Technische Universitat Munchen
Lehrstuhl fur Technologie der Brauerei Il

Entwicklung und Optimierung von PCR-Methoden zur
Detektion und Identifizierung von brauereirelevanten Mikro-
organismen zur Routine-Anwendung in Brauereien

Andreas Brand|

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultat Wissenschaftszentrum Weihenstephan
fur Ernahrung, Landnutzung und Umwelt der Technischen Universitat Minchen
zur Erlangung des akademischen Grades eines

Doktor - Ingenieurs

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr.-Ing. Dr.-Ing. habil. Ulrich Kulozik
Prifer der Dissertation: 1. Univ.-Prof. Dr.-Ing. Eberhard Geiger
2. Univ.-Prof. Dr. rer. nat. habil. Rudi F. Vogel

3. Univ.-Prof. Dr.-Ing. Frank-Jurgen Methner,
Technische Universitat Berlin

Die Dissertation wurde am 27.03.2006 bei der Technischen Universitdt Minchen eingereicht und
durch die Fakultat Wissenschaftszentrum Weihenstephan fir Ernahrung, Landnutzung und Umwelt

am 29.06.2006 angenommen.



Danksagung

Die vorliegende Arbeit entstand in der Zeit von August 2001 bis Marz 2005 wahrend mei-
ner Tatigkeit am Lehrstuhl flir Technologie der Brauerei |l der Technischen Universitat
Minchen in Weihenstephan.

An erster Stelle méchte ich meinem Doktorvater Herrn Prof. Eberhard Geiger fir die Be-
reitstellung des Themas sowie des Arbeitsplatzes bedanken. Sein stetes Interesse am
Fortgang der Arbeit sowie die anregenden und angenehmen Diskussionen trugen mal-
geblich zum Gelingen der Arbeit bei.

Frau Dr. Gudrun Vogeser, Dipl.-Ing. Thomas Schuhbeck und Dr.-Ing. Andreas Scherer
mdchte ich danken flur die fachliche Unterstitzung in molekularbiologischen Fragestellun-
gen. An dieser Stelle mdchte ich auch die Teilnehmer des EU-Projektes ,BREWPROC*
fur die erfolgreiche Kooperation und die zahlreichen Inspirationen im Hinblick auf meine
Arbeit erwahnen.

Mein Dank gilt auch allen Mitarbeitern und Kollegen des Lehrstuhls fir die gute Zusam-
menarbeit und die jederzeit vorhandene Unterstlitzung. Der freundschaftliche und kollegi-
ale Geist am Lehrstuhl sorgten stets die nétige Motivation und fir ein angenehmes und
unbeschwertes Arbeiten.

Besonders hervorheben mochte ich hierbei den Einsatz von Petra Greim, Analilia Nowak,
Susan llling und Jacqueline Lorenz ohne deren Unterstitzung die Vielzahl an Versuchen
nicht durchfiihrbar gewesen ware.

Fur den reibungslosen Ablauf von blrokratischen Formalitdten und finanziellen Ablaufen
bin ich Frau Christel Volkhart und Frau Hildegard Giebels zu grolRem Dank verpflichtet.
Die im Rahmen meiner Versuche durchgeflihrten Semester- bzw. Diplomarbeiten von
Andreas Zeller, Armin Dirscherl, Panit Kitsubun, Martin Nagel und Darko Zimmer hatten
ebenfalls entscheidenden Anteil am Entstehen der vorliegenden Arbeit.

Fur Mithilfe bei der Korrektur der Arbeit mochte ich mich bei Dr.-Ing. Urs Wellhoener recht
herzlich bedanken.

Meiner Freundin Beate Hack gilt ein besonders inniger Dank fir ihre Unterstitzung wah-
rend des ganzen Entstehungszeitraums der Arbeit. Ihr Verstandnis und ihre Geduld ga-
ben mir die nétige Sicherheit und Rickhalt fur meine tagliche Arbeit.

AbschlieRend mdchte ich meinen Eltern fir die jahrelange Unterstitzung und das grofe
Vertrauen, das sie in mich gesetzt haben, danken. lhre finanzielle und menschliche Un-
terstitzung wahrend all der Jahre, bildeten den Grundstein fur einen erfolgreichen Ausbil-
dungsweg. Aus diesem Grund mdchte ich die vorliegende Arbeit meinen Eltern Sieglinde

und Fritz Brandl widmen.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
Abbildungsverzeichnis
Tabellenverzeichnis

Abklirzungsverzeichnis

1 EINLEITUNG
2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Geréate und Verbrauchsmaterialien

2.1.1  Kultivierung, Voranreicherung und Stammhaltung von Mikroorganismen
2.1.2  DNA Priparation

2.1.3  PCR

2.1.4  Elektrophorese und Auswertung

2.2 Reagenzien und Chemikalien

2.2.1 Medienzusitze zur Kultivierung von Mikroorganismen
2.2.2  DNA Préparation

223 PCR

2.2.4 Gelelektrophorese

2.3 Nahrmedien

2.3.1 Nahrmedien zur Kultivierung von Bakterien
2.3.2  Niahrmedien zur Kultivierung von Fremdhefen

2.4 Mikroorganismen, Stammhaltung und Kultivierung

2.5 Voranreicherung bierschadlicher Bakterien

2.5.1 Verwendete Nahrmedien

2.5.2  Animpfen

2.5.3  Anreicherung und Wachstumskontrolle von Filtratproben
2.54  Anreicherung und Wachstumskontrolle von Unfiltratproben

2.6 Voranreicherung brauereirelevanter Fremdhefen

2.6.1 Verwendete Nahrmedien

2.6.2  Animpfen

2.6.3  Anreicherung von Hefen in MYPG, MYPG + CuSO, und EV-Bier
2.6.4  Anreicherung und Wachstumskontrolle der Fremdhefen in Unfiltrat

2.7 DNA-Isolationsmethoden fiir unterschiedliche Probentypen

2.7.1  Gewinnung aufgereinigter gDNA

2.7.2 DNA-Isolation fiir bierschddliche Bakterien aus filtrierbaren Proben
2.7.2.1 PCMF-Filteraufschluss
2.7.2.2 DNA-Isolation mittels CellTrap-Filter

2.7.3 DNA-Isolation fiir bierschiadliche Bakterien aus unfiltrierbaren Proben
2.7.3.1 Kugelaufschluss-B (Kugelaufschluss fiir Bakterien)
2.7.3.2 Kochaufschluss-B (Kochaufschluss fiir Bakterien)
2.7.3.3 InstaGene Matrix
2.7.3.4 Bugs'n Beads

2.7.4 DNA-Isolation von bierschiddlichen Bakterien aus Ernte- und Anstellhefe

\
VI
Xl

'S

O N N )

AN A

10

10
11
11
12

12

12
12
13
13

13

14
14
14
14
15
15
16
16
16
17



Inhaltsverzeichnis

2.7.5 DNA-Isolation fiir Hefen 17
2.7.5.1 Kugelaufschluss-H 17
2.7.5.2 IGM 17

2.8 DNA-Konzentrationsmessung 17
2.9 Lebend/Tot-Differenzierung mittels EMA-PCR 18
2.10 PCR 18

2.10.1 Standard PCR 19

2.10.2 Real-Time PCR 20
2.10.2.1 TagMan PCR (5’-Nuclease Assay) 20
2.10.2.2  LightCycler PCR (Hybridisation-Probes) 22
2.10.2.3  Multiplex Real-Time PCR 22

2.10.3 PCR-Quantifizierung, Effizienz und statistische Analyse 23

2.10.4 Spezifitit und Sensitivitidt von PCR-Systemen 24

2.11 Gelelektrophorese 25
2.12 Sequenzierung von PCR-Produkten 26
2.13 PCR Praxistests in Brauereien 26
3 PCR PRIMER- UND SONDENDESIGN 27
3.1 Primer- und Sondendesign zur Bakterienidentifizierung 27
3.2 Primer- und Sondendesign zur Hefeidentifizierung 29

3.2.1 Design der Assays Sce und Sbp 32

3.2.2  Design des UG300-Assays 33

3.2.3 Design des Sdi Assays 33

4 OPTIMIERUNG DER PCR-PROBENAUFARBEITUNG 37
4.1 Verbesserte Methoden zur kulturellen Voranreicherung bierschéadlicher Bakterien fir
nachfolgende PCR 37

4.1.1  Ausgangssituation 37

4.1.2  Auswirkungen einer Membranfiltration auf eine nachfolgende Anreicherung 39

4.1.3 Zusammenhang zwischen Nachweisgeschwindigkeit und Selektivitit 40
4.1.3.1 Nachweisgeschwindigkeit bei Milchsdurebakterien 40
4.1.3.2 Nachweisgeschwindigkeit bei Pectinatus/Megasphaera 44
4.1.3.3 Selektivitdt verschiedener Anreicherungsmethoden anhand von Keimgemischen 46

4.14 Optimierte Voranreicherung fiir filtrierbare Proben mit nachfolgender PCR 47

4.1.5 Optimierte Voranreicherung fiir unfiltrierbare Proben mit nachfolgender PCR 49
4.1.5.1 Optimierte Voranreicherung fiir Unfiltratproben 49

4.2 Verbesserte Methoden zur kulturellen Voranreicherung von Fremdhefen fiir

nachfolgende PCR 50
4.2.1 Ausgangssituation 50
4.2.2  Voranreicherung mit MYPG bzw. MYPG+CuSO, 51

4.3 Optimierte DNA-Isolation und Beseitigung von PCR-Inhibitoren 55



Inhaltsverzeichnis

4.3.1 Probenverarbeitung und DNA Isolation aus filtrierbaren bakterienhaltigen Proben
4.3.1.1 Ausgangssituation
4.3.1.2 Filteraufschluss mit PCMF — Optimierung der Methode
4.3.1.2.1 Beseitigung PCR-inhibierender Stoffe durch Waschschritte
4.3.1.2.2 Inaktivierung von PCR-Inhibitoren durch BSA-Zugabe
4.3.1.3 Filteraufschluss mit PCMF — Sensitivitit der optimierten Methode
4.3.1.4 DNA-Isolation mit CellTrap-Filtern — Optimierung der Methode
4.3.1.5 DNA-Isolation mit CellTrap-Filtern — Sensitivitét der optimierten Methode
4.3.2  Probenverarbeitung und DNA-Isolation aus unfiltrierbaren Proben
4.3.2.1 Ausgangssituation
4.3.2.2 Probenverarbeitung und DNA Isolation aus Gér- und Lagertankproben
4.3.2.3 Probenverarbeitung und DNA-Isolation aus Anstellhefe
4.3.3 Probenverarbeitung und DNA-Isolation zum PCR Nachweis von Hefen
4.3.3.1 Optimierung des Kugelaufschlusses-H
4.3.3.2 DNA-Isolation aus Hefe - Prinzipielle Eignung der IGM-Methode

4.4 Innovative Ansitze zur Lebend/Tot-Differenzierung mittels EMA-PCR

4.4.1 Ausgangssituation
4.4.2 Probenbehandlung mit EMA
4.4.3  Auswirkungen von EMA auf freie DNA
4.4.4  Auswirkungen von EMA auf lebende und tote Zellen
4.4.4.1 Optimierung der EMA-Konzentration und der Einwirkdauer

5 OPTIMIERUNG VON PCR-REAKTIONEN

5.1 Optimierung der PCR-Reaktionskomponenten

5.1.1 Primerkonzentration
5.1.2  MgCl-Konzentration
5.1.3 PCR-Enhancer

5.2 Multiplex Real-Time PCR

5.2.1 Wahl der Sonden fiir Multiplex Real-Time PCR
5.2.2  Grenzen von Multiplex Real-Time PCR-Anwendungen

5.3 Optimierung des Temperaturprotokolls liber Gradienten-PCR

5.4 Integration interner Amplifikationskontrollen (IAC)

6 NEU ENTWICKELTE PCR-ASSAYS

6.1 PCR-Assays zum Nachweis bierschadlicher Bakterien

6.1.1  sLP600 - Screening-System fiir Laktobazillen und Pedikokken
6.1.1.1 sLP600 — Reaktionsbedingungen und Spezifitit
6.1.1.2 sLP600 - Sensitivitdt und PCR-Effizienz ohne IAC
6.1.1.3 sLP600 - Sensitivitdt und PCR-Effizienz mit IAC
6.1.2  Identifizierungssysteme fiir Milchsdurebakterien
6.1.2.1 Identifizierungsassays fiir Milchsdurebakterien - Reaktionsbedingungen und Spezifitit
6.1.2.2 Identifizierungsassays fiir Milchsiurebakterien - Sensitivitdt und PCR Effizienz
6.1.3  sPM — Screening-System zum Nachweis von Pectinatus spp. und Megasphaera cerevisiae
6.1.3.1 sPM — Reaktionsbedingungen und Spezifitit
6.1.3.2 sPM - Sensitivitidt und PCR-Effizienz ohne IAC
6.1.4 sLPPM — Multiplex Screening-System fiir bierschédliche Bakterien
6.1.4.1 sLPPM — Reaktionsbedingungen und Spezifitéit

56
56
57
57
58
60
61
62
62
62
63
64
66
66
67

68

68
69
69
69
70

72

72

72
72
73

73

73
75

75

76

78

78

78
78
80
82
83
83
85
85
86
86
86
86



Inhaltsverzeichnis

6.1.4.2 sLPPM - Sensitivitidt und PCR-Effizienz mit IAC 87
6.1.5 iLbcp — Multiplexsystem zum Nachweis von L. brevis, L. casei und P. damnosus 87
6.1.5.1 iLbcp — Reaktionsbedingungen und Spezifitét 87
6.1.5.2 iLbcp — Sensitivitit und PCR-Effizienz mit IAC 87

6.2 PCR-Assays zum Nachweis von Hefen 88
6.2.1 Sce— Nachweis von S. cerevisiae 88
6.2.1.1 Sce - Reaktionsbedingungen und Spezifitit 88
6.2.1.2 Sce — Sensitivitidt und PCR-Effizienz 89
6.2.2  Sbp — Nachweis von S. bayanus und S. pastorianus 89
6.2.2.1 Sbp - Reaktionsbedingungen und Spezifitét 90
6.2.2.2 Sbp — Sensitivitdt und PCR-Effizienz 91
6.2.3 UG300 — Nachweis untergériger Brauhefen 91
6.2.3.1 UG300 - Reaktionsbedingungen und Spezifitit 91
6.2.3.2 UG300 — Sensitivitidt und PCR-Effizienz 92
6.2.4 Sdi— Nachweis von S. diastaticus 92
6.2.4.1 Sdi - Reaktionsbedingungen und Spezifitit 92
6.2.4.2 Sdi - Sensitivitit und PCR-Effizienz 92
6.2.5 Identifizierungssysteme fiir Nicht-Saccharomyces Hefen 92
6.2.5.1 Identifizierungsassays fiir NS-FH - Reaktionsbedingungen und Spezifitit 93
6.2.5.2 Identifizierungsassays fiir NS-FH - Sensitivitit und PCR-Effizienz 93
6.2.6  sSdD — Multiplex-System zum Nachweis von S. diastaticus und Dekkera spp. 94
6.2.6.1 sSdD - Reaktionsbedingungen und Spezifitit 94
6.2.6.2 sSdD - Sensitivitit und PCR-Effizienz 94

7 UMSETZUNG DER PCR-ANALYTIK IN BRAUEREIEN 95
7.1 Material und Methoden 95
7.1.1  Verwendete PCR-Geréte und PCR-Assays 95
7.1.2  Versuchsplan Phase 1 96
7.1.2.1 Probenbearbeitung fiir PCR 97
7.1.2.2 Referenz-Kultivierungsmethode 97
7.1.2.3 Routine-Kultivierungsmethode 98

7.1.3  Versuchsplan Phase 2 98
7.1.3.1 Probenbearbeitung fiir PCR 99
7.1.3.1.1  Voranreicherung und DNA-Isolation fiir Gar- und Lagerkellerproben 99
7.1.3.1.2  Voranreicherung und DNA-Isolation fiir Anstellhefe 99

7.1.3.2 Referenz-Kultivierungsmethode 99
7.1.3.3 Routine-Kultivierungsmethode 99
7.1.4  Datenauswertung und Bewertung der PCR-Methode 100
7.1.4.1 Statistische Datenauswertung 100
7.1.4.2 Bewertung mittels Fragebdgen 101

7.2 Ergebnisse der Brauerei-Tests 102
7.2.1 Phase 1 - Analysenergebnisse 102
7.2.2 Phase 1 - Fragebogen 103
7.2.3 Phase 2 - Analysenergebnisse 106
7.2.4 Phase 2 - Fragebogen 108

8 DISKUSSION DER ERGEBNISSE 110
8.1 Voranreicherung 110



Inhaltsverzeichnis

8.2

8.3

8.4

8.5

10
11

12

Probenverarbeitung

PCR-Optimierungen

PCR-Assays

Schlussfolgerungen der Brauereiversuche

ZUSAMMENFASSUNG
SUMMARY
LITERATURVERZEICHNIS

ANHANG

115

119

120

125

130

132

134

144



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb. 8

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

10:
11:

12:

13:

14:

15:

16:

17:

18:

19:

20:

21:

Schematischer Aufbau und Funktionsweise der CellTrap-Filter

Schematische Darstellung der 18S, 5.8S, 26S und 5S rDNA von Hefen;
zusatzlich gekennzeichnet ist die Lage der ITS und IGS-Regionen

DNA-Alignment verschiedener Hefen in der ITS1 und der 5.8S rDNA-Region;
gelbe Markierungen: Polymorphismen zu S. cerevisiae

Ausschnitt aus ITS1-Sequenzdaten bereits sequenzierter Hefen und neu
sequenzierter Brauhefen

Sequenz der PCR-Amplikons dreier untergariger Hefen basierend auf dem
UG300-Primersystem

Aufbau des sta1-Gens von S. diastaticus
Aufbau des sta1-Gens von S. cerevisiae

Primer (rot und blau) und Sonde (griin) des Sdi-Assays auf dem sta1-Genvon
S. diastaticus. Zusatzlich dargestellt sind die Regionen S2 1, S1 II, S1 1S, S1 11l und
SGA IV von S. cerevisiae an der entsprechenden Stelle (siehe Abb. 6, Abb. 7)

Struktur der Glucomaylasegene bei verschiedenen Saccharomyces-Hefen.
Standard PCR mit Sdi-Assay (links) und Sdi2-Assay (rechts)

Ablaufschema PCR-Probenaufarbeitung

Anreicherung obligat und potentiell bierschadlicher Laktobazillen in verschiedenen
Flissignahrmedien; Zeitdauer [h] bis zum Eintritt einer visuell feststellbaren
Tribungszunahme

Anreicherung von L. brevis (BS 40) in verschieden konzentrierten FlUissignahr-
medien mit variierendem Bieranteil; CFU in 20 pl Aliquots nach definierten
Zeitpunkten; (CFU = 500 nicht mehr auszahlbar; CFU = 500 sind als Ordinaten-
wert 500 dargestellt)

Anreicherung von L. plantarum (BS 285) in verschieden konzentrierten Flissig-
nahrmedien mit variierendem Bieranteil; CFU in 20 ul Aliquots nach

definierten Zeitpunkten; (CFU = 500 nicht mehr auszahlbar; CFU = 500 sind als
Ordinatenwert 500 dargestellt)

Anreicherung von L. brevis (BS 40) in verschieden konzentrierten Flissignahr-
medien mit variierendem Bieranteil; PCR Ct-Werte nach definierten Zeitpunkten

Anreicherung von L. plantarum (BS 285) in verschieden konzentrierten
Flissignahrmedien mit variierendem Bieranteil; PCR Ct-Werte nach definierten
Zeitpunkten

Anreicherung von Pectinatus spp. und Megasphaera cerevisiae in
verschiedenen Flussigndhrmedien; Zeitdauer [h] bis zum Eintritt einer visuell
feststellbaren Tribung

Anreicherung von Pectinatus spp. und Megasphaera cerevisiae in
verschiedenen Flissignahrmedien; PCR Ct-Werte nach 72 h

Anreicherung verschiedener Milchsdurebakterien in 2x MRSF/2x MIB mit
unterschiedlichem Unfiltratanteil; Uberpriifen der Wachstumsgeschwindigkeit
anhand der PCR Ct-Werte zu definierten Zeitpunkten

PCR-Nachweis von S. diastaticus in Unfiltrat (WHB 34/70);
MYPG + 0 ppm/125 ppm/250 ppm CuSO4; PCR Ct-Werte zu definierten Zeitpunkten

PCR-Nachweis von S. diastaticus in Unfiltrat (WHB 34/70 mit MYPG +
250 ppm CuSO04) und PCR-Nachweis von S. diastaticus in EV-Bier

Probenbearbeitungsschema zur Fremdhefeuntersuchung fiir untergarige und
obergarige Brauweise
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Inhibierte DNA-Isolate nach PCMF-Aufschluss; Spilen der PCMF mit verschiedenen
Flussigkeiten/Chemikalien; Kontroll-DNA in jeder PCR-Reaktion:
L. brevis-DNA (1 ng/Reaktion)

PCR-Ergebnisse von DNA-Isolaten nach PCMF-Filteraufschluss unter Verwendung
von PCR-Beads (linkes Bild) bzw. mit herkdmmlicher Tag-Polymerase (rechtes Bild);
PCR-Assay sLP200

PCR-Ergebnisse von DNA-Isolaten nach PCMF-Filteraufschluss unter Verwendung
von herkdmmlicher Tag-Polymerase ohne BSA (Spur 1-4) bzw. mit BSA (Spur 6-9);
PCR-Assay sLP200

PCR Ct-Werte verschiedener Hefe-DNA Isolate; Einsatz von Beads mit
verschiedenen Durchmessern (0,11 und 0,5 mm) zum Zellaufschluss; mit/ohne
Hitzeinkubation (H)

Auswirkungen einer EMA-Behandlung (50 pg/ml) auf freie DNA; PCR-Assay:
sLP600 mit IAC

Auswirkungen einer EMA-Zugabe zu lebenden Zellen (L. casei BS 3, L. lindneri BS 4);

EMA-Zugabe: 25 pg/ml; CFU auf MRS-Agar nach 7 Tagen
Auswirkungen verschiedener MgCl2-Konzentrationen auf die PCR-Effizienz

Fourplex-PCR mit den Reporter-Farbstoffen FAM, HEX, ROX und CY5 unter
Verwendung von BH-Quenchern

Temperaturgradienten-PCR fur das Lli-Assay

Sensitivitat des sLP600-Assays ohne IAC; L. brevis Rein-DNA von

500 pg-50 fg (n = 3)

Lineare Regression des sLP600-Assays ohne IAC; L. brevis Rein-DNA
von 500 pg-50 fg (n = 3)

Sensitivitat des sLP600-Assays ohne IAC anhand einer L. brevis-Verdinnungs-
reihe (BS 40); 7103 — 7*101 Zellen/ml

Zusammenhang zwischen Starke des IAC-Signals und eingesetzter Menge
an Ziel-DNA (L. brevis BS 40)

Vergleich der PCR Ct-Werte von S. bayanus/S. pastorianus und untergariger Brau-
hefen bei Verwendung des Sbp-Assays

Probenuntersuchungsschema in Phase 1
Probenuntersuchungsschema in Phase 2

Gegenuberstellung zweier Analysenmethoden (Standard Methode und alternative
Methode) zur Berechnung der Kontingenz-Kennzahlen
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Nahrmedien zur Kultivierung von Bakterien
Nahrmedien zur Kultivierung von Fremdhefen
Verwendete Bakterienstamme

Verwendete Hefestamme

Unterschiedlich konzentrierte Nahrmedien zum Nachweis bierschadlicher Bakterien
mit Angabe zu deren Einsatz-Verhaltnis (Medium/Bier/ddH,0)

PCR-Mix Zusammensetzung fiir Standard PCR
Temperaturprotokoll fir Standard PCR

PCR-Mix Zusammensetzung fur Real-Time PCR
Temperaturprotokoll fiir Real-Time PCR

: PCR-Mix Zusammensetzung fiir Real-Time PCR bei Verwendung eines Real-Time

PCR-Mastermix

. Elektrophoresebedingungen fiir Agarose-Gelelektrophorese
12:

Standard PCR und Real-Time PCR Primersysteme zum Nachweis bierschadlicher
Bakterien

Sondensequenzen und Reporter/Quencher-Kombinationen zum Nachweis
bierschadlicher Bakterien

Real-Time PCR Primersysteme zum Nachweis brauereinrelevanter Hefen

Sondensequenzen und Reporter/Quencher-Kombinationen zum Nachweis
brauereirelevanter Hefen

Auswirkung einer Membranfiltration auf eine nachfolgende Kultivierung obligat
bierschadlicher Keime; Dreifachbestimmung pro Keim und Methode

Anreicherung von Keimgemischen in verschieden konzentrierten Flissignahrmedien
mit variierendem Bieranteil, Zeitdauer [h] bis zum Eintritt einer visuell feststellbaren
Tribung und mikroskopischer Befund des Wachstums

Anreicherung von Keimgemischen in verschieden konzentrierten Flissignahrmedien
mit variierendem Bieranteil; PCR Ci-Werte nach 72 h

Nachweisgeschwindigkeit verschiedener Milchsaurebakterien ohne/mit voraus-
gehender Filtration; PCR Ci-Werte zu definierten Zeitpunkten

Sichtbare Triibung der Anreicherung und CFU in 20 pl Aliquots (MYPG + 0, 100,
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1 Einleitung

Problemstellung

Bier gilt im Hinblick auf die mikrobiologische Anfélligkeit als sicheres Getrank. Grund hier-
fur sind die selektiven Eigenschaften und Inhaltsstoffe von Bier wie niedriger pH-Wert
(3,8-4,7), Ethanol (0,5-10 % g/v), Kohlendioxid (0,5-0,7 % g/g), wenig Sauerstoff (0,1-0,5
mg/l), wenig vergarbare Zucker und Hopfenbitterstoffe (10-45 BE). Dennoch gibt es eine
Reihe von Bakterien und Hefen, die trotz dieser Bedingungen in Bier wachsen kénnen
und durch Sauerung, Tribung, Schleimbildung oder geschmacksaktive Stoffwechselpro-
dukte zu einer Produktschadigung fiihren kénnen. Hierbei handelt es sich meist um Lak-
tobazillen und Pediokokken, die zusammen flir 60-80 % aller Reklamationen verantwort-
lich sind. Fremdhefen oder strikt anaerobe Keime wie Pectinatus spp. und Megasphaera
cerevisiae treten weniger haufig auf. Allerdings konnen die Metabolite dieser gram-
negativen Bakterien (H.S, Propionsaure, Buttersaure) zur UngenielRbarkeit des Produktes
fihren (BACK 1994, SAKAMOTO und KONINGS 2003).

Die zentralen Kriterien fur die mikrobiologische QS von Lebensmittelbetrieben sind daher
ein schneller Nachweis sowie eine sichere Identifizierung und Lokalisierung von potentiell
und obligat schadlichen Mikroorganismen wahrend des Herstellungsprozesses und im
fertigen Produkt. Aufgrund der zunehmenden Globalisierung von Markten und steigender
Erwartungen der Konsumenten an die Produktqualitat und -haltbarkeit ist auf der anderen
Seite eine Weiterentwicklung der vorhandenen betrieblichen Analysenmethoden notwen-
dig. Hinzu kommen neue Herausforderungen durch neue Gebindeformen, die teilweise
keine Pasteurisation erlauben und dem Trend zu Bieren mit weniger Alkohol und Bit-
tereinheiten (HAIKARA et al. 2003).

Konventionelle mikrobiologische Qualitatssicherungsmethoden (QS-methoden) in der
Brauerei- und Getrankeindustrie beruhen meist auf kultureller Anreicherung. Die Ergeb-
nisse dieser Verfahren liegen allerdings erst nach einigen Tagen oder sogar Wochen vor.
Die Zuordnung der Befunde in Bezug auf das Schadlichkeitspotential ist oft schwierig und
setzt erfahrenes Personal voraus. Weiterhin besteht die Gefahr von falsch-negativen Be-
funden, etwa durch schwer zu kultivierende oder vorgeschadigte Keime, die durch kultu-
relle Anreicherung nicht nachzuweisen sind (HAIKARA et al. 2003, MALORNY et al.
2003a). Eine aktive Prozesskontrolle sowie das Ergreifen von geeigneten und rechtzeiti-
gen Gegenmalnahmen sind mit diesen Methoden somit nur schwer zu realisieren. Auf-
grund dieser Tatsachen ergibt sich ein Bedurfnis nach alternativen bzw. effektiveren
Nachweismethoden (VAN DER VOSSEN und HOFSTRA 1996).
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Stand der Forschung

Seit einigen Jahren werden daher eine Reihe sogenannter ,Schnellnachweismethoden®
diskutiert (STORGARDS et al. 1997, HUTTER 2000, THIELEN et al. 2001), wobei auch
immer wieder die Polymerasekettenreaktion (PCR) als vielversprechende Methode er-
wahnt wird (TSUCHIGA et al. 1992; DIMICHELE und LEWIS. 1993; JUVONEN et al.
1999; HOMANN et al. 2003, METHNER et al. 2004). Bei der PCR werden Nukleinsaure-
abschnitte von Zielorganismen in vitro amplifiziert. Die entstehenden PCR-Produkte wer-
den entweder zeitgleich zur PCR-Reaktion mittels Fluoreszenzfarbstoffen (Real-Time
PCR) oder anschliellend durch Gelelektrophorese nachgewiesen (Standard PCR oder
Endpunkt PCR). Die Vorteile der PCR liegen in erster Linie in der Schnelligkeit, Sensitivi-
tat und Spezifitat der Analyse. Allerdings gibt es auch Aspekte, die eine weitere Verbrei-
tung und Akzeptanz beim Endanwender bisher verhindert haben. Die Neuartigkeit der
Analyse und somit mangelnde Erfahrungswerte aus der Praxis, hohe Investitionskosten
und laufende Kosten erschwerten bisher den Transfer von einer Labormethode hin zu
einer routinetauglichen Praxismethode. Hinzu kommt das Fehlen von standardisierten
Protokollen und einheitlichen PCR-Formaten zur Durchfiihrung der PCR-Analytik
(BURKARDT 2000, MALORNY et al. 2003a, CASEY und DOBSON 2004).

Lésungsansatz

Um das Potential der PCR-Analytik besser auszuschopfen, wurden im Rahmen des EU-
Projektes BREWPROC (QLK-CT-2000-01251) Methoden entwickelt und auf ihre Umsetz-
barkeit in der Praxis getestet. Durch die Kooperation verschiedener europaischer For-
schungsinstitute und Brauereien wurden die entwickelten PCR-Methoden direkt in Braue-
reien angewendet. Dabei wurden die zu untersuchenden Proben parallel mit PCR und der
herkdbmmlichen Kultivierungsmethode untersucht. Die Auswertung der erzielten Analy-
senergebnisse sowie eine anschlieRende Bewertung der getesteten PCR-Protokolle und
PCR-Assays sollten hierbei helfen, die vielversprechendsten Verfahren und Einsatzmdg-
lichkeiten der PCR herauszufiltern.

Die Anforderungen, die eine routinetaugliche PCR-Schnellmethode erfullen muss, lassen
sich wie folgt zusammenfassen (BRANDL und GEIGER 2004):

« Sensitivitat: Hoch (1 Keim/Probe)

. Spezifitdt: Hoch (Fragestellungen: Welcher Keim, produktschadlicher Keim, Ort der
Kontaminationsquelle?)

« Handhabung: Schnell, einfach, ungefahrlich

« Umsetzung: Integration in den Produktionsprozess

. Verfugbarkeit der Ergebnisse: Schnell, eindeutig, zuverlassig

» Kosten: niedrig
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In der vorliegenden Arbeit sollen die am Lehrstuhl im Rahmen des EU-Projektes entwi-
ckelten Methoden zur effektiveren Gestaltung einer routinetauglichen PCR-Analytik dar-
gestellt und diskutiert werden. Des Weiteren sollen die erzielten Ergebnisse aus den
Brauereiversuchen und die Bewertung der getesteten PCR-Methoden durch die Endan-
wender aufgezeigt und kommentiert werden.

Schwerpunkte in der Entwicklungsarbeit zielen vor allem auf die Optimierung kultureller
Voranreicherungstechniken fur bierschadliche Bakterien und Fremdhefen, die Probenver-
arbeitung fir eine nachfolgende PCR und die Entwicklung von gruppen- und speziesspe-
zifischen Real-Time PCR-Assays zum Nachweis bierschadlicher Bakterien und brauerei-

relevanter Kultur- und Fremdhefen ab.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

In den folgenden Kapiteln sind die verwendeten Gerate und Verbrauchsmaterialien ent-

sprechend ihrer Einsatzgebiete aufgelistet.

