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Abkirzungsverzeichnis

% Prozent

°C Grad Celsius

pl Mikroliter

A Adenin

Abb. Abbildung

BDR Ausschankcontainer (Bierdrive)
bp Basenpaare

C Cytosin

Chr. Christus

D Dunkel

DM Deutsche Mark

DNA Desoxyribonucleinsaure

DT Drucktank

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EH Edel Hell

EK-FA Entkeimungsfilter Auslauf

FB Festbier

FLK Flaschenkeller

G Guanin

g Erdbeschleunigung

GT Gartank

h Stunde

H.O steriles Wasser

HCI Salzsaure

ITS Internal transcribed spacer region
kb Kilobasenpaar: 1000 Basenpaare
KCI Kaliumchlorid

KZE Kurzzeiterhitzung

L. Lactobacillus

molar




MgCl, Magnesiumchlorid

min Minuten

ml Milliliter

n Anzahl

NaCl Natriumchlorid

NBB-A Nachweis von Bierschadlingen nach BAck, Agar
NBB-B Nachweis von Bierschadlingen nach BAck, Bouillon
NBB-C Nachweis von Bierschadlingen nach BAck, Konzentrat
NTP Desoxynucleosidtriphosphate

0.B. ohne Befund

P Pils

P. Pediococcus

PCR Polymerase-Chain-Reaction, Polymerase-Ketten-Reaktion
PT Puffertank

rDNA ribosomale DNA

RAPD Randomly Amplified Polymorphyc DNA

S SVEDBERG-Einheit

SDS Natriumdodecylsulfat

T Thymin

t Zeit

Tab. Tabelle

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

uv Ultraviolett

Y Volumen

VH Helles Vollbier

w Gewicht

WB Weizenbier

Y Cytosin oder Thymin (IUPAC-IUB Symbol)

z.B. zum Beispiel

ZKG Zylindrokonischer Gartank




1 Einleitung

Bier ist ein sehr altes Getrank, dessen Geschichte sich durch Ausgrabungen
und Funde Uber fast 5000 Jahre zuriickverfolgen lafdt. Die alteste Erwdhnung
erfahrt Bier in einer Keilschrift in Mesopotamien aus dem Jahr 2800 vor Chr.,
worin den Arbeitskraften eine taglich Ration an Bier und Brot zugeteilt wird. Man
hatte sehr zeitig bemerkt, dass das Bier frei von gefahrlichen Keimen war und
dass man auch Wasser, das sehr haufig nicht in einwandfreiem Zustand zur
Verfigung stand, durch Garung und die natlrlichen Sauren, die dabei erzeugt
werden, aufbereiten konnte. Im 15. Jahrhundert festigte sich die gewerbliche
Stellung der Brauer. Mif3ernten und andere Umsténde fihrten zuweilen dazu,
bei Rohstoffknappheit andere Rohstoffe als die Ublichen zu verwenden. Von
einigen der verwendeten Ersatzkrauter ging sogar eine Gesundheitsgefahrdung
aus. Um solche Mi3stdnde zu vermeiden, wurde durch obrigkeitliche Gebote
1516 festgelegt, dass fur die Herstellung des Bieres nur mehr Malz, Hopfen und
Wasser zu verwenden sei. Seit 1906 gilt dieses Reinheitsgebot, wonach Bier
lediglich aus Gerstenmalz, Hopfen und Wasser hergestellt werden darf, in
Deutschland mit Gesetzeskraft uneingeschrankt fir untergarige Biere (20).
Durch die zunehmende Industrialisierung der Brauerei wurden mit der Zeit voéllig
neue Anspriche an die mikrobiologischen Verhéltnisse gestellt. Wahrend friher
die Mindesthaltbarkeitsdauer von einem Bier nur wenige Tage betrug, muf3 ein
Bier heutzutage eine Haltbarkeitsdauer von 6 Monaten bis zu einem Jahr ha-
ben. Dazu ist eine Reinheit des Bieres in Hinblick auf bierschadliche Keime
dringend vonndten.

Um diese mikrobiologische Reinheit zu gewahrleisten, sind in den letzten Jah-
ren neue Untersuchungsmethoden auf Grundlage der PCR-Technik entstan-
den. In den letzten Jahrzehnten etablierte klassische Methoden, wie z.B. Anrei-
cherungen in spezifischen Medien, haben aber immer noch aus Grinden des
notwendigen Spurennachweises ihre Berechtigung und sind heutzutage weit-
verbreitet in den Brauereien.

Diese Arbeit zeigt ein neuartiges Verfahren zur Detektion von bierschadlichen
Bakterien mit Hilfe der PCR-Technik, welches sich von den bisherigen Verfah-

ren in Verwendung von universellen Primern und der Voranreicherung unter-



scheidet. Durch eine selektive Voranreicherung werden nur bierschadliche
Keime vermehrt. Daher ist es mdglich, universelle Primer zu benutzen, die
durch ihrer Basensequenz alle Prokaryonten nachweisen.

Somit kénnen mikrobiologische Kontaminationen innerhalb von 48 h detektiert
werden. Anschlielend kénnen die so nachgewiesenen Kontaminationen mit

Hilfe von Restriktionsenzymen identifiziert werden.



2 Stand des Wissens

2.1 Mikrobiologische Situation in Brauereien

Durch die besonderen selektiven Eigenschaften des Bieres, hat sich in Braue-
reien eine eigene spezifische Mikroflora ausgebildet (3). Wéahrend in Proben,
die im Bereich der Wirzebereitung und Angarung genommen wurden, sehr
viele ubiquitare Keime zu finden sind, haben im Jungbier und im fertigen Bier
nur noch sehr wenige Mikroorganismen die Moglichkeit, sich zu vermehren. Die
selektiven Eigenschaften sind insbesondere:

e anaerobe Atmosphare

* niedriger pH-Wert

* Hopfenbitterstoffe

* Alkohol

» Mangel an bestimmten Nahr- und Wuchsstoffen

* niedrige Temperatur

Diese Faktoren bewirken einen weitgehenden Schutz vor mikrobiellem Verderb
und verhindern das Auftreten von pathogenen Keimen.

Trotzdem gibt es einige Keime, die auch unter solchen selektiven Eigenschaf-
ten wachsen kdnnen, und dadurch das Bier verderben. Hierzu zahlen vor allem
Vertreter der Gattung Lactobacillus und Pediococcus. Lactobacillus brevis, L.
lindneri und Pediococcus damnosus verursachen zusammen rund 80% der Re-
klamationen, die auf mikrobiellen Verderb zurtckzufiihren sind. Bei den bisheri-
gen Verfahren zum Nachweis von bierschadlichen Bakterien wurde das
Wachstum der Organismen auf Selektivmedien beobachtet oder durch Stoff-
wechselprodukte ein Umschlagen eines Indikators erreicht. Diese Verfahren
sind in der Praxis bewéhrt und gewéhrleisten einen Spurennachweis von Kon-
taminationen im Bier. Der grof3e Nachteil dieser klassischen Methoden liegt in
dem hohen Zeitaufwand. Ergebnisse liegen erst nach 5-7 Tagen vor. Nach der
Filtration des Bieres wird dieses in der Regel innerhalb von 48 Stunden ver-
kauft. Daher liegen bei klassischen Nachweismethoden die Ergebnisse erst vor,

nachdem das Bier bereits beim Kunden ist. Somit ist keine Mdglichkeit mehr



gegeben, auf diese Ergebnisse zu reagieren, und z.B. durch eine erneute Pa-
steurisation der Flasche eine Gewil3heit Gber die Keimfreiheit des Bieres zu be-
kommen. Hier ist die Entwicklung eines neuen Verfahrens zur Uberprifung der

biologischen Situation dringend geboten.

2.2 Desoxyribonucleinsaure (DNA)

Eine DNA-Kette ist ein langes, unverzweigtes Polymer, das aus nur vier ver-
schiedenen Bausteinen zusammengesetzt ist. Dies sind die Desoxyribonucleo-
tide, die die Basen Adenin (A), Cytosin (C), Guanin (G) und Thymin (T) enthal-
ten (Abb. 3). Nucleotide sind miteinander durch kovalente Phosphodiesterbin-
dungen verbunden, die den 5'-Kohlenstoff einer Desoxyribosegruppe mit dem
3'-Kohlenstoff der nachsten verknipft (Abb. 2) (1). Nach dem WATSON-CRICK-
Modell sind die Polynucleotidstrange nach Art einer Doppelhelix um eine ge-
dachte Achse gewunden (Abb. 1) (33). Um den Abstanden und den Bindungs-
verhaltnissen Rechnung zu tragen, mul3 dabei jedem Adenin ein Thymin und
jedem Guanin ein Cytosin gegenuberstehen (Abb. 3) (24). Somit la3t sich aus

einem Einzelstrang sehr leicht der komplementare Strang rekonstruieren.
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Abb. 3: Strukturformeln von Thymin, Adenin, Cytosin und Guanin (17)

2.3 Internal transcribed spacer region (ITS)

Die Ribosomen sind die Orte der Proteinsynthese und somit in allen Zellen ent-
halten. Sie sind ihrer Funktion nach sehr konservativ. Dieses gilt insbesondere
fur die ribosomale RNA (rRNA), da ihre Basensequenz weder durch die Dege-
neration des genetischen Codes noch durch Suppressor-Mutationen beeinfluf3t
wird (24). Durch Analyse dieser hochkonservativen Merkmalstrdnge und ihren
Vergleich was es mdglich, einen phylogenetischen Stammbaum der Proka-
ryonten zu erarbeiten (34). Da die rRNA und damit auch die ribosomale DNA
(rDNA) zum einen fur einen Bakterienstamm gleich ist, sich jedoch Unterschie-
de zwischen den einzelnen Bakterien in dieser rDNA feststellen lassen, wird

dieser Abschnitt der DNA haufig zur Entwicklung von spezifischen Primern be-
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nutzt. Die Sequenz der ribosomalen DNA ist fir viele Bakterienarten bekannt
und in zuganglichen Datenbanken hinterlegt.

Die rDNA besteht aus zwei Untereinheiten, der 16S rDNA und der 23S rDNA.
Zwischen diesen beiden Untereinheiten liegt die Internal Transcribed Spacer
Region (ITS). Diese Region hat keine Bedeutung fur die Synthetisierung von
Aminosauren und dient lediglich zur Trennung der 16S rDNA und der 23 S
rDNA. Dadurch haben Mutationen, d.h. Veranderungen an der DNA, in der ITS
keine Auswirkungen auf die Lebensfahigkeit eines Mikroorganismusses. Samt-
liche naturliche Mutationen in der ITS bleiben dadurch erhalten, so dass dieser
Abschnitt der DNA hochvariabel ist und zur Identifizierung von Bakterien ge-

nutzt werden kann (4).

Nuclear Small rDNA [hochvariable | nyclear Large rDNA

16S ITS 23S

Abb. 4: Position der ITS in der rDNA

2.4 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Zuerst wird die Proben-DNA bei 93 ° C hitzedenaturiert. Die DNA liegt danach
einzelstrangig vor. An diese komplementaren Einzelstrange binden dann bei
30 - 60 °C, je nach Lange und Basenkomposition die synthetisch erstellten Oi-
gonukleotide (= Primerbindung). Das Primerpaar wird so ausgewahlt, dass ihre
Bindungsstellen auf der DNA (Strang und Gegenstrang) in einem fir diese
Technik optimalen Abstand (ca. 300 - 3000 Basenpaare) liegt. Die Tag-
Polymerase erkennt die an die einzelstrangige DNA gebundenen Primer als
Startpunkte und verlangert diese komplementar zum Matrizenstrang (= Ketten-
verlangerung). Diese Neusynthese findet bei der flr die Tag-Polymerase opti-
male Temperatur von 72 °C fur 1-2 min statt. Nach diesem Schritt liegt der
durch das Primerpaar bestimmte Bereich der DNA doppelstrdngig vor, die ge-
zielte Verdopplung spezifischer Sequenzen ist vollzogen. Durch Aneinanderrei-

hung dieser Verdopplungszyklen (25-40 Zyklen) lassen sich ausgehend von
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sehr wenigen DNA-Molekilen nahezu beliebig gro3e Mengen an DNA-

Amplifikaten erstellen, die dann weiteren Analysen unterzogen werden (Abb. 5)

(16).
e =
% e —
= e — —
§ S T S
- B —
z — =
S =

PR

|

L

Il. Amplifikationszyklus

Abb. 5: Prinzip der PCR

2.5 Primer

|

DNA Vorlage
Schmelzen 93°C

Frimer
Bindung 55°C

Polymerase
Reaktion 72°C

Produkte
|. Zyklus

Primer
Bindung 55°C
Il. Zyklus

Produkte
Il. Zyklus

Produkte nach
30 Zyklen

Primer sind Oligonukleotide, die bendtigt werden, um die PCR zu starten. Die

Primer binden in den flankierenden Bereichen der Ziel-DNA. Ausgehend von

den Primern wird die einzelstrdngige DNA mit Desoxynucleosidtriphosphaten

(NTPs) komplettiert (siehe 2.4). Im Bereichs des Schnellnachweises unter-

scheidet man zwischen zwei Arten von Primern:
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a) spezifische Primer

b) universelle Primer

Spezifische Primer sind so gewahlt, dass sie sich nur an einer bestimmten Art
(z.B. L. brevis) anlagern kénnen. Diese Primer binden meist in der 16S rDNA
oder der 23S rDNA. Ein DNA-Fragment, dass man aufgrund von spezifischen
Primern erhalt, ist so zugleich eine ldentifizierung des Organismusses. Durch
diese ldentifizierung ist man sich sehr schnell Gber die Schadlichkeit eines Kei-
mes im Klaren.

DNA-Sequenzuntersuchungen sind in Brauereien noch nicht sehr verbreitet.
Bisher wurden Mikroorganismen nur durch ihr morphologisches Erscheinungs-
bild, das mikroskopische Bild, Farbemethoden, physiologisch-biochemische
Tests und Wachstum auf spezifischen Nahrbéden unterschieden. Eine umfas-
sende Untersuchung der DNA-Sequenzen wurde bislang noch nicht vorge-
nommen. Es ist daher moglich, dass sich verschiedene Stamme trotz morpho-
logisch identischem Bild in der DNA-Sequenz unterscheiden. Dadurch besteht
die Gefahr, dass spezifische Primer nur einen Teil der bierschadlichen Bakteri-
en erfassen und es so zu falsch-negativen Befunden kommt. Die Sequenzen
von spezifischen Primern sind fir die meisten Mikroorganismen bekannt und in

Datenbanken hinterlegt, die fir jeden zuganglich sind.

Universelle Primer lagern sich an die DNA aller Prokaryonten an. Dadurch wird
bei samtlichen Prokaryonten DNA amplifiziert, die sich in einer anschliel3enden
Elektrophorese allenfalls aufgrund der Lange der gebildeten Fragmente unter-
scheiden lassen. In den meisten Féllen ist es aber so, dass man nur aufgrund
der gebildeten DNA keine Unterscheidung der verschiedenen Mikroorganismen
treffen kann. Somit erhalt man nur ein Signal das anzeigt, ob sich irgendwelche
Prokaryonten in der Losung befinden oder nicht. Die Sequenzen der meisten
universellen Primer sind ebenfalls bekannt und in Datenbanken hinterlegt.
Sonst lassen sich die Sequenzen universeller Primer durch einen Vergleich der
DNA-Sequenzen (DNA-Allignment) bestimmen.

