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A. Einleitung

Carl Woese formte mit seinem Konzept ,zur bakteriellen Evolution* (Woese, 1987)
eine wichtige Grundlage fir das Verstandnis der stammesgeschichtlichen
Entwicklung (Phylogenie) von Mikroorganismen. In Kombination mit der
vergleichenden Sequenzanalyse der 16S- und 23S-ribosomalen Ribonukleinsauren
(rBNS)  konnten die phylogenetischen  Verwandtschaftsverhéltnisse  von
Mikroorganismen auf Basis ihrer genotypischen Merkmale rekonstruiert werden (u. a.
Woese, 1987, Hugenholtz et al, 1988, Schleifer und Ludwig, 1989a, Stahl und
Amann, 1991, Stackebrandt, 1992, Olsen et al., 1994, Ludwig und Schleifer, 1994).
Diese  Vorarbeiten lieferten nicht nur eine Retrospektive auf die
stammesgeschichtlichen Entwicklung, sondern sie bildeten darlber hinaus die
Grundlage, um die phylogenetischen Charakteristika auch fir den Nachweis von

Mikroorganismen heranzuziehen.

A.1 Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Edward DelLong und Mitarbeiter stellten vor etwa 20 Jahren die als phylogenetische
Farbung bezeichnete Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) fiir den spezifischen
Nachweis von Mikroorganismen vor (DelLong et al., 1989). Die FISH-Methode basiert
auf der Hybridisierung von einzelstrangigen DNS-Oligonukleotiden, die
komplementar zu ihren Zielsequenzen auf der rRNS sind.

Die mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Oligonukleotidsonden (abgekiirzt:
Sonden), kénnen spezifisch fur Phyla, Gattungen und teilweise auch flar Arten
konstruiert werden (u. a. Stahl und Amann, 1991, Manz et al., 1992 und 1996 Neef et
al., 1998, Daims et al., 1999, O’Sullivan et al., 2002). Sie gelangen durch einfache
Diffusion an ihre Bindungsstelle auf der rRNS der Mikroorganismen (Amann et al.,
1990). Nach der Anregung mit energetisiertem Licht kann die Bindung der Sonde an
das Zielmolekul als Fluoreszenzsignal an einem Epifluoreszenzmikroskop detektiert
werden. Ein entscheidender Vorteil dieser Methode liegt darin, dass die Morphologie
der Zellen wahrend des Nachweises intakt bleibt und diese direkt vor Ort (lat. in situ)
in ihren nattrlichen Habitaten lokalisiert werden kénnen.

Bis heute wurde die FISH-Methode erfolgreich zur Aufklarung von verschiedenen
Fragestellungen herangezogen. Zum Beispiel wurde im Bereich der mikrobiellen
Okologie die Zusammensetzung von mikrobiellen Populationen in einer Vielzahl
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unterschiedlicher Habitate untersucht (u. a. Amann et al., 1992 und 1995, Wagner et
al.,, 1993, Burgraf et al., 1994, Snaidr et al., 1997, Gléckner et al, 1999,). Des
weiteren  wurden  insbesondere im  Abwasserbereich  prozessrelevante
Mikroorganismen wie z. B. Nitrifikanten oder filamentése Bakterien identifiziert und
deren relative Abundanz bestimmt (u. a. Wagner et al., 1995, Mobarry et al., 1996,
Erhart et al., 1997, Juretschko et al., 1998, Schmid et al., 2001 und 2003, Levantesi
et al., 2004). Auch in den Bereichen der Lebensmittelmikrobiologie (u. a. Beimfohr et
al., 1993, Thelen, 2002) sowie der medizinischen Mikrobiologie und Hygiene (u.a.
Grimm et al., 1998, Horn, et al., 1999, Schmid et al., 2003) wurde die FISH-Technik

zum Nachweis von relevanten Mikroorganismen etabliert.

A.2 Optimierungen der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Das grundlegende Prinzip der FISH-Technik ist Uber die Jahre unverandert
geblieben. Um weitere Applikationsfelder zu erschlieBen und um das Spektrum der
Auswertegerate zu erweitern, wurde das urspringliche Protokoll durch verschiedene
Modifikationen verandert oder durch Kombination mit anderen Methoden erganzt.
Insbesondere wurden dabei alternative Hybridisierungsformate, Optimierungen zur
Zuganglichkeit der Zielzellen und der Sondenbindungsstellen sowie verschiedene
Konzepte und Mechanismen zur Verstarkung des Sondensignals etabliert.

Das urspriingliche Protokoll der FISH-Technik ist auf einem Objekitrager-basierten
Assay ausgerichtet. Zur Untersuchung gréBerer Probenvolumina tbertrugen Neef et
al., (1995) und Meier et al., (1997) dieses Protokoll erfolgreich auf das Format der
Membranfiltration. Wallner et al., (1993), Fuchs et al., (1998) sowie Thelen (2002)
optimierten das Protokoll zur Einzelzellhybridisierung in Lésung mit anschlieBender
durchflusszytometrischer Detektion.

Um die Penetration der Sonden in die Zielzellen zu erméglichen bzw. zu verbessern,
wurden zumeist enzymatische oder detergentbasierende Vorbehandlungen etabliert,
die die Zellhille perforieren (z. B. Beimfohr et al., 1993 und 1996, Burgraf et al.,
1994, Pernthaler et al., 2004).

Auch durch den Einsatz von ungeladenen Peptid-Nukleinsdure Sonden (PNA) kann
das Passieren der Zellwand-Barriere erleichtert werden (Stender et al., 1999). Im
Vergleich zum negativ geladenen Zuckerphosphat-Rlckgrat der Nukleinsauren
haben diese ein neutrales Polypeptid-Rickrat. Dieses verleiht ihnen einen relativ
hydrophoben Charakter und forciert die Diffusion der PNAs in die Zellen. Die
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sogenannten  Pseudo-Peptide  weisen  zusatzlich noch sehr  glnstige
Hybridisierungseigenschaften, wie eine hohe Spezifitat und Affinitdt zum Zielmolekdl
(RNS oder DNS) auf, die auch den zeitlichen Ablauf der Reaktionskinetik positiv
beeinflussen (Stender et al., 1999, Rigby et al., 2002, Oliveira et al., 2002, Sogaard
et al., 2005 und 2007).

Fuchs et al., (2000) konnten zeigen, dass durch den Einsatz sogenannter
unmarkierter Helfersonden besonders helikale Regionen der rRNS fiir Sonden
zuganglich gemacht werden kénnen. Die Helfersonden flankieren das 5' und 3' Ende
der eigentlichen Sondenbindungsstelle und ermdglichen dadurch auch die
Sondenbindung in bisher ungeeigneten Bereichen.

Eine Strategie zur Verstarkung des Sondensignals stellt die CARD-FISH Methode
(Catalysed Reported Deposition-FISH) dar. Hierbei werden die Sonden mit dem
Enzym Meerrettich-Peroxidase markiert. Das Fluoreszenzsignal wird durch die
enzymatische Radikalisierung und anschlieBende Prazipitierung mehrerer
Fluoreszenz-markierter sekundarer Reportermolekiile (Tyramid) in der unmittelbaren
Nahe der Sondenbindungsstelle verstarkt (Schénhuber et al., 1997, Pernthaler et al.,
2002). Im Vergleich zur Standard-FISH-Technik konnte durch die gezielte
Signalamplifikation ein mehr als 30 % hdherer Anteil an Mikroorganismen in marinen
Habitaten nachgewiesen werden (Pernthaler et al., 2002).

Des weiteren wurden alternativ zu Oligonukleotidsonden mehrfach-markierte Poly-
nukleotidsonden zur Detektion der 16S- oder 23S-rRNS eingesetzt (u. a. Ludwig et
al., 1994b, Trebesius et al., 1994, Stoffels et al., 1999). Auch zum Nachweis anderer
Zielmoleklle wie mRNS (Pernthaler et al., 2004) oder einzelner chromosomaler
DNS-Abschnitte (RING-FISH Methode; Recognition of Individual Genes-FISH;
Zwirglmaier et al., 2003, 2004 und 2005, Pratscher et al, 2008) kbnnen
Polynukleotidsonden verwendet werden. Die erzielte Signalamplifikation liegt im
Vergleich zur Standard-FISH-Technik mit einfach-markierten Oligonukleotidsonden
bei einem 10- bis 50-fach héheren Signal (Trebesius et al., 1994, DelLong et al.,
1999).

Weitere Techniken wie die RCA-FISH-Methode (Rolling-circle Amplification-FISH)
wurden alternativ zu Polynukleotidsonden zum Nachweis einzelner Gene in intakten
Zellen entwickelt. Hierbei wird zur Signalverstarkung eine enzymatische Ampilifikation
mit einer Detektion durch  Fluoreszenz-markierte DNS- oder PNA-
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Oligonukleotidsonden kombiniert (Maruyama et al., 2005, Smolina et al., 2007 und
2008).

A.3 Fluoreszenzquenching - Prinzip und Anwendungsmaoglichkeiten

Die Intensitdt von Fluoreszenzsignalen kann auch durch das sogenannte
Fluoreszenzquenching beeinflusst werden. Generell wird als Fluoreszenzquenching
die Abschwachung oder die Ausléschung eines Fluoreszenzsignals bezeichnet.
Quenching-Effekte kdnnen dabei ungewollt auftreten (z. B. durch eine zum
Fluoreszenzfarbstoff benachbarte Base, Nazarenko et al., 2002) oder gezielt durch
den Einsatz eines sogenannten Quenchers (Ausléscher) herbeigefihrt werden. Fir
eine optimale Quenchingeffizienz ist dabei eine genaue Abstimmung von
Fluoreszenzfarbstoff und korrespondierendem Quencher entscheidend (Marras,
2006a).

Ein Fluoreszenzfarbstoff (Fluorophor) ist ein Molekil, das Licht bei einer
charakteristischen Wellenlange (idealerweise an seinem Absorbtionsmaximum)
absorbiert bzw. davon energetisch angeregt wird . Dieses Licht (Photon) wird nach
einer bestimmten Zeit z. B. wieder in Form von Fluoreszenz oder als
Schwingungsenergie (Warme) emittiert. Das Fluorophor kehrt dabei in den
energetisch gunstigeren nicht angeregten Ausgangszustand zurick.

Ein Quencher (Akzeptor) ist ein Molekll, das Energie von einem angeregten
Fluorophor (Donator) absorbiert und damit die Fluoreszenzemission ausléscht.

Als Quencher kdnnen je nach verwendetem Donor, Fluorophore (z. B. TAMRA) oder
nicht fluoreszente Molekile (z. B. Dabcyl, Black-Hole-Quencher) fungieren.

Prinzipiell werden zwei Typen des Fluoreszenzquenchings unterschieden. Als
dynamisches Quenching, dem sogenannten FRET-Quenching (Fluorescence
Resonance Energy Transfer), bezeichnet man einen Vorgang, bei dem das
angeregte Fluorophor seine Energie auf den Quencher Ubertrdgt und danach
strahlungslos in den Grundzustand zurlickkehrt. Donator und Akzeptor befinden sich
in einem raumlichen Abstand von 40-100 A (entspricht ca. 3 bis 30 Nukleotiden
innerhalb einer dsDNS). Eine Voraussetzung flir FRET-Quenching ist zudem auch,
dass das Fluoreszenzemissionsspektrum des Donors mit dem Absorbtionsspektrum
des Akzeptors Uberlappt.

Im Gegensatz dazu bildet sich beim sogenannten statischen Quenching bzw.

Kontaktquenching im angeregten Zustand ein nicht-fluoreszenter Komplex zwischen
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Fluorophor und Quencher. Donator und Akzeptor befinden sich beim statischen
Quenching raumlich sehr nahe (< 20 A). Die Molekiile interagieren dabei direkt
durch einen Protonen-gekoppelten Elektronentransfer mittels der Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen (Férster, 1948, Lakowicz, 1999, Marras et al., 2002,
Marras, 2006a).

Silvermann und Kool (2005) stellten die sogenannten QUAL Sonden (Quenched
Autoligation) fur die FISH-Analyse von Bakterien vor. Das Verfahren basiert auf einer
statischen Quenching-Reaktion. QUAL Sonden bestehen aus einem Paar von kurzen
ssDNS-Oligonukleotiden. Die elektrophile Sonde enthélt einen internen Farbstoff
(zumeist FAM) und an ihrem 5' Ende einen Dabcyl-Quencher. Die nukleophile Sonde
tragt an ihrem 3' Ende eine Phosphorothioat-Gruppe. Im Vorhandensein eines
Zielmolekils binden beide Sonden direkt nebeneinander. Dabei fuhrt die nukleophile
Verdrangung des Quenchers durch die Phosphorothioat-Gruppe zu einer Ligation
beider Sonden und das statische Quenching des Fluorophors wird aufgehoben.

Tyagi und Kramer (1996) stellten zum ersten Mal Molecular Beacons (MB), als
Sonden vor, ,die nur fluoreszieren, wenn sie hybridisieren®. MBs sind ssDNS-
Oligonukleotide, die eine stem-and-loop (Stamm und Ring) Struktur ausbilden. Der
Ring enthalt dabei eine Sequenz, die komplementar zur Zielsequenz ist. Der Stamm
wird aus einer komplementaren Sequenz an beiden Seiten des Rings geformt. Ein
Fluorophor ist kovalent an den einen Arm des Stammes gebunden und ein Quencher
an den anderen. Durch statisches Quenching ist das MB ohne Zielmolekil dunkel.
DNS- und PNA-MBs wurden in ersten Versuchsreihen auch fir fir die FISH-Analyse
von Bakterien verwendet (Xi et al., 2003 , Marras et al., 2006b, Li et al., 2008).
Quenching-Methoden haben den groBen Vorteil, dass die Waschschritte die bei der
Standard-FISH-Technik zur Entfernung der ungebundenen Sonden bendtigt werden,
entfallen. Die Fluoreszenzsignale der ungebundene Sonden werden durch das
Quenching ausgeldscht.

A.4 Uberblick {iber die zur Methodenentwicklung ausgewihlten
Modellorganismen

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Entwicklung von FISH-basierten
Gensondentechnologien zum Schnellnachweis von lebensmittelrelevanten Bakterien.
Jede Technologie wurde exemplarisch fir erste Modellorganismen entwickelt. Die
nachfolgenden Kurzbeschreibungen geben Aufschluss Uber die
lebensmitteltechnologische und diagnostische Relevanz der ausgewahlten

5
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Modellorganismen (Legionella, bierschadliche Bakterien und Cronobacter spp.).

A.4.1 Gattung Legionella

Die Gattung Legionella wurde im Jahr 1979 nach einem schweren Ausbruch von
Lungenentziindung (sogenannte ,Legionars-Krankheit®) unter Mitgliedern der
amerikanischen Fremdenlegion etabliert, die auf ein bis dato unbekanntes Bakterium
(Legionella pneumophila) zurickgefihrt werden konnte (Fraser et al., 1977, Brenner
etal., 1979).

Legionellen werden als Gram-negative, gewdhnlich aerobe, nicht Sporen bildende,
bewegliche Stabchen (Lange: 2-5 um, Durchmesser: 0,5-0,8 um) klassifiziert und
sind phylogenetisch der Familie Legionellaceae innerhalb der Gammaproteobacteria
zugeordnet.

Der Gattung Legionella werden 52 Arten einschlieBlich 70 unterschiedlicher
Serogruppen zugeordnet (Tabelle A1).

Tabelle A1: Ubersicht Arten und Serogruppen der Gattung Legionella

Anzahl assoziert Anzahl assoziert
Anzahl der mit einer Anzahl der mit einer

Nr. |Art Serogruppen Erkrankung Nr. |Art Serogruppen Erkrankung
01. |L. pneumaophila 15 15 27. |L. israelensis 1 0

02. |L. bozemanii 2 2 28. |L. quinlivanii 2 0

03. |L. dumoffii 1 1 29. |L. brunensis 1 0

04. |L. micdadei 1 1 30. |L. moravica 1 0

05. |L. longbeachae 2 2 31. |L. gratiana 1 0

06. |L. jordanis 1 1 32. |L. adelaidensis 1 0

07. |L. wadsworthii 1 1 33. |L. fairfieldensis 1 0

08. |L. hackeliae 2 2 34. |L. shakespearei 1 0

09. |L. feeleii 2 2 35. |L. waltersii 1 0

10. |L. maceachernii 1 1 36. |L genomospecies 1 0

11. |L. birminghamensis 1 1 37. |L. quateirensis 1 0

12. |L. cincinnatiensis 1 1 38. |L. worsleiensis 1 0

13. |L. gormanii 1 1 39. |L. geestiana 1 0

14. |L. sainthelensi 2 2 40. |L. natarum 1 0

15. |L. tucsonensis 1 1 41. |L. londoniensis 1 0

16. |L. anisa 1 1 42. |L. taurinensis 1 0

17. |L. lansingensis 1 1 43. |L. Iytica 1 0

18. |L. erythra 2 1 44. |L. drozanskii 1 0

19. |L. parisiensis 1 1 45. |L. rowbothamii 1 0

20. |L. oakridgensis 1 1 46. |L. fallonii 1 0

21. |L. spiritensis 1 0 47. |L. gresilensis 1 0

22. |L. jamestowniensis 1 0 48. |L. beliardensis 1 0

23. |L. santicrucis 1 0 49. |L. busanensis 1 k.A.
24. |L. cherrii 1 0 50. |L. drancourtii 1 k.A.
25. |L. steigemvaltii 1 0 51. |L. impletisoli 1 k.A.
26. |L. rubrilucens 1 0 52. |L. yabuuchiae 1 k.A.

Legende:
modifiziert und aktualisiert nach Fields et al., 2002; k.A. = keine Angabe

Legionellen sind weltweit verbreitet und bevorzugen Warmwasser (> 30°C). Sie
konnten aber auch haufig in Wasser-assoziierten Habitaten wie z. B. Erdboden
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(Steele, 1989) oder in Protozoen als intrazellulare Parasiten nachgewiesen werden
(Manz, et al., 1995, Fields, 1996, Rigby et al., 1997).

L. pneumophila ist in 90 % aller Falle (davon in etwa 80 % durch L. pneumophila
Serogruppe 1) als Ursache der schweren Lungenentziindung nachweisbar.

Aber auch bei anderen Legionellenarten konnte pathogenes Potenzial nachgewiesen
werden (Tabelle 1). Schatzungen haben ergeben, dass in den USA jahrlich 8.000 bis
18.000 Personen an einer schweren Legionellen-Infektion erkranken (Marston et al.,
1997). In Deutschland wird mit einer &hnlich hohen Zahl an infizierten Personen
gerechnet. Die Lethalitatsrate betragt 15-20 % (Muller, 1989). Hauptinfektionsquellen
sind Warmwassersysteme (z. B. Duschen und Whirlpools), RuickkUhlwerke von
Klimaanlage und Aerosol-produzierende Gerate (z. B. Luftbefeuchter).

Der Standard-Nachweis fur Legionellen erfolgt in Deutschland nach Empfehlung des
Bundesumweltamts (siehe auch Abbildung B.3.4) und benétigt 7-10 Tage bis zum
Ergebnis. Ein quantitativer Nachweis ist erforderlich, da der MaBnahmenkatalog tber
spezifische Schwellenwerte reguliert ist (z. B. flir Hausinstallation Gber das DVGW-
Merkblatt 551).

Ein beschleunigter und vereinfachter quantitativer Legionellen-Nachweis ware u. a.
wiinschenswert um Praventions-, DesinfektionsmaBnahmen sowie die Uberpriifung

der MaBnahmen zur Infektionsvermeidung schneller abschlieBen zu kdnnen.

A.4.2 Bierschadliche Bakterien

Der Begriff bierschadliche Bakterien fuBt auf einer kinstlichen Zusammenstellung
von Bakterien, die phylogenetisch nur entfernt miteinander verwandt sind. Jedoch
besitzen alle das Potential in Bier zu wachsen und dieses dadurch optisch,
sensorisch und geschmacklich zu schadigen.

Gram-positive bierschadliche Bakterien verderben Bier hauptsachlich durch die
Herabsetzung des pH-Wertes aufgrund der Bildung von Milch- und Essigsaure.
Zudem wurden CO:-Bildung, Tribung aber auch gelegentliche Diacetyl-Bildung
beobachtet (Back, 1994). Der Verderb durch Gram-negative bierschadliche Bakterien
geht zumeist mit Tribung und der Ausbildung von Fehlgeschmack und -geruch
einher. Dieses wird durch die Bildung von organischen Sauren und schwefeligen
Komponenten wie H2S verursacht (Haikara und Helander, 2002).

Nach heutigem Kenntnisstand  werden hauptsachlich Gram-positive

Milchsaurebakterien der Gattungen Lactobacillus und Pediococcus (Phylum:
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Firmicutes, Familie: Lactobacillaceae), sowie Gram-negative Vertreter der Gattungen
Pectinatus und Megasphaera (Phylum: Firmicutes, Familie: Veillonellaceae) im Bier
vorgefunden und somit als bierschadliche Bakterien bezeichnet (u. a. Haikara et
al.,1981; Engelmann und Weiss, 1985; Richards und Macrae, 1964 und Back, 1978,
1981a+b, 1994, Schleifer et al., 1990 und 1995).

Lactobacillus backii (Bohak et al., 2006) Lb. collinoides und Lb. paracollinoides
(Suzuki et al., 2004), Lb. rossiae (eigene Recherchen, Daten nicht publiziert) sowie
Pectinatus haikarae, Megasphaera paucivorans und M. sueciensis (Juvonen und
Suihko, 2006) wurden erst klrzlich als weitere bierschadliche Bakterien beschrieben.

Tabelle A2 fasst alle bierschadlichen Bakterien zusammen.

Tabelle A2: Ubersicht bierschiadliche Bakterienarten

Gram-positive Gram-negative
bierschadliche Bakterienarten bierschéadliche Bakterienarten
Lactobacillus backii Pectinatus cerevisiiphilus
Lactobacillus brevis Pectinatus frisingensis
Lactobacillus brevisimilis Pectinatus haikarae
Lactobacillus buchneriund

Lb. parabuchneri Megasphaera cerevisiae
Lactobacillus casei und

Lb. paracasei Megasphaera paucivorans
Lactobacillus collinoides und

Lb. paracollinoides Megasphaera sueciensis

Lactobacillus coryniformis
Lactobacillus frigidus
Lactobacillus fructivorans
Lactobacillus lindneri

Lactobacillus perolens
Lactobacillus plantarumund
Lb. pseudoplantarum

Lactobacillus rossiae
Pediococcus damnosus
Pedicoccus inopinatus

Legende:
modifiziert und aktualisiert nach Back, 1994

In der Praxis werden mehr als 90 % des Bierverderbs durch Gram-positive Bakterien
verursacht (Back, 1994, Thelen et al., 2004 und 2006).

Bislang erfolgte der konventionelle Nachweis durch 7- bis 9-tagige Anreicherung der
Untersuchungsprobe in einem Selektivmedium und anschlieBender Lichtmikroskopie
(Beschreibung der Methode, siehe B.3.5).

Die Nachteile dieser Methode liegen in der langen Analysedauer, welche erhebliche
logistische Kosten vor allem bezogen auf die Lagerhaltung in den Brauereien
verursacht. Dartber hinaus besteht bei Auslieferung von Produkten, deren
mikrobiologischer Befund noch nicht einwandfrei feststeht, die Gefahr einer
Ruckholaktion. Diese beinhalten ein hohes Kosten- und Imagerisiko flir die
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Brauereien. Durch die Etablierung von molekularbiologischen Nachweisverfahren
basierend auf der FISH-Technik (Thelen, 2001) oder auf der PCR-Technik (z.B.
Juvonen et al., 1999, Bischoff et al., 2001, Haakensen et al., 2008) wurde die
Nachweisdauer auf zumeist 48 h Vorkultur plus Dauer der Nachweismethode

reduziert.

A.4.3 Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.)

Enterobacter sakazakii wird seit 1958 als Erreger selten auftretender, aber zumeist
akut verlaufender Meningitis, Bakteridmie, und nekrotisierender Enterokolitis bei
Neugeborenen und Sauglingen assoziiert (Nazarowec-White und Farber, 1997,
Bowen und Braden, 2006, Mullane et al., 2007 und 2008). Die Infektionen sind dabei
mit einer hohen Lethalitatsrate von 40-80 % verbunden.

Farmer et al., (1980) beschrieben den als ,gelb-pigmentierter® Enterobacter cloacae
bekannten, Enterobacter sakazakii als eigenstéandige Art.

Mittels DNS-DNS-Hybridisierung konnte allerdings keine eindeutige phylogenetische
Zuordnung flr En. sakazakii erzielt werden. Die Isolate wiesen 53-54 % DNS-DNS-
Ahnlichkeit zu En. cloacae und Citrobacter freundii auf. Aufgrund der tendenziell
gréBeren phanotypischen und genotypischen Ahnlichkeit zu En. cloacae, wurden die
damaligen Isolate als En. sakazakii innerhalb der Gattung Enterobacter klassifiziert.
Kirzlich haben neue taxonomische Studien von Iversen et al., (2007a) zu einer
alternativen Klassifizierung von En. sakazakii als finf eigenstandige Arten innerhalb
der neuen Gattung Cronobacter gefuhrt (Tabelle A3).

Tabelle A3: Ubersicht Arten der Gattung Cronobacter

Anzahl der

zugeordneten | Assoziert mit

En. sakazakii | neonataler
Art bzw. Subspezies Isolate Meningitis
Cronobacter sakazakii ssp. sakazakii 163 +
Cronobacter sakazakii ssp. malonaticus 22 +
Cronobacter muytjensii 7 o]
Cronobacter dublinensis 8 0
Cronobacter turicensis 8 +
Cronobacter genomospecies | 2 o]
Legende:

modifiziert nach Iversen et al., 2007a (+ = erwiesen; o = bis dato nicht erwiesen)

Vertreter der Gattung Cronobacter werden als Gram-negative, gewdhnlich fakultativ

anaerobe, nicht Sporen bildende, bewegliche Stabchen (Lange: 3 um, Durchmesser:
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1 um) klassifiziert und sind phylogenetisch der Familie Enterobacteriaceae innerhalb
der Gammaproteobacteria zugeordnet.

Isolate, die mit einer neonatalen Meningitis assoziiert wurden, sind C. sakazakii ssp.
sakazakii, C. sakazakii ssp. malonaticus und C. turicensis zugeordnet worden. Einige
C. muytjensis- und C. dublinensis-Stamme sind allerdings auch humanen Ursprungs
und wurden aus Knochenmark oder Blut isoliert. Eine potentielle Pathogenitat kann
deshalb nicht ausgeschlossen werden (lversen et al., 2007a und b).

Cronobacter wurde bis dato aus einer Vielzahl von verschiedenen Lebensmitteln, im
Umfeld der Lebensmittelproduktion sowie aus Umweltproben und im klinischen
Bereich isoliert. Das natirliche Habitat dieser Bakterien ist bis dato allerdings noch
unbekannt.

Bei einer Reihe von infantilen Cronobacter-Infektionen konnte pulverférmige
Sauglingsnahrung als Infektionsquelle identifiziert werden. Da nach dem heutigen
Stand der Produktionstechnik eine sterile Herstellung von pulverférmiger
Sauglingsnahrung nicht mdglich ist, besteht von Seiten der weltweiten
Gesundheitsbehérden (u. a. FAO, WHO, FDA, EFSA, BGA) sowie der Sauglings-
nahrungshersteller ein hohes Bestreben, die mikrobiologische Sicherheit dieser
Produkte zu optimieren. Ein Aspekt dabei ist der méglichst friihzeitige Nachweis.
Insbesondere da einige Hersteller mitteilten, dass zum Zeitpunkt des Rickrufes ein
GroBteil der mit Cronobacter spp. kontaminierten ausgelieferten Chargen bereits
verbraucht war (Friedmann, 2008). Ein weltweit standardisiertes Verfahren und damit
verbindlich fixierte Grenzwerte gibt es bis dato noch nicht. Der angestrebte Zielwert
ist zumindest in Deutschland eine Nulltoleranz gegenlber Cronobacter in
pulverisierter Sauglingsnahrung. Die etablierte ISO-Vornorm ISO/TS 22964:2006-02
zum Nachweis von Enterobacter sakazakii behéalt auch nach der Re-Klassifizierung
bis auf Weiteres ihre Glltigkeit (siehe auch Abbildung B.3.6).
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A.6 Ziel der Arbeit

Im Gegensatz zur mikrobiellen Forschung basieren die meisten Nachweisverfahren
in der Lebensmittelindustrie fast ausschlieBlich auf Kultivierungsmethoden. Mit
diesen kénnen nahezu alle lebensmittelrelevanten Bakterien kostenginstig und
vermeintlich einfach nachgewiesen werden. Eine derartige Diagnostik beinhaltet
allerdings auch erhebliche Einschrankungen fir die Produktsicherheit, den
Produktionsablauf und die Logistik. Die Nachteile lassen sich in einer langen
Analysendauer und in einer z. T. zu ungenauen Nachweissicherheit, die in
Verbindung mit einer subjektiven Auswertung steht, zusammenfassen. Abgesehen
davon stehen im Moment nur wenige Mdglichkeiten zur Verfigung, um einen hohen

parallelen Probendurchsatzes (high-throughput) praktikabel zu realisieren.

In dieser Arbeit sollen verschiedene Nachweissysteme auf Basis der Fluoreszenz in
situ Hybridisierung (FISH) entwickelt werden, die fir unterschiedliche Anwendungs-
felder in der Qualitédtskontrolle und Qualitatssicherung der Lebensmittelindustrie
geeignet sind. Die entwickelten Assays sollen sich dadurch auszeichnen, dass die
Nachweiszeit bei entsprechender Sensitivitdt und Spezifitat im Vergleich zu
konventionellen Nachweisverfahren signifikant verbessert wird. Durch die
Entwicklung des statischen Quenching-Assays Quick-FISH (Quenching Induced
Contact Kompetition-FISH) soll zusatzlich ein hoher Probendurchsatz in Kombination

mit einer automatischen Auswertung realisiert werden.

Insgesamt werden drei verschiedene Technologieentwicklungen dargestellt. Es wird
die Entwicklung eines Nachweises von Legionella-Mikrokolonien und der Direkt-
nachweis von Einzelzellen auf Filtermembranen am Beispiel von bierschadlichen
Bakterien angestrebt. Darliber hinaus soll die Entwicklung eines FISH-basierten
Nachweises in flissiger Phase im Mikrotiterplattenformat am Beispiel von En.
sakazakii (Cronobacter spp.) als high-throughput Technologie realisiert werden.

11
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B. Material und Methoden

Fir die Herstellung aller Ldésungen wurde Uber eine Reinstwasseranlage
(PURELAB™ Plus, USF) entsalztes und filtriertes Wasser (im folgenden H2Ovidest)
verwendet. Die Verwendung von einfach entionisiertem Wasser (im folgendem
H2Ouest) ist bei den jeweiligen Lésungen angegeben. Chemikalien wurden bei den
Firmen Roth oder Merck (fir detaillierte  Herstellerangaben  siehe
Herstellerverzeichnis), soweit nicht anders angegeben, in p.a.-Qualitdt bezogen und
verwendet. Verwendete Puffer und Losungen wurden fir 20 min bei 121°C und 1,013
x 10° Pa Uberdruck in einem Wasserdampf-Hochdruckautoklaven (5075 ELV,

Systek) sterilisiert. Abweichende Vorgehensweisen sind gesondert vermerkt.

B.1 Verwendete Mikroorganismen

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Organismen sind in der nachfolgenden
Tabelle B.1 aufgeflhrt.

Tabelle B.1: Verwendete Mikroorganismen

Organismus Stammbezeichnung Herkunft
Acetobacter aceti DSM |3508"
Aeromonas schubertii DSM |4882T
Aeromonas trota DSM |7312T
Bacillus cereus DSM |31T
Bacillus subtilis DSM |77
Citrobacter freundii DSM 30039
Edwardsiella ictaluri DSM 13697
Edwardsiella tarda DSM 30052
Enterobacter aerogenes DSM (300537
Enterobacter amnigenus DSM |4486
Enterobacter cloacae DSM 300547
Enterobacter gergoviae DSM 92457
Enterobacter helveticus UZH |513/05
Enterobacter pulveris UzZH |601/105
Enterobacter intermedius DSM 4581
Enterobacter kobei DSM |13645
Enterobacter pyrinus DSM (12410
Enterobacter sakazakii (Cronobacter sakazakii) LMG |2758
Enterobacter sakazakii (Cronobacter sakazakii) LMG 2759
Enterobacter sakazakii (Cronobacter sakazakii) LMG 2760
Enterobacter sakazakii (Cronobacter sakazakii) LMG 2762
Enterobacter sakazakii (Cronobacter sakazakii) LMG [2763
Enterobacter sakazakii (Cronobacter sakazakii) LMG 2766
Enterobacter sakazakii (Cronobacter sakazakii) LMG 2786
Enterobacter sakazakii (Cronobacter sakazakii) LMG |2787
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Fortsetzung Tabelle B1:

Organismus Stammbezeichnung |Herkunft
Enterobacter sakazakii (Cronobacter sakazakii) LMG (2788

Enterobacter sakazakii (Cronobacter sakazakii) LMG (2789

Enterobacter sakazakii (Cronobacter sp.) VER |56 Milchpulver
Enterobacter sakazakii (Cronobacter sp.) VER |73 Milchpulver
Enterobacter sakazakii (Cronobacter sp.) VER |76 Milchpulver
Enterobacter sakazakii (Cronobacter sp.) VER |83 Milchpulver
Enterobacter sakazakii (Cronobacter sp.) VER |107 Milchpulver
Enterobacter sakazakii (Cronobacter sp.) VER |67 Milchpulver
Enterobacter sakazakii (Cronobacter sp.) VER |68 Milchpulver
Enterobacter sakazakii (Cronobacter sp.) VER |70 Milchpulver
Enterobacter sakazakii (Cronobacter dublinensis) UzZH 237

Enterobacter sakazakii (Cronobacter muytjensii) ATCC 51329

Enterobacter sakazakii (Cronobacter turicensis) UZH (3032

Enterobacter sakazakii (Cronobacter genomospecies I) |UZH 9529

Enterobacter turicensis UZH 3032

Enterococcus faecalis DSM 204787

Enterococcus faecium DSM 204777

Enterococcus hirae DSM 201607

Erwinia carotovora ssp. carotovora DSM [30168T

Erwinia cypripedii DSM |3873

Erwinia rubrifaciens DSM 144837

Escherichia coli DSM 300837

Gluconobacter oxydans DSM 35037

Hafnia alvei DSM (301637

Klebsiella oxytoca DSM 5175

Klebsiella pneumoniae ssp. pneumoniae DSM (301047

Kluyvera ascorbata DSM 46117

Kluyvera cryocrescens DSM (45887

Lactobacillus brevis WSB |L32 Bier
Lactobacillus brevisimilis WSB |L43 Bier
Lactobacillus buchneri TMW [1.75

Lactobacillus casei TMW [1.14

Lactobacillus coryniformis ssp. coryniformis DSM 200017

Lactobacillus fermentum TMW 1187

Lactobacillus frigidus TMW 1119

Lactobacillus fructivorans TMW [1.59

Lactobacillus helveticus DSM 200757

Lactobacillus lindneri WSB |L2 Bier
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei DSM 20006

Lactobacillus perolens TMW 1223

Lactobacillus plantarum TMW [1.64

Lactobacillus spec. WSB 00369/1 Bier
Lactococcus lactis DSM 204817

Legionella anisa ATCC [35290

Legionella birminghamensis ATCC 43702
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Fortsetzung Tabelle B1

Organismus

Stammbezeichnung

Herkunft

Legionella bozemanii ATCC (33217
Legionella brunensis ATCC 43878
Legionella cherrii ATCC |35252
Legionella cincinnatiensis ATCC 43753
Legionella drozanskii ATCC 497990
Legionella dumoffii ATCC |33279
Legionella erythra ATCC |35303
Legionella fairfieldensis ATCC (49588
Legionella fallonii ATCC 497992
Legionella feeleii ATCC 35072
Legionella geestiana ATCC (49504
Legionella gormanii ATCC [33297
Legionella gratiana ATCC 49413
Legionella gresilensis ATCC [700509
Legionella hackeliae ATCC |35999
Legionella israelensis ATCC 43199
Legionella jamestowniensis ATCC 35298
Legionella jordanis ATCC |33623
Legionella lansingensis ATCC 49751
Legionella londiniensis ATCC |49505
Legionella longbeachae ATCC |33462
Legionella maceachernii ATCC [35300
Legionella micdadei ATCC |33204
Legionella moravica ATCC (43877
Legionella nautarum ATCC 49506
Legionella oakridgensis ATCC |33761
Legionella parisiensis ATCC 35299
Legionella pneumophila VER (144 Trinkwasser
Legionella pneumophila VER 449 Trinkwasser
Legionella pneumophila VER 450 Trinkwasser
Legionella pneumophila ssp. fraseri, Sg4 ATCC (33156
Legionella pneumophila ssp. fraseri,.Sg5 ATCC |33216
Legionella pneumophila ssp. pascullei ATCC (33735
Legionella pneumophila ssp. pneumophila, Sg5 ATCC 33733
Legionella pneumophila, ssp. bellingham, Sg1 ATCC |33153
Legionella pneumophila, ssp. bellingham, Sg10 ATCC 33154
Legionella pneumophila, ssp. bellingham, Sg11 ATCC (33155
Legionella pneumophila, ssp. bellingham, Sg12 ATCC [33155
Legionella pneumophila, ssp. bellingham, Sg13 ATCC |33216
Legionella pneumophila, ssp. bellingham, Sg14 ATCC (33215
Legionella pneumophila, ssp. bellingham, Sg2 ATCC |33823
Legionella pneumophila, ssp. bellingham, Sg3 ATCC 43283
Legionella pneumophila, ssp. bellingham, Sg4 ATCC 43130
Legionella pneumophila, ssp. bellingham, Sg5 ATCC 43290
Legionella pneumophila, ssp. bellingham, Sg6 ATCC 43736
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Fortsetzung Tabelle B1

Organismus Stammbezeichnung |Herkunft
Legionella pneumophila, ssp. bellingham, Sg7 ATCC (33153
Legionella pneumophila, ssp. knoxville, Sg1 ATCC |33152
Legionella pneumophila, ssp. philadelphia, Sg1 ATCC 43703
Legionella quateirensis ATCC 49507
Legionella quinlivanii ATCC 43830
Legionella rowbothamii ATCC 497991
Legionella rubrilucens ATCC 35304
Legionella sainthelensi ATCC |35248
Legionella santicrucis ATCC |35301
Legionella shakespearei ATCC (49655
Legionella spiritensis ATCC |35249
Legionella steigerwaltii ATCC 35302
Legionella taurinensis ATCC 700508
Legionella tucsonensis ATCC 49810
Legionella wadsworthii ATCC |33877
Legionella worsleiensis ATCC (49508
Leuconostoc gelidum DSM 55787
Leuconostoc mesenteroides TMW 2.3
Megasphaera cerevisiae DSM  [20462T
Megasphaera elsdenii DSM |20460"
Micrococcus luteus WSB |MK14-1
Pantoea agglomerans DSM |3493
Pectinatus cerevisiiphilus DSM 204677
Pectinatus frisingensis DSM 163067
Pediococcus damnosus WSB [SaE Bier
Pediococcus inopinatus WSB |P99 Bier
Pseudomonas aeruginosa DSM 500717
Selenomonas lacticifex DSM |20757T
Serratia marcescens DSM 4550
Shigella boydii DSM 75327
Shigella flexneri DSM 147827
Streptococcus thermophilus DSM 206177
Vibrio vulnificus DSM 115077
Weissella confusa DSM 201947
Zymophilus raffinosivorans DSM [20765T
Abkiirzungen:

ATCC:American Type Culture Collection, Rockville, USA

DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig,
Deutschland

LMG: Laboratorium voor Microbiologie, Universiteit Gent, Belgien

Sg: Serogruppe

TMW: Lehrstuhl fiir Technische Mikrobiologie, Freising-Weihenstephan, Deutschland
UZH: Institut fir Lebensmittelsicherheit und -hygiene, Universitat Zirich, Schweiz

VER: Isolat/ vermicon AG, Mlnchen, Deutschland

WSB: Lehrstuhl fiir Technologie der Brauerei |, Freising-Weihenstephan, Deutschland
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B.2 Nahrmedien

Die Nahrmedien wurden in einem Wasserdampf-Hochdruckautoklaven fiir 20 min bei

121°C und 1,013 x 10° Pa Uberdruck sterilisiert. Wenn nicht anderes spezifiziert

enthielten feste Medien 15 g/l Agar (Roth). Hitzelabile Substanzen wurden nach dem

Autoklavieren und AbkuUhlen unter sterilen Bedingungen zugegeben (Sterilfilter, 0,22

um PorengrdBe, Millipore).

B.2.1 Generelle Anreicherungsmedien
Nutrient Medium/ M1 Medium

Casein-Pepton 5009
Fleischextrakt 3,09
H2Odest. ad 1000 ml; pH 7,0

BHI-Medium (Brain-Heart-Infusion)

Verwendet als dehydratisiertes Fertigmedium 37 g/I (Oxoid)

B.2.2 Nahrmedien zur Anzucht von Legionellen

BCYEa-Agar mit Cystein/ BCYE +CYS Agar (Edelstein, et al., 1981)

Aktivkohle 50¢9
Hefeextrakt 3,09
ACES-Puffer 10,0 ¢
L-Cystein 0,49
Eisen(lll)-pyrophosphat 0,25¢
o-Ketoglutarat 1,09
Agar 13,09

H2Ogest. ad 1000 ml; pH 6,9 £ 0,2

BCYEa-Agar ohne Cystein/ BCYE -CYS Agar (Edelstein, et al., 1981)

Die Zusammensetzung entspricht bis auf die Komponente L-Cystein dem Medium

2.2.1. L-Cystein wird nicht zugegeben.
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GVPC-Agar (Dennis, et al., 1984)

Aktivkohle 50¢9
Hefeextrakt 3,09
ACES-Puffer 10,0 g
L-Cystein 0,49
Eisen(lll)-pyrophosphat 0,25¢g
o-Ketoglutarat 1,09
Glycin 3,09
Vancomycin-HCI 0.01¢
Polymyxin B 79.200 I.E.
Cycloheximid 80 mg
Agar 13,09

H2Ogest. ad 1000 ml; pH 6,9 £ 0,2

M.W.Y.-Agar (Edelstein, et al., 1982)

Aktivkohle 50¢9
Hefeextrakt 3,09
ACES-Puffer 10,0 g
L-Cystein 0,49
Eisen(lll)-pyrophosphat 0,25¢g
o-Ketoglutarat 1,09
Glycin 3,09
Vancomycin-HCI 1,0 mg
Polymyxin B 50.000 I.E.
Anisomycin 80 mg
Bromthymolblau 10 mg
Bromkresolpurpur 10 mg
Agar 16,0 g

H2Ogest. ad 1000 ml; pH 6,9 £ 0,2

BMBA-a-Agar (Bopp et al., 1981, Edelstein, et al., 1981)

Aktivkohle 509
Hefeextrakt 3,09
ACES-Puffer 10,0 g
L-Cystein 0,49
Eisen(lll)-pyrophosphat 0,25 ¢
a-Ketoglutarat 1,09
Glycin 3,09
Cefamandol 4,0 mg
Polymyxin B 80.000 I.E.
Anisomycin 80,0 mg
Agar 16,0 ¢

H2Ogdest. ad 1000 ml; pH 6,9 £ 0,2
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B.2.3 Nahrmedien zur Anzucht von bierschadlichen Bakterien

NBB-Bouillon (NBB-B), flissiges Fertigmedium (Déhler)

NBB-Agar (NBB-A), festes Fertigmedium (D&hler)

NBB-Konzentrat (NBB-C), fllissiges Fertigmedium (Déhler)

MRS-Medium (de Man, et al., 1960)

Hefeextrakt 509
Fleischextrakt 259
Pepton aus Casein 10,0 ¢
Glukose 20,09
KoHPO4 2,09
Natriumacetat 5,09
Diammoniumhydrogencitrat 204¢g
MgSOs4 x 7 H:0 0,29
MnSOs x 4 H20 0,05¢
Tween 80 1 ml

H2Odest. ad 1000 ml; pH 6,5

MRS-Medium pH 5,2
MRS-Medium, pH 5,2
(zur pH-optimierten Anzucht von Lactobacillus lindneri und Pediococcus damnosus)

B.2.4 Nahrmedien zur Anzucht von Cronobacter spp. (Enterobacter
sakazakii)

Gepuffertes Peptonwasser (BPW)

Caseinpepton 10,0 ¢
Natriumchlorid 509
di-Natriumhydrogenphosphat 359
Kaliumhydrogenphosphat 1,59

H2Ogest. ad 1000 ml; pH 7,0 £ 0,2

TS-Medium (Trypton-Soja Medium)

Trypton 15,09
Sojapepton 509
Natriumchlorid 509

H2Ogest. ad 1000 ml; pH 7,2 £ 0,1

18



B. Material und Methoden

Mossel-Anreicherungsmedium (EE-Broth), (Mossel et al., 1963, 1970 und 1974)

Pepton 10,0 g
Glukose 509
Kaliumhydrogenphosphat 209
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat 6,45 ¢
Entwasserte Rindergalle 20,09
Brilliantgrin 0,0135¢

H2Ogest. ad 1000 ml; pH 7,2 £ 0,2

mLST-Medium (modifiziertes Lauryl-Sulfat-Tryptose Medium)

Tryptose 20,09
Laktose 5049
Natriumchlorid 5009
di-Natriumphosphat 2,759
Kaliumphosphat 2,759
Natriumlaurylsulfat 0,19
Vancomycin 0,01 ¢

H2Ogest. ad 1000 ml; pH 6,8 £ 0,2

B.3 Anzucht, Stammbhaltung und Zellernte

B.3.1 Anzucht

Die Anzucht von aerob wachsenden Stammen erfolgte entweder als Flissigkultur mit
BelUftung oder auf agarhaltigen Nahrbdden in Petrischalen. Mikroaerophil
wachsende Stdamme (z. B. Laktobazillen oder Pediokokken) wurden als Flissigkultur
ohne Bellftung oder auf festen Nahrboden im Anaerobentopf unter Verwendung des
GENbox microaer Systems (bioMerieux) angezogen. Anaerob wachsende Stdmme
(z. B. Pectinatus oder Megasphaera) wurden als FlUssigkultur ohne Bellftung oder
auf festen Nahrboden im Anaerobentopf unter Verwendung des GENbox anaer
Systems (bioMerieux) angezogen. Unter CO2-Atmosphéare wachsende Stamme (z. B.
Legionellen) wurden auf festen Nahrboden im Anaerobentopf unter Verwendung des
GENbox CO, Systems (bioMerieux) angezogen.

B.3.2 Stammhaltung

Alle Bakterienstdmme wurden bei 4°C auf festen N&hrbéden oder in 10 ml
Flussigkultur mehrere Monate aufbewahrt. Die Kulturen wurden in regelmaBigen
Abstanden lichtmikroskopisch und mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung mit den
jeweiligen spezifischen Sonden (s. Tabelle B.9) auf ihre Reinheit Uberprift.
Langfristig wurden die Stamme als Glyzerinkulturen (1:1 Glyzerin und Flissigkultur)
bei —20°C und — 80°C gelagert.
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B.3.3 Zellernte

Wahrend des exponentiellen Zellwachstums (ODew 0,6 — 0,8) wurden die in
Flussigkultur angezogenen Stamme in einem sterilen 2 ml ERG durch Zentrifugation
geerntet (8000 rpm, 4°C, Rotina 35 R, Hettich). AnschlieBend erfolgte ein einmaliges
Waschen der Zellen mit 1 x PBS (B.8.1). Die gewaschenen Zellen wurden in HzObidest.
resuspendiert oder mit EtOHaos. fixiert (s. B.8.1) und bei — 20°C gelagert.

B.3.4 Kultivierungsbedingungen von Trinkwasserproben (nach
Empfehlung des Umweltbundesamtes)

Da es im Moment in Deutschland kein normiertes Verfahren zum
Legionellennachweis gibt, wurde vom Umweltbundesamt (UBA) eine Empfehlung
zum Nachweis von Legionellen in Trinkwasser und Badebeckenwasser angelehnt an
die internationale Norm ISO 11731 herausgegeben (Bundesgesundheitsbl-
Gesundheitsforsch-Gesundheitsschutz, 2000). Diese Empfehlung wurde vom UBA
zur Untersuchung von Trink- und Badewassern ausgesprochen, da die 1ISO 11731
Norm flr ein sehr breites Spekitrum an Untersuchungsproben ausgelegt ist und
dadurch sehr viele Variationsmdglichkeiten in der Versuchsdurchfihrung zul&sst.
Durch alleinige Verwendung der ISO 11731 Norm kann deshalb nicht sichergestellt
werden, dass die Methode zur Untersuchung von Trink- und Badewéassern einheitlich

eingesetzt wird und vergleichbare Ergebnisse erhalten werden.

Herstellung des Saurepuffers

Zur Herstellung des Saurepuffers, der zur Inaktivierung der nicht Saure toleranten
Trinkwasser-spezifischen Begleitflora eingesetzt wird, werden zwei L&sungen

bendtigt:

* 0,2 mol/l Salzsaure (HCI) Lésung (L6sung A):

17,4 ml konz. HCI werden zu einem Liter H2Oricest. gegeben.
* 0,2 mol/l Kaliumchlorid (KCl) Lésung (L6sung B):

14,9 g KCl werden in einen Liter H2Odest. Gegeben.

Der Saurepuffer setzt sich aus 3,9 ml Lésung A und 25 ml Lésung B zusammen. Der
pH-Wert wird durch Zugabe von einmolarer Kaliumhydroxid Lésung (KOH) auf pH
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2,2 £ 0,2 eingestellt. Der Puffer wird bei RT im Dunklen gelagert und kann bis zu
einem Monat verwendet werden.
In Abbildung B.1 sind alle wesentlichen Schritte zum Nachweis von Legionellen in

Trinkwasserproben nach UBA-Empfehlung dargestellt.

»

Behandlung
mit Saurepuffer

- o]
: |

| 7-10 Tage Inkubation bei 36 + 2C |

! /
- <

|Auswah| von mind. 3 verdachtigen Kolonien‘

v

| Subkultur 2-5 Tage bei 36 £ 2°C |

T
s

@G

BCYE | BCYE BCYE | BCYE
+Cys | -Cys +Cys | -Cys
Agar | Agar Agar | Agar

Abbildung B.1: Empfehlung des Umweltbundesamtes zum Nachweis von Legionellen

Die Trinkwasserprobe wird dabei jeweils Uber direkte Plattierung und UOber
Membranfiltration untersucht. AnschlieBend folgen jeweils Inkubation und Subkultur.

