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Zusammenfassung 

In Deutschland und Europa ist seit Jahren ein stetiger Anstieg von Listeriose-

Erkrankungen zu verzeichnen. Die Mortalitätsrate liegt zwischen 20 % und 50 %. 

Die häufigste Ursache dafür ist der Verzehr kontaminierter Lebensmittel. Das 

Problem besteht in der Lebensmittelkonservierung. Die Lebensmittelsicherheit 

muss gewährleistet sein, ohne den Geschmack, die Konsistenz oder den Nährwert 

des Produktes zu beeinflussen. Da speziell oberflächengereifte Käse eine hohe 

Kontaminationshäufigkeit mit Listeria monocytogenes aufweisen, ist im Rahmen 

der biologischen Konservierung neben der Etablierung von definierten Oberflä-

chenkulturen der Einsatz von Schutzkulturen ein vielversprechender Ansatz. 

Es würde sich anbieten antilisterielle Hefen und Staphylokokken zum Einsatz zu 

bringen, da sie bereits in der frühen Phase der Käsereifung vorzufinden sind. Da-

durch könnten Listerienkontaminationen von Beginn des Reifungsprozesses an 

verhindert werden. Jedoch muss vor einem kommerziellen Einsatz sichergestellt 

werden, dass die Organismen keine verbrauchergefährdenden Substanzen pro-

duzieren. Schwerpunkt dieser Arbeit war die nähere Untersuchung antilisteriell 

wirkender Hefen- und Staphylokokkenisolate auf ihre Eigenschaften. 

Pichia norvegensis 

Mit Hilfe unterschiedlicher Cokultivierungsassays konnte beim Pichia norvegensis-

Stamm WSYC 592 ein außerordentliches Hemmpotential festgestellt werden. Die 

Hefe war in der Lage einen Titer von 105 bis 106 Listerienzellen pro cm2 oder pro 

mL bis unter die Nachweisgrenze zu reduzieren bzw. vollständig abzutöten. Die 

inhibitorische Wirkung der Hefe war in ihrer stationären Wachstumsphase am 

stärksten ausgeprägt. Die listerizide Wirkung der P. norvegensis konnte bei Cokul-

tivierung mit L. monocytogenes WSLC 1364 sowohl auf Fest-, als auch in Flüs-

sigmedium beobachtet werden. Eine Hemmung blieb aus, wenn die Nährmedium-

komponente Glucose durch Lactat ersetzt wurde. Auch wenn L. monocytogenes 

WSLC 1364 zu einer Cokultur nach 24 Stunden erneut zugegeben bzw. zu einer 

Hefekultur nach 72 Stunden zugegeben wurde, blieb eine Hemmung aus. Da die 

gleichzeitige Zugabe von Glucose, Fructose oder Mannose die Hemmung der 

Listerien wiederherstellte, deutet dies auf einen erforderlichen aktiven Metabolis-

mus der Hefe zur Ausübung der Inhibierung hin. Minimale Konzentrationen drei 
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nicht-ionischer und eines zwitterionischen Detergens hoben die antilisterielle 

Hemmwirkung vollständig auf. Während bei diversen Experimenten mit dem zell-

freien Kulturüberstand der P. norvegensis WSYC 592 eine inhibitorische Aktivität 

ausblieb, wurde bei Kultivierung der Hefe WSYC 592 und L. monocytogenes 

WSLC 1364 in getrennten Kompartimenten eine Hemmung beobachtet. Dies 

spricht gegen einen Zell-Zell-Kontakt induzierten Wirkmechanismus, was durch 

REM-Aufnahmen der cokultivierten Organismen gestützt wird. Den Ergebnissen 

der vorliegenden Studie zufolge könnte P. norvegensis WSYC 592 eine oder meh-

rere diffusible und unstabile antilisterielle Substanzen produzieren, die zur Inhibie-

rung der Listerien fortwährend synthetisiert werden müssen. 

Staphylococcus equorum 

Die Identifizierung des antilisteriell wirksamen Staphylococcus equorum-Stammes 

WS 4524 konnte mit Hilfe der amplified rDNA restriction analysis (ARDRA) und 

der Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) bestätigt werden. Der Stamm produziert 

eine gegenüber Hitze und proteolytischen Enzymen stabile Substanz, auf die ver-

schiedene Listerien-Indikatorstämme unterschiedlich sensitiv reagieren. Weiterhin 

deuten der Nachweis eines Peptidsynthetasegens, sowie der hydrophobe Charak-

ter der Substanz stark auf das bereits bekannte Peptidantibiotikum Micrococcin P1 

hin. 
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Summary 

The cases of listeriosis in Germany and Europe have been increasing steadily for 

years. The major cause for listeriosis, which has a mortality rate of 20 - 50 %, is 

the consumption of contaminated food resulting from food preservation problems. 

The safety of the food has to be guaranteed without affecting its taste, consistency 

or nutritional value. Since smear-ripened cheeses, especially, are frequently con-

taminated with Listeria monocytogenes, the establishment of defined ripening cul-

tures and the application of protective cultures are promising approaches for the 

biological preservation of these cheeses.  

The use of antilisterial yeasts and staphylococci would be ideal, since these  

microorganisms grow in the early stages of the cheese ripening process. Hence, 

listerial contamination could be prevented from the beginning of the cheese ripen-

ing. For a commercial application of these antilisterial yeasts and staphylococci in 

food, it is of major importance to identify the substance responsible for the antilis-

terial activity in order to avoid potential harmful effects for the customer. The focus 

of this work was the detailed investigation of the properties of antilisterial yeasts 

and staphylococci.  

Pichia norvegensis 

The exceptional antilisterial activity of the yeast strain Pichia norvegensis WSYC 

592 was determined by means of different co-cultivation assays. The yeast strain 

was able to reduce L. monocytogenes WSLC 1364 titres of 105 to 106 cells per 

cm2 and per mL, respectively, below the detection limits or to completely kill the 

indicator strain. The antilisterial activity of the yeast strain was only observed when 

L. monocytogenes WSLC 1364 and P. norvegensis WSYC 592 grew in a co-

culture, either on a solid agar surface or in liquid media. The yeast exerted a bac-

teriocidal effect. Inhibition was maximal in the stationary growth phase of the 

yeast. No inhibition occurred, when L. monocytogenes WSLC 1364 was added to 

a co-culture after 24 h or to a yeast culture after 72 h, respectively, but addition of 

fructose, glucose or mannose restored the antilisterial activity, which indicates that 

an active yeast metabolism is needed for the inhibition of Listeria. Addition of three 

different non-ionic and one zwitterionic detergent at minimal concentration effec-

tively abolished the inhibitory activity. While various experiments using the cell-free 
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yeast culture supernatant did not show any inhibitory activity at all, cultivation of 

L. monocytogenes WSLC 1364 and P. norvegensis WSYC 592 separated by a 

membrane resulted in inhibition of Listeria indicating that the inhibitory activity did 

not depend on cell-cell contact. In addition, this finding was supported by REM 

images of yeasts and Listeria during co-cultivation. According to the findings of this 

study, it is likely that the P. norvegensis strain WSYC 592 produces one or more 

diffusible and unstable antilisterial substances that have to be synthesized con-

stantly in order to inhibit Listeria. 

Staphylococcus equorum 

The identification of the antilisterial Staphylococcus equorum strain WS 4524 

could be confirmed by the use of amplified rDNA restriction analysis (ARDRA) and 

pulsed field gel electrophoresis (PFGE). The St. equorum strain WS 4524 pro-

duces an antilisterial substance that is stable against heat and enzymes. Different 

sensitivities of various Listeria strains to this substance were observed. The  

hydrophobic character of the substance and the presence of a peptide synthetase 

gene indicate similarity to Micrococcin P1, a well-known peptide antibiotic produced 

by St. equorum WS 2733.  
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1 Einleitung 

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des FEI-Projektes AiF 14786 N „Ent-

wicklung einer antilisteriellen, frühen Oberflächenreifungskultur für geschmierte 

Käse“ angefertigt. Ziel des Forschungsvorhabens war die Entwicklung einer der-

zeit nicht verfügbaren definierten Reifungskultur zur Senkung des Risikos einer 

Kontamination mit L. monocytogenes bei der Herstellung geschmierter Käse, ins-

besondere Rotschmiere- und Harzer Käse. Bei der Entwicklung der Schutz- und 

Reifungskultur lag die Untersuchung antilisteriell wirkender Hefen und Staphylo-

kokken nahe, da sie die Salzbadmikroflora, als auch die Käsemikroflora der frühen 

Reifungsstadien dominieren. 

1.1  Listeria monocytogenes 

Die Gattung Listeria besteht aus einer Gruppe grampositiver, nicht sporulierender, 

fakultativ anaerober Stäbchenbakterien (108) und gehört neben den Gattungen 

Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Streptococcus und Staphylococcus dem Phy-

lum der Firmicuten an (86). Von den acht beschriebenen Spezies der Gattung 

Listeria - L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, 

L. grayi und die kürzlich beschriebenen Spezies L. marthii (85) und L. rocourtiae 

(113) - gelten nur die Spezies L. monocytogenes und L. ivanovii als opportunisti-

sche Krankheitserreger. Während L. ivanovii vorwiegend Infektionen bei Wieder-

käuern hervorruft (194) und Infektionen beim Menschen sehr selten sind (50), ist 

L. monocytogenes in der Lage ein breites Wirtsspektrum im Tierreich (197) als 

auch Menschen zu infizieren (150). Als ubiquitär vorkommendes Bakterium wird 

L. monocytogenes z.B. in Pflanzen, Gewässern und im Erdboden ebenso gefun-

den, wie in Silage, Abwässern oder Schlachtabfällen. Zudem ist 

L. monocytogenes aus Fäzes von Mensch und Tier isoliert worden (69).  

Intrazellulärer Infektionszyklus 

L. monocytogenes als invasives Pathogen kann über die Haut, die Augen und vor 

allem über den Gastrointestinaltrakt in den Wirt eindringen (92, 108). Neben 

professionellen Phagozyten wie Makrophagen, kann L. monocytogenes in 

praktisch jede zellkernenthaltene Zelle eindringen, wie z.B. Epithelzellen, 

Fibroblasten, Hepatozyten, Endothelzellen und verschiedene Nervenzelltypen (92, 

194). Anders als bei Salmonella, wo es beim Eindringen in eine Wirtszelle zum 

sog. membrane ruffling kommt (102), induziert L. monocytogenes bei nicht-
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ruffling kommt (102), induziert L. monocytogenes bei nicht-phagozytierenden Zell-

linien durch die Oberflächenproteine Internalin A und B dessen Phagozytose 

(114). Im Zytoplasma der Wirtszellen liegen die Listerienzellen zunächst in einer 

primären Vakuole vor, aus der sie sich durch die Sekretion von Hämolysin (Listeri-

olysin O) und Phospholipasen befreien. Zur intrazellulären Fortbewegung werden 

an einem der apikalen Enden der Listerienzelle sogenannte Aktinschweife ausge-

bildet, durch dessen Abstoßeffekt sich die Listerien aktiv fortbewegen und so zur 

Plasmamembran der Wirtszelle gelangen. An dieser angekommen bilden sie Fort-

sätze (protrusions) aus, sodass sie in die nicht-infizierte Nachbarzelle eindringen 

bzw. von ihr phagozytiert werden. Auch hier können sich die Listerien aus der ent-

standenen sekundären Vakuole mit Hilfe von Hämolysin und Phospholipasen be-

freien. Geschützt vor der Immunantwort des Wirtsorganismus vermehren und be-

wegen sich die Listerienzellen auf diese Weise von Zelle zu Zelle fort (48, 194). 

Humane Listeriose 

Listeriose wird durch alle 13 Serovare (1/2 (a, b, c), 3 (a, b, c), 4 (a, ab, b, c, d, e) 

und 7) der Spezies L. monocytogenes verursacht, wobei nur drei Serovare (1/2 a, 

1/2 b und 4b) für mehr als 90 % der Listeriosefälle verantwortlich sind (69, 194). 

Über die infektiöse Dosis kann keine genaue Aussage getroffen werden, da auf-

grund der Inkubationszeit von bis zu 70 Tagen die Erregermenge im Lebensmittel 

zum Zeitpunkt der Infektion nicht mehr ermittelt werden kann. Die erforderliche 

Infektionsdosis hängt insbesondere vom Gesundheitszustand der jeweiligen Per-

son ab. Bei gesunden Erwachsenen wurde von infektiösen Dosen mit 105–109 

KbE pro Milliliter (mL) bzw. Gramm (g) Lebensmittel berichtet. Bei Risikopersonen 

wurden Werte von weniger als 10 und 104 KbE/mL bzw. g Lebensmittel dokumen-

tiert. Auch bei tierexperimentellen Untersuchungen wurden keine hilfreichen Er-

gebnisse erzielt, da z.B. Mäuse im Darm nicht über die entscheidenden Rezepto-

ren verfügen (2, 10, 150).  

Die Listeriose des Menschen äußert sich vielfältig, jedoch tritt sie beim gesunden 

Menschen meist nur als nicht-invasive gastrointestinale Listeriose auf (10). Die 

hervorgerufene Gastroenteritis kann viele Gründe (infektiöser und nicht-infektiöser 

Art) haben und wird oft nicht als solche erkannt (3). Die invasive Listeriose dage-

gen tritt häufig bei älteren oder immunsupprimierten Menschen auf und kann sich 

als Sepsis, Meningitis oder Enzephalitis manifestieren (10). Diese Form der Liste-
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riose kann auch von der infizierten Mutter über die Plazenta auf den Fötus über-

tragen werden (59) und zu einer Schädigung des Embryos führen bzw. eine Fehl-

geburt hervorrufen (10). 

Obwohl Listeriose selten auftritt (0,3 Fälle pro Jahr und 100.000 Einwohner der 

EU), ist sie durch eine hohe Todesfallrate gekennzeichnet (54). Im Vergleich zur 

Listeriose zeigt eine Salmonellose eine Letalität von nur 0,04% (2). Trotz frühzeiti-

gem Antibiotikaeinsatz führt die Listeriose bei einer fortgeschrittenen Infektion in 

20-30 % der Fälle zum Tod des Patienten (194). Nachdem die Listeriose-

Erkrankungen im Jahr 2005 sprunghaft auf eine jährliche Erkrankungszahl von 

über 500 Fällen stiegen und sich auch im Jahr 2006 auf diesem Niveau hielten, 

ging die Anzahl der gemeldeten Erkrankungsfälle 2007 und 2008 deutlich zurück 

(4). Im Jahr 2008 wurden 306 Listeriosen übermittelt (entspricht einer Inzidenz von 

0,4 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner). Die humane Listeriose ist fast aus-

nahmslos auf kontaminierte Lebensmittel zurückzuführen (69, 150). 

L. monocytogenes in Lebensmitteln 

L. monocytogenes wird hauptsächlich durch Rohmilchprodukte, Rohwürste, ge-

räucherten Fisch und vakuumverpackte verzehrfertige Produkte übertragen (1, 

136). Im Gegensatz zu vielen anderen pathogenen Bakterien kann sich L. mono-

cytogenes auch unter Bedingungen vermehren, die für die Lagerung und Konser-

vierung von Nahrungs- und Futtermitteln verwendet werden. Sie machen sich  

hohe Salzkonzentrationen, niedrige Temperaturen, extreme pH-Bereiche, ein re-

duziertes Sauerstoffangebot zu Nutze, und stellen somit ein großes Problem für 

die Nahrungsmittelindustrie dar (18, 86, 194). 

Kurz gereifte Rohwürste, wie Tee- oder Mettwurst, sind bis zu 20 % mit Listerien 

kontaminiert. Am Institut für Hygiene und Toxikologie der Bundesforschungsan-

stalt für Ernährung und Lebensmittel in Karlsruhe wurden 287 Kochwürste (Schin-

kenwurst, Mortadella, Lyoner, Gelbwurst, Bierwurst, Weißwurst) untersucht und 

10,5 % der Proben positiv auf L. monocytogenes getestet (2). Bei 45 aus insge-

samt 924 Proben verzehrfertiger Produkte (ready-to-eat food) aus Supermärkten 

in Wien wiesen Wagner et al. (196) L. monocytogenes nach. Den größten Anteil 

der mit L. monocytogenes kontaminierten Produkte waren mit 19,4 % in der Spar-

te Fisch und Meeresfrüchte zu finden, gefolgt von 6,3 % bei Rohwurstprodukten, 
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5,5 % bei Weichkäseprodukten und 4,5 % bei gegarten Fleischerzeugnis-

sen/Pasteten (196).  

Doch für fast die Hälfte aller bisher aufgetretenen Listeriose-Ausbrüche in Europa 

waren Milchprodukte verantwortlich (2). Bei Milchprodukten bietet vor allem Käse, 

insbesondere Weichkäse oder halbfeste Schnittkäse, durch ihren hohen Wasser-

gehalt gute Wachstumsbedingungen für Listerien (108). Im Vergleich zu anderen 

Käsesorten ist vor allem auf Rotschmierekäse ein erhöhtes Listerienvorkommen 

nachzuweisen (184). Im November 2006 warnte das Ministerium für Landwirt-

schaft, Umwelt und ländliche Räume des Landes Schleswig-Holstein vor einer 

Charge des „Harzinger Olmützer Quargel“, der mit L. monocytogenes kontaminiert 

war (195). Bei einem Ende 2009 / Anfang 2010 aufgetretenen Listerioseausbruch 

in Deutschland und Österreich erkrankten durch den Verzehr von kontaminierten 

Harzer Käse 29 Personen, von denen acht Patienten starben (1).  

Neben dem Personal, den Arbeitsgeräten und Utensilien in den Produktionsstät-

ten, dienen unzureichend gereinigte schwer zugängliche Stellen und auch Boden-

abläufe als Reservoir für L. monocytogenes (92, 185, 201). Darüber hinaus bietet 

besonders das sogenannte „Alt-Jung-Schmieren“, ein traditionelles Herstellungs-

verfahren, bei dem die Schmiere älterer Käse abgewaschen und zur Inokulation 

junger Käse verwendet wird, eine Plattform für L. monocytogenes Kontaminatio-

nen (120). 

1.2  Lebensmittelkonservierung  

Ursachen für die unterschiedliche Anzahl von Listeriosefällen in den letzten Jahren 

lassen sich nicht eindeutig erkennen; es gibt weder Hinweise auf eine demogra-

phische Veränderung, noch eine Verhaltensänderung der Verbraucher (10). An-

zuerkennen ist das Bewusstsein der Politik dem entgegenzuwirken. Doch leider 

scheitert es an den weitreichenden Auswirkungen z.B. auf die Verarbeitung, den 

Vertrieb oder die Herstellung der Lebensmittel, die die Änderungen in der Regie-

rungspolitik nach sich ziehen (34), wie das folgende Beispiel zeigt. Die französi-

sche Behörde für Lebensmittelsicherheit (AFSSA, Agence Francaise de Sécurité 

Sanitaire des Alinments) schlug aufgrund einer hohen Anzahl mit Bluthochdruck 

verbundener Erkrankungen im Jahr 2002 eine Senkung des durchschnittlichen 

Salzverbrauchs um 20 % vor, verteilt über einen Zeitraum von fünf Jahren (84). 

Dies wurde von der Lebensmittelindustrie bei einigen Produkten umgesetzt, doch 
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speziell in der Sparte des ready-to-eat food, insbesondere bei den Fleisch- und 

Fischprodukten, ist ein wesentlicher Anteil mit L. monocytogenes kontaminiert 

(83). Es wird deutlich, dass der Nutzen und die Notwendigkeit Natriumsalze zur 

Konservierung zu verwenden, differieren. Einerseits sollen durch geringe Salz-

mengen die Bluthochdruckerkrankungen sinken, andererseits ist eine bestimmte 

Salzmenge notwendig, um das Wachstum von z.B. Clostridium botulinum in ver-

arbeitetem Fleisch und Käse oder das Wachstum von L. monocytogenes und 

Milchsäurebakterien in verzehrfertigen Fleischprodukten zu verhindern (182). 

Die zunehmend wachsenden Ansprüche der Verbraucher auf minimal prozessier-

te, verzehrfertige, nährstoff-, vitaminreiche und „natürliche“ Lebensmittel stellen 

die Lebensmittelindustrie vor eine große Herausforderung (45, 72). Die biologi-

sche Lebensmittelkonservierung könnte eine Alternative bieten, um diesen An-

sprüchen gerecht zu werden. Bei der Herstellung fermentierter Lebensmittel wer-

den seit Jahrhunderten Milchsäurebakterien verwendet. Doch auch bei nicht-

fermentierten Lebensmitteln, wie z.B. vakuumverpackten Fleischprodukten, sind 

sie durch ihre positiven Eigenschaften von Nutzen (175). Milchsäurebakterien tra-

gen maßgeblich zum Geschmack, zur Konsistenz und oftmals zum Nährwert der 

Lebensmittel bei (134). Daneben produziert eine Vielzahl von Milchsäurebakterien 

verschiedenste antimikrobielle Substanzen, wie organische Säuren, Diacetyl, Ace-

toin, Wasserstoffperoxid, sowie ein breites Spektrum an Bakteriozinen (45, 72). 

Dies sind antimikrobielle Peptide oder Proteine bakteriellen Ursprungs, die in drei 

bis fünf Kategorien unterteilt werden. Klaenhammer (107) unterteilte die Bakterio-

zine 1993 in fünf Kategorien, doch über zehn Jahre später reduzierten Drider et al. 

(61) bzw. Cotter et al. (49) die Bakteriozine auf letztlich drei Kategorien (Tab. 1).  

Der Einsatz von Bakteriozinen könnte bei der Lebensmittelkonservierung helfen 

den chemischen Anteil und die Hitzeeinwirkung zu minimieren, um ein Lebensmit-

tel herzustellen, welches reicher an Nährstoffen und sensorischen Eigenschaften 

ist (72). Eine Möglichkeit ist das Zufügen von ex situ produzierten Bakteriozinprä-

paraten (72). Diese können in Form eines unbearbeiteten Konzentrats, das z.B. an 

ein Trägermaterial gebunden ist, appliziert werden, so wie im Falle des von 

L. curvatus 32Y produzierten Bakteriozins. Dieses wird an Polyethylenfolie gebun-

den und reduziert während der Lagerung des Produkts in der Verpackung die Le-

bendkeimzahl von L. monocytogenes (132). Die ex situ Bakteriozine werden dem 

Lebensmittel entweder bei der Herstellung zugesetzt oder auf dessen Oberfläche 
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Tabelle 1. Einteilung der Bakteriozine nach Cotter et al. (49) 

Klassifikation Eigenschaften Beispiele 
   

Klasse I   
Lantibiotika Einzel- und Dipeptid-

Lantibiotika; enthalten Lanthi-
onin oder ß-Lanthionin 

Einzelpeptid:  Nisin,  
                       Lacticin 481 
Dipeptid:  Lacticin 3147,  
                Cytolysin 

   

   

Klasse II   
Nicht-Lantibiotika heterogene Klasse von unmo-

difizierten, hitzestabilen Pepti-
den (< 10kDa) 

 

 IIa) Pediocin-ähnliche Peptide Pediocin PA-1, Leucocin 
 IIb) Dipeptide Lactacin F 
 IIc) zyklische Peptide Enterocin AS-48, Reuterin 6 
 IId) lineare nicht-Pediocin  

      Peptide 
Lactococcin A, Divergicin A 

   

   

Klasse III   
Bakteriolysine große, hitzelabile Proteine Lysostaphin, Enterolysin A 
   

 
aufgetragen, was aufgrund der geringen Bakteriozinmenge kostengünstiger ist 

(72). Bisher ist Nisin das einzige Bakteriozin, das als Nahrungskonservierungsmit-

tel (E234) zugelassen ist (175). Die unbearbeiteten Konzentrate bzw. ex situ Bak-

teriozine, wie z.B. das von Pediococcus acidilactici produzierte Pediocin PA-1, 

vertrieben unter dem Namen ALTA™ 2431 (175), werden rechtlich als Zusatzstof-

fe gesehen, da sie den Proteingehalt erhöhen oder zur Eindickung des Lebensmit-

tel führen und somit Veränderungen hervorrufen können (72). Der Einsatz Bakte-

riozin-produzierender Bakterienstämme bietet die Möglichkeit die Bakteriozine in 

situ zu produzieren (72). Aufgrund des GRAS (generally recognized as safe)-

Status der Milchsäurebakterien können diese ohne große Hindernisse als Starter-, 

Ergänzungs- oder Schutzkulturen verwendet werden (17, 45).  

Zahlreiche in der Literatur beschriebene Studien befassen sich weiterhin mit dem 

Screening nach antibakteriellen bzw. antimikrobiellen Organismen, worauf im fol-

genden Kapitel eingegangen wird. 

1.3  Reifungsorganismen und ihr antibakterielles bzw. antilisterielles  

Potential 

Trotz der immer wieder auftretenden Listeriosefälle, ausgelöst durch kontaminier-

ten Käse und insbesondere Rotschmierekäse, liefert die komplexe Käseflora den-

noch regelmäßig antibakteriell bzw. antilisteriell wirkende Organismen und Kon-
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sortien (24, 167). Hefen, Coryneforme, Staphylokokken und Mikrokokken bestim-

men die Oberflächenflora von Rotschmierekäse (25, 105), die jedoch stark von der 

spezifischen Hausflora der Produktionsstätte abhängt (25, 138). 

Bakterien 

Den größten Teil der bakteriellen Oberflächenflora bilden die coryneformen Bakte-

rien Corynebacterium variabile, Corynebacterium casei, Brevibacterium linens, 

Arthrobacter nicotianae und Microbacterium gubbeenense (31, 33, 126). Die Ober-

flächenflora ist maßgeblich für das Aussehen, Aroma und die Textur des Käses 

verantwortlich (105, 160). Daneben weisen viele Coryneforme inhibitorische  

Eigenschaften aus, die sinnvoll eingesetzt werden können. 

In einer Studie von Valdés-Stauber et al. (189) konnte bei 23 Stämmen der Spe-

zies B. linens, A. nicotianae und A. nucleogenes eine antilisterielle Aktivität festge-

stellt werden. Die beiden Stämme M18 und OC2 der Spezies B. linens produzier-

ten zwar beide ein Bakteriozin, doch der Unterschied zwischen den beiden Sub-

stanzen war nicht unwesentlich. Während das 31 kDa große Linocin M18 hitzelabil 

ist (190), blieb das 1,2 kDa große Linenscin OC2 nach einer Erhitzung bei 100°C 

weiterhin aktiv (124). Dies zeigt erneut die Diversität der produzierten Bakteriozi-

ne, die auch innerhalb einer Spezies auftritt. Der Einsatz des B. linens-Stammes 

M18 bei Käsereifungen reduzierte die Listerienzellzahl lediglich um ein bis zwei 

Zehnerpotenzen, wogegen die Listerien bei Käsereifung mit einem undefinierten 

Konsortium vollständig inhibiert wurden (66). In einer weiteren Studie gelang es 

bei Einsatz des Pediocin AcH-Produzenten Lactobacillus plantarum WHE 92 das 

Wachstum von L. monocytogenes bis zum Ende der Reifungszeit (21 Tage) in den 

meisten Fällen zu inhibieren, wogegen auf der Oberfläche der Kontrollkäse ca. 104 

Listerien pro Gramm detektiert wurden (65). Dieses Ergebnis wurde nur erzielt, 

wenn L. plantarum WHE 92 gleich zu Beginn der Reifung, eine Woche vor der  

Applikation von L. monocytogenes, auf die Käseoberfläche aufgetragen worden 

ist. Der Pediocin AcH-Produzent hatte demnach ausreichend Zeit anzuwachsen 

und ausreichende Mengen des Bakteriozins zu produzieren. Auch Carnio et al. 

(36), die das antilisterielle Potential der Konsortien 19 verschiedener französischer 

Schmierkäse untersuchten, konnten bei Vertretern der Gattungen Arthrobacter, 

Brevibacterium, Corynebacterium, Enterococcus, Micrococcus und Microbacteri-

um eine antilisterielle Aktivität feststellen. 
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Trotz der großen Anzahl an Bakteriozin-produzierenden Bakterienstämmen ist 

eine Kontamination mit L. monocytogenes nicht immer zu vermeiden. Wenn be-

reits zu Beginn der Käseproduktion bzw. des Reifungsprozesses eine Kontamina-

tion mit L. monocytogenes vorliegt, bieten die Bakteriozin-produzierenden Bakteri-

en keinen vollständigen Schutz mehr.  

Hier könnten Staphylokokken nützlich sein, da sie ebenfalls zur mikrobiellen Ober-

flächenflora geschmierter Käse gehören (26, 139). Aufgrund ihrer Säure- und 

Salztoleranz wachsen sie zusammen mit den Hefen in der frühen Reifungsphase 

und fördern das Wachstum der Reifungsbakterien (27). Die wichtigsten Vertreter 

in der Käseflora sind die Spezies St. equorum, St. saprophyticus, St. caseolyticus 

und St. xylosus, wobei St. equorum die dominanteste Spezies ist (31). Von letzt 

genannter Spezies isolierte Carnio et al. (37) den antibakteriell bzw. antilisteriell 

wirksamen Stamm St. equorum WS 2733 aus französischem Raclettekäse. 

St. equorum WS 2733 produziert das makrozyklische Peptidantibiotikum Micro-

coccin P1. Die Substanz war gegen alle 95 getesteten Listeria-Stämme und gegen 

weitere 130 der 135 getesteten gram-positiven Bakterien wirksam. Unter den sen-

sitiven Bakterien befanden sich jedoch auch Gattungen der Coryneformen, wie 

z.B. Arthrobacter, Brevibacterium und einige andere Reifungsbakterien. Aufgrund 

des breiten Wirkungsspektrums durch Inhibierung der Proteinbiosynthese (38, 51) 

ist vom Einsatz von St. equorum WS 2733 als Reifungs- bzw. Schutzkultur abzu-

raten. Inwieweit der Stamm St. equorum WS 4524 eine bereits bekannte Substanz 

oder ebenfalls das Micrococcin produziert, war Bestandteil dieser Arbeit. 

Hefen 

Hefen sind neben den Bakterien ein wichtiger Bestandteil der Flora oberflächenge-

reifter Käse. Zu den auftretenden Spezies gehören Debaryomyces hansenii, Ge-

otrichum candidum (31) sowie die Spezies Issatchenkia orientalis, Kluyveromyces 

marxianus, Pichia membranifaciens, aber auch Candida sp. und Yarrowia lipolyti-

ca (25, 47, 191), abhängig von der Art und Herkunft des Käses.  

Die salzresistente Spezies D. hansenii siedelt sich häufig auf der Lake der Salz-

bäder an. Stämme die weder Lactose noch Glucose vergären werden bevorzugt 

eingesetzt (105). G. candidum trägt durch seine Aminopeptidase-Aktivität zur  

Aromabildung bei. Die Spezies spielt eine wesentliche Rolle bei der Interaktion 

zwischen Pilzen und Käsen. Duale Kulturen unter Einbeziehung von G. candidum 
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hemmen die Bildung von Mykotoxinen, die durch Kontaminationen gebildet wer-

den können (105). Die Gattung Pichia ist nicht nur auf geschmierten und nicht-

geschmierten Käsen zu finden (47, 112, 158); sie wird auch in Afrika, Lateinameri-

ka und Asien zur Fermentierung traditioneller Produkte verwendet (147). Die Spe-

zies P. norvegensis wurde neben Wassermelonenscheiben (53) auch aus fermen-

tierten Milchprodukten (163) oder zusammen mit Milchsäurebakterien aus Sauer-

teig (77) isoliert. 

Hefen dominieren zusammen mit den Staphylokokken die frühen Reifungsstadien. 

Durch das Metabolisieren des Lactats, das zu einer Entsäuerung der Käseoberflä-

che (~pH 5 auf >pH 6,5) führt, und durch Produktion wachstumsfördernder Kom-

ponenten (28, 31), bilden die Hefen die Voraussetzungen für ein schnelles An-

wachsen der Reifungsbakterien. Es wäre daher nahe liegend antilisteriell wirkende  

Hefen als Reifungsorganismus einzusetzen, um einer Kontamination mit L. mono-

cytogenes im Entstehen entgegenzuwirken.  

Die antimikrobielle Wirkung von Hefen ist ein bekanntes Phänomen. Bereits 1963 

berichteten Bevan und Makower von einer von Saccharomyces cerevisiae sekre-

tierten Substanz, die gegen Stämme der gleichen Spezies lethal wirksam ist (20). 

Hefen können Exotoxine (hauptsächlich Proteine oder Glykoproteine) sezernieren, 

die als Killertoxine bekannt sind (123). Killertoxin-Produzenten sind in den Spezies 

S. cerevisiae, K. lactis, und auch in der Gattung Pichia, z.B. P. mraki und P. lyn-

ferdii und weiteren Spezies zu finden (123, 156). Killertoxinen wird eine Hefen-

spezifische Wirkung gegen die gleiche oder nahverwandte Hefenspezies nachge-

sagt, wogegen die „Killer-Hefen“ gegen ihr eigenes Toxin immun sind (123, 129). 

Polonelli et al. (153) haben zudem eine inhibitorische Wirkung gegen Staphylo-

coccus aureus, Escherichia coli und sechs weitere Bakterienspezies nachweisen 

können.  

Über antibakteriell und antilisteriell wirkende Hefen im speziellen ist bisher sehr 

wenig bekannt. Bilinski et al. (21) z.B. fanden unter 400 Isolaten lediglich zwei 

Spezies, Kluyveromyces thermotolerans und Kloeckera apiculata, die gegen Lac-

tobacillus plantarum und Bacillus megaterium inhibierend wirkten. Zwei Hefeisola-

te mit einer schwachen antilisteriellen Aktivität wurden von Zhao et al. (201) aus 

Biofilmen isoliert; sie wurden in Bodenabläufen lebensmittelverarbeitender Betrie-

be gefunden. Weitaus mehr Erfolg hatten Goerges et al. (79), die unter 304 
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Schmierkäseisolaten insgesamt 14 Stämme mit einer inhibitorischen Wirkung ge-

gen L. monocytogenes fanden. Ein Candida intermedia-Stamm war in der Lage 

das Listerienwachstum um vier Zehnerpotenzen zu inhibieren, drei weitere C. in-

termedia-Stämme und ein K. marxianus-Stamm um drei Zehnerpotenzen. Sie  

übertrafen die Hemmleistung der Hefenisolate aus der Studie von Zhao et al. um 

fast das Sechsfache.  

Aus Lebensmitteln können durchaus potentielle antilisteriell wirksame Isolate ge-

funden werden, die als Reifungskultur bei der Käseproduktion eingesetzt werden 

könnten. Ein Vertreter der am häufigsten vorkommenden Spezies auf Rotschmie-

rekäse wäre ideal. In der Tat wurden in einer weiteren Studien von Goerges et al. 

(80) u.a. 77 D. hansenii-Stämme auf ihr antilisterielles Potential getestet, wovon 

die meisten eine eher schwache inhibitorische Aktivität aufwiesen. Lediglich ein 

D. hansenii-Stamm war in der Lage L. monocytogenes um drei Zehnerpotenzen 

zu inhibieren. Bei einem aus Käse (Pont l´Evêque) isolierten G. candidum-Stamm 

stellten Dieuleveux et al. (57) ebenfalls eine antilisterielle Aktivität fest. Die für die 

inhibitorische Wirkung verantwortlichen Substanzen wurden als D-3-Phenyllactat 

und D-3-Indollactat identifiziert (58). Auch bei dem vielversprechenden Pichia nor-

vegensis-Stamm WSYC 592 in dieser Arbeit wäre es von großer Bedeutung, die 

antilisteriell wirksame(n) Substanz(en) zu charakterisieren, um den Einsatz in der 

Lebensmittelproduktion zu ermöglichen.  

1.4  Zielsetzung 

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des FEI-Projektes AiF 14786 N „Ent-

wicklung einer antilisteriellen, frühen Oberflächenreifungskultur für geschmierte 

Käse“ angefertigt. Im Fokus dieser Arbeit stand die Charakterisierung der antiliste-

riellen Wirkmechanismen von Pichia norvegensis WSYC 592 und Staphylococcus 

equorum WS 4524, die unter Laborbedingungen eine stabile und signifikante 

Hemmwirkung gegen Listeria monocytogenes aufwiesen. 