Die Situation in Brauereien stellt sich so dar, dass der Gberwiegende Teil der zu

untersuchenden Proben keine Kontamination mit bierschadlichen Keimen auf-
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weist. Mit universellen Primern ist daher eine erste Untersuchung auf Keimfrei-
heit dieser Proben moglich. So kann man in den negativen Fallen die Untersu-
chungen beenden. Wenn man diese Primer nun so wahlt, dass das zu amplifi-
zierende DNA-Fragment variabel ist, ist eine weitere Identifizierung des erhalte-
nen DNA-Fragments mdglich. Mit der Wahl von universellen Primern, die an der
16S rDNA und der 23S rDNA binden und daher die ITS (siehe 2.3) amplifizie-
ren, ist diese weitere Identifizierung moglich. Da diese Primer in konservierten

Regionen binden, werden alle bierschadlichen Keime von diesen Primern er-

fal3t.

Bei der Arbeit mit spezifischen Primern hat man zwei Mdglichkeiten:

1. FUr jede Probe wird ein Primer-Cocktail benutzt (7, 15, 31, 32) (Multiplex-
PCR). Dieser Primer-Cocktail enthalt samtliche Primer, der fur diese Unter-
suchung interessanten Keime. Aufgrund der Vielzahl der eingesetzten Pri-
mer, sinkt die Sensitivitat in diesem Ansatz. Eine herabgesetzte Sensitivitat
bedeutet aber eine verlangerte Voranreicherungszeit, was dem Sinn eines
Schnellnachweises widerspricht.

2. Die Probe wird auf mehrere PCR-Ansatze aufgeteilt und zu jedem Ansatz
wird ein spezifisches Primerpaar hinzugefuigt. Hier ist das Problem, dass die
Taqg-Polymerase sehr teuer ist, und dadurch sich die Analyse einer einzel-
nen Probe sehr verteuert, au3erdem ist dieses Verfahren sehr arbeitsauf-

wandig.



16

2.6 Einsatz der PCR in Brauereien

Die PCR wird in Brauereien hauptsachlich fir zwei Anwendungsgebiete einge-

setzt:

1. Die ldentifizierung von Schad- und Nutzkeimen,

2. Der Schnellnachweis von Schadkeimen.

Die Aufgabenstellung in diesen beiden Fallen unterscheidet sich grundlegend.
Bei der Identifizierung wird eine bereits angereicherten Probe durch spezifische
Primer auf die genetische Ubereinstimmung mit bekannten Stammen uberpriift.
Eine weitere Moglichkeit der Identifizierung ist der Nachweis mit RAPD-PCR,
bei der unspezifische Primer an mehreren Stellen der DNA binden und dadurch
ein Bandenmuster erzeugen, welches mit bekannten Bandenmustern von Mu-
sterstammen verglichen werden kann. Hier ist allerdings auf die Reinheit des zu
untersuchenden Mikroorganismusses in der vorangereicherten Probe zu ach-
ten. Das Problem bei der Identifizierung stellen die Wahl der richtigen Primer
dar. Da eine sehr hohe Zellzahl vorhanden ist, spielt die Effektivitat des Zellauf-
schlusses keine Rolle. Ebenso ist der zeitliche Faktor bei der Identifizierung
nicht entscheidend.

Bei Schnellnachweis von Schadkeimen treten andere Probleme auf. Hier ist das
Hauptproblem die geringe Zellzahl, die in der urspriinglichen Probe vorliegt. Bei
Beginn des Schnellnachweisverfahrens ist es weiterhin nicht bekannt, welche
Keime in der Probe vorliegen. Es kann ein Sammelsurium an unterschiedlich-
sten Keimen im Bier vorhanden sein, von denen jedoch nur ein Teil bierschad-
lich sein kann. Diese verschiedenen Keime unterscheiden sich nicht nur in ihrer
Bierschadlichkeit, sondern auch in ihrem Wachstumsverhalten und ihren
Wachstumseigenschaften. So ist der Nachweis von unschadlichen Keimen
ebenso zu vermeiden, wie ein falsch-negativer Befund aufgrund eines zu lang-

samen Anwachsens in dem Voranreicherungsmedium.
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2.7 Wachstumskurven von Bakterien

Werden Bakterien in eine Nahrlésung eingeimpft, so wachsen sie im allgemei-
nen so lange, bis ein Wachstumsfaktor ins Minimum gerat und das Wachstum
begrenzt. Werden wahrend dieses Vorganges keine Nahrstoffe zu- oder abge-
fuhrt, so bezeichnet man das Wachstum in diesem vorgegebenen Lebensraum
als statische Kultur. Das Wachstum in einem derartigen geschlossenen System
gehorcht Gesetzmaligkeiten. Das Wachstum einer Bakterienkultur wird in gra-
phischer Darstellung anschaulich, wenn man die Logarithmen der Lebend-
zellzahl gegen die Zeit auftragt. Eine typische Wachstumskurve (Abb. 6) hat
sigmoide Gestalt und la3t mehrer Wachstumsphasen unterscheiden, die regel-
mafig auftreten: Anlauf- (oder lag-) Phase, exponentielle (logarithmische) Pha-
se, stationare Phase und Absterbephase (24).

Anlaufphase: Die Anlaufphase umfaldt das Zeitintervall zwischen der Impfung
und dem Erreichen der maximalen Teilungsrate. Die Dauer der Anlaufphase ist
insbesondere von der Vorkultur und vom Alter des Impfmaterial sowie von der
Eignung der Nahrlésung abhangig. Bei der Voranreicherung im Rahmen eines
Schnellnachweises stellt die Anlaufphase den Zeitraum zwischen Zugabe eines
Voranreicherungsmediums und dem Erreichen der exponentiellen Phase dar.
Exponentielle Phase: Die exponentielle Phase ist durch eine konstante mini-
male Generationszeit charakterisiert. Die Generationszeit wahrend der expo-
nentiellen Phase ist eine fir jede Bakterienart spezifische, milieuabhéngige
Grole. Bei vielen Bakterien sind Zellgréf3e und Zellproteingehalt wahrend der
exponentiellen Phase konstant; die Kultur besteht gewissermal3en aus ,Stan-
dardzellen” Ist dieser Sachverhalt eindeutig nachgewiesen, so nehmen Zellzahl,
Proteine und Trockenmasse mit gleichen Raten zu.

Stationare Phase: Die stationédre Phase stellt sich ein, wenn die Zellen nicht
mehr wachsen. Die Wachstumsrate ist von der Substratkonzentration abhéngig;
infolgedessen tritt bei abnehmender Substratkonzentration bereits vor dem vol-

ligen Verbrauch des Substrats eine Herabsetzung der Wachstumsrate ein.
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Absterbephase: Infolge von Substratmangel in einer statischen Kultur sterben

die Bakterien ab.

Stationare

Phase

Absterbe-

Phase

Anlauf-

Phase Exponentielle

Phase

Logarithmus der Lebendzellzahl

Zeit

Abb. 6: Wachstumskurve einer Bakterienkultur

In dieser Untersuchung ist das Anwachsen einer Bakterienkultur bis zu einer
bestimmten geringen Zellzahl interessant, so dass sich die Zellen stets entwe-
der in der Anlauf-Phase oder in der exponentiellen Phase befinden. Da die ge-
messenen Keimzahlen sehr gering sind, kann man davon ausgehen, dass die
Keime sich noch nicht im Ubergang zur stationaren Phase befinden und daher

kein logarithmisches Wachstum mehr hatten.
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3 Voranreicherung

Die Voranreicherung ist bei einem Schnellnachweis notwendig, da das Ziel ei-
nes jeden mikrobiologischen Nachweises die ldentifizierung eines einzelnen
Keimes (=Spurennachweis) sein muf3. Um diesen einen Keim nachweisen zu
kénnen, ist eine Voranreicherung unumganglich, da zum einen beim Zellauf-
schluf3® DNA verloren geht, zum anderen als auch fir die PCR eine Mindest-
menge an DNA vorhanden sein muf3. Ein weiterer Vorteil der Voranreicherung
ist die ausschliel3liche Vermehrung von lebenden Zellen. Die PCR weist leben-
de Zellen ebenso nach, wie tote Zellen. Durch die Voranreicherung werden die
lebenden Zellen vermehrt, wahrend sich die tote Zellen naturgemal’ nicht mehr
vermehren kdnnen und daher unter der Nachweisgrenze bleiben. Da in dieser
Arbeit mit universellen Primern gearbeitet wird, ist eine spezifische Voranreiche-
rung unabdingbar. Durch universelle Primer kénnen bierschadliche Keime nicht
von unschadlichen Keimen unterschieden werden. Um nun eine Differenzierung
zu bekommen, mul3 die Voranreicherung spezifisch sein. NBB-C (Dohler-Euro
Citrus, Darmstadt) ist in den europdischen Brauereien sehr verbreitet und hat
sich hervorragend als Anreicherungsmedium zum Nachweis von bierschadli-
chen Bakterien bewahrt. NBB-C (5% in Bier) ist in seiner Anwendung anderen
spezifischen Voranreicherungsmedien, z.B. MRS Uberlegen (27). Durch den
hohen Verbreitungsgrad von NBB in europaischen Brauereien mufd sich das

Laborpersonal nicht an andere unbekannte Nahrmedien gewdhnen.

3.1 Material und Methoden

3.1.1 Keime und Kultivierungsmethoden

Bei den Untersuchungen wurden als Beispielkeime Lactobacillus brevis (L32,
interne Stammsammlungsnummer), L. lindneri (L2) und Pediococcus damnosus

(P91) benutzt. Diese Keime stammen aus der institutseigenen Stammsamm-
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lung. Diese drei Stamme verursachen tber 85 % der mikrobiologischen Konta-
minationen in Brauereien (3). Alle Keime wurde mit NBB-C-Proben aus konta-
miniertem Bier gewonnen , mittels physiologisch-biochemischer Tests identifi-

ziert, und bei -20 ° C in Glyzrin aufbewahrt.

3.1.2 Voranreicherungsmedium

Die Voranreicherung wurde mit NBB-C-Proben durchgefihrt. 150 ml Bier und 9
ml NBB-C (5%) wurden in einer 180 ml Bigelverschlu3flasche mit H2O randvoll
aufgefullt (3). Diese Methode garantiert, dass nur obligate und potentielle Bier-
schadlinge wachsen kénnen und keine unschéadlichen Bakterien das Ergebnis
verfalschen kdnnen (3, 6, 8, 14, 23, 25).

Bei filtriertem Bier ist es auch mdglich, das Bier zu membranfiltrieren und die
Membran anschliel3end in NBB-Bouillon (NBB-B) zu inkubieren. Um die Eig-
nung von NBB-B zu testen, wurde NBB-B mit unterschiedlichen Titern von L.
brevis versetzt und sofort einem Zellaufschluf3verfahren und der PCR unter-

worfen.

3.1.3 Bestimmung der Voranreicherungszeit

Die Zellen wurden in Bier mit einem Zusatz von 10 % NBB-B 2 Tage bei 28 °C
inkubiert. Das Medium wurde dann 3 Wochen bei 4 ° C gelagert, um eine Sinu-
lation der Lagerbedingungen zu erreichen. Nach 3 Wochen wurde die Keimzahl
festgestellt und die Endkonzentration von ca. 1 Keim / ml im Voranreiche-
rungsmedium eingestellt. Das Voranreicherungsmedium wurde bei 28 ° C inku-
biert und alle 4 Stunden wurden aus 1 ml Voranreicherungsmedium eine NBB-

A-Gul3platte hergestellt. Die Kolonien wurden nach 7 Tagen gezahlt.
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3.1.4 Uberprufung auf DNA-Freiheit von NBB-C

Bei dem Pilotversuch in der Brauerei A wurde eine hohe Anzahl an falsch-
positiven Signalen festgestellt, so dass NBB-C auf eventuell vorhandene DNA
untersucht wurde. Hierfur wurden 150 ml Sterilbier, 9 ml NBB-C aus verschie-
denen Chargen mit H,O auf 180 ml aufgefillt. Dieses Medium wurde nun ohne

Voranreicherung einem Zellaufschluf3 zugefiihrt und die PCR durchgefthrt.

3.2 Ergebnisse

3.2.1 Bestimmung der Voranreicherungszeit

Das Voranreicherungsmedium NBB-C bietet gute Wachstumsbedingungen ftr
alle bierschadlichen Bakterien. Lactobacillus brevis ist ein sehr schnell wach-
sendes Bakterium. Die lag-Phase betragt nur 4 Stunden und die Generations-
zeit ist sehr kurz (Abb. 7). Aus einer Zelle entstehen innerhalb von 28 Stunden
1000 Zellen, die fur eine Detektion mit der PCR notwendig sind. Sowohl L. lind-
neri als auch Pediococcus damnosus benétigen zwischen 18 und 22 Stunden,
um die lag-Phase zu Uberwinden. Danach ist die Generationszeit so gering,
dass fir eine 1000fache Vermehrung mindestens 40 Stunden bendétigt werden
(Abb. 8, Abb. 9).

Eine Normierung der Ergebnisse bedeutet, dass die Zellzahlen der Wachs-
tumskurven durch die Zellzahl bei t = 0 h geteilt werden. Bei einer gemessenen
Zellzahl n kann man das Mel3volumen Vy, in diesen Untersuchungen 1 ml,
durch n teilen, so dass man rechnerisch in diesem Volumen zu Beginn der
Wachstumskurve (Vg=Vu/n) nur 1 Keim vorkommt. Wenn nun weiterhin dieses
Volumen Vg rechnerisch fir die Ermittlung der Zellzahl herangenommen wird,
so erhéalt man das Wachstumsverhalten des Keimes ausgehend von einer le-

benden Zelle.
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Nach Auszahlung der Gul3platten ergab sich fur L. brevis folgende Werte:

Tab. 1: Ermittelte Zellzahlen von L. brevis

Zeit/h Reihe 1/ Zellzahl Reihe 2 / Zellzahl Reihe 3/ Zellzahl

0 8 4 6

8 6 5 21

18 213 141 240
21 475 330 566
23 894 610 1000
25 1152 964 1700
27 2300 1280 2600

Indem man die Werte durch die Zellzahl bei t = 0 h teilt (normieren), bekommt

man das Wachstumsverhalten eines einzelnen Keimes.

