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EINLEITUNG

A: Einleitung

Der Verzehr von Lebensmitteln kann beim Menschen Uber zweihundert, teils
lebensbedrohliche Krankheiten, wie Vergiftungen und Infektionen hervorrufen (Bryan, 1982).
Schétzungen gehen davon aus, dal3 allein in den USA jahrlich einundachtzig Millionen
Menschen nach dem Verzehr von Nahrungsmitteln, die mit humanpathogenen
Mikroorganismen kontaminiert sind, erkranken. Die Symptome dieser Infektionen reichen
dabei von mild verlaufenden Gastroenteritiden bis zu lebensbedrohlichen Infektionen des
Nervensystems, der Leber oder der Nieren. Von diesen Infektionen enden ca. neuntausend
tédlich (Archer und Kvenberg, 1985; Bennet et al., 1987; Todd, 1989; Ames, 1994). Diese
Krankheiten kénnen von Viren, Parasiten und vor alem von Bakterien hervorgerufen werden.
In den letzten 20 Jahren wurden immer mehr Organismen isoliert und beschrieben, die durch
kontaminierte Lebensmittel auf den Menschen Ubertragen werden und Infektionskrankheiten
hervorrufen. Wahrend das Typhus-Fieber am Anfang des 20. Jahrhunderts weit verbreitet
war, ist es heutzutage in den Industriestaaten weitgehend ausgerottet. Diese
Infektionskrankheit, ausgel6st durch Salmonella typhi, konnte vor allem durch verbesserte
hygienische Mal3nahmen eingeddmmt werden. In Regionen wie Slidostasien werden dagegen
auch heute noch rund eintausend Typhus-Félle pro einhunderttausend Einwohnern pro Jahr
gemeldet (Robert-Koch Institut, 1999). Auf &dhnliche Weise konnten weit verbreitete
Infektionskrankheiten wie Cholera oder Tuberkulose durch Einfliihrung von verbesserten
Hygienemalnahmen zurlickgedrangt werden. Anstelle dieser traditionellen Erreger von
Infektionskrankheiten treten in neuerer Zeit andere Organismen wie z.B. Stdmme von
Salmonella enterica auf. Infektionen mit diesen Stdmmen nehmen seit dem zweiten Weltkrieg
vermehrt zu (Rodriguez, 1990). Weiterhin zdhlen z.B. der enterohdmorragische Escherichia
coli Stamm O157:H7, der 1982 bei einem Ausbruch an blutiger Diarrhde, ausgel6st durch
Verzehr von Produkten einer Schnellimbif3kette, entdeckt wurde (Riley et al., 1983), Yersinia
enterocolitica, Campylobacter jegjuni, Campylobacter fetus, Cryptosporidium cayetanensis,
Saphylococcus aureus, Vibrio vulnificus, Clostridium perfringens, Clostridium botulinium,
Shigella flexneri etc. zu den heute aktuellen Erregern von Infektionskrankheiten, die durch
Nahrungsmittel Ubertragen werden. Neben den gesundheitlichen Schéden treten auch
immense wirtschaftliche Kosten durch Infektionen mit kontaminierten Lebensmitteln auf. So
wird der Schaden durch Ausfall der Lebensmittelproduktion und durch die medizinische
Versorgung aleinin den USA auf funf bis siebzehn Milliarden Dollar pro Jahr geschétzt.
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Von einigen pathogenen Organismen wurde erst in den letzten Jahrzehnten bekannt, dal3 ihre
Hauptverbreitungsroute kontaminierte Lebensmittel sind. So ist das Bakterium Listeria
monocytogenes schon lange bekannt als Erreger von Meningitis und anderen invasiven
Infektionen bel immunsupprimierten Wirten (Seeliger, 1961). Aber erst 1983 wurde von
Schlech und Mitarbeitern der Nachweis erbracht, das L. monocytogenes hauptséchlich durch
kontaminierte Lebensmittel verbreitet wird. Eine &hnliche Situation findet man bei
Campylobacter. Vertreter der Gattung Campylobacter wurden zunéchst als seltene,
opportunistische Keime bei Infektionen des Blutkreislaufs beschrieben. Inzwischen weis man
jedoch, dal3 Campylobacter Infektionen eine weit verbreitete Ursache fur Enteritiden und
Durchfallerkrankungen sind (Dekeyser, 1972).

Durch den Vezehr von Lebensmitteln erkranken in Deutschland pro Jahr ca
zweihunderttausend Menschen an elner Enteritis, einer Magen-Darm Infektion, die meist
durch Bakterien verursacht wird, aber auch von Viren und Protozoen ausgel 6st werden kann.
Hauptausloser dieser Enteritiden sind unterschiedliche Stamme von Salmonella enterica.
Anders ads das von Salmonella typhi ausgeléste Typhus-Fieber, das vor alem durch
verseuchtes Trinkwasser verbreitet  wird, werden Salmonella enterica-Enteritiden
hauptséchlich durch den Verzehr von kontaminierten Lebensmitteln, die einen tierischen
Ursprung haben, Gbertragen (Groisman und Ochman, 1997; Meyer, 1999). Hierzu zéhlen
Geflugelfleisch, rohe Eier und Rohei-haltige Produkte. (Poppe et al., 1998; Peplow et al.,
1999; Meyer, 1999; Soumet et al., 1976; Durant et al., 1999). Zudem fuhrt die teilweise
exzessive Gabe von Antibiotika bei der Massentierhaltung von Geflligel zur Ausbildung von
Resistenzen bei den Stammen von Salmonella enterica (Wain et al., 1999).

Die Gattung Salmonella wurde im Jahr 1900 zu Ehren des amerikanischen Bakteriologen
Daniel E. Samon (1850-1914) benannt. Die einzelnen Isolate dieser Gattung wurden
ursprunglich nach ihrem vermuteten Wirt oder dem Ort ihrer Erstisolierung bezeichnet. Spater
wurden Salmonellen naher differenziert und nach Einfihrung der Serodiagnose katalogisiert
(Kauffmann-White-Schema). Diese Typisierung wird bis heute fortgesetzt und umfal3t
mittlerweile Uber zweitausend Serotypen (Le Minor, 1992). Durch die fortlaufende
Entwicklung bei  biochemischen-, molekularbiologischen, sowie taxonomischen
Untersuchungen wurden alle Salmonellen, aufgrund ihrer DNS-DNS Ahnlichkeit von uber
70%, der Art Salmonella enterica zugeordnet (Le Minor und Popoff, 1987). Diese wird

ihrersaits in die sieben Unterarten
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Salmonella enterica Unterart | enterica
Salmonella enterica Unterart 11 salamae
Salmonella enterica Unterart l11a arizonae
Salmonella enterica Unterart 111b diarizonae
Salmonella enterica Unterart IV houtenae
Salmonella enterica Unterart VV bongori

und Salmonella enterica Unterart VI indica

unterteilt (Anonymous 1985 und 1987).

Nach einer Infektion mit einem Stamm von Salmonella enterica (meist durch Serovarianten
der Unterart I) treten beim Menschen nach einer mittleren Inkubationszeit von 20-24 h
Erbrechen und wél¥riger Durchfall auf. Die Schwere der Symptome héngt dabel stark vom
Erregertyp, der physischen Konstitution und des Alters der Infizierten ab. In der Regel sind
diese Enteritiden selbstlimitierend und dauern etwa ein bis zwei Tage an. Sie kdnnen aber in
seltenen Félen von schweren Komplikationen wie Sepsis, Meningitis oder einer

Osteomyelitis begleitet werden und sogar zum Tode fihren.

Bakterielle Enteritiden werden nicht nur durch Stdmme von Salmonella enterica
hervorgerufen, sondern zunehmend wird auch die Bedeutung von Vertretern der Gattung
Campylobacter bekannt. In den USA haben Enteritiden, die durch Campylobacter Arten
ausgel 6st werden , die von Salmonella enterica ausgel 6sten bereits Ubertroffen (Tauxe, 1992;
Blaser und Reller, 1981; Blaser, 1980; Foster, 1986). Campylobacter-Arten sind harmlose
Bewohner des Intestinaltrakts verschiedener Wildtiere sowie domestizierter Haustiere und
rufen dort keine Infektionskrankheiten hervor. So belegen Studien, dal3 ca. 30 bis 100 % an
Gefligel, 40 bis 60 % an Rindern und 60 bis 80 % der domestizierten Schweine mit
Campylobacter durchseucht sind (Stern et al., 1985). Rohmilch wird als Haupt-, Vehikel* zur
Verbreitung von Campylobacter angesehen. Daneben belegen epidemiologische Studien, dal3
Geflugel oftmals die Quelle fir eine Campylobacter-Infektion sein kann. Auch Trinkwasser
kann zur Ubertragung von Campylobacter beitragen, was bereits zu Campylobakteriose
Ausbrichen mit Tausenden an Infizierten fuhrte (Doyle und Schoeni, 1986).

Prinzipiell werden Nahrungsmittel durch fékale Kontaminationen von Campylobacter-
Tréagern kontaminiert. Rohmilch kann z.B. fékal oder nach einer Mastitis durch das Euter
kontaminiert werden. Auch Eier werden mit Ausbrichen von Campylobakteriosen in
Verbindung gebracht (Doyle, 1984).
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Als Symptome nach einer Infektion mit Campylobacter treten starker, gelegentlich blutiger
Durchfall, Unterleibsschmerzen und Bauchkrampfe auf. Fir eine Infektion reichen bereits
einige hundert Zellen aus. Bei Infektionen spielen vor allem die Arten Campylobacter jejuni
und Campylobacter coli, seltener auch Campylobacter fetus eine Rolle. Die beiden zuerst
genannten Arten werden zu den thermotoleranten Vertretern von Campylobacter gerechnet,
da sie ein Wachstumsoptimum von 42°C besitzen. Das erklart auch, warum Geflugel oft mit
Campylobacter durchseucht ist und Campylobacter-Infektionen von Gefligel und
Geflugel produkten ausgehen, bei denen die erforderlichen hygienischen Mal3nahmen nicht
eingehalten wurden. Die Korpertemperatur von Gefllgel betragt in der Regel 41-42°C, die
optimale Wachstumstemperatur fir thermotolerante Campylobacter Arten. Dartber hinaus
sind die Vertreter der Gattung Campylobacter sehr anspruchsvolle Keime, die sich schwer
isolieren und in Kultur halten lassen. Die mikroaerophilen Bakterien benttigen zum
Wachstum eine Atmosphéare mit 5-10 % Sauerstoff. Sie finden daher im Intestinaltrakt von
Tieren gute Lebensbedingungen vor. Eine Infektion mit der nicht thermotolerante Art

Campylobacter fetus kann vor allem bel Schafen zum Abort der Foten flhren.

Ein weiterer Organismus der bei Schafen und Rindern zu Frihgeburten fihren kann ist
Listeria monocytogenes. Dieser Organismus war bis in die 80er Jahre hinein vor alem fir
Veterindrmediziner von Interesse, da es nach Infektion mit diesem Organismus, neben den
oben angesprochenen Aborten, oft zu Meningitis und Encephalitis in Schafen, Rindern oder
Ziegen kam. Erst seit Beginn der 80er Jahre wird Listeria monocytogenes auch als sehr
wichtiger Erreger von Lebensmittelinfektionen angesehen.

Im Jahre 1891 beobachtete Hayem in Frankreich und 1893 Henle in Deutschland Gram-
positive Stabchen in Zelkulturschnitten einer Leber eines Patienten; der rickblickend
hochstwahrscheinlich an einer Infektion mit L. monocytogenes litt. Der Schwede Hulphers
isolierte im Jahre 1911 ein Bakterium aus einer nekrotischen Leber eines Hasen und benannte
es ,, Bacillus hepatis‘. Erst vor ca. 80 Jahren wurde L. monocytogenes detailliert von Murray
(1926) beschrieben. Ein Jahr spéter isolierte Pirie ein dhnliches Bakterium aus der Leber
afrikanischer Springméuse und benannte es , Listerella hepatolytica® . Im Jahre 1940 wurde
zu Ehren des englischen Bakteriologen und Chirurgen Sir John Lister (1827-1912) die
Gattung Listeria geschaffen. Listeria denitrificans (1961), L. grayi (1966), L. murrayi (1971)
und L. bulgarica (1975), 1984 umbenannt in L. ivanovii, wurden nach und nach der Gattung
Listeria zugeordnet. Als L. monocytogenes bezeichnete nicht pathogene Stdmme vom Serotyp
6, wurden der neu geschaffenen Art L. innocua zugeordnet (Seeliger und Jones, 1986). Nach
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einer Reithe von Aus- und Eingliederungen sowie Umbenennungen beinhaltet nun die Gattung
Listeria seit 1992 die sechs Arten L. monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii, L. seeligeri,
L. welshimeri und L. grayi (Jones, 1992).

Listerien sind Gram-positive Stabchen mit einem Durchmesser von etwa 0,4-0,5 pum und einer
Lange von etwa 0,5-2 um (Seeliger und Jones, 1986). Sie zeigen eine aerobe bis fakultativ
anaerobe Lebensweise und bilden keine Sporen aus. Sie werden phylogenetisch den Gram-
positiven Bakterien mit niedrigen G+C Gehalt der DNS zugerechnet (Woese, 1987). Sie
bewegen sich charakteristisch taumelnd bel einer Temperatur von 20 bis 25°C. Listerien
kénnen von pH 6-9 und be ener Temperatur von 1 bis 45°C wachsen. Die optimale
Wachstumstemperatur liegt bel 30-37°C. Bel 37°C Wachstumstemperatur sind Listerien
aufgrund der ausbleibenden Flagellinsynthese nicht mehr beweglich. Listerien sind meist
katal ase-positiv und oxidase-negativ. Auf Blutagar zeigt L. monocytogenes [3-Hamolyse.
Listerien sind weitverbreitet in der Natur. Sie kommen in Erde, auf Pflanzen und im Wasser
vor (Coyle et al., 1984; Pearson, 1970). Listerien sind Bewohner von Silage and Abwasser
(Guenich, 1984). Die Aufnahme von kontaminierter Silage wird als moglicher Weg
betrachtet, wie Listerien in Rohmilch gelangen kénnen (Donelly, 1987). Menschen (ca. 4%)
und Tiere konnen oft als symptomlose Tréger von Listerien fungieren. Listerien wurden
weiterhin in einunddreiRig warmblitigen Tieren, in Arthropoden, Fischen, Insektenlarven,
Froschen und Schnecken nachgewiesen.

Durch die Aufnahme kontaminierter Lebensmittel wie Fleisch, Wurst (speziell Salami),
Geflugel, Milch und Milchprodukten wie Kése (speziell Romadur, Camembert, Roquefort),
Gemuse etc. treten sporadische Ausbriche an Listeriose auf (Ho et al., 1986; Conner et al.,
1986: Dominguez-Rodriguez et al., 1985; Lovett et al., 1987; Silliker, 1987; Farber und
Peterkin, 1991; Fleming et al., 1985). Sogar der Konsum von pasteurisierter Milch fihrte zum
Ausbruch einer Listeriose (Fleming et al., 1985). Listerien gehdren aufgrund ihrer Fahigkeit,
noch bei 4°C zu wachsen, zur sogenannten ,, Kihlschrankflora“. Dadurch erlangen sie einen
gewissen Wachstumsvorteil gegentiber anderen pathogenen L ebensmittel kontaminaten.

Die von L. monocytogenes ausgel 0ste Infektionskrankheit Listeriose fuhrt beim Menschen zu
plotzlichen Fieberanfallen, Kopfschmerzen, Ubelkeit, gastrointestinalen Symptomen wie
Unterleibsschmerzen und Durchfall, zu Sepsis oder Endocarditis, aber auch zu Erkrankungen
des Zentralnervensystems wie Meningitis und Encephalitis (Gaillard et al., 1987; Ho, et al.,
1986; Seeliger, 1961). Risikopersonen sind vor allem schwangere Frauen, &tere und
immunsupprimierte Personen wie Transplantationspatienten, immungeschwéchte Personen,
aber auch Diabetiker und Schwerst-Alkoholkranke (Farber und Peterkin, 1991; Sedliger,
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1961). Bei Schwangeren besteht die Gefahr der Infektion des Fotus. Dies kann zu einer
generaisierten Bakteramie im Fotus, zur Ausbildung einer , granulomatdsen Infantiseptica’

oder zum Abort fUhren.

Listeria monocytogenes spielt aber nicht nur as wichtiger Erreger von
Lebensmittelinfektionen eine Rolle, sondern wurde in der letzten Dekade zum genetischen
Modellorganismus, um das Leben fakultativ intrazelluldrer Bakterien zu studieren. Virulente
Stdmme von Listeria monocytogenes zeichnen sich durch einen intrazelluldren Lebenszyklus
aus und sind in der Lage, in eine Reihe von Saugerzellen wie z.B. nichtprofessionelle
Phagozyten, phagozytierende Zellen wie Makrophagen (Mackaness, 1962), Monozyten oder
auch in Fibroblasten einzudringen, dort zu Uberleben und sich zu replizieren (Bubert et al.,
1992). Auf dem Chromosom von Listeria monocytogenes befinden sich in direkter
Nachbarschaft sechs Virulenzgene, die das sogenannte , Virulenzgencluster® von
L. monocytogenes bilden. In diesem Cluster befinden sich die Gene hly, prfA, plcA, actA, mpl
und plcB. Das hly Gen kodiert fir ein SH-aktiviertes Hamolysin, auch Listeriolysin-O
genannt. Innerhalb des Virulenzgenclusters bilden die drei Gene mpl, actA und plcb das
sogenannte ,, Lecithinaseoperon®. Dieses beherbergt eine Zink-abhangige Metalloprotease
(kodiert vom mpl Gen), ein Protein, das fur die Aktinpolymerisation essentiell ist (kodiert
vom actA-Gen) und eine Phospholipase-C, die spezifisch fur Phosphatidylcholin oder
Lecithin ist (kodiert vom plcB Gen). Diese Lecithinase bendtigt die Metalloprotease zu
Aktivierung. Alle Gene im , Virulenzgencluster® stehen unter strikter Kontrolle des
Transkriptions-Aktivator-Proteins PrfA, das vom autoregulierten Gen prfA kodiert wird und
in alen virulenten Stdmmen von L. monocytogenes nachweisbar ist (Bubert et al., 1992;
Leitmeister-Wéchter et al., 1990)

Im Gastrointestinaltrakt gelingt es L. monocytogenes, die Barriere der normalerweise nicht
phagozytierenden Darmepithelzellen durch induzierte Phagozytose zu durchdringen. Die
Anheftung an die Wirtszelle und die Internalisierung der bakteriellen Zellen wird neben dem
p60 Protein von einem ca. 80 kDa grof3en Oberflachenprotein, dem Internalin-A vermittelt
(Gaillard et al., 1991; Wuenscher et al., 1993). L. monocytogenes befindet sich nach der
Internalisierung der Wirtszelle in einem Phagosom der Wirtszelle. Etwa dreissig Minuten
nach der Internalisierung durch die induzierte Phagozytose gelingt es L. monocytogenes, mit
Hilfe des Listeriolysins und einer Phosphatidylinositol-spezifischen Phospholipase C, die vom
plcA-Gen kodiert wird, das Phagosom zu lysieren und in das Wirtszellzytosol zu entkommen.
In dieser Phase des Infektionszyklus von L. monocytogenes induziert das ActA-Protein die
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Polymerisation von Aktin an einem Pol der Zelloberflache von Listeria monocytogenes.
Durch das starre nun unldsliche Aktin ist es fir L. monocytogenes maglich, sich wie ein
Komet, mit dem ,Aktinkometenschweif* durch Aushildung von Pseudopodien-artigen
Strukturen in die benachbarte Zelle zu schieben und diese somit zu infizieren. Hier ist
L. monocytogenes zunachst von einer doppelten Membran umgeben. Durch den Einsatz der
Lecithinase und des Listeriolysins gelangt L. monocytogenes erneut ins Wirtszellzytosol. Nun
kann der Zyklus von intrazelluldrer Bewegung durch die Aktinpolymerisation und das
Infizieren benachbarter Zellen von Neuem beginnen.

Fur die Invasion von Wirtszellen ist neben Internalin-A ein extrazelluléres Protein mit einem
Molekulargewicht von ca. 60 kDa essentiell. Dieses p60 Protein wird vom sogenannten iap-
Gen (,invasion associated protein*) kodiert, welches nicht im , Virulenzgencluster®
lokalisiert ist. Das lap-Protein ist sowohl in alen virulenten Stdmmen von Listeria
monocytogenes (Kohler et al., 1990) als auch in allen Listeria Arten nachweisbar (Bubert et
al., 1992). Die Expression des p60 Proteins steht nicht unter der Kontrolle von PrfA (Kohler
et al., 1991). Es fuhrt dabel zwel fur die Virulenz und den Zellmetabolismus von Listeria
monocytogenes essentielle Funktionen aus. Es ist wichtig fur die Adh&sion der virulenten
Listerien an die Wirtszelle und katalysiert in der spaten Phase der Zelltellung die Hydrolyse
des Mureins. Das Protein besitzt eine siebenundzwanzig Aminosduren langes Signal peptid
und weist sowohl hoch konservierte (C- und N-Termini) als auch hoch-variable Regionen und
Insertionsbereiche auf. Es setzt sich weiterhin aus einer ausgedehnten Domdane sich
wiederholender Einheiten der Aminosduren Threonin und Asparagin zusammen, die von
einem Prolin-Serin-Lysin-Motiv abgetrennt werden (Kohler et al., 1990; Wuenscher et al.,
1993).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, fur die drei wichtigen humanpathogenen
Mikroorganismen Listeria, Salmonella und Campylobacter gegen die ribosomale RNS
gerichtete Gensonden zu entwerfen, die eine spezifische Detektion dieser Organismen mittels
Fluoreszenz-in situ-Hybridiserung (FISH) erlauben.

Ein weiterer Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit sollte sich mit der Evolution des
» Virulenzgenclusters® von Vertretern der Gattung Listeria beschéftigen. Detaillierte
vergleichende phylogenetische Sequenzanalysen verschiedener Virulenzgene sollten zudem
einen Beitrag zur Evolution von L. monocytogenes liefern. Zur Feindifferenzierung von L.
monocytogenes sollten weiterhin moderne molekularbiologische Methoden entwickelt und
optimiert werden.
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B: MATERIAL UND METHODEN

B.1.: Molekularbiologische M ethoden

Fur die Herstellung aller Losungen wurde Uber eine Reinstwasseranlage (Milli-Q-Plus oder
Academic A10, Millipore, Eschborn, BRD) entsalztes und filtriertes Wasser (im folgenden
H.Oring) vVerwendet. Die Verwendung von einfach entionisiertem Wasser (im folgenden
H2O4e) ist bel den jewelligen Losungen angegeben. Chemikalien wurden, soweit dies nicht
anders angegeben i, in p.a. Qualitdt bezogen und verwendet. Der pH-Wert wurde mit
NaOH- und HCI-Lésungen entsprechender Normalitéten eingestellt. Abweichungen davon
sind gesondert vermerkt. Alle Puffer, Medien und Ldsungen wurden in einem Wasserdampf-
hochdruckautoklaven (Vapoclav, Sterico, Dietikon, CH, oder Varioclav Typ 500, H+P
Labortechnik, Oberschleifheim, BRD) fiir 20 min bei 121°C und 1,013 x 10° Pa Uberdruck
sterilisiert. Abweichungen sind gesondert vermerkt. Hitzelabile Substanzen wurden nach dem
Autoklavieren bei etwa 50°C Medientemperatur unter sterilen Bedingungen zugegeben
(Sterilfilter 0,22 um Porengrofi3e, Millipore).

B.1.1.: Lésungen, Standardpuffer und L dsungsmittel

Alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Puffer und Losungen sind im folgenden

aufgelistet. Spezielle Reagentien sind in den jewelligen Kapiteln gesondert aufgefthrt.

Ldsungsmittel

10 % (v/v) Essigsaure

CHISAM (Chloroform und Isoamylalkohol im Verhaltnis 24:1)
EtOH70 9

EtOH s

Formamid, deionisiert

| sopropanol

Roti ®-Phenol-Chloroform-L ésung

Roti ®-Phenol-Lésung
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Puffer und verwendete Losungen

0,5M EDTA-L6sung (0,5 M Ethylendiamintetraacetat, 20 g NaOH Platzchen, pH 8,0)

1 x PBS-L6sung (130 mM NaCl, 10 mM NaxPO,, pH 7,2-7,4)

10 % APS-L6sung (10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat in HoOreing [8sen, bei -20°C
lagern)

10 % N-Lauryl-Sarcosin-L6sung (10 % (w/v) N-Lauryl-sarcosin in HoOreing 16sen)

10 % SDS-L6sung (10 % (w/v) Natriumdodecylsulfat in H2Oreing 10seN)

10 M NH4Ac-L6sung (10 M Ammoniumacetat in HyOrging 16SEN)

10 x TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA-Puffer, Tris 162 g, Borsdure 27,5 g, EDTA 9,3 g,
pH 8,3-8,7 bei 45°C)

25 % (w/v) SDS-Losung (25 % (w/v) Natriumdodecylsulfat in HoOreing |GseN)

3 M NaAc (3 M Natriumacetat in H,Oreing 10sen, pH 5,2)

3 x PBS-Ldsung (390 mM NaCl, 30 mM NaxPOy4, pH 7,2-7,4)

5M NaCl (5M Natriumchlorid in H2Oreing 10seN)

Auftragspuffer (25 % (w/v) Ficall, 0,5 % (w/v) Bromphenolblau, 0,5 % (w/v)
Xylencyanol, 50 mM EDTA)

Ethidiumbromid Férbel 6sung (1 pg/ml H,0)

Ethidiumbromid Stammlésung (10 mg EtBr/ml HyOgeq | 6sEN)

LiCl-L6ésung (4 M Lithiumchlorid)

Lysozym-L 6sung (10 mg Lysozym aus Huhnerel in Iml HoOrging 16SeN)

PBS-Stamml 6sung ([NaxPO4-L 6sung], 200 mM NaH,PO,, 200 mM Na,HPO, pH 7,2-
7,4)

PFGE-Deproteinierungs-Losung (frisch herstellen, 50 ml EDTA-Sarcosyl-L6sung,
100 mg Proteinase K, in moglichst wenig H,Oreng 16SEN bevor man es zur
EDTA-Sarcosyl-L6sung gibt)

PFGE-EDTA-Sarcosyl-L6sung (0,5 g N-Lauryl-Sarcosin in 100 ml 0,5 M EDTA pH
8,0 losen. Diese Losung dient als Stammlésung fur den Lysepuffer und die
Deproteinierungs-L 6sung)

PFGE-Lysepuffer (immer frisch herstellen, 50 ml EDTA-Sarcosyl-Ldsung, 100 mg
Deoxycholinsdure 150 mg Lysozym)

Proteinase-K-Ldsung (10 mg Proteinase-K (Roche, Mannheim) in 1 ml HyOreing [05eN)

Silanlésung (0,5 % (v/v) x-Methacryloxypropyltrimethoxysilan in EtOH s |6sen)

TAE-Puffer (100 x konzentriert, 4 M Tris, 1 M Natriumacetat, 0,1 M EDTA, pH 8,0
mit Eisessig einstellen)

TEMED-L6sung (N, N, N°, N”, Tetraethylmethylendiamin)

TE-Puffer (TrissEDTA-Puffer, 10,0 mM Tris-HCI, 1,0 mM EDTA, pH 8,0)

TNT-Puffer (100 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,05 % (v/v) Tween®20)

X-Gal-Stammldsung (40 mg X-Gal in 1 ml DMF |6sen)
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B.1.2.: Verwendete Mikroorganismen und Plasmide

Diein dieser Arbeit verwendeten Organismen sind in Tabelle B.1., die verwendeten Plasmide

in Tabelle B.2. aufgefhrt.

Tabelle B.1.: Verwendete Organismen und deren Herkunft

Art/Stamm Referenz
Campylobacter coli NCTC 11366
Campylobacter fetus ssp. fetus ATCC27374
Campylobacter fetus ssp. fetus TUMCaml
Campylobacter fetus ssp. ATCC19438
venerealis

Campylobacter jejuni NCTC11322
Campylobacter jejuni TUMC2.49
Campylobacter jejuni TUMC5.43
Campylobacter jejuni TUMC5.45
Campylobacter jejuni ssp. doylei  |LMG9243
Campylobacter jejuni ssp. jegjuni | DSM4688
Campylobacter jejuni ssp. jejuni  |LMG9217
Campylobacter jgjuni ssp. jejuni | TUMC105890
Campylobacter lari LMG7607
Campylobacter sputorumbiovar |LMG11761
fecalis

Campylobacter sputorumbiovar |LMG6617
fecalis

Campylobacter sputorumbiovar |LMG10388
sputorum

Campylobacter upsaliensis DSM 5365
Campylobacter upsaliensis LMG 7915
Campylobacter upsaliensis LMG 8853
Campylobacterupsaliensis LMG 8851
Citrobacter freundii Umweltisolat
Citrobacter freundii Umweltisolat
Enterobacter cloacae Umweltisolat
Enterococcus casseliflavus DSM20680
Enterococcus gallinarum DSM20628
Escherichia coli INVaF” invitro gen
Helicobacter pylori Klinik
Helicobacter pylori Klinik

L. grayi TUMLIs1

L. innocua IMVW127

L. innocua IMVW128

L. innocua IMVW129

L. innocua IMVW620

L. innocua " OXFORD" TUMLIs2

L. innocua "PALCAM" TUMLIs3

L. innocua sv 6a NCTC11288
L. innocua V62a TUMLIisA

L. ivanovii ATCC19119

Art/Stamm Referenz
L. ivanovii IMVW1656
L. ivanovii IMVW788
L. monocytogenes IMVW1302
L. monocytogenes IMVW1427
L. monocytogenes IMVW1428
L. monocytogenes IMVW1436
L. monocytogenes IMVW1516
L. monocytogenes IMVW1517
L. monocytogenes IMVW1577
L. monocytogenes IMVW1602
L. monocytogenes IMVW2291
L. monocytogenes IMVW2296
L. monocytogenes IMVW2309
L. monocytogenes IMVW2311
L. monocytogenes IMVW2312
L. monocytogenes IMVW2313
L. monocytogenes IMVW2314
L. monocytogenes IMVW478
L. monocytogenes IMVW479
L. monocytogenes IMVW560
L. monocytogenes IMVW566
L. monocytogenes IMVW567
L. monocytogenes IMVW568
L. monocytogenes (sv 4d/e) IMVW1447
L. monocytogenes Aachen sv 1/2a |TUMLis17
L. monocytogenes EGD sv 1/2a  |TUMLIis18
L. monocytogenes F-Sammsv 3a |TUMLis19
L. monocytogenes |sol TUMLIis20
L. monocytogenes 1so11 TUMLIis21
L. monocytogenes 1s03 TUMLIis22
L. monocytogenes 1s045 TUMLIis23
L. monocytogenes 1s046 TUMLIis24
L. monocytogenes |s050 TUMLIis25
L. monocytogenes LL141 sv 1/2a |TUMLIis26
L. monocytogenes LL365 sv 1/2a |TUMLIis27
L. monocytogenesLL93 sv 1/2a  |TUMLis28
L. monocytogenes NV4700 (sv 4a) | TUMLis29
L. monocytogenes R479a TUMLIs30
L. monocytogenes R62a TUMLIs31
L. monocytogenes Rl TUMLIis36
L. monocytogenes ScottAsv4b  |[TUMLIS32

11
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Art/Stamm Referenz Art/Stamm Referenz
L. monocytogenes sv 1/2a IMVW1433 L. seeligeri IMVW860
L. monocytogenes sv 1/2a IMVW1449 L. sedligeri SLCC3954
L. monocytogenes sv 1/2a IMVW1454 L. seeligeri SLCC5H921
L. monocytogenes sv 1/2a IMVW1632 L. sedligeri SLCC7309
L. monocytogenes sv 1/2a IMVW34564 L. seeligeri SLCC7329
L. monocytogenes sv 1/2a IMVW349 L. welshimeri IMVW1656
L. monocytogenes sv 1/2a IMVW761 L. welshimeri IMVW420
L. monocytogenes sv 1/2a TUMLIis12 L. welshimeri SLCC5828
L. monocytogenes sv 1/2b IMVW1464 L. welshimeri R90b TUMLIs35
L. monocytogenes sv 1/2b IMVW1726 Legionella pneumophila Samm  |TUMLegl
L. monocytogenes sv 1/2b IMVW1727 Philadelphia
L. mnocytogenes sV 1/2b TUM L|§ Salmonella choleraesuis DSM 10062
L. mnocytogenes sv 1/2¢c IMVW310 %l rmnel Ia easborne IMVWII38
L. monocytogenes sv 1/2¢ IMVW351 Salmonella eastborne IMVWII158
L. monocytogenes sv 1/2c TUMLIs13 Salmonella enterica Unterart | TUMSE 1
L. monocytogenes sv 3a IMVW1630 enterica :
L. monocytogenes sv 3a TUMLis16 SS;Ig:;\:IIa enterica Unterart Il [TUMSal2
L. monocytogenes sv 3b IMVW,1603 Salmonella enterica Unterart Illa [ TUMSal3
L. monocytogenes sv 3b TUMLis7 arizonae
L. monocytogenes sv 3¢ TUMLIs15 Salmonella enterica Unterart [11b [TUMSal4
L. monocytogenes sv 4a SLCC2374 diarizonae
L. monocytogenes sv 4a TUMLIis6 Salmonella enterica Unterart IV |TUMSal5
L. monocytogenes sv 4ab TUMLIs14 houtenae
L. monocytogenes sv 4b IMVW1724 Salmonella enterica Unterart V. |TUMSA6
L. monocytogenes sv 4b IMVW1725 bongori :
L. monocytogenes sv 4b SLCC4013 Salmonella enterica Unterart VI |TUMSal7
L. monocytogenes sv 4c TUMLIs5 Indica —
- Salmonella enteritidis IMVWV79
L. monocytogenes sv 4d TUMLIs10 ——
Salmonella typhimurium ATCC14028
L. monocytogenes sv 4e IMVW1446 ———
- Salmonella typhimurium ATCC14028
L. monocytogenes sv 4e TUMLis11 —
- Salmonella typhimurium LT2 TUMSA8
L. monocytogenes sv 7 TUMLIis8 —
- Salmonella. enteritidis IMVWV-80
L. monocytogenes V527a TUMLIis33 - -
- Salmonella. infantis IMVWI141
L. monocytogenes V5a TUMLIis34 Sewandlaaloa T MG2265
L. secligeri IMVW783 9
L. sedligeri IMVW844
Abklrzungen:
ATCC American Type Culture Collection, Rockville, USA
DSM Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig
SLCC Special Listeria Culture Collection, Wirzburg
TUM Technische Universitét Minchen, Lehrstuhl fur Mikrobiologie
IMVW Ingtitut fir Milchhygiene und Milchtechnologie, Veterinarmedizinische Universitét
Wien
NCTC National collection of type cultures; London; England
LMG Laboratorium voor Microbiologie, Universiteit Gent, Belgien
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Tabelle B.2.: Verwendete Plasmide.

PLASMID RELEVANTE EIGENSCHAFTEN HERKUNF

T
PCR"2.1  (3,9| 3 -terminale Thymidiniiberhange, Amp’, Kan', F1 ori, ColE1 ori, lacZa, invitro gen,
kb) T7 Promotor, M13 vorwérts Primer, M13 rickwarts Primer, San Diego,

Schnittstellen fir folgende Restriktionsendonukleasen: Hind 111, Kpn |, California,
Sac|,BamH I, Spel, BsfX I, EcoR I, EcoR V, Not I, Aval, Xho |, Ns USA

I, Xbal, Apal
pactA-GFP GFP unter Kontrolle des actA Promotors Bubert,
1999
pSOD-GFP GFP unter der Kontrolle des SOD Promotors Bubert,
1999

B.1.3.: Nahrmedien, Anzucht, I solierung, Stammhaltung, Antibiotika und Zellernte

B.1.3.1.: Nahrmedien zur Anzucht der verwendeten Refer enzstamme

Alle Organismen wurden mit den in den entsprechenden Katalogen der Stammsammlungen
aufgefihrten Medien kultiviert. Die Nahrmedien wurden in einem Wasserdampf-
hochdruckautoklaven fiir 20 min bei 121°C und 1,013 x 10° Pa Uberdruck sterilisiert. Die
Verfestigung von Néahrmedien erfolgte durch Zugabe von 15 g/l Agar (Gibco-BRL,
Eggenstein, BRD). Abweichende Vorgehensweisen sind gesondert vermerkt. Alle
Nahrmedien, die Acriflavin (s.u.) enthalten, wurden moglichst im Dunkeln gelagert, da aus
Acriflavin bei Lichteinwirkung Inhibitoren gebildet werden kdnnen, die das Wachstum der
Organismen hemmen. Ebenso wurde mit allen anderen Medien verfahren, die
lichtempfindliche Komponenten, wie z. B. Tetracyclin, enthalten.

Brain-Heart-Infuson Medium (DIFCO, Bacto BHI) oder Hirn-Herz Boullion (Merck,
Darmstadt, BRD)

BHI Fertigmedium 3709
H2Oqes. ad 1l

13
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Luria-Bertani-Medium (LB-Medium)

Trypton 1009
Natriumchlorid 5049
Hefeextrakt 509
H2Ouges. @d 11
pH 7,0-7,5

Columbia-Agar-Basis

Spezialpepton 23,09
Starke 109
Natriumchlorid 5049
Agar 10,09
pH 7,3+ 0,2

Listeria-Anreicherungsl 6sung-gepuffert

Casei npepton-Sojamehl pepton-L dsung 30,09
Hefeextrakt 609
Kaliumdihydrogenphosphat 1,359
Di-Natriumhydrogenphosphat 9649
H,Oqges. ad 1l
pH 7,0-7,5

Sterilisierung fur 15 min bei 121°C'!

Sel ektivsupplement zu ,, Listeria-Anrei cherungsl 6sung-gepuffert”

Nalidixinsdure 20,0 mg
Cycloheximid 25,0 mg
Acriflavin-Hydrochlorid 7,5mg

Die Komponenten in 2 ml EtOH7g o, |6sen. Supplement aseptisch zu 500 ml steriler, auf 50°C
abgekuhlter , Listeria Anreicherungsl 6sung, gepuffert” geben.
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FRASER-Anreicherungbouillon

Proteose-Pepton
Caseinpepton

Fleischextrakt

Hefeextrakt

Natriumchlorid
Dinatriumhydrogenphosphat
Kaliumdihydrogenphosphat
Asculin

Lithiumchlorid

H2Oqes. ad

pH 7,2+ 0,2

Sterilisierung fur 15 min bel 121°C!

Selektivsupplement zu ,, FRASER-AnNreicherungbouillon®

Eisen-(111)-ammoniumcitrat
Nalidixinséure
Acriflavin-Hydrochlorid

Die Komponenten in 5 ml EtOHs o, |6sen. Supplement aseptisch zu 500 ml steriler, auf 50°C

abgekuhlter , FRASER"-Anreicherungbouillon geben.

OXFORD-Sdl ektivnahrboden

Columbia-Agar-Basis

Asculin

Eisen-(111)-ammoniumcitrat
Lithiumchlorid

H>Oyes. &d

pH 7,0+ 0,2

Sterilisierung fur 15 min bei 121°C!

el ektivsupplement zu ,, OXFORD-Sel etivnahr boden*

Cycloheximid
Colistinsulfat
Acriflavin
Cefotetan
Fosfomycin

509
509
509
509
20,09
1209
1,35¢g
1049
309
1l

250,0 mg
10,0 mg
12,5 mg

39,09
109
059

1509

1l

200,0 mg
10,0 mg
2,5mg
1,0mg
50mg
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Die Komponenten in 5 ml EtOH7q o, |6sen. Supplement aseptisch zu 500 ml sterilem, auf 50°C
abgekihlten ,, OXFORD-Sel etivndhrboden® geben.

PALCAM-Sealektivnahrboden

Columbia-Agar-Basis 39049
Hefeextrakt 309
Glucose 059
Asculin 0,89
Eisen-(111)-ammoniumcitrat 059
Mannit 10,09
Phenolrot 0,089
Lithiumchlorid 15,09
H2Ouges. @d 11
pH 7,2+ 0,2

Sterilisierung fur 15 min bel 121°C'!

Sel ektivsupplement zu ,, PALCAM-Sel ektivnahr boden”

Polymyxin-B 5,0mg
Acriflavin-Hydrochlorid 2,5mg
Ceftazidim 10,0 mg

Die Komponenten in 2 ml sterilem HoOyeing [6sen. Supplement aseptisch zu 500 ml sterilem,
auf 50°C abgekuhlten ,, PALCAM-Seletivnahrboden” geben.

Peptonwasser, gepuffert

Pepton aus Fleisch 10,09
Natriumchlorid 509
Dinatriumhydrogenphosphat 3549
Kaliumdihydrogenphosphat 1549
pH 7,2+ 0,2

Fertig gemischtes Medium in 11 H,Ogeq. Suspendieren und unter Rihren 16sen. Zu je 225 ml

aiquotieren.
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Rappaport-Vassiliadis-Boullion

Soj apepton 5009
Natriumchlorid 80¢g
Kaliumdihydrogenphosphat 1649
Magnesiumchlorid x 6 H,O 40,09
Malachitgrin 0,049
Agar 1259
HoOqest. &d 11
pH52+ 0,2

Fertig gemischtes Medium in 1l HyOgeq. Suspendieren und unter Ruhren und Erhitzen auf
50°C |6sen. Je 10 ml Volumen in Endgefal3e abfullen und 15 min bei 121°C sterilisieren.

MRSV-Nahrboden (modifiz erter-semisolid-Rappaport-Vassiliadis-Nahrboden)

Tryptose 459¢
Casein-Hydrolysat 459¢
Natriumchlorid 7,349
Kaliumdihydrogenphosphat 1479
Magnesiumchlorid, wasserfrei 10,93
Malachitgrin 0,037 g
Agar 2,79
pH 5,2+ 0,2

XLD-Agar (Xylose-Lysin-Desoxycholat-Agar)

Hefeextrakt 30¢g
Lysin 5049
Xylose 3,759
Lactose 750
Saccharose 750
Natriumdesoxychol at 1049
Natriumchlorid 509
Natriumthiosulfat 6,89
Eisen-(111)-ammoniumcitrat 08¢
Phenolrot 0,08 g
Agar 1259
H,Oyes. &d 1l
pH 7,4+ 0,2

Fertig gemischtes Medium in 1l H,Oge. sSuspendieren und unter Ruhren durch Erwérmen auf

50°C l6sen. Nicht autoklavieren.
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BPLSAgar (Brillantgriin-Phenolrot-Lactose-Saccharose-Agar)

Proteose-Pepton 1009
Hefeextrakt 309
Lactose 10,09
Saccharose 10,09
Natriumchlorid 509
Phenolrot 0,089
Brillantgrin 12,5mg
Agar 12049
H,Oges. ad 1l
pH 6,9 £ 0,2

Sterilisierung fur 15 min bel 121°C'!

Fertig gemischtes Medium in 1 H,Oges. suspendieren und unter Rihren durch Erwérmen auf
50°C losen.

3,5 x SMHEM Medium

Saccharose 35299
MgCl, 0,719
HEPES 1679
H>Oqes. 2d 11

pH 7,2

B.1.3.2.: Anzucht der Organismen

Aerob  wachsende Mikroorganismen wurden bel der jeweligen optimaen
Wachstumstemperatur in 100 ml Erlenmeyerkolben mit 50 ml Flissigmedium oder in
Reagenzglasern mit 5 oder 10 ml Flissigmedium mit Bellftung auf einem Rundschittler
(Infors, Basel, CH) bei 150-200 rpm oder auf verfestigten Nahrmedien in Petrischalen
angezogen.

Mikroaerophil ~ wachsende Stdmme wurden bei der jeweiligen  optimalen
Wachstumstemperatur in Flussigkultur ohne Bellftung oder auf N&hragar in einem
Anaerobiertopf bei reduzierter Gasatmosphare angezogen (Oxoid-Campy-gen, Wesel, Dk).
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B.1.3.3.: Isolierung von Listerien aus Umweltproben

Zur Isolierung von Listerien wurden 25 g Probe aseptisch in 225 ml , Listeria-
Anreicherungsl6sung-gepuffert® mit Selektivsupplement [B.1.3.1.] Uberfuhrt. Der Ansatz
wurde homogenisiert und anschlief3end bei 30°C inkubiert. Nach 24, 48 h und 7 d wurden
Subkulturen in ,, Fraser-Anreicherungsbouillon® mit Selektivsupplement [B.1.3.1.] angelegt.
Dazu wurden 100 pl der Priméranreicherung in 10 ml ,, Fraser-Anreicherungsbouillon mit
Selektivsupplement Gberfihrt und aerob bei 37°C fur 24 h bebritet. Eine Schwarzfarbung des
Mediums ist als positiv zu bewerten. Alle Listerien hydrolysieren Asculin zu Asculetin und
Glucose. Asculetin bildet mit den vorhandenen Eisen-(I11)-lonen schwarze Prézipitate und
fordert dariiber hinaus das Wachstum von L. monocytogenes. Lithiumchlorid ist Bestandtell
des Mediums, da es das Wachstum von Enterococcen hemmt, die ebenfals Asculin
hydrolysieren konnen und somit zu einem falsch positiven Signal fihren kdnnten. Kulturen
die nach 48 h keine Schwarzfabung der |, Fraser-Anreicherungsbouillon® mit
Selektivsupplement zeigen koénnen als frei von Listerien betrachtet werden. Nach dem
sekundéaren Anreicherung wurde je eine Impfose auf ,, PALCAM*®-Selektivndhrboden mit
Selektivsupplement [B.1.3.1.] und ,,OXFORD"-Selektivndhrboden mit Selektivsupplement
[B.1.3.1.] ausgestrichen und bei 30°C bzw. 37°C bebritet. Die Wirkungsweise der im
,OXFORD*"- und ,PALCAM*“-Nahrboden enthaltenen Antibiotika und Selektivsupplemente
kann in den Nahrmedienkatal ogen nachgelesen werden (z.B. Oxoid Nahrbodenhandbuch).