2.1.1 Kultivierung, Voranreicherung und Stammhaltung von Mikroorganismen

« Petrimat, Dosierautomat fiir Flissignahrmedien, Struers, Kopenhagen, Danemark
« Mikroskop, Standard 25, Zeiss, Jena

« Glaswaren, Schott, Mainz

« Cryobank Stammhaltungssystem, Mast Diagnostica, Merseyside, UK

« BVF aus Glas, 50 und 180 ml, gasdicht verschliebar, steril, Bezugsquelle: For-
schungszentrum Weihenstephan fur Brau- und Lebensmittelqualitat

« Millipore Sterivex Filter Unit, 0,22 um, Millipore Corporation, Bedford, USA

« Anaerocult A, Anaerobiosestreifen zur Erzeugung eines anaeroben Milieus im Anae-
robentopf, Merck, Darmstadt

e Zellulose-Nitrat Membranfilter, 50 mm, 0,2 um, Sartorius AG, Géttingen

« Sterile Plastikware: Petrischalen @ 50 mm, Pipettenspitzen fur Gilson Pipetman, Ep-
pendorf Safe Lock Tubes 1,5 und 2,0 ml, Falcon-Réhrchen 15 und 50 ml, Bezugsquel-
le: Zefa Laborservice, Harthausen

¢ Thoma-Zahlkammern fir Hefen und Bakterien

2.1.2 DNA Praparation

« Zentrifuge, Biofuge pico, Heraeus Instruments, Hanau

« Eppendorf-Zentrifuge 5402, Eppendorf, Hamburg

« Speed-Vac Concentrator, Bachhofer, Reutlingen

e Thermomixer 5436, Eppendorf, Hamburg

« Minishaker fiir 1,5 und 2,0 ml Safe Lock Tubes, IKA MS-1

« Halogenstrahler, HR FL-7P, 500W

« Vortex Genie 2, Scientific Instruments, Bohemia, NY, USA
« Spektralphotometer, 3100 pro, Ultrospec, Cambridge, UK

« DNA Isolations-Kit zum Nachweis bierschadlicher Bakterien aus filtrierbarem Proben-
material bestehend aus Polycarbonat-Membranfiltern (0,45 um), Lysepuffer F und 2,0
ml Eppendorf-Gefalien mit Barriere-Gel, PIKA Weihenstephan GmbH, Freising

« CellTrap-Filter zum Nachweis bierschadlicher Bakterien aus filtrierbarem Probenmate-
rial, MEM-TEQ Ventures Ltd., Ashton, UK

« Sterile Glasperlen: @ 0,11 mm, 0,5 mm

213 PCR

e Thermocycler PTC-100, MJ Research, Biozym, Oldendorf

¢ Real-Time PCR Thermocycler: iCycler iQTM Multi-Color, Bio-Rad, Hercules, CA, USA,;
ABI Prism 7000 Sequence Detection System, Applied Biosystems, Foster City, USA;
LightCycler 1.0 Instrument, Roche Diagnostics, Mannheim

¢ PCR Softstrips 0,2 ml mit Cap-Strips, Biozym, Oldendorf
+« PCR Plates Thermo Fast 96-Well, PegLab, Erlangen
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Optical Sealing Tapes, Bio-Rad, Hercules, CA, USA

2.1.4 Elektrophorese und Auswertung

Horizontale Elektrophorese-Einheit GNA 200, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Horizontale Elektrophorese-Einheit HE 33, Hoefer Scientific Instruments, Serva, Hei-
delberg

Spannungsgeber EPS 600, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Sofortbildkamera MP4, Polariod, Offenbach

UV-Transilluminator Reprostar, CAMAG, Berlin

Film 667 professional, Polariod, Offenbach

2.2 Reagenzien und Chemikalien

Sofern nicht anders gekennzeichnet, wurden die aufgefuhrten Reagenzien und Chemika-

lien Uber Sigma-Aldrich, Steinheim, bezogen.

2.2.1 Medienzusitze zur Kultivierung von Mikroorganismen

Cycloheximid (Handelsname: Actidion), Cystein-HCI, Fruktose

CuSQO4-Ldésung: 2 % (g/v)

Weihenstephaner Original (Bittereinheiten 20 BE, Alkoholgehalt: 5,1 %, 1 h bei 62 °C
im Wasserbad pasteurisiert), Staatsbrauerei Weihenstephan

2.2.2 DNA Praparation

InstaGene Matrix, Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Bugs'n beads Version S (Produktinformation: For the isolation of PCR ready DNA
from bacteria in complex samples), Genpoint, Oslo, Norway

1x PCR-Puffer: 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCL

CIA, Chloroform: Isoamylalkohol = 24 : 1, gesattigt mit 0,1 M Tris-HCI
Phenol-CIA: Phenol : CIA=1:1

Ethanol, absolut und Ethanol 70 %

Lysepuffer: NaCl 100 mM, Tris-HCI (pH 8,0) 10 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 2 %,
SDS 1%

RNase 75 pg/ml

Ethidiumbromid Monoazid (EMA); 1 mg/ul geldst in Ethanol absolut
Standard-Losungen: 0,1 M NaOH, NaCl 0,9 %, SDS 0,5 %, Tween 20 (20 %)
Ampuwa, Wasser flr Injektionszwecke, Fresenius Kabi, Bad Homburg

223 PCR

Primer fir Standard und Real-Time PCR, MWG Biotech, Ebersberg
Fluoreszenzmarkierte TagMan-Sonden, Metabion, Martinsried
Ultrapure dNTP Set, Amersham Biosciences, Freiburg

Taqg-Polymerasen: HotMasterMix (2,5-fach), Eppendorf, Hamburg; native Amersham
Pharmacia, Biotech, Freiburg; HotStarTaqg, Qiagen, Hilden; pureTaq Ready-To-Go
PCR Beads, Amersham Biosciences
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« Tag-Polymerase Master-Mix: Quantitect, Qiagen, Hilden; iQ-Supermix, Bio-Rad, Her-
cules, CA, USA; gPCR Mastermix, Eurogentec, Seraing, Belgien; AmpliTag Gold, Ap-
plied Biosystems, Foster City, USA

e Bovine Serum Albumin (BSA): 10 mg/l

« PCR-Puffer (10x), MgCl,: Qiagen, Hilden

2.2.4 Gelelektrophorese

« Agarose Seakem LE, FMC Bioproducts, Rockland, USA
o TAE-Puffer: 0,04 M Tris-Acetat, 1 mM EDTA, 0,5 ug EtBr/ml, pH 8,0

o Stop-Lésung fir Agarose-Gelelktrophorese: 0,05 % Bromphenolblau, 250 mM EDTA,
55 % Saccharose

« Ethidiumbromid
e 100 bp-Leiter, Amersham Biosciences, Freiburg

2.3 Nahrmedien
2.3.1 Nahrmedien zur Kultivierung von Bakterien

Die Nahrmedien MRS und MIB wurden als Fertignahrboden in Pulverform verwendet.
NBB-B und NBB-C wurden in fliissiger Form bezogen. Alle anderen Medien (Tab. 1) wur-
den aus den Einzelkomponenten hergestellt. Die fir die Nahrbéden benétigten Zusatze

wurden von Sigma-Aldrich, Steinheim bezogen.

Tab. 1: Nahrmedien zur Kultivierung von Bakterien

Nahrmedium Zusammensetzung / Produktinformation

Di-Kaliumhydrogenphosphat 0,2 %, Di-Kaliumhydrogencitrat 0,2 %, Pepton aus Casein 1%,
Fleischextrakt 0,8 %, D(+)-Glucose 2 %, Tween 80 0,1 %, Natriumacetat 0,5 %, Magnesi-

MRS umsulfat 0,02 %, Mangansulfat, 0,004 %. Fir MRS-Agar zusatzlich 2 % Agarose zufligen.
Nahrmedium als Fertigpulver bezogen, Merck, Darmstadt
YPM Hefeextrakt 0,5 %, Pepton 0,3 %, D-Mannitol 2,5 %
Nahrboden zur Kultivierung von Essigsaurebakterien, DSMZ, Braunschweig
NB Pepton 0,5 %, Fleischextrakt 0,3 %

Nahrboden zur Kultivierung von Enterobacteriaceae, DSMZ, Braunschweig

Pepton 0,5 %, Hefeextrakt 2 %, Dextrose 1 %, Monopotassium Phoshate 0,2 %, Sorbitan
Monooleate Complex 0,01 %. Nahrmedium als Fertigpulver bezogen, Difco, Beckton, Di-
MIB ckinson and Company, Sparks, USA

Produktinformation: Base for the preparation of the Inoculum of Lactobacilli and other Mic-
roorganisms used in microbiological assays of Vitamins and Amino Acids

Fertigmedium; keine Zusammensetzung angegeben, Dohler, Darmstadt

NBB-B Produktinformation: Fliissiges Fertignachweismedium mit Biercharakter flr bierschadliche
Bakterien
Fertigmedium; keine Zusammensetzung angegeben, Dohler, Darmstadt

NBB-C Produktinformation: Flissiges Fertignachweismedium mit Biercharakter flr bierschadliche
Bakterien

Hefeextrakt 0,5 %, Trypticase, 2 %, Leberkonzentrat 0,1 %, Maltose 1 %, Fructose 0,5 %,
Glucose 0,5 %, Betain-HCI 0,2 %, Diammoniumhydrogencitrat 0,2 %, Kaliumaspartat
RR-3 0,25%, Kaliumglutamat 0,25 %, Magnesiumsulfat (7xH20) 0,2 %, Mangansulfat 0,05 %,
Dikalium-hydrogenphosphat 0,2 %, N-Acetyl Glucosamin 0,05 %, Tween 80 1 %
(BOULTON und QUAIN 2001)
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2.3.2 Nahrmedien zur Kultivierung von Fremdhefen

Tab. 2: Ndhrmedien zur Kultivierung von Fremdhefen

Nahrmedium Zusammensetzung / Produktinformation

Malzextrakt 0,3 %, Hefeextrakt 0,3 %, Glukose 1 %, Bacto-Pepton 0,5 %; fir MYPG +
CuSOs je nach gewtlinschter Endkonzentration die bendtigte Menge einer 2 %-igen
CuSO04-L6sung zufligen; fir MYPG-Schragagar zusatzlich 2 % Agarose beimengen (o.
V. 1992)

MYPG bzw.
MYPG + CuSO,

keine genaue Zusammensetzung angegeben, mit Staubhefe (WHB, Stamm 66) end-

EV-Bier vergorenes Bier, gebrauchsfertig bezogen von: Forschungszentrum Weihenstephan fir
Brau- und Lebensmittelqualitat
24 Mikroorganismen, Stammhaltung und Kultivierung

Im Rahmen der Arbeit wurden verschiedene Bakterien- und Hefestdmme verwendet, die
aus Stammsammlungen bezogen wurden oder Isolate aus der Stufenkontrolle von Braue-

reien darstellen.

Tab. 3: Verwendete Bakterienstamme

Lehrstuhl- Lehrstuhl-
Spezies Herkunft é':;er:]r::_ Spezies Herkunft é':;er:]r::_

Nr. Nr.
Acetobacter aceti DSM 3508 BS 191 L. parabuchneri DSM 20173 BS 6
Acetobacter pasteurianus DSM 3509 BS190 L. paracasei spp. paracasei | DSM 5622 BS 225
Bacillus subtilis Lst Il BS 288 L. paracollinoides DSM 15502 BS296
Escherichia coli DSM 499 BS 233 L. perolens (1) DSM 12744 BS 226
Gluconobacter oxidans DSM 7145 BS 189 L. perolens (2) Stufenkontrolle | BS 291
Lactococcus lactis spp. lactis | DSM 20481 BS 230 L. plantarum (1) DSM 20174 BS 111
L. acidophilus DSM 20079 BS 184 L. plantarum (2) Stufenkontrolle | BS 285
L. alimentarius DSM 20249 BS 215 L. reuteri DSM 20016 BS 227
L. amylophilus DSM 20533 BS 267 L. rhamnosus DSM 20021 BS 228
L. amylovorus DSM 20531 BS 272 L. salivarius spp. salivarius DSM 20555 BS 229
L. amyolyticus DSM 11664 BS 271 L. sanfranciscensis DSM 20663 BS 113
L. bifermentans DSM20003 |BS216 | Leuconostoc mesenteroides | noy g3z | BS 203

spp. mesenteroides

L. brevis (1) DSM 20054 BS 110 Megasphaera cerevisiae (1) | VTT E-981087 | BS 46
L. brevis (2) VTT E-001381 | BS 40 Megasphaera cerevisiae (2) | Stufenkontrolle | BS 262
L. brevis (3+4) Stufenkontrolle gg 332 Micrococcus kristinae DSM 20032 BS 239
L. brevissimilis DSM 6265 BS 2 Obesumbacterium proteus DSM 2777 BS 246
L. buchneri DSM 20057 BS 264 Oenococcus oeni DSM 20252 BS 185
L. casei (1) DSM 20011 BS 3 Pantoea dispersa DSM 30073 BS 244
L. casei (2) Stufenkontrolle | BS 304 Pectinatus cerevisiiphilus DSM 20467 BS 48
L. collinoides DSM 20515 BS 112 Pectinatus frisingensis VTT E-981088 | BS 42
L. coryniformis spp. torquens | DSM 20004 BS 109 Pectinatus sp. DSM 20764 BS 261
L. coryniformis (2) Stufenkontrolle | BS 53 P. claussenii DSM 14800 BS 282
L. curvatus DSM 20019 BS 218 P. damnosus (1) VTT E-97848 BS 41
L. delbrueckii spp. lactis DSM 20072 BS 219 P. damnosus (2) Stufenkontrolle | BS 242
L. fermentum DSM 20052 BS 199 P. dextrinicus DSM 20335 BS 270
L. fructivorans DSM 20203 BS 220 P. parvulus DSM 20332 BS 269
L. gasseri DSM 20243 BS 221 P. pentosaceus DSM 20336 BS 268
L. helveticus DSM 20075 BS 222 P. inopinatus DSM 20285 BS 245
L. hilgardii DSM 20176 BS 223 Pseudomonas fluorescens DSM 50090 BS 236
L. johnsonii DSM 10533 BS 224 Pseudomonas putida DSM 50906 BS 237
L. kefiri DSM 20587 BS 197 Selenomonas lacticifex VTT E-90407 BS 155
L. lindneri (1) DSM 20690 BS 4 Sarcina maxima DSM 316 BS 248
L. lindneri (2) VTT E-95589 | BS 38 Weisella viridescens DSM 20410 BS 198
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Lehrstuhl- Lehrstuhl-
Spezies Herkunft g:;‘:::_ Spezies Herkunft g:;‘:::_
Nr. Nr.
L. lindneri (3) Stufenkontrolle | BS 298 Weissella mesenteroides DSM 20288 BS 232
L. malefermentans DSM 20570 BS 5 Zymomonas mobilis DSM 424 BS 188
Tab. 4: Verwendete Hefestamme
Stamm Herkunft Synpnyme Industrielle Ver\{vgndung bzw.
Bezeichnung Charakterisierung
Candida boidinii Tstll B B
Candida parapsilosis WSYC 250 DSM 5784
Candida tropicalis (1) Lstll CBS 2317
Candida tropicalis (2) WSYC 231
Candida sake Lstll
Cryptococcus albidus WSYC 302 CBS 155
Cryptococcus laurentii WSYC 28 CBS 139
Debaromyces hansenii WSYC 96 DSM 70244
Dekkera anomala (1) WSYC 256 DSM 70727
Dekkera anomala (2) WSYC 172
Dekkera anomala (3) Stufenkontrolle
. WSYC 257, 35, CBS 3429, 4914,
Dekkera bruxellensis (1-3) 36 2797
Dekkera naardenensis DSM 70743
Kluyveromyces marxianus WSYC 49 CBS 712
Kloeckera apiculata DSM 70285
Pichia anomala (1-3) WSYC 39, 295, CBS 5759, DSM
DSM 70263 70130, CBS 110
Pichia anomala (4) Stufenkontrolle
Pichia membranefaciens (1-3) wsyc 337,247 | S8 107 DSM
Rhodotorula rubra DSM 70403
S. bayanus (1) DSM 70411
S. bayanus (2) DSM 70412 CBS 380 Typstamm
S. bayanus (3) DSM 70547 CBS 395 Ehem. S. uvarum-Typstamm
S. bayanus (4) DSM 70508 CBS 425 Ehem. S. heterogenicus-Tystamm
WHB 26, 34/70,
S. cerevisiae var. carlsbergensis :13‘2‘878124; ‘1524é,88’ Untergéarige Brauhefen, Bruchhefe
168, 176, 194
S. cerevisiae var. carlsbergensis WHB 66, 71, 170 Untergérige Brauhefen, Staubhefe
S. cerevisiae \1/\9-5'8 68, 127, Obergarige Brauhefen, WeilRbier
S. cerevisiae WHB 148, 184 Obergérige Brauhefen, Alt
S. cerevisiae WHB 165, 177 Obergarige Brauhefen, Alt/Kolsch
S. cerevisiae \2/\428 208, 210, Obergarige Brauhefen, Alt/Ale
S. cerevisiae DSM 70449 CBS 1171 Typstamm Obergarige Brauhefe
S. cerevisiae var. diastaticus (1) DSM 70487
S. cerevisiae var. diastaticus (2) Lstll
S. cerevisiae var. diastaticus (3) Stufenkontrolle
S. cerevisiae var. ellipsoideus DSM 70451
S. dairensis WSYC 343 CBS 421
S. exiquus Lstll
S. kluyveri WSYC 240 CBS 3082
S. paradoxus WSYC 63 CBS 1464
S. pastorianus (1) DSM 6580 CBS 1538 Neo-Typstamm
S. pastorianus (2) DSM 6581 CBS 1503 Ehem. S. monacensis-Typstamm
S. uvarum Beijerinck Lstll
Saccharomycodes ludwiqii DSM 70551 CBS 820
Schizosaccharomyces pombe WSYC 347 CBS 356
Torulaspora delbrueckii WSYC 69 CBS 1146

Zygosaccharomyces bailii (1-3)

WSYC 284, 317,
444

DSM 70492, CBS
680, DSM 70834

Zyqosaccharomyces florentinus

WSYC 468

CBS 748

Zyqosaccharomyces rouxii (1-3)

WSYC 82, 83, 84

CBS 732, 441, 731
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Die Kultivierung der Bakterienstamme erfolgte bei Milchsaurebakterien in MRS-Bouillion
und bei Pectinatus spp. und Megasphaera cerevisiae in MIB. Die Anzucht aller anderen
Bakterien erfolgte in den von der DSMZ angegebenen Medien unter den vorgeschriebe-
nen Kultivierungsbedingungen.

Die Kultivierung der Hefestamme erfolgte in MYPG-Nahrmedium (JESPERSEN und
JAKOBSEN 1996) bei 28 °C unter aeroben Bedingungen.

Zur mittelfristigen Stammbhaltung wurden von anaeroben bzw. fakultativ anaeroben Bakte-
rien MRS-Stichkulturen angelegt, die in dreimonatigem Abstand frisch Uberimpft wurden.
Von aeroben Bakterien und Hefen wurden auf den jeweiligen Medien Schragagarkulturen
angeimpft und ebenfalls alle drei Monate tberimpft.

Die langfristige Stammbhaltung aller Mikroorganismen erfolgte bei -80 °C mittels Cryobank-

System der Firma Mast Diagnostica.



Material und Methoden

2.5 Voranreicherung bierschadlicher Bakterien
2.5.1 Verwendete Nahrmedien

Zur Optimierung der kulturellen Voranreicherung fiir eine nachfolgende PCR wurden ver-
schiedene Nahrmedien und Methoden getestet. Die aus Fertigpulvern bzw. aus den Ein-
zelkomponenten selbst hergestellten Nahrmedien (MRSF, MIB und RR-3) wurden hierbei
in der angegebenen Einsatzkonzentration verwendet (1x), sowie in mehrfach konzentrier-
ter Form angesetzt (2x, 3x und 5x-Konzentrate). Vor dem Beimpfen der Proben erfolgte
eine Ausmischung der Konzentrate mit filtriertem und pasteurisiertem Bier bzw. ddH,0.

In der folgenden Tabelle sind die verschiedenen Medien in den jeweils getesteten Kon-
zentrationen angegeben. Zusatzlich ist das Mischungsverhaltnis der Medien mit der Probe
und der damit erzielte pH-Wert bei den Anreicherungen angegeben (Tab. 5).

Tab. 5: Unterschiedlich konzentrierte Nahrmedien zum Nachweis bierschadlicher Bakterien mit
Angabe zu deren Einsatz-Verhaltnis (Medium/Bier/ddH,0)

; Einsatz-Verhaltnis
Medium Medium/Bier/ddH,0 PH-Wert
MIB 100/0/0 5,9
2x MIB 50/50/0 5,9
MRSF 100/0/0 5,6
2x MRSF 50/50/0 5,3
3x MRSF 30/70/0 5,1
5x MRSF 20/80/0 4.9
RR-3 100/0/0 55
2x RR-3 50/50/0 5,3
3x RR-3 30/70/0 5,0
5x RR-3 20/80/0 49
NBB-B 100/0/0 54
NBB-C (1) 5/95/0 4,2
NBB-C (2) 5/75/20 5,0
NBB-C (3) 5/50/45 5,3
2x MRSF/2x MIB (1) 50"/50/0 5,3
2x MRSF/2x MIB (2) 30"/70/0 5,1

" 2x MRSF und 2x MIB im Verhéltnis 1 : 1 gemischt

Um bei den Konzentraten Maillard-Reaktionen wahrend des Autoklaviervorgangs zu ver-
meiden, wurden die Medien zur Entkeimung sterilfiltriert (BLAST 1999). Zudem wird eine
Membranfiltration nach der Voranreicherung durch die vorangegangene Sterilfiltration
erleichtert.

Zu den Medien MRSF, MIB und RR-3 wurde Cystein-HCI (0,5 %) als Antioxidationsmittel
und Actidion zur Unterdriickung des Hefewachstums zugegeben. Um das Bakterien-
wachstum nicht negativ zu beeinflussen, wurde die Menge an Actidion so bemessen,
dass in den fertig ausgemischten Medien eine Konzentration von 15 ppm vorlag (ISAAC
und JENNINGS 1995).
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Bei der Herstellung der MRS-Medien wurde zusatzlich noch 1, 2, 3 und 5 % Fructose bei-
gemengt, um mit diesen Medien den Nachweis von L. lindneri zu verbessern. Dieser Keim
besitzt ein sehr limitiertes Zuckerverwertungsspektrum, in dem Fructose allerdings enthal-
ten ist (BACK 1994). Das mit Fructose modifizierte Medium wird MRSF bezeichnet.

Das gebrauchsfertige Nahrmedienkonzentrat NBB-C wurde in verschiedenen Varianten
verwendet, um unterschiedliche Sensitivitdten zu erzielen. NBB-B wurde wie empfohlen
eingesetzt (BACK 1994).

2.5.2 Animpfen

Die Anzucht der Organismen erfolgte wie unter 2.4 beschrieben. Zur Adaption an das
spatere Biermilieu in den Anreicherungen erfolgte vorher eine Kultivierung in den jeweili-
gen Medien, die mit 30 % pasteurisiertem Bier versetzt waren (pH 5,5).

Die Milchsaurebakterien wurden vor dem Animpfen in der log-Phase durch Zentrifugation
(5 min, 5000 U/min) vom Nahrmedium getrennt und mit NaCl-Lésung (0,9 %) gewaschen.
Die Zellzahl der Bakteriensuspension wurde mittels Thoma-Zahlkammer bestimmt. Zum
anschlielenden Animpfen der unterschiedlichen Proben bzw. Nahrmedien wurden deka-
dische Verdiinnungsreihen angelegt. Die angestrebte Ausgangszellzahl betrug jeweils ca.
10 Zellen/ml, d. h. zum Animpfen von 50 ml wurden 100 pl einer Verdiinnung mit 10°
Zellen/ml verwendet.

Um eine oxidative Schadigung der strikt anaeroben Keime Pectinatus spp. und Me-
gasphaera cerevisiae zu vermeiden, wurden diese ohne Waschschritt auf die jeweiligen
Proben Uberimpft. Zusatzlich wurden die Medien zum Nachweis der strikt anaeroben

Keime vor der Beimpfung 24 h anaerob gelagert.

2.5.3 Anreicherung und Wachstumskontrolle von Filtratproben

Die Bebrutung der Proben aus dem Filtratbereich erfolgte anaerob bei 28 °C in gasdicht
verschlielbaren BVF, die bis ca. 0,5 cm unter den Rand gefullt wurden. Bei den strikt an-
aeroben Keimen wurden die BVF zur Bebrutung randvoll geflllt. Jeder Keim wurde mit
dem entsprechenden Medium in Dreifachbestimmung (n = 3) untersucht.

Die Kontrolle des Wachstums erfolgte bei den filtrierbaren Proben anhand dreier Kriterien:

. Inkubationsdauer bis zu einer visuell feststellbaren Tribungszunahme

« Ausplattieren von 20 pl Aliquots auf MRS-Agarplatten zu definierten Zeitpunkten (0 h,
24 h,48 h, 72 h)

« PCR-Untersuchung von 150 pl Aliquots zu definierten Zeitpunkten (24 h, 48 h, 72 h)

Die Agarplatten wurden in Anaerobentdpfen unter Zugabe von Anaerocult-Streifen bei 28

°C bebritet. Nach 5 bzw. 7 Tagen Inkubation erfolgte die Bestimmung der koloniebilden-
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den Einheiten.

2.5.4 Anreicherung und Wachstumskontrolle von Unfiltratproben

Zur Voranreicherung von Unfiltrat- bzw. Hefeproben wurde pasteurisiertes Bier mittels
Presshefe (WHB 34/70) auf Zellzahlen von 107 Zellen/ml bzw. 10° Zellen/ml eingestellt.
Mit diesen Zellzahlen sollten die Verhaltnisse in Lager- und Gartankproben sowie Anstell-
hefe simuliert werden. Das Beimpfen der Proben erfolgte analog zu den Filtratproben.

Die Bebritung der hefehaltigen Proben erfolgte ebenfalls bei 28 °C. Aufgrund einer mégli-
chen CO,-Bildung durch die Hefen wurden die Deckel der BVF nur lose aufgelegt, um
Gasaustritt zu ermdglichen und gleichzeitig Kontaminationen mit anderen Keimen zu ver-
hindern. Zudem wurde ein héherer Steigraum in den Flaschen berticksichtigt.

Die Actidionkonzentration in den ausgemischten Medien wurde fir diesen Probentyp auf
25 ppm erhoht.

Wahrend der Bebritung wurden die Flaschen 2-mal taglich geschiittelt, um die Zellen in
Schwebe zu halten und den Kontakt mit dem Nahrmedium zu verbessern.

Die Wachstumskontrolle erfolgte anhand von PCR-Untersuchungen von 150 ul Aliquots
zu definierten Zeitpunkten (24 h, 48 h, 72 h).

2.6  Voranreicherung brauereirelevanter Fremdhefen
2.6.1 Verwendete Nahrmedien

Die Anforderung eines universellen Nachweismediums flir Fremdhefen wird bisher durch
MYPG bzw. MYPG + CuSO4 am besten erfillt (BOULTON and QUAIN 2001). MYPG ist
ein universelles Nachweismedium fir Hefen (Kulturhefen, S-FH und NS-FH), das durch
die Zugabe von > 200 ppm CuSO, zu einem Selektivmedium wird, in dem nur noch NS-
FH und einige S-FH wachsen kénnen (JESPERSEN und JAKOBSEN 1996). Die Verwen-
dung von MYPG + CuSOy ist die von der ASBC empfohlene Methode zum Fremdhefe-
nachweis (0. V. 1992). AuRerdem wird MYPG bzw. MYPG + CuSO, gegenuber anderen
Fremdhefemedien als effektiver beurteilt (VAN DER AA KUHLE und JESPERSEN 1998;
SALEK 2002, POWELL und SMART 2003). MYPG sowie die CuSO,4-Lésung wurden zur
Sterilisation autoklaviert. Die Zugabe der CuSO,-Lésung erfolgte nach dem Autoklavieren.
Zum Nachweis von ubervergarenden Hefen wie z. B. S. cerevisiae var. diastaticus (S.
diastaticus) wurde auflierdem EV-Bier getestet (BACK 1994).

2.6.2 Animpfen

Die Anzucht der Organismen erfolgte wie unter 2.2 beschrieben.

Die Hefen wurden am Ende der log-Phase durch Zentrifugation (5 min/5000 U/min) vom
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Nahrmedium getrennt und mit 0,9 %iger NaCl-Losung gewaschen.
Die Zellzahl der Hefesuspension wurde mittels Thoma-Zahlkammer bestimmt. Zum an-
schlielenden Animpfen der unterschiedlichen Proben bzw. Nahrmedien wurden dekadi-

sche Verdunnungsreihen in 0,9 %iger NaCl-Losung angelegt.

2.6.3 Anreicherung von Hefen in MYPG, MYPG + CuSO,4 und EV-Bier

Um das qualitative Wachstum verschiedener Hefen (Kulturhefen, S-FH, NS-FH) bei un-
terschiedlichen CuSQO4-Konzentrationen zu testen, wurden jeweils 5 ml MYPG mit den
entsprechenden CuSO,-Mengen versetzt, mit 10° Hefezellen/ml angeimpft und aerob bei
28 °C bebritet (n = 3). Die Wachstumskontrolle erfolgte taglich anhand der visuellen Tri-
bung und durch Ausplattieren von 20 pl Aliquots auf MYPG-Platten zu definierten Zeit-
punkten (0 h, 24 h, 48 h, 72 h). Die Platten wurden bei 28 °C aerob bebrutet und nach 5
Tagen erfolgte die Bestimmung der koloniebildenden Einheiten. PCR-Tests erfolgten hier
anfanglich nicht, da zum Zeitpunkt der Versuche noch keine PCR-Assays fiir die Zielkei-
me verfligbar waren.

Fur S. diastaticus wurde eine alternative Anreicherung mittles EV-Bier erprobt. Hier erfolg-
te der Vergleich der Wachstumskontrolle zwischen MYPG + CuSO, und EV-Bier mittels
PCR.

2.6.4 Anreicherung und Wachstumskontrolle der Fremdhefen in Unfiltrat

Zum Spurennachweis von Fremd- in Kulturhefen wurde Bier mittels Presshefe (WHB
34/70) auf Zellzahlen von 107 Zellen/ml eingestellt. 5 ml Aliquots des Unfiltrats wurden
anschlieRend mit Fremdhefe auf 10° Zellen/ml beimpft (n = 3). AnschlieRend wurde wie
folgt verfahren:

« Zentrifugieren: 5 min bei 4000 U/min

. Uberstand verwerfen

o Zugabe von 5 ml MYPG + CuSO,

« Aerobe Bebritung der Proben bei 28 °C und tagliche Probenentnahme (150 pl)

« DNA-Isolation und anschliefiende PCR

2.7 DNA-Isolationsmethoden fiir unterschiedliche Probentypen

Die verschiedenen in der Brauerei vorkommenden Probentypen (Unfiltrat, Filtrat) bedin-
gen eine unterschiedliche Probenverarbeitung. Hauptziel ist der Transfer der Zielkeime
bzw. deren DNA in die anschliefiende PCR-Reaktion.

13



Material und Methoden

2.7.1 Gewinnung aufgereinigter gDNA

Zur Evaluierung der Sensitivitaten der entwickelten PCR-Systeme wurde aufgereinigte
gDNA verwendet. Sowohl fir Hefen als auch fiir Bakterien wurde ein Extraktionsprotokoll
basierend auf Phenol-Chloroform angewendet (SCHERER 2003).

2.7.2 DNA-Isolation fur bierschadliche Bakterien aus filtrierbaren Proben

Zur DNA Isolation aus filtrierbaren Proben kamen zwei Methoden zum Einsatz, bei denen

vor der Zelllyse eine Aufkonzentrierung der Zielkeime mittels Filtration stattfand.

2.7.2.1 PCMF-Filteraufschluss

Die hier angewandte Methode basiert auf einer kommerziell erhaltlichen DNA-
Isolationsmethode fiir filtrierbare Bierproben (PIKA Weihenstephan GmbH) und stellt eine
modifizierte Version des von DIMICHELE und LEWIS (1993) beschriebenen Verfahrens
dar.

