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EINLEITUNG

1 Einleitung

Die beiden human- und tierpathogenen Bakterienspezies Bacillus cereus und
Staphylococcus aureus sind schon lange aufgrund ihrer Toxinproduktion im Zusammenhang
mit Lebensmittelvergiftungen bekannt (BECKER et al., 2007; STENFORS ARNESEN et al.,
2008; SCHELIN et al., 2011; LOGAN, 2012). Beide Keime sind zudem in der Lage,
extragastrointestinale ~ Erkrankungen  verschiedenen = Schweregrades  hervorzurufen
(DROBNIEWSKI, 1993; BOTTONE, 2010; DELEO et al., 2010; KOCK et al., 2010).

S. aureus besiedelt die Schleimhiute des oberen Respirationstraktes, der Mensch selbst
stellt ein wesentliches Reservoir dar (WERTHEIM et al., 2005; GORWITZ et al., 2008) und
kann so eine Eintragsquelle in Lebensmittel darstellen. B. cereus ist ubiquitir und besitzt die
Fahigkeit, extrem resistente Sporen zu bilden, die nur sehr schwer von Oberflichen und aus
Geritschaften zu entfernen sind. Dadurch gestaltet es sich als besonders schwierig, den Keim
nicht in die Produktionskette gelangen zu lassen (NICHOLSON et al., 2000; PIRTTIJARVI et
al., 2000). Uber die Gefahr eines Krankheitsausbruches beim Verbraucher hinaus spielt
B. cereus aufgrund seiner proteolytischen Aktivitit eine gro3e Rolle als Verderbserreger, und
fiihrt zu geringerer Haltbarkeit von Produkten (ANDERSSON et al., 1995; DE JONGHE et
al., 2010).

Im Bezug auf Lebensmittelvergiftungen sind beide Keime in der Lage, durch ihre Toxine
Erbrechen und Durchfall auszulosen (BALABAN & RASOOLY, 2000; THOMAS et al.,
2007; SENESI & GHELARDI, 2010; LOGAN, 2012). Die Problematik wird durch das
hiufige Vorkommen in Lebensmitteln noch verschirft: In Untersuchungen von NYGREN
(1962) und BECKER et al. (1994) wurde B. cereus in der Hilfte der untersuchten
Lebensmittelproben gefunden; SCALLAN et al. (2011) schitzten die jdhrliche Zahl der
Erkrankungen durch Toxine von S. aureus in den USA auf 241.148 Fille.

Die in den offiziellen DIN-Normen fiir B. cereus und S. aureus beschriebenen
Nachweisverfahren beinhalten alle einen zeitaufwéndigen Anreicherungsschritt, der dazu
dient, die Bakterienkonzentration so weit zu erhohen, dass ein sicherer Nachweis der Keime
auf dem jeweiligen Selektivndhrboden moglich ist.

Die Bioaffinititschromatographie ermoglicht es hingegen, gewiinschte Analyten, u.a. auch
Bakterien, die in einer Probe vorhanden sind, sofort und ohne einen Wachstumsschritt zu
konzentrieren (HAGE, 1999). Dabei sind unter den verschiedenen moglichen Materialien fiir
Chromatographiesdulen die Monolithen von besonderem Interesse, da sie sehr flexibel

einsetzbar und sehr druckstabil sind, was einen Durchsatz von hohen Probenvolumina und
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somit eine starke Konzentrierung der Zielanalyten zuldsst (PESKOLLER et al., 2009;
TETALA & VAN BEEK, 2010; OTT et al., 2011).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, durch die Herstellung von spezifischen polyklonalen
(pAk) und monoklonalen Antikorpern (mAk) gegen B. cereus, Sporen von B. cereus und
S. aureus die Grundlage fiir die Etablierung von bioaffinitdtschromatographischen
Konzentrierungsverfahren fiir diese lebensmittelhygienisch wichtigen Keime zu schaffen.
Dazu sollten verschiedene Immunogen-Priparationen hergestellt und die generierten
polyklonalen Antiseren bzw. monoklonalen Antikérper anhand von umfangreichen
Stammbibliotheken umfassend charakterisiert werden. Zudem sollten spezifische
immunchemische Nachweisverfahren (indirekte Verfahren und Sandwich-EIA) etabliert
werden, sowie die Einsetzbarkeit vielversprechender Antikorper zur bioaffinitdtschromato-

graphischen Anreicherung von Mikroorganismen aus Magermilch iiberpriift werden.

Diese  Arbeit wurde im  Programm  zur  Forderung  der , Industriellen
Gemeinschaftsforschung  (IGF)” unter der Projektnummer AiF 331 ZN vom
Bundesministerium fiir Wirtschaft und Technologie (via AiF) iiber den Forschungskreis der

Erndhrungsindustrie e.V. (FEI) gefordert.

Die im Rahmen dieser Arbeit am Lehrstuhl fiir Hygiene und Technologie der Milch
durchgefiihrten Eingriffe und Behandlungen an Tieren wurden der Regierung von
Oberbayern gemdf3 §10a des Tierschutzgesetzes mit dem Vorhaben , Herstellung
monoklonaler Antikorper gegen lebensmittelhygienisch relevante Substanzen* angezeigt und

unter dem Geschdiftszeichen 55.2-1-54-2531.6-1-08 am 24. Januar 2008 genehmigt.
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2 Schrifttum
2.1 Bacillus cereus
2.1.1 Historischer Uberblick

Das Genus Bacillus wurde von COHN (1872) benannt, der damit auf die Form der
Bakterien anspielte (lat. bacillus: Stdbchen). Bacillus (B.) cereus wurde zum ersten Mal von
FRANKLAND & FRANKLAND (1887) erwihnt, die den Keim aus einer Luftsammelprobe
eines Kuhstalls isoliert hatten. Die Namensgebung basierte auf der Morphologie der
Bakterienkolonien (lat. cereus: wéchsern, wachsfarben) auf festen Ndhrmedien. Bereits in
dieser ersten Beschreibung wurden viele charakteristische Eigenschaften des Keimes
(Morphologie, Motilitdt, Sporenbildung, Verfliissigung von festen Gelatinemedien)
beobachtet.

Erste  Vermutungen iiber pathogene Eigenschaften eines Bakteriums (,,Bacillus
peptonificans®), bei dem es sich aufgrund der Beschreibung retrospektiv mit groBer
Wahrscheinlichkeit um B. cereus handelte, stammen von LUBENAU (1906). Dieser
beschrieb und untersuchte Gastroenteritiserkrankungen in einer Lungenheilstitte und fiihrte
sie auf den Verzehr von Konigsberger Klopsen, aus denen das Bakterium isoliert wurde,
zuriick. In der Mitte des letzten Jahrhunderts wurde immer hédufiger postuliert, dass aerobe
Sporenbildner ursédchlich bei der Entstehung lebensmittelassoziierter Magen-Darm-
Erkrankungen beteiligt sind (NIKODEMUSZ et al., 1962). In Tierversuchen mit Hunden und
Katzen (NIKODEMUSZ, 1965; NIKODEMUSZ & GONDA, 1966; NIKODEMUSZ, 1967),
aber auch in Fallstudien und sogar Selbstversuchen (HAUGE, 1950, 1955) konnte schlielich
der kausale Zusammenhang zwischen B. cereus und gastrointestinalen Erkrankungen
nachgewiesen werden.

Inzwischen ist B. cereus auch als Erreger von extraintestinalen Erkrankungen, z.B.
Wundinfektionen, Septikdmie, Endokarditis, Infektion des zentralen Nervensystems, des
Auges und der Lunge — des Ofteren auch in Zusammenhang mit Drogenmissbrauch — bekannt

(DROBNIEWSKI, 1993; DANCER et al., 2002; MCLAUCHLIN et al., 2002).
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2.1.2 Taxonomische Stellung

Das Genus Bacillus umfasst derzeit nach EUZEBY (2012) 259 Spezies und 7 Subspezies
(Stand: 16.07.2012). Bei B. cereus handelt es sich um fakultativ anaerobe, grampositive, in
der Regel bewegliche, sporenbildende Stidbchen. Aus praktischen Erwidgungen werden nach
der GroBe der Bakterien, ihrer Form, der Lage der Spore und den im Zusammenhang mit der
Versporung im Sporangium auftretenden Fettkorperchen die morphologischen Gruppen 1A,
1B, 2 und 3 unterschieden (SMITH et al., 1952; GIBSON & GORDON, 1974), wobei
B. cereus zusammen mit B. megaterium und den weiteren Mitgliedern der Cereus-Gruppe
(B. weihenstephanensis, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. anthracis und B. thuringiensis)
zur morphologischen Gruppe 1A gehort. Details zur Differenzierung innerhalb der Cereus-

Gruppe finden sich bei GRANUM (2007).

2.1.3 Pathogene Bedeutung

B. cereus ist in Boden und in der Umwelt allgemein verbreitet (GRANUM, 2007) und
durch die Sporenbildung weitgehend resistent gegeniiber Hitze, Trockenheit, Strahlung und
anderen Stressfaktoren (NICHOLSON et al., 2000). Er kann daher iiber viele Wege in die
Lebensmittelkette eingetragen werden, z.B. auch iiber Verpackungsmaterial wie Papier und
Kartonagen (PIRTTIJARVI et al., 2000).

Die Héufigkeit des Vorkommens von B. cereus in Lebensmitteln geht aus einer Reihe von
Studien hervor. So wurde der Keim von NYGREN (1962) in 1860 von 3888
Lebensmittelproben (47,8 %), die aus den Routineuntersuchungen der schwedischen
Milchwirtschaft stammten, gefunden. BECKER et al. (1994) isolierten B. cereus aus 141 von
261 Proben (54 %) von Séduglings- und Kleinkindernahrung aus dem europdischen Raum. Der
Erreger wurde inzwischen als Prozesshygienekriterium fiir ,,getrocknete Sduglingsnahrung
und getrocknete didtetische Lebensmittel fiir besondere medizinische Zwecke, die fiir
Sauglinge unter 6 Monaten bestimmt sind*“ in die Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 iiber
mikrobiologische Kriterien fiir Lebensmittel aufgenommen (VO (EG) NR. 1441/2007). Auch
in Reis aus dem US-amerikanischen Einzelhandel wurde B. cereus nachgewiesen:
ANKOLEKAR et al. (2009) fanden die Keime in 83 von 178 Proben (46,6 %). Ebenfalls in
den USA wurde B. cereus von RAHMATI & LABBE (2008) aus Fischen und Meeresfriichten
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isoliert, wobei 62 von 347 Proben (17,9 %) positiv waren. In Honig aus Argentinien fanden
LOPEZ & ALIPPI (2007) die Bakterien in 114 von 433 Proben (26,3 %).

Zweil Klassen von B. cereus Toxinen, die lebensmittelassoziierte Krankheiten auslOsen
konnen, werden unterschieden: Ein emetisches Toxin, das Erbrechen hervorruft (Cereulid;
AGATA et al,, 1994), und die drei Enterotoxine Himolysin BL (Hbl), Nicht-hdmolysierendes
Enterotoxin (Nhe) und Zytotoxin K (CytK), die Durchfall auslosen (STENFORS ARNESEN
et al., 2008; SENESI & GHELARDI, 2010). Neben diesen toxinbedingten gastrointestinalen
Erkrankungen kann, wie oben bereits erwihnt, B. cereus auch extraintestinale Erkrankungen
hervorrufen (DROBNIEWSKI, 1993; BOTTONE, 2010). Beschrieben wurden u.a.
nosokomiale Infektionen (PILLAI et al., 2006; DOHMAE et al., 2008; KUROKI et al., 2009),
Septikimien (LEDE et al., 2011; HIRABAYASHI et al., 2012), Endophthalmitiden
(ALTIPARMAK et al., 2007; CALLEGAN et al., 2011), Pneumonien (HOFFMASTER et al.,
2006; KATSUYA et al., 2009; FORSBERG et al.,, 2011), Infektionen des zentralen
Nervensystems (LEQUIN et al., 2005; ICHIKAWA et al., 2010), gangrinose Infektionen
(GROSCHEL et al., 1976; SADA et al., 2009), Hautinfektionen (HENRICKSON et al., 1989;
CDC, 2005), Endokarditiden (STEEN et al., 1992; CASTEDO et al., 1999; CONE et al.,
2005), Osteomyelitiden (SCHRICKER et al., 1994), Harnwegsinfektionen (SATO et al.,
1998) und Arthritiden (ROBINSON, 1979; CUCHACOVICH et al., 2002).

In Deutschland sind Erkrankungen durch B. cereus nicht meldepflichtig, und werden daher
beim Robert Koch Institut nicht erfasst. Gemall der Allgemeinen Verwaltungsvorschrift
(AVV) Zoonosen Lebensmittelkette sollen zwar Daten iiber die an lebensmittelbedingten
Ausbriichen beteiligten Erreger von den zustindigen Stellen der Bundeslinder dem
Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR) iibermittelt werden, doch vermerkt das BfR selbst
in seinem Bericht iiber ,,Erreger von Zoonosen in Deutschland im Jahr 2009 (HARTUNG &
KASBOHRER, 2011) eine unterschiedliche Meldebereitschaft der einzelnen Linder. Die
Angaben zur Zahl der Ausbriiche — fiinf gemeldete lebensmittelbedingte Ausbriiche durch
B. cereus im Jahr 2009, davon einer unbestitigt (HARTUNG & KASBOHRER, 2011) —
machen daher keinen zuverldssigen Eindruck. Auch die auf Meldungen der europidischen
Lander bei der European Food Safety Authority (EFSA) beruhenden Daten erscheinen wenig
realistisch. So lag die Zahl der 2010 von insgesamt neun Lédndern gemeldeten, durch
Bacillus spp. bedingten Ausbriiche mit hoher epidemiologischer Sicherheit (,,strong evidence
outbreaks*) bei 26 mit insgesamt 561 Erkrankungsfillen, davon allein 314 in Ungarn, aber
nur drei in Deutschland (EFSA, 2012). Nach einer 2011 in den USA erschienenen Studie
(SCALLAN et al., 2011), deren Ergebnisse auf einer breiten, statistisch gut abgesicherten
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Datenbasis beruhen, liegt die Zahl der jdhrlich dort durch B. cereus in Lebensmitteln
hervorgerufenen Erkrankungsfille bei 63.000 (mit einem 90 % Vertrauensbereich von
15.719-147.354). Vergleicht man diesen Wert mit dem der neun EU-Staaten (561 Fille),
insbesondere unter Beriicksichtigung der nahezu gleich groSen Einwohnerzahl (USA: ca. 312.
Mill., die neun EU-Staaten ca. 303 Mill.), so erscheint die EFSA-Statistik wenig
vertrauenswiirdig.

In der Tiermedizin ist besonders die gangrindse Mastitis des Rindes als durch B. cereus
verursachte Krankheit aufgrund des oft dramatischen Verlaufs und der groflen
Gewebeschidden gefiirchtet (SCHIEFER et al., 1976; PARKINSON et al., 1999). Ebenfalls
wurden Fille beschrieben, in denen B. cereus mit Aborten bei Rindern (SCHUH &
WEINSTOCK, 1985), Pferden (RANGANATHA et al., 1981) und Kamelen (WERNERY et
al., 1996) in Verbindung gebracht wurde. Trotz der beschriebenen human- und tierpathogenen
Eigenschaften werden als probiotisch geltende Stimme Lebens- bzw. Futtermitteln zugesetzt
(HONG et al., 2005).

Aufgrund der hohen Resistenz der Sporen und besonderen Stoffwechseleigenschaften der
vegetativen Formen ist das pathogene Potential von B. cereus nicht das einzige Problem fiir
den Lebensmittelsektor, das von diesem Keim ausgeht. In Milch und anderen proteinreichen
Produkten verursacht die proteolytische Aktivitdit der Bakterien bitteren Geschmack,
verringerte Haltbarkeit, Siigerinnung (Gerinnung ohne pH-Wert-Absenkung) und
schnelleren Verderb (ANDERSSON et al., 1995). Durch seine Lecithinaseaktivitit ist
B. cereus Verursacher der sogenannten ,.bitty* oder ,broken cream®, einem Fehler, der vor

allem bei Kaffeesahne eine Rolle spielen kann (DE JONGHE et al., 2010).

2.14 Nachweisverfahren

Der Nachweis von B. cereus erfolgt in der Regel kulturell. Molekularbiologische
Methoden zum Nachweis von B. cereus (YAMADA et al., 1999) oder zur Differenzierung der
Cereus-Gruppe (CHANG et al., 2003) haben sich bisher nicht durchgesetzt.

Auf Blutagar lassen sich die meisten B. cereus-Kolonien aufgrund ihrer Morphologie und
Hiamolyseaktivitdt gut identifizieren (HAUGE, 1955). Der Himolysetest ist daher auch als
Bestdtigungstest bei den weiter unten genannten standardisierten DIN EN ISO
Referenzverfahren vorgesehen. Allerdings soll es schwach oder sogar anh@molytische

B. cereus Stimme geben (EHLING-SCHULZ et al.,, 2004). Fiir die Erstisolierung des
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Erregers aus Lebensmitteln werden normalerweise Selektivmedien eingesetzt. In diesem
Zusammenhang haben sich der Mannit-Eigelb-Polymyxin-Agar (MYP; MOSSEL et al. 1967)
und der Polymyxin-Pyruvat-Eigelb-Mannit-Bromthymol-Agar (PEMBA; HOLBROOK &
ANDERSON 1980), die als selektive Komponente Polymyxin B enthalten, durchgesetzt. Bei
beiden Medien dient Eigelb als Nachweis fiir eine Lecithinaseaktivitit (,,Eigelbhof*). Mannit,
das ebenfalls in beiden Medien enthalten ist, wird von B. cereus nicht abgebaut. Infolgedessen
kommt es durch die Spaltung der in den Medien als Nahrstoffe enthaltenen Eiwei3hydrolysate
zu einer Alkalisierung und einem Farbumschlag des pH-Wert-Indikators. Daneben wurden in
den letzten Jahren auch chromogene Medien entwickelt, die sich aus patentrechtlichen
Griinden allerdings nur schwer in genormte Verfahren integrieren lassen (TALLENT et al.,
2012).

Momentan existieren drei derartige Normen zum Nachweis von B. cereus auf nationaler,
europdischer und internationaler Ebene. Rein national ist das Verfahren des Deutschen
Instituts fiir Normung DIN 10198:2010, ein Koloniezihlverfahren unter Verwendung von
PEMBA zum Nachweis bei 37 °C in Milch und Milcherzeugnissen. Allgemein auf
Lebensmittel anwendbar (horizontal) ist DIN EN ISO 7932:2005, ein Koloniezidhlverfahren
bei 30 °C unter Verwendung von MYP, sowie DIN EN ISO 21871:2006, eine Most Probable
Number (MPN)-Methode zur statistischen Abschidtzung des Keimgehaltes. Hier erfolgt die
Anreicherung in einer polymyxinhaltigen Bouillon und der anschlieBende Nachweis des
Erregers auf PEMBA oder MYP. Das Verfahren ist zur Erfassung geringer Keimzahlen
geeignet. Der Nachweis dauert bei den Koloniezidhlverfahren 18-48 Stunden. Bei
Verwendung von PEMBA kann die Bestidtigung verddchtiger Kolonien wegen der raschen
Versporung alternativ zum Hamolysetest auch mit einer spezifischen Fiarbung (ca. 20 min)
vorgenommen werden. Bei Verwendung von MYP erfolgt die Bestitigung mit dem
Hamolysetest, der nochmals 24 Stunden dauert. Das MPN-Verfahren verlidngert sich wegen
der Inkubation des fliissigen Selektivmediums nochmals um 48 Stunden.

Bei allen drei Methoden kann nicht sicher zwischen den einzelnen Mitgliedern der Cereus-
Gruppe (siehe 2.1.2) differenziert werden. Der Nachweis bezieht sich daher stets auf

sogenannte prasumtive B. cereus.
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2.2 Staphylococcus aureus

2.2.1 Historischer Uberblick

Der Name Staphylococcus (gr. oTO@UAN, staphyli: Weintraube; gr. kokkog, kokkos:
Korn, Beere) wurde von Alexander Ogston im Jahre 1880 geprigt, der die traubendhnlichen
Wuchsformen der Bakterien in Eiterproben als Grundlage fiir die Benennung wihlte
(OGSTON & WITTE, 1984). Die Bezeichnung Staphylococcus (S.) aureus stammt von
ROSENBACH (1884), der die Bakterien aus menschlichem Eiter isolierte und
charakterisierte. Der Name geht auf die Farbe typischer Kolonien auf festen Medien zuriick
(lat. aureus: goldfarben), die auch nach mehreren Passagen auf verschiedenen Néhrboden
erhalten blieb. Auch stellte er fest, dass nach parenteraler Applikation dieser Bakterien bei
Versuchstieren Abszesse induziert wurden, die wieder mit den traubenférmig wachsenden,
goldene Kolonien bildenden Bakterien gefiillt waren. Somit galt S. aureus von Anfang an als
Eitererreger, Abszessbildner und Ausloser von Wundinfektionen.

LOEB (1903) entdeckte, dass S. aureus in der Lage ist, Plasma in einem Rohrchen binnen
weniger Stunden zu koagulieren, und entwickelte so den Koagulasetest, der heute
standardisiert mit EDTA-stabilisiertem Kaninchenplasma durchgefiihrt wird. Der ebenfalls
heute noch genutzte Nachweis des Clumping Factor A (Klumpungstest) wurde fiinf Jahre
spater von MUCH (1908) beschrieben. Die schwersten Erkrankungen durch Staphylokokken
werden mit koagulasepositiven Spezies in Verbindung gebracht.

Die erste Vermutung, dass S.aureus ein Toxin bildet, das in der Lage ist,
Lebensmittelvergiftungen auszulosen, stammt von BARBER (1914). Milch, in der er
Staphylokokken fand, 16ste die immer gleiche Symptomatik mit Erbrechen, Darmkrampfen
und Durchfall aus. Weitere Anhaltspunkte fiir ein 16sliches Toxin, das als dtiologisches Agens
angesehen werden kann, fanden DACK et al. (1930). Freiwilligen Versuchspersonen wurden
Kulturiiberstinde  von  S. aureus-Staimmen  verabreicht, die in  Kuchen, die
Lebensmittelvergiftungen ausgelost hatten, gefunden worden waren. Die Versuchspersonen
entwickelten dieselben Symptome wie die urspriinglich nach dem Verzehr der Kuchen
erkrankten Patienten.

1928 entdeckte Alexander Fleming die antibiotische Wirkung von Penicillin in S. aureus-
Kulturen (FLEMING, 1980). Vor dessen Einfiithrung in die Therapie lag die Letalitit von
bakteridmischen S. aureus Infektionen bei 82 % (SKINNER & KEEFER, 1941). Der Einsatz

von Penicillin gegen Infektionen mit Staphylokokken setzte sich schnell durch und fiihrte zur
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Selektion penicillinasebildender Keime (KIRBY, 1944), die bald darauf immer héufiger
insbesondere in Probenmaterial von Krankenhauspatienten gefunden wurden (BARBER &
ROZWADOWSKA-DOWZENKO, 1948). Verschiedene Penicillin-Antibiotika kamen gegen
Staphylokokken zum Einsatz, u.a. auch Methicillin, das den Anfang der 60er Jahre
auftretenden Methicillin-resistenten S. aureus (MRSA) ihren Namen gab (JEVONS et al.,
1961; SUTHERLAND & ROLINSON, 1964). Das Problem der multiplen
Antibiotikaresistenz von S. aureus hilt weiterhin an. In den letzten Jahren sind gleichbleibend
20 % der in Deutschland klinisch isolierten S. aureus Stimme resistent gegeniiber
Penicillinen (KOCK et al., 2011). Angaben aus anderen Lindern iiberschreiten diesen Anteil
noch bei weitem und liegen beispielhaft bei > 50 % in Nord- und Siidamerika, 49 % in
Portugal, 37 % in Italien oder sogar bei 86,5 % in Sri Lanka und 77,6 % in Siidkorea
(STEFANTI et al., 2012).

2.2.2 Taxonomische Stellung

Das Genus Staphylococcus umfasst derzeit nach EUZEBY (2012) 47 Spezies und 24
Subspezies (Stand: 16.07.2012). Acht Spezies bzw. Subspezies hiervon sind koagulasepositiv
(Einzelheiten siehe bei BECKER et al., 2007). S. aureus wurde 1985 von DE LA FUENTE et
al. durch die Beschreibung von Staphylococcus aureus subsp. anaerobius in zwei Subspezies
unterteilt. Im Folgenden wird, entsprechend den Gepflogenheiten des Schrifttums, unter der
Bezeichnung S. aureus stets die Subspezies S. aureus subsp. aureus verstanden. Dabei handelt
es sich um unbewegliche, grampositive Kokken, die fakultativ anaerob, katalasepositiv,

oxidasenegativ sind und keine Sporen bilden (SCHLEIFER & BELL, 2009).

2.2.3 Pathogene Bedeutung

Staphylokokken sind ubiquitir. Auch der Mensch ist durch die Besiedelung seiner
Nasenschleimhaut und des oberen Respirationstraktes ein wesentliches Reservoir fiir
S. aureus (WERTHEIM et al., 2005; GORWITZ et al., 2008). Infektionen mit dem Erreger
stellen insbesondere im Bezug auf die weite Verbreitung von MRSA in Krankenhdusern und
Einrichtungen zur Pflege alter und kranker Menschen eine ernstzunehmende Gefahr dar

(DELEO et al., 2010; KOCK et al., 2010; KOCK et al., 2011; STEFANI et al., 2012). In den
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USA starben im Jahr 2005 ca. 19.000 Patienten an MRS A-Infektionen, was diese zu einer der
hiufigsten Ursachen fiir Todesfélle in Krankenhidusern macht (BOUCHER & COREY, 2008).

Abgesehen von diesen Infektionen, bei denen auch Exotoxine am Krankheitsverlauf
beteiligt sind, spielt S. aureus aufgrund seiner Enterotoxinbildung eine wichtige Rolle in der
Atiologie von Lebensmittelintoxikationen (BALABAN & RASOOLY, 2000; THOMAS et
al., 2007; SCHELIN et al., 2011). Es sind inzwischen iiber 20 verschiedene Staphylokokken-
Enterotoxine (SE) bekannt (HENNEKINNE et al., 2012). SE sind sehr potente Superantigene,
d.h. sie sind in der Lage, eine unspezifische Aktivierung von T-Zellen zu induzieren, was in
einer iiberschieBenden, den Organismus gefihrdenden Immunantwort resultiert (MARRACK
& KAPPLER, 1990). Ob die in den letzten Jahren im Zusammenhang mit der intensiven
Superantigenforschung beschriebenen ,,SE* wirklich alle auch Enterotoxincharakter haben, ist
nicht bewiesen, bzw. ist von einigen bekannt, dass sie nicht in der Lage sind bei Primaten das
fiir eine derartige Intoxikation typische Erbrechen auszulosen. Es wurde daher bereits 2004
durch das International Nomenclature Committee for Staphylococcal Superantigens (INCSS)
vorgeschlagen, nur solche Toxine, die im Primatenversuch nach oraler Applikation Erbrechen
hervorrufen, als SE zu benennen und andere verwandte Toxine, die diese Eigenschaft nicht
besitzen oder noch keinen entsprechenden Versuchen unterzogen wurden, als ,,staphylococcal
enterotoxin-like* (SEI) Superantigene zu bezeichnen (LINA et al., 2004). Einzelheiten zu
Bildung, FEigenschaften und Nachweis der SE wurden von BECKER et al. (2007)
zusammengefasst. Eine problematische Eigenschaft der SE ist die hohe Resistenz gegeniiber
widrigen Umwelteinfliissen, beispielsweise werden sie in Vollmilch erst nach iber
10 miniitiger Erhitzung auf 121,1 °C inaktiviert (TATINI, 1976). Bei der wesentlich
schonenderen kiichenméfigen Bearbeitung von Lebensmitteln ist daher nicht mit einer
nennenswerten Inaktivierung zu rechnen. Klassischerweise werden durch die Toxine
Erbrechen und Durchfall, aber auch Unwohlsein, Schweilausbriiche, Schwindelgefiihl,
Kopfschmerzen, Leibschmerzen und Muskelkrimpfe ausgelost (BERGDOLL, 1989). Die
Inkubationszeit betrdgt dabei wenige Stunden, die Erkrankung ist meist selbstlimitierend und
in ein bis zwei Tagen iiberstanden.

Neben den menschlichen Reservoiren findet man  S. aureus auch im
veterindrmedizinischen Bereich, insbesondere als einen der hdufigsten Mastitiserreger bei
Milchkiihen (FLUIT, 2012; PANTOSTI, 2012). Die Kontamination von Lebensmitteln
tierischen Ursprungs kann sowohl im Bereich der Primérproduktion von den Tieren selbst

stammen, als auch durch den mit der weiteren Verarbeitung betrauten Menschen erfolgen.
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Beziiglich der Kenntnisse iiber die Erkrankungshéufigkeit liegen dhnliche Verhiltnisse vor,
wie die in Abschnitt 2.1.3 hinsichtlich B. cereus geschilderten. Auch fiir lebensmittelbedingte
Erkrankungen durch S. aureus bzw. seine Enterotoxine besteht in Deutschland keine
Meldepflicht. Dem Bundesamt fiir Risikobewertung (BfR) wurde im Jahr 2009 ein Ausbruch,
der auf eine Kontamination mit SE zuriickzufiihren war, gemeldet (HARTUNG &
KASBOHRER, 2011). Bei der EFSA gingen fiir das Jahr 2010 aus neun EU-Mitgliedsstaaten
Meldungen iiber 38 Ausbriiche (,,strong evidence oubreaks‘; siche 2.1.3) mit insgesamt 941
Erkrankungen ein. Deutschland war daran mit 2 Ausbriichen und 24 Erkrankungsfillen
beteiligt. Die bereits in Abschnitt 2.1.3 erwihnte US-amerikanische Studie von SCALLAN et
al. (2011) gibt die Zahl der jdhrlich zu erwartenden SE-bedingten Erkrankungen mit 241.148
an (90 % Vertrauensbereich: 72.341-529.417). Somit wire S. aureus dort der fiinfthaufigste

Erreger von mikrobiellen, durch Lebensmittel {ibertragenen Erkrankungen.

2.2.4 Nachweisverfahren

Aus praktischen Erwédgungen, und da das Koagulasebildungsvermogen als eines der
wichtigsten Pathogenititsmerkmale bei Staphylokokken gilt, werden bei der kulturellen
Untersuchung von Lebensmitteln in der Regel nur koagulasepositive Staphylokokken (KPS)
nachgewiesen. Allerdings diirften die iibrigen koagulasepositiven Spezies (im Wesentlichen
S. intermedius und S. hyicus) neben S. aureus nur eine untergeordnete Rolle spielen
(BECKER et al., 2007).

