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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Bei leichtverderblichen Lebensmitteln tierischer oder pflanzlicher Herkunft wird die
mikrobiologische Qualitéat und somit auch die Haltbarkeit in erster Linie durch die Anzahl der
vorhandenen lebenden und vermehrungsfahigen Mikroorganismen bestimmt. Die
Gesamtkeimzahl wird seit vielen Jahren zur Uberprifung der hygienischen Qualitat von
Lebensmitteln verwendet. Zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl in Fleisch und
Fleischerzeugnissen wird in der Lebensmittelindustrie in Anlehnung an die
DIN 10161-1:1984-02 (Bestimmung der aeroben Keimzahl bei 30°C; Spatel- und
Plattengussverfahren) das klassische Plattenkulturverfahren verwendet. Trotz der
weitverbreiteten Anwendung dieser Methode und deren Vorteilen, wie der unkomplizierten
Durchfuhrung und des geringen Bedarfes an mikrobiologischem Equipment, ist diese
Methode sehr zeit- und arbeitsaufwendig. Unter den molekularbiologischen Methoden wird
die Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) und insbesondere
die quantitative Real-Time PCR als wichtigstes Verfahren zum schnellen, sensitiven und

spezifischen Nachweis und zur Quantifizierung von Mikroorganismen betrachtet.

Ziel der vorliegenden Studie war es, eine quantitative Real-Time PCR-Analyse zur
Bestimmung der Gesamtkeimzahl in Geflugelfleisch zu entwickeln. Dabei sollten die
Ergebnisse, resultierend aus dieser Analyse, mit denen, die mittels der klassischen
Plattenkulturmethode ermittelt wurden, Kkorrelieren. Hierfur wurde im Rahmen der
Vorversuche die Eignung der PCR-Methode zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl in
Fleischproben unter Anwendung eines Universalprimerpaares, das auf die konservierten
Regionen des 16S rRNA-Gens abzielt, ermittelt. Die Determinationskoeffizienten, die sich
aus der Korrelation zwischen den Ct-Werten dieser Versuche und der klassisch ermittelten
Gesamtkeimzahl der Fleischproben ergaben, stellten eine geeignete Grundlage fir die
Weiterentwicklung des Protokolls dar. So wurde, basierend auf den Korrelationsergebnissen,
die Eignung der eingesetzten Pra-PCR-Schritte zur Aufbereitung der Proben, des DNA-
Extraktionsverfahrens und der Anwendung von SYBR Green® | als Detektionssystem
bestatigt. Zur Identifizierung der bakteriellen Kontaminanten in Gefliigelfleisch wurde eine
16S rRNA-Sequenzenanalyse vorgenommen. Basierend auf hohen Ubereinstimmungen der
erhaltenen Sequenzen in der BLAST-Analyse wurde eine Reihe von grampositiven und
gramnegativen Bakterienspezies identifiziert. Dabei wurde hauptsachlich die Familie
Enterobacteriaceae und das Genus Pseudomonas spp. in den Geflugelfleischproben
vorgefunden. Somit wurde eine Bakterienreferenzliste fur die Gefliigelfleischproben erstellt,
die zur Bestimmung der Spezifitat und Detektionsspanne der im Anschluss zu generierenden
Primer diente. Auf Basis der Konsensussequenzen des Einzelkopie-, proteinkodierenden

rpoB-Gens in Bakterien, wurden zahlreiche Primer generiert. Anhand einer BLAST-Analyse

Xl
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wurden die Primerpaare mit der breitesten Detektionsspanne fir die Zielbakterienspezies
ausgewahlt. Diese Primerpaare wurden in mehreren Real-Time PCR-Analysen unter
Anwendung von DNA-Templates, die aus den Geflugelfleischproben extrahiert wurden,
eingesetzt. Die Eignung dieser Primerpaare wurde anhand von Korrelationsanalysen
zwischen den Ct-Werten, die aus den PCR-Analysen resultierten und den
Gesamtkeimzahlen, die durch das klassische Kulturverfahren ermittelt wurden, bestimmt.
AuRerdem wurde die Amplifikationsspezifitdat der PCR-Analysen unter Anwendung dieser
Primerpaare mit Hilfe von Schmelzkurvenanalysen der PCR-Produkte ermittelt. Somit hat
sich das Primerpaar rpoB 15 durch seine breite Detektionsspanne flr die Zielbakterien und
den hohen Determinationskoeffizienten (0,82 < R? < 0,87; P<0,005) der Korrelationsanalysen
durchgesetzt. Die Spezifitat und Detektionsspanne des Primersets rpoB 15 wurden in einer
PCR-Analyse, die unter Anwendung von DNA-Isolaten extrahiert wurden, aus den
Geflugelfleischbakterienkolonien auf verschiedenen Selektivnahrmedien analysiert. Die
Amplifikation verlief bei fast allen eingesetzten DNA-Isolaten erfolgreich. Die
Schmelzkurvenanalyse bei diesem Versuch wies ausschlieBlich amplifikationsspezifische
PCR-Produkte auf. Im Rahmen der Weiterentwicklung des PCR-Protokolls zu einer
guantitativen Analyse wurde eine Standardkurve mit Hilfe einer Bakterienmischkultur aus
Geflugelfleisch zur Berechnung der Keimkonzentration erstellt. Die Standardkurve wies eine
hohe Korrelation zwischen den mittels der qPCR errechneten Keimgehalten und den
eingesetzten Keimkonzentrationen (0,76 < R?<0,78; P<0,005) auf. Zudem wurde eine hohe
Amplifikationseffizienz von 99,7 % errechnet. In einem parallelen Versuch wurde der Einfluss
eines zusatzlichen Pra-PCR Waschschrittes der Standards und der zugehorigen
Verdinnungen auf die Amplifikationseffizienz und die Keimkonzentrationsbhestimmung
getestet. Dabei konnte keine Verbesserung dieser Parameter durch den Waschschritt
festgestellt werden. Dieser Zusammenhang konnte mit dem Verlust an Probenzellmaterial im
Laufe der Zentrifugation erklart werden. Durch die hohe Korrelation zwischen den ermittelten
Keimkonzentrationen anhand der Standardkurve und der Gesamtkeimzahl der Proben,
ermittelt durch das klassische Plattenkulturverfahren, zeigte sich die entwickelte gPCR-
Analyse zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl in Gefligelfleischproben als eine
vielversprechende Methode. Aufgrund der Limitierungen hinsichtlich der matrixbedingten
PCR-Inhibition und der Erweiterung der Detektionsspanne des generierten Primerpaares

wird eine Weiterentwicklung der Methode empfohlen.

Schlisselwdrter: Geflugelfleisch, gPCR, Gesamtkeimzahl (GKZ)
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Abstract

Abstract

The “total viable count” (TVC) reflects the hygienic status of food processing and the degree
of decomposition. The “aerobic standard plate count” is recognized as the gold standard
method for assessment of microbial numbers in food samples and is routinely applied
worldwide. Despite being effective and also accepted nationally and internationally, this
method has shown some deficiencies in practical use. Besides being labor-intensive and
costly, the most important disadvantage of such culture-dependent techniques is the long
time required for obtaining results. These pitfalls can be avoided by using quantitative real-
time polymerase chain reaction (QPCR) which has the advantages of high specificity,
enhanced assay speed, and absence of time-consuming Post-PCR analysis. The objective
of this study was to develop a quantitative real-time PCR method to determine the total
bacterial count in fresh poultry meat using newly designed universal primers that target rpoB
gene for amplification. The results of the real-time PCR analysis (Ct-values) were compared
with the results of TVC (log,,CFU/g) obtained by standard plate count method. SYBR®Green |

was chosen as the detection system. This has the advantage of performing a low cost assay
with an easy design and set up, whereas, the subsequent melting curve analysis helps to
confirm the amplification specificity of the primer set. An initial nucleotide sequence analysis
based on 16S rRNA PCR fragment was performed to estimate the spoilage associated
bacterial diversity in fresh poultry meat. A BLAST analysis was performed using forward and
reverse sequences of the bacterial isolates. The results showing the highest “query
coverage” (min. 90 %) and “max. identity” (min. 95 %) were included in analysis. These
bacterial identities belonged to 16 different taxonomic genera. Among gram-negative
bacteria the family Enterobacteriaceae and the genus Pseudomonas spp. were found to be
predominant. Among gram-positive species Lactobacillus spp. and Staphylococcus spp.
were found to be predominant. The majority of identified bacterial species were comparable
to those mentioned previously in the literature to be associated with fresh poultry meat
spoilage. Targeting conserved regions of single copy, protein-coding rpoB Gene of bacteria
several universal primers were designed. The detection range for the target bacteria, the
amplification specificity and the PCR product size resulting from amplification by using the
primer sets were factors considered for the choice of primer. Subsequently, the primer pair
rpoB 15 have shown a considerable potential for further application in the gPCR analysis by
producing an amplification product size of 174 bp and detecting a large number of bacterial
species associated with poultry meat spoilage. This primer was used in the PCR assays
amplifying the target sequences of DNA-templates extracted from poultry meat samples. The
optimal annealing temperature was determined using a gradient PCR. The specificity of this

primer set was confirmed in a PCR assay using DNA extracts from bacterial colonies
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obtained from poultry meat. Forty-nine templates out of 50 were amplified by using primer
rpoB 15 in this assay. The suitability of this primer set for applying in the gPCR-Analysis for
determination of the total viable counts was tested in correlation analyses. The Ct values of
the PCR were compared with the total viable counts resulting from the classic cultural
method. These analyses resulted in achieving high determination coefficients
(0,82 < R* < 0,87; P<0,005). Developing the PCR protocol further to a quantitative analysis, a
standard curve was established using decimal dilutions from a mixed bacterial suspension
with known bacterial concentration. The bacterial amounts calculated by the gPCR assay by
using the standard curve have shown high correlations with the total viable counts resulting
from the traditional culture method (0,76 < R? < 0,78; P<0,005). Besides, the amplification
efficiency of the assay was calculated by using the regression analysis of the standard curve.
This analysis has shown an average amplification efficiency of 99.7 % for the qPCR assay.
In a parallel PCR assay the effect of a pre-PCR wash step using centrifugation was tested for
the standard samples. This assay has shown no specific positive effect of wash step on the
PCR efficiency or the correlation between the Ct values and the total bacterial counts. This
might be due to the loss of cell material during the centrifugation and washing. Considering
the high correlations achieved from the analysis described above it seems that the
developed gPCR assay is a promising method for determination of total bacterial counts in
the poultry meat samples. Nevertheless, further developments are needed in order to
overcome the limitations of the assay regarding the amplification inhibition by meat matrix

substances and enhancing the primer detection range.

Keywords: Poultry Meat, gPCR, Total Viable Count (TVC)
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Hintergrund und Problemstellung

Seit den Anfangen der modernen Gefliigelindustrie vor tber 50 Jahren expandiert die
globale Produktion von Geflugelfleisch dynamisch (Mead, 2004a). Die Massenproduktion
von Gefliigel ist der sich am intensivsten entwickelnde Bereich in der industriellen globalen
Viehwirtschaft (Fleischatlas, 2014). Heute kann Geflugelfleisch aufgrund der erheblichen
wissenschaftlichen Fortschritte vor allem in den Produktionsmethoden hocheffektiv erzeugt
werden. Das fuhrt dazu, dass Gefllgelfleisch kontinuierlich und saisonunabhangig das ganze
Jahr Uber auf dem Markt angeboten werden kann (Mead, 2004a). Dadurch kann ein
wachsender Trend beim Verbrauch von Gefligelfleisch im Vergleich zu anderen
schlachtbaren Nutztieren beobachtet werden (Bilgili, 2002). Gemessen an der Dynamik der
Verbrauchsentwicklung wird erwartet, dass dieser Trend in der Zukunft fortgesetzt wird
(FAO, 2015). Nach Angaben der UN-Organisation fir Erndhrung und Landwirtschaft betrug
die weltweite Produktion von Gefligelfleisch im Jahr 2014 ca. 110 Mio. Tonnen und ist im
Vergleich zum Jahr 2000 (68 Mio. Tonnen) um 38,2 % angestiegen. Es ist zu erwarten, dass
bis 2020 voraussichtlich 124 Mio. Tonnen Geflugelfleisch weltweit produziert werden (FAO,
2015).

Laut EU-VO (EG) Nr. 853/ 2004 wird unter dem Begriff ,Gefligel® Farmgefligel,
einschlieB3lich der Tiere, die zwar nicht als Haustiere gelten, aber wie Haustiere aufgezogen
werden, mit Ausnahme von Laufvdgeln, verstanden (Fehlhaber, 2001). In Deutschland steigt
der Geflugelfleischverzehr auch tendenziell an (Fleischatlas, 2014). Von den durchschnittlich
60,3 kg Fleisch, die 2014 pro Kopf in Deutschland verzehrt wurden, waren durchschnittlich
11,6 kg Geflugelfleisch. Diese Verbrauchsmenge erlebte im Zeitraum von 2000
(durchschnittlich 9,5 kg pro Kopf) bis 2014 eine Zuwachsrate von 17,4 % (BVDF, 2015). Die
mdglichen Grinde fir die zunehmende Beliebtheit des Gefllgelfleischs sind neben der
relativ kostenglnstigen Erzeugung im Vergleich zu anderen Fleischarten auch die
ernahrungsphysiologisch ginstige Zusammensetzung sowie gut produzierbare Qualitat,
Vielfalt in der Produktart und kulturelle Unbedenklichkeit (Mead, 2005; Raj, 2004).

Die wachsende Nachfrage nach Gefligelfleischprodukten fiihrte zur Entwicklung einer
intensiven Produktion von Masthahnchen und einer mechanisierten Schlachtpraxis. Diese
hatte eine groRe Auswirkung auf die Qualitat des Fleisches, insbesondere im Bereich der
Mikrobiologie von Rohprodukten (Ceverney et al.,, 2009). So fuhrte die Schlacht- und
Zerlegetechnick auch in modernen Schlachtanlagen zu einer deutlichen mikrobiellen
Kontamination des Fleischs (Mead, 2004a; Garcia-Lopéz et al., 1998). Eine Ursache dafir ist

z. B. die betrachtliche Wasseranwendung beim Schlachtprozess. Das diinnhautige Geflugel




Einleitung

nimmt im Laufe der Schlachtung Wasser auf (Hinton et al., 2004). Das fiuhrt zu einem
raschen und starken Aufquellen der Haut. Dadurch werden die Mikroorganismen regelrecht
eingebettet und erlangen auf diese Weise eine hdhere Resistenz gegentber dem heilen
Briihwasser (Fehlhaber, 2001). So sind selbst bei guter Schlachthygiene Hautkeimgehalte
von 10°-10° Kolonienbildende Einheiten pro Gramm (KbE/g) (engl. ,colony forming units*,
CFU) am Ende des Schlachtprozesses kaum zu unterbieten (Ceverney et al., 2009). Auch
wahrend der Zerlegung wird das Geflugelfleisch einerseits durch Kontakt mit
Maschinenteilen und Handen sowie anderseits durch neue Schnittflachen und vergréRerte
Oberflachen durch Mikroorganismen belastet. Das Schlachtgeflligel besitzt eine wesentlich
groBere Oberflache im Verhaltnis zum Fleischanteil. Aus diesem Grund und wegen der
standigen Kreuzkontamination wird Geflugelfleisch als ein mikrobiologisch besonders
sensibles Produkt betrachtet (Fries und Graw, 1999; Thomas und McMeekin, 1980). Tabelle
1 beschreibt einige im Allgemeinen zu erwartende Keimgehalte beim Gefliigel wéahrend der

Fleischgewinnung.

Tabelle 1: Keimgehalte im Zusammenhang mit der Geflugelfleischgewinnung

. H H *
Verarbeitungsschritt (?0%??&27;)'mzahl Coliforme Bakterien gt%g%glg/?nﬁtdeersssz?ﬂwassers)
Nach

der Entblutung 6,8+ 0,1 ** 5,0+£0,2 4,7+0,5

dem Briihen 50+0,2 29+0,2 1,8+0,3

dem Rupfen 50+£0,1 34+0,3 3,7+0,3

der Eviszeration 45+0,1 3,1+01 3,4+0,3

dem Duschen 3,6+0,2 22+0,1 23+0,3

der Kithlung 29+0,3 1,9+0,2 1,5+04

* Mittelwerte aus den positiven Proben (30 Proben wurden untersucht)
** +95 % Konfidenzintervall
(Modifiziert nach Berrang und Dickens, 2000)

Fur Gefligelfleisch sind bisher keine rechtlich verbindlichen mikrobiologischen Grenzwerte
im EU-Raum festgelegt worden. Es wird empfohlen, dass die Gesamtkeimzahl der
Schlachtierkérper nach Kiihlung 10° KbE/g bzw. die Anzahl an Enterobacteriaceae 10°
KbE/g nicht Uberschritten werden (Fehlhaber, 2001). Fir die Haltbarkeitsdauer des
gekihlten Geflugels ist die mikrobiologische Belastung nach der Zerlegung entscheidend, da
sich der Anteil an psychrotrophen Keimen trotz der Kihllagerung im Laufe der Zeit erh6hen
kann (Mead 2004a; Cox et al., 1998; Weise, 1996).

Die hohen Keimbelastungen weisen oft auf kontaminiertes Rohmaterial, unzureichende
Hygiene oder ungeeignete Zeit- und Temperaturbedingungen wahrend der Bearbeitung oder
Lagerung hin. Viele Bakterien, die in der Regel nicht als Lebensmittelpathogene bekannt

sind, werden beim Vorkommen in hoher Anzahl als mdgliche Ursache fir den Ausbruch von
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Lebensmittelvergiftungen betrachtet. Eine hohe Gesamtkeimzahl weist mit grof3er
Wahrscheinlichkeit auf einen Verderb hin, da viele Lebensmittel etwa 10°-10% KbE/g zur Zeit
des Verderbs beinhalten. Mikrobieller Verderb kann aufgrund der generell hohen
Kontamination sehr schnell einsetzen (Chipley, 1987). Ein Versagen der effektiven Kontrolle
des Verderbs kann zu erheblichen wirtschaftlichen Konsequenzen fihren. Deshalb arbeitet
die Geflugelfleischproduktionsindustrie kontinuierlich an Methoden, die die Gesamtzahl der

Mikroorganismen in Produkten reduziert (May, 1974).

Bei leichtverderblichen, aber auch haltbar gemachten Lebensmitteln tierischer oder
pflanzlicher Herkunft wird die mikrobiologische Qualitat und somit auch die Haltbarkeit, in
erster Linie durch die Anzahl der vorhandenen lebenden und vermehrungsfahigen
Mikroorganismen bestimmt (Chipley, 1987). Die Erfassung der Anzahl von Lebendkeimen ist
somit von zentraler Bedeutung. Die Gesamtkeimzahl wird seit vielen Jahren zur Uberpriifung
der hygienischen Qualitat von Lebensmitteln verwendet (Silliker, 1963). Zur Bestimmung der
Gesamtkeimzahl wird in der Fleischindustrie in Anlehnung an die DIN 10161-1:1984-02
(Bestimmung der aeroben Keimzahl bei 30 °C; Spatel- und Plattengussverfahren —
Referenzverfahren) das klassische Plattenkulturverfahren verwendet. Diese Methode wird
als Goldstandard anerkannt und liefert in der Regel zuverlassige, reproduzierbare
Ergebnisse (Dolan et al., 2009; Anon., 2003). Trotz weitverbreiteter Anwendung dieser
Methode und deren Vorteilen, wie die unkomplizierte Durchfuihrung und der geringe Bedarf
an mikrobiologischem Equipment, ist diese Methode sehr zeit- und arbeitsaufwendig (Dolan
et al., 2009; Lee und Levin, 2007a; Cox et al., 1998). Deshalb bestehen in der Forschung
groRe Anstrengungen, schnellere und einfachere Methoden zur Bestimmung der
Gesamtkeimzahl zu entwickeln, die alternativ im Bereich der Lebensmitteldiagnostik
anwendbar sind (Gutiérrez et al., 1998; Cox et al., 1998; Gonzaléz et al., 1996; Errikson et
al., 1995).

Die lebensmittelmikrobiologischen Untersuchungen erleben derzeit einen neuen Schwung
aufgrund der Entwicklung von kulturunabhangigen analytischen Methoden, die nicht auf das
Wachstum von Mikroorganismen angewiesen sind (Cocolin und Rantsiou, 2012). Unter den
molekularbiologischen Methoden im Bereich der mikrobiologischen Lebensmittelanalyse wird
die Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) als wichtigstes
Verfahren mit vielen Anwendungsmoglichkeiten betrachtet (Busch, 2010). Mit Hilfe der PCR
konnen Nukleinsduren nicht nur spezifisch, sondern auch sehr sensitiv nachgewiesen
werden (Ilbekwe et al., 2002; Lyon, 2001). Der Einsatz von neuen Reagenzien,
Detektionschemikalien und Instrumenten modifizierte die konventionelle PCR, sodass eine
Echtzeit-fluoreszenzbasierte, quantitative Technologie (Real-Time PCR oder gPCR)

entwickelt wurde. Diese bedeutende Weiterentwicklung der PCR erlaubt eine quantitative
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Analyse der DNA in Echtzeit (Bustin et al., 2009; Le Guillou-Guillemette und Lunel-Fabiani,
2009; Smith und Osborn, 2009; Zhang et al., 2009; Lu et al., 2008).

Seit Ende der 1990er Jahre wurde die gPCR-Methode in vielen Bereichen der
Lebensmittelmikrobiologie eingesetzt (Cocolin und Rantsiou, 2012). Angesichts der
Notwendigkeit schneller und spezifischer Nachweismethoden im Bereich der
Lebensmittelsicherheit wurden viele Studien Uber die Anwendung von Real-Time PCR,
insbesondere zum Nachweis der lebensmittelbedingten humanpathogenen Mikroorganismen
durchgefuhrt (Momtaz et al., 2012, Yersinia enterocolitica; Wu et al.,, 2011, Clostridium
perfringens; Chen et al., 2010, Listeria monocytogenes; Malkawi und Gharaibeh, 2003,
Salmonella enteritica; Mateo et al., 2005, Campylobacter jejuni und Campylobacter coli.,
etc). Eine Zusammenfassung dieser Studien zeigt, dass sich viele wichtige
Krankheitserreger (in Bezug) auf Geflugelfleisch schnell und spezifisch mittels der Real-Time
PCR nachweisen und quantifizieren lassen. Trotz ihres Potentials wurde die gPCR-Analyse
im Bereich der Verderb-assoziierten Mikroorganismen und Untersuchungen Uber die
Haltbarkeitsdauer von Lebensmitteln bisher nicht genutzt (Cocolin und Rantsiou, 2012). In
der Fleischproduktionsindustrie  wird stets nach neuen und schnellen
Untersuchungsmethoden zur Bestimmung der Haltbarkeitsdauer von Fleisch und
Fleischerzeugnissen gesucht (Gutiérrez et al., 1998; Cox et al., 1988). Hinsichtlich des
groRen Potentials der qPCR-Analyse besteht offensichtlich ein hoher Bedarf an der
Weiterentwicklung und Anwendung dieser Methode im Bereich der Fleischqualitat (Gutiérrez
et al., 1998).

1.2 Literaturtbersicht

1.2.1 Mikrobiologische Qualitat des Geflugelfleischs
1.2.1.1 Hintergrund

Die Bedeutung der Anwesenheit von Mikroorganismen auf bzw. in Schlachtgefliigel resultiert
daraus, dass die wesentlichen Verderbnisprozesse und die wichtigsten gefligelbedingten
gesundheitlichen Risiken fir den Verbraucher mikrobiell bedingt sind (Mead, 2004a; Russel
et al., 1996 ). FUr die Qualitatsminderung und den Verderb sind in erster Linie protease- und
lipasebildende Bakterien verantwortlich. Diese Vorgéange lassen sich durch Minimierung der
Kontaminationsintensitdt und weitgehendes Unterdricken der Vermehrung der Keime

verzdgern (Mead, 2004a).

Geflugelfleisch wird als leicht verderbliches Lebensmittel bezeichnet, da abgesehen von
unvermeidlicher, intensiver Kontamination im Laufe des Schlachtprozesses das Produkt
selbst glinstige Bedingungen fur die Keimvermehrung bietet (Ceverney et al., 2009; Mead,

2004). Geflugelfleisch stellt aufgrund seiner chemischen Zusammensetzung (glnstiger
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Protein- und Fettanteil) und optimaler Wasseraktivitat (aw) einen hervorragenden Nahrboden

fur das Wachstum der Mikroorganismen dar (Ceverney et al., 2009; Gill, 1986).

Durch die Kontaminationsvorgange koénnen auch pathogene oder fakultativ pathogene
Mikroorganismen auf bzw. in die Schlachtkérper gelangen (Mead, 2004; Fehlhaber, 2001).
Deshalb ist das rohe Gefliigelfleisch eine wichtige Quelle fiir die Ubertragung solcher Erreger
in die Nahrungskette des Menschen (Cunningham, 1987). Bei der Untersuchung der
Mikroflora des Schlachtgeflligels besitzen die Bakterien in Bezug auf das Verderbnispotential
sowie hinsichtlich des gesundheitlichen Verbraucherschutzes im Vergleich zu anderen
Mikroorganismen (Schimmelpilzen, Hefen und Viren) eine grol3ere Relevanz (Mead, 2004a).
Die Mikroorganismenarten, die Erreger von Infektionskrankheiten des Geflugels sind, haben
in der Regel keine Bedeutung hinsichtlich der Lebensmittelhygiene. Das Risikopotential
erwachst vorwiegend aus dem Fleischverzehr, aus latent im Gefligel existierenden Keimen.
In  solchen Fallen kann diese Gefahr nicht allein durch makroskopische
Fleischuntersuchungen erkannt werden, da die Tiere dabei klinisch normal aussehen. Die
groRe Bedeutung der Mikroorganismen fur die Produktion von hygienisch sicherem und
qualitativ hochwertigem Gefllgelfleisch lasst sich auch in den Rechtsvorschriften
wiederfinden (Fehlhaber, 2001). Die Forderungen fokussieren sich dabei besonders auf die
Kontaminationsvermeidung sowie die Einschrankung der Keimanreicherung bei jedem
Schritt der Fleischerzeugung (Mead, 2004a). In diesem Sinne liefert die Erfassung von
Keimgehalten in Gefligelfleisch ein wichtiges Kriterium fir die Qualitatsbeurteilung des
Fleisches (Elliot und Michener, 1960). Die Fachgruppe Lebensmittelmikrobiologie und -
hygiene der ,Deutschen Gesellschaft fur Hygiene und Mikrobiologie“ (DGHM) hat im
Rahmen einer objektivierten Grundlage zur Beurteilung des mikrobiologischen-hygienischen
Status von Gefliigelfleisch einige Warn- und Richtwerte empfohlen. Diese sind in Tabelle 2

zusammengestellt (Stand 2014).

Tabelle 2: Richt- und Warnwerte fiir rohes Gefliigelfleisch® (DGHM, 2014)

Richtwert (KbE*/g) Warnwert (KbE*/g)

Aerobe mesophile Koloniezahl 5x 10°
Enterobacteriaceae 1x 10* 1x10°
Escherichia coli 1 x 10° 1x10°
Pseudomonaden 1x10°
Koagulase-positive Staphylokokken 1 x 10° 1x10°
Salmonella n.n.**in25g
Listeria monocytogenes 1x 10°

:!<bE: Kolonienbildende Einheiten
n.n.: nicht nachweisbar
Dnicht gewdurzt, lose oder in Fertigverpackung
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1.2.1.2 Haltbarkeitsdauer

Nach den gultigen Rechtsvorschriften darf Geflugelfleisch bei nicht mehr als +4 °C gelagert
werden (Directive 71/118/EEC). Diese Vorschrift muss vor allem auch vom Handel
eingehalten werden. Wahrend die Tiefkuhllagerung die Multiplikation der Mikroben im Fleisch
verhindert, findet bei der Kuhllagerung nur eine Verzogerung des Wachstums von
kaltetoleranten Mikroorganismen statt (Mead, 2004a; Cox et al., 1998). Es wird sogar
empfohlen, Gefligelfleisch bei etwa 0°C zu lagern, sodass die Vermehrung von
psychrotrophen Verderbniskeimen weitgehend verlangsamt wird (Fehlhaber, 2001). Die
Einhaltung einer geeigneten Kihlkette von der Produktion bis zum Verkauf stellt sicher, dass
das Fleisch eine Haltbarkeitsdauer besitzt, die lang genug ist, um den
Verbraucheranspriichen hinsichtlich der Unbedenklichkeit der mikrobiologischen Qualitat des
Fleisches gerecht zu werden. Sicher ist, dass Temperaturschwankungen wahrend der
Lagerung eine negative Auswirkung auf die Qualitdt des Fleisches haben (Mead, 2004a;
Cox et al., 1998). Ein hoher Fettanteil im Gewebe, wie bei manchen Gefligeln wie z. B.
Gansen, Enten und Suppenhiihnern, hat einen negativen Einfluss auf die Lagerfahigkeit.
Diese sind daher nicht so lange haltbar, wie Hahnchen und Pute. Bei Uberschreitung der
maximalen Lagerungsfristen sind im Allgemeinen Qualitatsminderungen zu erwarten
(Fehlhaber, 2001).

Die Haltbarkeit des gekuhlten Gefligels wird von diversen Faktoren, wie dem
Ausgangskeimgehalt zum Lagerungsbeginn, dem Grad der Abtrocknung der inneren und
aulleren Oberflachen des Tierkorpers, der Art der Verpackung und der Lagerungstemperatur
beeinflusst (Cunningham, 1987). Bei einer Lagerungstemperatur von +4 °C werden die
hohen Keimgehalte (10’-10° KbE/cm? Oberflache) nach etwa 7 bis 8 Tagen erreicht. Diese
hohen Keimgehalte haben hinsichtlich der beginnenden Verderbniserscheinungen eine
groBe Relevanz. Somit darf eine realistische Verbrauchsfrist einen Zeitraum von 5 bis 6
Tagen nicht Uberschreiten. Diese darf bei Teilsticken ohne &ufRere Haut, aufgrund des
geringeren Kontaminationsgrades ihrer Oberflache, um 1-2 Tage verlangert werden.
Demzufolge sind die Geflugelfleischproduzenten verpflichtet, die Haltbarkeitsfristen auf

Grundlage von Haltbarkeitsuntersuchungen festzulegen (Fehlhaber, 2001).

Der wichtigste Faktor, der die Haltbarkeit von rohen Fleischprodukten beeinflusst, ist die
Lagerungstemperatur (Hinton et al., 2004; Gallo et al., 1988). In der kommerziellen Praxis
schwankt die Temperatur, zum Teil unvermeidlich, in verschiedenen Stadien der Kihlkette.
Deshalb spiegelt die Haltbarkeitsdauer die kumulative Wirkung schwankender Temperaturen
in der gesamten Lagerungsdauer des Produktes wider (Mead, 2004a). Die Temperatur tbt
eine dramatische Wirkung auf die Entwicklung der Verderbsmikroflora des rohen Gefliigels
aus. Die Wachstumsrate des mikrobiellen Verderbs der Schlachtkorper ist bei 10 °C doppelt
so hoch und bei 15 °C dreimal so hoch wie bei 5 °C (Cox et al., 1998). Die Haltbarkeit der
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ausgeweideten, zerkleinerten Schlachtkérper betragt 2-3 Tage bei 10,6 °C, 6-8 Tage bei
4,4 °C und 15-18 Tage bei 0 °C (Cerveny et al., 2009; Ayres, 1950).

Ein entscheidendes Element fur die Haltbarkeitsdauer stellt die mikrobiologische
Beschaffenheit des frisch verarbeiteten Geflligels, insbesondere beziglich des
Kontaminationsgrades mit Pseudomonas dar (Mead, 2004a). Barnes et al. (1979) zeigten
eine lineare Beziehung zwischen der Haltbarkeitsdauer und der initialen Anzahl von
Pseudomonaden in Schlachtkérpern. Da die Kontamination von Schlachtkérpern mit
Pseudomonaden wahrend des Brihvorgangs virtuell eliminiert wird, findet die
Hauptkontamination mit diesen Organismen in spateren Prozessschritten statt. Ab del Hady
und Mead (nicht publiziert) haben gezeigt, dass Pseudomonaden in relativ hoher Anzahl von
verschiedenen eingesetzten Werkzeugen beim Verarbeitungsequipment wahrend der
Arbeitszeit isoliert werden konnen. Die Entstehung und ein moégliches Wachstum von
Verderbsmikroorganismen auf dem Verarbeitungsequipment betonen die Notwendigkeit von
effektiven post-prozessualen Reinigungs- und Desinfektionsmaflinahmen (Mead, 2004a).

Geflugel besitzt sowohl rote als auch weiRe Muskeln, welche sich in chemischer
Zusammensetzung und pH-Wert voneinander unterscheiden (Mead, 2004a). Allerdings
wurde von Barnes und Impey (1968) gezeigt, dass die pigmentierten und nicht pigmentierten
Stdmme von Pseudomonas spp. im Brust- (pH 5,7-5,9) und Huiftmuskel (pH 6,4-6,7)
gleichmaRig wachsen kénnen. Im Gegensatz dazu wachsen Acinetobacter und Moraxella
(Psychrobacter) spp. in den Hiften, aber nicht im Brustmuskel, wahrend Stamme von
Shewanella putrefaciens schneller in den Hiften als in den Bristen wachsen. Laut
McMeekin (1977 und 1975) waren beim Verderb 80 % der psychrotrophen Isolate der Briste
in der Lage, Fehlgertche zu produzieren, wéhrend nur 21 % dieser Isolate in den Hiften
dazu in der Lage waren (McMeekin, 1977, 1975). Solche Verhaltensunterschiede zeigen in
Bezug auf den Verderb besonderer Gefliigelfleischabschnitte eine signifikante Relevanz
(Mead, 2004a).

Im Laufe der Produktion und des Vertriebs erfordern die meisten verarbeiteten
Geflugelprodukte heutzutage eine Verpackung. Wéhrend die Verpackung verschiedene
Funktionsaspekte darstellt, liegt der Schwerpunkt in der Regel auf der Schutzfunktion zur
Geringhaltung der mikrobiellen Probleme (Fehlhaber, 2001). Wie bereits beschrieben, sind
Geflugelprodukte auf verschiedenen Niveaus mit diversen Bakterienarten kontaminiert
(Tuncer und Sireli, 2008). Die Verarbeitungsschritte sind so gestaltet, dass die Zahl der
Mikroorganismen auf und im Produkt am Ende des Prozesses minimiert wird. Danach sollen
die Produkte vor Re- oder Kreuzkontamination geschuitzt werden (Dawson, 2004; Geornaras
und von Holy, 2000). Wells et al. (1985) haben Uber die Wirkung des Verpackungsmaterials
und -technik auf die Haltbarkeitsdauer des frischen Gefligelfleischs berichtet, dass z. B.

Verpackungsmaterialen wie ,Vinylidenchlorid Copolymer“ (VCP) und Zellophanfiime keine
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bedeutende bakteriostatische Wirkung auf die Verderbsmikroorganismen von Geflugelfleisch
ausgeubt haben. Auflerdem wurde berichtet, dass die Eigenschaften des
Verpackungsmaterials die Mikroflora beeinflussen und diese wiederum die Art der
Fehlgertiche, die beim Verderb persistieren. Ist Fleisch in einer sauerstoffundurchléassigen
Folie vakuumverpackt, wird der restliche Sauerstoff durch Geweberespiration und
metabolische  Aktivitdtt der mikrobiellen  Kontaminanten verbraucht. Je nach
Foliendurchlassigkeit wird ein Eindringen von Sauerstoff in die Verpackung zum grof3en Teil
verhindert, wahrend die interne Kohlendioxidkonzentration stetig ansteigt (Dawson, 1987).
Shrimpton und Barnes (1960) haben gezeigt, dass die Haltbarkeitsdauer auf etwa 4 Tage
erhoht werden kann, wenn die Hahnchenmastkérper bei 1 °C in Vakuumverpackung und
unter Anwendung von Sauerstoffundurchlassigen Folien gelagert werden. Laut Gill et al.
(1990) konnte durch die Lagerung unter einer Schutzgasatmosphare (90 % CO,, 10 % Oy)
die Haltbarkeitsdauer auf das 2-fache bis 2,4-fache verlangert werden. Pseudomonaden
herrschen in Portionen, verpackt in sauerstoffdurchlassiger Folie, beim Verderb vor. In
Vakuumverpackungen bestehen die Hauptorganismen aus zwei Gruppen von atypischen
Lactobacilli: eine typisch fur Brustportionen, eine typisch fur Huftfleisch (Dawson, 1987).

1.2.1.3 Mikrobielle Assoziation

Frisches Geflugelfleisch besitzt eine diverse natirliche Mikroflora. Die meisten dieser
Mikroorganismen sind fiir den Menschen nicht pathogen (Kotula und Pandya, 1995; Bailey et
al., 1987; Grau, 1986). Eine groRe Herausforderung bei der Verarbeitung von Gefliigelfleisch
stellt die Entfernung von Kontaminanten sowie die Vorbeugung vor mdglichen
Kreuzkontaminationen durch potentielle Pathogene dar (May, 1974). Alle Arbeitsschritte im
Verarbeitungsbetrieb konnen die mikrobiologische Qualitat der Schlachtkérper beeinflussen
(Fries und Grau, 1999; Bailey et al., 1987). Wahrend des Transports, der Betaubung, der
Schlachtung und weiteren Bearbeitung kommt der Muskel mit Bakterien und anderen
Kontaminanten in Kontakt, wahrend parallel dazu eine anaerobe Glykolyse erfolgt und somit
die Umwandlung zu verzehrfahigem Fleisch stattfindet. Die sich stéandig &ndernde
Oberflache des Fleisches stellt eine geeignete Umgebung fir das Wachstum von diversen
Mikroorganismen dar (Mead, 2004a). Die Mikroorganismen im frischen Fleisch kénnen
pathogen sein und somit Lebensmittelintoxikationen verursachen. Sie sind somit hoch riskant
fur die menschliche Gesundheit. Andere Mikroorganismen im frischen Fleisch kdnnen
Verderbsbakterien sein, welche Fehlgertiche und Schleimbildung auf der Fleischoberflache
verursachen (Mead, 2004b).

Der mikrobielle Zustand des frischen Fleisches wird neben den Hygiene- und
Prozessbedingungen des Schlachthofs durch Tierhaltung, Transport, Schlachtung,
Zerkleinern und Verpacken beeinflusst. Tierische Quellen, wie Haut, Hufe und Haare

beinhalten nicht nur eine groRe Anzahl an Mikroorganismen aus der Erde, der Gille, dem
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Futter und dem Wasser, sondern auch viele wichtige Spezies von Verderbsmikroorganismen
(Bailey et al., 1987). Die meisten Bakterien im frischen Fleisch stammen aus dem Darm des
Tieres. Ein Teil der Kontaminanten sind fakalen Ursprungs, begleitet durch normale
Hautflora (Staphylococci, Micrococci, Pseudomonas, Hefen und Schimmelpilze) sowie durch
eine Reihe von aus der Erde und dem Wasser stammenden Organismen verschiedener Art.
Sobald das Fleisch jedoch gekihlt wird, ist nur noch ein kleiner Teil der vorhandenen
Bakterien in der Lage, sich weiter zu vermehren. Faktoren wie Temperatur, Wassergehalt
der Oberflache und Gasatmosphare bestimmen, wie schnell sich diese vermehren kénnen
(Grau, 1986). Durch Feuchtigkeit und aerobe Bedingungen steigt die bakterielle Population
rasch an und wird hauptséchlich von Pseudomonaden dominiert. Fehlgeriiche und
schleimige Oberflachen sind klar erkennbar, wenn es sich um Pseudomonaden von mehr als
100 bis 500 Mio./cm? handelt. Ein Verderb besteht, wenn sich die Gesamtbakterienzahl den
oben genannten Zahlen annéhert. Allerdings bewirkt vakuumverpacktes Fleisch
Veranderungen in der Bakterienflora. Die Haltbarkeitsdauer ist somit eher von der Natur
dieser Flora abhéangig, die sich wéhrend der Lagerung entwickelt, als von der Zahl der
Gesamtbakterien, die nach den Verarbeitungsprozessen im Fleisch vorhanden sind
(Mead, 2004a; Cox et al., 1998).

Geflugelschlachtkorper werden in der Regel weiterverarbeitet, z. B. durch Zerkleinerung zu
Teilsticken, mechanische Entbeinung und Zerkleinerung zu kleineren Teilen (Fehlhaber,
2001). Die anschlieRende Behandlung der Schlachtkérper fihrt zu einer deutlichen
Erhéhung der mikrobiellen Anzahl. Eine Studie hat gezeigt, dass sich die aerobe Plattenzahl
der Hahnchenschlachtkérper um das 6-fache im Zerkleinerungsbereich des
Verarbeitungsbetriebs und ums 8-fache im Einzelhandel erhéht hat (Cerveny et al., 2009).
Jeder Schritt bei der Verarbeitung des rohen Gefligelfleisches beeinflusst den Gehalt der
Verderbsmikroflora auf dem Produkt. Bei einigen Schritten erhtht sich die mikrobielle
Belastung signifikant, wahrend bei anderen diese erheblich abnimmt. Im Allgemeinen
beinhalten rohe Gefliigelfleischschlachtkdrper eine niedrigere mikrobielle Population als
zerkleinertes Gefligel. Es wurde berichtet, dass sich die durchschnittliche initiale
Oberflachenanzahl von 3,3 log;o KbE/cm?2 nach der Zerkleinerung auf 3,8 log;o KbE/cm? und
nach dem Verpacken auf 4,08 log;o KbE/cm? erhoht hat (May, 1962).

Geflugelschlachtkorper erhalten mehrere Waschschritte wahrend des
Schlachtungsprozesses. Mehr als 50 Stamme von Verderbsbakterien, die 25 Gattungen
reprasentieren, wurden als Teil der initialen Mikroflora der rohen Hahnchen ermittelt (Cox et
al., 1998). Eine aerobe Lagerung des Geflligelfleischs unter kiihlen Bedingungen fuhrt zur
Entwicklung einer charakteristischen Mikroflora. Auf einem geeigneten Nahrboden kdnnen
sich diese sichtbaren Kolonien bei 1 °C innerhalb von 14 Tagen bilden. Beim Verderb sind

die dominierenden Organismen grundséatzlich Pseudomonas spp., begleitet von einer
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geringeren Anzahl an Acinetobacter, Moraxella und Psychrobacter spp., einschlieB3lich von
Acinetobacter johnsonii und Psychrobacter immobilis. Die Zellzahl der nichtpigmentierten
Pseudomonaden steigt wesentlich wahrend des Verderbs an. Die Lagerungsbedingungen
beeinflussen dabei stark die Zellzahl der pigmentierten Pseudomonaden. Diese Bakterien
zeigen unter gegebenen Bedingungen die schnellste Wachstumsrate und umfassen Stamme
mit gréRtem Verderbspotential (Mead, 2004a). Eine numerische taxonomische Studie
(Arnaut-Rollier et al., 1999) ergab vier Hauptcluster unter den Stdmmen, isoliert aus frisch
verarbeitetem und kihlgelagertem Geflugelfleisch: Pseudomonas fragi, P. lundensis,
P. fluorescens Biovare und eine unidentifizierte Gruppe mit hoher Ahnlichkeit zu
P. fluorescens. Andere gramnegative Bakterien, die manchmal aus dem verdorbenen
Geflugelfleisch isoliert werden konnen, umfassen Shewanella putrefaciens und diverse
kaltetolerante Stamme von Enterobacteriaceae, wie Enterobacter und Serratia spp.. Es
scheint, als dass die oben beschriebenen Organismen aus der Umgebung der lebenden
Vogel stammen, da diese auch in der Erde und im Wasser gefunden werden. Da
Pseudomonas spp. beim Verderb des aerob- und kihlgelagerten Geflugelfleischs
vorherrschen, kann jede deutliche Unterbrechung der Kuhlkette zur Entwicklung einer
unterschiedlichen mikrobiellen Assoziation fuhren (Mead, 2004a; Cox et al., 1998).

Mit steigender Lagerungstemperatur geht der Anteil von Pseudomonaden an der
Gesamtkeimzahl zuriick und bei 20-22 °C umfassen diese Organismen nur noch bis zu
einem Finftel oder weniger der gesamten Flora. Parallel dazu wurde eine Steigerung bei
Organismen von anderen Genera einschliellich Stammen von Enterobacteriaceae
beobachtet (Mead, 2004a). Bei 20 °C isolierten Pooni und Mead (1984) Bakterien
verschiedener Art, einschlie3lich Aeromonas spp. und mesophilen Escherishia coli. Durch
Lagerung bei 22 °C zeigte Ahmed (1979), dass Proteus spp. 70 % der Gesamtflora
umfasste. In einer ahnlichen Studie berichteten Regez et al. (1988), dass die
Pseudomonaden weniger als 2 % der Flora bei dieser Temperatur umfassten. Die
Veranderung der Mikroflora, die durch Lagerung des Geflligelfleisches bei Temperaturen
uber dem Kdihlbereich entsteht, kann die Zusammensetzung von mikrobiellen
verderbsassoziierten Metaboliten beeinflussen. Die Zusammensetzung der
Verderbsmikroflora veréndert sich auch, wenn rohes Fleisch so behandelt wird, dass die
Pseudomonadenpopulation und andere gramnegative psychrotrophe Mikroorganismen mit
Hilfe von modifizierten Umgebungsbedingungen ihre Haltbarkeitsdauer verlangern. Im
letzteren Fall besteht die vorherrschende Mikroflora beim Verderb aus Lactobacillus spp.
(Mead, 2004a). Eine MAP-Lagerung (,modified atmosphere packaging“) andert dramatisch
die dominierende Verderbsmikroflora der Masthahnchen im Vergleich zu einer aeroben
Lagerung, da so das Wachstum von obligataeroben Mikroorganismen verhindert wird. Die
Schimmelpilze spielen generell eine untergeordnete Rolle beim Verderb von Gefliigelfleisch.

Wenn zur Bekdmpfung des bakteriellen Wachstums Antibiotika eingesetzt werden, kénnen
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jedoch Schimmelpilze als Hauptgrund des Verderbs betrachtet werden. Die
Hauptverderbshefen, die auf dem rohen Geflugelfleisch gefunden werden, sind Candida
spp., Rhodotorula spp. und Torulopsis spp. (Cerveny et al., 2009; Jay et al., 2005; Cox et al.,
1998).

1.2.1.4 Mikrobieller Verderb

Mikrobiologischer Verderb von gekihltem Gefligelfleisch erfolgt primar durch die
proteolytische Aktivitdt von psychrotrophen Mikroben, die den Fehlgeruch und -geschmack,
sowie das unerwinschte Erscheinungsbild bei kihlen Temperaturen verursachen.
Pseudomonaden sind in der Lage sich bei 4 °C alle 7-8 Stunden und bei 2 °C alle 13-14
Stunden zu multiplizieren. Die Unterbrechung der Kihlkette hat eine drastische Auswirkung
auf die Vermehrung der Verderbsflora, sodass bei Raumtemperatur innerhalb von 4-6

Stunden eine Oberflachenfaulnis deutlich sichtbar wird (Ludewig, 1998).

Am Anfang metabolisieren die Verderbsorganismen Glukose. Solange leicht abzubauende
Kohlenhydrate verfligbar sind, wirken diese Organismen saccharolytisch. Dabei entstehen
Stoffwechselprodukte, die von Mikroorganismen zur Energieverwertung fur das weitere
Wachstum benutzt werden. Der Vorrat an Kohlenhydraten ist in der Muskulatur nicht hoch.
Deshalb wechseln sie zu Substraten wie Aminosauren. Insbesondere tragt der
Aminosaurenmetabolismus zur Produktion von Fehlgeruch bei. Die Schleimbildung erfolgt im
Allgemeinen nach der Produktion von unerwinschten Gerlchen. Im Prinzip werden
Fehlgeriiche detektiert, wenn eine Keimzahl von 10°-10% KbE/cm? auf der Gewebeoberflache
erreicht wird; die Schleimbildung findet ab >10° KbE/cm? statt (Cerveny et al., 2009). Im Falle
der kihlgelagerten Hahnchen berichten Ayres et al. (1950) von einem charakteristischen
esterartigen Geruch. Kurz danach sind zahlreiche durchsichtige Kolonien auf der Haut
sichtbar, die sich eventuell zu einer Schleimschicht entwickeln. In diesem Stadium wird der
Geruch ammoniakalisch und die mikrobielle Population tberschreitet 1,0 x 10° KbE/cm2.
Elliott und Michener (1961) stellten fest, dass Fehlgeruch mit aeroben Plattenzahlen
zwischen 1,6 x 10° und 1,0 x 10® KbE/cm? assoziiert ist, wéhrend Schleim eher bei
Keimzahlen von 3,2 x 10’ bis 1,0 x 10° KbE/cm? erscheint. Cox et al. (1975) haben die
Fehlgertiche, die von verschiedenen Stammen von Pseudomonas spp. produziert werden,
erforscht, wobei die Pseudomonas-Stamme in diversen sterilen Hahnchenmedien inokuliert
wurden. Die Autoren stellten fest, dass die intensivsten Gertiche von Pseudomonas fragi
produziert wurden. Mit Hilfe von Hahnchenschlachtkérpern, inokuliert mit verschiedenen
Verderbsorganismen, zeigten Viehweg et al. (1989), dass alle virtuell gebildeten
Geruchsubstanzen dem mikrobiellen Metabolismus zugeschrieben werden kénnen. Die
Autoren kamen zu dem Schluss, dass die autolytischen Verdnderungen im Fleisch an sich
keine direkte Rolle im Verderbsprozess spielten und die metabolischen Aktivitdten der

Mikroflora hauptséchlich fur die produzierten Fehlgeriiche verantwortlich waren.
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1.2.2 Gesamtkeimzahl
1.2.2.1 Gesamtkeimzahl als Indikator fir die mikrobiologische Qualitat

Es gibt Falle, in denen Lebensmittel als ungesund betrachtet werden, wenn sie eine hohe
Anzahl an Mikroorganismen beinhalten, obwohl diese Mikroorganismen nicht als Pathogen
bekannt sind und diese den Charakter des Lebensmittels nicht deutlich verandert haben
(Thatcher und Clark, 1973). Bei leicht verderblichen Lebensmitteln wie Gefllgelfleisch, ist die
Anzahl der vorhandenen lebenden und vermehrungsfahigen Mikroorganismen ein wichtiger
Indikator der mikrobiologischen Qualitét. Somit lasst sich mit Hilfe der Gesamtkeimzahl auf
die Haltbarkeitsdauer des Produkts schlieBen (Elliot und Michener, 1960). Diese gibt
Auskunft Uber die Anzahl aller aeroben lebensfahigen Mikroorganismen in einer bestimmten
Menge an Probenmaterial. Bei dieser Methode wird allerdings die Zusammensetzung der
einzelnen Genera und Spezies der Mikroorganismen nicht spezifiziert (National Academy of
Science, 1985). Die Beurteilung der Lebensmittel mit Hilfe von Gesamtkeimzahlen erfolgt
unter Beriicksichtigung der Art und Erzeugungsprozesse des Lebensmittels (Chipley, 1987).
Beim frischen Geflugelfleisch wird eine Gesamtkeimzahl zwischen 10° und 10° KbE/g als
erhohte mikrobielle Belastung angesehen und kann als Hinweis auf unzureichende
Hygienepraxis in gesamten Produktionsprozess betrachtet werden (Fehlhaber, 1992).

1.2.2.2 Methoden zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl in Lebensmitteln

Hierzu stehen direkte und indirekte Keimzahlbestimmungsmethoden zur Verfiigung:

Direkte mikroskopische Analyse

Die direkte mikroskopische Bestimmung der Keimzahl ist eine Methode zur Einschatzung der
Mikroorganismenanzahl pro Gramm oder Milliliter eines Lebensmittels mittels der direkten
mikroskopischen Untersuchung eines angefarbten Ausstrichs. Dieser wird aus einer
wassrigen Suspension eines Lebensmittels oder einem flissigen Lebensmittelprodukt
gewonnen. Diese Methode wird eingesetzt, um die Bakterien-, Hefen- und
Schimmelpilzanzahlen in  Milch, fermentierten Lebensmitteln, Eierprodukten und
verarbeitetem Obst und Gemiise zu bestimmen. Eine bestimmte Menge von einer
Lebensmittelsuspension wird gleichmaRlig auf einer vorgeschriebenen Flache eines
Objekttragers ausgestrichen. Der Ausstrich wird getrocknet, fixiert und angefarbt und die
Mikroorganismen in einer gegebenen Zahl von Feldern ausgezahlt. Mit Hilfe der Anzahl der
ausgezahlten Mikroorganismen in den Feldern kann die Anzahl der Mikroorganismen pro
Gramm oder Milliliter bestimmt werden (Chipley, 1987). Pusch et al. (1976) haben mehrere
Vor- und Nachteile der direkten mikroskopischen Methode aufgelistet. Die Vorteile sind die
Geschwindigkeit, die Behaglichkeit und der minimale Bedarf an Equipment. Die Nachteile
sind, dass sich die Methode nur fir Lebensmittel mit hoher Mikroorganismenzahl

(mindestens 10°/ml oder g) eignet, die Genauigkeit begrenzt ist (da nur geringe

12



Einleitung

Probenmengen (0,01 ml oder 0,001 ml) untersucht werden) und die Anwesenheit von
Zellmaterial die mikrobielle Detektion erschweren kann. Auf3erdem ist es nicht mdglich

zwischen lebenden und nicht lebenden Zellen genau zu unterscheiden (Chipley, 1987).

Impedanz-Messung

Das Impedanzverfahren zahlt zu den indirekten Methoden zur Bestimmung der Keimzahl in
Lebensmitteln. Die Methode basiert auf der F&higkeit der Mikroorganimen, in einem
elektrolythaltigen Medium beim Wachstum und bei der Vermehrung hochmolekulare
Inhaltsstoffe abzubauen, welche zur zunehmenden Entstehung von kleineren, geladenen
Molekulen fuhrt. Die sich bei der Vermehrung anreichernden Stoffwechselprodukte fihren in
einem flissigen Medium zu einer Anderung des elektrischen Widerstandes (Impedanz). Die
Leitfahigkeit des Mediums nimmt hierdurch zu bzw. der Widerstand nimmt ab. Die
Impedanzanderung des Mediums wird als ,M-Wert* bezeichnet und zur Bestimmung der
Keimzahl verwendet. Je hoher die Ausgangskeimzahl einer Probe, desto schneller andert
sich der Widerstand. Durch die Auswahl des Nahrmediums, in dem die Inkubation des
Probenmaterials stattfindet, wird eine Selektion der Keime vorgenommen. Zur Bestimmung
der Gesamtkeimzahl kénnen universelle Nahrmedien eingesetzt werden. Der Vorteil dieses
Verfahrens ist die Moglichkeit, groRe Probenanzahlen in relativ kurzer Zeit (je nach
Keimzahl) zu verarbeiten (Zschaler, 1995).

ATP-Biolumineszenztechnik

Die ATP-Biolumineszenztechnik ist ein indirektes Verfahren, bei dem der Gehalt an
Adenosintriphosphat (ATP), das in lebenden Zellen in nahezu konstanter Menge verfligbar
ist, gemessen wird. ATP wird durch einen Substrat-Enzym-Komplex (Luziferin-Luziferase)
enzymatisch in  Adenosinmonophosphat und Lichtenergie umgewandelt. Durch
Biolumineszenz wird die Intensitat des entstehenden Lichtes, das proportional zum ATP-
Gehalt und dadurch zur Zellkonzentration ist, bestimmt. Der Nachteil dieses Verfahrens
besteht darin, dass erst ab einer Keimkonzentration von 103 KbE/g die Bestimmung der
Keimzahl mdglich ist. AuRerdem ist ATP nicht nur in bakteriellen Zellen, sondern auch in

anderen lebenden Zellen vorhanden (Zschaler, 1995).

Spektrophotometrische Methoden

Spektrophotometrische Methoden wurden fir mehrere Jahre zur Detektion des mikrobiellen
Wachstums verwendet. Grundsétzlich bestehen diese Verfahren aus der Inokulation einer
geeigneten Losung des Wachstumsmediums, der Inkubation und der periodischen
Determination des Absorptionsanstiegs der resultierenden mikrobiellen Suspension im
Vergleich zu einer nichtinokulierten Kontrolle. In den Zeitintervallen, in denen die Absorption
bestimmt wird, werden haufig Aliquote zur Erstellung der seriellen Verdiinnungen aufbewahrt

sowie die Kklassische Plattenzahl angewandt. So werden die Plattenzahlen und die
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Veranderungen der Absorption aufgezeichnet und gegenibergestellt sowie auf eine lineare
Beziehung waéhrend der logarithmischen Wachstumsphase geprift. Die Absorption der
mikrobiellen Suspension wird in der Regel bei 400 - 465 nm gemessen. Diese Methoden
sind allerdings verschiedenen Fehlern hinsichtlich Variationen in der Zellenmorphologie,
Anwesenheit von Klimpchen, Cluster oder Partikeln in den Medien und nicht-lebendigen
Zellen oder Fragmenten ausgesetzt. Trotzdem gehéren diese Methoden zu den schnellsten

und einfachsten Detektionsverfahren und sind angemessen prazise (Chipley, 1987).

Membranfiltration

Um die Genauigkeit von quantitativen mikrobiellen Analysen flr bestimmte Lebensmittel zu
verbessern, ist es manchmal notwendig, gréRere Probenmengen zu verwenden. Grolde
Volumen von flissigen Lebensmitteln oder Suspensionen von trockenen Lebensmitteln, die
durch bakteriologische Membranfilter (PorengréRe 0,45 um) gelangen, kénnen zur Analyse
der mikrobiologischen Belastung mittels der Membranfiltrationsmethode verwendet werden.
Diese Methode ist allerdings nur geeignet fir Proben mit einer geringen bakteriellen Anzahl
(Chipley, 1987).

1.2.2.3 Plattenkulturverfahren

Das Plattenkulturverfahren gehort zu den anfanglichen Methoden, die von Mikrobiologen zur
Detektion und Quantifizierung von Mikroorganismen entwickelt wurden (Chipley, 1987). Die
Methoden der Lebendzellzahl- oder Keimzahlbestimmung erfassen nur die lebenden oder
speziell die vermehrungsfahigen Zellen (= Keime). Das sind Zellen, die in der Lage sind, sich
durch Teilung zu vermehren. Solche Zellen erkennt man gewohnlich daran, dass sie unter
glunstigen Wachstumsbedingungen in oder auf einem festen Nahrboden Kolonien ausbilden.
Nach dem Bebriiten zahlt man die entstandenen Kolonien und schliel3t aus der Kolonienzahl
auf die Zahl der vermehrungsfahigen Zellen. Beim klassischen ,Koch’schen
Plattengussverfahren® (Robert Koch, 1881) vermischt man 0,1-1,0 ml Probensuspension mit
10-20 ml eines bei 45 °C flissig gehaltenen Agarnahrbodens, lasst das Gemisch in einer
Petrischale erstarren und bebritet (Bast, 2014).

Die Gesamtkeimzahl (,aerobic plate counts®) detektiert nicht unbedingt die gesamte
mikrobiologische Population in einer Lebensmittelprobe. Stattdessen wird nur jener Bruchteil
einer Population in die Auswertung einbezogen, welcher in der Lage ist, sichtbare Kolonien
auf dem verwendeten Nahrmedium unter den Bedingungen, bei denen die Platten inkubiert
wurden, zu bilden (National Academy of Science, 1985). Diese Methode ist seit Jahren
national und international in der Lebensmittelindustrie zur Uberprufung der mikrobiellen
Qualitat von Lebensmitteln sowie zur Bestimmung ihrer Haltbarkeitsdauer etabliert und bietet
im praktischen Sinne viele Vorteile. Sie ist einfach durchzufiihren und liefert in der Regel

zuverlassige Ergebnisse (Silliker, 1963). Im Bereich der mikrobiologischen Untersuchung
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von Fleisch und Fleischerzeugnissen gilt die DIN 10161-1:1984-02 (internationale
Ubereinstimmung 1SO 4833-1 und 2:2013; Bestimmung der aeroben Keimzahl bei 30 °C;
Spatel- und Plattengussverfahren-Referenzverfahren) als die Standardmethode zur
Bestimmung der aeroben mesophilen Keimzahl und wird routinemafRig u. a. in der

Fleischindustrie eingesetzt (Dolan et al, 2009; Gutiérrez et al., 1998).

1.2.2.4 Aspekte der Standardmethode

Trotz weit verbreiteter Anwendung wurden oft einige Nachteile der klassischen
Plattenkulturmethode diskutiert. Es wurde intensiv geforscht, um eine bessere Methode als
Alternative fur das Plattenverfahren zu finden. Primar, weil dieses sehr zeit- und
kostenaufwendig ist (Gutiérrez et al., 1998). Laut DIN 10161-1:1984-02 sollen die
Kulturplatten fur 48 h (Spatelmethode) bis 72 h (Plattengussverfahren) bei 30 °C bebrltet
werden. Diese lange Zeit, bis zur Lieferung der Ergebnisse, ist fur leichtverderbliche
Lebensmittel, wie frisches Gefligelfleisch, bei deren Vertrieb es nur eine begrenzte
Zeitspanne zwischen Produktion und Verkauf gibt, aus wirtschaftlicher Sicht unpraktisch
(Dolan et al., 2009).

Die Grundannahme der Plattenzahltechnik verfolgt zwei Ziele: (1) eine lebendige Zelle bildet
eine makroskopisch sichtbare Kolonie, (2) alle Mikroorganismenarten aus einer Probe, die
auf ihre Gesamtkeimzahl untersucht werden, wachsen auf einem einzigen Agarmedium und
werden unter gleichen Bedingungen bebritet. Diese Annahmen enthalten gravierende
Defizite. Die mikrobiellen Zellen bilden in der Regel Kolonien in verschiedenen Formen wie
Einzelzellen, paarweise und groRere Zellverbande (clusters oder clumps) auf den
Agarplatten. Dabei wird manchmal jeder Zellverband als eine Kolonie betrachtet, obwohl er
aus mehreren vermehrungsfahigen Zellen besteht. Dadurch wird eine niedrigere
Lebendzellzahl errechnet und man spricht beim Ergebnis von der Zahl der kolonienbildenden
Einheiten.

Die speziellen Anspriiche der Mikroorganismen, wie z. B. Nahrstoffe, atmospharische Gase,
Inkubationstemperaturen, geschéadigte Zellen bedingen, dass die Proben auf Platten mit
mehr als einem selektivem N&hrmedium kultiviert und unter mehr als einer Bedingung
inkubiert werden (Chipley, 1987). Auch die Bebritungsdauer hat Einfluss auf die Zahl der
Kolonien, da die Zellen nicht alle nach der gleichen Rate wachsen und sich teilen, ist bei zu
kurzer Bebritung ein Teil der Kolonien noch so klein, dass er bei der Z&ahlung tbersehen
wird. Ein groRRer Teil der oligotrophen Boden- und Wasserbakterien bildet selbst bei sehr
langer Bebriutung ausschlie3lich Mikrokolonien, die nur unter dem Mikroskop zu erkennen

sind.

AulRerdem ist die Auszahlung der Kolonien nicht immer unproblematisch. In der dichten

Suspension verklumpen die Zellen, die Kolonien hemmen sich gegenseitig in ihrer
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Entwicklung, z. B. durch Konkurrenz um Nahrstoffe oder durch Ausscheidung von
Stoffwechselprodukten. Beim manuellen Auszéhlen stark bewachsener Platten kommt es
haufig zu Zahlfehlern. Je mehr Kolonien sich auf der Platte befinden und je groRer der
Durchmesser der einzelnen Kolonie ist, desto groRer ist die Gefahr, dass dicht
nebeneinanderliegende Kolonien miteinander verschmelzen und als eine einzige Kolonie

gezahlt werden (Uberlappungs- oder Koinzidenzfehler) (Bast, 2014).
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1.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
1.2.3.1 Hintergrund

Die molekularbiologischen Methoden spielen heute neben den klassischen kulturellen,
biochemischen, zytologischen und immunologischen Verfahren eine wichtige Rolle in der
Lebensmittelanalytik. Diese Verfahren besitzen den Vorteil, dass zum einen Nukleinsauren in
fast allen Untersuchungsmaterialen vorhanden sind und zum anderen molekularbiologische
Analysen oft schneller und mit weniger Aufwand verbunden sind, als klassische Methoden.
Die molekularbiologischen Methoden wurden Mitte des 20. Jahrhunderts entwickelt und
seitdem immer weiter verbessert (Busch, 2010). Ende der 1980er Jahre erfand Kary Mullis
die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Mullis et al., 1986), eine Methode, welche die
traditionellen mikrobiologischen Analysen durch eine kulturunabhéngige Detektion direkt aus
Proben, wie Lebensmittel, ohne Notwendigkeit zur Identifikation und Isolation der
Zielmikroorganismen ermdglichte (Cocolin und Rantsiou, 2012). Die PCR erlaubt einen
hochsensitiven und spezifischen in-vitro-Nachweis von DNA. Im Zuge der Reaktion kdnnen
Sequenzabschnitte gezielt vervielfaltigt werden und nur innerhalb weniger Stunden kdnnen
aus einem einzigen Zielmolekiil 10* identische Molekille entstehen (Bustin et al., 2012;
Konrad und Busch 2010; Lottspeich und Engels, 2006). Durch die Weiterentwicklung zur
Real-Time PCR-Technologie wurde eine Echtzeitanalyse der PCR-Produkte durch Messung
von Fluoreszenzsignalen ermoglicht (Bustin, 2008; Higuchi et al., 1993). Technologische
Fortschritte trugen dazu bei, dass sich die konventionelle PCR, eine qualitative
Endpunktanalyse, zu einer gquantitativen Methode weiterentwickelte (QPCR) (Bustin et al.,
2012). Ende der 1990er Jahre wurden Instrumente, die fahig waren, PCR-Produkte wahrend
ihrer Produktion zu detektieren, verfliigbar. Es wurde daher ermdéglicht, einen spezifischen
Mikroorganismus in einem Lebensmittel zu quantifizieren und zudem auch sein Verhalten
aufgrund der Umgebungbedingungen (z. B. Lebensmittelzusammensetzung, Temperatur,
pH-Wert, Sauerstoffgehalt) zu studieren (Cocolin und Rantsiou, 2012). Da der Prozess in
Echtzeit beobachtet wird, gibt es auRerdem keinen Bedarf an zeit- und arbeitsaufwendigen

Post-Amplifikationsbehandlungen, wie z. B. einer Gelelektrophorese.

Die gPCR besitzt Eigenschaften, die sie fiir den Bereich der Lebensmittelmikrobiologie

extrem nitzlich macht:

1. Der Zielmikroorganismus wird unabh&angig von seinem physiologischen Zustand
detektiert und quantifiziert. Somit kénnen auch die gestressten und geschadigten
Zellen mittels dieser Methode erfasst und so die falsch-negativen Ergebnisse des
traditionell mikrobiologischen Verfahrens vermieden werden;

2. Die erforderliche Analysezeit ist im Vergleich zu den kulturabhéangigen Methoden

deutlich kirzer. Ergebnisse beziglich der Anwesenheit von spezifischen
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Mikroorganismen koénnen in drei bis zu maximal 24 Stunden (wenn ein
Anreicherungsschritt durchgefiihrt werden soll) erzielt werden;

3. Die Methode ist hochspezifisch fur den Zielmikroorganismus und somit kénnen die
falsch-positiven Ergebnisse hinsichtlich der Fehlidentifikation vermieden werden
(Cocolin und Rantsiou, 2012).

1.2.3.2 Prinzip der Methode

Das Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion basiert auf der Imitation der in vivo DNA-
Replikation in der Zelle. Das Enzym DNA-Polymerase erganzt die einzelstrangige DNA mit
komplementaren Nukleotiden zu Doppelstrangen (Kronberg, 1998; Rolfs et al., 1992). Dazu
synthetisiert die Polymerase ausgehend von Startmolekilen einen neuen DNA-Strang an
einer einzelstrangigen DNA-Matrize. Die letztere wird als DNA-Template bezeichnet. Als
Startmolekile werden zwei synthetische, kurze Stlicke einzelstrangiger DNA (20 bis 30
Basen) mit je einem freien 3'-OH-Ende (Primer), die gegenlaufig orientiert sind, in der
Reaktion eingesetzt. Zwischen diesen zwei Primern erfolgt eine gezielte Amplifizierung der
DNA-Sequenz. Die einzelnen Reaktionsschritte werden in Zyklen wiederholt, wodurch eine
exponentielle Amplifizierung der Ziel-DNA stattfindet (Hartmann, 2007; Bangsow et al.,
2002).

Ein PCR-Zyklus besteht aus drei Schritten, beginnend mit der thermischen Denaturierung
des DNA-Doppelstranges bei 90-95 °C, wodurch innerhalb von 0,1 s bis 15 s (bei der Real-
Time PCR) die einzelstrangigen DNA-Molekile als Vorlage zur Verfigung stehen (Jacobsen
et al., 2005; Boyapalle et al., 2001; Jourdan et al., 2000). Im nachsten Schritt hybridisieren
die Primer innerhalb von 5-10 s an komplementare Sequenzen der einzelstrangigen DNA.
Dieser Schritt (Annealing) erfolgt bei 45-65 °C je nach Schmelztemperatur der Primer (Wolffs
et al., 2004, 2005). Im letzten Schritt (Extension/Elongation) erfolgt die Synthese der Ziel-
Sequenzen bei 72 °C innerhalb von 15-30 s durch die Tag-Polymerase (Abb. 1) (Bangsow
et al.,, 2002; Olsen et al., 1995). Die Tag-Polymerase ist die am haufigsten eingesetzte
Polymerase und wird aus dem thermophilen Eubakterium Thermus aquaticus gewonnen.
Eine sehr oft benutzte Variante sind Hotstart-Tag-Polymerasen, die durch einen initialen 5-
15-minitigen Denaturierungsschritt aktiviert werden muassen. In der Regel werden 30-35 bis
max. 45 Zyklen durchgefiihrt. Diese Anzahl hédngt von der Menge an Template-DNA ab
(Hartmann, 2007; Viljoen und Crowther, 2005; Dang und Jaysena, 1996).

Bei der konventionellen PCR mit Endpunktanalyse werden die PCR-Produkte
elektrophoretisch der Fragmentenlange nach aufgetrennt und nach der Behandlung mit
Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht (McKillip und Drake, 2004). Im Gegensatz
dazu erlaubt die Real-Time PCR die Messung der entstandenen Amplifikate bereits wahrend

des PCR-Laufs (Sagner et al., 1999). Dazu dienen die fluoreszenzmarkierten
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Oligonukleotide. Die Analyse wird dadurch viel schneller und mit weniger Aufwand
durchgefuhrt und die Gefahr einer nachtraglichen DNA-Kontamination (Vermeidung von
scarry-over‘) vermindert. Diese Vorteile fuhrten dazu, dass die Real-Time PCR die
konventionelle Variante in der Routineanalytik zum grofRen Teil ersetzt hat (Hartmann, 2007;
Fenollere und Rault, 2004; Lantz et al., 2000).

Ausgangs - DNA
TN AT
Doppelstrang
TTINTITINTTITTITTATINEEE
ORI
Extension neu synthetisierte
(DNA-Synthese Doppelstrange Denaturierung
Zu neuen 5 ° der DNA zu
Doppelstrangen) 72°C B Einzelstrangen
v
30-45
TN Zyklen TN
LRI PPN JURUMEO
angelagerte Primer 45-60°C Einzelstréange
Annealing
Anlagerung der Primer

Abbildung 1: Schematische Darstellung einer PCR (nach Von Haesler und Liebers, 2003;
Hartmann, 2007).

1.2.3.3 Detektionssysteme

Zur Detektion der Amplifikate in der Real-Time PCR kdnnen entweder fluoreszierende
Farbstoffe, die sich unspezifisch an jede doppelstrdngige DNA anlagern eingesetzt werden,
oder sequenzspezifische Fluorophor-markierte DNA-Strange (Oligonukleotide, die sich

spezifisch an eine Region innerhalb des Zielgens binden) (Bustin et al., 2012).
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Bei den beiden Detektionssystemen kann die Probe innerhalb des Zyklus nur dann ein
Fluoreszenz-Signal emittieren, wenn die Zielsequenz vorhanden ist, wobei die Intensitéat
dieses Signals zur Menge des amplifizierten Produktes proportional ist. Als sichtbare
Ergebnisse werden in einem typischen Diagramm die relativen Fluoreszenzeinheiten an der
y-Achse gegeniber der Zyklenzahl auf der x-Achse aufgetragen (Hartmann, 2007; Fenollare
und Raoult, 2004; Mackay, 2004).

DNA-bindende Farbstoffe

Das Prinzip der Anwendung von unspezifischen DNA-bindenden Farbstoffen (wie z. B.
SYBR® Green oder Ethidiumbromid) basiert auf der Fahigkeit, dass sie sich mit hoher
Spezifitét in die kleine Furche doppelstrangiger DNA einlagern und in gebundener Form
Fluoreszenz emittieren (Abb. 2) (Morrison et al., 1998). Das in der DNA interkalierte SYBR®
Green setzt ein Fluoreszenzsignal nach Anregung frei, dass etwa 1000 mal starker ist, als
die nicht eingelagerte Variante. Die Detektion erfolgt, indem am Ende jedes
Elongationsschrittes nach Hybridisierung des SYBR® Greens an der doppelstrangigen DNA
gemessen wird. So kann die Produktion der Amplifikate kontinuierlich beobachtet werden
(Bustin et al., 2012). Aufgrund der héheren Affinitat des SYBR® Greens an der DNA (etwa
100-fach) hat sich dieser Farbstoff gegentiber Ethidiumbromid durchgesetzt und wird in der
Real-Time PCR-Analyse haufiger verwendet (Morrison et al., 1998; Wittwer et al., 1997).