Tab. 2: Normierte Zellzahlen von L. brevis

Zeit/h Reihe 1 Reihe 2 Reihe 3 Mittelwert Standard-
Zellzahl Zellzahl Zellzahl normierter | abweichung
normiert normiert normiert Zellzahlen

0 1,0 1,0 1,0 1,0 0,0
8 0,8 1,3 3,5 1,8 0,7
18 26,6 35,3 40,0 34,0 3,4
21 59,4 82,5 94,3 78,7 8.9
23 111,8 152,5 166,7 143,6 14,3
25 114,0 2410 283,3 222.,8 35,7
27 287,5 320,0 433,3 347,0 38,3
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Abb. 7: Exponentielles Wachstum von L. brevis. Halblogarithmische Auftragung

mit Extrapolation bis zu einer Zellzahl von 1000 Zellen

Fur L. lindneri ergaben sich folgende Zellzahlen:

Tab. 3: Ermittelte Zellzahlen von L. lindneri

Zeit/h Reihe 1/ Zellzahl Reihe 2 / Zellzahl

0 56 65
8 85 74

18 106 93

21 132 117

23 218 199

25 370 370

27 666 642




Normiert ergeben sich damit folgende Zellzahlen:
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Tab. 4: Normierte Zellzahlen von L. lindneri

Zeit/ h Reihe 1, Zell- Reihe 2, Zell- Mittelwert, Standard-
zahl normiert zahl normiert normiert abweichung
1,0 1,0 1,0 0,0
1,5 1.1 1,3 0,1
18 1,9 1,4 1,7 0,2
21 2,4 1,8 2,1 0,2
23 3,9 3,1 3,5 0,3
25 6,6 5,7 6,1 0,3
27 11,9 9,9 10,9 0,7
1000
100
g
N —e— normierter Mittelwert
N
10
1 T T T T
10 20 30 40 50

Zeit/ h

Abb. 8: Exponentielles Wachstum von L. lindneri. Halblogarithmische Auftra-

gung mit einer Extrapolation bis 1000 Keimen.
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Fur P. damnosus ergaben sich folgende Zellzahlen:

Tab. 5: Ermittelte Zellzahlen von P. damnosus

Zeit/h Reihe 1/ Zellzahl Reihe 2 / Zellzahl Reihe 3/ Zellzahl
0 21 13 21
8 36 31 33
18 46 43 48
21 82 94 101
23 160 169 200
25 252 279 314
27 521 469 611
Legt man nun einen Normierung an, so ergeben sich folgende Werte:
Tab. 6: Normierte Zellzahlen von P. damnosus
Zeit/h Reihe 1 Reihe 2 Reihe 3 Mittelwert Standard-
Zellzahl Zellzahl Zellzahl normierter abweichung
normiert normiert normiert Zellzahlen
0 1,0 1,0 1,0 1,0 0,0
8 1,7 2,4 1,6 19 0,4
18 2,2 3,3 2,3 2,6 0,6
21 3.9 7,2 4.8 5,3 1,7
23 7,6 13,0 9,5 10,0 2,7
25 12,0 215 15,0 16,1 4.8
27 24,8 36,1 29,1 30,0 5,7
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Abb. 9: Exponentielles Wachstum von P. damnosus

3.2.2 Uberpriufung auf DNA-Freiheit von NBB-C

Bei der Untersuchung der verschiedenen Chargen von NBB-C stellte sich her-
aus, dass verschiedene Chargen ein positives PCR-Signal zeigen. Dies hangt
wohl mit dem in NBB-C vorhandenen Wirzeanteil zusammen. Es ist davon
auszugehen, dass wahrend der Produktion von NBB-C in dieser Wiirze ver-
schiedene Mikroorganismen wachsen konnten, die am Ende durch Autoklavie-
ren abgetotet wurden. FUr die klassischen Verfahren genigt es vollkommen, ein
solchermalRen autoklaviertes NBB-C zu nehmen, da die toten Wirzebakterien
keinen Einfluld mehr auf das Wachstum von bierschadlichen Bakterien aus-
Uben. Da die PCR jedoch keinen Unterschied zwischen lebenden und toten
Zellen machen kann, ist die hohe Zahl an falsch-positiven Ergebnissen bei dem

Pilotprojekt in Brauerei A zu erklaren.
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3.2.3 Voranreicherung mit NBB-B

Bei den Untersuchungen der Voranreicherung mit NBB-B ergab sich eine ex-
trem schlechte Nachweisgrenze, bzw. oftmals wurde keine DNA amplifiziert.
Dies bedeutet, dass im NBB-B eine Substanz enthalten sein muf3, die entweder
den Zellaufschluf? stért, oder die PCR negativ beeinflu®t. Da sich dieses Pha-
nomen bei verschiedenen Zellaufschlul3verfahren zeigt, ist davon auszugehen,
dass mit NBB-B die PCR gestort wird. Ein weiterer Storfaktor bei NBB-B ist der
EiweilRanteil in dem Nahrmedium. Da die Zellen durch Zentrifugation geerntet
werden, lagert sich immer ein EiweilBmantel um die Zellen im Zentrifugenrohr-
chen. Um diesen EinfluR auszuschlieBen, wurde von der Firma Doehler-
Eurocitus / Darmstadt ein membranfiltriertes NBB-B zur Verfigung gestellt. Lei-
der storte auch dieses NBB-B die PCR und auf weitere Untersuchungen mit

diesem Voranreicherungsmedium wurde daher verzichtet.
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10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Abb. 10: Ansatz von verschiedenen NBB-C-Chargen zur Uberprifung auf
Keimfreiheit. Bahn 1-3: N 636 (interne Probenbezeichnung), Bahn 4-6: N 656,
Bahn 7-9: N 669, Bahn 10-12: N 676, Bahn 13-15: N 697, Bahn 16-18: N 710.
Bahn 19: Negativ-Kontrolle, Bahn 20: Positivkontrolle. Einsatzkonzentration von
NBB-C innerhalb einer Charge 1% in der linken Bahn, 5% in der mittleren Bahn
und 25% in der rechten Bahn
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Abb. 11: Verdlinnungsreihe von L. brevis in membranfiltriertem NBB-B. Bahn
M: 1 kb-DNA Leiter, Bahn 1: 1-10° Zellen / Probe, Bahn 2: 1-10° Zellen / Probe,
Bahn 3: 1-10* Zellen / Probe, Bahn 4: 1-10° Zellen / Probe

Es ist in Abb. 10 ersichtlich, dass die Chargen N 636, N 656, N 669, N 697 mit
Fremd-DNA kontaminiert sind. Die Chargen N 710 und mit Abstrichen N 676
sind DNA-frei. Weiterhin ist zu sehen, dass eine zu hohe Konzentration an
NBB-C den Zellaufschlu® oder die PCR stort. Auch aus diesen Griinden ist

auch eine Uberdosierung von NBB-C zu vermeiden.
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3.3 Diskussion der Voranreicherung

NBB-C in Bier stellt ein effektives und einfaches Voranreicherungsmedium dar.
Samtliche bierschadliche Bakterien wachsen sehr gut in diesem Medium an,
zugleich werden unschadliche Keime unterdriickt. Aufgrund der bereits hohen
Verbreitung von NBB-C in europaischen Brauereien, muf3 sich das Laborperso-
nal nicht mehr umstellen, bzw. kein neues Nahrmedium bereitstellen. Ein Pro-
blem bei NBB-C stellt eine eventuell vorhandene Kontamination mit Fremd-DNA
dar. Hier mul3 bereits produktionsseitig darauf geachtet werden, dass uber den
gesamten Herstellungsprozel} sterile Produktionsbedingungen herrschen, un-
abhangig von einem abschlieRenden Autoklavieren. Eine Kontamination mit
Wirzebakterien ist unbedingt zu vermeiden. Anwenderseitig ist es evident, jede
neue Charge NBB-C auf eine Kontamination mit Fremd-DNA zu untersuchen.
Denkbar ware auch ein eigenes Produkt von ,NBB-PCR*, bei der besonders auf
die oben genannten Punkte geachtet wird. Eine Voranreicherung mit NBB-B ist
bei den hier beschriebenen Verfahren nicht mdglich, da Stérsubstanzen fir den
Zellaufschlu® oder die PCR im Produkt enthalten sind.
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4 Zellaufschluf3

Nach der Voranreicherung missen die Zellen zuerst aufgeschlossen werden,
damit die DNA frei liegt. Erst dann kann eine PCR stattfinden, da vorher die
Taqg-Polymerase und die NTPs keine Mdglichkeit haben, an die DNA zu gelan-
gen. Bei dem Zellaufschlul3 kann man zwischen einem Aufschluf3 mit Fallung
und ohne Fallung unterscheiden. Bei einem Aufschluf3 mit Fallung liegt die DNA
in Reinform vor und eventuell vorhandene Stoérsubstanzen sind abgetrennt wor-
den. Fir eine Fallung bendtigt man wiederum einen zeit- und arbeitsaufwandi-
gen Arbeitsschritt. Ohne diese Fallung werden auch Storsubstanzen zur PCR
gebracht, welche die Sensitivitat wieder herabsetzen kdnnen.

Der Zellaufschluf3 ist ein entscheidendes Merkmal fur den PCR-Nachweis. Hier
muld vor allem auf die Sensitivitdt der entwickelten Methode geachtet werden.
Eine hohe Sensitivitat des Zellaufschlusses bedeutet eine kurze Voranreiche-

rungszeit, da weniger Zellen fur einen sicheren Nachweis bendétigt werden.

4.1 Material und Methoden

Beim Einengen der Zellen auf 1 ml Voranreicherungsmedium wurde ein Ansatz
von 15 ml Voranreicherungsmedium 15 min bei 3300 g zentrifugiert, der Uber-
stand verworfen und das Pellet in der noch anheftenden Restfllissigkeit resus-

pendiert (ca. 1 ml).

4.1.1 AufschluBmethode nach Lewington

Bei dieser Methode werden die Zellen in einem ersten Schritt zuerst aufge-
schlossen. Dazu werden zu dem Ansatz das Enzym Lysozym hinzugegeben,
welches die Zellwdnde abbaut. Dann figt man SDS hinzu, welches in die Zell-

wand eindringen kann. Durch die Zugabe von NaCl wird dieses SDS ausgefallt
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und zerstort dadurch die Zellwand. Durch die anschliefiende Zentrifugation
werden die unldslichen Zellbestandteile entfernt, die DNA bleibt in Losung. In
einem zweiten Schritt wird die geléste DNA mit Ethanol gefallt, indem ihre Hy-
drathulle durch Alkohol verdrangt wird. Die DNA fallt aus und schlégt sich durch
Zentrifugieren an der Gefallwand nieder. Nach dem Trocknen des Ethanols
liegt die DNA in Reinform vor. Durch ein Losen der DNA in einer geringen Men-
ge H2O wird die DNA aufkonzentriert und dadurch die Sensitivitat des Zellauf-
schlusses erhoht. Der Vorteil dieses Verfahrens liegt darin, dass vorhandene
Storsubstanzen durch Abtrennen der unldslichen Bestandteile entfernt werden.
Der Nachteil ist ein weiterer Arbeitsschritt, der Zeit kostet. Ebenfalls ist das
Handling mit dieser Methode schwieriger und es werden mehr Chemikalien be-
notigt, als bei anderen ZellaufschlulRverfahren. Durch die Benutzung von Chlo-
roform-Isoamylalkohol fallt auRerdem Sondermull an, der teuer entsorgt werden

mulf3.

Benutzte Chemikalien:

TES-LAsung: 50 mM Tris/HCI
50 mM NacCl
10 mM EDTA, pH 8,0

Lysozymldsung: 10 mg/ml Lysozym (Biomol, Hamburg)
in 50 mM Tris/HCI, pH 8,0

SDS: 25 % Natriumdodecylsulfat (w/v)

NacCl

Chisom: Chloroform-Isoamylalkohol 24:1 (v/v)

Natriumacetat-EDTA-LOsung: 3 M Natriumacetat
10 mM EDTA, pH 7,0

Isopropanol

70%iges Ethanol

Die Zellen wurden durch Zentrifugation auf 1 ml Voranreicherungsmedium ein-
geengt. Diese Probe wurde in einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal bei
23000 g 5 min zentrifugiert und der Uberstand abgeschuttet. Das Pellet wurde

mit 100 pl TES-LOsung suspendiert, mit 15 pl Lysozymlosung versetzt und zum
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Zellaufschlu 30 min im Thermomixer bei 37 ° C inkubiert.. Zur Vervollstand-
gung der Lyse werden 40 pl des Detergens SDS zugegeben. AnschlieRend
wird der Ansatz bei 65 °C 5min inkubiert. Nach 10-sekindigem Whirlmixen
werden 33 yul 5 M NaCl zugegeben und die Reaktionsgefal3e eine Stunde auf
Eis inkubiert. Nach dem Auftauen und einem 10-sekindigen Whirlmixen wurden
die ReaktionsgefafRe bei 4 °C 20min bei 12000 g zentrifugiert. Der waldrige
Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt und mit 200 pl Chisom
vermischt. Durch eine 5-minttige Zentrifugation bei 1000 g wurde die Phasen-
trennung beschleunigt. 100 pl der DNA-haltigen waldrigen Phase wurden in ein
neues Reaktionsgefal Gberfuhrt. Fur die Ethanolféallung wurden 20 ul Natriu-
macetat-EDTA-L6sung und 400 pul Isopropanol zugegeben und die Reaktions-
gefalRe 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlief3end bei 23000 g
15 min zentrifugiert. Das Natriumacetat-EDTA-Isopropanolgemisch wurde ab-
geschittet, 1 ml eiskaltes Ethanol zugegeben und nochmals 15 min 23000 g
zentrifugiert. Anschliel3end wurde das Ethanol abgeschiittet und die Reaktions-
gefalle bei Raumtemperatur getrocknet. Die DNA wird in 10 pl H,O suspendiert

und 30 min bei Raumtemperatur gelost (18).

4.1.2 AufschluBmethode nach Bej

Hierbei werden die Zellen nur durch eine L6sung, die SDS und Proteinase K
enthalt, aufgeschlossen. SDS dringt in die Zellwand ein und erleichtert dadurch
das Eindringen der Proteinase K. Proteinase K zerstort die Zellwand. In dem
anschlieBenden Kochvorgang wird die Proteinase K inaktiviert, da sie sonst in
der PCR die Taqg-Polymerase zersetzten wirde. SDS wird hier nicht wie im
Zellaufschlul® nach Lewington (siehe 4.1.1) ausgeféllt und ist damit auch ein
Bestandteil der Losung, in der die PCR stattfindet.

Da kein Transfer der Losung in ein anderes Reaktionsgefal} stattfindet, werden

die Zellen hier quantitativ der PCR zugefihrt (5).
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Benutzte Chemikalien:

Lyse-Losung: 20 mM Tris-HCI
50 mM KCl, pH 8,4
20 mM Dithiothreitol
1,8 uM SDS

Proteinase K: 10 mg/ml Proteinase K (Boehringer Mannheim)

Die Zellen wurden durch Zentrifugation gesammelt. Zu dem Pellet wurden 17,5
pl Lyse-Losung und 0,5 pl Proteinase K gegeben. Der Ansatz wurde bei 37 °C
1,5 h inkubiert und dann 5 min gekocht, um die Proteinase K zu inaktivieren.

Der gesamte Ansatz wurde zur PCR gegeben (5).

4.1.3 Direkter ZellaufschluR

Bei dieser Methode werden &hnlich wie beim Zellaufschlul3 nach Bej (4.1.2) die
Zellen direkt mit Proteinase K aufgeschlossen. Da SDS wohl die PCR stort,
wurde hier auf SDS und weitere Chemikalien verzichtet und der Zellaufschluf3
fand direkt in dem Puffer statt, in dem auch die PCR stattfindet. Die Proteina-
se K, die bei der PCR die Tag-Polymerase angreifen wirde, wird durch einen

Kochvorgang inaktiviert.

Benutzte Chemikalien:
10x-Puffer: 200 mM Tris-HCI

500 mM KClI, pH 8,4 (Life Technologies)
MgCl;

Proteinase K: 10 mg/ml

Die Zellen wurden durch Zentrifugation gesammelt und mit 2,5 yl 10x-Puffer,
0,75 pul MgCl,, 0,625 pl Proteinase K und 21,125 pyl H,O versetzt. Nach einer
Inkubation bei 37 ° C fir 60min wurde der Ansatz 10 min gekocht. 20 ul dieses

Ansatzes wurden in die PCR Uberfihrt.
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4.1.4 Chelex-AufschlulR3

Chelex ist ein Harz, dass Inhibitoren der PCR aus der Losung entfernt. Chelex
wird mittlerweile bei vielen DNA-Praparationen eingesetzt, wie z.B. bei einer
DNA-Praparation aus menschlichem Speichel (28) oder aus Krabbenfleisch
(19). Triton ist ein Detergenz, dass aufgrund einer herabgesetzten Oberfla-
chenspannung in die Membranen der Zellen eindringen kann, ahnlich wie SDS.
Durch den anschlieRenden Kochvorgang wird zum einen die Proteinase K inak-
tiviert, und zum anderen durch das Triton die Zelle mechanisch aufgeschlossen.
Eine Fallung findet bei dieser Praparation nicht statt, wodurch es auch keine
DNA-Verluste durch diesen Schritt geben kann. Jedoch wird nicht der gesamte
Ansatz zur PCR gegeben, so dass natlrlicherweise hier ein Verlust an DNA

auftritt.

