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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Gattung Brucella

Brucellen sind gramnegative kokkoide Stdbchen der GréBe 0,5-0,7 um x 0,6-1,5 um. Sie
liegen meist als einzelne Zellen vor, kommen jedoch auch paarweise und als kleine Ketten
oder Griippchen vor (sieche Abbildung 1-1). Sie leben unter aeroben Bedingungen, sind
unbeweglich und bilden keine Sporen (Corbel und Banai, 2005). Brucellen sind fakultativ
intrazelluldr lebende Bakterien, die jedoch gut auf Kulturmedien wachsen und auch in der

Umwelt iiberleben konnen.

y

[ Copyright: Dennis Kunkel Microscopy, Inc.

Abbildung 1-1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Brucella abortus; REM-Aufnahme bei 3.900facher
VergroBerung.

Bisher wurden zehn Brucella-Spezies beschrieben, die verschiedene Wirte bevorzugen (siehe

Tabelle 1-1):
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Tabelle 1-1:  Spezies der Gattung Brucella.
Spezies Wirt Referenz
B. melitensis Schaf, Ziege (Hughes, 1893; Meyer und Shaw, 1920)
B. abortus Rind (Meyer und Shaw, 1920; Schmidt, 1901)
B. suis Schwgln, Wildschwein, Feldhase, (Huddleson, 1929)

Rentier, Nager
B. ovis Schaf (Buddle, 1956)

B. neotomae

B. canis

B. ceti

B. pinnipedialis
B. microti

B. inopinata

Amerikanische Buschratte
Hund

Schweinswal, Tiimmler
Seehund

Feldmaus

Wirt unbekannt

(Stoenner und Lackman, 1957)
(Carmichael und Bruner, 1968)
(Cloeckaert et al., 2001; Foster et al., 2007)
(Cloeckaert et al., 2001; Foster et al., 2007)
(Hubalek et al., 2007; Scholz et al., 2008b)
(De et al., 2008; Scholz et al., 2010)

Einige Brucella-Spezies werden weiter in Biovare unterteilt. Fiir B. melitensis sind die
Biovare 1-3 beschrieben, fiir B. abortus die Biovare 1-7 und 9 und fiir B. suis die Biovare 1-5.
Wihrend bei B. melitensis und B. abortus alle Biovare die in Tabelle 1-1 angegebenen Wirte
bevorzugen, finden sich die Biovare von B. suis in unterschiedlichen Wirten: Die Biovare 1
und 3 infizieren Haus- und Wildschweine, Biovar 2 Hausschweine und Feldhasen; Biovar 4
ist aus Rentieren isoliert und Biovar 5 in Nagern nachgewiesen worden (Whatmore, 2009).
B. microti konnte nicht nur aus der Feldmaus, sondern auch aus Lymphknoten von
Rotfiichsen isoliert werden. Des Weiteren wird ein natiirliches Habitat im Boden diskutiert
(Scholz et al., 2008a; Scholz et al., 2009). Damit ist dies die bisher einzige nachgewiesene
Brucella-Art, die auBBerhalb des Sdugetier-Wirtes ein Reservoir hat (Audic et al., 2009). Zu
der kiirzlich beschriebenen Spezies B. inopinata konnte noch kein bevorzugter Wirt
identifiziert werden. Allerdings zeigte sich, dass bei einer phylogenetischen Analyse aufgrund
der omp2a/2b-Gene die beiden einzigen bekannten B. inopinata-Stamme BO1 und BO2 am
nichsten mit dem atypischen B. suis-Stamm 83-210 verwandt sind, der aus einem Nager aus
Australien isoliert worden war. Moglicherweise konnte diese Verwandtschaft einen
Riickschluss auf das Reservoir von B. inopinata ermoglichen (Tiller et al.,, 2010).
Grundsitzlich konnen alle Brucella spp. Saugetiere infizieren (Glynn und Lynn, 2008).

Die Einteilung in Biovare erfolgt auf Grundlage der biochemischen Eigenschaften der
Stamme. Dabei wird untersucht, ob fiir das Wachstum CO, benétigt wird, die Bildung von
H,S, Urease- und Oxidase-Aktivitiat, Wachstum auf Medien, die Thionin bzw. Fuchsin
enthalten, Agglutination mit monospezifischen Antiseren A, M und R und die Lyse durch
Phagen Thbilisi (Tb), Weybridge (Wb), Berkeley (Bk;) und Firenze (Fi) (Alton et al., 1988b;
Whatmore, 2009). Eine noch weiter gehende Methode ist die Analyse mittels Micronaut-
System, bei dem der Metabolismus von Brucella anhand von 93 Substraten (z.B.

Kohlenhydrate und Aminosiuren) untersucht wird (Al Dahouk et al., 2010b).
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1.1.1 Taxonomie

Die Gattung Brucella gehort zur Klasse der a-Proteobacteria. Auf Basis von 16S rRNA-
Sequenzen wurde aus 65 a-Proteobacteria ein phylogenetischer Stammbaum erstellt, nach
dem die Familie der Brucellaceae zusammen mit den Rhizobiaceae und den
Phyllobacteriaceae zur Ordnung der Rhizobiales gehort (Gupta, 2005). Zur Familie der
Brucellaceae  gehdren  die  Gattungen  Brucella, = Mycoplana,  Ochrobactrum,
Pseudochrobactrum, Daeguia und Crabtreella, wobei die Gattung Ochrobactrum am
niachsten mit Brucella verwandt ist (Velasco et al., 1998; Whatmore, 2009). Ochrobactrum
intermedium ist die Spezies, die auf Grundlage der 16S rRNA-Analyse mit Brucellen am
nichsten verwandt ist. Dabei unterstreicht das Epitheton ,intermedium‘ die intermedidre
Position zwischen Ochrobactrum anthropi und Brucella spp. in der Taxonomie (Velasco et
al., 1998). Durch die enge Verwandtschaft beider Gattungen kam es bereits zu Fehldiagnosen,
in denen der biochemische Routinetest API20NE B. melitensis bzw. B. inopinata BO1 und
BO2 als O. anthropi identifizierte (Elsaghir und James, 2003; Scholz et al., 2010; Tiller et al.,
2010).