@&
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E 4 SYBR Green | ungebunden
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» { SYBR Green | gebunden
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Abbildung 2: Die Detektion der PCR-Produkte mit SYBR Green | (iQ™ SYBR® Green
Supermix Bedienungshandbuch; Kat. Nr. 170-8880) [Bio-Rad Laboratories GmbH, D].
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Im Vergleich zu Sonden basierten Methoden ist die Anwendung eines SYBR® Green-
Systems relativ schnell, einfach und universell. Au3er den Ublichen PCR-Reagenzien wird
lediglich SYBR® Green zur Reaktion zugegeben. Zudem wird die Synthese der
kostenintensiven, zielspezifischen Oligonukleotide nicht bendtigt. Nachteil dieses
Detektionssystems ist, dass unspezifisch amplifizierte Fragmente oder Primer-Dimere
ebenfalls messbare Signale liefern, wodurch sich eine geringe Spezifitat ergibt (Bustin und
Nolan, 2004). Da aber die PCR-Produkte aufgrund der unterschiedlichen Lange und des GC-
Gehaltes bei verschiedenen Temperaturen schmelzen, gibt es die Moglichkeit, mit Hilfe einer
Schmelzkurve zu differenzieren. Dies bedeutet, dass im Gegensatz zur Gelanalyse, bei der
die Produkte anhand der GroR3e identifiziert werden, mit Hilfe einer Schmelztemperatur
kategorisiert wird (Wittwer et al., 2001; Mc Pherson und Moller, 2000). Dazu wird am Ende
des PCR-Laufs die Temperatur langsam schrittweise bis auf 95 °C erhéht, wodurch die DNA-
Strange denaturieren und als Einzelstrdnge vorliegen. Als Folge dieser Denaturierung
dissoziiert das SYBR® Green von der DNA, das Fluoreszenzsignal sinkt und ist am
niedrigsten am Schmelzpunkt. So kann durch Messung der Schmelztemperaturen die
Spezifitdt der vervielfaltigten Produkte bestimmt werden, da die nicht-spezifischen
Amplifikate in der Regel bei einer niedrigeren Temperatur schmelzen (Bustin, 2000). So wird
in einem typischen Diagramm die relative Fluoreszenzabnahme auf der y-Achse gegen die
Temperatur auf der x-Achse aufgetragen. Bei der Temperatur mit dem starksten
Fluoreszenzabfall entsteht ein glockenférmiger ,Peak”, anhand dessen sich die spezifischen
Amplifikate von unspezifischen unterscheiden (Abb. 3). Dieses Detektionssystem ist fir den
Nachweis von sehr spezifischen DNA-Fragmenten, wie z. B. aus pathogenen
Mikroorganismen, weniger geeignet, da die Schmelzkurven nicht als Bestéatigungsreaktion
fir eine PCR gelten (Bustin et al., 2012).

—
Temperature

Abbildung 3: Schmelzkurvenanalyse der PCR-Produkte (eigene Untersuchung).
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Sequenzspezifische Hybridisierungssonden

Um eine hohere Spezifitdt bei der Detektion der Ziel-DNA zu erreichen, wird eine interne
Sonde, die innerhalb des PCR-Produktes bindet, zugegeben (Bustin et al., 2012). Es handelt
sich dabei um Fluorophor markierte Oligonukleotide, die an Zielsequenzen anlagern. Je nach
eingesetzter Sondenart erfolgt die Detektion innerhalb des Annealings- oder
Elongationsschrittes. Die Amplifikation der Ziel-Sequenz hat eine Zunahme der Fluoreszenz
zur Folge, sodass diese direkt proportional mit dem Zuwachs von PCR-Amplifikat ist. Das
zentrale Prinzip des Detektionssystems mit Hybridisierungssonden basiert auf dem
.Fluoreszenz-Resonanz Energietransfer® (FRET), ein spektroskopischer Prozess, bei dem
die Energie eines angeregten Fluoreszenzmolekils (Donor-Fluorophor oder Akzeptor-
Molekiil) strahlungsfrei auf ein zweites, sich in raumlicher Nahe befindliches (10-100 A)
Fluoreszenzmolekil (Akzeptor-Fluorophor oder Quencher) Ubertragen wird. Je ferner der
Quencher ist, umso mehr nimmt FRET und dadurch das Fluoreszenzsignal des Akzeptors
ab, wahrend das Signal des Donors zunimmt (Mackay et al, 2007). Diese
Detektionsmethode hat im Vergleich zu DNA-bindenden Farbstoffen den Vorteil, dass
gleichzeitig mehrere PCR-Targets unter Verwendung verschieden markierter Sonden
detektiert werden kénnen (Bustin et al., 2012).

Bei TagMan® - oder auch 5 -Nuclease-Assays genannt, handelt es sich um eine doppelte
Oligonukleotidsonde, die am 5°-Ende einen Reporterfluoreszenzfarbstoff tragt. Dabei
unterdrickt ein in raumlicher Nahe liegender Quencher am 3-Ende die Fluoreszenz des
Reporters. Die Tag-Polymerase mit ihrer 5-3"-Exonukleaseaktivitat baut die TagMan-Sonde
ab, wodurch Reporter und Quencher getrennt werden und die Fluoreszenz ansteigt. Die
Spezifitét des Assays besteht darin, dass nur dann, wenn es zu einer sequenzspezifischen
Hybridisierung zwischen Sonde und Zielsequenz kommt, eine Hydrolyse der Sonde erfolgt
(Abb. 4) (Kreuzer et al., 2000; Vishnubhatla et al., 2000; Livac et al., 1995).

Die FRET-Sonde ist eine weitere Hybridisierungssonde, die aus zwei sequenzspezifischen
Nukleotiden besteht. Diese bindet sich wahrend des Annealing-Schrittes in kurzem Abstand
aneinander an die Zielsequenz, wobei eine der Sequenzen einen Fluoreszenzfarbstoff am
3’-Ende tragt und die andere einen anderen Farbstoff am 5 -Ende. Die Emission wird dann
detektiert, wenn die Anregungsenergie des Farbstoffes der ersten Sonde auf den Farbstoff
der zweiten Sonde Ubertragen und verstarkt wird. Bei raumlicher Nahe der zwei Sonden
entsteht eine Energielbertragung und es werden messbare Signale freigesetzt, die einmal
pro Zyklus wahrend des Annealing-Schrittes gemessen werden (Abb. 5) (Bustin et al., 2012;
Bangsow et al., 2002; Wittwer, 1997).

Bei den ,Molecular Beacons® handelt es sich um doppelt-markierte Nukleotide mit
haarnadelartiger Molekulstruktur (hairpin structure) mit zueinander komplementaren Enden,

d. h. der Schleifenteil wird von einer ,Stiel-Region mit einer Lange von 4-6 Basen flankiert.
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An diesen Enden befinden sich gebrauchlich ein Quencher- (3"-Ende) und Reporterfarbstoff
(5"-Ende). Bei der geschlossenen Haarnadelstruktur wird die Fluoreszenzemission
unterdrickt. Die komplementare Sequenz zu der Ziel-DNA befindet sich im Schleifenteil der
Sonde. Wenn die Sonde an die Ziel-Sequenz hybridisiert, wird die Haarnadelstruktur
getffnet, sodass Quencher und Reporter raumlich getrennt werden und das
Fluoreszenzsignal freigesetzt wird (Abb. 4) (Bustin et al., 2012; Bustin, 2000; Tyagi und
Kramer, 1996).

Annealing

NOGOONNOONNK

Abbildung 4: Detektion mit TagMan® - oder 5"-Nuclease-Assays (Bustin et al., 2012).
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Abbildung 5: Detektion mit FRET-Sonden (links) und Molecular Beacons (rechts) (Bustin et
al., 2012).
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1.2.3.4 Quantitative Analyse

Ein bedeutender Fortschritt zur Quantifizierung von DNA wurde durch die Weiterentwicklung
von konventioneller PCR zu quantitativer Real-Time fluoreszenzbasierter PCR (Real-Time
gPCR) ermdglicht. Anders als die konventionelle PCR, die eine qualitative Endpunktmethode
ist, erlaubt gPCR eine genaue Quantifizierung der amplifizierten DNA und das Monitoring
des PCR-Ablaufs in Echtzeit mit Hilfe von Fluoreszenz-Reportermolekilen (Bustin et al.,
2009; Le Guillou-Guillemette und Lunel-Fabiani, 2009; Smith und Osborn, 2009; Zhang et al,
2009; Lu et al., 2008). Der Zusammenhang zwischen der Ausgangsmenge an Ziel-DNA und
des wahrend der exponentiellen Phase gebildeten PCR-Produktes, bietet die Grundlage fir
die Quantifizierung mittels der Real-Time PCR (Bustin und Nolan, 2004). Dieser
Zusammenhang resultiert aus der Verdoppelung der DNA-Menge bei jedem Zyklus. Die
Zyklenzahl, bei der zum ersten Mal ein Anstieg des Fluoreszenzsignals Uber das
Grundrauschen ermittelt wird, wird als Ct-Wert bezeichnet und dient zur Auswertung der
Analyse (Mackay et al., 2007). Der Ct-Wert entspricht der Anzahl an Template-Kopien und
ist von der Reaktionseffizienz und der Detektionssensitivitdt abhangig. Mit steigender
Kopienzahl an Ziel-DNA im Ausgangsmaterial werden weniger Zyklen benétigt, um den
Schwellenwert zu erreichen. Die wichtigsten Merkmale, die zur universellen Beliebtheit der

gPCR beitragen, sind:

— Geschwindigkeit: Die Analysezeit der einzelnen Reaktionen betragt in der Regel 10
Minuten oder weniger.

— Komfort: Es ist ein homogenes Assay und somit sind keine Post-
Amplifikationsprozesse erforderlich.

— Simplizitat: Die Analyse bendétigt eine Ziel-Sequenz, Puffer, zwei Primer, einen
Fluoreszenzreporter und ein einziges Enzym.

— Sensitivitat: Die Einzelstrangkopien der Zielsequenz kdnnen detektiert, wenn auch
nicht quantifiziert werden.

— Spezifitat: Eine gut durchdachte Analyse ist spezifisch fur ein einziges Ziel.

— Robustheit: Ein breites Spektrum von Reaktionsbedingungen kdnnen Ergebnisse
erbringen.

— Hohe Durchsatzleistung: Viele Analysen koénnen in einem einzigen Lauf
durchgefuhrt werden.

— Vertrautheit: PCR gibt es seit 1985 und ihre Vor- und Nachteile sind hinreichend
bekannt.

— Kosten: Alle verwendeten Reagenzien sind sehr teuer; jedoch werden angesichts
der Tendenz zu immer kleiner werdenden Reaktionsvolumen die Kosten pro Analyse

gunstiger (Bustin et al., 2012).
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1.2.3.5 Grundsatzliche Aspekte der Real-Time PCR-Quantifizierung

Durch die Echtzeit-Fluoreszenz-Detektion von PCR-Produkten lasst sich die initiale Quantitat
eines DNA-Templates aus verschiedenen biologischen Proben berechnen. Dies wird durch
die Bestimmung der Zyklenanzahl, die zum Erreichen eines bestimmten Fluoreszenzniveaus
(die sog. Threshold-Fluoreszenz) erforderlich ist, ermdglicht. Da die Fluoreszenzintensitat die
Produktmenge widerspiegelt, sind bei den Proben, die anfangs mehr Templates beinhalten,
weniger PCR-Zyklen erforderlich, um den Threshold (Schwellenwert) zu erreichen, als bei
den Proben, die weniger Templates enthalten. Diese starke Beziehung kann mathematisch
definiert werden: die Zyklenanzahl, die benétigt wird, um den Threshold zu erreichen, ist
umgekehrt proportional zum dekadischen Logarithmus der Ausgangstemplatemenge.
Deshalb kénnen die Ct-Werte verwendet werden, um die Quantitat des Ausgangstemplates
zu berechnen (Bustin, 2004).

In der Real-Time PCR finden bei der Aufbereitung der Fluoreszenzwerte eine Reihe von
Anpassungssschritten statt. Diese gleichen die Schwankungen zwischen den einzelnen
Reaktionsplatten, einzelnen Reaktionsgefallen sowie innerhalb eines Reaktionsgefalies
wahrend einer Analyse aus. Dies ist die Basis fir die sich anschlieRenden Quantifizierungen
(Heid et al., 1996). Das Fluoreszenzsignal wird normalisiert, indem die Emissionsintensitat
des SYBR® Green Farbstoffs durch die Emissionsintensitat des Referenzfarbstoffs ROX,
einen komplexes Farbstoffgemisch, welches hauptsachlich aus 6-Carboxy-X-rhodamin
besteht, dividiert wird (Pfaffl et al., 2009; Keer, 2008). Die Real-Time PCR Software
berechnet das angepasste Reporter-Signal (AR,), welches die GroRRe des generierten
Signals mittels der folgenden Gleichung angibt: (AR,) = R, (+) - R, (-), wobei R, (+) der
Emissionsintensitat des SYBR® Green Farbstoffs zum Messzeitpunkt und R, (-) der Intensitat
vor der PCR-Amplifikation entspricht. Der Verlauf von R, Uber die Zeit wird als
Amplifikationsplot bezeichnet. Durch diese Anpassung werden die
Fluoreszenzschwankungen von einem Reaktionsgefal3 zum anderen ausgeglichen (Rutledge
und Coté, 2003). Der Zeitpunkt (ausgedrickt in Zyklen), zu dem der Amplifikationsplot den
Threshold (Schwellenwert) Uberschreitet, wird ,Threshold Cycle® (Ct) genannt, welcher als
zentrale GrofRe in der Real-Time PCR betrachtet wird (Bustin et al.,, 2012). Um die
anfangliche Menge des Templates in einer Probe zu berechnen, wird zunachst ein
Fluoreszenz-Threshold definiert, anhand dessen verschiedene Proben und Referenzen
verglichen werden. Der einfachste Weg, dies zu tun, ist die Fluoreszenz gegen die
Zyklenzahl zu plotten und dann die Thresholdlinie auf einem Niveau zu positionieren, bei
welchem die Signale die Hintergrundwerte dberschreiten und beginnen exponentiell
anzusteigen. Der Ct-Wert fur eine individuelle Probe ist dann definiert als der Zyklus, bei

dem die Probenfluoreszenzkurve die Thresholdslinie kreuzt. Die erhaltenen Ct-Werte flr
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verschiedene Proben werden mit Ct-Werten von Referenzen verglichen, um entweder die

absolute oder die relative Quantitat des Templates zu berechnen (Pfaffl, 2012).

Im Allgemeinen kénnen zwei Quantifizierungsstrategien zur Analyse der Expressionsdaten in
der Real-Time PCR verwendet werden. Die Kopienzahl des Zielgens kann mittels ,,absoluter
Quantifizierung“ anhand einer Standardkurve oder mittels ,relativer Quantifizierung“ unter
Anwendung von sogenannten validierten ,Referenzgenen“ gemessen werden. Die absolute
Quantifizierung bringt das PCR-Signal mit der Ausgangskopienzahl des zu vervielfaltigenden
Gens mit Hilfe einer synthetisch hergestellten Kalibrationskurve in Verbindung (Pfaffl, 2004).
Die Standardprobe enthélt die Sequenz des Amplikons mit bekannter Startkopienzahl und
wird mit Hilfe verschiedener Verdinnungen in getrennten Reaktionen amplifiziert. Die daraus
resultierenden  Ct-Werte werden gegen den dekadischen Logarithmus der
Ausgangskopienzahl aufgetragen, wodurch die Standardkurve erhalten wird (Pffafl, 2012).
Diese lasst sich in der halblogarithmischen Darstellung als Gerade mit Hilfe der folgenden
Formel (Nr. 1) beschreiben.

) log(z) T: Threshold
Cr=— -log(N,) + —X~ Cr: Zyklus, an dem T erreicht wird
log(1+E) log(1+E) E: PCR-Effizienz des Amplikons

N(o): Anzahl der Kopien eines
Amplikons zu Beginn der PCR

Aus den empirisch gewonnenen Werten wird mit Hilfe einer linearen Regression die
Steigung m und der Achsenabschnitt b errechnet. Daraus resultiert folgende vereinfachte
Formel (Nr. 2) (Rutledge und Coté, 2003):

Cr=m.log(Ny) +b
m: Steigung
b: Achsenabschnitt

Somit assoziieren Kalibrationskurven der kolonienbildenden Einheiten pro g oder ml mit den
Ct-Werten. Dadurch kénnen die Ergebnisse der qPCR zu einem Wert Ubertragen werden,
der mit den mikrobiologischen Kriterien in Verbindung tritt (Coccolin und Rantsiou, 2012). Die
relative Quantifizierung misst stattdessen die Expressionsveranderungen zwischen zwei
oder mehr untersuchten experimentellen Gruppen unter Anwendung von sogenannten
.reference genes“ oder ,house keeping genes“ (Pfaffl, 2012; Bustin et al., 2005;
Souaze et al.,, 1996). Obwohl die relative Quantifizierung angesichts der Handhabung
einfacher durchzufihren ist als die absolute Quantifizierung (da keine Kalibrationskurve
erforderlich ist), ist diese Methode mit weiteren Grundproblemen, wie Veranderungen in der
Amplifikationseffizienz des analysierten Ziel- und Referenzgenes, behaftet (Pfaffl 2012;
Vandesompele et al., 2009 und 2002).
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1.2.4 Anwendung der gPCR in der Lebensmittelmikrobiologie
1.2.4.1 Hintergrund

Seit ihrer ersten Anwendung in der Lebensmittelmikrobiologie Ende der 90er Jahre weckte
die gPCR das Interesse der Forscher Uberwiegend im Bereich der Lebensmittelsicherheit.
Zudem gewinnt diese Methode in letzter Zeit insbesondere innerhalb des
Lebensmittelverderbs an Bedeutung. Neben den Vorteilen, welche die konventionelle PCR in
mikrobiologischen Untersuchungen bietet, wie z. B. Spezifitat, verklrzte Analysezeit und
Nachweis der ,viable but non culturable* Zellen, erlaubt die gPCR die Quantifizierung der
Zielpopulation. Dieser Aspekt ist fur die lebensmittelbedingten Pathogene, bei denen
spezifische mikrobiologische Kriterien einzuhalten sind, besonders relevant. DarUber hinaus
kann die Populationsgrof3e der verderbniserregenden Mikroorganismen und deren Kinetik in

Lebensmitteln kontrolliert werden (Cocolin und Rantsiou, 2012).

Trotz der Fortschritte in der Lebensmittelmikrobiologie wurde in ihrem Anwendungsbereich
das gesamte Potential der gPCR nicht vollstdndig ausgenutzt. Der Quantifizierungsschritt,
beispielsweise, wird selten eingesetzt und die qPCR wird héaufig als eine Alternative zur
konventionellen PCR verwendet (Cocolin und Rantsiou, 2012). Traditionell werden die
Mikroben in Lebensmitteln mittels Bestimmung der Kolonienzahl auf den Platten quantifiziert.
Diese Methode bendétigt von der Analyse bis zum Erzielen der Ergebnisse mehrere Tage.
Zudem basiert sie auf dem Wachstum der Mikroorganismen aus jeweils einer einzigen Zelle
zu Kolonien. Dadurch wird wiederum die Auszéhlung vollstandig von der

Wachstumskapazitat der Mikroorgansimen von einem synthetischen Medium abhangig.

Durch vermehrte Applikation molekularbiologischer Techniken wurde gezeigt, dass die
klassischen  Verfahren dem  Quantifizierungsschritt in  der  mikrobiologischen
Lebensmittelsicherheit nicht einwandfrei begegnen kénnen. Diese beziehen sich z. B. auf die
Zellen, die sich in einem ,viable but non culturable“-Zustand befinden. Diese besitzen eine
metabolische Aktivitdt und kdnnen dadurch als Pathogene in der Lage sein, eine Krankheit
hervorzurufen oder als Verderbniserreger einen Lebensmittelverderb zu verursachen, sind
aber nicht fahig, eine Kolonie auf der Platte zu bilden (Rowan, 2004). AuRerdem kdnnen
Populationen mit limitierter Anzahl oder Mikroorganismen, die gestresst sind oder sich in
einem sublethalen Zustand befinden, nicht wiederhergestellt werden und werden dadurch
nicht erfasst. Ein weiterer Aspekt beziglich der traditionellen Keimzahlbestimmung in
Lebensmitteln stellt die begrenzte Selektivitdt der synthetischen mikrobiologischen Medien
dar. Grundsatzlich ist die klassische Quantifizierung von spezifischen mikrobiologischen
Populationen davon abhangig, dass diese Mikroorganismen die Fahigkeit besitzen, bei
bestimmten Bedingungen bezlglich der Zusammensetzung des Nahrmediums, der
Temperatur, des pH-Wertes und des Sauerstoffgehaltes zu wachsen (Cocolin und
Rantsiou, 2012).
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Mdglicherweise konnen diese Aspekte mit erhdhter PCR-Spezifitdit umgangen werden. Mit
Hilfe von spezifischen Primern und Sonden wird es ermdoglicht, spezifisch eine mikrobielle
Population zu quantifizieren, ohne sie isolieren zu missen und somit die Probleme bezlglich

der Kultivierung zu vermeiden (Cocolin und Rantsiou, 2012).

Pionierstudien im Bereich der Lebensmittelmikrobiologie zur Quantifizierung von
Mikroorganismen mittels molekularbiologischer Methoden stammen aus den 90er Jahren.
Die verwendeten Methoden basierten hauptsachlich auf der Quantifizierung der PCR-
Produkte mit Hilfe von Enzymimmuntests (ELISA: enzyme linked immunosorbent assay)
(Wang und Hong, 1999; Gutiérrez et al.,, 1998; Manzano et al, 1998) und
Elektrochemilumineszenz (Venkitanarayanan et al., 1997). Erst Anfang der 2000er Jahre
erschienen Studien mit Echtzeitmonitoring einer PCR-Amplifikation mit Hilfe wvon
Fluoreszenzsonden in der Lebensmittelmikrobiologie (McKillip und Drake, 2000). Inzwischen
wurde ein wachsendes Interesse an der Anwendung dieser Methode von Wissenschaftlern
manifestiert. Ein Uberblick tber diese Publikationen zeigt, dass der GrofRteil dieser
Bemuhungen der Analyse der lebensmittelbedingten Pathogenen gewidmet wurde, wahrend
nur wenige Beispiele fur die Quantifizierung der verderbnisrelevanten Mikroorganismen
existieren. Der Lebensmittelsicherheitsaspekt, der friiher als ein Teil der Qualitat betrachtet
wurde, gilt momentan als Voraussetzung fur Lebensmittel, damit sie Uberhaupt vermarktet
werden kdnnen. Dariiber hinaus trat am 01. Januar 2006 ein neues Lebensmittelgesetz (EU
Regulation 2073/2005 zuletzt gedndert durch 1441/2007) in der EU in Kraft, das zum ersten
Mal spezifische mikrobiologische Kriterien flr Lebensmittel festlegte. Diesbezliglich stellt die
gPCR ein Werkzeug dar, dass verwendet werden kann, um Lebensmittelpathogene in kurzer
Zeit zu quantifizieren und dadurch die Einhaltung des aktuellen Lebensmittelrechts zu

gewabhrleisten (Cocolin und Rantsiou, 2012).

1.2.4.2 Aspekte der Anwendung von gPCR in der Lebensmittelmikrobiologie

Die vielfaltigen Anwendungsmoglichkeiten der Polymerase-Kettenreaktion machen sie zu
einer der wichtigsten und am haufigsten eingesetzten Methoden in der
molekularbiologischen Forschung und Diagnostik (Busch, 2010). Auf der anderen Seite stellt
die qPCR eine hochsensible Technik dar, deren Erfolg mit diversen Elementen einhergeht.
Entscheidende Einflussfaktoren fiir die Durchfilhrung der Reaktion stellen das Zyklusprofil
der PCR, die Reaktionskomponenten sowie deren Konzentration, die Qualitat der Ziel-DNA,
die Beschaffenheit der Probenmatrix und die ausgewéhlten Primer dar. Um eine spezifische
und sensitive PCR-Analyse durchzufihren, missen alle oben genannten Komponenten

maoglichst optimiert werden (Wilson, 1997; Rossen et al., 1992).

Eine wichtige Voraussetzung fir die Spezifitdt der Amplifikation ist eine stabile Bindung der

Primer an die Ziel-DNA. Deshalb ist eine komplementare Ubereinstimmung mit der zu
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amplifizierenden Vorlage sehr wichtig, damit keine unspezifische Bindung an andere DNA-
Fragmente stattfindet (Bustin, 2004). Eine unspezifische Bindung der Primer kann zur
Entstehung von Artefakten und falsch-positiven oder falsch-negativen Ergebnissen fihren.
Ein mangelhaftes Primer-Design kann die Ausbeute deutlich verringern. So ist es oft
sinnvoller und schneller dhnliche Primer zu generieren als alle Reaktionsbedingungen zu
optimieren (Newton und Graham, 1994; Kwok et al., 1990).

DNA, welche mittels PCR hauptsachlich amplifiziert wird, ist ein hochstabiles Molekl, auch
nach dem Zelltod. Somit sagt ein positives Ergebnis mittels der PCR nicht notwendigerweise
etwas Uber die Anwesenheit eines lebensfahigen Mikroorganismus aus. Dieser Aspekt ist
sehr wichtig fur das verarbeitete Lebensmittel, zum Beispiel fur thermisch-bearbeitete
Produkte. Hier beinhaltet die Produktion einen Schritt, bei der Lebensmittelpathogene
abgetotet werden (Cocolin und Rantsiou, 2012). Aufgrund dieser Einschrankung der PCR
wurden unterschiedliche alternative Methoden diskutiert: z. B. die RNA-Analyse zur
Quantifizierung lebender Populationen (Rantsiou et al., 2008) oder die Anwendung von
Ethidium Monoazide (EMA) fur die selektive Quantifizierung lebender Populationen
(Josefsen et al., 2004).

Die PCR-Inhibition durch verschiedene mogliche Faktoren, wie unzureichende Zelllyse zur
Extraktion der DNA, Nukleinsaure-Degradierung oder ein Blockieren der Polymerase
Aktivitat stellen einen wichtigen Meilenstein fir den Erfolg der PCR-Analyse dar. Dass die
Lebensmittel eine grofde Anzahl an Inhibitoren enthalten, welche die Leistung der PCR
beeintrachtigen kénnen, ist weithin bekannt. In den 1990ern haben Studien aufgezeigt, dass
Fett, Eiweil3, Kulturmedienkomponenten und spezifische Gruppen von Komponenten
bezliglich des Ursprungs der Lebensmittel (Polyphenole in Gemiise oder Blut in Fleisch und
Fleischprodukten) drastisch die Effizienz der Amplifizierungsreaktion beeinflussen und somit

die Gefahr von falsch-positiven Ergebnissen erhéhen (Rossen et al., 1992).

AulRerdem kann die inhibitorische Aktivitat durch Reagenzien der Nukleinsduren-Extraktion
ausgeubt werden (Rodriguez-Lazaro et al., 2007). Die Probleme hinsichtlich der Inhibitoren
in Lebensmitteln werden relevanter, wenn die gPCR in Betracht gezogen wird. Die
Anwesenheit von Komponenten, die in der Lage sind, die DNA-Polymerase-Aktivitat zu
storen, kann zu einem Amplifikationsmangel oder einer Unterschatzung der Anzahl der
Zielmikroorganismen fihren. Deshalb gibt es einen Bedarf an geeigneter (oft
arbeitsaufwendiger) Probenaufbereitung, um die Zellen aus den Lebensmitteln zu gewinnen

und DNA mit hoher Qualitat fur die Amplifikation zu erhalten (Cocolin und Rantsiou, 2012).

Es wird empfohlen, dass zusatzliche Prozesskontrollen fir die Uberprifung der
Ruckgewinnungsrate von Zielbakterien wahrend des Extraktionsverfahrens in Betracht
gezogen werden. Es wurde gezeigt, dass die Anwendung von komplizierten und

aufwendigen Methoden nicht immer eine bessere Wiedergewinnung und Ausbeute ergeben
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(Baert et al., 2008). Die Trennungs- und Aufkonzentrierungsmethoden sind mdgliche
Strategien, um inhibitorische Substanzen zu entfernen und die Zielmikroorganismen
aufzukonzentrieren (Brehm-Stecher et al., 2009). Eine potentielle Gefahr bei der Anwendung
von Konzentrierungsmethoden stellt die Konzentration von inhibitorischen Faktoren aus der
Lebensmittelmatrix dar. Diese kann die wirksame Anwendung von gPCR-Reaktionen
gefahrden. Fukushima et al. (2007) berichten Uber eine Probenaufbereitungsmethode,
bestehend aus Filtration, Zentrifugation mit niedriger und hoher Geschwindigkeit und
.Buoyant Density“-Zentrifugation zur Aufkonzentrierung von lebensmittelbedingten
Pathogenen bis zur 250-fachen Menge ohne Anreicherung. Diese Autoren detektierten
weniger als 10 bis 10° KbE/g (Cocolin und Rantsiou, 2012).

Die Auswahl einer geeigneten Probenaufbereitungsmethode ist zweifellos ein kritischer
Aspekt der gPCR-Detektion. Diese Methoden sollten sorgféltig und in Abhangigkeit von der
zu analysierenden Lebensmittelmatrix und der Analysensensitivitat ausgewahlt werden. Die
Auswahl des besten Protokolls wird immer ein Kompromiss zwischen Kosten,
Geschwindigkeit und universeller Anwendung hinsichtlich der Lebensmittelmatrix sein
(Cocolin und Rantsiou, 2012). Die Menge an eingesetzter DNA kann auch eine
entscheidende Wirkung auf das Ergebnis ausiiben. Wenn z. B. zu viel DNA eingesetzt wird,
kann die Reaktion inhibiert werden. In diesem Fall sollte die eingesetzte DNA-Menge
verdinnt werden (Rossen et al., 1992; Abbott et al., 1988).

Die sensitive Natur der PCR-Reaktion zeigt eine grof3e Anfalligkeit fir Kontaminationen.
Deshalb ist es wichtig, dass bei allen Arbeitsschritten effektive MaRnahmen zur Vermeidung
der Kontaminationen mit externer DNA angewendet werden, sodass die Gefahr falsch-
positiver Ergebnisse minimiert wird. Es wird eine strikte raumliche Trennung bei der
Durchfuihrung aller Arbeitsschritte, wie Probenaufbereitung (Pra-PCR-Bereich), Handhabung
der Reagenzien (Master-Mix) und Amplifikation sowie Nachweis der Nukleinsauren (Post-
PCR-Bereich) empfohlen. Pipettenspitzen mit Aerosolschutz und geeignete sterile,
nukleasefreie Gefale sind Standard in einem PCR-Labor (Apfalter, 2005).

Zur frohzeitigen Detektion von Kontaminationen ist es hilfreich, Negativkontrollen (,no
template control® oder Master-Mixkontrolle) mitzufihren. Falsch-negative Ergebnisse
resultieren in der Regel aus den inhibierenden Substanzen im Reaktionsansatz. Als Folge
wird die Effektivitat der PCR stark herabgesetzt und es wird kein Amplifikat mehr produziert.
Dies kann durch Zugabe von Inhibitionskontrollen in jedem PCR-Ansatz Uberprift werden.
Von der CEN und ISO wird dieser Vorgang in einer allgemeinen Richtlinie fur PCR-Tests im
Lebensmittelbereich gefordert (EN ISO 22174:2004) (Hoorfar et al., 2004). Wenn die Ziel-
DNA in sehr groBen Mengen vorliegt, passiert es oft, dass die Ziel-DNA amplifiziert wird,

aber nicht die IAC (interne Amplifikationskontrolle). Hier wird die Probe trotzdem als positiv
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betrachtet. Von einer Inhibition wird dann ausgegangen, wenn weder die Ziel-DNA noch die
IAC amplifiziert werden (Konrad und Busch, 2010).

Ein wichtiger Schritt fur die Anwendung von gPCR zur Quantifizierung der Mikroorganismen
in Lebensmitteln ist die Erstellung einer geeigneten Kalibrationskurve. Die Kalibrationskurve
ordnet dem Parameter KbE/g oder ml einen Ct-Wert, den ,threshold cycle“ in der gPCR zu.
Somit kdnnen die Ergebnisse der qPCR zu einem Wert Ubersetzt werden, der mit den
mikrobiologischen Kriterien in Verbindung steht. Bei der Anwendung im Bereich der
Lebensmitteldiagnostik wird empfohlen, dass die Kalibrationskurve in der Lebensmittelmatrix
erstellt wird, da auf diese Weise alle Schritte in der Probenaufbereitung und Amplifikation
bertcksichtigt werden. Es soll vermieden werden, Standardkurven zur Quantifizierung von
Mikroorganismen in einem spezifischen Lebensmittel mittels Verdinnung einer Reinkultur
und DNA-Extraktion aus jeder Verdinnung zu generieren und dannach eine gPCR-Analyse
durchzufiihren. So wird die Wirkung der Lebensmittelmatrix, die sowohl wahrend der DNA-
Extraktion als auch bei der Amplifikation ausgetbt wird, nicht in Betracht gezogen. Sie fuhrt
somit zu einer Unterschatzung der mikrobiologischen Belastung (Cocolin und Rantsiou,
2012).

In diesem Zusammenhang ist hervorzuheben, dass die Erwartungen der gPCR-Analyse je
nach Typ der Zielmikroorganismen sehr unterschiedlich sind. Wahrend bei den Pathogenen
eine niedrige Detektionsgrenze erforderlich ist, ist fur die Quantifizierung der
Verderbnisorganismen eine Anforderung an niedrige Quantifizierungsgrenzen weniger
wichtig. Die Verderbsprozesse finden statt, wenn eine kritische Anzahl an Mikroorganismen
erreicht wird. Diese liegt generell tiber 10° KbE/g oder ml. Somit bestehen weniger Bedenken
hinsichtlich der Mangel an gPCR-Sensitivitat aufgrund der lebensmittelmatrixbedingten
Inhibition. Dieser Parameter darf jedoch nicht vernachlassigt werden, wenn eine korrekte

Quantifizierung der Zielmikroorganismen erzielt werden soll (Cocolin und Rantsiou, 2012).

1.2.5 Uberprifung der verfiigbaren Literatur

Die Anzahl der publizierten Studien Uber die gPCR ist in den letzten 10 Jahren enorm
angestiegen. Allerdings setzt die grol3e Mehrheit auf die Entwicklung von Protokollen zur
Quantifizierung von lebensmittelbedingten Pathogenen. Somit ist die Lebensmittelsicherheit
derzeit der grof3te Anwendungsbereich fir gPCR. Mehrere bakterielle Pathogene sowie
Viren wurden in verschiedenen Lebensmittelmatrizen untersucht. Sie stellen eine grol3e
Masse an Daten zur Verfuigung, die sinnvoll zur Risikobewertungsanalyse verwendet werden
kénnen. Wéahrend die Anzahl der Studien beziglich der lebensmittelbedingten Pathogene
sehr hoch ist, existieren generell wenige Studien beziglich Verderbsassoziierter
Mikroorganismen. Es gibt nur wenige Beispiele von gPCR-Methoden zur Untersuchung der

Anwesenheit und Dynamik von Mikroorganismen in Lebensmitteln, die fir den Verderb
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verantwortlich sind. Ein groReres Defizit zeigt sich in Studien zur Bestimmung der
Gesamtkeimzahl in Lebensmitteln. Diese stellen ein wichtiges Kriterium zur Einschatzung
der Haltbarkeitsdauer der Lebensmittel und zur Risikobewertung von Lebensmitteln
hinsichtlich der pathogenen Keime dar. Eine PCR-basierende Bestimmung der
Gesamtkeimzahl tragt dazu bei, dass Nachteile hinsichtlich der kulturabhéngigen Methoden
umgangen werden und eine schnelle Einschatzung der Haltbarkeitsdauer der Lebensmittel

ermdglicht wird (Cocolin und Rantsiou, 2012).

Die ersten Versuche bezlglich der Anwendung von PCR zur Bestimmung der
Gesamtkeimzahl in Lebensmitteln wurden von Venkitanarayanan et al. (1997) und Gutiérrez
et al. (1998) berichtet. Diese Autoren haben Protokolle mit Hilfe von konventioneller PCR
und anschlieRenden Post-PCR-Prozessen (Chemilumineszenz und ELISA) sowie semi-
guantitative  Protokolle zur Bestimmung der Anzahl von Verderbsassoziierten
Mikroorganismen in Schweinefleisch entwickelt. Allerdings sind die verwendeten Post-PCR
Verfahren sehr zeit- und arbeitsaufwendig.

AulRerdem kann die Weiterverwendung der PCR-Produkte zur Kontamination und Produktion
von falsch-positiven Ergebnissen fuhren. Die wenigen anderen in der Literatur berichteten
Studien erzielten zwar meistens relativ hohe Korrelationsergebnisse mit der Kulturmethode,
zeigten aber bezilglich der Methodik einige Defizite. Diese umfassten z. B. die Anwendung
von Multiple-Kopie-Gen 16S rRNA (Lee und Levin, 2007a), Auswahl von RNA statt DNA als
Amplifikationsziel (um die Probleme hinsichtlich der toten Zellen zu vermeiden) (Dolan et al.,
2009) und Verwendung von Kalibrationskurven, die unter Anwendung von bakteriellen
Reinkulturen erstellt wurden (Takahashi et al., 2006). Diese Studien sind in Tabelle 3
aufgelistet. Uber eine qPCR-basierende Methode zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl in

Gefliigelfleisch wurde bis jetzt nicht berichtet.

Tabelle 3: Verfugbare Studien in der Literatur, zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl mit
Hilfe von gPCR

Lebensmittel- Amplifikationsziel = Quantifizierungs-

matrix (Gen) grenze Methode Literatur
. . 2 konventionelle g

Schweinefleisch 16S rRNA 10° KbE/g PCR/ELISA Gutiérrez et al., 1998
konventionelle Venkitanarayanan et al

Schweinefleisch 23S rRNA 10° KbE/g PCR/Elektrochemi- 1996 Y v
lumineszenz

Rinderfleisch mp 103 KbE/g RT-gPCR Dolan et al., 2009

Fisch (Kabeljau) 16S rRNA 10° KbE/g Real-Time gPCR  Lee und Levin, 2007a/b

verzehrfertiges

Obst und rpoB 103 KbE/g Real-Time qPCR Takahashi et al., 2006

Gemise
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1.2.6 rpoB-Gen als Amplifikationsziel

Der erste Schritt beim Konzipieren einer PCR-Analyse stellt die Auswahl eines geeigneten
Amplifikationszieles dar. Hierzu soll in erster Linie ein Gen selektiert werden, dessen
phylogenetische Eigenschaften mit dem Ziel der Analyse einhergeht. Diese umfasst die
Funktion des Gens im Genom der Bakterien, das Vorhandensein von je nach Ziel
konservierten oder variablen Regionen und die Kopienzahl im Genom. Zudem ist es
entscheidend, dass das Gen ausreichend erforscht ist und seine Sequenzen in
Gendatenbanken zur Verfigung stehen.

In den letzten Jahren weckte das Gen rpoB, das die bakterielle RNA-Polymerase B-Subunit
kodiert, wachsendes Interesse als Grundlage fur die phylogenetischen Analysen in Archae
(Klenk und Zillig, 1994; Puhler et al., 1989) und Bakterien (Rowland et al., 1993). RNA-
Polymerase (RNAP) ist ein wichtiges Enzym im transkriptionalen Prozess und das Endziel
fir die regulatorischen Signalwege (regulatory pathways), die die Genexpression in allen
lebenden Mikroorganismen kontrollieren (Borukhov und Nudler, 2003). In Bakterien ist RNAP
fur die Synthese der mRNA, rRNA und tRNA zustandig. Das 400 kDa RNAP-Core-Enzym
besteht aus funf Untereinheiten: a-Dimer (a,), die B-Subunit, B'-Subunit und w-Subunit.
Diese werden in Folge der Bindung mit einer o-Subunit zu einem Holoenzym umgewandelt,
welches die Transkription bei den Promotoren in die Wege leitet. Der Grof3teil der
katalytischen Funktion der RNAP erfolgt durch die B-Subunit, welche vom rpoB-Gen kodiert
wird (Jin und Gross, 1989). Uber die Universalitat des rpoB-Gens wurde zum ersten Mal von
Morse et al. (1996) berichtet. Der evolutiondre Ursprung dieses Gens weist darauf hin, dass
das rpoB-Gen das Potential hat als starker Chronometer verwendet zu werden (Bocchetta et
al., 2000).

Seit der Pionierarbeit von Rowland et al. (1993) wird die Sequenzierung des rpoB-Gens zum
molekularen Nachweis von Bakterien in der Mikrobiologie eingesetzt. Das rpoB-Gen enthélt
unterschiedliche konservierte und variable Regionen (Boor et al., 1995). Breitband-Primer
(broad-spectrum primers) kénnen fir die konservierten Regionen, die eine interne variable
Region enthalten, generiert werden (Adékambi et al., 2006; Kim et al., 1999). Diverse rpoB-
Genfragmente wurden zur Analyse der Bakterien innerhalb der gleichen Gruppe (Merhej et
al., 2008; Hoffmann und Roggenkamp, 2003; Kwon et al., 2001; Mollet et al., 1997) oder eng
verwandter Gruppen (Tarr et al., 2007; Kupfer et al., 2006; Korczak et al., 2004) verwendet.
Adékambi et al. (2008b) schlagen die hypervariable Region auf dem rpoB-Gen (zwischen
Position 2300 bis 3300) als geeignete Zielsequenz zur Identifizierung und zur
phylogenetischen Diskriminierung auf Spezies- und Subspeziesebene vor (Adékambi et al.,
2008b). Adékambi et al. (2008b) fassen die nitzlichen Besonderheiten des rpoB-Gens fir

mikrobiologische Anwendungen wie folgt zusammen:
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- Das rpoB-Gen erstreckt sich von 3411 bp (Staphylococcus aureus) bis 4185 bp
(Neisseria meningitidis).

- Es ist ein Monokopie-Gen, mit Ausnahme des im RIF-R Nocardia farcinica-Stamm
anwesenden Gens (Ishikawa et al., 2004).

- Die meisten rpoB-Gensequenzen in der Genbank® sind aktuell (10 Jahre im Vergleich
zu 15 Jahren beim 16S rRNA-Gen) und wurden mittels Neu-Generationssequenzer
(Next-Generation-Sequencing) erstellt und sind somit von einer guten Qualitat.

- Die rpoB-basierte Genotypisierung weist darauf hin, dass Nukleotid-Substitutionen
primar bei der dritten Kodonposition, die stille Regionen (silent) sind, entstehen.

- Das rpoB-Gen wurde dank seiner Haushaltsfunktion kaum vom horizontalen
Gentransfer (HGT) betroffen und somit spiegeln seine Sequenzen die Phylogenie von
bakteriellen Genera wider (Case et al., 2007; Korczak et al., 2004).

Es gibt keine kommerziell vorhandene rpoB-Sequenzen-Datenbank. rpoB-Gensequenzen
sollen im Internet aus der Genbank® (www.ncbi.nlm.nih.gov/) bezogen werden kénnen.
Diese grofRe Nukleotid-Sequenz-Datenbank enthalt mehr als 30 Mio. Sequenzen und 30.000
rpoB-Gensequenzen inklusive sowohl vollstandiger als auch Fragment-Sequenzen. Partielle
rpoB-Gensequenzierung (300-750 bp) ist flr eine prazise ldentifizierung eines klinischen
Isolates ausreichend. Partielle Sequenzen stellen vermutlich einen gréR3eren Prozentsatz der
Differenzierung unter den Isolaten als Sequenzen des gesamten Gens dar (Kim et al., 1999;
Mollet et al., 1997).

Es gibt keinen Universalprimer, der auf einmal zur PCR-Amplifizierung und Sequenzierung
von allen bakteriellen Spezies eingesetzt werden kann. Dennoch ist es mdglich ,broad
spectrum“-Primer zu generieren, welche auf zahlreiche Gruppen innerhalb vom gleichen
bakteriellen Phylum abzielen. Adékambi et al. (2008b) haben beispielsweise ein
degeneriertes Konsensus-Primerpaar generiert, das ein 860-bp-Fragment amplifiziert sowie
eine 820-bp-Sequenz in Organismen, die fur funf Gruppen von y-Proteobacteria
reprasentativ - sind, hergeleitet (Adékambi et al., 2008b). Somit stellen die
Konsensusregionen auf rpoB-Gen eine geeignete Grundlage dar, um als Amplifikationsziel
zur Bestimmung der Gesamtzahl verwendet zu werden. Wie aus den Daten in Tabelle 3 zu
entnehmen ist, haben bis auf Takahashi et al. (2006), die dieses Gen als Ziel-DNA zur
Bestimmung der Keimzahl in verzehrfertigem Obst und Gemuse mittels der gPCR verwendet
haben, keine weiteren Studien die Anwendung des rpoB-Gens zur Bestimmung der

Gesamtkeimzahl in Lebensmitteln berichtet.
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1.2.7 Identifizierung von Bakterien mittels der 16S rDNA-Analyse
1.2.7.1 Hintergrund

Die Sequenzanalyse bakterieller 16S rRNA-Gene wird seit vielen Jahren zur ldentifizierung
von Mikroorganismen in der klinischen Mikrobiologie und Lebensmittelanalytik eingesetzt
(Clarridge, 2004; Corless et al., 2000; Cilia et al., 1996). Die wichtigsten Vorteile dieser Gene
sind, dass sie universell verbreitet sind, d. h. sie sind in fast allen Bakterien oft als
Multigenfamilie oder Operons anwesend und ihre Funktion wurde im Laufe der Zeit nicht
geandert. AuRerdem sind sie haufig in mehreren Kopien tber das Genom verteilt. Somit ist
die Sensitivitdt einer Identifizierung sehr hoch. Die rDNA besteht aus konservierten und
(hoch) variablen Bereichen, die sich je nach gewilnschter Spezifitdit als Basis zur
Entwicklung von Primer und Sonden eignen. Das 16S rRNA-Gen (1500 bp) ist grof3 genug,
um fir Bioinformatikzwecke verwendet zu werden (Patel, 2001). Mittels PCR kodnnen
16S rRNA-Genfragmente selektiv aus gemischter DNA amplifiziert werden. In den frihen
1990er wurden die DNA-Sequenzer hinsichtlich Kosten, Methodik und Technologie drastisch
verbessert. Somit kdnnen sich derzeit viele Zentren ein solches Equipment leisten (Janda
und Abbott, 2007).

Die prinzipiellen Schritte bei diesem Verfahren bestehen aus der Isolierung der genomischen
DNA aus Bakterien, der Vervielfaltigung der Ziel-Regionen mit Hilfe von 16S rDNA-
basierenden Primern mittels PCR, der Aufreinigung der PCR-Produkte, der Sequenzierung
der erhaltenen PCR-Produkte und der Auswertung der Sequenzen in silico unter Anwendung
von vorhandenen Gendatenbanken, wie z. B. BLAST N. Als Ergebnis der
Datenbankrecherche werden von BLAST N diejenigen Bakterienstamme gegeben, die die
hdochste Homologie zu der analysierten 16S-rDNA-Sequenz haben. Bei einer
Sequenzhomologie >= 98 % kann haufig eindeutig auf die Gattung und Spezies der
analysierten Bakterienprobe geschlossen werden. Bei einigen genetisch nahe verwandten
Bakterienstammen sind die 16S rDNA-Sequenzen so ahnlich (hohe Sequenzhomologie,
identischer Score bei BLAST N-Auswertung), dass fur eine eindeutige Spezieszuordnung
zusatzliche, physiologische und/oder molekularbiologische Untersuchungen notwendig sind
(Amann et al., 1995).

Diese Methode wurde von einigen Autoren vor der Bestimmung der Keimzahl mittels der
gPCR zur Identifizierung der mikrobiellen Population verwendet. Dolan et al. (2009) haben
nach der Kultivierung der Bakterien aus Rindfleischproben auf verschiedenen
Selektivnahrmedien und Extraktion der DNA aus den gewachsenen Kolonien eine
16S rRNA-PCR durchgefuhrt und die Verderbsassoziierten Bakterien identifiziert. Takahashi
et al. (2006) haben die gleiche Methode verwendet, um die Keimbelastung von
verzehrfertigen Obst- und Gemiuseproben zu identifizieren. Das Ziel dieses Verfahrens

besteht hauptsachlich darin, dass die Primer, die bei der gPCR-Analyse eingesetzt werden,
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mit Hilfe der identifizierten Bakterien auf Spezifitat getestet werden kénnen. Uber eine 16S
rRNA-basierende Methode zur Identifizierung der Verderbniss-assoziierten Mikroorganismen

in Geflugelfleisch wurde bisher nicht berichtet.

1.2.7.2 Aspekte der 16S rRNA-Sequenzenanalyse

Die Anwendung der 16S rRNA-Sequenzanalyse zur Identifikation der Mikroorganismen ist
relativ einfach und schnell. Allerdings haben viele Studien einige Aspekte fir den Einsatz
dieser Methode beschrieben:

Bakterielle Nomenklatur beziuglich der 16S rRNA-Gensequenzierung

Einige Spezies existieren als ,Phenospezies® oder ,Komplex®, d. h. es existieren mehr als ein
Genomovar (DNA-Gruppe) unter dieser Spezies und sie kdnnen nicht phenotypisch getrennt
werden. Beispiele solcher Situationen sind Enterobacter cloacae (mindestens 7 Genomovars
urspriinglich), Pseudomonas stutzeri (18 Genomovars urspringlich) und der Genus
Acinetobacter (22 Genomovars urspriinglich) (Janda und Abbott, 2007).

Resolution der 16S rRNA-Gensequenzierung

Obwohl 16S rRNA-Gensequenzierung in Bezug auf bakterielle Klassifizierung sehr nitzlich
ist, besitzen deren Ergebnisse auf Speziesniveau nur eine begrenzte phylogenetische
Aussagekraft und eine schwache Diskriminierung fir einige Genera. So sind DNA-
Verwandtschaftsstudien notwendig, um eine absolute Resolution zu erreichen. Janda und
Abbott (2007) berichteten, dass obwohl die Typstdmme von Edwardsiella-Spezies eine
99,35-99,81 %-ige Ahnlichkeit zueinander zeigen, jedoch biochemisch und mittels DNA-
Homologie (28 bis 50 % Verwandtschaft) deutlich unterscheidbar sind. Solche Beispiele
zeigen, dass die Sequenzhomologie nicht in allen Fallen auf eine Identitat oder Genauigkeit
in der mikrobiellen Identifizierung hinweisen. Viele Autoren haben von Resolutionsproblemen
mit den 16S rRNA-Gensequenzierungsdaten auf der Genus- und/oder Speziesebene
berichtet. Diese umfassen u. a. (nicht exklusiv) die Familie Enterobacteriaceae
(insbesondere Enterobacter und Pantoa), die Acinetobacter baumannii-A, Achromobacter
und Acinetomyces. In anderen Fallen betragt die Divergenz zwischen benachbarten
Stdmmen und einem unbekannten Stamm <0,5 % (d. h. >99,5 % Homologie). In solchen
Situationen konnen kleine Unterschiede die Auswahl der nahesten Treffer als definitive

Identifizierung nicht rechtfertigen (Fontana et al., 2005).

Definition von Spezies-ldentifizierung mittels 16S rRNA- Gensequenzdaten

Leider ist keine universale Definition fiir Spezies-ldentifizierung mittels der 16S rRNA-
Gensequenzierung vorhanden und die Autoren unterscheiden sich bei der Anwendung
akzeptabler Kriterien fiir die Bestimmung der Spezies-Ubereinstimmungen stark. Kaum

Uiberschreitet die Definition Spezies-,Match® tiber 99 % -Homologie. Selbst dieser Grenzwert

36



Einleitung

kann nicht in allen Fallen ausreichend sein, um eine genaue ldentifizierung zu gewabhrleisten.
Im Falle der Aeromonas veronii kann das Genom z. B. bis zu sechs Kopien des 16S rRNA-
Gens beinhalten, die eine bis zu 1,5 % groRe Variabilitat aufweisen. Diese weist auf eine
intergenomische Heterogenitat unter Aeromonaden hin und kann die Anwendung dieses
Verfahrens fir die Spezies-ldentifizierung ohne weitere biochemische Analysen

beeintrachtigen.

Die Anwendung der 16S rRNA-Gensequenzierung fur eine definitive, mikrobielle
Identifizierung fordert eine stimmige Reihe von Richtlinien fir die Interpretation von
Sequenzdaten, die implementiert werden sollen, sodass die Ergebnisse von Studien mit
einander verglichen werden kdénnen. Da die Anpassung der 16S rRNA-Gensequenzierung
als ein Werkzeug fur eine Spezies-ldentifikation nach wie vor ein relativ neues Phanomen in
vielen Mikrobiologielaboren ist, werden solche Standards vermutlich erst im Laufe der Zeit
entwickelt (Janda und Abbott, 2007).

1.3 Zielsetzung und Aufbau der Versuche

Im Rahmen dieser Arbeit soll ein molekularbiologisches Verfahren auf Basis der
Real-Time gPCR zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl in Gefliigelfleisch entwickelt werden.
Die Ergebnisse dieser Methode sollen mit denen aus dem klassischen Kulturverfahren in

Korrelationsanalysen verglichen werden.
Fur die Durchfihrung sind folgende Arbeitsschritte geplant:

— Durchfiihrung einer PCR-Analyse zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl in
Fleischproben mit Hilfe von Universal-Primern aus der Literatur im Rahmen der
Vorversuche und Auswertung der Ergebnisse in Korrelation mit dem
Plattenkulturverfahren. Hierfiir soll eine taugliche Methode fir die Aufbereitung der
Fleischproben und Entfernung der PCR-Inhibitoren ermittelt werden. AuZerdem soll

ein geeignetes DNA-Extraktionsverfahren ausgewahit und verwendet werden.

— ldentifizierung der Verderbsassoziierten Bakterien in Geflugelfleisch mittels der 16S
rRNA-Sequenzenanalyse. Nach Kultivierung der Bakterien von Gefllugelfleisch auf
verschiedenen Selektivnahrmedien werden ihre DNA mittels PCR vervielfaltigt. Die

PCR-Produkte werden sequenziert und mit Hilfe der BLAST N-Analyse ausgewertet.

— Auswahl eines geeigneten Amplifikationsziels und Generieren der Primer anhand der
vorhandenen Gensequenzen in o6ffentlichen Datenbanken. Die Eignung der
generierten Primer zum Einsatz in die Real-Time PCR soll ermittelt und die

bestfunktionierenden Paare fir weitere Analysen ausgewahlt werden.
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— Entwicklung eines Real-Time PCR-Systems unter Anwendung von generierten
Primern. Hierfir werden die Ergebnisse der PCR-Analyse mit denen aus dem
Kulturverfahren in Korrelationen verglichen. Der Primer mit dem besten

Bestimmtheitsmal? wird fur die Quantifizierungsanalyse eingesetzt.

— Weiterentwicklung der Real-Time PCR zu einer quantitativen Analyse. Hierfur wird
mit Hilfe einer Verdinnungsreihe aus der bakteriellen DNA eine Kalibrationskurve
erstellt und anhand dieser eine absolute Quantifizierung der Gesamtkeimzahl in
Geflugelfleisch durchgefuhrt. In einem parallelen Versuch wird die Tauglichkeit eines
Pra-PCR Schrittes zur Entfernung der Inhibitoren von Standards ermittelt. Die
Wiederholbarkeit der entwickelten gPCR-Analyse wird durch DNA-Proben aus neuen

Geflugelfleischproben tberprift.

Somit besteht die Arbeit aus funf praktischen Abschnitten (Abschn. 3.1 bis 3.5). Jeder
Abschnitt beginnt mit einer Einleitung, die das Ziel und den Aufbau der Versuche kurz
beschreibt, gefolgt von der dazu gehdrigen Durchfihrung der Versuche (Methode), den
Ergebnissen, der Diskussion und der Schlussfolgerung. Die verwendeten
Versuchsmaterialen werden vorab beschrieben (Abschn. 2). Ein Fazit fur die gesamte Arbeit
und ein Ausblick Uber mdgliche Weiterentwicklungen werden im letzten Abschnitt (Abschn.

4) zusammengefasst.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Die Tabelle 4 stellt die verwendeten Chemikalien in der vorliegenden Arbeit dar.

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

Bindepuffer fir DNA-Extraktion

Bindepuffer fir DNA-Purifikation

D (+) Glucose-Monohydrat

Elutionspuffer (TE,10 mM Tris-HCI, pH8,5)

Entfarber

Ethanol, reinst > 99,5 %

Ethidiumbromid (10 ml, Konz. 0,625 mg/ml)
Immersionsol

Isopropanol

Kristallviolett

Lugol'sche Lésung

Lysepuffer (Genomic Lyse buffer fiir DNA-Extraktion)
Magnesiumsulfat Heptahydrat (MgSO4 * 7H,0)
Molekularbiologisches (hoch reines) Wasser
Natriumchlorid (NaCl)

Pepton aus Casein

Proteinase K

Safraninlésung

SeaKem®LE Agarosegel (1 %)

TAE-Puffer (40 mM Tris-Puffer, 20 mM Acetat, 1 mM EDTA)
TE-Puffer fur DNA Purifikation

Tris-Puffer (1.0 M), pH 8,0 (Molecular Biology Grade)
Tryptic Soy Boullion (CASO-Bouillon)

Waschpuffer fur DNA-Purifikation
Waschpuffer fir DNA-Extraktion

Genetic ID (Europe GmbH), Augsburg, D.
Thermo Fisher Scientific, Waltham USA
Merck KGaA, Darmstadt, D.

Genetic ID (Europe GmbH), Augsburg, D.
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D.

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D.

Dianova GmbH, Hamburg, D.

Carl Zeiss AG, Oberkochen, D.

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D.

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D.

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D.

Genetic ID (Europe GmbH), Augsburg, D.
Merck KGaA, Darmstadt, D.
Sigma-Aldrich GmbH, Minchen, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D.

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D.

Genetic ID (Europe GmbH), Augsburg, D.
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D.

Lonza Group Ltd, Basel, CH.

AppliChem GmbH, Darmstadt, D.
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Merck KGaA, Darmstadt, D.

Merck KGaA, Darmstadt, D.

Thermo Fisher Scientific, Waltham USA
Genetic ID (Europe GmbH), Augsburg, D.
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2.2 L6sungen und Puffer

- Ladepuffer (10X) (5 PRIME™, Thermo Fisher Scientific GmbH, D)

DNA-Gelladepuffer (0,21 % Bromophenol Blue, 0,21 % Xylene Cyanol FF, 0,2 M EDTA und
50 % Glycerol). 1 pl vom PCR Produkt wird in 9 pl Ladepuffer gelost (1/10) und auf das
Agarosegel aufgetragen.

- TAE-L6sung (1X) (AppliChem GmbH, Darmstadt, D.)

20 ml kommerziell vorbereiteter 50X TAE-Puffer (40 mM Tris-Puffer, 20 mM Acetat,
1 mM EDTA) wurde in 980 ml destilliertem (dest.) Wasser gelost und 15 Minuten bei 121 °C
autoklaviert.

- Verdiinnungslésung (Peptonsalz-Losung) nach DIN EN ISO 6887-1:2014

1 g Pepton aus Casein wird mit 8,5 g NaCl in 1 | dest. Wasser suspendiert und 15 Minuten
bei 121 °C autoklaviert.

- Verdiinnungslésung (SMS)
1 mM MgSO, (120,37 mg/mmol) und 0,85 % (0,85 g) NaCl werden in 10 ml dest. Wasser

suspendiert und fir 15 Minuten bei 121 °C autoklaviert.

- Verdiinnungslosung (TSBY)

30 g Tryptic Soy Bouillon und 0,5 % (5 g) Dextrose werden in 1 Liter dest. Wasser
suspendiert und fir 15 Minuten bei 121 °C autoklaviert.

2.3 Kulturmedien

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Kulturmedien, die Zusammensetzung und die

Zubereitung sind in Tabelle 5 zusammengefasst.
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Tabelle 5: Verwendete Kulturmedien (Alle festen Nahrboden beinhalten Agar-Agar. Die pH-Werte wurden entsprechend der Empfehlung des

Herstellers eingestellt.)

Agars und Bouillons: Hersteller/Kat.-Nr. ~ Zusammensetzung Menge Supplemente Zubereitung
Pepton (Casein, tryptisch 50 all Die Nahrbodenbestandteile
VM646963425 verdaut) Jg werden in 1 | Aqua dest.
1.05463.0500 suspendiert, bis zum
Plate Count Agar (PC) Merck KGaA, Hefeextrakt 2,59/ vollstandigen Ldsen erhitzt und in
Darmstadt, D Glucose 1,0 g/l einem Kulturko]pgn fir 20 min bei
121 + 1 °C sterilisiert.
Hefeextrakt 3,09/
Pepton 7,09/l o _

. . VM656875438 Natriumchlorid 5,0 g/l Die Nah.rbodenbestandtelle
Kristallviolett-Galle- 1.10275.0500 Gallensalze Nr. 3 15 g/l werden in 1 | Aqua dest.
Glucose-Agar (VRBD) Merck KGaA, : ~ 9 suspendiert und bis zum

Darmstadt, D Glucose 10,0 g/l vollstandigen Losen erhitzt.
Neutralrot 0,03 g/l
Kristallviolett 0,002 g/l
Pepton 10 g/l
Fleischextrakt 8,0 g/l
cH;ﬁJfEs::akt 2460099/;| Die Nahrbodenbestandteile
Lactobacillus-Agar nach de 1.10660.0500 Tween 80 1, mi :Ilfstd:%ir:arlt Itﬁgginciest.
Man, Rogosa und Sharpe Merck KGaA, o P . . .
(MRS-Agar) Darmstadt. D Dikaliumhydrogenphosphat 2,09/ V(_)Ilstandlgen Losen erhitzt u_nd in
’ Natriumacetat 5,0 g/l ig]leT 1I(iJ(I:turtko!|t?qn ftl']r 15 min bei
Triammoniumcitrat 2,049/ B sterfisiert.
Magnesiumsulfat 0,2 g/l
Mangan(l1)-Sulfat 0,05 g/l
Sodium L(+)glutamat 10,0 g/l Die(Ij\léh_rbodlenbestgndteile
Glutamate Starch Phenol- Starke, soluble 20,0 g/l Penicillin G (100,000 1U) werden in 1] Aqua dest.
1.10230.0500 d ' suspendiert, bis zum
red (GSP) Agar . . 1722-0299 . . .
Merck KGaA, Kaliumdihydrogenphosphat 2,09/ vollstandigen Lésen erhitzt und
(Pseudomonas-Aeromonas JenaPharm GmbH und . . . e
Selektiv-Agar) Darmstadt, D Magnesiumsulfat 0,5 g/l CoKg, Jena, D fur 15 min bei 121 + 1 sterilisiert.
’ ' Danach Abkihlung 50-45 °C und
Phenolrot 0,36 g/l Einmischung von Penicillin G.
Pepton 20,0 g/l Die Nah_rbodenbestandteile
1.05465 Lactose 10 g/l werdendl_n 1 IbA_qua dest.
MacConcey Agar Merck KGaA, Gallensalze 5,0 g/l suspen |_ert, ISzum .
Darmstadt. D Natri hlorid 5.0 al V(_)Ilstandlgen Ldsen erhitzt u_nd in
' atnumchiort g einem Kulturkolben fiir 15 min bei
Neutralrot 0,075 g/l 121 + 1 °C sterilisiert.
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Agars und Bouillons: Hersteller/Kat.-Nr. Zusammensetzung Menge Supplemente Zubereitung
Fleischpepton 10,0 g/l
Hefeextrakt 5,09/
Lactalbumin 5,09/
Bolton- 1.00068.0500 Natriumchlorid 5049/
Anreicherungsbouillon- Merck KGaA, a-Ketoglutarsaure 1,09/ fertige Lésungen kommerziell erhalten
Basis Darmstadt, D Natriumpyrovat 0,5gll
Natriummetabisulfit 0,549l
Natriumcarbonat 0,6 g/l
Haemin 0,01 g/l
Peptongemisch 8,59 g/l
Hefeextrakt 0,92 g/l
CM0910 Natriumchlorid 7,40 g/l . .
MSRYV (Salmonellen)-Agar Oxoid Kalium-di- 1,47 g/ fertig gegossene Platten kommerziell erhalten
hydrogenphosphat ’
Magnesiumchlorid 12,53 g/l
Malachitgriin-Oxalat 0,037 g/l
Columbia-Agar-Basis 39,0 g/l
Hefeextrakt 3,09/ PALCAM-Selektiv- 3559 PALAM-Ag_ar-Basis wur_z_jen_ in 50(_)_ ml Aqug dest.
Glucose 0,5 g/l Supplement (1 suspendiert und bis zum vollstandigen Losen erhltozt,
1.11755 Asculin 0.8 g/l Rohrchen je 500 ml) fur 15 _l_\/llnuten bei _121 C autoklaviert und auf 50 C
PALCAM-Agar Merck KGaA, ; . . ' abgekihlt. Inhalt eines Réhrchens PALCAM-Selektiv-
Darmstadt, D Eisen(lll)-ammoniumcitrat 0,5 g/l OSR%lf.?g Supplement wurde in 2 ml Aqua. dest. gelést und
Mannit 10,0 g/l Har)r(%shire UK aseptisch zu 500 ml abgekiihlter PALCAM-Agar-Basis
Phenolrot 0,08 g/l ' gegeben, gut gemischt und Platten gegossen.
Lithiumchlorid 15,0 g/l
24,2 g Pseudomonas-Agar-Basis wurden in 500 ml
Aqua dest. suspendiert, 5 ml Glycerin wurde zugefligt
Gelatinepepton 16,0 g/ ZZ?;I?t?vr?SOSs;I-eCr;Z-nCt: ur?d bis zum voﬂ_sténdigen Lﬁse?: erhitzt, 15 Min%tengbei
CM559 . N . 121 °C autoklaviert und auf 50 °C abgekdhlt. Inhalt
Pseudomonas-Agar-Basis Merck KGaA, Cas?eln-Hydronsat 10,09/ < Roh[chen Je 500 eines Rohrchens Pseudomonas-C-F-C-Selektiv-
Darmstadt, D Kallums_ulfat . 10,0 g/ ml Néhrboden) Supplement in 2 ml einer Mischung aus Ethanol und
' Magnesiumchlorid 1,4 g/l 1.07627.0020

Merck

sterilem Aqua dest. (1:1) gelést und zu 500 ml steriller,
abgekihlter Pseudomonas-Agar-Basis gegeben. Gut
gemischt und auf Platten gegossen.
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2.4 Oligonukleotide

Die synthetisierten Oligonukleotidprimer von TIB-MOLBIOL wurden in 1 ml hoch reinem

Wasser und die von Eurofins MWG in verschiedenen Mengen TE-Puffer gel6st, sodass eine

Endkonzentration von 100 pmol/ul erreicht wurde. Diese wurden in kleineren PCR-GefalRen

aliquotiert und fur die langfristige Anwendung bei -20 °C aufbewahrt (Tab. 6).

Tabelle 6: Verwendete Primer (Primer ohne Literatur-Angabe wurden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit generiert.)

Oligoname

Sequenz (5->3")

Literatur

Synthese-Firma

Forward (F1)
Reverse (F2)

TGGTCTGAGAGGATGATCAGTCA
AGTGCTTTACAATCCGAAGACCT

Gutiérrez et. al, 1998

TIB-MOLBIOL Syntheselabor
GmbH, Berlin, D.

Forward AGTTTGATCCTGGCTCAG Dolan et. al, 2009 TIB- MOLBIOL Syntheselabor
Reverse AGTTTGATCCTGGCTCAG GmbH, Berlin, D.
TATCCGTTCCGTTGGCGAAA Eurofins MWG Operon
PoB 15 TGGCTGGAACCGAAGAACTC Ebersberg, D.
GAGTTCTTCGGTTCCAGCCA Eurofins MWG Operon
poB 1 TTTCAATCGGGCAGACACGA Ebersberg, D.
GAAGTCCGAGACGTACACCC Eurofins MWG Operon
PoB 12 GCTTTCCAGGAAGCCGTACT Ebersberg, D.
TGGTGTCGTTCAGTACGTGG Eurofins MWG Operon
PoB & ACACACGGCATCTGGTTGAT Ebersberg, D.
ATGGCNGGWCGTCACGGTAAC Eurofins MWG Operon
poB 1C CTGACCACCGAAYTGHGCYTTA Ebersberg, D.
AGCGTAACGTAGNCTCGTG Eurofins MWG Operon
rpoB 2C

GGTCAGGTTGTAGATATCGACAC3

Ebersberg, D.

2.5 PCR-Reagenzien

Tabelle 7: Verwendete Reagenzien in der PCR-Mischung

gPCR Reagenz

Hersteller

iQ™ SYBR® Green Supermix

Molekularbiologisches Wasser (DNase-,
RNase-,Proteasefrei)

Primer Forward

Primer Reverse

Siehe Tabelle 6
Siehe Tabelle 6

BioRad Laboratories GmbH, Miinchen, D.

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, D.
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2.6 PCR-Kits

Tabelle 8: Verwendete Kits

Kit Hersteller

Fast ID Genomic DNA Extraction Genetic ID (Europe ) GmbH, Augsburg, D.
GeneJET PCR Purification Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham USA
IQ™SYBR® Green Supermix BioRad Laboratories GmbH, Miinchen, D.
2.7 Gerate

Tabelle 9: Verwendete Gerate

Geratename Hersteller

Agarklav INTEGRA Biosciences GmbH, Biebertal, D.

Autoklav Systec GmbH, Linden, D.

Chromo4™ Real-Time PCR Detector BioRad Laboratories GmbH, Miinchen, D.

DNA Engine®, Peltier Thermal Cycler BioRad Laboratories GmbH, Munchen, D.
Elektrophoresekammer Owl Scientific Inc., Woburn, USA

Elektrophorese Stromversorgung Elvi, Mailand, Italien

Fotometer WPA CO 80.000, Biowave; Harvard Bioscience, INnC, UK
Inkubator Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, D.

Kolonie Zahler OMNILAB-LABORZENTRUM GmbH & Co. KG, Bremen, D.
Magnetrihrer Bibby Scientific Limited, Staffordshire, UK

Mikroskop Carl Zeiss AG, Oberkochen, D.

NanoDrop™ 1000 Spectrophtemeter Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
Sicherheitswerkbank Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

Stomacher Labor und Analysen-Technik GmbH, Garbsen, D.
Thermoschuttler Eppendorf AG, Hamburg, D.

UV-Licht Spektrophotometer Intas Science Imaging Intruments GmbH, Géttingen, D.
Vortex VWR International GmbH, Darmstadt, D.

Waage KERN & SOHN GmbH, Balingen, D.

Zentrifuge (Biofuge pico) Heraeus Intruments GmbH, Hanau, D.

2.8 Software

Tabelle 10: Verwendete Software

Software Hersteller

Chromo™ 4 System BioRad Laboratories GmbH, Miinchen, D.

ClustalX http://www.clustal.org

DNA Engine Opticon© 2 System, Version 3.1 BioRad, Miinchen, D.

Microsoft Office Excel 2003/2010 Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleil3heim, D.

Primer3 http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/input.htm
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2.9 DNA-Extraktionsverfahren

2.9.1 DNA-Extraktionskit

In der vorliegenden Arbeit wurde ein universelles DNA-Extraktionskit (Fast ID Genomic DNA
Extraction, Genetic ID Europe, D.) verwendet, das nach Angaben des Herstellers geeignet
ist, bakterielle DNA aus verschiedenen Matrizen (Samen, Pflanzen, Lebensmitteln, Blut, etc.)

zu isolieren.

2.9.2 Komponenten des Kits

- Proteinase K: ein Enzym (Proteinase), das Peptidbindungen, sowohl im Inneren als
auch an den Enden der Proteine angreift und zum Abbau von Proteinen in Zelllysaten
(z. B. bakterielle Zellwand) sowie zur Freisetzung von DNA, insbesondere flr
grampositive Bakterien, eingesetzt wird. Dieses Enzym gehdrt zur Familie der
subtilisinahnlichen Serinproteinasen und wird aus dem Schlauchpilz Tritirachium
album extrahiert.

- Lysepuffer (Genomic Lyse buffer)

- Bindungspuffer (Genomic Bind buffer)

- Waschpuffer (Genomic Wash buffer)

- DNA-Bindungsséaulen (DNA Binding Columns)

- 1XTE (10 mM Tris-HCI, 1mM Na-EDTA pH 8.0)

Zusatzlich erforderliches Equipment und Materialien:

- 60-65 °C Inkubator

- Mikrozentrifuge (geeignet fur 1,5 ml und 2 ml Zentrifugengefalle)
- 75 %iger Ethanol

- Hochreines Wasser (Molecular biology reagent grade water)

Alle Reagenzien des ,Fast ID“-Kits sollten bei Raumtemperatur (20-25 °C) gelagert werden
und waren 1 Jahr unter diesen Bedingungen haltbar. Die Proteinase K sollte, nachdem sie

zur vorgegebenen Konzentration rekonstituiert wurde, bei 2-8 °C aufbewahrt werden.

2.9.3 Genereller Uberblick tiber das Arbeitsprotokoll

Eine sehr sorgfaltige Homogenisierung der Probe vor der Durchfiihrung des Protokolls wurde
seitens des Herstellers empfohlen, um die Gefahr einer versehentlichen Kontamination der
Probe auszuschlieRen. Eine Kontamination kann durch nicht angemessen gereinigtes
Equipment oder durch eine schlechte Laborpraxis wahrend der Homogenisierung, des

Abwiegens oder der Beschriftung der Teilprobe stattfinden (Abb. 6).

- Die homogenisierte Probe wurde mit Lysepuffer inkubiert, der die Zelle der Teilprobe
lysierte und Proteine, DNA und andere zellulare Bestandteile aufloste. Die

Proteinase K wird zugegeben, um die Proteine in der Probe zu verdauen.
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- Der Bindungspuffer wird dem DNA-haltigen Uberstand zugegeben und dann auf eine
Saule gegeben, an der die DNA bindet.

- Die Kontaminanten werden durch die Séaule mittels eines speziell formulierten
Waschpuffers und einer Reihe von Waschschritten mit Ethanol entfernt.

- Die DNA wird von der Saule mittels 1xTE eluiert.

|_y59n > Vorbereitung der Proben (200 mg/200 pl)

Hinzufligen von 1 ml Lysepuffer (versetzt mit Proteinase K)

Inkubation bei 65 °C fir 10-30 min.