Momentan existieren auf nationaler, europdischer und internationaler Ebene drei
standardisierte Methoden zum Nachweis von KPS. Es handelt sich dabei um zwei
Koloniezdhlverfahren bei 37 °C, einmal mit Baird-Parker-Agar (DIN EN ISO 6888-1), zum
anderen mit Kaninchenplasma-/Fibrinogen-Agar (DIN EN ISO 6888-2), sowie um ein MPN-
Verfahren fiir niedrige Keimzahlen mit einer Anreicherung in modifizierter Giolitti-Cantoni-
Bouillon und anschlieBender Subkultivierung auf einem der beiden genannten festen
Nihrboden (DIN EN ISO 6888-3). Beim Baird-Parker-Agar (BAIRD-PARKER, 1962)
handelt es sich um einen Selektivnihrboden, der neben die Begleitflora hemmenden (Tellurit,
Lithiumchlorid, Glycin) als indikative Komponenten Tellurit (Schwarzfirbung der Kolonien
durch Telluritreduktion) und Eigelb (Hofbildung infolge einer Lecithinaseaktivitit) enthilt.
Tellurit hat demnach eine zweifache Funktion. Der Zusatz von Pyruvat soll die
Wiederbelebung geschidigter Keime fordern. Die Bestidtigung verdidchtiger Kolonien erfolgt

mit dem Koagulasetest im Rohrchen. Der Kaninchenplasma-/Fibrinogen-Agar ist eine

11
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Modifikation des Baird-Parker-Agars mit Zusatz der beiden namensgebenden Komponenten,
wodurch eventuell vorhandene Koagulase direkt, ohne eine Bestidtigung durch den
Koagulasetest im Rohrchen, nachgewiesen werden kann (BECKERS et al., 1984). Die beim
MPN-Verfahren verwendete modifizierte Giolitti-Cantoni-Bouillon (CHOPIN et al., 1985) ist
dhnlich zusammengesetzt wie der Baird-Parker-Agar, enthilt aber zur Verbesserung der
Produktivitit Tween 80 und keinen Agar. Einzelheiten zu den Verfahren und Nihrboden
finden sich bei (ZANGERL & BECKER, 2012).

Die Dauer der Untersuchung betrdgt beim Verfahren mit Baird-Parker-Agar 48 Stunden,
dazu kommen fiir die Bestidtigung mit dem Koagulasetest im Rohrchen 24-48 Stunden. Der
Zeitaufwand fiir das Verfahren mit Kaninchenplasma-/Fibrinogen-Agar reduziert sich auf
24-48 Stunden, da der Koagulasetest bereits in den Ndhrboden integriert ist. Beim MPN-
Verfahren liegt die Bebriitungszeit des fliissigen Mediums bei 24-48 Stunden. Hinzu kommt
die Inkubation des jeweils verwendeten festen Nihrbodens, von dem auch die Dauer fiir die
Bestitigung verdichtiger Kolonien abhéngt.

Es sind mehrere Tests zum Nachweis oder der Identifizierung von S. aureus im Fachhandel
verflighar. Diese basieren auf kulturellen, immunologischen, biochemischen,
molekularbiologischen, oder  massenspektrometrischen = Verfahren (BECKER &
MARTLBAUER, 2011). Aufgrund schneller Nachweiszeiten eignen sich hier besonders die
molekularbiologischen und immunologischen Techniken. Zum Nachweis der Enterotoxine
sind im Fachhandel ebenfalls eine Reihe von Verfahren, meist auf enzymimmunologischer

Basis, verfiigbar. Ein Uberblick findet sich bei BECKER et al. (2007).
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2.3 Antikorper gegen B. cereus

Die Herstellung von polyklonalen Antikorpern (pAk) zur Serotypisierung von Keimen
mittels Agglutinationsreaktion ist ein seit langem etabliertes Verfahren und in einer Vielzahl
von Publikationen beschrieben. Dies gilt auch fiir die beiden im Focus der vorliegenden
Arbeit stehenden Spezies B. cereus und S. aureus (MELCONIAN et al., 1983; STANZEL,
1994; GUIDRY et al., 1998). Diese Seren sind jedoch nur bedingt fiir diagnostische
immunologische Nachweisverfahren einsetzbar. Die folgenden Ausfithrungen beschrinken
sich daher auf neuere Literatur zu entsprechend validierten Antikdrpern — insbesondere
monoklonalen Antikdrpern — und deren Einsatz in Enzymimmuntests. Allerdings ist die
Literatur zur Herstellung und Charakterisierung von monoklonalen Antikorpern (mAk) gegen
B. cereus (-Sporen) iibersichtlich, B. anthracis steht hier aufgrund seiner pathogenen
Eigenschaften als Milzbranderreger und als potentielle Waffe im Bioterrorismus stirker im
Rampenlicht internationaler Forschung. Aufgrund seiner nahen Verwandschaft mit B. cereus
(IVANOVA et al., 2003; VILAS-BOAS et al., 2007; KOLSTO et al., 2009) und der #hnlichen
mikrobiologischen Eigenschaften, einschlieBlich der Sporenbildung, konnen Arbeiten zu
B. anthracis allerdings gut zum Vergleich mit B. cereus herangezogen werden.

Bereits Anfang der 90er Jahre wurde ein mAk vom Subtyp IgM beschrieben, der mit 23
verschiedenen Flagella-Antigentypen von B. cereus reagierte und in einem indirekten EIA zu
dessen Detektion eingesetzt wurde (MIKAMI et al., 1990). Es wurden Méuse mit B. cereus
Keimen in der Konzentration von McFarland 7, inaktiviert mit 0,1 %igem Formalin,
immunisiert und die Antikorpertiter mittels Agglutinationstest {iberpriift. Nach den
Zellfusionen wurden die ZKU mittels indirekter EIAs, in denen Flagella-Antigene von 23
Serovaren als Beschichtungsantigene eingesetzt wurden, auf Reaktivitit iiberpriift. Der
etablierte mAk reagierte gleich stark mit allen 23 Flagella-Antigenen der B. cereus Serovare
und zeigte keine Reaktion mit analogen Priparationen von B. subtilis, B. natto und
Escherichia coli. Allerdings wurde ein qualitativer Nachweis angestrebt und keine
quantitativen Untersuchungen vorgenommen. Ein Jahr spiter nutzten MURAKAMI et al.
(1991) diese Ergebnisse zu den Flagella-Antigenen, um ein indirektes EIA-System unter
Einsatz von spezifischen Kaninchen-pAk zum Nachweis der 23 verschiedenen Serotypen zu
erstellen, das die bis dahin verwendete Agglutinationsmethode zur Detektion von B. cereus in
ihrer Sensitivitdt iibertraf. CHARNI et al. (2000) beschrieben die Produktion und
Charakterisierung von mAk gegen vegetative Formen von B. cereus, genaue Angaben zur

Zusammensetzung des Immunogens sowie zur Immunisierung wurden jedoch nicht gemacht.
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Die etablierten mAk reagierten mit Oberfldchenproteinen (evtl. als Glykoprotein vorliegend)
von B. cereus, Bazillen anderer Spezies zeigten keine Reaktion. Bei QUINLAN &
FOEGEDING (1997) wird die Produktion von mAk gegen Bacillus und Clostridium Sporen
beschrieben. Als Immunogen setzten sie eine Mischung aus jeweils 10’ KbE Sporen der
Spezies B. cereus und Clostridium sporogenes, die mit Formaldehyd inaktiviert worden
waren, ein. Neben mAk, die Reaktionen mit 10’ KbE B. cereus bzw. Clostridium sporogenes
Sporen zeigten, konnte auch ein mAk vom IgM-Subtyp isoliert werden, der sowohl mit
Sporen als auch mit vegetativen Formen von beiden Keimen reagierte. Die mAk, die mit
Sporen von B. cereus reagierten, zeigten dagegen keine Reaktion mit vegetativen Formen.
Um pAk und mAk gegen Sporen von B. anthracis zu generieren, immunisierten KUEHN et
al. (2009) Miuse, Kaninchen und ein Huhn mit Priparationen von inaktivierten Sporen bzw.
einem Tetrasaccharid, das ein Teil des im Exosporium vorkommenden Glykoproteins
,Bacillus collagen-like protein of anthracis (BclA) ist. Die Inaktivierung der Sporen erfolgte
30 min lang mit 1 % Peroxyessigsdure in 80 %igem Ethanol. Die Spezifitdt der Antikorper
wurde anhand von 30 Bazillenstimmen und 11 Stimmen Gram-negativer Bakterien
tiberpriift. Alle etablierten pAk und mAk, fiir deren Produktion als Immunogen inaktivierte
Sporen eingesetzt wurden, reagierten auch mit dem Tetrasaccharid, was fiir eine starke
Immunogenitit dieses Zuckeranteils des Exosporiums spricht. TAMBORRINI et al. (2010)
arbeiteten ebenfalls mit Zuckerbestandteilen von BclA. Sie immunisierten Miduse mit jeweils
40 pg einer Priparation eines Disaccharids gekoppelt an das hochmolekulare Triagerprotein
Keyhole Limpet Himocyanin (KLH). Insgesamt 6 mAk wurden auf diese Weise etabliert und
eingehend untersucht. Ein Screening fand mit 25 Vertretern des Genus Bacillus statt, neben
Reaktionen mit B. anthracis kreuzreagierten die mAk mit zwei Stimmen von B. cereus. Die
mAKk reagierten sowohl mit ihren Immunogenen, als auch mit Paraformaldehyd-inaktivierten
Sporen. Die Sporen, mit denen die Tests durchgefiihrt wurden, wurden mit 10 %iger
Paraformaldehydlosung inaktiviert. Trotz der hohen Konzentration an Paraformaldehyd
gelang es TAMBORRINI et al. (2010), die Sporen mittels EIA und Immunfluoreszenz
nachzuweisen, und konnten damit zeigen, dass die Zuckerbestandteile der Sporenoberfliche
durch die Inaktivierung nicht ihre antigenen Eigenschaften verloren hatten.

Verschiedene Arbeiten zeigten, dass das EAl-Protein (extractable antigen 1) eine hoch
immunogene Komponente von Bacillus Sporenpriparationen darstellt. EA1 kann sowohl in
Sporen, als auch in vegetativen Formen von B. anthracis nachgewiesen werden. EA1, ein
100 kDa-Protein, stellt somit keinen spezifischen Sporenbestandteil dar, ist aber

erfahrungsgemél an das Exosporium der Sporen angelagert (EZZELL & ABSHIRE, 1988).

14



SCHRIFTTUM

In einer Veroffentlichung von WANG et al. (2009b) werden mAk gegen dieses Protein
beschrieben. Als Immunogen dienten Priiparationen von 10° Sporen, die mittels 1,5 %igem
Formaldehyd inaktiviert worden waren und 6 Wochen alten BALB/c-Miusen subkutan
verabreicht wurden. Insgesamt 3 gewonnene mAk zeigten im indirekten EIA Reaktionen mit
Sporen von B. anthracis, aber nicht mit Sporen von 10 weiteren Bazillenspezies. Bei Einsatz
dieser mAk in einem Sandwich-EIA wurden auch Reaktionen mit vegetativen Formen von
B. anthracis beobachtet. Die mAk zeigten sich reaktiv mit Sporen von 3 Stimmen
B. anthracis und einem Stamm B. pumilus. Weitere Bazillen, auch andere Mitglieder der
Cereus-Gruppe, reagierten nicht. Die Sensitivitdt wurde allerdings nicht weiter untersucht,
alle Untersuchungen fanden mit einer Bakterienkonzentration von 10’ KbE/ml statt. Es gelang
WANG et al. (2009b) auch, die Reaktivitit der mAk mit lebenden Zellen in der
Immunfluoreszenz nachzuweisen. WALPER et al. (2012) produzierten rekombinante
Einzeldoménenantikorper (sdAk) gegen EA1 basierend auf einer Phagen-Display-Bibliothek
von Lama-Lymphozyten. Die Lamas wurden mit lebenden Sporen des B. anthracis Stammes
Sterne 34F2 immunisiert. Die auf diese Weise gewonnenen sdAk reagierten ebenfalls sowohl
mit vegetativen Formen als auch Sporen von B. anthracis. Die Reaktivitiat mit 8 Staimmen der
Cereus-Gruppe und einem B. subtilis Stamm war deutlich geringer, nicht-Bacillus Spezies
zeigten keine Reaktion. Mit einem optimierten Sandwich-Verfahren unter Verwendung von
Luminex-Perlen konnte eine Nachweisgrenze von 10* KbE/ml fiir Sporen und vegetative
Formen von B. anthracis erreicht werden.

KUEHN et al. (2009) konnten 1-5x 10* KbE/ml inaktivierte Sporen von B. anthracis
mittels Sandwich-EIA nachweisen. Es wurden mehrere Antikorperpaare im Sandwich-
Verfahren getestet, ein Versuchsaufbau erreichte sogar eine Nachweisgrenze von
4 x 10° KbE/ml, allerdings fithrten KUEHN et al. (2009) selbst an, dass dieses Antikorperpaar
noch weiter auf Spezifitit tiberpriift werden muss. Die Spezifitit der polyklonalen Antikorper
wurde anhand von 30 Bazillenstimmen und 11 Stimmen Gram-negativer Bakterien
tiberpriift. Es reagierten alle B. anthracis Stimme, und je nach Antikorper 1-4 B. cereus
Stamme. Andere Bakterien zeigten keine Reaktion. Es gelang ebenfalls, inaktivierte Sporen
von B. anthracis mit poly- und monoklonalen Antikérpern in der Immunfluoreszenz
nachzuweisen. In einem Luminex Sandwich-Verfahren, bei dem B. anthracis Sporen mit
Antikorpern an Mikrokiigelchen gebunden und mittels Fluoreszenz nachgewiesen wurden,
detektierte TAMBORRINI et al. (2010) erfolgreich 10°-10* KbE/ml. Die Spezifitit des
Luminex-Verfahrens wurde anhand von 6 Stimmen B. anthracis, 5 Stimmen B. cereus, 2

Stammen B. thuringiensis und 12 Bazillenstimmen, die nicht zur Cereus-Gruppe gehoren,
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tiberpriift. Alle B. anthracis Staimme und zweil B. cereus Stimme reagierten positiv, alle
anderen eingesetzten Stimme zeigten keine Reaktion. Die Nachweisgrenze von 10%-10*
KbE/ml wurde auch von GOMEZ DE LA TORRE et al. (2012) mittels ,,proximity ligation
assay“ (PLA) fiir Sporen von B. globigii erreicht. Dieses Nachweisverfahren kombiniert die
Vorteile eines Sandwich-EIAs mit der Sensitivitit der PCR, indem mit spezifischen
Nukleotidsequenzen markierte Antikorper eingesetzt werden, gebundene Antikdrper werden

dann durch DNA-Amplifikate nachgewiesen.

2.4 Antikorper gegen S. aureus

Aufgrund der pathogenen Bedeutung von S. aureus (2.2.3) fokussieren sich die meisten
immunologischen Untersuchungen zu diesem Keim auf eine aktive oder passive Impfung, die
eine Infektion verhindern oder deren Symptome abmildern soll (BROKER & VAN
BELKUM, 2011; DREISBACH et al., 2011; DAUM & SPELLBERG, 2012). Seltener wird
die Produktion von Antikdrpern beschrieben, die auch in diagnostischen Verfahren eingesetzt
werden konnen. Im Folgenden werden beispielhaft einige der derzeit verfiigbaren Arbeiten
vorgestellt.

Bei HALL et al. (2003) wird die Produktion und die Charakterisierung eines mAk (mAk
12-9, Tefibazumab, Handelsname Aurexis®) gegen den Clumping Factor A (CIfA), einen
Pathogenititsfaktor von S. aureus, beschrieben (PATTI, 2004; DOMANSKI et al., 2005;
JOHN, 2006). Hierzu wurden Maiuse mit rekombinanten Teilstiicken von CIfA, die in
Escherichia coli produziert wurden, immunisiert. Ein mAk wurde aufgrund seiner
Eigenschaft, die Bindung von Fibrinogen an CIfA zu inhibieren, selektiert und weiter
untersucht. In der Fluoreszenz-Durchflusszytometrie reagierte der mAk mit allen getesteten
klinischen S. aureus Isolaten. Ein CIfA knockout Stamm zeigte keine Reaktion. Ein weiteres
spezifisches Oberflichenprotein von S. aureus, Protein-A, wurde von KIM et al. (2012) zur
Herstellung von mAk eingesetzt. Um Antikorper gegen Protein-A herzustellen und dabei die
Problematik zu umgehen, dass Protein-A unspezifisch an den Fc-Teil von Immunglobulinen
bindet, setzten die Autoren ein rekombinantes Protein SpAkkaa €in, das im Vergleich zum
natiirlichen Protein-A jeweils 4 Aminosduresubstitutionen in den fiinf immunglobulin-
bindenden Dominen enthilt. Die aus den Zellfusionen gewonnenen ZKU wurden mittels
indirekter EIAs getestet, bei denen als Beschichtungsantigene verschiedene

Polypeptidbruchstiicke des Immunogens bzw. einzelne Ig-bindene Doménen von SpAkkaa
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verwendet wurden. Es wurden 3 mAk selektiert, die in einem Maiuseinfektionstest mit
10" KbE S. aureus neutralisierende Eigenschaften zeigten. SANDHU et al. (2012) arbeiteten
mit einem weiteren Bestandteil der Zelloberfldche von S. aureus, einem Glycinpentamer, das
als Verbindung zwischen Peptidoglykanen in der Zellwand fungiert. Sie synthetisierten einen
Vorldufer eines dieses Pentamer enthaltenden Peptidoglykans und koppelten diesen kovalent
an bovines Serumalbumin (BSA). Das Konjugat wurde, emulgiert in Freundschem Adjuvans,
zur Immunisierung eines Schafes eingesetzt. Mittels indirekter EIAs konnten Reaktionen des
Antiserums mit verschiedenen, wihrend der Synthese des Immunogens anfallenden
Zwischenstufen und mit dem als Immunogen verwendeten BSA-Konjugat selbst
nachgewiesen werden. Die im EIA nachweisbare Reaktivitit des Serums mit
Zellwandpréparationen von verschiedenen Staphylokokkenstimmen war jedoch limitiert.

Um humane mAk gegen ein Poly-N-Acetylglucosamin der Zelloberfldache von S. aureus zu
gewinnen, transformierten KELLY-QUINTOS et al. (2006) B-Zellen eines Patienten, der drei
Jahre zuvor an S. aureus Bakteridmie erkrankt war, mit Epstein-Barr Viren und fiihrten ein
Screening auf Produktion von spezifischen Antikorpern gegen ihr Zielantigen mittels
indirekter EIAs durch. Positiv reagierende Zellen wurden dann mit einer Mensch-Maus-
Hybrid-Myelomzelllinie fusioniert. Auf diese Weise wurden drei mAk vom Subtyp IgG,
gewonnen KELLY-QUINTOS et al. (2006). Im Hinblick auf die bessere klinische
Einsetzbarkeit von Antikorpern des IgG;-Subtyps wurden die Genomsequenzen der
Hybridomzelllinien, die die variablen Regionen der mAk kodierten, ermittelt, amplifiziert und
in Vektoren iibertragen, die schon die konstanten Regionen von humanen Subtyp IgG;-
Antikorpern enthielten. Mittels dieser Vektoren wurden produktive Zelllinien (chinese
hamster ovary, CHO) transfiziert und humane IgG;-Antikdrper gewonnen, die die Spezifitit
der urspriinglichen mAk beibehielten. Die Reaktion dieser mAk mit lebenden S. aureus
Keimen konnte mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen werden. WAGSTAFFE et al. (2012)
produzierten mAk gegen das S. aureus Exoprotein Thermonuklease (TNase). Dazu
immunisierten sie Mduse mit einem kommerziellen TNase-Priparat unter Einsatz von Alaun
als Adjuvans. Die gewonnenen, spezifische mAk produzierenden Hybridomzellen
fusionierten sie erneut mit Milzzellen von Miusen, die mit Fluorophor-Protein-Konjugaten
(Rhodamin bzw. Fluorescein) immunisiert worden waren. So generierten sie Hybridom-
zelllinien, die bispezifische Antikorper produzierten, die sowohl an TNase, als auch an die
Fluorophore banden, wobei jede dieser Bindungen auf je einer antigenbindenden Domine der
mAKk basierte. Alle produzierten bispezifischen mAk (n = 63) banden sowohl an TNase, als

auch an ihre jeweiligen Fluorophor-Protein-Konjugate. In einem Screening wurden mAk
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selektiert, deren Affinitit fiir die Fluorophore oder deren Tréigerproteine schwicher war, als
die Bindung an TNase. Diese Eigenschaft fiihrte dazu, dass — auch aus sterischen Griinden —
bei Bindung von TNase an die eine antigenbindende Doméne das von der zweiten Doméne
gebundene Fluorophor dissoziierte. Die Freisetzung der Fluorophore aus der Bindung mit den
Antikorpern resultierte in einer Erhohung der messbaren Fluoreszenzintensitidt, was als
positives Signal fiir die Anwesenheit von TNase in der Probe gemessen wurde.
WAGSTAFFE et al. (2012) beschrieben den Test als qualitativ, es wurden keine weiteren

Angaben zur Sensitivitit des Verfahrens gemacht.

2.5 Bioaffinititschromatographie und andere Biosensorsysteme

Unter Bioaffinititschromatographie versteht man die Separation von Analyten aus
fliissigen Matrices infolge der selektiven Bindung der Zielanalyten an geeignete Liganden.
Nach Entfernung der sonstigen Probenmatrixbestandteile mittels Waschschritten erfolgt die
Elution der gebundenen Komponenten unter Verwendung effizienter Elutionsmittel wie z.B.
saurer Puffer oder organischer Losungsmittel. Durch dieses Vorgehen koénnen nicht nur
spezifisch die Zielanalyten von der Probenmatrix getrennt werden, sondern auch durch den
Durchsatz von hohen Probenmengen nebst Elution mit kleineren Volumina die
Konzentrationen der gewiinschten Analyten deutlich erhoht werden. Dadurch wird die
nachfolgende Detektion erleichtert oder je nach Nachweisgrenze der eingesetzten Verfahren,
erst ermoglicht (HAGE, 1999; MOSER & HAGE, 2010).

Schon lange werden Matrices wie quervernetzte Agarose (Sepharose), Cellulose und
andere organische Verbindungen eingesetzt um Antikorper, Lektine, Aptamere oder Proteine
mit besonderen  Bindungseigenschaften kovalent zu immobilisieren und in
chromatographischen Verfahren zu nutzen (HAGE et al., 2012). Problematisch bei diesen
Matrices ist zumeist, dass es sich um relativ weiche, druckinstabile Materialien handelt,
wodurch sowohl die Flussgeschwindigkeit, als auch das aufgetragene Probenvolumen
limitiert wird (MOSER & HAGE, 2010). Andere, auf Bioaffinitit basierende
Konzentrierungsverfahren, wie die immunomagnetische Separation, sind in der Regel nur fiir
kleine Probenvolumina einsetzbar (PAPPERT et al., 2010; ESTEBAN-FERNANDEZ DE
AVILA et al, 2012), so dass die mit diesen Systemen faktisch realisierbare
Aufkonzentrierung der Analyten begrenzt ist. Um dieses Problem zu umgehen, wurden viele

weitere Matrices entwickelt, von denen gerade in den letzten Jahren die monolithischen
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Bioaffinitdtschromatographiesdulen, die sich durch eine hohe Stabilitit und Flexibilitét
auszeichnen, vermehrt eingesetzt werden (TETALA & VAN BEEK, 2010). Von besonderem
Vorteil ist hierbei die Moglichkeit, Monolithen mit sehr genau definierten Porengréfen zu
schaffen, die iiber den gesamten Sdulenquerschnitt konstant verteilt sind (PESKOLLER et al.,
2009; OTT et al., 2011) und somit hohe Flussraten ermodglichen (PODGORNIK et al., 2000).

Ein kritischer Punkt bei der Verwendung von Antikorpern als Liganden in der
Bioaffinititschromatographie ist deren Immobilisierung auf der Sdulenmatrix. Auf der einen
Seite miissen moglichst viele Antikorper gebunden werden, um spiter moglichst viele
Analyten zuriickzuhalten, auf der anderen Seite ist es aber nicht gewihrleistet, dass die
spezifische Bindungsaktivitdt der Antikorper nach der Bindung an die Sdulenmatrix erhalten
bleibt. Deswegen muss jeweils die Kompatibilitit der ausgewihlten Antikorper fiir diese
Systeme getestet werden (FAYE et al, 2012). Weitere mogliche Liganden fiir
Bioaffinitdtsanalysen sind Aptamere, die in den letzten Jahren immer hiufiger produziert und
eingesetzt werden (MAIRAL et al., 2008). Gegen Sporen von B. anthracis gerichtete
Aptamere werden von BRUNO & CARRILLO (2012) beschrieben, die sowohl lebende
Sporen, als auch Zuckerbestandteile des Exosporiums, die sie kovalent an magnetische
Kiigelchen banden, zur Selektion einsetzten. Zwei Aptamere, die nach einem Screening mit
lebenden Sporen isoliert wurden, wurden mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert und mittels
Messung der Anderungen des Fluoreszenzanregungsspektrums bei stattfindender Bindung an
ihre Zielmolekiile weiter untersucht. Sie reagierten mit Sporen, aber nicht mit dem
untersuchten Zuckerbestandteil des Exosporiums. Die erreichten Nachweisgrenzen lagen bei
3-6 x 10" KbE/ml. Die Aptamere, die mit dem an magnetischen Kiigelchen immobilisierten
Zuckerbestandteil produziert wurden, reagierten aber nicht oder nur kaum mit intakten
Sporen. CAO et al. (2009) beschreiben die Produktion von Aptameren gegen S. aureus
basierend auf einem Screening mit methanolfixierten, ganzen Keimen. Insgesamt fiinf
Aptamere wurden genauer untersucht, und aufgrund ihrer Bindung an unterschiedliche
Bestandteile von S. aureus als Mischung zur Detektion der Keime eingesetzt. Es gelang unter
Einsatz dieser Mischung, drei S. aureus Stimme nachzuweisen. Drei andere Bakterienspezies
zeigten keine signifikanten Kreuzreaktionen.

Die Bioaffinititschromatographie wird immer hiufiger erfolgreich eingesetzt, um
Bakterien und andere mikrobiologische Agenzien, z.B. Viren, zu reinigen, zu konzentrieren
oder zu trennen (DAINIAK et al., 2005; KRAMBERGER et al., 2010; OTT et al., 2011). Ziel
ist es hierbei, wie in der vorliegenden Arbeit, die Konzentrationen der Bakterien so weit zu

erhohen, dass ein erfolgreicher Nachweis durch Analyse der Séuleneluate auch bei sehr
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kleinen Ausgangskeimzahlen moglich wird und somit zeitintensive Anreicherungsschritte zu
vermeiden. In einer Studie zur Anreicherung von Salmonellen wurde beispielsweise eine
Konzentrationssteigerung um Faktor 500 in einer konventionellen Sdulenmatrix erreicht
(BREWSTER, 2003). Unter Einsatz von monolithischen Sdulen wurde fiir Escherichia coli
aus Wasserproben eine Konzentrationssteigerung um Faktor 250 (PESKOLLER et al., 2009)
beschrieben, fiir hitzeinaktivierte S. aureus in PBS wurde die Nachweisgrenze -eines
durchflusszytometrischen Verfahrens um Faktor 130 verbessert (OTT et al., 2011). In
Kombination mit geeigneten Nachweisverfahren ist es also moglich, Bakterien aus Proben
innerhalb weniger Stunden nachzuweisen, was in den konventionellen Verfahren (s. 2.1.4 und
2.2.4) bisher nur in Tagen moglich war (STEVENS & JAYKUS, 2004; BREHM-STECHER
et al., 2009).

Mit weltweit ansteigender Lebensmittelproduktion werden Biosensorsysteme zum
schnellen Nachweis von mikrobiologischen und anderen Kontaminationen in Lebensmitteln
immer wichtiger. Es gibt eine Reihe von jiingeren Ubersichtsartikeln, die sich mit den
aktuellen Trends beschiftigen (AHMED et al., 2008; PALCHETTI & MASCINI, 2008;
ARORA et al., 2011; GUO, 2012; MCGRATH et al., 2012; NARSAIAH et al., 2012).
Aufgrund der Komplexitdt der verschiedenen Systeme wiirde es den Rahmen der
vorliegenden Arbeit bei weitem sprengen einen umfassenden Uberblick zu diesen
Nachweisverfahren zu geben. Die im folgenden angefiihrten Beispiele sollen daher nur einen
Einblick in die wachsende Vielfalt dieser Systeme ermoglichen, Details zu den verschiedenen
Systemen sind in den oben angefiihrten Ubersichtsarbeiten aufgefiihrt.

Fiir die Matrix Milch sind Biosensoren aufgrund der grolen Probenzahlen besonders
interessant. So wurde zum Nachweis von Hemmstoffen in Milch ein System entwickelt, das
13 Antibiotika gleichzeitig nachweisen kann (KLOTH et al., 2009). Dasselbe System wurde
ebenfalls zum Nachweis von Mikroorganismen in Wasser eingesetzt, fiir Escherichia coli
wurden Nachweisgrenzen von 3 x 10° KbE/ml angegeben (WOLTER et al., 2008). In einem
anderen Biosensorsystem Dbasierend auf antikdrperbeschichteten Nanopartikeln in
Kombination mit einem Kernspinresonanz-Filtersystem konnten LEE et al. (2009) bis zu
20 KbE Mycobacterium tuberculosis pro ml erfolgreich innerhalb von 30 min nachweisen,
und demonstrierten damit die hohe Sensitivitit und Schnelligkeit ihres Systems.

In einer Arbeit mit einem Surface Plasmon Resonance (SPR)-basierten Biosensorsystem
fiir B. anthracis Sporen erreichten WANG et al. (2009a) Nachweisgrenzen von 10* KbE/ml.
Bei der SPR-Untersuchung wird die Anderung der Lichtbrechungseigenschaften einer

Liganden-beschichteten Oberfliche ausgenutzt, die entsteht, wenn eine Bindung an einen
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Analyten stattfindet. Der eigens produzierte mAk, der hierbei zum Einsatz kam, zeigte zuvor
im Sandwich-EIA eine Nachweisgrenze von 10°-10° KbE/ml, die durch das SPR-Verfahren
also deutlich verbessert wurde. Ebenfalls mittels SPR konnten SUBRAMANIAN et al. (2006)
S. aureus Keimzahlen von 10° KbE/ml innerhalb von zwei Stunden unter Einsatz eines
kommerziellen Antikorpers erfolgreich nachweisen. In einer Studie von ESTEBAN-
FERNANDEZ DE AVILA et al. (2012) wird ein amperometrischer immunomagnetischer
Sensor beschrieben, der auf einem kompetitiven Sandwich-EIA unter Einsatz von nicht ndher
beschriebenen, kommerziellen polyklonalen Antikorpern gegen Protein-A beruht und eine
sehr niedrige Nachweisgrenze erreicht. Nach einem Lyse-Schritt wird das freiwerdende
Protein-A nachgewiesen, wobei die rechnerische Nachweisgrenze in fettarmer Milch mit

1 KbE/ml angegeben wurde.
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3 Eigene Untersuchungen
3.1 Materialien und Geriite
3.1.1 Chemikalien

6-Amino-n-Capronsiure (Sigma-Aldrich, A2504)

Aktivierte Peroxidase (Roche, 11 428 861 001)

Aminopterin (Sigma-Aldrich, A5159)

Biotinamidocapronsédure N-hydroxy-succinimidester (Sigma-Aldrich, B2643)
Bovines Serumalbumin (Sigma-Aldrich, A4514)

Bradford Reagenz (Sigma-Aldrich, B6916)

Bromphenolblau (Merck, 8122

Casein Natriumsalz aus Kuhmilch (Sigma-Aldrich, C8654)
Citronensdure-Monohydrat (Merck, 1.00244.5000)

CNBr-aktivierte Sepharose (GE Healthcare, 17-0430-01)

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail Tabletten (Roche, 04693124001)
Deoxyribonuclease I (Sigma-Aldrich, D4527)
Digoxigenin-3-O-methylcarbonyl-g-aminocapronsiure-N-hydroxysuccinimidester (Roche,
11333054001)

Dulbecco’s Medium (Biochrom AG, F0435)

Ethylendiamintetraacetat (Sigma-Aldrich, E1644)

Fetales Kilberserum (Biochrom AG, S0115)

Gelatine (Sigma-Aldrich, G6144)

Hefeextrakt (Oxoid, LP0021)

Humanes Serumalbumin (Sigma-Aldrich, A1653)

Hypoxanthin/Thymidin Supplement (Sigma-Aldrich, HO137)

Light Cycler 480 SYBR Green I Master (Roche, 03515885001)

LMW Calibration Kit for SDS Electrophoresis (GE Healthcare, 17-0446-01)
Lysostaphin (Sigma-Aldrich, 1.4402)

Magermilchpulver (Oxoid, LPO031)

Natriumborhydrid (Sigma-Aldrich, S9125)

Natriumdodecylsulfat (SERVA Electrophoresis GmbH, 20765)
Natriumpyruvat (Biochrom AG, L0473)
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Nutrient Broth (Oxoid, CM0001)

Paraformaldehyd (Fluka, 76240)

PhastGel Blue R (Sigma-Aldrich, B4921)

Polyethylenglycol 1500 (Roche, 10783641001)

Ponceau S (Sigma-Aldrich, P7170)

Precision Plus Protein All Blue Standards (Bio-Rad, 161-0373)
Protein-A (Sigma-Aldrich, P6031)

Protein-A Agarose (Bio-Rad, 153-6159)

Proteinase K (Roth, 7528.1)

Protein Hydrolysate Amicase (Fluka, 82514)

Ringerlosung (Oxoid, BR0O052G)

Ribonuklease A (Roth, 7156.1)

SuperSignal ELISA Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific, 37075)
Tetranitromethan (Sigma-Aldrich, T25003)

Trizma Hydrochlorid (Tris) (Sigma-Aldrich, T3253)

Trizma Base (Sigma-Aldrich, T1503)

Tryptone Enzymatic Digest from Casein (Fluka, 95039)
Trypton Soja Bouillon (Oxoid, CM0129)

Alle anderen, nicht eigens aufgefiihrten Reagenzien wurden in pro analysi-Qualitdt von den

Firmen Sigma-Aldrich bzw. Merck KGaA bezogen.

