oryzae JF817314
2 Aspergillus terreus Isolated 8 Rhizopus stolonifer AY625075
9 Thamnidium elegans ABI113024
10 Trichosporon gracile AF444456
1 Cladosporium oxysporum Isolated
2 Trichosporon gracile Isolated

Sequenz Nr.4* Sequenz Nr. 5*

Nr. Spezies Accession Nr. Spezies Accession
1 Absidia glauca HQ285606 | Yarrowia lipolyvtica GQ376068
2 Absidia spinosa EU484214 EU252546

EU603297
GQ458037
| Yarrowia lipolyvtica Isolated
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1%

2%;:
3*:

4%
5%:

6* :

VA
8*:
9%,

Sequenz Nr. 6%

(zum Design des Primers ITS5.8R)

Nr. Name Spezies Accession
Gewiirze
1 Bohnenkraut Satureja hortensis AY227143
2 Karotte Daucus carota AF077779
3  Majoran Origanum majorana EU252134
4 Oregano Origanum vulgare DQ667243
5 Paprika Capsicum annuum GU944973
6 Piment Pimenta dioica AM234081
7  Rosmarin Rosmarinus officinalis DQo667241
8 Thymian Thymus vulgaris EU785939
9  WeiBer Senf Sinapis alba FI609733
10 WeiBer Pfeffer Piper nigrum DQ868738
11 Zimt Cinnamomum verum AF272267
12 Zitrone Citrus limon FJ980439
Getreide
1 Gerste Hordeum vulgare FI593180
2 Hafer Avena sativa AY520821
3 Hirse Panicum miliaceum Fle06748
4  Mais Zea mays subsp. Mexicana AF019817
5 Reis Oryza sativa Indica FI949064
Oryza sativa Japonica Group DQ143118
Oryza sativa AF169230
6 Roggen Secale cereale AJ409202
7 Sojabohne Glycine max EU118312
Glycine max FI609734
Glycine max EF517917
8 Weizen Triticum aestivum var. Albirubrinflatum  FJ196304
Triticum aestivum F1609737
Sequenz Nr. 7* : Gewiirze
Nr. Name Spezies Accession
1 Koriander Coriandrum sativum HQ377205
2 Kimmel Carum carvi AFO077878
3 Sellerie Apium eraveolens GQ148789
Sequenz Nr. 8% : Gewiirze
Nr. Name Spezies Accession
1 Knoblauch Allium sativum EU626375
2 Zwiebel Allium cepa FI1664287
Sequenz Nr. 9% : Gewiirze
Nr. Name Spezies Accession
1 Ingwer Zingiber officinale DQ064590

Acremonium spp. Alternaria spp. , Aspergillus fumigatus, Candida spp. ,

Chrysosporium spp., Cryptococcus spp., Debaryomyces hansenii,
Eurotium spp., Fusarium spp., Penicillium spp., Pichia spp., Rhodotorula spp.,

Saccharomyces cerevisiae, Scopulariopsis spp., Trichosporon lignicola,

Aspergillus spp.

Cladosporium spp., Mucor spp., Rhizopus spp., Thamnidium elegans,

Trichosporon gracile
Absidia spp.
Yarrowia lipolytica

Gewiirze: Bohnenkraut, Karotte, Majoran, Oregano, Paprika, Piment, Rosmarin,
Thymian, Weiller Senf, Weiler Pfeffer, Zimt, Zitrone

Getreide: Gerste, Hafer, Hirse, Mais, Reis, Roggen, Sojabohne, Weizen

Koriander, Kiimmel, Sellerie

Knoblauch, Zwiebel
Ingwer
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3 Primer Test: Ergebnis in Agarosegel
3.1 Primerpaare-Vergleich (Pilze, Gewiirzen und Fleischproben)