B.1.3.4.: Isolierung von Salmonellen aus Umweltproben

Zur Uberprifung der An- bzw. Abwesenheit von Salmonellen liegen gesetzliche Richtlinien
vor. (z.B. LAGA M10 [Millhandbuch 6856], DIN 38414, DEV S13, Stand 3/92). Das
Vorhandensein von Salmonellen wird dabei mit klassischen mikrobiologischen Methoden
durch Anreicherung auf nicht-selektiven und selektiven Medien, anschlief3ender
biochemischer Differenzierung und Serotypisierung, gepruft. Zur Isolierung von Salmonellen
wurden 25 Probenmaterial aseptisch in 225 ml ,, Peptonwasser gepuffert” [B.1.3.1.] Uberfuhrt
und der Ansatz fir 30 min bei 37°C geschiittelt. Nach grindlicher Resuspendierung des
Probenmaterials wurden die Ansétze 16-20 h bei 37°C ohne schitteln inkubiert. Nach dieser
Voranreicherung wurde die Suspension erneut grindlich aufgeschittelt und eine Subkultur
von 100 pl in 10 ml , Rappaport-Vassiliadis-Bouillon“ oder ,, modifizerten-hal bfesten-
Rappaport-Vassiliadis* -Nahrboden (MSRV) [B.1.3.1] in vier Parallelen angelegt. Zwei
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Parallelen wurden anschlief3end 24 h bei 37°C, die anderen beiden 24 h bei 43°C inkubiert.
Danach wurden die Proben aufgeschittelt und aus jeder Parallele jeweils eine Impfose auf
BPLS-Agar und XLD-Agar [B.1.3.1.] ausgestrichen. Die Nahrboden wurden anschlief3end bei
24 h bei 37°C aerob bebritet. Auf BPLS-Agar ergaben Salmonella verdéchtige Isolate rosa
geféarbte Kolonien, da Salmonellen Lactose- und Saccharose negativ sind und somit keine
Verfarbung Uber Ansduerung hervorrufen. Salmonella verdachtige Kolonien ergaben auf
XLD-Agar rosa Kolonien mit einem schwarzen Zentrum, da Salmonellen die Zucker nicht
vergaren konnen, aber Schwefelwasserstoff freisetzen. Von beiden N&hrbdden wurden
»almonella-verdéachtige” Kolonien abgeimpft und biochemisch mit dem Testsystem API-
20E der Firma Bio Merieux (Nortingen, BRD) differenziert. Ergaben die abgelesenen
Testresultate, da3 es sich um Samonellen handelt wurden diese vom Nationaen
veterinarmedizinischen Referenzlabor fur Samonellen in Berlin  serotypisiert. Als
Positivkontrolle in alen Versuchen diente der Stamm Salmonella choleraesuis ssp.

choleraesuis DSM 10062 (vormals Salmonella senftenberg).

B.1.3.5.: Stammhaltung und Zellernte

Von alen Stdmmen wurden zur langfristigen Stammhaltung Glycerinkulturen angelegt, die
bei -80°C gelagert wurden. Dazu wurden die Organismen bis zur Mitte der logarithmischen
Wachstumsphase angezogen, 10 min bei 5.000 rpm zentrifugiert, zweimal mit 1 X
PBS/Glycerol (4:1) gewaschen und in einem geeigneten VVolumen sterilem 1 x PBS /Glycerol
(4:1) aufgenommen.

Zur Wiederanzucht wurden die Organismen auf dem jeweiligen Nahrmedium mit ener
sterilen 1 ml Glaspipette ausgestrichen und nach dem Anwachsen mit einer sterilen Impfose
vereinzelt. Listeria-Stamme wurden zur Unterdrickung moglicher Kontaminationen aus der
Glycerinkultur auf , OXFORD* Selektivnahrboden mit Selektivsupplement [B.1.3.1.]
ausgestrichen und anschlieffend auf BHI Néhragar vereinzelt. Zur Anzucht groRerer
Zellmengen wurde je eine Kolonie in 5 ml sterilem BHI Flissigmedium Gberimpft und Uber
Nacht bei 37°C aerob inkubiert. Daraufhin wurden 50 ml BHI Flissigmedium mit 2 ml der
Vorkultur beimpft. Die Hauptkultur wurde dann bis zur gewtnschten optischen Dichte
[B.1.3.8.] angezogen.

Salmonella Stdmme wurden ebenfalls zur Unterdriickung moglicher Kontaminationen aus der

Glycerinkultur zuerst auf XLD-Selektivagar [B.1.3.1.] angezogen. Positive Kolonien wurden
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dann auf LB-Medium vereinzelt. Zur Anzucht von Salmonellen in Flussigkulturen wurde
ebenfalls je eine Kolonie in 5 ml LB-Medium tberfihrt.

Alle Organismen in Flussigkultur wurden wahrend der logarithmischen Wachstumsphase
(ODggo 0,4-1,0) geerntet (2 ml ERG bei 14.000 x g, 4°C, Bachhofer, Reutlingen, BRD,
gréere Volumina bei 5.000 rpm, 4°C, Sorvall®RC-3B und Sorvall®RC-5B refrigerated
centrifuges, Du Pont Instruments, Bad Nauheim, BRD) und 1-2 mal mit 1 x PBS [B.1.1.]

gewaschen.

B.1.3.6.: Antibiotika

Fir die Anzucht plasmidhaltiger E. coli Stdmme unter Selektionsdruck wurde Ampicillin in
einer Endkonzentration von 100 pg/ml als Hemmstoff verwendet. Das in Pulverform
bezogene Natrium-Salz des Ampicillins wurde bei 4°C, die Ampicillinstammldsung (100
mg/ml [1:1 HyOreng:EtOH4s]) bel -20°C gelagert. Plasmidhaltige Listeria Stdmme wurden
mit Tetracyclin als Selektionsagens angezogen. Das Antibiotikum wurde in einer
Endkonzentration von 7,5 pg/ml im Medium verwendet. Das pulverférmige Tetracyclin
wurde bel 4°C, die Tetracyclinstammldsung (7,5 mg/ml [1:1 HoOreing: EtOH4,d]) bei —20°C
gelagert. Die Hemmstoffldsungen wurden dem jeweiligen Medium nach dem Autoklavieren
unter sterilen Bedingungen bel einer Temperatur von etwa 50°C zugegeben. Mit Antibiotikum
versehene, verfestigte Medien wurden bel 4°C gelagert und bis 3 Wochen nach der
Medienbereitung verwendet. Flissigmedien wurden jewells frisch aseptisch mit der

jeweiligen HemmstofflGsung versetzt.

Tabelle B.3.: Verwendete Antibiotika und Hemmstoffe

ANTIBIOTIKUM/ WIRKUNGSWEISE LOSUNGSMITTEL
HEMM ST OFF

Ampicillin Hemmung der Mureinbiosynthese EtOHsg 0,
Cefotetan B-Lactam Antibiotikum, Cephal osporine EtOH709,
Ceftazidim B-Lactam Antibiotikum, Cephal osporine H2Oreing
Coligtinsulfat Polypeptidantibiotikum gegen gramnegative Keime EtOHg o,
Cycloheximid Hemmung der Proteinbiosynthese bei Eucaryoten EtOH g,
Fosfomycin Inhibitor der Zellwandbiosynthese EtOH g0,
Nalidixinsaure Hemmung der DNA Synthese (DNS Gyrase Hemmer) EtOHs5, %
Polymyxin-B Porenbildner in der Zellmembran HyO\eingt
Tetracyclin Hemmung der Proteinbiosynthese EtOHs5, %
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B.1.3.8.: Bestimmung der optischen Dichte von Bakterienkulturen

Die optische Dichte (OD) der Bakterienkulturen wurde in Kunststoffkiivetten im
Spektral photometer (Beckmann DU 650, Minchen) bel einer Wellenlénge von 450 und 600
nm gemessen. Der jeweilige Blindwert wurde durch eine Messung mit dem entsprechenden
sterilen Medium ermittelt.

B.1.4.: Zdlfixierungen

B.1.4.1.: Z€lfixierung mit Parafor maldehydldsung

4 % Parafor mal dehydl6sung (Amann et al., 1990)

33 ml HyOreing Wurden auf 60-65 °C erhitzt und nach Zugabe von 2-3 g Paraformaldehyd
tropfenweise mit 10 N NaOH versetzt bis sich die Losung aufgeklart hat. Nach Zugabe von
16,6 ml 3 x PBS wurde die Lésung auf ca. 20°C abgekuhlt und der pH Wert auf 7,2-7,4
eingestellt. Die Losung wurde steril filtriert (0,22 oder 0,45 um Porengrof3e, Millipore,
Eschborn) und war bei —20°C gelagert einige Tage haltbar.

Frisch hergestellte 4 % Paraformaldehydl6sung wurde im Verhdltnis 3:1 mit Zellsuspension
vermischt und bis zu 16 h bei 4°C inkubiert. Die Suspension wurde 5 min zentrifugiert
(14.000 x g, 4°C, Bachhofer, Reutlingen). Sedimentierte, fixierte Zellen wurden danach
zweima mit 1 x PBS-L6ésung gewaschen und mit 1 x PBS/EtOH s [1:1] aufgenommen. Die

fixierten Zellen wurden bei —20°C gel agert.
B.1.4.2.: Zdlfixierung mit Ethanol
25 ml der Zelsuspension wurden mit 25 ml EtOH4,s versetzt, gemischt und mindestens 3 h

bis UN bei 4°C gelagert. Nach Zentrifugation wurde der Ansatz zweimal mit 1 x PBS Lésung
gewaschen, in 1 x PBS : EtOHg4,s [1:1] aufgenommen und bei —20°C gelagert.
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B.1.5.: Isolierung von Nukleinsduren

B.1.5.1.: Isolierung von chromosomaler DNS aus Listeria Zellen

Reine, hochmolekulare DNS wurde mit dieser, zur DNS Extraktion aus Listeria Zellen
optimierten Methode gewonnen. Dazu wurden 2 ml einer logarithmischen Kultur in ein
steriles 2 ml-ERG Uberfuhrt, abzentrifugiert (14,000 x g, 4°C, Bachofer) und einmal mit 500
ul 1 x PBS-Puffer gewaschen. Nach Resuspendierung der Zellen in 500 gl HyOreing Und
Zugabe von 25 ul Lysozym-L6sung (10 mg/ml) wurde der Ansatz bei 37°C bis zur Zelllyse
inkubiert. Um RNS aus der Nukleinsaurelésung zu entfernen, wurden 2,5 ul DNase-freie
RNase (100 mg/ml, QIAgen, Hilden) zum Ansatz pipettiert und dieser fir 10 min bel 37°C
inkubiert. Es folgten die Zugabe von 25 pl Proteinase-K-Losung (10 mg/ml) und ein
Inkubationsschritt fir 20 min bei 50°C. Zur Extraktion von Proteinen wurden 600 pl Roti®-
Phenol-Ldsung zugegeben und der Ansatz grundlich gemischt. Nach Zentrifugation fur 10
min bei 4°C wurde die obere, nukleinsdurehaltige Phase in ein neues ERG uberfuhrt und mit 1
Vol. Roti®-Phenol-Chloroform-L ésung extrahiert. Es wurde erneut zentrifugiert und die obere
Phase in ein neues, steriles ERG Uberfuhrt. Die DNS wurde durch Zugabe von 1/9 Vol. 3 M
Natriumacetat pH 5,2 und 2,5 Vol. EtOHgs durch Inkubation for 1 h bei —20°C aus der
Losung préazipitiert. Nach Sedimentation der Nukleinsduren fur 15 min bel 14,000 x g und
4°C, wurde die DNS mit EtOH7o o, gewaschen und in 50 — 100 pl HoOreng Oder TE-Puffer

aufgenommen.

B.1.5.2.: Isolierung chromosomaler DNS mit dem QlAgen ,, DNeasy Tissue Kit*

Zur Isolierung hochmolekularer chromosomaler DNS wurde auch das ,, DNeasy-Tissue" -Kit
(QlAgen, Hilden, BRD) verwendet. Die DNS Extraktion wurde gemal3 den Herstellerangaben
durchgefuihrt. Der Zellaufschlul? erfol gte dabei mittels enzymatische Lyse durch Lysozym, die
Reinigung der chromosomalen DNS durch Saulenchromatographie. Das Vorgehen fur die
Isolierung wurde dem beigel egten Handbuch entnommen.

Die Konzentration und Qualitét der isolierten chromosomalen DNS wurde nach [B.1.6.]
bestimmt. Die DNS wurde einer Konzentration von 100 ng/ul zu 50 ul aliquotiert und bei —
20°C gelagert. Einmal aufgetaut wurde die DNS bel 4°C gelagert.
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B.1.5.3.: Isolierung von Plasmid DNS mit dem ,, QI Aprep“ Plasmid I solierungs Kit

Zur Plasmidisolierung wurde auch der , QIAprep” Spin Plasmid Isolierungskit (QIAgen,
Hilden, BRD) verwendet. Der Zellaufschlul® basiert hier auf dem Prinzip der alkalischen
Lyse, die Reinigung der Plasmid DNS auf dem Prinzip der Reinigung durch
Saulenchromatographie. Das Vorgehen fir die Isolierung wurde dem beigelegten Handbuch
entnommen. Mit dieser Methode konnte Plasmid DNS stets in hoher Ausbeute und sehr rein

isoliert werden.

B.1.6.: Quantitative und qualitative Untersuchung der Nukleinsaur elésungen

B.1.6.1.. Photometrische Konzentrationsbestimmung der Nukleinsaur el 6sungen

Zur Konzentrationsbestimmung der Nukleinsaurelésungen (Clark und Swika, 1977) wurde
ein geeignetes Aliquot der Nukleinsdurelosung mit HyOreng verdinnt und in einem
Spektralphotometer (Beckmann DU 650, Mdunchen, BRD) vermessen. Fir die
Konzentrationsberechnungen von Nukleinsdurelésungen gelten in Naherung folgende

Zusammenhange (Cryer et al., 1975).

doppelstréngige (ds) DNS: 1 ODgo nm entspricht (150 pg/ml
einzelstrangige (ss) RNS: 1 ODygo nm entspricht (137 pg/ml
einzelstrangige (ss) DNS: 1 OD 260 nm entspricht [120 pg/ml

Verunreinigungen der Nukleinsaurel 6sungen kénnen durch Bestimmen der Extinktionen bel
230, 260 und 280 nm bestimmt werden, indem man die Quotienten Exgo/Ezgo Und Ezgo/Ezzo
bildet. FUr eine hinreichende Reinheit der isolierten Nukleinsduren gelten dabei folgende
Richtwerte (Marmur, 1961, Sambrook et al., 1989).

Ezeo/Ezs0 > 1,8
Ezs0/Ezz0 2 2,2

B.1.6.2.: Qualitative Analyse der Nukleinsaureldsungen

Zur qualitativen Analyse der einzelnen Nukleinsdurepraparationen wurde eine horizontale

Agarosegelelektrophorese  durchgefiihrt. Hierbei wurden die Nukleinsauren in einem
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elektrischen Feld in einer Agarosematrix (meist 1% Agarosegel in 1 x TAE-Puffer)
aufgetrennt. Als Langenstandard diente die 75 bp-12,2 kb DNS Leiter (Roche, Mannheim).
Die Auftrennung der Nukleinsduren erfolgt bei einer Stromstérke von etwa 130 mA und bei
maximal 150 V Spannung. Nach Beendigung des Laufs wurde das Gel in eine Farbewanne
mit 500 Ml HyOgesr Und 50 pl EtBr-Stammlésung tberfihrt. Nach 20-30 min Farben wurde
das Gel in eine Wanne mit HyOge. UberfUhrt und fir ca. 15 min gewéssert. Die
Dokumentation der aufgetrennten Nukleinsauren erfolgte mit einem
Videodokumentationssystem unter UV Durchstrahlung (302 nm) und mit dem dazugehdrigen
» lmage Capture“ Computer.

B.1.7.: Isolierung und Reinigung von DNS-Fragmenten aus Agar osegelen

Fur die Isolierung von DNS Fragmenten aus Agarosegelen wurde das ,QlAex” Gel
Extraktion Kit (QIAgen, Hilden) oder DNS Gel Extraktions Kit (Roche, Mannheim, BRD)
verwendet. Dabei wurde die DNS durch voribergehende, selektive Bindung an einer Silika-
Matrix von stérenden Bestandteilen wie Proteinen, Salzen usw. abgetrennt. Die DNS wurde
mit EtBr-Losung nur kurz angeférbt und die DNS enthaltenden Gelstiicke wéhrend UV-
Bestrahlung mit einer Wellenléange von 302 nm mit einem sterilen Skalpell ausgeschnitten.
Die Extraktion der DNS aus den Agarose-Gelstiicken erfolgte nach Angaben des Herstellers.

B.1.8.: Enzymatische Behandlung von DNS-Molekiilen

B.1.8.1.: Hydrolyse von DNS mit Restriktionsenzymen

Restriktionsendonukleasen vom Typ Il erkennen spezifisch palindromische Tetra- bis
Oktanukleotidsequenzen und hydrolysieren die DNS innerhalb dieser Erkennungssequenzen
(Arber, 1978). Dabei entstehen entweder glatte- (, blunt-ends*) oder 5- bzw. 3'-
Uberstehende (, sticky-ends*) Enden entstehen. Fir die Restriktion von DNS wurden die
Ansédtze nach Herstellerangaben mit dem Restriktionsenzym und dem mitgelieferten Puffer
versetzt und bei den angegebenen Temperaturen und inkubiert. Die Uberpriifung des
Restriktionsverdaus erfolgte mittels einer horizontalen Agarosegelelektrophorese, bei der

jewells ungeschnittene neben geschnittener DNS aufgetragen wurde.
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B.1.8.2.: Verknupfen von DNS Molekilen mit T4-DNS-Ligase

Die T4-DNS-Ligase katalysiert die ATP abhéangige Bildung von Phosphodiesterbindungen
zwischen 3"-Hydroxy- und 5"-Phosphat-Enden von doppel strangigen DNS Molekilen (Weiss
et al., 1968). Die Ligationsreaktion wurde mit dem vom Hersteller mitgelieferten
Puffersystem nach Angaben des Herstellers durchgefthrt.

B.1.8.3.: Enzymatische Verlangerung von Oligonukleotiden mit Terminaler Transferase
Fur die enzymatische 3"-Verlangerung von Oligonukleotiden um ein Didesoxynukleotid
wurde in der vorliegenden Arbeit die Reaktion mit Terminaler Transferase (Roche,
Mannheim) benutzt. Diese 3’-dd-Oligonuklieotide wurden in der kompetitiven PCR

[B.1.10.3.2.] eingesetzt.

Reaktionsansatz

Oligonukelotid 100 pmol
» Tailing-buffer” 4 ul
CoCl, 4ul
ddNTP 1ul
Terminale Transferase (25u/pl) 1pl
HZOreinst ad 20 H'

Der Reaktionsansatz wurde vorsichtig gemischt, 15 min bei 37°C inkubiert und anschlief3end
sofort auf Eis gestellt. Zum Abstoppen der Reaktion wurde 2 pl Stoppldsung (200 ul 0,2 M
EDTA-L6sung, 1 ul Glycogen) und 2,5 pul 4 M LiCl zugegeben. Die Reaktionsprodukte
wurden danach durch Zugabe von 75 pl EtOHgs und Inkubation UN bei —20°C aus der
L6sung gefdllt. Die Oligonukleotide wurden durch Zentrifugation (14.000 x g, 4°C, Bachofer)
sedimentiert und anschliefend mit 150 pl EtOHz o gewaschen. Die markierten
Oligonukleotide wurden bei RT getrocknet, in 100 pl HoOreing aufgenommen und bei —20°C

gelagert.
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B.1.9.: Transformation von Mikroor ganismen
B.1.9.1.: Transfor mation von Escherichia coli

In der vorliegenden Arbeit wurden die Klonierungskits TA Cloning® Kit und TOPO-TA
Cloning® Kit zur Klonierung von PCR Fragmenten verwendet (in vitro gen, Carlsbad, USA).
Die Vektorsysteme pCR”2.1 und TOPO-pCR" 2.1 wurden fiir die Transformation von E. coli
INVaF Zellen verwendet. Alle fur die Transformation bendtigten Losungen und die
kompetenten Zellen mit Ausnahme des verfestigten LB-Mediums waren im Klonierungskit
enthalten. Die Ligation, Transformation und die Identifizierung rekombinanter Klone erfolgte
nach Angaben des Herstellers.

B.1.9.2.: Transformation von Listeria monocytogenes

Mit einer UN Kultur der jeweiligen Listeria Kultur wurden 50 ml BHI Medium 1:25 beimpft.
Dieser Ansatz wurde bis Anfang der logarithmischen Wachstumsphase aerob auf dem
Rundschittler (180-200 rpm) inkubiert. Nach Zugabe von 25 ul Penicillin-G-Lésung (5
mg/ml) wurde die Kultur weiter bis zur Mitte der logarithmischen Wachstumsphase inkubiert.
Die Zellen wurden geerntet (5.000 x g, 4°C) und anschlief3end 2 x mit 3,5 x SMHEM
Medium [B.1.3.1.] gewaschen, anschlief?end in 500 pl 3,5 x SMHEM Medium grindlich
resuspendiert und zu 250 pl aliquotiert. Diese kompetenten Listeria Zellen wurden entweder
sofort elektrotransformiert oder bel —80°C gelagert. In der vorliegenden Arbeit wurden
Listeria Zellen mit den Plasmiden pactA-GFP und psod-GFP (Bubert et al., 1999)
transformiert. Dazu wurden zu den auf Eis gestellten kompetenten Zellen 5 pl des jeweiligen
Plasmids pipettiert. Dieser Ansatiz wurde in ene gekihlte wund trockene
Elektroporationskiivette (EquiBio, Boughton Monchelsea, Kent, UK, Elektrodenabstand 2
mm) Uberfuhrt. Nach Elektroporation der Plasmide (100 Q, 2,25 kV, 25 pF) fur 3 s wurde der
gesamte Ansatz mit 2 x 500 pl sterilem BHI Medium in ein steriles ERG uberfuhrt. Die
phanotypische Expression erfolgte durch 3 h Inkubation bel 37°C. Jeweils 180 pl wurden
daraufhin auf BHI™ ">-Medium ausplattiert und bis zu 2 Tage bei 37°C aerob bebriitet.
Einzelne Kolonien wurden gepickt und auf das Vorhandensein des Plasmids hin Uberprift
[B.1.5.4].
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B.1.10.: In vitro Amplifizierung von DNS mittels der Polymer ase-K ettenr eaktion (PCR)

B.1.10.1.: Verwendete PCR Systeme

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Polymerasen und PCR Systeme sind in Tabelle
[B.4.] zusammengefalit.

Tabelle B.4.: Verwendete Polymerasen und PCR Systeme fir die Durchfiihrung der PCR

PCR SYSTEM AKTIVITAT AUS HERSTELLE | U/uL
ORGANISMUS R

AmpliTag Gold 5-3"-DNS Synthese Thermusaquaticus | Perkin Elmer 5
5’-3"-Exonukl easeaktivitat

Expand High Fidelity |5"-3"-DNS Synthese Thermus aquaticus | Roche 35

PCR System 5'-3"-Exonukleaseaktivitdt | Pyrococcus woesei
3’-5"-Korrekturlesefunktion

Extensor Hi-Fidelity | 57-3"-DNS Synthese Thermusaquaticus | Abgene 25

PCR Kit 5'-3"-Exonukleaseaktivitdt | Pyrococcus woesei
3’-5"-Korrekturlesefunktion

Long PCR Kit 5-3"-DNS Synthese Thermusaquaticus | Sawady 5
5'-3"-Exonukleaseaktivitdt | Pyrococcus woesei
3’-5"-Korrekturlesefunktion

TaKaRaEx Tag 5-3"-DNS Synthese Thermusaquaticus | TaKaRa 5
5'-3"-Exonukleaseaktivitét

Tag DNA Polymerase |5°-3-DNS Synthese Thermusaquaticus | Promega 5

in storage buffer B 5’-3"-Exonukleaseaktivitét

Tfl DNA Polymerase |5°-3-DNS Synthese Thermus flavus Promega 5
5'-3"-Exonukleaseaktivitét

Thermo-Start™ 57-3"-DNS Synthese Thermusaquaticus | Abgene 5

DNA Polymerase 5’-3"-Exonukleaseaktivitét

B.1.10.2.: Verwendete Primer fir die PCR

Alle in der vorliegenden Arbeit fir PCR eingesetzten Oligonukleotide (Primer) wurden von
MWG Biotech (Ebersberg, BRD) oder Interactiva (UIm, BRD) synthetisiert und lyophilisiert
bezogen. Nach Resuspendierung der Primer in H,Owing Wurde die Konzentration durch

photometrische Vermessung bestimmt oder dem beigeftigten Datenblatt entnommen.

Verwendete Abkirzungen

V: ,Vorwérts'- Primer, an den — Strang bindend
R: ,, Ruckwarts*-Primer, an den + Strang bindend

M=A+C, R=A+G, W=A+T, S=G+C, Y=C+T, V=A+G+C, H=A+C+T, D=A+G+T, B=G+T+C,
N=A+G+C+T, K=G+T
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B.1.10.2.1.: 16S-rDNS spezifische Primer

Tabelle B.5.: 16S-rDNS spezifische Primer

Name

57-3 Sequenz

Bindungsposition in
E. coli
(Brosius, 1981)

616-V

AGA- GIT- TGA- TYM TGG- CTC- AG | 16S 8-28

630-R

CAK- AAA- GGA- GGT- GAT- CC

16S 81528-1542

630-V

GGA- TCA- CCT-CCT-TTM TG

16S 81528-1542

27-V

AGA- GIT- TGA- TCC- TGG- CTC- AG | 16S 827-46

1492-R

GGT- TAC- CTT- GIT- ACG ACT-T 16S 81492-1510

B.1.10.2.2.: 23SrDNS spezifische Primer

Tabelle B.6.: 23S-rDNS spezifische Primer

Name 57-3 Sequenz Bindungsposition in
E. coli
(Brosius, 1981)

118V TCY- GAA- TGG GGN- AAC 115-130

118R GIT- BCC- CCA- TTC- GCA 115-128

985R CCG- GTC- CTC- TCG- TAC 2654-2669
1606-R TGT- GIC- GGT- TTG- CGG- TAC 1606-1624
1370-V ATA- GCC- GTA- GCC- GAT- GG 1370-1387

B.1.10.2.3.: 55-rDNS spezifische Primer

Tabelle B.7.: 5S-rDNS spezifische Primer

Name 5°-3 Sequenz Bindungsposition
in E. coli
(Brosius, 1981)
504R | SWG TTC- GRV- AWG- GGA 35-50
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B.1.10.2.4.: lap-Gen spezifische Primer

Tabelle B.8.: iap-Gen spezifische Primer

Name 5-3'Sequenz

iap-P-1-dd-11/111-V | TAC- TTA- ACT- GAC- AAA- GTA- G*

iap-P-1-dd-111-R AGC- ATT- TGT- GI'T- CGT- GT'T- T*

iap-P-1-dd-11-R ATT- CGT- ATT- GGA- GTT- TGT- ATT- A*

iap-P-11/111-dd-I-R | AGT- ATT- TGA- GTT- TGT- ATT- AGT- AT*

iap-P-11-dd-I/111-V_ | ACK- AAY- ACA- AAT- ACW GCT- MF

iap-P-11-dd-111-R TGT- GIT- CGT- GIT- TGT- ATT- TGT*

iap-P-111-dd-1/11-V | GAG GTK- GCT- GCT- GCT- G*

iap-P-1lI-dd-1I-R | GGA- GTT- TGT- ATT- AGT- ATT- GGT*

iap-P-111-R ATT- CGT- ATT- AGT- ATT- TGA- GIT- TG
iap-P-111-V TAC- TTA- ACT- GAC- AAA- GCA- GT
iap-P-11-R GGA- GTT- TGT- ATT- AGT- ATT- GGT- A
iap-P-11-V ACT- AAC- ACT- AAC- ACA- AAT- RC
iap-P-1-R TGT- GIT- CGT- GIT- TGI- ATT- TGT- G
iap-P-1-vV AAT- GAG GTC- CCT- AAA- ACA- G
iap-P-R TTA- TAC- GCCG ACC- GAA- GCC- AA
iap-P-V ATG AAT- ATG AAA- AAA- GCA- AC
iap-TN-R TTT-TCC- AAG GTG TTT-TTG AGC
iap-TN-V TTC TTC TTC AAT- TTA- TGT- AGG
MonoA CAA- ACT- GCT- AAC- ACA- GCT- ACT
MonoB GCA-CTT- GAA-TTG CTG TTA-TTG

B.1.10.2.5.: PIcA-Gen spezifische Primer

Tabelle B.9.: plcA-Gen spezifische Primer

Name 5"-3 Sequenz
plcA-V | ACC- AGG TAC- ACA- TGA- ATA- CGA
plcA-R | CCG AGG TTG- CTC- GGA- GAT- AT
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B.1.10.2.6.: Primer fur , RAPD-PCR*

Tabelle B.10.: Verwendete Primer fir die RAPD-PCR

Name 5 -3 Sequenz
UBC-127 ATC- TGG CAG C
HLWL-74 ACG TAT- CTG C
OPM-1 GIT- GGT- GCC- T

B.1.10.3.: PCR Techniken

B.1.10.3.1: ,Hot Start“-PCR

Bel dieser Variante der PCR, (Chou et al., 1992) wird die DNS Polymerase erst nach erfolgter
Denaturierung der ,, Template” -DNS in den Reaktionsansatz einpipettiert. Dadurch kann eine
Amplifikationsreaktion durch unspezifische Bindung der Primer wéahrend der Aufheizphase
des,, Thermocyclers® unterbunden werden. Zusétzlich wird eine ungewollte Verlangerung der
Primer unterbunden, die sonst ebenfalls zu einer unspezifischen Bindung und somit zu
unerwinschten Amplifikationsprodukten fuhren konnten.

Durch eine Modifizierung der ,, Hot-start-PCR, der sogenannten ,, inversen-Hot-start-PCR* ,
kann auch die Amplifikation von DNS K ontaminationen unterbunden werden. Dabel wird der
Amplifikationsansatz, der alle Komponenten auf3er der Template DNS enthalt, mit DNase bel
RT inkubiert (Rochelle et al., 1992). Nach anschlief3ender Inaktivierung der DNase durch 5
min Inkubation bei 95°C wird die Reaktion durch Zugabe der Template DNS gestartet.

B.1.10.3.2.: ,Kompetitive'-PCR

Um die Spezifitét einer PCR zu erhdhen bzw. um die Amplifikation der DNS von Nicht-
Zielorganismen, die in ihrer Bindungsstelle nur eine geringe Anzahl von Basenfehlpaarungen
zum jeweiligen Primer besitzen, zu unterbinden, wurde in der vorliegenden Arbeit und in
einer im Arbeitskreis angefertigten Diplomarbeit (Walcher, 1999) die Methode der
kompetitiven PCR entwickelt, die auf dem zusétzlichen Einsatz von Primern in der PCR
beruht, die an ihrem 3 -Terminus eine Dideoxyribose tragen. Diese Primer werden so
konstruiert, dal3 sie an die DNS-Abschnitte der Nicht-Zielorganismen binden. Durch die 3'-

Dideoxygruppe kénnen diese Primer durch die DNS-Polymerasen nicht mehr verléngert
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werden und tragen somit dazu bei, die Bildung unspezifischer Amplifikationsprodukte zu

unterbinden.

B.1.10.3.3.: , Nested“-PCR

Durch die , nested-PCR*-Variante kann die Spezifitét und die Sensitivitdt einer PCR erhoht
werden. Einer primdren Amplifikation von DNS Abschnitten folgt eine sekundare
Amplifikation mit Primern, die ihre Bindungsstelle innerhalb des ersten Amplifikats besitzen.
Wird bei der sekundéren Amplifikation nur ein interner Primer verwendet, so spricht man von
einer ,, semi-nested-PCR".

B.1.10.3.4.: ,Multiplex“-PCR

Wird in einer PCR mehr als ein Primerpaar zur Amplifikation bestimmter DNS Abschnitte
gleichzeitig eingesetzt, spricht man von der sogenannten ,, Multiplex PCR' -Technik. Bei
erfolgreichem Einsatz dieser PCR Variante lassen sich in einer Reaktion mehrere Gene oder
Genabschnitte gleichzeitig amplifizieren und nachweisen. Diese Methode eignet sich daher

besonders fur diagnostische Zwecke.

B.1.10.3.5.: , Randomly-Amplified-Polymorphic-DNA*-PCR (RAPD-PCR)

Diese PCR Variante wird zur Subtypiserung von Stdmmen einer Art oder zur
Differenzierung und Charakterisierung von nah verwandten Organismen verwendet. Dabei
wird nur ein Primer oder gleichzeitig mehrere Primer (Multiplex-RAPD-PCR) in die Reaktion
eingesetzt. Als Primer werden stets Dekamere verwendet, die einen Tp-Wert von 50°C
aufweisen. Durch die sehr unstringente ,, Annealing” - Temperatur von 30-37°C lagert sich der
oder die Primer zufélig an verschiedene, komplementére Bereiche im Chromosom an und
werden im Elongationsschritt verlangert. Aus der zyclischen Amplifikation resultiert ein
Bandenmuster, das spezifisch fur die Stamunterscheidung sein kann und als ,, Fingerabdruck*®
bezeichnet wird. Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Primer fur die RAPD-PCR sind
in[B.1.10.2.6.] aufgelistet, das verwendete Temperatur-Zeit Programm ist unten angegeben.
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Primére Denaturierung 94°C 1 min
45 Zyklen

Denaturierung 94°C 30s

Annealing 39°C 60s

Elongation 72°C 2min

Abschlief3ende Elongation 72°C 10 min

B.1.10.4.: Standardansatz und Reaktionsprogramm fur die Durchfihrung der PCR

B.1.10.4.1.: PCR in Glaskapillaren

Fur die spezifische Amplifizierung von DNS wurde in der vorliegenden Arbeit unter anderem
die sogenannte Kapillar-PCR-Technik (Rapid Cycler Idaho Technologies, Idaho Falls, USA)
eingesetzt. Alle Reagentien und Glaskapillaren auf3er Primer und DNS-Polymerasen wurden

von der Betreiberfirma bezogen.

Standardansatz fir eine Reaktion:
10x BSA 5,0 pl
10 x MgCl, (20 mM) 50ul
10 x Nukleotidmix (200pmol ,, each”) 50ul
15 pmol Py 1,04
15 pmol Pg 1,0ul
ad HoOreinst 50 |J.|
Polymerase 0,3 ul
DNS 100 ng

Der Reaktionsansatz wurde auf Eisin ein 1,5 ml ERG pipettiert und anschlief3end in eine 50
pl Glaskapillare Uberfuhrt. Nach thermischer Versiegelung der Enden wurde die Kapillare in
die Halterung des Thermocyclers eingesetzt. Nach Beendigung der Reaktion wurden die
Glaskapillaren mit einem Glasschneider getffnet und der Inhalt in ein 1, 5 ml ERG Uberfihrt.
Ein Aliquot von 5 pl wurde daraufhin durch horizontale Gel el ektrophorese Uberprift.
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Kapillar PCR Standardprogramm

Primére Denaturierung 94°C 1 min
30 Zyklen

Denaturierung 94°C 30s

Annealing x°C 30s

Elongation 72°C XS

Abschlief3ende Elongation 72°C 1min

Slope 9,0

B.1.10.4.2.: PCR in Reaktionsgefalden oder in Mikrotiter platten

Als , Thermocycler® fur die PCR in 200 pl und 500 pl Reaktionsgefdlen und in
Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen (Biozym V Boden) wurden in der vorliegenden Arbeit
die Gerdte PTC-100 (MJ-Research, Watertown, USA), Gradient Master Cycler (Eppendorf)
und Primus-96 (MWG-Biotech) verwendet. Die Gradientenfunktion des Gradient Master

Cycler erlaubte es neu konstruierte Primer beziglich ihrer Annealingtemperatur zu

optimieren.

Standardansatz fir eine Reaktion:

10 x PCR-Puffer

10 x MgCl; (20-25 mM)

10 x Nukleotidmix (200 pmol)
50 pmol Py

50 pmol Pr

ad HZOreinst

Polymerase

DNS

50ul
5ul*
50ul
1,0l
1,0l
50 pl
0,3 pl
100 ng

X Die Konzentration an MgCl,im PCR-Ansatz wurde je nach benétigter Stringenz variiert.
*X Bei anderen Gesamtvolumina der Reaktionsansétze (25 oder 100 ul) wurden die Volumina
der jeweiligen Komponenten dem Standardreaktionsansatz angeglichen
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B.1.10.5.: Verwendete Additive fur die PCR

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Additive in die PCR eingesetzt, um die
Amplifikation verschiedener DNS Abschnitte zu verbessern. Dimethylsulfoxid (DMSO)
wurde eingesetzt, um zum einen die Ausbildung von Primerdimeren zu verringern und zum
anderen, um etwaige Sekundérstrukturen in der Template-DNS, die eine erfolgreiche
Amplifikation verhindern, aufzulésen. Tetramethylammoniumchlorid (TMAC) steigert bei
geeigneter Reaktionsfuhrung die Ausbeuten an Amplifikationsprodukt. Dabel hebt TMAC 2
H-Bricken-A-T Bindungen auf das energetische Niveau einer 3 H-Bricken-G-C-Bindung.
Der Einsatz von bis zu 10 % (v/v) Glycerol in die PCR kann die Anlagerung der Primer

verbessern.

B.1.10.6.: Aufreinigung von PCR Produkten

PCR Produkte wurden entweder nach horizontaler Agarosegelelektrophorese und Anférben
der DNS durch Ausschneiden interessierender Banden und Extraktion aus den
Agaroseblocken mit einem Gelextraktionskit [B.1.7.], oder direkt nach der Reaktion durch
den ,, QIAquick® PCR purification Kit (QIAgen, Hilden) aufgereinigt und somit von stérenden
Mono-, Oligonukleotiden, Proteinen und unspezifischen PCR Amplifikaten befreit. Eine
Uberprifung der aufgereinigten Produkte erfolgte erneut durch  horizontale
Agaroseel ektrophorese.

B.1.11.: DNS Sequenzierung

Fur die Sequenzierung von DNS wurde in der vorliegenden Arbeit eine automatische DNS
Sequenziereinheit (LI-COR Longreader 4200, MWG-Biotech, Ebersberg) verwendet. Der
Sequenzlauf wurde mit der Software ,Base ImagelR V 4.0 und ,V 4.2° gesteuert. Die
Auswertung der Sequenzdaten erfolgte ebenfalls mit diesem Softwarepaket. Die
nichtradioaktive Sequenzanalyse erfolgte nach dem ,, Cycle Sequencing” Prinzip (Murray et
al., 1977).
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B.1.11.1.: Verwendete Primer fir die Sequenzierung

Die Markierung der Sequenzierprodukte erfolgte durch Verwendung von Fluoreszenzfarbstoff
markierten Primern. Alle verwendeten Sequenzierprimer wurden von MWG Biotech
(Ebersberg) bezogen und waren an ihrem 5 -Terminus mit einem im infraroten Bereich bei
800 nm absorbierenden Farbstoff (IRDgy) gekoppelt. Die Detektion erfolgte mittels eines
Infrarotlasers.

Alle verwendeten Sequenzierprimer sind in Tabelle [B.11.] zusammengefal3t

Tabelle B.11.: Verwendete IRDgy markierte Primer fur die nichtradioaktive Sequenzierung

Name Spezifitat 5'-3" Sequenz
P100K-R-IR 16SrDNS GIT- ACC- TTG TTA- CGA- CTT
P611-V-IR 16SrDNS CAT- GCA- AGT- CGA- ACG
1019IRry97 23SrDNS TTC GRR- GAG AAC- CAG CTA
1019Irvm97 23SrDNS TAG CTG GIT- CTY- YCC- GAA
1037 Irrm97 23SrDNS CTT- ACC- CGA- CAA- GGA- ATT- TCG
609-R-IR 16SrDNS ACT- ACH GGG- GTA- TCT- AA
609V-IR 16SrDNS TTA- GAT- ACC- CCD- GTA- GT
6301rrMy98 16SrDNS AAG- GAG GIG ATC- CA(R) - CC
699-R-IR 16SrDNS AGG- GTT- GCG- CTC- GTT- GC
699-V-IR 16SrDNS GCA- ACG- AGC- GCA- ACC- CT
9921rry97 23SrDNS TTC- CCT- CAC- RGT- ACT
992IRvm97 23SrDNS AGT- ACC- GTG- AGG- RAA
iap-R-IR iap-Gen GCC- AAC- TAG ATA-TTT- ACC- CC
iapV-IR iap-Gen AAA- AAA- GCA- ACT- ATC- GCG GC
M13-R(-29)-IR | Polylinker CAG GAA- ACA- CCT- ATG ACC
M13-V(-20)-IR | Polylinker TGT- AAA- ACG- ACG- GCC- AGT

Verwendete Abklrzungen: M=A+C, R=A+G, W=A+T, S=G+C, Y=C+T, V=A+G+C, H=A+C+T,
D=A+G+T, B=G+T+C, N=A+G+C+T, K=G+T.

B.1.11.2.: Vorbereitung des Polyacrylamidgel und der Sequenzier einheit

Sequenziergel
Harnstoff (Urea ultra pur) 219
H2Oreingt 32 ml
Acrylamidstammlsung (Long Ranger™ gel
solution, FM C Bioproducts, Rockland,Maine, USA) 4,3 ml
DMSO 500 pl
10 % (w/v) APS 350 pl
TEMED 50 pl
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Durchfihrung

Die verwendeten Glasplatten (Lange 66 cm) wurden mit HyOgeq. Und EtOHgs o, grundlich
gereinigt und mit einem Schallplattenreiniger von Staub befreit. Zur Erhéhung der Stabilitét
und Haftfahigkeit des Gels im Bereich des Vorkamms wurden beide Glasplatten silanisiert.
Dafir wurden 165 pl Silanlésung und 5 pl 10 % Essigsaure aufgetropft und mit einem Stiick
Z€llstoff in die Glasplatten eingerieben. Nach 15 min wurden die Platten erneut mit EtOHgg o,
gereinigt und von Staub befreit. Nach Anbringen der Abstandhalter wurden die Glasplatten
mit Klammern fixiert und auf einen Gieldtisch gelegt. Die fertige Sequenziergell6sung wurde
nun mit einer 50 ml Spritze mit aufgesetzten Sterilfilter (0,45 um Porenweite, Gelman
Sciences, Supor® Acrodisk® 25, Ann Arbor, USA) zwischen die Glasplatten gegossen und der
Vorkamm fixiert. Nach erfolgter Polymerisation in horizontaler Lage (ca. 1 h) wurden die
Glasplatten erneut grundlich gereinigt, getrocknet und in die Sequenziereinheit nach
Herstellerangaben eingehangt.

Nachdem der obere und untere Puffertank mit insgesamt 1 | 0,8 x TBE versehen wurde,
konnte der Stromkreis an der Sequenziereinheit geschlossen und der Vorlauf durch Anlegen
einer Spannung von 2 kV gestartet werden. Dabei wurde das Gel und der Laufpuffer auf 45°C
erwarmt und die Abtasteinheit und der Detektionslaser auf die Beschaffenheit des Gels und
der Glasplatten hin optimal justiert.

B.1.11.3.: Sequenzierreaktion

In einer Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen (Biozym, Oldendorf, BRD) wurde die zu
sequenzierende DNS mit HoOreing auf ein Volumen von 20 ul verdinnt. Zu dieser Lésung
wurde 5 pl einer 1,25 pmol Lésung des jeweiligen IRDgy markierten Sequenzierprimers
gegeben. Jeweils 6 pl dieser Losung wurden in 4 Vertiefungen der Mikrotiterplatte Gberfuhrt
in denen je 2 pl des jeweiligen Terminationsgemisches (je x 2 upl ddAtp™, ddCTP™X,
ddGTP™ und ddTTP™) vorgelegt waren. Der Terminationsmix war bereits gebrauchsfertig
im ,, cycle-sequencing-kit* (Amersham Pharmacia, Freiburg, BRD) vorhanden. Dieser Ansatz
wurde nun mit einer hitzestabilen Folie (Microseall "A” Film, MJ Research, Watertown,
USA) dicht abgeschlossen, in einen programmierbaren Thermocycler (PTC-100", MJ
Research, Watertown) tberfihrt und die Reaktion gestartet. Nach Beendigung der Programme
wurde die Sequenzierreaktion durch Zugabe von 2,5 pl Stoppuffer abgebrochen. Fir die
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direkte Sequenzierung von PCR Produkten und die Sequenzierung von Plasmid-DNS wurden

folgende Temperatur-Zeit-Zyklen verwendet.