Benutzte Chemikalien:

Chelex: 6 % (w/v) Chelex®-100 (Bio-Rad)
Proteinase K: 10 mg/ml (Boehringer Mannheim)
Triton: 1 % (v/v) Triton-X-100® (Merck)

50 ml der vorangereicherten Probe wurden mit 3300 g 15 min zentrifugiert. Das
Pellet wurde mit der anhaftenden Flussigkeit des Zentrifugenglases resuspen-
diert, in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal} tiberfihrt und mit 23000 g 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet 10 min bei Raum-
temperatur getrocknet. Das Pellet wurde in 50 pl Chelex und 1 pl Proteinase K
resuspendiert und 10 min bei 56 ° C inkubiert. Nach Zugabe von 50l Triton
wurde der Ansatz 10 min gekocht. Nachdem der Ansatz 10 min in Eis gekunhlt
wurde, wurden die ReaktionsgefafRe sofort 4 min mit 23000 g zentrifugiert.

2,5 ul des Uberstandes wurden in die PCR eingesetzt.
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4.1.5 Vergleich Chelex-Aufschlul3 und direkter Zellaufschluf3

Die beiden besten Aufschluf3verfahren wurden einem direkten Vergleich unter-
worfen. Dafir wurden aus einer Verdunnungsreihe jeweils ein Aliquot zum di-
rekten Zellaufschluf3 und zum Chelex-Aufschluss gegeben. Der Aufschlul3 er-

folgte dann wie in 4.1.3 und 4.1.4 beschrieben.

4.1.6 Optimierung des Chelex-Aufschlusses

Bei Chelex-Verfahren wurden folgende Parameter geandert:

Chelex-Konzentration
a) 3% (w/v)
b) 6 % (w/v)
c) 9 % (w/v)

* Triton-Konzentration
a) 1% (viv)
b) 3% (viv)

* Proteinase K-Konzentration
a) O ul Proteinase K (10 mg/ml)
b) 1 pl Proteinase K (10 mg/ml)
c) 2 pl Proteinase K (10 mg/ml)

* |nkubationen bei 37 °Cund 57 °C

* |nkubationsdauer bei 57 ° C
a) 10 min
b) 30 min

c) 60 min
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4.2 Ergebnisse

4.2.1 AufschlulBmethode nach Lewington

Der Zellaufschlul3 nach Lewington erbrachte in der Sensitivitat befriedigende
Ergebnisse. Allerdings war der Zellaufschlul3 sehr kompliziert und zeitintensiv.
Mit Isopropanol wurde auch ein Stoff benutzt, der Sondermull darstellt. Aus die-

sen Grinden wurde dieses Verfahren wieder verworfen.

4.2.2 AufschluBmethode nach Bej

Bei Vorversuchen mit diesem Zellaufschlul3 waren die Ergebnisse sehr unbe-

friedigend, so dass hier auch keine weiteren Optimierungsversuche stattfanden.

4.2.3 Direkter ZellaufschluR

Dieses Verfahren erfillt alle Punkte, die ein ZellaufschluR3verfahren mitbringen
muf3. Dieser Aufschlul3 ist in seiner Handhabung sehr einfach, trotzdem ist die-
ses Verfahren sehr sensitiv und schnell. Dieses Verfahren wurde daher mit dem
Chelex-Aufschluld in der Sensitivitdt verglichen. Aufgrund der etwas hoheren
Sensitivitat des Chelex-Aufschlusses wurde der direkte Zellaufschluf3 nicht

weiter in der Arbeit benutzt.

4.2.4 Chelex-AufschlulR3

Der Chelex-Aufschlul® stellt das optimale Aufschluverfahren in den Untersu-

chungen dar. Der Zellaufschlul3 kann innerhalb von 2 h fir 24 Proben gesche-
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hen, die Handhabung ist sehr einfach und dadurch auch durch Laborpersonal in
den Brauereien durchzufiihren. Es entsteht bei diesem Verfahren kein Sonder-

muill, der kostenintensiv entsorgt werden mufite.

4.2.5 Vergleich Chelex-Aufschluf3 und direkter Zellaufschlul3

Der direkte Vergleich zwischen dem Chelex-Aufschlul3 und dem direkten Zel-
laufschlul3 zeigt, dass die Sensitivitat des Chelex-Aufschlusses etwas hoéher ist,

als die des direkten Zellaufschlusses (Abb. 12). Aufgrund dieses Ergebnisses

wurde entschieden, den Chelex-Aufschluld weiter zu optimieren (4.2.6).

Abb. 12: Vergleich zwischen Chelex-Aufschluf’ und direktem ZellaufschluR3 bei
einer Verdunnungsreihe von L. brevis. Bahn M: 1 kb DNA Ladder, Bahn 1-4:
Verdinnungsreihe mit direktem Zellaufschluf3, Bahn 5-8: Verdinnungsreihe mit
Chelex-Aufschlufl
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4.2.6 Optimierung des Chelex-Aufschlusses

Bei einer Verdiinnungsreihe von L. brevis wurde die Chelex-Konzentration zwi-

schen 3 %, 6 % und 9 % vatriiert.

« ¥
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Abb. 13: Variation der Chelex-Konzentration bei einer Verdiinnungsreihe von L.
brevis. Bahn M: 1 kb DNA Ladder, Bahn 1-4: 3 % Chelex, Bahn 5-8: 6 % Che-

lex, Bahn 9-12: 9 % Chelex. -: Negativ-Kontrolle, +: Positiv-Kontrolle
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Abb. 13 zeigt ein Optimum bei einer Chelex-Konzentration von 6 %. Eine gerin-
gere Chelex-Konzentration bindet nicht vollstandig die Storsubstanzen in der

PCR, eine zu hohe Konzentration an Chelex stort die PCR.

Es wurde eine Triton-Konzentration von 1 % und eine von 3 % verglichen.
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Abb. 14: Variation der Triton-Konzentration bei einer Verdinnungsreihe von L.
brevis. Bahn 1-4: 1 % Triton, Bahn 5-8: 3 % Triton, +: Positiv-Kontrolle, -: Nega-

tiv-Kontrolle

In Abb. 14 ist eine héhere Sensitivitat bei einer Konzentration von 1 % Triton zu
erkennen. Die hangt wohl damit zusammen, dass zu hohe Konzentrationen an

Triton die PCR storen kdnnen.

Die Menge an Proteinase K (10 mg/ml) wurde zwischen O pl, 1 pl und 2 pl ver-

andert. Eine hohere Konzentration ist aus wirtschaftlichen Griinden abzulehnen.
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Abb. 15: Variation der Proteinase K-Menge bei einer Verdinnungsreihe von L.
brevis. Bahn M: 1 kb DNA Ladder, Bahn 1-4: 2 ul Proteinase K, Bahn 5-8: 1 pl
Proteinase K, Bahn 9-12: O ul Proteinase K, Bahn 13: Positiv-Kontrolle, Bahn
14: Negativ-Kontrolle

Abb. 15 zeigt zwischen einer Proteinase K-Menge von 2 pl und 1 pl keinen Un-
terschied. Bei einem Weglassen von Proteinase K verschlechtert sich etwas die
Sensitivitat. Daher ist die optimale Proteinase K-Menge 1 pl.

Es wurde untersucht, inwieweit sich die Dauer der Inkubation bei 57 ° C auf die
Sensitivitdt des Zellaufschlusses auswirkt. Dafur wurden Verdinnungsreihen
10 min, 30 min und 60 min bei 57 ° C inkubiert.



Abb. 16: Variation der Inkubationszeit bei 57 ° C bei einer Verdlinnungsreihe
von L. brevis. Bahn M: 1 kb DNA Ladder, Bahn 1-4: 10 min, Bahn 5-8: 30 min,
Bahn 9-12: 60 min

Wie in Abb. 16 zu sehen ist, andert sich die Sensitivitat bei einer gesteigerten
Inkubationszeit bei 57 ° C nicht. Da das Ziel ist, einen mdglichst schnellen Zd-

laufschluf3 zu erreichen, gentigt bereits eine Inkubation von 10 min.

4.2.7 Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze betragt fur Lactobacillus brevis, L. lindneri und Pediococ-
cus damnosus 1000 Keime pro 50 ml (Abb. 17).
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Abb. 17: Nachweisgrenze fur L. brevis. Gesamtkeimzahl in 50 ml Voranreiche-
rungsmedium (NBB-C, Bier, H,0). Bahn M: 1 kb DNA Ladder, Bahn 1: 1-10’
Zellen, Bahn 2: 1:10° Zellen, Bahn 3: 1-10° Zellen, Bahn 4: 1-10* Zellen, Bahn
5:1-10° Zellen, Bahn 6: 1-10° Zellen



46

Abb. 18: Nachweisgrenze fur P. damnosus. Gesamtkeimzahl in 50 ml Voran-
reicherungsmedium: Bahn 1: 5-10° Zellen, Bahn 2: 5-10° Zellen ,Bahn 3: 5-10*
Zellen, Bahn 4: 5-10° Zellen

4.2.8 ZellaufschlulR mit NBB-B

Bei einer Voranreicherung mit NBB-B wurden bei dem folgenden Zellaufschlul
sehr viel schlechtere Mindestkeimzahlen, die fur einen Nachweis nétig sind,
festgestellt, als mit NBB-C. Daher wurde auf eine weitere Untersuchung der
Voranreicherung mit NBB-B verzichtet.
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4.3 Diskussion des Zellaufschlusses

Die Sensitivitat des Zellaufschlusses ist entscheidend fur die Dauer der Voran-
reicherung und damit fur die gesamte Dauer des Schnellnachweises. Als am
geeignetsten hat sich der Chelex-Aufschlul3 (siehe 4.1.4) herausgestellt, der in
diesen Untersuchungen optimiert wurde. Fir die Optimierung wurden die Pa-
rameter Chelex-Konzentration, Triton-Konzentration, Proteinase-K-
Konzentration, Inkubationszeit und Inkubationstemperatur variiert. Mit dem so
optimierten Verfahren ist eine Sensitivitdt von 1000 Keimen/Probe ermittelt
worden. Dies ist fur einen Schnellnachweis innerhalb von 48 h ausreichend. Der
zeitliche Aufwand von 2 h erlaubt einen Zellaufschluf® und die PCR innerhalb
eines Arbeitstages. Bei den anderen untersuchten ZellaufschluRBverfahren gab
es verschiedene Probleme. Entweder war die Sensitivitat befriedigend, aller-
dings war das Handling zu kompliziert, wie beim Zellaufschlul3 nach Lewington,
oder das ZellaufschluRBverfahren war recht simpel, allerdings war die Sensitivitat

nicht sehr gut, wie beim Zellaufschlul3 nach Bej oder Nakagawa.



5 PCR

5.1 Material und Methoden

5.1.1 Primer
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Universelle Primer, die an der 16S rDNA und der 23S rDNA binden, wurden bei

der PCR eingesetzt (Tab. 7). Primer 16SL ist ein selbst-konstruierter Primer,

der an einem konservierten Teil der 16S rDNA bindet. Die Sequenz wurde

durch Sequenzvergleich bestimmt. Die amplifizierte DNA zwischen der 16S
rDNA und der 23S rDNA ist aufgrund der ITS hochvariabel (4, 11, 27). Alle Pri-

mer wurden von Metabion / Minchen synthetisiert.

Tab. 7: Sequenzen der benutzten Primer

Primer Sequenz (5> 3)) Position Orientierung Referenz
16SL TGYAGGCTGCAACTCGCCT 16S VOrwarts selbst konstruiert
23-1B(T) GGGTTCCCCCATTCGGA 23S rickwarts (29)

5.1.2 PCR-Bedingungen und DNA-Analyse

Die PCR wurden mit dem GeneAmp® PCR System 2400 (Perkin Elmer) durch-

gefuhrt. Die PCR wurde in einem Gesamtvolumen von 25 pl durchgefthrt. Der
Ansatz enthielt 1x Puffer (10x Puffer enthalt 200 mM Tris-HCI, pH 8,4; 500 mM
KCI)(Life Technologies), 1,5 mM MgCl, (Gibco BRL), 0,2 mM NTP (Peglab),
0,1 pumol jeden Primers, 1,5 units Tag-Polymerase und 2,5 pl DNA. Die Ansatze

wurden bei 94 °C 7min denaturiert, dann folgten 30 Amplifikationszyklen, die
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1 min bei 94 ° C, 1 min bei 52 °C und 1 min bei 72 ° C durchliefen. Die Reaktin
wurde vervollstandigt mit einer 10minutigen Extension bei 72 ° C.

Da nur mit einem Primerpaar gearbeitet wurde, und auch die tbrigen Reagen-
zien bis auf die DNA die selben waren, war es moglich, mit einem Mastermix zu
arbeiten. Unter einem Mastermix versteht man, alle Reagenzien aul3er der DNA
in einem Reaktionsgefald zu mischen und daraus die entsprechende Menge
(hier 22,5 ul) in die PCR-Reaktionsgefal3e zu geben. Anschliel}end wird die
DNA dazugegeben.

5.1.3 Detektion der amplifizierten DNA

Die PCR-Produkte wurden mit Gelelektrophorese detektiert. Die DNA wurde in
einem 2 %igen Agarose-Gel getrennt. Das Gel wurde dann mit Ethidium-Bromid
(0,1 % v/v) fur 30 min gefarbt und die Banden unter UV-Licht sichtbar gemacht.
Hierbei lagert sich das Ethidium-Bromid an die doppelstrangige DNA an. Da
Ethidium-Bromid fluoresziert, ist eine Detektion unter UV-Licht méglich. Fur die

Dokumentation wurde ein Foto gemacht.