Innerhalb der Gattung Brucella sind alle Spezies sehr nahe miteinander verwandt: Bei der
Analyse mittels DNA-DNA-Hybridisierungsmethode konnten Ubereinstimmungen zwischen
dem Genom von B. melitensis 16M und 50 Stimmen von B. abortus, B. melitensis, B. suis,
B. ovis, B. neotomae und B. canis von 96 + 5 % ermittelt werden (Verger et al., 1985). Auch
die Spezies B. ceti und B. pinnipedialis (> 77 %) (Foster et al., 2007), B. microti (> 84 %)
(Scholz et al., 2008b) und B. inopinata (80 %) (De et al., 2008) weisen einen Homologiegrad
von iiber 70 % auf und gehoren infolge dessen zur Gattung Brucella (Verger et al., 2000).
Eine Analyse der 16S rRNA-Sequenzen zeigte, dass diese bei der Gattung Brucella zu 100 %
bzw. (bei B. inopinata) zu 99,6 % identisch sind (Gee et al., 2004; Tiller et al., 2010). Dies
und die Daten aus den DNA-DNA-Hybridisierungen fiihrten in der Vergangenheit dazu, dass
Brucella als monospezifische Gattung angesehen wurde. 1986 wurde aufgrund der DNA-
DNA-Hybridisierungsergebnisse vorgeschlagen, die damals sechs bekannten Spezies unter
dem Namen Brucella melitensis zusammenzufassen (Osterman und Moriyon, 2006; Verger et
al., 1985). Da die DNA-DNA-Hybridisierungs-Methode nicht ausreicht, um die Abgrenzung
bakterieller Spezies zu gewihrleisten (Osterman und Moriyon, 2006) und weil der Vorteil der
Unterscheidung in mehrere Brucella-Spezies nach unterschiedlicher Wirts-Spezifitit (host
preference) und Humanpathogenitit einen praktischen Nutzen hat, wurde bei der Tagung des

Subcommittee on the taxonomy of Brucella 2003 in Pamplona die urspriingliche

3
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Unterscheidung in mehrere Brucella-Spezies (siehe Tabelle 1-1) wieder eingefiihrt (Osterman
und Moriyon, 2006; Whatmore, 2009).

Ergebnisse aus Untersuchungen mit anderen Methoden (PFGE, 1S77/1, RFLP, omp
Genfragmente, AFLP, infrequent restriction site PCR, multilocus sequence analysis, VNTR;
siche  Abschnitt 1.3) unterstiitzen diese Taxonomie (Whatmore, 2009). Zur
Veranschaulichung ist die aktuelle Systematik in Abbildung 1-2 als Stammbaum auf Basis der
Untersuchung mittels MLV A-16 abgebildet. B. inopinata ist innerhalb der Gattung die am
entferntesten verwandte Spezies (De et al., 2008). Im folgenden Stammbaum ist sie nicht

abgebildet.
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Genotyp  Spezies Stamm
15 50 . 100
1 B. ngotomae 33
_r' 2 B.pinnipedialis  B2/94
— 3 B. microti CCM 4915T
— — 4 B. microti CCM 4916
L [ > B.suisBovarj 3I3
6 B. suis Biovar 5 7
7k B. ceti B1/94
8§ B.ceti B14/94

B. suis Biovar 1 (13)

—
B. suis Biovar 2 (73 Genotypen)
B. canis B. suis Biovare 3 und 4 (15)

B. ovis (19)

B. abortus (41)

B. melitensis (80)
(Ostlicher Mittelmeerraum)

B. melitensis (32)

(Westlicher Mittelmeerraum)

B. melitensis (17)
(Amerikanischer Kontinent)

Abbildung 1-2: Kondensiertes Dendrogramm mit Clustern der MLVA-16-Genotypen; ermittelt aus 424
Brucella-Isolaten mit 296 verschiedenen Genotypen. Balken — prozentuale Sequenzabweichung (nach Scholz et
al., 2008b).
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1.1.2 Epidemiologie

Die Brucellose ist mit jahrlich weltweit iiber 500 000 neu gemeldeten Fillen die bedeutendste
bakterielle Zoonose weltweit (Pappas et al., 2006). Die Bekampfungs- und Surveillance-
Programme sind aufgrund notwendiger Impfungen von Tieren und Keulungen infizierter
Tiere kostenintensiv, was in drmeren Regionen ein Problem darstellt. In einer
Gegeniiberstellung des Bruttoinlandsproduktes (BIP) mit der Brucellose-Inzidenz zeigte sich,
dass Regionen in Europa, deren BIP unter 80 % des mittleren europdischen BIP lag,
grofitenteils eine Inzidenz von fiinf bis 90 Fillen pro 1.000.000 Einwohner haben. In
Regionen mit hoherem BIP lag die Inzidenz dagegen zwischen null und sechs Fillen pro
1.000.000 Einwohner (Pappas et al., 2006).