B.3.5 Kultivierungsbedingungen von Bierproben (Back, 1994)

Um den unterschiedlichen Gegebenheiten (Nahrstoffe, pH, Alkohol, Hefezusatz
usw.) der verschiedenen Stufen des Brauprozesse gerecht zu werden, erfolgt die
Anreicherung zum Spurennachweis fir bierschadliche Bakterien probenabhéangig.
Spullwasser und klare Biere werden meistens membranfiltriert und der Filter wird
anschlieBend auf NBB-A (B.2.3) bei 28°C fiir 5 — 7 Tage inkubiert. Der Membranfilter
kann auch alternativ 5 Tage bei 28°C in NBB-B (B.2.3) inkubiert werden. Eine
weitere Mdglichkeit far die Anreicherung von Proben aus dem Filtratbereich besteht
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in der direkten Zugabe von 5 % NBB-C (B.2.3) zur Bierprobe.

Hefehaltige Gar- und Lagerkellerproben sowie HefeweiBbier werden in 5 % NBB-C
flr 7-12 Tage bei 28°C inkubiert.

Hefeproben (Reinzucht-, Ernte- oder Betriebshefen u. Hefebodenséatze) werden mit
10 % - 20 % NBB-B versetzt und 5 — 7 Tage bei 28°C inkubiert.

Der Nachweis erfolgt durch wachstumsbedingte Tribung (NBB-C, NBB-B),
Koloniebildung (NBB-A) oder durch Farbumschlag von rot nach gelb durch
Saurebildung des im NBB-B Medium enthaltenen Indikatorfarbstoffes.

Die Absicherung des Befundes erfolgt durch Lichtmikroskopie. Fir die Untersuchung
mittels FISH-Analyse (Thelen, 2002) wurden die Bierproben mit 5 % NBB-C versetzt
und far 48 h bei 28°C inkubiert. AnschlieBend wurden 2 ml der Anreicherung
abzentrifugiert und mit EtOH.s. fixiert (B.8.2).

B.3.6 Kultivierungsbedingungen von Milchpulverproben (nach ISO-
Vornorm ISO/TS 22964:2006-02)

Da es im Moment in Deutschland kein normiertes Verfahren zum Nachweis von
Cronobacter spp. (Enterobacter sakazakii) in Sauglingsnahrung gibt, wurde die
Kultivierung der Milchpulverproben in Anlehnung an die ISO-Vornorm ISO/TS
22964:2006-02 durchgefihrt (Abbildung B.2).

“%y. Milchpulver

v

Voranreicherung (16-20 h/ 37 C):
100 g in 100 ml gepuffertes Peptonwasser
Selektivanreicherung (22-24 h/ 45 °C):

0,1 ml Voranreicherung in 10 mI mLST

Isolierung (22-24 h/ 30 °C):
Ausstrich auf TS-Agar

v

Bestatigung:

Gelb-pigmentierung
Identifikation:
API 32E oder a-Glucosidase Aktivitat

Abbildung B.2: Nachweis von Enterobacter sakazakii in Sauglingsnahrung nach 1ISO-Vornorm
ISO/TS 22964:2006-02

22



B. Material und Methoden

B.3.7 Inaktivierung von Zellen

Die Zellen wurden wie unter Punkt B.3.3 beschrieben angezogen. Die thermische
Inaktivierung erfolgte mittels Autoklavierung (20 min bei 121°C und 1,013 x 10° Pa
Uberdruck) sowie Inkubation (20 min bei 68°C) im Heizblock. Die chemische
Inaktivierung erfolgte mittels Natriumhypochlorit-Lésung (Endkonzentration: 6 mg/l ,
Inkubationsbedingung: 30 min bei RT). Die Effizienz der Inaktivierung wurde Uber
Plattierung geprift.

B.4 Isolierung von Nukleinsauren

Die Isolierung hochmolekularer DNS erfolgte mit dem Reagenziensystem ,High Pure
PCR Template Preparation Kit“ (Roche) nach Angaben des Herstellers.

B.5 Quantitative und qualitative Untersuchung von Nuklein-

saurelosungen

B.5.1 Quantitative, photometrische Konzentrationsbestimmung von
Nukleinsaureldsungen

Zur quantitativen Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdurelésungen (nach Clark
und Swika, 1977) wurde ein Aliquot der Nukleinsdurelésung in einem
Spektralphotometer  (Perkin  Elmer) bei 260 nm vermessen. Folgende
Naherungswerte (Cryer et al., 1975) wurden zur Konzentrationsberechnung von
hochmolekularen Nukleinsauren zugrunde gelegt:
doppelstrangige (ds) DNS: 1 OD2sonm entspricht ~ 50 pg/ml
einzelstrangige (ss) RNS 1 ODzsonm entspricht ~ 37 pg/mi

einzelstrangige (ss) DNS 1 OD2sonm entspricht ~ 20 pg/ml

Flr die Berechnung der Konzentration von einzelstrangigen DNS-Oligonukleotiden
ist die Ermittlung des Oligonukleotid-spezifischen Extinktionskoeffizienten notwendig.
Er ist abhdngig von der Basenzusammensetzung und der La&nge des
Oligonukleotids.
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Tabelle B.2: Basenspezifische physikalische Daten

Base Extinktionskoeffizient Molekulargewicht
(umol™cm’) (g mol™)
A 15,0 313,2
C 7,4 289,2
G 13,5 329,2
T 8,8 304,2
N - 308.,9

Der Oligonukleotid-spezifische Extinktionskoeffizient edigo errechnet sich aus der
Summe der Extinktionskoeffizienten der einzelnen Basen des Oligonukleotids. Die
molare Konzentration ¢ [mol ml'] des Oligonukleotids lasst sich mit folgender

Gleichung bestimmen:

Vmes X OD26onm Vwmes: MeBvolumen
- ¢ Veove: Probenvolumen
VProbe X Coligo X d d: Schichtdicke in cm

Verunreinigungen von Nukleinsduren kdnnen durch Bestimmen der Extinktionen (E)
bei 230 nm und 280 nm und Bildung der Quotienten Ezsonm/E2sonm und Ez260nm/E230nm

nachgewiesen werden. Die Sollwerte sind:
E260nm/E280nm > 1,8 bzw. E260nm/E230nm > 2,2

Um die Anzahl an einzelnen Nukleinsduren in einer Nukleinsdurelésung
abzuschatzen, wird die Anzahl der Genomaquivalente [GE] in dieser L&ésung
berechnet. Das Gewicht eines Genomdaquivalents einer Nukleinsdurelésung
errechnet sich aus dem ungefahren Molekulargewicht [g/mol] der Nukleinsaure
(Anzahl der Basen x Molekulargewicht der Base N (308,9 g/mol) geteilt durch die

Avogardokonstante (6,02 x 10%* mol™).

1 ug einer 1000 bp-langen DNS-Nukleinséure entspricht in etwa 9,1 x 10" Molekiilen
bzw. GE. Unter Berlcksichtigung der bei 260 nm photometrisch bestimmten
Konzentration der Nukleinsaurelésung kann die Anzahl an Genomaquivalente in

dieser L6sung abgeschatzt werden.
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B.5.2 Qualitative Analyse von Nukleinsaureldsungen mittels
Agarosegelelektrophorese

Zur qualitativen Analyse der einzelnen Nukleinsdurepraparationen wurde eine
horizontale Agarose-Gelelektrophorese durchgefihrt (Elektrophoreseapparatur:
R.A.G.E" System, RGX-60, a1-Biotech; Spannungsquelle: Consort E844, Consort).

Lésungen:
e TAE-Puffer (100 x konzentriert):
4 M Tris-Base
1 M Na-Acetat
0,1 M EDTA
pH 8,0 mit Eisessig einstellen
e Laufpuffer und Puffer flr die Gelbereitung: 1 x TAE-Puffer
e Auftragspuffer:
50 mM EDTA, 25 % (w/v) Ficoll 0,5 % (w/v) Bromphenolblau, 0,5 % (w/v)
Xylencyanol

e Agarosegel:
1 % Agarose (BMA Seakem®GTG®, Biozym) in 1 x TAE-Puffer aufschmelzen

e Langenstandard: 120 bp -.8,5 kbp DNS-Leiter (KBL) (Peglab)
e Ethidiumbromid-Stammiésung: 10 mg/ml H2Odest.

Elektrophorese:

Die Auftrennung der Nukleinsduren erfolgt bei einer Stromstarke von etwa 130 mA
(maximal 160 mA) und bei maximal 150 V Spannung ca. 30-60 min.

Farben:

Das Gel in eine Farbewanne mit 500 ml H2Odest und 50 pl Ethidiumbromid-
Stammlésung farben. Nach 20-30 minitigem Farben wurde das Gel in eine Wanne
mit H2Ogest. Uberflhrt und fir ca. 10 min gewassert.

Dokumentation:

Videodokumentationssystem (UVP, Gel Dokumentation System, UVP) unter UV

Durchstrahlung (302 nm, Transilluminator und Mini Darkroom, UVP).
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Abschatzen der Menge und GréBe von DNS-Molekilen:

Die Bestimmung der Konzentration von DNS-Lésungen (kleine Mengen) und der
GréBe von linearisierten DNS-Fragmenten erfolgte durch visuellen Vergleich der
Banden mit einem mitgeflhrten DNS-Langenstandard bekannter Menge. Die
Konzentrationen und GréBen der entsprechenden Fragmente sind den

Herstellerangaben zu entnehmen.

B.6 In vitro-Amplifizierung von DNS mittels der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR)

Zur spezifischen Vervielféaltigung von DNS-Fragmenten wurde die Polymerase-
Ketten-Reaktion eingesetzt (Saiki et al., 1988).

B.6.1 Verwendete Primer
Folgende Oligonukleotide wurden im Rahmen dieser Arbeit als Primer in der in vitro-
Amplifikation mittels PCR verwendet. Die Oligonukleotide wurden von den Firmen

MW G-Biotech und Biomers bezogen.
Tabelle B 3: Verwendete PCR-Primer

Primer | Orientierung” |rRNS | T=? 5’-Sequenz-3’ Position®
616 Y 16S [56°C |AGAGTTTGATYM TGG CTC |8-25
AG
630 R 16S |50°C |CAK AAA GGA GGT GAT CC  |1529-1545
118 R 23S |44°C |GTTBCC CCATTC GG 115-128
Abkilirzungen:

" Orientierung: V: Vorwarts, an den Plus-Strang bindend; R: Rickwarts, an den Minus-Strang bindend
2 T,: Annealingtemperatur
% Position: Position bezogen auf die E. coli-Sequenz (Brosius et al., 1981)

Basensymbole (IUB/UWGCG; Nomenclatur Committee, 1985)

M=AundC V=AundCund G R=AundGH=AundCund T
W=AundT D=AundGundT S=CundGB=CundGundT
Y =Cund TN=AundCundGund TK=Gund T

Lésungen:

e Tag-Polymerase (Promega): 5 U/l
e 10-fach Reaktionspuffer (Promega)
e 10-fach MgCl (Promega)
e Nukleotidmix (Peglab): je Nukleotid 2,5 mM/pul
e Leichtes Mineral6l (Sigma-Aldrich)

e H2Ovidest.
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B.6.2 Durchfliihrung der PCR

Zur Durchfihrung der Amplifikation wurde ein programmierbarer Thermoblock
(Primus 96 plus ,MWG-Biotech) verwendet. Zu jedem Amplifikationsexperiment
wurden Kontaminations-Kontrollen ohne jede Zugabe von DNS mitgefiihrt.
Standardreaktionsansatz:

10-fach Reaktionspuffer 5ul
10-fach MgClz (25 mM) 3 ul
Nukleotidmix (10 mM) 1,5 ul
Vorwartsprimer (50 mM) 0,5 ul
Ruckwartsprimer (50 mM) 0,5 pl
Tag-Polymerase 0,5 pl
DNS (0,1 ng — 1 pg) X pl
H2Obigest. ad 50 pl

Programm des Thermocyclers Primus 96 plus:

Schritt Anzahl Zyklen Temperatur [°C] Zeit [min]
Initiale Denaturierung 1 95 10
Denaturierung 95 1
Annealing 35 Ta 1,5
Elongation 72 3
Finale Elongation 1 72 10

Die optimalen Annealingtemperaturen Ta der verwendeten Primer sind in Tabelle B.3
angegeben.

B.6.3 Reinigung und Konzentrierung von PCR-Amplifikaten

Die Reinigung und Konzentrierung der erhaltenen PCR-Amplifikate erfolgte Uber das
Reagenziensystem ,PCR-Purification Kit* (Qiagen), nach Angaben des Herstellers.

B.7 Sequenzanalyse mittels Li-Cor DNS-Sequencer

Die Sequenzanalyse von DNS-Fragmenten wurde nach dem Prinzip der
Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977) durchgeflhrt.
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B.7.1 Sequenzierprimer

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Sequenzierprimer sind am 5’-Terminus
mit dem Infrarotfarbstoff IRD800 (MWG-Biotech) gekoppelt. Die Detektion des

Infrarotfarbstoffes erfolgte mit Hilfe eines Infrarot-Laserdetektors.

Tabelle B.4: Primer flr die Sequenzanalyse

Primer | Orientierung” [rRNS | T.? 5’-Sequenz-3’ Position®
609 R 16S |46°C |ACT ACY AGG GTATCT AA |785-802
630 R 16S |54°C |AAG GAG GTG ATC CARCC |[1525-1542
Abkiirzungen:

" Orientierung: V: Vorwarts, an den Plus-Strang bindend; R: Rickwarts, an den Minus-Strang bindend
2 T,: Annealingtemperatur
% Position: Position bezogen auf die E. coli-Sequenz (Brosius et al. , 1981)

Basensymbole (IUB/UWGCG; Nomenclatur Committee, 1985)
M=AundC V=Aund Cund G R=AundGH=AundCund T

W=AundT D=AundGundT S=CundGB=CundGundT
Y =Cund TN=AundCundGund TK=Gund T

B.7.2 Standardreaktionsansatz und Amplifikationsbedingungen

Lésungen und Materialien:
e Infrarot-markierte Primer (Farbstoff: IRD800, MWG-Biotech)
e 96-well Mikrotiterplatte (Biozym)
e Terminationsmix, 7-deaza-dGTP Thermo Sequenase Cycle Sequencing Kit
(GE Healthcare)
e Auftrags- und Stop-Puffer:

Formamid 47,5 mi
EDTA (Natriumsalz) 20 mM
Bromphenolblau 250 mg
H2Obigest. ad 50 ml

Tabelle B.5: Standardreaktionsansatz

Komponente Menge
Gereinigtes PCR-Produkt 5-10yul
Primer 5 ul (2,5 pmol)
H2Obidest. ad 25 ul

Jeweils 6 pl dieses Standardreaktionsansatzes wurden auf die, bereits in einer

Mikrotiterplatte vorgelegten, 2 pl des jeweiligen Terminationsmixes pipettiert.

28



B. Material und Methoden

Die Mikrotiterplatte wurde mit einer hitzestabilen Folie (Microseal ,A“ Film, Biozym)
versiegelt und im Primus 96 plus Thermocycler (MWG-Biotech) amplifiziert.
Die optimalen Annealingtemperaturen Ta der verwendeten Primer sind in Tabelle B.4

angegeben.

Amplifikationsbedingungen:

Schritt Anzahl Zyklen Temperatur [°C] Zeit [min]
Initiale Denaturierung 1 94 3
Denaturierung 94 0,5
Annealing 25 45 0,5
Finale Elongation 1 68 10

Im AnschluB an das Amplifikationsprogramm wurden die Sequenzierreaktionen
durch Zugabe von 25 ul Stop-Puffer terminiert. Die Proben wurden bis zum
Auftragen auf das Sequenzgel auf Eis gekihlt. Jeweils 2 pl wurden anschlieBend auf

das Polyacrylamidgel aufgetragen.

B.7.3 Polyacrylamidgelelektrophorese und Detektion

Die Sequenzanalyse wurde mit einem LiCor 4200S-1A Global IR?> DNA Analyzer
System (MWG - Biotech) gemaB der Anweisungen des Herstellers durchgefihrt.

Lésungen:
e 10 % (w/v) Ammoniumpersulfat, APS
e Harnstoff, ultrarein (Sigma-Aldrich)
e Acrylamidstammldsung, Long Ranger™ Gel Solution (FMC)
e Dimethylsulfoxid, DMSO (Mallinckrodt Baker)
e N, N, N’, N'-Tetraethylenmethylendiamin, TEMED
e y- Methacryloxypropyltrimethoxysilan (Sigma-Aldrich)
e Silan-Lésung:

0,5 % y— Methacryloxypropyltrimethoxysilan in 96 % Ethanol
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o 10 x TBE-Puffer:

Tris 162 g (1340 mM)
Borsaure 27,59 (450 mM)
EDTA 9,34 (25 mM)
H2Ovidest. ad 1000 ml /pH 8,3 — 8,7

Standardansatz fiir das Polyacrylamidgel:

Harnstoff 21g
H2Obvidest. 32 mi
Long Ranger Gel Solution 4,3 ml
10 x TBE 5mi
10 % APS 350 ul
TEMED 50 ul

Elektrophorese:

Fur die Elektrophorese 0,8 x TBE Laufpuffer verwendet. Alle weiteren Daten des
Gellaufs sind in Tabelle B.6 enthalten. Die computerunterstitzte Detektion und
Auswertung der Sequenzdaten erfolgte mit dem Programm e-Seq 1.1 (MWG -
Biotech).

Tabelle B.6: Spezifikationen der Polyacrylamidgelelekirophorese

Geltyp 4,3 % Long Ranger
Schichtdicke des Gels [0,25 cm

Gelhohe 66 cm

Elektrophoresepuffer 0,8 x TBE

Vorlauf 2000 V, 37 mA, 50 W, 30 min
Elektrophorese 2000 V, 37 mA, 50 W, 12 h

B.7.4 Auswertung der Sequenzdaten

B.7.4.1 Alignment der DNS-Sequenzen

Das Alignment der Sequenzdaten wurde im ARB — Silva Programmpaket (Strunk et
al., 1993, Ludwig et al., 2004, Pruesse et al., 2007) durchgefthrt. Dieses Programm
ist aus verschiedenen Komponenten aufgebaut und erméglicht die phylogenetische
Analyse von Bakterien anhand evolutiondrer Basengleichheiten an bestimmten

Alignmentpositionen.
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Dabei wurden die 16S-rDNS Sequenzdaten mittels des in ARB implementierten
Autoalignmentprogramms  ,Fast-Aligner® mit vorhandenen Sequenzen der
Referenzdatenbank (ARB Silva, Version: SSU-Ref 94 SILVA_04_04_08) unter
Berlcksichtigung von homologen Sequenzbereichen verglichen. Zur manuellen
Kontrolle dieses automatisierten Vorgangs wurden die Sequenzen anhand der 16S-
rDNS nah verwandter Spezies, dem allgemeinen Alignment und den Sekundéar-
strukturdaten der 16S-rDNS Uberprift.

B.7.4.2 Rekonstruktion von Stammbaumen

Die Ermittlung der Sequenzahnlichkeiten und die dazu bendtigten phylogenetischen
Distanzwerte (Jukes und Cantor, 1969) wurden mit Hilfe der entsprechenden
Programmkomponente des ARB-Silva Paketes erstellt.

Die fir die vergleichende 16S-rDNS Sequenzanalyse berechneten phylogenetischen
Baume wurden, wie folgt beschrieben, erstellt. Die ldentitdt der Klonsequenzen
wurde mit Hilfe der vergleichenden 16S-rDNS Sequenzanalyse bestimmt. Die
Topologie des Konsensusbaumes wurde Uber eine Maximum-Likelihood Analyse
evaluiert (Ludwig et al., 1994 und 1995, Stackebrandt et al., 1999, Woese et al.,
1987 und 1990).

Der Messbalken entspricht 0,1 erwarteten Veradnderungen (Austauschen) pro
Nukleotid. Alle berechneten Baume wurden mit einer Wurzel versehen, die im Baum

als ,outgroup” bezeichnet wurde.

B.7.4.3 Konstruktion von 16S-rRNS gerichteten Oligonukleotidsonden

Die Konstruktion von spezifischen Oligonukleotidsonden, Helfersonden und
Quenchersonden wurde mit Hilfe der entsprechenden Programmkomponente ,Probe
Design“ des ARB-Silva Paketes durchgefihrt. Die Spezifitdt der konstruierten
Oligonukleotidsonden wurde durch die Programmkomponente ,Probe Match”
Oberprift. Die entworfenen Sonden wurden dabei, je nach Bindungsstelle und
Erwartung der Spezifitat, auf eine Lange zwischen 18 und 22 Basen eingestellt.

Helfer-Oligonukleotidsonden

Helfer-Oligonukleotidsonden wurden nach Fuchs et al. (2000) konstruiert. Die
unmarkierten Helfer-Oligonukleotidsonden waren zwischen 19 und 22 Basen lang
und flankierten die Sondenbindungsregion der (mit einem Fluoreszenzfarbstoff)
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markierten Oligonukleotidsonde am 5'- und 3'-Ende und hatten jeweils eine Base

Abstand zu dieser.

Quenchersonden (Quencher)

Als Quenchersonden werden in dieser Arbeit Oligonukleotidsonden bezeichnet,
deren Sequenzen revers und komplementar zu einer mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markierten Oligonukleotidsonde sind und die am 5'- oder 3'-Ende mit einem
Quenching-Farbstoff (Tabelle B.7) markiert sind.

Tabelle B.7: Ubersicht verwendete Quenching-Farbstoffe

Quenching-Farbstoff Absorption max. [nm] Emission max. [nm]
Dabcyl ~ 460 --

BHQ-1 534 --

TAMRA 546 576

BHQ-2 579 --

Abklrzungen:

(BHQ-1 = Black Hole Quencher 1 (Formel: C30H31N707); BHQ-2: Black Hole Quencher 2
(Formel: C29H29N708), Dabcyl: 4-[[4-(Dimethylamino)-phenyl] azo]-benzoesaure)

Die optimalen Kombinationen aus Fluoreszenzfarbstoff und korrespondierendem
Quenchingfarbstoff, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind in nachfolgender

Tabelle B.8 zusammengefasst.

Tabelle B.8: Optimale Kombinationen Fluoreszenz- und Quenching-Farbstoffe

Fluoreszenzfarbstoff Korrespondierende
Quenching-Farbstoffe

FAM Dabcyl, BHQ-1, TAMRA
TAMRA BHQ-2
CY3 BHQ-2

Die Quenchersonden wurden von der Firma Biomers bezogen.
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B.8 Fluoreszenz in situ Hybridisierungen

B.8.1 Zellfixierungen

B.8.1.1 Ethanol-Zellfixierungen

Lésungen:

» Phosphat-Puffer-Stammlésung (NaXPO4) (PBS-Stammldsung)
200 mM NaH2PO4
200 mM Naz2HPO4
pH 7,2-7,4

* 1 x PBS-Lésung

130 mM NacCl
10 mM NaxPO4 (PBS-Stammldsung)
pH 7,2-7,4
® EtOHabs.
Durchfiuhrung:

Die Zellsuspension wurde 5 min zentrifugiert (8000 x g, 4°C, Rotina 35 R, Hettich),
der Uberstand wurde verworfen und die Zellen wurden danach mit 1 x PBS-Ldsung
gewaschen (5 min; 8000 x g, 4°C). Das erhaltene Zellpellet wurde in 1 x PBS-Lésung
(je nach Zellvolumen) aufgenommen, mit 1 Vol. eiskalten EtOHabs. versetzt und bei
—20°C gelagert.

B.8.1.2 Formaldehyd-Zellfixierung

Lésungen:

» 37 %-ige Formaldehydlésung (
 1xPBS-Lésung (B.8.1.1)
® EtOHabs.

Durchfihrung:

Drei Teile 4 %-ige Formaldehydlésung wurden mit einem Teil Zellsuspension
vermischt und mindestens 1 h 30 min bei 4°C inkubiert. Die Suspension wurde 5 min
zentrifugiert (8000 x g, 4°C, Rotina 35 R, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, D), der
Uberstand wurde verworfen und die fixierten Zellen wurden danach mit 1 x PBS-
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Lésung gewaschen (5 min; 8000 x g, 4°C). Das erhaltene Zellpellet wurde in 1 x
PBS-Lésung aufgenommen, mit 1 Vol. eiskalten EtOHabs. versetzt und bei —20°C

gelagert.

B.8.2 Verwendete Oligonukleotidsonden

Folgende fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide wurden im Rahmen dieser Arbeit als

Sonden fur die in situ Hybridisierung verwendet. Die Oligonukleotide wurden von den
Firmen MWG-Biotech und Biomers bezogen und mit den Fluoreszenzfarbstoffen
CY3, TAMRA und 6'FAM markiert.

Tabelle B.9: Auflistung aller verwendeten und bereits entwickelten Oligonukleotidsonden

Ziel- [%]
Sonde!)  |Spezifitit (5'->3’) Sequenz molekiil | FA? |Quelle
Manz et al.,
EUB338 Bacteria GCT GCC TCC CTAGGAGT 16 S | 0-45 (1992
Nonsense;
Sequenz
komplementar zur Amann et al.,
NonEub338 [EUB338 ACT CCT ACG GGA GGC AGC 0 [1990
Gruppe innerhalb der
grampositiven
Bakterien mit
niedrigen DNS G+C-
LGCa354 |Gehalt TGG AAG ATT CCC TAC TGC 16 S 20 |Meier, 1997
diverse vermicon AG,
Pela761 Milchsaurebakterien |GCT ACC CAY GCT TTC GAG 16 S 35 [2000*
ACC GTC AAC CCT TGA ACA vermicon AG,
Lbbr465 Lactobacillus brevis  |GT 16 S 35 |2000*
Verlangerte
ACC GTC AAC CCT TGA ACA Variante von
Lbbr465+2 |Lactobacillus brevis |GTT A 16 S 35 |Lbbr465
Manz et al.,
Leg705 Gattung Legionella CTGGTG TTC CTT CCG ATC 16 S 20 (1995
Legionella Grimm et al.,
Legpne1 pneumophila ATC TGA CCG TCC CAG GTT 16 S 25 {1998
Enterobacter ATC TCT GCAGGATTC TCT vermicon AG,
Esak997 sakazakii GG 16 S 35 [2004*
CAT CTC TGC AGG CTT CTC vermicon AG,
Esak997C2 |Kompetitor Esak997 |TGG A 16 S 35 |2004*

Abkilirzungen:

* Sondensequenzen sind patentrechtliches Eigentum der vermicon AG, Minchen, D

' Nummer nach dem Sonden-Namen gibt die Position des Sondenbeginns auf dem Zielmolekdl an:
Position bezogen auf die E. coli-Sequenz (Brosius et al., 1981)

2 [%] FA = Formamidkonzentration bei der in situ Hybridisierung

Basensymbole (IUB/UWGCG; Nomenclatur Committee, 1985):

M=AundC V=AundCundG R=AundGH=AundCund T
W=AundT D=AundGundT S=CundGB=CundGund T
Y =CundT N=AundCundGundT K=GundT
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B.8.3 Hybridisierung auf dem Objekttrager

Materialien:

e Epoxydharz beschichtete Objekttrager (Marienfeld)

e ProbengefaB (Greiner)

e Deionisiertes Formamid (Merck)

e 5M NaCl
e 1 M Tris/HCI
e 0,5MEDTA

pH 8,0
pH 8,0

e 10 % (w/v) Natriumdodecylsulfat-Lésung (SDS-L&ésung)

e Lysozym (Serva), geldst in H2Oreinst

Hybridisierungspuffer:

Substanz Menge
5 M NacCl 360 ul
1 M Tris/HCI pH 8,0 40 pl
Formamid x ul
10 % (w/v) SDS 2 ul
H2Obigest. ad 2 ml

Der Hybridisierungspuffer wurde je nach benétigter Stringenz durch Zugabe

verschiedener Mengen an Formamid modifiziert. Die Dissoziationstemperatur der

Oligonukleotide (Lange zwischen 10 und 50 Nukleotiden) wurde mit folgender Formel
berechnet (modifiziert nach Lathe, 1985 und Wabhl et al., 1987):

Ta=81,5+16,6 log M + 0,4 [%G + C] - 820/n — 0,5 (%Formamid)

M Konzentration an monovalenten Kationen
n Lange des Nukleotids

Ty Dissoziationstemperatur [°C]

%G+C Anteil Guanin und Cytosin an den Gesamtbasen
Waschpuffer:

Substanz Menge

5 M NaCl x ul

1 M Tris/HCI pH 8,0 1 ml

0,5M EDTA 500 pl

10 % (w/v) SDS 50 ul

H2Obidest. ad 50 ml
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Um groBe Abfallmengen an Formamid zu vermeiden, wurde die Stringenz im
Waschpuffer mit NaCl eingestellt. Da bei geringen NaCl-Konzentrationen (ab 20 %
Formamid im Hybridisierungspuffer) bereits Spuren von zweiwertigen Kationen die
Stringenz durch ihre Hybridstabilisierung beeinflussen kénnen, wurde die Zugabe
von (bis zu) 5 mM EDTA im Waschpuffer notwendig. Die NaCl-Konzentration (s.
Tabelle B.10) errechnete sich aus folgender Formel:

0,5 x (Prozent Formamid) = -16,6 log [Na*]

Tabelle B.10: NaCl-Konzentrationen im Waschpuffer fir Hybridisierung mit Oligonukleotidsonden

% Formamid | [NaCl] in mol Ml 5M NaCl auf 50 ml | 0,5 M EDTA [ul]

0 0,900 9000 -
5 0,636 6300

10 0,450 4500

15 0,318 3180 -
20 0,225 2150 500
25 0,159 1490 500
30 0,112 1020 500
35 0,080 700 500
40 0,056 460 500
45 0,040 300 500
50 0,028 180 500
55 0,020 100 500
60 0,014 40 500
65 0,010 - 500
70 0,007 -- 350
75 0,005 - 250
80 0,0035 -- 175

Durchfiuhrung:

Auf die Aussparungen des Objekttragers wurden 1-10 pl Zellen aufgebracht, 10 bis
15 Minuten bei 46°C im Hybridisierungsofen (Memmert) getrocknet und
anschlieBend in einer aufsteigenden Ethanolreihe (je 3 min in 50 %, 80 % und
96 %-igem EtOH) dehydratisiert.

Zur Analyse von Gram-postiven Zellen wurden folgende Schritte optional
durchgefihrt. Um die Zellhille Gram-positiver Bakterien fir das Eintreten der
Gensonden zu permeabilisieren, wurde auf jedes Feld des luftgetrockneten
Objekttragers 10 pl Lysozym (Konzentration 1 mg/ml) pipettiert und 10 min bei RT
inkubiert. Nach der Enzymbehandlung wurde der Objekttrager sorgfaltig mit H2Ouest.
gespllt und in 96 % Ethanol dehydratisiert. Nach anschlieBendem Lufttrocknen
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wurde auf jedes Feld 9 ul Hybridisierungspuffer und je 1 pl fluoreszenzmarkierter
Sonde (Konzentration 50 ng/pl) pipettiert und vorsichtig vermischt. Der Objekttrager
wurde in ein 50 ml ProbengefaB, in dem ein mit 2 ml Hybridisierungspuffer benetztes
Stick Zellstoff ausgelegt wurde, Uberfihrt. Das Hybridisierungsréhrchen wurde
sorgfaltig verschlossen und in horizontaler Lage 1,5 Stunden bei 46°C im
Hybridisierungsofen inkubiert. Danach wurde der Objekttrager kurz mit 1 ml bereits
auf 48°C vorgewarmten Waschpuffer gespilt und in dem mit Waschpuffer geflllten
50 ml-ProbengefaB fir 15 Minuten gewaschen. Nach dem Waschen wurde der
Objekttrager sorgfaltig mit H2Odest. gesplilt und in senkrechter Lage im Dunklen
getrocknet.

B.8.4 Hybridisierung auf Polycarbonatfiltern

Materialien:

Anstelle von beschichteten Objekttragern wurden hier weiBBe Polycarbonatfilter mit
einem Durchmesser von 25 mm und einer PorengréBe von 0,2 um verwendet (PC
20, Schleicher & Schuell).

Die Vakuumfiltrationseinheit (GV 025/2, Schleicher & Schuell) besteht aus
Filteraufsatz (60 ml), Glasfritte fur Filter mit @ 25 mm (Filterfliche 3,1 cm?);
Filterhalter, 250 ml Saugflasche und einer Vakuumpumpe (Laboport®-Membran-
Vakuumpumpe, KNF).

Alternativ zur Vakuumfiltrationseinheit GV 025/2 wurde auch bei hoher Probenzahl,
eine  Dreifachfilirationsleiste  (Pall) mit  autoklavierbaren  Plastikaufsatzen
(Fassungsvermégen: 50 ml, VWR) verwendet.

Die Zusammensetzungen des Hybridisierungs- und Waschpuffers fir die
Hybridisierung von Polycarbonatfitern entsprachen den unter Punkt B.8.2
beschriebenen Lésungen.

B.8.4.1 Einzelzell-Filterhybridisierung (modifiziert nach Neef et al. 1995)

Das nachfolgende Protokoll wurde von Neef et al., 1995 zum quantitativen Nachweis
von mikrobiellen Einzelzellen in Aerosolen entwickelt. Es bildet die Grundlage der
Protokollentwicklung zum quantitativen Direktnachweis von bierschadlichen
Bakterien in Bierproben.
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Durchfiihrung:

Der Polycarbonatfilter wurde mit der glanzenden Seite nach oben auf das Lochsieb
des Filtrationsturms gelegt. Der Zusammenbau der Filtrationseinheit erfolgte unter
sterilen Bedingungen nach Herstelleranweisung (Einzelteile des Filtrationsturms
wurden mit 70 % Ethanol abgeflammt). Bei sehr kleinen Probenvolumina (< 100 pl)
wurde 1 ml steriles H2Ovicest. in die Filtrationseinheit vorgelegt, bevor die Probe
zugegeben wurde. Bei grdéBeren Probenvolumina wurde die Probe direkt in die
Filtrationseinheit Gberfihrt. Durch das Anlegen eines Vakuums (5 min) wurde die
Probe auf den Membranfilter filtriert. Zur Zellfixierung wurde der Filter bei
abgeschaltetem Vakuum mit 4 ml eiskaltem EtOHabs. Uiberschichtet und fir 5 min bei
RT inkubiert. Die Fixierungslésung wurde anschlieBend durch erneutes Anlegen
eines Vakuums entfernt.Der Filter wurde mit einer sterilen Pinzette auf einen
Glasobjekttrager Uberfihrt und an der Luft getrocknet.

Zur Analyse von Gram-positiven Zellen wurden folgende Schritte optional
durchgefihrt. Um die Zellhille Gram-positiver Bakterien fir das Eintreten der
Gensonden zu permeabilisieren, wurde auf den getrockneten Filter 40 pl Lysozym
(Konzentration 1 mg/ml) aufgebracht und 10 min bei RT inkubiert.Nach der
Enzymbehandlung wurde der Filter vorsichtig in H2Oaest. gespult und in 96 % Ethanol
dehydratisiert.

Auf die Filterflache wurde ein Mastermix, bestehend aus 18 pl Hybridisierungspuffer
und je 2 ul fluoreszenzmarkierter Sonde (Konzentration 50 ng/ul), pipettiert. Der
Objekttrager wurde in ein 50 ml ProbengefaB, in dem ein mit 2 ml
Hybridisierungspuffer benetztes Stick Zellstoff ausgelegt wurde, Uberflhrt. Das
Hybridisierungsréhrchen wurde sorgfaltig verschlossen und in horizontaler Lage 1,5
Stunden bei 46°C im Hybridisierungsofen (Memmert) inkubiert. Danach wurde der
Filter in einem mit Waschpuffer gefllliten 50 ml-ProbengefaB fir 5 Minuten bei 48°C
gewaschen. Nach dem Waschen wurde der Filter kurz in H2Odest. und in EtOHabs.
gespult und auf Whatman-Filterpapier im Dunklen getrocknet.

Die Filtermembranen wurden anschlieBend mit DAPI (4°-6"-Diamidino-2-phenylindol-
dihydrochlorid, Konzentration: 1 pg/ml, Sigma-Aldrich) gegengefarbt.

Zur Erstellung einer Negativkontrolle wurde oben aufgefihrte Prozedur ohne

Zellsuspension durchgeflhrt.
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Mikroskopische Auswertung:

Der Polycarbonatfilter wurde in einem Tropfen Citifluor AF1 (Plano) eingebettet und
unter UV-Anregung bei 1000-facher VergréBerung mit Hilfe eines Zahlokulars (10x10
Einheiten, Flache 14400 um? bei 1000x) an einem Epifluoreszenzmikroskop (Filter
01, Axioplan 2 imaging, Zeiss) ausgezahlt. Um eine statistisch vertretbare Aussage
zu erhalten, wurden mindestens 20 Felder ausgezahlt.

Die Gesamtzellzahl wurde wie folgt berechnet:

Gesamtzahl an gezdhiten Zellen in der Probe — Zellzahl N egativiontrolle
Gesamtzellzahlfml = xhx
Zahl der ausgezdhlten Felder

effektive Filterflache
M=Mkroskopfaktor = M ist vem verwendeten Zahlokular abhangig
Flache des Gittemetzes

V=\erdunnungsfaktor der Probe

Abbildung B.3: Formel zur Berechnung der Gesamtzellzahl

B.8.4.2 Mikrokolonie-Filterhybridisierung (nach Meier et al. 1997)

Das nachfolgende Protokoll wurde von Meier et al., 1997 zum quantitativen
Nachweis von  Enterokokken-Mikrokolonien  (als  Hygienmonitoring  von
Trinkwasserproben) entwickelt. Es bildete die Grundlage der Protokollentwicklung

zum quantitativen Nachweis von Legionella-Mikrokolonien in Trinkwasserproben.

Durchfiihrung:

Die Membranfiltration der Probe wurde, wie unter B.4.1 beschrieben, durchgefihrt.
Danach werden die Polycarbonatfilter auf selektiven oder nicht selektiven Medien flr
4-20 h inkubiert, um Mikrokolonien auszubilden.

Nach der Inkubation wurden die Mikrokolonien mit EtOHass. behandelt und durch
Hitze (20 min bei 80 °C) fixiert.

Die Durchfihrung der Fluoreszenz in situ Hybridisierung erfolgte wie unter B.4.1

beschrieben.
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B.8.5 Hybridisierung in Losung (Wallner et. al., 1995; modifiziert
Thelen, 2002)

Materialien:
Die Zusammensetzung des Hybridisierungspuffers flr die Hybridisierung in

Suspension entsprach den unter Punkt B.8.2 beschriebenen Lésungen.

Durchfihrung:

Die fixierten Zellen (Zelldichte: 10° - 10°) wurden in einem ERG bei 46°C
dehydratisiert.

Um die Zellhllle Gram-positiver Bakterien fiir das Eintreten der Gensonden zu
permeabilisieren, wurden 40 pul Lysozym (Konzentration 1 mg/ml) auf die
dehydratisierten Zellen aufgebracht und 10 min bei RT inkubiert.

Zur Inaktivierung des Enzyms wurden 80 pl 96 % Ethanol zugegeben. Die
Suspension wurde kurz gevortext, zentrifugiert (4000 x g, 2 min bei RT, Rotina 35 R,
Hettich). AnschlieBend wurde der Uberstand mittels einer Pipette abgehoben und
verworfen.

Die Zellen wurden erneut bei 46°C dehydratisiert und danach mit 100 pl auf 46°C
vorgewarmten Hybridisierungspuffer vermischt.

Nach der Zugabe von 1-5 ng markierter Oligonukleotidsonde erfolgte eine 3 stiindige
Inkubation in einem Hybridisierungsofen (Memmert) bei 46°C. Danach wurden die
Zellen bei 4000 x g 2 min abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und in 100 pl
Hybridisierungspuffer (ohne Sonde) fir 30 min bei 46°C gewaschen. Nach dem
Waschschritt wurden die Zellen bei 4000 x g 2 min abzentrifugiert und in 100 pl 1 x
PBS resuspendiert.

B.9 Detektion fluoreszenzmarkierter Zellen

B.9.1 Auswertung mittels Epifluoreszenzmikroskopie

Um Ausbleichungseffekte wahrend der mikroskopischen Auswertung zu verhindern,
wurden die hybridisierten Zellen in Citifluor-AF1 (Plano) eingebettet und nach 5

mindtiger Inkubationszeit unter dem Mikroskop oder Stereomikroskop ausgewertet.
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B.9.1.1 Standard Epifluoreszenzmikroskop

Zur Detektion von Zellen auf Objekttragern und Membranfiltern wurde das Axioplan 2
imaging (Zeiss) Epifluoreszenzmikroskop verwendet. Es wurden Plan-Neofluar
Objektive fiir die Mikroskopie in Ol mit 40-, 63- und 100-facher VergréBerung sowie
fir die Mikroskopie ohne Ol mit 2,5x, 4x, 5x und 10-facher VergréBerung eingesetzt.
Je nach verwendetem Fluoreszenzfarbstoff, wurden die in Tabelle B.9 aufgeflihrten
Filter eingesetzt.

Die Dokumentation erfolgte mittels einer CCD-Kamera (AxioCam color, Zeiss) mit

angeschlossener Bildverarbeitungssoftware (Axio Vision 2.05, Zeiss).

Tabelle B.11: Spezifikationen der verwendeten Filter

Filtersatz | Anregungs- bzw. | Farbteiler (nm) | Emissionsfilter | Fluoreszenzfarbstoff
Bandpassfilter

Zeiss 01 BP 365 FT 395 LP 397 DAPI
Zeiss 09 BP 450-490 FT 510 LP 520 6"-FAM
Zeiss 10 BP 450 FT 510 BP 515-565 6 -FAM
Zeiss 15 BP 546 FT 580 LP 590 CY3
Zeiss 20/ BP 546 FT 560 575-640 CY3
HQ-CY3

AHF k. A. k. A. k. A. Dualbandfilter
F51-024 (6"-FAM / CY3)

Abklrzungen:

(BP = Bandpassfilter, FT = Farbteiler, LP= Langpassfilter, HQ= High Quality, k. A. = keine
Angabe)

B.9.1.2 Epifluoreszenzstereomikroskop

Alternativ zur Auswertung mit dem Eplifluoreszenzmikroskop wurde zusatzlich fir die
Auswertung von mit Legionella-Mikrokolonien bewachsenen Membranfiltern ein
Fluoreszenzstereomikroskop verwendet (Leica MS5 Stereomicroscope, Leica). Um
den gesamten Membranfilter (Durchmesser: 25 mm) abzubilden, wurde ein
Achromat-Objektiv mit 1-facher VergréBerung und 89 mm Arbeitsabstand eingesetzt.
Zur gleichzeitigen Anregung der Farbstoffe FAM und TAMRA bzw. CY3 wurde ein
Dualband-Filter (Filtersatz FITC/CY3, Art.-Nr.: F51-009, AHF) eingesetzt.

Die Dokumentation erfolgte mittels einer Digitalkamera (Leica DFC320 R2, Leica) mit
angeschlossener Bildverarbeitungssoftware (Leica QWin V3 Runner, Leica).

In der Sofware ,QWIN V3 Runner” wurde ein Makro erstellt, durch das eine erste
automatische Quantifizierung der Mikrokolonien realisiert werden konnte.
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B.9.2 Auswertung mittels ChemScan RDI Laserscanner

B.9.2.1 Prinzp ChemScan RDI Laserscanning System

Der ChemScan RDI Laserscanner (Aes Chemunex) wird prinzipiell als Festphasen-
Zytometer (SPC = solid phase cytometer) beschrieben, da jede Fluoreszenz als
singulares Ereignis auf einer Filtermembran detektiert werden kann. Das gesamte
System besteht dabei aus einem analytischen Scan-Modul inkl. Laserquelle,
Fluoreszenzmikroskop mit motorisiertem x/y-Tisch, sowie Computer inkl. Software

zur Datenverarbeitung (Abbildung B.4).

Abbildung B.4: ChemScan RDI (analytisches Scan-Modul inkl. Laserquelle und Computer)

Im Gegensatz zur Flussigphasen-Durchflusszytometrie (FCM = flow cytometry)
werden die Zellen fiur die Detektion durch das Festphasen-Durchflusszytometer
ChemScan RDI mittels Filtration auf einen Membranfilter aufgebracht und
optimalerweise mit einem Fluoreszenzfarbstoff mit Absorptionsmaximium zwischen
480 nm — 510 nm (z. B. ChemChrome V6, Fluorescein, FAM) markiert. Der Filter
wird anschlieBend in einer Halterung zentriert und die gesamte Filtermembran
(gescannter Bereich: rechteckig 25 mm x 25 mm) wird im ChemScan RDI mittels
eines luftgekihlten Argonlasers (Durchmesser des Laserstrahls: 6 pum,
Emissionswellenldnge: 488 nm) abgescannt. Die Scangeschwindigkeit des Gerates
betragt 2 m/ sek und der Laserstrahl scannt in 9545 Linien in etwa 3 bis 3,5 min Uber
die gesamte Membran. Die individuellen Scanlinien haben einen Abstand von 2,2 um
zueinander, so dass jeder Bereich der Filtermembran mindestens zweimal
Uberlappend vom Laserstrahl abgerastert wird. Drei Photomultiplyer (PMT) werden
als Detektoren fir die emittierten Fluoreszenzsignale eingesetzt. Die
Wellenlangenbereiche, die von den drei PMTs detektiert werden, sind auf das
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Emissionspektrum des Fluorescein-Farbstoffes bei 500-530 nm (griner PMT), 540-
585 nm (oranger PMT) und 540-585 nm (roter PMT) ausgelegt. Die Uber die PMTs
gesammelten Fluoreszenzsignale werden in elektronische Signale umgewandelt und
der digitalen Datenverarbeitung zugefihrt.

Dabei werden grundsatzlich Fluoreszenzsignale, die nicht durch zwei aufeinander-
folgende Scans auf der gleichen Position der Membran lokalisiert sind, von der

weiteren Datenverarbeitung ausgeschlossen.

B.9.2.2 ChemScan RDI Software und Datenverarbeitung

Die Datenverarbeitung der gemessenen Fluoreszenzsignale erfolgt mit der Software
,chemScan“ (Aes Chemunex), mit der die durch die PMTs detektierten
Fluoreszenzsignale weiter prozessiert werden.

Generell werden von dieser Software alle gemessenen Fluoreszenzen dargestellt
und somit als einzelne Fluoreszenzereignisse quantifiziert. Eine Zuordnung der
Messdaten in valide Signale (mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierte Bakterien)
oder nicht valide Signale (freier Farbstoff, autofluoreszente Partikel,
Hintergrundrauschen der Membran usw.) erfolgt unter zu Hilfenahme von Makros
bzw. Softwareapplikationen, die spezifisch auf die verwendete Farbemethode und
Farbstoffe eingestellt und validiert werden missen.

Dabei stehen mehrere Parameter zur Diskriminierung der gemessenen
Fluoreszenzen zur Verflgung, die in die Erstellung der spezifischen
Softwareanwendung einflieBen kdnnen.

Zur Diskriminierung und Bestimmung von validen Signale wird ein Bereich fir das
Farbverhéltnis, die Farbverteilung, die Lichtintensitat, die Signalform und SignalgréBe
festgelegt, der spezifisch fir die Fluoreszenz-markierten Bakterien ist. Signale die
auBerhalb dieser Toleranzbereiche liegen, werden als nicht valide ausgeschlossen.
Die Daten werden als absolut gemessene Fluoreszenzereignisse (Spots) oder in
Form einer ,Scan Map*, die die Lokalisation des gemessenen Spots auf der Filter-

flache anzeigt, dargestellt (siehe Abbildung B.5).
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Abbildung B.5: ChemScan Software (links ,Data“ = alle Signale, rechts ,Results‘= valide
Signale)

Es werden sowohl alle gemessenen Rohdaten (,Data“) als auch die nach Software-
Diskriminierung als valide Signale (,Results) bestimmten Fluoreszenzsignale
ausgewiesen.

Der Daten-Export erfolgt in einem tabellen-artigen Blatt, das die
Kalibrierungsinformationen, ein komplettes Ergebnisdossier und eine statistische
Trendanalyse enthélt. Um die Daten auch auBerhalb der ChemScan Software zu

bearbeiten, ist auch optional ein Datenexport als Windows Excel-Dokument mdglich.

B.9.2.3 Mikroskopische Validierung

Da sowohl nach ChemChrome V6 Vitalitatsfarbung als auch nach FISH-Analyse die
fluoreszenz-markierten Bakterien morphologisch intakt bleiben, kénnen zusétzlich
alle am ChemScan RDI Laserscanner erhaltenen Daten auch mikroskopisch
verifiziert werden. Dazu wird der Membranfilter, fixiert in seiner Halterung, auf ein
Fluoreszenzmikroskop (Optiphot Fluoreszenzmikroskop, ausgestattet mit einem B-
2A FluoreszenZfilter und einem A-Plan Objektiv mit 60-facher VergréBerung, Nikon)
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mit motorisiertem x/y-Tisch (Prior) Obertragen, der direkt Uber die ChemScan
Software ansteuerbar ist. Auf diese Weise kann jedes Fluoreszenzereignis, welches
auf der ,Scan Map*® dargestellt ist, auch tber das Mikroskop automatisch angesteuert

und das Ergebnis somit visuell verifiziert werden.

B.9.2.4 Vitalitatsfarbung mit ChemChrome V6

Zur Bestimmung der Zellvitalitit wurde eine Farbung mit dem Farbstoff
ChemChrome V6 (CV6, Aes Chemunex) durchgefihrt. Dieser Farbstoff ist ein nicht
fluoreszierender Precursor, der in die Zellen diffundiert und durch die intrazellularen
Esterasen in ein grines fluoreszierendes Produkt (Emissionswellenlange: 520 nm)
gespaltenen wird und anschlieBend prazipitiert.

Materialien:

ChemScan RDI Laserscanning System (s. B.9.2.1)
Vakuumsfiltrationsgerat (s. B.8.4)

Labelling Pad (Farbe-Pad) — Durchmesser 25 mm, steril (Aes Chemunex)
ChemFilter CB04 — Durchmesser 25 mm, 0.4 mm, steril (Aes Chemunex)
Support Pad — Durchmesser 25 mm, 0.45 mm, steril (Aes Chemunex)

Lésungen:

CSE/2 (Aes Chemunex)

ChemSol B16 (Aes Chemunex)

ChemChrome V6 (Aes Chemunex)

Farbeldésung: 1 Teil ChemChrome V6 + 99 Teile ChemSol B16

Durchfiihrung:

Der ChemFilter wurde mit der glanzenden Seite nach oben auf das Lochsieb des
Filtrationsturmes gelegt. Der Zusammenbau der Filtrationseinheit erfolgte unter
sterilen Bedingungen (siehe B.8.4.1). Durch das Anlegen eines Vakuums wurde die
zu untersuchende Probe auf den Membranfilter filtriert. Danach erfolgte die Zugabe
von 1 ml sterilfiltrierter CSE/2 Lésung auf die Filtrationsmembran. Nach einer kurzen
Einwirkzeit (< 1 min) wird diese Flussigkeit Uber Filtration entfernt. Das Farbe-Pad
(Labelling Pad) wird in eine leere Petri-Schale gelegt und mit 600 pl frisch
hergestellter Farbelésung (bei 4°C, max. 4 h haltbar) getrankt. Der ChemFilter wird
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mit der glanzenden Seite auf das Farbe-Pad (Labelling Pad) gelegt und mind. fir 30
min bei 37 °C inkubiert.