Anleitung gemaR Beschreibung LC Screening Filter (PIKA Weihenstephan GmbH):

= Sterilisation der Filtereinheit und Filtration der Probe Uber einen PCMF; optional:
Nachsplulen des Filters (in der Filtrationseinrichtung) mit 50 ml ddH,0O

= Filter mit steriler Pinzette zusammenrollen und in ein 2 ml Tube Uberfliihren

= 200 pl Lysepuffer F zum Filter zugeben, Tube gut verschliel3en

=  Tube mit Filter 10 min im kochenden Wasserbad inkubieren (alternativ: Heizblock
mit mindestens 80°C), danach kurz anzentrifugieren und abkuhlen lassen

= 800 ul CIA (untere farblose Phase) zum Filter zugeben

= Auf dem Reagenzglas-Schuttler mischen bis Filter nicht mehr an der Gefaltiwand
klebt

= 10 min bei 500 U/min auf dem Reagenzglas-Schuttler inkubieren

= Wahrend der Inkubationszeit das Barriere-Gel vorbereiten: eine der Probeanzahl
entsprechende Anzahl Barrieregel-Gefalie 30 sec bei 14000 U/min in der Zentrifu-
ge sedimentieren

= Den gesamten Inhalt des Eppendorf-Gefaltes mit dem aufgeldsten Filter in ein
vorbereitetes Gefall mit Barriere-Gel umgiel3en

= Die Mischung 2 min bei 14000 U/min zentrifugieren, obere Phase fiur PCR ver-
wenden

2.7.2.2 DNA-Isolation mittels CellTrap-Filter

Alternativ zur PCMF Methode wurden die CellTrap-Filter verwendet (Abb. 1).
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T-Stiick mit Hohlfasermembranen

Stromungsrichtung Kappe fiir Spritzenaufsatz
a |
Schlauchanschluf3 zur Spritzenaufsatz
Pumpe; Unfiltrateintritt L

Filtrataustritt

Abb. 1: Schematischer Aufbau und Funktionsweise der CellTrap-Filter

Mit diesem Verfahren konnen die in der Probe enthaltenen Keime ebenfalls quantitativ
aufkonzentriert werden. Allerdings ist das im Filtergehause enthaltene Filtermaterial mit
den darin befindlichen Zielkeimen fiir eine sofortige DNA-Isolation unzuganglich. Daher
mussen die Keime nach der Filtration mit Hilfe einer Spritze wieder aus dem Filtergehau-
se eluiert werden, um anschlieend eine DNA-Isolation zu ermdglichen. Ziel war es, eine
effektive Vorgehensweise zu entwickeln, die eine vergleichbare oder bessere Sensitivitat
als die PCMF-Methode gewahrleistet (Methodenentwicklung siehe 4.3.1.4).

2.7.3 DNA-Isolation fiir bierschadliche Bakterien aus unfiltrierbaren Proben

Hierbei kann es sich z. B. um Lager- oder Gartankproben und Proben, die nach der An-
reicherung bereits trib sind, handeln. Fur nicht filtrierbare Proben erfolgte die Aufkonzent-
rierung der Zielkeime mittels Zentrifugation. Zum Zellaufschluss kamen unterschiedliche

Verfahren zum Einsatz.

2.7.3.1 Kugelaufschluss-B (Kugelaufschluss fiir Bakterien)

Die hier beschriebene Methode Iasst sich einfach, schnell und ohne den Einsatz gesund-
heitsgefahrdender Chemikalien durchfiihren. Das zugrunde liegende Prinzip ist die me-
chanische Zerstérung der Zielkeime durch Glasbeads.
1)  Transferieren von x pl" der Probe in ein 1,5 ml Tube
Y Volumen héngt von der Probenart ab:
» Lager- und Gartankproben (Originalprobe oder nach Anreicherung): 1000 ul
» Proben, die nach Anreicherung bereits sichtbares Wachstum zeigen: 100 pl
2)  Zentrifugieren: 2 min bei 14.000 U/min
3) Uberstand verwerfen

4) Optiq_nal: Pellet mit 500 pl ddH,0 waschen, 2 min bei 14.000 U/min zentrifugie-
ren, Uberstand abziehen und verwerfen

5) Spatelspitze Glasbeads zugeben (0,11 mm)
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6) Zugabe von 200 ul PCR-Puffer

7) 20 sec manuell vortexen zur Ablésung des Pellets von der Gefallwand
8) Schitteln im Minishaker: 10 min bei 1.400-1.600 U/min

9) Zentrifugieren: 2 min bei 14.000 U/min, Uberstand fiir PCR verwenden

2.7.3.2 Kochaufschluss-B (Kochaufschluss fiir Bakterien)

Der Kochaufschluss-B ahnelt in weiten Teilen dem Kugelaufschluss-B. Das zugrunde lie-
gende Prinzip ist die Zerstorung der Zellbarriere durch Kochen bzw. Hitzeeinwirkung
(95°C).

1)-4) siehe Schritte 1-4 bei 2.7.3.1

5)  Zugabe von 200 pl PCR-Puffer

6)  Schitteln auf Thermoinkubator: 15 min bei 95°C und 700 U/min

7)  Zentrifugieren: 2 min bei 14.000 U/min, Uberstand fir PCR verwenden

2.7.3.3 InstaGene Matrix

Die IGM-L6sung besitzt einen Chelex-Gehalt von 6 % g/v. Chelex ist ein ionisches Harz,
das PCR-Inhibitoren binden kann (GIRAFFA et al. 2000). Aulierdem verbessert Chelex
die Lyse gram-positiver Bakterien (RIJPENS und HERMAN 2002). Die Handhabung ist
unkompliziert, schnell und nicht mit gesundheitlichen Risiken verbunden.

1) Probenvolumen und Zentrifugation: siehe 2.7.3.1 Schritte 1)-4)
2)  Zum Zellpellet 200 pl IGM zufligen

3) Inkubieren: 15-30 min bei 56 °C

4) Vortexen: 10 sec

5) Tube fiir 8 min in Heizblockstellen (95-100 °C) oder kochendes Wasserbad stel-
len

6) Zentrifugieren: 5 min bei 7000 U/min, Uberstand fiir PCR verwenden

2.7.3.4 Bugs'n Beads

Der DNA-Isolationskit Bugs'n Beads dient zur Isolation von Ziel-DNA aus einer komple-
xen Probenmatrix, wie z. B. Bakterien in Hefesuspensionen. Das Prinzip der Methode
beruht auf der Affinitat bestimmter Zielorganismen zur Oberflaiche der magnetischen
Beads. Die an die Beads gebundenen Bakterien kdnnen anschlieBend mittels magneti-
scher Separation aus der Probe entfernt und lysiert werden. Die gewonnene DNA wird flr
die PCR verwendet. Die Anwendung der einzelnen Schritte erfolgte gemafy der Angaben

des Herstellers.
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2.7.4 DNA-Isolation von bierschadlichen Bakterien aus Ernte- und Anstellhefe

Durch die hohe Zelldichte von 10%-10° Hefezellen/ml in Anstellhefe bzw. Erntehefe wurden
PCR-Inhibitionen durch non-target DNA erwartet (STEWART und DOWHANICK 1996).
Deshalb wurden die Protokolle unter 2.7.3.1-2.7.3.3 durch einen zusatzlichen Zentrifuga-
tionsschritt erweitert (Methodenentwicklung siehe 4.3.2.2 und 4.3.2.3):

1) Transferieren von x pl" der Probe in ein 1,5 ml Tube
Y Volumen héngt von der Probenart ab:
» Angereicherte Anstellhefe: 1300 pl
= Anstellhefe (Original): 500 pl

2) Zufugen einer 20 %igen Tween 20-L6ésung. Tween 20-Endkonzentration in der
Probe: 0,5 %

3) Vortexen: 30 sec (Auflésung von Zellagglomeraten)

4) Zentrifugieren: 3 min bei RZB 250-300 (RZB bzw. U/min siehe Zentrifugenspezifi-
kation)

5) Uberstand in neues Tube (iberfiihren und den Uberstand fiir die Zellaufschlussver-
fahren ab Punkt 2 verwenden (2.7.3.1-2.7.3.3)

2.7.5 DNA-Isolation fur Hefen

Zum Zellaufschluss von Hefen wurden die Methoden Kugelaufschluss-H und IGM ange-
wendet und mit anschlieRender PCR auf ihre Effektivitat hin verglichen (4.3.3.2).

2.7.5.1 Kugelaufschluss-H

Bis auf zwei Modifikationen entpricht der Kugelaufschluss-H dem Kugelaufschluss-B
(2.7.3.1). An Stelle der Glasbeads mit 0,11 mm Durchmesser wurden fiir Hefe Beads mit
0,5 mm Durchmesser eingesetzt. Zusatzlich wurde nach dem Schiittelvorgang noch ein
Hitzeschritt 95 °C/5 min eingefligt, um einen effektiveren Zellaufschluss zu gewahrleisten
(Methodenentwicklung siehe 4.3.3.1).

2752 IGM

Zum Zellaufschluss von Hefen wurde das Verfahren in unmodifizierter Form wie schon bei

den Bakterien angewendet (2.7.3.3).

2.8 DNA-Konzentrationsmessung

Die Konzentration der aufgereinigten gDNA (siehe 2.7.1) wurde spektralphotometrisch
bestimmt. Die Menge an ultravioletter Strahlung, die von einer DNA-L6sung absorbiert
wird, ist direkt proportional zum DNA-Gehalt.

Bei einer Wellenlédnge von 260 nm entspricht ein Absorptionswert von 1,0 einer Konzent-
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ration von 50 ug/ml dsDNA (SAMBROOK et al. 1989).
Gleichzeitig wurde die Reinheit der Isolate durch das Verhaltnis der Absorption bei 260
nm und 280 nm bestimmt (Axs0/A250). Bei reinen Proben liegt das Verhaltnis bei 1,8. Ge-

ringere Werte deuten auf eine Verunreinigung mit Protein oder Phenol hin.

29 Lebend/Tot-Differenzierung mittels EMA-PCR

Zur Lebend/Tot-Differenzierung von Mikroorganismen mittels PCR wurde Ethidiumbromid
Monoazid (EMA) verwendet. Die prinzipielle Wirkungsweise von EMA wahrend der PCR-
Probenvorbereitung wird von NOGVA et al. (2003) beschrieben. Das Ethidiumbromidderi-
vat EMA (3-amino-8-azido-5-ethyl-6-phenyl) dringt spezifisch in tote Zellen ein, wo es sich
in dsDNA einlagert. Weiterhin interkaliert EMA in freie DNA, die sich in der Probe befindet.
Freie DNA oder tote Zellen kdnnen z. B. vorliegen, wenn kontaminiertes Ruckbier zum
Wirzekochen beigemischt wird.

Aktiviert man anschliefiend EMA mit Hilfe von Lichtenergie, findet eine Photolyse des ein-
gelagerten EMA statt und das umgesetzte Produkt bindet kovalent an DNA (aktiviertes
EMA: aEMA). Diese DNA steht einer nachfolgenden PCR nicht mehr zur Verfligung. In
Lésung befindliches freies EMA wird ebenfalls umgesetzt und ist anschlieRend nicht mehr
in der Lage, kovalent an DNA zu binden.

Im Anschluss an die Bestrahlung mit Lichtenergie kann jetzt die DNA-Isolation erfolgen,
da die extrahierte und unbeschadigte DNA aus lebenden Zellen durch aEMA nicht mehr
inhibiert werden kann und somit einer PCR-Detektion zuganglich ist.

Da es mit EMA-PCR in Bezug auf Bier keine Erfahrungswerte gab, erfolgte die Metho-
denentwicklung im Laufe der Arbeit (4.4).

Es sollte beachtet werden, dass EMA bei chronischem Kontakt mit der Haut mutagen wir-

ken kann, weshalb bei allen Schritten Schutzhandschuhe zu tragen sind.

210 PCR

Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction) wurde in den 1980er Jahren
entwickelt und dient zur in vitro Vervielfaltigung (Amplifikation) definierter DNA-Abschnitte.
Dabei lagern sich Oligonukleotid-Einzelstrange (Primer) an die entsprechenden Stellen
der denaturierten einzelstrangigen Ziel-DNA an und die Polymerase bildet ausgehend von
den Primern komplementar zur Matrizen-DNA DNA-Doppelstrange aus.

Der Reaktionsansatz enthalt hierzu DNA, PCR-Reaktions-Puffer, dNTPs, nukleasefreies
ddH.0, mindestens einen Primer, DNA-Polymerase (z. B. Tag-Polymerase aus Thermus
aquaticus) und - bei Real-Time PCR Anwendungen - noch zusatzlich einen Fluoreszenz-
farbstoff oder fluoreszenzmarkierte DNA-Sonden. Des Weiteren kénnen Mg?*-lonen in

Form von MgCl, oder andere PCR-Enhancer wie z. B. BSA oder DMSO zugegeben wer-

18



Material und Methoden

den, um die Aktivitdit der DNA-Polymerase zu beeinflussen. Bei den oben erwahnten
PCR-Zyklen wird mit Hilfe eines PCR-Thermocyclers ein Temperaturprotokoll zyklisch

durchlaufen, das prinzipiell wie folgt aussieht:

95 °C: Denaturierung des DNA Doppelstranges

30-65 °C: Anlagern (Annealing) der Primer; Temperatur ist abhangig von Lange
und Basensequenz der Primer

72 °C: Verlangerung (Elongation) der Primer durch die DNA-Polymerase bei

deren Optimaltemperatur von 72 °C

Zur Detektion der PCR Produkte stehen unterschiedliche Methoden zur Verfugung, wobei

in der vorliegenden Arbeit Standard PCR und Real-Time PCR Anwendung fanden.

2.10.1 Standard PCR

Bei Standard PCR, auch Endpunkt PCR genannt, erfolgt der Nachweis der gebildeten
PCR-Produkte nach der eigentlichen PCR-Reaktion mittels Gelelektrophorese, wobei so-
wohl Agarosegele als auch Polyacrylamidgele zum Einsatz kommen kdnnen.

Falls keine anderen Angaben gemacht werden, erfolgte Standard PCR unter den folgen-
den Bedingungen (Tab. 6, Tab. 7).

Tab. 6: PCR-Mix Zusammensetzung fir Standard PCR

PCR-Komponente Konzentration im Reaktionsmix
PCR-Puffer 1x
dNTPs 200 nM
Vorwarts-Primer (1 bis n)" 500 nM
Riickwarts-Primer (1 bis n)" 500 nM
MgCl, 1,5 mM
BSA 100 pg/ul
Taq-Polymerase 0,025 U/pl

1 . .
) Falls n Primer simultan verwendet

Tab. 7: Temperaturprotokoll fir Standard PCR

Temperatur [°C] Zweck Zeit [sec] Zyklenzahl

Vordenaturierung der DNA in Ein-

95 zelstrange; Aktivierung der Polyme- 780 1
rase

95 Denaturierung 10

60 Annealing 30 40

72 Elongation 30

72 Finale Elongation 120 1

8 Ende © 1
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2.10.2 Real-Time PCR

Real-Time PCR ermdoglicht Uber eine Software-gestitzte Messung von Fluoreszenz-
signalen eine zeitgleiche Beobachtung des Amplifikationsstatus wahrend der PCR. Um
die Quantitat der gebildeten PCR-Produkte direkt ablesen zu kénnen, enthalt der Reakti-
onsansatz zusatzlich zu den Standard PCR Komponenten unspezifische Fluoreszenz-
farbstoffe (z. B. SYBR Green) oder fluoreszenzmarkierte sequenzspezifische DNA-
Sonden (MULLER 2001).

Die Auswertung erfolgt anhand der sogenannten Ci-Werte (,threshold cycle®). Dabei han-
delt es sich um die Zyklenzahl bzw. den Schwellenwert, bei der ein signifikanter Anstieg
der Reporter-Fluoreszenz Uber eine errechnete Fluoreszenz-Baseline erreicht wird. Die
Baseline wird zu Reaktionsbeginn (Zyklus 3-15) bestimmt, wobei die durchschnittliche
Fluoreszenz und deren Standardabweichung bestimmt werden. Der Punkt, an dem der
Fluoreszenzanstieg erstmalig den zehnfachen Wert der Baseline-Standardabweichung
Uberschreitet, wird als Ci-Wert bezeichnet. Der Ci-Wert wird umso eher erreicht, je mehr
Zielsequenz in der Probe vorhanden ist, d. h. je kleiner die Ci-Werte sind, desto mehr
DNA lag in der Probe vor (LORKOWSKI und CULLEN 2001, MACKAY 2004).

2.10.2.1 TagMan PCR (5-Nuclease Assay)

Mittlerweile haben sich verschiedene Real-Time PCR Formate etabliert, unter denen das
TagMan-Assay die am weitesten verbreitete Variante darstellt. Diese Art der PCR basiert
auf der 5'>3" Exonucleaseaktivitat der Tag-Polymerase. Die verwendete Fluoreszenz-
sonde ist am 3’-Ende mit einem Quencherfarbstoff und am 5’-Ende mit einem Reporter-
farbstoff ausgestattet und hybridisiert wahrend der Annealing-/Elongationsphase an die
Ziel-DNA. Aufgrund der raumlichen Nahe der beiden Farbstoffe wird bei einer, mit kurz-
welligem Licht angeregten, intakten Sonde die Fluoreszenz-Emission durch den Quen-
cherfarbstoff unterdriickt. Wahrend der PCR werden die Primer verlangert und die hybri-
disierte Sonde wird durch die 5’->3’-Exonuclease-Aktivitat der Polymerase degradiert.
Dabei wird die raumliche Nahe der beiden Farbstoffe aufgehoben und der Reporterfarb-
stoff kann Fluoreszenz emittieren. Zur Hydrolyse der Sonde, und damit zur Fluoreszenz-
emission kommt es nur, wenn die Sonde eine komplementare Basensequenz zur Ziel-
DNA aufweist und dementsprechend an die Ziel-DNA hybridisiert. Das Fluoreszenzsignal
steigt proportional zur Amplifikation der PCR-Fragmente (LORKOWSKI und CULLEN
2001).

Wie in Tab. 8 ersichtlich, entfallt bei TagMan-PCR die Elongation bei 72 °C. Stattdessen
findet ein kombinierter Annealing-/Elongationsschritt bei 60-63 °C statt (,2-Step-PCR®),

um zu gewahrleisten, dass die Sonde an der Ziel-DNA gebunden bleibt und durch die
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Exonucleaseaktivitat der Polymerase abgebaut und nicht in intaktem Zustand abgel6st
wird. Bei 60 °C ist die Aktivitat der Polymerase nicht optimal, reicht aber fiir die Amplifika-
tion der kurzen TagMan PCR-Produkte aus (~80-200 bp). So betragt die Tag-Polymerase-
Aktivitat bei 70 °C ca. 2800 Nukleotide/min und bei 55 °C noch 1400 Nukleotide/min
(MUHLHARD 1999; BUSTIN et al. 2000).

Falls keine anderen Angaben gemacht werden, gelten fir die entwickelten TagMan-

Assays die folgenden Bedingungen (Tab. 8).

Tab. 8: PCR-Mix Zusammensetzung fiir Real-Time PCR

PCR-Komponente Konzentration im Reaktionsmix
PCR-Puffer 1Xx
dNTPs 200 uM
Vorwarts-Primer (1 bis n)"? 500 nM
Ruickwarts-Primer (1 bis n)"? 500 nM
MgCl, 3 mM
BSA 100 ug/ul
TaqMan-Sonden (1 bis n)" 200 nM
Tag-Polymerase 0,025 U/ul

" Falls n Primer und Sonden simultan verwendet
2 Primer der IAC: 250 nM fiir Vorwarts- und Ruckwartsprimer

Tab. 9: Temperaturprotokoll fir Real-Time PCR

Temperatur [°C] Zweck Zeit [sec] Zyklenzahl
Vordenaturierung der DNA in Ein-
95 zelstrange; Aktivierung der Poly- 780 1
merase
95 Denaturierung 10 40
60 Annealing/Elongation 60
15 Ende ) 1

Wurde statt HotStarTag-Polymerase ein Real-Time PCR Master-Mix verwendet, erfolgte
folgende Modifikation der PCR-Komponenten (Tab. 10). Das Temperaturprotokoll wurde
unverandert beibehalten (Tab. 9).

Tab. 10: PCR-Mix Zusammensetzung fur Real-Time PCR bei Verwendung eines Real-Time PCR-
Mastermix

PCR-Komponente Konzentration im Reaktionsmix
PCR-Mastermix 1x
Vorwarts-Primer (1 bis n)" 500 nM
Rickwarts-Primer (1 bis n)" 500 nM
BSA 100 pg/pl
TagMan-Sonden (1 bis n)" 200 nM

") Falls n Primer und Sonden simultan verwendet
2 Primer der IAC: 250 nM fiir Vorwérts- und Rickwartsprimer
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2.10.2.2 LightCycler PCR (Hybridisation-Probes)

In den Brauerei-Praxistests wurde eine weitere Form der Real-Time PCR angewendet,
deren Prinzip auf dem Einsatz zweier Hybridisierungssonden mit jeweils einem Fluores-
zenzfarbstoff begriindet ist. Die beiden Sonden lagern sich wahrend des Annealings in
Kopf-Schwanz Anordnung an die Ziel-DNA an. Dadurch gelangen die beiden Fluores-
zenzfarbstoffe (Donor und Akzeptor) in enge raumliche Nachbarschaft. Der Donor (Fluo-
reszein) wird durch kurzwelliges Licht angeregt und leitet die Energie an den Akzeptor (z.
B. LC-Red 640) weiter, der seinerseits wieder Licht bestimmter Wellenlange abstrahlt. Bei
diesem als FRET (fluorescence resonance energy transfer) bezeichnetem MeRprinzip
besteht ebenfalls ein direkt proportionaler Zusammenhang zwischen der Anzahl an PCR-
Produkten und Fluoreszenzintensitat.

Mit dieser Art der PCR, bei der die Sonden nicht degradiert werden, kann nach der eigent-
lichen PCR eine Schmelzkurvenanalytik stattfinden, bei der die DNA verschiedener Ziel-
keime durch die unterschiedliche Lage von Schmelzkurven-Peaks identifiziert werden
kann (LORKOWSKI und CULLEN 2001).

2.10.2.3 Multiplex Real-Time PCR

Unter Multiplex-PCR versteht man allgemein die simultane Verwendung mehrerer Primer-
Systeme in einem PCR-Lauf (MUHLHARDT 1999). Somit kann es bei Anwesenheit unter-
schiedlicher template-DNA auch zu einer differierenden Anzahl von Amplikons kommen.
Multiplex-PCR kann sowohl in Standard PCR wie in Real-Time PCR Anwendung finden.
Wenn PCR zu Nachweiszwecken eingesetzt wird, besteht der Vorteil von Multiplex-
Anwendungen darin, dass mehrere Keime gleichzeitig detektiert werden kdénnen und so-
mit Zeit und Kosten gespart werden (LAGIER 2004).

Eine Voraussetzung bei der Gestaltung von Multiplex-Assays ist die Kompatibilitat der
Einzelsysteme untereinander, die nur empirisch ermittelt werden kann. Sensitivitat sowie
Spezifitat durfen sich nicht verschlechtern und die zu kombinierenden Assays sollten iden-
tische Annealingtemperatur-Optima besitzen (ELNIFRO et al. 2000).

Real-Time PCR Gerate erfassen PCR-Reaktionen in Form von Fluoreszenzsignalen bei
definierten Wellenlangen. Da viele optische Thermocycler allerdings in mehreren, vonein-
ander abgegrenzten Wellenlangen Signale verarbeiten kénnen, besteht theoretisch die
Moglichkeit der gleichzeitigen Messung mehrerer parallel ablaufender Reaktionen (Bio-
Rad iCycler: max. 4). Hierzu muss fiir jedes PCR-Assay eine eigene Sonde mit einer spe-
ziellen Reporter/Quencher-Kombination verwendet werden (KLEIN 2002).

Der Begriff Multiplex-PCR hat im Zusammenhang mit Real-Time PCR zu Unsicherheiten

in der Terminologie geflihrt, da hier neben der Verwendung mehrerer Primerpaare zusatz-
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lich noch mehrere Fluoreszenzsonden eingesetzt werden, um die verschiedenen Ampli-
kons unterscheiden zu kénnen (MACKAY 2004). Der Begriff Multicolor-Multiplex Real-
Time PCR ware daher treffender. Im folgenden wird flr diese Anwendungen aber den-

noch die gangigere Bezeichnung Multiplex Real-Time PCR verwendet.

2.10.3 PCR-Quantifizierung, Effizienz und statistische Analyse

Im Unterschied zur Standard PCR ermdglicht die Real-Time Messung eine kinetische
Quantifizierung. Der exponentielle Verlauf einer PCR-Reaktion kann anhand folgender
Formel beschrieben werden (RUTLEDGE und COTE 2003):

Formel 1: N. =N, -(E+1)°
C: Anzahl der PCR-Zyklen
E: PCR-Effizienz, wobei E = E [%]/100 [%]

Nc: Anzahl der Amplikons beim entsprechenden Zyklus
No: Menge an Ausgangs-DNA

Demnach ist die Zunahme an PCR-Produkten abhangig von der Effizienz der Reaktion.
Im optimalen Fall betragt die Effizienz 100 %, was gleichbedeutend ist mit einer Verdopp-
lung der Amplikons in jedem Zyklus.

Mit der Einfihrung der Fluoreszenzmessung und der Auswertung anhand von C-Werten
wurde eine quantitative Methode zur Bestimmung von N¢ entwickelt (HIGUCHI et al.
1993). Hierzu werden verschiedene PCR-Reaktionen an dem Punkt miteinander vergli-
chen, an dem die gleiche Menge an PCR-Produkt vorliegt. Dieser Punkt wird als Ci-Wert
bezeichnet und kennzeichnet den Schnittpunkt der Messkurve mit einem berechneten
Fluoreszenz-Schwellenwert. N; wird an dieser Stelle somit zu einer Konstanten, wobei

sich obige Formel (Formel 1) umformen lasst:

Formel 2: N, =N, +(E+1)"

Durch weitere Umformung ergibt sich ein linearer Zusammenhang zwischen Log (DNA-

Konzentration) und C-Wert.

- L
Formel 3: C =N,- 1 + ogN,
Log(E+1) Log(E +1)
Die Steigung (Slope) der Geraden lasst sich mit Slope = _—1 darstellen.
Log(E +1)

Daraus ergibt sich bei einer Anderung der DNA-Ausgangsmenge um den Faktor 10 und
bei einer PCR-Effizienz von 100 % ein Ci-Wert Unterschied von 3,32. Bei Abnahme der
Effizienz vergroRert sich dementsprechend der Abstand der Ci-Werte.

Diese Zusammenhange stellen die Grundlage fir die Quantifizierung mittels Real-Time

PCR dar. Bei der absoluten Quantifizierung werden anhand von Verdinnungsreihen mit
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bekannter DNA-Menge Standardkurven erstellt. Die erzielten C-Werte werden gegen die
eingesetzte DNA-Menge aufgetragen, wobei die DNA-Menge als Zahlenwert mit einer
Einheit (z. B. Kopienzahl oder ug DNA) angegeben wird. Die DNA-Menge der zu untersu-
chenden Proben kann anhand der externen Standardkurve ermittelt werden, indem der
erzielte Ci-Wert mit den Standards verglichen wird.

Umgekehrt kann durch eine PCR mit definierten Standards die Effizienz eines neuen
PCR-Assays bestimmt werden. Aus den Ci-Wert Abstadnden bzw. der erzielten Gera-

densteigung lasst sich durch Umstellen der obigen Formel die Effizienz errechnen.
Formel 4: E=(10"")-1

Zur Bestimmung der PCR-Effizienz der neu entwickelten PCR-Systeme wurden dekadi-
sche DNA-Verdinnungsreihen untersucht (n = 3/Verdiinnungsstufe). Von jeder Verdin-
nung wurde der Mittelwert und die Standardabweichung der Ci-Werte bestimmt. Zusatz-
lich wurde das BestimmtheitsmaR (R?) der linearen Regression ermittelt. Zur Auswertung
aller PCR-Versuche wurden die Voreinstellungen der Software-Version iCycler 3.0 ver-

wendet.

2.10.4 Spezifitdt und Sensitivitat von PCR-Systemen

Far alle entwickelten PCR-Systeme wurde nach der Optimierung der Reaktionsbedingun-
gen die Sensitivitdt und die Spezifitat ermittelt. Die Tests hinsichtlich unerwlnschter
Kreuzreaktionen wurden mit Rein-DNA (c = 1 ng/ul) der Organismen aus Tab. 3 bzw. Tab.
4 durchgeflhrt.

Die Nachweisgrenzen wurden anhand von dekadischen Rein-DNA Verdinnungsreihen
mit bekannter Konzentration und anhand von Zell-Verdinnungsreihen bestimmt. Die C;-
Werte jeder DNA-Konzentrationsstufe bzw. Zellzahl wurden in Dreifachbestimmung ermit-
telt. Bei den Rein-DNA Messreihen wurden mittels der oben genannten Formeln noch die
Kennzahlen, PCR-Effizienz, Standardabweichung, Slope sowie das Bestimmtheitsmal
der linearen Regression angegeben.

Die beiden ermittelten Sensitivitaten in Bezug auf Rein-DNA und Zellzahl lassen sich the-
oretisch miteinander in Beziehung setzen, wodurch wiederum eine Aussage Uber die
Qualitat der Probenaufarbeitung bzw. DNA-Isolation getroffen werden kann. Vorausset-
zung hierzu ist allerdings die Kenntnis der GenomgréfRe (haploid) des betreffenden Keims
und die Kopienzahl des Zielgens.

Uber folgende Beziehung kann die Masse des Genoms einer Zelle errechnet werden (o.
V. 2003):
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Formel 5 m=n-1,096-10"2 £
bp

m: Masse des Genoms (haploid)
n: GréRe des Genoms (bp)

Wurde die Sensitivitat eines PCR-Systems mit aufgereinigter DNA bestimmt, so kann an-
schliefend die theoretisch bendtigte Mindestzellzahl zum Erreichen eines PCR-Signals
errechnet werden. Allerdings muss bertcksichtigt werden, dass bei einer n-maligen Ko-
pienzahl des Zielgens zum Erreichen eines PCR-Signals nur der n-te Teil der errechneten

DNA-Menge notig ist.

DNA — i
Formel 6 Mindestzellzahl = NA — Nachweisgrenze [g ]

m [g] Kopienzahl

Die Daten fur Kopienzahl und Genomgréfe lagen nicht fiir alle untersuchten Organismen
vor. Die Genomgrofie bei den Bakterien war nur fir L. plantarum (3.308.274 bp) bekannt
und die Kopienzahl der 16S rDNA lag fir L. brevis (2 Kopien) und L. plantarum (5 Kopien)
vor (KLAPPENBACH et al. 2001).

Um dennoch einen Bezug zwischen Rein-DNA Sensitivitat und Zellzahl Nachweisgrenze
herstellen zu konnen, wurde fiir Bakterien mit unbekannten Daten mit Durchschnitts- bzw.
Naherungswerten gerechnet. Die GenomgréRe wurde mit 2,3*10° bp und die rDNA Ko-
pienzahl mit 4 veranschlagt (RINTTILA et al. 2004, ROUSSELON et al. 2004).

Bei den Eukaryonten, d. h. bei den entwickelten Hefe-Assays, wurden die Rein-DNA Sen-
sitivitdt und die Zellzahl-Nachweisgrenze ebenfalls bestimmt aber nicht miteinander in
Beziehung gesetzt, da hier nur die Genomgrofie von S. cerevisiae bekannt war. Die Ge-
nomgréfRen von Eukaryonten unterliegen gréReren Schwankungen. Ebenso war der Ploi-
diegrad der getesteten Hefen nicht bekannt. Somit konnten hier keine allgemein gultigen

und sinnvollen Naherungen getroffen werden.

2.11 Gelelektrophorese

Im verwendeten Puffer pH-Bereich (pH 8) wandern die negativ geladenen Nukleinsduren
zur Anode. Das Verhaltnis Masse zu Ladung ist dabei maRgeblich fiir die Wanderungsge-
schwindigkeit, wodurch eine Auftrennung der PCR-Produkte nach deren Lange erfolgt.
Die Herstellung der Agarosegele (2 % g/v) erfolgte nach Herstellerangaben. Zusatzlich
wurden die PCR-Proben mit 1/10 Volumen Gelladepuffer (Stop-Lésung) versetzt, um ein
rasches Absinken der Proben in die Geltaschen zu gewahrleisten.

Die im Gel enthaltene DNA wurde durch Zugabe von Ethidiumbromid unter UV-Licht visu-
alisiert und fotografisch dokumentiert. Dabei enthielt sowohl das Gel als auch der Laufpuf-
fer Ethidiumbromid (0,5 pg/ml).
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Die Elektrophorese erfolgte unter folgenden Bedingungen (Tab. 11).

Tab. 11: Elektrophoresebedingungen fiir Agarose-Gelelektrophorese

Kammer Volumen [ml] Spannung [V] Stromstérke [mA] Kiihlung [°C]
GNA 200 150 220 20 8
Hoefer HE 33 25 110 10 --

212 Sequenzierung von PCR-Produkten

PCR-Amplifikate wurden mit dem Qiaquick PCR Purification Kit aufgereinigt. Anschlie-

Rend wurde die Qualitat der Amplikons mittels Gelelektrophorese Uberprift. Die Sequen-

zierreaktion wurde als Auftragsanalyse an die Firma Sequiserve vergeben. Als Sequen-

zierprimer dienten immer die den PCR-Produkten zugrunde liegenden Primer.

