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l. EINLEITUNG

Alicyclobacillus spp. sind grampositive, sporenbildende, apathogBakterien, die als
Verderbserreger bei Fruchtsaften und anderen sd&nm@atukten von grol3er wirtschaftlicher
Bedeutung fur die Fruchtsaftindustrie sind (WALKER PHILLIPS, 2008). Die extrem
widerstandsfahigen, thermo-acidophilen Keime konmads Sporen den Pasteurisierungs-
prozess von Saften Uberleben. Schon eine geringéaKonation von weniger als 1 Spore/mi
kann dazu fuhren, dass nach Auskeimung und Vermghder vegetativen Zellen ein
Verderb des Produktes durch Bildung von Fehlaroraeftritt (WALLS & CHUYATE,
2000a; CHANG & KANG, 2004). Dieser Fehlgeruch bzgeschmack wird hauptséachlich
durch mikrobiell gebildetes Guajacol verursacht umdrd h&ufig als medizinisch,
desinfektionsmittelartig oder rauchig beschriecbdPAGSERMAN, 1966; GOCMEN et al.,
2005). Nicht alle Alicyclobazillen kdnnen Guajacdlilden, diese Fahigkeit wurde
insbesondere beA. acidoterrestris,aber auch bei anderen Spezies wie beispielsweise
A. acidiphilusund A. herbariusnachgewiesen (SMIT et al., 2011). Sowohl im Hidblauf
die Vorkommenshéaufigkeit als auch die Fahigkeit Eehlaroma-Bildung kommt jedoch
A. acidoterrestrisdie weitaus gréf3te Bedeutung zu (YAMAZAKI et al996; WALKER &
PHILLIPS, 2008; YUE et al., 2014).

Rasche Nachweisverfahren waren wiunschenswert, umanzielle Verluste der
Fruchtsaftproduzenten zu minimieren. Die von ddd Iffnternational Federation of Fruit
Juice Producers) und anderen Verbanden empfohlelaad&@dmethode basiert auf
konventionellen mikrobiologischen Methoden undsishr zeitaufwandig. Bis zum Nachweis
von Alicyclobazillen vergehen in der Regel mindeste3 - 5 Tage. Alternative, auf
molekularbiologischen bzw. immunchemischen Priripiberuhende Nachweisverfahren
wurden zwar beschrieben, konnten sich allerdingshdsi nicht in der Routineanalytik
durchsetzen, da ihr Einsatz zu aufwéandig bzw. kastensiv wéare oder weil die
Zuverlassigkeit der Verfahren nicht gegeben ist.

Diese Arbeit wurde im Programm zur Forderung demdustriellen Gemeinschaftsforschung
(IGF)* unter der Projektnummer AiF 17245 N vom Besthinisterium fur Wirtschaft und

Technologie (via AiF) Uber den Forschungskreis dgnahrungsindustrie e.V. (FEIl)

gefordert.
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Ziel dieser Arbeit war es, spezifische poly- undnmidonale Antikdrper gegen Sporen von
A. acidoterrestris zu generieren und umfassend zu charakterisierer. éitwickelten

Antikdrper sollten zur Etablierung immunchemiscMarfahren eingesetzt werden, die den
hochsensitiven, selektiven und zuverlassigen Nashwen Sporen in verschiedenen
Fruchtsaftsorten ermdéglichen. Die Verfligbarkeit wobusten und selektiven Antikérpern
gegen Sporen von Alicyclobazillen bietet zudem eliiistig die Madoglichkeit, eine

Affinitatsanreicherung von Sporen aus pasteuresmerSaften zu realisieren, mit der ein

zeitnaher Nachweis der Keime in kontaminierten Brnomoglich ist.

Die im Rahmen dieser Arbeit am Lehrstuhl fir Hygiemnd Technologie der Milch
durchgefuhrten Eingriffe und Behandlungen an Tieremrden der Regierung von
Oberbayern gemal’ 810a des Tierschutzgesetzes aytgert unter dem Aktenzeichen 55.2-
1-54.2532.6-2-12 genehmigt.
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Il LITERATURUBERSICHT

2.1 Historischer Uberblick und Taxonomie

Thermo-acidophile, sporenbildende Bakterien wurdgstmals von UCHINO und DOI
(1967) aus heiRen Quellen in Japan isoliert. Diam®&te wurden jedoch zunachst
falschlicherweise der ebenfalls thermophilen SpezZBacillus coagulanszugeordnet.
Phanotypisch &hnliche Mikroorganismen konnten \Jighre spater aus sauren Boden und
Gewassern in Nationalparks der USA und ltalieniésbwerden (DARLAND & BROCK,
1971; DE ROSA et al., 1971). Vor allem hinsichtlides pH-Optimums und der DNA
Basenzusammensetzung unterschieden sich die néecktgn Stdmme noch deutlicher von
B. coagulansals die zuvor beschriebenen Isolate, au3erdemtéoriDE ROSA et al. (1971)
zeigen, dass die Cytoplasmamembranen der Isotat€yclohexan Fettsduren als
Hauptbestandteil der verseifbaren Lipidfraktionhegiten — ein charakteristisches und fur
Bakterien aufl3ergewoOhnliches Merkmal. Aufgrund diesendamentalen Unterschiede
schlugen DARLAND und BROCK (1971) daher vor, diel¢éde einer neuen Spezies, namlich
Bacillus acidocaldariuszuzuordnen.

CERNY et al. (1984) gelang es, einen thermo-adidep Stamm aus verdorbenem
Apfelsaft zu isolieren, wodurch zum ersten Mal glidentielle Bedeutung dieser Bakterien als
Lebensmittelverderbserreger dokumentiert wurdelelim Jahren zuvor waren weitere thermo-
acidophile Stamme aus verschiedenen UmweltquelblenFMPPCHEN et al. (1981) isoliert
worden, die allerdings, ebenso wie der aus Apfeisafierte Stamm, trotz des Vorkommens
von o-Cyclohexan Fettsauren in der Cytoplasmamembranmt mindeutigB. acidocaldarius
zugeordnet werden konnten und daher spater als SyeemeB. acidoterrestrisklassifiziert
wurden (DEINHARD et al., 1987a). Eine dritte theraidophile Art, die allerdings im
Unterschied zuB. acidocaldariusundB. acidoterrestris/. a.o-Cycloheptan Fettsduren in der
Membran enthielt, wurde 1983 von PORALLA und KONI&983) beschrieben und
schlie3lich 1987 ebenfalls von DEINHARD et al. (Z88 taxonomisch einer weiteren, neuen
Spezies,B. cycloheptanicuszugeordnet. Durch vergleichende Sequenzanalysenl@sr
ribosomalen RNA (rRNA) konnte in weiteren Studieezegigt werden, dass sich die drei
thermo-acidophilerBacillus Arten deutlich von allen andera®acillus spp. unterschieden.
Daher wurde 1992 von WISOTZKEY et al. (1992) dieu@tung eines neuen Genus
Alicyclobacillus und die Einordnung vonB. acidocaldarius, B. acidoterrestrisund

B. cycloheptanicum diese Gattung vorgeschlagen.
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Tabelle 2.1. Ubersicht zu den derzeit dem Genilicyclobacillus zugeordneten Spezies
(Stand August 2015).

Spezies

Herkunft

Referenz

Lebensmittelrelevante Spezies
A. acidiphilus

A. acidocaldarius

A. acidocaldariusubsp.
acidocaldarius

A. acidoterrestris

A. cycloheptanicus

A. dauci

. fastidiosus
. herbarius
. hesperidum

. pomorum

> » > > >

. sacchari
Umwelt-assoziierte Spezies

A. acidocaldariusubsp.
rittmannii

A. aeris

>

. cellulosilyticus

>

. contaminans

>

. disulfidooxidans

. ferrooxydans

. kakegawensis

. macrosporangiidus
. pohliae

. sendaiensis

. shizuokensis

. tolerans

> » > » >» > > >

. vulcanalis
Klinische Spezies

A. consociatus

saures Getrank

Wasser aus sauren, hei3en
Quellen, Japan

Wasser aus sauren, hei3en
Quellen, Japan

Erdboden, Apfelsaft

Erdboden

Gemise- und
Fruchtsaftmixgetrank

Apfelsaft

Krautertee
solfatarischer Boden
gemischter Fruchtsaft

flissiger Zucker

geothermischer Erdboden,
Antarktis

Kupfermine, China

Sagespéane von Zedernholz, Japan

Erdboden von Getreidefeld

Klarschlamm

solfatarischer Boden

Erdboden von Getreidefeld
Erdboden von Getreidefeld
geothermischer Boden, Antarktis
Erdboden

Erdboden von Getreidefeld
oxidierbares Blei-Zink Erz

geothermische Quelle

Blutprobe eines Menschen,
Deutschland

MATSUBARA et al. (2002)

UCHINO und DOI (1967);
DARLAND und BROCK (1971);
WISOTZKEY et al. (1992)

DARLAND und BROCK (1971);
NICOLAUS et al. (2002)

HIPPCHEN et al. (1981);
DEINHARD et al. (1987a)
WISOTZKEY et al. (1992)

PORALLA und KONIG (1983);
DEINHARD et al. (1987b);
WISOTZKEY et al. (1992)

NAKANO et al. (2015)

GOTO et al. (2007)

GOTO et al. (2002a)
ALBUQUERQUE et al. (2000)
GOTO et al. (2003)

GOTO et al. (2007)

NICOLAUS et al. (2002)

GUO et al. (2009)
KUSUBE et al. (2014)
GOTO et al. (2007)

DUFRESNE et al. (1996);
KARAVAIKO et al. (2005)

JIANG et al. (2008)
GOTO et al. (2007)
GOTO et al. (2007)
IMPERIO et al. (2008)

TSURUOKA et al. (2003)

GOTO et al. (2007)

KARAVAIKO et al. (2005)
SIMBAHAN et al. (2004)

GLAESER et al. (2013)
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Die Gattung Alicyclobacillus wurde taxonomisch der Familie deXlicyclobacillaceae
innerhalb der Ordnung d@&acillaleszugeordnet, welche wiederum in die Klasse Biacilli

im Stamm derFirmicutes eingeordnet werden. In den folgenden Jahren biseheurden
etliche neueAlicyclobacillus Spezies beschrieben. Zur Zeit werden, wie in Tali 2
dargestellt, 25 Arten inklusive Unterarten dem GeAlicyclobacillus zugeordnet (DSMZ

Prokaryotic Nomenclature Up-To-Date).

2.2 Charakteristika von Alicylobacillus spp.

Die GattungAlicyclobacillus beinhaltet grampositive, thermo-acidophile, zumerstile,
stabchenférmige und zur Bildung von Endosporentigfé Bakterien (YUE et al., 2014).
Naturliches Habitat ist der Erdboden, dementspmthevurden die Bakterien aus
verschiedenen Bodenproben, aber auch aus geotlsbaniQuellen isoliert (Tab. 2.1). Eine
Kontamination von Frucht- und Gemusesaftproduktésigt vermutlich u. a. durch mit Erde
verschmutzte Friichte oder belastetes Wasser (MERMEONTVILLE, 2014).

Die ovalen Sporen liegen im mikroskopischen Biktntinal bis subterminal,
Sporangien kénnen je nach Spezies geschwollen ridet geschwollen sein (CHANG &
KANG, 2004). Auf festen Nahrbdoden bildet der lebaielhygienisch bedeutsamste
VerderbserregerA. acidoterrestrisrunde, cremig wei3e und durchscheinende bis opake
Kolonien (WISOTZKEY et al., 1992). Die meisten Arteon Alicyclobacilluswachsen unter
aeroben Bedingungen und konnen verschiedene Zuakea, Fructose und Glucose
metabolisieren (SPLITTSTOESSER et al., 1994; MERLEONTVILLE, 2014).

Alicyclobazillen sind auRergewéhnlich temperatumd saureresistent, das Wachstum
der vegetativen Zellen erfolgt bei Temperaturen 26n- 70 °C (WISOTZKEY et al., 1992;
GOTO et al., 2007). Daruber hinaus konnen einzehmen wie A. disulfidooxydans,
A. tolerans, A. ferrooxydansd A. consociatusaber auch bei Temperaturen von weniger als
20 °C wachsen (KARAVAIKO et al., 2005; JIANG et,&008; GLAESER et al., 2013). Die
pH-Toleranz vonAlicyclobacillus spp. liegt prinzipiell zwischen Werten von 2,0 — 6,0
(WISOTZKEY et al., 1992), wobei die SpezisdisulfidooxydansndA. toleransauch noch
bei extrem sauren pH-Werten von < 1,5 wachsen ki@ RAVAIKO et al., 2005) bzw.
A. consociatus eine pH-Toleranz bis pH 10,5 aufweist (GLAESER a&t, 2013).
Die optimalen Wachstumsbedingungen fur den VeragrbgerA. acidoterrestridiegen bei
Temperaturen von 36 — 53 °C sowie einem pH vor-4® (SMIT et al., 2011).

Das Wachstum der Bakterien in Lebensmitteln wudhavon der relativen Dichte,
d. h. dem Zuckergehalt von Fruchtsaften, beeinflussbei in Saftkonzentraten mit hoher
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relativer Dichte das Wachstum gehemmt wird. Diest ibeispielsweise laut
SPLITTSTOESSER et al. (1994) in Riesling-Traubensedi einer relativen Dichte von
21,6 °Brix (entspricht der Dichte einer 21,6 % 3®mrose-Losung in Wasser) der Fall.
Werden entsprechende Konzentrate jedoch z.B. leei Herstellung von Fruchtsaft-
Mixgetranken verdunnt, kbnnen darin enthaltene Bpdeen auskeimen, sich vermehren und
letztlich zum Verderb des Produkts fuhren (PETTIRHEOSMUNDSON, 2000).

Das charakteristischste Merkmal, dem die Gattdigyclobacillus auch ihren Namen
verdankt, ist die einzigartige Zusammensetzung @gtoplasmamembran. Hauptkompo-
nenten der Cytoplasmamembran smlicyclische Fettsauren, bei den meisten Gattungs-
mitgliedern handelt es sich dabei usnCyclohexan Fettsauren: die Membran Beiacido-
caldariusbesteht beispielsweise zu 70 — 93 % (DE ROSA eflall1l; OSHIMA & ARIGA,
1975) bzw. beA. acidoterrestrizu 15 — 91 % aue-Cyclohexan Fettsauren (HIPPCHEN et
al.,, 1981). Im Gegensatz dazu enthaltemie Lebensmittel-relevanten Spezies
A. cycloheptanicusind A. herbariussowie die Umwelt-assoziierten Keinde kakegawensis
undA. shizuokensie-Cycloheptan Fettsduren (PORALLA & KONIG, 1983; DEHARD et
al., 1987a; DEINHARD et al., 1987b; WISOTZKEY et,d992; GOTO et al., 2002a; GOTO
et al.,, 2007). Mit der Entdeckung voA. pomorumwurde die Gattungsbeschreibung
modifiziert, denn die Cytoplasmamembranen diesez®g beinhalten keine-alicyclischen,
sondern geradkettige bzw. verzweigtkettige gedattigpttsauren (GOTO et al., 2003). Ein
ahnliches Fettsaurenmuster wurde spater auch derem Umwelt-assoziierten Spezies, wie
z. B. A. macrosporangiidussowie A. pohliae nachgewiesenAufgrund phylogenetischer
Analysen konnten diese Arten dennoch der GattAhgyclobacillus zugeordnet werden
(GOTO et al.,, 2003; GOTO et al.,, 2007; IMPERIO &t 2008; JIANG et al., 2008;
GLAESER et al.,, 2013). Zusatzlich zm-alicyclischen Fettsauren kommen bei einigen
Spezies Hopanoide in der Cytoplasmamembran voseDiatiurlicherweise v. a. in Bakterien
vorkommenden Derivate des pentazyklischen Tritespdopan ahneln strukturell dem in
Membranen eukaryotischer Organismen vorkommendeale€ierin (PORALLA et al.,
1980).

Die einzigartige Hitze- und Sauretoleranz der ydiobazillen, die es den vegetativen
Zellen ermoglicht, unter widrigen Bedingungen zerldében und sich zu vermehren, wird vor
allem mit dem hohen Anteil am-alicyclischen Fettsauren und Hopanoiden in der
Cytoplasmamembran erklart, da diese die Membrabilisiaren und deren Permeabilitat

sowie Fluiditat reduzieren. Dies tragt wahrschemlzur Erhaltung der Barrierefunktion der
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Tabelle 2.2. Charakteristika einiger LebensmittelhygienischralgerAlicyclobacillusspp. Basierend auf Daten von DARLAND und
BROCK (1971), DEINHARD et al. (1987a), DEINHARD &. (1987b), GOTO et al. (2002a), MATSUBARA et @002)
sowie GOTO et al. (2003).

A. acidoterrestris A. acidocaldarius A. acidiphilus A. herbarius A. cycloheptanicus A. pomorum
Wachstum
Temperaturbereich (°C 20 - 70 (36 - 53) 45 - 71 (53 - 65) 20 - 55 (50) 35-65 (55 - 60) 40 - 53 (48) 30 - 60 (45 - 50)
(Optimum)

pH Bereich (Optimum) 25-58(4,5-5,0) 2,0-6,0(3,5-4,0 2,5-5,5(3,0) 35-6,04,5-50 30-55(35-4,5 3,0-6,0(4,0-4,5)
Koloniemerkmale

Farbe cremig weil3 bis gelblich.  unpigmentiert, cremig weil3, opak nicht pigmentiert  cremig weil3, opak  nicht pigmentiert
durchscheinend bis opa cremig gelb

Form rund rund oder konvex rund, glatt rund rund, klein, glatt rund
GréRe (g mm) 3,0-50 1,0-2,0 1,0-4,0 2,0-3,0 - 3,0-4,0
Morphologie
Gram-Farbung + bis variabel + bis variabel + + + + bis variabel
GroRe der Stabchen 29-43x06-08 15-30x05-0,8 09-11x4,8-6,3 - 25-45x0,35-0,58 20-4,0x0,8-1,0
(Lange x Breite in um)
Sporenform & -gréRe  oval, 1,5-1,8 x 0,9 - 1,C oval oder ellipsoid,  ellipsoid bis oval oval oval, 1,0 x 0,75 oval
(Lange x Breite in um) 1,0-1,1x0,7-0,8
Sporenbildung terminal, subterminal unt terminal bis terminal bis subterminal subterminal subterminal
zentral subterminal subterminal
Sporangium nein bis wenig nein bis wenig ja ja wenig ja
geschwollen
Chemische Merkmale
Fettsauren w-Cyclohexan w-Cyclohexan w-Cyclohexan »-Cycloheptan ®-Cycloheptan geradkettige und

verzweigtkettige
gesattigte Fettsauren
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Membran und damit zur Aufrechterhaltung eines piilggischen cytoplasmatischen pH-
Wertes in Umgebungen mit niedrigen pH-Werten unelotiohen Temperaturen bei
(KANNENBERG et al., 1984; KRISCHKE & PORALLA, 199WISOTZKEY et al., 1992).
In Tab. 2.2 sind die Charakteristika einiger Lebeitielhygienisch-relevanteAlicyclo-
bacillusspp zusammengefasst, eine Ubersicht zu mikrobiologibeleutsamen Eigen-
schaften anderer Vertreter dieses Genus findeto®cMUE et al. (2014).

Die Sporen von Alicyclobazillen sind extrem hitzgstent und kénnen, wie dies auch von
anderen aeroben und anaeroben Sporenbildnern hekgrals Dauerform Pasteurisierungs-
prozesse uberleben (SMIT et al., 2011). Grundséizbktellt die Mineralisierung mit
divalenten Kationen wie G& und Mrf* einen der wesentlichen Faktoren fiir die hohe
Hitzestabilitat von bakteriellen Dauerformen daEMDER & MARQUIS, 1985). Calcium
bildet hierbei mit Dipicolinsaure (DPA) Komplexe 4MPA), welche die Sporen unter
Hitzeeinwirkung stabilisieren kénnen (YAMAZAKI et l.a 1997a). Sporen von
A. acidoterrestris weisen bei niedrigen pH-Werten eine starkere Bmgdneigung fur
divalente Kationen (G4 und Mrf*) auf als andere untersuciBacillusspp (YAMAZAKI et

al., 1997a). Dies erklart, weshalb der pH-Wert giBporulationsmediums, insbesondere bei
niedrigeren Prozesstemperaturen, einen gewissenflug&Sn auf die Hitzeresistenz
(Ublicherweise angegeben als dezimale ReduktioinseWert) der sich darin bildenden
Sporen hat (PONTIUS et al., 1998; SILVA et al., 9p9

Neben dem pH-Wert gibt es weitere intrinsischetéiak, die die Hitzebestandigkeit
der Sporen in Fruchtsaften beeinflussen kénnel, hangt der D-Wert vom Zuckergehalt,
d. h. der relativen Dichte, sowie der Wasseraldivit(a-Wert) ab, wobei in
Fruchtsaftkonzentraten mit hoher relativer Dichtad ugeringerer Wasseraktivitat die
Hitzeresistenz hoéher ist als in einfachen Fructesd{SPLITTSTOESSER et al., 1994;
SILVA et al., 1999). Die wahrend der Sporenbildumgrschende Umgebungstemperatur
beeinflusst als extrinsischer Faktor auch unablgangm pH-Wert die Hitzeresistenz der
Sporen. Dabei gilt, dass die Hitzeresistenz der&psteigt, je hoher die Temperatur wahrend
der Versporung war.

Zudem hangt der D-Wert der bakteriellen Dauerfermauch mal3geblich von der
Spezieszugehdrigkeit innerhalb der Gattuidicyclobacillus ab, die Sporen von
A. acidocaldarius sind beispielsweise 30-fach hitzeresistenter gi®ré& von A. acido-
terrestris(PALOP et al., 2000), aber auch innerhalb einez®seneist die Hitzeresistenz der

jeweiligen Stdmme eine grol3e Variationsbreite auf.
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Alicyclobazillen sind, soweit bisher bekannt, apafn. WALLS und CHUYATE (2000a)
untersuchten die Pathogenitat mehrerer StammeAv@atidoterrestrisund eines Stammes
von A. acidocaldariusin Tierversuchen. Dabei wurden Mausen intrapee&bnSporen
verabreicht, auf3erdem wurden Futterungsversuche weitdorbenem Apfelsaft an
Meerschweinchen durchgefiihrt. Bei einer applizierosis von 5,0 x TOKbE/ml Saft
konnten keine Erkrankungen beobachtet werden.

Vor kurzem wurde mifA. consociatugedoch erstmals eine Spezies beschrieben, die
aus der Blutprobe eines Menschen isoliert worden s blieb aber unklar, ob der isolierte
Stamm Verursacher einer Infektion war oder ob ef slabei um einen Zufallsbefund
handelte (GLAESER et al., 2013). Prinzipiell konntaslang in keiner Untersuchung der
Verzehr von Produkten, bei denen eMicyclobacillusverursachter Verderb festgestellt
worden war, mit dem Auftreten von Erkrankungen béilenschen in Zusammenhang
gebracht werden. Der Verderb von Lebensmitteln ld.cacidoterrestrisscheint somit eher
ein wirtschaftliches Problem, insbesondere flrkthechtsaftindustrie, zu sein, als dass er ein
Sicherheitsrisiko fur den Verbraucher darstellt NG & KANG, 2004).

2.3 Verderb von Fruchtsaften durchAlicyclobacillusspp.

Wie eingangs erwahnt, konnédicyclobacilluserstmals von CERNY et al. (1984) mit dem
Verderb von Lebensmitteln in Verbindung gebrachtdea, A. acidoterrestriswurde dabei
aus verdorbenem pasteurisiertem Apfelsaft isoliig.zu diesem Zeitpunkt war das Interesse
an diesem Bakterium eher akademischer Natur gewasden Folgejahren anderte sich dies
jedoch, da weltweit immer mehr Félle eines durclicyslobazillen verursachten Verderbs
von Fruchtsaften beobachtet wurden, die mit massiwértschaftlichen Verlusten fir
betroffene Unternehmen einhergingen (WALKER & PHIRE, 2008). So konnten die
Mikroorganismen im Laufe der Jahre u.a. in Jadamiopa, den USA und Australien
(WALLS & CHUYATE, 2000b; CHANG & KANG, 2004) als s&achliche Kontaminanten
fur den Verderb einer breiten Palette von versamnsten Saften und Saftprodukten
nachgewiesen werden (SPLITTSTOESSER et al., 199MAZAKI et al., 1996; GOTO et
al., 2003; JENSEN & WHITFIELD, 2003A. acidoterrestriswurde u. a. aus verdorbenem
Apfel-, Tomaten-, Orangen-, Grapefruit-, Mango-, rrii&én-, Maracuja- und weil3em
Traubensaft isoliert (MOLVA & BAYSAL, 2014), weitersaure Produkte wie isotonisches
Wasser und Limonade (YAMAZAKI et al., 1996), kohé&urehaltige Fruchtsaftgetranke
(PETTIPHER et al., 1997), Fruchtmark und haltb&etee (DUONG & JENSEN, 2000),
gehackte Dosentomaten (MERLE & MONTVILLE, 2014) sewnattrliche Apfel- und
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Birnenaromen (OTEIZA et al., 2014) waren ebenfladigoffen.

Dass der Verderb durchlicyclobacillusspp. nicht nur ein sporadisches Geschehen
darstellt, sondern vielmehr regelméfiig bei vielenethehmen der Fruchtsaftindustrie auftrat,
zeigte sich bei einer Umfrage, die 1998 von deridwal Food Processors Association bei
Fruchtsaftherstellern in den USA durchgefihrt wuridabei gaben 35 % der Hersteller an,
schon einmal Falle von Verderb durch acidophiler8plildner gehabt zu haben (SMIT et
al., 2011). Dieses Bild konnte spéater durch eingene Umfrage, die 2005 von der European
Fruit Juice Association erhoben wurde, bestéatigtdee (YUE et al., 2014). Viele der
befragten Unternehmen berichteten von z. T. wiedkerwftretenden, massiven Verderbs-
fallen. Die weite Verbreitung von Alicyclobazillepeigte sich auch in Inzidenz-Studien.
PETTIPHER et al. (1997) gelang der Nachweis vAnacidoterrestrisin 5 von 18
untersuchten frischen Saftprodukten sowie in 5 Bompfelsaftproben bzw. Apfelsaft-
konzentraten. CHANG und KANG (2005) konnten in 2%5 der untersuchten
Apfelsaftproben (n=44), bzw. 4 von 6 Apfelsaftkentraten Alicyclobacillusspp.
nachweisen. Des Weiteren konntlicyclobazillen u. a. in nattrlichem Birnenaront\on
14 Proben positiv), Pfirsichsaft (29,4 % positivelien, n = 309), Mangosaft (29 % positive
Proben, n =31), Erdbeersaft (5 von 6 Proben pditzw. Bananensaft (2 von 6 Proben
positiv) detektiert werden (OTEIZA et al.,, 2011; BEXZA et al.,, 2014). Diese Beispiele
belegen die hohe Vorkommenshaufigkeit von Alicyeloben und untermauern deren

Bedeutung fur die Fruchtsaftindustrie.

Der Verderb von sauren Produkten durch Alicyclobezimacht sich vor allem durch einen
Fehlgeruch bzw. Fehlgeschmack bemerkbar, zusatklkeim eine leichte Sedimentbildung
erfolgen, aufRerdem ist manchmal eine abnorme Fgriaw. leichte Tribung ohne
Gasbildung erkennbar. Diese Veradnderungen treterden Regel auf, sobald sich die
Alicyclobazillen auf Keimgehalte von > 46 1¢ KbE/ml vermehrt haben (PETTIPHER et
al., 1997, BAHCECI et al., 2005). Da in den Ruckgteben keine offensichtlichen

Anzeichen von Verderb wie Aufblahen der Packungykst Trilbung oder substantielle
Verdanderungen des pH-Wertes auftreten, werden Rirmeaufig erst durch

Verbraucherbeschwerden auf verdorbene Produkteeakdam (SPLITTSTOESSER et al.,
1994; DUONG & JENSEN, 2000).

Als Hauptverursacher des Fehlaromas in den déatyclobacillus verdorbenen
Produkten wurde Guajacol (2-Methoxyphenol) idenigfit (Abb. 2.1; YAMAZAKI et al.,
1996). Der Geruch dieser Verbindung wird als medszh, desinfektionsmitteléahnlich,
antiseptisch, phenolisch oder rauchig beschrieBMASSERMAN, 1966; DUONG &
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JENSEN, 2000; PETTIPHER & OSMUNDSON, 2000; GOCMENak, 2005). Aul3erdem
wurden die Halophenole 2,6-Dichlorphenol und 2,6/Bmphenol (Abb.2.1) als
Mitverursacher von Fehlaromen beschrieben (GOCMERN. £2005).

OH OH OH
O Cl Cl Br Br
ew,
Guajacol 2,6-Dichlorphenol 2,6-Dibromphenol
Abbildung 2.1. Strukturformeln von Verbindungen, die fir das Fedraa bei mit

Alicyclobacillusspp. kontaminierten Produkten verantwortlich gerhach

werden.

Guajacol ist ein Produkt des mikrobiellen Stoffweels, es kann von einigen
Alicyclobacillusspp. enzymatisch aus in Saften enthaltener Vasdlire bzw. u. a. aus
dessen Vorlaufermolekul Vanillin gebildet werdenA(Cet al., 2015b). Diese werden
wiederum in mehreren Schritten aus Ferulasaurddgel{iAbb. 2.2), welche natirlicherweise
in Obst vorkommt. Vanillin wird von den Bakterienrdh eine NADPH-abhangige Vanillin-
Reduktase zu Vanillylalkohol reduziert und dannctiueine NAD(P)-abhangige Vanillin-
Dehydrogenase zu Vanillinsédure oxidiert, die Umwang in Guajacol erfolgt letztlich durch
eine nicht-oxidative Decarboxylierung (CAl et &015a).

Vanillinsdure wurde Getranken friher auch zugésetitlerweile haben jedoch viele
Hersteller die Rezeptur ihrer Produkte verdnderd urermeiden den Zusatz dieser
Verbindung, um das Risiko der mikrobiellen Synthese Guajacol zu verringern (MERLE
& MONTVILLE, 2014).

Nicht alle Alicyclobazillen produzieren Fehlaromend sind damit fir den Verderb von
Fruchtsaften und anderen sauren Produkten veratithiorWie eingangs erwahnt, besitzt
A. acidoterrestrishierbei die grof3te Bedeutung, allerdings wurdettleniveile auch andere
Spezies aus verdorbenen Proben isoliert oder denpelle Produzenten von Fehlaromen
identifiziert. NebenA. acidoterrestriswurde eine lebensmittelhygienische Relevanz fir

A. acidiphilus, A. acidocaldarius, A. cycloheptaric A. herbarius, A. hesperidusowie
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A. pomorumpostuliert(MATSUBARA et al., 2002; GOTO et al., 2003; GOCMEH al.,
2005; GOUWS et al., 2005; GOTO et al., 2008; WITTHHUet al., 2013).

CH,

7z
4-Vinylguajacol
/CH3
OH
0 OH i
@) OH
7 OgL M
Vanillin
T ) H ST CH;
|'1/ (8] / 3 / ]
= Q (0]
CH
oH
OH OH
Ferulaséaure Vanillinsaure Guajacol
Abbildung 2.2 Bildung von Guajacol im mikrobiellen StoffwechselsaVanillinsaure

und dessen Vorlaufern (modifiziert nach YOKOT207)).

Die Haltbarkeit von Fruchtsaftprodukten wird bedirdurch intrinsische Faktoren (u. a.
niedriger produkteigener pH) und thermische Auftteng (Prozess-Faktoren). Durch den
geringen pH-Wert wird das Wachstum vieler Baktemairlicherweise gehemmt, wahrend
saureresistente, jedoch hitzeempfindliche mikrédidlerderbserreger wie beispielsweise
Milchsaurebakterien, Hefen und einige Schimmelpdzech die Pasteurisierung inaktiviert
werden (SPLITTSTOESSER et al., 1994; CHANG & KANZBO4). Bei dem typischerweise
in der Fruchtsaftindustrie zur Pasteurisierung ‘eemeten hot-fill-hold Prozess wird das
Produkt fur 15 — 20 sek auf 90 — 95 °C erhitzt magh Abkihlung auf 82 — 84 °C in die
entsprechenden Verpackungen abgefillt. Diese Teatyrewird flr weitere 2 min aufrecht
erhalten, bevor die Produkte verschlossen und alinakerden (SMIT et al., 2011).

Wie in 2.2 beschrieben, sind die Sporen der themmdophilen Alicyclobazillen
jedoch so hitzeresistent, dass sie nicht durchbdieder Pasteurisierung von Fruchtsaften
eingesetzten Zeit-/Temperatur-Kombinationen abgetgerden. Abhangig vom untersuchten
Fruchtsaft und Isolat wurden fié. acidoterrestrisDgs-Werte von 1,0 — 9,9 min bzw.op
Werte von 5,9 — 23,1 min beschrieben (SPLITTSTOHS®Eal., 1994; MCINTYRE et al.,
1995; KOMITOPOULOU et al., 1999; YAMAZAKI et al.,ad0; MALDONADO et al.,
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2008). Diese Werte verdeutlichen, dass die DauerPdesteurisierung um ein Vielfaches
erhoht werden miusste, um tatséchlich eine vollsg@nbhaktivierung der Verderbserreger zu
erreichen. Ein weiteres Problem besteht darin, d#ies hohen Temperaturen bei der
Pasteurisierung die Auskeimung von Sporen womcidoterrestrissogar anregen, da diese
wie eine Hitzeschockbehandlung (siehe 2.4.1) aafSporen wirken (JENSEN, 1999). Die
hohe Saureresistenz der Sporen tragt dazu bei,dia&porenzahl in kontaminierten Saften
auch bei langerer Lagerung (>40d) konstant bIgOTEIZA et al., 2015), eine
Beeintrachtigung der Vitalitat der Dauerformen diuden produktbedingt niedrigen pH-Wert
tritt somit nicht auf.