3.1.2 Losungen und Puffer

Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (phosphate buffered saline, PBS), 0,013 mol/l, mit Zusatz
von 0,013 mol/l NaCl, pH 7,4

Tris-gepufferte Kochsalzlosung (Tris buffered saline, TBS), 0,02 mol/l mit Zusatz von
0,013 mol/l NaCl, pH 7,6
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Western-/Immunoblotting:

Anodenpuffer I: 37,2 g Trizma Base, 200 ml Methanol, mit A. dest. auf 1 I auffiillen

Anodenpuffer II: 3,02 g Trizma Base, 200 ml Methanol, mit A. dest. auf 1 I auffiillen

Kathodenpuffer: 5,24 g 6-Amino-n-Capronsiure, 3,02 g Trizma Base, 200 ml Methanol,

mit A. dest. auf 1 | auffiillen

Enzymimmuntest (enzyme immunoassay, EIA):

Bicarbonatpuffer: 0,05 mol/l, pH 9,6

Waschlosung: 85,5 g Na(l, 2,5 ml Tween® 20, 101 A. dest.

Citratpuffer: 0,23 mol/l, mit 1 mol/l KOH pH auf 3,95 einstellen, danach 168 pl

H>0, zusetzen

Tetramethylbenzidinlosung: 252 mg Tetramethylbenzidin, 5 ml Aceton, 45 ml Methanol

Substrat/Chromogenldsung: 20 Teile Citratpuffer, 1 Teil Tetramethylbenzidin-Losung

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE):

Bromphenolblaulosung: 0,3 % (g/v) Bromphenolblau in A. dest.

SDS-Puffer: 0,03 mol/1 Tris/HCI-Puffer (pH 8), 0,03 mol/l EDTA, 7,5 %
(g/v) SDS

Coomassie-Firbelosung: 1 Tablette PhastGel Blue R, 120 ml Methanol, 80 ml A. dest.,

kurz vor Verwendung 10 % (v/v) Eisessig zugeben
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Coomassie-Entfirbelosung: 50 ml Essigsdure 100 %, 150 ml Methanol, 300 ml A. dest.

Coomassie-Fixiererlosung: 25 ml Glycerin, 50 ml Essigsdure 100 %, 425 ml A. dest.

Herstellung von HRP-Konjugaten:

Kopplungspuffer: 10 mmol/l K,;HPOy-Puffer (pH 8) mit Zusatz von 50 mmol/l NaCl

0,5 mol/l Natriumcarbonatpuffer (pH 9,5)

2 mol/l Triethanolaminlésung (mit 1 mol/l HCI auf pH 8 einstellen)

200 mmol/l Natriumborhydridlosung

1 mol/l Glycin-Losung (mit 1 mol/l NaOH auf pH 7 einstellen)

Kopplung von Antikorpern an CNBr-aktivierte Sepharose:

Kopplungspuffer: 0,1 mol/l NaHCO3, 0,5 mol/l NaCl (pH 8,3)

Blockierungspuffer: 0,1 mol/l Tris (mit 1 mol/l HCI auf pH 8 einstellen)

Waschpuffer I: 0,1 mol/l Essigsdure, mit Zusatz von 0,5 mol/l NaCl (mit 1 mol/l

Natriumacetatlosung auf pH 4 einstellen)

Waschpuffer II: 0,1 mol/l Tris, mit Zusatz von 0,5 mol/l NaCl (mit 1 mol/l HCI auf pH 8

einstellen)
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Bioaffinitdtschromatographie:

Elutionspuffer: 100 mmol/l1 Glycin, mit Zusatz von 150 mmol/l NaCl und 0,1 % (v/v)
Tween® 20 (mit 1 mol/l HCI auf pH 3 einstellen)

Magermilch: 10 % (g/v) Magermilchpulver in A. dest.

3.1.3 Nihrmedien

Feste Nihrmedien:

Bacillus cereus Selective Medium Polymyxin-Pyruvat-Eigelb-Mannitol-Bromthymolblau-
Agarplatten (PEMBA; Oxoid, PO5048A)

Columbia Agar mit Schafblut Plus (Oxoid, PB5039A)

Standard Plate Count Agar (APHA) (Oxoid, PO5013A)

Fliissige Nihrmedien:

Embrapa-Medium [Sporulationsmedium nach MONNERAT et al. (2007)]:

8 g Nutrient Broth, 1 g Hefeextrakt, 1 g KH,PO,4, 1 mg CaCO3, 1 mg MgSO,4 x 7 H,0, 0,1 mg
FeSO, x 7 H;0, 0,1 mg MnSO4 x 7 H,0, 0,1 mg ZnSO4 x 7 H,O, mit A. dest. auf 1 1
auffiillen, pH mit NaOH auf 7 einstellen

Sporulationsmedium nach STEWART et al. (1981):

1 g Protein Hydrolysate Amicase, 1 g Tryptone Enzymatic Digest from Casein, 0,4 g
Hefeextrakt, 1,769 g KH,PO4, 4,529 g K,HPO, 0,044 g CaCl, x 6 HyO, 0,102 ¢
MgCl, x 6 H,0, 0,014 g FeCl; x 6 H,0, 0,0019 g MnCl, x 4 H,0, 0,007 g ZnCl,, 20 mg L-
Glutamin, 0,6 g Glycerin 87 %, mit A. dest. auf 1 1 auffiillen
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Sporulation G-Medium [Sporulationsmedium nach CLIFF et al. (2005)]:

2 g Hefeextrakt, 0,4 g KH,POy4, 0,5 g K;HPOy, 25 mg CaCl, x 6 HyO, 0,2 g MgSOy4, 0,5 mg
FeSO4 x 7 H,0, 5 mg CuSO,4 x 5 H,0, 50 mg MnSO4 x H;0, 5 mg ZnSO4 x 7 H,O, 2 g
(NH4)2SOy, 1 g Glucose, mit A. dest. auf 1 I auffiillen, pH mit NaOH auf 7,0 — 7,5 einstellen

HT-Zellkulturmedium fiir Hybridomzellen:

500 ml Dulbecco’s Medium, 100 ml FCS, 5 ml 100 mmol/l Natriumpyruvat, 10 ml
200 mol/l L-Glutamin, 5 ml Mercaptoethanol, 100 mmol/l Hypoxanthin, 16 mmol/l
Thymidin; bei Verwendung als Selektionsmedium fiir fusionierte Zellen wurde 0,4 pmol/l

Aminopterin zugesetzt

3.14 Immunoreagenzien

Alexa Fluor® 488 Goat anti-Mouse IgG (H+L) (Invitrogen, A11029)
Alexa Fluor® 488 Goat anti-Rabbit IgG (H+L) (Invitrogen, A11034)
Goat anti-Mouse IgG (Fc-specific) (Sigma-Aldrich, M4280)

Horse anti-Mouse IgG-HRP (H&L) (Cell Signaling, #7076)
Kaninchenserum (MP Biomedicals, 092941149)

Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Reagents (Sigma-Aldrich, ISO2)
Rabbit anti-Mouse Ig-HRP (Dako, PO161)

Swine anti-Rabbit Ig-HRP (Dako, P0217)

Ziegenserum (MP Biomedicals, 092939149)

3.1.5 Gerite

Hybaid RiboLyser Homogenisator fiir Zellaufschluss (Hybaid GmbH)
Immunfluoreszenzmikroskop BZ-8000 (Keyence)

Kodak Image Station 200MM (Biostep)

Light Cycler 2.0 (Roche)

Mikrotiterplatten-Lesegerit (Tecan)

NovaBlot Multiphor II (GE Healthcare)

PhastSystem Separation and Control Unit (Pharmacia)
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3.1.6 Sonstige Materialien

Filterpapier Electrode Paper (GE Healthcare, 80-1106-19)
Immobilon-P Transfermembran, 0,45 pum (Millipore, IPVH304F0)
Lysing Matrix B (MP Biomedicals, 116911050)
Maus-Myelomzellen X63-Ag8.653 (DSM, ACC-43)
Mikrotiterplatten, 96 Loch (Nunc, 439454)

Mikrotiterplatten, 96 Loch, weif3 (Nunc, 436110)

miniPERM Bioreaktor (Sarstedt, 94.6001.059)

PD-10 Siule (GE Healthcare, 17-0851-01)

PhastGel Probenauftragskdamme 8/1 ul (GE Healthcare, 18-1617-01)
PhastGel Gradient 10-15 (GE Healthcare, 17-0540-01)

PhastGel SDS Pufferstreifen (GE Healthcare, 17-0516-01)
Sephacryl-S200 HR Siule (GE Healthcare, 17-0584-01)
UltraClean® Microbial DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, 12224-50)
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3.2 Methodik
3.2.1 Enzymimmuntests (EIA)
3.2.1.1 Indirekte Verfahren

Zur Durchfiihrung der indirekten EIA-Verfahren wurden je nach Fragestellung
Mikrotiterplatten mit Antigenen (verdiinnt in PBS) entweder in gleichbleibender
Konzentration oder als Verdiinnungsreihe beschichtet (100 pl/Kavitit). Die Platten wurden
dann in einer Kammer mit hoher Luftfeuchtigkeit entweder bei Raumtemperatur, bzw. wenn
lebensfihige Bakterien als Beschichtungsantigen eingesetzt wurden, bei 4 °C iiber Nacht
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Platten abgesaugt falls Bakteriensuspensionen zur
Beschichtung eingesetzt wurden, andernfalls entleert und anschlieBend auf einem
Zellstoffstapel trocken geschlagen. Zur Absittigung freier Bindungsstellen wurden danach
150 pl einer 3 %igen (g/v) Casein/PBS-Losung in die Kavititen gegeben und die Platten
30 min lang in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur auf einem Taumler inkubiert.
Nach erneutem Absaugen/Entleeren der Kavititen wurden die Platten dreimal mit EIA-
Waschlosung gewaschen und danach ausgeschlagen.

Im néchsten Schritt wurden die Antikorper, verdiinnt in 1 %iger (g/v) Casein/PBS-Losung,
entweder in gleichbleibender Konzentration oder als Verdiinnungsreihe zugegeben
(100 pl/Kavitdt) und fiir 1 h inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt erfolgte
anschlieend die Zugabe der peroxidasemarkierten Sekunddrantikorper (Rabbit anti-Mouse
Ig-HRP bzw. Swine anti-Rabbit Ig-HRP; verdiinnt 1:2000 in 1 %iger (g/v) Casein/PBS-
Losung; 100 ul/Kavitit). Nach einer weiteren Stunde Inkubation wurden die Platten erneut
entleert, 5 mal gewaschen und trocken geschlagen. Im letzten Schritt erfolgte die Zugabe von
100 pl Substrat/Chromogenlésung pro Kavitit. Die Platten wurden fiir 20 min inkubiert und
die Reaktion durch Zugabe von 100 pul Schwefelsdurelosung (1 mol/l) gestoppt. Die
Extinktion der Kavititen bei 450 nm wurde dann in einem Mikrotiterplatten-Lesegerit
Sunrise Remote Control (Tecan) unter Verwendung der Ridasoft Win-Software

(r-biopharm AG) gemessen.
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3.2.1.2 Sandwich-Verfahren

Bei auf polyklonalen Antiseren basierenden Sandwich-EIA-Verfahren wurden
Mikrotiterplatten iiber Nacht in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur mit den
spezifischen Antiseren (verdiinnt in Bicarbonatpuffer, 100 pl pro Kavitit) beschichtet. Das
Blockieren der Kavititen erfolgte am nichsten Tag mit 3 %iger (g/v) Casein/PBS-Losung
analog zum indirekten EIA-Verfahren. Nach Zugabe der Antigene (verdiinnt in 0,5 %iger
(v/v) Tween® 20/PBS-Losung, 100 pl pro Kavitdt) in geeigneten Verdiinnungsreihen und
einer einstiindigen Inkubation wurden die Kavititen abgesaugt, 4 mal gewaschen und trocken
geschlagen. Zum Nachweis der gebundenen Antigene wurden anschlieBend spezifische
peroxidasemarkierte Primérantikorper (verdiinnt in 1 %iger (g/v) Casein/PBS-Losung) in
geeigneten Verdiinnungen zugegeben und die Platten fiir eine weitere Stunde inkubiert. Der
weitere Verlauf (Zugabe der Substrat/Chromogenlosung, Abstoppen und Messung am
Lesegerit) erfolgte analog zum indirekten Verfahren (3.2.1.1).

Beim Einsatz von monoklonalen Antikorpern (mAk) in Form von antikorperhaltigen
Zellkulturiiberstinden (ZKU) wurde eine Variation des oben beschriebenen EIA-Verfahrens
eingesetzt. Die Beschichtung der Platten erfolgte hierbei mit Fc-spezifischem Goat-anti-
Mouse IgG (5 pg/ml). Nach einem Absittigungsschritt wurden die Platten fiir 1 h mit
antikorperhaltigen ZKU (verdiinnt in PBS) inkubiert. Der weitere Ablauf des Sandwich-EIAs

(Antigenzugabe etc.) erfolgte analog zu der oben beschriebenen Vorgehensweise.

3.2.2 SDS-PAGE und Coomassie-Proteinfirbung

Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen wurde das PhastSystem von GE
Healthcare verwendet. 20 pl der zu untersuchenden Losungen wurden mit 10 pul SDS-Puffer
und 1 pl Bromphenolblau-Losung fiir 5-10 min im Wasserbad gekocht. Jeweils 1 pl dieser
Ansidtze wurde auf Gele mit einem Polyacrylamidgradienten von 10-15 % aufgetragen. Die
Auftrennung erfolgte ca. 25 min lang bei 250 V, 10 mA, 3 W, 65 Vh und 15 °C. Die
elektrophoretisch getrennten Proteine wurden dann entweder mit Coomassie geférbt, oder im
Western-/Immunoblot verwendet.

Fiir die Proteinfarbung mit Coomassie wurde entweder frische Coomassie-Losung
hergestellt, oder vorhandene Losung gefiltert. Die Gele wurden je nach Farbentwicklung fiir

30-60 min auf einem Taumler mit Coomassie-Firbelosung inkubiert und danach mit
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Entfiarbelosung behandelt, wobei nach 10 min Inkubation die Entfirbelosung gewechselt
wurde. Anschlieend wurde je nach Entfarbungsgrad das Gel fiir weitere 10-50 min inkubiert
und danach in A. dest. eingelegt, bis die Proteinbanden deutlich sichtbar waren. AbschlieBend

wurde das Gel fiir 10 min mit Fixiererlosung behandelt.

3.23 Western-/Immunoblot

Das Semidry Blotting erfolgte in einer NovaBlot Multiphor II (Amersham Bioscience)
Blottingkammer mit Electrophoresis Power Supply EPS 1001 (GE Healthcare). Die Proteine
auf den Polyacrylamidgelen wurden luftblasenfrei eine Stunde lang bei 600 V, 17 mA und
30 W auf eine Immobilon P-Membran transferiert. AnschlieBend wurde die Membran mit
Ponceau-S Losung 5 Minuten lang angeférbt und die Eichproteinbanden markiert.

Zur Blockierung der freien Proteinbindungsstellen wurde die Membran mit gefiltertem
TBS mit Zusatz von 5 % (g/v) Magermilch und 0,1 % (v/v) Tween® 20 fiir 45-60 min auf
einem Taumler unter leichtem Schwenken inkubiert. Anschlieend erfolgte die Zugabe der in
TBS mit Zusatz von 5 % (g/v) Magermilch und 0,1 % (v/v) Tween® 20 verdiinnten
Antikorper (1 ml pro Blot). Nach 1 h Inkubation wurde die Membran dreimal fiir 10 min in
TBS-Losung mit Zusatz von 0,1 % (v/v) Tween® 20 gewaschen. Dann erfolgte fiir 1 h die
Zugabe des enzymmarkierten Sekundirantikorpers (Horse anti-Mouse 1gG), 1:2000 verdiinnt
in TBS mit Zusatz von 5 % (g/v) Magermilch und 0,1 % (v/v) Tween® 20. Vor Zugabe des
Substrates wurde der Blot 3-4 mal wie oben beschrieben gewaschen, wobei der letzte
Waschschritt in TBS stattfand, ohne Zusatz von Tween® 20.

Abschlielend wurde die Membran mit SuperSignal ELISA Femto Maximum Sensitivity
Substrate nach Herstelleranweisung versetzt und die Lumineszenz an einer Kodak Image
Station 200MM fiir in der Regel 3 min (1-5 min je nach Sichtbarkeit der Banden) gemessen.
Die Auswertung erfolgte mittels KODAK 1D 3.6 Software.

3.24 Immunfluoreszenz

Fiir den Immunfluoreszenztest wurden Keimsuspensionen bei 4000 x g fiir 15 min
abzentrifugiert und anschliefend in 250 ul PBS mit Zusatz von 1 % (v/v) Tween® 20

aufgenommen. Die Keimgehalte lagen hierbei im Bereich von ca. 10® KbE/ml. Die Ansiitze
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wurden dann mit spezifischen Antikorpern (polyklonale Antiseren 1:50 bzw.
antikOrperhaltige Zellkulturiiberstinde 1:10) versetzt und 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Keime in PBS aufgenommen und fiir
30 min mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern (Alexa Fluor® 488 Goat anti-Rabbit IgG bzw.
Alexa Fluor® 488 Goat anti-Mouse IgG in 1:250-facher Verdiinnung) inkubiert. Danach
wurde erneut zentrifugiert, das Pellet in 250 pl PBS aufgenommen und 10 pl des Ansatzes

unter dem Immunfluoreszenzmikroskop beurteilt.

3.2.5 Generierung und Selektion von Hybridomzelllinien

Fiir die Zellfusionen wurden die Lnn. axillares und die Milzen von ausgewihlten Mausen
steril entnommen und eine Einzelzellsuspension aus den Geweben gewonnen. Diese wurde
dann mit Maus-Myelomzellen der Linie X63-Ag8.653 und Polyethylenglykol 1500 versetzt.
Nach mehreren Waschschritten wurden die Fusionsprodukte in Mikrotiterplatten, die mit ca.
2500 murinen Peritonealmakrophagen pro Kavitidt vorbeschichtet waren, fiir 12 d bei 37 °C in
einem Brutschrank mit 7 % Kohlenstoffdioxidatmosphire inkubiert [KOHLER & MILSTEIN
(1975), modifiziert nach DIETRICH et al. (1998)].

Nach Inkubation der fusionierten Zellen wurden die Zellkulturiiberstinde mittels EIA auf
spezifische Antikorperproduktion getestet. Positiv reagierende Zellen wurden mindestens
dreimal mittels Endpunktverdiinnung kloniert. Die Massenproduktion fand in miniPERM
Bioreaktoren statt. Die gewonnenen Zellkulturiiberstinde wurden bioaffinitits-
chromatographisch iiber Protein-A-Agarose gereinigt. Die Isotypisierung erfolgte unter

Verwendung eines Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Kits.
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33 Ergebnisse
3.3.1 Produktion der Immunogene
3.3.1.1 Verwendete Stimme

Alle in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstimme wurden entweder von der Deutschen
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Prifix: DSM) bezogen oder
stammten aus der Stammsammlung des Lehrstuhls fiir Hygiene und Technologie der Milch
(Prafix: MHI). Die Bakterien wurden auf Columbia Agar mit Schafblut angeziichtet,
wochentlich umgesetzt, und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert. Tab. 1 gibt einen

Uberblick zu den fiir die Herstellung der Immunogene eingesetzten Stimmen.

Tabelle 1:  Zur Herstellung der Immunogene eingesetzte B. cereus bzw. S. aureus
Stdmme
Sporulationsvermogen
Mikroorganismus Bezeichnung Quelle bzw. Protein-A
Produktion
DSM 4384 DSM +++
Bacillus cereus DSM 4312 DSM A
DSM 31 DSM +/-
MHI M1 Isolat aus Gewiirzen ++++
DSM 20372 DSM +
Staphylococcus DSM 20491 DSM -
aureus MHI 379 Isolat aus Milch +
MHI 409 Isolat aus Kolostrum +
3.3.1.2 Anzuchtbedingungen

3.3.1.2.1 Bacillus cereus

Vegetative Formen

Zur Generierung der Immunogene wurden die Bacillus cereus-Stimme DSM 4384 und
DSM 31 verwendet. DSM 4384 ist aufgrund seiner Toxinbildung ein oft genutzter und gut

etablierter Laborkeim, DSM 31 bildet nur sehr schwer bis {iberhaupt keine Sporen aus und
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eignet sich deswegen besonders gut fiir die Herstellung von spezifischen Antikdrpern gegen
vegetative Formen von B. cereus.

Koloniematerial der auf Columbia Agarplatten mit Schafblut angeziichteten Stimme
wurde in 50 ml Trypton-Soja-Bouillon (TSB) verbracht und fiir 24 h bei 32 °C im
Schiittelwasserbad bei 60 Upm inkubiert. Danach wurden die Kulturen bei 4.000 x g und 4 °C
fir 15 min abzentrifugiert, zweimal mit 20 ml steriler phospatgepufferter Kochsalzlosung
(phosphate buffered saline, PBS) gewaschen und in 1 ml PBS aufgenommen. Nach
Bestimmung der Keimzahl mittels Plate Count Verfahren und Uberpriifung der Anreicherung
mittels mikroskopischer Priparate wurde das gewonnene Zellmaterial entweder sofort zur
Herstellung der Immunogene eingesetzt (3.3.1.3) oder bis zur spdteren Verwendung als

Beschichtungsantigen fiir die indirekten Enzymimmuntests (3.2.1.1) bei -20 °C gelagert.

B. cereus Sporen

Zur Sporenanzucht wurden die B. cereus-Staimme DSM 4384, DSM 4312 und MHI M1
herangezogen. Bei den beiden erstgenannten Keimen handelt es sich um toxinbildende, gut
etablierte Referenzstimme, beim Letzteren um ein Isolat aus einer Gewiirzmischung, das im
Rahmen der Routinediagnostik des Lehrstuhls fiir Hygiene und Technologie der Milch isoliert
worden war und sich durch eine sehr hohe Sporulierungsrate auszeichnet.

In Vorversuchen wurden mehrere, in der Literatur beschriebene, fliissige Mangelmedien
(Embrapa, Sporulationsmedium nach STEWART et al. (1981), Sporulation G) auf ihre die
Sporulierung unterstiitzenden Eigenschaften getestet. Nach Anreicherung der o.a. Stimme
konnten jedoch bei allen iiberpriiften Medien im Kulturmaterial sowohl lichtmikroskopisch
als auch kulturell — hierfiir wurden vorher die vegetativen Formen durch Erhitzung auf 80 °C
fir 10 min abgetdtet — nur geringe Sporenkonzentrationen (< 5 % der Gesamtkeimzahl)
nachgewiesen werden, so dass fiir die weiteren Versuche das im Folgenden beschriebene
Verfahren eingesetzt wurde.

Zur Gewinnung der Sporen wurden feste Nihrmedien eingesetzt. Dafiir wurde
Koloniematerial der auf Columbia Agarplatten mit Schafblut angeziichteten Stimme in 1 ml
A. dest. suspendiert und anschlieBend auf Polymyxin-Pyruvat-Eigelb-Mannitol-
Bromthymolblau-Agarplatten (PEMBA) ausgespatelt. Die beimpften Platten wurden dann bei
37 °C fiir 24 h im Brutschrank inkubiert und anschlieend zur Anregung der Sporenbildung
fir 2-3 Tage bei 4 °C gelagert. Danach wurde das Keimmaterial mit 1 %iger (g/v)
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Mangansulfatlésung (2 ml pro Petrischale) abgeschwemmt, zentrifugiert (10.000 x g, 10 min,
4 °C), erneut in 1 %iger Mangansulfatlosung resuspendiert und dann fiir weitere 2-3 Tage bei
4 °C gelagert. Anschlieend wurden die Ansdtze mit A. dest. gewaschen. Nach Bestimmung
der Keimzahl und lichtmikroskopischer Uberpriifung der Reinheit der Sporenpriparation
wurde das gewonnene Material zur Herstellung der Immunogene eingesetzt oder bis zur
Verwendung fiir andere Zwecke (Enzymimmuntests, Immunfluoreszenz etc.) bei 4 °C

gelagert.

3.3.1.2.2 Staphylococcus aureus

Zur Gewinnung von Keimmaterial wurden die Staphylococcus aureus-Stimme
DSM 20372, DSM 20491, MHI 379 und MHI 409 verwendet. Der Stamm DSM 20372 ist ein
Protein-A positiver Referenzstamm, wihrend der Stamm DSM 20491 kein, oder nur sehr
wenig Protein-A produziert. Da Protein-A die Eigenschaft hat, unspezifisch an die konstante
Region (Fc-Teil, fragment crystalline) von Antikdrpern zu binden, wurde Wert darauf gelegt,
sowohl positive als auch einen Protein-A negativen Stamm im Versuchsaufbau zu verwenden.
Die beiden letztgenannten Stamme wurden im Rahmen der Routinediagnostik des Lehrstuhls
aus Milch bzw. Kolostrum isoliert.

Zur Anreicherung der Stimme wurde Koloniematerial der auf Columbia Agarplatten mit
Schafblut angeziichteten Staphylokokken in 50 ml TSB verbracht und fiir 24 h bei 37 °C im
Schiittelwasserbad bei 60 Upm inkubiert. Das Keimmaterial wurde dann abzentrifugiert
(4000x g, 4 °C, 10 min), dreimal mit jeweils 20 ml sterilem PBS gewaschen und

anschliefend in 1 ml PBS aufgenommen.

3.3.1.3 Inaktivierungsverfahren

3.3.1.3.1 Verwendung von Paraformaldehyd

Mit Vernetzungsmitteln wie Paraformaldehyd (PFA) und Glutaraldehyd inaktivierte
Keimpriparationen werden erfolgreich seit vielen Jahren zur Gewinnung spezifischer
Antiseren gegen eine Vielzahl verschiedener Bakterienspezies eingesetzt. Da

konzentrationsabhiingig durch den Einsatz von PFA allerdings immunogene
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Oberfliachenstrukturen, insbesondere ~Membranproteine, verdndert bzw. irreversibel
denaturiert werden, wurde zunidchst im Rahmen der eigenen Untersuchungen ermittelt,
welche Minimalkonzentrationen an PFA zu einer vollstindigen Inaktivierung der Keime
(S. aureus bzw. B. cereus) filhren. Dazu wurden die jeweiligen Keime abzentrifugiert
(10.000 x g, 10 min, 4 °C), anschlieBend in unterschiedlich konzentrierten PFA-Ldsungen (in
PBS) aufgenommen und 24 h bei 4 °C leicht schwenkend inkubiert. Die getesteten PFA-
Konzentrationen lagen bei B. cereus-Sporen im Bereich von 1 % bis 5 % (g/v) und bei
S. aureus bei 0,05 % bis 3 % (g/v). Danach wurden die Ansitze zur Entfernung des
Vernetzungsmittels mit sterilem PBS (2 x 5 ml) gewaschen und in 1 ml PBS aufgenommen.
Von diesen Priparaten wurden dann Kontrollausstriche auf Columbia Agarplatten mit
Schafblut angefertigt, 24 h bei 37 °C inkubiert und anschlieBend das Wachstum beurteilt. Bei
den Bazillen fiihrten PFA-Konzentrationen ab 2 % PFA zu einer vollstindigen Inaktivierung,
bei S. aureus erwiesen sich 0,3 % PFA als ausreichend.

Zur Inaktivierung mittels PFA wurden die in 3.3.1.2.1 (vegetative B. cereus Keime bzw.
Sporen) bzw. 3.3.1.2.2 (S. aureus) beschriebenen Keimpriparationen eingesetzt. Dazu wurde
ein Aliquot der Keime bei 10.000 x g abzentrifugiert und in 2 %ige (g/v) (B. cereus) bzw.
0,3 %ige (g/v) (S. aureus) frisch angesetzte Paraformaldehydlosung aufgenommen. Die
Keimgehalte lagen hierbei im Bereich von 10%-10° KbE/ml bei den B. cereus vegetativen
Formen, 10°-10'° KbE/ml bei den B. cereus Sporen bzw. 10'°-10"" KbE/ml bei den S. aureus
Keimen. Die Ansitze wurden dann fiir 24 h auf einem Intellimixer bei 4 °C, einem

Schwenkradius von 90° und einer Geschwindigkeit von 12 inkubiert.

3.3.1.3.2 Lysostaphin-Aufschluss

Um die in 3.3.1.3.1 skizzierten Nachteile einer PFA-Inaktivierung im Hinblick auf die
Generierung von Antikorpern gegen labile Oberfldachenstrukturen zu vermeiden, wurde bei
Staphylokokken ein alternatives Verfahren zur Gewinnung der Immunogene eingesetzt.
Lysostaphin, eine von Staphylococcus staphylolyticus produzierte Metalloendoproteinase,
fiihrt zur Lyse von Staphylokokken, Zellwand-Triimmer der Keime konnen als sogenannte
,,Ghosts* mittels Zentrifugation gewonnen werden. Zusitzlich zu den Ghosts kdnnen auch die
Proteine, die wéhrend des Lysostaphinaufschlusses in Losung gehen, als Immunogene
verwendet werden, wobei es sich hierbei um eine Mischung aus urspriinglich intrazellulér

vorliegenden und Oberfldchen-Proteinen handelt.
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In einer Reihe von Vorversuchen wurde der Aufschluss optimiert. Es wurden verschiedene
Konzentrationen von Lysostaphin, unterschiedliche Inkubationszeiten, Einfliisse von EDTA,
DNAse und RNAse-Zusatz und unterschiedliche Ausgangskeimzahlen getestet. RNAse,
DNAse und die MgCl,-Losung, die fiir die DNAse-Funktion notig ist, verhinderten die
Gelbildung verursacht durch die wihrend des Staphylokokkenzerfalls freiwerdenden
Nukleinsduren. Die Proteaseinhibitoren verhinderten, dass die aus den Lysosomen
stammenden, bakterienzelleigenen Enzyme die Proteine angreifen und so deren Antigen-
Eigenschaften verdndern. Um Lysostaphin, eine Metalloendoproteinase, nicht zu inaktivieren,
wurde darauf geachtet, Proteaseinhibitoren ohne EDTA-Zusitze einzusetzen. Zur Herstellung
der Immunogene wurde das im Folgenden beschriebene optimierte Verfahren eingesetzt.