2.13 PCR Praxistests in Brauereien

Die im Rahmen des EU-Projektes durchgefiihrten PCR-Versuche in den Brauereien sind

detailliert in Kapitel 7 aufgefiihrt (Gerate, Materialien, Probenplan, Ergebnisse und Bewer-

tung).
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3 PCR Primer- und Sondendesign

In der vorliegenden Arbeit kam ausschlieRlich PCR mit spezifischen Primern zum Einsatz.
Der Grolfiteil der eingesetzten Primer-Systeme wurde im Laufe der Arbeit entwickelt. Aus

der Literatur Ubernommene Primer wurden als solche gekennzeichnet.

3.1 Primer- und Sondendesign zur Bakterienidentifizierung

Alle getesteten Primer-Systeme zum Nachweis bierschadlicher Bakterien sind im Bereich
der 16S rDNA des jeweiligen Keims lokalisiert. Dieser DNA-Abschnitt dient als phylogene-
tischer Marker zur taxonomischen Einteilung von Bakterien (EHRMANN 1994) und wurde
bereits haufiger als Grundlage fir spezifische Standard PCR-Assays zum Nachweis
brauereirelevanter Schadbakterien verwendet (DIMICHELE und LEWIS 1993, SATOKARI
et al. 1997, YASUI et al. 1997, GUARNERI et al. 2001, WALTER et al. 2001). Auch fir
Real-Time PCR Anwendungen findet der 16S rDNA-Abschnitt Verwendung (RINTTILA et
al. 2004), wobei die zur Verfliigung stehenden kommerziellen Real-Time PCR-Assays flr
den Brauereibereich zusatzlich die 16S-23S ITS-Region benutzen (FANDKE et al. 2001).
Die hochvariable, nicht-codierende Spacer-Region trennt die 16S rDNA und die 23S rDNA
und liefert mehr Moglichkeiten zur Speziesdifferenzierung als die 16S rDNA (TILSALA-
TIMISJARVI und ALATOSSAVA 1996).

Zur Auswahl geeigneter Primer-Bindestellen wurde mit 16S rDNA-Sequenzen, die in der

NCBI-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) hinterlegt waren, ein Alignment erstellt

(Software: DNASTAR, Megalign, Lasergene). Homologe DNA-Abschnitte der Zielorga-
nismen wurden als Vorwartsprimer in Betracht gezogen, wenn Nicht-Zielkeime an den
betreffenden Stellen Mismatches am 3’-Ende des Primers aufwiesen. Zusatzlich wurden
Sequenz-Datenbanken mittels BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) analysiert, um
auszuschlie®en, dass an diesen Stellen Homologien mit anderen, nicht im Alignment ent-
haltenen Sequenzen vorlagen.

Zu den ausgewahlten Vorwartsprimern wurden im Anschluss mit einer Software zum Pri-
mer-Design (Primer Express 1.5, Applied Biosystems) passende Ruckwartsprimer und
TagMan-Sonden bestimmt.

Die zugrunde gelegten Parameter fiir alle PCR-Assays waren wie folgt definiert:

« Annealingtemperatur der Primer: 60 °C
« Annealingtemperatur der Sonde: 10 °C Uber der Primer-Annealingtemperatur

« Maximale Amplikonlange: 200 bp

Im folgenden sind die neu entwickelten bzw. aus der Literatur GUbernommenen Primer-

Systeme zum Bakteriennachweis aufgelistet (Tab. 12).
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Tab. 12: Standard PCR und Real-Time PCR Primersysteme zum Nachweis bierschadlicher Bakte-
rien

Spezifitat Sx::z:" Sonde Primer Primer-Sequnez (5 >3°) Quelle
. LP200-f1 ACGTAGCCGACCTGAGAGGGTA .
Igzztgbkizk'k”een” sLP200 —-  |LP200-f2 | GGCGATGATACGTAGCCGAA g\'ﬁ:t
LP200-r GATAACGCTTGCCACCTACGTATT
LP600-f, GGAGACTTGAGTGCAGCAGAGGAC
Laktobazillen, SLP600 s700 LI-f AACTGGATAACTTGTGTGCAGAAA diese
Pediokokken LP600-r1, | GTTCGCTACCCATGCTTTCG Arbeit
LP600-r2 GTATCTAATCCTGTTTGCTACCCATA
L. brevis, iLbr 200 Lbr-f TTCGGCTATCACTTCTAGATGA diese
L. brevissimilis LP-r ATTCCCTACTGCTGCCTCCC Arbeit
L. buchneri, iLbu 200 Lbu-f GGTAACCTGCCCTTGAAGTA diese
L. parabuchneri LP-r ATTCCCTACTGCTGCCTCCC Arbeit
L. casel, Lca-f AGAACCGCATGGTTCTTGGC .
L. paracasei, . . diese
L.rh iLca 1200 Arbeit

. rnamnosus, LP-r ATTCCCTACTGCTGCCTCCC

L. zeae

ATTAGCTAGTTGGTGGAGTAATGGT
L. collinoides iLcol 200 |- diese
L. paracollinoides LP-r ATTCCCTACTGCTGCCTCCC Arbeit
L. corvniformis iLcor i200 Lco-f CTTTGGCTGTCACTTTTGGAC diese

- cory LP-r ATTCCCTACTGCTGCCTCCC Arbeit
L. lindneri iLli s700 LI-f AACTGGATAACTTGTGTGCAGAAA diese

) LI-r CGAGCCTCAGCGTCAGATG Arbeit
L perolens iLpe 200 Lpe-f ACCGCATGGTCTCCGG diese

P P LP-r ATTCCCTACTGCTGCCTCCC Arbeit
L. plantarum, , , Lpl-f ACCGCATAACAACTTGGACCG diese
L. paraplantarum iLpl i200 Arbeit
L. pentosus LP-r ATTCCCTACTGCTGCCTCCC

Pd-f CAGATGCTAATACCGCATAATAAAATG | IIJIMA und
P. damnosus iPda i200 MOTOYA-
LP-r ATTCCCTACTGCTGCCTCCC MA 2001
Pectinatus spp.,
Megasphaera cere- PM-f GCAAGCGTTGTCCGGAAT ;

b iese
visiae sPM s560 Arbeit
Selenomonas lact- PM-r TCGTTCACGCGGCGTT
cifex

Einige der Identifizierungs-Assays (Tab. 12) benutzen den universellen Rickwartsprimer
LP-r und die Sonde i200. Die Spezifitdt der Assays sollte in diesem Fall durch einen
hochspezifischen Vorwartsprimer gewahrleistet werden. Der Grund fir dieses Vorgehen
war, durch die begrenzte Anzahl von Primern und nur einer Sonde, verschiedene Ildentifi-
zierungen zu einem genau definierten Screening-System kombinieren zu kénnen. Da die
Wahrscheinlichkeit unspezifischer PCR-Produkte und abnehmender Sensitivtat mit zu-
nehmender Anzahl von Oligonukleotiden steigt, wurde daher von Beginn an versucht, die
Zahl der Primer und Sonden so gering wie mdglich zu halten (JOHNSON 2000). Die Vor-
wartsprimer liegen daher in der variablen V2-Region der 16S-rDNA, wahrend die Sonde
und der Ruckwartsprimer im anschlielienden konservierten Bereich liegen.

Die Fluoreszenzsonden wurden mit folgenden Reporter/Quencher-Kombinationen verse-
hen, um mit den entwickelten Systemen Mdglichkeiten fur eine Multiplex-PCR zu schaffen
(Tab. 13).
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Tab. 13: Sondensequenzen und Reporter/Quencher-Kombinationen zum Nachweis bierschadli-
cher Bakterien

Sonde Verwendung Reporter | Quencher Sequenz 523’

Identifizierung fur FAM BHQ1

i200 Laktobazillen und CCACATTGGGACTGAGACACGGCC
Pediokokken CY5 BHQ2

i il- FAM BHQ1

s700 | Screening Laktobazi A |1 GGCGAAGGCGCTGTCTAGTCTG
len und Pediokokken HEX BHQ1
Screening Pectinatus ROX BHQ2

s560 spp. und Megasphaera CGTAAAGGGAGCGCAGGCGGA
cerevisiae FAM BHQ1

3.2 Primer- und Sondendesign zur Hefeidentifizierung

Die prinzipielle Vorgehensweise beim Design der Hefe-PCR-Assays erfolgte analog zu
den Bakterien-Assays (3.1). Allerdings wurde fiir die meisten Primer-Systeme durch die
Verwendung der Internal transcribed spacer (ITS)-Regionen ein anderer Sequenzab-
schnitt zugrunde gelegt (MOLINA et al. 1993). Bei S. cerevisiae sind die vier verschiede-
nen kodierenden rDNA Gene 5S, 5.8S, 18S (SSU, small sub-unit) und 26S (LSU, large
sub-unit) in einer Kopf-Schwanz-Anordnung in Form von Wiederholungen auf Chromosom
Xl angeordnet. Die 18S, 5.8S, 26S und 5S-Gene sind durch die ITS- bzw. die IGS (Inter-
genic Spacer) voneinander getrennt (MOLINA et al. 1993, DREIER und KLEESIEK 2004).

— (@\] — (@\| n
. E S8 &
L]
18S 5.8S 26S 58

Abb. 2: Schematische Darstellung der 18S, 5.8S, 26S und 5S rDNA von Hefen; Zusatzlich gekenn-
zeichnet ist die Lage der ITS und IGS-Regionen

ITS und IGS sind mit Ausnahme der kurzen 5S und 5.8S Gene nicht-kodierende Abschnit-
te, die im Gegensatz zu den kodierenden Fragmenten einen hohen Grad an interspezifi-
schen Unterschieden aufweisen (FERNANDEZ-ESPINAR et al. 2000). Gleichzeitig sind
die intraspezifischen Polymorphismen in den ITS-Regionen nicht sehr ausgepragt (Abb.
3), weshalb sich diese Regionen anders als die 18S oder 25S rDNA-Abschnitte fir Identi-
fizierungen bzw. Klassifizierungen besser eignen (ESTEVE-ZARZOSO et al. 1999;
MCCULLOUGH et al. 1998; JOSEPA et al. 2000).
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5. biayanus wanm.SES GALATTTTAAL - - AATAAMTTALALACTTTCAACAACGGAT CTOCTTGGTTOCT CGCAT CGAT GA 40
5. hayanus.SEQ G.ﬂ..ﬂ..ﬂ.TTTT.ﬂ..ﬂ..ﬂ.--.ﬂ..ﬂ.TAMTTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGC.&TCG.&TG.&401
. pastotianus carskery SEQ GAMLLTTTTALL - - BATA-TTAAALLLCTTTCAACALCGGEATCTCTTGGTTCT CGOAT CGATGA 284
Scereuisiae.FEQ GALATTTTAAL - - AATA-TTALARLACTTTCAACARACGGATCTCTTGOTTOCT CGCAT CGAT GA 40
GALABTTTTALML- - ST T ARALACTTTCARACAAMCGGATCTCTTGGTT CTCGCAT CGAT G A 40

. ver. s5p. chevalien SEQ

,=

5. ver ssp. diasttious SEQ GLALTTTTAAML- - & ST TAAAAACTTTOCAACAMCGGATCTCTTGGTTCTCGCAT CGATGA 40
5. cer. ssp. falicus. SEQ GALAATTTTAAML- - & ST TAAAAACTTTOCAACAMCGGATCTCTTGGTTCTCGCAT COGAT G A 44
5. paradasus SEG GALABTTTTARL - - BATA-TTAAAAACTTTCAACARACGGEATCTOCTTGGTTOT CHOCAT CHATGA 40
OGS 142560 GAALTTTTAMA - - AT A - TTARARLCTTTCAACARCGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGA &
0G5t 184560 GALAATTTTAAL - - - TA-TTAAAAACTTTCARCAAMCGGATCTECTTGGTTCTCGCAT COATGA &
045 5t BB.5EG GAMATTTTAAL - - A TA-TTAAAAACTTTCAACAACGGATCTECTTOGTTCTCGCAT CGAT A 44
UG 5 24-70.5EG GALAATTTTAAL - - - TA-TTAAAAACTTTCARCAACGGATCTCTTGGTTCTCGCAT CGATGA 4
UG 5t B6.5EQ GALALTTTTAAL- - B TA-TTALAAACTTT CARMCAACGGATCTCTTGGTTCTCGCAT CGATGA 47

LG St 54.5EG G AR AT T T T AN b - - M- T A T T M bbb T T T CuhchncGdiTeT eT T aaTTeT c6eiTcdnTdrn i
5. hameti. SEQ TTIEAAAACTTTCAACAAMCGGATOCTCTTGGTTCTCGCAT CGAT G A 23]
5. castalli. SEQ TTTAALACTTT CARCAACGGATCTECTTGGTTCTCGCAT CGATGA M
S, daitenensis SEC TT .ﬂ..ﬂ..ﬂ..ﬂ.CTTTC.ﬂ..ﬂ.C.ﬂ..ﬂ.CGG.ﬂ.TCTCTTGGTTCTCGC.ﬂ.CG.&TG.&B‘M
5. exiguus SEQ TTIEAAAACTTTCAACAACGGATECTCTTGGTTECTCGCAT CGAT GA 2
5. Kuyveri SEQ TTIEAAAACTTTCARMCAACGGATOCTCTTGGTTCTCGCAT CGAT G A 267

T e o o

£, rosinil SEQ AAARCTTTCARMCARCGGEAT CTCTTGGTT CTCGCAT CGATGA 264
5. servaezii SEQ S AARBRRCTTT CAACAACGGATCTOCTTGGTTCTCGCAT CGATGA 267
% transvaalensis SEQ A AR CTTTOCAMCARCEGATCT CTTGGTTOTCGCAT CGAT GA 28
LS upisponis SE0 Lo g CT T T e p e i ¢ 6ot cT el T 66T J cT c g AT conT oo

Candida tropicalis. SEQ
Diekhera anomala SE¢
Dizkkera bhuxellensis. SEQ
Diebaryomyces hansenil SEQ
Fishia ahomala SEQ

AL AR CTTT CAMCAACGGATCTECTTGGTTCTCGCAT COATGA

A AR A CTTTCAMCAATIGGEATCTCTTGGTTCT CGCGTCGATGA
AR ACTTTCAMCRAMGGEATCTCTTGGTTCT CG Q|G

TCGALTGA
AAARCTTTCARMCARACGGATCTOECTTGGTTCTCGCAT CGATGA
AAAACTTTCAACAACGGF\TCTCTTGGTTCTCGC.‘\CG.‘\TG.‘\

iT
kit
12
25;
22

Pishia membranefasiens SEG AAA R CTTTCAMCARCEGAT CTOTTEGTT CTCGECAT CGAT GO {2
| o mues LGl SE G lolr g o gl Elalr aly oGl FlT Tlrle s o o ¢ TTT cugcuycaas T ¢TI GGTT el cgeaTeaoT e 34
<& | »
<« T »
ITS1 5.8StDNA

Abb. 3: DNA-Alignment verschiedener Hefen in der ITS1 und der 5.8S rDNA-Region; gelbe Markie-
rungen: Polymorphismen zu S. cerevisiae

Mit dem kombinierten Einsatz von PCR und RFLP ist es bereits mdglich, durch Benutzung
der ITS-Regionen eine Unterscheidung zwischen S. cerevisiaelS. paradoxus auf der ei-
nen und S. bayanus/S.pastorianus auf der anderen Seite zu treffen (MONTROCHER et
al. 1998, FERNANDEZ-ESPINAR 2000, MORAKILE et al. 2002).

Andere haufig angewandte molekularbiologische Verfahren zur Brauhefe-Differenzierung

oder zum Fremdhefe-Nachweis sind

. AFLP (SCHONEBORN 2002)

. PCR mit nachfolgender RFLP (YAMAGISHI et al. 1998, MOLINA et al. 1993,
BARSZCZEWSKI und ROBAK 2003)

. PFGE (KUNZE et al. 1993)

. RAPD-PCR (LAIDLAW et al. 1996, TOMPKINS et al. 1996)

. PCR Fingerprint (BALEIRAS COUTO et al. 1996, de BARROS LOPES et al. 1998)

. Spezifische Standard PCR (JOSEPA et al. 2000, SCHERER 2002, TORRIANI et al.
2004)

Viele dieser Verfahren lassen sich allerdings aufgrund ihrer Komplexitat und Analysen-
dauer nur bedingt in die betriebliche Routineanalytik transferieren (JOSEPA et al. 2000).
Daher wurde versucht, auf Basis der bereits vorliegenden Erkenntnisse schnellere und
benutzerfreundlichere Real-Time PCR Assays zu entwickeln, die flir den Routineeinsatz
in Brauereilabors besser geeignet sind. Im folgenden sind die Primer-Systeme zur Hefe-

Identifizierung aufgelistet (Tab. 14).
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Tab. 14: Real-Time PCR Primersysteme zum Nachweis brauereinrelevanter Hefen

Spezifitat Primer | Sonde sz:ﬁem' Primer-Sequnez (5 23°) Quelle
- Sc-f CAAACGGTGAGAGATTTCTGTGC JOSEPA et
S. cerevisiae Scer Sce | 2000
Sc-r GATAAAATTGTTTGTGTTTGTTACCTCTG al.
Sbp-f CTTGCTATTCCAAACAGTGAGACT
S. bayanus, P JOSEPA et
) Y58 Sbp
S. pastorianus Sbp-r1 TTGTTACCTCTGGGCGTCGA al. 2000
Sbp-r2 GTTTGTTACCTCTGGGCTCG
Untergéarige UG300E CTC CTT GGC TTG TCG AA
Kulturhefen, UG UG300 S&;ERER
S. pastorianUS UG300M GGTTGTTGCTGAAGTTGAGA
o Sd-f , , TTCCAACTGCACTAGTTCCTAGAGG diese Ar-
S. diastaticus Sdia Sdi i
Sd-r GAGCTGAATGGAGTTGAAGATGG beit
, Sx-f TTTCAAAATCTGCTTTATTGCAGTAACC | diese Ar-
S. exiguus Y58 Sx .
Sx-r CATTACGTATCGCATTTCGCTG beit
Candida Ct-f V58 ot CCAAACTTTTTATTTACAGTCAAACTT diese Ar-
S r .
tropicalis Ct-r CTGCAATTCATATTACGTATCGCAT beit
Dekkera Da-f V58 5 ATTATAGGGAGAAATCCATATAAAACACG | diese Ar-
an i
anomala Da-r CACATTAAGTATCGCAATTCGCTG beit
Dekkera Db-f Y58 Db TGCAGACACGTGGATAAGCAAG diese Ar-
. r .
bruxellensis Db-r CACATTAAGTATCGCAATTCGCTG beit
- Pa-f AATGTTAAAACCTTTAACCAATAGTCATG | diese Ar-
Pichia anomala Y58 Pan i
Pa-r ACGTATCGCATTTCGCTGC beit
Pichia Pm-f Y58 Pme ACCTGGAGTATACACACGTCAAC diese Ar-
membranefaciens | pm-r CTAGGTATCGCATTTCGCTGC beit
Saccharomycodes | SI-f Y58 Slu GACGAGCAATTGTTCAAGGGTC diese Ar-
ludwigii Sl-r ACTTATCGCAATTCGCTACGTTC beit

Die verwendeten Sonden wurden mit folgenden Fluoreszenzfarbstoffen (Repor-

ter/Quencher) versehen (Tab. 15).

Tab. 15: Sondensequenzen und Reporter/Quencher-Kombinationen zum Nachweis brauereirele-
vanter Hefen

Sonden-

bezeichnung Reporter Quencher Sequenz 523
FAM BHQ1
Y58 HEX BHQ1 AACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGAT
UG FAM BHQ1 TGCTCCACATTTGATCAGCGCCA
Scer FAM BHQ1 ACACTGTGGAATTTTCATATCTTTGCAACTT
Sbp FAM BHQ1 ACTTTTGCAACTTTTTCTTTGGGTTTCGAGCA
Sdia FAM BHQ1 CCTCCTCTAGCAACATCACTTCCTCCG

Analog zu den Bakterien PCR-Assays wurde auch hier in mehreren Systemen der Vor-

wartsprimer in eine hochvariable Region, in diesem Fall ITS1, gelegt, um auf diese Weise

die Spezifitat der Systeme zu gewahrleisten. Die Sonde (Y58) und der jeweilige Ruick-

wartsprimer waren innerhalb der konservierten 5.8S rDNA lokalisiert. Die Mdglichkeit der

Kombination von ldentifizierungen zu begrenzten Screening-Systemen mit einer mdglichst

geringen Anzahl an Primern und Sonden war somit ebenfalls gegeben.
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Ausnahmen bei dieser allgemeinen Vorgehensweise stellen die Assays Sce, Sbp, UG300

und Sdi dar, auf deren Gestaltung im folgenden genauer eingegangen wird.

3.2.1 Design der Assays Sce und Sbp

Die Taxonomie innerhalb der Saccharomyces sensu stricto-Gruppe unterlag in den letzten
Jahren aufgrund verbesserter molekulargenetischer Methoden einigen Anderungen
(JESPERSEN et al. 2000). Untergarige Brauhefe stellt demzufolge ein Hybrid aus S. bay-
anus oder S. pastorianus und S. cerevisae dar (CASAREGOLA et al. 2001). Sie wird der-
zeit S. pastorianus zugeordnet, da S. pastorianus ebenfalls ein Hybrid aus S. bayanus
und S. cerevisiae ist (VAUGHAN-MARTINI und MARTINI 1998, TAMAI et al. 1998). Die
Begriffe S. carlsbergensis und S. pastorianus werden synonym verwendet (VAUGHAN-
MARTINI und MARTINI 1998). S. pastorianus gilt allerdings auch als Fremdhefe (BACK
1994), was die Einordnung dieser Hefe als Kultur- oder Fremdhefe unklar erscheinen
lasst. Zudem wurde postuliert, dass S. bayanus wiederum ein Hybrid aus S. uvarum und
S. cerevisiae darstellt, und S. uvarum daher als eigene Spezies in der Sacchromyces
sensu stricto-Gruppe etabliert werden sollte (PULVIRENTI et al. 2000).

Zur Auswahl der Primer fir die Sce und Sbp-Systeme standen anfanglich keine Sequenz-
daten von Kulturhefen zur Verfligung. Daher wurden je drei ober- und drei untergarige
Brauhefen der Weihenstephaner Hefebank im betreffenden Abschnitt (ITS1-5.8S-ITS2)
sequenziert. Zur Amplifikation des Zielbereichs wurden die Primer 3126T und 2234C ver-
wendet (MONTROCHER et al. 1998).

Sowohl ober- als auch untergarige Brauhefen wiesen im ITS1-Bereich nahezu identische
Basenfolgen auf, die wiederum im Einklang stehen mit bekannten S. cerevisiae-
Sequenzen der NCBI-Datenbank (Abb. 4). Ober- als auch untergarige Kulturhefen weisen
an den betreffenden Stellen Ubereinstimmende Polymorphismen zu S. bayanus und S.
pastorianus Typstdmmen auf (Abb. 4), was vermuten lie3, dass untergéarige Brauhefen an

der sequenzierten Stelle ausschliellich Sequenzanteile von S. cerevisiae enthalten.

=
o
=
-
o
1
=
3
=
-
o
1

i i ‘ i
06 Brauhefe WHE 148,560 TTCTTGCTATTCCAARACGGETGAGAGATTTETGTGETTTTG
0G Brauhete WHY 184,560 TTCTTGEETATT CCAAACGGETGAGAGATTTETGETGETTTTEG

Neu sequenzierte 0G Brauhete WHY 68,560 TTCTTGEETATT CCAAACGGETGAGAGATTT ETGETGETTTTEG
UG Brauhete WHY 184,560 TTCTTGEETATT CCAAACGETGAGAGATTT ETETGETTTTE

Brauhefen UG Brauhefe WHE 24_70.5EQ TTETTGECTATT CLAARACGGTGAGAGATTTETGTGETTTTG
UG Brauhete WHB 66.5E0 TTCTTGETATTCCAAACGGTGAGAGATTTETGETGETTTTE
Sac bayanus_0BS 395,560 TTCTTGETATT CCAAACA|GTEAGAF - EITTETB|TGT|TTTT S
Sac pastorianus_EBS 1513.5EQ Trc'rrsc'rnr'rccnnncs'rnnsn--e'rrer TeTITTTTS
Sac pastorianus_GBS 153,560 TTCeTTGETATT CCAAACAlGTOAGA|- - g/TToTE|Ta[T|TTTT S

Bekannte NCBI- Sac cerevisiae_CBS 1171T.5E0 TTGETTGETATTGCCAAACGGTGAGAGATTTGTGTGETTTTG

Daten Sae eor spp italieus_CBS 45%.5EQ TTCTTGETATTCCAAACGGETGAGAGATTTETGTGETTTTG
Sac cor spp logos CBS 332.5EQ TTECTTGECTATTCCAAAEGEGETGAGAGATTTETGTGETTTTG
Sae diastaticus_£BS 1782560 TTETTGECTATTCCAAAEGEGETGAGAGATTTETGTGETTTTG
Sat paradokus_EBS 432.5EQ TTCTTGEETATTCCAAACGGETGAGAGATTT ETGTGETR|ITT G

Abb. 4: Ausschnitt aus ITS1-Sequenzdaten bereits sequenzierter Hefen und neu sequenzierter
Brauhefen
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Das Sce-System ist von JOSEPA et al. (2000) abgeleitet und basiert, bis auf zwei zusatz-
liche Basen am 5°-Ende, auf demselben Vorwartsprimer. Um die Real-Time PCR Kompa-
tibilitdt des Systems herzustellen (Amplikon < 150 bp), wurden der Rickwartsprimer und
die Sonde ebenfalls innerhalb der ITS1-Region gewahlt.

Der Vorwartsprimer des Sbp-Systems leitet sich ebenfalls auf JOSEPA et al. (2000) ab.
Sonde sowie Ruckwarsprimer liegen analog zum Sce-System in der ITS1-Region.

GemalR der vorliegenden Sequenzinformationen war zu erwarten, dass das Sce-System
ober- und untergarige Brauhefen sowie Varietadten von S. cerevisiae erfaldt. Mit dem Sbp-
Assay hingegen mussten sich spezifisch S. bayanus, S. pastorianus und S. uvarum de-

tektieren lassen.

3.2.2 Design des UG300-Assays

Das UG300-Assay zur ldentifizierung untergariger Hefen basiert auf dem von SCHERER
(2002) mittels subtraktiver Hybridisierung abgeleiteten Primerpaar UG300E/UG300M. Das
Standard-PCR Assay bot durch die geringe Amplikonlange von 107 bp gute Vorausset-
zungen fir einen Transfer auf Real-Time PCR. Da lber die Basenfolge zwischen den
Primern nur von der damals verwendeten Hefe (WHB 34/70) Sequenzdaten zur Verfi-
gung standen, wurden die Amplikons zweier zusatzlicher untergariger Brauhefen sequen-
ziert. Bei Ubereinstimmender Basenfolge, sollte anschlieffend eine Fluoreszenzsonde zur
Detektion untergariger Hefen eingefiigt werden.

Die Sequenzierung ergab, dass bei den untersuchten Hefen ein ausreichendes Mal} an

Homologien fur eine universelle Sonde vorlag (Abb. 5).

UG Brauhele WHB 194.SEQ  CACCCTGAAGCTGGGTATAACCACCTCACTGCTCCACATTTGATCAGCGCCATTGAGCTCGATCTAG 6
UG Brauhefe WHB 34-70.5EQ CECTGAAGCTGGGTATAACCACCTCACTGCTCCACATTTGATCAGCGCCATTGAGCTCGATCTAGﬁl
UG Brauhefe WHB 66.5EQ CACCCTGAAGCTGGGTATAACCACCTCACTGCTCCACATTTGATCAGCGCCATTGAGCTCGATCTAG 6

Abb. 5. Sequenz der PCR-Amplikons dreier untergariger Hefen basierend auf dem UG300-
Primersystem

3.2.3 Design des Sdi Assays

Die Primer fur das Sdi-System basieren auf dem sta7-Gen von S. diastaticus. Dieses Gen
codiert flr eine extrazellulare Glucoamylase und begriindet somit den Ubervergarenden
Charakter von S. diastaticus. Durch die Verwertung von héheren Zuckern und Dextrinen
kann Wachstum in endvergorenem Bier erfolgen, weshalb diese Hefe als obligat bier-
schadlich eingestuft wird (BACK 1994). Zusatzlich kénnen S. diastaticus Fremdhefen
durch Decarboxylierung von Ferula- oder Zimtsdure unerwiinschte ,phenolic-off-flavours®
erzeugen (HOPE 1987).

In Abb. 6 und Abb. 7 ist der unterschiedliche Aufbau des Gens bei S. diastaticus und bei
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S. cerevisiae dargestellt. Bei S. diastaticus grenzen die Untereinheiten des sta7-Gens (I-
IV und IS) direkt aneinander an, wahrend sie bei S. cerevisiae durch Insertionen zersplit-
tert sind in die S1, S2 und SGA-Region (YAMAGISHI et al. 1997).
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Abb. 6: Aufbau des sta7-Gens von S. diastaticus
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Abb. 7: Aufbau des sta7-Gens von S. cerevisiae

Die extrazellulare Glucoamylase wird nur von S. diastaticus-Stdmmen gebildet, wahrend
S. cerevisiae-Stamme Uber eine intrazellulare sporulationsspezifische Glucoamylase ver-
fugen. Das S. diastaticus Glucoamylasegen sta? ist vermutlich durch Fusion der S1, S2
und SGA Regionen von S. cerevisiae entstanden (YAMASHITA et al. 1985, PRETORIUS
und LAMBRECHTS 1991).

Der abweichende Aufbau ermdglichte bereits die Auswahl geeigneter Primer zum spezifi-
schen Nachweis von S. diastaticus (DREIER und KLEESIK 2004, YAMAGISHI et al.
1997). Allerdings sind die erwahnten Systeme auf LightCycler PCR mit FRET Hybridisie-
rungssonden bzw. Standard PCR ausgelegt. Die entstehenden PCR-Produkte sind in
beiden Fallen zu grof fir ein effektives TagMan-PCR Assay.

Die Primer der vorliegenden Arbeit wurden in den Regionen | und Il gewahlt, wahrend die
Sonde auf dem Ubergang zwischen | und Il plaziert wurde (Abb. 6). Die Primer besitzen
bei S. cerevisiae zwar ebenfalls eine Bindestelle, allerdings sind die Primer ca. 950 bp
voneinander getrennt (Abb. 7), weshalb unter Real-Time PCR Bedingungen eine ungenui-
gende PCR-Effizienz vorliegt. Sollte dennoch eine Amplifikation von S. cerevisiae-DNA
stattfinden, wird durch die fehlende Bindestelle fir eine Sonde eine Fluoreszenzmessung
verhindert, da die Bereiche | und Il nicht direkt angrenzen und ein Anlagern der Sonde
verhindert wird (Abb. 7, Abb. 8).
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Abb. 8: Primer (rot und blau) und Sonde (griin) des Sdi-Assays auf dem sta1-Gen von S. diastati-
cus. Zusatzlich dargestellt sind die Regionen S2 1, S1 I, S1 1S, S1 Ill und SGA IV von S. cerevisiae
an der entsprechenden Stelle (siehe Abb. 6, Abb. 7)

Der von YAMAGISHI et al. (1997) dargestellte unterschiedliche Aufbau der Glucoamyla-
segene bei S. cerevisiae und S. diastaticus wurde anhand zweier Primer-Systeme mittels
Standard PCR Uberprift. Zum einen wurde das Sdi-System (Tab. 14, Abb. 8) ohne Sonde
verwendet. Zusatzlich wurde ein Primerpaar gewahlt, bei dem der Vorwartsprimer in der
Region Il und der Ruckwartsprimer im 1S-Abschnitt lag. Falls die beschriebene Struktur
der Gene zutrifft, mussten sich mit dem zweiten System (Sdi2) bei S. cerevisiae zwei
Banden ergeben, wahrend bei S. diastaticus nur eine Bande detektierbar sein sollte (Sdi2-
f. CCATCTTCAACTCCATTCAGCTCTG; Sdi2-r: TGGTGTTATGACAGAAGTCGTAGTT). Abb. 9
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Spur 1: 100 bpl Spur 1: 100 bpl

Spur2: WHB 34/70 Spur2: WHB 34/70

Spur3: WHB 66 Spur3: WHB 66

Spur4: WHB 148 Spur4: WHB 148

Spur5:  S. cerevisiae DSM 70449 Spur5:  S. cerevisiae DSM 70449

Spur6: WHB 68 Spur6: WHB 68

Spur7:  S. diastaticus (DSM 70449) Spur7:  S. diastaticus (DSM 70449)

Spur8: S. diastaticus (2) Spur8: S. diastaticus (2)

Spur9: S. bayanus (DSM 70508) Spur9: S.bayanus (DSM 70508)

Spur 10: S. pastorianus (DSM 6581) Spur 10: S. pastorianus (DSM 6581)

Abb. 9: Struktur der Glucomaylasegene bei verschiedenen Saccharomyces-Hefen. Standard PCR
mit Sdi-Assay (links) und Sdi2-Assay (rechts)

35



Primer- und Sondendesign

Das Sdi-System lieferte die erwarteten Banden flr S. diastaticus. Zusatzlich wurden bei
den Hefen WHB 34/70, 66 und 148 schwache Banden mit einer Lange von etwa 1300 bp
festgestellt, was in etwa dem Bereich zwischen den Regionen | und Il in Abb. 7 entspricht.
Unter Real-Time PCR-Bedingungen ist allerdings nicht mit einer Detektion dieser Hefen
zu rechnen. Mit dem Sdi2-Assay wurden bei den jeweiligen Hefen differierende Banden-
muster erzielt, wobei die unterschiedlichen Saccharomyces-Hefen 1-3 Banden aufwiesen,
wahrend die S. diastaticus-Stamme nur eine Bande ausbildeten (Abb. 9). Die erzielte
Bande (~80 bp) der S. diastaticus Hefen war einmalig vertreten. Der unterschiedliche Auf-
bau des Gens bei S. diastaticus im Vergleich zu anderen Vertretern der Saccharomyces
sensu stricto-Gruppe konnte bestatigt werden. Allerdings wurde durch die Bandenmuster
gezeigt, dass nicht fir alle S. cerevisiae-Hefen zwingend die von YAMAGISHI et al.