Mit Hilfe der Cokultivierungsmethode und diverser Modifizierungen auf Fest- und 

in Flüssigmedium sollte die Hemmwirkung bzw. das Hemmprinzip von P. norve-

gensis WSYC 592 und die Einflussnahme auf die Hemmwirkung untersucht wer-

den. Die Sekretomanalyse des Hefestammes P. norvegensis WSYC 592 mittels 

2D-Gelelektrophorese sollte Unterschiede bei der Kultivierung mit verschiedenen 

Kohlenstoffquellen aufzeigen, um eventuelle Hinweise auf eine Abhängigkeit der 
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Hemmwirkung von Medienbestandteilen zu bekommen. Durch „Co“kultivierung der 

Hefen und Listerien in getrennten Kompartimenten und durch Rasterelektronen-

mikroskop-Aufnahmen konnte der Hypothese eines auf Zell-Zell-Kontakt beruhen-

den Hemmmechanismus nachgegangen werden. 

Molekularbiologische Methoden sollten Gewissheit über die Identifizierung des 

St. equorum-Stammes WS 4524 und einen Nachweis für eine vorhandene Peptid-

synthetase geben. Die produzierte Substanz sollte mittels biochemischer und 

chromatographischer Methoden auf ihre Eigenschaften untersucht werden. Es galt 

zu klären, ob es sich bei der von St. equorum WS 4524 produzierten Substanz um 

eine bereits bekannte Substanz handeln könnte. 
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2 Material und Methoden 

2.1  Stammhaltung und -lagerung 

Die verwendeten Hefeisolate (Tab. 2) wurden auf Yeast-Glucose-Chloramphenicol 

(YGC)-Agar (Merck) angezüchtet, dem 10 mg/L Bromphenolblau (Roth) zugesetzt 

worden sind (YGCB-Agar) (174). Durch die unterschiedlich starke Fähigkeit der 

Hefezellen den Farbstoff aufzunehmen, wird durch unterschiedliche Färbung der 

Einzelkolonien das Erkennen von Mischkulturen erleichtert. Frisch überimpfte 

Kulturen auf Festmedium wurden für drei bis vier Tage bei 27°C kultiviert.  

Die Listerienstämme aus der Weihenstephan Listeria Collection (WSLC), sowie 

die Staphylokokken aus der Weihenstephan Strain Collection (WS) (Tab. 2) wur-

den auf Brain-Heart-Infusion (BHI)-Agar (BHI-Bouillon (Merck) mit zusätzlich 

15 g/L Agar) bzw. Trypticase-Soy-Glucose (TSG)-Agar (CASO-Agar (Roth) mit 

zusätzlich 0,1 % D(+)-Glucose-Monohydrat (Fluka)) für ein bis zwei Tage bei 30°C 

kultiviert.  

Reaktivierung von Stämmen aus der Gefriertrocknung 

Zur Reaktivierung der lyophilisierten Hefestämme erfolgte die Resuspension des 

Pellets in 1 mL Yeast-Glucose (YG)-Bouillon (5 g/L Hefeextrakt (Oxoid), 20 g/L 

D(+)-Glucose (Fluka), pH 6,6), die Reaktivierung der Bakterienstämme in BHI-

Bouillon. Aus der Suspension wurde mit einer sterilen Impföse Material entnom-

men und ein Drei-Quadranten-Ausstrich angefertigt. Mit 0,5 mL der Suspension 

wurden weitere 4 mL Bouillon angeimpft und der Rest der Suspension auf eine 

Nähragarplatte gegeben. Die anschließende Kultivierung der Agarplatten erfolgte 

für zwei Tage bei 27°C (Hefen) bzw. 30°C (Bakterien), die Kultivierung der Rea-

genzröhrchen auf einem Schüttler (CERTOMAT® S, B. Braun Biotech Int., Sartori-

us group) bei 180 U/min. Nach Anwachsen der Kulturen erfolgte ausgehend vom 

Drei-Quadranten-Ausstrich eine weitere Passage auf YGCB- bzw. BHI-Agar zur 

Förderung der Stoffwechselaktivität.  

Reaktivierung von Stämmen aus Glyzerinstocks 

Zur Reaktivierung der Organismen aus Glyzerinstocks wurde mit einer Stahlöse 

Zellmaterial entnommen und auf einer Nähragarplatte ein Drei-Quadranten-

Ausstrich angefertigt. Die Agarplatten wurden für zwei bis drei Tage bei entspre-  
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Tabelle 2. Verwendete Organismen. CBS: Centralbureau voor Schimmelcultures, Niederlande. 
WS: Weihenstephan Strain Collection; WSLC: Weihenstephan Listeria Collection; WSYC: Weihen-
stephan Yeast Collection, ZIEL, Abteilung Mikrobiologie, Weihenstephan, Freising, Deutschland. 

  

Spezies   Stamm   Isolationsquelle 
 

 

Hefen 
Issatchenkia orientalis WSYC 555   ? 
    WSYC 557   ? 
    WSYC 558   ? 
    WSYC 559   Salzbad 
    WSYC 776   Harzer Käse 

Pichia cactophila  WSYC 364 (CBS 620) ranzige Butter 

Pichia kluyveri  WSYC 775   ? 

Pichia nakasei  WSYC 731    Harzer Käse 

Pichia norvegensis  WSYC 338 (CBS 6564) klinisches Isolat 
    WSYC 592a    Frischkäse 
    WSYC 773   ? 

Pichia sp.   WSYC 623    Tilsiter 

Pichia pseudocactophila WSYC 366   Pachycereus pectin- 
         arboriginum, Mexico  

 

 

Bakterien 
Listerien 

Listeria monocytogenes WSLC 1364 (Serovar 4b) Käse 
    EGD-e (Serovar 1/2a) (76) 
    EGD-e ∆ptsMan, ∆lmo0027b (178) 

Listeria innocua  WSLC 2339   Käse 

    WSLC 2394   ? 

Listeria ivanovii  WSLC 3061   ? 
    WSLC 3899   Schmierwasser 

Listeria seeligeri  WSLC 4550   Käse 
    WSLC 41132   Lachs 

Staphylokokken 
Staphylococcus aureus WS 2609   Abszess am Bein 
    WS 2612   Huhn 

Staphylococcus equorum WS 2733   franz. Raclette-Käse  
     WSGMO 2733 mic- 

     WS 4522a  
     WS 4523a  
     WS 4524a  
     WS 4525a  
     WS 4526a  

     WS 4554a  

 

a Die Stämme wurden vom Max Rubner-Institut, Abteilung für Mikrobiologie und Biotechnologie, 
Kiel zur Verfügung gestellt 

b Der Stamm wurde vom Lehrstuhl für Mikrobiologie, Universität Würzburg zur Verfügung gestellt 
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chender Temperatur (siehe oben) kultiviert. Nach ausreichendem Wachstum er-

folgte ein weiteres Passagieren zur Förderung der Stoffwechselaktivität. 

Konservierung von Stämmen 

Von allen verwendeten Stämmen wurden zur langfristigen Konservierung Glyce-

rinstocks angefertigt. Hierzu wurde ausreichend Zellmaterial von einem frischen 

Reinigungsausstrich in 5 mL Glyzerinlösung (10 g/L Na-Glutamat, 16 g/L Lacto-

se · H2O, 1 g/L Agar, 0,1 g/L Ascorbinsäure, 120 g/L Glyzerin) überführt und sus-

pendiert. Anschließend wurden je zwei Cyro-Röhrchen (2 mL PP-Röhrchen, Grei-

ner) mit ca. 2 mL befüllt und über Nacht bei 4°C aufbewahrt, bevor sie dauerhaft 

bei -80°C gelagert wurden. Die Lagerung vor dem Einfrieren ermöglicht es den 

Organismen Glyzerin, protektive Substanzen und Vitamine aufnehmen zu können. 

2.2 Untersuchung der antilisteriellen Aktivität ausgewählter Hefenisolate 

2.2.1 Kultivierung der Organismen 

Hefen  

Eine gehäufte Impföse (2 mm Durchmesser) Zellmaterial einer drei bis vier Tage 

alten Kultur auf YGCB-Agar wurde zum Anlegen einer Vorkultur in 5 mL YG-

Bouillon suspendiert und bei 27°C für 24 h auf einem Schüttler (CERTOMAT® S, 

B. Braun Biotech Int., Sartorius group) bei 180 U/min inkubiert. Für die Hauptkultur 

wurden 50 µL dieser Vorkultur in 5 mL YG-Bouillon überführt und unter identi-

schen Bedingungen inkubiert. 

Listerien 

Zum Anlegen einer Übernachtkultur wurden 5 mL BHI-Bouillon mit einer am Vor-

tag auf BHI-Agar überimpften Listerienkultur angeimpft, bei 30°C und 180 U/min 

für 17 h auf einem Schüttler inkubiert. 

2.2.2 Präzipitation des Hefen-Exopolysaccharids (EPS) 

Die Hauptkulturen (50 mL) der in YG+-B (YG-Bouillon mit 10 g/L Trypton (Oxoid), 

pH 6,6) gewachsenen Hefenstämme WSYC 592 und WSYC 623 wurden für 

10 min bei 6.500 x g und 4°C abzentrifugiert. Der Kulturüberstand wurde mit drei 

Volumen 95 % eiskaltem Ethanol versetzt und über Nacht bei 4°C gelagert. Das 

ausgefallene EPS wurde für 10 min bei 10.000 x g abzentrifugiert, mit 70 % eiskal-
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tem Ethanol gewaschen und bei 55°C getrocknet, bevor es in MilliQ-Wasser  

resuspendiert worden ist (98, 117). 

2.2.3 Soft-Agar-Assays 

Das Vorhandensein einer diffundierbaren, antilisteriell wirksamen Substanz konnte 

mit unterschiedlichen Soft-Agar-Diffusions-Assays (Agar-Well-Diffusion(AWD)-

Assay, Agar-Membran-Assay und Agar-Spot-Assay) (16, 29, 79, 177, 181) über-

prüft werden, die bei der Untersuchung einer antibakteriellen Aktivität von Bakteri-

ozinen Verwendung finden. 

In den Diffusionsversuchen wurden 107 bzw. 108 Listerienzellen in 10 mL aufge-

schmolzenen, auf ca. 50°C abgekühlten YG+-Soft-Agar (YG+-Bouillon mit 0,4 % 

bzw. 0,8 % (w/v) Agar) gemischt und in eine leere Petrischale gegossen. Nach 

dem Erstarren wurden für den AWD-Assay Löcher mit einem Durchmesser von 

5 mm in den Soft-Agar gestanzt. Für den Agar-Membran-Assay wurden auf die 

erstarrte Soft-Agaroberfläche nicht-autoklavierte Nitrocellulosemembran-Stücke 

(1,5 x 1,5 cm) (Protran®, Schleicher & Schuell Biosciences GmbH) aufgelegt und 

je 5 µL Probe auf die Membran getropft. Beim Agar-Spot-Assay wurden direkt auf 

die fest gewordene Soft-Agaroberfläche je 20 µL der Probe aufgetropft bzw. beim 

AWD je 20 µL in die zuvor gestanzten Löcher hinein pipettiert. Nach Kultivierung 

der Agarplatten bei 27°C bzw. 30°C für 24 h wurden vorhandene Hemmzonen un-

ter Verwendung von Schräglicht visuell sichtbar gemacht. Die Aufkonzentrierung 

der Hefenüberstände um den Faktor 25 bis 30, geschah mit Hilfe von Zentrifugati-

onsfiltereinheiten (Amicon Ultra-15, Millipore) mit 5 kDa nomineller Molekularge-

wichtsgrenze. Als Positivkontrolle diente Pediocin AcH, ein von Lactobacillus plan-

tarum ALC 01 produziertes Bakteriozin (120).  

2.2.4 Killertoxin-Assay  

Der Assay wurde gemäß Provost et al. (156) mit wenigen Modifikationen durchge-

führt. YG+-Soft-Agar (0,4 % bzw. 0,8 % (w/v)) wurde wie oben mit einem Aliquot 

einer Listerien-ÜNK inokuliert. Eine Impföse voll Zellmaterial einer zwei Tage al-

ten, auf YGCB-Agar kultivierten Hefekultur wurde auf die erstarrte Oberfläche in 

Form einer Linie aufgetragen. Nach Inkubation der Agarplatte bei 27°C für zwei 

Tage konnten vorhandene Hemmzonen im Schräglicht visuell sichtbar gemacht 

werden.  
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Zu den sieben Listerienstämmen (WSLC 1364, 2339, 2394, 3061, 3899, 4550, 

41132) wurden zusätzlich sieben Hefestämme (WSYC 338, 364, 366, 623, 731, 

773, 775) auf ihre Sensitivität gegenüber dem Stamm P. norvegensis WSYC 592 

getestet. Zellmaterial des Hefe-Teststammes wurde mit einer Impföse in Form ei-

ner Linie auf eine YGCBA-Platte aufgetragen, auf deren Oberfläche bereits Zell-

material des Hefe-Indikatorstammes mit einem sterilen Tupfer gleichmäßig verteilt 

worden ist. Das Zellmaterial stammte von zwei Tage alten, auf YGCBA bebrüteten 

Kulturen. Die angefertigten Testplatten wurden über einen Zeitraum von bis zu 

sieben Tagen bei 27°C kultiviert und täglich mit Hilfe von Schräglicht visuell aus-

gewertet. 

2.2.5 Cokultivierung der Hefen mit L. monocytogenes WSLC 1364 auf  

Festmedium  

Die eingesetzten Zellzahlen im Cokultivierungs-Assay lagen bei 105 - 106 Hefezel-

len/cm2 und ca. 6 Listerienzellen/cm2, was einer realistischen Kontaminationsrate 

auf einer Käseoberfläche entspricht (168, 169). Im weiteren Verlauf wurde der  

Titer von L. monocytogenes WSLC 1364 auf 105 KbE/cm2 gesteigert, der ungefähr 

den maximalen, von P. norvegensis WSYC 592 hemmbaren Listerientiter darstellt. 

Die Zelldichte der Listerien-Übernachtkultur wurde durch Messung der optischen 

Dichte bei 600 nm (OD600) bestimmt. Ein OD-Wert von ~ 0,4 entsprach einer Zell-

zahl von ~4 x 108 KbE/mL. Die Listerienkultur wurde mittels einer fortlaufenden 

Verdünnungsreihe auf die gewünschte Zellzahl eingestellt.  

Ein Aliquot von 300 µL der Hefen-Hauptkultur wurde pelletiert (2.500 x g, 5 min, 

RT), in 100 µL ¼ starker Ringerlösung (Merck) resuspendiert und 100 µL der ge-

wünschten Listerienverdünnung hinzugegeben. Das Hefen-Listerien-Gemisch 

wurde vollständig auf eine YG+-Agarplatte (YG+-Bouillon mit 15 g/L Agar) aufge-

tragen. Parallel zu den Cokultivierungsansätzen erfolgte die Anfertigung eines 

Kontrollansatzes zur Beurteilung des Listerienwachstums in Abwesenheit der  

Hefen. Hierzu wurden 100 µL der verwendeten Listerienverdünnung mit der glei-

chen Menge an ¼-Ringerlösung vermischt und auf YG+A ausplattiert. Die Kultivie-

rung der Cokultivierungs- und Kontrollansätze fand für 24 h bei 27°C statt. 

Die eingesetzten Hefen- und Listerienkeimzahlen wurden zur Beurteilung der ge-

nauen Höhe der Listerienhemmung und des Hefenwachstums mitbestimmt. Hierzu 

wurde die bereits bestehende Verdünnungsreihe der Listerien verwendet und zu-
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sätzlich eine fortlaufende Verdünnungsreihe der aufkonzentrierten Hefen angefer-

tigt. Entsprechende Verdünnungsstufen wurden auf YG+A ausplattiert und für zwei 

Tage bei 27°C kultiviert. 

Nach Bebrüten der Cokultivierungsplatten und der Kontrollansätze konnten mit 

Hilfe von 15 mL Zentrifugenröhrchen (Greiner) jeweils zwei Agarplättchen mit ei-

ner Gesamtfläche von 3,53 cm2 ausgestochen werden. Diese wurden mit dem 

Zellrasen nach unten in ein 100 mL Erlenmeyerkolben mit 2 mL vorgelegter ¼-

Ringerlösung überführt und für 30 min bei 130 U/min und RT auf einem Schüttler 

(CERTOMAT® S, B. Braun Biotech Int., Sartorius group) geschwenkt. Die abge-

waschenen Zellen wurden in ein steriles Reagenzröhrchen überführt und Suspen-

sionsrückstände mit einem weiteren Milliliter ¼-Ringerlösung nachgespült. Nach 

Erstellen der fortlaufenden Verdünnungsreihen wurden die gewünschten Verdün-

nungsstufen auf YGCB-Agar bzw. Oxford-Agar mit Cycloheximid (Sifin) ausplat-

tiert und für zwei Tage bei 27°C kultiviert. In einigen Fällen wurde parallel zur Zell-

zahlbestimmung der pH-Wert der Cokultivierungsansätze mit einer Oberflächen-

pH-Elektrode (Mettler Toledo) gemessen. 

2.2.6 Cokultivierung der Hefen-Hauptkultur mit L. monocytogenes unter Einfluss-

nahme unterschiedlicher Zusätze 

Cokultivierung mit einer Hefe-Flüssigkultur 

Der Indikatorstamm L. monocytogenes WSLC 1364 (~105 KbE/mL) wurde direkt 

zu 5 mL einer Hefe-Hauptkultur (108-109 KbE/mL) je einer der beiden Stämme 

WSYC 592 und WSYC 623 zugegeben, weiterhin bei 27°C und 180 U/min kulti-

viert und nach 0 h, 2 h, 6 h und 24 h die Zellzahlen bestimmt.  

Gewinnung des Hefenüberstandes 

Zur Gewinnung des Hefenüberstandes wurde eine Hefekultur (5 mL) in ihrer stati-

onären Wachstumsphase zwei Mal abzentrifugiert (2.500 x g, 10 min, 4°C), wobei 

der Überstand stets in ein neues Gefäß umgefüllt worden ist. Auf diese Weise 

konnte der Überstand weitestgehend von den Hefezellen abgetrennt werden. 

Beim Sterilfiltrieren der Kultur bestand die Möglichkeit, dass die gesuchte Sub-

stanz im Filtermaterial hängen bleibt. Der zweifach abzentrifugierte Kulturüber-

stand wurde mit Listerien (~103 bzw. 104 KbE/mL) versetzt und für 24 h bei 27°C 

und 180 U/min kultiviert, bevor die Listerienzellzahl bestimmt worden ist. Um jegli-
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chen Einfluss der Hefezellen auszuschließen, wurden die Hefekulturen (5 mL) in 

einem Parallelversuch abzentrifugiert, sterilfiltriert (0,22 µm, Millex®-GP), mit ei-

nem gleich hohen Listerientiter versetzt und kultiviert. 

Neben den Überständen der Hefekulturen, wurde auch der Überstand einer Cokul-

tur auf deren antilisterielle Aktivität untersucht. Nach der Cokultivierung einer  

Hefekultur (5 mL) mit 103 KbE/mL des Indikatorstammes WSLC 1364 über 24 h 

wurde diese wie oben abzentrifugiert, der Überstand sterilfiltriert und unmittelbar 

für eine Kultivierung über 24 h mit einem gleich hohen Listerientiter verwendet. 

Auswirkung von Kohlenstoffquellen und Detergenzien auf die Hemmung 

Die Untersuchung der Einflussnahme diverser Kohlenstoffquellen (Tab. 3) (nach-

folgend als C-Quellen bezeichnet) auf den antilisteriellen Wirkmechanismus, fand 

mittels verschiedener Versuchsvariationen statt, die auf der Cokultivierung des 

L. monocytogenes-Indikatorstammes WSLC 1364 mit den Hefe-Flüssigkulturen 

der Hefen WSYC 592 und WSYC 623 basieren (siehe oben).  

Überprüft wurde die Möglichkeit der Hemmung einer zweiten Listeriendosis (103 

KbE/mL) durch Zugabe einer C-Quelle zu derselben Hefe- bzw. Cokultur. Zusam-

men mit den Listerien wurde eine sterilfiltrierte Zuckerlösung (2 % (v/v)) zu der 24 

h alten Cokultur (kultiviert in YG+-Bouillon) hinzugefügt. Die Kultivierung erfolgte 

weiterhin bei 27°C und 180 U/min für weitere 24 h, nach denen die Zellzahlbe-

stimmung stattfand. 

Als Basismedium für die Überprüfung der Verwertbarkeit und der Einflussnahme 

einiger C-Quellen diente Y+-Bouillon (5 g/L Hefeextrakt (Oxoid), 10 g/L Trypton  

(Oxoid), pH 6,6), zu der sterilfiltrierte Lösungen der C-Quellen (2 % (v/v)) hinzu 

gegeben wurden. In diesem Nährmedium erfolgten die Kultivierung des Listerien-

Indikatorstammes und die Kultivierung der Hefen-Vorkultur und -Hauptkultur, mit 

denen anschließend die Cokultivierung durchgeführt worden ist. 

Zur Überprüfung des Einflusses von Na-Lactat auf die Hemmwirkung in Gegen-

wart von Glucose, wurden die Hefen in YG+-Bouillon mit einem festen Glucosean-

teil von 1,5 % bzw. 2 % (w/v) angezüchtet, zu dem die gewünschte Menge an Na-

Lactat (Konzentrationen zwischen 0,75 % und 4,5 % (v/v)) hinzugefügt worden ist. 

Nach Zugabe eines Listerientiters von ca. 103KbE/mL, wurde die Cokultur für 24 h 

bei 27°C und 180 U/min kultiviert. Zellzahlbestimmungen und die Ermittlung der 



2  Material und Methoden  31 

pH-Werte mit pH-Fix-Stäbchen (Macherey-Nagel) erfolgte in Abständen von weni-

gen Stunden. 

Bei Untersuchung der Detergenzien, wurden die Hefe-Hauptkulturen in YG+- statt 

in YG-Bouillon angezüchtet. Die Zugabe der Listerien und des Detergens (ver-

wendete Endkonzentrationen siehe Tab. 4) zur 24 h alten Hefe-Hauptkultur erfolg-

ten gleichzeitig. Die Angaben zur Kultivierung und den Zeitpunkten der Proben-

nahme sind oben zu entnehmen. Die Strukturformeln der Detergenzien sind in 

Abbildung 1 dargestellt. 

Tabelle 3. Verwendete Kohlenstoffquellen.  

Art der Kohlenstoffquelle Name Bezugsquelle 

Monosaccharide   

     Pentosen D-, L-Arabinose AppliChem / Roth 

     Hexosen D(-)-Fructose Merck 

 D(+)-Glucose Fluka 

 D(+)-Galactose Merck 

 D(+)-Mannose Sigma 

 L(+)-Rhamnose Merck 

Disaccharide Maltose-Monohydrat Merck 

 D(+)-Saccharose Fluka 

Carbonsäuren di-Ammoniumhydrogencitrat Roth 

 Natrium-Lactat Sigma 

 Natrium-Pyruvat Merck 

 

  Tabelle 4. Verwendete Detergenzien und ihre eingesetzten Konzentrationen. 

Art des Detergens Name des Detergens 
getestete Endkonzentrationen 

in % (v/v) 

nicht-ionisch Brij® 35 (Sigma) 0,01 / 0,02 / 0,05  

 Nonidet P-40 (Sigma) 0,2 / 0,5 / 1 

 Triton® X-100 (Roth) 0,0125 / 0,0375 / 0,075 / 0,125 

 Tween® 20 (Sigma) 0,001 / 0,02  

zwitterionisch CHAPS (Roth) 0,5 / 2 

 Zwittergent® 3-08 (Fluka) 0,5 / 2 
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Einfluss des Tween® 20 auf Hefen und den Listerien-Indikatorstamm 

Eine weitere Abwandlung bei den Cokultivierungsversuchen mit Detergenzien war 

die separate Anzucht der beiden Hefestämme WSYC 592 und WSYC 623, des 

Indikatorstammes L. monocytogenes WSLC 1364, oder beider Organismen in Ge-

genwart von 0,05 % (v/v) Tween® 20 bereits vor der Cokultivierung. Bei den Hefen 

wurde das Tween® 20 beim Animpfen der Hauptkultur zugegeben und die Zellen 

nach 24 h drei Mal mit ¼-Ringerlösung gewaschen (2.500 x g, 10 min, 15°C). Das 

gewaschene Zellpellet wurde im Überstand einer Hefekultur resuspendiert, die in 

Abwesenheit des Detergens angezüchtet worden ist. So wurden die gleichen Re-

aktionsbedingungen geschaffen wie bei der Cokultivierung mit der 24 h alten He-

fekultur in ihrer stationären Wachstumsphase mit weitestgehend verbrauchten 

Nährstoffen. Bei den Listerien wurde das Detergens beim Ansetzen der Über-

nachtkultur zugesetzt und die Zellen 17 h später ebenfalls mit ¼-Ringerlösung drei 

Mal gewaschen (10.000 x g, 10 min, 15°C). Die anschließende Cokultivierung 

(siehe oben) fand mit ~104 KbE/mL Listerien statt.  

Chaps

X=H

Nonidet P40

Triton® -X-100

Tween® 20

Zwittergent® 3-08

X=7

X=9-10

Brij® 35

 
 Abbildung 1. Strukturformeln der verwendeten Detergenzien. 
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2.2.7 Kultivierung der Organismen in getrennten Kompartimenten 

Durch die Kultivierung in zwei, durch eine Membran voneinander getrennten Kom-

partimenten, sollte überprüft werden, ob ein direkter Zell-Zell-Kontakt zwischen 

Hefen und Listerien für eine Ausübung der Hemmung notwendig ist. 

Für diese Versuche wurden 6-well Zellkulturplatten mit Einsätzen der Firma Cor-

ning (Transwell®, Corning B.V. Life Sciences, Niederlande) (Abb. 2) bzw. Nunc 

(Thermo Electron LED GmbH) verwendet. Die beiden Kompartimente sind durch 

eine Polycarbonatmembran mit einem Porendurchmesser von 0,4 µm (Corning) 

bzw. eine Anopore™-Membran mit 0,2 µm Porendurchmesser (Nunc) getrennt. 

Die Einsätze der Firma Corning haben durch ihre hängende Lagerung in den Kavi-

täten einen festen Abstand zu den Seitenwänden und zum Boden der Zellkultur-

platte (Abb. 2). Im Gegensatz dazu werden die Einsätze der Firma Nunc in die 

Kavitäten eingelassen und können sich durch den fehlenden Abstandshalter wäh-

rend der Kultivierung auf einem Schüttler in der Kavität bewegen. Die Porengröße 

der Membran ist so gewählt, dass die Keime die Membran i.d.R. nicht passieren 

können, jedoch den Stoffaustausch aus dem jeweiligen Flüssigmedium gewähr-

leisten.  

Transwell® Einsatz

oberes Kompartiment 

unteres Kompartiment
Membran

 
Abbildung 2. Seitenansicht eines Transwell®-Einsatzes der Firma Corning. Der obere Ring 
des Transwell®-Einsatzes liegt dem oberen Rand der Kavität auf, wodurch Bodenkontakt vermie-
den wird. Der Boden des Transwell®-Einsatzes besteht aus einer Polycarbonatmembran (0,4 µm 
Porendurchmesser) und trennt die Organismen in den beiden Kompartimenten voneinander, er-
möglicht aber den Stoffaustausch.  

L. monocytogenes WSLC 1364 wurde in Zelldichten von 102 und 104 KbE/mL 

eingesetzt, die Hefenstämme WSYC 592 bzw. WSYC 623 mit 106 bzw. 108 

KbE/mL. Einerseits wurden die Hefen in den oberen Kompartimenten und die 

Listerien in den unteren kultiviert, andererseits in umgekehrter Anordnung. Die 

Kultivierung der Zellkulturplatten fand für 24 h bei 27°C und ca. 100 U/min (Ika 

Schüttler MTS 4, Ika Labortechnik Staufen) statt. Zur Keimzahlbestimmung 

wurden Aliquots aus den einzelnen Kompartimenten verdünnt und auf 

entsprechende Selektivmedien ausplattiert. Beim Entnehmen der Proben aus den 

Kompartimenten war es von besonderer Wichtigkeit die sedimentierten Zellen zu 
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besonderer Wichtigkeit die sedimentierten Zellen zu resuspendieren, um keine 

verfälschten Keimzahlen zu detektieren. 

2.2.8 Zellaufschluss 

Die Zellen des aktiven Stammes P. norvegensis WSYC 592 wurden zur Überprü-

fung einer eventuellen Auslösung einer antilisteriellen Aktivität durch Zelltrümmer 

in einer Zellmühle (Vibrogen Zellmühle, E. Bühler GmbH) aufgeschlossen. Die 

Hefe-Hauptkultur wurde nach 24 h bei 2.500 x g und 4°C für 10 min abzentrifugiert 

und das gewonnene Zellpellet in einem Verhältnis von ca. 1 : 2 mit Glasperlen  

(Ø 0,1 mm, Roth) zu einer Paste vermischt. Der vorgekühlte 15 mL-Stahlbecher 

wurde 2 bis 3 cm unter den Rand mit der Paste befüllt und die Zellen für ca. 40 

min bei 4°C aufgeschlossen. Diese wurden anschließend mit dem gleichen Volu-

men an ¼-Ringerlösung versetzt, gevortext, durch Umfüllen in ein neues Gefäß 

von den Glasperlen abgetrennt.  

Für die Cokultivierungsversuche mit L. monocytogenes WSLC 1364 auf Festme-

dium wurden die aufgeschlossenen Zellen samt Zelltrümmern verwendet. Außer-

dem wurde diese Fraktion pelletiert (2.500 x g, 4°C, 10 min) und die Zelltrümmer 

konzentriert im Cokultivierungsversuch eingesetzt. Der beim Abzentrifugieren er-

haltene Überstand wurde sterilfiltriert (Millex®-GP, 0,22 µm) und ebenfalls im Co-

kultivierungsversuch untersucht. 

2.3 Rasterelektronenmikroskopie 

Probenpräparation 

Nach einer Cokultivierung mit einem L. monocytogenes WSLC 1364-Titer von 5 x 

105 KbE/cm2 auf Festmedium, wurden nach 12, 18 und 24 Stunden mit einem 

Skalpell kleine Agarstücke in Form eines umgekehrten Pyramidenstumpfes aus-

geschnitten (Oberseite: 5 x 5 mm, Basis: 3 x 3 mm), in 2 % Glutaraldehyd (EM-

Grade; Plano, Wetzlar) (in 0,1 M Phosphatpuffer nach Sörensen, pH 7,2) bei 4°C 

fixiert und in der Fixierlösung bis zur weiteren Aufarbeitung kühl gelagert. Die Pro-

ben wurden dann 3 x mit 0,1 M Na-Phosphatpuffer (pH 7,2) gewaschen und an-

schließend in einer aufsteigenden Alkoholreihe (30 % bis 100 %) (getrocknet; 

SeccoSolv-Qualität, Merck) entwässert. Anschließend wurden sie in einer aufstei-

genden Reihe (30 % bis 100 %) in Aceton (getrocknet; SeccoSolv-Qualität, Merck) 

überführt. Die Kritische-Punkt-Trocknung mit CO2 erfolgte in einer CPD030-Anlage 
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(BAL-TEC, Lichtenstein). Die getrockneten Proben wurden auf Aluminium-

Standard-Stiftprobentellern (Durchmesser: 12 mm; Plano, Wetzlar) mit Leit-C 

(Plano, Wetzlar) montiert. Die Proben wurden in eine MED020 Hochvakuum-

Kleinbeschichtungsanlage (BAL-TEC, Lichtenstein) überführt, die mit einem Gold-

Target Wechselflansch-Sputterkopf (Abstand Probentisch – Goldtarget: 5 cm) 

ausgerüstet wurde. Die Anlage wurde evakuiert und der Rezipient anschließend 

mit Argon geflutet (Gasdruck: 5 x 10-2 mbar). Der Sputterprozess wurde für 35 sec 

bei einer Stromstärke von 30 mA durchgeführt. Die Schichtdicke der aufgedampf-

ten Goldschicht (ca. 20 nm) wurde mit einem Quarz-Schichtdickenmessgerät 

(QSG 100, BAL-TEC, Lichtenstein) kontrolliert. 

Rasterelektronenmikroskopie 

Die REM-Analyse wurde in einem XL30 Rasterelektronenmikroskop (FEI Compa-

ny, Eindhoven) im Hochvakuum-Modus („HiVac“) bei einer Beschleunigungsspan-

nung von 10 kV mit einem Sekundärelektronen-Detektor durchgeführt (maximale 

Primärvergrößerung: 10.000 x). Die digitale Bilddokumentation erfolgte im Stan-

dard-TIFF-Format. 

2.4 Gelelektrophorese 

2.4.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) 

Mit Hilfe der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach 

Laemmli (110) wurden Proteine nach ihrer Größe aufgetrennt. Zur Durchführung 

wurde das Minigel-System von Biometra (Biometra GmbH, Göttingen) mit einer 

Gelgröße von 86 x 77 x 0,5 mm der 10%igen SDS-Gele benutzt. Die Proben wur-

den vorher in 4 x SDS-Probenpuffer (4 % SDS, 4 % Glyzerin, 0,05 %  

ß-Mercaptoethanol, 0,1 % Bromphenolblau, 30 mM Tris-HCl, pH 6,8) für 10 min 

bei 95°C erhitzt. Die Elektrophorese erfolgte in SDS-Laufpuffer (3 g/L Tris-Base, 

14,4 g/L Glycin, 1 g/L SDS). Die Proben liefen bei 100 V in das Sammelgel ein. 

Nach dem Übergang in das Trenngel wurde die Spannung auf 150 V erhöht. Als 

Molekulargewichtsstandard diente der PageRuler™ Unstained Protein Ladder 

(Fermentas). 

Die aufgetrennten Proteine wurden mit der Coomassie-Färbemethode visualisiert, 

die wie folgt durchgeführt worden ist. Die Gele wurden für 15 min in Coomassie-

Färbelösung (0,25 % Coomassie Brilliant Blue R250 (Sigma), 45 % Isopropanol, 
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9 % Essigsäure, 45,75 % Aqua dest.) gelegt, bis die Gele tiefblau gefärbt waren. 

Anschließend wurden sie kurz mit Aqua dest. gespült, bevor sie für 10 min in Ent-

färberlösung (10 % Essigsäure, 40 % Methanol, 50 % Aqua dest.) gegeben wur-

den. Der letzte Schritt wurde so oft wiederholt, bis das Trenngel fast farblos und 

der Molekulargewichtsstandard gut sichtbar war. 

 

Für 4 Gele:  Trenngel:  

  11 mL H
2
O

dest 
 

  7,5 mL 1,5 M Tris pH 8,8  
  11,5 mL Acrylamid  
  300 µL 10% SDS  
  45 µL TEMED  
  45 µL APS  

Sammelgel:  

7,5 mL H
2
O

dest 
 

3,2 mL 0,5 M Tris pH 6,8  
3,2 mL Acrylamid  
128 µL 10% SDS  
38 µL TEMED  
53 µL APS

2.4.2 Zweidimensionale Gelelektrophorese 

Probenvorbereitung 

Zur Gewinnung des Sekretoms wurde eine Hefe-Hauptkultur nach 10 h Kultivie-

rung für 15 min bei 4.000 x g und 4°C abzentrifugiert, der Kulturüberstand unmit-

telbar danach sterilfiltriert (Millex®-GP, 0,22 µm) und auf Eis gelagert. Die Hefekul-

turen wurden teilweise für 15 min mit 100 mM NaCl behandelt, um oberflächenge-

bundene Proteine zu solubilisieren, bevor die Zellen geerntet und der Überstand 

sterilfiltriert worden ist. Die Proteine wurden mit 10 % (v/v) Trichloressigsäure 

(TCA, Sigma-Aldrich) über Nacht bei 4°C gefällt und am nächsten Tag per Zentri-

fugation für 1 h bei 10.000 x g und 4°C (Sigma 3K30) gewonnen. Das Pellet wurde 

vorsichtig in eiskaltem Aceton (-20°C) (Roth) aufgenommen, für 30 min bei 13.000 

x g und 4°C abzentrifugiert und anschließend 6-mal mit eiskaltem Aceton (-20°C) 

mit 0,2 % 1,4-Dithiothreitol (DTT) (Merck) gewaschen. Das getrocknete Pellet 

wurde in 200 µL Lysis-Puffer (2 M Thioharnstoff, 7 M Harnstoff, 1 % (w/v) DTT, 

4 % (w/v) CHAPS, 2 % (w/v) Pharmalyte (pH 3-10), 10 mM Pefabloc) resuspen-

diert Die Proteinkonzentration wurde mittels 2-D Quant Kit (GE Healthcare) be-

stimmt und die Proben bis zur Weiterverwendung bei -80°C gelagert.  