Die Brucella-Spezies finden sich in zahlreichen Wirten und mit unterschiedlicher
geografischer Verteilung (siehe Abbildung 1-3):

B. melitensis ist in den Liandern um das Mittelmeer und auf dem Balkan endemisch, besonders
in der Tiirkei, in Mazedonien, Algerien, Albanien, Tunesien, Griechenland und Bosnien und
Herzegowina. Ebenfalls endemisch ist B. melitensis im Nahen Osten und in Indien, in der
Mongolei und in China, wobei Syrien mit iiber 1.600 Brucellose-Fillen pro einer Million
Einwohner weltweit die hochste Inzidenz aufweist (Pappas et al., 2006). Neben Schafen und
Ziegen, die hdufig in kleineren Gruppen in Privathaushalten gehalten werden und daher
schwer zu kontrollieren sind, stellen im Nahen Osten auch Kamele ein bedeutendes
Brucellose-Reservoir dar (Al-Majali et al., 2008).

B. abortus ist in Siidamerika endemisch, vor allem in den Rinderpopulationen in Peru,
Mexiko und Argentinien (Pappas et al., 2006). Fiir Brasilien konnen aufgrund fehlender
Daten keine Aussagen dariiber gemacht werden, ob B. abortus in diesem Land endemisch ist.
Eine Studie iiber das Vorkommen von B. abortus-Antikdrpern bei Personen mit Kontakt zu
Rindern (Arbeiter in Schlachthdusern, Landarbeiter (cowboys), Veterinire) zeigte fiir die
Region Araguaina, Tocantins, dass 4,1 % der 645 untersuchten Personen seropositiv waren.
Das zeigt, dass zumindest in dieser Region Brasiliens, dem Land mit der groften
Rinderpopulation der Welt, mit B. abortus infizierte Tiere leben (Ramos et al., 2008b). In den
USA und Nordeuropa (auBer Nordirland) wurde diese Spezies in Haus- und Nutztieren
erfolgreich durch staatliche Programme bekdmpft (Glynn und Lynn, 2008; Godfroid und
Kiésbohrer, 2002). B. abortus hilt sich jedoch bestindig im Wildtierreservoir, z. B. in Elchen
und Bisons der groBen nordamerikanischen Nationalparks (Beja-Pereira et al., 2009; Maichak

et al., 2009).
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B. suis ist in Siidostasien, Siidamerika, im Siidosten der USA und in Queensland in Australien
endemisch. Diese Spezies wird auch in Hasen und Wildschweinen innerhalb Europas
nachgewiesen, jedoch hier nur Biovar 2, dessen Humanpathogenitit gering ist (Godfroid und
Kisbohrer, 2002; Paton et al., 2001). Hochinfektios fiir Menschen ist Biovar 1, das in
Argentinien fiir ebenso viele Brucellose-Erkrankungen verantwortlich ist wie B. melitensis
(Lucero et al.,, 2008), und Biovar 3, welches kiirzlich erstmals in Europa (Kroatien)
nachgewiesen wurde (Cvetnic et al., 2009).

Die in Seehunden bzw. in Schweinswalen und Tiimmlern entdeckten marinen Brucellen
B. pinnipedialis und B. ceti wurden in den 90er Jahren erstmals beschrieben (Cloeckaert et al.,
2001; Foster et al., 2007; Jahans et al., 1997). Bisher wurden erst drei humane Infektionen in
Peru und Neuseeland diagnostiziert, in denen marine Stamme zu schwerer Neurobrucellose
bzw. Osteomyelitis gefiihrt haben. Der Genotyp der drei isolierten Brucella-Spezies war bei
allen Patienten identisch: Es handelte sich jeweils um den MLST-Typ ST27 (Whatmore et al.,
2008).

Insgesamt ist Brucella melitensis weltweit in der Klinik die am hédufigsten beim Menschen
isolierte Brucella-Spezies (Pappas et al., 2005). In brucellosefreien Gebieten kann es in
Einzelfillen bei internationalen Touristen oder durch illegal importierte Lebensmittel zu
Krankheitsfallen kommen. Hochrisikogruppen sind Personen mit Migrationshintergrund in
Endemiegebieten, zum Beispiel Mexikaner an den mexikanisch-US-amerikanischen
Grenzstaaten oder auch tiirkische Einwanderer in Deutschland und Déanemark (Al Dahouk et

al., 2007; Doyle und Bryan, 2000; Eriksen et al., 2002).
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Abbildung 1-3: Weltweite Inzidenz der humanen Brucellose (nach Pappas et al., 2006).

1.1.3 Pathogenit:it

Brucellen sind fakultativ intrazelluldre Erreger (Price et al., 1990). Sie konnen in Wirtszellen
iiber sogenannte lipid rafts eindringen (Porte et al., 2003). Dies sind Aggregate aus
Cholesterin, Glykolipiden und Glykosylphosphatidylinositol-verankerten Molekiilen (Naroeni
und Porte, 2002). Die Interaktion mit der Wirtszellmembran wird durch mehrere Faktoren
ermoglicht: Zum einen hat die LPS-Schicht von Brucellen im Vergleich mit anderen
Pathogenen eine reduzierte Endotoxin-Wirkung (Moreno et al., 1981). Diese wird durch ein
verdndertes Lipid A hervorgerufen, das aus einer C28-Fettsdure und Diaminoglucose besteht
(Iriarte et al., 2004). Eine Brucella-bacA-Mutante mit Lipid A, dem die C28-Fettsédure fehlte,
16ste in Médusen eine stirkere Entziindungsreaktion aus als das natiirliche Lipid A (Parent et
al., 2007). Des Weiteren wird die Perosamin-O-Kette der Brucella-LLPS durch Makrophagen
nur geringfiigig abgebaut (Forestier et al., 1999). Sie bildet mit MHCII-Molekiilen Komplexe
und wirkt der Antigen-Prozessierung entgegen (Forestier et al., 2000; Roop et al., 2009).