Nach Auskeimung der Sporen kommt es in ungekigiigprten Produkten, v. a. bei
hoheren Umgebungstemperaturen, zu einem raschehsiMat der Keime (GOCMEN et al.,
2005). Bereits aul3erst geringe Ausgangskeimgekaitaen hierbei ausreichen, um letztlich
den Verderb der betroffenen Produkte zu verursacBerwurde beispielsweise von WALLS
und CHUYATE (2000a) berichtet, dass die Kontamoratimit nur einer Spore
A. acidoterrestrige 10 ml geniigte, um Apfel- bzw. weil3en Traubensafterderben.

2.4 Nachweisverfahren

Fur den Nachweis vowrlicyclobacillusspp. bzw.A. acidoterrestrisim Speziellen wurden
eine Vielzahl unterschiedlicher Methoden beschnelignterschieden werden kann hierbei
zwischen klassisch-mikrobiologischen, kulturbasiert Anreicherungs- und Nachweis-

methoden sowie verschiedenen alternativen Verfahren

2.4.1 Klassisch-mikrobiologische Methoden

In der Routineanalyse von Fruchtsaftprodukten werdesher vor allem klassisch-
mikrobiologische, kulturbasierte Methoden zur Iening und zum Nachweis von
Alicyclobazillen eingesetzt. Vorteil dieser Verfahr ist, dass sie in der Praxis leicht
anwendbar, verlasslich und wenig kostenintensiwd,seuf3erdem ist der Gerateaufwand
gering. Andererseits ist der mikrobiologische Naelsawzeitaufwéndig, zur Bestatigung sind
zudem oft weitere Verfahren noétig (STEYN et al.12p

Da kontaminierte Produkte oft nur wenige Sporengmihalten (2.3), bedingt der Einsatz
konventionell-mikrobiologischer Methoden prinzipieine selektive Anreicherung der Keime
in flissigen oder auf festen Nahrmedien, gefolgh Bestatigungsverfahren, die auf

mikrobiologischen Parametern oder anderen Detegpionzipien basieren.
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Im Gegensatz zu anderen lebensmittelrelevanten éfeimie Salmonellen oder Listerien, bei
denen durch den Einsatz von Selektivstoffen in @eveiligen Nahrmedien das Wachstum
der Begleitflora unterdrickt wird, beruht die Seiekit der Anreicherung von
Alicyclobazillen im Prinzip auf den besonderen W&tdmsanforderungen, die dem thermo-
acidophilen Charakter der Bakterien geschuldet. disdkommen beispielsweise angesauerte
Nahrmedien (pH 4 oder weniger) zum Einsatz, zuderfolgt die Inkubation bei
Temperaturen um die 45 °C oder hoher (bis zu §5B@i diesen Bedingungen wird das
Wachstum anderer, nicht thermo-acidophiler Mikr@migmen gehemmt, der Einsatz von
Selektivstoffen ist daher nicht nétig. Die Kulturererden 2 — 5 Tage inkubiert, eine relativ
lange Zeitspanne im Vergleich zu den bei anderebebhsmittelhygienisch-relevanten
Bakterien verwendeten Inkubationszeiten von 24 kh 48TEYN et al., 2011).

Um den Nachweis vorilicyclobacillus Sporen in Fruchtsaftprodukten zu erleichtern, wird
eine Probenvorbereitung in Form von Hitzeschoclahedn eingesetzt, damit werden ruhende
Endosporen aktiviert und deren Aussprossung gefiirlle konnte gezeigt werden, dass ein
Verzicht auf diesen Arbeitsschritt in einer deutBo Unterschatzung der tatsachlichen
Sporenzahl in kontaminierten Produkten resultieeingt dadurch, dass eventuell nicht alle
Sporen zur Keimung gebracht werden kdénnen (CHANGKANG, 2004). Eine Vielzahl
unterschiedlicher Temperatur-Zeit-Kombinationen deugetestet: Beschrieben wurde z. B.
die Erhitzung der Proben auf 80 °C fir 10 MinutPETTIPHER et al., 1997; PETTIPHER
& OSMUNDSON, 2000; WALLS & CHUYATE, 2000b), auf A« fur 10 Minuten
(JENSEN, 2000) oder auf 70 °C fur 20 Minuten (EIR®©®al., 1999). Nach Durchfiihrung
der Hitzebehandlung wird eine Voranreicherung desdikts vorgenommen, um sicher-
zustellen, dass auch eine geringe AusgangsbelademBrobe zuverlassig detektiert werden
kann (WALKER & PHILLIPS, 2008; SMIT et al., 2011).

Generell gibt es zwei grundsatzlich verschiedenefadfieen fir die Anreicherung von
Alicyclobazillen auf festen Nahrmedien: zum einednken Plattenverfahren eingesetzt
werden — wobei die Verwendung des Oberflachenvesfehbei den meisten Autoren bessere
Ergebnisse liefert als das Gussplattenverfahrem FEHER et al., 1997; PETTIPHER &
OSMUNDSON, 2000; MURRAY et al, 2007) — zum ander&gann vorab eine
Aufkonzentrierung der Keime mittels Membranfiltaati erfolgen. Beim Oberflachen-
verfahren wird die Probe direkt auf einen Nahrbodesplattiert, der Vorteil dieser Methode
ist, dass sie wenig aufwéndig und fur alle Artem v@roben durchfihrbar ist. Bei der

Membranfiltration werden Proben hingegen durch rifdter mit einer Porengréf3e von
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0,45 um filtriert, gréRere Partikel, u. a. Baktarigeerden zuriickgehalten. Die Filtermembran
wird anschlie3end auf einen festen Nahrboden velnbrand inkubiert. Da grof3e Volumina
einer Probe durch eine Membran filtriert werdenném ist die Sensitivitat dieser Methode
hoher als die des Oberflachenverfahrens, bei dernthadenbedingt auf einen festen
Nahrboden nur jeweils einige wenige ml Probe auégen werden konnen. Allerdings ist das
Membranfiltrations-Verfahren fur viele Produkte,enz. B. Fruchtfleisch enthaltende Safte,
aufgrund der spezifischen Produkteigenschaftent mgeleignet (CHANG & KANG, 2004,
SMIT et al., 2011).

Wie eingangs erwahnt, kommt dem Nahrmedium einesltedde Rolle beim selektiven
Nachweis von Alicyclobazillen zu. Um das Wachsturar dcacidophilen Bakterien zu
ermdglichen, missen die eingesetzten Nahrmediem eiredrigen pH-Wert aufweisen. Die
Ansauerung der Medien erfolgt meist mit Salzsa8ahwefelsaure oder Apfelsaure auf pH-
Werte von 3,5 — 4,0 (CHANG & KANG, 2004). Trotz deshen Widerstandsfahigkeit, die es
Alicyclobacillusspp. erméglicht, auch unter extremen Bedingungeibmileben, zeigen die
Bakterien aber kein Wachstum auf StandardndhrmedienStandard-Nahragar, Trypton-
Soja-Agar, Hirn-Herz-Agar und Standard Plate Codigar, selbst wenn diese Medien auf
einen niedrigen pH-Wert von 3,5 eingestellt werd&PLITTSTOESSER et al., 1994;
PETTIPHER et al.,, 1997). Aus diesem Grund wurdet sigr Isolierung der ersten
Alicyclobazillen aus sauren heil3en Quellen von UdBIund DOI (1967), eine Vielzahl an
Medien speziell zum Nachweis vorlicyclobacillus spp. entwickelt (Tabelle 2.3). Unter
anderem beschrieben DARLAND und BROCK (1971) eintlsgtisches Salzmedium, aus
welchem die vier sehr ahnlich zusammengesetzten rniNgthen Alicyclobacillus
acidocaldariusMedium (AAM), Alicyclobacillus Medium (ALI), Bacillus acidocaldarius
Medium (BAM), sowieBacillus acidoterrestrigthermophilusMedium (BAT) hervorgingen.
Des Weiteren kommen haufig Nahrmedien wie KarteKghkt-Glukose-Agar (Potato
Dextrose Agar, PDA) oder Orangenserum-Agar (OSA) Hinsatz, die ursprunglich fir den
Nachweis von Hefen und Schimmelpilzen entwickeltdem waren.

Es wurden viele Studien zur Nachweiseffizienz degrschiedenen Medien
durchgefuhrt, bisher konnte sich allerdings keinheitliches Verfahren durchsetzen. Zwei
Studien (PETTIPHER et al., 1997; PETTIPHER & OSMUSBIDN, 2000) bescheinigten
sowohl BAM, als auch PDA sowie vor allem dem OSAddcffektivitat bei der Isolierung
von Sporen aus Orangensaft. ORR und BEUCHAT (2000gegen ermittelten fur den
K Agar eine hohere Nachweiseffizienz bei chemisehamdelten Sporen, als fur die parallel

getesteten PDA und OSA. Hingegen konnte mit dem -Medium bei
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Tabelle 2.3. Zusammensetzung einiger Nahrmedien, die zur IswmigewonAlicyclobacillusspp. aus Fruchtsaften eingesetzt werden.

Soweit nicht anders angegeben beziehen sicihajaben auf 1 | A. dest.

Name (Abklrzung)

Zusammensetzung Referenz

Alicyclobacillus acido-
caldariusMedium (AAM)

AlicyclobacillusMedium
(ALI)

Bacillus acidocaldarius
Medium (BAM)

Bacillus acidoterrestris
(thermophilus) Medium
(BAT)

Enzyme Substrata. acido-
terrestrisSelective Media
(EAATSM)

0,25 g CaCGlx 2 HO; 0,5 g MgSQ@x 7 HO; 0,2 g (NH).SOy; 0,6 g KHPOy; 1,0 g
Hefeextrakt; 1,0 g Glucose; pH 4
Als Sporulationsmedium zusatzlich 0,05 % (g/v) MnC# HO

YAMAZAKI et al. (1996);
MURAKAMI et al. (1998)

0,25 g CaCGlx 2 H0; 0,5 g MgSQ@x 7 H:0; 0,2 g (NH).SOy; 3,0 g KHPOy; 2,09
Hefeextrakt; 1,0 g Glucose; 2,0 g l6sliche Stapte¢ ;3,5 (mit 0,5 M HSQw vor dem
Autoklavieren einstellen)

Fur ALI-Agar ALI-Bouillon in doppelter Konzentratioherstellen und mit dem gleichen
Volumen an 3,5 % (g/v) Agar nach dem Autoklavievermischen

WISSE (1998)

0,25 g CaGlx 2H0; 0,5 g MgSQ@x 7 H:0; 0,2 g (NH).SQ;; 3,0 g KHPQy; 1,09
Hefeextrakt; 1,0 g Glucose; 1,0 ml SpurenelementigspH 4 ( mit 0,5 M EB5Q, einstellen)
Spurenelementlosung: 0,66 g Cack HO; 0,18 g ZnS®x 7 HO; 0,16 g CuS®Ox 5 SO,
0,15 g MnSQ@x 4 HO; 0,18 g CoCGIx 6 HO; 0,1 g HBOs; 0,3 g NaMoO4 x 2 HO;

Fur BAM-Agar Bouillon in doppelter Konzentrationriséellen und mit gleichem Volumen an
Agar (15 - 20 g Agar/l) nach dem Autoklavieren chisn

DEINHARD et al. (1987a)

Wie BAM aulRer: 2,0 g Hefeextrakt DEINHARD et al. (1987a)

2,0 g Hefeextrakt; 2,0 g losliche Stéarke; 1,0 gagke; 15,0 g Agar; 0,1 g 5-Brom-4-chlor-3- UCHIDA et al. (2013)
indoxyl-beta-D-cellobioside; 1,0 g Polyoxyethyl&®) Sorbitan Monopalmitat; pH 3,7 (mit
1 M HCI nach Autoklavieren einstellen)
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Fortsetzung Tabelle 2.3

Name (Abklrzung)

Zusammensetzung Referenz

Hiraishi Glucose Yeast
Extract Medium (HGYE)

K Agar

Malt Extract Sporulation
Medium (MSM)

Orange Serum Agar
(modifiziert) (OSA)

0,4 % (g/v) Glucose; 0,3 % (g/v) (NHSOy; 0,1 % (g/v) Trypticase Soy Bouillon; 0,05 %  HIRAISHI et al. (1997)
(g/v) Hefeextrakt; 0,05 % (g/v) MgS® 7H;0; 0,01 % (g/v) KHPQy; 0,01 % (g/v) KSQy;
3 % (g/v) Agar; pH 3,0 (mit FBCQx einstellen)

2,5 g Hefeextrakt; 5,0 g Pepton; 1,0 g GlucosegITween 80; 15,0 g Agar; pH 3,7 [mit 25 %VALLS (1998 )
(g/v) Apfelsaure einstellen]

30,0 g Malzextrakt; 5,0 g mykologischer PeptonpIbAgar; pH 4,0 [mit 10 % (g/v) PALOP et al. (2000)
Weinséaure einstellen]

10,0 g Trypton; 3,0 g Hefeextrakt; 4,0 g Glucosg;@ K:HPQ:; 200 ml Orangensaft; 14,0 g BEVILACQUA et al. (2008)
Agar; pH 3,5 [mit 25 % (g/v) Apfelsaure einstellen]

Potato Dextrose Agar (PDA)4,0 g Kartoffelextrakt; 20,0 g Glucose; 15,0 g Agat 3,5 mit [10 % (g/v) Weinséure MURRAY et al. (2007);
einstellen] MOLVA und BAYSAL
Als Sporulationsmedium zusatzlich 3 mg/l MnSO (2014)

SK Agar 2,5 g Hefeextrakt; 5,0 g Pepton; 1,0 g Glucogendl, Tween 80; 15,0 g Agar; 10 % (g/v) CHANG und KANG (2005)

SK Agar 2

Yeast Starch Glucose
Medium (YSG)

CaCk nach Autoklavieren hinzuftigen; pH 4,0 [mit 10 %vjdNVeinsaure einstellen]

5,0 g Pepton; 2,5 g Hefeextrakt; 1,0 g Glucosepd,0Dween 80; 0,5 g Cagl0,01 % CHANG et al. (2013)
Chromazurolblau S; 70 ppm Vanillinsaure; pH 4,0t[hl % (g/v) Apfelsaure einstellen]

2,0 g Hefeextrakt; 2,0 g l6sliche Stéarke; 1,0 gadke; 15,0 g Agar; pH 3,7 [mit 1 M .80, GOTO et al. (2002a);

HCI oder 10 % (g/v) Weinséaure einstellen] GOUWS et al. (2005);
GROENEWALD et al.
(2008); IFU (2007)
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PARISH und GOODRICH (2005) eine htéhere Anzahl aror&p von der Oberflache
kontaminierter Orangen isoliert werden, PDA und KgaA zeigten eine geringere
Nachweisrate. MURRAY et al. (2007) setzte in eigeaf3angelegten Studie 10 verschiedene
Nahrmedien ein, um verschiedene Stamme »omcidoterrestris, A. acidocaldariuand
A. cycloheptanicuaus Fruchtsaftproben nachzuweisen. Mit OSA undistii Glukose-Hefe-
Extrakt Medium (HGYE) konnten geringe Keimgehalte Apfelsaftproben am wenigsten
zuverlassig nachgewiesen werden, wahrend sich Kr,Afal und BAT durch eine hohe
Sensitivitat auszeichneten. Im Gegensatz dazu kaktiemHUHN et al. (2007) wiederum zu
dem Schluss, dass PDA und OSA eine hohere NachWiaiez fir Alicyclobazillen in
Birnen- und weillem Traubensaft aufwiesen als K,ekgifirke-Glukose (Yeast Starch
Glucose, YSG) und BAM Agar.

In den letzten Jahren wurden neue selektive Nétianebeschrieben, die im
Gegensatz zu den herkdmmlichen Nahrmedien spdmfisadikatoren enthalten. Mit dem
von UCHIDA et al. (2013) publizierten chromogeneedum EAATSM (Enzyme Substrate
A. acidoterrestrisSelective Media) soll eine Differenzierung zwischferacidoterrestrisund
anderenAlicyclobacillusspp. méglich sein. Wahrend Kolonien voA. acidoterrestrisauf
diesem Néahrboden eine blaue Farbe aufweisen, sihonken anderer Alicylobazillen weil3
oder das Wachstum wird génzlich inhibiéer von CHANG et al. (2013) beschriebene SK2
Agar soll den selektiven Nachweis von Guajacol-pmerenden Alicyclobacillusspp.
ermdglichen. Kolonien Guajacol-produzierender Keineescheinen auf diesem mit
Chromazurolblau S substituierten Nahrmedium vidbést blau. Nicht-Guajacol-Produzenten

zeigen dagegen kein Wachstum oder bilden cremefarkielonien aus.

Bislang gibt es keine einheitliche, internationakikannte standardisierte Testmethode zum
Nachweis von Alicyclobazillen in Fruchtsaften unddaren sauren Produkten. Mehrere
Fruchtsaftverbande haben jedoch eigene Standaadiverf formuliert, die wichtigsten
Methoden sind die von der Japan Fruit Juice AstioaigJFJA) entwickelte ,Unified test
method for detection of thermo-acidophilic bacilliid die ,First standard IFU-method on the
detection of Alicyclobacillus in fruit juices” der International Federation of uiir Juice
Producers (IFU, 2007).
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Fertige Produkte,
direkt nach
Herstellungsprozess

Saftkonzentrate &
andere Rohware

Fertige Produkte,
aus Handel

Voranreicherung

- Ganze
Originalpackung

- 45°C, 7d

Probenvorbereitung
10 g Probe; 1:10 Verdinnung in
YSG/BAT Bouillon oder A. dest.

Hitzeschock
10 min, 80 °C / l

Filtration (optional) Direktausstrich

Filtrierbare Proben Anreicherung (optional)

ﬁn);ii?eonml verdiinnte Probe Nicht-filtrierbare g,SJ‘.Gm(I)gécr)téiiuf Kund
1x Membran auf K Agar, 1x E‘;‘r)‘r?eIZtte Probe Agarplatten ausspateln
auf YSG oder BAT Agarplatte inkugieren Restlder Probe evtl. .
Nachweisgrenze: anreichern Inkubation

1 KbE/100 ml verdiinnte Probe Nachweisgrenze: 45°C, 2-5d
1 KbE/10 g Originalprobe 100 KbE/g Probe Téaglich auf Wachstum priifen

Direktausstrich
0,1 ml Probe auf K und YSG

oder BAT Agarplatten
ausspateln

Re-Inkubation

Inkubation ivi
45 °C. 2-5 d Nach 2d ilkju?):tlijolrflj\gfroligguf K und wenn Verdacht auf Verderb durch A.
- . " spp., aber Direktausstrich ohne Ergebnis
Taglich auf Wachstum priifen YSG oder BAT Agarplatte ausspateln & o .

100 ml Produkt, Hitzeschockbehandlung

2d inkubieren _ _ Re-Inkubation: 45 °, 2-5 d
Nach 5d wiederholen, wenn kein/ wenig Subkultivierung (s. Saftkonzentrate)

[ Ergebnis \ Wachstum

- Negativ fur A. spp.: Wachstum auch bei
neutralem pH
- Prasumtiv A. spp.: Sporenbildung bei pH 3,7

- Negativ fir prasumtiv Fehlaroma Bestatigung

produzierende A. spp.: Wachstum bei 65 °C Ausgewahlte Kolonien auf K Agar, neutralem pH Medium (PC) und 2x
- Préasumtiv Fehlaroma-produzierende A. YSG Agarplatten ausstreichen

spp.: kein Wachstum bei 65 °C Inkubation: Bei 45 °C 3-5 d, 1x YSG Platte bei 65 °C 2-3 d

- Pero_xidase_—Test positi-\-/:‘ Fahigkeit zur Sporenbildung mikroskopisch priifen
Guajacol-Bildung bestatigt ) Evtl. Peroxidasetest: Uberpriifung der Fahigkeit der Guajacol-Produktion

Abbildung 2.3. Schematische Darstellunigr Detektion von Fehlaroma-produzierenédinyclobacillusspp.in Fruchtsaften nach
Methode Nr. 12 der IFU (2007).



1. Literaturtibersicht 20

Im Rahmen der japanischen Methode wird ausschiieiSG Medium eingesetzt. Je nach
Art des zu untersuchenden Produkts werden Probeiichat entweder in A. dest. oder YSG-
Bouillon verdinnt, bevor sie einer Hitzeschockbetiamng (70 °C, 20 Minuten) unterzogen
werden, danach werden sie entweder membranfiltroeler bei 45°C fir 3 — 5 d
vorangereichert. Die angereicherten Proben werden duf YSG-Agarplatten verbracht und
bei 30 °C oder 45 °C fur 3 — 5 d inkubiert. Bei 45 soll das Wachstum aller bekannter
Alicyclobacillusspp. mdglich sein, bei 30 °C wachsen dagegen Awuacidoterrestris,
A. acidiphilus, A. cycloheptanicus, A. herbarigewie A. hesperidumBei Koloniewachstum
wird Uberprift, ob tatsachlici\. acidoterrestrisisoliert wurde. Entweder wird dazu die
.Differential growth temperature method“ eingesetaéi der das Wachstumsverhalten der
Isolate bei 45 °C und 65 °C Uberpruft wird, odez Beroxidase Methode (2.4.2.1), mit der
getestet wird, ob das Isolat zur Bildung des MelisbGuajacol fahig ist (YOKOTA, 2007).

In Methode Nr. 12 der IFU (2007) wird der Einsaezschiedener Nahrmedien, ndmlich BAT
(pH 4,0), YSG (pH 3,7) sowie K Agar (pH 3,7) furndBlachweis Fehlaroma-produzierender
Alicyclobacillusspp. empfohlen. BAT und YSG fordern als nicht-kde Nahrbdden das
Wachstum aller bekanntellicyclobacillusspp., wahrend K Agar vor allem das Wachstum
von A. acidoterrestrissowie eingeschréankt auch vaéh acidocaldariusund A. acidiphilus
zulasst. Auf BAT Agar kann zudem eine Sporenbilduley Bakterien tberprift werden.
Auch im Rahmen dieser Methode sind fir verschiedéhgen von Produkten
unterschiedliche Vorgehensweisen vorgesehen, diesden in Abbildung 2.3 detailliert
dargestellt. Sowohl die Australian Fruit Juice Agabon (AJA) wie auch siudafrikanische
Fruchtsafthersteller empfehlen die Anwendung del-Methode — z. T. mit Abwandlungen —

zum Nachweis von Alicyclobazillen in Fruchtsaft&MIT et al., 2011).

2.4.2. Alternative Nachweisverfahren

In der Routineanalytik werden zwar immer noch fasisschliel3lich mikrobiologische
Verfahren zur Isolierung von Alicyclobazillen ausu€htsaften eingesetzt, da sie leicht
durchfihrbar und zuverlassig sind. Allerdings ssid auch sehr zeitaufwéndig: bis zum
Nachweis von Sporen in kontaminierten Produktergefeen, wie in 2.4.1 dargestellt, im
Allgemeinen mehrere Tage. Daher besteht ein Bedadh alternativen Verfahren zur
schnelleren Isolierung sowie Identifizierung der rd&rbserreger in Fruchtsaften. Im
Folgenden werden einige, auf unterschiedlichenzifrien basierende alternative Verfahren

beschrieben, die zu diesem Zweck entwickelt wurden.
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2.4.2.1. Nachweis der Bildung von Guajacol

Eine Kontamination von Fruchtséften und anderenresauProdukten mit Fehlaroma-
produzierenden Alicyclobazillen kann indirekt Ubédie Detektion der verantwortlichen
Metaboliten Guajacol bzw. 2,6-Dibromphenol und Rj6hlorphenol nachgewiesen werden.
Die meisten Verfahren, die auf diesem Ansatz bemuhsind relativ schnell
durchfuhrbar, allerdings kann die Detektion der 8akn erst nach Bildung der Fehlaromen
und damit dem Verderb des Produktes erfolgen. $elatdie Bakterien nur als Sporen
vorliegen und noch keine Fehlaromen gebildet halstrkein Nachweis der Kontaminanten
maoglich. Im Prinzip kann Guajacol enzymatisch odweittels physikalisch-chemischer

Nachweisverfahren detektiert werden.

Die Peroxidase-Methode ist ein enzymatisches, ro&drisches Verfahren zur Bestimmung
von Guajacol. Sie beruht auf dem Prinzip, dass Vablose Guajacol-Molekile in
Anwesenheit von kD, durch Peroxidase zu braunem Tetraguajacol oxidierden (NIWA,
2004). Dieser Farbumschlag ist schon mit bloRemeAsightbar, die Absorptionsanderung
kann aber auch photometrisch gemessen werden (NI¥084; BAHCECI et al., 2005;
BAHCECI & ACAR, 2007), wodurch ein sensitiver quigativer Nachweis von Guajacol
maoglich wird. Laut WITTHUHN et al. (2013) liegt didachweisgrenze fur die Detektion von
Guajacol mit der Peroxidase-Methode bei 1 — 2,5 [Zgf schnellen und einfachen Detektion
von Guajacol in Proben sind auf diesem Testprinmgierende Kits verfigbar (Guajacol
detection kit, Kyokuto Pharmaceutical Industrialnguany Ltd.; BAT/Guajacol detection Kit,
Doéhler Group). Neben der Messung von Guajacol od&kten wird die Peroxidase-Methode
als Bestatigungsverfahren fur Guajacol-produziezerdicyclobazillen u. a. auch in der
Standardmethode Nr. 12 der IFU (2007) vorgeschlégenl).

Der Nachweis von Guajacol mittels physikalisch-crssmer Verfahren erfolgt prinzipiell in
mehreren Schritten, dabei kbnnen unterschiedliclaéyasche Methoden kombiniert werden.
Im Allgemeinen wird zunachst eine Probenaufbergitworgenommen, um Guajacol zu
extrahieren, insbesondere die Festphasenmikroginakvird haufig zu diesem Zweck
eingesetzt. Die Extraktion des Analyts wird beisgieMethode durch Einsatz von Fasern auf
Siliciumbasis erreicht, die mit geeigneten Adsodiem beschichtet sind (WARDENCKI et
al., 2004). Werden diese Fasern in die flissige gdsférmige Probe eingebracht, wird der
Analyt Guajacol adsorbiert und an der Faser angeeei, andere Komponenten verbleiben
dagegen in der Probe. Die spatere Desorption dedy#®m von der Faser erfolgt durch
thermische Behandlung. Der Nachweis erfolgt daner Merschiedene chromatographische
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Verfahren, v.a. Hochleistungsflissigkeitschromedppie (BAHCECI & ACAR, 2007)
sowie Gaschromatographie (GC; GOCMEN et al., 200B6jden hierbei eingesetzt, der
Nachweis beruht auf UV- bzw. massenspektrometris¢MS) Detektoren (ZIERLER et al.,
2004; BAHCECI et al., 2005).

Mit Hilfe physikalisch-chemischer Verfahren kanodgacol in kontaminierten Proben
hochsensitiv nachgewiesen werden, beispielsweisentkn laut SIEGMUND und
POLLINGER-ZIERLER (2006) nach Headspace-Festphagenextraktion mittels GC-MS
Verfahren noch 0,29 ug/l Guajacol in Apfelsaft #&tat werden. Diese Methode war damit
um ein Vielfaches sensitiver als der enzymatisclahMeis von Guajacol, bei dem die
Nachweisgrenzen in einem Bereich von 1 — 2,5 jiegeh (WITTHUHN et al., 2013).

2.4.2.2. Molekularbiologische Methoden

Bei den molekularbiologischen Methoden muss zwiscWerfahren unterschieden werden,
die dem Nachweis von Alicyclobazillen in Fruchts#fidienen und solchen, deren Zweck die
Identifizierung bzw. Differenzierung von Isolatest. i

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl an md&bkiologischen Methoden
beschrieben, Tabelle 2.4 gibt einen Uberblick zehtigen Charakteristika einiger bislang
beschriebener Verfahren und enthalt Angaben mithesl Fruchtsaftsorten die Methoden auf
ihre Praxistauglichkeit Uberpruft wurden. Vorteiler aufgefiihrten Methoden zum Nachweis
von Alicyclobazillen in Fruchtséaften sind, dass afeschnell ausfiihrbar sowie hoch sensitiv
sind, zum Teil gibt es mittlerweile auch kommerizeghaltliche Testkits (SHAYANFAR et
al., 2015). Trotzdem konnten sich die molekuladmidchen Verfahren bisher nicht in der
Routineanalytik durchsetzen, da sie mit hohem apam Aufwand verbunden und daher
zu teuer oder aber noch nicht ausgereift sind. ®sem GOBBI et al. (2010) sowie LI et al.
(2014) darauf hin, dass vor allem bei PCR-basievtethoden Probleme mit falsch positiven

Ergebnissen auftraten.

Die derzeit zuverlassigste Technik zur Identifiaigy von Isolaten vorlicyclobacillus auf
Spezieslevel ist die 16S rRNA Gensequenzierung.eDalerden Nukleotidsequenzen der
sogenannten hypervariablen Region untersucht, dreerhalb der jeweiligen Spezies
hochkonserviert sind, zwischen den verschiedenganAder Gattungflicyclobacillusaber
stark differieren. Der Zeitaufwand flr Sequenzasaty betragt bisher mindestens 12 h
(WISOTZKEY et al., 1992; GOTO et al., 2002b; GOUWSal., 2005; GOTO et al., 2008).
Die RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) ist @lbesondere Form der PCR, bei der

Oligonukleotide mit einer Lange von 8 — 12 Nukldeti als Primer verwendet werden.
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Tabelle 2.4. Ausgewahlte molekularbiologische Methoden zum Nasbwon Alicyclobazillen in Fruchtsaften bzw. zdehtifizierung
und Differenzierung voAlicyclobacillusisolaten.

Methode Nachweisgrenze  Zeitaufwand Einsatzbereich Produkt Referenz

Nachweis von Alicyclobazillen in Fruchtsaften

Reverse Transkriptase-PCR 1 KbE/ml 24 h Semiquantitativer Nachweis von Orangensaft FUNES-HUACCA
(RT-PCR) A. acidoterrestris et al. (2004)
Real-Time PCR < 1 KbE/ml 5h Nachweis vorAlicyclobacillus Orangensaft und CONNOR et al.
spp. Limonade (2005)
< 10 KbE/ml 3-5h Nachweis vorAlicyclobacillus Apfelsaft LUO et al. (2004)
spp.
Gensondentechnologie VAT kurze 3h Nachweis und Differenzierung vc breiter THELEN (2003 )
Anreicherung Alicyclobacillusspp. &A. acido- Einsatzbereich
notig terrestris
Loop-mediated Isothermal 2,25 x 10 KbE/m 2h Nachweis vorA. acidoterrestris Apfelsaft CHEN et al. (2011)

Amplification (LAMP)

Identifizierung & Differenzierung von Isolaten

16S rRNA Gensequenzierung - - Identifizierung von Isolaten auf - GOUWS et al.
Spezieslevel; Erstellung von (2005); GOTO et al.
phylogenetischen Analysen (2008)

Random Amplified - - Identifizierung von Isolaten auf - YAMAZAKI et al.

Polymorphic DNA (RAPD) Spezieslevel; Bestimmung der (1997b);
genetischen Variabilitat GROENEWALD et

verschiedener Isolate al. (2009)
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Aus der bakteriellen DNA werden damit mehrere Seghereiche amplifiziert, die von den
kurzen Primern eingeschlossen werden. Dadurch wedgeZufallsbasis multiple Fragmente
generiert, die dann nach Auftrennung mittels Agegetelektophorese individuelle
Bandenmuster ergeben, die fur bestimmte SpeziesSténmme spezifisch sind, sogenannte
Fingerabdricke (YOKOTA, 2007). Ein entsprechendegahren wurde von YAMAZAKI et
al. (1997b) etabliert, mit derA. acidoterrestrisisolate innerhalb von 6 h identifiziert bzw.
differenziert werden konnen. Es zeigte sich alleydj dass die Zuverlassigkeit und
Reproduzierbarkeit der Methode limitiert ist, sclymringfligige Variationen bei der Reinheit
bzw. Konzentration der eingesetzten DNA, aber adeh Einsatz von Biochemikalien
unterschiedlicher Hersteller resultierten in abwerden Ergebnissen (YOKOTA, 2007).
Eine weitere Einsatzmdglichkeit der RAPD ist denwendung zur Bestimmung von
Verwandschaftsbeziehungen verschiedener Stammehalbe einer Spezies. GROENE-
WALD et al. (2009) gelang es mit Hilfe der drei vOAMAZAKI et al. (1997b)
beschriebenen PrimeA. acidoterrestris Isolate (n=16) anhand der RAPD-generierten
Bandenmuster in vier Gruppen einzuteilen und konse deren genotypischen

Verwandschaftsverhaltnisse zeigen.