Zweidimensionale Gelelektrophorese 

Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels zweidimensionaler (2D) Gele-

lektrophorese (148) nach dem Laboratory Manual von Görg et al. (82). Kurze Be-

schreibung: Die isoelektrische Fokussierung fand auf immobilisierten pH-
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Gradienten (22) (IPG-strips, 18 cm, pH 4-7, GE Healthcare) im Ettan IPGphor 3 

IEF System (GE Healthcare) statt. Die Rehydrierung der Gelstreifen geschah über 

Nacht in Puffer bestehend aus 2 M Thioharnstoff, 7 M Harnstoff, 1 % (w/v) Serdo-

lit, 1 % (w/v) DTT, 4 % (w/v) CHAPS und 0,002 % (w/v) Bromphenolblau. Eine 

Proteinmenge von ca. 100 µg wurde auf jeweils einen Gelstreifen appliziert und 

über 35-45 kVh bei 20°C fokussiert. Die Gelstreifen wurden anschließend für 2 x 

15 min äquilibriert (50 mM Tris-HCl (pH 8.8) mit 2 % (w/v) SDS, 6 M Harnstoff, 

30 % (v/v) Glycerin), wobei beim ersten Schritt zusätzlich 1 % (w/v) Dithiothreitol 

(DTT) und beim zweiten Schritt 4 % (w/v) Iodacetamid im Puffer enthalten waren. 

Die zweite Dimension wurde mit 10 %igem SDS-Polyacrylamidgel im Ettan DALT 

six Vertical System (GE Healthcare) für 18 h bei 15 mA pro Gel ausgeführt. Nach 

Visualisierung der Proteine durch Silberfärbung, wurden die gefärbten Gele auf 

einem Flachbettscanner (HP Scanjet 4890) digitalisiert. 

2.5 Untersuchung der antilisteriellen Aktivität von St. equorum WS 4524 

2.5.1 Molekularbiologische Methoden 

2.5.1.1 PCR und Sequenzierung 

Die Kultivierung der St. equorum-Stämme WS 4524 und WS 2733 erfolgte über 

Nacht in 5 mL BHI-Bouillon bei 30°C und 160 U/min, die des St. equorum-

Stammes WSGMO 2733 mic- zusätzlich mit 5 µg/mL Tetracyclin. Die DNS wurde 

mit Hilfe des MasterPure™ Gram Positive DNA Purification Kit (Epicentre® Bio-

technologies, Madison, WI, USA) nach Angaben des Herstellers isoliert. Vor der 

Lagerung der Proben bei -20°C, wurde die Konzentration im NanoDrop® ND-1000 

Spektralphotometer bestimmt. 

Zur Identifizierung eines putativen Peptidsynthetasegens im Genom der St. equo-

rum-Stämme WS 4524, 2733 und WSGMO 2733 mic-, wurden degenerierte Oli-

gonukleotidprimer nach Carnio et al. 2001 (38) verwendet, die aus einer hoch 

konservierten Region bereits bekannter Peptidsynthetasen abgeleitet sind. Unter 

Verwendung der Primer PSF3 (upstream) 5´-GG(ACT) (AT)C(AGT) AC(ACT) 

GG(ACT) (AC)A(AGCT) CC(ACT) AA(AG) GG-3´ und PSR2 (downstream) 5´-

GGC A(GT)C CAT (CT)T(CT) GCC A(AG)G TC(AGCT) CC(GT) GT-3´ konnte der 

738 bp lange DNS-Abschnitt im T3000 Thermocycler (Biometra GmbH) vervielfäl-

tigt werden. Der PCR-Ansatz bestand aus 100 pmol je Primer (MWG Biotech), 
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1,5 mM MgCl2 (ABgene), 0,4 mM je dNTP (ABgene), 5 µL 10 x Thermoprime 

Standard Puffer (ABgene), ~100 ng DNS als Template, 0,5 U Thermoprime Taq 

Polymerase® (ABgene) und wurde mit sterilem MilliQ-Wasser auf 50 µL Gesamt-

volumen aufgefüllt. Nach einer initialen Denaturierung bei 95°C für 5 min folgte die 

Amplifizierung über 35 Zyklen (95°C für 15 s, 50°C für 30 s, 72°C für 1 min) und 

einer abschließenden Elongation bei 72°C für 5 min. Nach Überprüfung der PCR 

durch Agarose-Gelelektrophorese mit 1 %igem (w/v) Agarosegel (Sea-Kem® Aga-

rose, Roth), konnten die PCR-Produkte mit dem GenElute™ PCR Clean-Up Kit 

(Sigma-Aldrich) aufgereinigt werden.  

Die Sequenzierung wurde extern durch die Firma GATC Biotech AG durchgeführt. 

Die Identifizierung der erhaltenen Nukleotidsequenzen erfolgte über eine Daten-

bankrecherche mit BlastN und BlastX bei NCBI (http://www.ncbi.nlm. 

nih.gov/BLAST). 

2.5.1.2 Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA) 

Bei der ARDRA wird mit einem universellen Primerpaar ein 2,4 kbp langes PCR-

Produkt amplifiziert, welches die 16S rDNS, die 16S-23S rDNS Interspacer-

Region und etwa 500 bp der 23S rDNS (193) enthält. Ein Vergleich des Frag-

mentmusters des nacheinander erfolgten Verdaus mit den Restriktionsendo-

nukleasen HindIII und XmnI ließ eine Speziesidentifizierung zu.  

Zur Gewinnung der genomischen DNS wurde Zellmaterial einer zwei Tage auf 

modifiziertem Milchagar (mMA) mit Delvocid (93) bei 30°C kultivierten Staphylo-

kokkenkultur mit einer sterilen Impföse aufgenommen, in 200 µL 1x PCR-Puffer 

(20 mM Tris-HCl, pH 8.8, 16 mM (NH4)2SO4, 1,5 mM MgCl2 x 6 H2O, 0,01 % (w/v) 

Gelatine) resuspendiert und für 30 min bei 95°C unter Schütteln aufgekocht. Für 

die anschließende PCR wurden 1,9 µl des Lysats verwendet. Die PCR erfolgte mit 

geringfügigen Änderungen nach Hoppe-Seyler et al. 2003 (94). Die Amplifizierung 

der PCR-Produkte mit einem universellen Primerpaar (upstream: 5´-TGG CTC 

AGA TTG AAC GCT GGC GGC-3´; downstream: 5´-CCT TTC CCT CAC GGT 

ACT GGT-3´ (193)) geschah, nach einer initialen Denaturierung (92°C für 5 min), 

über 35 Zyklen (93°C für 1 min, 58°C für 2 min, 72°C für 2 min und 18 s), gefolgt 

von einer abschließenden Elongation bei 72°C für 10 min. Der Restriktionsverdau 

erfolgte über Nacht bei 37°C in einem Volumen von 20 µL, bestehend aus 5 U 

Restriktionsenzym, Inkubationspuffer und 10 - 17,5 µL des unaufgereinigten PCR-
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Produkts, zuerst mit HindIII, gefolgt von XmnI (New England Biolabs). Die Auf-

trennung der DNS-Fragmente nach dem Restriktionsverdau geschah mit Hilfe der 

Agarose-Gelelektrophorese. Das Färben des Agarosegels fand in Ethidiumbromid 

für 30 min statt, gefolgt von einem 15 minütigen Entfärben in destilliertem Wasser. 

Die digitale Bilddokumentation fand mit Hilfe des Molecular Imager Gel Doc XR 

System (BioRad) und der Software Quantity One 1-D Analysis (BioRad) statt. 

2.5.1.3 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) 

Die PFGE ermöglicht, durch das sich periodisch verändernde elektrische Feld, 

eine Auftrennung großer DNS-Fragmente (bis zu 1x107
 bp). Bei der herkömmli-

chen Agarose-Gelelektrophorese sind die Fragmente ab einer Größe von ca. 104
 

bp nicht mehr separierbar. Die genomische DNS wird mit einer selten schneiden-

den Restriktionsendonuklease (hier SmaI) in ca. 15 bis 20 Fragmente zerlegt (99). 

Diese werden in dem diskontinuierlichen elektrischen Feld aufgetrennt, sodass ein 

stammspezifisches Fragmentmuster entsteht und Stämme, z.B. die in dieser  

Arbeit verwendeten St. equorum-Stämme WS 4524 und WS 2733, voneinander 

differenziert werden können.  

Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist die schonende Behandlung der genomi-

schen DNS. Durch das Einbetten in Agarblöcke ist sie bei den vielen Arbeitsschrit-

ten vor Scherkräften und damit vor dem Zerfallen in kleinere Fragmente geschützt. 

Präparation der DNS 

Die Stämme wuchsen zwei Tage bei 30°C in mPC-Bouillon mit Delvocid (93) ohne 

Schütteln an. Die Pellets der 2 mL-Aliquots wurden mit 1 mL 1x TE-Puffer (pH 8) 

resuspendiert und gewaschen; sie konnten bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert 

werden. Die Zellpellets wurden in 1 mL low melted Agarose (1 %ig (w/v) in 0,5 x 

TBE-Puffer aufgekocht) resuspendiert und in die Taschen der Plugmolds (BioRad) 

pipettiert. Das Polymerisieren fand für 45 min bei 8°C statt. Ein Agarose Plug wur-

de in 1,5 mL Lysozymlösung (2 mg/mL Lysozym in 50 mM EDTA pH 8, 0,05 %  

N-Lauroylsarcosine, 20 U Mutanolysin, 5 mg/mL Brij 58, 2 mg/mL Na-

Desoxycholat, 2,5 µg/mL RNase) gegeben und für ca. 6 h bei 37°C verdaut. An-

schließend wurden die Plugs in Proteinase K-Lösung (1 mM Tris-HCl pH 8, 1 % 

(v/v) SDS, 0,45 M EDTA pH 8, 583 µg Proteinase K (Sigma)) umgesetzt und über 

Nacht bei 50°C inkubiert. Zum Inaktivieren der Proteinase K werden die Plugs zu-

erst für 1 h bei 50°C in 1x TE-Puffer (pH 8), danach bei 37°C über Nacht in Pe-
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fabloc-Lösung (290 µg/mL Pefabloc (Merck) in 1xTE-Puffer pH 8) inkubiert. Vor 

dem Restriktionsverdau werden die Plugs sechs Mal je 30 min in 1xTE-Puffer 

(pH 8) gewaschen und bei 4°C gelagert.  

Restriktionsverdau und Elektrophorese 

Die Hälfte eines Plugs, die wiederum in zwei Teile geschnitten worden ist, wurde 

zuerst für 30 min in 1x Restriktionspuffer äquilibriert und anschließend in Gegen-

wart von 20 U SmaI (New England Biolabs) über Nacht bei 37°C verdaut. Zeit-

gleich wurde der molekulare Gewichtsstandard (LowRange PFG Marker, New 

England Biolabs) über Nacht bei 4°C in 1x TE-Puffer umgepuffert.  

Die verdauten Proben wurden vor der Elektrophorese in Ficoll-Bromphenolblau-

Lösung (3,75 mg/mL Ficoll (Calbiochem), 30,5 µg/mL Bromphenolblau (Merck), 

0,5x TBE-Puffer) für 30 min bei 8°C umgepuffert. Nach Gießen und Polymerisie-

ren des 1 %igen Agarosegels (Pulsed Field Certified Agarose, BioRad) konnten 

die Proben und der Gewichtsstandard in die Geltaschen eingesetzt und die  

Taschen mit 1 %iger Agarose versiegelt werden. Das Agarosegel wurde in die mit 

0,5 x TBE-Puffer befüllte, auf 14°C vorgekühlte Gelkammer (BioRad) hineingelegt 

und die Elektrophorese gestartet. Eine Spannung von 6,4 V/cm wurde in 10 s  

Intervallen in einem Winkel von 120° über einen Zeitraum von 18 h angelegt. Das 

Färben des Agarosegels fand in Ethidiumbromid für 30 min statt, gefolgt von ei-

nem 15 minütigen Entfärben in destilliertem Wasser. Die digitale Bilddokumentati-

on fand mit Hilfe des Molecular Imager Gel Doc XR System (BioRad) und der Soft-

ware Quantity One 1-D Analysis (BioRad) statt. 

2.5.2 Antilisterielle Aktivität und deren Stabilität 

Der aufkonzentrierte und gefriergetrocknete Kulturüberstand der beiden St. equo-

rum-Stämme WS 4524 und WS 2733 wurde von M. Koslowsky (Max Rubner-

Institut, Abteilung für Mikrobiologie und Biotechnologie, Kiel) aufbereitet und zur 

Verfügung gestellt. Kurze Beschreibung: Die zwei Bakterienstämme wurden in 

einem 1,5 L Fermenter in mPC-Bouillon bei 25°C für 24 h angezüchtet und der 

Kulturüberstand mit Ammoniumsulfat (70 % (w/v)) über Nacht bei 4°C unter Rüh-

ren gefällt. Die nach Zentrifugation erhaltenen Pellets wurden in 50mM Tris-Puffer 

aufgenommen, über Nacht mit dem gleichen Puffer dialysiert und das gewonnene 

Dialysat gefriergetrocknet.  
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Die Bestimmung der antilisteriellen Aktivität der unaufgereinigten Hemmstoffe er-

folgte mit der critical dilution-Methode nach Barefoot und Klaenhammer 1983 (14) 

die in arbitrary units (AU) pro mL ausgedrückt wird. Hierzu wurde eine fortlaufen-

de, zweifache Verdünnungsreihe angefertigt und mittels Agar-Spot-Assay mit den 

Indikatorstämmen L. monocytogenes WSLC 1364, L. innocua WSLC 2339, WSLC 

2394, und L. ivanovii WSLC 3061 getestet. Der Kehrwert der Verdünnungsstufe, 

die noch eine Hemmzone im Soft-Agar hervorruft, drückt die Aktivitätsstärke des 

Hemmstoffes aus. 

Zur Klärung der biochemischen Eigenschaften des unaufgereinigten Hemmstoffes, 

wurde dieser einigen physikalischen, chemischen und enzymatischen Behandlun-

gen unterzogen. Der in MilliQ-Wasser gelöste unaufgereinigte Hemmstoff (1 % 

(w/v)) wurde über einen Zeitraum von zwei Wochen bei - 20°C, 4°C und RT gela-

gert. Die Hitzesensitivität untersuchte man durch Erhitzen der hemmenden Lösung 

für 1 h bei 90°C, 100°C, 110°C oder 120°C. Die Stabilität gegenüber proteolyti-

schen Enzymen wurde durch Inkubation mit 50 µg/mL Proteinase K (Roth), 

50 µg/mL, 250 µg/mL oder 450 µg/mL Trypsin (Biochrom) über 2 h bei 37°C, ge-

folgt von einer Inaktivierung des Enzyms für 10 min bei 95°C, getestet. Das Lös-

lichkeitsverhalten in organischen Lösungsmitteln und die verbleibende Wirksam-

keit nach dem Auflösen in Aceton, Acetonitril, Chloroform, Dichlormethan, DMSO, 

Ethanol, Isopropanol oder Methanol wurden ebenfalls getestet. Der gelöste 

unaufgereinigte Hemmstoffe wurde für eine Stunde bei RT inkubiert, das 

Lösungsmittel anschließend in einer Vakuumzentrifuge bei 30°C evaporiert und 

das verbliebene Pellet in 100 µL MilliQ-Wasser gelöst. Die verbliebene 

antilisterielle Aktivität nach den oben genannten Behandlungen wurde mittels 

Agar-Spot-Assay bestimmt. 
2.5.3 Flüssigchromatographie 

Durch Einsatz des FPLC (Fast Protein Liquid Chromatographie)-Systems ÄKTA™ 

purifier 10 (GE Healthcare) und unter Verwendung von Chromatographiesäulen 

mit verschiedenen Eigenschaften, konnte die hemmende Substanz nach weiteren 

Aspekten, wie Größe, Ladung oder Hydrophobizität untersucht werden. Alle hier-

bei verwendeten Geräte und Chromatographiesäulen wurden von GE Healthcare 

bezogen. Die Steuerung des Gerätes, sowie die Auswertung der Chroma-

tographieläufe fand mit Hilfe der Software Unicorn™ 5.11 statt. 
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Der unaufgereinigte Hemmstoff wurde im jeweiligen Lauf- oder Auftragspuffer ge-

löst (1 % (w/v)), sterilfiltriert und 100 µL der Probe mit 500 µL des Lauf-

/Auftragspuffers bei einer Geschwindigkeit von 0,5 mL/min auf die Säule aufgetra-

gen. Die Elution erfolgte in der Regel über 1,5 Säulenvolumen (SV) bei einer Ge-

schwindigkeit von 1 mL/min, während dieser Fraktionen von 1 mL aufgefangen 

wurden. Die Messung der Absorption fand bei 280 nm statt und wird in Milli Ab-

sorbance Units (mAU) ausgedrückt. Die verwendeten Puffer sind bei den jeweili-

gen Säulen aufgeführt. Die Säulenläufe erfolgten bei RT. 

Die Gelfiltrationssäule HiTrap Desalting besitzt eine Ausschlussgrenze von 5 kDa 

und wird üblicherweise zur Entsalzung von Proben verwendet. Mit dieser Säule 

konnte schnell nach großen (< 5 kDa) und kleinen (> 5 kDa) Substanzen aufge-

trennt werden. Setzte man dem Laufpuffer (siehe unten) noch 6 M Harnstoff zu, so 

konnten evtl. vorhandene Aggregate aufgetrennt werden. Eine weitere Gelfiltrati-

onssäule, Superose 6 10/300 GL, erlaubt eine Auftrennung der Moleküle über ei-

nen Bereich von 5 kDa bis 5.000 kDa. Die Elutionsgeschwindigkeit wurde bei die-

ser Säule auf 0,5 mL/min reduziert. 

Gelfiltration: 

Säule:   HiTrap Desalting   Superose 6 10/300 GL 
Säulenvolumen(SV): 5 mL     24 mL 
Ausschlussgrenze: 5 x 103 Mr    4 x 107 Mr 
Trennbereich:       5 x 103 – 5 x 106 Mr 
Laufpuffer:   50 mM Na-Phosphat, 50 mM NaCl, pH 7 
Gradient:  isokratisch    isokratisch 
Flussrate:  1 mL/min    0,5 mL/min 
Elutionsvolumen: 1,5 SV     1,5 SV 

Die Hydrophobizität des Hemmstoffes wurde mit Säulen der hydrophoben Interak-

tions-Chromatographie (HIC) untersucht. Die HiTrap Phenyl FF (high/low sub)-

Säulen weisen eine mittlere bis hohe Hydrophobizität auf und eignen sich für initia-

le Reinigungsschritte. Die HiTrap Butyl-S FF-Säule weist eine geringe Hydropho-

bizität und einen anderen Bindungsliganden auf, das die Selektivität erweitert. Mit 

diesen Säulen fand die Elution bei 0,5 mL/min über einen linearen Gradienten 

statt. Die Probe wurde im Auftragspuffer (Puffer B) gelöst und über 2,5 SV auf die 

Säule aufgetragen. Über einen Zeitraum von 10 SV wurde die Ammoniumsulfat-

Konzentration von 1,5 M auf Null gesenkt und diese Konzentration für weitere 2 

SV beibehalten. Das Waschen der Säule fand im Anschluss über 5 SV mit Puffer 

B statt.  
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Die Fraktionen wurden zum Teil in einer Vakuum-Zentrifuge (Eppendorf Con-

centrator 5301) aufkonzentriert. Die Aktivitätsbestimmung der Fraktionen fand mit-

tels Agar-Spot-Assay statt. 

Hydrophobe Interaktionschromatographie: 

Säule:   HiTrap Phenyl    HighTrap Phenyl  HiTrap Butyl-S   
   Sepharose 6 FF Sepharose 6 FF Sepharose 6 FF 
   (high sub)  (low sub)  
Säulenvolumen (SV): 1 mL   1 mL   1 mL 
Ligand:   Phenyl   Phenyl   Butyl-S 
Ligandendichte:  40 µmol/mL  25 µmol/mL  10 µmol/mL 
 
folgende Angaben sind für alle drei Säulen identisch 
 
Puffer:  A: 50 mM Na-Phosphat, pH 7    
  B: Puffer A + 1,5 M Ammoniumsulfat, pH 7    
Gradient: linear 
  Start:  100% Puffer B über 2,5 SV 
  Gradient: 100% -> 0% Puffer B über 10 SV 
  Ende:  0% Puffer B über 2 SV 
  Waschen: 100% Puffer B über 5 SV 
Flussrate: 0,5 mL/min
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3 Ergebnisse 

Die Ergebnisse der Experimente zur partiellen Charakterisierung des antilisteriel-

len Wirkprinzips von Pichia norvegensis WSYC 592 und Staphylococcus  

equorum WS 4524 sind in zwei voneinander unabhängigen Abschnitten aufge-

führt. Zunächst wird auf die Ergebnisse und Erkenntnisse eingegangen, die mit 

dem Hefestamm P. norvegensis WSYC 592 erzielt worden sind.  

Pichia norvegensis WSYC 592 

3.1 Bestimmung des Hemmpotentials einiger Hefeisolate mittels Cokulti-

vierung auf Festmedium 

Die antilisterielle Aktivität einiger Hefeisolate wurde im Vorfeld mittels Cokultivie-

rung auf Festmedium bestimmt. Bei eingesetzten 6 KbE/cm2 des Indikatorstam-

mes L. monocytogenes WSLC 1364 wurde die Listerienzellzahl in Anwesenheit 

der Hefeisolate Issatchenkia orientalis WSYC 555, 557, 558 und 559 um vier Zeh-

nerpotenzen gegenüber dem Kontrollansatz, bei dem die Listerien bis auf 106 

KbE/cm2 anwuchsen, reduziert. P. norvegensis WSYC 592 war in der Lage einen 

Titer von 105 KbE/cm2 des Listerien-Indikatorstammes WSLC 1364 nach 24 Stun-

den Cokultivierung bis unter die Nachweisgrenze zu reduzieren. Der eingesetzte 

Titer lag weit über einer realistischen Kontamination mit L. monocytogenes von 

i.d.R. <10 KbE/cm2 (168, 169). Pichia sp. WSYC 623 und I. orientalis WSYC 776 

reduzierten die Listerien lediglich um eine Zehnerpotenz.  

3.2 Hemmungskinetik auf Festmedium 

Zur Bestimmung des Zeitpunktes, zu dem die Hemmwirkung einsetzte, wurde eine 

Hemmungskinetik über 48 Stunden mittels Cokultivierung auf Festmedium 

durchgeführt. Während der Kultivierung des Kontrollansatzes (L. monocytogenes 

WSLC 1364 ohne Hefen) bzw. der Cokultivierung mit der nicht-hemmenden 

Kontrollhefe Pichia sp. WSYC 623 (eingesetzter Hefentiter 105-106 KbE/cm2) 

konnten die Listerien von ursprünglich 105 KbE/cm2 auf 108 KbE/cm2 anwachsen 

(Abb. 3). In Anwesenheit der hemmenden Hefe P. norvegensis WSYC 592 

(eingesetzter Hefentiter 105-106 KbE/cm2) wuchsen die Listerien innerhalb von 

neun Stunden bis auf 107 KbE/cm2, wurden jedoch nach 21 Stunden 

Cokultivierung bis unter die Nachweisgrenze reduziert. Nach ca. zehn Stunden 

Cokultivierung, der Zeitpunkt, ab dem die stationäre Wachstumsphase der 
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die stationäre Wachstumsphase der P. norvegensis WSYC 592 begann, setzte die 

Hemmwirkung ein. 

Der pH-Wert des Cokultivierungsansatzes mit der Hefe WSYC 592 sank nach 

sechs Stunden Cokultivierung, ca. vier Stunden vor den beiden Kontrollansätzen, 

ab und erreichte nach zwölf Stunden Cokultivierung einen Wert von pH 4,8. Weite-

re sechs Stunden später erreichte der pH-Wert mit pH 4,6 sein Minimum. Ver-

gleichbare pH-Werte erreichten die Kontrollansätze erst nach 18 bzw. 24 Stunden 

Cokultivierung (Abb. 3). Nach 48 Stunden Cokultivierung lag der pH-Wert des Co-

kultivierungsansatzes mit der hemmenden Hefe WSYC 592 bei pH 4,9, mit der 

nicht-hemmenden Kontrollhefe WSYC 623 bei pH 4,5 und der pH-Wert des Kon-

trollansatzes ohne Anwesenheit der Hefen bei pH 4,3. 
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Abbildung 3. Listerien- und Hefezellzahlen während Cokultivierung auf Festmedium. Zellzah-
len von L. monocytogenes WSLC 1364 ohne den Einfluss von Hefen (▲) bzw. während Cokultivie-
rung mit den Hefestämmen WSYC 592 (■) oder WSYC 623 (●); Zellzahlen der hemmenden Hefe 
WSYC 592 (    ) und der Kontrollhefe WSYC 623 (    ), gemessen über einen Zeitraum von 48 h. 
Parallel wurden die pH-Werte (leere Symbole) der Agarplatten mit einer Oberflächen-pH-Elektrode 
gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte von zwei bis acht unabhängigen Experimenten mit Feh-
lerbalken. 

Mit der Erkenntnis, dass die Hemmung der Listerien in der stationären Wachs-

tumsphase des Stammes P. norvegensis WSYC 592 stattfand und der Hefestamm 

seine volle antilisterielle Wirkung während dieser Wachstumsphase entfaltete, 

konnten nachfolgende Versuche zur Untersuchung des hemmenden Prinzips dar-

auf ausgerichtet werden. 
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3.3 Bestimmung der Hemmaktivität in Flüssigmedium 

Die Hefe-Hauptkulturen (Flüssigkulturen) der Stämme WSYC 592 und WSYC 623 

in ihrer stationären Wachstumsphase wurden aufgrund vorheriger Ergebnisse auf 

ihr antilisterielles Hemmpotential untersucht. Der Listerien-Indikatorstamm WSLC 

1364 wurde in einer Dichte von ca. 105 KbE/mL direkt zur jeweiligen Hefe-

Hauptkultur gegeben und nach mehreren Zeitpunkten die Listerienzellzahl be-

stimmt. Bereits nach zwei Stunden Cokultivierung konnten die Listerien durch die 

Hauptkultur der P. norvegensis WSYC 592 um anderthalb Zehnerpotenzen, nach 

sechs Stunden Cokultivierung um vier Zehnerpotenzen bzw. bis unter die Nach-

weisgrenze in ihrer Zellzahl reduziert werden (Abb. 4). Nach 24 Stunden waren mit 

dem Plattenauszählverfahren keine Listerien mehr detektierbar. Eine Hemmung 

der Listerien in Flüssigkulturen bzw. Flüssigmedium war somit ebenfalls möglich. 

Bei der Cokultivierung mit der nicht-hemmenden Kontrollhefe WSYC 623 war ein 

minimaler Rückgang der Listerienzellzahlen zu erkennen. 
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Abbildung 4. Listerienzellzahlen während der Cokultivierung mit den Hauptkulturen der He-
fen WSYC 592 (▲) und WSYC 623 (■) bei 27°C und 180 U/min für 24 h. Die Zellzahlbestimmun-
gen erfolgten nach 0 h, 2 h, 6 h und 24 h. Angegeben sind die Mittelwerte von neun unabhängigen 
Experimenten mit Fehlerbalken. 

3.4 Einflussnahme auf die Hemmaktivität und deren Stabilität 

Da sich zeigte, dass die Hemmung des Indikatorstammes L. monocytogenes 

WSLC 1364 auch im Flüssigmedium möglich war, wurde der Versuchsaufbau 

dementsprechend umgestellt. Dies bedeutete, gegenüber der Cokultivierung auf 

Festmedium, eine erhebliche Erleichterung, da mehrere Bedingungen gleichzeitig 

untersucht werden konnten. Untersucht wurde die Stabilität des Hemmpotentials 
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der P. norvegensis WSYC 592 und die Einflussnahme einer Auswahl an Kohlen-

stoffquellen und Detergenzien (Tab. 3, 4) auf den antilisteriellen Wirkmechanis-

mus.  

3.4.1 Abhängigkeit der antilisteriellen Aktivität vom Zugabezeitpunkt der Listerien 

Nachdem eine nahezu vollständige Hemmung von L. monocytogenes WSLC 1364 

durch den aktiven Hefestamm WSYC 592 bereits nach sechs Stunden Cokultivie-

rung möglich war, stellte sich die Frage, ob nach einer erneute Zugabe an Liste-

rien zur selben Hefekultur bzw. Cokultur ebenfalls eine vollständige oder auch par-

tielle Reduktion der Listerienzellzahl erreicht werden könnte. Hierzu wurde sechs 

bzw. 24 Stunden nach der ersten Listerienzugabe (eingesetzter Titer 103 KbE/mL) 

der gleiche Titer an Listerien ein weiteres Mal hinzugefügt und die Listerienzellzahl 

nach 24 bzw. 48 Stunden bestimmt (Abb. 5).  

24 h

VK HK

1. Listerienzugabe

2. Listerienzugabe 
nach 6 h

0h   6h 24h

Probennahme

A

24 h

VK HK

1. Listerienzugabe

0h   48h24h

Probennahme

2. Listerienzugabe
nach 24 h

B

 
Abbildung 5. Schematische Darstellung der Cokultivierungen bei erneuter Zugabe der Liste-
rien. Die Listerienzugabe erfolgte jeweils zum Zeitpunkt 0 h und zusätzlich nach 6 h (A) bzw. 24 h 
(B) Cokultivierung. Die Listerienzellzahl wurde nach 0 h, 6 h, 24 h (A) bzw. nach 0 h, 24 h und 48 h 
(B) bestimmt. VK: Hefen-Vorkultur. HK: Hefen-Hauptkultur. 

Die zweite zugeführte Listeriendosis nach sechs Stunden (Abb. 5 A) konnte von 

P. norvegensis WSYC 592 vollständig gehemmt bzw. bis unter die Nachweisgren-

ze reduziert werden (Tab. 5). Im Falle der Kontrollhefe WSYC 623 verdoppelte 

sich die Listerienzellzahl, bedingt durch die erneute Zugabe, auf 2 x 103 KbE/mL. 

Erfolgte die erneute Listerienzugabe nach 24 Stunden (Abb. 5 B), so konnte der 

zusätzliche Listerientiter durch P. norvegensis WSYC 592 nicht mehr gehemmt 

werden und blieb somit bei der eingesetzten Konzentration von 1 x 103 KbE/mL 

(Tab. 5).  

Eine Modifizierung dieses Versuchsansatzes sah vor der erneuten Listerienzuga-

be nach 24 Stunden einen Nährmediumswechsel vor. Das Zellpellet der Cokultur 

wurde dazu in frischer YG+-Bouillon resuspendiert und für weitere 24 Stunden mit 
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einem Listerientiter von 103 KbE/mL cokultiviert. Durch diesen Nährmediums-

wechsel konnte auch die nach 24 Stunden zugeführte Listeriendosis vollständig 

gehemmt werden.  

In einem weiteren Versuch wurden die Hefen WSYC 592 und WSYC 623 über 72 

Stunden statt 24 Stunden kultiviert, bevor ein Listerientiter von ~103 KbE/mL zu-

gegeben worden ist. Eine Listerienhemmung nach 24 Stunden Cokultivierung 

konnte nicht beobachtet werden. 

Tabelle 5. Listerienzellzahlen während der Cokultivierung mit erneuter Zugabe an Listerien 
nach sechs Stunden (A) bzw. nach 24 Stunden (B). Angegeben sind die Mittelwerte aus zwei 
unabhängigen Experimenten. 

 Zeitpunkt der Zellzahlbestimmung 

 

WSYC 592 
[KbE/mL] 

 

 

WSYC 623 
[KbE/mL] 

 

0 h nach 1. Listerienzugabe 7 x 102 7 x 102 

vor  2. Listerienzugabe 0 8 x 102 
6 h 

nach 2. Listerienzugabe 8 x 102 1 x 103 
A 

24 h  0 1 x 103 

0 h nach 1. Listerienzugabe 7 x 102 6 x 102 

vor  2. Listerienzugabe 0 5 x 102 
24 h 

nach 2. Listerienzugabe 9 x 102 1 x 103 
B 

48 h  1 x 103 1 x 103 

 

3.4.2 Einfluss diverser Kohlenstoffquellen auf die antilisterielle Aktivität 

Die Kohlenstoffquelle (C-Quelle) als Bestandteil des Nährmediums und als mögli-

che Ursache des beobachteten Wiederauftretens der antilisteriellen Aktivität wur-

de, zur Aufklärung des Effektes, genauer untersucht. In den folgenden Versuchen 

galt es einige Fragestellungen zu beantworten.  

3.4.2.1 Welche C-Quellen nehmen Einfluss auf die Hemmwirkung? 

Zu Glucose strukturähnliche C-Quellen 

Die standardmäßig in den Cokultivierungsversuchen genutzte C-Quelle Glucose 

wurde durch strukturähnliche C-Quellen ersetzt (Abb. 6) und die Hemmwirkung 

der P. norvegensis WSYC 592 überprüft. An Stelle des unter 3.4.1 beschriebenen 

Nährmedienwechsels wurde lediglich die C-Quelle zu einer 24 Stunden alten Co-

kultur hinzugegeben. Es zeigte sich, dass die Hefe WSYC 592 eine zweite hinzu-

gefügte Listeriendosis (~103 KbE/mL) des Indikatorstammes WSLC 1364 nach 
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weiteren 24 Stunden Cokultivierung (Abb. 5 B) erneut bis unter die Nachweisgren-

ze reduzierte, wenn Glucose, Fructose oder Mannose (2 % v/v) zugegeben wur-

den. Ohne erneute Zugabe der C-Quellen oder bei Cokultivierung mit der nicht-

hemmenden Hefe WSYC 623 blieb die Listerienzellzahl auf Höhe des eingesetz-

ten Titers von ~103 KbE/mL. 

Kulturen des Hefestammes WSYC 592, die über 72 Stunden kultiviert wurden, 

waren nicht in der Lage den eingesetzten Listerientiter von ~103 KbE/mL in der 

Zellzahl zu reduzieren. Die Zugabe eines der drei Monosaccharide Glucose, Fruc-

tose oder Mannose (2 % v/v) zu einer 72 Stunden alten Hefekultur von WSYC 592 

bewirkte ein erneutes Auftreten der antilisteriellen Aktivität, sodass 

L. monocytogenes WSLC 1364 bis unter die Nachweisgrenze gehemmt werden 

konnte. 

Die drei Hexosen weisen im Bereich der Kohlenstoffatome C3 bis C6 eine identi-

sche Struktur auf (Abb. 6). Um zu überprüfen, ob die strukturelle Komponente im 

Zusammenhang mit dem Wiederauftreten der antilisteriellen Aktivität steht, wurde 

der Fokus auf weitere strukturähnliche C-Quellen gelegt. Im gleichen Ver-

suchsaufbau wurde D-Arabinose, die ebenfalls den beschriebenen Strukturteil 

aufweist, sowie D-Galactose, die sich nur am C4-Kohlenstoffatom von der Gluco-

se unterscheidet, getestet. Hinzu kamen die beiden Disaccharide Maltose und 

Saccharose, bestehend aus Glucose und Fructose bzw. aus zwei Glucosemolekü-

len. Keines der vier letztgenannten Mono- oder Disaccharide konnte eine Reakti-

vierung der antilisteriellen Aktivität herbeiführen.  

 
Abbildung 6. Strukturvergleich der D-Formen der Monosaccharide Glucose, Fructose, Man-
nose, Arabinose und Galactose. Der eingerahmte Strukturteil ist mit Ausnahme der Galactose 
identisch. Die blau markierte Hydroxygruppe hebt den Unterschied der Galactose zur Glucose 
hervor. 
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Selektiv von den Organismen verwertbare C-Quellen 

Weiterhin wurden C-Quellen getestet, die nur von einem der beiden Organismen 

verwertet werden konnten. L-Rhamnose, die von L. monocytogenes (69), nicht 

aber von der Spezies P. norvegensis (15) verstoffwechselt werden kann, wurde 

hierzu ausgewählt. Auf Seite der Hefen wurde di-Ammoniumhydrogencitrat aus-

gewählt, da diese Citrat verstoffwechseln konnten (15). Listerien verwerteten auf-

grund ihres unvollständigen Citrat-Zyklus (67, 86, 186) das Citrat nicht (12).  

