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1. PROBLEMSTELLUNG

Im Sinne des Kreislaufwirtschafts- und Abfallgesetzes müssen biologische Abfälle ver​mieden, wiederverwertet oder beseitigt werden. Detaillierte Regelung zur Verwertung der biogenen Abfälle sind in der Bioabfallverordnung (BioAbfV), die seit 1. Oktober 1998 in Kraft getreten ist, festgeschrieben. Unter anderem müssen die Prozesseinwirkungen in Kompostierungs- und Anaerobanlagen in der Lage sein, seuchenhygienisch unbe​denkliche Produkte zur landwirtschaftlichen Verwertung zu produzieren. Für die Praxis bedeutet dies die Überprüfung sowohl der Wirksamkeit der Kompostierungs- und An​aerobanlagen in hygienischer Hinsicht als auch die Überwachung der aus den ver​schiedenen Prozessen entstandenen Produkte. Während bisher viele Daten zur seu​chenhygienischen Überprüfung von Kompostierungsanlagen und Komposten vorliegen, müssen auch im Anaerobsektor sowohl die seuchenhygienischen als auch phytohygie​nischen Prüfverfahren überprüft und ggf. modifiziert werden um damit ein praktikables und standardisierbares Testsystem zu erhalten.

Die herkömmliche Methodik der mikrobiologischen Untersuchungen zur Ermittlung der Kinetiken von ausgewählten Mikroorganismen in der Prozessprüfung beschränkt sich auf die Titration und selektive Anzucht, bzw. die Typisierung nach Mischkultur, wobei pro Probe nur eine begrenzte Anzahl an Keimen untersucht werden können und dazu eine großer Zeitbedarf notwendig wird. Aufgrund hervorragender Sensivität und Spezi​fität gewinnt daher die auf Nukleinsäuren basierende Erregerdiagnostik mittels PCR zu​nehmende Bedeutung. Probleme des PCR- Nachweises von Mikroorganismen aus Umweltproben sind zunächst in der Qualität des Ausgangsproduktes zu sehen. Das be​deutet einen hohen Aufwand in der DNA-Präparation, um die Hemmstoffe weitgehenst zu eliminieren. Die anzuschließende PCR-Analytik mit dem Lightcycler soll daher unter den vorgenannten Bedingungen als ein mögliches neues Verfahren zum quantitativen Nachweis seuchen- und phyohygienisch relevanter Organismen eingesetzt bzw. über​prüft werden.

2.
ZIELSETZUNG

Als Endziel des PCR-Konzeptes steht die Erarbeitung eines Verfahrens (Methodik), mit der die seuchen- und phytohygienische Wirksamkeit von Anaerobverfahren bzw. die Produktüberwachung von Anaerobanlagen in großer Probenanzahl auf ausgewählte, in diesem Zusammenhang relevante Keime, ausgedehnt werden kann um damit nicht nur die Effizienz des Hygienisierungsprozesses sondern auch die „biologische Stabilität“ bzw. die „seuchen- und phytohygienische Unbedenklichkeit der Endprodukte aus An​aerobanlagen zu beschreiben.

Dieses Verfahren ist für die Zukunft als standardisierbares Prüfsystem zu sehen, das möglichst kostengünstig, variabel und schnell eingesetzt werden kann.

Das vorliegende Projekt verfolgt die Zielsetzung:

- geeignete „Leitkeime“ zur Überprüfung des Hygienisierungsprozesses aufgrund bakte​riologischer Untersuchungen der „input“- und „output“-Proben zu definieren,

- die Methodik der PCR-kompatiblen DNA-Gewinnung aus den Probenmaterialien bzw. deren Aufarbeitungen zu verifizieren,

- wo möglich, bereits verfügbare, Block cycler PCR-Protokolle an den Lightcycler zu adaptieren bzw. neue Protokolle zu etablieren,

- für die ausgewählten Organismen eine Gesamt-Methodik für den quantitativen Nach​weis aus den Probenmaterialien zu erstellen.

3.
Probenmaterial

Die zu untersuchenden Proben stammten aus Anaerobanlagen, die sowohl Bioabfälle als auch tierische Exkremente sowie gewerbliche Großküchenabfälle vergären. Zum jetzigen Zeitpunkt der Untersuchung sind das namentlich die Gemeinschafts-Bio​gasanlage Wolpertshausen, die private kombinierte Vergärungs- und Kompostierungs​anlage Heppenheim, die in Sulzbach an der Murr liegende Kofermentationsanlage so​wie die 400 l umfassende Versuchsbiogasanlage an der Universität Hohenheim. Das Probenvolumen betrug jeweils ein Kilogramm.

Als Input-Materialien wurden in diesem Projekt zum einen unbehandelte Substrate wie zum Beispiel Rinder- oder Schweinegülle, Gewerbeabfälle aus Großküchen, Bioabfälle und entsprechende Mischproben, zum anderen bei 70°C eine Stunde lang vorerhitzte Spei​seabfälle untersucht. Als Outputmaterialien werden die Gärprodukte bezeichnet, die die Anlage nach der Vergärung verlassen.

Das Probenmaterial wurde je nach Konsistenz vor dem Herstellen der Vorverdünnun​gen mit einem Stabmixer
 zerkleinert oder gut durchgerührt, so daß die Probe homogen vorlag.

4.
Bakteriologische Untersuchungen

4.1
Untersuchung auf Salmonellen

Zunächst wurden 20 g des Substrates in 180 ml physiologischer Natriumchlorid-Lösung (NaCl)
 über Nacht bei 4 °C auf einer entsprechenden Vorrichtung geschüttelt. Im An​schluß erfolgte der Ansatz einer dekadischen Verdünnungsreihe. Zur Anreicherung der Salmonellen wurde je 1 ml  der Verdünnungsstufen in jeweils 3 mit je 9 ml gepuffertem Peptonwasser
 gefüllte Röhrchen überimpft. Nach 24-stündiger Bebrütung  bei 37 °C wurden  aus diesen Voranreicherungen je 0,1 ml in drei parallele Röhrchen mit 10 ml RAPPAPORT-VASSILIADIS- Bouillon
 überimpft. Nach erneuter Bebrütung über 24 Stunden bei 43 °C erfolgte der Ausstrich der drei parallelen Selektivanreicherungen auf je einer Xylose-Lysin-Desoxycholat (XLD)
- und einer Brilliantgrün-Phenolrot-Lactose-Saccharose-Agar (BPLA)
 –Platte. Die Platten wurden 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Anzahl der im Grenzbereich des Wachstums nachweisbaren Salmonella-positiven Parallelansätze von drei aufeinanderfolgenden Verdünnungsstufen wurden zum Erstel​len des dreistelligen MPN-Codes herangezogen. Die quantitative Auswertung erfolgt anhand der korrigierten MPN-Tabelle nach J. C. de Man
. Ergab sich bei der Auswer​tung der Platten nur ein Salmonellen-Verdacht, dann wurden von den verdächtigen Ko​lonien Reinkulturen sowohl auf Standard-1-Nähragar
 als auch auf Blut-Agar
 angefer​tigt, um sie nach einer erneuten Bebrütung von 24 Stunden bei 37 °C durch Objektträ​geragglutination mit spezifischen Antiseren
 weiter zu bestimmen. 

4.2
Untersuchung auf enterohämorrhagische Escherischia coli (EHEC)

Der Nachweis von enterohämorrhagischem Escherischia coli erfolgte qualitativ. Dazu wurde mit 50 g Substrat eine Voranreicherung in 450 ml gepuffertem Peptonwasser unter Zusatz von 8 mg/l Vancomycin
 und 10 mg/l Cefsoludin
 angesetzt und 6 Stun​den bei 37 °C auf einer Schüttelvorrichtung bei 120 x g bebrütet. Anschließend wurden 0,1 ml dieser Voranreicherung auf MacConkey-Sorbitol-Agar
 mit Zusatz von 2,5 mg/l Kaliumtellurit und 0,05 mg/l Cefixim
 ausgestrichen und 18 bis 24 Stunden bei 37 °C bebrütet. Jeweils 6 sorbitol-negative und 6 sorbitolpositive   Kolonien wurden auf Standard-1-Platten überimpft und 18 bis 24 Stunden bei 37 °C bebrütet. Die Identifizie​rung von E. coli erfolgte mit Hilfe der Bunten Reihe. Dabei wurden die gewachsenen Reinkulturen in jeweils FluorocultR-Bouillon
 mit Durham-Röhrchen, in DEV-Glucose-Bouillon
 mit Durham-Röhrchen und auf Simmons-Citrat-Schrägagar
 überimpft und weitere 18 bis 24 Stunden bei 37 °C bebrütet. Der Nachweis von E. coli  war erbracht, wenn in der Fluorocult-Bouillon eine Gasbildung zu erkennen war und unter Zusatz von 0,1 ml Kovacs-Reagenz
 Indol gebildet wurde (rosa Ring), sowie unter Zusatz von 0,5 ml Natronlauge
 im UV-Licht  Fluoreszenz zu verzeichnen war. Letztere Reaktion kann jedoch auch negativ sein. In der Glucose- Bouillon  muß ein Farbumschlag sowie eine Gasbildung zu erkennen sein und es darf  kein Wachstum   auf dem Simmons-Citrat-Schrägagar vorkommen. Die als E. coli identifizierten Kolonien wurden mit E.coli-spezi​fischen Antiseren
  mittels Objektträgeragglutination getestet. Von Kolonien, die mit den O26-, O111 bzw. O157-spezifischen Seren agglutinierten, wurden Stammkulturen zur weiteren Bearbeitung (Multiplex-PCR zur Bestimmung der Gene VTI, VTII, hly und eae-A) angelegt.

4.3
Untersuchung auf aerobe Sporenbildner

Der quantitative Nachweis auf aerobe Sporenbildner erfolgte nach dem MPN-Verfahren. Zunächst wurde, wie in Punkt 3.2.1 beschrieben eine Vorverdünnung angesetzt und über Nacht bei 4 °C geschüttelt. Am nächsten Tag wurde eine dekadische Verdünnungsreihe an​gelegt und die NaCl-Verdünnungsstufen im vorgeheizten Wasserbad 30 Minuten bei 70 °C geschüttelt. Im Anschluß wurde jeweils 1 ml in 3 parallele Röhrchen mit je 9 ml Tryptone-Soya-Broth (TSB)
 verbracht und für 24 Stunden bei 37 °C bebrütet. Die drei Parallelansätze jeder Verdünnungsstufe wurden auf jeweils einer Blut-Agar-Platte aus​gestrichen und für 24 Stunden bei 37 °C bebrütet. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der korrigierten MPN-Tabelle nach de Man.

4.4
Untersuchung auf Fäkalstreptokokken

Der quantitative Nachweis von Fäkalstreptokokken erfolgte nach dem MPN-Verfahren. Die Vorverdünnung und die anschließende Verdünnungsreihe wurde, wie unter Punkt 3.2.1 beschrieben, angesetzt. Danach wurden jeweils 3 mal 1 ml der ausgewählten Verdünnungsstufen in je 9 ml Acid-Glucose-Bouillon (AD-Bouillon)
 überimpft. Nach einer Bebrütung über 48 Stunden bei 37 °C erfolgte der Ausstrich der drei Parallelan​sätze auf jeweils einer Kanamycin-Äsculin-Azid-Agarplatte (KAA-Agar)
 mit Inkubation über 48 Stunden bei 37 °C. Die Auswertung  erfolgte mittels der modifizierten MPN-Tabelle nach de Man.

4.5
Untersuchung auf Pseudomonaden

Der quantitative Pseudomonadennachweis erfolgt nach dem MPN-Verfahren. Wie beim quantitativen Salmonellennachweis beschrieben, wurden eine Vorverdünnung sowie  anschließend eine dekadische Verdünnungsreihe angesetzt. Aus den ausgewählten Verdünnungsstufen wurde 3 mal jeweils 1 ml in 9 ml Malachitgrün-Bouillon
 überimpft und 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Dann wurden die drei Parallelansätze einer jeder Verdünnungsstufe auf eine Cetrimid-Agarplatte
 aufgetragen und bei 42 °C für 48 h bebrütet. Eindeutig grüne Kolonien, die im UV-Licht fluoreszieren, wurden positiv ge​wertet 

4.6
Bestimmung der Anzahl von Serratia marcescens
Die quantitative Keimzahlermittlung von Serratia marcescens erfolgt nach dem KOCH´schen Oberflächenverfahren. Dazu wurden 20 g des zu untersuchenden Materials in 180 ml physiologische Kochsalzlösung eingewogen und bei 4 °C auf einer Schüttelvorrichtung über Nacht suspendiert. Anschließend wurde eine dekadische Ver​dünnungsreihe in physiologischer Kochsalzlösung angesetzt. Aus den Verdünnungs​stufen 10-1 bis 10-5 wurden jeweils 0,1 ml auf zwei parallel angelegte Standard-I-Agar​platten ausgestrichen und 24 Stunden bei 37 °C sowie im Anschluß weitere 24 Stunden bei Zimmertemperatur und unter Tageslichteinfluß bebrütet. Die typischen rot pig​mentierten Serratia marcescens-Kolonien wurden ausgezählt.

4.7
Untersuchung auf thermophile Aktinomyceten

Die quantitative Keimzahlermittlung der thermophilen Aktinomyceten erfolgte nach dem KOCH´schen Oberflächenverfahren. Dazu wurde zunächst wie bei Serratia marcescens beschrieben eine Vorverdünnung angelegt, aus der nach der vollständigen Suspendie​rung eine dekadische Verdünnungsreihe angelegt wurde. Von den Verdünnungsstufen 10-1 bis 10-5  wurden jeweils 0,1 ml auf zwei parallele Glycerin-Arginin-Agarplatten
 pipettiert und mit einem steilen Spatel gleichmäßig verteilt. Die Platten wur​den dann in gut verschlossenen Plastikbeuteln über 14 Tage bei 50 °C be​brütet . Im Anschluß erfolgte die Auswertung der Platten.

4.8
Untersuchung auf Clostridium perfringens
Auf eine Vorverdünnung wurde verzichtet, da es sich um streng anaerob wachsende Bakterien handelt. Es wurden 20 g Probenmaterial direkt in 180 ml Na​triumchloridlösung eingewogen und im Verhältnis 1:10 weiterverdünnt. Dann wurde aus den entsprechenden Verdün​nungsstufen jeweils 1 ml in 3 parallele Röhrchen mit je 9 ml Fluid Thioglycolate Medium (FTG-Bouillon)
 überimpft und streng anaerob über 24 Stunden bei 37 °C bebrütet. Im An​schluß wurden die drei parallelen Ansätze auf Tryptose-Sulfit-Cycloserin-Agar (TSC-Agar)
 ausgestrichen und wiederum streng anaerob bei 37 °C über 48 Stunden be​brütet. Schwarz pigmentiert wachsende Kolonien wurden als Clostridium perfringens bewertet. Die Auswertung erfolgte nach der korrigierten MPN-Tabelle nach de Man.

4.9
Untersuchung auf Campylobacter 
Beim Nachweis von Campylobacter wurde aufgrund des mikroaerophil wachsen​den Erregers auf eine Über-Nacht-Suspension der Probe verzichtet. Es er​folgte die Einwaage von 20 g der Probe in 180 ml Natriumchloridlösung mit anschlie​ßender direkter Weiterverdünnung. Aus den gewählten Verdünnungsstufen wurde je​weils 1 ml in 3 Parallelansätze mit je 9 ml Preston-Bouillon
 überimpft und mikroaerophil bei 37 °C für 48 Stunden bebrütet. Aus jedem Ansatz dieser Voranreiche​rung wurden ein bis drei Tropfen auf einen Cellulose Nitrate Filter
 auf Campylobacter-Selektiv-Agar
 getropft, wobei hier für jeden der Parallelansätze eine eigene Platte verwendet wurde. Die Platten mit den Filtern wurden mikroaerophil bei 37 °C für eine Stunde inkubiert. Danach wurden die Filter mit einer sterilen Pinzette von der Agaroberfläche wieder entfernt. Die Platten wurden weitere 48 Stunden mikroaerophil bei 37 °C bebrütet. Kolonien, die unter dem Filter wachsen, gelten als Campylobacterverdächtig. Kolonien, die im Rand​bereich des Filters wachsen bleiben dabei unberücksichtigt. Die Campylobacterver​dächtigen Kolonien wurden dann auf Blut-Agarplatten überimpft, die mikroaerophil bei 37 °C, 48 Stunden bebrütet wurden. Kolonien, die auf Blut-Agarplatten keine Hämolyse zeigen sind wiederum Campylobacterverdächtig. Von den anhämolytische Kolonien wurde eine Gram-Färbung angefertigt. und der Oxidase-Test durchgeführt. Die quanti​tative Auswertung erfolgte nach der korrigierten MPN-Tabelle nach de Man.

5.
Molekularbiologische Untersuchungen auf Salmonellen

5.1
DNA-Extraktionen

5.1.1
Herstellung der Standard-Kontroll DNA mit Easy DNA-Kit

Eine Zoosaloral Kolonie
 wurde in 5 ml Standard-I Nähr-Bouillon überimpft und auf einer Schüttelvorrichtung bei 37 °C mit 200 x g über Nacht bebrütet. Am nächsten Morgen wurde aus dieser Kultur 1 ml in 10 ml Standard-I Nähr-Bouillon überimpft und wiederum bei 200 x g bei 37 °C bebrütet. Nach vier Stunden konnte die Kultur zur DNA-Gewinnung verwendet werden. Dabei wurden 1,5 ml der Bakterien-Suspension in ein 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und bei 14.000 x g zentrifugiert
. Der Überstand wurde verworfen, das entstandene Pellet nach Vor​schrift des Kits weiterbearbeitet. Im letzten Schritt wurde das DNA-Pellet in 100 µl TE-Puf​fer
 aufgenommen und resuspendiert. Die so entstandene DNA-Lösung wurde  auf ihre Reinheit überprüft, indem eine 3 µl-Probe mit 1 µl Starter-Puffer
 versetzt und auf ein 1 %iges Agarosegel
 aufgetragen und mittels Elektophorese
 aufgetrennt wurde. Des​weiteren wurde der DNA-Gehalt photometrisch
 geprüft und im Anschluß durch Verdünnung mit TE-Puffer auf die gewünschte Konzentration eingestellt.  

5.1.2
DNA-Extraktion  von  ZOOSALORAL
  aus  Gülle  mit  Nucleospin Plant 

Jeweils 1,5 ml der Proben wurden in Eppendorf-Reaktionsgefäßen bei 14.000 x g zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das gewonnene Pellet wurde mit 1 ml des auf 50 °C erwärmten Extraktionspuffers
 resuspendiert. Die Reaktionsgefäße wurden in der Mikrowelle bei 180 Watt mit geöffnetem Deckel kurz aufgekocht und anschlie​ßend homogenisiert. Die entstandene Suspension wurde bei 14.000 x g für 1 Minute zentrifugiert. Jeweils 300 µl des Überstandes wurden in ein neues Reaktionsgefäß überführt, mit 400 µl des im Kit enthaltenen C4-Puffers sowie  300 µl Ethanol gemischt und 30 Se​kunden im Vortexer gemischt. Diese Suspension wurde anschließend in eine Nucleospin-Säule ein​gefüllt und eine Minute bei 14.000 x g zentrifugiert. Der Durchfluß wurde verworfen. Im Anschluß wurden 400 µl des mitgelieferten CW-Puffers zugegeben und die Säule im Reaktionsgefäß ebenfalls 1 Minute bei 14.000 x g zentrifugiert. Auch hier wurde der Durchfluß verworfen. Danach wurden 700 µl des C5-Puffers zugesetzt und ebenfalls 1 Minute bei 14.000 x g zentrifugiert. Dieser Schritt wurde wiederholt. Anschließend wurde die Säule für 2 bis 5 Minuten bei 14.000 x g zentrifugiert und abschließend in ein neues 1,5 ml Eppendorf-Gefäß überführt. Nun erfolgte die Zugabe von 50 µl des auf 70 °C er​wärmten CE-Puffers auf die Membran und nach einer 5 minütigen Inkubationszeit wurde die DNA in einem letzten Zentrifugationsschritt  eluiert.

5.1.3
DNA-Extraktion von ZOOSALORAL aus Gülle mittels QIAamp DNA Mini-Kit

Jeweils 1,5 ml des Bakterien-Gülle-Voranreicherungsgemisches wurden mit 1500 bzw. 150 Salmonellen, sowie der Positiv- und Negativkontrolle als Ausgangsvolumen ver​wendet. Die Proben wurden 10 Minuten bei 7.500 x g zentrifugiert. Anschließend wurde der Kit nach den Angaben des Herstellers angewendet. Im letzen Schritt wurde die extrahierte DNA durch die Zugabe von 100 µl AE-Puffer und einer abschließenden Zentrifugation bei 14.000 x g eluiert.

5.1.4
DNA-Extraktion von ZOOSALORAL aus der Gülle mit E.Z.N.A. Plant 
DNA Mini Kit

Die jeweils 1,5 ml enthaltenden Eppendorf-Gefäße wurden 1 Minute bei 14.000 x g zentrifugiert. Die nachfolgenden Schritte wurden nach Angaben des Herstellers durch​geführt. Die Elution der DNA erfolgte durch die Zugabe von 100 µl auf 65 °C erwärmtes Millipore-Wasser, wobei die Säule in einem neuen 1,5 ml Eppendorf-Gefäß zunächst 1 Minute bei Raumtemperatur inkubiert wurde und abschließend 1 Minute bei 14.000 x g zentrifugiert wurde.

5.1.5
Weitere Extraktionsversuche

Es wurden neben den oben genannten, zur Extraktion von Bakterien-DNA aus Gülle-Voranreicherungen geeigneten Extraktionmethoden, noch weitere kommerziell erhält​liche Kits zur DNA-Extraktion getestet. Namentlich handelt es sich dabei um den E.Z.N.A. Bacterial DNA Kit
 und den BILATEST DNA-Isolations-Kit.
 Mit diesen Kits wurden, wie auch mit den unter den Punkten 5.1.2 bis 5.1.4 näher beschriebenen Extraktionmethoden, zahlreiche Vorversuche unter verschiedenen Bedingungen, das heißt mit unterschiedlichen Bakterien-Gülle-Verdünnungen, unterschiedlichen DNA-Elu​tionsmengen, verschiedenen Substraten (reine Gülle oder Gärreste, Gülle Vorverdün​nungen) und verschiedenen Primerpaaren zur Detektion der Salmonellen-DNA, durch​geführt. 

5.2
Durchführung der LC-PCR
Zehn Mikroliter der extrahierten DNA wurden zur Kontrolle ihrer Reinheit mit 1 µl Starterpuffer versetzt, auf ein 1,5 %iges Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Im Anschluß erfolgte der Einsatz der DNA-Präparation in der Real-Time-PCR im LightCycler (LC). Zunächst wurde eine dekadische Verdün​nungsreihe der auf 5 ng  eingestellten Standard-Kontroll-DNA bis zu einer Konzentra​tion von 5 fg/µl angelegt. Diese DNA-Standards wurden in jedem PCR-Lauf mitgeführt. Der LC wurde nach den Angaben des Herstellers wie folgt programmiert:

Präinkubation
1 Zyklus mit 
95°C, 10 min

Amplifikation
45 Zyklen mit 

1. Denaturierung
95°C, 15 sec


2. Annealing  
60°C, 10 sec


3. Elongation 
72°C, 20 sec

Kühlung
1 Zyklus mit 
40°C, 1 min.