5.1.4 Identifizierung der amplifizierten DNA

Da die amplifizierte DNA variabel ist, wird eine Identifizierung durch einen Re-
striktionsenzymverdau durchgefihrt (vgl. 2.3) (10). Um die geeigneten Restrik-
tionsenzyme fir den Restriktionsverdau zu bestimmen, wurde das jeweils kur-
zeste amplifizierte DNA-Fragment (Short-ITS) mit Hilfe eine Kits (Qiagen) aus
dem Agarose-Gel eluiert und die Sequenz durch Medigenomix / Minchen er-
mittelt. Die Sequenz fur die Short-ITS fur L. brevis, L. lindneri und P. damnosus

lauten:



L. brevis:

TAGTAATCGC
CACACCGECCC
TAACCTTCGG
TCGTAACAAG
AAGGAATATA
AGGGGCTTAC
ATTTTCCTTT
TTGAGITTTT
CGAAGTGACC
TACTAGGAGC
TGTACGT

L. lindneri:

TGAAGTTGGA
GI TCCCGGGT
CCCAAAGTCG
AGATGATTAG
TGGATCACCT
CTTGCTCAGT
AGATAATATT
AGAAATAACC
TAAACTCAAT
CGCATGGTGA
CCGATATGCT

P. damnosus:
GTAATCGCGG
CACCGCCCar
ACCTTCGGGA
GTAACAAGGT
GGATATTTAG
TGAGAGGTCT
AAATTTTCTA
TATAGAGTTT

GGATCAGCAT
GICACACCAT
GAGT CAGCCG
GTAGCCGTAG
CGGAGGCTAC
CTCTCTAAAC
AATTATTAAG
TAATTAGITT
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GCCGECGEGTGA
GAGAGITTGT
TCTAAGGTGG
GAGAACCTCGC
ACATACTTGT
TTGITCTTTG
ATAATTAAAC
ATCGCCTAATA

GITAGGTTAA
CGATGAAGGA

ATCCGCTAGT
CTTGTACACA
GITGGATAAC
GGTGAAGTCG
CCTTTCTAAG
TTTGAGAGTA
ATTTTCTGTA
ATTGIGITAT
AATTTATAAT
ATGCCTTGGT
TCGGEGGAGCT

ATCAGCATGC
CACACCATCGA
GCTAGCCGTIC
AGCCGTAGEA
AAACGGAAAC
ACTCTCAAAA
ATTTTAATTA
TAAAACAAGA

CCACTTTATC
ATGCCTTGGT

TTTGATAAAG
ACTAGGAGCC

GITATGAAGG
CGGGACTAAC

AATCGTGGAT
CCGCCCGTCA
CTTTACGGAG
TAACAAGGTA
GAAAAATTCG
TCTACTCTCA
AAAATTATAT
TTGAGITTTT
CCGAAGGATT
ACTAGGAGCC
GTACGTAAGC

CGCGGTGAAT
GAGITTGTAA
TAAGGTGGGA
GAACCTGCGG
CTACACATAT
TTTGITCTTT
TCAGATAATT
TTAGITCAAA
TTAGGTTAAG
GATGAAGGAC

ATACGTTCCC
AACACCCAAA
GACAGATGAT
GGCTGGATCA
TGAAACAATG
AAAACTAGAT
CGAGAAACAA
CTCAATTAAT
GCCCATGGTG
ACCGATATGC

CAGCATGCCA
CACCATGAGA
TCCGCCCCCT
GCCGTAGGAG
GAACTTACAC

GGCECCTTGTA
GCCGGTGAGA
TAGGGTGAAG
CCTCCTTTCT
TTCAGITTTG
ATTATCAATT
CTGCTTGITT
TTGACGATCA
GATGCCTTGG
TTCGGEEGAGC

CGGTGAATAC
GITTGTAACA
AAGGTGGEGAC
AACCTGCCGEC
CGATCAAAAT

GACTTTGITC
TTTTAATATA
TAAATTAATA
ATAGGTITAAG
GATGAAGGAC
TTT

ACGTTCCCGG
CACCCAAAGC
CAGATGATTG
CTGGATCACC
GICGAAACTT
GAAAACTAAA
AAACCGAGAA
AATAATCCCT
TTATAAAGEG
GGGACTAACA

TTTGAAAACT
ATTTCAACCG
GITTAATCGC
TTAAAAAGGEG
GGAACTAACA

GCCTTGTACA
CGGIGGAGTA

GGGTGAAGTC

TCCTTTCTAA
TGITTAGITT
TAATATCGAA
CATTGCGITT
AAACTCAAAA
CGCATGGTGA
CCGATATGCT
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TCGGGGAGCT GTAAGTAAGC TTTGATCCGG AGATTTCCGA ATGGGEGG

Nach Vergleich dieser Sequenzen mit den Schnittstellen von Restriktionsenzy-
men wurden zwei Restriktionsenzyme ausgewahlt: Dde | und Sau3a | (beide
Boehringer Mannheim). Bei der Auswahl der Restriktionsenzyme wurde darauf
geachtet, dass jedes Enzym in der ITS eines jeden Keimes mindestens einmal
schneidet und dass die erwarteten Banden sich gut unterscheiden lassen.

20 pl des PCR-Produktes wurden mit 10 Units Restriktionsendonuklease bei
37 ° C 90min verdaut.

5.2 Ergebnisse

5.2.1 Primer

Die universellen Primer 16 SL und 23 1-B(T) wurden verwendet. Diese Primer
binden an alle getesteten bierschadlichen Bakterien (Abb. 19). Eine biologische
Sauerung lieferte keine falsch-negativen Befunde. Da nach der biologischen
Sauerung ein Kochen der DNA im sauren Bereich stattfindet, ist davon auszu-

gehen, dass dort die DNA von L. amylovorus zerstort wurde.
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Abb. 19: Signale von bierschadlichen Bakterien bei Benutzung von universellen
Primern 16SL und 23-1 B(T). Bahn M: 1 kb DNA Ladder, Bahn 1: Lactobacillus
brevis (L32), Bahn 2: L. brevis (L43), Bahn 3: L. frigidus (L96), Bahn 4: L. frigi-
dus (L150/2), Bahn 5: L. lindneri (L2), Bahn 6: L. lindneri (L7), Bahn 7: L. lindne-
ri (L23), Bahn 8: L. lindneri (L748), Bahn 9: L. lindneri (L771)

5.2.2 Identifizierung der amplifizierten DNA

Aufgrund der bekannten Sequenz konnte man ein zu erwartendes Bild des Re-
striktionsenzymverdaus berechnen. Daflr berechnete man die Lange der DNA-
Fragmente, die durch einen Restriktionsenzymverdau entstanden, und trug die-

se Langen in ein Diagramm ein.
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Abb. 20: Erwartetes Bandenmuster bei einem Restriktionsenzymverdau der
short-ITS mit Dde I. Bahn 1: L. brevis, Bahn 2: L. lindneri, Bahn 3: P. damnosus
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Abb. 21: Erwartetes Bandenmuster bei einem Restriktionsenzymverdau der
short-ITS mit Sau3a |. Bahn 1: L. brevis, Bahn 2: L. lindneri, Bahn 3: P. damno-
sus
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Da die amplifizierte DNA zwischen den 16SL und 23 1-B(T) Primern variabel ist,
kann man mit Hilfe von Restriktionsenzymen eine Unterscheidung der amplifi-

zierten DNA treffen.

Abb. 22: Restriktionsenzymverdau mit Dde | und Sau3a |. Bahn M: 100 bp DNA
Ladder, Bahn 1: L. brevis verdaut mit Dde |, Bahn 2: L. lindneri verdaut mit Dde
I, Bahn 3: P. damnosus verdaut mit Dde |, Bahn 4: L. brevis verdaut mit Sau3a
[, Bahn 5: L. lindneri verdaut mit Sau3a |, Bahn 6: P. damnosus verdaut mit
Sau3a |, Bahn 7: L. brevis unverdaut
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Bei einem Vergleich zwischen Sau3a | und Dde | zeigte sich ein sehr viel klare-
res Bild bei Dde | als bei Sau3a | (Abb. 22). AuRerdem war zu sehen, dass
Sau3a | die amplifizierte DNA nicht vollstandig geschnitten hat (Abb. 22, Bahn
4-6). Wenn man die Salzbedingungen eines PCR-Puffers mit den zu den Re-
striktionsenzymen dazugehdrigen Puffern vergleicht, so sieht man, dass sich

aufgrund dieser Bedingungen Dde | besser eignet als Sau3a I.

Tab. 8: Salzbedingungen des PCR-Puffers und der zu den Restriktionsenzy-

men gehdrenden Enzymen

PCR-Puffer H (Dde 1) A (Sau 3al)

Tris-HCI 20 mM 50 mM -
Tris-Acetat - - 33 mM
MgCl, 1,5mM 10 mM -
Kalium-Acetat - - 66 mM
NacCl - 100 mM -

KCI 50 mM - -
Dithioerythritol (DTE) - 1mM -
Dithiothreitol (DTT) - - 0,5mM
pH 8,4 7,5 7,9




Abb. 23: Restriktionsenzymverdau mit Dde | der amplifizierten DNA. Bahn M:
100 bp DNA Ladder, Bahn 1: L. brevis ohne Verdau, Bahn 2: L. lindneri ohne
Verdau, Bahn 3: P. damnosus ohne Verdau, Bahn 4: L. brevis mit Verdau, Bahn

5: L. lindneri mit Verdau, Bahn 6: P. damnosus mit Verdau

Das von den Vorhersagen abweichende Bild laf3t sich damit erkléaren, dass nicht
nur die kirzeste Bande, von der die Sequenz bestimmt wurde, geschnitten
wurde, sondern auch die langeren Banden. Die Sequenz dieser Banden ist un-
bekannt und kann daher zu anderen Schnittmuster fihren, als vorhergesagt.

Im Bereich von 380 bp und 300 bp zeigt sich ein klarer Unterschied zwischen L.
brevis , L. lindneri und P. damnosus. L. brevis zeigt bei 380 bp eine Bande, je-

doch keine bei 300 bp. L. lindneri hingegen zeigt eine Bande bei 300 bp, aber
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keine bei 380 bp. Beim Bandenmuster P. damnosus zeigt sich sowohl bei 300

bp als auch bei 380 bp eine Bande.

5.3 Diskussion der PCR

Die Primer 16SL und 23-1(B)-T amplifizieren die ITS aller Prokaryonten, daher
auch die ITS der bierschadlichen Keime. Eine Unterscheidung anhand der am-
plifizierten DNA-Fragmente ist nicht moglich. Durch einen Restriktionenzymver-
dau kann man die DNA von L. brevis, L. lindneri und P. damnosus eindeutig
unterscheiden. Eine Eluierung der DNA-Fragmente aus dem Agarose-Gel wur-
de versucht, jedoch bendtigt man eine sehr viel groRere Menge an DNA (PCR-
Ansatz 100 pl) als bei einem Schnellnachweis zur Verfliigung steht (25 pl). So
mifte die eluierte DNA einer weiteren PCR unterworfen werden, die jedoch
wieder sehr zeit- und kostenaufwandig ware. Daher wird das Restriktionsenzym
direkt zu dem PCR-Ansatz gegeben, was fur Sau3a | zu schlechteren Reakti-
onsbedingungen fuhrt und ein Verdau mit diesem Enzym nicht ermdglicht. Die
Pufferbedingungen des PCR-Puffers und des Puffers von Dde | sind ahnlich
und ein Verdau ist mit diesem Enzym maoglich. Eine Unterscheidung nach dem
Restriktionsenzymverdau ist mit Dde | zwischen L. brevis, L. lindneri und P.

damnosus mdglich.
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6 Uberprifung der Verfahren unter Praxisbedingungen und

Pilotprojekte

6.1 Material und Methoden

6.1.1 Uberprufung der Verfahren unter Praxisbedingungen

Zur Ermittlung der Zuverlassigkeit des direkten Zellaufschlusses (vgl. 4.1.3)
wurden Bierproben mit H,O und NBB-C (vgl. 3.1.2) flr eine Voranreicherung
(Gesamtvolumen 15 ml) vorbereitet, dann wurden entweder 0, 1.000 oder
10.000 Zellen / Probe hinzugefigt mit jeweils den Keimen L. brevis und P.
damnosus. Diese Probe wurde nun sofort einem Zellaufschluf3 und der PCR
unterworfen, und die Ergebnisse mit den vorher unbekannten Kontaminationen

verglichen.

6.1.2 Pilotprojekte in den Brauereien A und B

Die Pilotprojekte wurden direkt vor Ort in den Brauereien durchgefiihrt. Bei den
Pilotprojekten wurden parallel Proben fir die normale Betriebskontrolle gezogen
und fur einen Schnellnachweis mit PCR. Die Proben aus dem Filtratbereich der
Brauerei wurden einer Voranreicherung mit NBB-C (vgl. 3.1.2) unterworfen.
Nach mindestens 40 h wurden von den Proben 15 ml dem Chelex-Aufschlul
(vgl. 4.1.4) und der PCR zugefuhrt, 1 ml wurde in 10 ml NBB-B gegeben und
eine Woche bei 28 ° C inkubiert.



6.1.3 Pilotprojekt in der Brauerei C
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Hierzu wurde ein alteres Chelex-AufschluRverfahren benutzt. Dazu wurden

15 ml Voranreicherungsmedium bei 4.500 U/min zentrifugiert und der Uber-

stand abgegossen. Nun wurden zu dem getrockneten Pellet 30 pl H,O gege-

ben. Insgesamt 49 pl wurden in ein Reaktionsgefald tbergefuhrt, mit 50 pl

Chelex (6%, w/w) und 1 ul Proteinase K (10 mg/ml) versetzt und anschlie3end

1 h bei 57 ° C inkubiert. Danach wurde der Ansatz 10min gekocht und nachdem

der Ansatz auf Eis abgekiihlt wurde, 3 min zentrifugiert. 2,5 pl des Uberstandes

wurden in die PCR eingesetzt. Zuséatzlich wurden einige Proben mit Spuren von

L. brevis oder P. damnosus versetzt.

6.2 Ergebnisse

6.2.1 Uberprufung der Verfahren unter Praxisbedingungen

Der Vergleich zwischen den Banden und den tatsachlichen Kontaminationen

brachte folgende Ergebnisse:

Lfd. Nummer Keimzahl/Probe Keimart Signal

1 1.000 L. brevis schwach
13 1.000 L. brevis schwach
15 1.000 L. brevis schwach
16 1.000 L. brevis schwach
21 1.000 L. brevis schwach
28 1.000 L. brevis schwach
30 1.000 L. brevis kein

39 1.000 L. brevis schwach
45 1.000 L. brevis kein
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46 1.000 L. brevis kein
52 1.000 L. brevis schwach
53 1.000 L. brevis kein
68 1.000 L. brevis kein
75 1.000 L. brevis kein
2 10.000 L. brevis deutlich
3 10.000 L. brevis deutlich
9 10.000 L. brevis deutlich
18 10.000 L. brevis deutlich
19 10.000 L. brevis deutlich
26 10.000 L. brevis deutlich
31 10.000 L. brevis deutlich
34 10.000 L. brevis deutlich
41 10.000 L. brevis deutlich
43 10.000 L. brevis deutlich
51 10.000 L. brevis deutlich
56 10.000 L. brevis deutlich
59 10.000 L. brevis deutlich
65 10.000 L. brevis deutlich
70 10.000 L. brevis kein
4 1.000 P. damnosus schwach
1.000 P. damnosus schwach
12 1.000 P. damnosus schwach
27 1.000 P. damnosus schwach
42 1.000 P. damnosus kein
55 1.000 P. damnosus kein
57 1.000 P. damnosus kein
58 1.000 P. damnosus schwach
71 1.000 P. damnosus kein
77 1.000 P. damnosus kein
80 1.000 P. damnosus kein
89 1.000 P. damnosus kein
93 1.000 P. damnosus kein
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95 1.000 P. damnosus kein
99 1.000 P. damnosus kein

8 10.000 P. damnosus deutlich
10 10.000 P. damnosus deutlich
11 10.000 P. damnosus schwach
17 10.000 P. damnosus deutlich
33 10.000 P. damnosus deutlich
37 10.000 P. damnosus deutlich
44 10.000 P. damnosus deutlich
50 10.000 P. damnosus deutlich
54 10.000 P. damnosus deutlich
60 10.000 P. damnosus deutlich
69 10.000 P. damnosus kein
73 10.000 P. damnosus schwach
88 10.000 P. damnosus kein
96 10.000 P. damnosus schwach
100 10.000 P. damnosus schwach
5 0 - kein

6 0 - kein
14 0 - schwach
20 0 - kein
22 0 - kein
23 0 - kein
24 0 - kein
25 0 - deutlich
29 0 - kein
32 0 - kein
35 0 - kein
36 0 - kein
40 0 - kein
47 0 - kein
48 0 - kein
49 0 - kein
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61 0 kein
62 0 kein
63 0 deutlich
64 0 kein
66 0 kein
67 0 kein
72 0 kein
74 0 kein
76 0 kein
78 0 kein
79 0 kein
81 0 kein
82 0 kein
83 0 kein
84 0 kein
85 0 kein
86 0 kein
87 0 kein
90 0 kein
91 0 kein
92 0 kein
94 0 kein
97 0 kein
98 0 kein

Eine Auswertung ergab folgende Trefferquote:

L. brevis, 1.000 Keime, 14 Proben
8 Proben positiv =57 %
6 Proben negativ =43 %
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L. brevis, 10.000 Keime, 15 Proben
14 Proben positiv = 93 %
1 Probe negativ=7 %

P. damnosus, 1.000 Keime, 15 Proben
5 Proben positiv = 33 %
10 Proben negativ = 67 %

P. damnosus, 10.000, 15 Proben
13 Proben positiv = 87 %
2 Proben negativ = 13 %

Ohne Keime, 40 Proben
3 Proben positiv=7 %
37 Proben negativ = 93 %

Aufgeteilt zwischen den Proben mit 1.000 Keimen / Probe und denen mit
10.000 Keimen / Probe ergibt sich folgendes Bild:

1.000 Zellen, 29 Proben
13 Proben positiv = 45 %
16 Proben negativ = 55 %

10.000 Zellen, 30 Proben
27 Proben positiv =90 %
3 Proben negativ = 10 %

Man kann auch zwischen L. brevis und P. damnosus unterscheiden:

L. brevis, 29 Proben

22 Proben positiv =76 %
7 Proben negativ = 24 %



P. damnosus, 30 Proben
18 positiv =60 %
12 negativ =40 %
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Wie erwartet sieht man, dass 10.000 Keime / Probe sehr viel leichter zu ent-

decken sind, als eine Zellzahl von 1.000 Keimen / Probe. Hier stof3t der direkte

Zellaufschlu® an seine Grenzen. L. brevis ist leichter zu detektieren, als P.

damnosus. Dies hangt wohl mit der Stabchenform des Mikroorganismusses

zusammen, die leichter aufzuschlie3en geht, als die Kokkenform von P. dam-

NnoSus.