Als Basismedium für die Kultivierung der beiden Organismen in Abwesenheit der 

Glucose diente Y+-Bouillon, der 2 % (v/v) der zu testenden C-Quelle hinzugefügt 

wurden. Nach der 24h-Cokultivierung eines Titers von 104 KbE/mL des Indikator-

stammes L. monocytogenes WSC 1364 mit den Hefekulturen von WSYC 592 bzw. 

WSYC 623, wurde in Gegenwart von di-Ammoniumhydrogencitrat keine Hem-

mung der Listerien festgestellt, obwohl ein zu Glucose vergleichbares Hefen-

wachstum zu beobachten war. Auffallend war der neutrale End-pH-Wert. Im Ge-

gensatz zur Cokultivierung mit di-Ammoniumhydrogencitrat war bei der Cokultivie-

rung in Gegenwart von Glucose ein End-pH-Wert von ca. 4,6 erreicht worden.  

In Anwesenheit von L-Rhamnose konnten weder der Listerien-Indikatorstamm 

WSLC 1364, noch die beiden Hefestämme WSYC 592 und WSYC 623 merklich 

wachsen. Eine Hemmung der Listerien blieb ebenfalls aus. 

3.4.2.2 Tritt eine Initiierung der Hemmaktivität auf Seite der Listerien auf? 

An dieser Stelle galt es herauszufinden, ob die C-Quellen Glucose und Mannose 

auf Seite der Listerien eine Reaktion in Gang setzen, die eine Hemmung durch 

P. norvegensis WSYC 592 ermöglicht oder sogar beschleunigt. 

Falls die Glucose maßgebend an der Listerienhemmung durch den Hefestamm 

WSYC 592 beteiligt ist, so müsste der Listerien-Indikatorstamm WSLC 1364 bei  

Überschuss an Glucose im Kultivierungsmedium schneller durch den aktiven He-

festamm abgetötet werden können.  

L. monocytogenes WSLC 1364 wurde über Nacht mit zusätzlich 2 % (v/v) Glucose 

in BHI-Bouillon kultiviert, 17 Stunden später in einem Titer von 103 KbE/mL zu Kul-

turen der Hefen WSYC 592 und WSYC 623 zugegeben und die Listerienzellzah-

len in engen Zeitabständen bestimmt. Sowohl die normal in BHI-Bouillon, als auch 

die mit Glucose im Wachstum geförderten Listerien wurden gleich schnell von der 
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aktiven Hefe WSYC 592 in ihrer Zellzahl reduziert (Abb. 7). Die Vermutung, dass 

ein Überschuss an Glucose die Hemmung der Listerien beschleunigt bzw. dass 

durch Glucose im Wachstum geförderte Listerien schneller gehemmt werden, wur-

de widerlegt. 
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Abbildung 7. Listerienzellzahlen während Cokultivierung mit den Hauptkulturen der Hefen 
WSYC 592 (■) und WSYC 623 (▲) bei 27°C und 180 U/min für 24 h. Die Zellzahlbestimmungen 
erfolgten nach 0 h, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h und 24 h. Leere Symbole: Das Wachstum der Listerien-ÜNK 
wurde zusätzlich mit 2 % (v/v) Glucose gefördert. Angegeben sind die Mittelwerte von zwei bis drei 
unabhängigen Experimenten mit Fehlerbalken. 

Mit Hilfe der Mannose wurde getestet, ob sich die Hemmwirkung verändert, wenn 

der Listerien-Indikatorstamm die C-Quelle nicht verstoffwechseln kann. Hierzu 

wurde die Deletionsmutante L. monocytogenes EGD-e ∆ptsMan, ∆lmo0027 heran-

gezogen, bei der der Mannosetransport durch die Deletion des Mannose-

Phosphotransferase (PTS)-Systems unterbunden ist. Somit konnte der Einfluss 

auf die Hemmwirkung mit einer C-Quelle getestet werden, unter deren Einsatz 

eine Hemmung der Listerien möglich war.  

Die beiden Hefestämme WSYC 592 und WSYC 623, sowie der Wildtypstamm 

L. monocytogenes EGD-e und die Deletionsmutante EGD-e ∆ptsMan, ∆lmo0027, 

wurden in Y+-Bouillon mit 2 % (v/v) Mannose vorkultiviert. Die Zellzahl beider He-

fe-Hauptkulturen lag im Bereich von 108 – 109 KbE/mL und war vergleichbar mit 

Glucose kultivierten Hefen. Auch die beiden Listerienstämme waren in der Lage 

bis zu einer Zelldichte anzuwachsen, die mit der Kultivierung in BHI-Bouillon ver-

gleichbar war. Der aktive Hefestamm WSYC 592 reduzierte während der Cokulti-

vierung über 24 Stunden den eingesetzten Titer des Wildtypstammes 

L. monocytogenes EGD-e und der Deletionsmutante von je 104 KbE/mL bis auf 
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wenige Zellen bzw. bis unter die Nachweisgrenze (Tab. 6). In Gegenwart der 

nicht-hemmenden Kontrollhefe WSYC 623 blieb der eingesetzte Titer der Deleti-

onsmutante von 104 KbE/mL nahezu unverändert, wohingegen es bei der Cokulti-

vierung mit dem Wildtypstamm L. monocytogenes EGD-e einen Zellzahlrückgang 

von ca. einer Zehnerpotenz gab. Die Hemmung der Deletionsmutante 

L. monocytogenes EGD-e ∆ptsMan, ∆lmo0027 war unabhängig von ihrer Fähigkeit 

Mannose zu verwerten.  

Tabelle 6. Zellzahlen nach 24 Stunden Cokultivierung der beiden L. monocytogenes-Stämme 
EGD-e und EGD-e ∆ptsMan, ∆lmo0027 mit den Kulturen der beiden Hefen WSYC 592 und 
WSYC 623. Die eingesetzten Hefezellzahlen lagen bei ~7 x 108 KbE/mL, die eingesetzte Listerien-
zellzahl bei ca. 4 x 104 KbE/mL. Angegeben sind die Mittelwerte aus zwei unabhängig durchgeführ-
ten Experimenten. 

Stamm 
L. monocytogenes EGD-e 

[KbE/mL] 

L. monocytogenes EGD-e 
∆ptsMan, ∆lmo0027 

[KbE/mL] 

P. norvegensis 
WSYC 592 

6,8 0 

Pichia sp. 
WSYC 623 

2,2 x 103 1,5 x 104 

 

3.4.2.3 Die Sonderrolle des Lactat 

Lactose wird in der frühen Phase der Käsereifung durch Starter- und Nicht-

Starterkulturen schnell zu Lactat metabolisiert (188). Die Verstoffwechselung des 

Lactats durch Hefen führt zu einer Entsäuerung der Käseoberfläche (33, 63). Da 

Lactat im Käse eine natürlich vorkommende C-Quelle darstellt, wurden Natrium-

Lactat (nachfolgend nur als Lactat bezeichnet), sowie Natrium-Pyruvat mit eben-

falls drei Kohlenstoffatomen, als Einflussfaktoren auf die Hemmwirkung der 

P. norvegensis WSYC 592 getestet.  

Der aktive Hefestamm WSYC 592, sowie der Kontrollstamm WSYC 623 wurden in 

YL+-Bouillon (enthielt 2 % v/v Lactat) kultiviert. Mit 108 KbE/ml nach Kultivierung 

über 24 Stunden zeigten die Hefen ein sehr gutes Wachstum, das mit Glucose als 

C-Quelle vergleichbar war. Der eingesetzte Listerientiter von ~103 KbE/mL des 

Indikatorstammes WSLC 1364 stieg während der Cokultivierung über 24 Stunden 

unter Einfluss der Hefekulturen bis auf 108 KbE/ml an. Die Listerien wurden von 

der antilisteriell wirksamen Hefe WSC 592 nicht in ihrer Zellzahl reduziert. Eine 

weitere Beobachtung war der erhöhte pH-Wert der Cokultur. Lag dieser nach der 

Cokultivierung mit Fructose, Glucose oder Mannose über 24 Stunden mit pH ~4,6 

im sauren Bereich, so wurde in Gegenwart von Lactat ein pH-Wert von 8 bis 9 er-
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reicht. Mit Natrium-Pyruvat konnten weder der Listerien-Indikatorstamm, noch die 

beiden Hefestämme merklich wachsen. Eine Hemmung der Listerien wurde nicht 

beobachtet. 

Aufgrund des vollständigen Ausbleibens der Hemmung mit Lactat als C-Quelle 

wurde die Rolle des Lactats innerhalb des Hemmmechanismus genauer unter-

sucht. In Zusammenarbeit mit Dr. Stefanie Goerges wurden Cokultivierungen mit 

einer festen Glucosekonzentration von 2 % bzw. 1,5 % (w/v) und variierenden An-

teilen an Lactat durchgeführt (Abb. 8). L. monocytogenes WSLC 1364 wurde in 

einem Titer von ~103 KbE/ml eingesetzt und die Listerienzellzahl über einen Zeit-

raum von 24 Stunden in engen Zeitabständen bestimmt. Aufgrund der oben beo-

bachteten pH-Wert-Erhöhung in Gegenwart von Lactat wurden parallel die pH-

Werte bestimmt.  

Bei den Versuchsreihen mit ausschließlich 2 % Glucose hemmte die aktive Hefe 

WSYC 592 den Listerien-Indikatorstamm WSLC 1364, in Abwesenheit von Lactat, 

nach acht Stunden Cokultivierung vollständig. Der pH-Wert sank nach ca. vier 

Stunden von ursprünglich pH 6,5 auf ein Minimum von pH 4,5 und verblieb auf 

diesem Niveau. Die zusätzliche Gegenwart von 1,5 % oder 3 % (v/v) Lactat beein-

flussten die Hemmung der Listerien nicht, sodass auch hier nach acht Stunden 

keine Listerien mehr vorgefunden wurden. Mit diesen beiden Lactatkonzentratio-

nen sank der pH-Wert nach vier Stunden auf pH ~5,5 ab und pendelte sich nach 

zehn Stunden Cokultivierung in einen Bereich zwischen pH 6 und pH 7 ein. In ei-

ner weiteren Versuchsreihe (graue Kurven) mit 2 % Glucose und 4,5 % Lactat 

wurde die Hemmung der Listerien durch P. norvegensis WSYC 592 soweit herab-

gesetzt, dass nach 24 Stunden noch einige wenige Listerien vorhanden waren. 

Die pH-Werte dieser Versuchsreihe (hellblaue Kurven) waren ähnlich den Werten, 

wie bei den Cokultivierungen mit 1,5 % und 3 % Lactat.  

Bei den Versuchsreihen mit einer festen Glucosekonzentration von 1,5 % (w/v) 

wurde das Lactat in wesentlich niedrigeren Konzentrationen zudosiert. Im Ver-

gleich zum vorhergehenden Versuch führte die niedrigere Glucosekonzentration 

zu einer zwei Stunden verzögerten Listerienhemmung durch die aktive Hefe 

WSYC 592, sodass erst nach zehn Stunden Cokultivierung keine Listerien mehr 

nachweisbar waren, wenn kein Lactat vorhanden war. Die pH-Wert-Entwicklung 

war jedoch nahezu identisch zu den Versuchsreihen mit 2 % Glucose. Eine Re-
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duktion der Listerienzellzahlen bis unter die Nachweisgrenze nach zehn Stunden 

Cokultivierung war auch beim Versuchsansatz kombiniert mit 0,25 % Lactat zu 

beobachten. Hier waren pH-Werte zu verzeichnen, die bis zwölf Stunden Cokulti-

vierung mit dem Versuchsansatz ohne Lactat vergleichbar waren. Nach 24 Stun-

den Cokultivierung lag der pH- Wert bei pH 7,5 und differierte vom Cokultivier- 
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Abbildung 8. Cokultivierung des Indikatorstammes L. monocytogenes WSLC 1364 mit dem 
Hefestamm WSYC 592 mit einem festen Glucoseanteil von 2% (oben) bzw. 1,5% (unten) und 
variierenden Lactatanteilen. Die Kultivierung fand über 24 h bei 27°C und 180 U/min statt. Die 
Zellzahlbestimmung erfolgte zwischen 4 h und 14 h in 2 h-Abständen. Dargestellt sind die Ergeb-
nisse zweier Einzelexperimente. Die bestimmten Listerienzellzahlen und ermittelten pH-Werte sind 
in schwarz und dunkelblau (erster Versuchsdurchgang) bzw. grau und hellblau (zweiter Versuchs-
durchgang) dargestellt. 
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ungsansatz ohne Lactat um 2,5 pH- Einheiten. Wurde die Cokultivierung mit 0,5 % 

Lactat durchgeführt, waren nach vierzehn Stunden Cokultivierung keine Listerien 

mehr auffindbar. Beim Versuchsansatz mit 0,75 % Lactat konnte erst nach 24 

Stunden eine vollständige Inhibierung der Listerien festgestellt werden. In einem 

weiteren Versuchsansatz wurde die Lactatkonzentration an die der Glucose ange-

glichen, sodass jeweils 1,5 % der beiden C-Quellen vorhanden waren. Hier war 

nach 24 Stunden Cokultivierung eine Listerienzellzahl detektierbar, die minimal 

niedriger als der eingesetzte Titer war. Der pH-Wert lag hier nach vier Stunden 

Cokultivierung ca. eine Einheit über dem pH-Wert des Ansatzes ohne Lactat. 

Nach 24 Stunden wurde, wie bei den anderen Konzentrationen, ein Unterschied 

von ca. zwei pH-Einheiten festgestellt. In der zweiten Versuchsreihe (graue Kur-

ven) war bei der Cokultivierung ohne Lactat, im Vergleich zur ersten Versuchsrei-

he, eine Verzögerung der Hemmung um vier Stunden festzustellen, was gegen-

über früheren Versuchen unüblich war. Die Entwicklung der Listerienzellzahlen mit 

2 % Glucose und 4,5 % Lactat bzw. je 1,5 % Glucose und Lactat kann demnach 

nicht ohne weiteres mit den anderen Ergebnissen verglichen werden. Sie dienen 

der Orientierung und dem Erkennen einer allgemeinen Tendenz.  

Bei Verwendung der Kontrollhefe WSYC 623 blieben die Listerienzellzahlen wäh-

rend der Cokultivierungen bei allen getesteten Glucose-Lactat-Kombinationen mit 

3 x 102 bis 8 x 102 KbE/mL im Bereich des eingesetzten Listerientiters. 

Nachfolgend sind in Tabelle 7 eine Übersicht der Verwertbarkeit der oben geteste-

ten C-Quellen, sowie ihr Einfluss auf die Hemmwirkung der P. norvegensis WSYC 

592 gegeben. 

Tabelle 7. Übersicht der Verwertbarkeit der C-Quellen und die Hemmung des Listerien-
Indikatorstammes WSLC 1364 in ihrer Gegenwart. 

C-Quelle 

G
lu

c
o

s
e
 

F
ru

c
to

s
e
 

M
a
n

n
o

s
e
 

R
h

a
m

n
o

s
e
 

d
i-

A
m

m
o

n
iu

m
-

h
y
d

ro
g

e
n

-
c
it

ra
t 

L
a
c
ta

t 

P
y
ru

v
a
t 

 

P. norvegensis 
WSYC 592 

+ + + - + + - 
 

Verwert-
barkeit L. mono-

cytogenes 
WSLC 1364 

+ + + - - + - 

Hemmung der Listerien + + + - - - - 
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3.4.3 Einfluss von Detergenzien 

Im Vorfeld wurden die Hefen WSYC 592, WSYC 623 und der Listerien-

Indikatorstamm WSLC 1364 auf ihr Wachstum in Anwesenheit einer Auswahl von 

nicht-ionischen und zwitterionischen Detergenzien untersucht (Tab. 8). Die beiden 

Hefestämme erreichten auch in Anwesenheit der Detergenzien Zellzahlen zwi-

schen 108 und 109 KbE/mL, was mit den Kontrollwerten (Kultivierung ohne Deter-

gens) vergleichbar war. Nonidet P-40 vermochte in Konzentrationen von 0,5 % 

(v/v) und 1 % (v/v) das Listerienwachstum um ca. eine bzw. anderthalb Zehnerpo-

tenzen zu inhibieren. Die übrigen nicht-ionischen und die beiden zwitterionischen 

Detergenzien beeinflussten das Listerienwachstum nicht. 

Tabelle 8. Hefen- und Listerienzellzahlen [KbE/mL] nach 24 h Kultivierung mit Detergenzien 
in den angegebenen Konzentrationen. n.b.: nicht bestimmt. 

 

Detergens 
 

 

Konzentration 
[%] (v/v) 
 

WSYC 592 WSYC 623 WSLC 1364 

ohne 0 5 x 108 4 x 108 8 x 108 

Brij® 35 0,5 7 x 108 5 x 108 n.b. 

Chaps 2 4 x 108 5 x 108 1 x 108 

0,2 n.b. n.b. 1 x 108 

0,5 3 x 108 5 x 108 7 x 107 Nonidet P-40 

1 n.b. n.b. 2 x 107 

Triton® X-100 0,125 3 x 108 1 x 109 3 x 108 

Tween® 20 0,02 4 x 108 4 x 108 4 x 108 

Zwittergent® 3-08 2 5 x 108 3 x 108 3 x 108 

3.4.3.1 Nicht-ionische Detergenzien 

Tween® 20, Brij® 35, Triton®-X-100 

Die drei nicht-ionischen Detergenzien Brij® 35, Triton®-X-100 und Tween® 20 setz-

ten bereits bei Einsatz niedriger Konzentrationen die Hemmleistung der P. norve-

gensis WSYC 592 herab.  

Den größten Effekt zeigte Tween® 20, das keinen Einfluss auf das Verhalten der 

Kontrollhefe WSYC 623 gegenüber den Listerien ausübte, wogegen schon eine 

geringe Mengen des Detergens (0,001 % v/v) ausreichte, um die Hemmung der 

Listerien durch die Hefe WSYC 592 partiell aufzuheben (Abb. 9). Bei Einsatz einer 

Konzentration von 0,001 % (v/v) Tween® 20 wuchsen die Listerien in Cokultur mit 

der Hefe WSYC 592 im Vergleich zum Ansatz ohne Tween® 20 um ca. eine Zeh-
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nerpotenz höher an. Der Einsatz höherer Konzentrationen (ab 0,02 % v/v) hatte 

eine vollständige Aufhebung der Hemmwirkung zur Folge.  

Der antilisteriellen Aktivität der P. norvegensis WSYC 592 wirkte Brij® 35 ab einer 

Konzentration von 0,01 % (w/v) entgegen. Im Hemmverhalten der Hefe 

WSYC 592 war ab dieser Konzentration eine deutliche Veränderung zu sehen 

(Abb. 9). Ab Konzentrationen von 0,05 % (w/v) war keine Hemmung durch die He- 
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Abbildung 9. Cokultivierung des Indikatorstammes WSLC 1364 mit den Hauptkulturen der 
Hefen WSYC 592 und WSYC 623 in Gegenwart der nicht-ionischen Detergenzien Tween®20 
(oben) und Brij®35 (unten). Die Zellzahlbestimmung erfolgte nach 0 h, 2 h, 6 h und 24 h. Ange-
geben sind die Mittelwerte von zwei bis drei unabhängigen Experimenten mit Fehlerbalken. 
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fe WSYC 592 mehr möglich. Mit Brij® 35 wurde das Verhalten der Kontrollhefe 

WSYC 623 auf das Listerienwachstum nicht beeinflusst.  

Der Einsatz von Triton® X-100 erforderte eine Konzentration von 0,0375 % (v/v), 

um eine partielle Aufhebung der Hemmwirkung zu verursachen (Abb. 10). Die 

vollständige Aufhebung der Hemmaktivität der P. norvegensis war ab einer Kon-

zentration von 0,125 % (v/v) des Detergens zu beobachten. 
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Abbildung 10. Cokultivierung des Indikatorstammes WSLC 1364 mit den Hauptkulturen der 
Hefen WSYC 592 (oben) und WSYC 623 (unten) in Gegenwart des nicht-ionischen Detergens 
Triton®X-100. Die Zellzahlbestimmung erfolgte nach 0 h, 2 h, 6 h und 24 h. Angegeben sind die 
Mittelwerte von zwei bis drei unabhängigen Experimenten mit Fehlerbalken. 

Nonidet P-40 

Das nicht-ionischen Detergens Nonidet P-40 (NP-40) wirkte toxisch auf den Indi-

katorstamm L. monocytogenes WSLC 1364. In Gegenwart von 0,5 % bzw. 1 % 

(v/v) NP-40 wurde die Listerienzellzahl nach 24 Stunden Kultivierung um ca. eine 
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halbe bzw. eine Zehnerpotenz reduziert (Tab. 8). Bei Cokultivierung des Listerie-

Indikatorstammes mit der nicht-hemmenden Kontrollhefe Pichia sp. WSYC 623 in 

Gegenwart von 0,5 % (v/v) NP-40 wurde die Listerienzellzahl nach 24 Stunden um 

über zwei Zehnerpotenzen reduziert (Abb. 11). Aufgrund der Toxozität des NP-40 

gegenüber L. monocytogenes WSLC 1364 konnte keine Aussage über den Ein-

fluss dieses Detergens auf das Hemmpotential der P. norvegensis WSYC 592 ge-

geben werden. 
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Abbildung 11. Cokultivierung des Listerien-Indikatorstammes WSLC 1364 mit den Hauptkul-
turen der Hefen WSYC 592 (links) und WSYC 623 (rechts) in Gegenwart des nicht-ionischen 
Detergens Nonidet P-40. Die Zellzahlbestimmung erfolgte nach 0 h, 2 h, 6 h und 24 h. Angege-
ben sind die Mittelwerte von zwei bis vier unabhängigen Experimenten mit Fehlerbalken. 

3.4.3.2 Zwitterionische Detergenzien 

Die beiden zwitterionischen Detergenzien CHAPS und Zwittergent® 3-08 wurden 

jeweils in den Konzentrationen 0,5 % (v/v) und 2 % (v/v) getestet. Mit beiden Kon-

zentrationen von CHAPS wurde die Hemmung des Listerien-Indikatorstammes 

WSLC 1364 durch die Hefe WSYC 592 vollständig aufgehoben (Abb. 12 oben). Im 

Gegensatz dazu hatte Zwittergent® 3-08 keinen bzw. nur einen minimalen Einfluss 

auf das Hemmvermögen der P. norvegensis WSYC 592 (Abb. 12 unten). Bemer-

kenswert war, dass Zwittergent® 3-08 in einer Konzentration von 0,5 % (v/v) 

scheinbar einen stärkeren Effekt auf die Hemmleistung der Hefe WSYC 592 

ausübte, als in 2 %iger Konzentration. Die Ursache hierfür konnte nicht geklärt wer 

den. Bei Cokultivierungen mit der Kontrollhefe WSYC 623, unter Einsatz der zwit-

terionischen Detergenzien in den oben angegebenen Konzentrationen, blieb die 

Listerienzellzahl nahezu unverändert beim eingesetzten Titer von ~105 KbE/mL. 
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Abbildung 12. Cokultivierung des Indikatorstammes WSLC 1364 mit den Hauptkulturen der 
Hefen WSYC 592 und WSYC 623 in Gegenwart der zwitterionischen Detergenzien CHAPS 
(links) und Zwittergent® 3-08 (rechts). Die Zellzahlbestimmung erfolgte nach 0 h, 2 h, 6 h und 
24 h. Angegeben sind die Mittelwerte von zwei bis vier unabhängigen Experimenten mit Fehlerbal-
ken. 

3.4.3.3 Einfluss von Tween® 20 auf Hefen und Listerien 

Die bisherigen Ergebnisse zeigten auf, dass einige Detergenzien einen antagonis-

tischen Effekt auf das Hemmpotential der P. norvegensis WSYC 592 ausübten; 

das genaue Prinzip dahinter ist allerdings noch unklar. Zur Aufklärung, auf wel-

chen der an der Cokultivierung beteiligten Organismen die Detergenzien Einfluss 

nehmen, wurden L. monocytogenes WSLC 1364, sowie die beiden Hefestämme 
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WSYC 592 und WSYC 623 separat in Anwesenheit von 0,05 % (v/v) Tween® 20 

kultiviert. Die mehrmals mit ¼-Ringerlösung gewaschenen Hefe- bzw. Listerienzel-

len wurden anschließend mit standardmäßig kultivierten Hefen bzw. Listerien in 

Cokultivierungen eingesetzt.  

Bei der Cokultivierung des Listerien-Indikatorstammes WSLC 1364 - der in Ge-

genwart von Tween® 20 kultiviert wurde - mit der Hefe WSYC 592, die keinen 

Kontakt mit dem Detergens hatte, wurde der eingesetzte Listerientiter von ~104 

KbE/mL bis auf ~101 KbE/mL reduziert (Tab. 9). In umgekehrter Kombination 

konnten die Listerien nicht in ihrer Zellzahl reduziert werden. Wenn beide Orga-

nismen Kontakt mit Tween® 20 hatten, so war ebenfalls keine Hemmung der Liste-

rien mehr möglich. Tween® 20 band offenbar irreversibel an die Hefenzelloberflä-

che und verhinderte möglicherweise dadurch die Hemmung der Listerien.  

Tabelle 9. Cokultivierungsvarianten zur Beurteilung des Einflusses von Tween® 20 auf He-
fen und Listerien. Angegeben sind die Listerienzellzahlen [KbE/mL] nach 24 h Cokultivie-
rung. Der eingesetzte Titer des Indikatorstammes L. monocytogenes WSLC 1364 betrug 8 x 103 

KbE/mL.  

Listerienzellzahl [KbE/mL] mit 
Cokultivierungsvarianten 

WSYC 592 WSYC 623 
 

Hefen klassisch, Listerien mit 
Tween® 20 kultiviert  
 

5 x 101 1 x 104 

 

Hefen mit Tween® 20, Listerien klas-
sisch kultiviert 
 

7 x 103 8 x 103 

 

Hefen und Listerien mit Tween® 20 
kultiviert 
 

1 x 104 9 x 103 

 

3.5 Untersuchung des Sekretoms von P. norvegensis WSYC 592 

Die Wahl der C-Quelle kann, wie oben gezeigt, auf die Hemmwirkung der P. nor-

vegensis WSYC 592 einen enormen Einfluss haben. Durch Analyse des Sekre-

toms der hemmenden Hefe WSYC 592 wurde versucht die Auswirkung des Lac-

tats sichtbar zu machen. 

Die Proteine im Überstand einer zehn Stunden alten Hefekultur von WSYC 592, 

kultiviert in Gegenwart von 2 % (w/v) Glucose oder Lactat, wurden gefällt und 

nach Auftrennung mit Hilfe der SDS-PAGE durch Coomassie-Färbung sichtbar 

gemacht. Zusätzlich wurde parallel 1 mM oder 2 mM Pefabloc (Roche) zur Kultur 

gegeben, um vorhandene Proteasen zu inhibieren. Beim Vergleich des Banden-

musters des SDS-Gels konnten Unterschiede zwischen den beiden C-Quellen 
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festgestellt werden (Abb. 13). In Gegenwart von Glucose trat knapp unter 40 kDa 

eine Bande auf, während bei der Kultivierung mit Lactat bei ca. 25 kDa eine Bande 

zu erkennen war. 

Glucose Lactat

50 kDa
40 kDa

30 kDa

25 kDa

1 2 43 5 6M M

 
Abbildung 13. SDS-PAGE der präzipitierten Proteine im Überstand einer über zehn Stunden 
kultivierten Hefekultur von WSYC 592 mit Glucose (linke Hälfte) oder Lactat (rechte Hälfte) 
als C-Quelle. Die Hefe wurde in Abwesenheit eines Proteaseinhibitors (Spuren 1, 4), mit 1 mM 
Pefabloc (Spuren 2, 5) bzw. 2 mM Pefabloc (Spuren 3, 6) kultiviert. M: Größenmarker PageRuler™ 
Unstained Protein Ladder (Fermentas). Die Größe einiger mit Pfeilen gekennzeichneten Banden ist 
in kDa angegeben. Eingerahmte Banden kommen nur in Anwesenheit jeweils einer der beiden  
C-Quellen vor. 

Die Unterschiede im Sekretom der aktiven Hefe WSYC 592 bei der Kultivierung 

mit Glucose oder Lactat wurden durch das Auftrennen der Proteine mit Hilfe der 

2D-Gelelektrophorese verdeutlicht. Die stark ausgeprägten Spots bei ca. 50 kDa, 

jeweils rechts neben den weißen Rechtecken (Abb. 14), kamen sowohl bei Kulti-

vierung der Hefe mit Glucose, als auch mit Lactat vor. Die Spots in den weißen 

Rechtecken traten im Beisein des Lactat jedoch als sog. trains oder train spots 

hervor (Abb. 14 B). Auch die Spots bei G1 und G2, sowie L1 und L2 erschienen 

als trains. Bei der Kultivierung der Hefe WSYC 592 mit Glucose wurden im Ver-

gleich zum Lactat mehrere Spots aufgefunden, die nur mit dieser C-Quelle auftra-

ten (G1-G8) (Abb. 14 A). Auch im Falle des Lactat konnten drei deutlich unter-

schiedliche Bereiche festgestellt werden, in denen die aufgetretenen Spots für 

diese C-Quelle spezifisch waren (L1-L3). Die beobachteten Unterschiede zwi-

schen den beiden C-Quellen im Coomassie-gefärbten SDS-Gel (Abb. 13) konnten 

hier nicht wiedergefunden werden. 
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Abbildung 14. 2D-Gelelektrophorese des Sekretoms von P. norvegensis WSYC 592 kultiviert 
in Gegenwart von Glucose (A) bzw. Lactat (B) als C-Quelle. Mit Hilfe von 100mM NaCl wurden 
oberflächengebundene Proteine präzipitiert. Die erste Dimension fand auf immobilisierten pH-
Gradienten (pH 4-7), die zweite Dimension mit Hilfe der SDS-PAGE im Ettan-System (GE 
Healthcare) statt. Größenstandard: PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas). Die Grö-
ße der Banden ist in kDa angegeben. Blau: Nur im Beisein von Glucose auftretende Proteine. Rot: 
Nur im Beisein von Lactat auftretende Proteine. Weiß: Bei beiden C-Quellen auftretende Proteine. 
Gezeigt sind die Ergebnisse eines einzelnen Experiments. 
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3.6 Kultivierung von Hefen und Listerien in getrennten Kompartimenten 

Eine antilisterielle Aktivität der P. norvegensis WSYC 592 wurde bisher auf Fest-  

oder in Flüssigmedium nur durch direkten Zell-Zell-Kontakt beobachtet. Es stellte 

sich die Frage, ob die aktive Hefe WSYC 592 eine (oder mehrere) Substanz(en) in 

ihre Umgebung freisetzt, die eine Inhibierung der Listerien herbeiführ(t/en). Dazu 

wurden die Hefen und Listerien in getrennten Kompartimenten kultiviert. 

In den Wachstumsversuchen wurde der Indikatorstamm L. monocytogenes 

WSLC 1364 in Titern von 102 KbE/mL bzw. 104 KbE/mL eingesetzt. Bei Verwen-

dung der Transwells® (Corning) mit 0,4 µm Porendurchmesser und des niedrige-

ren Listerientiters wuchs der Indikatorstamm WSLC 1364 bis auf ca. 4 x 107 

KbE/mL an, wenn er sich im unteren Kompartiment und die nicht-hemmende Hefe 

WSYC 623 im oberen Kompartiment befand (Tab. 10). Die aktive Hefe WSYC 592 

reduzierte die Listerienzellzahl in der unteren Kavität um ca. drei Zehnerpotenzen 

auf ca. 6 x 104 KbE/mL. Befand sich der Listerien-Indikatorstamm WSLC 1364 

dagegen im oberen Kompartiment und die hemmende Hefe bzw. die Kontrollhefe 

im unteren Kompartiment, so wurde das Listerienwachstum durch P. norvegensis 

WSYC 592, im Vergleich zum Kontrollansatz, um ca. dreieinhalb Zehnerpotenzen 

gesenkt. Bei Verwendung des höheren Titers (104 KbE/mL) wurden die Listerien 

im unteren Kompartiment durch den aktiven Hefestamm WSYC 592 im oberen 

Kompartiment, im Vergleich zur nicht-hemmenden Hefe, um anderthalb Zehnerpo-

tenzen in ihrer Zellzahl reduziert. Ein Rückgang der Listerienzellzahl um ca. drei  

Tabelle 10. Listerienzellzahlen [KbE/mL] des Indikatorstammes L. monocytogenes 
WSLC 1364 nach 24 h Kultivierung mit der Hefe WSYC 592 bzw. WSYC 623 in getrennten 
Kompartimenten der Transwells® (Corning) mit 0,4 µm Porendurchmesser. Die eingesetzten 
Hefezellzahlen lagen bei 106 KbE/mL. Angegeben sind die Mittelwerte von zwei voneinander un-
abhängig durchgeführten Experimenten. 

 

eingesetzter Listerientiter 102 KbE/mL 104 KbE/mL 
 

Hefenstamm  
(im jeweils anderen Kompartiment als 
Listerien-Indikatorstamm) 
 

 

WSYC 
592 

 

WSYC 
623 

WSYC 
592 

WSYC 
623 

Listerien im unteren Komp. [KbE/mL] 6,4 x 104 3,8 x 107 1,3 x 107 3,8 x 108 

Reduktion der Listerien im Vgl. zur nicht-
hemmenden Hefe um [log/mL] 

2,8 1,5 

Listerien im oberen Komp. [KbE/mL] 4,4 x 103 1,1 x 107 5,9 x 105 4,0 x 108 

Reduktion der Listerien im Vgl. zur nicht-
hemmenden Hefe um [log/mL] 

3,4 2,8 
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Zehnerpotenzen im Vergleich zur Kontrollhefe wurde erreicht, wenn die aktive He-

fe WSYC 592 im unteren Kompartiment und die Listerien im oberen Kompartiment 

kultiviert wurden (Tab. 10).  

Wurden Zellkultureinsätze der Firma Nunc mit 0,2 µm Porendurchmesser verwen-

det, so wurde, im Vergleich zu den Transwells® (Corning) mit 0,4 µm Porendurch-

messer, eine geringere Hemmung der Listerien beobachtet. Befand sich der Kon-

trollhefestamm WSYC 623 im oberen Kompartiment, war der Indikatorstamm 

WSLC 1364 im unteren Kompartiment in der Lage von ursprünglich 102 KbE/mL 

auf 106 KbE/mL anzuwachsen (Tab. 11). Die aktive Hefe WSYC 592 reduzierte 

die Listerien im Vergleich zur Kontrollhefe um ca. eineinhalb Zehnerpotenz auf ca. 

4 x 104 KbE/mL. Im umgekehrten Fall konnte im Vergleich zur Kontrollhefe eine 

Reduktion der Listerienzellzahl von ca. einer Zehnerpotenz erreicht werden, wenn 

sich der Hefestamm WSYC 592 in der unteren, der Listerien-Indikatorstamm 

WSLC 1364 in der oberen Kavität befand. Bei Einsatz des höheren Listerientiters 

(104 KbE/mL) wurde eine Hemmwirkung von einer Zehnerpotenz beobachtet, 

wenn sich der Indikatorstamm WSLC 1364 im unteren Kompartiment befand. Ein 

Rückgang der Listerienzellzahlen um ca. eine halbe Zehnerpotenz konnte erzielt 

werden, wenn sich die Listerien im oberen Kompartiment befanden (Tab. 11). 

Tabelle 11. Listerienzellzahlen [KbE/mL] des Indikatorstammes L. monocytogenes 
WSLC 1364 nach 24 h Kultivierung mit der Hefe WSYC 592 bzw. WSYC 623 in getrennten 
Kompartimenten der Zellkultureinsätze (Nunc) mit 0,2 µm Porendurchmesser. Die eingesetz-
ten Hefezellzahlen lagen bei durchschnittlich 107 KbE/mL. Angegeben sind die Mittelwerte von 
zwei voneinander unabhängig durchgeführten Experimenten. 