Die DNA von allen getesteten Proben wurde mit 22 Primerpaaren per PCR im
Thermocycler amplifiziert. Zum Nachweis der Amplifikation wurden 8 pl PCR-
Produkte mit 2 ul Auftragpuffer gemischt und auf 0,5%iges Agarosegel

aufgetragen.
Probe:
C  Negativ-Kontrolle 10 Zwiebel: Allium cepa
1 Aspergillus flavus 11 Knoblauch: Allium sativum
2 Eurotium rubrum 12 Zitrone: Citrus linon
3 Penicillium chrysogenum 13 Paprika: Capsicum annuum
4 Cladosporium herbarum 14 Ingwer: Zingiber officinale
5  Candida albicans 15 Koriander: Coriandrim sativum
6  Cryptococcus curvatus 16 Sellerie: Apium graveolens
7 Trichosporon gracile 17 Hackfleisch 1 (Schweine&Rindfleisch)
8  Yarrowia lipolytica 18 Hackfleisch 2 (Schweinefleisch)
9  Lauch: Allium spp. 19 Schweinefleisch (als Negativ-Kontrolle)

Primer und Annealing-Temperatur:

1 ITS1/1TS4 - Reinkulturen Gewtirze Fleisch
ITS]  TCCGTAGGTGAACCTGCGG - & i M i
ITS4  TCCTCCGCTTATTGATATGC s ...l . m-'."_ =

O -

Annealing-Temperatur: 56 "C :' - - g5 :
-C1_2345675;9101112131415161?1819

- - - P - -

2 ITS1/1TS2 - Reinkulturen Gewiirze Fleisch o
ITS|  TCCGTAGGTGAACCTGCGG E i i
ITS?  GCTGCGTTCTTCATCGATGC = =

; : ” : -
Annealing-Temperatur: 60 °C - : -
R - = L il | T T . -
- S T T - - -
- d S -
C 1 2 3¢ 5 6 7 B 8 10 14,12 13 14 15 16 17 48 18

3 ITSS/ITS2 - Reinkulturen Gewiirze * Fleisch =
ITS5  GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG s =
ITS?  GCTGCGTTCTTCATCGATGC = B
Annecaling-Temperatur: 56 “C et -

2z - - --ae
------- i
i -
C 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 111213 1415 15 17 18 19

4 ITS3/1TS4 - Reinkulturen Gewlirze " Fleisch w»
ITS3  GCATCGATGAAGAACGCAGC i | i
ITS4  TCCTCCGCTTATTGATATGC = | -

- : -
Annealing-Temperatur: 56 "C - M M [ 1 -
- i & ::

co1 2 8 4 B B 7 Bi 8 0 11 1213 4415 16347 18 18
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11

ITS5/ITS4
ITS5  GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG

ITS4  TCCTCCGCTTATTGATATGC
Annealing-Temperatur; 55 “C

Fungl8Sf/1TS4
Fungl 8sf TTGCTCTTCAACGAGGAAT
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

Annealing-Temperatur: 50 “C

ITS1F /ITS4
ITSIF CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA
ITS4  TCCTCCGCTTATTGATATGC

Annealing-Temperatur: 55 “C

ITS1F/ITS2
ITSIF CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA
ITS2  GCTGCGTTCTTCATCGATGC

Annealing-Temperatur: 56 °C

ITS1/ITS5.8R
ITS1  TCCGTAGGTGAACCTGCGG

ITS5.8R GAGATCCGTTGTTGAAAGTT
Annealing-Temperatur: 56 °C

ITS1F/ITS5.8R
ITSIE CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA
ITS5.8R GAGATCCGTTGTTGAAAGTT

Annealing-Temperatur: 56 °C

NSI1/NLB3
NSI1  GATTGAATGGCTTAGTGAGG

NLB3 GGATTCTCACCCTCTATGA
Annealing-Temperatur; 60 °C

LUoamneee

Gewlirze

Fleisch

|

-

]

gr0m
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12 NSI1/NLB4 : -Iieinku]turen Gewirze Fleisch™
GATTGAATGGCTTAGTGAGG - i
NSI1 ¥ e = -
NLB4 GGATTCTCACCCTCTATGAGC - =

