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1 Einleitung, Problemstellung

An den Brauer werden heute groRe Anforderungen gestellt. Das Getrank Bier muss den hohen
Qualitatsansprichen der Verbrauchererwartung gentigen. Eine Kontamination mit bierfremden
Mikroorganismen auf dem Herstellungweg kann von leichtem Bodensatz, zu Tribungen, Uber
geschmackliche Veranderungen bis hin zur Ungeniel3barkeit des Bieres fuhren. Es muss daher
alles mogliche unternommen werden, um fremde Mikroorganismen friihzeitig nachzulweisen

Der klassischen biologischen Betriebskontrolle gelingt ein solcher Nachweis mit Hilfe von
N&hrboden in einem Zeitraum von drei bis finf Tagen. Eindeutige Identifizierungen mit Hilfe von
Selektivmedien nehmen noch mehr Zeit in Anspruch. Die Polymerase-Ketten-Reaktion verkuirzt
diesen Zeitraum auf mehrere Stunden.

Ziel dieser Arbeit war es, ein Real-Time PCR Screening-System zum Nachweis von Lactob-
acillen und Pediococcen basierend auf spezifischen Identifizierungsprimern zu entwickeln und zu
optimieren. Das System sollte nur eine kleine Gruppe von Bierschadlingen nachweisen, die den
Grol3teil aller in Brauereien auftretender Kontaminationen verursachen. Damit sollten die Proble-
me bestehender allgemeiner Screening-Systeme - mogliche positive PCR-Ergebnisse durch der
Nachweis von harmloser Begleitflora - umgangen werden. Die Tatsache, dass das Screeening au:
spezifischen Identifizierungsprimern aufgebaut ist, ermoglicht auferdem - bei Abkopplung der
Primer vom Screening - eine genaue Identifikation eines Bierschadlings.

Zur Entwicklung und Optimierung des System wurden die Kreuzreaktionen und Nachweis-
grenzen der spezifischen Identifizierungsprimer in verschiedenen Versuchsreihen bestimmt und
gegebenenfalls die Primersequenzen Uberarbeitet. Die abschliessende Versuchsreihe kombiniert
die Primer zu zwei experimentellen Screening-Systemen und prufte ihre praktische Einsatzfahig-
keit.

lvgl. Kunze (1998), S. 19ffund S. 686
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2 Grundlagen

2.1 Das Prinzip der PCR

Alle modernen Anwendungen der Polymerase-Ketten-Reaktion - kurz PCR - beruhen auf der
1983 von Kary Mullis erdachten in vitro Amplifikation von DNA. Der Name PCR leitet sich von
der exponentiellen Vermehrungsrate der DNA bei dieser Techrik ab

Ausgehend von einer anfanglichen DNA-Probe, der Template-DNA, wird in ca. 25 - 40 Zy-
klen die Menge der vorliegenden DNA vervielfaltigt. Unter optimalen Bedingungen verdoppelt
sich dabei die Menge der Template-DNA bei jedem Zyklus. Jeder einzelne besteht aus einem
Denaturierungs-, Annealing- und Elongationsschrilie Zeit- und Temperaturfiihrung der ein-
zelnen Schritte ist abhangig von der jeweiligen Anwendung, orientiert sich aber an den beteiligten
Enzymen und Reagenzien.

Die Denaturierung erfolgt bei ca. 9¢ in einem Zeitraum von etwa 15-30 Sekunden, abge-
sehen von einer initialen lAngeren Denaturierung. Die doppelstrangige DNA wird dabei in Ein-
zelstrange geteilt.

Annealing und Elongation erfolgen bei ca. ®5bzw. 72°C, werden aber bei modernen An-
wendungen héaufig auf einer Temperaturstufe bei caC&@isammengefasst. Im Annealingschritt
lagern sich Oligonucleotidprimer an die DNA-Einzelstrange an und werden im Elongationsschritt
von einer DNA-Polymerase unter Anwesenheit freier Desoxynucleosid-Triphosphate (ANTPs)
verlangert. Diese Vorgédnge wiederholen sich in jedem weiteren Zyklus. Die Primer, die dNTPs
sowie verschiedene weitere Substanzen, z.B. Magnesiumchlorid als Coenzym fir die Polymera-
se, stellt der Reaktionsansatz zur Verfuigung. Fiir den optimalen pH sorgt ein geeignetér Puffer
Eine schematische Darstellung des Reaktionsablaufs findet sich in Abbildung 1 auf der n&chsten
Seite.

Bei den Primern handelt es sich um kurze, einzelstrangige - zu einer definierten Sequenz
der Ausgangs-DNA komplementare - DNA-Molekiile. Die Gestaltung der Primer ist verantwort-
lich fir den spezifischen Ablauf der PCR. Es lassen sich gezielt nur bestimmte DNA-Teilstlicke
amplifizierenR.

Das vermehrte DNA-Segment wird mit Hilfe verschiedener Verfahren entweder nach der
PCR (Standard-PCR) oder wahrend der Durchfihrung (Real-Time-PCR) gemessen.

2ygl. Miiller (2001), S. 1

3vgl. Miilhard (1999) S.65ff; vgl. Newton und Graham (1994) S. 19ff
4vgl. Millhard (1999) S.65ff

Svgl. Newton und Graham (1994) S. 20f
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Abbildung 1: Das PCR-Prinzip: Denaturierung, Anealing und Elongation. Quelle: Milhard
(1999) S.66.