 
Zum Ausschluss einer Nährstoffkonkurrenz als Ursache für die Hemmung der 

Listerien in den Transwells - durch ein schnelleres Anwachsen der aktiven Hefe 

WSYC 592 im Vergleich zur Kontrollhefe WSYC 623, was ein schlechteres Liste-

rienwachstum zur Folge hätte - wurden die beiden Hefestämme in Abwesenheit 

eingesetzter Listerientiter 102 KbE/mL 104 KbE/mL 

Hefenstamm  
(im jeweils anderen Kompartiment als 
Listerien-Indikatorstamm) 

 

WSYC 
592 

 

 

WSYC 
623 

 

WSYC 
592 

 

WSYC 
623 

Listerien im unteren Komp. [KbE/mL] 4,4 x 104 1,2 x 106 3,5 x 106 4,0 x 107 

Reduktion der Listerien im Vgl. zur nicht-
hemmenden Hefe um [log/mL] 

1,4 1,1 

Listerien im oberen Komp. [KbE/mL] 8,7 x 107 5,4 x 108 5,8 x 108 1,3 x 109 

Reduktion der Listerien im Vgl. zur nicht-
hemmenden Hefe um [log/mL] 

0,8 0,4 
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des Listerien-Indikatorstammes WSLC 1364 in den Transwells kultiviert und nach 

0, 4, 8 und 12 Stunden die Zellzahlen bestimmt (Abb. 15). Ein unterschiedliches 

Anwachsen der untersuchten Hefen war zu den oben erwähnten Zeitpunkten nicht 

festzustellen, egal ob die Hefen in den unteren oder oberen Kavitäten kultiviert 

wurden. Das Ansteigen der Zellzahlen beider Hefen erfolgte über den Kultivie-

rungszeitraum hinweg in einem gleich bleibenden Verhältnis. Eine Nährstoffkon-

kurrenz als Grund für die Hemmung der Listerien konnte demnach ausgeschlos-

sen werden. 
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Abbildung 15. Hefezellzahlen während der Kultivierung in (A) Transwells® der Firma Corning 
mit 0,4 µm Porendurchmesser (B) bzw. in Zellkultureinsätzen der Firma Nunc mit 0,2 µm 
Porendurchmesser. Kultivierung der Hefe WSYC 592 (■,□) bzw. WSYC 623 (▲,∆) fand in den 
oberen (volle Symbole, durchgezogene Linien) bzw. unteren Kompartimenten (leere Symbole, 
gestrichelte Linien) über einen Zeitraum von 12 Stunden bei 27°C und ~100 U/min statt.  

Die Tatsache, dass die Listerien trotz räumlicher Trennung von der aktiven Hefe 

WSYC 592, im Vergleich zur nicht-hemmenden Hefe WSYC 623, um bis zu drei-

einhalb Zehnerpotenzen (Transwells®, Corning) bzw. um bis zu eineinhalb Zeh-

nerpotenzen (Zellkultureinsätze, Nunc) in ihrer Zellzahl reduziert wurden, deutete 

darauf hin, dass das Hemmprinzip einem Zell-Zell-Kontakt unabhängigen Mecha-

nismus zugrunde lag.  

3.7 Untersuchung der Freisetzung einer antilisteriellen Substanz in das 

Nährmedium 

Das zuvor beschriebene Experiment machte deutlich, dass die Möglichkeit der 

Freisetzung einer oder mehrerer antilisterieller Substanzen in das Nährmedium 

durch die aktive Hefe P. norvegensis WSYC 592 durchaus bestand. Nachfolgende 

Corning® Nunc 
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Versuche dienten zum Ausschluss einer Bakteriozin-ähnliche Substanz oder eines 

Killertoxins als inhibitorisch wirkende Substanz. 

3.7.1 Killertoxin-Assay  

Der Hefestamm P. norvegensis WSYC 592 wurde auf das Vorhandensein eines 

Killertoxins gegen zwei Stämme derselben Spezies (P. norvegensis WSYC 338, 

WSYC 773), sowie gegen Vertreter vier nahverwandter Spezies (P. cactophila 

WSYC 364, P. pseudocactophila WSYC 366, P. nakasei WSYC 731, P. kluyveri 

WSYC 775) (32) und vier Listerienspezies (L. monocytogenes WSLC 1364, 

L. innocua WSLC 2339 und 2394, L. ivanovii WSLC 3061 und 3889, L. seeligeri 

WSLC 4550 und 41132) getestet. Keiner der getesteten Hefenstämme, wie z.B. 

P. pseudocactophila WSYC 366 und P. nakasei WSYC 731 (Abb. 16), oder auch 

Listerienstämme wurde in diesem Assay durch P. norvegensis WSYC 592 inhi-

biert, womit ein Killertoxin als inhibitorisch wirkende Substanz ausgeschlossen 

werden konnte. 

A B

 

Abbildung 16. Killertoxin-Assay. Test der aktiven Hefe WSYC 592 (unterer vertikaler Strich, 
G3047) und der Kontrollhefe WSYC 623 (oberer vertikaler Strich, G2798) gegen die Hefestämme 
P. pseudocactophila WSYC 366 (A) (G1203) und P. nakasei WSYC 731 (B) (G2744). 

3.7.2 Diffusionsversuche 

Im Agar-Well-Diffusion-Assay bewirkten weder die Hauptkulturen der beiden He-

festämme WSYC 592 und WSYC 623, noch die aufkonzentrierten (Faktor 25 bis 

30) oder nicht-aufkonzentrierten, zellfreien Hefeüberstände im Soft-Agar eine 

Hemmung des Indikatorstammes L. monocytogenes WSLC 1364 (Abb. 17 A), so 

wie es bei der Positivkontrolle Pediocin AcH der Fall war (Abb. 17 C). Der Agar-

Spot-Assay lieferte das gleiche Ergebnis (Abb. 17 B). Auch das gewonnene Exo-

polysaccharid beider Hefekulturen verursachte in diesem Assay keine Hemmung. 
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Abbildung 17. A. Agar-Well-Diffusion-Assay. Die Hefe-Hauptkulturen der beiden Stämme 
WSYC 592 und WSYC 623 (oben), sowie die sterilfiltrierten Kulturüberstände im nicht-
aufkonzentrierten (Mitte) und aufkonzentrierten (Faktor 25-30) Zustand (unten) wurden in die aus-
gestanzten Vertiefungen des Soft-Agars (inokuliert mit L. monocytogenes WSLC 1364) pipettiert. 
B. Agar-Spot-Assay. Die sterilfiltrierten Kulturüberstände im nicht-aufkonzentrierten (oben) und 
aufkonzentrierten (unten) Zustand der beiden Hefestämme wurden auf die Agaroberfläche appli-
ziert. C. Positivkontrolle Pediocin AcH. Kultivierung der Agarplatten fand für 24 h bei 27°C statt 
und wurde anschließend mittels Schräglicht ausgewertet. 

Im Soft-Agar-Membran-Assay verursachten die zellfreien Kulturüberstände der 

beiden Hefen WSYC 592 und WSYC 623 ebenfalls keine Hemmung des Listerien-

Indikatorstammes WSLC 1364, weder im nicht-aufkonzentrierten, noch im aufkon-

zentrierten Zustand. Allerdings wurde eine Aufhellung des Soft-Agars beobachtet, 

als die Hauptkulturen beider Hefen bzw. Aliquots einer Cokultivierung in Flüssig-

medium auf die Membran aufgetropft wurden (Abb. 18 A links, Positionen 1 bis 4). 

Da sich sowohl bei der nicht-hemmenden Kontrollhefe WSYC 623 (Pos. 2), als 

auch bei der Listerien-Übernachtkultur (Pos. 5) eine Aufhellung des Agars zeigte, 

war von einer unspezifischen Hemmung der Listerien im Soft-Agar auszugehen. 
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Abbildung 18. Agar-Membran-Assay. A. links: Cokultur (Co), Hefe- bzw. Listerienkultur wurden 
auf eine Nitrocellulosemembran aufgetropft, die nach der Kultivierung der Agarplatten bei 27°C für 
24 h wieder entfernt wurde. 1: Co WSYC 623 mit WSLC 1364, 2: WSYC 623, 3: Co WSYC 592 mit 
WSLC 1364, 4: WSYC 592, 5: WSLC 1364, 6: 0,05 M HCl, 7: Pediocin AcH als Kontrolle. rechts: 
Pipettierschema wie links. Hier wurden die sterilfiltrierten Kultur- bzw. Cokulturüberstände direkt 
auf die Soft-Agaroberfläche aufgetropft. Vergrößerungsausschnitt der Positionen 4 und 5 aus 
Teilabbildung A links. B. links: Hauptkultur der Hefe WSYC 592. rechts: Übernachtkultur 
L. monocytogenes WSLC 1364. Die visuelle Auswertung erfolgte mittels Schräglicht. 

3.7.3 Cokultivierung der Kultur- und Cokulturüberstände mit L. monocytogenes 

 WSLC 1364 

Anders als bei den Soft-Agar-Assays wurde hier ein Listerientiter von ~103 bzw. 

104 KbE/mL des Indikatorstammes WSLC 1364 direkt zum Kulturüberstand der 

Hefen WSYC 592 oder WSYC 623 gegeben und die Listerienzellzahl nach einer 

Kultivierung über 24 Stunden bestimmt. Die Kulturüberstände der Hefen wurden 

entweder sterilfiltriert oder nur abzentrifugiert, damit eventuell vorhandene anti-

listerielle Substanzen nicht im Filtermaterial verblieben. Die Überprüfung des anti-

listeriellen Potentials der Kulturüberstände beider Hefen und der Überstände von 

Cokulturen der Hefen WSYC 592 und WSYC 623 mit L. monocytogenes WSLC 

1364 fiel negativ aus. Die Überstände konnten keine Inhibierung der Listerien her-

beiführen. 

3.8 Rasterelektronenmikroskop (REM)-Analyse der Cokultivierung auf  

 Festmedium 

Das Wirkprinzip der antilisteriellen P. norvegensis WSYC 592 konnte mit den 

bisherigen Experimenten nicht eindeutig geklärt werden. Es bestand die Hoffnung, 

dem Wirkprinzip durch Rasterelektronenmikroskop (REM)-Aufnahmen von Cokul-

tivierungen auf Festmedium näher zu kommen. Hierzu wurden von Cokultivierun-

gen des Indikatorstammes L. monocytogenes WSLC 1364 mit der aktiven Hefe 

WSYC 592 bzw. der Kontrollhefe WSYC 623 nach 12, 18 und 24 Stunden Proben 

entnommen und im REM analysiert (Abb. 19).  
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Abbildung 19. REM-Aufnahmen von Hefen und Listerien bei Cokultivierung auf Festmedium. 
Kultivierung des Indikatorstammes L. monocytogenes WSLC 1364 auf Festmedium ohne Hefen 
über 12 h (a) bzw. 24 h (b). Cokultivierung des Indikatorstammes WSLC 1364 mit der Kontrollhefe 
WSYC 623 (c-e) bzw. der hemmenden Hefe WSYC 592 (f-k) über 24 h. Pfeile markieren markante 
Listerienzellen. Der Vergrößerungsfaktor betrug 10.000x, mit Ausnahme der Bilder c und f, die mit 
2.500-facher Vergrößerung aufgenommen wurden. 
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Bei 2.500-facher Vergrößerung ließen sich Konsortien aus Hefen- und Listerien-

zellen gut erkennen (Abb. 19 c, d). Nach 24 Stunden Cokultivierung in Anwesen-

heit der nicht-hemmenden Kontrollhefe WSYC 623 waren ungefähr genauso viele 

Listerien- wie Hefezellen vorhanden. Die Listerienzellen zeigten keine auffallende 

Zellmorphologie. Erkennbar waren zwar einzelne Listerienzellen, die länger als 

normale Listerien waren (Abb. 19 e), doch eine ähnliche Zellmorphologie war  

ebenfalls bei der Kultivierung des Listerien-Indikatorstammes allein zu beobachten 

(Abb. 19 a). Hier war nicht von einer Einflussnahme der Kontrollhefe auf die Liste-

rienzellen auszugehen. 

Im Unterschied zur Cokultivierung mit der nicht-hemmenden Kontrollhefe WSYC 

623, bei der nach 24 Stunden ein Verhältnis der Hefe- zu Listerienzellen von 1:1 

festzustellen war, zeigten sich in Anwesenheit der hemmenden Hefe WSYC 592 

nach 24 Stunden ca. fünfmal weniger Listerien- als Hefezellen, doch sahen die 

Listerienzellen intakt aus. Auch in Gegenwart der aktiven Hefe WSYC 592 waren 

sehr lange Listerienzellen erkennbar, die sich nach der Vermehrung nicht getrennt 

hatten (Abb. 19 h, k). Im Vergleich zu den Aufnahmen in Anwesenheit der Kon-

trollhefe WSYC 623 fielen bei der Cokultivierung mit der hemmenden Hefe WSYC 

592 zwar vermehrt lange Listerienzellen auf, jedoch stellten hier die morpholo-

gisch veränderten Listerienzellen weniger als 1 % der gesamten Listerienzellen 

dar. Vereinzelt waren Zellreste vorzufinden, die möglicherweise vom Listerien-

Indikatorstamm WSLC 1364 stammten (Abb. 20), jedoch gaben diese einzelnen 

Funde keine allgemeine Tendenz wieder. Außer den Zellresten in Abbildung 20 

waren keine Hinweise auf beschädigte oder aufgebrochene Listerienzellen zu fin-

den. 

  
Abbildung 20. REM-Aufnahmen von Zellüberresten bei Cokultivierungen auf Festmedium, 
die möglicherweise von L. monocytogenes WSLC 1364 stammten. 
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In einigen Präparaten befanden sich auf der Hefenzelloberfläche globuläre Vesikel 

(Abb. 21 c-e). Bei diesen Strukturen handelte es sich nicht um Knospen oder 

Knospungsnarben, die an den terminalen Enden der Hefezellen vorkamen 

(Abb. 21 a, b). Die Vesikel konnten auch auf den Listerienzellen und der Agaro-

berfläche wiedergefunden werden (Abb. 21 f). Bei den Vesikeln könnte es sich 

möglicherweise um sekretorische Vesikel der Hefen handeln, in denen 

P. norvegensis WSYC 592 die antilisteriell wirksame(n) Substanz(en) nach außen 

transportiert. Die Überprüfung dieser Hypothese ging jedoch über den Rahmen 

der vorliegenden Arbeit hinaus. 

 

Abbildung 21. REM-Aufnahmen ungewöhnlicher Zellstrukturen. Knospungsnarben bei der 
Kontrollhefe WSYC 623 (a) und der hemmenden Hefe WSYC 592 (b). Globuläre Vesikel auf der 
Oberfläche der Hefen- (c-e) und Listerienzellen (f), sowie in deren Umgebung.  

Mit Hilfe der REM-Aufnahmen konnte ausgeschlossen werden, dass die Ursache 

für das Absterben der Listerien auf sich nicht mehr teilende Listerienzellen zurück 

zu führen war. Ebenfalls auszuschließen war eine Zelllyse als Ursache für das 

Zellsterben. 

3.9 Überprüfung der Zelllyse als mögliche Ursache der Hemmung 

Folgend wurde der Aspekt einer lytischen Wirkungsweise der P. norvegensis 

WSYC 592 genauer untersucht, da die REM-Aufnahmen keine Anzeichen für eine 

Zelllyse der Listerienzellen ergaben. 

Während Cokultivierungen des Listerien-Indikatorstammes WSLC 1364 (einge-

setzter Titer ~107 KbE/mL) in Flüssigkulturen der aktiven Hefe WSYC 592 (~109 

KbE/mL) über 24 Stunden wurde die Listerien-Gesamtkeimzahl mittels Thoma-
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Zählkammer (Kammertiefe 0,1 mm, Brand GmbH & Co. KG) und die Lebendkeim-

zahl der Listerien mittels Plattieren auf Oxford-Listeria-Selektivagar (Sifin) ermittelt 

(Abb. 22). Im Verlauf der ersten acht Stunden der Cokultivierung wurde sichtbar, 

wie die Lebendkeimzahl des Indikatorstammes um fünfeinhalb Zehnerpotenz auf 

ca. 2 x 101 KbE/mL abnahm und die Listerien-Gesamtkeimzahl auf dem ursprüng-

lichen Niveau von ~107 KbE/mL blieb. Nach 24 Stunden Cokultivierung waren mit-

tels Plattieren keine Listerien mehr nachweisbar. Die Zelllyse konnte deshalb als 

Grund für das Absterben der Listerienzellen mit großer Wahrscheinlichkeit ausge-

schlossen werden. 
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Abbildung 22. Gesamt- und Lebendkeimzahlen des Indikatorstammes L. monocytogenes 
WSLC 1364 [KbE/mL] während Cokultivierungen mit der Hefekultur des Stammes WSYC 
592. Die Zellzahlbestimmung fand über einen Zeitraum von 24 h per Thoma-Zählkammer (Kam-

mertiefe 0,1 mm) (○, Gesamtkeimzahl) und Oberflächenausstrichverfahren (∆, Lebendkeimzahl) 
statt. Dargestellt sind die Werte von ein bis zwei unabhängigen Experimenten. 
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M M1 2 3 4 5 6 7 8

HindIII XmnI

1500 bp

500 bp

1000 bp

Staphylococcus equorum WS 4524 
Im folgenden Abschnitt wird auf die Ergebnisse und Erkenntnisse eingegangen, 

die mit dem antilisteriellen St. equorum-Stamm WS 4524 erzielt worden sind.  

3.10 Molekularbiologische Untersuchungen 

3.10.1 Amplified rDNA Restriction Analysis (ARDRA) 

Zur Bestätigung der Bakterienspezies diente die ARDRA. Die genomische DNS 

der St. equorum-Stämme WS 4524, WS 2733, WS 4523, WS 4525 wurde mit den 

Restriktionsendonukleasen HindIII und XmnI verdaut und die entstandenen Frag-

mente per Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. Alle vier Stämme konnten an-

hand dieses Fragmentmusters als Spezies St. equorum identifiziert bzw. bestätigt 

werden (Abb. 23).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 23. ARDRA. Die genomische DNS der vier St. equorum Stämme WS 2733 (Spuren 1 
und 5), WS 4524 (Spuren 2 und 6), WS 4554 (Spuren 3 und 7), WS 4525 (Spuren 4 und 8) wurden 
jeweils mit den Restriktionsendonukleasen HindIII und XmnI verdaut und die Fragmente mittels 
Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt. M: Größenmarker 100 bp DNA Ladder (New England 
Biolabs). bp: Basenpaare. 

3.10.2 Nachweis eines Peptidsynthetasegens mittels PCR 

Der Micrococcin P1 produzierende Stamm St. equorum WS 2733, sowie andere 

Peptidantibiotika produzierende Spezies, wie Bacillus brevis (Gramicidin S), Bacil-

lus licheniformis (Bacitracin) oder Penicillium chrysogenum (ACV-Tripeptid), besit-

zen hoch konservierte Genregionen (127), die für nicht-ribosomale Peptidsynthe-
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tasen kodieren. Mit der Amplifikation eines Genfragments von ~740 bp zwischen 

den konservierten Kernmotiven YTSGTTGxPKG und LxRTGD (38), unter Zuhilfe-

nahme degenerierter Oligonukleotidprimer, konnte das Vorhandensein eines Pep-

tidsynthetasegens nachgewiesen werden. Die Abbildung 24 zeigt, dass mit der 

genomischen DNS des St. equorum-Stammes WS 4524 ein ca. 740 bp langes 

Fragment amplifiziert werden konnte. Bei der Negativkontrolle, bei der keine DNS 

in der PCR zum Einsatz kam, als auch bei der Insertionsmutante WSGMO 2733 

mic- und dem Stamm WS 4523, die beide keine inhibitorische Substanz produzie-

ren, waren keine PCR-Produkte feststellbar (Abb. 24, links).  

Die direkte Sequenzierung des PCR-Produktes ergab eine Sequenz von 655 bp 

(Anhang A). Der Sequenzvergleich auf Nukleotid- (BlastN) und Aminosäurenebe-

ne (BlastX) ergab eine Homologie von 98 % (Anhang B) zum Micrococcin P1-

Peptidsynthetasegen (GenBank, Zugangsnummer AF183902). Demnach wäre der 

Stamm WS 4524 ebenfalls in der Lage das Micrococcin P1 zu produzieren.  
  

M M1 2 3 4 5

500 bp

1000 bp

 

500 bp

1000 bp

M M1 2 3

 

Abbildung 24. Amplifikation eines Fragments eines Peptidsynthetasegens. links: Spur 1: 
Negativkontrolle ohne DNS, Spur 2: WS 2733, Spur 3: WSGMO 2733 mic-, Spur 4: WS 4524, Spur 
5: WS 4523. rechts: Spur 1: Negativkontrolle ohne DNS, Spuren 2: WS 2733, Spuren 3: WS 4524. 
M: Größenmarker GeneRuler 100 bp Plus DNS Ladder (Fermentas). bp: Basenpaare. 

3.10.3 Pulsfeldgelelektrophorese 

Zur Differenzierung der beiden St. equorum-Stämme WS 4524 und WS 2733, so-

wie drei weiterer St. equorum- und zweier St. aureus-Stämme, wurde die genomi-

sche DNS mit der Restriktionsendonuklease SmaI verdaut, mittels PFGE aufge-

trennt und sichtbar gemacht (Abb. 25). Der in dieser Arbeit untersuchte Stamm 

WS 4524 und der Micrococcin P1 produzierende Stamm WS 2733 unterschieden 

sich deutlich in ihrem Bandenmuster (Spuren 1 und 2), sodass ausgeschlossen 

werden konnte, dass es sich um ein und denselben Stamm handelte. Die restli-

chen drei St. equorum-Stämme (Spuren 3-5), die keine antilisterielle Aktivität auf-

wiesen (siehe unten), unterschieden sich untereinander, wie auch von den aktiven 
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Stämmen WS 4524 und WS 2733. Deutlich weniger Banden waren im Vergleich 

zu den beiden aktiven Stämmen nach dem Verdau der genomischen DNS der 

beiden St. aureus Stämme WS 2609 und WS 2612 zu sehen (Spuren 6 und 7).  

M M1 2 3 4 5 6 7M

194,0 kb

48,5 kb

97,0 kb

9,4 kb

4,4 kb
 

Abbildung 25. PFGE. Die genomische DNS der fünf St. equorum-Stämme WS 2733 (Spur 1), WS 
4524 (Spur 2), WS 4554 (Spur 3), WS 4523 (Spur 4), WS 4525 (Spur 5) und der beiden St. aureus-
Stämme WS 2609, WS 2612 (Spuren 6 und 7) wurden mit der Restriktionsendonuklease SmaI 
verdaut und die Fragmente mittels PFGE aufgetrennt. M: Low Range PFG Marker (New England 
Biolabs). kb: Kilobasen. 

3.11 Antilisterielle Aktivität, Stabilität des unaufgereinigten Hemmstoffes 

von St. equorum WS 4524 und die Sensitivität der Listerien-

Indikatorstämme 

3.11.1 Bestimmung der antilisteriellen Aktivität  

Die Aktivität des aufkonzentrierten und gefriergetrockneten Kulturüberstands des 

Stammes WS 4524 wurde unter Verwendung von drei Listerienspezies mittels  

Agar-Spot-Assay bestimmt (Abb. 26). Der L. ivanovii-Stamm WSLC 3061 reagierte 

am sensitivsten auf den 1 %ig (w/v) angesetzten unaufgereinigten Hemmstoff; hier 

wurde eine Aktivität von 6.400 AU erreicht. Beim Stamm L. innocua WSLC 2339 

wurde mit 3.200 AU eine halb so hohe Aktivität erzielt. Am insensitivsten reagierte 

der L. monocytogenes-Stamm WSLC 1364. Hier konnte lediglich eine Aktivität von 

800 AU beobachtet werden.  
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Abbildung 26. Aktivitätsbestimmung mittels Agar-Spot-Assay des unaufgereinigten Hemm-
stoffes von St. equorum WS 4524 mit den Indikatorstämmen L. monocytogenes WSLC 1364, 
L. innocua WSLC 2339 und L. ivanovii WSLC 3061. Getestete Verdünnungsstufen des Hemm-
stoffes: von oben, gegen den Uhrzeigersinn laufend: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64. Bei WSLC 1364 
und WSLC 2339 wurde in der Mitte der Soft-Agarplatte Pediocin AcH als Positivkontrolle aufge-
tropft. Bei WSLC 3061 wurde in die Mitte die Verdünnungsstufe 1:128 des Hemmstoffes aufge-
tropft. Die Inkubation der Platten fand bei 30°C für 24 h statt, die anschließende Auswertung erfolg-
te mittels Schräglicht. 

3.11.2 Sensitivität der Listerien-Indikatorstämme gegenüber dem Hemmstoff  

Der unaufgereinigte Hemmstoff des Stammes WS 4524 war am wirksamsten ge-

genüber L. ivanovii WSLC 3061, gefolgt von den beiden L. innocua-Stämmen 

WSLC 2339 und WSLC 2394 (Abb. 27). Am unwirksamtsten war der unaufgerei-

nigte Hemmstoff gegenüber L. monocytogenes WSLC 1364. Die Sensitivität der 

Indikatorstämme war an der Trübung und den Durchmessern der Hemmzonen 

abzulesen. 

WSLC 3061WSLC 2339WSLC 1364

Ø 12mm Ø 13mm Ø 21mm  
Abbildung 27. Sensitivität der Indikatorstämme L. monocytogenes WSLC 1364, L. innocua 
WSLC 2339 und L. ivanovii WSLC 3061 gegenüber dem unaufgereinigten Hemmstoff von 
St. equorum WS 4524. Nach dem Auftropfen des Hemmstoffes (je 1 % w/v) wurden die Soft-
Agarplatten für 24 h bei 30°C bebrütet und anschließend mittels Schräglicht ausgewertet. Der 
Durchmesser der Hemmzonen ist unterhalb der Teilabbildungen in mm angegeben. Die handge-
schriebenen Ziffern dienten der Codierung und haben hier keinerlei Bedeutung. 
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3.11.3 Stabilität und biochemische Eigenschaften 

Temperatureinfluss 

Der in MilliQ-Wasser gelöste Hemmstoff (1 % w/v) lagerte über einen Zeitraum 

von 14 Tagen bei -20°C, 4°C oder Raumtemperatur. Anschließend wurde die Akti-

vität mittels Agar-Spot- bzw. Agar-Well-Diffusion-Assay überprüft (Abb. 28). Zur 

Aktivitätsbestimmung kam in der jeweils linken Hälfte jeder Teilabbildung (Abb. 28) 

der bei entsprechender Temperatur gelagerte Hemmstoff und in der rechten Teil-

abbildung der frisch angesetzte Hemmstoff zum Einsatz. Beim Vergleich der 

Durchmesser der Hemmzonen und der Stärke der Hemmung war kein merklicher 

Aktivitätsverlust feststellbar. Die niedrigen Temperaturen, sowie die lange Lage-

rungszeit beinträchtigten die Aktivität des Hemmstoffes nicht. 

-20°C

WSLC 2339

frisch

Ø 12 mm Ø 13 mm

A

   

WSLC 2339

4°C

Ø 14 mm

frisch

Ø 13 mm

B

 

RT

Ø 11 mm

frisch

Ø 12,5 mm

WSLC 2339C

  

frisch

Ø 20 mm

RT

Ø 21 mm

WSLC 3061D

 
Abbildung 28. Aktivität des unaufgereinigten Hemmstoffes (1 %w/v) von St. equorum WS 
4524 nach Lagerung bei -20°C (A), 4°C (B) und RT (C, D) für 14 Tage. In der jeweils linken Teil-
abbildung wurde der bei angegebener Temperatur gelagerte Hemmstoff auf seine Hemmaktivität 
überprüft; auf der jeweils rechten Teilabbildung der frisch angesetzte Hemmstoff. Der Durchmesser 
der Hemmzonen ist jeweils unter den Abbildungen in mm angegeben. Als Indikatorstamm diente 
L. innocua WSLC 2339, bei RT noch zusätzlich der Stamm L. ivanovii WSLC 3061. Die Soft-
Agarplatten wurden für 24 h bei 30°C inkubiert und anschließend mit Hilfe von Schräglicht ausge-
wertet. Die handgeschriebenen Ziffern dienten der Codierung und haben hier keine Bedeutung. 

Der für eine Stunde bei 90°C erhitzte Hemmstoff zeigte bei den Listerien-

Indikatorstämmen WSLC 1364 und WSLC 2339 eine verminderte Wirkung 

(Abb. 29), um bei weiterer Temperatursteigerung gänzlich inaktiviert zu werden. 

Im Gegensatz zum sensitivsten Indikatorstamm WSLC 3061, der auch nach dem 

Erhitzen der aktiven Substanz bei 120°C eine deutliche Inhibierung erkennen ließ. 

Zwar nahm der Durchmesser der Hemmzone bei Steigerung der Temperatur ab, 
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doch blieb die Hemmzone auch nach der Hitzeeinwirkung klar und durchschei-

nend, so wie beim unbehandelten Hemmstoff. 

WSLC 3061

WSLC 2339

WSLC 1364

90°C 120°C110°C100°Cunbeh
.

Ø 12mm

Ø 23mm

Ø 13mm

Ø 10mm

Ø 14mm

Ø 18mm Ø 16mm Ø 13mm Ø 13mm  
Abbildung 29. Auswirkung unterschiedlicher Temperaturen auf die Aktivität des unaufgerei-
nigten Hemmstoffes. Verwendet wurden die Indikatorstämme L. monocytogenes WSLC 1364, 
L. innocua WSLC 2339 und L. ivanovii WSLC 3061. Der Hemmstoff (1 % w/v) wurde für 60 min bei 
90°C, 100°C, 110°C oder 120°C erhitzt und mittels Agar-Spot-Assay auf seine Hemmaktivität ge-
testet. Die Soft-Agarplatten wurden für 24 h bei 30°C bebrütet und anschließend mittels Schräglicht 
ausgewertet. Der Durchmesser der Hemmzone ist unterhalb des Bildes in mm angegeben. unbeh.: 
Der Hemmstoff kam unbehandelt zum Einsatz. Die handgeschriebenen Ziffern dienten der Codie-
rung und haben hier keine Bedeutung. 

Proteolytische Enzyme 

Der unaufgereinigte Hemmstoff von St. equorum WS 4524 blieb nach der Inkuba-

tion mit Proteinase K (50 µg/µL) und Trypsin (250 µg/µL) weiterhin aktiv. Bei Ver-

wendung des Indikatorstammes WSLC 2339 war aufgrund der Trübung innerhalb 

der Hemmzone eine leichte Aktivitätsabnahme sichtbar (Abb. 30). Diente der 

Stamm WSLC 3061 als Indikator, so war nach Inkubation des Hemmstoffes mit 

250 µg/µL Trypsin zwar eine kleinere Hemmzone, aber immernoch eine vollstän-

dige Aufklarung des Soft-Agars zu erkennen. Die Enzymlösungen selbst hatten 

keinen inhibitorischen Einfluss. Ein Protein als inhibitorische Substanz konnte 

ausgeschlossen werden. 



3  Ergebnisse  80 

unbehandelter Hemmstoff

Ø 13mm

50 µg/µL

Ø 12,5mm

Proteinase K

Ø 13mm

250 µg/µL

Ø 12mm

WSLC 2339

Ø 22,5mm

Ø 19mm

WSLC 3061

Trypsin

 

Abbildung 30. Einfluss der proteolytischen Enzyme Proteinase K (50 µg/µL) und Trypsin 
(250 µg/µL) auf den unaufgereinigten Hemmstoff von St. equorum WS 4524. Die Inkubation 
mit den Enzymen erfolgte bei 37°C für 2 h, die anschließende Inaktivierung bei 95°C für 15 min. In 
der oberen Reihe wurde der unbehandelte Hemmstoff, in der unteren Reihe der mit Enzymen be-
handelte Hemmstoff auf seine Aktivität getestet. Die Inkubation der Soft-Agarplatten erfolgte bei 
30°C für 24 h, die Auswertung mittels Schräglicht. 

Organische Lösungsmittel  

Der unaufgereinigte Hemmstoff (1% w/v) löste sich in DMSO, Methanol, MilliQ-

Wasser und Isopropanol vollständig. Nach dem Versetzen des gefriergetrockneten 

Präparates mit Aceton, Acetonitril, Chloroform, Dichlordimethan und Ethanol zeig-

te sich ein teilweises Lösen. Bei der Überprüfung der inhibitorischen Aktivität des 

in den Lösungsmitteln gelösten Hemmstoffes mittels Agar-Spot-Assay, unter Zuhil-

fenahme des sensitivsten Indikatorstammes L. ivanovii WSLC 3061, war keine 

Verminderung zu erkennen. Ein deutlicher Rückgang der Aktivität ließ sich nur bei 

Verwendung des Lösungsmittels DMSO und unter Verwendung des Indikator-

stammes L. innocua WSLC 2339 feststellen (Abb. 31). Das Lösungsmittel DMSO  

Ø 12mm

unbeh.
Hemmstoff
mit DMSO

Ø 18mm

nur DMSO

Ø 9mm  
Abbildung 31. Hemmung des Indikatorstammes L. innocua WSLC 2339 durch den in DMSO 
gelösten Hemmstoffes von St. equorum WS 4524 (Mitte) und durch DMSO selbst (rechts). 
Als Kontrolle wurde der unbehandelte Hemmstoff aufgetropft (links). Inkubation der Soft-
Agarplatten erfolgte bei 30°C für 24 h, die Auswertung mittels Schräglicht. 
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selbst bewirkte ebenfalls eine Inhibierung des Indikatorstammes WSLC 2339 im 

Soft-Agar, jedoch war die Inhibierung minimal (Abb. 31). 

3.12 Flüssigchromatographie 

Die Chromatographieläufe wurden stets mit dem unaufgereinigten Hemmstoff von 

St. equorum WS 4524 durchgeführt. Zur groben Größeneinschätzung der antiliste-

riellen Substanz wurde der in Natrium-Phosphatpuffer gelöste unaufgereinigte 

Hemmstoff über eine HiTrap Desalting-Säule (GE Healthcare) mit einer Aus-

schlussgrenze von 5 kDa eluiert. Der Hemmstoff wurde zudem in Laufpuffer mit 

6 M Harnstoff gelöst, für 10 min bei 100°C aufgekocht und auf eine HiTrap Desal-

ting-Säule aufgetragen. Eventuell vorhandene Aggregate der Substanz sollten 

durch diese Behandlung aufgelöst werden. Bei beiden chromatographischen Läu-

fen mit und ohne Harnstoff war bei den Peaks nach 1,39 mL bzw. 1,77 mL (437 

mAU bzw. 516 mAU) (Abb. 32) eine antilisterielle Aktivität festzustellen, die der 

Stärke des in Laufpuffer oder MilliQ-Wasser gelösten Hemmstoffes entsprach. Die 

Peaks am Ende des Chromatographielaufes nach 4,86 mL bzw. 5,36 mL resultier-

ten von dem im Laufpuffer enthaltenen Salz. Die chromatographischen Läufe wie-

sen entweder auf eine Substanzgröße von über 5 kDa hin, da die aktive Fraktion 

gleich zu Beginn der Läufe auftrat, oder sie wiesen auf nicht durch Harnstoff zu 

dissoziierende Molekülaggregate hin.  

Eine bessere Größenauftrennung erlaubt die Superose 6 10/300 GL-Säule (GE 

Healthcare) mit einem Trennbereich von 5 bis 5.000 kDa. Der Säulenlauf mit der 

gleichen Probenmenge wie bei der kleinen Desalting-Säule lieferte mit ca. 

120 mAU nach 19,22 mL (Abb. 33) einen Peak mit einer deutlich niedrigeren Ab-

sorption als im Lauf mit der Desalting-Säule. Der Peak wurde aufgrund seiner 

Größe in sechs Fraktionen je 1 mL aufgeteilt. Die Fraktionen wurden zusammen 

mit den restlichen Peaks bei 7,20 mL, 21,41 mL und 24,85 mL separat aufgefan-

gen und auf ihre antilisterielle Aktivität getestet. Keine der getesteten Fraktionen 

rief im Agar-Spot-Assay mit L. ivanovii WSLC 3061 als Indikatorstamm eine 

Hemmung hervor.  
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Abbildung 32. Elutionsprofil des unaufgereinigten Hemmstoffes von St. equorum WS 4524 
unter Verwendung einer HiTrap Desalting Säule (GE Healthcare). Dargestellt ist die Absorption 
bei 280nm in Gegenwart (blaue Kurve) und in Abwesenheit (schwarze Kurve) von 6M Harnstoff. 
Die Peaks wurden bei den angegebenen Volumina eluiert. 
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Abbildung 33. Elutionsprofil des unaufgereinigten Hemmstoffes von St. equorum WS 4524 
unter Verwendung der Superose 6 10/300 GL Säule (GE Healthcare). Dargestellt ist die Ab-
sorption bei 280nm. Die Peaks wurden bei den angegebenen Volumina eluiert. 