2.4.2.3. Immunchemische Methoden

Bei immunchemischen Tests werden Analyten durch ziBpehe Antigen-
Antikdrperreaktionen nachgewiesen. Es gibt einel2did unterschiedlicher Formen von
Enzymimmuntests (enzyme immunoassay, EIA). Henlweben sind hierbei der indirekte

EIA sowie der Sandwich EIA. Beim indirekten EIA @idas Antigen an die feste Phase einer

Mikrotiterplatte adsorbiert, die Detektion erfolgann mit Hilfe von fir das Antigen
spezifischen Antikorpern. Diese sind als Primakdmper entweder selbst Enzym-markiert
oder aber die Antigen-Antikorperreaktion wird mitilfel eines Enzym-markierten
Sekundarantikdrpers visualisiert, der an den Pam#orper bindet. Vorteil dieses EIA-
Formats ist, dass er auch dann durchgefihrt wekdem wenn nur ein spezifischer
Antikdrper bzw. kein spezifisches Antikérper-Enzyonkugat zur Verfigung steht. Beim
Sandwich EIA wird das Antigen zuerst Uber an dedd’hase gebundene Fangantikdrper in
der Mikrotiterplatte immobilisiert und dann in emeweiteren Schritt Uber spezifische
markierte Detektionsantikorper nachgewiesen. Zurkiaung der Antikorper werden meist
Enzyme, v. a. Peroxidase, aber auch Fluoreszemstddid eingesetzt. Prinzipiell weist das
Verfahren eine sehr hohe Spezifitdtt und Robustheff auch komplexe fliissige Proben
kénnen im Gegensatz zum indirekten EIA ohne Aufiwbg analysiert werden.
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Zur Anwendung in EIAs kommen sowohl poly- als auntonoklonale Antikérper.
Polyklonale Antiseren beinhalten alle Antikorpenes Versuchstieres und unter diesen auch
eine Vielzahl verschiedener gegen unterschiedliElptope des Zielantigens gerichtete
Antikdrper. Monoklonale Antikdrper dagegen werdenvitro von sogenannten Hybridom-
zellen produziert, wobei jede Zelllinie nur einegstimmten Antikdrper mit unveranderbaren
Charakteristika sezerniert, der nur mit einem Epittes Antigens reagiert. Polyklonale
Antikdrper kdnnen vergleichsweise einfach hergésterden, die Generierung monoklonaler
Antikdrper dagegen ist um ein Vielfaches aufwéandiged teurer. Oft wird vor der
kostenintensiven Produktion monoklonaler Antikrgaher ein Testsystem mit polyklonalen
Antikdrpern etabliert, in dem spater die polykleral durch monoklonale Antikorper
substituiert werden kdnnen (SCHECKLIES, 1996).

Zur Untersuchung von Lebensmitteln auf Mikroorgames wurde eine Vielzahl an ElAs
beschrieben, z. B. zum Nachweis von Salmonelle8dhweinefleisch, Meeresfriichten und
Huhnereiern (BRIGMON et al., 1995; MOUSING et d1997; KUMAR et al., 2008), von
Listeria monocytogene$1EARTY et al., 2006; PORTANTI et al., 2015, coli (PADHYE

& DOYLE, 1991; GALIKOWSKA et al., 2011) odevibrio parahaemolyticu§KUMAR et
al., 2011). Speziell fur Fruchtsafte wurden eiridAs publiziert, u. a. fir den Nachweis der
Authentizitat von Zitrussaftgetranken (SASS-KISSS&SS, 2000, 2002), fur die Detektion
von Ochratoxin A in Grapefruitsaft (WANG et al.,@0) sowie des Insektizids Carbofuran in
verschiedenen Saften (ABAD et al., 1997). Bei adlantifizierung von Mikroorganismen in
Fruchtsaftprodukten standen bisher v. a. Schimizelpuind Hefen im Fokus, so wurden
beispielsweise EIAs zur Detektion der Verderbserdgptrytis in Traubensaft bzw. von
Geotrichum candidurm Tomatensaft beschrieben (DEWEY et al., 2000; RINJION et al.,
2010).

Fur den Nachweis von Alicyclobazillen in Saften dem in den letzten Jahren von den
Arbeitsgruppen um die Autoren Li sowie Wang versdene EIAs publiziert. Allen
beschriebenen Testverfahren war gemein, dass viegetzellen von Alicyclobazillen als
Target dienten, sowie dass polyklonale Antiseregesetzt wurden. Die Arbeitsgruppe um Li
entwickelte zunéchst einen indirekten (LI et aQ12) sowie spater einen Sandwich EIA (LI
et al., 2014) zur Detektion voh. acidoterrestrisn Apfelsaft- bzw. Apfelsaftkonzentrat. Zur
Generierung der im indirekten EIA eingesetzten Kahenantiseren wurde der
A. acidoterrestrisStamm DSM 3922 als Immunogen eingesetzt (Tabellg Pazu wurden
die Keime auf K Agar angereichert (36 h, 43 °C)t steriler Kochsalzlosung abgeerntet und

mehrmals gewaschen, bevor Kaninchen wiederhokivetios mit 10bzw. 2 x 18 KbE der
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Tabelle 2.5. Bislang beschriebene polyklonale Antiseren fur Newhweis vorAlicyclobacillusspp.

Referenz Testprinzip Zielantigen Immunogen Herkunftder Antiseren Immunisierung
Ll et al. (2013) Indirekter EIA ) ) A. acidoterrestriDSM 3922; Kaninchen intravenos
) A. acidoterrestris . 1 )
Lletal. (2014)  Sandwich EIA Inaktivierung: k. A. Kaninchen & Ratten k. A.
WANG et al. Indirekter EIA
(2012) A. acidoterrestridDSM 3922;
WANG et al. IMS-EIA (EIA nach Alicyclobacillusspp. Inaktivierung: Erhitzung auf Kaninchen subkutan
(2013a) immunomagnetischer 121 °C fir 30 min

Separation)

L k. A. = keine Angabe

Tabelle 2.6. Charakteristika von immunchemischen Verfahren zetektion vonAlicyclobacillusspp.

Referenz Testprinzip

Anzahl getesteter
Nicht-Alicyclobacillus

Anzahl getesteter

Nachweisgrenze - ciobacillus

(KbE/mi) Stamme Stdmme
Ll et al. (2013) Indirekter EIA 10 1 5
Ll etal. (2014) Sandwich EIA 5x 10 1 7
WANG et al. Indirekter EIA 10 12 54
(2012)
WANG et al. IMS-EIA (EIA nach 10° 20 18
(2013a) immunomagnetischer

Separation)
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Bakteriensuspension immunisiert wurden. Angaben Inaktivierung der Keime vor
Immunisierung der Tiere konnten der Publikationhhientnommen werden. Die Detektion
der im indirekten EIA gebundenen Antikorper erfelgiittels Peroxidase-markiertem
Protein A. Fur den von LI et al. (2014) beschrigbersandwich EIA wurden spezifische
Kaninchenantiseren als Fangantikérper eingesaim, [achweis gebundener Keime wurde
eine Mischung aus spezifischen Rattenantiseren Batbxidase-markierten Sekundéar-
antikorpern verwendet. Die Sensitivitat der entwitdn immunchemischen Verfahren flr
A. acidoterrestriswurde ausschlie3lich anhand des als Immunogen wvelsten Stammes
DSM 3922 uberpriift, die Nachweisgrenzen lagen kiebei 1§ KbE/ml (indirekter EIA)
bzw. 5 x 18 KbE/ml (Sandwich EIA). Eine Kreuzreaktivitat dangesetzten Antiseren mit
Nicht-Alicyclobacillus Spezies konnte nicht festgestellt werden, wobeirdithgs nur einige
wenige Stamme (Tabelle 2.6) Uberprift wurden. Dies&zbarkeit des EIA fur Apfelsaft-
bzw. Apfelsaftkonzentrat wurde ebenfalls geteskéir Proben, die mit 1 KbE/ml eines
A. acidoterrestrisStammes inokuliert und unter Schutteln bei 458C12 h inkubiert worden
waren, konnten in beiden EIAs positive Ergebnisseel werden. Allerdings wurden die
kontaminierten Proben nicht direkt in die EIAs aegtzt, sondern zunachst zur Gewinnung
der vegetativen Zellen abzentrifugiert, analysreutde dann das in Bicarbonatpuffer geléste
Pellet.

Die Arbeitsgruppe um Wang entwickelte ebenfallerimdirekten EIA (WANG et al., 2012)
sowie einen EIA in Kombination mit immunomagnetisctSeparation (IMS-EIA; siehe
unten) zum Nachweis voAlicyclobacillus spp. in Apfelsaft (WANG et al., 2013a). Zur
Herstellung des Immunogens wurde ebenfalls wie den Arbeitsgruppe um Li der
A. acidoterrestridDSM Stamm 3922 verwendet. Dieser wurde in AAM Medlibei 45 °C fur

24 h angereichert und dann durch Erhitzung auf °“@Xur 30 min inaktiviert, bevor

Kaninchen mehrmals mit $KbE der in Kochsalzlésung suspendierten Baktesigiokutan

immunisiert wurden (Tabelle 2.5). Die Nachweisgemder etablierten EIA-Verfahren lagen
bei 1¢ (indirekter EIA) bzw. 18 KbE/ml (IMS-EIA) fir Stamm DSM 3922 (Tabelle 2.6)
Untersuchungen zur Intra- und Intergenus-Spezifdat Verfahren unter Verwendung
verschiedener Stamme vdicyclobacillusspp. sowie NichAlicyclobacillusspp. (Tabelle

2.6) zeigten, dass die EIAs hochselektiv Alicyclobacillusspp waren und nur geringe
Kreuzreaktivitaten mit Nich&licyclobacillusspp. aufwiesen. Mit Hilfe des IMS-EIA konnte
1 KbE/ml A. acidoterrestris in Apfelsaftproben nach 24 h Anreicherung bei @5 °

nachgewiesen werden (Tabelle 2.6).

Fur die Detektion von Sporen von Alicyclobazillerunden bisher keine Antikorper bzw.
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ElAs publiziert. QUINLAN und FOEGEDING (1998) beswben jedoch die Etablierung
von EIlAs fur den Nachweis von Sporen verschied@emillus und Clostridiumspp. Des

Weiteren wurden von TAMBORRINI et al. (2010) und EHN et al. (2009) EIA-Verfahren
zur Detektion von Sporen voB. anthracis sowie von LAVILLA et al. (2008) und
BERGERE und FAVREAU (1987) Testsysteme fur Spor@m@. tyrobutyricumentwickelt.

Eine vielversprechende, auf Bioaffinitat beruhendechnik ist die Immunomagnetische
Separation (IMS). Diese Methode wird eingesetzt, Mikroorganismen, Zellen und
Molekile wie Protein oder DNA schnell aus Proben molieren und so weit
aufzukonzentrieren, dass im Anschluss die Detektiereichtert oder bei hohen
Nachweisgrenzen erst ermdglicht wird. Oft werderAnschluss PCR-basierte Methoden zur
Identifizierung von angereicherten Mikroorganisméarchgefiihrt, die Kombination mit
anderen Methoden wie EIA ist ebenfalls moglich (BRK & SAFARIKOVA, 1999). Da
die klassische, zeitintensive, kulturbasierte Actrerung entféllt, kann ein Nachweis oft
innerhalb kurzester Zeit erfolgen. Fur die IMS wardmagnetische, mit AntikOrpern
beschichtete Partikel eingesetzt (HORAK et al., 720@ei Inkubation dieser Partikel mit
einer Probe binden die Antikérper-gekoppelten Ralrtin das fir den Antikdrper spezifische
Target (z. B. Bakterien), die Antigen-Antikorper4plexe konnen dann durch Anlegen eines
magnetischen Feldes von der Probenmatrix sepavenden. Diese selektive Anreicherung
des Analyten erleichtert bzw. ermdglicht erst dieschlieRende Detektion, falls das
eingesetzte Nachweisverfahren nur eine geringeitBatas aufweist (OLSVIK et al., 1994;
STEVENS & JAYKUS, 2004). Die Methode wurde bere@itflgreich zur Aufkonzentrierung
verschiedener Mikroorganismen in Lebensmitteln esedzt, u. a. fur Salmonelleg, coli,
Shigellen,S. aureus, L. monocytogenasd Mycobacterium paratuberculos(&RANT et al.,
1998; OZALP et al., 2013; MA et al.,, 2014; SHAN &, 2014). Zudem wurde die
Anwendung der Methode beispielsweise zur Anreiahgrivon Mikroorganismen wie
Salmonellen odeE. coli aus verschiedenen Saften (Zitronen- und Apfeldadgchrieben
(BAKTHAVATHSALAM et al.,, 2013; NAJAFI et al.,, 2014)Entsprechende Verfahren
ermdglichen auch die Isolierung v@ anthracis,B. stearothermophilus sowie C. tyrobuty-
ricum Sporen aus Lebensmitteln (BLAKE & WEIMER, 1997; LAVA et al.,, 2012;
SHIELDS et al., 2012). Speziell fur die Anreichegurvon vegetativen Zellen von
A. acidoterrestrisaus Apfel- bzw. Kiwisaft wurde, wie oben erwdhein IMS-System
etabliert, dessen Anwendung wurde in Kombinatioh verschiedenen Detektionsverfahren
wie EIA, PCR bzw. Real-Time PCR beschrieben (WANG@Ig 2013b; WANG et al., 2013a;
WANG et al., 2014).
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[l. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Materialien und Gerate

3.1.1 Reagenzien

Aktivierte Peroxidase (Roche, 11 428 861 001)

Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail Tablet{&oche, 04693124001)

DNeasy Blood & Tissue Kit (50) (Qiagen, 69504)

dNTP Mix (Thermo Scientific, #R0192)

Gel Loading Dye Purple (6x) (BioLabs, #B70245)

Gene Ruler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo ScientfSM 0323)

GEN-IAL® First-Alicyclobacillus Multiplex PCR Kit (GEN-IALGmbH, TPABM 0050 R)
Guaiacol Detection Kit (Kyokuto Pharmaceutical Isttial Co., LTD, KYO-08921)
L(-)-Apfelsaure (Carl Roth, 8684)

Lightning-Link® Horseradish Peroxidase (Innova Biosciences, 7ADY0

LMW-SDS Marker Kit (GE Healthcare Life Sciences;d446-01

Magnesium Chloride Solution (Thermo Scientific, AB59)

Nycodenz AG (Axis-Shield PoC, 1002424)

O’Gene Ruler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific, #3X173)

pegGold Universal Agarose (peglab, 35-1020)

PhastGel Blue R (Sigma-Aldrich, B4921)

PP1T LightCycle?480 Colour Compensation Kit (GEN-IAL GmbH, PP1T CC480 0005)
Reaction Buffer IV (Thermo Scientific, AB-0289)

Sigma Adjuvant Systefn(Sigma-Aldrich, S6322)

StabilZymé& HRP Conjugate Stabilizer (SurModics, SZ02.1000)

SuperSignal ELISA Femto Maximum Sensitivity Substrd@ hermo Scientific, 37074)
Sytd® 9 Green Fluorescent Nucleic Acid Stain (Life Tealogies, S-34854)
Thermoprime Plu§agqDNA Polymerase (Thermo Scientific, AB-0301)
Vanillinsaure, 98 % (Alfa Aesar, A12074)

Alle anderen, nicht eigens aufgefiihrten Reagenazi@rden in pro analysi-Qualitat von den

Firmen Sigma-Aldrich, Merck KGaA bzw. Oxoid bezogen



Material und Methoden 30

3.1.2

Losungen und Puffer

Coomassie-Proteinfarbung

>

>
>

Farbelosung: 1 Tablette Coomassie Blue R “Phast@&0 ml Methanol, 80 mi
A. dest., kurz vor Einsatz 10 % (v/v) Eisessig e

Entfarbelosungi50 ml Methanol, 50 ml Eisessig, 300 ml A. dest.

Fixierlosung: 50 ml Eisessig, 25 ml Glycerin, 42bAndest.

Enzymimmuntest (Enzyme immunoassay, EIA)

>
>

Bicarbonatpuffer (0,05 M, pH 9,6): 1,59 g40&s 2,93 g NaHCG®, 1 | A. dest.
Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS; pH 7,3)9 & NaCl, 1,47 g N&lPQ;,
0,43 g KPQy, 1 | A. dest.

Losung zum Absattigen: PBS mit Zusatz von 3 % (G/agein

Waschloésung: 8,55 g NaCl, 2,5 ml Tween 20, 10 diést.

Probenverdinnungspuffer (Sandwich-EIA): PBS mit atmsvon 0,1 % (v/v)
Tween 20

Losung zur Verdinnung der Peroxidase-markiertenusdrantikbrper: PBS mit
Zusatz von 1 % (g/v) Casein

Citratpuffer (0,23 M): 44,129 g Citronensaure Moyatat, 800 ml A. dest., mit 1 M
KOH auf pH 3,95 einstellen, danach 336 Ozusetzen

Tetramethylbenzidin (TMB)-L6sung: 45 ml Methanolnb Aceton, 252 mg 3,3",5,5"-
Tetramethylbenzidin

Chromogen-/Substratlosur2P Teile Citratpuffer, 1 Teil TMB-L6sung

LAsung zum Abstoppen der Reaktion: 1 VS

Herstellung von HRP-Konjugaten

>

>

>

Kopplungspuffer: 10 mM Kaliumphosphatpuffer (pH &%) 8,71 g kHPOy auf 5 |
A. dest., (B) 1,36 g KbPOy auf 1 | A. dest., B zu A geben bis pH 8,0, dana@imM
NaCl zusetzen

Natriumcarbonatpuffer (0,5 M, pH 9,5): (A) 2,1 g Ha0s , (B) 2,65 g NaCQOs
jeweils auf 50 ml A.destB zu A geben bis pH 9,5

Triethanolaminlésung (2 M, pH 8): 2,66 ml Trieth&min, 3 ml A. dest.,, mit 5 M
HCI auf pH 8 einstellen, A. dest. ad 10 ml
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> Natriumborhydridldsung (200 mM): 8 mg NaBH. ml A. dest., auf Eis
» Glycin-L6sung (1 M, pH 7): 0,75 g Glycin, 6 ml Aest., mit 0,1 M NaOH auf pH 7
einstellen, A. dest. ad 10 ml

Immunoblot

» Anodenpuffer 1:37,2 g Trizma Base, 200 ml Methanol, A. dest. &d 1

» Anodenpuffer 11:3,02 g Trizma Base, 200 ml Methanol, A. dest. &d 1

» Kathodenpuffer: 5,24 g 6-Amino-n-Capronsaure, 302Zrizma Base, 200 ml
Methanol, A. dest. ad 1 |

» L6sung zum Absattiger8 g Casein, 100 ml PBS, 2b5Tween 20

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophomee$SDS-PAGE)

» Tris/HCI-Puffer:0,73 g Tris, A. dest. ad 100 ml, mit 1 M HCI auf gl einstellen
» SDS-Puffer: 0,2 g EDTA, 15 g SDS, Tris/HCI-Puffer200 ml
» Bromphenolblau-Ldsung: 0,3 % (g/v) Bromphenolblawi dest.

pH-Wert Einstellung von Fruchtsaftproben

» Sgrensen-Phosphatpuffer (1 M, pH 6,5): (A) 14,2 ROy, (B) 13,6 g NaHPO:
jeweils auf 100 ml A. dest.; B zu A geben bis pB 6,

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

» TAE-Puffer (50x): 2 M Tris Base, 50 mM EDTA mit2BQs  pH auf 8,0 einstellen,
A.dest.ad 11

» Ethidiumbromidlésung: 10 mg/ml Ethidiumbromid in dest.
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3.1.3. Nahrmedien

Alicyclobazillen

» BAT (Bacillus acidoterrestris thermophilus) Bouillon (Scharlau Microbiology,
02-675): 11 g; A. dest. ad 1 I; nach Autoklaviemait 0,5 M HSQ; auf pH 4
einstellen

> BAT Agar (Merck, 1.07994.0500): 29 g, modifizierurdh Zusatz von 4 g Agar
Bacteriological (Agar No. 1; Oxoid, LP 0011), A.slead 1 |; nach Autoklavieren mit
0,5 M bSOy auf pH 4 einstellen

» Versporungsagar fuBacillus cereus(modifiziert fur Alicyclobacillug: 3 g Fleisch-
extrakt, 5 g Pepton, 0,05 g MngQ5 g Agar Bacteriological, A. dest. ad 1 I; nach
Autoklavieren mit 0,5 M HSCy auf pH 4 einstellen

» YSG (Yeast Starch Glucose) Agar: 2 g Hefeextrakt, d Glucose-Monohydrat, 2 g
|6sliche Starke, 15 g Agar Bacteriological, A. dest 1 |; nach Autoklavieren mit 1 M
HCI auf pH 3,7 einstellen

» Vanillin-YSG (VYSG) Bouillon: 2 g Hefeextrakt, 1,44 Glucose-Monohydrat, 2 g
I6sliche Starke, 100 mg Vanillinsaure, A. dest.laj nach Autoklavieren mit 1 M
HCI auf pH 3,7 einstellen

» K Agar: 5 g Pepton, 2 g Hefeextrakt, 1,1 g Gluchbk®iohydrat, 1 g Tween 80, 15 g
Agar Bacteriological, A. dest. ad 1 |; nach Autakéaen mit 25 % (g/v) Apfelsaure
auf pH 3,7 einstellen

> Plate Count (PC) Agar (Oxoid, CM 0325): 17,5 g, ifinekrt durch Zusatz von 1 g
Magermilchpulver (Oxoid, LP 0031) und 3 g Agar Baailogical, A. dest. ad 1 |

Hybridomzellen:

» HT-Zellkulturmedium: 500 ml Dulbecco’s Medium, 10@nl FCS, 5 ml
Natriumpyruvat (100 mM), 10 ml L-Glutamin (200 mM}» ml Mercaptoethanol (5
mM), 5 ml Hypoxanthin (10 mM)/Thymidin (1,6 mM);

» HAT-Selektivmedium: HAT-Medium + 0,4 uM Aminopterin



"I, Material und Methoden

33

3.1.4 Immunoreagenzien

Alexa Fluof 488 Goat anti-Mouse 1gG (H+L) (Invitrogen, A11029)
Alexa Fluof’ 488 Goat anti-Rabbit IgG (H+L) (Invitrogen, A11034
Horse anti-Mouse 1gG-HRP (H&L) (Cell Signaling, #8)

Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Reagents (Sightdrich, 1ISO2)
Polyclonal Rabbit anti-Mouse Immunoglobulins (DakK6259)
Polyclonal Rabbit anti-Mouse Ig-HRP (Dako, P0161)

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

3.1.5 Gerate

Immunfluoreszenzmikroskop BZ-8000 (Keyence)
Kamera Geldokumentation Felix (biostep)

Kodak Image Station 200MM (Biostep)

LightCyclef® 480 (Roche)

Mikrotiterplatten-Lesegeréat Sunrise (Tecan)

NovaBlot Multiphor Il (GE Healthcare)

PCR Express (Thermo Hybaid)

Perfect Blue Gelsystem Mini M (peglab, 40-0911)
PhastSystem Separation and Control Unit (Pharmacia)
Photometer Specord 200 Plus (Analytik Jena)

3.1.6  Sonstige Materialien

Electrode Paper Novablot (GE Healthcare, 80-1106-19
Immobilon-P Transfermembran, 0,45 um (MilliporeYH304F0)
Maus-Myelomzellen X63-Ag8.653 (DSM, ACC-43)
Mikrotiterplatten, 96 Loch (Nunc, 439454)

Mikrotiterplatten, 96 Loch, weil3 (Nunc, 436110)

miniPERM Bioreaktor (Sarstedt, 94.6001.059)

PhastGel Probenauftragskamme @/{GE Healthcare, 18-1618-01)
PhastGel Gradient 10-15 (GE Healthcare, 17-0540-01)
PhastGel SDS Pufferstreifen (GE Healthcare, 17-@816
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3.2 Methodik
3.2.1 Immunchemische Verfahren

3.2.1.1 Indirekte EIA-Verfahren

Die prinzipielle Funktionsweise indirekter EIAs bast darin, dass spezifische Antikorper (je
nach Fragestellung polyklonale Antiseren oder mtomade Antikdrper) an ein Antigen
binden, das an die feste Phase einer Mikrotitedmigeébunden ist. Nach dem Entfernen von
nicht gebundenen Antikérpern durch Waschschrittankd Antigen-Antikdrperreaktionen
durch mit Meerrettichperoxidase (horseradish pelase, HRP) markierte Sekundéar-
antikorper nachgewiesen werden. Nach Zugabe deon@igen/Substratldsung, Abstoppen
der enzymatischen Reaktion mit Schwefelsaure undsiMteg der Absorption bei 450 nm
kann der Anteil gebundener Antikorper quantifiziegrden.

Die als Antigen eingesetzten Sporenpréaparationamrden abhangig von der
Fragestellung entweder in gleichbleibender Konadimn zur Bestimmung der
Antikorpertiter oder als serielle Verdinnungsreilsi der Bestimmung der Antikorper-
Affinitat in Bicarbonatpuffer (100 pl/well) Gber Nhat bei 4 °C — um eine Auskeimung zu
verhindern — auf Mikrotiterplatten in einer feualmt&ammer inkubiert. Alle folgenden
Schritte wurden bei Raumtemperatur ausgefuhrt, \ddeschiedenen Inkubationsschritte
erfolgten jeweils auf einem Taumelschittler in eifeuchten Kammer. Nicht gebundenes
Material der Sporensuspensionen wurde nach Inkubatiber Nacht durch Absaugen
entfernt, danach wurden die Mikrotiterplatten m#3g/v) Casein/PBS-Losung (150 pl/well)
fur mindestens 30 min inkubiert, um freie Bindurigsn zu blockieren. Anschliel3end
wurden Reste des Sporenmaterials und Caseins dueghaliges Waschen entfernt und die
Platten auf einem Zellstoffstapel grindlich ausgpkl Dann erfolgte die Zugabe der zu
uberprifenden Antiseren bzw. antikdrperhaltigen IKZdturiiberstande (ZKU) oder
monoklonalen Antikorper (mAK) ebenfalls entweder gheichbleibender Konzentration
(Bestimmung der Affinitat) oder als Verdinnungses{Bestimmung der Antikorpertiter bzw.
Uberprifung der Produktivitat der Hybridomzellline in PBS (100 pl/well). Nach
einstundiger Inkubationszeit und erneutem Waschiscl x) wurden enzymmarkierte
Sekundarantikdrper, verdinnt in 1 % (g/v) Caseil$RBsung (100 pl/well), zugesetzt, diese
wurden ebenfalls fir 1 h inkubiert. Danach wurde Hewaschen, um Uberschissige
Sekundarantikdrper zu entfernen, sowie im Anschldgs Chromogen/Substratldsung
appliziert (100 pl/well) und far 20 min inkubieils letzter Schritt wurde die enzymatische
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Reaktion durch Zusatz von 1 M Schwefelsdure (100ell) abgestoppt und die Signal-
intensitat des EIA im Mikrotiterplatten-Lesegerati 2150 nm gemessen. Die Auswertung
erfolgte mit der Ridasoft Win-Software (r-biopharm)

3.2.1.2 Sandwich ElA-Verfahren

Im Unterschied zu indirekten EIAs, bei denen dastigem an die feste Phase einer
Mikrotiterplatte gebunden ist, werden bei SandvwidAs spezifische Antikdrper an die feste
Phase gebunden. Das zu detektierende Antigen wirdlissen Fangantikdrpern inkubiert,
nicht gebundenes Antigen dann durch mehrmaligeschi¢ssentfernt. Mit Hilfe von fir das
Antigen spezifischen Peroxidase-markierten Detekantikorpern kann gebundenes Antigen
nach Zugabe der Chromogen/Substratlosung nachgawiesl quantifiziert werden.

Als Fangantikdrper wurden spezifische polykloratgiseren oder aufgereinigte mAK
verdunnt in Bicarbonatpuffer verwendet (100 pl/vedie Beschichtung der Mikrotiterplatten
erfolgte Uber Nacht bei Raumtemperatur. Analog zundirekten EIA wurden freie
Bindungsstellen abgesattigt, nach dreimaligem Wasahfolgte die Zugabe des in PBS mit
Zusatz von 0,1 % (v/v) Tween geldsten Sporenmaserdach 1 h wurde nicht gebundenes
Antigen durch viermaliges Waschen entfernt. Zur dRébn wurde HRP-markiertes, flr
Alicyclobazillen spezifisches Kaninchenserum inegiVerdinnung von 1:500 in 1 % (g/v)
Casein/PBS eingesetzt. Das weitere Vorgehen egfolgtalog zu dem unter 3.2.1.1
beschriebenen indirekten EIA.

3.2.1.3 Immunfluoreszenz

Mittels indirekter Immunfluoreszenz wurde die Reakit der polyklonalen Mause- und
Kaninchenantiseren bzw. der mAK mit. acidoterrestrisiberprift. Zum Einsatz kamen
dabei Sporenpraparationen oder vegetative Zellen {€ KbE/ml). Zur Durchfiihrung

wurden die keimhaltigen Praparationen bei 4.600ftrdl5 min abzentrifugiert und dann in
245 ul PBS mit Zusatz von 2 % (g/v) BSA (bovineguB®lbumin) und 1 % Tween 20
resuspendiert. Nach Zugabe der spezifischen Aetisefim Verhaltnis 1:50) bzw.

antikorperhaltigen ZKU (im Verhaltnis 1:5) wurdeie dSporen- bzw. Zellsuspensionen fiir
30 min bei Raumtemperatur im Intellimixer (Schwedius 60, Geschwindigkeit 27)
schwenkend inkubiert. Nicht gebundene Antikdrperrdea danach durch einen Wasch-

Zentrifugationsschritt entfernt (4.600 x g, 15 midas Pellet entsprechend des urspriinglichen
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Volumens in PBS wieder aufgenommen und mit fluceagmarkierten Sekundarantikorpern
(Alexa Fluof 488 Goat anti-Rabbit IgG (H+L) bzw. Alexa Flfo$88 Goat anti-Mouse 1gG
(H+L)) im Verhaltnis 1:250 fur weitere 30 min ligdgschutzt unter Schwenken inkubiert.
Nach einem weiteren Waschschritt zur Entfernungrddbeissiger Sekundarantikérper und
Resuspension in 250 ul PBS, erfolgte die fluoremxgkroskopische Beurteilung. Dazu
wurden jeweils Aliquote von 5 ul eingesetzt.

3.2.1.4 Immunoblot

Um die Reaktivitat der Antikbrper mit Sporenprot&iraparationen zu Uberprifen, wurden
die Uber SDS-PAGE (3.2.2) aufgetrennten Proteingelsi Semidry Blotting Verfahren in
einer NovaBlot Multiphor II Blottingkammer von dédtolyacrylamidgelen luftblasenfrei auf
Immobilon P-Membranen transferiert (1 h, 600 V,ii&, 30 W).

Zur Uberprufung der Blotting-Effizienz und zur Nk&@rung der Eichproteine wurde
die Membran anschlie3end in Ponceau-S Lésung agetdm freie Bindungsstellen an den
Membranen zu blockieren, wurden diese dann fur bdéi Raumtemperatur in
Absattigungslosung inkubiert. Im Anschluss wurder d&imarantikorper (polyklonales
Kaninchen- oder Mauseantiserum, bzw. ZKU oder mAKgrdinnt wiederum in der
Absattigungslosung fir 1 h auf die Membran aufggtra Um nicht gebundene Antikdrper zu
entfernen, wurde die Membran dann mehrmals mit PBZusatz von 0,1 % (v/v) Tween 20
gewaschen, zunéachst fur 20 — 30 min ohne Schitieth dann fir 3 x 10 min mit
Pufferwechsel auf dem Taumelschiittler. Anschliel3eridigte eine einstiindige Inkubation
der Membranen mit Peroxidase-markierten Sekund&émpern (Schwein anti-Kaninchen-
HRP bzw. Pferd anti-Maus-HRP, 1:2000 verdinnt ins®&bgungslosung). Die Membran
wurde abschlie3end erneut gewaschen und zusatiatiéhx 10 min mit reinem PBS gespulilt.
Im letzten Schritt wurde die Membran fir 3 min inurixeln mit SuperSignal ELISA Femto
Maximum Sensitivity Substrate inkubiert, bevor di&imineszenzentwicklung auf der
Membran Uber eine Kodak Image Station 200MM detektvurde.
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3.2.2 SDS-PAGE und Coomassie-Farbung

Die Auftrennung von proteinhaltigen Proben erfolgiéttels Flachbett-Gelelektrophorese
(PhastSystem von GE Healthcare) auf Gradientenaoliamidgelen (10 — 15 %). Die
Proben (20 pl) wurden dazu zunachst mit 10 pul SDfePund 1 pl Bromphenolblau-Lésung
versetzt und dann fur 10 min im Wasserbad gekddigquote der Ansatze (1 pl) wurden auf
die Gele aufgetragen und dann elektrophoretisci2b@iV, 10 mA, 3 W, 65 Vh und 15 °C
fur ca. 25 min aufgetrennt.

Die Farbung der getrennten Proteinbanden mittelsntassie-Blau Losung erfolgte
fur 45 min. Danach wurden die Gele mit Entfarbefhigsnach Bedarf behandelt, anschlie3end

gewassert und letztlich fir 10 min mit Fixierlosukanserviert.

3.2.3 Generierung und Selektion von Hybridomzellliren

Mit dem Ziel der Etablierung monoklonaler Antikorpgegen Sporen VvoA. acidoterrestris
wurden unter Verwendung der Hybridom-Technik Hybmelllinien generiert. Dazu
wurden die axillaren Lymphknoten und die Milzen vausgewdahlten Mausen steril
entnommen und nach der Herstellung einer Einzelzgiension wurde das Zellmaterial unter
Einwirkung von Polyethylenglykol 1500 mit murineny®omzellen der Linie X63-Ag8.653
fusioniert. Die resultierenden Hybridome wurdenZallkulturmedium aufgenommen und
dann auf mit Maus-Peritonealmakrophagen vorbestdtieh Mikrotiterplatten im C&
Brutschrank (7 % C®Atmosphéare) fur 10 d bei 37 °C vermehrt bzw. 89 °C fir eine
spatere Verwendung konserviert.