2.2 Real-Time-PCR

Bei der Real-Time-PCR wird der Amplifikationsstatus der Template-DNA direkt wahrend der
Durchfuihrung der PCR gemessen. Die Detektion erfolgt i.d.R. mit fluoreszierenden Molekdilen.
Diese sind endstandig an Oligonucleotide, &hnlich den Primern, gekoppelt. Die Sequenz ist kom-
plementar zu einem Abschnitt der nachzuweisenden Template2DNA

Das TagMan-System bedient sich eines Fluorophors (Reporter) und eines Quencher-Molekdls,
die jeweils an die Enden des Oligonucleotids geknipft sind (TagMan-Sonde). Die rdumliche Nahe
des Quencher-Molekils hindert das Fluorophor an der Emission von Licht. Trifft die Polymerase
wéhrend des Elongationsschritt auf die angelagerte TagMan-Sonde wird das Quencher-Molekl
vom Fluorophor getrennt, der Reporter kann dann Licht emittieren, welches von spezifischen
Detektoren gemessen wifdDas Prinzip wird in Abbildung 2 auf der nachsten Seite dargestellt.

Svgl. Muiller (2001), S. 61
vgl. Muller (2001), S. 63



2.2 Real-Time-PCR 4

Primer IT Sonde Q

Sonde
Primer < (f

‘\R(’
— — Sonde Q

Primer

Abbildung 2: Das Prinzip der TagMan-Sonde. R Reporter , Q Quencher. Quelle: Roche (2003)
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3 Material und Methoden

3.1 Gerate, Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Die Versuche wurden mit einem iCycler iQTM Multi-Color Real Time von BIO-RAD Labora-
tories GmbH durchgefiihrt. Das Filterset ermoglichte die gleichzeitige Online-Beobachtung von
vier verschiedenen Fluorophoren (vgl. Tabelle 1). Die Thresholdcycles positiver Befunde werden
von der Software des Gerétes automatisch bestimmit.

Tabelle 1: Mit dem iCycler detektierbare Fluorophore angegeben mit Extinktions- und Emissi-
onswellenlangen

Fluorophor | Extinktion (nm) | Emission(nm)
Cy5 649 670
FAM 488 518
HEX 466 556
6-ROX 575 602

Die Polymerase (Qiagen Hotstart) und der PCR-Puffer stammen von Qiagen, das verwendete
MgCl; von Roche bzw. Qiagen, und die dNTP’s von Amersham Pharmacia. Die Primer wurden
von MWG Biotech AG synthetisiert, die TagMan-Sonden von Metabion. Alle Sequenzen sind
Teil eines laufenden Forschungsprojekts und werden daher nicht veréffentlicht. Von den Sonden
stehen Varianten fir die Detektion bei unterschiedlichen Wellenlangen zu Verfigung.

3.2 Aufbau der PCR-Systeme

Die Systeme der Identifizierungsprimer aus einem spezifischen Vorwartsprimer und einem uni-
versellen Rickwartsprimer. Die amplifizierte DNA wird mit Hilfe einer universellen Sonde de-
tektiert. Ruckwartsprimer und Sonde sind in ihrer DNA-Sequenz so gestaltet, dass sie auf eine
Vielzahl von Lactobacillen, Pediococcen und anderen Bakterien gassen

Vorteilhaft bei diesem Aufbau ist die, selbst bei einer Kombination der Einzelsysteme, gerin-
ge Anzahl von Primern und Sonden im Reaktionsmix. Hohe Zahlen senken die Sensitivitat des
PCR-Systems und erh6hen die Gefahr von unspezifischen ReaRtionen

8ygl. Panit (2003)
Svgl. Miilhard (1999), S. 68ff
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3.3 Versuchsdurchftihrung

Fur alle Versuche wurde als Template ein DNA-Isolat des entsprechenden Mikroorganismus mit
einer Konzentration von 1 ngl verwendet’. Fir die Bestimmung der Nachweisgrenzen wurde,
ausgehend von dieser Konzentration, eine dekadische Verdiinnungsreihe eingesetzt (vgl. 4.2.1 au
Seite 13). Das Temperaturprofil fur alle Versuche setzte sich aus einer 12 minttigen Vordenatu-
rierung bei 95C, gefolgt von 40 Zyklen mit je 98C fur 15 Sekunden und 60 fur 60 Sekunden
zusammen. Die Messung des Fluoreszenzsignals erfolgte jeweils am Ende eines Zyklus.

Fur die Bestimmung der Kreuzreaktionen der einzelnen spezifischen Identifikationsprimer
wurde der PCR-Ansatz aus Tabelle 2 auf der nédchsten Seite verwendet. Getestet wurde geger
eine Auswahl von Bierschadlingen (vgl. 4.1 auf Seite 8ff, und Anhang A auf Seite 25). Bei diesen
Versuchen ist zu beachten, dass aufgrund der hohen verwendeten DNA-Konzentration nur bei
Tresholdcycles kleiner als 35 auftretende Kreuzreaktionen praxisrelevant sind. Praxisproben mit
Spurenkontaminationen weisen i.d.R. wesentlich geringere Konzentrationen auf.