Zentrifugation bei 10.000 rpm far 5 min

Binden > Mischung von 500 pl des Uberstands mit 500 pl
Bindungspuffer

Zentrifugation bei 10.000 rpm fir 5 min

Gabe des Uberstands auf eine Bindesaule

Waschung der Bindes&ule mit 800-1000 pl

Waschen Waschpuffer

Waschung der Bindesaule 3X mit 800-
1000 pl 75 %Iigem Ethanol

Zentrifugation der Bindesaule zum Trocknen

Eluierung der DNA aus der Bind ungssaule mit

Eluieren Hilfe von 100 pl 1X TE Puffer

Abbildung 6: Durchfiihrung des DNA-Extraktionsverfahrens.

2.9.4 Durchfuhrung

Als erstes wurde die gesamte Menge an Proteinase K (10 pl) mit hochreinem Wasser
(Molecular biology reagent grade water, Sigema, D) versetzt, sodass eine 10 mg/ml

Proteinase K Losung erhalten wird (500 pl Wasser fur 50 Extraktionen).

Fur jede Extraktion wurden 1000 pl ,Genomic Lysepuffer mit 10 ul Proteinase K Ldsung
(10 mg/ml) vorgemischt. Zur Zelllyse werden jeweils 200 pl (oder 200 mg) der
homogenisierten Probe mit 1 ml des mit Proteinase K vorgemischten Lysepuffers versetzt.
Nach der Homogenisierung wurde die Loésung fir 25 min bei 65 °C inkubiert und

anschlief3end fir 5 min bei 9.500 g (10.000 rpm) zentrifugiert.
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500 pl des Uberstands wurden mit der gleichen Menge des ,Genomic Bindungspuffer*
gemischt und homogenisiert. Nach 5 min Zentrifugation bei 9.500 g (10.000 rpm) wird der
Uberstand auf ,DNA Bindesdulen“ tibertagen und mittels Zentrifugation durch die Saulen
beférdert. Die DNA wurde anschlieRend einmal mit Waschpuffer und dreimal mit 75 %igem
Ethanol gewaschen und zentrifugiert. Danach wurden an das Séaulenmaterial adsorbierte
Nukleinsduren mit 100 pl TE-Puffer (10 mM Tris-HCI, 1mM Na-EDTA pH 8.0) in 2 ml

Reaktionsgefalie eluiert und bei 4 °C aufbewahrt.

2.10DNA-Aufreinigungsverfahren

2.10.1 DNA Purification Kit (Thermo Scientific GeneJET PCR Purification Kit)

Nach Herstellerangaben wurde das ,GeneJET PCR Purification“-Kit [Thermo Fisher
Scientific Inc., D] fur schnelle und effiziente Aufreinigung der DNA aus PCR und anderen
enzymatischen Reaktionsmischungen entwickelt. Das Kit nutzt eine eigene Silica-basierte
Membrantechnologie in Form einer geeigneten Spin-Saule, die den Bedarf an mihsamen
Harzmanipulationen oder toxischen Phenol-Chloroform Extraktionen eliminiert. Das
Purification-Kit soll Primer, dNTPs, Uberflissige Nukleotide, Enzyme und Salze effizient aus
den PCR- und anderen Reaktionsmischungen entfernen kénnen. Dieses Kit kann fiir die
Aufreinigung von DNA-Fragmenten ab 25-20.000 bp verwendet werden. Die
Wiedergewinnungsrate (recovery rate) soll 90-100 % in einem 100-10.000 bp DNA-
Fragment-GroRenspektrum  sein. Jede ,GeneJET-Aufreinigungssaule® hat eine

Gesamtkapazitat von bis zu 25 pug an DNA und die gesamte Prozedur dauert nur 5 Min.

2.10.2 Prinzip der Methode

Bei jedem Reaktionsansatz wird die DNA mit dem Bindungspuffer gemischt und zur
Aufreinigungsséule hinzugegeben. Der Bindungspuffer denaturiert die Proteine und fordert
die effektive DNA-Bindung an die Silica-Membran der Saule. Durch einen Farbindikator im
Bindepuffer wird eine einfache Uberwachung des pH-Wertes der Losung fiir eine optimale
DNA-Bindung ermdglicht. Die fremden Bestandteile werden mittels eines Waschschritts
entfernt. Anschlielend wird die gereinigte DNA mit Hilfe eines Elutionspuffers von der
Membransaule abgeldst. Die aufgereinigten PCR-Produkte sind geeignet, um zur DNA-

Sequenzierung und Gel-Elektrophoreseanalyse eingesetzt zu werden.
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2.10.3 Komponenten des Kits

Tabelle 11: Inhalt des Gen JET PCR Purification Kits (Thermo Fisher Scientific Inc., D)

GeneJET PCR Aufreinigungskit fir 50 Anwendungen
Bindepuffer 12 ml

Waschpuffer (konzentriert) 9 mi

Elutionspuffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,5) 15 ml

GeneJET Aufreinigungsséaulen 50

2.10.4 Durchfuhrung

Zunachst wurden 25 ul (1:1) des Bindepuffers zur PCR-Mischung gegeben und grindlich
gemischt. An dieser Stelle wurde die Mischfarbe gepruft; bei ,Orange“ oder ,Violett* wurden
10 pl Natriumazetatlosung (3 M, pH = 5,2) hinzugegeben und bei ,Gelb* erfolgten keine
Zugabe weiterer Chemikalien.

Das Gesamtvolumen (ca. 50 ul) der oben erhaltenen Mischung wurde auf die
Aufreinigungssaule aufgetragen und fiir 30-60 s zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen.

700 pl vom Waschpuffer wurden auf die Aufreinigungssaule gegeben und fir 30-60 s

zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen.

AnschlieBend wurde die Aufreinigungssaule fur 1 min zentrifugiert, sodass der restliche
Waschpuffer vollstandig entfernt wurde.

Die Saule wurde in ein sauberens 1,5 ml grolRes ZentrifugengefalR tbertragen. 50 pl vom
Elutionspuffer wurden auf die S&ule pipettiert und 1 min zentrifugiert. Die S&ule wurde

entsorgt und die purifizierte DNA-Probe wurde bei -20 °C gelagert.
Zusatzlich notwendige Materialien und Equipment fur die Durchfiihrung des Versuchs:

- Ethanol 96-100 %

- Isopropanol

- 3 M sodium acetate, pH 5,2 (ggf. erforderlich)
- Mikrozentrifuggerat

- 1,5 oder 2 ml Mikrozentrifuggefalie

- Hitzeblock oder Wasserbad (ggf. erforderlich)

2.11Bestimmung der DNA-Qualitat und DNA-Ausbeute

2.11.1 Thermo Scientific NanoDrop™ 1000 Spektrophotometer

Das Thermo Scientific NanoDrop™ 1000 Spektrophotometer von Thermo Fisher Scientific,
(USA) wurde in dieser Arbeit fur die Qualitats- und Konzentrationsmessung der DNA-Proben,

die aus Bakterienkolonien isoliert wurden, verwendet. Nach Angaben des Herstellers ist das
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Gerat in der Lage die Konzentration von 1 pul Probe mit hoher Genauigkeit und
Reproduzierbarkeit zu messen. Das Konzentrationsmessungspektrum betragt bis zu 3700

ng/ul doppelstrangiger (dsDNA) ohne Verdinnung.

2.11.2 Prinzip der Messung

Die Nukleinsauren absorbieren ultraviolettes Licht (UV-Licht) bei bestimmten Wellen-Langen
(A=280 nm). Je mehr Licht von einer Probe absorbiert wird, desto hoher ist deren
Nukleinsdurekonzentration. Mit Hilfe des ,Lambert-Beer'schen Gesetzes ist es maoglich,
anhand der Menge des absorbierten Lichtes, auf die Konzentration des lichtabsorbierenden
Molekdils zu schlieRen.

Reinheit der DNA-Probe (sample purity): Fur Nukleinsdureproben ist es ublich, mit anderen
Molekilen kontaminiert zu sein (z. B. mit Proteinen oder organischen Substanzen). Um die
Reinheit der Probe einzuschatzen, wurde zusatzlich der Extinktionskoeffizient bei A=280 nm
(Absorptionmax. der Proteine) gemessen und der Quotient Asegngo €rmittelt. Fir reine DNA-
Proben betragt Assons0 ~ 1,8. Werte darunter deuten auf Phenol- oder Proteinverunreinigen
hin.

2.11.3 Durchfihrung der Messung

Die unverdinnte Probe wurde direkt auf die Messoberflache pipettiert. Durch die
Oberflachenspannung entsteht eine Flussigkeitssaule zwischen den optischen Fasern des
Spektrophotometers, das den Messweg darstellt. Nach der Messung wurde die
Messoberflache gereinigt. Mit dem NanoDrop™ 1000 Spektrophotometer gibt es zusatzlich
die Mdoglichkeit einer graphischen Darstellung eines Absorptionsspektrums im Bereich von
220 nm bis 350 nm. Ein typisches DNA-Absorptionsspektrum wurde in Abbildung 7

dargestellt.
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Abbildung 7: DNA-Konzentrationsmessung mittels NanoDrop™- Spektrophotometer
(Thermo Fisher Scientific, USA; eigene Untersuchung).

2.12Elektrophoretische Trennung der DNA

2.12.1 Prinzip der Methode

Bei der klassischen PCR (ggf. auch bei der Real-Time PCR) erfolgt der Nachweis der
gewonnenen Amplifikate nach Ablauf der PCR-Zyklen mit Hilfe einer Gelektrophorese. Die
Funktion der Gelelektrophorese entspricht einem Sieb fir DNA-Molektle. Die PCR-Produkte
lassen sich aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphatgruppe unter Spannung (elektrisches
Feld) ihrer GréRe nach durch die Gelmatrix auftrennen. Die PCR-Amplifikate werden mit
einem DNA-interkalierenden Farbstoff wie Ethidiumbromid angefarbt und unter UV-Licht
visualisiert. Die GrofRe der Amplifikate wird durch einen Vergleich mit Banden bekannter
GroRe (DNA-Marker/Leiter; Abb. 8), der wéhrend der Elektrophorese neben den zu
untersuchten Proben mitgefiihrt wird, abgeschétzt.

2.12.2 Material

- Tris-Acetat-EDTA (TAE) Puffer: 50X Tris-Acetat-EDTA-Elektrophoresepuffer
(AppliChem GmbH, Darmstadt, D). Dieser wird als Elektrophoresepuffer fiir Agarose-
Gele verwendet und ist aus 40 mM Tris-Actate und 1 mM EDTA, pH 85
zusammengesetzt.

- 1,5 %iges Agarosegel (SeaKem®LE Agarose, Lonza Group Ltd., USA)

- Ladepuffer: DNA GEL Loading Buffer 10X (5 PRIME™, Thermo Fisher Scientific
GmbH, D). Das 10X Konzentrat besteht aus:

- 0,21 % Bromophenol Blue
- 0,21 % Xylene Cyanol FF
- 0,2MEDTA, pH 8.0
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- 50 % Glycerol

- Ethidiumbromid (Merck KGaA, D)
- DNA-Marker: (GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, Ready-to-use, 10 pl, 0,1 pg/ul;
Thermo Fisher Scientific, D).

é"’ GeneRuler ~ 100bp DNA Ladder Plus,
= Fermenfas ready-to-use
o Improved consistency bp np/0Sug %
CERTIFICATE OF ANA.L\V.SIS in band intensity;
GeneRuler changed quantities per band

100bp DNA Ladder Plus,

ready-to-use

#SM0323  50)g — 8 #3 48

(for 100 applications) 500 633 127

Lot: -0
Forimproved performance L

Concentration: ~ 0.1pig/j dye concentrations were changed

Supplied with: ~ 1ml 6X Loading Dye Solution

Store: at room temperature or at +4°C for

periods up to 6 months
For longer periods store at ~20°C

SN\

In total 2 vials. 1SOISO)
www.fermentas.com

Abbildung 8: DNA-Marker, GeneRuler™, 100 bp Plus DNA Ladder, Ready-to-use, 10 pl, 0,1
pg/ul (Thermo Fisher Scientific, D).

- Elektrophoresekammer (EASY-CAST™ Electrophoresis System, Owl Scientific, Inc.).
- UV-Licht Spektrophotometer (Intas Gel Dokumentations, Intas Science Imaging

Instruments GmbH).

2.12.3 Durchfiuhrung

Zur Herstellung von 1 | Elektrophoresepuffer (1X) wurden 20 ml Tris-Acetat-EDTA-L6sung
(TAE-L6sung) 50X mit 980 ml dest. Wasser versetzt. 1,5 g Agarosepulver wurden in 100 ml
TAE-LOsung gel6st und unter standigem Ruhren gekocht, bis das Gel eine klare Farbe
aufwies. Das so hergestellte Gel wurde auf 60 °C abgekihlt und dann hauchdiinn (2 bis 4
mm) in den Giel3stand, in dem Kamme (DNA-Taschen) eingesetzt waren, gegossen. Nach
20 min wurde das Gel fest und der Kamm konnte rausgezogen werden. Nun wurde die
Elektrophoresekammer mit Puffer aufgeflillt, sodass das Gel und die Taschen vollstandig
damit abgedeckt waren. Den zu trennenden PCR-Produkten inklusive der DNA-Leiter
wurden zum Auftragen 1/10 (v/v) Ladepuffer zugegeben und danach wurden sie in je eine
Vertiefung des Agarosegels pipettiert. Die Auftrennung der PCR-Fragmente erfolgte in einer
horizontalen Elektrophoresekammer innerhalb von 45 min bei 100 V. Die DNA-Banden
wurden durch Anféarbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid (0,0003 % in TAE-
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Puffer, 500 ul Ethidiumbromid in 1000 ml TAE-Puffer) und Bestrahlung mittelts UV-Licht

sichtbar gemacht.

2.13Real-Time PCR

2.13.1 Real-Time PCR Gerét

Alle Real-Time PCR Experimente in der vorliegenden Arbeit wurden mit einem DNA
Engine®, Peltier Thermal Cycler (Kat. Nr. PTC-0200) durchgefihrt, der mit dem Real-Time
PCR Detektor ,Chromo4™ System” (Kat. Nr. CFB-3240) und der Detektionssoftware
,Opticon Monitor™ Version 3.1” (Kat. Nr. CFB-3220) [alle von BioRad, Minchen, D.]
ausgestattet ist. Der Thermocycler verfugt tber folgende Vorteile:

- Austauschbare Probenbldcke

- Hot Bonnet® heated lid

- Intuitive Software mit leicht lesbarem Anschluss fiir ein schnelles Programmieren,
Bearbeiten, File-Management und Passwortsicherung

- Sofortige Inkubationseinrichtung fir Temperatur-kontinuierliche Inkubationen

Spezifikationen:

- Thermischer Anwendungsbereich: -5 °C bis 105 °C, aber nicht bei mehr als 30 °C
unter Raumtemperatur

- Thermische Genauigkeit: £0,3 °C vom programmierten Ziel bei 90 °C

- Thermische Uniférmigkeit: £0,4 °C Well-zu-Well innerhalb 30 s des Erreichens bei
90 °C

- Beschleunigungsgrad: bis zu 3 °C/s

- Probenkapazitat: abweichend je nach installierter Alpha-Unit

- Leistung: 850 W max.

2.13.2 Chromo4™ Real-Time PCR Detector

Nach Angaben des Herstellers kann der Chromo4 Detektor die Bediirfnisse eines sensitiven,
leicht einsetzbaren und kompakten Real-Time PCR Detektionssystems befriedigen. Einige

dieser Eigenschaften sind:

Auswechselbar mit jeder Alpha-Einheit
Ein 96-Well Probenblock akzeptiert Standard Verbrauchsmaterialien (96-Well PCR
Platten und 0,2 ml Réhrchen-Streifen)

- Ein integrierter Heizdeckel erméglicht das 6lfreie Cycling
- Langlebige LEDs stimulieren Fluoreszenzfarbstoffe

- Sensitive Photodioden detektieren Fluoreszenz
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2.13.3 DNA Engine Opticon® 2 System, Version 3.1

Nach Angaben des Herstellers verfiigt das Opticon™ 2 System dber folgende

Eigenschaften:

- Ein DNA Engine® Peltier Thermocycler liefert ausgezeichnete thermische Genauigkeit
und Well-zu-Well thermische Uniférmigkeit.

- Sensitive Optiken detektieren Fluorophoren mit Emisionsspektren im Bereich von
523-543 nm (SYBR® Green |, FAM) im ersten Kanal und bei 540-700 nm im zweiten

Kanal.
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3 Eigene Untersuchungen

3.1 Vorversuche mittels Real-Time PCR-Analyse

3.1.1 Ziel und Aufbau der Versuche

Das Ziel des ersten Teils der Arbeit bestand darin, eine Real-Time PCR-Analyse zur
Uberprifung der Eignung zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl in Lebensmitteln
durchzufiihren. Dazu wurde mit Hilfe eines universellen Primerpaares aus der Literatur
(Gutiérrez et al., 1998) ein SYBR® Green | System-basierendes PCR-Protokoll zur
Bestimmung der Keimzahl in Gefliigel- und Schweinefleischproben entwickelt. Gleichzeitig
wurde die Gesamtkeimzahl der Proben mittels des Kulturverfahrens in Anlehnung an die
DIN 10161:1984-02 (Mikrobiologische Untersuchung von Fleisch und Fleischerzeugnissen;
Bestimmung der aeroben Keimzahl bei 30°C, Plattengussverfahren) bestimmt.
AnschlieBend wurde die Vergleichbarkeit der Ergebnisse von beiden Methoden mittels
Korrelationen analysiert. Neben der entwickelten Analyse wurde die Tauglichkeit des
ausgewahlten DNA-Extraktionskits fur die Isolierung der bakteriellen DNA aus der
Fleischmatrix Uberpruft. Vor jeder DNA-Isolierung aus Fleischproben wurden zwei
Waschschritte zur Entfernung der PCR-Inhibitoren mittels Zentrifugation eingesetzt.

3.1.2 Methode

Probenvorbereitung

Die frischen Fleischproben wurden im Januar und Februar 2012 aus den
Selbstbedienungsregalen verschiedener Lebensmitteleinzelhandelsbetriebe gekauft. Die 11
Gefliigel- und 5 Schweinefleischproben waren unter modifizierter Atmosphére verpackt und
wurden sofort nach dem Einkauf und dem Transport bei +7 °C (£0,5 °C) in Kihlschranken im
Technikum des Instituts fir Lebensmittelwissenschaft und Humanerndhrung der Leibniz
Universitat Hannover gelagert. Um ein mdglichst weites Bakterienanzahlspektrum zu
erreichen, wurden einige der Proben in Teilsticke aufgeteilt und Uber Nacht bei drei
verschiedenen Temperaturen (4 °C, 20°C und 30 °C) gelagert. Daraus resultierten
insgesamt 27 Gefliigel- und 10 Schweinefleischproben (Tab. 14 und 15).

Erster Waschschritt: Abtrennung der PCR-Inhibitoren mittels Zentrifugation und
Waschen

Jede Fleischprobe (10 g) wurde mittels eines Labormischers [Stomacher 400, Labor &
Analysen-Technik GmbH] mit 90 ml Verdinnungslésung (1 g Pepton aus Casein [Roth
GmbH] und 8,5 g Natriumchlorid [Roth GmbH] in 1 | Wasser) in einem sterilen Filterbeutel
bei mittlerer Geschwindigkeit fiur 1 min homogenisiert. Zur Sedimentation grober, nicht

bakterieller Probenbestandteile wurden aus jeder homogenisierten Probe zwei Aliquote (je
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1,5ml) in zwei ReaktionsgefaBe (2 ml) Ubertragen und bei 380 g (2.000 rpm) fir 2 min

zentrifugiert.

Bestimmung der Gesamtkeimzahl (GKZ) mittels Plattengussverfahren

Zur Anwendung des Plattengussverfahrens wurde 1 ml des Uberstandes des einen GefaRRes
in 9 ml Verdiinnungslésung {bertragen und dezimal verdiinnt (10™ bis 10®). AnschlieRend
wurde 1 ml jeder Verdiinnungsstufe auf Plate Count-Agar (PC-Agar) [Merck KGaA] kultiviert.
Die PC-Platten wurden fur 72 h bei 30 °C bebritet (Durchfihrung in Anlehnung an DIN
10161-1:1984-02; Mikrobiologische Untersuchung von Fleisch und Fleischerzeugnissen —
Bestimmung der aeroben Keimzahl bei 30 °C; Plattengussverfahren). Die Platten wurden
ausgezahlt. Die Gesamtkeimzahl wurde als log,, KbE/g Fleischgewebe wiedergegeben (Tab.
14 und 15).

Zweiter Waschschritt

Um die bakteriellen Zellen zu sedimentieren, wurde der gesamte Uberstand aus dem
zweiten Reaktionsgefal3 in ein anderes Gefald (2 ml) Gberfuhrt und bei 9.500 g (10.000 rpm)
fir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet wurde in 1 ml SMS
(0,85 % NaCl plus 1 mM MgSQO,) resuspendiert.

DNA Extraktion

Aliquote (200 pl) aus den gewonnenen Zellsuspensionen wurden fir die DNA-Extraktion
eingesetzt. Die DNA-Extraktion erfolgte mit dem ,Fast ID Genomic DNA Extraktionskit"
[Genetic ID (Europe) GembH]. Die Beschreibung des Kits und die einzelnen
Extraktionsschritte wurden im Abschnitt 2.9 ausflhrlich dargestellt. Zur Zelllyse wurden
jeweils 200 ul der Probe mit 1 ml ,Genomic Lysepuffer vorgemischt, mit 10 pl Proteinase K-
Ldsung (10 mg/ml) versetzt, fir 25 min bei 65 °C inkubiert und anschlieBend fir 5 min bei
9.500 g zentrifugiert. 500 pl des Uberstands wurden mit der gleichen Menge ,Genomic
Bindungspuffer® gemischt und homogenisiert. Nach 5 min Zentrifugation bei 9500 g wurde
der Uberstand auf ,DNA Bindes&aulen* Ubertragen und mittels Zentrifugation durch die
Saulen beférdert. Die DNA wurde anschlieRend einmal mit Waschpuffer und dreimal mit 75
% Ethanol [Roth GmbH] gewaschen und zentrifugiert. Danach wurden die an das
Saulenmaterial adsorbierten Nukleinsduren mit 100 pl TE-Puffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM Na-
EDTA, pH 8.0) in 2 ml Reaktionsgefal3e eluiert und direkt in die PCR eingesetzt.

Real-Time PCR

Alle Real-Time PCR Thermocycler Experimente wurden mit einem DNA Engine® Peltier
Thermal Cycler durchgefiihrt, der mit dem Real-Time PCR Detektor ,Chromo4™ System”
(Kat. Nr.CFB-3240) und der Detektionssoftware ,Opticon Monitor™ Version 3.1"
[Bio-Rad Laboratories, GmbH] ausgestattet war. Das Universalprimerpaar
F1: 5-TGGTCTGAGAGGATGATCAGTCA-3" (Forward Primer, Position 1051 bis 1073 in
Escherichia coli) und F2: 5-AGTGCTTTACAATCCGAAGACCT-3" (Reverse Primer, Position
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1175 bis 1197 in Escherichia coli) (Gutiérrez et al., 1998) wurde zur Amplifikation einer
147 bp langen Sequenz des 16S rRNA-Gens verwendet, welches durch seine
weitestgehende Homologitat mit konservierten 16S rDNA-Sequenzen im bakteriellen Genom
und dem Nichtvorhandensein im eukaryotischen Genom charakterisiert ist (Gutiérrez et al.,
1998). Die Primer wurden von TIB MOLBIOL [TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH]
synthetisiert. Jeder Real-Time PCR-Ansatz besal} ein Volumen von 25 ul, zusammengesetzt
aus 1X iQ™ SYBR® Green Supermix [Bio-Rad Laboratories, GmbH], 0,2 uM Primer F1, 0,2
UM Primer F2, 2 ul DNA-Extrakt und 8,5 pl Wasser [DNase-, RNase- und Proteinase-freies
molekularbiologisches Wasser; Sigma-Aldrich Chemie GmbH]. Jedes Probenset beinhaltete
eine negative Kontrolle in der hochreines Wasser [Sigma-Aldrich Chemie GmbH)] die DNA-
Probe substituierte. Der iQ™ SYBR® Green Supermix bestand aus dNTPs,
antikérpervermittelter hot start iTaqg DNA-Polymerase, MgCl,, SYBR® Green | Farbstoff,
Enhancer, Stabilisatoren und Fluorescein (Tab. 12).

Tabelle 12: PCR-Mischungsinhalt und die entsprechenden Konzentrationen

Komponente Volumen Endkonzentration
iQ™ SYBR® Green Supermix . 125 i 1x

(iTag DNA-Polymerase, MgCl2, SYBR™ Green | und Fluorescein)

Primer Forward 1l 0,2 uM

Primer Reverse 1ul 0,2 uM

H20 8,5 ul

DNA-Extrakt 2 ul

Gesamtvolumen 25 ul

Die PCR-Analyse wurde durchgefiihrt, beginnend mit einer initialen Denaturierung flr 3 min
bei 95 °C, gefolgt von 50 Zyklen, die jeweils eine Denaturierung fur 25 s bei 95 °C, ein
Primer-Annealing fur 40 s bei 65 °C und eine Elongation fur 1 min bei 72 °C beinhalteten
(Tab. 13).

Tabelle 13: PCR-Bedingungen zur Bestimmung der Keimzahl in Fleischproben

PCR-Protokoll Temperatur Zeit Zyklenanzahl
Initiale Denaturierung 95°C 3 min
Amplifikation: 1. Denaturierung 95°C 25S

2. Primer-Annealing 65 °C 40 S 50 X

3. Elongation 75 °C 1 min
Schmelzkurvenanalyse 0,5 °C/s ( von 55 °C bis 90 °C)
Kihlen 10°C oo
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Im Anschluss an die Amplifikation wurde fir jeden PCR-Ansatz eine Schmelzkurvenanalyse
der PCR-Produkte durchgefihrt, um die Spezifitat der Amplifikation zu bestétigen. Da jedes
doppelstrangige PCR-Produkt aufgrund der Lénge, des GC-Gehaltes und des
Vorhandenseins von Mismatch-Basenpaaren bei einer charakteristischen Temperatur in zwei
Einzelstrange aufgeschmolzen (denaturiert) wird, kann anhand einer Schmelzkurve
zwischen verschiedenen PCR-Produkten differenziert werden (Wittwer etal.,, 2001,
Mc Pherson und Moller, 2000). Hierzu wird am Ende des PCR-Laufes die Temperatur
schrittweise (0,5 °C/s) von 55 °C bis auf ca. 95 °C erhoht, sodass die DNA-Strange wieder
denaturieren und als Einzelstrdnge vorliegen. Die Denaturierung hat den Abfall des
Fluoreszenzsignals am Schmelzpunkt zur Folge. Durch die Messung des Schmelzpunktes
kann auf das vervielfaltigte Produkt geschlossen werden, da Amplifikationsartefakte in der
Regel bei einer niedrigeren Temperatur denaturieren (Bustin et al., 2000).

Visualisierung der PCR Produkte

Im Anschluss an die Amplifikation wurde ein Aliquot (9 ul) jedes PCR-Produktes mit 1 pl
Ladepuffer [5 PRIME™, Thermo Fisher Scientific GmbH] versetzt und in je eine Vertiefung
eines 1,5 %igen Agarosegels [SeaKem®LE Agarose, Lonza Group Ltd] pipettiert. Die PCR-
Fragmente wurden in einer horizontalen Elektrophoresekammer [EASY-CAST™
Electrophoresis System, Owl Scientific, Inc.] innerhalb von 45 min bei 100V
elektrophoretisch getrennt. 1X TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer) [AppliChem GmbH]
wurde als Elektrophoresepuffer und ein DNA-Marker (GeneRuler™, 100 bp Plus DNA
Ladder) [Thermo Fisher Scientific] wurde zur GroéRenbestimmung verwendet. Die DNA-
Banden wurden durch Anfarbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid (0,0003 % in
TAE-Puffer) [Merck KGaA] und Bestrahlung mit UV-Licht [Intas Gel Dokumentations, Intas

Science Imaging Instruments GmbH] sichtbar gemacht und fotografisch dokumentiert.

3.1.3 Ergebnisse

Real-Time PCR-Analyse und Bestimmung der Gesamtkeimzahl

Die Bestimmung der Gesamtkeimzahl mittels des Kulturverfahrens ergab ein
Bakterienzahlspektrum  zwischen 2,7x10° und 1,1 x 10" KbE/g fir die
Schweinefleischproben (Tab. 14) und zwischen 5,5 x 10° und 6,0 x 10® KbE/g fur die
Gefliigelfleischproben (Tab. 15). Die Real-Time PCR-Analyse zeigte sigmoid steigende
Amplifikationskurven fur alle eingesetzten Templates (Abb. 8 und 10). Diese Kurven sind fiir
PCR-Analysen typisch. Die Ct-Werte, resultierend aus der PCR-Analyse der
Schweinefleischproben, lagen zwischen 24,41 und 31,51 (Tab. 14) und die der
Geflugelfleischproben zwischen 15,68 und 28,64 (Tab. 15). Die untere Nachweisgrenze der
Real-Time PCR bei den Schweinefleisch-DNA-Proben lag bei 10? KbE/g, die obere bei
10" KbE/g. Der Nachweisbereich der Gefliigelfleischproben lag zwischen 10° und 10® KbE/g.
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Auch in der negativen Kontrolle wurde DNA amplifiziert. Die Amplifikation erfolgte aber bei

den beiden Analysen erst nach dem 35. Zyklus.

Die Bestimmung der Amplifikationsspezifitat erfolgte mit Hilfe der Schmelzkurvenanalyse.
Diese zeigte Schmelztemperaturen von Tm = 84-85 °C fir die PCR-Produkte bei der Analyse
der Geflugelfleischproben (Abb. 11), und von 83-86,5 °C fiur die Amplifikate bei der Analyse
der Schweinefleischproben (Abb. 9). Die Schmelztemperaturen der Amplifikate der negativen
Kontrollen lagen bei 76,5 °C fiur die Geflugelfleisch- und bei 75,5 °C fir die
Schweinefleischproben. Bei diesen Amplifikaten handelt es sich wahrscheinlich um
Amplifikate der Primerdimere oder andere PCR-Artefakte. Bei der Visualisierung der
elektrophoretisch aufgetrennten PCR-Amplifikate der Proben waren die zu erwartenden
PCR-Amplifikate mit 147 bp als deutliche Banden zu erkennen. Allerdings zeigte die
Auswertung der Amplifikate bei den Schweinefleischproben zuséatzlich wenige schwéachere
Banden neben denen der PCR-Produkte. Hierbei handelt es sich um nicht spezifische PCR-
Artefakte.

Tabelle 14. Bakterielle Kolonienzahlermittelt mittels Kulturmethode und die Ct-Werte
(resultierend aus der Real-Time PCR-Analyse fiir Schweinefleischproben (n = 10))

Fleischproben Lager- Gesamtkeimzahl logao Ct-Wert  Tm (°C)
temperatur KbE/g KbE/g
Thuringer Schweinemett 30 °C 2,0.10" 4,301 29,93 86,50
4°C 2,9.10° 2,462 31,29 83,00
Schweinenacken Kotelett 20 °C 1,0.10° 4,000 30,93 86,25
30 °C 1,1.10' 7,056 24,41 86,50
Schweineschnitzel 4°C 2,7 . 10° 2,431 31,51 84,75
30 °C 1,1.10° 6,041 28,05 83,75
Schweinebauchscheiben 4°C 53.10° 5,724 30,09 84,50
20 °C 8,3. 10° 6,921 25,70 86,25
Schweineminutensteak 4°C 2,4.10° 3,385 30,21 83,00
20 °C 2,6 . 10° 5,421 30,51 83,50
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Abbildung 9: Amplifikationskurven aus der PCR-Analyse fir Schweinefleischproben mit
verschiedenen Keimbelastungen (N = negative Kontrolle).
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PCR-Produkte

— T
[Temperature

Abbildung 10: Schmelzkurvenanalyse der PCR-Produkte fir Schweinefleischproben, Tm

zwischen 83 °C und 86,5 °C.

Tabelle 15: Bestimmung der Gesamtkeimzahl mittels Kulturmethode (KbE/g) und PCR-

Analyse (Ct-Werte) fur Gefliigelfleischproben (n = 27)

Lager- Gesamtkeimzahl logio R o
Probe temperatur KbE/g KbE/g Ct-Wert  Ta (°C)
Hahnchen-Minutenschnitzel 4°C 9,3.10" 4,96 27,59 84,00
20° C 15. 10° 5,16 24,70 84,00
) 4° C 40. 10° 6,60 20,86 84,50
Putenbrustschnitzel 20 °C 25.10° 8,40 1717 84,50
30°C 2,4.10° 8,37 18,91 84,50
i . , 4°C 1,0.10° 6,01 22,44 84,50
Hahncheninnenbrustfilet 20° C 8.2.10 7.01 18.26 84,00
30°C 8,1. 10° 6,90 22,39 85,00
. _ 4°C 7,9.10° 3,90 28,64 84,25
Hahnchenbrustfilet 20° C 18.10° 6,25 24,83 84,50
30°C 2,9. 10° 6,45 25,32 84,50
Putenbrustinnenfilet 4°C 2,0.10° 6,29 21,89 84,25
30°C 3,1. 10’ 7,49 15,68 84,50
. _ _ 4°C 4,8.10° 5,68 21,04 84,50
Hahnchen-Minutenschnitzel 20° C 1.7.10 7.22 16,03 84,50
30°C 6,0 . 108 6,77 16,68 85,00
] 4° C 2,7. 10% 4,43 24,91 84,50
Putenschnitzel 20° C 3,7.10° 8,57 16,29 84,50
30°C 2,8. 10° 8,44 19,04 85,00
] _ o 4°C 1,8.10° 5,26 21,21 85,00
Hahnchenbrustfilet-Teilstlick 20° C 23.10° 8,35 15,81 85,00
30°C 4,6 . 10° 8,66 16,79 85,00
Puten-Ministeaks 20°C 1,0.10° 7,00 17,55 84,75
Hahncheninnenfilet 4°C 55.10° 3,74 26,90 84,50
30°C 2,4.10° 7,37 19,15 84,75
Puten-Medaillons 4°C 8,0.10° 6,90 18,96 84,50
20°C 1,3. 10° 8,10 18,48 84,50

59



Eigene Untersuchungen

Fluorescence

Abbildung 11: Amplifikationskurven der PCR-Analyse von Gefligelfleischproben mit
verschiedener Gesamtbakterienzahl (n = 27; N = negative Kontrolle).
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Abbildung 12: Schmelzkurvenanalyse der PCR-Produkte fir Geflugelfleischproben. Die
Schmelztemperaturen akkumulieren bei 85 °C. Die Amplifikate der Negativkontrollen zeigen
eine mittlere Schmelztemperatur von 76,5 °C.

Zur Uberpriifung der Vergleichbarkeit der beiden Methoden wurden die Ergebnisse von den
zwei PCR-Analysen (Ct-Werte) mit denen aus dem Kulturverfahren (log;o KbE/g) in
Korrelation ausgewertet und die Determinationskoeffizienten ermittelt. Die beiden

Korrelationsanalysen erzielten vergleichbare Ergebnisse (R2 = 0,71 und 0,72).

Abbildung 13 stellt die Korrelationanalysen, die resultierenden Geradengleichungen und die
Determinationskoeffizienten dar. Allerdings zeigte die PCR-Analyse mit Gefllgelfleisch eine
bessere Amplifikationseffizienz als die mit Schweinefleisch, da bei der Schweinefleisch-
Analyse die Ct-Werte viel spater angestiegen sind (Abb. 9) und die Steigung der
Regressionsanalyse hoher liegt (2,30 > 1,20). AulRerdem zeigten die
Schmelzkurvenanalysen dieser Proben eine hohere Amplifikationsspezifitdt (Abb. 12).
Allerdings ist bei der Auswertung darauf zu achten, dass die Geflugelfleischproben in einer
héheren Anzahl (n = 27) vorhanden waren als die Schweinefleischproben (n = 10) und

dadurch fur die Geflugelfleischproben eine gréf3ere statistische Aussagekraft resultierte.
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Abbildung 13: Korrelationsanalyse zwischen den Ct-Werten ermittelt aus den PCR-Analysen
und der Gesamtkeimzahl aus dem Plattenkulturverfahren. Schweinefleischproben (n = 10)

(links), Geflugelfleischproben (n = 27) (rechts).
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3.1.4 Diskussion

Das Ziel der Vorversuche war in erster Linie, ein einfaches Real-Time PCR-Verfahren zur
Bestimmung der Gesamtkeimzahl in Fleisch zu entwickeln, sodass die Tauglichkeit dieser
DNA-basierenden Methode Uberprift werden konnte. Dazu wurde ein Primerpaar aus der
Literatur (Gutiérrez et al., 1998) ausgewahlt, das Konsensusregionen des universellen
16S rRNA-Gens amplifizierte. Gutiérrez et al. (1998) haben diesen Primer bei einer
konventionellen PCR-Analyse zur Quantifizierung der Verderbsflora von Schweinefleisch
verwendet, wobei zur Detektion eine Hybridisierung wahrend der PCR zwischen einem
Digoxigenin-markierten Primer und einer biotinylierten Sonde benutzt wurde. Dieses
Hybridisierungsprodukt wurde als Post-PCR mittels eines ELISA-Verfahrens (enzyme-linked
immonosorbent assay) quantifiziert. Da die Autoren dieser Arbeit nach dem Vergleich der
Ergebnisse des PCR-ELISA-Verfahrens (Absorptionswerte bei 450 nm) und des
Plattenkulturverfahrens einem sehr hohen Determinationskoeffizienten (R2 = 0,95;
Absorptiongse,m = 0.22678+0.41232 log,, der Keimzahl) erzielt haben, wurde das zur
Amplifikation verwendete Primerpaar (Abschn. 3.2.1) fir die PCR-Analyse in den
Vorversuchen verwendet. Es wurde versucht, mit Hilfe einer einfachen Real-Time PCR-
Analyse, ohne ein zeit- und arbeitsaufwendiges Post-Amplifikationsverfahren, die
Gesamtkeimzahl der Fleischproben zu bestimmen. Da das Primerpaar von Gutiérrez et al.
(1998) fur die Bestimmung der Verderbsflora von Schweinefleisch eingesetzt wurde, war bei
der Auswertung zu erwarten, dass bei diesen Proben eine effizientere Amplifikation und ein
hoherer Determinationskoeffizient erzielt wiirden. Interessanterweise ergaben sich aus den
beiden Analysen mit Schweine- und Gefliugelfleisch-DNA-Templates sehr &hnliche
Determinationskoeffizienten. Auf3erdem zeigte die Analyse mit Schweinefleisch eine
niedrigere Amplifikationseffizienz und -spezifitat. So wurden die PCR-Produkte mit gleicher
Keimanzahl an der unteren Detektionsgrenze (10° KbE/g) bei den Schweinefleischproben
drei Zyklen spater amplifiziert, als bei der Analyse von Geflugelfleischproben. Bei héherer
Keimbelastung lag die Abweichung sogar bei sechs Zyklen Unterschied. Der Unterschied der
Amplifikationseffizienz bei gleicher Keimanzahl in verschiedenen PCR-Analysen kann an der
unterschiedlichen Matrix der beiden Fleischproben liegen. Es wurden zwar fiir beide Proben
zwei Waschschritte zur Beseitigung der PCR-Inhibitoren vor der DNA-Extraktion eingesetzt,
aber es kann sein, dass die Schweinefleischproben mehr PCR-Inhibitoren enthalten haben,
als die Geflugelfleischproben oder, dass bei diesen Proben durch die Waschschritte ein
Nukleinsdurenverlust verursacht wurde, wodurch niedrigere Ct-Werte erzielt wurden. Ebenso
waren bei der Amplifikation von Proben mit gleichen Keimzahlen innerhalb einer Analyse
unterschiedliche Ct-Werte zu erkennen. So lagen die Ct-Werte in der PCR-Analyse von
Gefluigelfleischproben mit einer Keimbelastung von ca. 10° KbE/g (n = 6) zwischen 18,96
und 25,32. Diese Abweichung kann im Zusammenhang mit unterschiedlichem PCR-

Inhibitorengehalt in unterschiedlichen Gefligelfleischarten erklart werden. AufRerdem stellen
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gleichméaRige Temperaturverteilungen in der Thermocycler-Platte und gleiche effektive DNA-
Extraktionseffizienz bei allen Proben wichtige Faktoren dar, um maéglichst &hnliche Ct-Werte
bei gleicher Keimanzahl erzielen zu kdnnen. Interessanterweise wurden stets Amplifikate
aus den negativen Kontrollproben erhalten, obwohl in diesen Reaktionen keine DNA
zugegeben wurde. Die Tm-Werte dieser Amplifikate lagen bei 76,5°C bei den
Schweinefleischproben und bei 75,5°C bei den Geflugelfleischproben. Bei diesen
Amplifikaten handelte es sich vermutlich um Primerdimere (niedrigere Schmelztemperatur
als die PCR-Produkte) oder anderen PCR-Artefakten, die durch Kontaminationen der PCR-
Reagenzien mit externen Nukleinsduren verursacht wurden. Bei der Auswertung der
Ergebnisse von den zwei durchgefuhrten PCR-Analysen ist zu beachten, dass die zu
amplifizierende Zielsequenzenz sich auf dem 16S rRNA-Gen, das fiir sein Vorhandensein in
mehreren Kopien im Genom zahlreicher Bakterien bekannt ist, befindet. In vielen
Bakterienspezies sind bis zu 7 Kopien von diesem Gen vorhanden (Corless et al., 2000). So
wird die Bestimmung der Gesamtkeimzahl in einer Multispeziesgemeinschaft, wie der
Verderbsflora von Fleisch, mittels PCR von der Anzahlvariation der 16S rRNA-Gens in
verschiedenen Bakterienspezies beeinflusst (Labrenz et al., 2004; Farrelly et al., 1995). Die
Unklarheit Gber die Anzahlvariation dieses Gens in der erfassten Bakterienmischung stellt
eine Einschrankung fur die Auswertung der Gesamtbakterienzahl mittels PCR dar. Deshalb
werden in der PCR-Analyse fur Quantifizierungszwecke in der Regel die konservierten

Regionen von Einzelkopiegenen als Amplifikationsziel bevorzugt (Takahashi et al., 2006).

3.1.5 Schlussfolgerung

Die Durchfihrung des in den Vorversuchen entwickelten Real-Time PCR-Verfahrens zur
Bestimmung der Keimbelastung in Fleisch war unkompliziert und effektiv. Durch das SYBR®
Green |  Farbstoff-Detektionssystem  wurde eine  unmittelbar  anschlieBende
Schmelzkurvenanalyse an die Amplifikation ermdglicht. Dadurch war die Durchfiihrung
dieser Methode weniger zeit- und arbeitsaufwendig, als die von Gutiérrez et al. (1998)
entwickelte Methode mit Post-PCR-Detektionssystem (ELISA-PCR). Allerdings wies die
oben genannte Studie einen hoheren Determinationskoeffizienten von R? = 0,95, im
Vergleich zu den in den durchgefiihrten Vorversuchen ermittelten (R2 = 0,71 und 0,72) auf.
Diese Abweichungen kdénnen im Zusammenhang mit den unterschiedlichen Fleischproben
und deren variablen Keimbelastungen und Keimmischungen, die durch den verwendeten
Primer unterschiedlich erfasst wurden sowie durch die unterschiedlichen PCR-Bedingungen
in dieser Arbeit erklart werden. Trotzdem stellte die Durchfihrung der Vorversuche eine
geeignete Basis fur die Entwicklung einer prazisen und funktionierenden Real-time PCR-
Analyse zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl in Gefliigelfleisch dar. Durch diese Analyse
wurden die Probenaufbereitungsschritte, das DNA-Extraktionsverfahren und die PCR-

Analysenbestandteile und -bedingungen fiir weitere Versuche udberprift und modifiziert.
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Somit wurde in den folgenden Experimenten angestrebt, eine Real-Time PCR-Methode zur

Bestimmung der Gesamtbakterienzahl in Gefllgelfleisch zu entwickeln, in der die folgenden

Kriterien bertcksichtigt werden:

Die eingesetzten Primer sollen die konservierten Regionen eines Gens amplifizieren,
welche nur als Einzelkopie im Genom von Bakterien vorkommen.

Die Amplifikationsprodukte sollen in mdglichst vielen Bakterien, die mit dem Verderb
von Geflugelfleisch assoziiert sind, vorkommen.

Aufgrund der einfachen und schnellen, aber auch effektiven Anwendung soll SYBR®
Green | als Farbstoff fiir das Detektionssystem benutzt werden.

Ein einfaches, schnelles und effektives Verfahren, das in der Lebensmittelanalyse

einsetzbar ist, sollte entwickelt werden.
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3.2 Identifizierung der Gefligelfleischflora mittels 16S rRNA-
Sequenzenanalyse

3.2.1 Ziel und Aufbau der Versuche

Das Ziel dieses Teils der Arbeit war es, die bedeutenden Hauptbakterienspezies, die mit
dem Verderb von Gefllgelfleisch in Verbindung stehen, zu erfassen. So wurde eine
Bakterienreferenzliste erstellt, die als Basis zur Detektion und Quantifizierung der
Gesamtkeimzahl in Geflugelfleisch geeignet ist. Es wurde festgestellt, welche universellen
Gene fur die Detektion der meisten dieser Stdmme in Frage kommen wirden, sodass die
Konsensussequenzen des ausgewdahlten Gens zur Quantifizierung der Bakterien verwendet
werden konnten. Die ldentifizierung der Bakterienspezies erfolgte mit Hilfe einer 16S rRNA-
Gen basierten Sequenzanalyse mittels PCR-Amplifizierung der bakteriellen DNA unter
Anwendung von einem Universalprimerpaar. Dazu wurden die mikrobiologischen
Belastungen verschiedener Geflugelfleischarten mit Hilfe einer Kultivierung auf

Selektivhahrmedien entsprechend der Methoden der EU- und DIN-Normen bestimmit.

Anhand einer Gramfarbungsanalyse erfolgte eine Vordifferenzierung der Bakterienstamme,
die anschlieRend mit den Ergebnissen der Sequenzanalyse verglichen wurden. Aus den auf
verschiedenen Selektivndhrmedien gewachsenen Bakterienkolonien wurde DNA extrahiert
und nach der Qualitats- und Konzentrationsmessung mittels UV-Spektrophotometrie in der
Real-Time PCR-Analyse eingesetzt, die mit Hilfe des Universalprimersets ein 1462 bp-igen
Sequenzenfragment des 16S rRNA Gens amplifizierte. Nach der Aufreinigung der PCR-
Produkte wurden die Amplifikate kommerziell [Eurofins Genomics, D] sequenziert. Die sich
ergebenden Sequenzen wurden mit Hilfe einer BLAST-Analyse (Basic Local Alignement
Search Tool) der NCBI-Datenbank (National Center for Biotechnology Information;
http://www.ncbi.nim.nih.gov/) zur Erfassung der Bakterienstamme verwendet. Die
identifizierten Bakterienstdamme wurden in den nachsten Abschnitten als Basis fur das

Generieren der Primer verwendet.
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3.2.2 Methode
3.2.2.1 Isolation der Bakterien aus den Geflugelfleischproben

Samtliche Kultivierungsverfahren fir die Geflugelfleischproben erfolgten in Anlehnung an die
LAmtliche Sammlung von Untersuchungsverfanren nach 8§64 Lebensmittel- und
Futtermittelgesetzbuch (LFGB)“.

Vorbereitung der Geflugelfleischproben

Die frischen Geflugelfleischproben wurden im Maéarz und April 2012 aus den
Selbstbedienungsregalen verschiedener Lebensmitteleinzelhandelsbetriebe in Hannover
gekauft. Diese Proben waren unterschiedlich verpackt (Tab. 16) und wurden sofort nach dem
Einkauf und dem Transport bei +7 °C (0,5 °C) in Kuhlschranken im Technikum des Instituts
fur Lebensmittelwissenschaft und Humanerndhrung der Leibniz Universitat Hannover
gelagert. Um ein mdglichst weites Bakterienanzahl- und Bakterienartspektrum zu erreichen,
wurden die Proben jeweils in funf Teilstlicke aufgeteilt. Zwei Teilstiicke (je 25 g) wurden fir
den Salmonellen- und Campylobacter-Nachweis benutzt und tber Nacht (18-24 h) bei 30 °C
gelagert. Die drei weiteren Sticke wurden bei drei verschiedenen Temperaturen (4 °C, 20 °C
und 30 °C) gelagert. Diese wurden fir die Bestimmung der Gesamtkeimzahl sowie fur den
Nachweis der Enterobacteriaceae, Coliformen Bakterien, Pseudomonas spp., Aeromonas
spp., Listeria spp., und Lactobacillus spp. in Anlehnung an die entsprechenden
Referenzmethoden verwendet. Fir diese Versuchsreihe wurden insgesamt 10 Fleischproben
verwendet. Durch die Aufteilung in finf Teilstlicke ergaben sich aus dem Fleisch insgesamt
50 Proben. Tabelle 16 fasst die Probenart und die Lagerbedingungen der Fleischteilstiicke

Zzusammen.

Kultivierung der Bakterien auf verschiedenen Selektivnahrmedien

Bezugnehmend auf die Bakterienspezies, die potentiell mit dem Gefligelfleischverderb
assoziiert sein kénnen, wurden verschiedene Selektivnahrmedien fir die Identifizierung der
Geflugelfleischflora ausgewahlt. Zusatzlich wurden die Fleischproben auf pathogene
Spezies, die typisch fir Geflugelfleisch sind (Salmonellen, Campylobacter spp., Listerien und
Staphylococcus aureus) untersucht. Die Nahrmedien und deren Zubereitung, die
Zielbakterien und die Inkubationsbedingungen sind in Tabelle 19 beschrieben. Die
Kultivierungsmethoden fir die mikrobiologische Untersuchung der Gefllgelfleischproben

wurden, wie in den folgenden Abschnitten beschrieben, durchgefihrt.
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Tabelle 16: Die Aufteilung der Proben und die Lagerungstemperaturen tiber Nacht (18-24 h)
(Die Probenreihen D und E wurden zum Nachweis der Salmonella spp. und Campylobacter
spp. verwendet.)

Proben- Probenart und Proben- Lagerungs- Proben- Proben- Lagerungs-
- Probenart -

Nr. -verpackung aufteilung temperatur Nr. aufteilung temperatur
A 30°C A 30°C
PIUtenbfr'rStt- B 20 °C Wachtel B 20 °C
1 n(r,:/?AnP'_e c 4°C 6 (Vakuum- C 4°C
Verpackung) D 30 °C Verpackung) D 30 °C
E 30°C E 30°C
) A 30°C Mais- A 30°C
Fannehen- B 20°C hahnchen- B 20°C
2 n(r’z/(leAn;e C 4°C 7 schenkel C 4°C
Verpackung) D 30°C er\r/alaiglgm{ ) D 30°C
E 30°C packung E 30°C
A 30°C Perlhuhn- A 30°C
Putengulasch B 20°C brust mit B 20°C
3 (MAP- C 4°C 8 Haut C 4°C
Verpackung) D 30 °C (Vakuum- D 30 °C
E 30°C Verpackung) E 30°C
) A 30°C A 30°C
Unterschenkel 2 2.0 onenfiet © 20.¢
4 (MAP- C 4°C 9 (Vakuum- C 4°C
Verpackung) D 30°C Verpackung) D 30°C
E 30°C E 30°C
A 30°C A 30°C
Entenkeule B 20°C Putensteaks B 20°C
5 (Vakuum- C 4°C 10 (MAP- C 4°C
Verpackung) D 30 °C Verpackung) D 30 °C
E 30°C E 30 °C

Bestimmung der Gesamtkeimzahl (GKZ): (DIN 10161-1:1984-02, Bestimmung der aeroben

Keimzahl bei 30 °C, Spatel- und Plattengussverfahren)

Die Bestimmung der Gesamtkeimzahl der Geflligelfleischproben erfolgte in Anlehnung an die
DIN 10161:1984-02. Gemal3 dieser Norm ist das Plattengussverfahren geeignet, als
Referenzverfahren zur Bestimmung der Anzahl vegetativer, aerober Mikroorganismen
verwendet zu werden. Das Verfahren ist anwendbar bei Fleisch und Fleischerzeugnissen
sowie Erzeugnissen mit einem Zusatz von Fleisch und Fleischerzeugnissen (DIN
10161:1984-02). Die Probenvorbereitung erfolgte in Anlehnung an die DIN 10162:1982-02
(neue Fassung: DIN EN ISO 6887-2:2014-01, Mikrobiologische Untersuchung von Fleisch

und Fleischerzeugnissen — Teil 1: Vorbereitung der Proben).

Auswertung
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Kolonien auf den Platten gezahlt und die

Gesamtkeimzahl wurde als gewichtetes arithmetisches Mittel anhand der unten
beschriebenen Formel (Nr. 3) berechnet. Die Kolonienzahlen zwischen 20 und 300 wurden
zur Berechnung herangezogen. Aus den Werten der niedrigsten und der n&chst héheren

auswertbaren Verdunnungsstufe wurde der gewichtete Mittelwert (c) errechnet:
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Bestimmung der Keimzahl (gewichtetes arithmetisches Mittel):

_ xC
= ii+nze01 ¢
c = gewichteter Mittelwert der Koloniezahlen
Yc = Summe der Kolonien aller Petrischalen, die zur Berechnung herangezogen
werden
nl = Anzahl der Petrischalen der niedrigsten auswertbaren Verdiinnungsstufe
n2 = Anzahl der Petrischalen der nachst héheren Verdinnungsstufe
d = Faktor der niedrigsten ausgewerteten Verdiinnungsstufe

Bsp: errechneter Wert: ¢= 1,00 . 10’ KBE/100 ul - ¢=1,00 . 10 KBE/ ml = 1,00 . 10° KbE/g

Mikrobiologischer Nachweis der Pseudomonas spp. (DIN 1ISO 13720:2010-12, Zahlung von
prasumtiven Pseudomonas spp. - Fleisch und Fleischerzeugnisse)

Der Nachweis von Pseudomonas spp. in Gefliigelfleischproben erfolgte in Anlehnung an die
DIN EN I1SO 13720:2010-12. Nach Angaben der Norm ist diese Methode fur den Nachweis
und die Zahlung von Pseudomonas spp. in Fleisch und Fleischerzeugnissen, einschlie3lich
Geflligel, geeignet. Als Nahrmedium wird bei dieser Methode ,Cetrimid-Fucidin-Cephalothin-
Agar (CFC Agar: Pseudomonas Base Agar mit Zugabe von CFC-Selektivsupplement)
verwendet. Die Probenvorbereitung und Herstellung dezimaler Verdinnungen erfolgten wie
in Abschnitt 3.1.2 beschrieben. In jede Petrischale wurden 15-20 ml des CFC-Agar gegeben
und zum Erstarren stehengelassen. Im Doppelansatz wurde mit einer Pipette 100 ul jeder
Verdunnungsstufe auf Agarplatten tberfihrt. Die Teilmengen wurden mit Einwegspateln auf
der Oberflache der Agarplatten gleichmaRig ausgestrichen. Anschliel3end wurden die Platten
44 h bei 25 °C bebritet. Zu dieser Norm gehdrt auch ein Oxidase-Test zur Bestatigung der
Kolonien, bei denen angenommen wird, dass es sich um Pseudomonaden handelt. Da im
Anschluss an die Kultivierungsversuche eine DNA- Fragmentenanalyse durchzufiihren war,
wurde auf den Oxidase-Test verzichtet. Die Kolonienmorphologie wurde nach 44 h
Bebritung auf typische Pseudomonadenkolonien tberpriuft. Nach Angaben des Herstellers
lasst jegliches Wachstum auf Pseudomonas-Selektivndhrboden auf Pseudomonas spp.
schliel3en, wobei blaugriine oder braune Pigmentierung und Fluoreszenz als Hinweise auf
Pseudomonas aeruginosa gelten.

Mikrobiologischer Nachweis der Enterobacteriaceae (DIN 10164-1:1986-02, Bestimmung
von Enterobacteriaceae in Fleisch)

Der Nachweis von Enterobacteriaceae in Gefligelfleischproben erfolgte in Anlehnung an die

DIN 10164-1:1986-02, Bestimmung von Enterobacteriaceae in Fleisch. Als Nahrmedium wird
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bei dieser Methode ,Kristallviolett-Galle-Glucose-Agar® (VRBD-Agar) benutzt. Er dient in der
Regel dem Nachweis und der Zahlung von galletoleranten gramnegativen Bakterien. Die
Probenaufbereitung, die Herstellung dezimaler Verdinnungsreihen und die Beimpfung
erfolgten wie in Abschnitt 3.1.2 beschrieben wurde. Die getrockneten Platten wurden fir 48 h
im Brutschrank bei 35 °C bebritet. Die Zahlung der Kolonien erfolgte wie im Abschnitt 3.1.2
beschrieben wurde. Die Kolonienmorphologie wurde nach 48 h Bebritung auf typische
Enterobacteriaceae-Kolonien Uberprift. Die Enterobacteriaceae sind durch ihre runden,
violetten Kolonien, @ 1-2 mm, die von einem violetten Hof umgeben werden, zu erkennen,

wobei die ldentitat dieser Kolonien bestéatigt werden soll.

Mikrobiologischer Nachweis der coliformen Bakterien (Kultivierung auf MacConkey Agar)

Zum Nachweis von coliformen Bakterien in Gefllgelfleisch wurde MacConkey Agar als
Nahrmedium verwendet. Nach Angaben des Herstellers ist MacConkey Agar ein maRig
selektiver Nahrboden zum Nachweis von Salmonellen, Shigellen und coliformen Bakterien in
Lebensmitteln und anderen Materialien. Der Nachweis von coliformen Bakterien in
Geflugelfleischproben erfolgte wie in Abschnitt 3.2.2 (Nachweis der Enterobacteriaceae)
beschrieben. Die Platten wurden fiir 18-24 h bei 35 °C bebriitet. Die Kolonienmorphologie
wurde nach 24 h Bebritung auf typische coliforme Kolonien Uberpriift, die vom Hersteller des

Agars wie folgt beschrieben werden (Tab. 17).

Tabelle 17: Auswertung der Kolonien auf MacConkey Agar nach ihrer Morphologie

Kolonienmorphologie nach 24 h Bebriitung bei 35 °C

Keim Farbe Anmerkung
Escherichia coli rot nicht schleimig
Aerobacter aerogenes rosa schleimig
Enterococcus spp. rot winzig, rund
Staphylococcus spp. blassrosa opak
Pseudomonas aeruginosa grinbraun fluoreszierend

Mikrobiologischer Nachweis der Milchsaurebakterien (DIN 10109:1991-09, Bestimmung von
aerob wachsenden Milchséurebakterien)

Der Nachweis der Milchsaurebakterien erfolgte in Anlehnung an die DIN 10109:1991-09
unter Verwendung von MRS-Agar. Diese Methode dient als Referenzverfahren zur
Bestimmung der Anzahl aerob wachsender Milchsdurebakterien und ist anwendbar bei
Fleisch und Fleischerzeugnissen. Aerob wachsende Milchsdurebakterien sind eine
heterogene Gruppe grampositiver katalasenegativer Mikroorganismen. Diese umfassen
folgende Genera: Lactobacillus, Streprococcus, Enterococcus, Lactococcus, Pediococcus
und Leuconostoc. Die Probenaufbereitung, Herstellung dezimaler Verdinnungsreihen und
die Beimpfung erfolgten unter Anwendung des Spatelverfahrens wie im Abschnitt 3.2.2.1
beschrieben. Die Platten wurden fur 3 Tage im Brutschrank aerob bei 25 °C bebriitet. Die
Kolonienmorphologie wurde nach 48 h Bebriitung auf typische Milchs&urebakterienkolonien

Uberprift. Diese sind klein, opak und weil3.
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Mikrobiologischer Nachweis der Listeria spp. (DIN EN ISO 11290-1:2004-01, Horizontales
Verfahren fir den Nachweis und die Zéhlung von Listeria monocytogenes - Teil 1)

Der Nachweis von Listeria monocytogenes und Listeria spp. erfolgte in Anlehnung an die
DIN EN ISO 11290-1:2004-01. Dazu wurde PALCAM-Agar als Selektivhdhrboden
verwendet. Es wurden PALCAM-Fertignadhrbdden in Petrischalen [Merck KGaA] verwendet.
Die Beimpfung der Platten erfolgte unter Anwendung des Spatelverfahrens. Die Bebrutung
der Platten erfolgte unter mikroaerophilen Bedingungen unter Anwendung von CampyGen
Packchen [Oxoid, Art.-Nr. CM 862 + SR 141] in einem Anaerobiertopf. Die getrockneten
Platten wurden fur 48 h im Brutschrank bei 36 °C unter den oben beschriebenen
mikroaerophilen Bedingungen bebritet. Die Kolonienmorphologie wurde nach 48 h
Bebritung auf typische Listerienkolonien Uberprift. Die Listerien sind durch graugriine
Kolonien, @ ca. 2 mm, mit eingesunkenem, schwarzem Zentrum (Kraterbildung) zu
erkennen. Enterococcus und Staphylococcus spp. sind durch graue Kolonien mit
braungrinem Hof oder gelbe Kolonien mit gleichfarbigem Hof erkennbar.

Mikrobiologische Differenzierung zwischen den Aeromonaden und Pseudomonaden
(DIN 1SO 13720:2010-12, Zahlung von Pseudomonas spp. in Fleisch)

Der Nachweis von Aeromonas spp. in Geflugelfleischproben erfolgte in Anlehnung an die
DIN ISO 13720:2010-12, wobei statt CFC-Agar ,Glutamate Starch Phenol-Red“ Nahrboden
(GSP-Agar) verwendet wurde. In diesem Fall werden Aeromonaden mit erfasst. Nach
Angaben des Herstellers beinhaltet dieser Nahrboden lediglich Starke und Glutamat als
Néahrsubstanzen, die durch den grof3ten Teil der Begleitflora nicht abgebaut werden kénnen.
Starke wird durch Aeromonaden, nicht jedoch durch Pseudomonaden durch
Saureproduktion degradiert, was die Umwandlung von Phenolrot zu einem gelben
Abbauprodukt zur Folge hat. Gemal der Empfehlung des Herstellers wurde Penicilin dem
Nahrboden als Selektivinhibitor zugesetzt. Die Beimpfung der Platten erfolgte unter
Anwendung des Spatelverfahrens. Die Platten wurden flir 3 Tage bei 28 °C bebrutet. Die
Kolonienmorphologie wurde nach der Bebriitung auf Aeromonas- und Pseudomonas-
Kolonien dberprift (Tab. 18).

Tabelle 18: Differenzierung zwischen Aeromonaden und Pseudomonaden nach ihren
morphologischen Eigenschaften

Erscheinungsbild der Kolonien Mikroorganismen
grol3, @ 2-3 mm, blau-violett, mit rot-violettem Hof Pseudomonas

grol3, @ 2-3 mm, gelb, mit gelbem Hof Aeromonas

klein, verzégertes Wachstum, manchmal mukoid u. a. Enterobacteriaceae

Mikrobiologischer Nachweis der Salmonella spp. auf Selektiv-Nahrboden (DIN EN ISO
6579-1:2014-08: Horizontales Verfahren zum Nachweis von Salmonella spp.)

Der Nachweis von Salmonella spp. in Geflugelfleischproben erfolgte in Anlehnung an die
DIN EN ISO 6579-1:2014-08. Diese Methode beinhaltet eine Kultivierung der Bakterien auf
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drei verschiedenen Nahrbdden: 1. Hauptanreicherung: Rappaport-Vassiliadis-Halbfest-
Nahrboden, modifiiziert (MSRV-N&hrboden) [Oxoid GmbH, Art-Nr. CM 910],
2. Selektivnahrboden: Rambach-Agar [Merck 1.07500], 3. Brillantgrin-Phenolrot-Lactose-
Sacharose-Agar (BPLS) [Oxoid Art. Nr. PO5033A]. Eine Bebritung in einer
Anreicherungslésung geht der Kultivierung auf Platten voraus. Dazu diente gepuffertes
Peptonwasser (Bolton-Anreicherungsbouillon-Basis, Art.-Nr. CM0983) [Oxoid GmbH]. Dies
ermdglichte eine hohe Wiederbelebung von Zellen, die geschadigt wurden. Jede
Fleischprobe (259, eingewogen in einen sterilen Filterbeutel) wurde mittels eines
Labormischers [Stomacher 400, Labor & Analysen-Technik GmbH] mit 225 ml gepuffertem
Peptonwasser bei mittlerer Geschwindigkeit fir 1 min grindlich vermischt. Das beimpfte
gepufferte Wasser wurde bei 37 °C fur 16-20 h inkubiert. Aus der Voranreicherung wurden
100 pl als Punkt zentral auf ein Viertel des kommerziell vorbereiteten MSRV-
Fertignahrbodens in einer Petrischale [Oxoid GmbH, Art. Nr. CM0910] aufgetropft. Die
Platten wurden bei 42 °C fir 24 h bebrutet. Auf allen bebriuteten Platten sind die beweglichen
Salmonellen durch das Bilden einer opaken Migrationszone um die Auftragstelle herum zu
erkennen. Dieses Phanomen trat bei keiner der Gefligelfleischproben auf, sodass kein
Verdacht auf das Vorkommen von Salmonellen bestand. Es waren lediglich kleinere, wolkige
Tribungen um die Auftragstelle zu erkennen. Diese weisen in der Regel auf coliforme Keime
hin. Deshalb wurde auf weitere Bestatigungsschritte verzichtet.

Mikrobiologischer Nachweis der Campylobacter spp. (DIN EN I1SO 10272-1:2006-04,
Horizontales Verfahren zum Nachweis und zur Z&hlung von Campylobacter spp. - Teil 1)

Der Nachweis von Campylobacter spp. in Gefliigelfleischproben erfolgte in Anlehnung an die
DIN EN ISO 10272:2006-04 unter Anwendung von Campylobacter Selektivndhrboden
[Bolton, Oxoid, Art.-Nr. SR0183]. Nach Angaben des Herstellers enthalt dieser
Selektivnahrboden nach Karmali einen Antibiotika-Cocktail, der grampositive Bakterien durch
Vancomycin und gramnegative Bakterien durch Cycloheximid weitestgehend unterdruckt,
wahrend Haemin und Natriumpyruvat das Wachstum der Campylobacter spp. fordern.
Gemald der Norm wurde vor der Kultivierung auf den Platten eine Anreicherung
durchgefihrt. Jede Fleischprobe (25 g) wurde in 9-fachem Volumen (225 ml) Bolton-Bouillon
mittels Labormischer bei mittlerer Geschwindigkeit fir 1 min homogenisiert und bei 37 °C fur
4 h inkubiert. AnschlieRend wurde die Suspension bei 41,5 °C fur 42-44 h mikroaerophil
(unter Anwendung von GampyGen Packchen) [Oxoid, Art.-Nr. CM 862 + SR 141] in einem
Anaerobiertopf bebritet. Aus der Voranreicherung wurden im Doppelansatz 100 pl auf
Campylobacter Selektiv-Agar Uberfuihrt und mit Hilfe eines sterilen Spatels gleichmalig
ausgestrichen. Diese Platten wurden unter mikroaerophilen Bedingungen bei 42 °C fur 24-
48 h bebriutet. Campylobacter jejuni/coli-Kolonien sind in der Regel flach, grau bis leicht griin

oder leicht rosafarben mit unregelmafiigem Saum, aber auch erhaben und rund mit mukoider
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Erscheinung. Da bei den getesteten Geflugelfleischproben kein Wachstum der oben

beschriebenen Kolonien auftrat, wurde auf weitere Bestatigungsschritte verzichtet.

Im Anschluss an die Inkubationszeit wurden die Kolonien anhand ihrer morphologischen
Eigenschaften und Diversitdt zur Gramfarbung und DNA-Isolierung ausgewahlt und
fotografisch dokumentiert. Es wurde versucht, von jeder morphologisch unterschiedlichen
Kolonie mindestens eine auszuwdhlen, um eine reprasentative Palette bezlglich des

Keimspektrums von Geflugelfleisch zu erreichen.
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Tabelle 19: Ausgewdhlte Selektiv- und Nichtselektivndhrmedien fur den Nachweis der Bakterien in Gefligelfleisch, Zielmikroorganismen und

Kultivierungsbedingungen (Die Methoden wurden in Anlehnung an die amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach §64 LFGB ausgewahlt.)

. . . . Bebritungs- Bebritungs- N . .
Methode Zielkeim Nahrmedium temperatur (°C) dauer (h) Atmosphéare Kolonienmorphologie
DIN 10161-01 mesophile aerobe PC-Agar 30 72 aerob alle
Gesamtkeimzahl
DIN10164-1 Enterobacteriaceae VRBG-Agar 30 48 aerob rote Kolonien mit
rotviolettem Préazipitathof
DIN 10109 Lactobacillaceae MRS -Agar 30 72 aerob alle Kolonien
Pseudomonas spp.vs. blau-violette Kolonien auf
DINISO 13720 Aeromonas spp. GSP-Agar 25 24-12 aerob rot-violettem Nahrboden
rot-pink, rund, nicht-mukoid,
In Anlehnung der E. coli, Shigella, farblos, transparent oder leicht
DIN 10164-1 Salmonella MacConkey-Agar 35 18-24 aerob pink; farblos, transparent oder
bernsteinfarben
Vorinkubation 37 +1 4 flache graue bis leicht griine
DIN EN ISO 10272-1 Campylobacter spp. Campylobacter Selektivagar - oder I.e'Cht rosafart_)ene .
. . . Kolonien mit ungleichmafigem
Hauptinkubation 41.5 42-44 mikroaerob Saum/mukoid
Peptonwasser Vorinkubation 37 16-20
: . . opake Migrationszone um die
DIN EN ISO 5479-1  Salmonella spp. MSRV-Agar Hauptinkubation 42 24 aerob Auftragsstelle herum
BPLS-Selektivagar 35 24 -
Rambach-Selektiveagar 35-37 24-48 -
graugriine Kolonien @ ca.
DIN EN ISO 11290-1 Listeria spp. PALCAM-Agar + 30-36 48 mikroaerop 2 MM mit eingesunkenem,
Supplement schwarzem Zentrum
(Kraterbildung)
Pseudomonas Base-Agar
DIN ISO 13720 Pseudomonas spp. 25 44 aerob alle Kolonien

Selektivsupplement C-F-C
Agar
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3.2.2.2 Vordifferenzierung der Bakterienkolonien mittels Gramfarbung

Eine Gramfarbung wurde fir die reprasentativen Kolonien zur groben Einschatzung der
Identitat von auf Selektivagar gewachsenen Bakterienstammen durchgefihrt. Diese Kolonien
wurden auch in das DNA-Extraktionsverfahren eingesetzt. Die Gramféarbung ist die wichtigste
mikrobiologische Farbung, die zur Differenzierung von Bakterien angewendet wird. Das
Prinzip dieses Verfahrens beruht auf dem unterschiedlichen Aufbau der Zellwandstruktur der
Bakterienzellen, die dadurch auf unterschiedliche Art angefarbt werden kdnnen. Mit der
Gramfarbung lassen sich die Bakterien in zwei grof3e Gruppen einteilen: die grampositiven
und die gramnegativen Bakterien. Die grampositiven Bakterien behalten den zuerst
aufgebrachten violetten Farbstoff (Kristallviolett) und sind daher violett geféarbt. Die
gramnegativen Bakterien werden bei Behandlung mit Lugol scher Losung und Ethanol
entfarbt. Durch eine Gegenfarbung mit Safranin kénnen die gramnegativen Bakterien rot
gefarbt werden (Bast, 2014). Das Farbungsverfahren erfolgte wie folgt: Ein Objekttrager
wurde mit 96 %igem Ethanol entfettet und trocken gerieben. Mit der Impfése wurde ein
Bruchteil einer Bakterienkolonie auf den Objekttrager in einem Tropfen NaCl-Lésung
aufgetragen und zu einem dinnen Film ausgestrichen. Dann wurde das Praparat an der Luft
getrocknet und mehrmals durch die Flamme gezogen. Das Praparat wurde mit
Kristallviolettldsung bedeckt. Nach ca. 1,5 min wurde der Farbstoff abgegossen und mit
destilliertem Wasser nachgespllt. Die Lugol’'sche Lésung wurde aufgetropft, ca. 3 min auf
dem Praparat belassen und anschliel3end vorsichtig mit destilliertem Wasser entfernt (20 s).
Der Ausstrich wurde so lange mit dem Entfarber benetzt, bis kein Farbstoff mehr gelost
wurde (10 s) und mit destilliertem Wasser nachgespult (30 s). Das Préaparat wurde fir 1 min
mit Safraninldsung Uberdeckt. Anschlieend wurde es mit destilliertem Wasser gespdlt, bis
keine Farbe mehr ausfloss (1 min) und fir ca. 5 min luftgetrocknet. Die so erhaltenen
Praparate wurden mit Olimmersion mittels Mikroskopie [Carl Zeiss AG] im Hellfeld bei
1000 facher  VergroRBerung visualisiert. Die grampositiven und gramnegativen

Bakterienspezies wurden anhand ihrer Farbe vordifferenziert.