Nach 10 d erfolgte ein Screening der ZKU auf Pktidn von Antikrpern gegen
Alicyclobazillen, zunachst ausschlie8lich unter Wendung indirekter EIAs. Nach
Etablierung eines Sandwich EIA Systems wurde krypskoviertes Zellmaterial aufgetaut und
zusatzlich auch mit Hilfe dieses Systems auf Anpkdproduktion tberpruft. Zelllinien, die
positiv reagierten, wurden mindestens dreimal #sittEndpunktverdiinnung (Limiting
Dilution) kloniert und weiter vermehrt. Im Anschiisan die Charakterisierung der
produzierten Antikérper wurden ausgewdahlte Zelimi in miniPerm Bioreaktoren
massenproduziert. Die so generierten und mit ggéttAmmoniumsulfatiésung gefallten
antikorperhaltigen Zellkulturiberstande wurden &hseBend Uber Protein A-Agarose

affinitditschromatographisch aufgereinigt.
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3.2.4 Peroxidase-Test

Grundsatzlich kann mit dem Peroxidase-Test Uberpréfden, obAlicyclobacilluslsolate
Guajacol aus Vanillinsadure bilden kdnnen. Die ppietle Funktionsweise der Peroxidase-
Methode wurde in 2.4.2.1 erlautert, zur Durchfllgraies Tests kam das Guaiacol Detection
Kit zum Einsatz.

Zunachst wurden die zu untersuchenden IsolateanilNh-YSG (VYSG) Bouillon
inokuliert. Dazu wurde jeweils eine Ose Kolonieniale der auf YSG-Agarplatten
angereicherten Isolate in 1 ml Bouillon verbraatigse wurde dann fir 3 h bei 45 °C im
Heizblock inkubiert. Zur Detektion von gebildetenuaacol wurden im Anschluss je 1 ml
von Reagenz 1 (Kaliumhydrogenphthalat-Puffer) desi&ol Detection Kits, sowie jeweils
20 pl von Reagenz 2 ¢@.-Losung) und Reagenz 3 (Peroxidase-PhosphorsadiePzur
Probe hinzugefigt und grundlich gemischt. Nach mstehs 5 min Inkubation bei
Raumtemperatur erfolgte die Auswertung unter Vecbleler Proben mit den Positiv- bzw.
Negativkontrollen. Als Positivkontrolle wurde zurmen VY SG-Bouillon eingesetzt, die mit
einer Guajacol-Lésung versetzt wurde, sowie ein afnsder mit dem Guajacol-
produzierende\. acidoterrestrisReferenzstamm DSM 2498 inokuliert worden war. Neben
steriler, nicht inokulierter VYSG-Bouillon wurdenitmA. acidocaldariusDSM Stamm 446
inokulierte Proben als Negativkontrollen eingesefie Bildung von Guajacol in einem
Ansatz wird durch einen Farbumschlag von hellgelbratbraun angezeigt, der schon mit

bloRem Auge sichtbar ist.

3.2.5 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Um die genotypische Diversitdt der Lebensmitteéitol zu ermitteln, wurden RAPD-
Verfahren (Random Amplified Polymorphic DNA) eingéd (2.4.2.2). Dazu wurden die fur
A. acidoterrestrisspezifischen Primer BA-10 (5"-AAC GCG CAA C-3")duir-64 (5°-GCC
GCG CCA GTA-3) verwendet (YAMAZAKI et al., 1997G6ROENEWALD et al., 2009).

Die PCRs wurden in einem Volumen von 25 ul durtiige, eingesetzt wurden
jeweils 25 ng/ul DNA, 25 mM MgGJ] 200 nM dNTP, 10 uM Primer, 5 U/fdlag DNA
Polymerase sowie 10 x Reaktionspuffer. Die PCR fanir folgenden Bedingungen statt:
initiale Denaturierung bei 95 °C fur 10 min, in deachfolgenden Zyklen fir 30 sek. Die
Annealingtemperatur (30 sek) betrug bei Verwenddeg Primers BA-10 44 °C und bei
Primer F-64 45,2 °C, die optimalen Annealingtempeen wurden mit Hilfe eines

Temperaturgradienten ermittelt. Die Elongation @#MA-Strange erfolgte bei 72 °C fir
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1 min, die aus 40 Zyklen resultierenden PCR-Praglukturden abschlieRend zur
Stabilisierung fur 10 min auf 72 °C erhitzt und deln auf 4 °C gekuhlt.

Im Anschluss wurden die PCR-Produkte mittels Agagelelektrophorese anhand der
Fragmentlangen der DNA aufgetrennt. Die Proben amirzu diesem Zweck mit Gel-Lade-
Puffer (6 x) vermischt und in die Taschen von 1,5¢§/&) Agarose-Gelen appliziert. Die
verwendeten Gele wurden folgendermal3en hergesielito (g/v) Agarose in TAE-Puffer
aufkochen, in Geltrdger mit eingesetztem Kamm giel®®d aushérten lassen, dann in eine
Elektrophoresekammer (Perfect Blue Gelsystem Miini g&fullt mit TAE-Puffer, legen und
Kamm entfernen. Die Auftrennung der Fragmente gtéobei einer Spannung von 180 V,
400 mA und 80 W fur 40 min, danach wurden die Gele Anfarbung der DNA in einem
Ethidiumbromidbad inkubiert, kurz im Wasserbad ¢esmkt und die generierten
Bandenmuster schlie3lich unter UV-Licht=B20 nm) visualisiert und fotografiert. Als
Standards wurden Gene Ruler 100 bp plus DNA LadddrO"Gene Ruler DNA Ladder Mix

eingesetzt.
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V. ERGEBNISSE

4.1 Etablierung und Charakterisierung einer Stammbbliothek

4.1.1 Etablierung einerAlicyclobacillus-Stammbibliothek

Zur Erstellung einer Stammbibliothek wurden Stammd Isolate unterschiedlicher Quellen
gesammelt. Im Einzelnen wurden zwolf ReferenzstamameAlicyclobazillen (Tab. 4.1) von
der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen unckdiéllren (DSMZ) bezogen. Weitere
prasumtiveAlicyclobacillusisolate aus Fruchtsaftproben wurden von dem sglagisLabor
AINIA, der LADR GmbH, der Wild GmbH, der NiederrmeGOLD Tersteegen GmbH sowie
der EMIG GmbH zur Verfiigung gestellt bzw. im Rahnegener Untersuchungen isoliert.
Die etablierte Stammbibliothek umfasste damit issget 61Alicyclobacillus spp., davon

waren 12 DSM Referenzstamme sowie 49 Isolate asshiedenen Fruchtsaften.

Tabelle 4.1: Im Rahmen der Untersuchungen eingesetzte, voD8BIZ bezogene

Stamme des Genddicyclobacillus.

DSM-Stamm Spezies Herkunft

DSM 2498 A. acidoterrestris Saft

DSM 3927 A. acidoterrestris Gartenboden

DSM 3923 A. acidoterrestris Gartenboden

DSM 3924 A. acidoterrestris Gartenboden

DSM 4005 A. cycloheptanicus Gartenboden

DSM 4006 A. cycloheptanicus Erdboden

DSM 4007 A. cycloheptanicus

DSM 446 A. acidocaldarius Saure heil3e Quellen
DSM 13609 A. herbarius Getrocknete Hibiskusbliten
DSM 14558 A. acidiphilus Saures Getrank
DSM 17974 A. sacchari Flissigzucker

DSM 17978 A. fastidiosus Apfelsaft

T Typstamm
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Zur mikrobiologischen Charakterisierung wurden $témme auf modifiziertem BAT-Agar
im 3-Osen-Ausstrich angereichert (2 d Inkubatiori B8 °C, 55 °C oder 65 °C), die
Reinkulturen wurden anschlie3end bei -80 °C krysleoviert.

Die im Rahmen der Etablierung der Keime gewonnenBaten zum
Sporulationsvermdgen, Wachstumsintensitat auf nmelifen BAT-Agarplatten bzw.

Wachstums-Temperaturoptimum sind in Tab. 4.2 zusangefasst.

Tabelle 4.2: Eigenschaften und Herkunft der zur Erstellung eiieyclobacillus

Stammbibliothek eingesetzten Isolate bzw. Refesgimme.

Bezeichnung Spezies/Herkunft Sporulation Wachstuin  Temperatur”
Referenzstamme
DSM 2498 A. acidoterrestris ++ gut 45 °C
DSM 3927 A. acidoterrestris + gering 45 °C
DSM 3923 A. acidoterrestris ++ gut 45 °C
DSM 3924 A. acidoterrestris ++ gut 45 °C
DSM 4005 A. cycloheptanicus - mittel 45 °C
DSM 4006 A. cycloheptanicus +/- mittel 45 °C
DSM 4007 A. cycloheptanicus - /(+) mittel 45 °C
DSM 446 A. acidocaldarius - gut 65°C
DSM 13609 A. herbarius -1/(+) gering 55°C
DSM 14558 A. acidiphilus +/- gering 45 °C
DSM 17974 A. sacchari -1/(+) gut 45 °C
DSM 17978 A. fastidiosus +/- gering 45 °C
Isolate von prasumtivenAlicyclobacillusspp.

MHI 10001 . + mittel 45 °C
MHI 10015 AINIA, Spanien + gering 45 °C
MHI 10016 + gut 45 °C
MHI 10017 ++ mittel 45 °C
MHI 10018 + gut 45 °C
MHI 10019 + gut 45 °C
MHI 10020 + mittel 45 °C
MHI 10021 + gut 45 °C
MHI 10022 +/- gut 45 °C
MHI 10023 LADR GmbH + gut 45 °C
MHI 10024 + gut 45 °C
MHI 10025 ++ gut 45 °C
MHI 10026 - [+ gering 45 °C
MHI 10027 ++ mittel 45 °C
MHI 10028 + gut 45 °C
MHI 10029 ++ gut 45 °C
MHI 10030 + gut 45 °C
MHI 10031 ++ gut 45 °C

T: Typstamm?: auf BAT Agar;": Optimum
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Fortsetzung Tab. 4.2

Bezeichnung Spezies/Herkunft Sporulation Wachstuth  Temperatur”
MHI 10032 + gut 45 °C
MHI 10033 + mittel 45 °C
MHI 10002 + mittel 45 °C
MHI 10034 + gering 45 °C
MHI 10035 + mittel 45 °C
MHI 10036 +/- gut 45 °C
MHI 10037 + gering 45 °C
MHI 10038 LADR GmbH -+ mittel 45 °C
MHI 10039 +/- mittel 45 °C
MHI 10040 -/(+) gering 45 °C
MHI 10057 -I(+) gut 65 °C
MHI 10058 -/(+) mittel 65 °C
MHI 10059 -/(+) gut 65 °C
MHI 10060 -I(+) gut 65 °C
MHI 10003 + gut 45 °C
MHI 10041 ++ gut 45 °C
MHI 10042 . ++ gut 45 °C
MHI 10043 Wild GmbH + gering 45 °C
MHI 10044 -/(+) gut 65 °C
MHI 10045 -/(+) gering 55 °C
MHI 10047 -I(+) gut 45 °C
MHI 10048 ++ gut 45 °C
MHI 10049 ++ gut 45 °C
MHI 10050 Niederrhein Gold ++ gut 45 °C
MHI 10051 ++ gut 45 °C
MHI 10052 ++ gut 45 °C
MHI 10053 ++ gut 45 °C
MHI 10054 -I(+) gut 65 °C
MHI 10055 Emig GmbH -I(+) gut 65 °C
MHI 10056 -I(+) gut 65 °C
MHI 10061 MHI ++ gut 45 °C

# auf BAT Agar;": Optimum
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4.1.2  Charakterisierung derAlicyclobacillus-Stammbibliothek

Zur weiteren Differenzierung und eingehenden Charaierung der Alicyclobacillus
Stamme bzw. Isolate wurden mikrobiologische, enzigola-chemische und molekular-

biologische Verfahren eingesetzt.

4.1.2.1 Mikrobiologische Untersuchungen

Die Alicyclobacillus Isolate wurden mittels mikrobiologischer Verfahrele in der IFU-
Methode Nr. 12 als Bestatigungstests (2.4.1, AbB) 2orgesehen sind, untersucht. Dazu
wurden die Stamme auf den sauren, festen Nahrm@&hdn YSG und K Agar, sowie zur
Kontrolle auf einem pH-neutralen Medium im 3-Osemsatrich angereichert. Die Inkubation
der Platten erfolgte bei 45 °C bzw. zusatzlich doeh65 °C (YSG & BAT) in einer feuchten
Kammer fir mindestens zwei Tage vor einer Beumgludes Koloniewachstums.

Koloniematerial von BAT-Platten wurde zudem mikrogilsch auf Sporenbildung tberpruft.

Tabelle 4.3: Beispielhafte Auflistung von mikrobiologischen @rguchungsergebnissen flr
einigeAlicyclobacilluslsolate (MHI) sowie DSM-Referenzstamme relevanter
Spezies in Anlehnung an Methode Nr. 12 IFU (200¥pchstum auf BAT
oder YSG Agar bei 45 °C bzw. 65 °C, auf K AgawsoPC Agar.

Bezeichnung Spezies 45°C 65°C K PC
DSM 2498 A. acidoterrestris ++ - ++ -
MHI 10001  A. acidoterrestris ++ - ++ -
MHI 10002 A. acidoterrestris ++ - ++ -
MHI 10003 A. acidoterrestris ++ - ++ -
MHI 10015 A. acidoterrestris ++ - + -
MHI 10031  A. acidoterrestris ++ - +) -
MHI 10033  A. acidoterrestris ++ - + -
DSM 446 A. acidocaldarius + ++ +) -
MHI 10044  A. acidocaldarius (+) + - -
MHI 10055 A. acidocaldarius (+) ++ - -
MHI 10060  A. acidocaldarius + ++ +) -
DSM 13609 A. herbarius + - - -
DSM 14558 A. acidiphilus ++ - - -

MHI 10043  Alicyclobacillusspp. ++ - - -
MHI 10045  Alicyclobacillusspp. + + + -
MHI 10040  Alicyclobacillusspp. + - +) -
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Die Beurteilung der mikrobiologischen Untersuchungafolgte generell nach folgendem
Prinzip: Bei Koloniewachstum auf sauren Nahrbodenie Sporenbildung liegen prasumtiv
Alicyclobacillusspp. vor. Prasumtiv Fehlaroma-produzierende Alayazillen (v. a.
A. acidoterrestrisaber auclA. acidiphilus, A. herbariysetc.) kdnnen bei einer Inkubations-
temperatur von 45 °C angereichert werden, wachben racht bei 65 °C. Dementsprechend
geht man bei Isolaten, die bei 65 °C angereichetden kénnen, von prasumtiv Nicht-
Fehlaroma-produzierendéicyclobacillusspp. (v. aA. acidocaldariuyaus. K Agar soll vor
allem das Wachstum vorA. acidoterrestris sowie eingeschrankfA. acidiphilus und

A. acidocaldariusunterstiitzen. Bei Koloniebildung auf PC Agar (naler pH) handelt es
sich mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht uiticyclobacillusspp.

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind beisptefiiafeinige Isolate in Tab. 4.3
zusammengefasst. Grundsatzlich konnten alle Isdité&attungilicyclobacilluszugeordnet
werden, denn alle Isolate zeigten Wachstum und eéipiddung auf sauren Nahrbdden,
konnten aber nicht auf dem pH-neutralen PC-Agaeaiichtet werden. Alle Isolate wiesen
bei einer Inkubationstemperatur von 45 °C Kolordimg auf, die Wachstumsintensitat war
hierbei allerdings unterschiedlich, neun Isolateyte® nur schwaches Wachstum. Bei einer
Inkubationstemperatur von 65 °C waren neun Isdlatéer Lage Kolonien zu bilden, diese
wurden daher als prasumtiv Nicht-Fehlaroma prodanige Alicyclobazillen, die Ubrigen 40
Isolate hingegen als prasumtiv Fehlaroma-produzdsreAlicyclobacillus bewertet. Auf
K Agar konnten 42 Isolate angereichert werden, daviesen finf nur schwaches Wachstum
auf. Obwohl K Agar v. a. das Wachstum vénacidoterrestrissowie eingeschréankt von
A. acidiphilus und A. acidocaldariusermdglichen sollte, konnte in orientierenden Unter
suchungen auch Wachstum der ReferenzstammeAvarcloheptanicusind A. fastidiosus
sowie schwaches Wachstum vAnsaccharinachgewiesen werden. Der Referenzstamm von
A. acidiphilusliel3 sich hingegen, anders als in IFU-Methode I¥r.beschrieben, nicht auf
K Agar anreichern. Die drei — auch mit Real-TimeRPQicht identifizierbaren (4.1.2.2) — in
Tab. 4.3 aufgefihrten Isolate MHI 10040, MHI 10048d MHI 10045 wiesen bei den
mikrobiologischen Untersuchungen keine eindeutd&thstumsmuster auf: so konnte Isolat
MHI 10043 beispielsweise ausschlief3lich bei 45 U€ BAT Agar, nicht aber auf K Agar
Kolonien ausbilden, wahrend Isolat MHI 10040 aufAlgar schwaches Wachstum zeigte,
aber ebenfalls nur bei einer Inkubationstempenadar45 °C angereichert werden konnte. Im
Gegensatz dazu konnte bei Isolat MHI 10045 sowehl 45 °C wie auch 65 °C und auf

K Agar eine Koloniebildung beobachtet werden.
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4.1.2.2 Real-Time Multiplex PCR

Zur molekularbiologischen Analyse der Isolate wurei@e Real-Time Multiplex PCR
(GEN-IAL® First-Alicyclobacillus Multiplex PCR Kit) eingesat die die Unterscheidung
von A. acidoterrestris, A. acidocaldariusowie anderenAlicyclobacillusspp. ermdglicht.
Dazu wurde, ebenso wie fiir die RAPD-Analysen DNAwandet, die mit Hilfe des DNed3y
Blood & Tissue Kit aus den Stdmmen der Stammbibékt isoliert worden war
(Durchfiihrung jeweils entsprechend der Anleitungdersteller). Es konnte gezeigt werden,
dass alle 49 untersuchten Isolate der Gatimayclobacillusangehdren, von diesen konnten
38 Isolate (78 %) der Spezies. acidoterrestris,sowie 8 Isolate (16 %) deBpezies
A. acidocaldariuszugeordnet werden, 3 Isolate (6 %) konnten nickitex differenziert
werden und gehoérten damit weder der Speaiescidoterrestrisnoch A. acidocaldariusan
(Tab. 4.4).

Tabelle 4.4: Mittels Real-Time PCR bestimmte Spezieszugehérigked Charakteristika
(RAPD-Profil und Guajacol-Produktion) d&licyclobacillusisolate

Spezies Stamme/ Guajacol RAPD Spezies Stamme/ Guajacol RAPD
Isolate Gruppe Isolate Gruppe

A. acidoterrestris MHI 10001 + I |A. acidoterrestris MHI 10037 + I
A. acidoterrestris MHI 10002 + I |A. acidoterrestris MHI 10038 + I
A. acidoterrestris MHI 10003 + I |A.acidoterrestris ~ MHI 10039 + I
A. acidoterrestris MHI 10015 + Il [A.acidoterrestris ~ MHI 10041 + |
A. acidoterrestris MHI 10016 + Il [A.acidoterrestris ~ MHI 10042 + v
A. acidoterrestris MHI 10017 + Il [A.acidoterrestris ~ MHI 10047 + 0
A. acidoterrestris MHI 10018 + 0 |A. acidoterrestris MHI 10048 + n.a.
A. acidoterrestris MHI 10019 + Il [A. acidoterrestris MHI 10049 + n.a.
A. acidoterrestris MHI 10020 + Il [A. acidoterrestris MHI 10050 + n.a.
A. acidoterrestris MHI 10021 + Il [A. acidoterrestris MHI 10051 + n.a.
A. acidoterrestris MHI 10022 + Il |A.acidoterrestris ~ MHI 10052 + n.a.
A. acidoterrestris MHI 10023 + IV [A. acidoterrestris ~ MHI 10053 + n.a.
A. acidoterrestris MHI 10024 + Il |A.acidoterrestris ~ MHI 10061 + n.a.
A. acidoterrestrisMHI 10025 + Il |A.acidocaldarius  MHI 10044 - 0
A. acidoterrestris MHI 10026 + Il [A.acidocaldarius  MHI 10054 - n.a.
A. acidoterrestris MHI 10027 + Il [A.acidocaldarius  MHI 10055 - n.a.
A. acidoterrestris MHI 10028 + Il [A.acidocaldarius  MHI 10056 - n.a.
A. acidoterrestris MHI 10029 + IV [A.acidocaldarius  MHI 10057 - n.a.
A. acidoterrestris MHI 10030 + Il |A.acidocaldarius  MHI 10058 - n.a.
A. acidoterrestris MHI 10031 + Il [A.acidocaldarius  MHI 10059 - n.a.
A. acidoterrestris MHI 10032 + Il |A.acidocaldarius  MHI 10060 - n.a.
A. acidoterrestris MHI 10033 + Il |Alicyclobacillusspp. MHI 10040 + 0
A. acidoterrestris MHI 10034 + Il |Alicyclobacillusspp. MHI 10043 -
A. acidoterrestris MHI 10035 + Il |Alicyclobacillusspp. MHI 10045 -
A. acidoterrestris MHI 10036 + Y

RAPD: Gruppen I, II, Ill, IV; O: keiner Gruppe zuzulnen; n. a.: nicht analysiert;
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Prinzipiell zeigen die Ergebnisse eine hohe Ubstenmung mit der in 4.1.2.1
beschriebenen klassisch-mikrobiologischen Untersoghnach IFU Methode Nr. 12.
Beispielsweise zeigten alla. acidoterrestrisisolate deutliches Wachstum bei 45 °C, aber
keine Koloniebildung bei einer Inkubationstemperatwn 65 °C. Zudem konnten alle
A. acidoterrestridsolate auf K Agar angereichert werden. Im Gegendazu liel3en sich alle

Isolate vonA. acidocaldariusdhei 65 °C anzlchten.

4.1.2.3 Guajacol-Produktion

Wie in 2.3 beschrieben ist der Metabolit Guajacoheben 2,6-Dibromphenol und 2,6-
Dichlorphenol — hauptsachlich fur den Verderb voruchtsaften und anderen sauren
Produkten verantwortlich. Nicht alle Alicyclobagitl bilden Guajacol. acidoterrestrisvird
dabei am haufigsten mit Verderb von Lebensmittein Zusammenhang gebracht. Als
ebenfalls potentiell Fehlaroma-produzierende Spgezweerden inzwischen v.a. auch
A. acidiphilus und A. herbarius sowie mit Abstrichen aucl\. pomorum, A. hesperidum,
A. cycloheptanicusowieA. acidocaldariusangesehen.

Alle Isolate und Referenzstamme der etablierteaam&tsammlung wurden daher mit
Hilfe des Peroxidase-Tests (wie in 3.2.4 beschngl@f das Potential fur den Verderb von

Lebensmitteln, d. h. ihre Fahigkeit zur Guajacaldiktion untersucht.

In Tab. 4.4 bzw. 4.5 sind die Analysen-Resultatedié A. acidoterrestridsolate bzw. DSM-
Stamme zusammengefasst. Alle Referenzstamme uladelsmnA. acidoterrestrisvaren in
der Lage, Guajacol zu produzieren. Aul3erdem kofiitelen A. herbariusReferenzstamm
DSM 13609 sowie ein nicht weiter klassifiziert&bcyclobacillusspp. Isolat (MHI 10040)
die Fahigkeit zur Bildung von Guajacol nachgewiesanden. Im Gegensatz hierzu wiesen
weder die untersuchten Stamme vdnacidocaldariusnoch andere Vertreter der Gattung

Alicyclobacillusdiese Eigenschaft auf.
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Tabelle 4.5: Charakteristika (RAPD-Profil und Guajacol-Prodokii der Alicyclobacillus
DSM-Referenzstamme.

Spezies Stamme/  Guajacol RAPD

Isolate Gruppe
A. acidoterrestris DSMZ 2498 + 0
A. acidoterrestri§  DSMZ 3922 + I
A. acidoterrestris DSMZ 3923 + I
A. acidoterrestris DSMZ 3924 + I
A. acidocaldarius DSMZ 446 0
A. cycloheptanicus DSMZ 4005 0
A. cycloheptanicus DSMZ 4006 0
A. cycloheptanicus DSMZ 4007 0
A. herbarius DSMZ 13609 + 0
A. acidiphilus DSMZ 14558 0
A. sacchari DSMZ 17974 0
A. fastidiosus DSMZ 17978 - 0

RAPD: Gruppe | ; 0: keiner Gruppe zuzuordnenfypstamm

4.1.2.4 RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Um die genotypische Diversitat daticyclobacillusisolate der etablierten Stammbibliothek
zu ermitteln, wurden RAPD-Verfahren eingesetzt .&.2Daflir wurden die Primer BA-10
(5"-AAC GCG CAA C-3") sowie F-64 (5"-GCC GCG CCA &1B’) verwendet, mit denen
anhand spezifischer Bandenmuster Lebensmittelesoldér SpeziesA. acidoterrestris
zugeordnet, sowie basierend auf deren genotypisdhemvandtschaft in Gruppen mit
ahnlichen Bandenmustern eingeteilt werden konnerAMXZAKI et al., 1997b;
GROENEWALD et al., 2009).

In die RAPD-Untersuchungen wurden 35 Lebensmsipddite sowie alle DSM-
Referenzstdamme mit einbezogen. Einige Isolate wuedst nach Abschluss dieser Analysen
in die Stammbibliothek aufgenommen und waren dalehit Gegenstand der RAPD-PCR
Untersuchungen. Prinzipiell zeigen die ErgebnisseRAPD Analysen, dass die untersuchten
Isolate vonA. acidoterrestriseine breite genetische Diversitat aufweisen. URiesatz der
genannten Primer konnte DNA von allen untersuchHsamtaten sowie Referenzstdmmen
amplifiziert werden. Die generierten Bandenmustendglichten die Einteilung von 29
Isolaten und drelA. acidoterrestrisReferenzstammen in vier RAPD-Gruppen (Tab. 4.4 &
Tab. 4.5). Diese Zuordnung basierte hauptsachli€ld@n bei Amplifikation mit Primer BA-

10 generierten &hnlichen Bandenmustern (Abb. Géherell resultierten die mit Primer F-64
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durchgefuhrten RAPD-PCRs in einer hoheren AnzahBanden wie auch in einer héheren
Diversitat der Bandenmuster als bei Einsatz vome&riBA-10. So konnten zwar ebenfalls
gruppenspezifische Hauptbanden detektiert werdesétzlich traten aber weitere, teilweise
variierende Banden auf, die eine weitere Einteildeg Isolate in Untergruppen ermdglichen
wirden und damit die weite genetische Bandbreitardder Stammsammlung vorhandenen
Stamme vonA. acidoterrestrisbelegen. Insbesondere Variationen der RAPD-Profda
Gruppe |, der auch dreA. acidoterrestrisReferenzstdmme zugeordnet werden konnten,
lassen Ruckschlisse auf einen hohen Grad an gdmtiBiversitat zu, denn alle sieben
Stamme und Isolate zeigten bei Verwendung von RrBde10 ahnliche Bandenmuster mit
prominenten Banden bei ca. 1400, 1000, sowie 6G@imaren (Bp). Bei Amplifikation mit
Primer F-64 hingegen konnte zwar ebenfalls eineeg@game prominente Bande bei ca. 1500
Bp identifiziert werden, zusatzlich trat aber eiM&lzahl weiterer, deutlich variierender
Nebenbanden auf, die meist auch eine schwécheems|tit aufwiesen.

Es zeigte sich, dass alle 29 Isolate, die in eieevier RAPD-Gruppen eingeteilt
werden konnten, der Spezids acidoterrestrisangehorten. ZweA. acidoterrestrisisolate
(MHI 10018 bzw. MHI 10047) und ein DSM-ReferenzstantDSM 2498) konnten jedoch
keiner Gruppe zugeordnet werden. DNA der untergucNichtA. acidoterrestridsolate und
Referenzstdamme konnte zwar grundsétzlich unter aEingler beschriebenen Primer
amplifiziert werden, die generierten Bandenmustdidn aber keine Einteilung in Gruppen
zu (Abb. 4.2).
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Abbildung 4.1: Genetische Diversitat der untersucht®nacidoterrestrisisolate, bzw. der DSM-Referenzstamnzeir Durchfihrung der

RAPD-PCRs wurden die Primer BA-10 bzw. F-64 eingaselie Einteilung in vier RAPD-Gruppen erfolgtahand des

generierten Bandenmusters.
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Abbildung 4.2: RAPD-Bandenmuster von Isolaten, die keiner RAPDppeu
zugeordnet werden konnten und von DSM-Stdmmen,ndibt der

SpeziedA. acidoterrestrimngehdren.

4.2 Generierung vonAlicyclobacillus Sporen

Ziel der im Folgenden beschriebenen Versuche war Elablierung eines effizienten
Verfahrens zur Herstellung von hochreinen Sporeygaiionen, die zum Einen als
Immunogen zur Generierung poly- und monoklonalettikdmper und zum Anderen als
Antigen fur die Charakterisierung immunchemischexcveisverfahren (EIA) eingesetzt
werden konnten.
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4.2.1 Orientierende Versuche

Um ein mdglichst effizientes Verfahren zur Sporemigaung zu etablieren, wurden in
Vorversuchen verschiedene Nahrmedien und Inkubstiesingungen zur Anreicherung der
vier fur die Herstellung des Immunogens ausgewahBgimme (DSM 2498, MHI 10001,
MHI 10002 und MHI 10003) getestet. Im Einzelnen dem Uberprift: (1) Voranreicherung
in YSG-Bouillon mit anschlielender Anreicherung &8G-Agar bzw. BAT-Agar, (2) Sac-
Culture mit YSG- bzw. BAT-Bouillon, sowie (3) Anakierung der Keime auB. cereus
Mangan-Versporungsagar.

Die Versuche zeigten, dass bei Anzucht in Bouilbaw. auf YSG-Agarplatten kaum
eine Versporung der Keime induziert werden konB&. Anzucht der Alicyclobazillen auf
Mangan-Versporungsagar stellte sich hingegen hedass zwei der untersuchten Stdmme
(MHI 10002 und MHI 10003) gut versporten, wahrend deiden anderen Stdmme DSM
2498 und MHI 10001 nur eine geringe Sporendichfeiasen. Grundsatzlich war allerdings
das Wachstum aller vier Stamme auf diesen Platien gering. Auf BAT-Agarplatten
dagegen war die Anreicherung gut moglich, jedocigteesich im Hinblick auf die
Versporung der Stamme ein umgekehrtes Muster: D&38 2nd MHI 10001 versporten sehr
gut, MHI 10002 und MHI 10003 dagegen nicht vollstgn(Tab. 4.6).

Tabelle 4.6: Verhalten der zur Immunogen-Herstellung verwesled. acidoterrestris

Stamme auf Mangan-Versporungsagar bzw. BAT-Agar.

Stamm Versporung auf Versporung auf
Mangan-Versporungsagar BAT-Agar
DSM 2498 - ++
MHI 10001 +/- ++
MHI 10002 ++ +
MHI 10003 + +

Um den Anteil der vegetativen Zellen in den Sporépprationen der Stamme MHI 10002
und MHI 10003, die bei Anzucht auf BAT-Agarplattencht vollstdndig versporten, zu

reduzieren und somit mdglichst hochaufgereinigtesedal zu erhalten, wurden verschiedene
Aufreinigungsmethoden Uberprift. In den ersten Mehnsreihen wurde u. a. die Hitze-
inaktivierung der Ansatze im Wasserbad fur 10 nen8® °C Uberpruft. Im Anschluss wurde
mittels fluoreszenzmikroskopischer Untersuchungaadh einer Lebend-Tot-Farbung der
Sporenpraparationen mit Syto 9 Green und Propidididi (PI) untersucht, ob vegetative

Keime bei dieser Temperatur/Zeit-Kombination tatsigb abgetttet werden. Dazu wurden
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die zu untersuchenden Proben abzentrifugiert (46010 min, RT) und in physiologischer
Kochsalzlésung aufgenommen. Zur Farbung wurden d@omul des jeweiligen Ansatzes mit
4 pl PI (0,5 pg/ml) und 1 pl einer 0,5 mM Syto ®&mn Losung (in DSMO) versetzt. Syto 9
Green farbt vitale Zellen grin an, Pl kann ersthnBermeabilisierung der Zellmembran in
Zellen gelangen und farbt daher nur abgestorbetienZeot an. Bei Belichtungszeiten von
1/10 s —1/50 s (bei Syto 9 Green & PI) konnte Absterben der Keime durch die Hitze-
behandlung gut nachvollzogen werden (Abb. 4.3). Ber Durchfiihrung einer Hitze-
inaktivierung der vegetativen Zellen besteht allegd auch die Gefahr einer Hitzeaktivierung
von Sporen, die durch Erhitzung nicht abgettteteemund zum Auskeimen angeregt werden

koénnen.

Vitale vegetative Zellen _ Tote vegetative Zellen

Abbildung 4.3: Lebend-Tot-Farbung von vegetativen Zellen Vaicyclobacillus mit
Syto 9 Green (links) und nach Hitzebehandlung mitéthts).