Sequenzierung von Plasmid-DNS

Primére Denaturierung 94°C 5min
25 Zyklen

Denaturierung 94°C 30s

Annealing 60°C 30s

Abschlief3ende Elongation 72°C 5min

Direktsequenzierung von 16S- und 23S-rDNA Amplifikaten

Primére Denaturierung 94°C 5min
25 Zyklen

Denaturierung 94°C 30s

Annealing 45°C 30s

Abschlief3ende Elongation 72°C 5min

Direktsequenzierung von iap-Gen Amplifikaten

Primére Denaturierung 94°C 4 min
25 Zyklen

Denaturierung 94°C 25s

Annealing 50°C 25s

Elongation 68°c 35s
15 Zyklen

Denaturierung 94°C 15s

Elongation 68°C 30s
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B.1.11.4.: Auswertung der Sequenzdaten

Alle erhaltenen Sequenzen an 16S- und 23S-rDNA wurden in ein , Alignment” bereits
bekannter Sequenzen der Datenbank der TU-Munchen (Dr. Ludwig) eingepald. Hierbel
wurde darauf geachtet, dal3 sich die homologen Positionen nach der Anordnung an der
gleichen  Stelle  befanden. In den  variablen  Sequenzbereichen  dienten
Sekundéarsrukturanalysen oder kleinere Gruppen konservierter Basenfolgen als Orientierung
zur Bestimmung homologer Positionen. Eine automatische Anordnung der Sequenzen war
mit dem Tool , Aligner* aus dem ARB Software Paket (Strunk und Ludwig, 1997) méglich.
Andere Daten wie iap-Gen oder plcA-Gen Sequenzen wurden ebenfalls in ein ,, Alignment®

aus bereits bekannten Sequenzen eingepalit.

B.1.12.: Rekonstruktion von Stammbaumen

Die Stammbaume zur Rekonstruktion phylogenetischer Verwandtschaften wurden nach der
» Maximum-Parsimony”, , Neighbor-Joining“ (Saitou und Nei, 1987). oder , Maximum-
Likelihood (Felsenstein, 1981). Methode erstellt. Alle Baumberechnungsverfahren waren im
Programmpaket ARB implementiert (Strunk et. al., 1997). Die Matrix der paarweisen
Distanzwerte diente as Grundlage zur Stammbaumrekontruktion nach der ,, Neighbor-
joining“ Methode (Saitou und Nei, 1987). Mittels ,, Maximum-Parsimony* und ,, Maximum-
Likelihood” -Anaysen wurde die Topologie der Stammbaume Uberprift und gegebenenfalls

korrigiert.

B.1.13.: Oligonukleotidsonden

B.1.13.1.: Konstruktion von rRNS gerichteten Sonden

Spezifische Oligonukleotidsonden wurden mit der im Programmpaket ARB implementierten
Funktion , Probe-Design® entwickelt. Mittels der Funktion , Probe-Match® des ARB

Programmpaketes konnte die Spezifitét der Sonden gegentiber anderen Organismen Uberprift

werden.
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B.1.13.2.: Markierung mit Fluor eszenzfar bstoffen

Alle fur die fluoreszierende in situ Hybridisierung eingesetzten Oligonukleotidsonden wurden
vom Hersteller (MWG-Biotech, Ebersberg, oder Interactiva, Ulm) fertig markiert bezogen. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Fluoreszenzfarbstoffe Fluos, Fluos-Prime, Cy3

und Cy5 verwendet.

Tabelle B.12.: Kenndaten der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe

Farbstoff Absorptionsmaximum Emmissionsmaximum  Extinktionskoeffizient € in
[nm] [nm] [1 x mol x cm]
Fluos 494 518 7,5x 10"
Fluos-Prime’ 494 518 7,5x 10"
Cy3 554 570 1,3x 10°
Cy5 650 667 2x 10°

"V erbesserte Aufreinigung, nur iiber MWG Biotech zu beziehen
B.1.13.3.: Photometrische Vermessung der markierten Oligonukleotide

Nach Rekonstituierung der fluoreszenzmarkierten Oligonukleotide in HyOrenge  Wurden
Verdinnungen im Verhdltnis 1:100 mit HyOwing (fir Cy3 und Cy5-markierte
Oligonukleotidsonden) bzw. mit Carbonat Puffer pH 9,0 (fur Fluos oder Fluos-Prime-
markierte Oligonukleotidsonden) hergestellt und im Spektralphotometer (Beckmann
Photometer DU 650, Munchen) vermessen. Die Farbstoffmarkierungsrate konnte durch
Bildung des Quotienten aus Nukleotidabsorption (OD,gp) und Farbstoffabsorption (Fluos,
Fluos-Prime ODago; Cy-3 ODssp und Cy-5 ODesp) ermittelt werden. Bei vollstandiger
Umsetzung war der gemessene Wert gleich den Quotienten der beiden molaren
Extinktionskoeffizienten (¢), was bei den verwendeten Farbstoffen und einer
durchschnittlichen Lange der eingesetzten Oligonukleotide von 18 Basen bei Fluos und
Fluos-Prime Markierung Werten von 2,5-3, bei Cy-3 Markierung von ca. 2 und bel Cy-5
Markierung von ca. 1 entsprach. Die Konzentration der markierten Oligonukleotide wurde mit

folgender Formel ermittelt:

1 ODgo 1120 pg ssDNSmi™

Die Stammlosungen der markierten Oligonukleotide wurden bei -20°C gelagert. Aus diesen
wurden durch Verdinnung mit HoOng Oder mit sterilem TE-Puffer Arbeitslésungen mit
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einer Konzentration von 30 ng/pl (Cy3 und Cy5 markierte Sonden) und 50 ng/pl (Fluos
markierte Sonden) hergestellt und bei -20°C gelagert.

B.1.13.4.: Verwendete rRNS gerichtete Oligonukleotidsonden

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden
sind in Tabelle [B.13.] zusammengefal3t.

Tabelle B.13.: Verwendete Oligonukleotidsonden

SONDE POSITION IN SPEZIFITAT REFERENZ SONDENSEQUENZ
E. COLI 5-3

EUB-338-1 16S, 338-355 Bacteria Amann, 1990 | GCT- GCC- TCC- CGT-
AGG- AGT

EUB-338-11 | 16S, 338-355 Planctomycetales | Daims, 1999 | GCA- GCC- ACC- CGT-
AGG TGT

EUB-338-111 | 16S, 338-355 | Verrucomicrobiales | Daims, 1999 | GCT- GCC- ACC- CGT-
AGG TGT

GAM-42A | 23S, 1027-1043 | y-Proteobacteria Manz,1992 | GCC- TTC- CCA- CAT-
CGT-TT

BET42a 23S, 1027-1043 | B-Proteobacteria Manz, 1992 | GCC- TTC- CCA- CTT-
CGT-TT

BET-42A-C | 23S, 1027-1043 | B-Proteobacteria | Manz, 1992 | GCC- TTC- CCA- CTT-
CGT-TT

LegPne! 16S, 621-638 L. pneumophila Grimm, 1998 | ATC- TGA- CCG TCC-
CAG GIT

B.1.14.: Pulsed-Field-Gel-Electrophor ese-Fragment-L &ngen-Polymor phismen (PFGE-
RFLP)

Mit der ,, Pulsed-Field” -Gelelektrophorese (PFGE) ist es moglich sehr grol3e chromosomale
DNS-Sticke in einer Agarosematrix aufzutrennen. Dabel wird die DNS nach ihrer Grofie
nicht in einem linearen Feld, sondern in einem hexagona abwechselnd gepulsten Feld
aufgetrennt. Dadurch erreicht man, dal3 die DNS nicht in den Poren des Gels steckenbleibt,
sondern kontinuierlich aufgetrennt wird. Kombiniert man diese Methode der Elektrophorese
mit der Methode der Restriktionsfragmentléngenpolymorphismen (RFLP) unter Verwendung
von sehr

Bandenmuster. Diese Methode kann zur Stammdifferenzierung von Mikroorganismen

selten schneidenden Restriktionsendonukleasen, so entstehen spezifische

eingesetzt werden.
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B.1.14.1.: Préaparation von Listeria, cell gel plugs* fur PFGE

Eine auf BHI Medium gewachsene einzeln liegende Listeria Kolonie wurde in 5 ml BHI
Medium inokuliert und UN bei 37°C aerob auf dem Rundschiittler (100-150 rpm) inkubiert.
Die Zellen wurden geerntet und 2 x mit 1 ml TE-Puffer gewaschen. Danach wurden die
Zellen in 1 ml TE-Puffer grindlich resuspendiert und die optische Dichte der Kultur auf 1,2
(x 0,05) bei einer Wellenlange von 610 nm mit TE-Puffer eingestellt. Mit TE-Puffer wurde
ein 1,6 % Gel hergestellt (Chromosomal grade agarose, BIO Rad) und im Wasserbad bei
einer Temperatur von 60-65°C gehalten. 0,5 ml von jeder Kultur wurden in ein 1,5 ml ERG
pipettiert, mit gleichem Volumen der aufgeschmolzenen Agarose versetzt und durch
vorsichtiges Auf- und Abpipettieren grindlich gemischt. Die Suspension wurde in die
Vertiefungen der Gief3vorrichtung eingefiillt und das Gel durch Inkubation bei RT fir ca. 15
min verfestigt. Die Gelblocke wurden mit einem sterilen Spatel in ein Geféd mit 2 ml
Lysepuffer geben und bei 37°C UN inkubiert. Die Gelbldcke wurden anschlieRend 5 min mit
TE-Puffer gewaschen. Der TE-Puffer wurde verworfen und durch 2 ml
Deproteinierungsl 6sung ersetzt. Es folgte eine Inkubation bei 50°C bis zu 48 h. Die Gelbl6cke
wurden nun kurz 1 x mit 2 ml TE-Puffer gespllt und dann 2 x je 30 min mit 2 ml TE-Puffer
gewaschen. Wurden die Gelblocke nicht gleich weiterverarbeitet, konnten sie mit 0,5 M
EDTA-LGsung versetzt bei 4°C gelagert werden.

B.1.14.2.: Praparation des Gelsund Gellauf

Zur Welterverarbeitung wurden ca. 4 mm des Gels mit einem sterilem Skalpell abgeschnitten,
in ein steriles 1,5 ml ERG Uberfuhrt und 2 x 20 min mit 400 pl TE-Puffer gewaschen. Der
TE-Puffer wurde durch 1 x Enzympuffer ersetzt und der Ansatz 20 min bel RT inkubiert. Der
Enzympuffer wurde verworfen und mit 200 pl frischem 1 x Enzympuffer und dem jewelligen
Restriktionsenzym versehen (fUr Listeria Typisierung 100 units/plug Apa |, 25 units/plug
Ascl, beides New England Biolabs). Der Ansatz wurde UN bei der jeweiligen optimalen
Temperatur inkubiert. Nach Beendigung der Restriktion wurde der Enzympuffer verworfen
und durch 1 x TE-Puffer ersetzt. Nach 20 min Waschen wurde der TE-Puffer entfernt und
durch 0,5 x TBE-Puffer ersetzt. Dieser Ansatz wurde mindestens 20 min oder bis zum
Beladen des Gelsinkubiert.

Waéhrend die Gelbléckchen in TBE-Puffer inkubierten, wurde ein 1% Gel (Chromosomal
grade agarose, BIO Rad) aufgeschmolzen und bel etwa 60°C mit eingesetzten Kamm in der
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vorgesehenen Vorrichtung gegossen. Nach Verfestigung des Gels wurde der Kamm vorsichtig
gezogen und die Gelblockchen mit Hilfe eines sterilen Spatels bis zum Grund der Taschen
eingebracht. Ebenso wurde mit dem Molekulargewichtsstandard verfahren. Die Geltaschen
wurden nun, moglichst ohne Luftblasen zurtickzulassen, mit 1 % Gelldsung versiegelt. 2 —2,5
| 0,5 x TBE wurden in die PFGE-Zelle (Chef DRII, Biorad) gegeben und mit Hilfe der
Umwalzpumpe und einem angeschlossenen Ruckflu3kiihler mit Kuhlwasserbad auf 14°C
thermostatisiert. Nach Uberfilhrung des Gels in die Elektrophoresezelle wurden die
Laufparameter eingestellt (Fur Apal und Ascl Restriktionen ,, Initial Amp time 4,0“, ,, Final
Amp time 40,0, , Ratio 1,0", , Voltage 200", ,, Running time 22 hrs* (fur kleine,10 ,, well*,
Gele, , Running time 24 hrs* (fur grofe, 15 , well*, Gele) und der Gellauf gestartet. Nach
Beendigung des Gellaufs wurde das Gel vorsichtig aus der Apparatur enthommen und Analog

zu Agarosegelen mit Ethidiumbromid gefarbt.

B.1.15.: Herstellung und Markierung von Polyribonukleotidsonden durch in vitro

Transkription

B.1.15.1.: Prinzip der in vitro Transkription

RNS-Polymerasen aus Bakteriophagen wie T7, T3 und SP6 bauen wéahrend der Transkription
einr DNS-Matrize, bei der sie bis zu 20 pg RNSug Matrize erzeugen, markierte
Ribonukleotide in die wachsende RNS-K ette ein (Holtke et al., 1990). Eine DNS Matrize, die
far die in vitro Transkription mit RNS-Polymerasen geeignet ist, mul3 einen Promotor
enthalten, der hoch spezifisch von der entsprechenden RNS Polymerase erkannt wird. Dabel
gibt es zwe unterschiedliche Methoden. Entweder man verwendet spezielle
Transkriptionsvektoren, deren , multiple cloning site® an einen solchen Phagenpromotor
anschliefd, oder PCR Produkte, die am 5°- Ende bei einem der flankierenden Primer eine
zusétzliche Sequenz, die der Sequenz des Phagenpromotors entspricht, besitzen. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Transkripte aus Vektoren gewonnen, die die gewinschte
Promotorsequenz trugen. Um eine definierte Lange des Transkripte zu erhalten, wurde der
Transkriptionsvektor vor der in vitro Transkription mit einem Restriktionsenzym am 3'- Ende

des Inserts linearisiert. Man spricht dabei von einer ,, run-off* Transkription.
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B.1.15.2.: Durchfuhrung der in vitro Transkription

Ldsungen und Enzyme:

T7-RNS-Polymerase (Roche)
DNase I, RNase frel (Roche)
RNasin (Roche)

10 x Transkriptionspuffer (Roche)
ATP (Roche)

CTP (Roche)

GTP (Roche)

UTP (Roche)

DIG-11-UTP (Roche)
Fluos-12-UTP (Roche)
EDTA-LGsung

10 x Markierungsgemisch (10 x Ribo-NTP-Mix)

ATP 10,0 mM
CTP 10,0 mM
GTP 10,0 mM
UTP 6,5mM
Fluos-12-UTP, oder DIG-11-UTP 3,5mM
Durchfthrung
Standardreaktionsansatz
1 pg linearisierte Matrizen DNS X pl
10 x Markierungsgemisch 3ul
10 x Transkriptionpuffer 3ul
T7-RNS-Polymerase 3ul
RNasin 1.5ul
H2Oreingt, bEPC ad 30l

Der Reaktionsansatz wurde vorsichtig, ohne Auf- und Abziehen des Pipettenspitzeninhalts,
durchmischt und 3 h bel 37°C in eéinem Thermoblock (Bachofer) inkubiert. Durch Zugabe von
3 ul DNase I, RNase frel und anschlief3ender Inkubation fir 15 min bel 37°C in einem
Heizblock (Bachofer) wurde die Matrizen-DNS abgebaut. Nach Zugabe von 3 pl EDTA-
Losung zum Abstoppen der DNase Behandlung wurden die Transkripte durch Zugabe von 16
pl 10 M NH4Ac-Losung und 156 i eiskaltem EtOH 4,5 und Inkubation fir mindestens 3 h bei
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—20°C geféllt. Der Ansatz wurde 20 min zentrifugiert (14.000 x g, 4°C, Bachhofer), der
Uberstand vorsichtig abbgenommen und die sedimentierten Transkripte mit 1 ml EtOH-7o
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation fir 15 min (14.000 x g, 4°C) wurde der Uberstand
vorsichtig abgehoben, die trankribierte RNS kurz im Vakuum getrocknet (,, Speed Vac®,
Bachhofer), in 50-100 pl H2Orens, pepc @ufgenommen und zum Schutz vor mit 2 pyl RNasin
(Roche) versetzt und bei -20°C gelagert.

B.1.16.: Hybridisierungen

B.1.16.1.: Ermittlung von Hybridisierungs- und Waschbedingungen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Oligonukleotid- und Polyribonukleotidsonden
zum gpezifischen Nachweis von rRNS eingesetzt. Zur Abschdtzung der
Hybridisierungsbedingungen wurden folgende Formeln herangezogen und in Anlehnung

daran die optimalen Hybridisierungsbedingungen empirisch bestimmt.

DNS-DNS-Hybridisierungen:

Zur Abschétzung der Dissoziationstemperatur bei Oligonukleotiden in DNS-DNS-Hybriden
gilt folgender Zusammenhang (Wahl et. al., 1987)

T, :4(ZG+C)+ 2(ZA+T)in°Cin6xSSC

RNS-RNS-Hybridisierungen:

Zur Berechnung der Schmelztemperatur von Polynukleotiden mit einer Lange bis zu 500
Nukleotiden in RNS-RNS Hybriden wurde folgende Formel herangezogen. (Wetmur, 1991;
Wahl et. al., 1987)

[Nal*
1,0+0,7[JNa]*

}0,41[@%@ +C) —5—[(;0

T =78+166 [l]ogl{ ~ P -0,35[{%FA)
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RNS-DNS-Hybridisierungen:

Fur die Berechnung der Dissoziationstemperatur von Oligonukleotiden mit einer Lange von
10-50 Basen in RNS-DNS Hybriden wurde folgende Formel verwendet (Lathe, 1985; Wahl et
al., 1987)

T, =815+16,6 ogM + 0,4(%G +C) - 8—? — 0,5(%FA)

Abkirzungen:

Tm Schmel ztemperatur [°C]

Ty Dissoziationstemperatur [°C]

[Na]* Konzentration der Natriumionen [mol/I]

%G+C Anteil Guanin und Cytosin an den Gesamtbasen
n Lange des Hybrids

P Anzahl der Fehlpaarungen in %

% FA Gehalt an Formamid

Alle Hybridisierungen mit fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden wurden bel 46°C,
alle Waschschritte bei 48°C durchgefuhrt. Hybridisierungen mit DIG markierten
Polyribonukleotidsonden wurden bei den angegeben Temperaturen durchgefiihrt. Die
notwendige Stringenz wurde durch Zugabe von Formamid zum Hybridisierungspuffer
eingestellt.

B.1.16.2.: Hybridisierung ganzer Zellen auf Objekttragern

Fir Hybridisierungen ganzer Zellen auf Objekttragern wurden teflonbeschichtete Objekttrager
mit 6 oder 10 Aussparungen (Paul Marienfeld, Bad Mergentheim, BRD) verwendet. Die auf
den Objekttrager aufgebrachten Zellen wurden bei 60°C angetrocknet und zur
Dehydratisierung in einer aufsteigenden Ethanolreihe (je 3 min 50 %, 80 % und 100 % EtOH)
behandelt.

Um den Verlust von Zellen wahrend der Hybridisierungsprozedur moglichst gering zu halten,
konnten die verwendeten Objekttrager zusétzlich noch mit Gelatine beschichtet werden. Dazu
wurden moglichst saubere und staubfreie, trockene Objekttréger in die auf 60°C vorgewdrmte
Gelatinelosung (0,1 % (w/v) Gelatine, 0,01 % (w/v) Kaliumchromsulfat) eingetaucht und
anschlief3end an einem staubfreien Ort getrocknet.
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B.1.16.3.: Vorbehandlung der Zellen

Gram-positive Zellen wurden nach Dehydratiserung noch mit Lysozym-, und oder
Proteinase-K-LOsung vorbehandelt. Dazu wurden 15 pl der Lésung pro Aussparung
aufgetropft und der Ansatz inkubiert. Die optimale Inkubationstemperatur und Zeit wurden
durch Zeitreihen ermittelt. Die so vorbehandelten Zellen wurden anschlief3end erneut
dehydratisiert und dann hybridisiert.

B.1.16.4.: Hybridisierung mit Fluor eszenzfar bstoff-markierten Oligonukleotid-sonden

Hybridisierungspuffer (Hybridisieung bei 46 °C)

Die Stringenz im Hybridisierungspuffer wurde durch Zugabe unterschiedlicher Mengen an

Formamid eingestellt.

5M NaCl 360 pl

1M Tris/HCI pH 8,0 40 ul
Formamid nach Tabelle
H2Oreinst nach Tabelle
Fluoreszenzfarbstoff markierte Sonde 1l

10 % (w/v) SDS 2ul

Tabelle B.14.: Formamidkonzentrationen im Hybridisierungspuffer bei 46°C Hybridisierungstemperatur

% Formamide | Formamide H,Ogng
(1] [ui]
0 0 1.600
5 100 1.500
10 200 1.400
15 300 1.300
20 400 1.200
25 500 1.100
30 600 1.000
35 700 900
40 800 800
45 900 700
50 1.000 600
60 1.100 500
65 1.200 400
70 1.300 300
80 1.600 0
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Die benttigte Stringenz wurde im Waschpuffer zur Vermeidung grof3er Formamid
Abfallmengen durch Variation der NaCl Konzentration eingestellt. Ab 20 % Formamid im
Hybridisierungspuffer wurde zusétzlich zur Komplexierung stérender zweiwertiger Kationen
500 ul 0,5 M EDTA-L6sung zugegeben. Ab 70 % Formamid im Hybridisierungspuffer
reichte die Zugabe von EDTA-LOsung aus, da hier das Na-Salz des Komplexierungsmittels

verwendet wurde.

Tabelle B.15.: Konzentrationen an NaCl im Waschpuffer bei Hybridisierungen von fluoreszenzmarkierten
Oligonukleotidsonden.

Waschpuffer (Waschen bei 48 °C)

% Formamid [NaCl] pl 5M NaCl auf
im Hybridisierungs- in mol 50 ml, ab 20 % FA
puffer’ Zugabe von 500 pl
Hybridisierung bei 46°C 0,5M EDTA
0 0,900 9.000
5 0,636 6.300
10 0,450 4.500
15 0,318 3.180
20 0,225 2.150
25 0,159 1.490
30 0,112 1.020
35 0,080 700
40 0,056 460
45 0,040 300
50 0,028 180
55 0,020 100
60 0,014 40
65 0,010 -
70 0,007 + 350 ul EDTA
75 0,005 + 250 ul EDTA
80 0,0035 + 175yl EDTA

Durchfihrung:

In die Aussparungen der Objekttréger mit den fixierten und vorbehandelten Zellen wurden 9
ul Hybridisierungspuffer und je 1 pl Fluoreszenzfarbstoff markierter Sonde (Fluos-markierte
Oligonukleotidsonden wurden in einer Konzentration von 50 ng/ul, Cy3- oder Cy5-markierte
Oligonuklectidsonden in einer Konzentration von 30 ng/ul eingesetzt) aufgetropft und gut
vermischt, ohne die Oberflache zu verkratzen oder Zellen abzulsen. Der Objekttrager wurde
in ein 50 ml Probengefa3 (Greiner, Nurtingen, BRD), in dem en mit 2 ml
Hybridisierungspuffer befeuchtetes Stiick Zellstoff eingebracht wurde, Uberfuhrt und 1-1,5 h

bei 46°C in einem Hybridisierungsofen (Bachofer, Reutlingen) inkubiert. Nach einem 15 min
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Waschritt in einem mit 50 ml Waschpuffer gefillten Probengeféd? wurde der Objekttrager
getrocknet.

B.1.16.5.: Hybridisierung mit mehrfach DI G-markierten Polyribonukleotidsonden

Hybridis erungspuffer:
5M NaCl 30l
1M Tris/HCI pH 8,0 40 pl
Formamid X Ml
H2Oreinst, DEPC ad 2 ml
DIG-markierte Polyribonukl eotidsonde y ul
10 % (w/v) SDS 2ul

Fur eine Hybridisierung wurde 250 ng mit DIG-markierter Polyribonukleotidsonde eingesetzt.

Fap-Inkubationspuffer

5M NaCl 280ul

1M Tris 40 pl

10 % (w/v) Blockierungsvorratsldsung 20 ul

H20reinst ad2ml
Fa-Waschpuffer

5M NaCl 7ml

1M TrigHCI pH 8,0 5ml

H20reinst ad 50 ml
Durchfihrung:

Auf die Aussparungen der Objekttréger mit den vorbehandelten und fixierten Zellen wurden 9
pl Hybridisierungspuffer und 250 ng der jeweiligen Polyribonukleotidsonde pipettiert und
vorsichtig gemischt. Anschlief3end wurde der Objekttréger in ein 50 ml Probengef&l3, in dem
ein mit 2 ml Hybridisierungspuffer befeuchtetes Stiick Zellstoff ausgelegt war, tGberfihrt.
Nach einem 30 min Denaturierungsschritt bei 80°C wurde der Objekttréger 3-5 h bel bis zu
52°C hybridisiert. Nach erfolgter Hybridisierung wurde Uberschiissige Sonde vorsichtig mit
H2Oreing entfernt und der Objekttréger durch einen Luftstrom getrocknet. Die Detektion des
Digoxygenins erfolgte nach der Hybridisierung mit anti-DIG-POD-F4,-Fragmenten (Roche,
Mannheim). Dazu wurden pro Aussparung auf den Objekttrager 17 pl Fg,-Inkubatiosnpuffer
und 3 pl anti-DIG-POD-Fx-Fragment (200 pg/ml) aufgebracht und der Ansatz 1 h bei RT
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inkubiert. Um ungebundene Fa,-Fragmente zu entfernen, schlof3 sich ein 10 min Waschschritt
bei RT in einem mit 50 ml Waschpuffer gefiillten Probengeféld an. Die Hybridisierungen
wurden anschlief3end mit dem ,, TSA-direct-Green* (Fluorescein-Tyramid) oder ,, TSA-direct-
Red“ (Cyanine-3-Tyramid) Kit* (NEN"Life science Products, Boston) nach
Herstellerangaben detektiert.

B.1.17.: Mikroskopische Techniken

B.1.17.1.: Detektion fluoreszenzmarkierter Zellen durch Epifluoreszenzmikroskopie

Um Ausbleichungseffekte wahrend der mikroskopischen Auswertung zu verhindern, wurden
die hybridiserten Zellen in Citifluor-AF1 (Citifluor Ltd, London) eingebettet, der
Objekttrager mit einem Deckglas versehen und nach 10 min Inkubationszeit unter dem
Mikroskop (Axioplan, Zeiss) durch Vergleich des Fluoreszenz- und des Phasenkontrastbildes
ausgewertet. Es wurden Plan-Neofluar Objektive mit 20, 40, 63- und 100-facher
VergroRerung verwendet. Fur die Mikroskopie von mit L. monocytogenes infizierten

Zéellkulturen wurde ein inverses Mikroskop der Firma Leica (LeicaDM IRB) verwendet.

Tabelle B.16.: Kenndaten der zur Fluoreszenzmikroskopie verwendeten Filtersysteme (BP = Bandpaltfilter, LP
= Langpal3filter, HQ = High quality

Filtersatz Anregungsfilter Farbteiler [nm] Emissionsfilter eingesetzt fur
Filter 01 BP 365 395 LP 397 DAPI
Filter 09 450-490 510 LP520 Fluos
Filter 15 BP 546 580 LP 590 Cy3
Filter 16 BP 485 510 LP520 Fluos
Filter 20 BP 546 560 575-640 Cy3
Filter-CTC HQ 535/50 Q565LP HQ 610/75 Cy3
26 BP 575-625 645 BP 660-710 C5
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B.1.17.2.: Konfokale L aser scanning-Mikroskopie

In der vorliegenden Arbeit wurde das konfokale Laserscanning-Mikroskop LSM-510 der
Firma Zeiss (Oberkochen) verwendet. Diese Art der Mikroskopie besitzt den Vortell,
ausschliefdlich aus der Fokusebene stammende Fluoreszenzsignale zu detektieren. Die
Detektion von Streulichtsignalen, die von ober- und unterhalb der eigentlichen Fokusebene
stammen, kann somit umgangen werden. Das zu untersuchende Préparat wird dabel
punktformig mit monochromatischen Licht angeregt. Als Lichtquelle dienen hierbei
Laserlinien mit Unterschiedlicher Wellenlange (Argon = 488 nm, Helium-Neon = 543 nm
bzw. 633 nm). Die Bildaufnahmen erfolgten mit dem vom Hersteller mitgelieferten

Softwarepaket ,, Laserscanning-Microscope® 510 (Version 2.01).
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B.2.: Zellbiologische M ethoden

B.2.1.: Verwendete Zdllinien

In der vorliegenden Arbeit wurden fur Infektionsstudien mit L. monocytogenes die 3
Zéllinien CaCo-2. Tib-73 und P-388 verwendet. Es handelte sich hierbei um Makrophagen
(P-388, murine Mausmakrophagen), Hepatozyten (Tib-73, Mausembryo Hepatozyten) und
Darmepithelzellen (CaCo-2, aus einem Adenocarcinom stammend). Alle verwendeten
Losungen und Medien wurden vor Verwendung in einem thermostatisierten Wasserbad auf
37°C vorgewdrmt. Alle Z€lllinien wurden in einem Brutschrank bel 37°C in einer 5 % CO;
Atmosphére inkubiert. Allgemein wurde besonders auf Sterilitét bei der Handhabung von

Zellkulturen geachtet.

B.2.2.: Verwendete L 6sungen, Medien und Kulturgefaile

LOsungen

1 x PBS mit Ca*/Mg* (25 ml 20 x PBS. 25 ml 20 x Calcium-
Magnesiumldsung, 450 ml HoOreing)

1 x PBS ohne Ca&*/Mg?* (25 ml 20 x PBS, 475 ml H2Oreing)

20 x Cacium-Magnesium-Losung (2 g Magnesiumchlorid-Hexahydrat, 2 g
Caciumchlorid-Dihydrat)

20 x PBS (160 g NaCl, 4 g KCI, 23 g di-Natriumhydrogenphosphat, 4 g
Kalium-di-Hydrogenphosphat)

Cytochalasin-D-L6sung (1 mg Cytochalasin-D/ml)

Gentamycin-L6sung (50 mg Gentamyin in 1 ml HoOreing €iner 50 mg/ml)

Hoechst-33342-Farbstoffl6sung (K onzentration 1 mg/ml)

Propidiumiodid-Ldsung (200 ug Propidiumiodid /ml HyOreing 16seN)
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Zdllkulturmedien

FCS (Fotales Kélberserum, Gibco BRL, Karlsruhe)

RPM-16407°° (RPM |-1640-Zel Ikulturmedium mit L-Gluthamin, Gibco-BRL)

RPMI-1640"7° (RPMI-1640-ZélIkulturmedium mit L-Gluthamin und 10 %
(viv) FCS)

RPMI-1640"7C * " (RPM|-1640-ZelIkulturmedium mit L- Gluthamin und
10 % (v/v) FCS und 20 pl Gentamycin-Ldsung

Trypsin-EDTA Losung

0,02 % (w/v) EDTA
0,05 % Trypsin
in 1 x PBS ohne C&** und Mg**

Kulturgefalle

Zelkultur-Schalen (92 x 17 mm, 40 x 12 mm, Nunc, Wiesbaden-Biebrich)

Zelkultur-Multischalen (132 x 88 mm mit 6 Vertiefungen, 132 x 88 mm mit
24 Vertiefungen, Nunc)

Zélkultur-Flaschen (Schraghals, 50 ml VVolumen, Schréghals 260 ml Volumen,
Nunc)

B.2.3.: Hitzeinaktivierung von fotalem Kéalberserum (FCS)

Das Serum wurde vom Hersteller auf—20°C gekihlt geliefert. Zum Auftauen wurde die
Serumflasche UN bei 4°C inkubiert. Zur Inaktivierung des Komplements wurde das Serum
unter schutteln in einem auf 56°C thermostatisierten Wasserbad 30 min behandelt. Das
hitzeinaktivierte Serum wurde unter aseptischen Bedingungen in 50 ml Probengeféiie
aliquotiert und bei —20°C gelagert. Einmal aufgetaut wurde hitzeinaktiviertes FCS bei 4°C
gelagert.

B.2.4.. Auftauen von eingefrorenen Zellkulturen

Zur langfristigen Stammhaltung wurden die Zelkulturen in flussigen Stickstoff
(Einfriermedium 10 % (v/v) DMSO in RPMI-1640"7®) gelagert. Zum Auftauen wurden die
Kryoréhrchen moglichst schnell in ein auf 37°C temperiertes Wasserbad transferiert. Nach
dem Auftauen wurden 1 bis 2 ml der Zellen in 25 ml RPMI-1640"7>-Medium suspendiert
und in eine Kulturschale tberfihrt. Nach ca 3 Stunden wurden die Zellen von dem
zytotoxischen Gefriermedium, das Dimethylsulfoxid (DMSO) enthdlt, befreit. Dazu wurde

das Medium gewechselt. Dieser Vorgang wurde nach einem Tag wiederholt.
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B.2.5.: Trypsinisieren und Passagieren von Zellkulturen (Freshney et. al., 1987)

Zum Passagieren der Zelllinien wurde das Néahrmedium mit einer an einer Vakuumpumpe
angeschlossenen sterilen Pasteurpipette abgesaugt. Die Zellen wurden anschlief3end mit 1 x
PBS-L6sung ohne Ca?* und Mg®* gewaschen. Dazu wurden 1 x PBS-Lésung ohne Ca®* und
Mg?" (3-4 ml bei Zellkultur-Schale 40 x 12 mm. 10 ml bei Zellkultur-Schale 92 x 17 ml) auf
die Zellen gegeben, geschwenkt und die Flissigkeit erneut mit einer Pasteurpipette abgesaugt.
Durch Zugabe von 1 ml Trypsin-EDTA-LAsung und Inkubation des Ansatzes bel 37°C fir ca
5 min wurden die Zellen vom Boden der Zellkulturgefél3e abgeldst. Danach konnten die
Zellen in RPMI-1640"“S-Medium resuspendiert werden und in neue Zellkultur-Schalen oder
Zellkultur-Flaschen ausgesédt werden. Makrophagen , die sich nicht durch trypsinisieren von
Schal enboden abl dsen lassen, wurden abgeschabt, in frischem Nahrmedium resuspendiert und

in neue Kulturgefaile ausgesét.

B.2.6.: Herstellung von , Infektionsaliquots'

Eine einzeln liegende Kolonie der verwendeten L. monocytogenes Stdmme wurde in 5 ml
BHI-Medium angeimpft und UN bei 37°C auf dem Rundschiittler inkubiert. Die Hauptkultur
wurde 1:25 in 50 ml BHI Medium in 100 ml Erlenmeyerkolben inokuliert und bis zu
erreichen der endlogarithmischen Wachstumsphase auf dem Rundschittler bel 37°C
inkubiert, Die Zellen wurden durch Zenrifugieren bei 5.000 rpm bei 4°C fir 10 min geerntet,
2 x mit 10 ml 1x PBS-L6sung gewaschen und in 10 ml steriler 1 x PBS- /Glycerin-Losung 4:1
grindlich resuspendiert. Die resuspendierten Zellen wurden zu 500 pl aliquotiert und bei —
80°C gelagert. Zur Bestimmung der Zellzahl wurde ein Infektionsaliquot aufgetaut und durch
Plattenverdinnungsreihen die Zellzahl bestimmt.

B.2.7.: Infektion von Zdllinien mit nativen L. monocytogenes Stdmmen

Die Zellen wurden bis zur Ausbildung eines , konfluenten-monolayers’ angezogen. Das
Medium wurde mit einer an einer Vakuumpumpe angeschlossenen sterilen Pasteurpipette
entfernt und durch 3 ml 1 x PBS-Lésung mit Ca®*/Mg”" ersetzt. Die Petrischalen wurden
leicht geschwenkt und der Puffer erneut mit einer sterilen Pasteurpipette abgesaugt und durch
3 ml RPMI-16407°° ersetzt. Ein Zellkultur-Schachen wurde zur Bestimmung der Zellzahl
trypsinisiert und die Zellzahl mittels einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer bestimmt. (bei Tib-
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73 Hepatozyten und CaCo-2 Epithelzellen). Die Zellzahl an Makrophagen wurde durch
abschaben der Zellen in 1 x PBS mit Ca®*/Mg** und ebenfalls durch Auszahlen bestimmt. Die
Zellen wurden nun mit L. monocytogenes Zellen infiziert. Dazu wurden die Infektionsaliquots
aufgetaut und die Zellen mit einer bestimmten ,MOI“ (,, multiplicity-of-infection*) abhangig
von der bestimmten Zellzahl und der verwendeten Zelllinie infiziert. Tabelle B.17 falét die

MOI und die Infektionsdauer fir die jeweiligen Zdlllinien zusammen.

Tabelle B.17.: Infektionszeiten und verwendete MOI fir die einzelnen Zelllinien

Zelltyp Zéelllinie [ Infektionsdauer MOl
Hepatocyten Tib-73 15h 100
Darmepithelzellen CaCo-2 1lh 20-50
M akrophagen P-388 45 min 1-10

Nach erfolgter Infektion wurden das Medium mit Hilfe einer sterilen Pasteurpipette
abgezogen und der Ansatz drei mal mit je 3 ml 1 x PBS mit Ca®*/Mg?* gewaschen. Der Puffer
wurde entfernt und die Zellen mit 3 ml RPM[-1640"7CS* SeMamcin yergehen. Das Antibiotikum
soll ale Listerien abtoten, die die Zelle nicht infiziert haben und noch frel im Medium waren.
Nach 1 h und 24 h wurden die Infektionsraten bestimmt. Dazu wurde das Medium durch eine
sterile Pasteurpipette entfernt und die Zellen 2 x mit 3 ml 1 x PBS-Lésung ohne Ca®*/Mg**
gewaschen. Den Infektionsschdlchen wurden 2 ml 0,05 % (w/v) eiskalte SDS Lésung
zugegeben und der Ansatz auf Eis gebettet bei 4°C 15-30 min inkubiert. Die so lysierten
Zellen wurden nun grindlich resuspendiert und die Zellzahl an Bakterien durch Anlegen von
Verdiinnungsreihen von 10°, 10, 102 und 10-* in Triplikaten auf verfestigtem BHI-Medium
bestimmt.

B.2.8.: Infektion von Zellen mit GFP-markierten L. monocytogenes Zellen

Fur die Infektion der Zelllinien mit GFP-markierten Listerien wurden verschiedene L.
monocytogenes Stdmme mit den Plasmiden psod-GFP und pactA-GFP [B.1.2.]
elektrotransformiert [B.1.9.2.]. Die Infektion wurde bis zur Zugabe der SDS Lyse-Ldsung
analog zur Infektion mit nativen L. monocytogenes-Stammem [B.2.7.] durchgefuhrt.
Abweichend hierzu wurden die Zellen mit 3 ml 1 x PBS ohne Ca?*/Mg?* gewaschen und die
Flissigkeit mit einer sterilen Pasteurpipette abgesaugt. Makrophagen wurden mit 2 ml 1 x
PBS ohne Ca®*/Mg?* versetzt und vom Schalenboden vorsichtig abgeschabt. Hepatozyten und
Epithelzellen wurden mit 0,5 ml Trypsin-EDTA-L6sung von Schalenboden abgeldst und in
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ein steriles 10 ml ProbengefaR tberfihrt indem 1 ml 1 x PBS-Lésung ohne Ca&'/Mg**
vorgelegt war. Das Schélchen wurde mit 0,5 ml 1 x PBS-Lésung mit Ca?/Mg?* nachgespilt
und die Losung ebenfalls in das 10 ml Probengefa? Gberfihrt. Dieser Ansatz wurde bis zu
Auswertung auf Eis inkubiert. Die Auswertung erfolgte an einem Durchflul3cytometer
(, Epics Elite ESP cell sorter”, Coulter) und wurde freundlicherweise von Herrn PD Dr.
Andreas Simm vom Lehrstuhl fir Physiologische Chemie am Theodor-Boveri-Institut fir

Biowisenschaften der Universitdt Wirzburg durchgefihrt.

B.2.9.: Adhasionstests

Zé€lllinien wurden bis zur Dichte eines , konfluenten-monolayers® angezogen. Die Zellen
wurden Analog zu Infektionen mit nativen L. monocytogenes-Stammem [B.2.7.] behandelt.
30 min vor der Infektion wurde 1 pl Cytochalasin-D-Losung/ml Zellkulturmedium zugegeben
und durch schwenken grandlich gemischt. Cytochalasin-D  verhindert  die
Mikrofilamentumlagerung der Zelle. Adhdrente Bakterienzellen kdnnen nicht mehr
aufgenommen werden. Die Zellen wurden 1 x mit 1 x PBS-Lésung mit Ca?*/Mg*" gewaschen
und mit 3 ml RPMI-16407°°-Z¢llkulturmedium versetzt. Alle Zélllinien wurden mit einer
MOI von 50 infiziert. Die Zellen wurden nach der Infektion (CaCo-2 Epithelzellen fur 1 h,
Tib-73 Hepatozyten fur 1,5 h und P388 Makrophagen fur 45 min) 5 x mit 1 x PBS-L6ésung
mit Ca®*/Mg?* gewaschen und entweder wie unter [B.2.7.] beschrieben die adhérenten Zellen
durch ausplattieren oder durch Auszdhlen mittels Durchflul3cytometrie [B.2.8.] bestimmit.

B.2.10.: Infektion von Zelkulturen mit GFP-markierten L. monocytogenes Stammen

und mikroskopische Auswertung

Zur mikroskopischen Betrachtung der Infektionsstudien wurden GFP-markierte L.
monocytogenes Stamme verwendet. Zusétzlich wurde noch eine Farbung mit Propidiumiodid
und Hochst-33342 durchgeftihrt. Propidiumiodid kann nur durch nicht intakte Zellmembranen
diffundieren. Deswegen eignet sich die Farbung mit Propidiumiodid zur Unterscheidung
zwischen lebenden und toten Zellen. Der Fluoreszenzfarbstoff Hoechst-33342 farbt
eukaryotische Zellkerne an. In Abbildung B.1. sind die Absorptions- und Emmissionsmaxima

der verwendeten Farbstoffe zusammengefalit.
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Abbildung B.1.: Absorptions- und Emmisssionsmaxima von Propidiumiodod und Hochst-33342

Die Kombination der beiden Farbstoffe diente eigentlich fir Apoptose Untersuchungen wurde
aber im Zusammenhang mit der Infektion von verschiedenen Zelllinien mit GFP markierten
L. monocytogenes Stdmmen verwendet. Zur Infektion wurden nur L. monocytogenes Stamme
verwendet, die mit dem Plasmid psod-GFP transformiert waren. Die Zellen wurden Analog zu
[B.2.7.] bis zur Infektion behandelt. Abweichend wurden ale Zdlllinien mit einer ,MOI* von
20 infiziert. Nach 4 h und 20 h wurden die Infektonsschdchen unter dem Mikroskop
betrachtet. Dazu wurde dem Medium 30 min vor Beendigung der Infektion 10 ul der
Hoechst-33342-Farbstoffldsung zugegeben und grindlich gemischt. 2 min vor Ende der
Infektionszeit wurden 2 pl Propidiumiodid zugegeben. Nun konnte das Infektionssché chen

unter dem Mikroskop betrachtet und ausgewertet werden.
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C.. Ergebnisse

C.1.: Anreicherung und Isolierung von Listerien und Salmonellen aus Umweltproben

C.1.1.: Isolierung von Listerien aus Umweltproben

In der vorliegenden Arbeit wurden Listerien unter anderem aus verschiedenen
Belebtschiammen wie in [B.1.3.3.] beschrieben aus 25 g Ausgangsmaterial isoliert. Beprobt
wurden die Belebungsbecken der Anlagen ,, Grofdappen”, , Dietersheim® und ,, Grineck”. Es
konnten aus allen untersuchten Belebtschldmmen Listerien isoliert werden. Insgesamt wurden
80 Isolate gewonnen und naher untersucht. Von diesen Isolaten wurde nach [B.1.5.1.] DNS
isoliert und mittels PCR [B.1.10.] Uberprift, ob es sich bei den Isolaten um Listerien und L.
monocytogenes handelt. Jede DNS aus den Isolaten lieferte nach PCR mit den iap-Gen
spezifischen Primerpaar iap-P-V/iap-P-R [B.1.10.2.4.] Amplifikate der erwarteten Grof3e von
etwa 1,45 kb. Sechs Isolate konnten mittels PCR und den fir L. monocytogenes spezifischen
Primerpaar MonoA/MonoB [B.1.10.2.4.] as L. monocytogenes identifiziert werden. Tabelle

C.1. faldt die Herkunft der isolierten L. monocytogenes Stdmme zusammen.