Die gefarbten Zellen werden mit dem ChemScan RDI Laserscanner (ChemScan
Standard-Applikation: TVCBIO1.app) quantifiziet und am angeschlossenen
Fluoreszenzmikroskop Nikon Optiphot verifiziert.

B.9.3 Auswertung mittels Mikrotiterplatten-Fluorometer

Zur Detektion von Zellen, die in Lésung hybridisiert wurden, wurde das FIx800
Mikrotiterplatten-Fluorometer (Biotek) verwendet (Abbildung B.6).

Abbildung B.6: FIx800 Mikrotiterplatten-Fluorometer

Das Mikrotiterplatten-Fluorometer ist dazu geeignet die géngigen Standard-
Mikrotiterplatten Formate 6-, 12-, 24-, 48-, 96- und 384-wells auszulesen. Als
Lichtquelle kommt in diesem Gerét ein 20 W Halogenlampe zum Einsatz, mit der ein
Wellenlangenbereich von 300 bis 650 nm abgebildet wird. Die Selektion der
Anregungs- und Emissionswellenlangen fir die Fluoreszenzfarbstoffe FAM und
TAMRA/CY3 erfolgt Uber Filter (FAM: Anregungsfilter: 485/20 nm, Emissionsfilter
528/20 nm und TAMRA/CY3 Anregungsfilter: 530/25 nm, Emissionsfilter 590/20 nm),
die Uber ein Filterrad miteinander kombiniert werden. Das emittierte
Fluoreszenzsignal wird Uber einen Photomultiplyer (PMT) detektiert und in
elektrische Impulse umgewandelt, die von der Software KC junior (Biotek) als relative
Fluoreszenz-Einheiten (RFU = Relative Fluorescence Unit) ausgegeben werden. Die
Messung erfolgt von oben in die Mikrotiterplatte hinein und der Hersteller bescheinigt
eine untere Sensitivitdtsgrenze von 20 pg/ml Fluorescein-Farbstoff gelést in PBS-
Puffer.
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B.10 Losungen und Materialien fur die FISH-Protokoll-
entwicklungen

B.10.1 Verwendete Losungen und Chemikalien

* Hybridisierungspuffer (B.8.3)

*  Waschpuffer (B.8.3)

» 10-fach PCR-Reaktionspuffer (Promega)

» modifizierter 1-fach PCR Reaktionspuffer
5 M NaCl 50 mM
1 M Tris/HCI (pH 8,0) 10 mM
TritonX100 0,1 %

» Carbonatpuffer:
NaHCOs/Na2COs 1 M
pH 9,0

* Maleinsaure-Puffer:
Maleinsaure 100 mM
NaCl 150 mM
pH 7,5, eingestellt mit NaOH

* 10 % Blocking Reagenz (Roche):
Verhaltnis: 10,0 g Blocking Reagenz auf 100 ml Maleinsaurepuffer
zum Lésen bis 65°C erhitzen, danach autoklavieren und bei 4°C lagern

* Roti-Block, 10x Konzentrat (Roth)

» Lachsspermien-DNS (Sigma-Aldrich)

« Formamid, deionisiert (Merck)

* Glyzerin

» Dimethylsulfoxid, DMSO (Mallinckrodt Baker)
» Tween 80 (Sigma-Aldrich)

+ PEG 8000 (Sigma-Aldrich)

» Kaliumchlorid
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Tetramethylammoniumchlorid, TEMAC (Sigma-Aldrich)

Diverse Farbstoffe bzw. Farbelésungen:

Giemsa Stammldsung
Hamatoxylinlésung (Roth)

Alcianblau (Roth)

Methylenblau (Roth)

Eosin Methylenblau (Sigma-Aldrich)
Chlorazol-Schwarz (Sigma-Aldrich)
Lactophenolblau (Sigma-Aldrich)
Nuclear Fast Red (Sigma-Aldrich)
Fluorescent Brightener 28 (Sigma-Aldrich)
Bromphenolblau (Sigma-Aldrich)
Xylencyanol (Sigma-Aldrich)

Indigo carmine (Sigma-Aldrich)
Resazurin (Sigma-Aldrich)

Acid Black (Sigma-Aldrich)

Acid Violet (Sigma-Aldrich)

Evan’s Blue (Sigma-Aldrich)
Calcofluor White M2R (Sigma-Aldrich)
PreuBisch-Blau (Sigma-Aldrich)
Brillantblau (Sigma-Aldrich)

B.10.2 Verwendete Materialien

Diverse Membranfiltertypen (alle Durchmesser 25 mm):

Cellulose-Nitrat, Type113, PorengréBe: 0,45 um (Sartorius)
Cellulose-Nitrat/Cellulose-Acetat, HAWP, PorengréBe: 0,45 um (Millipore)
Cellulose-Nitrat/Cellulose-Acetat, HAWG, PorengréBe: 0,45 um (Millipore)
Cellulose-Nitrat/Cellulose-Acetat, GSWP, PorengrdBe: 0,22 um (Millipore)
Polyester, CB 0.4, PorengréBe: 0,4 um (Aes Chemunex)

Polycarbonat, wei3, GTTP, PorengréBe: 0,2 um (Millipore)

Polycarbonat, weiB3, HTTP, PorengréBe: 0,4 um (Millipore)

Polycarbonat, schwarz, GTBP, PorengréBe: 0,2 um (Millipore)
Polycarbonat, schwarz, GTTP, PorengréBe: 0,4 um (Millipore)
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» Spritzenvorsatz aus Polycarbonat, Durchmesser 25 mm (Sartorius)

» Stitzkartonscheibe, Durchmesser 25 mm (Millipore)

» Universal-Verschlussstopfen, Luer-Lock (Vygon)

« Tropfflaschen (PE-LD, weich, 20 ml, Wagner & Munz)

« Tropfflaschen (PE-HD, naturfarben, 25 ml, Wagner & Munz)

» 96 well Polypropylen Mikroplatten, schwarz (F-Boden: schwarz, Greiner)
* 96 well Polypropylen Mikroplatten, schwarz (F-Boden: klar, Greiner)

* Microseal A Film (Biozym)
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C. Ergebnisse

C.1 Protokollentwicklung eines FISH-basierten Nachweises von
Legionella-Mikrokolonien

Der Nachweis von Mikrokolonien auf Polycarbonatfiltern mittels fluoreszenz-
markierter Gensonden wurde prinzipiell bereits friiher durch Meier et. al., 1997
beschrieben. Jedoch sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein routinetaugliches
Protokoll flr den Nachweis von Legionellen entwickelt werden, das eine
vergleichbare Spezifitdt und Sensitivitat liefert wie das klassische Kulturverfahren
nach UBA-Empfehlung (B.3.4). Ein besonderer Augenmerk wurde deshalb bei der
Entwicklung auf die Kriterien Nachweisdauer, Sensitivitat, Signal/Rausch-Verhaltnis,
Handhabung und Reproduzierbarkeit gelegt.

Da insbesondere die Auswahl von verdachtigen Legionellen-Kolonien (B.1) die
Analysten in der Routineanalytik vor Probleme stellt und ein groBes MaB an
Erfahrung voraussetzt, fokussierte sich diese Entwicklung zudem auch auf die
Vereinfachung und Standardisierung der mikroskopischen Auswertung.

C.1.1 FISH-Analyse von Legionella-Mikrokolonien auf
Polycarbonatfiltern

In einem ersten Schritt wurde die zu erwartende Signalstarke des FISH-
Sondensignals der Sonden Leg705-FAM (spezifisch fur die Gattung Legionella) und
Legpne1-CY3 (spezifisch fur L. pneumophila) auf EtOH-Fixierungen von Legionella
pneumophila ssp. philadelphia (ATCC 43703) und Legionella longbeachae (ATCC
33462) mittels Standard-FISH-Analyse auf dem Objekttrager verifiziert (B.8.3).

Mit der Sonde Leg705 wurden sowohl flr Legionella pneumophila ssp. philadelphia
als auch fur Legionella longbeachae sehr helle Sondensignale erzielt (Abb. C.1/2,
Bild A). Mit der Sonde Legpnel1 wurde wie erwartet nur ein Signal fir Legionella
pneumophila ssp. philadelphia erhalten. Das Signal dieser Sonde wurde ebenfalls als
sehr hell eingestuft (Abb. C.1/2, Bild B). Legionella longbeachae zeigte mit dieser
Sonde kein Signal (Daten nicht gezeigt).

In einem zweiten Schritt wurde das von Meier et. al., 1997 entwickelte Protokoll
(B.8.4.2) fur die Fluoreszenz in situ Hybridisierung von Legionella-Mikrokolonien

evaluiert.
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Als Referenzorganismen wurden Legionella pneumophila ssp. philadelphia und
Legionella longbeachae ausgewahlt. Diese wurden auf BCYEoa-Agar (B.2.2)
angezogen und Uber eine Verdinnungsreihe die Verdinnungsstufen selektiert, bei
denen in etwa < 10 KBE und < 100 KBE pro Membranfilter zu erwarten waren. Die
Membranfiltration erfolgte wie unter B.8.4.1 beschrieben. Die Polycarbonatfilter
wurden im Anschluss an die Filtration jeweils auf die Legionellen-Selektivagars
BCYEa und GVPC aufgelegt (B.2.2) und aerob bei 37 °C inkubiert.

Da die optimale Inkubationszeit bis zum Erhalt von mikroskopisch detektierbaren
Legionella-Mikrokolonien nicht bekannt war, wurde ein Zeitraum von 5 Tagen als
Kultivierungsdauer festgelegt. Dabei wurde jeweils alle 12 h, ein Membranfilter von
BCYEoa—~ und GVPC-Agar abgenommen und wie unter B.8.4.2 beschrieben, mit
EtOHass. und Hitze sowie ausschlieBlich mit EtOH.ps-fixiert.

Fir die FISH-Analyse wurden die Sonden Leg705-FAM und Legpne1-CY3 (B.8.2)
bei 20 % FA eingesetzt (B.8.4.2).

Fir die mikroskopische Auswertung (B.9.1) der hybridisierten Polycarbonatfilter
wurden die Kriterien Sensitivitdt, Signal/Rausch-Verhéltnis, Handhabung und
Reproduzierbarkeit zur Bewertung der Ergebnisse herangezogen.

Als optimale Inkubationsdauer fir die Kultivierung von Legionella-Mikrokolonien
wurden auf BCYEa-Agar 36 h und auf GVPC-Agar 48 h bestimmt (Daten nicht
gezeigt). Nach dieser Anreicherungszeit wurden durchschnittliche
Mikrokoloniegr6Ben mit einem Durchmesser von 50-150 pm erhalten, die
mikroskopisch bei einer 400-1000-fachen VergroBerung gut detektiert werden
konnten. Der Durchmesser der Mikrokolonien wurde unter zu Hilfenahme des
Zahlokulars abgeschatzt (B.8.4.1).

Ab einer Inkubationsdauer von = 72 h war die gesamte Filtermembran Uberwachsen
und einzelne Mikrokolonien konnten nicht mehr identifiziert werden (Daten nicht
gezeigt).

Die Mikrokolonien wiesen unter Verwendung der Sonden Leg705-FAM und Legpne1-
CY3, die generell auf fixierten Einzelzellen gute bis sehr gute Fluoreszenzsignale
lieferten, nur schwache bis mittelmaBig helle Signale auf (z. B. Abb. C.1/1, Bilder A,
B und D), obwohl davon ausgegangen werden musste, dass sich die Zellen zum
Zeitpunkt der Fixierung in der exponentiellen Wachstumsphase befunden haben.
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A

I 100 pm I I I
Abbildung C.1/1: Dokumentation Legionella-Mikrokolonien auf Polycarbonatfiltern

Alle mikroskopischen Aufnahmen wurden bei einer 10-fachen GesamtvergréBerung fotografiert. Bilder
A bis E: In situ Hybridisierung mit der Sonde Legpne1-CY3. Bild F: In situ Hybridisierung mit der
Sonde Leg705-FAM

A und B: Verschiedene Epifluoreszenzbilder von partiell abgelésten Mikrokolonien nach EtOH.s - und
Hitzefixierung. € und D: Verschiedene Epifluoreszenzbilder von ,schweifartig® verrutschen
Mikrokolonien nach EtOH..s-Fixierung. E: Dokumentation der Autofluoreszenz von Polycarbonatfiltern.
F: Identischer Bildausschnitt wie E.
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Zum Teil wurden sehr starke Autofluoreszenzen der Polycarbonatfiltermembran
beobachtet (Abb. C.1/1, Bilder E und F). Diese Ergebnisse wurden auch unter
Verwendung der Eubacteria-Sonden EUB338-CY3 und EUB338-FAM (B.8.2)
reproduziert (Daten nicht gezeigt).

Des Weiteren fiel bei der mikroskopischen Auswertung auf, dass sich die
Mikrokolonien Uber eine kombinierte Fixierung aus EtOHa..s und Hitze, sowie lber
eine EtOH.ps -Fixierung nicht permanent auf dem Polycarbonatfilter verankern lieBen.
Ein partielles oder vollstdndiges Ablésen von zu meist gréBeren Mikrokolonien
(Durchmesser > 100 um) wurde vor allem nach kombinierter Fixierung aus EtOHaps.
und Hitze beobachtet (s. Abb. C.1/1, Bilder A und B). Nach ausschlieBlicher
Fixierung mit EtOH.,s wurde dieses nicht festgestellt. Jedoch war bei dieser
Fixierungsvariante vor allem ein ,schweifartiges“ verrutschen der Mikrokolonien auf
der Filtermembran zu bemerken (s. Abb. C.1/1, Bilder C und D).

Es kann zudem nicht ausgeschlossen werden, dass nicht auch wahrend des
Waschschritts und der anschlieBenden Spilschritte (B.8.4.2), bei denen der
Membranfilter frei in der Lésung flotiert (Waschpuffer) oder kurz eingetaucht wird
(H2Ogest. und EtOHass), €in weiteres Abldsen von Zellen bzw. Mikrokolonien forciert
wird.

Bezlglich der Handhabung wurde festgehalten, dass sich Polycarbonatfilter generell
erschwert manipulieren lassen. Die Membranen sind sehr diinn und empfindlich und
kénnen deshalb leicht durch die Pinzette oder sonstige mechanische Einflisse
beschadigt werden. Zudem wurde beobachtet, dass sich die Membranen
insbesondere nach der Kultivierung und Fixierung im trockenen Zustand sehr leicht
einrollten. Sie lieBen sich erst durch eine erneute Befeuchtung wieder glatten und

weiter verarbeiten.

Zusammenfassend war nach diesen Versuchen festzuhalten, dass eine FISH-
Analyse mittels des publizierten Protokolls prinzipiell méglich war. Hinsichtlich der
Polycarbonatfiltern (Kultivierung, Handhabung), der Reproduzierbarkeit und des
Signal/Rausch-Verhaltnisses wurde das Protokoll jedoch als nicht routinetauglich
eingestuft.
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Abbildung C.1/2: Dokumentation von Legionella-Einzelzellen und Legionella-Mikrokolonien

Bild A und B wurden bei einer 1000-fachen GesamtvergrdBerung und Bilder C bis F bei einer 10-
fachen GesamtvergroBerung fotografiert. Bilder A und C: In situ Hybridisierung mit der Sonde
Legpne1-CY3. Bilder A, D, E und F: In situ Hybridisierung mit der Sonde Leg705-FAM

A: Epifluoreszenzbild von L. longbeachae (ATCC 33462) Einzelzellen. B: Epifluoreszenzbild von L.
pneumophila ssp. philadelphia (ATCC 43703) Einzelzellen. C: Durchmesser von L. pneumophila ssp.
philadelphia Mikrokolonien nach 48 h Kultivierung auf Cellulose-Nitrat/Cellulose-Acetat-
Membranfiltern. D: Identischer Bildausschnitt wie C. E und F: Durchmesser von L. pneumophila ssp.
philadelphia Mikrokolonien nach 72 h Kultivierung auf Cellulose-Nitrat/Cellulose-Acetat-
Membranfiltern. Blockierung der Membran wie in Tab. C.3/ Versuch Nr. 12 beschrieben.
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C.1.2 Optimierung des Protokolls
Die unter Punkt C.1.1 erhaltenen Ergebnisse zeigten, dass das FISH-Protokoll zur
Hybridisierung von Mikrokolonien fir eine Anwendung als routinetaugliche

Praxisapplikation weiter optimiert werden muss.

C.1.2.1 Evaluierung alternativer Filtermembranen

Um zu UOberprifen, ob sich andere Filtermembranen als Alternative zu
Polycarbonatfiltermembranen zur Kultivierung und Hybridisierung von Legionella-
Mikrokolonien eignen, wurden weitere Membranfiltertypen evaluiert (Tabelle C.1).
Aufgrund der mikroskopischen Auswertung wurde bei der Auswahl der Filter der
Fokus darauf gelegt, dass die Membranen einen Durchmesser von 25 mm hatten
(Spezifikationen der Filter s. B.10.2). Zum einen sollte der Membranfilter fir die
Mikroskopie auf einem Praparathalter platziert werden. Fir Standardmikroskope
eignet sich hierfir am besten ein Glas-Objekitrager (Breite: 25 mm). Zum anderen
verlangert sich die mikroskopische Auswertung proportional zur Filterflache die
evaluiert werden muss.

Ein weiteres Kriterium war die grundsatzliche Eignung des Filtermaterials fir die
Kultivierung von Bakterien.

Fir den Vergleich der Filtermembranen wurde Legionella pneumophila ssp.
philadelphia (ATCC 43703), kultiviert auf BCYEa-Agar, als Referenzorganismus
verwendet. Um mdglichst realistische Versuchsbedingungen zu simulieren, wurde
eine Kolonie mit der Impfése abgenommen, zweimal in autoklaviertem Trinkwasser
gewaschen und final in 1 ml autoklaviertem Trinkwasser resuspendiert. Diese
Suspension wurde UN bei 4°C im Dunklen aufbewahrt und CUber eine
Verdiinnungsreihe eine Konzentration von etwa < 100 KBE/mI eingestellt. Die
tatsachliche Konzentration der Losung von 85 KBE/ml wurde Uber eine parallele
Plattierung auf GVPC-Agar verifiziert.

Die Membranfiltration erfolgte wie unter B.8.4.1 beschrieben. Zur Gewéhrleistung der
Reproduzierbarkeit dieser Versuchsreihe wurde fir jeden Membranfiltertypen ein
Triplikatansatz durchgeflhrt.

Die Membranfilter wurden im Anschluss auf GVPC-Agar aufgelegt und 48 h aerob
bei 37°C inkubiert. Die Fixierung erfolgte ausschlieBlich mit EtOH.s. und die FISH-
Analyse wurden, wie unter C.1.1 beschrieben, durchgefiihrt. Tabelle C.1 fasst die

erhaltenen Ergebnisse zusammen.
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Tabelle C.1: Vergleich verschiedener Filtermembranen zur Kultivierung von Mikrokolonien

Poren- Filter 1 Filter 2 Filter 3
Filtermaterial |Hersteller [gréBe KBE/ml KBE/ml KBE/ml
Polycarbonat,
weil3 Millipore 0,2 pm 2 6 10
Polycarbonat,
weil3 Millipore 0,45 um 9 17 15
Polycarbonat,
schwarz Millipore 0,2 um 0 0 0
Polycarbonat,
schwarz Millipore 0,45 pm 0 0 0
Polyester, Aes
schwarz Chemunex (0,4 um 31 25 20
Cellulose-Nitrat,
weil3 Sartorius 0,45 um 76 61 65
Cellulose-Nitrat/
Cellulose-Acetat,
weil3 Millipore 0,22 pm 20 20 25
Cellulose-Nitrat/
Cellulose-Acetat,
weilB Millipore 0,45 pum 69 61 76

Legende: FUr detaillierte Herstellerangaben siehe Herstellerverzeichnis

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die héchste Anzahl an Kolonien
auf Cellulose-Nitrat- und Cellulose-Nitrat/Cellulose-Acetat-Membranfiltern mit einer
PorengréBe von 0,45 um wiedergefunden wurden. Durchschnittlich wurden auf
diesen Membranfiltern 67 KBE/ml (Cellulose-Nitrat) und 69 KBE/ml (Cellulose-Nitrat/
Cellulose-Acetat) nachgewiesen. Dieses entspricht, im Vergleich zu der (ber
Plattierung  bestimmten  Ausgangskonzentration,  einer  durchschnittlichen
Wiederfindungsrate von 79 % bzw. 81 %.

Die Koloniezahlen, die fur alle anderen Membranfiltertypen bestimmt wurden, lagen
deutlich unter diesen Werten.

Auf den schwarzen Polyestermembranen (PorengréBe: 0,45 um) wurden in etwa
25 % der eingesetzten Kolonien wiedergefunden. 22 % der eingesetzten Zellen
bildeten auf Cellulose-Nitrat/Cellulose-Acetat-Membranen (0,22 pum PorengréBe)
detektierbare Mikrokolonien aus.

Polycarbonatfilter wiesen in dieser Versuchsreine mit Abstand die schlechteste
Wiederfindungsrate auf. Durchschnittlich wurden fir weiBe Polycarbonatfilter nach
Hybridisierung 6 KBE/ml (PorengréBe: 0,22 pm) und 14 KBE/ml (PorengréBe:
0,45 pm) bestimmt. Auf den schwarzen Polycarbonatfiltern wurde kein Wachstum
nachgewiesen.

Diese Ergebnisse wurden in weiteren Versuchsreihen reproduziert (Daten nicht
gezeigt).
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Des Weiteren stellte sich heraus, dass die verschiedenen untersuchten
Filtermaterialien nach 48 h mikroskopisch unterschiedlich groBe Mikrokolonien
aufwiesen.

Auf den weiBen Polycarbonat- und auf den schwarzen Polyesterfiltermembranen
wurden Mikrokolonien mit einem Durchmesser von 50-150 um bestimmt. Die GréBe
der Mikrokolonien fiel auf Cellulose-Nitrat- und Cellulose-Nitrat/Cellulose/Acetat-
Filtermembranen mit < 50 um deutlich kleiner aus (s. Abb. C.1/2, Bilder C und D).
Diese GroBe wurde flir eine eindeutige mikroskopische Detektion als zu gering
eingestuft. Aus diesem Grund wurde der unter C.1.1 durchgefihrte
Wachstumsversuch unter gleichen Rahmenbedingungen fir Cellulose-Nitrat- und
Cellulose-Nitrat/Cellulose-Acetat-Filtermembranen wiederholt. Die Filtermembranen
wurden in diesem Fall ausschlieBlich auf GVPC-Agar aufgelegt und nach jeweils 48
h, 54 h, 60 h, 66 h, 72 h und 78 h Inkubation mit EtOHa.-fixiert und hybridisiert
(B.8.4.2).

Eine MikrokoloniengréBe von 50-150 um wurde fir beide Membrantypen nach einer
Anreicherungsdauer von 72 h erhalten (s. Abb. C.1/2, Bilder E und F). Dieses
Ergebnis wurde mehrfach reproduziert (Daten nicht gezeigt).

Die unter C.1.1 erhaltenen Ergebnisse zur Autofluoreszenz der Polycarbonatfilter (s.
Abb. C.1/1), sowie die schwachen FISH-Signale der Mikrokolonien, wurden in dieser
Versuchsreihe ebenfalls an allen getesteten Membranfiltertypen bestatigt. Abbildung
C.1/2 zeigt das Signal/Rausch Verhaltnis exemplarisch fur Cellulose-Nitrat/Cellulose-
Acetat-Filtermembranen (Bilder C und D).

Bezlglich der Handhabung manifestierte sich in diesen Versuchen ein weiterer
Vorteil von Cellulose-Nitrat- und Cellulose-Nitrat/Cellulose-Acetat-Filtermembranen.
Beide sind deutlich dicker und unempfindlicher gegenliber mechanischen Einflliissen
(z. B. Manipulation mit Pinzette) als Polycarbonatmembranen, was zusétzlich zur
besseren Wiederfindungsrate auch eine verbesserte Manipulation der Membranen
zulieB.

Zudem waren die Mikrokolonien im Vergleich zu den wesentlich ddnneren
Polycarbonatfiltern nach der Kultivierung deutlich tiefer in den Membranen verankert
(Abb. C.1/2, Bild F) und ein Ablésen oder Verrutschen der Mikrokolonien wurde auf
Cellulose-Nitrat- und Cellulose-Nitrat/Cellulose-Acetat-Filtermembranen zu keiner
Zeit beobachtet.
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C.1.2.2 Optimierung des Signal/Rausch-Verhaltnisses

Die unter C.1.1 und C.1.2.1 durchgeflihrten Versuche zeigten, dass Mikrokolonien
trotz exponentiellen Zellwachstums nur schwache FISH-Sondensignale aufwiesen.
Des Weiteren wurde auf allen Membrantypen eine starke Autofluoreszenz der
Filtermembranen nach der Fluoreszenz in situ Hybridisierung festgestellt.

Diese beiden Phanomene wurden fir verschiedene Filtermaterialien bestatigt
(C.1.2.1). Sie lieBen darauf schlieBen, dass die Autofluoreszenz nicht durch das
Filtermaterial selbst verursacht wurde, sondern, dass die Sondenmolekile
moglicherweise unspezifisch an die Filtermembranen binden und dadurch die
Autofluoreszenz der Membran verursachten.

Um einer unspezifischen Bindung von Sondenmolekillen entgegen zu wirken,
wurden in den nachfolgenden Versuchen verschiedene Strategien zur Blockierung
der Filtermembranen entwickelt und deren Einfluss auf die FISH-Analyse Uberpriift.
Dafir wurden ausschlieBlich Cellulose-Nitrat- und Cellulose-Nitrat/Cellulose/Acetat-
Filtermembranen mit Legionella pneumophila ssp. philadelphia (ATCC 43703)
Mikrokolonien evaluiert. Diese Membrantypen hatten unter C.1.2.1 die besten
Wiederfindungsraten flr Legionella-Mikrokolonien gezeigt.

Fir die FISH-Analyse wurden die Oligonukleotidsonden (B.8.2) Leg705-FAM und
Legpne1-CY3 in Kombination miteinander bei 20 % FA verwendet (B.8.3).

Zur Blockierung der Filtermembranen wurden die verschiedenen Blockingsubstanzen
Blocking Reagenz (B.10.1), Roti-Block (B.10.1) und Lachsspermien-DNS (B.10.1) in
unterschiedlichen Konzentrationen in den Standardhybridisierungspuffer und
Standardwaschpuffer eingesetzt (Tabelle C.2, Standardpuffer s. B.8.3).
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Tabelle C.2: Evaluierte Blockierungsstrategien fir Hybridisierungs- und Waschpuffer

Ergebnis mikroskopische Auswertung
Hybridisierungspuffer Waschpuffer (prozentuale Reduktion der
Versuch-Nr. |substituiert mit substituiert mit Autofluoreszenz)
1 0,5% Blocking-Reagenz 0,5% Blocking-Reagenz 10 %
2 1% Blocking-Reagenz 1% Blocking-Reagenz 25 %
3 2% Blocking-Reagenz 2% Blocking-Reagenz 40 %
4 0,5% Roti-Block 0,5% Roti-Block 10 %
5 1% Roti-Block 1% Roti-Block 25 %
6 2% Roti-Block 2% Roti-Block 30 %
0,5% Blocking-Reagenz + |0,5% Blocking-Reagenz +
7 0,5% Roti-Block 0,5% Roti-Block 60 %
1% Blocking-Reagenz + 1% 1% Blocking-Reagenz + 1%
8 Roti-Block Roti-Block 80 %
2% Blocking-Reagenz + 2% 2% Blocking-Reagenz + 2%
9 Roti-Block Roti-Block 80 %
10 1 ng/ul Lachsspermien DNS |1 ng/pl Lachsspermien DNS 10 %
11 5 ng/ul Lachsspermien DNS |5 ng/pl Lachsspermien DNS 10 %

Legende: Die angegebenen Konzentrationen entsprechen der jeweiligen Endkonzentration im
Puffer

die
verschiedenen Konzentrationen an Blocking-Reagenz (Versuche Nr. 1-3, Tab. C.2),

Die mikroskopische Auswertung der Versuchsvarianten zeigte, dass
sowie der alleinige Einsatz von Roti-Block (Versuche Nr. 4-6, Tab. C.2) und
Lachsspermien-DNS (Versuche Nr. 10 und 11, Tab. C.2) zu keiner signifikanten
Verbesserung fuhrten. Alle evaluierten Membranen wiesen noch eine deutliche
Autofluoreszenz auf.

Die Versuchsansatze Nr. 8 und 9 (Tab. C.2) zeigten hingegen eine deutliche
Verbesserung im Signal/Rausch Verhéltnis der Cellulose-Nitrat/Cellulose-Acetat-
Filtermembranen. Die Autofluoreszenz der Membranen wurde durch den
kombinierten Einsatz von Blocking-Reagenz und Roti-Block in Hybridisierungs- und
Waschpuffer im direkten Vergleich zu nicht blockierten Membranen um 80 %
Far

Cellulose-Nitrat-Membranen konnte die Autofluoreszenz Uber diese Strategie nur

reduziert. Die FISH-Sondensignale zeigten noch eine mittlere Helligkeit.

geringflgig reduziert werden. Insbesondere im Bereich der Membranporen war die
Autofluoreszenz noch stérend zu bemerken (Daten nicht gezeigt).
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Um insbesondere fur Cellulose-Nitrat-Cellulose/Acetat-Filtermembranen eine weitere
Reduktion der Autofluoreszenz zu erzielen, wurde analog zu anderen
Membranhybridisierungsverfahren (z. B. Southern-Blot-Hybridisierung, Dot-Blot-
Hybridisierung) versucht, Uber eine Pra-Hybridisierung, mit blockierenden
Substanzen, freie Stellen der Membranen bereits vor der eigentlichen Hybridisierung
abzuséattigen.

Fir die Pra-Hybridisierung wurde Standardhybridisierungspuffer verwendet.
Basierend auf den Ergebnissen der Versuche Nr. 1-11 wurde der Préa-
Hybridisierungspuffer ausschlieBlich mit unterschiedlichen Konzentrationen an
Blocking-Reagenz und Roti-Block substituiert und in Kombination mit verschiedenen
Hybridisierungs- und Waschpuffern eingesetzt (Tabelle C.3).

Tabelle C.3: Evaluierte Pra-Hybridisierungsstrategien

Ergebnis mikroskopische
Auswertung
Pra-Hybridisierungslésung |Hybridisierungspuffer  |Waschpuffer (prozentuale Reduktion der
Versuch-Nr. |substituiert mit substituiert mit substituiert mit Autofluoreszenz)
1% Blocking-Reagenz + |1% Blocking-Reagenz +
12 1% Blocking-Reagenz 1% Roti-Block 1% Roti-Block 95 %
1% Blocking-Reagenz + 1% Blocking-Reagenz + |1% Blocking-Reagenz +
13 1% Roti-Block 1% Roti-Block 1% Roti-Block 80 %
2% Blocking-Reagenz + |2% Blocking-Reagenz +
14 2% Blocking-Reagenz 2% Roti-Block 2% Roti-Block 85 %
2% Blocking-Reagenz + 2% Blocking-Reagenz + |2% Blocking-Reagenz +
15 2% Roti-Block 2% Roti-Block 2% Roti-Block 80 %

Legende: Die angegebenen Konzentrationen entsprechen der jeweiligen Endkonzentration im
Puffer

Die Pra-Hybridisierungslésungen wurden jeweils nach der Fixierung der Filter mit
EtOH.s. und vor der Hybridisierung auf die Filtermembran appliziert (120 pl, 10 min
bei RT).

Um eine Steigerung des FISH-Sondensignals der Mikrokolonien zu erreichen, wurde
zudem fir diesen Versuch die Konzentrationen der beiden Sonden Leg705-FAM und
Legpne1-CY3 jeweils von 50 ng/ul auf 100 ng/pl erhdht

Im direkten Vergleich der Versuchsreihen Nr. 12 bis 15 (Tab. C.3) erwies sich die
unter Versuch-Nr. 12 beschriebene Blockierungsstrategie als am effizientesten. Die
Autofluoreszenz der Cellulose-Nitrat/Cellulose-Acetat-Filtermembran (Abb. C.1/2,
Bild E und F) wurde im Vergleich zu nicht blockierten Membranen (Abb. C.1/2, Bild C
und D) um 95 % reduziert. In Kombination mit der Erhéhung der
Sondenkonzentration wiesen die Legionella-Mikrokolonien nun auch deutlich hellere
FISH-Sondensignale auf. Die Autofluoreszenz der Cellulose-Nitrat-Membranen
konnte auch mittels Pra-Hybridisierung nicht signifikant verbessert werden (Daten
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nicht gezeigt). Aus diesem Grund wurde dieser Membrantyp flr weitere Versuche

nicht mehr verwendet.

C.1.2.3 Standardisierung des Protokolls

Unter C.1.2.1 und C.1.2.2 wurde das Protokoll der Fluoreszenz in situ Hybridisierung
zur Analyse von Mikrokolonien auf Membranfiltern von der reaktionstechnischen
Seite optimiert. Im Nachfolgenden sollte dieses Protokoll weiter vereinfacht und fir
eine routinetaugliche Durchflihrung standardisiert werden.

Dafir musste insbesondere die Handhabung und Manipulation des Membranfilters
analog zur Fluoreszenz in situ Hybridisierung auf Objekttragern weiter vereinfacht
werden (B.8.4.2). Als Kernstlick wurde aus verschiedenen Einzelkomponenten eine
Hybridisierungseinheit zusammengestellt, in der die Filtermembran wéahrend der
gesamten FISH-Analyse fixiert werden konnte. Bei diesem Aufbau wurde zusétzlich
darauf geachtet, dass die verschiedenen applizierten Lésungen (z.B.
Hybridisierungspuffer, Waschpuffer) méglichst einfach via Filtration entfernt werden
konnten.

In Abbildung C.2 st der Aufbau der Hybridisierungseinheit aus den
Einzelkomponenten schematisch dargestellt.

e A

Cherteil Spritzenvorsate = g

Eoter Universal -Verschlussstopfen

MMembran

e
Stutzkartonscheibe G

Unterteil Spritzenvorsatz § —— )

Abbildung C.2: Komponenten der Hybridisierungseinheit

EBlaver Tniversal-Verschlussstopfen

Das Kernstlck der Hybridisierungseinheit stellt ein handelstblicher Spritzenvorsatz
(Sartorius, fir detaillierte Herstellerangaben siehe Herstellerverzeichnis) far
Membranfilter mit einem Durchmesser von 25 mm dar. Das Unterteil des
Spritzenvorsatzes wird mit einer Stiitzkartonscheibe (Durchmesser: 25 mm, Millipore)
ausgekleidet. Diese sollte zum einem den welligen Boden des Spritzenvorsatzes
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ebnen, damit die Membran nicht wahrend der Hybridisierung deformiert wurde. Zur
Etablierung der feuchten Kammer sollte diese zum anderen auch als Tragermaterial
fir den Hybridisierungspuffer eingesetzt werden. Zur Abdichtung wurde der
Spritzenvorsatz am Oberteil (Luer-Ventil) und am Unterteil (Lock-Ventil) jeweils mit
einem Luer-Lock Universal-Verschlussstopfen (Vygon) abgedichtet.

Zur Durchfihrung der FISH-Analyse wurden die Mengen der unter B.8.4.1
angegebenen und z. T. unter C.1.1.2 optimierten Lbsungen auf diese
Hybridisierungseinheit angepasst.

Die nachfolgende Tabelle C.4 fasst die modifizierten Angaben zusammen.

Tabelle C.4: Verwendete Lésungen und Inkubationsdauer

Schritt Lésung Menge pro | Inkubation
Filter

EtOH-Fixierung EtOHaps. 150 pl RT, 15 min

Pra-Hybridisierung Hybridisierungspuffer 120 pl RT, 10 min
+ 1 % Blocking Reagenz

Hybridisierung: Hybridisierungspuffer 500 pl

Befeuchtung + 1 % Blocking Reagenz

Stitzkartonscheibe

Hybridisierung: Hybridisierungspuffer 120 pl 46°C, 90 min

Filter + 1 % Blocking Reagenz

+ 1 % Roti-Block
kombiniert im Verhaltnis 9:1
mit Sondenlésung (100 ng/ul)

Waschen Waschpuffer 2mi 46°C,15 min
+ 1 % Blocking Reagenz
+ 1 % Roti-Block

Spilen H2Ogest. 2mi RT, keine Inkubation

Das endgultig entwickelte Protokoll zur Legionella-Mikrokolonie FISH-Analyse
umfasst folgende Teilschritte:

— Filtration der Probe (B.8.4.1) auf eine Cellulose-Nitrat/Cellulose/Acetat
Filtermembran (PorengréBe: 0,45 um, Typ HAWP oder HAWG, B.10.2)

— Zur Analyse von Trinkwasserproben: Uberschichtung des Membranfilters mit
10 ml Saurepuffer (B.3.4, RT, 5 min) und Spulen des Membranfilters mit 10 ml
sterilem Trinkwasser

— Inkubation des Membranfilters auf GVPC-Agar (37°C, 72 h)

— Uberfilhrung der Membran in eine sterile Petri-Schale und EtOH-Fixierung
durch Uberschichtung (Tab. C.4)

— Pra-Hybridisierung (Tab. C.4)
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— Zusammenbau der Hybridisierungseinheit (Abb. C.2)

— Befeuchtung der Stitzkartonscheibe (Tab. C.4)

— Auflage des Membranfilters auf die Stutzkartonscheibe und Zugabe des
Hybridisierungspuffers (Tab. C.4)

— VerschlieBung der Hybridisierungseinheit und Hybridisierung (Tab. C.4)

— Offnung des Luer-Ventils am Oberteil des Spritzenvosatzes und Zugabe von
vorgewarmten Waschpuffer (Abb. C.2 und Tab. C.4)

— Entfernung des Lock-Ventils am Unterteil des Spritzenvosatzes und
Entfernung der Fllssigkeit mittels Filtration (Abb. C.2)

— Zugabe von H;Ogest und Entfernung der Fllssigkeiten mittels Filtration (Tab.
C.4)

C.1.2.4 Uberpriifung der Spezifitat

Nachdem die Bedingungen flr die Hybridisierung von Legionella-Mikrokolonien
standardisiert worden waren (C.1.2.3), konnte die Spezifitit des entwickelten
Protokolls Gberprift werden.

Daflr wurde das Protokoll an weiteren Legionella-Arten verifiziert. Die Mikrokolonien
wurden hierflr wie unter Punkt C.1.2.1 beschrieben, auf GVPC-Agar angezogen. Als
Nichtzielorganismen  wurden  verschiedene  Enterobacteriaceae-Arten  und
Pseudomonas aeruginosa ausgewahlt (Tabelle G.1, Anhang, Seite 164). Da die
meisten dieser Stdmme nicht auf GVPC-Agar wachsen, wurden die Mikrokolonien
dieser Stamme auf M1-Agar angezogen (30°C oder 37°C, 8-24 h). Dabei wurden fir
jeden Nichtzielorganismus jeweils zwei Filter mit Mikrokolonien hergestellt. Der erste
Filter wurde mit der Sondenkombination Leg705-FAM/Legpne1-CY3 und der zweite
Filter wurde als Positivkontrolle mit der Sonde EUB338-CY3 hybridisiert (B.8.2).

Die in Tabelle G.1 aufgefliihrten Daten zeigten, dass das entwickelte Protokoll
spezifisch eingesetzt werden kann.

C.1.3 Validierung des Protokolls an Trinkwasserproben

Um die Nachweisgenauigkeit des entwickelten Protokolls zu verifizieren, wurden im
Rahmen dieser Arbeit insgesamt 69 Trinkwasserproben untersucht. Die Proben
wurden vom Landesuntersuchungsamt OberschleiBheim (LGA OberschleiBheim) zur
Verfligung gestellt. In einer ersten vergleichenden Studie an 69 Trinkwasserproben
wurde die Sensitivitdt des Protokolls im Vergleich zur Empfehlung des
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Umweltbundesamts (UBA) zum Nachweis von Legionellen Uberprift. Dafir wurden
die Trinkwasserproben halbiert und ein Teil mittels FISH-Analyse, der zweite Teil
nach UBA-Empfehlung (B.3.4) untersucht. Die Untersuchung nach UBA-Empfehlung
wurde vom LGA OberschleiBheim durchgefihrt.

Die FISH-Analyse wurde nach dem unter C.1.2.3 beschriebenen Protokoll
durchgefihrt.

Mittels UBA-Empfehlung wurden vom LGA OberschleiBheim in 34 von 69
Trinkwasserproben (49,9 %) Legionellen nachgewiesen. In der parallel
durchgefiihrten FISH-Analyse wiesen 46 von 69 analysierten Trinkwasserproben
(66,6 %) einen positiven Befund fur Legionellen auf.

Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle G.2 des Anhangs (Seite 166)

zusammengefasst.

C.1.4 Etablierung einer quantitativen Auswertungsroutine

Um eine quantitative Auswertung flr Filtermembranen, bewachsen mit Legionella-
Mikrokolonien zu etablieren, wurden zwei verschiedene Strategien verfolgt. Zum
einen wurde die manuelle Quantifizierung mittels Epifluoreszenzmikroskop
standardisiert, zum anderen wurde in Zusammenarbeit mit der Firma Leica eine
semi-automatische Quantifizierung mittels Fluoreszenzstereomikroskop realisiert.
Einige ausgewahlte Trinkwasserproben aus C.1.3 mit eindeutig positivem oder
negativem  mikroskopischen Befund wurden fir die Validierung der

Auswertungsroutinen verwendet.

C.1.4.1 Manuelle Quantifizierung mittels Epifluoreszenzmikroskopie

Zur Standardisierung der manuellen Auswertung wurde ein Zeiss Axiplan imaging
Epifluoreszenzmikroskop, ausgestattet mit Neofluar-Objektiven verwendet. Um die
Farbstoffe CY3 und FAM parallel anzuregen, erfolgte die Auswertung mittels
Dualbandfilter (B.9.1). Im ersten Schritt wurde geprift, welche VergréBerung (2,5-,
4-, 5-, 10- und 40-fach) sich am besten fir die manuelle Auswertung eignete. Dabei
wurde Wert darauf gelegt eine méglichst niedrige VergréBerung zu wahlen, um die
Anzahl der zu beurteilenden Gesichtsfelder gering zu halten und damit die
Auswertung zu beschleunigen (Abb C.3, Bilder A bis F). In einer vergleichenden
Beurteilung erwies sich die 10-fache VergréBerung als optimal geeignet um
Mikrokolonien sicher von Artefakten zu unterscheiden (Abb C.3, Bild E).
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Abbildung C.3: Dokumentation von Legionella-Mikrokolonien auf Cellulose-Nitrat/Cellulose-Acetat-
Filtermembranen
Bilder A bis E stellen jeweils den gleichen Bildausschnitt bei verschiedenen VergréBerungen dar. Bild
F wurde auf einem anderen Bereich der Filtermembran fotografiert. Das Bild A wurde mittels
Fluoreszenzstereomikroskop dokumentiert. Die Bilder B bis F wurden am Fluoreszenzmikroskop
dokumentiert. Die in situ Hybridisierung erfolgte mit den Sonden Leg705-FAM und Legpne1-CY3. Die
parallele Fluoreszenzanregung beider Farbstoffe erfolgte bei allen Aufnahmen mittels Dualbandfilter
(B.9.1).

A: Epifluoreszenzaufnahme der gesamten Membran (GesamtvergréBerung: 1x) B: Teilausschnitt von
Bild A, Objektiv mit 2,5x VergréBerung C: Teilausschnitt von Bild A, Objektiv mit 4x VergréBerung D:
Teilausschnitt von Bild A, Objektiv mit 5x VergrdoBerung E: Teilausschnitt von Bild A, Objektiv mit 10x
VergréBerung F: Alternativer Bildausschnitt, Objektiv mit 40x Vergr6Berung
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Um insbesondere stark bewachsene Membranfilter standardisiert und zlgig
auszuwerten, wurde nachfolgende Auswertungsroutine entwickelt:

Fir eine leichtere Orientierung bei der mikroskopischen Auswertung wurden daflr
Cellulose-Nitrat/Cellulose/Acetat-Filtermembranen mit aufgedrucktem Gitternetz
verwendet (Typ HAWG, B.10.2). Der Membranfilter gliedert sich bei Auswertung mit
einem Okular der MaBstabszahl 10x/ Sehfeldzahl 23 (Zeiss) und einem Objektiv mit
10-facher VergréBerung (Zeiss) in 71 Gesichtsfelder auf.

Die Quantifizierung erfolgt nach dem gleichen Prinzip wie die Auswertung von
Petrischalen. Dabei wird die Anzahl der Mikrokolonien auf einer Teilflache
quantifiziert und die ermittelten Daten auf die Gesamtkoloniezahl pro Membranfilter
hochgerechnet. Abbildung C.4 stellt die Auswertungsroutine schematisch dar.
Startpunkt der Auswertung ist die Mitte des Membranfilters (blaue Line). Vom oberen
Rand (Startpunkt: dunkelgriines Quadrat) werden alle Gesichtsfelder (griine Kreise)
bis zum unteren Rand des Membranfilters evaluiert und die Mikrokolonien gezahlt.
Danach wird das Gesichtsfeld um eine Position verschoben und wiederum alle
Gesichtsfelder vom unteren Rand des Membranfilters bis zum oberen Rand
ausgewertet. Insgesamt werden auf diese Weise alle Gesichtsfelder (alle griinen
Kreise) in drei kompletten Reihen bewertet (rote Pfeile). Werden in drei kompletten
Reihen keine Mikrokolonien gezahlt, dann wird die Anzahl der zu quantifizierenden
Reihen bis zum auBeren seitlichen Rand (orange Kreise) des Filters erweitert, so

dass insgesamt die halbe Filterflache ausgewertet wird.
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Abbildung C.4: Schematische Darstellung der manuellen Quantifizierung
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Berechnung der Gesamtkoloniezahl (KBE):

Wahrend der Quantifizierung werden zur Berechnung der Gesamtkoloniezahl
folgende Werte ermittelt:

Anzahl der gezéhlten Gesichtsfelder (griine Kreise) = A

Anzahl der ermittelten Kolonien pro gezahlte Gesichtsfelder = B

Berechnung des Multiplikationsfaktors:
Gesamtgesichtsfeldzahl pro Filter / Anzahl der gezahlten Gesichtsfelder A = Faktor F

71/A=F

Berechnung der Gesamtkoloniezahl pro Filter:
Anzahl der ermittelten Kolonien pro gezéhlte Gesichtsfelder B x Faktor F =

Gesamtkoloniezahl pro Filter G

BxF=G

Berechnung der Gesamtkoloniezahl pro Liter (bei Filtrationsvolumen 50 ml):
Gesamtkoloniezahl pro Filter G x Verdinnungsfaktor 20 = Gesamtkoloniezahl (KBE)
pro Liter

G x 20 = KBE/I

Diese Auswertungsroutine wurde an 10 Proben evaluiert. Bei 7 von 10
Quantifizierungen wurden Uber die entwickelte Auswerteroutine KBE Werte in der
gleichen Zehnerpotenz ermittelt, wie bei manueller Quantifizierung der gesamten
Filterflache. In 3 von 10 Quantifizierungen lag der erhaltene Wert eine Zehnerpotenz
hdéher oder niedriger als der bei manueller Quantifizierung der gesamten
Filtermembran erhaltene Wert. Tabelle G.3 im Anhang (Seite 168) weist alle pro 3
Reihen (Abb. C.4), pro halber und gesamter Filtermembran quantifizieten Werte
detailliert aus. (s. Tabelle G.3, Anhang).
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C.1.4.2 Semi-automatische Quantifizierung mittels Fluoreszenzstereo-
mikroskop

Um die gesamte Filtermembran in einem Bildausschnitt abzubilden (Abb C.3, Bild A),
wurde ein Leica MS5 Fluoreszenzstereomikroskop verwendet. Dieses Mikroskop
wurde mit einem Achromat-Objektiv mit 1-facher VergréBerung, einem Dualband-
Fluoreszenzfilter, sowie einer Digitalkamera zur Dokumentation ausgestattet
(B.9.2.1).

Far die Auswertung mittels Fluoreszenzstereomikroskop wurden Cellulose-
Nitrat/Cellulose-Acetat Filtermembranen ohne Gitternetz verwendet (Typ HAWP,
B.10.2) oder die Membranen des Typs HAWG wurden umgedreht, so dass sich das
Gitternetz auf der Unterseite der Membran befand.

Um standardisierte Bilder zu generieren, wurde die Belichtungszeit auf eine Sekunde
fixiert.

Basierend auf diesem Aufbau wurden die Filtermembranen von Trinkwasserproben
mit positivem und negativem Legionella-Befund dokumentiert und fir die Etablierung
des Softwaremakros herangezogen.

In Zusammenarbeit mit der Firma Leica wurde basierend auf der Software ,QWIN V3
Runner® ein erstes Makro erstellt, welches sich genereller Funktionen dieser
Software bedient.

Das Software-Makro besteht dabei aus sechs nacheinander abfolgenden Schritten
(Abbildung C.5, Bilder A bis F).

Zuerst wird das Bild des Membranfilters aufgerufen (Bild A) und manuell die
Filterflache definiert, auf der sich die Mikrokolonien befinden (Bild B, blauer Kreis).

Im nachsten Schritt wird das Farbbild automatisch in ein Graustufenbild
umgewandelt und Uber Justage der Helligkeit und des Kontrastes wird das
Signal/Rausch Verhaltnis manuell definiert (Bild C). Die Flache der Mikrokolonie wird
zur einfacheren Visualisierung koloriert (Bild D). Eventuell zusammengewachsene
Mikrokolonien kénnen dabei manuell getrennt werden (Bild E). Im letzten Schritt wird
die Anzahl der kolorierten Mikrokolonien quantifiziert (Bild F) und der gezahlte Wert

ausgegeben.
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|2ﬂ| |2ﬂ| 2mm

Abbildung C.5: Software-Makro zur Quantifizierung von Mikrokolonien auf Membranfiltern_

Die in situ Hybridisierung erfolgte mit den Sonden Leg705-FAM und Legpne1-CY3. Die parallele
Fluoreszenzanregung beider Farbstoffe erfolgte mittels Dualbandfilter (B.9.1) am Stereomikroskop.