Anschließend erfolgte das Ansetzen des Master-Mixes
, im Volumen der Einzelan​sätze mit der entsprechenden Probenanzahl plus der vier DNA-Standards sowie einer Negativkontrolle. Von diesem Master-Mix-Ansatz wurden jeweils 18 µl in die LC-Kapil​laren
, die zuvor auf den Zentrifugen- Adapter
 gesteckt worden waren, pipettiert. An​schließend wurden je Kapillare 2 µl der entsprechenden DNA pipettiert. Für die Negativkontrolle des Prämix wurden zum Master-Mix- Ansatz anstelle der DNA 2 Wasser (PCR grade) zupipettiert. Die Kapillaren wurden mit den im Kit mitgelieferten Deckeln verschlossen und in den Adaptern in einer Kühl​zentrifuge
 bei 4 °C mit maximal 1000 x g eine Minute zentrifugiert. Danach wurden die Kapillaren in das LC-Karussel überführt und der Lauf gestartet. Der PCR-Lauf konnte über den Monitor verfolgt werden. Zur Kontrolle der entstandenen PCR-Produkte wurden die 20 µl der Einzelansätze durch kurzes Anzentrifugieren aus ihren Kapillaren in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und im Anschluss auf einem 1.5 %igem Agarosegel elektrophoretisch auf​getrennt. Die Auswertung erfolgte unter UV-Licht mittels eines 100 bp Größenmarkers.

5.3
Primer- und Sondendesign

Die in den Versuchen und Vorversuchen verwendeten Primer wurden mittels dem Pro​gramm VektorNTI
 designed. Die Spezifität der Primer wurde  mit Hilfe der Programms BLAST-N und der Genbank-Daten
 kontrolliert. Die entsprechenden Genombereiche, aus denen die Primer designed wurden, sind in Abb. 1 und 2 dargestellt. Die folgenden Primerpaare wurden in die Untersuchungen einbezogen: Salmonella senftenberg inva​sion proteines: SpaO, SpaP und SpaQ-Gene (Primer SpaOPfor
 und SpaOPrev
 (Produkt: 160 bp); SpaOfor
 und SpaOrev
 (Produkt: 493 bp) und Salmonella typhimurium sipD, sipA, und acyl carrier protein-Gene (Primer SAL 2
 und 7
 (Produkt: 342 bp) sowie SAL 3
 und 8
 (Produkt: 186 bp); Salmonella typhimurium STU 40013 # 16 sense
 und antisense (Produkt: 312 bp). Die Primer wurden  über die Firmen INTERAKTIVA
 und MWG Biotech bezogen.

Für das ausgewählte PCR-Primerpaar spaOPfor/ spaOPrev wurden von der Firma TIB Molbiol Hybridisierungssonden hergestellt:

spaOP LC (LC-Red640): 5‘-GTGTCATTCATCTGTACCAGTTCGCCATT P und

spaOP FL
5‘-cagccattcatggatctcaacgcctaa X
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Abb. 1:
Lage der Primer auf dem Salmonella-Chromosom, Abschnitt sipD – iacP
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Abb. 2:
Lage der Primer auf dem Salmonella-Chromosom, Abschnitt spaO - spaQ

5.3.1
Vorversuche zur Primerqualität und –eignung  für die Block-Cycler-PCR

Aus den lyophylisierten Primern wurden zunächst nach den Angaben des Herstellers Stocklösungen hergestellt, die dann durch weitere Verdünnungsschritte auf die Ge​brauchskonzentration von 5 pmol/µl eingestellt wurden. Desweiteren wurde die auf 5 ng/µl eingestellte Standard-DNA dekadisch bis zu einer Konzentration von 5 fg/µl wei​terverdünnt. Zur Spezifizätskontrolle wurde eine Escherischia coli-DNA auf 5 ng/µl ein​gestellt. Dann wurde der Master-Mix-Ansatz
 für die entsprechenden Probenzahlen zuzüglich einer Negativkontrolle hergestellt. Jeweils 100 µl des Master-Mix wurden in PCR-Reaktionsgefäße gefüllt und mit je 60 µl Paraffin
 überschichtet. Anschließend wurden pro Ansatz 2 µl DNA unter das Öl pipettiert. Die Proben wurden in ihren Reaktionsgefäßen kurz anzen​trifugiert und der Cycler
 gestartet. Das übliche PCR-Protokoll bestand aus: 1 x 94 °C für 4 min; 30 Zyklen mit 94 °C für 1.00 min, 55 °C für 1.30 min, 73 °C für 1.30 min; 1 x 72 °C für 9 min und Abkühlung auf 8 °C. Die Auswertung der PCR erfolgte mittels Gel-Elektrophorese. Dazu wurde ein 1,5 %iges Agarosegel mit Ethidiumbromid gegossen. Jeweils 15 µl der entstandenen PCR-Produkte wurden mit je 2 µl des Starter-Puffers vermischt und in die Slots des Gels eingefüllt.  Die Auswertung erfolgte mittels Größen​standards unter UV-Licht.

5.3.2
Vorversuche zur Primerqualität und –eignung mit Real-Time-PCR am LightCycler

Die in der Gebrauchskonzentration vorliegenden Primer und die von 5 ng/µl bis 5 fg/µl verdünnte Standard DNA werden wie unter Punkt 5.2 beschrieben in die LC-PCR eingesetzt und mittels des Schmelzkurvenprogramms im LC ausgewertet. Auch hier werden die entstandenen Produkte elektrophoretisch aufgetrennt und unter UV-Licht ausgewertet. 

5.3.4
Optimierung des LC-PCR-Protokolls  

Zur Optimierung der Reaktionsbedingungen wurden

1. die MgCl2-Konzentration in 1 mM-Stufen von 2 bis 6 mM,

2. die Annealing-Temperatur in den Stufen 55, 60 und 65 °C, 

3. die Zykluszahlen in den Stufen 35, 40 und 45 sowie

4. die Elongationszeiten 10, 20 und 30 sec. getestet.

5.3.4.1
Sensitivitätstestung

Die Sensitivität der LC-PCR wurde bestimmt für 

1. die Kopienzahl im PCR-Ansatz,

2. die Kopienzahl nach Zugabe von definierten Bakterienzahlen zur bebrüteten Voran​reicherung von Pferdemist-Proben,

3. die Kopienzahl nach Zugabe von definierten Bakterienzahlen zum Substrat vor Inkubation der Voranreicherung.

5.3.4.1.1
Sensitivität bezogen auf den PCR-Ansatz mit gereinigter DNA

Aus hochgereinigter chromosomaler DNA von Zoosaloral® wurde eine Verdünnungsreihe hergestellt und im Bereich von 5 pg bis 5 fg getestet.

Um die Auswirkungen von Polymeraseinhibitoren auf die Sensitivität der PCR beurteilen zu können, wurden die gleichen DNA-Standards mit jeweils 2 µl DNA aus der Präpara​tion einer Salmonella negativen Substrat-Voranreicherung vermischt.

5.3.4.1.2
Sensitivität bezogen auf die Voranreicherung

Es wurde eine Zoosaloral-Kolonie in 5 ml Standard-I Bouillon überimpft und unter Schütteln ( 200 rpm)  bei 37 oC über Nacht bebrütet. Ebenso erfolgte die Behandlung von 25 g Substrat in 225 ml gepuffertem Peptonwasser + 5 mg Novobiocin. Am Folge​tag wurde die Voranreicherung bei 4 °C kühlgestellt. Aus der Zoosaloral-K®ultur wurde 1 ml in 10 ml Standard-I Bouillon überimpft und unter Schütteln bei 37 °C bis zu einer op​tischen Dichte von 1 bei 600 nm Wellenlänge wachsen gelassen. Dies entsprach einer Bakterienzahl von ca. 1x109 KBE/ml. Von dieser Kultur wurde mittels Koch`schem Oberflächenverfahren eine Keimzählung angelegt und am nächsten Tag die Bakterien​zahl bestimmt. Zudem wurden jeweils 15 µl der hochgewachsenen Zoosaloral-Kultur der Verdünnungsstufen 10-3 und 10-9 mit je 1,5 ml der kühlgestellten Voranreicherung in einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß gemischt. Dies entsprach ca. 15000 bis 0,015 Salmonel​len im Ansatz. Als Negativkontrolle wurden  1,5 ml der Voranreicherung mitgeführt.

5.3.4.1.3
Sensitivität bezogen auf das Ausgangsmaterial

Aus einer nach Pkt. 3.6.2 hergestellten Zoosaloral-Kultur wurden logarithmische Verdünnungsstufen direkt zu 25 g Substrat gegeben und das Gemisch in 225 ml Pepton (+ Novobiocin) über Nacht bebrütet. Die DNA-Präparation erfolgte am nächsten Tag von 1.5 ml dieser Voranreicherung gemäß Pkt. 3.3.1.2 .

5.4.2
Spezifitätstestung

Die Spezifität der Primer-Sonden-Kombination wurde mittels hochgereinigter DNA, die mittels NucleoSpin Plant (Macherey Nagel) von 27 Bakterienspezies (Tab. 1) hergestellt wurde, überprüft.

Tab. 1:
Bakterienspezies zur Spezifitätstestung

	Bakterienspezies
	Herkunft

	Bacillus cereus B146
	ATCC 12826

	Bacillus cereus B 185
	DSM 487

	Bacillus megaterium B29 
	ATCC 14581

	Bacillus subtilis
	eigene Stammsammlung

	Bacillus subtilis B 158 
	DSM 10

	Bacillus thuringiensis B188 
	DSM 2046

	Campylobacter jejuni 
	DSM 4688

	Citrobacter freundii 
	DSM 30039

	Clostridium perfringens 
	DSM 756

	E. coli
	ATCC 11229

	E.coli K12 J 109
	eigene Stammsammlung

	E.coli O:78
	eigene Stammsammlung

	EHEC EDL 933
	eigene Stammsammlung

	Enterococcus cloacae
	eigene Stammsammlung


Tab. 1:
Bakterienspezies zur Spezifitätstestung (Fortsetzung)

	Bakterienspezies
	Herkunft

	Enterococcus faecalis
	DSM 2570

	Enterococcus faecium
	eigene Stammsammlung

	Enterococcus faecium
	ATCC 6057

	Enterococcus hirae
	DSM 3320

	Micrococcus luteus 
	DSM 348

	Proteus mirabilis
	eigene Stammsammlung

	Proteus vulgaris 
	DSM 30118

	Pseudomonas putida 
	DSM 50906

	Pseudomonas aeroginosa PAO-1
	eigene Stammsammlung

	Pseudomonas chlororaphis 
	DSM 50139

	Pseudomonas maltophilia
	eigene Stammsammlung

	Serratia marcescens
	eigene Stammsammlung

	Staphylococcus aureus 
	ATCC 6538


5.4.3
Anwendung von  Uracil-Glycosylase zur Beseitigung von Kontaminationen

Zur Beseitigung möglicher Kontaminationen aller Gebrauchslösungen für den PCR-An​satz wurde die Uracil-DNA Glycosylase der Roche Diagnostics GmbH (Artikel-Nr. 1775375) in einer Konzen​tration von 1 U (1 µl) pro Ansatz, nach Angaben des Herstellers verwendet. 

6.
Ergebnisse der bakteriologischen Untersuchungen sowie zum molekularbiologischen Nachweis von Salmonellen

6.1
Bakteriologische Untersuchung

6.1.1
Probenzusammensetzung nach Substrat

Insgesamt gelangten 8 Gülleproben, 16 Speiseresteproben, 8 Bioabfall- und 10 Gär​resteproben zur Untersuchung. Die Substratproben gliederten sich wie folgt:

Gülleproben
- Schwein
1


- Rind
7

Speisereste (SR)

11


- SR pasteurisiert
1


- SR plus Großmarktabfall
1


- SR pasteurisiert, plus Fettabscheider
1


- SR nach Vorpasteurisierung und Faulung
1


- Speisereste, pasteurisiert, plus Gülle 
1

Bioabfall (BA)

4


- BA pasteurisiert
1


- BA Gülle-Gemisch
1


- BA plus Rücklauf Output vor Pasteuris.
1


- BA plus Rücklauf Output nach Pasteuris.
1

Gärreste

10

6.1.2
Probenzusammensetzung nach Herkunft:

Insgesamt wurden 13 Mal Proben gezogen, die sich wie folgt hinsichtlich ihrer Herkunft zusammensetzten:

Heppenheim
1

Sulzbach
2

Wolpertshausen
3

Versuchsanlage Hohenheim
7

6.1.3
Ergebnisse der Inputproben (in KBE/g Untersuchungsgut)

Tab. 2:
Ergebnisse der Untersuchung der Gülleproben  

	Probe/ lfd. Probennummer
	EHEC
	Aerobe Sporenbildner
	Salmo-
nellen
	Fäkal-
streptokokken
	Pseudo-
monaden
	Serratia
marcescens
	Thermophile Aktinomyceten
	Clostridien
	Campylo-
bacter

	Schweinegülle/1
	negativ
	9,0 E4
	< 0,3
	3,6 E3
	< 0,3
	< 1,0 E2
	8,0 E3
	7,5 E3
	< 0,3

	Rindergülle/5
	negativ
	2,0 E7
	< 0,3
	1,5 E2
	< 0,3
	< 1,0 E2
	4,1E5
	2,0 E4
	2,3 E0

	Rindergülle/6
	O 26
	1,5 E6
	< 0,3
	9,3 E3
	< 0,3
	< 1,0 E2
	4,8 E4
	4,3 E3
	< 0,3

	Rindergülle/8
	negativ
	4,6 E7
	< 0,3
	4,6 E5
	1,5 E1
	< 1,0 E1
	4,0 E6
	1,5 E3
	2,4 E1

	Rindergülle/10
	negativ
	9,3 E7
	< 0,3
	9,3 E3
	4,3 E0
	< 1,0 E1
	4,0 E5
	9,3 E4
	< 0,3

	Rindergülle/11
	negativ
	7,5 E7
	< 0,3
	2,4 E4
	4,3 E1
	< 1,0 E1
	2,0 E6
	2,1 E6
	< 0,3

	Rindergülle/12
	negativ
	7,5 E7
	< 0,3
	1,5 E3
	2,1 E2
	< 1,0 E1
	2,6 E6
	1,7 E5
	1,1 E2

	Rindergülle/13
	negativ
	1,5 E8
	< 0,3
	7,5 E4
	4,1 E0
	< 1,0 E1
	2,2 E6
	9,3 E5
	2,1 E0


Tab. 3:
Ergebnisse der Untersuchung der Speisereste  

	Probe/ lfd. Probennummer
	EHEC
	Aerobe Sporenbildner
	Salmo-
nellen
	Fäkal-
streptokokken
	Pseudo-
monaden
	Serratia
marcescens
	Thermophile Aktinomyceten
	Clostridien
	Campylo-
bacter

	Speisereste/ 1
	negativ
	9,3 E5
	1,5 E0
	1,5 E2
	9,3 E2
	< 1,0 E2
	4,0 E4
	9,3 E4
	< 0,3

	Speisereste/ 2
	negativ
	9,3 E7
	< 0,3
	7,5 E3
	9,3 E4
	< 1,0 E2
	4,0 E5
	4,3 E4
	< 0,3

	Speisereste/ 3
	negativ
	>1,1 E10
	< 0,3
	4,6 E5
	< 0,3
	< 1,0 E2
	< 1,0 E2
	4,3 E5
	< 0,3

	Speisereste/ 4
	negativ
	>1,1 E10
	< 0,3
	> 1,1 E10
	< 0,3
	< 1,0 E2
	1,2 E4
	1,5 E4
	< 0,3

	Speisereste/ 5
	negativ
	9,2 E3
	< 0,3
	2,8 E6
	< 0,3
	< 1,0 E2
	< 1,0 E2
	1,5 E1
	< 0,3

	Speisereste/ 6
	O 26
	1,5 E7
	< 0,3
	2,1 E4
	< 0,3
	< 1,0 E2
	< 1,0 E2
	2,4 E4
	< 0,3

	Speisereste/ 8
	negativ
	1,5 E3
	< 0,3
	1,1 E5
	< 0,3
	< 1,0 E1
	4,1 E2
	1,5 E1
	< 0,3

	Speisereste/ 10
	negativ
	9,3 E3
	< 0,3
	1,5 E3
	1,5 E0
	< 1,0 E1
	1,6 E1
	< 0,3
	< 0,3

	Speisereste/ 11
	negativ
	4,3 E4
	< 0,3
	1,5 E1
	< 0,3
	< 1,0 E1
	2,6 E1
	< 0,3
	< 0,3

	Speisereste/ 12
	negativ
	9,3 E5
	< 0,3
	2,0 E2
	< 0,3
	< 1,0 E1
	1,0 E3
	1,4 E1
	< 0,3

	Speisereste/ 13
	negativ
	2,0 E1
	< 0,3
	9,3 E0
	< 0,3
	< 1,0 E1
	3,0 E4
	4,6 E3
	< 0,3


Tab. 3:
Ergebnisse der Untersuchung der Speisereste  (Fortsetzung)

	Probe/ lfd. Probennummer
	EHEC
	Aerobe Sporenbildner
	Salmo-
nellen
	Fäkal-
streptokokken
	Pseudo-
monaden
	Serratia
marcescens
	Thermophile Aktinomyceten
	Clostridien
	Campylo-
bacter

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Speisereste und Großmarktabfall/ 2
	O 157
	9,3 E5
	< 0,3
	7,5 E3
	< 0,3
	< 1,0 E2
	2,0 E4
	2,3 E3
	< 0,3

	pasteurisierte Speisereste und Fettabscheider/ 3
	negativ
	2,3 E8
	< 0,3
	9,3 E6
	< 0,3
	< 1,0 E2
	1,6 E4
	2,3 E3
	< 0,3

	Speisereste, pasteurisiert/ 1
	negativ
	3,6 E4
	< 0,3
	< 0,3
	< 0,3
	< 1,0 E2
	1,7 E5
	4,3 E3
	< 0,3

	Speisereste, pasteurisiert und Schweinegülle/ 3
	negativ
	2,3 E8
	< 0,3
	2,8 E4
	< 0,3
	< 1,0 E2
	3,6 E4
	1,5 E6
	4,3 E0

	Speisereste nach Vorpasteurisierung und mesophiler Faulung/ 4
	negativ
	1,5 E6
	< 0,3
	1,5 E1
	< 0,3
	< 1,0 E2
	3,5 E3
	3,6 E2
	< 0,3


Tab. 4:
Ergebnisse der Untersuchung von Bioabfallproben  

	Probe/ lfd. Probennummer
	EHEC
	Aerobe Sporenbildner
	Salmo-
nellen
	Fäkal-
streptokokken
	Pseudo-
monaden
	Serratia
marcescens
	Thermophile Aktinomyceten
	Clostridien
	Campylo-
bacter

	Bioabfall/ 2
	negativ
	2,4 E7
	3 E4
	9,3 E5
	2,4 E5
	< 1,0 E2
	1,0 E5
	2,3 E5
	4,3 E0

	Bioabfall/ 7
	negativ
	4,6 E7
	< 0,3
	9,3 E4
	4,3 E1
	< 1,0 E2
	1,6 E5
	3,0 E2
	< 0,3

	Bioabfall/ 9
	negativ
	1,1 E8
	< 0,3
	1,5 E3
	1,1 E3
	< 1,0 E1
	1,5 E5
	4,3 E5
	< 0,3

	Bioabfall/ 13
	negativ
	4,3 E7
	< 0,3
	4,3 E0
	2,8 E1
	< 1,0 E1
	2,7 E5
	3,8 E4
	< 0,3

	Bioabfall,pasteuri-
siert/ 7
	negativ
	1,5 E7
	< 0,3
	4,3 E0
	< 0,3
	< 1,0 E1
	4,5 E5
	3,8 E3
	< 0,3

	Bioabfall-Güllegemisch/ 7
	negativ
	9,3 E6
	< 0,3
	2,4 E4
	< 0,3
	< 1,0 E1
	1,2 E6
	1,5 E3
	< 0,3

	Bioabfall u. Rück-lauf Gärrest vor Pasteurisierung/ 9
	negativ
	1,5 E7
	9,3 E0
	3,5 E2
	9,3 E1
	< 1,0 E1
	1,3 E5
	7,4 E4
	< 0,3

	Bioabfall u. Rück-lauf Gärrest nach Pasteurisierung/ 9
	negativ
	1,1 E8
	< 0,3
	1,5 E0
	< 0,3
	< 1,0 E1
	1,5 E5
	< 0,3
	< 0,3


6.1.4
Ergebnisse der Outputproben (in KBE/g Untersuchungsgut)

Tab. 5:
Ergebnisse der Untersuchung der Output-Proben (Gärreste)
	Probe/ lfd. Probennummer
	EHEC
	Aerobe Sporenbildner
	Salmo-
nellen
	Fäkal-
streptokokken
	Pseudo-
monaden
	Serratia
marcescens
	Thermophile Aktinomyceten
	Clostridien
	Campylo-
bacter

	Gärreste / 2
	negativ
	1,5 E7
	< 0,3
	4,3 E1
	< 0,3
	< 1,0 E2
	1,0 E6
	1,5 E5
	< 0,3

	Gärreste / 3
	negativ
	2,4 E9
	< 0,3
	1,5 E2
	< 0,3
	< 1,0 E2
	4,1 E4
	9,3 E3
	< 0,3

	Gärreste / 4
	negativ
	1,5 E6
	< 0,3
	1,5 E2
	< 0,3
	< 1,0 E2
	3,4 E4
	7,5 E3
	< 0,3

	Gärreste / 6
	negativ
	4,3 E6
	< 0,3
	3,0 E1
	< 0,3
	< 1,0 E2
	6,9 E4
	2,4 E4
	< 0,3

	Gärreste / 8
	negativ
	1,5 E7
	< 0,3
	< 0,3
	< 0,3
	< 1,0 E1
	4,6 E5
	1,1 E5
	< 0,3

	Gärreste / 9
	negativ
	2,4 E7
	< 0,3
	1,5 E1
	< 0,3
	< 1,0 E1
	1,4 E5
	9,2 E3
	< 0,3

	Gärreste / 10
	negativ
	9,3 E7
	< 0,3
	< 0,3
	< 0,3
	< 1,0 E1
	2,6 E5
	4,3 E4
	< 0,3

	Gärreste / 11
	negativ
	2,4 E7
	< 0,3
	4,3 E2
	< 0,3
	< 1,0 E1
	2,3 E5
	4,3 E5
	< 0,3

	Gärreste / 12
	negativ
	4,3 E7
	< 0,3
	1,5 E1
	< 0,3
	< 1,0 E1
	2,3 E6
	6,8 E4
	< 0,3

	Gärreste / 13
	negativ
	1,5 E8
	< 0,3
	9,3 E1
	< 0,3
	< 1,0 E1
	2,4 E5
	1,5 E6
	< 0,3


6.1.5
Vergleich der höchsten Erregerkonzentration pro Gramm Untersuchungssub​strat von zuordenbaren Input- und Outputproben (in KBE/g Untersuchungsgut)

Die folgenden Tabellen zeigen in einer Gegenüberstellung von Input- und Outputproben eines Untersuchungszeitpunktes die Erregerdynamik, aufgelistet nach Bakterienspe​zies. In diese Auswertung gehen nur 10 der untersuchten 13 Probenahmen ein,da nur bei diesen eine parallele Untersuchung von Input- und Outputmaterial erfolgte.