Folgend wurde die Methode der hydrophoben Interaktionschromatographie (HIC, 

hydrophobic interaction chromatography) angewandt, bei der eine Bindung von 

Proteinen an das Säulenmaterial aufgrund einer hohen Ammoniumsulfatkon-

zentration erreicht wird. Durch Entzug der Hydrathülle haben die hydrophoben 
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Seitenketten der Proteine die Möglichkeit, an die ebenfalls hydrophobe Gelmatrix 

der Säule zu adsorbieren. Die an die Gelmatrix gebundenen Substanzen werden 

anschließend in einem absteigenden Salzgradienten eluiert. Als Trägermaterial 

kamen hier Phenyl-Sepharose (HiTrap Phenyl Sepharose 6 Fast Flow high/low 

sub (HiTrap Phenyl FF), GE Healthcare) und Butyl-Sepharose (HiTrap Butyl-S 

Sepharose 6 Fast Flow (HiTrap Butyl-S FF), GE Healthcare) zum Einsatz. Je hö-

her die Konzentration des Liganden in der Säule, desto stärker die Bindung der 

Substanz. Dies war an den Absorptionskurven der verschiedenen Säulen in Abbil-

dung 34 abzulesen.  

Die HiTrap Phenyl FF high sub-Säule - mit der stärksten Bindungskapazität in die-

ser Versuchsreihe - war anscheinend in der Lage mehr Material an die Säulenmat-

rix zu binden, da hier über den ganzen Gradientenverlauf eine Absorption gemes-

sen wurde (Abb. 34, dunkelblaue Kurve). Beim Chromatographielauf mit dieser 

Säule wurde in den letzten beiden Fraktionen des Gradienten eine antilisterielle 

Aktivität festgestellt. Die Stärke der Aktivität der letzten Fraktion (11,5 bis 12,5 mL) 

lag bei ca. 50 % des frisch in MilliQ-Wasser gelösten Hemmstoffes, die Aktivität 

der vorletzten Fraktion (10,5 bis 11,5 mL) bei etwa 15 bis 20 %. Die unaufgereinig-

te aktive Substanz von St. equorum WS 4524 band anscheinend stark an die 

Gelmatrix der Säule, was für eine hohe Hydrophobizität spricht. Beim Chroma-

tographielauf mit der Phenyl FF low sub-Säule (Abb. 34, blaue Kurve) war zwi-

schen 6,8 und 7,8 mL eine Fraktion mit einer sehr schwachen antilisteriellen Akti-

vität zu finden, die 5 - 10 % der Aktivität des frisch angesetzten Hemmstoffes ent-

sprach. Bei Verwendung der Butyl-S FF-Säule - mit der schwächsten Bindungska-

pazität in dieser Versuchsreihe - nahm die Absorption nach Erreichen eines gro-

ßen Peaks zu Beginn des Laufs rapide ab (Abb. 34, hellblaue Kurve). Vor Beendi-

gung des Gradientenlaufes konnte keine Absorption mehr gemessen werden. Hier 

konnte keine aktive Fraktion gefunden werden. Bei allen Säulenläufen wurde das 

Eluat des Waschvorgangs nach dem Gradientenverlauf auf antilisterielle Aktivität 

getestet. Auch diese Fraktionen waren inaktiv. 
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Abbildung 34. Elutionsprofile des unaufgereinigten Hemmstoffes von St. equorum WS 4524 
unter Verwendung von HIC-Säulen (GE Healthcare). Dargestellt sind die bei 280nm gemesse-
nen Absorptionskurven bei Verwendung der Säulen HiTrap Phenyl FF high sub (dunkelblau), Phe-
nyl FF low sub (blau) und Butyl-S FF (hellblau) und die Konzentration [%] des Puffer B. Die Peaks 
wurden bei den angegebenen Volumina eluiert. Die antilisteriell aktiven Fraktionen sind mit * mar-
kiert. 
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4 Diskussion 

Pichia norvegensis WSYC 592 

4.1 Stärke des Hemmpotentials 

Einigen Vertretern der Spezies I. orientalis konnte in dieser Arbeit und in einer 

Studie von Goerges et al. (80) eine antilisterielle Aktivität nachgewiesen werden. 

Der in dieser Arbeit näher untersuchte Stamm P. norvegensis WSYC 592 wurde 

mit Hilfe des API 20C AUX (Biomerieux) zunächst als C. krusei bzw. I. orientalis 

identifiziert. Aus diesem Grund lag der Fokus hinsichtlich der Klärung des hem-

menden Prinzips zunächst auf der Spezies I. orientalis. Durch Sequenzierung der 

26S rDNS des Hefestammes WSYC 592 und mit Hilfe der FTIR-Spektroskopie 

wurde die Hefe schließlich als P. norvegensis identifiziert werden (80), sodass der 

Fokus letztlich auf diese Spezies gelegt wurde. 

Beim Cokultivierungsassay auf Festmedium war die P. norvegensis WSYC 592 in 

der Lage einen Listerientiter von 105-106 KbE/cm2 nach 24 Stunden bis unter die 

Nachweisgrenze zu reduzieren. Anhand des eingesetzten Listerientiters, der weit 

über einer realistischen Kontaminationsrate von i.d.R. <10 KbE/cm2 lag (168, 169), 

war das außerordentliche Hemmpotential der P. norvegensis zu erkennen. Selbst 

nach Anreicherungsverfahren nach § 64 LFGB konnten nach 24 Stunden Cokulti-

vierung mit dem aktiven Hefestamm WSYC 592 keine Listerien mehr gefunden 

werden (30, 80). Die Kontrollhefe Pichia sp. WSYC 623 reduzierte die Listerien 

lediglich um eine Zehnerpotenz, was sehr wahrscheinlich auf Nahrungskompetiti-

on beruhte (79).  

Aufgrund der außerordentlichen antilisteriellen Aktivität, die das Hemmvermögen 

der zuvor genannten I. orientalis-Stämme bei weitem überstieg, wurde P. norve-

gensis WSYC 592 zur näheren Charakterisierung der Hemmwirkung herangezo-

gen. 

4.2 Initiation der Hemmung 

Mittels der Hemmungskinetik auf Festmedium über 48 Stunden konnte das Ein-

setzen der antilisteriellen Aktivität zu Beginn der stationären Wachstumsphase der 

Hefe WSYC 592 aufgezeigt werden (Abb. 3). Die Hemmung entfaltete sich voll-

ends während der stationären Phase der P. norvegensis, sodass nach 21 Stunden 

Cokultivierung keine Listerien mehr vorzufinden waren. In einer von acht Cokulti-
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vierungen konnten nach 24 Stunden wenige Listerien detektiert werden. Die ein-

gesetzte Listerienzellzahl (105-106 KbE/cm2) stellte den maximalen Titer dar, der 

durch die P. norvegensis WSYC 592 gehemmt werden konnte. Minimale  

Titerschwankungen innerhalb dieser Größenordnung führten dazu, dass offenbar 

ein gewisser Schwellenwert überschritten und die Listerien nicht vollständig abge-

tötet werden konnten.  

Neben der Abnahme der Zellzahl sank während der Cokultivierung mit der 

P. norvegensis WSYC 592 über 24 Stunden auch der pH-Wert von anfänglich  

pH 6,6 auf ca. pH 4,6. Nach zwölf Stunden Cokultivierung, in der Anfangsphase 

der Listerienhemmung, wurde ein niedriger pH-Wert von pH 4,8 erreicht. Der pH-

Wert sank weiter ab, während die Hemmung der Listerien weiter voranschritt. Der 

niedrige pH-Wert kann nicht der Hauptgrund für diesen starken Hemmeffekt sein, 

da ein pH-Wert von 4,6 für Listerien nicht bakteriozid ist (69, 151). Auch in den 

beiden Kontrollansätzen lag der pH-Wert nach 24 Stunden bei ca. pH 4,6, doch 

sanken die pH-Werte, im Vergleich zur Cokultivierung mit der aktiven Hefe WSYC 

592, langsamer ab. Ein Hemmeffekt blieb hier trotz des niedrigen pH-Werts aus. 

4.3 Stabilität und Einflussnahme auf die Hemmaktivität in Flüssigmedium 

Es zeigte sich, dass eine Hemmung von L. monocytogenes WSLC 1364 nicht nur 

auf Festmedium, sondern auch mit der Hauptkultur (Flüssigkultur) der P. norve-

gensis WSYC 592 möglich war (siehe 3.3). Bereits nach sechs Stunden Cokulti-

vierung konnten die Listerienzellzahlen teilweise bis unter die Nachweisgrenze 

reduziert werden (Abb. 4). Bei der Cokultivierung mit der nicht-hemmenden Kon-

trollhefe WSYC 623 war ein minimaler Rückgang der Listerienzellzahlen zu erken-

nen, was mit dem niedrigen Nährstoffangebot der 24 Stunden alten Kultur begrün-

det sein könnte.  

Aufgrund der Schnelligkeit und Stärke der Hemmung lag die Vermutung nahe, die 

Hefekultur von WSYC 592 könnte nach Inhibierung des ersten Listerientiters von 

103 KbE/mL noch eine zweite Listeriendosis in gleicher Höhe in ihrer Zellzahl re-

duzieren. Dies bewahrheitete sich nur zum Teil.  

Erfolgte die Zugabe der zweiten Listeriendosis nach sechs Stunden Cokultivie-

rung, war eine erneute Hemmung möglich, während die nach 24 Stunden zur Co-

kultur gegebenen Listerien nicht in ihrer Zellzahl reduziert werden konnten 

(Tab. 5). Hier könnte davon ausgegangen werden, dass die aktive/n Substanz/en 
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entweder verbraucht war/en, sodass eine erneute Hemmung nach 24 Stunden 

nicht mehr möglich war. Oder die Substanz/en so instabil war/en, dass sie nur  

über einen bestimmten Zeitraum agieren konnte/n. Auch die Erschöpfung der 

Nährstoffvorräte des Mediums könnten als Grund angenommen werden, so dass 

sich die Hefe nicht mehr vermehrte bzw. die Energie für die Produktion der Sub-

stanz/en nicht mehr aufbrachte. Im Ergebnis lag bei den ermittelten Hefezellzahlen 

kein Wachstum im Zeitraum von 24 bis 48 Stunden vor.  

Mit einem Nährmediumswechsel vor der erneuten Listerienzugabe in Höhe von 

103 KbE/mL nach 24 Stunden Cokultivierung bzw. lediglich bei Zugabe von 2 % 

(v/v) Glucose, Fructose oder Mannose zusammen mit den Listerien zur bestehen-

den Cokultur, konnte auch die zweite Listeriendosis gehemmt werden. Ein glei-

ches Bild ergab sich bei Zugabe einer C-Quelle zu einer über 72 Stunden kultivier-

ten Hefekultur von WSYC 592. Auch diese war in einer anschließenden Cokultivie-

rung in der Lage einen Listerientiter von 103 KbE/mL bis unter die Nachweisgren-

ze zu hemmen. Anscheinend wurde durch die Zugabe der  

C-Quellen der Stoffwechsel der aktiven Hefe WSYC 592 reaktiviert, sodass die 

Produktion der antilisteriellen Substanz(en) wieder stattfand.  

4.3.1 Einflussnahme von C-Quellen auf die antilisterielle Aktivität 

4.3.1.1 Zu Glucose strukturähnliche C-Quellen 

Die Inhibierung einer zweiten Listeriendosis konnte durch Zugabe von 2 % (v/v) 

einer der leicht verwertbaren C-Quellen Glucose, Fructose oder Mannose (73) 

herbeigeführt werden. Eine Gemeinsamkeit der drei Hexosen ist der identische 

Strukturteil vom dritten bis zum sechsten Kohlenstoffatom (Abb. 6). Zur Klärung, 

ob dieser Strukturteil mit der Hemmung der Listerien in Verbindung stehen könnte, 

wurden die Pentose Arabinose mit einem identischen und die Hexose Galactose 

mit einem ähnlichen Strukturteil (Abb. 6) als weitere C-Quellen in die Versuchsrei-

he aufgenommen. Hinzu kamen noch die beiden Disaccharide Maltose und Sac-

charose. Die Tatsache, dass ein Wiederauftreten der Hemmaktivität mit diesen 

vier C-Quellen nicht beobachtet werden konnte und die Spezies Pichia nicht in der 

Lage ist diese C-Quellen zu verstoffwechseln (15), lässt eine vom Hefenwachstum 

abhängige Hemmung der Listerien vermuten. Listerien können die genannten  

C-Quellen sehr schlecht bzw. gar nicht verwerten (12, 152, 154).  
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Würde eine Auslösung der Hemmwirkung durch die Bindung eines Zuckerstruktur-

teils an die Listerienoberfläche initiiert werden, so konnte diese Hypothese durch 

eine ausbleibende Reaktion bei Zugabe von Arabinose, Galactose, Maltose und 

Saccharose widerlegt werden.  

4.3.1.2 Selektiv verwertbare C-Quellen 

Die Spezies Pichia ist befähigt Citrat zu metabolisieren (15), sodass die beiden 

Hefestämme WSYC 592 und WSYC 623 mit di-Ammoniumhydrogencitrat als  

C-Quelle nahezu identische Zellzahlen wie im Standardnährmedium mit Glucose 

erreichten. Listerien können Citrat aufgrund ihres unvollständigen Citrat-Zyklus 

nicht in ihren Stoffwechsel einbeziehen (62, 86, 186). Durch die fehlende  

2-Oxoglutarat-Dehydrogenase (62), die α-Ketoglutarat zu Succinyl-CoA oxidiert, 

wird der Citrat-Zyklus in einen oxidativen (Acetyl-CoA → Citrat → Isocitrat → α-

Ketoglutarat) und einen reduktiven Arm (Oxalacetat → Malat → Fumarat) gespal-

ten (121) (Abb. 35).  

Acetyl-CoA

Citrat

Isocitrat

Oxalacetat

α-Ketoglutarat

 
Abbildung 35. Rekonstruktion des unvollständigen Citrat-Zyklus in L. monocytogenes EGD 
(modifizierte Abbildung aus Eisenreich et al. 2006). Der doppelt durchgestrichene Pfeil kenn-
zeichnet die fehlende 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase. 

Trotz des sehr guten Hefenwachstums in Gegenwart von di-

Ammoniumhydrogencitrat war eine Reduzierung des in der Cokultivierung einge-



4  Diskussion  89 

setzten Listerientiters von 104 KbE/mL nicht möglich. Mit di-

Ammoniumhydrogencitrat als C-Quelle lag der End-pH-Wert nach der Kultivierung 

der Hefen bzw. der Cokultivierung über 24 Stunden bei pH ~7. Unter Einsatz von 

Glucose, Fructose oder Mannose sank der pH-Wert während der Hefenanzucht 

bzw. der Cokultivierung über 24 Stunden von ursprünglich pH 6,6 auf ca. pH 4.6 

ab. Obwohl der pH-Wert hier im sauren Bereich lag, kann der niedrige pH-Wert 

allein nicht für die Hemmung der Listerien verantwortlich sein. L. monocytogenes 

ist fähig auch bei niedrigen pH-Werten von pH 5 und niedriger zu wachsen (46, 

69). Der Listerien-Indikatorstamm WSLC 1364 selbst säuerte das Nährmedium 

während der Kultivierung ohne Anwesenheit der Hefen bzw. während Cokultivie-

rung ebenfalls stark an und erreichte trotzdem Zellzahlen im Bereich von über 108 

KbE/cm2 (Abb. 3) bzw. 108-109 KbE/mL. Zudem ist bekannt, dass aus Käse isolier-

te L. monocytogenes-Stämme, wie der in dieser Arbeit verwendete Indikator-

stamm WSLC 1364, resistenter gegenüber Stresseinflüssen wie niedrigem pH 

oder hohen Salzkonzentrationen sind (68). Der niedrige pH-Wert als Hauptgrund 

für die inhibierende Wirkung kann ausgeschlossen werden, doch könnte er bei der 

Hemmung der Listerien eine unterstützende Rolle spielen. So werden z.B. einige 

von Hefen produzierte Proteasen, die allerdings in der Vakuole lokalisiert sind, im 

sauren pH-Bereich aktiviert (116, 170).  

Jaradat & Bhunia (101) zeigten die Abhängigkeit der Expression des Listeria Ad-

häsionsproteins (LAP) vom gewählten Nährmedium und von der Glucosekonzent-

ration. In den nährstoffreichen Medien BHI und TSB, mit einer Glucosekonzentra-

tion von >1,6 g/L, sank der pH-Wert während der Kultivierung, was die LAP Ex-

pression erheblich reduzierte. Im nährstoffärmeren LB-Medium mit niedrigem Glu-

coseanteil konnte eine stärkere Adhäsion an Caco-2-Zellen beobachtet werden, 

als bei einer Glucosekonzentration über 1,6 g/L. Wie oben beschrieben, sank in 

dieser Arbeit der pH-Wert der Cokulturen in Gegenwart von Glucose ab, während 

er im Beisein von di-Ammoniumhydrogencitrat bzw. Lactat (siehe 3.4.2.3) als  

C-Quellen im neutralen Bereich blieb bzw. ins alkalische überging. Die Listerien 

könnten im basischen Milieu befähigt sein, eine bestimmte Oberflächenstruktur 

auszubilden, die sie für eine Inhibierung durch die P. norvegensis WSYC 592 un-

zugänglich machen könnte.  
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Obwohl Rhamnose von Farber et al. (69) und Nelson et al. (142) als eine unter 

aeroben Bedingungen verwertbare C-Quelle ausgewiesen wurde, war im vorlie-

genden Fall kein Listerienwachstum während der Kultivierung bzw. Cokultivierung 

zu verzeichnen. Die Kultivierungszeit von 17 Stunden und die anschließende Co-

kultivierung über 24 Stunden waren zu kurz, um die L-Rhamnose zu metabolisie-

ren (135). Die Spezies Pichia ist nicht befähigt Rhamnose zu verwerten (15). 

4.3.1.3 Unabhängigkeit der Hemmaktivität von der Mannose-Verwertung 

durch Listerien 

In Gegenwart von Mannose erbrachten die Hefestämme WSYC 592 und WSYC 

623 vergleichbare Zellzahlen wie bei der Kultivierung im Standardnährmedium mit 

Glucose. Auch der Wildtypstamm L. monocytogenes EGD-e und die Deletionsmu-

tante L. monocytogenes EGD-e ∆ptsMan, ∆lmo0027, die keine Mannose verstoff-

wechseln kann, erreichten mit Pepton, Hefeextrakt und Mannose als angebotene 

Nährstoffe Zellzahlen, die mit BHI-Bouillon als Nährmedium vergleichbar waren. 

Im Falle der Deletionsmutante reduzierte P. norvegensis WSYC 592 den einge-

setzten Listerientiter von 104 KbE/mL innerhalb von 24 Stunden Cokultivierung bis 

unter die Nachweisgrenze (Tab. 6). Einige wenige Zellen des Wildtypstammes 

EGD-e konnten indes nach 24 Stunden in Gegenwart der aktiven Hefe WSYC 592 

detektiert werden. Bei der Cokultivierung der Deletionsmutante mit der Kontrollhe-

fe WSYC 623 blieb der eingesetzte Titer von 104 KbE/mL nahezu unverändert, 

wohingegen sich bei der Cokultivierung mit dem Wildtypstamm eine Zellzahlreduk-

tion von ca. einer Zehnerpotenz feststellen ließ. Für eine präzisere Aussage bzgl. 

des Zellzahlrückganges des Wildtypstammes in Gegenwart der Kontrollhefe 

WSYC 623 sind weitere Cokultivierungen erforderlich. Nichtsdestotrotz war eine 

vollständige Hemmung der Deletionsmutante durch P. norvegensis WSYC 592 

erkennbar, was deutlich auf eine Unabhängigkeit der Hemmwirkung von der Ver-

wertbarkeit der Mannose auf Seite der Deletionsmutante und womöglich der Spe-

zies L. monocytogenes hindeutet. 

4.3.1.4 Die Sonderrolle des Lactat 

Lactat, das durch die Metabolisierung von Lactose durch Starter- und Nicht-

Starterkulturen entsteht (188), ist eine im Käse natürlich vorkommende C-Quelle. 
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Aus diesem Grund wurde Lactat als Einflussfaktor auf die Hemmwirkung der 

P. norvegensis WSYC 592 getestet. 

Mögliche Auswirkungen des Lactats auf die Hemmaktivität 

Die beiden Hefestämme WSYC 592, WSYC 623 und der Listerien-Indikatorstamm 

WSLC 1364 zeigten in Gegenwart von 2 % (v/v) bzw. 2,5 % (w/v) (^ 278mM) Lac-

tat keine Wachstumsdefizienz, sodass die Zellzahlen mit den in glucosehaltigem 

Nährmedium bzw. BHI-Bouillon erreichten Zellzahlen nahezu identisch waren. Ei-

ne Inhibierung von L. monocytogenes WSLC 1364 durch P. norvegensis WSYC 

592 blieb trotzdem aus. Eine Konzentration von 2,5 % (w/v) Milchsäure kann sich 

inhibitorisch auf das Wachstum auswirken, wie die Studie von Narendranath et al. 

(140) über die inhibitorische Wirkung von Essig- und Milchsäure gegen  

S. cerevisiae demonstriert. Für eine toxische Wirkung der Milchsäure in einem 

definierten Minimalmedium war eine minimale inhibitorische Konzentration (MIC) 

von 2,5 % (w/v) (278mM) notwendig. Im Unterschied zu der genannten Studie 

wurde in dieser Arbeit mit Lactat, dem Salz der Milchsäure, gearbeitet. Da Milch-

säure fast vollständig zu einem Proton und Lactat dissoziiert, ist die Menge an zu-

geführter Milchsäure fast gleich der des zugeführten Anions Lactat. Abbot et al. (6) 

wiesen in ihrer Studie ebenfalls eine toxische Wirkung von Milchsäure nach. Auch 

wenn die Ergebnisse der Studien von Narendranath et al. (140) und Abbot et al. 

(6), aufgrund der Verwendung einer anderen Hefenspezies (S. cerevisiae) und 

eines definierten Minimalmediums, nicht direkt mit den Ergebnissen dieser Arbeit 

vergleichbar sind, ist erwiesen, dass sich das Lactat in der vorliegenden Arbeit 

nicht negativ auf das Wachstum der P. norvegensis auswirkte. Das Lactat griff 

demnach an einer anderen Stelle in einen Stoffwechsel-/Regulationsprozess ein, 

was einen totalen Verlust der Hemmaktivität bewirkte. 

Das in dieser Arbeit verwendete Nährmedium enthielt Pepton und Hefeextrakt, die 

einen gewissen Schutz gegen Stresseinflüsse bieten (140). Da bereits de Vuyst 

(52) einen negativen Einfluss der Medienkomponenten auf die Nisinproduktion 

aufzeigen konnte, ist es denkbar, dass auch hier die Medienkomponenten auf die 

Produktion der antilisteriell wirksamen Substanz(en) eine negative Auswirkung 

gehabt haben könnten. Abbot et al. (6) wiesen in ihrer Studie nach, dass sich eine 

hohe Milchsäurekonzentration nicht nur auf das Wachstum, sondern auch auf die 

Produktbildung inhibitorisch auswirken kann, z.B. durch eine verminderte Gen-
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expression. In einer umfassenden Studie von Kawahata et al. (106) wurde die 

Einflussnahme von Milch- und Essigsäure auf die Genexpression bei S. cerevisiae 

untersucht. Die Expression einiger Gene, die für diverse Permeasen und Trans-

porter kodieren, wurde herunterreguliert. Ein saures Milieu beeinflusst neben dem 

Zellwandaufbau u.a. auch den Metallmetabolismus der Hefe. Gendeletionen in-

nerhalb verschiedener Funktionsgruppen, wie z.B. Metabolismus, Transport, Pro-

teinmodifizierung, Interaktion mit der zellulären Umwelt, führten zu einer Sensitivi-

tät der Deletionsmutanten gegenüber den beiden Säuren. Die Ergebnisse zeigten 

ein breit gefächertes Spektrum an Interaktionen der Milchsäure. Die Untersuchung 

des Sekretoms der P. norvegensis WSYC 592 in Kapitel 3.5 zeigte bereits, dass 

bei der Kultivierung der Hefe in Gegenwart von Lactat deutlich weniger Proteine 

exprimiert werden, verglichen mit der Kultivierung der Hefe in Anwesenheit von 

Glucose (Abb. 14). Es ist demnach denkbar, dass das Lactat antagonistisch auf 

die Genexpression einiger Gene gewirkt haben könnte, die evtl. für einen Trans-

porter oder eine Permease kodieren, welche für die Freisetzung der antilisteriellen 

Substanz(en) erforderlich wären. Durch die Einwirkung des Lactats könnte auch 

ein wichtiger Modifizierungsschritt gestört worden sein, der für die Aktivität der an-

tilisteriellen Substanz unabdingbar ist. Mit der Untersuchung der Expressionsän-

derung bei P. norvegensis WSYC 592 in Gegenwart von Lactat eröffnet sich ein 

interessanter Versuchs- und Forschungsansatz, der jedoch über den Rahmen der 

vorliegenden Arbeit hinausging. 

Das Zusammenspiel von Glucose und Lactat 

Mit dieser Arbeit wurde gezeigt, dass P. norvegensis WSYC 592 in Gegenwart 

von 2 % (w/v) Glucose und bis zu 3 % (v/v) Lactat bereits nach acht Stunden Co-

kultivierung in Flüssigmedium eine vollständige Hemmung des Listerien-

Indikatorstammes WSLC 1364 herbeiführte (Abb. 8) - gleiches bei 1,5 % (w/v) 

Glucose und 0,5 % (v/v) Lactat. Die Feststellung, dass mit höher dosierten Gluco-

sekonzentrationen im Nährmedium höhere Lactatkonzentrationen kompensiert 

werden konnten, fand durch Versuchsergebnisse von Goerges (78) Bestätigung. 

Hier war in Cokultivierungsversuchen auf Festmedium mit 1,5 % (w/v) Glucose für 

eine vollständige Hemmung der Listerien eine Zugabe bis zu 3 % (v/v) Lactat 

möglich. Waren jeweils 1 % (w/v) Glucose und Lactat vorhanden war keine Hem-

mung möglich (78). Obwohl die Konzentrationsangaben mit den Ergebnissen aus 
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dieser Arbeit aufgrund des unterschiedlichen Versuchsansatzes nicht direkt ver-

gleichbar sind, so lassen beide die gleiche Tendenz erkennen. Ein gewisser Anteil 

an Glucose scheint im Nährmedium vorhanden sein zu müssen, damit P. norve-

gensis WSYC 592 fähig ist, eine Hemmung der Listerien herbeizuführen.  

Die oben beschriebenen Ergebnisse der Cokultivierungen in Gegenwart von Glu-

cose und Lactat ließen vermuten, die antilisterielle Aktivität bzw. die Produktion 

der antilisteriellen Substanz(en) sei an den Glucosestoffwechsel bzw. die Glykoly-

se gekoppelt. Gegebenenfalls könnte eine Art Kohlenstoff-Katabolitrepression 

(carbon catabolite repression) vorliegen. Diese ereignet sich, wenn leicht verwert-

bare C-Quellen, wie Glucose, Fructose oder Mannose verfügbar sind. Sie werden 

bevorzugt verstoffwechselt, sodass die Enzyme zur Verwertung alternativer  

C-Quellen nur minimal bzw. gar nicht synthetisiert werden. Nachfolgend wird ein 

Bespiel der Kohlenstoff-Katabolitrepression in S. cerevisiae näher erläutert:  

In S. cerevisiae kodiert JEN1 für einen Lactat/Pyruvat:H+ Symporter (Transport 

Classification (TC)-Nr. 2.A.1.12.2), der allein für den Transport von Lactat über die 

Plasmamembran verantwortlich ist (39). JEN1 wird in Gegenwart der repressiven 

C-Quelle Glucose nicht abgelesen. Sind hingegen nicht-repressive C-Quellen, wie 

z.B. Lactat, Ethanol oder Glycerol vorhanden, ist der Promotor aktiv und die 

Transkription findet statt. Die Repression durch Glucose zeigt sich zur Induzierung 

durch Lactat epistatisch, wie folgende Studie von Lodi et al. (119) zeigt. Bei Ex-

pressionsanalysen von JEN1 konnte in Gegenwart von jeweils 2 % (w/v) Lactat 

und Glucose kein Transkript vorgefunden werden, wogegen unter Einsatz von nur 

Lactat (2 % w/v) mittels Northern Blot mRNS nachweisbar war (119). Eine Paralle-

le der Ergebnisse dieser Arbeit zu den Ergebnissen eben genannter Studie von 

Lodi et al. konnte festgestellt werden. Bei der Cokultivierung mit 2 % (w/v) Glucose 

und 3 % (v/v) Lactat war eine vollständige Hemmung der Listerien möglich 

(Abb. 8). Dies könnte bedeuten, dass die Glucosekonzentration ausgereicht hat, 

um die Expression eines Lactat-Transportergens zu reprimieren. Somit könnte ein 

Lactattransport in die Hefezellen unterbunden und die Hemmaktivität der 

P. norvegensis WSYC 592 aufrechterhalten worden sein. Chambers et al. (41) 

fanden einen Schwellenwert heraus, ab der eine Expression von JEN1 in S. cere-

visiae möglich ist. Bei Glucosekonzentrationen unter 3 g/L (^ 0,3 % w/v) wurde die 

Promotoraktivität von JEN1 induziert und war bei ca. 0,1 g/L (^ 0,01 % w/v) Gluco-

se am höchsten (41). Diese Glucosekonzentrationen wurden in dieser Arbeit mit 
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Einsatz von 20 g/L ^ 2 % (w/v) bzw. 15 g/L ^ 1,5 % (w/v) deutlich überschritten. Es 

muss aber nicht zwangsläufig bedeuten, dass es trotz der hohen Glucosekonzent-

ration zu keiner Induzierung der Promotoraktivität eines Lactat-Transportergens in 

P. norvegensis WSYC 592 geführt haben könnte. Flores et al. (70) zeigten bereits, 

dass die mit S. cerevisiae gewonnenen Erkenntnisse prinzipiell nicht auf nicht-

konventionelle Hefengattungen, wie z.B. Kluyveromyces, Candida, Pichia und Yar-

rowia, übertragbar sind. Für eine detaillierte Klärung der Einflussnahme des Lac-

tats auf die antilisterielle Aktivität der P. norvegensis WSYC 592 wäre u.a. die Un-

tersuchung der Abhängigkeit der Hemmwirkung vom Lactatmetabolismus der Hefe 

ein interessanten Forschungsansatz, der jedoch über den Rahmen dieser Arbeit 

hinausging. Dafür wäre u.a. eine Unterbindung der Lactataufnahme nötig, die 

durch Deletion des JEN1-orthologen Gens in P. norvegensis erreicht werden wür-

de. In den beiden Stämmen P. stipitis CBS 6054 und P. pastoris GS115 wurden 

mit JEN11 (NCBI-GeneID: 4837334) bzw. YKL217W (http://bioinformatics. 

psb.ugent.be/webtools/bogas/annotation/Picpa/666666/chr3_0440) Orthologe von 

JEN1 gefunden, die für den Carbonsäure- bzw. Lactat-Transport verantwortlich 

sind. Unter Anwendung dieser bekannten Gensequenzen sollte die Deletion des 

JEN1-orthologen Gens in P. norvegensis möglich sein. 

4.3.2 Einfluss von Detergenzien auf die antilisterielle Aktivität 

Nachdem im Kulturüberstand der Hefe P. norvegensis WSYC 592 keine aktive 

Substanz nachweisbar war (siehe 3.7), bestand die Vermutung, dass es sich bei 

der antilisteriell wirksamen Substanz um ein an die Hefenzellwand gebundenes 

oder in der Zellwand lokalisiertes Protein bzw. proteinartige Substanz handeln 

könnte. Es bestand die Absicht, ein evtl. vorhandenes antilisteriell wirkendes Pro-

tein mit einer Auswahl an nicht-ionischen und zwitterionischen Detergenzien von 

der Hefenzelloberfläche herunterzuwaschen oder aus der Hefenzellwand/-

membran herauszulösen. Letztlich beschränkte sich der Einsatz der Detergenzien 

auf die Untersuchung ihrer Auswirkungen auf die Hemmwirkung der P. norvegen-

sis WSYC 592, da weitere Untersuchungen mit Detergenzien über den Rahmen 

der vorliegenden Arbeit hinausgingen. 
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4.3.2.1 Nicht-ionische Detergenzien 

Tween® 

Zu den nicht-ionischen Detergenzien zählen u.a. die Detergenzien der Tween®-

Familie bzw. der Gruppe der Polysorbate. Sie finden u.a. in der Lebensmittelin-

dustrie als Netzmittel oder Emulgatoren ihren Einsatz (Tween® 20 = E432, Tween® 

80 = E433). In der Biochemie werden sie in der Solubilisierung von Membranpro-

teinen verwendet (23). Sie gelten als milde Detergenzien und wirken im Gegen-

satz zu Cetyltrimethylammonium-bromid (CTAB) oder SDS nicht denaturierend. In 

dieser Arbeit wurden Tween® 80 (Daten nicht gezeigt) oder Tween® 20 zur Kultur 

von P. norvegensis WSYC 592 bzw. der Cokultur der Hefe WSYC 592 mit L. mo-

nocytogenes WSLC 1364 hinzugegeben, mit der Absicht, wie bei Reese & Magui-

re (159), die Freisetzung einer inhibitorischen Substanz von/aus der Hefenzell-

wand zu ermöglichen. Reese & Maguire (159) erzielten durch den Einsatz von 

0,1 % (v/v) Tween® 80 in Flüssigkulturen von Pilzen, wie z.B. Aspergillus, Penicil-

lium, Trichoderma, eine wesentlich höhere Ausbeute an extrazellulären Enzymen 

und Pigmenten. Huot et al. (97) erzielten in ihren Versuchen eine vierfache Steige-

rung der Bakteriozinproduktion von Lactococcus lactis subsp. cremoris J46 unter 

Verwendung von 1 % (v/v) Tween® 80. Tween® 20 vermochte ebenfalls die Bakte-

riozinproduktion effektiv zu stimulieren. Der Effekt des Detergens lag hier direkt 

bei der Bakteriozinproduktion an sich. Durch Einsatz von Tween® 80 konnte einer-

seits die Bakteriozinproduktion (11) bzw. die Aktivität eines Bakteriozins (103) ge-

steigert werden; andererseits konnte es die Aktivität eines Bakteriozins auch inhi-

bieren, wie das Beispiel des Enterotoxin B von St. aureus S6 zeigt (71). Die unste-

te Wirkung des Tween® 80 hängt vom Organismus, wie auch vom jeweiligen En-

zym innerhalb eines Organismus ab, mit dem es interagiert (159). Das Hervorru-

fen unterschiedlicher Effekte, wie im Falles des Tween®, kann möglicherweise 

auch für andere Detergenzien gelten.  

In dieser Arbeit reichte eine minimale Konzentration von 0,001 % (v/v) (≈ 9 µM) 

Tween® 20 aus, um die Hemmung der Listerien partiell aufzuheben (Abb. 9). Bei 

dieser Konzentration war die kritische Mizellenkonzentration (CMC, critical micelle 

concentration) von ca. 60 µM (≈ 0,007 % v/v) bei weitem nicht erreicht. Die CMC 

ist die minimale Konzentration an Detergens, bei der noch Mizellen gebildet wer-

den können. Die Konzentration des Detergens muss oberhalb der CMC liegen, um 
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Membranproteine solubilisieren zu können. Das Detergens lag bei dieser niedri-

gen Konzentration von 0,001 % (v/v) somit in einem monomeren Zustand vor, so-

dass sich die Monomere u.a. frei an der Hefenzelloberfläche positionieren konn-

ten. Nicht-ionische Detergenzien können Proteine gegen eine oberflächeninduzier-

te Aggregation schützen, indem sie an hydrophobe Bereiche der Proteinoberflä-

che binden und dadurch intermolekulare Interaktionen reduzieren (13). Die hierfür 

erforderliche Konzentration korreliert nicht mit der CMC des Detergens (43). Eine 

solche Abschirmung einer Substanz bzw. Verhinderung einer Interaktion könnte 

eine Erklärung für die verminderte Listerienhemmung in der vorliegenden Arbeit 

bei Einsatz von 0,001 % (v/v) Tween® 20 sein. Ab einer Konzentration von 0,02 % 

(v/v) Tween® 20 (≈ 0,18 mM), die über der CMC lag, war keine Hemmung der 

Listerien mehr feststellbar (Abb. 9). Dies könnte bedeuten, dass die antilisteriell 

wirksame Substanz durch das Detergens aus der Hefenzellwand/-membran her-

ausgelöst wurde und die Substanz somit für die Hemmung der Listerien nicht 

mehr zur Verfügung stand. 