Im frithen Phagosom (early phagosome) wird verhindert, dass die Brucellen enthaltende
Vakuole (BEV) mit Lysosomen fusioniert. Dabei helfen von Brucellen produzierte
periplasmatische zyklische beta-1,2-Glucane, die lipid rafts der Membran der BEV zu
verdndern, womit Interaktionen mit Lysosomen vermieden werden (Arellano-Reynoso et al.,
2005; Roop et al., 2009). Des Weiteren ist das BvrR/BvrS-Zweikomponentensystem daran

beteiligt. Es kontrolliert die dufleren Membranproteine Omp3a und Omp3b (Guzman-Verri et
8
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al., 2002) und Gene, die bei der Acylierung des Lipid A eine Rolle spielen (Manterola et al.,
2005; Roop et al.,, 2009). AuBerdem kontrolliert es auf direktem Weg sowie iiber den
Transkriptionsfaktor VjbR auch indirekt die Expression von virB (Martinez-Nunez et al.,
2010).

Dieses Operon codiert fiir das Typ IV-Sekretionssystem (O'Callaghan et al., 1999) und ist ein
wichtiger Virulenzfaktor, da es durch Sekretion von Effektor-Proteinen die intrazelluldre
Wanderung beeinflusst und die Interaktion mit dem Endoplasmatischen Retikulum (ER)
ermoglicht. Aktiviert wird dessen Expression durch das Absinken des pH-Wertes innerhalb
der BEV (Boschiroli et al., 2002), der auf Werte von pH 4,0 bis 4,5 absinkt (Porte et al.,
1999). Gegenwirtig wird davon ausgegangen, dass der pH-Wert durch eine transiente
Interaktion mit Endosomen absinkt (Starr et al., 2008). Die Fusion mit Lysosomen wird durch
VirB-Proteine verhindert (Celli et al., 2003). Teile des ERs fusionieren mit der BEV (Celli et
al., 2003) wobei der pH-Wert wieder ansteigt (Roop et al., 2009) und schlieBlich die
replikative Vakuole entsteht (Moreno und Gorvel, 2004), die auch replikatives Phagosom
(Kim et al., 2002) oder Brucellosom (Kohler et al., 2003) genannt wird (siehe Abbildung 1-4).
Diese Vakuole wird von der Wirtszelle nicht als fremd erkannt und erméglicht den Brucellen

die Replikation (Pizarro-Cerda et al., 1998).

Brucella

Wy, EINTRITT

Membran der Wirtszelle / Perosamin-O-Kette

( ” Friihes Phagosom  Produkte der BvrRS-

~" \ regulierten Gene

INTRAZELLULARE ( *& BEV (Brucellen enthaltende Vakuole)
WANDERUNG VON BEVs
VceA, C und andere T4SS- =)
sekretierten Effektoren - Lysosom
Zyklische B-1-2-Glucane /
(CBG) ¢ Saure Vakuole

Endoplasmatisches
Retikulum

Neutrale Vakuole

e

)

S———ee”

Replikatives Phagosom

Abbildung 1-4: Intrazellulire Wanderung von Brucellen in Wirtszellen (nach Roop et al., 2009).
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Durch die intrazelluldre Lebensweise in Makrophagen sind die Bakterien wéhrend der
Ausbreitung im Wirt vor Antikdrpern und Complement-Faktoren geschiitzt. Sie konnen in
Makrophagen in der Milz oder in der Leber fiir lange Zeit iiberleben (Moreno und Gorvel,
2004), so dass es zur chronischen und - im natiirlichen Wirt - auch zur lebenslangen Infektion
mit Brucella kommen kann (Enright, 1990; Young, 1995). Es wurden sogar Hinweise darauf
gefunden, dass Brucellen die Fihigkeit besitzen, eine Apoptose ,,ihrer Makrophagen zu
verhindern (Gross et al., 2000).

Brucellen konnen ebenfalls in dendritischen Zellen iiberleben und sich dort auch vermehren.
Dabei zeigte sich, dass Brucellen die Reifung von dendritischen Zellen behindern (Salcedo et
al., 2008) und somit ihre replikative Nische aufrechterhalten.

Auch nicht-professionelle Phagozyten kénnen von Brucellen infiziert werden. Besonders
hohe Zellzahlen von B. abortus wurden in der Plazenta von infizierten Kiihen nachgewiesen,
wo zwischen 5,2 x 10" und 1,4 x 10" KbE/g gezihlt wurden (Alexander et al., 1981). Dort
fanden sie sich sowohl in Phagozyten, als auch im Exsudat und im Interstitium. Die meisten
Brucellen waren jedoch im rauen ER der plazentalen Trophoblasten enthalten (Meador und
Deyoe, 1989). Die Plazenta von Kiihen ist reich an Erythritol, einem Zucker, der von

Brucellen bevorzugt verstoffwechselt wird (Samartino und Enright, 1993).

1.1.4 Klinik und Therapie

Eine Ansteckung mit Brucellen erfolgt sehr hdufig durch die orale Aufnahme, besonders
durch den Verzehr von Rohmilch und Rohmilchprodukten (Buzgan et al., 2010). In einer
Studie von Buzgan et al. (2010) waren 1.028 Brucellose-Fille in der Tiirkei 63,6 % auf diesen
Infektionsweg zuriickzufiihren. In Spanien infizierten sich 23,6 % (Colmenero et al., 1996), in
Kuwait 69 % (Mousa et al., 1988), auf der arabischen Halbinsel 34,7 % (Bosilkovski et al.,
2007) und im Iran 22,4 % (Hasanjani Roushan et al., 2004) oral-alimentdr mit Brucellen.
Weitere Lebensmittel sind lokale Spezialititen wie z.B. der Konsum von rohen
Fleischbillchen (Giir et al., 2003) oder roher Leber (Malik, 1997). Auch Kontaktinfektionen
spielen fiir die Ubertragung der Brucellen eine wichtige Rolle. In 42,3 % der Fille wurde in
der Tiirkei das Halten von Tieren und in 2,5 % das Arbeiten in sogenannten Risikoberufen
wie Veterindr, Metzger und Laborant angegeben (Buzgan et al., 2010).