Tab. 6:
Untersuchung auf EHEC

	Proben-
nummer
	Herkunftsort
	höchste Input-Keimzahl
	höchste Output-Keimzahl
	Trend

	2
	Heppenheim
	negativ
	negativ
	-

	3
	Wolpertshausen
	negativ
	negativ
	-

	4
	Wolpertshausen
	negativ
	negativ
	-

	6
	Hohenheim
	O 26
	negativ
	↓

	8
	Sulzbach
	negativ
	negativ
	-

	9
	Hohenheim
	negativ
	negativ
	-

	10
	Sulzbach
	negativ
	negativ
	-

	11
	Hohenheim
	negativ
	negativ
	-

	12
	Hohenheim
	negativ
	negativ
	-

	13
	Hohenheim
	negativ
	negativ
	-


Tab. 7:
Untersuchung auf aerobe Sporenbilder
	Proben-
nummer
	Herkunftsort
	höchste Input-Keimzahl
	höchste Output-Keimzahl
	Trend

	2
	Heppenheim
	9,3 E7
	1,5 E7
	↓

	3
	Wolpertshausen
	1,1 E10
	2,4 E9
	↓

	4
	Wolpertshausen
	>1,1 E10
	1,5 E6
	↓

	6
	Hohenheim
	1,5 E7
	4,3 E6
	↓

	8
	Sulzbach
	4,6 E7
	1,5 E7
	↓

	9
	Hohenheim
	1,1 E8
	2,4 E7
	↓

	10
	Sulzbach
	9,3 E7
	9,3 E7
	-

	11
	Hohenheim
	7,5 E7
	2,4 E7
	↓

	12
	Hohenheim
	7,5 E7
	4,3 E7
	↓

	13
	Hohenheim
	1,5 E8
	1,5 E8
	-


Tab. 8:
Untersuchung auf Salmonellen

	Proben-
nummer
	Herkunftsort
	höchste Input-Keimzahl
	höchste Output-Keimzahl
	Trend

	2
	Heppenheim
	3 E4
	< 0,3
	↓

	3
	Wolpertshausen
	< 0,3
	< 0,3
	-

	4
	Wolpertshausen
	< 0,3
	< 0,3
	-

	6
	Hohenheim
	< 0,3
	< 0,3
	-

	8
	Sulzbach
	< 0,3
	< 0,3
	-

	9
	Hohenheim
	9,3 E0
	< 0,3
	↓

	10
	Sulzbach
	< 0,3
	< 0,3
	-

	11
	Hohenheim
	< 0,3
	< 0,3
	-

	12
	Hohenheim
	< 0,3
	< 0,3
	-

	13
	Hohenheim
	< 0,3
	< 0,3
	-


Tab. 9: Untersuchung auf Fäkalstreptokokken

	Proben-
nummer
	Herkunftsort
	höchste Input-Keimzahl
	höchste Output-Keimzahl
	Trend

	2
	Heppenheim
	9,3 E5
	4,3 E1
	↓

	3
	Wolpertshausen
	9,3 E6
	1,5 E2
	↓

	4
	Wolpertshausen
	>1,1 E10
	1,5 E2
	↓

	6
	Hohenheim
	2,1 E4
	< 3,0 E1
	↓

	8
	Sulzbach
	1,5 E1
	< 0,3
	↓

	9
	Hohenheim
	1,5 E3
	< 0,3
	↓

	10
	Sulzbach
	9,3 E3
	< 0,3
	↓

	11
	Hohenheim
	2,4 E4
	4,3 E2
	↓

	12
	Hohenheim
	2,1 E3
	1,5 E1
	↓

	13
	Hohenheim
	7,5 E4
	9,3 E1
	↓


Tab. 10: Untersuchung auf Pseudomonaden

	Proben-
nummer
	Herkunftsort
	höchste Input-Keimzahl
	höchste Output-Keimzahl
	Trend

	2
	Heppenheim
	2,4 E5
	< 0,3
	↓

	3
	Wolpertshausen
	< 0,3
	< 0,3
	↓

	4
	Wolpertshausen
	< 0,3
	< 0,3
	↓

	6
	Hohenheim
	< 0,3
	< 0,3
	↓

	8
	Sulzbach
	1,5 E1
	< 0,3
	↓

	9
	Hohenheim
	9,3 E1
	< 0,3
	↓

	10
	Sulzbach
	4,3 E0
	< 0,3
	↓

	11
	Hohenheim
	4,1 E1
	< 0,3
	↓

	12
	Hohenheim
	2,1 E2
	< 0,3
	↓

	13
	Hohenheim
	2,3 E1
	< 0,3
	↓


Tab. 11:
Untersuchung auf thermophile Aktinomyceten

	Proben-
nummer
	Herkunftsort
	höchste Input-Keimzahl
	höchste Output-Keimzahl
	Trend

	2
	Heppenheim
	4,0 E5
	1,0 E6
	 ↑

	3
	Wolpertshausen
	3,6 E4
	4,1 E4
	-

	4
	Wolpertshausen
	1,2 E4
	3,4 E4
	 ↑

	6
	Hohenheim
	4,8 E4
	6,9 E4
	 ↑

	8
	Sulzbach
	4,0 E6
	4,6 E5
	↓

	9
	Hohenheim
	1,5 E5
	1,4 E5
	-

	10
	Sulzbach
	4,0 E5
	2,6 E5
	↓

	11
	Hohenheim
	2,0 E6
	2,3 E5
	↓

	12
	Hohenheim
	2,6 E6
	2,3 E6
	-

	13
	Hohenheim
	2,2 E6
	2,4 E5
	↓


Tab. 12:
Untersuchung auf Clostridien (C. perfringens)

	Proben-
nummer
	Herkunftsort
	höchste Input-Keimzahl
	höchste Output-Keimzahl
	Trend

	2
	Heppenheim
	2,3 E5
	1,5 E5
	↓

	3
	Wolpertshausen
	1,5 E6
	9,3 E3
	↓

	4
	Wolpertshausen
	1,5 E4
	7,5 E3
	↓

	6
	Hohenheim
	2,4 E4
	2,4 E4
	-

	8
	Sulzbach
	1,5 E3
	1,1 E5
	 ↑

	9
	Hohenheim
	4,5 E5
	9,3 E3
	↓

	10
	Sulzbach
	9,3 E4
	4,3 E4
	↓

	11
	Hohenheim
	2,1 E6
	4,3 E5
	↓

	12
	Hohenheim
	1,7 E5
	6,8 E4
	↓

	13
	Hohenheim
	9,3 E5
	1,5 E6
	 ↑


Tab. 13:
Untersuchung auf Campylobacter
	Proben-
nummer
	Herkunftsort
	höchste Input-Keimzahl
	höchste Output-Keimzahl
	Trend

	2
	Heppenheim
	4,3 E0
	< 0,3
	↓

	3
	Wolpertshausen
	< 0,3
	< 0,3
	-

	4
	Wolpertshausen
	< 0,3
	< 0,3
	-

	6
	Hohenheim
	< 0,3
	< 0,3
	-

	8
	Sulzbach
	2,4 E1
	< 0,3
	↓

	9
	Hohenheim
	< 0,3
	< 0,3
	-

	10
	Sulzbach
	< 0,3
	< 0,3
	-

	11
	Hohenheim
	< 0,3
	< 0,3
	-

	12
	Hohenheim
	1,1 E2
	< 0,3
	↓

	13
	Hohenheim
	2,1 E0
	< 0,3
	↓


Die Untersuchung auf EHEC erbrachte lediglich aus einer der parallel untersuchten Proben ein O26-positives Ergebnis (Inputprobe).

Bei den aeroben Sporenbildnern gab es nur bei Probennummer 3, 4 und 6 eine deut​liche Reduzierung der Bakterienzahl in den Outputproben.

Der Salmonellanachweis gelang bei Probennummer 2 (3,6 E3/g Substrat) und 9 (9,3 E0/g Untersuchungsgut) aus den Inputproben, im Output war keine der untersuchten Proben Salmonella-positv.

Der Vergleich von Input- und Outputproben zeigt bei der Untersuchung auf Fäkalstreptokokken eine deutliche Reduzierung der Anzahl um bis zu 8 Zehnerpoten​zen (siehe Probe 4). Der Nachweis in den Outputproben lag zwischen <0,3 bis 4,3 E2/g Untersuchungssubstrat.

Pseudomonaden wurden in den Inputproben in einer Konzentration von < 0,3 bis 2,4 E5/g Die Zahl der nachweisbaren thermophilen Aktinomyceten blieb durch den Hygienisie​rungsprozeß weitgehend unbeeinflußt.

Bei Clostridium perfringens ist kein deutlicher Trend zwischen dem Nachweis in den In​put- bzw. den zugehörigen Outputproben nachweisbar. 

Campylobacter war bei 4 der Probenahmen in den Inputproben, jedoch aus keiner der Outputproben nachweisbar. 

Serratia marcescens konnte in keiner der untersuchten Proben- weder aus Input- noch aus Outputproben- nachgewiesen werden.

Eine Gesamtdarstellung der Ergebnisse der einzelnen Probenahmen erfolgt im Anhang I, Tabelle 14 bis 26.

6.2 
Molekularbiologische Untersuchungen zum Nachweis von Salmonellen

6.2.1
PCR-Optimierung

Die Optimierung des LC-Protokolls erfolgte für die Parameter MgCl2-Konzentration (Abb. 3), Annealing-Temperatur (A), Zykluszahl (Z) und Elongationszeit (E), Abb. 4-11.

Die ermittelte optimale Konfiguration war:

- Präinkubation: 95 °C, 10 min

- Amplifikation: 35 (45) Zyklen (95 °C, 15 sec; 60 °C, 10 sec; 72 °C, 20 sec) 

- Aufschmelzen: 70 - 95 °C (SybrGreen-Format) 

Im Prämix waren enthalten:

4 mM MgCl2, je 0,5 µM Primer, je 0,2 µM Sonden (Hybridisierungs-Sondenfomat); 2 µl FastStart Master-Mix (formatabhängig), 1 U dUTP-Glycosylase, 2 µl DNA, H2O ad 20 µl.
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Abb. 3: Optimierung der MgCl2-Konzentration

Parameter: 
A: 55 °C

Z: 35

E: 20 sec 
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[image: image8.png]4.4 Support protocol for soil, compost, dung and
animal excrements (CTAB method)

Attention: Additional equipment necessary
« bead mil (e.g. Pulverisette 0, Frtsch - Idar-Oberstein), or pestie and mortar

+ sea sand (siiconized)

+ extraction buffer (ot included): 2 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-Cl, 2% (wh)
CTAB, 2% (wh) Polyvinylpyrrolidon, pH 8.

Weigh 5 g soil or 2 g dung into a petri dish. Add extraction buffor unti the samplo
s completely soaked. Heat the sample in a microwava oven (400 W) for a few
‘seconds unii the extraction butfer s foaming. Transfer sample into a boad mill or
mortar. Add 0.5 ml sea sand.

2 Homogenize sample.

~Extraction buffer may be added to keep the sample in a sushy, processible sate.

3 Transfer the homogenized sample into a centrifuge tube (e.g. Sorvall $534) and
contrifuge for 10 min at 8,000 rpm. Pipet 300 i clear superatant into a new 1.5
mi centriuge tube.

4 Add 300 ¢ buffer C4 and 200 4 ethanol. Vortex the mixture for 30 sec.

5 Place a NucleoSpin Plant column in a new 2 mi centrfuge tube and pipet the
mixture onto the NucleoSpin Plant column, Centrifuge for 1 min at full speed.
Discard flowthrough.

Proceed with standard protocol 4.1, starting at step 8 (washing steps).




Abb. 3 a: Optimierung der MgCl2-Konzentration 

Das spezifische PCR-Produkt mit einem Tm-Wert von ca. 84 °C wird nur bei 4 mM MgCl2 gebildet.
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Abb. 4: LC-Laufoptimierung - 1



Parameter: 
A: 55 °C


Z: 35


E: 10 sec 

[image: image11.png]Fluorescence (F1)

240-

220-|

200-|

180-|

18.0-|

1a0-|

120-|

100-|

s0-|

60-|

a0-|

20-|

00|

20-}

s

011 12 13 18 18 10 17 19 1B 20 21 22 23 23 25 26 27 28 20 3 I 32 3B 4 I}

Cycle Number




[image: image12.wmf]10.0

-1.0

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

7.0

8.0

9.0

42

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

22

24

26

28

30

32

34

36

38

40


Abb. 4a: LC-Laufoptimierung -1
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Abb. 5: LC-Laufoptimierung - 2

Parameter: 
A: 55 °C


Z: 35


E: 30 sec 
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Abb. 5a: LC-Laufoptimierung -2
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Abb. 6: LC-Laufoptimierung - 3

Parameter: 
A: 55 °C

Z: 35



E: 20 sec 
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Abb. 6a: LC-Laufoptimierung -3
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Abb. 7: LC-Laufoptimierung - 4

Parameter: 
A: 60 °C

Z: 35

E: 20 sec 
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Abb. 7a: LC-Laufoptimierung - 4
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Abb. 8: LC-Laufoptimierung - 5

Parameter: 
A: 65 °C

Z: 35

E: 20 sec 
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Abb. 8a: LC-Laufoptimierung - 5
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Abb. 9: LC-Laufoptimierung - 6

Parameter: 
A: 65 °C

Z: 40



E: 20 sec 
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Abb. 9a: LC-Laufoptimierung - 6
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Abb. 10: LC-Laufoptimierung - 7

Parameter: 
A: 60 °C

Z: 40



E: 20 sec 
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Abb. 10a: LC-Laufoptimierung – 7

Nach Umstellung auf das Hybridisierungssonden-Format erwies sich eine Erhöhung der Zyklenanzahl auf 45 als sinnvoll, s. Abb. 11.
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Abb. 11: LC-Laufoptimierung - HS-Format

Parameter: 
A: 60 °C

Z: 45



E: 20 sec 
6.2.1.1
Sensitivitätstestung

Die Prüfung auf Sensitivität erfolgte in 3 Stufen, wie unter Pkt. 3.6 beschrieben.

6.2.1.2
Sensitivität bezogen auf den PCR-Ansatz

Nach Umstellung auf das HS-Format wurde hochgereinigte Salmonella-DNA in einer log10-Verdünnungsreihe von 5 pg - 5 fg getestet. Diese Versuche wurden zunächst ohne den Einsatz der Uracil-DNAglycosylase ausgeführt. Schwache Kontaminationen der PCR-Lösungen werden daher durch einen Anstieg der Fluoreszenz auch im Prämix, etwa ab dem 33 Zyklus, deutlich.

Die Nachweisgrenze für gereinigte DNA, die sich auch in weiteren Versuchen sichern ließ, liegt bei ca. 50 fg, das entspricht ca. 10 Salmonella-Chromosomen (Abb. 12). 
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Abb. 12: Sensitivitätstest - gereinigte DNA 

Eine entsprechende Versuchswiederholung zeigen die Abb. 13 und 16, bei denen bei negati​vem Prämix die sichere Nachweisgrenze bei 50 fg liegt, während 5 fg (erwartungsge​mäß) nicht nachweisbar sind.
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Abb. 13: Sensitivitätstest bezogen auf Boden als Substrat

Standard 1-4: 5 pg/500 fg/50 fg/5 fg Rein-DNA

Nr. 
5: nicht gespikte Bodenprobe

6-12: gespikte Bodenproben von 103 - 10-3 KBE/25 g Substrat

13: Rein-DNA Zoosaloral

14: Prämix

Abb. 14 zeigt im Vergleich dazu die Sensitivität des Nachweises der Standard-DNA, vermischt in Proben-DNA aus einer Voranreicherung von Pferdemist als Substrat. Auch auf dem Hintergrund dieser Fremd-DNA bleiben 50 fg Salmonella-DNA noch sicher nachweisbar, wenn auch die 50 fg- und 5 fg-Werte niedriger liegen als bei reiner Sal​monellen-DNA, während sie bei 5 pg und 500 fg sogar über den vergleichbaren Stan​dard-Werten liegen.
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Abb. 14: Sensitivitätstest - Salmonella Standard-DNA + Fremd-DNA 

6.2.1.3
Sensitivität bezogen auf das Ausgangsmaterial

Für die Sensitivitätstestung wurde Gartenerde oder Pferdemist verwendet. Abb. 13 zeigt das Ergebnis nach Zugabe einer log-Verdünnung von 103 - 10-3 Salmonellen zur Gar​tenerde. Überraschend reagierte auch die unbeimpfte Erde leicht positiv. Das Vorhan​densein von Samonellen wurde später mit 3.6/g im MPN-Verfahren kulturell bestätigt. Der Kurvenverlauf zeigt einen Wert über dem Standard von 50 fg Rein-DNA. Rechne​risch entspricht das >250 Salmonellen pro ml der Voranreicherung. Die Werte der ge​spikten Proben werden in diesem Versuch durch die nicht homogene Verteilung der na​tiven Salmonellen im Substrat beeinflußt und sind daher nur bedingt aussagekräftig. Be​trachtet man jedoch die „crossing points“ der Kurven, so kann man eine sichere Nach​weisgrenze von ca. 102 Salmonellen pro 25 g Bodensubstrat annehmen (Kurve Nr. 7). Die „Nesterbildung“ der „nativen“ Salmonellen im Boden wird durch einen Versuch (Abb. 15) bestätigt, bei dem 2 Probennahmen aus demselben Substrat positiv oder ne​gativ reagieren.
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Abb. 15: LC-PCR aus ungespikten Bodenproben - Wiederholung

Eine Wiederholung des Versuchs mit Salmonella negativem Pferdemist zeigt Abb. 16. In diesem Versuch wurde die Uracil-DNAglycosylase eingesetzt. Die Standard-DNA ist noch bis 50 fg sicher nachweisbar. Ein Vergleich der Kuvenverläufe sowie der „crossing points“ gestattet, die Nachweisgrenze für Salmonellen aus diesem Material auf <101 KBE/25 g Substrat festzulegen (Kurve 8). Tatsächlich verläuft die Kurve für die Verdün​nungsstufe 100 (Kurve 9) noch über dem Standard-Wert von 500 fg (Kurve 2). Damit sollten rechnerisch >2500 Kopien pro ml Voranreicherung vorhanden gewesen sein, was einer Vermehrung von 1:103 während der Voranreicherung entspräche und durch​aus reell erscheint. Wie die Vorversuche zur Sensitivität des Nachweises aus der be​brüteten Voranreicherung zeigen, kann bereits ab 102 KBE/ml Voranreicherung mit ei​nem positiven Nachweis gerechnet werden, s. Pkt. 4.2.2.3.
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Abb. 16: Sensitivitätstest bezogen auf Pferdemist als Substrat


Nr. 5: nicht gespikte Probe

6-12: gespikte Proben mit log10-Verdünnungen von 103 - 10-3 KBE/25 g Substrat

6.2.1.4 Sensitivität bezogen auf die Voranreicherung
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Abb. 17 zeigt die Ergebnisse eines Versuchs mit Boden als Substrat, nach Zugabe von log10-Verdünnungsstufen zur Voranreicherung, nach deren Bebrütung über Nacht. Po​sitive Reaktionen der Spikes im Bereich von 10-1 bis 10-3 (Kurven 10-12) können der in​homogenen Kontamination des Bodenmaterials zugerechnet werden. Die Nachweis​grenze für die künstlich zugegebenen Salmonellen dürfte danach tendenziell bei ca 102 Kopien/ml Voranreicherung liegen (Kurve 7).

Abb. 17: Sensitivität bezogen auf die Voranreicherung - Bodensubstrat

Nr. 
5: nicht gespikte Voranreicherung

Nr. 6-12: gespikte Voranreicherungen von 103 - 10-3 KBE/ ml

Eine Wiederholung dieses Tests mit sicher Samonella negativem Pferdemist als Sub​strat zeigt Abb. 18. In diesem Versuch wurde die Uracil-DNAglycosylase dem PCR-An​satz zugegeben. Die Nachweisgrenze der Standard-DNA liegt bei diesem Versuch bei <50 fg/Ansatz, die Nachweisgrenze für Salmonellen aus der Voranreicherung bei 102 KBE/ml. Da rein rechnerisch diese Verdünnungsstufe den letzten sinnvollen Wert dar​stellt (102/ml = ca. 4 Kopien im PCR-Ansatz) deuten die positiven Reaktionen der Ver​dünnungsstufen 101, 100 und 10-2 mit ihren späten „crossing points“ und flachen Ver​laufskurven eher auf zufällige Reaktionen hin, möglicherweise auch bedingt durch das Vorhandensein von DNA aus nicht vermehrungsfähigen Salmonellen bei Zugabe zu den Proben. Die Verdünnungsstufen 10-1 und 10-3 geben negative Ergebnisse.
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Abb. 18: Sensitivitätstest bezogen auf die Voranreicherung - Pferdemist als Substrat

Nr. 
5: nicht gespikte Probe

Nr. 6-12: gespikte Proben mit log10-Verdünungen von 103 - 10-3 KBE/ml 


6.2.1.5 Spezifitätstestung
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Die Abb. 19a, b zeigen die Ergebnisse der Spezifitätstestung unter Einsatz der Uracil-DNAglycosylase. Danach kann für die LC-PCR mitels HS-Format von 100 % Spezifität der eingesetzten Primer-Sonden-Kombination, bezogen auf die getesteten Spezies ausgegangen werden. Diese Daten werden durch die Ergebnisse beim Einsatz natürli​chen Probenmaterials wie Boden oder Pferdemist bestätigt.
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Abb. 19a:Spezifitätstestung mit Uracil-DNAglycosylase

Proben:

1- Serratia marcescens
2- Pseudomonas maltophilia
3- Enterococcus hirae DSM 3320
4- Enterococcus cloacae
5- E. coli ATCC 11229
6- Staphylococcus aureus ATCC 6538

7- Enterococcus faecium
8- Pseudomonas putida DSM 50906

9- Enterococcus faecium ATCC 6057
10- E.coli K12 J 109

11- Pseudomonas aeroginosa PAO-1 
12- Bacillus subtilis
13- Citrobacter freundii  DSM 30039
14-Pseudomonas chlororaphis 

15- E.coli O:78
16- Proteus mirabilis
17- EHEC EDL 933
18- Micrococcus luteus DSM 348

19- Proteus vulgaris DSM 30118
20- Enterococcus faecalis DSM 2570
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Abb. 19b:Spezifitätstestung mit Uracil-DNAglycosylase wie Abb. 19a

Proben:

1- B. megaterium - B 29
2- B. cereus - B146

3- B. subtilis - B158
4- B. cereus - B185

5- B. thuringiensis - B 188
6- Campylobacter jejuni DSM 4688

7- Cl. perfringens DSM 756

6.2.1.6 Einsatz der Uracil-DNAglycosylase zum PCR-Ansatz

Wie bereits in den Vorversuchen deutlich wurde, ist trotz hoher Wachsamkeit und be​währter organisatorischer Maßnahmen immer mit Kontaminationen der PCR-Aus​gangsmaterialien durch PCR-Produkte zu rechnen. Die Gefahr dieser Kontaminationen steigt insbesondere bei häufigem Wechsel des durchführenden Personals. Abb. 20 ver​deutlicht exemplarisch dieses Problem am Beispiel der Spezifitätstestung mit derselben DNA, die im Versuch 4.2.3 (Abb. 19a, b) benutzt wurde, hier jedoch ohne den Einsatz der Glycosylase. Der routinemäßige Einsatz der Glycosylase erscheint daher für diagnostische Arbeiten, die sich im Bereich der absoluten Nachweisgrenzen bewegen, unerlässlich. Ein PCR-Ansatz verteuert sich damit allerdings um ca. 1.80 DM.
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Abb. 20: Spezifitätstestung ohne Uracil-DNAglycosylase

Proben:

1- Serratia marcescens
2- Pseudomonas maltophilia
3- Enterococcus hirae DSM 3320
4- Enterococcus cloacae
5- E. coli ATCC 11229
6- Staphylococcus aureus ATCC 6538

7- Enterococcus faecium
8- Pseudomonas putida DSM 50906

9- Enterococcus faecium ATCC 6057
10- E.coli K12 J 109


6.2.1.7 Optimierung der DNA-Präparationen mittels Nucleospin Plant-Kit

Im Vergleich wurde die Möglichkeit geprüft, den Erhitzungsschritt mittels Mikrowelle zu streichen (Abb. 21) oder durch eine Inkubation im Heizblock für 5, 10 bzw. 15 min. zu ersetzen (Abb. 22). Wie aus den Kurvenverläufen deutlich wird, kann eine 15minütige Inkubation die Hitzebehandlung in der Mikrowelle ersetzen. Die Hitzebehandlung an sich ist jedoch unverzichtbar.
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Abb. 21: Vergleich der DNA-Präparationen - 1

Nr. 1: DNA in der Mikrowelle behandelt

Nr. 2: Erhitzung im Heizblock
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Abb. 22: Vergleich der DNA-Präparationen – 2

7. Molekularbiologische Untersuchungen zum Nachweis von E. coli und Enterokokken

7.1 Material und Methoden

7.1.1  DNA-Extraktionen 
Alle Bakterien wurden in Standard-I-Bouillon (MERCK Eurolab GmbH; D-64271 Darmstadt; Art.Nr. 1.7884.0550) angezogen.