13

14

15

16

17

18

Annealing-Temperatur: 60 °C

NSI1/58A2R
NSII  GATTGAATGGCTTAGTGAGG

58A2R CTGCGTTCTTCATCGAT

Annealing-Temperatur: 60 "C

ITS1F / NLB3
ITSIF CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA
NLB3 GGATTCTCACCCTCTATGA

Annealing-Temperatur: 60 °C

ITS1F / NLB4
ITSIF CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA
NLB4 GGATTCTCACCCTCTATGAC

Annealing-Temperatur: 60 "C

0817F/1536R
0817F TTAGCATGGAATAATRRAATAGGA
1536R  ATTGCAATGCYCTATCCCCA

Annealing-Temperatur: 56 °C

NS7 /NS8
NS7  GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGC
NS8 TCCGCAGGTTCACCTACGGA

Annealing-Temperatur: 50 °C

NS1 /NS4
NS1  GTAGTCATATGCTTGTCTC
NS4  CTTCCGTCAATTCCTTTAAG

Annealing-Temperatur: 50 "C

frnan ¥

LRRRI I (13

inngie

’

e
an

.1 2 3 4 56T8§910111213141516i71819

GRS N R T

Reinkulturen Gewiirze Fleisch i
» - £ -
citenan_ s
. " - —
- - -
i S
G 1 2 34 58 7 B 8 10 111213 1415 18 17 18 19 e
Reinkulturen Gewilrze . Fleisch E
- @ Wewe | —
- -

G 1 2 34 56 7 B 910 111213 14 15 16,17 18 19

B ! 5 B
Reinkulture [ = Gewlirre - Fleisch ™=
- | .
' - B
; i -
i | -
i —
i -
G4 38 ASEl G TE %s 10 41 12 13 14 15 1a§17 B o1a ™
g g TR A i . o o

Reinkulturen Gewiirze Flels_chi
- - | ‘-Q =
: i -
—
-
-
(ORI S S |9 101112 13 14 15 16 17 18 1q
Reinkulturen 1: Gewlirze Fleisch we
$
-
0 ) B o B A S W

1213 14 15 16 1718 19
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19 P1/P2 k| "
Pl ATTGGAGGGCAAGTCTGGTG i : i i
P2 CCGATCCCTAGTCGGCATAG - i
- - —
Annealing-Temperatur: 62 “C - i -
- 1 -
- i : -
e s U e SRR -

20 FF2/FR1
FF2 GGTTCTATTTTGTIGGTTTCTA
FR1 CTCTCAATCTGTCAATCCTTATT

Annealing-Temperatur: 52 °C

21 EF4/Fung5
EF4 GGAAGGGRTGTATTTATTAG
Fung 5 GTAAMAGTCCTGGTTCCC

— —
: - -
Anncaling-Temperatur: 48 °C - -
- ; -
s SR ANS B 'ata 10 11 12 13 14 15 16 (17 18 19w

i

22 U1/02
ul GTGAAATTGTTGAAAGGGAA
u2 GACTCCTTGGTCCGTGTT

Annealing-Temperatur: 50 °C
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3.2 Primerpaare-Vergleich (33 Pilzarten aus Reinkultur)

Insgesamt wurden sieben Primerpaare (Nr. 1, 7, 8, 9, 10, 13, 22), die in
Vorversuchen DNA von acht getesteten Pilzarten gut aber nicht oder nur
eingeschrankt pflanzliche- und tierische DNA amplifizierten (siehe Anhang 3.1),

mit jeweils 33 Pilz-Spezies aus Reinkultur getestet.

Probe: Pilze aus Reinkulturen

C Negativ-Kontrolle 11 Aureobasidium pullurans 22 Absidia glauca

1 Acremonium sp. 12 Cladosporium herbarum 23 Mucor spinosus Mucor.o—

2 Alternaria alternata 13 Eurotium amstelodami 24 Rhizopus oryzae mycoting

3 Aspergillus flavus 14 Eurotium rubrum 25  Candida albicans

4 Aspergillus fumigatus 15 Fusarium sp. 26 Candida krusei

5 Aspergillus glaucus 16 Penicillium chrysogenum 27  Cryptacoccus curvatus

6 Aspergillus niger 17 Penicillium expansum 28  Pichia membranaefaciens

7 Aspergillus ochraceus 18  Penicillium nalgiovense 29 Rhodotorula sp.

8  Aspergillus parasiticus 19 Penicillium roqueforti 30 Saccharomyces cerevisiae

9 Aspergillus terreus 20 Penicillium verrucosum 31 Saccharomyces cerevisiae

10 Aspergillus vesicolor 21 Wallemia sebi 32 Trichosporon gracile

33 Yarrowia lipolvtica
Primerpaar Nr.1: I'TS1/1TS4
ITSI TCCGTAGGTGAACCTGCGG Annealing-Temperatur: 56 °C
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