6.2.2 1. Pilotprojektin der Brauerei A

Tab. 9: Ergebnisse des Pilotversuches in der Brauerei A

Lfd. Nr. Probenahmeort Sorte PCR NBB-B
1 DT Dunkles Befund 0. B.
2 DT Dunkles Befund 0. B.
3 DT Marzen o. B. o. B.
4 DT Pils 0. B. 0. B.
5 DT Pils 0. B. 0. B.
6 DT Pils 0. B. 0. B.
7 DT Marzen o. B. o. B.
8 DT Pils 0. B. 0. B.
9 DT Pils 0. B. 0. B.
10 DT Dunkles Befund 0. B.
11 DT Helles Vollbier |Befund 0. B.
12 DT Marzen o. B. o. B.
13 DT Pils Befund 0. B.
14 DT Helles Vollbier |o. B. 0. B.
15 DT Helles Vollbier |Befund 0. B.
16 DT Helles Vollbier |Befund 0. B.
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17 DT Edel Hell 0. B. Befund
18 DT Edel Hell 0. B. Befund
19 DT Edel Hell 0. B. Befund
20 DT Dunkles 0. B. Befund
21 DT Festbier Befund 0. B.
22 DT Edel Hell 0. B. Befund
23 DT Edel Hell 0. B. Befund
24 DT Festbier Befund 0. B.
25 DT Weil3bier 0. B. 0. B.
26 DT Helles Vollbier |Befund Befund
27 DT Helles Vollbier |Befund 0. B.
28 BDR Helles Vollbier |Befund Befund
29 BDR Helles Vollbier |Befund Befund
30 BDR Helles Vollbier |Befund 0. B.
31 BDR Helles Vollbier |Befund 0. B.
32 BDR Helles Vollbier |Befund Befund
33 Filter 1 - KG Aus Helles Befund 0. B.
34 Filter 1 - Haffmanns Helles 0. B. Befund
35 SEN Marzen o. B. o. B.
36 Birk-stfl. 0. B. 0. B.
37 DT Weil3bier Befund Befund
38 DT Weil3bier Befund Befund
39 DT Leichtbier 0. B. 0. B.
40 DT Weil3bier 0. B. Befund
41 DT Helles Vollbier |Befund 0. B.
42 DT Edel Hell 0. B. Befund
43 DT Edel Hell 0. B. Befund
44 DT Edel Hell Befund Befund
45 DT Edel Hell Befund Befund
46 DT Helles Vollbier |Befund Befund
47 DT Weil3bier 0. B. Befund
48 DT Helles Vollbier |o. B. Befund
49 DT Helles Vollbier |o. B. Befund
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50 DT Helles Vollbier |o. B. Befund
51 DT Helles Vollbier |o. B. 0. B.
52 BDR Helles Vollbier |o. B. 0. B.
53 BDR Helles Vollbier |o. B. 0. B.
54 BDR Helles Vollbier |Befund 0. B.
55 DT Pils 0. B. 0. B.
56 DT Pils 0. B. 0. B.
57 DT Pils 0. B. 0. B.
58 DT Pils 0. B. 0. B.
59 DT Pils 0. B. 0. B.
60 DT Weil3bier 0. B. Befund
61 DT Weil3bier 0. B. Befund
62 DT Festbier Befund Befund
63 DT Festbier 0. B. 0. B.
64 DT Helles Vollbier |Befund Befund
65 DT Festbier 0. B. Befund
66 DT Helles Vollbier |o. B. 0. B.
67 DT Helles Vollbier |o. B. Befund
68 BDR Helles Vollbier |Befund Befund
69 BDR Helles Vollbier |Befund 0. B.
70 BDR Helles Vollbier |o. B. 0. B.
71 BDR Helles Vollbier |o. B. 0. B.
72 BDR Helles Vollbier |o. B. 0. B.
73 BDR Helles Vollbier |o. B. 0. B.
74 BDR Helles Vollbier |o. B. 0. B.
75 Neubecker Helles Vollbier |o. B. 0. B.
76 Neubecker Helles Vollbier |o. B. 0. B.
77 Neubecker Helles Vollbier |Befund 0. B.
78 Neubecker Helles Vollbier |Befund 0. B.
79 SEN Edel Hell 0. B. Befund
80 Weigel Festbier o. B. Befund
81 DT Helles Vollbier |Befund Befund
82 DT Edel Hell Befund 0. B.
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83 DT Edel Hell 0. B. 0. B.
84 DT Edel Hell Befund 0. B.
85 DT Festbier 0. B. 0. B.
86 DT Festbier 0. B. 0. B.
87 DT Weil3bier 0. B. Befund
88 DT Weil3bier 0. B. Befund
89 DT Helles Vollbier |o. B. 0. B.
90 DT Helles Vollbier |o. B. Befund
91 DT Helles Vollbier |o. B. Befund
92 BDR Helles Vollbier |o. B. 0. B.
93 BDR Helles Vollbier |o. B. 0. B.
94 BDR Helles Vollbier |o. B. 0. B.
95 BDR Helles Vollbier |o. B. 0. B.
96 SEN Helles 0. B. 0. B.
97 Weigel Marzen Befund 0. B.
98 Weigel Marzen Befund 0. B.
99 Filter 2 Helles 0. B. 0. B.
100 |DT Helles Vollbier |o. B. 0. B.
101 |DT Helles Vollbier |o. B. Befund
102 DT Marzen o. B. o. B.
103 |DT Dunkles 0. B. 0. B.
104 |DT Edel Hell 0. B. 0. B.
105 |DT Edel Hell 0. B. 0. B.
106 |DT Dunkles 0. B. Befund
107 |DT Festbier 0. B. 0. B.
108 |DT Festbier 0. B. 0. B.
109 |DT Marzen Befund Befund
110 |DT Helles Vollbier |o. B. 0. B.
111 |BDR Helles Vollbier |o. B. 0. B.
112 |BDR Helles Vollbier |Befund 0. B.
113 |BDR Helles Vollbier |Befund 0. B.
114 |BDR Helles Vollbier |o. B. 0. B.
115 |BDR Helles Vollbier |o. B. 0. B.
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116 |BDR Helles Vollbier |o. B. 0. B.
117 |BDR Helles Vollbier |o. B. 0. B.
118 |DT Pils 0. B. Befund
119 |DT Helles Vollbier |o. B. Befund
120 |DT Helles Vollbier |Befund Befund
121 |DT Helles Vollbier |Befund 0. B.
122 |DT Bockbier 0. B. 0. B.
123 |DT Festbier 0. B. 0. B.
124 |DT Helles Vollbier |o. B. 0. B.
125 |DT Pils 0. B. 0. B.
126 |DT Pils 0. B. 0. B.
127 |DT Pils 0. B. 0. B.
128 |DT Pils 0. B. 0. B.
129 |DT Salvator 0. B. 0. B.
130 |DT Pils 0. B. 0. B.
131 |DT Festbier 0. B. 0. B.
132 |DT Weil3bier 0. B. Befund
133 |DT Helles Vollbier |o. B. 0. B.
134 |DT Helles Vollbier |o. B. 0. B.
135 |Filter1 Festbier 0. B. Befund
136 |Filter 1 Festbier 0. B. 0. B.
137 | Filter 2 Pils 0. B. 0. B.
138 |SEN Helles 0. B. 0. B.
139 |Weigel Dunkles o. B. o. B.
140 |DT Leichtbier Befund Befund
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6.2.3 2. Pilotprojekt in der Brauerei A

In der Brauerei A wurde ein weiteres Pilotprojekt durchgefihrt.

Tab. 10: Ergebnisse des 2. Pilotversuches in der Brauerei A

Lfd. Nr. | Bezeichnung Biersorte Befund NBB-B PCR
8 GT1 HefeweilRbier |vereinzelt Kokken |Ja
GT 2 HefeweilBbier |o0.B. Ja
10 DT 2 HefeweilBbier |L. brevis Ja
11 Flasche HefeweilBbier |o0.B. Ja
12 LT 128 Original 0.B. Nein
13 LT 133 Festbier 0.B. Nein
14 LT 134 Festbier 0.B. Nein
15 LT 135 Festbier 0.B. Nein
16 Nullprobe Hell 0.B. Nein
17 GT 2 HefeweilBbier | L. brevis Ja
18 LT 133 Festbier L. brevis Ja
19 LT 135 Festbier 0.B. Nein
20 ZKG 18 Original L. brevis Nein
21 Filter Auslauf Original 0.B. Nein
22 DT 4 Original 0.B. Nein
23 DT5 Original L. brevis Ja
24 Nullprobe Hell 0.B. Nein
25 ZKG 17 Original L. brevis Nein
26 ZKG 20 Original L. brevis Nein
27 DT 2 HefeweilBbier | L. brevis Ja
28 DT5 Original L. brevis + Nein
L. lindneri
29 Keg Einlauf L. brevis Nein
30 Flasche 1 Original 0.B. Nein
31 Flasche 2 Original L. lindneri + Nein

L. casei
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32 LT 101 Pils L. brevis Nein
33 LT 102 Pils 0.B. Nein
34 LT 104 Pils L. brevis Nein
35 DT 1 HefeweilBbier | L. brevis Ja
36 DT 3 Pils L. brevis Ja
37 DT 4 Original 0.B. Nein
38 Flasche HefeweilBbier |o0.B. Ja
39 Keg Einlauf Pils 0.B. Nein
40 Nullprobe Spaten Hell 0.B. Nein
41 ZKG 17 Original L. brevis Ja
42 ZKG 20 Pils 0.B. Nein
43 LT 103 Pils 0.B. Nein
44 LT 104 Pils 0.B. Nein
45 LT 117 Dunkles L. brevis Ja
46 LT 118 Dunkles 0.B. Nein
47 DT 3 Pils 0.B. Nein
48 Keg Einlauf Hefeweil3bier |o0.B. Nein
49 Flasche Kristallweil3bier | 0.B. Nein
(USA)
50 Nullprobe Spaten Hell L. brevis Ja
51 GT1 HefeweilBbier | Enterobacter Ja
52 GT 3 HefeweilBbier |o0.B. Nein
53 ZKG 17 Original L. brevis Nein
54 ZKG 20 Pils 0.B. Nein
55 DT 4 Original 0.B. Nein
56 DT5 Original 0.B. Nein
57 Filter Auslauf 0.B. Nein
58 Keg Einlauf Hefeweil3bier L. brevis Ja
59 Filter Auslauf 0.B. Nein
60 DT 3 Festbier 0.B. Nein
61 DT5 Original 0.B. Nein
62 Keg Einlauf Hefeweil3bier L. lindneri Ja
63 Flasche Original 0.B. Nein
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64 Nullprobe Spaten Hell 0.B. Nein
65 GT1 Hefeweil3bier |0.B. Ja
66 GT 2 Hefeweil3bier |0.B. Ja
67 ZKG 18 Original L. brevis Ja
68 ZKG 19 Pils Schimmelpilze Nein
69 DT 1 Hefeweil3bier |0.B. Nein
70 DT 3 Original 0.B. Nein
71 Keg Einlauf Hefeweil3bier | Lactobacillen Ja
72 Flasche (kaputt) |Hefeweil3bier |Essigsaureb. Nein

Die Fotos zu den in Tab. 10 dargestellten Bilder sind wie folgt:

M 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

M 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Abb. 25: Lfd. Nr. 8-27 des 2. Pilotprojektes in Brauerei A
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M 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37

M 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47

Abb. 26: Lfd. Nr. 28-47 des 2. Pilotprojektes in Brauerei A
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M 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57

Abb. 27: Lfd. Nr. 48-67 des 2. Pilotprojektes in Brauerei A



M 68 69 70 71 72 - + - +

Abb. 28: Lfd. Nr. 68-72 des 2. Pilotprojektes in Brauerei A , Negativ-Kontrolle
des Zellaufschlusses, Positiv-Kontrolle des Zellaufschlusses, Negativ-Kontrolle
der PCR, Positiv-Kontrolle der PCR

Zusammengefaldt ergibt sich damit eine Verteilung (in %):

Richtig-positiv:24,6
Richtig-negativ:53,8
Falsch-positiv:7,7
Falsch-negativ:13,8
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Als Diagramm ausgedruckt:

@ Richtig-positiv
B Richtig-negativ
O Falsch-positiv
O Fasch-negativ

Abb. 29: Graphische Darstellung der Ergebnisse des 2. Pilotprojektes in Braue-

rei A

Wenn man die Ergebnisse in die verschiedenen Gefal3e unterteilt, so bekommt

man folgende Verteilung:

Richtig-positiv:
Richtig-negativ:

Falsch-positiv:

Falsch-negativ:

PCR und NBB-Nachweis zeigen eine Kontamination an

PCR und NBB-Nachweis zeigen keine Kontamination an

PCR zeigt eine Kontamination an, NBB zeigt keine
Kontamination an

PCR zeigt keine Kontamination an, NBB zeigt eine

Kontamination an

Tab. 11: Teilergebnis des 2. Pilotprojektes in Brauerei A, Gartank

Gartank n n
PCR-positiv 6| Richtig-positiv 3
PCR-negativ |1| Richtig-negativ 1
NBB-positiv 3| Falsch-positiv 3
NBB-negativ |4 | Falsch-negativ 0
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Tab. 12: Teilergebnis des 2. Pilotprojektes in Brauerei A, Drucktank

Drucktank n n

PCR-positiv 5 | Richtig-positiv

PCR-negativ | 10 | Richtig-negativ

NBB-positiv 6 | Falsch-positiv

= O ol o

NBB-negativ 9 | Falsch-negativ

Tab. 13: Teilergebnis des 2. Pilotprojektes in Brauerei A, Lagertank

Lagertank n n
PCR-positiv 2 | Richtig-positiv 2
PCR-negativ 11 |Richtig-negativ 9
NBB-positiv 4 | Falsch-positiv 0
NBB-negativ 9 | Falsch-negativ 2

Tab. 14: Teilergebnis des 2. Pilotprojektes in Brauerei A, ZKG

ZKG n n
PCR-positiv 2 | Richtig-positiv 2
PCR-negativ 7 |Richtig-negativ 3
NBB-positiv 6 | Falsch-positiv 0
NBB-negativ 3 | Falsch-negativ 4
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Tab. 15: Teilergebnis des 2. Pilotprojektes in Brauerei A, Flasche

Flasche n n
PCR-positiv 2 | Richtig-positiv 0
PCR-negativ 4 |Richtig-negativ 3
NBB-positiv 5 | Falsch-positiv 2
NBB-negativ 1 | Falsch-negativ 1

Tab. 16: Teilergebnis des 2. Pilotprojektes in Brauerei A, Keg-Einlauf

Keg-Einlauf n n
PCR-positiv 3 | Richtig-positiv 3
PCR-negativ 3 |Richtig-negativ 2
NBB-positiv 4 | Falsch-positiv 0
NBB-negativ 2 | Falsch-negativ 1

Tab. 17: Teilergebnis des 2. Pilotprojektes in Brauerei A, Filter Auslauf

Filter Auslauf n n
PCR-positiv 0 | Richtig-positiv 0
PCR-negativ 3 |Richtig-negativ 3
NBB-positiv 0 | Falsch-positiv 0
NBB-negativ 3 | Falsch-negativ 0
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Tab. 18: Teilergebnis des 2. Pilotprojektes in Brauerei A, Nullprobe

Nullprobe n n
PCR-positiv 1 | Richtig-positiv 4
PCR-negativ 4 |Richtig-negativ 1
NBB-positiv 1 | Falsch-positiv 0
NBB-negativ 4 | Falsch-negativ 0

Es ist auch maoglich, die Ergebnisse den verschiedenen Biersorten zuzuordnen.