3.2.2.3 DNA-Extraktion aus den ausgewahlten Bakterienkolonien

Um moglichst alle in Geflugelfleischproben existierenden Bakterien-DNA zu erfassen, sollte
eine Extraktionsmethode verwendet werden, die fur alle Bakterienstamme inklusive der
grampositiven und gramnegativen Bakterien geeignet ist. Es stehen mittlerweile zahlreiche
kommerzielle DNA-Extraktionskits zur Verfugung, die sich je nach Methodenprinzip fur
bestimmte Probenmatrizes eignen. In der vorliegenden Arbeit wurde bei allen PCR-Analysen
zur DNA-Isolierung das ,Fast ID Genomic DNA Extraction Kit* [Genetic ID (Europe) GmbH]
verwendet. Nach Angaben des Herstellers ist das Kit geeignet, bakterielle DNA aus

verschiedenen Matrizen (Samen, Pflanzen, Lebensmitteln, Blut, etc.) zu isolieren. Irwin et al.
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(2014) haben im Rahmen einer semiquantitativen Studie zur genomischen DNA-Beprobung
verschiedener in Lebensmitteln vorkommender Bakterien mehrere DNA-Extraktionskits,
basierend auf verschiedenen Extraktionsmethoden, miteinander verglichen. Diese Autoren
berichteten, dass das ,Fast ID Genomic DNA Extraction Kit* [Genetic ID, USA] geeignet ist,
DNA aus einem breiten Spektrum von Bakterien (grampositiv und -negativ) aus
verschiedenen Lebensmitteln zu isolieren. Das Isolierungsprinzip, die Bestandteile des Kits
und die verwendete Methode wurden in Abschnitt 2.9 ausfuhrlich beschrieben. Zur
Aufbereitung wurde ein Bruchteil der reprasentativen Bakterienkolonien, die auch zur
Gramfarbung verwendet wurden, zur Voranreicherung in 100 ml ,Tryptic Soy Bouillon® (TSB)
ubertragen und bei 30 °C 18 h lang bebritet. Die angereicherten Bakteriensuspensionen
wurden in 2 ml Mikrozentrifugenréhrchen bei 6080 g (8.000 rpm) fur 10 min zentrifugiert.
Nach dem Entfernen des Uberstands wurde das Zellpellet in 1 ml SMS-L6sung (0,85 % NacCl
und 1mM MgSO, in 100 ml Wasser) resuspendiert. 200 ul dieser praparierten
Zellsuspensionen wurden zur DNA-Extraktion mit Hilfe des ,Fast ID Genomic DNA Extraction
Kits“ [Genetic ID (Europe) GmbH] verwendet. Die so erhaltenen Nukleinsaurelésungen
wurden bei 4 °C gelagert.

3.2.2.4 Bestimmung der Qualitdt und Ausbeute der gewonnenen Nukleinsauren

Nach Durchfilhrung des DNA-Extraktionsverfahrens lagen zahlreiche DNA-Isolate vor, die
aus vielen morphologisch &hnlichen Kolonien isoliert wurden. Deswegen wurden die
Qualitdten und Konzentrationen der isolierten DNA mit Hilfe eines UV-Spektrophotometers
gemessen, sodass die DNA-Isolate mit geeigneter Qualitat und Konzentration der PCR-
Analyse eingesetzt werden konnten. Die Konzentrationsbestimmung der DNA-Proben
erfolgte mit Hilfe des Thermo Scientific NanoDrop™ 1000 Spectrophotometers [Thermo
Fisher Scientific]. Zur Ermittlung des ersten Leerwertes (Blank-Wert) wurde 1 ul TE-L&sung
(20 mM Tris-HCI und 1 mM Na-EDTA, pH 8,0; die gleiche L6sung, in der die Nukleinsduren
geldst wurden) verwendet. Zur Konzentrationsmessung der Nukleinsdureproben wurde 1 pl
der Probe auf die Messoberflaiche des Geréates pipettiert und gemessen. Aus den
analysierten DNA-Proben wurden 50 Proben anhand ihrer Konzentration (pg/ml) und
Reinheit (Ass0080 ~ 1,8) flir den Einsatz in der PCR-Analyse selektiert. Die Ergebnisse der
Konzentrationsmessungen wurden in Tabelle 23 zusammengefasst. Es wurden zusatzlich
einige der Nukleinsdureproben mit minderwertiger Qualitdt, die aus wichtigen
reprasentativen Kolonien isoliert wurden, in die Auswahl einbezogen, um einen Verlust der

Identitatsbestimmung bedeutsamer Stdmme zu vermeiden.

3.2.2.5 Real-Time PCR-Analyse

Die PCR-Amplifikation der isolierten Nukleinsduren aus den ausgewahlten Kolonien erfolgte
mit Hilfe eines Universalprimersets (Forward: 5-AGTTTGATCCTGGCTCAG-3' und Reverse:

75



Eigene Untersuchungen

5-TACCTTGTTACGACTT-3") (Dolan et al., 2009; Kawashara et al., 2006; Paster et al., 2002
und Goldenberger et al., 1997). Diese Primer erzeugen ein 1462 bp langes
Sequenzenfragment des 16S rRNA-Gens der Bakterien (Paster et al., 2002) und wurden von
TIB MOLBIOL [TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH] synthetisiert. Die PCR-Analyse wurde
auf Basis eines ,SYBR® Green I“ Detektionssystems unter Anwendung eines kommerziellen
PCR-Supermixes (2X iQ™ SYBR® Green Supermix) [Bio-Rad Laboratories GmbH]
durchgefuhrt. Die PCR-Mischungskomponenten, die Konzentrationen sowie das PCR-
Protokoll sind in den Tabellen 20 und 21 beschrieben. Es wurden insgesamt 50 DNA-
Templates in 2 PCR-Laufen, mit je 25 PCR-Ansatzen im Doppelansatz durchgefihrt. Fur
jeden Lauf wurde eine negative Kontrolle (auch im Doppelansatz) verwendet, indem 2 pl
reines Wasser das DNA-Template substituierten. Im Anschluss an die Amplifikation wurde
fur jeden PCR-Ansatz eine Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt, um die Spezifitat der PCR-

Amplifikation zu bestétigen.

Tabelle 20: Die Komponenten und Konzentrationen der PCR-Mischung

Substanz Konzentration Menge Endkonzentration
H>O 9,9 ul
i0 SYBR® Green Supermix: 2X 12,5l 1X
SYBR® Green | Farbstoff
iTag™ DNA-Polymerase 50 U/ml
je dATP, dCTP, dGTP und dTTP 0.4 mM
MgCl, 6 mM
Tris-HCI pH = 8 40 mM
KCI 100 mM
Fluorescein und Stabilisatoren 20 nM
Forward Primer 0,3 ul 0,6 mM
Reverse Primer 0,3 pl 0,6 mM
Summe 23 yl
Template 2l
Gesamtvolumen 25l
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Tabelle 21: PCR-Protokoll fiir die Amplifikation

PCR-Protokoll Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 95 °C 3 min

Amplifikation (40X)

Denaturierung 95 °C 25s

Primer-Annealing 58 °C 40 s

Elongation 72°C 30s

Annealing-Extension 72°C 5 min

Schmelzkurvenanalyse 55 °C bis 90 °C Schmelzkurve in 0,5 °C-Schritten
Kihlen 10 °C ©

3.2.2.6 Aufreinigung und elektrophoretische Trennung der PCR-Produkte

Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte mit Hilfe eines kommerziellen PCR-
Aufreinigungskits (Gene Jet PCR Purification Kit) [Thermo Fisher Scientific] entsprechend
den Anweisungen des Herstellers, (Abschn. 2.10) mit dem Ziel, mdglichst reine DNA fir die
Sequenzierung zu erhalten. Es folgte eine elektrophoretische Trennung der Amplifikate in
einem 1,5 %igen Agarosegel. Das Gelelektrophoreseverfahren und die verwendeten
Materialien wurden in Abschnitt 2.11 ausfiihrlich beschrieben. Zur GréRenbestimmung der
DNA-Banden wurde ein DNA-Marker (GeneRuler™, 100 bp Plus DNA Ladder) [Thermo
Fisher Scientific] mit Fragmentengrof3en von 100 bp bis 3000 bp (Abb. 8) verwendet.

3.2.2.7 Sequenzierung der PCR-Produkte

Zur Sequenzierung der amplifizierten PCR-Produkte wurden die aufgereinigten Amplifikate
nach den Vorgaben der Sequenzierungsfirma [Eurofin Genomics GmbH] vorbereitet. Die 50
PCR-Amplifikate wurden zur Sequenzierung an die Sequenzierungsfirma gesendet. Tabelle
23 stellt die Gefliigelfleischproben, deren bakterielle DNA als Template fir PCR-
Amplifizierung verwendet und fur die Sequenzierung ausgewahlt wurde, dar. Die
Aufbereitung der zu sequenzierenden Amplifikate erfolgte, indem ein Gesamtvolumen von
15 ul (je 10 ng/ul) der aufgereinigten PCR-Produkte in die 200 pl PCR-GefalRe uberfuhrt
wurde. Zusétzlich wurde auch das Primerset, mit dem die DNA-Templates amplifiziert
wurden, in einer Konzentration von 2 pmol/ul in einem Volumen von 15 pl (entspricht einer

Menge von 30 pmol) zum Sequenzierungslabor geschickt.

3.2.2.8 BLAST-Analyse und Identifikation der Bakterienspezies

Nach Angaben der Sequenzierungsfirma wird bei ladngeren PCR-Produkten eine

doppelstrangige DNA-Sequenzierung durchgefiihrt. Da die PCR-Produktlange ca. 1462 bp
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betrug, wurde je eine Forward- und Reverse-Sequenzierung vom Sequenzierungslabor
durchgefihrt. Die Ergebnisse der Sequenzierung wurden als Chromatogramme und
,FASTA®-Dateien erhalten. Zur Einschatzung der Bakterienidentitaten wurden sowohl die
Forward- als auch die Reverse-Sequenzierungen ausgewertet. Die Erfassung der
Stammidentitdten erfolgte mit Hilfe der BLAST-Analyse der NCBI Datenbank
(https://blast.nim.nih.gov).

3.2.3 Ergebnisse
3.2.3.1 Auswertung der Kolonienidentitaten

Bei der Auswertung der auf den verschiedenen Selektivndhrmedien gewachsenen
Bakterienkolonien, nach der entsprechender Inkubationszeit erhielt die qualitative Analyse
mehr Gewicht als die quantitative Auswertung. Das Ziel war es, mdoglichst verschiedene
Bakterienspezies zu erfassen. Bei einigen der Proben wurde gezielt die Kuhlkette
abgebrochen, weshalb die Anzahl der jeweiligen Bakterienspezies auf den Platten nicht als
reprasentative Keimzahl der Gefligelfleischproben betrachtet werden konnte. Selbst die
Proben, die tber Nacht bei 4 °C im Kuhlschrank aufbewahrt wurden, konnten nicht als vdllig
intakt angesehen werden, da die Verpackungen zur Aufteilung des Fleisches geoffnet
wurden. Allerdings erfolgte das Aufschneiden und die Aufteilung unter aseptischen
Bedingungen mit Hilfe einer sterilen Fleischschere. Die Keimbelastung der
Geflugelfleischproben (GKZ) und die Kolonienzahlen auf verschiedenen Selektivnahrmedien
sind als KbE/g in Tabelle 22 aufgelistet. Fur eine spezifische Verifizierung und
Differenzierung der morphologisch  unterschiedlichen Kolonien wéaren  weitere
Bestétigungstests durchzufiihren gewesen. Auf diese wurde aufgrund der 16S rRNA-
Sequenzenanalyse verzichtet. Die Proben, die Uber Nacht im Kihlschrank gelagert wurden,
wiesen eine Keimbelastung zwischen 10° und 10’ KbE/g auf, wobei 60 % der Proben ca. 10°
KbE/g Keime enthielten. Dieser quantitative Trend war ebenso bei den Enterobacteriaceae
(Kolonienanzahl auf VRBD und MacConkey Agar) zu sehen. Anhand Tabelle 22 ist zu
erkennen, dass die Familie Enterobacteriaceae aus quantitativer Sicht (10° bis 10’ KbE/g bei
der kiihlgelagerten Proben) die dominierenden Mikroorganismen des Geflugelfleischs waren
und sich exponentiell mit steigender Lagertemperatur vermehrt haben. Danach folgten die
Pseudomonas spp., die auf CFC-Agar wuchsen, mit Keimzahlen zwischen 10? und 10°
KbE/g. Mit steigender Lagertemperatur erhdhte sich die Anzahl der Pseudomonaden etwa
um den Faktor 100. Die quantitative Auswertung der MRS-Platten liel3 erkennen, dass die
grampositiven Bakterien (Milchsaurebakterien) deutlich geringer als die gramnegativen (0 bis
10" KbE/g in kihlgelagerten Fleischproben) vertreten waren. Die Anzahl der Lactobacillus
spp. erhéhte sich mit steigender Lagertemperatur deutlich (bis 10’ KbE/g). Die Kolonien auf
GSP-Agar gehéren sowohl zu Pseudomonas spp. (blau-violette Kolonien), als auch zu

Aeromonas spp. (gelbe Kolonien). Die quantitative Auswertung der Kolonien auf GSP-Agar
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im Vergleich zur CFC-Plattenzahl zeigte, dass es sich bei den auf GSP-Platten
gewachsenen Kolonien (berwiegend um Pseudomonaden handelte und weniger
Aeromonaden vorhanden waren. In Abbildung 14 sind einige der Selektivhahrmedien mit den
gewachsenen Kolonien dargestellt. Pathogene Keime (Salmonella spp., Campylobacter spp.,
und Listerien) wurden in den Fleischproben nicht nachgewiesen. Allerdings wurden einige
Kolonien aus diesen Platten, die nicht charakteristisch als Pathogen erkennbar waren, fur die

Sequenzierung und weitere Untersuchungen ausgewahilt.

7 8

Abbildung 14: Bakterienkolonien auf diversen Selektivagar, die zur Bestimmung der
Geflugelfleischflora verwendet wurden (1:VRBD, 2: CFC, 3: MSRV,.4: Campylobacter-Agar
5: GSP, 6: MRS, 7: MacConkey, 8: PALCAM).
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Abbildung 15: Zwei morphologisch unterschiedliche Kolonien auf GSP-Agar (C).
Gramgefarbte Bakterienzellen aus gelben Kolonien: Aeromonas spp. (A) rosarote Kolonien:
Pseudomonas spp. (B) (oben rechts).

Links: Kolonien auf den Selektivnahrbéden mit den dazugehérigen Mikroskopiebildern nach
der Gramfarbung.

Die Ergebnisse der Gramfarbung stimmten fir alle Kolonien mit den grob vorgeschéatzten
Speziesidentitdten Uberein und dienten der Vordifferenzierung der Kolonien (Abb. 15),
(Anhang Tab. 50).

3.2.3.2 Auswertung des DNA-Extraktionsverfahrens

Die Konzentrationsmessung der Nukleinsauren, die aus den ausgewahlten Kolonien isoliert
wurden, wies keine gleichmaRig optimale DNA-Qualitat fur alle Kolonien auf. Bei der
Auswahl der Kolonien anhand ihrer DNA-Konzentration wurde versucht, Proben zu
selektieren, die eine héhere Konzentration und einen akzeptablen Reinheitsquotienten
(Assor2s0 ~ 1,8) aufwiesen. Allerdings wurden auch Proben, die qualitativ nicht alle
entsprechenden Kriterien erfillten, aufgrund ihrer Bedeutung fir die Identifikation der
Geflugelfleischflora, in die Auswahl einbezogen (Tab. 23). Die niedrigste
Nukleinsdurekonzentration betrug 0,58 pg/ul (isoliert aus einer Kolonie auf MRS Agar) und
die hochste Konzentration 180,00 pg/pl (VRBD Agar).
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Tabelle 22: Keimanzahl auf den Selektivhahrboden (KbE/g) gez&hlt nach entsprechender Inkubationszeit, Lagerung der Fleischteilstticke vor
Beprobung tiber Nacht (18-24 h) bei verschiedenen Temperaturen: 4 °C, 30 °C und 20 °C

Probe Nr. Lagertemperatur Uber Nacht Keimzahl auf Selektivagar KbE/g
PC GSP MRS CFC VRBD Mac Conkey PALCAM
4°C 4,9.10° 3,3.10° 7,0.10° 2,8.10° 41 .10 54 .10" 4,1.10°
Putenbrustinnenfilet P1 30 °C 4,3.10° 1,0.10° 1,6.10° 1,0.10" 2,2.10° 1,4.10° 1,3.10°
20 °C 7,3.10" 8,1.10° 6,7 .10° 9,5.10° 1,1.10° 2,4.10° n. v.
4°C 5,6.10° 2,3.10° 50.10° 55 .10 1,3.10° 8,3.10" n. v.
Hahncheninnenfilet P2 30 °C 3,1.10° 1,7.10° 2,7.10° 5,3.10° 6,7 .10° 6,7 .10° 1,0.10°
20 °C 1,9.10° 1,8.10° 4,2 .10° 55.10° 3,8.10’ 3,8.10° 9,3.10?
4°C 4,2 .10° 9,1.10° 5,2 .10° 1,2.10° 41.10° 6,3.10° n. v.
Putengulasch P3 30 °C 1,7.10° 2,4.10° 2,9.10 50.10° 2,4.10° 1,8.10° 1,0.10°
20 °C 7,5.10" 1,2.10° 4,2.10° 2,5.10 3,2.10° 2,3.10° 3,9.10°
4°C 5,0.10° 8,5.10° n. v. 6,0.10° n. v. n. v. n. v.
Hahnchenunterschenkel P4 30 °C 6,6 . 10° 6,2.10° 2,6.10° 4,3.10’ 54 .10’ 1,6.10" 1,0.10*
20 °C 1,8.10° 1,5.10° 3,0.10° 7,0.10° 1,0.10° 1,4.10° 1,0.10°
4°C 2,9.10 5,9 .10 95.10° 2,7.10° 3,8.10° 1,7.10° 2,4.10°
Entenkeule P5 30 °C 2,8.10° 1,5.10° 2,2.10° 1,6.10° 1,5.10° 1,1.10° 1,0.10*
20 °C 6,5.10° 6,4 .10° 9,4.10° 3,3.10° 1,7.10° 9,1.10° 1,0.10°
4°C 1,2.10° 2,2.10° 2,4.10° 1,7.10° 2,5.10° 7,6 .10° 1,8.10°
Wachtel P6 30 °C 1,9.10° 1,4.10° 1,2.10° 1,0.10° 6,0 . 10" 1,3.10° 4,6 .10
20 °C 1,7.10° 2,0.10° 1,6.10* 1,9.10° 3,0.10° 7,0.10° 3,8.10°
4°C 6,4.10° n.v. n.v. n.v. n.v. n.v. n.v.
Maishahnchenschenkel P7 30 °C 3,0.10° 1,0.10° 1,3.10° 1,0.10° 1,0.10° 2,3.10° 1,0.10*
20 °C 6,8.10° 1,0.10° 6,5.10° 5,4 .10’ 1,0.10° 2,0.10° 3,4.10°
4°C 3,9.10° 4,9 .10° 3,4.10° 4,0.10° 3,6.10° 2,3.10° n. v.
Perlhuhnbrust mit Haut P8 30 °C 8,1.10° 4,8 .10° 3,2.10 2,6.10° 5,0.10° 3,3.10° 1,0.10°
20 °C 1,2.10° 1,0.10° 8,1.10" 1,0.10° 2,00.10° 8,8.10° 1,0.10
4°C 1,1.10* 1,0.10* n. v. 3,1.10° 3,9.10° 53.10° n. v.
Enteninnenfilet P9 30 °C 2,0.10° 1,2.10° 5,7 .10° 1,2.10° 2,3.10° 1,9.10° 1,0.10°
20 °C 4,3.10 3,8.10° 4,5 .10 1,2.10° 1,0.10° 4,3 .10 2,4.10°
4°C 2,0.10° 1,0.10* n. v. 2,2.10° n. v. 2,5.10° n. v.
Putensteaks P10 30 °C 4,4 .10° 3,9.10° 1,0.10* 3,0.10° 2,2.10° 2,2.10° 2,7.10°

20 °C 1,2.10° 2,0.10° 5,0.10° 9,7.10’ 1,6.10° 6,5.10° 8,7.10°
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Tabelle 23: DNA-Konzentrationen und Reinheitsquotienten aus ausgewaéhlten Kolonien
(Die Ct-Werte (Mittelwerte) wurden dem gegentbergestellt.)

DNA- DNA-

Proben  Nr. N onz oeo280 (Y proben  Nr. N yonz oeore0 (OO
medium Wert medium Wert
(ng/ul) (ng/pl)
1 McConkey 3444 2,15 1523 14 VRBD 39,73 2,04 1443
8 VRBD 7513 211 14,78 . 15 VRBD 20,80 2,09 1529
9 VRBD 40,67 211 1585  wmais |22 Ps.Agar 67,65 2,16 16,78
P1 21  Ps.Agar 17,10 2,05 17,36 hédhnchen- |37  GSP 59,13 2,14 1593
Puteh- ] 31 MRSagar 058 038 2380 SNl 44 MRs 114 137 1662
Innenfilet 26 PALCAM 1499 1,93 1125
s  Campy 1152 155 1772 og 4 McConkey 541 1,95 1537
39 McConkey 24,73 2,22 17,01 perhuhn- | 23 Ps.Agar 19,91 1,87 17,54
47 Campy 2450 221 1958 Brustmit | 27 PALCAM 18,80 1,90 10,81
P2 34  GSP 8466 218 1981 MU |45 Gsp 57,16 2,13 15,07
Hahnchen- | 43 MRS 179 416 19,63 5 McConkey 9,74 200 1721
Innenfilet | 5 MRS 0,94 052 14,65 16 VRBD 180,62 124 1898
2 McConkey 2,00 10,74 18,42 P9 17 VRBD 5854 222 17,02
P3 10 VRBD 1247 210 19,04 Enten- |18 VRBD 36,66 2,06 1517
Puten | 3 MRs 315 147 1659 Innenfilet | 54 ps Agar 7000 199 14,77
gulasch . , ' g , ' ,
40 Ps.Agar 2565 222 19,13 28 PALCAM 30,68 221 12,62
P4 11 VRBD 10,69 2,18 18,86 29 PALCAM 17,34 1,80 2351
Hebnchen- | 35 GsP 1387 188 17,75 6 McConkey 22,60 215 16,88
schenkel 41  Ps. Agar 69,10 2,20 15,48 7 McConkey 1,64 1,73 17,80
12 VRBD 19,49 2,06 18,09 19 VRBD 101,00 215 1717
P5 36  GSP 1672 2,16 15,57 pl0 |20 VRBD 2017 186 1521
Entenkeule | 42  Ps.Agar 53,78 2,12 15,85 Puten- | 30 PALCAM 55,95 2,11 11,63
48  Campy 11,37 1,93 18,01 Steaks | 33 MRS 4,47 1,02 19,87
3 McConkey 2470 221 1537 46 GSP 12404 217 1577
W |13 vRBD 6032 218 1493 25 Ps.Agar 4287 217 16,59
49 Campy 11,02 2,19 14,65

3.2.3.3 Auswertung der Real-Time PCR Analyse

Die Amplifikationen mit Hilfe des Universalprimersets, basierend auf konservierten Regionen
des 16S rRNA-Gens, wiesen typische sigmoid-ansteigende PCR-Kurven auf (Abb. 16).
Allerdings wurde ein relativ breites Ct-Wertspektrum, sowohl beim ersten (Ct zwischen 14
und 19, M: 16,5; SD: 1,4; n = 25), als auch beim zweiten PCR-Lauf (Ct zwischen 11 und 20,
M: 16,8; SD: 3,3; n = 25) erhalten. Die grof3e Standardabweichung der Ct-Werte ist aufgrund
der unterschiedlichen Nukleinsdurenqualitdten und -konzentrationen der Proben zu erklaren.
Es wurde ebenfalls ein Reaktionsansatz zur negativen Kontrolle eingesetzt. Die Kurven sind
allerdings erst nach dem 35. Zyklus angestiegen, was in der Regel auf die Bildung von

Primerdimeren oder die Amplifikation von Kontaminanten in der PCR- Mischung hinweist.
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Fluorescence

Abbildung 16: Amplifikationsplots der DNA-Templates extrahiert aus verschiedenen
Kolonien, die auf Selektivndhrmedien wuchsen. (1. PCR-Lauf; n = 25; Doppelbestimmung;
N = negative Kontrolle).

3.2.3.4 Auswertung der Post-PCR-Analyse

Die Schmelzkurvenanalyse dient dazu, die Spezifitdt der Amplifikation, anders als z. B. bei
der Gelelektrophorese, schon wahrend der Analyse zu erfassen. Da die Primerdimere und
andere PCR-Artefakte in der Regel niedrigere Schmelztemperaturen haben, kénnen die
Hauptprodukte durch ihre héheren Schmelztemperaturen (meist zwischen 80 bis 85 °C)
erkannt werden (Busch, 2010). Die PCR-Produkte bei der 16S rRNA-Amplifikation zeigten
homogene Schmelztemperaturen (Mittelwert des 1. Laufes: 87,12 °C; SD: 0,53; Mittelwert
des 2. Laufes: 86,49 °C; SD: 0,76). Diese weisen auf eine zielspezifische Amplifikation hin
(Abb. 17). Die Gelelektrophoresetrennung der Amplifikate zeigte, dass die amplifizierten
Produkte groRBer als erwartet waren. Fast alle DNA Banden wurden zwischen der 1500 bp
und der 2000 bp Bande des DNA-Markers visualisiert (Abb. 17), obwohl die angegebene
Grol3e der PCR-Produkte in der Literatur bei 1462 bp lag. Dies kann mit der schwacheren
Qualitat der extrahierten DNA aus manchen Kolonien erklart werden.

/ 5050
/
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Abbildung 17: Schmelzkurvenanalyse der PCR-Produkte des ersten PCR Laufs; n = 25.
Die Tm-Werte der Amplifikate lagen zwischen 85,5 und 87,5 °C (oben). Entsprechende
elektrophoretisch getrennte DNA-Banden (n = 12) (unten).
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Alle 50 PCR-Produkte wurden nach dem Aufreinigungsprozess zur Sequenzierungfirma
gesendet. Die Qualitat der Sequenzierung der PCR-Produkte war nicht fir alle Amplifikate
gleich, was u. a. mit der unterschiedlichen Qualitdt der DNA-Isolate erklarbar ist. Die
Ergebnisse der Sequenzierung wurden als Chromatogramme und auch als FASTA-Formate
erhalten. Die Lange der erfolgreich sequenzierten Fragmente war unterschiedlich (auch bei
Forward und Reverse Sequenzierung des gleichen Amplifikates). Zur Auswertung wurden
die Chromatogramme analysiert. Dabei war es wichtig zu beachten, dass die
vorhersehbaren Fehler meistens am Beginn und wieder am Ende des Sequenzierlaufs
geschehen. Diese Fragmente wurden von der BLAST-Analyse ausgeschlossen. Ein Beispiel
eines Chromatogrammes und des entsprechenden FASTA-Formates sind in Abbildung 18
dargestellt. Die erhaltenen Fasta-Sequenzen wurden mittels BLAST-Analyse ausgewertet.
Tabelle 50 (Anhang) stellt die Ergebnisse der Sequenzierungen und der BLAST-Analyse
sowie die dazugehorigen Platten und Mikroskopiebildern dar.

Cip.1 BQ20WL10  Sequence: 19_Forward Clipped length: 927 Samples: 14841 Quaiity: 0-9 —
Lef clip: 14 Bases: 1162 10-10  S—
Right clip: 040 Average spacing:  13.0 2
Avg.qual. inclip: 3262 Average quality >= 10: 131, 20: 102, 30: 724 >230 —

File Edit Format View Help

>19_Forward -- 14..940 of sequence .
CCATGCAGTCGAGCGGTACACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGA
GTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACC
GCATAACGTCGCAAGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCA
GATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCT
GAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAG
GCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGTTAAGGTTAATAACCTTGGC
GATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC
GGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAA
GTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAG
TCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAA
TACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTG
TGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGC
CGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGGT
lTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTT

Il '

Abbildung 18: Sequenzierungsergebnisse in Form eines Chromatogrammes (oben) und
eines FASTA-Formats (unten) anhand einer Forwardsequenzierung des PCR-Produktes
aus Probe 8 (Kolonie auf VRBD Agar, Nr. 19 auf der Tabelle 23).
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3.2.3.5 Auswertung der BLAST-Analyse

Die Ergebnisse der BLAST-Analyse wurden anhand der Parameter ,max. score®, ,query
coverage“ und ,max. identity“ analysiert. BLAST kalkuliert den Anteil der Identitdt zwischen
der Anfrage und dem Treffer in einem Nukleotid zu Nukleotid-Alignment (Agostino, 2012).
Die Bakterienstamme mit den hochsten ,max. score®, ,query coverage® und ,max. ident.”
wurden als Treffer angenommen. Die BLAST-Analyse der 50 FASTA-Sequenzen flhrte zur
Identifizierung von 73 Bakterienstammen (Tab. 24). Die groBere Anzahl der
Sequenzierungsergebnisse als die Ausgangssequenzenanzahl (50 PCR-Produkte) l&asst sich
durch Analysevorgehensweisen erklaren: der Sequenzierungsprozess fiuhrte nicht zur
Identifikation der gesamten Nukleotide in einzelnen Proben. Bei manchen DNA-Proben
wurde nur die Halfte oder noch weniger als die Halfte der Basenpaare entschlisselt.
Dadurch ergab sich bei der BLAST-Analyse von vielen Proben mehr als ein Stamm mit
gleicher ,max. Ident und gleichem ,max. score“. Da das Ziel der Sequenzierungsanalye ein
Nachweis der Gesamtflora von Gefligelfleisch war, wurden bis zu drei Stamme mit
identischen Analysenwerten als Treffer angenommen. Beispielsweise haben die
Bakterienspezies Shigella flexneri, Shigella dysenteriae, Escherichia (E.) coli, E. fergusonii
und E. albertii in einer BLAST-Suche als Treffer stets fast gleiche Werte erhalten, obwohl sie
aus verschiedenen Kolonien von verschiedenen Nahrbdéden stammten. Diese wurden alle,
als Treffer angenommen, sodass bei Quantifizierung mittels der PCR alle detektiert werden
konnten. Die 16S rRNA-Fragmentenanalyse fihrte zum Nachweis von 16 taxonomischen
Bakteriengattungen bestehend aus verschiedenen grampositiven und gramnegativen
Spezies. Es dominierten die Familie Enterobacteriaceae. So gehdrten 9 der 16 identifizierten
Genera zur Familie Enterobacteriaceae: Shigella spp., Escherichia spp., Serratia spp.,
Klebsiella spp., Rahnella aquatilis, Obesumbacterium proteus, Pantoa spp., Citrobacter
youngae, und Hafnia alvei. Des Weiteren traten die Pseudomonaden in grofRer Vielfalt auf.
Insgesamt wurden 22 Spezies nachgewiesen, darunter: Pseudomonas (P.) fragi,
P. psychrophila, P.fulva, und P. putida. Neben diversen gramnegativen Spezies wie
Aeromonaden, Shewanellen und Acinetobacter spp. wurden auch grampositive Bakterien
wie Staphylococcus spp. und Lactobacillus spp. nachgewiesen. Die Kolonien, die aus
Campylobacter-Agar stammten, wurden nicht als Campylobacter spp., sondern als
Acinetobacter, Escherichia und Shigella identifiziert. Diese Bakterienspezies wurden als

Grundlage fur das Primergenerieren im folgenden Abschnitt verwendet.
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Tabelle 24: Identifizierte Bakterienspezies mit Hilfe der BLAST-Analyse

Nr. Taxon Nr. Taxon Nr. Taxon

1 Shigella flexneri 30 Pseudomonas cremoricolorata 59 Aeromonas bestiarum

2 Shigella dysenteriae 31 Pseudomonas putida 60 Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida
3 Escherichia coli 32 Pseudomonas oryzihabitans 61 Aeromonas salmonicida

4 Escherichia fergusonii 33 Klebsiella pneumoniae 62 Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes
5 Escherichia albertii 34 Klebsiella variicola subsp. rhinoscleromatis 63 Aeromonas molluscorum

6 Serratia liquefaciens 35 Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis 64 Aeromonas salmonicida subsp. pectinolytica
7 Serratia proteamaculans 36 Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae 65 Aeromonas salmonicida subsp. smithia

8 Serratia grimesii 37 Rahnella aquatilis 66 Shewanella hafniensis

9 Serratia fonticola 38 Obesumbacterium proteus 67 Shewanella putrefaciens

10 Serratia plymuthica 39 Pantoea agglomerans 68 Shewanella baltica

11 Pseudomonas lundensis 40 Pantoea ananatis 69 Acinetobacter junii

12 Pseudomonas fragi 41 Pantoea stewartii subsp. stewartii 70 Acinetobacter baumannii

13 Pseudomonas psychrophila 42 Citrobacter youngae 71 Acinetobacter radioresistens

14 Pseudomonas moraviensis 43 Salmonella enterica subsp. salamae 72 Acinetobacter towneri

15 Pseudomonas koreensis 44 Salmonella enterica subsp. houtenae 73 Acinetobacter soli

16 Pseudomonas kilonensis 45 Hafnia alvei

17 Pseudomonas taetrolens 46 Staphylococcus sciuri subsp. sciuri

18 Pseudomonas mosselii 47 Staphylococcus sciuri subsp. carnaticus

19 Pseudomonas japonica 48 Staphylococcus sciuri subsp. rodentium

20 Pseudomonas pohangensis 49 Staphylococcus lentus

21 Pseudomonas vranovensis 50 Staphylococcus vitulinus

22 Pseudomonas fulva 51 Staphylococcus fleurettii

23 Pseudomonas migulae 52 Staphylococcus saprophyticus subsp. bovis

24 Pseudomonas reinekei 53 Lactobacillus salivarius

25 Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca 54 Lactobacillus sakei subsp. carnosus

26 Pseudomonas chlororaphis subsp. Chlororaphis 55 Lactobacillus sakei

27 Pseudomonas caricapapayae 56 Lactobacillus frumenti

28 Pseudomonas plecoglossicida 57 Lactobacillus reuteri

29 Pseudomonas monteilii 58 Lactobacillus vaginalis
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3.2.4 Diskussion
3.2.4.1 |dentifizierung der Bakterien in Gefllgelfleisch

In diesem Teil der Arbeit wurden die haufig vorkommenden Bakterien in Geflugelfleisch mit
Hilfe einer 16S rRNA-Sequenzenanalyse identifiziert. Die ergebenden Bakterienspezies
wurden mit den in der Literatur erwahnten Spezies verglichen. Die Fleischflora wurde
ausgiebig in Bezug auf verderbsassoziierende Bakterien (Tuncer und Sireli, 2008;
Rindhe et al., 2008; Hinton et al., 2004; Mead, 2004a; Russel et al., 1996) und pathogene
Keime erforscht (Sakaridis et al.,, 2012; Mead, 2004a). Allerdings basiert ein grof3er Teil
dieser Studien auf traditionellen Methoden, die auf der Kultivierung von Bakterien beruhen.
Diese Methoden sind zwar in den meisten Fallen zuverlassig und liefern aussagekraftige
Ergebnisse, sind aber einerseits sehr zeit- und arbeitsaufwendig und anderseits brauchen
sie zum Teil zahlreiche Zusatzsschritte, die zur Bestétigung der Ergebnisse notwendig sind.
Die meisten durchgefiihrten Studien zur ldentifizierung der Fleischflora, besonders der von
Geflugelfleisch, basieren auf traditionellen Methoden und sind nicht mehr aktuell (Cox et al.,
1998). In den letzten Jahren haben sich die Methoden zur Identifizierung von Bakterien von
morphologisch-physiologischen hin zu den schnelleren und effektiveren
molekularbiologischen Methoden entwickelt (Busch, 2010). Diese Tendenz ist derzeit
besonders bei der 16S rRNA-Sequenzenanalyse zur molekularen phylogenetischen Analyse
und taxonomischen Charakterisierung von bakteriellen Gruppen deutlich erkennbar (Janda
und Abbott, 2007; Clarridge, 2004). Die hohe Reproduzierbarkeit, die optimierte und
vereinfachte Sequenzierungstechnik (Stackebrandt und Goebel, 1994) und wachsenden
Datenbanken (Stoesser et al., 1998) sind wichtige Vorteile dieser Methode. Die rasche
Entwicklung und standig steigende Verwendung dieses Verfahrens erklart sich mit dem
vorteilhaften phylogenetischen Charakter des 16S rRNA-Gens. Dieses Gen kommt in allen
Bakterien als unerlassliche Komponente der Proteinbiosynthese vor und hat eine
konservierte Moleklstruktur und -funktion (Patel, 2001). Laut Janda und Abbott (2007)
deutet der Ahnlichkeitsgrad dieses Gens zwischen verschiedenen Bakterien auf ihre
phylogenetische Verwandtschaft hin. Es gibt offensichtlich Signatursequenzen auf dem Gen,
die fur eine Art oder eine Familie charakteristisch sind. Somit stellen die 16S rRNA-
Sequenzen eine geeignete Basis fir eine kultivierungsunabhéngige Identifizierung der

Mikroorgnismen dar (Nadkarni et al., 2002).

Die molekularbiologisch basierten Methoden wurden bis jetzt kaum zur Identifizierung der
Geflugelfleischmikroorganismen verwendet. Die durchgefuhrten relevanten Studien
fokussierten Uberwiegend auf die in Gefligelfleisch vorkommenden Krankheitserreger, die
fur die Gesundheit der Menschen von groRer Bedeutung sind. Marshall et al. (1999)
identifizierten mit Hilfe einer ,PCR-Restriction Fragment Lange Polymorphism (PCR-RFLP)*-

Analyse des 16S rRNA-Gens etwa 158 Isolate von Campylobacter, Arcobacter und
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Helicobacter Spezies. Die Autoren berichteten, dass alle Organismen in der entsprechenden
Studie erfolgreich bis zum Genusgrad mit Hilfe einer einfachen PCR-RFLP Analyse und
unter Anwendung eines einzigen Restriktionsenzyms identifiziert werden konnten. Die
Anwendung der gleichen Methode hat Scheidegger et al. (2009) geholfen, 21 verschiedene
Enterococcus Spezies in Gefllugelfleischproben zu identifizieren. Dolan et al. (2009)
identifizierten mit Hilfe einer 16S rRNA-Fragmentenanalyse eine Reihe von
Bakterienspezies, die mit dem Verderb von Rindfleisch assoziiert sind. Takahashi et al.
(2006) berichteten unter Anwendung der gleichen Methode, einen groRen Teil der
verderbsassoziierten Bakterien in verzehrsfertigen Obst- und -Gemuseproben identifiziert zu
haben. Uber die Anwendung der 16S rRNA-Sequenzenanalyse zur Identifizierung der
Verderbsflora in Gefliigelfleischproben wurde bis jetzt noch nicht berichtet. Die in der
vorliegenden Arbeit durchgefuhrte 16S rRNA Sequenzenanalyse der DNA-Isolate aus den
Geflugelfleischproben flinrte zur ldentifizierung von 73 Bakterienspezies. Diese gehdren
Uberwiegend zur Familie Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. und Acinteobacter. Russel
et al. (1996) analysierten die Bakterien, die fir den Verderb von frischem Gefliigelfleisch
verantwortlich sind und berichteten, dass sie in bereits verdorbenen Gefligelfleischproben
Shewanella putrefaciens, Pseudomonas fluorescens und P. fragi als Ursache fur den

entstandenen Fehlgeruch identifizierten. Auf3erdem stellten diese Autoren Acinetobacter

Iwoffi, A. calcoaceticus, Aeromonas veronii, Enterococcus faecalis, Serratia liguefaciens und

S. fonticola als Verderbsverursacher in Gefllgelfleisch dar. Die oben unterstrichenen
Spezies wurden auch durch die 16S rRNA-Sequenzanalyse in dieser Arbeit identifiziert.
Nach Tuncer und Sireli (2008) beeinflusst auch das Verpackungsmaterial die
Zusammensetzung der Verderbsflora in Gefligelfleisch erheblich. Wahrend in
sauerstoffdurchlassigen Folien verpackte Schlachtkdrper haufig Pseudomonas spp. (wie P.
fluorescens, P. putida und P. fragi) die primaren Verderbsausléser sind, scheinen bei mit
sauerstoffundurchlassigen Folien verpackte Produkte Shewanella putrefaciens, Brochothrix
thermosphacta, Enterobacteriaceae und Aeromonas spp. eine groRere Rolle beim Verderb
zu spielen. Die unterschiedlich verpackten Gefliugelfleischproben (MAP- und
Vakuumverpackungen) in diesem Teil der Arbeit stellten u. a. eine geeignete Grundlage fur
die Identifizierung artenreicher Spezies mittels 16S rRNA-Sequenzanalyse dar. Hinton et al.
(2004) berichteten in ihrer Studie Uber den Einfluss der kommerziellen Bearbeitung und
Tiefkuhllagerung von Geflugelschlachtkérpern auf die psychrotrophe Verderbsflora
verschiedener Stamme von Acinetobacter, Aeromonas und Pseudomonas spp.. Auf3erdem
berichteten diese Autoren dartiber, Brochothrix thermosphacta und Shewanella putrefaciens
in kihlgelagerten Proben identifiziert zu haben. Die meisten Spezies wurden auch hier
mittels 16S rRNA-Sequenzenanalyse identifiziert (z. B. Acinetobacter (A.) baumannii, A.
radioresistens, Pseudomonas chlororaphis, P. putida, Aeromonas salmonicida und

Shewanella putrefaciens). Arnaut-Rollier et al. (1999) stellten in einer numerisch-

88



Eigene Untersuchungen

taxonomischen Studie fest, dass beim Verderb von Geflugelfleisch vor allem vier
Hauptgruppen von Pseudomonas spp.: P. fragi, P. lundensis, P. fluorescens und eine
undefinierte Gruppe sehr d@hnlich wie Pseudomonas fluorescens vorkommen. Mead (2004b)
berichtet ebenfalls, dass fir den Verderb des Gefllgelfleisches die Pseudomonaden, je nach
Verpackungsart begleitet von Acinetobacter, Moraxella, Psychrobacter spp. (aerobe
Verpackung) Lactobacillus, Carnobacterium, Brochothrix, Shewanella spp. und psychotrophe
Spezies von Enterobacteriaceae (MAP-Verpackungen) verantwortlich sind. Diese Stamme

wurden gréf3tenteils ebenfalls in der vorliegenden Arbeit detektiert (Tab. 24).

3.2.4.2 Qualitat der 16S rRNA-Sequenzierung

Die Voraussetzung fur eine erfolgreiche Identifizierung von Bakterien mittels PCR-
Produktanalyse ist eine genaue 16S rRNA-Sequenzierung. Angesichts der Anzahl der
involvierten Schritte bei der rDNA-Sequenzenabfrage ist zu beachten, dass dieser Prozess
nicht als unproblematisch betrachtet werden kann. Vor allem ist die Effizienz der initialen
Arbeitsschritte, wie die DNA-Extraktion und PCR-Amplifikation, mit dem Erfolg der
Identifizierung der Mikroorganismen mittels Sequenzanalyse unmittelbar verbunden. Dariber
hinaus stellen die Effizienz und die Spezifitdt der PCR-Analyse eine wichtige Grundlage fur
zuverlassige Ergebnisse bei der Sequenzanalyse dar (Janda und Abbott, 2007). Bei der
Nukleinsdurenkonzentrationsmessung mittels UV-Spektrophotometrie wurden Nukleinsduren
mit unterschiedlichen Konzentration und Qualitaten detektiert. Einige Isolate wiesen zwar
keine ausreichende Qualitat auf (z. B. die Proben-Nr. 31, 43 und 50, Tab.23), wurden aber
dennoch aufgrund ihrer Kolonienmorphologie fur die PCR-Amplifizierung und DNA-
Sequenzierung ausgewahlt. Die suboptimale Nukleinsdurequalitat und -konzentrationen
ubten vermutlich einen negativen Einfluss auf die Amplifizierungseffizienz aus. Die PCR-
Amplifizierung dieser Nukleinsdureproben fiihrte zum Erzielen von Ct-Werten zwischen
14,65 und 19,87, aul3er bei den Proben 29 und 31, die relativ niedrige DNA-Konzentrationen
aufwiesen (Ct-Werte von 23,51 und 23,80). Die Kolonien, aus denen die Nukleinsduren
extrahiert wurden, waren sehr variabel hinsichtlich ihrer Farbe, Grof3e und Morphologie.
Angesichts der unterschiedlichen DNA-Konzentrationen der Isolate, wurden unterschiedliche
Templatemengen in den Reaktionen eingesetzt, was vermutlich zur Variabilitat der Ct-Werte
in der PCR-Analyse flihrte. AuRBerdem sind die Zielsequenzen auf dem 16S rRNA-Gen, die
durch die Primer detektiert werden sollten, sehr lang. Daher war zu erwarten, dass die
Amplifizierungseffizienz dadurch beeintrachtigt wurden. Gemal den
Sequenzierungsergebnissen (Chromatogramme und FASTA-Sequenzen) betrug die Lange
der 50 PCR-Produkte 14 bis 1030 bp bei der Forward-Sequenzierung und 24 bis 1015 bp bei
der Reverse-Sequenzierung, wahrend die Sequenzlange der gesamten amplifizierten PCR-
Produkte anhand der Literatur (Paster et al., 2002; Goldenberger et al., 1997) bei 1462 bp
liegt. Die Sequenzierung eines grofRen Teils der PCR-Produkte (48 % der Proben bei der
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Forward- und 78 % bei der Reverse-Sequenzierung) ergab mehr als 800 bp lange
Sequenzen. Abbildung 19 stellt einen Vergleich der Forward- und Reverse-Sequenzierung
dar. Es ist davon auszugehen, dass die unvollstandige Sequenzierung der PCR-Produkte
keinen groRen negativen Einfluss auf die Identifizierung der Bakterienspezies mittels BLAST-
Suche verursachte. Es wurde berichtet, dass in vielen Fallen eine partielle Analyse der 16S
rRNA-Sequenzen fast gleiche Ergebnisse, wie die Analyse des gesamten Gens lieferte
(Amann et al., 1995).

Vergleich der Lange der sequenzierten PCR-
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Abbildung 19: Schematische Darstellung der Sequenzierungsergebnisse.

3.2.4.3 BLAST-Analyse

Die BLAST-Analyse wurde spezifisch zur Nukleotid- und Protein-Datenbankensuche
entwickelt und gibt mit Hilfe der Statistik das Ergebnis aus, geordnet in abnehmender
Signifikanzreihenfolge, welches in Form von Grafiken, Tabellen und Alignments dargestellt
wird. Beginnend mit lokaler Ahnlichkeit versucht BLAST die Ahnlichkeit in beide Richtungen
zu erweitern. Unter Anwendung von unmittelbar vor- und nachgelagerten Sequenzen eines
11 bp langen angefragten Sequenzabschnittes verfolgt BLAST die Folge der
Alignmententwicklung zwischen der Anfrage und den Sequenzen in der Datenbank.
Anschlieend werden alle Alignments zwischen der Anfrage und den Datenbanksequenzen
(high-scoring subjectpairs: HSPs), basierend auf der Lange und Signifikanz, eingeordnet
(Agostino, 2012). Bei der BLAST-Analyse der erhaltenen 16S rRNA-Sequenzen wurden fur
jedes PCR-Produkt die Sequenzen von Forward- und Reverse-Sequenzierung eingegeben
und die Ergebnisse miteinander verglichen. Die Anfragen mit Sequenzenléangen unter 30
wurden von der Suche ausgeschlossen. Bei der Mehrzahl der Produkte, bei denen die
Forward oder Reverse-Sequenzierung eine zu geringe Sequenzenldnge ergeben hat, wies
jedoch die jeweils andersseitige Sequenzierung eine ausreichende Sequenzlange fur die

BLAST-Analyse auf. Bei der BLAST-Suche der Sequenzen, bezugnehmend auf die Spezies
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Shigella flexneri, Escherichia fergusonii und Shigella dysenteriae, erhielten alle drei Stamme
stets identische Gleichheitspunkte. Es handelte sich dabei vermutlich um groRe 16S rRNA
Sequenzenahnlichkeiten dieser drei Spezies. Bei der Identifizierung der Bakterienstamme
mit Hilfe der 16S rRNA-Sequenzierung spielt die Vollstandigkeit der Referenzdatenbanken
eine wichtige Rolle. Die GenBank® (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/) ist eine
umfassende Datenbank, die offentlich verfligbare Nukleotidsequenzen, gehérend zu lber
300.000 offiziell beschriebenen Spezies, besitzt (Benson et al., 2014). Die Referenzfunktion
der Online-Datenbanken, wie die der GenBank® ist dadurch eingeschrankt, dass ihre
Genauigkeit sehr von der Intensitat der Charakterisierung der Bakterienstamme abhéangig ist
(Amann et al., 1995; Jurtshuk et al., 1992; DelLong et al., 1989). Die Datenbank-Sequenzen
entstammen aus unterschiedlichen Regionen der rDNA und weisen keine einheitlichen
Qualitatsstandards auf (Amann et al., 1995). Das macht die Vergleichbarkeit der Sequenzen
kompliziert. Dazu kommen noch die Spezies, deren Herkunft nicht ausreichend dokumentiert
wurde. Diese sind auch aufgrund ihrer ungiltigen Nomenklatur als Referenz ungeeignet.

3.2.5 Schlussfolgerung

In diesem Teil der Arbeit wurde angestrebt, die wichtigste Keimflora, die mit dem Verderb
von Gefligelfleisch assoziiert ist, mittels einer DNA-basierten Methode zu identifizieren und
die Ergebnisse mit der Literatur zu vergleichen. Hierbei wurde bezweckt, eine Grundlage fur
das Generieren eines Primerpaares, welches hauptsachlich diese Keime detektiert, zu
erstellen. Da uber die Identifizierung des Keimspektrums in Gefliigelfleisch mittels
16S rRNA-Sequenzierung bis jetzt nicht berichtet wurde und angesichts des relativ geringen
Arbeits- und Zeitsaufwandes dieser Methode, wurde dieses Verfahren zur ldentifizierung der
Keimflora in Gefligelfleisch verwendet. Jedoch war das Ziel nicht, jeden einzelnen
Mikroorganismus in Geflugelfleisch zu detektieren oder unbekannte Stamme zu
identifizieren, sondern eine reprasentative Referenzliste von verderbsassoziierten Bakterien
zu ermitteln, anhand derer die Spezifitdt und die Detektionsspanne der entwickelten Primer
Uberprift werden konnte. Durch diese Methode wurden Bakterien identifiziert, die auf
Selektivnahrmedien kultivierbar und fiir Fleisch typisch sind, da die Nukleinsaureproben aus
den auf Agarplatten gewachsenen Kolonien isoliert wurden und nicht direkt aus den
Fleischproben kamen. Die identifizierten Bakterienspezies stellten ein reprasentatives
Bakterienspektrum fir Gefligelfleisch dar. Diese Bakterien wurden im anschlieRenden
Abschnitt der Arbeit als Vorlage fir das Generieren der Primer zur Bestimmung der Keimzahl

in Geflugelfleisch mittels PCR verwendet.
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3.3 Generieren der Primer

3.3.1 Ziel und Aufbau der Versuche

Das Ziel dieses Teils der Arbeit bestand darin, Primer zu generieren, die einen Grol3teil der
Geflugelfleischflora erfassen. Hierzu sollte ein Gen als Amplifikationsziel ausgewahlt werden,
das sich fur die Quantifizierung der Gesamtbakterien in Gefluglfleisch eignet. Dabei war
wichtig, dass dieses Gen die Nachteile des 16S rRNA-Gens fur die Anwendung bei
Quantifizierungen, wie z. B. die Variabilitat der Kopienzahl, nicht aufweist
(Sunagawa et al., 2013). In Betracht gezogen wurden die Gene, die in der Literatur als
phylogenetische Marker bezeichnet werden. Diese wurden nach verschiedenen
phylogenetischen Eigenschaften, wie:

- dem ubiquitaren Vorkommen im Genom der Mehrheit der Bakterien,

- der Kopienzahl im Genom

- dem Grad des Vorhandenseins konservierter Regionen
- der Funktion im Genom der Bakterien

miteinander verglichen. Dartiber hinaus wurde auch die Verflgbarkeit der Sequenzen dieser
Gene in offentlichen Datenbanken, wie z. B. in der GenBank®, tberpriift. Angesichts der
oben genannten Kriterien wurde das rpoB-Gen als Amplifikationsziel ausgewahlt. Nach der
Auswahl des Zielgens erfolgte die Erfassung der Sequenzen dieses Gens fur Bakterien, die
in Abschnitt 3.2 in Gefllgelfleisch mittels 16S rRNA-Sequenzenanalyse identifiziert wurden
(Tab. 24) aus den Datenbanken. Die erfassten Sequenzen wurden in ClustalX
(http://lwww.clustal.org) eingegeben und nach Sequenzeniibereinstimmungen gesucht. Die
ermittelten Konsensusregionen eigneten sich als Amplifikationsziel und konnten zum
Generieren der Primer verwendet werden. Auf dieser Basis lieRen sich verschiedene Primer

generieren, die diese Regionen erfassten.

Die neu entworfenen Primer wurden in der PCR-Analyse eingesetzt. Die PCR-Bedingungen
wurden flir die verwendeten Primer optimiert. Eine Schmelzkurvenanalyse wurde am Ende
der Amplifikation an die PCR angeschlossen, um die Amplifikationsspezifitdt der PCR-
Analyse zu Uberprifen. Als Template wurden die Nukleinsauren, die aus verschiedenen
Geflligelfleischproben (Tab. 29) isoliert wurden, verwendet. Parallel dazu erfolgte die
Bestimmung der Gesamtkeimzahl dieser Proben mittels des Kulturverfahrens. Verglichen
wurden die PCR-Ergebnisse fir jedes verwendete Primerpaar mit der Gesamtkeimzahl,
resultierend aus dem klassischen Kulturverfahren mittels Korrelationsanalyse. Die Primer,
bei deren Verwendung die besten Determinationskoeffizienten erzielt wurden, wurden fir

weitere PCR-Versuche ausgewahlt.

92



Eigene Untersuchungen

3.3.2 Methode
3.3.2.1 Auswabhl des Zielgens fur die Quantifizierung der Bakterien

Zur Quantifizierung der Gesamtkeimzahl mittels gPCR sollte ein Gen als Amplifizierungsziel
ausgewahlt werden, das vor allem die Eigenschaften eines universell konservierten Gens
aufweist. Das bedeutet, dass dieses im Genom der meisten Bakterienspezies vorkommt und
selten vom ,horizontalen Gentransfer* (HGT: Ubertragung von Genen bzw. Erbmaterial, die
nicht entlang der Abstammungslinie erfolgt) (Harris et al., 2003) betroffen ist. Au3erdem war
die Prasenz als Einzelkopie im Genom der Bakterien ein ausschlaggebender Faktor, da
somit bei der PCR-Quantifizierung eine Kopie des Gens als eine KbE auf den Kulturplatten
betrachtet werden kann. Eine Korrelation ist problematisch, wenn in verschiedenen
Genomen variable Anzahlen eines Gens existieren und besonders dann, wenn die
Kopiezahlen unklar sind. Bericksichtigt wurde auch der bisherige Einsatz des Gens zur
Identifikation von Mikroorganismen mittels PCR, insbesondere bei der Lebensmittelanalyse.
Tabelle 25 fast die Gene, die in die Auswahl einbezogen wurden, zusammen.

Diese Gene wurden anhand der oben genannten Kriterien miteinander verglichen (Tab. 25).
Darauf basierend, wurde das rpoB-Gen als Amplifikationsziel zur Quantifizierung der
Gesamtbakterienzahl mittels PCR ausgewahlt. Dies ist ein universelles Gen, welches fur die
B-Untereinheit der bakteriellen RNA-Polymerase kodiert und sowohl variable, als auch
konservierte Regionen enthalt (Adékambi et al., 2008b; Qi et al., 2001; Lisitsyn et al., 1988).
Die DNA-abhangige Synthese aller RNA-Typen in Bakterien wird durch RNA-Polymerase
katalysiert, ein oligomeres Enzym mit der Untereinheitenstruktur a,ff c. Die Studien, die zur
Struktur und zum Mechanismus der RNA-Polymeraseaktivitat durchgefiihrt wurden
(Ovchinnikov et al., 1977, 1981 und 1982; Burton et al.,, 1981) ergaben, dass die
B-Untereinheit der RNA-Polymerase eine wichtige Rolle bei allen Stufen der RNA-Synthese
spielt (Lisitsyn et al., 1988). Uber das Vorhandensein mehrerer Kopien des rpoB-Gens wurde
bis dato nicht berichtet (Santos und Ochman, 2004; Dahll6f et al., 2000). Vos et al. (2012)
fassen die phylogenetischen Vorteile des rpoB-Gens wie folgt zusammen: (i) Vorhandensein
als Einzelkopiegen, (ii) Moglichkeit der genaueren taxonomischen Einordnung im Vergleich
zum 16S rRNA-Gen, (iii) genetische Variation des rpoB-Gens im Vergleich zu 16S RNA-Gen,
(iv) ein proteinkodierendes Gen.
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Tabelle 25: Gene als potentielle Amplifizierungsziele ausgewahlt

Gen tuf rplB recA pyrG leuS lepA gyrB fusA rpoA rpoB
\é(()eliseﬁigglugneg Elongation Ribosomal I Lo Leucyl- Leader DNA .- . pl?)ll\:/?nerase RNA
; Recombination Pyrimidine tRNA . gyrase, Fusidic acid polymerase,
(engl. factor Tu protein (large) svnthetase peptidase subunit B alpha beta subunit
Bezeichnung) y subunit
Reparatur und ]I(EaIIC(Jtr:)gragons-
wi liefert Bestandteil der gllilff Cﬁc:?rwacl)tlgng aer GTP- erforderlich
Aminoacyl tRNA - 5¢ Rekombination kodiertfur  Leucin- Bindun fr die RNA Bestandteil
Funktion in (aa-tRNA) an ribosomalen Austausch von’ CTP tRNA Membrgn- Bestandteil ~ Translokation Polvmerase. der RNA
bakteriellen die A-Seite des L Synthetase, Ligase, - der DNA von der A- y '
. Untereinheit DNA-Srang, DNA o Protein, . Alpha- Polymerase,
Zellen Ribosoms : Pyrimidin- Leucyl-tRNA . Gyrase Seite zur P- .
2 (Protein- Reparatur und ) Elongation g untereinheit Kernenzym
wahrend der . ... Biosynthese Synthetase Seite im
; kodierend) Koproteaseaktivitat Faktor 4 ; .
Biosynthese Ribosom;
als Antwort auf DNA Fusidinsaure
Beschadigung, SOS -resistenz
K . hoch
onservierte . .
. . . konservierte konservierte . :
konservierte konservierte Regionen . . konservierte konservierte
A . . . Regionen Regionen - ;
Konservativitat | Regionen unbekannt Regionen vorhanden in Regionen unbekannt unbekannt Regionen
" vorhanden  vorhanden
vorhanden vorhanden grampositiven im D-Loo in vorhanden vorhanden
Bakterien P .
Eubakterien
Genkopienzahl
im bakteriellen | variabel 1 1 1 1 unbekannt 1 1 unbekannt 1

Genom
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3.3.2.2 Generieren der Primer

Die Erfassung der rpoB-Gensequenzen erfolgte durch eine BLAST-Suche in der GenBank®.
Zusatzlich wurden auch rpoB-Sequenzen von diversen pathogenen Bakterien, die mit
Geflugelfleisch assoziiert sind (z. B. Listerien, Campylobacter jejuni, Salmonella spp.,
Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica und Clostridium perfringens) sowie die rpoB-
Sequenzen von weiteren Bakterienspezies, die typischerweise eine Rolle beim Verderb von
Geflugelfleisch spielen (und in dieser Arbeit nicht nachgewiesen wurden) mit erfasst. Diese
Sequenzen wurden in ClustalX miteinander verglichen. Es wurde nach Konsensusregionen
gesucht. Wie zu erwarten, waren im Alignment kaum konservierte Regionen zu finden, die
tatsachlich unter den Sequenzen der gesamten einbezogenen Bakterienspezies identisch
waren. Trotzdem wurde versucht, anhand der vorhandenen Konsensusregionen Primer zu
generieren, die mdglichst viele Spezies erfassen kdnnen. Diese wiesen meistens eine
geringe Detektionsspanne bei der BLAST-Analyse auf. Deshalb wurden komplette rpoB-
Gensequenzen verschiedener Bakterien (Tab. 24) als Vorlage verwendet und mit Hilfe des
Primer-BLAST-Programms von NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) Primer
mit definierten Eigenschaften generiert. Dann wurde diese in BLAST hinsichtlich des
Umfangs der detektierten Spezies Uberprift. Dieses Verfahren wurde fir das rpoB-Gen
verschiedener Spezies wiederholt und verglichen. Die Primer, die durch die BLAST-Analyse
der Shigella dysenteriae (Sd 197) generiert wurden, setzten sich durch eine hohere
Detektionsspanne gegen andere Primer durch und wurden fur die PCR-Analyse ausgewabhilt.
Fur das Generieren der Primer wurden folgende Faktoren als wichtige Kriterien
berlcksichtigt:

- Primer-Lange: zwischen 15 bis 22 bp

- GC-Gehalt: 50-60 %

- Schmelztemperatur: 50-65 °C

- Madglichst keine Bildung sekundarer Strukturen wie ,Haarnadel“-Strukturen (Hairpin)

- Madglichst keine G- oder C-Wiederholungen tber mehr als 3 Basen

- Mdglichst keine komplementaren Sequenzen am 3" Ende (Gefahr der Bildung von
Primerdimeren)

- PCR-Produkt: 100-200 bp

Optimal fur die Quantifizierung mittels Real-Time PCR sind meistens kirzere Produkte, die
typischerweise mit hoherer Effizienz amplifiziert werden. Allerdings sollte ein PCR-Produkt
mindestens 75 bp lang sein, damit es von Primerdimeren, die potentiell gebildet werden
koénnen, sicher unterschieden werden kann (Bio-Rad.com, Primer design for a PCR Assay).
Angesichts der oben beschriebenen Voraussetzungen wurden verschiedene Primer,
basierend auf Konsensussequenzen des Alignments entworfen. Diese wurden nach GC-

Gehalt, Tm, Mdglichkeit zur Bildung von Primerdimeren und Hairpin-Strukturen mit Hilfe der
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Primer 3  Primer-Design  Software  (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/input.htm)
gepruft. Die Primer, bei denen die oben genannten Kriterien im akzeptablen Bereich lagen,
wurden fir die PCR-Analyse ausgewahlt (Tab. 27). Die Firma Eurofins MWG Operons
[Ebersberg, D] wurde mit der Synthese beauftragt.

Beim Primer-Design unterscheidet man zwischen exakten Primern und degenerierten
Primern. Eine Nukleotidsequenz wird als degeneriert bezeichnet, wenn mindestens eine ihrer
Stellungen durch eines von mehreren mdoglichen Nukleotiden besetzt werden kann.
Degenerierte Primer werden meistens dann eingesetzt, wenn die zu amplifizierenden DNA-
Regionen nicht bekannt sind und ihre Sequenzen nur aus einem multiplen Alignment
bekannter homologer Sequenzen abgeleitet werden konnen (Hansen, 2004). So ist
beispielsweise ,AYGCNY“ eine Sequenz, laut ,IJUPAC ambiguity codes® (IUPAC:
International Union of Pure and Applied Chemistry) (Tab. 26), bei der Y fur C oder T und N
fir A, C, G oder T steht. Das bedeutet, dass beispielsweise bei der Verwendung des
Wobbles ,Y* 50 % mit C und 50 % mit T synthetisiert werden.

Tabelle 26: Barcode anhand der IUPAC ambiguity codes

Code M R \ S Y K \% H D B N

Beschreibung AC AG AT CG CT GT ACG ACT AGT CGT ACGT

Der Degenerationsgrad (degenerecy) einer Sequenz wird als Anzahl der verschiedenen
Sequenzen, die sie reprasentiert, bezeichnet. So ist der Degenerationsgrad von AYGCNY
16, sie beinhaltet zwei Y und ein N. Da in der vorliegenden Arbeit viele verschiedene
Bakterienspezies mittels eines einzigen Primerpaares detektiert werden sollten (damit die
Ergebnisse die Gesamtkeimzahl widerspiegeln) wurden auch degenerierte Primer entworfen
(rpoB 1C  und rpoB2C). Dazu wurden im Alignment in den ausgewahlten
Konsensusregionen die  abweichenden Nukleotide mit dem  entsprechenden
Degenerationscode ersetzt (Tab. 28). Diese Primer sollten dazu dienen, dass eine breitere
Detektionsspanne erreicht wird. Der Primer rpoB 1C beinhaltete finf degenerierte (drei

Forward und zwei Reverse) Nukleotide und rpoB 2C ein degeneriertes Nukleotid.
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Tabelle 27: Primer mittels BLAST Software der NCBI entworfen

Nr.  Richtung seguenzen Lange Start  Stop Tm GC % l;riinT;re- Produktlange
1 Forward GAGTTCTTCGGTTCCAGCCA 20 1525 1544 59,97 55,00 2,00 178 bp
1 Reverse TTTCAATCGGGCAGACACGA 20 1702 1683 59,97 50,00 3,00

2 Forward CATCGTCGCGGTACTGAAGA 20 1287 1306 59,90 55,00 4,00 258 bp
2 Reverse TGGCTGGAACCGAAGAACTC 20 1544 1525 59,97 55,00 2,00

3 Forward GGGTGCGAATATGCAACGTC 20 2043 2177 59,97 55,00 4,00 135 bp
3 Reverse TACTGAACGACACCACCACG 20 2177 2158 59,97 55,00 2,00

4 Forward CTGCGCGAAGAAATCGAAGG 20 1228 1247 59,97 55,00 6,00 148 bp
4 Reverse TTTCGCCAACGGAACGGATA 20 1375 1356 60,04 50,00 4,00

5 Forward CTCTGCTGCGCGAAGAAATC 20 1223 1242 59,97 55,00 6,00 218 bp
5 Reverse AGACAGACGCTCTTTCACCG 20 1440 1421 60,04 55,00 6,00

6 Forward TGGTGTCGTTCAGTACGTGG 20 2163 2182 59,97 55,00 5,00 150 bp
6 Reverse ACACACGGCATCTGGTTGAT 20 2312 2293 59,96 50,00 3,00

7 Forward CCTGGTAACTTGCCGTAGCA 20 1896 1915 60,04 55,00 5,00 284 bp
7 Reverse CGTACTGAACGACACCACCA 20 2179 2160 59,97 55,00 5,00

8 Forward CTAGAGGCCGCTTTCCGTAG 20 256 275 59,97 60,00 6,00 242 bp
8 Reverse AGCGGAATTTCGCCCATGTA 20 497 478 60,11 50,00 8,00

9 Forward GAACAGCTGGCTGAGCAGTA 20 3034 3053 60,04 55,00 6,00 189 bp
9 Reverse ACCCTTGTTACCGTGACGAC 20 3222 3203 59,97 55,00 5,00

10 Forward GGAAGATCGCTTCACCACCA 20 2472 2491 60,04 55,00 4,00 194 bp
10 Reverse GCGTCACCTTACCAACCAGA 20 2665 2646 59,97 55,00 3,00

11 Forward CGAAGTCCGAGACGTACACC 20 210 229 60,18 60,00 4,00 162 bp
11  Reverse CAACGCCTTCCTTCACAACG 20 371 352 60,04 55,00 4,00

12 Forward GAAGTCCGAGACGTACACCC 20 211 230 59,83 60,00 4,00 133 bp
12 Reverse GCTTTCCAGGAAGCCGTACT 20 343 324 60,04 55,00 7,00

13 Forward CCTGGAAACCCCTTACCGTC 20 1758 1777 60,04 60,00 3,00 118 bp
13  Reverse TTCGTCCAGGTTGGAGTTCG 20 1875 1856 59,97 55,00 5,00

14  Forward TTGACTCCGGTGTTACTGCC 20 2129 2148 59,97 55,00 6,00 196 bp
14 Reverse TCACCCAGATTCACACACGG 20 2324 2305 59,97 55,00 3,00

15 Forward TATCCGTTCCGTTGGCGAAA 20 1356 1375 60,04 50,00 4,00 174 bp
15 Reverse TGGCTGGAACCGAAGAACTC 20 1529 1510 59,97 55,00 2,00

16  Forward GAACAGCTGGCTGAGCAGTA 20 3034 3053 60,04 55,00 6,00 189 bp
16 Reverse ACCCTTGTTACCGTGACGAC 20 3222 3203 59,97 55,00 5,00

17  Forward CTGCGCGAAGAAATCGAAGG 20 1228 1247 59,97 55,00 6,00 148 bp
17  Reverse TTTCGCCAACGGAACGGATA 20 1375 1356 60,04 50,00 4,00

18 Forward GAACAGCTGGCTGAGCAGTA 20 3034 3053 60,04 55,00 6,00 189 bp
18 Reverse ACCCTTGTTACCGTGACGAC 20 3222 3203 59,97 55,00 5,00

19  Forward ATCGTTTTCCTGTCCGCCAT 20 391 410 60,04 50,00 3,00 185 bp
19 Reverse GCAACCGAAACAACCTGCTT 20 575 556 59,90 50,00 3,00
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Tabelle 28: Ausgewdhlte Primerpaare (wiesen laut BLAST-Analyse eine breitere
Detektionsspanne auf)
. .. Tm GC Produkt Tm

Primer Sequenzen Lédnge Start Stop °C % Jinge  °C
F1 5 GAGTTCTTCGGTTCCAGCCA3 20 1525 1544 59,4 55

rpoB 1 178 bp 52,3
R1 5 TTTCAATCGGGCAGACACGA3 20 1702 1683 57,3 50
F12 5 GAAGTCCGAGACGTACACCCS3 20 211 230 61,4 60

rpoB 12 133bp 54,4
R12 5 GCTTTCCAGGAAGCCGTACTS 20 343 324 59,4 55
F15 5 TATCCGTTCCGTTGGCGAAA3 20 1356 1375 57,3 50

rpoB 15 174bp 52,3
R15 5 TGGCTGGAACCGAAGAACTC3 20 1529 1510 59,4 55
F6 5 TGGTGTCGTTCAGTACGTGG3 20 2163 2182 57,3 55

rpoB 6 150 bp 52,3
F6 5 ACACACGGCATCTGGTTGAT3 20 2312 2293 59,4 50
F1C 5 ATGGCNGGWCGTCACGGTAACS 21 3414 3435 62,8 595

rpoB 1C 610bp 55,9
R1C 5 CTGACCACCGAAYTGHGCYTTA3 22 4037 4015 60,9 51,5
F2C 5 AGCGTAACGTAGNCTCGTG3 19 16291 16309 57,7 55,3

rpoB 2C 170bp 52,7
R2C 5 GGTCAGGTTGTAGATATCGACACS’ 23 16482 16459 60,6 47,8

3.3.2.3 Durchfuhrung der PCR-Analysen mit Hilfe von generierten Primern

Vorbereitung der Geflugelfleischproben fir die Plattenkultivierung und DNA-Isolierung

Die frischen Fleischproben, enthommen aus den Selbstbedienungsregalen, wurden bei

verschiedenen Einzelhandelsmarkten in Hannover im Zeitraum vom 09. bis 15.11.2012

gekauft. Diese Proben waren unter modifizierter Atmosphare verpackt und wurden sofort

nach dem Transport bei +7 °C (20,5 °C) in Kihlschranken gelagert. Die Lagerung, Aufteilung

und Homogenisierung der Fleischproben sowie die Abtrennung der PCR-Inhibitoren erfolgte

wie

in  Abschnitt 3.1.2 beschrieben.

Tabelle 29 stellt

die Probenarten,

deren

Lagerbedingungen und deren mittels Plattenkultivierung ermittelte Keimbelastungen dar.

Tabelle 29: Gefligelfleischproben,

bakterielle DNA wurde in die PCR-Analyse eingesetzt)

Lagerbedingungen und Keimbelastungen (deren

Nr. Probenart Lagertemperatur GKZ KbE/g logio KbE/g
2 Hahnchenbrustinnenfilet 4 °C (18-24 h) 1,55.10" 4,19
5 Hahnchen-Geschnetzeltes 4°C (18-24 h) 3,09.10° 5,48
1 Putenbrustinnenfilet 20 °C (18-24 h) 1,06 . 10° 6,02
8 Maishahnchenbrust 20 °C (18-24 h) 3,57.10° 6,55
10 Perlhuhnkeule 4 °C (18-24 h) 3,59.10° 6,55
4  Hanhchen-Minutenschnitzel 20 °C (18-24 h) 1,97 .10° 7,29
7 Barbarie-Enten-Klein 4°C (18-24 h) 2,53.10" 7,40
3 Puten-Ministeaks 30 °C (18-24 h) 5,04 .10’ 7,70
9 Enteninnenfilet 30 °C (18-24 h) 8,90 . 10’ 7,94
6 Bio-Putengulasch 30 °C (18-24 h) 4,30 . 10° 8,63
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Bestimmung der Gesamtkeimzahl in Gefligelfleischproben

Die Bestimmung der Gesamtkeimzahl der Geflugelfleischproben erfolgte anhand der
DIN 10161:1984-02, wie in Abschnitt 3.1.2 beschrieben. Die PC-Platten wurden fir 72 h bei
30 °C bebriitet. Die Gesamtbakterienzahl wurde anhand der entsprechenden Formel (Nr. 3)

berechnet und als log;, KbE/g Fleischgewebe wiedergegeben (Tab. 29).

DNA-Extraktion

Aliquote aus der erhaltenen Zellsuspension (200 pl) (Abschn. 3.1.2.) wurden im DNA-
Extraktionsverfahren eingesetzt. Der Isolierungsprozess wurde mit Hilfe des bereits
beschriebenen DNA-Extraktionskits durchgeftihrt (Abschn. 3.2.1).

Real-Time PCR-Analyse

Die Bestimmung der Eignung der generierten Primer und die anschlie3ende Auswahl des
geeignetsten Paares fur weitere Analysen erfolgte, indem die Primer in mehreren PCR-
Analysen eingesetzt wurden. Die extrahierten Nukleinsauren aus den Gefligelfleischproben
wurden als Templates fUr die Amplifikationen verwendet. Die Annealing-Temperatur, die
Primer-Konzentration und die Zyklenanzahl wurden als variable Elemente zur Optimierung
der PCR-Analyse eingestellt (Tab. 31 Run 1 und Tab 32 Run 2 bis 14). Es wurden insgesamt
14 PCR-Laufe durchgefuhrt. Fir jede PCR-Analyse wurden 2 ul DNA-Template verwendet.
Jeder PCR-Lauf bestand aus 10 PCR-Reaktionen im Doppelansatz. Jedes Probenset
beinhaltete eine negative Kontrolle in der hochreines Wasser die DNA-Probe substituierte
(Tab 30).