(1997) aufgezeigte Struktur vorliegt.
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4 Optimierung der PCR-Probenaufarbeitung

Ausgehend von der Probe bis hin zur eigentlichen PCR stellt sich ein typischer Arbeitsab-
lauf fur eine PCR-Analyse wie folgt dar (Abb. 10).

z.B. 500 ml | Probe mit bierschéadlichen Zielorganismen

|

Konzentrierung der Zellen
(Filtration / Zentrifugation)

Reihenfolge
kann geéndert l
erden Kulturelle Voranreicherung
u
(optional) 1-3 Tage
v |
~ 200 pl DNA Isolierung 0,5-2 h / 20 Proben
PCR pipettieren 0,5h /20 Proben
~ 30 pl PCR Reaktion 1-2 h

Abb. 10: Ablaufschema PCR-Probenaufarbeitung

Ebenfalls exemplarisch dargestellt ist der etwa notwendige Zeitbedarf und das zu hand-
habende Volumen bei der Durchflihrung einer PCR.

Anhand von Abb. 10 wird deutlich, dass vor allem die Punkte Konzentrierung der Zellen,
kulturelle Voranreicherung und DNA Isolierung so optimal wie mdglich gestaltet sein mus-

sen, um ein korrektes Analysenergebnis zu gewahrleisten.

4.1 Verbesserte Methoden zur kulturellen Voranreicherung bierschadlicher

Bakterien fiir nachfolgende PCR

Die kulturelle Voranreicherung ist kein essentieller Bestandteil der PCR-Analytik, kann
allerdings fir den hier angewandten Zweck notwendig werden, um eine ausreichende
Sensitivitdt bzw. Nachweissicherheit der Methode zu garantieren (JUVONEN et al. 1998,
BISCHOFF et al. 2001).

4.1.1 Ausgangssituation

Bei Verkeimungen im Spurenbereich bzw. unterhalb der PCR-Nachweisgrenze bietet die
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kulturelle Voranreicherung eine einfache Mdoglichkeit, um das fir die PCR-Analytik not-
wendige Keimniveau zu erreichen. Gleichzeitig wird die Wahrscheinlichkeit erhdht, dass
lebende Keime erfasst werden (JUVONEN et al. 2003, HORFAAR et al. 2003). Die Voran-
reicherung muss so effektiv wie moglich gestaltet werden, um die Vorteile der PCR wie
Schnelligkeit oder Spezifitat nicht durch unsachgemafRe Kultivierungsmethoden zunichte
zu machen. Die Anforderungen an eine praxistaugliche Voranreicherung bzw. ein Nach-
weismedium lassen sich dabei wie folgt darstellen (BRANDL und GEIGER 2003):

« Schnelles und sicheres Wachstum aller obligat und potentiell bierschadlichen Bakteri-
en mit Hilfe eines universellen Mediums (Lactobacillus spp., Pediococcus spp., Me-
gasphaera spp., Pectinatus spp.)

« Eignung des Nahrmediums fur nachfolgende PCR (keine DNA Verunreinigungen, kei-

ne PCR-inhibierenden Substanzen)

Um diese Ziele zu erreichen, stellen sich folgende Fragen in Bezug auf Medium und Me-
thode:

. Fester oder flissiger Nahrboden?

« Welches Nahrmedium ist am geeignetsten?

. Spezifische oder unspezifische Anreicherung?

. Bei filtrierbaren Proben: Filtration vor oder nach der Anreicherung? (Zur Vermeidung

einer aeroben Stresssituation fir strikt anaerobe Keime)

Prinzipiell benétigen Milchsaurebakterien fiir optimales Wachstum komplexe, nahrstoffrei-
che Milieubedingungen, da ihr hoher Bedarf an Aminosauren, Vitaminen, Spurenelemen-
ten und Nukleinsdurederivaten nur auf diese Weise zu decken ist (SCHLEGEL 1992).
Daher liegen speziell bei der Fragestellung, welches Medium zum Nachweis bierschadli-
cher Bakterien am besten geeignet ist, differierende Meinungen vor. Auf diesem Gebiet
wurden unterschiedliche Ergebnisse erzielt und da das optimale Medium speziell zum
Nachweis aller Milchsaurebakterien noch nicht gefunden wurde, wird oft eine Kombination
verschiedener Medien empfohlen (JESPERSEN und JAKOBSEN 1996, BOULTON und
QUAIN 2001, SAKAMOTO und KONINGS 2003).

Der Grund fir diese unterschiedliche Bewertung liegt oft in der Zielsetzung, die mit den
jeweiligen Medien verfolgt wird. So sind Medien, die die Mehrzahl aller Laktobazillen er-
fassen, meist nicht selektiv genug gegeniber harmlosen Indikatorkeimen, wahrend sehr
selektive Medien Defizite in der Nachweissicherheit aufweisen (CAMPBELL und PRIEST
1996). Die Bierschadlichkeit, und damit auch die Fahigkeit von Milchsaurebakterien in
Bier und auf selektiven Nahrbdéden zu wachsen, liegt in erster Linie in den Hopfenresis-
tenzmechanismen dieser Bakterien begrindet (SAKAMOTO und KONINGS 2003,
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SIMPSON und FERNANDEZ 1991, SIMPSON 1993, SAMI et al. 1997). Mit unterschied-
lich selektiven Medien konnte zudem auch gezeigt werden, dass sich Differenzen in der
Nachweisgeschwindigkeit ergeben. So weisen Keime auf selektiven Nahrbéden eine ge-
ringere Wachstumsgeschwindigkeit auf als bei unselektiven Medien (OTT 2001). Dieser
Punkt ist allerdings entscheidend, wenn kulturelle Voranreicherung mit einer Schnellme-
thode wie PCR kombiniert werden soll. Trotz der Vielfalt an Medien werden generell MRS,
modifizierte Versionen von MRS, VLB-S7, RR-3 und NBB als geeignete Medien zum
Nachweis von Milchsaurebakterien genannt (PRIEST und CAMPBELL 1996,
JESPERSEN und JAKOBSEN 1996, JUVONEN et al. 2003).

Zum Nachweis gram-negativer strikt anaerober Bakterien wie Pectinatus spp. oder Me-
gasphaera cerevisiae werden ebenfalls eine Reihe von Nahrmedien empfohlen, darunter
SMMP, ein Medium, das speziell fur diese Keime entwickelt wurde (LEE 1994). Allerdings
werden auch NBB-C, MRS und MIB als geeignet angesehen (THOLOZAN et al. 1997,
SAKAMOTO und KONINGS 2003, JUVONEN et al. 2003). In vorangegangenen Arbeiten
am Lehrstuhl wurde MIB als bestes Medium zum Nachweis von Pectinatus spp. und Me-
gasphaera cerevisiae getestet (OTT 2001).

Zusatzlich liegen im Brauereibereich filtrierbare Proben (Drucktanks, Abflllung) und unfilt-
rierbare Proben (Hefe, Gar-, Lagerkeller) vor, die unterschiedliche MalRnahmen zur Pro-
benverarbeitung und Zellsammlung notwendig machen. Ein verlasslicher Schnellnachweis
ist im Abflllbereich von herausragender Bedeutung, da hier die Chargenfreigabe erfolgt.
Fur alle Versuche wurden Flissignahrbéden verwendet, da hier eine optimale Nahrstoff-
versorgung und ein optimales Wachstum gewahrleistet ist (STRACHOTTA 2003). Aul3er-
dem koénnen Flussigmedien im weiteren PCR-Ablauf problemlos bearbeitet werden. Es
bestehen gute Moglichkeiten zur Einengung von Zellen mittels Filtration oder Zentrifugati-
on. und Flussignahrbdden kénnen fur filtrierbare und unfiltrierbare Proben eingesetzt wer-

den.

4.1.2 Auswirkungen einer Membranfiltration auf eine nachfolgende Anreicherung

Vor den Medien-Vergleichstests sollte die Frage geklart werden, ob bei filtrierbaren Pro-
ben eine Membranfiltration vor oder nach der Anreicherung erfolgen sollte. Eine Memb-
ranfiltration bietet den Vorteil der quantitativen Sammlung aller in der Ausgangsprobe ent-
haltenen Zellen. Dadurch lieRe sich die Nachweissicherheit bei Spurenkontaminationen
erhohen, da anschlieRend der Filter mit der maximalen Anzahl an Keimen bebritet wird.
Allerdings konnten die oxidativen StreRbedingungen wahrend dieser Art der Probenbe-
handlung zum Absterben strikt anaerober Keime wie z. B. Pectinatus spp. und Me-
gasphaera cerevisiae fuhren. Eine anschliellende Kultivierung wéare somit nicht mehr
moglich (JUVONEN et al. 1998, JUVONEN et al. 2003).

39



PCR-Probenaufarbeitung - Optimierung

In diesem Zusammenhang wurden Laktobazillus lindneri und Laktobazillus brevis (BS 38,
BS 40) sowie Pectinatus frisingensis (BS 42) und Megasphaera cerevisiae (BS 46) jeweils
in Dreifachbestimmung untersucht. Die Keime wurden nach Filtration einer beimpften 500
ml Bierprobe bzw. ohne vorherige Filtration auf BVF mit den entsprechenden Nahrmedien
Uberimpft und anschlieRend 8 Tage anaerob bebritet. Die Filtrationsproben sowie die
BVF ohne Filter wurden mit jeweils 10° Zellen des jeweiligen Zielkeims beimpft. Die Kulti-
vierung der Laktobazillen erfolgte in MRSF und die strikt anaeroben Keime wurden in MIB
bebritet.

Tab. 16: Auswirkung einer Membranfiltration auf eine nachfolgende Kultivierung obligat bierschad-
licher Keime; Dreifachbestimmung pro Keim und Methode

8-tagige Inkubation; Zeitdauer bis zur visuellen Triibung; Mittelwert und
Standardabweichung [h]

, , . Pectinatus fris- | Megasphaera
L. lindneri (BS 38) | L. brevis (BS 40) ingensis (BS 42) | cerevisiae (BS 46)

Probenart

Filtration einer beimpften
Bierprobe; Inkubation 52+3 3112 neg neg
des Filters in MIB

Zellen ohne Filtration auf
MIB tUberimpft

Wie zu erwarten, konnte bei den strikt anaeroben Keimen nach einer Membranfiltration
keine Vermehrung mehr registriert werden. Bei den beiden getesteten Laktobazillen zeig-
te die Filtration keine Auswirkungen auf die Wachstumsgeschwindigkeit, da Milchsaure-
bakterien mikroaerophil sind (SCHLEGEL 1992).

Die Versuche bestétigten, dass eine Filtration des gesamten Probenvolumens vor der

Anreicherung aus den eben genannten Grinden vermieden werden sollte.

4.1.3 Zusammenhang zwischen Nachweisgeschwindigkeit und Selektivitat

4.1.3.1 Nachweisgeschwindigkeit bei Milchsdurebakterien

Die vergleichenden Tests zwischen verschiedenen Nahrbdéden wurden mit den empfohle-
nen Standardnahrbéden NBB-B, NBB-C, MRSF und RR-3 durchgefiihrt. Aufgrund voran-
gegangener Veroffentlichungen (JESPERSEN und JAKOBSEN 1996, BISCHOFF 2001)
und lehrstuhlinterner Vorarbeiten (OTT 2001) erschienen diese Medien, oder eine Kombi-
nation aus ihnen, am vielversprechendsten.

Um unterschiedliche Selektivitdten zu simulieren, wurde bei den Medien der Bieranteil in
der Anreicherung schrittweise erhoht. Bei den selbst hergestellten Nahrboden wurden
verschieden stark konzentrierte Versionen der Medien mit variierendem Bieranteil auf
Einsatzkonzentration ausgemischt und angeimpft (Tab. 5). Die Fertigmedien NBB-B und

NBB-C wurden wie empfohlen verwendet. In einer ersten Versuchsreihe wurde die
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Wachstumsgeschwindigkeit jeweils dreier obligat bierschadlicher Milchsaurebakterien (BS
38, BS 40, BS 242) und dreier potentiell schadlicher Laktobazillen (BS 3, BS 285, BS 291)
Uberprift (n = 3). Die Kontrolle des Wachstums erfolgte anhand der Zeitdauer bis zu einer
visuell feststellbaren Trubungszunahme in den BVF (Abb. 11). Aulierdem wurden die Zell-
zahlen zu definierten Zeitpunkten (0 h, 24 h, 48 h, 72 h) mittels ausplattieren von 20 pl
Aliquots auf MRS-Agarplatten Uberpruft. Von den Anreicherungen der obligaten Bier-
schadlinge und zweier potentieller Schadkeime wurden zusatzlich PCR-Untersuchungen
durchgefiihrt (24 h, 48 h, 72 h).

180
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'g' 140 B L. brevis
3 120 4 O P. damnosus
§ 100 B L. casei
L 804 @ L. plantarum
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Abb. 11: Anreicherung obligat und potentiell bierschadlicher Laktobazillen in verschiedenen Flus-
sighdhrmedien; Zeitdauer [h] bis zum Eintritt einer visuell feststellbaren Trilbbungszunahme

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass die Zeitdauer bis zum Eintritt einer visuell wahrnehm-
baren Tribung mit zunehmendem Biergehalt in der Anreicherung ansteigt, wobei diese
Tendenz bei den potentiell schadlichen Keimen deutlich starker ausgepragt ist (Abb. 11).
Bei BS 38, BS 40 und BS 242 ergaben sich Unterschiede zwischen langsamster und
schnellster Methode von maximal 24 h (BS 242), wahrend sich bei BS 3, BS 285 und BS
291 Differenzen von teilweise Uber 100 h ergaben.

Bei den Koloniezahlresultaten sind in den Diagrammen die Zeitpunkte dargestellt, bei de-
nen ein eindeutiges Auszahlen noch mdglich war (CFU < 500/Platte) sowie der Zeitpunkt,
bei der die Zellzahl zum ersten mal = 500/Platte betrug. Eine exakte Zellzahlbestimmung
auf den Platten war ab hier nicht mehr mdglich, weshalb die Werte mit ,500“ (ohne Stan-
dardabweichung) angegeben werden. Die tatsachlichen Werte lagen jedoch teilweise
weitaus hoher. Die hier erzielten Resultate bestatigten die Beobachtungen der visuellen
Tribungskontrolle. Eine Erhéhung des Bieranteils hatte zu vergleichbaren Zeitpunkten

stets eine geringere Keimzahl zur Folge. Exemplarisch sind an dieser Stelle die Ergebnis-
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se von L. brevis (BS 40; Abb. 12) und L. plantarum (BS 285; Abb. 13) dargestellt. Die Re-
sultate der Ubrigen Keime (BS 38, BS 242, BS 3, BS 291) sind im Anhang ersichtlich
(Anh. 1-Anh. 4).
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Abb. 12: Anreicherung von L. brevis (BS 40) in verschieden konzentrierten Flissignahrmedien mit
variierendem Bieranteil; CFU in 20 pl Aliquots nach definierten Zeitpunkten; (CFU = 500 nicht mehr
auszahlbar; CFU = 500 sind als Ordinatenwert 500 dargestellt)
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Abb. 13: Anreicherung von L. plantarum (BS 285) in verschieden konzentrierten Flussigndhrme-
dien mit variierendem Bieranteil; CFU in 20 ul Aliquots nach definierten Zeitpunkten; (CFU = 500
nicht mehr auszahlbar; CFU = 500 sind als Ordinatenwert 500 dargestellt)

Hier bestatigte sich wiederum, dass sich bei den potentiell schadlichen Organismen eine
Zunahme der selektiven Kriterien in starkerem Malle auf die Wachstumsgeschwindigkeit
auswirkt. Bei BS 38, BS 40 und BS 242 ergab sich kein Fall, bei dem das Keimniveau der
schnellsten Methode nicht innerhalb von 24 h auch mit der langsamsten Methode erreicht
wurde. Bei BS 3, BS 285 und BS 291 ergaben sich hier Unterschiede von = 48h.
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Die bisher erfolgten Kontrollen der Wachstumsgeschwindigkeit wurden abschlieliend
noch mittels PCR abgesichert.

Zu definierten Zeitpunkten wurden 150 ul Aliquots der Anreicherungen entnommen und
mittels Real-Time PCR untersucht (PCR-Assay: sLP600). Bei negativen Ergebnissen ist
beim entsprechenden Zeitpunkt kein Wert angegeben. Proben, die zum untersuchten
Zeitpunkt schon Tribung aufwiesen, wurden nicht mehr mittels PCR untersucht. Zur Ver-
deutlichung des Keimniveaus zu diesen Zeitpunkten sind in den Abbildungen Ci-Werte
von ,20“ (ohne Standardabweichung) angegeben, was in etwa dem Ci-Wert einer solch
starken Verkeimung entsprechen wirde. Aulder L. brevis (BS 40; Abb. 14) und L. planta-
rum (BS 285; Abb. 15) sind die Ergebnisse wiederum dem Anhang zu entnehmen (Anh.
5-Anh. 7).
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Abb. 14: Anreicherung von L. brevis (BS 40) in verschieden konzentrierten Fliissigndhrmedien mit
variierendem Bieranteil; PCR C-Werte nach definierten Zeitpunkten
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Abb. 15: Anreicherung von L. plantarum (BS 285) in verschieden konzentrierten Flissigndhrme-
dien mit variierendem Bieranteil; PCR C-Werte nach definierten Zeitpunkten
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Mit den PCR-Untersuchungen wurde ebenfalls belegt, dass mit einer Zunahme der selek-
tiven Kriterien, d. h. mit erhéhtem Bieranteil in der Anreicherung, die Zeitdauer bis zum
Nachweis verlangert wird.

Bei den obligat schadlichen Keimen war nur eine Verzégerung von < 24 h zu erkennen,
bis sich die Ci-Werte der einzelnen Methoden nahezu anglichen. In allen Fallen war ein
PCR-Nachweis nach 48 h mdglich. Bei den potentiell schadlichen Keimen war mit den
unselektiven Methoden ein eindeutiger PCR-Nachweis bereits nach 24 h moglich (0 bzw.
50 % Bieranteil). Die selektiveren Methoden (66 bzw. 80 % Bieranteil) bendtigten > 48 h
und mit 95 % Bieranteil (NBB-C) war im Untersuchungszeitraum kein PCR-Signal zu er-
zielen.

Zum Erreichen einer optimalen Nachweisgeschwindigkeit waren somit auch flr einen
PCR-Nachweis die Medien ohne Bieranteil bzw. mit wenig Bieranteil (50 %) am besten
geeignet.

Trotz guter Ergebnisse wurde fiir alle weiteren Versuchsreihen das Nahrmedium RR-3
nicht weiter verwendet, da es als Fertignahrboden nicht kommerziell erhaltlich ist und so-

mit flr die Routineanwendung in Brauereien nicht in Frage kommt.

4.1.3.2 Nachweisgeschwindigkeit bei Pectinatus/Megasphaera

Fur die gram-negativen, strikt anaeroben Keime Pectinatus spp. und Megasphaera cere-
visiae wurden die Medien 2x MRSF, 2x MIB , eine Mischung aus 2x MRSF und 2x MIB im
Verhatnis 1 : 1 und NBB-C (3) getestet. NBB-C kam hier in einer Variante mit weniger
Bieranteil (50 %) zum Einsatz (BACK 2004), da das Wachstum von Megasphaera cerevi-
siae bei Alkoholkonzentrationen > 3,8% (g/v) beeintrachtigt wird (JESPERSEN und
JAKOBSEN 1996). Da unter 4.1.2 gezeigt wurde, dass sich eine Membranfiltration nega-
tiv auf das Wachstum dieser Keime auswirkt, wurde auf eine Filtration verzichtet und mit
einem Bieranteil von 50 % in der Anreicherung gearbeitet. Vor der Anreicherung wurde
Bier mit den Zielkeimen beimpft (10° Zellen/500ml) und 25 ml des zu untersuchenden
Bieres wurden ohne Filtration mit den Medien-Konzentraten versetzt. Die Verhaltnisse
zwischen Medium, Bier und ddH»0 konnen Tab. 5 enthommen werden.

Die Ergebnisse der Tribungskontrolle zeigten, dass mit 2x MIB bzw. der Mischung aus 2x
MIB/2x MRSF die schnellste Kultivierung dieser Keime erzielt werden konnte. NBB-C (3)
erwies sich ebenfalls als geeignet, wahrend 2x MRSF im Vergleich zu den anderen Me-

dien bei allen Keimen deutlich schlechtere Ergebnisse lieferte (Abb. 16:).
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Abb. 16: Anreicherung von Pectinatus spp. und Megasphaera cerevisiae in verschiedenen Flis-
signdhrmedien; Zeitdauer [h] bis zum Eintritt einer visuell feststellbaren Tribung

Ein Ausplattieren zu definierten Zeitpunkten erfolgte bei diesen schwer zu kultivierenden
Keimen nicht, da davon ausgegangen werden konnte, dass das Wachstum auf den Plat-
ten nicht die Keimzahl in den BVF widergespiegelt hatte.

Allerdings wurden parallel zu den BVF der Tribungskontrolle noch je drei weitere BVF pro
Keim beimpft und hieraus nach 72 h 500 ul Aliquots fiir eine PCR enthommen. Die PCR-
Ergebnisse bestatigten die Beobachtungen der Tribungskontrolle (Abb. 17). 2x MIB und
2x MIB / 2x MRSF ermd@glichten den schnellsten Nachweis bei Pectinatus/Megasphaera.
NBB-C (3) erwies sich in dem Uberpriften Zeitrahmen bei drei der getesteten Keime als
tauglich, wahrend bei 2x MRSF innerhalb 72 h bei keinem der Organismen ein positives

Signal registriert werden konnte.
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Abb. 17: Anreicherung von Pectinatus spp. und Megasphaera cerevisiae in verschiedenen Flis-
signahrmedien; PCR Ci-Werte nach 72 h
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Aufgrund der erzielten Ergebnisse wurde fir kiinftige Versuche standardmafig eine 1 : 1
Mischung aus 2x MRSF und 2x MIB verwendet. Mit MRSF wurden gute Ergebnisse bei
Milchsaurebakterien erzielt und MIB bzw. MRSF/MIB erwiesen sich fir die strikt anaero-
ben Keime als effektivstes Nachweismedium. Die Forderung nach einem Universalmedi-
um zur Detektion aller obligat und potentiell schadlichen Keime wird durch diese Medien-

kombination am besten verwirklicht.

4.1.3.3 Selektivitat verschiedener Anreicherungsmethoden anhand von Keimgemi-

schen

Um die erzielten Erkenntnisse bei der Nachweisgeschwindigkeit im Hinblick auf eine aus-
reichende Selektivitdt der Methode zu Uberprifen, wurden im Anschluss Keimgemische
mit obligat und potentiell schadlichen Organismen untersucht. Obligat schadliche Keime
wachsen oftmals langsamer als potentiell schadliche Keime oder Indikatorkeime (BACK
1994). Aus diesem Grund sollte Uberpruft werden, ob durch die eintretende Konkurrenzsi-
tuation das Wachstum von einer der beiden Gruppen unter bestimmten Bedingungen ge-
hemmt wird, bzw. welche Bedingungen evtl. beiden Keimen ein Wachstum ermdglichen.
Bei den Keimgemischen wurden Milchsaurebakterien verwendet, die sich bei entspre-
chendem Wachstum mikroskopisch eindeutig voneinander unterscheiden lieken (Tab.
17). AulRerdem stand fur jeden der eingesetzten Keime ein spezifisches PCR-Assay zur
Verfligung, so dass ein Wachstum auch mittels PCR dokumentiert werden konnte (Tab.
18).

Anhand der Zeitdauer bis zur Tribung der BVF ist wiederum ersichtlich, dass die Vermeh-
rungsgeschwindigkeit stark vom Bieranteil in der Anreicherung abhangt. Zusatzlich andert
sich mit Zunahme des Bieranteils auch das Keimspektrum in den BVF (Tab. 17).

Die potentiell schadlichen Organismen wachsen schneller und in erster Linie in den un-
spezifischen Nahrmedien mit keinem oder wenig (50 %) Bieranteil. Die langsamer wach-
senden obligat schadlichen Bakterien sind hier nicht nachzuweisen, d. h. das Wachstum
dieser Organismen wird unterdriickt.

Bei 2x MRS/2x MIB mit 70 % Bieranteil wachsen in allen drei Fallen beide Keime parallel,
ebenso wie in einem Fall bei der Verwendung von NBB-C mit 75 % Bieranteil. Ansonsten
erfolgt in den BVF mit NBB-C und 95 % Bieranteil bevorzugt das Wachstum der obligat
schadlichen Organismen. Die potentiellen Bierschadlinge werden offensichtlich durch die
selektiven Kriterien der Anreicherung sowie die Konkurrenzsituation durch die obligaten
Bierschadlinge am Wachstum gehindert. Diese Verschiebung im Keimspektrum konnte
sowohl mittels mikroskopischer Analyse als auch durch spezifische PCR 72 h nach An-
impfen der BVF belegt werden (Tab. 17, Tab. 18).
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Tab. 17: Anreicherung von Keimgemischen in verschieden konzentrierten Flussigndhrmedien mit
variierendem Bieranteil;, Zeitdauer [h] bis zum Eintritt einer visuell feststellbaren Tribung und mik-
roskopischer Befund des Wachstums

Organismen- Nihrmedium Zusammen- Inkubationsdauer bis zur sichtbaren Triibung [h] / Mikroskopischer Befund
gemisch setzung [%] 24-48 h 48-72 h 72-96 h 96-120 h
2x MRSF/2x MIB/ddH,0O 25/25/50 + / L. plantarum ++ / L. plantarum ++ / L. plantarum ++ / L. plantarum
L. plantarum [2x MRSF/2x MIB/Bier 25/25/50 -/- ++ / L. plantarum ++ / L. plantarum ++ / L. plantarum
(BS 285) 2% MRSF/2x MIB/Bier 15/15/70 /- /- ++ /L. plantarumund | ++ /L. plantarum und
P. damnosus P. damnosus P. damnosus
(BS 242) NBB-C/Bier/ddH,0 5/75/20 -/- -/- -/ - +/ P. damnosus
NBB-C/Bier 5/95 -/ - -/ - -/ - + / P. damnosus
2x MRSF/2x MIB/ddH,0 25/25/50 + /L. casei ++ /L. casei ++ /L. casei ++ /L. casei
L.casei  |2xMRSF/2x MIB/Bier 25/25/50 -1- -1- + /L. casei und + /L. casei und
(BS 3) P. damnogus P. damn0§us
P. damnosus |2x MRSF/2x MIB/Bier 15/15/70 -1- -1- + /L. casel und + /L. casel und
(BS 242) P. damnosus P. damnosus
NBB-C/Bier/ddH,0 5/75/20 -/- -/ - -/ - + / P. damnosus
NBB-C/Bier 5/95 -/ - -/ - -/ - + / P. damnosus
2x MRSF/2x MIB/ddH,0 25/25/50 +/L. perolens | *+/L-perolensund = ++/L. perolens und | ++/L. perolens und
L. lindneri L. lindneri L. lindneri
. . ++ / L. perolens und ++ / L. perolens und ++ / L. perolens und
L. perolens - |2x MRSF/2x MIB/Bier 25/25/50 ! L. lindneri L. lindneri L. lindneri
(BS 291) +/ L. perolens und ++ / L. perolens und ++ / L. perolens und
L. lindneri |2x MRSF/2x MIB/Bier 15/15/70 -/- R . T X T X
(BS 38) L. lindneri L. lindneri L. lindneri
NBB-C/Bier/ddH,0 5/75/20 /- +/L. pe_rolen§ und ++ /L. pgrolen§ und ++/ L. p_erolen§ und
L. lindneri L. lindneri L. lindneri
NBB-C/Bier 5/95 -/ - -/ - + /L. lindneri + /L. lindneri
Zeichenerklarung:
-: kein Befund
+ / ++: schwaches Wachstum / starkes Wachstum

Tab. 18: Anreicherung von Keimgemischen in verschieden konzentrierten Fliissigndhrmedien mit
variierendem Bieranteil; PCR Ci-Werte nach 72 h

Anreicherung von Keimgemischen: PCR Ct-Werte nach 72 h
Organismen- Nihrmedium Zusammen- | L. plantarum | P. damnosus L. casei L. perolens | L. lindneri
gemisch setzung [%] | spezifische spezifische | spezifische | spezifische | spezifische
PCR PCR PCR PCR PCR
L. plantarum 2xMRSF/2xMIB/ddH,0 25/25/50 22,3 negativ / / /
’ (pBS 285) 2xMRSF/2xMIB/Bier 25/25/50 22,3 negativ / /
P.damnosus 2xMRSF/2xMIB/Bier 15/15/70 21,9 21,7 / / /
.(BS 242) NBB-C/Bier/ddH,0 5/75/20 negativ 20,0 / / /
NBB-C/Bier 5/95 negativ 24,8 / / /
L. casei 2xMRSF/2xMIB/ddH,O 25/25/50 / negativ 24,5 / /
: 2xMRSF/2xMIB/Bier 25/25/50 / 23,7 20,0 / /
(BS 3)
P.damnosus 2xMRSF/2xMIB/Bier 15/15/70 / 241 291 / /
'(BS 242) NBB-C/Bier/ddH,0 5/75/20 / 25,5 negativ / /
NBB-C/Bier 5/95 / 26,1 negativ / /
L. perolens (BS 2xMRSF/2xMIB/ddH,O 25/25/50 / / / 20,5 29,6
P 291) 2XMRSF/2xMIB/Bier 25/25/50 / / / 22,3 26,1
L.lindneri 2xMRSF/2xMIB/Bier 15/15/70 / / / 253 24,5
iBS 38) NBB-C/Bier/ddH,0 5/75/20 / / / 25,1 26,1
NBB-C/Bier 5/95 / / / 36,6 22,8
Zeichenerklarung:
/: PCR nicht durchgefiihrt

Es wurde wiederum deutlich, dass zum Erreichen einer maximalen Nachweisgeschwin-
digkeit kein oder nur ein geringer Bieranteil von Vorteil ist. Allerdings zeigte sich auch,
dass bei Keimgemischen und unselektiver Anreicherung die Gefahr von falschen Befun-
den steigt, da das Wachstum von langsam wachsenden Keimen unterdrickt wird und

diese auch mit PCR unentdeckt bleiben.

4.1.4 Optimierte Voranreicherung fur filtrierbare Proben mit nachfolgender PCR

Aus den bisherigen Erkenntnissen kann eine optimierte und praxistaugliche Anreiche-

rungsmethode fir filtrierbare Bierproben abgeleitet werden, die einen Kompromiss zwi-

47



PCR-Probenaufarbeitung - Optimierung

schen den konkurrierenden Zielen Selektivitat und Geschwindigkeit darstellt.