A: Fluoreszenzaufnahme eines Membranfilters mit L. pneumophila Mikrokolonien B: Definition des
Auswertungsbereiches C: Konvertierung des Originalbildes in ein Graustufenbild und Justage der
Helligkeit und des Kontrastes D: Kolorierung der Flédche der detektierten Mikrokolonien E: Option zur
Trennung von zusammengewachsenen Mikrokolonien F: Quantifizierung der kolorierten Mikrokolonien
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C.2 Protokollentwicklung zum FISH-basierten Direkthachweis

von bierschadlichen Bakterien auf Einzelzellebene

Das unter C.1 entwickelte FISH-Protokoll zum Nachweis von Legionella-
Mikrokolonien sollte in diesem Versuchsteil fir den Direktnachweis von
bierschadlichen Bakterien adaptiert werden. Es war davon auszugehen, dass der
Ribosomengehalt von bierschadlichen Bakterien in ihren natlrlichen Habitaten
deutlich geringer ausfallen wirde, als der Ribosomengehalt, den Bakterien nach
Vorkultur aufweisen. Demzufolge lag bei der Entwicklung eines Direktnachweises flr
bierschadliche Bakterien im Gegensatz zum Nachweis von Mikrokolonien ein
Entwicklungsschwerpunkt auf der Verstarkung des Sondensignals. Des Weiteren war
ein routinetauglicher quantitativer Nachweis von Einzelzellen auf Filtermembranen
routinetauglich nur mittels automatischer Auswertung zu realisieren. Das entwickelte
FISH-Protokoll sollte daher Uber eine automatische Auswertung unter Verwendung
eines ChemScan RDI Laserscanners ausgewertet werden.

C.2.1 FISH-Analyse von Einzelzellen auf Polycarbonatfiltern

Das fur Legionella-Mikrokolonien entwickelte Protokoll (C.1.2.3) wurde auf eine
generelle Eignung zur Analyse von Einzelzellen Uberpruft. Fir den Filter-basierten
Einzellzahlnachweis eignen sich generell nur einschichtige Filtermembranen, wie
z.B. Polycarbonat- und Polyestermembranen, in die die Zellen nicht einsinken
kénnen. Da bei diesen Versuchen keine Kultivierung der Zellen vorgesehen war (s.
auch Tabelle C.1), wurden neben weilen auch schwarze Polycarbonatmembranen
verwendet (B.10.2, PorengréBe 0,2 um).

Als Referenzorganismen wurden EtOH-fixierte Lactobacillus brevis (WSB L32) und
Pediococcus damnosus (WSB SaE) Zellen ausgewahlt. Nach der Membranfiltration
(B.8.4.1) wurde die Zellhllle der Gram-positiven Bakterien wie unter B.8.4.1
beschrieben, in der Filtrationseinheit permeabilisiert.

Die  Auswertung der hybridisierten  Filtermembranen  erfolgte  mittels
Epifluoreszenzmikroskop (B.9.1.1) und ChemScan RDI Laserscanner (B.9.2.1).

Da der ChemScan RDI Laserscanner ausschlieBlich mit einem Argonlaser
(Emissionswellenldnge: 488 nm) ausgestattet ist, wurden alle, flr den
Einzelzellnachweis verwendeten Oligonukleotidsonden, mit dem Fluoreszenzfarbstoff
6-FAM markiert.
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Fir die FISH-Analyse wurden die Oligonukleotidsonden (B.8.2) EUB338-FAM und
Pela761-FAM (spezifisch fur die meisten Lactobazillen und Pediococcus sp.) bei
35 % FA eingesetzt.

Es wurde festgehalten, dass sich das fir Mikrokolonien entwickelte FISH-Protokoll
(C.2.3) auch prinzipiell zur FISH-Analyse von Einzelzellen eignet.

Die fir Cellulose-basierte Filtermembranen entwickelte Blockierungsstrategie
(C.1.2.2) konnte mit gleichem Erfolg auch zur Eliminierung von Autofluoreszenzen
auf Polycarbonatmembranen zur Anwendung gebracht werden.

Die hybridisierten Zellen wiesen bei Auswertung mittels Fluoreszenzmikroskop
zumeist gute bis sehr gute Signalstarken auf und lieBen sich visuell deutlich vom
Hintergrund der Filtermembran diskriminieren. Die unter B.8.4.1 beschriebene
enzymatische Permeabilsierung wurde allerdings als nicht ausreichend eingestuft, da
nicht alle, auf der Filtermembran vorhandenen Zellen, homogen permeabilisiert
wurden (Daten nicht gezeigt).

Far eine Auswertung mittels ChemScan RDI Laserscanner war das Signal/Rausch
Verhéltnis auf den verwendeten schwarzen und weiBen Polycarbonatfiltern zu
gering. Der Hintergrund der Membran wurde von den Detektoren des Gerates zu
stark wahrgenommen und die Signalstarke der hybridisierten Zellen war zu niedrig,
um eindeutig detektiert zu werden (Daten nicht gezeigt).

C.2.2 Optimierung des Protokolls

Die unter Punkt C.2.1 erhaltenen Ergebnisse zeigten, dass das entwickelte FISH-
Protokoll zur Hybridisierung von Mikrokolonien generell zur FISH-Analyse von
Einzelzellen geeignet war. Im Folgenden sollte dieses Protokoll fir eine
automatische Auswertung mittels ChemScan RDI Laserscanner optimiert werden.

C.2.2.1 Vergleich von Polycarbonat- und Polyesterfiltermembranen

Als Alternative zu Polycarbonatmembranen wurden fir die weiteren Versuche
schwarze Polyestermembranen (CB 0.4, B10.2) verwendet. Diese Membranen sind
dreifach schwarz eingefarbt, um einen mdglichst hohen Kontrast zu den
entsprechenden Fluoreszenzsignalen zu gewahrleisten (persénliche Kommunikation
Aes Chemunex).

Der unter C.2.1 beschriebene Versuch wurde mit diesen Membranen wiederholt und
die Detektion der hybridisierten Zellen mittels ChemScan RDI Laserscanner konnte
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auf diesem Membrantyp durchgefiihrt werden. Das Signal/Rausch Verhéltnis der
schwarzen Polyestermembranen wurde dabei als ausreichend gut eingestuft (Daten
nicht gezeigt).

C.2.2.2 Verstarkung des Sondensignals

Da bei der Untersuchung von Realproben nicht davon ausgegangen werden kann,
dass sich die Zellen zum Zeitpunkt der Analyse in einer exponentiellen
Wachstumsphase befinden, musste insbesondere der Aspekt Verstarkung des
Sondensignals fir die weitere Protokollentwicklung beriicksichtigt werden.

HierfGr wurden sowohl die Permeabilisierung der Zellen mittels Enzymbehandlung
als auch verschiedene Strategien zur Verstarkung des Sondensignals evaluiert.

Um mdglichst realistische Versuchsbedingungen zu simulieren, wurden Lactobacillus
brevis (WSB L32) und Pediococcus damnosus (WSB SaE) in NBB-B Bouillon
angezogen und aus dieser Kultur jeweils 2 ml entnommen und mittels Zentrifugation
(5000 x g, 5 min) konzentriert. Um verbleibende Rlckstande des Mediums zu
entfernen wurde das Zellpellet zweimal in sterilem 1xPBS Puffer gewaschen und
final in 180 ml Lagerbier resuspendiert. Diese Suspension wurde fiir 3 Wochen bei
4°C aufbewahrt und parallel zu Zellen, die sich in der exponentiellen und stationéren
Wachstumsphase befanden in die folgenden Versuchsreihen eingesetzt.

C.2.2.2.1 Permeabilisierung der Zellen mittels Enzymbehandiung

Um einen homogenen Zellaufschluss zu erzielen (C.2.1) und die Enzymbehandlung
von Seiten der Handhabung méglichst glnstig im Protokollverlauf zu verankern
wurde evaluiert, ob prinzipiell auch unfixierte Zellen enzymatisch behandelt werden
kénnen und die Fixierung mittels EtOHas. im Anschluss daran erfolgen kann.

Eigene Vorarbeiten (Thelen, 2002) hatten gezeigt, dass fir eine homogene
Permeabilisierung von EtOH-fixierten Laktobazillen und Pediokokken auf
Objekttragern eine 10-minitige Enzymbehandlung mit Lysozym (1 mg/ml, B10.2) bei
RT ausreichend war.

Diese Enzymkonzentration wurde auch fir den nachfolgenden Versuch verwendet
und die Behandlung von unfixierten und EtOH-fixierten Zellen parallel untersucht.

Die Zellen wurden auf den Membranfilter filtriert und die Enzymbehandlung wurde

direkt im Anschluss im Filtrationsturm durchgefihrt. Um die Filtermembran
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vollstdndig mit Enzymlésung zu benetzen, wurde das applizierte Volumen pro
Filtermembran von 40 pl (B.8.4.1) auf 500 pl erhéht.

Die Inkubation wurde in Zeitschritten von 5 min, 7 min, 10 min und 15 min bei RT
durchgefiihrt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Enzymlésung via Filtration
entfernt und die Reaktion durch Zugabe von 100 pl EtOH..s. abgestoppt.

Die FISH-Analyse erfolgte wie unter C.2.1 beschrieben.

In einer vergleichenden Beurteilung erwies sich eine 7-minttige Enzymbehandlung
von unfixierten exponentiell und stationdr gewachsenen Lactobacillus brevis (WSB
L32) sowie Pediococcus damnosus (WSB SaE) als optimaler Zellaufschluss. Uber
95 % aller Zellen wurden Uber diese Behandlung fir Sonden permeabilisiert. Keine
der weiteren untersuchten Optionen (5 min, 10 min und 15 min Inkubation bei RT)
erbrachte ein vergleichbares Ergebnis und die Permeabilisierung der Zellen fiel
schlechter aus (Daten nicht gezeigt).

Die Permeabilisierungsbedingungen (500 pl Lysozym, 7 min Inkubation bei RT)
wurden fir alle nachfolgenden Versuche beibehalten.

C.2.2.2.2 Strategien zur Verstarkung des Sondensignals

Zu Verstarkung des Sondensignals wurden eine Verlangerung der Sondensequenz
der Sonde Lbbr465 von 18 Basen auf 20 Basen, eine Doppel-Markierung des
Oligonukleotids Pela761 (6-FAM am 5' und 3' Ende) sowie der parallele Einsatz von
bis zu 3 FAM-markierten Sonden (LGCa354, Pela761 und Lbbr465) untersucht
(B.8.2). Diese Strategien wurden zudem auch mit einer Erhéhung der
Sondenkonzentration von 100 ng/ul auf 150 ng/ul und 200 ng/ul kombiniert.

Alle drei Varianten wurden auf exponentiell und stationdr gewachsenen Lactobacillus
brevis (WSB L32) und Pediococcus damnosus (WSB SaE) Zellen sowie auf den Lb.
brevis-Zellen, die fir 3 Wochen in Bier gelagert wurden, angewendet. Die
Signalintensitaten wurden visuell und mittels ChemScan RDI bewertet. Tabellen C.5,
C.6 und C.7 fassen die Ergebnisse der visuellen Beurteilungen und der
durchschnittich am ChemScan RDI gemessenen Fluoureszenzintensitaten

Zzusammen.
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Tabelle C.5: Fluoreszenzintensitaten der verlangerten Sonde Lbbr465

Konzentration 100 ng/pl 150 ng/pl 200 ng/ul
Sondenlésung:

Sonde: Lbbr465 | Lbbr465+2 | Lbbr465  Lbbr465+2 | Lbbr465 |Lbbr465+2
Lb. brevis, exponentiell ++/120 +++/160 ++/150 +++/180 +++/180 | +++/>200
Lb. brevis, stationar +/80 +/90 +/95 ++/130 ++/130 +++/>200
Lb. brevis, gelagert in Bier +/75 +/80 +/80 ++/110 +/85 ++/130

Legende: (visuelle Beurteilung der Signalintensitéaten/ gemessene Fluoreszenzintensitaten ChemScan
RDI) - = kein Signal, 0 = Schatten, + schwaches Signal, ++ = helles Signal, +++ = sehr helles Signal

Das Intensitdtsmaximum wurde mittels verldngerter Sonde Lbbr465+2 bei einer
Konzentration von 200 ng/ul erzielt (s. auch Abb. C.6, Bild A).

Tabelle C.6: Fluoreszenzintensitéten der doppelt FAM-markierten Sonde Pela761

Konzentration 100 ng/pl 150 ng/pl 200 ng/ul
Sondenlésung:
Sonde: Pela761 | Pela761 Pela761| Pela761 Pela761 | Pela761
1x FAM 2x FAM 1x FAM | 2x FAM 1x FAM 2x FAM
Lb. brevis, exponentiell ++/120 +++/>200 | +++/180 | +++/>200 | +++/190 | +++/>200
P.damnosus, exponentiell ++/110 +++/200 | +++/180 | +++/>200 | +++/200 | +++/>200
Lb. brevis, stationar +/75 +++/>200 +/95 +++/>200 ++/145 +++/>200
P.damnosus, stationar +/70 +++/>200 +/90 +++/>200 ++/140 +++/>200
Lb. brevis, gelagert in Bier +/70 ++/120 +/80 ++/140 ++/120 +++/>200

Legende: (visuelle Beurteilung der Signalintensitéaten/ gemessene Fluoreszenzintensitaten ChemScan
RDI) - = kein Signal, 0 = Schatten, + schwaches Signal, ++ = helles Signal, +++ = sehr helles Signal

Das Intensitdtsmaximum wurde mittels doppelt-markierter Sonde Pela761 bei einer
Konzentration von 200 ng/ul erzielt (s. auch Abb. C.6, Bild A).

Tabelle C.7: Fluoreszenzintensitédten von mehreren parallel eingesetzten Sonden

Konzentration jeweils 100 ng/pl jeweils 150 ng/pl jeweils 200 ng/pl
Sondenlésung:
Sonden: Pela761 | LGCa354 | Pela761| LGCa354 | Pela761 | LGCa354
Pela761 Pela761 Pela761
Lbbr465 Lbbr465 Lbbr465
Lb. brevis, exponentiell ++/120 +++/200 | ++4/180 | +++/>200 | +++/190 | +++/>200
P.damnosus, exponentiell ++/110 +++/200 | ++4/180 | +++/>200 | +++/200 | +++/>200
Lb. brevis, stationar +/75 +++/190 +/95 +++/>200 ++/145 +++/>200
P.damnosus, stationar +/70 ++/150 +/90 ++/170 ++/140 +++/>200
Lb. brevis, gelagert in Bier +/70 +++/190 +/80 +++/>200 ++/120 +++/>200

Legende: (visuelle Beurteilung der Signalintensitaten/ gemessene Fluoreszenzintensitdten ChemScan
RDI) - = kein Signal, 0 = Schatten, + schwaches Signal, ++ = helles Signal, +++ = sehr helles Signal
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Das Intensitdtsmaximum wurde mittels parallelem Einsatz von bis zu 3 FAM-
markierten Sonden (LGCa354, Pela761 und Lbbr465) fiir alle Lb. brevis-Fixierungen
bei einer Konzentration von 150 ng/ul und fir alle P. damnosus-Fixierungen bei einer
Konzentration von 200 ng/pul erzielt.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde als Standardbedingung die Sondenlésung
fur alle nachfolgenden Versuche in einer Konzentration von 200 ng/pl eingesetzt und
praferentiell Oligonukleotide der Lange = 20 Basenpaare verwendet.

C.2.3 Etablierung einer Gegenfarbung zur Maskierung
bierspezifischer Autofluoreszenzen

Bevor Realproben aus der Brauerei untersucht wurden, sollte in diesem Versuch
Uberprift werden, ob durch Bierinhaltsstoffe das Signal/Rausch Verhéltnis fir eine
Auswertung mittels ChemScan RDI negativ beeinflusst werden konnte. Hierflir
wurden exemplarisch als Referenz verschiedene filtrierbare Biere (z. B. Lagerbier,
Helles, Pilsnerbier) aus unterschiedlichen europédischen Brauereien mit dem zur
Analyse von Einzelzellen optimierten FISH-Protokoll (C.2.2) untersucht.

FOr die untersuchten deutschen Biere wurde kein stérender Einfluss festgestellt.
Durchschnittlich wurden mittels ChemScan RDI 5 bis 10 Partikel auf 100 ml filtriertes
Bier detektiert. Im Gegensatz dazu wurden in Lagerbieren aus England, Holland,
Belgien, Polen, Spanien und Tschechien zwischen 100 und 10000 Partikel und
Hefen auf 100 ml filtriertes Bier detektiert.

Da diese Partikel &hnlich hohe Fluoreszenzintensitaten aufwiesen und zum Teil auch
der gleichen GrdBe entsprachen wie markierte Zellen, wurden diese mittels
ChemScan Software (B.9.2.2) als falsch-positiv gewertet (Abb. C.6, Bild C). Uber
eine visuelle Auswertung konnten diese Partikel oder Hefen jedoch eindeutig von
markierten Zellen diskriminiert werden.

Europaische Biere werden im Gegensatz zu den meisten deutschen Bieren generell
nicht nach dem Reinheitsgebot gebraut. D. h., dass diese Biere, neben den Uber das
deutsche Reinheitsgebot spezifizierten Rohstoffen Hopfen, Malz und Brauwasser
auch weitere Zusatzstoffe wie z. B. Enyzme, Fallungs- und Flockungsmittel,
Stabilisatoren sowie Konservierungsmittel beinhalten kénnen. Auch thermische
Konservierungsverfahren (wie Kurzzeiterhitzung und Pasteurisierung) werden
standardmaBig zur Haltbarmachung eingesetzt und kénnen das Prazipitieren von

Bierkomponenten (wie z. B. Proteinen) verursachen.
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Da Uber eine schwache chemische (z. B. mittels NaOH oder HCI) oder enzymatische
(z. B. Proteinase K) Vorbehandlung keine effektive Beseitigung der Partikel erreicht
werden konnte (Daten nicht gezeigt), wurde im Nachfolgenden versucht, die Partikel
Uber eine Gegenfarbung zu maskieren und auf diese Weise von der Detektion mittels
ChemScan RDI auszuschlieBen. Hierfir wurden unterschiedliche Farbstoffe und
Farbelésungen ausgewahlt, die vornehmlich verschiedene Proteine anfarben.

Die verschiedenen Farbstoffe (B.10.1) wurden generell auf lhre Eignung zur
Maskierung der Partikel UGberprift. Dazu wurde Bier, welches die oben
beschriebenen Partikel aufwies, hybridisiert (C.2.2) und im Anschluss mit jedem der
aufgefihrten Farbstoffe gegengefarbt (Konzentrationen siehe Tabelle G.4, Anhang,
Seite 168). Hierbei wurde evaluiert, ob der Farbstoff die Partikel farbte, keinen
Einfluss hatte oder zusatzlich selbst Autofluoreszenzen verursacht. Tabelle G.4 fasst
die Ergebnisse zusammen. Mit den Farbstoffen Chlorazol-Schwarz, Acid Violet, Evan
‘s Blue und Hamatoxylinldsung konnte eine unterschiedlich starke Maskierung der
Partikel erzielt werden. Im direkten Vergleich der vier Farbstoffe erwies sich
0,1 %-ige Evan’s Blue Ldsung als am effektivsten (Abb. C.6, Bilder D bis F). Uber
diese Farbung konnte 99 % aller Partikel maskiert werden und wurden von der
ChemScan Software nicht mehr als falsch-positiv detektiert.

Auch autofluoreszente Hefezellen wurden Uber diese Farbung nahezu vollstandig
maskiert (Abb. C.6, Bild D).

Um einen moglichen Einfluss der Farbung auf die Signalintensitat von Zielzellen zu
Uberprifen, wurden diese Bierproben in weiteren Versuchen kinstlich mit
Lactobacillus brevis (WSB L32) und Pediococcus damnosus (WSB SaE) Zellen
kontaminiert, im Anschluss hybridisiert und mit 0,1 %-iger Evan’s Blue L&sung
gegengefarbt. Dabei wurde kein negativer Einfluss der Gegenfarbung auf das FISH-
Sondensignal detektiert (Abb. C.6, Bilder E und F).
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Abbildung C.6: Dokumentation bierschadliche Bakterien auf Polyestermembranen

Epifluoreszenzaufnahmen A, C, D und E wurden bei einer 1000-fachen GesamtvergréBerung und
Epifluoreszenzaufnahmen B und F bei einer 650-fachen GesamtvergréBerung fotografiert.

A: EtOH-Fixierung von Lactobacillus brevis. In situ Hybridisierung mit der Sonde Lbbr465+2
(Konzentration: 200 ng/ul) B: EtOH-Fixierung von Lactobacillus brevis. In situ Hybridisierung mit der
Sonde Pela761 mit 3’'und 5'FAM-Markierung (Konzentration: 200 ng/ul) C: Autofluoreszenz von
Partikeln und Hefezellen in realer Bierprobe. In situ Hybridisierung mit der Sonde Pela761-FAM
(Konzentration: 200 ng/ul) D: Probe und in situ Hybridisierung wie C, Gegenfarbung der Partikel und
Hefezellen mit 0,1 %-iger Evan’s Blue Lésung E: und F: Kinstlich kontaminierte Bierprobe. In situ
Hybridisierung mit der Sonde Pela761-FAM (Konzentration: 200 ng/ul) und Gegenfarbung der Partikel
mit 0,1 %-iger Evan’s Blue Lésung
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C.2.4 Uberpriifung der Spezifitat

Die Sonde Pela761 erfasst bis auf Lactobacillus coryniformis und Lb. backii alle
relevanten, Gram-positiven bierschadlichen Bakterien. Zusatzlich werden auch
diverse andere nicht bierschadliche Milchsaurebakterien von dieser Sonde detektiert.
Die Spezifitit dieser Sonde wurde bereits in Vorstudien umfangreich Uberprift
(Thelen, 2002). Im Nachfolgenden wurde deshalb explizit untersucht, ob sich die
durchgefihrten Protokolloptimierungen (z. B. Erhéhung der Sondenkonzentration)
negativ auf die Sondenspezifitat auswirken.

Aus den in Tabelle G.5 (Anhang, Seite 169) aufgeflihrten Daten konnte ermittelt
werden, dass die Sonde Pela761 auch bei einer Konzentration von 200 ng/ul
spezifisch eingesetzt werden kann.

C.2.5 Analyse von chemisch und thermisch inaktivierten Zellen

Die chemische und thermische Inaktivierung von Lactobacillus brevis (WSB L32),
Pediococcus damnosus (WSB SaE) und Enterobacter aerogenes (DSM 30053)
Zellen erfolgte wie unter B.3.7 beschrieben.

Diese Zellen wurden mittels FISH-Analyse (C.2.2 und C.2.3), ChemChrome V6
Vitalitatsfarbung (B.9.2.4) und mittels Plattierung auf NBB-Agar (bierschadliche
Bakterien) und M1-Agar (En. aerogenes) untersucht.

Die nachfolgende Tabelle C.8 fasst die erhaltenen Ergebnisse fir die FISH-Analyse
und die Vitalitatsfarbung mittels ChemChrome V6 zusammen.

Tabelle C.8: Fluoreszenzintensitdten von chemisch und thermisch inaktivierten Zellen

Inaktivierung: Autoklavieren Erhitzung Chlorierung
FISH ChemChro FISH | ChemChro FISH ChemChro
me V6 me V6 me V6
Lb. brevis +/ <70 -/<20 ++/<100 -/<20 0/<40 -/<20
P.damnosus +/<70 -/<20 ++<100 -/<20 0/<40 -/<20
En aerogenes -/<20 -/<20 +<100 -/<20 0/<40 -/<20

Legende: (visuelle Beurteilung der Signalintensitaten/ gemessene Fluoreszenzintensitdten ChemScan
RDI) = kein Signal, 0 = Schatten, + schwaches Signal, ++ = helles Signal, +++ = sehr helles Signal

Die parallel durchgeflhrte Plattierung aller behandelten Zellsuspensionen wies eine
100 %-ige Inaktivierung (kein Wachstum) auf.
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C.2.6 Etablierung einer automatischen Auswertung mittels
ChemScan RDI

Die automatische Quantifizierung der gemessenen Fluoreszenzsignale erfolgte mit
der Software ,ChemScan“ (B.9.2.2). In dieser Software wurde eine Applikation
erstellt, mit der die FISH-Sondensignale von Partikeln automatisch diskriminiert
werden konnten. Die Parameter, die zur Unterscheidung von Signalen und
Nichtsignalen verwendet wurden, waren das Farbverhaltnis, die Farbverteilung, die
Fluoreszenzintensitat, die Signalform und SignalgréBe. Signale, die auBerhalb der
festgelegten Toleranzbereiche lagen, wurden als nicht valide ausgeschlossen.

Zur Validierung der Applikation wurden negative und klnstlich kontaminierte
Bierproben mittels optimiertem FISH-Protokoll hybridisiert (C.2.2 und C.2.3) und die
zur Diskriminierung festgelegten Schwellenwerte wurden Uber eine mikroskopische
Evaluierung (B.9.2.3) verifiziert. Durch die definierten Parameter (G.6, Anhang, Seite

170) wurden Uber 95 % der Zielzellen automatisch detektiert.

C.2.7 Validierung des Protokolls an Bierproben

Um die Nachweisgenauigkeit des entwickelten Protokolls zu bestimmen, wurden im
Rahmen dieser Arbeit insgesamt 60 Bierproben aus dem laufenden Betrieb
verschiedener deutscher Brauereien untersucht. Dabei wurden jeweils 100 ml Bier-
Probe direkt mittels FISH-Analyse (C.2.2 und C.2.3) und ChemChrome V6
Vitalitatsfarbung (B.9.2.4) sowie nach NBB-Anreicherung (B.3.5) untersucht.

Mittels klassischem Nachweis in NBB Medium wurden in 11 von 60 Bierproben
(18,3 %) bierschadliche Bakterien nachgewiesen. In der parallel durchgefihrten
FISH-Analyse wiesen 14 (23,3 %) und mittels Vitalitatsfarbung 39 (63,3 %) der 60
analysierten Bierproben einen positiven Befund auf.

Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle G.7 des Anhangs (Seite 170)

zusammengefasst.
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C.3 Protokollentwicklung zur Hybridisierung von Cronobacter

spp. Zellen in flissiger Phase

Die mikrobielle Routineanalytik in der Lebensmittelindustrie ist in vielen Bereichen
mit einem hohen Probenaufkommen (> 100 Proben pro Tag) konfrontiert, welches
schnell und mdéglichst parallel abgearbeitet werden muss. Um die Verarbeitung eines
derartig groBen Probendurchsatzes (high-throughput) mit einem
molekularbiologischen Schnellnachweissystem zu realisieren, bietet sich als
Reaktionsformat die Mikrotiterplatte an. In Standardausfihrung kénnen hiermit bis zu
96 Analysen parallel durchgefihrt werden. Die Voraussetzung zum Einsatz dieses
Reaktionsformats ist, dass die Analysen in Suspension durchfiihrbar sind.

Protokolle zur Fluoreszenz in situ Hybridisierung in flissiger Phase wurden bereits
fir eine Detektion mittels Durchflusszytometer etabliert (Wallner et al., 1995 und
Thelen, 2002). Diese basieren auf dem Reaktionsmechanismus der Standard-FISH-
Technik (A.1). Alle Schritte der Hybridisierungsreaktion wurden dabei nahezu
unverandert vom Format Objekttrager auf das Format Reaktionsgefa3 tbertragen
und die verschiedenen Lésungen via Zentrifugation entfernt. Konzeptionell sind diese
Protokolle fir die Bearbeitung von einzelnen Analysen ausgerichtet.

In dieser Arbeit wurde daher der Fokus auf die Entwicklung eines high-throughput
Protokolls im Mikrotiterplattenformat gelegt, mit dem mdglichst einfach, ohne
komplexe Gerateausstattung (wie z. B. Mikrotiterplatten-Zentrifuge) und mit
objektiver automatischer Auswertung am Mikrotiterplatten-Fluorometer ein
Schnellnachweis von Cronobacter spp. (A.4.3) in Milchpulverproben realisiert werden
kann.

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung in Lésung wurde dazu mit einem statischen
Fluoreszenzquenching-Verfahren (A.3) kombiniert und ein neuer

Reaktionsmechanismus entwickelt.

C.3.1 In silico und in situ Uberpriifung der Spezifitat der Sonde

Esak997
Die Sonde Esak997 (B.8.2) wurde 2004 von der vermicon AG zum spezifischen

Nachweis von Enterobacter sakazakii entwickelt. Um deren Spezifitdt nach der Re-
Klassifizierung von Enterobacter sakazakii als Cronobacter spp. (s. A.4) zu
evaluieren, wurde ein in silico (B.7.4.3) und ein in situ (B.8.3) Abgleich auf allen zur
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Verfligung stehenden Cronobacter-Arten (Sequenzen = ARB Silva, Version: SSU-
Ref 94SILVA 04 04 und Stamme = Tabelle B1) mit dieser Sonde durchgefihrt.
Hierbei wurde festgestellt, dass die Sonde Esak997 in silico und in situ alle bis dato
beschriebenen Cronobacter-Arten als Gattungs-spezifische Sonde nachweist
(Sondenmatch siehe auch Tabelle G.8, Anhang, Seite 172; in situ Nachweis = Daten
nicht gezeigt).

C.3.2 Konstruktion von Quenchersonden

Die Quenchersonden wurden wie unter B.7.4.3 beschrieben, konstruiert und mit
verschiedenen Quenching-Farbstoffen markiert (Tabelle B.7).

Tabelle C.9 fasst die verwendeten Sonden sowie die in dieser Arbeit entwickelten
korrespondierenden Quenchersonden zusammen. Des Weiteren sind in dieser
Tabelle auch die Markierungspositionen des Fluoreszenzfarbstoffes oder
Quenchingfarbstoffes am 3’oder 5’"Ende der Oligonukleotide ausgewiesen.

Die Sonde Esak997 wurde flir die Hybridisierung in Lésung am 3’"Ende um eine Base
verklrzt und zur Differenzierung als Esak997-3 bezeichnet. Vorversuche hatten
gezeigt, dass sich insbesondere GC-reiche Stellen am Ende des Oligonukleotids
negativ auf die Trennung des Sonden/ Quenchersonden Hybrids auswirken kdnnen
(Daten nicht gezeigt).

Tabelle C.9: Ubersicht verwendete Sonden und korrespondierende Quenchersonden

GC- | Position der
Sonde/ Basen- | Tu | Gehalt | Modifikation (5'
Quenchersonde Sequenz (5°-->3°) anzahl | [°C] | [%] |oder 3' Ende)®
Esak997" ATC TCT GCAGGATTC TCT GG 20 52 50 5'
Esak997-3" ATC TCT GCAGGATTCTCT G 19 43 47 5'
Quen1-Esak997-3? | TAG AGA CGT CCT AAG AGAC 19 43 47 5'
Quen2-Esak997-3? | CAG AGA ATC CTG CAG AGAT 19 43 47 5'
Quen3-Esak997-3? | CAG AGA ATC CTG CAG AGAT 19 43 47 3
EUB338" GCT GCC TCC CGT AGG AGT 18 55 67 5
Quen-EUB338? ACT CCT ACG GGA GGC AGC 18 55 67 5'

Legende: " Sonde, ? Quenchersonde, ®Markierungsposition des Farbstoffes oder Quenchers
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C.3.3 Entwicklung eines high-throughput tauglichen Protokolls zur
Hybridisierung in Losung

C.3.3.1 Theoretische Konzeptionierung der Hybridisierungsstrategien

Zur Kombination der Fluoreszenz in situ Hybridisierung mit einem statischen
Fluoreszenzquenching Verfahren (A.3), wurden theoretisch zwei mégliche Strategien
fur eine Hybridisierung in Lésung definiert, die im weiteren Verlauf experimentell
Uberpruft werden sollten.

0; 12
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o A | | B
-

icnn

<
o i

Inkubation

L

[
Sonde spezifisch fiir Bakterium A, markiert mit Fluoreszenzfarbstoff (rot)
Quenchersonde fir Sonde A, markiert mit Quenchingfarbstoff (schwarz)
Nicht fluoreszentes Hybrid aus Quenchersonde und Sonde A

Bl

Abbildung C.7: Hybridisierung in Lésung kombiniert mit Fluoreszenzquenching Strategie A

Strategie A (Abb. C.7) basierte auf der typischen Reaktionskinetik der Standard-
FISH-Technik (A.1). Im ersten Schritt diffundieren die mit einem Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelten Sonden zu ihren Bindungsstellen auf der rRNS und binden an diese
(Abb. C.7, Bild 1). Ungebundene und (berschiissige Sonden werden bei der
Standard-FISH-Technik Uber einen stringenten Waschschritt entfernt (siehe auch
B.8.5). Dieser Waschschritt soll in Strategie A durch das Fluoreszenzquenching
ersetzt werden. Dazu werden Quenchersonden, die mit einem nicht fluoreszierenden
Quenching-Farbstoff markiert wurden, zugegeben. Diese hybridisieren mit den
ungebundenen Sonden und bilden ein nicht fluoreszierendes Hybrid aus (Abb. C.7,
Bild 2). Hatten die Sonden zuvor an passenden Zielstellen gebunden, emittieren

diese bei Anregung mit Fluoreszenzlicht ein Signal, welches mittels eines
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Mikrotiterplatten-Fluorometers gemessen wird. Sind keine entsprechenden
Zielstellen fir die Sonden vorhanden, werden die Sonden von den Quenchersonden
gebunden und ihr Fluoreszenzsignal in der Lésung ausgeléscht (Abb. C.7, Bild 3).

| (1

B, G B

w2

| Inkubation .

wePR*®  Sonde spezifisch fir Bakterium A, markiert mit Fluoreszenzfarbstoff (rot)
MuMB, Quenchersonde fiir Sonde A, markiert mit Quenchingfarbstoff (schwarz)

]II[: Nicht fluoreszentes Hybrid aus Quenchersonde und Sonde A

Abbildung C.8: Hybridisierung in L6sung kombiniert mit Fluoreszenzquenching Strategie B

Dem gegenulber verfolgt Strategie B ein anderes Modell zur Hybridisierung in Lésung
(Abb. C.8). Im ersten Schritt wird ein nicht fluoreszierendes Hybrid aus einer mit
einem Fluoreszenzfarbstoff markierten Sonde und einer mit einem Quenching-
Farbstoff gekoppelten Quenchersonde zugegeben (Abb. C.8, Bild 1). Im Fall, dass
Zellen mit Bindungsstelle fir die entsprechenden Sonden vorhanden sind, dissoziiert
das Hybrid in Sonde und Quenchersonde. Die Sonden binden an die Zielstellen auf
der rRNS innerhalb der Zellen und die Quenchersonden verbleiben ungebunden in
der Lésung. Sofern keine Zellen mit passender Sondenbindungsstelle vorhanden
sind, verbleibt das Hybrid im nicht fluoreszierenden Ausgangszustand in der Lésung.
Die Fluoreszenzsignale werden bei Strategie B ebenfalls mittels Mikrotiterplatten-
Fluorometer detektiert (Abb. C.8, Bild 2).

C.3.3.2 Selektion des Hybridisierungspuffers
Da im Vorfeld keine Aussage Uber die Reaktionskinetik von Hybridisierungstrategie A
und B getroffen werden konnte, wurden verschiedene Puffersysteme als

Reaktionsraum fur die Hybridisierung in Lésung evaluiert.
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Daflir wurden Standardhybridisierungspuffer (0 % und 20 % Formamid, B.8.3),
Standardwaschpuffer (fir 0 % FA mit 0,9 mol NaCl und fir 20 % FA mit 0,225 mol
NaCl, B.8.3), 1-fach PCR-Reaktionspuffer (Promega, B.10.1), modifizierter PCR-
Puffer (B.10.1) sowie Carbonatpuffer Gberpruft.

Zur Bestimmung der maximalen Fluoreszenzintensitaiten wurden die Sonden
EUB338-FAM, EUB338-CY3, EUB338-TAMRA sowie Esak997-3-CY3 und Esak997-
3-TAMRA jeweils alle in der Konzentration 50 ng/ul im Verhaltnis 1:9 in den
entsprechenden Puffern resuspendiert (Endkonzentration der Sonde: 5 ng/pl).

Die Fluoreszenzintensitaten jedes Puffers wurden auch ohne Sondenzugabe als
Nullwert bestimmt. Die Fluoreszenzsignale wurden mittels FIx800 Mikrotiterplatten-
Fluorometer detektiert (B.9.3). Die Messung erfolgte von oben in die Mikrotiterplatte
(B.10.2) hinein und die Fluoreszenzverstarkung des Mikrotiterplatten-Fluorometers
wurde fir alle durchgefihrten Messungen auf den Gain 80 fixiert. Der
Fluoreszenzfarbstoff FAM wurde mit der Filterkombination FAM (B.9.3) und die
Fluoreszenzfarbstoffe CY3 und TAMRA mit der Filterkombination TAMRA/CY3
(B.9.3) vermessen. Die erhaltenen Messwerte sind in der nachfolgenden Tabelle
C.10 zusammengefasst.

Tabelle C.10: Fluoreszenzmaxima der Sonden EUB338 und Esak997-3 in verschiedenen

Puffern
EUB338- EUB338- EUB338- Esak997- Esak997- Puffer
FAM CY3 TAMRA CY3 TAMRA
HP 0% FA |45589 89457 35372 87623 68147 33
HP 20 % FA | 72614 88448 48215 77507 91349 133
WP 0% FA (53129 99999 41339 99999 83872 63
WP 20 % FA | 62144 99999 39550 99999 89055 64
1-fach PCR-| 56141 99999 35452 79725 66861 22
Puffer
mod. 1-fach| 43340 73658 26078 69596 60019 24
PCR-Puffer
Carbonat- |59710 99999 35110 99999 87513 74
puffer

Legende: HP = Standardhybridisierungspuffer, WP = Standardwaschpuffer

Um die Effektivitat der Ausléschung des Sondensignals durch die Quenchersonde
(Quenchingeffizienz) zu bestimmen, wurden alle Sonden (Tab. C.10) in der
Konzentration 50 ng/ul mit ihrer korrespondierenden Quenchersonde in der
Konzentration 100 ng/ul (Tab. C.9) im Verhaltnis 1:9 in den entsprechenden Puffern
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resuspendiert (Tab. C.10). Der Quenching-Farbstoff wurde dabei wie in Tabelle B.8

aufgefihrt, auf den entsprechenden Fluoreszenzfarbstoff der Sonde angepasst

(Tabelle C.11). Die Messung der Quenchingeffizienz erfolgte direkt nach

Uberfiihrung der Suspensionen in die Mikrotiterplatte. Die Fluoreszenzintensitaten

wurden unter den gleichen Messbedingungen evaluiert, die zuvor auch far die

Bestimmung der Fluoreszenzmaxima der Sonden herangezogen wurden.

Tabelle C.11: Kombinationen Sonden und Quenchersonden

EUB338-
FAM

EUB338-
CY3

EUB338-
TAMRA

Esak997-
3-CY3

Esak997-
3-TAMRA

Quen-EUB338-Dabcyl

X

Quen-EUB338-BHQ1

X

Quen-EUB338-BHQ2

Queni-Esak997-3-BHQ2

Quen2-Esak997-3-BHQ2

Quen3-Esak997-3-BHQ2

Legende: x = Sonde und Quenchersonde kombiniert, graue Zelle = Sonde und Quenchersonde

nicht kombiniert

Die erhaltenen Messwerte zur Quenchingeffizienz sind in Tabelle G.9 (Anhang, Seite

173) aufgefiihrt und wurden zusatzlich

zusammengefasst.

in der nachfolgender Abbildung C.9

Esak997-3-TAMRA

Esak997-3-TAMRA/
Queni-Esak338-BHQ2
Esak997-3-CY3 !

Esak997-3-CY3/
Queni-Esak338-BHQ2
—

EUB338-TAMRA

EUB338-TAMRA/
Quen-EUB338-BHQ2
EUB338-CY3

EUB338-CY3/
Quen-EUB338-BHQ2
EUB338-FAM

EUB338-FAM/Quen-
EUB338-BHQ1

EUB338-FAM/
Quen-EUB338-Dabcyl

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000 90000 100000 110000

Fluoreszenzintensitat [RFU]

|D HP 0% mHP 20% OWP 0% OWP 20% M 1-fach PCR Puffer B mod. 1-fach PCR Puffer B Carbonat-puffer

Abbildung C.9: Quenchingeffizienz unterschiedlicher Quenching-Farbstoffe
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Aus den Daten ergab sich, dass in allen Puffersystemen eine
Fluoreszenzausléschung des  Sondensignals durch die  entsprechende
Quenchersonde erfolgte. Dabei war die Quenchingeffizienz in den verschiedenen
Puffersystemen und flr die verschiedenen Fluoreszenzfarbstoff/ Quenching-Farbstoff
Kombinationen (Tab. C.11) unterschiedlich hoch (Abb. C.9).

Kein Fluoreszenzquenching wurde jeweils fir die Kombinationen der Sonden
Esak977-3-CY3 und Esak977-3-TAMRA mit den Quenchersonden Quen1-Esak997-
3-BHQ2 und Quen2-Esak997-3-BHQ2 (Tab. C.9) erhalten (Daten nicht gezeigt).
Aufgrund der zumeist héchsten Quenchingeffizienz in allen Puffersystemen wurde
die Fluoreszenzfarbstoff/ Quencher-Farbstoff Kombination TAMRA/BHQ2 fur die
weiteren Versuche als Standard definiert.

C.3.3.3 Evaluierung des Sonden/ Quenchersonden Verhiltnisses

Die Sonden wurden in den entsprechenden Puffern in die Endkonzentrationen
5 ng/ul, 500 pg/ul, 50 pg/ul, 5 pg/ul, 500 fg/ul sowie 50 fg/ul verdinnt und im
Anschluss daran vermessen. Die Konzentration 5 ng/ul entspricht dabei der unter
C.3.3.2 verwendeten Sondenkonzentration.

Die niedrigste, mittels Mikrotiterplatten-Fluorometer (Gain 80), messbare
Sondenkonzentration, sollte fir die Sonden EUB338-TAMRA und Esak977-3-
TAMRA geldst in Standardhybridisierungspuffer mit 0 % Formamid (HP 0 %) und
modifiziertem PCR-Puffer bestimmt werden.

80000

70000

60000

50000

40000

30000 ~

20000 -

Fluoreszenzintensitit [RFU]

10000 -

0 Bl T — T T T T
5ng/ul 500 pg/ul 50 pg/ul 5 pg/ul 500 fg/ul 50 fg/ul  Puffer
Sondenkonzentration

BHP 0% mmod. 1-fach PCR-Fuffer EHP 0% B mod. 1-fach PCR-Fuffer
EUB-338-TAMRA EUB-338-TAMRA Esaka97-3-TAMRA Esak-997-TAMRA

Abbildung C.10: Verdiinnungsreihen der Sonden EUB338 und Esak997-3
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Die erhaltenen Messergebnisse zeigen (Abb. C.10), dass die niedrigste
Sondenkonzentration, die bei einem Gain von 80 mittels FIx800 Mikrotiterplatten-
Fluorometer nachgewiesen werden konnte, 5 ng/ul ist. Die Fluoreszenzintensitaten
aller niedrigeren Sondenkonzentrationen naherten sich der Nulllinie.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die Sondenkonzentration fiir alle weiteren
Hybridisierungen auf 5 ng/ul fixiert.

In einem weiteren Versuch wurde fir diese Sondenkonzentration das optimale
Verhaltnis der korrespondierenden Quenchersonde ermittelt, bei dem > 95 % des
Sondensignals ausgeléscht werden. Dazu wurden die Kkorrespondierenden
Quenchersonden in den Endkonzentrationen 5 ng/ul, 7,5 ng/ul, 10 ng/ul, 12,5 ng/ul
sowie 15 ng/pl in Kombination mit der entsprechenden Sonde (5 ng/ul) eingesetzt.
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70000

60000

50000

40000

30000 -

Fluoreszenzintensitat [RFU]

20000 -

10000 ~

0| —
0 25 5 7,5 10 12,5 15
ng/pl ng/pl ng/ul ng/pl ng/ul ng/ul ng/pl
Konzentration der Quenchersonde

mHP 0% B mod. 1-fach PCR-Puffer mHP 0% mmeod. 1-fach PCE-Puffer
EUB-338-TAMRA [S ng/ul] EUB-338-TAMRA [S ng/ul] Esak997-3-TAMRA [5 ng/ul] Esak-997-TAMRA [5 ng/ul]

Abbildung C.11: Optimales Sonden/ Quenchersonden Verhaltnis

Das optimale Verhéltnis Sonde zu Quenchersonde wurde exemplarisch fir die
Sonden/ Quenchersonden Kombinationen EUB338-TAMRA/ Quen-EUB338-BHQ2
und Esak977-3-TAMRA/ Quen3-Esak997-3-BHQ2 in HPO % und modifiziertem PCR-
Puffer bestimmt (Abbildung C.11).

Tabelle C.12 weist die prozentuale Effizienz des Fluoreszenzquenchings pro
entsprechender Konzentration der Quenchersonde aus.
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Tabelle C.12: Prozentuale Quenchingeffizienz

Endkonzentration der 0 25 5 7,5 10 12,5 15
Quenchingsonde: ng/pl ng/ul ng/ul ng/pl ng/pl ng/ul ng/ul
HP 0%

EUB-338-TAMRA [5 ng/ul] 00% | 61,5% | 97,1% | 97,6 % | 98,5% | 98,6 % | 98,8 %
mod. 1-fach PCR-Puffer

EUB-338-TAMRA [5 ng/ul] 0,0% | 53,8% | 96,5% | 97,2% | 98,3% | 98,4 % | 98,8 %
HP 0%

Esak997-3-TAMRA [5 ng/ul] 0,0% | 484% | 98,1% | 98,7% | 99,1 % | 99,2% | 99,2 %
mod. 1-fach PCR-Puffer

Esak-997-TAMRA [5 ng/pl] 0,0% | 55,6 % | 97,8% | 98,3% | 98,3% | 98,5 % | 98,6 %

Legende: Die prozentuale Quenchingeffizienz bezieht sich auf die Ausléschung des
Sondensignals pro  Quenchersondenkonzentration. Grauer Bereich markiert eine
Quenchingeffizienz > 95 %

Bei einer  Sondenkonzentraton von 5 ng/ul  wurden ab  einer
Quenchersondenkonzentration von 5 ng/ul fir alle untersuchten Sonden/
Quenchersonden Kombinationen eine Quenchingeffizienz von > 95 % erzielt (Tab.
12, grauer Bereich). Unter Verwendung von 10 ng/ul Quenchersonde wurde die
Quenchingeffizienz auf > 98 % gesteigert. Quenchersondenkonzentrationen von
> 10 ng/ul flhrten zu keiner weiteren signifikanten Steigerung in der
Signalausléschung.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde fir alle weiteren Hybridisierungen 10 ng/pl

als Standardkonzentration fir Quenchersonden definiert.

C.3.3.4 Experimentelle Verifizierung der Hybridisierungsstrategien

Auf Basis der unter C.3.3.2 und C.3.3.3 durchgefiihrten Experimente wurde im
Folgenden ein Versuchsaufbau spezifiziert, Gber den die generelle Eignung von
Strategie A und B (C.3.3.1) zur Hybridisierung in Lésung experimentell Gberprift
werden konnte.

Als Hybridisierungstemperatur wurde, angelehnt an die zur Fluoreszenz in situ
Hybridisierung auf Objekttragern und Membranfiltern verwendete Temperatur von
46°C (B.8.3, B.8.4) 45°C £ 2°C ausgewahlt.

Da im Vorfeld noch keine Aussage zur méglichen Stringenz der Reaktion getroffen
werden konnte, wurden zwei Puffer mit unterschiedlicher NaCl-Konzentration flr die
Hybridisierung ausgewahlt. Zum einen wurde modifizierter PCR-Puffer (B.10.2, NaCl-
Konzentration: 50 mM) und zum anderen Standardhybridisierungspuffer mit 0 %

Formamid (B.8.3, NaCl-Konzentration: 800 mM) als Puffersystem definiert. Diese
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Puffer wurden im Verhéltnis 9:1 mit den Sonden (Endkonzentration: 5 ng/ul) und
Quenchersonden (Endkonzentration: 10 ng/ul) kombiniert.

Fir die Reaktion wurde ein Gesamtvolumen (Reaktionspuffer/ Sonde/
Quenchersonde) von 100 pl pro Ansatz in die Mikrotiterplatte (B.10.2) eingesetzt.

Als Zielorganismus wurde eine EtOH-Fixierung (B.8.1) von Cronobacter sakazakii
LMG 2760 verwendet. Als Nichtzielorganismen wurden EtOH-Fixierungen von
Citrobacter  freundii DSM 30039 (4 Basenunterschiede (MM)  zur
Sondenbindungsstelle), Enterobacter cloacae DSM 30054 (4 MM zur Sonden-
bindungsstelle), Erwinia chrysanthemii DSM 4610 (1 MM zur Sondenbindungsstelle)
und Edwardsiella tarda DSM 30052 (2 MM zur Sondenbindungsstelle) in diesem
Versuch mitgeflhrt.

Im ersten Schritt wurden die fixierten Zellen in der Mikrotiterplatte dehydratisiert
(60°C, 30 min). Fur Strategie A wurden 90 ul Reaktionspuffer inkl. Sondenlésung
(Endkonzentration Sonde: 5 ng/ul) auf die dehydratisierten Zellen gegeben und die
Mikrotiterplatte bei 45°C fir 1,5 h im Hybridisierungsofen (Memmert) inkubiert.

Nach Ablauf dieser Inkubationszeit wurden 10 pl Reaktionspuffer inkl.
Quenchersondenlésung (Endkonzentration Quenchersonde: 10 ng/ul) in die
Suspension pipettiert und die Inkubation im Hybridisierungsofen fortgesetzt (45°C fir
2,5 h).

Die Fluoreszenzmessung im Mikrotiterplatten-Fluorometer erfolgte direkt nach
Zugabe der Sondenlésung (Messpunkt 0 h) sowie nach 0,5 h und 1 h Inkubation.
Eine weitere Messung wurden direkt nach Zugabe der Quenchersonde (Messpunk:
1,5 h) durchgefinhrt.

Die Kinetik des Fluoreszenzquenchings wurde zusatzlich auch nach 2 h, 2,5 h, 3 h
und 4 h Inkubation Gber weitere Messungen bestimmt.