Tabelle 30: Komponenten und Konzentrationen der PCR-Mischung

Substanz Konzentration Menge Endkonzentration
H>O 9,9 ul
i0 SYBR® Green Supermix: 2X 12,5l 1X
SYBR® Green | Farbstoff
iTag™ DNA-Polymerase 50 U/mi
je dATP, dCTP, dGTP und dTTP 0.4 mM
MgCl, 6 mM
Tris-HCI pH = 8 40 mM
KCI 100 mM
Fluorescein und Stabilisatoren 20 nM
Primer Forward 0,3 pl 0,6 mM
Primer Reverse 0,3 pl 0,6 mM
Summe 23 ul
Template 2 pl
Gesamtvolumen 25 pl
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Im Anschluss an die Amplifikation wurde fir jeden PCR-Ansatz eine Schmelzkurvenanalyse
durchgefuhrt, um die Spezifitdt der PCR-Amplifikation durch die eingesetzten Primer zu
bestimmen. Die geeignete Annealing-Temperatur fUr jedes Primerpaar wurde grob anhand
der Formel (Nr. 4) und in Anbetracht der Schmelztemperaturen (T,,) der Oligonukleotide fir
jedes Primerpaar eingesetzt (Tab. 32). Die Ct-Werte, resultierend aus jeder PCR-Analyse,
wurden in verschiedenen Korrelationen mit der Gesamtkeimzahl (log;,q KbE/g) der
Geflugelfleischproben verglichen und die Determinationskoeffizienten der Korrelationen
ermittelt. Die Primer, deren PCR-Analysen die besseren Determinationskoeffizienten im
Vergleich zur klassisch ermittelten Gesamtkeimzahl aufgewiesen haben, wurden fir weitere
Analysen und Modifizierungen ausgewahlt. AuRerdem wurden die erstellten Schmelzkurven
fur jeden PCR-Lauf analysiert und die Amplifikationspezifitat der Primer Uberpruft. In
Anbetracht der ermittelten Determinationskoeffizienten und der Spezifitat der Schmelzkurven
wurden drei Primer fir weitere PCR-Analysen ausgewahlt.

Tabelle 31: PCR-Protokoll fur die Amplifikation mit Hilfe des Primerpaares rpoB 1

PCR-Protokoll Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 95 °C 3 min

Amplifikation (40X)

Denaturierung 95 °C 25s

Primer-Annealing 62 °C 40 s

Elongation 72°C 30s

Annealing-Extension 72 °C 5 min

Schmelzkurvenanalyse 55 °C bis 90 °C Schmelzkurve in 0,5 °C-Schritten
Kihlen 10 °C o0
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Tabelle 32: Modifizierungen der PCR-Bedingungen und PCR-Mischungsverhéltnisse zur Optimierung der Amplifikation sowie Uberpriifung der
Primer-Eignung fur den PCR-Einsatz (Run 2 bis 14)

PCR Primer- Pri Variable PCR-Mischungs- adjustierte Variable PCR- adjustierte Annealing-
rimerset ;
Run Name komponente Angabe Bedingung Temperatur
2 (poB 1 F1: 5GAGTTCTTCGGTTCCAGCCA3’ Annealing- 54 °C
R1: 5 TTTCAATCGGGCAGACACGA3’ Temperatur
3 (poB 12 F12: 5 GAAGTCCGAGACGTACACCCY3’ Annealing- 60 °C
R12: 5GCTTTCCAGGAAGCCGTACTY Temperatur
4 (poB 15 F15: 5TATCCGTTCCGTTGGCGAAA3’, Annealing- 54 °C
R15: 5 TGGCTGGAACCGAAGAACTC3 Temperatur
5 -5 AAAR —
rpoB 15 F15: 5,TATCCGTTCCGTTGGCG 3 B Primer Konzentration 1 mM; 0,5 pl Annealing 54 °C
R15: 5 TGGCTGGAACCGAAGAACTC3 Temperatur
6 -5 g A ling-
rpoB 6 Fé. 5,TGGTGTCGTTCAGTACGTGGS, Primer Konzentration 1 mM; 0,5 pl nhealing 54 °C
R6: 5"’ ACACACGGCATCTGGTTGAT3 Temperatur
7 -5 g ina-
(POB 1C F1C: 5'ATGGCNGGWCGTCACGGTAAC3, Primer Konzentration 1mM: 0,5 pl Annealing 56 °C
R1C: 5CTGACCACCGAAYTGHGCYTTA3 Temperatur
8 5 ' . . Annealing-
(pOB 2C F2C: 5,AGCGTAACGTAGNCTCGTG3 _ Primer Konzentration 1mM: 0,5 pl nnealing 53 °C
R2C: 5GGTCAGGTTGTAGATATCGACAC3 Temperatur
9 5 ' . _ Annealing-
rpoB 1C F1c: S,ACACACGGCATCTGGTTGATS 3 Primer Konzentration 1 mM; 0,5l nneaiing 60 °C
R1C: 5CTGACCACCGAAYTGHGCYTTA3 Temperatur
10 5 2 . _ Annealing-
rpoB 2C F2C: 5,AGCGTAACGTAGNCTCGT63 ., Primer Konzentration 1 mM; 0,5 pl nnealing 57 °C
R2C: 5GGTCAGGTTGTAGATATCGACAC3 Temperatur
11 5 2 . _ Annealing-
rpoB 6 Fé: 5,TGGTGTCGTTCAGTACGTGGS, Primer Konzentration 1 mM; 0,5l nnealing 57 °C
R6: 5"’ ACACACGGCATCTGGTTGAT3 Temperatur
12 5 ’ . . Annealing-
rpoB 12 Fl2: 5,GAAGTCCGAGACGTACACCC3, Primer Konzentration 1 mM; 0,5l 9 57 °C
R12: 5GCTTTCCAGGAAGCCGTACT3 Temperatur
13 5 ' . _ Annealing-
rpoB 6 Fé: 5,TGGTGTCGTTCAGTACGTGGS, Primer Konzentration 0,2 mM; 0,1 pl nneaiing 57 °C
R6: 5" ACACACGGCATCTGGTTGATS3 Temperatur
14 F6: 5 TGGTGTCGTTCAGTACGTGGS3' , _ Annealing-
rpoB 6 6 5, GGTGTCGTTCAGTACG GG3, Primer Konzentration 0,2 mM; 0,1 pl 9 54 °C
R6: 5’ ACACACGGCATCTGGTTGAT3 Temperatur

101



Eigene Untersuchungen

3.3.3 Ergebnisse
3.3.3.1 Auswabhl des Zielgens und rpoB-Gensequenzen

Zur Auswahl des Zielgens fir die Amplifikation wurden verschiedene in der Literatur
erwahnte Gene anhand bestimmter Kriterien miteinander verglichen (Abschn. 3.3.1).
Bezugnehmend auf diese Informationen schien rpoB ein geeignetes Zielgen fir das
Generieren der Primer zur Quantifizierung der Mikroorganismen im Vergleich zu anderen
bereits erwdhnten Genen (Tab. 25) zu sein. Unter den bekannten Einzelkopiegenen rplB,
recA, pyrG, gyrB, fusA und rpoB verfugten nur recA (Karlin und Brocchieri, 1996), gyrB
(Soren und Christiansen, 1994) und rpoB (Adékambi et al.,, 2008b) Uber konservierte
Regionen. Das Gen leuS besitzt Konsensussequenzen nur im ,D-Loop“ (Vander Horn und
Zahler, 1992) und beim pyrG-Gen sind die konservierten Regionen nur in grampositiven
Bakterien vorhanden (Meng und Switzer, 2001). Die drei Gene, recA, gyrB und rpoB wurden
dann in Datenbanken auf das Vorhandensein der Sequenzen von nachgewiesenen
Bakterien in Geflugelfleisch Uberprift. Bezugnehmend auf diese Bakterien wurden fir recA
und gyrB wesentlich weniger Sequenzen in Datenbanken gefunden als fur rpoB. Aus diesen
Grunden wurde sich fur das rpoB-Gen als Amplifikationsziel zum Generieren der Primer
entschieden. Die Studie von Takahashi et al. (2009) unterstiitzte das Argument zur Auswabhl
des Gens. Diese Autoren haben das rpoB-Gen als Amplifikationsziel zur Quantifinzierung der
Bakterien in verzehrfertigen Obst- und Gemuseprodukten mittels PCR verwendet und dabei
vergleichbare Ergebnisse mit denen aus der Kulturmethode erzielt. Aus den 73
Bakterienspezies, die in Abschnitt 3.2 mittels 16S rRNA-Sequenzenanalyse identifiziert
wurden, wurden rpoB-Sequenzen von 53 Spezies und Subspezies (103 Stamme) in der
offentlichen online Datenbanken gefunden. Davon standen die kompletten rpoB Sequenzen
des Genoms von 16 Spezies zur Verfigung. Fir die restlichen Spezies standen nur
Informationen Uber eine Sequenz von maximal 1000 bp zur Verfligung, davon fir acht
Spezies maximal 500 bp. Hinzugefligt wurden zudem die rpoB-Sequenzen der Bakterien, die
oft in Bezug auf Pathogenitat bzw. Verderb mit Gefligelfleisch in Verbindung gebracht
werden: Campylobacter jejuni (Altekruse et al., 1999), Clostridium perfringens (Van
Immerseel et al., 2004), Staphylococcus aureus (Akbar und Anal, 2013; Waters et al., 2011),
Yersinia enterocolitica (Mumtaz et al., 2013), Acinetobacter johnsonii (Narasimha et al.,
1998; Shaw und Latty, 1988), Aeromonas hydrophila (Palumbo et al., 1989), Pseudomonas
fluorescens (Mead, 2004a; Arnaut-Rollier et al., 1999), Pseudomonas psychrophila (Garcia-
Lopez et al.,, 1998) und Pediococcus pentosaceus (Holzapfel, 1998). Insgesamt wurden
rpoB-Sequenzen von 67 Bakterienspezies (108 Stamme) als FASTA-Formate in ein
Alignment einbezogen. Diese sind in Tabelle 51 im Anhang zusammen mit ihrer Online-

Datenbank-Nr., Position auf dem Gen und Sequenzenlénge aufgelistet.
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3.3.3.2 Sequenzenalignment und Primergenerieren

Das Alignment der erworbenen rpoB-Sequenzen erfolgte automatisch in ClustalX. Die
Clustal Programmserien werden sehr haufig in der Molekularbiologie und in der Bioinformatik
zum multiplen Alignment von Nukleinsauresequenzen und zum Erstellen phylogenetischer
Baume verwendet. ClustalX wurde in der Programmiersprache C++ geschrieben und erstellt
ein Alignment durch eine paarweise progressive Sequenzalignmentmethode (Larkin et al.,
2007). Beim Alignment werden die Elemente einer untersuchten Sequenz so zugeordnet,
dass die Reihenfolge der Basen erhalten beibt und jedes Element einem anderen Element
oder einer Licke in jeder Sequenz zugeordnet ist. Durch den Vergleich der rpoB-Sequenzen
im Alignment wurden verschiedene Konsensusregionen gefunden, die theoretisch als
Vorlage zum Generieren der Primer hétten verwendet werden kénnen. Allerdings waren
keine von diesen Regionen in allen betrachteten Bakterien vorhanden. Die Primer, die durch
das ClustalX Alignment generiert wurden, wurden in BLAST Uuberprift, in welchem Umfang
sie geeignet waren, die Bakterienspezies zu detektieren. So lieR sich erkennen, dass diese
Primer theoretisch wenige Bakterienspezies detektieren konnten. Die Primer, die durch
Primer-BLAST der NCBI generiert wurden, haben die Detektion eines weiteren Spektrums
der Bakterienspezies ermoglicht. Die Primer rpoB 1, rpoB 6, rpoB 12, rpoB 15, rpoB 1C und
rpoB 2C erwiesen bei der BLAST-Analyse eine bereitere Detektionsspanne fur die
entsprechenden Bakterienspezies. Deshalb wurden diese fiur den Einsatz in den PCR-

Analysen ausgewahlt und zur Synthese bestellt (Tab. 28).

3.3.3.3 Primerspezifitat

Im Prinzip werden Primer mit dem Ziel entworfen, sich an spezifischer Stelle des DNA-
Templates zu binden und somit eine Amplifikation bestimmter Sequenzenfragmente (PCR-
Produkte) zu ermdglichen. In diesem Sinne geht der Amplifikationserfolg sehr stark mit der
Spezifitét und weiteren relevanten Eigenschaften der Primer einher. Die Spezifitat der Primer
ist besonders dann wichtig, wenn eine definierte Spezies nachgewiesen werden soll. Da die
Gesamtkeimzahl im Sinne der Kulturmethode samtliche wachsenden Keime als Ziel hat, wird
die Spezifitat der Primer anders interpretiert. Zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl ist daher
vornehmlich die ,Detektionsspanne“ der Primer von Bedeutung im Gegensatz zur Spezifitat,
das heil3t der Umfang der Bakterienspezies, der mittels der Primer erfasst werden soll. Je
mehr Bakterien detektiert werden, desto besser korreliert die PCR-Methode mit der
Gesamtkeimzahl, resultierend aus der Kulturmethode. Allerdings ist selbst bei der
Bestimmung der Gesamtkeimzahl wichtig, dass die Bakterien detektiert werden, die mit dem
Verderb der zu untersuchenden Probe assoziiert sind und soweit wie mdglich
ausgeschlossen wird, dass externe Kontaminanten die PCR-Bestandteile verunreinigt

haben. Deshalb sollten die generierten Primer die Gesamtheit der Verderbsflora des
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Geflugelfleisches detektieren. Um die bestfunktionierenden Primer aus den entworfenen

Primern auszuwahlen, wurden sie in Primer-BLAST von NCBI auf ihre Eignung Uberpruft.

3.3.3.4 Auswertung der Korrelationsanalysen

Die Keimbelastung der Geflugelfleischproben schwankte zwischen 10* (Probe 1) und 10°
(Probe 10) KbE/g (Tab. 29). Die relativ hohe Keimbelastung der Proben wirkte sich negativ
auf die Bestimmung der unteren Detektionssgrenze der Primer aus. So konnte nicht
festgestellt werden, ob die generierten Primer fur die Amplifikation der Nukleinsduren beim
unteren  Konzentrationsbereich geeignet waren. Allerdings konnte durch die
Korrelationsanalyse eingeschéatzt werden, ob die durch jedes Primerpaar erfassten Bakterien
mit den klassisch ermittelten vergleichbar sind.

Die generierten Primer, die bei der BLAST-Analyse eine ausreichende Spezifitat erwiesen
haben (rpoB 1, rpoB 6, rpoB 12, rpoB 15, rpoB 1C und rpoB 2C) wurden in der PCR-Analyse
eingesetzt. Fur jeden Primer wurden mindestens zwei Analysen durchgefihrt. Dabei wurden
je nach eingesetztem Primer die Annealing-Temperatur und die Primer-Konzentration
modifiziert. Zur Auswertung wurden die Ct-Wertspanne, der Korrelationskoeffizient aus der
Korrelation mit der Gesamtkeimzahl und die Ct-Werte der negativen Kontrolle bericksichtigt.
Abbildung 20 stellt die Korrelationsergebnisse, resultierend aus dem Vergleich der Ct-Werte
der PCR-Analysen unter Anwendung der generierten Primer und die Gesamtkeimzahlen,
ermittelt mittels des Plattenkulturverfahrens examplarisch dar. Bei der ersten Analyse unter
Anwendung vom Primerset rpoB 1 erschienen die Ct-Kurven relativ spéat (zwischen dem 26.
und dem 35. Zyklus). Die meisten Kurven (80 %) erschienen erst nach dem 30. Zyklus. Auch
bei den Negativkontrollen wurde DNA amplifiziert und die Ct-Kurven erschienen nach dem
40. Zyklus. Nach der Modifizierung der Annealing-Temperatur (3. PCR Run, 54 °C)
erschienen die Kurven friher (zwischen dem 21. und dem 31. Zyklus) und bei den
Negativkontrollen fand keine Amplifikation der DNA statt. Trotzdem wies keine der PCR
Analysen, die mit Hilfe vom Primer rpoB 1 durchgefiihrt wurden, vergleichbare Ergebnisse
mit denen aus der Kulturmethode auf (1. PCR Run: R? = 0,32 und 3. PCR Run: R* = 0,36).
Ebenso wiesen die PCR-Analysen unter Anwendung von rpoB 12 (2. PCR Run und 12. PCR
Run) relativ hohe Ct-Werte auf (3. Run: zwischen dem 25. und dem 35. Zyklus und 12. Run
nach der Reduzierung der Annealing-Temperatur: zwischen dem 26. und dem 35. Zyklus).
Die Ct-Kurve der negativen Kontrolle verschwand nach der Verringerung der Annealing-
Temperatur (12. Run). Dennoch reichten die Determinationskoeffizienten fir das Paar
rpoB 12 nicht aus, um fur weitere PCR-Analysen eingesetzt zu werden (2. PCR-Run:
R?=0,39 und 12. PCR-Run: R? = 0,34). Auch die PCR-Analysen mit Hilfe vom Primerpaar
rpoB 2C wiesen keine akzeptable Korrelation auf (8. Run: R? = 0,01 und 10. Run: nach der
Modifizierung der Annealing-Temperatur R* = 0,32). Die PCR-Analyse unter Anwendung der

Primerpaare rpoB 15, rpoB 6 und rpoB 1C ergaben vergleichbare Ergebnisse mit denen aus
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dem Kulturverfahren (R? zwischen 0,60 und 0,63). Bei der Amplifikation mit Hilfe vom Primer
rpoB 6 wurde aul3er der Annealing-Temperatur auch die Primer-Konzentration modifiziert. So
schien die Primer-Konzentration eine starkere Wirkung auf die Ct-Wertspanne und die
Korrelationen auszulben als die Annealing-Temperatur. Die Modifizierung der
Primerkonzentration flhrte zur Verminderung der PCR-Sensitivitat, sodass die Proben mit
Keimbelastung unter 10° KbE/g nicht detektiert werden konnten und der
Determinationskoeffizient nur noch bei 0,36 lag. Bei der Erhéhung der Annealing-Temperatur
veranderte sich die Ct-Wertspanne nur geringfuigig. Allerdings erschien bei einer Probe mit
Keimbelastung von 10* KbE/g keine Ct-Kurve (Tab. 33).

Anhand der Ergebnisse der Korrelationsanalysen (Abb. 20) und der beschriebenen
Auswertung der Ct-Werte war zu erkennen, dass die drei Primer rpoB 1C, rpoB 6 und
rpoB 15 das beste Potential zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl in Gefliigelfleischproben
hatten.
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Tabelle 33: Ergebnisse der 14 PCR-Analysen (Mittelwert der Ct-Werte) (n=10) unter

Anwendung der generierten Primer (Gesamtkeimzahlen, aus den klassischen
Plattenverfahren als log,q KbE/g: gewichter Mittelwert)
Primer: rpoB 1 rpoB12 rpoB1 rpoB 15 rpoB 15 rpoB 6 rpoB 1C
Annealing-Temperatur: 62 °C 60 °C 54 °C 53°C 57°C 54°C 56°C
PCR Run: R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7
GKZ
Nr. Probe (10910 Ct-Werte
KbE/g)
2 Hahnchenbrust-Innenfilet 4,19 34,40 34,47 29,09 40,02 42,07 38,18 30,11
5 Hahnchen-Geschnetzeltes 5,48 35,27 35,72 31,01 43,44 37,57 33,94 30,32
1 Putenbrust-Innenfilet 6,02 34,91 32,82 26,62 39,67 35,63 36,17 28,64
g8 Maishéhnchenbrust 6,50 34,23 34,55 30,13 28,89 28,80 28,67 27,63
10 Perlhuhnkeule 6,55 31,92 30,43 24,11 39,67 37,17 34,82 26,63
4  Hahnchen-Minutenschnitzel 7,29 33,02 34,96 28,17 36,91 37,86 34,19 29,72
7 Barbarie-Enten-Klein 7,40 29,23 29,32 22,32 32,72 33,38 32,00 23,97
3 Puten-Ministeaks 7,70 32,61 34,38 27,51 24,34 24,24 24,31 23,46
9 Enteninnenfilet 7,94 26,74 25,94 21,38 26,48 25,82 2593 22,74
6 Bio-Putengulasch 8,63 33,12 27,35 24,57 25,23 25,83 26,24 24,17
Blank - 42,86 40,22 n.v. 40,24 39,65 n.v. 35,13
Primer: rpoB 2C  rpoB1C rpoB2C rpoB6 rpoB12 rpoB6 rpoB6
Annealing-Temperatur: 53 °C 60 °C 57 °C 57 °C 57 °C 57°C 54°C
PCR Run: R8 R9 R10 R11 R12 R13 R14
GKz
Nr. Probe (logio Ct-Werte
KbE/g)
2 Hahnchenbrust-Innenfilet 4,19 28,91 29,91 28,145 n.v. 34,50 n. v. 39,12
5 Hahnchen-Geschnetzeltes 5,48 29,24 30,31 29,85 36,69 33,80 n. v. 35,17
1  Putenbrust-Innenfilet 6,05 29,31 29,06 28,90 38,92 32,56 n. v. 38,95
8  Maishahnchenbrust 6,55 32,11 27,43 29,56 28,74 35,03 29,35 29,46
10 Perlhuhnkeule 6,55 29,29 26,48 28,76 36,60 30,54 39,68 35,56
4 Hahnchen-Minutenschnitzel 7,29 29,00 30,02 28,82 34,94 35,43 36,63 35,22
7  Barbarie-Enten-Klein 7,40 26,37 24,05 24,96 32,88 27,81 33,60 33,06
3 Puten-Ministeaks 7,70 29,01 23,68 29,08 24,36 33,68 25,14 24,97
9  Enteninnenfilet 7,94 28,05 22,58 27,18 26,27 26,36 27,34 26,65
6 Bio-Putengulasch 8,63 29,85 24,01 29,27 26,67 28,08 27,59 26,54
Blank - 29,00 33,41 28,42 44,04 n.v. 38,78 n.v.
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Abbildung 20: Vergleich der Ergebnisse der PCR-Analysen Run 1 bis Run 14 (Mittelwert der Ct-Werte) unter Anwendung der generierten Primer
(rpoB 1, 1C, 2C, 15, 6 und 12) und des Kulturverfahrens (Gesamtkeimzahl als log,y, KbE/g: gewichteter Mittelwert) mit Hilfe der
Korrelationsanalysen. Fir jeden Primer wurde exemplarisch eine Analyse (mit dem jeweils hoéchsten Determinationskoeffizienten) grafisch
dargestellt.
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3.3.4 Diskussion
3.3.4.1 Auswahl des Zielgens

Die Auswahl des Amplifikationsziels erfolgte durch Vergleichen der phylogenetischen
Eigenschaften verschiedener laut Literatur universeller Gene. Unter Berlcksichtigung dieser
Eigenschaften eigneten sich theoretisch die Gene gyrB, recA und rpoB zur Quantifizierung
mittels PCR. Die DNA-Gyrase ist eine Typ Il Topoisomerase, die die Umwandlung
entspannter doppelstrangiger DNA zu einer superhelikalen Struktur katalysiert. In der DNA-
Replikation fordert sie die Transkription und ist in DNA-Rekombination und -Reparatur
involviert. Dieses tetrimetrische Molekll besteht aus zwei A und zwei B Untereinheiten
(Subunits), die durch die Gene gyrA und gyrB kodiert werden (Ladefoged und Christiansen,
1994; Reece und Maxwell, 1991). Ladefoged und Christiansen (1994) stellten gyrB in ihrer
Studie ,einzigartige Genorganisation in der gyrB-Region von Mykoplasma hominis“ als ein
ubiquitares Gen dar. Nach Ladefoged und Christiansen (1994) eigent sich das Gen,
aufgrund von mehreren zur Verfigung stehenden, hochkonservierten Regionen und der
Prasenz in zahlreichen Bakterienspezies als Ziel zum Einsatz von antimikrobiellen
Substanzen. Laut Delétoile et al. (2009) ist gyrB ein Einzelkopiegen. recA ist ein Protein-
kodierendes Gen, das eine essentielle Rolle bei der homologen Rekombination, beim DNA-
Strangaustausch, bei der DNA-Reparatur und bei weiteren Prozessen spielt (Clark und
Sandler, 1994; Kowalczykowski et al., 1994; Roca und Cox, 1990). Nach Karlin und
Brocchieri (1996) ist recA in Bakterien ubiquitar konserviert und kommt als Einzelkopie im

bakteriellen Genom vor (Masco et al., 2007).

Somit stellten theoretisch gyrB und recA neben rpoB geeignete Zielgene zur Quantifizierung
der Bakterien dar. Allerdings lieR sich durch Suche in den Gendatenbanken und in der
Literatur erkennen, dass, im Gegensatz zu rpoB, nur wenige Bakterien -recA- und —gyrB-
Gene vollstandig oder teilweise sequenziert wurden oder zumindest in den o6ffentlichen
Datenbanken zur Verfliigung standen. Dieser Informationsmangel beeintrachtigte das
Alignment von Sequenzen, wodurch das Generieren gut funktionierender Primer erschwert
war. Adékambe et al. (2008b) zufolge stehen Sequenzen von rpoB flr viele Bakterienspezies
zur Verfiigung. Nach Adékambi et al. (2008b) enthalt die Genbank® tiber 25.000 Sequenzen,
vorliegend als teilweise oder vollstandige rpoB-Sequenzen. Diese umfasst vollstandige rpoB
Gensequenzen (~3000 Sequenzen) von 3411 bp (Staphylococcus aureus) bis zu 4185 bp
(Neisseria meningitidis) Lange. Die Qualitat dieser vorhandenen Gensequenzen ist nach
Angaben dieser Autoren zuverlassig, denn grol3e Teile dieser Sequenzen sind in der
GenBank® aktuell, das heit, dass sie in den letzten zehn Jahren hinterlegt wurden. Derzeit
werden zur Analyse von Mikrobenpopulationen meist PCR-Methoden eingesetzt. Sequenzen
des 16S rRNA-Gens fungieren als Zielsequenz (Dahllof et al., 2000). Die Vorziige dieser

Molekdle liegen in ihrer ubiquitdren Verbreitung und ihren hochkonservierten Doménen, die
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als Vorlage fur das Generieren der Amplifikationsprimer fungieren (Santos und Ochman,
2004). Allerdings wiesen mehrere Autoren auf Unzulanglichkeiten bei der Verwendung
dieser 16S rRNA-Sequenzen fur mikrobielle Quantifizierungszwecke hin. Ein grol3es
Hindernis stellt beispielsweise die Diversitat in der Genkopienzahl dar, die sich nicht nur
zwischen verschiedenen Spezies, sondern auch innerhalb einzelner Spezies (Acinas et al.,
2004) unterscheidet. Diese Eigenschaft erschwert die Quantifizierung der Mikroorganismen
mittels PCR. In dieser Arbeit wurde nach Vergleich von verschiedenen Einzelkopie (Protein-
kodierenden) Genen rpoB als Amplifikationsziel ausgewahlt, damit dieses Problem
vermieden wird. Ein grof3er Pluspunkt fur diese Entscheidung lag in der Verflugbarkeit der
Sequenzen dieses Gens von vielen Bakterienstammen in den Datenbanken. Das rpoB-Gen
wurde sehr oft als Alternative fir die Identifikation und zum Vergleich der Diversitat von
Bakterienspezies in  Evolutionsstudien verwendet (Drancourt et al., 2004;  Dabhllof
etal.,, 2000). Uber die Verwendung dieses Gens zur Quantifizierung der
Gesamtbakterienzahl wurde jedoch nur von Takahashi et al. (2009) in verzehrsfertigem Obst
und Gemise berichtet. Aus diesen Grinden wurde in der vorliegenden Arbeit das rpoB-Gen
zur Quantifizierung der Gesamtbakterienzahl in Gefliigelfleisch mittels PCR ausgewahlt.

3.3.4.2 Sequenzalignment und Primer-Design

Das Alignment der rpoB-Sequenzen in ClustalX, die aus Sequenzdatenbanken stammten,
zeigte keine Konsesusregionen, die bei samtlichen relevanten Bakterien vorkommen. So war
es kaum mdglich, Primer zu generieren, die ausreichend viele Spezies in Geflugelfleisch
detektieren koénnen. Deshalb wurden neue Primer mit Hilfe der Software BLAST-Primer
generiert. Des Weiteren wurden Alignments aus den FASTA-Sequenzen dieser Primer und
den rpoB-Gensequenzen der Referenzspezies erstellt, um die PCR-Produktsequenzen zu
ermitteln. Fur die erhaltenen Zielsequenzen wurde mit Hilfe von ,BLAST n“ nach Alignments
gesucht. So konnte bestimmt werden, welche Spezies durch den jeweils entworfenen Primer
theoretisch erfasst wirden und die ungefahre Detektionsspanne und die Spezifitdt des
Primers konnten eingeschatzt werden. Bei der Amplifikation mit Hilfe des Primerpaares rpoB
15 handelte es sich um ein 174 bp-langes PCR-Produkt auf dem rpoB-Gen von Shigella
dysenteriae Sd197 auf Position 3478789-3478963 (NCBI: >gi|82775382) des Gens (Abb.
21). Tabelle 34 stellt die Bakterienspezies, die auf diese Art durch rpoB 15 Primer erfasst
werden kdnnen, dar. Ein Blick auf diese Tabelle zeigt, dass neben einigen Pseudomonaden
die Mehrheit der Spezies aus der Familie Enterobacteriaceae stammt und es sich dabei fast
nur um gramnegative Bakterien handelt. Vergleicht man diese Spezies mit denen, die in
Abschnitt 3.2 identifiziert wurden und mit denen, die in der Literatur in Bezug auf
Geflugelfleisch angegeben wurden (Abschn. 3.3.3.1), zeigt sich eine relativ hohe
Detektionsspanne fir das Primerpaar rpoB 15. Allerdings stellt die fehlende Erfassung von

grampositiven Bakterien ein Hindernis fur die Spezifitdt des Primerpaares dar. Betrachtet
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man die Ergebnisse der quantitativen Analyse der Geflugelfleischflora in Abschnitt 3.2.3
(Tab. 22), so ist die Anzahl der grampositiven Laktobazillen beispielsweise deutlich niedriger
als die der Enterobacterieacea oder der Pseudomonaden. Auflerdem erfolgte die
Identifizierung der Bakterien in Gefligelfleisch unter Anwendung von Selektivagar und
optimalen Wachstumsbedingungen der Bakterien (Abschn. 3.2.1), sodass das Wachstum
dieser Mikroorganismen extrem gefordert wurde. Auf den PC-Platten unter einheitlichen
Bedingungen sind hingegen nicht alle oben beschriebenen Spezies in der Lage sich zu
vermehren und zu wachsen. So kdnnen beispielsweise die grampositiven mikroaerophilen
Milchsaurebakterien wahrscheinlich nicht in grol3er Anzahl auf den PC-Platten unter aeroben
Bedingungen wachsen, was die Korrelation zwischen den beiden Methoden nicht
beeintrachtigt, da das Primerpaar rpoB 15 die mikroaerophilen Milchsaurebakterien ebenso
nicht erfasst.

Das degenerierte Primerpaar rpoB 1C, das in Korrelationanalysen akzeptable Ergebnisse
lieferte, konnte in der BLAST-Analyse des Amplifikationsziels (Position 329814—-330437 auf
rpoB-Sequenzen von Acinetobacter baumannii ACICU, Abb. 21) mehr relevante Spezies
erfassen als Primer rpoB 15. So konnte eine Reihe von grampositiven und gramnegativen
Bakterien, die mit dem Verderb von Geflugelfleisch assoziiert sind, erfasst werden. Allerdings
wies dieses Primerpaar einige praktische Nachteile, wie einen hohen Degenerationsgrad und
damit verbunden eine hohe Standardabweichung der Schmelztemperaturen auf. Au3erdem
wurde mit Hilfe dieses Primersets ein PCR-Produkt mit mehr als 600 bp (Abb. 21)
amplifiziert, was fur Quantifizierungszwecke ungeeignet ist. Aus diesen Grinden wurde das
Primerset rpo B 1C trotz sehr breiter Detektionsspanne und hohem
Determinationskoeffizienten, resultierend aus der Korrelation mit dem Ergebnissen des

Plattenkulturverfahrens, aus den weiteren Analysen ausgeschlossen.
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>Q1|82775382:c3477434-3473406 shigella dysenteriae sd197, complete genome
ATGGTTTACTCCTATACCGAGAAAAAACGTATTCGTAAGGATTTTGGTAAACGTCCACAAGTTCTGGATG
TACCTTATCTCCTTTCTATCCAGCTTGACTCGTTTCAGAAATTTATCGAGCAAGATCCTGAAGGGCAGTA
TGGTCTGGAAGCTGCTTTCCGTTCCGTATTCCCGATTCAGAGC TACAGCGGTAATTCCGAGCTGCAATAC
GTCAGCTACCGCCTTGGCGAACCGGTGTTTGACGTCCAGGAATGTCAAATCCGTGGCGTGACCTATTCCG
CACCGCTGCGCGTTAAACTGCGTC TGGTGATC TATGAGC GCGAAGC GCCGGAAGGCACCGTAAAAGACAT
TAAAGAACAAGAAGTC TACATGGGC GAAATTCCGC TCATGACAGACAACGGTACCTTTGTTATCAACGGT
ACTGAGCGTGTTATCGTTTCCCAGCTGCACCGTAGTCCGGGCGTCTTCTTTGACTCCGACAAAGGTAAAA
CCCACTCTTCGGGTAAAGTGC TGTATAACGCGCGCATCATCCCTTACCGTGGTTCCTGGC TGGACTTCGA
ATTCGATCCGAAGGACAACCTGTTCGTACGTATCGACCGTCGCCGTAAACTGCCTGCGACCATCATTCTG
CGCGCCCTGAACTACACCACAGAGCAGATCCTCGACCTGTTCTTTGAAAAAGTTATCTTTGAAATCCGTG
ATAACAAGCTGCAGATGGAAC TGGTGCCGGAACGCCTGCGTGGTGAAACCGCATC TTTTGACATCGAAGC
TAACGGTAAAGTGTACGTAGAAAAAGGCCGCCGTATCACTGCGCGCCACATTCGCCAGC TGGAAAAAGAC
GACGTCAAACTGATCGAAGTCCCGGTTGAGTACATCGCAGGTAAAGTGGTTGC TAAAGACTATATTGATG
AGTCTACCGGCGAGC TGATCTGCGCAGCGAACATGGAGC TGAGTC TGGAGC TGCTGGC TAAGC TGAGCCA
ATCTGGTCACAAGCGTATCGAAACGC TGTTCACCAACGATC TGGATCACGGCCCATATATCTCTGAAACC
TTACGTGTCGACCCAACTAACGACCGTCTGAGCGCACTGGTAGAAATC TACCGCATGATGCGCCCTGGCG
AGCCGCCGACTCGTGAAGCAGCGGAAAGCCTGTTTGAGAACCTGTTCTTCTCCGAAGACCGCTATGACCT
GTCTGCGGTTGGTCGTATGAAGTTCAACCGTTCTCTGC TGCGCGAAGAAATCGAAGGTTCCGGTATCCTG
AGCAAAGACGACATCATTGATGTTATGAAAAAGC TCATCGATATCCGTAACGGTAAAGGCGAAGTCGATG
PNV (TN Iy (Ll o VX e (G JATCCGT TCCGT TGGCGAAATGGCGGAAAACCAGT TCCGCGT TGG|
CTGGTACGTGTAGAGCGTGCGGTGAAAGAGCGTCTGTC TCTGGGCGATC TGGATACCCTGATGCCTCAG]
ATATGATCAACGCCAAGCCGATTTCCGCAGCAGTGAAAGAGTTCTTCGGTTCCAGCC TEayaa Ty
TTATGGACCAGAACAACCCGCTGTCTGAGAT TACGCACAAACGTCGTATC TCCGCACTCGGCCCAGGCGG
TCTGACCCGTGAACGTGCAGGC TTCGAAGTTCGAGACGTACACCCGACTCACTACGGTCGCGTATGTCCA
ATCGAAACCCCTGAAGGTCCGAACATCGGTCTGATCAACTCTCTGTCCGTGTACGCACAGACTAACGAAT
ACGGCTTCCTTGAGACTCCGTATCGTAAAGTGACCGACGGTGTTGTAACTGACGAAATTCACTACCTGTC
TGCTATCGAAGAAGGCAAC TACGTTATCGCCCAGGCGAAC TCCAACCTGGATGAAGAAGGCCACTTCGTA

CTTCGTGCAATTTTTGGTGAGAAAGCAGCTGACGTTAAAGACTCATCTTTACGTGTTCCATCTGGTACTA
AAGGTACAGTTATTGACGTTCAAGTCTTCACTCGTGATGGCTTAGAGAAAGATGACCGTGCTTTAGCAAT
TGAAAAAGCACAGCTTGATTCTTATCGTAAAGACTTGAAAGAAGAATACAAGATCTTCGAAGAAGCGGCT
GTGAGCGTGTAATTCGTTTGCTTAAAGGCCAAGAGTCTAATGGCGGTGGTTCAACTAAACGTGGTGATA
ACTTTCTGAAGATTTATTATCTGGTTTAGAGCTTGT TGACTTACTTGAAATTCAACCAGCAGATGAAGC
AATCGCTGAGCGTTTAACTCAAATTCAAGTGT TCTTGAAAGAGAAGAGC GCAGAAATCGATGAGAAATTC
SCTGAGAAGAAACGTAAGCTTGCAACAGGTGATGAATTAACAACTGGTGTATTGAAAGTTGTTAAAGTTT
ACTTAGCTGTTAAACGTCGTATTCAGCCTGGTGATAAGINTEE A [da [@Xds PV XS VVNSS (g a ey
RTCTAACATCTTACCTGT TGAAGACATGCCACATGATGCTAACGGTGTGCCGGTAGATATCGTATTGAAC
CGCTGGGTGTACCATCTCGTATGAACGTGGGTCAGATTCTAGAGACTCACTTGGGTATGGCGGCTAAAG
GCTTGGTGACAAAATCGAAAAAATGT TGAAAGAACAACGTACAGTTTTAGAACTGCGCGAATTCTTAGA|
AAGATTTATAACAAAGTCGGCGGTGAGCAAGAAGATCTTGATAGCTTGACTGATGAAGAAATTCTAGCG
TTGCAGGTAACTTGCGTGCGGGTGTGCCTTTAGCTACTCCTGTATTTGATGGTGCTGAAGAAAGTCAAA)
AAAGACTTACTTGAATTGGCTGACATTTCACGTACTGGTCAAACAGTATTGTTTGACGGACGTACAGG
GAACAGTTTGACCGTCCAGTAACTGTTGGTTACATGTACATGCTTAAATTGAACCACTTGGTTGATGAC

AGAAATGCTTACAGTGAAGTCGGATGACGTTGAAGGCCGTACTCGCATCTATAAGAATATTGTAGATGGT
AACCATTATATGGATCCGGGTATGCCTGAATCGTTCAACGTATTGACCAAAGAGATCCGTTCTTTAGGTA
TCAACATTGAACTAAAAAATGGTGACTAA

Abbildung 21: Alignment des Primersets rpoB 15 und dem rpoB-Gen von Shigella
dysenteriae in NCBI-BLAST. Die Pfeile oben und unten zeigen die Vorlage fur den Forward-
und Reverse-Primer (oben). Das Amplifikationsziel des Primersets rpoB15 (Mitte) und des
Primersets rpoB 1C im rpoB-Gen im FASTA-Format (unten).
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Tabelle 34: Bakterienstamme, mit Hilfe von BLAST unter Anwendung der Zielsequenzen auf
rpoB identifiziert

Nr. Bakterienspezies (und Subspezies) Stamm
Shigella flexneri 1a 0228
Shigella boydii CDC 3083-94

1 shigella sonnei FDAARGOS_90
Shigella dysenteriae 1617
Escherichia coli 268-78-1

2  Escherichia fergusonii ATCC 35469
Escherichia albertii KF1
Klebsiella pneumoniae subsp. Pneumonia RJF999
Klebsiella variicola HKUOPLA

3 Klebsiella sp. G5
Klebsiella oxytoca JKo3
Enterobacter asburiae 35734
Enterobacter cloacae 34978
Enterobacter aerogenes G7

4 Enterobacter lignolyticus SCF1
Enterobacter kobei R-47368
Enterobacter hormaechei R-49023

5 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Schleissheim B24
Salmonella bongori serovar RKS3044

6 Citrobacter freundii CAV1741
Citrobacter sp. FDAARGOS_156

7  Raoultella ornithinolytica Yangling 12
Cronobacter dublinensis subsp. dublinensis LMG 23823

8  Cronobacter universalis NCTC 9529
Cronobacter sakazakii ATCC 29544

9  Erwinia sp. Ejp617

10 Pantoea sp. At-9b

1 Dickeya dadantii 3937
Dickeya sp. Fz-2012
Serratia marcescens B3R3
Serratia sp. FS14

12  Serratia grimesii LMG 7883
Serratia glossinae CCUG 57457
Serratia fonticola CCM 3408

13 Edwardsiella piscicida C07-087
Edwardsiella tarda FL6-60

1 Yersinia enterocolitica WA
Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica CCUG 12369
Pseudomonas poae RE*1-1-14
Pseudomonas sp. St29
Pseudomonas fluorescens 2-79

15 Pseudomonas azotoformans sS4
Pseudomonas protegens Cab57
Pseudomonas reactans ippbc pra2
Pseudomonas alcaliphila CIP 108031T

16 Proteus myxofaciens ATCC 19692

17 Rahnella sp. ‘woolbedingensis' FRB 227
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3.3.4.3 Einsatz der generierten Primer in der PCR-Analyse

Die praktische Einsatzbarkeit der ausgewahlten, generierten Primerpaare (rpoB 1, rpoB 6,
rpoB 12, rpoB 15, rpoB 1C und rpoB 2C) zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl in
Geflugelfleisch wurde in mehreren PCR-Analysen Uberprift. Das Primerpaar rpoB 1,
welches in der BLAST-Analyse eine hohe Sequenzenubereinstimmung mit mehreren
Pseudomonas-spezies (100 %) und geringere mit der Familie Enterobacteriaceae (50 %)
zeigte, wies praktisch keine ausreichende Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen des
Plattenverfahrens auf (R? = 0,31 und R2? = 0,36). Dies zeigt, dass die Geflugelfleischproben
weniger von Pseudomonadenstdmmen und wahrscheinlich mehr von Enterobacteriaceaen
oder anderen Stammen belastet waren. Das Primerpaar rpoB 12 zeigte ebenfalls hohe
Sequenzenahnlichkeiten mit vielen Pseudomonas-spezies (bis zu 100 %) aber auch mit
einigen Aeromonas spp., E. coli, Salmonella und bis zu 60 % Sequenzenhomologie mit den
Spezies von der Familie Enterobacteriaceae. Trotzdem wies auch dieses Primerpaar keine
ausreichende Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen des Plattenverfahrens (R2 = 0,39 und
0,33) auf. Hingegen wies rpoB 15 einen hoheren Determinationskoeffizienten mit den
Ergebnissen der Kulturmethode (R2 = 0,62 und 0,63) auf. Dieses Primerpaar zeigte, wie
bereits beschrieben, eine hohe Sequenzenahnlichkeit mit verschiedenen E. coli-Stammen
(100 %), Pseudomonaden und einigen Enterobacteriaceae-Spezies in der BLAST-Analyse.
Ebenfalls zeigte das Primerpaar rpoB 6 vergleichbare Ergebnisse mit denen aus dem
Kulturverfahren (R2 = 0,62, 0,58, 0,62), wenn eine geeignete Annealing-Temperatur und
Primerkonzentration ausgewdhlt wurden. Dieses Primerpaar zeigte eine hohe

Detektionsspanne fur E. coli, Salmonella enterica und Stammen von Enterobacteriaceae.

Die degenerierten Primerpaare (rpoB 1C und rpoB 2C) wurden ebenfalls in der BLAST-
Analyse nach Sequenzenahnlichkeiten Uberprift. Das Primerset rpoB 1C, das einen héheren
Degenerationsgrad aufwies (zwei Nukleotide in Forward und drei in Reverse), zeigte, wie
erwartet, eine hohere Sequenzenahnlichkeit als das Primerset rpoB 2C, das nur eine
degenerierte Sequenz beinhaltete. Dieses Primerpaar wies eine hohe Detektionsspanne fir
eine Reihe von grampositiven und gramnegativen Stammen auf und dem zu Folge eine hohe
Korrelation mit dem Plattenverfahren (R2 = 0,63). Im Gegensatz dazu, zeigte das Primerpaar
rpoB 2C eine hohe Sequenzenahnlichkeit mit den Pseudomonas spp. und wenigen
Stammen von Enterobacteriaceae. So zeigte dieses Primerpaar keine ausreichende
Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen des Plattenverfahrens (R? = 0,01 und 0,03). Bei der
Messung der negativen Kontrollen in der PCR-Amplifikation bei Verwendung dieser Primer
wurden entweder keine Amplifikationen aufgewiesen oder die Amplifikationskurven
erschienen erst nach dem 35. Zyklus. Die Amplifikationskurve bei der negativen Kontrolle
war wahrscheinlich auf die Bildung der Primerdimere zuriickzufihren. Bei der Amplifikation

unter Anwendung von Primerpaar rpoB 15 erschienen die Ct-Kurven der negativen
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Kontrollen erst nach dem 40. Zyklus. Deshalb wurde auch fir weitere PCR-Analysen die
Zyklenanzahl auf 40 Zyklen limitiert. Bei der Amplifikation mit Hilfe des Primerpaares rpoB 6
erschienen keine Amplifikationskurven fur die negativen Kontrollen, wenn die Annealing-

Temperatur 54 °C betrug.

3.3.5 Schlussfolgerung

Die Determinationskoeffizienten, die aus dem Vergleich der Ct-Werte der PCR-Analysen
unter Anwendung der generierten Primer mit den Gesamtkeimzahlen resultierten, lagen nicht
im idealen Bereich fiur den direkten Einsatz in der quantitativen PCR. Allerdings wurden die
optimalen PCR-Bedingungen in diesem Teil der Arbeit noch nicht erreicht. Die Annealing-
Temperatur der Primer wurde beispielsweise nur theoretisch nach ihren
Schmelztemperaturen und der entsprechenden Formel (Nr. 4) kalkuliert. In spéateren
Untersuchungen wurde versucht, die PCR-Bedingungen zu optimieren, um eine bessere

Korrelation zu erzielen.

Die in diesem Abschnitt verwendeten Gefllgelfleischproben, die zur Extraktion der DNA
verwendet wurden, waren artgemaf sehr heterogen (Tab. 29). Die Proben waren zwar alle
Geflugelfleisch, stammten jedoch von verschiedenen Gefliigelarten. Daher waren
wahrscheinlich ihre Keimbelastungsspektren und ihr Gehalt an PCR-Inhibitoren relativ
variabel. Dies kann dazu fiihren, dass die generierten Primer, je nach Detektionsspanne und
Spezifitét, in einer Fleischprobe bestimmte Gruppen von Bakterien detektieren, die in der
anderen Geflugelfleischprobe nicht existieren oder teilweise auf den Agarplatten nicht
kultivierbar sind. Diese Abweichungen in der Keimbelastung verschiedener Proben einerseits
und die Detektionsspanne der Primer auf der anderen Seite kann zum Erzielen nicht
optimaler Korrelationen mit den Ergebnissen aus dem Kulturverfahren flhren. Angesichts
der resultierenden Determinationskoeffizienten, die aus dem Vergleich der zwei Methoden
erzielt wurden, wurden die Primer rpoB 6, rpoB 15 und rpoB 1C fur weitere PCR-Analysen

und zur Verbesserung der PCR-Bedingungen ausgewahlt.
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3.4 Korrelationsanalyse

3.4.1 Ziel und Aufbau der Versuche

Aus den Korrelationsergebnissen der PCR-Analysen im letzten Abschnitt wurden drei
Primerpaare (rpoB 1C, rpoB 6, und rpoB 15) (Tab. 28) ausgewahlt, die zur Bestimmung der
Gesamtkeimzahl in Gefligelfleisch mittels qPCR potenziell geeignet waren. Zur weiteren
Selektion der Primer wurden weitere PCR-Analysen mit paralleler Bestimmung der
Gesamtkeimzahl unter Anwendung des Plattengussverfahrens durchgefiihrt. Anschliel3end
wurden die Ergebnisse der beiden Methoden miteinander verglichen. Fir die PCR-Versuche
wurden neue Gefllgelfleischproben gekauft und vorbereitet. Somit konnten die generierten
Primer mit neuen DNA-Templates getestet werden. Ein DNA-Extraktionsverfahren fur diese
Proben wurde durchgefiihrt. Die Fleischproben wurden so ausgewahlt, dass sie von der Art
und Beschaffenheit her ahnlich waren (Hahnchenbrustfilet). Dies trug dazu bei, dass eine
ahnliche Bakterienflora auf den Fleischproben vorhanden war. Die resultierenden Ct-Werte
wurden mit den klassisch ermittelten log,q KbE/g korreliert. AnschlieBend wurden auch die
Schmelzkurven der PCR-Produkte ausgewertet. Das Primerpaar, mit den besten PCR-
Ergebnissen und Determinationskoeffizienten sowie Schmelzkurven im zu erwartenden
Bereich, sollte als endgiltiges Primerpaar ausgewahlt werden. Um die Spezifitat und die
Detektionsspanne der ausgewahlten Primer fur die Gefligelfleischflora zu bestimmen,
wurden in einer zusatzlichen PCR-Analyse die Nukleinsduren, die direkt aus den Kolonien
der Geflugelfleischproben, die auf diversen Selektivnahrboden wuchsen (Abschn. 3.2), als
Template eingesetzt. Es wurde getestet, in welcher Detektionsspanne die Primer diese
erfolgreich amplifizieren kénnen. Mit dem Ziel, die PCR-Bedingungen fir weitere
Quantifizierungsanalysen zu optimieren, wurde eine Gradienten-PCR-Analyse durchgefihrt.

Hierdurch wurde die optimale Annealing-Temperatur fir das Primerpaar ermittelt.

3.4.2 Methode

Probenvorbereitung, Bestimmung der Gesamtkeimzahl und DNA-Isolierung

Die frischen Geflugelfleischproben wurden aus den Selbstbedienungsregalen verschiedener
Lebensmitteleinzelhandelsbetriebe in Hannover im Zeitraum vom 10. bis 20.01.2013 gekauft.
Diese Proben waren unter modifizierter Atmosphére verpackt und wurden sofort nach dem
Einkauf und dem Transport bei +7 °C (£0,5 °C) in Kuhlschranken gelagert. Die Lagerung,
Aufteilung und Homogenisierung der Proben sowie die Abtrennung der PCR-Inhibitoren
erfolgte wie in Abschnitt 3.1.2 beschrieben. Tabelle 35 stellt die Probenart, deren
Lagerbedingungen und Keimbelastungen dar. Die Bestimmung der Gesamtkeimzahl der
Geflugelfleischproben efolgte anhand der DIN 10161-1:1984-02, die in Abschnitt 3.1.2
beschrieben wurde. Die PC-Platten wurden far 72h bei 30°C bebritet. Die
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Gesamtbakterienzahl wurde berechnet und als log;o KbE/g Fleischgewebe wiedergegeben.

Das DNA-Extraktionsverfahren erfolgte wie in Abschnitt 3.1.2 beschrieben.

Tabelle 35: Probenbeschreibung fir weitere PCR-Analysen

Nr. Probenbeschreibung Probennr. Lagerungstemperatur logio KbE/g
P1H1 30°C 9,86
1 Hahncheninnenfilet P1H2 20 °C 8,33
P1H3 4°C 3,59
P2H4 30 °C 8,37
2 Hahncheninnenbrustfilet P2H5 20 °C 6,81
P2H6 4°C 3,83
P3H7 30 °C 8,41
3 Hahnchenbrustfilet P3H8 20 °C 6,50
P3H9 4°C 3,93
P4H10 30 °C 8,80
4 Hahncheninnenfilet P4H11 20 °C 7,75
P4H12 4°C 5,18
P5H13 30 °C 8,86
5 Bio-Hahnchenbrustfilet P5H14 20 °C 7,58
P5H15 4°C 3,89
P6H16 30 °C 9,26
6 Hahnchenbrustfilet (Teilstiick) P6H17 20 °C 8,49
P6H18 4°C 6,00
P7H19 30 °C 9,15
7 Hahncheninnenbrustfilet P7H20 20 °C 7,73
P7H21 4°C 4,88
P8H22 30 °C 8,61
8 Hahncheninnenbrustfilet P8H23 20 °C 7,46
P8H24 4°C 4,71
P9H25 30 °C 9,49
9 Hahncheninnenbrustfilet P9H26 20 °C 9,04
P9H27 4°C 7,16
P10H28 30 °C 9,40
10 Hahncheninnenbrustfilet P10H29 20 °C 8,57
P10H30 4°C 7,57

Durchfiihrung der Real-Time PCR-Analyse mit Hilfe der ausgewahlten Primer

Es wurden drei PCR-Analysen mit drei ausgewahlten Primerpaaren (Tab. 28) durchgeftihrt:

F15-rpoB: 5 TATCCGTTCCGTTGGCGAAA3’
R15-rpoB: 5 TGGCTGGAACCGAAGAACTC3’
F6-rpoB: 5 TGGTGTCGTTCAGTACGTGG3’
R6-rpoB: 5’ACACACGGCATCTGGTTGAT3’

- F1C-rpoB: 5’ ACACACGGCATCTGGTTGAT3’
R1C-rpoB: 5 CTGACCACCGAAYTGHGCYTTA3"

Die PCR-Bedingungen wurden entsprechend der Eigenschaften der eingesetzten Primer
adjustiert. Die Konzentrationen der PCR-Mischungen und die PCR-Bedingungen sind in den
Tabellen 30 und 36 beschrieben. Fir jede PCR-Analyse wurden 2 pl DNA-Template
verwendet. Jeder PCR-Lauf bestand aus 30 PCR-Reaktionen im Doppelansatz. Jedes
Probenset beinhaltete eine Negativkontrolle, in der hochreines Wasser die DNA-Probe

substituierte.
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Tabelle 36: PCR-Bedingungen der Real-Time PCR-Analysen unter Anwendung der
Primerpaare rpoB 15, rpoB 6 und rpoB 1C

PCR-Protokoll Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 95 °C 3 min

Amplifikation (40X)

Denaturierung 95 °C 25s

Primer-Annealing 57 °C rpoB 15/54 °C rpoB 6/56 °C rpoB 1C  40s

Elongation 72 °C 30s

Annealing-Extension 72 °C 5 min

Schmelzkurvenanalyse 55 °C bis 90 °C Schmelzkurve in 0,5 °C-Schritten
Kuhlen 10 °C ©

Korrelationsanalyse fiir jedes Primerpaar

Um endgiltig einen Primer fur die Quantifizierung der Gesamtbakterien mittels PCR
auszuwahlen, wurden die Ct-Werte, resultierend aus den drei PCR-Analysen mit der
Gesamtkeimzahl der  Geflugelfleischproben  (log.o KbE/g)  korreliert und  die
Determinationskoeffizienten  ermittelt. Fir das Primerpaar mit dem  besten

Determinationskoeffizienten wurde zusatzlich der P-Wert berechnet.

Aufreinigung der PCR-Produkte (nur fur rpoB 15)

Die PCR-Produkte, resultierend aus der Amplifikation der DNA-Templates (beschrieben in
Tabelle 35) mit Hilfe des Primerpaares rpoB 15, wurden zur Verbesserung der Effizienz des
anschlieenden Gelelektrophoreseverfanrens mit Hilfe eines kommerziellen PCR-
Aufreinigungskits (GeneJET PCR Aufreinigungskit) [Thermo Fischer Scientific, D] purifiziert.

Der Aufreinigungsprozess wurde in Abschnitt 2.10.4 ausfihrlich beschrieben.

Gelelektrophoreseanalyse zur Bestatigung der Spezifitat der PCR-Amplifikation mit

Hilfe des Primerpaares rpoB 15

Ein Gelelektrophoreseverfahren erfolgte fir die PCR-Analyse unter Einsatz von rpoB 15 im
Anschluss an die Aufreinigung der PCR-Amplifikate. Zur GroRenbestimmung der DNA-
Banden wurde ein DNA-Marker (GeneRuler™, 100 bp Plus DNA Ladder) [Thermo Fisher
Scientific, D] mit Fragmentengrdf3en von 100 bp bis 3000 bp (Abb. 8) verwendet. Das

elektrophoretische Trennungsverfahren wurde in Abschnitt 2.12 beschrieben.

Gradienten-PCR

Um einen hohen Aufwand zu vermeiden, erfolgte die Bestimmung der Annealing-Temperatur
fur die entworfenen Primer (Abschn. 3.3) zuné&chst durch die einfache Einschétzung der Tm
der Primer (GC-Gehalt-Formel, Nr. 4). Nach Auswahl des endgiltigen Primerpaares

(rpoB 15) wurde die optimale Annealing-Temperatur mit Hilfe einer Gradienten-PCR
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ermittelt. Der Temperaturbereich der ersten Gradientenanalyse erstreckte sich zwischen 52-
67 °C (steilerer Gradient) (Tab 37). Da bei der Gelelektrophoreseanalyse der PCR-Produkte
die DNA-Banden fir den Temperaturbereich von 56,2 bis 61 °C am ausgepragsten zu
visualisieren waren, wurde fur die zweite Analyse eine schmalere Spanne von 55 bis 67 °C
(flacherer Gradient) gewahlt, damit eine genauere Temperatur ermittelt werden konnte. Als
Template wurde die isolierte DNA aus einer Fleischprobe (P3H8, log;, KbE/g 6,50; Tab. 38)
ausgewahlt und je 2 pl in jede PCR-Reaktion eingesetzt. Im Anschluss an die Amplifikation
wurde fir jeden PCR-Ansatz eine Schmelzkurvenanalyse fiur die PCR-Produkte

durchgefihrt, um die Amplifikationsspezifitdt der PCR zu bestétigen.

Tabelle 37: Gradienten-PCR-Bedingungen, zur Bestimmung der Annealing-Temperatur flr
das Primerpaar rpoB 15

PCR-Protokoll Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 95 °C 3 min

Amplifikation (40X)

Denaturierung 95 °C 25s

Primer-Annealing von 52 °C bis 67 °C (Gradient) 15s

Elongation 72 °C 30s

Annealing-Extension 72 °C 5 min

Schmelzkurvenanalyse 55 °C bis 90 °C Schmelzkurve in 0,5 °C-Schritten
Kuhlen 10 °C oo

Gel-Elektrophoreseanalyse

Eine elektrophoretische Trennung der DNA-Banden wurde durchgefuhrt, um zu visualisieren,
bei welcher/n Temperatur/en die angestrebten PCR-Produkte am starksten Banden
amplifiziert wurden. Das Elektrophoreseverfahren wurde in Abschnitt 2.12 beschrieben. Fir
die Gradienten-PCR wurde zur Amplifizierung als DNA-Template die Probe P4H22 mit
logio KbE/g 8,61 (Tab. 38) ausgewdhlt. Die Gradientenspanne betrug 55-67 °C.

Bestimmung der Spezifitat des Primerpaares rpoB 15

Zur Bestimmung der Spezifitdt und Detektionsspanne des ausgewahlten Primerpaares
rpoB 15 fir die Gefligelfleischflora erfolgte eine qualitative PCR-Analyse. Hierzu wurden als
Templates die Nukleinsduren, die in Abschnitt 3.2.2 aus den gewachsenen Kolonien
extrahiert wurden, eingesetzt. Diese Kolonien wurden aus vielen verschiedenen
Geflugelfleischproben (Tab. 16) auf verschiedenen Selektivndhrmedien kultiviert, um die
Identitdt der Fleischflora zu bestimmen. Diese Kolonien waren zwar nicht dieselben
Kolonien, deren Nukleinsduren zur Identifikation der Keime sequenziert wurden, jedoch
wurden sie aus den gleichen Fleischproben und von den gleichen Nahrbdéden erworben und
waren damit reprasentativ fur die Geflugelfleischflora. Deshalb wurde die Detektionsspanne

des Primerpaares bei der Erfassung der Gesamtkeimzahl in Gefliigelfleisch aus dem Erfolg
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der Amplifikation (Detektion) dieser Nukleinsdauren durch das Primerpaar rpo B 15
eingeschatzt. Hierzu wurde eine PCR-Analyse unter vergleichbaren Bedingungen wie in
Abschnitt 3.3.2 durchgefiihrt. Insgesamt wurden 50 Nukleinsaure-Isolate in die PCR

eingesetzt, die in Tabelle 23 mit den entsprechenden Nahrmedien beschrieben wurden.

3.4.3 Ergebnisse
3.4.3.1 Bestimmung der Gesamtkeimzahl und Auswertung der PCR-Analysen

Die Lagerung der Gefliigelfleischproben bei verschiedenen Temperaturen Uber Nacht (18-
24 h) trug dazu bei, ein relativ grolRes Keimzahlspektrum zu erreichen. So lagen die
Keimzahlen nach 72 h Inkubation bei 30 °C zwischen 3,90 x 10° KbE/g und 3,14 x 10° KbE/g
(Tab. 38). Die PCR-Analysen erfolgten mit Hilfe der drei entworfenen Primersets rpoB 1C,
rpoB 6 und rpoB 15. Die resultierenden Ct-Werte und Keimzahlen der Geflugelfleischproben
sind in Tabelle 38 zusammengefasst. Ein Uberblick tber die Ct-Werte der drei PCR-
Analysen zeigt, dass bei der Amplifikation mit Hilfe des Primerpaares rpoB 1C wesentlich
niedrigere Ct-Werte erzielt wurden (zwischen 18,22 und 31,68) als bei den Amplifikationen
unter Anwendung des Primerpaares rpoB 6 (zwischen 20,98 und 35,33) und rpoB 15
(zwischen 20,29 und 38,74). Die Ct-Werte des Primerpaares rpoB 6 und rpoB 15 lagen sehr
nah beieinander. Allerdings wurde nur bei der PCR-Analyse unter Anwendung vom
Primerset rpoB 15 fir den Blindwert keine Amplifikation detektiert. Diese wurde bei rpoB 1C
relativ frih (32. Zyklus) und bei rpoB 6 erst nach dem 37. Zyklus detektiert. Im Anschluss an
die Amplifikation erfolgte fur jedes Primerpaar eine Schmelzkurvenanalyse zur Bestimmung
der Amplifikationsspezifitat. Die resultierenden Schmelzkurven aus den jeweiligen Analysen
sind in Abbildung 22 dargestellt. Die Schmelzkurven bei den Analysen mit dem Primerpaar
rpoB 15 waren homogener verteilt als bei den Analysen mit den anderen beiden Primersets
(rpoB 1C und rpoB 6), wobei bei Primerset rpoB 1C die Kurven sehr unterschiedlich verteilt
waren und teilweise von typisch spezifischen Amplifikationskurven abwichen (Abb. 22). Die
Schmelztemperaturen der PCR-Produkte lagen zwischen 83 °C und 87 °C bei der Analyse
mit Primerset rpoB 15, zwischen 80 °C und 85 °C bei rpoB 6 und zwischen 82 °C und 89 °C
bei rpoB 1C. Die abweichende Schmelzkurve, die bei der rpoB 6-Analyse zu sehen ist,
gehorte zur Negativkontrolle. Diese weist moéglicherweise auf die Bildung von Primerdimeren
oder anderen PCR-Artefakte hin.
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Tabelle 38: Ergebnisse der PCR-Analysen (Mittelwerte der Ct-Werte) unter Anwendung der
Primersets rpoB 15, rpoB 6 und rpoB 1C (n = 30)

Primer: rpoB 15 rpoB 6 rpoB 1C
Annealing-Temperatur: 57 °C 54 °C 56 °C
GKZ Run 1 Run 2 Run 3

Nr. Probenbeschreibung Proben logi0 KbE/g Ct-Werte

P1H1 9,86 22,44 22,89 18,22
1 Hahncheninnenfilet P1H2 8,33 29,60 30,32 23,31
P1H3 3,59 38,06 34,14 29,56
P2H4 8,37 23,00 23,68 19,98
2 Hahncheninnenbrustfilet P2H5 6,81 27,90 28,05 23,58
P2H6 3,83 38,74 32,82 29,44
P3H7 8,41 20,29 20,98 19,77
3 Hahnchenbrustfilet P3H8 6,50 26,99 27,72 25,22
P3H9 3,93 35,66 32,60 30,70
P4H10 8,80 21,96 22,65 19,78
4 Hahncheninnenfilet P4H11 7,75 23,32 24,45 21,95
P4H12 5,18 33,70 33,36 30,74
P5H13 8,86 26,09 26,33 25,70
5 Bio-Hahnchenbrustfilet P5H14 7,58 31,80 31,57 25,50
P5H15 3,89 36,54 32,10 31,44
. ) P6H16 9,26 24,28 27,49 23,60
6 (F_'raeri‘lrs‘fg‘flgbmtf”et P6H17 8,49 25,58 26,88 2431
P6H18 6,00 32,89 34,04 31,14
P7H19 9,15 24,79 25,93 21,10
7 Hahncheninnenbrustfilet P7H20 7,73 29,00 30,41 25,75
P7H21 4,88 34,43 35,33 31,68
P8H22 8,61 20,81 22,96 20,72
8 Hahncheninnenbrustfilet P8H23 7,46 25,05 25,80 25,48
P8H24 4,71 35,44 34,62 30,06
P9H25 9,49 20,92 21,70 18,42
9 Hahncheninnenbrustfilet P9H26 9,04 22,35 23,85 18,76
POH27 7,16 31,98 31,40 28,04
P10H28 9,40 20,40 21,34 19,93
10 Hahncheninnenbrustfilet P10H29 8,57 22,26 24,75 21,35
P10H30 7,57 31,62 32,53 28,43
Negativkontrolle n.v n.v n.v 37,46 32,45
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Abbildung 22: Ct-Kurven (links) und Tm-Kurven (rechts) mit Hilfe des Primersets rpoB 15 (oben), rpoB 6 (Mitte) und rpoB 1C (unten)
(Doppelbestimmung ist nur bei den Ct-Kurven des Primersets rpoB 1C dargestellt).
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3.4.3.2 Spezifitat des Primerpaares rpoB 15

Die Amplifikation der DNA aus Einzelkolonien unter Anwendung des Primerpaares rpoB15
ergab ein hohes Ct-Wertespektrum zwischen 14 und 36 (Tab. 39). Dies lasst sich aufgrund
der unterschiedlichen Konzentrationen der isolierten Nukleinsduren bei der DNA-Extraktion
erklaren. Alle Templates mit Auf3nahme der Probe-Nr. 50 wurden amplifiziert. Fur die
Negativkontrolle wurde keine Amplifikationskurve erhalten. Das
Schmelztemperaturenspektrum lag zwischen 82 °C und 88 °C mit mehr Akkumulation bei
85 °C (M: 85,33; SD: 1). Alle Amplifikationskurven sind, wie in Abbildung 21 dargestellt,
sigmoid angestiegen. Die Schmelzkurven weisen trotz relativ hoher Standardabweichung auf
eine zielspezifische Amplifikation hin, davon ausgenommen Probe 61 (Nr. 50) (Tm = 75 °C)

und die Negativkontrolle.

Tabelle 39: Ergebnisse der PCR-Anlayse zur Bestimmung der Spezifitdt des Primerpaares
rpoB 15 (Ct-Werte und Schmelztemperaturen)

nr. | Kolonien- e mme e | EORTET e werte || M| werte  werte
1 1 16,98 85,0 18 38 14,36 85,0 35 71 27,29 87,5
2 6 21,68 85,5 19 39 14,44 85,5 36 72 15,61 85,0
3 10 17,49 85,0 20 40 29,62 85,5 37 73 17,92 86,0
4 14 20,11 84,5 21 41 29,27 87,0 38 77 17,90 85,0
5 15 19,95 85,0 22 44 21,97 85,5 39 79 14,84 85,5
6 17 26,70 85,5 23 46 29,00 87,0 40 98 23,14 85,5
7 18 22,34 85,5 24 48 25,67 87,5 41 100 27,80 84,0
8 19 13,97 85,0 25 a7 29,80 86,5 42 102 27,61 84,0
9 20 14,98 85,0 26 55 31,55 85,5 43 112 36,07 85,0
10 24 17,51 85,0 27 56 26,62 85,0 44 113 32,39 85,0
11 25 17,41 85,0 28 58 35,26 84,5 45 127 30,28 86,5
12 27 20,22 84,0 29 59 27,30 84,5 46 131 29,59 88,0
13 29 30,07 86,0 30 60 36,80 84,5 47 132 17,14 85,0
14 31 15,27 85,5 31 62 33,91 85,5 48 135 17,07 85,0
15 32 15,01 85,5 32 64 30,17 84,5 49 136 16,67 85,0
16 36 14,96 86,0 33 67 34,16 85,5 50 61 n.v. 75,0
17 37 18,16 85,5 34 69 22,26 82,0 51 N n.v. 76,5
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Abbildung 23: Amplifikationskurven zur Bestimmung der Spezifitat des rpoB 15 (oben) und
entsprechende  Schmelzkurven der PCR-Produkte (unten), die drei kleineren
Schmelzkurven gehdren zu den zwei Negativkontrollen und zu Probe Nr. 50.

3.4.3.3 Bestimmung der Annealing-Temperatur fur rpoB 15

Zur Bestimmung der optimalen Annealing-Temperatur des Primerpaares rpoB 15 wurde eine
Gradienten-PCR-Analyse durchgefihrt. Als Template wurde fir jede Gradienten-Analyse nur
eine Probe verwendet, sodass die Schwankungen, die durch unterschiedliche Proben
verursacht wirden, vermieden wurden. Fir die Auswertung der Ergebnisse wurde zwar auf
die resultierenden Ct-Werte und Schmelzkurven (Tab. 40, Abb. 24 und Abb. 25) geachtet,
mehr Gewicht wurde aber auf die Starke der DNA-Banden wahrend der Gelelektrophorese
(Abb. 26) gelegt. Wie in Tabelle 40 aufgelistet, lagen sowohl die Ct-Werte als auch die Tm-
Werte sehr nahe beieinander. Die Schmelztemperatur von 85,5 °C (Tab. 40 und Abb. 25)

weist auf eine zielspezifische Amplifikation hin.
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Tabelle 40: Ergebnisse der Gradientenanalyse zur Bestimmung der optimalen Annealing-
Temperatur fur Primerpaar rpoB 15

Probennr. (P3H8) Annealing-Temperatur Ct-Wert Tm (°C)
1 52,0°C 23,82 85,5
2 52,4 °C 23,95 85,5
3 53,3°C 25,09 86,0
4 54,5 °C 24,56 85,5
5 56,2 °C 23,82 86,0
6 58,4°C 24,29 85,5
7 61,0 °C 24,64 85,5
8 63,1 °C 25,30 85,5
9 64,7 °C 24,64 85,5
10 65,8 °C 24,04 85,5
11 66,7 °C 23,03 85,5
12 67,0°C 24,76 85,5
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Abbildung 24: Amplifikationskurven resultierend aus der Gradienten-PCR zur Bestimmung

der optimalen Annealing-Temperatur fur Primerpaar rpoB 15.

Temperature

Abbildung 25: Schmelzkurvenanalyse der Gradienten-PCR zur Bestimmung der optimalen
Annealing-Temperatur fur Primerpaar rpoB 15. Die Schmelztemperaturen sind bei 85,5 °C

akkumuliert.
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Bei der ersten Gradientenanalyse wurden die PCR-Produkte nach der Amplifikation nicht
purifiziert, weshalb die getrennten DNA-Banden nicht die ideale Auflosung aufwiesen
(Abb. 26). Dennoch ist zu sehen (Abb. 26), dass die DNA-Banden von Proben, die bei

Annealing-Temperaturen von 56 bis 60 °C (Nr. 5, 6 und 7) amplifiziert wurden, eine bessere

HoRRIRRIOROMREBE S, 6 115 14 3 210 N B
56,1 °C .

58 °C 55 °C

Qualitat aufweisen.

Abbildung 26: Gelelektrophorese der PCR-Amplifikate zur Bestimmung der optimalen
Annealing-Temperatur fir das Primerpaar rpoB 15. Die Elektrophorese wurde ohne
vorherige PCR-Aufreinigung durchgefiihrt, weshalb die Qualitat der DNA-Banden nicht ideal
ist. Allerdings ist zu sehen, dass die Qualitdt der DNA-Banden zwischen 54-61 °C deutlich
besser war. Die DNA-Banden von rechts nach links: Negativkontrolle, Probe Nr. 1 bis 12
(Tab. 40).

Die zweite Gradienten-PCR erfolgte unter Verwendung einer schmaleren Temperaturspanne
von 55-67 °C (Tab. 41). So war es mdoglich zu erkennen, ob bei der bisher verwendeten
Annealing-Temperatur von 57 °C eine optimale Amplifikation stattfindet. Im Anschluss an die
Amplifikation wurden die PCR-Produkte zur Verbesserung der DNA-Bande purifiziert. Wie in
Tabelle 41 dargestellt, liegen die Ct-Werte, resultierend aus der Amplifikation bei den
Annealing-Temperaturen zwischen 55-65 °C, sehr nahe beieinander. Die homogenen

Schmelzkurventemperaturen (85,5 °C) zeigten eine primerspezifische Amplifikation.