Tabelle C.1.: Herkunft der mittels Selektivanreicherung und PCR as L. monocytogenes identifizierten Isolate
aus verschiedenen Belebtschlammen

Isolat Herkunft

Isolat-1 | Grofldappen, Belebungsbecken |
Isolat-3 | Grofllappen, Belebungsbecken |
Isolat-11 | Dietersheim, Belebungsbecken |
Isolat-45 | Griineck, Belebungsbecken
Isolat-46 | Griineck, Belebungsbecken
Isolat-50 | Grofdlappen, Belebungsbecken |

Die Uberprufung der Isolate durch das in der vorliegenden Arbeit entwickelte diagnostische
PCR-Verfahren wird in Kapitel [C.4.2.1.1.4] naher beschrieben. Zur Uberprifung der
Ergebnisse wurden die 16SrDNS Gene der als L. monocytogenes typisierten Isolate mittels
PCR [B.1.10.] unter Verwendung des Primerpaares 616V/630 R [B.1.10.2.1.] amplifiziert und
die Amplifikate nach Aufreinigung [B.1.10.6.] direkt einer nichtradioaktiven Sequenzanalyse
unterzogen [B.1.11.]. Die erhaltenen Sequenzen wurden in ein ,, Alignment“ an vorhandenen
16S-rRNS Sequenzen (Dr. Ludwig, Stand 2000) eingepal’t und eingerechnet. Abbildung C.1.
zeigt ein phylogenetisches Dendrogram berechnet nach der ,, Neighbor-Joining® -Methode mit
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den erhaltenen Sequenzdaten der L. monocytogenes-Isolate aus Belebtschlamm. Die Anzahl

an sequenzierten Basen ist bel den jeweiligen Isolaten im Dendrogramm angegeben.

“outgroups’
4_

——— Enterococcus faecalis
L. grayi
L. innocua
L. welshimeri
T L. sedligeri
L. ivanovii
L. monocytogenes | so 46, 1371
L. monocytogenes | so 11, 1395
r L. monocytogenes | so 45, 1332
L. monocytogenes | 0os 50, 1395
L. monocytogenes 1 so3, 1374
- L. monocytogenes|so 1, 1384
L. monocytogenes

0.10

Abbildung C.1.: Phylogenetisches Dendrogramm basierend auf 16S-rRNS Sequenzen aller L. monocytogenes
Isolate aus Belebtschlammen berechnet nach der , Neighbor-Joining” -Methode unter Verwendung
eines Sequenzfilters, der nur Alignmentpositionen beriicksichtigt, die bei 50 % der im Datensatz
vorhandenen Bakterien konserviert sind. Der Balken gibt 10 % Sequenzdivergenz an.

C.1.2.: Isolierung von Salmonellen aus Bioabfallver garungsanlagen

Im Rahmen einer im Arbeitskreis angefertigten Diplomarbeit (Adamczyk, 1999) und der
vorliegenden Arbeit wurden aus zwel Bioabfallvergdrungsanlagen Salmonellen, wie in
[B.1.3.4.] beschrieben aus 25 g Ausgangsmaterial, isoliert. Salmonellen stellen in derartigen
Anlagen, insbesondere bel der Nachrotte der Garriickstande, ein hygienisches Problem dar.
Beprobt wurden zwei Kompostverwerter, die beide organischen Ml anaerob vergéaren. Die
Anlagen verarbeiten ca je 20.000 t/a organischen MUill. Als organischer MUll dient hier
biologischer Haushaltsmuill, Speisereste, verpackte und abgelaufene Lebensmittel, Altholz
etc. Der zuriickbleibende Faulschlamm wird aerob kompostiert. Ein Ubersichtsplan der
Prozef3fihrung der beiden Anlagen ist bei Adamczyk (1999) zusammengefal3t.

Es konnten aus beiden Anlagen Salmonellen aus verschiedenen Stufen der Prozef3fihrung

nach der Hygienisierungsstufe isoliert werden. Dies wurde durch die Verwendung von
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Selektivmedien [B.1.3.1], biochemischer Differenzierung (Api-20E, Bio Merieux, Nurtingen)
und anschlief3ender Serotypisierung [B.1.3.4.] bestétigt. In Tabelle C.2. sind die Ergebnisse
der Isolierung von Salmonellen aus Bioabfallvergarungsanlagen sowie der Probenahmeort
zusammengefaldt. Bei den Isolaten S-21 und S-22 handelte es sich nicht um Salmonellen,
sondern um zwei Citrobacter freundii Stémme (bestétigt durch Sequenzanalyse der 16S-rRNS
und Serotypisierung, Daten nicht gezeigt).

Tabelle C.2.: Die Tabelle zeigt zusammenfassend die Ergebnisse der Serotypisierung aller erhaltenen Isolate aus
den beiden Bioabfalvergarungsanlagen, die unterschiedlichen Probenahmestellen und das

Resistenzprofil. Amp'=Ampicillin, C?>=Chloramphenicol, ~S’=Streptomycin,  Su*=Sulfonamid,
Te’=Tetracyclin, Fr°=  Furazolidon,  Sxt’=Sulfamethoxazol/Trimethoprim, ~ W®=Trimethoprim,
Na’=Nalidixinsaure.
I solat Serovar Ser of or mel Resistenz beprobte Ursprung
Anlage
S1 | S typhimurium | 1,4512::1,2 | Amp', C2,5§, su’, Hogl Garprodukt
Te
S2 S. thompson 6,7:k:1,5 sensibel Hogl UberschuRwasser
S3 S. isangi 6,7:d:1,5 sensibel Hoégl Faulreaktor
S4 S infantis 6,7:r:15 Fr° Hogl Bioabfall
S5 S. livingstone 6,7:d:l,w sensibel Kirchstockach Methanreaktor,
Ablauf
S6 S rissen 6,7:f,g:- sensibel Kirchstockach Methanreaktor,
Ablauf
S7 S rissen 6,7:f,g:- sensibel Kirchstockach Methanreaktor,
Ablauf
S8 S infantis 6,7:r:1,5 sensibel Kirchstockach Methanreaktor,
Schlamm
S9 S infantis 6,7:r:1,5 sensibel Kirchstockach Methanreaktor,
Schlamm
S-10 S infantis 6,7:r:1,5 sensibel Kirchstockach Methanreaktor,
Schlamm
S11 S rissen 6,7:f.g:- sensibel Kirchstockach Hydrolyse 2
S12 S rissen 6,7:f.g:- sensibel Kirchstockach Hydrolyse 2
S13 S rissen 6,7:f,g:- sensibel Kirchstockach Hydrolyse 2
S14 S rissen 6,7:f,g:- sensibel Kirchstockach Hydrolyse 1
S15 S rissen 6,7:f,g;- sensibel Kirchstockach Hydrolyse 1
S-16 S rissen 6,7:f,g:- sensibel Kirchstockach Hydrolyse 1
S17 S rissen 6,7:f,g:- sensibel Kirchstockach Nitrifikation
S-18 S rissen 6,7:f,g:- sensibel Kirchstockach Nitrifikation
S19 S rissen 6,7:f,g:- sensibel Kirchstockach Nitrifikation
S-20 S infantis 6,7:r:1,5 sensibel Kirchstockach Nitrifikation
S-23 S enteritidis 9,12:g,m:- sensibel Kirchstockach Hydrolyse 1
S-24 S enteritidis 9,12:g,m:- sensibel Kirchstockach Hydrolyse 1
S-25 S enteritidis 9,12:g,m:- sensibel Kirchstockach Hydrolyse 1
S26 | S typhimurium | 1,4,512::1,2| Amp', C% S, Su”, | Kirchstockach Hydrolyse 1
Sxt’, Te’, W8
S-27 | S typhimurium | 1,4512::1,2| Amp’, S, Su*, Te® | Kirchstockach Hydrolyse 1
S28 | S typhimurium | 1,4,512:i:1,2 | Amp', C72, SZ Su®, | Kirchstockach Hydrolyse 1
Sxt', W
S-29 | S typhimurium | 1,4,512:i:1,2 sensibel Kirchstockach M ethanreaktor
S-30 S thompson 6,7:k:1,5 sensibel Kirchstockach M ethanreaktor
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Tabelle C.2.: Fortsetzung

I solat Serovar Ser ofor mel Resistenz beprobte Ursprung
Anlage
S31 S enteritidis 9,12:g,m:- sensibel Kirchstockach M ethanreaktor,
Schlamm
S-32 | S typhimurium | 1,4,5,12::1,2 | Amp’, S°, Su’, Te’ | Kirchstockach Hydrolyse 1
S33 S enteritidis 9,12:g,m:- sensibel Kirchstockach M ethanreaktor,
Schlamm
S34 S enteritidis 9,12:g,m:- sensibel Kirchstockach M ethanreaktor,
Schlamm
S35 S newport 6,8:h:1,2 Na’ Kirchstockach Methanreaktor,
Schlamm
S-36 S enteritidis 9,12:g,m:- sensibel Kirchstockach M ethanreaktor,
Schlamm
S37 S enteritidis 9,12:g,m:- sensibel Kirchstockach M ethanreaktor,
Schlamm
S38 S enteritidis 9,12:g,m:- sensibel Kirchstockach M ethanreaktor,
Schlamm
S39 S enteritidis 9,12:g,m:- sensibel Kirchstockach M ethanreaktor,
Schlamm
S40 S newport 6,8:h:1,2 Na’ Kirchstockach Methanreaktor,
Schlamm
S41 S enteritidis 9,12:g,m:- sensibel Kirchstockach M ethanreaktor,
Schlamm
S42 S enteritidis 9,12:g,m:- sensibel Kirchstockach M ethanreaktor,
Schlamm
S43 S enteritidis 9,12:g,m:- sensibel Kirchstockach Methanreaktor,
Schlamm

Von den Isolaten S-1 bis S20 wurden die 16S-rDNS Sequenzen durch nichtradioaktive
Direktsequenzierung [B.1.11.] mit dem Primerpaar 609-V-IR/699-R-IR [B.1.11.1.] bestimmt
und in den vorhandenen Datensatz an 16S-rRNS Sequenzen (Dr. Ludwig, Stand 2000)
eingerechnet. Abbildung C.2. zeigt ein phylogenetisches Dendrogramm berechnet nach dem
» Neighbor-Joining® -Verfahren der 16S-rDNS Sequenzdaten der untersuchten Salmonella

Isolate und der im Datensatz vorhandenen Salmonellen Sequenzen.
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Salmonellaisangi S3, 1355
Salmonellarissen S15, 1326
Salmoneéllarissen S12, 1331
Salmoneéllarissen S13, 1332
Salmonella rissen. S18, 1319
Salmonellainfantis $4, 1344
[ Salmonellathompson S2, 1343
Salmonellarissen S19, 1030
Salmonella typhimurium S1, 1353
" Salmonella typhimurium
Salmonellarissen Sl1, 1331
Salmonedllarissen S7, 1329
Salmonella enteritidis
Salmonellarissen S16, 1292
~ Salmonellarissen S6, 1295
Salmonella give
{ Salmonella sofia
Salmonella infantis S20, 1246
Salmonella infantis S8, 1250
Salmonella infantis S9, 1246
Salmonellarissen st S17, 1328
Salmonellarissen s S14, 1338
- Salmonella shomron
Salmonella bareilly
Salmonella blockley
Salmonella typhi
Salmonella paratyphi
Salmonella houten
Salmonella agona
Salmonella waycross
Salmonella matopeni
0.10 Salmonella chingola
: Salmonella bovis morbificans
Salmonella typhimurium
Salmonella livingstone S5, 1028
Salmonellainfantis S10, 1128
Proteus vulgaris
Vibrio furnissii
. ! Vibrio wulnificus
outgroups Vibrio cholerae _
Actinobacillus pleuropneumonia
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas flavescens

Abbildung C.2.: Phylogenetisches Dendrogramm berechnet nach der , Neighbor-Joining® Methode der 16S-
rDNS Sequenzen der untersuchten Salmonella-l1solate unter Verwendung eines Sequenzfilters, der nur
Alignmentpositionen beriicksichtigt, die bei 50 % der im Datensatz vorhandenen Bakterien konserviert
sind. Der Balken gibt 10 % Sequenzdivergenz an.
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C.2.: In situ Detektion von Listerien, Salmonellen und Campylobacter

C.2.1.: In situ Detektion von Listerien

C.2.1.1.: Verwendete Sonden und deren Spezifitat zur Detektion von Listerien

Fur die Detektion von Listerien durch fluoreszierende in situ Hybridisierung wurden zwei
gegen die 16SrRNS gerichtete Gensonden konstruiert. Die Sonde Lis-1255
(Bindungsposition 16S-rRNS in E. coli nach Brosius et al., 1981, 1255-1272) wurde
urspringlich as Primer fur die Detektion von Listerien durch PCR verwendet (Wang et al.,
1992), konnte aber sehr gut fur die in situ Detektion von Listerien eingesetzt werden. Diese
Sonde erfaldt neben allen sechs bisher bekannten Arten der Gattung Listeria auch die beiden
Nicht-Zielorganismen Brochotrix thermosphacta und Brochotrix campestris. Aus diesem
Grund und um den Mehrfachsondenkonzept Folge zu leisten, wurde eine zweite Sonde
konstruiert. Die Sonde Lis-637 (Bindungsposition 16S-rRNS in E. coli nach Brosius et al.,
1981, 637-658) erfaldt funf Vertreter der Gattung Listeria aber nicht L. grayi. Dies ist
vertretbar, da L. grayi zum einen nicht pathogen fir Mensch und Tier ist und zum anderen
sehr selten as Kontamination in Lebensmitteln auftritt. Abbildungen C.3. und C.4. zeigen die
Sondensequenz und die jeweiligen Sondenbindungsstellen von Ziel- und Nicht-
Zielorganismen mit ihren Basenfehl paarungen zu den beiden Sonden.
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Oligonukleotidsonde Lis-1255

Sondensequenz 5 - ACCTCGCGGCTTCGCGAC- 37
Sondenzi el r egi on 5" - GQUCGCGAAGCCGCGAGAU- 37

Li steri a nonocyt ogenes - ==================-
|_I st eri a | nnocua - oo —————-
Li steria wel shineri - oo ———————.
Listeria seeli gel’i - oo ———————.
Listeria ivanovii - oo ———————.
|_I ster | a gr ayl - oo —————-
Brochot hri x thernosphacta - ==================-
Brochot hri x canpestris - ==================-
Desul f onatronovi bri o hydrogenophila  -=======g==========-
Shewanel | a putrefaci ens -==
Shewanel | a al ga -==
Shewanel | a amazonensi s -==
Shewanel | a woodyi - ==

Abbildung C.3.: Sequenzvergleich der Sondensequenz und der Bindungsregion der Sonde Lis-1255 mit allenim
Datensatz der TU-Minchen (Dr. Ludwig, Stand 2000) vorhandenen Arten durch das im Softwarepaket
ARB implementierte Programm ,, probe-match*.

Die Oligonukleotidsonde Lis-637

Sondensequenz 5" - CACTCCAGICTTCCAGITTCC- 37
Sondenbi ndungsstel | e 5" - GGAAACUGGAAGACUGGAGUG 37

Li steri a nonocyt ogenes
Li steria i nnocua

Li steria wel shineri

Li steria seeligeri

Li steria ivanovi

Ent erococcus gal | i narum
Ent erococcus casselifl avus
Ent er ococcus faeci um
Ent er ococcus dur ans

Pedi ococcus acidilactici
Baci |l |l us mycoi des

Abbildung C.4.: Sequenzvergleich der Sondensequenz und der Bindungsregion der Sonde Lis-637 mit allen im
Datensatz der TU-Minchen (Dr. Ludwig, Stand 2000) vorhandenen Arten durch das im Softwarepaket
ARB implementierte Programm ,, probe-match”.

Die optimalen Hybridisierungsbedingungen wurden mit Reinkulturen von Ziel- und Nicht-
Zielorganismen durch Hybridisierung mit aufsteigenden Formamidkonzentrationen im
Hybridiserungspuffer eingestellt. Fir beide Sonden wurden als Zielorganismen

Ethanolfixative aller 13 bekannten Serovarianten von L. monocytogenes und aller Listeria
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Arten, as Nicht-Zielorganismus wurde fur die Sonde Lis-1255 Shewanella alga und fur die
Sonde Lis-637 Enterococcus gallinarum und Enterococcus casseliflavus verwendet.

Dabel zeigten ale untersuchten L. monocytogenes-Stdmme und Listeria-Arten unter
optimalen Hybridisierungsbedingungen mit der Sonde Lis-1255 starke fluoreszierende
Signale. Die Sonde Lis-637 detektierte ebenfalls alle getesteten Listerien aul3er L. grayi mit
hoher Signalstéarke Eine Mischung aus L. monocytogenes RIIl und L. grayi wurde mit den
Sonden Lis-1255-Fluos und Lis-637-Cy3 hybridisiert. Der Stamm L. monocytogenes RIII ist
eine Rauhmutante, in der die Querwande bel der Zellteilung nicht mehr getrennt werden
konnen. Diese Mutante zeigt somit ein fadenartiges Wachstum. L. grayi dagegen liegt als
Einzelzelle vor. Durch Verwendung dieser beiden Stémme bei der in situ Hybridisierung
konnten die Sondensignal e leicht zugeordnet werden (Abbildungen C.5., E und F). Die beiden
Sonden Lis-1255 und Lis-637 sollten bei 40 % Formamid im Hybridisierungspuffer fr in situ
Hybridisierungen bei 46°C eingesetzt werden. Unter diesen Bedingungen zeigen die beiden
getesteten Enterococcus Arten sowie Shewanella alga nach Hybridisierung keine bis sehr
schwache Signale.

C.2.1.2.: In situ Detektion von Listerien mit Polyribonukleotidsonden.

In der vorliegenden Arbeit konnten weder auf 16S noch auf der 23SrRNS
Sondenbindungsstellen gefunden werden, die es erlaubte, L. monocytogenes von L. innocua in
situ mit Oligonukleotidsonden zu differenzieren. Es konnten zwar Bereiche auf der 16S-rRNS
gefunden werden, die es erlauben sollten, diese beiden Organismen unter Verwendung
diverser Kompetitoren zu detektieren (Daten nicht gezeigt), jedoch zeigten sich die
ausgewahlten Regionen nicht zuganglich fur fluoreszenzmarkierte Oligonukleotidsonden.
Darum wurde versucht, mit Polyribonukleotidsonden, die gegen die Doméane Il der 23S
rRNS gerichtet sind, L. monocytogenes von L. innocua in situ zu differenzieren. Durch PCR
[B.1.10.] wurde ein Teil der Doméne |11 der 23S-rDNS von L. monocytogenes EGD sv 1/2a
und L. innocua sv 6a mit dem Primerpaar 1370V/1606R [B.1.10.2.] amplifiziert und das
erhaltene Amplifikat in einen Sequenziervektor kloniert, der die Promotorsequenz fir eine
T7-RNS-Polymerase trug. Durch Sequenzierung wurde die Orientierung des ,, inserts’
bestimmt. Nach Linearisierung des Vektors auf der promotorabgewandten Seite mittels
Hydrolyse durch die Restriktionsendonuklease BamHI konnte durch in vitro-, run-off
Transkription [B.1.15.] unter Verwendung von markierten Ribonukleotiden sowohl eine

mehrfach DIG-markierte Polyribonukelotidsonde in , antisense”, als auch in , sense®
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Orientierung hergestellt werden. Eine Diskriminierung zwischen L. innocua und
L. monocytogenes gelang jedoch nicht, da sich die Sondenbindungsstellen der beiden
Organismen lediglich in einer Position unterscheiden. Fur eine in situ Detektion von Listerien
konnten diese Sonden jedoch verwendet werden. Abbildungen C.5. G bis H zeigen die
Ergebnisse nach Hybridisierung mit einer mehrfach DIG markierten Polyribonukleotidsonde
in, sense" und , antisense” Orientierung. Die Zellen wurden zur Erhéhung der Permeabilitét
flr Gensonden 15 min mit 10 pl Lysozymlosung [B.1.1.] bel RT und anschlief3end fir 5 min
mit 10 ul Proteinase-K-Ldsung [B.1.1.] bei RT behandelt.

C.2.1.3.: In situ Detektion von Listerien in Rohmilch nach Selektivanreicherung

Listerien spielen vor adlem in der milchverarbeitenden Industrie als humanpathogene
Kontaminanten eine wichtige Rolle (Farber und Peterkin, 1991). Vor alem in der
Wei chkéseproduktion lassen sich immer wieder Proben finden, die mit Listerien belastet sind.
Aber auch aus kontaminierter Rohmilch lassen sich Listerien isolieren. Milchkiihe kdnnen an
einer durch L. monocytogenes oder L. ivanovii verursachten Mastitis, einer Entzindung des
Euters, leiden. In der vorliegenden Arbeit wurden finf Rohmilchproben von verschiedenen
landwirtschaftlichen Betrieben auf eine Kontamination mit Listerien untersucht. In direkt
nach der Probenahme fixierter Rohmilch konnten bel keiner Listerien in situ detektiert
werden. Aus diesem Grund wurden Anreicherungskulturen wie in [B.1.3.3.] beschrieben
angelegt. Nach 1, 2, und sieben Tagen wurde ein Aliquot entnommen und fir die in situ
Hybridiserung mit Ethanol fixiert [B.1.4.2.]. Vier Proben zeigten nach sieben Tagen
Selektivanreicherung und in situ Hybridisierung der Fixative keine Kontamination mit
Listerien an. Diese Proben zeigten auch nach zwei Tagen Inkubation in ,FRASER-
Anreicherungbouillon® mit Selektivsupplement [B.1.3.3.] keine Schwarzfarbung durch
Asculinhydrolyse an und konnten somit als , Listerien—frei“ angesehen werden. Bei einer
Probe konnten jedoch bereits nach zwel Tagen Listerien in situ nachgewiesen werden. Bei
den Abbildungen C.6. A und B sind die Ergebnisse zusammengefald. In Abbildung C.5. C
und D ist die in situ Detektion von Listerien in Rohmilch nach sieben Tagen
Selektivanreicherung gezeigt.
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Abbildung C.5.: A, B = In situ Hybridisierung einer Rohmilchanreicherung nach zwei Tagen mit den Sonden
EUB-338-mix-FluosPrime und Lis-637-Cy3, VergrofRerung 1.000 fach. A = Phasenkontrastbild und
Uberlagerung mit dem Fluoreszenzsignal der Sonde Lis-637-Cy3; B = Fluoreszenzbild des gleichen
Bildausschnittes wie bei A durch Uberlagerung der Sondensignale von Eub-338-mix-FluosPrime und
Lis-637-Cy3; C, D = In situ Hybridisierung einer Rohmilchanreicherung nach sieben Tagen mit den
Sonden EUB-338-mix-Cy5 und Lis-637-Cy3, Vergrélierung 1.000 fach; C = Phasenkontrastbild und
Uberlagerung der Fluoreszenzsignale der Sonden Lis-637-Cy3; D = Fluoreszenzbild des gleichen
Bildausschnittes wie bei C durch Uberlagerung der Sondensignale von Eub-338-mix-Cy5 und Lis-637-
Cy3; E, F = In situ Hybridisierung eines artifiziellen Gemisches aus Listeria monocytogenes Stamm
RIII TUMLIis36 und Listeria grayi TUMLIisL mit den Sonden Lis-1255-Fluos und Lis-637-Cy3; E =
Uberlagerung des Fluoreszenzsignals der Sonden Li-1255-Fluos und Lis-637-Cy3; F:
Phasenkontrastbild des gleichen Bildausschnittes wie bei E und Uberlagerung mit den Sondensignalen
der Sonde Lis-637-Cy3, VergrolRerung 1.000 fach; G, H, I, J = In situ Hybridisierung von Listeria
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monocytogenes Stamm EGD sv 1/2a TUMLIsI8 mit mehrfach  DIG-markierten
Polyribonukleotidsonden und anschlief3ender Detektion mit anti-DIG-POD-F,,-Fragmenten und dem
TSA-System; G = Phasenkontrasthild; H = Fluoreszenzbild des gleichen Bildausschnittes wie bel G mit
einer mehrfach DIG-markierten Polyribonuklecotidsonde in , antisense® Orientierung mit 95 %
Formamid im Hybridisierungspuffer bei 52°C Hybridisierungstemperatur; | = Phasenkontrastbild; J =
Fluoreszenzhild des gleichen Bildausschnittes wie bei | nach Hybridisierung mit einer mehrfach DIG-
markierten Polyribonukleotidsonde in , sense” Orientierung unter den gleichen Hybridisierungs- und
Detektionsbedingungen am CLSM wie bei H.

C.2.2.: In situ Detektion von Salmonellen

C.2.2.1.: Verwendete Sonden und deren Spezifitat zur Detektion von Salmonellen

Fur die in situ Detektion von Salmonella spp. wurde eine gegen die 23S-rRNS gerichtete
Sonde verwendet. Die Sonde Sam-63 (Bindungsposition E. coli 23S rRNS, 1742-1760,
Dr. Ludwig, unverdffentlicht) erfaldt alle im Datensatz der TU-Munchen (Dr. Ludwig, Stand
2000) vorhandenen Sequenzdaten der 23S-rRNS von Samonellen. Eine zusétzliche
Sequenzanalyse der Sondenbindungsstelle der 23S-rRNS aller sieben Salmonella enterica
Unterarten [B.1.2.] zeigte ebenfalls keine Basenfehlpaarungen zur Sonde Salm-63. Daneben
wird aber auch Plesiomonas shigelloides von der Sonde detektiert. Abbildung C.6. zeigt die
von der Sonde erfal3ten Mikroorganismen und Organismen, die bis zu einer Basenfehl paarung
inihrer 23S-rRNS Zielregion zur Sonde haben.
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Oligonukleotidsonde Salm-63

Sondensequenz 5" - TCGACTGACTTCAGCTCC- 37
Sondenbi ndungsstel | e 5" - GGAGCUGAAGUCAGUCGA- 37

Sal monel l a ser. typhinmurium

Sal monel I a ser typhi

Sal nonel la ser. dublin

Sal nonel | a spp. bongori

Sal nonel | a spp. arizonae

Sal nonel | a spp. indiana

Sal nonel l a enterica Unterart |

Sal nonel la enterica Unterart |

Sal nonel la enterica Unterart |
I
I

enterica

| s
Ila ari zonae

Sal monel l a enterica Unterart |11b diarizonae

Sal monel |l a enterica Unterart |V houtenae

Sal nonel l a enterica Unterart V bongori

Sal ronel l a enterica Unterart VI indica

Pl esi onbnas shi gel | oi des

Escheri chia col

Vi bri o chol erae

Ci trobacter freundi

Ent er obact er cl oacae

Abbildung C.6. Sondensequenz und Sondenbindungsregion der Sonde Salm-63 von Ziel- und Nicht-
Zielorganismen bis zu einer Basenfehlpaarung in der Bindungsregion.

Der optimale Einsatz der Sonde fur die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung wurde durch
Anlegen von Formamidreihen bestimmt. Dazu wurde der Stamm S typhimurium LT2 als
Zielorganismus verwendet. Als Nicht-Zielorganismus zur Sonde Salm-63 dienten zwel
Citrobacter freundii Stamme und Enterobacter cloacae. Die Sonde Salm-63 sollte bei 35-40
% Formamid im Hybridisierungspuffer bei 46°C Hybridisierungstemperatur eingesetzt
werden. Unter diesen Hybridisierungsbedingungen zeigte der Stamm Salmonella typhimurium
LT2 starke fluoreszierende Signale, wadhrend Hybridisierungen der verwendeten Nicht-
Zielorganismen mit der Sonde Salm-63 kel ne detektierbaren Fluoreszenzsignal e zeigten.

Alle aus Stammsammlungen bezogenen Salmonella Stémme [B.1.2.] und Eigenisolate
[C.1.2.] konnten durch in situ Hybridisierung mit der Sonde Salm-63 detektiert werden und
zeigten stets starke fluoreszierende Signale.
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C.2.2.2.: In situ Detektion von Salmonellen in Bioabfallver garungsanlagen

In Abschnitt [C.1.2.] wurde die Isolierung von Salmonellen aus Bioabfallvergarungsanlagen
beschrieben. Von den jeweiligen Anreicherungskulturen wurden Proben entnommen und mit
Ethanol und 4 % Paraformaldehydiosung [B.1.4.1. und B.1.4.2] fixiert. Durch
fluoreszierende in situ Hybridisierung mit der Sonde Salm-63 konnten Salmonellen nach
Anreicherung in vielen Stufen der Prozef3fthrung in beiden Anlagen nachgewiesen werden.
Ein direkter Nachweis von Salmonellen in nicht angereicherten Proben gelang nicht.
Abbildungen C.7. A bis E zeigen zusammenfassend die Ergebnisse des in situ Nachweises
von Samonellen in Bioabfallvergarungsanlagen nach Anreicherung in gepuffertem
Peptonwasser. Bei den aufgefiihrten Hybridisierungen wurden stets die Sonden Gam-42a-Cy5
mit Kompetitor Bet-42a-C und Salm-63-Cy3 bei 35 % Formamid im Hybridisierungspuffer
bei 46°C Hybridiserungstemperatur eingesetzt. In der vorliegenden Arbeit konnten
Salmonellen nach Anreicherung z.B. im angelieferten Bioabfall, im Gérprodukt und im
Uberstandswasser, das in kommunale Klaranlagen abgefuhrt wird nachgewiesen werden. Die
Probenahmestelle des Garriickstandes und des Uberstandswasser befanden sich nach der

Hygienisierungstufe.

C.2.2.3.: Bestimmung des Detektionslimits des Salmonellennachweises durch FISH

Den Betreibern von Bioabfallvergérungsanlagen legt der Gesetzgeber strenge hygienische
Vorschriften vor. Unter anderem dirfen in 25 g Probenmaterial nach Anreicherung (siehe
[B.1.3.4.]) keine Salmonellen nachgewiesen sein. Aus diesem Grund wurde versucht, die
minimale Zeit zu bestimmen, die es erlaubt, Salmonellen durch fluoreszierende in situ
Hybridisierung zu detektieren. Fur dieses Experiment wurde der nicht pathogene Laborstamm
S typhimurium LT2 verwendet. Von einer Reinkultur wurde durch Plattenverdiinnungsreihen
die Zellzahl bestimmt. Durch Verdinnung der Zellsuspension wurde versucht in 25 g
Gartenerde (Endprodukt nach der Nachrotte der Garriickstande) mit einer Salmonella Zelle zu
beimpfen. Die Zellkonstanz des verwendeten Salmonella Stammes bei Lagerung in
Flussigkultur bei 4°C wurde durch Anlegen von Plattenverdinnungsreihen in Triplikaten nach
einem und zwei Tagen Lagerung Uberprift. Die bestimmten Zellzahlen waren in der
Originalzellsuspension und nach ein und zwei Tagen Lagerung bei 4°C nahezu identisch
(Adamczyk, 2000). Zur Uberprifung der Abwesenheit von Salmonellen in der Probe wurde
parallel Erde wie in [B.1.3.1.] beschrieben behandelt. In dieser Negativprobe konnten nach
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Durchfihrung der gesamten Anreicherungsprozedur [B.1.3.4] keine Samonellen
nachgewiesen werden.. Dieser Ansatz wurde in 225 ml gepuffertes Peptonwasser Uberfihrt
und bel 37°C inkubiert. Zur Bestimmung der Detektionseffizienz des Salmonella-Nachweises
mit fluoreszierenden Gensonden wurde nach 10 h Inkubation alle zwei Stunden ein Aligquot
entnommen, fixiert [B.1.4.1.] und mit der Sonde Salm-63 hybridisiert. Nach 18 h Stunden
konnten bereits Salmonellen in situ nachgewiesen werden. Durch ein dhnlich durchgefihrtes
Experiment, in einer im Arbeitskreis angefertigten Diplomarbeit (Adamczyk, 1999), mit
autoklavierter Gartenerde konnte ebenfalls theoretisch eine angeimpfte Salmonella Zelle nach
18 h Voranreicherung in gepuffertem Peptonwasser durch fluoreszierende in situ
Hybridisierung nachgewiesen werden. Eine Salmonella Zelle in 25 g Probenmaterial kann
also einschliefdich Hybridisierungsprozedur theoretisch nach einem Tag nachgewiesen
werden. Abbildung C.7. F zeigt die Ergebnisse der Hybridisierung nach 18 h Anreicherung in
Peptonwasser mit den Sonden Salm-63 und Eub-338-mix-FluosPrime bei 2.000 facher
VergrolRerung.
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Abbildung C.7.: A. B = In situ Hybridisierung von Speiseresten nach drei Tagen Anreicherung in Peptonwasser
mit den Sonden Gam-42a-Cy5 und Salm-63-Cy3; A = Uberlagerung der Fluoreszenzsignale der beiden
Sonden Salm-63-Cy3 und Gam-42a-Cy5; B = Uberlagerung des Phasenkontrastbildes und des
Fluoreszenzsignals der Sonde Salm-63-Cy3 des gleichen Bildausschnittes wie bei A; C, D = In situ
Hybridisierung einer Probe des Garriickstandes nach drei Tagen Anreicherung in Peptonwasser mit den
Sonden Gam-42a-Cy5 und Salm-63-Cy3 C= Uberlagerung der Fluoreszenzsignale der beiden Sonden
Salm-63-Cy3 und Gam-42a-Cy5. D = Uberlagerung des Phasenkontrastbildes und des
Fluoreszenzsignals der Sonde Salm-63-Cy3 des gleichen Bildausschnittes wie bei C. E = In situ
Hybridisierung von Uberstandswasser nach drei Tagen Anreicherung in Peptonwasser mit den Sonden
Gam-42a-Cy5 und Salm-63-Cy3, Uberlagerung der Fluoreszenzsignale der beiden Sonden Salm-63-
Cy3 und Gam-42a-Cy5. F : In situ Hybridisierung mit den Sonden Eub-338-mix-FluosPrime und Salm-
63-Cy3 zur Bestimmung des Detektiondlimits des Salmonella Nachwei ses durch FISH.

C.2.3.: In situ Detektion von Campylobacter

C.2.3.1.: Verwendete Sonden und deren Spezifitat zur Detektion von Campylobacter

Die Vertreter der Gattung Campylobacter werden vereinfacht in thermotolerante und nicht-
thermotolerante Arten unterteilt. Zu den thermotoleranten Campylobacter Arten zéhlen die
Arten C. jguni, C. cali, C. lari und C. upsaliensis (van Doorn, et al., 1999). Zu den nicht-
thermotoleranten Campylobacter Arten zdhlen unter anderem die Arten C. fetus, C. sputorum
subsp. veneralis, C. sputorum subsp. bubulus und C. sputorum biovar. fecalis. In der
vorliegenden Arbeit wurden zwei Sonden zur in situ Detektion von Campylobacter verwendet
(Meier, personliche Mitteilung) und modifiziert Es wurde zum einen die Sonde Camp-653
(Bindungsposition 16S-rRNS in E. coli nach Brosius et al., 1981, 653-671) und zum anderen
Cajeco-1427 (Bindungsposition 23S-rRNS in E. coli, 1981, 1427-1445) eingesetzt. Die
Spezifitdt der Sonden wurde durch Hybridisierung von Ziel- und Nicht-Zielorganismen zur
Sonde mit aufsteigenden Formamidreithen bestimmt. Als Zielorganismen der Sonde Camp-
653 wurden alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Campylobacter Arten getestet
[B.1.2.] Sie zeigten stets starke, fluoreszierende Signale. Als Nicht-Zielorganismen der Sonde
Camp-653 wurde zwei klinische Isolate von Helicobacter pylori eingesetzt. Unter stringenten
Bedingungen zeigten die beiden H. pylori Stdmme keine detektierbaren Fluoreszenzsignale.
Abbildung C.8. zeigt die Sondensequenz der Sonde Camp-653 und die Sondenbindungsregion
von Zielorganismen und die Basenfehlpaarungen von Nicht-Zielorganismen zur Sonde. Die
Sonde Camp-653 Sollte bei 30 % Formamid Im Hybridisiercungspuffer bel 46°C

Hybridisierungstemperatur eingesetzt werden.
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Oligonukl eotidsonde Camp-653

Sondensequenz 5" - CTGCCTCTCCCTYACTCT - 37
Sondenbi ndungsstel | e 5" - AGAGURAGGGAGAGGCAG 37

Canpyl obact er curvus
Canpyl obact er conci sus
Canpyl obact er mucosalis
Canpyl obacter fetus
Canpyl obacter hyointestinalis - S=================-
Canpyl obact er upsaliensis
Canpyl obact er hel veti cus
Canpyl obacter jejuni
Canpyl obact er hyoil ei
Canpyl obact er col

Canpyl obacter lari

Canpyl obact er curvus
Carrpy| obact er Sput orum - DS—————————————————.
Carrpy| obact er gr acilis - DS—————————————————.
Canmpyl obact er showae
Canpyl obacter rectus
Canpyl obact er sputorum - ===—=—=—=—=—=—=—=—=—=—=—=—====-

Hel i cobact er aci nonychis - g=====U========N==-
Hel i cobact er py| ori - ======U========y==-
Hel i cobact er nenestri nae - ======j=======y==-
Hel i cobacter felis - =============zy==-

Abbildung C.8.: Sequenz der Sonde Camp-653 und die Bindungspositionen der Zielorganismen, sowie die
Basenfehlpaarungen zur Sonde der Nicht-Zielorganismen. R= G oder A, Y = Coder T

Zur in situ Detektion der thermotoleranten Vertreter der Gattung Campylobacter wurde die
Sonde Cagjeco-1427 eingesetzt. Getestet wurde diese Sonde an Fixativen der Arten C. coli,
C.jguni, C. lari und C upsaliensis. Alle Arten zeigten nach Hybridisierung starke
Hybridisierungsignale. Abbildung C.9. zeigt die Sondensequenz der Sonde Cajeco-1427 und
die Sondenbindungsregion von Zielorganismen und die Basenfehlpaarungen von Nicht-
Zielorganismen zur Sonde.
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Oligonukleotidsonde Cajeco-1427

Sondensequenz 5" - AGCCCTAAGCGTCCTTCC- 37

Sondenbi ndungsstel | e 5" - GGAAGGACGCUUAGGGECU- 37

CarT'pyl obacter coli CGAU- ==================- AAGG
CarT'pyl obact er ] ej uni CGAU- ==================- AAGG
Carrpyl obacter lari CGAU- ==================- AAGC
Can'pyl obact er hyOl | ei CGAU ==================- AAGG
Canpyl obact er upsaliensis CGAU- ==================- AAGG
Canpyl obact er nucosalis CGAU- ==============A=y=- AAAG
Canpyl obact er conci sus CGAU- ==============A=y=- AAGC
Wol i nel | a succi nogenes CGAC- ==gg======A=====yu=- AAAC

Abbildung C.9.: Sondensequenz und Sondenbindungsstellen der Ziel- und Nicht-Zielorganismen zur gegen die
23S-rRNS gerichteten Sonde Cajeco-1427 mit | hren Basenfehl paarungen zur Sonde.

Abbildung C.9. A und B zeigt die Ergebnisse der Hybridisierung einer artifiziellen Mischung
von C. jguni (thermotolerant) und C. fetus (nicht-thermotolerant) mit den Sonden Eub-338-
mix-Cy5, Camp-653-Cy3 und Cgeco-1427-Fluos. In Abbildung C.9:, E sind die Ergebnisse
einer in situ Hybridisierung eines artifiziellen Gemisches aus C. coli, L. monocytogenes EGD
sv 1/2a und Legionella pneumophila Stamm Philadel phia mit den Sonden Legpnel-Cy5, Lis-
1255-Cy3 und Camp-653-Fluos zusammengefalit.

C.2.3.2.: In situ Detektion von Campylobacter in roher Hihnerleber

1 g kauflich erworbene Huhnerleber wurde mit 10 ml 1 x PBS-Puffer versetzt und
mechanisch homogenisiert. Dieser Zellbrel wurde mit 4% Paraformaldehydlésung [B.1.4.1.]
fixiert. Abweichend zum Standardfixierungsprotokoll wurde vier mal mit 10 ml 1 x PBS
Losung gewaschen bevor die Suspension in EtOHg4,¢/H2Oreing @aufgenommen wurde. Ohne
Anreicherungsschritte konnten thermotolerante  Campylobacter Arten direkt in der
homogenisierten und fixierten Huhnerleber nachgewiesen werden. Die gleichen Ergebnisse
konnten nach schneiden der Huhnerleber mit einem Kryomikrotom erzielt werden. Die
Abbildungen C.10. C und D zeigen eine Hybridisierung eines 10 um dicken Kryoschnittes
einer fixierten Huhnerleber mit den Sonden Camp-653-Cy3 und Cajeco-1427-Fluos bei 400
facher VergrolRerung. Die Abbildungen C.10., F und G zeigen die Hybridisierung
homogenisierter und fixierter Huhnerleber mit den Sonden Camp-653-Cy3 und Cajeco-1427-
Fluos.
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Abbildung C.10.: A, B = In situ Hybridisierung eines artifiziellen Gemisches aus Campylobacter jegjuni und
Campylobacter fetus mit den Sonden EUB-338-mix-Cy5, Camp-653-Cy-3 und Cajeco-1427-Fluos,
Vergroferung 1.000 fach; A = Phasenkontrastbild und Uberlagerung mit dem Fluoreszenzsignal der
Sonde EUB-338-mix-Cy5; B = Fluoreszenzbild des gleichen Bildausschnittes wie bei A durch
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Uberlagerung der Sondensignale von Camp-653-Cy3 und Cajeco-1427-Fluos, D = In situ
Hybridisierung eines 10 um dicken Cryoschnittes einer Hihnerleber mit den Sonden Camp-653-Cy3
und Cajeco-1427-Fluos; C = Phasenkontrastbild und Uberlagerung des Fluoreszenzsignals der Sonde
Camp-653-Cy3; D: Fluoreszenzbild des gleichen Bildausschnittes wie bei C durch Uberlagerung der
Sondensignale von Camp-653-Cy3 und Cgeco-1427-Fluos, Vergréllerung 400 fach; E: In situ
Hybridisierung eines artifiziellen Gemisches aus Campylobacter coli, Listeria monocytogenes Stamm
EGD sv 1/2a und Legionella pneumophila Stamm Philadelphia mit den Sonden Legpnel-Cy5, Lis-
1255-Cy3 und Camp-653-Fluos. Alle drei Fluoreszenzkandle sind hier mit dem Phasenkontrastbild
Ubereinandergelagert, VergroRerung 1.000 fach; F, G = In situ Hybridisierung einer mechanisch
homogenisierten Huhnerleber mit den Sonden Camp-653-Cy3 und Cajeco-1427-Fluos, F =
Uberlagerung der Fluoreszenzsignale der beiden Sonden; G = Uberlagerung der Fluoreszenzsignale der
beiden Sonden mit dem Phasenkontrastbild des gleichen Bildausschnittes. Vergréf3erung 2.000 fach.

C.3.: Untersuchungen zur Evolution des ,Virulenzgenclusters® von allen bekannten

Listeria Arten durch vergleichende Sequenzanalyse

Der humanpathogene Vertreter der Gattung Listeria, Listeria monocytogenes, besitzt eine
Vielzahl von Virulenzfaktoren, die zum Teil in direkter Nachbarschaft auf dem Chromosom
lokalisiert sind und das sogenannte ,, Virulenzgencluster® bilden (Kuhn und Goebel, 1995).
Dieser wird von den lebenswichtigen Genen prs und Idh flankiert (Abbildung C.11. und
TabelleC.3.). Diese Virulenzfaktoren wurden in der letzten Dekade eingehend charakterisiert
und waren bzw. sind Gegenstand intensiver Forschung (Bohne et al., 1996; Brehm et al.,
1996; Cossart und Lecuit, 1998; Goebel et al., 1993). Interesse besteht vor alem darin, die
Funktionsweise der unterschiedlichen Virulenzgene, deren Regulation und deren
Zusammenwirken mit anderen Virulenzfaktoren zu untersuchen und somit die Lebensweise
von fakultativ intrazelluldr ebenden Bakterien besser zu verstehen. Neben L. monocytogenes
besitzt der ausschliefdich tierpathogene Organismus L. ivanovii eine énliche Anhéufung von
Virulenzgenen, die ebenfalls in direkter Nachbarschaft auf dem Chromosom lokalisiert sind.
Uberraschenderweise besitzt ein nicht pathogener Vertreter der Gattung Listeria, L. seeligeri,
innerhalb dieser flankierenden prs und Idh Gene nicht nur die Gene, welche im
» Virulenzgencluster” von L. monocytogenes lokalisiert sind, sondern zusétzlich noch funf
weitere. Betrachtet man diesen Bereich des Genoms der anderen drel Vertretern der Gattung
Listeria, L. innocua, L. welshimeri und L. grayi, so findet man auch hier eine mehr oder
weniger hohe Anzahl an Genen, die von den Genen prsund Idh flankiert werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ausgehend von Sequenzdaten der Virulenzgene, die von
Eva Ng vom Lehrstuhl fir Mikrobiologie des Theodor-Boveri-Instituts fir Biowissenschaften
der Universitdt Wuarzburg zur VerfiUgung gestellt wurden und Sequenzdaten anderer
Virulenzgene, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit bestimmt wurden, durch detaillierte
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vergleichende Sequenzanalyse, ein Szenario zur Evolution des , Virulenzgenclusters® der

Listeria Arten zu erstellen.
C.3.1.: Anordnung der Geneim ,, Virulenzgencluster”

Die folgende schematische Darstellung [Abb. C.11.] gibt nach jetzigem Kenntnisstand einen
Uberblick tber die Anordnung der einzelnen Gene der bekannten Listeria Arten, die sich im
» Virulenzgencluster” befinden wieder. Die Funktion der Virulenzgene ist soweit bekannt, in

Tab. C.3. zusammengefalt.
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Abbildung C.11.: Anordnung der Gene des Virulenzgenclusters und der Gene, die sich innerhalb der
flankierenden prs und Idh Gene bei den Listeria Arten befinden.
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Tabelle C.3.: Funktion der Geneim,, Virulenzgencluster” , soweit dies bekannt ist.