Der gesamte Reaktionsverlauf der Strategie A ist fiir den modifizierten PCR-Puffer in
Abbildung C.12 und fur Standardhybridisierungspuffer mit 0 % Formamid (HP 0 %) in
Abbildung C.13 flir C. sakazakii und die evaluierten Nichtzielorganismen

zusammengefasst.
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Strategie A - modifizierter PCR-Puffer
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—&—C. sakazakii LMG 2760 —8-En. cloacae DMS 30054 & Ci. freundii DSM 30039
<¢—Ed. tarda DSM 30052 -l Er. chrysanthemii DSM 4610

Abbildung C.12: Reaktionskinetik Strategie A in modifiziertem PCR-Puffer

Fir Strategie B wurden 100 pl Reaktionspuffer inkl. Sonden- und
Quenchersondenlésung (Endkonzentration Sonde: 5 ng/ul/ Quenchersonde: 10
ng/ul) auf die dehydratisierten Zellen pipettiert und die Mikrotiterplatte bei 46°C fir
4 h im Hybridisierungsofen inkubiert. Die Fluoreszenzmessung im Mikrotiterplatten-
Fluorometer erfolgte nach Zugabe der Sonden-/ Quencherlésung (Messpunkt 0 h)
sowie nach 0,5 h,1 h,1,5h,2h, 2,5h, 3 hund 4 h Inkubation.

Strategie A - Standardhybridisierungspuffer 0% Formamid
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Abbildung C.13: Reaktionskinetik Strategie A in Standardhybridisierungspuffer 0 % Formamid
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Strategie B - modifizierter PCR-Puffer
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Abbildung C.14: Reaktionskinetik Strategie B in modifiziertem PCR-Puffer

Die Reaktionskinetik der Hybridisierung in Lésung ist flr Strategie B flr modifizierten
PCR-Puffer in Abbildung C.14 und fir Standardhybridisierungspuffer mit 0 %

Formamid in Abbildung C.15 dargestellt.

Strategie B - Standardhybridisierungspuffer 0% Formamid
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Abbildung C.15: Reaktionskinetik Strategie B in Standardhybridisierungspuffer 0 % Formamid
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Dem Verlauf der Kurven in den Abbildungen C.12 und C.14 ist zu entnehmen, dass
ein Nachweis von C. sakazakii mittels Strategie A und B in modifiziertem PCR-Puffer
prinzipiell méglich ist.

Nach Zugabe der Quenchersonden in den modifizierten PCR-Puffer wurden im
Reaktionsverlauf von Strategie A (Abb. C.12, griine Kurve) fir C. sakazakii je nach
Messpunkt, Fluoreszenzintensitaten zwischen 40000 und 50000 RFU gemessen. Die
Fluoreszenzintensitdten der mitgefihrten Nichtzielorganismen lagen im Vergleich
< 15000 RFU.

C. sakazakii erreichte nach Strategie B (Abb. C.14, grine Kurve) im gleichen
Puffersystem Fluoreszenzintensitdten von > 45000 RFU. Die Signale der
Nichtzielorganismen verblieben im Bezug dazu < 25000 RFU.

Im Gegensatz dazu schlug eine Hybridisierung in Standardhybridisierungspuffer mit
0 % Formamid fir beide Strategien fehl (Abb. C.13 und C.15).

Nach Zugabe der Quenchersonden wurden die Signale von Zielorganismus und
Nichtzielorganismen in Strategie A gleichermaBen ausgeldscht (Abb. C.13).

Die gemessenen Fluoreszenzintensitaten aller Fixierungen fielen von ihrem
Ausgangswert von > 40000 RFU auf ein Niveau von < 1000 RFU.

Fir Strategie B verblieben die Fluoreszenzsignale in HPO % Uber die gesamte
Hybridisierungsdauer flr Zielorganismus und Nichtzielorganismen < 1000 RFU.

Als  Schlussfolgerung bleibt festzuhalten, dass diese experimentellen
Untersuchungen generell die Erwartungen, die aufgrund der vorangegangenen
theoretischen Uberlegungen an sie gestellt wurden, erfilllten.

Eine erste Unterscheidung von Zielorganismus und Nichtzielorganismen konnte in
modifiziertem PCR-Puffer gezeigt werden und ein erster funktioneller ,proof of
concept” wurde fir beide Strategien erbracht.

Die Methode zur Hybridisierung in Lésung nach Strategie A wurde in dieser Arbeit
jedoch nicht mehr weiter untersucht. Der weitere Fokus der Methodenentwicklung
wurde auf Strategie B gelegt, da sich diese bei vergleichbarer Hybridisierungsdauer
durch eine einfachere Handhabung und ein klrzeres Protokoll auszeichnete.
Basierend auf dem Reaktionsmechanismus wird Strategie B im weiteren Verlauf
dieser Arbeit als ,quenching induzierte Kontakt Verdrangungs“-Fluoreszenz in situ
Hybridisierung (quenching induced contact kompetition) oder abgekilrzt als Quick-
FISH bezeichnet.
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C.3.3.5 Aufbereitung der Zellen zur Hybridisierung in der Mikrotiterplatte

Um zu evaluieren in welcher Art und Weise die Zellen fiir die Penetration der Sonden
in die Mikrotiterplatte appliziert werden missen, wurden im nachfolgenden Versuch
verschiedene Fixierungs- und Dehydratisierungsvarianten verifiziert. Das Sonden/
Quenchersonden-Paar EUB338-TAMRA/ Quen-EUB338-BHQ2 wurde unter
Standardbedingungen (C.3.3.2 bis C.3.3.4) fiir diese Hybridisierung verwendet. Die
Fluoreszenzmessung erfolgte in den gleichen Intervallen wie unter C.3.3.4
beschrieben.

EtOH-Fixierungen (B.8.1) von Cronobacter sakazakii LMG 2760 und LMG 2766
wurden als Referenzorganismen eingesetzt. Als Variante 1 (Abb. C.16, gelber
Kurvenverlauf) wurden diese analog zu C.3.3.4 vor der Zugabe des Reaktionspuffers
in der Mikrotiterplatte dehydratisiert (60°C, 30 min). Des Weiteren wurden die
Fixierungen auch direkt, ohne vorherige Dehydratisierung, in den Puffer eingesetzt
(Abb. C.16, Variante 2, turkiser Kurvenverlauf). Zusatzlich dazu wurde ein
entsprechendes Aliquot jeder Fixierung (gleiches Volumen wie fir Variante 1 und 2)
in der Mikrotiterplatte abzentrifugiert (5 min, 5000 x g, Labofuge 400R, Heraeus), der
flissige Uberstand mittels Pipette abgehoben und das Zellpellet in Reaktionspuffer
resuspendiert (Abb. C.16, Variante 3, roter Kurvenverlauf).

Um zu untersuchen, ob grundlegend eine EtOH-Fixierung zur erfolgreichen
Penetration von Sonden in die Zellen von Néten war, wurden als Kontrollexperiment
unfixierte exponentiell gewachsene Zellen des L1-Organismus Enterobacter pyrinus
DSM 12410 (Abb. C16, Variante 4, griiner Kurvenverlauf) in die Hybridisierung
eingesetzt. Modifizierter PCR-Puffer wurde als Negativkontrolle mitgefiihrt (Abb.
C.16, grauer Kurvenverlauf).

Betrachtet man die Ergebnisse dieses Versuchs zusammenfassend (Abb. C.16) und
setzt sie in Relation zu den maximal nach 4 h Hybridisierung erhaltenen
Fluoreszenzsignalen, so erzielten die Varianten 2 und 3 fir beide Referenzstamme
die hdéchsten Fluoreszenzsignale (zwischen 18043 RFU und 18833 RFU). Mittels
Variante 1 wurde diese Fluoreszenzintensitat (18516 RFU) nur fir einen der beiden
Stamme erreicht (Cronobacter sakazakii LMG 2760). Fir die zweite Referenz (LMG
2766) wurde nach 4 h Inkubation in etwa eine 70 % niedrigere Fluoreszenzintensitat
(6636 RFU) gemessen.

Fir die unfixierten En. pyrinus-Zellen wurde ein Signal von 551 RFU an der Nullline
des Puffers (502 RFU) erhalten.
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Der direkte Einsatz von EtOH-fixierten Zellen in den Reaktionspuffer (Variante 2)

wurde aufgrund der einfacheren Handhabung flr alle weiteren Versuche als

Standard verwendet.

20000

18000

16000

14000

12000

10000

[

Fluoreszenzintensitat [RFU]

6000 / /
4000 =

2000 V ; | ;

0

Oh 05h 1h

1,5h 2h 3h 4h

Hybridisierungsdauer [h]

+ C sakazaki LMG 2760 Yariante 1
+— C sakazaki LMG 2760 Variante 2
—— . sakazaki LMG 2760 Yariante 3
a—En. pyrinus DS 12410 Variante 4

= O sakazaki LMG 2768 Variante 1

- sakazaki LMG 2766 Wariante 2
—8— . sakazakii LMG 2766 Yariante 2
- Puffer - ohne Zellen

Reaktionsbedingungen
Quick-FISH-Hybridisierung:

Sonden/ Quenchersonden-
Paar:

Esak997-3-TAMRA (5 ng/ul)/
Quen3-Esak997-3-BHQ2
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Puffer:
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(50 mM NaCl)

Hy bridisierungstemperatur:
45°C

Abbildung C.16: Untersuchung von unterschiedlichen Vorbehandlungsvarianten der Zellen

C.3.3.6 Analyse von freien DNS-Molekiilen

Alternativ zu fixierten Zellen wurden auch genomische DNS (C.sakazakii LMG 2760
und LMG 2766, B.4), 16S-rDNS PCR-Produkte (C.sakazakii LMG 2760, PCR-Primer
Kombination 616V-630R, B.6) sowie das unmarkiertes Oligonukleotid RC_Esak997,
welches der Sequenz der Quenchersonde entspricht, als mogliche weitere
Hybridisierungsziele fir die Hybridisierung in Lésung evaluiert.

10 pl DNS-Extrakt (B.4) der beiden Cronobacter-Stdamme wurden direkt in den
Reaktionspuffer eingesetzt (Abb. C.17, tlirkise Reaktionskurven). Die 16S-rDNS
PCR-Produkte wurden

Hybridisierung in Lésung verwendet (Abb. C.17, grine Reaktionskurven). Das

in den Endkonzentrationen 1 pg und 5 ug fir die
unmarkierte Oligonukleotid RC_Esak997 wurde in den Endkonzentrationen 10 ng/pl,
20 ng/ul, 30 ng/ul und 40 ng/pl in die Reaktion eingesetzt (Abb. C.17, dunkelrote
Die

Inkubationstemperatur von 45°C Uber eine maximale Inkubationsdauer von 4 h in

Reaktionskurven). Hybridisierung in  Lésung wurde bei einer

94



C. Ergebnisse

modifiziertem PCR-Puffer (50 mM NaCl) durchgefihrt (Esak997-3-TAMRA/ Quen3-
Esak997-3-BHQ2, (C.3.3.2 bis C.3.3.4)).
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Reaktionsbedingungen
Quick-FISH-Hybridisierung:

Sonden/ Quenchersonden-
Paar:

Esak997-3-TAMRA (5 ng/ul)/
Quen3-Esak997-3-BHQ2
(10 ng/ul)

Puffer:
Modif izierter PCR-Puffer
(50 mM NaCl)

Hy bridisierungstemperatur:
45°C

Hybridisierungsdauer [h]
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Abbildung C.17: Evaluierung alternativer Hybridisierungsziele flr die Hybridisierung in Lésung

Die DNS-Extrakte der Referenzorganismen wurden nach 4 h Hybridisierung mit
Fluoreszenzintensitaten von 474 (LMG 2766) und 1811 RFU (LMG 2760) detektiert.
Far die 16S-rDNS PCR-Produkte wurden maximale Fluoreszenzintensitaten von 503
RFU (1 ug PCR-Produkt) und 752 RFU (5 pg PCR-Produkt) gemessen.

Das unmarkierte Oligonukleotid hob sich mit Messwerten von 3033 RFU (10 ng/pl),
3690 RFU (20 ng/ul) 4832 RFU (30 ng/ul) und 5131 RFU (40 ng/ul) nach 4 stindiger
Hybridisierung detektierbar vom Nullwert des Puffers (569 RFU) ab.

Die alternativ zu fixierten Zellen verwendeten Hybridisierungsziele erreichten nicht
annahernd die Signalintensitaten, die in den zuvor durchgeflihrten Versuchen fir
fixierte Zellen detektiert wurden.

Flr eine weiterflhrende Interpretation dieser Ergebnisse siehe Diskussion D.2.1
(Seite 130).
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C.3.3.7 Evaluierung des Einflusses von DNS-Doppelstrang destabilisierenden
Agenzien und Detergenzien

Im Nachfolgenden wurde der Einfluss der DNS-Doppelstrang destabilisierenden
Agenzien Formamid, TEMAC und DMSO auf die Kinetik und Stabilitdt der
Hybridisierungsreaktion von Quick-FISH dberprift. Des Weiteren wurde ein
moglicher Effekt von Detergenzien (SDS, Triton X-100, Tween 80), Oberflachen
aktiven Substanzen (PEG 8000) oder von Viskositat beeinflussenden Stoffen
(Glyzerin) auf die Beschleunigung des Hybridisierungsablaufs untersucht (B.10.1).
Als Basispuffer wurde fir die Versuche modifizierter PCR-Puffer ohne Triton X-100
(B.10.1) verwendet und mit den aufgefihrten Stoffen substituiert (Tabelle C.13).

Der Einfluss der verschiedenen Puffer wurde jeweils an C. sakazakii LMG 2760 und
den Nichtzielorganismen En. cloacae DSM 30054 und Er. chrysanthemii DSM 4610
verifiziert.

Das Sonden/ Quenchersonden-Paar Esak997-3-TAMRA/ Quen3-Esak997-3-BHQ2
wurde unter den bereits standardisierten Versuchs- und Messbedingungen (C.3.3.2
bis C.3.3.5) fur diese Hybridisierung verwendet. Als Negativkontrolle wurde das
Sonden/ Quenchersonden-Paar im jeweiligen Puffer ohne Zusatz von Zellen
mitgeflhrt.

Abbildung C.18 fasst die erhaltenen Messewerte nach 2- und 4-stindiger
Hybridisierungsdauer zusammen.

Die Ergebnisse dieser Graphik lassen sich wunter zwei verschiedenen
Gesichtspunkten analysieren. Zum einen wird der Einfluss der verschiedenen
Puffervarianten auf die Quick-FISH-Reaktion direkt miteinander verglichen, zum
anderen werden die Veranderungen in den Signalintensitdten von Zielorganismus
und Nichtzielorganismen innerhalb eines Puffersystem nach der Messzeit von 2 h
und 4 h dargestellt.

Im direkten Vergleich zum Referenzpuffer Nr.1 verhalten sich die Puffer Nr. 4 ,12 und
13 (Zusatze: 1 % DMSO, 1 % und 5 % Glycerin) hinsichtlich der fir Zielorganismus
und Nichtzielorganismen nach 2 h und 4 h gemessenen Fluoreszenzintensitaten
nahezu identisch. Formamid im Puffer (Puffer Nr. 2) fihrt im Vergleich zur Referenz

zu einem leichten Anstieg in den Fluoreszenzsignalen aller Fixierungen.
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Tabelle C.13: Verifizierte Substitutionen des Basispuffers

Puffer- |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Nr.

Substituiert | ohne 20 % 100mM 1% 0,1 % 0,1 % 1% 1% 5% 1% 5% 1% 5%

mit Zusatz | FA TEMAC | DMSO | Triton SDS SDS Tween |Tween |PEG PEG Glycerin | Glycerin
X-100 80 80 8000 8000

Legende: Die angegebenen Konzentrationen entsprechen der jeweiligen Endkonzentration im
Puffer

60000

50000 =

40000

30000

20000 -

Fluoreszenzintensitat [RFU]

10000

Puffer Puffer Puffer Puffer Puffer Puffer Puffer Puffer Puffer Puffer Puffer Puffer Puffer
Nr.1 Nr.2 Nr.3 Nr.4 Nr.5 Nr.6 Nr.7 Nr.8 Nr.9 Nr.10  Nr.11 Nr.12  Nr.13

O, sakazakii LMG 2760f Hybridisierungsdauer: 2 h W . sakazakil LMG 2760f Hybridisierungsdauer: 4 h

O En cloacas DSk 300547 Hybridisierungsdauer: 2 h W En cloacas DS 300547 Hybridisierungsdauer 4 h

O Er. chrysanthemii DS 4610/ Hybridisierungsdauer. 2h - m Er. chrysanthemii DS 4610/ Hybridisierungsdauer: 4 h
O Puffer - keine Zellenf Hybridisierungsdauer: 4 h

Abbildung C.18: Untersuchung von unterschiedlichen Reaktionspuffern (Messpunkte: 2 h, 4 h)

Quick-FISH-Hybridisierung mit dem Sonden/ Quenchersonden Paar Esak997-3-TAMRA (5 ng/ul)
und Quen3-Esak997-3-BHQ2 (10 ng/ul) bei 45°C in verschiedenen Puffern (Tabelle C.13).

Die Reaktionskinetik von Quick-FISH wurde dagegen deutlich negativ durch den
Zusatz von TEMAC (Puffer Nr. 3), Triton X-100 (Puffer Nr. 5), SDS (Puffer Nr. 6 und
Nr. 7), Tween 80 (Puffer Nr. 8 und 9) und PEG 8000 (Puffer Nr. 10 und Nr. 11)
beeinflusst.

Die fur die Nichtzielorganismen gemessene Fluoreszenzintensitat stieg bei
Verwendung von TEMAC (Puffer Nr. 3), Tween 80 (Puffer Nr. 8 und Nr. 9) und PEG
8000 (Puffer Nr. 10 und Nr. 11) Uber das Signal des Zielorganismus. Der Zusatz von
PEG 8000 flhrte zudem dazu, dass das Hybrid aus Sonde und Quenchersonde in
reinem Puffer ohne Zellen ( Puffer Nr. 10 und Nr. 11, gelber Balken) destabilisiert
wurde und Fluoreszenzintensitadten von > 45000 RFU gemessen wurden. Eine
gegenteilige Reaktion trat durch den Zusatz von SDS in den Puffer auf (Puffer Nr. 6
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und Nr.7). Hier wurde eine Dissoziation des Sonden/ Quenchersonden Hybrids
unterbunden und das Fluoreszenzquenching Uber die gesamte Hybridisierungsdauer
aufrecht erhalten.

Ein Effekt von Triton X-100 (Puffer Nr. 5) trat erst nach einer Inkubationsdauer von
langer als 2 h auf. Bis zu diesem Zeitpunkt verhielt sich der Puffer analog zum
Referenzpuffer. Am Messpunkt 4 h erreichten die Nichtzielorganismen nahezu die
identische Fluoreszenzintensitat, die auch fir den Zielorganismus gemessen wurde.
Flr eine weiterflhrende Interpretation dieser Ergebnisse siehe Diskussion D.2.1
(Seite 130).

C.3.4 Bestimmung der Spezifitat

C.3.4.1 Einfluss von Hybridisierungstemperatur und Salzgehalt

Die Spezifitat und die Reaktionskinetik von Hybridisierungsreaktionen wird vor allem
durch die Hybridisierungstemperatur und den Salzgehalt des Reaktionspuffers
beeinflusst. Im Nachfolgenden wurden der Effekt dieser Parameter fir Quick-FISH
evaluiert.

Zur Untersuchung des Einflusses der Hybridisierungstemperatur wurden alle
Versuchsansatze parallel bei 30°C, 45°C, 60°C und 70°C inkubiert.

Der Salzgehalt des modifizierten PCR-Puffers wurde (ber eine variable Na*-
Konzentration beeinflusst. Hierbei wurde ein Konzentrationsspektrum von 0 mM,
50 mM, 100 mM, 200 mM, 600 mM und 800 mM NaCl im Puffer untersucht.

Als Zielorganismus wurde eine EtOH-Fixierung (B.8.1) von C. sakazakii LMG 2760
verwendet. Zur Verifizierung der Spezifitat der Reaktion wurden Fixierungen von Ci.
freundii DSM 30039, En. cloacae DSM 30054, Er. chrysanthemii DSM 4610 und Ed.
tarda DSM 30052 als Nichtzielorganismen eingesetzt. Die Hybridisierung erfolgte mit
dem Sonden/ Quenchersonden-Paar Esak997-3-TAMRA/ Quen3-Esak997-3-BHQ2
unter den bereits standardisierten Versuchs- und Messbedingungen (C.3.3).

Alle ermittelten Messwerte sind unter G.10 im Anhang (Seite 173) zusammengefasst.
In Abbildung C.19 sind die Werte dargestellt, die nach 4 h Inkubation bei der
entsprechenden Hybridisierungstemperatur und den verschiedenen
Salzkonzentrationen gemessen wurden.

Der direkte Vergleich zeigte, dass der Zielorganismus C. sakazakii (grine Balken,
Abb. C.19) im Temperaturbereich von 30°C bis 60°C nur bei Salzkonzentration von
0 mM bis 150 mM NaCl Fluoreszenzsignale von > 5000 RFU lieferte (Abb. C.19, Bild
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A, B und C). Signalstarken von > 35000 RFU wurden nur in einem
Temperaturbereich von 30°C bis 45°C und einer Salzkonzentration von 0 mM bis 100
mM NacCl erzielt (Abb. C.19, Bild A und B). Die gr6Btmégliche Unterscheidung der
Fluoreszenzsignale des Zielorganismus von den Fluoreszenzsignalen der
Nichtzielorganismen wurde bei einer Temperatur von 30°C und einem Salzgehalt von
50 mM NaCl erreicht (Abb. C.19, Bild A). Das Signal von C. sakazakii (38158 RFU)
war unter diesen Bedingungen um mehr als 90 % hoher, als das starkste Signal
eines Nichtzielorganismus (Er. chrysanthemii: 3616 RFU, Ed. tarda: 2622 RFU, En.
cloacae: 1672 RFU, Ci. freundii: 914 RFU).

Inkubationstemperatur: 30°C Inkubationstemperatur: 45°C
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B C. sakazakii LMG 2760 W En. cloacae DSM 30054 O Ci. freundii DSM 30039
B Ed. tarda DSM 30052 W Er. chysanthemii DSM 4610 W nur Puffer - keine Zellen

Abbildung C.19: Effekt der Temperatur und der Salzkonzentration (Messpunkt: 4 h)

Quick-FISH-Hybridisierung mit dem Sonden/ Quenchersonden Paar Esak997-3-TAMRA (5 ng/ul)
und Quen3-Esak997-3-BHQ2 (10 ng/ul) bei 30°C (Abb. C.19, A), 45°C (Abb. C.19, B), 60°C
(Abb. C.19, C), 70°C (Abb. C.19, D) in modifiziertem PCR-Puffer mit unterschiedlicher NaCl-
Konzentration. (VergréBerte Darstellung von C.19 A, B, C und D unter G.11, Anhang, Seite 179).

Abbildung C.20 stellt alle erhobenen Einzelmesswerte als Reaktionskinetik Gber eine
maximale Hybridisierungsdauer von 4 h gegentber. Der Verlauf der Quick-FISH-
Reaktion wird dabei fiir die Hybridisierungstemperaturen von 30°C (Abb. C.20, Bild
A) und 45°C (Abb. C.20, Bild A) bei einem konstanten Salzgehalt von 50 mM NaCl
direkt miteinander verglichen.
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Abbildung C.20: Reaktionskinetik bei 30°C und 45°C sowie einem Salzgehalt von 50 mM NaCl

Quick-FISH-Hybridisierung mit dem Sonden/ Quenchersonden Paar Esak997-3-TAMRA (5 ng/ul)
und Quen3-Esak997-3-BHQ2 (10 ng/ul) bei 30°C (Abb. C.20, A) und 45°C (Abb. C.20, B) in
modifiziertem PCR-Puffer (50mM NaCl). (VergréBerte Darstellung von Abb. C.20 A und B unter
G.12, Anhang, Seite 181).

Die vergleichende Betrachtung aller Kurvenverlaufe in Bild A (Abb. C.20) zeigt, dass

bei einer Hybridisierungstemperatur von 30°C eine Diskriminierung von
Zielorganismus (grine Kurve) und Nichtzielorganismen (rote, gelbe, blaue und
violette Kurve) Uber die gesamte Hybridisierungsdauer erfolgte. Die

Fluoreszenzintensitaten der Nichtzielorganismen verblieben dabei unter einem Wert
von 5000 RFU. Im Vergleich dazu stieg das Signal von C. sakazakii nach 4 h
Hybridisierung bis auf knapp 40000 RFU an.

Im Gegensatz dazu konnte bei einer Hybridisierungstemperatur von 45°C (Abb.
C.20, Bild B) beobachtet werden, dass das Fluoreszenzsignal von En. cloacae (rote
Kurve) und Er. chrysanthemii (violette Kurve) bereits nach 1,5 h Hybridisierung auf
einen Messwert von > 5000 RFU angestiegen war. Maximal erreichten diese beiden
Nichtzielorganismen nach 4 h Hybridisierung ein Fluoreszenzmaximum von knapp
50000 RFU. Die anderen beiden Nichtzielorganismen (Ed. tarda und Ci. freundii)

verbleiben Messzeitraum bei

im Gegensatz dazu Uber den gesamte
Fluoreszenzintensitaten von < 10000 RFU.

C. sakazakii konnte bei einer Hybridisierungstemperatur von 45°C bis zu einer
Hybridisierungsdauer von 2 h eindeutig von den Nichtzielorganismen diskriminiert
werden. Das nach 4 h erreichte Fluoreszenzmaximum lag jedoch nur knapp héher
als das von En. cloacae und Er. chrysanthemii und eine eindeutige Unterscheidung

war zu diesem Zeitpunkt nicht mehr mdoglich (Abb. C.20, Bild B). Far eine
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weiterfihrende Interpretation dieser Ergebnisse siehe Diskussion D.2.1 (Seite 130)
und D.2.2 (Seite 134).

C.3.4.2 Uberpriffung des Einsatzes von Kompetitoren zur Erhéhung der
Spezifitat

Da die Nichtzielorganismen bei einer Hybridisierungstemperatur von 30°C (Abb.
C.20, Bild A) im Vergleich zur Hybridisierungsstemperatur von 45°C nur ein
marginales Signal zeigten (Abb. C.20, Bild B), wurde ein mdglicher Einsatz von
Kompetitoren zur Erhéhung der Spezifiat der Quick-FISH-Reaktion ausschlieBlich bei
45°C und einer Salzkonzentration von 50 mM NaCl Uberprift. Der Kompetitor
Esak997C2 (B 8.2, spezifisch flr Er. chysanthemii) wurde in einer Endkonzentration
von 5 ng/ul eingesetzt und zeitgleich mit Sonde und Quenchersonde (Abb. C.21, Bild
A) und 30 min vor der Zugabe der Sonden/ Quenchersonden-Lésung appliziert (Abb.
C.21, Bild B).

Im Vergleich zur Hybridisierung in L6sung ohne Kompetitor (Abb. C.20 Bild B) war
durch den Einsatz des Kompetitors eine leichte Verringerung des Fluoreszenzsignals
flr den Zielorganismus C. sakazakii zu verzeichnen (Abb. C.21 Bild A und B).

Zeitgleiche Zugabe von Kompetitor, Sonde und Quenchersonde Zugabe des Kompetitors 30 min vor Sonde/ Quenchersonde
45000 45000
40000 A 40000 B s
.
535000 35000
L s
:530000 / 5530000 /
I 5 25000
25000 / / ] /
'N 20000 N 20000 /.
15000 / ,/ % 15000
iémooo f//:7 — E 10000 // /jk.
5000 / / 5000 /.éé-/
. 7 / 0 e E— ‘ : :
oh  o5h  1nh  15n  2n  an  an oh  05h  1h  15h  2h 3h 4h
Hybridisierungsdauer [h] Hybridisierungsdauer [h]
——C. sakazakii LMG 2760 —8—En. cloacae DSM 30054 4 Ci. freundii DSM 30039
& Ed. tarda DSM 30052 < Er. chrysanthemii DSM 4610 -@- Puffer

Abbildung C.21: Einfluss des Kompetitors Esak997C2 auf die Spezifitdt der Hybridisierung in
Lésung

Quick-FISH-Hybridisierung mit dem Sonden/ Quenchersonden Paar Esak997-3-TAMRA (5 ng/ul)
und Quen3-Esak997-3-BHQ2 (10 ng/ul) sowie dem Kompetitor Esak997C2 (5 ng/ul) bei 45°C in
modifiziertem PCR-Puffer (50mM NaCl). Zeitgleiche (Abb. C.21, A) und um 30 min verzdgerte
Zugabe des Kompetitors (Abb. C.21, B). (VergrdBerte Darstellung von Abb. C.21 A und B unter
G.13, Anhang, Seite 182).

Die zeitgleiche Applikation von Kompetitor, Sonde und Quenchersonde fiihrte zu
einer marginal verbesserten Diskriminierung von C. sakazakii und den mitgeflhrten
Nichtzielorganismen (Abb. C.21, Bild A).
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Das Fluoreszenzsignal von Er. chrysanthemii (Abb. C.21, Bild A, violette Kurve)
wurde durch den Einsatz des Kompetitors abgeschwacht. Interessanterweise wurde
durch diesen Kompetitor auch das Signal von En. cloacae (Abb. C.21, Bild A, rote
Kurve) im Vergleich zur Hybridisierung ohne Kompetitoren (Abb. C.20, Bild B)
unterbunden. Wurde der Kompetitor 30 min friiher als Sonde und Quenchersonde
zugegeben (Abb. C.21, Bild B), wurde eine deutliche Abschwéachung des Signals von
Er. chrysanthemii (violette Kurve) beobachtet. Das falsch-positive Signal wurde bis
zu einer Hybridisierungsdauer von 3 h bei einer Fluoreszenzintensitat von < 5000
RFU gehalten. Erst am Messpunkt 4 h war wieder ein Anstieg des Signals auf 20000
RFU zu verzeichnen. Die fir Ed. tarda (Abb. C.21, Bilder A und B, blaue Kurve)
bestimmte Fluoreszenzintensitat blieb jedoch durch die Zugabe der Kompetitoren
unbeeinflusst.

C. sakazakii erreichte bei vorzeitiger Zugabe des Kompetitors nach 4 h
Hybridisierung eine maximale Fluoreszenzintensitat von knapp 43000 RFU (grine
Kurve, Abb. C.21, Bild B). Dieser Wert lag in etwa um 5000 RFU héher, als das bei
zeitgleicher Zugabe von Kompetitor, Sonde und Quenchersonde nach 4 h
Hybridisierung bestimmte Fluoreszenzsignal (griine Kurve, Abb. C.21, Bild A).

C.3.4.3 Untersuchung von weiteren Zielorganismen

Fir die vorhergegangenen Untersuchungen wurden zumeist die beiden C. sakazakii-
Stamme LMG 2760 und LMG 2766 als Referenzorganismen verwendet.

Um zu bestétigen, dass die bisher mittels Quick-FISH flr C. sakazakii erhaltenen
Ergebnisse reproduzierbar waren, wurden weitere Cronobacter-Stamme untersucht
(siehe Abb. C.22).

Diese wurden Uber eine maximale Hybridisierungsdauer von 4 h bei den
Inkubationstemperaturen 30°C und 45°C sowie einem Salzgehalt von 50 mM NaCl in
modifiziertem PCR-Puffer hybridisiert (Esak997-3-TAMRA/ Quen3-Esak997-3-BHQ2,
C.3.3).

Alle weiteren C. sakazaki-Stdmme wurden eindeutig mittels Hybridisierung in
Lésung nachgewiesen (Abb. C.22). Die erzielten Fluoreszenzintensitaten lagen far
die untersuchten Stamme bei einer Hybridisierungsstemperatur von 30°C (Abb. C.22,
violette Balken) zwischen 32346 RFU (C. sakazakii LMG 2759) und 74882 RFU (C.
Ssakazakii LMG 2758). Bei einer Hybridisierungsstemperatur von 45°C (Abb. C.22,
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dunkelrote Balken) wurden Fluoreszenzintensitaten zwischen 55428 RFU (C.
mutjensii ATCC 51329) und 60177 (C. sakazakii LMG 2758) gemessen.
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Sonden/ Quenchersonden-
Paar:
HEsak997-3-TAMRA (5 ng/pl)/
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60000 +——
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50000 +— -
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Modif izierter PCR-Puffer

=)
s
£
P
E
‘@
c
g 40000 +— (50 mM NacCl)
B
[ Hy bridisierungstemperatur:
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o
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10000 -+ n

0 al
C. turicensis ~ C. dublicensis ~ C. muytjensii C. genomo- C.sakazakii  C.sakazakii  C.sakazakii  C. sakazakii
UZH 3032 UZH 237 ATCC 51329  species 1 LMG 2758 LMG 2759 LMG 2763 LMG 2789
UZH 9529
| @ Hybridisierungstemperatur: 30°C W Hybridisierungstemperatur: 45°C |

Abbildung C.22: Hybridisierung von weiteren Zielorganismen bei 30°C und 45°C

C.3.4.4 Untersuchung eines erweiterten Spektrums an Nichtzielorganismen

Die Prifung der Spezifitdt des Sonden/ Quenchersonden-Paar Esak997-3-TAMRA/
Quen3-Esak997-3-BHQ2 wurde im Nachfolgenden auf einem erweiterten Spektrum
an Nichtzielorganismen fortgesetzt (Tabelle C.14, Nr. 3 — Nr. 25) ). Diese wurden
Uber eine maximale Hybridisierungsdauer von 4 h bei den Inkubationstemperaturen
30°C und 45°C sowie einem Salzgehalt von 50 mM in modifiziertem PCR-Puffer
hybridisiert. Als Positivkontrolle wurden C. sakazakii (LMG 2760 und LMG 2766) in
dieser Hybridisierung mitgefthrt.

Tabelle C.14 fasst die jeweils nach 2 h und 4 h Hybridisierung erhaltenen Ergebnisse
zusammen.

Die fir den Zielorganismus C. sakazakii (LMG 2760 und LMG 2766) gemessenen
Fluoreszenzintensitaten lagen bei beiden Inkubationstemperaturen (30°C und 45°C)
immer héher, als die fir alle untersuchten Nichtzielorganismen gemessenen
Fluoreszenzsignale. Fluoreszenzintensitdten von > 5000 RFU wurden bei einer
Inkubationstemperatur von 30°C ausschlieBlich fir En. pulveris (nach 2 h Inkubation:
6523 RFU und nach 4 h Inkubation: 10956 RFU) detektiert.  Bei einer
Hybridisierungstemperatur von 45°C erreichten E. coli (nach 4 h: 11713 RFU), Ed.
ictaluri (nach 2 h: 8660, nach 4 h: 20352 RFU), En. helveticus (nach 4 h: 8008 RFU),
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En. pulveris (nach 2 h: 11399 RFU, nach 4 h: 53417), En. turicensis (nach 2 h: 6837
RFU, nach 4 h: 16458), Pantoea agglomerans (nach 4 h: 5665)
Fluoreszenzintensitaten von > 5000 RFU.

Tabelle C.14: Untersuchung eines erweiterten Spektrums an Nichtzielorganismen

Inkubations- Inkubations-
temperatur 30°C temperatur 45°C

Nr. Organismus MM | Fluoreszenz Fluoreszenz Fluoreszenz | Fluoreszenz

-intensitdt | -intensitdt | -intensitat -intensitéat

[RFU] [RFU] [RFU] [RFU]

nach 2 h nach 4 h nach 2 h nach 4 h

Inkubation | Inkubation | Inkubation | Inkubation
1 C. sakazakii LMG 2760 0 16688 32981 61607 60829
2 | C. sakazakii LMG 2766 0 14043 29496 34509 57048
3 | E. coliDSM 30039 4 1769 2620 4019 11713
4 | Ed. ictaluri DSM 13697 2 1871 3104 8660 20352
5  En. aerogenes DSM 30053 4 789 856 1014 1034
6  En. amnigenus DSM 4486 4 794 890 1015 1050
7 | En. gergoviae DSM 9245 4 975 1265 963 975
8  En. helveticus UZH 513/05 4 2608 4209 4538 8008
9 | En. intermedius DSM 4581 4 984 1213 1369 1602
10 | En. kobei DSM 13645 6 908 1020 1052 1300
11 En. pulveris UZH 601/105 4 6523 10956 11399 53417
12  En. pyrinus DSM 12410 4 1004 1333 945 928
13 | En. turicensis UZH 3032 4 3211 4507 6837 16458
14  Erwinia carotovora DSM 30168 3 770 887 1021 1288
15 | Erwinia cypripedii DSM 3873 4 664 657 694 659
16  Erwinia rubrifaciens DSM 4487 3 861 965 1346 3166
17 | Hafnia alvei DSM 30163 3 912 1230 1707 2280
18 | Klebsiella oxytoca DSM 5175 3 895 1011 1180 1805
19 | Klebsiella pneumoniae DSM 30104 5 2021 4198 1228 1258
20 | Kluyvera ascorbata DSM 4611 4 890 1008 1089 1351
21 Kluyvera cryocrescens DSM 12410 4 2039 3472 1674 2696
22 Pantoea agglomerans DSM 3493 3 1754 2662 3181 5665
23 | Pseudomonas aeruginosa DSM 50071 6 715 719 869 895
24 | Serratia liquefaciens DSM 4487 5 3751 3854 1336 1333
25 | Vibrio vulnificus DSM 11507 4 775 874 876 931
Legende: MM = Missmatch (Basenunterschied) zur Sondenbindungsstellen, fett gedruckte

Nichtzielorganismen wiesen Fluoreszenzinsitdten von > 5000 RFU auf (siehe auch Sondenmatch,
G.8, Anhang, Seite 172).

Quick-FISH-Hybridisierung mit dem Sonden/ Quenchersonden Paar Esak997-3-TAMRA (5 ng/ul)
und Quen3-Esak997-3-BHQ2 (10 ng/ul) bei 30°C und 45°C in modifiziertem PCR-Puffer (50mM
NaCl).

Fir eine weiterfihrende Interpretation dieser Ergebnisse siehe auch Diskussion

D.2.2 (Seite 134).
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C.3.4.5 Untersuchung von Mischungen aus Ziel- und Nichtzielorganismen

In einem weiteren Versuch wurden die Nichtzielorganismen En. cloacae DSM 30054,
Er. chrysanthemii DSM 4610 und Ed. tarda DSM 30052 alleine und in Mischung mit
dem Zielorganismus C. sakazakii LMG 2760 bei 30°C und 45°C hybridisiert.
Abbildung C.23 stellt die jeweils bei 30°C und 45°C nach 2 h und 4 h
Hybridisierungsdauer erhaltenen Messwerte dar.
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Reaktionsbedingungen
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45000 Esak997-3-TAMRA (5 ng/pl)/
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E 40000 (10 ng/pl)
© |
| 35000 Puffer:
f= g1 s
) i Modif izierter PCR-Puffer
E 30000 (50 mM NaCl)

S 25000 - "
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Olnkubationstemperatur. 45°C / Hybridisierungsdauer. 2 h B Inkubationstemperatur. 45°C / Hybridisierungsdauer. 4 h

Abbildung C.23: Hybridisierung von Mischungen aus Ziel- und Nichtzielorganismen

Bei einer Hybridisierungstemperatur von 30°C (Abb. C.23, hellblaue und dunkelblaue
Balken) wirkte sich die Beimischung eines Nichtzielorganismus zu C. sakazakii nur
sehr unwesentlich auf die gemessenen Fluoreszenzintensitaten des Zielorganismus
aus. Das Fluoreszenzsignal erhdéhte sich in der Mischung aus Ziel- und
Nichtzielorganismus in etwa um den Wert, der jeweils fur den Nichtzielorganismus
allein bestimmt wurde.

Diese Tendenz wurde bei einer Hybridisierungstemperatur von 45°C (Abb. C.23,
hellgrine und dunkelgrine Balken) nicht beobachtet. Die Messwerte, die fir die
Mischungen aus Ziel- und Nichtzielorganismus bestimmt wurden, lagen zumeist
héher als die jeweiligen Einzelwerte der Fixierungen. Der Anstieg entsprach dabei
nicht wie bei 30°C in etwa dem Wert, der fir den Nichtzielorganismus allein bestimmt
wurde, sondern lag fur die Mischung C. sakazakii und En. cloacae um 8127 RFU und
C. sakazakii und Er. chrysanthemii um 6461 RFU hdéher, als der Wert, der fir C.
sakazakii alleine gemessen wurde. Der flr die Mischung C. sakazakii und Ed. tarda
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bestimmte Messwert lag um -659 RFU niedriger, als die fir C. sakazakii ermittelte
Fluoreszenzintensitat (siehe auch D.2.2.2, Diskussion, Seite 138)

C.3.5 Bestimmung der Sensitivitat

C.3.5.1 Evaluierung der Nachweisgrenze

Um die Nachweisgrenze von Quick-FISH in Kombination mittels Mikrotiterplatten-
Fluorometer Detektion zu eruieren, wurden von den EtOH-fixierten
Referenzorganismen C. sakazakii (LMG 2760, LMG 2766 und LMG 2787) jeweils die
Gesamtzellzahlen der verwendeten Fixierungen nach B.8.4.1 bestimmt. Als
Konzentrationen wurden jeweils 1 x 10°, 5 x 10°, 1 x 10%, 1 x 10>, 1 x 10%, 1 x 10,
1 x 105 1 x 10° und 1 x 10" Zellen pro Reaktion eingesetzt. Die Hybridisierung
erfolgte mit dem Sonden/ Quenchersonden-Paar Esak997-3-TAMRA/ Quen3-
Esak997-3-BHQ2 (C.3.3) bei 45°C und die Messdaten wurden ausschlieBlich nach 4-
stindiger Inkubation erhoben (Abb. C.24).
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Reaktionsbedingungen
Quick-FISH-Hybridisierung:

50000 Sonden/ Quenchersonden-
Paar:

Esak997-3-TAMRA (5 ng/pl)/
Quen3-Esak997-3-BHQ2
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Puffer:
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Zellzahl pro Reaktionsansatz

B C. sakazakii LMG 2787 B C. sakazakii LMG 2760 W C. sakazakii LMG 2766

:Abbildung C.24: Bestimmung der Nachweisgrenze
Abbildung C.24 ist zu entnehmen, dass flr die Zellzahlen zwischen 1 x 10° und
1 x 10® nur marginale Unterschiede in den Fluoreszenzintensitaten auftraten, die so
gering waren, dass sie als nicht eindeutig detektierbar bezeichnet werden mussten.
Erst ab einer Zellzahl von 1 x 10" hoben sich die Messwerte von dieser
Fluoreszenzintensitat ab. Ein Fluoreszenzmaximum von etwa 50000 RFU wurde fur
C. sakazakii LMG 2760 und 2787 bei einer Zellzahl von 1 x 10° Zellen pro

106



C. Ergebnisse

Reaktionsansatz erreicht. Bei der n&chst hoheren Zellzahl (1 x 10" Zellen pro
Reaktionsansatz) stiegen die gemessenen Fluoreszenzintensitaten mit Ausnahme
von C. sakazakii LMG 2766 nur noch marginal an.

In diesem Versuch wurde die héchste Fluoreszenzintensitat von 52898 RFU fir C.
sakazakii LMG 2760 bei einer eingesetzten Zellzahl von 1 x 10" Zellen pro
Reaktionsansatz gemessen.

Auf Basis dieser Daten kann zusammengefasst werden, dass mindestens 1 x 10®
Zellen pro Reaktionsansatz vorhanden sein missen, um mittels Mikrotiterplatten-
Fluorometer eindeutig (> 30000 RFU) detektierbar zu sein (s. auch D.2.3, Seite 143).

C.3.5.2 Einfluss des Wachstumszustands auf die Fluoreszenzintensitat

Der Einfluss des Wachstumszustands der C. sakazakii-Zellen (LMG 2760 und LMG
2766) auf die gemessene Fluoreszenzintensitat wurde (Uber einen
Wachstumsversuch in M1-Medium und einer Kultivierungstemperatur von 30°C
Uberpruift.

Daflr wurde innerhalb von 24 h mehrfach Proben (Abb. C.25) aus der Kultur
entnommen und pro Messpunkt je 1 ml Zellsuspension zur Bestimmung der
optischen Dichte (ODsw nm) und je 2 ml Zellsuspension fir eine EtOH-Fixierung
verwendet. In Abbildung C.25 sind die Wachstumsverlaufe der beiden C. sakazakii-
Stamme (LMG 2760 und LMG 2766) in Korrelation zu der ermittelten optischen

Dichte als Wachstumskurven zusammengefasst.
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’ / \ Quick-FISH-Hybridisierung:
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Kultivierungsdauer [h]

‘—Q—C. sakazakii LMG 2760 - C. sakazakii LMG 2766
Abbildung C.25: Wachstumskurve von C. sakazakii (LMG 2760 und LMG 2766) in M1-Medium
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Alle Fixierungen wurden auch parallel mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung auf
dem Objekttrager (Sonde Esak997-TAMRA, B.8.3, jeweils 1 pul Fixierung pro Ansatz)
und Quick-FISH bei 30°C und 45°C (Esak997-3-TAMRA/ Quen3-Esak997-3-BHQ2,
C.10.3, jeweils 10 pl Fixierung pro Ansatz) analysiert.

Abbildung C.26 fasst die mittels Quick-FISH bestimmten Messwerte bei den
Hybridisierungstemperaturen 30°C und 45°C jeweils nach 4 h Hybridisierungsdauer

fur beide Stdmme zusammen.
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Abbildung C.26: Einfluss des Wachstumszustands bezogen auf die gemessene
Fluoreszenzintensitat

Bei 30°C wurden Messwerte von > 50000 RFU fiur LMG 2760 nach 9 h
Kultivierungsdauer (ODgoonm von 1,84 (Abb. C.25)) und fir LMG 2766 nach 15 h
Kultivierungsdauer (ODgoorm Vvon 2,16 (Abb. C.25)) erreicht. Bei einer
Hybridisierungstemperatur von 45°C erreichte C. sakazakii LMG 2760 diese
Fluoeszenzintensitéat bereits nach 6,5 h (ODgwonm von 0,94 (Abb. C.25)). C. sakazakii
LMG 2766 Uberschritt diesen Schwellenwert nach 7,5 h (ODgoonm von 0,93 (Abb.
C.25)). Die erzielten Fluoreszenzmaxima waren fir LMG 2760 bei einer
Hybridisierungstemperatur von 30°C in etwa um 15000 RFU hdéher als bei 45°C
(Abb. C.26). Fir LMG 2766 konnte dieser Wert nicht bestimmt werden, da der
Wachstumsversuch nach 24-stindiger Inkubation abgebrochen wurde und der
Kurvenverlauf zeigt (Abb. C.19 LMG 2766 pinke Kurve), dass das Maximum zu
diesem Zeitpunkt noch nicht erreicht war (siehe auch D.2.3, Diskussion, Seite 143).
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Abbildung 27/1: Exemplarische Dokumentation des Wachstumsversuchs von C. sakazakii LMG 2760

Alle Fixierungen wurden mit der Sonde Esak977-TAMRA hybridisiert. Es wurden ausschlieBlich die
jeweiligen Epifluoreszenzaufnahmen abgebildet. Alle mikroskopischen Aufnahmen wurden bei einer
1000-fachen GesamtvergréBerung und einer Belichtungszeit von 2500 ms fotografiert.

A: Epifluoreszenzbild der Fixierung nach 1,5 h Kultivierung B: Epifluoreszenzbild der Fixierung nach
2,5 h Kultivierung C: Epifluoreszenzbild der Fixierung nach 3,5 h Kultivierung D: Epifluoreszenzbild
der Fixierung nach 4,5 h Kultivierung E: Epifluoreszenzbild der Fixierung nach 5,5 h Kultivierung F:
Epifluoreszenzbild der Fixierung nach 6,5 h Kultivierung
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G

10pm I 10pm I
Abbildung 27/2: Exemplarische Dokumentation der EtOH-Fixierungen von C. sakazakii LMG 2760

Alle Fixierungen wurden mit der Sonde Esak977-TAMRA hybridisiert. Es wurden ausschlieBlich die
jeweiligen Epifluoreszenzaufnahmen abgebildet. Alle mikroskopischen Aufnahmen wurden bei einer
1000-fachen GesamtvergrdéBerung und einer Belichtungszeit von 2500 ms fotografiert.

G: Epifluoreszenzbild der Fixierung nach 7,5 h Kultivierung H: Epifluoreszenzbild der Fixierung nach
9 h Kultivierung I: Epifluoreszenzbild der Fixierung nach 15 h Kultivierung J: Epifluoreszenzbild der
Fixierung nach 24 h Kultivierung

Im Gegensatz zu den Quick-FISH Messwerten, wurde C. sakazakii LMG 2760 bei
der mikroskopischen Evaluierung der Hybridisierung auf dem Objekttrager bereits in
der Fixierung nach 1,5 h Kultivierung eindeutig nachgewiesen (Abb. C.27/1, Bild A).
Auch in allen weiteren Fixierungen war eine mikroskopische Detektion mdglich
(Abbildung C.27/1 und C.27/2). Die Fluoreszenzsignale wurden ab einer
Kultivierungsdauer von 7,5 h im direkten Vergleich zu den zuvor fixierten Zellen
etwas dunkler (Bilder G bis J, Abbildung C.27/2).
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C.3.5.3 Bestimmung der maximalen Hybridisierungsdauer

Die  Hybridisierungsdauer, die bis zum  Erreichen der maximalen
Fluoreszenzintensitat erforderlich war, wurde flir verschiedene Cronobacter-Stamme
(Legende Abb. C.28) und exemplarisch fir den Nichtzielorganismus Enterobacter
pulveris (UZH 601/105) fir die Hybridisierungstemperaturen 30°C und 45°C
bestimmit.

Die Hybridisierung in Ldésung wurde bei einem Salzgehalt von 50 mM in
modifiziertem PCR-Puffer durchgefihrt (Esak997-3-TAMRA/ Quen3-Esak997-3-
BHQ2, C.3.3) und die Messintervalle wurden so lange fortgesetzt, bis das
Fluoreszenzmaximum flr beide Inkubationstemperaturen erreicht wurde.

Abbildung C.28 fasst die Ergebnisse flr die Inkubationstemperatur 30°C zusammen.