Zum Lysostaphin-Aufschluss wurde die Keimzahl der Ansitze auf ca. 10° KbE/ml
eingestellt. Danach wurden pro ml des Ansatzes (in PBS) 20 pg Lysostaphin, 4 ng RNAse,
30 ng DNAse, 10 pl einer 1 molaren MgCl,-Losung und 150 pul Complete Mini ohne EDTA,
eine Proteaseinhibitoren-Mischung (7 x konzentrierte Stammlosung), zugefiigt. Diese
Mischung wurde fiir 2 h bei 37 °C schwenkend inkubiert. Die entstandenen leeren
Zellwandhiillen, die sog. Ghosts, wurden dann mittels Zentrifugation (14.000 x g, 30 min,
4 °C) von den in Losung gegangenen restlichen Bestandteilen der Staphylokokken getrennt
und wieder in PBS aufgenommen. Sowohl die nach der Zentrifugation gewonnenen
proteinhaltigen Uberstinde als auch die Ghosts wurden mittels Ausstrichen auf Blut-
Agarplatten auf Sterilitét iiberpriift.

In den Uberstinden konnte mittels SDS-PAGE eine breite Palette von S. aureus Proteinen
mit unterschiedlichem Molekulargewicht nachgewiesen werden (Abb. 1). Deswegen wurden
auch mit diesem Material Mduse immunisiert, zur Quantifizierung wurde der Proteingehalt

der Uberstidnde mittels Bradford-Verfahren bestimmt.

kDa
97,0 W
66,0 W — - Abbildung 1: )
. SDS-PAGE von proteinhaltigen Uberstinden, die nach
45,0 . Lysostaphin-Aufschluss  verschiedener  Staphylo-
kokken-Isolate gewonnen wurden. Die Farbung der
Gele erfolgte mittels Coomassie.
30,0 -
= l a
20,1 -
+

MHI  MHI  DSM
409 379 20372
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3.3.14 Charakteristika der hergestellten Immunogen-Préaparationen

Im Hinblick auf hohe Diversitit innerhalb der Species S. aureus und B. cereus wurde zur
Préparation der Immunogene jeweils eine Mischung verschiedener Stimme unterschiedlicher
Herkunft mit zum Teil bekannten Unterschieden in der Expression von
Oberfliachenstrukturen, z.B. Produktion von Protein-A, eingesetzt (Tab 1). Bei allen
Immunogenen wurde des Weiteren die Sterilitdt vor Applikation iiberpriift, um eine Infektion
bei den Versuchstieren zu vermeiden. Da die Immunogene jeweils frisch hergestellt wurden,
wurde bei fehlender Sterilitdt von Teilpraparationen die Zusammensetzung des Immunogens
modifiziert. Bei den pro Tier applizierten Keimmengen dienten Angaben in der Fachliteratur
zur Orientierung. Insgesamt wurden fiir die Immunisierungen eine Vielzahl unterschiedlicher
Priparationen produziert, eine Ubersicht iiber die Priparationen, die tatsichlich zum Einsatz

kamen, geben die Tabellen 2-5.

3.3.14.1 Inaktivierte Keim-Priparationen

Die Inaktivierung der Sporen und vegetativen Formen von B. cereus mittels PFA-Losung
(2 %; g/v) erwies sich als sehr effizient und reproduzierbar. In keinem Fall war es notig, einen
Stamm aufgrund zu vielen noch lebensfihigen Keimen nicht mit in die Injektionsmischung

aufzunehmen. Details sind in den Tab. 2 und 3 zusammengefasst.

Tabelle 2:  Kenndaten zu den als Immunogen verwendeten B. cereus Sporen-
Préaparationen

Woche Verwendete Keimzahl vor Keimzahl nach Pro Tier

Stimme Inaktivierung Inaktivierung applizierte
in KbE/ml in KbE/ml KbE

0 1,5x 108 <1x10° 1x10°
8 2,0x 10° <3x10° 3x10°
16 1,1 x 10%° steril 1x10’
23 B:ﬁ jé?; 1.3 x 10 steril 2 x 107
28 MHI M1 1,6 x 10° <500 2x 10’
34 1,6 x 10° <500 2x 10’
42 1,1x 10" steril 2x 10’
48 1,6 x 10" steril 2x 10’
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Tabelle 3:  Kenndaten zu den als Immunogen verwendeten Priparationen von
vegetativen B. cereus

Woche Verwendete Keimzahl vor Keimzahl nach Pro Tier

Stimme Inaktivierung Inaktivierung  applizierte
in KbE/ml in KbE/ml KbE
0 1,0x 108 steril 5x10°
12 34x10° steril 3x 10’
22 DSM 4384 7,7 x 10° steril 5x 10’
29 DSM31  43x10° steril 8x 10’
40 54x10° steril 5x 10’
45 1,2x 10" steril 7 x 10’

Prinzipiell konnten bei der Inaktivierung der Staphylokokken deutlich niedrigere PFA-
Konzentrationen als bei B. cereus verwendet werden. Im Laufe der Untersuchungen zeigte
sich, dass mit dem urspriinglich verwendeten Immunogen (inaktiviert mit 0,5 % (g/v) PFA)
bei den immunisierten Médusen nur vergleichsweise geringe AntikOrpertiter gegen "native"
S. aureus induziert werden konnten. Deswegen wurde in den weiteren Versuchen zum einen
die PFA-Konzentration auf 0,3 % (g/v) reduziert, um so antigene Oberfiachenstrukturen besser
zu konservieren, und zum anderen wurde nur mehr der Protein-A negative S. aureus-Stamm
DSM 20491 eingesetzt, um so eine durch Protein-A gestorte Antikorper-Produktion bei den

Mausen zu vermeiden. Details sind in Tab. 4 zusammengefasst.

Tabelle4:  Kenndaten zu den als Immunogen verwendeten S. aureus PFA-
Préaparationen

Woche Verwendete Keimzahl vor Keimzahl nach Pro Tier

Stimme Inaktivierung Inaktivierung  applizierte
in KbE/ml in KbE/ml KbE

DSM 20372

DSM 20491 0 ;
0 MHI 379 99x 10 <100 3x 10

MHI 409

15 5,0 x 10" steril 5x 10’
28 1,6 x 10" steril 5x 10’
33 DSM 20491 1,2x 10" steril 1x108
39 1,2x 10" steril 1x108
45 1,2x 10" steril 1x108
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3.3.14.2 S. aureus Protein-Priparationen

Ein kritischer Punkt bei der Inaktivierung der Staphylokokken mittels Lysostaphin-
Aufschluss stellte die Keimkonzentration im Ansatz dar. Da genaue Daten hierzu zum
Zeitpunkt des Aufschlusses nicht zur Verfiigung standen (es wurden nur frische
Anreicherungen zu diesem Zweck eingesetzt), waren teilweise in den aufgeschlossenen
Proben noch zu viele wachstumsfihige Keime enthalten. Dementsprechend musste die
Komposition der Immungen-Prédparationen jeweils angepasst werden. Bedingt durch den bei
der Ghost-Herstellung benotigten Zentrifugationsschritt bei vergleichsweise hohen g-Zahlen,
waren in der Regel die parallel gewonnenen proteinhaltigen Uberstinde keimfrei oder nur
sehr gering belastet und konnten so zur Immunisierung eingesetzt werden. Dies erklart die in
Tab. 5 aufgefiihrten Unterschiede der Stamm-Zusammensetzung bei den Lysostaphin-

Uberstinden im Vergleich zu den Ghosts. Details sind in Tab. 5 zusammengefasst.

Tabelle 5:  Kenndaten zu den als Immunogen verwendeten S. aureus Lysostaphin-
Préparationen

Woche Verwendete Keimzahl vor Keimzahl nach Pro Tier

Stimme Inaktivierung Inaktivierung applizierte
in KbE/ml in KbE/ml Proteinmenge
bzw. KbE
Lysostaphin-Uberstinde
0 DSM 20372 4,6 x 10° steril 80 ng
MHI 379
11 MHI 409 7,5 x 10° < 800 70 pg
DSM 20372 9 .
22 DSM 20491 4,7x 10 steril 30 g
MHI 379 9 .
27 MHI 409 6x 10 steril 75 pg
Ghost-Priparationen
DSM 20372
0 MHI 379 4,6 x 10° < 800 5x 10° KbE
MHI 409
MHI 379 9 4 8
11 MHI 409 7,5x 10 <1,5x10 2,5 x 10° KbE
DSM 20372
DSM 20491 9 5x 10° KbE
18 MHI 379 29x 10 <200
MHI 409
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3.3.2 Herstellung von Antigen-Priparationen

Neben lebenden bzw. mit PFA inaktivierten B. cereus und S. aureus wurden als
Beschichtungsantigene fiir die jeweiligen EIAs weitere Priparationen hergestellt, um bereits
in einem frithen Stadium der Arbeiten ein umfangreiches Bild zur Reaktivitdt der in den
Antiseren bzw. ZKUs nachweisbaren spezifischen Antikorper zu erhalten.

Eine Ubersicht zu den Beschichtungsantigenen, die bei den indirekten EIA-Varianten zur
Charakterisierung der Antiseren und mAk eingesetzt wurden, gibt Tab. 6.

Tabelle 6:  Verwendete Beschichtungsantigene zur Durchfithrung der indirekten

Enzymimmuntests zum Nachweis von B. cereus bzw. S. aureus

Nachweis von

Beschichtungsantigen

Konzentration

B. cereus vegetative Keime

Lebende Keime
PFA-inaktivierte Keime
Protein-Extrakt (NaOH)
Protein-Extrakt (Ribolysat)

10°-10” KbE/ml
10°-10” KbE/ml
2 pg/ml

10%-10” KbE/ml

B. cereus Sporen

Lebende Sporen
PFA-inaktivierte Sporen
Protein-Extrakt (NaOH)
Protein-Extrakt (Ribolysat)

10%-10” KbE/ml
10°-10” KbE/ml
2 pg/ml

10°-10” KbE/ml

Lebende Keime

PFA-inaktivierte Keime

10%-10° KbE/ml
10%-10° KbE/ml

S. aureus Lysostaphin-Uberstinde 2 ug/ml
Protein-Extrakt (Ribolysat) 1010’ KbE/ml
inaktiviertes Protein-A 10 ng/ml

3.3.2.1 B. cereus Priparationen

Vegetative Formen

Zuerst wurde Koloniematerial der auch fiir die Immunisierung eingesetzten Stimme in
150 ml TSB fiir 24 Stunden bei 32 °C angereichert (Details siehe 3.3.1.2.1). Diese Anzuchten
wurden dann bei 5.000 x g und 4 °C fiir 10 min zentrifugiert, und das Pellet mit 50 ml kaltem
PBS gewaschen.
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Zur Gewinnung von Oberfldchen-Proteinen wurde eine Extraktion mit Natronlauge nach
SANCHEZ et al. (2009) durchgefiihrt. Hierzu wurde das Pellet in 10 ml 0,01 mol/l NaOH
unter Zusatz von Proteaseinhibitoren aufgenommen und 1 h bei 4 °C im Intellimixer bei einer
Geschwindigkeit von 12 und einem Schwenkwinkel von 90° inkubiert. Daraufhin wurde
wieder zentrifugiert, der Uberstand mit den gelosten Proteinen abgenommen und deren
Konzentration mittels Bradford-Verfahren quantifiziert. Fiir bestimmte Fragestellungen wurde
der Extrakt erhitzt (1 h bei 100 °C) bzw. iiber Nacht mit Proteinase K (100 pg/ml) verdaut.

Zusiatzlich wurde auch ein Zellaufschluss mittels Ribolyser durchgefiihrt. Hierzu wurde
das Pellet in 1 ml PBS mit Zusatz von Proteaseinhibitoren aufgenommen und in ein
eisgekiihltes Lysing Matrix B-Rohrchen tiberfiihrt. Dieses wurde dann zweimal 30 Sekunden
lang auf Stufe 6 ribolysiert. Dazwischen und danach wurde die Probe auf Eis gekiihlt, um eine
iibermédfBige Denaturierung der Probenbestandteile durch die beim Ribolysieren auftretende
Wirmeentwicklung zu vermeiden. Das Rohrchen wurde nachfolgend fiir 15 s bei 1000 x g
zentrifugiert, um die Silikakiigelchen abzusedimentieren, und abschlieBend wurde der

proteinhaltige Uberstand abgenommen.

B. cereus Sporen

Die Anzucht der Sporen erfolgte wie bereits unter 3.3.1.2.1 beschrieben. Die in 1 ml
A. dest. vorliegenden Sporensuspensionen wurden analog zu den oben beschriebenen
Verfahren entweder mit 0,01 mol/l NaOH (ca. 5 x 10° KbE in 1 ml) extrahiert oder es erfolgte
ein Zellaufschluss im Ribolyser (40 sec auf Stufe 6).

3.3.2.2 S. aureus Protein-Priparationen

Fiir S. aureus wurden sowohl die proteinhaltigen Uberstinde der Lysostaphin-Aufschliisse
(s. 3.3.1.3.2), als auch Ribolysate als Beschichtungsantigene verwendet.

Um Ribolysate herzustellen, wurden Anzuchten wie unter 3.3.1.2.2 beschrieben
durchgefiihrt. Die Keimsuspensionen wurden wie unter 3.3.2.1 fiir die vegetativen Formen
von B. cereus beschrieben in ein Lysing Matrix B-Rohrchen (MP Biomedicals) iiberfiihrt und

weiterbehandelt.
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3.3.2.3 Inaktivierung von Protein-A

Da das in der Zellwand verankerte Protein-A von S. aureus in der Lage ist, unspezifisch an
die konstante Region (Fc-Teil, fragment crystalline) von Antikorpern zu binden, resultiert die
Verwendung von Protein-A-haltigen Prédparationen in immunchemischen Verfahren (EIA,
Immunoblot etc.) in unspezifischen Signalen. Damit ist es nicht nur schwierig, spezifische
Bindungen der Antikorper an andere in Protein-A-haltigen Priparationen enthaltenen
Antigene nachzuweisen, sondern auch der Nachweis von Antikdrpern gegen Protein-A selbst,
das einen wichtigen Bestandteil der Zellwand von S. aureus darstellt. Um diese Problematik
zu umgehen, wurde Protein-A inaktiviert, indem die funktionellen Tyrosinreste des Protein-A
mit Tetranitromethan modifiziert wurden (SOKOLOVSKY et al., 1966; SJOHOLM et al.,
1973).

Dafiir wurden 600 pg Protein-A (gelost in 0,3 ml PBS) unter Rithren mit 6 pl
Tetranitromethanlosung (0,15 mol/l in 95 %igem Ethanol) versetzt. Diese Mischung wurde
dann bei Raumtemperatur unter Riithren eine Stunde lang inkubiert. Danach wurde der Ansatz
iiber eine mit 25 ml PBS &quilibrierte PD-10 Sédule gegeben und der Durchlauf in 0,5 ml-
Fraktionen aufgefangen, wobei das inaktivierte Protein-A in den gelb gefdrbten Fraktionen
enthalten war. Im Spektrum dieser Fraktionen war ein zusétzlicher Peak bei 424 nm zu sehen.

Das so hergestellte, inaktivierte Protein-A wurde in EIA-Verfahren getestet. Die
unspezifische Bindungsaktivitit an Antikorper war im Vergleich zu nativem Protein-A
deutlich reduziert (Abb. 2), bei geringen Beschichtungskonzentrationen (< 10 ng/ml) war

keine den EIA storende Protein-A Reaktivitit mehr nachweisbar.
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I irrelevanter Antikorper
I nur Peroxidase-Konjugat
I polyklonale Antikdrper gegen S. aureus
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0,3 -
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0,1 4

0,0

unbehandelt inaktiviert

Abbildung 2:  Reaktivitit von unbehandeltem und inaktiviertem Protein-A
(75 ng/ml) mit irrelevanten und spezifischen Antikdrpern im
indirekten EIA. Die unspezifische Reaktion der Antikorper mit
inaktiviertem Protein-A ist deutlich reduziert, wihrend die spezifische
Reaktion von gegen Protein-A gerichteten Antikorpern erhalten bleibt.

333 Immunisierung

Zur Herstellung von monoklonalen Antikdrpern (mAk) gegen B. cereus (vegetative Keime
und Sporen) und S. aureus wurden unter Verwendung der in 3.3.1 beschriebenen
Immunogene 30 weibliche Miause (Zuchtlinien BALB/c bzw. Hybridlinie BALB/c x (NZW x
NZB)) in Gruppen von je 5 Tieren immunisiert. Hierbei wurden zur Gewinnung von
Antikorpern gegen B. cereus Sporen zwel alternative Immunisierungsschemata (Tab. 7)
eingesetzt: Zum einen wurde den Tieren entsprechend den iiblichen Verfahren eine Emulsion
aus Immunogen und Adjuvans (Freundsches Adjuvans, FA) verabreicht, zum anderen wurden
den Maiusen Sporen ohne Adjuvans-Zusatz subkutan appliziert. Tiere, bei denen hohe

Antikorper-Titer, sowie eine hohe apparente Affinitit der gewonnenen Antiseren (3.3.4.1)
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unter Verwendung von Enzymimmuntests (EIAs) festgestellt werden konnte, wurden fiir die

Herstellung von mAk mittels Zellfusion selektiert.

Tabelle 7:  Ubersicht zur Immunisierung von Miusen mit B. cereus Sporen bzw.
vegetativen Formen
. B. cereus vegetative
Aktion B. cereus Sporen 1 | B. cereus Sporen 11 F
ormen
. . 1x 10°KbEin PBS | 1x 10°KbEinFA | 5x 10°KbE in FA
Grundimmunisierung . .
s.C. i.p. Lp.
- 3x 10°KbEin PBS | 1x10’KbEin FA | 3x 10’ KbE in FA
1. Restimulierung . .
s.C. i.p. i.p.
Fusionen - Maiuse 11 & IV -

2. Restimulierung

1 x 10’ KbE in PBS

2 x 10’ KbE in FA

5 x 10’ KbE in FA

S.C. S.C. i.p.
Fusionen Maus I Maiuse I & V Miuse III & IV
7 - - .
3. Restimulierung 2 x 10" KbE in PBS Versuchsende 5x 10" KbE in FA

s.C. s.C.
Fusionen Maus III Maus I
4. Restimulierung 2x10' IEbCE in PBS Versuchsende
Fusionen Maus IV & V

Versuchsende

Da im Hinblick auf die Herstellung von mAk gegen S. aureus in einer ersten

Versuchsreihe der Einsatz der mittels Lysostaphin gewonnenen Ghosts nur beschrinkt

erfolgreich war, wurde daneben auch ein alternatives Immunogen (mittels PFA inaktivierte

Keime) hergestellt und zur Immunisierung eingesetzt (Tab. 8).
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Tabelle 8:  Ubersicht zur Immunisierung von Miusen mit Paraformaldehyd-
inaktivierten S. aureus Keimen bzw. S. aureus Protein-Priparationen
Aktion S. aureus Proteine | S. aureus Ghosts S. aureus PFA
. . 80 pg Protein in FA | 5 x 10*KbE in FA 3 x 10’ KbE in FA
Grundimmunisierung . . .
ip. i.p. i.p.
L 70 pg Protein in FA | 2,5x 10°KbE in FA | 5x 10’ KbE in FA
1. Restimulierung . . .
i.p. i.p. i.p.
Fusionen - Mause III & IV -
.. 7 .
2. Restimulierung 30 pg Protein in FA Versuchsende 5 X 107KbE in FA

s.C. s.C.
Fusionen Mause II & 111 Miiuse IV & V
3. Restimulierung Versuchsende 1x10° fEE in FA
Fusionen Maus TII
Versuchsende

Zur Herstellung von polyklonalen Seren wurden inaktivierte Mischungen der S. aureus
Staimme DSM 20372, MHI 379, MHI 409, DSM 20491 und Sporenpriparationen der
B. cereus Stamme DSM 4384, DSM 4312 und MHI M1 lyophilisiert. In Zusammenarbeit mit
dem Lehrstuhl fiir Milchwissenschaften in Gielen (Prof. Dr. Usleber, Justus-Liebig-

Universitit GieBen) wurden damit drei weibliche Chinchilla-Bastard-Kaninchen

(Herkunft: Charles River) immunisiert. Eine Ubersicht iiber die Immunisierungen gibt Tab. 9.
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Tabelle 9:  Gewinnung von polyklonalen Kaninchen-Antiseren gegen S. aureus und
B. cereus Sporen
Tiere #71 & #75 Tier #74
. Grl.m.d- Woche 0 Woche 0
immunisierung
Restimulierung Woche 10 Woche 19
Staphylococcus aureus Bacillus cereus-Sporen
Immunogene Staimme DSM 20372, MHI Stimme DSM 4384, DSM
379, MHI 409, DSM 20491 4312, MHI M1
Inaktivierung 0,5 % PFA (g/v) 2 % PFA (g/v)
KbE/Tier 1,7x 10" 8,7 x 10°
Adjuvans FA FA
Injektionsvolumen 2 ml 2 ml
Applikationsart s.C. s.C.
3.34 Uberpriifung des Immunisierungserfolgs
3.34.1 Polyklonale Méuse-Antiseren

Die polyklonalen Seren, die bei den Blutabnahmen von den Versuchsmiusen gewonnen
wurden, wurden wie unter 3.2.1.1 beschrieben untersucht, um ihre Titer als Richtgrofle fiir
den Gehalt an spezifischen Antikorpern gegen die verwendeten Antigene zu messen. Zur
Bestimmung des Titers wurden bei konstanter Beschichtungsantigen-Konzentration
Verdiinnungsreihen der Miuseseren eingesetzt. Als Titer wurde diejenige Verdiinnungsstufe
definiert, bei der im jeweiligen EIA-System noch eine Absorption von 1,0 erreicht wurde.

Generell entwickelten alle Méause signifikante Titer gegen die jeweils eingesetzten
Antigene. In den Seren der mit Sporen von B. cereus immunisierten Miuse konnten die
héchsten Titer (> 10°) nachgewiesen werden, wobei die Seren der mit Adjuvans
immunisierten Miduse etwas hohere Werte aufwiesen. Bei den vegetativen Formen von

B. cereus variierten die in den Seren der immunisierten Miduse nachweisbaren Titer von

1:20.000 bis 1:190.000 (Abb. 3).
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Die Seren der mit den Priparationen von S. aureus immunisierten Mause lagen im Schnitt
unter den Werten, die bei B. cereus erreicht wurden. Vergleichsweise niedrige Titer wurden
insbesondere bei den mit Lysostaphin-Uberstinden von S. aureus immunisierten Miusen
beobachtet (Abb. 3), wihrend die Werte bei den mit S. aureus-Ghosts immunisierten Miusen
hoher lagen (Titer bis zu 1:70.000). Generell konnten bei den mit PFA-inaktivierten S. aureus
immunisierten Miusen deutlich hohere Titer nachgewiesen werden. Die Titer der einzelnen
Tiere stiegen nach der zweiten Restimulierung stark an (bis zu Faktor 8), und erreichten

Werte von 1:10.000 bis zu >1:70.000.
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Abbildung 3:  Nachweisbare Antikorper-Titer in den Antiseren der mit S. aureus
Lysostaphin-US immunisierten Miuse (linke Abbildung) bzw. der mit
vegetativen Formen von B. cereus immunisierten Tiere (rechte
Abbildung).

Die apparente Aviditdt der polyklonalen Méuseseren wurde ebenfalls mittels indirekter
EIA-Verfahren, wie unter 3.2.1.1 beschrieben, iiberpriift. Dazu wurden die Mikrotiterplatten
mit einer Verdiinnungsreihe des Antigens beschichtet, wihrend die Seren in gleichbleibender
Konzentration, und damit im Uberschuss, dazu gegeben wurden. Je geringer die
Konzentration des Antigens war, bei der noch eine deutliche Reaktivitit (Extinktion > 1,0) der
Antiseren messbar blieb, desto hoher war die Aviditdt/Affinitit der Antikorper fiir das
Antigen.

Die Werte der apparenten Aviditit der Seren korrelierten stark mit den Titern. Bei
denjenigen Tieren, bei denen nach Restimulierung und erneuter Blutabnahme die
Antikorperspiegel gestiegen waren, war auch ein merklicher Anstieg der Aviditdt zu messen,

und umgekehrt. So detektierte das Serum der mit Lysostaphin-Uberstand von S. aureus
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immunisierten Maus I nach der ersten Blutabnahme Antigen-Konzentrationen von 2,5 pg/ml,
das Serum der zweiten Blutabnahme reagierte dann schon bis zu einer Konzentration von
625 ng/ml. Die Seren der Mause, die mit Ghosts von S. aureus immunisiert worden waren,
zeigten unter den Bedingungen eines indirekten EIA eine deutlich hohere apparente Aviditit.
So konnten mit diesen Antiseren noch Antigen-Konzentrationen von weniger als 45 ng/ml
nachgewiesen werden. Da es sich beim Beschichtungsantigen um eine breite Mischung
verschiedener S. aureus Proteine handelte (Abb. 1), liegt die tatsdchliche Affinitit der gegen
Einzelproteine gerichteten Antikdrper noch deutlich hoher. Die Seren der Miuse, die mit
PFA-inaktivierten S. aureus immunisiert worden waren, erlaubten im indirekten EIA den
Nachweis von weniger als 5 x 10* Keimen pro ml.

Mit den Seren der mit vegetativen Formen von B. cereus immunisierten Méuse konnten im
indirekten EIA Keimgehalte PFA-inaktivierter Bazillen von weniger als 10 KbE/ml
nachgewiesen werden. Ahnlich reagierten die Seren gegen B. cereus Sporen, mit denen
ebenfalls im indirekten EIA weniger als 10* KbE/ml Lebendsporen bzw. weniger als 19 ng/ml
Protein-Extrakt (3.3.2.1) nachgewiesen werden konnten. Hierbei konnten zwischen den
beiden Immunisierungsvarianten keine Unterschiede festgestellt werden.

Im Hinblick auf die Eigenschaften der polyklonalen Miuseseren sind in Tab. 10
beispielhaft einige der bei der Charakterisierung erhaltenen Ergebnisse der indirekten EIAs

dargestellt.
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Tabelle 10: Reaktivitit der polyklonalen Miuseseren gegen B. cereus und S. aureus
in ausgewihlten EIA-Systemen
Immunogen Beschichtungsantigen Antikorper-Titer  Apparente
im indirekten EIA Aviditit
PFA inaktivierte
Vegetative Formen  vegetative Formen von 52x10° -

20.800 — 190.500 s
B. cereus DSM 31 und 1,1 x 10° KbE/ml
4384

NaOH-Extrakt von

von B. cereus

Sporen von
Sporen der B. cereus

B. cereus (mit 81.000 — 135.000 13,8 ng/ml
_ Stimme DSM 4384,
Adjuvans)
4312 und MHI M1
NaOH-Extrakt von
Sporen von

Sporen der B. cereus

B. cereus (ohne 18.000 — 53.300 19,6 — 179 ng/ml

Stamme DSM 4384,
Adjuvans)
4312 und MHI M1
S. aureus S. aureus DSM 20491
Lysostaphin- Lysostaphin- 6.100 — 45.200 120 — 620 ng/ml
Uberstinde Uberstand

S. aureus DSM 20491

S. aureus Ghosts Lysostaphin- 28.000 — 70.000 45 ng/ml
Uberstand
PFA-inaktivierte S. aureus DSM 20491 5x 10" -
9.100 — >70.000 6
S. aureus Ribolysat 3,2 x 10" KbE/ml

Zur weiteren Charakterisierung der Maus-Antiseren wurde ein Immunoblotverfahren
eingesetzt. Bei der Untersuchung der polyklonalen Maus-Antiseren gegen S. aureus konnten
bei Einsatz der gegen die Lysostaphin-Uberstinde gerichteten Antikorper im Blot eine im
Vergleich zu den Ghost-Antiseren deutlich ausgeprigtere Reaktivitit festgestellt werden. Eine
Vielzahl von Protein-Banden waren hierbei im Blot sichtbar, wéihrend bei Einsatz der gegen
die Ghosts generierten Antiseren sich im wesentlichen nur 2 Hauptbanden im Bereich von 30-
35 kDa darstellten (Abb. 4). Daneben zeigten alle Seren mit Protein-A positiven S. aureus

Stammen eine ausgeprigte Reaktivitit im Bereich von 45-66 kDa. Dies war im wesentlichen
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auf die antikorperbindenen Eigenschaften des trotz Vorbehandlung mit SDS noch aktiven
Protein-A zuriickzufiihren, da sich auch bei parallel mituntersuchten Vergleichsseren ein
dhnliches Bild zeigte (Ergebnisse nicht dargestellt).

Gegen B. cereus vegetative Keime bzw. Sporen gerichtete Antiseren reagierten jeweils mit
den auch in der SDS-PAGE nach Coomassie-Fiarbung sichtbaren 5-6 Hauptbanden der
jeweiligen Priparation. Vorversuche belegten auch, dass die Antiseren gegen Sporen bzw.
vegetative Keime nicht mit den Membranproteinen von vegetativen B. cereus Keimen bzw.
Sporen reagierten, so dass mit den hergestellten Seren prinzipiell ein selektiver Nachweis von

vegetativen B. cereus bzw. Sporen moglich ist (Ergebnisse nicht dargestellt).

Serum | Serum V Serum Il  Serum Il

kDa
97,0 ——
66,0 ——

45,0 ——

300 —

20,1 —— .

14,4 —

Abbildung 4:  Uberpriifung von mit unterschiedlichen Immunogenen hergestellten
Mauseseren gegen S. aureus mittels Immunoblot. Bei Seren I/V wurde
Lysostaphin-Uberstand, bei Seren II/IIl Ghosts als Immunogen
verwendet. Dargestellt ist jeweils die Reaktivitidt der Seren mit dem
S. aureus-Stamm DSM 20372 (Protein-A positiv; links) und dem
Stamm DSM 20491 (Protein-A negativ; rechts)

3.34.2 Polyklonale Kaninchen-Antiseren

Die beiden Tiere, die mit S. aureus Keimen immunisiert wurden, erreichten im indirekten
EIA (Beschichtung: S. aureus DSM 20491 Ribolysat mit 1 x 10° KbE/ml) Titer von fast
1:300.000 um die 20. Woche nach der Grundimmunisierung. Kaninchen #75 zeigte hierbei im
Versuchsverlauf einen leichten Riickgang der Titer, die Werte von Kaninchen #71 dagegen

lagen iiber den gesamten Versuchszeitraum konstant bei Titern von zumeist iiber 1:100.000.
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Das Kaninchen, das mit B. cereus-Sporen immunisiert wurde, erreichte noch hohere Werte
von bis zu 1:400.000 (Beschichtung: Lebendsporen der B. cereus-Staimme DSM 4384, 4312
und MHI M1 mit 1 x 10’ KbE/ml), die nachweisbaren Titer bewegten sich auch 40 Wochen
nach der Grundimmunisierung auf anhaltend hohem Niveau. Abb. 5 zeigt exemplarisch einige

Titerwerte der Kaninchen im Verlauf.
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Abbildung 5:  Nachweisbare Antikorper-Titer in den Antiseren der mit S. aureus
immunisierten Kaninchen (#71 & #75) bzw. des mit Sporen von
B. cereus immunisierten Tieres (#74).
3.3.5 Charakterisierung der Antikorper und Etablierung von

Nachweisverfahren

Im Hinblick auf die Etablierung Antikorper-produzierender Zelllinien wurde das aus den
Fusionen gewonnene Zellmaterial auf Mikrotiterplatten ausgesdt und fiir 12d im CO;-
Brutschrank vermehrt. AnschlieBend wurden die Hybridome unter Verwendung der in 3.2.1.1
beschriebenen indirekten EIAs auf Antikorper-Produktion getestet. Reagierende Zellklone
wurden selektiert und vermehrt. Da in den einzelnen Kavitdten der Mikrotiterplatten nicht nur
die gewiinschten, antikorperproduzierenden Zellen vorhanden sind, sondern auch eine Reihe
nichtproduzierender Hybridom-Zellen, die die produzierenden unter Umsténden tiberwuchern
konnen, ist es bei der Etablierung von Hybridomzellen iiblich, dass nicht alle reagierenden
Klone erfolgreich weiter kultiviert werden konnen. Zusitzlich kann es passieren, dass zuerst
produzierende Zellklone ihre Produktion von Antikdrpern nach ein paar Generationen
einstellen, weshalb die Zahl an weitergefiihrten Zelllinien bis zur Etablierung von reaktiven,

produzierenden, moglichst stabilen Reinkulturen stetig abnimmt.
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Insgesamt wurde eine Vielzahl von Zellfusionsexperimenten durchgefiihrt, aus der ein
breiter Pool monoklonaler Antikorper (mAk) gewonnen werden konnte, die auf ihre
Reaktivitit und Stabilitit selektiert wurden. Eine Ubersicht iiber die Fusionen und die im

Laufe des Selektionsprozesses etablierten Zelllinien gibt Tab. 11.