- [ - -
E G 0 Rl G K 1 S T I S o = R S EE 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 “32 23 E
- PEPTeRre etoses. eeee~e P leine”® = -
- — " T
- - -

Primerpaar Nr.7: ITS1F / ITS4
ITSIF CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

Annealing-Temperatur: 55 °C

- C &5 4+ 58 7 & - ol i 13,415:‘:17119 202122232425262?2%!‘. 57 51 S
! P " 2 !! gt ah 4 & 8 !
z - - _Seweve -~ =
= e s == - -
. - &-
Primerpaar Nr.8: I'TS1F / 1TS2
ITSIF CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA Annealing-Temperatur: 56 °C
ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC
- -
= == &
’ B 1 <2 SRS R AR G0 11 12 13, 14 15 !! 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 40 f'1 32 33 -
s == & =
- i - - - -
- eeE= SaS“apGeacsaa~"" - - - -
- -
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Primerpaar Nr.9: ITS1/ ITS5.8R

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG Annealing-Temperatur: 56 °C
g : :
ITS5.8R GAGATCCGTTGTTGAAAGTT
- :- -
= = s
=C 1 2 3 4 5 & 7 B 910 1112 13 14 15 S=C0 15 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 S0 51 32 33 o=
- L
. == & e =
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Primerpaar Nr.10: ITS1F / ITS5.8R
ITSIF CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA Annealing-Temperatur: 56 °C
g : :
ITS5.8R GAGATCCGTTGTTGAAAGTT
- - — -
— -
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Primerpaar Nr.13: NSI1 / 58A2R
NSl GATTGAATGGCTTAGTGAGG Annealing-Temperatur: 60 °C
g : J
S8A2R CTGCGTTCTTCATCGAT
- - - .
- - -
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Primerpaar Nr.22: U1/ U2
Ul GTGAAATTGTTGAAAGGGAA Annealing-Temperatur: 50 °C
g :
U2  GACTCCTTGGTCCGTGTT
- - -
— — -
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4 Optimierung der qPCR-Konditionen

Die Pilz-Spezies, die fiir alle Tests und Optimierungsschritte als Referenz-
Standard diente, war P. chrysogenum. lhre DNA wurde mit dem DNA-
Extraktions-Kit ,,DNeasy Blood and Tissue Kit“ extrahiert und mit dem
Primerpaar Nr. 1 (ITS1/ITS4) mittels qPCR amplifiziert. Die Sporen-Anzahl
wurde in dieser Phase der Studie noch nicht mit der KbE-Methode bestimmt,
sondern unter dem Mikroskop ausgezéhlt. Deshalb kann die Sporen-Anzahl/ml
bei diesen frithen methodischen Untersuchungen nicht mit der Sporen-Anzahl/g
Fleisch oder pro ml im Ergebniss-Teil verglichen werden. Die Proben in dieser
Phase der Untersuchung dienten nur der Optimierung der qPCR. Das qPCR-
Protokoll (hier nicht beschrieben) ist identisch mit der Darstellung im Methoden-

Teil (sieche Tabelle 21 und Tabelle 22)

4.1 Annealing-Temperatur
Als erstes Optimierungs-Verfahren fiir die qPCR diente die Auswahl der
Annealing-Temperatur (56 °C vs. 62 °C).

» PCR-Ansatz von 10 ul:
- 9 ul Mastermix (mit 0,5 uM Primer und 3,0 mM MgCl,)
- 1 ul DNA

» qPCR-Kondition: 50 PCR-Zyklen

Sporen pro ml / Crossing Point

Annealing-Temperatur 1x10° 1x10° 1x10*
56 °C 26,84 31,55 > 36,0
62 °C 25,80 34,25 36,99

Obwohl die CP-Werte beider Annealing-Temperaturen keine wesentlichen
Unterschiede aufwiesen, hatte die Probe bei der Annealing-Temperatur von 62 °C
die einheitlichere Schmelzkurve. Deshalb wurde die Annealing-Temperatur von

62 °C fiir die nidchsten Optimierungs-Schritte gewihlt.
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4.2 Optimierung der Magnesiumchlorid (MgCl,)-Konzentration

Im zweiten Schritt wurde die MgCl,-Konzentration (3, 4 und 5 mM) optimiert.