Tabelle 41: Ergebnisse der Gradienten-PCR mit geringer Annealing-Temperatur-Spanne zur
Bestimmung der optimalen Annealing-Temperatur flr das Primerpaar rpoB 15

Probennr. (P8H22) Annealing-Temperatur Ct-Wert ™™
1 55,0 °C 22,49 86,0°C
2 55,4 °C 21,54 855°C
3 56,1 °C 22,24 855°C
4 57,0 °C 22,44 855°C
5 58,4 °C 21,99 855°C
6 60,2 °C 22,62 855°C
7 62,2 °C 22,57 855°C
8 63,9 °C 23,23 855°C
9 65,2 °C 23,44 855°C
10 66,0 °C 24,72 855°C
11 66, 8 °C 21,33 855°C
12 67,0 °C 25,63 855°C
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Fluorescence

Temperature

Abbildung 27: Ergebnisse der Gradienten-PCR zur Bestimmung der optimalen Annealing-
Temperatur flr das Primerpaar rpoB 15. Oben: Ct-Kurven, resultierend aus der Gradienten-
PCR. Unten: Schmelzkurvenanalyse der PCR-Produkte und DNA-Banden der Gel-
Elektrophorese. Die Schmelzkurven sind bei fast allen Annealing-Temperaturen bei 85,5 °C
akkummuliert. Die Qualitat der Banden war zwischen 56 °C und 60 °C besser (durch die
schlechte Auflésung nicht gut auf dem Foto erkennbar) Die DNA-Banden von rechts nach
links: Negativkontrolle, Probe Nr. 1 bis 12 (Tab 41).

Durch das Purifizieren der Amplifikate Post-PCR wurden starkere DNA-Banden erhalten.
Auch beim zweiten Versuch waren die DNA-Banden der Proben, die bei den Annealing-
Temperaturen zwischen 56,1-58,4 °C (Nr. 3, 4 und 5) amplifiziert wurden, am deutlichsten zu
visualisieren (Abb. 27). Allerdings waren die Intensitéatsunterschiede nur marginal. Aufgrund
der besseren visuellen Qualitat der DNA-Banden bei der Temperaturspanne zwischen
56,1 °C-60,2 °C und des relativ hohen Determinationskoeffizienten (R*=0,81) aus der
Amplifikation der DNA-Proben mit Hilfe des Primerpaares rpoB 15 bei einer Temperatur von
57 °C, wurde diese Temperatur fur weitere Quantifizierungsversuche als optimale Annealing-
Temperatur betrachtet. Die Ct-Werte dieser Analyse und die resultierenden Tm-Werte aus
der Schmelzkurvenanalyse wurden in Tabelle 42 zusammengefasst. Die Abbildungen 25 und
27 stellen die Amplifikationskurven und die Schmelzkurven dar, die aus dieser Analyse

resultierten.
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3.4.3.4 Korrelationsanalyse

Fur die endgultige Auswahl des geeigneten Primerpaares zum Einsatz in der gPCR-Analyse
und um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse aus den PCR-Analysen mit denen aus dem
Plattenkulturverfahren zu Uberprifen, wurden die Ct-Werte und log;o KbE/g (Tab. 38) in drei
Korrelationen  ausgewertet und deren  Determinationskoeffizienten aus den
Regressionsgeraden ermittelt. Wie in Abbildung 28 dargestellt, ist erkennbar, dass die
Ergebnisse der PCR-Analyse mit Hilfe des Primerpaares rpoB 15 die hdchsten
Determinationskoeffizienten (R? = 0,82, P<0,005) aufwiesen. Die anderen zwei Analysen
unter Anwendung der Primerpaare rpoB 6 (R2=0,66) und rpoB 1C (R2 = 0,76) erzielten
geringere Determinationskoeffizienten. Die ermittelten P-Werte von allen eingesetzten
Primerpaaren lagen niedriger als 0,005, was auf keinen signifikanten Unterschied zwischen

den Ergebnissen der beiden Methoden hinweist.
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Abbildung 28: Korrelation der Ergebnisse der gPCR (Mittelwert der Ct-Werte) unter
Anwendung der Primerpaare rpoB 15 (oben links), rpoB 6 (unten) und rpoB 1C (oben
rechts) mit denen aus dem Kulturverfahren (logio KbE/g: gewichteter Mittelwert).
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3.4.4 Diskussion
3.4.4.1 Korrelationsanalyse

Statistische Auswertung

Die Bestimmung der Gesamtkeimzahl mittels des Plattenkulturverfahrens in Anlehnung an
die DIN 10161-01:1984-02 gqilt als mikrobiologischer Goldstandard und dient als
Referenzverfahren im Bereich der Fleischmikrobiologie. Deshalb sollten alle neu-
entwickelten Methoden zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl trotz der bereits diskutierten
Defizite (Abschn. 1.2.2.4) mit dieser verglichen werden (Dolan et al., 2009). Aus diesem
Grund wurden auch in der vorliegenden Arbeit die Ergebnisse der PCR-Analysen zur
Quantifizierung der Keime in Geflugelfleisch mit denen aus dem Kklassischen
Standardverfahren verglichen. Wenn ein Zusammenhang zwischen zwei metrischen
Variablen untersucht werden soll, wie z. B. zwischen den Ergebnissen aus zwei
vergleichbaren Untersuchungsmethoden, wird dieser h&ufig in einer Korrelation analysiert,
denn in einer Korrelation wird der Zusmmenhang von sich in wechselseitiger Abhangigkeit
voneinander andernden Grofl3en berechnet. Das Ergebnis eine Korrelationsanalyse wird in
Form eines ,Korrelationskoeffizienten® (R), welcher die Exaktheit dieser gegenseitigen
Beziehung wiedergibt, und eines P-Wertes angegeben. Der Korrelationskoeffizient gibt die
Starke und die Richtung des Zusammenhangs an. Er liegt zwischen -1 und 1. Wahrend ein
Wert nahe -1 einen starken negativen Zusammenhang bezeichnet, spricht ein Wert nahe 1
fur einen starken positiven Zusammenhang. Wenn der Wert nahe O liegt, besteht kein
Zusammenhang. Je nachdem, welche Daten in der Analyse eingesetzt werden, kénnen
verschiedene Korrelationskoeffizienten verwendet werden. Wenn die Daten normalverteilt
sind und es einen linearen Zusammenhang zwischen den beiden Variablen gibt, wird
meistens der ,Pearsons-Korrelationskoeffizient® verwendet. Oft wird anstelle des
Korrelationskoeffizienten R der Determinationskoeffizient R2 angegeben, d. h. das Quadrat
des multiplen Korrelationskoeffizienten. Hier gilt, je naher der Determinationskoeffizient R2 an
1 liegt, desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit des linearen Zusammenhangs. Neben der
Beurteilung des Determinationskoeffizienten ist der t-Test zur Prifung der statistischen
Signifikanz des vermuteten Zusammenhangs zwischen den Merkmalen x und y sinnvoll. Der
daraus resultierende P-Wert sagt aus, ob der Korrelationskoeffizient sich signifikant von O
unterscheidet, d. h. ob es einen signifikanten Zusammenhang gibt. P-Werte kleiner als 0,05
werden meistens als statistisch signifikant bezeichnet (Grouven et al., 2007). In Anlehnung
an die oben beschriebenen statistischen Kriterien wurden zur Bestimmung der Validitat der
neuentwickelten Real-Time PCR-Methode, deren Ergebnisse, vorliegend als Ct-Werte, in
einer Korrelationanalyse mit den Ergebnissen aus dem klassischen Plattenkulturverfahren, d.
h. log;o KbE/g, Uberpriift und der Determinationskoeffizient R2 berechnet. Wie in Abschnitt

3.4.4 dargestellt, zeigten die Ergebnisse aus der PCR-Analyse, unter Anwendung vom
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Primerpaar rpoB 15, einen besseren Determinationskoeffizienten (R2 = 0,82) im Vergleich zu
den Determinationskoeffizienten aus den Analysen mit rpoB 6 (R2 = 0,66) und rpoB 1C
(R2=0,76). Die resultierenden Determinationskoeffizienten zeigen zwar eine Korrelation
zwischen den Ergebnissen der zwei angewendeten Methoden und bestétigen somit die
Vergleichbarkeit ihrer Ergebnisse, bedeuten jedoch nicht, dass die heuentwickelten Analysen
perfekt funktionieren. Vergleicht man die Ergebnisse der Untersuchungen so wird
festgestellt, dass bei gleicher Keimzahl der Proben sehr unterschiedliche Ct-Werte
aufweisen. Betrachtet man z. B. die gPCR-Analyse mit dem Primerpaar rpoB 15 und die mit
dem Kulturverfahren analysierten Keimzahl von ca. 10° KbE/g (log,o = 8+) so zeigt sich, dass
eine breite Ct-Wertspanne zwischen 21 und 29 aus der gleichen Analyse ermittelt wurde.
Wird gleichzeitig keine Plattenkultur durchgefiihrt, kann anhand der erhaltenen Ct-Werte die
Gesamtkeimzahl der Proben nicht ermittelt werden. Deshalb wird in der Regel fur die
absolute Quantifizierung von Keimen unabhéngig vom Kulturverfahren eine Standardkurve
bei jeder gPCR-Analyse verwendet (siehe Abschnitt 3.5). Da das Ziel dieses Teils der Arbeit
darin bestand, die Ergebnisse der zwei Methoden auf Vergleichbarkeit zu prufen, werden die
Ergebnisse unter Berlcksichtigung der verschiedenen Einflussfaktoren auf die Korrelation

nach folgend beschrieben und interpretiert:

Detektionsspanne und Spezifitat der entworfenen Primer fir die Zielbakterien

In Abschnitt 3.3 wurde die Detektionsspanne der generierten Primer mit Hilfe der BLAST-
Analyse getestet. So zeigte z. B. Primerpaar rpoB 15 eine breite Detektionsspanne fir
verschiedene Enterobacteriaceae-Spezies, E. coli, Salmonellen und nur wenige
Pseudomonas, wahrend rpoB 6 und 1C eine viel bessere Detektionsspanne flr diverse
Spezies von Enterobacteriaceae und Pseudomonas aufwiesen. Eine Keimbelastung der
untersuchten Proben, bestehend aus der Mischung von Enterobacteriacea und E. coli und
weniger aus Pseudomonas, kann den hoheren Determinationskoeffizienten bei Verwendung
von rpoB 15 im Vergleich zu dem bei der Verwendung der anderen Primer erklaren. Die
Spezifitdt eines Primerpaares kann bestimmt werden, indem die Amplifikation der
Sequenzen der Zielspezies in einer Mischung von Bakterien mit Hilfe des Primerpaares
getestet wird. Bei der Bestimmung der Gesamtkeimzahl gibt es keine Bakterien, die nicht zur
Quantifizierung in Frage kommen wirden. Dies bedeutet, je mehr Stamme mit Hilfe des
Primers erfasst werden, desto naher kommen diese an die reale Gesamtkeimzahl der Probe
heran. Im Prinzip werden zur Erfassung mehrerer homologer Sequenzen mittels PCR
Universalprimer eingesetzt (Clarridge, 2004). Gutiérrez et al. (1998) haben die Verderbsflora
von Schweinefleischproben mittels PCR (und ELISA) und unter Anwendung eines
16S rRNA-basierenden  Universalprimerpaares quantifiziert und diese mit den
Gesamtkeimzahlen des Plattenverfahrens verglichen. Die von den Autoren verwendeten

Primer wurden an einer Reihe von verderbserregenden Spezies (Pseudomonas fluorescens,
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P. putida, P. fragi, P. aureofaciens, Acinetobacter calcoaceticus, Enterobacter liquifaciens,
Flavobacterium spp., Moraxella spp. und Brochothrix thermosphacta) bei Fleisch getestet
und erfolgreich detektiert (Gutiérrez et al., 1998). Dies ist zwar ein positives Ergebnis,
dennoch spricht die Erfassung von anderen Spezies mit Hilfe des eingesetzten Primers nicht
gegen den Erfolg der PCR-Analyse, da deren Ergebnisse mit der Gesamtkeimzahl der

Fleischproben verglichen wurden.

Die Detektionsspanne des Primerpaares rpoB 15 wurde in einer seperaten PCR-Analyse
unter Anwendung von Nukleinsauren, die direkt aus den Bakterienkolonien von
Geflugelfleischproben (Abschn. 3.4.2) extrahiert wurden, untersucht. Somit konnte praktisch
festgestellt  werden, inwieweit dieses Primerpaar die Bakterien aus den
Geflugelfleischproben detektieren konnte.

Diese Analyse zeigte, dass die Mehrheit der Nukleinsduren, die direkt aus den
Bakterienkolonien von Gefllglefleischproben extrahiert wurden (49 aus 50 DNA-Proben)
durch das Primerpaar rpoB 15 detektiert werden kénnen. Da die Ergebnisse der Kultivierung
auf Universal-Agar wie Plate Count Agar-Platten (PC-Platten) nur Auskunft Uber die
Quantitat der Keimbelastung der Proben geben (Bestimmung der aeroben Gesamtkeimzahl)
und nicht Uber ihre Keimzusammensetzung, ist schwer festzustellen, ob die
Korrelationsbeeintrachtigung unmittelbar durch die Detektionsspanne der Primer verursacht
wurde. Es ist bekannt, dass sich beim Verderb von Lebensmitteln die Anzahl der mesophilen
Bakterien (wie Enterobacteriaceae) mit steigender Temperatur erhéht (Mead, 2004a; Cox et
al., 1998). Da die Mehrheit der Fleischproben tber Nacht bei 20 °C bzw. 30 °C bebriitet
wurde, und in Anbetracht der Ergebnisse der Keimidentifikation in Abschnitt 3.2, kann davon
ausgegangen werden, dass ein hoher Anteil von Enterobacteriaceae und weniger von den
Pseudomonaden in diesen Proben vorhanden war. Dieser wurde mit hoher
Wahrscheinlichkeit durch das Primerpaar rpoB 15 besser als durch rpoB 6 und rpoB 1C
detektiert. Das Primerpaar rpoB 1C, das eine breite Detektionsspanne fir
Enterobacteriaceae besitzt, zeigte ebenfalls einen relativ hohen Determinationskoeffizienten
(R2=0,76).

Diese Analyse (3.4.3.2) war generell nicht zur Identifizierung der Bakterien geeignet, aber
betrachtet man die Bakterienidentitaten in Tabelle 50 (Anhang) und die Ct-Werte in Tabelle
39 ist erkennbar, dass ein gro3er Teil der hohen Ct-Werte (>29) zu den grampositiven
Bakterien wie Staphylococcus spp. und Lactobacillus spp. gehort, wahrend die niedrigeren
Ct-Werte (<15) meistens zu Bakterien aus der Familie Enterobacteriaceae gehoéren. Diese
Ct-Wertspanne konnte einerseits mit der breiteren Detektionsspanne des Primerpaares fur
Spezies der Familie Enterobacteriaceae erklart werden, kdnnte aber anderseits auch in der
GroRRe der entnommenen Kolonien zur DNA-Extraktion oder der Effizienz der DNA-Extraktion

begriindet sein.
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Kultivierbarkeit der Keime aus Gefligelfleischproben

Die andere Frage ist jedoch, ob alle Bakterien, die auf den Fleischproben vorhanden waren,
auch auf den PC-Platten wachsen kdonnen. Der PC-Agar ist ein komplexes, universelles
Nahrmedium, welches flr das Wachstum vieler verschiedener Mikroorganismen geeignet ist.
Allerdings ist die Vielfalt innerhalb der Fleischflora sehr grof3 (Mead, 2004a; Fehlhaber, 2001;
Cox etal., 1998). Die Mikroorganismen bendtigen, abhangig von ihren physiologischen
Fahigkeiten unterschiedliche Makro- und Mikroelemente fir ihr Wachstum. Viele
Mikroorganismen stellen gré3ere Anspriiche an mehrere Wachstumsfaktoren und wichtige
organische Nahrstoffe (Madigan und Martinko, 2009). AuRerdem sind Mikroorganismen nicht
nur von einer ausreichenden Versorgung mit Nahrstoffen abhangig, sondern auch von
Umweltfaktoren wie a,-Wert, Sauerstoffgehalt, pH-Wert und vor allem der Temperatur.
Beziglich der Wachstumstemperatur konnen die Mikroorganismen sehr unterschiedliche
Anspriiche haben. Es kommt in der Regel darauf an, welchen Temperaturbereich sie in
ihrem nattrlichen Lebensraum vorfinden (Cox et al., 1998). Psychrophile Mikroorganismen
konnen z. B. bei mittleren und hohen Temperaturen nicht mehr wachsen, weil sie an die
unteren Temperaturbereiche (optimal 12-15°C) angepasst sind. Ebenso koénnen die
mesophilen und thermophilen Bakterien nicht bei niedrigen Temperaturen wachsen.
Campylobacter spp. beispielsweise vermehren sich erst bei Temperaturen tber 40 °C
optimal. Bei der Kultivierung von Mikroorganismen wird daher versucht, die
Inkubationstemperatur moglichst nahe am Optimalbereich der zu detektierenden Spezies zu
wahlen. Bei der Bestimmung der Gesamtkeimzahl ist es allerdings nicht moglich, allen
Bakterien optimale Temperaturbedingungen zu bieten, denn es gibt auch Unterschiede
zwischen einzelnen Spezies sowie innerhalb von Spezies bzw. Subspezies (Messelhauser,
2010). Bei der Bestimmung der Gesamtkeimzahl in Fleisch und Fleischerzeugnissen werden
die PC-Platten nach DIN 10161-1:1984-02 fur 72 h bei 30 °C bebritet. Von den
hauptsachlich in frischen und verdorbenen Lebensmitteln vorkommenden Pseudomonas
(Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens, P. fragi, P. lundensis, P. putida, P. chlororaphis)
vermehren sich bis auf Pseudomonas aeruginosa alle bei 4 °C, jedoch nicht bei einer
Temperatur von 41 °C mit Ausnahme von P. aeruginosa (Messelhauser, 2010). So besteht
die Moglichkeit, dass einige psychrophile Pseudomonadenstdmme in Gefligelfleischproben,
insbesondere in frischen Proben, nicht auf den PC-Platten bei 30 °C wachsen, wahrend ihre
Nukleinséduren in der PCR-Analyse amplifiziert werden. Dies kann zur Beeintrachtigung der
Korrelation zwischen den Ergebnissen der beiden Methoden und einer eventuell falschen

Einschéatzung der Keimbelastung der Proben fihren.

Obwohl die Plattenkulturmethode als eine sehr empfindliche Methode betrachtet wird, kann
es manchmal zu wenig zuverldssigen Ergebnissen kommen. Es wurde berichtet, dass
Zahlungen natirlicher Proben unter dem Mikroskop in der Regel viel mehr Organismen

umfassen als nach der Kultivierung auf Agarplatten. In der Literatur wird dieser Sachverhalt

131



Eigene Untersuchungen

als ,gro3e Anomalie bei der Zahlung von Kolonien auf einer Platte® bezeichnet. So stellen
verschiedene Mikroorganismen in selbst sehr kleinen Proben ganz erheblich
unterschiedliche Anspriche an die Ressourcen und Bedingungen einer synthetisierten
Kultur. Somit erlaubt die Kultivierung auf einem Medium unter einheitlicher
Bebritungstemperatur und -—zeit nur das Wachstum eines Teils der gesamten
Mikroorganismen, was zu einer gewaltigen Unterschatzung der Zahl tatsachlich vorhandener
lebender Zellen fiihren kdnnte. Die Zahlung der Gesamtzellzahl unter Verwendung eines
einzigen Mediums und verschiedener Wachstumsbedingungen kann dazu beitragen, dass es
zu Unterschatzungen von einer bis zu mehreren Grof3enordnungen kommt. Auf3erdem
eignet sich dieses Verfahren vor allem fur fakultativ anaerobe, aerotolerante
Mikroorganismen und wenig empfindliche Anaerobier. Somit werden die strikten Anaerobier
unter Anwendung dieser Methode nicht erfasst (Madigan und Martinko, 2009). Die
Nukleinséduren dieser anaeroben Mikroorganismen werden jedoch mittels PCR amplifiziert.

Bei der Bestimmung der Gesamtkeimzahl auf den Platten ist die Grundannahme, dass eine
Kolonie immer aus einer Zelle stammt, nicht immer richtig. Bei den Spezies, deren Zellen
zusammen im Cluster wachsen, kann dieses zu einer relativ starken Unterschatzung der
wahren Population flihren. Manche Staphylococcus Spezies sind z. B. dafiir bekannt,
,Clumps® (Klimpchen) von Mikroorganismen zu bilden, wobei aus jedem Clump eine Kolonie
hervorgeht. Deshalb wird auch grundséatzlich der Begriff ,KbE pro ml oder g“ statt Bakterien
pro ml oder g als Ergebnis angegeben (Madigan und Martinko, 2009). Dies ist anders bei der
DNA-basierenden Quantifizierung von Bakterien, bei der eine Kopie vom amplifizierten
Zielgen als eine Zelle betrachtet wird (im Falle der Einzelkopiegene) (Cocolin und Rantsiou,
2012). Deshalb kdnnen solche ,Irrtimer‘ beim Plattenzahlen zu Problemen bei der

Korrelation der beiden Methoden fiihren.

Eine weitere Problematik des Plattenkulturverfahrens stellt die Unfahigkeit dieser Methode
zur Detektion der Bakterien im ,viable but non-culturable® (VBNC)-Zustand bzw. sublethal
geschadigter Zellen dar, wodurch die Bestimmung der wahren Population in den Proben
erschwert wird. VBNC ist ein Latenzzustand, in dem die Mikroorganismen nur eine diskrete
metabolische Aktivitat zeigen und sensorische Fehler hervorrufen aber sich nicht replizieren
kénnen. Diese wird in Lebensmitteln durch Stresssituationen wie Nahrstoffmangel oder
niedrige Temperatur induziert (Oliver, 2005). Dieser Zustand ist in Folge der Behebung der
Stresssituation reversibel und die bakteriellen Zellen sind in der Lage ihren
Gesundheitszustand wiederherzustellen. Obwohl der unmittelbare Zusammenhang des
VBNC-Zustandes in Bakterien in Verbindung mit dem Verderb des Lebensmittels nicht
ausreichend erforscht ist, wurde Uber die Prasenz von geschadigten Bakterien in
pasteurisierter Milch und auf sduregereinigten Rinderschlachtkorpern (Hart und Kite, 1977)

sowie Uber das Vorkommen von Milchsaurebakterien im VBNC-Zustand in Wein berichtet
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(Millet and Lonvaud-Funel, 2000). Gray et al. (1973) berichteten, dass geschadigte
Pseudomonas fluorescens-Zellen, die offensichtlich nicht auf Agar kultivierbar sind, durch die
Aufwarmung der Bakterien bei 36 °C fur 2 h wieder aktiviert werden koénnen. Da die
verwendeten Geflugelfleischproben frisch gekauft wurden, wurden diese kaum post-mortalen
Weiterbearbeitungsprozessen unterzogen, weshalb das Vorkommen von geschadigten
bakteriellen Zellen in grol3er Anzahl héchstwahrscheinlich weniger in Frage kommt. Dennoch
ist die Versetzung einiger mesophiler Spezies durch Kalte oder bei manchen psychrophilen
Stdmmen durch Inkubation bei 30 °C in den VBNC-Zustand durchaus maéglich. VBNC-Zellen

wachsen zwar nicht auf Agarplatten, jedoch wird deren DNA in der PCR amplifiziert.

DNA-Extraktion

Einen sehr kritischen Punkt fir die sensitiven, amplifikationsbasierenden Verfahren stellt die
Qualitat der Nukleinsauren dar. Diese ist ausschlaggebend fiir den Erfolg oder Misserfolg der
sich anschlieRenden molekularbiologischen Analyse (Bernardo et al., 2007). Die Qualitat der
DNA-Proben wird in verschiedene Faktoren, wie der Anwesenheit von PCR-Inhibitoren in der
Probenmatrix, den Schadigungsgrad (z. B. Depurination) der DNA und der durchnittlichen
Fragmentenlange der enthaltenen Nukleinsauren, unterteilt. Diese Faktoren sind wiederum
von der Probe selbst sowie den physikalischen und chemischen Parametern des
verwendeten Extraktionsverfahrens abhangig. Ein geeignetes Extraktionsverfahren tragt
dazu bei, dass der nachzuweisende DNA-Abschnitt so weit wie moéglich in hochmolekularer
Form und frei von hemmenden Substanzen erhalten wird. Bei der DNA-Extraktion aus
Lebensmittelproben stellt insbesondere die Natur der Lebensmittelmatrix ein zentrales
Element dar, da die Anwesenheit von vielen Komponenten wie Fetten, Zuckern, Proteinen
und sekundaren Inhaltsstoffen zu einer Inhibierung der PCR fuhren kann. Auf3erdem uben
die auf der Matrixoberflache existierenden DNA-abbauenden Enzyme eine hemmende

Wirkung aus (Messelhduser, 2010).

Grundsatzlich erfolgt das DNA-Extraktionsverfahren, mit oder ohne Hilfe eines
kommerziellen Kits, nach ahnlichem Prinzip. Nach einer initialen Homogenisierung der Probe
findet in der Regel der Zellaufschluss statt, wahrend dieser und in einem sich
anschlieRenden Waschschritt die inhibitorischen Substanzen entfernt werden. Dannach wird
die DNA an eine DNA-adsorbierende Matrix gebunden und nach dem Waschen und der
Aufreinigung von der Matrix eluiert und anschlieBend ausgefallt. Die Lyse kann durch
verschiedene physikalische (Ultraschall, Morsen, Vortexen oder Homogenisierung durch
Labormixer), chemische (Detergenzien wie SDS, GuSCN und Triron-X) oder biologische
(Verwendung von Enzymen wie Proteinase K) Methoden erfolgen, wobei meistens eine
Kombination aus mehreren dieser Methoden effektiver wirkt (Messelhduser, 2010). Die
Zerstorung der Zellwandintegritat reicht manchmal nicht aus, um die DNA-Amplifikation zu

erlauben. Zusatzlich ist die enzymatische Dagradation der Zelle notwendig. Unzureichende
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Lyse kann sich aus mangelhaften Lyse-Reaktionsbedingungen, Enzyminaktivierung oder
lytischen Enzymen mit schlechter Qualitat oder Konsistenz ergeben (Wilson, 1997). Durch
eine fehlerhafte Lyse kann der Kontakt mit den Nukleinsduren als Amplifikationziel in der
PCR verhindert werden (Wilson et al., 1993). Dies kann insbesondere bei grampositiven
Bakterien mit dicker Mureinschicht in ihrer Zellwand problematisch werden. Die hdheren Ct-
Werte bei den grampositiven Stdmmen in der PCR-Analyse zur Bestimmung der
Detektionsspanne des Primerpaares rpoB 15 kann in diesem Zusammenhang erklart werden

und auch die Beeintrachtigung der Korrelationsergebnisse.

Auch die Degradation von Ziel-DNA kann zu einer unerwinschten Fehlreaktion flhren.
Selbst bereits amplifizierte DNA kann degradiert werden. Dieses kann durch physikalische,
chemische und enzymatische Prozesse erfolgen (Wilson et al., 1994). Die Stabilitdt der
priméren Struktur der DNA ist prinzipiell gegen Hydrolyse, nichtenzymatische Methylierung,
oxidative Schadigung und enzymatische Degradierung anfallig (Lindhal, 1993). Nukleasen
konnen z. B. durch unvorsichtige Handhabung aus dem Probenmaterial in die DNA-Extrakte
gelangen und spater die PCR-Reaktion inhibieren (Gibson et al., 1994). Nicht-spezifische
Degradierung der DNA kann in Anwesenheit von Restriktionsendonukleasen entstehen
(Alonso et al., 1992). Nukleasen werden von vielen Bakterien produziert, jedoch zeigen
manche DNasen ungewohnliche Hitzestabilitat und sind in der Lage, genomische DNA
wahrend der Amplifikation zu hydrolysieren (Gibson et al., 1994). Bakterielle Zellen, deren
Uberreste (engl. debris) Proteine und Polysacharide, die in vielen Studien als
Inhibitionsfaktoren benannt wurden, kénnen die Ziel-DNA moglicherweise mit physikalischen
Effekten fur die Polymerase unverfigbar machen. Ein Nicht-Vorhandensein der Ziel-DNA

kann die Amplifikation beeintrachtigen.

Eine groRBe Gefahr fur die Nukleinsaurepraparationen stellt auch die Kontamination durch
Proteine, Nukleasen, Salze, Makromolekile oder andere Nukleinsduren dar. Wie oben
beschrieben, kommen diese haufig als Matrixkomponenten vor. Viele Studien berichten,
dass diese Inhibitoren den Anstieg der Real-Time PCR-Kurven verzégern kénnen, was
eventuell zur Unterschatzung der effektiven DNA-Menge, die in einer Probe vorhanden ist,
fuhren kann. Dies bezeichnet man als ,Matrix-Effekt* (Radstrom et al., 2004; Wilson, 1997).
Agrimonti et al. (2013) untersuchten in einer Studie zur Quantifizierung von Salmonella
enterica den Matrix-Effekt von Gefligelfleisch auf die DNA-Amplifikation. Hierzu haben diese
Autoren die Amplifkationseffizienz von Nukleinsduren, die direkt aus den Kolonien extrahiert
wurden, bestimmt und mit denen aus den mit Salmonella enterica beimpften Proben
verglichen. Nach Angaben dieser Studie wies die PCR-Analyse der beimpften Proben keinen
signifikanten Unterschied zu den Proben aus den Kolonien auf. Allerdings sind diese

Ergebnisse nicht direkt auf die Bestimmung der Gesamtkeimzahl Ubertragbar, da die
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Interferenz zwischen Matrixinhibitoren mit vielen verschiedenen Bakterienstammen nicht

ausreichend erforscht ist.

Um die Existenz der Inhibitoren bei der DNA-Extraktion zu minimieren, wurden alle
Geflugelfleischproben nach der Homogenisierung einem Waschschritt unterzogen (Abschn.
3.1.2). Dieser sollte dazu beitragen, dass Proteine, Kollagen und andere Fleisch-
Matrixkomponenten vor der DNA-Isolierung eliminiert wurden. Ziel dieser Methode war es,
die Inhibitoren so weit wie mdglich zu entfernen und somit stets gut amplifizierbare
Nukleinsduren zu erhalten. Jedoch ist mdglicherweise durch diesen Schritt ein Verlust an
Amplifikationsmatrial entstanden, welcher die Korrelation der anschlieenden PCR-Analyse

mit dem Kulturverfahren negativ beeinflusst haben kdnnte.

Um eine akzeptable Korrelation zwischen den Ergebnissen der PCR-Analyse und dem
Kulturverfahren zu erreichen, sollte DNA aus mdoglichst allen Bakterienspezies, die in
Geflugelfleisch vorkommen (grampositive und gramnegative Stamme) eingesetzt werden.
Deshalb sollte das angewendete Extraktionsverfahren in der Lage sein, auch die
Nukleinséduren aus Bakterien mit schwer lysierbarer Zellwand zu isolieren. Hierzu wird haufig
ein proteolytisches Enzym wie z. B. Proteinase K oder Lysozym im Lyseschritt eingesetzt.
Diese Enzyme sind in der Lage, die dicke Mureinschicht in der Zellwand der grampositiven
Bakterien abzubauen (Busch, 2010). Das in der vorliegenden Arbeit verwendete DNA-
Extraktionskit (Fast ID® Genomi DNA Extraktionskit) eignet sich nach Angaben des
Herstellers [Genetic (Europe) ID] zur Isolierung der bakteriellen DNA aus verschiedenen
Lebensmitteln. Wie bereits in Abschnitt 3.2.2.3 beschrieben wurde, bestétigte die Studie von
Irwin et al. (2014), dass das Kit auch grampositive Bakterien erfassen kann. Dennoch zeigte
diese Studie auch, dass das Fast ID® Kit mittelmaRige Ergebnisse hinsichtlich der DNA-
Ausbeute und -Qualitat im Vergleich zu anderen untersuchten Kits lieferte. Die in dieser
Arbeit erhaltenen hohen Ct-Werte, die bei der Amplifikation der DNA aus grampositiven
Kolonien erzielt wurden, weisen mdglicherweise darauf hin, dass die DNA dieser Bakterien
nicht mit gleicher Effizienz, wie die der gramnegativen, extrahiert werden kann. Derzeit
empfiehlt der Hersteller des Kits den zusétzlichen Einsatz von Lysozym zur Erh6hung der
DNA-Extraktionseffizienz aus grampositiven Bakterien. In Anbetracht des breiten
Bakterienspektrums in Gefligelfleisch und der matrixbedingten Inhibitoren des Gewebes war
eine vollstandige und kontaminationsfreie Erfassung des gesamten Bakterienspektrums
schwer zu realisieren. Diesbeziglich und je nach Kultivierbarkeit der Flora auf den
Nahrplatten konnte die Korrelation zwischen den Ergebnissen der Methoden negativ

beeinflusst werden.

Detektion von toten und lebendigen Bakterien
Abgesehen von Pra-PCR und plattenkulturbedingter Problematik stellt die PCR-Analyse

selbst noch eine Einschrankung fir die Korrelation zwischen zwei Methoden dar. Denn so
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viele Vorteile die gPCR-Technologie in Bezug auf Detektion und Quantifizierung der
Mikroorganismen anbietet, stellt die Unfahigkeit zwischen DNA von toten und lebendigen
bakteriellen Zellen zu diskriminieren doch einen groRen Nachteil dar (Nocker und Camper,
2006). In wie weit diese Einschrankung die Analyse negativ beeinflusst, hangt prinzipiell vom
Anteil der vorhandenen toten Zellen in der Probe ab. Die Schadigung der Zellen oder der
Zelltod werden durch Veranderungen der optimalen Wachstumsbedingungen der Bakterien
verursacht. Diese Veranderungen koénnen z. B. durch Weiterbearbeitungs- und
Konservierungsprozesse wie Erhitzen, Erfrieren, Zerkleinen, Rauchern und Zugabe von Salz
in Lebensmitteln induziert werden (Barbut, 2004). Frische Fleischproben werden jedoch,
abgesehen vom Kihlen, Zerkleinen und Verpacken, im Vergleich zu anderen verarbeiteten
Lebensmitteln nur wenigen Prozessschritten ausgesetzt. Deshalb ist eine grof3e Anzahl von
toten und geschadigten Zellen in den verwendeten Gefligelfleischproben weniger
wahrscheinlich. Abgesehen davon wurde ein grof3er Teil der Proben tber Nacht bei 20 °C
und 30 °C inkubiert, was das Wachstum von vielen mesophilen Stammen geftrdert hat.
Dennoch kdnnen die Proben mit toten Zellen durch externe Quellen (z. B. Luftkeime oder
Laborausrustung) kontaminiert werden. Die Amplifikation von Nukleinsduren aus bereits
toten Zellen kann zum Erzielen falsch-positiver Ergebnisse und letztendlich zur
Uberschatzung der Gesamtkeimzahl fiihren, welche die Korrelation mit der Plattenzahl

negativ beeinflusst.

3.4.4.2 Schmelzkurvenanalyse

Die Schmelztemperaturanalyse der PCR-Produkte stellte neben der Korrelationsanalyse ein
wertvolles Mittel dar, um die Einsetzbarkeit der generierten Primer in der gPCR miteinander
zu vergleichen. So zeigten die Schmelzkurven der PCR-Produkte, die mit Hilfe des
Primerpaares rpoB 15 amplifiziert wurden, homogene akkumulierte Schmelzkurven im zu
erwartenden Temperaturbereich, was auf eine zielspezifische Amplifikation hinweist. Die Tm-
Werte bei der Amplifikation unter Anwendung vom Primerpaar rpoB 6 zeigten eine grof3ere
Standardabweichung als bei der Amplifikation mit Hilfe vom Primerpaar rpoB 15. Dennoch
lagen die Kurven im zu erwartenden Temperaturbereich. Dies war bei den PCR-Produkten,
die mit Hilfe vom Primerpaar rpoB 1C amplifiziert wurden, nicht der Fall. Die Schmelzkurven
waren nicht ausreichend homogen im zu erwartenden Temperaturbereich verteilt. Dies kann
im Zusammenhang mit einem hohen Degenerationsgrad (5 Nukleotide) des Primerpaares
und ein dadurch verursachtes Risiko, mehr unspezifische PCR-Produkte zu erhalten, erklart
werden. Degenerierte Primer konnen sich je nach Degenerationsgrad durch ihre
degenerierten Nukleotide an unrelevante Sequenzen binden und dadurch eine Amplifikation
von nicht spezifischen Sequenzen des Templates verursachen (Linhart und Shamir, 2005).
Deshalb wurde das Primerset rpoB 1C unabhéngig von den Ergebnissen der

Korrelationsanalyse fur die weiteren PCR-Versuche ausgeschlossen.
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3.4.4.3 Bestimmung der Annealing-Temperatur flr das Primerpaar rpoB 15

Im Prinzip richtet sich die Annealing-Temperatur nach der Schmelztemperatur (Tm) der
verwendeten Primer. Es gibt verschiedene Methoden fir die Berechnung der Tm der Primer.
Am einfachsten ware, die Schmelztemperatur der Primer ndherungsweise aus dem GC-
Gehalt anhand der folgenden Formel (Nr. 4) zu berechnen:

Tm = 4 X (Anzahl G bzw. C) + 2 X (Anzahl A bzw. T)

Allerdings ist diese Methode nur fur kiirzere Primer (bis 20 bp) anwendbar. Eine empirische
Methode zur Bestimmung der genaueren Annealing-Temperatur stellt die Gradienten-PCR
dar. Dafur wird ein PCR-Cycler bendétigt, der in der Lage ist, innerhalb des Thermoblocks
einen Temperaturgradienten zu erzeugen. Auf diese Weise ist es mdglich, in einem einzigen
Lauf eine ganze Reihe von verschiedenen Temperaturen auszutesten und somit die optimale
Annealing-Temperatur zu bestimmen. Um das Verfahren préaziser einzusetzen, werden in der
Regel zwei PCR-Analysen durchgefiihrt: die erste mit einem ,steileren* Gradienten, d. h.
einer gréReren Temperaturdifferenz zwischen der linken und der rechten Blockseite, z. B.
15 °C oder 20 °C und die zweite mit einem ,flacheren® Gradienten, der sich auf den
Temperaturbereich beschrankt, der im ersten Versuch die besten Ergebnisse erbrachte. So
wurde die optimale Annealing-Temperatur fir das Primerpaar rpoB 15 mit Hilfe einer
Gradienten-PCR bestimmt. Die Ergebnisse der Gradienten-PCR haben zwar auf einen
optimalen Temperaturbereich zwischen 56-58 °C hingewiesen, waren aber nicht so
eindeutig, dass eine definitive Temperatur festgelegt werden konnte. Wie in Abschnitt 3.4.2.
(Tab. 40 und 41) dargestellt, waren die Ct-Werte der Amplifikate sehr &ahnlich. Die
Schmelztemperaturen von allen PCR-Produkten lagen im zu erwartenden Bereich. Die
Qualitat der DNA-Banden, die elektrophoretisch getrennt wurden, war das einzige Kriterium,
das Unterschiede zwischen den gut amplifizierten und den weniger gut amplifizierten
Produkten aufzeigte. Die Erstellung einer Gradienten-PCR ist die meist verwendete Methode
zur Bestimmung der optimalen, prazisen Annealing-Temperatur fir neu generierte Primer.
Allerdings ist auch bei dieser Methode eine kritische Betrachtung der Ergebnisse nétig, da
die Temperaturverteilung des Thermoblocks haufig nicht so uniform ist, wie es der Hersteller
angibt (Saunders et al., 2001). Das kann manchmal zur falschen Interpretation der optimalen
Annealing-Temperatur fihren. Dennoch wurde aufgrund der bisherigen positiven Ergebnisse
der PCR-Analysen unter Anwendung von rpoB 15 mit den deutlichsten DNA-Banden bei
Annealing-Temperaturen zwischen 56-58 °C, die Annealing-Temperatur von 57 °C fur

weitere Analysen ausgewabhilt.
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3.4.5 Schlussfolgerung

Das Ziel dieses Teils der Arbeit bestand darin, anhand verschiedener Kriterien den best
funktionierenden Primer fir weitere Analysen auszuwahlen, die optimalen PCR-Bedingungen
fur diesen Primer einzustellen und die Korrelation zwischen den Ergebnissen der PCR-
Analyse mit denen aus dem Kulturverfahren zu analysieren. Dazu wurden drei PCR-
Analysen durchgefiihrt, in denen die drei ausgewdahlten Primerpaare (rpoB 15, rpoB 6 und
rpoB 1C) eingesetzt und die PCR-Bedingungen so optimal wie moglich eingestellt wurden.
Die Ct-Werte, resultierend aus diesen Analysen, wurden mit der Gesamtkeimzahl aus der
Plattenkulturmethode in drei Korrelationsanalysen verglichen und die
Determinationskoeffizienten (R?) berechnet. Der beste R2-Wert wurde aus der PCR-Analyse
unter Anwendung von rpoB 15 erzielt (R2 = 0,82; P<0,005). Durch die diskutierte Problematik
in Bezug auf die PCR-Analyse (PCR Inhibition, Nukleinsdurekontamination, DNA-
Extraktionseffizienz, Primerspezifitat, Diskriminierung zwischen toten und lebendigen Zellen,
etc.) sowie die problematischen Faktoren des Kulturverfahrens (Kultivierbarkeit der
Mikroorganismen, VBNC-Zustand der Zellen, Auswertung der Plattenzahl etc.) lasst sich das
Erreichen einer perfekten Korrelation (0,99 < R 2 < 1) zwischen den Ergebnisen der beiden
Methoden schwer realisieren. In Anbetracht der relativ hohen Determinationskoeffizienten
der PCR-Analyse unter Anwendung vom Primerpaar rpoB 15 im Vergleich zu den anderen
eingesetzten Primerpaaren und den akzeptablen Schmelzkurven der PCR-Produkte dieses
Primersets sowie der nicht vorhandenen Ct-Kurve der Negativkontrolle, wurde das
Primerpaar rpoB 15 (Forward Primer: 5TATCCGTTCCGTTGGCGAAA3" Reverse Primer:
5 TGGCTGGAACCGAAGAACTC3) fur weitere gPCR-Analysen zur Bestimmung der
Gesamtkeimzahl in Gefligelfleisch ausgewahlt. Die Bestimmung der Spezifitdt und die
Detektionsspanne der Primerpaare bei der Amplifikation der Nukleinsduren aus der
Geflugelfleischflora zeigte, dass trotz sehr variabler Ct-Werte und nicht im perfekten Bereich
liegender Schmelzkurven bei einigen Proben, das Primerpaar rpoB 15 alle Templates
detektierte. Mit Hilfe der Gradienten-PCR wurde die optimale Annealing-Temperatur fur
dieses Primerpaar mit 57 °C bestimmt und somit die Amplifikationsbedingungen fir die

anschlieRenden Quantifizierungsanalysen optimiert.
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3.5 Bestimmung der Gesamtkeimzahl in Gefllugelfleisch mittels
gPCR

3.5.1 Ziel und Aufbau der Versuche

Das Ziel in diesem Teil der Arbeit bestand darin, ein quantitatives Real-Time PCR-System zu
entwickeln, mit dem anhand einer Standardkurve die Gesamtkeimzahl der
Geflugelfleischproben bestimmt werden kann. Dazu wurde mit Hilfe einer verdorbenen
Geflugelfleischprobe eine Bakterienmischkultur hergestellt und das bakterielle Wachstum
photometrisch verfolgt. Als das Ende der logarithmischen Wachstumsphase erreicht wurde,
wurde aus dieser Bakterienmischkultur eine dezimale Verdunnungsreihe erstellt, die zur
Kultivierung der Bakterien auf PC-Platten zur Bestimmung der Keimzahl jeder Verdinnung
diente. Gleichzeitig wurde aus diesen Verdiinnungen DNA isoliert und in der PCR eingesetzt.
Eine Standardkurve wurde erstellt, indem die resultierenden Ct-Werte mit den Keimzahlen
der gleichen Verdunnungsstufen (logi,, KbE/g) Kkorreliert wurden und der
Determinationskoeffizient der Regressionsgerade ermittelt wurde. Die Erstellung der
Standardkurve wurde automatisch durch die PCR-Software Opticon Monitor™ durchgefuhrt.
Als Templates wurden die 30 DNA-Isolate aus den Gefllgelfleischproben, die in Abschnitt
3.4 (P1H1-P10H30) vorbereitet und verwendet wurden, eingesetzt. Die Ergebnisse der
absoluten Quantifizierung anhand der Kalibrationskurve mittels gPCR wurden als log;o GE/g
(genomic equivalents) angegeben. In einem parallelen Versuch wurde die gleiche Prozedur
wiederholt, mit dem Unterschied, dass die erstellten Verdinnungen zusétzlich einem
Aufreinigungsschritt mittels Zentrifugation und Waschen zur Verminderung der PCR-
Inhibitoren in der Fleischmatrix und zur Verbesserung der Standardkurvenqualitat
unterzogen wurden. Die Ergebnisse der Quantifizierung mittels gPCR-Analyse und die
Ergebnisse des Plattenkulturverfahrens wurden sowohl fir den ersten als auch fir den
zweiten Versuch in einer Korrelationsanalyse verglichen und die Determinationskoeffizienten
berechnet. Die extrahierte DNA aus den Geflugelfleischproben wurden in sechs PCR-L&aufen
analysiert. Die Versuche, die mit Standards ohne den initialen Waschschritt durchgefiihrt
wurden, wurden als Gruppe A und die Analysen mit Aufreinigung der Standards als

Gruppe B bezeichnet.
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3.5.2 Methode
3.5.2.1 Erstellung einer Standardkurve mit Hilfe einer Bakterienmischkultur

Ein Gramm Hahnchenfleisch wurde in 100 ml einer mit 0,5 % Glucose [Merck KGaA]
versetzten sterilen TSB-Losung (Tryptic Soy Bouillon) (TSB*) [Merck KGaA], bei
Raumtemperatur unter RUhren bei 200 rpm bei 20 °C bebritet, bis das Ende der
logarithmischen Wachstumsphase der Bakterienmischkultur erreicht wurde. Die Zelldichte
der Suspension wurde photometrisch bei 600 nm mittels eines Photometers [WPA CO
80.000, Biowave; Harvard Bioscience, Inc] bei 20 °C verfolgt. Hier wurde in bestimmten
Zeitintervallen (30 min.) 1 ml der Zellsuspension in eine Mikroklvette pipettiert und in das
Zelldichtemessgerat eingesetzt. Die optische Messung erfolgte bei 600 nm. Eine initiale
Blindwertmessung wurde mittels 1 ml steriler TSB*-L6sung verfolgt. Da die Ernte der Zellen
zu einem geeigneten Zeitpunkt erfolgen sollte, wurde das Wachstumsstadium der
Bakterienmischkultur periodisch gemessen. Gegen Ende des logarithmischen Wachstums
(OD = ca. 0,9) wurden die Bakterienzellen geerntet (Abb. 29). Aus der resultierenden
Zellsuspension wurden zwei dezimale Verdinnungsreihen erstellt. Dazu wurde 1 ml aus der
Zellsuspension in 9 ml TSB*-Lésung pipettiert und dezimal bis 10™° verdiinnt. Aus der ersten
Verdinnungsreihe wurden PC-Platten als Doppelbestimmung kultiviert. Die gewachsenen
Bakterien auf den PC-Platten wurden ausgezahlt und die Gesamtkeimzahl der Fleischproben
nach entsprechender Formel (Nr. 3) ermittelt. Die Keimzahl jeder Verdinnung wurde
berechnet und als log;o KbE/g wiedergegeben. Fir die PCR-Analyse in Gruppe A (ohne
Aufreinigung der Standards) wurde aus jeder Verdinnung DNA extrahiert. Das DNA-
Extraktionsverfahren wurde mit Hilfe des DNA-Extraktionskits [Bio-Rad Laboratories GmbH]
durchgefiihrt. So wurden zur Erstellung der Standardkurve aus jeder einzelnen Verdinnung
Nukleinsauren (gel6st in 100 ul TE) isoliert. Zur Erstellung der zweiten Verdinnungsreihe
(Gruppe B, mit initialem Waschvorgang) wurden 10 ml aus der oben beschriebenen
Zellsuspension in 10 MikrozentrifugengefalRe verteilt (je 1 ml) und bei 9.500 g (10.000 rpm)
fir 5 min zentrifugiert. Das resultierende Pellet aus jedem Gefald wurde in 1 ml SMS-Ldsung
(NaCl 85 % und 1 mM MgSQO,) resuspendiert. Die erhaltenen Zellsuspensionen (je 1 ml)
wurden in einem Reagenzglas vereint (insgesamt 10 ml) und homogenisiert. Aus dieser
Zellsuspension wurde eine dezimale Verdinnungsreihe erstellt, indem 1ml aus der
Zellsuspension in 9 ml SMS-Lésung pipettiert und dezimal bis 10™° verdiinnt wurde. Eine

DNA-Isolierung erfolgte aus jeder Verdinnung.

3.5.2.2 Absolute Quantifizierung mit Hilfe der Standardkurve

Als Templates fur die gPCR-Analysen wurden die 30 DNA-Isolate, die in Abschnitt 3.4.2
(Tab. 35) vorbereitet wurden, verwendet. Die Vorbereitung dieser Proben,

Gesamtkeimzahlbestimmung, Entfernung von PCR-Inhibitoren und das DNA-
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Extraktionsverfahren wurden in 3.1.2 ausfuhrlich beschrieben. Es wurden insgesamt acht
gPCR-Analysen (R1 bis R8) mit Hilfe von Standardkurven durchgefihrt. Fir die ersten sechs
Analysen (R1 bis R6) wurden jeweils 34 Reaktionen eingesetzt, einschliellich der zehn
Reaktionen, die als Template Gefligelfleisch-DNA-Proben beinhalteten im Doppelansatz,
zwei negativen Kontrollen (Wasser) und sechs Standards (S1 bis S6) auch im Doppelansatz.
Die letzten zwei Analysen (R7 und R8) waren eine Wiederholung der sechs Analysen, wobei
statt jeweils zehn, 30 Proben gemeinsam (insgesamt 74 Reaktionen) in einem PCR-Lauf
eingesetzt wurden. Die gPCR-Analysen R1, R2, R3 und R7 erfolgten, indem fir die
Erstellung der Kalibrationskurve die normalen Standards (ohne den Waschschritt, Gruppe A)
verwendet wurden. Fir die Analysen R4, R5, R6 und R8 wurden die aufgereinigten
Standards (Gruppe B) verwendet. In allen Reaktionen wurde das Primerset rpoB 15 zur
Amplifikation der Zielsequenz verwendet. Basierend auf der bereits durchgefuhrten
Gradienten-PCR (Abschn. 3.4.2) wurde eine Annealing-Temperatur von 57 °C gewahlt. Die
Konzentrationen der PCR-Mischung und die weiteren PCR-Bedingungen wurden in
Abschnitt 3.4.2 beschrieben. Der Einsatz von Standards erfolgte, indem in der Software
Opticon Monitor™ die entsprechenden ,Wells* im Quantifizierungsfenster als Standard
definiert wurden und zu jeder Verdiinnung die entsprechende Keimzahl (10° bis 10°)
eingegeben wurde. Als Einheit fur die Keimzahl der Verdiinnungen wurde log;o kbE/g und fur
die Standards ,log genome equivalent pro Gramm (log GE/g) eingegeben, da das rpoB-Gen
(Ziel-Gen) eine Kopienzahl im Genom der Bakterien hat. So kann eine kolonienbildende
Einheit als eine Kopienzahl und ein GE berechnet werden. Nach Eingabe der Standards

wurde die Quantifizierungsanalyse gestartet.
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3.5.3 Ergebnisse

3.5.3.1 Erfassung der optischen Dichte der Bakterienmischkultur

Die Erstellung der Standardkurve fur die Quantifizierung der Keimzahl in Geflugelfleisch
erfolgte mit Hilfe einer Bakterienmischkultur, die direkt aus einer Fleischprobe stammte.
Dazu wurde das Wachstum der Bakterien in der Suspension periodisch mit Hilfe eines
Dichtezellmessgerats photometrisch erfasst bis das Ende der logarithmischen
Wachstumsphase (OD = ca. 0,9) erreicht wurde (Abb. 29).
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Abbildung 29: Periodische Erfassung der Wachstumsrate der Bakterienmischung mit Hilfe
der optischen Zelldichte (OD). Die OD wurde alle 30 min gemessen.

3.5.3.2 Auswertung der gPCR-Analysen

Erstellung der Standardkurve

Die Bestimmung der Keimzahl der hergestellten Bakterienmischkultur in TSB*-Losung
erfolgte durch die Erstellung einer Verdinnungreihe und Kultivierung auf PC-Platten. Die
Platten wurden fir 72 h bei 30 °C bebritet und die Keimzahl der Bakterienmischung
ermittelt. Die Keimzahl jeder Verdinnung wurde hieraus berechnet (Tab. 42). Gleichzeitig
wurden die extrahierten Nukleinsduren aus diesen Verdinnungen als Templates fir die
PCR-Analyse verwendet. Im ersten Auswertungsschritt wurden die resultierenden Ct-Werte
mit den entsprechnenden log-Werten in einer Korrelation verglichen und deren
Korrelationskoeffizient ermittelt, um die Eignung der Methode zu Uberprifen. Die Ergebnisse

dieser Analyse sind in Tabelle 42 und Abbildung 30 zusammengefasst.
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Tabelle 42: Ergebnisse der Real-time PCR-Analyse der Standards S1 und S6 (10%-10°
KbE/ml) und die entsprechenden Gesamtkeimzahlen aus den Plattenkulturverfahren

GKZ Ct-Werte

Standars log10 KbE/mI be?gﬁﬁﬁﬁng M+ SD

s1 8,84 ;i:;g 21,55 + 0,44
S2 7,84 32:52 25,32 £ 0,04
S3 6,84 ;;:82 27,38 £ 0,30
S4 5,84 gg:ii 29,76 £ 0,34
S5 4,84 ggig 33,88 £0,45
S6 3,84 g:gg 35,39+£0,40

Kalibrationskurve fur die Verdinnungsreihe
38

36
S« S1

3 NG S2
23 N y|=-2,§797x + 46,505
o _ R? = 0,9879
;l 30 3
6 28 ‘

26 \84

24 ‘ 85

2 \ﬂ S6

20

3 4 5 6 7 8 9 10
Gesamtkeimzahl (log,, KbE/mI)

Abbildung 30: Korrelation zwischen Ct-Werten und Keimkonzentration der Standards.

Abbildung 30 stellt die erstellte Standardkurve, die aus der Korrelation zwischen den Ct-
Werten der PCR-Analyse und den Keimzahlen jeder Verdinnung resultierte, dar. Diese
Korrelation weist einen geeigneten Determinationskoeffizienten (R2 = 0,99) auf. Wie in
Tabelle 42 dargestellt wurde, war die Standardabweichung der Ct-Werte innerhalb der
Duplikate sehr gering (0,04 bis 0,45). Diese war bei der Amplifikation der DNA-Templates
aus den niedrigeren Verdiinnungen (Keimgehalt: 102, 10" und 10° KbE/ml) sehr groR
(Abb. 31). AuRerdem wies die Tm-Analyse dieser Proben keine spezifische Amplifikation auf,
wahrend die PCR-Produkte der Standards S1-S6 eine homogenere Schmelztemperatur bei
etwa 85 °C gezeigt haben (Abb. 31). Deshalb wurden die Standards mit Keimgehalt unter
103 KbE/ml in den weiteren qPCR-Analysen nicht mehr eingesetzt. Dieser Versuch wurde
auch fur die aufgereinigten Standards (Gruppe B) durchfuhrt, wobei &hnliche Ergebnisse

erzielt wurden.
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Abbildung 31: PCR Ergebnisse der Standards. Ct-Kurven (links) und dazugehorige
Schmelzkurven (rechts) der Standards S1-S6 (oben) und der Standards mit Keimgehalt von
107, 10*, 10° KbE/ml (unten).

Fur alle weiteren qPCR-Versuche erfolgte die Erstellung der Standardkurven automatisch
durch die Opticon Monitor™-Software des Real-Time PCR-Systems [Bio-Rad Laboratories,
GmbH]. Die Software stellt die Ct-Werte der Amplifikate der Standards den
Gesamtkeimzahlen gegeniber, erstellt daraus eine Standardkurve und berechnet aus der
Regressionsgerade den Determinationskoeffizienten (R?) und die Amplifikationseffizienz der
Analyse. Der Standardgraph plottet den Logarithmus zur Basis 10 der Ausgangs-DNA-
Konzentration (ng, Kopie, etc.) gegen die Ct-Werte fur die Proben, die als Standard mit dem
ausgewahlten Farbstoff im Farbstoff-Feld der Software definiert wurden. Eine Linie wird als
Standardgraph angezeigt. Diese beschreibt die lineare Standardkurve und den R?* Wert
dieser Linie. Die Geradengleichung lautet y = mx + b, wobei m fiir die Steigung der Gerade
und b flr den y-Achsenabschnitt steht. Bei einer 100 %igen Amplifikationseffizienz, wobei die
Verdopplung der DNA-Templates bei jedem Zyklus erreicht wirde, wirde die Steigung der
Gerade -0,30 betragen. Wenn die , Threshold-Linie“ richtig positioniert ist, sollte die Steigung
nahe an diesem Wert liegen. Der R2-Wert entspricht dem Quadrat des
Korrelationskoeffizienten, haufig bezeichnet als Determinationskoeffizient
(Bestimmtheitsmal). Dieser Wert gibt an, wie nah die Datenpunkte an der Regressionslinie
liegen. Der R2-Wert kann zwischen 0 und 1 variieren, wobei Werte ndher an 1 eine bessere
Korrelation beschreiben. Ein R%-Wert von 0,999 zeigt, dass die lineare Standardkurve 99,9 %
die Variation in den Daten erklart. Wenn gewiinscht, kann die Standardkurve durch Abwabhl
entlegener Punkte angepasst werden. Dabei wird die Standardkurve automatisch neu

berechnet. Da die Amplifikationseffizienz von Lauf zu Lauf variieren kann, wurden die
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Standards bei jedem gPCR-Lauf neu parallel zu den Proben analysiert. Dadurch entstanden
fur acht gPCR-Analysen (R1 bis R8) acht Standardkurven mit entsprechendem
Determinationskoeffizienten. Bei den ersten drei Analysen wurde kein Zellwaschvorgang
vorgenommen und die DNA-Extraktion erfolgte direkt aus den Verdinnungen (R1 bis R3 und
R7, Gruppe A). Bei der zweiten Analysenreihe fand hingegen ein initialer Waschschritt vor
der DNA-Extraktion statt, mit dem Zweck PCR-Inhibitoren der Fleischmatrix zu entfernen und
dadurch die PCR-Effizienz der Standards zu verbessern. Tabelle 43 stellt die Ct-Werte, die
aus der Amplifikation der Standards in R1, R2 (Gruppe A) und R4-Analysen (Gruppe B)
entstanden sind und die entsprechenden log;o KbE/g-Werte jedes Standards dar. Optimal ist,
wenn es zwischen jeder dezimalen Verdinnung der Standards ein 3,3 Zyklen-Intervall gibt
(3,3 Cts) und die Doppelansétze fast identisch sind, sodass ein R? nahe 1 erreicht wird.
Abbildung 32 stellt die zwei erstellten Standardkurven, mit und ohne Waschschritt, dar. Die
entsprechenden Ct-Kurven sind in Abbildung 33 zu sehen. Es ist zu erkennen, dass je
niedriger die Verdiunnungsstufe, desto geringer ist die Abweichung der Doppelansatze.
Dieser Trend ist auch in den Amplifikationskurven der aufgereinigten Standards zu erkennen
(Abb. 32).

Tabelle 43: Ergebnisse der Standards (extrahiert aus den bakteriellen Verdiinnungen und
die berechnete Keimzahl jeder Verdinnung)

Keimzahl der

Verdiinnungen Ct-Werte
Standards logioKbE/g R1 Gruppe A R2 Gruppe A R4 Gruppe B
= 2210 ot Srad
- 2460 2021 25
> i s
> 504 2501 e 27,66
> . o
> o o7 e 2
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Abbildung 32: Standardkurven, erstellt durch die Software Opticon Monitor™ anhand der
Standards ohne initialen Waschschritt (R = 0,99) (oben) und mit initialem Waschschritt (S1-
S6) (R?=0,98 )(unten).

In Anbetracht der Ergebnisse aus den gPCR-Analysen der Gruppe A und B lasst sich
erkennen, dass der initiale Waschschritt vor der DNA-Extraktion eine optimierende Wirkung
auf die Amplifizierungseffizienz der Standards hatte, da die Ct-Werte mit diesen Proben 1 bis
3 Zyklen nideriger waren als die bei den Proben ohne Waschschritt (Tab. 43). Dennoch war
keine Verbesserung hinsichtlich der Korrelation mit den Ergebnissen der Plattenkultur und
des Determinationskoeffizienten zu erkennen. Das R* war, anders als erwartet, bei diesen
Proben geringer (R* = 0,98). Die anschlieRende Schmelzkurvenanalysen der Standards
(Abb. 33) zeigten primerspezifische Amplifikationen. Die Tm-Werte der Amplifikate aus der
Analyse R1 lagen zwischen 84,0 °C und 86,0 °C mit starker Akkumulation bei 85,5 °C. Bei
Analyse R4 lagen diese Werte bei 85,0 °C. Das nichtspezifische Amplifikat bei Analyse R4

(Tm = 82,0 °C) gehorte zu einer negativen Kontrolle (Wasser).

PCR-Produkte
PCR-Produkte

—
rature

Abbildung 33: Schmelzkurvenanalyse der Amplifikate der Standards aus den gPCR-
Analysen R1 (links, Gruppe A) und R4 (rechts, Gruppe B).
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Abbildung 34: PCR-Kurven der Standards von 3 Analysen: R1 und R2 aus Gruppe A
(Keimgehalt 10%-10® KbE/ml) (oben und Mitte) und R4 aus Gruppe B (unten); jede Probe im
Doppelansatz.

3.5.3.3 Auswertung der ermittelten Keimzahlen

Die Bestimmung der Keimzahlen von Geflligelfleisch mittels Kulturmethode und das
Extrahieren der DNA aus diesen Proben (n = 30) erfolgte wie in Abschnitt 3.4.3 beschrieben.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 44 zusammengefasst. Die qPCR-Analysen wurden
durchgefiuhrt, indem die oben beschriebenen Nukleinsauren als Quantifizierungsziel und die
Proben S1 bis S6 (im Doppelansatz) als Template fir die Erstellung der Standardkurven
verwendet wurden. Insgesamt 74 Reaktionen wurden in drei qPCR-Analysen aufgeteilt.
Diese drei Analysen wurden, unabhangig voneinander, unter Anwendung der DNA-Proben
mit und ohne Waschschritt (Gruppe A und B) durchgefiihrt; d. h. insgesamt sechs gPCR-
Analysen (R1 bis R6) (Tab. 44). Neben den Analysen der Ct- und log GE-Werte erfolgte die
statistische Auswertung dieser Versuche durch Korrelationanalysen zwischen den
Ergebnissen der beiden Methoden und der Bestimmung von R2. AufRerdem wurden die
Determinationskoeffizienten der Analysen ohne Waschschritt (Gruppe A) und mit
Waschschritt (Gruppe B) miteinander verglichen, um festzustellen, ob der Waschschritt die
Effizienz der Quantifizierung verbessert. Aus den zwei qPCR-Laufen der Gruppe A und

Gruppe B, ist erkennbar, dass mehr als 70 % der log GE-Werte, resultierend aus den
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Analysen der Gruppe B, kleiner waren als die aus Gruppe A. Die restlichen log GE-Werte,
die hoher waren als die der Gruppe A, gehdrten zu den Proben mit niedrigeren GKZ-Werten
(10° und 10* KbE/g). Auch mehr als 90 % der Ct-Werte, resultierend aus Gruppe B, lagen

etwas hoher als bei Gruppe A.

Tabelle 44: Ergebnisse der gPCR-Analysen der 30 Proben (wurden anhand der erstellten
Standardkurve in sechs verschiedenen PCR-Laufen (R1 bis R6) quantifiziert) A: Proben
ohne Waschschritt; B: Proben mit Waschschritt

Proben GKZ logio GE-Werte Ct-Werte Tm-Werte °C

logi0 KbE/g A B A B A B

Nr. R1 R4 R1 R4 R1 R4
1 P1H1 9,08 8,08 7,64 23,42 23,96 85,50 85,50
2 P1H2 8,33 5,16 5,55 28,50 31,09 84,25 84,50
3 P1H3 3,59 3,46 3,41 36,14 37,41 86,00 85,25
4 P2H4 8,37 7,72 7,42 23,88 24,70 86,00 85,75
5 P2H5 6,81 5,88 5,48 28,64 29,01 85,50 85,50
6 P2H6 3,83 3,40 3,58 35,36 37,85 85,50 85,25
7 P3H7 8,41 9,80 9,34 20,26 20,91 85,50 85,50
8 P3H8 6,50 6,01 5,72 27,99 28,67 85,50 85,25
9 P3H9 3,93 2,90 3,82 34,33 40,55 85,50 85,50
10 P4H10 8,80 9,70 9,52 19,96 21,07 85,50 85,50

R2 R5 R2 R5 R2 R5
11 P4H11 7,75 7,66 6,90 24,47 25,48 85,50 85,75
12 P4H12 5,18 4,38 4,98 33,48 31,15 85,50 85,75
13 P5H13 8,08 7,60 7,45 24,39 24,09 85,00 85,25
14 P5H14 7,58 5,08 5,01 31,11 31,06 85,25 85,50
15 P5H15 3,89 3,70 3,79 36,24 36,00 85,50 85,50
16 P6H16 9,26 8,51 8,11 22,78 22,61 87,00 87,00
17 P6H17 8,49 7,74 7,39 24,32 24,24 85,25 85,50
18 P6H18 6,50 4,48 4,65 33,13 32,36 85,50 85,50
19 P7H19 9,15 7,28 7,11 25,29 24,92 85,50 85,50
20 P7H20 7,73 6,83 6,35 26,34 26,89 85,50 85,50

R3 R6 R3 R6 R3 R6
21 P7H21 4,88 3,37 3,25 37,15 35,26 84,75 85,00
22 P8H22 8,61 9,35 8,85 22,93 21,20 86,00 85,50
23 P8H23 7,46 7,18 7,01 26,61 24,93 86,00 86,00
24 P8H24 4,71 3,29 3,57 37,48 35,84 86,25 85,50
25 P9H25 9,49 9,58 8,86 22,58 21,15 86,25 86,25
26 P9H26 9,04 9,23 8,16 23,14 22,48 86,00 86,00
27 P9H27 7,16 4,33 4,58 33,24 31,82 85,50 86,00
28 P10H28 9,40 9,19 8,84 23,17 21,20 85,50 85,25
29 P10H29 8,57 8,12 7,70 24,91 23,42 85,50 85,5
30 P10H30 7,57 4,56 4,68 32,96 31,45 85,50 85,25

Aus dem Vergleich der Ct-Werte mit der GKZ in den Korrelationen fur die Analysen R1, R2
und R3 wurden Determinationskoeffizienten von 0,84; 0,84 und 0,87 ermittelt, die nicht
deutlich von den entsprechenden Werten der Gruppe B abwichen (0,82; 0,84 und 0,86).
Ebenso zeigte der Vergleich zwischen den log GE-Werten und den GKZ von diesen
Analysen R2? von 0,78; 0,80 und 0,83, welche ebenfalls nicht deutlich von denen aus
Gruppe B abwichen (0,75; 0,81 und 0,84). Angesichts der Ergebnisse der sechs qPCR-

Analysen war zu erkennen, dass bei der Mehrheit der Proben die log GE-Werte niedriger als
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die Gesamtkeimzahlen der entsprechenden Proben lagen. Diese Abweichung betrug zwar
vorwiegend die 10-fache GroRRenordnung, aber bei 5 Proben betrug sie etwa das 100 bis
1000-fache (Tab. 44).

Im Anschluss an die Amplifikationen erfolgte bei jeder gPCR-Analyse eine
Schmelzkurvenanalyse. Die Tm-Werte lagen bei Gruppe A zwischen 84,25 °C und 87,00 °C
(M=85,5°C; SD=0,47). Dieser Temperaturbereich weist auf eine primerspezifische
Amplifikation hin. Nur bei drei Proben, gehdrend zu den verschiedenen Doppelansatzen,
wurden abweichende Tm-Werten (75,50 °C und 76,00 °C) festgestellt. Da das andere
Duplikat bei diesen Werten jeweils einen normalen Tm-Wert zeigte, wurden die Ergebnisse
mit den abweichenden Tm-Werten aus der Analyse ausgeschlossen. Bei Gruppe B wurde
ebenfalls eine normale PCR-Produktbildung beobachtet. Die Tm Werte lagen bei diesen
Analysen zwischen 84,50 °C und 87,00 °C (M = 85,5°C; SD =0,42). Hier wurde keine
abweichende Schmelztemperatur festgestellt (Abb. 35).

PCR-Produkte
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Abbildung 35: Schmelzkurvenplots der gPCR-Analyse (als Beispiel R6, Gruppe A). die
Kurven liegen durchschnittlich bei 85,60 °C. Die einzige nicht spezifische Kurve (77,00 °C)
gehorte zu der Negativkontrolle).

Um einen besseren Uberblick tiber die Ergebnisse der oben durchgefiihrten gPCR-Analysen
zu gewinnen, wurden diese zu zwei Teilanalysen zusammengefiihrt und ausgewertet. Der
erste Teil besteht aus den Ergebnissen der Gruppe A und beinhaltet die Analysen R1, R2
und R3. Der zweite Teil besteht aus den Ergebnissen der Gruppe B und beinhaltet die
Analysen R4, R5 und R6. Diese sind in Abbildung 36 dargestellt. Die Zusammenfassung der
Ergebnisse zeigt, dass generell eine hohe Korrelation zwischen den Ergebnissen der gPCR-
Analysen und denen des Kulturverfahrens besteht (Gruppe A: R? = 0,83 und 0,76; P<0,005;
Gruppe B: R? = 0,78 und 0,70; P<0,005). Allerdings zeigen die Ergebnisse der Analysen mit
Hilfe der Standards ohne initialen Zellwaschvorgang (Gruppe A), eine hdhere Korrelation mit

der Gesamtkeimzahl, als Gruppe B.
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Abbildung 36: Vergleich der Ergebnisse der gPCR-Analysen; Oben: Gruppe A (R1, R2 und
R3), unten: Gruppe B (R4, 5 und 6), zusammengeflgt in zwei Korrelationsanalysen
(Mittelwert der Ct-Werte) mit der GKZ (gewichteter Mittelwert der log,o KbE/Q).

Um die Wiederholbarkeit der entwickelten gPCR-Analysen zu Uberprifen, erfolgten zwei
weitere Versuche, &hnlich wie die in Abschnitt 3.5.2.2. beschriebenen, unter Anwendung von
gleichen DNA-Templates, mit dem Unterschied, dass die gesamten Proben in zwei qPCR-
Analysen (R7 und R8) amplifiziert und quantifiziert wurden. Als Standards wurden die DNA-
Templates, die aus den Verdinnungsreihen mit und ohne Waschvorgang extrahiert wurden,
verwendet. Die erste Analyse erfolgte unter Anwendung der Standards ohne initialen
Waschvorgang (Gruppe A, R7) und die zweite Analyse erfolgte unter Anwendung der
aufgereinigten Standards (Gruppe B, R8). Die entsprechenden Ergebnisse sind in
Abbildungen 37 bis 39 dargestellt. Tabelle 45 fasst die resultierenden Ct-Werte, log GE-
Werte, Gesamtkeimzahl der Proben und Tm-Werte zusammen. Die Ergebnisse aus den
gPCR-Analysen wurden mit denen aus dem Kulturverfahren verglichen und die
Determinationskoeffizienten berechnet. AnschlieBend wurden die Ergebnisse der Gruppe A

und B miteinander verglichen. Abbildung 37 stellt die Ergebnisse dieser Analysen dar.
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Tabelle 45: Ergebnisse von qPCR-Analysen in zwei Probensets (Gruppe A ohne und B mit
Zellwaschvorgang)

Proben logio logio GE/g Ct-Werte Tm °C
KbE/g Gruppe A-R7 Gruppe B-R8 Gruppe A-R7  Gruppe B-R8 | Gruppe A-R7 Gruppe B-R8
P1H1 9,08 8,60 8,01 21,63 22,43 86,25 85,00
P1H2 8,33 5,53 5,12 29,25 29,85 84,50 84,00
P1H3 3,59 3,66 4,21 36,33 33,11 75,00 84,50
P2H4 8,37 8,20 7,36 22,46 23,85 84,25 85,25
P2H5 6,81 7,25 5,76 24,58 27,90 84,40 85,00
P2H6 3,83 3,66 2,25 36,34 43,48 76,00 73,50
P3H7 8,41 6,81 9,02 25,64 20,47 84,25 85,50
P3H8 6,50 6,17 6,00 27,34 27,22 84,75 84,75
P3H9 3,93 4,39 3,67 33,20 35,35 85,00 85,25
P4H10 8,80 8,90 8,58 21,09 21,29 84,75 85,50
P4H11 7,75 7,16 8,16 24,81 22,11 86,50 85,50
P4H12 5,18 5,00 4,12 30,96 33,48 86,00 85,75
P5H13 8,08 - 6,79 - 25,33 83,00 84,25
P5H14 7,58 7,74 5,06 23,44 30,05 85,25 85,00
P5H15 3,89 4,16 3,55 34,14 36,13 85,00 86,50
P6H16 9,26 7,55 7,26 23,89 24,07 88,25 87,50
P6H17 8,49 7,00 6,99 24,05 24,67 86,25 85,50
P6H18 6,00 5,23 4,65 30,22 31,44 85,50 85,00
P7H19 9,15 7,68 7,52 23,59 23,47 84,75 85,00
P7H20 7,73 6,05 5,68 27,91 28,11 84,25 84,50
P7H21 4,88 4,08 3,74 34,47 35,06 86,50 85,75
P8H22 8,61 8,49 8,55 21,86 21,36 86,50 85,75
P8H23 7,46 6,90 7,17 25,42 24,25 86,25 86,00
P8H24 4,71 4,33 4,02 33,45 33,83 74,75 62,50
P9H25 9,49 9,36 8,55 20,19 21,34 85,50 85,50
P9H26 9,04 10,45 7,81 19,17 22,85 87,25 86,00
P9H27 7,16 5,22 4,81 30,23 30,87 86,25 86,00
P10H28 9,40 8,98 9,15 20,89 20,22 85,25 85,00
P10H29 8,57 8,87 7,93 21,16 22,59 85,25 85,50
P10H30 7,57 6,21 4,57 28,41 31,73 85,00 85,50

Beim Betrachten der Ergebnisse der gPCR-Analysen von Gruppe A (R7), ist zu erkennen,
dass sich zwar mehr als 76 % der Ct-Werte im Vergleich zu den ersten Analysen (R1, R2
und R3, Tab. 44) erhohten, sich jedoch mehr als die Halfte der log GE-Werte an die
Gesamtkeimzahlen annaherten. Hierbei wurde bei nur vier Werten eine Erh6hung der
Standardabweichung von den Gesamtkeimzahlen beobachtet und bei den restlichen Werten
waren keine Abweichchungen festzustellen. Bei Gruppe B (R8) naherten sich etwa ein Drittel
der log GE-Werte, im Vergleich zu den letzten Analysen (R4, R5 und R6), an die
Gesamtkeimzahlen an. Bis auf sieben Werte zeigte der Rest keine Abweichungen (Tab. 44
und 45).