Mit Ausnahme von Bacillus stearothermophilus und Lactococcus lactis erfolgte bei alle anderen Bakterien eine Inkubation bei 37 oC über Nacht als Schüttelkultur.

Bacillus stearothermophilus wurde als Standkultur über Nacht bei 60 oC inkubiert, die Anzüchtung von Lactococcus lactis erfolgte bei 30 oC.

7.1.1.1 Testung NucleoSpin Plant II Testkit von Macherey-Nagel, Protokoll IV für Erde, Kompost, Dung und tierische Exkremente, Stand April 2000

Die im Testkit beschriebenen Methoden 4.1, 4.2 und 4.4 wurden hinsichtlich ihrer Anwendbarkeit auf die Präparation von DNA aus Bakterienreinkulturen bzw. Bodenproben geprüft. Zu Beginn wurden 1,5 ml der Bakterienreinkulturen bzw. Bodensuspension abzentrifugiert und das gewonnene Pellet weiterbearbeitet.

Versuchsansätze:

1. Bakterienlysis durch kurzes Aufkochen in der Mikrowelle bei 180 Watt bzw. 15-minütiges Erhitzen auf 110 oC im Thermoblock

2.Präparation nach Methode 4.4 unter Zusatz von 10 µl RNase (10 Minuten Einwirkzeit bei Raumtemperatur) unter Verwendung des Extraktionspuffers (2 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-Cl, 2 % (w/v) CTAB, 2 %  (w/v) Polyvinylpyrrolidon, pH 8,0), im Thermoblock bzw. in der Mikrowelle

3. Präparation nach Methode 4.2 unter Verwendung von Puffer C0 mit Zusatz von 2 % PVP (60 oC, 30 min im Thermoblock)

4. Präparation nach Methode 4.1 unter Verwendung von Puffer C1 unter Zusatz von 2 % PVP (60 oC, 30 min im Thermoblock)

5. Präparation nach Methode 4.2 mit C0-Puffer + Zusatz von 10 µl RNase über 10 min  bzw. Methode 4.1 mit C1-Puffer + Zusatz von 10 µl RNase über 10 min 
In den folgenden Abbildungen werden die Präparationsmethoden zur DNA-Isolierung mittels NucleoSpin Plant aufgeführt.
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Abb. 23: DNA-Präparation nach Vorgabe des Herstellers

Modifikation der Methode 4.1 (Abb. 23):

Punkt 1: Anstelle der Homogenisierung von Pflanzenmaterial wurden 1,5 ml der Bakterienkultur in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß gefüllt und bei 14.000  x g 1 Minute zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Das gewonnene Pellet wurde mit 450 µl des auf 50 °C erwärmten Extraktionspuffers vermischt und im Anschluss bei 180 Watt in der Mikrowelle bei geöffnetem Deckel aufgekocht. Es erfolgte ein zweiter Zentrifugationsschritt bei 14.000  x g für 1 Minute. 400 µl des Überstandes wurden in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Nun wurde gemäß  Punkt 5 der Arbeitsanweisung Methode 4.1 (Abb. 23) weitergearbeitet.

Punkt 11: Das Eluat wurde in Abänderung der Arbeitsanweisung in 50 µl  CE-Puffer aufgenommen
Modifikation der Methode 4.2 (Ab. 24):

Punkt 1: Anstelle der Homogenisierung von Pflanzenmaterial wurden 1,5 ml der Bakterienkultur in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß gefüllt und bei 14.000  x g 1 Minute zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Das entstandene Pellet wurden mit 400 µl des auf 45 °C erwärmten C0-Puffers vermischt, weiter analog Arbeitsanweisung.
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Das Eluat wurde in 50 µl  CE-Puffer aufgenommen.

[image: image70.png]n

15

16




[image: image71.png]Fluorescence (F2/F1)

18-
17-]
18-
18-
1.a-]
13-
12-|
1-]
10-|
0|
0|
07-|
06|
0s-|
0.4-|
03|
02-|
01|
00|

04+

Cycle Number




Modifikation der Methode 4.4 (Abb. 25):

Punkt 1: Anstelle der Homogenisierung von Pflanzenmaterial wurden 1,5 ml der Bakterienkultur in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß gefüllt und bei 14.000 x g 1 Minute zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Das entstandene Pellet wurden mit 450 µl des auf 60 °C erwärmten Extraktionspuffers vermischt, weiter analog Arbeitsanweisung, Punkt 4.
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Das Eluat wurde in 50 µl  CE-Puffer aufgenommen.

7.1.1.2 Testung Easy-DNA-Testkit von Invitrogen

Die Eignung des Easy-DNA-Testkits zur Isolierung genomischer DNA (Katalog-Nr. K 1800-01) wurde geprüft mit und ohne Zusatz von 20 I. E. Lysostaphin (Katalog-Nr. L-0761, Firma Sigma) zum Lysepuffer und anschließender Inkubation über 25 min bei 37 oC.

Es wurden jeweils 1,5 ml der Bakterien-Suspension in ein 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und bei 14.000  x g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen.

Die DNA-Präparation aus dem gewonnenen Pellet erfolgte nach Vorschrift des Kits bis zum Präzipitationsschritt. 

Die DNA-Präzipitation erfolgte durch Zugabe von 1 ml 100 %igem Ethanol, das auf –20 oC heruntergekühlt war, auf die abpipettierte und in ein neues Eppendorf-Hütchen überführte obere Phase der mittels Chloroformzugabe von Proteinen und Lipiden separierten DNA. Das entstandene Gemisch wurde mehrfach geschwenkt, bis das DNA-Netz ausfiel. Im Anschluß wurde das Eppendorfhütchen 30 Sekunden bei 14000  x g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das gewonnene Pellet mit 70 %igem Ethanol gewaschen. Es schloß sich ein weiterer Zentrifugationsschritt bei 14000  x g an. Das gewonnene Pellet wurde getrocknet und im letzten Schritt in 100 µl TE-Puf​fer resuspendiert. Die Qualität der gewonnenen DNA wurde mittels Gelelektrophorese überprüft, die DNA-Ausbeute photometrisch bestimmt. 

7.1.2  Multiplex-PCR zum Nachweis von EHEC

Die eingesetzten Primer werden von einem EHEC-spezifischen DNA-Fragment abgeleitet (Paton, 1998).

Tab. 27: Primer für die multiplex-PCR   

	Primer
	Primersequenz
	Fragmentgröße 

	Stx1-F

Stx1-R
	ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC

AGAACGCCCACTGAGATCATC
	180 bp

	Stx2-F

Stx2-R
	GGCACTGTCTGAAACTGCTCC

TCGCCAGTTATCTGACATTCTG
	255 bp 

	EaeA-F

EaeA-R
	GACCCGGCACAAGCATAAGC

CCACCTGCAGCAACAAGAGG
	384 bp

	HlyA-F

HlyA-R
	GCATCATCAAGCGTACGTTCC

AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT
	534 bp 


Der 100 μL PCR-Ansatz setzt sich zusammen aus:

16,0 μl dNTP-Mix (1,25 mM für jedes dNTP)

10 μl Puffer (10x)

10 μl Primermix (10 μM je Primer)

64 μl deionisiertes Wasser

0,75μl Taq-Polymerase (5000 U/ml) 

Dieser Ansatz wurde mit 60 μl sterilem Paraffinöl überschichtet. Von den zu testenden DNA werden je 2 μl unter das Öl pipettiert. 

Die PCR wurde nach folgendem Protokoll im Block-Cycler unter „tube control“ durchgeführt: 

- Präinkubation 1 x 94 °C für 4 min; 

- 15 Zyklen mit : 
Denaturierung 94 °C für 1 min, 

Annealing 65 °C für 2 min, 

Extension 72 °C für 1.30 min; 



Extension bei 72 °C für 1.30 min 

-20 Zyklen mit Denaturierung 94 °C für 1 min, 

Annealing 60 °C für 2 min, 

Extension 72 °C für 1.30 min; 

- vollständige Renaturierung der DNA bei 72 °C für 4 min

- Kühlung der Proben auf 8 °C.

7.1.3 Vorversuche zur Primerqualität und -eignung für die PCR am Block-Cycler

Aus den lyophilisierten Primern wurden nach Herstellerangabe Stocklösungen angesetzt. Von diesen erfolgte der Ansatz der 20 pmol Gebrauchslösungen. Im PCR-Ansatz sind die Primer 1 pmol konzentriert. Der 100 μL PCR-Ansatz setzt sich zusammen aus:

16,0 μl dNTP-Mix (je 200 µM)

10 μl Puffer (10x), (1,5 mM MgCl2)

10 μl Primermix (je 1 µM)

64 μl deionisiertes, autoklaviertes Wasser

0,5μl Taq-Polymerase (2,5 U) 

Dieser Ansatz wurde mit 60 μl sterilem Paraffinöl überschichtet. Von den zu testenden DNA`s wurden je 2 μl unter das Öl pipettiert. 

Das PCR-Programm für den Blockcycler unter „block control“ bestand aus:

1. Denaturierung: 1 x 94 °C für 4 min; 

2. 25 Zyklen mit  je Denaturierung 
94 °C für 1 min, 



Annealing

55 °C für 1.30 min, 



Extension

73 °C für 1.30 min; 

3. Renaturierung 1 x 72 °C für 9 min und 

4. Kühlung auf 4 °C. 

Die Auswertung der PCR erfolgte gelelektrophoretisch. Dazu wurde ein 1,5 %iges Agarosegel mit Ethidiumbromid gegossen und je 15 μl des PCR-Produktes mit 2 μl des Startpuffers vermischt in die einzelnen Geltaschen eingefüllt. Zur Bestimmung der Bandengrösse auf dem UV-Transilluminator (Fluo Link, Bachofer Laboratoriumsgerätebau, D-7410 Reutlingen) wurde ein 100 bp Grössenmarker mitgeführt.

7.1.4 Vorversuche zur Primerqualität und -eignung mit Real-Time-PCR am LightCycler und zur Optimierung des LC-PCR Protokolls

Zum Einsatz gelangten der LightCycler- FastStart DNA Master Sybr Green I-Kit (Roche Molecular Diagnostics, Kat.-Nr. 2239264) sowie der LightCycler- FastStart DNA Master Hybridization Probes- Kit (Roche Molecular Diagnostics, Kat.-Nr. 3003248).

Zur Beseitigung möglicher Kontaminationen aller Gebrauchslösungen für den PCR-An​satz wurde die Uracil-DNA Glycosylase von Roche Diagnostics GmbH in einer Konzen​tration von 1 U (1 µl) pro Ansatz, nach Angaben des Herstellers, verwendet. 

Zu Beginn erfolgten Testläufe im LC im Sybr-Green-Format unter Mitführung präparierter E. coli-DNA (E. coli K12 J 109) sowie E. faecalis-DNA (E. faecalis Nr. 131)  in einer Konzentration von 5 pg, 500 fg, 50 fg und 5 fg. Die entstandenen PCR-Produkte wurden elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Grössenstandard bestimmt.

Die Optimierung der Reaktionsbedingungen erfolgte analog Pkt. 5.3.4 für die Salmonella-PCR.

Zur Optimierung der Reaktionsbedingungen wurden

5. die MgCl2-Konzentration in 1 mM-Stufen von 2 bis 6 mM,

6. die Annealing-Temperatur in den Stufen 55, 60 und 65 °C, 

7. die Zykluszahlen in den Stufen 35, 40 und 45 sowie

8. die Elongationszeiten 10, 20 und 30 sec. getestet.

7.1.5 Spezifitätstestung 

Mittels hochgereinigter DNA von 29 Bakterienspezies (Tab.28) sowie 13 weiterer Stämme speziell für die Spezifitätsprüfung der Enterokokken-PCR (Tab. 29) erfolgte die Testung der Primer-Sonden-Kombinationen.

Tab. 28:
Bakterienspezies zur Spezifitätstestung

	Bakterienspezies
	Herkunft

	Bacillus cereus B146
	ATCC 12826

	Bacillus cereus B 185
	DSM 487

	Bacillus stearothermophilus
	CCM 2184

	Bacillus subtilis
	eigene Stammsammlung

	Bacillus subtilis B 158 
	DSM 10

	Bacillus thuringiensis B188 
	DSM 2046

	Campylobacter jejuni 
	DSM 4688

	Citrobacter freundii 
	DSM 30039

	E. coli
	ATCC 11229

	E.coli K12 J 109
	eigene Stammsammlung

	E.coli O:78
	eigene Stammsammlung

	EHEC EDL 933
	eigene Stammsammlung

	Enterococcus cloacae
	eigene Stammsammlung


Tab. 28:
Bakterienspezies zur Spezifitätstestung (Fortsetzung)

	Bakterienspezies
	Herkunft

	Enterococcus faecalis
	DSM 2570

	Enterococcus faecium Nr. 4
	eigene Stammsammlung

	Enterococcus faecium
	ATCC 6057

	Enterococcus hirae
	DSM 3320

	Lactococcus lactis
	DSM 20481

	Listeria monocytogenes
	eigene Stammsammlung

	Micrococcus luteus 
	DSM 348

	Proteus mirabilis
	eigene Stammsammlung

	Proteus vulgaris 
	DSM 30118

	Pseudomonas putida 
	DSM 50906

	Pseudomonas aeroginosa PAO-1
	eigene Stammsammlung

	Pseudomonas chlororaphis 
	DSM 50139

	Pseudomonas maltophilia
	eigene Stammsammlung

	Salmonella typhimurium
	Zoosaloral-Impfstamm®

	Serratia marcescens
	eigene Stammsammlung

	Staphylococcus aureus 
	ATCC 6538


Tab. 29:
 Übersicht über weitere im Spezifitätstest für E. faecalis eingesetzte Bakterien spp.
	Bakterienstamm
	DSM-Nr.
	Labornummer

	Enterococcus faecium
	2146
	126

	Enterococcus faecalis
	2570
	127

	Enterococcus faecium
	2918
	128

	Enterococcus faecalis
	2981
	129

	Enterococcus faecium
	6177
	130

	Enterococcus faecalis 
	12956
	131

	Enterococcus faecalis
	20371
	132

	Enterococcus faecalis
	20376
	133

	Enterococcus faecium 
	20477
	134

	Enterococcus faecalis
	20478
	135

	Enterococcus faecalis
	6134
	136

	Bacillus megaterium B29 
	ATCC 14581

	Clostridium perfringens 
	DSM 756


7.1.6 Sensitivitätstestung 

Zur Testung der Sensitivität der verwendeten Primer wurden Versuche mit 2 verschiedenen Humusproben durchgeführt. Der Ausgangskeimgehalt der Humusproben an Enterokokken und Coliformen wurde zuvor bakteriologisch mittels MPN-Methode bestimmt.

Nach einmaligem Autoklavieren der Humusproben über 1 Stunde bei 124 oC und 1,2 atm bzw. wiederholtem Autoklaviervorgang erfolgte die Präparation der im Substrat enthaltenen DNA mittels Nucleospin Plant II-Testkit unter Verwendung des Extraktionspuffers siehe unter Pkt. 7.1.1.1, Protokoll 4.4 (Abb. 25).

Die Sensitivität der LC-PCR wurde bestimmt für 

4. die Kopienzahl im PCR-Ansatz aus hochgereinigter DNA einer Bakterienreinkultur,

5. die Kopienzahl nach Zugabe von definierten Bakterienzahlen („Spike“) zur bebrüteten Übernacht-Kultur von Humus-Proben.

7.1.6.1 Sensitivität bezogen auf den PCR-Ansatz mit gereinigter DNA

Aus hochgereinigter chromosomaler DNA von E. coli K12, J109 sowie Enterococcus faecalis Nr. 131  wurde eine log10- Verdünnungsreihe hergestellt und im Bereich von 5 pg bis 5 fg getestet.

7.1.6.2 Sensitivität bezogen auf die Voranreicherung von E. coli
Es wurde eine E. coli J 109-Kolonie in 5 ml Standard-I Bouillon überimpft und unter Schütteln (200 rpm) bei 37 oC über Nacht bebrütet. Parallel wurden 50 g Humus in 450 ml Standard-I-Bouillon inkubiert. Am Folgetag wurde die Übernachtkultur bei 4 °C kühlgestellt. Aus der E. coli-Kultur wurde 1 ml in 10 ml Standard-I Bouillon überimpft und unter Schütteln bei 37 °C bis zu einer optischen Dichte von 1 bei 600 nm Wellenlänge wachsen gelassen. Von dieser Kultur wurde mittels Koch`schem Oberflächenverfahren eine Keimzählung auf Standard I-Agar angelegt (Auszählung der tatsächlichen Bakterienzahl am Folgetag). Zudem wurden jeweils 15 µl der hochgewachsenen E. coli-Kultur der Verdünnungsstufen 100 bis 10-7 mit je 1,5 ml der kühlgestellten Bodenkultur in einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß gemischt. Als Negativkontrolle wurden 1,5 ml der Übernacht-Humuskultur mitgeführt und als Positivprobe die unverdünnte E. coli-Kultur.

Für die Sensitivitätstestung wurden 2 verschiedene Humusproben aus einem Kompostwerk verwendet. Bei beiden Proben war im Vorfeld mittels MPN-Verfahren kulturell ein Gehalt an Coliformen von 2,3 x 102 KBE/ g (Humusprobe A) bzw. 2,3 x 101 KBE/ g (Humusprobe B)  nachgewiesen worden. 

Aus Zeitgründen konnte nur die Humusprobe A für die Versuche mit den Spikes verwendet werden. Die als „spikes“ verwendeten  E. coli-Verdünnungsstufen stammen aus 2 Verdünnungsreihen, siehe Tab. x und x.

Tab. 30:  E. coli-Konzentrationen aus Versuchsansatz 1 (2,7 x 109 KBE/ml) zur Verwendung als Spike

	Bezeichnung der Probe
	E. coli-Konzentration in KBE/ml Humusanreicherung
	entspricht einer E. coli-Kopienzahl im PCR-Ansatz von 

	C
	2,7 x 107
	1,08 x 106

	C 1
	2,7 x 106
	1,08 x 105

	C 2
	2,7 x 105
	1,08 x 104

	C 3
	2,7 x 104
	1,08 x 103

	C 4
	2,7 x 103
	1,08 x 102

	C 5
	2,7 x 102
	1,08 x 101

	C 6
	2,7 x 101
	1,08 x 100

	C 7
	2,7 x 100
	1,08 x 10-1


Tab. 31:  E. coli-Konzentrationen aus Versuchsansatz 2 (2 x 109 KBE/ml) zur Verwendung als Spike

	Bezeichnung der Probe
	E. coli-Konzentration in KBE/ml Humusanreicherung
	Bakterienzahl pro PCR-Ansatz (KBE) 

	C
	2 x 107
	8 x 105

	C 1
	2 x 106
	8 x 104

	C 2
	2 x 105
	8 x 103

	C 3
	2 x 104
	8 x 102

	C 4
	2 x 103
	8 x 101

	C 5
	2 x 102
	8 x 100

	C 6
	2 x 101
	8 x 10-1

	C 7
	2 x 100
	8 x 10-2


7.1.6.3
Sensitivität bezogen auf die Voranreicherung von E. faecalis
Es wurde eine E. faecalis-Kolonie in 5 ml Standard-I Bouillon überimpft und unter Schütteln ( 200  rpm) bei 37 oC über Nacht bebrütet. Ebenso erfolgte die Behandlung von 50 g Substrat in 450 ml Standard-I-Bouillon. Am Folgetag wurden die Übernachtkultur bei 4 °C kühlgestellt. Aus der E. faecalis-Kultur wurde mittels Koch`schem Oberflächenverfahren eine Keimzählung auf KAA-Agar angelegt und am nächsten Tag die Bakterien​zahl bestimmt. Zudem wurden jeweils 15 µl der hochgewachsenen E. faecalis-Kultur der Verdünnungsstufen 100 bis 10-7 mit je 1,5 ml der kühlgestellten Voranreicherung der Humusproben in einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß gemischt. Dies entsprach ca. 1 x 106 bis 0,1 E. faecalis im Ansatz. Als Negativkontrolle wurde  1,5 ml der Übernachtkultur des Bodens mitgeführt.

Für die Sensitivitätstestung wurden 2 verschiedene Humusproben aus einem Kompostwerk verwendet. Bei beiden Proben war im Vorfeld mittels MPN-Verfahren kulturell ein Gehalt an Fäkalstreptokokken von 2,3 E3 KBE/ g (Humusprobe A) bzw. 2,8 E3 KBE/ g (Humusprobe B)  nachgewiesen worden. 

Die als „spikes“ verwendeten  Enterococcus faecalis-Verdünnungsstufen sind in Tab. 32 aufgeführt.