Daneben wurde im Hinblick auf eine Aufreinigung dem BAT-Nahrbdden gewonnenen
Sporenpraparationen die Einsetzbarkeit eines LyseZgrdaus untersucht. Lysozym ist ein
Enzym, welches vegetative Bakterien verdaut, inésmndief-1,4-glykosidischen Bindungen
zwischen N-Acetylmuraminsdure- und N-Acetylglucosamsten spaltet und somit das
Peptidoglycangerist der bakteriellen Zellwand gsi@poren sind aufgrund ihrer aus Protein
bestehenden Sporenhille weitgehend resistent. t@nemde Versuche wurden mit den
Stammen MHI 10002 und MHI 10003 durchgeflnhrt.
Jeweils zwei Anséatze der beiden Stamme (MHI 10(02:10 KbE/ Ansatz, MHI

10003: 3 x 10KbE/Ansatz) wurden abzentrifugiert (4.600 x g,ri®, 4 °C), in 1 ml 30 mM
Tris-HCI-Puffer (pH 7) resuspendiert und anschlefiemit 0,5 mg/ml bzw. 0,05 mg
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Lysozym/ml versetzt. Nach Inkubation der Ansatzedmm Magnetriuhrer bei 37 °C fur 1 h
wurde von beiden Proben ein Aliquot zur Untersuchentnommen, der restliche Ansatz
wurde noch fur weitere 2 h unter Rihren inkubiétte Ansatze wurden lichtmikroskopisch
untersucht — wobei kein deutlicher Unterschied ehés den verschiedenen Ansatzen
erkennbar war — und daneben wurde die Gesamtkeimzabtimmt. Dazu wurden
Verdinnungen der Proben in Ringerlosung angeledtauf BAT-Agarplatten ausplattiert.
Nach zweitagiger Inkubation bei 45 °C wurden dienk&ahlen ausgewertet. Es zeigte sich,
dass die Lysozymbehandlung zu einer deutlichen émnations- und zeitabhangigen
Reduktion des Keimgehaltes fuhrte. Dieser Effekt tvai beiden Stdmmen zu beobachten
(Abb. 4.4). Schon bei einem Zusatz von 0,05 mg/ygdozym war die relative Keimdichte im
Vergleich zur urspriinglichen Praparation z. T. usghmals 50 % reduziert. Bei Steigerung
der Lysozymkonzentration auf 0,5 mg/ml nahmen dieinkkahlen um bis zu zwei
Zehnerpotenzen ab. Diese Ergebnisse zeigen, dass megetativen Zellen offensichtlich

auch Sporen durch die Lysozymbehandlung angegriviaalen.

relative
Keimdichte
100% -
90% 1 = MHI 10002
80% -
70% - = MHI 10003
60% -
50% -
40%
30% -
20% -
10% -
0% : : : [ —
0 0,05 mg 0,05 mg 0,5mg 0,5mg
1h 3h 1h 3h

Lysozym-Konzentration und -Inkubationszeit

Abbildung 4.4: Einfluss der Lysozymkonzentration sowie -inkubasizeit auf
die relative Keimdichte von Isolat MHI 10002 bzwHV10003.
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4.2.2  Optimiertes Verfahren

Schlussendlich wurde das im Folgenden beschriebéadahren zur Anzucht und
Aufreinigung vonAlicyclobacillusSporen verwendet. Zunachst erfolgte eine Vorahegimg
der Bakterien in BAT-Bouillon (pH 4). Dazu wurdenn® Bouillon mit einer Ose
Koloniematerial von auf modifizierten BAT-Agarplett angereicherten Stammen beimpft
und dann bei 45 °C fir 2 Tage im Brutschrank ineeifeuchten Kammer inkubiert. Die
generierte Bakteriensuspension wurde danach 1:HRingerlésung verdinnt und je Stamm
1,25 ml auf jeweils acht mit modifiziertem BAT-Ag§oH 4) beschickte Platten verbracht.
Diese wurden bei 45 °C fur 5 d in einer feuchtemideer inkubiert, die produzierten Sporen
dann im Anschluss mit ca. 3 ml A. dest. je Platigemchwemmt. Die resultierende Sporen-
suspension wurde 3 x mit A. dest. gewaschen (4x6§)0L5 min, 4 °C) und im Hinblick auf
eine vollstandige Lyse der vegetativen Zellen als8and fir mindestens 5 Tage bei 4 °C
aufbewahrt. Danach wurden die Sporenpraparatidirer min im Wasserbad mit Ultraschall
behandelt, bevor sie erneut 5 x mit A. dest. getvas wurden.

Nach Bestimmung der Keimzahl und lichtmikroskopesc Kontrolle wurden die
Anzuchten zur Gewinnung hochreiner Praparationendi& Generierung des Immunogens
mittels Nycodenz-basierter Dichtegradientenzergafion nach VYAS et al. (2011) weiter
aufgereinigt. Nycodenz ist ein Medium, das bei ZA&rgation einen Dichtegradienten
ausbildet, dabei werden auch die Bestandteile dimebe aufgrund der unterschiedlichen
Dichte der Partikel aufgetrennt. Dazu wurde 1 mbrSpsuspension vorsichtig auf 8,5 ml
einer 50 % igen Nycodenzlsung (in A. dest.) inmi6Zentrifugationsrohrchen geschichtet
und zentrifugiert (19.650 x g, 20 min, 20 °C). M&htegradientenzentrifugation resultierte
in einer deutlichen Auftrennung der jeweiligen Rudionen in eine tribe Bande im oberen
Bereich des Mediums und ein deutlich sichtbaresePéhbb. 4.5). Aufgrund der hohen
Dichte der Sporen befinden sich diese hauptsachtithPellet, die tribe Phase enthalt
dagegen leichtere Partikel wie vegetative Zelled derlldebris. Zur Gewinnung der Sporen
wurde der Uberstand vollstandig abgesaugt und da#letP zum Entfernen von
Nycodenzrickstanden erneut 5 x mit A. dest. gewars¢h.600 x g, 15 min, 4 °C).

Abschlieend wurden die Praparate lichtmikroskdpisuberprift und eine
Keimzahlbestimmung durchgefuhrt. Zwar resultierteesds Vorgehen je nach Stamm
teilweise in einer deutlichen Reduktion der Spoedaite, die Qualitdt der Sporen-
suspensionen konnte jedoch im Hinblick auf deremnifiat deutlich verbessert werden
(Abb. 4.6).
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Abbildung 4.5: Dichtegradientenzentrifugation mit Nycodenz: Reumg

von Sporenpraparationen vAnacidoterrestris.

Zusammenfassend konnten durch die Kombination eflilssigen Voranreicherung mit
Anreicherung auf BAT-Agarplatten Praparationen naiber Sporendichte gewonnen werden.
Durch die Dichtegradientenzentrifugation konnte emad der Anteil an unerwinschten
Bestandteilen des urspriinglichen Materials — wigetagive Keime und Zelltrimmer —
deutlich reduziert und somit hochreines Sporennateur Herstellung des Immunogens
produziert werden.

Insgesamt wurden mehr als 20 Sporenanzuchtenieteals Immunogen eingesetzten
Stamme (DSM 2498, MHI 10001, MHI 10002 und MHI 18pbergestellt. Daneben wurden
ebenfalls Sporenpraparationen der nicht als Immenogingesetzten Stamme der
Stammsammlung generiert, dabei wurde jedoch auf defwandigen Einsatz der
Dichtegradientenzentrifugation verzichtet.
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Abbildung 4.6: Sporenpraparationen des auf BAT-Agar nur teileei®rsporenden
A. acidoterrestridsolates MHI 10002: vor Dichtegradientenzentri-
fugation mit relativ vielen vegetativen Keimen K&), nach Dichte-
gradientenzentrifugation hauptsachlich Sporen (s3ch

4.3 Generierung von polyklonalen Antikdrpern

Zur Generierung von poly- sowie monoklonalen Antgérn wurden die in 4.2.2
beschriebenen hochreinen Sporenpraparate mittelafoPaaldehyd inaktiviert und zur

Immunisierung von Mausen und Kaninchen eingesetzt.

4.3.1 Herstellung des Immunogens

Zur Herstellung des Immunogens wurden im Hinbliok @eren unterschiedliche Provenienz
die A. acidoterrestrisStamme DSM 2498, MHI 10001, MHI 10002 und MHI 10003
ausgewahlt. Um eine Infektion der zu immunisierendieere zu vermeiden, wurden die als
Immunogen eingesetzten Sporensuspensionen mit ggmet?ungsreagenz Paraformaldehyd
(PFA) inkubiert, wodurch eine Auskeimung im Orgamis verhindert wird. Da dadurch

allerdings auch immunogene Oberflachenantigene nderéi werden koénnen, sollte die

Konzentration des Vernetzungsmittel so gering migglich gehalten werden, um diesen

Effekt zu minimieren.

Im Rahmen von Vorversuchen wurde die fur eine ttidige Inaktivierung der Sporen
notwendige PFA-Minimalkonzentration ermittelt. Higr wurden die Sporensuspensionen
abzentrifugiert (4.600 x g, 15 min, 4 °C) und da&lé&ts in unterschiedlich hoch konzentrierter

PFA-L6sung (in A. dest.) aufgenommen. Die Konzdrdrsbereiche lagen dabei zwischen
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0,5 % bis 2 % (g/v). Je nach Ausgangssporengehaiiem die Ansatze dabei in 2 ml (bei
< 1@ Sporen/ml) oder 4 ml (bei > 1&poren/ml) der PFA-Lésung resuspendiert. Nach 24 h
Inkubation mit leichtem Schwenken im Intellimix&dhwenkradius 90, Geschwindigkeit 12)
wurden die Praparate zum Entfernen des PFA mitesteA. dest. gewaschen und die Pellets
in 1 ml A. dest. aufgenommen. Zur Bestatigung aektivierungserfolgs wurden 100 pl der
1:10 in Ringerldésung verdiinnten Ansatze auf moifien BAT-Agarplatten ausplattiert,
zwei Tage bei 45 °C in einer feuchten Kammer in&rtbund anschlielend auf Wachstum
kontrolliert.

Die in einem ersten Versuch Uberprifte PFA-Behamgllder Sporen bei einer
Temperatur von 4 °C resultierte nur in einer unmienden Inaktivierung des Keimmaterials
(Tab. 4.7). Die weiteren

Inaktivierungsversuche dewr daher bei Raumtemperatur

durchgefuhrt.

Tabelle 4.7: Inaktivierungseffekt verschiedener Temperaturi®o&ombinationen von

Paraformaldehyd (PFA) a. acidoterrestrisSporen.

Stamm Inaktivierungs- KbE_/mI vor Konzentration PEA-Volumen KbE/mI nach
temperatur Inaktivierung  des PFA (g/v) Inaktivierung
DSM 2498 3,6 x 10 2% 2ml > 16
MHI 10001 4°C 3x19® 1% 2ml > 16
MHI 10003 9x10 0,5% 2mi > 16
DSM 2498 3,6 x 16 2% 2ml <10
MHI 10001 3x16 1% 2 mi 1,1x 19
MHI 10003 20 °C 9x10 0,5 % 2mi > 10
DSM 2498 1,44 x 10 1.5% 4 ml (2x 2 ml) 5x f0
MHI 10001 1,2 x 18 1.5% 4 ml (2x 2 ml) 1x ¥0
DSM 2498 1,2 x10 4ml(2x2ml) <10
MHI 10001 2,76 x 1® 2ml <10
MHI 10003 1,14 x 19 4 ml(2x2ml) <10
MHI 10002 o 2,16 x 1® 2 ml <10
DSM 2498 20°C 3x19 2 % 4 ml(2x2ml) <10
MHI 10001 3x18 2ml <10
MHI 10003 1,98 x 19 4 ml(2x2ml) <10
MHI 10002 8,4 x 19 2 ml <10
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Da auch keine der niedrigeren getesteten PFA-Kdret@men (0,5 %, 1 %, 1,5 %) zu einer
vollstandigen Inaktivierung der Sporenpraparatiofidmte (Tab. 4.7), musste zur Herstellung
eines sterilen Immunogen-Praparates 2 % ige PFAmg<$g/v) verwendet werden. Fir die
Immunisierung der Mause und Kaninchen wurden dimaktivierten Praparationen aus zwei
verschiedenen Anzuchten gepoolt (Tab. 4.8), lyaghbit und bis zur weiteren Verwendung
bei -20 °C aufbewahrt. Die Anzahl der eingeset8poren lag zwischen 5,3 x%02 x 10
Sporen/ml.

Tabelle 4.8: Fur die Herstellung des Immunogens eingesetabeeBpraparationen.

Sporenzahl vor  Sporenzahl nach

Stamm Herkuntt Inaktivierung Inaktivierung (&) Inaktivierung
DSM 2498 DSM 2,0x 16 <10
MHI 10001  AINIA, Spanien 5 % PEA 2,9x 0 <10
MHI 10002 LADR GmbH 53x10 <10
MHI 10003 Wild GmbH 1,5x 10 <10

4.3.2 Immunisierung von Mausen

Zur Generierung von monoklonalen Antikérpern (mAKyurden vier Mause unter
Verwendung des in 4.3.1 beschriebenen Immunogemnsumsiert (Tab. 4.9). Die Mause
wurden jeweils mit 4 x 70Sporen/ml (Grundimmunisierung und 1. Restimuligjubzw.
5 x 10 Sporen/ml (2. und 3. Restimulierung) immunisierh Immunogen waren die vier
eingesetzten Stamme in gleichen Anteilen enth@ften(0,5 x 16 Sporen/ml)].

Tabelle 4.9 Immunisierung von Mausen mit inaktiviert@nacidoterrestrisSporen.

Woche Malinahme Adjuvans/Puffer Applikation

Woche 0 GrundimmunisierungSigma/NacCl L. p.

Woche 4 1. Restimulierung -/PBS S. C.

Woche 9 1. Blutentnahme

Woche 18 2. Restimulierung Sigma/NacCl I p.

Woche 25 3. Restimulierung Sigma/NacCl I p.

Woche 31 2. Blutentnahme

Woche 32 /33 4. Restimulierung -/NaCl I. p., S. C.
& Fusion

I Isotonische Kochsalzlésung
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Nach der Grundimmunisierung wurde dreimal restiertili Die erste Restimulierung in
Woche 4 nach Immunisierungsbeginn wurde subkutanimPBS geldstem Immunogen
durchgefuhrt, vier Wochen spater wurde den Tie@mdzur Kontrolle des Immunisierungs-
erfolgs erstmals Blut abgenommen. Die zweite uritedRestimulierung erfolgte dagegen
jeweils intraperitoneal, wie bereits bei der Grumdiunisierung wurden dazu die
Sporenpraparate in Sigma-Adjuvans emulgiert. Dabedelt es sich um eine Ol-in-Wasser-
Emulsion, die eine schonendere Alternative zum igéawérwendeten Freundschen Adjuvans
(Wasser-in-Ol-Emulsion) darstellt. Nach der dritt&estimulierung wurde erneut Blut
entnommen. Den fur Zellfusionen ausgewahlten Mawserde drei Tage vor der geplanten
Fusion nochmals Immunogen, gel6st in physiologisddechsalzlésung, appliziert. Zur
optimalen Stimulierung der Lymphozyten in Lymphlkerotund Milz erfolgte die Applikation

hierbei sowohl subkutan als auch intraperitoneal.

4.3.3 Immunisierung von Kaninchen

Zur Generierung polyklonaler Kaninchenantiserendguein externes Labor (Charles River
Laboratories) beauftragt, zwei Kaninchen mit SparenA. acidoterrestrizu immunisieren.
Tab. 4.10 gibt einen Uberblick zum angewandten Imisiarungsregime. Nach der
Grundimmunisierung wurden drei RestimulierungenWioche vier, sechs und neun nach
Beginn der Immunisierung vorgenommen. Zur Kontroléss Immunisierungsverlaufs wurde
nach jeder Restimulierung Blut zur Untersuchungnemmen, bzw. nach der dritten
Restimulierung das Endserum gewonnen. FUr die Insmraong wurde das unter 4.3.1
beschriebene Immunogen eingesetzt, die Sporenzktgen dabei bei 4,5 x 4@poren/Tier.

In dem fur die Kaninchen hergestellten Immunogerewalie vierA. acidoterrestrisStamme
DSM 2498, MHI 10001, MHI 10002 und MHI 10003 in Ueighen Anteilen enthalten, so
betrugen die Sporenzahlen von DSM 2498 und MHI 30@® Immunogen 1,5 x £0von
Stamm MHI 10002 1,0 x £Gowie von MHI 10001 0,5 x £Die Immunisierungen erfolgten
subkutan, appliziert wurden Emulsionen bestehend i@mu PBS gelosten Sporen und

Freundschem Adjuvans.
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Tabelle 4.10: Immunisierung von Kaninchen mit inaktiviertAnacidoterrestrisSporen.

Woche Malinahme Adjuvans Applikation
Woche 0 Grundimmunisierung Freund-Adjuvans S. C.
Woche 4 1. Restimulierung Freund-Adjuvans S.C.
Woche 5 1. Blutentnahme

Woche 6 2. Restimulierung Freund-Adjuvans S. C.
Woche 7 2. Blutentnahme

Woche 9 3. Restimulierung Freund-Adjuvans S. C.
Woche 11 Gewinnung des Endserums

4.4 Charakterisierung der polyklonalen Antiseren

Um den Erfolg der Immunisierung zu tberprifen, vemrdi. a. indirekte Enzymimmuntests
(EIAS) zur Ermittlung der Antikdrper-Titer und dapparenten Affinitdten der polyklonalen
Antiseren eingesetzt. Basierend auf den dabeilezi&rgebnissen wurden zum einen Mause
fur die Durchfiihrung von Zellfusionen (Generierwug mAK), bzw. Kaninchenseren fir die
Herstellung Peroxidase-markierter Antikdrper ausgjgtv Zudem wurde mittels Immun-
fluoreszenz die Reaktivitat der Mause- und Kaninemiiseren mifA. acidoterrestrisSporen

verifiziert, mit Immunoblots wurde die Antigen-Sjifgat der Antiseren ermittelt.
4.4.1 Bestimmung der Antikorper-Titer

Mauseseren

Die zur Uberpriifung des Immunisierungsverlaufs \oem Versuchstieren entnommenen
Blutproben wurden, wie unter 3.2.1.1 beschriebeih Hilfe von indirekten EIAs untersucht.
Zur Quantifizierung des Gehalts an spezifischernk@énpern wurden die Titer ermittelt, dazu
wurden Verdunnungsreihen der Seren auf den mit thoten Antigen-Konzentrationen
beschichteten Mikrotiterplatten angelegt. Als Twaurde diejenige Verdiunnungsstufe eines
Antiserums definiert, die im EIA eine Extinktionvd,0 erzielte.

Bereits das nach der ersten Restimulierung zur pybemg des Immunisierungsverlaufs
entnommene Serum wies hohe Titer auf. Die Antikéipeer aller vier immunisierten Mause
waren hoéher als das zur Kontrolle herangezogensénin eines nicht mA. acidoterrestris

Sporen immunisierten Tieres. Nach der dritten Radterung konnte eine weitere deutliche
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Steigerung der Antikorpertiter bei allen Mausentdestellt werden (Abb. 4.7). Dies
unterstreicht die Effizienz des verwendeten Adjwyasowie die hohe Immunogenitat der
hergestellten Sporenpréparation.

120000
m 1. Restimulierung

100000 - m 3. Restimulierung
80000 ~
60000 -
40000 -
20000 + ‘
0 - : . .

Maus | Maus Il  Maus lll  Maus IV

reziproker Titer

Abbildung 4.7: Entwicklung der in den Mauseseren nachweisbanetikérpertiter im
Immunisierungsverlauf. Dargestellt sind die Titer dach der 1. und 3.

Restimulierung entnommenen Seren.

Als Antigen-Beschichtung der Mikrotiterplatten werdbei der Bestimmung der Antikorper-
Titer vor allem die 5 x gewaschenen Sporensuspeesigerwendet (4.2.2). Zur Absicherung
der dabei erhaltenen Ergebnisse wurden daneben weitkre, in Tab. 4.11 aufgefihrte
Sporenpraparationen als Antigen-Beschichtung tbki#irpgleben 5 x gewaschenem Material
wurden zum einen mittels Dichtegradientenzentrifioga gewonnene hochaufgereinigte
Sporen eingesetzt, zum anderen auch PFA-inakevigpbren, wie sie fur die Immunisierung

der Mause verwendet worden waren.

Tabelle 4.11: Als Beschichtungsantigen in den indirekten &£l&rwendete
Sporenpraparationen.

Bestimmung des/r Beschichtungsantigen Konzentration
5 x gewaschene Sporen SBporen/ml

_ . Hochaufgereinigte Sporen 10* Sporen /ml
Antikorper-Titer
(Nycodenz)
PFA-inaktivierte Sporen P0Sporen /ml

Affinitat 5 x gewaschene Sporen %18poren /ml
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Unter Berticksichtigung der eingesetzten Sporenmafilab. 4.11) konnte, wie in Abb. 4.8
dargestellt, gezeigt werden, dass die so ermittdlieer sich nicht deutlich unterschieden. Das
lasst darauf schlie3en, dass in den polyklonalensgigeren v. a. AntikOrper gegen Sporen
von A. acidoterrestris vorhanden sind und kaum Antikérper gegen in denhtnic
hochaufgereinigten Praparationen vorhandene veéegetalellen oder Zelldebris. Der
Umstand, dass bei Verwendung der mittels PFA imedten Sporen keine deutlich héheren
Titer bestimmt wurden (Ergebnisse nicht darge$tedeéutet zudem darauf hin, dass in den
Seren der Anteil an Antikérpern gegen die durch\enetzung entstandenen ,kinstlichen®
Antigene relativ niedrig war. Zusammenfassend eeigiomit die ersten orientierenden EIA-
Untersuchungen, dass mit dem hergestellten Immumege vielversprechende Antikérper-
Antwort induziert werden konnte. Fur die praktisddmsetzung bedeuten die Ergebnisse
zudem, dass der zeit- und kostenintensive Einsatizhochaufgereinigten Praparationen als

Antigen im indirekten EIA nicht nétig ist.

......... —m— "5Xx gewaschen"

, \ ----M--- "Nycodenz"
3,0 ’

Extinktion (OD ,50)
N N
o O

Q Q Q Q \} Q Q
$ & FH§ & &S
NTOONTONTONT Y 0 ®

Antiserum-Verdinnung

Abbildung 4.8: Nachweisbaréntikorper-Titer eines polyklonalen Mauseserums (sla
IV, entnommen nach 1. Restimulierung) bei Beschichtder Mikro-

titerplatten mit unterschiedlichen Sporenpréapareio
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Kaninchenseren

Die Seren der immunisierten Kaninchen wurden eltlienfiae die Mauseseren mit den unter
3.2.1.1 beschriebenen Methoden zur Uberpriifung laesunisierungsverlaufs untersucht.
Nach allen drei Restimulierungen wurde Serum zuntkKile entnommen, dabei konnte
ebenfalls insgesamt ein deutlicher Anstieg deiik®mper-Titer bei beiden Tieren festgestellt
werden (Abb. 4.9). Allerdings nahm der Titer bei nikechen| nach der dritten
Restimulierung nicht weiter zu, sondern fiel im @etgil sogar wieder leicht ab. Es ist
maoglich, dass die dritte Restimulierung zu frihimder zweiten Restimulierung erfolgte und
somit kein ausreichender Boostereffekt vorhandemn Bai Kaninchen Il hingegen war dieses
Phanomen nicht zu beobachten, der Titer stieg lesiech Tier weiter an. Die Titer beider
Tiere lagen dabei nach der letzten RestimulierueigGewinnung des Endserums auf dem
Antikdrper-Titer-Niveau der Mauseseren.

Als Beschichtung wurden ahnlich wie bei Uberprigfuter Mauseseren vor allem 5 x
gewaschene Sporensuspensionen verwendet. Alterrddzu erfolgte ebenfalls eine
Uberprifung der Titer auf mit hochreinen Sporengragen beschichteten Mikrotiterplatten
(Ergebnisse nicht dargestellt). Es konnten dabederum keine nennenswerten Unterschiede

festgestellt werden.
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Abbildung 4.9: Nachweisbare Antikorper-Titer in den nach den jégen
Restimulierungs-Injektionen gewonnenen Kaninehatiseren.
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4.4.2 Apparente Aviditat

Mauseseren

Die Mauseseren wurden zur Bestimmung der appareltatitat ebenfalls mit indirekten
ElAs (3.2.1.1) untersucht. Dazu wurden Mikrotitatgdn mit Verdinnungsreihen des
Antigens beschichtet, die zu charakterisierendetiséren wurden dagegen im Uberschuss
bei einer konstanten Verdinnung von 1:1000 apptizidie Affinitdt eines spezifischen
Serums ist umso besser, je hoher die Verdinnurigsdas Antigens ist, bei der noch eine
Extinktion von 1,0 erzielt werden kann. In dieserei$é¢ wurden die Affinitaten der
Mauseseren fir die vier als Immunogen verwendetémi®e (Abb. 4.10), aber auch fir

verschiedene weitere Stamme der Stammsammlungeltr(iitab. 4.12).

Nur zum Teil korrelierte die apparente Aviditdt défduseseren nach der dritten
Restimulierung mit der HOhe der Antikorper-Titero 3eigte z.B. Maus IV sowohl hohe

Antikorper-Titer als auch eine hohe apparente A&tdfir die Stamme des Immunogens,
Maus IlIl dagegen wies trotz hoher Titer nur einednige apparente Aviditat auf (Abb. 4.10).
Daneben wurden auch erste orientierende Untersgelnuaur Spezifitdt der gewonnenen
Antiseren durchgefuhrt. Dazu wurden Mikrotiterpdaitt mit Sporenpraparationen anderer
Alicyclobacillusspp. beschichtet und die Reaktivitat der jeweiligdfiuseseren mit diesen

Alicyclobazillen bestimmt.
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Abbildung 4.10: Apparente Affinitat der vier Mauseseren fur dis dmmunogen
verwendeterA. acidoterrestrisStamme.
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Tabelle 4.12: Apparente Affinitat der Mauseseren fir verschie®A. acidoterrestris
Stamme bzlsolate: Angegeben sind diejenigen reziproken Vendingen
der jeweiligen Sporenpraparationen beedem indirekten EIA noch eine

Extinktion von 1,0 erzielerden konnte.

Stamm ASI ASIl AS 1 AS IV
DSM 2498 9000 10000 4000 11000
DSM 3922 6000 5000 3000 9000

DSM 3923 23000 22000 13000 30000
DSM 3924 8000 8000 6000 13000

MHI 10001 18000 19000 13000 33000
MHI 10015 5000 17000 3000 11000
MHI 10016 20000 37000 10000 37000
MHI 10017 8000 17000 5000 17000

MHI 10018 21000 40000 10000 23000
MHI 10019 33000 40000 12000 36000
MHI 10002 21000 20000 13000 33000
MHI 10003 29000 26000 13000 40000
MHI 10041 38000 77000 35000 71000
MHI 10042 37000 98000 20000 68000

Prinzipiell zeigten alle untersuchten Mauseseree breite Reaktivitat mit den eingesetzten
A. acidoterrestris Stammen, teilweise konnte noch bei Verdinnungen w%0l:50.000
(entspricht etwa 5 x 2®poren/ml) eine Reaktion im indirekten EIA nachgesein werden.
Kreuzreaktivitat mit anderemlicyclobacillus Spezies wurde v. a. fUA. acidiphilus und

A. acidocaldariusdeobachtet. (Tab. 4.13). Letztendlich wurden Madgdus Il und Maus IV
aufgrund ihrer hohen Antikorper-Titer sowie dersgepragten Affinitat fur die Zellfusionen

ausgewahlt.

Tabelle 4.13: Apparente Affinitat der Mauseseren fir verschred@licyclobacillusspp.:
Angegeben sind diejenigen reziproken Verdingea der jeweiligen Sporen-
praparationen bei denen im indirekten El&meine Extinktion von 1,0
erzielt werden konnte.

Spezies Stamm ASI| ASII AS Il AS IV

A. cycloheptanicus DSM 4005 1000 1000 500 2000
A. acidocaldarius DSM 446 7000 10000 4000 20000
A. acidiphilus DSM 14558 10000 14000 5000 14000
A. sacchari DSM 17974 1000 1000 1000 8000
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Kaninchenseren

Die apparente Aviditat der Kaninchenseren fir deesghiedenelicyclobacillus Stamme
der Stammsammlung wurde ebenso wie fir die Mauseseeschrieben bestimmt. Beide
Kaninchen wiesen hohe Affinitaten fur die vier zammunisierung verwendeten Stdmme
DSM 2498, MHI 10001, MHI 10002 und MHI 10003 aufll& 4.11), beispielsweise konnte
fir MHI 10002 ein Antigen-Titer von 10.000 (entspi 2,0 x 16 Sporen/ml) bei einer
Extinktion von 1,0 bestimmt werden. Grundsatzlichrden hierbei fir das Endserum von
Kaninchen Il hohere apparente Aviditdten erzieles®egen wurde im Hinblick auf die
Etablierung eines sensitiven Sandwich EIAs diesegisArum fur die Herstellung von
Antikdrper-Enzym-Konjugaten ausgewahlt. Auch ber @mtersuchung der verschiedenen
A. acidoterrestridsolate verhielten sich beide Seren sehr ahnled.Antiseren zeigten eine
breite Reaktivitat, fur 28 der 32 untersuchten ké&ter der SpezieA. acidoterrestrikonnten

im EIA auch bei héheren Verdinnungen der eingeset3porenpraparationen noch positive
Resultate erzielt werden. Im Hinblick auf die lggeaus-Spezifitdt zeigten beide Seren
ebenfalls ein sehr dhnliches Verhalten: Wahrenckijewein Vertreter der Spezids acido-
caldarius, A. herbariusind A. saccharieine starke Reaktivitat im EIA zeigte, wurden fur
A. cycloheptanicus, A. acidiphilus, A. fastidioseis, Isolat vonA. acidocaldariussowie drei
nicht weiter klassifizierte Isolate vaicyclobacillusspp.nur vergleichsweise niedrige Werte

erzielt (Ergebnisse nicht dargestellt).
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Abbildung 4.11: Apparente Affinitat der Kaninchenseren fir dies dimmunogen
verwendeterA. acidoterrestrisStamme
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4.4.3 Indirekte Immunfluoreszenz

Mittels Immunfluoreszenz wurde die Reaktivitdt ddéuse- und Kaninchenantiseren mit
Sporen vonrA. acidoterrestrisvie unter 3.2.1.4 beschrieben weiter verifizierabi wurden
Sporenpraparationen mit den zu tberprifenden Aetis@kubiert, nach einem Waschschritt,
bei dem nicht gebundene Antikdrper entfernt wurdearden die Anséatze mit fluoreszenz-
markierten Sekundarantikérpern (Ziege anti-Maus @iege anti-Kaninchen 1gG) inkubiert.
Die Reaktivitat der Antiseren mit den Sporen wuddan unter dem Fluoreszenzmikroskop

sichtbar gemacht.

Mauseseren

Die Reaktivitdt der Mauseseren mit Sporen VAaracidoterrestriswurde im Verlaufe der
Immunisierung wiederholt mittels Immunfluoreszenkeiprift. Als Sporenpraparationen
wurde sowohl 5x gewaschenes als auch mit Dichtisgmeenzentrifugation hochaufge-
reinigtes Material eingesetzt. In beiden Anséatzennke fiir die untersuchten Mauseseren
(entnommen nach 2. bzw. 3. Restimulierung) einggeusigte Reaktivitdt nachgewiesen
werden. Bei Verwendung von nicht hochaufgereinigtstaterial konnte zudem gezeigt
werden, dass noch vorhandene vegetative ZellerdgarAntiseren nicht erkannt wurden, ein
weiterer Beleg flr die hohe Spezifitat der induzer Antikdrper gegerA. acidoterrestris
Sporen. Um unspezifische Reaktionen auszuschlie@®engden Negativkontrollen durch-
gefuhrt. Dazu wurden zum einen Sporensuspensioinekt hit fluoreszenzmarkierten Ziege
anti-Maus Sekundarantikdrpern inkubiert. Zum andexeirden verschiedene Antiseren von
nicht mit A. acidoterrestris Sporen immunisierten Mausen anstatt der spezéisch
Mauseseren eingesetzt. Bei beiden Kontrollansdkmemte unter dem Mikroskop keine
Fluoreszenz detektiert werden, die Reaktivitat Aetiseren der immunisierten Mause mit
A. acidoterrestris Sporen beruht demnach auf dem Vorhandensein vazifigghen

Antikdrpern.
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@ 10.0um
o

Abbildung 4.12: Reaktivitat eines Mauseserums (Maus V) mit eilBporenpraparation
vonA. acidoterrestriDSM 2498): (A) Immunfluoreszenz
(Belichtungszeit 1/10 s), (B) Overlay der Immunfeszenzaufnahme

und einer Phasenkontrastaufnahme.