Der gleiche PCR-Ansatz kam bei den Versuchen beziglich der Nachweisgrenzen zum Ein-
satz. Vergleichend wurde dieselben Verdinnungsreihen mit dem 630c Screening-System (vgl.
Tabelle 3 auf der nachsten Seite) getestet. Alle Versuche erfolgten in Doppelbestimmung. Die
Berechnung der PCR-Effizienz (Efficiency) zur Bewertung der Primer erfolgte nach folgenden
Formeln aus der Standardkurve.

Exponential Ampli fication = 10(—1/store)
Ef ficiency = (Exponential Ampli fication — 1) * 100%

Eine Effizienz von 100 % lasst auf einen optimalen Ablauf der PCR schlie3en. Die Tem-
platemenge verdoppelt sich bei diesem Wert mit jedem Zyklus. Eine zu hohe oder zu niedrige
Effizienz schrénkt die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse ein und lasst Rickschlisse auf einen
ungunstigen Reaktionsverlauf (z.B. spéates extrem starkes Einsetzen der Reaktion, vgl. Abb. 7 auf
Seite 17) zUi. Folglich ist eine hohe Effizienz (z.B. 150 %) nicht wiinschenswert, sondern ein
Wert nahe der 100 % Marke.

10protokoll zur DNA-Isolierung Panit (2003) S. 14f
Lygl. Stratagene (2003) und 2.1 auf Seite 2
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Tabelle 2: Standardansatz zur Bestimmung der Kreuzreaktionen und Nachweisgrenzen der spezi-
fischen Identifikationsprimer

PCR-Volumen 25,00 ul
Template-Volumen 2,50 pul
Puffer 1,00 x
Mg** 3,00 mM
Getesteter Primer 500,00 nM
zugehoriger Ruckwartsprimer [tag_rp, pm_rp (pm), 767 (lind_m, pla3)]500,00 nM
zugehorige Sondg295, pm576 (pm), 707(lind_m, pla3)] 200,00 nM
dNTPs 200,00 pm
Polymerase 2,00 U

Tabelle 3: PCR-Ansatz des Screening-Systems 630c

PCR-Volumen 25,00 ul
Template-Volumen 2,50 ul
Puffer 1,00 x
Mg?* 3,00 mM
Primer 1: 630c 500,00 nM
Primer 2: lindm 500,00 nM
Primer 3: pla 250,00 nM
Ruckwartsprimer: 767 | 500,00 nM
Sonde: 707 200,00 nM
dNTPs 200,00 pm
Polymerase 2,00 U
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4 Auswertung

4.1 Kreuzreaktionen der spezifischen Identifikationsprimer

Bei allen Versuchen in diesem Kapitel wurde eine doppelte Positivkontrolle mit einem DNA-
Isolat des entsprechenden Mikroorganismus durchgefuhrt. Alle Primer zeigten die erwarteten
Nachweisreaktionen.

4.1.1 brl; Nachweis vorLactobacillus brevis
Bei dem Test des mit brl bezeichneten Primers zum Nachweis von Lactobacillus brevis traten
keine Kreuzreaktionenen auf (vgl. Tabelle 4).

Tabelle 4: Kreuzreaktionen des brl-Primers (bei aufgetretenen Kreuzreaktionen ist der Treshold-
cycle in Klammern angegeben)

BS 3 BS 4 BS 6 BS 41 BS 42 BS 46 BS109 | BS 111
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ
BS112 | BS189 |BS190 | BS195 |BS203 |BS218 |BS221 |BS224
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ
BS225 | BS226 |BS230 | BS232 |BS233 |BS235 |BS239 |BS244
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ

BS246 | BS248 |BS264 |BS268 | BS269 | BS271 | BS272
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ

4.1.2 casl; Nachweis vohactobacillus casei

Die Bestimmung der Kreuzreaktionen des mit casl bezeichneten Primers zum Nachweis von
Lactobacillus casei zeigte nur den erwarteten Befund bei Lactobacillus paracasei (BS 225). Diese
Mikroorganismen sind nahe verwandt und kénnen mit dem cas1 Primer nicht unterschieden wer-
den. Die Kreuzreaktion mit Pectinatus frisingensis (BS 42) ist vernachlassigbar (vgl. Tabelle 5 auf

der nachsten Seite).

4.1.3 coll; Nachweis voractobacillus collinoides

Die Bestimmung der Kreuzungreaktionen des mit coll bezeichneten Primers zum Nachweis von
Lactobacillus collinoides zeigte viele Kreuzreaktionen. Der Primer muss fur den Praxiseinsatz
Uberarbeitet werden (vgl. Tabelle 4.1.3).
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Tabelle 5: Kreuzreaktionen des casl1-Primers (bei aufgetretenen Kreuzreaktionen ist der Treshold-
cycle in Klammern angegeben)

BS 4 BS 6 BS 40 BS 41 BS 42 BS 46 BS 109 | BS 111
negativ | negativ | negativ | negativ | positiv negativ | negativ | negativ
(36,9)

BS112 | BS189 |BS190 | BS195 |BS203 |BS218 |BS221 |BS224
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ
BS225 | BS226 |BS230 | BS232 |BS233 | BS235 |BS239 |BS244
positiv negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ
(19.8)

BS246 | BS248 |BS264 |BS268 |BS269 |BS271 |BS272

negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ

Tabelle 6: Kreuzreaktionen des coll-Primers (bei aufgetretenen Kreuzreaktionen ist der Treshold-
cycle in Klammern angegeben)

BS 3 BS 4 BS 6 BS 40 BS 41 BS 42 BS 46 BS 109

positiv negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ

(34,3)

BS111 | BS189 |BS190 | BS195 |BS203 |BS218 |BS221 |BS224

negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | positiv
(29,9)

BS225 | BS230 |BS232 | BS233 |BS235 | BS239 |BS240 |BS244

positiv negativ | negativ | negativ | positiv positiv positiv positiv

(26,7) (32,5) (30,2) (30,4) (29,7)

BS246 | BS248 |BS264 |BS268 |BS269 |BS271 | BS272

positiv negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ

(31,3)

4.1.4 cor2m; Nachweis vorLactobacillus coryniformis

Bei dem Test des mit cor2m bezeichneten Primers zum Nachweis von Lactobacillus coryniformis
traten keine Kreuzreaktionenen auf (vgl. Tabelle 7 auf der nachsten Seite).