Tab. 19: Teilergebnis des 2. Pilotprojektes in Brauerei A, Festbier

Festbier n n
PCR-positiv 1 | Richtig-positiv 1
PCR-negativ 5 |Richtig-negativ 5
NBB-positiv 1 | Falsch-positiv 0
NBB-negativ 5 |Falsch-negativ 0

Tab. 20: Teilergebnis des 2. Pilotprojektes in Brauerei A, Weil3bier

Weildhier n n

PCR-positiv 14 | Richtig-positiv

PCR-negativ 4 |Richtig-negativ

NBB-positiv 9 | Falsch-positiv

o o &~ ©

NBB-negativ 9 |Falsch-negativ
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Tab. 21: Teilergebnis des 2. Pilotprojektes in Brauerei A, Original

Original n n
PCR-positiv 3 | Richtig-positiv 3
PCR-negativ 16 |Richtig-negativ 10
NBB-positiv 9 | Falsch-positiv 0
NBB-negativ 10 |Falsch-negativ 6

Tab. 22: Teilergebnis des 2. Pilotprojektes in Brauerei A, Pils

Pils n n
PCR-positiv 1 | Richtig-positiv 1
PCR-negativ 10 |Richtig-negativ 8
NBB-positiv 3 | Falsch-positiv 0
NBB-negativ 8 |Falsch-negativ 2

6.2.4 Pilotprojekt in der Brauerei B

Tab. 23: Ergebnisse des Pilotprojektes in der Brauerei B

Lfd. | Biersorte Gebinde |Infiziert NBB-B PCR

Nr.
1| Hefeweil3bier GT P. damnosus |L. brevis Nein
2 | Hefeweil3bier GT Nein L. brevis Nein
3 | Wohn Hefeweil3bier | Flasche P. damnosus | Pediokokken |Nein
4| Wohn Hefeweil3bier | Flasche Nein 0.B. Nein
5|0-Probe Flasche Nein 0.B. Nein
6 | Hefeweil3bier GT Nein L. brevis Nein
7 | Original LT Nein 0.B. Nein
8| Original LT Nein 0.B. Nein
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9| Original LT Nein 0.B. Ja
10 | Hefeweil3bier Flasche L. brevis L. brevis Nein
11 |0-Probe Flasche L. brevis L. brevis Ja
12 |0-Probe Flasche Nein 0.B. Nein
13| Original Filter- Nein 0.B. Nein
Auslauf
14| Original DT Nein 0.B. Nein
15| Original DT Nein 0.B. Nein
16 | Hefeweil3bier DT Nein Essigsaure Nein
17 | Hefeweil3bier Keg- Nein 0.B. Nein
Einlauf
18 | Hefeweil3bier Flasche L. brevis 0.B. Nein
19 | Hefeweil3bier Flasche Nein 0.B. Nein
20| 0-Probe Flasche Nein 0.B. Nein
21|0-Probe Flasche L. brevis L. brevis Ja
22| Hefeweil3bier GT Nein 0.B. Nein
23| Hefeweil3bier GT Nein Enterobacter |Nein
24 | Hefeweil3bier Keg- Nein 0.B. Nein
Einlauf
25| 0-Probe Flasche L. brevis L. brevis Ja
26| 0-Probe Flasche Nein 0.B. Nein
27| Pils Filter- Nein 0.B. Nein
Auslauf
28| Pils DT Nein Essigsaure Nein
29| Original DT Nein Enterobacter |Ja,
schwach
30| Original DT Nein Enterobacter |Nein
31| Hefeweil3bier DT Nein Essigsaure Nein
32| Hefeweil3bier DT Nein Kokken Nein
33| Hefeweil3bier Keg- Nein 0.B. Nein
Einlauf
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Die zu der Tab. 23 gehtrenden Bilder:

M 1 2 3 4 5 6 7 8

eoeeesdo o

Abb. 30: Banden des Pilotversuchs in Brauerei B, Bahn M: 1 kb DNA Ladder,
Bahn 1-8: Lfd. Nr. 1-8, Bahn 9-16: Lfd. Nr. 9-16
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M 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Abb. 31: Banden des Pilotversuchs in Brauerei B, Bahn M: 1 kb DNA Ladder,
Bahn 1-10: Lfd. Nr. 17-26, Bahn 11-17: Lfd. Nr. 27-33, Bahn 18: Positiv-
Kontrolle, Bahn 19: Negativ-Kontrolle

6.2.5 Brauerei C
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Bei dem Pilotversuch in Brauerei C wurde auf eine weitere Inkubation des rest-
lichen NBB-Cs verzichtet, da sich mit Entnahme der fur die PCR notwendigen
Menge die anaerobe Atmosphére in eine aerobe umgewandelt héatte, und
eventuell vorhandene aerobe Begleitorganismen einen falsch-positiven Befund
geliefert hatten.

Die Korrelation zwischen der PCR und NBB-B ist sehr gut. Eventuell auftreten-
de schwache Banden bei der PCR wurden als negatives Ergebnis gewertet
(siehe 6.3.4).

Tab. 24: Ergebnisse des Pilotversuchs in der Brauerei C

Lfd. Nr. Probenahmeort Sorte PCR NBB-B
1 Keg | 30I Premium schwach 0.B.
2 Keg Einlauf Pils 0.B. 0.B.
3 Fuller Einlauf Premium Befund Befund
4 Keg | 30I Pils 0.B. 0.B.
5 DT 21 Pils 0.B. 0.B.
6 DT 22 Premium 0.B. 0.B.
7 DT 27 Premium schwach 0.B.
8 Fuller Einlauf Premium 0.B. 0.B.
9 Fuller Einlauf Premium schwach 0.B.
10 Keg | Premium 0.B. 0.B.
11 Produktionsflasche Premium 0.B. 0.B.
12 Sterile Flasche Premium schwach 0.B.
13 PT FIk. Premium 0.B. 0.B.
14 DT 27 Premium 0.B. 0.B.
15 DT 26 Pils 0.B. 0.B.
16 Keg | 30I Pils schwach 0.B.
17 PT FIk. Pils 0.B. 0.B.
18 EK-FA Pils Befund 0.B.
19 EK-FA Pils, Premium, Export | schwach 0.B.
20 Fuller Einlauf Pils Befund Befund
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21 Produktions Flasche |Pils Befund Befund
22 Sterile Flasche Pils schwach 0.B.
23 DT 23 Premium 0.B. 0.B.
25 DT 25 Export 0.B. 0.B.
26 DT 26 Pils 0.B. 0.B.
27 KEG | Pils 0.B. 0.B.
28 EK-FA Pils 0.B. 0.B.
29 PT-KEG Pils 0.B. Befund
30 PT-FLK Pils 0.B. 0.B.
31 Fuller Einlauf Pils 0.B. 0.B.
32 Sterile Flasche Pils 0.B. 0.B.
34 DT 21 Pils 0.B. 0.B.
35 DT 23 Premium 0.B. 0.B.
36 DT 24 Pils 0.B. 0.B.
37 Keg | Pils 0.B. 0.B.
38 DT 21 Pils schwach 0.B.
39 DT 23 Premium 0.B. 0.B.
40 DT 24 Pils 0.B. 0.B.
41 DT 25 Export 0.B. 0.B.

Damit ergibt sich folgende Verteilung (Anzahl / %):

Richtig-positiv (PCR und NBB-B zeigen Befund): 3/7,7
Richtig-negativ (PCR und NBB-B zeigen o. B. bzw. schwach): 35/ 89,7

Falsch-positiv (PCR zeigt Befund, NBB-B zeigto. B): 1/ 2,6
Falsch-negativ (PCR zeigt 0. B bzw. schwach, NBB-B zeigt Befund): 0/ 0
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M1 2 3 456 7 8 910

Abb. 34: Banden des Pilotversuches in Brauerei C. Bahn M: 1 kb DNA Ladder,
Bahn 1-8, Lfd. Nr. 8-15, Bahn 9: Positiv-Kontrolle, Bahn 10: Negativ-Kontrolle,
Bahn 2: schwach, Bahn 5: schwach, Rest: negativ.

M12 3 456 7 8 9101112

Abb. 35: Banden des Pilotversuchs in Brauerei C. Bahn M: 1kb DNA Ladder,
Bahn 1-10, Lfd. Nr. 16-26, Bahn 11: Positiv-Kontrolle, Bahn 12: Negativ-
Kontrolle, Bahn 1, 4, 7: schwach, Bahn 3, 5,6: schwach, Rest: negativ, Lfd. Nr.
24: Keine PCR.
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M1 2 3 45 6 7 8 91011

Abb. 36: Banden des Pilotversuchs in Brauerei C. Bahn M: 1 kb DNA Ladder,
Bahn 1-9, Lfd. Nr. 27-36, Bahn 10: Positiv-Kontrolle, Bahn 11: Negativ-
Kontrolle, Alle Bahnen: negativ, Lfd. Nr. 33: Keine PCR.

M1 2 3 456 7

Abb. 37: Banden des Pilotversuchs in Brauerei C. Bahn M: 1 kb DNA Ladder,
Bahn 1-5, Lfd. Nr. 37-41, Bahn 6: Positiv-Kontrolle, Bahn 7: Negativ-Kontrolle,
Bahn 2: schwach, Rest: negativ.
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6.3 Diskussion der Pilotprojekte

6.3.1 1. Pilotprojekt in Brauerei A

Hier ist die PCR nicht optimal gelaufen, wie man an den verschmierten Banden
sehen kann. Es konnte daher nur unterschieden werden, ob die Banden stark
vorhanden waren oder nicht. Insgesamt ist dieses Pilotprojekt nicht wie ge-
wunscht verlaufen. Der Grund fir dieses Versagen der PCR liegt wie spater
festgestellt wurde bei der Tag-Polymerase, da fir weitere Versuche eine neue
Taqg-Polymerase verwendet wurde, mit der dann wieder bessere Ergebnisse
erzielt wurden. Es ist moglich, dass die sehr temperaturabhangige Tag-
Polymerase zu lange bei Raumtemperaturen gelagert wurde und daher an Akti-

vitat eingebuft hat.

6.3.2 2. Pilotprojekt in Brauerei A

Aufféllig beim 2. Pilotprojekt in Brauerei A waren die sehr héaufigen falsch-
positiven Ergebnisse. Da haufig an einem Versuchstag samtliche Proben bei
der PCR ein positives Signal ergaben, wurde das NBB-C auf eventuell vorhan-
dene DNA uberprift (siehe 3.1.4, 3.2.2). Da dadurch gezeigt werden konnte,
dass das NBB-C Kontaminationen mit Fremd-DNA aufwies, laf3t sich eine Be-

urteilung dieser Ergebnisse nur sehr bedingt verwenden.

6.3.3 Pilotprojekt in Brauerei B

In Brauerei B wurde noch mit einem unmodifiziertem Chelex-Aufschlul3 gear-
beitet. Hier zeigte sich eine mangelhafte Korrelation zwischen den Ergebnissen
der PCR und den Ergebnissen des klassischen Nachweises. Weiterhin wurde
hier noch versucht, auch in Weil3bieren Kontaminationen nachzuweisen. Dies
war jedoch aufgrund der hohen Biomasse der Hefen unmoglich. Hier verhindern

der hohe UberschuRR an Hefen einen effektiven Zellaufschlu® und machen da-
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her einen PCR-Nachweis unmoglich. Daher wurde in den weiteren Versuchen

auf die Untersuchung von Unfiltrat verzichtet.

6.3.4 Pilotprojekt in Brauerei C

Hier sind aufgrund einer vorherigen Uberprifung der NBB-C-Charge keine
falsch-positiven Ergebnisse aufgrund des Voranreicherungsmediums aufgetre-
ten. Auffallend hier sind noch einige schwache Signale. Diese Proben lieferten
jedoch bei der Anreicherung mit NBB-B keinen positiven Befund. Hier kann man
davon ausgehen, dass sich bei der Probenahme oder Probenverarbeitung au-
Rerhalb der Anreicherung am Flaschenhals zwischen Glas und Gummidichtung
des Bugelverschlusses Flissigkeit angesammelt hat, und in dieser Flissigkeit
konnten Bakterien wachsen. Bei dem klassischen Nachweisverfahren konnen
diese Keime durch Hitze nach dem Offnen der BuigelverschluRflasche abgetotet
werden. Es ist aber moglich, dass trotzdem beim Uberfiihren des Voranreiche-
rungsmediums abgetttete Keime in das Zentrifugengefald tberfihrt werden und
dadurch ein falsch-positives Signal sich ergibt (Abb. 38).

Eine Entnahme der Voranreicherung mit einer Pipette wird hier sicherlich zu

einem besseren Ergebnis fuhren.

Rest-

flussigkeit

Abb. 38: Kontaminationsgrund flr falsch-positive Signale
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Wenn man dieses beachtet, und nur schwache Signale als negativen Befund
der PCR deutet, so ist bei diesem Pilotprojekt eine sehr hohe Korrelation zwi-
schen den Ergebnissen der PCR und der Auswertung der NBB-B festzustellen.

Von 37 Proben sind 89,7 % richtig-negativ, 7,7 % richtig-positiv und nur 2,6 %

falsch-positiv (= 1 Probe). Es traten keine falsch-negativen Proben auf.
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7 Diskussion

7.1 PCR-Amplifikation und Primer-Wahl

Universelle Primer wurden aus verschiedenen Grinden benutzt. Es ist bei der
Probenahme unbekannt, welcher Keim eventuell im Bier vorhanden ist. Es gibt
ca. 20 verschiedene Arten, die das Bier schaden konnen (Tab. 25). Bei einer
Multiplex-PCR sinkt die Sensitivitat und eine langere Voranreicherungszeit ist
notwendig. Wenn fur jeden spezifischen Primer ein Reaktionsgefald benutzt
wird, so ist dies fur die Proben, die in einer Brauerei anfallen, sehr aufwandig
und teuer. Aus diesen Griinden ist ein Nachweis von bierschadlichen Bakterien
mit spezifischen Primern nicht praktikabel. Weiterhin besteht bei spezifischen
Primern die Gefahr von falsch-negativen Ergebnissen, aufgrund von genetisch
falschen Klassifizierungen.