» PCR-Ansatz von 10 pl:

- 9 ul Mastermix (mit 0,5 uM Primer und 3-5 mM MgCl,)

-1 ul DNA

» qPCR-Kondition: Annealing-Temperatur 62 °C, 50 PCR-Zyklen

Sporen pro ml / Crossing Point

MgCl,-Konzentration 1x10° 1x10° 1x10*
3,0 mM 25,80 34,25 36,99
4,0 mM 23,31 29,58 32,12
5,0 mM 22,05 27,45 31,10

Die MgCl, Konzentration von 5,0 mM fiihrte zu besseren CP-Werten, weshalb sie

fiir die ndchsten Optimierungsschritte gewéhlt wurde.

4.3 Optimierung der Primer-Konzentration und der DNA-Menge

Der dritte Schritt diente der Optimierung der Primer-Konzentration und der DNA-

Menge.

» PCR-Ansatz von 10 pl:

- 6-9 ul Mastermix (mit 0,5-1,0 uM Primer und 5,0 mM MgCl,)

- 1-4 ul DNA

» qPCR-Kondition: Annealing-Temperatur 62 °C, 50 PCR-Zyklen

Sporen pro ml / Crossing point

Primer und DNA 1x10° 1x10° 1x10*
1 0,5uM Primer, 1 ul DNA 22,05 27,45 31,10
2 0,5uM Primer, 2 ul DNA 21,61 26,45 30,16
3 0,5 uM Primer, 3 pl DNA 20,04 2580 29,58
4 0,5 uM Primer, 4 ul DNA 19,25 2457 28,63
5 1,0 uM Primer, 1 ul DNA 23,78 29,97 34,07
6 1,0 uM Primer, 4 ul DNA 18,08 22,64 2701

Die Probe mit der Primer-Konzentration von 1,0 uM und 4 ul DNA hatte den

niedrigsten Crossing Point; auch die Schmelzkurve war stabiler als die der

anderen Proben.
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Fiir die weitere Untersuchung wurde folgender qPCR-Ansatz und folgende
Konditionen ausgewihlt (identisch zu Tabelle 21 und Tabelle 22 in
Methodenteil).

PCR-Ansatz 10 pl:

» PCR-Ansatz von 10 ul:

- 6 ul Mastermix mit 1,0 uM Primer und 5,0 mM MgCl, (1 mM von SYBR-
Green-I-Mastermix und zusétzlich 4 mM MgCl,)

-4yl DNA

» @PCR-Kondition: Die Annealing-Temperatur war 62 °C. Die PCR-Zyklen
wurden von 50 Zyklen auf 40 Zykeln reduziert.

5 Optimierung der DNA-Extraktionen mit Lyticase

Die Literatur empfiehlt unterschiedlich hohe Konzentrationen von Lyticase pro
Probe zur DNA-Extraktion (von 10 Units bis 400 Units pro Probe). Deshalb
wurde in dieser Studie auch getestet, ob die verwendete Menge von
400 Units/Probe geeignet war. Die Sporen-Anzahl bei diesem Schritt wurde nach
der KbE-Methode bestimmt. Eine Verdiinnungsreihe von 10'-10° Sporen/Probe
wurden vom DNA-Extraktions-Kit ,,DNeasy Blood and Tissue Kit*“ zusammen
mit Glass Bead DNA extrahiert. Alle DNA-Extraktionsbedingungen waren
identisch auBler der Konzentration von Lyticase pro Probe. PCR-Ansatz und -
Konditionen sind identisch wie die optimierten Konditionen im Anhang 4.3 und

im Methodenteil (Tabelle 21 und Tabelle 22).