4.1.5 pabul; Nachweis voractobacillus parabuchneri

Die Bestimmung der Kreuzreaktionen des mit pabul bezeichneten Primers zum Nachweis von
Lactobacillus parabuchneri zeigte nur den erwarteten Befund bei Lactobacillus buchneri (BS
264). Diese Mikroorganismen sind nahe verwandt und kdnnen mit dem pabul Primer nicht un-
terschieden werden. Die Kreuzreaktion mit Pediococcus parvulus (BS 269) ist vernachlassigbar
(vgl. Tabelle 8 auf der nachsten Seite).



4.1 Kreuzreaktionen der spezifischen Identifikationsprimer 10

Tabelle 7: Kreuzreaktionen des cor2m-Primers (bei aufgetretenen Kreuzreaktionen ist der Tres-
holdcycle in Klammern angegeben)

BS 3 BS 4 BS 6 BS 40 BS 41 BS 42 BS 46 BS 111
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ
BS112 | BS189 |BS190 |BS195 |BS203 |BS218 |BS221 |BS224
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ
BS225 | BS226 |BS230 | BS232 |BS233 |BS235 |BS239 |BS244
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ

BS246 | BS248 | BS264 |BS268 |BS269 |BS271 | BS272
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ

Tabelle 8: Kreuzreaktionen des pabul-Primers (bei aufgetretenen Kreuzreaktionen ist der Tres-
holdcycle in Klammern angegeben)

BS3 BS 4 BS 40 BS 41 BS 42 BS 46 BS 109 | BS111
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ
BS112 | BS189 |BS190 |BS195 | BS203 |BS218 |BS221 |BS224
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ
BS225 | BS226 |BS230 |BS232 | BS233 |BS235 |BS239 |BS244
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ
BS246 | BS248 | BS264 | BS268 | BS269 |BS271 | BS272
negativ | negativ | positiv negativ | positiv negativ | negativ
(22,9) (37.7)

4.1.6 ped; Nachweis voriPediococcus damnosus

Die Bestimmung der Kreuzreaktionen des mit ped bezeichneten Primers zum Nachweis von Pe-
diococcus damnosus zeigte nur eine Kreuzreaktion bei Lactobacillus plantarum (BS 111) und
Pediococcus inopinatus (BS 195), diese Kreuzreaktionenen sind nicht vernachlassigbar (vgl. Ta-
belle 9 auf der nachsten Seite). Eine Veranderung der Primersequenz wirkte zwar den Kreuzreak-
tionen entgegen (vgl. 4.1.7), allerdings wurde dadurch die Nachweisgrenze erheblich verschlech-
tert (vgl. 4.2.7 auf Seite 19).

4.1.7 pedl; Nachweis vorPediococcus damnosus

Die Bestimmung der Kreuzreaktionen des mit ped1 bezeichneten Primers zum Nachweis von Pe-
diococcus damnosus zeigte nur einen Befund bei Pediococcus inopinatus (BS 195), diese Kreuz-
reaktion ist vernachlassigbar (vgl. Tabelle 10 auf der nachsten Seite).



4.1 Kreuzreaktionen der spezifischen Identifikationsprimer 11

Tabelle 9: Kreuzreaktionen des ped-Primers (bei aufgetretenen Kreuzreaktionen ist der Treshold-
cycle in Klammern angegeben)

BS 3 BS 4 BS 6 BS 40 BS 42 BS 46 BS109 | BS11l1
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | positiv

(32,8)

BS112 | BS189 |BS190 | BS195 |BS203 |BS218 |BS221 |BS224
negativ | negativ | negativ | positiv negativ | negativ | negativ | negativ
(28,6)
BS225 | BS226 |BS230 | BS232 |BS233 |BS235 |BS239 |BS244
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ

BS246 | BS248 | BS264 |BS268 |BS269 |BS271 | BS272
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ

Tabelle 10: Kreuzreaktionen des pedl-Primers (bei aufgetretenen Kreuzreaktionen ist der Tres-
holdcycle in Klammern angegeben)

BS 3 BS 4 BS 6 BS 40 BS 42 BS 46 BS109 | BS 111
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ
BS112 | BS189 |BS190 | BS195 |BS203 |BS218 |BS221 |BS224
negativ | negativ | negativ | positiv negativ | negativ | negativ | negativ
(38,6)
BS225 | BS226 |[BS230 |BS232 |BS233 |BS235 |BS239 |BS244
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ

BS246 | BS248 |BS264 |BS268 |BS269 |BS271 |BS272
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ

4.1.8 per; Nachweis voriLactobacillus perolens

Die Bestimmung der Kreuzreaktionen des mit per bezeichneten Primers zum Nachweis von Lac-
tobacillus perolens zeigte nur einen Befund bei Micrococcus kristinae (BS 239), diese Kreuzre-
aktion ist vernachlassigbar (vgl. Tabelle 11 auf der néchsten Seite).