80000

IE\\ Reaktionsbedi
75000 eaktionsbedingungen
70000 /./Z/ Quick-FISH-Hybridisierung:
65000 // f// — ; / /-\\\ gonden/ Quenchersonden-
aar:
60000 / / / / /\i Esak997-3-TAMRA (5 ng/ul)/
5’ 55000 Quen3-Esak997-3-BHQ2
E. 50000 / ) / - // ,./ (10 ng/ul)
- /
2 45000 A A — / Putfer:
§ 40000 / -~ / Modif izierter PCR-Putfer
E (50 mM NaCl)
& 35000 4 e /
ﬁ 30000 // 3 / Hy bridisierungstemperatur:
o o
- VA /
E 25000 / / /
000 [~ -
15000 & / / /./ /
10000 / / /
N
A —
0 o T T T T T T T T T T
Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 3h 4h 55h 7h 95h 12h 24h
Hybridisierungsdauer [h]
—— C. sakazakii —B-C. sakazakii A C. turicensis %~ C. dublicensis
LMG 2760 LMG 2766 UZH 3032 UZH 237
- C. mutjensii -8—C. genomospecies -#-En. pulveris
ATCC 51329 UZH 9529 UZH 601/105

Abbildung C.28: Bestimmung des Fluoreszenzmaximums bei einer Hybridisierungstemperatur
von 30°C

Die Cronobacter-Stamme C. sakazakii LMG 2760 (Abb. C.28, blauer Kurvenverlauf),
C. turicensis UZH 3032 (Abb. C.28, gelber Kurvenverlauf) und C. genomospecies
UZH 9529 (Abb. C.28, blauer Kurvenverlauf) erreichten das Fluoreszenzmaximum
nach 5,5 h Hybridisierungsdauer. Die héchste Fluoreszenzintensitat wurde fir C.
dublicensis UZH 237 (Abb. C.28, tirkiser Kurvenverlauf) nach 7 h Hybridisierung
gemessen. C. mutjensii ATCC 51329 (Abb. C.28, griner Kurvenverlauf) und C.
sakazakii LMG 2766 (Abb. C.28, pinker Kurvenverlauf) erreichten dieses Maximum
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nach 12-stindiger Hybridisierungsdauer. Das Fluoreszenzsignal des mitgeflhrten
Nichtzielorganismus En. pulveris UZH 601/105 (Abb. C.28, roter Kurvenverlauf) stieg
nach einer Hybridisierungsdauer von 9,5 h sehr deutlich an und erreichte nach 24 h
Hybridisierung in etwa die gleich Intensitdt (58248 RFU), die auch flir die
Cronobacter-Stamme detektiert wurde.

Bei einer Inkubationstemperatur von 45°C (Abb. C.29) erreichte C. sakazakii LMG
2760 (Abb. C.29, blauer Kurvenverlauf) das Fluoreszenzmaximum bereits nach 1 h
Hybridisierungsdauer. C. turicensis UZH 3032 (Abb. C.29, gelber Kurvenverlauf), C.
genomospecies UZH 9529 (Abb. C.29, blauer Kurvenverlauf) und C. dublicensis
UZH 237 (Abb. C.29, tlrkiser Kurvenverlauf) erreichten ihr maximales
Fluoreszenzsignal nach 2-stiindiger Hybridisierung.

80000

75000 Reaktionsbedingungen

20000 Quick-FISH-Hybridisierung:

65000 Sonden/ Quenchersonden-

60000 — Paar:

/ r/f\ . Esak997-3-TAMRA (5 ng/pl)/

S' 55000 = X =4 | Quen3-Esak997-3-BHQ2
£ 50000 / S (10 ng/ul)
- o
T 45000 / : -~ e Puffer:
§ 40000 /[ 7 7 Moditizierter PCR-Puffer
£ 45000 / / / /' (50 mM NaCl)
c
Q
2 30000 / / /'/ / Hy bridisierungstemperatur:
S / / ,./ / 45°C

20000 / / / /

15000 // / //

10000 // / /

5000 W
0 T T T T T T T
Oh 0,5h 1h 1,5h 2h 3h 4h 5h
Hybridisierungsdauer [h]
——C. sakazakii —-C. sakazakii & C. turicensis ¥~ C. dublicensis
LMG 2760 LMG 2766 UZH 3032 UZH 237
- C. mutjensii —e—C. genomospecies -H-En. pulveris
ATCC 51329 UZH 9529 UZH 601/105

Abbildung C.29: Bestimmung des Fluoreszenzmaximums bei einer Hybridisierungstemperatur
von 45°C

Far C. mutjensii ATCC 51329 (Abb. C.29, griner Kurvenverlauf) wurden 3 h und far
C. sakazakii LMG 2766 (Abb. C.29, pinker Kurvenverlauf) 5 h benétigt, um diese
Intensitat zu erzielen. Das Fluoreszenzsignal von En. pulveris UZH 601/105 (Abb.
C.29, roter Kurvenverlauf) stieg nach einer Hybridisierungsdauer von 2 h sehr
deutlich an und erreichte nach 4 h Hybridisierung in etwa die gleiche Intensitat
(53417 RFU), die auch fur die Cronobacter-Stamme detektiert wurde.

Fir eine weiterfUhrende Interpretation dieser Ergebnisse siehe Diskussion D.2.3
(Seite 143).

112




C. Ergebnisse

C.3.5.4 Enzymatische Permeabilisierung der Zellen zur Erhdéhung der
Sensitivitat

Es wurde untersucht, ob eine schwache enzymatische Vorbehandlung zu einer
verbesserten  Sondenpenetration  fihren  kdnnte, sich daraus starkere
Fluoreszenzsignale ableiten lieBen und sich dieses auch in einer schneller
ablaufenden Hybridisierungskinetik widerspiegelt.

Als Ausgangsbasis flr diesen Versuch wurden exponentiell angezogene C.
Sakazakii-Zellen (LMG 2760 und LMG 2766) verwendet. Diese wurden als Referenz
ohne enzymatische Behandlung mit Ethanol (Variante 1) und Formaldehyd
(Variante 4) fixiert (B.8.1). Fir alle anderen Varianten (2, 3 und 5) wurde fir die
enzymatische Vorbehandlung das Enzym Lysozym verwendet (s. auch Tabelle
C.15).

Als Versuchsvariante 2 wurden jeweils 2 ml der exponentiell gewachsenen Kulturen
abzentrifugiert (5000 rpm, 5 min), der Uberstand verworfen und das Zellpellet in
500 upl Lysozymldésung (Konzentration: 0,1 mg/ml in HxOpicest) resuspendiert. Diese
Suspensionen wurden fir 5 min bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation wurde der
Uberstand entfernt und das Zellpellet in 200 ul EtOH 50 % resuspendiert.
Versuchsvariante 3 entsprach in der Durchfihrung der Versuchsvariante 2. Die
Dauer der Enzymbehandlung wurde hier von 5 min auf 10 min bei RT erweitert.

Der enzymatischen Behandlung in Versuchsvariante 5 ging eine FAD-Fixierung
(Formaldehyd-Fixierung) der Zellen voran (Pernthaler et al., 2002b).

Dazu wurden jeweils 2 ml exponentiell gewachsene Kultur abzentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Zellpellet in 200 pl 4 %-iger Formaldehydldsung
resuspendiert. Nach 1 stindiger Inkubation bei RT wurde die Formaldehydlésung
Uber Zentrifugation entfernt (5000 rpm, 5 min) und die Zellen in 1 ml 1 x PBS-Lésung
gewaschen (5000 rpm, 5 min). Das Zellpellet wurde in 500 pl Lysozymlésung
(Konz.: 10 mg/ml in H:Ouisest) resuspendiert und fir 1 h bei 37°C inkubiert. Nach
Zentrifugation wurden die Zellen final in 200 ul 50% EtOH resuspendiert.

Tabelle C.15 fasst die verschiedenen Versuchsvarianten als Ubersicht zusammen.
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Tabelle C.15: Ubersicht Versuchsvarianten enzymatische Vorbehandlung

Variante-Nr. 1 2 3 4 5
Vorfixierung keine keine keine FAD- FAD-
Fixierung Fixierung
Enzymatische keine Lysozym Lysozym keine Lysozym
Permeabilisierung 0,1 mg/ml/ 0,1 mg/ml/ 10 mg/ml/
5 min bei RT |10 min bei RT 60 min bei
37°C
Endfixierung EtOH- EtOH- EtOH- EtOH- EtOH-
Fixierung Fixierung Fixierung Fixierung Fixierung

Das Sonden/ Quenchersonden-Paar Esak997-3-TAMRA/ Quen3-Esak997-3-BHQ2
wurde unter den bereits standardisierten Versuchs- und Messbedingungen (C.3.3)
fir diese Hybridisierung bei 30°C und 45°C verwendet.

Die Ergebnisse der Hybridisierung in Lésung sind in den Abbildungen C.30

(Hybridisierungstemperatur: 30°C) und C.31

(Hybridisierungstemperatur: 45°C)
zusammengefasst.

Parallel dazu wurden alle Fixierungen zur visuellen Kontrolle auf dem Objekttrager
mit der Sonde Esak997-TAMRA hybridisiert (B.8.3). Die mikroskopische Evaluierung
aller Versuchsvarianten ist exemplarisch fir C. sakazakii LMG 2760 in den

Abbildungen C.32/1 und C.32/2 dargestellt.
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- Quick-FISH-Hybridisierung:
——— 4
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Hybridisierungsdauer [h]
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Sonden/ Quenchersonden-
Paar:
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Quen3-Esak997-3-BHQ2
(10 ng/pl)

60000

50000

Puffer:
Modif izierter PCR-Puffer
(50 mM NaCl)

40000

Hy bridisierungstemperatur:
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30000
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20000

10000

———C. sakazakii LMG 2760 Variante 1 —i— C. sakazakii LMG 2766 Variante 1
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- C. sakazakii LMG 2760 Variante 3 #— C. sakazakii LMG 2766 Variante 3

——C. sakazakii LMG 2760 Variante 4 —— C. sakazakii LMG 2766 Variante 4

———C. sakazakii LMG 2760 Variante 5 —i— C. sakazakii LMG 2760 Variante 5

Abbildung C.30: Enzymatische Zellpermeabilisierung und Hybridisierung bei 30°C
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FiOr die unbehandelten EtOH- (Abb. C.30, Variante 1, grine Kurven) und FAD-
Fixierungen (Abb. C.30, Variante 4, rote Kurven) zeichnete sich ein vergleichbarer
Reaktionsverlauf ab. Die maximal nach 4 h Hybridisierung detektierten
Fluoreszenzsignale lagen im direkten Vergleich fir die fixierten Zellen von C.
sakazakii LMG 2560 tendenziell héher (Abb. C.30, EtOH-Fixierung: 70981 RFU und
FAD-Fixierung: 72684 RFU) als fir die parallel fixierten Zellen von C. sakazakii LMG
2766 (Abb. C.30, EtOH-Fixierung: 59863 RFU und FAD-Fixierung: 52112 RFU). Far
die enzymatisch vorbehandelten EtOH-Fixierungen (Varianten 2 und 3) sowie flr die
(Variante 5)
Hybridisierungstemperatur von 30°C Fluoreszenzmaxima zwischen 997 RFU (LMG
2760, Abb. C.30, Variante 5) und 5527 RFU (LMG 2760, Abb. C.30, Variante 2)

gemessen.

nach FAD-Fixierung permeabilisierten Zellen wurden bei einer
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Reaktionsbedingungen
Quick-FISH-Hybridisierung:
70000
Sonden/ Quenchersonden-
60000 A Paar:
\Ezz Esak997-3-TAMRA (5 ng/ul)/
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% //// / Pufter:
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H .
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——C. sakazakii LMG 2760 Variante 4 —— C. sakazakii LMG 2766 Variante 4
——C. sakazakii LMG 2760 Variante 5 —d—C. sakazakii LMG 2760 Variante 5

Abbildung C.31: Enzymatische Zellpermeabilisierung und Hybridisierung bei 45°C

Im Vergleich dazu wurden bei einer Hybridisierungstemperatur von 45°C fir die
EtOH- beider
Fluoreszenzmaxima detektiert (Abb C.31, Varianten 1 und 4). Die Messwerte von C.
sakazakii LMG 2760 betrugen 56098 RFU (EtOH-Fixierung) und 57166 RFU (FAD-
Fixierung). Die Messwerte fir C. sakazakii LMG 2766 beliefen sich mit 57630 RFU

und FAD-Fixierungen Stdmme tendenziell vergleichbare
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(EtOH-Fixierung) und 57838 RFU (FAD-Fixierung) auf einem vergleichbaren
Intensitatsniveau. Fir die nach Variante 2 (Abb. C.31) permeabilisierten Zellen
wurden nach 4 h Hybridisierung Fluoreszenzmaxima von 47842 RFU (LMG 2760)
und 21495 RFU (LMG 2766) gemessen. Fur Variante 3 (Abb C.31.) wurden
Fluoreszenzintensitaten von 9883 RFU (LMG 2760) und 16263 RFU (LMG 2766)
ermittelt. Die nach Variante 5 (Abb. C.31) permeabilisierten Zellfixierungen erzielten
Messwerte von 4035 RFU (LMG 2760) und 19035 RFU (LMG 2766).

Die in den Abbildungen C.30 und C.31 zusammengefassten Ergebnisse
verdeutlichen, dass durch eine enzymatische Zellpermeabilisierung im Vergleich zu
den unbehandeltenen Zellfixierungen keine Steigerungen im Fluoreszenzmaximum
und der Reaktionsgeschwindigkeit erzielt wurden. Vielmehr lagen die gemessenen
Fluoreszenzintensitaten der permeabilisierten Zellfixierungen deutlich unter denen
der unbehandelten Zellfixierungen. Die Differenz in der Fluoreszenzintensitat im
direkten Vergleich von unbehandelten und permeabilisierten Zellen pragte sich dabei
am deutlichsten fr die Hybridisierungstemperatur von 30°C aus (Abb. C.30).

Die erhebliche Abschwéachung des Fluoreszenzsignals, die in den Reaktionskinetiken
(Abb. C.30 und C.31) beobachtet wurde, konnte mikroskopisch nicht reproduziert
werden (Abb. C.32/1 und C.32/2).

Im Vergleich zur Hybridisierung in Lésung wurde fir die Objekttrager basierte
Hybridisierung 1/10 der Zellmenge (1 pul pro Ansatz) verwendet. Die
Fluoreszenzaufnahmen (Abb. C.32/1 und C.32/2) wurden alle mit der Belichtungszeit
von 3000 ms aufgenommen. Die enzymatisch permeabilisierten Zellfixierungen
wiesen im direkten Bezug zu den unbehandelten Referenzfixierungen leicht
schwéchere aber dennoch ausreichend gut detektierbare Fluoreszenzsignale auf
(EtOH-fixierte Zellen: Abb. C.32/1, Bilder B, D und F; FAD-fixierte Zellen: Abb.
C.32/2, Bilder B und D).

Morphologisch war im Vergleich zu den unbehandelten Zellen eine leichte
Veranderung der Zellform durch die enzymatische Behandlung erkennbar (Abb.
C32/1, Bilder C, E und Abb. C.32/2, Bild C).

Flr eine weiterflhrende Interpretation dieser Ergebnisse siehe Diskussion D.2.1
(Seite 130).
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Abbildung C.32/1: Exemplarische Dokumentation der EtOH-Fixierungen von C. sakazakii LMG 2760

Alle Fixierungen wurden mit der Sonde Esak977-TAMRA hybridisiert. Die mikroskopischen
Aufnahmen wurden bei einer 1000-fachen GesamtvergrdBerung fotografiert.

A: Phasenkontrastaufnahme von nicht permeabilisierten EtOH-fixierten C. sakazakii-Zellen (Variante
1) B: Korrespondierendes Epifluoreszenzbild zu Bild A C: Phasenkontrastaufnahme von enzymatisch
permeabilisierten EtOH-fixierten C. sakazakii-Zellen (Variante 2) D: Korrespondierendes
Epifluoreszenzbild zu Bild C E: Phasenkontrastaufnahme von enzymatisch permeabilisierten EtOH-
fixierten C. sakazakii-Zellen (Variante 3) F: Korrespondierendes Epifluoreszenzbild zu Bild E
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Abbildung C.32/2: Exemplarische Dokumentation der FAD-Fixierungen von C. sakazakii LMG 2760

Alle Fixierungen wurden mit der Sonde Esak977-TAMRA hybridisiert. Die mikroskopischen
Aufnahmen wurden bei einer 1000-fachen GesamtvergréBerung fotografiert.

A: Phasenkontrastaufnahme von nicht permeabilisierten FAD-fixierten C. sakazakii-Zellen (Variante 4)
B: Korrespondierendes Epifluoreszenzbild zu Bild A C: Phasenkontrastaufnahme von enzymatisch
permeabilisierten FAD-fixierten C. sakazakii-Zellen (Variante 5) D: Korrespondierendes
Epifluoreszenzbild zu Bild C
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C.3.6 Reproduzierbarkeit der erhaltenen Ergebnisse

Far C. sakazakii LMG 2760 wurden bei einer vergleichbar eingesetzten Zellzahl (in
etwa 102 Zellen pro Reaktionsansatz) in den bisher durchgeflihrten Messreihen nach
4 h Hybridisierungsdauer und einer Hybridisierungstemperatur von 30°C
Fluoreszenzintensitaten von 32000 RFU bis 75000 RFU gemessen. Durchschnittlich
lagen die Fluoreszenzintensititen in etwa bei 40000 RFU. Bei einer
Hybridisierungstemperatur von 45°C wurden nach 4 h Hybridisierung minimal
18000 RFU und maximal 60000 RFU gemessen. Durchschnittlich lagen die
Fluoreszenzintensitaten bei 45000 RFU.

Durchschnittlich wurden fir den Nichtzielorganismus Enterobacter cloacae DSM
30054 nach 4 h Hybridisierung Fluoreszenzintensitaten von 1500 RFU (30°C) und
50000 RFU (45°C) gemessen.

Ausgehend von den bisher erhaltenen Messwerten, wurde nachfolgend der Einfluss
von unterschiedlichen Produktionschargen der Sonde Esak997-3-TAMRA auf die
Intensitaten der erzielten Fluoreszenzsignale untersucht.

Die Sonden wurden jeweils in modifiziertem PCR-Puffer auf die Endkonzentrationen
5 ng/ul verdinnt und im Anschluss daran am Mikrotiterplatten-Fluorometer
vermessen.

Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle C.16 zusammengefasst.

Tabelle C.16: Fluoreszenzintensitaten unterschiedlicher Produktionschargen

Sonde Charge Fluoreszenzintensitat [RFU] in
modifiziertem PCR-Puffer
Esak977-3-TAMRA 00077996-1 72599
Esak977-3-TAMRA 00078516-1 65137
Esak977-3-TAMRA 00075208-1 76164
Esak977-3-TAMRA 00074214-3 87891
Esak977-3-TAMRA 00079457-1 63053
Esak977-3-TAMRA 00079457-2 57288

Fir die verschiedenen Produktionschargen der Sonde Esak997-3-TAMRA wurden
Fluoreszenzintensitaten zwischen 57288 RFU und 87891 RFU gemessen (Tab.
C.16).

C. sakazakii LMG 2760 und En. cloacae DSM 30054 wurden mit den in Tabelle C.16

aufgefihrten  Sonden jeweils in Kombination mit der Quenchersonde
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Quen3-Esak997-3-BHQ2 fiir 4 h in modifiziertem PCR-Puffer (50 mM NaCl) bei 30°C
und 45°C hybridisiert (C.3.3). Um einen moglichen Einfluss der jeweiligen
Sondenchargen auf die Quenchingeffizienz zu untersuchen, wurden alle Sonden
(Tab. C.16) mit den entsprechenden Quenchersonden in modifiziertem PCR-Puffer
(50 mM NaCl) zusatzlich auch ohne Zellen bei 30°C und 45°C hybridisiert.

Tabelle C.17 und Abbildung C.33 fassen die erhaltenen Messwerte zusammen.

Tabelle C.17: Vergleich verschiedener Chargen der Sonde Esak997-3-TAMRA

Hybridisierungstemperatur: 30°C Hybridisierungstemperatur: 45°C
Quenching- Quenching-
C. sakazakii| En. clocae effizienz | C. sakazakii| En. clocae | effizienz
Sondenmaximum| LMG 2760 | DSM 30054 | ohne Zellen| LMG 2760 | DSM 30054 | ohne Zellen
Sondencharge [RFU] [RFU] [RFU] [RFU] [RFU] [RFU] [RFU]
00079457-1 63053 31032 1138 841 48826 49129 773
00079457-2 57288 31152 1148 792 47596 46646 746
00074214-3 87891 73210 1980 609 59476 57689 1068
00078516-1 65137 40278 1325 790 50448 47368 2150
00077996-1 72599 70981 1845 912 56098 52979 1242
90000
85000 Reaktionsbedingungen
80000 Quick-FISH-Hybridisierung:
75000 Sonden/ Quenchersonden-
70000 Paar:
65000 Esak997-3-TAMRA (5 ng/ul)/
60000 4 (C:lse:g/—j)sak997—3—BHQ2

55000 7
50000 7
45000 -
40000 -
35000 -
30000 -
25000 -
20000 -
15000 A
10000 H

5000 ~

— Puffer:
Modif izierter PCR-Puffer
(50 mM NaCl)

— Hy bridisierungstemperatur:
I | 30°C und 45°C

Fluoreszenzintensitat [RFU]

00079457-1 00079457-2 00074214-3 00078516-1 00077996-1
Sondencharge
B Sondenmaximum B C. sakazakii LMG 2760 bei 30°C
I En. clocae DSM 30054 bei 30°C ® Quenchingeffizienz ohne Zellen bei 30°C
B C. sakazakii LMG 2760 bei 45°C I En. clocae DSM 30054 bei 30°C
O Quenchingeffizienz ohne Zellen bei 45°C

Abbildung C.33: Vergleich verschiedener Chargen der Sonde Esak997-3-TAMRA (siehe auch
Tab. C.17)

Bei Verwendung von verschiedenen Sondenchargen (Tab.16) wurde bei einer
Hybridisierungstemperatur von 30°C ein deutlicher Einfluss auf die Signalintensitat
von C. sakazakii beobachtet (Abb. C.33 blaue Balken). Die erzielten
Fluoreszenzmaxima resultierten in Messwerten zwischen 31032 RFU und
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73210 RFU (Tab. C.17). Die Schwankungsbreite (minimale und maximale
Fluoreszenzintensitat) der Messwerte belief sich flir C. sakazakii auf 42178 RFU. Die
Messwerte fir den Nichtzielorganismus En. cloacae und die Quenchingeffizienz
wurden hingegen bei 30°C nur marginal beeinflusst (Tab. C.17).

Erfolgte die Hybridisierung bei 45°C wurden fir C. sakazakii Fluoreszenzmaxima
zwischen 47596 RFU und 59476 RFU gemessen (Tab. C.17). Daraus wurde eine
Messwertschwankung von 11880 RFU berechnet. Flir En. cloacae schwankten die
erhaltenen Messwerte zwischen 46646 RFU und 57689 RFU (berechnete Differenz:
11043 RFU).

Die Quenchingeffizienz wurde bei 45°C ebenfalls nur unwesentlich beeinflusst.
Durchschnittlich wurde hier die Fluoreszenz der verschiedenen Sonden durch
Bindung an die Quenchingsonde auf 1200 RFU reduziert.

C.3.7 Etablierung einer Vorkultivierungsstrategie fur
Milchpulverproben

Als Vorkultivierungsdauer wird die Zeit definiert, die fir das Wachstum von C.
Ssakazakii bendtigt wird, damit dieser Uber Kultivierung eine Konzentration erreicht,
die im Nachweisbereich des Detektionssystems liegt.

Angelehnt an die ISO-Vornorm ISO/TS 22964:2006-02 (B.3.6) wurde eine
Vorkultivierungsstrategie etabliert, mit der C. sakazakii in Milchpulverproben mittels
Quick-FISH und Mikrotiterplatten-Fluorometer Detektion nachgewiesen werden kann.
Dazu wurde analog zu den Kultivierungsbedingungen gemaB ISO-Vornorm eine
zweistufige Anreicherungsstrategie, bestehend aus einer Voranreicherung und einer
Selektivanreicherung implementiert.

Dazu wurden Milchpulverproben kinstlich mit C. sakazakii-Zellen kontaminiert
(10 Zellen/ 100 g) und bis zur Verarbeitung vier Wochen bei 4°C gelagert. Die
eingesetzte Zellzahl wurde mittels Plattierung auf Trypton-Soja Agar bestatigt (B.2.4).
100 g Milchpulver (als Negativkontrolle) und 100 g kinstlich mit C. sakazakii
kontaminiertes Milchpulver wurden jeweils fir die Voranreicherung in gepuffertem
Peptonwasser (BPW, B.2.4), Trypton-Soja Bouillon (TSB, B.2.4), modifizierter Lauryl-
Sulfat-Tryptose Bouillon (mLSTB, B.2.4) und destilliertem Wasser (HzOugest)
resuspendiert und fir 24 h unter Schitteln bei 37°C inkubiert . Zur

Selektivanreicherung wurden jeweils 0,1 ml Voranreicherung in Mossel-
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Anreicherungsmedium (EE-Broth, B.2.4) und in modifizierte Lauryl-Sulfat-Tryptose
Bouillon (mLSTB) Uberfihrt und fir weitere 24 h unter Schitteln bei 37 °C inkubiert.
Ein Aliquot (2 ml) wurde aus jeder Selektivanreicherung entnommen, abzentrifugiert

(5 min, 5000 rpm) und das Zellpellet in 100 pl EtOH,_, . aufgenommen und fixiert.

S
Die EtOH-Fixierungen wurden zuerst mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung auf
dem Objekttrager (Sonde Esak997-TAMRA, B.8.3, jeweils 1 pl Fixierung pro Ansatz)
analysiert. In allen parallel mitgefihrten Negativkontrollen (nicht kontaminiertes
Milchpulver) wurde C. sakazakii mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung auf dem
Objekttrager nicht nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). In allen untersuchten
Fixierungen des kinstlich kontaminierten Milchpulvers war C. sakazakii mittels
Fluoreszenz in situ Hybridisierung auf dem Objekttrager jedoch eindeutig
nachweisbar.
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Abbildung C.34: Exemplarische Dokumentation der kinstlich mit C. sakazakii kontaminierten

Milchpulverproben (1000-fache GesamtvergroBerung). Alle Fixierungen wurden mit der Sonde
Esak977-TAMRA hybridisiert.

A: Phasenkontrastaufnahme der EtOH-fixierten Milchpulver Anreicherung (Voranreicherung: HzOgest;
Selektivanreicherung: EE-Broth) B: Korrespondierendes Epifluoreszenzbild zu Bild A C:
Phasenkontrastaufnahme der EtOH-fixierten Milchpulver Anreicherung (Voranreicherung: mLSTB;
Selektivanreicherung: EE-Broth) D: Korrespondierendes Epifluoreszenzbild zu Bild C
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Far  die C. Sakazakii-Zellen ~ wurden mittels ~ der  verschiedenen
Vorkultivierungsstrategien jedoch mikroskopisch unterschiedliche
Fluoreszenzintensitaten detektiert (Daten nicht gezeigt). Im direkten Vergleich der
Fixierungen wiesen C. sakazakii-Zellen, die in mLSTB oder H:Ogest. VOrangereichert
und zur Selektivanreicherung in EE-Broth Uberfiihrt wurden, die hellsten und
homogensten Fluoreszenzsignale auf (Abb C.34).

AusschlieBlich diese Fixierungen wurden auch fir die Hybridisierung in Lésung
verwendet und dber eine maximale Inkubationsdauer von 4 h bei den
Inkubationstemperaturen 30°C und 45°C sowie einer NaCl-Konzentration von 50 mM
in modifiziertem PCR-Puffer hybridisiert (Esak997-3-TAMRA/ Quen3-Esak997-3-
BHQ2, C.3.3).
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Kiinstlich mit C. sakazakii Negativkontrolle, nicht
kontaminiertes Milchpulver: kontaminiertes Milchpulver:

Anreicherung: mLSTB/EE-Broth, Anreicherung: mLSTB/EE-Broth,

Hybridisierung bei 30°C Hybridisierung bei 30°C
—s-Anreicherung: Hzodes‘_/EE-Broth, —— Anreicherung: H O __ /EE-Broth,

2 " dest.
| Hybridisierung bei 30C
_. Anreicherung: mLSTB/EE-Broth,

Hybridisierung bei 30°C_
Anreicherung: mLSTB/EE-Broth,

Hybridisierung bei 45°C Hybridisierung bei 45°C
”” —e—Anreicherung: H,0,__/EE-Broth, | —— Anreicherung: H,O, _/EE-Broth,
Hybridisierung bei 45°C Hybridisierung bei 45°C

Abbildung C.35: Untersuchung von Milchpulverproben mittels Quick-FISH-Hybridisierung

Quick-FISH-Hybridisierung mit dem Sonden/ Quenchersonden Paar Esak997-3-TAMRA (5 ng/ul)
und Quen3-Esak997-3-BHQ2 (10 ng/ul) bei 30°C und 45°C in modifiziertem PCR-Puffer (50 mM
NaCl).
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Die Abbildung C.35 zeigt die erhaltenen Reaktionskinetiken flir die hybridisierten
Fixierungen in Abhangigkeit von der Hybridisierungstemperatur und —dauer.

Den Kurvenverlaufen ist zu entnehmen, dass in den klnstlich mit C. sakazakii
kontaminierten Milchpulverproben sowohl mittels Anreicherung in mLSTB
(Voranreicherung) und EE-Broth (Selektivanreicherung) (Abb. C.35, blaue und
hellgriine Kurve), als auch mittels Anreicherung in H>Ogest (Voranreicherung) und EE-
Broth (Selektivanreicherung) (Abb. C.35, pinke und rote Kurve), C. sakazakii
eindeutig nachweisbar war. Bei einer Hybridisierungstemperatur von 45°C wurde die
maximale Fluoreszenzintensitat von C. sakazakii nach 1 h und bei 30°C nach ca. 3 h
Hybrisierung erreicht.

In allen parallel mitgefihrten Negativkontrollen (nicht kontaminiertes Milchpulver)
wurde C. sakazakii mittels Quick-FISH-Hybridisierung nicht nachgewiesen (Abb.

C.35, gelbe, graue, dunkelgriine und braune Kurve).
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D. Diskussion

D.1 Optimierung der Bedingungen fiir die Fluoreszenz in situ

Hybridisierung (FISH) auf Filtermembranen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden routinetaugliche Protokolle fiir den FISH-basierten
Nachweis von Mikrokolonien und Einzelzellen auf Filtermembranen entwickelt.

Der Nachweis von Mikrokolonien erfolgte am Beispiel von Legionella. Fur den
Direktnachweis von Einzelzellen, wurde die Entwicklung der Hybridisierung auf
Filtermembranen exemplarisch fir bierschadliche Bakterien durchgefihrt. Ein
besonderer Augenmerk wurde bei der Entwicklung auf die Kriterien Nachweisdauer,
Sensitivitat, Signal/Rausch-Verhaltnis, Handhabung und Reproduzierbarkeit der

Protokolle gelegt.

D.1.1 Einfluss verschiedener Membranfiltertypen

Aus den Ergebnissen (C.1 und C.2) geht hervor, dass die Auswahl der
Filtermembran ein entscheidendes Kriterium fir die Entwicklung der jeweiligen
Applikation war. Die Selektion einer geeigneten Filtermembran hing dabei nicht nur
von der generellen Handhabbarkeit fir die FISH-Analyse ab, sondern fiir das Signal/
Rausch-Verhaltnis im Bezug auf das zur Auswertung ausgewahlte Detektionsgerat
eine entscheidende Rolle. Fir den Nachweis von Mikrokolonien war ferner wichtig,
dass sich die Filtermembran generell zur Kultivierung von Bakterien eignen musste
und sich die Mikrokolonien im Anschluss an die Kultivierung ausreichend gut fir die
FISH-Analyse mit der Membran verankern lieBen (C.1.1). In einer vergleichenden
Studie an verschiedenen Filtermaterialien (C.1.2.1) konnte gezeigt werden, dass die
untersuchten Filtermembranen zum Teil signifikante Unterschiede in der
Kultivierungseffizienz flr Legionellen aufwiesen (Tabelle C.1, Seite 56). Die besten
Wiederfindungsraten (79 % - 81 %) wurden in der vergleichenden Analyse fir
Cellulose-basierte Filtermembranen (Cellulose-Nitrat- und Cellulose-Nitrat/Cellulose/
Acetat-Filtermembranen) erhalten. Die wenigsten Mikrokolonien wuchsen auf
Polycarbonatmembranen (je nach Membran 0 % bis 16 %). Die unterschiedliche
Kultivierungseffizienz der Membranen kann dabei auf verschiedene Faktoren
zurlckgefuhrt werden. Ein Einfluss ist durch die mechanische Beschadigung der
Bakterienzellen im Moment des Auftreffens auf die Membran annehmbar. Basierend

auf den Ergebnissen (siehe Tabelle C.1, Seite 56) ist vorstellbar, dass einschichtige
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Membranen wie z. B. Polycarbonat- oder Polyestermembranen diesen Effekt starker
forcieren kénnen als mehrschichtige Membranen. Letztere kdnnten 0{ber ihre
netzwerkartigen Strukturen einen schonenden Rulckhalt der Zellen im Filtermaterial
ermdglichen und damit der mechanischen Beschadigung entgegen wirken. Des
Weiteren wird die Diffusion der Nahrstoffe vom Nahrmedium durch den Filter zu den
Zellen UOber das Filtermaterial und eventuell auch Uber die PorengréBe des Filters
beeinflusst. Darliber hinaus besteht auch die Mdglichkeit, dass ein Inhaltsstoff des
Filtermaterials oder ein Farbstoff, der zum Einfarben der Membran verwendet wurde,
einen toxischen Einfluss auf das Zellwachstum austiben kann. Dieses konnte das
vollstandige Ausbleiben des Wachstums auf schwarzen Polycarbonatmembranen im

Vergleich zu weiBen Polycarbonatmembranen erklaren.

D.1.2 Mdéglichkeiten zur Verbesserung des Signal/Rausch-Verhaltnisses, zur
Verstarkung des Sondensignals und zur Optimierung der Handhabung

Die Optimierung des Signal/Rausch-Verhéltnisses in Kombination mit einer
Verstarkung des Sondensignals waren weitere entscheidende Aspekte fiir die
Realisierung beider Protokollentwicklungen (Mikrokolonie- und Einzelzelldetektion).
Aus den erhaltenen Ergebnissen geht hervor, dass unabhangig vom Material der
Filtermembran eine Blockierung der Filteroberflache von Néten war, um den Filter
wahrend der Hybridisierung vor einer unspezifischen Bindung durch die
Sondenmolekiile abzuschirmen. Die Ergebnisse (C.1.2.2) zeigten, dass sich auch
hierfir analog zu anderen Membranhybridisierungsverfahren (z. B. Southern-Blot-,
Western-Blot-Hybridisierung) eine Pra-Hybridisierung mit einer blockierenden
Substanz (Hybridisierungspuffer mit 1 % Blocking Reagenz) zur Abséttigung von
freien Stellen auf der Membran eignete. In Kombination mit der Substitution von
Hybridisierungs- und Waschpuffer mit blockierenden Substanzen (jeweils mit 1 %
Blocking Reagenz und 1 % Roti-Block) konnte eine 95 %-ige Reduktion der
Autofluoreszenzen erzielt werden. Diese Strategie konnte erfolgreich flr die
Hybridisierung von verschiedenen Filtermaterialien (Cellulose-Nitrat/Cellulose/Acetat,
Polycarbonat und Polyester) eingesetzt werden (C.1.2.2, C.2.1, C.2.2).

Neben Autofluoreszenzen wurden im Vergleich zur Hybridisierung auf Objekttragern
auch schwachere Signale der Zellen oder Mikrokolonien nach Hybridisierung auf
Membranen detektiert (C.1.1, C.1.2.2, C.2.2.2). Es war davon auszugehen, dass
trotz erfolgreich entwickelter Blockierungsstrategie immer noch zu wenige
Sondenmolekile fir die spezifische Hybridisierung mit der rRNS der Zielzellen
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verfligbar waren, um adaquat detektierbare Signalintensitidten zu erzielen. Fir die
Hybridisierung von  Mikrokolonien konnte das Defizit an verfligbaren
Sondenmolekilen durch Erhéhung der Sondenkonzentration von 50 ng/pl auf 100
ng/ul bei gleichbleibender Spezifitat der Reaktion erfolgreich eliminiert werden
(C.1.1). Fir den Nachweis von Einzelzellen auf Filtermembranen wurde nach
experimenteller  Evaluierung  verschiedener  SignalverstarkungsmaBnahmen,
ebenfalls eine Erhéhung der Sondenkonzentration (hier auf 200 ng/ul) in
Kombination mit einer Verlangerung der Sondensequenzen auf 20 Basen das
geeignete Vorgehen dar (C.2.2.2).

Bei der Analyse von Bierproben, fiel auf, dass diese Proben sehr viele Partikel und z.
T. auch autolysierte Hefezellen enthielten, die einen stérenden Effekt auf die
automatische Auswertung mittels ChemScan RDI Laserscanner aufwiesen (C.2.3).
Da keine genauere Charakterisierung der Partikel méglich war, wurden verschiedene
Farbstoffe und Farbelésungen zur Gegenfarbung und somit Maskierung dieser
Storeffekte Uberprift (C.2.3). Dabei erwies sich 0,1 %-ige Evan’s Blue Lésung, die
im Anschluss an die Hybridisierung auf die Filtermembran appliziert wurde, als
effektivste MaBnahme, um eine stérungsfreie automatische Auswertung dieser
Proben mittels ChemScan RDI zu realisieren.

AbschlieBend wurde die Handhabung der Filtermembranen und die Durchflhrung
von beiden Protokollen Uber eine adaptierte Hybridisierungseinheit (Abb. C.2, Seite

61) flr den robusten routinetauglichen Einsatz erfolgreich optimiert (C.1.2.3).

D.1.3 Manuelle, semi-automatische und automatische Quantifizierung von
Filtermembranen

Im Zuge dieser Arbeit wurden zudem verschiedene Optionen zur routinetauglichen
Quantifizierung von Mikrokolonien und Einzelzellen auf Filtermembranen entwickelt
und evaluiert. Entsprechend der eingesetzten Auswertegerate
Epifluoreszenzmikroskop, Epifluoreszenzstereomikroskop oder ChemScan RDI
Laserscanner wurden hierbei verschiedene Strategien zur manuellen, semi-
automatischen oder automatischen Auswertung von Realproben angewendet (C.1.4,
C.2.6.). Fur die Quantifizierung von Legionella-Mikrokolonien konnte gezeigt werden,
dass mittels manueller Auswertung der gesamten Filtermembran oder eines
Teilbereichs der Membran am Epifluoreszenzmikroskop (C.1.4.1) eine gute
Ubereinstimmung zum klassischen Kulturverfahren nach UBA-Empfehlung (B.3.4)
erzielt werden konnte. Die hbéhere Anzahl an Trinkwasserproben mit positiven
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Befunden flr Legionellen wurde dabei mittels FISH-Analyse detektiert (C.1.3).
Dieses kann dadurch erklart werden, dass Uber die FISH-Analyse jede gewachsene
Kolonie auf der Filtermembran bestatigt wurde und nach UBA-Empfehlung die
Gesamtzahl an Legionellen pro Analysevolumen ausschlieBlich tber die Bestatigung
von 3 bis 5 verdachtigen Kolonien abgeschatzt wurde. Eine erste semi-automatische
Quantifizierung von Mikrokolonien mittels der Kombination
Epifluoreszenzstereomikroskop und eines Softwaremakros zeigte eine gute
Alternative zur manuellen Quantifizierung (C.1.4.2).

Der FISH-basierte Direktnachweis von bierschadlichen Bakterien lieferte in
Kombination mit einer automatischen Quantifizierung am ChemScan RDI
Laserscanner eine sehr gute Korrelation zum klassischen Kulturverfahren (C.2.7)
und kann zuklnftig in Brauereien zu einer deutlichen Beschleunigung der

mikrobiologischen Freigabe eingesetzt werden.

D.1.4 Ausblick Fluoreszenz in situ Hybridisierung auf Filtermembranen

Die durchgefuhrten Protokollentwicklungen zeigten, dass die Fluoreszenz in situ
Hybridisierung auf Membranfiltern erfolgreich in routinetaugliche Reaktionsformate
Uberfihrt werden konnte. Die umfangreichen Validierungsstudien bescheinigen
beiden entwickelten Protokollen mindestens eine vergleichbare oder verbesserte
Sensitivitdt, Spezifitdt und Nachweisgeschwindigkeit im Vergleich zu den
entsprechenden klassischen Kultivierungsverfahren. Auf Grundlage dieser
Entwicklungen sind weiteren Applikationen zur FISH-basierenden Analyse von
flussigen Proben auf Filtermembranen denkbar. Je nach Ausrichtung und
Anforderung der Applikation stehen Optionen zum Nachweis von Mikrokolonien oder
Einzelzellen bereit, die entsprechend der Auswertungseinheit Gber eine manuelle,
semi-automatische oder vollautomatische Quantifizierung fir die BedUrfnisse eines
Labors in der Lebensmittelindustrie skaliert werden kénnen.

128



D. Diskussion

D.2 Prinzip Quick-FISH

Basierend auf der Standard-FISH-Technik (A.1) wurde in dieser Arbeit ein neuer
Reaktionsmechanismus zur Hybridisierung in Lésung entwickelt, Gber den eine hohe
Probenanzahl parallel (high-throughput) im Mikrotiterplattenformat auf das
Vorhandensein von lebensmittelrelevanten Bakterien untersucht werden kann.

Damit dieses Verfahren zukinftig in der Routineanalytik der Lebensmittelindustrie
etabliert werden kann, wurde bereits bei der Konzipierung des Nachweissystems ein
Hauptaugenmerk auf eine einfache, aus mdglichst wenigen Arbeitsschritten
bestehende Durchfiihrung sowie auf eine vollautomatische Auswertung gelegt.

Zur Realisierung dieses Vorhabens wurde die Fluoreszenz in situ Hybridisierung in
Lésung (Wallner et al, 1995 und Thelen, 2002) mit einem statischen
Fluoreszenzquenching-Verfahren (A.3) kombiniert. Dieses hatte den Vorteil, dass
durch den Einsatz einer Fluoreszenzquenching-Technologie Wasch- und
Spulschritte, die bei der Standard-FISH-Technik zur Entfernung von ungebundenen
Sonden eingesetzt werden, obsolet wurden und die Analyse ohne komplexe
Gerateausstattung (wie z. B. Mikrotiterplatten-Zentrifuge) durchgefiihrt werden
konnte. Fir den Modellorganismus  Cronobacter spp. wurden zwei
Reaktionsstrategien (A und B) entwickelt (C.3.3.1), Uber die sich die Fluoreszenz in
situ Hybridisierung in Lésung mit einem statischen Fluoreszenzquenching-Verfahren
kombinieren lieBen. Der Reaktionsmechanismus von Strategie A (Abb. C.7, Seite 82)
war dabei an den der Standard-FISH-Technik (A.1) angelehnt. Anstelle des
Waschschrittes wurden Quenchersonden eingesetzt, die durch Hybridisierung mit
den UOberschiissigen oder ungebundenen Sonden ungewollte Fluoreszenzen in der
Lésung ausléschen sollten. Fir Strategie B (Abb. C.8, Seite 83) wurde ein
alternativer Reaktionsmechanismus entwickelt. Sonden und Quenchersonden
wurden hierbei direkt von Beginn der Reaktion an gleichzeitig zu den Zellen
appliziert. Auf diese Weise sollte sich eine Signalentwicklung ausschlieBlich fiir die
Zielzellen entwickeln, fir die die Sonde konzipiert wurde. Nichtzielzellen sollten
dadurch von Reaktionsbeginn an diskriminiert werden kdnnen.

Ein experimenteller ,proof of concept® (C.3.3.4) wurde flr beide konzeptionierten
Hybridisierungsstrategien an  Cronobacter  sakazakii und  ausgewahlten
Nichtzielorganismen erbracht. Bei einer Hybridisierungstemperatur von 45°C in
Kombination mit modifiziertem PCR-Puffer als Hybridisierungspuffer wurde der
Zielorganismus eindeutig von den Nichtzielorganismen diskriminiert (Strategie A:
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Abb. C. 12, Seite 90 und Strategie B: Abb. C. 14, Seite 91). Die Methode zur
Hybridisierung in Lésung nach Strategie A wurde in dieser Arbeit jedoch nicht mehr
weiter untersucht. Der weitere Fokus der Methodenentwicklung wurde auf Strategie
B gelegt, da sich diese bei vergleichbarer Hybridisierungsdauer durch eine
einfachere Handhabung und ein klrzeres Protokoll auszeichnete. Fir die als Quick-
FISH bezeichnete Strategie B (Abb. C.8, Seite 83) wurden im weiteren Verlauf der
Arbeit die Parameter aufgeklart, die fir den Reaktionsmechanismus, die Spezifitat,
die Sensitivitdt und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse verantwortlich sind.

D.2.1 Reaktionsmechanismus Quick-FISH

Betrachtet man den Ablauf der Quick-FISH-Reaktion (Abb. C.8, Seite 83), so ist
festzustellen, dass die gesamte Reaktion aus zwei verschiedenen Hybridisierungen
besteht. Zum einen bilden Sonde und Quenchersonde Uber eine DNS:DNS-
Hybridisierung ein nicht fluoreszentes Hybrid aus und zum anderen hybridisiert die
Sonde nach Dissoziation dieses Hybrides Uber eine DNS:RNS-Hybridisierung an ihre
Zielstelle auf der rRNS innerhalb der Bakterienzelle (Abb. C.7, Seite 82). Die
Zuwachsrate der DNS:RNS-Hybride kann dabei Uber die Zunahme der
Fluoreszenzsignale am Mikrotiterplatten-Fluorometer bestimmt werden.

Basierend auf den experimentellen Daten (C.3) sind in Abbildung D.1 die
hypothetisch angenommenen Abhangigkeiten der DNS:DNS- und DNS:RNS-
Hybridisierungen zueinander schematisch als Gleichgewichtsreaktionen dargestellt.

o-=0
O==0
=0
=0 .
Reaktionsraum 1 gg Reaktionsraum 2 o
(auBerhalb der Zelle) g§ (innerhalb der Zelle)
=0
O==0
Q2
i ~—— QS+ IRNS
o Q + 8 o 9
— Q + SrRNS
Qs
QS = nicht fluoreszentes Hybrid Quenchersonde/ Sonde (DNS:DNS Hybrid)
Q
S = Sonde, markiert mit Fluoreszenzfarbstoff (DNS Oligonukleotid)

Q
Q = Quenchersonde, markiert mit Quenchingfarbstoff (DNS Oligonukleotid)

Q

SrRNS = fluoreszentes Hybrid Sonde/ rRNS (DNS:RNS Hybrid)
0==0

I3 = schematische Darstellung der Zellmembran

Abbildung D.1:  Schematische  Darstellung  der  hypothetisch  angenommenen
Reaktionsgleichgewichte der DNS:DNS- und RNS:DNS-Hybridisierungen
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Die beiden mdglichen Hybridisierungsziele (Quenchersonde (DNS) und
Bindungsstelle auf der rRNS (RNS)) stehen dabei in dieser Reaktion in direkter
Kompetition um die Sonde (DNS).

Zu Beginn der Quick-FISH-Reaktion oder in Abwesenheit von rRNS-Bindungsstellen
liegen Quenchersonden und Sonden als DNS:DNS-Hybride vor. Da
Quenchersonden und Sonden nicht in gleichen Teilen, sondern im Verhéltnis 3:1 in
die Reaktion eingesetzt wurden, wird das Sondensignal in der Ldésung nahezu
vollstdndig ausgeléscht (98 % bis 99 %, Tab. C.12, Seite 88) und das
Reaktionsgleichgewicht verschiebt sich anfanglich zu Gunsten der DNS:DNS-
Hybridisierung.

Im Fall, dass potenzielle Zielstellen auf der rRNS flir die Sonden verflgbar sind,
verschieben sich die Gleichgewichte der Reaktionen in Abhangigkeit von der
Hybridisierungsdauer vom DNS:DNS-Hybrid in Richtung DNS:RNS-Hybrid. Die
Sonden werden dabei durch die Bindung an die rRNS stetig aus der
Gleichgewichtsreaktion entzogen und forcieren auf diese Weise eine weitere
Dissoziation der Quenchersonden/ Sonden-Hybride.

Dieser Verlauf setzt sich so lange fort, bis keine freien Sondenmolekile fir die
Hybridisierung an die rRNS aus der Dissoziation der Quenchersonden/ Sonden-
Hybride zur Verflgung stehen oder alle potenziellen Zielstellen durch eine
Sondenbindung abgedeckt wurden. Zu diesem Zeitpunkt wird die maximale
Fluoreszenzintensitat in der Lésung erhalten und die Reaktion erreicht einen stabilen
gesattigten Zustand. Die Kompetition der beiden mdglichen Zielstellen
(Quenchersonde oder rRNS) um die Sondenmolekile kommt zum Erliegen (siehe z.
B. auch Abb. C.29, Seite 112). Ein GroBteil der Sonden ist dabei als DNS:RNS-
Hybrid an die rRNS gebunden. Ein kleinerer Anteil an Sondenmolekuilen verbleibt im
DNS:DNS-Hybrid mit der Quenchersonde. Experimentell (C.3.6) wurde das
prozentuale Verhaltnis von DNS:DNS-Hybriden zu DNS:RNS-Hybriden nach 4 h
Hybridisierung durchschnittlich als 30,7 % zu 69,3 % (Hybridisierungstemperatur:
30°C) und 23,4 % zu 76,6 % (Hybridisierungstemperatur: 45°C) bestimmt. Eine
deutlich messbare Rickreaktion der an die rRNS gebundenen Sonden an die nun
freien Quenchersonden wurde zu keinem Zeitpunkt experimentell beobachtet.

Far die raumliche Aufteilung der DNS:DNS- und DNS:RNS-Hybridisierungen
innerhalb des Quick-FISH-Reaktionsmechanismus besteht folgende Hypothese
(siehe auch Abb. D.1):
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Es wird vermutet, dass die DNS:DNS-Hybride aus Quenchersonden/ Sonden
hauptsachlich auBerhalb der Zelle von Bestand sind. Durch Diffusionsprozesse
gelangen die DNS:DNS-Hybride zu den Zellen und dissoziieren vor dem Eintritt
durch die ZellhGlle in die Zelle wieder in freie Quenchersonden- und
Sondenmolekile. Dieser Prozess wird dabei vermutlich entscheidend durch die
Zellhille beeinflusst. Es wird angenommen, dass diese als semi-permeable Barriere
fir einzelstrangige DNS-Molekile die Dissoziation der DNS:DNS-Hybride férdert
und, so fern entsprechende Zielstellen auf der rRNS vorhanden sind, auf diese
Weise eine Verschiebung des Reaktionsgleichgewichts zu Gunsten der DNS:RNS-
Hybridisierung ermdglicht.