Tabelle 11:  Herstellung monoklonaler Antikorper zum Nachweis von S. aureus und
B. cereus: Ubersicht iiber durchgefiihrte Zellfusionsexperimente, reaktive
Klone und etablierte Zelllinien

Kei I Anzahl Reakti\(e Etablierte
em mmunogen Fusionen Klone Zelllinien
Vegetative 3 16 6
Formen
B. cereus
Sporen 8 4 2
Lysostaphin-
Uberstand 2 8 6
S. aureus Ghosts 2 2 2
Ganze Bakterien 4 13 6

* Antikorperproduzierende Zellen wurden bei -80 °C konserviert

Um die gewonnenen Antikorper umfassend zu charakterisieren und im Hinblick auf die

jeweiligen Besonderheiten der Zielkeime, wurden verschiedene EIA-Varianten entwickelt.

3.3.5.1 Monoklonale Antikorper gegen vegetative Formen von B. cereus

Die in Tab. 12 zusammengefassten Ergebnisse zur Charakterisierung der mAk gegen
vegetative Formen von B. cereus zeigen, dass mit den hergestellten Antikorpern die
Etablierung eines sensitiven Nachweissystems moglich ist. Alle mAk gehoren zum IgG-
Subtyp, IgM-Antikdrper wurden bei der Etablierung der Hybridome friihzeitig ausselektiert.
Insbesondere die mAk 2C10 und 2E12 zeichnen sich durch eine hohe apparente Affinitit aus,
alle mAk reagieren mit Oberfldchenproteinen der Keime. Die Spezifitiat und Immunreaktivitit
der sechs vielversprechendsten Klone wurde mittels EIA und Immunoblot im Detail
iiberpriift. Tab. 12 zeigt eine Ubersicht iiber die etablierten mAk und deren wesentliche

Eigenschaften.
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Tabelle 12: Monoklonale Antikorper gegen vegetative Formen von B. cereus

Klon Subtyp  Titer der ZKU" Apparente Affinitit Molekulargewicht der

(KbE) Zielantigene in kDa
1B3 IgGap 1:3000 9x10* > 150; 52,1; 45,0
1E4 IgGap > 1:20000 2x 107 17,7
2C10 IgGaa 1:10000 4x10* 15,6
2E12 IgGop > 1:20000 2x 107 15,8
2E3 IgG, 1:2500 5x 10* 83,1;73,5; 57,4
3G2 IgGa, 1:150 2,5x% 10° 16,2

* 7KU = Zellkulturiiberstinde

3.3.5.1.1 Apparente Affinitit

Die apparente Affinitit der mAk gegen vegetative Formen von B. cereus wurde wie bei
den polyklonalen Seren beschrieben (3.3.4.1) {iiberpriift. Die Werte sind in Tab. 12
zusammengefasst, Abb. 6 zeigt die bei der Bestimmung der apparenten Affinitéit erhaltenen

Titrationskurven.
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Abbildung 6:  Standardkurven der mAk gegen vegetative Formen der
Referenzstimme von B. cereus im indirekten EIA (Beschichtung mit
lebenden Keimen).

3.3.5.1.2 Intra- und Intergenusspezifit:it

Um die Spezifitit der mAk innerhalb des Genus Bacillus zu iiberpriifen, wurde eine
Stammbibliothek von insgesamt 107 Stimmen angelegt. Diese beinhaltete 84 Stimme
B. cereus, 4 Stimme B. weihenstephanensis, 3 Stamme B. mycoides, sowie 2 Stimme
B. thuringiensis als Vertreter der Cereus-Gruppe. Auflerdem wurden 14 weitere Vertreter des
Genus Bacillus wie z.B. B. licheniformis, B. subtilis und B. coagulans untersucht. Details zu
den Stammen sind in Tab. Al, A2 und A3 im Anhang aufgefiihrt. Die Untersuchungen
wurden in indirekten EIAs durchgefiihrt.

Die mAk 1B3, 2C10 und 2E3 (Abb. 7 a-c) zeichneten sich durch eine hohe Affinitit und
eine breite Reaktivitdt mit Vertretern der Cereus-Gruppe, insbesondere mit B. cereus selbst,
aus. Die weniger affinen mAk 1E4, 2E12 und 3G2 (Abb. 7 d-f) zeigten hingegen eine hohe
Spezifitit fiir einzelne Vertreter der Spezies B. cereus bzw. der Cereus-Gruppe. Somit sind
die gewonnenen Antikorper potentiell zum spezifischen immunologischen Nachweis von

vegetativen Formen von B. cereus geeignet.
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Abbildung 7: Reaktivitit der mAk gegen vegetative Formen von B. cereus. MAk

mit hoher Sensitivitidt gegeniiber B. cereus und der Cereus-Gruppe:
2C10, 1B3 und 2E3 (a-c); mAk mit hoher Spezifitit fiir B. cereus und
die Cereus-Gruppe: 2E12, 1E4 und 3G2 (d-f).
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3.3.5.1.3 Immunoblot

Um die mAk genauer zu charakterisieren, wurde der B. cereus-Referenzstamm DSM 31
wie in 3.3.2.1 beschrieben mit NaOH-Losung behandelt und der Uberstand mit den in Losung
befindlichen Oberfldchenproteinen als Probenmaterial fiir den Immunoblot (3.2.3) eingesetzt.

Alle sechs mAk reagierten mit der Oberflichenprotein-Priparation. Die relativen
Molekulargewichte der Zielantigene (gemessen in Relation zu Eichproteinen) sind in Tab. 12
zusammengefasst. Abb. 8 zeigt das im Immunoblot bei Einsatz der jeweiligen mAk erhaltene
Bandenmuster. Weiterfithrende Untersuchungen, bei denen die Oberflichenprotein-
Préparationen erhitzt bzw. mit Proteinase K verdaut wurden, zeigten, dass im indirekten EIA
nur noch der mAk 2C10 mit den erhitzten Antigenen reagierte, nach Proteinase K-Verdau

reagierten alle mAk negativ.
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Abbildung 8:  Westernblot-Analysen zur Reaktivitit der mAk mit
Oberflachenproteinen des B. cereus-Referenzstammes DSM 31

57



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Die Reaktivitit mit den Oberflichenproteinen unterstiitzt die Annahme, dass die mAk
potentiell zum immunologischen Nachweis der Bazillen geeignet sind. Orientierende
Versuche, die Bindung der Antikorper auch an lebende Keime in der Immunfluoreszenz

nachzuweisen, scheiterten jedoch.

3.3.5.2 Antikorper gegen B. cereus Sporen

Trotz der hohen Zahl von insgesamt 8 Zellfusionsexperimenten (Tab. 11) und des
Einsatzes von zwei verschiedenen Immunisierungsstrategien erwies es sich als &duBerst
schwierig, mAk vom IgG-Subtyp gegen Sporen von B. cereus zu generieren. Aus den
gesamten Zellfusionen konnten nur wenige reaktive, und noch weniger stabile Klone
gewonnen werden, so dass nur zwei mAk, 1F12 und 2E7, fiir detailliertere Untersuchungen
zur Verfligung standen. Das polyklonale Kaninchenserum dagegen zeigte sehr

vielversprechende Eigenschaften und wurde daher umfassend charakterisiert.

3.3.5.2.1 Sensitivitit
3.3.5.2.1.1  Apparente Affinitit der monoklonalen Antikorper

Die apparente Affinitdit der mAk wurde analog zu dem Verfahren, das bei den
polyklonalen Seren beschrieben wurde (3.3.4.1), untersucht. Unter den Bedingungen eines
indirekten EIAs konnten mit den mAk 1F12 bzw. 2E7 Nachweisgrenzen von
2,1x 10° KbE/ml, bzw. 6,9 x 10* KbE/ml erreicht werden. Abb. 9 zeigt die entsprechenden
Standardkurven der indirekten EIAs zum Nachweis von B. cereus Sporen. Analog zu den
lebenden Sporen wurde auch Sporen-NaOH-Extrakt (3.3.2.1) im indirekten EIA eingesetzt
und die apparente Affinitdt bestimmt. Die bei der Verwendung dieses Beschichtungsantigens
erreichten Nachweisgrenzen von 24,7 ng/ml (mAk 2F12), bzw. 0,9 ng/ml (mAk 2E7)
verdeutlichten die unterschiedliche Affinitit der beiden Antikdrper und bestitigten die bei der

Untersuchung von lebenden Sporen erzielten Ergebnisse.
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Abbildung 9:  Standardkurven der indirekten EIAs zum Nachweis von lebenden
B. cereus Sporen unter Verwendung der mAk 1F12 bzw. 2E7.

3.3.5.2.1.2  Sandwich-EIA mit polyklonalen Antikorpern und Referenzstimmen

Da sich in orientierenden Vorversuchen unter Verwendung indirekter EIA-Verfahren
zeigte, dass das polyklonale Kaninchenantiserum sich durch eine hohe Aviditdt und breite
Reaktivitit auszeichnete, wurde um die einfache und schnelle Detektion von Sporen in
wissrigen Losungen zu ermdglichen ein Sandwich-EIA erstellt. Aufgrund des Assay-Designs
nicht-kompetitiver EIA-Verfahren resultiert die Verwendung von Sandwich-EIAs gegeniiber
indirekten EIA-Systemen in einer Steigerung der Nachweisempfindlichkeit von etwa Faktor
10. Bei Sandwich-EIAs werden Fangantikorper, in diesem Fall polyklonale Kaninchenseren,
an die feste Phase gebunden und anschlieend mit den Probenlosungen inkubiert. Die an die
Fangantikorper ~ gebundenen  Antigene  werden dann  durch  enzymmarkierte
Detektionsantikorper detektiert. Zur Herstellung des Antikorper-HRP-Konjugates wurde
aktivierte Peroxidase und mit gesittigter Ammoniumsulfatlosung gefilltes, polyklonales
Kaninchenserum des Tieres #74 eingesetzt. Dazu wurden 3 mg (in 750 pl) des gegen
Kopplungspuffer dialysierten Serums mit 4 mg aktivierter Peroxidase (gelost in 250 ul A.
dest.) versetzt und der pH-Wert mit Natriumcarbonatlosung auf 9 eingestellt. Nach
zweistlindiger Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln und Zugabe von 100 pl

Triethanolamin- und 125 pl Natriumborhydridlosung wurde erneut fiir 30 min bei 4 °C
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inkubiert. Dann erfolgte eine weitere Zugabe von 62,5 pl Triethanolaminlésung und ein
weiterer Inkubationsschritt bei 4 °C iiber zwei Stunden. Nach Zugabe von 25 pl Glycinlosung
und Dialyse des Ansatzes gegen PBS mit Zusatz von 10 mmol/l Glycin wurde schlieBlich das
Konjugat mit 1 % (g/v) BSA stabilisiert, mit 0,01 % (g/v) Thimerosal konserviert, portioniert
und bei -80 °C gelagert.

Als Nachweisgrenze fiir Sandwich-Verfahren wurde nach DIN 58967 die Extinktion
antigenfreier Kontrollansidtze plus deren dreifache Standardabweichung definiert. Die
Testparameter und Immunoreagenzien-Konzentrationen wurden in mehreren Vorversuchen
optimiert, wobei hohe Extinktionen bei antigenhaltigen Ansédtzen und eine moglichst niedrige
Extinktion antigenfreier Kontrollansitze (Background) angestrebt wurde. Zu diesem Zweck
wurden sowohl verschiedene Beschichtungspuffer (PBS und Bicarbonatpuffer), als auch
mehrere Blockierungsreagenzien (z.B. 1 % humanes Serumalbumin (HSA), 1 % Gelatine,
3 % bovines Casein) getestet. Eine leichte Verbesserung der Nachweisgrenzen konnte durch
den Zusatz von 0,5 % (v/v) Tween® 20 zu den Sporenverdiinnungen erreicht werden. Zudem
wurde iiberpriift, ob eine weitere Verbesserung der Sensitivitat durch Biotinylierung bzw.
Digoxigenierung der Antikorper und nachfolgender Detektion mittels peroxidasemarkiertem
Extravidin bzw. Schaf-anti-Digoxigenin-Antiseren erreicht werden konnte. Ebenfalls wurde
der Einsatz von chemilumineszierenden Substraten anstelle des chromogenen Substrates im
Hinblick auf einer moglichen Sensitivititssteigerung des Testverfahrens getestet.

Digoxigenierung bzw. Biotinylierung der Detektionsantikorper fithrte im Vergleich zum
Direktnachweis der Sporen mit peroxidasemarkierten Antikérpern nur zu einer geringfiigigen
Verbesserung der Nachweisgrenzen (Abb. 10), und wurde daher fiir die weitere
Charakterisierung der Antiseren auch im Hinblick auf den erhohten Zeit- und
Materialaufwand nicht mehr eingesetzt. Alternativ wurde statt der Chromogen-Substrat-
Losung eine Chemilumineszenz-Substrat-Losung verwendet und die Lumineszenz gemessen.
Die erreichten Nachweisgrenzen waren 3,3 x 10* bzw. 54 x 10° KbE/ml. Die Extinktion
antigenfreier Kontrollansitze lag bei 0,045, mit chemilumineszierendem Substrat erreichten
sie 112.552 relative Lumineszenzeinheiten. Abb. 10 zeigt die Standardkurven der optimierten

Verfahren zum Nachweis von B. cereus Sporen.
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Abbildung 10: Standardkurven der auf Kaninchenseren basierenden Sandwich-EIAs
zum Nachweis von Sporen des B. cereus Stammes DSM 4312 unter
Verwendung chemilumineszierender (—#—) bzw. chromogener
(—— —®—)  Substrate. = Als  Detektionsantikorper =~ wurden
peroxidasemarkierte (—#— —#—) bzw. digoxigeninmarkierte (—%—)
Antiseren eingesetzt.

3.3.5.2.2 Charakterisierung

Die Sandwich-EIAs wurden nach Optimierung unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:
Die Beschichtung der Mikrotiterplatten erfolgte mit gefillten Kaninchenseren der
Abnahmewoche 17 (Kaninchen #74) in der Verdiinnung 1:2000. Die Proben wurden in
seriellen Verdiinnungsreihen (B. cereus Sporen, 1:500 bis 1:1.093.500 verdiinnt (entspricht
2x 107 - 9 x 10° KbE/ml) in 0,5 % (v/v) Tween® 20/PBS) auf die Mikrotiterplatten gegeben.
Die Zugabe der peroxidasemarkierten Detektionsantikorper, Kaninchen #74-HRP, erfolgte
1:2000 in 1 % (g/v) Casein/PBS verdiinnt. Alle weiteren Parameter entsprachen denjenigen,
die unter 3.2.1.2 beschrieben wurden.

Die mAk wurden in indirekten EIAs untersucht. Dabei wurden die Sporen fiir den mAk
1F12 von 1:20 bis 1:43740 (entspricht 2,3 x 10°-5 x 10® KbE/ml) und fiir mAk 2E7 von 1:500
bis  1:1093500 (entspricht 9 x 10%-2x 10’ KbE/ml) verdiinnt eingesetzt. Die
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antikorperhaltigen ZKU wurden in den Verdiinnungen 1:20 (mAk 1F12) bzw. 1:50 (mAk
2E7) verwendet. Die iibrigen Parameter entsprachen denjenigen, die unter 3.2.1.1 beschrieben

wurden.

3.3.5.2.2.1 Intra- und Intergenusspezifitit

Fiir die Erstellung einer Stammbibliothek von Bacillus-Sporen wurden iiber 100 Stimme
angeziichtet, wobei von insgesamt 77 B. cereus Stimmen, 4 Stimmen aus der Cereus-Gruppe,
und 3 anderen Bazillenstimmen ausreichend Sporenmaterial gewonnen werden konnte. Die
Keime stammten aus der Stammbibliothek des Lehrstuhls und wurden v.a. aus Milch,
Milchprodukten und anderen Lebensmitteln isoliert (s. Anhang, Tab. A4, A5 und A6).

Zur Ermittlung der Spezifitit der beiden mAk vom IgG;-Subtyp wurden Sporen dieser
Stammbibliothek zur Beschichtung von Mikrotiter-Platten eingesetzt. In den indirekten EIAs
reagierte mAk 1F12 insgesamt mit 46 der 77 eingesetzten B. cereus-Stimme. Gegeniiber den
4 Stammen der Cereus-Gruppe und den 3 Stammen der anderen Bazillen zeigte er keine
Reaktion, ein Hinweis darauf, dass dieser mAk eine hohe Spezifitit fiir B. cereus aufweist.
Der hoher affine mAk 2E7 zeigte hingegen eine breitere Reaktivitit. 50 der 77 B. cereus-
Stamme reagierten positiv, aber auch 2 Stimme der Cereus-Gruppe (2x B. mycoides) und ein
Stamm der anderen Bazillen (B. licheniformis). Abb. 11 zeigt die Verteilung der
Reaktionsmuster der beiden mAk im Uberblick.

100 ‘ 100 {}

I B. cereus (n=77) I B. cereus (n=77)

[N Cereus-Gruppe (n=4) [ Cereus-Gruppe (n=4)

[ andere Bazillen (n=3) [ andere Bazillen (n=3)

80 80 1
ES ES
£ £
@ 60 @ 60
£ £
£ £
pis pis
w w
% 40 4 % 40
N N
C C
< <
20 20 1
0 —= — I . I ] o1 | . I Fr—s — e
104 105 108 107 108 keine 104 105 108 107 108 keine
NWG in KbE/ml Reaktion NWG in KbE/m! Reaktion

Abbildung 11: Reaktivitit der mAk 1F12 (links) und 2E7 (rechts) gegeniiber der
Bacillus Sporen-Stammbibliothek in indirekten EIAs
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Im Sandwich-EIA reagierten die polyklonalen Kaninchenantikorper mit allen Vertretern
von B. cereus und der Cereus-Gruppe. Ein Stamm der anderen Bazillenstimme (aus der
Spezies B. licheniformis) zeigte keine Reaktion. Die Nachweisgrenzen lagen zwischen 10*
und 10’ KbE/ml, wobei die B. cereus Stamme die niedrigsten Werte zwischen 10* und
10° KbE/ml erreichten. Abb. 12 gibt hierzu einen Uberblick.

Die mittleren Nachweisgrenzen der Antikorper fiir die verschiedenen Gruppen von

Bazillen sind in Tab. 13 zusammengefasst.

50 ||
I B. cereus (n=77)
I Cereus-Gruppe (n=4)
I andere Bazillen (n=3)
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NWG in KbE/ml

Abbildung 12: Prozentuale Verteilung der Nachweisgrenzen (NWG) fiir
Sporenprdparationen von Keimen des Genus Bacillus im auf
Kaninchenseren basierenden Sandwich-EIA.
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Tabelle 13: Durchschnittliche Nachweisbarkeit von Sporen der untersuchten
Bazillenstimme in den optimierten EIA-Verfahren. Insgesamt wurden 77
Stamme B. cereus, 4 Stimme aus der Cereus-Gruppe (2x B. mycoides,
2X B. thuringiensis) und 3 andere Bazillen (2x B. licheniformis,
1x B. subtilis) getestet. n gibt die Zahl der reaktiven Stimme an, die in
die Berechnung eingeflossen sind.

Mittlere Nachweisgrenze (KbE/ml)
n PAk n MAK n MAK
1F12 2E7

B. cereus 77 2.8x 10° 46 6,0x10° 50 13x10°

Cereus-

1,0x 10’ 0 uN.” 2 >20x10
Gruppe
Andere 3.6x 10° 0 uN" 1 >20x10
Bazillen

E3 .
u.N. = unter der Nachweisgrenze

Zur weiteren Charakterisierung des Kaninchen-Antiserums zum Nachweis von Bacillus-
Sporen wurden auch vegetative Formen der eingesetzten Referenzstimme im Sandwich-EIA
getestet. Es zeigte sich, dass bei hohen Keimgehalten auch die vegetativen Formen der
Bazillen mit dem Kaninchenserum reagierten, wobei allerdings unklar blieb, ob die Reaktion
nicht auch auf eine beginnende Sporulation der Testkeime zuriickzufiihren war, da fiir diese
Tests eine Keimprédparation eingesetzt wurde, die sich bereits in einer stationdren
Wachstumsphase befand. Abb. 13 zeigt Standardkurven fiir den Sandwich-EIA mit
Kaninchenseren mit Sporen und vegetativen Formen im Vergleich. Bei den mAk konnte

keine Reaktivitit mit vegetativen Formen von B. cereus nachgewiesen werden.
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Abbildung 13: Vergleichende Darstellung der im Sandwich-EIA erhaltenen
Standardkurven fiir Sporen bzw. vegetative Formen von zwei
B. cereus Referenzstdmmen.

3.3.5.2.2.2 Immunfluoreszenz

Um die Bindung der Antikorper an die Oberfldchen intakter Sporen nachzuweisen, wurde
der Immunfluoreszenztest wie unter 3.2.4 beschrieben durchgefiihrt.

Die Reaktion des Kaninchenserums mit den Sporen von B. cereus konnte erfolgreich
dargestellt werden. Abb. 14 zeigt fluoreszenzmarkierte B. cereus-Sporen im Phasenkontrast
und nach Fluoreszenzinduktion. Die hohe Affinitit der Kaninchenseren fiir vitale Sporen,
sowie deren breite Reaktivitdt mit Vertretern der Cereus-Gruppe (3.3.5.2.2.1) priddestinierten
diese Antikorper fiir den Einsatz in der Bioaffinitdtsseparation. Die mAk gegen Sporen von

B. cereus zeigten in der Immunfluoreszenz hingegen keine Reaktion.

65



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

Abbildung 14: Sporen von B. cereus Stamm DSM 4312 im Phasenkontrast und in der

Immunfluoreszenz, markiert mit Kaninchenserum des Tieres #74
(17. Abnahmewoche)

Zur weiteren Charakterisierung der Reaktivitit dieser mAk wurden daher Immunoblots
eingesetzt. Die Prédparation von Sporen-Oberflichenproteinen, die Auftrennung der Proteine
und das Blotting erfolgte wie in 3.3.2.1, 3.2.2 und 3.2.3 beschrieben.

MAK 2E7 zeigte hierbei auch nach mehreren Wiederholungen des Versuchs nur diffuse
Schwirzungen in den antigenhaltigen Banden der Membranen. Dagegen reagierte der mAk
1F12 deutlich mit einer Oberflichenproteinpriparation des Stammes MHI M1, im Bereich

von 21 kDa. Der entsprechende Immunoblot ist in Abb. 15 dargestellt.

kDa
- 97.0

- 66.0
- 45.0

Abbildung 15: Reaktivitit des mAk 1F12 mit einer Oberfldchen-Proteinpriparation
von Sporen des B. cereus-Stammes MHI M1 im Immunoblot
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3.3.53 Antikorper gegen S. aureus

Aus den Zellfusionsexperimenten mit den Mausen, die mit den Membranfraktionen der
Keime nach Lysostaphin-Behandlung (S. aureus-Ghosts, s. 3.3.1.3.2) immunisiert worden
waren, konnten nur zwei Zelllinien etabliert werden. Beide produzierten mAKk stellten sich im
weiteren Verlauf als Isotyp IgM heraus. Aus den anderen Immunisierungsreihen konnten
hingegen neben den beiden polyklonalen Kaninchenseren eine ganze Reihe von mAk des
IgG-Subtyps zum Nachweis von S. aureus gewonnen werden, deren wesentliche
Charakteristika in Tab. 14 zusammengefasst sind. Aus der Immunisierung mit S. aureus
Protein-Priparationen (Lysostaphin-Uberstinde) konnten drei mit Protein-A reaktive Klone

etabliert werden. Das Screening erfolgte hierbei mit inaktiviertem Protein-A (3.3.2.3).

Tabelle 14:  Ubersicht zu den etablierten mAk zum Nachweis von S. aureus

Immunogen Klon Subtyp  Titer der ZKU Apparente Affinitit

(KbE)

1E9' IgG, > 1:6500 < 2 ng/ml Prot.-A

2A2! IgGs, 1:1000 < 2 ng/ml Prot.-A

Lysostaphin-  2G6' 1gGap, > 1:6500 < 2 ng/ml Prot.-A
Uberstand 2B2? 128G, 1:3000 3,9 x 10°
2D12? IgG, > 1:6500 7,8 x 10°
2H1? IgG, > 1:6500 7,8 x 10°
1D7? IgGap 1:6500 2,9 x 10°
1F11? IgG, 1:1000 3.2x 10°
~ PFA- 1G4° IgGap 1:1600 2,5x 10°
inaktivierte 3 6
Keime 2C2 1gG, 1:1000 2,5x 10
2G6> IeG, 1:500 6,3 x 10°
2H1® IgG, 1:1800 1,3x 10°

! reaktiv mit Protein-A, iiberpriift in indirekten EIAs unter Verwendung von
inaktiviertem Protein-A (3.3.2.3)

? reaktiv in indirekten EIAs unter Verwendung des S. aureus Stammes DSM 20491

3 reaktiv in Sandwich-EIAs unter Verwendung des S. aureus Stammes DSM 20491
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3.3.5.3.1 Sensitivitiit

3.3.5.3.1.1 Apparente Affinitit der monoklonalen Antikorper

Das Screening der apparenten Affinitit der mAk wurde in indirekten EIA-Systemen
(3.2.1.1) bzw. dem modifizierten Sandwich-EIA (3.3.5.3.1.3) durchgefiihrt. Dabei wurden die
Antikorper in fester Konzentration und die Antigene als Verdiinnungsreihen eingesetzt. Die
erhaltenen Werte sind in Tab. 14 zusammengefasst, Abb. 16 zeigt exemplarisch fiir einige der

in den indirekten EIAs reaktiven mAk die unter diesen Bedingungen erhaltenen Antigen-

Titerkurven.
o O
—&— MAk 2D12 v
O+ MAK 2H1 s
37| —w— MAk2B2 S
C
O 2
I
o
7
a
<C
1 4
10° 106 107
KbE/ml

Abbildung 16: Antigen-Titerkurven der mAk 2D12, 2H1 und 2B2 im indirekten EIA.
Die Beschichtung der Mikrotiterplatten erfolgte mit lebenden Keimen
des S. aureus Stammes DSM 20491.

68



EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.3.5.3.1.2 Sandwich-EIA basierend auf polyklonalem Kaninchenserum

Die Sandwich-EIA-Verfahren wurden analog zu den bei den B. cereus-Sporen
beschriebenen Verfahren (3.3.5.2.1.2) entwickelt. Fiir S. aureus wurden die Mikrotiterplatten
mit Kaninchenserum #71 oder #75 (jeweils 17. Abnahmewoche) in einer Verdiinnung von
1:4000 in Bicarbonatpuffer beschichtet. Analog zu den HRP-Konjugaten gegen B. cereus-
Sporen wurden auch Konjugate fiir S. aureus hergestellt. Diese wurden in der Verdiinnung
1:3000 eingesetzt. Orientierende Versuche, das Antikorper-Enzym-Konjugat durch Gel-
Permeations-Chromatographie iiber eine Sephacryl-S200 Siule weiter zu reinigen, um so eine
Reduktion der Absorption antigenfreier Kontrollanséitze (Background) zu erreichen, fiihrten
zu keiner deutlichen Verbesserung der Leistungsparameter des Sandwich-EIA. Nach
Optimierung des Sandwich-EIAs konnten fiir den zur Etablierung eingesetzten
Referenzstamm DSM 20491 Nachweisgrenzen von 9,1 x 10° KbE/ml realisiert werden, der
Cut-Off Wert des EIA lag bei 0,22 Absorptionseinheiten.

Da manche Staphylokokken als Zellwandprotein Protein-A exprimieren, das in der Lage
ist, unspezifisch an den Fc-Teil von Antikdrpern zu binden, wurden alle in der
Stammbibliothek befindlichen Stamme auf diesen Parameter untersucht. Hierzu wurden die
Staphylokokken als Verdiinnungsreihen in einem irrelevanten Sandwich-EIA untersucht
(3.2.1.2), eingesetzt wurde hierbei das zum Nachweis von B. cereus-Sporen entwickelte
Testserum. Da dieses Serum keine Antikorper enthilt, die spezifisch gegen S. aureus gerichtet
sind, konnten die erhaltenen Mess-Signale auf die Expression von Protein-A, und dessen
Bindung an den Fc-Teil der verwendeten Antikorper zuriickgefiihrt werden. Wenn auch bei
der niedrigsten eingesetzten Verdiinnung (1:500) keine signifikante Absorption gemessen
wurde, wurde von keiner nennenswerten Expression von Protein-A ausgegangen. Bei hoheren
Mess-Signalen wurden zur weiteren Differenzierung die Werte derjenigen Verdiinnungsstufe
herangezogen, bei denen die Absorption am nédchsten an 1,0 lag. War dies der Fall bei
Verdiinnungsstufen von 500-1500, wurde die Expression von Protein-A als mittel, bei noch
hoheren Werten als hoch beurteilt. Abb. 17 zeigt die Verteilung der Eigenschaften
koagulasenegativ/-positiv und Protein-A-Expression bei den in der Staphylokokken-

Stammbibliothek implementierten Stimmen.
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Abbildung 17: Merkmale der Staphylokokken in der Stammbibliothek.
Links: Verteilung der Eigenschaft koagulasenegativ bzw. -positiv.
Mitte und rechts: FEinfluss von Protein-A innerhalb der
Koagulasegruppen.