Die Schmelzkurvenanalyse der PCR-Produkte von Gruppe A zeigte mit AuRnahme von funf
Proben eine produktspezifische Amplifikation, wahrend die Gruppe B nur zwei abweichende
Proben aufwies, wobei es sich hier um Duplikate handelte. Insgesamt haben sich die

Ergebnisse der wiederholten gPCR-Analysen (R7 und R8) etwas an die Gesamtkeimzahlen
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angendhert und wiesen auf eine akzeptable Wiederholbarkeit der gPCR-Analysen hin.
Bezlglich der Ct-Werte zeigten diese Korrelationsanalysen fur Gruppe A eine Erhéhung des
Determinationskoeffizienten im Vergleich zu den Analysereihen R1 bis R3 (Rz = 0,84;
P<0,005). Bei Gruppe B wurde diesbeziiglich keine Veranderung beobachtet (R? = 0,78).
Ebenso war beziglich der log GE-Werte eine leichte Erhéhung in den Korrelationsanalysen
der Gruppe A zu erkennen (R2 = 0,79) und eine Erh6hung des Determinationskoeffizienten

bei Gruppe B (R2 = 0,75). Diese Korrelationsanalysen sind in Abbildung 37 dargestellit.

Die Determinationskoeffizienten lagen immer noch im akzeptablen Bereich und wiesen eine
hohe Vergleichbarkeit mit dem Kulturverfahren auf. Au3erdem war wiederholt zu erkennen,
dass der inititale Waschschritt der Standards keine optimierende Wirkung auf die
Quantifizierung der Keimzahl mittels PCR-Analyse anhand der Standards aufwies, da die
Korrelationsergebnisse der Gruppe A meistens héher waren, als die der Gruppe B. Die
Standardkurven der beiden Analysen zeigten zwar fast identische
Determinationskoeffizienten (Gruppe A: 0,98 und Gruppe B 0,99) und die Ct-Werte der
Standards der Gruppe B lagen, vermutlich bedingt durch die Waschschritte, niedriger als die
der Gruppe A. Dennoch war letztendlich kein positiver Effekt auf die Korrelationsergebnisse
festzustellen. AuRerdem sollte der Standard S6, aufgrund der abweichenden Ct-Werte, aus
der Analyse, ausgeschlossen werden. Hieraus folgte eine unglnstige untere
Detektionsgrenze fiir die Analyse. Abbildungen 38 und 39 stellen die Ergebnisse der
eingesetzten Standards der beiden Analysen dar. Tabelle 46 fast die Ct-Werte der Standards

von diesen Analysen zusammen.
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Abbildung 37: Ergebnisse der Korrelationsanalysen (Mittelwerte der Ct-Wertegewichtete

Mittelwerte der log,, KbE/Q),

ohne Waschschritt (oben),

mit Waschschritt (unten).

Tabelle 46: Ct-Werte der Standards, die zur Quantifizierung in der PCR-Analyse verwendet
wurden (R7: Gruppe A und RS8: Gruppe B); Die Standards, die aufgrund der hohen
Standardabweichung aus der Analyse ausgeschlossen wurden, sind nicht dargestellt

GKZ der Verdinnungen

Ct-Werte (Duplikate)

Standards log10 KbE/g R7 Gruppe A R8 Gruppe B
s1 8,84 21,25 20,35

s ez
= 2o 2
s4 5,84 2900 e

S5 4,84 5210 gi:gg

s6 384 S -

R2 der Standards: 0,99 0,98
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Abbildung 38: Ct-Kurven der Standards (S1-S6, Keimgehalt: 10° bis 10® KbE/ml) von
Gruppe A (oben) und der Standards (S1-S5' Keimgehalt: 10* bis 10%) von Gruppe B (unten).
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Abbildung 39: Amplifikationsplotts und Standardkurven automatisch erstellt durch die
Software Opticon Monitor™ anhand der angegebenen Standards. Gruppe A (R? = 0,99)
(oben), Gruppe B (R2 = 0,98) (unten).
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3.5.4 Diskussion
3.5.4.1 Erstellung einer geeigneten Kalibrationskurve fir die gPCR-Analyse

Die Zuverlassigkeit der absoluten gPCR-Analyse beruht vor allem auf der Validitat der
verwendeten Kalibrationskurven und einer hohen Amplifikationseffizienz (Pfaffl, 2012). Zur
Erstellung einer geeigneten Kalibrationskurve und zur Quantifizierung der Ziel-DNA mittels
PCR, wird in der Regel eine Verdinnungsreihe aus einer Bakterienkultur verwendet.
Ublicherweise wird der zu quantifizierende Organismus in einem geeigneten, zum Wachstum
férdernden Nahrmedium bebritet und aus der resultierenden Zellsuspension eine dezimale
Verdunnungsreihe hergestellt. Anschliel3end wird aus jeder Verdiinnung DNA extrahiert und

diese als Template fir die Standards in die PCR eingesetzt (Lee und Levin, 2007b).

Da bei der Bestimmung der Gesamtkeimzahl eine grof3e Reihe von Mikroorganismen in
Frage kommt, sollte daher eine geeignete Mischkultur aus diversen Bakterienstammen
prapariert werden, die fur die zu untersuchende Matrix reprasentativ ist. Diese Methode ist
allerdings fur eine nahrstoffreiche Matrix wie Fleisch nicht ganz einfach, da in diesen Proben
viele verschiedene Mikroorganismen vorkommen kdnnen. Deshalb wurde in dieser Arbeit zur
Erstellung der Standardkurve anstatt des Mischens zahlreicher Bakterienspezies eine
Geflugelfleischprobe in einem geeigneten Nahrmedium bebritet und dadurch das Wachstum
der vorhandenen verderbniserregenden Keimen geférdert. So war die Standardmatrix
ahnlich wie die der Proben. Lee und Levin (2007b) haben zur Bestimmung der
Gesamtkeimzahl (total viable count) in Kabeljau eine Mischkultur von einem Fischfilet
prapariert und diese zur Erstellung der Verdinnungsreihe verwendet. Diese Autoren haben
einen hohen Determinationskoeffizienten (R2 = 0,998) aus den so erstellten Standardkurven
fir die gPCR-Analyse erhalten. Die Determinationskoeffizienten, die aus der Standardkurve
der Geflugelfleischbakteriensuspension errechnet wurden, lagen ebenfalls im geeigneten
Quantifizierungsbereich (>0,98). Allerdings sollten bei der Erstellung der Standardkurve vor
der Berechnung eine AusreiReranalyse der Messwerte vorgenommen werden, damit der
angestrebte Determinationskoeffizient erzielt werden kann. Dieses Vorgehen weist auf ein
Bedurfnis zur Verbesserung des PCR-Protokolls und -Bedingungen zur Erstellung der

Standardkurve hin.

Takahashi et al. (2006) haben eine Standardkurve zur Quantifizierung der Keimzahl in
frischem verzehrfertigem Obst und Gemise mittels gPCR erstellt, indem sie eine definierte
Bakterienmischkultur aus funf vorherrschenden Bakterienspezies, die als primare Ursache
fur den Verderb in diesen Lebensmitteln bekannt sind, vorbereitet und die DNA aus den
dezimalen Verdinnungen dieser Bakteriensuspension extrahiert. Diese Autoren haben in
ihrer Studie geeignete Quantifizierungsergebnisse aus der gPCR-Analyse erhalten, da die
Verderbsflora in den verwendeten Proben &hnlich die der Standardkeime war (Takahashi et

al., 2006). Wirden andere Keime in groRerer Anzahl in Obst und Gemise vorkommen,
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wirde die Standardkurve nicht fir die zu messenden Proben reprasentativ sein. Aul3erdem
ware bei dieser Standardkurve der Einfluss der in den Obst und Gemise vorhandenen PCR-
Inhibitoren nicht mitbertcksichtigt. Die in diesem Teil der Arbeit erstellte Standardkurve war
hingegen reprasentativ fur die gesamten vorhandenen Mikroorganismen im Geflugelfleisch,
da die hergestellte Bakteriensuspension direkt aus der Gefllgelfleischprobe gewonnen
wurde, die spater zur Quantifizierung angewendet wurde. Allerdings ist diese Methode im
Vergleich zur Verwendung einer definierten Bakterienmischkultur hinsichtlich der
Bebritungszeit und Bestimmung der Keimkonzentration der Standards zeit- und
arbeitsaufwendiger. Dennoch kdnnen einmalig produzierte Standards in mehreren PCR-

Laufen bei den gleichen Proben verwendet werden.

Dolan et al. (2009) haben zwei separate Standardkurven zur Quantifizierung von
grampositiven und gramnegativen Bakterien generiert, um die Gesamtkeimzahl in
Rindfleisch mittels einer reverse transcriptase-PCR (RT-PCR) zu bestimmen. Diese Autoren
stellten fest, dass eine einzige Standardkurve nicht zur Quantifizierung beider
Bakteriengruppen ausreichen wirde. Bei dieser Studie wurden akzeptable Ergebnisse aus
der generierten Standardkurve ermittelt (R* = 0,88), aber der Aufwand fiir die Erstellung von
zwei Standardkurven aus RNA-Templates ist im Vergleich zu einer einzigen DNA-basierten
Standardkurve zu hoch und in diesem Sinne nicht vergleichbar mit einer einfachen
Plattenkultur als Standardmethode. In der vorliegenden Arbeit wurde nur eine Standardkurve
zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl der Proben mittels gPCR verwendet. Die
Bakteriensuspension, die aus den Gefliigelfleischproben gewonnen wurde, bestand mit
hoher Wahrscheinlichkeit aus Bakterien, die bei den angewendeten Bebriitungsbedingungen
in der TSB*-Losung innerhalb der Messzeit wachsen konnten. Das bedeutet, dass die
Mikroorganismen, die bei den beschriebenen Bedingungen nicht vermehrungsfahig waren,
bei der Erstellung der Standardkurve in der qPCR-Analyse nicht beriicksichtigt wurden.
Allerdings konnte durch die hohen Korrelationsergebnisse, die mit Hilfe der Standardkuve
erzielt wurden, eingeschatzt werden, dass ein gro3er Teil der vorhandenen Bakterien in der
Suspension wachsen konnte. AulRerdem ist eine SYBR® Green | basierende gPCR-Analyse
unter Anwendung einer Standardkurve, die wahrscheinlich nicht jede einzelne grampositive
und gramnegative Bakterienspezies mit erfasst, aber hohe Korrelationsergebnisse liefert,
hinsichtlich der praktischen Anwendung einfacher durchzufihren und im Vergleich zu der

oben beschriebenen Studie wesentlich weniger arbeits- und zeitaufwendig.

Einsatz eines initialen Waschvorgangs vor der DNA-Extraktion

Wie bereits in Abschnitt 3.4 beschrieben, existieren bei der Untersuchung von
Lebensmittelproben groRe Barrieren fur den Erfolg der Amplifizierung durch diverse
matrixbedingte PCR-Inhibitoren. Daher ist die Probenaufbereitung ein kritischer Faktor fur

die Erstellung der Standardkurve, wenn die Lebensmittelprobe selbst dazu verwendet wird.
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Es ist wichtig, dass die zu analysierenden Proben und Standards in Bezug auf Inhibitoren
vergleichbar sind. Da zur Minimierung der PCR-Inhibitoren bei der Probenaufbereitung vor
der DNA-Extraktion zwei Zellwaschschritte durchgefiihrt wurden, wurde in einem parallelen
Versuch (Gruppe B) auch bei den Standards ein Waschschritt vor der DNA-Extraktion
eingesetzt. So sollte die Ziel-DNA konzentriert und die PCR-inhibitorischen Substanzen in
den Proben entfernt werden. Im Prinzip bestehen die Ziele der Probenaufbereitung darin,
PCR-inhibitorische Substanzen, die die Amplifikationskapazitat und -effizienz reduzieren zu
entfernen und die Konzentration des/der Zielorganismus/-DNA zu erhdhen, sodass die
Reproduzierbarkeit und Wiederholbarkeit der Analyse gewahrleistet werden kann (Radstrom
et al., 2004). Deshalb, und um die Effizienz der DNA-Extraktion aus den Verdiinnungen zu
verbessern und dadurch die Qualitat der Standardkurve zu optimieren, wurde ein Zell-
Waschschritt mittels einer zusatzlichen Zentrifugation der Standards direkt vor dem DNA-
Extraktionsverfahren eingesetzt. Der Waschschritt sollte also dabei helfen, die negativen
Effekte dieser Substanzen zu verringern und die Amplifikationseffizienz zu verbessern. Der
Zell-Waschschritt fir die Standards in diesem Teil der Arbeit hat zwar die Zyklenanzahl fr
das Erreichen der Amplifikationskurven an den Schwellenwert um ein bis zwei Zyklen
verringert (Tab. 46), dabei war aber kein deutlicher Einfluss auf die Qualitat der
Standardkurve zu erkennen (Abb. 39). Der Determinationskoeffizient, der aus der
Gegenuberstellung der Ct-Werte mit dem Keimgehalt der Standards (log;o KbE/g; S1 bis S6)
resultierte, war sogar bei den aufgereinigten Standards etwas kleiner als die der normalen
Standards (Tab 46). Dieser Trend war auch bei den PCR-Quantifizierungsergebnissen (logo
GE/g) zu sehen (Abb. 39 und Tab. 45). Diese Ergebnisse kdnnen, wie bereits beschrieben,
in Zusammenhang mit dem Verlust an Nukleinsduren in Folge der Zentrifugation und den
Waschschritten vor der DNA-Extraktion erklart werden. So wurde weniger
Nukleinsdurematerial zur Amplifizierung zur Verfiigung gestellt, wodurch die Korrelation mit
den Gesamtkeimzahlen der Standards beeintrachtigt wurde. Berichten zufolge stellen die
Pra-PCR-Aufbereitungsmethoden oft andere Probleme, wie die Beeintrachtigung der unteren
Quantifizierungsgrenze aufgrund des Verlustes an Nukleinsauren und einer zu kleinen zu
analysierenden Probenmenge, dar (Lofstrom et al., 2010; Warren et al., 2007; Wolffs et al.,
2004).

Bestimmung der unteren Quantifizierungsgrenze der Standardkurve

Zur Erstellung der Standardkurve wurde zuerst eine PCR-Analyse durchgefihrt, indem die
Standards als normal zu messende Proben (und nicht zur Erstellung der Kalibrationskurve)
in der Analyse eingesetzt wurden, sodass die obere und untere Quantifizierungsgrenze
sowie die Einsetzbarkeit der Standardkurve festgestellt werden konnten. Diese Analyse
zeigte, dass sich eine sinnvolle Standardkurve zwischen den Standards mit einer

Keimkonzentration in Hoéhe von 10°10° KbE/ml generieren lieR. Hier waren die
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Abweichungen der Ct-Werte der Doppelansatze sehr gering (Tab. 43) und der Unterschied
zwischen den Amplifikationskurven einer Verdinnungsstufe betrug ca. zwei bis drei Zyklen
(Abb. 31). Die erstellte Kalibrationskurve, resultierend aus der Gegenuberstellung der Ct-
Mittelwerte und der log;o KbE/ml der Gesamtkeimzahl jeder Verdlinnung, wies einen
Determinationskoeffizienten (R? von 0,99 auf. Wie in Abbildung 31 dargestellt, wurden die
DNA-Templates der Standards mit Keimkonzentrationen von 10%, 10* und 10° KbE/ml zwar
amplifiziert, aber die Ct-Kurven, entsprechend dieser Proben erschienen erst ab dem 35.
Zyklus und sogar nach der Negativkontrolle (33,60). Zudem lagen die Kurven von diesen
Standards sehr weit voneinander entfernt (ca. drei bis finf Zyklen). Dadurch wurden die
Amplifikationseffizienz  und die  Determinationskoeffizienten  der  Standardkurve
verschlechtert. In der letzten Analyse der Gruppe B (R8) musste, aufgrund der hohen
Standardabweichung, der Standard mit einem Keimgehalt von 10® KbE/ml (S6) aus der
Auswertung ausgeschlossen werden, wodurch die untere Detektionsgrenze bei diesen
Proben beeintrachtigt wurde. Wie oben beschrieben, kann dies mit der Degradierung oder
dem Verlust der Nukleinsdure in Folge des Waschschritts zusammenhangen. Aulerdem
zeigte die Schmelzkurvenanalyse der PCR-Produkte, resultierend aus der Amplifikation der
Standards mit Keimkonzentrationen von weniger als 10° KbE/ml, keine ausreichende
Amplifikationsspezifitat. Aus diesen Grinden, und da die Gesamtkeimzahl der untersuchten
Geflugelfleischproben kaum unter 10°KbE/g lag, wurde 10°KbE/g als untere

Detektionsgrenze fir die Standardkurve und die Quantifizierungen festgelegt.

3.5.4.2 Bestimmung der Gesamtkeimzahl mittels qPCR in Geflugelfleisch

Die Quantifizierung der Gesamtkeimzahl mittels gPCR in Gefligelfleischproben erfolgte in
acht verschiedenen Analysen (R1 bis R8), wobei R7 die Wiederholung von R1, R2 und R3
(Gruppe A: Standards ohne initialem Waschschritt) und R8 die Wiederholung von den
Analysen R4, R5 und R6 (Gruppe B: Standards mit initialen Waschvorgang) waren. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen wurden in verschiedenen Korrelationsanalysen mit
denen aus dem Kulturverfahren verglichen. Es wurden sowohl die resultierenden Ct-Werte
aus den jeweiligen Analysen, als auch die log GE-Werte mit den log;q KbE/g verglichen und
die entsprechenden Determinationskoeffizienten berechnet. In Anbetracht der gesamten
gPCR-Analysen wurden generell hohe Korrelationen mit den Ergebnissen des
Kulturverfahrens erhalten. Bezogen auf die Ct-Werte resultierten aus den
Korrelationsanalysen von vier gPCR-Assays unter Verwendung der Standards bei Gruppe A
(R1, R2 und R3; n =10 und R7, n = 29) Determinationskoeffizienten zwischen 0,83 und 0,87
und aus den vier gPCR-Analysen unter Verwendung der Standards bei Gruppe B (R4, R5
und R6; n = 10 und R8, n = 30) zwischen 0,78 und 0,82. Bezogen auf die log GE-Werte
resultierten aus den Korrelationsanalysen von vier gPCR-Assays unter Verwendung der

Standards bei Gruppe A Determinationskoeffizienten zwischen 0,78 und 0,83 und aus den
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vier qPCR-Assays unter Verwendung der Standards bei Gruppe B zwischen 0,75 und 0,84.
Vergleicht man die log GE-Werte mit der Gesamtkeimzabhl, ist zu erkennen, dass trotz hoher
Korrelation zwischen den Ergebnissen der gPCR-Analysen (R7 und R8) und der
Kulturmethode die Mehrheit der log GE-Werte bei allen Analysen niedriger als die der
logio KbE/g lag. Allerdings betrug diese Abweichungen bei mehr als 60 % der Proben von
Gruppe A weniger als das 10-fache (1 log) und insgesamt zeigten nur zwei Proben mehr als
die 100-fache (2 log) Abweichung.

Bezugnehmend auf die Analysen R1 bis R6 gehdrten die log GE-Werte, die grol3er als die
Gesamtkeimzahlen waren, zu den Proben, die eine sehr hohe Keimzahl aufwiesen (>108
KbE/qg). Allerdings betrug dieser Unterschied weniger als das 10-fache (fast identisch mit der
Gesamtkeimzahl). Verbindet man diese Ergebnisse mit dem negativen Einfluss der PCR-
Inhibitoren in den Proben, widersprechen diese der Theorie, dass je hoher die
Templatekonzentration ist, desto hoher die Wahrscheinlichkeit des Vorkommens von PCR-
Inhibitoren (Radstom et al., 2004). Moglicherweise konnen die generierten Primer sich bei
hoheren Templatekonzentrationen effizienter an die Zielsequenzen hybridisieren und sind in
der Lage mehr Bakterien zu erfassen, wodurch hohere Korrelationen mit den
Gesamtkeimzahlen erzielt werden konnten. Bei den Wiederholungsversuchen R7 (Gruppe A)
und R8 (Gruppe B), die bessere Ergebnisse im Vergleich zu R1 bis R6 geliefert haben,
wurde das gleiche Verhdltnis beobachtet, wobei die Standardabweichungen sehr klein

waren.
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Abbildung 40: Ergebnisse der Bestimmung der Gesamtkeimzahl mittels gPCR, mit und ohne
vorgeschaltetem Zellwaschschritt der Standards, dargestellt im Vergleich zum
Kulturverfahren. Die Daten beziehen sich auf Tabelle 44.
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Diese Ergebnisse wurden erzielt, obwohl in der Regel bei der g°PCR zu erwarten ist, dass
aufgrund madglicher enthaltener ,viable but non-culturable® Zellen (VBNC-Zellen) (Nocker und
Camper, 2006) subletal geschadigter und toter Zellen (Lee und Levin, 2007a), die log GE-
Werte hoher als die log;o KbE/g liegen. Die Ergebnisse konnen neben den bereits

diskutierten Einflussfaktoren in Abschnitt 3.4.4 folgende Ursachen haben:

PCR-Inhibitoren

Bei der Quantifizierung von DNA mittels PCR stellen PCR-Inhibitoren haufig ein
unvermeidbares Hindernis fir den Erfolg der Analyse dar. PCR-Inhibitoren Uben ihre
Wirkung durch unmittelbare Interaktion mit DNA oder durch Interferenz mit thermostabilen
DNA-Polymerasen aus. Direkte Bindung von Agenzien an die einzel- oder doppelstrangige
DNA kann die Amplifikation verhindern (Taylor et al., 2005; Wilson, 1997). Ebenso kénnen
Inhibitoren unmittelbar mit der DNA-Polymerase interagieren und somit deren Enzymaktivitat
blockieren (Ely et al., 1998; Park und Kohel, 1994). PCR-Inhibitoren kénnen aus der Probe
selbst stammen (z. B. Blut, Stoffe, Gewebe und Erde), aber auch in Folge der angewendeten
Methode zur Gewinnung und Aufbereitung der Probe entstehen (Opel et al., 2010; Kainz,
2000; Wilson, 1997; Rossen et al., 1992). Auf die eine oder andere Art kdnnen Inhibitoren
die Sensitivitat und Amplifikationseffizienz der PCR stark reduzieren (Radstrom et al., 2004).
Lebensmittelproben, wie Fleisch, sind aufgrund der PCR-Inhibitoren eine schwierige Matrix
bei den PCR-Analysen. Diese Inhibitoren unterscheiden sich in Fleischproben je nach
Probenart, -teilstiick und -aufbereitungsart und beeintréachtigen neben den anderen oben
beschriebenen Inhibitoren die Amplifizierung von DNA-Templates. Wie der Tabelle 47 zu
entnehmen ist, gelten Fett, Eiwei3, Kollagen und andere Fleischkomponenten als PCR-
inhibitorische Substanzen, wodurch mdglicherweise die Amplifikation von bakterieller DNA
blockiert oder vermindert wird. Wie bereits in Abschnitt 3.4 beschrieben, wurde versucht, mit
Hilfe von Pra-PCR Waschschritten, den negativen Einfluss von Matrix-bedingten Inhibitoren
zu minimieren. Dieser Vorgang wirkte sich bei den zu messenden Proben in Bezug auf die
PCR-Effizienzerhtéhung positiv aus. Die im Vergleich zu den kolonienbildenden Einheiten
niedrigeren log GE-Werte der gPCR weisen allerdings darauf hin, dass der damit
verbundene Verlust an Zellmaterial und Amplifikationstemplates die Quantifizierung der

wahren mikrobiellen Belastung der Fleischproben teilweise verhinderte.
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Tabelle 47: PCR-Inhibitoren in verschiedenen Lebensmitteln (Klancnik et al., 2012; Wilson,
1997)

Probe PCR-Inhibitor Beispiel Literatur

Milchprodukte Fett, Eiweil3, Kim et al., 2001;

Milch (roh, entrahmt, pasteurisiert, trocken) Calcium, McKilip et al., 2000;

Kése (trocken, weich). Chelatbildener, Radstrom et al., 2004
tote Zellen

Fleisch

Hahnchen (Fleisch, Karkasse, Hauthomogenate,
Schenkel, Wurst, Muskel); Pute (Schenkel, Muskel,
Haut, innere Organe); Rind (Hackfleisch, Roastbeef);
Schwein (Schinken, Hackfleisch, Schenkel roh, Wurst,
Fleischrollen).

Grant et al., 1993;

Uyttendaele et al., 1999; De Medici et
al., 2003; Hudson et al., 2001;
Whitehouse & Hottel, 2007; Silva et al.,
2011

Fett, Eiweil3, Kollagen
(Blut), Fetuin und
andere
Fleischkomponenten

Meeresfriichte
Phenolsaure,
Fisch (mariniert, geschnitten); Lachs (gerauchert), Kresolsaure,
Garnelen, Schellfisch (Muscheln, Austern). Aldehyde, Eiweil3, Agersborg et al., 1997

Fett

Qualitat der Standardkurve

Die Erstellung einer geeigneten Standardkurve gilt als Voraussetzung fur eine erfolgreiche
DNA-Quantifizierung mittels gPCR. Deshalb ist die Qualtitat und Effizienz der
Kalibrationskurve ein sehr wichtiges Kriterium zur Beurteilung der Validitat der entwickelten
Methode. Die fur die qPCR erforderliche Standardkurve wurde unter Anwendung einer
Bakterienmischkultur, die direkt aus einer Gefliigelfleischprobe hergestellt wurde, generiert.
Dieser Schritt war sehr wichtig fur die Anpassung der Standardkurve an die zu messenden
Proben. So konnte die Amplifikation der Standards und der zu untersuchenden Proben unter
gleichen Bedingungen erfolgen. Abgesehen vom Einfluss des bereits diskutierten
Aufreinigungsprozesses fiuhrte insgesamt die Anwendung von Standardkurven zu
Quantifizierungsergebnissen, die laut Plattenkulturverfahren nahe den Gesamtkeimzahlen
lagen. Es wurden stets hohe Korrelationen zwischen log GE-Werten und GKZ-Werten erzielt.
Um die Funktionalitat der Standards in Bezug auf die Gesamtkeimzahl zu Uberprifen,
wurden die Gesamtkeimzahlen der Geflugelfleischproben, die mit Hilfe der Plattenkultur
ermittelt wurden, gemeinsam mit den Standardkurven in einem Diagramm dargestellt. Wie in
Abbildung 41 zu sehen ist, lagen die Ergebnisse der Proben ohne initialem Waschschritt
deutlich ndher an der entsprechenden Standardkurve, als die Punkte der Proben mit
aufgereinigten Standards. Aufl’erdem lag die Regressionsgerade, resultierend aus der
Gegenuberstellung von Gesamtkeimzahlen und Ct-Werten (Abb. 41), sehr nah an der
Standardgerade in der R7 Analyse. Allerdings zeigt diese Abbildung auch, dass viele Punkte
der Gesamtkeimzahlen oberhalb der Standardgeraden lagen. Dies bedeutet, dass die

Keimzahlen, die durch gPCR ermittelt wurden, kleiner als die log,o KbE/g waren, die durch
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die Kulturmethode ermittelt wurden. Dennoch lagen bei der Analyse R7 viele Punkte genau
auf der Kurve oder unterhalb der Kurve, was auf bessere Anpassung dieser Kurve im
Vergleich zu R8 hinweist. Auerdem ist anhand der Abbildung 41 erkennbar, dass aufgrund
der fehlenden Standardpunkte der unteren Quantifizierungsgrenze (10° KbE/g) bei dieser

Analyse die niedrigsten Werte nicht mit der Standardkurve verglichen werden konnten.

y =-2,4644x + 44,681
Standardkurve R7 R2 = 0,8438
43
41
L 39
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Abbildung 41: Die Standardkurven von gPCR-Analysen R7 (n = 29) und R8 (n = 30). Dazu
wurde die Gesamtkeimzahl der Proben hinzugefiigt. ®: Standardwerte B: Gesamtkeimzahl.

gqPCR-Amplifikationseffizienz

Die Berechnung der Amplifikationseffizienz erfolgt Uber die Regressionsanalyse der
Standardkurve. Alle Standardpunkte werden in einer linearen Regression zusammengefasst.
Diese sollte mit einem hohen Korrelationskoeffizienten linear sein und eine Steigung von
idealerweise -3,33 aufweisen. So wird eine Amplifikationseffizienz von 100 % erhalten, die
einer perfekten Verdopplung in jedem Zyklus entspricht. Eine konstante PCR-
Amplifikationseffizienz stellt ein wichtiges Kriterium fir die Validitat der Analyse dar (Tab 48).
Schlecht optimierte gPCR-Analysen kdnnen zu einer verminderten Sensitivitdt und Spezifitat
fuhren (Pfaffl, 2012). Die Markenzeichen einer optimierten Analyse sind:

- lineare Standardkurve (R2 > 0,980 oder r |-0,990])

- hohe Amplifikationseffizienz (90-105 %)
- Konsistenz liber wiederholte Ansatze
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Einige quantitative Modelle gehen davon aus, dass die analysierten Gene optimal mit 100 %-
iger Effizienz oder zumindest mit ahnlicher Effizienz amplifiziert werden. Dieses ist jedoch
praktisch nur schwer realisierbar. Vom Primer-Design bis zum Pipettieren kdnnen diverse
Faktoren die PCR-Effizienz beeinflussen. Wie bereits diskutiert, kobnnen PCR-Inhibitoren,
Probenverunreinigungen in Reaktionsanséatzen oder ein Nukleinsdureabbau die Effizienz der
PCR-Reaktion beeintrachtigen (Becker et al., 2010; Stahlberg et al., 2004).

Tabelle 48: Einflussfaktoren auf die Effizienz der qPCR (Pfaffl, 2012)

Effizienz% Analyse maogliche Ursache
100 % Sehr gut kein Problem
90-105 % gut kein Problem
o mangelhaftes Primer-Design, suboptimale
<90 % schlecht Reaktionsbedingungen
>105 % schlecht Pipettierfehler bei der Erstellung von Verdiinnungen oder

Mit-Amplifikation von nichtspezifischen Produkte

Die Berechnung der PCR-Effizienz (E) der durchgeflihrten acht gPCR-Analysen erfolgte
anhand der Gleichung ,E = 10¥S*9dl _1* Dafiir wurde die Steigung der Standardkurve aus
seriellen Verdunnungen der Bakterienmischkultur (logy, KbE/g) in Abhéngigkeit der
ermittelten Ct-Werte der gPCR berechnet. Mittels dieser Formel konnte eine hohe PCR-
Effizienz zwischen 99,50 und 99,90 % fir alle durchgefiihrten Analysen errechnet werden
(Tab. 49).

Tabelle 49: Regressionsanalysen und Amplifikationseffizienz von Standardkurven aller
gPCR-Analysen

qPCR-Analyse o Standardkurven (oefiizienten (9 _ Eftiziens (%)
R1/Gruppe A (n = 10) y =-2,5283x + 44,358 0,9956 99,71
R4/Gruppe B (n = 10) y =-2,5266x + 42,947 0,9795 99,73
R2/Gruppe A (n =10) y =-2,5924x + 44,505 0,9871 99,77
R5/Gruppe B (n = 10) y =-2,3745x + 41,686 0,9628 99,66
Wiederholung (n = 6) y =-2,4509x + 43,092 0,9725 99,70
R3/Gruppe A (n =10) y =-2,3047x + 43,521 0,9949 99,52
R6/Gruppe B (n = 10) y =-2,6474x + 44,003 0,9900 99,80
Wiederholung (n = 6) y =-2,8919x + 45,92 0,9633 99,90
R7/Gruppe A (n = 29) y =-2,7749x + 45,759 0,9983 99,83
R8/Gruppe B (n = 30) y =-2,7490x + 44,031 0,9810 99,84
Mittelwert + SD: 2,58 + 0,18 (Steigung) 0,982 + 0,01 (R?) 99,74 + 0,01
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Trotz hoher Korrelationswerte zwischen den Plattenkultur- und gPCR-Analysen lasst ein
genauerer Blick auf die gPCR-Ergebnisse erkennen, dass bei fast allen durchgeflihrten
Analysen einige Proben mit ahnlicher Keimzahl sehr unterschiedliche Ct-Werte aufwiesen.
Betrachtet man beispielsweise die Ergebnisse der R7-Analyse, ist zu sehen, dass die
Proben mit einer Keimbelastung zwischen 6,5 und 7,5 log;o KbE/g eine breite Ct-Wertspanne
zwischen 23 und 30 aufwiesen. Das war in den oberen (10® KbE/g) und unteren (10° KbE/g)
Detektionsbereichen weniger bemerkbar. Solche Abweichungen der Ct-Werte innerhalb
einer oder mehrerer Analyse/n sind bei der gPCR-Methode sehr typisch und wurden bei
ahnlichen Studien haufig beobachtet (Dolan et al., 2009; Lee und Levin, 2007b und
Takahashi et al., 2006). Der Grund daflr kann im variablen Inhibitorengehalt der einzelnen
Reaktionen, in der DNA-Kontamination, in einer Verschlechterung der Template-Qualitat und
-Integritat durch mehrmaliges Einsetzen in die Analysen, Signalschwankungen des Detektors
innerhalb einer Platte und in suboptimalen Amplifikationsbedingungen liegen. Wie bereits
beschrieben, wirken sich diese Faktoren negativ auf die PCR-Effizienz aus und losen
dadurch hohe Abweichungen in den Ct-Werten aus. Deshalb ist es notwendig, neben der
Verbesserung der PCR-Analysenbedingungen, stets die Standards bei jeder Analyse
mitamplifizieren zu lassen. So wird der Einsatz externer Standards in jedem PCR-Lauf nicht
nur der Quantifizierung der Templates sondern, auch als positive Kontrolle fiir das gesamte

Assay dienen.

In der Regel weisen Ct-Wert-Licken von vier bis finf Zyklen zwischen Standards und
Proben auf ein Problem der PCR-Analyse selbst (z. B. PCR-Bedingungen oder
Primerdesign) und nicht auf die Reaktion hin (Vorhandensein von Inhibitoren oder DNA-
Degradierung) (Pfaffl, 2012). Vergleicht man die Ct-Werte der Standards mit denen der
Proben in der Analyse R7 (Tab. 46), so ist zu sehen, dass zwar Ct-Abweichungen zwischen
den Proben und Standards (mit gleichen Template-Konzentrationen) zu erkennen sind, diese
aber bei allen Reaktionen bis auf zwei Werte (P1H2 und P9H27) nicht mehr als vier Zyklen
betragen. Daher ist davon auszugehen, dass die Ct-Abweichungen in den gPCR-Analysen
mehr mit einzelnen Reaktionen (PCR-Inhibitoren, DNA-Kontamination, Template-
Degradierung, etc.) zusammenhdngen, als mit den PCR-Bedingungen oder dem
Primerdesign. Hierzu ist es wichtig, dass die Standards fir jede Analyse neu erstellt und
eingesetzt werden, damit die DNA-Qualitat der Reaktionsansatze durch sténdiges Einfrieren

und Auftauen nicht beeintratigt wird.

3.5.5 Schlussfolgerung

Das Ziel des letzten Teils der Arbeit bestand darin, das in Abschnitt 3.4 entwickelte Protokoll
durch eine Standardkurve zu einer quantitativen Analyse weiterzuentwickeln, sodass anhand
dieser die Gesamtkeimzahl von Geflugelfleischproben, unabhangig von der

Kultivierungsmethode, bestimmt werden kann. Die mit Hilfe der dezimalen Verdinnungen
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aus der Bakterienmischkultur erstellten Standardkurven wiesen, trotz der komplexen
Fleischmatrix und der vielfaltigen Fleischflora, eine hohe Amplifikationseffizienz und ebenso
geeignete Determinationskoeffizienten auf. Aus dem Vergleich der Ergebnisse der PCR-
Analysen von Gruppe A und B kann geschlossen werden, dass die Qualitat der
Standardkurve durch den initialen Waschschritt nicht verbessert wurde. Dies kann im
Zusammenhang mit geringen Templatevolumina und Degradierung von DNA in Folge der
Zentrifugation und des Waschens erklart werden. Demzufolge scheint, dass bei direkter
DNA-Extraktion aus jeder Verdinnung, wodurch offensichtlich ein  &hnlicher
Amplifikationsrhythmus bei den zu analysierenden Proben und Standards erfolgte, eine
effizientere Standardkurve erzeugt und dadurch eine genauere Quantifizierung der
Gesamtkeimzahl in  Geflugelfleisch  erzielt wurde. Angesichts der  hohen
Determinationskoeffizienten der Standardkurven war zu erwarten, dass die Ergebnisse der
gPCR-Analysen (log GE-Werte) relativ hohe Korrelationen mit der Gesamtkeimzahl der
Geflugelfleischproben zeigen wirden, zumindest in gleicher GroRRenordnung wie die
Korrelation von Ct-Werten und Gesamtkeimzahl in Abschnitt 3.4 liegen wirden. Dies war
zwar bei einem grof3en Teil der Proben der Fall, dennoch waren einige Werte kleiner als die
Ergebnisse der Plattenkulturmethode. Diese Ergebnisse wurden erzielt, obwohl aufgrund der
Nicht-Diskriminierung zwischen toter und lebendiger DNA und variablen Kopienzahl vom
Ziel-Gen erwartet wurde, dass die Keimgehalte, die mittels der qPCR erzielt werden, hdéher
als die Keimzahlen, die mittels des Plattenkulturverfahrens ermittelt wurden, liegen. Da die
frisch gekauften Gefllgelfleischproben jedoch mit keinem zellzerstérendem komplexem
Verarbeitungsprozess versehen wurden, war eine hohe Anzahl an toten Zellen in diesen
Proben nicht zu erwarten. Au3erdem gehorten die zu amplifizierenden Sequenzen zu einem
Einzelkopiegen (rpoB), wodurch eine Genkopienzahl einer kolonienbildenden Einheit
entsprach. Die im Vergleich zu den log;, KbE-Werte niedrigeren log GE-Werte kénnen in
Zusammenhang mit in Gefliigelfleisch vorhandenen PCR-Inhibitoren,
Nukleinsduredegradierung/-verlust wahrend der Probenaufbereitung, DNA-Kontamination
und der Detektionsspanne der angewendeten Primer fir manche Bakterienstamme erklart
werden. Um die wahre Gesamtkeimzahl in Gefligelfleisch bestimmen zu kénnen und
bessere Quantifizierungsergebnisse zu erzielen, sollten diese Abweichungen so weit wie
madglich minimiert werden. In Anbetracht der gesamten Ergebnisse der sechs gPCR-
Analysen und der Wiederholungen R7 und R8 kann man erkennen, dass die Bestimmung
der Gesamtkeimzahl in Gefligelfleisch mittels quantitativer Real-Time PCR, unter
Anwendung einer geeigneten Standardkurve, vergleichbare Ergebnisse mit denen aus dem
Kulturverfahren liefern kann. Allerdings wére die groRe Herausforderung, neben der
Erstellung einer effizienten Standardkurve fur das Erzielen besserer Ergebnisse in dieser
Methode, eine niedrigere Detektionsuntergrenze als 10° KbE/g fiir die Quantifizierung zu

erreichen. Eine Erstellung der Standardkurve war in dieser Arbeit nur zwischen den
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Keimgehalten 10° und 10® KbE/g méglich. Die Werte darunter (10? und 10* KbE/qg) fiihrten zu
nichtausreichenden Determinationskoeffizienten (R2 < 0,98) und einer ungunstigen
Amplifikationseffizienz. Allerdings war der erreichte Quantifizierungsbereich fur die zu
untersuchenden Gefliigelfleischproben anwendbar, da die Gesamtkeimzahl dieser Proben,
anhand der Ergebnisse des Plattenkulturverfahrens, kaum niedriger als 10° KbE/g lag.
Aulerdem kann die Analyse durch den Einsatz einer geeigneten Pra-PCR-Methode zur
Beseitigung der in der Gefllgelfleischmatrix vorhandenen PCR-Inhibitoren, ohne viel Verlust

an Zellmaterialien, weiter optimiert werden.
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4 Fazit

In der vorliegenden Arbeit wurde eine quantitative Real-Time PCR-Methode zur Bestimmung
der Gesamtkeimzahl in Geflligelfleisch entwickelt. Hierfir wurde im Rahmen der
Vorversuche die Eignung dieser Methode unter Anwendung eines Universalprimerpaares,
das auf die konservierten Regionen des 16S rRNA-Gens abzielt, ermittelt. Die
Determinationskoeffizienten, die sich aus der Korrelation zwischen den Ct-Werten dieser
Versuche mit der klassisch ermittelten Gesamtkeimzahl der Fleischproben ergaben, stellten
eine geeignete Grundlage fur die Weiterentwicklung des Protokolls dar. So wurde basierend
auf den Ergebnissen der linearen Regressionsanalyse (Rz2 = 0,72) die Eignung der
eingesetzten Pra-PCR-Schritte zur Aufbereitung der Proben, des DNA-Extraktionsverfahrens

und der Anwendung von SYBR® Green | als Detektionssystem bestatigt.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Identifizierung der bakteriellen Kontaminanten mit Hilfe
einer 16S rRNA-Sequenzenanalyse vorgenommen. Somit wurde eine Bakterienreferenzliste
fur die Geflugelfleischproben erstellt, die zur Bestimmung der Spezifitat und
Detektionsspanne der im Anschluss zu generierenden Primer diente. So wurde die
Detektionsspanne der generierten Primerpaare in der BLAST-Analyse fir diese Bakterien
analysiert. Die Geflugelfleischproben, die bei diesem Versuch verwendet wurden, wurden
Uber Nacht bei verschiedenen Temperaturen gelagert, um eine fir einen maglichen Abbruch
der Kihlkette potentiell reprasentative Mikroflora (Pooni und Mead, 1984) zu erhalten. Dieser
Schritt war fir die im Anschluss zu generierenden Primer wichtig, da somit im Falle einer
Temperaturschwankung ein grofRer Teil der Mikroflora erfasst werden konnte (Cox et al.,
1998).

Der groRte Teil der erhaltenen 16S rRNA-Sequenzen zeigte eine Uber 99 %-ige
Sequenzenahnlichkeit mit den entsprechenden Treffern in der BLAST-Analyse, sodass
Identifizierungen bis zum Genusgrad moglich waren. Zeigten mehrere Spezies
Sequenzenibereinstimmungen in der BLAST-Analyse, so wurden alle als Treffer
angenommen. Diese Spezies stellten ein breites Spektrum von grampositiven und
gramnegativen Bakterien dar, die zu einem grof3en Teil mit den Angaben der Literatur Uber
die Verderbsassoziierten Mikroorganismen in Geflugelfleisch (ibereinstimmten. Uber die
Anwendung der 16S rRNA-Gensequenzanalyse zur Identifizierung der Verderbniserreger in
Gefliugelfleisch wurde bis jetzt in der Literatur nicht berichtet. Deshalb kann dieser Teil der
Arbeit als eine geeignete Grundlage zur Weiterentwicklung der molekularbiologisch
basierenden Identifizierung der Verderbsmikroorganismen in Gefliigelfleisch verwendet

werden.
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Das Primerdesign stellte in dieser Arbeit die groRte Herausforderung dar. Wie eigene
Ergebnisse der Bakterienidentifizierung und Literaturangaben zeigten (Hinton et al., 2004;
Mead, 2004a; Fehlhaber, 2001; Russel et al., 1996) besitzt Gefllgelfleisch eine vielfaltige
Mikroflora. Diese ist je nach Einflussfaktoren, wie Lagerungstemperatur, Produktionshygiene
und Verpackungsart, sehr variabel (Fehlhaber, 2001). Um dieses breite Spektrum der
Bakterien zu erfassen, sollte ein Primerpaar generiert werden, das eine sehr breite
Detektionsspanne besitzt. Dies bedeutet, dass das Primerpaar auf eine sehr konservierte
Region im Genom der Bakterien abzielen muss, die in allen in Geflugelfleisch
vorkommenden Bakterien existiert. Das Alignment der rpoB-Gensequenzen der Zielbakterien
zeigte, dass eine konservierte Region, die sich fur das Primerdesign und fir
Quantifizierungszwecke eignet, kaum existierte. Deshalb sollten nur Primerpaare in Betracht
gezogen werden, die den bedeutsamsten Teil der Zielbakterien detektieren kénnen.

Mit den Primerpaaren, die in der BLAST-Analyse eine geeignete Detektionsspanne
aufwiesen, wurden in den Korrelationsanalysen sehr unterschiedliche Ergebnisse erzielt. So
konnten die Primerpaare rpoB 6 und rpoB 1C variablere Spezies erfassen als das
Primerpaar rpoB 15. Dennoch lagen die Determinationskoeffizienten, die aus der Korrelation
zwischen den Ergebnissen der gPCR-Analyse unter Anwendung des Primerpaares rpoB 15
und der Plattenkulturmethode resultierten, deutlich héher als bei den Analysen, bei denen
rpoB 6 und rpoB 1C eingesetzt wurden. Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass das
Primerpaar rpoB 15 in vitro mehr Bakterien detektieren konnte als in silico in der BLAST-
Analyse. Die einfachste Methode die Spezifitat der generierten Primer zu ermitteln, ware
eine PCR-Analyse unter Anwendung vom Primerpaar rpoB 15 und der DNA-Extrakte, die
aus den Zielbakterien erhalten wurden, durchzufiihren. Praktisch wiirde das bedeuten, dass
samtliche Zielbakterien als Reinkulturen fur die DNA-Extraktion verflgbar sein mussten.
Hinsichtlich der groBen Anzahl der Zielbakterien zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl war
dieses Vorgehen im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht anwendbar. Allerdings konnten
mit Hilfe des Primerpaares rpoB 15 fast alle DNA-Templates, die aus den Kolonien der
Geflugelfleischbakterien extrahiert wurden, erfolgreich amplifiziert werden. Dennoch ist zur
praktischen Anwendung der entwickelten qPCR-Analyse zu empfehlen, dass das Primerpaar
rpoB 15 in einer Laboreinrichtung, die die Zielbakterien als Reinkulturen zur Verfigung hat,

auf seine universelle Anwendbarkeit fir Gefligelfleischproben getestet wird.

Die Eignung des entwickelten PCR-Protokolls und die Anwendung des Primerpaares
rpoB 15 wurden mit Hilfe von Korrelationsanalysen ermittelt. In den Korrelationsanalysen
wurden die Ergebnisse der PCR-Assays (Ct-Werte) mit den Gesamtkeimzahlen aus dem
Kulturverfahren (log;o KbE/g) verglichen. Die hohen Determinationskoeffizienten, resultierend
aus diesen Analysen, zeigten, dass das Primerset rpoB 15 fir den Einsatz in der PCR zur

Bestimmung der Gesamtkeimzahl in Gefliigelfleisch geeignet ist.
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Als zu analysierende Geflugelfleischproben, aus denen die bakterielle DNA isoliert wurde,
wurde Hahnchenfleisch (Brustfilet oder Brustinnenfilet) ausgewdéhlt. Der Vorteil dieser
Probenselektion war, dass eine homogene Keimbeschaffenheit unter den Proben erzielt
werden konnte. Somit konnten die Korrelationsanalysen einfacher ausgewertet werden. Zum
Generieren der Primerpaare wurden jedoch Bakterien, die in vielen verschiedenen
Geflugelfleischproben detektiert wurden, einbezogen. Deshalb kann die entwickelte qPCR-
Methode potentiell fur alle Geflugelfleischarten eingesetzt werden. Dennoch sollte fur die
Validierung der Methode und Anwendung in der Lebensmittelindustrie das entwickelte PCR-
Protokoll mit anderen Gefliigelfleischarten durchgefiihrt werden und ihre Ubertragbarkeit auf

diese Proben uberprift werden.

Im Rahmen der Weiterentwicklung des Real-Time PCR-Protokolls zu einer quantitativen
Analyse wurden mit Hilfe einer Verdinnungsreihe aus einer Bakteriensuspension Standards
hergestellt. Diese dienten zur Erstellung einer Standardkurve, anhand derer die absolute
Quantifizierung der Gesamtkeimzahl der Proben durchfihrbar war. Das Ziel der
Quantifizierungsanalyse war es, dass die entwickelte Real-Time PCR-Methode, auch
unabhangig vom Plattenkulturverfahren, durchgefiihrt werden kann. So wurden die
Standards mit bekannten Keimgehalten gleichzeitig mit den zu untersuchenden Proben in
der PCR eingesetzt. Aus dem Vergleich der Ct-Werte der zu messenden Proben mit denen
der Standards konnte auf den Keimgehalt der Geflugelfleischproben geschlossen werden.
Allerdings kann durch diese Methode die Unabhangigkeit der gPCR-Analyse vom
Kulturverfahren nicht vollstandig ausgeschlossen werden, da zur Bestimmung der
Keimkonzentration der Standards Aliquote der erstellten Verdiinnungen auf den Agarplatten
kultiviert wurden. Hierdurch kdénnen die sich ergebenden Keimzahlen der Platten auf die
Standards bezogen werden und diese wiederum auf die Ct-Werte der gPCR-Analyse.
Allerdings kann die einmalig erstellte Standardkurve zur Messung der gleichen Probenart
stets verwendet werden. Alternativ kdnnen zur weiteren Verwendung dieser Methode in der
Lebensmittelindustrie Standards produziert werden, die unabhdngig von der Kulturmethode
in der Analyse eingesetzt werden konnen, wie z. B. DNA-Extrakte aus den reinen
bakteriellen Mischkulturen mit bekannten Keimkonzentrationen. Jedoch sollte bei der
Erstellung der Standards, die unabhangig von der Matrix der zu analysierenden Proben
erstellt werden, in Betracht gezogen werden, dass die darin enthaltenen DNA
moglicherweise nicht mit gleicher Effizienz amplifiziert wurden, wie jene in den zu
messenden Geflugelfleischproben. Der Vorteil der in der vorliegenden Arbeit entwickelten
Quantifizierungsmethode liegt darin, dass die Standardproben direkt aus einer
Bakteriensuspension erstellt wurden, die aus der gleichen Matrix, wie der zu analysierenden
Geflugelfleischprobe entstammte. Somit konnte der Einfluss von Inhibitoren auf die

Amplifikationseffizienz mitbertcksichtigt werden.
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Fazit

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig eine gPCR-Analyse zur Bestimmung der
Gesamtkeimzahl in Gefllgelfleisch durchgefiihrt. Das neugenerierte Primerpaar rpoB 15, das
auf Konsensusregionen des rpoB-Gens abzielte, zeigte eine hohe Detektionsspanne flr viele
mit dem Verderb des Gefligelfleisches assoziierte  Bakterien. Die  zur
Quantifizierungsanalyse erstellte Standardkurve diente zur Ubertragung der Ct-Werte der
gPCR auf die kolonienbildenden Einheiten des Plattenkulturverfahrens. Durch die
Geradengleichungen, die sich aus den Standardkurven ergeben, wurde eine hohe
Amplifikationseffizienz fur die entwickelte gPCR-Analyse erhalten. Die mittels der qPCR
kalkulierten Bakterienzahlen wiesen eine hohe Korrelation mit der Gesamtkeimzahl der

Proben, bestimmt durch das Plattenkulturverfahren, auf.

Die Vorteile der Anwendung der qPCR-Analyse zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl
hinsichtlich der Geschwindigkeit und der Spezifitit des Assays sowie der Detektion der
nichtkultivierbaren und anaeroben Mikroorganismen, wurden beschrieben. Ebenso wurden
verschiedene Nachteile dieser Methode beziglich der Nicht-Diskriminierung zwischen den
toten und lebenden Zellen sowie des Einflusses der amplifikationsinhibitorischen Substanzen
der Geflugelfleischmatrix dargestellt. Fiir die Anwendung der gPCR-Analyse zur Bestimmung
der Gesamtkeimzahl in verarbeiteten Gefliigelfleischprodukten, bei denen eine Abtétung von
Keimen erfolgt ist, ist die zusatzliche Anwendung eines diskriminierenden Farbstoffssystems
zwischen toten und lebenden bakteriellen Zellen (wie z. B. EMA/PMA-gPCR)

empfehlenswert.

Zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl in Hahnchenfleischproben stellte sich die entwickelte
gPCR-Analyse als eine vielversprechende Methode heraus. Fir den Einsatz in der
Lebensmittelindustrie und fir die Anwendung zur Prognose der Haltbarkeitsdauer von
Gefliigelfleisch sowie fiir die Ubertragbarkeit dieser Analyse auf weitere Geflugelarten, ist

eine Weiterentwicklung dieser Methode zu empfehlen.
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Anhang

Anhang

Tabelle 50 zeigt die Ergebnisse der in Abschnitt 3.2 durchgefiihrten 16S rRNA-
Sequenzanalyse als FASTA-Sequenzen. Die Ergebnisse der BLAST-Analyse sind
gegenlbergestellt. Ebenfalls sind Bakterienkolonien, deren DNA als Template fir
Amplifikationen verwendet wurden sowie die entsprechenden Gramfarbungsbilder
dargestellt.

Tabelle 51 enthalt die Bakterienstdmme, deren rpoB-Gensequenzen teilweise oder
vollstandig in offentlichen Datenbanken verflgbar sind. Diese Sequenzen wurden in das

Alignment einbezogen und zum Erstellen der Primer verwendet.
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Tabelle 50: Ergebnisse der 16S rRNA Sequenzanalyse

Nr.

DNA Konz.- 260/
(ng/ pL)- 280

Platten-
Beschreibung

Ct-Werte

Kolonien

Gramfarbung

Sequenz (Forward)

Sequenz (Reverse)

BLAST-
Ergebnisse

MacConkey Agar, 4 °C,
Probe 1, 34,44 2,15 15,23

(Putenbrustinnenfilet)

>1_Forward (38-588)
GAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGG
TGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAA
CTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAATGTCGCAAG
ACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATG
TGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTC
ACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACC
AGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGC
CTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGG
GTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGT
TAATACCTTTGCTCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCAC
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGG
GTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCAC
GCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCT
CAACCTG

Lange (F):550

>1_Reverse (10-963)
GCGGTAGCGCCCTCCGAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTT
GCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAG
GCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGAT
TACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACT
CCAATCCGGACTACGACGCACTTTATGAGGTCCGCTTGC
TCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCA
CGTGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGAC
GTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCC
TTTGAGTTCCCGGCCGGACCGCTGGCAACAAAGGATAAG
GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAA
CACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGT
TCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTGTGGA
TGTCAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTA
AACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATT
CATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGG
TCGACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGG
GCACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTA
CCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCAC
CTGAGCGTCAGTCTTCGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCA
CCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACAC
CTGGAATTCTACCCCCCTCTACGAGACTCAAGCTTGCCA
GTATCAGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCA
CATCTGACTTAACAAACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCC
AGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCG
GCTGCTGGCACGG

Léange (R):953

Shigella flexneri
Escherichia coli

Shigella
dysenteriae

Escherichia
fergusonii

Escherichia
albertii

MacConkey Agar,
20 °C, Probe 3, 2,00 10,74 18,42

(Putengulasch)

>6_Forward (13-956)
TACCATGCAGTCGACGGTAACAGGAAACAGCTTGCTGCT
TCGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGA
AACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAG
CTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACC
TTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTA
GCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATC
CCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACT
GAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGC
CGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTT
CAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCA
TTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATC
GGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTA
AGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGA
ATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTA
GAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGA
GGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGAC
TGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACT
TGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAAC
GCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT
TAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTT
ACCTGGTCTTGACA

Lange (F):943

>6_Reverse (452-1007)
CACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTGTGGATGTCAAGACC
AGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGC
TCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTT
TAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACG
CGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCC
AAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCT
AATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCA
GTCTTCGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCT
CCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTA
CCCCCCTCTACGAGACTCAAGCTTGCCAGTATCAGATGC
AGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTA
ACAAACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGA
TTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCA
CGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGGGTAACGTCAATG
AGCAAA

Lange (R):555

Shigella flexneri

Escherichia
fergusonii

Shigella
dysenteriae

Escherichia coli

Escherichia
albertii
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Nr. Platten- DNA Konz.- 260/ Ct-Werte Sequenz (Forward) Sequenz (Reverse) BLAST-
Beschreibung (ng/ pL)- 280 Ergebnisse
Serratia
>10_Reverse (71-338) liquefaciens
CGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGT
MacConkey Agar AGCATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACG  Serratia
’ >10_Forward (287-301) ACTGCCCCATTGTGA ?ﬁfTTG‘ﬁ;gTTCngéfTA&TTCgTGCAGT fgfgﬁ%@gﬁ’éﬁ%ﬁ-ﬁ proteamaculans
o
10 30 °C, Probe 6, 24,70 2,21 15,37 i TATACGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAG Serratia
(Wachtel frisch) Lange (F):14 GGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGT proteamaculans
TTATC ACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCACCA
Serratia grimesii
Lange (R): 267
Serratia fonticola
>14_Reverse (22-940)
CCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGCAACCCACTCCC
ATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGT
ATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTCC
+14_Forward (48-541) GACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTA
CTTTTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCT  CGACGCACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCG
R S CTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCT
GACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGG — GGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCT
ATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACG
ATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA | CCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGE o
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT  COGGACCGCTGGCAACAAAGGATAAGBGTTGCGCTCGTT  Escherchia
GGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCA ergusonii
MacConkey Agar, TGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTAC ~ CCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGA
TTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGC ~ CAGCCATGCAGCACCTGTCTCACGGTTCCCGAAGGCACA  Shigella flexneri
30 °C, Probe 8 TCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCC
14 5,41 1,95 15,37 GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTT || CTCATCTCTGAAAACTTCCGTGGATGTCAAGACCAGET  qiperichia coli

(Perlhuhnbrust mit Haut
frisch)

AATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTT
GTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAA
CTGCATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGG
GGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATC
TGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGA
AGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTC

GACTTGGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGA

GCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCG

CAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGTGGAGCATGTGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGA
ACC

Lange (F): 893

AAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCA
CCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAAC
CTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTT
AGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAAGT
CGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATC
CTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTCTT
CGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAG
ATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCC
CCTCTACGAGACTCAAGCTTGCCAGTATCAGATGCAGTTC
CCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTAACAAA
CCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAAC
GCTTGCACCCTCCG

Lange (R): 918

Escherichia
albertii

Shigella
dysenteriae
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260/
280

Ct-Werte

Kolonien

Gramfarbung

Sequenz (Forward)

Sequenz (Reverse)

BLAST-
Ergebnisse

2,00

17,21

>15_Forward (267-292)
AGCCACGCTGGAACTGAGACACGCCC

Lange (F):25

>15_Reverse (13-975)
TGGTAGCGCCCTCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTG
CAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGG
CCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATTCTGATCTACGATTA
CTAGCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCC
GATCCGGACTACGACGTACTTTATGAGGTCCGCTGGCTC
TCGCGAGTTCGCTTCTCTTTGTATACGCCATTGTAGCACG
TGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGT
CATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTT
TGAGTTCCCGCCATTACGCGCTGGCAACAAAGGATAAGG
GTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACA
CGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTC
CCGAAGGCACTAAGCTATCTCTAGCGAATTCTCTGGATGT
CAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAAC
CACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCAT
TTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCG
ACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCA
CAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACAGCGTGGACTACCA
GGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTG
AGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCG
GTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTG
GAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCTTGCCAGTTT
CAAATGCAGTTCCCACGTTAAGCGCGGGGATTTCACATC
TGACTTAACAAACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTA
ATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCT
GCTGGCACGGAGTTA GCC

Lange (R): 962

Serratia grimesii

Serratia
liquefaciens

Serratia
proteamaculans

Serratia
proteamaculans

Serratia
plymuthica

N, Platten- DNA Konz.-
Beschreibung (ng/ pL)-
MacConkey Agar,

15 20 °C, Probe 9, 9,74
(Enteninnenfilet)

MacConkey Agar,

17 20 °C, Probe 10, 22,60

(Putensteaks)

2,15

16,88

>17_Forward (13-655)
TGCATGCAGTCTAGCGGTAGAGAGGTGCTTGCACCTCTT
GAGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATACCTAGGAATCTGC
CTGGTAGTGGGGGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAATA
CCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGG
GCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAG
TTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCTACGATCCGTAAC
TGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACA
CGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT
GGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTG
TGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGG
GAGGAAGGGCATTAACCTAATACGTTAGTGCTTTGACGTT
ACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTAC
TGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGAAT
GTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAA
CTGGCAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTAGTGGAATTTCC
TGTGTAGCGGTGAAATGCGT

Lange (F): 642

>17_Reverse (76-1004)
GGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGA
CATTCTGATTCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCA
GTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTT
ATGGGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTTTGT
ACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGG
GCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTT
GTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATTACGTGC
TGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTT
AACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGC
AGCACCTGTCTCAATGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTC
TGGAAAGTTCATTGGATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTC
GCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGC
GGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCC
GTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCC
ACTAAGAACTCAAGGTTCCCAACGGCTAGTTGACATCGTT
TACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTC
CCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGT
AGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCA
TTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACTACCCTCTACCATA
CTCTAGCTTGCCAGTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAG
CCCGGGGATTTCACATTCAACTTAACAAACCACCTACGCG
CGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTC
TGTATTACCGCGGCTGCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCT
TATTCTGTCGGTAACGTCAAAGC

Lange (R): 928

Pseudomonas
lundensis

Pseudomonas
fragi

Pseudomonas
psychrophila

Pseudomonas
moraviensis

Pseudomonas
koreensis

Pseudomonas
kilonensis

Pseudomonas
taetrolens
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260/
280

Ct-Werte

Sequenz (Forward)

Sequenz (Reverse)

BLAST-
Ergebnisse

N, Platten- DNA  Konz.-
Beschreibung (ng/ pL)-
MacConkey Agar,

18 20 °C, Probe 10, 12,64
(Putensteaks)

1,73

17,80

>18_Forward (853-898)
TAAAGGGTTAAAACTCAAATGAATTTGACGGGGGCCCGC
ACAAGCG

Lange (F): 45

>18_Reverse (17-970)
GTAGCGCCCTCCGAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGCAA
CCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCC
CGGGAACGTATTCACCGTAGCATTCTGATCTACGATTACT
AGCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGA
TCCGGACTACGACGTACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTC
GCGAGTTCGCTTCTCTTTGTATACGCCATTGTAGCACGTG
TGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCA
TCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTG
AGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACAAAGGATAAGGGT
TGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACAC
GAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCC
CGAAGGCACTAAGCTATCTCTAGCGAATTCTCTGGATGTC
AAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACC
ACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATT
TGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGA
CTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCAC
AACCTCCAAGTCGACATCGTTTACAGCGTGGACTACCAG
GGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGA
GCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGG
TATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGG
AATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCTTGCCAGTTTC
AAATGCAGTTCCCACGTTAAGCGCGGGGATTTCACATCT
GACTTAACAAACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAA
TTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTG
CTGGCACGGAG

Lange (R): 953

Serratia
proteamaculans

Serratia
liquefaciens

Serratia grimesii

Serratia
plymuthica

VRBD Agar, 4 °C,
19 Probe 1, 75,13
(Putenbrustinnenfilet)

2,11

14,78

>19_Forward (14-940)
CCATGCAGTCGAGCGGTACACAGAGAGCTTGCTCTCGGG
TGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACT
GCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAA
TACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGTGGGGGACCTTCG
GGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTA
GTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTA
GCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGA
CACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
ATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCG
TGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGC
GGGGAGGAAGGCGTTAAGGTTAATAACCTTGGCGATTGA
CGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAA
TTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTC
GGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTC
GAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAAT
TCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAA
TACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGAC
GCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAG
GTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTT
AAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAAC
TCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTT

Lange (F): 926

>19_Reverse (27-939)
TCCCGAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGCAACCCACTCC
CATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG
TATTCACCGTAGCATTCTGATCTACGATTACTAGCGATTC
CGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACT
ACGACATACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTC
GCTTCTCTTTGTATATGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCC
TGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACC
TTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCG
GCCGAACCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGT
TGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACG
ACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCCGAAGGCAC
CAATCCATCTCTGGAAAGTTCTGTGGATGTCAAGACCAG
GTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTC
CACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTA
ACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGATTTAACGCG
TTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCAA
ATCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAAT
CCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTC
TTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCA
GATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCC
CCCTCTACAAGACTCTAGCCTGCCAGTTTCGAATGCAGTT
CCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCGACTTGACAG
ACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCG
ATTAACGCTTGCA

Lange (R): 912

Klebsiella
pneumoniae

Klebsiella
variicola

Klebsiella
pneumoniae

subsp.
rhinoscleromatis

Klebsiella
pneumoniae

subsp. Ozaenae
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Nr. Platten- DNA  Konz.- 260/ Ct-Werte  Kolonien Gramfarbung Sequenz (Forward) Sequenz (Reverse) BLAST-
Beschreibung (ng/ pL)- 280 Ergebnisse
Citrobacter
youngae
Salmonella
enterica subsp.
salamae
Salmonella
>20_Reverse (22-344) enterica subsp.
>20_Forward (588-896) =
GCATCTGATACTGGCCAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGE ot CaancOTTARGCTACCTACTICTTITCCARCCOACIS  houtenae
TAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTG ATGGTGTCA TCTGTACAA AN "
VRBD Agar, 30°C, GAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAG GTATTCACCGTGGCATTCTGATCTACGATTACTAGCGATT Escherichia
ACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG  Sioncl ICATGGAGTCGAGTTBCAGACTCCARTCCGEAC  forgusoni
20 Probel, 40,67 211 15,85 ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGA  ACGACATACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCCCCAGST .
T OGO T O A BTG CoGaAGers  CGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCC  Escherichia
(Putenbrustinnenfilet) ACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG oI SO COTAAGGGCCATGATEACTIGACGTCATCCCOAC e Shigella
BT A AT AR A AT T A CROCs GoACANCS TTCCTCCGGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCC Shie
GGCCGGAC flexneri Shigella
Lange (F): 308 Lange (R): 322 dysenteriae
Cronobacter
dublinensis
subsp.
dublinensis
Cronobacter
turicensis z3032
>24_Forward (13-911)
TACCATGCAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGC
TTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGA
AACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAG
CTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACC
TTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTA  >24_Reverse (455-966)
GCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATC ~ ACCTATCCATCTCTGGAAAGTTCTGTGGATGTCAAGACCA
E CCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACT  GGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGET gl fexneri
- GAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG ~ CCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTT
. GAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGC — AACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGC
- CGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTT  GTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCA  Shigella
R i CAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCA  AGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTA
VRBD  Agar, 30°C, ‘ TTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTG  ATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAG ysenteriae
24 12,47 2,10 19,04 o2 CCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATC — TCTTCGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTC
Probe 3, (Putengulasch) . GGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTA  CAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTAC — Escherichia
\- AGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGC  CCCCCTCTACGAGACTCAAGCTTGCCAGTATCAGATGCA (0
.

ATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTA
GAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGA
GGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGAC
TGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACT
TGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAAC
GCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT
TAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCAT

Lange (F): 898

GTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTAA

CAAACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAT
TAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC
G

Lange (R): 511

Escherichia coli
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Nr.

260/
280

Ct-Werte

Kolonien

Gramfarbung

Sequenz (Forward)

Sequenz (Reverse)

BLAST-
Ergebnisse

25

Platten- DNA Konz.-
Beschreibung (ng/ pL)-
VRBD Agar, 20 °C,
Probe 4,

10,69
(H&hnchen-
Unterschenkel)

2,18

18,86

>25_Forward (22-979)
AGTCGACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGAC
GAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCT
GATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACC
GCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGC
CTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTA
GGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCT
GGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACAC
GGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT
GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTG
TATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGG
GGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATTGACGT
TACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTA
CTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGA
TGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCTGAT
ACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCC
AGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATAC
CGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCT
CAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTT
GTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAG
TCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCA
AATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG
TGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCT
TGACATCCACGGAAGTTTTCAGAGATG

Lange (F): 957

>25_Reverse (14-976)
GTAGCGCCCTCCCGAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGCA
ACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGC
CCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTA
CTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCC
AATCCGGACTACGACGCACTTTATGAGGTCCGCTTGCTC
TCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCAC
GTGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACG
TCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCT
TTGAGTTCCCGGCCGGACCGCTGGCAACAAAGGATAAGG
GTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACA
CGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACGGTTC
CCGAAGGCACATTCTCATCTCTGAAAACTTCCGTGGATGT
CAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAAC
CACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCAT
TTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCG
ACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCA
CAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCA
GGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTG
AGCGTCAGTCTTCGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCG
GTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTG
GAATTCTACCCCCCTCTACGAGACTCAAGCTTGCCAGTAT
CAGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATC
TGACTTAACAAACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTA
ATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCT
GCTGGCACGGAGTTAGCCGGT

Lange (R): 962

Escherichia
fergusonii

Shigella flexneri
Escherichia coli

Escherichia
albertii

27

VRBD Agar, 30 °C,
Probe 5, 19,49
(Entenkeule frisch)

2,06

18,09

>27_Forward (14-935)
TACCATGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCT
CTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGG
AAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTA
GCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGAC
CTTCGGGCCTCACGCCATCACATGTGCCCAGATGGGATT
AGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATC
TCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACT
GAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGC
CGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTT
CAGCGAGGAGGAAGGCATTAAGGTTAATAACCTTGGTGA
TTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATC
GGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTA
AGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGC
ATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTA
GAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGA
GGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGAC
TGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTT
GGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAAC
GCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT
TAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GTAGCATG TGGTTTAATTCGATGCAACGCG

Lange (F): 921

>27_Reverse (15-942)
GTAGCGCCCTCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGCA
ACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGC
CCGGGAACGTATTCACCGTAGCATTCTGATCTACGATTAC
TAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCA
ATCCGGACTACGACATACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTC
GCGAGTTCGCTTCTCTTTGTATATGCCATTGTAGCACGTG
TGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCA
TCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTG
AGTTCCCGACATTACTCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGT
TGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACAC
GAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCC
CGAAGGCACTAAGCTATCTCTAGCAAATTCTCTGGATGTC
AAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACC
ACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATT
TGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGA
CTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCAC
AACCTCCAAGTCGACATCGTTTACAGCGTGGACTACCAG
GGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGA
GCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGG
TATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGG
AATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCTTGCCAGTTTC
AAATGCAGTTCCCAAGTTAAGCTCGGGGATTTCACATCTG
ACTTAACAAACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATT
CCGATTAACGCTTGCACCCTC

Lange (R): 927

Serratia grimesii
Rahnella aquatilis

Serratia
liquefaciens

Serratia
plymuthica

Obesumbacterium
proteus

Serratia
proteamaculans

Hafnia alvei
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DNA Konz.- 260/
(ng/ pL)- 280

N, Platten-
Beschreibung

Ct-Werte

Kolonien

Gramfarbung

Sequenz (Forward)

Sequenz (Reverse)

BLAST-
Ergebnisse

VRBD Agar, 20 °C,
29 Probe 6,
(Wachtel)

60,32 2,18 14,93

>29_Forward (50-304)
TCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGG
GATCTGCCCGATATAGGGGGATAACCACTGGAAACGGTG
GCTAATACCGCATAACGTCTCAAGACCAAAGAGGGGGAC
CTTCGGGCCTCTCACTATCGGATGAACCCACATGGGATT
ATCTATTAGGCGGGGTAATGGCCCACCTATGCGACAATC
CCTATCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACT
GAGACAC GGTCCACACTCCTAC

Lange (F): 254

>29_Reverse (24-977
TCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGCAACCCACTCC
CATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG
TATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCGATTC
CGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACT
ACGACGCACTTTGTGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTC
GCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCC
TACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACC
TTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCG
ACCGAATCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGT
TGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACG
ACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACCGTTCCCGAAGGCAC
CAAAGCATCTCTGCTAAATTCCCTGGATGTCAAGAGTAGG
TAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCC
ACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAA
CCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGT
TAGCTCCGGAAGCCACTCCTCAAGGGAACAACCTCCAAG
TCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAAT
CCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAGTC
TTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCA
GATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCC
CCCTCTACAAGACTCAAGCCTGCCAGTTTCAAATGCAGTT
CCCAGGTTAAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTAACAG
ACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAA
CGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGA
GTTAGCCGGT

Lange (R): 953

Pantoea
agglomerans

Pantoea ananatis
Pantoea stewartii

subsp. stewartii

VRBD Agar, 30 °C,

Probe 7,
31 39,73

2,04
(Maishahnchen-

14,43

schenkel)

>31_Forward (584-681)
ACTGCATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGG
GGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTATAGAT
CTGGAGGAATACCGGTGGCG

Lange (F): 97

>31_Reverse (22-852)
CTCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGCAACCCACTC
CCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAAC
GTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCGATT
CCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGAC
TACGACGCACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGT
CGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCC
CTGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCAC
CTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCC
GGCCGGACCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTC
GTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGA
CGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACGGTTCCCGAAGGC
ACATTCTCATCTCTGAAAACTTCCGTGGATGTCAAGACCA
GGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCT
CCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTT
AACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGC
GTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCA
AGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTA
ATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAG
TCTTCGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTC
CAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTAC
CCCCCTCTACGAGACTCAAGCTTGCCAGTATCAGATGCA
GTTCCC

Lange (R): 830

Escherichia
fergusonii

Shigella flexneri

Shigella
dysenteriae

Escherichia coli
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Nr.