Obwohl Tween® ein geringes Maß an Peroxidrückständen enthalten kann, die die 

Stabilität oxidationsempfindlicher Proteine beeinträchtigen können (43), ist dies als 

Grund für den beobachteten Abfall der Hemmung eher unwahrscheinlich, da auch 

andere nicht-ionische Detergenzien eine Aufhebung der Hemmung verursachten.  

Einfluss von Tween® 20 auf P. norvegensis WSYC 592 und L. monocytogenes 

WSLC 1364 

Der Listerien-Indikatorstamm WSLC 1364 wurde in Gegenwart von 0,05 % (v/v) 

Tween® 20 kultiviert und das Detergens nach mehrmaligem Waschen größtenteils 

entfernt. In einer anschließenden Cokultivierung mit der Hefe WSYC 592, die kei-

nen Kontakt mit dem Detergens hatte, wurde eine Zellzahlreduktion bis auf wenige 

Listerienzellen registriert (Tab. 9). Die nicht vollständige Hemmung durch die Hefe 

WSYC 592 ließe sich durch eine noch minimal vorhandene Menge an Detergens 

erklären, welches aufgrund der sehr niedrigen CMC von 0,06 mM sehr schwer zu 

entfernen ist (89). In dieser Arbeit wurde bereits gezeigt, dass selbst eine minima-

le Konzentration von 0,001 % (v/v) Tween® 20 eine partielle Aufhebung der anti-

listeriellen Aktivität bewirkte. Da es nach der Kultivierung der inhibierenden Hefe 

WSYC 592 mit 0,05 % (v/v) Tween® 20 anscheinend nicht möglich war das Deter-

gens vollständig zu entfernen, war die Hefekultur nicht mehr zu einer Hemmung 
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der Listerien befähigt. Dies spricht für eine irreversible, hydrophobe Bindung des 

Tween® 20 an die Hefenzellenoberfläche.  

Brij® 35, Triton® X-100 

Die Detergenzien Brij® 35 und Triton® X-100 gehören wie Tween® zu den Poly-

oxyethylenen und führten ebenfalls eine teils partielle, teils vollständige Aufhebung 

der Hemmwirkung herbei. Mit dem Einsatz der Konzentration von 0,01 % (w/v) 

Brij® 35 (= 0,083 mM) wurde die CMC von 0,09 mM fast erreicht. Der Einsatz die-

ser Konzentration führte zu einer partiellen Aufhebung der Hemmung (Abb. 9). Ab 

einer Konzentration von 0,05 % (w/v) (= 0,416 mM) Brij® 35 trat eine vollständige 

Aufhebung der Hemmung ein. Der Einsatz von 0,0125 % (v/v) Triton® X-100 (= 

0,214 mM), was unter der CMC von 0,3 mM lag, hatte keinen Einfluss auf die 

Hemmung der Listerien (Abb. 10). Erst ab einer Konzentration von 0,0375 % (v/v) 

(= 0,643 mM), die über der CMC lag, konnte eine partielle Aufhebung der Hem-

mung beobachtet werden.  

Bei den drei Detergenzien Tween® 20, Brij® 35 und Triton® X-100 aus der Gruppe 

der Polyoxyethylene war hinsichtlich ihrer CMC und ihrer Auswirkung auf die 

Hemmwirkung keine Gesetzmäßigkeit festzustellen. Anders als beim Tween® 20 

konnte im Falle des Brij® 35 und Triton® X-100 eine partielle Aufhebung der Hem-

mung durch die P. norvegensis WSYC 592 verzeichnet werden, sobald die CMC 

erreicht bzw. nahezu erreicht worden war. Die Gemeinsamkeit der hier genutzten 

drei Detergenzien ist eine mehrfach vorkommende Ethoxygruppe (Abb. 1). Inwie-

weit diese Strukturähnlichkeit bei der Aufhebung der Hemmung eine Rolle spielt, 

ließ sich nicht eindeutig beantworten und wäre noch aufzuklären.  

Vergleich zwischen Nonidet P-40 und Triton® X-100 

Triton® X-100 besitzt nur zwei Ethoxygruppen mehr als NP-40 (Abb. 1), doch trotz 

der großen Strukturähnlichkeit wirkten die beiden Detergenzien unterschiedlich 

toxisch auf den Listerien-Indikatorstamm WSLC 1364.  

Bei Kultivierung von L. monocytogenes WSLC 1364 bzw. bei Cokultivierung des 

Indikatorstammes mit der nicht-hemmenden Hefe WSYC 623 in Gegenwart von 

0,5 % (v/v) NP-40 - eine durchaus gängige Arbeitskonzentration (162) - über 24 

Stunden, wurde die Listeriezellzahl um ca. eine halbe Zehnerpotenz (Tab. 8) bzw. 

um über zwei Zehnerpotenzen reduziert (Abb. 11). Die Zellzahlen der Kontrollhefe 

WSYC 623 und der inhibitorischen Hefe WSYC 592 wurden bei Einsatz einer 
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Konzentration von 0,5 % NP-40 nicht beeinflusst, obwohl in einer Studie von 

Hronska et al. (96) bei Verwendung einer Konzentration von 0,2 % NP-40 ein sig-

nifikant negativer Effekt auf die Physiologie und Vitalität von S. cerevisiae beo-

bachtet wurde. Aufgrund der Toxozität des NP-40 gegenüber L. monocytogenes 

WSLC 1364 konnte keine Aussage über den Einfluss dieses Detergens auf das 

Hemmpotential der P. norvegensis WSYC 592 gegeben werden. 

Im Gegensatz zu NP-40 hatte Triton® X-100 bei Cokultivierung mit der nicht-

hemmenden Kontrollhefe WSYC 623 lediglich einen leicht negativen Einfluss auf 

das Listerienwachstum (Abb. 10). Bei Einsatz einer Konzentration von 0,0125 % 

(v/v) Triton® X-100 gab es unerwarteterweise einen stärkeren Rückgang des ein-

gesetzten Listerientiters, als bei einer 10-fach höheren Konzentration von 0,125 % 

(v/v). Zeng et al. (199) stellten in ihren Versuchen bei der Kultivierung von Pseu-

domonas aeruginosa und Bacillus subtilis mit 900 mg/L Triton X-100® (≈ 0,9 %) 

keinen toxischen Effekt fest. Auch Willumsen et al. (198) konnten bei Wachstums-

versuchen mit Mycobacterium sp. in Gegenwart von 0,48 mM (≈ 0,03 %) Triton® 

X-100 keinen bzw. nur einen minimalen inhibitorischen Effekt auf das Wachstum 

feststellen. Der in dieser Arbeit beobachtete Effekt des Triton® X-100 könnte eben-

falls einer stammspezifischen Reaktion zugeschrieben werden. 

Für die unterschiediche toxische Wirkung der Detergenzien NP-40 und Triton®  

X-100 trotz großer Strukturähnlichkeit konnte keine Erklärung gefunden werden. 

4.3.2.2 Zwitterionische Detergenzien 

Neben nicht-ionischen werden auch zwitterionische Detergenzien bevorzugt zur 

Solubilisierung von Proteinen herangezogen, z.B. im Zuge der Probenvorbereitung 

für die 2D Gelelektrophorese (82).  

Zwittergent® 

Die zwitterionischen Sulfobetaine, z.B. Zwittergent®, haben scheinbar mehr mit 

nicht-ionischen als mit ionischen Detergenzien gemeinsam. Sie haben den Vorteil, 

dass sie nicht denaturierend wirken und ihren zwitterionischen Charakter über den 

gesamten pH-Bereich erhalten (81). Durch ihren Einsatz steigerten Chevallet et al. 

(42) die Effizienz der Proteinsolubilisierung und es gelang das Auffinden zusätzli-

cher Membranproteine. Mit Hilfe von Zwittergent TM314 konnten Malpartida & 

Serrano (125) eine membranständige ATPase von S. cerevisiae solubilisieren, 

wohingegen klassische Detergenzien wie z.B. Deoxycholat, Digitonin, Triton®  
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X-100 und SDS versagten bzw. die Proteinausbeute nicht zufrieden stellend war. 

In Versuchen von Navarrete et al. (141) mit S. cerevisiae zeigte sich die größte 

Effektivität zur Solubilisierung von Proteinen aus der Plasma- und Mitochondrien-

membran bei Verwendung von Zwittergent®-14 und -16. Konzentrationen von  

lediglich 3-5 mM reichten aus, um einen Großteil der Proteine zu solubilisieren. 

Aufgrund der hohen CMC erwiesen sich Zwittergent®-8 und -10 in ihren Experi-

menten als ungeeignet. Die Eignung zwitterionischer Detergenzien für die Solubili-

sierung von Membranproteinen sollte in dieser Arbeit zu Nutze gemacht werden, 

um eine evtl. vorhandene antilisteriell wirkende Substanz von/aus der Hefenzell-

wand/-membran zu lösen. 

In dieser Arbeit war mit einer Konzentration von 1 % (= 35,8 mM) oder 2 % (= 71,6 

mM) Zwittergent® 3-08 kein erwähnenswerter Einfluss auf das Hemmvermögen 

der P. norvegensis WSYC 592 zu beobachten, da die Listerien nach 24 Stunden 

Cokultivierung vollständig bzw. nahezu vollständig gehemmt werden konnten 

(Abb. 12). Die ausbleibende Hemmung könnte in der hohen CMC des Zwittergent® 

3-08 von 330 mM begründet sein, die hier mit beiden Konzentrationen nicht er-

reicht wurde. Aufgrund des monomeren Zustandes des Detergens konnte mögli-

cherweise kein antilisteriell wirkendes Protein aus der Zellwand/-membran gelöst 

werden, sodass es für eine Inhibierung der Listerien zur Verfügung stehen konnte. 

CHAPS 

Das zweite getestete zwitterionische Detergens CHAPS vereint die erwünschten 

Eigenschaften der Sulfobetaine und der Gallensalze in einem Detergens - die po-

lare Kopfgruppe und den hydrophilen Schwanz (91). Zwar solubilisierten Navarre-

te et al. (141) mit Hilfe von CHAPS keine nennenswerte Proteinmenge, doch dafür 

waren Aeed et al. (8) bei der Solubilisierung der Inositol-Phosphorylceramid-

Synthase (IPC Synthase) von C. albicans erfolgreich. Bei einer Konzentration von 

bis zu 4 % CHAPS war hier eine nahezu unveränderte Aktivität der IPC Synthase 

zu registrieren. Indes konnte in der gleichen Studie die IPC Synthase in Gegen-

wart von Zwittergent® 3-10 zwar solubilisiert, nicht aber in ihrer aktiven Form wie-

dergefunden werden. Dies verdeutlicht erneut die Problematik der unterschiedli-

chen Wirksamkeit der verschiedenen Detergensklassen und auch der Detergen-

zien einer Klasse. Neben der Solubilisierung der IPC Synthase (lokalisiert im Gol-

gikomplex), war es mit Hilfe von CHAPS möglich, in den Studien von Mol et al. 
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(137) und Dotson et al. (60) zwei weitere integrale Membranproteine, eine Glu-

cansynthase (Plasmamembran) (137) und eine Protein-Mannosyltransferase 1 

(PMT1) (Endoplasmatisches Retikulum) (60), aus Hefen in ihrer aktiven Form zu 

solubilisieren.  

In Anwesenheit einer Konzentration von 0,5 % (v/v) CHAPS (= 8,15 mM) bei Co-

kultivierung des Listerien-Indikatorstammes WSLC 1364 mit P. norvegensis 

WSYC 592 wurde die Hemmaktivität der Hefe vollständig aufgehoben (Abb. 12). 

Das Detergens selbst hatte keinen inhibitorischen Einfluss auf das Wachstum der 

Listerien und Hefen (Tab. 8). Die Aufhebung der Hemmung ist demnach auf das 

CHAPS zurückzuführen, das mit 0,5 % (v/v) (= 8,15 mM) bzw. 2 % (v/v) (= 32,5 

mM) die CMC von 6 mM erreichte und somit in der Lage war, vorhandene Protei-

ne bzw. Strukturen aus der Hefenzellwand/-membran herauszulösen. 

4.4 Das Sekretom von P. norvegensis WSYC 592 

Nach Fällung des Überstandes einer 24 Stunden alten Kultur von P. norvegensis 

ließen sich die Proteine im SDS-Gel nur in degradierter Form wiederfinden (Daten 

nicht gezeigt). Das Expressionssystem P. pastoris ist bekannt dafür sekretierte 

Proteine durch extrazelluläre Proteasen (40) oder auch Proteine während des 

Sekretierungsprozesses (187) bzw. der Expression (90) intrazellulär zu degradie-

ren. Der proteolytische Effekt kann durch die Gegenwart von Hefeextrakt und Pep-

ton im Kultivierungsmedium, durch die Zugabe freier Aminosäuren (44) oder auch 

durch das Ernten der Zellen in der exponentiellen Wachstumsphase (164) redu-

ziert werden.  

Aus diesem Grund wurden die Hefezellen bereits nach zehn Stunden Kultivierung 

geerntet und in Parallelansätzen der Proteasehemmer Pefabloc zugesetzt. Da 

Unterschiede im Bandenmuster des SDS-Gels (Abb. 13) bei An- oder Abwesen-

heit des Proteasehemmers nicht festgestellt wurden, kann dies bedeuten, dass 

der Proteasehemmer zu niedrig konzentriert zum Einsatz kam, obwohl die ver-

wendeten Konzentrationen den Empfehlungen laut Herstellerangaben entspra-

chen. Oder es handelte sich nicht um Serinproteasen gegen die Pefabloc wirksam 

ist. 

Unterschiede im Sekretom bei Kultivierung der Hefe WSYC 592 mit Glucose bzw. 

Lactat als C-Quelle, die sich in der eindimensionalen SDS-PAGE ergaben, konn-

ten nach der zweidimensionalen Auftrennung nicht wiedergefunden werden. Die 
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mit weißen Rechtecken gekennzeichneten Spots waren zwar bei beiden  

C-Quellen zu erkennen (Abb. 14), doch kamen sie im Falle des Lactat als sog. 

trains oder train spots vor. Die trains entstehen durch eine pI-Heterogenität, die 

auf unterschiedlichen posttranslationalen Modifikationen oder auf unterschiedliche 

dreidimensionale Strukturen (Isoformen) eines Polypeptids (19) hindeuten. Auffäl-

lig war die Anzahl der exprimierten Proteine, wenn Glucose als C-Quelle diente. 

Die Anzahl der Spots fiel im Vergleich zu Lactat um ein Vielfaches höher aus. Es 

hat den Anschein, Lactat verhindere die Expression vieler Proteine. Darunter 

könnte(n) sich womöglich auch ein (oder mehrere) für die antilisterielle Aktivität 

verantwortliche(s) Protein(e) befinden, wie z.B. eines der Spots von G3 bis G8 

oder möglicherweise ein Spot, der mit dem weißen Rechteck gekennzeichnet ist. 

Durch posttranslationale Modifikation könnte sich das Protein so verändert haben, 

dass es seine Funktion verloren oder verändert hat und unwirksam wurde. Für 

eine konkrete Aussage müssten die Spots ausgeschnitten und mittels MALDI-

TOF-MS sequenziert werden, doch dies ging über den Rahmen der vorliegenden 

Arbeit hinaus. Bei der Identifizierung der Proteine besteht das Problem, dass 

P. norvegensis noch nicht sequenziert ist. Behelfsweise müsste hierbei die 

nächstverwandten Spezies P. angusta (32) herangezogen werden, die eine Ho-

mologie in der 26S rDNS-Sequenz von 81 % aufweist und deren Genomsequen-

zierung bereits im Gange ist (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/leuks.cgi). Die 

beiden Spezies P. stipitis und P. pastoris sind bereits vollständig sequenziert, zei-

gen jedoch eine geringere Homologie von 62 % bzw. 28 % in der 26S rDNS-

Sequenz und sind im phylogenetischen Baum entsprechen weit von P. norvegen-

sis entfernt (109). 

Lohnenswert erscheint auch die Untersuchung des Sekretoms von L. monocyto-

genes WSLC 1364, die aber über den Rahmen der vorliegenden Arbeit hinaus-

ging. Zum einen wäre der Vergleich des Sekretoms des Listerien-

Indikatorstammes WSLC 1364 zwischen Cokultivierungen mit der aktiven Hefe 

WSYC 592 bzw. der Kontrollhefe WSYC 623 interessant, zum anderen der Ver-

gleich zwischen Cokultivierungen mit Glucose und Lactat, so wie bei P. norvegen-

sis WSYC 592 geschehen. 



4  Diskussion  102 

4.5 Kultivierung von Hefen und Listerien in getrennten Kompartimenten 

Bei den Kultivierungsversuchen in getrennten Kompartimenten konnte trotz räum-

licher Trennung der Hefen und Listerien eine deutliche Hemmung des Indikator-

stammes L. monocytogenes WSLC 1364 registriert werden. Wurden die Trans-

wells® der Firma Corning mit einer Porengröße von 0,4 µm verwendet, so konnte 

die Hefe WSYC 592, im Vergleich zur Kontrollhefe WSYC 623, den Listerien-

Indikatorstamm WSLC 1364 um ca. drei Zehnerpotenzen in ihrem Wachstum inhi-

bieren, wenn ein Titer von 102 KbE/mL eingesetzt wurde (Tab. 10). Bei Verwen-

dung des höheren Listerientiters (104 KbE/mL) wurde bei Cokultivierung mit der 

hemmenden Hefe WSYC 592, im Vergleich zur nicht-hemmenden Kontrollhefe 

WSYC 623, eine um eineinhalb bzw. ca. drei Zehnerpotenzen niedrigere Liste-

rienzellzahl festgestellt. Auffällig war die im Vergleich niedrigere Hemmung des 

Listerien-Indikatorstammes WSLC 1364, wenn sich P. norvegensis WSYC 592 im 

oberen Kompartiment befand. Die Hefen setzten sich während der Kultivierung im 

oberen Kompartiment trotz der Verwendung eines Schüttlers auf der Membran ab 

und bildeten einen Belag, der möglicherweise den Stoffaustausch zum unteren 

Kompartiment, in dem sich in diesem Fall die Listerien befanden, herabgesetzt 

haben könnte. Dies wäre eine Erklärung für die geringere Hemmung der Listerien 

in dieser Kompartimentaufteilung. Bei Verwendung der Zellkultureinsätze (Nunc) 

mit einem kleineren Porendurchmesser (0,2 µm) wurden die Listerien durch die 

aktive Hefe WSYC 592, im Vergleich zur Kontrollhefe WSYC 623, lediglich um ca. 

eine bis eineinhalb Zehnerpotenz in ihrem Wachstum inhibiert (Tab. 11). Dass das 

unterschiedliche Membranmaterial der beiden Hersteller die verminderte Hem-

mung der Listerien bei Verwendung der kleineren Porengröße verursacht haben 

könnte, ist nicht sehr wahrscheinlich, lässt sich aber nicht ganz ausschließen. Die 

Membran der Firma Corning besteht aus hydrophilem Polycarbonat mit einer nied-

rigen Bindungskapazität für Proteine und eignet sich mit der gewählten Porengrö-

ße laut Hersteller für Transportstudien. Ihre Porendichte liegt mit 108 Poren pro 

cm2 eine Zehnerpotenz unter der der Anopore™-Membran der Firma Nunc. 

Daneben ist die Oberflächenporosität der Polycarbonatmembran im Vergleich zur 

Anopore™-Membran niedriger, deren Oberflächenporosität 40-50 % beträgt. Die 

Keramik-ähnliche Anopore™-Membran weist ebenfalls eine sehr niedrige Bin-

dungskapazität auf; hier stellt das Binden der aktiven Substanz an die Membran 
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eine zu vernachlässigende Fehlerquelle dar. Um den Faktor einer möglichen Bin-

dung der antilisteriellen Substanz an das Membranmaterial auszuschließen, wur-

den die Membranen beider Hersteller im Vorfeld mit 1 % bovinem Serumalbumin 

(BSA, GE Healthcare) gesättigt. Bei einer „Co“kultivierung mit den vorher gesättig-

ten Membranen konnte keine unterschiedliche Hemmung festgestellt werden (Da-

ten nicht gezeigt).  

Es entstand der Eindruck, die Hemmung der Listerien in den Transwells könnte 

durch eine einfache Nährstoffkonkurrenz begründet sein. Demnach würde der ak-

tive Hefestamm WSYC 592 schneller als der Kontrollstamm WSYC 623 wachsen 

und den Listerien die Nährstoffe entziehen, was ein schlechteres Listerien-

wachstum zur Folge hätte. Zur Überprüfung des Hefenwachstums wurden die 

Stämme WSYC 592 und WSYC 623 in Abwesenheit des Listerien-

Indikatorstammes WSLC 1364 in den Transwells kultiviert und die Zellzahlen be-

stimmt (Abb. 15). Die Zellzahlbestimmungen wurden stets mit separaten Trans-

wells durchgeführt. Der sich auf der Membran oder dem Boden der Kavität gebil-

dete Hefezellrasen wurde durch die Probenentnahme zerstört, sodass ein für die 

Zellzahlbestimmung verwendetes Transwell nicht erneut für eine Bestimmung der 

Zellzahl herangezogen wurde. Ein unterschiedliches Anwachsen der untersuchten 

Hefen war zu den oben erwähnten Zeitpunkten nicht festzustellen. Eine Nährstoff-

konkurrenz als Grund für die Hemmung der Listerien konnte demnach ausge-

schlossen werden. 

Da der Durchmesser der Listerienzellen ca. 0,4 µm beträgt, ist nicht von der Hand 

zu weisen, dass evtl. Listerienzellen zum Teil durch die Membran schlüpfen oder 

hinausragen konnten. Die Möglichkeit, dass die aus der Polycarbonatmembran 

ragenden oder durch sie hindurchschlüpfenden Listerienzellen den Hemmmecha-

nismus der Hefen aktiviert haben könnten scheint unwahrscheinlich, da die kon-

taktinduzierte Hemmung mit dem nachfolgend beschriebenen Experiment wider-

legt werden konnte.  

Die Inaktivierung einer Hefekultur von P. norvegensis WSYC 592 erfolgte zum 

einen mittels einer Zellmühle, zum anderen durch Autoklavieren, sodass im Falle 

der ribolysierten Hefezellen nur noch Zellbruchstücke zurückblieben. Die inakti-

vierten Hefezellen bzw. Zellbruchstücke riefen in Cokultivierungen auf Festmedi-

um mit einem Listerientiter von 6 KbE/cm2 keine Reduktion der Listerienzellzahlen 
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hervor. Dies spricht gegen eine Auslösung des Hemmmechanismus durch eine 

Oberflächenstruktur der Hefezellen oder direkten Zell-Zell-Kontakt. Vielmehr sind 

offenbar lebende, sich vermehrende Hefezellen nötig, die in der  

Lage sind fortwährend die antilisterielle(n) Substanz(en) nachzuproduzieren, um 

die Hemmung der Listerien zu ermöglichen. 

4.6 Inaktivität des Kulturüberstandes  

4.6.1 Killertoxin-Assay 

Von Hefen sekretierte Proteine mit antimikrobieller Wirkung, sogenannte Killerto-

xine, sind in der Literatur mehrfach beschrieben worden (123). Einerseits wird ih-

nen lediglich eine Hefen-spezifische Wirkung nachgesagt (129), doch andererseits 

wiesen Polonelli et al. (153) den Killertoxinen eine antibakterielle Wirkung nach. Im 

Genus Pichia finden sich einige Killertoxin-Produzenten, wie z.B. die Spezies 

P. acaciae, deren aktive Stämme ein Plasmid-kodiertes, aus drei Untereinheiten 

bestehendes Toxin sekretieren, das ein Anhalten der Zellteilung in der G1-Phase 

verursacht (133). Ein weiteres Toxin, welches bei P. kluyveri chromosomal kodiert 

ist, induziert die Bildung von Ionenkanälen, die u.a. zu einem Verlust von Kaliumi-

onen und ATP führen (123). Dem in dieser Arbeit untersuchten Stamm 

P. norvegensis WSYC 592 konnte keine Killertoxinaktivität, wie in der Literatur 

mehrfach gezeigt (Abb. 36), nachgewiesen werden. Laut dem modifizierten Assay 

nach Provost et al. (156) war beim Stamm WSYC 592 weder gegen nahverwandte 

Hefenspezies (Abb. 16), noch gegen vier Listerienspezies eine Hemmaktivität be-

obachtet worden.  

A B

 
Abbildung 36. Killertoxin-Assay. A, B: Hemmung von C. albicans durch verschiedene „Killerhe-
fen“. Abbildung entnommen aus Magliani et al. (123). 
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4.6.2 Diffusionsversuche in Soft-Agar 

Der Theorie einer Bakteriozin-ähnlichen Substanz wurde ebenfalls nachgegangen. 

Bei den Bakteriozin-produzierenden Bakterienstämmen ist/sind die antibakteriel-

le/n Substanz/en nicht nur in der Bakterienkultur, sondern auch im zellfreien Kul-

turüberstand zu finden (9, 64, 202). Verschiedene Versuche mit dem Kulturüber-

stand der Hefen zeigten keine antilisterielle Aktivität auf. Der Agar-Membran-

Assay zeigte bei Einsatz der Hefekultur des aktiven Stammes WSYC 592 und bei 

Einsatz der Cokultur des Listerien-Indikatorstammes WSLC 1364 mit der aktiven 

Hefe eine leichte Hemmung des Listerien-Indikatorstammes WSLC 1364 im Soft-

Agar (Abb. 18 A). Doch da u.a. die Hefekultur des nicht-hemmenden Stammes 

WSYC 623, die Einzelkultur des Indikatorstammes WSLC 1364 selbst - die in den 

Soft-Agar eingegossen und danach auf die erstarrte Oberfläche aufgetropft wur-

de  - und eine 0,05 M HCl-Lösung ebenfalls eine Aufhellung im Soft-Agar verur-

sachten, war hier von einer unspezifischen Hemmung durch den niedrigen pH-

Wert der Kulturen auszugehen. Die aufgetropften Hefekulturen und Cokulturen 

wiesen pH-Werte zwischen pH 4 und pH 4,5 auf, die Listerien-Übernachtkultur 

einen pH-Wert von pH ~5, was die marginale Hemmung der Listerien im Soft-Agar 

verursacht haben könnte.  

Davon ausgehend, dass das Agar-Netzwerk bei 0,8 % (w/v) Soft-Agar zu dicht für 

eine Diffusion der Substanz gewesen sein könnte, wurde die Agarkonzentration 

auf 0,4 % (w/v) herabgesetzt. Doch auch hier war keine antilisterielle Aktivität fest-

stellbar.  

Die aktive Substanz der P. norvegensis WSYC 592 scheint im Soft-Agar nicht dif-

fundieren zu können, wohingegen die antilisterielle Substanz im Flüssigmedium 

anscheinend diffundieren konnte (siehe Kapitel 3.6). Es könnte sich um mehrere 

voneinander abhängige Substanzen handeln, die im Agar-Netzwerk nicht mitein-

ander interagieren können, sodass keine Hemmwirkung hervorgerufen werden 

kann. Auf diese Hypothese wird in Kapitel 4.7 eingegangen. 

4.6.3 Geotrichum candidum produziert zwei diffusible, antilisterielle Substanzen 

Über antilisterielle Hefen ist bisher sehr wenig bekannt. Lediglich Dieuleveux et al. 

(55) konnten beim Milchschimmel G. candidum die beiden Substanzen D-3-

Phenyllactat und D-3-Indollactat mit einer bakterioziden Wirkung gegen 
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L. monocytogenes identifizieren. In ihren Diffusionsversuchen mit dem zellfreien 

Kulturüberstand von G. candidum war eine vierfache Aufkonzentrierung des Über-

standes nötig, um eine Hemmung von L. monocytogenes im 0,6 %igen Soft-Agar 

zu beobachten (57). In Kultivierungsversuchen mit 7 mg/mL von kommerziell er-

worbenem D-3-Phenyllactat waren nach 120 Stunden Kultivierung noch ca. 2,5 x 

102 KbE/mL des mit ca. 105 KbE/mL eingesetzten Indikatorstammes 

L. monocytogenes UCMA L205 (Serovar 1/2a) wiederzufinden; in ihrem Kontroll-

ansatz hingegen konnten die Listerien ohne hemmende Substanz bis auf ca. 1010 

KbE/mL anwachsen (55). Mit dem Einsatz von ca. 103 KbE/mL des Indikator-

stammes und ebenfalls 7 mg/mL D-3-Phenyllactat waren nach 27 Stunden Kulti-

vierung keine Listerien mehr zu detektieren (55). Die Arbeitsgruppe wies nach, 

dass etwa ein Zehntel der Menge (mg/mL) an Nisin notwendig war, um einen ver-

gleichbaren Hemmeffekt wie beim D-3-Phenyllactat hervorzurufen. Bezogen auf 

das Molekulargewicht war im Vergleich zu Nisin eine 210-fache Konzentration 

(mM) an D-3-Phenyllactat erforderlich. Die Substanz musste somit stark aufkon-

zentriert werden, um eine Hemmung der Listerien herbeizuführen (55). Genaue 

Mengenangaben über das von G. candidum produzierte D-3-Phenyllactat sind der 

Arbeit von Dieuleveux et al. (58) nicht zu entnehmen. Für eine bessere Vorstellung 

über die produzierten Mengen an Phenyllactat könnte die Studie von Lind et al. 

(118) herangezogen werden, die 3-Phenyllactat bei Propionsäurebakterien nach-

wiesen. Die von ihnen untersuchten Bakterienstämme produzierten zwischen 

1 µg/mL (Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii) und 15,1 µg/mL 

(P. jensenii) 3-Phenyllactat. Werden die produzierten Mengen auf den Mikro-

grammbereich hochgerechnet, so lässt sich erahnen, welche Volumina an  

3-Phenyllactat produzierender Kultur es bedarf, um die im Milligrammbereich be-

nötigen Mengen für die Inhibierung zu erhalten. 

In dieser Arbeit wurde, anders als in den oben genannten Studien, nicht mit einer 

bereits aufgereinigten Substanz, sonder mit Hefekulturen (Flüssigkulturen) gear-

beitet. Bei Cokultivierungen in Kulturen (5 mL) der aktiven Hefe WSYC 592 mit ca. 

105 KbE/mL des Listerien-Indikatorstammes WSLC 1364 wurde bereits nach zwei 

Stunden ein Zellzahlreduktion von anderthalb Zehnerpotenzen nachgewiesen 

(Abb. 4). Nach sechs Stunden Cokultivierung kam es teilweise zu einer Reduzie-

rung der Listerien bis unter die Nachweisgrenze. Bei den Cokultivierungen auf 

Festmedium mit einem eingesetzten Titer von über 105 KbE/cm2 des Indikator-
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stammes WSLC 1364 waren nach 21 Stunden Cokultivierung keine Listerien mehr 

nachweisbar (Abb. 3). Aufgrund der unterschiedlichen Stärke und Schnelligkeit der 

bakteriziden Wirkung der von P. norvegensis WSYC 592 produzierten Sub-

stanz(en) gegenüber L. monocytogenes WSLC 1364, im Vergleich zu den Versu-

chen von Dieuleveux et al. (55), ist bei P. norvegensis WSYC 592 von einem an-

deren Hemmprinzip als bei G. candidum auszugehen. Von 3-Phenyllactat als inhi-

bierende Substanz ist in der vorliegenden Arbeit nicht auszugehen. 

4.6.4 Wachstum von L. monocytogenes WSLC 1364 in Hefe- und Cokultur- 

 überständen 

Die Kulturüberstände bei den bisher dargestellten Versuchen waren durchweg 

sterilfiltriert, um sie von den Hefezellen zu separieren. Um die Gefahr auszu-

schließen, die aktive Substanz könnte im Filtermaterial verbleiben, wurden die He-

fekulturen bzw. Cokulturen mehrfach abzentrifugiert und die Überstände anschlie-

ßend in den Cokultivierungen verwendet. Auch diese Überstände konnten keine 

Hemmung der Listerien herbeiführen. Bei der Cokultivierung wurde durch den 

Kontakt der aktiven Hefe WSYC 592 mit den Listerien scheinbar keine Substanz 

freigesetzt, die bei der anschließenden Cokultivierung mit dem Cokulturüberstand 

eine Induzierung der Hemmung hätte auslösen können. Das Abzentrifugieren der 

Cokultur erfolgte bei 2.500 x g schonend, sodass davon ausgegangen werden 

kann, dass eine evtl. freigesetzte antilisterielle Substanz hierbei nicht mit abzentri-

fugiert wurde, falls sie im Überstand gewesen wäre. Ghalfi et al. (75) zentrifugier-

ten in ihren Versuchen die Bakterienkultur vor erfolgreicher Gewinnung des Bakte-

riozins sogar bei 10.000 x g ab.  

Wäre anzunehmen, dass die gesuchte antilisterielle Substanz nicht freigesetzt 

wird, sondern an die Hefenzelloberfläche gekoppelt ist, so müsste trotz des Ab-

zentrifugierens der Hefezellen mit der evtl. gekoppelten Substanz ein geringer Teil 

der Substanz im Überstand nachzuweisen sein. 

4.7 Untersuchung eines Komplementsystem bei Hefen 

Aufgrund der bisherigen Untersuchungsergebnisse, der Inaktivität des Kulturüber-

standes und der signifikanten Hemmung der Listerien trotz räumlicher Trennung, 

drängte sich die Überlegung auf, dass es sich nicht nur um eine, sondern um 

mehrere, evtl. voneinander abhängige Substanzen handeln könnte, die für den 
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Hemmmechanismus nötig bzw. verantwortlich sind. Dies ergäbe eine in Betracht 

zu ziehende Erklärung für das Ausbleiben der antilisteriellen Aktivität der Kultur-

überstände in den Soft-Agar-Assays. Denkbar wäre, dass die Substanzen im 0,8 

bzw. 0,4 %igen (w/v) Soft-Agar nicht frei diffundieren konnten und deshalb nicht 

zur nächsten Substanz gelangten, um eine evtl. nötige Signalkaskade auszulösen.  

Ein solcher Abwehrmechanismus ist u.a. im menschlichen Organismus vorzufin-

den. Das sogenannte Komplementsystem, ein hoch entwickelter Teil des angebo-

renen Immunsystems, trägt zur Verstärkung der körpereigenen Immunabwehr bei 

(100). Es besteht aus über 30 im Blutplasma enthaltenen Proteinen, die miteinan-

der interagieren können und über mehrere proteolytische Zwischenschritte zu ei-

ner entzündlichen Immunantwort, einer Opsonierung (Markierung) von Pathoge-

nen oder ihrer Lyse führen (100). An diesem Punkt stellte sich die Frage, ob Hefen 

und/oder Pilze über ein, dem Komplementsystem ähnliches, Abwehrsystem verfü-

gen.  

Nonaka et al. (143-146) befassten sich in ihren Studien u.a. mit der Aufklärung 

des Ursprungs des Komplementsystems. Nonaka & Yoshizaki (146) gliederten die 

Entwicklung des Komplementsystems in drei Stadien. Im frühen Stadium des 

Komplementsystems, vom Auftreten der Metazoa bis zum Auftreten der Deute-

rostomier, entstanden die meisten Domänstrukturen, doch eindeutige Domänen-

kombinationen bzw. Funktionen fehlten. Im Laufe des primitiven Stadiums, vom 

Auftreten der Deuterostomier bis zum Auftreten der Gnathostomata, etablierten 

sich die meisten Komplement-spezifischen Domänenkombinationen. Im anschlie-

ßenden modernen Stadium erfolgte die Aneignung neuer Komponenten und die 

Entwicklung eines, wie nachfolgend beschrieben, hoch entwickelten Systems.  

Einige Komponenten des Komplementsystems, wie z.B. C3 und Faktor B, wurden 

in Spezies der Invertebraten, wie Seeigeln (Echinodermata) und Seescheiden 

(Tunicata), gefunden. Beide gehören den Deuterostomiern an, den Vorfahren aller 

Wirbeltierarten, und deuten somit auf einen sehr alten Ursprung des Komplement-

systems hin (145, 179). Zudem deutet die Abwesenheit der Gene der Komponen-

ten C3 und Faktor B in Caenorhabditis elegans und Drosophila melanogaster auf 

ein alleiniges Vorhandensein dieses Systems bei den Deuterostomiern hin (145). 