Die Inkubationszeit ist sehr variabel und liegt meist zwischen zwei und drei Wochen, wobei
sie zwischen einer Woche und mehreren Monaten dauern kann (WHO, 1995; Williams,
1973). Die lidngste bisher erfasste Inkubationszeit dauerte zehn Monate (Georghiou und

Young, 1991).
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Der Verlauf der Brucellose ist am hidufigsten akut: In mehreren Studien aus der Tiirkei sowie
aus Kuwait, Indien und dem Iran mit jeweils zwischen 140 und 1.028 untersuchten Fillen
verlief die Brucellose durchschnittlich zu 58,3 % akut (Symptome iiber 0-2 Monate), zu
26,2 % subakut (2-12 Monate) und zu 14,9 % chronisch (> 12 Monate) (Akdeniz et al., 1998;
Aygen et al., 2002; Buzgan et al., 2010; Demiroglu et al., 2007; Giir et al., 2003; Hasanjani
Roushan et al., 2004; Kokoglu et al., 2006; Lulu et al., 1988; Mantur et al., 2006; Savas et al.,
2007). Rezidive treten zu 3,6-4,7 % auf (Buzgan et al., 2010; Colmenero et al., 1996). Die
meisten Ansteckungen mit Brucellen erfolgen im Friihjahr und Sommer (Chang et al., 2003).
Bei der akuten und subakuten Brucellose sind die héaufigsten Symptome Arthralgie, Fieber,
Erschopfungserscheinungen, Schwitzen, Appetitlosigkeit, Gewichtsverlust, Myalgie,
Schiittelfrost, Ubelkeit, Riicken- und Kopfschmerzen in Verbindung mit Hepatomegalie,
Splenomegalie und peripherer Arthritis, wobei diese Symptome bei den subakuten Verldaufen
weniger ausgeprigt sind. Bei den chronischen Fillen kommen diese Symptome bei einem
geringeren Anteil der Patienten vor (Buzgan et al., 2010). Zusitzlich treten unspezifische
Symptome auf, z. B. sind Unwohlsein, Nervositit, emotionale Labilitdt, Depression oder
Muskelschmerz typisch fiir den chronischen Verlauf (Young, 1983). Fieber ist beim akuten
Verlauf stiarker ausgeprégt als beim chronischen, und es kann zu allméhlich ansteigendem und
wieder zuriickgehendem Fieber mit fieberfreien Perioden — zum sogenannten febris undulans
— kommen.

Neurobrucellose, die sich als Meningitis oder Meningoenzephalitis duert, und Endokarditis
treten in < 5 % bzw. < 2 % der Fille auf. Diese sind mehrheitlich fiir die letalen Verldufe
(< 1 % aller Fille) verantwortlich (Buzgan et al., 2010), wobei Endokarditis in 80 % der Fille
die Todesursache ist (Peery und Belter, 1960). Auch Organmanifestationen wie z.B.
Gelenkentziindungen, treten auf. Hierbei sind Rezidive hiufiger, denn bis zu 8,5 % der
Patienten miissen erneut behandelt werden (Buzgan et al., 2010).

Bei Brucellose in der Schwangerschaft kann es zu Komplikationen kommen. Besonders in
den ersten beiden Trimestern besteht die Gefahr des Aborts (43 %), wihrend die Inzidenz im
dritten Trimester auf 2 % sinkt (Khan et al., 2001). Bei einer zeitnah angesetzten Therapie
erhoht sich die Wahrscheinlichkeit einer normalen Geburt (Karcaaltincaba et al., 2010).

Die empfohlene Therapie bei Brucellose besteht aus einer Kombination aus Doxycyclin fiir
sechs Wochen zusammen mit Gentamicin oder Streptomycin fiir zwei Wochen (Skalsky et al.,
2008). Bei Komplikationen werden bis zu vier Antibiotika parallel empfohlen und eine
verldangerte Therapie von bis zu sechs Monaten durchgefiihrt (Acar et al., 2009). Dies ist z. B.

bei der Neurobrucellose der Fall, wobei sich Cephalosporine der dritten Generation wie
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Ceftriaxon wegen der guten Diffusion in die Cerebrospinal-Fliissigkeit als niitzlich erwiesen
haben (Buzgan et al., 2010). Bei Endokarditis ist moglichst frith nach der Diagnose eine
Operation erforderlich (Kula et al., 2001). In der Schwangerschaft diirfen keine Tetrazykline,
Streptomycine und Quinolone verordnet werden, weshalb entweder eine Monotherapie mit
Rifampicin oder Cotrimoxazol oder eine Therapie mit beiden Antibiotika empfohlen wird
(Skalsky et al., 2008; Solera, 2010).

Da es noch keinen zugelassenen Humanimpfstoff gibt (Perkins et al., 2010), kommt der
Infektionspravention eine besondere Bedeutung zu. Das Monitoring in den Tierbestdnden ist
ein wichtiger Baustein der Pridvention auf dem Gebiet der Tiergesundheit. Bei positiven
Befunden werden geeignete MaBnahmen getroffen, wie das Separieren und die Keulung
infizierter Tiere oder die Einfithrung von Impfprogrammen. Einer Ausbreitung der Brucellose
wird auf diese Weise entgegen gewirkt. Da die Ubertragung von Brucellen durch
Lebensmittel am héufigsten iiber Milch und Milchprodukte erfolgt, ist die Pasteurisation der
Milch eine wichtige priventive Manahme auf dem Gebiet der Lebensmittelsicherheit (Glynn
und Lynn, 2008). Diese wurde in Deutschland ab den 30er Jahren zur Vermeidung von

Infektionen mit Brucellen durch Milch angewandt (Lerche, 1931).