Platten- DNA Konz.-
Beschreibung (ng/ pL)-

Gramfarbung

Sequenz (Forward)

Sequenz (Reverse)

BLAST-
Ergebnisse

32

VRBD Agar, 30 °C,
Probe 7,

(frische Maishéhnchen-
Schenkel)

20,80

>32_Forward (344-495)
GCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAG
GCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGG
AGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATTGACGTTACCCGCACA
T AAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCG

Lange (F): 151

>32_Reverse (453-940)
ACCATTCCATCTCTGAAAAGTTCTGTGGATGTCAAGACCA
GGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCT
CCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTT
AACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGC
GTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCCA
AGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTA
ATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCAG
TCTTCGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTC
CAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTAC
CCCCCTCTACGAGACTCAAGCTTGCCAGTATCAGATGCA
GTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTAA
CAAACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAT
TAACGCTTGCACCCTC

Lange (R): 487

Escherichia
fergusonii

Shigella flexneri
Escherichia coli

Shigella
dysenteriae

36

VRBD Agar, 20 °C,
Probe 9, 180,62

(Enteninnenfilet)

260/ Ct-Werte

280

2,09 15,29
1,24 18,98

>36_Forward (731-833)
TACAAACAGGATTAGATACTCTGGTAGTCCACGCCGTAAA
CGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTT
CCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGAC

Lange (F): 102

>36_Reverse (13-378)
CGGGTAGCGCCCTCCCGAGGTTAAGCTACCTACTTCTTT
TGCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAA
GGCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGA
TTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACT
CCAATCCGGACTACGACGCACTTTATGAGGTCCGCTTGC
TCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCA
CGTGTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGAC
GTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCC
TTTGAGTTCCCGGCCGGACCGCTGGCAACAAAGGAAAAG
GGTTGCGCTCGT

Lange (R): 365

Citrobacter
youngae

Salmonella
enterica

subsp. salamae

Salmonella
enterica

subsp. houtenae

Escherichia
fergusonii
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N, Platten- DNA  Konz.-
Beschreibung (ng/ pL)-

260/
280

Ct-Werte

Sequenz (Forward)

Sequenz (Reverse)

BLAST-
Ergebnisse

VRBD Agar, 20 °C,
37 Probe 9, 58,54
(Enteninnenfilet)

2,22

17,02

>37_Forward (741-805)
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATG
TCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGG

Lange (F): 64

>37_Reverse (13-890)
GGTAGCGCCCTCCCGAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTG
CAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGG
CCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATTCTGATCTACGATTA
CTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCC
AATCCGGACTACGACATACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCT
CGCGAGTTCGCTTCTCTTTGTATATGCCATTGTAGCACGT
GTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTC
ATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTT
GAGTTCCCACCATTATGTGCTGGCAACAAAGGATAAGGG
TTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACAC
GAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCC
CGAAGGCACTAAGCTATCTCTAGCAAATTCTCTGGATGTC
AAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACC
ACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATT
TGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGA
CTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCAC
AACCTCCAAGTCGACATCGTTTACAGCGTGGACTACCAG
GGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGA
GCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGG
TATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGG
AATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCTTGCCAGTTTC
AAATGCAGTTCCCAAGTTAAGCTCGGGGATTTCACATCTG
ACTTAATAAA

Lange (R): 877

Obesumbacterium
proteus

Hafnia alvei

Serratia
proteamaculans

Serratia
liquefaciens

Serratia
proteamaculans

Serratia grimesii
Serratia fonticola

Serratia
plymuthica

VRBD Agar, 30 °C,
38 Probe 9, 36,66
(Enteninnenfilet)

2,06

15,17

>38_Forward (49-946)
CTTTTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCT
GGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACG
GTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGG
GACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGG
ATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACG
ATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT
GGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCA
TGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTAC
TTTCAGCGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCT
CATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTA
ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTG
TTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAAC
TGCATCTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGG
GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCT
GGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAA
GACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCG
ACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCT
AACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA
GGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAAC
CCTTA

Lange (F): 897

>38_Reverse (449-936)
CACATTCTCATCTCTGAAAACTTCCGTGGATGTCAAGACC
AGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGC
TCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTT
TAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACG
CGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCTCC
AAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCT
AATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTCA
GTCTTCGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCT
CCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTA
CCCCCCTCTACGAGACTCAAGCTTGCCAGTATCAGATGC
AGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTTA
ACAAACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGA
TTAACGCTTGCACCCT

Lange (R): 487

Shigella flexneri

Escherichia
fergusonii

Shigella
dysenteriae

Escherichia coli
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N, Platten-
Beschreibung

DNA  Konz.-
(ng/ pL)-

260/
280

Ct-Werte

Kolonien

Gramfarbung

Sequenz (Forward)

Sequenz (Reverse)

BLAST-
Ergebnisse

VRBD Agar, 20 °C,
39 Probel0,
(Putensteaks)

101,00

2,15

17,17

>39_Forward (346-367)
CCTCTACCACGCGCCGTGTGTT

Lange (F): 21

>39_Reverse (16-862)
AGCGCCCTCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGCAAC
CCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCC
GGGAACGTATTCACCGTAGCATTCTGATCTACGATTACTA
GCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGAT
CCGGACTACGACGTACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCG
CGAGTTCGCTTCTCTTTGTATACGCCATTGTAGCACGTGT
GTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCAT
CCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGA
GTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTT
GCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACG
AGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCC
GAAGGCACTAAGCTATCTCTAGCGAATTCTCTGGATGTCA
AGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCA
CATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTT
GAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGAC
TTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACA
ACCTCCAAGTCGACATCGTTTACAGCGTGGACTACCAGG
GTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAG
CGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTA
TTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAA
TTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCTTGCCAGTTTCAA
ATGCAGTTTCCAACGTTAAG

Lange (R): 846

Serratia
proteamaculans

Serratia
liquefaciens

Serratia
proteamaculans

Serratia grimesii

VRBD Agar, 30 °C,
40 Probe 10,
(Putensteaks)

20,17

1,86

15,21

>40_Forward (23-416)
TCTAGCGGTAGAGAGGTGCTTGCACCTCTTGAGAGCGGC
GGACGGGTGAGTAATACCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGG
GGGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAATACCGCATACGT
CCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCT
ATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGAGGT
AATGGCTCACCAAGGCTACGATCCGTAACTGGTCTGAGA
GGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGAC
TCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGG
GCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAG
GTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGG
CATTAA

Lénge (F): 393

>40_Reverse (16-923)
GTACGTCCTCCGAGGGTTAGACTAGCTACTTCTGGTGCA
ACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGC
CCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCACGATTAC
TAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCG
ATCCGGACTACGATCGGTTTTATGGGATTAGCTCCGCCT
CGCGGCTTGGCAACCCTTTGTACCGACCATTGTAGCACG
TGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGT
CATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTT
AGAGTGCCCACCATTACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGG
GTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGAC
ACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAATGTT
CCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCATTGGAT
GTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAA
ACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC
ATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGT
CAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAGAACTCAAGGTT
CCCAACGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACC
AGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCT
CAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTAGTCGCCTTCGCCACTG
GTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGG
AAATTCCACTACCCTCTACCATACTCTAGCTTGCCAGTTTT
GGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATTC
AACTTAACAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAAT
Tce

Lange (R): 907

Pseudomonas
lundensis

Pseudomonas
fragi

Pseudomonas
psychrophila

Pseudomonas
moraviensis

Pseudomonas
taetrolens
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BLAST-

N Platten- DNA  Konz.- 260/ Ct-Werte  Kolonien Gramfarbung Sequenz (Forward) Sequenz (Reverse) -
Beschreibung (ng/ pL)- 280 Ergebnisse
>41_Reverse (12-736)
GCGGTAGCGCCCTCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTT
GCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAG
GCCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATTCTGATCTACGATT
ACTAGCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTC
CGATCCGGACTACGACGTACTTTATGAGGTCCGCTTGCT
CTCGCGAGTTCGCTTCTCTTTGTATACGCCATTGTAGCAC — Serratia
Pseudomonas Agar, GTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACG proteamaculans
>41_Forward (609-636) TCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCT
30 °C, - TTGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACAAAGGATAAG Serratia
41 17.10 205 17.36 GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAA liquefaciens
Probe 1 ' ' ' CGCCGCCTGTTCCTGTTTGAAACGAATA CACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGT
' Linge (F): 27 TCCCGAAGGCACTAAGCTATCTCTAGCGAATTCTCTGGAT  Serratia
(Putenbrustinnenfilet) ange (F): GTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAA  proteamaculans
ACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC
ATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGT Serratia grimesii
CGACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGG
CACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACAGCGTGGACTAC
CAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACC
TGAGCGTCAGTCTTTG
Lange (R): 724
Pseudomonas
mosselii
Pseudomonas Agar' >44_Reverse (404-634) Pseudomonas
30 °C o ATTTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTG oty
, o >44_Forward (700-725) TGTCACAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAG
% - TTCTCTGCATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGC
44 Probe?, 67,65 2,16 16,78 . CCTCGTACTGACACTGACGCTGCAAG TTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCC  Pseudomonas
) o : Léinge (F): 25 CCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCC  POnand
(frische Maishahnchen- ange (F): CCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCACAGC
Pseudomonas
Schenkel) g Lange (R): 230 vranovensis
Pseudomonas

fulva
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BLAST-

Nr. Platten- DNA  Konz.- 260/ Ct-Werte  Kolonien Sequenz (Forward) Sequenz (Reverse) )
Beschreibung (ng/ pL)- 280 Ergebnisse
>46_Reverse (80-940)
GGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGA
CATTCTGATTCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCACGCA
GTCGAGTTGCAGACTGCGATCCGGACTACGATCGGTTTT
ATGGGATTAGCTCCACCTCGCGGCTTGGCAACCCTTTGT
ACCGACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGG
GCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTT  beolidomonas
GTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGTGCCCACCATTACGTGC  groci
Pseudomonas Agar, TGGTAACTAAGGACAAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTT
>46_Forward (284-340) AACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAGCCATGC  pogiiomonas
30 °C, AGCACCTGTCTCAATGTTCCCGAAGGCACCAATCTATCTC | b il
46 19,91 1,87 17,54 CACGGTCCATACTCCTACGGTAGGCAGCACTGGGGAATA  TAGAAAGTTCATTGGATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTC
Probe 8, TTGAACAATGCGCTAAAG GCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTG Pseudomonas
CGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGC taotrolons
(Perlhuhnbrust mit Haut) Lénge (F): 56 CGTACTCCCCAGGCGGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGC
CACTAAGAGTTCAAGACTCCCAACGGCTAGTTGACATCG Pseudomonas
TTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCT | S8or
CCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGG
TAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGC
ATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACTACCCTCTACCAT
ACTCTAGCTTGCCAGTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAG
CCCGGGGATTTCACATTCACTTAACAAACCACCTACGCG
CGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCACLANge
(R): 860
>47_Reverse (15-956)
GGTACGTCCTCCCGAAGGTTAGACTAGCTACTTCTGGTG
CAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAG
GCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGAT
TACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACT Pseudomonas
GCGATCCGGACTACGATCGGTTTTGTGGGATTAGCTCCA | o2 il
CCTCGCGGCTTGGCAACCCTCTGTACCGACCATTGTAGC  Sromie
ACGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGA oo !
CGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCT Peoudomonas
CCTTAGAGTGCCCACCATAACGTGCTGGTAACTAAGGAC moravienss
Pseudomonas Agar, AAGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCA Peeutomonas
CGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAA 28 L
30 °C, >47_Forward (280-298) TGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCATTG  piPie
47 70,09 1,99 14,77 CACTGTGCCCGGACTCCTT GATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAA chiororaphis
Probe 9, TTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCA (it Mmoo
Lange (F): 18 ATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGE et = 1e !
(Enteninnenfilet) GGTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAGAGCTCAA chiororaphis
GGCTCCCAACGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGAC (i
TACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGC  citer .o
ACCTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCC  plod b

ACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACA
CAGGAAATTCCACCACCCTCTACCATACTCTAGCTTGCCA
GTTTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCA
CATCCAACTTAACAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCC
AGTAATTTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGC
G

Lange (R): 941

caricapapayae

202



Platten- DNA Konz.-
Beschreibung (ng/ pL)-

Sequenz (Forward)

Sequenz (Reverse)

BLAST-
Ergebnisse

Pseudomonas Agar,
4°C,

Probe 10,
(Putensteaks)

42,87

>48_Forward (13-950)
TACCATGCAGTCGAGCGGTAGAGAGGTGCTTGCACCTCT
TGAGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATACCTAGGAATCTG
CCTGGTAGTGGGGGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAAT
ACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCG
GGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTA
GTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCTACGATCCGTAA
CTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGAC
ACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGT
GTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTG
GGAGGAAGGGCATTAACCTAATACGTTAGTGCTTTGACG
TTACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATT
ACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGA
ATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAA
AACTGGCAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTT
CCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACA
CCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACT
GAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTT
GGGAGTCTTGAACTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAA
GTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTC
AAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGCAGCAT
GTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGC
CTTGAC

Lange (F): 937

>48_Reverse (19-938)
TCCTCCGAGGGTTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAACCCA
CTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGG
AACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCACGATTACTAGCG
ATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCCG
GACTACGATCGGTTTTATGGGATTAGCTCCACCTCGCGG
CTTGGCAACCCTTTGTACCGACCATTGTAGCACGTGTGTA
GCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCC
CACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTAGAGT
GCCCACCATTACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGGTTGC
GCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAG
CTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAATGTTCCCGA
AGGCACCAATCTATCTCTAGAAAGTTCATTGGATGTCAAG
GCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACA
TGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGA
GTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAACTT
AATGCGTTAGCTGCGCCACTAAGAGTTCAAGACTCCCAA
CGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGT
ATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTG
TCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGTT
CCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAATT
CCACCACCCTCTACCATACTCTAGCTTGCCAGTTTTGGAT
GCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATTCAACT
TAACAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCC
GATTAACGCTTGCACCC

Lange (R): 919

Pseudomonas
fragi

Pseudomonas
psychrophila

Pseudomonas
kilonensis

Pseudomonas
taetrolens

PALCAM Agar, 20 °C,
Probe 7,

(frische Maishahnchen-
Schenkel)

14,99

>55_Forward (15-915)
TAATGCAGTCGAGCGAACAGATGAGAAGCTTGCTTCTCT
GATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAAC
CTACCTATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCT
AATACCGGATAATATTTTGAACCGCATGGTTCAATAGTGA
AAGACGGTTTCGGCTGTCACTTATAGATGGACCCGCGCC
GTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGA
CGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACT
GGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGA
GCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAA
ACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAATTTGTTAGTAACTGAA
CAAGTCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGC
GTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGG
TTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTG
GAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAG
GAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAG
ATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGT
CTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATG
AGTGCTAAGTGTTAGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCA
GCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGC
AAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAA
GCGGTGGA

Lange (F): 900

>55_Reverse (14-926)
CGACGGCTAGCTCCTACAGGTTACTCCACCGGCTTCGGG
TGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAA
GACCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATGCTGATCTACGA
TTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGTCGAGTTGCAGACT
ACAATCCGAACTGAGAATAATTTTATGGGATTTGCTTGGC
CTCGCGGATTCGCTGCCCTTTGTATTATCCATTGTAGCAC
GTGTGTAGCCCAAATCATAAGGGGCATGATGATTTGACG
TCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCAAC
CTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGCTTAAGG
GTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGAC
ACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGTC
CCCCGAAGGGGAAGACTCTATCTCTAGAGCGGTCAAAGG
ATGTCAAGATTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATT
AAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAAT
TCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCG
GAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAA
ACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGAC
TACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGC
ACATCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGCCGCCTTCGCC
ACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTCACCGCTACA
CATGGAAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCC
AGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTC
ACATCAGACTTAAGAAACCGCCTACGCGCGCTTTA
CGCCCAATAATTC

Lange (R): 912

Staphylococcus
sciuri subsp. sciuri
Staphylococcus
sciuri subsp.
carnaticus
Staphylococcus
sciuri subsp.
rodentium
Staphylococcus
lentus
Staphylococcus
vitulinus
Staphylococcus
fleurettii
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Nr. Platten . DNA  Konz. 260/ Ct-Werte  Kolonien Gramfarbung Sequenz (Forward) Sequenz (Reverse) BLAST.
Beschreibung (ng/ pL)- 280 Ergebnisse
>56_Forward (33-649)
AGATGAAAGCTTGCTTCTCTGATGTTAGCGGCGGACGGG
TGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTATAAGACTGGGATA
ACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAATATTTTGA  >56_Reverse (13-477)
. ACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGACGGTTTCGGCTGTCA  GACGGCTAGCTCCTAAAGGTTACTCCACCGGCTTCGGGT
R I CTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTACTTGGTAAG  GTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAG
~ GTAACGGCTTACCAAGGCGACGATACGTAGCCGACCTGA  ACCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATGCTGATCTACGAT — Staphylococcus
PALCAM Agar, 30 °C, 5 o GAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCA  TACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGTCGAGTTGCAGACTA  sciuri subsp. sciuri
- > GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAAT — CAATCCGAACTGAGAATAATTTTATGGGATTTGCTTGGCC  Staphylococcus
56 Probe 8, 18,80 1,90 10,81 " GGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATG  TCGCGGATTCGCTGCCCTTTGTATTATCCATTGTAGCACG  sciuri subsp.
AAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAAC  TGTGTAGCCCAAATCATAAGGGGCATGATGATTTGACGT —  camnaticus
(Perlhuhnbrust mit Haut) & L Wy AAATTTGTTAGTAACTGAACAAGTCTTGACGGTACCTAAC ~ CATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCAACC — Staphylococcus
R {7 CAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT — TAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGCTTAAGGGT  sciuri subsp.
‘.1 AATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCG  TGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACAC — Rodentium
cata TAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAA  GAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCC
GCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGG — CCGAAGGGGAAGACTCTATCTCTAGAGCGGTC
AAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCA Lange (R): 464
Lange (F): 616
>57_Forward (15-1023) >57_Reverse (17-984)
TACATGCAAGTCGAGCGAACAGATGAGAAGCTTGCTTCT |
CTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTA  SOACSECTAGCTCCTAMGETTACTCCACCEOCT TICGEE
ACCTACCTATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGG
A T S ACCIS8S  GACCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATGCTGATCTACGA
A A T A, TTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGTCGAGTTGCAGACT
CCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGC ~ ACAATCCGAACTGAGAATAATTTTATGGGATTTGCTTCGC
GACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACA  S1COCSon TCOCTOCCCTITOTATTATCLATIGTAGCAC
CTCGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGEGAGGCA 10/ TCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCAAC
GCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACG
GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTA  SIACASTOCCCAACTIAATGATEOCAACTANGCTTARGS.
AAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAATTTGTTAGTAACTG
PALCAM Agar, 30 °C, e A AT AACTC  ACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGTC
O G T CCCCGAAGGGGAAGACTCTATCTCTAGAGCGGTCAAAGG  Staphylococcus
57 Probe 9, 30,68 2,21 12,62 GCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGC 4 1CTCAAGATTTCCTAAGGTTCTTCECGTICCTTCGAATT - sciuri

(Enteninnenfilet)

GGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCG
TGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAG
AGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAG
AGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTG
GTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGA
TGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCT
GCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGAC
CGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCA
CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGA
AGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACCGCTCTAGA
GATAGAGTCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGT

Lange (F): 1008

AAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAAT
TCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCG
GAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAA
ACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGAC
TACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGC
ACATCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGCCGCCTTCGCC
ACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTCACCGCTACA
CATGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCA
GTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCA
CATCAGACTTAAGAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCC
AATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCG
GCTGCTGGCACGTAGT TAGCCGTG

Lange (R): 967

subsp. Sciuri

204



Nr.

260/

Sequenz (Forward)

Sequenz (Reverse)

BLAST-
Ergebnisse

58

>58_Forward (19-1030)
ATACATGCAAGTCGAGCGAACAGATGAGAAGCTTGCTTC
TCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTA
ACCTACCTATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGG
CTAATACCGGATAATATTTTGAACCGCATGGTTCAATAGT
GAAAGACGGTTTCGGCTGTCACTTATAGATGGACCCGCG
CCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGC
GACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACA
CTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACG
GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTA
AAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAATTTGTTAGTAACTG
AACAAGTCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA
GCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGC
GGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCG
TGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAG
AGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAG
AGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTG
GTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGA
TGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCT
GCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGAC
CGCAAGGTTGAAACTCAAGGAATTGACGGGGACCCGCAC
AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACCGCTCTAGAG
ATAGAGTCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGTG
Lange (F): 1011

>58_Reverse (20-998)
GGCTAGCTCCTAAGAGGTTACTCCACCGGCTTCGGGTGT
TACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGAC
CCGGGAACGTATTCACCGTAGCATGCTGATCTACGATTA
CTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGTCGAGTTGCAGACTACA
ATCCGAACTGAGAATAATTTTATGGGATTTGCTTGGCCTC
GCGGATTCGCTGCCCTTTGTATTATCCATTGTAGCACGTG
TGTAGCCCAAATCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCAT
CCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCAACCTAG
AGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGCTTAAGGGTTG
CGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGA
GCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCC
GAAGGGGAAGACTCTATCTCTAGAGCGGTCAAAGGATGT
CAAGATTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAAC
CACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCT
TTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGT
GCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCC
CCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCA
GGGTATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGCACATC
AGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGCCGCCTTCGCCACTGG
TGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTCACCGCTACACATGG
AATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTC
CAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCA
GACTTAAGAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAA
TTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTG
CTGGCACGTAGTTAG CCGTGGCTTTCTGGGTTAG

Lange (R): 978

Staphylococcus
sciuri subsp. sciuri
Staphylococcus
sciuri subsp.
carnaticus
Staphylococcus
sciuri subsp.
rodentium
Staphylococcus
fleurettii
Staphylococcus
lentus
Staphylococcus
vitulinus

59

Platten- DNA  Konz.-
Beschreibung (ng/ pL)-
PALCAM Agar, 20 °C,

Probe 9, 17,34
(Enteninnenfilet)

PALCAM Agar, 30 °C,

Probe 10, 55,95
(Putensteaks)

280 Ct-Werte  Kolonien Gramfarbung
[
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>59_Forward (17-1002)
TATAATGCAGTCGAGCGAACAGATAAGGAGCTTGCTCCT
TTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTA
ACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAG
CTAATACCGGATAACATTTGGAACCGCATGGTTCTAAAGT
GAAAGATGGTTTTGCTATCACTTATAGATGGACCCGCGC
CGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCG
ACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACT
GGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGA
GCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAA
ACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAACGTGTAAGTAACTGTG
CACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGC
GTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGG
TTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTG
GAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAG
GAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAG
ATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTC
TGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGA
GTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCA
GCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGC
AAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCACAA
GCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ACCCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGAAAACTCTAGAGA
TAGAGCCTTCCC

Lange (F): 985

>59_Reverse (15-1011)
CGACGGCTAGCTCCATAAATGGTTACTCCACCGGCTTCG
GGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTAC
AAGACCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATGCTGATCTAC
GATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGTCGAGTTGCAGA
CTACAATCCGAACTGAGAACAACTTTATGGGATTTGCATG
ACCTCGCGGTTTAGCTGCCCTTTGTATTGTCCATTGTAGC
ACGTGTGTAGCCCAAATCATAAGGGGCATGATGATTTGA
CGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCA
ACCTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGCTTAAG
GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGA
CACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGT
CCCCCGAAGGGGAAGGCTCTATCTCTAGAGTTTTCAAAG
GATGTCAAGATTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAAT
TAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAA
TTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGC
GGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGA
AACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGA
CTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCG
CACATCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGC
CACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTCACCGCTAC
ACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCC
AGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTC
ACATCAGACTTAAGAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCC
CAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGC
GGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGATTAGG
TACCGTCAGACGT

Lange (R): 996

Staphylococcus
saprophyticus

subsp. bovis

205



Platten- DNA Konz.- 260/ ’ N BLAST-
Nr. Beschreibung (ng/ pL)- 280 Ct-Werte  Kolonien Gramfarbung Sequenz (Forward) Sequenz (Reverse) Ergebnisse
T B |
F PR 1
MRS Agar, 30 °C (-2) o .
I o 3 >60_Forward (344-364) >60_Reverse - 184..208
60 Epi 2, Probe 1, 0,58 0,38 23,80 bl A CTTCCACTATGGACTCTTCCC TGGAAACGGGTTTTAGAAAATACCT
(Putenbrustinnenfilet) . A lH Lénge (F): 20 Lange (R): 24
| .p‘._ @ =
[ . 5
>62_Forward (15-967) >62_Reverse (16-987)
ATACATGCAGTCGAACGAAACTTTCTTACACCGAATGCTT ~ AGACGGCTGGCTCCTTGCGGTTACCCCACCGGCTTTGG
GCATTCACCGTAAGAAGTTGAGTGGCGGACGGGTGAGTA  GTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACA
ACACGTGGGTAACCTGCCTAAAAGAAGGGGATAACACTT ~ AGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATGCTGATTCGCG
GGAAACAGGTGCTAATACCGTATATCTCTAAGGATCGCAT — ATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGC
GATCCTTAGATGAAAGATGGTTCTGCTATCGCTTTTAGAT CTACAATCCGAACTGAGAACGGCTTTAAGAGATTAGCTAA
GGACCCGCGGCGTATTAACTAGTTGGTGGGGTAACGGC ACCTCGCGGTCTTGCGACTCGTTGTACCGTCCATTGTAG
CTACCAAGGTGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGA ~ CACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGACTTG
. TCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTAC ~ ACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTC
h] GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAA TCGCCAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTGACAACA
GTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTCTTC  AGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCAC
MRS Agar, 30 °C, - GGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACACGAGTGA GACACGAGCTGACGACAGCCATGCACCACCTGTCACTTT
GAGTAACTGTTCATTCGATGACGGTATCTAACCAGCAAGT GTCCCCGAAGGGAAAGCCTAATCTCTTAGGTGGTCAAAG
62 Probe 3, 3,15 1,47 16,59 CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG ~ GATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAAT  Lactobacillus

(Putengulasch)

GTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAA
CGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGC
TTAACCGGAGTAGTGCATTGGAAACTGGAAGACTTGAGT
GCAGAAGAGGAGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAAGCGGC
TCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGTTCGAAAGCGTGG
TAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
AACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCA
GTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCATTCCGCCTGGGGAGT
ACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGAAGACCTTACC

Lange (F): 952

TAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAA
TTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGC
GGAATGCTTATTGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGGGCGGA
AACCCTCCAACACCTAGCATTCATCGTTTACGGCGTGGA
CTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACGCTTTCG
AACCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGCCGCTTTCGC
CACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTAC
ACATGGAGTTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTTCC
AGTTTCCAATGCACTACTCCGGTTAAGCCGAAGGCTTTCA
CATCAGACTTAAAAGACCGCCTGCGTTCCCTTTACGCCC
AATAAATCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGC
GGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGACTTGC

Lange (R): 971

salivarius

206



Nr.

260/
280

Ct-Werte

Kolonien

Gramfarbung

Sequenz (Forward)

Sequenz (Reverse)

BLAST-
Ergebnisse

67

1,02

19,87

>67_Forward (15-1046)
TATAATGCAGTCGAACGCACTCTCGTTTAGATTGAAGGAG
CTTGCTCCTGATTGATAAACATTTGAGTGAGTGGCGGAC
GGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTAAAGTGGGG
GATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAAAACCT
AACACCGCATGGTGTAGGGTTGAAAGATGGTTTCGGCTA
TCACTTTAGGATGGACCCGCGGTGCATTAGTTAGTTGGT
GAGGTAAAGGCTCACCAAGACCGTGATGCATAGCCGACC
TGAGAGGGTAATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCAC
AATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
AGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGA
ATGTATCTGATAGTAACTGATCAGGTAGTGACGGTATCCA
ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGG
CGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGA
AAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGG
GAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTG
TAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTG
GCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCT
CGAAAGCATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGT
TTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTC
CGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTT
TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACA
TCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTTCGGGGA
CAAAGTGACAGGTGGT

Lange (F): 1031

>67_Reverse (14-982)
TAGACGGCTGGCTCCCCGAAGGGTTACCTCACCGGCTTT
GGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTA
CAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCC
GCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGTAGGCGAGTTGC
AGCCTACAATCCGAACTGAGAATGGTTTTAAGAGATTAGC
TAAACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGT
AGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATT
TGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAG
TCTCACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTAAT
AAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCA
CGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTT
TGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTATCTCTAGAGTGGTCAAA
GGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGA
ATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTC
AATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGG
CGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGGGCG
GAAACCCTCCAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCATG
GACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCATGCTTT
CGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGACAGCCGCCTTC
GCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCT
ACACATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTC
CCAGTTTCCGATGCACTTCTTCGGTTGAGCCGAAGGCTTT
CACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGC
CCAATAAATCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCG
CGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTG

Lange (R): 968

Lactobacillus
sakei

subsp. carnosus

Lactobacillus
sakei

69

Platten- DNA  Konz.-
Beschreibung (ng/ pL)-

MRS Agar, 20 °C,

Probe 10, 4,47
(Putensteaks)

GSP Agar, 20 °C,

Probe 2, 84,66

(Hahncheninnenfilet)

2,18

19,81

>69_Forward (16-660)
CCATGCAGTCGAGCGGTAGAGAGAAGCTTGCTTCTCTTG
AGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATACCTAGGAATCTGCCT
GATAGTGGGGGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAATACC
GCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGC
CTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTT
GGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCTACGATCCGTAACTG
GTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACG
GTCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGG
ACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGT
GAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGA
GGAAGGGCATTAACCTAATACGTTGGTGTCTTGACGTTAC
CGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTG
GGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGAATGT
GAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACT
GGCAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTAGTGGAATTTCCTG
TGTACCGGTGAAATGCGTAGA

Lange (F): 644

>69_Reverse (14-1007)
GGTACCGTCCTCCCGAGGGTTAGACTAGCTACTTCTGGT
GCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAG
GCCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCACGATT
ACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTG
CGATCCGGACTACGATCGGTTTTATGGGATTAGCTCCAC
CTCGCGGCTTGGCAACCCTTTGTACCGACCATTGTAGCA
CGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGAC
GTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTC
CTTAGAGTGCCCACCATTACGTGCTGGTAACTAAGGACA
AGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCAC
GACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAAT
GTTCCCGAAGGCACCAATCTATCTCTAGAAAGTTCATTGG
ATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATT
AAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAAT
TCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCG
GTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAGAGTTCAAGA
CTCCCAACGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTA
CCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCAC
CTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTAGTCGCCTTCGCCAC
TGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACA
GGAAATTCCACTACCCTCTACCATACTCTAGCTTGCCAGT
TTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACA
TTCAACTTAACAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGT
AATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCT
GCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAAC
GTCAAGACAC

Lange (R): 993

Pseudomonas
fragi

Pseudomonas
psychrophila

207



Nr.

260/
280

Ct-Werte

Kolonien

Gramfarbung

Sequenz (Forward)

Sequenz (Reverse)

BLAST-

Ergebnisse

71

1,88

17,75

>71_Forward (17-984)
CACATGCAGTCGAGCGGCAGCGGGAAAGTAGCTTGCTAC
TTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGG
GGATCTGCCCAGTCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGAC
TGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGGAGGGG
ACCTTCGGGCCTTTCGCGATTGGATGAACCCAGGTGGGA
TTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGA
TCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAA
CTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCAT
GCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACT
TTCAGCGAGGAGGAAAGGTTGGCGCCTAATACGTGTCAA
CTGTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTA
ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTG
GATAAGTTAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAA
TTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGG
GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCT
GGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAA
GACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCG
ATTTGGAGGCTGTGTCCTTGAGACGTGGCTTCCGGAGCT
AACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA
GGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGC
GGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAAC
CTTACCTGGGCCTTGACATGTCTGGGATCCT GTAGAGAT
Lange (F): 967

>71_Reverse (16-1011)
GTAACGCCCTCCCGAGGTTAAGCTATCTACTTCTGGTGC
AACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGC
CCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTA
CTAGCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCC
GATCCGGACTACGACGCGCTTTTTGGGATTCGCTCACTA
TCGCTAGCTTGCAGCCCTCTGTACGCGCCATTGTAGCAC
GTGTGTAGCCCTGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACG
TCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCC
TTGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACAAAGGACAGG
GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGA
CACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTCTGAT
TCCCGAAGGCACTCCCGCATCTCTACAGGATCCCAGACA
TGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTA
AACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATT
CATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGG
TCGATTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGTCTCAAGG
ACACAGCCTCCAAATCGACATCGTTTACGGCGTGGACTA
CCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCAC
CTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCAC
CGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACC
TGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCTGGACAGT
TTTAAATGCAATTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACAT
CTAACTTATCCAACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGT
AATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCT
GCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGAGTAAC
GTCACAGTTGACAC

Lange (R): 995

Aeromonas
bestiarum

Aeromonas
salmonicida

subsp.
salmonicida

Aeromonas
salmonicida

Aeromonas
salmonicida

subsp.

achromogenes

72

Platten- DNA  Konz.-
Beschreibung (ng/ pL)-
GSP Agar, 30 °C,
Probe 4,
13,87
(Hahnchen-
unterschenkel)
GSP Agar, 4 °C,
Probe 5, 16,72

(Entenkeule)

2,16

15,57

>72_Forward (641-668)
GGGTATAGCTGTGATATGCGTAGATCTC

Lénge (F): 27

>72_Reverse (16-1009)
TAAGCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGC
AACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGC
CCGGGAACGTATTCACCGTAGCATTCTGATCTACGATTAC
TAGCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCG
ATCCGGACTACGACGTACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTC
GCGAGTTCGCTTCTCTTTGTATACGCCATTGTAGCACGTG
TGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCA
TCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTG
AGTTCCCACCATTACGCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGT
TGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACAC
GAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCC
CGAAGGCACTAAGCTATCTCTAGCGAATTCTCTGGATGTC
AAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACC
ACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATT
TGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGA
CTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCAC
AACCTCCAAGTCGACATCGTTTACAGCGTGGACTACCAG
GGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGA
GCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGG
TATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGG
AATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCTTGCCAGTTTC
AAATGCAGTTCCCACGTTAAGCGCGGGGATTTCACATCT
GACTTAACAAACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAA
TTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTG
CTGGCACGGAGTTAGCCCGGTGCTTCTTCTGCGAGTAAC
GTCAATGCAA

Lange (R): 993

Serratia grimesii

Serratia
liquefaciens

Serratia

proteamaculans

Serratia
plymuthica

208



Nr.

260/
280

Ct-Werte

Kolonien

Gramfarbung

Sequenz (Forward)

Sequenz (Reverse)

BLAST-
Ergebnisse

73

2,14

15,93

>73_Forward (14-977)
TACACATGCAGTCGAGCGGCAGCGGGAAAGTAGCTTGCT
ACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCT
GGGGATCTGCCCAGTCGAGGGGGATAACAGTTGGAAAC
GACTGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGGAG
GGGACCTTCGGGCCTTTCGCGATTGGATGAACCCAGGTG
GGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGA
CGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTG
GAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGC
CATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGC
ACTTTCAGCGAGGAGGAAAGGTTGGCGCCTAATACGTGT
CAACTGTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACT
CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCG
TTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGT
TGGATAAGTTAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGG
AATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGG
GGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
CTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACA
AAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAAC
AGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGT
CGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGAGACGTGGCTTCCGGAG
CTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA
AGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAA
CCTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGTA

Lange (F): 963

>73_Reverse (12-1011)
CTGGTACGCCCTCCCGAGGTTAAGCTATCTACTTCTGGT
GCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAG
GCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGAT
TACTAGCGATTCCGACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACT
CCGATCCGGACTACGACGCGCTTTTTGGGATTCGCTCAC
TATCGCTAGCTTGCAGCCCTCTGTACGCGCCATTGTAGC
ACGTGTGTAGCCCTGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGA
CGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCT
CCCTTGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACAAAGGAC
AGGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCA
CGACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTTCT
GATTCCCGAAGGCACTCCCGTATCTCTACAGGATTCCAG
ACATGTCAAGGCCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGA
ATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTC
AATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGG
CGGTCGATTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGTCTCA
AGGACACAGCCTCCAAATCGACATCGTTTACGGCGTGGA
CTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCG
CACCTGAGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGC
CACCGGTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTAC
ACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCTGGAC
AGTTTTAAATGCAATTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCA
CATCTAACTTATCCAACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCA
GTAATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGG
CTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGCGAGTA
ACGTCACAGTTGACACGT

Lange (R): 999

Aeromonas
salmonicida
subsp.
salmonicida
Aeromonas
molluscorum
Aeromonas
bestiarum
Aeromonas
salmonicida
subsp.
achromogenes
Aeromonas
salmonicida
subsp.
pectinolytica
Aeromonas
salmonicida
subsp. smithia

7

Platten- DNA  Konz.-
Beschreibung (ng/ pL)-
GSP Agar, 20 °C,
Probe 7,
59,13
(Maishahnchen-
Schenkel)
Campylobacter Agar,
20 °C, Probel, 11,52

(Putenbrustinnenfilet)

1,55

17,72

>77_Forward (21-336)
AAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTCGCTG
ACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGC
CTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATA
CCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGG
GCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAG
TAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGC
TGGTCTGATAGGATGACCAACCACACTGGAACTGAGACA
CGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCACCAGTGGGGAATATT
GCACAA

Lénge (F): 315

>77_Reverse (21-945)
CGCCTCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGCAACCCA
CTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGG
AACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCG
ATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCG
GACTACGACGCACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGA
GGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTA
GCCCTGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCC
CACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTT
CCCGGCCGGACCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCG
CTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCT
GACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCCGAAG
GCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTGTGGATGTCAAGAC
CAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATG
CTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGT
TTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAA
CGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCT
CCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTAT
CTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTC
AGTCTTCGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCC
TCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCT
ACCCCCCTCTACGAGACTCAAGCTTGCCAGTATCAGATG
CAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTT
AACAAACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCG
ATTAACGCTTGCACCCTCCGT

Lange (R): 924

Escherichia
fergusonii

Shigella flexneri

209



Nr.

260/
280

Ct-Werte

Kolonien

Gramfarbung

Sequenz (Forward)

Sequenz (Reverse)

BLAST-
Ergebnisse

79

2,22

17,01

>79_Forward (19-991)
CATGCAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAAGCTTGCTCTCGG
GTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAAC
TGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTA
ATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGTGGGGGACCTTC
GGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCT
AGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTA
GCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGA
CACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT
ATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCG
TGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGC
GGGGAGGAAGGCGTTAAGGTTAATAACCTTGGCGATTGA
CGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAA
TTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTC
GGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTC
GAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAAT
TCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAA
TACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGAC
GCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAG
GTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTT
AAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAAC
TCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGG
TCTTGACATCCACAGAACTTTCCAGAG
ATGCATTGGTGCC

Lange (F): 972

>79_Reverse (12-983)
GGTAGCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTG
CAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGG
CCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATTCTGATCTACGATTA
CTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCC
AATCCGGACTACGACATACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCT
CGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATATGCCATTGTAGCACGT
GTGTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTC
ATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTT
GAGTTCCCGGCCGAACCGCTGGCAACAAAGGATAAGGG
TTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACAC
GAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCC
CGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTGTGGATGT
CAAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAAC
CACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCAT
TTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCG
ATTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCA
CAACCTCCAAATCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCA
GGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTG
AGCGTCAGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCG
GTATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTG
GAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTAGCCTGCCAGTTT
CGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATC
CGACTTGACAGACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTA
ATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCT
GCTGGCACGGAGTTAG CCGGTGCTTCTT

Lange (R): 971

Klebsiella
pneumoniae

subsp.
rhinoscleromatis

Klebsiella
pneumoniae

Klebsiella
variicola

Klebsiella
pneumoniae

subsp. ozaenae

98

Platten- DNA  Konz.-
Beschreibung (ng/ pL)-
MacConkey agar, 30 °C,
Probe 1, 24,73
(Putenbrustinnenfilet)
Pseudomonas Agar,
4°C,

25,65
Probe 3,

(Putengulasch)

2,22

19,13

>98_Forward (13-974)
CTACCATGCAGTCGAGCGGTAGAGAGAAGCTTGCTTCTC
TTGAGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATACCTAGGAATCTG
CCTGATAGTGGGGGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAAT
ACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCG
GGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTA
GTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCTACGATCCGTAA
CTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGAC
ACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA
TTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGT
GTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTG
GGAGGAAGGGCATTTACCTAATACGTGATTGTCTTGACGT
TACCGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTA
CTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGAA
TGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAA
ACTGGCAAGCTAGAGTATGGTAGAGGGTAGTGGAATTTC
CTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACAC
CAGTGGCGAAGGCGACTACCTGGACTGATACTGACACTG
AGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGG
GAGTCTTGAACTCTTAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTT
GACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAA
TGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG
GTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTT
GACATCCAATGAACTTTCTAGAGATA

Lange (F): 961

>98_Reverse (14-1008)
GGTACGTCCTCCGAGGGTTAGACTAGCTACTTCTGGTGC
AACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGC
CCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCACGATTAC
TAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCG
ATCCGGACTACGATCGGTTTTATGGGATTAGCTCCACCTC
GCGGCTTGGCAACCCTTTGTACCGACCATTGTAGCACGT
GTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTC
ATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCCTTA
GAGTGCCCACCATTACGTGCTGGTAACTAAGGACAAGGG
TTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACA
CGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAATGTTC
CCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCATTGGATGT
CAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAAC
CACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCAT
TTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCA
ACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAGAGTTCAAGACTCC
CAACGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAG
GGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCA
GTGTCAGTATCAGTCCAGGTAGTCGCCTTCGCCACTGGT
GTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAA
ATTCCACTACCCTCTACCATACTCTAGCTTGCCAGTTTTG
GATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATTCA
ACTTAACAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATT
CCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCT
GGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTC
AAGACATCAC

Lange (R): 994

Pseudomonas
fragi

Pseudomonas
psychrophila

210



Platten- DNA Konz.- 260/ . u BLAST-
Nr. Beschreibung (ng/ pL)- 280 Ct-Werte Kolonien Gramfarbung Sequenz (Forward) Sequenz (Reverse) Ergebnisse
100_Reverse (18-991)
>100_Forward (35-944) STCETOCOAGTTAGACTAGCTACTTCTGGTGCAACCE
O o A . ACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGG
D G o T A M AT G A oenG  GAACGTATTCACCGCGACATTCTGATTCGCGATTACTAGC
AAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGE  SATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTGCGATCC  Pseudomonas
CTAGCTCOOATTAGCTAG TTGOTGEGOTAATGOCTOACE GGACTACGATCGGTTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCGCG plecoglossicida
AAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGT O TGGCAACCCTCTGTACCGACCATTGTAGCACGTGTG
e e T e e TAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATC  Pseudomonas
GCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAARGCCTGA  Segace TCCTCEOBTTTGTCACCOGCAGTCTCCTIAGA monteili
Pseudomonas Agar, 1gﬁ:ggﬁélff&%ﬁ?gggig%ﬁeﬁgggglgfggfgf GCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACG  Pseudomonas
e A A oA AGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTGTCAGAGTTCCC  fulva
30 °C, Probe 4, A o oG aoS. GAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCTGCATGTCA
100 69,10 220 15,48 A e o e . AGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCA  Pseudomonas
(Hahnchen- T e e G CATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTT  mosseli
GAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCAAC
CTGGGAACTGCATCCAMACTGOCGAGCTAGAGTACGET 1A ATGCGTTAGCTGCGCCACTAAMATCTCAAGGATTCCA  Pseudomonas
Unterschenkel) AGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGT )
A A A A A A AT G A ACGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGG cremoricolorata
AT AT o e ARG oo TG Gaas TATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGT
A A T e A e e aone GTCAGTATCAGTCCAGGTGGTCGCCTTCGCCACTGGTGT  Pseudomonas
e e A AT e o aTase  TCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACAGGAAAT  putida
A T T e T e A acaae  TCCACCACCCTCTACCGTACTCTAGCTCGCCAGTTTTGGA
e A e A o T Ao oaaacesy  TGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCCAAC  Pseudomonas
p AAGCGGTGAAAAG AT T T AT Ao CaaGA  TTAACGAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGTAATTCC  oryzihabitans
Ay ealioarca GATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCTGCTGG
CACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGT
Lange (F): 909 Lange (R): 973
>102_Forward (16-933) >102_Reverse (23-940)
CATGCAGTCGAGCGGCAGCGGGAAGATAGCTTGCTATCT — CCCCCCGAAGGTTAAGCTACCCACTTCTTTTGCAGCCCA
TTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGG — CTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGG
ATCTGCCCAGTCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTG  AACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCG
CTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGGAGGGGAC ~ ATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCG
CTTCGGGCCTTCCGCGATTGGATGAACCTAGGTGGGATT — GACTACGACGAGCTTTGTGAGATTAGCTCCACCTCGCGG
AGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATC ~ CTTTGCAACCCTCTGTACTCGCCATTGTAGCACGTGTGTA
CCTAGCTGTTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACT ~ GCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCC
GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG — CACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCCTAGAGTT — Shewanella
Pseudomonas Agar GAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGC  CCCACCATTACGTGCTGGCAAATAAGGATAGGGGTTGCS potiionsis
gar, CGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTT — CTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCT
. CAGTAGGGAGGAAAGGGTGAGTCTTAATACGGCTCATCT ~ GACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCCGAAG
4°C, GTGACGTTACCTACAGAAGAAGGACCGGCTAACTCCGTG ~ GCACTAAGCTATCTCTAGCGAATTCTCTGGATGTCAAGAG  Shewanella
102 53,78 2,12 15,85 CCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTCCGAGCGTTAAT — TAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATG faci
Probe 5, CGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTGTT — CTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGT — Putrefaciens
AAGCGAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTG  TTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAAT
(Entenkeule) CATTTCGAACTGGCGAACTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGT  GCGTTAGCTTGAGAGCCCAGTGTTCAAGACACCAAACTC  Shewanella
AGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGG  CGAGTAGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATC o

AGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGA
CTGACGCTCAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAACGATGTCTACTC
GGAGTTTGGTGTCTTGAACACTGGTCTCTCAAGCTAACG
CATTAAGTAGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
AAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGCATGT GGTTAATTTCGATGCAAC

Lange (F): 917

TAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGTGCCTGAGCGTCA
GTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCT
CCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTA
CCCCCCTCTACAAGACTCTAGTTCGCCAGTTCGAAATGCA
ATTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCTCGCTTAA
CAAACCGCCTGCGCACGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAT
TAACGCTCGGAC

Lange (R): 917
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Nr.

Platten-
Beschreibung

DNA Konz.- 260/

(ng/ pL)- 280 Ct-Werte

Kolonien

Gramfarbung

Sequenz (Forward)

Sequenz (Reverse)

BLAST-

Ergebnisse

112

MRS Agar, 30 °C,
Probe 2, 1,79 4,16
(Hahncheninnenfilet)

19,63

>112_Forward (14-889)
CTATACATGCAGTCGACGAACTTTCTTACACCGAATGCTT
GCATTCACCGTAAGAAGTTGAGTGGCGGACGGGTGAGTA
ACACGTGGGTAACCTGCCTAAAAGAAGGGGATAACACTT
GGAAACAGGTGCTAATACCGTATATCTCTAAGGATCGCAT
GATCCTTAGATGAAAGATGGTTCTGCTATCGCTTTTAGAT
GGACCCGCGGCGTATTAACTAGTTGGTGGGGTAACGGC
CTACCAAGGTGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGA
TCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAA
GTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTCTTC
GGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACACGAGTGA
GAGTAACTGTTCATTCGATGACGGTATCTAACCAGCAAGT
CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAA
CGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGC
TTAACCGGAGTAGTGCATTGGAAACTGGAAGACTTGAGT
GCAGAAGAGGAGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAAGCGGC
TCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGTTCGAAAGCGTGG
GGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCG
TAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTT
CAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCATTCCGCCTGGGGA
GTACGACCGCAAGGTT

Lange (F): 875

>112_Reverse (13-931)
TAGACGGCTGGCTCCTTGCGGTTACCCCACCGGCTTTGG
GTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACA
AGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATGCTGATTCGCG
ATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGC
CTACAATCCGAACTGAGAACGGCTTTAAGAGATTAGCTAA
ACCTCGCGGTCTTGCGACTCGTTGTACCGTCCATTGTAG
CACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGACTTG
ACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTC
TCGCCAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTGACAACA
AGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCAC
GACACGAGCTGACGACAGCCATGCACCACCTGTCACTTT
GTCCCCGAAGGGAAAGCCTAATCTCTTAGGTGGTCAAAG
GATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAAT
TAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAA
TTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCG
GAATGCTTATTGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGGGCGGAA
ACCCTCCAACACCTAGCATTCATCGTTTACGGCGTGGACT
ACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACGCTTTCGAA
CCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGCCGCTTTCGCCA
CTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACAC
ATGGAGTTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTTCCAG
TTTCCAATGCACTACTCCGGTTAAGCCGAAAGGCTTTCAC
ATCAGACTTAAAAGACCGCCTGCGTTCCCTTTACGCCCAA
TAAATCCGGACAC

Lange (R): 918

Lactobacillus

salivarius

113

MRS Agar, 4 °C,
Probe 7,
(Maishahnchen-
Schenkel)

1,14 1,37 16,62

>113_Forward (15-939)
ATACATGCAGTCGTACGCACTGGCCCAACTGATTGATGG
TGCTTGCACCTGATTGACGATGGATCACCAGTGAGTGGC
GGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCCGGAGC
GGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAA
CAACAAAAGCCACATGGCTTTTGTTTGAAAGATGGCTTTG
GCTATCACTCTGGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTAGT
TGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGATGATGCATAGCC
GAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGAACTGAGACAC
GGTCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC
CACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGA
GTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTGGA
GAAGAACGTGCGTGAGAGTAACTGTTCATGCAGTGACGG
TATCCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTA
TTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTGCTTAGGTCTGA
TGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAA
ACCGGGCGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTC
CATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACA
CCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGCAACTGACGC
TGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGTGTTG
GAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAA
GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTC
AAAGGA ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT

Lange (F): 924

>113_Reverse (22-967)
TCCATAAGGTTAGGCCACCGACTTTGGGCGTTACAAACT
CCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAA
CGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGA
TTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGA
ACTGAGAACGGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAG
CTTGCGACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTA
GCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCC
CACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGT
GCCCAACTTAATGCTGGCAACTAGTAACAAGGGTTGCGC
TCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCT
GACGACGACCATGCACCACCTGTCATTGCGTCCCCGAAG
GGAACGCCTTATCTCTAAGGTTAGCGCAAGATGTCAAGA
CCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACAT
GCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAG
TTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTA
ATGCGTTAGCTCCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAA
CACCTAGCACTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGT
ATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCAGCG
TCAGTTGCAGACCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTT
CTTCCATATATCTACGCATTCCACCGCTACACATGGAGTT
CCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTCGCCCGGTTTCCGAT
GCACTTCTTCGGTTAAGCCGAAGGCTTTCACATCAGACCT
AAGCAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCG
GGATACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGC
ACGTAG

Lange (R): 945

Lactobacillus

frumenti

Lactobacillus

reuteri

Lactobacillus

vaginalis
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Nr.

Platten- DNA  Konz.-
Beschreibung (ng/ pL)-

260/
280

Ct-Werte

Sequenz (Forward)

Sequenz (Reverse)

BLAST-
Ergebnisse

127

GSP Agar, 20 °C,
Probe 8, 57,16
(Perlhuhnbrust mit Haut)

2,13

15,07

>127_Forward (306-367)
GCAGCAGTGCGCAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGA
TCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAA

Lange (F): 61

>127_Reverse (12-977)
TGGTACGTCCTCCCGAGGGTTAGACTAGCTACTTCTGGT
GCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAG
GCCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCACGATT
ACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTG
CGATCCGGACTACGATCGGTTTTATGGGATTAGCTCCAC
CTCGCGGCTTGGCAACCCTTTGTACCGACCATTGTAGCA
CGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGAC
GTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTC
CTTAGAGTGCCCACCATTACGTGCTGGTAACTAAGGACA
AGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCAC
GACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAAT
GTTCCCGAAGGCACCAATCTATCTCTAGAAAGTTCATTGG
ATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATT
AAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAAT
TCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCG
GTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAGAGTTCAAGA
CTCCCAACGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTA
CCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCAC
CTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTAGTCGCCTTCGCCAC
TGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACA
GGAAATTCCACTACCCTCTACCATACTCTAGCTTGCCAGT
TTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACA
TTCAACTTAACAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGT
AATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCT
GCTGGCACAGAGTTAGCCGGT

Lange (R): 965

Pseudomonas
fragi

Pseudomonas
psychrophila

Pseudomonas
lundensis

131

GSP Agar, 4 °C,
Probe 10, 124,04
(Putensteaks)

2,17

15,77

>131_Forward (918-977)
ACGGCGAAGAACCCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAA
CTTTTCTAGAGATAGATTGGT

Lange (F): 59

>131_Reverse (14-996)
GGTACCGTCCTCCCGAGGGTTAGACTAGCTACTTCTGGT
GCAACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAG
GCCCGGGAACGTATTCACCGTGACATTCTGATTCACGATT
ACTAGCGATTCCGACTTCACGCAGTCGAGTTGCAGACTG
CGATCCGGACTACGATCGGTTTTATGGGATTAGCTCCAC
CTCGCGGCTTGGCAACCCTTTGTACCGACCATTGTAGCA
CGTGTGTAGCCCAGGCCGTAAGGGCCATGATGACTTGAC
GTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTC
CTTAGAGTGCCCACCATTACGTGCTGGTAACTAAGGACA
AGGGTTGCGCTCGTTACGGGACTTAACCCAACATCTCAC
GACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAAT
GTTCCCGAAGGCACCAATCTATCTCTAGAAAGTTCATTGG
ATGTCAAGGCCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATT
AAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAAT
TCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCG
GTCAACTTAATGCGTTAGCTGCGCCACTAAGAGTTCAAGA
CTCCCAACGGCTAGTTGACATCGTTTACGGCGTGGACTA
CCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCAC
CTCAGTGTCAGTATCAGTCCAGGTAGTCGCCTTCGCCAC
TGGTGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCGCTACACA
GGAAATTCCACTACCCTCTACCATACTCTAGCTTGCCAGT
TTTGGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACA
TTCAACTTAACAAACCACCTACGCGCGCTTTACGCCCAGT
AATTCCGATTAACGCTTGCACCCTCTGTATTACCGCGGCT
GCTGGCACAGAGTTAGCCGGTGCTTATTCTGTCGGTAA

Lange (R): 982

Pseudomonas
fragi

213



Platten- DNA  Konz.-

Sequenz (Forward)

Sequenz (Reverse)

Beschreibung (ng/ pL)-
Campylobacter Agar,
20 °C, Probel, 24,50

(Putenbrustinnenfilet)

>132_Forward (151-299)
GCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATC
GGATGTGCCCGGATGGGATTAGCTAGTATGTGGGGTAAC
GGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGA
TGA CCAACCACGCTGGAACTGAGACACGGTCC

Lange (F): 148

>132_Reverse (19-972)
GCGCCCTCCCGAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGCAACC
CACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCG
GGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAG
CGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATC
CGGACTACGACGCACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGC
GAGGTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGT
GTAGCCCTGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCAT
CCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGA
GTTCCCGGCCGGACCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTT
GCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACG
AGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACAGTTCCC
GAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTGTGGATGTC
AAGACCAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACC
ACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATT
TGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGA
CTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCAC
AACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAG
GGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGA
GCGTCAGTCTTCGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGG
TATTCCTCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGG
AATTCTACCCCCCTCTACGAGACTCAAGCTTGCCAGTATC
AGATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCT
GACTTAACAAACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAA
TTCCGATTAACGCTTGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTG
CTGGCACGGAGTTA

Lange (R): 953

Campylobacter Agar,
30 °C, Probe 5, 11,37
(Entenkeule)

>135_Forward (17-950)
CCATGCAGTCGAACGGTAACAGGAAGAAGCTTGCTTCTT
TGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAA
ACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGC
TAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCT
TCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAG
CTTGTTGGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCC
TAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGA
GACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA
ATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCG
CGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAG
CGGGGAGGAAGGGAGTAAAGTTAATACCTTTGCTCATTG
ACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGG
AATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAG
TCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCAT
CTGATACTGGCAAGCTTGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGA
ATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGG
AATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTG
ACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGTGGAGCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTTGG
AGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGC
GTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAA
AACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCT
G

Lange (F): 933

>135_Reverse (18-970)
GCCTCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGCAACCCAC
TCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGA
ACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCACGATTACTAGCGA
TTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGG
ACTACGACGCACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAG
GTCGCTTCTCTTTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAG
CCCTGGTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCC
ACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTC
CCGGCCGGACCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGC
TCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCT
GACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCACGGTTCCCGAAG
GCACATTCTCATCTCTGAAAACTTCCGTGGATGTCAAGAC
CAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATG
CTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGT
TTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAA
CGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAAGGGCACAACCT
CCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTAT
CTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTC
AGTCTTCGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCC
TCCAGATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCT
ACCCCCCTCTACGAGACTCAAGCTTGCCAGTATCAGATG
CAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTT
AACAAACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCG
ATTAACGCTTGCACCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCA
CGGAGTTAGCG

Lange (R): 952




Platten- DNA Konz.- 260/ . u BLAST-
Nr. : Ct-Werte  Kolonien Gramfarbun Sequenz (Forward Sequenz (Reverse ’
Beschreibung (ng/ pL)- 280 9 a ( ) q ( ) Ergebnisse
Acinetobacter junii
>136_Reverse (199-376) Acinetobacter
Campylobacter Agar, >136_Forward (676-779) TAGCATCACATCGCTGTGTAGCAACCCTTTGTACCGACCA  baumannii
GGCAGCCATCTGGCCTAATACTGACGCTGAGGTACGAAA  TTGTAGCACGTGTGTAGCCCTGGCCGTAAGGGCCATGAT
136 30 °C, Probe 6, 11,02 2,19 14,65 GCATGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA  GACTTGACGTCGTCCCCGCCTTCCTCCAGTTTGTCACTG Acinetobacter
TGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGT GCAGAATCCTTAAAGTTCCCGGCCGAAATGCTGGGAAGA  radioresistens
(Wachtel) AAGGAAAAGGGGTGCGGTCGT
Lange (F): 103 Acinetobacter
Lange (R): 177 towneri
Acinetobacter soli
>61_Forward (16-1036) S
iy 61_Reverse (13-1028)
T A T, TTAGACGGCTGGCTCCTTGCGGTTACCCCACCGGCTTTG
ACACGTGOGTAACCTGOCTAAMAGAAGGOOATAACACTT GGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTAC
COARACAGGTOCTAATACCOTATATCTCTAAGGATOGEAT — AAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGACATGCTGATTCGC
CATCCTTAGATGAAAGATGG T CTGOTATCOCTTITAGAT GATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAG
COACCCGOGGOGTATTAACTAGTTGGTGOGOTAACGGE CCTACAATCCGAACTGAGAACGGCTTTAAGAGATTAGCTA
CTACCAAGGTGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGA e ClCOCOGTETICCOACTCGTICTACCOTCCATTETA.
TCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTAC
GOOAGCCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATCGACGEAA G¢CGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGT
GTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTCTTC — C1COCCAGAGTGCCCAACTTAATGCTGCCAACTGACAAC
COATOGTARAACT CTOTTG T AGAGAAGAACACCAGTGA AAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCA
MRS Agar, 30 °C, GAGTAACTGTTCATTCGATGACGGTATCTAACCAGCAAGT $§¢§é§§éﬁ§£§é¢e“§é‘é$§§ ST%AT%E%‘%TGGGTTCC’:‘;T
CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG 2, Zlrl CTAAAGGT AGGTTCTTCOCOTTGOTICGA
61 Probe 2, 0,94 0,52 14,65 GTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAA o = <l & G CTTGTOOGGCeGCCGTC  Lactobacilus

(Hahncheninnenfilet)

CGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGC
TTAACCGGAGTAGTGCATTGGAAACTGGAAGACTTGAGT
GCAGAAGAGGAGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAAGCGGC
TCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGTTCGAAAGCGTGG
GTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGT
AAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTC
AGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCATTCCGCCTGGGGAG
TACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAA
CGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCAC
CTAAGAGATTAGGCTTTCCCTTCGGGGACAAGTGACAGG
TGGTG

Lange (F): 1020

AATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGG
CGGAATGCTTATTGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGGGCGG
AAACCCTCCAACACCTAGCATTCATCGTTTACGGCGTGGA
CTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTACCCACGCTTTCG
AACCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGCCGCTTTCGC
CACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTAC
ACATGGAGTTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTTCC
AGTTTCCAATGCACTACTCCGGTTAAGCCGAAGGCTTTCA
CATCAGACTTAAAAGACCGCCTGCGTTCCCTTTACGCCCA
ATAAATCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCG
GCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGACTTGCTGGTTAGAT
ACCGTCATCGAATGAACAGTTACTCTCACTCGT

Lange (R): 1015

salivarius

215



Tabelle 51: Bakterienstamme und rpoB Gensequenzen

rpoB-Sequenzen von zusatzlichen Bakterienstdmmen)

, die in das Alignment bezogen wurden (blau: Komplettes Genom, grau: >500 bp, Fett:

Nr. Online-Datenbank-Nr. Stamm Sequenzierter Umfang Sequenzenlange
1 0i|213155370 Acinetobacter baumannii ABOO57 chromosome kompletes Genom (388660-392748) 4088 bp
2 0i|215481761 Acinetobacter baumannii AB307-0294 kompletes Genom (3464497-3460409) 4088 bp
3 0i|184156320 Acinetobacter baumannii ACICU chromosome kompletes Genom (326400-330488) 4088 bp
4 0i|169794206 Acinetobacter baumannii AYE chromosome kompletes Genom (3547925-3543837) 4088 bp
5 0i|169632029 Acinetobacter baumannii SDF chromosome kompletes Genom (3000208-2996120) 4088 bp
6 0i|385235550 Acinetobacter baumannii TCDC-AB0715 kompletes Genom (358311-362336) 4025 bp
7 ENA|ABB20861|ABB20861.1 Acinetobacter johnsonii Location:1..1000 1000 bp
8 ENA|ABB20862|ABB20862.1 Acinetobacter junii Location:1..1000 1000 bp
9 ENAJABB20859|ABB20859.1 Acinetobacter junii Location:1..1000 1000 bp
10 ENA|ABB20857|ABB20857.1 Acinetobacter Iwoffii Location:1..1000 1000 bp
11 ENAJ|ABB20865|ABB20865.1 Acinetobacter radioresistens Location:1..1000 1000 bp
12 ENA|ABB20869|ABB20869.1 Acinetobacter towneri Location:1..1000 1000 bp
13 ENAJABU95099|ABU95099.1 Acinetobacter towneri Location:1..801 801 bp
14 ENAJAEQ67301|AEQ67301.1 Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila Location:1..468 468 bp
15 ENA|AFA85149|AFA85149.1 Aeromonas molluscorum Location:1..426 426 bp
16 ENAJABD94220|ABD94220.1 Aeromonas molluscorum Location:1..517 517 bp
17 ENAJABO88471|ABO88471.1 Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida A449 Location:1..1000 1000 bp
18 ENA|ABA54511|ABA54511.1 Campylobacter jejuni subsp. doylei Location:1..487 487 bp
19 ENA|EFE05379|EFE05379.1 Citrobacter youngae ATCC 29220 Location:1..1000 1000 bp
20 ENAJAERO09146|AER09146.1 Clostridium botulinum Location:1..283 283 bp
21 gi|110798562 Clostridium perfringens ATCC 13124 kompletes Genom (2988116-2984412) 3704 bp
22  i|18308982 Clostridium perfringens str. 13 kompletes Genom (2765472-2761768) 3704 bp
23 ENA|EEU16718|EEU16718.1 Enterococcus faecalis ATCC 4200 Location:1..1000 1000 bp
24  ENA|EDS89940|EDS89940.1 Escherichia albertii TW07627 Location:1..1000 1000 bp
25  gi|218547440 Escherichia fergusonii ATCC 35469 chromosome kompletes Genom (3867031-3863003) 4028 bp
26 ENAJAADO09607|AAD09607.1 Hafnia alvei Location:1..512 512 bp
27 ENA|EHM48152|EHM48152.1 Hafnia alvei ATCC 51873 Location:1..1000 1000 bp
28 ENAJAAF24992|AAF24992.1 Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae Location:1..512 512 bp
29  (i|148543243 Lactobacillus reuteri DSM 20016 chromosome kompletes Genom (1544567-1540959) 3608 bp
30 i|184152655 Lactobacillus reuteri JICM 1112 kompletes Genom (1583992-1580375) 3617 bp
31 ENAI|AEI56814|AEI56814.1 Lactobacillus reuteri SD2112 Location:1..1000 1000 bp
32 gi|81427616 Lactobacillus sakei subsp. sakei 23K chromosome kompletes Genom (1751271-1747662) 3609 bp
33 ENAJADJ78519]ADJ78519.1 Lactobacillus salivarius CECT 5713 Location:1..1000 1000 bp
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Nr.  Online-Datenbank-Nr. Stamm Sequenzierter Umfang Sequenzenléange
34 gi|90960990 Lactobacillus salivarius UCC118 kompletes Genom (235025-238624) 3599 bp
35 ENA|EEJ40160|EEJ40160.1 Lactobacillus vaginalis ATCC 49540 Location:1..1000 1000 bp
36 ENAJACNB86289|ACN86289.1 Obesumbacterium proteus Location:1..287 287 bp
37 ENAJACNB86296|ACN86296.1 Obesumbacterium proteus Location:1..275 275 bp
38 ENAJACI96287]|ACI96287.1 Obesumbacterium proteus Location:1..501 501 bp
39 ENAJABW23937|ABW23937.1 Pantoea agglomerans pv. betae Location:1..637 637 bp
40 ENAJABV45531|ABV45531.1 Pantoea agglomerans Location:1..964 964 bp
41  ENAJABV45532|ABV45532.1 Pantoea agglomerans Location:1..958 958 bp
42 i|386014600 Pantoea ananatis AJ13355 kompletes Genom (4034948-4038976) 4028 bp
43 i|378764971 Pantoea ananatis LMG 5342 kompletes Genom (4454332-4450304) 4028 bp
44 gi|332139403 Pantoea ananatis LMG 20103 kompletes Genom (250573-254601) 4028 bp
45 ENA|EHT98615|EHT98615.1 Pantoea stewartii subsp. stewartii DC283 Location:1..1000 1000 bp
46 ENA|ABA19203|ABA19203.1 Pediococcus pentosaceus Location:1..250 250 bp
47  ENA|CAG30609|CAG30609.1 Pseudomonas caricapapayae Location:1..1000 1000 bp
48 ENA|CAG38013|CAG38013.1 Pseudomonas caricapapayae Location:1..1000 1000 bp
49  ENA|CAG30593|CAG30593.1 Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca Location:1..780 780 bp
50 ENA|AET51057|AET51057.1 Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca Location:1..650 650 bp
51 ENA|AFA25732|AFA25732.1 Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca Location:1..628 628 bp
52 ENA|AFA25733|AFA25733.1 Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca Location:1..732 732 bp
53 ENA|CAG30650|CAG30650.1 Pseudomonas chlororaphis subsp. chlororaphis Location:1..978 978 bp
54  ENA|CAG30648|CAG30648.1 Pseudomonas cremoricolorata Location:1..944 944 bp
55 ENA|CAG30644|CAG30644.1 Pseudomonas kilonensis Location:1..951 951 bp
56 ENA|CBG27571|CBG27571.1 Pseudomonas koreensis Location:1..915 915 bp
57 ENAJ|AFI26160|AFI26160.1 Pseudomonas koreensis Location:1..674 674 bp
58 ENA|CAG30600|CAG30600.1 Pseudomonas lundensis Location:1..1000 1000 bp
59 ENA|CAG30618|CAG30618.1 Pseudomonas migulae Location:1..1000 1000 bp
60 ENA|CAG30627|CAG30627.1 Pseudomonas monteilii Location:1..1000 1000 bp
61 ENA|CBG27577|CBG27577.1 Pseudomonas moraviensis Location:1..915 915 bp
62 ENAJAEO86632|AEO86632.1 Pseudomonas moraviensis Location:1..848 848 bp
63 ENA|AFI26158|AFI26158.1 Pseudomonas moraviensis Location:1..674 674 bp
64 ENA|CBG27578|CBG27578.1 Pseudomonas mosselii Location:1..915 915 bp
65 ENAJAEO86639|AEO86639.1 Pseudomonas mosselii Location:1..613 613 bp
66 ENA|CAG30642|CAG30642.1 Pseudomonas oryzihabitans Location:1..959 959 bp
67 ENA|CAG30628|CAG30628.1 Pseudomonas plecoglossicida Location:1..1000 1000 bp
68 ENA|AFC40956|AFC40956.1 Pseudomonas plecoglossicida Location:1..896 896 bp
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69 ENA|CAG30636|CAG30636.1 Pseudomonas psychrophila Location:1..957 957 bp
70 ENA|CBG27588|CBG27588.1 Pseudomonas reinekei Location:1..915 915 bp
71 ENA|CAH19194|CAH19194.1 Pseudomonas taetrolens Location:1..981 981 bp
72 ENA|CAG30595|CAG30595.1 Pseudomonas taetrolens Location:1..1000 1000 bp
73 Qi|387891255 Pseudomonas fluorescens A506 chromosome kompletes Genom (5311166-5307093) 4073 bp
74  Qi|378947941 Pseudomonas fluorescens F113 chromosome kompletes Genom (5850662-5849556) 1106 bp
75 Qi|255961261 Pseudomonas fluorescens Pf0-1 chromosome kompletes Genom (5718667-5714594) 4073 bp
76  Qi|229587578 Pseudomonas fluorescens SBW25 chromosome kompletes Genom (6061953-6057880) 4073 bp
77 ENA|CAH19200|CAH19200.1 Pseudomonas fragi Location:1..948 984 bp
78 ENA|CAG30616|CAG30616.1 Pseudomonas fragi Location:1..1000 1000 bp
79 ENA|CAG37982|CAG37982.1 Pseudomonas fragi Location:1..1000 1000 bp
80 ENAJAEF20611|AEF20611.1 Pseudomonas fulva 12-X Location:1..1000 1000 bp
81 ENAJACT98622|ACT98622.1 Pseudomonas putida Location:1..310 310 bp
82 ENA|AEX54004|AEX54004.1 Rahnella aquatilis CIP 78.65 = ATCC 33071 Location:1..1000 1000 bp
83  (i|384255905 Rahnella aquatilis HX2 chromosome kompletes Genom (4607263-4603235) 4028 bp
84 ENA|JACO51074|AC0O51074.1 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis Location:1..1000 1000 bp
85 ENA|ADN88409]ADN88409.1 Serratia fonticola Location:1..512 512 bp
86 gb|EU010102.1|:1-501 Serratia liquefaciens strain ATCC 27592 partielle cds

87 ENA|AEF43396|AEF43396.1 Serratia plymuthica AS9 Location:1..1000 1000 bp
88  i|157368249 Serratia proteamaculans 568 chromosome kompletes Genom (313487-317515) 4028 bp
89 ENA|AEG09528|AEG09528.1 Shewanella baltica BA175 Location:1..1000 1000 bp
90 ENAJAEH15986|AEH15986.1 Shewanella baltica 0S117 Location:1..1000 1000 bp
91  (i|152998555 Shewanella baltica OS185 chromosome kompletes Genom (232795-236826) 4031 bp
92  (i|160873126 Shewanella baltica OS195 chromosome kompletes Genom (236074-240042) 3968 bp
93 (i|217971216 Shewanella baltica 0S223 chromosome kompletes Genom (4825955-4821924) 4031 bp
94  ENAJADV52647|ADV52647.1 Shewanella putrefaciens 200 Location:1..1000 1000 bp
95 (i|146291111 Shewanella putrefaciens CN-32 chromosome kompletes Genom (4375101-4371070) 4031 bp
96 @il82775382 Shigella dysenteriae Sd197 kompletes Genom (3477434-3473406) 4028 bp
97 Shigella flexneri 2a str. 301 Chromosome Region: 4200999 — 4205027 4028 bp
98 @il30061571 Shigella flexneri 2a str. 2457T kompletes Genom (3572221-3568193) 4028 bp
99 @i|384541581 Shigella flexneri 2002017 chromosome kompletes Genom (4240657-4244685) 4028 bp
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100 ENAJABD29672|ABD29672.1 Staphylococcus aureus subsp. aureus NCTC 8325 Location:1..1000 1000 bp
101 ENA|AAZ99145|AAZ99145.1 Staphylococcus fleurettii Location:1..485 485 bp
102 ENAJACH89076/ACH89076.1 Staphylococcus lentus Location:1..696 696 bp
103 gi|73661309 f;%%gylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus ATCC 1 etes Genom (2277486-2273935) 3551 bp
104 ENAJAAZ99156|AAZ99156.1 Staphylococcus sciuri subsp. carnaticus Location:1..485 485 bp
105 ENAJACH89091|ACH89091.1 Staphylococcus sciuri subsp. rodentium Location:1..696 696 bp
106 ENAJACH89092|ACH89092.1 Staphylococcus sciuri subsp. sciuri Location:1..696 696 bp
107 ENAIAAZ99160|AAZ99160.1 Staphylococcus vitulinus Location:1..485 485 bp
108 gnl|HPY|HP1198 Helicobacter pylori 1277049-1268377 8672 bp
109  gi|123440403 Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica 8081 kompletes Genom (329960-333988) 4028 bp

chromosome
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