Sporen pro ml / Crossing point

Enzym Lyticase 1x10° 1x10° 1x10* 1x10° 1x10* 1x10'
1 200 Units/Probe 14,44 19,65 23,09 27,88 30,66 31,04
2 400 Units/Probe 12,13 15,65 20,13 23,72 27,36 28,84

Da die CP-Werte der Proben, die mit 400 Units Lyticase/Probe behandelt wurden,
viel niedriger waren, also es mehr DNA in den mit 400 Units Lyticase
behandelten Proben gab als in den mit 200 Units behandelten Proben, wurde die

Lyticase-Konzentration von 400 Units pro Probe ausgewihit.
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6

KbE-Aquivalent (log/g) der Feldproben (Einzelproben)

Primerpaar Nr.9 (ITS1/ITS5.8R): KbE-Aquivalent (log/g): Feldproben
(Standard: Yarrowia lipolyvtica 10% - 107 Sporen/g Fleisch)

70 7 X 107:13,32
55, 4—— S St A A A X S
L] i 6.
6,0 + * 10°: 16,77
55 +——— _—
I 5,0 e e T e e e ¥ 10%: 20,88
& o Al
x2] . 7o B A A _AA 7 Tzl A I 1 N A e 1
= 3, '
= o Y
o 4D o RSB T S EEoEEE SR e cE—ETE o= =K 10% 24,53
Z s = aa tu
g 2 Toa o A A s |
’:f w+—— e *s - N ¥ 10%27,87
8 3
¥ 35 ————p s LA a
o
20 +—— —- _— — —-o - ———X 10%30,18
15 4 = : ] : 1 = : AR std.
o ® Sporen/g:
10 CP-Werte

12 34 56 7 A 9 203112131415 36 17 16 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 34 30 40 41 42 43 34 45 95 47 4849 50

Proben

o Probe 1-8 & Probe 9-23 e Probe 24-26 ¢ Probe 27-38 = Probe 39-50 X Std. Y. lipolytica

= » = = Qrientierungswert der Gesamtkeimzah| von kontaminierenden Pilzen in Fleischprodukten {fur diese Studie) = 1x10° KbE/g

*KbE-Aquivalent (log/g) in der Probe / Anzahl (Prozent)

Probe <10®  >10%10"  >10%10* >10*10° >10°10° Gesamt
1-2 & 4-8 Frisches Hackfleisch - 1(14%) 2(29%) 4(57%) - 7
3 Frisches Fleisch (Negativ-Kontrolle! 1 - - - - 1
9-23 Fleischprodukte aus Kiihiregal - - 3(20%) 12 (80%) - 15
24 Speck (vom Speckknodel) - - - - 1 1
25-26  Sojasauce - 1(50%) 1 (50%) - - 2
27-38  Dosenwurst (aus Supermarkt) 3(25%) 4(33%) 5(42%) - - 12
39-50  Dosenwurst (aus Metzgerei) - 1(8%) 10 (84%) 1 (8%) - 12
Gesamtproben 4(8%) T (14%) 21 (42%) 17 (34%) 1(2%) 50
* errechnet anhand der Standard-Spezies Y. lipolytica
Primerpaar Nr.1 (ITS1/ITS4): KbE-Aquivalent (log/g): Feldproben
(Standard: Yarrowia lipolvtica 10° - 107 Sporen/g Fleisch)
wv— — — ¥ 107:12,70
(e B S NS S S L e Sy S = EEESHRERESEE S L
6,0 | + L& # 108 16,62
= 55 4 A, BEC L
% a a & = =
S s0 gl o — g ———a—=3{ 105: 20,55
= | .
& f**iing 77777777777 T S T T T L e
Sfwwr---- - - e ¥ 10% 24,01
= |
P N A - i N NN
u e L
o BJU "k A . s - sy - - - (] - — - — - - SN mem—_ al - o - - X 103: 2?)55
=2 |
2,5 ‘*7 o T EEENNE- ’9. 0." [
2 —— —B_— 3K 10%:29,43
0 G 0 Std :
| Sporen/g:
M T i i e e R e e s T CP-Werte
Proben
o Probe 1-8 a Probe 9-23 e Probe 24-26 ¢ Probe 27-38 = Probe 39-50 X Std.Y. lipolytica
= + = : Orientierungswert der Gesamtkeimzahl von kontaminierenden Pilzen in Fleischprodukten (fiir diese Studie) = 1%10° KbE/g
*KbE-Aquivalent (log/g) in der Probe / Anzahl (Prozent)
Probe <10°  >10%-10°  >10%-10*  >10%10°  >10°-10° Gesamt
1-2 & 4-8 Frisches Hackfleisch - 1(14%) 3 (43%) 3 (43%) - 7
3 Frisches Fleisch (Negativ-Kontrolle) 1 - - - - 1
9-23 Fleischprodukte aus Kihlregal - - - 3(20%) 12(80%) 15
24 Speck (vom Speckknadel) - - - 1 - 1
25-26 Sojasauce - - 1(50%) 1(50%) - 2
27-38 Dosenwurst (aus Supermarkt) 4 (33%) 8 (67%) - - - 12
39-50 Dosenwurst (aus Metzgerei) - 2(17%) 6 (50%) 4 (33%) - 12
Gesamtproben 6 (10%)  11(22%) 10(20%) 12 (24%) 12(24%) 50
* errechnet anhand der Standard-Spezies Y. lipolytica
Probe 1-8 Rohfleisch 27-38 Dosenwurst (aus Supermarkt)