4.1.9 pla3; Nachweis vorLactobacillus plantarum

Die Bestimmung der Kreuzreaktionen des mit pla3 bezeichneten Primers zum Nachweis von Lac-
tobacillus plantarum zeigte nur einen Befund bei Lactobacillus curvatus (BS 218), diese Kreuz-
reaktion ist vernachlassigbar (vgl. Tabelle 12 auf der nachsten Seite).



4.1 Kreuzreaktionen der spezifischen Identifikationsprimer 12

Tabelle 11: Kreuzreaktionen des per-Primers (bei aufgetretenen Kreuzreaktionen ist der Treshold-
cycle in Klammern angegeben)

BS3 BS 4 BS 6 BS 40 BS 41 BS 42 BS 46 BS 109
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ
BS111 |[BS112 |BS189 |BS190 |BS195 |BS203 |BS218 |BS221
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ
BS224 | BS225 |BS230 |BS232 | BS233 |BS235 |BS239 |BS244
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | positiv negativ
(36.,4)

BS246 | BS248 |BS264 |BS268 |BS269 |BS271 | BS272
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ

Tabelle 12: Kreuzreaktionen des pla3-Primers (bei aufgetretenen Kreuzreaktionen ist der Tres-
holdcycle in Klammern angegeben)

BS 3 BS 4 BS 6 BS 40 BS 41 BS 42 BS 46 BS 109
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ
BS112 | BS189 |BS190 |BS195 |BS203 |BS218 |BS221 |BS224
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | positiv negativ | negativ
(35,9)
BS225 | BS226 |[BS230 |BS232 |BS233 |BS235 |BS239 |BS244
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ

BS246 | BS248 |BS264 |BS268 |BS269 |BS271 |BS272
negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ | negativ
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4.2 Nachweisgrenzen der spezifischen ldentifikationsprimer
4.2.1 brl; Nachweis vorLactobacillus brevis

Zur Bestimmung dieser und der folgenden Nachweisgrenzen wurde ausgehend von der Aus-
gangskonzentration des jeweiligen DNA Isolats - 1uhg/eine dekadische Verdinnungsreihen
angelegt, d.h. bei einer Verdiinnung viiT! betrug die Konzentration 0,1 ng/ bei 1072 0,01

ng/ul, fortgesetzt bisl0~". Die logarithmische Auftragung und lineare Regression wurden mit
dem Programm Sigmaplot 8.0 durchgefiihrt. Zur Bestimmung der Nachweisgrenze des brl Pri-
mers wurde das DNA Isolat mit der Bezeichnung BS 40 als Ausgangspunkt fir die Verdinnungs-
reihe verwendet.

40
35 -
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0 25 4
(- ]
20;
157""l""l""l""l""l
-6 -5 -4 -3 -2 -1 0
Log Quantity
R? Slope Amplification Efficiency
brl 0,955 -2,820 2,263 126 %
630C 0,988 -3,823 1,826 183 %

Abbildung 3: Nachweisgrenze des brl Primers. Im Diagramm sind die Treshold Cyc)ds 1(

(M) 630c) den entsprechenden Verdinnungen zugeordnet und die zugehdrigen linearen Regres:
sionen (—brl, - - - 630c) dargestellt. Die angeschlossene Tabelle gibt Auskunft Gber die Eckdaten
der Regressionen und die Kennzahlen der PCR (vgl. 3.3 auf Seite 6).
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4.2.2 casl; Nachweis vohactobacillus casei

Die Verdinnungsreihe wurde analog zu 4.2.1 auf der vorherigen Seite angelegt. Zur Bestimmung
der Nachweisgrenze des casl Primers wurde das DNA Isolat mit der Bezeichnung BS 3 als Aus-
gangspunkt fur die Verdiinnungsreihe verwendet.

40
35 -
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20;
157""l""l""l""l""l
-6 -5 -4 -3 -2 1 0
Log Quantity
R? Slope Amplification Efficiency
casl 0,995 -3,220 2,044 104 %
630C 0,999 -3,626 1,887 89 %

Abbildung 4: Nachweisgrenze des casl Primers. Im Diagramm sind die Treshold Cwdles ((
casl, @) 630c) den entsprechenden Verdinnungen zugeordnet und die zugehdrigen linearen Re-
gressionen (—casl, - - - 630c) dargestellt. Die angeschlossene Tabelle gibt Auskunft tber die
Eckdaten der Regressionen und die Kennzahlen der PCR (vgl. 3.3 auf Seite 6).
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4.2.3 cor2m; Nachweis vorLactobacillus coryniformis

Die Verdunnungsreihe wurde analog zu 4.2.1 auf Seite 13 angelegt. Zur Bestimmung der Nach-
weisgrenze des cor2m Primers wurde das DNA Isolat mit der Bezeichnung BS 109 als Ausgangs-
punkt fur die Verdiinnungsreihe verwendet.