1.2 Brucellen als B-Waffe

Die humanpathogenen Brucellen sind ein ideales bioterroristisches Agens: Sie konnen als
Aerosol ausgebracht werden und fithren in dieser Form bereits bei 10-100 Keimen zur
Infektion (Franz et al., 1997). AuBBerdem ist der Erreger in Endemiegebieten leicht verfiigbar.
Bei einer Infektion sind die Symptome unspezifisch und leicht mit einer Grippe zu
verwechseln (siehe Abschnitt 1.1.4). Einen Humanimpfstoff gibt es nicht.

Beim Vorkommen von Brucellen in Tierbestinden entsteht ein hoher wirtschaftlicher
Schaden: Beim Auftreten der Brucellose sinkt die Reproduktionsrate der Tiere und die
Rohmilch ist nicht mehr verkéuflich. Fiir den Bauern besteht die Pflicht zur Keulung
infizierter Tiere. Aulerdem sind die erforderlichen Dekontaminationsmaflnahmen teuer. Die
Therapie von Krankheitsfillen im humanen Bereich mit Medikamenten und
Krankenhausaufenthalten verursacht Kosten im Gesundheitssystem und ein Ausfall an
Arbeitskriften. SchlieBlich sinkt als Folge das Bruttoinlandsprodukt (Neubauer, 2010).

Die Verwendung von Brucellen als Biowaffe wurde bereits zwischen 1952 und 1954 in
Studien zur Aerosol-Dispersion getestet. Ab 1953 wurde B. suis waffenfdahig gemacht. Die
USA zerstorten diese Waffen jedoch 1969 vollstindig (Hoover und Borschel, 2005). Eine
Ausbringung von 50 kg lyophilisierter Brucellen in der Nihe einer Stadt mit fiinf Millionen
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Einwohnern soll laut Berechnungen der WHO zu 150.000 Erkrankungen und 600 Toten
fiihren (WHO, 1970). Einer anderen Schitzung zufolge wiirde eine Ausbringung von
B. melitensis als Aerosol iiber einer Stadt mit 100.000 Einwohnern zu 82.500 Erkrankten, 413
Toten und Kosten von 478-650 Millionen Dollar verursachen (Davis, 2004; Kaufmann et al.,
1997).

Brucellen gehdren zur Kategorie B bioterroristischer Agenzien (CDC, 2011). Das bedeutet,
dass der Erreger leicht verteilt werden kann, das Potenzial fiir eine starke Beeintriachtigung
des offentlichen Gesundheitssystems hat, ein Anschlag die Offentlichkeit in Panik und Chaos
stiirzen kann und dass der Gesundheitssektor im Fall eines Anschlages reagieren muss (CDC,

2011).

1.3 Diagnostik von Brucellen

1.3.1 Direkter Nachweis

1.3.1.1 Kaultureller Nachweis

Brucella spp. konnen auf vielen der gingigen Agar- und Fliissigmedien angeziichtet werden
(Al Dahouk et al., 2003). Das Wachstum ist bei 20-40 °C moglich, wobei eine Temperatur
von 37 °C optimal ist (Burrows und Freeman, 1985). B. ovis benotigt zum Wachstum 5-10 %
CO; und B. pinnipedialis sowie Stimme der Biovare 1-4 von B. abortus wachsen mit CO,
besser, so dass bei unbekannten Stimmen immer mit CO, inkubiert werden sollte. Eine
Luftfeuchtigkeit von 90 % ist ebenfalls dem Wachstum forderlich.

Als feste Wachstumsmedien stehen Brucella-Agar (zusammengesetzt aus Pepton aus Fleisch,
Pepton aus Casein, Dextrose, Hefeextrakt, Natriumchlorid und Agar), Blutagar, Schokoladen-
Agar und trypticase soy agar zur Verfiigung. Das Wachstum von Kolonien ist nach 48 bis 72
Stunden erkennbar.

Sind aufgrund der Beschaffenheit der Probe Fremdkeime zu erwarten (z. B. Fikalien,
Gewebe, Rohmilchprodukte), miissen mit Antibiotika supplementierte Selektivmedien
verwendet werden, gegen die Brucellen resistent sind. Dabei hat sich die Kombination
mehrerer Antibiotika bewdhrt, z. B. Nalidixinsdure, Bacitracin, Polymyxin B, Cyclohiximid,
Nystatin und Vancomycin (Oxoid; siehe Farrell und Robertson, 1972).

Flissigmedien dienen der Anreicherung von Bakterien aus klinischem Probenmaterial und
sollten alle drei bis fiinf Tage subkultiviert werden (Al Dahouk et al., 2003). Durch

Verwendung biphasischer Medien, bei denen sowohl festes als auch fliissiges Medium in
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einer Flasche enthalten ist, kann die Subkultivierung umgangen werden. Die Sensitivitit der
Kultivierungssysteme ist neben dem Medium abhingig vom klinischen Stadium der
Erkrankung, von der Vorbehandlung mit Antibiotika, vom Inokulum und von der Begleitflora
(40-90 % in akuten, 5-20 % in chronischen Fillen und bei Organmanifestationen). Zudem
muss fiir bis zu sechs Wochen inkubiert werden, bevor eine Probe als eindeutig Brucella-
negativ bewertet werden kann (Araj, 2010). Ein schnellerer Nachweis mit hoherer
Nachweisrate ist mit automatisierten Systemen wie den Blutkultur-Systemen BACTEC
(Becton Dickinson, Heidelberg, D) oder BACT/ALERT (BioMerieux, Niirtingen, D) moglich,
bei denen durch Messung der bakteriellen CO,-Abgabe das Wachstum der Mikroorganismen
detektiert wird (Al Dahouk et al., 2003; Araj, 2010; Yagupsky, 1999).