Gen Funktion
actA ActA Protein, Actin Polymerisation
hly Listeriolysin O, Hamolysin
Idh L actatdehydrogenase
mpl Metalloprotease

plcA Phosphati dyl serin-spezifische Phospholipase C
plcB Phosphatidyl cholin-spezifische Phospholipase C
prfA Transkriptionsregul ator

prs Ribosephosphat-Pyrophosphokinase

vclA unbekannt
vclB unbekannt
vclC unbekannt
vclD hypothetische Zuckerisomerase

vclF1 Transkriptionsregulator der MerR-Familie
vclF2 Transkriptionsregulator der MerR-Familie
vclG1 hypothetische Oxyacylreduktase
vclG2 hypothetische Oxyacylreduktase

vell unbekannt
vcld unbekannt
vclK unbekannt

vclP hypothetische Phosphoesterase

velX Unbekannt

velX/Y  Membrananker wahrscheinlich Signal peptid
velY Unbekannt

vclZ hypothetisches Lipoprotein

C.3.2.: Verwendete Datensitze

Fur vergleichende Sequenzanalysen wurden in der vorliegenden Arbeit Voll- und
Teilsequenzen der Gene prs, vclB (vormals orfB), Idh, vclA (vormals orfA), iap, 16S-rRNS
und 23S-rRNS der einzelnen Listeria Arten verwendet. Um eine Verwechslung mit anderen
Sequenzdaten, die in offentlichen Datenbanken abgelegt sind, zu vermeiden, wurden Gene
mit bisher unbekannter Funktion nicht mit orf (, open reading frame"), sondern mit vcl
(, virulence cluster loci*) benannt (Ng et al., 2000). Von alen Genen wurde eine Datenbank
erstellt, in welche die Sequenzen in ein , Alignment® eingepald wurden. Prim& wurde
versucht, fur phylogenetische Untersuchungen Gene zu verwenden, diein allen Listeria Arten
vorhanden sind. Hierzu wurden die Gene prs, Idh und vclB herangezogen. Neben Sequenzen
dieser drei Gene, die sich im Virulenzgencluster befinden, wurden noch Sequenzdaten des
iap-Gens und der 16S- und 23S-rRNS- aller bisher verfiigbaren Listerien verwendet. Neben
diesen sechs Genen, die im Genom aller Listeria Arten vorhanden sind wurden noch
Sequenzdaten des vclA Gens fur vergleichende Sequenzanalysen herangezogen. Dieses Gen

kannin allen Listeria Arten aul3er L. grayi nachgewiesen werden (siehe Abb. C.11.).
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C.3.3.: Phylogenetische Analyse der Sequenzdaten

Mit Hilfe des Programmpakets ARB und den darin enthaltenen Unterprogrammen zur
Stammbaumberechnung (Strunk, 1993, Strunk, Ludwig, 1997) wurden fir alle Gene
phylogenetische Baume und Dendrogramme basierend auf Nukleinsduresequenzdaten nach
der , Maximum:-Likelihood* (Felsenstein, 1981), ,, Neighbor-Joining“ (Saitou und Nei, 1987).
und , Maximum-Parsimony* Methode sowie Aminosduresequenzdaten (, Maximum
Likelihood”, , Neighbor-Joining® und , Fitch-Margoliash” -Methode) unter Verwendung
diverser Sequenzfilter erstellt [B.1.12.]. Tabelle C.4. zeigt die Ergebnisse aller

Baumberechnungsverfahren mit den Nukleinsduresequenzdaten und den verwendeten Genen.

Tabelle C.4.: Ergebnisse der auf Nukleinsduresequenzdaten basierenden Baumberechnungen, die auf die
verschiedenen Sequenzdatensdtze angewendet wurden. ML = , Maximum-Likelihood*, NJ =
» Neighbor-Joining*, PAR = , Maximum-Parsimony*, k. A. = keine Auflésung. (+) = wird vom
Baumberechnungsverfahren unterstiitzt. (-) = wird von Baumberechnungsverfahren nicht unterstiitzt.

L. grayi tiefste L. monocytogenes/ L. welshimeri/l. seeligeri/
Verzweigung innerhalb der L. innocua L. ivanovii gruppierenin
Gattung Listeria gruppierenin einer Linie einer Linie
Gen ML NJ PAR] ML NJ PAR] ML NJ PAR
Idh + + + + + +
prs + + + + + + + + +
vcl B + + + + + + + + +
VclA + + +
iap + + + + + + + + +
16SrRNS + + + + + + k. A. k. A k. A.
16SrRNS + + + + + + k. A. k. A k. A.

Dabei konnte  durch dle Baumberechnungsverfahren und verwendeten
Nukleinsduresequenzdaten nachgewiesen werden, dal3 L. grayi die tiefste Abzweigung
innerhalb der Gattung Listeria darstellt. Im Laufe der Evolution schienen sich die Ubrigen
funf Arten in zwei Entwicklungslinien aufgespalten zu haben. Die erste Linie setzt sich aus
L. monocytogenes und L. innocua zusammen, wahrend in die zweite Linie L. welshimeri,
L. ivanovii und L. seeligeri gruppieren. Dies wurde von den meisten, aber nicht von alen
Berechnungsverfahren unterstiitzt.

L. innocua scheint im folgenden Lauf der Evolution durch ein Deletionsereignis seine
Pathogenitdt im Vergleich zu L. monocytogenes verloren zu haben. Offensichtlich deletierte
hier ein grof3es Stiick des Virulenzgenclusters, das die Gene prfA bis einschliefdlich plcB

(siehe [C.1.1.]) aus dem Chromosom von L. innocua entfernte. Die Fahigkeit tierpathogen zu
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sein, scheint in der zweiten Linie durch Deletion der Gene vclC bis velX/Y bei L. welshimeri
verlorengegangen zu sein. L. welshimeri scheint nach der Zweiteilung in der Linie mit
L. seeligeri und L. ivanovii die tiefste Verzweigung zu bilden. Dies wurde aber erneut nicht
von alen Berechnungsverfahren unterstitzt. Tabelle C.5. fald die Ergebnisse der
Baumberechnungsverfahren der Nukleinsauresequenzdaten der verwendeten Gene zusammen.

Tabelle C.5.; Position von L. seeligeri, L. ivanovii und L. welshimeri nach vergleichender Analyse der
verwendeten Sequenzdaten. (+) = wird vom Baumberechnungsverfahren unterstiitzt. (-) = wird von
Baumberechnungsverfahren nicht unterstiitzt.

Gen L. welshimeri zeigt tiefste L. seeligeri /L. ivanovii gruppieren
Verzweigun zusammen
ML NJ PAR ML NJ PAR
Idh - - - + - -
prs - - - - - -
vclB - + - - + -
iap + + + + + +

Phylogenetische Analysen basierend auf Aminosauresequenzdaten gestalteten sich aufgrund
der sehr hohen Sequenzédhnlichkeiten der Gene untereinander sehr schwierig. Alle
berechneten Baume lief3en zwar erneut L. grayi as urspringlichste Art in der Gattung Listeria
erkennen, jedoch war die Auflésung zu gering, um Aussagen Uber die Evolution des
» Virulenzgenclusters® bel den anderen Arten der Gattung Listeria machen zu kdnnen. Die
sehr geringen Sequenzunterschiede sowohl auf Aminosaure- als auch auf Nukleinsdureebene
(sehe G.1.) spiegeln die oben angesprochenen Unterschiede in der Baumtopologie bel
phylogenetischen Berechnungen mit Aminosauresequenzdaten wider.

C.3.4.: ,Kombinierte* Datensitze

Aus oben genannten Griinden wurden die Datensétze miteinander kombiniert, um so eine
hohere Auflésung bei der phylogenetischen Analyse zu erzielen. Dazu wurden die jeweiligen
» Alignments®  hintereinander kopiert und somit ein artifizieller Datensatz an Sequenzen
geschaffen. Es wurden alle Gene, die es erlaubten Baumberechnungen auf Nukleinsdureebene
und Aminosaureebene durchzufiihren zusammengefaldt. Die Abbildung C.12. zeigt

schematisch die neu geschaffenen zusammengesetzten Datensétze.
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Kombinierter Datensatz fir Nukleinsduren aller Listeria Arten

prs vclb Idh 16S-rRNS 235 rRNS iap

A Ll T W |

Kombinierter Datensatz fir Nukleinsauren aller Listeria Arten
mit Ausnahmevon L. grayi

prs vclb  Idh 16S-rRNS 235 rRNS iap orfa

e ===] N | = 0 N

Kombinierter Datensatz fir Aminosauren aller Listeria Arten

prs vclb  Idh

C HE%W

Kombinierter Datensatz fiir Aminosauren aller Listeria Arten
mit Ausnahmen von L. grayi

prs vclb  Idh orfa

D ME%WE

Abbildung C.12.: Verwendete ,kombinierte" Datensdtze zur Untersuchung des , Virulenzgenclusters® der
Listeria Arten.

In Tabelle C.6. sind die Ergebnisse der Baumberechnungen mit allen verwendeten
Kombinationen an Datensdtzen sowohl auf Nukleinsdure-, als auch auf Aminosdureebene
wiedergegeben. Aus diesen Datensdtzen berechnete phylogenetische Baume zeigten eine
weitaus stabilere Topologie als die zuvor berechneten Baume. Die mit dem oben angefihrten
zusammengesetzten Datensdtzen berechneten Baume lieferten mit  fast  alen
Berechnungsverfahren das gleiche Evolutionsszenario. L. grayi erscheint auch hier as
urspringlichste Art der Gattung Listeria. Im Laufe der Evolution spalteten sich die Gbrigen
funf Arten in zwel Entwicklungslinien auf. In eine Linie gruppieren L. monocytogenes und
L. innocua, in die andere L. welshimeri, L. seeligeri und L. ivanovii. In der zweiten Linie

bildet L. welshimeri die tiefste Verzweigung.

Tabelle C.6.: Ergebnisse der Baumberechnungen mit allen in Abbildung C.12. dargestellten kombinierten
Datensdtzen. ML = , Maximum-Likelihood*, NJ = , Neighbor-Joining“, PAR = , Maximum-
Parsimony*, FITCH = , Fitch-Margoliash* -Methode. . (+) = wird vom Baumberechnungsverfahren
unterstiitzt. (-) = wird von Baumberechnungsverfahren nicht unterstiitzt.
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C.3.5.: ,Konsensusbaum® zur Evolution des,, Virulenzgenclusters® bei Listerien

Abbildung C.13. zeigt einen Konsensus Baum, berechnet mit der Datensatz-Kombination A
(sehe Abb. C.12)) nach der , Maximum-Likelihood* Methode unter Verwendung eines
Sequenzfilters der ale Nukleinsduredaten berlicksichtigt, die im , Alignment* bel allen
Listeria Arten vorhanden waren und den Sequenzabschnitt, der die TN-, repeat” -Doméane des
iap-Gens ausschliefd. L. grayi zeigt sich hier erneut als die evulotorisch urspriinglichste Art
der Gattung Listeria. Die Ubrigen funf Arten trennten sich im Lauf der Evolution in zwel
Entwicklungslinien auf, wobei die erste Linie die Arten L. monocytogenes und L. innocua und
die zweite Linie L. welshimeri, L. seeligeri und L. ivanovii beinhaltet. L. welshimeri bildet in
der zweiten Linie die tiefste Verzweigung. Folglich scheint die Fahigkeit pathogen zu sein, in

der Gattung Listeria wahrend der Evolution zumindest zweimal verlorengegangen zu sein.
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Listeria monocytogenes

Listeria innocua
Listeria ivanovii

Listeria seeligeri

Listeria welshimeri

Listeria grayi 0.10

Abbildung C.13. Phylogenetischer Baum berechnet nach dem , Maximum:-Likelihood" -Verfahren. Zur
Berechnung wurde der zusammengesetzte Datensatz A [Abb. C.12.] verwendet. Die Zahlenwerte
(,, bootstrap-values* ) geben die Wahrscheinlichkeiten der Richtigkeit der Astverzweigung an die sich
aus 1.000 facher Wiederholung der Baumberechnung nach dem ,, Maximum-Parsimony” -Verfahren
ergaben. Der Balken gibt 10 % Sequenzdivergenz an.

C.4.: Differenzierung von Listerien und Feindifferenzierung von L. monocytogenes

C.4.1.: Feindifferenzierung von L. monocytogenes durch vergleichende Sequenzanalyse

von Virulenzgenen

Listeria monocytogenes besitzt eine Vielzahl von Virulenzfaktoren, die in der Einleitung
eingehend beschrieben wurden. In der Literatur findet man stellenweise Hinweise, dal3 sich
L. monocytogenes Stamme in ihrer Virulenz und ihrem pathogenen Potential unterscheiden
kénnen (Wiedmann et al., 1997). Deswegen wurde in dieser Arbeit versucht, durch
detaillierte Sequenzanalyse von zwel Virulenzfaktoren L. monocytogenes naher zu
differenzieren, um moglicherweise eine Aussage Uber die unterschiedliche Auspragung der
Virulenz geben zu kénnen.

Zum einen wurde das iap-Gen gewahlt, das neben seiner Funktion wahrend der Anheftung an
die Wirtszelle noch eine lebenswichtige Funktion als Mureinhydrolase erfillt (Bubert et al.,
1992, 1997; Kohler et al., 1990, 1991; Winscher et al., 1993), und zum anderen das plcA-
Gen, welches ebenfalls einen essentiellen Virulenzfaktor fur L. monocytogenes darstellt
(Camilli et al. 1992) und fur eine Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C kodiert,
das es L. monocytogenes ermdglicht, aus dem Wirtszellphagosom zu entkommen
(Leitmeister-Wé&chter et al., 1990; Mengaud et al., 1991; Sun et al., 1990).
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C.4.11: Sequenzanalyse der iap-Gene aller bekannten Listeria Arten und

unterschiedlicher L. monocytogenes Stamme

Im Rahmen einer im Arbeitskreis angefertigten Diplomarbeit (Walcher, 1999) und der
vorliegenden Arbeit wurden 94 iap-Gene aller bisher bekannten Arten der Gattung Listeria
einer Sequenzanayse unterzogen. Davon stammen 71 Sequenzen von L. monocytogenes
Stdmmen, die ale bekannten 13 Serovariationen (Farber und Peterkin, 1991; Schuchat et al.,
1991) von L. monocytogenes abdecken. Die aus bestehenden Stammsammlungen bezogenen
L. monocytogenes Stdmme wurden zur Unterdriickung von etwaigen Kontaminationen auf
»OXFORD" Medium mit Selektivsupplement [B.1.3.1.] vereinzelt und jeweils eine Kolonie
in BHI Medium [B.1.3.1.] angezogen. Von diesen Zellen wurde DNS isoliert [B.1.5.1. oder
B.1.5.2] und daraus die iap-Gene mit dem Primerpaar iap-P-V und iap-P-R [B.1.10.2.4.]
mittels PCR [B.1.10.] amplifiziert. Die erhaltenen Amplifikate wurden nach Uberprifung
durch horizontaler Gelelektrophorese [B.1.6.2.] aufgereinigt [B.1.10.6.] und anschlief3end
entweder direkt mit den Primern iap-V-IR und iap-R-IR einer nichtradioaktiven
Sequenzanalyse [B.1.11.] unterzogen, oder kloniert [B.1.9.1.] und anschlief3end die Plasmide
sequenziert. Alle erhaltenen Sequenzen wurden anhand lhrer Ubersetzung in Aminosauren
korrekturgelesen und in en , Alignment® schon vorhandener Sequenzen eingepaldt.
Phylogenetische Analysen wurden mit den Berechnungsverfahren ,, Maximum-Likelihood”,
» Maximum-Parsimony* und ,, Neighbor-Joining* [B.1.12.] durchgefthrt. Dabei konnte
gezeigt werden, dald sich die Art L. monocytogenes offensichtlich im Laufe der Evolution in
drei Entwicklungslinien aufgetrennt hat. Abbildung C.14. zeigt einen phylogenetischen Baum
berechnet aus den erhaltenen Sequenzdaten nach der ,, Maximum-Likelihood" -Methode. Fir
die Berechnung wurde ein Sequenzfilter verwendet, der alle Nukleinsduredaten mit
Ausnahme des Sequenzabschnitts, der fur die TN-, repeat” -Doméne des iap-Gens kodiert,
berlicksichtigt. Es konnten 3 L. monocytogenes Stdmme der Entwicklungslinie | und jewells
34 L. monocytogenes Stamme der Entwicklungslinie 1l und 111 zugeordnet werden. Eine
weitere eindeutige Unterscheidung der einzelnen L. monocytogenes Stdmmen innerhalb der

jeweiligen Entwicklungslinien war nicht mehr moglich.
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L. monocytogenes
Linielll, 34 Stdmme

L. monocytogenes

Liniell, 34 Stamme L. monocytogenes

Liniel, 3 Stamme

L. innocua,
8 Stamme
L. grayi,
1 Stamm
L. welshimeri,
4 Stamme
_ B L. seeligeri,
L. |v§_1novn, 7 Stamme
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Abbildung C.14.: Phylogenetischer Baum aller in dieser Arbeit verwendeten Stdmme berechnet nach der
» Maximum:-Likelihood* Methode unter Verwendung eines Sequenzfilters, der die TN-, repeat” -
Doméne bei den Berechnungen ausschliefdt. Die Zahlenwerte (, bootstrap values') geben die
Wahrscheinlichkeit der Verzweigungen an, basierend auf Berechnungen nach dem ,, Maximum-
Parsimony -Verfahren mit 1.000 Berechnungswiederholungen.. Der Balken gibt 10 %
Sequenzdivergenz an.

Aufgrund der detaillierten Sequenzanalyse konnte auch ein deutlicher Langenunterschied in
der Aminosaureprimarstruktur zwischen den iap-Genen der analysierten L. monocytogenes
Stdmme erkannt werden. Dieser stammt vor allen aus der unterschiedlichen Auspragung der
sogenannten TN-, repeat” -Domane des iap-Gens (Kohler et al., 1990, Bubert et al., 1992). In
diesem hochvariablen Abschnitt des iap-Gens (Position 333 bis 488 im Aminosaurealignment
der iap-Gen Sequenzdatenbank) zeigt sich eine Anhdufung an Wiederholungen der
Aminosauren Threonin (T) und Asparagin (N). So zeigen die 3 Vertreter der
Entwicklungslinie | alle einen TN-, repeat® mit 11 Wiederholungen. In Entwicklungslinie |1
finden wir 13-17 TN-Wiederholungen wahrend wir In Entwicklungslinie I11 die [angsten TN-
, repeats’ unter den L. monocytogenes Stammen mit 16 bis 24 Wiederholungen finden. In
Tabelle C.7. sind alle untersuchten Listeria Stdmme und deren Referenzen, die Anzahl an
sequenzierten Basen des iap-Gens, die Zugehorigkeit zur jeweiligen Entwicklungslinie und

die Anzahl der TN-, repeats’ zusammengefaldt
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Tabelle C.7.: Alle in dieser Arbeit verwendeten Listeria Stémme von denen die iap-Gene sequenziert und
analysiert wurden. (Nuc iap) = Anzahl an sequenzierten Nukleinséurebasen des iap-Gens. (As iap) =

Anzahl der zur Verfligung stehenden Aminosduren. (TN) = Anzahl der TN-,repeats’. (Ewl)
Entwicklungdlinie. (sv) = Serovariante. (n. b.) = nicht bestimmt. (-) = kein TN-, repeats‘. ()

wahrscheinlich falsch serotypisiert.

Arten/Stamm Serotyp Referenz Nuciap | Asiap | TN | Ewl
L. grayi n. b. TUMLIis1 1536 512 - -
L. innocua n. b. IMVW127 1422 474 - -
L. innocua n. b. IMVW128 1416 472 - -
L. innocua n. b. IMVW129 1422 474 - -
L. innocua n. b. IMVW620 1425 475 - -
L. innocua sv 6a NCTC11288 1446 482 - -
L. innocua "OXFORD" n. b. TUMLIs2 1410 470 - -
L. innocua "PALCAM" n. b. TUMLIS3 1410 470 - -
L. innocua V62a n. b. TUMLIisA 1416 472 - -
L. ivanovii n. b. ATCC19119 1575 525 - -
L. ivanovii n. b. IMVW1656 1572 524 - -
L. ivanovii n. b. IMVW788 1569 523 - -
L. monocytogenes sv 4a SLCC2374 1419 473 11 I
L. monocytogenes sv 4c TUMLIis5 1356 452 11 I
L. monocytogenes sv 4a TUMLIis6 1338 446 11 I
L. monocytogenes n. b. IMVW1427 1437 479 17 Il
L. monocytogenes n. b. IMVW1428 1437 479 17 Il
L. monocytogenes sv de IMVW1446 1434 478 16 Il
L. monocytogenes sv 4d/e IMVW1447 1434 478 16 Il
L. monocytogenes sv 1/2b IMVW1464 1363 454 17 Il
L. monocytogenes n. b. IMVW1517 1434 478 16 Il
L. monocytogenes n. b. IMVW1577 1416 472 13 Il
L. monocytogenes sv 3b IMVW1603 1440 480 17 Il
L. monocytogenes sv 4b IMVW1724 1371 457 16 Il
L. monocytogenes sv 4b IMVW1725 1371 457 16 Il
L. monocytogenes sv 1/2b IMVW1726 1375 458 17 Il
L. monocytogenes sv 1/2b IMVW1727 1374 458 17 Il
L. monocytogenes n. b. IMVW2291 1416 472 13 Il
L. monocytogenes n. b. IMVW?2296 1434 478 16 Il
L. monocytogenes n. b. IMVW2309 1434 478 16 Il
L. monocytogenes n. b. IMVW2311 1434 478 16 Il
L. monocytogenes n. b. IMVW2312 1434 478 16 Il
L. monocytogenes n. b. IMVW2313 1434 478 16 Il
L. monocytogenes n. b. IMVW2314 1434 478 16 Il
L. monocytogenes n. b. IMVWA478 1434 478 16 Il
L. monocytogenes n. b. IMVWA479 1434 478 16 Il
L. monocytogenes sv 4b SLCC4013 1359 453 16 Il
L. monocytogenes sv 3b TUMLIis7 1322 440 17 Il
L. monocytogenes sv7 TUMLIis8 1361 453 17 Il
L. monocytogenes sv 1/2b TUMLIs9 1324 441 17 Il
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Tabelle C.7.: Fortsetzung

Arten/Stamm Serotyp Referenz Nuciap | Asiap | TN | Ewl
L. monocytogenes sv4d TUMLIis10 1323 441 16 1
L. monocytogenes sv 4e TUMLIis11 1356 452 16 I
L. monocytogenes |sol n. b. TUMLIis20 1416 472 16 I
L. monocytogenes |sol1l n. b. TUMLIs21 1434 478 13 I
L. monocytogenes | so45 n. b. TUMLIis23 1434 478 16 I
L. monocytogenes | s046 n. b. TUMLIis24 1434 478 16 I
L. monocytogenes | s050 n. b. TUMLIis25 1326 442 17 I
L. monocytogenes NV4700 (sv4a) TUMLIis29 1434 478 16 I
L. monocytogenes ScottA sv4db TUMLIis32 1434 478 16 I
L. monocytogenes n. b. IMVW1302 1449 483 18 Il
L. monocytogenes sv 1/2a IMVW1433 1341 447 19 Il
L. monocytogenes n. b. IMVW1436 1443 4381 17 11
L. monocytogenes sv 1/2a IMVW1449 1322 440 16 11
L. monocytogenes sv 1/2a IMVW1454 1353 451 21 11
L. monocytogenes n. b. IMVW1516 1443 4381 17 Il
L. monocytogenes n. b. IMVW1602 1449 483 18 Il
L. monocytogenes sv 3a IMVW1630 1353 451 16 Il
L. monocytogenes sv 1/2a IMVW1632 1440 480 17 Il
L. monocytogenes sv 1/2c IMVW310 1361 453 19 Il
L. monocytogenes sv 1/2a IMVW34564 1379 459 17 Il
L. monocytogenes sv 1/2a IMVW349 1378 459 17 Il
L. monocytogenes sv 1/2c IMVW351 1394 464 20 Il
L. monocytogenes n. b. IMVW560 1455 273 19 Il
L. monocytogenes n. b. IMVW566 1455 317 19 Il
L. monocytogenes n. b. IMVW567 1455 485 19 1
L. monocytogenes n. b. IMVW568 1455 485 19 1
L. monocytogenes sv 1/2a IMVW761 1485 495 24 Il
L. monocytogenes sv 1/2a TUMLIis12 1341 447 19 11
L. monocytogenes sv 1/2c TUMLIis13 1347 449 20 Il
L. monocytogenes sv 4ab TUMLis14 1350 450 19 Il
L. monocytogenes sv 3¢ TUMLIis15 1340 446 19 Il
L. monocytogenes sv 3a TUMLIis16 1216 405 19 Il
L. monocytogenes Aachen sv 1/2a TUMLIis17 1335 445 18 Il
L. monocytogenes EGD sv 1/2a TUMLIis18 1455 485 19 Il
L. monocytogenes F-Stamm sv 3a TUMLIis19 1372 457 19 Il
L. monocytogenes |so3 n. b. TUMLIis22 1443 481 17 Il
L. monocytogenes LL141 sv 1/2a TUMLIis26 1333 444 18 Il
L. monocytogenes LL365 sv 1/2a TUMLIis27 1333 444 18 Il
L. monocytogenes LL93 sv 1/2a TUMLIis28 1370 456 19 Il
L. monocytogenes R479a n. b. TUMLIis30 1449 483 18 Il
L. monocytogenes R62a n. b. TUMLIis31 1449 483 18 Il
L. monocytogenes V527a n. b. TUMLIis33 1443 481 17 11
L. monocytogenes V5a n. b. TUMLIis34 1437 479 16 11
L. sedligeri n. b. IMVW783 1551 517 - -
L. sedligeri n. b. IMVW844 1578 526 - -
L. sedligeri n. b. IMVW860 1551 517 - -
L. sedligeri n. b. SLCC3954 1572 524 - -
L. sedligeri n. b. SLCC5921 1458 486 - -
L. sedligeri n. b. SLCC7309 1426 475 - -
L. sedligeri n. b. SLCC7329 1467 489 - -
L. welshimeri n. b. IMVW1656 1575 525 - -
L. welshimeri n. b. IMVW420 1575 525 - -
L. welshimeri n. b. SLCC5828 1575 525 - -
L. welshimeri R90b n. b. TUMLIis35 1569 523 - -
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C.4.1.2.: Feindifferenzierung von L. monocytogenes dur ch ver gleichende Sequenzanalyse
des plcA-Gens

Listeria monocytogenes besitzt eine Vielzahl an Virulenzfaktoren, das es dem Keim
ermoglicht,, in menschliche Zellen einzudringen, sich aktiv von Zelle zu Zelle zu bewegen,
um so benachbarte Zellen zu infizieren (Brehm et al., 1996; Goebel et al., 1993; Kreft et al.,
1995). Ein wichtiges Genprodukt hierfir wird vom sogenannten plcA-Gen kodiert, namlich
eine Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C (siehe C.4.1.). Anhand von
vergleichender Sequenzanalysen der iap-Gene verschiedener L. monocytogenes Stamme
konnte gezeigt werden, dal3 sich die Art L. monocytogenes im Laufe der Evolution in drei
Entwicklungslinien aufgetrennt hat [C.4.1.1.]. Dieses Ergebnis konnte durch vergleichende
Sequenzuntersuchung des plcA-Gens aus verschiedenen L. monocytogenes bestétigt werden.
Dazu wurden die plcA-Gene dler 13 Serovarianten von L. monocytogenes mit dem
Primerpaar plcA-V und plcA-R [B.1.10.2.5.] mittels PCR [B.1.10.] amplifiziert, die
erhaltenen ca. 850 bp grof3e Amplifikate kloniert [B.1.9.] und einer nichtradioaktiven
Sequenzanalyse [B.1.11.] unterzogen. Die erhatenen Sequenzdaten wurden in ein
» Alignment” dreler bereits bekannter plcA Sequenzen von L. monocytogenes Stamm EGD sv
1/2a, L. sedligeri und L. ivanovii eingepald. Anhand der Aminosaure-sequenzdaten und der
ausgedruckten Bandenmuster der Sequenziergele wurden ale Sequenzen korrekturgelesen.
Phylogenetische Untersuchungen der erhaltenen Sequenzdaten nach der ,, Maximum-
Parsimony*, , Maximum-Likelihood” und , Neighbor-Joining“ [B.1.12.] Methode zeigten
erneut eine eindeutige Aufteilung der untersuchten L. monocytogenes Stamme in drel
evolutiondre Linien. Das in Abbildung C.15. dargestellte, nach der , Neighbor-Joining" -
Methode erstellte, Dendrogram gibt die phylogenetischen Positionen der untersuchten

Stdmme wieder.

90



ERGEBNISSE

Abbildung C.15.: Phylogenetisches Dendrogramm berechnet nach der , Neighbor-Joining“-Methode mit
Sequenzdaten aller 13 Serovarianten von L. monocytogenes. Balken indiziert 10 % Sequenzdivergenz.
Fir die Berechnung wurde ein Sequenzfilter verwendet, der die Sequenzdaten aller Stdmme
berlicksichtigt die im Alignment bei alen Stdmmen vorhanden waren. Der Balken gibt 10 %

In Tabelle C.8. sind die Referenzen der sequenzierten plcA-Gene und die Zugehorigkeit der

o

L. monocytogenes sv 4c
L. monocytogenes sv 4a
L. monocytogenes sv 4b
L. monocytogenes sv 4d
L. monocytogenes sv 4e
L. monocytogenes sv 1/2b
L. monocytogenes sv 3b
L. monocytogenes sv 7
L. monocytogenes sv 4ab
L. monocytogenes EGD sv 1/2a
L. monocytogenes sv 3¢
L. monocytogenes sv 1/2¢

L. monocytogenes sv 3a

0.10

Sequenzdivergenz an.

L. ivanovii
Liniel

Liniell

Linielll

L. seeligeri

jeweiligen L. monocytogenes Stamme zur jeweiligen Entwicklungslinie zusammengefalit.

Tabelle C.8.: Verfugbare plcA Sequenzdaten aller untersuchten Stdmme und Zugehtrigkeit der einzelnen
Vertreter zu den jeweiligen evolutiondren Linien bei unterschiedlichen Baumberechnungsverfahren
basierend auf Nukleinsduredaten MM =, Maximum-Likelihood“, NJ = , Neighbor Joining", PAR =

» Maximum-Parsimony“ . I, I1, 111 = jeweilige evolutionére Linie von L. monocytogenes
Stamm Nukleinsdure- | Aminosdure- | MM | PAR | NJ
sequenz [b] | sequenz [Ag]

L. seeligeri SLCC3954 957 319 - - -
L. ivanovii ATCCC19119 960 320 - - -
L. monocytogenes sv 4a TUMLis6 815 271 I I I
L. monocytogenes sv 4c TUMLis5 815 271 I I I
L. monocytogenes sv 1/2b TUMLis9 815 271 I I Il
L. monocytogenes sv 3b TUMLis7 815 271 1 1 Il
L. monocytogenes sv 4b SL CC4013 815 271 1 1 Il
L. monocytogenes sv 4d TUMLis10 815 271 1 1 Il
L. monocytogenes sv 4e TUMLis11 815 271 1 1 Il
L. monocytogenes sv 7 TUMLis8 815 271 1 1 Il
L. monocytogenes EGD sv 1/2a TUMLs18 948 316 i I i
L. monocytogenes sv 1/2¢ TUMLis13 815 271 Il 11 11
L. monocytogenes sv 3a TUMLIis16 812 270 Il Il 11
L. monocytogenes sv 3¢ TUMLis15 815 271 Il Il 11
L. monocytogenes sv 4ab TUMLis14 815 271 11 1 11

91




ERGEBNISSE

C.4.2.. Feindifferenzierung von L. monocytogenes durch molekularbiologische
Methoden

C.4.2.1.: Entwicklung eines PCR-gestutzten Verfahrens zur Detektion der einzelnen

evolutiondren Linien von L. monocytogenes

Basierend auf den umfangreichen Datensatz an iap-Gen Sequenzen von etwa 130 kb konnte
im Rahmen einer im Arbeitskreis angefertigten Diplomarbeit (Walcher, 1999) und der
vorliegenden Arbeit ein PCR-gestiitztes Nachweissystem fir die jewelligen evolutionéren
Linien von L. monocytogenes entwickelt werden. Es konnten verschiedene spezifische
Bindungsstellen gefunden werden, die es erlaubten, die Entwicklungslinien-spezifischen
Primerpaare iap-P-1-217-V/iap-P-1-1.047-R (spezifisch fur die Linie I), iap-P-11-820-V /iap-P-
[1-1.047-R (spezifisch fur die Linie 1) und iap-P-111-412-V/iap-P-111-1.047-R (spezifisch fur
die Linie 111) zu entwickeln [B.1.10.2.4.]. In Abbildung C.16 sind die Bindungsstellen der
jeweiligen Primerpaare im iap-Gen, die theoretische Lange der jeweiligen Amplifikate und
beispielhaft die erhaltenen Amplikons nach Auftrennung in einem Agarosegel jewells eines

Vertreters aus jeder evolutionéren Linie von L. monocytogenes zusammengefalt.
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Abbildung C.16.: Schematische Ubersicht tiber die Primerbindungsstellen fir das entwickelte PCR-System zum
Nachweis der 3 evolutiondren Linien von L. monocytogenes. Angezeigt sind die Primerkombinationen
und die Lange der Amplifikate fur die Linie | (A), 11 (B) und Il (C); D = Ergebnisse der spezifischen
PCR fur jede evolutiondre Linie von L. monocytogenes a = PCR spezifisch fur Linie I; b = PCR
spezifisch fur Linie ll; ¢ = PCR spezifisch fur Linie 1.

C.4.2.1.1.: Uberprufung des entwickelten PCR-Systems anhand L. monocytogenes

Stammeder 13 bekannten Serovarianten

Bis heute sind 13 Serotypen von L. monocytogenes bekannt, die in verschiedenen Gruppen
zusammengefaldt werden (siehe Tab. B.1.). Das entwickelte PCR-System wurde zuerst auf die
13 bekannten Serovarianten von L. monocytogenes angewendet. Die daraus resultierenden
Amplikons sind entsprechend der Stellung der einzelnen L. monocytogenes Stamme im

phylogenetischen Dendrogramm in Abbildung C.17. wiedergegeben.
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Abbildung C.17.: A = Einteilung von L. monocytogenes Stdmmen aller bekannten 13 Serovarianten in die
jeweiligen evolutiondren Linien. Gezeigt ist ein Dendrogramm berechnet aus den
Nukleinsiuresequenzdaten des iap-Gens nach der ,, Neighbor-Joining* -Methode unter Verwendung
eines Filters der alle Teile aul3er der TN-, repeat” Doméne von L. monocytogenes berticksichtigt Es

sind nur die Serovarianten von L. monocytogenes angegeben. B = Spezifische PCR fir jede
evolutionare Linie von L. monocytogenes

C.4.2.1.2.: Anwendung des entwickelten PCR-Systems auf L. monocytogenes-|solate
ver schiedenen Ursprungs

Mit dieser PCR-gestitzten Nachwei smethode wurden ale aus Stammsammlungen bezogenen
L. monocytogenes Stémme, von denen die Sequenzen der iap-Gene bestimmt wurden, getestet
(Daten nicht gezeigt). Zur Uberprifung der Spezifitdt und der Zuverlassigkeit dieses
Verfahrens wurden zusétzlich eigene Isolate aus unterschiedlichen Proben getestet. Dazu
wurden aus verschiedenen Proben Anreicherungen nach [B.1.3.3.] angelegt und auf das
Vorhandensein von Listerien hin Uberprift. Von den erhatenen Reinkulturen wurde
anschlief3end die DNS isoliert [B.1.5.1. oder B.1.5.2.] und das entwickelte diagnostische
PCR-Verfahren ausgetestet.

Um das entwickelte PCR-System auf seine Tauglichkeit in der Praxis zu testen, wurden
Listerien aus verschiedenen Belebtschlammen siehe (C.1.1.), aus Romadur-Kése und aus
Raucherlachs isoliert. Zusétzlich wurden als L. monocytogenes typisierte klinische Isolate von

fUnf Patienten, die Symptome einer Gastroenteritis zeigten, untersucht. Es zeigte sich, dal3 in
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alen Falen das entwickelte PCR-System spezifisch fir L. monocytogenes und den jewelligen
evolutiondren Linien von L. monocytogenes war. Hervorzuheben ist, da3 keine der
konstruierten Primer zu falsch positiven Ergebnissen mit anderen Listeria Arten besonders
nicht mit L. innocua fuhrte. Bei allen Isolaten und untersuchten Stémmen wurde nach DNS-
Isolierung [B.1.5.1. oder B.1.5.2] versucht- das iap-Gen mit dem dafir spezifischen
Primerpaar iap-P-V und iap-P-R [B.1.10.2.4.] zu amplifizieren. Anschlie?end wurde
versucht, mit dem fir L. monocytogenes spezifischen Primerpaar MonoA und MonoB
[B.1.10.2.4.] ein Stick des iap-Gens zu amplifizieren. Zur ndheren Subtypisierung oder
Feindifferenzierung wurde anschliefend das entwickelte diagnostische PCR-Verfahren
angewendet. Zur Uberprifung der Ergebnisse wurden die iap-Gene aler Isolate einer
nichtradioaktiven Sequenzanalyse [B.1.11.] unterzogen und in den vorhandenen Datensatz

eingerechnet.

C.4.2.1.1.1.; Isolate aus Raucherlachs

Die Stamme V5a, V62a, V5273, R62a, R90b und R479a (Tabelle B.1) wurden aus danischen
Raucherlachs wie in [B.1.3.3.] beschrieben isoliert und as L. monocytogenes typisiert. Von
alen Isolaten wurde die DNS isoliert und wie oben zusammengefaldt weiter-verfahren. Dabel
konnte durch die iap-Gen Sequenzanalyse gezeigt werden, dal3 es sich bel alen Isolaten um
Listerien handelt, nicht aber wie angenommen nur um L. monocytogenes Stamme (V5a,
V527a, R62a und R479a), sondern auch um ein Isolat der Art L. innocua (V62a) und ein
Isolat der Art L. welshimeri (R90b). Abbildung C.18. zeigt ein Dendrogramm berechnet nach
der ,, Neighbor-Joining” -Methode unter Verwendung eines Sequenzfilters, der die TN-
,» repeat” -Domane von L. monocytogenes bel der Berechnung ausschlieft.
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Abbildung C.18.: Phylogenetisches Dendrogramm von iap-Gen Sequenzen aller bekannten Listeria Arten, den
13 bekannten Serovarianten von L. monocytogenes und den Isolaten aus Réucherlachs, berechnet nach
der ,, Neighbor-Joining" -Methode unter Verwendung eines Sequenzfilters, der die TN-, repeat” -
Domane von L. monocytogenes bei der Berechnung ausschliefdt. Der Balken gibt 10 %
Sequenzdivergenz an.

Diese Isolate wurden anhand des entwickelten PCR-Systems Uberpruft. Dabei zeigte sich
erneut, dal? alle Isolate zu den Listerien zdhlen, aber nur 4 Isolate der Art L. monocytogenes
zugeordnet werden konnten. Die spezifische PCR fir die jeweiligen evolutionéren Linien von
L. monocytogenes zeigte ebenfalls, dal3 alle 4 L. monocytogenes Isolate der evolutiondren
Linie 3 angehoren, da nur mit dem fur diese Linie spezifischen Primerpaar iap-P-111-412-
Vl/iap-P-111-1.047-R ein entsprechendes Amplifikat richtiger Groéf3e erhalten werden konnte
(Abb. C.19.). Mit dem fir die Linien | und Il spezifischen Primerpaaren konnten keine

Amplifikate detektiert werden.
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Abbildung C.19.: Ergebnisse des PCR gestiitzten Nachweisverfahrens fir die Listeria-1solate aus Raucherlachs;
A = PCR mit dem Primerpaar iap-P-V/iap-P-R; B = PCR mit dem Primerpaar MonoA/MonoB,
spezifisch fir L. monocytogenes, C = PCR, spezifisch fir die evolutiondre Linie Il von L.
monocytogenes mit dem Primerpaar iap-P-111-412-V/iap-P-111-1.047-R

C.4.2.1.1.2.: Klinische | solate von L. monocytogenes aus Gastr oenteritis-Patienten

Die Stdmme L. monocytogenes sv 1/2a IMVW1724, L. monocytogenes sv 1/2a IMVW1725,
L. monocytogenes sv 4b IMVW1726, L. monocytogenes sv 4b IMVW1727 und
L. monocytogenes sv 1/2a IMVW34564 wurden naher untersucht, um das entwickelte PCR-
Verfahren auch an klinischen Isolaten zu testen. Zunéchst bestand die Annahme, dal3 diese
Isolate Unterschiede in ihrer Virulenz aufweisen mufdten, da die ersten vier oben angefihrten
Stdmme aus erwachsenen Personen, der Stamm L. monocytogenes sv 1/2a IMVW34564 aber
aus einem Neugeborenen isoliert wurde, bei denen das Immunsystem noch nicht voll
leistungsfahig und ausgebaut ist. Mit dem entwickelten PCR-System konnten die Isolate aus
den erwachsenen Patienten der evolutiondren Linie 1l zugeordnet werden, wéahrend das
Neugeborenen-Isolat in die Linie |1l gruppierte. Mit dem fir die evolutiondre Linie |
spezifischen Primerpaar durchgefiihrte PCR wurden keine Amplifikate erhalten (siehe
Abbildung C.21). Abbildung C.20. zeigt ein Dendrogramm berechnet nach der ,, Neighbor-
Joining" -Methode unter Verwendung eines Sequenzfilters der die TN-, repeat” -Doméane von
L. monocytogenes bei der Berechnung ausschlieft und die untersuchten klinischen

L. monocytogenes Isol ate beinhaltet.
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L. innocua sv 6a
L. welshimeri
{ L. sedligeri
L. ivanovii

L. monocytogenes sv4a

L. monocytogenes sv4c
_ 1 L. monocytogenes sv3b
L. monocytogenes 1/2b
L. monocytogenes sv7
! L. monocytogenessvl/2b IMVW1726

L. monocytogenessvl/2b IMVW 1727
L. monocytogenes sv4b
L. monocytogenes sv4db IMVW 1724
L. monocytogenes sv4d
L. monocytogenes sv4e
L. monocytogenes sv4db IMVW 1725
L. monocytogenes svl/2a

0.10 L. moncytogenes svl/2a | M VW 34549

L. monocytogenes sv3a
L. monocytogenes sv4ab
L. monocytogenes sv1/2c
L. monocytogenes sv3c

L.grayi ¢—

Abbildung C.20.: Phylogenetisches Dendrogramm von iap-Gen Sequenzen aller bekannten Listeria Arten, der
13 bekannten Serovarianten von L. monocytogenes und der finf getesteten Isolate aus Gastroenteritis-
Patienten, berechnet nach der , Neighbor-Joining” -Methode unter Verwendung eines Sequenzfilters,

der die TN-,repeat”-Domane von L. monocytogenes bei der Berechnung ausschliefdt. Der Balken gibt
10 % Sequenzdivergenz an.
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Abbildung C.21.: Ergebnisse des PCR-gestiitzten Nachweisverfahrens fur die Listeria-Isolate aus
Gastroenteritis-Patienten; A = PCR mit dem Primerpaar iap-P-V/iap-P-R; B = PCR mit dem Primerpaar
MonoA/MonoB, spezifisch fir L. monocytogenes, C = PCR, spezifisch fir die evolutionére Linie Il von
L. monocytogenes mit dem Primerpaar iap-P-11-820-V/iap-P-11-1.047-R D = PCR, spezifisch fur die
evolutionare Linie Il von L. monocytogenes mit dem Primerpaar iap-P-111-412-V /iap-P-111-1.047-R.