Treshold Cycle

15 L [ L I L |
-5 -4 -3 -2 -1 0

Log Quantity

R? Slope Amplification Efficiency
cor2m 0,997 -3,495 1,933 93 %
630C 0,998 -3,760 1,845 85 %

Abbildung 5: Nachweisgrenze des cor2m Primers. Im Diagramm sind die Treshold Cycjes ((
cor2m, @) 630c) den entsprechenden Verdiinnungen zugeordnet und die zugehérigen linearen
Regressionen (—cor2m, - - - 630c) dargestellt. Die angeschlossene Tabelle gibt Auskunft Gber
die Eckdaten der Regressionen und die Kennzahlen der PCR (vgl. 3.3 auf Seite 6).
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4.2.4 lindm; Nachweis vonLactobacillus lindneri

Die Verdunnungsreihe wurde analog zu 4.2.1 auf Seite 13 angelegt. Zur Bestimmung der Nach-
weisgrenze des lindm Primers wurde das DNA Isolat mit der Bezeichnung BS 4 als Ausgangs-
punkt fur die Verdiinnungsreihe verwendet.

Treshold Cycle

15 L L L L L
-5 -4 -3 -2 -1 0

Log Quantity

R? Slope Amplification Efficiency
lindm 0,997 -3,900 1,805 81 %
630C 0,999 -3,647 1,880 88 %

Abbildung 6: Nachweisgrenze des lindm Primers. Im Diagramm sind die Treshold Cyales ((
cor2m, @) 630c) den entsprechenden Verdiinnungen zugeordnet und die zugehérigen linearen
Regressionen (—lindm, - - - 630c) dargestellt. Die angeschlossene Tabelle gibt Auskunft Gber die
Eckdaten der Regressionen und die Kennzahlen der PCR (vgl. 3.3 auf Seite 6).
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4.2.5 pabul; Nachweis voractobacillus parabuchneri

Die Verdunnungsreihe wurde analog zu 4.2.1 auf Seite 13 angelegt. Zur Bestimmung der Nach-
weisgrenze des pabu Primers wurde das DNA Isolat mit der Bezeichnung BS 6 als Ausgangspunkt
fur die Verdinnungsreihe verwendet.

Der Schnittpunkt der Regressionsgeraden bei Log Quantity -4 (vgl. Abbildung 7) lasst den
Nachweis dieser Konzentration mit dem pabu Primer erwarten. Der ausbleibende Nachweis liegt
maoglicherweise in der Schwankungsbreite des Schnittpunkts begriindet. Die Bestimmtheitsgrade
der Regressionen lassen diese Annahme zu.

Treshold Cycle

20

15 L [ L I L |
-5 -4 -3 -2 -1 0

Log Quantity

R? Slope Amplification Efficiency
pabul 0,977 -2,507 2,505 151 %
630C 0,993 -3,575 1,904 90 %

Abbildung 7: Nachweisgrenze des pabul Primers. Im Diagramm sind die Treshold Cwgles ((
pabul, W) 630c) den entsprechenden Verdinnungen zugeordnet und die zugehdrigen linearen
Regressionen (—pabul, - - - 630c) dargestellt. Die angeschlossene Tabelle gibt Auskunft Gber
die Eckdaten der Regressionen und die Kennzahlen der PCR (vgl. 3.3 auf Seite 6).
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4.2.6 pla3; Nachweis vorLactobacillus plantarum

Die Verdunnungsreihe wurde analog zu 4.2.1 auf Seite 13 angelegt. Zur Bestimmung der Nach-
weisgrenze des pla3 Primers wurde das DNA Isolat mit der Bezeichnung BS 111 als Ausgangs-
punkt fur die Verdiinnungsreihe verwendet.

40
35 -
® ]
g 30
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o
ﬁ ]
0 25 4
- ]
20 —
15 7 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5 -4 -3 2 -1 0
Log Quantity
R? Slope Amplification Efficiency
pla3 0,977 -3,188 2,058 106 %
630C 0,976 -3,670 1,873 87 %

Abbildung 8: Nachweisgrenze des pla3 Primers. Im Diagramm sind die Treshold Cy&)es ((
pla3, @) 630c) den entsprechenden Verdinnungen zugeordnet und die zugehdrigen linearen Re-
gressionen (—pla3, - - - 630c) dargestellt. Die angeschlossene Tabelle gibt Auskunft tGber die
Eckdaten der Regressionen und die Kennzahlen der PCR (vgl. 3.3 auf Seite 6).
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4.2.7 ped, pedl; Nachweis voRediococcus damnosus

Die Verdunnungsreihe wurde analog zu 4.2.1 auf Seite 13 angelegt. Zur Bestimmung der Nach-
weisgrenze der ped, pedl Primer wurde das DNA Isolat mit der Bezeichnung BS 41 als Aus-
gangspunkt fur die Verdiinnungsreihe verwendet.

@
(8]
>
O
k)
o
[
=
15 7 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5 -4 -3 2 -1 0
Log Quantity
R? Slope Amplification Efficiency
ped 0,985 -3,397 1,970 97 %
pedl 0,862 -2,573 2,447 106 %
630C 0,987 -3,687 1,867 87 %

Abbildung 9: Nachweisgrenze der ped, pedl Primer. Im Diagramm sind die Treshold Cygles ((
ped, @) pedl, @) 630c) den entsprechenden Verdinnungen zugeordnet und die zugehdrigen
linearen Regressionen (—ped, ...pedl, - - - 630c) dargestellt. Die angeschlossene Tabelle gibt
Auskunft iber die Eckdaten der Regressionen und die Kennzahlen der PCR (vgl. 3.3 auf Seite 6).
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4.2.8 pm; Nachweis vorPectinatus spp., Megasphaera cerevisiae

Die Verdunnungsreihe wurde analog zu 4.2.1 auf Seite 13 angelegt. Zur Bestimmung der Nach-
weisgrenze des pm Primers wurde das DNA Isolat mit der Bezeichnung BS 42 als Ausgangspunkt
fur die Verdinnungsreihe verwendet.