Tab. 32: E. faecalis-Konzentrationen (1,8 x 109 KBE/ml) zur Verwendung als Spike

	Bezeichnung der Probe
	Enterococcus faecalis-Konzentration in KBE/ml Probenanreicherung
	entspricht einer Enterococcus faecalis -Kopienzahl im PCR-Ansatz von

	F
	1,8 x 107
	7,2 x 105

	F 1
	1,8  x 106
	7,2 x 104

	F 2
	1,8  x 105
	7,2 x 103

	F 3
	1,8  x 104
	7,2 x 102

	F 4
	1,8  x 103
	7,2 x 101

	F 5
	1,8  x 102
	7,2 x 100

	F 6
	1,8  x 101
	7,2 x 10-1

	F 7
	1,8  x 100
	7,2 x 10-2


7.2 Ergebnisse zum molekularbiologischen Nachweis von E. coli
7.2.1 DNA-Präparation

Für die Präparation von Bakterien-Reinkulturen erwies sich die Verwendung der Methode 4.2 (NucleoSpin Plant II Testkit von Macherey-Nagel, Protokoll 4 für Erde, Kompost, Dung und tierische Exkremente, Stand April 2000) unter Einsatz des C0-Puffers als am besten geeignet, sowohl hinsichtlich der DNA-Ausbeute als auch der schnellen Zerstörung von DNAsen und daraus resultierendem geringen DNA-Abbau.

Bei der Präparation von Erdproben jedoch war die modifizierte Methode 4.1 unter Verwendung des Extraktionspuffers am effektivsten. Dabei konnte DNA nur bei Verwendung der Mikrowelle, nicht aber durch eine 30-minütige Erhitzung bei 60 oC im Thermoblock gewonnen werden.

Aus allen verwendeten Reinkulturen der in den Tab. 28 aufgeführten Bakterienstämme konnte durch den Easy-DNA-Testkit von Invitrogen DNA präpariert werden. Dabei schwankte die Ausbeute in weiten Grenzen (10 ng bis 860 ng pro μl gewonnenes Eluat).

7.2.2 Ergebnis der EHEC-Multiplex-PCR,  Methodik nach Karuniawati, 2001

Keines der  fünf E. coli O26-Isolate enthält alle 4 für EHEC spezifischen Virulenzfaktoren, deren PCR-Banden bei 534 bp für hlyA, 384 bp für eaeA, 255 bp für stx2 und 180 bp für stx1 zu erwarten wären.

Die Eigenisolate 21, 22 und 17 zeigen ein identisches Bandenmuster. Sie enthalten EHEC-hlyA und eaeA. Die Isolate 23 und 24 besitzen keinen der  Virulenzfaktoren.
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Keines der Isolate besaß die Verotoxin-Gene stx1 und stx2.

Der Nachweis des Enterohämolysins (hly A) in unseren Isolaten bestätigt die von Beutin und Mitarb. (1994) gemachte Erfahrung, dass dieser Faktor nicht nur bei E. coli O157-Stämmen zu finden ist, sondern auch bei E. coli O111 und, wie in unseren Untersuchungen, E. coli O26- Isolaten. Phänotypisch war das Hämolysin auf den entsprechenden Agarplatten nicht nachweisbar.

Dies bestätigt die Angaben von Kudva und Mitarb. (1997)  sowie Karuniawati (2001), wonach nicht alle Stämme,  bei denen in der PCR die Gene für Virulenzfaktoren nachweisbar sind, diese auch exprimiert werden.

7.2.3 Primer- und Sondendesign für E. coli LC-PCR

Die in den Versuchen verwendeten -Primer wurden aus der Literatur entnommen. Sie stammen aus dem 1812 bp großen E. coli- Glucuronidase-Gen (uidA). Die Spezifität der Primer wurde mit Hilfe des Programms BLAST-N und der Genbank- Daten kontrolliert. 

Zuerst erfolgte die Testung der von Bej et al (1991) beschriebenen Primer 

UAL 754 (unsere Bezeichnung uidA1): 5`-AAACGGCAAGAAAAAGCAG-3`

UAR 900 (unsere Bezeichnung uidA2): 5`-ACGCGTGGTTACAGTCTTGCG-3`

Von einer weiteren Verwendung dieser Primer wurde abgesehen, da die Testung der Primer im Vector NTI–Programm ergab, daß der Primer uidA2 eine zu hohe Schmelztemperatur aufweist und die Temperaturdifferenz zwischen beiden Primern zu groß ist.

Daraufhin wurden zwei von Juck et al (1996) entwickelte Primer getestet:

uidA 1047 (unsere Bezeichnung uidA3): 5`-TATGAACTGTGCGTCACAGCC-3`

uidA 1232 (unsere Bezeichnung uidA4): 5`-CATCAGCACGTTATCGAATCC-3`.

Die Größe des hier entstehenden Replikons beträgt 186 bp (von Position 748 bis 933 des uidA-Gens)

Die entsprechenden Genombereiche, aus denen die im weiteren verwendeten Primer und Sonden designed wurden, sind in Abb. 1 dargestellt. Die Primer wurden  über die Firmen INTERAKTIVA und MWG Biotech bezogen.

Für das ausgewählte PCR-Primerpaar uidA3 und uidA4 wurden von der Firma TIB Molbiol Hybridisierungssonden hergestellt (Abb.27):

uidA FL: 5`-GTGGTTAATCAGGAACTTCGCCC X

uidA LC: 5`-LC Red640-TCACTGCCACTGACCGGATGCC P
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Abb. 27:
Lage der Primer uidA3 und uidA4 sowie der Sonden auf dem E. coli-Glucuronidase-Gen

7.2.4 LC-PCR-Optimierung für E. coli
7.2.4.1 Primerqualität und -eignung für die PCR am Block-Cycler

Die Block cycler PCR nach Protokoll, Pkt. 7.1.3,  mit dem Primer-Paar uidA3/uidA4 ergab bei paralleler Testung der chromosomalen DNA aus den Stämmen Serratia marcescens, Pseudomonas moaltophilia, Enterococcus hirae, Enterococcus cloacae, E. coli ATCC 11229, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Enterococcus faecium Nr. 4, Pseudomonas putida, Enterococcus faecium, Pseudomonas aeroginosa, Bacillus subtilis, Citrobacter freundii, Pseudomonas chlororaphis, E. coli, Pseudomonas mirabilis, EHEC EDL 933, Micrococcus luteus, Proteus vulgaris sowie Enterococcus faecalis, Bacillus stearothermophilus, Listeria monocytogenes und Clostridium perfringens, dass die spezifische Amplikonbande für E. coli nur bei den verwendeten drei E. coli-Stämmen auftritt. 

Deutliche Banden, wenn auch nicht in der für E. coli-spezifischen Grösse, sind bei Enterococcus cloacae, Pseudomonas putida und Pseudomonas chlororaphis, Citrobacter freundii und Proteus vulgaris sowie Bacillus stearothermophilus  feststellbar (Daten nicht gezeigt).

Daraus wurde geschlußfolgert, daß dieses Primerpaar geeignet ist für den weiteren Einsatz in einer LC-PCR.

7.2.4.2  LC-PCR-Optimierung für das Primerpaar uidA3/uidA4

Die Optimierung des LC-Protokolls erfolgte für die Parameter MgCl2-Konzentration , Annealing-Temperatur (A), Zykluszahl (Z) und Elongationszeit (E), siehe Abb. 28 - 33.

Die ermittelte optimale Konfiguration war:

- Präinkubation: 95 °C, 10 min

- Amplifikation: 40 - 45 Zyklen (95 °C, 15 sec; 55 °C, 10 sec; 72 °C, 30 sec) 

- Aufschmelzen: 65 - 95 °C (SybrGreen-Format) 

Im Prämix waren enthalten:

4 mM MgCl2, je 0,5 µM Primer, je 0,2 µM Sonden (Hybridisierungs-Sondenfomat); 2 µl FastStart Master-Mix (formatabhängig), 1 U dUTP-Glycosylase, 2 µl DNA, H2O ad 20 µl.

7.2.4.2.1  Optimierung der MgCl2-Konzentration
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Abb.28: LC-PCR und Schmelzkurvenanalyse,Sybr Green-Format, Optimierung der MgCl2- Konzentration

Parameter: 

A: 55 °C
Z: 35

E: 10 sec

Die ermittelte optimale Konzentration für MgCl2 beträgt 4 mM.

7.2.4.2.2  Optimierung der Elongationszeiten

In den folgenden 3 PCR-Läufen wurden Elongationszeiten zwischen 10 sec und 30 sec getestet. Während bei 10 sec E 500 fg gereinigte DNA nicht nachweisbar sind, sinkt die Nachweisgrenze bei 30 sec auf 5 fg. Das entspricht ca. 1 Kopie chromosomaler DNA für E. coli.

Die Tm der Amplikons liegt bei ca. 87 oC.
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Abb.29 : LC-Laufoptimierung, Sybr Green-Format, uidA3/uidA4-Primer, 4 mM MgCl2,
Parameter: 

A: 55 °C
Z: 40

E: 10 sec
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Abb. 30: LC-Laufoptimierung, Sybr Green-Format, uidA3/uidA4-Primer, 4 mM MgCl2,
Parameter: 

A: 55 °C
Z: 40

E: 20 sec
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7.2.4.2.3  Optimierung der Annealing-Temperatur

Nachdem eine Annealing-Temperatur von 55 °C bereits im Lauf mit 30 sec E getestet worden war (Abb. 31), wurden in diesem Optimierungsschritt Temperaturen von 60 und 65 °C geprüft. Wie die Abb. 32 und 33 zeigen, ist eine Nachweisgrenze von 5 fg nur mit 55 °C zu erreichen.
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7.2.5 LC-PCR für E. coli, HS-Format, Spezifitätsuntersuchung

Mit den folgenden 3 PCR-Läufen wurde die Spezifität der Primer-Sondenkombination mit den in Tab. 28 aufgeführten Bakterienspezies geprüft. Dabei wurden spezifische Signale nur mit DNA von E. coli erhalten. Die Nachweisgrenze lag in der Regel bei 50 fg gereinigter DNA.
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In Abb. 34 entsteht eine schwache Amplikonbande in der E. coli spezifischen Größe für Probe 14 (Pseudomonas chlororaphis), vermutlich verursacht durch eine schwache Kontamination der DNA des Stammes während der DNA-Präparation oder bei dem Ansatz der PCR. In der Wiederholung (Abb. 35) ist erkennbar, dass dieser Stamm nicht E. coli spezifisch reagiert.
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In Abb. 35 ist eine spezifische Amplikonbande neben den Standard-DNA’s (5 pg, 500 fg, 50 fg und 5 fg E.coli J 109, auf der Fotokopie schwach sichtbar) nur noch bei der Probe 15 auf Bahn 6 (E. coli O:78) und Probe 17 auf Bahn 7 (EHEC EDL 933) nachweisbar.
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In Abb. 36 fehlen die Signale für die Standards 50 fg und 5 fg. Dies ist vermutlich auf Pipettierfehler im PCR-Ansatz zurückzuführen. Bei der Probe 13 handelt es sich um die Positivkontrolle E. coli J 109 mit 1 ng DNA.

7.2.6 Prüfung der Sensitivität der LC-PCR für E. coli aus der Probenanreicherung

Abb.37 zeigt das Ergebnis nach Zugabe einer log10-Verdünnungsreihe von 100 und 10-4 bis 10-7 E. coli zur Humusprobe A (Verdünnungsreihe1, Tab. 30). Der Wert für das Signal der Humusprobe ohne Spike liegt unter dem Standard-Signal für 50 fg gereinigte DNA. Eine spezifische Amplikonbande ist jedoch im Agarosegel nicht nachweisbar. Die Probe C (entspricht einer E. coli-Kopienzahl im PCR-Ansatz von 1,08 x 106) gibt ein Signal über jenem für 1 ng gereinigteDNA.

Um eine Labor-Kontamination mit E. coli-DNA ausschließen zu können, wurde der Versuch mit der Bodenprobe A unter Verwendung der Verdünnungsstufen 100 bis 105 aus der Bakterienverdünnung Versuchsansatz 2 (Tab. 31) wiederholt (Abb. 38). Um mögliche Kontaminationen der PCR-Ansätze zu vermeiden, wurde in diesem Versuch auf ein Mitführen der Standard-DNA’s verzichtet. Trotz Autoklavierung der Humusprobe entsteht bereits ab dem 35. Zyklus einen Fluoreszenzsignal. Das Vorhandensein einer spezifischen Bande wird im Kontrollgel bestätigt. Für die eingesetzten Verdünnungsstufen des Spikes ist ein entsprechend Zykluszahl abgestuftes Fluoreszenzsignal erkennbar, beginnend ab dem 19. Zyklus für Probe C. Alle 6 gespikten Proben geben ein Signal. Das nachweisbare Signal der Humusprobe ohne Spike liegt in diesem Versuch zwischen dem Signal für 80 und 8 E. coli-Zellen (Abb. 38).

Im folgenden Versuch (Abb. 39), der wieder mit der Humusprobe A und der Verdünnungsreihe  2 für E. coli sowie der Standard-Verdünnungsreihe für gereinigte DNA durchgeführt wurde, sind deutliche Fluoreszenzsignale für C bis C3 (8 x 105 bis 800 Kopien) nachweisbar. Das Fluoreszenzsignal der autoklavierten Humusprobe A ohne Spike liegt in diesem Versuch zwischen der Kurve von C3 und der 5 pg der gereinigten-DNA. 

Damit ist davon auszugehen, daß amplifizierbare E. coli-DNA auch nach Autoklavierung bei 124 °C für 1 h in der Testprobe A enthalten war.

Für die im diesem Versuch (Abb.39) mitgeführte autoklavierte Bodenprobe 2 (Humusprobe B) wurde keine E. coli-DNA nachgewiesen.

Den letzten Versuch in dieser Reihe zeigt Abb. 40. Auch in diesem Versuch reagiert die ungespikte, autoklavierte Humusprobe A positiv.

Das Auftreten eines Signals für die gespikte Probe C7 (rechnerisch 0.08 Kopien) läßt sich möglicherweise mit einer Unterbestimmung der tatsächlichen Zellzahl im kulturellen Nachweis erklären. Da die DNA-Präparation unmittelbar nach Zusatz des Spikes zur Humusprobe erfolgte, war auch DNA aus toten Zellen für die Amplifikation verfügbar.  
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Die Versuche zeigen, dass natürliche Humusproben E. coli enthalten können, deren DNA auch nach Autoklavieren noch amplifizierbar ist. Dieser Umstand erschwert die Bestimmung der Sensitivität des vollständigen Detektionsprozesses, beginnend mit der Anreicherung, über die DNA-Präparation bis zur PCR. Eine Aussage über die Sensitivität des E. coli-Nachweises bezogen auf das Ausgangsmaterial ist derzeit nicht möglich.
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7.3. Ergebnisse zum molekularbiologischen Nachweis von Enterococcus
 faecalis
7.3.1 Primer- und Sondendesign zum Nachweis von Enterococcus faecalis
Für die Suche nach geeigneten Primern für den Nachweis von Enterococcus faecium und / oder Enterococcus faecalis wurden 2 in der Literatur beschriebene Genabschnitte (tufA und ehl), die 16S- und 23S-Sequenzen sowie weitere in der Genbank enhaltene Sequenzeinträge einbezogen. Die Recherchen wurden mittels der Daten-Vergleichsprogramme BLASTN und ALIGNX (Vector NTI 7.0) durchgeführt.

7.3.1.1 Vergleich der 16S- und 23S-Sequenzen

Die Sequenzen der 16S rRNA- sowie der 23S rRNA-Gene wurden mit Hilfe des Programms Alignment (Vector NTI) für insgesamt 23 aus den Genera Bacillus, Campylobacter, Enterococcus und LactoBacillus ausgewählten Stämmen verglichen. Die hohe Sequenzhomologie der in den Vergleich einbezogenen Bakterien erlaubt kein spezifisches Primer- und Sondendesign für die Detektion von E. faecalis und/oder E. faecium (Daten aufgrund der Größe der Sequenzdaten nicht gezeigt).

7.3.1.2 Auswahl von Primern, die aus dem  751 bp großen tuf- Gen, einem den Elongationsfaktor EF-Tu kodierenden Gen, stammen

Das aus der Arbeit von Ke et al. (1999) stammende Primerpaar

Ent1: 5’-TACTGACAAACCATTCATGATG-3’

Ent2: 5’-AACTTCGTCACCAACGCGAAC-3’

ergab in den Analysen mit dem Programm Vector NTI 7 eine insgesamt zu niedrige und stark differierende Tm. Zudem enthält der Primer Ent1 ein 6 bp-Palindrom.

Der Primer Ent1 wurde deshalb zu Ent1neu-tuf A1 modifiziert.

Das neue Primerpaar (s. u.) enthält keine der o. g. negativen Struktureigenschaften.

Ent1 neu _tufA1  : 5’-GGTTTGTCAGTATCACGTTCTGGAGT-3’

Ent2_tufA1

: 5’-AACTTCGTCACCAACGCGAAC-3’

Ein Screening gegen die Genbank ergab, daß  bezüglich der Spezifität des neuen Primerpaares Listerien, Lactococcus-Spezies, Bacillus stearothermophilus  und S. tyhimurium auf mögliche Kreuzreaktionen getestet werden müssen.

  201
ATGTTCCAGT TATCGCAGGT TCTGCTTTGA AAGCTTTAGA AGGCGACGAG


TACAAGGTCA ATAGCGTCCA AGACGAAACT TTCGAAATCT TCCGCTGCTC


                                   PstI


                                  ~~~~~~

  251
TCTTATGAAG AAAAAATCTT AGAATTAATG GCTGCAGTTG ACGAATATAT


AGAATACTTC TTTTTTAGAA TCTTAATTAC CGACGTCAAC TGCTTATATA

  301
CCCAACTCCA GAACGTGATA CTGACAAACC ATTCATGATG CCAGTCGAAG


GGGTTGAGGT CTTGCACTAT GACTGTTTGG TAAGTACTAC GGTCAGCTTC

  351
ACGTATTCTC AATCACTGGA CGTGGTACTG TTGCTACAGG ACGTGTTGAA


TGCATAAGAG TTAGTGACCT GCACCATGAC AACGATGTCC TGCACAACTT

  401
CGTGGTGAAG TTCGCGTTGG TGACGAAGTT GAAATCGTTG GTATTAAAGA


GCACCACTTC AAGCGCAACC ACTGCTTCAA CTTTAGCAAC CATAATTTCT

  451
CGAAACATCT AAAACAACCG TTACAGGTGT TGAAATGTTC CGTAAATTAT


GCTTTGTAGA TTTTGTTGGC AATGTCCACA ACTTTACAAG GCATTTAATA

Abb. 41:Lage der Primer Ent 1 (rot-grün und unterstrichen), Ent1neu (rot) und Ent2 blau markiert) auf dem tufA-Gen

7.3.1.3 Auswahl von Primern, die aus dem Enterococcus faecalis Enterohämolysin A (enlA)-Gen stammen 

Die von uns ermittelten Primer entstammen dem von Nielsen et al. (2000) beschriebenen, 1790 bp großen Enterolysin-Gen von Enterococcus faecalis.

ehl for    : 5’-CTA TCG TTG TTT CTT TGG CG-3’

ehl rev 1: 5’-GTC TTC CCG AAT TGT TGT CC-3’

ehl rev 6: 5’-CTC CTC GGT TAA ATG CAG TG-3’

  301
TTGTAATAAA TAGATCTTAA TTAGGAGGGG TTTCTATGAA AAATATTTTA


AACATTATTT ATCTAGAATT AATCCTCCCC AAAGATACTT TTTATAAAAT

  351
CTTTCTATTC TAGGGGTATT ATCTATCGTT GTTTCTTTGG CGTTTTCTTC for

GAAAGATAAG ATCCCCATAA TAGATAGCAA CAAAGAAACC GCAAAAGAAG

  401
TTATTCTGTC AACGCAGCTT CTAATGAGTG GTCGTGGCCA CTGGGCAAAC


AATAAGACAG TTGCGTCGAA GATTACTCAC CAGCACCGGT GACCCGTTTG

  451
CATATGCGGG AAGATATGAA GAAGGACAAC AATTCGGGAA CACTGCATTT


GTATACGCCC TTCTATACTT CTTCCTGTTG TTAAGCCCTT GTGACGTAAA rev1
  501
AACCGAGGAG GTACTTATTT CCATGATGGG TTTGACTTTG GTTCTGCTAT rev6

TTGGCTCCTC CATGAATAAA GGTACTACCC AAACTGAAAC CAAGACGATA

  551
TTATGGAAAT GGCAGTGTGT ATGCTGTGCA TGATGGTAAA ATTTTATATG


AATACCTTTA CCGTCACACA TACGACACGT ACTACCATTT TAAAATATAC


       BamHI

       ~~~~~~~

Abb. 42: Lage der Primer auf dem Enterococcus faecalis-Hämolysin-Gen

Die Größe des entstehenden Amplikons bei Nutzung der Primerkombination ehl for/ ehl rev 1 beträgt 173 bp. Nutzt man das Primerpaar ehl for/ ehl rev 6, dann ist das entstehende Amplikon 190 bp groß.

7.3.1.4 Auswahl von Primern, die aus dem Enterococcus faecalis Reparatur-Gen RadC stammen 

Das Gen für radC wurde aufgrund einer BLASTN-Recherche, die eine hohe Spezifität dieser Sequenz für E. faecalis wahrscheinlich machte (s. Anhang II), ausgewählt. Die folgenden Pimer  und Sonden wurden designed: 
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CA ACA AGT C-3’

rad C rev: 5’-TTC GCG TGG ATG AGC AAT AC-3’

radC FL       : 5’-AATTAAATGTTCTTGTTGCAGCCCC X

radC LCRed: 5’-LC Red640-TCATCTCTTGGAGTAATCGTTGAGCG P

1
CCATTGAATT ACGTGCGGCC ATTGAATTAG GGTGTCGAAT TTATCAAAGT


GGTAACTTAA TGCACGCCGG TAACTTAATC CCACAGCTTA AATAGTTTCA

   51
AGTCAAATCA AATTTGGCAA AGTTACGTCC AGTCAACAAG TCGCTCAACG for

TCAGTTTAGT TTAAACCGTT TCAATGCAGG TCAGTTGTTC AGCGAGTTGC

  101
ATTACTCCAA GAGATGAAGG GGCTGCAACA AGAACATTTA ATTTGTATTT LC /FL

TAATGAGGTT CTCTACTTCC CCGACGTTGT TCTTGTAAAT TAAACATAAA

  151
ACTTGAATAC CAAGAATGAC ATTATCCAAC AGAAAACGAT TTTCAAAGGA


TGAACTTATG GTTCTTACTG TAATAGGTTG TCTTTTGCTA AAAGTTTCCT

  201
TCACTGAATC AAAGTATTGC TCATCCACGC GAAATTTTTC GGGAAGCGGT


AGTGACTTAG TTTCATAACG AGTAGGTGCG CTTTAAAAAG CCCTTCGCCA rev
  251
TAAATATTCT TCTGCTCGCA TACTATTAGC TCATAATCAT CCATCTGGCA


ATTTATAAGA AGACGAGCGT ATGATAATCG AGTATTAGTA GGTAGACCGT

  301
ATCCGACACC


TAGGCTGTGG

Abb. 43: Lage der Primer radC for und radC rev und der FL- bzw. LC- markierten Sonden auf dem Enterococcus faecalis radC-Gen

Das entstehende Amplikon ist 166 bp groß.