Uber die Versuche C.3.3.5, C.3.3.6, C.3.3.7 und C.3.5.4 konnten diese Annahmen
experimentell belegt werden. Die Zunahme der Fluoreszenzintensitat wurde dabei
als MaB fir die Aufhebung des Fluoreszenzquenchings und somit flr die
Dissoziation des DNS:DNS-Hybrides und die Hybridisierung der Sonde an die rRNS
herangezogen. Fir intakte fixierte Cronobacter-Zellen (EtOH- oder FAD-Fixierung)
wurden nach 4 h Hybridisierungsdauer bei einer Inkubationstemperatur von 30°C
Fluoreszenzintensitaten von > 50000 RFU erzielt (siehe z. B. Abb. C.30, Seite 114).
Wurde die Zellhllle dieser Zellen jedoch durch eine enzymatische Behandlung
(Lysozym) perforiert (3.5.4), war unter gleichen Versuchsbedingungen ein Abfallen
der Fluoreszenzintensitaten auf < 6000 RFU zu beobachten. Da eine Zelllyse der
Zellen durch die Lysozymbehandlung Uber eine parallel auf dem Objekttrager
durchgefiihrte Standard FISH-Analyse visuell ausgeschlossen wurde (siehe Abb.
C32/1, Seite 117), kann angenommen werden, dass die Barriere-Funktion der
Zellhille durch die Enzymbehandlung aufgehoben wurde und Quenchersonden
sowie Sonden nicht als einzelstrangige freie Molekile sondern als DNS:DNS-Hybride
in die Zelle gelangen konnten. Der Reaktionsschwerpunkt verblieb somit auf der
DNS:DNS-Hybridisierung und eine DNS:RNS-Hybridisierung wurde nur in einem
geringflgigen Umfang (< 6000 RFU) detektiert. Versuche an freien DNS-Molekilen
als alternatives Hybridisierungsziel zur rRNS lieferten weitere Indizien flr diese
Hypothese. Wurden diese (z. B. genomische DNS, 16S-rDNS PCR Produkte oder
Oligonukleotide, alle mit entsprechender Bindungstelle fir die Sonden), anstelle von
intakten fixierten Zellen in die Reaktion eingesetzt, wurden ahnlich niedrige
Fluoreszenzintensitdten (< 6000 RFU) gemessen wie flr die enzymatisch
perforierten Zellen (siehe Abb. C.17, Seite 95). Auch die Ergebnisse, die Uber einen
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Zusatz des proteindenaturierenden und lipidldsenden Detergenzes SDS
(Natriumdodecylsulfat) zum modifizierten PCR-Puffer erhalten wurden (C.3.3.7),
stitzen die Hypothese zur essentiellen Funktion der Zellhille fir den Quick-FISH-
Reaktionsmechanismus. Bereits durch den Zusatz von geringen Konzentrationen an
SDS (0,1 %) war ein Effekt des Detergenzes auf die Integritdt der Zellhille
erkennbar. Fir die fixierten Cronobacter-Zellen wurden unter diesen Bedingungen
nur niedrige Signalintensitaten von < 5000 RFU (siehe Abb. C.18, Seite 97) erzielt.
Das Ergebnis aus der Hybridisierung von unfixierten Zellen am Beispiel von En.
pyrinus (C.3.3.5) lasst jedoch darauf schlieBen, dass eine gewisse Permeabilisierung
der ZellhGlle durch die Fixierung von Noéten ist, um diese fir Sonden und
Quenchersonden Molekile durchlassig zu machen und die Diffusionsprozesse der
ssDNS-Oligonukleotide in die Zelle zu ermdglichen. Die Messdaten in Abbildung
C.16 (Seite 94) zeigen, dass flr unfixierte Zellen keine Fluoreszenzsignale messbar
waren. Die Fluoreszenzintensitaten von 551 RFU entsprachen in etwa denen (502
RFU), die auch fur die Negativkontrolle (Puffer inklusive Sonde und Quenchersonde)
des Versuchs erhalten wurden. Eine DNS:RNS-Hybridisierung hatte somit fir die
unfixierten Zellen nicht stattgefunden.

Die aufgefihrten Ergebnissen verdeutlichen folglich, dass davon ausgegangen
werden kann, dass insbesondere die Zellhille entscheiden zur Verschiebung des
Reaktionsgleichgewichts zu Gunsten der DNS:RNS-Hybridisierung beitragt (siehe
Abb. D1). Denn erst durch die angenommene Impermeabilitdt der Zellhllle fir
DNS:DNS-Hybride kann ein Druck zur Dissoziation auf die Hybride aus
Quenchersonden/ Sonden ausgelbt werden, der im weiteren Reaktionsverlauf die
Bindung der Sondenmolekiile an die rRNS im starkeren MaBe forciert.

Des Weiteren lassen die dhnlichen strukturchemischen Eigenschaften (GréBe und
Struktur) von Quenchersonden und Sonden den Schluss zu, dass beide Molekiile
prinzipiell in einzelstrangiger Form und unter vergleichbaren Bedingungen durch
Diffusionsprozesse in die Zellen gelangen koénnen. Die Annahme Uber ein
vergleichbares Reaktionsverhalten von Quenchersonden und Sonden beruht darauf,
dass beide Molekule in etwa Ubereinstimmende Molekulargewichte (MW) aufweisen
(MW Quenchersonde: 6348 Da, MW Sonde: 6404 Da) und die Modifikationen BHQ2
und TAMRA zudem eine ahnliche raumlichen Struktur besitzen (siehe Biosearch
Technologies (BHQ2), Applied Biosystems (TAMRA)). Nach Diffusion beider ssDNS-
Molekiile in die Zelle, bilden die Sondenmolekiile aufgrund des Uberangebotes an
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potenziellen Zielstellen auf der rRNS préferentiell ein DNS:RNS-Hybrid aus und eine
Reassoziation mit den Quenchersonden findet deshalb nur in deutlich geringerem
Umfang statt (siehe Abb. D1).

D.2.2 Parameter zur Beeinflussung der Reaktionskinetik und Spezifitat

Der fir Quick-FISH beschriebene Reaktionsmechanismus (D.2.2) verdeutlicht, dass
innerhalb dieser Reaktion zwei vollstandig kontrare Ereignisse ablaufen, die fir eine
erfolgreiche Detektion des gewilinschten Zielorganismus innerhalb der gleichen
Reaktion miteinander verknlpft werden missen. Zum einen soll eine méglichst hohe
Dissoziationsrate fiir das DNS:DNS-Hybrid aus Sonde und Quenchersonde erzielt
werden und zum anderen missen in der gleichen Reaktion Bedingungen geschaffen
werden, damit eine mdglichst hohe Assoziationsrate der Sonde mit der rRNS forciert
wird. Daraus wird deutlich, dass die Kinetik der Reaktion einen direkten Einfluss auf
die Spezifitat hat und die Optimierung dieser beiden Faktoren folglich in direkter
Abhangigkeit  zueinander  steht. Fur die gezielte  Steuerung der
Reaktionsbedingungen war deshalb eine Untersuchung der Parameter entscheidend,
die einen Effekt auf die Kinetik und Spezifitdt dieser Nukleinsaurehybridisierungen
haben kdnnen.

Die meisten Informationen zu diesen Parametern, stammen aus DNS:DNS-
Reassoziationsexperimenten sowie aus filterbasierten Hybridisierungsstudien (z.B.
Southern-Blot-, Northern-Blot-, Dot-Blot-Hybridisierungen etc.). Es zeigte sich, dass
diese ebenfalls fir die Regulierung der Spezifitdt der Standard-FISH-Technik mit
Oligonukleotidsonden herangezogen werden kénnen (siehe auch A.1 und A.2). Als
Faktoren, die einen Einfluss auf die Assoziation und Dissoziation von
Nukleinsaurestrangen haben, wurden Parameter wie Temperatur, Salzgehalt
(lonenstarke) des Puffers, denaturierende Agenzien, Basenzusammensetzung,
Lange der Strange und Anzahl der Basenunterschiede identifiziert (Schleifer et. al.,
1993). Bei gleicher Basenzusammensetzung nimmt dabei die Stabilitat der Hybride
in der Reihenfolge DNS:DNS-Hybrid — DNS:RNS-Hybrid — RNS:RNS-Hybrid zu
(Saenger, 1984).

Fir Quick-FISH kann die Effektivitdt der Dissoziation des Hybrids (Sonde/
Quenchersonde) neben der Trennung der Wasserstoffbrickenbindungen der

Nukleinsauren moglicherweise auch von der Trennung der
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Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Fluoreszenzfarbstoff und
Quenchingfarbstoff beeinflusst werden.

Da Assoziation und Dissoziation der beiden Hybride (DNS:DNS und DNS:RNS)
innerhalb der Quick-FISH-Reaktion aufgrund der komplexen Wechselwirkungen
zueinander nicht als singulare Ereignisse betrachtet werden kénnen, war demzufolge
eine experimentelle Verifizierung des Einflusses der Farbstoff-Modifikationen auf die
thermische Stabilitdt der Hybride nicht ndher spezifizierbar. Erste Studien von
Moreira (Moreira et al., 2005) und Zhang (Zhang et al., 2007) stiitzten allerdings die
Vermutung, dass die thermische Stabilitdt von DNS:DNS-Hybriden entschieden
durch die Modifikation beeinflusst werden kann. Eine 5’-Modifikation mit dem
Farbstoff TAMRA fluhrte bei DNS:DNS-Hybriden z. B. zu einer Erhdéhung des
Tw-Werts um +0,6°C. Hingegen flhrte eine 3’-Modifikation mit dem
Quenchingfarbstoff BHQ2 zu einer Erhéhung des Tu-Wertes des Hybrides um 2,3°C.
FUr Molecular Beacons, bei denen das Fluoreszenzsignal des Fluoreszenzfarbstoffes
ahnlich wie bei der Quick-FISH-Reaktion auch mittels Kontaktquenching ausgeléscht
wird (siehe auch A.3), konnte eine Erhéhung des Tw-Werts entsprechend der
Addition aus den einzelnen Temperaturen der beiden Modifikationen beobachtet
werden (Moreira et al., 2005).

Im Fall von Quick-FISH ist eine starke Stabilisierung insbesondere fir das zweite
Hybrid aus DNS-Sonde und rRNS erwiinscht. Das DNS:DNS-Hybrid aus Sonde und
Quenchersonde soll fir den weiteren Reaktionsverlauf in einem mdglichst reaktiven
Zustand verbleiben und nur so stark stabilisiert sein, dass eine spontane
ungerichtete Dissoziation unterbunden wird und das Fluoreszenzquenching aufrecht
gehalten wird (siehe auch Abb. D.1).

Der Faktor Spezifitat ist folglich fir die erste Hybridisierung (DNS:DNS) der beiden
Oligonukleotide (Sonde und Quenchersonde) von sekundarer Bedeutung. Die
Dynamik der Quenchingreaktion konnte Uber eine fluorometrische Messung der
Reduktion der relativen Fluoreszenzintensitat (RFU) beobachtet werden. Die
experimentellen Daten zeigten (z. B. Abbildungen C.9 und C.11), dass die
DNS:DNS-Hybridisierung von Sonde und Quenchersonde innerhalb einer Minute
ablauft. Die Effizienz dieser Hybridisierung lag bei konstanter Sondenkonzentration
(5 ng/ul) und variabler Quenchersondenkonzentration (5 ng/ul bis 15 ng/ul) je nach
Sonden/ Quenchersonden Kombination und Reaktionspuffer in einem Bereich von
96,5 % bis 99,2 % (Tabelle C.12, Seite 83).
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Fir die zweite Hybridisierung (DNS:RNS) innerhalb der Quick-FISH-Reaktion ist der
Faktor Spezifitit jedoch entscheidend. AnschlieBend an die Dissoziation der
DNS:DNS-Hybride aus Sonden und Quenchersonden soll eine mdglichst spezifische
Hybridisierung der Sonden an die Zielstellen auf der rRNS erzielt werden.

D.2.2.1 Einfluss von Hybridisierungstemperatur und lonenstarke auf den
Verlauf der Reaktionskinetik

Um die Dynamik der Wechselwirkungen zwischen DNS:DNS-Hybriden und
DNS:RNS-Hybriden zu verstehen, wurde trotz direkter Abhangigkeit von
Reaktionskinetik und Spezifitat versucht die Faktoren zu ermitteln, die die jeweilige
Hybridisierung beeinflussen kénnen.

Aus Abbildung D.2 geht hervor, dass bei fixierter lonenstarke (50 mM NaCl) die
Hybridisierungstemperatur die Geschwindigkeit und Effizienz der Dissoziation des
DNS:DNS-Hybrides und der anschlieBenden DNS:RNS-Hybridisierung innerhalb der
Quick-FISH-Reaktion entscheidend bestimmt.
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/ /
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Fluoreszenzintensitat [RFU]
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—e— C. sakazakii —i- C. sakazakii & C. sakazakii
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Abb D.2: Einfluss der Hybridisierungstemperatur auf die Reaktionsgeschwindigkeit und
Effektivitat der DNS:RNS-Hybridisierung bei konstanter lonenstarke (50 mM NaCl)

Quick-FISH-Hybridisierung von C. sakazakii (LMG 2760) mit dem Sonden/ Quenchersonden
Paar Esak997-3-TAMRA/ Quen3-Esak997-3-BHQ2 bei 30°C, 45°C, 60°C in modifiziertem PCR-
Puffer (50 mM NaCl).
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Nach 4 h Hybridisierung wurden die hdchsten Reaktionsgeschwindigkeiten bei einer
Temperatur von 45°C beobachtet und die geringste Zuwachsrate an
Fluoreszenzsignalen erfolgte bei 60°C. Die Fluoreszenzsignale des Zielorganismus
C. sakazakii nahmen dabei in Abhangigkeit von Hybridisierungstemperatur und
-dauer unterschiedlich schnell zu.

In einem zweiten Schritt wurde der Einfluss der Temperatur (30°C bis 60°C) in
Kombination mit einem variablen Salzgehalt des Reaktionspuffers auf den
Zielorganismus C. sakazakii untersucht (C.3.4.1). Die lonenstarke des Puffers wurde
bei einer konstanten Tris-HCI Konzentration von 10 mM Uber eine variable NaCl
Konzentration von 0 mM, 50 mM, 100 mM, 200 mM, 600 mM und 800 mM variiert.
Die Auswertung dieser Experimente zeigte (Abbildungen C.19, Seite 99 und C.20,
Seite 100), dass neben der Hybridisierungstemperatur auch die lonenstarke des
Puffers einen erheblichen Einfluss auf die Kinetik der Quick-FISH-Reaktion hat.
Abbildung D.3 fasst dieses aus den unter C.3.4.1 erhaltenen Ergebnissen

zusammen.
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Abbildung D.3: Einfluss von Hybridisierungstemperatur und Salzgehalt auf die Quick-FISH-
Reaktion von C. sakazakii

Quick-FISH-Hybridisierung von C. sakazakii (LMG 2760) mit dem Sonden/ Quenchersonden
Paar Esak997-3-TAMRA/ Quen3-Esak997-3-BHQ2 bei 30°C, 45°C, 60°C in modifiziertem PCR-
Puffer mit unterschiedlicher NaCl-Konzentration.

Fokussiert sich die Betrachtung auf den Temperaturbereich und die

Salzkonzentrationen in denen Uberhaupt eine Dissoziation des DNS:DNS-Hybrides
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und eine DNS:RNS-Hybridisierung an den Zielorganismus erfolgreich méglich war,
dann wird apparent, dass eine deutlich messbare Dissoziation des Hybrides
(> 20000 RFU) bei Temperaturen zwischen 30°C und 60°C sowie bei NaCl-
Konzentrationen zwischen 0 mM und 50 mM erfolgte (Abb. D.3). Ab einem
Salzgehalt von > 100 mM NaCl wurde das DNS:DNS-Hybrid so stark stabilisiert,
dass die DNS:RNS-Hybridisierung nur noch geringfligig (NaCl-Konzentration:
100 mM) bis nicht mehr deutlich messbar (NaCl-Konzentrationen: 200 mM bis
800 mM) verlief.

Basierend auf den Erfahrungen mit der Standard-FISH-Technik war ein derartig
starker Einfluss der lonenstarke auf die Quick-FISH-Reaktion nicht erwartet worden.
Es ist zwar bekannt, dass monovalente Kationen (z. B. Li*, Na*, K*, Rb*, Cs*) mit
zunehmender Konzentration einen stabilisierenden Effekt auf Nukleinsdurehybride
auslben (Schildkraut und Lifson, 1965, Owczarzy et al. 2004, 2008 a und b). Im
Vergleich zur Standard-FISH-Technik (Hybridisierungspuffer 800 mM NacCl,
Waschpuffer: variabel, B.8.3) war der Effekt der Erhéhung der lonenstérke fir die
Quick-FISH-Hybridisierung sehr viel signifikanter und hatte einen gravierenden
Einfluss auf die Reaktionskinetik. Demzufolge kann die Quick-FISH-Reaktion
verglichen mit der Standard-FISH-Analyse generell nur bei einer sehr viel geringeren
Stringenz ablaufen.

D.2.2.2 Einfluss von Hybridisierungstemperatur und lonenstarke auf die
Spezifitat

Die Dbisher aufgeflihrten Ergebnisse zeigen, dass gemessen an der
Dissoziationseffizienz der DNS:DNS-Hybride die Regulierung der Spezifitat der
DNS:RNS-Hybridisierung Uber die Parameter Temperatur und Salzgehalt
ausschlieBlich bei Temperaturen von < 60°C und einem Salzgehalt von < 50 mM
NaCl erfolgen konnten.

Zur Untersuchung der Spezifitdt der DNS:RNS-Hybridisierung wurden Ci. freundii (4
Basenunterschiede (MM) zur Sondenbindungsstelle), En. cloacae (4 MM zur
Sondenbindungsstelle), Er. chrysanthemii (1 MM zur Sondenbindungsstelle) und Ed.
tarda (2 MM zur Sondenbindungsstelle) bei den Hybridisierungstemperaturen 30°C
und 45°C sowie einem Salzgehalt von 0 mM und 50 mM NaCl herangezogen (Abb.
C.19, Seite 99). Dabei zeigte sich, dass C. sakazakii (~ 40000 RFU) bei einer
Hybridisierungstemperatur von 30°C und einem Salzgehalt von 50 mM NaCl Uber die

gesamte Hybridisierungsdauer von 4 h spezifisch von diesen Nichtzielorganismen
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(alle < 5000 RFU) diskriminiert werden konnte (siehe auch Abb. C.20, Bild A, Seite
100). Ohne Zusatz von Na*-lonen (0 mM NaCl) konnte der Unterschied von einer
Base zur Sondenbindungsstelle fir Er. chrysanthemii nicht mehr diskriminert werden.
Nach 4 h Hybridisierung erreichte dieser Nichtzielorganismus eine hdhere
Signalintensitat (~ 45000 RFU) als C. sakazakii. Fir mehr als zwei
Basenunterschiede zur Sondensequenz (Ci. freundii, En. cloacae und Ed. tarda) war
jedoch unter diesen Bedingungen weiterhin eine spezifische Diskriminierung méglich
(Abb. C.19, Seite 99).

Bei einer Hybridisierungstemperatur von 45°C war vermutlich wegen der
vergleichsweise hdheren Reaktionsgeschwindigkeit als bei 30°C (siehe auch Abb.
D.2) auch ein héheres MaB an unspezifischen DNS:RNS-Hybridisierungen fir die
Nichtzielorganismen zu erkennen (siehe Abb. C.19, Seite 99). Dieses betraf vor
allem En. cloacae und Er. chrysanthemii. Die gemessenen Signalintensitaten
verliefen dabei analog zum steigenden Signal des Zielorganismus Uber die Zeit auch
fir diese beiden Nichtzielorganismen Uber eine zunehmende Hybridisierungsdauer
progressiv (siehe z. B. fir 50 mM NaCl, Abb. C.20, Bild B, Seite 100). Das Signal der
Nichtzielorganismen nahm dabei bis zum Messpunkt 2 h mit einer deutlichen
zeitlichen Verzdgerung zum Signal des Zielorganismus zu. Diese anféngliche
Verzégerung wurde vermutlich durch die Sequenzunterschiede in der
Sondenbindungsstelle verursacht. Ab einer Hybridisierungsdauer von > 2 h
minimierte sich dieser Effekt und das Signal der Nichtzielorganismen stieg
sprunghaft an (siehe Abb. C.20, Bild B, Seite 100). So wurden flr Er. chrysanthemii
und En. cloacae nach 2 h 9884 RFU und 21297 RFU (C. sakazakii nach 2 h: 36501
RFU) und nach 4 h 49096 RFU und 49938 RFU gemessen (C. sakazakii nach 4 h:
51705 RFU). Ohne Zusatz von Na*-lonen (0 mM NaCl) war entsprechend zur
Hybridisierungstemperatur von 30°C eine Diskriminierung von Er. chrysanthemii nicht
mdglich (Abb. C.19, Bild B, Seite 99). Die nach 4 h Hybridisierung fur Ci. freundlii,
En. cloacae und Ed. tarda gemessenen Fluorezenzintensitaten lieBen weiterhin eine
signifikante Diskriminierung im Vergleich zum Zielorganismus zu. Fir diese wurden
Signalintensitaten von < 11000 RFU bestimmt. Der Vergleichswert fur C. sakazakii
lag bei ca. 49000 RFU.

Um einen Abgleich dieser ersten Ergebnisse zur Spezifitait der DNS:RNS-
Hybridisierung mit den Ergebnissen aus einem erweiterten Spezifitatstest bei einer
Salzkonzentration von 50 mM (C.3.4.4, Seite 103) zu ermdglichen, wurde eine
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mégliche Ubertragbarkeit von Messwerten aus verschiedenen Versuchen evaluiert.
Aus den Ergebnissen in Tabelle C.17 (Seite 120) wird sichtbar, dass in Abhangigkeit
von der verwendeten Produktionscharge der Sonde Esak997-3-TAMRA sowohl fir
C. sakazakii als auch fur die Nichtzielorganismen unterschiedlich hohe
Signalintensitaten erhalten werden.

Nachdem fir beide Versuche zur Spezifitdt von Quick-FISH unterschiedliche
Produktionschargen der Sonde Esak997-3 verwendet wurden, musste flr einen
C.344

erhaltenen Messdaten vorgenommen werden (Tabelle C.14, Seite 104). Hierzu

versuchsunabhangigen Datenabgleich eine Relativierung der unter
wurde die Signalintensitat, die pro Versuch fir C. sakazakii bestimmt wurde, als
100 % Die

Fluoreszenzintensitaten wurden dafiir als prozentuale Anteile auf die normierte

angesehen. jeweils pro Nichtzielorganismus erhaltenen

Signalintensitat (100 %) von C. sakazakii bezogen (Tabelle D.1).

Tabelle D.1: Prozentuales Verhaltnis der Signalintensitéaten der Nichtzielorganismen zum Signal
des Zielorganismus

Inkubationstemperatur 30°C || Inkubationstemperatur 45°C
Anteil [%] am Anteil [%] am Anteil [%] am Anteil [%] am
Signal des ZO | Signal des ZO Signal des ZO | Signal des ZO

Organismus MM | 2 hinkubation | 4 hlinkubation || 2 hInkubation | 4 hInkubation
C. sakazakii LMG 2760 = ZO 0 100,0 % 100,0 % 100,0 % 100,0 %
Er. chrysanthemii DSM 4610 1 10,8 % 9,5 % 18,1 % 95,0 %
Ed. tarda DSM 30052 2 7,9 % 6,9 % 13,2 % 19,6 %
Ci. freundii DSM 30039 4 3,8 % 2,4 % 7,3 % 14,3 %
En. cloacae DSM 30054 4 5,4 % 4,4 % 41,2 % 96,6 %
E. coli DSM 30039 4 10,6 % 7,9 % 6,5 % 19,3 %
Ed. ictaluri DSM 13697 2 11,2 % 9,4 % 14,1 % 33,5 %
En. aerogenes DSM 30053 4 4.7 % 2,6 % 1,6 % 1,7 %
En. amnigenus DSM 4486 4 4.8 % 2,7 % 1,6 % 1,7 %
En. gergoviae DSM 9245 4 5,8 % 3,8 % 1,6 % 1,6 %
En. helveticus UZH 513/05 4 15,6 % 12,8 % 7,4 % 13,2 %
En. intermedius DSM 4581 4 5,9 % 3,7 % 2,2% 2,6 %
En. kobei DSM 13645 6 5,4 % 3,1 % 1,7 % 2,1 %
En. pulveris UZH 601/105 4 39,1 % 33,2 % 18,5 % 87,8 %
En. pyrinus DSM 12410 4 6,0 % 4,0 % 1,5 % 1,5 %
En. turicensis UZH 3032 4 19,2 % 13,7 % 11,1 % 27,1 %
Erwinia carotovora DSM 30168 3 4,6 % 2,7 % 1,7 % 21 %
Erwinia cypripedii DSM 3873 4 4,0 % 2,0% 1,1% 1,1 %
Emwinia rubrifaciens DSM 4487 3 52 % 2,9 % 2,2 % 52 %
Hafnia alvei DSM 30163 3 5,5 % 3,7 % 2,8 % 3,7 %
Klebsiella oxytoca DSM 5175 3 54 % 3,1 % 1,9 % 3,0 %
Klebsiella pneumoniae DSM 30104 5 12,1 % 12,7 % 2,0 % 2,1 %
Kluyvera ascorbata DSM 4611 4 5,3 % 3,1% 1,8 % 2,2 %
Kluyvera cryocrescens DSM 12410 4 12,2 % 10,5 % 2,7 % 4,4 %
Pantoea agglomerans DSM 3493 3 10,5 % 8,1 % 5,2 % 9,3 %
Pseudomonas aeruginosa DSM 50071 6 4,3 % 22% 1,4 % 1,5 %
Serratia liquefaciens DSM 4487 5 22,5 % 11,7 % 2.2 % 2,2 %
Vibrio wulnificus DSM 11507 4 4,6 % 2,7 % 1,4 % 1,5 %

Legende: MM = Missmatch (Basenunterschied) zur Sondenbindungsstelle, ZO = Zielorganismus,
schwarz fett: Unterschied zum Signal des Zielorganismus (ZO) <70 %,
rot fett: Unterschied zum Signal des Zielorganismus (ZO) < 15 %
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Aus Tabelle D.1 geht hervor, dass auch im erweiterten Spezifitdtstest bei einer
Inkubationstemperatur von 30°C und einer Salzkonzentration von 50 mM weiterhin
eine eindeutige Diskriminierung des Signals von C. sakazakii von den Signalen der
untersuchten  Nichtzielorganismen erfolgte. Im  direkten  Vergleich  der
Hybridisierungsdauer 2 h und 4 h wies bis auf Klebsiella pneumoniae jeder andere
Nichtzielorganismus am Messpunkt 4 h eine hdhere Differenz in der Signalintensitat
zum Zielorganismus auf als am Messpunkt 2 h.

Dieser Trend kann durch die verhaltnismaBig gréBeren Zunahme der Signalstarke
des Zielorganismus Uber die Hybridisierungsdauer im Vergleich zu der deutlich
langsameren Signalerhéhung der Nichtzielorganismen erklart werden. Lediglich En.
pulveris wies bei dieser Temperatur ein verhaltnismaBig hohes Signal auf, welches
aber dennoch um 67 % niedriger war als das von C. sakazakii.

Im Gegensatz dazu geht aus dieser Tabelle ebenfalls hervor, dass die
Diskriminierung von Nichtzielorganismen bei einer Hybridisierungstemperatur von
45°C Uber die Zeit deutlich schlechter méglich ist. Diese Tendenz wird vermutlich
durch die generell héhere Reaktionsgeschwindigkeit bei 45°C verursacht (siehe auch
Abb. D.2).

Nach 2 h Hybridisierungsdauer bei 45°C wies nur En. cloacae in Relation zum
Zielorganismus C. sakazakii, mit einem prozentualen Anteil von 41,2 % ein erhdhtes
Signal auf. Nach 4 h Hybridisierung wiesen neben En. cloacae (96,6 %) auch Er.
chyrsanthemii (95 %) und En. pulveris (87,8 %) Signalstarken auf, die keine
eindeutige Diskriminierung vom Zielorganismus C. sakazakii zulieBen. Bezogen auf
die angenommenen Sequenzunterschiede von 4 MM zur Sondenbindungsstelle ist
dieser Effekt allerdings flr En. cloacae und En. pulveris nicht vollstandig plausibel.
Vor allem da fir andere Nichtzielorganismen mit > 2 MM zur Bindungsstelle der
Sonde kein vergleichbar hoher Anstieg der Signalstarke Uber die Zeit beobachtet
wurde. Folglich muss dieser Effekt Uber die Position der Basenunterschiede
innerhalb Sondenbindungsstelle (siehe Sondenmatch, Anhang G.8, Seite 172) und in
Kombination mit der h6heren Reaktionskinetik bei 45°C verursacht werden.

Diese Beobachtungen werden auch durch die Erkenntnisse zur Spezifitdt von DNS-
Microarray-Hybridisierungen gestitzt. Bei diesen, ebenfalls in flissiger Phase
ablaufenden DNS-Microarray-Hybridisierungen, wurden neben sequenzabhangigen
Effekten auch Einflisse der Reaktionskinetik wie z. B. Menge der verfligbaren Ziel-

und Nichtzielmolekile, Dauer der Hybridisierung, freie Energie, elektrostatische
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Effekte sowie Energiezufuhr (Hybridisierungstemperatur) auf die Spezifitat der
Hybridisierung beobachtet (z. B. Binder und Preibisch, 2005, Deng et al., 2008, Gong
und Levicky, 2008, Koltai und Weingarten-Baror, 2008).

Um folglich die DNS:RNS-Hybridisierung der Quick-FISH-Reaktion bei einer
Salzkonzentration von 50 mM NaCl unter spezifischen Voraussetzungen ablaufen zu
lassen, sollte diese, fur den Nachweis von Cronobacter spp. bei einer
Hybridisierungstemperatur von 30°C Uber eine Hybridisierungsdauer von mindestens
4 h erfolgen. Unter diesen Voraussetzungen war auch eine Diskriminierung von
Cronobacter sakazakii in einer Mischung mit Nichtzielorganismen erfolgreich méglich
(Abb. C.23, Seite 105).

D.2.2.3 Zusatzliche Moglichkeiten zur Erh6hung der Spezifitat

Der Einsatz von denaturierenden Agenzien wie Formamid, TEMAC oder DMSO
(C.3.3.7) fuhrte fir die Quick-FISH-Reaktion zu keiner weiteren Optimierung der
Reaktionskinetik oder Spezifitdt. Die Agenzien Formamid und DMSO hatten in den
eingesetzten Konzentrationen kaum einen Effekt auf die Diskriminierungseffizienz
und der Einsatz von TEMAC flihrte sogar zu einer Herabsetzung der Spezifitat (siehe
Abb. C.18, Seite 97).

Hingegen konnte analog zur Standard-FISH-Technik eine Optimierung der Spezifitat
der Quick-FISH-Reaktion durch den Einsatz von unmarkierten Kompetitoren erzielt
werden (C.3.4.2). Eine effektive Diskriminierung des einen Basenunterschiedes der
rRNS-Sequenz von Er. chrysanthemii zur Bindungsstelle der Sonde Esak997-3
wurde bei 45°C und einer NaCl Konzentration von 50 mM erzielt, wenn der
Kompetitor 30 min friher als die Sonden/ Quenchersonden-Hybride zugegeben
wurde (Abb. C.21, Bild B, Seite 101). Hierdurch wurde das falsch positive Signal von
Er. chrysanthemii in der Fluoreszenzintensitat bis zu einer Hybridisierungsdauer von
3 h um mehr als 85 % und nach 4 h immer noch um 60 % im Vergleich zur
Hybridisierung ohne Kompetitor unterdrliickt. Bei gleichzeitiger Zugabe von
Kompetitor, Sonde und Quencher war zwar bereits eine signifikante Unterdriickung
des Signals von Er. chrysanthemii zu erkennen (nach 3 h um ~60 %; nach 4 h um 50
%, siehe auch Abb. C.21, Bild A, Seite 101). Aber die Absattigung der Bindungsstelle
durch den Kompetitor war in diesem Fall bei weitem nicht so effektiv, wie bei
vorzeitiger Zugabe des Kompetitors. Dieses kann dadurch erklart werden, dass bei
vorzeitiger Zugabe des Kompetitors keine direkte Konkurrenz um die potenzielle
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Bindungsstelle vorhanden ist. Eine Blockierung der meisten Zielstellen ist somit
bereits erfolgt, bevor Sonde und Quenchersonde in dieses System appliziert werden.
Werden Kompetitor, Sonde und Quenchersonde jedoch gleichzeitig zugegeben,
dann stehen Kompetitor und Sonde in direkter Konkurrenz um die Bindungsstelle auf
der rRNS. Durch den Sequenzunterschied wird zwar préaferentiell die Bindung des
Kompetitors an die rRNS forciert. Die Messerergebnisse zeigen jedoch, dass
trotzdem eine Bindung der Sonde erfolgen konnte (Abb. C.21, Bild A, Seite 101). Des
Weiteren kann in dieser Konkurrenzsituation ein mdoglicher Einfluss der
Quenchersonde auf den Kompetitor durch unspezifische Bindung nicht vollstandig
ausgeschlossen werden.

In beiden Fallen wurde jedoch eine Abnahme in der Effizienz des Kompetitors zur
Unterdriickung des unerwiinschten Sondensignals Uber die Zeit festgestellt (Abb.
C.21, Seite 101). Vermutlich kann der reversible Effekt dadurch erklart werden, dass
das DNS:RNS-Hybrid des Kompetitors aufgrund des fehlenden Farbstoffes nicht so
stabil wie das DNS:RNS-Hybrid der Sonde ist. Uber die Zeit ist deshalb eine
Verdrangung des Kompetitors durch die Sonde maéglich.

D.2.3 Sensitivitat und Reproduzierbarkeit der Quick-FISH-Reaktion

Im Gegensatz zur visuellen Uberpriifung am Mikroskop besteht bei Auswertung
mittels Mikrotiterplatten-Fluorometer keine Mdglichkeit, unspezifische Bindungen an
Nichtzielorganismen oder Artefakte von einer spezifischen Detektion zu
unterscheiden. Die Auswertung erfolgt somit nicht mehr auf Einzelzellebene, sondern
die Fluoreszenzintensitat der gesamten Lésung muss hierbei als qualitatives
Kriterium flr einen positiven oder negativen Nachweisbefund herangezogen werden.
Um dieses zu ermdglichen, muissen die Faktoren bekannt sein, die neben
Reaktionskinetik und Spezifitit einen Einfluss auf die Nachweisgenauigkeit der
Quick-FISH-Reaktion haben kdnnen. Dieses ist die Voraussetzung, um flr eine
routinetaugliche Anwendung einen Schwellenwert oder ein Detektionslimit zu
bestimmen, das von einem positiven Signal Gberschritten werden muss, um sich von
Nichtzielorganismen oder Autofluoreszenzen abzuheben. Basierend auf den
experimentellen Daten aus C.3 kann zusammengefasst werden, dass generell die
Sensitivitdt und Reproduzierbarkeit der Quick-FISH-Reaktion durch die Faktoren
Aufbereitung der Zellen (C.3.3.5), Zellzahl pro Reaktion (C.3.5.1),
Wachstumszustand der Zellen (C.3.5.2), Hybridisierungsdauer (C.3.5.3) sowie
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Produktionscharge der Sonde (C.3.6) beeinflusst. Des Weiteren stellt das
Detektionslimit des Mikrotiterplatten-Fluorometers (C.3.3.3) flir alle aufgeflhrten
Faktoren eine direkte Abhangigkeit dar.

Es zeigte sich, dass die Aufbereitungsform der Zellen in der Mikrotiterplatte einen
Einfluss auf die Hybridisierungseffizienz und damit auf die maximal erreichbare
Signalstarke der Quick-FISH-Reaktion hatten. Fir eine effektiv ablaufende
DNS:RNS-Hybridisierung, die in méglichst hohen Fluoreszenzintensitaten flr den
Zielorganismus resultiert, werden die fixierten Zellen optimalerweise ohne vorherige
thermische Dehydratisierung direkt in den Hybridisierungspuffer eingebracht (Abb.
C.16, Seite 94). Vermutlich erfolgt die Diffusion der Sonden zu den Zellen und/oder
die Penetration der Sonden in die Zellen wahrend der Hybridisierung in Lésung nur
eingeschrankt, wenn die Zellen analog dem Vorgehen der Standard-FISH-
Technologie zuvor in der Mikrotiterplatte eingetrocknet werden. Die vergleichsweise
hochsten Signalintensitaten wurden erzielt, wenn die fixierten Zellen in der
Mikrotiterplatte Uber Zentrifugation von Uberschissigem Ethanol befreit wurden,
bevor der Hybridisierungspuffer mit Sonde und Quenchersonde zugesetzt wurde.
Akzeptable Fluoreszenzintensitaten wurden aber auch erreicht, wenn die fixierten
Zellen direkt in den Hybridisierungspuffer appliziert wurden. Diese Vorgehensweise
wurde flr ein Volumen von bis zu 20 ul EtOH-fixierte C. sakazakii-Zellen verifiziert
und wegen der einfacheren Durchfihrbarkeit als Standardbedingung fir alle
Versuche in dieser Arbeit angewendet.

Fir die Bestimmung der absoluten Nachweisgrenze des Quick-FISH-Protokolles
mittels Detektion am Mikrotiterplatten-Fluorometer wurden vorab die mittels EUB338
quantifizierbaren Zellzahlen von EtOH-fixierten C. sakazakii-Zellen bestimmt
(C.3.5.1). Uber den Einsatz unterschiedlicher Verdiinnungsstufen dieser geeichten
Fixierungen konnten je nach verwendeter Fixierung eine Nachweisgrenze von 1 x
10° bis 1 x 10 Zellen pro Reaktionsansatz bestimmt werden (Abb. C.24, Seite 106).
Die am Mikrotiterplatten-Fluorometer detektierten Fluoreszenzintensitaten lagen flr
diese Zellzahlen zwischen 45000 RFU und 50000 RFU. Diese Nachweisgrenze
erscheint auf den ersten Blick im Vergleich zur Standard-FISH-Technik mit visueller
mikroskopische Auswertung relativ hoch. Betrachtet man unter diesem Aspekt
allerdings auch die Mindestsondenmenge von 5 ng/ul, die ohne jede Hybridisierung
fur eine deutlich messbare fluorometrische Detektion am Mikrotiterplatten-
Fluorometer eingesetzt werden muss (Abb. C.10, Seite 86), dann zeigt sich, dass
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diese verhaltnismaBig schlechte Sensitivitat von Quick-FISH vor allem primar durch
das Auswertegerat Mikrotiterplatten-Fluorometer verursacht wird. Als elektronische
Verstarkung wurde flir alle Messbedingungen der Gain 80 am Gerat festgelegt.
Diese war notwendig, da zur ErschlieBung des Quick-FISH-Reaktionmechanismus
und zum Verstédndnis der Parameter, die fir Reaktionskinetik, Spezifitat, sowie
Detektionsgenauigkeit verantwortlich sind, alle Versuche mdglichst unverzerrt unter
den gleichen Messbedingungen durchgefiihrt werden sollten. Es kann deshalb
sicherlich davon ausgegangen werden, dass noch nicht alle elektronischen
Verstarkungsmaoglichkeiten wie z. B. ein ,Autogain®, der automatisch die optimale
Verstarkung des Signals Uber die PMTS steuert oder Mehrfachmessungen pro well
(,well-scanning*), zur Optimierung der Sensitivitat des Mikrotiterplatten-Fluorometers
evaluiert wurden.

Als Alternative zur Gerateoptimierung besteht zudem auch die Mdglichkeit, eine
ausreichend hohe Anzahl an Bakterien durch die Vorkultivierung zur Uberschreitung
des Detektionslimits des Mikrotiterplatten-Fluorometers verfliigbar zu machen.

Uber die durchgefiihrten Kultivierungsversuche zeigte sich, dass auch die erreichte
Signalstarke fir die Quick-FISH-Reaktion analog zur Standard-FISH-Technik in
direktem Zusammenhang mit dem Wachstumszustand und somit dem Gehalt an
potenziellen Zielstellen auf den Ribosomen steht. Aus einem Wachstumsversuch
(C.3.5.2) mit zwei verschiedenen C. sakazakii-Stdmmen ging hervor, dass bei einer
Inkubationstemperatur von 45°C nach 4 h Hybridisierung die hdchste Signalintensitat
von ca. 60000 RFU bei einer ODgyo nm von ca. < 1 erreicht wurde. Hbhere
Signalintensitaten wurden auch bei einer langeren Kultivierungsdauer der Zellen
nicht mehr erreicht. Die Intensitat der erhaltenen Signale blieb konstant bei diesem
Maximalwert (Abb. C.26, Seite 108). Fir eine Hybridisierungstemperatur von 30°C
zeigte sich in diesem Versuch ein neuer Aspekt, der auch eindeutig die Sensitivitat
der Quick-FISH-Reaktion bei dieser Temperatur beeinflusst. Bei einer ODgoo nm VON
ca. < 1 wurden fir die beiden Fixierungen nach 4 h Hybridisierung bei 30°C
Fluoreszenzintensitaten von < 5000 RFU und 15000 RFU gemessen. Wurden
allerdings die Messwerte der gleichen Stamme bei einer ODgyp »m VON ca. < 2
betrachtet, dann war auffallig, dass die Messwerte hier zwischen ~60000 RFU und
~75000 RFU lagen (Abb. C.26, Seite 108). Demzufolge wurde, wenn auch erst nach
einer  deutlich langeren Inkubationszeit, bei 30°C eine héhere
Gesamtfluoreszenzintensitat erreicht als bei 45°C. Dieses Ergebnis verdeutlichte,
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dass bei 30°C eine Hybridisierungsdauer von 4 h nicht unbedingt ausreichend lang
genug ist, um die maximale Fluoreszenzintensitat fir eine Fixierung in Abhangigkeit
von der Zellmenge und des Ribosomengehaltes zu erreichen. Diese Vermutung
wurde Uber eine Verlangerung der Hybridisierungsdauer auf maximal 24 h an
verschiedenen Cronobacter-Stamme bestatigt (Abb. C.28, Seite 111). Je nach
Fixierung war in diesem Versuch eine Hybridisierungsdauer von bis zu 12 h
notwendig, um bei einer Hybridisierungstemperatur von 30°C jeweils die maximale
Fluoreszenzintensitat zu erreichen.

Die maximal erreichbare Fluoreszenzintensitat hangt neben der Menge und dem
Zustand der Zellen, auch von der verwendeten Produktionscharge der Sonde ab
(C.3.6). Diese sollte im Vorfeld der Versuche fluorometrisch bestimmt werden, um in
etwa abzuschatzen, welche Fluoreszenzintensitaten erwartet werden kénnen.

In der Regel war aber in allen durchgeflihrten Versuchen eine Hybridisierungsdauer
von 4 h bei 30°C ausreichend lang, um eine eindeutige Detektion von C. sakazakii zu
gewahrleisten. Dieses wurde auch Uber einen ersten praxisnahen Versuch mit
kiinstlich kontaminierten Milchpulverproben bestatigt (C.3.7). Uber eine zweistufige
Anreicherung in mLST-Boullion/ EE-Broth oder in H:Ogs/ EE-Broth wurde C.
sakazakii bei 45°C nach einer Hybridisierungsdauer von 1 h eindeutig nachgewiesen.
Fir die Hybridisierungstemperatur von 30°C war dieser Nachweis nach 2 h
Hybridisierung erfolgreich méglich (Abb. C.35, Seite 123).

D.2.4 Ausblick Quick-FISH

Die in dieser Arbeit erhaltenen ersten praxisnahen Ergebnisse zum Nachweis von
von Cronobacter spp. in Milchpulverproben mittels Quick-FISH und Mikrotiterplatten-
Fluorometer Detektion sind sehr erfolgversprechend. Ein Routineeinsatz von Quick-
FISH ist nach einer weiteren umfangreichen Validierung, Festlegung der
Reaktionsbedingungen (30°C oder 45°C) sowie Definition eines Schwellenwertes
vorstellbar.

Die Auswertung mittels Mikrotiterplatten-Fluorometer birgt die Vorteile der
Automatisierung und Obijektivitat bei einer sehr hohen Auswertegeschwindigkeit (ca.
1 min/ pro 96 well Mikrotiterplatte) und bietet damit eine gute Alternative zur
mikroskopischen Auswertung. Fir Lebensmittelproduzenten, die taglich in
Abhéangigkeit vom Produktionsvolumen bis zu 150 Proben mikrobiologisch zu

analysieren haben, kdnnte das Mikrotiterplatten-Fluorometer im Zuge einer
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Automatisierung als Auswertungseinheit effektiv eingesetzt werden. Die erhaltenen
Daten zeigen aber auch, dass die Sensitivitat der automatischen Auswertung mittels
Mikrotiterplatten-Fluorometer grundsétzlich noch verbesserungsbediirftig ist. Weitere
Optimierungen sollen zukinftig in Zusammenarbeit mit den Gerateherstellern
evaluiert werden. Es ware aber auch durchaus vorstellbar, ein Durchflusszytometer
als alternatives Auswertegerat einzusetzen wund auf diesem Weg Uber
Einzelzelldetektion die Sensitivitdt der automatischen Auswertung fir Quick-FISH zu
steigern.

Hinsichtlich einer Ubertragbarkeit von Reaktionsbedingungen (Reaktionskinetik und
Spezifitat) auf weitere Applikationen der Quick-FISH-Technologie sei angefligt, dass
fir jedes neue System die genauen Parameter festgelegt werden muissen. Am
Beispiel der Sonde Esak997 wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass generell davon
ausgegangen werden kann, dass Oligonukleotidsonden, die fir die Standard-FISH-
Technik entwickelt wurden, auch fir Quick-FISH einsetzbar sind. Eine mdgliche
Anpassung und Optimierung der Sonden ist hinsichtlich der Oligonukleotidldnge, der
Reaktionstemperatur und des Salzgehaltes im Reaktionspuffer flr die jeweilige
Quick-FISH Applikation zu evaluieren. Des Weiteren ist, basierend auf der Annahme
zur essentiellen Funktion einer intakten ZellhGlle fir den Quick-FISH-
Reaktionsmechanismus,  voraussichtlich  eine  spezielle  Optimierung  der
Zuganglichkeit fir Gram-positive Bakterien von Néten.
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E. Zusammenfassung

Fir die Qualitatssicherung in der modernen Lebensmittelindustrie sind mdglichst
schnelle und zuverlassige Methoden flr eine zlgige mikrobiologische Freigabe von
Produkten unerlasslich. Durch die eingesetzten Nachweisverfahren soll die
mikrobielle Stabilitdt der Endprodukte sichergestellt und eine Kontamination mit
pathogenen Bakterien ausgeschlossen werden. Darlber hinaus bendtigen
insbesondere Qualitatssicherungslabore, die mit einem hohen Probenaufkommen
(> 100 Proben pro Tag) konfrontiert sind, neue Strategien und Methoden fir die
maoglichst einfache, objektive, schnelle und parallele Analyse ihrer Proben.

In dieser Arbeit wurden verschiedene Nachweissysteme auf Basis der Fluoreszenz
in situ Hybridisierung (FISH) entwickelt, die fir eine Anwendung in der
Qualitatssicherung der Lebensmittelindustrie geeignet sind. Im Vergleich zu den
etablierten konventionellen Nachweisverfahren zeichnen sich die entwickelten
Assays durch eine signifikant reduzierte Nachweiszeit aus und erzielen dabei
mindestens eine vergleichbare Sensitivitat und Spezifitat.

Fir die Analyse von flissigen Proben wurden routinetaugliche Protokolle flr den
Nachweis von Mikrokolonien am Beispiel von Legionellen und ein Direkinachweis
von Einzelzellen fir bierschadliche Bakterien auf Filtermembranen entwickelt und
ausfiihrlich validiert. Uber verschiedene Auswertungsoptionen (manuell, semi-
automatisch oder vollautomatisch) kénnen diese Protokolle auf die jeweiligen
BedUrfnisse eines Labors in der Lebensmittelindustrie angepasst werden.

Des Weiteren wurde am Beispiel von Cronobacter spp. ein vollig neuer
Reaktionsmechanismus (Quick-FISH) zur Hybridisierung in Lésung entwickelt. Mit
Hilfe von Quick-FISH, konnte eine hohe Probenanzahl parallel (high-throughput) im
Mikrotiterplattenformat analysiert werden. Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung in
Lésung wurde dazu mit einem statischen Fluoreszenzquenching-Verfahren
kombiniert. Quick-FISH bietet Uberdies den Vorteil, dass Wasch- und Spulschritte,
die bei der Standard-FISH-Technik zur Entfernung von ungebundenen Sonden
eingesetzt werden, Uberflissig werden. Die Handhabung wird dadurch entscheidend
vereinfacht und die Analyse kann ohne komplexe Gerateausstattung in einem
Mikrotiterplatten-Fluorometer automatisch durchgefihrt werden. Erste praxisnahe
Untersuchungen waren erfolgversprechend und ein Routineeinsatz dieses Assays

steht nach einer weiteren umfassenden Validierung in Aussicht.
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E. Summary

Rapid and reliable methods for the detection of food-relevant bacteria are
indispensable for quality assurance in modern food industry to release finished
products faster to the market. By applying these detection procedures the microbial
stability of the final products should be guaranteed and it should be prevented that
products, which are contaminated with pathogenic bacteria reach the consumers.
Moreover, quality assurance laboratories with a high daily sample turnaround
(> 100 samples per day) need to apply new strategies and methods to process these
sample amounts as simple, objective, fast and in parallel as possible.

Based on the fluorescence in situ hybridization (FISH) different detection procedures
were developed in the scope of this thesis, which are suitable for routine use in the
quality assurance of the food industry. In comparison to conventional cultivation-
based detection procedures the developed assays are characterized by a significant
reduction of the detection time and at least achieve a comparable sensitivity and
specificity.

For routine analysis of liquid samples filter-based protocols for the detection of micro-
colonies (model organisms: Legionella) and for the direct detection of single cells
(model organisms: beer-spoiling bacteria) were developed and validated in detail. By
establishing different evaluation options (manual, semi-automatic or fully automatic
evaluation) these detection assays can be adjusted individually to the requirements
of a laboratory in the food industry.

For parallel analysis of a high sample amount (high-throughput) in microplate format
a new reaction mechanism (Quick-FISH) for in situ hybridization in solution was
developed. For the detection of Cronobacter spp. fluorescence in situ hybridization in
solution was combined with static fluorescence quenching. Quick-FISH offers the
advantage that washing and rinsing steps, which are required to remove unbound
probes during the standard-FISH-technology become unnecessary. Thereby, the
protocol is simplified and the analysis can be performed automatically in a standard
microplate-fluorometer without any further special equipment. Preliminary
investigations with Quick-FISH using artificially spiked samples revealed promising
results. Hence, the routine application of this assay in food industry is very likely

following further comprehensive validation tests.
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G. Anhang

G.1 Uberpriifung der Spezifitat des entwickelten FISH-Protokolls zum

Nachweis von Legionella-Mikrokolonien

Ergebnis der Fluoreszenz in situ Hybridisierung nach Protokoll C.1.2.3 (Seite 62) mit den Sonden
Leg705-FAM und Legpnel1-CY3 (beide jeweils 150 ng/ul) bei 20% FA auf einer Auswahl von
Zielorganismen (ZO) und Nichtzielorganismen (NZO).