Pectinatus frisingensis (BS 42) und Megasphaera cerevisiae (BS 46) werden vom 630C-
Screening nicht erfasst, darum ist in Abbildung 10 nur die Nachweisgrenze des pm Primers dar-
gestellt.

40
35 —
° ]
g 30 -
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15 7 T T T T ) T T T T ) T T T T ) T T T T ) T T T T )
-6 -5 -4 -3 -2 -1 0
Log Quantity
R? Slope Amplification Efficiency
pm 0,999 -3,421 1,960 96 %

Abbildung 10: Nachweisgrenze des pmtaq Primers. Im Diagramm sind die Treshold Cycles
((a) pm) den entsprechenden Verdiunnungen zugeordnet und die zugehdorige lineare Regressior
(—pmtaq) dargestellt. Die angeschlossene Tabelle gibt Auskunft Gber die Eckdaten der Regres-
sion und die Kennzahlen der PCR (vgl. 3.3 auf Seite 6).
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4.3 Kombinationssysteme

In den letzten Versuchsreihen wurden die Einzelprimer in zwei verschiedenen Screening-Systemer
kombiniert. Der Vergleich der beiden mit dem 630C Screening ist in Tabelle 13 dargestellt.

Das blc2p4 System (Name abgeleitet von den Anfangsbuchstaben der Primer) besteht aus
den Primern brl, lind_m, casl, cor2m, ped, pla3, pabu sowie dem taq_rp Ruckwartsprimer (Kon-
zentration 500nm), den pm Vorwarts- und Ruckwartsprimer (400nm), sowie den Sonden 707, 295
und pm576 (200nm). Das Fluoreszenzsignal wurde auf den Kanalen FAM (707, 295) und ROX
(pm576) gemessen (vgl. Tabelle 1 auf Seite 5).

Bei der Durchfihrung der Versuche wurden weitere Kreuzreaktionen mit Lactobacillus rhamno-
sus und Lactobacillus zeae festgestellt. Sie wurden mit hoher Wahrscheinlichkeit vom cas1 Pri-
mer detektiert. Die DNA-Sequenzen der beiden Mikroorganismen sind der von Lactobacillus
casei sehr ahnlich, friiher erfolgte ihre Einteilung als subspecies von Lactobacillié.casei

Das Screening und relevante Bierschadlinge System ist eine Kombination aus dem oben be-
schriebenen blc2p4 System und dem 630C Screening System (vgl. Tabelle 3 auf Seite 7) sowie
einer internen Positivkontrolle. Dabei wurde 630C auf dem FAM Kanal (Primer: 630C, lind_m,
pla, 767, Sonde 707)), bc2p4 auf dem CY5 (Primer: brl, casl, cor2m, ped, pla3, pabu, taq_rp,
Sonde 295CY5) und dem ROX Kanal(pm, Sonde pm576) gemessen. Die interne positiv Kontrol-
le - gemessen auf HEX (Sonde Y58HEX) - besteht aus dem cat_fw, cat_rw Primerpaar und dem
zugehdorigen DNA-Isolat (Candida tropicalis). Ziel dieser Kombination ist es ein evtl. positives
Signal des breiten 630C Screenings einer engen Gruppe relevanter Bierschadlinge zuzuordner
(bc2p4), die interne Positivkontrolle hatte den Praxiseinsatz vereinfacht. Allerdings zeigten die
Versuche nur mangelhafte Ergebnisse (vgl. Tabelle 13 und 5 auf der nachsten Seite).

Tabelle 13: Vergleich verschiedener Systeme kombinierter Primer. Angegeben sind die Treshold
Cycles ausgewahlter Bierschadlinge, die von den Systemen erfasst werden.

630c | blc2p4 | Screening & relevante BS

Lactobacillus casei (BS 3) 22,7 | 24,8 | 26,6 -
Lactobacillus lindnerii (BS 4) 22,4 | 235 | 31,6 -
Lactobacillus parabuchneri (BS 6) | 20,85| 24,15 | 24,6 -
Lactobacillus brevis (BS 40) 21,95| 27,8 | 25,6 30,4
Pediococcus damnosus (BS 41) 24,2 | 27,35 | 27,6 -
Pectinatus frisingensis (BS 42) 19,6 | 19,7 22,1
Lactobacillus coryniformis (BS 109) 23,05| 22,4 | 26,3 -
Lactobacillus plantarum (BS 111) | 23,6 | 24,4 | 27,6 -

2ygl. Yansanyaet al. (2003) und Tilsala-Timisjarvi und Allatossava (1997)
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5 Diskussion und Ausblick

Die Versuche bestéatigen die Praxistauglichkeit der spezifischen ldentifikationsprimer, sowohl
einzeln zur Identifikation als auch kombiniert in einem Screening-System. Davon ist der mit
coll bezeichnete Primer aufgrund seiner zahlreichen Kreuzreaktionen als einziger auszunehmen
(vgl. 4.1.3 auf Seite 8). Beim Nachweis von Pediococcus damnosus muss fur das jeweilige Ein-
satzgebiet der richtige Primer gewéhlt werden. Im Screening-System kann der ped Primer oh-
ne weiteres zum Einsatz kommen, es treten nur Kreuzreaktionen mit Mikroorganismen auf, die
von Screening sowieso mit abgedeckt werden. Folglich muss jedoch als einzelner Identifikati-
onsprimer pedl genutzt werden, um ein aussagekraftiges Ergebnis zu erhalten. Dabei kann abel
aufgrund der schlechten Nachweisgrenze (vgl. 4.2.7 auf Seite 19) je nach Ausgangskonzentration
eine Aufkonzentrieriung der Template DNA, z.B. in Form einer Anreicherungskultur, erforderlich
sein.