Dabei wurde folgende Vorgehensweise gewahilt:

Verwendung von gasdichten BVF (50 oder 180 ml), in die konzentriertes Medium vor-
gelegt wird (2x MRSF/2x MIB oder NBB-C). BVF ermdglichen einfaches Handling und
eine anaerobe Bebrutung kann ohne Zusatzausrustung erfolgen. Nach Mdaglichkeit
sollten die BVF vor Gebrauch in Anaerobentdpfen gelagert werden.

Befullen mit dem zu untersuchenden Bier (50-75 % Bieranteil). Bei strikt anaeroben
Keimen BVF randvoll befillen. Selektivitdt und Wachstumsgeschwindigkeit kénnen
somit je nach Bieranteil individuell eingestellt werden. Auflerdem wird ein gewisser
Prozentsatz der Probe nicht durch Membranfiltration oxidativ belastet, wodurch der
Nachweis strikt anaerober Keime verbessert wird.

Filtration des Restvolumens der Probe und Uberfiihrung des Membranfilters in die zu
bebriitende BVF. Durch die quantitative Zellsammlung vor der Anreicherung wird die
Nachweisgeschwindigkeit fakultativ anaerober Keime im Spurenbereich verbessert
(Tab. 19).

Verwendung konzentrierter Medien, die durch die Zugabe des Bieranteils auf Einsatz-
konzentration ausgemischt werden (Mischung 2x MRSF/2x MIB mit 50-70 % Bieranteil
bzw. NBB-C mit 20-25 % H,0)

Die erhohte Nachweissicherheit strikt anaerober Keime ohne vorhergehende Membranfilt-

ration konnte bereits oben dargestellt werden (Tab. 16).

Allerdings zeigte sich anhand der PCR Ci-Werte auch eine Verbesserung der Nachweis-

geschwindigkeit bei mikroaerophilen Keimen, wenn eine Membranfiltration vor der Anrei-

cherung durchgefuhrt wurde (Tab. 19). Daher wurde bei der optimierten Anreicherung die

beschriebene Kombination aus Membranfiltration und unfiltriertem Probenanteil gewanhlt.
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Tab. 19: Nachweisgeschwindigkeit verschiedener Milchsaurebakterien ohne/mit vorausgehender
Filtration; PCR C-Werte zu definierten Zeitpunkten

Organismus Nzhrmedium Zusammen- PCR C-Werte; Inkubationszeit [h]

9 setzung [%] 24 48 72 96
L. brevis (BS 40) 2x MRSF/2x MIB/Bier 15/15/70 26 / / /
mit Filter
L. brevis (BS 40) 2x MRSF/2x MIB/Bier 15/15/70 27.1 / / /
ohne Filter
L. lindneri (BS 38) |5, MRSF/2x MIB/Bier 15/15/70 / 274 235 /
mit Filter
L. lindnerr (BS 38) 2x MRSF/2x MIB/Bier 15/15/70 / 30,9 24,7 /
ohne Filter
P. damnosus (BS 242) ), \irsF/ox MIB/Bier 15/15/70 / 28,2 23,3 19,6
mit Filter
P. damnosus (BS 242) ), \iesF/ox MIB/Bier 15/15/70 / 33,0 27,8 24,1
ohne Filter

Zeichenerklarung:

/: PCR nicht durchgefiihrt

mit Filter: 500 ml Bier mit 10* Keimen beimpft; 35 ml mit Medium vermischt; Filtration des Rests und Uberfl’]hrung des Filters in BVF
ohne Filter: 500 ml Bier mit 10* Keimen beimpft; 35 ml mit Medium vermischt

Bei Verwendung der selbsthergestellten konzentrierten Medien (MRSF/MIB) mit 70%
Bieranteil hatte theoretisch ein 3-fach Konzentrat der jeweiligen Medien verwendet wer-
den mussen, um die korrekte Einsatzkonzentration zu erreichen. Allerdings ergaben sich
in Vergleichstests keine Unterschiede in der Wachstumsgeschwindigkeit, wenn anstelle
der 3-fach Konzentrate 2-fach konzentrierte Medien eingesetzt wurden. Aus Kostengrin-

den wurden daher bis zu einem Bieranteil von 70% 2-fach Konzentrate verwendet.

4.1.5 Optimierte Voranreicherung fir unfiltrierbare Proben mit nachfolgender PCR

Mit Ausnahme von Pectinatus spp. und Megasphaera cerevisiae (Sekundarkontaminan-
ten im Abflllbereich) sind bei Unfiltrat- bzw. Hefeproben die gleichen Zielorganismen wie
bei den Filtratproben von Interesse. Deshalb wurde zum Nachweis ebenfalls NBB-C bzw.
konzentrierte Versionen von MRSF und MIB verwendet.

Aufgrund fehlender Filtrationsmoglichkeiten konnen die Proben lediglich mit dem konzent-

rierten Nahrmedium ausgemischt und anschlief3end inkubiert werden.
4.1.5.1 Optimierte Voranreicherung fir Unfiltratproben

Durch die Nahrstoffkonkurrenz zu den Hefen und durch die erhdhte Konzentration von
Bitterstoffen im Unfiltrat (KNORR und KREMKOW 1972) ergeben sich zusatzliche selekti-
ve Kriterien. Der Bieranteil fir diesen Probentyp wurde daher auf 50 % begrenzt. Versu-
che mit 80 % Bieranteil zur Erhéhung der Nachweissicherheit unter Verwendung héher
konzentrierter Medien (Verhaltnis 5x MRSF : Bier = 1 : 4) ergaben eine deutlich langsa-
mere Nachweisgeschwindigkeit mittels PCR (Abb. 18). Getestet wurden hier die obligaten
Bierschadlinge P. damnosus BS 242 und L. lindneri BS 38 sowie der L. brevis DSMZ-
Typstamm (BS 110), der nur geringes Schadlichkeitspotential besitzt. Die Zellzahl beim
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Animpfen betrug 10° Zellen/ml.
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Getesteter Keim bei den jeweiligen Unfiltratanteilen

Abb. 18: Anreicherung verschiedener Milchsaurebakterien in 2x MRSF/2x MIB mit unterschiedli-
chem Unfiltratanteil; Uberpriifen der Wachstumsgeschwindigkeit anhand der PCR C-Werte zu
definierten Zeitpunkten

Bei der Untersuchung von Anstellhefe wurde das verwendete Medium (z. B. 2x MRSF/2x
MIB) mit pasteurisiertem Bier im Verhaltnis Medium : Bier = 1 : 1 ausgemischt und an-
schlielend mit 5 % (g/g) Anstellhefe beimpft. Hohere Hefemengen flhrten trotz Actidion-
zugabe zu UbermaRiger CO,-Bildung und Uberschiaumen der BVF. Des Weiteren kdnnen
zu hohe Hefemengen bei der Probenaufarbeitung der Grund fiir eine anschlieRende PCR-
Inhibition sein (STEWARD und DOWHANICK 1996).

Bei Verwendung von NBB-C sollte bei Gar- und Lagerkellerproben entsprechend ein pro-
zentuales Verhaltnis von NBB-C : ddH,O : Unfiltrat = 5 : 45 : 50 und bei Anstellhefe ein
Verhaltnis NBB-C : ddH,O : Bier = 5 : 45 : 50 eingehalten werden.

Alternativ kann fiir Anstellhefe auch NBB-B in der beschriebenen Form eingesetzt werden
(BACK 1994).

4.2 Verbesserte Methoden zur kulturellen Voranreicherung von Fremdhefen

fiir nachfolgende PCR

Analog zu den bierschadlichen Bakterien kann es auch bei Fremdhefen zu Spurenkonta-
minationen, d. h. Kontaminationen unterhalb der PCR-Nachweisgrenze kommen. Durch
effektive Gestaltung einer kulturellen Voranreicherung sollte der nachfolgende PCR-

Nachweis optimiert werden.

4.2.1 Ausgangssituation

Die Einteilung der brauereirelevanten Fremdhefen erfolgt traditionell in Saccharomyces-

und Nicht-Saccharomyces-Fremdhefen (BACK 1994). Die Saccharomyces-Fremdhefen
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(S-FH) werden als gefahrlicher eingestuft, da sie garkraftiger sind als Nicht-

Saccharomyces-Fremdhefen (NS-FH) und teilweise Ubervergarung, z. B. durch S. diasta-

ticus, bewirken kénnen (JESPERSEN und JAKOBSEN 1996). Die Saccharomyces-Hefen

werden weiter unterteilt in die Saccharomyces sensu stricto- bzw. die Saccharomyces
sensu lato-Gruppe, wobei die industriell genutzten Kulturhefen ausschlieBlich in der zuerst
genannten Gruppe angesiedelt sind (BOULTON und QUAIN 2001). S-FH finden sich je-

doch in beiden Gruppen (BACK 1994).

Der Nachweis und die Identifikation von Fremdhefen mit den zur Verfligung stehenden

kulturellen Methoden bereitet jedoch noch immer Schwierigkeiten.

. Bei den klassischen kulturellen Identifizierungsmethoden ergeben sich oftmals Unter-
scheidungsschwierigkeiten durch die physiologische und biochemische Ahnlichkeit der
S-FH zu den Kulturhefen (VAN DER AA KUHLE und JESPERSEN 1998).

« Die verwendeten Methoden miissen hochsensitiv und selektiv sein, da z. B. im Un-
filtratatbereich die Anzahl der Kontaminationskeime von der Kulturhefe bei weitem
tbertroffen wird (VAN DER AA KUHLE und JESPERSEN 1998).

o Zusammen mit den NS-FH bilden die S-FH eine sehr heterogene Gruppe, die den
Einsatz mehrerer Selektivmedien notwendig macht (BACK 1994, PRIEST und
CAMPBELL 1996). Daher existiert eine Vielzahl von Fremdhefe-Nachweismedien,
wobei die Effektivitat der zur Verfligung stehenden Nahrbéden unterschiedlich bewer-
tet wird (JESPERSEN und JAKOBSEN 1996).

« Die NS-FH bilden eine umfangreiche und heterogene Gruppe mit - zumindest fiir Bier
— teilweise geringem oder unbekanntem Schadigungspotential (EIDTMANN et al.
1998)

Aufgrund mangelhafter Identifizierungsmethoden ist davon auszugehen, dass Differenzie-

rungen zwischen harmlosen und gefahrlichen Fremdhefen oder eine Unterscheidung mit

den in der Praxis angewandten Methoden nicht erfolgt oder nicht mdglich ist.

Trotz dieser bekannten Schwierigkeiten war auch hier beabsichtigt, die Anzahl der not-

wendigen Voranreicherungsmedien mdglichst gering zu halten, und nach Méglichkeit auf

ein universelles Medium zu begrenzen.

4.2.2 Voranreicherung mit MYPG bzw. MYPG+CuSQO,

Basierend auf nur einem Grundmedium (MYPG) sollten mittels einer optimierten CuSO,-
Konzentration sowohl S-FH als auch NS-FH mittels PCR nachweisbar sein (2.6.1).

Bei Kulturhefen (unter- und obergarig) nimmt die Wachstumsgeschwindigkeit zwischen O-
250 ppm CuSO, mit steigender Cu-Konzentration ab. Ab 250 ppm CuSO, war kein
Wachstum von Brauhefen mehr nachzuweisen. Hierzu wurden jeweils 5 ml MYPG auf die

jeweiligen CuSO,-Konzentrationen eingestellt, mit 10° Hefezellen/ml angeimpft und aerob
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bei 28 °C bebritet (n = 3). Die Wachstumskontrolle erfolgte taglich anhand der visuellen

Tribung der Anreicherungen und durch Ausplattieren von 20 ul Aliquots auf MYPG-

Platten, die nach 5-tagiger Inkubation ausgezahlt wurden (Tab. 20).

Tab. 20: Sichtbare Tribung der Anreicherung und CFU in 20 pl Aliquots (MYPG + 0, 100, 200 und
250 ppm CuSQy,) zu definierten Zeitpunkten (0, 24, 48, 72 h)

Hefestamm / 0h 24 h 48 h 72 h

CuSO4 [ppm] | Trlbung CFU Tribung CFU Tribung CFU Tribung CFU
UG 34/70/0 - 504 + n. z. ++ n. z. ++ n. z.
UG 34/70/ 100 - 34+5 + n. z. + n. z. ++ n. z.
UG 34/70 / 200 - 714 - 52 - 102 + 23 + n. z.
UG 34/70 / 250 - 0 - 1 - 0 - 0
UG6e6/0 - 44 £ 4 + n. z. ++ n. z. ++ n. z.
UG 66 /100 - 29+ 2 + n. z. ++ n. z. ++ n. z.
UG 66 / 200 - 1+1 - 0 - 33+8 + n. z.
UG 66 / 250 - 0 - 0 - 0 - 0
0G68/0 - 65+ 8 + n. z. ++ n.z. ++ n. z.
OG 68/ 100 - 437 + n. z. + n. z. ++ n.z.
OG 68 /200 - 0 - 0 - 0 - 0
OG 68 /250 - 0 - 0 - 0 - 0
0G148/0 - 34+4 + n. z. ++ n.z ++ n.z
OG 148 /100 - 325 + n. z. ++ n.z ++ n.z
OG 148 /200 - 0 - 0 - 0 - 0
OG 148 /250 - 0 - 0 - 0 - 0

Zeichenerklarung:
--: keine Tribung; +: schwache Trlbung; ++: starke Tribung
Kolonien n. z.: nicht zahlbar (> 500 / Platte)

Bei den NS-FH hatten dagegen selbst CuSO,4-Konzentrationen tGber 200 ppm keinen ne-

gativen Einflul auf das Wachstum (Tab. 21). Im Gegensatz zu den Kulturhefen zeigten

aullerdem die getesteten S. diastaticus und S. exiguus-Stamme Wachstum bei 200 und

300 ppm CuSO,.

Tab. 21: Sichtbare Tribung der Anreicherung und CFU in 20 pl Aliquots (MYPG + 200/300 ppm

CuSO0y)
MYPG + 200 ppm CuSO, MYPG + 300 ppm CuSO,
Hefestamm Triibung/CFU Triibung/CFU
0h 24 h 48 h 72 h 0h 24 h 48 h 72 h

Pichia anomala (1) --[22+3| +nz. | ++/n.z. | ++/n.z. |--[15+ 2| +/n.z. +/n.z. | +4/n. z.
Kloeckera apiculata /54 +5| +/n.z. | ++/n.z. | ++/n.z. | -/41 5| +/n.z. +/n.z. | ++/n. z.
Tontlaspora ~170£6| +in.z. | ++in.z | ++in.z |~/45£3| +in.z. | ++in.z. | ++in.z

elbrueckii
Candida tropicalis (1) |--/30+5| ++/n.z. | ++/n.z. [ ++/n.z. |--/23+4 | +4/n.z. | ++/n. z. | ++/n. z.
Pichia . -/34+4 | +/n.z +n.z. | ++/In.z. |--/36+t4 | +/n.z. +/n.z. | ++/n. z
membranefaciens (1)
Candida sake -/58+9| +/n.z. | ++/n.z. | ++/n.z. |-/35+ 7| +/n.z. | ++/n.z. | ++/n. z.
Kluyveromyces /204 | ++/n. 2. | ++n.z. | ++in.z. [-/30£6 | ++/n.z. | ++/n. 2. | ++n. z.
marxianus
Rhodotorula rubra -/23+6| +/In.z. | ++/n.z. | ++/n.z. [--[13 4| +/n.z. +/n.z. | ++/n. z.
S. diastaticus (1) -[14+4| +/In.z. | ++/n.z. | ++/n.z. |-[14+3 | +/n.z. | ++/n.z. | ++/n. z.
S. exiguus -21+3| +/n.z. | ++/n.z. | ++/n.z. | -/[15+ 3| +/n.z. | ++/n.z. | ++/n. z.

Zeichenerklarung:
-- keine Tribung; +: schwache Trlibung; ++: starke Triibung
Kolonien n. z.: nicht zahlbar (> 500 / Platte)
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Diese Tatsache wurde genutzt, um die selektive Anreicherung von NS-FH bzw. S-FH in
Unfiltratproben zu erméglichen, da die Vermehrung der im Uberschuss vorhandenen
Brauhefe durch die Zugabe des CuSO, gehemmt wird. Auf diese Weise sollte eine ver-
I&ssliche PCR-Identifizierung von Fremdhefen trotz Anwesenheit von non-target-DNA
(Brauhefe) realisiert werden.

Die Auswirkungen unterschiedlicher CuSO4-Konzentrationen auf einen nachfolgenden
PCR-Nachweis sind in Abb. 19 dargestellt. 5 ml Unfiltrat (WHB 34/70) wurden mit 10? Zel-
len/ml S. diastaticus beimpft und die Anreicherung erfolgte anschlieRend mit MYPG,
MYPG + 125 ppm CuSO,4 bzw. MYPG + 250 ppm CuSO, (n = 2). Fur die PCR-Versuche
wurde das Sdi-Assay verwendet (3.2).

Bei 0 ppm CuSO, ist mittels PCR selbst nach 72 h Anreicherung kein S. diastaticus-
Nachweis moglich. Im Gegensatz dazu zeigt sich sowohl bei 125 ppm als auch bei 250
ppm CuSQO, schon nach 24 h ein eindeutiges S. diastaticus PCR-Signal, das sich nach 48
bzw. 72 h noch verstarkt. Bei den jeweiligen Zeitpunkten sind die Ci-Werte bei 250 ppm
jeweils starker ausgepragt als bei 125 ppm. Da bei 0 ppm kein PCR-Nachweis erzielt
wurde, zeigt sich hier, dass erst durch die CuSO4-bedingte Hemmung der Brauhefe ein
Wachstum der Fremdhefe moglich wird. Anhand der PCR-Tests war weiterhin abzulesen,

dass dieses Wachstum umso starker ist, je hoher die CuSO4-Konzentration ist (Abb. 19).

35
2 30
§ m24h
- m48h
o
5 Oo72h
e 25

20 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0/1 0/2 125/1 125/2 250/1 250/2
MYPG mit verschiedenen CuSO4-Konzentrationen
(lppm]/Probennummer)

Abb. 19: PCR-Nachweis von S. diastaticus in Unfiltrat (WHB 34/70); MYPG + O ppm / 125 ppm /
250 ppm CuSQy; PCR Ci-Werte zu definierten Zeitpunkten

Fur S. diastaticus wurde parallel zu obiger Testreihe noch EV-Bier als selektives Nach-
weismedium eingesetzt. Das EV-Bier wurde nicht mit kontaminiertem Unfiltrat sondern
direkt mit S. diastaticus angeimpft. Allerdings erfolgte in EV-Bier ein deutlich langsameres
Wachstum als in MYPG+CuSOQO,, da nach 24 h noch kein PCR-Signal zu detektieren war
(Abb. 20).
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Abb. 20: PCR-Nachweis von S. diastaticus in Unfiltrat (WHB 34/70 mit MYPG + 250 ppm CuSQ,)
und PCR-Nachweis von S. diastaticus in EV-Bier

Fir alle anderen Fremdhefen, fur die im Laufe der Arbeit PCR-Assays entwickelt wurden,
konnten mit der oben erwdhnten Methode (MYPG + 250 ppm CuSQO,) Voranreicherungs-
zeiten von 24-48 h erzielt werden (ZIMMER 2004).

Durch zusatzliche Variation der Bebritungstemperatur (28 °C/37 °C) lasst sich nochmals
eine weitere Unterscheidung zwischen ober- und untergarigen Hefen treffen. Untergarige
Hefen weisen bei 37 °C keine Vermehrung mehr auf, wahrend obergarige Hefen bei bei-
den Temperaturen Wachstum zeigen (JESPERSEN et al. 2000).

Auf Basis von MYPG bzw. MYPG+CuSO, und unterschiedlichen Bebritungstemperaturen
Iasst sich folgendes Probenbearbeitungsschema zur Fremdhefeuntersuchung fiir unterga-

rige und obergarige Brauweise ableiten (Abb. 21).
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Untergarige Brauerei
[

v v

Unfiltratbereich Filtratbereich
' !
37°C /| MYPG 28°C / MYPG + CuSO, | | 37°C / MYPG 28°C /| MYPG
» Obergarige Hefen || « NS-FH * Obergarige Hefen || = Alle Hefen
» S. diastaticus * S-FH » S. diastaticus 28°C / MYPG + CuSO,
(z. B. S. diastaticus, « NS-FH
S. exiguus) * S-FH (z. B. S. diastaticus,
S. exiguus)

Obergarige Brauerei
[

v v

Unfiltratbereich Filtratbereich
| ¢ ' |
28°C / MYPG + CuSO, 37°C /| MYPG 28°C | MYPG
* NS-FH * Obergarige Hefen || = Alle Hefen
* S-FH (z. B. S. diastaticus, « S. diastaticus 28°C / MYPG + CuSO,
S. exiguus) * NS-FH
* S-FH (z. B. S. diastaticus,
S. exiguus)

Abb. 21: Probenbearbeitungsschema zur Fremdhefeuntersuchung fir untergarige und obergéarige
Brauweise

4.3  Optimierte DNA-Isolation und Beseitigung von PCR-Inhibitoren

Die DNA-Isolation aus den nachzuweisenden Zielorganismen ist eine der Grundvoraus-
setzungen fur eine erfolgreiche PCR. Hierzu missen die Zielkeime abhangig von der Pro-
benart durch geeignete MalRnahmen (Zentrifugation, Filtration) aufkonzentriert werden
und anschlie®end aufgeschlossen werden, so dass die DNA frei zuganglich wird. Erst
jetzt kann eine PCR erfolgen, da die Reaktionskomponenten bei intakten Zellen nicht an
die Zell-DNA gelangen kdnnen.

Die Zelllyse kann u. a. durch physikalische Methoden (Hitze, mechanische Einwirkung)
oder durch chemische Verfahren (z. B. Lysozym) erfolgen. Eine fir den Braueibereich
routinetaugliche DNA-Isolationsmethode sollte folgende Anforderungen erfillen (WILSON
1997, GIRAFFA et al. 2000):

« Maoglichst vollstandige Lyse aller in der Probe enthaltenen Zielkeime

« Geringe DNA-Verluste wahrend der Probenverarbeitung, d. h. moglicht wenig Pipet-
tierschritte

« Maoglichst reine DNA frei von PCR-inhibierenden Stoffen
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« Vermeidung gesundheitsgefahrdender Stoffe
. Einfaches und schnelles Handling

. Geringe Kosten

Hierbei ergeben sich konkurrierende Ziele, die vor allem die Aufreinigung der DNA betref-
fen. Eine Aufreinigung bzw. Entfernung PCR inhibierender Substanzen flihrt oft zu DNA-
Verlusten und bedingt den Einsatz gesundheitsgefahrdender Chemikalien (z. B. Phenol-
Chloroform). AufRerdem steigt durch die zusatzlichen Arbeitsschritte die Analysendauer
(HAIKARA et al. 2003). Bei der Verwendung von Tag-Polymerase kann es aber ausrei-
chen, ungereinigte bzw. schwach gereinigte DNA zu verwenden und somit den bendtigten
Zeitbedarf zu minimieren (VAN DER VOSSEN 1996). Da PCR-inhibierende Stoffe aus der
Probenmatrix (z. B. Blut, Gewebe, Kulturmedium), den Zielorganismen oder den bei der
Probenaufarbeitung verwendeten Chemikalien stammen kdnnen (z. B. SDS, Triton X-
100), hangt eine Verwendung ungereinigter bzw. schwach gereinigter DNA stark vom
untersuchten Probentyp ab (ROSSEN et al. 1992). Potentielle PCR inhibierende Substan-
zen beim Probentyp Bier waren z. B. Proteine, Proteinasen, Polyphenole oder hohe Antei-
le von non-target DNA wie etwa Hefe (WILSON 1997, STEWARD und DOWHANICK
1996, RIJPENS und HERMAN 2002).

Fir die unterschiedlichen Probenarten, die im Brauereibereich anfallen konnen, sollten
moglichst schnelle und einfache DNA-Isolationsprotokolle entwickelt werden, die sich aber
dennoch durch eine zufriedenstellende Sensitivitdt und eine hohe Robustheit gegentber

Inhibition auszeichnen.

4.3.1 Probenverarbeitung und DNA Isolation aus filtrierbaren bakterienhaltigen Pro-

ben

4.3.1.1 Ausgangssituation

Im Filtrat- bzw. Abflllbereich besteht der grote Bedarf nach schnellen Ergebnissen, da
das Produkt anschlielend in den Handel gelangt und somit nicht mehr betriebsinternen
Kontrollméglichkeiten unterliegt.

Durch die Mdglichkeit einer Filtration bestehen gute Voraussetzungen zur Aufkonzentrati-
on von Zellen. Allerdings ist die Keimzahl hier in der Regel so gering, dass zum Erreichen

einer ausreichenden Nachweissicherheit folgende Punkte beachtet werden sollten:

« Untersuchung mdéglichst grof3er Probenvolumina

« Quantitative Aufkonzentrierung der Zellen durch Filtration

Nach der Filtration kann die PCR sofort erfolgen, d. h. der Filter mit den darauf befindli-

chen Zellen wird weiter bearbeitet (2.7.2.1). Alternativ kann zur Erh6hung der Nachweis-
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sicherheit vor der DNA-Isolation eine Voranreicherung stattfinden (4.1.4).

4.3.1.2 Filteraufschluss mit PCMF — Optimierung der Methode

Da die Methode bereits als Bestandteil eines kommerziellen PCR-Kits vorlag, wurden so-
wohl am Lehrstuhl als auch bei den Brauereien Versuche zur Evaluierung der Methode
unternommen. Von Anwenderseite wurden anfanglich folgende Vor- bzw. Nachteile der

Methode festgestellt:

Vorteile Nachteile:

» Gute Filtrationsgeschwindigkeit
(ca. 30 sec/100 ml)

= Hohes Probenvolumen moglich
(500-1000 ml)

=  Chloroform (Abzug/Sondermiill)

= PCR-Inhibition

Das Hauptproblem lag in der PCR-Inhibition, da sowohl im Labormalstab als auch bei
den Brauereien vor allem bei Anwendung von Standard PCR in vielen Fallen sowohl von
der Probe als auch von der IAC/EAC ein negatives Resultat erzielt wurde. Die Ergebnisse

waren somit nicht auswertbar.

4.3.1.2.1 Beseitigung PCR-inhibierender Stoffe durch Waschschritte

In den Brauerei-Tests wurde versucht, durch zusatzliche Filter-Waschschritte mdgliche
PCR-Inhibitoren zu beseitigen. Da sich neben Zellen auch noch andere im Bier oder im
Nahrmedium befindliche Mikropartikel auf dem Filter anreichern, wurde der Membranfilter
wie bei JUVONEN et al. (1999) und YASUI et al. (1997) beschrieben mit ddH,O, NaOH
und SDS behandelt. Die Verunreinigungen sollten somit entfernt werden.

Da jedoch auch nach diesen Anderungen der GroRteil der Isolate inhibiert war, wurden
die verwendeten Einzelkomponenten, die bei der DNA-Isolierung Anwendung fanden,
untersucht.

Hierzu wurden die PCMF mit den wahrend der Probenaufarbeitung verwendeten Sub-
stanzen (MRSF, Bier, NaOH, SDS, ddH,0) gesplilt (n = 2). Die jeweiligen Filter wurden
anschlielend ohne nachtragliches Abwaschen der Komponenten fir die DNA-Isolation
verwendet und mit Standard PCR hinsichtlich PCR-Inhibition Gberprift (Abb. 22). Von den
DNA-Isolaten wurden je 3 ul/PCR eingesetzt. Als DNA wurde der PCR-Reaktion L. brevis
Rein-DNA zugesetzt (1 ng/Reaktion).
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a2 T Spur 1: 100 bpl
F Y g ‘.:‘L‘_"J-‘"u"- T — T ) —
qﬂ B T TS O lo m opurZ  ddH,0 (50 m)
Spur 3: ddH,0 (50 ml)
Spur 4: 2x MRSF (50 ml)
Spur 5: 2x MRSF (50 ml)
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Abb. 22: Inhibierte DNA-Isolate nach PCMF-Aufschluss; Spiilen der PCMF mit verschiedenen
Flissigkeiten/Chemikalien; Kontroll-DNA in jeder PCR-Reaktion: L. brevis-DNA (1 ng/Reaktion)

Wahrend MRSF und ddH,O keine PCR-Inhibition verursachten, zeigte sich, dass neben
dem Bier auch die Waschsubstanzen (NaOH, SDS) negative Auswirkungen auf die PCR
haben kdnnen (Abb. 22). Auf den weiteren Einsatz dieser Waschschritte wurde daher
verzichtet.

Wahrend der Brauerei-Tests konnte eine leichte Verbesserung durch eine Anderung der
Waschschritte erzielt werden. Anstatt mit NaOH/SDS wurden die Filter mit 50 ml Tween
20 (2 %) gespult (7.2.1), da Tween 20 als PCR-Enhancer gilt (ROSSEN et al. 1992). Al-

lerdings waren auch mit dieser Methode noch einige der Isolate inhibiert.

4.3.1.2.2 Inaktivierung von PCR-Inhibitoren durch BSA-Zugabe

Bei den Brauereiversuchen fiel auf, dass in erster Linie bei Standard PCR Inhibitionen
auftraten, wahrend sich LightCycler Real-Time PCR als sehr robust gegen Inhibition er-
wies.

Ein Hauptunterschied bei diesen beiden Arten der PCR lag in der Verwendung verschie-
dener Polymerasen. Die in den Brauereien eingesetzten Polymerase-Mixe fur Real-Time
PCR sind oftmals mit vom Hersteller nicht naher definierten PCR-Enhancern versehen,
wahrend fir die Standard PCR Tag-Polymerase ohne weitere Zusatze verwendet wurde.
Typische PCR-Enhancer, die auch schon erfolgreich im Food-safety Bereich anhand von
Milch, Trinkwasser und Fleisch getestet wurden, sind z. B. BSA, PVP, PEG oder DMSO
(WILSON 1997, RUDI et al. 2004).

Da der LightCycler Polymerase-Mix BSA enthalt, um ein Anlagern der Reaktionskompo-
nenten an die Glaswand der PCR-Kapillaren zu verhindern, wurde getestet, ob die Ver-
wendung von PCR-Beads, die BSA enthalten auch bei Standard PCR zu verbesserten
Ergebnissen flhren. Die verwendeten PCR-Beads beruhten auf der gleichen Tag-

Polymerase (Amersham Biosciences), die ansonsten bei Standard PCR zu inhibierten
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Reaktionen fiihrte. 200 ml Bier wurden mit jeweils 10° Zellen/ml von L. brevis (BS 40) und

P. damnosus (BS 41) beimpft und anschlieRend mittels PCMF-Filteraufschluss bearbeitet.

Bei Verwendung der PCR-Beads war keine Inhibition mehr festzustellen (Abb. 23).

Spur 1: 100 bpl
Spur2: L. brevis 108 Zellen/200 ml Bier ohne IAC
Spur3: L. brevis 10° Zellen/ 200 ml Bier mit IAC
Spur4: P.damnosus 108 Zellen/200 ml Bier ohne IAC
Spur5:  P. damnosus 108 Zellen/200 ml| Bier mit IAC
Spur6: L. brevis 108 Zellen/200 m| Bier ohne IAC
(Isolat 1:2 verdunnt mit ddH,0)
Spur7: L. brevis 108 Zellen / 200 ml mit IAC
(Isolat 1:2 verdiinnt mit ddH,0)
Spur8: L. brevis 10° Zellen / 200 ml ohne IAC
(Isolat 1:5 verdunnt mit ddH,0)
Spur9: L. brevis 108 Zellen / 200 ml mit IAC
(Isolat 1:5 verdunnt mit ddH,0)
Spur 10: Positivkontrolle; 1 ng L. brevis Rein-DNA
Spur 11: ntc

Spur1: 100 bpl
Spur2: L. brevis 10° Zellen/200 m| Bier ohne IAC
Spur3: L. brevis 10° Zellen/ 200 ml Bier mit IAC
Spur4: P.damnosus 108 Zellen/200 ml Bier ohne IAC
Spur5:  P. damnosus 108 Zellen/200 ml Bier mit IAC
Spur6: L. brevis 10° Zellen/200 m| Bier ohne IAC
(Isolat 1:2 verdiinnt mit ddH,0)
Spur7: L. brevis 10° Zellen / 200 ml mit IAC
(Isolat 1:2 verdiinnt mit ddH,0)
Spur8: L. brevis 10° Zellen / 200 ml ohne IAC
(Isolat 1:5 verdiinnt mit ddH,0)
Spur9: L. brevis 10° Zellen / 200 ml mit IAC
(Isolat 1:5 verdiinnt mit ddH,0)
Spur 10: Positivkontrolle; 1 ng L. brevis Rein-DNA
Spur 11: ntc

Abb. 23: PCR-Ergebnisse von DNA-Isolaten nach PCMF-Filteraufschluss unter Verwendung von
PCR-Beads (linkes Bild) bzw. mit herkdbmmlicher Taqg-Polymerase (rechtes Bild); PCR-Assay

sLP200

Die mit den PCR-Beads erzielten positiven Ergebnisse konnten bei der Verwendung von

herkdbmmlicher Tag-Polymerase bestatigt werden, sofern dem PCR-Mix BSA (100 ug/ml)

hinzugefiigt wurde (Abb. 24).