Tabelle G.1:Spezifitdtstests der Sonden Leg705-FAM und Legpne1-CY3

FISH-Signal FISH-Signal
Organismus Stammbezeichnung | Sonde Leg705 | Sonde Legpne1

Legionella anisa* ATCC (35290 + -
Legionella birminghamensis* ATCC (43702 + -
Legionella bozemanii* ATCC 33217 + -
Legionella brunensis* ATCC (43878 + -
Legionella cherrii* ATCC |35252 + -
Legionella cincinnatiensis* ATCC |43753 + -
Legionella drozanskii* ATCC 497990 + -
Legionella dumoffii* ATCC [33279 + -
Legionella erythra® ATCC |35303 + -
Legionella fairfieldensis ATCC (49588 + -
Legionella fallonii* ATCC (497992 + -
Legionella feeleii* ATCC |35072 + -
Legionella geestiana* ATCC 49504 + -
Legionella gormanii* ATCC |33297 + -
Legionella gratiana* ATCC |49413 + -
Legionella gresilensis* ATCC (700509 + -
Legionella hackeliae* ATCC (35999 + -
Legionella israelensis™ ATCC (43199 + -
Legionella jamestowniensis* ATCC (35298 + -
Legionella jordanis* ATCC (33623 + -
Legionella lansingensis™ ATCC 49751 + -
Legionella londiniensis* ATCC (49505 + -
Legionella longbeachae™ ATCC (33462 + -
Legionella maceachernii* ATCC (35300 + -
Legionella micdadei* ATCC (33204 + -
Legionella moravica* ATCC (43877 + -
Legionella nautarum™ ATCC (49506 + -
Legionella oakridgensis* ATCC (33761 + -
Legionella parisiensis* ATCC |35299 + -
Legionella pneumophila VER [144 + +
Legionella pneumophila VER 449 + +
Legionella pneumophila VER 450 + +
Legionella pneumophila ssp. fraseri, Sg4 ATCC 33156 + +
Legionella pneumophila ssp. fraseri,SQ5 ATCC (33216 + +
Legionella pneumophila ssp. pascullei ATCC |33735 + +
Legionella pneumophila ssp. pneumophila, Sg5 ATCC |33733 + +
Legionella pneumophila, ssp.bellingham, Sg1 ATCC |33153 + +
Legionella pneumophila, ssp.bellingham, Sg10 ATCC 33154 + +
Legionella pneumophila, ssp.bellingham, Sg11 ATCC 33155 + +
Legionella pneumophila, ssp.bellingham, Sg12 ATCC 33155 + +
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Fortsetzung Tabelle G.1

FISH-Signal FISH-Signal
Stammbezeichnung | Sonde Leg705 | Sonde Legpne1

Legionella pneumaphila, ssp.bellingham, Sg13 ATCC 33216 + +
Legionella pneumophila, ssp.bellingham, Sg14 ATCC (33215 + +
Legionella pneumophila, ssp.bellingham, SQ2 ATCC (33823 + +
Legionella pneumophila, ssp.bellingham, SQ3 ATCC (43283 + +
Legionella pneumophila, ssp.bellingham, SQ4 ATCC 43130 + +
Legionella pneumophila, ssp.bellingham, SQ5 ATCC (43290 + +
Legionella pneumophila, ssp.bellingham, SQ6 ATCC (43736 + +
Legionella pneumophila, ssp.bellingham, SQ7 ATCC 33153 + +
Legionella pneumophila, ssp.knoxville, Sg1 ATCC 33152 + +
Legionella pneumophila, ssp.philadelphia, Sg1 ATCC (43703 + +
Legionella quateirensis™ ATCC (49507 + -
Legionella quinlivanii* ATCC 143830 +

Legionella rowbothamii* ATCC (497991 + -
Legionella rubrilucens* ATCC (35304 + -
Legionella sainthelensi™ ATCC [35248 + -
Legionella santicrucis™ ATCC [35301 + -
Legionella shakespearei* ATCC |49655 + -
Legionella spiritensis* ATCC (35249 + -
Legionella steigervaltii* ATCC (35302 + -
Legionella taurinensis™ ATCC (700508 + -
Legionella tucsonensis* ATCC (49810 + -
Legionella wadsworthii* ATCC (33877 + -
Legionella worsleiensis ATCC |49508 + -
Pseudomonas aeruginosa** DSM 500717 - -
Aeromonas trota** DSM 73127 - -
Citrobacter freundii** DSM 30039 - -
Eadwardsiella ictaluri ** DSM 13697 - -
Erminia cypripedii** DSM (3873 - -
Escherichia coli** DSM 30083" - -
Klebsiella oxytoca™* DSM 5175 - -
Enterobacter aerogenes** DSM 300537 - -
Shigella flexneri** DSM |47827 - -
Vibrio vulnificus** DSM (115077 - -

Legende: + = spezifisches FISH-Sondensignal, - = kein FISH-Sondensignal vorhanden,** = NZOs fiir Sonde
Leg705, */** = NZOs fir Sonde Legpne1
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G.2 Vergleichende Legionellen-Analyse von Trinkwasserproben
Fluoreszenz in situ Hybridisierung nach Protokoll C.1.2.3 (Seite 62) mit den Sonden Leg705-FAM und
Legpne1-CY3 (beide jeweils 150 ng/ul) bei 20% FA. Klassische Legionellen-Untersuchung nach UBA-
Empfehlung (B.3.4) durch LGA OberschleiBheim.

Tabelle G.2:Vergleichende Analyse von Trinkwasserproben

Untersuchung nach UBA- Untersuchung mittels FISH-
Empfehlung Analyse

Nr. |Ergebnis| Organismus KBE/Il | Ergebnis | Organismus KBE/I

1 negativ - 0| negativ - 0
2 positiv L. pneumophila 1050 positiv L. pneumophila 540
3 positiv L. pneumophila 2000 positiv L. pneumophila 2100
4 negativ - 0 negativ - 0
5 negativ - 0| negativ - 0
6 negativ - 0| positiv Legionella ssp. 20
7 positiv L. pneumophila 7100 positiv L. pneumophila 2300
8 positiv L. pneumophila 550 positiv L. pneumophila 240
9 positiv L. pneumophila 3550] positiv L. pneumophila 1270
10 positiv L. pneumophila 2000] positiv L. pneumophila 1050
11 positiv L. pneumophila 8000 positiv L. pneumophila 3500
12 negativ - 0 negativ - 0
13 negativ - 0| positiv L. pneumophila 80
14 positiv Legionella ssp. 50 positiv Legionella ssp. 100
15 positiv Legionella ssp. 6000 positiv L. pneumophila 3500
16 positiv Legionella ssp. 200 positiv L. pneumophila 100
17 positiv Legionella ssp. 70000] positiv L. pneumophila > 10000
18 negativ - 0| negativ - 0
19 positiv L. pneumophila 2000 positiv L. pneumophila 1200
20 positiv L. pneumophila 2000] positiv L. pneumophila 1600
21 negativ - 0| positiv L. pneumophila 20
22 positiv Legionella ssp. 750] positiv L. pneumophila 180
23 negativ - 0 negativ - 0
24 positiv Legionella ssp. 300 positiv L. pneumophila 120
25 negativ - 0| positiv L. pneumophila 40
26 negativ - 0 negativ - 0
27 negativ - 0 negativ - 0
28 positiv Legionella ssp. 32000[ positiv L. pneumophila > 10000
29 positiv Legionella ssp. 6000 positiv L. pneumophila 2700
30 negativ - 0| negativ - 0
31 positiv Legionella ssp. 750] positiv L. pneumophila 550
32 negativ - 0| positiv L. pneumophila 40
33 positiv Legionella ssp. 4000 positiv L. pneumophila 2530
34 positiv Legionella ssp. 8000] positiv L. pneumophila 4430
35 positiv Legionella ssp. 5600 positiv L. pneumophila 2390
36 positiv Legionella ssp. 2000] positiv L. pneumophila 900
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Fortsetzung Tabelle G.2

Untersuchung nach UBA- Untersuchung mittels FISH-
Empfehlung Analyse

Nr. Ergebnis | Organismus KBE/I [ Ergebnis Ergebnis

37 positiv Legionella ssp. 8000] positiv L. pneumophila 3200
38 negativ - 0] negativ - 0
39 negativ - 0] negativ - 0
40 positiv L. pneumophila 148000] positiv L. pneumophila > 10000
41 positiv Legionella ssp. 6000 positiv L. pneumophila 2330
42 negativ - 0] positiv L. pneumophila 40
43 negativ - 0] negativ - 0
44 positiv Legionella ssp. 1750 positiv L. pneumophila 1100
45 negativ - 0] positiv L. pneumophila 20
46 positiv Legionella ssp. 600 positiv L. pneumophila 540
47 negativ - 0] negativ - 0
48 negativ - 0] negativ - 0
49 positiv L. pneumophila 2000] positiv L. pneumophila 1100
50 positiv L. pneumophila 2000] positiv L. pneumophila 1020
51 negativ - 0] positiv L. pneumophila 20
52 negativ - 0] positiv L. pneumophila 60
53 positiv Legionella ssp. 350 positiv L. pneumophila 1530
54 negativ - 0] negativ - 0
55 negativ - 0] negativ - 0
56 positiv Legionella ssp. 50 positiv L. pneumophila 20
57 negativ - positiv L. pneumophila 40
58 negativ - 0] positiv L. pneumophila 20
59 negativ - 0] negativ - 0
60 positiv Legionella ssp. 50 positiv L. pneumophila 20
61 positiv Legionella ssp. 150] positiv L. pneumophila 100
62 positiv Legionella ssp. 50] positiv L. pneumophila 580
63 negativ - 0] positiv L. pneumophila 80
64 negativ - 0] negativ - 0
65 negativ - 0] negativ - 0
66 negativ - 0] negativ - 0
67 negativ - 0] negativ - 0
68 negativ - 0] negativ - 0
69 negativ - 0] negativ - 0
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G.3 Validierung der manuellen Auswertung

Fluoreszenz in situ Hybridisierung nach Protokoll C.1.2.3 (Seite 62) mit den Sonden Leg705-FAM und
Legpne1-CY3 (beide jeweils 150 ng/ul) bei 20% FA.

Von jeder Probe wurde die Anzahl der Legionella-Mikrokolonien (KBE) jeweils pro 3 Reihen, pro halber
Filter sowie pro gesamter Filter manuell quantifiziert (C.1.4.1, Seite 67). Die pro 3 Reihen und pro
halber Filter quantifizierten Legionella sp. KBE, wurden entsprechend der Vorgaben unter C.1.4.1, auf
die Gesamtanzahl KBE Legionella sp. pro gesamter Filter hochgerechnet.

Tabelle G.3: Ubersicht Validierung der manuellen Auswertung

KBE Legionella sp. KBE Legionella sp.
geziahlt pro 3 Reihen gezahlt pro halber
KBE Legionella sp. | hochgerechnet auf | KBE Legionella sp. [Filter hochgerechnet KBE Legionella sp.
manuell gezahlt in| KBE Legionella sp. /manuell gezahlt pro| auf KBE Legionella | manuell gezéahlt pro
3 Reihen gesamter Filter halber Filter sp. gesamter Filter gesamter Filter
Probe 1 1 3 1 1,7 1
Probe 2 10 30,3 16 26,4 30
Probe 3 267 808,4 473 781,2 790
Probe 4 0 0 0 0 1
Probe 5 1 3 6 9,9 11
Probe 6 31 93,9 43 71 83
Probe 7 31 93,9 61 100,7 96
Probe 8 1 3 1 1,7 1
Probe 9 11 33,3 16 26,4 26
Probe 10 22 66,6 40 66,1 66

G.4 Untersuchung von verschiedenen Farbstoffen zur Maskierung
bierspezifischer Autofluoreszenzen

Die folgenden Farbstoffe (B.10.1) wurden generell auf Ihre Eignung zur Maskierung der stérenden
Partikel Uberpriift (C.2.3, Seite 75). Dazu wurde Bier, welches die Partikel aufwies, hybridisiert (C.2.2,
Seite 72) und im Anschluss mit den aufgefiihrten Farbstoffen gegengefarbt (siehe Tabelle G.4).

Tabelle G.4: Untersuchung von verschiedenen Farbstoffen zur Maskierung bierspezifischer
Autofluoreszenzen

Farbung der |Einfluss auf die FISH-

Farbstoff/ Farbelosung Verwendete Konzentration

Giemsa Stammlosung als gebrauchsfertige Stammldsung eingesetzt - - kein Einfluss
Hamatoxylinlésung als gebrauchsfertige L6sung eingesetzt + kein Einfluss
Alcianblau 1,0 % H,Oyigest. + kein Einfluss
Methylenblau 0,1 % und 1,0 % H04 st - kein Einfluss
Eosin Methylenblau 0,1 % und 1,0 % H,Ocest. - kein Einfluss
Chlorazol-Schwarz 0,5 % und 1,0 % H:Oisost. ++ kein Einfluss
Lactophenolblau als gebrauchsfertige Lésung eingesetzt - - kein Einfluss
Nuclear Fast Red 0,05 % und 0,1 % H,Opcest. - kein Einfluss
Fluorescent Brightener 28 0,05 % und 0,1 % 1 x PBS Puffer + starke Autofluoreszenz
Bromphenolblau 0,05 % und 0,1 % 1 x PBS Puffer - kein Einfluss
Xylencyanol 0,05 % und 0,1 % 1 x PBS Puffer - kein Einfluss
Indigo carmine 0,1 % und 1,0 % H,0, st + kein Einfluss
Resazurin 0,1 % und 1,0 % H04 st - kein Einfluss
Acid Black 0,1 % und 1,0 % H,00 gest. + kein Einfluss
Acid Violet 0,1 % und 1,0 % H.O0iest. ++ kein Einfluss
Evan’s Blue 0,1 %, 0,5 % und 1,0 % H,O4 st 4+ kein Einfluss
Calcofluor White M2R 0,1 % und 1,0 % H,0, st - kein Einfluss
PreuBisch-Blau 0,1 % und 1,0 % 1 x PBS Puffer + kein Einfluss
Brillantblau 0,1 % und 1,0 % 1 x PBS Puffer + kein Einfluss
Legende: - = keine Gegenfarbung der Partikel, + = schwache Gegenfarbung der Partikel, ++ = gute

Gegenfarbung der Partikel,+++ = vollstandige Gegenfarbung der Partikel
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G.5 Spezifitatsprifung der Sonde Pela761

Ergebnis der Fluoreszenz in situ Hybridisierung nach Protokoll C.2.2 (Seite 71) mit der Sonde Pela761-
FAM (200 ng/ul) bei 35% FA auf einer Auswahl von Zielorganismen (ZO) und Nichtzielorganismen

(NZO).

Tabelle G.5: Spezifitdtspriifung der Sonde Pela761 bei einer Konzentration von 200 ng/ul
FISH-Signal

|Organismus Stammbezeichnung | Sonde Pela761
Lactobacillus brevis WSB |L32 +
Lactobacillus brevisimilis WSB |L43 +
Lactobacillus buchneri ™MW |1.75 +
Lactobacillus casei ™W [1.14 +
Lactobacillus coryniformis ssp. coryniformis DSM 200017 +
Lactobacillus fermentum ™MW |1187 +
Lactobacillus frigidus T™W 1119 +
Lactobacillus fructivorans ™MW [1.59 +
Lactobacillus helveticus DSM 20075" +
Lactobacillus lindneri WSB L2 +
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei DSM |20006 +
Lactobacillus perolens T™MW 1223 +
Lactobacillus plantarum ™MW [1.64 +
Lactobacillus spec. WSB |00369/1 +
Pediococcus damnosus WSB |SaE +
Pediococcus inopinatus WSB |P99 +
Lactococcus lactis* DSM 204817 -
Acetobacter aceti* DSM 35087

Bacillus cereus* DSM (317 -
Bacillus subtilis* DSM 77 -
Citrobacter freundlii* DSM [30039 -
Enterococcus faecium™ DSM 204777 -
Gluconobacter oxydans* DSM 3503T -
Leuconostoc gelidum* DSM 55787 -
Leuconostoc mesenteroides* ™MW |2.3 -
Megasphaera cerevisiae* DSM 204627 -
Megasphaera elsdenii* DSM 204607 -
Micrococcus luteus™ WSB |MK14-1 -
Pantoea agglomerans* DSM [3493 -
Pectinatus cerevisiiphilus* DSM | 20467" -
Pectinatus frisingensis* DSM 6306" -
Selenomonas lacticifex* DSM 207577 -
Weissella confusa* DSM 201947 -
Zymophilus raffinosivorans* DSM 20765" -
Legende: + = spezifisches FISH-Sondensignal, - = kein FISH-Sondensignal vorhanden,* = NZOs fir Sonde

Pela761
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G.6 Software Parameter zur automatischen Auswertung von Bierproben
mittels ChemScan RDI Laserscanner

Nachfolgende Parameter wurde in der Software ,ChemScan“ (B.9.2.2) zur automatischen Auswertung
von Bierproben nach FISH-Analyse (C.2.2, Seite 71) mittels ChemScan RDI Laserscanner optimiert.

Tabelle G.6: Ubersicht Parameter zur automatischen Diskriminierung der FISH-Sondensignale von
Partikeln

Parameter Wert
NewDiscrim 0
MinAreaRatio 0.2
MaxAreaRatio 0.8
MinTPAreaRatio 0
MaxTPAreaRatio 0.9
MinXDimSingle 500
MinXDim 1
MaxXDim 10
MinYDim 1
MaxYDim 6
MinPeak 150
MaxPeak 800
MaxPeaksPerLine 2
MaxWigglesPerLine 6
MaxHalfWidth 15
MinSampleSpecint 6
MinHalfWidthSpecint 20
Max2DGaussian 1000
MaxPeak2DGaussian 4000

G.7 Vergleichende Analyse von Bierproben

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 60 Bierproben aus dem laufenden Betrieb verschiedener
deutscher Brauereien untersucht. Dabei wurden jeweils 100 ml Bier-Probe direkt mittels FISH-Analyse
(C.2.2 und C.2.3) und ChemChrome V6 Vitalitatsfarbung (B.9.2.4) sowie nach NBB-Anreicherung
(B.3.5) untersucht. Tabelle G.7 fasst die erhaltenen Ergebnisse zusammen.

Tabelle G.7: Ubersicht Ergebnisse vergleichende Analyse von Bierproben

Ergebnis
Ergebnis ChemChrome V6 |Ergebnis
: FISH-Analyse Vitalitdtsfaroung |NBB-Anreicherung
1 Helles Bier positiv positiv positiv
2 Helles Bier negativ positiv negativ
3 Helles Bier negativ negativ negativ
4 Helles Bier negativ positiv negativ
5 Helles Bier negativ negativ negativ
6 Pilsner Bier negativ positiv negativ
7 Pilsner Bier negativ positiv negativ
8 Festbier negativ positiv negativ
9 Helles Bier negativ negativ negativ
10 |Helles Bier positiv positiv positiv
11 |Helles Bier negativ positiv negativ
12 |Exportbier negativ negativ negativ
13  |Exportbier negativ positiv negativ
14  |Exportbier negativ positiv negativ
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Fortsetzung Tabelle G.7

Ergebnis
Ergebnis ChemChrome V6 |Ergebnis
Biersorte FISH-Analyse Vitalitatsfaroung |NBB-Anreicherung
15 |Helles Bier negativ positiv negativ
16 |Helles Bier negativ positiv negativ
17  |Dunkles Bier negativ negativ negativ
18 |Festbier negativ negativ negativ
19 |Dunkles Bier positiv positiv positiv
20 |Helles Bier negativ negativ negativ
21  |Helles Bier negativ positiv negativ
22 |Helles Bier negativ positiv negativ
23 |Pilsner Bier negativ negativ negativ
24  |Pilsner Bier negativ negativ negativ
25 |Pilsner Bier negativ positiv negativ
26 |Pilsner Bier negativ positiv negativ
27 |Helles Bier negativ negativ negativ
28 |Helles Bier negativ positiv negativ
29 |Helles Bier negativ positiv negativ
30 |Helles Bier negativ negativ negativ
31 |Helles Bier negativ positiv negativ
32 |Helles Bier positiv positiv positiv
33 |Radler negativ positiv negativ
34 |Helles Bier positiv positiv positiv
35 |Helles Bier negativ negativ negativ
36 |Dunkles Bier positiv positiv negativ
37 |Pilsner Bier positiv positiv negativ
38 |Pilsner Bier positiv positiv positiv
39 |Pilsner Bier negativ negativ negativ
40 |Pilsner Bier negativ positiv negativ
41  |Exportbier negativ negativ negativ
42  |Exportbier positiv positiv positiv
43 |Exportbier negativ negativ negativ
44  |Helles Bier negativ positiv negativ
45 |Helles Bier negativ negativ negativ
46 |Radler positiv positiv positiv
47 |Radler positiv positiv positiv
48 |Exportbier negativ positiv negativ
49 |Dunkles Bier negativ negativ negativ
50 |Dunkles Bier negativ positiv negativ
51 |Pilsner Bier negativ negativ negativ
52 |Pilsner Bier positiv positiv positiv
53 |Pilsner Bier negativ negativ negativ
54  |Pilsner Bier negativ positiv negativ
55 |Helles Bier negativ negativ negativ
56 |Helles Bier negativ negativ negativ
57 |Helles Bier negativ positiv negativ
58 |Helles Bier positiv positiv positiv
59 |Helles Bier positiv positiv negativ
60 |Helles Bier negativ positiv negativ

Legende: positiv = positiver Befund fiir bierschadliche Bakterien, negativ = kein Befund
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G.8 In silico Uberpriifung der Spezifitit der Sonde Esak997

Tabelle G.8: ARB-Sondenmatch der Sonde Esak997

Miss- E. coli

name fullname matches position ' CCAGAGAAUCCUGCAGAGAU'
JviDubli Cronobacter dublinensis subsp. dublinensis 0 997 UCUUGACAU GCGGGAGUG
JviDubl2 Cronobacter dublinensis subsp. lactaridi 0 997 UCUUGACAU GCGGGAGUG
JviDubl4 Cronobacter dublinensis subsp. lausanensis 0 997 UCUUGACAU GCGGGAGUG
EnbSak23 Enterobacter sakazakii 0 997 UCUUGACAU GCGGGAGUG
JviDubl3 Cronobacter dublinensis 0 997 UCUUGACAU GCGGGAGUG
JviMuyt2 Cronobacter muytjensii 0 997 UCUUGACAU GCGGGAGUG
JviTuri3 Cronobacter turicensis 0 997 UCUUGACAU GCGGGAGUG
ErwChrl9 Erwinia chrysanthemi 1 997 UCUUGACAU g GCGGGUGUG
EdwTard5 Edwardsiella tarda 2 997 UCUUGACAU-==== u ACGGGAGUG
EdwIctl2 Edwardsiella ictaluri 2 997 UCUUGACAU-==== u ACGGGAGUG
ErwCaro5 Erwinia carotovora subsp. atroseptica 3 997 UCUUGACAU GCCUUAGUG
Pn0Agl45 Pantoea agglomerans 3 997 UCUUGACAU-==== —-GCCUUGGUG
HafAlvll Hafnia alvei 3 997 UCUUGACAU GCUUUAGUG
KluInte3 Kluyvera intermedia 3 997 UCUUGACAU GCUUUAGUG
K1bOxy55 Klebsiella oxytoca 3 997 UCUUGACAU GCUUUGGUG
BreRubri Brenneria rubrifaciens 3 997 UCUUGACAU GGGGUUGUG
FruPowd7 Enterobacter helveticus 3 997 CCUUGACAU uu=N GCUUUGCUG
FruPowd6 Enterobacter turicensis 3 997 CCUUGACAU-===Cg====uNN=== —GCCUUAGUG
KluAscl2 Kluyvera ascorbata 3 997 UCUUGACAU-===N==== —-GCUUUGGUG
SeaMar82 Serratia marcescens subsp. marcescens 3 997 UCUUGACAU GCNUUGGUG
EnbAmnlé Enterobacter amnigenus 4 997 UCUUGACAU-====g; —-GCUUUGGUG
Ci7Fre26 Citrobacter freundii 4 997 UCUUGACAU GCUUUGGUC
EnbARer2l Enterobacter aerogenes 4 997 UCUUGACAU GCUUUGGUG
EnbAmnl5 Enterobacter amnigenus 4 997 UCUUGACAU GCUUUGGUG
EnbAsbl5 Enterobacter asburiae 4 997 UCUUGACAU GGAUUGGUG
EnbCanc8 Enterobacter cancerogenus 4 997 UCUUGACAU GGAUUGGUG
EnbC1112 Enterobacter cloacae subsp. cloacae 4 997 UCUUGACAU GCUUUGGUG
EnbGergo Enterobacter gergoviae 4 997 UCUUGACAU GCUUUGGUG
FruPowd2 Enterobacter helveticus 4 997 CCUUGACAU GGUUUGGUG
EnbHorl0 Enterobacter hormaechei 4 997 UCUUGACAU GGAUUGGUG
EnbLudwb5 Enterobacter ludwigii 4 997 UCUUGACAU GCUUUGGUG
EnbNicke Enterobacter nickellidurans 4 997 UCUUGACAU GCUUUGGUG
EnbNimip Enterobacter nimipressuralis 4 997 UCUUGACAU-= ~GCUUUAGUG
EnbPulve Enterobacter pulveris 4 997 CCUUGACAU GGAUUGGUG
EnbPyri4 Enterobacter pyrinus 4 997 UCUUGACAU GCUUUGGUG
EnbRadic Enterobacter radicincitans 4 997 ========-GCCGGGGUG

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

5

5

5

5

6

6

FruPowd3 Enterobacter turicensis 997

EschC379 Escherichia coli 997 ==-ACGAGGGUG
KlbOxy21 Klebsiella oxytoca 997 UCUUGACAU GCUUUGGUG
KluAsco8 Kluyvera ascorbata 997 UCUUGACAU GCUUUGGUG
KluCryo2 Kluyvera cryocrescens 997 UCUUGACAU GCUUUGGUG
KluCryo6 Kluyvera cryocrescens 997 UCUUGACAU GCUUUGGUG
KluCryo5 Kluyvera cryocrescens 997 UCUUGACAU GCUUUGGUG
KluGeor2 Kluyvera georgiana 997 UCUUGACAU GCUUUGGUG
KlulInter Kluyvera intermedia 997 UCUUGACAU GCUUUGGUG
Vibvull?7 Vibrio vulnificus 997 UCUUGACAU GGAUUGGUG
PbiCypri4 Pectobacterium cypripedii 997 CCUUGACAU GCUUUGGUG
EnbClo80 Enterobacter cloacae subsp. dissolvens 997 UCUUGACAU— —-GCUUUGGUG
EnbCowan Enterobacter cowanii 997 UCUUGACAU— ~GGANNGGUG
K1lbPnll3 Klebsiella pneumoniae 997 -GGUUUGGUG
Sealiqu6 Serratia liquefaciens 997 GGAUUGGUG
EnbKobei Enterobacter kobei 997 -GCCUUGGUG
PsmAe442 Pseudomonas aeruginosa 997 CCUUGACAU-G=U uu=C GGAUUGGUG

Legende: Gelb-markierte Nichtzielorganismen zeigten je nach gewéahlten Quick-FISH-
Reaktionsbedingungen zum Teil erhéhte Fluoreszenzintenistaten (RFU).

Die Basenunterschiede von Er. chrysanthemii (DSM 4610), En. helveticus (UZH 513/05), En. pulveris
(UZH 601/105), En. turicensis (UZH 3032), En. cloacae (UZH 30054) wurden zusétzlich Uber eine 16S-
rDNS-Sequenzanalyse (B.6 und B.7) bestatigt (Daten nicht gezeigt).
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G.9 Uberpriifung der Quenchingeffizienz

Die Sonden EUB338-TAMRA und Esak977-3-TAMRA wurden in der Endkonzentrationen 5 ng/ul
jeweils mit den korrespondierenden Quenchersonden Quen-EUB338-BHQ2 und Quen3-Esak997-3-
BHQ2 in den Endkonzentrationen 5 ng/ul, 7,5 ng/ul, 10 ng/ul, 12,5 ng/ul sowie 15 ng/ul in den Puffern
HP 0% und modifiziertem PCR-Puffer kombiniert (C.3.3.3, Seite 86). Nachfolgende Tabelle H.9 fasst
die am Mikrotiterplatten-Fluorometer bestimmten Fluoreszenzintenitaten (RFU) zusammen.

Tabelle G.9: Quenchingeffizienz der Sonden/ Quenchersonden Paare EUB338-TAMRA/ Quen-
EUB338-BHQ2 und Esak977-3-TAMRA/ Quen3-Esak997-3-BHQ2

Endkonzentration der

korrespondierenden (1] 2,5 ) 7,5 10 12,5 15
Quenchersonde: ng/pl ng/pl ng/pl ng/pl ng/pl ng/ul ng/ul
Puffer: HP 0%

Sonde: EUB-338-TAMRA [5 ng/pl] 35721 RFU | 13762 RFU | 1052 RFU 863 RFU 538 RFU 489 RFU 421 RFU
Puffer: mod. 1-fach PCR-Puffer

Sonde: EUB-338-TAMRA [5 ng/pl] 28120 RFU | 12987 RFU 982 RFU 796 RFU 482 RFU 439 RFU 351 RFU
Puffer: HP 0%

Sonde: Esak997-3-TAMRA [5 ng/p] 71567 RFU | 36943 RFU | 1362 RFU 912 RFU 615 RFU 602 RFU 583 RFU
Puffer: mod. 1-fach PCR-Puffer

Sonde: Esak-997-TAMRA [5 ng/ul] 53481 RFU | 23764 RFU | 1186 RFU 925 RFU 887 RFU 817 RFU 761 RFU

Legende: RFU = Fluoreszenzintensitat

G.10 Uberpriifung des Einflusses von Hybridisierungstemperatur und
Salzgehalt auf die Spezifitat der Quick-FISH-Reaktion

Zur Untersuchung des Einflusses der Hybridisierungstemperatur wurden alle Versuchsansatze parallel
bei 30°C, 45°C, 60°C und 70°C inkubiert.

Der Salzgehalt des modifizierten PCR-Puffers wurde Uber eine variable Na*-Konzentration (0 mM, 50
mM, 100 mM, 200 mM, 600 mM und 800 mM ) beeinflusst. Als Zielorganismus wurde eine EtOH-
Fixierung (B.8.1) von C. sakazakii LMG 2760 verwendet. Zur Verifizierung der Spezifitdt der Reaktion
wurden Fixierungen von Ci. freundii DSM 30039, En. cloacae DSM 30054, Er. chrysanthemii DSM
4610 und Ed. tarda DSM 30052 als Nichtzielorganismen eingesetzt (C.3.4, Seite 99).

Die Hybridisierung erfolgte mit dem Sonden/ Quenchersonden-Paar Esak997-3-TAMRA/ Quen3-
Esak997-3-BHQ2 unter den standardisierten Versuchs- und Messbedingungen (C.3.3). Nachfolgenden
Tabellen G.10.1 bis G.10.4 fassen die am Mikrotiterplatten-Fluorometer bestimmten
Fluoreszenzintenitaten (RFU) zusammen.

Tabelle G.10.1: Erhaltene Fluoreszenzintensitdten (RFU) bei einer Hybridisierungstemperatur von
30°C

Messpunkt: 0 h
60 D 0054 D 0039 D 00 D 4610 x

c 0 mM NaCl 1359 1519 1399 1302 1503 7821
2 _ 50 mM NaCl 686 636 634 634 695 623
£ &  [100 mM NaCl 531 536 540 547 595 516
NN g 200mMNaCl 466 483 480 497 484 456
S5 7 400 mM NaCl 416 421 417 433 409 398
o Ec 600 mM NaCl 394 410 392 404 398 376
S EX 800 mMNaCl 368 380 379 375 377 359
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Messpunkt: 0,5 h

D 0054

4610

2998

c 0 mM NaCl 6127 1379 1278 1295 2064
% . 50 mM NaCl 5624 791 680 946 1179 660
£& 100 mM NaCl 2530 600 567 749 1084 525
g :g E 200 mM NaCl 564 503 496 775 624 457
S “,g > 400 mM NaCl 410 431 412 704 416 405
S E 600 mM NaCl 391 393 383 443 388 393
8 £8 /800 mM NaCl 364 376 368 370 363 365
Messpunkt: 1 h
Sd Od d 0 0 diUd Sd
b0 ) 0054 ) 0039 ) 00 4010 H
c 0 mM NacCl 10881 1440 1266 1336 3156 2749
% . 50 mM NaCl 10071 889 707 1129 1483 654
£& 100 mM NaCl 4387 652 579 927 1362 530
g :g E 200 mM NaCl 635 525 491 1011 706 464
S “,g > |400 mM NaCl 422 434 428 882 415 405
S E 600 mM NaCl 390 395 392 452 389 394
S £8 /800 mM NaCl 365 365 372 370 369 379
Messpunkt: 1,5 h
Sd Od d 0 0 diQ Sd
60 ) 0054 ) 0039 ) 00 4610 - e
- 0 mM NaCl 16235 1530 1296 1398 5911 2714
% . 50 mM NaCl 15228 984 731 1358 1838 663
£¢& 100 mM NaCl 6282 694 606 1079 1676 529
“E’ g E 200 mM NaCl 689 551 524 1276 794 471
S ;g > 400 mM NaCl 438 445 431 1078 417 410
o £ o 600 mM NaCl 385 403 388 482 383 409
S e 1800 mM NaCl 362 368 372 364 371 380
Messpunkt: 2 h
Er.
sa ] En. cloacae | Ci. freundii m
60 DSM 30054 | DSM 30039 | DSM 30052 DSM 4610
c 0 mM NaCl 21511 1635 1312 1481 10827 2671
% . 50 mM NaCl 20123 1078 1588 2168 667
£& 100 mM NaCl 7934 794 624 1229 1971 537
g :g E 200 mM NaCl 746 590 537 1558 874 464
S “,g > 400 mM NaCl 439 a71 443 1265 423 414
S E - 600 mM NaCl 390 396 387 506 390 412
S £8 /800 mM NaCl 362 372 363 377 356 388
Messpunkt: 3 h
Sd Od d 0 0 didd Sd
b0 ) 0054 ) 0039 ) 00 4010 - e
c 0 mM NacCl 32575 1873 1346 1561 26653 2546
% . 50 mM NaCl 29785 1310 842 2061 2879 682
£ &  [100 mM NaCl 10943 1709 688 1522 2509 566
?é’ :g E 200 mM NaCl 846 728 610 2123 1024 494
S “,g > |400 mM NaCl 460 500 464 1610 445 438
S E - 600 mM NaCl 395 409 400 559 390 427
S £8 /800 mM NaCl 367 364 371 385 363 431
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Messpunkt: 4 h
b( 0054 0039 ) 00 4010 P o

- 0 mM NaCl 42971 2211 1424 1665 44556 2469
-% . 50 mM NaCl 38158 1672 914 2622 3616 690
=& 100 mM NaCl 13440 6999 752 1889 3025 588
g ZGE’ é 200 mM NaCl 948 1135 725 2700 1143 516
S ;; 5 [400 mM NaCl 489 545 507 1989 452 462
& £t 600 mM NaCl 406 422 396 597 388 444
S 9 [800 mM NaCl 367 364 371 385 363 431

Tabelle G.10.2: Erhaltene Fluoreszenzintensitaten (RFU) bei einer Hybridisierungstemperatur von

45°C
Messpunkt: 0 h
Sc Od d U Ud Scd
10 0054 D039 ) 00 4010 P e
c 0 mM NaCl 1219 1230 1296 1214 1387 6740
2 _ 50 mM NaCl 745 641 632 631 708 629
£ & 100 mM NaCl 561 533 537 547 617 532
NN 200mM NaCl 485 487 479 495 487 460
S5 7 400 mM NaCl 414 418 420 427 416 398
S E 600 mM NaCl 391 398 387 402 397 380
S & (800 mM NaCl 376 378 388 379 381 362
Messpunkt: 0,5 h
10 0054 D039 ) 00 4010 P e
c 0 mM NaCl 13413 2692 2811 3118 12157 10858
2 _ 50 mM NaCl 9366 1580 1215 1850 1668 967
£¢& 100 mM NaCl 413 2279 930 1173 1177 670
NN g 200mM NaCl 734 707 664 980 661 489
25 2 400 mM NaCl 468 476 462 878 436 400
S € 600 mM NaCl 400 407 397 473 394 382
S £ 800 mM NaCl 379 377 377 383 370 361
Messpunkt: 1 h
10 0054 D039 ) 00 4010 P e
c 0 mM NaCl 27375 2932 3057 3857 34319 13380
2 _ 50 mM NaCl 18730 4495 1541 2681 2500 979
£& 100 mM NaCl 5953 15118 1440 1583 1442 687
“E’ N £ 200 mM NaCl 885 1726 1750 1419 748 492
25 2 [400 mM NaCl 498 553 517 1315 444 394
S € 600 mM NaCl 406 411 404 533 387 378
S £ (800 mM NaCl 364 376 375 389 370 357
Messpunkt: 1,5 h
o0 0054 D039 ) 00 4010 P e
c 0 mM NaCl 41109 3383 3572 5039 46416 18966
2 _ 50 mM NaCl 28263 11642 2050 3730 5105 1040
£& 100 mM NaCl 6917 32049 2921 2062 1864 738
NN g 200mM NaCl 1068 5845 5203 1953 883 506
25 2 400 mM NaCl 545 653 601 1829 451 403
S € 600 mM NaCl 416 427 419 598 390 380
S £ 800 mM NaCl 377 375 386 395 363 354
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Messpunkt: 2 h
Sa of: (o> o o of: Sa
60 D 0054 D 0039 D 00 D 4610 x e
c 0 mM NaCl 49067 3347 3446 5702 50033 17940
2 _ 50 mM NaCl 36501 21297 2525 4739 9884 1002
£2 100 mM NaCl 7902 43140 6138 2491 2403 710
NN g 200mM NaCl 1213 11865 9232 2552 989 489
S5 7 400 mM NaCl 570 738 690 2356 452 399
G Ec 600 mM NaCl 413 440 422 666 384 374
2 £ [800 mMNaCl 373 377 378 404 361 355
Messpunkt: 3 h
Scl Od U U dlQd Scl
o0 ) 0054 ) 0039 ) 00 ) 4010 P e
c 0 mM NaCl 50051 3866 3808 8172 51233 21758
2 _ 50 mM NaCl 47479 41736 4189 7160 34245 1010
£2 100 mM NaCl 10599 48432 19188 3479 4828 743
NN 200mM NaCl 1572 21499 15811 4106 1346 493
S5 7 400 mM NaCl 641 962 880 3554 468 408
G Ec 600 mM NaCl 434 466 439 799 393 368
2 £ [800 mM NaCl 372 387 384 429 366 346
Messpunkt: 4 h
= En. cloacae | Ci. freundii chysanthemii M
60 | DSM 30054 | DSM 30039 | DSM 30052 | DSM 4610
c 0 mM NaCl 48785 4417 3881 10913 52036 20455
2 _ 50 mM NaCl 51705 49938 7394 10113 49096 968
£2 100 mM NaCl 14257 49531 34955 4625 10496 741
NN 200mM NaCl 1981 28319 21518 6222 1800 480
S5 7 400 mM NaCl 706 1204 1106 4965 496 396
S Ec 600 mM NaCl 440 502 458 941 391 369
2 £ [800 mMNaCl 369 385 382 439 359 348

Tabelle H.10.3: Erhaltene Fluoreszenzintensitdten (RFU) bei einer Hybridisierungstemperatur von
60°C

Messpunkt: 0 h

o0 D 0054 D 0039 ) 00 D 4610 P e
c 0 mM NaCl 1272 1198 1285 1161 1394 6531
2 _ 50 mM NaCl 751 634 617 634 712 608
£2  [100 mM NaCl 561 534 523 533 641 520
NN g 200mMNaCl 472 473 467 498 495 463
S5 7 400 mM NaCl 420 419 418 445 407 390
oS E o 600 mM NaCl 397 395 396 396 401 387
S £ (800 mM NaCl 385 377 374 374 372 347
Messpunkt: 0,5 h
o0 D 0054 D 0039 ) 00 D 4610 P e

c 0 mM NaCl 18317 6705 8004 9231 22269 39692
2 _ 50 mM NaCl 8038 3299 2548 3031 5562 1943
£2 100 mM NaCl 3340 3023 1978 1588 2241 1011
NN £ 200 mM NaCl 993 1132 1065 1126 1114 663
S5 7 400 mM NaCl 586 577 568 1167 535 472
S E o 600 mM NaCl 466 469 472 603 481 430
S £ 800 mM NaCl 417 425 424 435 415 380
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Messpunkt: 1 h
60 0054 D 0039 D 00 D 4610 x e
c 0 mM NaCl 30488 15952 21192 24694 37054 38557
2 _ 50 mM NaCl 11595 4839 4597 5642 23710 3710
£2 100 mM NaCl 4915 3827 3233 2803 5441 1707
NN g 200mM NaCl 1553 1684 1855 1820 1949 868
S5y 400 mM NaCl 772 772 765 2256 695 606
G Ecd 600 mM NaCl 593 588 594 907 575 524
S EX (800 mMNaCl 507 511 515 546 502 461
Messpunkt: 1,5 h
o0 0054 ) 0039 ) 00 4010 P e
c 0 mM NaCl 28095 11945 16511 21834 40843 39601
2 _ 50 mM NaCl 14608 4429 4120 6380 40814 2824
£2 100 mM NaCl 6017 3710 3153 3221 12116 1522
NN g 200mM NaCl 1858 1721 1963 2268 257 785
S5y 400 mM NaCl 757 772 766 3284 692 596
G Ecd 600 mM NaCl 577 579 569 1036 550 481
S EX 800 mM NaCl 482 494 504 556 485 451
Messpunkt: 2 h
o0 0054 ) 0039 ) 00 4010 P e
c 0 mM NaCl 29490 12640 16219 22555 41348 38911
2 _ 50 mM NaCl 16677 4225 3825 7266 41660 2648
£2 100 mM NaCl 6922 3700 3132 3714 19928 1464
NN g 200mMNaCl 2115 1703 2025 2718 3054 738
S5y 400 mM NaCl 754 775 764 4162 674 563
G Ecd 600 mM NaCl 550 537 544 1104 523 463
£ £ B00mMNaCl 478 480 288 554 456 423
Messpunkt: 3 h
60 0054 D 0039 D 00 4610 x e
c 0 mM NaCl 33089 19791 23097 31888 39511 37021
2 _ 50 mM NaCl 20656 5102 4753 10797 40135 3169
£2 100 mM NaCl 9150 4272 3734 5581 32110 2214
NN g 200 mM NaCl 2841 1999 2345 4035 4793 823
S5y 400 mM NaCl 862 919 909 6365 835 669
G Ec 600 mM NaCl 658 648 646 1471 600 503
S £ 800 mMNaCl 515 554 558 663 532 496
Messpunkt: 4 h
60 0054 D 0039 D 00 4610 x e
c 0 mM NaCl 31052 17588 20558 31618 19603 37020
2 _ 50 mM NaCl 21882 4802 4398 13760 40520 2458
£2 100 mM NaCl 9836 4184 3619 6797 35738 2147
NN g 200mM NaCl 2912 1965 2323 5224 6030 765
S5 7 400 mM NaCl 839 908 916 7717 870 662
o E . 600 mM NaCl 657 657 644 1622 587 477
S EX 800 mMNaCl 495 533 555 687 523 476

177




G. Anhang

Tabelle G.10.4: Erhaltene Fluoreszenzintensitaten (RFU) bei einer Hybridisierungstemperatur von
70°C

Messpunkt: 0 h
60 D 0054 D 0039 D 00 D 4610 x e

c 0 mM NaCl 1295 1287 1260 1161 1369 5913
2 _ 50 mM NaCl 807 655 635 657 731 649
£ &  [100 mM NaCl 557 545 544 553 653 514
NN g 200mM NaCl 482 481 490 508 504 475
S5 7 400 mM NaCl 424 445 431 454 414 400
o E o 600 mM NaCl 397 405 400 403 406 398
S EF [800 mM NaCi 373 395 380 387 382 375

Messpunkt: 0,5 h

00 ) 0054 ) 0039 ) 00 ) 4610 P

0 mM NaCl 28757 29495 29767 29542 29509 30516

=
2 _ 50 mM NaCl 28308 2826 28714 28728 28699 28839
£ 100 mM NaCl 24225 24963 24321 23762 23448 22273
NN 200mM NaCl 8763 8975 8828 8725 7647 4466
S5 7 400 mM NaCl 2852 3054 3287 3632 3373 2901
G Ec 600 mM NaCl 2359 2400 2403 2725 2560 2005
2 £ [800 mMNaCl 2014 2272 2312 2180 1872 1829
Messpunkt: 1 h
Scl Od U U dlQd Scl
o0 ) 0054 ) 0039 ) 00 ) 4010 P e
c 0 mM NaCl 30941 31301 31128 31090 30847 32758
2 _ 50 mM NaCl 17578 20200 20569 1871 15720 10106
£2 100 mM NaCl 8018 7784 6657 6236 6603 7365
NN 200mM NaCl 3582 3958 3779 3588 3224 2184
S5 7 400 mM NaCl 1728 1778 1828 2150 1966 1927
S Ec 600 mM NaCl 1653 1714 1704 1736 1545 1179
2 £ [800 mM NaCl 1243 1338 1239 1207 1237 1150
Messpunkt: 1,5 h
Er.
En. cloacae | Ci. freundii chysanthemii M
DSM 30054 | DSM 30039 | DSM 30052 | DSM 4610
c 0 mM NaCl 30786 31404 31249 3098 29519 34222
2 _ 50 mM NaCl 4571 3556 3375 3881 4332 2993
£2 100 mM NaCl 8540 8489 6972 5732 4887 3865
NN 200mM NaCl 2052 2050 1897 1982 2039 1300
S5 7 400 mM NaCl 1711 1847 1782 1903 1523 1291
S Ec 600 mM NaCl 1009 1001 1000 1069 1012 845
2 £ [800 mMNaCl 1054 1134 1097 1048 320 791
Messpunkt: 2 h
SdKd Zd 0dCd U U dl'Qd Sc
60 D 0054 D 0039 D 00 D 4610 x e
c 0 mM NaCl 2281 17409 13530 10921 8263 31063
2 _ |50 mM NaCl 2562 1568 1296 1649 2041 880
£&  [100 mM NaCl 3181 2881 2592 2537 2762 2180
NS S 200 mM NaCl 1204 1196 1109 1184 1269 805
25 ¢ 400 mM NaCl 938 960 932 1161 901 838
o E . 600 mM NaCl 734 727 733 783 731 643
S £5 800 mM NaCl 745 661 655 733 701 646
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Messpunkt: 3 h
Sa of: (o> o a. 1ara Sa
o( D 0054 D 0039 ) 00 D 4610 P e
c 0 mM NacCl 5611 5487 4273 2941 2383 2424
-% c 50 mM NaCl 1317 606 466 625 827 8449
=2 100 mM NaCl 1536 1538 1362 1290 1482 913
NN 200mM NaCl 636 702 630 680 765 360
S “§ & (400 mM NaCl 508 575 559 760 558 508
& E o 600 mM NaCl 402 415 398 451 411 448
S e (800 mM NaCl 457 449 429 425 399 362
Messpunkt: 4 h
Er.
C. sakazakii | En. cloacae | Ci. freundii Ed. tarda chysanthemii
LMG 2760 DSM 30054 | DSM 30039 | DSM 30052 DSM 4610 nur Puffer

c 0 mM NaCl 7654 9881 10772 5825 8362 3951
-% c 50 mM NaCl 10422 13655 15688 10817 14198 11668
=2 100 mM NaCl 527 580 509 453 554 5639
g :%’ ;];,' 200 mM NaCl 8261 10796 15635 9986 8082 16793
S ”-§ & 400 mM NacCl 7120 377 367 514 379 10061
S € 600 mM NaCl 7695 11143 18227 11399 8261 19549
2 £ 800 mM NaCl 8421 23158 17786 15762 13772 13620

G.11 VergroBerte Darstellung der Abbildungen C.19 A, B, Cund D

Quick-FISH-Hybridisierung mit dem Sonden/ Quenchersonden Paar Esak997-3-TAMRA (5 ng/ul) und
Quen3-Esak997-3-BHQ2 (10 ng/ul) bei 30°C (Abb. C.19, A), 45°C (Abb. C.19, B), 60°C (Abb. C.19, C),
70°C (Abb. C.19, D) in modifiziertem PCR-Puffer mit unterschiedlicher NaCl-Konzentration.

Abbildung C.19/ Bild A: Effekt der Temperatur und der Salzkonzentration (Messpunkt: 4 h), Seite 99

Hybridisierungstemperatur: 30°C

Inkubationstemperatur: 30°C
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Abbildung C.19/ Bild B: Effekt der Temperatur und der Salzkonzentration (Messpunkt: 4 h), Seite 99

Hybridisierungstemperatur: 45°C

Inkubationstemperatur: 45°C
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Abbildung C.19/ Bild C: Effekt der Temperatur und der Salzkonzentration (Messpunkt: 4 h), Seite 99

Hybridisierungstemperatur: 60°C

Inkubationstemperatur: 60°C
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Abbildung C.19/ Bild C: Effekt der Temperatur und der Salzkonzentration (Messpunkt: 4 h), Seite 99

Hybridisierungstemperatur: 70°C

Inkubationstemperatur: 70°C
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G.12 VergroBerte Darstellung der Abbildungen C.20 A und B

Quick-FISH-Hybridisierung mit dem Sonden/ Quenchersonden Paar Esak997-3-TAMRA (5 ng/ul) und
Quen3-Esak997-3-BHQ2 (10 ng/ul) bei 30°C (Abb. C.20, A) und 45°C (Abb. C.20, B) in modifiziertem
PCR-Puffer (50 mM NaCl).

Abbildung C.20/ Bild A: Reaktionskinetik bei 30°C sowie einem Salzgehalt von 50 mM NaCl, Seite 100

Inkubationstemperatur: 30°C/ Salzkonzentration: 50 mM NaCl
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Abbildung C.20/ Bild B: Reaktionskinetik bei 45°C sowie einem Salzgehalt von 50 mM NaCl, Seite 100

Inkubationstemperatur: 45°C/ Salzkonzentration: 50 mM NaCl
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G.13 VergroBerte Darstellung der Abbildungen C.21 A und B

Quick-FISH-Hybridisierung mit dem Sonden/ Quenchersonden Paar Esak997-3-TAMRA (5 ng/ul) und
Quen3-Esak997-3-BHQ2 (10 ng/pl) sowie dem Kompetitor Esak997C2 (5 ng/ul) bei 45°C in
modifiziertem PCR-Puffer (50 mM NacCl). Zeitgleiche (Abb. C.21, A) und um 30 min verzégerte Zugabe
des Kompetitors (Abb. C.21, B).

Abbildung C.21/ Bild A: Einfluss von Kompetitoren auf die Spezifitdt der Hybridisierung in Lésung, Seite
101

Zeitgleiche Zugabe von Kompetitor, Sonde und Quenchersonde
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Abbildung C.21/ Bild B: Einfluss von Kompetitoren auf die Spezifitdt der Hybridisierung in Lésung, Seite

101
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