C.4.2.1.1.3.: Charakterisierung von L. monocytogenes ver dachtigen | solaten aus
Romadur-K ése

Aus Romadur-K &se wurden wie in [B.1.3.3.] beschrieben Listerien isoliert. Zunachst bestand
der Verdacht auf eine Kontamination mit L. monocytogenes, da die entsprechenden Medien
selektiv fur diesen Keim sein sollten. Es konnten sowohl auf ,,OXFORD*“ as auch auf
»,PALCAM* Selektivmedium mit Selektivsupplement [B.1.3.1.] je ein Isolat gewonnen
werden, die dann anschlief3end mit dem entwickelten PCR-System néher untersucht wurden.
Die iap-Sequenzanalyse zeigte, dal3 es sich bel beiden Isolaten nicht um wie zuerst vermutet
L. monocytogenes, sondern um zwei Stdmme von L. innocua handelt. Das entwickelte PCR-
System lieferte Ubereinstimmende Ergebnisse. Das iap-Gen konnte erfolgreich amplifiziert
werden, jedoch zeigten die durchgefiihrten, spezifischen PCR fir L. monocytogenes und die
jeweiligen evolutionéren Linien von L. monocytogenes keine Amplifikationsprodukte (Abb.
C.23.). Abbildung C.22. zeigt ein Dendrogramm berechnet nach der ,, Neighbor-Joining” -
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Methode unter Verwendung eines Sequenzfilters der die TN-, repeat” -Doméne von
L. monocytogenes bel der Berechnung ausschlief3t und die Romadur-K ése-1sol ate beinhaltet.

L. welshimeri
S L seeliger
i < Listeria ivanovii
L grayl L. innocua IMVW620
L. innocua IMVW127
L. innocua IMVW129
L. innocua IMVW128
L. innocua sv 6a
L. innocua PALCAM
L. innocua OXFORD
—| L. monocytogenes sv4a
L. monocytogenes sv4c
L. monocytogenes sv3b
L. monocytogenes 1/2b
L. monocytogenes sv7
L. monocytogenes sv4b
L. monocytogenes sv4e
L. monocytogenes sv4d
L. monocytogenes svl/2a
L. monocytogenes sv1/2c
L. monocytogenes sv3a
L. monocytogenes sv3c
L. monocytogenes sv4ab

0.10

Abbildung C.22.: Phylogenetisches Dendrogramm von iap-Gen Sequenzen aller bekannten Listeria Arten, der
13 bekannten Serovarianten von L. monocytogenes und der beiden I solate aus Romadur K&se. berechnet
nach der ,, Neighbor-Joining” -Methode unter Verwendung eines Sequenzfilters der die TN-, repeat” -
Domane von L. monocytogenes bei der Berechnung ausschliefdt. Der Balken gibt 10 %

Sequenzdivergenz an.

Negativkontrolle
OXFORD
PALCAM

e
X

Kbl

1.636 bp

Abbildung C.23.: Ergebnisse des PCR-gestiitzten Nachweisverfahrens fur Listeria-Isolate aus Romadur-K ése.
PCR mit dem Primerpaar iap-P-V/iap-P-R.
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C.4.2.1.1.4.: L. monocytogenes ver dachtige | solate aus Belebtschlammen

In dieser Arbeit wurde versucht, aus verschiedenen Belebtschlammen Listerien zu isolieren
(siehe C.1.1.) Alle Isolate wurden mit den jeweiligen PCR-Systemen wie oben beschrieben
untersucht. Die Isolate konnten durch verglei chende Sequenzanalyse ihrer iap-Gen Sequenzen
den Entwicklungdlinien Il (Isolat 45, 46, 1, 11 und 50) bzw. Il (Isolat 3) von
L. monocytogenes zugeordnet werden. Abbildung C.24. zeigt ein Dendrogramm berechnet
nach der ,, Neighbor-Joining* -Methode unter Verwendung eines Sequenzfilters der die TN-

.repeat” -Domédne von L. monocytogenes bel der Berechnung ausschliefdt und die
Belebtschlammisolate beinhaltet.

L.grayi [ L. innocua

L. welshimeri
— E L. sedligeri
L. ivanovii
1 L. monocytogenes sv 4a
L. monocytogenes sv 4c
L. monocytogenes | solat 45
| L. monocytogenes | solat 46
L. monocytogenes I solat 1
L. monocytogenes sv 4b
L. monocytogenes sv 4d
| L. monocytogenes sv 4e
L. monocytogenes I solat 11
kL L. monocytogenes sv 3b

L. monocytogenes sv 1/2b
L. monocytogenes sv 7
L. monocytogenes | solat 50

L. monocytogenes sv 1/2a
L. monocytogenes I solat 3
0.10 L. monocytogenes EGD sv 1/2a

i L. monocytogenes sv 1/2c
L. monocytogenes sv 4ab
L. monocytogenes sv 3a
L. monocytogenes sv 3c

Abbildung C.24.: Phylogenetisches Dendrogramm von iap-Gen Sequenzen aller bekannten Listeria Arten, der
13 bekannten Serovarianten von L. monocytogenes und der |solate aus verschiedenen Belebtschlammen,
berechnet nach der ,, Neighbor-Joining" -Methode unter Verwendung eines Sequenzfilters der die TN-

»repeat* -Doméane von L. monocytogenes bei der Berechnung ausschliefit. Der Balken gibt 10 %
Sequenzdivergenz an.

101



ERGEBNISSE

Qo o
S 5
g - 1 ©O© O g O
< Amg I DO 2 e S
_%_55‘8555__% BREER B&_
o o) o) o o elicleNele) Folie]
CECBBBBBBC CESRBBRR 88T
- = mjm @ L
1.636 bp - ot 111211 04
= k517b
adonde P
® s arenp
A B
o <@
° °
g W © 9 g o O
X AN A W0 < HM:‘QQ"—O
_% BERERERB 88 _ = BREEE &8 _
o) coooa 9 o oo gOOoo 9 o
228838882 228288338 8838
r} - -
- -
- = 2
517bp 4+ =~ .
S msa= - @ - 517 bp
. . - [
C D

Abbildung C.25: Ergebnisse des PCR-gestiitzten Nachwei sverfahrens fir die Listeria-Isolate aus verschiedenen
Belebtschlammen. A = PCR mit dem Primerpaar iap-P-V/iap-P-R; B = PCR mit dem Primerpaar
MonoA/MonoB, spezifisch fur L. monocytogenes, C = PCR, spezifisch fr die evolutionére Linie Il von
L. monocytogenes mit dem Primerpaar iap-P-11-820-V/iap-P-11-1.047-R; D = PCR, spezifisch fur die
evolutiondre Linie Il von L. monocytogenes mit dem Primerpaar iap-P-111-412-V /iap-P-111-1.047-R.
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C.4.2.1.3.: Bestimmung des Detektionslimits des entwickelten PCR-Nachweisverfahrens

far die Entwicklungdinien von Listeria monocytogenes

Zur Uberprifung der Detektionseffizienz bzw. des Detektionslimits des entwickelten
diagnostischen PCR-V erfahrens wurde jeweils ein Vertreter jeder evolutiondren Liniein 5 ml
BHI Medium angezogen. Mit dieser Vorkultur wurde 50 ml steriles BHI Medium im
Verhdltnis 1:100 beimpft. Diese Zellen wurden bis zu einer ODgyo = 0,8 angezogen und
danach DNS aus 1 ml Suspension nach [B.1.5.2] isoliert. Gleichzeitig wurden zur
Bestimmung der Zellzahl Plattenverdiinnungsreihen in Triplikaten auf ,, OXFORD* Nahragar
mit Selektivsupplement [B.1.3.1.] angelegt. In die PCR wurden daraufhin aquivalente DNS-
Mengen entsprechend 107, 10°, 10°, 10%, 5.000, 1.000, 500, 100 und 10 Zellen eingesetzt. Das
Detektionslimit lag fur alle drei PCR-Primerkombinationen fur die evolutionéaren Linien von
L. monocytogenes bei etwa 500 Zellen/ml. Abbildung C.26. zeigt die Ergebnisse zur
Uberpriifung der Detektionseffizienz.
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Abbildung C.26.: Ergebnisse der Uberpriifung der Detektionseffizienz des entwickelten PCR-Systems. A =
PCR, spezifisch fur Linie | mit dem Primerpaar iap-P-1-217-V/iap-P-1-1.047-R; B = PCR , spezifisch
fur Linie I mit dem Primerpaar iap-P-11-820-V/iap-P-11-1.047-R; C = PCR, spezifisch fur Linie I1l mit
dem Primerpaar iap-P-111-412-V/iap-P-111-1.047-R. Kbl = Kilobasenleiter
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C.4.2.1.4.: Verbesserung der Detektionseffizienz durch ,, Nested-PCR*

Zur Erhéhung der Detektionseffizienz wurden in einer , Nested PCR* -Variante [B.1.10.3.3]
gleichzeitig 4 Primer eingesetzt. Durch ein modifiziertes PCR-Programm wurden zuerst mit
dem flankierenden Primerpaar iap-P-V/iap-P-R [B.1.10.2.4] bel deren spezifischen
» Annealing” -Temperatur von 50°C zuerst DNS-Strange des gesamten iap-Gens innerhalb
von funf Zyklen synthetisiert. Das PCR-Programm wurde nun mit der fir das interne
Primerpaar iap-P-111-412-V/iap-P-111-1.047-R  [B.1.10.2.4.] spezifischen , Annealing*-
Temperatur von 54°C und der entsprechenden Elongationszeit fortgesetzt. Somit dienten die
zuerst synthetisierten DNS-Strange des gesamten iap-Gens wieder als Template fur die
spatere Vervidfdtigung mit den spezifischen Primern fur die evolutiondre Linie 111 von
L. monocytogenes. In  Abbildung C.27. ist das Ergebnis dieser PCR-Strategie
zusammengefaldt. Durch diesen modifizierten Reaktionsansatz konnte das Detektionslimit bis
auf 100 Zellen/ml erhoht werden.

Negativkontrolle
107 Zelen/ml
106 Zellen/ml
105 Zelen/ml
104 Zelen/ml
5.000 zellen/ml
1.000 zdlen/ml
500 Zellen/ml
100 zélen/ml
10 zédlen/ml

o
Y

Kbl
Kbl

1.018 bp

Abbildung C.27.: Verbesserung des Detektionslimits des entwickelten PCR gestitzten Verfahrens zum
Nachwei s verschiedener evolutionérer Linien von L. monocytogenes. PCR mit dem Primerpaaren iap-P-
Vl/iap-P-R und iap-P-111-412-V/iap-P-111-1.047-R.
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C.4.2.1.5.: Kompetitive PCR zur Erhéhung der Spezifitéat

PCR mit Mischungen verschiedener L. monocytogenes DNS und hohen Konzentrationen an
DNS zeigten zuwellen falsch positive Amplifikationsprodukte. Um dieses Problem zu
unterbinden, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit und einer im Arbeitskrels
angefertigten Diplomarbeit (Walcher, 1999) eine PCR-Strategie entwickelt, die neben der
Verwendung gewohnlicher Amplifikationsprimer den Einsatz von kompetitiv wirkenden
PCR-Primern  beinhaltet. Kompetitive Primer tragen an ihrem 3 -Terminus ein
Didesoxynukleotid. Sie kdnnen daher von den DNS-Polymerasen nicht mehr verlangert
werden. Diese Primer wurden so konstruiert, da3 sie ohne Basenfehlpaarung zur
Bindungsstelle der Nicht-Zielorganismen optimal an dessen DNS binden kdnnen. Eine
Verlangerung der DNS von Nicht-Zielorganismen wird somit unterbunden. Die Primer
wurden am 3-Ende um ein Nukleotid verkirzt vom Hersteller bezogen. Das
Diedesoxynukleotid wurde anschlief3end durch das Enzym Terminale Transferase an das 3'-
Ende angeknupft [B.1.8.3.]. Abbildung C.28. zeigt die Ergebnisse dieser PCR Variante am
Beispiel der PCR fir die evolutionare Linie Ill1. Mit der Methode der kompetitiven PCR

konnten so unspezifische Amplifikationsprodukte unterbunden werden.
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Abbildung C.28.: | = Kompetitive PCR. PCR, spezifisch fir Linie Il mit dem Primerpaar iap-P-111-412-V/iap-
P-111-1.047-R. unter Verwendung der Kompetitoren iap-P-1-dd-11/111-V, iap-P-1-dd-111-R, iap-P-1-dd-11-
R. Il = PCR spezifisch fur Linie [l mit dem Primerpaar iap-P-111-412-V/iap-P-111-1.047-R. ohne
Kompetitoren. A = Positivkontrolle mit DNS eines Vertreters von Linie I11; B = Gemisch aus je 2 DNS
ausden Linien | und I1.
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C.4.2.16.. PCR fur die evolutiondaren Linien von L. monocytogenes aus DNS

Mischungen ver schiedener L. monocytogenes-Stammen

Die Spezifitét des entwickelten PCR-Systems wurde auch mit artifiziellen DNS-Gemischen
von L. monocytogenes tberprift. Dazu wurden jeweils PCR fir die jeweiligen evolutiondren
Linien von L. monocytogenes durchgefiihrt und jeweils DNS-Gemische der Ziel-DNS und 4
weiteren DNS aus den beiden anderen evolutiondren Linien von L. monocytogenes hergestel|t.
In die PCR wurden jeweils 100 ng DNS eingesetzt. Abbildung C.29. fald die Ergebnisse
zusammen. Mit dem entwickelten PCR-System war es auch mdglich einzelne
L. monocytogenes-Stamme spezifisch in einem Gemisch von L. monocytogenes-lsolaten

verschiedener Entwicklungslinien zu detektieren.

Q
S
g
(@]
Y4
>
8
s 3 5
X Z A B C X
= -
1.018 bp —
o - | mm——
396 bp .
>

Abbildung C.29: Spur A: PCR spezifisch fir die evolutionére Linie | von L. monocytogenes mit DNS-Gemisch
aus L. monocytogenes svda (Linie |), L. monocytogenes sv4b, L. monocytogenes sv1/2b (beides Linie
I1), L. monocytogenes-Stamm EGD sv1/2a und L. monocytogenes svl/2a IMVW34549 (beides Linie
[11).. Spur B: PCR spezifisch fur die evolutiondre Linie Il von L. monocytogenes mit DNS Gemisch aus
L. monocytogenes sv4a, L. monocytogenes sv4c (beides Linie 1), L. monocytogenes svdb (Linie 1), L.
monocytogenes-Stamm EGD sv1/2a und L. monocytogenes sv 1/2a IMVW34549 (beides Linie 111).
Spur C: PCR spezifisch fir die evolutiondre Linie 111 von L. monocytogenes mit DNS Gemisch aus L.
monocytogenes sv4a, L. monocytogenes sv4c (beides Linie 1), L. monocytogenes sv4db, L.
monocytogenes sv1/2b (beides Linie Il) und L. monocytogenes Stamm EGD sv1/2a (Linielll)
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C.4.2.1.7.. Differenzierung von L. innocua und L. monocytogenes durch , Multiplex® -
PCR

Aus mit Listerien kontaminierten Lebensmitteln werden hauptséchlich nur die beiden Arten
L. innocua und L. monocytogenes isoliert. Die Ubrigen vier Arten der Gattung Listeria treten
weitaus weniger als Kontaminanten auf. In der vorliegenden Arbeit konnte durch einen
» Multiplex*-PCR Ansatz [B.1.10.3.4.] L. innocua von L. monocytogenes differenziert
werden. In die Reaktion wurden die beiden Primerpaare iap-P-V/iap-P-R[B.1.10.2.4.] und
plcA-V/pIlcA-R [B.1.10.2.5.} gleichzeitig eingesetzt. Bel L. monocytogenes sollten nach
erfolgreicher Amplifikation zwei Produkte auftreten, die zum einen von der Amplifikation des
iap-Gens (ca. 1,45 kbp) und zum anderen von der Amplifikation des plcA-Gens (ca. 850 bp)
stammen. Bel L. innocua hingegen sollte nur das Amplifikationsprodukt des iap-Gens
detektierbar sein, dain L. innocua bisher kein plcA nachgewiesen werden konnte (siehe auch
C.3.1.). In Abbildung C.30. sind die Ergebnisse zusammengefald. Bei den eingesetzten
L. monocytogenes-Stdmmen sind die beiden Amplifikationsprodukte mit richtiger Grél3e zu
erkennen, wéahrend bei L. innocua nur eine Bande, die in der Grofie dem iap-Gen Produkt
entspricht, nachweisbar ist. Die Primer plcA-V und plcA-R wurden spezifisch fir
L. monocytogenes konstruiert und liefern unter stringenten Bedingungen mit DNS von
L. seeligeri und L. ivanovii, die ebenfalls ein plcA-Gen besitzen, kein Amplifikationsprodukt
(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung C.30.: Ergebnisse der ,Multiplex‘-PCR zur Differenzierung zwischen L. innocua und L.
monocytogenes.

C.4.2.2.: Schnelltypisierung von Listerien durch ,, Einspursequenzierung*

Sporadische Ausbriiche von Listeriose sind meistens auf die Aufnahme von kontaminierten
Lebensmitteln zuriickzufhren. Um den genauen Infektionsherd auszumachen, bedarf es oft
der Untersuchung sehr vieler Proben unterschiedlichsten Ursprungs (z.B. aus Kasereien oder
anderen rohmilchverarbeitenden Betrieben). Aber auch die routinemaRige Uberpriifung von
lebensmittel erzeugenden Betrieben verlangt nach schnellen und zuverlassigen Methoden, den
Kontaminationsherd zu entdecken, um geeignete Mal3nahmen zur Sanierung ergreifen zu
konnen. Auch epidemiologische Untersuchungen bedirfen zuverlassiger und schneller
Methoden, um Listeria-Stamme zu differenzieren. Die Madaglichkeit eines hohen
Probendurchsatzes ist dabei von grof3em Vorteil. Aus den oben genannten Griinden wurde in
der vorliegenden Arbeit die sehr schnelle Methode der ,, Einspursequenzierung” eingesetzt,
um Listerien zum einen und besonders L. monocytogenes-Stémme néher differenzieren zu
kénnen. Dazu wurde das iap-Gen der jewelligen Stdmme mit dem Primerpaar iap-P-V und
iap-P-R [B.1.10.2.4.] mittels PCR [B.1.10.] amplifiziert und danach direkt mit dem
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Sequenzierprimer iap-P-V-IR [B.1.11.1.] einer Sequenzanayse unterzogen. Hier wurden
jedoch nicht ale Terminatoren, wie bel einer normalen Sequenzierreaktion [B.1.11.3.] zur
Bestimmung der Nukleinsduresequenz eingesetzt, sondern nur ein einziger. Man erhét ein

Bandenmuster, das es erlauben sollte, Arten und die einzelnen Stdmme zu unterscheiden.

C.4.221.. Schndltypiserung von L. innocua und L. monocytogenes durch

Einspursequenzierung

Durch die Methode der Einspursequenzierung konnten L. monocytogenes eindeutig von
verschiedenen L. innocua Stammen unterschieden werden. Als Terminatoren wurden ddCTP
im Reaktionsansatz verwendet. Nach Auftrennung der Sequenzierreaktion konnten durch die
entstandenen Bandenmuster die getesteten L. innocua Stdmme eindeutig von
L. monocytogenes-Stammen jeder evolutiondren Linie unterschieden werden. Abbildung
C.31. zeigt exemplarisch enen Ausschnitt des erhatenen Bandenprofils. Die
Einspursequenzierung eignete sich mit jedem der engesetzten Terminatoren zur

Differenzierung von L. monocytogenes und L. innocua (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung C.31.: Ausschnitt aus dem erhaltenen Bandenmuster nach Einspursequenzierung der iap-Gene von
L. monocytogenes sv 4a TUMLIs6, L. monocytogenes sv 4b SLCC4013, L. monocytogenes Stamm EGD
1/2a TUMLIsS18, L. innocua IMVW127, L. innocua IMVW128 und L. innocua IMVW129 mit dem
Sequenzierprimer iap-V-IR unter Verwendung des ddCTP Terminationsmix.
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C.4.2.2.2.: Schnelltypisierung von L. monocytogenes dur ch Einspur sequenzierung

Nicht nur die schnelle Differenzierung zwischen L. monocytogenes und L. innocua ist in der
Lebensmittelhygiene und fir epidemiologische Untersuchung von Bedeutung, sondern vor
adlem auch die Subtypisierung von L. monocytogenes verdachtigen Isolaten. Durch
Anwendung der Einspursequenzierung war es sehr leicht moglich, spezifische Bandenmuster
fir jede Entwicklungslinie von L. monocytogenes zu erhaten. Aus dem durch
Einspursequenzierung erhaltenen Bandenmuster liefien sich die L. monocytogenes Isolate
eindeutig der jewelligen evolutiondren Linie zuordnen. Nach Amplifikation der iap-Gene der
13 verschiedenen Serovarianten von L. monocytogenes mit dem Primerpaar iap-P-V/iap-P-R
[B.1.10.2.4.] mittels PCR [B.1.10] wurden die erhaltenen Amplifikate einer
Einspursequenzierung unter Verwendung von ddCTP as Terminationsmix mit dem
Sequenzierprimer iap-V-IR [B.1.11.1.] unterworfen. In Abbildung C.32. ist ein Ausschnitt
aus dem erhaltenen Bandenmuster fir die jeweiligen Serovarianten von L. monocytogenes

wiedergegeben.
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Abbildung C.32.: Ausschnitt aus dem erhaltenen Bandenmuster nach Einspursegquenzierung der iap-Gene der
13 Serovarianten von L. monocytogenes mit dem Sequenzierprimer iap-V-IR unter Verwendung des
ddCTP Terminationsmix. Lmo = L. monocytogenes. |, II, Il = jewellige evolutiondre Linie von
L. monocytogenes.

C.4.2.3.: Stammdifferenzierung von L. monocytogenes durch , pulsed-field*-
Gelelektrophorese (PFGE)

Die Methode der PFGE in Kombination mit RFLP [B.1.14.] ist neben der Serotypisierung
(Seeliger und Hohne, 1979) und Phagentypisierung (Rocourt, et al., 1985) eine
Standardmethode zur Differenzierung von L. monocytogenes Stammen geworden (Brosch et
al., 1994; Nakama et al., 1998; Proctor et al., 1995). Diese Methode zur Subtypisierung von
Stdmmen einer Art ist relativ aufwendig, zeichnet sich aber bei geeigneter Reaktionsfiihrung
und Handhabung der Keime als sehr zuverlassig und reproduzierbar aus. In der vorliegenden
Arbeit wurden 13 L. monocytogenes Stamme, die ale bekannten Serovarianten abdecken,
durch PFGE-RFLP untersucht. Fir die Subtypisierung von L. monocytogenes mittels PFGE-
RFLP wurden die Restriktionsendonukleasen Apal und Ascl verwendet. Diese beiden Enzyme
werden fir die Typisierung von Listerien durch PFGE-RFLP am meisten verwendet (Howard
et al., 1992). Die erhatenen Bandenmuster wurden als digitalisiertes Bild mittels eines
Geldokumentationssystems gespeichert und unter Verwendung von
Bildverarbeitungsprogrammen dem jeweiligen Serotyp von L. monocytogenes im
Dendrogramm zugeordnet (Abb. C.33. und C.34.).

Bel der enzymatischen Hydrolyse von DNS der 13 untersuchten L. monocytogenes-Stamme
durch die Restriktionsendonuklease Apal konnten fir die Entwicklungslinien |1 und 111 von
L. monocytogenes verschiedene Bandenmustertypen erhalten werden (Abb. C.33.). Die beiden
Stémme L. monocytogenes sv 4a und L. monocytogenes sv 4c (beide Entwicklungslinie 1)
besal3en offensichtlich keine Schnittstelle in ithrem Genom fur dieses Enzym. Auch bei
mehrmaliger Wiederholung der PFGE konnten fir diese beiden Stémme keine Bandenmuster

bei Verwendung des Enzyms Apal erhalten werden (Abb. C.34.).
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Abbildung C.33.: Erhaltene Fragmentmuster nach PFGE-RLFP Analyse mit der Restriktionsendonuklease
Apal. Oben dargestelltes Dendrogramm gibt die jeweilige Zuordnung der untersuchten
L. monocytogenes-Stamme zur jeweiligen evolutiondren Linie wieder.

Durch Hydrolyse der DNS mit der Restriktionsendonuklease Ascl konnten fir jede der drei
Entwicklungdlinien von L. monocytogenes unterschiedliche Typen an Bandenmuster
detektiert werden. Auch die beiden untersuchten Stamme der Entwicklungslinie | besal3en
Schnittstellen fur das Enzym Ascl und unterschieden sich in ihrem Bandenmuster von den

L. monocytogenes Stdmmen der anderen Entwicklungslinien, aber auch untereinander (Abb.
C.34)).
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Abbildung C.34.: Erhaltene Fragmentmuster nach PFGE-RL FP-Analyse mit der Restriktionsendonuklease Ascl.
Oben dargestelltes Dendrogramm gibt die jeweilige Zuordnung der untersuchten L. monocytogenes-
Stdamme zur jeweiligen evolutiondren Linie wieder.

Die 13 untersuchten Stémme von L. monocytogenes konnten nach PFGE-RFLP-Analyse auch
innerhalb der jeweiligen Entwicklungslinien naher unterteilt werden. So konnten die sechs
L. monocytogenes Serovarianten, die aufgrund der iap-Gen und plcA-Gen Sequenzanalyse in
die Entwicklungslinie Il von L. monocytogenes eingeordnet wurden, noch innerhalb dieser
Linie unterschieden werden. Die Serovarianten 1/2b, 3b und 7 zeigten aufgrund ihrer
Bandenmuster, die nach Restriktion mit Apal und Ascl erhalten wurden mehr Ahnlichkeit
zueinander als gegenlber den Serotypen 4b, 4d und 4e. Auch innerhalb dieser beiden
Gruppen, konnten noch Unterschiede in den Bandenmustern detektiert werden.
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Auffalend war, dald die Stdmme L. monocytogenes sv4b, L. monocytogenes sv 4d und
L. monocytogenes sv 4e bei Verwendung anndhernd gleiche bis identische Bandenmuster
nach PFGE-RFLP-Analyse zeigten. Dies soll im Diskussionsteil néher behandelt werden.

C.4.2.4.: Differenzierung von L. monocytogenes durch RAPD-PCR

Eine verbreitete Methode zur Unterscheidung nah verwandter Organismen oder zur
Stammdifferenzierung von Organismen einer Art, ist die sogenannte RAPD-PCR (Mazurier
und Wernars, 1992) [B.1.10.3.5.]. In der vorliegenden Arbeit wurden fir die Durchfihrung
der RAPD-PCR die drei Primer HLWL-74, OPM-1, UBC-127 [B.1.10.2.6.] eingesetzt. Diese
waren immer Dekamere mit einem Tp Wert von 50°C. Die PCR wurde mit einer
»Annealing” -Temperatur® von 37°C durchgefihrt. Durch die sehr unstringenten
Bedingungen kommt es durch zuféllige Bindung des Primers an verschiedene, komplementéare
Bereiche im Chromosom und die zyklische Amplifikation nach Auftrennung der PCR-
Produkte in einer Agarosematrix zur Ausbildung eines Bandenmusters, das spezifisch fir
einen bestimmten Organismus oder Stamm sein kann. Es sollte herausgefunden werden, ob
sich die Methode der RAPD-PCR eignet, spezifische Banden fir jede der evolutiondren
Linien von L. monocytogenes zu erhalten. Abbildung C.35. zeigt die Ergebnisse nach
Auftrennung der Amplifikate in einem 2 % Agarosegel und anschlief3ender Anférbung der
Fragmente mit Ethidiumbromid. Bei Verwendung des Primers OPM-1 konnten spezifische
Amplifikate fr die evolutionaren Linien 11 und I11 von L. monocytogenes erhalten werden.
Die PCR lieferte ein ca. 2,1 kb groRes Amplifikat fur die Entwicklungslinie 1 von
L. monocytogenes, das bel den anderen beiden Linien nicht auftrat. Ebenso konnte spezifisch
far die Entwicklungslinie 111 von L. monocytogenes ein spezifisches Amplifikat mit etwa 2.4
kb Lange detektiert werden. Fir die evolutiondre Linie | von L. monocytogenes konnte bel
Verwendung des Primers OPM-1 kein spezifisches Amplifikat detektiert werden. Anders bel
Verwendung des Primers UBC-127 in der RAPD-PCR. Hier konnte ein spezifisches
Amplifikat mit etwa 1.8 kb Groflle, das spezifisch fur die Entwicklungslinie 1 von
L. monocytogenes scheint detektiert werden. Dieses war bei den anderen beiden
Entwicklungslinien nicht zu detektieren. Spezifische Amplifikate fir die evolutionéaren Linien
[1 und I11 konnten jedoch nicht detektiert werden. Somit eignet sich die Methode der RAPD-
PCR nur bedingt zur Einteilung von L. monocytogenes in die jeweiligen evolutiondren Linien.

Der Einsatz des Primers HLWL-74 erbrachte vergleichbare Resultate (Daten nicht gezeigt).
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Eine Differenzierung zwischen L. innocua und L. monocytogenes war aber durch RAPD-PCR
bei alen drel Primern moglich (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung C.35.: Ergebnisse der RAPD-PCR mit DNS aus alen 13 Serovarianten von L. monocytogenes. A
Resultierendes Bandenmuster bei Einsatz des Primers OPM-1 in die RAPD-PCR, rechteckige
Umrandung = spezifisches Amplifikat fir die Entwicklungdlinie 111 von L. monocytogenes, ovale
Umrandung = spezifisches Amplifikat fur die Entwicklungslinie | von L. monocytogenes B
Resultierendes Bandenmuster bei Einsatz des Primers UBC-127 in die RAPD-PCR, rautenfdrmige
Umrandung = spezifisches Amplifikat fir die Entwicklungdinie | von L. monocytogenes.
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C.5.: Infektionsstudien mit L. monocytogenes

Durch detalllierte vergleichende Sequenzanalyse zweler Virulenzfaktoren von
L. monocytogenes konnte gezeigt werde, dal? sich im Laufe der Evolution L. monocytogenes
in drei Entwicklungslinien aufgetrennt hat [siehe C.4.1.1. und C.4.1.2.]. In der Literatur als
fast nicht virulent beschriebene Stdmme von L. monocytogenes, die den Serovarianten sv 4a
und sv 4c angehtren, gruppieren in die Entwicklungslinie |. Dagegen gruppieren alle
untersuchten L. monocytogenes-Stamme, die den Serovarianten 4b und 1/2b angehéren in die
Linie Il und alle Stdmme die den Serotyp 1/2a angehtren in Entwicklungslinie 111. Diese drei
letztgenannten Serotypen stellen die dominanten Serotypen der Isolate von Listeriose-
Ausbriichen dar. Diese Beobachtungen sprechen dafur, dal? es Unterschiede an Virulenz und
Adhérenz zwischen den einzelnen evolutionéren Linien von L. monocytogenes gibt. Aus den
oben genannten Griinden wurden Infektionsversuche von Zellkulturen mit verschiedenen
L. monocytogenes Stammen durchgefihrt. Es wurden sowohl L. monocytogenes-Stamme als
auch mit ,, grin-fluoreszierenden-Protein“ (im folgenden GFP)-markierte L. monocytogenes

Stammen verwendet.

C.5.1.: Infektion mit nativen L. monocytogenes-Stammen

Fir Infektionsstudien wurden die Stémme L. monocytogenes sv 4a, sv 4b SLCC4013
(Entwicklungdlinie 11), Stamm EGD sv 1/2a TUMLIs18 und der Stamm ,Aachen” sv 1/2a
TUMLIs17 (beide Entwicklungslinie I11) verwendet. Als Zelllinien standen Darmepithelzellen
(CaCo-2), Hepatozyten (Tib-73) und eine Makrophagenzellinie (P-388) zur Verfligung
[B.2.1.]. Die Infektionen wurden wie in [B.2.7.] beschrieben durchgefihrt. Im Medium
befindliche Listeria-Zellen, die Wirtszellen nicht infiziert haben, wurden durch Einsatz des
Antibiotikums Gentamycin im Zellkulturmedium abgetétet. Demnach sollten nur
L. monocytogenes Zellen |ebensfahig sein, welche die Wirtszelle bereits infiziert haben. Die
erhaltenen Infektionswerte nach 1 h und 20 h Infektionsdauer zeigten ein offensichtlich
unterschiedliches Infektionsverhalten der verwendeten Stamme. Tabelle C.9. falit die
erhaltenen Werte zusammen. Der Stamm L. monocytogenes sv 4a TUMLIs6 aus der
Entwicklungslinie | scheint demnach weniger infektios zu sein, wie die verwendeten Stdmme

aus den beiden anderen Entwicklungslinien von L. monocytogenes.
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Tabelle C.9.: Infektion der verwendeten Zelllinien mit nativen L. monocytogenes-Stémmen. Gezeigt sind die
Infektionswerte nach 1h und 20 h. Lmo = L. monocytogenes.

Zdllinie | Infektionszeit | Lmosv4a| Lmosv4b | Lmo EGD | Lmo Aachen
[h] sv 1/2a
Tib-73 1 60x10° | 24x 10" | 40x10* | 92x10°
20 12x10" | 23x10° | 1,1x10° | 45x10°
P-388 1 44x 10" | 1,0x10° | 26x10° | 24x10°
20 24x10° | 40x10° | 58x10° | 28x10°
CaCo-2 1 98x10° | 1,8x10° | 44x10* | 16x10°
20 44x 10" | 52x10° | 1,3x10° 1,1 x 10’

C.5.2.: Markierung von L. monocytogenes-Stdmmen mit dem grin-fluoreszierenden

Protein

Die in C.5.a. erwahnten L. monocytogenes-Stamme wurden mir GFP markiert. Das gfp-Gen
befand sich auf Plasmiden, die zudem as Selektionsmarker das Gen fur die
Tetracyklinresistenz trugen (Bubert et al., 1999). Die L. monocytogenes-Stdmme wurden wie
in [B.1.9.2]] beschrieben mit den GFP-Plasmiden transformiert. Dabel wurden zwei
verschiedene Plasmide verwendet. Beim Plasmid psod-GFP stand die Expression des GFP
unter der Kontrolle des konstitutiv exprimierten Promotors der Superoxiddismutase aus
L. monocytogenes [B.1.2.]. Mit diesem Plasmid markierte L. monocytogenes-Stdmme zeigen
bei Anregung mit UV Licht geeigneter Wellenldnge immer griine Fluoreszenz. Beim Plasmid
pactA-GFP [B.1.2.] stand die Expression des GFP unter der Kontrolle des actA-Promotors.
Dieser Promotor ist nur im Wirtszellzytosols aktiv (Dietrich, et al., 1998). Mit diesem
Plasmid markierte L. monocytogenes-Stdmme zeigen nur grine Fluoreszenz wenn die
L. monocytogenes Zellen sich im Wirtszellzytosol befinden, dal’ heif3t sie missen die Zellen
infiziert und das Phagosom schon verlassen haben. In Abbildung C.36. sind Ausstriche der
beiden Stamme L. monocytogenes P> sy 4b und L. monocytogenes P4 sy 4b auf
BHI™ "° gezeigt. Abbildung C.36. C und D zeigen die Expression des GFP beim Stamm
L. monocytogenes P5°P ¢ sy 4b auf Einzelzellebene. Die Uberpriifung der mit dem Plasmid
pactA-GFP transformierten L. monocytogenes-Stamme erfolgte durch einfache Infektion von
Zdllinien mit den nach der Transformation erhaltenen Klone. Zeigten die Klone griine
Fluoreszenz wurden diese weiter verwendet. Klone die nach Infektion keine Fluoreszenz
zeigten, wurden verworfen. Die Uberpriifung der Markierung mit dem Plasmid psod-GFP
erfolgte durch mikroskopische Betrachtung unter UV-Anregung.
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C.5.3.: Infektion mit GFP-markierten L. monocytogenes-Stammen

Die Infektion der drei verwendeten Zelllinien wurde wie in [B.2.8.] beschrieben durchgefiihrt.
Die Infektionsraten wurden anschliefiend durch Messung an einem Durchflufl3cytometer
ermittelt. Zur Auswertung standen vier Kandle (,, gates‘) zur Verfugung. Durch Zugabe von
Propidiumiodid zu den abgel 6sten Zellen konnte zwischen lebenden und toten eukaryotischen
Zéellen, durch das GFP zwischen infizierten und nicht infizierten Zellen unterscheiden werden.
In Kanal 1 wurden lebend-infizierte, in Kanal 2 tote, nicht-infizierte, in Kanal 3 Iebende,
nicht-infizierte Zellen und in Kana 4 tote nicht-infizierte Zellen detektiert. Fir jedes
Experiment wurden 10.000 Zellen vermessen.

Die durch DurchfluRzytometrie detektierten Infektiosraten waren nicht so reproduzierbar wie
die bel Infektionen mit nativen L. monocytogenes Stammen. Die folgenden Tabellen fassen
die Ergebnisse nach 1 h und 20 h Infektion am Beispiel von Tib-73 Hepatozyten (Tabelle
C.10.) und P-388 Makrophagen (Tabelle C.11.) mit den Stammen L. monocytogenes P46
sv 4a, L. monocytogenes P¥*C sy 4b, L. monocytogenes PP EGD sv 1/2a und
L. monocytogenes P**C Aachen sv 1/2a zusammen. Der L. monocytogenes Stamm der
Serovariante 4a (Entwicklungslinie 1) zeigte nach 1 und 20 Stunden Infektion niedrigere
Infektionsraten als die Stamme des Serotyps 4b (Entwicklungslinie I1) und des Serotyps sv
1/2a (Entwicklungdlinie I11). Auffallend war, dal3 der Stamm Aachen des Serotyps 1/2a
(Entwicklungslinie I11) sich durch extrem niedrige Infektionsraten deutlich unterschiedlicher
verhielt als bei den Infektionsstudien mit nativen L. monocytogenes Stdmmen. Dies soll im

Diskussionsteil weiter behandelt werden.
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Tabelle C.10.: Infektionsstudien an Tib-73 Hepatozyten mit psod-GFP-markierten L. monocytogenes-Stammen
und Auswertung an einem Durchfluf3zytometer. Lmo = L. monocytogenes

Tib73 Kanal 1 | Kanal 2 | Kanal 3 | Kanal 4
1h [%] (%] [%] [%]
Lmo 4a-sod 4,3 9,7 65,6 20,5
Lmo-4b-sod 7,6 7.9 70,8 13,7
Lmo-Aachen-1/2a-sod 16 55 72,9 20,4
Lmo-EGD-1/2a-s0d 6,3 44 76,5 12,8
Tib73 Kanal 1 | Kanal 2 | Kanal 3 | Kanal 4
20h [%] [%] [%] (%]
Lmo 4a-sod 4,9 2.1 80,2 12,8
Lmo-4b-sod 7,0 2,0 65,5 254
Lmo-Aachen-1/2a-sod 13 0,2 71,1 26,8
Lmo-EGD-1/2a-sod 73 4,7 53,2 34,8

Tabelle C.10.:

Infektionsstudien an P-388 Makrophagen mit psod-gfp markierten L. monocytogenes Stammen
und Auswertung an einem Durchflul3zytometer. Lmo = L. monocytogenes

P-388 Kanal 1 | Kana 2 | Kanal 3 | Kanal 4
1h [%] [%] [%] [%]
Lmo 4a-sod 1,0 0,4 75,9 22,7
Lmo-4b-sod 47 0,7 78,3 18,3
Lmo-Aachen-1/2a-sod 0,9 0,3 73,4 25,4
Lmo-EGD-1/2a-sod 10,9 2,3 71,9 14,9
P-388 Kanal 1 | Kana 2 | Kanal 3 | Kanal 4
20h [%] [%] [%] [%]
Lmo 4a-sod 10,6 34 59 26,9
Lmo-4b-sod 12,5 2,8 58,9 25,9
Lmo-Aachen-1/2a-sod 1,2 0,7 60,0 38,2
Lmo-EGD-1/2a-sod 11,1 55,9 10,2 22,8

C.5.4.: Adhérenztests mit GFP-markierten L. monocytogenes Stammen

Dadas p60 Protein am Anheftungsprozeld von L. monocytogenes an die Wirtszelle beteiligt ist
und durch umfassende vergleichende Analyse der iap-Gen Sequenzdaten L. monocytogenes
Stdmme mit bekannt niedrigem Virulenzvermdgen in andere Entwicklungslinien gruppierten
als Stdmme mit hoher Virulenzvermégen wurden Untersuchungen zur Adhéarenz mit den im
vorangegangenen Kapitel engesetzten GFP-markierten L. monocytogenes Stammen
durchgefuhrt. Stdmme eingesetzt. Die Adhasionstests wurden wie in [B.2.9.] durchgefthrt
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und am Durchfluf3&zytometer vermessen. Mit der hier verwendeten Methode konnten jedoch
keine signifikanten Unterschiede im Adhédrenzverhalten unter den verwendeten
L. monocytogenes Stammen detektiert werden. Die Grinde hierfir werden kurz in C.5.5.

besprochen, sollen aber ndher im Diskussionsteil erortert werden.

C.5.5.: Infektion von Zéllinien mit GFP-markierten L. monocytogenes Stammen und

anschliefender mikroskopischer Auswertung

Die Infektionen von verschiedenen Zdlllinien wurden wie in [B.2.10] beschrieben
durchgefihrt und unter dem Mikroskop [B.18.1.] ausgewertet. Dabei wurden die Zellen noch
zusétzlich mit den Fluoreszenzfarbstoffen Propidiumiodid und Hoechst-33342 angeféarbt
[B.2.1.]. Durch die Kombination dieser beiden Fluoreszenzfarbstoffe und des GFP konnen
Infektionen ,, online* und mit lebenden Zellen verfolgt werden. Propidiumiodid kann nur
nicht intakte Zellmembranen passieren. Dieser Farbstoff eignet sich somit zur Unterscheidung
zwischen toten und lebenden Zellen. In dhnlicher Weise wurde der Farbstoff wie bei C.5.3.
beschrieben zur durchlufizytometrischen Auswertung der Infektionsstudien verwendet. Der
Fluoreszenzfarbstoff Hochst-33342 féarbt eukaryotische Zellkerne an. Da die am Mikroskop
angeschlossene CCD-Kamera nur die Fluoreszenzsignale in Grauwerten detektieren kann,
wurden den Signalen des Farbstoff Propidiumiodid die Farbe rot, den Signalen von Héchst
33342 die Farbe blau und den vom stammenden GFP-Signal en die Farbe griin zugeordnet.
Abbildungen C.36. E und F zeigen P-388 Makrophagen nach 1 h Infektion mit dem Stamm
L. monocytogenes PP sy 4b E zeigt das Phasenkontrastbild und die Uberlagerung der
Fluoreszenzsignale von Propidiumiodid und dem GFP, F zeigt das Phasenkontrastbild und die
Uberlagerung der Fluoreszenzsignale von Hochst 33342 und dem GFP.

Bel der mikroskopische Auswertung konnten ungewdéhnliche Effekte beobachtet werden. So
schwammen bei Infektion mit dem Stamm L. monocytogenes P>°° ¢ Stamm Aachen sv 1/2a
oft abgeldste Zellen in der Nahrlésung, die massiv mit Listerien infiziert waren und starke
grine Fluoreszenz zeigten. Das konnte die stark abfallenden Werte dieses Stammes bel
durchfluf3zytometrischen Analysen erkléaren, da diese Zellen natiirlich abgewaschen werden
und nicht mehr Vermessen werden. Dies soll aber weiter im Diskussionsteil behandelt

werden.
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Abbildung C.36.: A, B = Ausstrich der beiden Stamme L. monocytogenes P ¢ sy 4b SLCC4013 (jeweils
oben) und L. monocytogenes PP sy 4b SL.CC4013 (jeweils unten) auf BHI™ ’® Platten. C, D =
Phasenkontrastbild und Epifluoreszenzbild (D) des gleichen Bildausschnittes wie bei C des Stammes L.
monocytogenes PP sy 4b, SLCC4013 E und F = Infektion von Makrophagen (P-388) mit dem
Stamm L. monocytogenes PP sy 4b SLCC4013 nach 1 h Infektion. E = Uberlagerung von
Phasenkontrastbild und der Fluoreszenzsignale von Propidiumiodid und GFP;. F Uberlagerung von
Phasenkontrastbild und Fluoreszenzsignalen von Héchst-33342 und GFP.
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D: Diskussion

D.1.: Detektion von Salmonellen, Listerien und Campylobacter mit rRNS-gerichteten

Gensonden

D.1.1.: In situ-Detektion von Salmonellen

D.1.1.1.: Spezifitat der Sonde Salm-63

Eine fur Salmonella enterica spezifische gegen die 16S-rRNS gerichtete Gensonde konnte
aufgrund der sehr hohen Sequenzahnlichkeit von Salmonellen zu anderen Vertretern der
Familie Enterobacteriaceae nicht gefunden werden. So zeigen in Bezug auf die 16S-rRNS
Salmonella rissen zu Citrobacter freundii 97 % bzw. Salmonella bareilly zu Escherichia coli
99 % Sequenzahnlichkeit. Zur in situ Detektion von Salmonella enterica Unterarten wurde die
gegen die 23S-rRNS gerichtete Oligonukleotidsonde Salm-63 [siehe C.2.1.1.] verwendet. Die
Spezifitdt der Sonde Sam-63 wurde durch Hybridiserungen von Ziel- und Nicht-
Zielorganismen ermittelt. Die ermittelten Fluoreszenzintensitétswerte bei Hybridisierungen
der Nicht-Zielorganismen waren mit den Autofluoreszenzwerten vergleichbar. Sogar bei 0 %
Formamid im Hybridiserungspuffer konnten die verwendeten Nicht-Zielorganismen
Citrobacter freundii, Escherichia coli und Enterobacter cloacae gegeniber den
Zielorganismen diskriminiert werden. Dies ist auf die zentrae Basenfehlstelle der Nicht-
Zielorganismen in ihrer Bindungsstelle auf der 23S-rRNS zur Sonde Salm-63 zurtickzufUhren.
Diese starke Basenfehlpaarung fuhrt bei Hybridisierung der Nicht-Zielorganismen mit der
Sonde Salm-63 zur Ausbildung von zwei Schmelzdomanen, was offensichtlich ausreicht, die
Nicht-Zielorganismen gegeniiber den Zielorganismen zu diskriminieren. Somit ist es nicht
erforderlich, eine Kompetitorsonde fir den in situ Nachweis von Salmonella enterica zur
Unterdriickung der Sondenbindung an Nicht-Zielorganismen, einzusetzen.