Um die Reaktivitit der verschiedenen Staphylokokken-Stimme im spezifischen S. aureus
Sandwich-EIA unabhingig der Expression von Protein-A zuverldssig beurteilen zu konnen,
wurden die Staphylokokken vor der Untersuchung mit unspezifischen Kaninchenseren
vorinkubiert. Dadurch werden die Bindungsstellen von Protein-A abgesittigt. Zu diesem
Zweck wurde von den Keimpriparationen (~10"" KbE/ml) eine 1:50-Verdiinnung in PBS
angelegt, davon 100 pl mit dem gleichen Volumen eines unspezifischen Kaninchenserums
versetzt und fiir 30 Minuten bei 350 Upm bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde der
Ansatz bei 10.000 x g fiir 10 min bei 4 °C zentrifugiert, die Pellets in 1 ml PBS aufgenommen
und anschlieBend in den EIA eingesetzt. Abb. 18 zeigt den Effekt der Vorbehandlung der
Keime mit unspezifischem Serum auf deren Reaktivitit im spezifischen Sandwich-EIA bzw.
dem zu Kontrollzwecken eingesetzten B. cereus Sporen EIA. Abb. 19 verdeutlicht den

Absittigungseffekt anhand von Immunfluoreszenz-Aufnahmen.
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Abbildung 18: Effekt der Vorbehandlung von S. aureus Keimen mit unspezifischen
Seren zur Absittigung von Protein-A auf deren Reaktivitit im EIA.
Dargestellt sind exemplarisch die S. aureus Stimme DSM 20372
(Protein-A  positiv) und MHI 305 (Protein-A  negativ).
Links: Ergebnisse ~ im . aureus-spezifischen  Sandwich-EIA;

Rechts: Ergebnisse des zu Kontrollzwecken eingesetzten B. cereus
Sandwich-EIA.
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Abbildung 19: Staphylokokken im Phasenkontrast und in der Immunfluoreszenz.
Oben: Reaktivitit eines Protein-A positiven S. aureus Stammes mit
Alexa 488-konjugierten Antikorpern (Reaktivitdt basiert auf der
Aktivitit von Protein-A). Unten: Nach Absittigung mit
unspezifischem Serum; Interaktion zwischen Protein-A der Keime
und den fluoreszenzmarkierten Sekundirantikérpern ist nicht mehr
nachweisbar.

Generell wurde bei allen Staimmen nach der Absittigung mit unspezifischem Serum ein
Riickgang der Reaktivitit im EIA festgestellt. Dies ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren,
dass die an Protein-A gebundenen Antikorper die Reaktivitidt der spezifischen AntikOrper
sterisch behindern (Epitop-Masking). Einen Vergleich der mit nativen bzw. mit
unspezifischem Kaninchenserum abgesittigten Keimen erhaltenen Standardkurven im

Sandwich-EIA zeigt Abb. 20.
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Abbildung 20: Standardkurven des Kaninchenserum-Sandwich-EIA zum Nachweis
des Protein-A positiven S. aureus Referenzstammes DSM 20372. Die
beiden Kurven zeigen den Unterschied zwischen nativen und mit
unspezifischem  Kaninchenserum abgesittigten Keimen. Die
Absittigung vermindert den unspezifischen Einfluss von Protein-A
auf die Reaktion im EIA, resultiert aber auch in einer deutlichen
Reduktion des Mess-Signals.

3.3.5.3.1.3 Kombinations-Sandwich-EIA mit poly- und monoklonalen Antikorpern

Zur Uberpriifung der Spezifitit der mAk und zur Vermeidung unspezifischer Reaktionen
durch Protein-A exprimierende Stimme wurden die mAk in einem modifizierten Sandwich-
EIA eingesetzt, bei dem Mikrotiterplatten mit Ziegenantikorpern beschichtet wurden, die mit
dem Fc-Teil von Mausantikorpern reagieren (3.2.1.2). Uber diese Festphase wurden die mAk
gerichtet an den Platten immobilisiert. Danach erfolgte die Zugabe von Verdiinnungsreihen
der mit Kaninchenserum abgesittigten Keime (3.3.5.3.1.2), sowie der Nachweis mittels
Kaninchenserum-HRP-Konjugat (3.3.5.2.1.2).

Abb. 21 zeigt exemplarisch den Verlauf einer unter diesen Bedingungen generierten
Standardkurve bei Verwendung des mAk 2C2 und des Protein-A negativen S. aureus

Referenzstammes DSM 20491.
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Abbildung 21: Standardkurve des Kombinations-Sandwich-EIA zum Nachweis von
S. aureus (DSM 20491 Ribolysat) bei Verwendung des mAk 2C2.

3.3.5.3.2 Charakterisierung
3.3.5.3.2.1 Intra- und Intergenusspezifitit

Um die Intra- und Intergenus-Spezifitit der Kaninchenseren gegeniiber Staphylokokken zu
tiberpriifen, wurden insgesamt 111 Stimme des Genus Staphylococcus angeziichtet. 94 davon
waren koagulasepositiv, 17 negativ (s. Tab. A7 und A8 im Anhang). Bei der Untersuchung
der mit unspezifischem Kaninchenserum vorbehandelten (3.3.5.3.1.2)
Staphylokokkenstimmen aus der Stammbibliothek zeigte sich, dass der Sandwich-EIA zum
Nachweis von S. aureus eine breite Spezifitdt aufweist. Bis auf einen koagulasenegativen,
prasumtiv Protein-A-negativen Stamm aus der Spezies S. xylosus reagierten alle im EIA

eingesetzten Stamme (Tab. 15).
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Tabelle 15: Reaktivitit von Staphylokokken-Stammen im Kaninchenserum-
Sandwich-EIA

Untersuchungs- Priasumtive Expression von  Anzahl im EIA reaktiver
material Protein-A Stimme %
positiv
Koagulasepositive n =70 100 %
Staphylokokken )
n=94 negativ
n=24 100 %
positiv
Koagulasenegative n=2 100 %
Staphylokokken )
n=17 negativ 93.3 %
n=15 ’

Die Nachweisgrenzen lagen bei den koagulasepositiven Staphylokokken deutlich unter
denjenigen der koagulasenegativen Stdimme. Die niedrigsten Werte fiir S. aureus-Stimme
lagen bei 9,1 x 10’ KbE/ml in nativer Form und bei 8,2 x 10* KbE/ml fiir Proben, die mit
unspezifischem Serum abgesiittigt waren. Eine Ubersicht zu den Nachweisgrenzen der

verschiedenen Staphylokokken-Gruppen zeigt Abb. 22.
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Abbildung 22: Durchschnittliche Nachweisgrenzen (NWG) des Sandwich-EIA zum
Nachweis von Staphylokokken in Abhingigkeit von der Expression
von Koagulase bzw. Protein-A. Prédparationen der Stdmme wurden
jeweils in nativer Form bzw. nach Vorinkubation mit unspezifischem
Kaninchenserum untersucht.

Zur Uberpriifung der Spezifitit der zur Verfiigung stehenden mAk gegen S. aureus wurden
in einem ersten Screening 20 aus der Stammbibliothek selektierte Stimme
(3 koagulasenegativ, 17 koagulasepositiv) getestet wie unter 3.3.5.3.1.3 beschrieben. Trotz
Absittigung des Protein-A (3.3.5.3.1.2) konnten mit den drei gegen dieses Oberflachenprotein
gerichteten mAk 2A2, 2G6 und 1E9 Protein-A exprimierende Keime zuverlédssig unter diesen
EIA-Bedingungen nachgewiesen werden. Die hochste Affinitit zeigte hierbei der mAk 1E9,
es wurden Nachweisgrenzen von bis zu 2 X 10* KbE/ml erreicht. Die weiteren aus den
Immunisierungen mit Lysostaphin-Uberstinden resultierenden mAk 2B2, 2D12 und 2H1
zeigten hingegen nur eine schwache Reaktivitit, ein Hinweis darauf, dass diese Antikorper
vorzugsweise mit intrazelluldren Epitopen reagieren. Bei Verwendung des mAk 1E9 im

Sandwich-EIA reagierten 74 der untersuchten 87 S. aureus Stdmme positiv, wobei in der
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Regel zwischen der in einem irrelevanten Sandwich-EIA prognostizierten Protein-A
Expression (3.3.5.3.1.2) und den Ergebnissen des spezifischen Enzymimmuntests eine gute
Ubereinstimmung zu beobachten war. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass das von mAk
1E9 erkannte Epitop auf Protein-A hochkonserviert ist. Bei den mAk, bei denen als
Immunogen PFA-inaktivierte Keime eingesetzt worden waren, wurden hingegen
unterschiedliche Reaktionsprofile erhalten. Die beiden mAk 1D7 und 1F11 wiesen nur eine
geringe Affinitdt auf, wihrend die mAk 1G4, 2G6 und 2H1 &dhnlich wie das polyklonale
Kaninchenantiserum sowohl mit koagulasepositiven als auch mit koagulasenegativen
Staphylokokken reagierten. Als besonders interessant erwies sich der mAk 2C2, der in diesem
Vorscreening nur mit S. aureus Stammen reagierte. Diese Selektivitidt konnte in weiteren
Versuchen, bei denen das komplette, 117 Isolate umfassende Stammset eingesetzt wurde,
bestitigt werden: Alle koagulasenegativen Staphylokokken, sowie S. hyicus und
S. intermedius Stamme reagierten nicht, wihrend alle S. aureus Staimme detektiert wurden

(Abb. 23).
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Abbildung 23: Reaktivitit der mAk 1E9 wund 2C2 gegeniilber den mit
Kaninchenserum abgesittigten S. aureus-Keimpriparationen aus der
Stammbibliothek im Sandwich-EIA

3.3.5.3.2.2  Agglutinationsreaktion

Um einen Hinweis darauf, welche Zielantigene der S. aureus Keime von den
Kaninchenseren erkannt werden und zum anderen Informationen zur Zusammensetzung der
Subpopulationen der Ig-Typen in diesen Seren zu erhalten, wurde ein Agglutinationstest
durchgefiihrt. Dafiir wurde Koloniematerial von 8 verschiedenen Staphylokokken-Stdmmen
mit gefdlltem Serum des Kaninchens #71 (1:10-verdiinnt) bzw. einem irrelevanten Serum

oder mit physiologischer Kochsalzlosung versetzt, und die Quervernetzung der Bakterien
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iber die optisch sichtbare Agglutination beurteilt. Der Test wurde sowohl mit lebenden, als
auch mit autoklavierten Staphylokokken durchgefiihrt. Ein Beispiel fiir die Auswertung zeigt

Abb. 24.

Abbildung 24: S. aureus MHI 304 im Agglutinationstest;
links: mit Kaninchenserum #71 (positiv);
rechts: mit irrelevantem Kaninchenserum (negativ);

Alle koagulasepositiven Staphylokokken (n = 5) agglutinierten mit Kaninchenserum #71,
und zeigten bis auf einen Stamm keine Autoagglutination mit physiologischer
Kochsalzlosung oder Agglutination mit irrelevantem Serum. Ein identisches Bild zeigte sich
auch bei der Verwendung autoklavierter Keime, ein Hinweis darauf, dass die im Serum
vorhandenen vernetzungsfihigen Antikorper vom IgM-Subtyp v.a. mit hitzestabilen
Peptidoglykanstrukturen der Keime reagieren. Einen Uberblick iiber die Versuche zeigt

Tab. 16.
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Tabelle 16:

Ergebnisse der Agglutinationsreaktionen fiir verschiedene Staphylokokken-Stdmme bei Verwendung der
polyklonalen Kaninchen-Antiseren.

native Keime

autoklavierte Keime

Agglutination mit

Agglutination mit

Stamm Koagulase Protein- 0,85 % spezifischem irrelevantem | spezifischem irrelevantem
A NaCl-Lsg Antiserum' Serum Antiserum' Serum
S. aureus N Kein i N i N i
MHI 304 ©
S. aureus 4 mittel N N
MHI 337 ! " ) ;
S. aureus N hoch (+) N (+) N (+)
DSM 20372 oc
S. aureus + hoch + n.a. n.a.’
MHI 409 i i - -
S. aureus 4 kein / 4 N
DSM 20491 mittel ) i i
S. calnii i kein i i i i i
MHI 357 ©
S. simulans Kein
MHI 358 ) ! ) ) ) ) )
S. xylosus .
MHI 362 - kein + + + - -

! gefilltes Antiserum des Kaninchens #71 (17. Abnahmewoche)

?n.a. = nicht auswertbar (Verklumpung der Keime wihrend des Autoklavierens)

NAONNHDNSYALN) ANIOIH
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3.3.5.3.2.3 Immunfluoreszenz

Um die Bindung der generierten Antikorper an die Oberflichen intakter Keime
nachzuweisen, wurde der Immunfluoreszenztest wie unter 3.2.4 beschrieben, analog zu den
B. cereus Sporen, durchgefiihrt.

Die Reaktion des Kaninchenserums mit lebenden S. aureus Keimen konnte ebenfalls
erfolgreich dargestellt werden. Abb. 25 zeigt fluoreszenzmarkierte S. aureus-Keime im
Phasenkontrast bzw. nach Fluoreszenzinduktion. Ebenso wie bei den B. cereus Sporen
pradestinierte die hohe Affinitdt der Kaninchenseren fiir vitale Keime diese Antikorper fiir

den Einsatz in der Bioaffinitéitsseparation.

a & ca. 10 ym

Abbildung 25: S. aureus Stamm DSM 20491 (Protein-A negativ) im Phasenkontrast
und in der Immunfluoreszenz, markiert mit spezifischem
Kaninchenserum (#71, 39. Abnahmewoche)

In orientierenden Versuchen unter Verwendung der gegen S. aureus gerichteten mAk
(Tab. 14) konnte hingegen keine Bindung dieser Antikorper an die Keime mittels
Immunfluoreszenz nachgewiesen werden, wobei die gegen Protein-A gerichteten Antikorper
nicht iiberpriift wurden. Aufgrund der fehlenden Reaktion in der Immunfluoreszenz wurden
die Zielantigene ebenfalls im Immunoblot untersucht. Die Prédparation von Ribolysaten, die
Auftrennung der Proteine und das Blotting erfolgte wie in 3.3.2.2, 3.2.2 und 3.2.3
beschrieben.

Bei den iiberpriiften antikorperhaltigen ZKU konnte nur mit dem mAk 1D7 eine eindeutige

Reaktionsbande erhalten werden, die in Negativkontrollen nicht zu sehen war. Das
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Molekulargewicht des Antigens wurde mit 39,8 kDa berechnet. Die entsprechenden

Immunoblots sind in Abb. 26 dargestellt.

kDa

™
— 97,0
— 66,0
— 45,0
o
— — — 30,0

— 20,1
— 14,4

Abbildung 26: Immunoblots von mAk gegen S. aureus v.l.n.r.: Kontrollansatz, mAk
2B2, mAk 2C2, mAk 1G4, mAk 1D7; als Probe wurde Ribolysat des
S. aureus Stammes DSM 20491 (Protein-A negativ) eingesetzt. Beim
Kontrollansatz wurde der Blot nur mit dem peroxidasemarkierten
Sekundérantikorper (Horse anti-Mouse IgG-HRP) beprobt.

3.3.6 Einsatz der Antikorper in monolithischen Bioaffinititsanreicherungs-
sidulen
3.3.6.1 Versuchsaufbau und Ablauf

Die monolithischen Bioaffinitidtschromatographiesdulen wurden von Sonja Ott am
Lehrstuhl fiir Analytische Chemie (Institut fiir Wasserchemie und Chemische Balneologie)
der Technischen Universitit Miinchen produziert. Die Anreicherung wurde wie in der
Literatur beschrieben (PESKOLLER et al., 2009; OTT et al., 2011) durchgefiihrt. Hierzu
wurde gefilltes Antiserum des Kaninchens #74 (Nachweis von B. cereus Sporen) bzw. #71
(S. aureus-Nachweis) kovalent an das monolithische Material gekoppelt. In Vorversuchen zur
Aufkonzentrierung von B. cereus Sporen konnte gezeigt werden, dass bei einer
Belegungsdichte von 1 mg gefilltem, polyklonalem Antiserum pro ml Sdulenmaterial hohe
Wiederfindungsraten fiir die in Puffer vorliegenden Keime erhalten wurden. Im Rahmen der
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vorliegenden Arbeit sollte die Aufkonzentrierung der Zielkeime aus 100 ml Magermilch
tiberpriift werden. Dazu wurden mit verschiedenen Keimgehalten von B. cereus Sporen oder
S. aureus (10" — 10* KbE/ml) angereicherte Proben bei einer Durchflussgeschwindigkeit von
7 ml/min iiber die Sdulen gegeben. Danach wurden die zuriickgehaltenen Keime mit einem
Glycin/HCI Elutionspuffer (pH 3) eluiert, wobei die Elution einmal in FlieBrichtung der Probe
und einmal entgegen der FlieBrichtung mit jeweils 1 ml Puffer durchgefiihrt wurde. Die
Eluate wurden sofort 1:1 mit Bicarbonatpuffer neutralisiert, um Schiden an den Keimen und

Probleme im Nachweissystem zu vermeiden.

3.3.6.2 Anreicherung von B. cereus Sporen aus Magermilch

Zur quantitativen Auswertung der mit den monolithischen Sdulen erzielten Anreicherung
von B. cereus Sporen wurden die Keimgehalte in den jeweiligen Fraktionen (Durchlauf bzw.
Eluat) mittels klassischer Plate Count-Methodik bestimmt (Tab. 17). Bei allen untersuchten
Konzentrationsbereichen (10'-10* KbE/ml bzw. 10°-10° KbE/Lauf) von Sporen im
Probenmaterial wurden zwischen 40 % und 60 % der eingesetzten Keime in den Eluaten
nachgewiesen. Damit einhergehend wurde eine durchschnittliche Anreicherung der Keime im
Eluat im Vergleich zur aufgetragenen Probe von Faktor 19,6 beobachtet. So wurden
beispielsweise beim Auftrag von mit 10° KbE/ml kontaminierten Proben durchschnittlich

2 x 10" KbE/ml in den Eluaten wiedergefunden.

Tabelle 17:  Uberblick iiber die Sporenanreicherungsversuche (n = 3) aus 100 ml
Magermilchproben mit monolithischen Sidulen. Die Quantifizierung
erfolgte durch klassische Plate Count-Methodik. Der
Konzentrierungsfaktor wurde anhand der Keimdichte im Eluat im
Vergleich zum Keimgehalt der aufgetragenen Probe berechnet. Die
Summe der Prozentangaben von Durchlauf und Eluaten weicht aufgrund
methodisch bestimmter Schwankungen bei der Keimzahlbestimmung
von 100 % ab.

Keimgehalt der Wiedergefundene Sporen (%) Konzentrierungs-
aufgetragenen Durchlauf Eluate faktor
Probe (KbE/ml) [X(£s)] [X(£s)] [X(£s)]
10 70,9 (= 17,4) 41,1 (= 14,9) 16,6 (£ 6,7)
107 73,6 (£ 12,7) 46,2 (£9,2) 18,1 (£2,2)
10° 45,0 (x 10,7) 51,8 (= 12,0) 19,2 (£5,9)
10* 49,2 (£ 22,7) 62,4 (£ 16,4) 24,6 (= 7,6)
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Um zu demonstrieren, dass mittels Bioaffinitdtsanreicherung der Nachweis von B. cereus
Sporen in Lebensmitteln innerhalb eines Arbeitstages realisiert werden kann, wurde neben der
Auswertung mittels Plate Count-Verfahren als weiteres Nachweisverfahren eine real-time
PCR etabliert. Dafiir wurde DNA mit dem UltraClean® Microbial DNA Isolation Kit nach
der Anleitung des Herstellers aus jeweils 2 ml der sporenhaltigen Eluate extrahiert und mittels
Vorwirts- und Riickwirtsprimern das bei 99,5 % aller B. cereus Staimme vorkommende
nheA-Gen (WEHRLE et al., 2010) auf einem Light Cycler 2.0 nachgewiesen. Die
verwendeten PCR-Primer wurden von der Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, synthetisiert.
Die Methode erwies sich in mehreren Versuchen als zuverlidssig und kompatibel mit den fiir
die Elution verwendeten Puffern (Mischung aus Elutions- und Bicarbonatpuffer). Es wurde
eine quantitative Nachweisgrenze von 2,5 x 10° KbE pro Probe erreicht. In Proben mit
geringerer Konzentration gab es zwar nachweisbare Amplifikate mit passenden
Schmelzkurven, diese ermoglichen aber nur noch eine qualitative Aussage zur Prdsenz von
B. cereus Sporen.

Abb. 27 zeigt die mittels der real-time PCR fiir B. cereus Sporen erhaltene Standardkurve,
eine vergleichende Ubersicht zu den bei der Bioaffinititsanreicherung erhaltenen Ergebnissen
basierend auf Plate Count-Methodik und real-time PCR zeigen Tab. 18 und Abb. 28. Im
Bereich von 10% bis 10* KbE/ml im Probenansatz zeigte sich eine gute Ubereinstimmung der
Ergebnisse aus beiden Nachweisverfahren. Beim Ansatz mit den niedrigsten Keimgehalten
von 10" KbE/ml lieferte die real-time PCR allerdings fiir jedes der drei Eluate Ergebnisse im
Bereich von 3 x 10° KbE und lag damit weit iiber der Zahl an Sporen, die iiberhaupt in den
jeweiligen Versuchen eingesetzt worden waren. Im Gegensatz zu dieser Uberschitzung des
Keimgehaltes zeigte die Bestimmung mittels Plate Count einen lineareren Zusammenhang
und besitzt im unteren Konzentrationsbereich der Proben somit gréfere quantitative
Aussagekraft. Die Ubereinstimmung der Ergebnisse und die Uberschiitzung niedriger
Konzentrationen durch die real-time PCR wird besonders durch den Quotient der Ergebnisse
in Tab. 18 verdeutlicht. Der Sandwich-EIA (3.3.5.2.1.2) wurde in diesen Untersuchungen
nicht eingesetzt, da dieses Nachweisverfahren nicht die notwendige Selektivitit ausschlielich

fiir B. cereus Sporen aufwies.
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Abbildung 27: Standardkurve der real-time PCR zum Nachweis von nheA-Genen von
B. cereus.

Tabelle 18: Mittels real-time PCR bzw. Plate Count-Verfahren nachgewiesene
Keimgehalte in den bei der Bioaffinitdtsanreicherung erhaltenen Eluaten.

Keimgehalt der Real-time PCR Plate Count Quotient
aufgetragenen (KbE/Eluat) (KbE/Eluat) PCR/
Probe (KbE/ml) [X(x8)] [X(xs8)] Plate Count
10! 33x 10° (£ 1,8 x 10%) 2,7x 10*(£ 1,1 x 10%) 12,2
10 49x10° (£ 1,5x 10%) 2.2x 10° (£ 6,6 x 10%) 2,2
10° 1,5 x 10* (22,0 x 10% 2,8x 10*(£5,9x 10%) 0,6
10* 2,1x10°(£5,4x 104 2,8 x 10° (6,9 x 10%) 0,7
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Abbildung 28: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse der Sporenanreicherung mit
monolithischen Séulen.

3.3.6.3 Anreicherung von S. aureus

Trotz  Variationen vieler Versuchsparameter (Beschichtung der Sédulen mit
unterschiedlichen Antiseren, Antikorperkonzentration zur Beschichtung der Siulen, getestete
S. aureus Stimme, Konzentration der Bakterien, pH-Wert, Molaritdt und Zusammensetzung
der Pufferlosungen, FlieBgeschwindigkeit der Probe iiber die Sdule, Temperatur der Probe)
konnte fiir Protein-A negative S. aureus keine signifikante Anreicherung mittels Bioaffinitit
realisiert werden (Ergebnisse nicht dargestellt). Interessanterweise wurden auch beim
Protein-A positiven Stamm DSM 20372, der theoretisch aufgrund der Interaktion von
Protein-A mit den Fc-Teilen der immobilisierten Antikdrper zu einem hohen Prozentsatz an

die monolithischen Sdulen binden sollte, nur eine vergleichsweise geringe
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Wiederfindungsrate von ca. 35 % erreicht — ein Hinweis darauf, dass zum Nachweis dieser
Keimgruppe (Kokken) im Gegensatz zu den Sporen die Fluidmechanik der Monolithen noch

weiter optimiert werden muss.

3.3.6.4 Uberpriifung Sepharose-basierter Bioaffinitiitsanreicherungssiulen fiir

S. aureus

Aufgrund der schlechten Ergebnisse fiir die Aufkonzentrierung von S. aureus in den
Versuchen mit den monolithischen Bioaffinitdtsanreicherungssidulen wurden klassische, auf
Sepharosegelen basierende Affinitdtssdulensysteme eingesetzt, um die generelle Eignung der
Antikorper, speziell gegen S. aureus, fiir diesen Anwendungszweck zu testen und die
prinzipielle Funktionalitidt des Systems zu iiberpriifen.

Zur Herstellung des Sdulenmaterials wurde 15 mg polyklonales Serum an 1 g CNBr-
aktivierte Sepharose (GE Healthcare) nach Herstelleranleitung gekoppelt. Die fiir die
Versuche verwendeten Sédulen hatten ein Gesamtvolumen von ca. 700 pl.

In den Versuchen wurden native S. aureus und S. aureus-Ribolysate eingesetzt. Die
Anzucht von S. aureus erfolgte wie in 3.3.1.2.2, die Herstellung der Ribolysate wie in 3.3.2.2
beschrieben. Beim Einsatz von Keimen in Ldsung wurden Keimzahlen von 10° KbE/ml
eingesetzt, bei S. aureus Ribolysat wurde eine 1:300-Verdiinnung (entspricht einem
Ausgangskeimgehalt von 10° KbE/ml) verwendet, die zuvor im Sandwich-EIA als geeignete
Konzentration ermittelt worden war.

Vor Verwendung wurden die Sepharosesdulen mit 5 ml PBS gespiilt, um in der Siule
befindliches Natriumazid zu entfernen, da dieses als Konservierungsmittel die
Keimzahlbestimmungen der Probenlosungen stéren wiirde. Dann wurden die Antigene (20 ml
Losung bei nativen Keimen bzw. 5 ml beim Ribolysat) mit einer Geschwindigkeit von
2-3 ml/min iiber die Sdulen gegeben, wobei die Durchldufe aufgefangen wurden. Nach dem
Probenauftrag wurden die Sdulen nochmals mit 5 ml PBS gespiilt. Anschlieend folgte die
Elution mit zwei mal je 5 ml Glycin/HCI-Puffer (pH 3), der auch fiir die monolithischen
Sdulen verwendet wurde. Die Eluate wurden sofort nach deren Gewinnung 1:1 mit
Bicarbonatpuffer neutralisiert, um zu verhindern, dass der niedrige pH-Wert eine
Inaktivierung der Keime und damit eine negative Beeinflussung der Keimzahlbestimmung zur

Folge haben konnte.
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Die Quantifizierung der Probeneinsitze, der Durchldufe und der Eluate erfolgte im Falle
von nativen Keimen mittels klassischem Plate Count-Verfahren, bei dem Verdiinnungsreihen
der Proben auf nicht selektive Nidhrboden ausgebracht, iiber Nacht bebriitet und am Folgetag
ausgezihlt werden. Die Ribolysate von S. aureus wurden im Kaninchenseren-Sandwich-EIA
(3.3.5.3.1.2) quantifiziert.

Um prinzipiell die Bindung von Staphylokokken an Sepharose-basiertes Gelmaterial zu
tiberpriifen, wurde die Interaktion von Protein-A mit IgG-Antikorpern genutzt. Zu diesem
Zweck wurde ein irrelevanter monoklonaler IgG-Antikorper an CNBr-aktivierter Sepharose
immobilisiert. Uber dieses Sdulenmaterial wurde dann ein Protein-A positiver S. aureus-
Stamm, DSM 20372, gegeben. Die Quantifizierung der Keimzahlen in den verschiedenen
Fraktionen zeigte, dass ca. 60 % der S. aureus Keime an die Festphase der Sdule gebunden
hatten, wihrend ca. 40 % des Materials im Durchlauf sowie den Waschfraktionen
nachgewiesen wurde, ein Hinweis darauf, dass die durch Protein-A vermittelte Bindung von
S. aureus an immobilisierte IgG-Antikorper im Sepharosesidulen-Modell deutlich besser als
bei den Monolithen funktioniert.

Im néchsten Schritt wurde die Interaktion von Protein-A negativen S. aureus mit den
spezifischen Kaninchenseren iiberpriift. Dazu wurde jeweils Gelmaterial mit polyklonalen
Antikorpern der Kaninchen #71 bzw. #75 beschichtet, und diese mit dem S. aureus-Stamm
DSM 20491 (Protein-A negativ) getestet. Unerwarteterweise konnten jedoch in beiden Fillen
keine nennenswerten Mengen der Keime in den Eluatfraktionen nachgewiesen werden. Eine
mogliche Ursache konnte darin liegen, dass die Antikorper bei der Immobilisierung an das
Gelmaterial inaktiviert wurden, da die kovalente Bindung der Antikorper an das CNBr-
aktivierte Gelmaterial zufillig erfolgt.

Um die Bindungsfihigkeit der polyklonalen Antikorper, die an der Sepharosesiule
immobilisiert wurden, zu {iiberpriifen, wurde die mit Kaninchenantikdrpern des Tieres #71
beschichtete Sdule nochmals verwendet, und als Antigen Protein-A negatives S. aureus-
Ribolysat, das sich im EIA als reaktivste Antigenpriparation gezeigt hatte, eingesetzt. Die
Proben wurden hier, da es sich bei Ribolysat nicht mehr ausschlieBlich um lebensfahige
Keime handelt, nicht mittels Plate Count-Verfahren, sondern mittels Kaninchenserum
Sandwich-EIA (3.3.5.3.1.2) quantifiziert. Mittels EIA wurden {iber 40 % des
wiedergefundenen Materials in der Eluatfraktion nachgewiesen, ein Beleg dafiir, dass
zumindest ein Teil der gebundenen Antikorper aktiv ist.

Um die Ursache fiir die Diskrepanz der Ergebnisse weiter einzugrenzen, wurde ein

alternativer Ansatz iiberpriift, bei dem die IgG-Fraktion der spezifischen Kaninchenseren bei
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Erhalt der immunologischen Aktivitit reversibel an ein mit Protein-A beschichtetes
Gelmaterial immobilisiert wurde. Als Probe wurde ein Protein-A negativer S. aureus Keim
(DSM 20491) eingesetzt. Auch in diesem Versuch wurden jedoch nur knapp 10 % der
aufgetragenen Keime in der Eluatfraktion nachgewiesen.

Die in Tab. 19 zusammengefassten Versuche, sowie die Ergebnisse der Agglutinations-
Reaktionen (3.3.5.3.2.2) weisen darauf hin, dass die in den Seren nachweisbare
Antikorperpopulation gegen S. aureus Zellwandstrukturen (z.B. Peptidoglycane bzw.
Teichonsdure) v.a. vom IgM-Subtyp dominiert wird. Diese Antikorper weisen jedoch eine
vergleichsweise geringe Stabilitit auf und wurden offensichtlich bei der Immobilisierung an
die monolithischen Bioaffinititssdulen bzw. den Sepharose-Gelen inaktiviert. Demzufolge
konnten in den Eluaten nur geringe Wiederfindungsraten fiir Protein-A negative S. aureus

bestimmt werden.