9-23 Fleischprodukte aus Kihlschrank 39-50 Dosenwurst (aus Metzgerei)
24-26 24: Speck; 25&26 Sojasauce
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7

SSCP-Gele der Feldproben

Proben

Pasteurisierte Fleischprodukte: von Supermiirkten

9

Leberkise: Haudek

10 Lyoner: Schmilzle

11

Schinkenwurst: Schmitz

12 Jagdwurst: Schmitz
13 Wiener Gewurschtl: Vinzenzmurr

Dosenwurst: von Supermiirkten
24 Speck Knddel: Pfanni

25 Sojasauce 1*
26 Sojasauce 2%

27 Eisbeinfleisch in Aspik: Dreisterne
28 Eisbeinfleisch in Aspik: Simon

Dosenwurst: von lokalen Metzgereien (Hausmacherkonserven)

39 Rotwurst*

40 Fleischkise®

41 Schinkenwurst®
42 Bratwurstteig®

Standard-Spezies

1

=1 U ke W

* Hersteller, siche Tabelle 15

S. cerevisiae (DSM 70451)
S. cerevisiae (DSM 4531)
A. fumigatus

P. chrysogenum

A. parasiticus

A. flavus,

Aureobasidium pullurans

14 Leberkise: Vinzenzmurr

15 Kalbfleischwurst: Vinzenzmurr

16

17 Leberkise: Sieber
18 Lyoner: Wilhelm Brandenburg

29
30
31
32
33

Schinkenwurst: Dietz
Lyoner: Dietz
Lyoner Bio: Rewe
BIO Lyoner. Biolance
Jagdwurst: Eifel

43 Weiller Pressack®
44 Leberkas*®

45

46 Bratwurstgehdck®

Bio-Schinkenwurst fein: Altdorfer

Hausemacher Leberwurst®

8 Absidia glauca (1" Bande)

9 A ochraceus

10 Absidia glauca (2™ Bande)

11 Acremonium sp.
12 Rhizopus oryzae

13 Alt. Alternata

14 A. vesicolor

19
20
21
22
23

34
35
36
37
38

47
48
49

15
16
17
18
19
20

Bio-Fleischkése: Rewe-Bio
Wiirstchen: Ja!

Leberkise: Metzgerfrisch
Lyoner: Gebirgsjiager
Wiener Wiirstchen: Dulano

Jadgwurst: Miiller
Jagdwurst: Lutz

Bierwurst: Lutz

Bierwurst: Eidmann
Niirnberger Rostbratwiirste®

Gekochte Mettwurst®
Schinken Rotwurst®
Thalheimer Stadtwurst®
Oma’s Bratwurstgehdck™

E. rubrum

Trichosporon gracile
Cryptococcus Curvatus
Candida krusei

Pichia membranaefaciens
Yarrowia lipolytica

P p— e — — — R et M S e’ e’ i i e’ i’ mee e

e

PCR-SSCP Ergebnis, Feldproben 9-23

Il

20
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