Abb. 24: PCR-Ergebnisse von DNA-Isolaten nach PCMF-Filteraufschluss unter Verwendung von
herkdmmlicher Tag-Polymerase ohne BSA (Spur 1-4) bzw. mit BSA (Spur 6-9); PCR-Assay

sLP200

Spur 1:
Spur 2:
Spur 3:
Spur 4:
Spur 5:
Spur 6:
Spur 7:
Spur 8:
Spur 9:
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Die positiven Auswirkungen einer BSA-Zugabe wurden auch mittels Real-Time PCR bes-
tatigt. Sowohl bei Verwendung eines Mixes mit konventioneller Polymerase, als auch bei
speziellen Real-Time PCR Master-Mix Polymerasen war die Inhibition nach BSA-Zugabe
beseitigt (Tab. 22).

Tab. 22: Auswirkungen einer BSA-Zugabe auf inhibierte DNA-Isolate bei Verwendung verschiede-
ner Polymerasen (Standard und Real-Time PCR); DNA-Isolate aus PCMF-Filteraufschluss

PCR-Ergebnisse ohne PCR-Ergebnisse mit BSA-
PCR-Format Polymerase BSA-Zugabe Zugabe (100 pg/ml)
Inhibition | keine Inhibition Inhibition | keine Inhibition

PCR-Beads, ne + ne 5

Amersham Pharmacia 9 9

Taqg-Polymerase,

Amersham Pharmacia + neg neg +
Standard PCR

Taqg-Polymerase HotStar, + ne ne +

Qiagen 9 9

Taqg-Polymerase HotMas-

terMix, Eppendorf + neg neg +

Tag-Polymerase HotStar,

Qiagen + neg neg +

Hybridisation Probes

Master-Mix, Roche neg + neg +

(Light Cycler)

AmpliTaq Gold Master-

Mix, Applied Biosystems + neg neg +

Real-Time PCR | (ABI Prism 7000, iCycler)
Quantitect Master-Mix,
Qiagen neg + neg +
(ABI Prism 7000, iCycler)
iCycler Supermix, Bio-Rad
(ABI Prism 7000, iCycler)
Master-Mix, Eurogentec
(ABI Prism 7000, iCycler)

+ neg neg +

+ neg neg +

4.3.1.3 Filteraufschluss mit PCMF — Sensitivitat der optimierten Methode

Um die Sensitivitat der optimierten Methode zu testen, wurden in zwei Testreihen 200 ml
Bierproben mit L. brevis bzw. P. damnosus beimpft (10°-10" Zellen/Probe; jede Stufe in
Dreifachbestimmung). Die Proben wurden wie unter 2.7.2.1 beschrieben ohne zusatzliche
Filter-Waschschritte behandelt. Im Anschluss erfolgte eine Real-Time PCR der DNA-
Isolate mit einem in dieser Arbeit entwickelten Screening-Assay (sLP600). Bei beiden
Systemen konnte mit der beschriebenen DNA-Isolationsmethode und BSA-Zugabe in den
Reaktionsmix Nachweisgrenzen von 10°-10? Zellenffiltrierter Probe erreicht werden (Tab.
23). Zur Kontrolle wurden im selben PCR-Lauf parallel einige der DNA-Isolate ohne BSA-
Zugabe untersucht, wobei wiederum alle Proben inhibiert waren.

Der grolRe Vorteil der Filtermethode liegt darin, dass durch die quantitative Zellsammlung
die Sensitivitat bzw. die Signalstarke unabhangig vom Probenvolumen ist, d. h. bei 1000

Zellen/ml und bei 1000 Zellen/100 ml wurden die gleichen C-Werte erzielt werden.
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Tab. 23: Sensitivitat des PCMF-Filteraufschlusses; PCR Ci-Werte: Mittelwert und Standardabwei-
chung (n = 3)

. Zellzahl
Organismus (Zellen/200 ml Bier) PCR C-Werte
7*10° 223+0,5
7*10° 259+0,5
, 7*10°* 29,110,6
L. brevis (BS 40) 7*10° 34,1+0,7
%42 2 Proben: neg
710 1 Probe: 34.4
7*10° Neg
3*10° 231+0,2
3*10° 26,9+0,3
* 4
P. damnosus (BS 41) 3*10 30,3+0,3
3*10° 359+ 1,2
3*10° neg
3*10' neg

4.3.1.4 DNA-Isolation mit CellTrap-Filtern — Optimierung der Methode

Neben dem PCMF-Filteraufschluss wurden fir filtrierbare Proben die CellTrap-Filter ge-
testet. Die Vorteile dieser Methode liegen vor allem im schnellen und einfachen Proben-
handling und in der Arbeitssicherheit, da hier kein Chloroform eingesetzt wird.

Um eine moglichst effektives Proben-Handling zu gewahrleisten, wurden zunachst fol-

gende Punkte geklart:

« Waschschritt nach der Filtration: ja/nein?
« Welcher Puffer soll zur Elution verwendet werden und mit welcher DNA-

Isolationsmethode wird anschlieRend weitergearbeitet?

Ein Waschschritt mit 50 ml ddH,O sollte zur Beseitigung von stérenden Bierresten aus
dem Filtergehause dienen. Als mogliche Puffer wurden Lyse Puffer F mit anschlieRendem
Kochaufschluss-B (2.7.3.2) bzw. der 1-fach PCR-Puffer in Verbindung mit dem Kugelauf-
schluss-B (2.7.3.1) getestet. Die Elution erfolgte gemalR der vorliegenden Gebrauchsan-
weisung fur die CellTrap-Filter mit jeweils 250 pl Puffer.

Fur die Versuche wurden 200 ml Bierproben mit L. casei, L. lindneri und P. damnosus
(10° Keime/Probe) beimpft und anschlieRend mit dem PCR-System sLP600 untersucht
(Tab. 24).
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Tab. 24: DNA-Isolation mittels CellTrap-Filter; Auswirkung eines Waschschrittes auf die PCR-
Ergebnisse; (n = 2)

Waschschritt PCR Ci-Werte
Verwendeter Puffer (50 ml ddH20 L. casei L. lindneri P. damnosus
~ ja 29,0/30,5 31,6/32,0 30,0/29,3
1x PCR-Puffer nein 30,7/30,4 37,3/ neg 342/335
Lvse Puffer F ja 33,2/32,7 36,9/34,7 32,0/33,8
Y nein 33,3/33,0 neg / neg neg/ 34,3

Aus den Ergebnissen wurde deutlich, dass sich ein Waschschritt positiv auf die Sensitivi-
tat der PCR auswirkt. AuRerdem ergaben sich mit der Kombination Kugelaufschluss-B/1x

PCR Puffer bessere Ergebnisse als mit Kochaufschluss-B/Lyse Puffer F.

4.3.1.5 DNA-Isolation mit CellTrap-Filtern — Sensitivitat der optimierten Methode

Die erreichbare Nachweisgrenze fir das optimierte CellTrap-Protokoll wurde anschlie-
Rend mit der erreichbaren Sensitivitdit des PCMF-Filteraufschlusses verglichen. Hierzu
wurden jeweils 200 ml Bier mit 10* und 10° Zellen L. brevis (BS 40) und P. damnosus (BS
41) beimpft und nach der DNA-Isolation mit dem sLP600-Assay untersucht (Tab. 25).

Tab. 25: Erreichbare PCR-Nachweisgrenze mit Hilfe der CellTrap-Filter im Vergleich zum PCMF-
Filteraufschluss; PCR Ci-Werte: Mittelwert und Standardabweichung (n = 3)

Ordanismus Zellzahl PCMF-Filteraufschluss CellTrap-Filter
9 (Zellen/200 ml Bier) PCR C-Werte PCR Ci-Werte
L. brevis (BS 40) 7*10° 30,8 + 0,5 34,21 0,3
7*10° 34,1+0,7 neg
%44 2 Proben: 35,1/34,5
P. damnosus (BS 41) 510 30,7 £0,6 1 Probe: neg
5*10° 34,6 +0,4 neg

Die Ergebnisse verdeutlichten, dass der optimierte PCMF-Filteraufschluss fir den Spu-

rennachweis das deutlich empfindlichere Verfahren darstellit.

4.3.2 Probenverarbeitung und DNA-Isolation aus unfiltrierbaren Proben

4.3.2.1 Ausgangssituation

Durch ein fruhzeitiges Erkennen von Primarkontaminationen im Unfiltratbereich (Heferein-
zucht, Gar-, Lagerkeller) kdnnen im Produktionsprozess noch geeignete Gegenmalinah-
men, wie z. B. eine scharfere Filtration oder eine KZE, ergriffen werden. Vor allem die
mikrobiologische Reinheit der Anstellhefe sollte ein Ziel fir eine Schnellmethode darstel-
len, da durch unreine Hefe ganze Chargen kontaminiert werden kénnen.

Zusatzlich kénnen der Kategorie ,unfiltrierbare Proben® auch kontaminierte Riickbiere und
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Proben zugeordnet werden, die nach erfolgter Anreicherung bereits deutliche Triibung
aufweisen. Da bei diesem Probentyp keine Filtration moglich ist, mussten alternative Me-
thoden zur Zellsammlung und DNA-Isolation erprobt werden.

Des Weiteren war es Ziel, mogliche Probleme hinsichtlich PCR-Inhibition, die sich bei die-
sem Probentyp durch hohe Hefekonzentrationen, d. h. erhdhte Gehalte an Nicht-Ziel-
DNA, ergeben koénnen, zu beseitigen (JUVONEN et al 2003; STEWARD und
DOWHANICK 1996).

4.3.2.2 Probenverarbeitung und DNA Isolation aus Gar- und Lagertankproben

Zur Isolation von Bakterien-DNA aus hefehaltigem Bier mit einer Hefezellzahl von 10°-107
Zellen/ml wurden 4 verschiedene Methoden erprobt (Tab. 26). Hierzu wurde 1 ml hefetri-
bes Bier (Hefezellzahl 1,2*10” Zellen/ml) mit 5-7*10° Zellen/ml des betreffenden Zielkeims
beimpft. Die Probenverarbeitung erfolgte wie unter 2.7.3.1-2.7.3.4 beschrieben. Die PCR-
Analyse der DNA-Isolate erfolgte mit dem sLP600-System. Fur alle PCR-Reaktionen wur-
de BSA als PCR-Enhancer verwendet.

Als die erfolgversprechendsten Methoden stellten sich Kugelaufschluss-B, Kochauf-
schluss-B und IGM heraus, wobei bei keinem Verfahren PCR-Inhibition auftrat (Tab. 26).

Tab. 26: Vergleich der PCR Ci-Werte vier verschiedener DNA-Isolationsmethoden aus Unfiltrat
(Hefezellzahl 1,2*10” Zellen/ml); PCR C-Werte: Mittelwert und Standardabweichung (n = 3)

Organismus Kugelaufschluss-B | Kochaufschluss-B IGM Bugs'n Beads
9 PCR C-Werte PCR C-Werte PCR C-Werte | PCR Ci-Werte
L. brevis (BS 40) 29,4+0,6 30,8+0,3 28,6 £0,2 35,0+0,6
L. lindneri (BS 4) 30,4+0,3 30,2+0,6 30,7+0,3 neg
P. damnosus
(BS 41) 28,4 +0,5 29,1+0,2 28,4+0,3 336+04

Der Bugs'n Beads-Kit lieferte schlechtere Werte und wurde auch aufgrund der hoheren
Kosten nicht weiter angewendet. Der Grund fur das etwas schlechtere Abschneiden duirfte
darin zu sehen sein, dass er in erster Linie fur pathogene gram-negative Zielkeime entwi-
ckelt wurde, so dass laut Kit-Beschreibung fir gram-positive Keime eine sehr viel langere
Inkubationszeit nétig sein kann.

Mit den Methoden Kugelaufschluss-B und IGM war eine Sensitivitat von ca. 10° Zellen/ml
in hefehaltigen Proben (Hefezellzahl 1,2*10” Zellen/ml) erreichbar (Tab. 27).

Fur die Brauerei-Testreihen wurde der Kugelaufschluss-B verwendet, da dieser aus Zeit-
und Kostengriinden Vorteile gegeniber der IGM-Methode lieferte und sich im Vergleich
zum Kochaufschluss-B besser flr die Bearbeitung von Anstellhefe eignete (4.3.2.3, Tab.
28).

Allerdings wurde die Sensitivitdt der entwickelten Bakterien PCR-Assays (6.1) mit dem
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IGM-Aufschluss ermittelt, da dieser im Vergleich zum Kugelaufschluss-B vor allem im Be-

reich der Nachweisgrenze (10° Zellen/ml) verlésslichere Ergebnisse lieferte (Tab. 27).

Tab. 27: Vergleich von Kugelaufschluss-B und IGM; Zellen beimpft in pasteurisiertes Bier; mit
1,2*10" Hefezellen/ml versetzt; PCR C-Werte: Mittelwert und Standardabweichung (n = 3)

. . Kugelaufschluss-B IGM
Organismus Zellzahl/ml Bier PCR CWerte PCR CeWerte
6*10* 31,8+0,8 31,5+0,40
L. brevis (BS 40) eand 2 Proben: neg
6710 1 Probe: 35,6 348£05
7*10* 32,0+£0,6 32,104
P. damnosus (BS 41) a3 1 Probe: neg
710 2 Proben: 34,2/35,6 347+06

4.3.2.3 Probenverarbeitung und DNA-Isolation aus Anstellhefe

Fir Ernte- und Anstellhefe mit Zellzahlen von 108-10° Zellen/ml wurden die Methoden
Kugelaufschluss-B, Kochaufschluss-B sowie IGM getestet.

In einer ersten Testreihe fanden die Protokolle wie unter 4.3.2.2 beschrieben Anwendung,
wobei 1 ml Hefeproben wiederum mit 5-7*10° Zellen/ml beimpft und mit dem sLP600-
Assay untersucht wurden (n = 3). Hier zeigte sich, trotz der Verwendung von BSA als
PCR-Zusatz, bei einigen DNA-Isolaten PCR-Inhibition (Tab. 28).

Tab. 28: Vergleich der PCR Ci-Werte dreier verschiedener DNA-Isolationsmethoden aus Anstellhe-

fe (Hefezellzahl 2*10° Zellen/ml); PCR-Assay: sLP600 mit IAC; PCR CyWerte: Mittelwert und
Standardabweichung (n = 3)

Kochaufschluss-B IGM

Organismus

Kugelaufschluss-B
PCR C-Werte

PCR Ci-Werte

PCR Ci-Werte

L. brevis (BS 40)

1 Probe: Inhibition
2 Proben: 30,3/31,0

3 Proben: Inhibition

1 Probe: Inhibition
2 Proben: 29,9/30,4

L. lindneri (BS 4)

30,2%0,7

1 Probe: Inhibition
2 Proben: 30,8/29,9

29,805

P. damnosus
(BS 41)

1 Probe: Inhibition
2 Proben: 29,3/30,6

1 Probe: Inhibition
2 Proben: 29,2/31,6

1 Probe: Inhibition
2 Proben: 29,7/30,4

Die Beobachtung, dass sich Hefe bzw. Hefe-DNA bei einer zu hohen Konzentration nega-
tiv auf einen PCR-Nachweis der Zielkeime auswirken kann, bestatigte sich.

Vor allem der Kochaufschluss erwies sich besonders anfallig gegenuber PCR-Inhibition,
weshalb in den Brauerei-Testreihen fiir Lager- und Gartankproben sowie fir Anstellhefe
DNA-Isolationsprotokolle auf Basis des Kugelaufschlusses-B Anwendung fanden.

Zur Beseitigung der PCR-Inhibition wurde versucht, die Hefezellzahl vor der DNA-
Isolation zu verringern. Da Hefezellen gréRer sind als Bakterien und somit schneller sedi-
mentieren, sollten Hefen und Bakterien durch Zentrifugation voneinander getrennt wer-
den. Der mathematische Zusammenhang fiir die stationare Sinkgeschwindigkeit (Stokes-

Bereich, Re < 0,25) lasst sich anhand von Formel 7 beschreiben:
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2
Formel 7: W, =M
' 187

ws: Stationdre Sinkgeschwindigkeit

Ap: Dichteunterschied zwischen Partikel und Medium
g: Erdbeschleunigung

x: Partikeldurchmesser

n: Zahigkeit des Fluids

Da der Partikeldurchmesser quadratisch in die oben genannte Beziehung eingeht, kénnen
unterschiedlich grofie Zellen, wie in diesem Fall Hefen und Bakterien durch Zentrifugation
voneinander getrennt werden.

Es muss allerdings vermieden werden, dass die Bakterien durch eine zu hohe Zentrifuga-
tionsgeschwindigkeit mit der im Uberschuss vorliegenden Hefe mitgerissen werden und
ebenfalls abzentrifugiert werden. Fir diesen Zweck stellte sich in Vorversuchen eine
Zentrifugation bei einer RZB von 250-300 fur 3 min als optimal heraus, wobei der Zu-
sammenhang zwischen Drehzahl und RZB der jeweiligen Zentrifugenspezifikation zu ent-
nehmen ist. Der Uberstand mit den darin befindlichen Bakterien kann anschlieBend ge-
maf 2.7.3.1, 2.7.3.2 oder 2.7.3.3 fUr eine DNA-Isolation verwendet.

Weiterhin sollte berlcksichtigt werden, dass es durch Agglutination in der Anstellhefe zur
Bildung von Zellhaufen aus Hefen und Bakterien kommen kann, wodurch eine Trennung
durch Zentrifugation nicht mehr mdglich ist. Daher sollten Zellagglomerate vor der Zentri-
fugation durch Zugabe eines oberflachenaktiven Additives wie etwa Tween 20, und an-
schliellendem Vortexen aufgeldst werden (4.3.2.3).

Die prinzipielle Eignung und die Sensitivitat dieses modifizierten Verfahrens wurde an-

hand des Kugelaufschlusses-B erprobt (Tab. 29).
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Tab. 29: Methodenvariation zur DNA-Isolation bierschadlicher Bakterien aus Anstellhefe; Metho-
de1: Kugelaufschluss-B ohne Zentrifugation der Uberschusshefe; Methode 2: Zentrifugation der
Uberschusshefe und Verwendung des Uberstandes fiir Kugelaufschluss-B; PCR Ci-Werte: Mittel-
wert und Standardabweichung (n = 3)

Organismus Zellzahl/ml Methode 1 Methode 2
PCR C¢Werte PCR Ci-Werte
5 1 Probe: Inhibition
10 2 Proben: 30,4/31,4 30,105
; 4 1 Probe: Inhibition
L. brevis (BS 40) 10 2 Proben: 32,4/ 33,1 33,1+0,4
103 neg neg
5 1 Probe: Inhibition
10 2 Proben: 29,0/30,6 299102
, , 4 1 Probe: Inhibition
L. lindneri (BS 4) 10 2 Proben:33,8/34.0 33,2+0,4
103 2 Proben: Inhibition ne
1 Probe: neg 9
10° 29,6 +0,5 29,8 +0,7
4 1 Probe: Inhibition
P. damnosus (BS 41) 10 2 Proben: 32,7/33,7 33,2+1,0
10° neg neg

Mit dem modifizierten Verfahren (Methode 2) war keine PCR-Inhibition mehr zu beobach-
ten, wahrend es ohne Abtrennung der Hefe wiederum zu einigen inhibierten PCR-
Reaktionen kam. Allerdings ist im Bereich der Nachweisgrenze (10° Zellen/ml) eine ver-

ringerte Sensitivitat zu beobachten.

4.3.3 Probenverarbeitung und DNA-Isolation zum PCR Nachweis von Hefen

Analog zu den Bearbeitungsprotokollen fiir Bakterien sollte auch fiir Hefen ein einfaches

und effektives DNA-Isolationsprotokoll erarbeitet werden.
4.3.3.1 Optimierung des Kugelaufschlusses-H

Um die Effektivitat des Zellaufschlusses in Verbindung mit einer anschlieRenden PCR zu
testen, wurden Beads mit 0,11 mm und 0,5 mm Durchmesser eingesetzt. Die Bearbeitung
erfolgte gemal 2.7.5.1. In einer modifizierten Version wurde bei den verschiedenen
Durchmessern eine zusatzliche Hitzeinkubation eingefligt (5 min/95 °C/700 U/min auf
Thermoinkubator). Als Probenmaterial dienten jeweils 100 pl (~10° Keime/100 pl) einer
Ubernachtkultur. Die untersuchten Keime wurden vor der DNA-Isolation in 900 pl Bier
eingeimpft (Dreifachbestimmung pro Keim und Methode). Fiir die PCR wurden die Assays
Dan, Sx und Pan verwendet (Tab. 14). Beads mit 0,5 mm Durchmesser in Verbindung mit
einer 5-minltigen Inkubation bei 95 °C lieferten die besten PCR-Resultate (Abb. 25).
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Abb. 25: PCR Ci-Werte verschiedener Hefe-DNA Isolate; Einsatz von Beads mit verschiedenen
Durchmessern (0,11 und 0,5 mm) zum Zellaufschluss; mit/ohne Hitzeinkubation (H)

4.3.3.2 DNA-Isolation aus Hefe - Prinzipielle Eignung der IGM-Methode

Der Einsatzbereich des IGM-Verfahrens beschrankt sich laut Herstellerangaben auf die
DNA-Isolation aus Blut, Saugetierzellen und Bakterien. Da an anderer Stelle jedoch die
Vermutung geauliert wird, dass Chelex-basierte Protokolle flir eine Vielzahl von Organis-
men und Probenmaterialien anwendbar sind (GIRAFFA et al. 2000), wurde versucht, das
Protokoll auch auf die DNA-Isolation aus Hefezellen zu transferieren.

Die prinzipielle Eignung der Methode wurde anhand dreier Hefen (Pichia anomala, S. di-
astaticus und Dekkera anomala) Uberprift. Als Probenmaterial dienten jeweils 100 pl ei-
ner Ubernachtkultur (MYPG) der jeweiligen Keime, die vor der DNA-Isolation in 900 l
Bier eingeimpft wurden (n = 3). Da die Anwendung der IGM-Methode auf die untersuchten
Hefen sehr erfolgversprechend verlief (Tab. 30), wurde ein Sensitivitdtsvergleich zwischen
Kugelaufschluss-H und IGM durchgefuhrt.

Tab. 30: Prinzipielle Eignung der IGM-Methode fiir die DNA-Isolation aus Hefen (Zellzahl ~10°
Zellen/ml); PCR C-Werte: Mittelwert und Standardabweichung (n = 3)

Organismen PCR Ci-Werte
Pichia anomala (1) 18,0+ 0,2
S. diastaticus (1) 23,1+0,6
Dekkera anomala (1) 22,6 +0,4

Fur den Vergleich zwischen Kugelaufschluss-H und IGM wurden 1 ml Bierproben mit S.
cerevisiae, S. diastaticus, Dekkera anomala, Pichia anomala (105-103 Zellen/ml, Dreifach-
bestimmung pro Keim und Zellzahl) beimpft. Der Kugelaufschluss erfolgte mit 0,5 mm
Beads und Hitzeinkubation (95 °C/5 min), der IGM-Aufschluss wurde wie unter 2.7.3.3

beschrieben ausgefihrt. Fiur die anschlieRende PCR kamen die Assays Sce, Sdi, Dan
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und Pan zum Einsatz. Fiir Zellzahlen von 10° Zellen/ml lieferten beide Methoden noch
vergleichbare Werte. Bei 10* und 10® Zellen/ml wurde deutlich, dass der IGM-Aufschluss
das sensitivere Verfahren darstellt (Tab. 31). Fiur die Bestimmung der Sensitivitdten der
PCR-Assays (6.2) wurde daher das IGM-Verfahren angewendet.

Tab. 31: Vergleich zwischen Kugelaufschluss-H und IGM zur DNA-Isolation aus Hefen; PCR Ci-
Werte: Mittelwert und Standardabweichung (n = 3)

. Kugelaufschluss-H IGM
Organismus Zellzahl/ml PCR C-Werte PCR CWerte
5¢10° 30,2+ 0,3 29,8 £ 0,2
Y
S. cerevisiae (WHB 68) 510 33,7£05 324%0,3
5¢10° Neg 35,6+ 0,8
810° 30,5+ 0,2 29,7 +0,5
S. diastaticus (1) 8*10* 35,0 £0,3 32,9+0,3
%413 2 Proben: 36,3/ 37,0
810 Neg 1 Probe: neg
210° 28,4 +0,5 27,702
7
* 33,1+£0,5 31,7+0,2
Dekkera anomala (1) 210 . ’ . ’
a3 2 Proben: neg
2*10 1 Probe: 35,9 35504
810° 28,6 + 0,4 26,1+0,2
7
* 32,7+0,2 30,2+0,4
Pichia anomala (1) 8710
810° 36,1+ 0,4 33,9+ 0,4

44 Innovative Ansatze zur Lebend/Tot-Differenzierung mittels EMA-PCR
4.41 Ausgangssituation

Die Moglichkeit falsch-positiver Befunde durch den Nachweis freier DNA oder die Detekti-
on toter Zellen stellt ein Problem fur PCR-Anwendungen in der mikrobiologischen Quali-
tatssicherung dar (RIJPENS und HERMAN 2002). Da DNA auch nach dem Zelltod nur
langsam zerfallt, ist ein positives PCR-Ergebnis, bedingt durch tote Zellen nach erfolgter
KZE oder Pasteurisation auch Tage spater noch detektierbar (HERMAN 1997, MCKILLIP
et al. 1999). Bisher konnten fragliche Proben mittels PCR nur indirekt Gber eine ,Nachan-
reicherung“ auf die Anwesenheit von lebenden Zellen getestet werden. Hierzu wird eine
PCR durchgefiihrt, bei der zusatzlich ein Rickstellanteil der Probe weitere 1-3 Tage ange-
reichert wird und mit dem urspringlichen Ci-Wert verglichen wird. Bei unverandertem oder
schwacherem Ci-Wert wird das Signal von toten Zellen verursacht. Diese Methode ist
jedoch unsicher sowie zeit- und kostenintensiv (DREIER und KLEESIEK 2004).

Durch den Zusatz von Ethidiumbromid Monoazid (EMA) wahrend der PCR-
Probenaufarbeitung sollte dieses Problem gelost werden, so dass der selektive Nachweis

von lebenden Keimen mittels PCR ermoglicht wird (NOGVA et al. 2003). Die an pathoge-
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nen Keimen bereits erprobte Methode wurde in diesem Fall fir die Detektion von bier-

schadlichen Bakterien angewandt.

4.4.2 Probenbehandlung mit EMA

Die Probenbehandlung und die Wahl der Parameter zu Beginn der Versuche erfolgte auf-

grund der bereits vorliegenden Erkenntnisse von NOGVA et al. (2003).

« Zugabe von 50 pg/ml EMA
o Einwirkzeit: 5 min (in Dunkelheit)

« Bestrahlung: 3 min mit Halogenlampe (650 W)

Fir die anschlieBende DNA Isolation wurde der Kugelaufschluss-B verwendet.

4.4.3 Auswirkungen von EMA auf freie DNA

Die prinzipielle Wirkungsweise von EMA wurde zu Beginn anhand von Rein-DNA getes-
tet. Hierzu wurde L. brevis-DNA (1 ng/ul) mit 50 ug/ml EMA versetzt und wie oben be-
schrieben behandelt. Fiir die PCR-Analyse wurde das sLP600-Assay mit IAC verwendet.
Durch die EMA-Behandlung konnte samtliche freie DNA in der Probe inaktiviert werden
(Abb. 26).

Threshold | Identifier
1200 1200 Cycle
(i3

1100 1100 =
1000 1000 A9 23,3|L. brevis-DNA

. 4 A10 23,3 L. brevis-DNA
50 £l L e a1l 23,7 L. brevis-DNA
5o 00 e E9 N/A L. brevis-DNA+EMA
700 700 . - E10 N/ L. brevis-DNA-+EMA
&00 600 E11 N/A L. brevis-DNA-+EMA

S00
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300

200 200

100 100
o o

-100 -100
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400
300

PCR Base Line Subtracted CF RFU

Abb. 26: Auswirkungen einer EMA-Behandlung (50 pg/ml) auf freie DNA; PCR-Assay: sLP600 mit
IAC

Zusatzlich wurde gezeigt, dass eine EMA-behandelte Probe die PCR-Reaktion nicht inhi-

biert, da die im PCR-Mix enthaltene IAC bei diesen Proben positiv reagierte.

4.4.4 Auswirkungen von EMA auf lebende und tote Zellen

Nachdem die Funktionsweise von EMA anhand von freier DNA bestatigt werden konnte,

sollten die Auswirkungen von EMA auf lebende und tote Zellen mit anschlieBender PCR
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Uberprift werden. Hierzu wurden 4 Milchsaurebakterien (L. brevis BS 40, L. lindneri BS 4,
L. casei BS 3, P. damnosus BS 41), Pectinatus frisingensis (BS 42) und Megasphaera
cerevisiae (BS 46) untersucht. Als Abtétungsmethode wurde Hitze gewahlt (5 min/75 °C),
da sich in der Praxis vor allem bei Proben nach KZE oder Tunnelpasteur die Frage nach

lebenden oder toten Keimen stellt.

4.4.4.1 Optimierung der EMA-Konzentration und der Einwirkdauer

Zunachst sollten bei der EMA-Konzentration und bei der Einwirkdauer die minimal not-
wendigen Grenzen bestimmt werden, um verlasslich ein DNA-Signal toter Zellen zu un-
terdriicken. Auf diese Weise sollte eine EMA-Uberdosierung und mégliche negative Aus-
wirkungen auf eine PCR vermieden werden.

Hierzu wurden Bierproben mit den jeweiligen Zielkeimen versetzt (5*10° Keime/500l, n =
2). Anschlie3end erfolgte die KZE (5 min/75 °C), eine EMA-Behandlung wie in 4.4.2 be-
schrieben, Kugelaufschluss-B zur DNA-Isolation und eine abschliefende PCR mit dem
sLP600-Assay. Zur Kontrolle der KZE wurde von den hitzebehandelten Proben 20 pl-
Aliquots auf MRS-Agar ausplattiert und 7 Tage bei 28°C anaerob bebrutet. In keinem der
Falle war nach der KZE noch Wachstum feststellbar.

Nur far L. brevis und L. lindneri konnte durch die EMA-Behandlung eine deutliche Ab-
schwachung des PCR-Signals bis hin zu einer negativen Reaktion beobachtet werden.
Fir die tbrigen Keime konnte auch mit der langsten Einwirkdauer und der héchsten EMA-
Konzentration ein positives PCR-Signal nicht unterdrickt werden (Tab. 32).

Tab. 32: Auswirkungen unterschiedlicher EMA-Behandlungen auf verschiedene Milchsaurebakteri-
en (BS 40, BS 4, BS 3, BS 41; ~10° Zellen/500 pl); PCR-Assay: sLP600 mit IAC

L. brevis L. lindneri L. casei P. damnosus
Probenbehandlung PCR CWerte PCR CWerte PCR C-Werte PCR C-Werte

Probe 1/ Probe 2 Probe 1/ Probe 2 Probe 1/ Probe 2 | Probe 1/ Probe 2
unbehandelt 21,6/21,5 24,3 /23,7 20,1/19,1 22,3/121,7
KZE, ohne EMA 23,2/225 25,2/24,0 20,4 /20,7 22,6/23,0
KZE, EMA: 0 min, 25 pg/ml 31,0/32,2 neg / neg 29,2 /28,2 28,4/28,5
KZE, EMA: 2,5 min, 25 ug/ml 33,5/32,4 neg / neg 30,9/29,7 30,8/29,6
KZE, EMA: 5 min, 25 pg/ml 32,7 /33,7 neg / neg 30,6 /30,5 31,7/30,2
KZE, EMA: 0 min, 50 ug/ml 34,2 /33,8 neg / neg 30,2/33,8 30,2/29,3
KZE, EMA: 2,5 min, 50 ug/ml neg/ 34,5 neg / neg 31,5/29,9 27,3/26,8
KZE, EMA: 5 min, 50 pg/ml 37,7 /38,2 neg / neg 30,6 /29,6 26,5/27,8

Noch deutlicher fielen die Ergebnisse fiir die gram-negativen Keime Megasphaera cerevi-
siae und Pectinatus frisingensis aus. Hier erwies sich eine EMA-Behandlung als nahezu

wirkungslos (Tab. 33).
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Tab. 33: Auswirkungen unterschiedlicher EMA-Behandlungen auf Pectinatus frisingensis (BS 42)
und Megasphaera cerevisiae (BS 46, ~106 Zellen/500 ul); PCR-Assay: sPM mit IAC

Megasphaera cerevisiae Pectinatus frisingensis
Probenbehandlung PCR Ci-Werte PCR Ci-Werte
Probe 1 / Probe 2 Probe 1 / Probe 2
unbehandelt 21,1/201 21,7/23,9
KZE, ohne EMA 21,2/211 22,3/21,8
KZE, EMA: 0 min, 25 pg/ml 24,8 /254 24,8 /23,8
KZE, EMA: 2,5 min, 25 ug/ml 29,5/29,5 23,8/245
KZE, EMA: 5 min, 25 pg/ml 27,6 /27,4 24,2 /23,0
KZE, EMA: 0 min, 50 ug/ml 29,9/30,1 23,5/24,7
KZE, EMA: 2,5 min, 50 ug/ml 27,5/127,9 22,3/22,0
KZE, EMA: 5 min, 50 ug/ml 26,9/27,7 22,4 /22,0

Eine weitere Erhohung der Parameter Einwirkdauer und EMA-Konzentration erschien in
diesen Fallen als nicht erfolgversprechend und wurde daher unterlassen.