Tabelle 19: Ubersicht iiber Versuche mit Sepharose-basierten Bioaffinit:ts-

anreicherungssiulen
Immobilisiertes . % der wieder-
Material Probe Fraktion gefundenen Probe
irrelevanter IgG- S. a. DSM 20372 Durchlauf 39,2
Antikorper (Prot.-A positiv) Eluat 60,8
Durchlauf 98,6
Kaninchenserum #71 5. a. DSM 204.91
(Prot.-A negativ) Eluat 1.4
Durchlauf 96,2
Kaninchenserum #75 5. a. DSM 204.91
(Prot.-A negativ) Eluat 3,8
Protein-A, dann S. a. DSM 20491 Durchlauf 90,7
Kaninchenserum #75 (Prot.-A negativ) Eluat 9,3
S. a. DSM 20491 Durchlauf 55,7
Kaninchenserum #71 Ribolysat
Eluat 44,3

(Prot.-A negativ)
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4 Diskussion

Aufgrund ihres pathogenen Potentials und des hidufigen Vorkommens von B. cereus und
S. aureus stellen diese beiden Keime wichtige Faktoren in der Routineuntersuchung von
Lebensmitteln dar. In den europédischen Mitgliedsstaaten sind in der VO (EG) Nr. 2073/2005
Staphylokokken-Enterotoxine als Lebensmittelsicherheitskriterium und koagulasepositive
Staphylokokken als Prozesshygienekriterium festgeschrieben. Ebenfalls als Prozesshygiene-
kriterium werden prasumtive B. cereus in der VO (EG) Nr. 1441/2007 aufgefiihrt. Gerade in
der Milchindustrie, in der grole Chargen von zehntausenden von Litern verarbeitet werden,
birgt eine Kontamination mit diesen Bakterien nicht nur eine gesundheitliche Gefahr fiir eine
groBe Anzahl an Verbrauchern, sondern auch im Falle von Verschleppung der
Krankheitserreger in eine Vielzahl von Produkten ein enormes Schadenspotential fiir die
Molkereien (VELTHUIS et al., 2009; VELTHUIS et al., 2010). Riickrufaktionen schaden
nicht nur dem Ruf eines Herstellers, sondern verursachen, ebenso wie die unschidliche
Beseitigung kontaminierter Lebensmittel, hohe Kosten, die teilweise bis weit in den
zweistelligen Millionenbereich gehen (SKEES et al., 2001). Um diese Belastungen fiir die
Industrie zu vermeiden, ist es wichtig, relevante Mikroorganismen schon moglichst frith im
Herstellungsprozess der Waren nachweisen zu konnen. Die derzeitigen Standardmethoden
(2.1.4 bzw. 2.2.4) sehen allerdings langwierige Anzuchtverfahren vor, die eine notwendige
Entscheidung iiber die Produktsicherheit verzogern. Um einen schnelleren Nachweis zu
ermdglichen, wire es wiinschenswert, die Bakterien aus Proben mit niedriger Keimzahl ohne
Anreicherungsschritt so weit zu konzentrieren, dass mit den verfiigbaren Analysemethoden
die Keime direkt nachweisbar sind. Fiir diese Fragestellung sind immunchemische Verfahren
wie die Bioaffinitdtschromatographie bestens geeignet, allerdings unter der Vorraussetzung,

dass spezifische Antikorper fiir die jeweiligen Mikroorganismen zur Verfiigung stehen.
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4.1 Generierung von Antikorpern

Im Hinblick auf den geplanten Einsatz der entwickelten mAk in EIAs und in der
bioaffinitdtschromatographischen Konzentrierung der Zielmikroorganismen wurden die nach
der Zellfusion erhaltenen ZKU gezielt auf Antikorper vom IgG-Subtyp gescreent, da sich
diese Antikorper zum einen erfahrungsgeméll durch eine hohere Stabilitdt auszeichnen und
zum anderen relativ einfach aufzureinigen sind. In Abhéngigkeit vom verwendeten
Immunogen wurden hierbei allerdings unterschiedliche Erfahrungen gemacht: Sporen von
B. cereus und die Ghosts-Pridparationen von S. aureus resultierten v.a. in Antikorpern vom
IgM-Subtyp, wihrend gegen mit Paraformaldehyd inaktivierte Priparationen von vegetativen
B. cereus und S. aureus eine breite Palette von IgG-Antikorpern mit unterschiedlicher
Affinitdt und Spezifitit erhalten wurde.

Die sechs in der vorliegenden Arbeit gewonnenen mAk gegen vegetative Formen von
B. cereus sind alle vom Subtyp IgG. Zur Immunisierung wurden Mischpriparationen aus
zwei unterschiedlichen Stdmmen, einem Bildner von Diarrh6-Toxinen (DSM 4384) und
einem Typstamm (DSM 31), eingesetzt. Dieser duale Ansatz lieferte Antikorper
unterschiedlicher Spezifitdt, wobei mit einer Ausnahme alle mAk nur mit Stimmen von
B. cereus und der Cereus-Gruppe reagierten. Nur ein mAk, 2C10, zeigte auch Reaktionen mit
3 Vertretern von B. stearothermophilus (Tab. A3). Um die Intraspezies-Reaktivitit der mAk
umfassend zu charakterisieren wurde eine im Vergleich zu anderen bislang beschriebenen
Ansitzen sehr umfangreiche Stammsammlung von 107 Bazillenstimmen eingesetzt. Dies ist
deshalb besonders wichtig, weil mAk naturgemdl nur ein Epitop auf dem jeweiligen
Zielantigen erkennen. Bei Proteinen umfasst dieses Epitop etwa 4-8 Aminosduren. Eine hohe
Variabilitit in dieser Sequenz bei den verschiedenen Bakterienstimmen limitiert die
Intraspezies-Spezifitiat des Antikorpers und kann im Extremfall dazu fiihren, dass der mAk
nur mit dem zur Immunisierung  eingesetzten  Bakterienstamm  reagiert
(WOLFERTSTETTER, 1999). Dies war jedoch bei den gegen vegetative Formen von
B. cereus entwickelten mAk nicht der Fall. MAk 2E3 reagierte z.B. mit 71 von 84 Vertretern
von B. cereus, 2 von 9 Vertretern der Cereus-Gruppe (2x B. thuringiensis), hingegen aber
nicht mit anderen Bazillen (n = 14; Tab. Al, A2 und A3). Die breite Reaktivitit der mAk
spricht fiir hochkonservierte antigene Epitope, die bei verschiedenen Stimmen vegetativer
B. cereus vorkommen, wobei dennoch eine gewisse Variabilitdt zwischen den einzelnen mAk
festgestellt wurde. So zeigten beispielsweise einige der mAk nur mit einem der beiden als

Immunogen verwendeten Bazillenstimmen eine Reaktion. Trotz der breiten Reaktivitit der
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mAk scheint es im Hinblick auf die Entwicklung eines immunchemischen Testsystems
sinnvoll, eine Mischung mehrerer, in ihrer Selektivitdt unterschiedlicher mAk einzusetzen,
um moglichst viele unterschiedliche Stimme von B. cereus erfolgreich nachweisen zu
konnen. Unklar blieb, warum die mAk nur im indirekten EIA, nicht aber im Sandwich-EIA
oder in der Immunfluoreszenz reagierten, wobei andere Arbeiten zu mAk gegen Gram-
positive Bakterien auch dieses Problem beschreiben. So wurde bei LIN et al. (2006) nur bei
zwei von 35 etablierten mAk gegen Listeria monozytogenes eine Reaktion mit ganzen Zellen
in der Immunfluoreszenz nachgewiesen. Untersuchungen zur Herstellung von mAk gegen
vegetative Formen von B. cereus wurden auch von CHARNI et al. (2000) publiziert. Die
gewonnenen zwei mAk wurden dhnlich wie in der vorliegenden Arbeit anhand einer
Stammbibliothek, die 21 B. cereus-Stimme, 5 Stamme der Cereus-Gruppe, 7 andere
Bazillenstimme und 7 ginzlich andere Bakterienspezies enthielt, mittels indirekter EIAs
untersucht. Die dabei erhaltenen Reaktionsmuster sind denen dhnlich, die in der vorliegenden
Arbeit bei den sechs gewonnenen mAk gegen vegetative Formen von B. cereus gefunden
wurden. Hohe Reaktivitit wurde nur mit Stimmen aus der Cereus-Gruppe festgestellt,
Bazillen-Spezies aus anderen morphologischen Gruppen reagierten hingegen nicht. Auch die
Molekulargewichte der Zielantigene lagen in einem &dhnlichen Bereich bei 22 und 58 bzw.
62 kDa. Im Gegensatz zu den eigenen Untersuchungen konnte von CHARNI et al. (2000) mit
den mAk ein Sandwich-EIA etabliert werden, als Nachweisgrenze wurden 10?> KbE/ml
Anreicherungsmedium angegeben.

Gegen Sporen von B. cereus stellte es sich als duBerst schwierig dar, mAk vom IgG-
Subtyp zu generieren. Dennoch wurde im Hinblick auf die spidtere Anwendung, gerade auch
in der Bioaffinitdtschromatographiesidule, der Fokus auf mAk diesen Subtyps gelegt. Als
Immunogen kamen inaktivierte Sporen der B. cereus Staimme DSM 4312, der emetisches
Toxin bildet, DSM 4384, der Diarrh6-Toxine bildet, und ein Isolat aus Lebensmitteln, MHI
M1, zum Einsatz. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit gelang es, 2 mAk vom IgG-Subtyp zu
gewinnen. MAk 1F12 ist hoch selektiv fiir B. cereus, im indirekten EIA reagierte er mit 46
von 77 Stimmen und zeigte keine Reaktion mit anderen Vertretern der Cereus-Gruppe oder
anderen Bazillenspezies. Der zweite gewonnene mAk, 2E7, reagierte hingegen mit 50 von 77
Stimmen B. cereus, aber auch mit zwei Stimmen B. mycoides und einem Stamm
B. licheniformis. Neben dieser unerwiinschten Kreuzreaktivitit zeichnet sich dieser mAk
durch eine hohere Affinitdt aus. So konnte mit dem mAk 2E7 bei einigen B. cereus Stimmen
noch weniger als 10° KbE/ml im indirekten EIA nachgewiesen werden, wihrend die

Reaktivitit des mAk 1F12 im Bereich von 10°-10° KbE/ml lag (Tab. A4, A5 und A6). Beide
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Antikorper zeigten allerdings keine Reaktionen in der Immunfluoreszenz. Auch einige der
von WALPER et al. (2012) beschriebenen Einzeldoménenantikdrper (sdAk) gegen das
sporenassoziierte Protein EA1 zeigten nur Reaktionen mit erhitzten und danach
ultraschallbehandelten Sporen, ein Hinweis darauf, dass das von diesen Antikorpern erkannte
Epitop auf intakten Sporen nicht zugédnglich ist. Orientierende Versuche mit #dhnlichen
Sporenpréparationen fiihrten jedoch in den eigenen Untersuchungen zu keiner signifikanten
Verbesserung der Nachweisbarkeit mittels EIA bzw. Immunfluoreszenz (Ergebnisse nicht
dargestellt). Somit bleibt unklar, ob die fehlende Reaktivitit der mAk mit intakten Sporen in
der Immunfluoreszenz auf die mangelnde Prisentation des Zielepitops zuriickzufiihren ist,
oder ob die mAk (zumindest mAk 1F12, der im Immunoblot positiv reagierte) mit einem
nichtsporenspezifischen Protein von B. cereus reagieren, das dhnlich wie das EA1-Protein an
die Oberfliche der Sporen angelagert ist. Da bei der Durchfithrung der Immunfluoreszenz
mehrere Waschschritte zur Anwendung kommen, ist es durchaus moglich, dass hierbei diese
locker angelagerten Proteine abgewaschen werden und daher keine Reaktivitidt des
Antikorpers mehr mit den Sporen nachweisbar ist. Zur Kldrung dieser offenen Fragen wire
die Identifizierung des von mAk 1F12 erkannten 21 kDa-Proteins wiinschenswert. Basierend
auf den in der vorliegenden Arbeit gemachten Erfahrungen ist es zudem im Hinblick auf die
Generierung weiterer mAk gegen Sporen von B. cereus sicherlich sinnvoll, sowohl zur
Immunisierung, als auch zum Screening intensiv gewaschene (= 10x) Sporenprédparationen
einzusetzen, um diese an die Sporenoberfldche locker angelagerten Proteine zuverlédssig und
vollstindig zu entfernen und somit die oben skizzierte Problematik zu umgehen. KUEHN et
al. (2009) produzierten mAk gegen Sporen von B. anthracis und stieBen auf @hnliche
Probleme bei der Generierung von mAk vom IgG-Subtyp: Nach Immunisierung mit
inaktivierten Sporen konnte nur ein einziger mAk vom Subtyp IgM etabliert werden. 1gG-
Antikorper wurden hingegen nach Immunisierung mit Einzelkomponenten des Exosporiums
von B. anthracis gewonnen. QUINLAN & FOEGEDING (1997) gelang es, 2 mAk vom IgG-
Subtyp gegen B. cereus Sporen zu generieren. In einem Screening mit 5 weiteren
Bazillenstimmen wurden Kreuzreaktionen mit Sporen von B. megaterium und B. subtilis
subsp. globigii festgestellt.

In der vorliegenden Arbeit zeigten die im Kaninchen induzierten polyklonalen Antikdrper
die breiteste Reaktivitit mit den getesteten Bazillen (Tab. A4, A5 und A6). Alle 77
eingesetzten B. cereus Stimme wurden erkannt, sowie die vier weiteren Vertreter der Cereus-

Gruppe und zwei der drei anderen Bazillenspezies. Die Antiseren zeichneten sich zudem
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durch eine sehr hohe Sensitivitit aus, fiir die zur Immunisierung eingesetzten Stimme
konnten im indirekten EIA Nachweisgrenzen von < 10° KbE/ml erreicht werden.

Bei der Herstellung von Antikorpern gegen S. aureus muss beriicksichtigt werden, dass ein
Grofteil der pathogenen Stimme Protein-A exprimiert, das an Fc-Teile von Immunglobulinen
bindet (LINDMARK et al., 1983; ATKINS et al., 2008). In einer Untersuchung von SPIKA et
al. (1981) wurde der Protein-A Gehalt von 12 S. aureus Stimmen bestimmt, wobei Werte
zwischen 0,04 und 5,0 ng pro 10° Bakterien ermittelt wurden. Stimme galten als Protein-A
reich, wenn sie mehr als 0,625ng pro 10° Bakterien enthielten. Die Bindung von
Immunglobulinen an Protein-A positive S. aureus erschwert zum einen den Nachweis von
spezifischen Antikorpern gegen S. aureus Oberflichenstrukturen und ist zum anderen
natiirlich besonders problematisch, wenn Protein-A-spezifische Antikorper nachgewiesen
werden sollen. Um diese Problematik zu umgehen wurde in der vorliegenden Arbeit zum
einen inaktiviertes Protein-A (3.3.2.3) als Antigen im EIA eingesetzt und zum anderen
wurden Protein-A positive S. aureus Stimme vor Einsatz in den Testsystemen mit
unspezifischem Kaninchenserum abgesittigt.

Zur Gewinnung von polyklonalen Antiseren wurden Kaninchen mit ganzen, inaktivierten
Keimen immunisiert, ein Vorgehen, das in der neueren Literatur selten zu finden ist, vielmehr
werden isolierte oder rekombinant hergestellte Zelloberflichen-Membranproteine oder
Peptidoglykanstrukturen eingesetzt (HALL et al., 2003; KIM et al., 2012; SANDHU et al.,
2012). Um eine breite Reaktivitit der Seren zu gewihrleisten und so sicherzustellen, dass bei
Untersuchungen von Lebensmittelproben moglichst alle Stimme von S. aureus detektiert
werden konnen, wurden in der vorliegenden Arbeit heterogene Keimpriparationen eingesetzt,
die sowohl Protein-A positive bzw. negative Referenzstimme (DSM 20372 bzw.
DSM 20491), als auch Isolate aus Lebensmitteln (MHI 379 bzw. MHI 409) enthielten. Das
polyklonale Kaninchenserum, das auf diese Weise gewonnen wurde, reagierte mit allen 94
Vertretern der KPS, aber auch mit 14 der 17 untersuchten KNS. In der Immunfluoreszenz
wurde die Reaktion mit intakten S. aureus Keimen nachgewiesen. Bei der Immunisierung von
Maiusen wurden dagegen mehrere Immunisierungsstrategien verfolgt. Aus den Zellfusionen
mit den Méiusen, die mit Lysostaphin—Ubersténden (3.3.1.3.2) immunisiert wurden, konnte
mit dem mAk 1E9 ein besonders interessanter mAk gewonnen werden. Er zeigte sich
spezifisch fiir Protein-A, in indirekten EIAs mit inaktiviertem Protein-A als
Beschichtungsantigen konnten weniger als 2 ng/ml nachgewiesen werden. Bei den
Untersuchungen der Stammbibliothek reagierten 74 von 87 S. aureus Stimmen positiv.

Insgesamt umfasste die Stammbibliothek 111 Staphylokokkenstimme, davon wurden
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aufgrund der Reaktivitit in einem irrelevanten EIA 64,9 % als Protein-A positiv und 35,1 %
als negativ eingestuft (Tab. A7 und A8). Der mAk 1E9 erkannte 83,8 % aller Stimme richtig
als Protein-A positiv oder negativ, nur bei 6,3 % der Staimme wurden falsch negative bzw. bei
9,9 % falsch positive Ergebnisse — bezogen auf die prasumtive Expression von Protein-A —
erhalten. Von den aus den Immunisierungen mit ganzen, inaktivierten Keimen gewonnenen
sechs mAk vom Subtyp IgG war besonders der mAk 2C2 interessant, der eine 100 %ige
Selektivitat fiir S. aureus aufwies und weder mit anderen KPS, noch mit KNS reagierte (Tab.
A7 und AS8). Die einzigen vermeintlichen KNS, die eine Reaktion zeigten, waren
Problemstamme aus der mikrobiologischen Abteilung des Institutes (Tab. A8), die aufgrund
unklarer Befunde in den biochemischen und mikrobiologischen Differenzierungstests nicht
eindeutig einer bestimmten Staphylokokken-Spezies zuzuordnen sind, und die entsprechend
nicht in die Auswertung mit einflieBen konnen. Die Frage nach dem Zielantigen des mAk
2C2 ist nicht abschlieBend geklirt. Da der mAk keine Reaktion im Immunoblot zeigte, liegt
die Vermutung nahe, dass es sich entweder um ein diskontinuierliches Epitop handelt, dessen
Konformation wichtig fiir die Bindung ist, aber bei der Probenaufbereitung fiir den
Immunoblot denaturiert wurde, oder dass es sich nicht um ein Protein handelt, sondern um
einen anderen Bestandteil der Zellwand von S. aureus, wie z.B. ein Peptidoglykan oder
Teichonsidure. Die Etablierung der Zelllinie, die den mAk 2C2 produziert, erfolgte zu einem
sehr spdten Zeitpunkt der vorliegenden Arbeit, so dass die Einsetzbarkeit des Antikorpers fiir
die Bioaffinitidtschromatographie nicht mehr iiberpriift werden konnte. Andere bislang in der
Literatur beschriebene mAk zum Nachweis von S. aureus zeigen hingegen eine zu hohe
Selektivitdt, da sie meistens gegen spezifische S. aureus Membranproteine oder andere
Oberfldchenstrukturen hergestellt wurden.

So wurde z.B. ein mAk gegen den Clumping Factor A von S. aureus zum Einsatz als
Injektionstherapeutikum entwickelt (HALL et al., 2003; PATTI, 2004; DOMANSKI et al.,
2005; JOHN, 2006). Aufgrund seiner Fihigkeit, die Bindung von Fibrinogen an Clumping
Factor A zu inhibieren wurde der mAk selektiert und mittels Fluoreszenz-
Durchflusszytometrie gegen Referenzstimme von S. aureus getestet, wobei zwischen
33,21 % und 97,31 % aller gezéhlten Bakterien erfolgreich fluoreszenzmarkiert werden
konnten. Bei HALL et al. (2003) reagierte der mAk mit allen klinischen Isolaten (n =21) von
S. aureus. Allerdings konnte BECKER et al. (1989) nur bei 44,2 % aller untersuchten
S. aureus Stimme aus Rohmilch (n=387) den Clumping Factor A nachweisen. Das hohe
Vorkommen des Clumping Factor A in klinischen Isolaten ist wahrscheinlich Resultat eines

Selektionsdrucks fiir dieses Pathogenititsmerkmal der Keime, der in dieser Form nicht in
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Lebensmitteln herrscht. Ein weiteres Ziel fiir Antikorper in Nachweisverfahren und
Infektionstherapie ist Protein-A (ESTEBAN—FERNANDEZ DE AVILA et al., 2012; KIM et
al., 2012). Bei KIM et al. (2012) wurden zur Herstellung von mAk gegen Protein-A Miuse
mit rekombinantem SpAkkaa, €inem Derivat von Protein-A, das nicht als Superantigen wirkt,
immunisiert. Es wurden drei mAk gewonnen, aber keine weiteren Untersuchungen zur
Selektivitdt oder zur Sensitivitdt gegeniiber S. aureus, anderen KPS oder KNS durchgefiihrt.
ESTEBAN-FERNANDEZ DE AVILA et al. (2012) beschreibt einen amperometrischen
immunomagnetischen Sensor, der in fettarmer Milch 1 KbE S. aureus pro ml nachweisen
konnen soll, obwohl das Volumen, das tatsdchlich in den Tests eingesetzt wurde, nur bei 50 pl
lag. Diese Diskrepanz fiihrten die Autoren darauf zuriick, dass die Proben vor Einsatz im
Testsystem einer Ultraschall-Behandlung unterzogen wurden. Dabei werden die Zellen
zerstort und Oberflachenbestandteile — wie das Protein-A — freigesetzt. Um auf diese Weise
allerdings noch eine quantitative Aussage iiber den Ausgangsgehalt der Probe machen zu
konnen, miisste es sich um genau definierte und mit einer Standardkurve kalibrierte Stimme
von S. aureus handeln, da unterschiedliche Stamme unterschiedliche Mengen an Protein-A
enthalten. So konnte SPIKA et al. (1981) stark variierende Protein-A Konzentrationen von
0,04-5,0 ng (bezogen auf 10° Keime) nachweisen, das entspricht einem Unterschied von
Faktor 125. In Kombination mit dem extrem kleinen Probenvolumen diirfte die
Nachweisgrenze von 1 KbE/ml nur schwer in der Praxis nachvollziehbar sein. Abgesehen
davon gibt es sowohl Daten aus der Literatur, als auch der vorliegenden Arbeit, die belegen,
dass nicht alle Stimme der KPS aus Lebensmittelproben Protein-A exprimieren. So fand
KRONVALL et al. (1971) Protein-A bei 90 % der untersuchten S. aureus Stimme (n = 156),
von den KPS in der vorliegenden Arbeit (n=94) waren nur 74,5 % Protein-A positiv.
WAGSTAFFE et al. (2012) produzierten bispezifische mAk, die sowohl an das S. aureus
Enzym Thermonuklease (TNase), als auch an Fluorophore oder deren Trigermolekiile banden
und setzten diese in einem neuartigen Fluoreszenzimmunsensor ein. Der Nachweis von TNase
in einem Lebensmittel ist allerdings nur ein indirekter Hinweis darauf, dass die Probe einmal
KPS enthalten haben konnte, und gilt nicht als Nachweis fir KPS (BECKER &
MARTLBAUER, 2011). Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen polyklonalen
Kaninchenseren und die mAk 1E9 und 2C2 zeigten dagegen Reaktivitit mit fast allen bzw.
allen S. aureus Stimmen der Stammbibliothek (n = 87) und bieten sich somit aufgrund ihrer

breiten Spezifitit zum Nachweis von S. aureus aus Lebensmitteln an.
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4.2 Nachweissysteme

EIA-Systeme zum schnellen Nachweis von Bakterien und anderen Antigenen sind
aufgrund der einfachen Anwendung und geringem zeitlichen Aufwand weit verbreitet. Thr
grofites Problem besteht in relativ hohen Nachweisgrenzen, wobei diese durch spezielle
Verfahren, wie den FEinsatz von chemilumineszierendem statt chromogenem Substrat,
verbessert werden konnen. Im indirekten EIA konnten mit den mAk gegen vegetative Formen
von B. cereus, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gewonnen wurden (3.3.5.1), bis zu
4,0 x 10* KbE/ml nachgewiesen werden. Der luminometrische Sandwich-EIA zum Nachweis
von B. cereus Sporen basierend auf polyklonalen Kaninchenseren (3.3.5.2.1.2) erwies sich als
hoch sensitiv, die Nachweisgrenze des Verfahrens lag bei 5,4 x 10° KbE/ml. Allerdings
reagierten auch Sporen von allen untersuchten Vertretern der Cereus-Gruppe (n = 4) und zwei
von drei anderen Bazillenstimmen im Sandwich-EIA positiv. Die Testempfindlichkeit des
entwickelten Sandwich-EIAs liegt im oberen Bereich der bislang zum Nachweis von Bacillus
Sporen publizierten EIAs (HOILE et al., 2007; KUEHN et al., 2009; WANG et al., 2009a;
GOMEZ DE LA TORRE et al., 2012). Die Angaben differieren hierbei zwischen 10° und
10° KbE/ml. Auch die Selektivitit des Nachweises ist mit anderen Arbeiten vergleichbar, in
denen ebenfalls Kreuzreaktionen innerhalb der Cereus-Gruppe beschrieben wurden (KING et
al., 2003; KUEHN et al., 2009; TAMBORRINI et al., 2010; WALPER et al., 2012).

Neben der Sensitivitit eines Nachweises spielt die Selektivitit fiir den gewiinschten
Analyten eine iibergeordnete Rolle fiir die Anwendung eines Testsystems in der Praxis. Da
der Sandwich-EIA nicht den spezifischen Nachweis von B. cereus erlaubte, wurde im
Hinblick auf die Erstellung eines auf Bioaffinitdtschromatographiesdulen basierenden
Schnellnachweises dieses Keimes aus Lebensmitteln eine real-time PCR als alternatives,
ebenso sensitives, schnelles und selektiveres Verfahren etabliert. Die real-time PCR benotigt
zwar einen hoheren Geridteaufwand als immunchemische Verfahren, erreicht aber in der
Regel Nachweisgrenzen, die denen eines EIA iiberlegen sind. Die Selektivitit kann bei
sorgfiltiger Auswahl oder Entwicklung von Primerpaaren sehr genau eingestellt werden. Bei
Bacillus Sporen besteht die erste Schwierigkeit darin, ein effektives Aufschlussverfahren fiir
die robusten Dauerstadien zu finden, das auch kompatibel zur jeweiligen Probenmatrix sein
muss (DAUPHIN et al., 2009; GULLEDGE et al., 2010; ROSE et al., 2011; WIELINGA et
al., 2011). Nach der Extraktion der DNA ist die weitere Vorgehensweise identisch zu
vegetativen Formen der Bazillen oder ginzlich anderen Bakterien. Beachtliche

Nachweisgrenzen werden in der Literatur beschrieben: Mittels PCR konnte RANIERI et al.
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(2012) 3,25 x 10" KbE/ml Paenibacillus spp. aus Rohmilchproben nachweisen. JAIN et al.
(2012) setzte eine real-time PCR ein, um B. anthracis Sporen in Bodenproben und
Talkumpuder nachzuweisen. Positive Resultate wurden hier fiir jeweils 10° und 10 Sporen in
0,1 g Probe erreicht. Noch niedrigere Nachweisgrenzen wurden von MARTINEZ-BLANCH
et al. (2009) beschrieben, die eine real-time PCR mit SYBR Green als Fluoreszenzfarbstoff
einsetzten, um B. cereus Sporen in Lebensmittelproben zu quantifizieren und dabei bis zu
6 x 10" KbE/ml erfolgreich nachweisen konnten. Die real-time PCR, die in der vorliegenden
Arbeit verwendet wurde, basierte ebenfalls auf SYBR Green, zum Nachweis wurde ein von
WEHRLE et al. (2010) beschriebenes Primerpaar fiir das nheA-Gen von B. cereus eingesetzt.
Dieses Gen konnte von NGAMWONGSATIT et al. (2008) in 100 % aller untersuchten
B. cereus Stamme (n=411) gefunden werden, kommt aber auch in anderen Vertretern der
Cereus-Gruppe (hauptsichlich B. thuringiensis) vor, nicht jedoch in anderen Bazillen
(EHLING-SCHULZ et al., 2006; WEHRLE et al., 2009). Damit besitzt die PCR fiir dieses
Gen eine hohe Selektivitit fiir potentiell pathogene Bazillen. Nach Optimierung des PCR-
Verfahrens wurde eine quantitative Nachweisgrenze von 2,5 x 10° KbE pro Probe erreicht,
der Aufschluss war kompatibel mit dem Elutionspuffer der Bioaffinititschromatographie-
sdaulen. Somit lag die Nachweisgrenze fiir Sporen in diesem System noch unter derjenigen des
luminometrischen Sandwich-EIAs, und gleichzeitig wurde die Selektivitét fiir B. cereus und
die Cereus-Gruppe gesteigert.

Mit den polyklonalen Kaninchenseren gegen S. aureus, fiir deren Herstellung ganze,
inaktivierte Keime als Immunogen eingesetzt wurden, konnte eine Nachweisgrenze von
9,1 x 10° KbE/ml in einem optimierten Sandwich-EIA (3.3.5.3.1.2) erreicht werden. Mit dem
Kombinations-Sandwich-EIA (3.3.5.3.1.3) bei dem der Protein-A spezifische mAk 1E9 als
Fangantikorper und peroxidasemarkierte Kaninchenseren als Nachweisantikdrper eingesetzt
wurden konnten bis zu 2 x 10* KbE/ml nachgewiesen werden. Der fiir S. aureus spezifische
mAk 2C2 zeigte hingegen eine geringere Affinitit, die Nachweisgrenzen lagen im Bereich

von 10° KbE/ml.
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4.3 Bioaffinititsanreicherung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte erstmals eine auf einem Monolithen
basierende Bioaffinititsanreicherung von B. cereus Sporen aus Magermilch realisiert werden.
Bei der Anreicherung der Sporen aus 100 ml Magermilch wurde ein durchschnittlicher
Konzentrierungsfaktor von 19,6 erreicht. Bei Beriicksichtigung der Nachweisgrenzen des
luminometrischen Sandwich-EIAs von 5,4 x 10° KbE/ml bzw. der real-time PCR von
2.5x 10° KbE/ml kénnen mit dem etablierten Verfahren somit 2.8 x 10> bzw. 1,3x 10°
Sporen von B. cereus pro ml Milch innerhalb von 5 bzw. 4 Stunden zuverlédssig nachgewiesen
werden. Vergleichbare Studien anderer Autoren liegen nicht vor. Proben, die noch weniger
Material enthalten, wiirden in der real-time PCR immer noch ein positives Signal geben, aus
dem allerdings nicht mehr auf den wahren Gehalt des Ausgangsmaterials geschlossen werden
konnte. Damit liegen beide Verfahren unter dem Grenzwert der Europdischen Kommission,
die einen Maximalgehalt von 5 x 10 KbE/g fiir getrocknete Sduglingsanfangsnahrung und
getrocknete didtetische Lebensmittel fiir besondere medizinische Zwecke, die fiir Sduglinge
unter sechs Monaten bestimmt sind, festgelegt hat (VO (EG) NR. 1441/2007), andere
Rechtsvorschriften zu B. cereus existieren derzeit nicht.

Die Versuche zur Anreicherung von S. aureus in der Bioaffinititschromatographie
scheiterten hingegen. Die Ergebnisse deuten stark darauf hin, dass die verwendeten pAk
gegen S. aureus wihrend der Immobilisierung sowohl an der monolithischen Sidulenmatrix,
als auch am Sepharosegel ihre biologische Aktivitit verlieren. Die Seren zeigten im EIA und
in der Immunfluoreszenz eine deutliche Reaktion mit lebenden S. aureus Keimen, auch fiir
Agglutinationsreaktionen konnten die Antikorper eingesetzt werden. Letzteres weist aber
darauf hin, dass das Serum v.a. vernetzungsfihige Antikorper vom IgM-Subtyp enthilt, die
eine geringere Stabilitét als Antikorper vom IgG-Subtyp aufweisen (KNUTSON et al., 1991;
TORNOE et al., 1997). Ein Vorherrschen von spezifischen IgM-Antikdrpern in den Seren
wiirde erkldren, warum diese, so lange sie frei sind, mit den Keimen reagieren, aber nach
Immobilisierung an einer Sdulenmatrix infolge Aktivititsverlust keine Bakterien mehr binden
konnen.

Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Antikdrper gegen vegetative Formen von
B. cereus, Sporen von B. cereus und S. aureus sind geeignet, in spezifischen, sensitiven
Nachweisverfahren fiir diese Bakterien eingesetzt zu werden. Fiir Sporen von B. cereus wurde
ein solches Verfahren mittels Bioaffinitdtsanreicherung und anschlieender real-time PCR fiir

Magermilchproben bereits realisiert. Die komplette Analyse der Proben ist dabei in unter vier
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Stunden moglich, bisherige Methoden bendtigten immer mindestens einen Inkubationsschritt
tiber Nacht, um die Konzentrationen der Bazillen weit genug anzuheben (2.1.4 und 2.2.4). Die
Nachweisgrenzen der hier vorgestellten Methode liegen unterhalb der existierenden
gesetzlichen Grenzwerte fiir B. cereus, wodurch der Einsatz in der Routinediagnostik moglich
und sinnvoll erscheint. Weiterhin zeigen diese Ergebnisse, dass die Anwendung von
Bioaffinitdatschromatographie in der mikrobiologischen Untersuchung von Lebensmitteln
grofes Potential besitzt, Abldufe zu beschleunigen und Kosten zu sparen. Gerade mit dem
mAk 2C2 gegen S. aureus konnte es gelingen, ein effizientes und hoch spezifisches
Nachweisverfahren fiir diese in der Lebensmittelhygiene als Prozesshygienekriterium
verwendete Spezies zu entwickeln und zu etablieren. Das Spektrum der moglichen
Anwendungen umfasst aber nicht nur Lebensmittelproben, sondern auch Umweltproben und,

gerade im Fall von pathogenen Keimen, die medizinische Diagnostik.
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5 Zusammenfassung

Bacillus (B.) cereus und Staphylococcus (S.) aureus sind pathogene Bakterien, die schwere
Erkrankungen sowohl gastrointestinaler, als auch extragastrointestinaler oder sogar
systemischer Natur auslosen konnen. Koagulasepositive Staphylokokken sind in VO (EG) Nr.
2073/2005 als Prozesshygienekriterium festgelegt, ebenso prasumtive B. cereus in der VO
(EG) Nr. 1441/2007. In der vorliegenden Arbeit sollte basierend auf einer
Bioaffinititsanreicherung ein schneller Nachweis beider Keime aus Magermilch unter
Vermeidung einer zeitaufwindigen Anreicherung etabliert werden.

Zur Gewinnung der dafiir bendtigten Antikdrper wurden verschiedene Keimprédparationen
unter optimierten Anzucht- und Inaktivierungsverfahren hergestellt, die sowohl fiir die
Immunisierung, als auch als Antigen fiir die Enzymimmuntests eingesetzt wurden. Die beiden
gegen S. aureus und Sporen von B. cereus hergestellten Kaninchenantiseren ermoglichten in
einem Sandwich-EIA den Nachweis von 9,1 x 10° KbE/ml bzw. 5.4x 10° KbE/ml. Beide
Seren zeigten aber Kreuzreaktionen mit anderen Vertretern des jeweiligen Genus. Ein zum
Nachweis von B. cereus Sporen gewonnener mAk war hingegen hoch selektiv, die Affinitit
(im Bereich von 10°-10® KbE/ml) ermoglichte aber nicht den sensitiven Nachweis dieser
Keime. Drei mAk gegen vegetative Formen von B. cereus zeichneten sich durch eine hohe
Affinitdt (4 x 10*-9 x 10* KbE/ml) und eine breite Reaktivitdt mit Vertretern der Cereus-
Gruppe, insbesondere mit B. cereus selbst, aus. Drei weitere, weniger affine mAk zeigten
hingegen eine hohe Spezifitit fiir einzelne Vertreter der Spezies B. cereus bzw. der Cereus-
Gruppe. Alle  sechs mAk  zeigten im  Immunoblot  Reaktionen  mit
Oberflachenproteinpriparationen von B. cereus. Der gegen Protein-A von S. aureus gerichtete
mAk 1E9 erreichte in einem indirekten EIA mit inaktiviertem Antigen eine Nachweisgrenze
von <2ng/ml und reagierte mit 74 von 87 getesteten S. aureus Stimmen. In den
Untersuchungen mit 111 Staphylokokkenstimmen erkannte mAk 2C2 gegen S. aureus alle 87
S. aureus Stimme, ohne Kreuzreaktionen mit anderen Staphylokokken, allerdings mit leicht
geringerer Affinitit als mAk 1E9.

Nach Beschichtung von Monolithen mit spezifischen Kaninchenantiseren konnte fiir
Sporen von B. cereus eine Konzentrierung der Keime direkt aus Magermilchproben realisiert
werden (durchschnittlicher Anreicherungsfaktor 19,6). In Kombination mit einem real-time
PCR Verfahren gelang es, Sporengehalte von 10° KbE/ml Magermilch innerhalb von vier
Stunden nachzuweisen. Dies stellt eine deutliche Verbesserung gegeniiber den

herkdmmlichen Verfahren dar.
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5 Summary

Production of poly- and monoclonal antibodies against Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus and spores of Bacillus cereus for the development of a quick bioaffinity

chromatographic detection system

Bacillus (B.) cereus and Staphylococcus (S.) aureus are pathogenic bacteria able to induce
severe gastrointestinal, extra-gastrointestinal or even systemic diseases. Coagulase-positive
staphylococci are defined as process hygiene criteria in VO (EG) Nr. 2073/2005, as are
presumptive B. cereus in VO (EG) Nr. 1441/2007. The aim of this work was to establish a
quick detection system for both germs based on bioaffinity enrichment without the need for a
time consuming growth step.

To this end, different bacterial preparations were produced in optimized methods of growth
and inactivation, and employed in both immunisations and as antigens in the enzyme
immunological assays. The two rabbit sera produced against S. aureus and spores of B. cereus
enabled the detection of 9.1 x 10° CFU/ml and 5.4 x 10’ CFU/ml in a sandwich EIA. Both
sera showed cross reactivity with other members of the particular genus, though. Monoclonal
antibody (mAb) 1F12 for the detection of spores of B. cereus was highly selective, but the
affinity (in the range of 10°-10® CFU/ml) did not enable sensitive detection of these germs.
Three mAbs against vegetative cells of B.cereus showed high affinity (4 x 10*-
9 x 10" CFU/ml) and broad reactivity with members of the Cereus-group, especially B. cereus
itself. Three further mAbs, with lower affinity, showed high specificity for some members of
the species B. cereus and the Cereus-group. All six mAbs showed reactions with surface
protein preparations of B. cereus in the immunoblot. MAb 1E9 against protein-A from
S. aureus reached a limit of detection of < 2 ng/ml in an indirect EIA with inactivated antigen
and reacted with 75 of 87 S. aureus strains tested. In the experiments with 111 strains of
staphylococci, mAb 2C2 against S. aureus recognised all 87 strains of S. aureus, without
cross reacting with other staphylococci, though with slightly less affinity than mAb 1E9.

After coating of monoliths with specific rabbit sera, spores of B. cereus were concentrated
directly from skim milk samples (mean enrichment factor 19.6). In combination with a real-
time PCR, spore concentrations of 10> CFU/ml in skim milk were successfully detected in

four hours. This is a distinct improvement compared to the conventional methods.
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Anhang
Tabelle Al: Zusammensetzung der Stammbibliothek fiir vegetative Formen von
B. cereus, sowie deren Reaktivitit mit den generierten mAk im
indirekten EIA
mAk

Stamm Herkunft 2C10 1E4 2E3 2E12 3G2 1B3
B. cereus DSM 31 DSM ++ - +++ - + +
B. cereus DSM 4312 DSM ++++ ++ +++ ++ ++ -
B. cereus DSM 4384 DSM ++ ++ ++ ++ ++ ++
B. cereus MHI M1 Gewlrze +++ + +++ - + +++
B. cereus MHI 10 Kindernahrung + - ++ - - ++
B. cereus MHI 22 Kindernahrung ++++ ++ ++++ - + ++
B. cereus MHI 36 Kindernahrung ++ - +++ - - ++
B. cereus MHI 45a Kindernahrung +++ - +++ - - ++
B. cereus MHI 45b Kindernahrung ++ - +++ - - ++
B. cereus MHI 70 Kindernahrung ++++ + ++++ + + ++++
B. cereus MHI 85 Kindernahrung +4++ ++ ++++ ++ ++ ++
B. cereus MHI 100a Kindernahrung ++++ ++ - + ++ -
B. cereus MHI 100b Kindernahrung ++++ ++ - ++ ++ -
B. cereus MHI 107 Kindernahrung ++++ ++ ++++ ++ ++ -
B. cereus MHI 118 Kindernahrung ++++ ++ ++++ ++ + -
B. cereus MHI 140 Kindernahrung ++ ++ ++++ ++ + -
B. cereus MHI 157 Kindernahrung ++ + - + - -
B. cereus MHI 161 DSM ++ - +++ - - ++
B. cereus MHI 162 DSM +++ - ++++ - - -
B. cereus MHI 164 DSM +++ + ++++ + - +++
B. cereus MHI 166 DSM ++ ++ ++++ ++ + +++
B. cereus MHI 167 DSM +++ - +++ - - +++
B. cereus MHI 168 DSM ++++ ++ ++++ ++ + -
B. cereus MHI 169 DSM +++ - +++ - - +++
B. cereus MHI 179 Milchpulver ++ - - - - +++
B. cereus MHI 180 past. Milch -+ - +++ - - -
B. cereus MHI 183 Milchpulver ++ - - - - 4+
B. cereus MHI 185 Schlagsahne + - - - - .
B. cereus MHI 186 Butter ++++ ++ ++++ + - ++++
B. cereus MHI 187 Schlagsahne ++++ ++ ++++ ++ ++ -
B. cereus MHI 188 Cream +++ ++ ++++ ++ ++ -
B. cereus MHI 189 UHT-Milchshake  +++ + ++++ + - +++
B. cereus MHI 194 H-Milch ++ ++ - ++ ++ -
B. cereus MHI 200 H-Milch +++ + ++++ + + +++
B. cereus MHI 238 H-Milch ++++ ++ ++++ ++ + -
B. cereus MHI 252 sonstige - - ++ - - +
B. cereus MHI 261 DSM + - ++ - - +
B. cereus MHI 263 ATCC ++ - ++ - - +
B. cereus MHI 264 ATCC + - + - - +
B. cereus MHI 273 DSM ++++ ++ ++++ ++ ++ -
B. cereus MHI 274 DSM +++ ++ ++++ ++ + +++
B. cereus MHI 1303 DSM ++++ ++ ++++ ++ + -
B. cereus MHI 1304 Molkenpulver ++++ ++ ++++ ++ ++ -
B. cereus MHI 1305/2 Reisspeise ++++ + ++++ + - -
B. cereus MHI 1306 Sahne ++++ + ++++ + - ++++
B. cereus MHI 1307 Norwegen ++++ - - - - o+
B. cereus MHI 1322 sonstige +++ - ++++ - - ++
B. cereus MHI 1329 sonstige +++ + +++ - - -
B. cereus MHI 1337 Nudeln ++ - - - - -
B. cereus MHI 1339 Surimi +4++ - +++ - - ++
B. cereus MHI 1347 Pudding ++ - - - - F++

130



ANHANG

mAKk
Stamm Herkunft 2C10 1E4 2E3 2E12 3G2 1B3
B. cereus MHI 1348 Milch ++++ - ++++ - - -
B. cereus MHI 1350 Kartoffelpiree +H++ - - - - F++
B. cereus MHI 1353 Spétzle ++++ - ++++ - - ++
B. cereus MHI 1378 Suppe ++++ - ++++ - - -
B. cereus MHI 1382 Milch +++ + +++ + - +++
B. cereus MHI 1393 sonstige +++ - ++++ - - -
B. cereus MHI 1402 sonstige ++ - +++ - - +++
B. cereus MHI 1411 sonstige ++ - +++ - - +++
B. cereus MHI 1423 Milch ++++ ++ ++++ ++ + -
B. cereus MHI 1429 Milch ++++ ++ ++++ ++ + ++++
B. cereus MHI 1440 Milch +++ + ++++ + - +++
B. cereus MHI 1445 Milch ++++ ++ ++++ ++ + ++++
B. cereus MHI 1462 ATCC ++++ ++ ++++ ++ + -
B. cereus MHI 1471 Nudeln ++++ ++ ++++ ++ + -
B. cereus MHI 1483 sonstige ++ + - ++ - 4+
B. cereus MHI 1504 DSM ++++ ++ ++++ +++ + -
B. cereus MHI 1505 DSM ++++ ++ +++ ++ - -
B. cereus MHI 1506 DSM +4++ + +++ + - ++
B. cereus MHI 1507 DSM T = = T S o S e +++ -
B. cereus MHI 1524 sonstige - + e+ + + R
B. cereus MHI 1542 sonstige ++++ ++ ++++ ++ +++ -
B. cereus MHI 1559 sonstige ++++ ++ ++++ ++ ++ -
B. cereus MHI 1575 Reisspeise ++++ ++ ++++ +++ +++ +
B. cereus MHI 1578 sonstige - + +++ + + 44
B. cereus MHI 1607 Geschnetzeltes RIS ++ RIS ++ +4+ -
B. cereus MHI 1645 sonstige + + ++++ + + ++++
B. cereus MHI 1658 sonstige - - + - - +
B. cereus MHI 1672 past. Milch ++++ ++ ++++ ++ ++ -
B. cereus MHI 1690 sonstige ++++ ++ ++++ ++ ++ -
B. cereus MHI 1703 Speiseeis ++++ ++ ++++ ++ ++ -
B. cereus MHI 1719 sonstige +++ - +++ - - e+
B. cereus MHI 1727 sonstige +4++ ++ ++++ ++ ++ +++
B. cereus MHI 1732 sonstige ++ - - - - FH++

++

+++
+H++ =

= keine Reaktion bei Keimzahlen von ca. 1,0 x 10" KbE/ml
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Tabelle A2: Zusammensetzung der Stammbibliothek fiir vegetative Formen der
Stamme der Cereus-Gruppe, sowie deren Reaktivitit mit den generierten
mAKk im indirekten EIA. Die Einteilung der Reaktivitit erfolgte nach den
in Tab. A1 definierten Kriterien.

mAk
Stamm Herkunft 2C10 1E4 2E3 2E12 3G2 1B3
B. weihenstephanensis .
MHI 170 past. Milch ++ - - - - +
5.Hvr?/ggnstephanen313 Schlagsahne . i ) ) ) .
B. weihenstephanensis Schlagsahne ++ ++ - ++ - 4+
MHI 178a 9
B. weihenstephanensis .
MHI 178b sonstige ++ ++ - ++ + 4+
B. mycoides MHI 208 DSM ++ - - - - -
B. mycoides MHI 210 sonstige ++ - - - - -
B. mycoides MHI 1310 ATCC ++++ ++ - ++ - ++++
B. thuringiensis MHI 257  DSM + + +4+++ + - ++++
B. thuringiensis MHI| 271 sonstige + - ++++ - - ++

Tabelle A3: Zusammensetzung der Stammbibliothek fiir vegetative Formen der
Stimme der anderen Bazillen, sowie deren Reaktivitit mit den
generierten mAk im indirekten EIA. Die Einteilung der Reaktivitit
erfolgte nach den in Tab. A1 definierten Kriterien.

mAk

Stamm Herkunft 2C10 1E4 2E3 2E12 3G2 1B3
B. circulans MHI 247 ATCC - - - - - -
B. coagulans MHI 248a ATCC - - - - - -
B. coagulans MHI 248b ATCC - - - - - -
B. licheniformis MHI 209 DSM - - - - - -
B. licheniformis MHI 251 sonstige - - - - - -
B. licheniformis MHI 1629  Impfstoff - - - - - -
B. polymyxa MHI 258 ATCC - - - - - -
B. sphaericus MHI 253 ATCC - - - - - -
B. subtilis MHI 255 DSM - - - - - .
B. subtilis MHI 256 ATCC - - - - - .
B. stearothermophilus

MHI 1449 DSM + - - - - -
B. stearothermophilus

MHI 1455 DSM ++ - - - - -
B. stearothermophilus

MHI 1457 DSM + - - - - -
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Tabelle A4: Zusammensetzung der Stammbibliothek fiir Sporen von B. cereus, sowie

deren Reaktivitdt mit den generierten Antikdrpern

Kaninchen- mAKk”

Stamm Herkunft Antiserum (#74)1 1F12 2E7
B. cereus DSM 4312 DSM +4+++ - +
B. cereus DSM 4384 DSM +++ + R
B. cereus MHI M1 Gewdlrze ++++ +++ ++++
B. cereus MHI 10 Kindernahrung ++++ + N
B. cereus MHI 22 Kindernahrung -+ - +
B. cereus MHI 36 Kindernahrung ++++ ++ +H++
B. cereus MHI 45a Kindernahrung ++++ + +H++
B. cereus MHI 45b Kindernahrung ++++ ++ ++++
B. cereus MHI 70 Kindernahrung ++++ +
B. cereus MHI 85 Kindernahrung ++++ 4+
B. cereus MHI 100a  Kindernahrung ++++ - -
B. cereus MHI 100b  Kindernahrung ++++ - -
B. cereus MHI 107 Kindernahrung ++++ + +
B. cereus MHI 118 Kindernahrung ++++ + -
B. cereus MHI 140 Kindernahrung ++++ + 4+
B. cereus MHI 157 Kindernahrung +++ + +
B. cereus MHI 161 DSM +++ + +H++
B. cereus MHI 162 DSM ++ + +
B. cereus MHI 164 DSM ++ + 4+
B. cereus MHI 166 DSM ++++ + +
B. cereus MHI 167 DSM +++ + 4+
B. cereus MHI 169 DSM +++ + 4+
B. cereus MHI 180 past. Milch ++++ + 4+
B. cereus MHI 183 Milchpulver ++++ + +
B. cereus MHI 185 Schlagsahne +++ + ++
B. cereus MHI 186 Butter ++++ - +
B. cereus MHI 187 Schlagsahne +++ - -
B. cereus MHI 188 Cream ++++ - -
B. cereus MHI 189 UHT-Milchshake +++ + +4+
B. cereus MHI 194 H-Milch ++++ + +++
B. cereus MHI 200 H-Milch ++++ + +H++
B. cereus MHI 252 sonstige ++++ + 4+
B. cereus MHI 261 DSM ++ - .
B. cereus MHI 264 ATCC +++ + -
B. cereus MHI 273 DSM ++++ - .
B. cereus MHI 274 DSM ++++ + -
B. cereus MHI 1303 DSM ++++ - +H++
B. cereus MHI 1304  Molkenpulver ++++ - +
B. cereus Reisspeise ++++ - -
MHI 1305/2 P

B. cereus MHI 1306  Sahne ++++ + 4+
B. cereus MHI 1307  Norwegen +++ - +
B. cereus MHI 1322 sonstige +++ + +H++
B. cereus MHI 1329  sonstige ++++ - _
B. cereus MHI 1337  Nudeln +++ - -
B. cereus MHI 1339  Surimi +++ + 4+
B. cereus MHI 1347 Pudding ++ - -
B. cereus MHI 1348  Milch ++++ - -
B. cereus MHI 1350  Kartoffelplree +++ + -
B. cereus MHI 1353  Spatzle ++++ + 4+
B. cereus MHI 1378  Suppe ++++ - +
B. cereus MHI 1382 Milch +++ + 4+
B. cereus MHI 1393  sonstige +++ + +H++
B. cereus MHI 1402 sonstige ++++ + 4+
B. cereus MHI 1411 sonstige ++++ + +4+
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Kaninchen-
Stamm Herkunft Antiserum (#74)1 1F12 2E7
B. cereus MHI 1423  sonstige ++++ + T+
B. cereus MHI 1429  sonstige ++++ - +
B. cereus MHI 1440  sonstige ++++ - +
B. cereus MHI 1445  sonstige ++++ + _
B. cereus MHI 1462  ATCC ++++ + +
B. cereus MHI 1471 Nudeln ++++ - -
B. cereus MHI 1483  sonstige +++ - -
B. cereus MHI 1504  DSM +++ - -
B. cereus MHI 1505 DSM ++++ - +H++
B. cereus MHI 1506  DSM +++ + 4+
B. cereus MHI 1507  DSM ++++ - +
B. cereus MHI 1524 sonstige ++++ + +
B. cereus MHI 1542  sonstige ++++ - _
B. cereus MHI 1559  sonstige ++++ - _
B. cereus MHI 1575  Reisspeise ++++ - -
B. cereus MHI 1578  sonstige ++++ + +
B. cereus MHI 1607  Geschnetzeltes ++++ - -
B. cereus MHI 1645  sonstige ++++ + +
B. cereus MHI 1658  sonstige ++++ + -
B. cereus MHI 1672  sonstige ++++ - -
B. cereus MHI 1690  sonstige ++++ + -
B. cereus MHI 1719 sonstige +++ + T+
B. cereus MHI 1727  sonstige ++++ + -

! Untersuchung mittels Sandwich-EIA
? Untersuchung mittels indirektem EIA
= keine Reaktion bei Keimzahlen von ca. 2,0 x 10" KbE/ml

+ = Reaktion bei Keimzahlen zwischen ca. 3,3 x 10° und 20x 10’ KbE/ml
++ = Reaktion bei Keimzahlen zwischen ca. 1,0 x 10%und 3,3x 10° KbE/ml
+++ = Reaktion bei Keimzahlen zwischen ca. 1,0 x 10° und 1,0x 10° KbE/ml
++++ = Reaktion bei Keimzahlen unter ca. 1,0 x 10° KbE/ml
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Tabelle AS: Zusammensetzung der Stammbibliothek fiir Sporen der Cereus-Gruppe,
sowie deren Reaktivitdt mit den generierten Antikdrpern. Die Einteilung
der Reaktivitit und die Untersuchung in den verschiedenen EIA
Systemen erfolgte nach den in Tab. A4 definierten Kriterien.

Kaninchen- mAk
Stamm Herkunft Antiserum (#74) 1F12 2E7
B. mycoides :
MHI 208 sonstige + - +
B. mycoides :
MHI 1310 sonstige + - +
B. thuringiensis
MHI 257 ATCC ++++ - -
B. thuringiensis
MHI 271 DSM + ' '

Tabelle A6: Zusammensetzung der Stammbibliothek fiir Sporen anderer Bazillen,
sowie deren Reaktivitdt mit den generierten Antikdrpern. Die Einteilung
der Reaktivitit und die Untersuchung in den verschiedenen EIA
Systemen erfolgte nach den in Tab. A4 definierten Kriterien.

Kaninchen- mAk
Stamm Herkunft Antiserum (#74) 1F12 2E7
B. licheniformis
MHI 209 DSM ' ' *
B. licheniformis .
MHI 251 sonstige + - -
B. subtilis MHI 255 DSM ++ - -
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Tabelle A7: Zusammensetzung der Stammbibliothek fiir koagulasepositive
Staphylokokken, sowie deren Reaktivitit mit den generierten
Antikorpern. Zur Bestimmung der Reaktivitit wurden die Keime vor
dem Einsatz in den jeweiligen Sandwich-EIA mit irrelevantem
Kaninchenserum abgesittigt (3.3.5.3.1.2).

Kaninchen- mAk’
Stamm Herkunft Prot.-A'  Antiserum (#71)° 1E9  2C2
S. aureus MHI 300 sonstige 4+ 4+ +++ +++
S. aureus MHI 301 sonstige ++++ ++++ ++++ +++
S. aureus MHI 302 sonstige ++++ +++ +++ +++
S. aureus MHI 303 sonstige 4+ 4+ ++ ++
S. aureus MHI 304 sonstige - FH+ - +
S. aureus MHI 305 sonstige - FH+ - +
S. aureus MHI 306 sonstige ++ +44+ +++ +
S. aureus MHI 307 sonstige 4+ 4+ +++ +++
S. aureus MHI 308 sonstige +++ +4+4+ +++ +
S. aureus MHI 309 sonstige +++ +4+++ +++ ++
S. aureus MHI 310 sonstige +++ ++ +++ ++
S. aureus MHI 311 sonstige ++ +++ ++++ +++
S. aureus MHI 312 sonstige +++ ++ ++++ +++
S. aureus MHI 313 sonstige ++ +++ ++++ +++
S. aureus MHI 314 sonstige ++ +++ +++ ++
S. aureus MHI 315 sonstige +++ +44+ +++ +
S. aureus MHI 316 sonstige +++ +44+ +++ +
S. aureus MHI 317 sonstige +++ +++ ++++ +++
S. aureus MHI 318 sonstige +++ +++ ++++ +++
S. aureus MHI 319 sonstige ++ 4+ e+ o+
S. aureus MHI 320 sonstige +++ +++ ++++ +++
S. aureus MHI 321 sonstige +++ +++ ++++ +++
S. aureus MHI 322 sonstige +++ +++ ++++ +++
S. aureus MHI 323 sonstige +++ + +++ ++
S. aureus MHI 324 sonstige +++ +++ ++++ +++
S. aureus MHI 325 sonstige +++ +++ ++++ ++
S. aureus MHI 326 sonstige +++ ++++ ++++ +++
S. aureus MHI 327 sonstige +++ 4+ +++ ++
S. aureus MHI 328 ATCC ++ +++ ++ ++
S. aureus MHI 329 DSM +++ S FH++ 44+
S. aureus MHI 330 ATCC - 44+ + T+
S. aureus MHI 332 Forelle +++ +++ +++ ++
S. aureus MHI 333 Salzlakenkase - + - +
S. aureus MHI 334 sonstige +++ +++ +++ ++
S. aureus MHI 335 Ei +++ +++ +4++ ++
S. aureus MHI 336 sonstige - ++ + ++
S. aureus MHI 337 Kartoffelsalat ++ + + +
S. aureus MHI 338 sonstige - + - ++
S. aureus MHI 339 sonstige ++ + ++ -+
S. aureus MHI 340 sonstige +++ +4+++ +++ ++
S. aureus MHI 341 sonstige +++ +++ ++++ ++++
S. aureus MHI 342 sonstige - + - F++
S. aureus MHI 343 sonstige +++ ++ +++ +++
S. aureus MHI 344 sonstige - + - T+
S. aureus MHI 345 sonstige - +++ + T+
S. aureus MHI 346 sonstige + ++ + +++
S. aureus MHI 368 Kinderstuhl +++ +++ ++++ +++
S. aureus MHI 369 Molke + + + ++
S. aureus MHI 370 Milch +++ ++++ ++++ +++
S. aureus MHI 371 ATCC - +++ + T+
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Kaninchen- mAKk’
Stamm Herkunft Prot.-A'  Antiserum (#71)°  1E9 2C2
S. aureus MHI 372 ATCC +++ + ++4 +4+
S. aureus MHI 373 sonstige +++ ++ +++ +++
S. aureus MHI 374 Nudeln ++ ++ + ++++
S. aureus MHI 375 DSM - +++ + T+
S. aureus MHI 376 sonstige - +++ - +++
S. aureus MHI 377 ATCC - + - 44
S. aureus MHI 378 sonstige +++ +++ +++ +++
S. aureus MHI 379 Milch ++ +++ ++ T+
S. aureus MHI 380 sonstige +++ +++ ++++ ++++
S. aureus MHI 381 sonstige - 4 4+
S. aureus MHI 382 sonstige +++ + - +
S. aureus MHI 383 sonstige - + + T+
S. aureus MHI 384 sonstige +++ ++ - ++
S. aureus MHI 385 Kinderstuhl +++ ++ - ++
S. aureus MHI 387 Katze +++ +++ +++ +++
S. aureus MHI 389 sonstige +++ +++ +++ +++
S. aureus MHI 390 sonstige ++++ ++++ ++++ ++
S. aureus MHI 391 sonstige ++ + ++ 4+
S. aureus MHI 392 sonstige +++ +++ +++ +++
S. aureus MHI 393 sonstige +4++ ++ - +
S. aureus MHI 395 sonstige - + 4 4+
S. aureus MHI 396 sonstige + ++ + ++
S. aureus MHI 397 ATCC ++ + 4+ 4+
S. aureus MHI 398 ATCC - ++ 44 4+
S. aureus MHI 399 sonstige ++ ++ ++ ++
S. aureus MHI 400 ATCC +++ ++ +++ +++
S. aureus MHI 401 sonstige +++ ++ - +++
S. aureus MHI 402 sonstige ++ ++ + +
S. aureus MHI 403 sonstige +++ +++ ++++ +++
S. aureus MHI 404 sonstige - +H++ + 4+
S. aureus MHI 405 sonstige ++ ++ ++ ++
S. aureus MHI 406 sonstige ++ ++ + ++
S. aureus MHI 407 sonstige +++ ++++ +++ ++
S. aureus MHI 408 sonstige +++ ++++ ++++ +++
S. aureus MHI 409 Kolostrum +++ 4+ +++ +++
S. aureus DSM +++ ++++ ++++ +++
DSM 20372
g'si;(rzeéfm DSM + +4+++ +4 4+
S. hyicus MHI 350 ATCC - ++ - .
S. hyicus MHI 351 sonstige ++ + + -
S. hyicus MHI 352 sonstige + + - -
S. hyicus MHI 353 sonstige - + - -
S. hyicus MHI 354 sonstige - + - -
S. hyicus MHI 355 sonstige - + - -
S. intermedius
MHI 349 DSM - H - -

Untersuchung auf Protein-A siche 3.3.5.3.1.2, die Einteilung folgt hier den KbE/ml von *

= keine Reaktion bei Keimzahlen von ca. 2,0 x 10" KbE/ml

+ = Reaktion bei Keimzahlen zwischen ca. 6,7 x 10%und 2,0x 10’ KbE/ml

++ = Reaktion bei Keimzahlen zwischen ca. 1,0 x 10° (%) bzw. 2,0 x 10° (*) und
6,7 x 10° KbE/ml

+++ = Reaktion bei Keimzahlen zwischen ca. 2,0 x 10° (3) bzw. 6,7 x 10° (2) und
1,0 x 10° () bzw. 2,0 x 10° (%) KbE/ml

++++ = Reaktion bei Keimzahlen unter ca. 2,0 x 10° (*) bzw. 6,7 x 10° (*) KbE/ml
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Tabelle A8: Zusammensetzung der Stammbibliothek fiir koagulasenegative
Staphylokokken, sowie deren Reaktivitit mit den generierten
Antikorpern. Zur Bestimmung der Reaktivitit wurden die Keime vor
dem Einsatz in den jeweiligen Sandwich-EIA mit irrelevantem
Kaninchenserum abgesittigt (3.3.5.3.1.2). Die Einteilung der Reaktivitit
erfolgte nach den in Tab. A7 definierten Kriterien.
Kaninchen- mAKk
Stamm Herkunft Prot.-A  Antiserum (#71) 1E9 2C2
S. calniiMHI 357 DSM - +++ - -
S. epidermidis
MHI 356 ATCC - +4+++ - -
i 1haemolyz‘/cus MRE olostrum i iy i i
S. hominis
MHI 364 ATCC - ++ - -
S. hyicus-
chromogenes sonstige - ++++ - -
MHI 359 ]
S. Problemstamm sonstige i i
MHI 365 , g * =
S. Problemstamm sonstige
MHI 366 ) g ++ ++ + ++
S. Problemstamm sonstioe )
MHI 367 9 * * *
S. saprophyticus .
MHI 363 Corn Cob Mix - + - -
S. sciuri MHI 361 ATCC - - - -
S. sciuriMHI 410 Kolostrum - ++ - -
S. simulans
MHI 358 ATCC - ++++ + -
S. staphylolyticus .
MH| 347 sonstige - + - -
S. warneri
MHI 360 ATCC - - - -
S. warneri Kolostrum i i i
MHI 412 olostru 4+
S. xylosus MHI 362 DSM - + - -
S. xylosus MHI 413 Kolostrum - - - -
" Aufgrund unklarer Befunde in den biochemischen und mikrobiologischen
Differenzierungstests sind diese Stimme nicht eindeutig einer bestimmten

Staphylokokken-Spezies zuzuordnen. Wahrscheinlich handelt es sich dabei um S. aureus

Stdmme.
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