In Abhingigkeit von der Art des exprimierten LPS wachsen Brucellen in unterschiedlichen
Kolonieformen: Kolonien der S-Form (smooth) sind konvex, kreisrund, durchscheinend und
je nach Stamm und Inkubationsdauer 0,1 bis 5 mm im Durchmesser (Al Dahouk et al., 2003).
Wird Brucella subkultiviert oder langere Zeit auf Agar im Brutschrank inkubiert, konnen sich
die Kolonien @ndern. Sie werden flacher und von gelblich-weifer, triib aussehender Farbe (R-
Form). Virulenz, Antigen-Eigenschaften und Phagen-Sensitivitit dndern sich ebenfalls. Des
Weiteren tritt auch eine mucoide Form (M-Form) auf, bei der die Kolonien schleimig sind
und eine durchscheinende, griulich bis leicht orange Fiarbung aufweisen (Al Dahouk et al.,
2003).

Die Einteilung in Spezies und Biovare erfolgt auf Grundlage der biochemischen
Eigenschaften der Stimme. Dabei wird das CO;-abhédngige Wachstum, die Bildung von H,S,
die Urease- und Oxidase-Aktivitit, das Wachstum auf farbstoffhaltigen Medien (Thionin bzw.
Fuchsin), die Agglutination mit monospezifischen Antiseren (A, M und R) und die Lyse
durch Phagen (Tbilisi (Tb), Weybridge (Wb), Berkeley (Bk,) und Firenze (Fi)) untersucht
(Alton et al., 1988b; Whatmore, 2009).

Zu Fehldiagnosen fithren kommerzielle Identifikationssysteme wie der API 20 NE von
BioMerieux. Hierbei wird Brucella als Moraxella phenylpyruvica oder Ochrobactrum
anthropi identifiziert (Barham et al.,, 1993; Elsaghir und James, 2003). Neue semi-
automatische Phinotypisierungs-Systeme, z. B. Micronaut (Merlin Diagnostika, Bornheim-

Hersel, D) konnten in Zukunft die klassische Biochemie ablésen (Al Dahouk et al., 2010a).
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Tabelle 1-2:  Eigenschaften der Brucella-Spezies, die bei der klassischen Biotypisierung bestimmt werden
(nach Whatmore, 2009).

Spezies Biovar Urease CO,- H,S- Wachstum auf Medien Agglutination mit Lyse durch Phagen bei RTD
Bedarf Pro- mit monospezifischen
duktion Antiseren
Thionin * Fuchsin * A M R Tb Wb Bk, Fi R/C Tb x 10*

Klassische Spezies

B. abortus 1 [ON (+) + + + L L L L KL L
2 + (+) + - - + L L L L KL L
3¢ + (+) + + +4 + - L L L L KL L
4 + +) + - + - + L L L L KL L
5 + - - + + - + L L L L KL L
6° + (+) + + + L L L L KL L
7 + (+) + + + + L L L L KL L
9 + + + + + L L L L KL L

B. suis 1 + + + ¢ + KL L L PL KL L
2 + + + KL L L PL KL L
3 + + + + - KL L L PL KL L
4 + + - + + - KL L L PL/L KL L
5 + + - + KL L L PL KL L

B. melitensis 1 + + + + KL KL L KL KL KL
2 + + + KL KL L KL KL KL
3 + + + + + KL KL L KL KL KL

B. ovis - + - + (+) - - + KL KL KL KL L KL

B. canis + - - + - - - + KL KL KL KL L KL

B. neotomae + + + - - + - - KL/PL L L L KL L

Neu beschriebene Spezies

B. ceti + “) - (+) (+) + “) - KL LP L? KL/PL KL

B. pinnipedialis + (+) - + + +) “) - KL LP LP KL/PL KL

B. microti + - + + - + KL L KL L

B. inopinata + + + + - +f KL KL PL

Lyse der Phagen: RTD — routine test dilution, Tb — Tbilisi, Wb — Weybridge, Bk, — Berkeley, Fi — Firenze, R/C
— raue Stdmme, Tb x 10* = RTD x 104, L — konfluente Lyse, PL — partielle Lyse, KL — keine Lyse, o — bei den
meisten Stimmen keine Lyse, f — Lyse bei den meisten Stimmen, (+) — die meisten Stimme sind positiv, (-) —
die meisten Stimme sind negativ.

* Konzentration 1/50.000 w/v
® Stamm ist negativ, aber die meisten Feldstimme sind positiv

¢ Fiir eine bessere Differenzierung von Biovar 3 und 6 wird zusitzlich eine Thionin-Verdiinnung von 1/25.000
(w/v) verwendet. Biovar 3 = +, Biovar 6 = -.

¢ Einige Stimme dieses Biotyps werden durch Fuchsin inhibiert.
¢ Einige Stimme konnen resistent gegeniiber Fuchsin sein.
"'Schwache Agglutination

1.3.1.2 Molekularbiologischer Nachweis

DNA-Extraktion

Fiir einen sensitiven Nachweis von DNA in Lebensmitteln mittels PCR und Real-Time PCR
ist die DNA-Extraktion ein entscheidender Schritt. Fette, Enzyme, Polysaccharide, Proteine
sowie hohe Kalzium-Konzentrationen sind Inhibitoren der PCR (Wilson, 1997). Kann bei der
Extraktion die DNA nicht effizient separiert werden, so kann es zur sterischen Inhibition der
DNA-Polymerase selbst kommen: Fette konnen durch Einschluss von DNA in Micellen die

Amplifikation verhindern bzw. durch ihre im Gegensatz zu Wasser hohere Viskositit diese
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erschweren. In Zellen enthaltene Enzyme wie die DNase zerschneiden den DNA-Strang und
eventuell das in der PCR nachzuweisende Zielgen, wodurch die Sensitivitdt des Nachweises
vermindert wird. Proteine und die zweifach positiv geladenen Kalzium-Ionen koénnen eine
Bindung mit dem negativ geladenen Zuckerphosphat-Riickgrad der DNA eingehen und somit
ebenfalls sterisch die Amplifikation der DNA durch die Polymerase inhibieren. Somit ist eine
effiziente DNA-Extraktion bei Lebensmittelproben zur Unterdriickung von Inhibitoren in der
biologischen Matrix und zur Verminderung von Sensitivititsverlusten in der PCR
unverzichtbar.