Zudem zeigte sich, dass EMA toxisch auf lebende Zellen wirkt, da nach einer EMA Zuga-
be zu lebenden Zellen (L. casei BS 3, L. lindneri BS 4) kein Wachstum mehr zu beobach-
ten war. Zu diesem Zweck wurden Bierproben mit 5*10* Zellen/ml versetzt, nach EMA-
Zugabe (25 ug/ml) 20 ul Aliquots auf MRS-Agar ausplattiert und 7 Tage bei 28°C anaerob
bebritet. Wahrend in den unbehandelten Proben Wachstum nachzuweisen war, blieb bei

den mit EMA versetzten Zellen eine Koloniebildung aus (Abb. 27).
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Abb. 27: Auswirkungen einer EMA-Zugabe zu lebenden Zellen (L. casei BS 3, L. lindneri BS 4);
EMA-Zugabe: 25 ug/ml; CFU auf MRS-Agar nach 7 Tagen

Diese negativen Auswirkungen auf lebende Zellen dirften auch der Grund sein, weshalb
sich die PCR-Sensitivitat bei einer EMA-Zugabe zu lebenden Zellen im Vergleich zu un-
behandelten Proben verschlechtert (PAWLOWSKY et al. 2006).

Da mit der Methode nicht fir alle untersuchten Keime ein PCR-Signal von toten Zellen
unterdriickt werden konnte und die PCR-Sensitivitat fur lebende Zellen abnahm, wurden

keine weiteren EMA-Versuche durchgefiihrt.
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5 Optimierung von PCR-Reaktionen

Um eine maximale PCR-Effizienz gewahrleisten zu kénnen, wurden die optimalen Reakti-

onsbedingungen fir jedes PCR-Assay bestimmt und bei Bedarf optimiert.

5.1 Optimierung der PCR-Reaktionskomponenten

Alle Versuche wurden standardmaRig mit HotStar Tag-Polymerase, PCR-Puffer und

MgCl, von Qiagen durchgefihrt.

5.1.1 Primerkonzentration

Bei zu geringen Oligonukleotidkonzentrationen ist eine unbefriedigende PCR-Effizienz zu
erwarten, wahrend es bei zu hohen Konzentrationen vermehrt zu Fehlpaarungen und un-
spezifischen Produkten kommen kann (MULLER 2001). Der beigefiigte PCR-Puffer ist
durch den Zusatz von NH,"-lonen soweit optimiert, dass eine standardméaRige Primerkon-
zentration von 0,1-0,5 yM empfohlen wird (0. V. 2002). Durch die Gestaltung des Puffers
wird eine hohe Stringenz beim Annealing gewahrleistet, da die NH,*-lonen die schwachen
H-Bruckenbindungen fehlgepaarter Primer destabilisieren und somit eine hdhere Spezifi-
tat erreicht wird (MISSEL 2003). Die Oligonukleotidkonzentration fir ein neu entwickeltes
PCR-Assay wurde daher standardmafig bei 0,5 uyM gewahlt. Versuche mit Primerkon-
zentrationen Uber 0,5 uyM zeigten bei gleicher Spezifitat keine Verbesserung der Sensitivi-
tat.

5.1.2 MgCl,-Konzentration

MgCl, ist ein metabolischer Cofaktor flr die Tag-Polymerase. Mg,"-lonen beeinflussen die
Enzymaktivitat, erhéhen die Schmelztemperatur der dsDNA und bilden mit den Nukleoti-
den einen I6slichen Komplex, der das Substrat bildet, welches von der Polymerase er-
kannt wird. Die Menge an benétigten Mg?-lonen hangt von der Menge an Mg*-
bindenden Substanzen (dNTPs, EDTA) im PCR-Mix ab. Niedrige Mg?*-Konzentrationen
fUhren zu einer geringen und hohe Konzentrationen zu einer hohen PCR-Ausbeute. Aller-
dings kann bei liberschiissigen Mg**-lonen die Bildung unspezifischer PCR-Produkte ge-
fordert werden (MULLER 2001).

Wie schon bei der Bestimmung der optimalen Primerkonzentration wird auch hier durch
den Zusatz von NH,'-lonen verhindert, dass durch zu hohe Mg”-Konzentrationen Fehl-
paarungen und unspezifische PCR-Produkte auftreten. Als standardmaRige Mg?-
Konzentration wurde 3 mM im fertigen PCR-Mix eingesetzt, da hier die besten Ergebnisse
erzielt wurden (Abb. 28). Niedrigere MgCl,-Konzentrationen (1,5 mM, 2,0 mM) fahrten zu

schlechteren PCR-Ausbeuten, wahrend mit einer Steigerung auf 4 mM keine weitere Ver-
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besserung mehr erzielt werden konnte.

10000 1onen Well | MgC12 | Ct-Wert
[mM]

: s | Al 4 24,2
E 1000 1000 i:: ::i A2 4 23,6
5 @ | AS 3 23,6
3 @< | A6 3 24,1
g 100 100 B3 2 27,2
B4 2 28,0

C3 1,5 29,4

& 8§ 10 12 14 16 1§ 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42
e c4 1,5 30,4

Abb. 28: Auswirkungen verschiedener MgCl,-Konzentrationen auf die PCR-Effizienz

5.1.3 PCR-Enhancer

Zahlreiche Substanzen kénnen, wenn sie in der richtigen Konzentration verwendet wer-
den, als PCR-Beschleuniger wirken (MULLER 2001, NEWTON und GRAHAM 1995). Wie
in Kapitel 4.3.1.2 erlautert, wurde BSA als PCR-Enhancer verwendet, da durch die Zuga-
be von BSA PCR-Inhibition beseitigt werden konnte. Auflerdem lasst sich durch eine
BSA-Zugabe die Fehlerquote der Tag-Polymerase senken (MUHLHARDT 2002). Alle
Tests hinsichtlich unerwlinschter Kreuzreaktionen der entwickelten PCR-Systeme wurden
mit BSA (100 pg/ml) im PCR-Mix durchgefiihrt. Negative Auswirkungen auf die erwartete
Spezifitat der PCR-Assays konnten durch eine BSA-Zugabe nicht beobachtet werden
(Kapitel 6).

5.2 Multiplex Real-Time PCR

Die Tatsache, dass einige Real-Time PCR-Gerate vier verschiedene Fluoreszenzen mes-
sen konnen, bedeutet nicht automatisch, dass die Durchfuhrung von 4-Kanal Simultan-
messungen auch tatsachlich realisiert werden kdnnen. Aufgrund unterschiedlicher Gera-
teplattformen, die nicht fir alle Farbstoffe kompatibel sind und einer begrenzten Auswabhl
an geeigneten Reporter/Quencher-Kombinationen muss man bei der Zusammenstellung
von Multiplex-Systemen sehr Uberlegt vorgehen, um die Vorteile dieser Art der PCR nut-
zen zu kdnnen (MACKAY 2004).

5.2.1 Wahl der Sonden fiir Multiplex Real-Time PCR

Entgegen der haufig gewahlten Variante, TAMRA als Quencher fur Reporterfarbstoffe wie
FAM, HEX oder VIC zu verwenden (LAGIER et al. 2004, GRUBER et al. 2001), wurde mit
Black Hole Quenchern (BHQ-1, BHQ-2) gearbeitet, da diese keine Eigenfluoreszenz be-
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sitzen und fur Multiplexanwendungen besser geeignet sind. Mit BH-Quenchern kann so-
mit ein groRerer Bereich an Wellenlangen flir die Messung unterschiedlicher Reporter-
farbstoffe genutzt werden (0. V. 2004). Bei Verwendung von Quenchern mit Eigenfluores-
zenz, wie z. B. TAMRA, sind Multiplex-Anwendungen nur in begrenztem Mal} mdglich, da
gewisse Wellenlangen durch die Emission des Quenchers belegt sind (Emax TAMRA = 582
nm). Somit kann kein zusatzlicher Reporter (z. B. ROX) mit &hnlichem Emissionsmaxi-
mum eingefiigt werden (E..x ROX = 600), da es sonst zu einer Uberlappung (,cross talk*)
der Signale kommen wirde (MACKAY 2004).

Um die theoretische Moglichkeit einer 4-Kanal-Simultan-PCR in der Praxis umzusetzen,

wurden vier Einzelreaktionen zu einem einzigen PCR-System kombiniert.

Tab. 34: Reporter/Quencher-Kombination bei einer 4-Kanal-Multiplex-PCR (Fourplex-PCR)

PCR-Assay Sonde Reporter Quencher
sLP600
(Laktobazillen/Pediokokken) s700 FAM BHQ-1
Dan (Dekkera anomala) Y58 HEX BHQ-1
sPM (Pectinatus Spp-, 560 ROX BHQ-2
Megasphaera cerevisiae)
Lbr (L brevis) i200 CY5 BHQ-2

In vier getrennten Reaktionen wurde die Ziel-DNA fir jeweils ein Assay zugegeben. Es
sollte zu jeweils einer positiven Reaktion im betreffenden Fluoreszenzkanal kommen,
wahrend alle anderen Kurven negativ erwartet wurden.

Aus Abb. 29 ist ersichtlich, dass mit den gewahlten Sonden eine zeitgleiche Detektion der

vier verschiedenen Fluoreszenzen ohne cross-talk méglich war.
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Abb. 29: Fourplex-PCR mit den Reporter-Farbstoffen FAM, HEX, ROX und CY5 unter Verwendung
von BH-Quenchern
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5.2.2 Grenzen von Multiplex Real-Time PCR-Anwendungen

Schwierigkeiten ergaben sich bei einer praktisch sinnvollen Gestaltung eines Fourplex-
Systems, da die Sensitivitat der Einzelsysteme bei ungiinstiger Kombination beeintrachtigt
werden kann.

In dem oben gewahlten Beispiel (Abb. 29) war pro Reaktion nur jeweils eine Ziel-DNA
anwesend. Bei gleichzeitiger Anwesenheit aller vier target-DNA’s verteilt sich die Aktivitat
der Polymerase auf vier PCR-Reaktionen, was zu erheblichen Einbuf’en in der PCR-
Effizienz der Einzelreaktionen fihren kann. Vor allem wenn eine DNA nur in Spuren ent-
halten ist, kann dies zu einem Ausbleiben der PCR-Reaktion fliihren. Dieses Phanomen
wurde beim Einsatz von Internen Amplifikationskontrollen beobachtet und ausgenutzt
(5.4, 6.1.1.3).

Ein zusatzliches Problem kann sich ergeben, wenn eine DNA die target-DNA fir zwei o-
der mehr gleichzeitig ablaufende PCR-Reaktionen darstellt, da dann eine Konkurrenz
sowohl um die Polymerase-Aktivitat als auch um die Ziel-DNA, d. h. die Primerbindestel-
len vorliegt. Dies ware der Fall, wenn bei einer PCR im TagMan-Format Screening- und
Identifizierungs-PCR simultan erfolgen. Im dargestellten Fall nahm die Nachweisempfind-
lichkeit des kombinierten Systems (sLP600 + iLbr) im Vergleich zu den Einzelreaktionen
(sLP600, iLbr) ab.

Tab. 35: Vergleich zwischen separaten Assays und Multiplex-Assays bei identischer Ziel-DNA; (n =
3)

PCR-Assays; PCR Ci-Werte; L. brevis-DNA (10 pg/Reaktion)

Getrennte PCR-Assays Multiplex-Assay: iLbr+sLP600
iLbr sLP600 iLbr (FAM) sLP600 (HEX)
32,7+0,3 29,6 £0,2 35,2+0,5 31,4+0,3

5.3 Optimierung des Temperaturprotokolls iiber Gradienten-PCR

Die Schmelztemperatur (T.,) der Primer lasst sich Uber verschiedene Formeln berechnen
(MUHLHARDT 2002), und wird beim Primerdesign von der Software unter den gewéahlten
PCR-Bedingungen automatisch errechnet. Allerdings empfiehlt es sich, die optimale An-
nealingtemperatur fir jedes PCR-Assay, die oft etwa 5°C (ber T, liegen kann, ber eine
Gradienten-PCR empirisch zu bestimmen. Durch intra- und intermolekulare Wechselwir-
kungen der beteiligten Oligonukleotide (Primer und Sonden) kénnen Abweichungen von
der errechneten Temperatur auftreten (LUNGE et al. 2002).

Bei einer Gradienten-PCR wird eine Ziel-DNA bei unterschiedlichen Annealingtemperatu-
ren amplifiziert. Durch den Vergleich der Ci-Werte kann die optimale Temperatur abgele-
sen werden. Sowohl bei zu hohen als auch bei zu niedrigen Anlagerungstemperaturen

kann die Effizienz der PCR negativ beeinflusst werden. Ist die Annealingtempertatur zu

75



Optimierung von PCR-Reaktionen

hoch, konnen sich keine H-Briicken zwischen den Primern und der DNA ausbilden, wah-
rend sich bei zu niedrigen Temperaturen vermehrt Primerdimere und Hairpin-Strukturen
bilden konnen. AuRerdem besteht bei zu niedrigen Temperaturen eine erhéhte Gefahr
von Fehlpaarungen der Primer an non-target-DNA, was die Spezifitdt eines PCR-Systems
negativ beeinflussen kann (o. V. 1999). Um die Stringenz des Assays zu erhalten, sollte
eine Kombination aus mdéglichst hoher Temperatur bei gleichzeitig mdglichst niedrigen Ci-
Werten gewahlt werden.

Fur das dargestellte Beispiel (PCR-Assay: Lli) konnte mittels Gradienten-PCR eine opti-

male Annealingtemperatur von 57-61 °C ermittelt werden (Abb. 30).

o o Well t‘:'r‘r'l‘;:rl:;ﬁr Ct-Wert
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Abb. 30: Temperaturgradienten-PCR fir das Lli-Assay

Analog dazu wurde mittels Gradienten-PCR fiir jedes PCR-Assay die optimale Annealing-

temperatur empirisch bestimmt.

54 Integration interner Amplifikationskontrollen (IAC)

Eine IAC dient zur Vermeidung falsch-negativer PCR-Ergebnisse. Wird eine PCR ohne
IAC durchgeflhrt, kann ein negatives Ergebnis die Abwesenheit von Ziel-DNA wieder-
spiegeln. Negative Resultate kénnten allerdings auch durch die Anwesenheit von PCR-
inhibierenden Substanzen, durch Pipettierfehler, falsche Reaktionsbedingungen oder Ge-
ratefehler verursacht sein (BURKARDT 2000).

Die IAC ist ein eigenes PCR-System bestehend aus Primern, Sonde und der zugehérigen
DNA. Die IAC-DNA, die unterschiedlich zur DNA der Nachweisreaktion ist, wird dem Mix
vor der PCR in definierter Menge zugefligt und muss unter standardisierten Bedingungen
immer ein gleich starkes positives Signal erzeugen. Die Sonden von IAC und Nachweis-
system sind mit unterschiedlichen Reportern versehen, so dass eine gleichzeitige Mes-
sung und Unterscheidung von IAC- und Ziel-DNA moglich ist. Wenn die positive Kontrolle

(Ziel-DNA) und die NTC die erwarteten PCR-Ergebnisse liefern, kdnnen Pipettier- oder
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Geratefehler ausgeschlossen werden. Ein negatives Resultat von Ziel-DNA und IAC ist
somit ein sicheres Zeichen fir eine PCR-Inhibition (HOORFAR et al. 2003)

Es existieren verschiedene Strategien bei der Gestaltung einer IAC. Optimalerweise sollte
das IAC-System nahezu identisch zum Nachweissystem sein und sich nur durch wenige
aber entscheidende Basen an den Primer-Bindestellen unterscheiden (BURKARDT
2000).

Moglich ist auch die Verwendung eines kunstlichen DNA-Fragments, z. B. eines Klonie-
rungsvektors. Hier ist sichergestellt, dass die Ziel-DNA in natlrlichen Proben wie Bier nie
zusammen mit der IAC-DNA vorkommen kann und das IAC-Signal nur von der zugege-
benen DNA-Menge im PCR-Mix stammt (MALORNY et al. 2003c).

In der vorliegenden Arbeit wurde ein anderer Ansatz zur Integration einer IAC gewahilt.
Beim Nachweis von Bakterien diente das Ctr-System (Candida tropicalis) als IAC, und fir
die Hefen wurde das sPM-Assay (Screening flr Pectinatus spp. und Megasphaera cere-
visiae) eingesetzt. Bei beiden IAC-Systemen ist die Wahrscheinlichkeit gering, dass die
nachzuweisenden Zielkeime und die IAC-DNA in einer Praxisprobe simultan vorliegen.
Candida tropicalis kommt in Produktproben keine Bedeutung zu, sondern spielt lediglich
als Indikatorkeim und bei der Biofilmbildung im Abfiillbereich eine Rolle. Pectinatus spp.
hingegen sind typische Sekundarkontaminanten im Abflllbereich, die aufgrund der hohen
O,-Werte im Unfiltratbereich nicht nachzuweisen sind.

Als IAC-DNA diente nicht genomische DNA sondern aufgereinigte PCR-Produkte mit den
entsprechenden Primer-Zielregionen. Fir das Ctr-System wurde der ITS1-5.8S-ITS2 Ab-
schnitt mittels der Primer 2236C/3124T amplifiziert (MONTROCHER et al. 1998) und fur
das sPM-Assay wurden die in der 16S lokalisierten Primer 27f/907r von SAKAMOTO et
al. (2002) verwendet.

Die DNA der PCR-Produkte im PCR-Mix wurde so bemessen, dass sich ein schwaches
aber dennoch deutliches und konstantes PCR-Signal mit einem Ci-Wert von 32 + 0,5 er-
gab. So sollte gewahrleistet werden, dass die Sensitivitat des Nachweissystems bei Ver-
keimungen im Spurenbereich nicht durch die kompetetive Wirkung einer zu hoch dosier-
ten IAC gemindert wird (MALORNY et al. 2003c). Bei einem stark positiven PCR-Ergebnis
kann es daher vorkommen, dass das Signal der IAC aufgrund der konkurrierenden Effek-
te ausbleibt (Abb. 34).

Zudem lagen die Effizienzen der PCR-Systeme fir die IAC mit 87 % (Ctr) bzw. 89 %
(sPM) im unteren Bereich der entwickelten Assays. Dadurch sollte sichergestellt werden,
dass die IAC-Reaktion nicht bevorzugt gegentber der eigentlichen Nachweisreaktion ab-
lauft (RIJPENS und HERMAN 2002). Sollte der theoretisch mdgliche Fall eintreten, dass
der IAC-Keim zusammen mit dem nachzuweisenden Keim auftritt, wiirde sich dies in nach

unten abweichenden Ci-Werten flr die IAC auswirken.
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6 Neu entwickelte PCR-Assays

6.1 PCR-Assays zum Nachweis bierschéadlicher Bakterien

Zum Nachweis bierschadlicher Bakterien wurden gruppen- und speziesspezifische Real-
Time PCR-Systeme (TagMan-PCR) getestet.

Lediglich fur das sLP200-System erfolgte kein Transfer auf Real-Time PCR-Format, da
sich dieses Assay als zu unspezifisch erwies. Eine weitere Charakterisierung dieses Sys-
tems wurde daher nicht durchgeflhrt. Fir alle anderen Assays erfolgten die Versuche in
Real-Time PCR-Format.

Fir das System sLP600 wurde die Sensitivitdt und die PCR-Effizienz mit und ohne IAC
bestimmt. Fur die Multiplex-Assays sLPPM und iLbcp, bei denen verschiedene Systeme
kombiniert wurde eine IAC integriert. Bei allen anderen Systemen erfolgten die Versuche
ohne IAC.

6.1.1 sLP600 - Screening-System flr Laktobazillen und Pedikokken

Das sLP600-System dient zur gruppenspezifischen Detektion von vorwiegend bierschad-
lichen Laktobazillen und Pediokokken. Es besteht aus je zwei Vorwartsprimern und zwei
Rickwartsprimern, wobei der Consensusprimer LP600-f bierschadliche Laktobazillen mit
Ausnahme von L. lindneri erfasst. Daher wurde zusatzlich noch LI-f eingeflgt, der spezi-
fisch diesen Keim detektiert. Als Rickwartsprimer dienten LP600-r1, der alle bierschadli-
chen Keime bis auf L. plantarum erfasst, und LP600-r2, der ebenfalls einige Laktobazillen,
darunter auch L. plantarum, detektiert. Das Grundgerust dieses Systems bilden somit die
Primer LP600-f und LP600-r1, wahrend die Primer LI-f und LP600-r2 nur eingefligt wur-
den, um L. lindneri bzw. L. plantarum in das Screening zu integrieren. Alle Primer wurden

so gewahlt, dass die Sonde s700 fir alle Amplikons verwendet werden konnte.

6.1.1.1 sLP600 — Reaktionsbedingungen und Spezifitat

Die Konzentration der Primer wurde auf 500 nM (LP600-f, LI-f, LP600-r1) bzw. 250 nM
(LP600-r2) eingestellt. Alle anderen Komponenten wurden gemaf Tab. 8 verwendet.
Mittels Gradienten-PCR wurde eine optimale Annealingtemperatur fir das Gesamtsystem
von 60-61°C bestimmt, weshalb fur alle weiteren Versuche das in Tab. 9 beschriebene
Temperaturprotokoll gewahlt wurde.

Bei der Untersuchung der Rein-DNA Isolate (Tab. 3, Tab. 4) wurden folgende Resultate
erzielt (Tab. 36).
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Tab. 36: Spezifitat des sLP600-Assays

PCR-Ergebnis

Getestete Organismen

L. brevis (1-4)

L. brevisimilis

L. buchneri

L. casei (1+2)

L. collinoides

L. coryniformis (1+2)

L. curvatus

L. fructivorans

Positiv L. hilgardii L. kefiri L. lindneri (1-3) L. malefermentans

(Bakterien-DNA) L. parabuchneri L. paracasei L. paracollinoides L. plantarum (1+2)
L. reuteri L. rhamnosus L. sanfranciscensis P. clausenii
P. damnosus (1+2) | P. inopinatus P. parvulus P. pentosaceus
Acetobacter aceti Acetobacter pasteu- Bacillus subtilis E. coli

rianus

Gluconobacter Lactococcus lactis L. acidophilus L. alimentarius
oxydans

L. bifermentans
L. helveticus

L. amylolyticus
L. delbrueckii

L. amylophilus
L. fermentum

L. amylovorus
L. gasseri

Negativ
(Bakt ersi, en-DNA L. johnsonii L. perolens (1+2) L. salivarius L. sanfranciscensis
Leuconostoc mesen- | Megasphaera cere- | Micrococcus  kristi- | Obesumbacterium
teroides visiae (1+2) nae proteus

Oenococcus oeni Pectinatus  cerevi- | Pectinatus frisingen- Pectinatus s
siiphilus Sis P-
Weissella  parame- | Weissella virides- 7 bili
senteroides cens ymomonas mooilis
Positiv
(Hefe-DNA)
Dekkera anomala (1) D_ekkera bruxelien- Kloeckera apiculata Kluy veromyces
sis(1) marxianus
. L S. cerevisiae var. .
(#e?g%ﬁ A Pichia anomala (1) gg?elrz;wsrr(r?)mbrane- carlsbergensis \‘j\‘lﬁeBregg lae
WHB 34/70
S. exiguus S. diastaticus (1) | 2Y90saccharomyces
rouxii (1)

Die mittels PCR erzielten Ergebnisse entsprachen den erwarteten Ergebnissen des Se-
quenz-Alignments und der BLAST-Analyse.

Mit dem sLP600-System konnen alle wichtigen in der Literatur genannten obligat und po-
tentiell schadlichen Laktobazillen und Pediokokken erfat werden (JESPERSEN und
JACOBSEN 1996; SUZUKI et al. 2004). Alle negativ getesteten Milchsaurebakterien spie-
len bisher — mit Ausnahme von L. perolens (6.1.2) - als Bierschadlinge keine Rolle oder
werden zur Maische- bzw. Wiirzesauerung verwendet (z. B. L. amylovorus, L. amylolyti-
cus, L. delbrueckii). Neben obligat und potentiell schadlichen Keimen wurden auch einige
brauereifremde Laktobazillen erfaldt (z. B. L. fructivorans, L. hilgardii, L. kefiri). Ein Ab-
gleich mit weiteren 16S rDNA-Sequenzen von derzeit akzeptierten Lactobacillus spp. er-
gab, dass noch andere Laktobazillen erfal3t werden kdnnten. Diese wurden im Rahmen
der Arbeit aber nicht getestet. Im Anhang ist das zu erwartende Verhalten des sLP600-
Assays hinsichtlich dieser Laktobazillen aufgelistet (Anh. 8).

Da ein Auftreten dieser Keime in Brauereien jedoch unwahrscheinlich ist, deutet ein posi-
tives sLP600-Signal vor allem in Verbindung mit einer selektiven oder bedingt selektiven
Voranreicherung mit groer Wahrscheinlichkeit auf das Vorhandensein bierschadlicher

Laktobazillen hin.
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6.1.1.2 sLP600 - Sensitivitat und PCR-Effizienz ohne IAC

Unter den oben genannten Reaktionsbedingungen konnte mit dem sLP600-Assay Rein-
DNA (L. brevis BS 40) bis zu einer Menge von 500 fg detektiert werden. Bei 50 fg zeigte
sich noch ein leichter Anstieg der Messkurven, allerdings konnte nur noch bei einer der
drei Proben ein Ci-Wert ermittelt werden (Abb. 31, Tab. 37). Die Darstellungen der Mef3-

reihen zur Bestimmung der Sensitivitat aller weiterer Systeme sind im Anhang ersichtlich.

1000 1000

100

PCR Base Line Subtracted CF RFU

4 & & 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42
Cycle

Abb. 31: Sensitivitat des sLP600-Assays ohne IAC; L. brevis Rein-DNA von 500 pg-50 fg (n = 3)

Fir das sLP600-System konnte aufgrund von Formel 4 eine PCR-Effizienz von 91,6%
und eine lineare Regression mit einem BestimmtheitsmaR (R?) von 0,999 ermittelt werden
(Abb. 32, Tab. 37).

40
y =-3,561x + 33,841

35 \,\ R? = 0,999
30 < & Messung 1

[
t
(] i
;I . \\ B Messung 2
o %
14 e Messung 3
Q 20
Mittelw ert 1-3
15 1 —— Lineare Trendlinie
1-3
10 : : : : (1-3)
-1,3 -0,3 0,7 1,7 2,7 3,7

Log DNA-Masse [pg]

Abb. 32: Lineare Regression des sLP600-Assays ohne IAC; L. brevis Rein-DNA von 500 pg-50 fg
(n=3)

80



PCR-Assays

Tab. 37 zeigt exemplarisch die Ergebnisse der DNA-Verdiinnungsreihe (L. brevis BS 40)
mit dem sLP600-System ohne IAC. Die Graphen zur linearen Regression und die dazu-
gehorigen Daten aller weiterer DNA-Verdiinnungsreihen und PCR-Systeme sind ebenfalls
dem Anhang zu entnehmen.

Tab. 37: PCR-Ct-Werte und PCR-Kennzahlen zur Bestimmung der Sensitivitat des sLP600-Assays
ohne IAC; L. brevis Rein-DNA von 500 pg-50 fg (n = 3)

Getestete ,\I/?:Sps‘e CiWerte | C-Werte | Ci-Werte C+Werte s EfPﬁcz;iZ;z Slope| R2
DNA [bal Messung 1 [ Messung 2 | Messung 3 | (Mittelwert 1-3) [%]
500 23,23 23,12 23,17 23,17 0,06
50 26,91 26,91 27,06 26,96 0,09
L. brevis 5 30,41 30,2 30,41 30,34 0,12| 91,6 |-3,51(0,999
0,5 33,93 34,13 33,91 33,99 0,12
0,05 37,20 neg neg 37,20

Da das sLP600-System ein Multiplex-System darstellt (6.1.1), wurden fiir Verdinnugsrei-
hen von L. lindneri- und L. plantarum- DNA ebenfalls die Nachweisgrenzen bestimmt. In
beiden Fallen ergab sich auch hier eine Sensitivitdt von 500 fg. 50 fg wurde nicht in allen
Fallen detektiert (Anh. 9, Anh. 10).

Bei Untersuchung einer Zell-Verdiinnungsreihe von L. brevis (BS 40) in Bier konnte mit
dem sLP600-System bis zu einer Keimdichte von 7*10? Zellen/ml ein positives PCR-

Ergebnis erzielt werden (n = 3).

1000 1000 Well | Zellzahl / ml| Ci-Wert

%00 300 E4 7*10° 30,40
2 i F4 7*10° 31,60
b ZZZ ZZZ G4 7*102 30,90
F. . D5 7*10 32,70
. 0 E5 7*10? 35,90
% 300 300 F5 7*102 34,20
g 0 200 A6 7*10' neg
= 1o 100 B6 7%10" neg

-102 _°m C6 7*10' neg

0 2 4 & 8§ 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42
Cycle

Abb. 33: Sensitivitdt des sLP600-Assays ohne IAC anhand einer L. brevis-Verdinnungsreihe (BS
40); 7*10° = 7*10" Zellen/ml

Fur L. brevis liegt die theoretisch notwendige Mindestzellzahl fir ein positives PCR-
Resultat bei etwa 80 Keimen (Formel 6).

Wie zu erwarten, lag die tatsachlich nachweisbare Zellzahl (7*10%) etwas (ber der Min-
destzellzahl (80), was sich durch Verluste wahrend der Probenverarbeitung erklaren Iasst.

Im Gegensatz zu den Rein-DNA Testreihen ergaben sich durch die Einflisse der Proben-
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verarbeitung auch gréRere Ci-Wert Unterschiede innerhalb einer Verdiinnungsstufe (Abb.
33). Alle weiteren Zell-Verdiinnungsreihen zur Bestimmung der Sensitivitdt von PCR-

Systemen befinden sich ebenfalls im Anhang.

6.1.1.3 sLP600 - Sensitivitat und PCR-Effizienz mit IAC

Die IAC wurde dem PCR-Mix vor der PCR zugefigt (5.4). Bei Messung einer L. brevis
DNA-Verdinnugsreihe ergab sich wiederum eine Sensitivitat von 500 fg DNA und eine
etwas niedrigere PCR-Effizienz von 89,2 % (Anh. 11).

Gleichzeitig konnte beobachtet werden, wie mit zunehmendem L. brevis-Signal eine Ab-
schwachung des bei negativen oder schwach positiven Proben nahezu konstanten IAC-
Signals erfolgte (Abb. 34). Diese Tendenz war bei allen folgenden Messungen, bei denen
eine IAC verwendet wurde, zu beobachten, und wird an dieser Stelle daher exemplarisch
dargestellt. Dieses IAC-Verhalten ist erwlinscht, da die Indikation einer positiven IAC-
Reaktion nur bei negativen PCR-Reaktionen eine Relevanz besitzt (RIJPENS und
HERMAN 2002).

1000 1000

100 IAC bei< 50 pg L. brevis-DNA 100

IAC bei50 pg L. brevis-DNA

PCR Ease Line Subtracted CF RFLU

1o IAC bei0,5 ng L. brevis-DNA

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 268 30 32 34 36 38 40 42
Cycle

Abb. 34: Zusammenhang zwischen Stéarke des |IAC-Signals und eingesetzter Menge an Ziel-DNA
(L. brevis BS 40)

Bei den L. lindneri und L. plantarum Verdlinnungsreihen konnten die Nachweisgrenzen
von 500 fg DNA bestatigt werden. Die PCR-Effizienzen betrugen 90,5 bzw. 83,7 % (Anh.
12, Anh. 13).

Anhand der Verdunnungsreihe von L. brevis (BS 40) in Bier konnte mit einer Nachweis-
grenze von 7*10? Zellen/ml eine identi