Dagegen werden die verwendeten Referenzorganismen Salmonella typhimurium LT2
TUMSA8, Salmonella choleraesuis ssp. choleraesuis DSM10062 (vormals Salmonella
senftenberg) und ale sieben Salmonella enterica Unterarten, | enterica, Il salamae, Illa
arizonae, Il1b diarizonae, 1V houtenae, V bongori, VI indica (Anonymous, 1985 und 1987,
Le Minor und Popoff, 1987) von der Sonde Sam-63 erfal¥. Ebenfalls konnten die in der

vorliegenden Arbeit und in einer im Arbeitskreis angefertigten Diplomarbeit (Adamczyk,
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2000) aus Stammsammlungen bezogenen und teilweise selbst isolierten Salmonella enterica
Serovarianten (Typhimurium DT 104H, Thompson, Isangi, Infantis, Livingstone und Rissen)
[siehe C.1.2.] stets mit starken fluoreszierenden Signalen detektiert werden. Die Spezifitét der
Sonde Salm-63 sollte jedoch wegen der zum jetzigen Zeitpunkt geringen Anzahl an
verfugbaren 23S-rRNS Sequenzen laufend Gberprift werden.

Bel der Uberprifung der 23SrRNS Sequenzen im Datensatz zeigte der Organismus
Plessomonas shigelloides in seiner Bindungsregion auf der 23SrRNS keine
Basenfehl paarungen zur Sonde Salm-63. Das bedeutet, dal? nicht nur alle Salmonella enterica
Subspezies sondern auch Plesiomonas shigelloides von der Sonde detektiert werden.
Morphologisch lassen sich die beiden Keime nicht unterscheiden. Jedoch stellt dies letztlich
kein grof3es Problem dar, da dieser Organismus zum einen ebenfalls pathogen fir Menschen
ist und somit auch dessen Abwesenheit bel hygienischen Kontrollen gewlnscht ist. Zum
anderen tritt dieser Organismus im europédischen Raum kaum auf. Hauptverbreitungsgebiet
von Plesiomonas shigelloides ist der asiatische Raum. Uber die Virulenz von Plesiomonas
shigelloides ist relativ wenig bekannt. Sporadisch findet man Félle in tropischen Regionen
Sldostasiens an Gastroenteritiden, die auf eine Infektion mit Plesiomonas shigelloides
zurtckzufihren sind. (Medema und Schets, 1993; Schubert und Holz-Bremer, 1999; Jonnson
et al., 1997; Santos et al., 1999). Sehr selten treten Infektionen mit Plesiomonas shigelloides
in den gemaRigten Breiten und dort nur nach Verzehr von rohem, kontaminierten Fisch
(Medema und Schets, 1993; Jonsson et al., 1997) auf. Neben Gastroenteritiden treten sehr
selten durch Plesiomonas shigelloides hervorgerufene Erkrankungen der Haut bei dul3eren

Verletzungen auf (Jonnson et al., 1997).

D.1.1.2.: In situ Detektion von Salmonellen in Bioabfallver garungsanlagen

Die anaerobe Vergarung von organischem  Mill, Speiseresten etc. in
Bioabfallvergérungsanalagen ist eine moderne Methode, dem Problem der zunehmenden
Mullmengen entgegenzutreten. Wahrend des Vergarungsprozesses wird Biogas gewonnen,
dai3 in Blockkraftwerken zu Strom umgewandelt wird. Der Garriickstand wird meist aerob
kompostiert und das Endprodukt als Gartenerde oder Duingemittel in privaten Haushalten oder
in der Landwirtschaft verwendet. Jedoch treten wegen der hohen Keimbelastung oft
hygienische Probleme bei der aeroben Nachrotte der jeweiligen Géarrlicksténde auf. So
kommen z.B. Keimzahlen von bis zu 10° Salmonellen/ml vor. Deswegen muR der
Behandlungsprozef3 von organischen Abféllen in Bioabfallvergarungsanalgen so gesteuert

126



DISKUSSION

werden, dald seuchenhygienisch unbedenkliche Produkte entstehen. Daher schreibt der
Gesetzgeber den Bertreibern der jeweiligen Anlagen hygienische Richtlinien fir die
Behandlung und Weliterverarbeitung von Bioabfall vor (LAGA M10; Millhandbuch 6856;
DIN 38414; DEV S13) vor. So darf in 25 g Endprodukt aus einer Bioabfallvergarungsanlage
keine Salmonella enterica Zelle mehr nachweisbar sein.

Diese Kontrollen stiitzen sich in der Regel auf klassische mikrobiologische Anreicherungs-
und anschliefRende biochemische Differenzierungsverfahren. Die Anreicherung auf nicht-
selektiven und die spétere selektive Vereinzelung der Isolate [siehe B.1.2.], anschliel3ende
biochemische Differenzierung nach physiologischen Merkmalen und die abschlief3ende
Serotypisierung der ,, Salmonella-verdachtigen” Isolate in Spezial- und Referenzlabors nimmt
ungefahr 2-3 Wochen in Anspruch. Die Notwendigkeit der Entwicklung und Etablierung
schnellerer und gleichzeitig zuverléssiger Methoden zur Detektion von Salmonellen ist
offensichtlich.

Die Methode der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) hat sich in den letzten Jahren zu
einem hdchst effektiven Werkzeug zur in situ Detektion von Mikroorganismen entwickelt
(Amann et al., 1993, 1996, Wagner et al., 1994, 1995). Diese Methode zeigt ihre
Leistungsfahigkeit in der Detektion auch bisher nicht kultivierbarer Mikroorganismen
(Schleifer et al., 1998) und bakterieller Endocytobionten von Eukaryoten (Fritsche et al.,
1999; Horn et al., 1999). Durch die FISH-Methode in Kombination mit konfokaler
Lasercanning-Mikroskopie lassen sich ebenfalls Aussagen Uber die raumliche Verteilung und
Abundanz bestimmter Organismengruppen machen (Juretschko et al., 1998; Kihn et al.,
1998). Die Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei etwa 10* Mikroorganismen pro ml. Die
relativ hohe Zellzahl, die fir die in situ Detektion der Mikroorganismen benétigt wird, kann
z.B. durch Aufkonzentrierung wie Filtration oder Anreicherungstechniken erreicht werden.
Da Umweltproben oft einen hohen Anteil an nicht filtrierbarem Material aufweisen, sind hier
Anreicherungstechniken den physikalischen Konzentrationsverfahren vorzuziehen. Zudem
beweist die Anreicherungstechnik, dal3 im Ausgangsmaterial vermehrungsfahige
Mikroorganismen vorhanden gewesen sein miissen.

Durch Kombination von nicht-selektiver Voranreicherung und der FISH-Technik konnte in
der vorliegenden Arbeit eine Kontamination mit einer angeimpften Salmonella-Zelle in 25 g
Gartenerde nach 18 h nachgewiesen werden [siehe C.2.2.2]. Dies stellt natlrlich einen
» theoretischen Optimalwert® dar, da z.B. subletal geschadigte Salmonellen langere Zeit
bendtigen, um die gewlnschte Mindestzellzahl zu erreichen, as frische Kulturen. Jedoch
zeigte dieser Versuch die prinzipielle Tauglichkeit und die hohe Zeitersparnis bei der
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Kombination von nicht selektiver Voranreicherung und fluoreszierender in  sSitu
Hybridisierung auf.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Kompostverwerter beprobt. In den jeweiligen
Originalproben konnten keine Salmonellen direkt und ohne Voranreicherung nachgewiesen
werden. Entweder war hier die Ausgangszellzahl an Salmonellen zu niedrig oder die
Salmonellen befanden sich in einer Hungerphase in der nicht ausreichend Ribosomen und
somit rRNS-Kopien vorhanden waren, die fiur einen erfolgreichen Nachweis durch
Fluoreszenzfarbstoff markierte Oligonukleotidsonden nétig sind. Jedoch war es maoglich,
Salmonellen nach Voranreicherung in alen Stufen der Prozef3fhrung mit der FISH-Technik
nachzuweisen. Durch diesen Anreicherungsschritt erreichen héchstwahrscheinlich Zellen, die
sich im ,, viable but not culturable* -Zustand befinden (Byrd et al., 1991; Turpin et al., 1993;
Munro et al. 1995; Kell et al., 1998, Barer et al., 1999) wieder ihre volle
Stoffwechselaktivitdt und vermehren sich wieder, so dal3 genligend Zielmolekile fir die
Detektion vorhanden waren. Das Vorhandensein von Salmonellen wurde auch durch Isolation
mit klassisch-mikrobiologischen Verfahren bestétigt. Teilweise wurden Salmonellen aus
Bereichen isoliert, die sich betriebstechnisch hinter der Hygienisierungstufe befanden. In
diesem Abschnitt der Prozel¥fihrung werden Bioabfall, Speisereste usw. mit 70°C heil3em
Wasser vermengt und so , hygienisiert”, bevor sie dem Garreaktor zugefihrt werden. Die
Ergebnisse zeigen aber, dal3 offensichtlich die Hygienisierungsmaldnahmen nicht verlailich
greifen. Dies kann beispielsweise an verschiedenen Parametern wahrend der Durchmischung
mit heiRem Prozef3wasser liegen. Offensichtlich existieren Bereiche, in denen die geforderte
Hygienisierungstemperatur nicht erreicht wird. Somit werden Salmonellen und vielleicht
sogar andere pathogene Keime wie andere Enterobacteriaceae (z.B. Yersinia) nicht abgetttet,

sondern nur so weit geschédigt, dal3 sie in Anreicherungsmedien wieder anwachsen kénnen.

D.1.1.3.: Verglech der FISH-Technik mit anderen Detektionsverfahren fir

Salmonedllen.

Neben den erwdhnten klassischen Kultivierungsverfahren zum Nachweis von Salmonellen
werden hauptséchlich immunologische, kombiniert immunologisch-biochemische und PCR-
gestuitzte Nachwei ssysteme fiir Salmonellen verwendet. Die Kultivierungstechniken zéhlen in
der heutigen Salmonella Diagnostik zu den meist verwendeten Nachweisverfahren. Seit ca. 80
Jahren werden dafur diagnostische Medien entwickelt, die laufend verandert, modifiziert und
verbessert werden (Kauffmann, 1930, 1935; Rappaport et al., 1956). Im Jahr1984 beschrieb
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Fricker ein optimiertes Kultivierungsverfahren fir Salmonellen, das, leicht abgewandelt,
heute standardmal3ig zur Isolierung von Salmonellen angewendet wird [siehe C.1.2.]. Diese
kultivierungsabhangigen Nachweisverfahren haben den grof3en Vorteil, nur |lebensféhige
Keime nachzuweisen. Dem gegeniber stehen z.B. PCR-gestitzte Nachweisverfahren fur
Salmonellen (Soumet et al., 1999). Hier kénnen nicht nur DNS-Abschnitte von lebenden,
sondern auch von toten Organismen, ja sogar extrazellulér vorliegende DNS zu
Amplifikationsprodukten richtiger GroR3e fuhren. Vor allem in komplexen Umweltproben
kénnen inhibierende Stoffe vorhanden sein, die eine erfolgreiche Amplifikation der
gewtnschten DNS-Abschnitte unterbinden (Widjojoatmodjo et al., 1992; Fluit et al., 1993;
Baumler et al., 1997). Ein weiterer Vortell der klassischen Kultivierungstechniken ist das
geringe Inokulum, das zum positiven Nachweis nétig ist. Theoretisch wirde das
Vorhandensein einer Zelle in der Probe zu einem positiven Nachweis fuhren. Diese hohe
Sengitivitét zur Detektion lebender Keime ist von anderen Nachweismethoden unerreicht.
Auch subletal geschadigte Zellen erhalten durch die relativ langen Inkubationszeiten die
Moglichkeit zur Rekonvaleszenz. Darum beinhalten auch moderne molekularbiologische
Nachweisverfahren oft einen selektiven oder nicht-selektiven Voranreicherungsschritt. Die
haufigsten eingesetzten Medien in der Salmonella-Diagnostik sind der BPLS-(Brillantgriin-
Phenolrot-Lactose-Saccharose) und XLD Xylose-Lysin-Deoxycholat)-Nahrboden [siehe
B.1.3.1]. Bem BPLS-Nahrboden werden Salmonellen as rote Kolonien auf rotem
Hintergrund identifiziert, da sie Saccharose und Lactose nicht verwerten und somit das
Medium nicht ansduern, aber hohe Konzentrationen an Brillantgriin tolerieren. Proteus ssp.
bzw. Citrobacter ssp. kdnnen jedoch zu falsch positiven Ergebnissen fihren. Im Gegensatz
dazu beruht die Identifizierung von Salmonellen durch XLD-N&hrbdden auf der Fahigkeit von
Salmonellen, bis zu 1g/l Deoxycholat zu tolerieren. Die Xylose-Verwertung, Lysin-
Decarboxylierung sowie die Hydrogensulfid-Bildung aus Thiosulfat, und die resultierende
Ausfdlung von Eisensulfid fuhren zur Schwarzféarbung der Salmonella-Kolonien. Jedoch
zeigen Pseudomonas ssp., Proteus ssp., sowie Citrobacter ssp. oft falsch positive Resultate
mit diesem Nahrboden. Ein entscheidender Nachteil dieser beiden Nahrbdden liegt daran, dal3
Salmonella typhi nicht detektiert wird. Dieser hochpathogene Organismus ist H,S negativ,
fuhrt also auf XLD-Agar nicht zur Schwarzfarbung der Kolonie. Auf BPLS-Agar zeigt
Salmonella typhi ebenfalls keine positive Reaktion. Immunologische Verfahren, die auf die
Detektion der O-, H-, und Vi Antigene von Salmonellen durch Antikorper beruhen wie
ELISA oder ,sandwich“-ELISA Systeme, zeichnen sich vor alem durch ihre leichte
Automatisierbarkeit und die Durchfihrung der Reaktionen in Mikrotiterplatten aus. Jedoch
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liegt bei dieser immunologischen Methode das Detektionslimit bei 10° bis 10° Zellen/ml (Ng
et al., 1996; Hanai et al., 1997; Peplow et al., 1999). Dies setzt entweder sehr hohe Zellzahlen
in der Probe oder abermals einen primdren Anreicherungsschritt voraus. Aufgrund der tber
2500 Salmonella Serovarianten konnen nur Spezial- und Referenzlabors eine prézise
Salmonellen Diagnostik durchfhren. Diese aufwendige Diagnostik ist jedoch nur bel
klinischen oder epidemiologische Untersuchungen gerechtfertigt, wahrend im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nur die Ab- bzw. Anwesenheit von Salmonellen, unabhangig von ihrem
Serotyp, nachgewiesen werden sollte.

Die oben angesprochenen Nachteile von PCR-gestitzten Detektionsverfahren und von
immunol ogischen sowie kultivierungsabhangigen Nachweisverfahren fir Salmonellen kénnen
durch fluoreszierende in situ Hybridisierung mit der Sonde Salm-63 weitgehend unterbunden
werden, so detektiert z.B. die Sonde auch Salmonella typhi, Eine Kombination aus nicht-
selektiver Priméranreicherung und der FISH-Technik scheint ein optimales Verfahren fir die
in der vorliegenden Arbeit gegebenen Problemstellung zu sein. Durch die Anreicherung kann
theoretisch ein Inokulum von einer Zelle, selbst wenn diese subletal geschédigt war, wieder
zur Vermehrung angeregt werden und durch die Sondentechnik auch jene Salmonellen erfalt
werden, die durch die gebrduchlichen Medien nicht detektiert werden kdnnen. Ein
wirtschaftlich bedeutender Vortell ist die Zeitersparnis, die man bei der Detektion von
Mikroorganismen mit FISH gegeniiber den Isolierungs- und anderen molekularbiol ogischen
Nachweistechniken hat. Sollen Proben nur auf die Anwesenheit von Salmonellen untersucht
werden, ist die FISH-Technik in Kombination mit einer Priméranreicherung am sinnvollsten.
Sind genauere Subtypisierungen verlangt, besitzen die oben erwéhnten immunologischen
Techniken und auf PCR basierende Nachweisverfahren einen Vortell gegentber der

Gensondentechnik.

D.1.2.: In situ Detektion von Listerien

D.1.2.1.: Spezifitat der Sonden Lis-1255 und Lis-637

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei gegen die 16S-rRNS gerichtete Gensonden (Lis-1255
und Lis-637) konstruiert, die es erlauben, die Gattung Listeria unter Einsatz der Fluoreszenz-
in situ-Hybridisierung spezifisch zu detektieren Die Sonde Lis-1255 erfaldt, nach
Datenbankrecherche, neben den 6 bisher bekannten Arten der Gattung Listeria noch die
beiden Nicht-Zielorganismen Brochotrix thermosphacta und Brochotrix campestris. Die
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Gattung Brochotrix beinhaltet bis heute nur die beiden oben genannten Arten (Sneath und
Jones, 1976). Die Gattungen Listeria und Brochotrix sind, basierend auf vergleichenden
Untersuchungen der 16S-rRNS phylogenetisch sehr eng verwandt (Ludwig et al., 1984) und
werden den Gram-positiven Organismen mit niedrigem G+C Gehat zugeordnet
(Stackebrandt und Woese, 1981). Auch Brochotrix a3t sich, @anlich wie Listeria, aus Erde,
Gras, Heu, Faces, aber auch aus verschiedenen Lebensmitteln wie Milch, Sahne oder
Huttenkése isolieren (Gardner, 1981; Talon et al., 1988). Aus klinischen Proben wurde
Brochotrix allerdings bisher noch nicht isoliert. Eine Doppel-Hybridisierung mit beiden
Sonden (Lis-1255 und Lis-637) erlaubt es die Listerien sicher zu detektieren. Von der Sonde
Lis-1255 werden neben den Listerien beide Arten von Brochotrix detektiert, wahrend von der
Sonde Lis-637 alle Listerien mit Ausnahme von L. grayi erfaf3t werden. Listeria grayi ist
nicht pathogen fur Mensch und Tier und wurde nur sehr selten aus Umwelt- oder
L ebensmittel proben isoliert. Die beiden Arten von Brochotrix besitzen keine zur Sonde Lis-
637 komplementéare Bindungstelle auf ihrer ribosomalen-RNS. Die beiden gegen die Sonde
Lis637 getesteten Nicht-Zielorganismen Enterococcus gallinarum und Enterococcus
cassdiflavus zeigten unter stringenten Hybridisierungsbedingungen keine detektierbaren
Signale. Die sehr schwachen Signale, die bei Shewanella alga nach Hybridisierung mit der
Sonde Lis-1255 zu detektieren waren, sind auf die nicht zentral gelegene Basenfehlpaarung
der Bindungsregion zu Sonde Lis-1255 zurlckzufihren. Jedoch weisen die Vertreter der
Gattung Shewanella ein anderes natiirliches Verbreitungsgebiet als Listerien auf. Shewanella
Arten sind Bewohner aguatischer und mariner Habitate.

D.1.2.2.: Detektion von Listerien in situ in Umweltproben

Die klassische mikrobiologische Isolierung von Listerien aus Umweltproben sttzt sich auf
den Einsatz selektiver Medien. Aufgrund der hohen Nahrstoffanspriiche der Listerien ist es
nétig, eine vierstufige, selektive Anreicherung durchzufthren, um den Listerien anderen
Mikroorganismen gegeniiber einen Wachstumsvorteil zu erméglichen und die Begleitflora zu
unterdriicken. Allein diese 4 Medien enthalten 7 verschiedene Antibiotika (siehe B.1.3.1. oder
B.1.3.6.). Diese Selektivmedien wurden bereits soweit perfektioniert, dald nach einer
negativen Reaktion des , Fraser-Anreicherungsmediums’ mit Selektivsupplement (siehe
B.1.3.1.) das Vorhandensein von Listerien ausgeschlossen werden kann (Curtis et al., 1989;
Fraser et al., 1988). Dies bedeutet zwar eine gewisse Zeitersparnis, da man sich die
Vereinzelung der Isolate auf ,OXFORD“ und ,PALCAM“-Ndhrboden erspart, aber das
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Verfahren nimmt dennoch bis zu 8 Tage in Anspruch, um die Abwesenheit von Listerien
garantieren zu konnen. Werden dagegen ,, Listeria-verdachtige” Isolate erhalten, so kann sich
aufgrund der nachfolgenden biochemischen Differenzierung und eventuellen Serotypisierung
die Listeria Diagnostik auf bis zu 3 Wochen ausdehnen.

In der vorliegenden Arbeit konnten Listerien unter Verwendung fluoreszenzmarkierter
Gensonden in situ in Rohmilch bereits nach zwei Tagen Selektivanrei cherung nachgewiesen
werden. Ein direkter Nachweis in fixierter Rohmilch gelang nicht. Dies lag wahrscheinlich an
der zu geringen Zellzahl, oder an dem Vorhandensein subletal geschéadigten Organismen, wie
esin C.1.1.2. bereits fUr den in situ Nachweis von Salmonellen diskutiert wurde. Jedoch war
eine Anreicherung tber zwei Tage offensichtlich ausreichend die Keimzahl an Listerien derart
zu erhohen, dal? sie in situ detektiert werden konnten. Die Zellen scheinen in dieser Zeit
genug Ribosomen und damit Zielmolekile an ribosomaler RNS fir die Detektion in situ
ausgebildet zu haben. Die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung Gram-positiver Organismen
bedarf oft enzymatischer Vorbehandlungsschritte, um die Zellhille permeabel fir Gensonden
zu machen (Roller et al., 1994; Schmid, 1997; Wagner et al., 1998). Listerien alerdings
bedirfen in  der logarithmischen  Wachstumsphase  keiner  enzymatischen
Vorbehandlungsschritte, um ihre Zellwand fir den Durchtritt der Gensonden zu
permeabilisieren (Schmid, 1997). Bei der Rohmilchanreicherung wurde vor der
Hybridisierung nicht enzymatisch vorbehandelt, so dal3 die Zellen in der Originalprobe nicht
stark geschéadigt gewesen sein durften.

Die FISH-Technik kombiniert mit der klassischen Anreicherung bietet dhnlich wiein D.1.1.3.
diskutiert, erhebliche Zeitersparnis. Eine Gensonde fir den spezifischen Nachweis von
L. monocytogenes konnte allerdings aufgrund der sehr hohen Sequenzéhnlichkeit der Listerien
auf der 16S- und 23SrRNS nicht konstruiert werden. Jedoch wird in der
Routineuntersuchung bereits der Nachwels von Listerien als Hinweis auf eine mdgliche
Kontamination mit L. monocytogenes gewertet (Wagner und Lehner, personliche Mitteilung).
Mit den in der vorliegenden Arbeit entwickelten Gensonden kann ein schneller und
zuverlassiger Nachweis von Listerien in einer Probe gefiihrt werden. Negative Proben missen

daraufhin nicht mehr weiter unter hohem Zeitaufwand bearbeitet werden.
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D.1.2.2.: Vergleich der FISH-Technik mit anderen Detektionsverfahren zum Nachwels

fir Listerien

Neben den klassischen mikrobiologischen Techniken zum Nachwels von Listerien werden
auch in zunehmenden Mal3e molekularbiologische Methoden entwickelt, um Listerien und
dabel vor allem L. monocytogenes und L. ivanovii als pathogene Vertreter der Gattung zu
detektieren. Dies liegt unter anderem auch daran, dal3 sich zahlreiche Arbeitsgruppen mit L.
monocytogenes nicht nur als Lebensmittelkontaminante, sondern vor alem auch als
genetischen Modellorganismus beschéftigen, um die Lebensweise fakultativ intrazellulérer
Mikroorganismen besser studieren und verstehen zu konnen (Goebel, 1993; Cossart und
Kocks 1994; Cossart et al., 1989; Vasquez-Boland et al., 1992). So versucht ein Verbund an
spanischen, franzésischen und deutschen Arbeitsgruppen derzeit, das Genom von L.
monocytogenes und L. innocua zu entschltisseln.

Eine bereits traditionelle Typisierungsmethode fir Listerien stellt die Serotypisierung dar
(Seeliger, 1979). Daneben erweist sich auch die Phagentypisierung (Rocourt, et al. 1985) als
hochsensitive Methode zur Differenzierung verschiedener Stdmme von L. monocytogenes. Sie
hat aber den Nachteil, dal3 nicht ale Listeria Stdmme typisierbar sind. Zudem kann die
routinemaldige Subtypisierung von Listerien mit Phagen nur in speziell eingerichteten
Laboratorien durchgefihrt werden (Rocourt et al., 1985; Espaze et al., 1989).

Daneben werden aber auch zunehmend Techniken entwickelt und eingesetzt, die es erlauben,
Listerien auf genotypischer Ebene zu differenzieren. Diese Methoden zeigen oft eine hohere
Reproduzierbarkeit as phéanotypische Untersuchungen, da sie nicht von Umwelteinfllissen
wie z.B. Wachstumsbedingungen abhangig oder beeinflufl3 werden. Dazu zdhlen Methoden
wie die Hydrolyse von DNS mittels Restriktionsendonukleasen und anschlief3ender
elektrophoretischer Auftrennung der DNS Fragmente (Ericsson et al., 1996), Plasmid-
Profiltypisierung, PFGE-, fingerprint” -Analysen (Nakama et al., 1998) oder PCR-gestltzte
Verfahren (Bubert et al., 1999; Klein et al., 1997). Die Anwendung der meisten dieser
Methoden setzt alerdings eine isolierte Reinkultur als Probenmaterial voraus. Aus
lebensmittelhygienischer Sicht erweist sich die FISH-Technik als besonders gut geeignet, das
Vorhandensein von Listerien zu prufen. Lassen sich nach Anreicherung keine Listerien
nachweisen, kann bereits sehr rasch eine Kontamination mit Listerien ausgeschlossen werden.
Dies wirde einen erheblichen Zeitvorteil gegenliber den oben besprochenen Techniken, sowie
einen Schutz der Konsumenten und nicht zuletzt finanzielle Einsparungen bel den
Lebensmittelherstellern bedeuten. Wenn z.B. Listerien in Kése oder anderen Lebensmitteln
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detektiert werden, mussen oft ganze Chargen aus dem Handel entfernt werden. Fir
epidemiologische Untersuchungen zeigen sich jedoch die etablierten Verfahren wie

Serotypisierung und PFGE-, fingerprint”“ -Analysen am geeignetsten.

D.1.3.: In situ Detektion von Campylobacter

D.1.2.1.: Spezifitat der Sonden Camp-635 und Cajeco-1427

Zur Detektion von Campylobacter in situ wurden zwei Sonden verwendet. Ziel war es eine
Region auf der ribosomalen RNS zu finden, die es erlaubt, die gesamte Gattung
Campylobacter zu detektieren (Camp-653, gegen die 16SrRNS gerichtet) sowie eine
Bindungsregion zu finden, die es erlaubte, die thermotoleranten Vertreter der Gattung
Campylobacter zu detektieren (Caeco-1427, gegen die 23S-rRNS gerichtet) und diese
gegenlber den nicht-thermotoleranten Campylobacter Arten zu diskriminieren. Infektionen,
hervorgerufen durch thermotolerante Campylobacter Arten, machen ca. 95% aler
Campylobakteriosen aus. Nicht vollig durchgegarte Feischwaren, die mit diesen
thermotoleranten Campylobacter Arten kontaminiert sind, sind oft der Ausgang einer
Infektion. Die Sonde Camp-653 zeigte keine Basenfehlpaarung zu dem im Datensatz der
ribosomalen Dantenbank der TUM (ARB, Ludwig) befindlichen Sequenzen von Vertretern
der Gattung Campylobacter. Die Spezifitét der Sonde wurde wiederum durch Hybridisierung
von Ziel- und Nicht-Zielorganismen mit aufsteigenden Formamidkonzentrationen im
Hybridisierungspuffer ermittelt. Die klinischen Isolaten von Helicobacter pylori Stdmme
zeigten unter stringenten Bedingungen sehr schwache bis keine Fluoreszenzsignale wahrend
die eingesetzten Campylobacter Referenzstamme stets starke fluoreszierende Signale ergaben.
Die Oligonukleotidsonde Cajeco-1427 konnte alle im 23S-rRNS Datensatz (ARB-Datenbank,
Ludwig, TUM) vorhandenen thermotoleranten Arten von Campylobacter detektieren. Auch
die von Alderton beschriebene Art Campylobacter hyoilel (1995) wird ebenfalls von der
Sonde Cajeco-1427 detektiert. Campylobacter hyoilei wurde aber 1997 reklassifiziert und der
Art Campylobacter coli zugeordnet (Vandamme, 1973). Somit konnten alle nicht
thermotoleranten Campylobacter Arten mit der Sonde Cajeco-1427 von den thermotol eranten

Arten diskriminiert werden.

134



DISKUSSION

D.1.2.2.: In situ Detektion von Campylobacter in Hihner leber

Infektionen, die von Vertretern der Gattung Campylobacter verursacht werden, werden in den
USA as hauptsachlicher Ausloser von Durchfalerkrankungen und Gastroenteritiden beim
Menschen betrachtet (Blaser et al., 1979, 1984). Man spricht sogar von einer weltweiten
Dominanz der durch Campylobacter ausgel 6sten Enteritiden (Skirrow und Blaser, 1992). Am
haufigsten werden diese Campylobakteriosen von den beiden Arten Campylobacter jegjuni und
Campylobacter coli ausgel6st (Skirrow und Blaser, 1992). Menschen werden vor allem durch
den Verzehr von Gefltgelfleisch mit Campylobacter infiziert (Stern, 1992; Tauxe, 1992). Der
Konsum von Rohmilch kann ebenfalls zu einer Infektion mit Campylobacter fihren (Hopkins
et al., 1984; Schmid et al., 1987). Die Infektionen mit Vertretern der Gattung Campylobacter
verlaufen in Gefligel symptomlos. Jedoch finden vor alem thermotolerante Campyl obacter
Arten gute Lebensbedingungen in Enten und HUhnern vor, da deren Koérpertemperatur 41-
42°C betrégt. Thermotolerante Vertreter der Gattung Campylobacter kdnnen sich in der
Geflugelleber manifestieren und werden durch Ausscheidungen auf die Artgenossen
Ubertragen. Die beengte Lebensweise von domestiziertem Gefliigel hat einen sehr hohen
Durchseuchungsgrad zur Folge. So sind die meisten Huhner bereits im Alter von 4 Wochen
mit Campylobacter infiziert (Humphrey et al., 1993; Kapperud et al., 1993). In der
vorliegenden Arbeit konnten thermotolerante Vertreter der Gattung Campylobacter durch die
FISH-Technik direkt in homogenisierter und fixierter Hihnerleber nachgewiesen werden. Ein
Anreicherungsschritt war nicht nétig. Dies spricht fir eine signifikant hohe Keimbelastung
der untersuchten Proben von ca. 10*-10° Campylobacter pro g Leber. Sporadische Ausbriiche
von  Campylobakteriose treten oft nach  Genul3 von nicht-durchgegarten
Huhnerfleischprodukten (Kapperud et al., 1992; Oosterom et al., 1984; Hopkins et al., 1984;
Harris et al., 1986; Deming et al., 1987) und durch nicht sachgeméal3e Handhabung von rohem
Geflugel auf (Norkrans und Svedhem 1982; Hopkins, 1983). Die Methode der FISH-Technik
eignet sich in diesem Zusammenhang dazu, z.B. stichprobenartig Hihnerfarmen zu beproben,

um eventuelle Sanierungsmalinahmen, wie die Gabe von Antibiotika einzuleiten.
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D.1.2.2.: Vergleich FISH-Technik mit anderen Detektionsverfahren zum Nachweis fur

Campylobacter

Fir die Detektion von Campylobacter Arten stehen noch kelne standardisierten Methoden zur
Verfugung. Dies liegt unter anderem daran, dal3 Campylobacter von einem belgischen
medizinischen Mikrobiologen aus Stuhlproben erstmals 1972 isoliert wurde (Kist, 1985) und
daher die Erfahrung mit dem Umgang und der Isolierung dieser Keime noch nicht
ausreichend ist. Erst seit den 70er Jahren stehen Medien zur Isolierung von Campylobacter
Arten zur Verfligung. Die Isolation und Anzucht von Campylobacter Arten gestaltet sich
aufgrund der mikroaerophilen Lebensweise und den komplexen Nahrstoffanspriichen als
schwierig. So a3t sich Campylobacter Zellen nur auf defibrilierten Schafs- oder Pferdeblut-
Nahrbdden kultivieren. Diese komplizierten Nahrboden sind natlrlich auch eine ideale
Grundlage fur andere Organismen, die eventuell Campylobacter Gberwachsen kénnen oder es
nicht gelingen lassen, Reinkulturen zu isolieren, um durch anschlief3ende physiologische
Tests Campylobacter néher differenzieren zu konnen. Immunologische Techniken zur
Detektion von Campylobacter wurden erst in den 80er Jahren entwickelt. So finden zwel
serologische Methoden Anwendung, die hitzestabile somatische O-Antigene (Penner et al.,
1983) und hitzelabile Antigene (Lior et al., 1982) nachweisen. Moderne molekul arbiol ogische
Methoden wie PCR-gestiitzte Nachweisverfahren oder genomische Analysen durch PFGE-
,» fingerprint” -Analysen (Chang und Taylor, 1990; Gibson et al., 1997) oder AFLP-
» fingerprint” -Analysen (Duim et al., 1999; Kokotovic und On, 1999) erweitern nach und
nach das diagnostische Repertoire der Detektion von Campylobacter. Die FISH-Technik zeigt
auch hier ihre Vorteile der Zeitersparnis und Einfachheit der Durchfiihrung gegentber

anderen M ethoden.

D.2.: Die Evolution des,, Virulenzgenclusters® von Listerien

Die drel Listeria Arten L. monocytogenes, L. ivanovii und L. seeligeri besitzen in direkter
Nachbarschaft auf dem Chromosom eine Anhaufung von Virulenzgenen, die von den
lebenswichtigen Genen Idh (kodiert fir eine Lactatdehydrogenase) und prs (kodiert fir eine
Ribosephosphat-Pyrophosphokinase) flankiert werden (siehe C.3.1.). Dieser Bereich wird bei
den drei Arten als das ,, Virulenzgencluster” bezeichnet (Brehm et al., 1996). Wahrend L.
monocytogenes pathogen fur Menschen und Tiere ist, zeigt L. ivanovii seine Pathogenitét nur
gegentiber Tieren. Bel L. sedligeri ist die Bedeutung dieses , Virulenzgenclusters® noch
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unverstanden. Listeria seeligeri besitzt nicht nur die Gene, die L. monocytogenes in seinem
» Virulenzgencluster aufweist, sondern zusétzlich noch funf weitere, deren Funktion zum
Teil noch nicht geklart ist. Bis heute ist nur ein einziger Fall beschrieben und dokumentiert, in
dem eine Infektion mit L. seeligeri mit einer Meningitis bel Menschen assoziiert war (Rocourt
et al., 1986). Die anderen drei Listeria Arten, L. innocua, L. welshimeri und L. grayi, besitzen
ebenfalls eine Anhdufung an Genen, die von den Genen Idh und prs flankiert werden, aber
keine Virulenzgene sind. Diese drei Arten sind apathogen fir Mensch und Tier.

In der vorliegenden Arbeit wurden von vielen Genen vergleichende Sequenzanalysen
durchgefuihrt, um eine Aussage Uber die Evolution des , Virulenzgenclusters® aller bisher
bekannten Listeria Arten treffen zu kdnnen. Dazu z&hlen neben den oben erwéhnten Genen
Idh und prs noch dieim ,, Virulenzgencluster* befindlichen Gene vclB und vclA, die Gene die
fir die 16S- und 23S-rRNS und das iap-Gen, das fur das p60 Protein kodiert. Durch
detaillierte vergleichende phylogenetische Sequenzanalysen der verschiedenen Gene konnte
ein Szenario zur Evolution der Virulenz von Listerien aufgestellt werden. So zeigt L. grayi die
tiefste Abzweigung innerhalb der Gattung Listeria und bildet somit die urspringlichste Art.
Im Laufe der Evolution trennten sich L. monocytogenes und L. innocua in eine eigene und L.
seeligeri, L. ivanovii und L. welshimeri in eine zweite Entwicklungslinie auf, wobei L.
welshimeri in dieser Entwicklungsiinie die tiefste Verzweigung zeigt. Bemerkenswert ist, dal3
die pathogenen Eigenschaften demnach zum einen bei L. innocua und zum anderen bei L.
welshimeri  mindestens zweimal im Laufe der Evolution durch unabhangige
Deletionserei gnisse verlorengegangen zu sein scheint.

Eine Gruppierung von L. monocytogenes, L. ivanovii und L. seeligeri in eine gemeinsame
Entwicklungslinie war bel keiner der umfangreichen Analysen zu erkennen. Die
Untersuchungen deuten daher eher darauf hin, dal3 der phylogenetische Vorgéanger von
Listerien - auer L. grayi - das , Virulenzgencluster as , Virulenzkassette® oder
, Virulenzinsel® aufgenommen hat und spéer die pathogenen Eigenschaften nach
Auftrennung in die beiden Entwicklungslinien durch zweimalige unabhangige Deletion von
Teilen dieses ,, Virulenzgenclusters® die Pathogenitéat verlorengegangen ist. Eine einmalige
Aufnahme einer , Virulenzkassette” bei dem Vorfahren von L. seeligeri, L. ivanovii und
L. monocytogenes und der einmalige Verlust der Virulenz im Laufe der Evolution bei

L. seeligeri erscheint daher als eher unwahrscheinlich.

Die naturlichen 6kologischen Nischen der einzelnen Listeria Arten Uberlappen sich und sind
hauptséchlich von Umweltfaktoren abhangig. Alle Arten der Gattung Listeria lassen sich in
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Erde, verrottendem Gemuse, Abwasser usw. finden. Alle Arten der Gattung Listeria lassen
sich aber auch im Intestinaltrakt von gesunden Trégern nachweisen. Daneben werden
L. monocytogenes, L. innocua und L. ivanovii oft im Stuhl von ansonsten gesunden Personen
nachgewiesen (Farber und Peterkin, 1991; Rocourt et al., 1985). Da Listerien sich oft
dieselben Habitate teilen, scheint ein genetischer Austausch z.B. der oben erwédhnten
» Virulenzkassetten* oder ,, Virulenzinseln“ unter den Listeria Arten theoretisch moglich zu

sein. Die Haufigkeit dieser Vorgange sind jedoch nicht bekannt.

Die dhnliche Struktur des ,, Virulenzgenclusters® von L. ivanovii und L. monocytogenes
spiegelt wahrscheinlich deren Adaptation zu Saugetier-Wirtsorganismen wider, wahrend das
» Virulenzgencluster” von L. seeligeri mit seinen funf zusétzlichen Genen im Vergleich zu
L. monocytogenes moglicherweise das Ergebnis einer Adaptation an einen noch unbekannten
Wirtsorganismusiist. In der Literatur wird beschrieben, dal3 L. monocytogenes und L. seeligeri
unter Laborbedingungen in Protozoen wie Acanthamoeba castellanii und Tetrahymena
pyriformis Uberleben und aus diesen rauberischen Organismen auch wieder entkommen
konnen (Ly et al. 1990). Die mogliche Assoziation von Listerien mit Protozoen erdffnet die
Moglichkeit, dal3 das , Virulenzgencluster® as ene Art Abwehr-  oder
Verteidigungsmechanismus gegen réuberische Protozoen im Laufe der Evolution gebildet
wurde.

Listeria monocytogenes und L. ivanovii sind fakultativ intrazelluldre pathogene
Mikroorganismen. Sie werden am héaufigsten durch den Verzehr kontaminierter
Nahrungsmittel verbreitet. Obwohl oft gesunde Menschen und Tiere as Tréager der beiden
Organismen fungieren, sind Infektionen mit L. monocytogenes und L. ivanovii oft assoziiert
mit verschiedenen Infektionskrankheiten wie Sepsis oder Meningoencephalitis in Foten,
Kleinkindern, &teren oder immunsupprimierten Personen assoziiert (Jones, 1992). Das
Virulenzverhalten von L. seeligeri ist wie bereits erwadhnt weitgehend unverstanden. Listeria
sedligeri kann die Virulenzgene unter Laborbedingungen nicht exprimieren. Das von
L. seeligeri stammende Listeriolysin-Gen ist aber z.B. funktionell wenn das prfA Gen von
L. monocytogenes durch genetische Manipulation in L. seeligeri eingefuhrt wird (Karunasagar
et al., 1997). Dieses veranschaulicht das | ickenhafte Verstandnis, unter welchen Bedingungen
L. sedigeri seine Virulenzgene exprimiert und vor alem gegen welchen Wirtsorganismus
L. seeligeri sein potentiell pathogenes Potential richtet.

Die Infektionsdosis, um an einer Listeriose zu erkranken, wird auf 10’ bis 10° Organismen in
gesunden Erwachsenen geschétzt (Farber et al., 1996). Im Gegensatz dazu wird bel einigen
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Salmonella  enterica-Stammen von einer Infektionsdosis von weniger as 10°
Mikroorganismen, bei Vibrio cholerae von etwa 10° Keimen (Blaser et al. 1982; Cash et al.
1974; Colwell 1996) und bel Shigella flexneri sogar von nur 10 bis 100 Bakterien (DuPont et
al. 1989) ausgegangen. Im Vergleich zu diesen , effektiveren” Krankheitserregern, die auch
wie L. monocytogenes den Gastrointestinaltrakt von Menschen und andere Sauger befallen,
scheint L. monocytogenes ein relativ schlecht adaptierter Organismus in Bezug auf sein
pathogenes Potential flir Menschen zu sein. Die hohe Infektionsdosis spricht eher dafir, dal3
der dominierende Lebensstil von Listerien nicht parasitar ist.

D.3.: Vergleichende phylogenetische Analysen von Sequenzdaten der Gene plcA und iap

Unterschiede im Virulenzverhalten und Wirtsspektrum wurden bisher nicht nur fur Stamme
von L. monocytogenes (Piffaretti et al., 1989; Farber und Peterkin, 1991), sondern auch fir
andere humanpathogene Keime beschrieben (Quentin et al., 1995). Zum Beispiel konnen
Stdmme von L. monocytogenes in Tieren vier klar abgegrenzte Infektionskrankheiten
auslosen. Eine Infektion mit L. monocytogenes kann zur Ausbildung von Encephalitis, einer
Sepsis oder zum Abort eines Fotus fuhren. Daneben kann eine Entziindung der mittleren
Augenhaut (Uveitis) auftreten. Wahrend eines Listeriose-Ausbruchs wird in einem Tier
immer nur einer dieser Erkrankungskomplexe diagnostiziert. Dies deutet darauf hin, dal3
Unterschiede im Virulenzverhalten zwischen Stamme von L. monocytogenes bestehen, da die
Stdmme jeweils nur eine Erkrankung ausl6sen, aber nie mehrere gleichzeitig (Wiedmann et
al., 1997).

Daher sollten in der vorliegenden Arbeit detallierte vergleichende Sequenzanalysen
durchgefuihrt werden, um zum einen mogliche Unterschiede im Virulenzverhalten von
L. monocytogenes erkennen zu kdnnen und zum anderen einen Beitrag zur Evolution von
Stédmmen von L. monocytogenes zu liefern. In der Gattung Listeria sind die Ublicherweise fur
phylogenetische Analysen verwendeten Gene der 16S- und 23S-rRNS mit Ausnahme von
L. grayi Uberaus stark konserviert (98,7-99,6 % 16S-rRNS und 99,5-99,7 % 23S-rRNS
Sequenzahnlichkeit) und sind fir eine weitere Untergliederung daher nicht geeignet.