Die bisherigen Fakten deuten auf ein Fehlen eines Komplement- oder Komple-

ment-ähnlichen Systems bei Hefen und Pilze hin.  
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Davon ausgehend, dass C3, die wichtigste Komponente des humanen Komple-

mentsystems, als Indikator für das Vorhandensein eines möglichen 

Komplementsystems diente, blieb die Suche nach homologen Strukturen bei 

Hefen und Pilzen weitestgehend erfolglos. Eine Datenbankrecherche bei NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) ergab eine Homologie des humanen C3 zu 

einer 34 Aminosäure langen Sequenz des Ncr1-Proteins von S. cerevisiae von 

32 %. Auch in den Hefen K. thermotolerans, P. guillermondii und Yarrowia lipolyti-

ca konnte eine Homologie zu diesem Protein gefunden werden, welches in der 

Vakuolenmembran lokalisiert und am Sphingolipid-Metabolismus involviert ist. 

Zhang et al. (200) zeigten, dass das Ncr1p bei endozytischen Transportwegen in 

Hefen nicht essentiell ist. Das Ncr1p ist ein Ortholog zum Niemann Pick C1 

(NPC1)-Protein in Säugetierzellen (intrazellulärer Transport von Cholesterol), zu 

dem es über 35 % Homologie in der Aminosäuresequenz aufweist; außerdem be-

sitzen die beiden Proteine nahezu gleiche Hydrophobizitäts Plots (200). Mam33p 

stellt ein weiteres Beispiel für das Fehlen eines Komplementsystems in Hefen dar. 

Die Sequenz des Mam33p zeigte eine Ähnlichkeit zu gC1q-R, einem Rezeptor der 

Komponente C1q des humanen Komplements, doch das lösliche Protein Mam33p 

ist in Mitochondrien von S. cerevisiae lokalisiert und an der Sortierung des Cytoch-

rom b2 beteiligt (176). Auch wenn vereinzelt Ähnlichkeiten der Komplementkom-

ponenten zu Proteinen bei Hefen gefunden wurden, so wiesen sie keine Funktion 

auf, die mit einem Abwehrmechanismus in Verbindung gebracht werden konnten.  

Weiterhin ist anzumerken, dass der Membranangriffskomplexes (membrane attack 

complex, MAC), einer der wichtigsten Effekte der Komplementaktivierung, nur ge-

gen gramnegative Bakterien wirksam ist (165). Dem MAC, der zur Porenbildung 

und schließlich zur Zerstörung der Zielzelle führt (100), ist es nicht möglich die 

Peptidoglycanschicht grampositiver Bakterien, z.B. von L. monocytogenes, zu 

durchdringen. Ein MAC ist demnach als antilisteriell wirkender Mechanismus der 

P. norvegensis auszuschließen. 

Neben Nonaka & Yoshizaki (146), die bereits über die Abwesenheit Komplement-

spezifischer Domänstrukturen bzw. Domänkombinationen innerhalb der Hefe  

S. cerevisiae berichteten, bestätigte auch Lambris (111) die Abwesenheit eines 

Komplement- oder Komplement-ähnliches Systems bei Pilzen und Hefen. Die be-

obachtete Hemmung der Listerien bei der Kultivierung der Organismen in getrenn-
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ten Kompartimenten und das Ausbleiben einer Hemmung in den Soft-Agar-

Diffusionsversuchen ist nicht durch eine Art Komplementsystem zu erklären. Der 

Hemmwirkung der P. norvegensis WSYC 592 liegt demzufolge ein anderes Wirk-

prinzip zugrunde. 

4.8 Interpretation der REM-Aufnahmen und ihre Bedeutung für das 

 Hemmprinzip der P. norvegensis WSYC 592 

Durch REM-Aufnahmen von Cokultivierungen auf Festmedium sollte dem Wirk-

prinzip der P. norvegensis WSYC 592 näher gekommen werden. Bei näherer Be-

trachtung der REM-Aufnahmen in Abbildung 19 war den Zellen des Listerien-

Indikatorstammes WSLC 1364 scheinbar keine veränderte Zellmorphologie anzu-

merken. Unübersehbar waren die sehr langen Listerienzellen nach 24 Stunden 

Cokultivierung mit der aktiven Hefe WSYC 592, wie z.B. in Abbildung 19 h, k. 

Doch sowohl in Anwesenheit der nicht-hemmenden Kontrollhefe Pichia sp. WSYC 

623 (Abb. 19 e), als auch im Listerien-Kontrollansatz bei Abwesenheit der Hefen 

(Abb. 19 a), waren solche sehr langen Listerienzellen zu beobachten. Der Anteil 

dieser „über“langen Listerienzellen betrug jedoch weniger als 1 % der gesamten 

Listerienzellen, sodass ausgeschlossen werden konnte, dass nicht-teilungsfähige 

Listerienzellen die ausschlaggebende Ursache für das Zellsterben war. Mit Aus-

nahme der Zellreste in Abbildung 20, die möglicherweise vom Listerien-

Indikatorstamm WSLC 1364 stammten und die keine allgemeine Tendenz wieder-

gaben, waren keine Hinweise auf lysierte Listerienzellen zu finden. Die Listerien-

zellen sahen nach Cokultivierungen über 24 Stunden mit der hemmenden oder 

auch der nicht-hemmenden Hefe immer noch vital aus (Abb. 19); im Gegensatz zu 

den Scanning Electron Microsope (SEM)-Aufnahmen von Dieuleveux et al. (56). In 

ihrer Studie inkubierten Dieuleveux et al. L. monocytogenes über 14 Stunden mit 

1 mg/mL D-3-Phenyllactat, was zu einer deutlichen bis vollständigen Beschädi-

gung und/oder Verformung der Listerienzellwand führte (Abb. 37 a, b). Bei der Kul-

tivierung von L. monocytogenes mit 7 mg/mL D-3-Phenyllactat über 27 Stunden 

wurde die Zellwand aufgebrochen, sodass der Zellinhalt austrat und nur noch die 

Zellhülle übrig blieb (Abb. 37 c) (56). Die antilisterielle Substanz der 

P. norvegensis WSYC 592 veränderte anscheinend nicht die Zellmorphologie der 

Listerien. Mit Hilfe der REM-Aufnahmen konnte Zelllyse als Ursache für das Zell-
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sterben ausgeschlossen werden. Dieser Befund fand durch das Ergebnis des 

nachfolgend beschriebenen Experiments Bestätigung.  

 

Abbildung 37. L. monocytogenes nach Inkubation mit 1 mg/mL D-3-Phenyllactat über 14 h 
(a, b) bzw. mit 7 mg/mL D-3-Phenyllactat über 27 h (c). (Abb. entnommen aus Dieuleveux et al. 
(56)). 

Bei der Cokultivierung von L. monocytogenes WSLC 1364 in einer Flüssigkultur 

von P. norvegensis WSYC 592 über 24 Stunden wurde die Listerien-

Gesamtkeimzahl mit Hilfe einer Zählkammer und die Lebendkeimzahl der Listerien 

durch Plattieren auf Oxford-Listeria-Selektivagar (Sifin) bestimmt. Während die 

Lebendkeimzahl des Listerien-Indikatorstammes innerhalb von 24 Stunden bis auf 

Null sank, konnte der eingesetzte Listerientiter mit Hilfe der Zählkammer wieder-

gefunden werden (Abb. 22). Dieses Ergebnis bestätigte die Beobachtungen der 

REM-Analyse, sodass eine Zelllyse als Ursache für das Absterben der Listerien-

zellen ausgeschlossen werden konnte. 

Bei den globulären Vesikeln, die sich in einigen Präparaten u.a. auf der Hefenzell-

oberfläche befanden (Abb. 21 c-e), handelte es sich nicht um Knospen oder 

Knospungsnarben, die in Abbildung 22 a, b dargestellt sind. Das Genus Pichia ist 

fähig terminale als auch periphere Knospen zu bilden (173), doch auch die peri-

pheren Knospen sollten Narben hinterlassen, was die Aufnahmen der Präparate in 

den Abbildungen 19 und 21 nicht belegten. Um Ascosporen, die Pichia ssp. bei 

geschlechtlicher Fortpflanzung bilden kann, handelt es sich hier ebenfalls nicht, da 

die Ascosporen unverwechselbar hutförmig, halbkugelig oder saturnförmig auftre-

ten (161). Die Vesikel konnten auch auf den Listerienzellen und der Agaroberflä-

che wiedergefunden werden. Im Hinblick auf die Konsortien aus Hefen- und Liste-

rienzellen (Abb. 19) könnte es sich bei diesen Vesikeln evtl. um lysierte Listerien-

zellen handeln, was aber wiederum im Gegensatz zu den vorangegangenen Beo-
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bachtungen stünde. Möglich wäre, dass es sich um sekretorische Vesikel der He-

fen handelt, in denen P. norvegensis WSYC 592 die antilisteriell wirksame(n) Sub-

stanz(en) nach außen transportiert. 

In einem Anschlussprojekt könnte der interessante Aspekt der sekretorischen Ve-

sikel genauer untersucht werden. Sollte es sich bei diesen Strukturen tatsächlich 

um sekretorische Vesikel handeln, so könnte ihr Transport zur Plasmamembran 

gestoppt werden. Beim Vesikeltransport vom Golgi-Apparat zur Plasmamembran 

sind Hefenhomologe SNARE-Proteine involviert (87), wobei Sso1p und Sso2p 

Syntaxin-Homologe (5) und Snc1p und Snc2p Synaptobrevin-Homologe (155) 

darstellen. Da die entsprechenden Gene, die für die genannten Proteine codieren, 

in P. pastoris bereits identifiziert sind (http://bioinformatics.psb.ugent.be/ 

genomes/), könnten mit Hilfe der Gensequenzen Deletionsmutanten des aktiven 

P. norvegensis-Stammes WSYC 592 aus dieser Arbeit erstellt werden. Weiterhin 

erschließt sich die Möglichkeit andere Gene zu deletieren, codierend für Proteine, 

die am vesikulären Transport in Hefen verantwortlich sind, wie z.B. die lange Rei-

he der Sec- oder Vps-Proteine (157). In Betracht kommt auch eine Behandlung 

des aktiven Hefestammes WSYC 592 mit dem Lacton-Antibiotikum Brefeldin A 

(BFA), das den Transport vieler Proteine blockiert (128). Nach erfolgreicher Dele-

tion der betreffenden Gene könnten die Transport-defizienten Mutanten des 

Stammes WSYC 592 auf ihre antilisterielle Aktivität überprüft werden. Eine Ver-

minderung oder ein Ausbleiben der Hemmaktivität könnte bedeuten, dass eine 

antilisterielle Substanz über sekretorische Vesikel aus der Hefezelle transportiert 

wird. 

Bei den globulären Vesikeln auf und um die Zellen in Abbildung 21 c-f könnte es 

sich auch lediglich um ein von den Hefen sekretiertes Polysaccharid (173) han-

deln. Viele Mikroorganismen, darunter auch Pilze und Hefen, synthetisieren Exo-

polysaccharide (EPS), die aufgrund ihrer verschiedensten Eigenschaften in der 

Lebensmittel-, pharmazeutischen und Erdölindustrie, sowie im medizinischen Be-

reich ihren Einsatz finden (180). Das von der P. norvegensis WSYC 592 produ-

zierte und extrahierte EPS wurde mittels Soft-Agar-Assay mit ausbleibendem Er-

folg auf seine antilisterielle Aktivität überprüft. 
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4.9 Zusammenfassung der Erkenntnisse über P. norvegensis WSYC 592 

Zum antilisteriellen Wirkmechanismus der Hefe P. norvegensis WSYC 592 lässt 

sich zusammenfassend sagen, dass die antilisterielle Aktivität nicht im Kulturüber-

stand vorzufinden war. Eine Hemmung trat nur bei Cokultivierung der Hefe mit 

L. monocytogenes WSLC 1364 auf Fest- oder in Flüssigmedium auf, bei denen 

die Organismen direkten Zellkontakt hatten. Die Tatsachen, dass sich eine signifi-

kante Hemmung der Listerien auch ohne direkten Zell-Zell-Kontakt ergab, als die 

Organismen in getrennten Kompartimenten kultiviert wurden, und dass die inhibi-

torische Wirkung durch die Zufuhr von Glucose, Fructose oder Mannose wieder 

auftrat, lassen auf eine oder mehrere instabile und diffundierbare Substanz(en) 

schließen, die zur Inhibierung der Listerien fortwährend produziert werden 

muss/müssen. 

 

Staphylococcus equorum WS 4524 

4.10 Molekularbiologische Untersuchungen 

4.10.1 Amplified rDNA Restriction Analysis (ARDRA) 

Mit der Analyse der kompletten Sequenz der 16S rDNS können in der Regel viele 

Bakterien klassifiziert werden (115, 131). Bei der Gattung Staphylococcus zeigt 

die 16S rDNS-Sequenzen verschiedener Spezies allerdings eine hohe Ähnlichkeit, 

sodass eine Identifizierung mit dieser Methode nicht möglich ist (95). Hier eignet 

sich eine Restriktionsanalyse der rDNS, die für Identifizierungen auf Speziesebene 

genutzt werden kann. Mit der ARDRA-Methode werden ungefähr 50 % des rDNS-

Operons amplifiziert, wobei ein Teil der 16S rDNS, die 16S-23S rDNS Interspacer 

Region und ein Teil der 23S rDNS enthalten sind (193). Diese zuverlässige und 

schnelle Methode ermöglicht es Isolate auf Speziesebene zu differenzieren und zu 

identifizieren (94, 192). Die Resultate der ARDRA stimmen mit partiellen Sequen-

zierungen der 16S rDNS gut überein (93).  

Die Zugehörigkeit der vier Stämme WS 4523, WS 4524 und WS 4525 zur Spezies 

St. equorum fand mit dieser Methode Bestätigung. 
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4.10.2 Nachweis eines Peptidsynthetasegens 

Das Genus Staphylococcus ist bekannt dafür antibakterielle Substanzen zu pro-

duzieren (38, 171), wie z.B. das makrocyclische Peptidantibiotikum Micrococcin P1 

(37), welches auch aus Micrococcus sp. (88) und Bacillus pumilus (7) isoliert wer-

den konnte. Das Micrococcin bindet an einen Komplex, geformt durch das Protein 

L11 und die 23S rRNS der 50S ribosomalen Untereinheit (166), und verhindert 

den Elongationsfaktor G-abhängigen Translokationsschritt bei der wachsenden 

Peptidkette (38). Das Micrococcin wird durch eine nicht-ribosomale Peptidsynthe-

tase (NRPS) synthetisiert, deren Gen mittels PCR nachgewiesen werden kann.  

Ein ca. 740 bp langes Fragment wurde mit Hilfe degenerierter Primer amplifiziert 

(Abb. 24). Die anschließende Sequenzierung ergab eine Sequenz von 655 bp 

(Anhang A). Der Sequenzvergleich ergab eine 98%ige Homologie auf Nukleotid- 

und Aminosäurenebene zur hinterlegten Sequenz der NRPS des Micrococcin-

Produzenten St. equorum WS 2733 (Anhang B). Dies legt nahe, dass es sich bei 

der vom Stamm St. equorum WS 4524 produzierten antilisteriellen Substanz  

ebenfalls um das Micrococcin handeln könnte. Zur gänzlichen Absicherung müss-

te das komplette Peptidsynthetasegen des Stammes WS 4524 amplifiziert und mit 

der bekannten Gensequenz der Peptidsynthetase des Stammes WS 2733 vergli-

chen werden, doch dies ging über den Rahmen der vorliegenden Arbeit hinaus.  

4.10.3 Pulsfeldgelelektrophorese 

Die Pulsfeldgelelektrophorese wird oft als „goldener Standard“ der molekularen 

Typisierung angesehen. Obwohl die Methode sehr zeitaufwendig ist, ermöglicht 

sie eine zuverlässige Differenzierung auf Stammebene (149). Durch den enzyma-

tischen Verdau der chromosomalen DNS entstehen Fragmente mit Größen zwi-

schen 30 und 2.000 kb, die ein stammspezifisches Bandenmuster ergeben (172). 

Die Unterschiede im Bandenmuster können nach Tenover et al. (183) interpretiert 

werden. Demnach sind Isolate mit einem identischen Bandenmuster als derselbe 

Stamm anzusehen. Als nahverwandt gelten die Isolate, die sich um ein bis drei 

Banden unterscheiden. Unterschiede von vier bis sechs Banden deuten auf eine 

mögliche Verwandtschaft hin. Bandemuster die sich in sieben oder mehr Banden 

unterscheiden, wie bei den Stämmen St. equorum WS 4524 und St. equorum WS 

2733 in dieser Arbeit (Abb. 25), gelten als unterschiedliche und nicht miteinander 

verwandte Isolate. 
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4.11 Antilisterielle Aktivität, Stabilität des unaufgereinigten Hemmstoffes 

von St. equorum WS 4524 und die Sensitivität der Listerien-

Indikatorstämme 

Durch den Nachweis eines Peptidsynthetasegens in St. equorum WS 4524 kam 

die Vermutung auf, der Stamm könnte ebenfalls das antimikrobielle Peptid Micro-

coccin P1 produzieren. Aus diesem Grunde wurden einige Versuche zur Ermittlung 

der Eigenschaften der antilisteriellen Substanz des Stammes WS 4524 parallel mit 

dem Micrococcin-Produzenten WS 2733 bzw. mit dessen unaufgereinigten 

Hemmstoff durchgeführt.  

Hinsichtlich der unbeeinträchtigten Aktivität der Substanz nach Hitzebeanspru-

chung und nach enzymatischer Behandlung durch Proteinase K und Trypsin, 

stimmten die Substanzen der beiden St. equorum-Stämme in diesen Eigenschaf-

ten überein (35). Der Substanz von St. equorum WS 4524 konnte ein bakteriosta-

tisches Hemmprinzip nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt), was auch das 

Wirkprinzip von Micrococcin P1 ist (37). Lediglich die Sensitivität der Listerien-

Indikatorstämme gegenüber den unaufgereinigten Hemmstoffen der beiden 

St. equorum-Stämme unterschied sich etwas. War die Substanz von WS 4524 am 

wirksamsten bei L. ivanovii WSLC 3061, gefolgt von den beiden L. innocua-

Stämmen WSLC 2339 und WSLC 2394, so war sie gegenüber L. monocytogenes 

WSLC 1364 am unwirksamsten (Abb. 27). Beim Hemmstoff des Stammes WS 

2733 reagierten der L. monocytogenes-Stamm und die beiden L. innocua-Stämme 

am stärksten, der L. ivanovii-Stamm reagierte am schwächsten auf den Hemm-

stoff (Abb. 38). Zwar war die Hemmzone mit 21 mm beim Indikatorstamm WSLC 

3061, im Vergleich zu den anderen Indikatorstämmen, doch war hier die Hemm- 

Ø 18mm Ø 15mm Ø 21mm

WSLC 3061WSLC 2339WSLC 1364

 
Abbildung 38. Sensitivität der Indikatorstämme L. monocytogenes WSLC 1364, L. innocua 
WSLC 2339 und L. ivanovii WSLC 3061 gegenüber des unaufgereinigten Hemmstoffes von 
St. equorum WS 2733. Nach dem Auftropfen des Hemmstoffes (je 1 % w/v) wurden die Soft-
Agarplatten für 24 h bei 30°C bebrütet und anschließend mittels Schräglicht ausgewertet. Der 
Durchmesser der Hemmzonen ist unterhalb der Teilabbildungen in mm angegeben. Die handge-
schriebenen Ziffern dienten der Codierung und haben hier keinerlei Bedeutung. 
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stärke im Vergleich zu den beiden anderen Indikatorstämmen deutlich vermindert, 

erkennbar an der Trübung innerhalb der Hemmzonen. 

4.12 Flüssigchromatographie 

Bei der antilisteriell wirksamen Substanz von St. equorum WS 4524 handelte es 

sich um ein über 5 kDa großes Molekül oder um ein Molekülaggregat, welches 

sich durch 6 M Harnstoff nicht dissoziieren ließ. Das Micrococcin P1 von St. equo-

rum WS 2733 kann im Kulturüberstand in unterschiedlich großen Aggregaten vor-

liegen (35). In der vorliegenden Arbeit konnten diese Aggregate mit Hilfe von 6 M 

Harnstoff dissoziiert werden, sodass die aktive Substanz aufgrund ihrer Größe in 

die Poren der Säulenmatrix eindringen konnte und erst gegen Ende des Chroma-

tographielaufes nach einem Volumen von 4 mL eluiert wurde (Abb. 39) Die unter-

schiedliche dissoziierende Wirkung oder auch die Zugänglichkeit des Harnstoffes 

auf die beiden Hemmstoffe ist möglicherweise mit dem unaufgereinigten Zustand 

zu erklären. Es ist anzunehmen, dass der aufkonzentrierte und gefriergetrocknete 

Kulturüberstand, mit dem die Versuche durchgeführt wurden, viele störende Kom-

ponenten enthielt, die mit dem Hemmstoff interagierten und ihn für den Harnstoff 

unzugänglich machten bzw. seine Eigenschaften verändern könnten. 
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Abbildung 39. Elutionsprofil des unaufgereinigten Hemmstoffes von St. equorum WS 2733 
unter Verwendung einer HiTrap Desalting Säule (GE Healthcare). Dargestellt ist die Absorption 
bei 280 nm in Gegenwart von 6 M Harnstoff. Die Peaks wurden bei den angegebenen Volumina 
eluiert. Der Pfeil markiert die antilisteriell wirksame Fraktion. 
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Der unaufgereinigte Zustand des Hemmstoffes von St. equorum WS 4524 könnte 

erklären, dass der Chromatographielauf mit der Superose 6 10/300 GL Gelfiltrati-

onssäule fehlschlug. Mit dieser Säule wurde versucht die Größe der aktiven Sub-

stanz zu bestimmen und das Material aufzureinigen. Beim Chromatographielauf 

waren zwar mehrere Peaks sichtbar (Abb. 33), doch konnte in keiner der Fraktio-

nen eine antilisterielle Aktivität mittels Agar-Spot-Assay festgestellt werden. Eine 

zu große Verdünnung der aktiven Substanz durch den chromatographischen Lauf 

konnte als Grund für die fehlende Aktivität ausgeschlossen werden. Bei einer 

gleichmäßigen Verteilung des Hemmstoffes auf alle aufgefangenen Fraktionen 

des Chromatographielaufes würde dessen Konzentration mind. 0,008 % je Frakti-

on betragen. Bei dieser Konzentration war jedoch eine deutliche Hemmzone im 

Soft-Agar, angeimpft mit dem Indikatorstamm L. ivanovii WSLC 3061, sichtbar 

(Abb. 26). Aufgrund des großen zeitlichen Aufwandes beim Arbeiten mit der Supe-

rose 6 10/300 GL Gelfiltrationssäule wurden andere Säulen eingesetzt, um die 

Substanz näher zu charakterisieren.  

Da es sich bei der aktiven Substanz des St. equorum WS 4524 ebenfalls um ein 

Micrococcin mit hydrophobem Charakter (37) handeln könnte, wurden HIC-Säulen 

mit unterschiedlichen Hydrophobizitätsstärken eingesetzt. Beim Chromatographie-

lauf mit der HiTrap Phenyl-Sepharose 6 FF high sub-Säule wurde in der letzten 

Fraktion des linearen Gradienten zwischen 11,5 mL und 12,5 mL (Abb. 34) eine 

starke antilisterielle Aktivität festgestellt, was auf eine hohe Hydrophobizität der 

aktiven Substanz des St. equorum-Stammes WS 4524 hindeutete. Bei den Chro-

matographieläufen mit den Säulen HiTrap Phenyl-Sepharose 6 FF low sub und 

Butyl-Sepharose FF, die eine niedrigere Hydrophobizität aufwiesen, wurden Frak-

tionen mit einer sehr schwachen bzw. keiner antilisteriellen Aktivität aufgefunden.  

4.13 Zusammenfassung der Erkenntnisse über St. equorum WS 4524 

Beim antilisteriell wirkenden St. equorum-Stamm WS 4524 wurde ein 655 bp lan-

ges Fragment eines Peptidsynthetasegens nachgewiesen, dass eine 98 %ige 

Homologie zu der NRPS-Sequenz des Micrococcin-Produzenten St. equorum WS 

2733 aufwies. Der antilisterielle Hemmstoff von St. equorum WS 4524 war gegen-

über Hitze und proteolytischen Enzymen stabil. Mittels Flüssigchromatographie 

konnte ein hydrophober Charakter des Hemmstoffes nachgewiesen werden. Diese 
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Befunde deuten darauf hin, dass es sich bei der von St. equorum WS 4524 um 

das bereits bekannte Micrococcin handeln könnte. 

4.14 Ausblick 

P. norvegensis 

Aufgrund der sehr labilen antilisteriell wirksamen Substanz(en) von Pichia 

norvegensis WSYC 592, die sehr schwer zu lokalisieren ist(sind), sollten noch 

einige Versuche zum Verständnis des Wirkmechanismus und zur Identifizierung 

der Substanz(en) durchgeführt werden. 

Ein Austausch der Glucose durch Lactat als Kohlenstoffquelle bewirkte ein völliges 

Ausbleiben der inhibitorischen Wirkung. Diese bemerkenswerte Beobachtung bie-

tet einen Ansatzpunkt für weitere Untersuchungen. Zur genaueren Eingrenzung 

des Lactateinflusses auf die antilisterielle Aktivität ist die Verwendung von Mini-

malmedium unumgänglich, womit die Einflüsse der Medienkomponenten gänzlich 

ausgeschlossen werden könnten.  

Eine weitere Möglichkeit ist die Konstruktion von Deletionsmutanten, deren Gen-

produkte für den Glucose-/Lactatstoffwechsel verantwortlich sind. Da P. norve-

gensis noch nicht sequenziert ist besteht die Möglichkeit, sich der bereits vollstän-

dig sequenzierten Spezies P. pastoris oder der zum Teil sequenzierten Spezies. 

P. angusta zu bedienen, mit deren Hilfe geeignete Primer designt werden könnten. 

Auf diese Weise ließe sich eine mögliche Kopplung der antilisteriellen Aktivität an 

den Glucose-/Lactatstoffwechsel feststellen.  

Ein vielversprechender Ansatz sind die Unterschiede im Sekretom der P. norve-

gensis WSYC 592, die während der Cokultivierung mit den Kohlenstoffquellen 

Glucose oder Lactat auftraten. 

Eine gezielte Suche nach dem für die inhibitorische Wirkung verantwortlichen 

Gens bzw. Operons wäre ein interessanter Lösungsansatz. Genomfragmente von 

P. norvegensis WSYC 592 könnten in das Genom eines nicht-inhibitorischen 

P. pastoris-Stammes kloniert und ein Screening durchgeführt werden, bis eine 

antilisterielle Aktivität auftreten würde. Mit Hilfe des Cokultivierungsassays in sei-

ner jetzigen Form wäre die Suche nach dem gewünschten Phänotyp sehr arbeits- 

und zeitintensiv und wäre erst nach Entwicklung einer schnelleren Screening-

Methode durchführbar. 
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Die Rasterelektronenmikroskop-Aufnahmen zeigten globuläre Vesikel an der  

Oberfläche der Hefezellen, die evtl. von ihnen ausgeschieden werden. Durch diffe-

renzierte Zentrifugation könnten sekretorische Vesikel isoliert (87) und auf ihr Vor-

handensein einer antilisteriellen Aktivität gestestet werden.  

Nach der Isolation und Charakterisierung der antilisteriellen Substanz(en) der Hefe 

P. norvegensis könnte(n) sie ihren Einsatz in der Lebensmittelindustrie finden, z.B. 

bei der Herstellung und/oder Haltbarmachung von Käse, Wurstwaren und ready-

to-eat food. 

L. monocytogenes 

Auf Seiten von L. monocytogenes könnte die Messung des Membranpotential 

bzw. des pH-Gradienten (74, 104, 122) der mit P. norvegensis cokultivierten Liste-

rien Aufschluss darüber geben, ob die inhibitorische(n) Substanz(en) die Liste-

rienmembran angreifen. Analog zum LiaR/S-Zweikomponentensystem in Bacillus 

subtilis, das zur Detektion von Wirkstoffen dient, die einen Zellwandstress auslö-

sen (130), ließe sich auch mit den analogen Genen lmo1021/1022 in L. monocy-

togenes EGD-e (http://genolist.pasteur.fr/ListiList/) ein ähnliches System entwi-

ckeln.  

St. equorum 

Zur gänzlichen Absicherung, ob es sich bei der von St. equorum WS 4524 produ-

zierten antilisteriellen Substanz tatsächlich um ein Micrococcin handelt, sollten 

weitere Versuche durchgeführt werden. Das Peptidsynthetasegen des St. equo-

rum WS 4524 sollte vollständig amplifiziert und die Sequenz mit der NRPS-

Sequenz des St. equorum-Stammes WS 2733 verglichen werden. Zur weiteren 

Aufreinigung der aktiven Substanz von St. equorum WS 4524 in einem An-

schlussprojekt bietet sich die Reversed-Phase (RP)-FPLC bzw. RP-HPLC an, die 

sich zur Aufreinigung niedermolekularer Substanzen eignet. Für eine eindeutige 

Identifizierung der Substanz bietet es sich an, die Struktur des antilisteriellen 

Hemmstoffes des Stammes WS 4524 z.B. per NMR (nuclear magnetic resonan-

ce)-Spektroskopie aufzuklären.  
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Anhang A 

Sequenz eines 655 bp langen Amplifikats eines Peptidynthetasegenfragments im 

Genom von St. equorum WS 4524 

1 ACTGGGTGAT AAATAAATAT AATGTCGATG ATGAAGATAC 
41 AATATATTTA  AAACGCCTTA TACCTTCGAT GTTTCAGTAT 
81 GGGAAATCTT TGGCTGGGCA ATGCTCGGTA GTCAAATTGT 
121 TTTACTACCT TCTGGAGAAG AAGGGAACCC TGAAAAAATA 
161 ACTGAATTAT TAGAAGGTTA CTCAGTAGCG ATGGTTCACT 
201 TCGTGCCGTC GATGTTAAAT ATGTTTGTTA ATTTTATTAA 
241 ATCTACAAAC AACGTACAAG CCATTTCGAA ACTAAAATAT 
281 GTTTTAGCTA GTGGAGAAGC ATTAAAATCG GAACAAGTTA 
321 ATGACTTTAA TCATTTTATT  GGAAATAAAA ACAATACTGC 
361 TTTACTCAAC CTATATGGCC CTACTGAAAC AACCGTTGAC 
401 GTAACAAGTT TTGACTGTGA AAATCATAAA ACATATGACT 
441 CGATTCCAAT CGGCAAACCA ATCTCAAATA TTCAAGCTTA 
481 TATTTTAAAT  GAAGATAATA ATATAATGGG TATCGGAGTG 
521 CCCGGTGAAC TTTGTATTGC AGGTGTCGGT GTCACAGCAG 
561 GTTATTTAAA TCGTCCTGAA TTAACACAAG AGAAATTTAT 
601 TGATAATCCA TTTGGGAAAG GTAAATTATA TCGTACCGGA 
641 GACCTGGCGA AATGG 
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Anhang B 

Identifizierung der Nukleotidsequenz des Amplifikats von S. equorum WS 4524 über eine Datenbankrecherche mit BlastN und 

BlastX bei NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

 

BlastN 

Database Name: nr 
Description: All GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences (but no EST, STS, GSS,environmental samples or phase 0, 1 or 2 

HTGS sequences) 
Program:  BLASTN 2.2.24 
 
Accession  Description       Max score Total score Query coverage E value Max ident 

AF183902.1  Staphylococcus equorum  1133  1133  100%   0.0  97% 
micrococcin P1 peptide  
synthetase gene, partial cds 

 
 
Query 1 ACTGGGTGATAAATAAATATAATGTCGATGATGAAGATACAATA-TATTTAAAACGCCTT 59 
AF183902 983 ACTGGGTGATAAATAAATATAATGTCGATGGTGAAGATACAATATTATTTAAAACGCCTT 1042 
 
Query 60 ATACCTTCGATGTTTCAGTATGGGAAATCTTTGGCTGGGCAATGCTCGGTAGTCAAATTG 119 
AF183902 1043 ATACCTTCGATGTTTCAGTATGGGAAATCTTTGGCTGGGCAATGCTTGGTAGTCAAATTG 1102 
 
Query 120 TTTTACTACCTTCTGGAGAAGAAGGGAACCCTGAAAAAATAACTGAATTATTAGAAGGTT 179 
AF183902 1103 TTCTACTACCTTCTGGAGAAGAAGGGAACCCTGAAAAAATAACTGAATTATTAGAAGGTT 1162 
 
Query 180 ACTCAGTAGCGATGGTTCACTTCGTGCCGTCGATGTTAAATATGTTTGTTAATTTTATTA 239 
AF183902 1163 ACTCAGTAGCGATGGTTCACTTCGTGCCGTCGATGTTAAATATGTTTGTTAATTTTATTA 1222 
 

... 
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Query 240 AATCTACAAACAACGTACAAGCCATTTCGAAACTAAAATATGTTTTAGCTAGTGGAGAAG 299 
AF183902 1223 AATCTACAAACAACGCACAAGCCATTTCGAAACTAAAATATGTTTTAGCTAGTGGAGAAG 1282 
 
Query 300 CATTAAAATCGGAACAAGTTAATGACTTTAATCATTTTATTGGAAATAAAAACAATACTG 359 
AF183902 1283 CATTAAAACCGGAACAAGTTAATGACTTTAATCATTTTATTGGAAATAAAAACAATACTG 1342 
 
Query 360 CTTTACTCAACCTATATGGCCCTACTGAAACAACCGTTGACGTAACAAGTTTTGACTGTG 419 
AF183902 1343 CCTTACTCAACCTATATGGCCCTACTGAAACAACCGTTGACGTAACAAGTTTTGACTGTG 1402 
 
Query 420 AAAATCATAAAACATATGACTCGATTCCAATCGGCAAACCAATCTCAAATATTCAAGCTT 479 
AF183902 1403 AAAATCATAAAACATATGATTCGATTCCAATCGGCAAACCAATCTCCAATATTCAAGCTT 1462 
 
Query 480 ATATTTTAAATGAAGATAATAATATAATGGGTATCGGAGTGCCCGGTGAACTTTGTATTG 539 
AF183902 1463 ATATTTTAAATGAAGATAATAATATAATGGGTATCGGAGTGCCTGGTGAACTTTGTATTG 1522 
 
Query 540 CAGGTGTCGGTGTCACAGCAGGTTATTTAAATCGTCCTGAATTAACACAAGAGAAATTTA 599 
AF183902 1523 CAGGTGTCGGTGTCACAGCAGGTTATTTAAATCGTCCTGAATTAACACAAGAGAAATTTA 1582 
 
Query 600 TTGATAATCCATTTGGGAAAGGTAAATTATATCGTACCGGAGACCTGGCGAAATGG 655 
AF183902 1583 TTGATAATCCATTTGGGAAAGGTAAATTATATCGTACGGGAGATTTAGCGAAATGG 1638 
 
In blau dargestellt sind die Unterschiede in der Nukleotidsequenz. 
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BlastX 

Database Name: nr 
Description: All non-redundant GenBank CDS translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding environmental samples 

from WGS projects 
Program:  BLASTX 2.2.24 
 
Accession  Description        Max score Total score Query coverage E value Max ident 

AAG16975.1  micrococcin P1 peptide synthetase 414  448  99%   2e-117 98% 
[Staphylococcus equorum] 
 

 
Query 44 I FKTPYTFDVSVWEIFGWAMLGSQIVLLPSGEEGNPEKITELLEGYSVAMVHFVPSMLNM 223 
AAG16975.1 343 LFKTPYTFDVSVWEIFGWAMLGSQIVLLPSGEEGNPEKITELLEGYSVAMVHFVPSMLNM 402 
 
Query 224 FVNFIKSTNNVQAISKLKYVLASGEALKSEQVNDFNHFIGNKNNTALLNLYGPTETTVDV 403 
AAG16975.1 403 FVNFIKSTNNAQAISKLKYVLASGEALKPEQVNDFNHFIGNKNNTALLNLYGPTETTVDV 462 
 
Query 404 TSFDCENHKTYDSIPIGKPISNIQAYILNEDNNIMGIGVPGELCIAGVGVTAGYLNRPEL  583 
AAG16975.1 463 TSFDCENHKTYDSIPIGKPISNIQAYILNEDNNIMGIGVPGELCIAGVGVTAGYLNRPEL  522 
 
Query 584 TQEKFIDNPFGKGKLYRTGDLAKW 655 
AAG16975.1 523 TQEKFIDNPFGKGKLYRTGDLAKW 546 
 
In blau dargestellt sind die Unterschiede in der Aminosäuresequenz. 

... 
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