Mit universellen Primern konnen die Proben innerhalb von 48 Stunden auf
Keimfreiheit Gberprift werden. Aufgrund der spezifischen Voranreicherung be-
deutet jedes Signal eine Kontamination durch ein bierschadliches Bakterium.
Die amplifizierte DNA ist hochvariabel und eine weiter Identifizierung ist mog-
lich, falls dies gewtinscht ist (4). Eine biologische Sauerung bewirkt keine fasch-
positiven Ergebnisse. Es konnte in dieser Untersuchung gezeigt werden, dass
die amplifizierte ITS durch einen einfachen Restriktionsenzymverdau unter-

schieden werden konnte.
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Tab. 25: Bierschadliche Keime und ihre Schadlichkeitskategorie (3)

Name Schédlichkeits- | Haufigkeit der Arten bei Re-
Kategorie klamationen im Bier in %
L. brevis I 35
L. lindneri I 25
L. brevisimilis I 3
L. frigidus I 2
L. coryniformis I 3
L. casei I 2
L. plantarum Il 1
Zymomonas mobilis Il <1
Enterobacter agglomerans [l <1
Obesumbacterium proteus [l <1
Pectinatus cerevisiiphilus
Pectinatus frisingensis ! 4
Micrococcus kristinae Il <1
P. damnosus I 17
P. inopinatus Il 1
Lactococcus lactis
Lactococcus raffinolactis ! !
Leuconostoc mesenteroides
Leuconostoc paramesenteriodes ! <1
Megasphaera cerevisiae I 2

I: obligat bierschadlich
II: potentiell bierschadlich
[lI: indirekt bierschadlich
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7.2 ZellaufschluR

Mehrere ZellaufschluRverfahren wurden getestet. Um die Methoden zu verglei-
chen, wurde Wert auf 4 Punkte gelegt: Sensitivitat, Zeit, Kosten und Bedienung.
Die Sensitivitat des Verfahrens mufd so hoch wie mdglich sein, da sie entschei-
dend fur die Dauer der Voranreicherung ist. Der Zellaufschlu3 selbst sollte fur
einen Schnellnachweis mdglichst rasch erfolgen sein. Es mul3 mdglich sein,
den Zellaufschlu3, die PCR und den Nachweis der DNA innerhalb eines Ar-
beitstages durchzufiihren. Wenn die Methode in Brauereien eingefuhrt werden
soll, so sollten die Kosten gering und die Handhabung einfach sein. Es sollten
auch keine toxischen Materialien verwendet werden. Der entwickelte Zellauf-
schlul eignet sich aus diesen Grinden sehr gut fur eine Anwendung in Braue-
reien. Sowohl die verwendeten Chemikalien Triton-X-100 und Chelex® als auch
das verwendete Enzym Proteinase K sind ungiftig und ohne weitere Sicher-
heitsmaflinahmen verwendbar. Die verwendeten Geréatschaften sind: Zentrifuge,
Whirlmixer, Temperierbad und Kochplatte. Diese Geratschaften sind in gut aus-
gestatteten Labors vorhanden und mussen nicht noch neu gekauft werden. Die
Handhabung ist auRRerst einfach und nach einer kurzen Einarbeitungszeit erzielt

man reproduzierbare Ergebnisse.

7.3 Voranreicherung

Bereits ein lebender bierschadlicher Keim kann unter entsprechenden Bedin-
gungen zu einer Schadigung des Bieres fihren. Also muf3 jeder mikrobiologi-
scher Nachweis in Brauereien diesen einen Keim / Probe detektieren. Mit einem
Keim ist es nicht moéglich, einen Nachweis mit PCR zu fuhren, da es beim Zel-
laufschlufd immer zu einem Verlust an DNA kommt und auch fir die PCR eine
Mindestmenge an DNA vorhanden sein muf3. Daher muf3 die Probe vorangerei-
chert werden.

Als Voranreicherungsmedium hat sich NBB-C aus verschiedenen Griinden als
geeignet herausgestellt. Dieses Medium fordert das Wachstum von bierschadli-

chen Bakterien und inhibiert harmlose Begleitorganismen, die zu falsch-
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positiven Ergebnissen fihren wirden, wenn universelle Primer benutzt werden.
Weiterhin ist eine anaerobe Atmosphare gegeben, die die Selektivitdt des
Voranreicherungsmedium unterstiitzen. Um eine gute statistische Aussage des
Resultates zu erlangen, ist es auch wichtig, ein mdglichst grof3es Probevolumen
zu untersuchen.

NBB-C ist in europdischen Brauereien weit verbreitet und bekannt. Da die
Voranreicherung fur einen Nachweis mit PCR der gleiche ist, wie der klassische
Nachweis mit NBB-C, ist eine Einarbeitung des Laborpersonals nicht nétig.

Da NBB-C die DNA von abgetoteten Wirzebakterien enthalten kann, ist eine
vorherige Kontrolle der Charge auf DNA-Freiheit unumganglich. Vorgesehen ist
jedoch speziell fir PCR-Nachweisverfahren ein spezielles NBB-C im Handel zur

Verfiigung zu stellen.

7.4 Probenvorbereitung

Die untersuchten Keime in diesem Projekt waren Lactobacillus brevis, L. lindne-
ri und Pediococcus damnosus. L. brevis ist der am haufigsten vorkommende
bierschadliche Keim. L. lindneri und P. damnosus sind bekannt als sehr lang-
sam wachsende Keime. Es missen aber alle lebenden bierschadlichen Keime
entdeckt werden. Deshalb muf3 die Art mit dem schlechtesten Wachstumspo-
tential zugrunde gelegt werden. Die Keime liegen im abgeflllten Bier in der lag-
Phase vor. Um die Lagerung des Bieres zu simulieren, missen die Keime in die
lag-Phase gebracht werden. Sowohl! die Zeit, die zur Uberwindung der lag-
Phase benotigt wird, als auch die Generationszeit bestimmen die Wachs-

tumszeit.

7.5 Nachweisgrenze

Um die Sensitivitdt des Zellaufschlusses und der PCR zu bestimmen, wurden

die Zellzahl in einer Thoma-Zahlkammer bestimmt. Eine PCR unterscheidet
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nicht zwischen lebenden und toten Zellen. Daher muf3 die Gesamtkeimzahl be-
stimmt werden. Je nach Lagerbedingungen unterscheidet sich diese Zahl von

der Zahl der lebenden Zellen.

7.6 Pilotprojekte

Die Pilotprojekte dienten zur Uberpriifung der Einsatzfahigkeit des PCR-
Schnellnachweises in der Praxis. Wahrend beim Pilotprojekt in Brauerei A die
Kontamination von NBB-C mit Fremd-DNA die Aussagekraft der Ergebnisse
stark storten, konnte mit dem Pilotprojekt in Brauerei B eine starke Korrelation
zwischen den Ergebnissen der PCR und einer klassischen Anreicherung fest-
gestellt werden. Hier wurde gezeigt, dass man auf die gleichen Ergebnisse
kommt, wie bei einem konventionellen Nachweisverfahren, jedoch kann man
die Zeit um 60 - 70% reduzieren (von 5 -7 Tagen auf 48 h). Damit steht der
Brauwirtschaft ein effektives Mittel zur Verfigung, um Spurenkontaminationen
madglichst frihzeitig zu entdecken, um so eine sichere Produktqualitat zu ge-

wéahrleisten.

7.7 Kosten des Schnellnachweises

Die Kosten fur Verbrauchsmaterial liegen bei vorliegenden PCR-

Schnellnachweis bei ca. 2,07 DM / Probe. Im einzelnen sind dies:
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Tab. 26: Variable Kosten fir den PCR-Schnellnachweis.

Material (Menge pro Probe) |Kosten pro PCR|Kosten pro Probe
(bei 20 Proben / PCR)

NBB-C (9 ml) 11,20 DM 0,56 DM

Proteinase K (10ug) 0,24 DM 0,012 DM

Chelex 0,68 DM 0,034 DM

Taq, Puffer, NTP 24,18 DM 1,209 DM

Agarose-Gel 1,92 DM 0,096 DM

Polaroid-Foto 2,14 DM 0,107 DM

Kleinteile (Pipettenspitzen, 1,00 DM 0,05 DM

Reaktionsgefalie, usw.)

Gesamt 41,36 DM 2,068 DM

Die Kosten fir die Geratschaften, die zusatzlich zum normalen Laborequipment

angeschafft werden mussen, sind:

Tab. 27: Kosten fur zusatzliche Geratschaften fur den PCR-Schnellnachweis

Material Kosten
eigener Pipettensatz 1000,- DM
PCR-Block 9000,- DM
Plastik (Racks, PCR-Tubes,usw.) 1000,- DM
UV-Schirm 2000,- DM
Polaroid-Kamera 2000,- DM
Elektrophorese (Power-Supply und Elektrophoresekammer) |2500,- DM
Schauttler fur Ethidium-Bromid 1000,- DM
Gesamt 18500,- DM
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Bei einer Annahme von 60 Proben / Woche und der Annahme einer 5jahrigen

Laufzeit, so ergibt sich ein Kostensatz von 1,19 DM /Probe.

Eine Laborkraft ist ca. 12 h/ Woche durch die PCR gebunden. Bei einem Brut-
togehalt von 30,- DM/ h sind dies 6,- DM Arbeitsgehalt / Probe.

Die Gesamtkosten belaufen sich daher auf 9,26 DM / Probe.

7.8 Beachtenswerte Punkte beim PCR-Schnellnachweis

Beim PCR-Schnellnachweis sind einige Punkte besonders zu beachten, die hier

nochmals zusammengefalit aufgefiihrt werden sollen:

a) Vermeiden von Uberlaufen des BiigelverschluRflasche bei der Herstellung
der Voranreicherung
Wenn das Voranreicherungsmedium in der Bulgelverschlul3flasche
Uberlauft, so kdénnen sich zwischen dem Gummi und der Bugelver-
schluRflasche Keime entwickeln, die dann falschlicherweise bei Uber-
fuhren der Voranreicherung in die Zentrifugenrdhrchen mitkommen
kénnen, und so falsch-positive Signale auslésen kdnnen. Ein vorheriges
Abflambieren des Randes totet zwar die Keime ab, was fur die klassi-
schen Verfahren ausreichend ist, jedoch ist die DNA weiterhin vorhan-

den und es resultieren falsche Ergebnisse daraus.

b) Vorheriges Homogenisieren der Voranreicherung
Da sich die Bakterien in der Voranreicherung haufig im Bodensatz ab-

setzen, ist es wichtig, dass dieser Bodensatz aufgeschdttelt wird.

c) Homogenisieren der Chelex-Lésung
Chelex besteht aus vielen kleinen Harzkiigelchen, die sehr schnell in

einer Losung zu Boden sinken. Daher muf3 mit einer Eppendorf-Pipette
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vor jeder Entnahme von Chelex-L6sung, diese durchmischt werden, da

sonst die Chelex-Konzentration im Reaktionsgefal3 nicht stimmt.

d) Verhindern von Wassereinbruch in die Reaktionsgefalie
Beim Kochen der Reaktionsgefalie muld darauf geachtet werden, dass
die Wasserhohe im KochgefaRR unterhalb der Offnung der Reaktions-
gefalde liegt, da sonst die Gefahr eines Wassereinbruchs in die Reakti-

onsgefalie besteht, und keine Aussage mehr moglich ist.

e) Ausrichtung der Reaktionsgefalie
Beim Zentrifugieren der Reaktionsgefal3e ist auf eine einheitliche Aus-
richtung der Reaktionsgefal3e zu achten, damit bekannt ist, wo sich das
Pellet befindet.

f) Behandlung der PCR-Reagenzien

Es ist dringend darauf zu achten, dass die Taqg-Polymerase nicht langer
als unbedingt notwendig bei Raumtemperatur gelagert wird. Am besten
funktioniert es so, dass der Mastermix ohne die Tag-Polymerase her-
gestellt wird, und erst unmittelbar vor dem Verteilen auf die PCR-
Reaktionsgefalle die Tag-Polymerase hinzugegeben wird. Der ganze
Vorgang sollte auf Eis durchgefiihrt werden. Da eine Eismaschine recht
teuer ist und nicht in jeder Brauerei vorhanden ist, ist es auch mdglich,
das Vorbereiten der PCR auf Eispacks durchzufiihren.

Bei den Primern ist ein zu haufiges Auftauen und Einfrieren zu vermei-
den. Hier ist es ratsam, nach Erhalt und Ausmischung der Primer diese
zu aliquotieren und dann einzufrieren, so dass man die Primer nur noch

ein- bis zweimal auftauen mulf3.

g) Arbeiten mit Ethidium-Bromid
Beim Arbeiten mit Ethidium-Bromid ist darauf zu achten, dass nur mit
Nitril-Handschuhen gearbeitet wird. Da sich Ethidium-Bromid in die
DNA einlagert, ist dieser Stoff im hochsten Mal3e cancerogen. Die be-
nutzten Handschuhe sind als Sondermdll getrennt zu entsorgen. Eine

Kontamination mit Ethidium-Bromid von anderen Gegenstanden aul3er-
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halb der Dunkelkammer ist unbedingt zu verhindern. Ratsam ist es hier,
sich von vornherein im Klaren zu sein, welche Gegenstande mit Ethidi-
um-Bromid in BerUhrung kommen (z.B. UV-Schirm, Fotoapparat,
Schuttler) und welche nicht (z.B. Transportgefal3 fur die unangeféarbten
Gele).
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8 Zusammenfassung

In der heutigen Zeit werden immer grél3ere Anforderungen an ein Bier gestellt.
So mul3 ein Bier eine Mindesthaltbarkeit von 6 Monaten, teilweise von 12 Mo-
naten aufweisen. Dies ist in mikrobiologischer Sicht nur durch eine vollkomme-
ne Abwesenheit von bierschadlichen Bakterien zu erreichen. Bereits ein bier-
schadlicher Keim kann unter ungtinstigen Voraussetzungen ein Bier verderben.
In den Brauereien haben sich zum Nachweis von bierschadlichen Bakterien
bisher Flussiganreicherungen in spezifischen Nahrmedien und Membranfiltra-
tionen mit Verbringen der Membran auf verschiedene Medien bewahrt. Der
Vorteil dieser Methoden ist die hohe Sicherheit beim Spurennachweis, der gro-
e Nachteil ist jedoch ein enormer Zeitbedarf zwischen Probenahme und Aus-
wertung. Dies ist insbesondere im Bereich nach der Filtration des Bieres pro-
blematisch, da die Ergebnisse erst nach Verkauf des Bieres vorliegen und somit
keine EinfluBmoglichkeiten der Brauerei mehr gegeben sind.

Die hier vorgestellte Methode fur den Nachweis von bierschadlichen Bakterien
mit PCR erlaubt einen schnellen und sicheren Nachweis. Bei der Entwicklung
wurden verschiedene Teilbereiche der Arbeit getrennt voneinander behandelt.
Dies sind die Voranreicherung, der Zellaufschluf3, die PCR und die Erprobung
der Laborergebnisse in der Praxis. Daher wurde auch die Gliederung der Arbeit
in diese Teiluntersuchungen unterteilt. Dies dient der Ubersichtlichkeit der Ar-
beit.

Der Vorteil dieser Methode gegentuber anderen Schnellnachweismethoden mit
der PCR-Technik ist die Verwendung von universellen Primern. Damit ist ein
schneller, sicherer und kostengunstiger Nachweis auf Keimfreiheit gewahrlei-
stet. Das grundlegend Neue an dieser Arbeit ist die Entwicklung und Zusam-
menfuhrung von einem einfachen aber sensitiven Zellaufschluf? und einer PCR
mit universellen Primern unter der Berucksichtigung der Matrix Bier und NBB-C.
Die Voranreicherung mit NBB-C gewahrleistet ein Wachstum von bierschadli-
chen Keimen, wahrend harmlose Begleitorganismen im Wachstum gehemmt
werden. Eine 40-stindige Voranreicherung der Probe ist nétig, damit auch die
am schwersten wachsenden Keime, wie L. lindneri und P. damnosus ausge-

hend von einer Zelle, die in der lag-Phase vorliegt, auf 1000 Zellen kommen.
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Diese 1000 Zellen / Probe sind die Nachweisgrenze, die sich mit dem hier vor-
gestellten Verfahren erreichen lassen. Durch die spezifische Voranreicherung
werden nur bierschadliche Keime vermehrt. Daher sind samtliche Keime, die
durch die universellen Primern detektiert werden, bieschadlicher Natur. Der
entwickelte Zellaufschluf3 ist einfach, schnell und sensitiv und damit in

Brauereilaboratorien effektiv einsetzbar.
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