7.3.2 Ergebnisse der LC-PCR für Enterococcus faecalis
7.3.2.1 Testung der tufA- Primer am Block-Cycler

Das Primerpaar tufA1/tufA2 wurden hinsichtlich seiner Qualität und Eignung zum Nachweis von Enterococcus-Stämmen mit der klassischen PCR unter paralleler Testung der Bakterien-DNA der Stämme Serratia marcescens, Pseudomonas maltophilia, Enterococcus hirae, Enterococcus cloacae, E. coli ATCC 11229, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Enterococcus faecium Nr. 4, Pseudomonas putida, Enterococcus faecium, Pseudomonas aeroginosa, Bacillus subtilis, Citrobacter freundii, Pseudomonas chlororaphis, E. coli, Pseudomonas mirabilis, EHEC EDL 933, Micrococcus luteus, Proteus vulgaris, Enterococcus faecalis, Bacillus stearothermophilus, Listeria monocytogenes und Clostridium perfringens untersucht. 

Im Gel (Abb. 44) waren Amplikonbanden in der für Enterococcus spezifischen Grösse bei der eingesetzten DNA von Enterococcus hirae, Enterococcus faecium ATCC 6057 und Enterococcus faecium Nr.4 sowie Enterococcus faecalis DSM 348 sichtbar.

Deutliche Banden, jedoch nicht in der Enterococcus-spezifischen Grösse, sind bei Serratia marcescens, Enterococcus cloacae, Bacillus subtilis,E. coli, EHEC EDL 933 und Proteus vulgaris sowie Bacillus stearothermophilus (Abb. 45) nachweisbar.
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Das modifizierte Primerpaar Ent1neu-tufA1/Ent2-tufA1 ist nicht spezifisch für die Enterokkenspezies faecalis und faecium. Im Test reagierte auch E. hirae. Darüber hinaus lassen die unspezifischen Reaktionen mit weiteren getesteten Bakterien spp. einen Einsatz dieses Primerpaars in der LC-PCR zur Detektion von E. faecalis als ungeeignet erscheinen.

7.3.2.2 Testung der Enterohaemolysin-Primer am LC

Die Primerpaare wurden in der Kombination ehl for/ehl rev1 und ehl for/ehl rev6 getestet.

Die ermittelte optimale Konfiguration war:

- Präinkubation: 95 °C, 10 min

- Amplifikation: 45 Zyklen (95 °C, 15 sec; 55 °C, 10 sec; 72 °C, 20 sec) 

- Aufschmelzen: 65 - 95 °C SybrGreen-Format

Im Prämix waren enthalten:

4 mM MgCl2, je 0,5 µM Primer, 2 µl FastStart Master Sybr Green, 1 U dUTP-Glycosylase, 2 µl DNA, H2O ad 20 µl.

Getestet wurden die 11 Enterococcus-Stämme aus Tabelle 29 .

A) Verwendung der Primerkombination ehl for/ehl rev 1:

Die Ergebnisse für dieses Primerpaar zeigt Abb. 46. Die unterschiedlichen Schmelzpunkte der im SybrGreen-Format auftretenden Fluoreszenzkuven deuten auf verschiedene, nicht spezifische Amplifikationen. Tatsächlich ist in der Gel-Analyse eine spezifische Bande nur für den Stamm Nr. 129, nicht jedoch für die weiteren getesteten E. faecalis-Stämme nachweisbar.
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B)  Verwendung der Primerkombination ehl for/ehl rev 6.

Bei Einsatz dieses Primerpaares treten identische, spezifische Amplifikationen bei 4 von 7 getesteten E. faecalis-Stämmen auf. Diese lassen sich auch in der Gel-Analyse bestätigen. 

Das Fehlen einer spezifischen Amplifikation für 3 der geprüften Stämme, die möglicherweise nicht über eine entsprechende Gensequenz verfügen, macht  diese Primerkombination für die Detektion von E. faecalis aus Umweltproben ungeeignet. 
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7.3.2.3 Testung der radC- Primer

Die Block-Cycler PCR erfolgte analog der PCR für die Testung des tufA-Primerpaares (s. Pkt.7.3.2.1), wobei das Spektrum der mitgetesteten DNA noch um je einen Enterococcus faecalis bzw. faecium-Stamm sowie einen Enterococcus hirae sowie Lactococcus lactis erweitert wurde. 

Spezifische Banden waren in der Gelanalyse nur bei den zwei Enterococcus faecalis-Stämmen nachweisbar (Daten nicht gezeigt). 

7.3.2.3.1 Optimierung der LC-PCR für radC im Sybr Green-Format

Zur Austestung der optimalen PCR-Bedingungen wurden die Parameter MgCl2 und die Annealing-Temperatur zunächst im SybrGreen Format optimiert. Darüber hinaus wurde der Einfluß der Uracil-Glycosylase auf die Effektivität der LC-PCR geprüft. Die Ergebnisse der Optimierung zeigen die Abb.48 - 51.

Die ermittelte optimale Konfiguration war:

- Präinkubation: 95 °C, 10 min

- Amplifikation (SybrGreen-Format: 45 Zyklen; 95 °C, 15 sec; 65 °C, 10 sec; 72 °C, 20 sec)

- Amplifikation (HS-Format: 45 Zyklen; 95 °C, 15 sec; 60 °C, 10 sec; 72 °C, 10 sec)

- Aufschmelzen: 75 - 95 °C (SybrGreen-Format) 

Im Prämix waren enthalten:

4 mM MgCl2, je 0,5 µM Primer, je 0,2 µM Sonden (Hybridisierungs-Sondenfomat); 2 µl FastStart Master-Mix (formatabhängig), 1 U dUTP-Glycosylase, 2 µl DNA, H2O ad 20 µl.
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Wie aus Abb. 48 ersichtlich, unterdrückt die Glycosylase effektiv das Signal aus möglichen Kontaminationen der Bestandteile des Mastermixes. Eine effektive Amplifikation ist für 4-6 mM MgCl2 nachweisbar, wobei 4 mM MgCl2 das stärkste Signal gibt.
Mit den folgenden 3 Versuchen wurde die Annealing-Temperatur im SybrGreen-Format optimiert. Die Abb. 49 - 51  zeigen, daß eine Nachweisgrenze von 5 fg erst bei 65 °C Annealing erreichbar ist.













7.3.2.3.2 Optimierung der LC-PCR für radC im Hybridisierungs-Sonden Format

Mit den folgenden Versuchen wurden die Parameter Annealing-Temperatur und Elongationszeit für die LC-PCR optimiert. Die MgCl2-Konzentration von 4 mM wurde aus dem SybrGreen Protokoll übernommen. Eine erneute Optimierung erschien erfahrungsgemäß nicht notwendig. 









Die in der Abb. 53 dargestellten Versuche zeigen eine optimale Amplifikation der Standard-Verdünnnungsreihe für E. faecalis-DNA bei einer Annealing-Temperatur von 60 °C. Insbesondere konnten bei dieser Temperatur höhere Fluoreszenzsignale erzielt werden als bei 65 °C.

Mit den folgenden 3 Versuchen wurde die Elongationszeit der LC-PCR optimiert. Wie die Abb. 55 – 57 zeigen, war die Nachweisgrenze von 50 fg DNA in allen Versuchen sicher zu erreichen, während 5 fg erwartungsgemäß nicht in jedem Fall nachweisbar waren. Die Dauer der Elongationsphase hatte jedoch keinen wesentlichen Einfluß auf die Nachweisgrenze, da bereits bei 10 sec auch 5 fg nachweisbar waren und die Höhe der Fluoreszenz-Signale in diesem Versuch sogar über denen mit 20 oder 30 sec E liegen.

 






7.3.2.4 Spezifitätstestung

In den folgenden Versuchen wurde mit dem optimierten Protokoll die Spezifität des Nachweises von E. faecalis untersucht. Abb. 58 - 61 belegen zunächst die Spezifität innerhalb der faecalis/faecium-Gruppe. Ausschließlich die DNA von E. faecalis war nachweisbar.

Bei der Untersuchung von 42 DNA-Präparationen von Bakterien spp. aus den Tab. 28  und 29 erwies sich die gewählte Primer-Sondenkombination für radC als Target als 100 % spezifisch für E. faecalis.











7.3.2.5 Sensitivität der HS-PCR für E. faecalis bezogen auf die Voranreicherung
Die folgenden Experimente dokumentieren den Nachweis von E. faecalis, die als „Spike“ den ÜN-Anreicherungen der beiden autoklavierten Humusproben A und B zugesetzt worden waren. Die DNA-Präparation aus 1,5 ml der gespikten Probe erfolgte sofort nach Bakterienzusatz, wie unter Mat. und Meth. (Pkt. 7.1) beschrieben.

Wie die Abb. 62 und 63 demonstrieren, war aus der Probe A auch ohne Zusatz des spikes DNA von E. faecalis zu amplifizieren, während Probe B ohne spike negativ blieb. Dieses Ergebnis steht in Übereinstimmung mit den Untersuchungen auf E. coli.

Nach Zugabe der Verdünnungsreihen von E. faecalis, als Proben F-F7 bezeichnet (s. auch Tab. 32) waren die Verdünnungsstufen F5 und F6 (200 – 20 KBE/ml Humuspobe) in 2 verschiedenen Ansätzen noch positiv. Der Nachweis verlief jedoch über die Verdünnungsstufen hinweg nicht konsistent, da Probe F3 (Abb. 62) bzw. F3 und F4 (Abb. 63) in unterschiedlichen Versuchsansätzen kein Signal gaben. Eine sichere Nachweisgrenze für die Anzahl der E. faecalis, die pro ml Anreicherung für eine Detektion vorhanden sein müssen ist aus diesen beiden Versuchen nicht ableitbar. Die tatsächliche Nachweisgrenze aus diesem spezifischen Probenmaterial dürfte im Bereich von 102 - 103 KBE/ml liegen. Dieser Wert wäre für die praktische Anwendung ausreichend, da davon ausgegangen wird, daß nach Anreicherung über Nacht eine ausreichende Konzentration an E. faecalis im Probenmaterial zu erreichen ist. Problematisch in diesem Zusammenhang bleibt, wie auch schon für den Nachweis von E. coli erwähnt, das Vorhandensein amplifizierbarer DNA aus der Originalprobe auch noch nach deren Autoklavierung. 







8. Zusammenfassung und Schlußfolgerungen

Bakteriologische Untersuchungen

Die Resultate der bakteriologischen Untersuchungen belegen, daß sich als geeignete Indikatorkeime zur Überprüfung des Hygienisierungsprozesses in Anaerobanlagen, auch in Hinblick auf ihre mögliche seuchenhygienische Relevanz, Salmonellen und Fäkalstreptokokken besonders eignen. Die vorliegenden Untersuchungen belegen darüber hinaus, daß die E. coli Konzentration von Inputproben durch den Hygienisie​rungsprozess in Anaerobanlagen deutlich reduziert werden kann. Deshalb wurde innerhalb dieses Projektes E. coli als dritter „Leitkeim“ in die PCR-Entwicklung ein​bezogen. Eine Spezialisierung auf EHEC erscheint auf dem Hintergrund der Aufgabenstellung nicht sinnvoll. Die Abklärung der Zugehörigkeit von isolierten E. coli zur Gruppe der EHEC-Bakterien erfolgt mit der hier beschriebenen Methodik, erweitert um den Nachweis der entsprechenden Pathogenitätsfaktoren mittels einer klassischen PCR. 

Molekularbiologische Untersuchungen

Die vorhandenen, phänotypisch bereits charakterisierten E. coli-Isolate wurden geno​typisch auf das Vorhandensein von EHEC spezifischen Pathogenitätsfaktoren unter​sucht. Von den O 26-positiven E. coli-Isolaten gelang bei keinem der untersuchten Isolate der Nachweis aller 4 Pathogenitätsgene.

Im vorliegenden Bericht wurde ein Protokoll für eine LC-PCR zum Nachweis von Salmonella spp. aus Umweltproben nach nichtselektiver Voranreicherung etabliert. Die verwendete Kombination aus Primern und Hybridisierungssonden erlaubt den Nachweis von Salmonellen mit einer Sensitivität von <101 KBE aus 25 g Pferdedung als Substrat, bzw. von 102 KBE pro ml nichtselektive Voranreicherung.

Die Spezifität, bezogen auf die beiden Substrate bzw. die verwendeten Bakterien-Rein​kulturen beträgt 100 %.

Im weiteren wurde mit der Etablierung eines LC-PCR-Nachweises von E. coli in Humusproben als Substrat begonnen. Hinsichtlich der Spezifität des PCR-Protokolls ist von einer 100 %igen Nachweissicherheit auszugehen. Die Arbeiten zur Sensitivitätstestung wurden zum einen durch die zeitliche Begrenzung des Forschungsprojektes limitiert. Zum anderen erwies es sich als problematisch, mit natürlich in den Substraten vorhandener E. coli-DNA eine sichere Quantifizierung der zugesetzten E. coli durchzuführen. Da auch ein vorgeschalteter Autoklavierschritt nicht vollständig zum Zerfall bereits vorhandener E. coli-DNA führte, bleibt methodisch nur die Festlegung eines „Cut off“- Wertes, der bestimmt wird durch die bereits in der Probe vorhandene E. coli-DNA.

Das ursprüngliche Ziel, einen spezifischen Nachweis für das Genus Enterococcus zu etablieren, konnte nicht erreicht werden. Wie die Untersuchungen zeigen, erwiesen sich alle geprüften Targets entweder als nicht durchgehend in Enterokokken vohanden oder als generell in verschiedenen Kokken-Genera (nicht exklusiv für Enterococcus) sowie weiteren Bakterien verbreitet. Die etablierte LC-PCR ist daher nur für Enterococcus faecalis-Stämme anwendbar. Unter der Annahme, daß E. faecalis als Leitkeim für die Prüfung von Hygienisierungsprozessen dienen kann, wäre mit diesem Protokoll dennoch ein wichtiger methodischer Fortschritt erzielt. Die aus dem radC-Gen stammenden Primer/Sonden-Kombination stellt eine Neuerung dar. Sie ist hochspezifisch für Enterococcus faecalis-Isolate.

Hinsichtlich der Sensitivitätstestung treffen gleichermaßen die Aussagen für die E. coli-LC-PCR zu.

Die nichtselektive Voranreicherung des Probenmaterials vor einer molekularbiologischen Untersuchung mittels PCR, die generell keine Unterscheidung von lebenden oder „toten“ Organismen erlaubt, ist auf dem Hintergrund der gewünschten mikrobiologischen Beurteilung des Hygienisierungsprozesses unabdingbar. Zu der Frage, in welchem Umfang dabei selbst DNA aus „toten“ Bakterien, die in die Voranrei​cherung übertragen werden, zu einem positiven PCR-Ergebnis führen kann, gibt es derzeit keine belegten Daten. An dieser Fragestellung wird jedoch im Rahmen anderer Arbeiten am Institut geforscht.

Die Notwendigkeit der Voranreicherung macht gleichzeitig einen sinnvollen Einsatz der Quantifizierungsfunktion des LC-Protokolls fragwürdig. Tatsächlich erscheint eine Quantifizierung derzeit nur durch die Kopplung von MPN-Verfahren und PCR möglich.

Der sicher wünschenswerte Verzicht auf eine Voranreicherung, d. h. der quantitative Nachweis von Organismen direkt aus dem Substrat mittels LC-PCR wäre nur durch die Erweiterung des PCR-Protokolls um einen zusätzlichen cDNA-Syntheseschritt zum Nachweis von RNA  aus dem Substrat zu erreichen. Nimmt man eine eher kurze „Überlebenszeit“ insbesondere der mRNA in abgestorbenen Mikroorganismen als ge​geben an, sollten darauf basierende Signale auch tatsächlich von „lebenden“ Organis​men stammen. In Anbetracht der zu erwartenden Schwierigkeiten bei der Präparation einer PCR-kompatiblen RNA aus Umwelt-Substraten sowie der Quantifizierung des Signals nach der cDNA-Synthese muß diese Aufgabe jedoch als eine eigenes, mit hohem Risiko behaftetes, Forschungsprojekt betrachtet werden.

Insgesamt wurde mit den vorliegenden Untersuchungen ein wichtiger methodi​scher Fortschritt in Richtung Nutzung des Light Cyclers zum Nachweis von Mikroorga​nismen erzielt. Diese methodischen Erfahrungen sollten für die Etablierung von LC-PCR Protokollen für weitere Mikroorganismen von Vorteil sein. Es soll jedoch auch darauf hingewiesen werden, daß die vorliegenden Daten modellhaft an Bo​den- bzw. Pferdedungsubstraten erhoben wurden. Eine Verifizierung der Ergebnisse unter Praxisbedingungen macht weitere Arbeiten notwendig.
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ANHANG I: Ergebnisse der Probenahmen 1 - 11

Tab. 14:
 Ergebnisse der Probenahme 1 (in KBE/g Untersuchungsgut)

Datum:

20. 03. 2000

Entnahmeort:
Wolpertshausen

	Probe
	EHEC
	Aerobe Sporenbildner
	Salmo-nellen
	Fäkal-
streptokokken
	Pseudo-
monaden
	Serratia
marcescens
	Thermophile Aktinomyceten
	Clostridien
	Campylo-
bacter

	Schweinegülle
	negativ
	9,2 E4
	< 0,3
	3,6 E3
	< 0,3
	< E2
	8 E3
	7,5 E3
	< 0,3

	Speisereste Großküche
	negativ
	9,3 E5
	1,5 E0
	1,5 E2
	9,3 E2
	< E2
	4 E4
	9,3 E4
	< 0,3

	Speisereste, pasteurisiert
	negativ
	3,6 E4
	< 0,3
	< 0,3
	< 0,3
	< E2
	1,7 E5
	4,3 E3
	< 0,3


Tab. 15:
 Ergebnisse der Probenahme 2 (in KBE/g Untersuchungsgut)

Datum:

29. 03. 2000

Entnahmeort:
Heppenheim

	Probe
	EHEC
	Aerobe Sporenbildner
	Salmo-nellen
	Fäkal-
streptokokken
	Pseudo-
monaden
	Serratia
marcescens
	Thermophile Aktinomyceten
	Clostridien
	Campylo-
bacter

	Bioabfall
	negativ
	2,4 E7
	 3 E4
	9,3 E5
	2,4 E5
	< E2
	1,0 E5
	2,3 E5
	4,3 E0

	Speisereste 
	negativ
	9,3 E7
	< 0,3
	7,5 E3
	9,3 E4
	< E2
	4,0 E5
	4,3 E4
	< 0,3

	Speisereste und  Großmarktabfall
	negativ
	9,3 E5
	< 0,3
	7,5 E3
	< 0,3
	< E2
	2,0 E5
	2,3 E3
	< 0,3

	Gärreste
	negativ
	1,5 E7
	< 0,3
	4,3 E1
	< 0,3
	< E2
	1,0 E6
	1,5 E5
	< 0,3


Tab. 16:
Ergebnisse der Probenahme 3 (in KBE/g Untersuchungsgut)

Datum:

25. 04. 2000

Entnahmeort:
Wolpertshausen

	Probe
	EHEC
	Aerobe Sporenbildner
	Salmo-nellen
	Fäkal-
streptokokken
	Pseudo-
monaden
	Serratia
marcescens
	Thermophile Aktinomyceten
	Clostridien
	Campylo-
bacter

	Speiseabfälle Großküche
	negativ
	1,1 E10
	< 0,3
	4,6 E5
	< 0,3
	< E2
	 < 1,0 E2
	4,3 E5
	< 0,3

	Pasteurisierte Speisereste und Fettabscheider
	negativ
	2,3 E8
	< 0,3
	9,3 E6
	< 0,3
	< E2
	1,6 E4
	2,3 E3
	< 0,3

	Pasteurisierte Speisereste und Schweinegülle 
	negativ
	2,3 E8
	< 0,3
	2,8 E4
	< 0,3
	< E2
	3,6 E4
	1,5 E6
	 4,3 E0

	Gärreste
	negativ
	2,4 E9
	< 0,3
	1,5 E2
	< 0,3
	< E2
	4,1 E4
	9,3 E3
	< 0,3


Tab. 17: 
Ergebnisse der Probenahme 4 (in KBE/g Untersuchungsgut)

Datum:

10. 04. 2000

Entnahmeort:
Wolpertshausen

	Probe
	EHEC
	Aerobe Sporenbildner
	Salmo-nellen
	Fäkal-
streptokokken
	Pseudo-
monaden
	Serratia
marcescens
	Thermophile Aktinomyceten
	Clostridien
	Campylo-
bacter

	Speisereste
	negativ
	> 1,1 E10
	< 0,3
	> 1,1 E10
	< 0,3
	< 1,0 E2
	1,2 E4
	1,5 E4
	< 0,3

	Speisereste n. Vorpasteurisier.
	negativ
	1,5 E6
	< 0,3
	1,5 E1
	< 0,3
	< 1,0 E2
	3,5 E3
	3,6 E2
	< 0,3

	Gärreste
	negativ
	1,5 E6
	< 0,3
	1,5 E2
	< 0,3
	< 1,0 E2
	3,4 E4
	7,5 E3
	< 0,3


Tab. 18: 
Ergebnisse der Probenahme 5 (in KBE/g Untersuchungsgut)

Datum:

22. 05. 2000

Entnahmeort:
Hohenheim

	Probe
	EHEC
	Aerobe Sporenbildner
	Salmo-nellen
	Fäkal-
streptokokken
	Pseudo-
monaden
	Serratia
marcescens
	Thermophile Aktinomyceten
	Clostridien
	Campylo-
bacter

	Rindergülle
	negativ
	2,0 E7
	< 0,3
	1,5 E5
	   < 0,3
	<1,0 E2
	4,1 E5
	2,0 E4
	2,3 E0

	Speisereste Großküche Mensa
	negativ
	9,2 E3
	< 0,3
	2,8 E6
	< 0,3
	<1,0 E2
	< 1,0 E2
	1,5 E1
	< 0,3


Tab. 19:
Ergebnisse der Probenahme 6 (in KBE/g Untersuchungsgut)

Datum:

05. 06. 2000

Entnahmeort:
Hohenheim

	Probe
	EHEC
	Aerobe Sporenbildner
	Salmo-nellen
	Fäkal-
streptokokken
	Pseudo-
monaden
	Serratia
marcescens
	Thermophile Aktinomyceten
	Clostridien
	Campylo-
bacter

	Speisereste
	O 26
	1,5 E7
	< 0,3
	2,1 E4
	< 0,3
	<1,0 E2
	< 1,0 E2
	2,4 E4
	< 0,3

	Rindergülle
	O 26
	1,5 E6
	< 0,3
	9,3 E3
	< 0,3
	<1,0 E2
	4,8 E4
	4,3 E3
	< 0,3

	Gärreste
	negativ
	4,3 E6
	< 0,3
	< 3,0 E1
	< 0,3
	<1,0 E2
	6,9 E4
	2,4 E4
	< 0,3


Tab. 20: 
Ergebnisse der Probenahme 7 (in KBE/g Untersuchungsgut)

Datum:

12. 06. 2000

Entnahmeort:
Sulzbach

	Probe
	EHEC
	Aerobe Sporenbildner
	Salmo-nellen
	Fäkal-
streptokokken
	Pseudo-
monaden
	Serratia
marcescens
	Thermophile Aktinomyceten
	Clostridien
	Campylo-
bacter

	Bioabfall
	negativ
	4,6 E7
	< 0,3
	9,3 E4
	4,3 E1
	< 1,0 E2
	 1,6 E5
	< 3,0 E2
	< 0,3

	Pasteurisierter Bioabfall
	negativ
	1,5 E7
	< 0,3
	4,3 E0
	< 0,3
	< 1,0 E2
	4,5 E5
	3,8 E3
	< 0,3

	Bioabfall-Gülle-Gemisch 
	negativ
	9,3 E6
	< 0,3
	2,4 E4
	< 0,3
	< 1,0 E2
	1,2 E6
	1,5 E3
	< 0,3


Tab. 21: 
Ergebnisse der Probenahme 8 (in KBE/g Untersuchungsgut)

Datum:

20. 06. 2000

Entnahmeort:
Hohenheim

	Probe
	EHEC
	Aerobe Sporenbildner
	Salmo-nellen
	Fäkal-
streptokokken
	Pseudo-
monaden
	Serratia
marcescens
	Thermophile Aktinomyceten
	Clostridien
	Campylo-
bacter

	Speisereste
	negativ
	1,5 E3
	< 0,3
	< 0,3
	< 0,3
	< 1,0 E1
	4,1 E2
	1,5 E1
	< 0,3

	Rindergülle.
	negativ
	4,6 E7
	< 0,3
	1,5 E1
	1,5 E1
	< 1,0 E1
	4,0 E6
	1,5 E3
	2,4 E1

	Gärreste
	negativ
	1,5 E7
	< 0,3
	< 0,3
	< 0,3
	< 1,0 E1
	4,6 E5
	1,1 E5
	< 0,3


Tab. 22: 
Ergebnisse der Probenahme 9 (in KBE/g Untersuchungsgut)

Datum:

26. 06. 2000

Entnahmeort:
Sulzbach

	Probe
	EHEC
	Aerobe Sporenbildner
	Salmo-nellen
	Fäkal-
streptokokken
	Pseudo-
monaden
	Serratia
marcescens
	Thermophile Aktinomyceten
	Clostridien
	Campylo-
bacter

	Bioabfall
	negativ
	1,1 E8
	< 0,3
	1,5 E3
	1,1 E3
	< 1,0 E1
	1,5 E5
	4,5 E5
	< 0,3

	Bioabfall u. Rücklauf vor Pasteurisierung
	negativ
	1,5 E7
	9,3 E0
	3,5 E2
	9,3 E1
	< 1,0 E1
	1,3 E5
	7,4 E4
	< 0,3

	Bioabfall u. Rücklauf nach Pasteurisierung
	negativ
	1,1 E8
	< 0,3
	1,5 E0
	< 0,3
	< 1,0 E1
	1,5 E5
	< 0,3
	< 0,3

	Gärreste
	negativ
	2,4 E7
	< 0,3
	1,5 E1
	< 0,3
	< 1,0 E1
	1,4 E5
	9,3 E3
	< 0,3


Tab. 23: 
Ergebnisse der Probenahme 10 (in KBE/g Untersuchungsgut)

Datum:

03. 07. 2000

Entnahmeort:
Hohenheim

	Probe
	EHEC
	Aerobe Sporenbildner
	Salmo-nellen
	Fäkal-
streptokokken
	Pseudo-
monaden
	Serratia
marcescens
	Thermophile Aktinomyceten
	Clostridien
	Campylo-
bacter

	Speisereste
	negativ
	9,3 E3
	< 0,3
	1,5 E3
	1,5 E0
	1,0 E1
	1,6 E1
	< 0,3
	< 0,3

	Rindergülle
	negativ
	9,3 E7
	< 0,3
	9,3 E3
	4,3 E0
	1,0 E1
	4,0 E5
	9,3 E4
	< 0,3

	Gärreste 
	negativ
	9,3 E7
	< 0,3
	< 0,3
	< 0,3
	1,0 E1
	2,6 E5
	4,3 E4
	< 0,3


Tab. 24: 
Ergebnisse der Probenahme 11 (in KBE/g Untersuchungsgut)

Datum:

09. 07. 2000

Entnahmeort:
Hohenheim

	Probe
	EHEC
	Aerobe Sporenbildner
	Salmo-nellen
	Fäkal-
streptokokken
	Pseudo-
monaden
	Serratia
marcescens
	Thermophile Aktinomyceten
	Clostridien
	Campylo-
bacter

	Speisereste
	negativ
	4,3 E4
	< 0,3
	1,5 E1
	< 0,3
	< 1,0 E1
	 2,6 E1
	< 0,3
	< 0,3

	Rindergülle
	negativ
	7,5 E7
	< 0,3
	2,4 E4
	4,3 E1
	< 1,0 E1
	2,0 E6
	2,1 E6
	< 0,3

	Gärreste
	negativ
	2,4 E7
	< 0,3
	4,3 E2
	< 0,3
	< 1,0 E1
	2,3 E5
	4,3 E5
	< 0,3


Anhang II: BLAST search für das Gen rad C von E. faecalis
Query: <a href="vnti:dnarna/E%2E+faecalis+radC">E%2E+faecalis+radC</a> (molecule)


Length: 310

Hits: 57 molecules


gi|5825427|gb|AF124649.1|AF124649 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/5825427">gi|5825427|gb|AF124649.1|AF124649</a>



Molecule: Enterococcus faecalis DNA repair protein RadC (radC) gene, partial



Length: 310



Score: 310 (Bits:  615.0), Expectation: 0


gi|5825424|gb|AF124647.1|EFPHIFC1I1 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/5825424">gi|5825424|gb|AF124647.1|EFPHIFC1I1</a>



Molecule: Enterococcus faecalis attL chromosomal attachment site and



Length: 370



Score: 215 (Bits:  426.0), Expectation: 0


gi|13432095|gb|AY026043.1|AY026044S2 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/13432095">gi|13432095|gb|AY026043.1|AY026044S2</a>



Molecule: Enterococcus faecalis KBL707 and Integration vector pEMJ1-1 attR



Length: 376



Score: 176 (Bits:  349.0), Expectation: 9e-094


gi|5825425|gb|AF124648.1|EFPHIFC1I2 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/5825425">gi|5825425|gb|AF124648.1|EFPHIFC1I2</a>



Molecule: Enterococcus faecalis attR chromosomal attachment site and



Length: 243



Score: 98 (Bits:  194.0), Expectation: 3e-047


gi|13432094|gb|AY026044.1|AY026044S1 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/13432094">gi|13432094|gb|AY026044.1|AY026044S1</a>



Molecule: Enterococcus faecalis KBL707 and Integration vector pEMJ1-1 attL



Length: 548



Score: 64 (Bits:  127.0), Expectation: 6e-027


gi|14717313|gb|AF235103.3| (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/14717313">gi|14717313|gb|AF235103.3|</a>



Molecule: Homo sapiens chromosome 8 clone RP5-1109M23, RP5-1047A19, RP1-291P5,



Length: 344150



Score: 22 (Bits:   44.1), Expectation: 0.072


gi|14596303|emb|AL356157.14|AL356157 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/14596303">gi|14596303|emb|AL356157.14|AL356157</a>



Molecule: Human DNA sequence from clone RP11-733D4 on chromosome 10, complete



Length: 198917

Score: 21 (Bits:   42.1), Expectation: 0.28


gi|11830785|emb|AL391983.6|AL391983 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/11830785">gi|11830785|emb|AL391983.6|AL391983</a>



Molecule: Human DNA sequence from clone RP11-203F16 on chromosome 9 Contains STSs



Length: 79382



Score: 21 (Bits:   42.1), Expectation: 0.28


gi|13902|emb|Z11843.1|MIZMATPS6 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/13902">gi|13902|emb|Z11843.1|MIZMATPS6</a>



Molecule: Z.mays mitochondrion mRNA for ATPase subunit 6



Length: 1329



Score: 21 (Bits:   42.1), Expectation: 0.28


gi|13502|emb|X57101.1|MISBATP6M (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/13502">gi|13502|emb|X57101.1|MISBATP6M</a>



Molecule: S.bicolor mitochondrion mRNA for ATPase subunit 6



Length: 1300



Score: 21 (Bits:   42.1), Expectation: 0.28


gi|17298570|gb|AC069078.4| (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/17298570">gi|17298570|gb|AC069078.4|</a>



Molecule: Homo sapiens chromosome 10 clone RP11-492B17, complete sequence



Length: 187667



Score: 20 (Bits:   40.1), Expectation: 1.1


gi|15638821|gb|AC092635.2| (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/15638821">gi|15638821|gb|AC092635.2|</a>



Molecule: Homo sapiens chromosome 2 clone RP11-342E23, complete sequence



Length: 125316



Score: 20 (Bits:   40.1), Expectation: 1.1


gi|15281208|gb|AC016550.6| (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/15281208">gi|15281208|gb|AC016550.6|</a>



Molecule: Homo sapiens chromosome 5 clone CTC-261N6, complete sequence



Length: 88581



Score: 20 (Bits:   40.1), Expectation: 1.1


gi|10881095|gb|AC019171.4|AC019171 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/10881095">gi|10881095|gb|AC019171.4|AC019171</a>



Molecule: Homo sapiens BAC clone RP11-173C1 from 2, complete sequence



Length: 180445



Score: 20 (Bits:   40.1), Expectation: 1.1


gi|10440568|gb|AC023790.21|AC023790 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/10440568">gi|10440568|gb|AC023790.21|AC023790</a>



Molecule: Homo sapiens 12 BAC RP11-377D9 (Roswell Park Cancer Institute Human BAC



Length: 91187

Score: 20 (Bits:   40.1), Expectation: 1.1


gi|2828225|gb|AC004095.1|AC004095 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/2828225">gi|2828225|gb|AC004095.1|AC004095</a>



Molecule: Human Cosmid g1248a143 from 7q31.3, complete sequence [Homo sapiens]



Length: 38162



Score: 20 (Bits:   40.1), Expectation: 1.1


gi|6782246|emb|AL133292.3|ATF13I12 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/6782246">gi|6782246|emb|AL133292.3|ATF13I12</a>



Molecule: Arabidopsis thaliana DNA chromosome 3, BAC clone F13I12



Length: 140680



Score: 20 (Bits:   40.1), Expectation: 1.1


gi|341107|gb|M24084.1|WHTMTATP6A (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/341107">gi|341107|gb|M24084.1|WHTMTATP6A</a>



Molecule: Triticum aestivum F1F0-ATPase precursor (atp6) gene, complete cds;



Length: 1500



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|18042502|gb|AC096769.3| (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/18042502">gi|18042502|gb|AC096769.3|</a>



Molecule: Homo sapiens chromosome 4 clone RP11-734O19, complete sequence



Length: 70806



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|1280070|gb|U55366.1| (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/1280070">gi|1280070|gb|U55366.1|</a>



Molecule: Caenorhabditis elegans cosmid F41F3, complete sequence



Length: 26238



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|13357545|gb|AC017080.8| (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/13357545">gi|13357545|gb|AC017080.8|</a>



Molecule: Homo sapiens BAC clone RP11-469G4 from 2, complete sequence



Length: 184012



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|4324726|gb|AF110970.1|AF110970 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/4324726">gi|4324726|gb|AF110970.1|AF110970</a>



Molecule: HIV-1 isolate C-96BW11.06 country Botswana, complete genome



Length: 8908



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|4558538|gb|AC006062.4| (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/4558538">gi|4558538|gb|AC006062.4|</a>



Molecule: Homo sapiens Xp22-39-47 BAC GSHB-199J3 (Genome Systems Human BAC



Length: 122697



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|15451477|gb|AC009735.22| (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/15451477">gi|15451477|gb|AC009735.22|</a>



Molecule: Drosophila melanogaster, chromosome 3R, region 82A-82A, BAC clone



Length: 159478



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|15028569|gb|AC023206.6| (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/15028569">gi|15028569|gb|AC023206.6|</a>



Molecule: Homo sapiens chromosome 11, clone RP11-797J4, complete sequence



Length: 208561



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|15055322|gb|AC015724.8| (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/15055322">gi|15055322|gb|AC015724.8|</a>



Molecule: Homo sapiens chromosome 17, clone RP11-45J24, complete sequence



Length: 189055



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|14670054|gb|AC073533.19|AC073533 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/14670054">gi|14670054|gb|AC073533.19|AC073533</a>



Molecule: Homo sapiens Xp BAC RP11-589J20 (Roswell Park Cancer Institute Human BAC



Length: 182056



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|13811839|gb|AC008355.4|AC008355 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/13811839">gi|13811839|gb|AC008355.4|AC008355</a>



Molecule: Drosophila melanogaster, chromosome 3R, region 82B-82B, BAC clone



Length: 151500



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|11138457|gb|AF197450.1|AF197450 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/11138457">gi|11138457|gb|AF197450.1|AF197450</a>



Molecule: Buchnera aphidicola plasmid pLeu isolate Uobs 2-isopropylmaltate



Length: 3981



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|11128433|gb|AC005180.2|AC005180 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/11128433">gi|11128433|gb|AC005180.2|AC005180</a>



Molecule: Homo sapiens chromosome 17, clone hCIT.296_K_1, complete sequence



Length: 126615



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|10727181|gb|AE003606.2|AE003606 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/10727181">gi|10727181|gb|AE003606.2|AE003606</a>



Molecule: Drosophila melanogaster genomic scaffold 142000013386043 section 2 of



Length: 300265



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|3818410|gb|AC004954.1|AC004954 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/3818410">gi|3818410|gb|AC004954.1|AC004954</a>



Molecule: Homo sapiens PAC clone RP5-1064B22 from 7q21, complete sequence



Length: 86668



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|4753239|gb|AC006370.2|AC006370 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/4753239">gi|4753239|gb|AC006370.2|AC006370</a>



Molecule: Homo sapiens BAC clone RP11-292P9 from Y, complete sequence



Length: 173146



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|4886975|gb|AF121769.1|AF121769 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/4886975">gi|4886975|gb|AF121769.1|AF121769</a>



Molecule: Bacillus subtilis strain 1D1 recombinant surfactin/lichenysin A



Length: 5019



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|4886973|gb|AF121768.1|AF121768 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/4886973">gi|4886973|gb|AF121768.1|AF121768</a>



Molecule: Bacillus subtilis strain 1B1 recombinant surfactin/lichenysin A



Length: 4731



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|4090193|gb|AC005553.1|AC005553 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/4090193">gi|4090193|gb|AC005553.1|AC005553</a>



Molecule: Homo sapiens chromosome 17, clone hRPK.112_J_9, complete sequence



Length: 179651



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|10086152|emb|AL389886.10|AL389886 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/10086152">gi|10086152|emb|AL389886.10|AL389886</a>



Molecule: Human DNA sequence from clone RP1-237C24 on chromosome 20. Contains the



Length: 117824



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|3297884|emb|AJ007573.1|OSA7573 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/3297884">gi|3297884|emb|AJ007573.1|OSA7573</a>



Molecule: Oryza sativa mitochondrial atp6 gene



Length: 1559

Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|299526|gb|S59393.1|S59393 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/299526">gi|299526|gb|S59393.1|S59393</a>



Molecule: Oryza sativa subsp. japonica B-atp6 (B-atp6), complete cds



Length: 2396



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|299524|gb|S59890.1|S59890 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/299524">gi|299524|gb|S59890.1|S59890</a>



Molecule: Oryza sativa subsp. japonica N-atp6 (N-atp6), complete cds



Length: 2386



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|2632457|emb|Z99105.1|BSUB0002 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/2632457">gi|2632457|emb|Z99105.1|BSUB0002</a>



Molecule: Bacillus subtilis complete genome (section 2 of 21): from 194651 to



Length: 221160



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|18146726|dbj|AP003188.2|AP003188 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/18146726">gi|18146726|dbj|AP003188.2|AP003188</a>



Molecule: Clostridium perfringens DNA, complete genome, section 4/10



Length: 301450



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|16554287|dbj|AP003280.2|AP003280 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/16554287">gi|16554287|dbj|AP003280.2|AP003280</a>



Molecule: Oryza sativa genomic DNA, chromosome 1, PAC clone:P0557A01, complete



Length: 147201



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|397954|emb|X62092.1|TTATPSC6 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/397954">gi|397954|emb|X62092.1|TTATPSC6</a>



Molecule: T.timopheevi atp6 gene for subunit 6 of ATP synthase complex



Length: 2078



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|13486880|dbj|AP003311.2|AP003311 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/13486880">gi|13486880|dbj|AP003311.2|AP003311</a>



Molecule: Oryza sativa genomic DNA, chromosome 1, PAC clone:P0024G09



Length: 175565



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|8468045|dbj|AP002483.1|AP002483 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/8468045">gi|8468045|dbj|AP002483.1|AP002483</a>



Molecule: Oryza sativa genomic DNA, chromosome 1, clone:P0019D06



Length: 167405



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|2315240|emb|Y14388.1|OSMTATP6 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/2315240">gi|2315240|emb|Y14388.1|OSMTATP6</a>



Molecule: Oryza sativa mitochondrial atp6 gene



Length: 1343



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|2660581|emb|Y14549.1|MTOSATP6 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/2660581">gi|2660581|emb|Y14549.1|MTOSATP6</a>



Molecule: Oryza sativa mitochondrial atp6 gene



Length: 1343



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|10172890|dbj|AP001508.1|AP001508 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/10172890">gi|10172890|dbj|AP001508.1|AP001508</a>



Molecule: Bacillus halodurans genomic DNA, section 2/14



Length: 296950



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|13500|emb|X57100.1|MISBATP6G (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/13500">gi|13500|emb|X57100.1|MISBATP6G</a>



Molecule: S.bicolor mitochondrion gene for ATPase subunit 6



Length: 1300



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|13208|emb|X52162.1|MIOSATPB (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/13208">gi|13208|emb|X52162.1|MIOSATPB</a>



Molecule: Rice mitochondrion atp6 gene for ATPase subunit 6



Length: 1685



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|13206|emb|X52161.1|MIOSATPA (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/13206">gi|13206|emb|X52161.1|MIOSATPA</a>



Molecule: Rice mitochondrion atp6 gene for ATPase subunit 6



Length: 1556



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|342635|gb|M16223.1|MZEMTATP6 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/342635">gi|342635|gb|M16223.1|MZEMTATP6</a>



Molecule: Maize mitochondrial ATPase subunit 6 gene, complete cds



Length: 1326



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|440856|dbj|D14339.1|RICATPASE6 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/440856">gi|440856|dbj|D14339.1|RICATPASE6</a>



Molecule: Rice mitochondrion DNA for ATPase subunit 6 and ORFs, complete cds



Length: 6506



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|396480|emb|X70356.1|BSSRFAP (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/396480">gi|396480|emb|X70356.1|BSSRFAP</a>



Molecule: B.subtilis srfA-sfp gene region for surfactin synthetase



Length: 32802



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|1805369|dbj|D50453.1|D50453 (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/1805369">gi|1805369|dbj|D50453.1|D50453</a>



Molecule: Bacillus subtilis DNA for 25-36 degree region containing the amyE-srfA



Length: 146191



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4


gi|216345|dbj|D13262.1|BACSRFAB (1 element)



<a href="ncbi:dnarna/216345">gi|216345|dbj|D13262.1|BACSRFAB</a>



Molecule: B.subtilis srfAA and srfAB genes



Length: 20535



Score: 19 (Bits:   38.2), Expectation: 4.4




Abb. 24: Arbeitsanweisung Methode 4.2 zur Isolierung von DNA mittels NucleoSpin Plant, Macherey – Nagel, Stand April 2000





Abb. 38: Sensitivität der LC-PCR im HS-Format, Humusprobe B, DNA aus Versuchsansatz 2





Die Bahnen 1- 8 im Gel entsprechen den in der obigen Legende beschriebenen Proben, auf Bahn 9 ist der 100 bp Marker aufgetragen.
























































Abb. 44: 1,5 % Agarosegel, PCR-Produkte der PCR am Block-Cycler mit dem Primerpaar tufA1/tuf A2





Bahn 20 Proteus vulgaris


Bahn 21 Enterococcus faecalis DSM 348


Bahn 22  - 100 bp Marker





Bahn 16 E. coli


Bahn 17 Pseudomonas mirabilis


Bahn 18 EHEC EDL 933 


Bahn 19 Micrococcus luteus





Bahn 12 Pseudomonas aeroginosa


Bahn 13 Bacillus subtilis


Bahn 14 Citrobacter freundii 


Bahn 15 Pseudomonas chloro-raphis





Bahn 9 Pseudomonas putida


Bahn 10 Enterococcus faecium ATCC 6057


Bahn 11 100 bp Marker





Bahn 5 Enterococcus cloacae


Bahn 6 E. coli ATTC 11229


Bahn 7 Staphylococcus aureus


Bahn 8 Enterococcus faecium Nr.4
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Bahn 1 Prämix


Bahn 2 Serratia marcescens


Bahn 3 Pseudomonas maltophilia 


Bahn 4 Enterococcus hirae








1  2   3   4   5    6





Abb. 45 : Block Cycler PCR mit den Primern tufA1/tufA2


Bahn 1 Prämix


Bahn 2 Bac. stearothermophilus


Bahn 3 Clostridium perfringens


Bahn 4 List. monocytogenes


Bahn 5 Enterococcus faecium Nr. 4


Bahn 6 100 bp-Marker








Bahn1 Prämix


Bahn 2 Enterococcus faecalis Nr. 127


Bahn 3 Enterococcus faecalis Nr. 129


Bahn 4 Enterococcus faecalis Nr. 131


Bahn 5 Enterococcus faecalis Nr. 132


Bahn 6 Enterococcus faecalis Nr. 133


Bahn 7 Enterococcus faecalis Nr. 135


Bahn 8 Enterococcus faecalis Nr. 136


Bahn 9 100 bp Marker








Abb. 46: LC-PCR zum Nachweis von E. faecalis, Sybr Green-Format, Primerpaar ehlfor/ehl rev1





Abb. 47 : LC-PCR zum Nachweis von E. faecalis, Sybr Green-Format, ehl for/ehl rev6-Primerpaar, 4 mM MgCl2,


	Parameter: 		A: 55 °C	Z: 40		E: 20 sec














Bahn1 Prämix


Bahn 2 Enterococcus faecalis Nr. 127


Bahn 3 Enterococcus faecalis Nr. 129


Bahn 4 Enterococcus faecalis Nr. 131


Bahn 5 Enterococcus faecalis Nr. 132


Bahn 6 Enterococcus faecalis Nr. 133


Bahn 7 Enterococcus faecalis Nr. 135


Bahn 8 Enterococcus faecalis Nr. 136


Bahn 9 100 bp Marker





Abb. 48 : LC-PCR, Sybr Green-Format, radC for/radC rev-Primer, Optimierung der MgCl2-Konzentration.


 Parameter: 		A: 55 °C	Z: 45		E: 20 sec




















Abb. 49: LC-PCR für den Nachweis von E. faecalis, Sybr Green-Format, radC for/radC rev-Primer, Optimierung der Annealing-temperatur.