Kaninchenseren

Analog zum oben beschriebenen Vorgehen wurde dakiRé&t der Kaninchenseren mit
Sporenpraparationen untersucht. Sowohl nach deererals auch nach der zweiten
Restimulierung wurden die gewonnenen Seren fir rélsmenzmikroskopische
Untersuchungen eingesetzt. Auch hier war eine idbetl Reaktivitat der Seren beider
Kaninchen mit den Sporen nachweisbar (Abb. 4.13jhrend parallel angesetzte
Kontrollansatze unter Verwendung der von den beidéaninchen gewonnenen
Praimmunseren negative Ergebnisse erbrachten. Zigkatvurden die Kaninchenseren auf
Reaktivitat mit vegetativen Zellen tUberprift. Diazd eingesetzten Praparate wurden auf
folgende Weise hergestellt: 5 ml BAT-Bouillon wunahit je einer Ose Koloniematerial eines
A. acidoterrestrisStammes/Isolats inokuliert und dann 2 d bei 4n¥@biert. Danach wurde
die resultierende Zellsuspension abzentrifugied imPBS mit Zusatz von 2 % BSA sowie
1 % Tween 20 resuspendiert. Es konnte dabei kegakiivitat der Kaninchenseren mit den
vegetativen Zellen festgestellt werden, bereitsildete, in den Praparationen ebenfalls

vorhandene Sporen fluoreszierten dagegen deutlich.
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Abbildung 4.13:

A/B: Reaktivitat eines Kaninchenserums mit eiSgrorenpraparation
von A. acidoterrestristDSM 2498): (A) Immunfluoreszenz, (B) Over-
lay mit der zugehérigen Phasenkontrastaufnald¥e zeigen die

Phasenkontrastaufnahme einer Préparation mirwidgend _vege-

tativen Zellen (C), die Reaktivitat eines Karianserums mit der

Praparation in der Immunfluoreszenz (D), sowas ©verlay (E) der
beiden Aufnahmen.
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4.4.4 |Immunoblots

Inwieweit die generierten Antiseren mit proteintggh Sporenpraparationen reagieren, wurde
mittels Immunoblot Uberpruft. Zur Etablierung eingeeigneten Extraktionsverfahrens
wurden dazu in Vorversuchen drei verschiedene Wesfa Uberprift. Im Einzelnen waren
dies: Extraktion von Sporenoberflachenproteinen (@)itNaOH, (2) SDS-8 M-Harnstoff und
(3) SDsS.

Fur die NaOH-Extraktion (1) nach SANCHEZ et al.0@2) wurden Sporen-
suspensionen zentrifugiert (4.600 x g, 15 min, Rilg, resultierenden Sporenpellets in 1 mi

einer 0,010 M NaOH-Losung (versetzt mit Proteasebitdren) resuspendiert und
anschlieBend 1 h bei 4 °C schittelnd inkubierte(limixer, 12 rpm, F 90°), gefolgt von
einem weiteren Zentrifugationsschritt. AnschlieRevierden die proteinhaltigen Uberstande
abgenommen, portioniert und bei 4 °C bzw. -20 °Czuir weiteren Verwendung aufbewahrt.
Fur den Einsatz in der Gelelektrophorese wurdeTaih der Proteiniberstdnde mit SDS-
Puffer und Bromphenolblau fir 10 min im Wasserbekloght (3.2.2).

Bei der Extraktion von Proteinen mit SDS-8 M-Haafis (2) wurde ebenfalls ein

Sporenpellet hergestellt, einmal in 1 ml PBS (p#) gewaschen und anschlieRend in 100 pl
SDS-8 M-Harnstoff Probenpuffer resuspendiert (FR@Mal., 2012). Die Ansatze wurden
dann 10 min im Wasserbad gekocht, abzentrifugiedt der proteinhaltige Uberstand fiir die
SDS-PAGE verwendet.

Die dritte getestete Methode (3) basierte dardass Sporensuspensionen direkt mit
SDS (7,5 % SDS (g/v) in einem 30 mM Tris-HCI/3 mMEA-Puffer) und Bromphenolblau
gekocht, anschlieRend abzentrifugiert und die tiesahden Uberstande analysiert wurden.

Die Auftrennung der Proteine in den Praparation€iolgte mittels SDS-PAGE
(3.2.2), zur Anfarbung der getrennten Proteinbandarde Coomassie-Blau eingesetzt. Die
Analyse der Proteinmuster ergab, dass sich vomaReoteine mit einem Gewicht von ca.
14 kDa und weniger darstellen lie3en (Abb. 4.14).
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Abbildung 4.14: SDS-PAGE von Protein-Praparationen, die von mifi &/ONaOH (A)
bzw. SDS-8 M-Harnstoff (B) behandelteA. acidoterrestris Sporen

gewonnen wurden (Farbung mit Coomassie-Blau).

Basierend auf diesen orientierenden Versuchen wdigleschonendere Extraktionsmethode
mit 0,01 M NaOH fur den weiteren Einsatz ausgewabl die gewonnenen Sporen-
Oberflachenproteine bei diesem Verfahren in klafindsrte Banden aufgetrennt werden
konnten. Aul3erdem kommt es bei diesem milden Ettnagverfahren nicht zur Lyse der
Sporen und damit zu keiner unerwinschten Freisgtzan intrazellularen Proteinen.

Die Banden der mit SDS-8 M-Harnstoff sowie SDS gemenen Proteine waren
hingegen nach SDS-PAGE und Farbung mit Coomassie-Bhdeutlich abgegrenzt und
verwaschen und daher nur eingeschrankt geeignetdianReaktivitat von Antikbrpern mit
Sporen im Immunoblot zu untersuchen. Prinzipielt Wai Einsatz von mit SDS extrahierten
Proteinen im Immunoblot aber eine deutlich groRBandbreite an Proteinbanden zu
beobachten als bei mit NaOH behandelten Prépaeatidbies wurde darauf zurlckgefuhrt,
dass bei Extraktion mit SDS nicht nur Oberflachetgine extrahiert werden, sondern dass

daneben auch intrazellulare Proteine freigesetrdeve
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Abbildung 4.15: Immunoblot-Analysen zur Reaktivitat von (A) Serdes Kaninchens I,

(B) Serum des Kaninchens Il sowie (C) Mauseseruamt Dberflachen-
protein-Praparationen v acidoterrestrisSporen.

Im Immunoblot (3.2.1.4) zeigten beide Kaninchersmren (Kaninchen | und 1l) und alle
Mauseseren eine deutliche Reaktivitat mit den isittdaOH extrahierten Oberflachen-
proteinen vonrA. acidoterrestrisSporen (Abb. 4.15). Wahrend bei den Kaninchensareh
Maus Il v. a. eine Reaktivitat mit Proteinen mihe&in apparenten Molekulargewicht von
<14 kDa (insbesondere Kaninchenserum 1) bzw. gnamter 30 kDa, sowie eine
Doppelbande bei 66 kDa auftraten, wurden die Imrblote bei den Seren von Maus Il v. a.
von einer prominenten Bande bei 30 kDa (nicht dstedt) bzw. bei den Seren von Maus |
und IV bei ca. 50 kDa dominiert, die in den Coonagefarbten Gelen (Abb. 4.14) nur eine
untergeordnete Rolle spielte.

4.5 Anwendungsstudien zu den polyklonalen Kaninchemtiseren

Um ein Kaninchenserum-basiertes Sandwich EIA Sys#m Detektion vonA. acido-
terrestrisSporen zu etablieren, wurde basierend auf den &fesisierungs- Ergebnissen der
polyklonalen Antiseren das Serum des Kaninchenguil die Herstellung Peroxidase-
markierter Antikorper ausgewahlt. Dieses Antisermeichnete sich wie in 4.4.1 und 4.4.2
dargestellt durch hohe Antikorper-Titer und einesgmpragte Affinitdt fir Sporen von
A. acidoterrestrisaus.

Zur Kopplung wurden mit gesattigter Ammoniumsutiatng gefallte Antiseren
eingesetzt. Diese wurden gegen einen 10 mM Kaliasphatpuffer dialysiert und

anschlieRend mit aktivierter Peroxidase in einentaneo Verhaltnis von 4,5:1 versetzt. Mit
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einem 0,5 M Natriumcarbonatpuffer wurde der pH-Wiat Losung auf 8,5 eingestellt und
der Ansatz fur 2 h bei Raumtemperatur unter Lickthluss und leichtem Rihren inkubiert.
Nach Zugabe von Triethanolaminldsung sowie Natriornfpdridiosung und einem kurzen

Inkubationsschritt (30 min, 4 °C) wurde erneut Traolaminlésung zugesetzt. Der Ansatz
wurde fur weitere 2 h bei 4 °C inkubiert, danachrdeudas Konjugat mit Glycin-Losung

versetzt und sofort gegen einen mit Glycin versgtR®hosphatpuffer (0,013 mol/l) dialysiert.
Abschliel3end wurde das Konjugat mit 1 % (g/v) HSAInlanes Serumalbumin) versetzt,
sowie zur Konservierung 0,01 % (g/v) Thimerosal bzmr zusatzlichen Stabilisierung

StabilZyme Conjugate Stabilizer (SurModics) zugéfiije Lagerung der Konjugate erfolgte
bei 4 °C.

Der Erfolg des Kopplungsansatzes wurde mittelsraékter EIAs Uberpruft. Dabei
zeigte sich, dass durch die Peroxidase-MarkierweigekReduktion der Antikorper-Aktivitéat
induziert wurde, sowohl markierte als auch nichtkigate Seren zeigten identische Titer im
EIA. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass bei Eindas Antikorper-HRP Konjugates
keine unspezifischen Reaktionen auftraten, dienkktinswerte antigenfreier Kontrollansatze
(Background) lagen unter 0,05. Mit den generieKaninchenserum-Enzymkonjugaten war
es mdoglich, verschiedene Sandwich EIA-Variantenetablieren, mit deren Hilfe u. a.

Hybridomzelllinien selektiert und charakterisieengen konnten (4.7.2 ).

45.1 Etablierung eines Sandwich EIA

Zur Optimierung des unter 3.2.1.2 beschriebenend@a&h EIAs wurden verschiedene
Verdinnungen der Fangantikdrper — mit gesattigtexm®niumsulfatlésung geféllte und
anschlieBend gegen PBS dialysierte Kaninchenserbaw- der HRP-Konjugate, eingesetzt
und deren Einfluss auf die Sensitivitat des Nachwafahrens Uberpruft. Ziel war es, eine
hohe Absorption bei antigenhaltigen Ansatzen saime moglichst geringe Absorption bei
antigenfreien Ansatzen (Background) zu erhaltens Deeiteren wurden verschiedene
Beschichtungspuffer (Bicarbonatpuffer und PBS) gfete au3erdem wurde untersucht, ob
durch Zusatz verschiedener Detergentien zum Prapdimnungspuffer PBS eine Steigerung
der im Sandwich EIA generierten Signalintensité¢ereicht werden konnte. Dazu wurden
Tween 20 (0,05 % bis 1 %) oder 0,1 % BSA bzw. efmenbination beider Reagenzien
eingesetzt (Abb. 4.16). Es konnte gezeigt werdass dlurch den Zusatz von 0,1 % Tween 20
zum Probenverdinnungspuffer ein mehr als doppelhadtes Mel3signal im EIA erreicht
wurde als bei Verwendung von PBS oder PBS mit zusan 0,1 % BSA. Auch bei
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Verwendung von PBS mit Zusatz von 0,1 % BSA und @w@0 war die Signalintensitéat
deutlich geringer. Ebenso wurde ein moglicher Hffdks Zusatzes von Tween 20 zum
Verdunnungspuffer der HRP-markierten Kaninchen@np&r Gberpruft, hierbei konnte

jedoch keine Verbesserung der EIA-Mel3daten induwierden.
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Abbildung 4.16: Effekt von Tween 20 bzw. BSA-Zusatzen zum Probeshiwenungs-
puffer auf die im Sandwich EIA generierten Sigmtansitaten.
Untersucht wurde eine Mischung aus vier Stammen A. acido-
terrestris(DSM 2498, MHI 10001, MHI 10002 und MHI 10003), der
Sporengehalt lag bei 6,0 x *18poren/ml. (A) PBS, (B) PBS/0,1 %
BSA, (C) PBS/0,1 % BSA/0,1 % Tween oder (D) RBSA6 Tween.

Nach vergleichender Analyse beider Kaninchensemeretablierten Sandwich EIA System
zum Nachweis vorlicyclobacillusSporen (Abb. 4.17), wurde Serum Il aufgrund derast

hdheren Sensitivitat im EIA fiur den weiteren Eizsals Beschichtungsantikérper ausgewahilt.
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Abbildung 4.17: Bei Verwendung der von Kaninchenserum | bzw. lId&igantikdrper
im Sandwich EIA erhaltene Standardkurven. Alsrf8pmaterial
wurden Praparationen véh acidoterrestrissDSM 2498, MHI 10001,
10002 und 10003) eingesetzt.

45.1.1 Inklusivitat & Exklusivitat des Sandwich HA

Zur umfassenden Untersuchung der Inklusivitat (Antder positiv reagierenden
A. acidoterrestrisStamme) des Kaninchenserum-basierten SandwichVieidahrens (4.5.1)
wurden Sporenpraparationen der in der Stammbildiottkonservierten Stamme von
A. acidoterrestrif4 DSMZ Referenzstamme und 38 Isolate) eingesa&tdterdem wurde die
Exklusivitdt des EIA, d. h. potentielle Kreuzreaktit, sowohl innerhalb des Genus
(Intragenus-Spezifitéat) unter Einbeziehung von 8MZS Stammen sowie 11 Isolaten
verschiedenerAlicyclobacillusspp., als auch mit Sporen von 30 Nidhicyclobacillus
Stammen (Intergenus-Spezifitat) untersucht. DiaudangesetzteBacillus und Clostridium

spp. stammten aus der hauseigenen Stammsammlung4(14).
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Tabelle 4.14: BacillusundClostridiumspp., deren Sporen fiir die Uberpriifung der

Exklusivitat des Sandwich EIA eingesetztaan.

Spezies Stamm Spezies Stamm

C. perfringens DSM 11786 | B. weihenstephanensis MHI 176

C. perfringens MHI 9014 B. weihenstephanensis MHI 179

C. perfringens MHI 9016 B. thuringiensis ATCC 10792
C. perfringens MHI 9015 B. thuringiensis DSM 6029
C. perfringens MHI 9017 B. mycoides DSM 299

B. cereus DSM 2302 B. mycoides MHI 208

B. cereus DSM 345 B. licheniformis DSM 13

B. cereus ATCC 11778 | B. licheniformis MHI 251

B. cereus MHI 10 B. subtilis DSM 2109
B. cereus MHI 187 B. subtilis ATCC 6633
B. cereus MHI 1304 B. circulans ATCC 9966
B. cereus MHI 1607 B. coagulans ATCC 7050
B. cereus MHI 1353 B. pumilus MHI 252

B. cereus MHI 1732 Lysinibacillus sphaericus ATCC 245
B. weihenstephanensis MHI 170 Paenibacillus polymyxa  ATCC 10401

Die Sandwich EIAs wurden wie unter 3.2.4.3 besdieiedurchgefuhrt. Das Sporenmaterial
wurde in Form von Verdinnungsreihen eingesetztjebige reziproke Verdlinnung der
Sporen, bei der im EIA eine Extinktion entsprechetem doppelten Background-Wert
erreicht wurde, wurde als Nachweisgrenze definidda die untersuchten Sporen-
Praparationen der jeweiligen Stamme unterschieglliCbimdichten aufwiesen, wurden zum
Vergleich der Reaktivitat die Sporen-PraparatiodeneingesetzteAlicyclobacillusStamme

anhand der optischen Dichte (gemessen bei eindelléhge von 600 nm) normalisiert, eine

Extinktion von 1,0 entsprach hierbei ca’ 8poren/ml.
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Abbildung 4.18: Reaktivitat des Kaninchenserum-basierten SandwlghSystems mit

verschiedenen Spezies von Alicyclobazilléh:acidoterrestris:DSM

2498, DSM 3922, DSM 3923 und DSM 3924;acidocaldariusDSM

446, MHI 10044, MHI 10054, MHI 10055, MHI 10056, MHO0057,
MHI 10058, MHI 10059 und MHI 10060A. cycloheptanicusDSM

4005, DSM 4006 und DSM 4007A. herbarius: DSM 13609;
A. acidiphilus: DSM 14588;A. sacchari:DSM 17974;A. fastidiosus:
DSM 17978; Alicyclobacillusspp.: MHI 10040, MHI 10043, MHI
10045; Als normalisierter Antigen-Titer wird dieziproke Verdinnung
des Antigens — normalisiert anhand der optischercht®i des
untersuchten Sporenpréparats — bezeichnet, ardeaad die jeweilige

Nachweisgrenze bestimmt wurde.

Wie in Abb. 4.18 und 4.19 dargestellt, weist da&-Blystem eine hohe Affinitat fur die vier
Referenzstdmme voA. acidoterrestristDSM 2498, 3923, 3924 und Typstamm 3922) auf,
die Nachweisgrenzen fir diese Stamme waren setirigiend lagen durchschnittlich bei 5 x
10° Sporen/ml. Diese Werte belegen die hohe Sensitidiés entwickelten EIA fiir Sporen
von A. acidoterrestris Auch flr die parallel untersuchten 38 weiterenthéter der Spezies
A. acidoterrestriskonnten niedrige Nachweisgrenzen ermittelt werd€ab. 4.15). Diese
reichten von 2,1 x FO(MHI 10038) bis 3,8 x 1D(MHI 10033) Sporen/ml, nur Isolat MHI
10047 wies eine hohere Nachweisgrenze von 5%&poren/ml auf. Insgesamt konnte eine
ausgezeichnete Inklusivitat festgestellt werden, dile untersuchten Isolate und
Referenzstdmme voh. acidoterrestriamit dem etablierten EIA detektiert werden, dabar w

die Reaktivitat vollig unabhéngig von der Zugehkeiy der einzelnen Stdmme zu den
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verschiedenen RAPD Gruppen (Abb. 4.20). Dies inmglizdass der Sandwich EIA generell
geeignet ist, eine Vielzahl genetisch unterschobeli A. acidoterrestris Stamme

nachzuweisen.

Extinktion (ODys()
¢

10° 104 10° 10°

Sporen/ml

Abbildung 4.19: Standardkurve des Sandwich EIA fur Sporen descidoterrestris
Referenzstamms DSM 3923. Die Nachweisgrenze lagdlkix 16

Sporen/ml.

Tabelle 4.15: Nachweisgrenzen des Kaninchenserum-basierten SemdstA fir Sporen

verschiedeneh. acidoterrestriReferenzstamme und Isolate.

Nachweisgrenze

1
(Sporen/ml) Stamm/Isolat

2000 - 4000 MHI 10038, MHI 10016, DSM 3924vHI 10020, MHI 10019, MHI 10018,
MHI 10021, MHI 10024

4000 - 6000 MHI 10025, MHI 10037, MHI 10042, MHI 10015, DSM 332MHI 10028,
MHI 10023, MHI 10041, MHI 10034

6000 - 8000 DSM 2498, MHI 10017, MHI 10035, MHI 10026, MHI 1082MHI 10032

8000 — 20.000 DSM 3922, MHI 10049, MHI 10027, MHI 10039, MHI 10D5MHI 10053,
MHI 10002, MHI 10052, MHI 10031, MHI 10001, MHI 16@, MHI 10030,
MHI 10036, MHI 10048

20.000 — 40.000 MHI 10022, MHI 10050, MHI 10003, MHI 10033
> 40.000 MHI 10047

. Reihenfolge: niedrigste zu hochste Reaktivitat



Ergebnisse

79

EIA-Reaktivitat

Abbildung 4.20:

anderenAlicyclobacillus Isolaten im Sandwich EIA in Abhangigkeit
bei

zugehdrigkeit.

von

Neben der hohen Inklusivitat und Sensitivitat zeatie sich der Sandwich EIA ebenfalls

durch seine ExkKlusivitat aus. Wahrend alle 42 getes Isolate und Referenzstamme von

der

hoch

der

mittel -

Vergleichende Darstellung der Reaktivitat vAnacidoterrestrisund

DSM DSM DSM MHI MHI
Gruppe | 3922 | 3923 | 3924 | 10041 | 10001
I MHI MHI
10002 | 10003
Gruppe | MHI MHI MHI MHI MHI
I 10024 | 10025 | 10032 | 10022 | 10030
MHI MHI MHI MHI MHI
10016 | 10017 | 10019 | 10020 | 10021
MHI MHI MHI MHI MHI
Gruppe | 10026 | 10027 | 10028 | 10034 | 10035
I MHI MHI MHI MHI MHI
10037 | 10038 | 10015 | 10031 | 10033
MHI
10039
Gruppe | MHI MHI MHI MHI
\% 10023 | 10029 | 10036 | 10042
DSM MHI
ohne 2498 | 10018

RAPD-Klassifizierung ermittelten u@pen-

A. acidoterrestris mit Hilfe des EIA zuverlassig nachzuweisen warémnnte keine

Reaktivitat mit neun Stammen vén acidocaldariuszwei Stammen voA. cycloheptanicus,

Vertretern vonA. herbarius, A. sacchanund A. fastidiosus sowie drei weiteren Isolaten,

deren Spezieszugehdrigkeit innerhalb des GeAlisyclobacillus unklar ist, detektiert

werden. Nur jeweils ein Stamm der potentiell Fedrizei-produzierenden aber Guajacol-

negativen (4.1.2.3)A. acidiphilus (DSM 14558) bzw.A. cycloheptanicus(DSM 4006)

generierten leicht positive Reaktionen im EIA (Adhl8). Die Untersuchung der Intergenus-

Spezifitat ergab zudem, dass Sporen anderer GattuBgcillus und Clostridiumspp.; Tab.

4.14) nicht im Sandwich EIA reagierten.
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4.5.1.2 Detektion von Sporen in Fruchtsaften

In einer umfangreichen Anwendungsstudie wurde thlierte Sandwich EIA eingehend auf
die Einsetzbarkeit zum Nachweis VoOA. acidoterrestris Sporen in kontaminierten
Fruchtsaftproben untersucht. Dazu wurden Probeschiexdener Fruchtsafte (Orange, klarer
und truber Apfel, Birne, Tomate, Pink Grapefruit dunTraube) mit Sporen von
A. acidoterrestriskontaminiert und mittels EIA analysiert.

Die Saftproben wurden dazu, in Anlehnung an IFUHdde Nr. 12, zunachst
zehnfach in BAT-Bouillon verdinnt, mit Sporen eindischung von vier Stdmmen von
A. acidoterrestrigDSM 2498, MHI 10001, MHI 10002 und MHI 10003) emer definierten
Konzentration (10 Sporen/ml) kontaminiert und dann als VerdiinnurigerévVerdiinnungs-
puffer: PBS/0,1 % Tween) direkt in den etablier&amdwich EIA eingesetzt. Als Negativ-
kontrolle diente eine nicht kontaminierte Probe.dlasen orientierenden Versuchen wurde
auch der Einfluss des pH-Wertes der Saftproben BUA-spezifische Parameter
(Signalintensitat und Reproduzierbarkeit) Uberprifitazu wurden die pH-Werte der
Fruchtsaftproben durch Zugabe von 1 M SgrensengPlagsuffer, auf verschiedene pH-
Werte (5 — 7) eingestellt. Es konnte gezeigt werdiass bis zu pH-Werten von 6 geringere
Absorptionswerte, sowie eine unspezifische Binddeg Sporen an die Mikrotiterplatten im
EIA auftraten. Signifikant bessere Ergebnisse kemrttagegen mit pH Werten von 6,5 oder
hoher erzielt werden (Abb. 4.21). Infolgedessendsuitir die EIA-Untersuchungen der pH
der in BAT-Bouillon verdiinnten Saftproben durch Zbg von 0,2 ml eines 1 M Sgrensen-
Phosphatpuffers (mit Zusatz von 1% Tween 20) zml1Probe auf einen pH von 6,5
eingestellt.

Die Untersuchungen der angelegten Verdinnungsreibeigten zudem, dass
unabhangig von der Saftsorte, Nachweisgrenzen wnl@ Sporen/ml im EIA erreicht
wurden. Somit konnte bestatigt werden, dass prelimit dem EIA die sensitive Detektion
von A. acidoterrestrisSSporen auch in Saftmatrix moglich ist.
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Abbildung 4.21.: Auswirkung verschiedener pH-Werte auf die Signalisitat des
Sandwich EIA. Untersucht wurde eine zehnfachBiAT-Bouillon
verdunnte und mit einer Mischung aus vier Stammen A. acido-
terrestris(DSM 2498, MHI 10001, MHI 10002 und MHI 10003) kiins

lich kontaminierte Orangensaftprobe bei versibdmen pH-Werten.

Die einzelnen Saftsorten unterschieden sich jedhwsichtlich der Hohe ihrer Background-
Absorptionswerte, wobei die Analyse von Orangereméaten- und Pink-Grapefruitsaft in
niedrigen maximalen Backgroundwerten von ca. 0,88ultierte, wahrend die anderen
Saftsorten deutlich hohere Werte aufwiesen (ca. fy2 Birne, 0,4 —-0,5 fir weil3en
Traubensaft und triben Apfelsaft und > 0,8 fir ddaApfelsaft). Wie in Tabelle 4.16 und
4.17 dargestellt, konnten diese hohen Backgrourtdvwerirch einen einfachen Verdinnungs-
schritt auf akzeptable Werte von ca. 0,2 minimiggrden, so dass die Anwendung des
etablierten EIA auch fur diese Saftsorten moglgth i

Um im Weiteren die praktische Anwendbarkeit de#\ Einter mdglichst realen
Bedingungen zu uberprifen, wurden 10 ml Orangemsdfe kunstlich mit 1 bzw. 10
Sporen/ml des DSM-Stammes 2498 bzw. des Isolates BI03 kontaminiert, zehnfach in
BAT Bouillon verdinnt und anschlieRend entsprechdedIFU Methode Nr. 12 einer Hitze-
behandlung (10 min bei 80 °C) unterzogen. Nach24. 48 h Inkubation bei 45 °C wurden
Proben gezogen und parallel mit dem entwickelteh gflwie konventionell mikrobiologisch
untersucht. Diese orientierenden Versuche zeigiass die Keimzahlen nach 24 h Inkubation
bei <16 bis 1,3x 16 lagen (Abb. 4.22), Werte die unter oder knapp iereBh der
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Nachweisgrenze des EIA fur diese beiden Stammeeriggab. 4.15). Dementsprechend
wurden fur die nach 24 h gezogenen Proben im Ebfatiee Ergebnisse erhalten. Nach 48 h
Inkubation konnten alle kunstlich kontaminiertenolfen im EIA eindeutig als positiv

identifiziert werden.
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Abbildung 4.22: Sporenzahlen in Orangensaftproben, die mit 1 (&y dd (B)
Sporen/ml des Referenzstamms DSM 2498 odersiéstd MHI 10003
kinstlich kontaminiert und dann fur 24 bzw. 4®&di 45 °C in BAT-

Bouillon inkubiert wurden.

Basierend auf den Ergebnissen dieser Vorversuchedemnudie Untersuchungen zum
Nachweis vonA. acidoterrestrisin kinstlich kontaminierten Proben auf eine brétedette
verschiedener Fruchtsafte ausgeweitet. Die in Z4dl®s und 4.17 zusammengefassten
Ergebnisse zeigen, dass nach 48 stiindiger Inkubatie kontaminierten Proben mittels
Sandwich EIA bis zu Verdinnungen von > 1:16 zuwsil§ als positiv identifiziert werden
konnten. Die unterschiedliche Ausgangskontaminatmm 1 bzw. 10 Sporen/ml hatte hierbei
tendenziell nur bei manchen Saftsorten (Traubek-Birapefruit, triber Apfel) Einfluss auf
die im EIA messbare Signalintensitat, wobei allegdi fir die meisten Proben kein
Endpunkttiter (Probenverdinnungsstufe aquivalentNachweisgrenze des EIAs) bestimmt
wurde. Interessanterweise wurden in Orangensaftpatensaft, tribem Apfelsaft und
Birnensaft fur das Isolat MHI 10003 deutlich hoh&tesswerte erhalten als fur die mit dem
Stamm DSM 2498 kontaminierten Proben, obwohl fle &poren des Isolates in den

Untersuchungen zur Sensitivitat des EIA eine vérhlaveise schlechte Nachweisgrenze von
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3,5 x 10 Sporen/ml (Tab. 4.15) ermittelt worden war. Des tfein konnte gezeigt werden,

dass die — wie oben erwahnt — hohen Backgroundwmess bestimmter Safte (Birnen-,

weil3er Trauben-, triber und klarer Apfelsaft) keirnfluss auf die Nachweiseffizienz der

jeweiligen ElAs hatte. Bei einer Verdinnung von@lihgen die Background-Werte aller

untersuchten Saftsorten bei maximal 0,15, wahraadSaynalintensitaten der m&. acido-

terrestris Sporen kontaminierten Safte nach 48 h Inkubationdestens doppelt so hoch

waren und damit eindeutig die Differenzierung zWwest kontaminierten und nicht

kontaminierten Proben ermdéglichten.

Tabelle 4.16: EIA Ergebnisse fiir verschiedene Saftproben (zehnfaBAT-Bouillon

verdunnt), die mit 0, 1 oder 10 Sporen/ml desatsdViHI 10003 (A) bzw. des
Referenzstamms DSM 2498 (B) kunstlich kontamtrued fur 48 h bei 45 °C
inkubiert wurden. Die Saftproben wurden fur di& Bnalyse seriell verdinnt.
Dargestellt sind die Ergebnisse fur zwei Sorten ¥#ruchtsaften (Orange und
Tomate) mit niedrigem EIA-Background, sowie weilfeaubensaft (mittlerer
Background) und Kklarer Apfelsaft (hoher BackgmunDie angegebenen

Daten reprasentieren die Mittelwerte von dreiblndangigen Ansatzen.

EIA Ergebnisse (Extinktion bei 450nm)
Orangensatft Tomate nsaft
0 1 10 0 1 10
* A B A B A B A B
1:1 0,05+001 36p 1645 362 31 005+0{01 350 [L98 ([3,557|1,9
1:2 005+0.04y 36 0,44 362 2p4 005+0/01 313 P98 ([3,615(1,1
1:4 0,04 £0,01 35L 047 3% 1p8 0,04 +001 282 pP51 (3,559/05
1:8 004 +00y 31p 026 327 0Op1 005+0/01 261 P29 (3,205(0,3
1:16 | 004+001 26¢4 016 2,98 0p6 0,05+001 251 P16 [2,650/0,2
weilRer Traube nsaft klarer Apfelsatft
0 1 10 0 1 10
* A B A B A B A B
1:1 0,40 £0,07f 315 362 35%9 3p1 087+0/15 248 P74 (3,102(2,8
1:2 0,36 £ 0,05/ 2,18 321 361 3p5 0,64+0{07 190 P16 (1,986|20
1:4 0,29 £0,05 131 215 348 2p3 040+0/04 120 [,51 [1,292(1,7
1:8 0,22 +0,04 084 151 283 2p0 0,20 =003 /5 D44 10,780(1,3
1:16 | 0,45+0,02f 04p 0,79 2,07 1)y2 0,08+0/03 040 P55 ]0,394(0,8

* Verdinnung
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Tabelle 4.17: EIA Ergebnisse fir verschiedene Saftproben (zehnfaBAT-Bouillon verdiinnt), die mit 0, 1 oder 1@&en/ml des Isolats
MHI 10003 (A) bzw. des Referenzstamms DSM 24898k(instlich kontaminiert und fur 48 h bei 45 °Guibiert wurden.
Die Saftproben wurden fiur die EIA-Analyse sénelrdiinnt. Dargestellt sind die Ergebnisse fubémii Apfelsaft, Pink-
Grapefruitsaft sowie Birnensaft. Die angegebddaten reprasentieren die Mittelwerte von drei @ntlminierte Proben)

bzw. zwei (kontaminierte Proben) unabhéangigesdren.

EIA Ergebnisse (Extinktion bei 450nm)

triber Apfelsaft Pink-Grape fruits aft Birnensatft
0 1 10 0 1 10 0 1 10
* A B A B A B A B A B A B
1:1 050 +0,11| 354 156 3%8 3p1 006+001 336 B,69 (341613624 +0,02 364 215 340 2p5
1:2 0,30 £ 0,06 310 0,47 3,64 1p5 005+0/01 276 PB,29 [3470}36,17+0,02 3,71 1,11 356 108
1:4 0,19 £0,04f 252 047 368 1J0 005+0/01 196 P20 [3,459138,12+0,02 36p 0,62 351 058
1:8 0,14 £0,04, 151 0,26 3,68 O,EB 005+001 131 [L46 (3,329132,08 £0,0] 334 0,36 349 0B5
1:16 | 0,07+004 09 015 363 OB8 0,05+001 0,72 D, 77 [2,771]28,07 +0,02 2,77 0,20 355 0RO

*: Verdlnnung
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4.6 Generierung monoklonaler Antikorper

Zur Gewinnung monoklonaler Antikérper wurden drailliisionen unter Verwendung der
Hybridom-Technik durchgefiihrt (3.2.3). Basierend den beiden Selektionskriterien, hohe
Antikdrper-Titer und ausgepragte Affinitaten dertidaren, wurden dazu die Mause |, Il und
IV ausgewahlt. Das Screening des Zellmaterialsi¢titisch der Produktion von Antikérpern

gegen Alicyclobazillen erfolgte zunéchst mitteldinekter EIAs, nach der Etablierung eines
Sandwich EIA Systems (4.5.1) konnte nachtraglichfgetautes, kryokonserviertes
Zellmaterial zusatzlich auch im Sandwich EIA geteswerden. Letztendlich konnten im
Verlauf der Untersuchungen 16 mAK-produzierende ridigmzelllinien selektiert und

etabliert werden.

4.7 Charakterisierung der monoklonalen Antikérper

Die Uberpriifung der Antikorperproduktivitit der geerten Hybridomzelllinien, die
Bestimmung der relativen Affinitdt sowie die Iddizierung der Immunglobulinsubtypen
erfolgte mit verschiedenen EIA-Formaten, es wurdkzu sowohl indirekte als auch
Sandwich ElAs eingesetzt. Basierend auf den dabegleen Ergebnissen wurden zwei mAK
fur die Massenproduktion bzw. ein mAK fir die Hetking eines Antikorper-
Enzymkonjugates ausgewahlt. Die Ergebnisse derygsierung sind in Tabelle 4.18
zusammengefasst, insgesamt waren 12 mAK dem Sugypzuzuordnen, wéahrend vier

mMAK dem Subtyp IgM angehorten.