Die Kombination der brl, lind_m, casl, cor2m, ped, pla3, pabu und pm Primer im blc2p4
Screening-System brachte gute Ergebnisse. Die Nachweisgrenzen sind nur unwesentlich schlech:
ter als bei dem unspezifischeren 630C System (vgl. 4.3 auf der vorherigen Seite). Mit dieser Kom-
bination der einzelnen Primer ist das Ziel ein Screening System, das sich nur auf den Nachweis
einer eingeschrankten Gruppe von Bierschadlingen konzentriert (vgl. 1 auf Seite 1) im Wesentli-
chen erfullt.

Die Kombination des blc2p4 mit dem 630C System und einer internen Positivkontrolle fihrte
zu mangelhaften Ergebnissen (vgl. 4.3 auf der vorherigen Seite). Mit grol3er Wahrscheinlichkeit
treten die 630C und blc2p4 Primer in Konkurrenz um die Template DNA, zusatzlich dazu bean-
sprucht die interne Postivkontrolle einen Teil der Polymeraseaktivitat fir sich. Dadurch stehen
fur jede Sonde weniger DNA-Material pro Zyklus zur Verfugung und die Treshold Cycles ver-
schieben sich in den hohen Bereich bis hin zum fehlenden Nachweis (vgl. Tabelle 13 auf der
vorherigen Seite).

Ausgehend von den gewonnenen Ergebnissen erschlie3en sich verschiedene Mdglichkeiten
weiter vorzugehen. Der coll Primer kdnnte weiter entwickelt und in das blc2p4 Screening-System
integriert werden. Mit Hilfe von fertigen PCR-Mixen kdnnte ein PCR-Kit zum Einsatz in der
biologischen Betriebsiiberwachung entwickelt werden.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Real-Time PCR Screening-System zum Nachweis von Lac-

tobacillen / Pediococcen basierend auf spezifischen ldentifizierungsprimern entwickelt und opti-

miert. Es wurden Versuche zu den Kreuzreaktionen und Nachweisgrenzen der Primer durchge-
fuhrt.

Dadurch wurde die Praxistauglichkeit der spezifischen Identifikationsprimer, sowohl einzeln
zur ldentifaktion als auch kombiniert in einem Screening-System basierend auf TagMan-Sonden
bestatigt. Davon ist der mit coll bezeichnete Primer aufgrund seiner zahlreichen Kreuzreaktionen
als einziger auszunehmen. Beim Nachweis von Pediococcus damnosus wird flr das Screening-
System der ped Primer aufgrund seiner niederigeren Nachweisgrenze genutzt, fir die Identifika-
tion sollte der pedl Primer herangezogen werden, er gewahrleistet eine héhere Spezifitdt durch
weniger ausgepragte Kreuzreaktionen.

Das blc2p4 Screening-System basierend auf den spezifischen Identifizierungsprimern detek-
tiert mit einer ausreichenden Nachweisgrenze spezifisch die gewlinschten Mikroorganismen (L.
brevis, L. lindneri, L. coryniformis, L. casei, L. plantarum, L. parabuchneri, P. damnosus, M.
cerevisiae und P. spp). Die Kombination des blc2p4 mit dem 630C System und einer internen
Positivkontrolle fuhrte zu mangelhaften Ergebnissen.
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A Liste der Mikroorganismen

Tabelle 14: Liste der Mikroorganismen

BS 3 Lactobacillus casei BS 225| Lactobacillus paracasei
BS4 Lactobacillus lindneri BS 226| Lactobacillus perolens

BS 6 Lactobacillus parabuchneri BS 230| Leuconostoc lactis

BS 40 | Lactobacillus brevis BS 232| Weisella mesenteroides
BS 41 | Pediococcus damnosus BS 233 | Escherichia coli

BS 42 | Pectinatus frisingensis BS 235| Pseudomonas aeruginosa
BS 46 | Megasphaera cerevisiae BS 239| Micrococcus kristinae

BS 109| Lactobacillus coryniformis BS 240| Lactobacillus perolens

BS 111 | Lactobacillus plantarum BS 244 | Pantoea dispersa

BS 112| Lactobacillus collinoides BS 246| Obesumbacterium proteus
BS 189| Gluconobacter oxidans BS 248| Sarcina maxima

BS 190| Acetobacter pasteurianus BS 264 | Lactobacillus buchneri

BS 195| Pediococcus inopinatus BS 268 | Pediococcus pentosaceus
BS 203| Leuconostoc mesenteroides BS 269 | Pediococcus parvulus

BS 218| Lactobacillus curvatus BS 271 | Lactobacillus amylolyticus
BS 221| Lactobacillus gasseri BS 272| Lactobacillus amylovorus
BS 224 | Lactobacillus johnsonii