 Parameter: 		A: 55 °C	Z: 45		E: 20 sec











Abb. 50: LC-PCR, Sybr Green-Format, radC for/radC rev-Primer, Optimierung der Annealing-temperatur. Parameter: 		A: 60 °C	Z: 45		E: 20 sec


.








Abb. 51: LC-Optimierung, Sybr Green-Format für das Pimerpaar radC for/radC rev


Parameter: 		A: 65 °C	Z: 45		E: 20 sec











Abb. :  1,5% Agarosegel zu obiger LC-PCR





Die spezifische Amplikonbande ist für Standard-DNA von 5 pg, 500 fg, 50 fg sowie die Positivkontrolle von 1 ng (Bahn 6) sichtbar. Es fehlt die Bande für 5 pg Standard-DNA (Bahn 5).





Abb. 52 : LC-PCR, Hybridisierundssonden-Format, radC for/radC rev, 4 mM MgCl2


	Parameter: 		A: 55 °C	Z: 45		E: 20 sec 











Abb. 53 : LC-PCR, Hybridisierundssonden-Format, radC for/radC rev, 4 mM MgCl2


Parameter: 		A: 60 °C	Z: 45		E: 20 sec 








Abb.  54: LC-PCR, Hybridisierundssonden-Format, radC for/radC rev, 4 mM MgCl2


	Parameter: 		A: 65 °C	Z: 45		E: 20 sec 





 








Abb. :  1,5% Agarosegel zu obiger LC-PCR





Die spezifische Amplikonbande ist für die Standard-DNA von 5 pg, 500 fg, 50 fg und die Positivkontrolle von 1 ng (Bahn 6) sichtbar. Für die 5 pg-Standard-DNA fehlt sie jedoch.





Abb. 55: LC-PCR, Hybridisierundssonden-Format, radC for/radC rev, 4 mM MgCl2


	Parameter: 		A: 60 °C	Z: 45		E: 10 sec 








Abb. 56 : LC-PCR, Hybridisierundssonden-Format, radC for/radC rev, 4 mM MgCl2


Parameter: 		A: 60 °C	Z: 45		E: 20 sec 








Abb. 61: LC-PCR, Hybridisierundssonden-Format, radC for/radC rev, 4 mM MgCl2


Parameter: 		A: 60 °C	Z: 45		E: 10 sec 











Abb. 57 : LC-PCR, Hybridisierundssonden-Format, radC for/radC rev, 4 mM MgCl2


Parameter: 		A: 60 °C	Z: 45		E: 30 sec 











Abb. : 1,5% Agarosegel der o.g. LC-PCR





Bahn1 Prämix


Bahn 2 Enterococcus faecalis, 5 pg


Bahn 3 Enterococcus faecalis, 500 fg


Bahn 4 Enterococcus faecalis, 50 fg


Bahn 5 Enterococcus faecalis, 5 fg


Bahn 7 Enterococcus faecium Nr. 126


Bahn 7 Enterococcus faecium Nr. 128


Bahn 8 Enterococcus faecium Nr. 130


Bahn 9 Enterococcus faecium Nr. 134


Bahn 10 100 bp Marker





Abb. :  1,5% Agarosegel zu obiger LC-PCR





Eine spezifische Amplikonbande ist nur für die untersuchte Enterococcus faecalis-DNA nachweisbar (Bahn 2-5) und nicht für 4 getestete Enterococcus faecium-Stämme. 





Abb. 59: LC-PCR, Hybridisierundssonden-Format, radC for/radC rev, 4 mM MgCl2


Parameter: 		A: 60 °C	Z: 45		E: 10 sec 














Abb. 58: LC-PCR, Hybridisierundssonden-Format, radC for/radC rev, 4 mM MgCl2


Parameter: 		A: 60 °C	Z: 45		E: 10 sec 











Bahn1 Prämix


Bahn 2 Enterococcus faecalis, 5 pg


Bahn 3 Enterococcus faecalis, 500 fg


Bahn 4 Enterococcus faecalis, 50 fg


Bahn 5 Enterococcus faecalis, 5 fg


Bahn 7 Enterococcus faecium Nr. 126


Bahn 7 Enterococcus faecium Nr. 128


Bahn 8 Enterococcus faecium Nr. 130


Bahn 9 Enterococcus faecium Nr. 134


Bahn 10 100 bp Marker





Bahn 1 Prämix


Bahn 2 5 pg Enterococcus faecalis


Bahn 3 500 fg Enterococcus faecalis


Bahn 4 50 fg Enterococcus faecalis


Bahn 5 5 fg Enterococcus faecalis


Bahn 6 Serratia marcescens


Bahn 7 Pseudomonas maltophilia


Bahn 8 Enterococcus hirae 


Bahn 9 Enterococcus cloacae


Bahn 10 E. coli ATTC 11229


Bahn 11 Staphylococcus aureus


100 bp Marker





Bahn 12 Pseudomonas putida


Bahn 13 E. coli K12 J 109


Bahn 14 Pseudomonas aeroginosa  


Bahn 15 Bacillus subtilis


Bahn 16 13 Citrobacter freundii


Bahn 17 Pseudomonas chlororaphis


Bahn 18 100 bp Marker


Bahn 19 E. coli O:78





Abb. 60: LC-PCR, Hybridisierundssonden-Format, radC for/radC rev, 4 mM MgCl2


	Parameter: 		A: 60 °C	Z: 45		E: 10 sec 











Legende:


Bahnbelegung siehe Legende zur LC-PCR





M




















Bahn 1 Prämix +Glycosylase


Bahn 2 5 pg Enterococcus faecalis


Bahn 3 500 fg Enterococcus faecalis


Bahn 4 50 fg Enterococcus faecalis


Bahn 5 5 fg Enterococcus faecalis


Bahn 6  1 ng Enterococcus faecalis


Bahn 7 100 bp Marker











Bahn 1 Prämix +Glycosylase


Bahn 2 5 pg Enterococcus faecalis


Bahn 3 500 fg Enterococcus faecalis


Bahn 4 50 fg Enterococcus faecalis


Bahn 5 5 fg Enterococcus faecalis


Bahn 6  1 ng Enterococcus faecalis


Bahn 7 100 bp Marker











Bahn 1 Prämix +Glycosylase


Bahn 2 5 pg Enterococcus faecalis


Bahn 3 500 fg Enterococcus faecalis


Bahn 4 50 fg Enterococcus faecalis


Bahn 5 5 fg Enterococcus faecalis


Bahn 6  1 ng Enterococcus faecalis


Bahn 7 100 bp Marker











Bahn 1 Prämix +Glycosylase


Bahn 2 5 pg Enterococcus faecalis


Bahn 3 500 fg Enterococcus faecalis


Bahn 4 50 fg Enterococcus faecalis


Bahn 5 5 fg Enterococcus faecalis


Bahn 6  1 ng Enterococcus faecalis


Bahn 7 100 bp Marker











Bahn 1 Prämix +Glycosylase


Bahn 2 5 pg Enterococcus faecalis


Bahn 3 500 fg Enterococcus faecalis


Bahn 4 50 fg Enterococcus faecalis


Bahn 5 5 fg Enterococcus faecalis


Bahn 6  1 ng Enterococcus faecalis


Bahn 7 100 bp Marker











Bahn 1 Prämix +Glycosylase


Bahn 2 5 pg Enterococcus faecalis


Bahn 3 500 fg Enterococcus faecalis


Bahn 4 50 fg Enterococcus faecalis


Bahn 5 5 fg Enterococcus faecalis


Bahn 6  1 ng Enterococcus faecalis


Bahn 7 100 bp Marker























Abb. 37 : Sensitivität der LC-PCR im HS-Format, Humusprobe A, DNA aus Versuchsansatz 1





Die Bahnen 1- 12 im Gel entsprechen den in der obigen Legende beschriebenen Proben, auf Bahn 13 ist der 100 bp Marker aufgetragen.























Abb. 39: Sensitivität der LC-PCR im HS-Format, Humusprobe A, DNA aus Versuchsansatz 2





Die Bahnen 1- 10 und 11- 15 sowie 16 entsprechen den in der obigen Legende beschriebenen Proben.











Abb. 40: Sensitivität der LC-PCR im HS-Format, Humusprobe A, DNA aus Versuchsansatz 2





Die Bahnen 1- 13 entsprechen den in obiger Legende beschriebenen Proben. Bahn 14 ist ohne DNA-Eintrag, auf Bahn 15 ist die Probe 14 –Boden-DNA pur- dargestellt und auf Bahn 16 die Positivkontrolle vo 1 ng E. coli-DNA.























Bahn 1 Prämix +Glycosylase


Bahn 2 5 pg Enterococcus faecalis


Bahn 3 500 fg Enterococcus faecalis


Bahn 4 50 fg Enterococcus faecalis


Bahn 5 5 fg Enterococcus faecalis


Bahn 6  1 ng Enterococcus faecalis


Bahn 7 100 bp Marker











Abb. 25: Arbeitsanweisung Methode 4.4 zur Isolierung von DNA mittels NucleoSpin Plant, Macherey – Nagel, Stand April 2000





Abb. : Arbeitsanweisung Methode 4.2 zur Isolierung von DNA mittels NucleoSpin Plant, Macherey – Nagel, Stand April 2000

















Abb. 62 : Sensitivitätstest bezogen auf die Anreicherung der Humusprobe A


LC-PCR, HS-Format, radC for/radC rev, 4 mM MgCl2 


Parameter: A: 60 °C, Z: 45, E: 10 sec





Abb. 63: Sensitivitätstest bezogen auf Humusprobe A


	LC-PCR, HS-Format, radC for/radC rev, 4 mM MgCl2 


	Parameter: A: 60 °C, Z: 45, E: 10 sec 











M























Abb. 31: LC-Laufoptimierung, Sybr Green-Format, uidA3/uidA4-Primer, 4 mM MgCl2,


Parameter: 		A: 55 °C	Z: 45		E: 30 sec








Abb. 6: Schmelzkurve zu obiger Abbildung Nr.5





Abb. 32: LC-Laufoptimierung, Sybr Green-Format, uidA3/uidA4-Primer, 4 mM MgCl2,


Parameter: 		A: 60 °C	Z: 45		E: 30 sec





Abb. 4: Schmelzkurve zur LC-PCR von obiger Abbildung. Die Schmelztemperatur liegt bei ca. 87 oC.





Abb. 33: LC-Laufoptimierung, Sybr Green-Format, uidA3/uidA4-Primer, 4 mM MgCl2,


Parameter: 		A: 65 °C	Z: 45		E: 30 sec











Abb. 34: Spezifitätsprüfung für E. coli, HS-Format, uidA3/uidA4-Primer, 4 mM MgCl2


Parameter: 		A: 55 °C	Z: 40		E: 30 sec 


Die Proben 1 – 14 wurden mit 2 ng DNA im PCR-Ansatz untersucht.





Bahn 1 Prämix


Bahn 2 5 pg J 109


Bahn 3 500 fg J 109


Bahn 4 50 fg J 109


Bahn 5 5 fg J 109


Bahn 6 Probe 1 Serratia marcescens


Bahn 7 Probe 2 Pseudomonas maltophilia


Bahn 8 Probe 3 Enterococcus hirae 


Bahn 9 Probe 4 Enterococcus cloacae


Bahn 10 Probe 5 E. coli ATCC 11229


Bahn 11 Probe 6 Staphylococcus aureus


100 bp Marker





Bahn 12 Probe 7 Enterococcus faecium Nr.4


Bahn 13 Probe 8 Pseudomonas putida


Bahn 14 Probe 9 Enterococcus faecium ATCC 6057





Bahn 15 Probe 10 E. coli K12 J 109


Bahn 16 Probe 11 Pseudomonas aeroginosa  


Bahn 17 Probe 12 Bacillus subtilis


Bahn 18 Probe 13 Citrobacter freundii


Bahn 19 Probe 14 Pseudomonas chlororaphis


100 bp Marker








Bahn 1 Prämix


Bahn 2 5 pg J 109


Bahn 3 500 fg J 109


Bahn 4 50 fg J 109


Bahn 5 5 fg J 109


Bahn 6 Probe 15 E. coli O:78


Bahn 7 Probe 17 EHEC EDL 933


Bahn 8 Probe 14 Pseudomonas chlororaphis


Bahn 9 Probe 16 (Proteus mirabilis)


Bahn 10 Probe 18 (Micrococcus luteus)


Bahn 11 100 bp Marker





Bahn 1 Probe 19 (Proteus vulgaris)


Bahn 2 Probe 20 Enterococcus faecalis DSM 2570


Bahn 3 Bacillus subtilis B 158


Bahn 4 Bacillus cereus B 146


Bahn 5 100 bp Marker 





Abb. 35 : Spezifitätsprüfung für E. coli, HS-Format, uidA3/uidA4-Primer, 4 mM MgCl2


Parameter: 		A: 55 °C	Z: 40		E: 30 sec 














Bahn 1 Prämix


Bahn 2 5 pg J 109


Bahn 3 500 fg J 109


Bahn 4 50 fg J 109


Bahn 5 5 fg J 109


Bahn 6 B 185, B. cereus


Bahn 7 B 188, B. thuringiensis


Bahn 8 Campylobacter jejuni


Bahn 9 Listeria monocytogenes


Bahn 10 Lactococcus lactis


Bahn 11 Bacillus stearothermophilus


Bahn 12 Zoosaloral (Salmonella typhimurium)


Bahn 13 E. coli J 109, 1 ng  


Bahn 14 100 bp Marker 





Abb. 36: Spezifitätsprüfung für E. coli, HS-Format, uidA3/uidA4-Primer, 4 mM MgCl2


Parameter: 		A: 55 °C	Z: 40		E: 30 sec 








Abb. 26: 1,5 % Agarosegel der EHEC-Multiplex-PCR








� Stabmixer Multiquick 305; Fa. Braun


� Natriumchlorid, reinst; MERCK Eurolab GmbH; D-64271 Darmstadt; Art.Nr. 1.06400.9025


� Pepton-Wasser (gepuffert); MERCK Eurolab GmbH; D-64271 Darmstadt; Art.Nr. 1.07228.


� BECTON DICKINSON Deutschland GmbH, ehemals DIFCO; D-69006 Heidelberg; Art.Nr. 1858-17


� BECTON DICKINSON Deutschland GmbH, ehemals DIFCO; D-69006 Heidelberg; Art.Nr. 0788-17


� Brilliant Green Agar  modified; BECTON DICKINSON Deutschland-GmbH, ehemals DIFCO; D-69006   Heidelberg; Art.Nr. 1880-17


� de Man, J. C. : MPN Tables, Corrected.  Eur. J. Appl. Microbiol. Biotechnol., 17, 301-305 (1983)


� MERCK Eurolab GmbH; D-64271 Darmstadt; Art.Nr. 1.07881.


� Columbia Blood Agar Base EH; BECTON DICKINSON GmbH, ehemals DIFCO; D-69006 Heidelberg; Art.Nr. 0790-07-7


Schafsblut; Haemovet-Mese; 52076 Aachen


� Polyvalent I und II; DADE BEHRING Vertriebs GmbH&Co; D-65835 Liederbach; Art.Nr. ORMT 191 C30 bzw. ORMU 191 C30


Anti-Salmonella O 19; SIFIN; D-13088 Berlin


Salmonella-Testsera-Anti-O 2; 4; 7; 8; 9; 10; BECTON DICKINSON Deutschland GmbH, ehemals DIFCO; D-69006 Heidelberg; Art.Nr. 2814-47; 2659-47; 2816-47; 2817-47; 2818-47; 2952-47


� SIGMA-Aldrich Chemie GmbH; D-89552 Steinheim; Art.Nr. V-2002


� SIGMA-Aldrich Chemie GmbH; D-89552 Steinheim; Art.Nr. C-8145


� BECTON DICKINSON Deutschland GmbH, ehemals DIFCO; D-69006 Heidelberg; Art.Nr. 0075-17-1


� Cefixime Tellurite Selective Supplement; OXOID Unipath GmbH; D-46483 Wesel; Art.Nr. X 4981B


� Laurylsulfat-Bouillon; MERCK Eurolab GmbH; D-64271 Darmstadt; Art.Nr. 1.12588.


� MERCK Eurolab GmbH; D-64271 Darmstadt; Art.Nr. 10686


� MERCK Eurolab GmbH; D-64271 Darmstadt; Art.Nr. 1.02501.


� MERCK Eurolab GmbH; D-64271 Darmstadt; Art.Nr. 1.09293.0100


� 1 normale NaOH


� E. coli Anti O157 Testserum & E. coli Anti H7 Testserum; BECTON DICKINSON Deutschland GmbH, ehemals DIFCO; D-69006 Heidelberg; Art.Nr. 2970-47 bzw. 2159-47


Coli-Test-Sera Anti-O 26 K60 & Anti-O 111 K58; DADE BEHRING Vertriebs GmbH; D-65835 Liederbach; Art.Nr. ORGK 05 bzw. ORGP 05


� OXOID Unipath GmbH; D-46483 Wesel; Art.Nr. CM129


� MERCK Eurolab GmbH; D-64271 Darmstadt; Art.Nr. 1.01590.


� MERCK Eurolab GmbH; D-64271 Darmstadt; Art.Nr. 1.05222.


� MERCK Eurolab GmbH; D-64271 Darmstadt; Art.Nr. 1396


� MERCK Eurolab GmbH; D-64271 Darmstadt; Art.Nr. 1.05284.


� El-Nakeeb et Lechevalier (1963), modifiziert nach Kutzner et al.: KAN-Studie Actinomyceten, Endbericht; Institut für Sicherheit in der Biotechnologie; TÜV Hessen. (1993)


Actidion; SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH; D-89555 Steinheim; Art.Nr. C 10.445-0 


� BECTON DICKINSON Deutschland GmbH; D-69006 Heidelberg; Art.Nr. 211260


� MERCK Eurolab GmbH; D-64271 Darmstadt; Art.Nr. 1.11972.


� Nährbouillon Nr. 2; OXOID Unipath GmbH; D-46483 Wesel; Art.Nr. CM 67


Preston Campylobacter Selective Supplement; OXOID Inipath GmbH; D-46483 Wesel; Art.Nr. SR 117 E


Campylobacter Growth Supplement; OXOID Unipath GmbH; D-46483 Wesel; Art.Nr. SR 084 E


Laked Horse Blood; OXOID Unipath GmbH; D-46483 Wesel; Art.Nr. SR 048 C


� Porengröße 0,45µm; SARTORIUS AG; D-37070 Goettingen; Art. Nr. 13806-47-ACN


� MERCK Eurolab GmbH; D-64271 Darmstadt; Art.Nr. 1.02248.


Campylobacter Selectiv Supplement; MERCK EurolabGmbH; D-64271 Darmstadt; Art.Nr. 2249


Laked Horse Blood; OXOID Unipath GmbH; D-46483 Wesel; Art.Nr. SR 048 E


� INVITROGEN; 9704 CH Groningen, Niederlande; Art.Nr.K 1800-01


�  Zoosaloral-Impfstoffstamm Dessau


� Biofuge 15; HERAEUS-Instruments GmbH; D-70736 Fellbach; Art.Nr. 3600


� im Kit enthalten


� Starter-Puffer (10 ml): 25 mg Bromphenolblau + 4 g Succrose in 6 ml Millipore suspendieren und mit Millipore auf 10 ml auffüllen 


� SEA KemR LE agarose; BIOZYM Diagnostic GmbH; D-31833 Hess. Oldendorf; Art.Nr. 50004


� Elektrophoresekammer: „Agagel Mini“ und „Agagel Midi-Wide“; BIOMETRA Analytik GmbH; D-37079 Göttingen


Elektrophoresegerät: BIOMETRA Analytic GmbH; D-37079 Göttingen; Art.Nr. 73460


� Pharmacia LKB Ultraspec plus; PHARMACIA BIOTECH; LKB Biochrom., England; Art.Nr. 80-2092-26


HELLMA Präzisions-Küvetten, 10,01 mm Schichttiefe; Art.Nr. 104-QS


� Impfstamm von Salmonella typhimurium, Dessau


�  MACHEREY-NAGEL GmbH & Co KG; D-52348 Düren; Art.Nr. 740570.50


� 2 M NaCL + 20mM EDTA + 100mM TrisCL + 2% CTAB + 2% PVP (mischen der Feststoffe bei ph 5, später auf ph 8 einstellen)


� QIAGEN GmbH; D-40724 Hilden; Art.Nr. 51399


� PEQLAB Biotechnologie GmbH; D-91058 Erlangen; Art.Nr. 12-3486-00


� PEQLAB Biotechnologie GmbH; D-91058 Erlangen; Art.Nr. 12-3450-01


� BIOLUX GmbH; D-70563 Stuttgart; Art.Nr. keine


� Einzelansatz PCR (20 µl  mit SYBR Green bei 4 mM MgCl2): 11,6 µl  H2O PCR Grade (ROCHE Diagnostics GmbH; D-68305 Mannheim; Art.Nr. 2165511); 2,4 µl MgCl2 (ROCHE Diagnostics GmbH; D-68305 Mannheim; Art.Nr. 2165503); 2,0 µl Primer-Mix (Primer SS1-neur und neus, je 0,5 pmol/µl; INTERAKTIVA Biotechnologie GmbH; D-89077 Ulm); 2,0 µl  LightCycler DNA Master SYBR Green I (ROCHE Diagnostics GmbH; 68305 Mannheim; Art.Nr. 2015099)


� ROCHE Diagnostics GmbH; D-68305 Mannheim; Art.Nr. 1909339


� ROCHE Diagnostics GmbH; D-68305 Mannheim; Art.Nr. 1909312


� HERMLE-Labortechnik; D-78564 Wehingen; Art.Nr. Z 233 MK


� InforMax, Inc.; 6110 Executive Blvd., Suite 400; North Bethesda, MD 20852 USA


� www.ncbi.nlm.nih.gov/blast





56 5´-GGC GAA TGG TGT TTT GCT GGG 


57 5´-GAC GCA ATA ATA   GGT AAC AGG


� 5´-TGT CGG CGT TTA TGC GTA GAG AAC


� 5´-CAG CAT TGG TCG GCA GTG ATA ATA GC


� 5´-GGT ACC CTG CTC TTG CGT TA


� 5´-CAG AGT ATC CGC GCA AAT CA


� 5´-TGC GTA AGA TTG CTG CGG GT


� 5´-AAG CGG AAG CGA AGC TGG AA


� 5´-GCC CGC AAC TGG AAG ATT TT


� INTERAKTIVA Biotechnologie GmbH; D-89077 Ulm


� Einzelansatz PCR (100µl): dNTP-Mix (je 200 µM dATP, dCTP, dGTP, dTTP;  PEQLAB Biotechnologie GmbH; D-91058 Erlangen; Art.Nr. 20-2011); Puffer (1,5 mM MgCl2); 1 µM sense-Primer; 1 µM antisense-Primer;  deionisiertes Wasser; 2,5 U Polymerase (Taq-DNA-Polymerase; SIGMA-Aldrich Chemie GmbH; D-82041 Deisenhofen; Art.Nr. D 1806)


� Mineral Oil; SIGMA-Aldrich Chemie GmbH; D-82041 Deisenhofen; Art.Nr. M 3516


� Trio-Thermoblock TB-1; BIOMETRA; D-37079 Göttingen; Art.Nr. 9206201
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