4.7.1 Indirekter Enzymimmuntest

Indirekte EIAs wurden wie unter 3.2.1.1 sowie 4/2.beschrieben durchgefuhrt. Zur
Abschatzung der Produktivitdt der etablierten Hybmzelllinien wurden Mikrotiterplatten
mit einer konstanten Konzentration an Sporen bebktdti und anschlieBend mit
Verdiinnungsreihen der zu tberprifenden Zellkulterstiinde (ZKU) inkubiert. Als Titer im
indirekten EIA wurde diejenige Verdiinnungsstufe esinZKU definiert, bei der eine
Extinktion von 1,0 erreicht wird. Es zeigte siclsd die Produktivitat der Hybridomzelllinien
teilweise deutlich variierte. So konnten Antikonger von 30 (mAK 12E3) bis > 6500 (mAK
4C7 und mAK 3E8) nachgewiesen werden (nicht daejBst

Zur vergleichenden orientierenden Bestimmung ditiven Affinitaten der mAK im
indirekten EIA wurde eine Sporenmischung eingesbtdtehend aus ungleichen Anteilen der

vier zur Immunisierung verwendeten Stamme DSM 2498] 10001, MHI 10002 sowie
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MHI 10003. Dazu wurden Mikrotiterplatten mit Verduumgsreihen der Sporenmischung
beschichtet und anschlieBend mit den zu UberpréfendkU (im Uberschuss in einer
Verdinnung von 1:10 zugegeben) inkubiert. Als Nagibgrenze (Antigen-Titer) wurde die
Verdunnungsstufe des Antigens definiert, bei dexhneine Extinktion von 0,1 erreicht wird.
Die Nachweisgrenzen der mAK waren teilweise sehinge Insbesondere der mAK 4C7
(Subtyp IgG) zeigte unter den Bedingungen des indirekten Eh& @ohe Affinitat, mit einer
Nachweisgrenze von 5,0 x 4poren/ml fir die eingesetzte Sporenpraparatioi® D
niedrigsten relativen Affinitaten wurden fir mAK BQ ermittelt, die Nachweisgrenze lag
hierbei bei 4,0 x T0Sporen/ml (Tab. 4.18).

Tabelle 4.18: Ubersicht zu den wesentlichen Charakteristika gimerierten mAK gegen

AlicyclobacillusSporen.

. . Epitop- EIA- | Nachweisgrenze

Fusion Zelllinie | Subtyp Spgzififat* Typ* (KbE/rr?I)
1H10 I9G 66 kDa 1 22x10

2C1 I9G 50 kDa 1 3,4x 10

2F7 I9G 66 kDa 1 2,0x 10

[ 11C4 IgG 14 kDa 2 2,0x 10
Maus | 11F7 IgG 14 kDa 2 50x 1D
11F9 19Ga 50 kDa 1 4,0 x 10

11H11 IgG 14 kDa 2 5,0 x 10

12E3 IgG - 2 2,0x 16

I 3C10 IgM n. d. 1 2,0x 10
Maus IV 3ES8 19Ga 66 kDa 1 5,0x 19
4C2 I9G 50 kDa 1 2,0x10

4C7 I9G 14 kDa 1 50x 10
[l 4G12 IgM 66 kDa 1 5,0 x £0
Maus I 4H5 IgG 66 kDa 1 3,4x10
32B9 IgM - 1 2,0x19

32F1 IgM - 2 1,4 x 10

* Angegeben sind die apparenten Molekulargewicleterdit den jeweiligen mAK im Immunoblot
reaktiven Sporenproteine; -: keine Banden digtddar; n. d.: nicht durchgefihrt
#1: Indirekter EIA; 2: Sandwich EIA

Die Inklusivitat der auf den jeweiligen mAK berultem indirekten EIAs wurde in weiteren
detaillierten Untersuchungen Uberprift, wobei Hiertlie oben erwahnten Stdmme zum
Einsatz kamen. Hierbei zeigte sich, dass die Atiten fur die vier Stamme z. T. deutlich

unterschiedlich waren (Abb. 4.23). BeispielsweiseswmAK 4C7 eine hohe Affinitat fur
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DSM 2498, MHI 10001 und MHI 10003 auf, zeigte jeldd®ine Reaktivitat mit Isolat MHI
10002. MAK 4H5 dagegen reagierte nur mit DSM 2488 MHI 10001, nicht aber mit den
beiden anderen Isolaten MHI 10002 und MHI 10003le Adnderen Uberpriften mAK
reagierten hingegen im indirekten EIA mit allenarstichten Stammen, wobei allerdings die
festgestellten Antigen-Titer z. T. deutlich variar. Eine weitere Charakterisierung der im
indirekten EIA reaktiven mAK in Hinblick auf Inkligtat und Exklusivitdt wurde nicht

vorgenommen, da diese wie in 4.7.2 erwdhnt nichbandwich EIA einsetzbar waren.

B3 DSM 2498
&= MHI 10001
E3 MHI 10002
1000004 €D MHI 10003

2000004

10000

5000+
:

1H10 2C1 2F7 3C10 3E 4C2 4C7 4G12 4HS 11F9 32B9

-

Reziproke Verdiinnung der Sporen

i __—_—_n

o
INEEEEENEEENEEEEEEEEEEE NN RN

Hybridomzelllinien

Abbildung 4.23: Relative Affinitdten der in den indirekten ElAsaktiven mAK fir
Sporenpraparationen von vier verschiedenéx acidoterrestris
Stammen. Dargestellt sind die im indirekten EIA gssenen Antigen-

Titer (entsprechend einer Extinktion von 1,0).

4.7.2 Sandwich EIA

Alternativ zu indirekten EIAs wurde fur das Screwni der AK-produzierenden
Hybridomzelllinien bzw. zur weiteren Charakterisieg der produzierten mAK in Anlehnung
an das unter 4.5.1 beschriebene EIA Verfahren ami®ich EIA System (3.2.1.2) etabliert.
Dazu wurden Mikrotiterplatten mit Kaninchen antai-Immunglobulinen
beschichtet. Die Mikrotiterplatten wurden dann ahsi mit antikdrperhaltigen ZKU und
danach mit Sporenmaterial inkubiert. Zur Detektwnrde das unter 4.5 beschriebene, fur
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Alicyclobazillen spezifische Kaninchenantiserum-HR&hjugat eingesetzt.

Bei Einsatz von ZKU der Hybridomzelllinien, dienBtablierung des Sandwich EIA
gescreent worden waren, zeigte sich, dass diesee kReaktivitat im Sandwich EIA
aufwiesen. Daher wurde aus den Zellfusionen stardesereingefrorenes Zellmaterial
aufgetaut und die resultierenden Zelllinien dirpltallel sowohl mittels indirektem als auch
Sandwich EIA auf Antikdrperproduktion dberpruft. aafhin konnten einige Zelllinien
etabliert werden, deren Antikdrper im Sandwich ElAgesetzt werden kdnnen. Generell war
es jedoch nicht mdglich, mAK zu generieren, dibéiden EIA-Typen reaktiv waren.

Zur Erstellung von Standardkurven der im SandvitA einsetzbaren mAK (Abb.
4.24) wurden Verdunnungsreihen des Antigens (Spoéparationen der als Immunogen
eingesetzten Stamme) angelegt. Generell war agffélass maximal Signalintensitaten von
ca. 1,0 erzielt werden konnten, unabhéngig vom grde&ten mAK sowie Sporengehalt der
eingesetzten Praparationen. Die Nachweisgrenzeerm@dgnnoch sehr niedrig und lagen im
Sandwich EIA je nach eingesetztem mAK zwischen x,40° Sporen/ml und 5,0 x £0
Sporen/ml (Tab. 4.18).

1 -

==11H11 =<=11F7 11C4 =>==12E3

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -

0,4

Extinktion (OD ,59)

0,3 -
0,2 -

0,1 -

0 - : — : | :
1,3E+03 1,3E+04 1,3E+05

Sporen/ml

Abbildung 4.24.: Im Sandwich EIA erhaltene Standardkurven fir eiper8nmischung
von A. acidoterrestris(DSM 2498, MHI 10001, 10002 und 10003)

bei Verwendung verschiedener mAK als Fangantigbrp
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4.7.3 Indirekte Immunfluoreszenz

Um die Reaktivitat der generierten mAK mit Sporean\A. acidoterrestriszu Uberprufen,

wurden analog zu den polyklonalen Antiseren (4.&@nhunfluoreszenzversuche, wie unter
3.2.1.3 beschrieben, durchgefiihrt. Die ZKU wurdenVierdiinnungen von 1:5 oder 1:10
eingesetzt. Im Gegensatz zu den polyklonalen Amtis&onnte fir die mAK jedoch keine

Reaktivitat mit den Sporen gezeigt werden.

4.7.4 Immunoblots

Zur Bestimmung der Antigen-Spezifitatt der mAK wumndewnie unter 3.2.1.4 bzw. 3.2.2
beschrieben, Immunoblots durchgefiihrt. Die antikdnpltigen ZKU bzw. aufgereinigten
mAK wurden in Verdinnungen von 1:10 bis 1:40 bzweiner Konzentration von 5 pg/ml
eingesetzt. Von 15 untersuchten mAK konnte fur 12Kmeine Reaktivitdit mit den
eingesetzten Praparationen der Oberflachenprot@ndsolat MHI 10003 (bzw. DSM 2498
bei mAK 4H5) nachgewiesen werden (Abb. 4.25). Zdei nicht-reaktiven Stamme waren
dem Subtyp IgM zuzuordnen (32B9 und 32F1), der falisnnicht-reaktive ZKU von
Hybridomzelllinie 12E3 wies nur geringe Antikorpgest auf. In Tab. 4.18 sind die relativen
Molekulargewichte der sichtbaren Hauptbanden zusamfessend aufgefihrt, diese lagen —
wie auch bereits bei den polyklonalen Antiserengiestellt (4.4.4) — vorzugsweise im
Bereich von ca. 14 kDa, 50 kDa bzw. 66 kDa. Vierktn@C7, 11H11, 11F7 und 11C4)
wiesen eine deutliche Reaktivitat mit einem Protain ca. 14 kDa auf, bei drei mAK (4C2,
11F9, 2C1) lag die reaktive Hauptbande im Bereich a. 50 kDa, wobei der Immunoblot
bei mAK 11F9 (IgGg in einer breiten, undeutlich abgegrenzten Hauptbaresultierte.
Weitere funf mAK (1H10, 2F7, 3ES8, 4G12, 4H5) walrauptsachlich mit einem Protein der
GroRRenordnung 66 kDa reaktiv. Bei einigen mAK kenniisatzlich zu den Hauptbanden eine
geringere Reaktivitat mit weiteren Banden beobdakéeden. Beispielsweise traten bei mAK
2C1, 2F7 und 3E8 Nebenbanden mit einem relativehekdtargewicht von knapp unter
45 kDa auf.
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Abbildung 4.25: Analyse der Reaktivititt von mMAK im Immunoblot mit

Oberflachenprotein-Praparationen von Sporen ddatésdé/HI 10003
bzw. DSM-Stamm 2498 (mAK 4H5).

4.8 Anwendung der monoklonalen Antikdrper

4.8.1 Massenproduktion

Basierend auf den in 4.7 dargestellten ErgebnissnCharakterisierung der generierten
mMAK wurden zwei mAK, namlich 11H11 und 11F7, fiedassenproduktion ausgewabhilt.
Beide weisen eine hohe Affinitat fir Sporen aufesdresultierte in einer ausgesprochen
niedrigen Nachweisgrenze von <*18poren/ml im Sandwich EIA. AuRerdem gehéren sie

dem stabilen 1gG-Subtyp an und zeigen im Immunobloe Spezifitat fur ein ca. 14 kDa
grol3es Protein.
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Die Massenproduktion der mAK erfolgte in miniPerrnoi@aktoren. Die so generierten und
mit gesattigter Ammoniumsulfatlosung gefallten Aidtper wurden anschliel3end Uber
Protein A affinitatschromatographisch aufgereinigt.

4.8.2 Herstellung Peroxidase-markierter mAK

Um zu Uberpriufen, ob durch den Einsatz von Pergetgmarkierten mAK als Detektions-AK
die Sensitivitat der Sandwich EIAs gesteigert warkienn, wurden entsprechende Konjugate
hergestellt. Da bei mAK 11H11 das bei den polyklenaKaninchenantiseren beschriebene
Kopplungsverfahren nicht einsetzbar war (unter den4.5 beschriebenen Kopplungs-
bedingungen wurde eine vollstéandige Inaktivierueg thAK beobachtet), wurde der mAK
alternativ mit Hilfe des Lightning-Link HRP Conjuiian Kit der Firma Innova Biosciences
markiert. Das so generierte Konjugat wurde sch@f3hit 1 % (g/v) BSA stabilisiert und mit
0,01 % (g/v) Thimerosal konserviert.

Der Erfolg der Kopplung wurde im EIA Uberprift, @éalzeigte sich, dass das 11H11-HRP
Konjugat eine ahnlich hohe Reaktivitat wie die mikbnjugierten mAK aufwies. Bei einer
Verdiunnung von 1:250 [in 1 % (g/v) Casein/PBS] kennoptimale Ergebnisse im Sandwich
EIA erzielt werden.

4.8.3 Etablierung von mAK-basierten Sandwich EIAs

Nach Massenproduktion, Aufreinigung und Enzymmatkhag des mAK 11H11 war es
maoglich, zusatzlich zu dem unter 4.5.1 beschrieberein Kaninchenserum-basierten
Sandwich EIA Verfahren, zwei weitere auf mAK basmde Sandwich EIA Systeme zu
etablieren. Bei beiden Varianten erfolgt eine Komaltion des mAK mit Kaninchenseren bzw.
Peroxidase-markierten Kaninchenseren (Tab. 4.18)Mariante A werden Mikrotiterplatten
mit 10 pg/ml des mAK 11H11 als Fangantikdrper inSPiBeschichtet. Nach Inkubation mit
den Sporenpraparationen [Verdinnung in 0,1 % (Viveen/PBS] erfolgt die Zugabe von
Kaninchenserum-Enzymkonjugat in einer Verdinnung %00 als Detektionsantikdrper.
Bei Variante B werden polyklonale Kaninchenantilg@ir§l:500 Verdinnung) an die feste
Phase gebunden. Als Detektionsantikdrper findet Fleroxidase-markierte mAK 11H11
[1:250 Verdunnung in 1 % (g/v) Casein/PBS] Verweamglu

Beide EIA-Verfahren wurden eingehend Uberprift umdsen, abhangig von den
verwendeten Antigenpréparationen, ahnlich hohenh#ften bzw. Nachweisgrenzen fir eine
Sporenmischung vor\. acidoterrestris(DSM 2498, MHI 10001, MHI 10002 und MHI

10003) auf, wie das rein Kaninchenserum-basierghiNaisverfahren. Die Backgroundwerte
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der auf mMAK 11H11 basierenden EIA-Systeme warereidséhr niedrig (0,015 — 0,02), der
Leerwert des pAK-basierten Sandwich EIA lag dageméreiner Extinktion von 0,05 etwas
hoher (Tab. 4.19). Generell lagen die ermittelteciNveisgrenzen dabei, abhangig von den
verwendeten Sporenpraparationen, im Bereich voh Sbren/ml. Es stehen damit drei

sensitive EIA-Verfahren zur Detektion von Sporen o acidoterrestrizur Verfigung.

Tabelle 4.19: Aufbau und Charakteristika verschiedener Sand&ighVarianten zum
Nachweis vén acidoterrestrisSporen. Zur Bestimmung der Nachweis-
grenzen wurde eine Spolisohung (DSM 2498, MHI 10001, MHI 10002
und MHI 10003) eingesetzt.

Fang- Detektions- Backaround: Nachweisgrenze
Antikorper Antikorper g (Sporen/ml)
11H11 Kan AS-HRP 0,015 1,1 x40
Kan AS 11H11-HRP 0,02 1,0x40
Kan AS Kan AS-HRP 0,05 1,7 x40

L Extinktion des antigenfreien Kontrollansatzes

4.8.3.1 Intra- und Intergenus-Spezifitat

Die Ermittlung der Inklusivitat sowie Exklusivitder auf mAK 11H11 basierenden Sandwich
EIA Variante (mAK 11H11 & Kaninchenserum-Enzymkaogg; Tab. 4.19) erfolgte analog
zu der unter 4.5.1.1 beschriebenen Vorgehenswérsdein Kaninchen-basierten Sandwich
EIA. Ausgesprochen niedrige Nachweisgrenzen vonx I, bzw. 2,5 x 18 Sporen/ml
konnten flr die als Immunogen eingesetzten Isdiéitd 10003 bzw. MHI 10001 ermittelt
werden. Auch alle weiteren untersuchten Isolate Aoacidoterrestriskonnten nachgewiesen
werden (Tab. 4.20), im Vergleich zu dem etablientem polyklonalen Kaninchenserum-
basierten Sandwich EIA lagen die detektierten Namgbgrenzen dabei allerdings im
Durchschnitt um eine Zehnerpotenz héher, v. adi@irfinf Isolate MHI 10031, MHI 10033,
MHI 10050, MHI 10047 sowie MHI 10048 war die Seiifit vergleichsweise gering
(> 2,0 x 10). Auch bei diesem EIA-System war die Reaktivitatlig unabhangig von der
Zugehdrigkeit der einzelnen Stdmme zu den versehead RAPD Gruppen (4.1.2.4).
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Tabelle 4.20: Nachweisgrenzen des auf mAK 11H11 basierendenvBandEIA Systems

fur Sporen deA. acidoterrestriReferenzstamme und Isolate.

Nachweisgrenzen

L
(Sporen/ml) Stamm/ Isolat

1000 - 2500 MHI 10003, MHI 10001

20.000 — 40.000 DSM 3923, MHI 10018, MHI 10023, DSM 2498, MHI 10016
MHI 10025, MHI 10026, MHI 10034, MHI 10037, MHI 160

50.000 — 90.000 MHI 10017, MHI 10020, MHI 10022, MHI 10024, MHI 16Q,
DSM 3922, MHI 10015, MHI 10038, MHI 10041, DSM 3924

100.000 — 400.000MHI 10002, MHI 10019, MHI 10027, MHI 10028, MHI 126,
MHI 10030, MHI 10035, MHI 10042, MHI 10049, MHI 16Q,
MHI 10053, MHI 10036, MHI 10052, MHI 10061, MHI 1QQ,
MHI 10031, MHI 10033, MHI 10050, MHI 10047, MHI 186

! Reihenfolge: niedrigste zu héchste Reaktivitat

Es zeigte sich zudem, dass auch diese ElA-Variaime hohe Exklusivitat aufwies, denn
Stamme bzw. Isolate voA. cycloheptanicus, A. acidocaldarius, A. sacchaifastidiosus
sowie nicht weiter klassifizierteAlicyclobacillusspp. Isolaten riefen kein bzw. nur ein sehr
geringes Messsignal hervor (Abb. 4.26penso wie das Kaninchen-basierte Sandwich EIA
System weist dieser EIA allerdings eine gewissenift fir A. acidiphilusauf. Unterschiede

in der Reaktivitdt der beiden Sandwich EIAs bestefegloch vor allem fliA. herbarius
(DSM 13609), der im Ubrigen in den in 4.1.2.3 bemtenen Versuchen wie die
A. acidoterrestridsolate als Guajacol-Produzent identifiziert werdeonnte. Neben der
Intragenus-Spezifitdt wurde die Intergenus-Speétifimit Sporen von 30 Stammen
unterschiedlicheBacillus und Clostridiumspp. (Tab. 4.14) untersucht. Nur flr einen Stamm

von B. cereusvar Reaktivitat nachweisbar, alle Gibrigen Stameagierten negativ.
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Reaktivitat des auf mAK 11H11 basierenden Sandilgh System fir
verschiedene Spezies innerhalb des GenAdicyclobacillus
A. acidoterrestrisDSM 2498, DSM 3922, DSM 3923 und DSM 3924;
A. acidocaldarius:DSM 446, MHI 10044, MHI 10054, MHI 10055,
MHI 10056, MHI 10057, MHI 10058, MHI 10059 und MHIO060;
A. cycloheptanicus: DSM 4005, DSM 4006 und DSM 4007,
A. herbarius: DSM 13609;A. acidiphilus: DSM 14588; A. sacchari:
DSM 17974;A. fastidiosus:DSM 17978; Alicyclobacillusspp.: MHI
10040, MHI 10043, MHI 10045; Als normalisierter Agen-Titer wird
die reziproke Verdinnung des Antigens — normaliserhand der
optischen Dichte des untersuchten Sporenpraparatsbezeichnet,

anhand derer die jeweilige Nachweisgrenze bestiwumnde.
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V. DISKUSSION

Alicyclobazillen, insbesondere A. acidoterrestris, stehen derzeit im Fokus der
Fruchtsaftindustrie, da die Verderbserreger eineedbchadenspotential besitzen. Sporen der
Bakterien konnen den Pasteurisierungsprozess varchtséften und anderen sauren
Produkten Uberstehen, spater bei geeigneten Betljegu — v.a. hohe Umgebungs-
temperaturen — wieder auskeimen, sich vermehrendand durch Bildung von Fehlaromen
(hauptsachlich Guajacol) zum Verderb der Produkid@ren. Hierfir reichen schon
Sporenzahlen von < 1 Spore/10 ml aus (WALLS & CHUYEA 2000a). Bisher sind keine
praktikablen Methoden zur vollstandigen Inaktivieguder bakteriellen Dauerformen in
Saften bekannt, daher waren schnelle und zuvegkissachweisverfahren zur friihzeitigen
Detektion von Kontaminationen wiunschenswert. Diesldoig von internationalen
Fruchtsaftverb&dnden empfohlenen standardisiertastnieghoden zum Nachweis Fehlaroma-
produzierendeAlicyclobacillusspp. basieren auf klassisch-mikrobiologischen \fegia und
sind mitunter sehr langwierig. Ein Nachweis der Mikganismen dauert nicht selten mehr
als 5 Tage, dabei ist es fiir die Hersteller teust aufwandig, grofe Mengen an Waren bis
zum Erhalt des mikrobiologischen Befundes zuriickiten. Warenrtckrufe sind ebenfalls
mit hohen Kosten fir die Unternehmen verbunden kiiohen dem Ruf des betroffenen
Herstellers schaden.

Um einen schnelleren Nachweis von Alicyclobazilienermdglichen, wurde bereits
eine Vielzahl alternativer, v. a. molekularbiolagier Verfahren entwickelt (2.4.2), die sich
jedoch bisher nicht in der Routineanalytik etal@rekonnten, da der Einsatz zu aufwéandig
oder kostenintensiv ware bzw. die Zuverlassigkeit Methoden nicht gewéhrleistet ist. Ein
weiterer, vielversprechender Ansatz besteht in dartwicklung und Anwendung
immunchemischer Methoden. Enzymimmuntests sindtlérevielen Labors etabliert, da sie
bei sehr hoher Sensitivitat und Spezifitdt schndédbstenginstig und mit geringem
Gerateaufwand durchflhrbar sind. Aus diesen Griisdbaint die Entwicklung von EIAs ein
sinnvoller Ansatz zu sein, um eine rasche und el@aDetektion vorA. acidoterrestrisin

kontaminierten Produkten zu erméglichen.
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5.1 Generierung der Antikorper

Die bisher beschriebenen EIAs fir den Nachweis »dinyclobazillen beruhen auf der
Detektion von vegetativen Zellen mittels spezifescpolyklonaler Antiseren (WANG et al.,
2012; LI et al., 2013; LI et al., 2014; WANG et,&014). Bisher wurden, soweit bekannt,
weder mAK zum Nachweis vegetativer Zellen, noch pad#er mAK zum Nachweis von
Alicyclobacilllus Sporen entwickelt. Vorteil des Nachweises von tegesn Zellen ist, dass
die als Immunogen eingesetzten Bakterienprapaetiaergleichsweise einfach herzustellen
sind. Jedoch kann eine Kontamination von z. B. clrispasteurisierten Saften mit
AlicyclobacillusSporen erst nach einer Anreicherung der Probegdstllt werden, wobei es
zu einer Auskeimung der Sporen und Wachstum destaggen Zellen kommt. Daher ware
es sinnvoller, Uber ein Nachweisverfahren zu vefijgmit dem Sporen, die den
Pasteurisierungsprozess Uberlebt haben, direktraibe® nachgewiesen werden konnen.
Langfristiges Ziel der im Rahmen der vorliegendebelt beschriebenen Untersuchungen ist
daher die Entwicklung einer auf spezifischen pobyder monoklonalen Antikorpern
basierenden immunomagnetischen Separations- uneicherungsmethode (2.4.2.3) fur
Sporen vonA. acidoterrestris,um die oft in geringer Anzahl aber mit hoher Hgkéit
(PETTIPHER et al., 1997; OTEIZA et al.,, 2011) ino&ukten vorkommenden Sporen in
kurzer Zeit so weit aufkonzentrieren zu konnen,sdais anschlielBender Nachweis mittels
EIA oder PCR mdglich wird, so dass auf die zeitistee kultur-basierte Anreicherung
verzichtet werden kann. Zur Realisierung dieseslyasehen Konzeptes sollten in der
vorliegenden Arbeit die Grundlagen geschaffen wemierch die Generierung von poly- und
monoklonalen Antikorpern sowie deren umfassenderdierisierung im Hinblick auf
Affinitat und Spezifitdt furA. acidoterrestrisSporen. Des Weiteren sollte die Eignung der
jeweiligen Antikorper fir die Etablierung von ElAmd deren Einsetzbarkeit zum Nachweis
von Alicyclobazillen in Fruchtsaften tberpruft werd

Neben der potentiellen Einsetzbarkeit von Spemerifischen Antikorpern zur
Anreicherung von Alicyclobazillen aus Fruchtsaftginnten — zumindest theoretisch — auf
entsprechenden Antikdrpern basierende Testverfadumeh eine bessere Inklusivitat (Anteil
der positiv reagierender\. acidoterrestris Stamme) sowie Exklusivitdt (Anteil nicht-
reaktiver, aber potentiell kreuzreaktiver Nicht-Jetr Stamme) aufweisen als vergleichbare
Assays, die auf gegen vegetative Zellen gerichtétetikorpern basieren. Dieser Umstand
liegt darin begrindet, dass Sporen um ein Vielfackieniger Proteine und damit potentielle
Antigene an ihrer Oberflache exprimieren als veagetaZellen. Beispielsweise wurde im
Hinblick auf die Anzahl von exprimierten Membrang@oen fir vegetative Zellen von
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B. subtiliseine Gréf3enordnung von mehr als 1000 Einzelpratepregnostiziert, mehr als
500 dieser Proteine konnten auch tatsachlich Iserdéntifiziert werden (HAHNE et al.,
2008; BECHER et al.,, 2011). Hingegen wurden alstd&eheil der Sporenhille von
B. subtilis bisher <100 Proteine beschrieben (HENRIQUES & MORAZ2007,
ABHYANKAR et al., 2011), fir Sporen vonB. cereusund C. difficile wurden ebenfalls
ahnlich geringe Zahlen publiziert (ABHYANKAR et al2013). Einige Proteine der
Sporenhille — u. a. viele Enzyme und wichtige Rneteler Sporen-Morphogenese — sind
allerdings hochkonserviert, d. h. sie treten alshaloge Proteine bei verschiedenen
Sporenbildnern auf. Der weitaus grof3te Anteil détlHRroteine ist aber Spezies-spezifisch
(LAI et al., 2003; HENRIQUES & MORAN, 2007) und et sich damit als Target fur die
Generierung selektiver Antikorper. Dass die Entwinkg von Antikdrpern und Etablierung
von EIAs zum Nachweis bakterieller Sporen genergiglich ist, konnte wie unter 2.4.2.3
dargestellt bereits in mehreren Arbeiten demonstwerden (QUINLAN & FOEGEDING,
1998; LAVILLA et al., 2008; TAMBORRINI et al., 2020

Um die Generierung von Antikérpern gegen Sporeermoglichen, war es nétig, hochreine
Sporenpraparationen als Immunogen einzusetzen. i@aemd Zweck wurden zunéchst in
orientierenden Versuchen verschiedene Anzucht- uWeinigungsmethoden fir die
Herstellung von Sporen voA. acidoterrestrisiiberpruft. Letztlich konnte ein Verfahren
etabliert werden, mit dem es mdglich war, zuvertiassid effektiv Sporen zu produzieren.
Dieses beinhaltet zunéchst die zweitdgige Vorahesing eines Stammes in BAT-
Flissigmedium, gefolgt von Anreicherung und Spoildabhg der Bakterien durch Inkubation
auf modifizierten BAT-Agarplatten fir 5 d bei 45 .°Oa laut IFU-Methode Nr. 12 eine
Sporenbildung von Alicyclobazillen auf BAT-Agar deschtet werden kann, wurde dieses
Nahrmedium fur die Sporenproduktion ausgewahltiddand auf ein von VYAS et al. (2011)
fur A. acidocaldarius Sporen beschriebenes Verfahren konnte nach demni&iperdie
Reinheit der Sporenpraparate u. a. durch mehrergchgahritte und eine Dichtegradienten-
zentrifugation mit Nycodenz so weit optimiert wemgdelass schlief3lich geeignete Praparate
fur die Herstellung des Immunogens sowie zur spéteEvaluierung der generierten

Antiseren zur Verfligung standen.

Da die generierten Antikorper einen mdoglichst hoHemzentsatz arA. acidoterrestris
Stdmmen abdecken sollten, wurden vilr acidoterrestris Stdmme unterschiedlicher
Provenienz zur Immunisierung ausgewahlt. Dieserbgémen Sporenpraparationen setzten
sich aus einem Referenzstamm (DSM 2498) sowie Hediensmittelisolaten aus der
Routineanalytik zusammen (MHI 10001, 10002 und B)08owohl LI et al. (2013) als auch
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WANG et al. (2012) setzten dagegen ausschlielRBlieh Beferenzstamm DSM 3922 als
Immunogen zur Generierung der beschriebenen polglda Kaninchen- bzw. Ratten-
antiseren gegen vegetative Zellen von Alicyclobezikin. Dabei bietet der Einsatz mehrerer
Stamme den Vorteil, dass eine breitere Palettechimmdener bakterieller Antigene zur
Antikdrperproduktion zur Verfigung steht, zudemigitelurch die Verwendung von aktuell
aus Lebensmitteln isolierten Stdmmen die Wahrs@bbkeit, dass die generierten
Antikdrper spater tatsachlich mit praxisrelevartemmen reaktiv sind.

Um eine Infektion der zu immunisierenden Tiere (Kahen und Mause) zu vermeiden,
wurden die als Immunogen eingesetzten Sporensuspensmit einer 2 % (g/v) Losung des
Vernetzungsmittels Paraformaldehyd (PFA) inkubiemd somit inaktiviert. Um die

Veranderung immunogener Oberflachenstrukturen deréh zu minimieren, wurde die
geringste noch vollstandig inaktivierende PFA-Karmeation ausgewaéhlt. Von der
Arbeitsgruppe um Wang wurden die verwendeten Badtpraparationen dagegen durch
Erhitzung auf 121 °C fur 30 min inaktiviert (WANG al., 2012). Die Hitzeinaktivierung ist

jedoch kritisch zu bewerten, da sie, im Gegensatz schonenderen Inaktivierung durch
chemische Verfahren, zur umfangreichen Denaturgeruon Proteinen und damit zur

massiven Veranderung antigener Epitope fuhren KaiBY, 2007).

Die hohe Immunogenitat der in den eigenen Untersugbn hergestellten Praparationen
zeigte sich dadurch, dass sowohl in Kaninchen alshaM&ausen unabhangig von
verwendetem Adjuvans bzw. der ImmunogenzusammansgtOl-in-Wasser bzw. Wasser-
in-Ol-Emulsion) hohe spezifische AK-Titer von > @:600 induziert werden konnten. Fiir die
weitere Charakterisierung standen letztlich zwéyldonale Kaninchenseren sowie insgesamt

16 mAK-produzierende Hybridomzelllinien aus drell@sionen zur Verfigung.

5.2 Charakterisierung der Antikorper & Etablierung von EIAs

Um die umfassende Evaluierung der generierten &reis mAK sowie der etablierten EIAs
zum Nachweis von Sporen VoA. acidoterrestrisim Hinblick auf Sensitivitat sowie
Inklusivitat und Exklusivitdt zu ermdglichen, wuraggne umfangreiche Stammbibliothek,
bestehend aus insgesamt 61 Referenzstammen uradefsolonAlicyclobacillus spp, 42
davonA. acidoterrestrisangelegt und in die Untersuchungen einbezogen. li2zsne/urden
zur Uberprifung der Exklusivitat 30 weitere spoiitdnde NichtAlicyclobacillus Stamme
mittels EIA analysiert. Um potentiell auftretendaterschiedliche Reaktivitatsmuster der

jeweiligen EIAs mit verschiedenen Stammen vAnacidoterrestrisbeurteilen zu kénnen,
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wurden die eingesetzten Stamme ausfihrlich charsiee. Dabei konnte gezeigt werden,
dass alleA. acidoterrestrisStamme in der Lage waren Guajacol zu produziereh damit
potentielle Verderbserreger darstellen, sowie des®e hohe genotypische Variabilitat
zwischen den verschiedenen untersuchten Stammeataimmbibliothek besteht. Bei den in
der Arbeitsgruppe um Li entwickelten EIAs zum Naeliswon vegetativeA. acidoterrestris
wurde mit einer nur aus einem Stamm Varacidoterrestrissowie funf bzw. sieben Nicht-
AlicyclobacillusStammen bestehenden Stammbibliothek gearbeitedt(&l.,, 2013). Die von
Wang beschriebenen EIAs wurden mit 12 bzw. 20 veesenenAlicyclobacillusund 54
bzw. 18 NichtAlicyclobacillusStammen evaluiert (WANG et al., 2012).