In der vorliegenden Arbeit wurden die beiden Virulenzgene iap und plcA fir die
phylogenetische Analyse ausgewéhlt. Das iap-Gen konnte bel allen bisher bekannten sechs
Arten der Gattung Listeria nachgewiesen werden und tragt mit seinem Genprodukt, dem
sogenannten p60-Protein, dazu bei, dald Zellen von L. monocytogenes unter Mitwirkung von
Internalin-A (Gaillard et al., 1991) sich erfolgreich an die Wirtszellmembran anheften
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konnen. Neben dieser fir die Adhérenz an die Zielzelle wichtigen Funktion erflllt das p60-
Protein auf3erdem noch die lebenswichtige Funktion als Mureinhydrolase in der letzten Phase
der Zdllteilung bei der Trennung der Querwéande. Daneben wurde das plcA-Gen fir eine
vergleichende phylogenetische Sequenzanalyse herangezogen. Das Genprodukt verhilft
L. monocytogenes durch seine Phospholipase-Aktivitdt gemeinsam mit dem Hly-Protein aus
dem Wirtszellphagosom zu entkommen und ins Zytosol der Wirtszelle zu gelangen.

Durch detaillierte Sequenzanalyse konnen Stdmme von L. monocytogenes in drei
Entwicklungslinie  unterteilt werden. Die Berechnung der  Nuklein-  und
Aminosauresequenzdaten erwies eine stabile Zuordnung in die einzelnen Linien (siehe
Tabelle G.1. im Anhang). Dabei wurden Sequenzfilter verwendet, die die TN-, repeat” -
Domane bel der Berechnung ausschlief3en. In diesem hochvariablen Abschnitt des iap-Gens
zeigt sich eine Anhaufung an Wiederholungen der Aminosauren Threonin (T) und Asparagin
(N). Die Anzahl dieser Wiederholungen variiert unter den Stdmmen von L. monocytogenes
(Bubert et al., 1992). Diese Doméane wird durch Deletions- und Insertionsereignisse gebildet.
Sie konnte z.B. durch eine ,Tandem-Multiplikation“ der Repetitionseinheit -ACAAAT-
gebildet worden sein (Kohler et al., 1990). Demnach sollte dieser Bereich fur phylogenetische
Analysen ausgeschlossen werden, denn in diesem Zusammenhang sollten Mutationsereignisse
und nicht der Austausch ganzer Sequenzkassetten zur Phylogenie beitragen. Die Literatur
zeigt, dal’ dennoch auch dieser Bereich fur phylogenetische Analysen herangezogen wurde
(Rasmussen et al., 1995). In dieser Publikation wurden ebenfalls drei evolutionare Linien von
L. monocytogenes postuliert. Diese wurden mit dem Auftreten von drel Sequenztypen bei den
untersuchten L. monocytogenes-Stammen begriindet. Die drei Sequenztypen unterschieden
sich aber nur durch 10 Basenaustausche voneinander, die jedoch zu keinem einzigen
Aminosaureaustausch fuhrten.

Rasmussen beobachtete aber auch drel unterschiedliche Langenauspragungen an TN-
Wiederholungen innerhalb der TN-, repeat” -Domane. In der von ihm vorgeschlagenen
Entwicklungslinie | waren L. monocytogenes-Stamme mit 17, in Entwicklungdlinie 11 mit 16-
17 und in Entwicklungdlinie [l mit 16-20 TN Wiederholungen zugeordnet. In der
vorliegenden Arbeit wurden ebenfalls drei evolutiondre Linien postuliert. In dem
hochvariablen Abschnitt des iap-Gens (Position 333 bis 488 im Aminosdurealignment der
iap-Gen Sequenzdatenbank) konnten ebenfalls drei unterschiedliche Langengruppen an TN-
,» repeats’ (siehe C.4.1.1.) den Entwicklungslinien von L. monocytogenes zugeordnet werden.
In der vorliegender Arbeit postulierten Entwicklungslinie | befindet sich L. monocytogenes-
Stdmme mit Wiederholungen von 11 TN-Einheiten. Dagegen finden wir in der
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Entwicklungslinie 111 den langsten TN-,repeat® mit 15-24 Wiederholungen. In die
Entwicklungslinie 1l lassen sich L. monocytogenes Stdmme zuordnen, die einen TN-, repeat”

von 13-17 Wiederholungen zeigen.

Die Sequenzanayse der iap-Gene, zeigte eine weitaus bessere Auflosung innerhalb der
Listeria Arten , besonders innerhalb der L. monocytogenes Stamme, als es die 16S- und 23S-
rRNS-Sequenzen erlauben.

Die einzelen Entwicklungslinien weisen fol gende Sequenzahnlichkeiten zueinander auf.

Entwicklungdlinie | zu Entwicklungdlinie |l 93,5-94,4 %
Entwicklungdlinie | zu Entwicklungslinie 11 93,7-96,1 %
Entwicklungslinie Il zu Entwicklungslinie I11 95,6-97,5 %

Innerhalb der einzelnen Entwicklungslinien war durch die Sequenzanalyse keine weitere

aussagekraftige Auflésung mehr zu erkennen. So zeigten die L. monocytogenes Stdmme

innerhalb der Entwicklungslinie | 99,4-99,7 %
innerhalb der Entwicklungdlinie Il 98,3-100 %
und innerhalb der Entwicklungslinie I11 96,7-100 %

Sequenzahnlichkeit zueinander.

Bel der umfangreichen Sequenzanalyse der iap-Gene von L. monocytogenes wurden viele
Stdmme vom gleichen Serotyp (siehe B.1.2.) untersucht. Alle identischen Serotypen von
L. monocytogenes wurden nach phylogenetischer Analyse in dieselbe Entwicklungslinie
gruppiert. Alle L. monocytogenes Stamme der Serotypen 4a und 4c wurden in die
Entwicklungdlinie |, ale Stamme des Serotyps 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e und 7 in die
Entwicklungdlinie Il und alle Stdmme des Serotyps 1/2a, 1/2c, 3a , 3c und 4ab in die
Entwicklungdlinie I11 eingeordnet. Lediglich ein Stamm (L. monocytogenes NV4700) wurde
der Entwicklungslinie Il zugeordnet, obwohl er vom Serotyp 4a war. Die Lange des TN-
,repeats’ von 16 Wiederholungen und nicht 11 Wiederholungen, wie es fur die
Entwicklungslinie | typisch ware, und publizierte Fehler bel der Serotypisierung (Rocourt et
al., 1985) sprechen eher dafur, dald dieser Stamm falsch serotypisiert wurde, als dal3 die
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Konstanz der Serotypen in den jeweiligen Entwicklungslinien von L. monocytogenes nicht
stabil ware.

Listeria monocytogenes-Stamme vom Serotyp 4a und 4c sind sogenannte , exotische"
Stdmme, die sehr selten isoliert werden. Beim Menschen treten sie nur as Koinfektion mit
anderen L. monocytogenes Stammen auf. Dies spricht dafir, dal3 L. monocytogenes-Stamme
vom Serotyp 4aund 4c im Laufe der Evolution Teile ihres Virulenzvermégens verloren haben
oder sie haben sich, wie im Fall von L. sedligeri in D.2. diskutiert, an einen anderen noch
unbekannten Wirt besser angepal’t als es z.B. fur die L. monocytogenes Stdmme vom Serotyp
4b 1/2b oder 1/2a zutrifft. Diese Serotypen sind beim Menschen die dominanten Isolate nach

einer Infektion mit L. monocytogenes.

Durch vergleichende phylogenetische Analyse der plcA Sequenzen sollten die oben
erhaltenen Ergebnisse bestétigt werden. Die Analyse ergab fur L. monocytogenes ebenfalls
eine Aufspaltung in drei Entwicklungslinien. Stellt man die Dendrogramme von iap- und
plcA-Sequenzdaten gegentiber, so erkennt man nicht nur eine Ubereinstimmende Gruppierung
der Serovarianten, sondern auch eine starke Ubereinsimmung in der Topologie der
Dendrogramme (Abbildung D.1.).

iap plcA

L. welshimeri

L. seeligeri
L. ivanovii
L. innocua sv 6a

L. seeligeri

L. grayi L. ivanovii

_{ L. monocytogenes sv4c

L. monocytogenes sv4a
L. monocytogenes svab
L. monocytogenes svad
L. monocytogenes svde
L. monocytogenes 1/2b
L. monocytogenes sv3b
L. monocytogenes sv7

L. monocytogenes sv4ab
L. monocytogenes svl/2a

L. monocytogenes sv3c

L. monocytogenes sv3a

L. monocytogenes sv1/2c

L. monocytogenes sv4c
L. monocytogenes sv4a
L. monocytogenes sv4b
L. monocytogenes svad
L. monocytogenes sv4e
L. monocytogenes svl/2b
L. monocytogenes 3b
L. monocytogenes sv7
L. monocytogenes sv4ab
L. monocytogenes svl/2a
L. monocytogenes sv3c
L. monocytogenes svl/2c
L. monocytogenes sv3a

0.10

Abbildung D.1.: Phylogenetische Dendrogramme basierend auf iap-Gen Sequenzdaten (links) aller Listeria
Arten sowie aler 13 Serovarianten von L. monocytogenes und plcA-Gen Sequenzdaten von L. ivanovii,
L. seeligeri und aller 13 Serovarianten von L. monocytogenes berechnet nach dem ,, Neighbor-Joining"” -
Verfahren. Bei der iap-Gen-Analyse wurde ein Sequenzfilter verwendet, der die TN-, repeat” -Doméne
bei der Berechnung ausschlieft.
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Zum Nachweis von L. monocytogenes werden kommerziell unter anderem immunol ogische
Testsysteme wie ELISA Tests, die Antikdrper gegen p60 Proteine enthalten, angeboten. Ein
System verwendet gegen das p60-Protein gerichtete Antikorper. Dies stellt eine sehr elegante
Methode zur Detektion von L. monocytogenes dar, da das p60 Protein hauptsachlich im
Kulturtberstand zu finden ist und somit nicht direkt mit infektiosem Material gearbeitet
werden muf3. In der vorliegenden Arbeit wurden zunéchst die beiden L. monocytogenes
Stdmme ,Aachen* und “F-Stamm“, die keine Reaktion mit diesem Antikorper zeigten
(Bubert, personliche Mitteilung), ener Sequenzanalyse unterzogen. Anhand der
Aminosauresequenzdaten konnte sehr leicht eine Mutation im  Epitop der
Antikorperbindungsstelle festgestellt werden. Durch eine Mutation von A (Ala = Alanin) nach
T (Thr = Threonin) an Position 298 wurde die Erkennungsstelle des Antikorpers veréndert. In
Abbildung D.2. ist ein Ausschnitt aus dem , Alignment” der Aminosduresequenzdaten
dargestellt. Im Epitop des Antikorpers (QQQTAPKAPTE) ist die Mutation zu erkennen.

288 298 305

| |
L. nonocytogenes Stamm EGD sv 1/2a TATQQQTAPKAPTEAAKP
L. nonocytogenes r62a ... .. T.......
L. nonocytogenes r479A ... .. T.......
L. nonocytogenes Stamm Aachen —  .......... T ......
L. nonocytogenes | MWW61 ... L. T.......
L. nonocytogenes | WW454 ... T.......
L. nonocytogenes StammF ... T.......
L. nonocytogenes | MWWsG67 ..., T.......
L. nonocytogenes | MWW68 ... L. T.......
L. nonocytogenes | WWsG66 ... T.......
L. nonocytogenes | WW6O0 ... T.......

Abbildung D.2.: Ausschnitt aus dem Aminosaurealignment von Position 288 bis 305 der Stamme, die eine
Mutation im Epitop des ,spezifischen® Antikorpers zur ELISA-Detektion von L. monocytogenes
aufwei sen.

Erstaunlicherweise trat diese Mutation, die als extrem selten beschrieben wird (Bubert,
personliche Mitteilung) und bisher nur bei exotischen, katalase-negativen L. monocytogenes
Stdmmen beobachtet wurde (Bubert et al., 1997), bel 10 von 34 untersuchten
L. monocytogenes Stdmmen auf, die der evolutionaren Linie 111 zugeordnet wurden. Dies
bedeutet, dal3 ungeféhr 30 % der L. monocytogenes Stamme der Entwicklungslinie I11 nicht
mit dem ELISA detektiert werden konnen.
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D.4.: Subtypisierung von L. monocytogenes durch PFGE-RL FP-Analyse

Eine sehr haufig angewendete Methode, Listerien und vor alem L. monocytogenes auf
genomischer Ebene durch , fingerprint“ -Analyse zu differenzieren, ist die , pulsed-field” -
Gelelektrophorese (PFGE). Sie wird als hoch aufldsende Methode, in einigen Artikeln sogar
as die am besten geeignete Methode zur Feindifferenzierung von L. monocytogenes
beschrieben (Brosch et al., 1991; Buchrieser et al., 1991; Buchrieser et al., 1993; Carriere et
al., 1991; Howard et al., 1992).

In der vorliegenden Arbeit wurden 13 L. monocytogenes Stdmme, die alle bekannten
Serovarianten abdecken, einer Analyse durch PFGE-RLFP [B.1.14.] unterzogen (siehe
C.4.2.3.). Dabei konnten unter Verwendung der Restriktionsendonukleasen Apal und Ascl,
mit Einschrankungen, verschiedene Bandenmustergruppen (im folgenden als PFGE-Apal-
Gruppe oder PFGE-Ascl-Gruppe bezeichnet) detektiert werden. Sie zeigen Ubereinstimmend
zu den vergleichenden phylogenetischen Untersuchungen an Virulenzfaktoren, dald sich
L. monocytogenes im Laufe der Evolution offensichtlich in drel  Entwicklungslinien
aufgespalten hat. Dadurch konnten die durch vergleichende Sequenzanalyse von zwei
wichtigen Virulenzfaktoren fir L. monocytogenes erhatenen Daten (siehe C.4.1.1. und
C.4.1.2.) auch auf genomischer Ebene bestétigt werden.

Durch Einsatz der Restriktionsendonuklease Apal bei der PFGE-RLFP-Analyse konnten fir
die auf der Basis der iap- und plcA-Gen-Sequenzen postulierten Entwicklungslinien 11 und 111
von L. monocytogenes zwei Bandenmustergruppen gefunden werden. Fur die beiden
L. monocytogenes Serovarianten 4a und 4c¢ (Entwicklungsinie ) konnten trotz mehrmaliger
Wiederholung der PFGE-Experimente keine Bandenmuster detektiert werden. Offensichtlich
besitzen diese beiden als exatische L. monocytogenes Stdmme bezeichneten Serovarianten auf
ihrem Chromosom keine Erkennungsstelle fir die Restriktionsendonuklease Apal. Eine eher
unwahrscheinliche Erklarung waére, dal3 diese beiden Serotypen von L. monocytogenes
zusétzliche Schnittstellen im Vergleich zu den Gbrigen L. monocytogenes Serotypen fir das
Restriktionsenzym Apal besitzen und die dadurch resultierenden niedrig-molekularen
Bandenfragmente durch die PFGE nicht mehr detektiert werden konnen. Dieses Phanomen
wurde schon friher beschrieben (Brosch et al., 1994). Ein in dieser Publikation untersuchter
L. monocytogenes-Stamm, der vom Serotyp 4c¢ war, besal3 auch keine Schnittstelle fur Apal.

Folgende Serovarianten wurden den jeweiligen Restriktionsmustergruppen zugeordnet.

144



DISKUSSION

PFGE-Apal-Gruppe | 43, 4c
PFGE-Apal-Gruppe |1 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e. 7
PFGE-Apal-Gruppe |1 1/2a, 1/2c, 3a, 3c, 4ab

Diese Ergebnisse korrelieren sehr gut mit den nach vergleichender Sequenzanayse
postulierten Entwicklungslinien von L. monocytogenes. Auch in friheren Untersuchungen
wurden die Serotypen 1/2b, 3b, 4b, 4d und 4e, die die Flagellen (H) Antigene vom Typ ABC
présentieren (Seeliger und Ho6hne, 1979), nach PFGE-Anadyse in ener Gruppe
zusammengefald. Ein L. monocytogenes-Stamm vom Serotyp 7 wurde jedoch nicht
untersucht. Die Serotypen die der PFGE-Apal-Gruppe |l zugeordnet wurden, konnten
weiterhin noch in zwei Untergruppen eingeordnet werden, in denen sich die Serotypen 1/2b,
3b, 7 bzw. 4b, 4d, 4e befanden. Die Serotypen 1/2a, 1/2c 3a, 3v, 4ab, die die Flagellen (H)
Antigene vom AB und BD Typ présentieren (Seeliger und Hohne, 1979), konnten der PFGE-
Apal-Gruppe |11 zugeordnet werden.

Bel der Analyse der Bandenmuster der PFGE-Apal-Gruppe |l waren die nahezu identischen
Muster, die bel Restriktion der L. monocytogenes Stdmme der Serotypen 4b, 4d und 4e
entstanden, aufféallig. Dies konnte entweder an einer Verwechslung der L. monocytogenes
Stdmme bei der PFGE-Analyse liegen, oder die Methode der PFGE ist nicht auflésend genug,
diese 3 Serotypen voneinander zu diskriminieren. Eine énliche Beobachtung wurde bereits
von Brosch (1994) gemacht. Auch hier zeigte ein L. monocytogenes Stamm der von Serotyp
4d war, ein identisches Bandenmuster zu einem L. monocytogenes Stamm vom Serotyp 4b.
Die Restriktionsanalyse mit Apal (18-23 Fragmente) wird gewdhnlich a's hoher auflésend als
mit Ascl (8-14 Fragmente) beschrieben, da durch Apal in der Regel mehr Fragmente erhalten
werden und somit auch mehr Bandenmuster entstehen kénnen.

Be PFGE-Anayse mit der Restriktionsendonuklease Ascl konnten die untersuchten
L. monocytogenes Stamme ebenfallsin drei Gruppen eingeteilt werden. Die Zugehdrigkeit der
Serotypen zu den einzelnen Bandenmustergruppen ist analog zu der Einteilung nach PFGE-
Analyse mit dem Enzym Apal und den drei Entwicklungslinien von L. monocytogenes, die
nach vergleichender Sequenzanalyse der iap- und plcA-Gene postuliert wurden. Folgende

Serotypen von L. monocytogenes wurden den jeweiligen Bandenmustergruppen zugeordnet.

PFGE-Ascl-Gruppe | 43, 4c
PFGE-Ascl-Gruppe 11 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e und 7
PFGE-Ascl-Gruppe Il 1/2a, 1/2¢c, 3a, 3cdab
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Durch PFGE-Analyse mit der Restriktionsendonuklease Ascl konnte fir beide
L. monocytogenes Stamme von Serotyp 4a und 4c Bandenmuster erhalten werden, die sich
sehr von den Mustern der PFGE-Ascl-Gruppe Il und 111 unterschieden. Auch hier zeigten
nach Restriktion der DNS, die L. monocytogenes-Stdmme vom Serotyp 4b, 4d und 4e die
nahezu identischen Muster. Die Serotypen 1/2b, 3b, 7 bzw. 4b, 4d, 4e konnten ebenfalls
wieder in zwel Untergruppen in der Entwicklungslinie Il von L. monocytogenes unterteilt

werden.

D.5.: Entwicklung PCR-gestitzter Verfahren zur Diskriminierung von L. innocua und

L. monocytogenes und zur Feintypisierung von L. monocytogenes

Neben den in D.1.2.1. und D.1.2.2. diskutierten in situ Detektionsverfahren fur Listerien mit
rRNS-gerichteten Gensonden wurden auch PCR gestitzte Verfahren fir die spezifische
Detektion von L. monocytogenes und L. innocua entwickelt. So wurde ein ,, Multiplex-PCR"-
System entwickelt (siehe C.4.2.1.7.), das es erlaubt, die beiden wichtigen Listeria Arten
L. innocua und L. monocytogenes voneinander zu diskriminieren. Das ebenfalls entwickelte
PCR-System, das spezifisch fur die einzelnen Entwicklungslinien von L. monocytogenes ist
(siehe C.4.2.1.), konnte in Kombination mit dem ,, Multiplex-PCR"-Verfahren und aufgrund
der oben erwahnten stabilen Serotyp-Entwicklungslinien-Assoziation zur Voruntersuchung
zahlreicher Stdmme verwendet werden. Dies kdonnte bel epidemiologischen Studien nach
einem Listeriose-Ausbruch von Nutzen sein. Die PCR gestltzte Identifikation der Listeria
Arten und die PCR-gestiitzte Zuordnung in die jeweiligen Entwicklungslinien von
L. monocytogenes Isolaten kdnnte die anschlief3ende, aufwendige Serotypisierung entlasten.
Ebenso konnte die entwickelte Methode der Einspursequenzierung zu einer Vorab-
Unteersuchung vieler Isolate und zur Diskriminierung von L. innocua und L. monocytogenes
verwendet werden. Durch den einfachen Vergleich der Bandenmuster kénnten mit dem in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Sequenzierautomaten ca. 250 Listeria-Stamme an einem
Tag untersucht werden. Die Methode der , kompetitiven“-PCR wurde in dieser Arbeit zur
Spezifitétserhohung des PCR-gestiitzten Nachweissystems fur die Entwicklungslinien von
L. monocytogenes entwickelt. Sie kann natdrlich auch fur die Amplifikation jedes anderen
gewlnschten DNS-Abschnittes verwendet werden, bel dem sonst oft unspezifische

Amplifikate auftreten. Durch die Verwendung der nicht ,verlangerbaren, kompetitiv
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wirkenden Primer kommt es zu ener Diskriminierung nicht  gewollter

Amplifikationsprodukte.

D.6.: Infektionsstudien mit L. monocytogenes

In der vorliegenden Arbeit wurden Zdlllinien mit verschiedenen L. monocytogenes Stammen
infiziert, um die Vermutung bestétigen zu konnen, dald sich Vertreter der einzelnen
Entwicklunglinien von L. monocytogenes hinsichtlich ihres Infektions- Adhdrenz- und
Virulenzverhaltens unterscheiden. Dies konnte durch Infektionen mit nativen
L. monocytogenes Stammen teilweise bestdtigt werden (siehe C.5.1.). Ahnliche Resultate
wurden bereits von Wiedmann und Mitarbeitern beobachtet (1997). Hier zeigten auch
L. monocytogenes Stdmme die vom Serotyp 4a waren in ,, in vitro-Zytophatogenitatsstudien®
kleinere Plagues as L. monocytogenes Stdmme, denen ein hoheres Virulenzpotentia
zugesprochen wird wie Stdmme des Serotyps 4b. Auch die Auswertung an einem
Durchfluf3zytometer erbrachte teilweise vergleichbare Ergebnisse. Jedoch zeigte der Stamm
L. monocytogenes Aachen sv 1/2a signifikant niedrigere Infektionswerte nach 1 und 20 h
Infektion, as die drei anderen Stdmme von L. monocytogenes (siehe C.5.3.). Die Analyse
durch Durchfluf3zytometrie zeigte auch andere Probleme auf. Durch das Trypsinisieren oder
Abschaben der Zellen nach der Infektion kann es bel einigen Zellen zur Lyse kommen (Simm,
personliche Mitteilung). Diese Zelllysate verklumpen und fiihren zum Verstopfen der Disen
des Durchfluf3zytometers. Dies fuhrte mehrmals zum Abbruch der Mefdreihen. Eine andere
Begriindung fir die stark schwankenden Werte, zeigte die mikroskopische Untersuchung auf.
Hier konnten teilweise eher ungewohnliche zytopatische Effekte verfolgt werden (Bubert,
personliche Mitteilung). So zeigten sich bel Infektion mit dem Stamm L. monocytogenes
Aachen oft abgeloste Zellen, die sich vom Schalenboden gelost haben und an der
Zelloberfléche schwammen. Diese waren mit grin fluoreszierenden L. monocytogenes Zellen
angefullt. Durch die Waschvorgange vor der Vermessung der Zellen im Durchfluzytometer
werden nattrlich die von Kulturschalenboden abgeldsten Zellen entfernt und stehen somit
nicht mehr der Messung zur Verfugung. Ein weiterer Grund der schwankenden Werte kdnnte
das Alter der verwendeten Zellkulturen. sein. Die verwendeten Krebszelllinien sind zwar
potentiell unsterblich, sie zeigen jedoch im Alter und nach haufiger Passage optisch
morphologische Unterschiede zu frischen Kulturen. Gegen Ende der Experimente waren z.B.

die CaCo-2 Epithelzellen fast nicht mehr zur Konfluenz zu bringen.
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Zusammenfassend sollten fur die Adhdarenz-, Infektions- und Virulenzuntersuchungen mit
standardisierten vielleicht sogar synchronisierten Zelllinien, die sich in der gleichen Zellphase
befinden, gearbeitet werden (Simm, personliche Mitteilung). Da durch die héaufigen
Wachschritte infizierte und nicht infizierte Zellen verloren gehen und Zellen durch abschaben
oder trypsinisieren zum Tell zerstort werden, empfiehlt sich zur Auswertung z.B. ein
Laserscanning-Zytometer. Damit kénnen die Infektionsschélchen direkt nach Infektion mit
den jeweiligen GFP-markierten L. monocytogenes Stammen , onling*, betrachtet und

ausgewertet werden.
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E: Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden schnelle und zuverléssige Methoden zum
Nachweis der drei bedeutenden humanpathogenen Lebensmittel-Kontaminanten Listeria,
Campylobacter und Salmonella basierend auf der Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH)
sowie der diagnostischen PCR, entwickelt. Dafir wurden spezifische rRNS-gerichtete
Gensonden  konstruiert und die FISH-Technik  dahingehend optimiert, die
Verderbsorganismen direkt in der zu untersuchenden Probe oder nach Anreicherung
nachzuwei sen.

Fur die in situ Detektion von Listerien wurden zwei gegen die 16S-rRNS gerichtete Sonden
konstruiert, die es erlaubten, alle Vertreter dieser Gattung nachzuweisen. So konnten nach
einem selektiven Anreicherungsschritt Listerien bereits nach zwel Tagen in Rohmilch
detektiert werden. Diese Methode zeichnet sich durch eine erhebliche Zeitersparnis gegentber
klassischen mikrobiologischen Anreicherungstechniken zum Nachweis von Listerien aus, die
mindestens 8 Tage in Anspruch nehmen.

Vertreter der Gattung Campylobacter konnten mit einer Gattungs-spezifischen 16S-rRNS-
gerichteten Gensonde detektiert werden. Die thermotoleranten Vertreter diese Gattung
konnten von den anderen Arten der Gattung Campylobacter durch den Einsatz einer 23S
rRNS-gerichteten Sonde diskriminiert werden und auf diese Weise direkt und ohne
Anreicherung in homogenisierter Hiihnerleber nachgewiesen werden.

Eine gegen die 23S-rRNS gerichtete Sonde, die alle Unterarten von Salmonella enterica
erfaldt, wurde fur die in situ Detektion von Salmonellen eingesetzt. Nach 18 h nicht-selektiver
Voranreicheurng konnte durch die FISH-Technik eine Zelle der Gattung Salmonella in 25 g
Ausgangsmaterial einer Bioabfallvergérungsanlage nachgewiesen werden. Diese Methode
zeichnet sich ebenfalls durch ihre Schnelligkeit gegenliber den klassischen Verfahren aus, die
Isolierung, biochemische Differenzierung und anschlief3ende Serotypisierung beinhaten und
ungefahr 2-3 Wochen in Anspruch nehmen.

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit bildeten detaillierte vergleichende Sequenzanalysen zur
Evolution des , Virulenzgenclusters® von Listerien sowie zur Feindifferenzierung von
L. monocytogenes. Diese Untersuchungen lassen vermuten, dald L. grayi die tiefste
Abzweigung innerhalb der Gattung Listeria bildet. Die anderen funf Arten scheinen sich im
Laufe der Evolution in zwe Entwicklungslinien aufgespalten zu haben. Eine

Entwicklungslinie umfalét die Arten L. innocua und L. monocytogenes, wahrend der zweiten
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Entwicklungslinie L. ivanovii, L. welshimeri und L. seeligeri zugeordnet werden kdnnen.
Innerhalb dieser zweiten Linie bildet L. welshimeri die tiefste Verzweigung. Folglich ging die
Fahigkeit der Pathogenitdt mindestens zweimal im Laufe der Evolution in der Gattung
Listeria verloren. L. innocua und L. welshimeri scheinen durch zwei unabhangige
Deletionsereignisse wichtige Gene des , Virulenzgenclusters® und somit gegentber
L. monocytogenes bzw. L. ivanovii ihre pathogenen Eigenschaften verloren zu haben.

Ferner konnte durch umfangreiche vergleichende Sequenzanalysen zweier Virulenzgene von
L. monocytogenes gezeigt werden, dald sich die Art L. monocytogenes im Laufe der Evolution
in drei Entwicklungslinien aufgespalten hat. Dies konnte auf genomischer Ebene auch durch
PFGE-RFLP-Analysen bestétigt werden. Offensichtlich haben L. monocytogenes-Stémme, die
der Entwicklungslinie | zugeordnet wurden, ein sehr viel niedrigeres ,, Virulenzpotential“ als
die Vertreter der beiden anderen Entwicklungsliinien. Dies konnte auch durch
Infektionsversuche von Zellkulturen mit L. monocytogenes-Stdmmen der entsprechenden
Entwicklungslinien bestétigt werden. Basierend auf den Sequenzdaten des iap-Gens wurde
ein PCR-gestitztes, hoch-spezifisches und zuverlassiges diagnostisches Verfahren zur
Detektion der einzelnen evolutiondren Linien von L. monocytogenes erarbeitet. Dieses
Verfahren der "kompetitiven PCR* wurde an verschiedenen Isolaten von L. monocytogenes

aus Lebensmitteln und klinischen Ursprungs erfolgreich getestet.

Diein der vorliegenden Arbeit entwickelten Verfahren erwiesen sich als wesentlich schneller
und spezifischer als die bisherigen klassischen mikrobiologischen Diagnostikverfahren zum

Nachweis humanpathogener Mikroorganismen.
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CTP
Cy-3
Cy-5
Da
dest.
DIG
DIG-11-UTP
DMF
DMSO
DNase
DNS
ds
EDTA
ERG

et al.
EtBr
etc.
EtOH s
Fluos

Fluos -12-UTP

g
G

GC
GTP

PAA
PAGE
PBS

Mikro (10°°)

Adenin, Ampere
Ampicillin
Ammoniumperoxodisulfat
Adenasintriphosphat
Basen

Basenpaare
beziehungsweise
Cytosin, Kohlenstoff
Campyl obacter

circa
Cytosintriphosphat

5,5 -Disulfo-1,1"-di(x-carbopentynyl)-3,3,3",3" tetramethyindol -

Cy 5.18-Derivat, N-hydroxysuccimidester
Dalton

destilliert

Digoxigenin
Digoxigenin-11-uridin-5"-triphosphat
Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Deoxyribonuklease
Deoxyribonukleinsdure

double stranded, doppel stréngig
Ethylendiamintetraacetat
Eppendorf-Reaktionsgefal?

et alteri

Ethidiumbromid

et cetera

96 % Ethanol unvergdlt
5,(6)-Carboxyfluorescei n-N-hydroxysuccimidester
Fluorescein-12-uridin-5"-triphosphat
Fallbeschleunigung, Gramm

Guanin

mol % Guanin + Cytosin

Guanosi ntriphosphat

Stunde, hekto

I sopropylthiogal actosid

kilo (10%

Listeria

Milli (10°%), Meter

Molar

Minute

Milliliter

Nano (10°)

Normal

optische Dichte, gemessen bei einer Wellenlange von x nm

para
pro analysi

Pascal

Polyacrylamid

Polyacrylamid-Gel el ektrophorese
Phosphat gepufferte-Saline- L6sung
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PCR Polymerase chain reaction, Polymerase K ettenreaktion
PFA p-Formaldehyd

POD M eerrettich-Peroxidase

RNase Ribonuklease

RNS Ribonukleinsiure

rpm rounds per minute

rRNS ribosomal e Ribonukleinséure

RT Raumtemperatur

S Svedberg (s)

S Salmonella

SDS Natriumdodecylsulfat

ss single stranded, einzelstrangig

T Thymin

Taq DNS abhangige DNS Polymerase aus Ther mus aquaticus
To Dissoziationstemperatur

TEMED N,N,N",N"-Tetramethylendiamin

Twm Schmel ztemperatur

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

TSA Tyramid-Signal-Amplifikation

U units, Uracil

UN Uber Nacht

UTP Uraciltriphosphat

uv Ultraviolett

Vv Volt

viv V olumen/V olumen

Vol. Volumenanteile

wiv Masse/Volumen

X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-3-D-Galactosid

168



ANHANG

G: ANHANG

G.1.: Distanzmatrizes der Verwendeten Gene aus dem Virulenzgencluster der Listeria

Arten

G.1.1.: Ahnlichkeitsmatrix der Nukleinsiur esequenzdaten des Idh Gens

S
£
S S
B = £ = g
o £ = < £ S
g 3 5 5 -
g = 2 g 2 5
| | | | | |
L. monocytogenes Idhnuc | 100,0%
L. innocua Idhnuc 94,3% | 100,0%
L. welshimeri 1dhnuc 88,3% | 89,8% | 100,0%
L. sedigeri | dhnuc 86,1% | 86,1% | 87,3% | 100,0%
L. ivanovii Idhnuc 87,1% | 89,8% | 89,8% | 87,8% | 100,0%
L. grayi Idhnuc 75%% | 76,6% | 77,9% | 76,4% | 781% | 100,0%
G.1.2.: Identitatsmatrix der Aminosauresequenzdaten desldh Gens
£
- 8
8 c
s | 8| 2 £ £ 4
Sl=lEl5]z]¢s
I - N - - T
g g 2 8 2 5
— | | — — |
L. monocytogenes |dhas 100,0%
L. inocua |dhas 99,2% | 100,0%
L. welshimeri Idhas 97,7% | 98,4% | 100,0%
L. sedigeri Idhas 97,7% | 96,9% | 96,9% | 100,0%
L. ivanovii Idhes 98,4% | 99,2% | 97,7% | 97,7% | 100,0%
L. grayi ldhae 845% | 852% | 83,7% | 82,9% | 853% | 100,0%
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G.1.3.: Ahnlichkeitsmatrix der Nukleinsaur esequenzdaten des prs Gens

3
S S
sl 8| 28|zl s
sl 3| E| 2| 5|8
el E| 2| £ 8| S
— — — I I —
L. monocytogenes prsnuc 100,0%
L. innocua prsnuc 92,3% | 100,0%
L. welshimeri prsnuc 88,3% | 87,5% | 100,0%
L. ivanovii prsnuc 88,2% | 87,8% | 90,6% | 100,0%
L. sedligeri pranuc 89,7% | 89,0% | 88,8% | 91,2% | 100,0%
L. grayl prsnuc 80,7% | 79,2% | 794% | 79,2% | 78,1% | 100,0%
G.1.4.: Identitatsmatrix der Aminosaur esequenzdaten des prs Gens
i
o
8
s | 8 2| 8|8
0 I T R R
gl E| 2| 2| 8|S
— — — — — —
L. monocytogenes prsas | 100,006
L. innocua prsas 99,4% | 100,0%
L. welshimeri prsas 96,9% | 97,6% | 100,0%
L. ivanovii prsas 98,0% | 96,6% | 96,1% | 100,0%
L. sedigeri prsas 98,8% | 97,8% | 96,9% | 99,2% | 100,0%
L. grayl prsas 90,6% | 90,6% | 89,8% | 89,8% | 90,6% | 100,0%
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G.1.5.: Ahnlichkeitsmatrix der Nukleinsiur esequenzdaten des vclb Gens

[&]
=)
5
o (6]
> s | 5 g g
E |l 8| 2| §| B | g
o [ = g e 5
o) > g Z > 5
& < = & 'S >
o) Q 5 ° o] =
5 2 T S o)
= £ S & E 5
i i i i i i

L. monocytogenes vabnuc | 100,0%

L. innocua vclbnuc 91,9% 100,0%

L. welshimeri vclbnuc 84,7% 84,1% | 100,0%

L. sedigeri vdbnuc 86,5% 86,2% 84,4% | 100,0%

L. ivanovii vclbnuc 83,5% 85,0% 84,7% 88,6% | 100,0%

L. grayt vclbnuc 72,4% 72.4% 69,9% 72,7% 71,4% | 100,0%

G.1.6.: Identitatsmatrix der Aminosauresequenzdaten desvclb Gens

8
=
S 8 9
AR
= S = > g o
sl s | 2] =]|°3
Q 8 5 = =} s,
c o
Bl | 2| 8| ¢8| &
£ S 2 o)

i i i i i i

L. monocytogenes valbas | 100,0%

L. innocua vclbas 100,0%] 100,0%

L. welshimer i vclbas 98,1% | 98,1% | 100,0%

L. sedigeri vclbas 97,2% | 97,2% | 95,3% | 100,0%

L. ivanovii vdlbas 99,1% | 99,1% | 97,2% | 98,1% | 100,0%

L. grayi vclbas 788% | 78,8% | 78,8% | 77,9% | 78,8% | 100,0%
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G.1.7.: Ahnlichkeitsmatrix der Nukleinsaur esequenzdaten des orfa Gens

(&)
=)
f .
slogl ¢l gl E
gl & g & G
S o] 2 o] é
e = [0}
5 & g § ¢
g S gl g g
— — — — —
L. sedligeri orfanuc 100,0%
L. ivanovii orfanuc 83,4%| 100,0%
L. monocytogenes orfanuc 75,9%| 75,1%| 100,0%
L. innocua orfanuc 76,4%| 754%| 90,5%| 100,0%
L. welshimer1 orfanuc 74,4%| 73,7%| 77,0%| 77,3%| 100,09
G.1.8.: Identitatsmatrix der Aminosaur esequenzdaten desorfa Gens
° g
8 8 & § =
S (o] 2 o] é
= = (o]
B F g § s
8§ 2 gl g 2
i i i i i
L. sedigeri orfaas 100,09
L. ivanovii orfaes 86,4%| 100,0%
L. monocytogenes orfaes 78,0%| 78,5%| 100,0%
L. innocua orfaas 79,0%| 785%| 94,5%| 100,0%
L. welshimeri orfase 75,8%| 76,6%| 81,9% 81,9%| 100,0%
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G.2.: Zuordnung der L. monocytogenes Stamme in die Etwicklunglinien in Abh&gigkeit

der verwendeten Berechnungsverfahren und Sequenzfilter

Tabelle G.1.: Einteilung aller untersuchter L. monocytogenes Stdmme nach vergleichender phylogenetischer
Anayse derer iap-Gen Sequenzen in die Entwicklungslinien von L. monocytogenes in Abhangigkeit der
verwendeten Sequenzfilter und des Baumberechnungsverfahren. (Lmo) = L. monocytogenes, ([sv]) =
Serovariation, (ML) = , Maximum-Likelihood“, (NJ) = , Neighbor-Joining*, (PA) = , Maximum-
Parsimony*, (FI) =, FITCH-Margoliash”, (TN) = TN-, repeat” -Doméane des iap-Gens, (k. A.) = keine
Aufldsung, (*) = Serotyp unsicher

Nukleinsaure Aminosaure
Referenz mit TN ohne TN mit TN ohne TN
Art ML| NJ [PA|ML|[NJ| PA |[ML|NJ]| FI [ML|NJ| FI
Lmo SLCC2374 I I I I I k. A. I I I I I I
Lmo TUMLIis5 I I I I I k. A. I I I I I I
Lmo TUMLIis6 I I I I I k. A. I I I I I I
Lmo IMVW1427 | I ] I I I | kA |1l I I 1 I Il
Lmo IMVW1428 | I ] ] ] I | kA |1l ] ] ] ] Il
Lmo IMVW1446 | I ] ] ] I | kA |1l ] ] ] ] Il
Lmo IMVW1447 | I ] ] ] I | kA |1l ] ] ] ] Il
Lmo IMVW1464 | I ] ] ] I | kA |1l ] I ] ] Il
Lmo IMVW1517 | I ] ] ] I | kA |1l ] I ] ] Il
Lmo IMVW1577 | I ] ] ] I | kA |1l ] I ] ] Il
Lmo IMVW1603 | Il ] I I I | kA |1l I I I 1 Il
Lmo IMVW1724 | I ] I I I | kA |1l I I I 1 Il
Lmo IMVW1725 | I ] I I I | kA |1l I I I 1 Il
Lmo IMVW1726 | I ] I I I | kA |1l I I I 1 Il
Lmo IMVW1727 | I ] I I I | kA |1l I I I 1 Il
Lmo IMVW2291 | I ] I I I | kA |1l I I I 1 Il
Lmo IMVW2296 | I ] I I I | kA |1l I I I 1 Il
Lmo IMVW2309 | I ] I I I | kA |1l I I I 1 Il
Lmo IMVW2311 | I ] I I I | kA |1l I I I 1 Il
Lmo IMVW2312 | I ] I I I | kA |1l I I I 1 Il
Lmo IMVW2313 | I ] I I I | kA |1l I I I I Il
Lmo IMVW2314 | I ] I I I | kA |1l I I I I Il
Lmo IMVW478 I ] I I I | kA |1l I I I I Il
Lmo IMVWA479 I ] I ] I | kA |1l ] ] ] ] Il
Lmo SLCC4013 ] ] ] ] I | kA |1l ] ] ] ] Il
Lmo TUMLIis7 ] ] ] ] I | kA |1l ] I ] ] Il
Lmo TUMLIs8 ] ] ] ] I | kA |1l ] I ] ] Il
Lmo TUMLIis9 ] ] ] ] I | kA |1l ] I ] ] Il
Lmo TUMLIis10 ] ] ] ] I | kA |1l ] ] ] ] Il
Lmo TUMLIs11 ] ] ] ] I | kA |1l ] ] ] ] Il
Lmolsol |TUMLIs20 I ] I I I | kA |1l I I ] ] ]
Lmolsoll | TUMLis21 I ] I I I | kA |1l ] ] ] ] Il
Lmo Iso45 | TUMLIis23 I ] I I I | kA |1l ] ] ] ] Il
Lmolsod6 | TUMLIs24 I ] I I I | kA |1l ] ] ] ] Il
Lmo Iso50 | TUMLIis25 I ] I I I | kA |1l ] ] ] ] Il
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Tabelle G1.: Fortsetzung

Nukleinsaure Aminosaure
Referenz mit TN ohne TN mit TN ohne TN
Art ML|[ NJ [PA[ML|[NJ| PA [ML|[NJ|FI [ML[NJ| FI
Lmo Nv4700 | TUMLIis29 1] I I I | kA |1 I 1] 1 1 1]
Lmo ScottA | TUMLIis32 1] I I I | kA |1l I 1] 1] 1] 1]
Lmo IMVWL302 | HIE | T [T | i kA | e e i ||l I
Lmo IMVW2L433 | 1| 1 [ e e i) ke A | e e e || 11
Lmo IMVW2L436 | | 1 [ e e i) ke A | e e e || 11
Lmo IMVWL449 | 1L | 1 [ e e i) ke A e e e || 11
Lmo IMVWL454 | 10| 1 | e e i) ke A | e e e || 11
Lmo IMVWAI516 | L | 1 [ 0 e i) ke A | e e e || I
Lmo IMVWL602 | T | 1 [t e | i) ke A | e e e || I
Lmo IMVWL630 | IIE | 1 [ He e | i) ke A | e e e || I
Lmo IMVWL632 | I | L | T e i) kA | e e || 1"
Lmo IMVW310 | UL | 0 [ e e ) kA | e e e || I
Lmo IMVW34564 | 111 | I [ T e | i) kA | T e i || I
Lmo IMVW349 | 1L | T [T e i) kA e i || I
Lmo IMVW351 | LI | T [T e | i) kA e i || I
Lmo IMVWS60 | IIE | T [ T e i) kA | e i || I
Lmo IMVWS66 | L | T [ T e | i) kA | T e i || I
Lmo IMVWS67 | LIL | T [ T e | i) kA | T e i || I
Lmo IMVWS68 | L | T [ T e | i) kA e i || I
Lmo IMVWT761 | LI | T [T e | i) kA e i || I
Lmo TUMLIS12 | I e e e ke A I i I
Lmo TUMLISI3 | I i i ke A I i I
Lmo TUMLIs4 | I e e e e ke A I i I
Lmo TUMLisIS | | e e e ) ke A I i 11
Lmo TUMLis16 | 0| e e e e ke A I i | 11
Lmo Aachen | TUMLIis17 | I10 | (00 ) 000 | 000 | 0| ke A I e || I
LmoEGD |TUMLIsI8 | IHF | [0 | 00 | i e ke A i e oo 11
Lmo F-Stamm [ TUMLIsS19 | 11| 1 | 1t i ke A | e e e || 1"
Lmo I1s03 TUMLis22 | I i e i e ke A I i | 11
LmoLL141 | TUMLis26 | I10 | (00 | 0| e i ke A e e oo 11
Lmo LL365 | TUMLis27 | I10 | (0 ) 0| e e ke A i e e 11
LmoLL93 | TUMLis28 | I | It | 00| i i ke A I i e 11
Lmo R479a | TUMLIs30 | (10| (00 | i | e e ke A e e e oo 11
LmoR62a |TUMLIsS3L | [HF | (00 | 00| e i ke A i el I
LmoV527a | TUMLIs33 | (10| (0 | 0| e e ke A e e e il I
Lmo V5a TUMLIS34 | I i i i ke A e | 11
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