Im Rahmen von Immunfluoreszenzuntersuchungen kodrgespezifische Reaktivitat der

polyklonalen Kaninchen- und Mauseantiseren mit 8ppraparationen voA. acidoterrestris

eindeutig gezeigt werden. Bei parallel untersuchieygativkontrollen bzw. vegetativen
Zellen war hingegen keine Bindung der Antikorperd wsomit keine Fluoreszenz in den
Praparaten nachweisbar. Die Epitop-Spezifitat wurdémmunoblot untersucht, dabei wurde
deutlich, dass die Antiseren mit Oberflachenpreiiaparationen der Sporen reagieren,
wobei bei den einzelnen Antiseren teilweise unteesitiche Reaktivitditsmuster auftraten.
Unter Verwendung indirekter EIAs konnte zudem etsltitwerden, dass die spezifischen
Seren hochaffin fir Sporen vén acidoterrestis waren. Da Sandwich EIAs im Vergleich zu
indirekten EIAs im Allgemeinen eine Steigerung 8ensitivitat & Spezifitat unx Faktor 2 -

5 ermdglichen (MCCLANE & STROUSE, 1984; KEMENY elt,al985) und diese EIA-
Variante zudem eine hohere Robustheit gegenubdyeRnoatrix-Effekten aufweist, wurde
die Etablierung eines solchen Testsystems auchddar Nachweis vorA. acidoterrestris
Sporen angestrebt. Bei diesem EIA koénnen zudem amithAntikbrpern beschichtete
Mikrotiterplatten in gréRerer Anzahl vorbereitetduldngere Zeit aufbewahrt werden, so dass

zu untersuchende Proben ohne Zeitverzogerung dineggesetzt werden kdnnen.

Der etablierte Sandwich EIA erwies sich als hocksgen die Nachweisgrenzen der
eingesetzten Referenzstimme lagen durchschnibiéich,0 x 18 Sporen/ml, sowie zwischen
2,1 x 16 — 3,8 x 10 Sporen/ml fiir die untersuchten Isolate. Nur fir lsiplat (MHI 10047)

wurde eine etwas geringere Testsensitivitat festie€5,0 x 16 Sporen/ml). Mit diesen
Resultaten lag der Sandwich EIA im oberen Bereieh bisher fir den Nachweis von
Alicyclobazillen beschriebenen EIAs. WANG et al0{2) und LI et al. (2013) erzielten mit
indirekten ElAs Testempfindlichkeiten von °10KbE/ml fir vegetative Zellen von
Alicyclobazillen, sowie von 5,0 x #0n einem Sandwich EIA (LI et al., 2014) und®10

einem EIA in Kombination mit immunomagnetischer &gpion (WANG et al., 2013a).
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Allerdings wurden die Nachweisgrenzen dieser ElBs A. acidoterrestrisbzw. Alicyclo-
bacillusspp. nur fur den zur Immunisierung eingesetzten Refestamam DSM 3922
bestimmt, sodass eine Aussagekraft Uber die tdisdeh Testempfindlichkeit nur
eingeschréankt moglich ist. Fir andere publiziertAsEzum Nachweis vomBacillus Sporen
wurden Nachweisgrenzen von3lifis 1¢ KbE/ml angegeben (HOILE et al., 2007; KUEHN
et al., 2009; WANG et al., 2009; TAMBORRINI et &2010; GOMEZ DE LA TORRE et al.,
2012).

Um die Selektivitat des neu etablierten EIA zu rpbéen, wurden umfangreiche
Inklusivitats- und ExKlusivitatsstudien ausgefiulirabei konnte gezeigt werden, dass sich der
EIA neben der hohen Sensitivitat ebenfalls durcte eilusgepragte Inklusivitat auszeichnete.
Alle 42 Referenzstdmme und Isolate Vinacidoterrestrikonnten detektiert werden. Weder
im Hinblick auf die grundsétzliche Reaktivitat imr&lwich EIA noch im Hinblick auf die fir
die jeweiligen Isolate ermittelte Testsensitivigtigaben sich Hinweise darauf, dass die
Zuordnung der verschiedenen Stamme zu den einz&A&D-Gruppen einen Einfluss auf
die Reaktivitat des neu etablierten EIA hatte, dbwdie zur Immunisierung verwendeten
Isolate alle der gleichen RAPD-Gruppe (I) angehriéur der ebenfalls eingesetzte DSM-
Stamm 2498 war keiner Gruppe zuzuordnen und sckemit einen variierenden genetischen
Background zu haben. Die genetische VariabilitAerhalb der Spezies scheint daher keinen
malf3geblichen Einfluss auf die EIA-Nachweisbarkeit . acidoterrestrisSporen zu haben.
Alle vorhandenen Daten deuten somit darauf hin,sdast dem entwickelten EIA
hochstwahrscheinlich ein sehr hoher Prozentsatz ider Produkten zu findenden
A. acidoterrestris Stamme nachgewiesen werden kann. Diese Ergebnissgrmauern
letztlich auch die oben skizzierte Strategie, dasxh den Einsatz einer breiten Palette an
verschiedenen Isolaten bei der Immunisierung besiktive Antiseren induziert werden
sollten.

Die hohe Exklusivitat des Testverfahrens auf3ede dadurch, dass nur mit jeweils
einem Stamm vorA. acidiphilussowie A. cycloheptanicugine geringe Reaktivitat auftrat,
mit den anderen untersuchten Stammen der versct@addicyclobacillus spp. hingegen
keine Reaktivitdt im Sandwich EIA nachweisbar wardem war keine Kreuzreaktivitat mit
Sporen vorBacillus und Clostridium spp. erkennbar, dabei wurde u. a. aBchcoagulans
eingesetzt, ein ebenfalls thermo-acidophiler Sputener, der ,flachsauren* Verderb in
sauren Produkten hervorrufen kann (CHANG & KANGO0OZ)) Diese Ergebnisse belegen die
unter 5.1 aufgestellte Hypothese, dass die gegemeBpgenerierten Antiseren eine hohe

Spezifitat aufweisen sollten, da die meisten Pnetein der Oberflache der Sporen Spezies-
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spezifisch sind (HENRIQUES & MORAN, 2007). Die Reaitat des EIA fir weitere in
Fruchtsaften potentiell vorkommende Mikroorganismenwie z. B. Milchsaurebakterien,
Hefen und Schimmelpilze — wurde aufgrund der gemngenetischen Verwandtschaft zu
Alicyclobazillen nicht Gberprift, entsprechende érstichungen waren allerdings im Hinblick
auf eine abschlieBende Beurteilung der Selektidé&st EIA, sowie dessen Einsetzbarkeit zur

Untersuchung von Fruchtsaften angezeigt.

Um die generierten 16 mAK zu charakterisieren, wumlinachst eine Bestimmung der
jeweiligen Immunglobulin-Subtypen durchgefiihrt. MAKmM Subtyp IgG sind erwiinscht, da
sie sich durch eine hohere Stabilitdt auszeichimeinsich leichter aufreinigen lassen als mAK
vom Subtyp IgM. Diese Charakteristika sind sowalhl éinen Einsatz in EIAs als auch fir
eine Beschichtung magnetischer Partikel im Rahmener e immunomagnetischen
Anreicherung vorteilhaft. In anderen Arbeiten s&eks sich als schwierig heraus, mAK vom
IgG-Subtyp gegen bakterielle Sporen zu generietmspielsweise konnte WIESCHER
(2013) nur zwei mAK vom IgG-Subtyp gegen Sporen Bowereusetablieren, bei KUEHN
et al. (2009) wurde nach Immunisierung mit inaldieénB. anthracisSporen lediglich ein
MAK erhalten, dieser gehorte jedoch dem Subtyp &gMIm Gegensatz dazu war es in der
vorliegenden Arbeit problemlos mdglich, mAK vom $ygblgG zu generieren. Von den 16
etablierten Hybridomzelllinien produzierten 12 mAKm Subtyp 1gG, wahrend 4 mAK dem

Subtyp IgM zuzuordnen waren.

Zur Bestimmung der Epitop-Spezifitat der entwicgrltmAK wurden Immunoblots mit
Oberflachenprotein-Préaparationen vAnacidoterrestrisSporen durchgefuhrt. Dabei konnte
gezeigt werden, dass sowohl die polyklonalen Ardiseals auch 12 von 15 untersuchten
mMAK mit einem ahnlichen Spektrum an Sporen-Protermgagierten. Bei den mAK lagen die
Molekulargewichte der Zielantigene der jeweiligemtikorper entweder bei ca. 14 kDa
(4 mAK), 50 kDa (3 mAK) oder 66 kDa (5 mAK). Allerts reagierte kein mAK mit der
Bande bei 30 kDa, die mit beiden Kaninchenserewjesden Mauseseren (vor allem Maus
[II) nachweisbar war. Nur drei mAK waren nicht imrunoblot reaktiv, von diesen konnten
zwei mAK (32B9 und 32F1) dem Subtyp IgM zugeordmetden. Angaben anderer Autoren
zur Reaktivitat von Antikérpern mitlicyclobacillus Sporenprotein-Praparationen liegen
nicht vor.

STEICHEN et al. (2003) identifizierte ein Protewmon ca. 70 kDa (nach
Deglykosylierung) als immunodominantes Protein Bgssporiums vorB. anthracis mit
dem 12 von 20 untersuchten mAK reagierten. Aul3erdeanden drei Proteine des

Exosporiums beschrieben, die in einem Bereich \®ka, 17 kDa sowie 13 kDa lagen und
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damit eine ahnliche Gréf3enordnung aufwiesen wiaerdder vorliegenden Arbeit ermittelten
Target-Proteine. Im Gegensatz dazu hatte das aetiBeoteindas bei WIESCHER (2013)
mit einem MAK gegen Sporen vdh cereusreagierte, ein Molekulargewicht von 21 kDa.
Die Molekulargewichte der bisher fiB. subtilisund B. cereusbeschriebenen Proteine der
Sporenhille liegen im Bereich von ca. 6 — 70 kBa,(b difficile kommen auch Proteine bis
zu 95 kDa vor (KIM & SCHUMANN, 2009; ABHYANKAR et la 2013). Darunter sind
einige Proteine, die der oben beschriebenen Gra@eunog entsprechen, viele Hll-Proteine
wurden jedoch noch nicht charakterisiert. Bishegenerell wenig tber Oberflachenproteine,
bzw. die Oberflachenstruktur vaxlicyclobacillusSporen bekannt. Beispielsweise ist unklar,
ob ahnlich wie beB. cereusundB. anthracisein Exosporium ausgebildet wird oder ob dieses
— wie beiB. subtilis— fehlt. Zumindest fUrA. toleranskonnte bei einigen der erstmals
elektronenmikroskopisch untersuchten Sporen diebidisng eines Exosporiums gezeigt
werden (DUDA et al., 2006). Weitere Untersuchungem Oberflachenstruktur
bzw. -komponenten von Alicyclobazillen — und inslredere vonA. acidoterrestris— waren
wunschenswert, um gezielt Antikdrper gegen immunadante Proteine herzustellen und fur

den Nachweis der Sporen einzusetzen.

Ein Charakteristikum der etablierten mAK war, dassmmunfluoreszenz-Untersuchungen
keine Reaktivitdat mit Sporen voA. acidoterrestrisnachgewiesen werden konnte. Dieses
Phanomen wurde ebenfalls bei mAK gedencereusSporen beschrieben (WIESCHER,
2013), die Ursache fur die fehlende Reaktivitatrikerin der Arbeit jedoch nicht abschliel3end
geklart werden. Der Autor postulierte die Hypothetsss diese eventuell in der mangelnden
Prasentation des Zielepitops begrindet sein kowoder dass die mAK mit Proteinen
reagieren, die nur locker an die Oberflache derr&@pangelagert sind und deshalb durch
Waschschritte wahrend der Probenvorbereitung alghwea werden. Diese Hypothese
konnte durch eigene orientierende Untersuchungestiigeé werden: Dazu wurden
Sporenpraparationen steril filtriert, das erhaltéitgat wurde dann im direkten Vergleich zu
den Original-Sporenpraparationen im indirekten E#&gesetzt und mit einigen der
generierten ZKU analysiert. Es zeigte sich, dasbdésondere bei dem gegen ein 14 kDa
Protein gerichteten, hochaffinen mAK 4C7 eine staReaktivitdt mit dem sterilen Filtrat
auftrat, der entsprechende Antigen-Titer lag nur%20unter dem fur die Original-
Sporenpraparation ermittelten Titer. Andere mAKggen ebenfalls eine — wenn auch
geringere — Rest-Reaktivitdt mit den steril filitte:n Ansatzen, diese lag beispielsweise fur
MAK 3E8 bei ca. 30 %, bzw. fir mAK 2F7 bei ca. 2QBéide reagieren mit einem 66 kDa
Protein). Die mAK 4C2 und 2C1 - beide gegen einkB@ Protein gerichtet - reagierten
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hingegen nicht mit den sterilen PraparationensEdaher davon auszugehen, dass sich in den
steril filtrierten Uberstanden Proteine befindeige dich von der Sporenoberflache ablésen
und dann auch fir sich alleine im EIA reaktiv si@dfensichtlich trifft das insbesonders fir
das antigene Protein mit einem relativen Molekwdanght im Bereich von ca. 14 kDa, sowie
in geringerem Mal3e fur das 66 kDa-Protein zu. DeakRvitat der mAK mit diesen Proteinen
kénnte auch erklaren, weshalb in den Immunfluomneamekroskopischen Untersuchungen
keine Reaktivitdt der mAK mit den Sporen zu beobachwar. Diese locker angelagerten
Proteine wurden jedoch anscheinend trotz intensiVaschschritte bei der Herstellung des
Immunogens nicht vollstandig abgelést. WALPER et(2012) beschrieb dieses Phanomen
ebenfalls fur Einzeldomanenantikdrper (sdAk) geges Protein EAL, das u. a. auf der
Sporenoberflache vorB. anthracis vorkommt. Bei Erhdhung der Anzahl der Sporen-
Waschschritte nahm die Signalintensitat eines sdeth Antikbrpern basierenden EIA zwar
kontinuierlich ab, aber nur bis zu einer Anzahl vbnWaschschritten. Jeder weitere

Waschschritt resultierte in keiner weiteren Reduktiles Mel3signals.

Ahnlich wie die polyklonalen Antiseren zeichneteimchs auch die mAK in EIA-
Untersuchungen durch hohe Affinitaten fir Sporenw.bz Sporenproteine von
A. acidoterrestrisaus. Die Nachweisgrenzen fur Sporen der als Immemagingesetzten
Stamme lagen je nach mAK bei 5,0 x3 Bporen/ml — 1,4 x P0Sporen/ml im Sandwich
EIA, sowie bei 5,0 x 10— 4,0 x 18 Sporen/ml im indirekten EIA (Tab. 4.18). Allerdimg
blieb unklar, weshalb die etablierten mAK entwedar im indirekten EIA oder Sandwich
EIA reaktiv waren. Von WIESCHER (2013) beschriebem&K gegen vegetativ8. cereus
wiesen ebenfalls dieses Reaktionsmuster auf. Qgrentde Untersuchungen zur Inklusivitat
zeigten, dass alle im indirekten EIA reaktiven mAKnit Ausnahme von mAK 4C7 sowie
mMAK 4H5 - die vier zur Analyse eingesetzten Stammaehweisen konnten. Die von diesen
beiden mMAK nicht detektierten Stdamme (MHI 10002,wbzMHI 10003) besitzen
wahrscheinlich eine Variation in der Aminosaurenssg des entsprechenden Epitops des 14
bzw. 66 kDa Proteins. MAK reagieren im Gegensatpayklonalen Antiseren grundsatzlich
nur mit einem Epitop auf dem Zielantigen, bei Praa sind dies in der Regel nur 4 — 8
Aminosauren. Variiert diese Sequenz bei verschie&tammen einer Spezies, so kann dies
die Inklusivitat eines mAK limitieren. Daher istediReaktivitdit von mAK innerhalb der
Spezies oftmals im Vergleich zu polyklonalen Antgsenur eingeschrankt gewahrleistet und
kann im &auRersten Fall sogar dazu flihren, dassn@K ausschlie3lich mit dem Stamm
reagiert, der zur Immunisierung eingesetzt wurd©(\WERTSTETTER, 1999).
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53 Nachweis vorA. acidoterrestrian Fruchtsaften

Aufgrund der hohen Sensitivitdt und Selektivitats dauf polyklonalen Kaninchenseren
basierenden Testsystems Airacidoterrestrisvurde die Anwendung dieses EIA Verfahrens
anhand von kontaminierten Saftproben detaillietetsucht. Um den Einsatz des EIA in der
Routineanalytik moglichst simpel zu gestalten, teall Fruchtsaftproben direkt, ohne
aufwandige Probenvorbereitung appliziert werdenuckisdfte zeichnen sich jedoch
naturlicherweise durch &ufRerst niedrige pH-Wertes. aBei direktem Einsatz von
Fruchtsaftproben in EIAs kommt es daher, bedingtclidudas saure Milieu, zur
Beeintrachtigung der eingesetzten Antikdrper undhitlzur Stérung des gesamten EIA.
Folgerichtig konnten in orientierenden VersuchenRyeben mit niedrigen pH-Werten (pH 4
— 6) nur geringe Signalintensitaten im EIA, sowrespezifische Bindung der Sporen an die
Mikrotiterplatten und damit sehr variable, nichpmeduzierbare Ergebnisse erzielt werden.
Um diese Effekte zu vermeiden, wurden daher dienfaeh in BAT-Bouillon verdinnten
Proben (IFU, 2007) mit hochmolarem Phosphatpuftéreenen pH von 6,5 eingestellt. Mit
dieser simplen Vorgehensweise konnten reproduzienode Signalintensitdten im EIA
generiert werden. Es ist besonders hervorzuhelsss, die Sporen vor Applikation im EIA
nicht aus der Probe extrahiert werden mussten,esondnter Verwendung des Sgrensen-
Puffers direkt eingesetzt werden konnten, ein Bdi@gdie Robustheit der generierten
Antikdrper und des etablierten EIA. Im Gegensatzudmussten die Proben bei den in der
Arbeitsgruppe um Li entwickelten EIAs (LI et alQ23; LI et al., 2014) vor Einsatz zunéchst
zur Isolierung der vegetativen Zellen abzentrifugiend dann in Bicarbonatpuffer geldst
werden.

Um die Einsetzbarkeit des entwickelten EIA fir Bieutineanalytik zu gewéhrleisten,
sollte das Verfahren fir eine Vielzahl von untersdhchen Produkten tberprtft worden sein.
Die bisher publizierten EIAs wurden nur fur den &tz von Proben aus Apfelsaft bzw.
Apfelsaftkonzentrat evaluiert (WANG et al., 2012;dt al., 2013; WANG et al., 2013a; LI et
al., 2014). Alicyclobazillen kdénnen aber auch deerdérb diverser anderer Saftsorten
verursachen (CHANG & KANG, 2004). Im Rahmen einerfangreichen Anwendungsstudie
wurde das etablierte Testsystem daher anhand leiegen Palette unterschiedlicher Safte -
Orangen-, Tomaten-, Grapefruit-, Birnen-, weil3eaulrensaft sowie klarer und naturtriiber
Apfelsaft - evaluiert. Unabhangig von der Fruchisate konnten die Bakterien in allen
Séaften, die kinstlich mit Sporen vén acidoterrestriskontaminiert worden waren, bis zu
einer Nachweisgrenze von durchschnittlich 1,0 £ $poren/ml erfolgreich nachgewiesen
werden, somit ist die Einsetzbarkeit des entwiekelTestsystems fir die Detektion von
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Sporen vorA. acidoterrestrign diesen Saften generell gewahrleistet. Daribsaus kdnnte
der EIA aber durchaus noch fur weitere sensiblelkte wie z. B. Mango- und Pfirsichsaft
(OTEIZA et al., 2011) oder isotonische Getranke wHistee (YAMAZAKI et al., 1996;
DUONG & JENSEN, 2000) evaluiert werden.

Dass Bestandteile bestimmter Fruchtsafte die Blchteilig beeinflussen, zeigte sich
darin, dass Birnen-, weil3er Trauben- sowie natbetriund klarer Apfelsaft relativ hohe
maximale Background-Werte (0,2 — > 0,8) aufwiesedihrend bei Orangen- Grapefruit- und
Tomatensaft nur vergleichsweise geringe Backgrotiedte von ca. 0,05 detektiert wurden.
Trotzdem konnen auch die betreffenden Saftsortérdem etablierten Testsystem untersucht
werden, denn der beschriebene Matrixeffekt nahnVeediinnung der Proben kontinuierlich
ab und lag schon bei 1:16 verdinnten Proben min&use des Traubensaftes im Bereich
des fiur den antigenfreien Kontrollansatz Ublichextiriktionsbereiches vorg 0,1. Bei
Untersuchung von hoher kontaminierten Produkted bai dieser Verdinnungsstufe positive
von negativen Proben problemlos zu unterscheides;, MNachweis von geringen
Kontaminationen in diesen Produkten konnte jedoebntiell schwierig sein. Fir diese
Proben empfiehlt es sich daher, parallel nicht esigeerte Teilproben des Produktes zu

analysieren, um den unspezifischen Background lgezéessen zu konnen.

Um zu zeigen, dass die praktische Anwendbarkeiflésss flr alle evaluierten Saftsorten -
auch bei Kontamination mit geringen Sporenzahlgewahrleistet ist, wurden die Saftproben
mit 1 bzw. 10 Sporen/ml de&. acidoterrestrisDSM-Stamms 2498 bzw. des Isolates MHI
10003 kinstlich kontaminiert und nach AnreicherimgAnlehnung an die Methode Nr. 12
(IFU, 2007) nach 24 und 48 h mittels EIA untersuchim die Effizienz dieses
Versuchsansatzes beurteilen zu konnen, wurde bewaus® einen ein Stamm zur
Kontamination eingesetzt, der sich durch eine irelgéringe Nachweisgrenze (DSM 2498:
6,25 x 18 Sporen/ml) sowie hohes Sporulationsvermdgen auszeie, sowie zum anderen
das Isolat MHI 10003, fur das der Kaninchenserusidrge Sandwich EIA deutlich weniger
sensitiv war (Nachweisgrenze: 3,5 x* poren/ml). Unabh&ngig vom verwendeten Stamm
konnte eine Kontamination mit. acidoterrestrisn allen Saftsorten nach 48 h Inkubationszeit
zuverlassig nachgewiesen werden. Der Umstand, ida@sangensaft, Tomatensaft, tribem
Apfelsaft und Birnensaft deutlich hohere Messwéiitelsolat MHI 10003 generiert wurden
als fur die mit DSM 2498 kontaminierten Proben, tdewauf ein deutlich ausgepréagtes
unterschiedliches Wachstumsverhalten der beideaatamination eingesetzten Stamme in
speziell diesen Fruchtsaftsorten hin. Prinzipigiliekannt, dass bestimmte Inhaltsstoffe von

Saften das Wachstum von Alicyclobazillen inhibied@imnen, das sind beispielsweise in
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rotem Traubensaft vorhandene neutrale Phenolvarbgeh (CHANG & KANG, 2004).
Generell ware aber auch denkbar, dass innerhalSpleziesA. acidoterrestridnterschiede
in der Vertraglichkeit bestimmter Produkt-spezifisc Substanzen bestehen, wodurch das
Wachstum einzelner Stamme gehemmt oder begunsegtien kdonnte. Von YOKOTA
(2007) wurde bereits beschrieben, dass verschiedsoéate von A. acidoterrestris
differierende  Wachstumsmuster in unterschiedlicigfften (Orangen-, Zitronen- und
Grapefruitsaft) aufwiesen.

Bei nur 24 stundiger Inkubation war in keinem Amsaler Nachweis von
A. acidoterrestrisSporen mittels EIA mdglich, wahrscheinlich ist diesm einen auf die zu
diesem Zeitpunkt geringen Keimzahlen — in Vorvensuicwurden < 10- 1,3 x 16 KbE/ml
ermittelt — sowie zum anderen auch auf einen naclgeringen Anteil sporulierter Zellen
zurtckzufihren. Im Vergleich dazu konnten mit demn vder Arbeitsgruppe um Li
entwickelten indirekten und Sandwich EIA (LI et,&013; LI et al., 2014) mit 1 KbE/ml
A. acidoterrestriskontaminierte Proben schon nach 12 h, sowie mit #en WANG et al.
(2013a) beschriebenen IMS-EIA nach 24 h als posigtektiert werden. Urséchlich fir den
friher moglichen Nachweis ist wahrscheinlich, ddas Target dieser EIAs vegetative Zellen
sind. Da zudem in diesen Versuchen die Proben egietativen Zellen und nicht — wie in der
vorliegenden Arbeit — mit Sporen inokuliert worderaren, féallt zum einen die fur die
Auskeimung der Sporen noétige Zeit weg, zum andestenach Wachstum der vegetativen
Zellen keine zusatzliche Sporenbildung nétig, um Nachweis im EIA zu ermdglichen. Ein
weiterer Faktor ist moglicherweise, dass die Inkwoader Proben bei LI und WANG unter
Schitteln erfolgte, wodurch ein schnelleres Wachsuer Bakterien mdglich ist. Eine
Schuttel-Inkubation von Proben ist in IFU-Methode N - die in der vorliegenden Arbeit als

Orientierung diente - allerdings nicht vorgesehen.

Auch fur die generierten mAK waren orientierendaséehe zur Einsetzbarkeit der darauf
basierenden EIA Systeme zum Nachweis YomcidoterrestrisSporen in Fruchtsaftproben
vielversprechend (nicht dargestellt): unter Einsaitm mAK 11H11 und 11F7 im Sandwich
EIA sowie mAK 4C7 bzw. mAK 3ES8 in indirekten EIA®kRNnten mit Sporen kontaminierte
Orangensaftproben nachgewiesen werden. Die Etabfervon auf mAK basierenden
Testsystemen zum direkten Nachweis von Sporen Aiomcidoterrestrisin Fruchtsaften
scheint daher moglich und steht aufgrund der Ré-Massenproduzierbarkeit der mAK im
Fokus zukunftiger Arbeiten.
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Zusammenfassend ermdglichen die im Rahmen deregeriden Arbeit entwickelten poly-

und monoklonalen Antikdrper sowie die damit etatdie immunchemischen Verfahren zum
ersten Mal den Nachweis von Sporen des fur dieHesaftindustrie wirtschaftlich dul3erst
bedeutsamen Verderbserregebcyclobacillus acidoterrestrisDie mit einer umfassend

charakterisierten Stammbibliothek untersuchte, esgchen hohe Sensitivitdt sowie
Selektivitat der etablierten Testsysteme legen nalass Antikbrper gegen Sporen eine
vielversprechende Alternative fir Antikbrper gegesgetative Zellen sind. Die generelle
Praxistauglichkeit des entwickelten auf polyklomakfntikdrpern basierenden Sandwich EIA

konnte unter Einbeziehung verschiedenster Saftsgeeeigt werden.

Mittelfristig stehen damit Antikorper zur Verfugungdie zur Entwicklung von
Anreicherungsverfahren wie z. B. immunomagnetis@egaration eingesetzt werden kénnen
und damit langwierige kultur-basierte Anreicherureggahren vermeiden wirden. Der bereits
etablierte pAK-basierte Sandwich EIA kodnnte dann Anschluss zur Detektion der
angereicherten Sporen verwendet werden. Weitertane wes denkbar, die spezifischen
Antikodrper fur die Entwicklung von hochsensitivemrhuno-PCRs einzusetzen. Mit Hilfe
dieser Techniken konnte die Nachweisgrenze fir &poron A. acidoterrestrisweiter
deutlich reduziert werden, so dass der Fruchtshfstrie letztlich das dringend bendtigte
schnelle, einfache und zuverlassige Verfahren &ir Nachweis von Kontaminationen mit

A. acidoterrestrizur Verfligung stiinde.
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VI. Z USAMMENFASSUNG

Die acidophilen und thermoresistenten Sporenbildihes GenusAlicyclobacillus spielen
aufgrund der Bildung von Fehlaromen eine wichtigelldk als Verderbserreger von
Fruchtsaften, wobei dem Guajacol-produzierend@nacidoterrestris eine besondere
Bedeutung zukommt. Um den einfachen, schnellen muoderlassigen Nachweis von
A. acidoterrestrisSporen in verschiedenen Fruchtsaften zu ermdglickeliten erstmals
spezifische poly- und monoklonale Antikorper (pAKidu mAK) entwickelt und darauf
basierend hochsensitive und selektive immuncheraidtachweisverfahren etabliert werden.

Um eine umfassende und verlassliche Charaktasrgieder entwickelten Antikdrper
zu gewahrleisten, wurde eirddicyclobacillusspp. Stammbibliothek (n = 61) aufgebaut. Die
Identifizierung der Isolate erfolgte nach mikroloigischen Kriterien sowie mittels Real-Time
PCR, RAPD-Analysen dienten zur weiteren Differenaig. Ein Pool aus vier verschiedenen,
mittels Paraformaldehyd inaktiviertéx acidoterrestrisStammen wurde zur Immunisierung
von Kaninchen und Mausen verwendet. Die spezifi®hdung der induzierten pAK an die
Sporen konnte mittels Immunfluoreszenz bestéatigtiem.

Basierend auf den generierten polyklonalen Karénskren wurde ein sensitiver
Sandwich Enzymimmuntest (EIA) aufgebaut, die Nagegrenzen lagen bei durchschnittlich
5,0 x 16 Sporen/ml fur die DSM-Referenzstamme, sowie 210 3,8 x 18 Sporen/ml fiir
die untersuchten 38. acidoterrestrisisolate. Unter Verwendung der Stammbibliothek und
weiterer aerober sowie anaerober Sporenbildner tkordie hohe Inklusivitat sowie
Exklusivitdt des Verfahrens bestatigt werden: A#leacidoterrestrisStamme wurden als
positiv erkannt, wahrend die meisten andeddityclobacillus spp. Stamme, sowie die
Vertreter von Nicht-Alicyclobazillen keine Reakti&t zeigten.

Anwendungsstudien zeigten die Einsetzbarkeit da&-lpasierten EIA fir den
direkten Nachweis von Sporen in verschiedenen Fséafien. Nach 48 stindiger
Anreicherung der in BAT-Bouillon verdiinnten und rhiSpore/ml kinstlich kontaminierten
Proben bei 45°C konnte in allen untersuchten HRsadtsorten reproduzierbar und
zuverlassigA. acidoterrestri;machgewiesen werden.

Auch die 16 generierten mAK reagierten entwedendirekten oder Sandwich EIAs
z. T. hochaffin mit Sporen voA. acidoterrestrismit Nachweisgrenzen von 5,0 x%:04,0 x
10° Sporen/ml. Ein etablierter mAK-basierter SandwidA wies eine hohe Inklusivitat und
Exklusivitat auf. Mittels Immunoblot konnte fir IRAK eine ausgepragte Reaktivitat mit

Sporenproteinen gezeigt werden, die reaktiven Bafagen bei ca. 14, 50 bzw. 66 kDa.
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VII.  SUMMARY

Detection of Alicyclobacillus acidoterrestrisspores in fruit juices: generation and
characterization of poly- and monoclonal antibodies

The acidophilic and thermophilic spore formers b& tgenusAlicyclobacillus play an
important role as spoilage microorganisms in fjuites due to their ability to produce off-
flavors, with the guaiacol-producirfg acidoterrestridoeing of utmost relevance. To facilitate
the simple, rapid and reliable detectionfofacidoterrestrisspores in various fruit juices, for
the first time, specific poly- and monoclonal antles (pAb and mAb) should be developed
and used to establish highly sensitive and seleemntibody-based detection methods.

To enable the comprehensive and reliable charaatem of the generated anti-
bodies, a collection oAlicyclobacillus strains (n = 61) was created. Identification of the
isolates was accomplished by microbiological teghes as well as by real-time PCR, RAPD
analyses were used for further differentiation. dolpof four different, paraformaldehyde-
inactivatedA. acidoterrestrisstrains was employed for the immunization of rédbind mice.
The specific binding of the induced pAb to sporemild be confirmed by immuno-
fluorescence.

Based on the developed polyclonal rabbit antiseraensitive sandwich enzyme
immunoassay (EIA) was established, limits of débectwere approximately 5.0 x 10
spores/ml for the DSM reference strains and rarfiged 2.1 x 16— 3.8 x 10 spores/ml for
the evaluated 38 isolates Af acidoterrestrisThe high inclusivity and exclusivity of the EIA
system could be corroborated by analyzing Afieyclobacilluscollection and other aerobic
and anaerobic spore formers: Al acidoterrestrisstrains were detected positive, whereas
most of the otheAlicyclobacillusspp. as well as the ndhicyclobacillusstrains showed no
reactivity.

Performance studies demonstrated the applicalnlityhe pAb-based EIA for the
direct detection of spores in a variety of fruiicgs. After incubation of the samples - diluted
in BAT broth and contaminated artificially with pae/ml — for 48 h at 45 °GA. acido-
terrestris spores could be detected reliably and reprodudiblgll tested fruit juice types.

Furthermore, the generated 16 mAb showed highniaés for spores of
A. acidoterrestriseither in indirect or sandwich EIAs, with detectiimits of 5.0 x 18 — 4.0
x 10 spores/ml. High inclusivity and exclusivity valuegre determined for an established
mADb-based sandwich EIA. Immunoblot assays illusttathe distinct reactivity of 12 mAb

with spore proteins, the reactive bands had apparelecular weights of 14, 50 and 66 kDa.
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