Auch beim Extraktionssystem selbst konnen DNA-Verluste auftreten: So kann ein Teil der
DNA kann an Silica-Sdulen gebunden bleiben und im finalen Extraktionsschritt nicht eluiert
werden. Bei der Phenol-Chloroform-Extraktion darf nur die wissrige, DNA enthaltende Phase
abpipettiert werden. Um zu verhindern, dass auch Teile der organischen Phase transferiert
werden, kann nicht die vollstdndige wissrige Phase iiberfiihrt werden. Dies fiihrt zu Verlusten

bei der Extraktion.

DNA-Extraktionsprotokolle fiir verschiedene Erreger und Matrizes

Psifidi et al. (2010) verglichen sechs Methoden zur Isolation von Schafsmilch-DNA:
¢ Nucleospin Blood (Macherey-Nagel)
¢ Nucleospin Tissue (Macherey-Nagel)
e Nucleospin Blood (Macherey-Nagel) mit anfdnglicher Behandlung mit Tris und
EDTA fiir 45 min und finaler Chloroform-Extraktion
e Nucleospin Tissue (Macherey-Nagel) mit anfanglicher Behandlung mit Tris und
EDTA fiir 45 min und finaler Chloroform-Extraktion
e Lyse mit Tris, EDTA, NaCl und SDS sowie mit Proteinase K iiber Nacht,
anschlieend Phenol-Chloroform-Extraktion
¢ Behandlung mit 8 M Guanidiniumhydrochlorid und Chloroform mit Extraktion der
DNA durch eine Silica-Séule
Schafsmilch ist fettreicher als Kuhmilch, was die Extraktion von DNA anspruchsvoller
macht. Um die Qualitéit der extrahierten DNA beurteilen zu konnen, wurde mittels Fotometer
die Ratio OD260/280 zur Bestimmung der Proteinkontamination sowie die OD260/230 zur
Bestimmung der Salzkontamination gemessen. Zusitzlich wurde die relative Menge
extrahierter DNA bestimmt, ihre Intaktheit mittels Agarose-Gelelektrophorese beurteilt und

das ovine prion protein gene in einer Real-Time PCR amplifiziert. Die hochste DNA-
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Konzentration mit der reinsten DNA ergab die Extraktion mit dem modifizierten Nucleospin
Blood Kit. Die Phenol-Chloroform-Extraktion lag nur auf Rang fiinf.

In einem Vergleich zweier DNA-Extraktionsmethoden untersuchten McKillip et al. (2000)
die Detektion von 10° bis 10" KbE/ml Escherichia coli O157:H7 in Magermilch, Milchpulver,
Cheddar, Brie und Molkepulver:

e Behandlung der Matrizes mit Natriumcitrat-Losung, mit Petrol-Ether und Ethanol
sowie spdter mit Ammoniumhydroxid, Inkubation des abzentrifugierten Pellets in
einem Puffer aus Saccharose, EDTA, Triton X-100 und Tris-HCI sowie Extraktion mit
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol

¢ Behandlung der Matrizes mit Natriumcitrat-Losung, Zentrifugation und Aufnahme des
Pellets in steriler physiologischer Kochsalzlosung (0,9 %); Vermischung mit
Titanhydroxid 1:1 zum Immobilisieren der Bakterien, Inkubation in Guanidinium-
Isothiocyanat, Dithiothreitol und Triton X-100 sowie Extraktion mit
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol.

Bei der folgenden klassischen PCR (slt-1I-Gen) zeigte sich, dass die erste Methode sensitiver
war. Hiermit konnten 10" KbE/ml E. coli O157:H7 in Magermilch, Brie und Cheddar und
10* KbE/ml in Milchpulver nachgewiesen werden. In Molkepulver war dagegen mit dieser
Methode keine Amplifikation erfolgt, wihrend mit dem zweiten DNA-Extraktionsansatz
10* KbE/ml detektiert werden konnten. Dies zeigt, wie unterschiedlich die Sensitivitit

derselben Methode bei unterschiedlichen Matrizes ausfallen kann.

DNA-Extraktionsprotokolle fiir Brucellen in verschiedenen Matrizes

Der kulturelle Nachweis von Brucella ist langwierig und nicht sehr sensitiv. Ein Nachweis der
DNA konnte dagegen innerhalb eines Tages die Frage beantworten, ob ein Lebensmittel mit
Brucellen kontaminiert ist. Im Rahmen dieser Studie sollte eine DNA-Extraktionsmethode
ausgewihlt werden, die moglichst fiir verschiedene Lebensmittel-Matrizes eine hochsensitive

Isolation von DNA ermoglicht.

In der Literatur wurden speziell fiir Brucellen bereits mehrere Verfahren untersucht.
Marianelli et al. (2008) verglichen z. B. fiinf verschiedene DNA-Extraktionsmethoden fiir die
Isolierung der DNA von Brucella abortus RB51 aus Biiffelmilch:
e QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen)
¢ Phenol-Chloroform-Extraktion nach Romero und Lopez-Goni (1999)
e Phenol-Chloroform-Extraktion nach Leal-Klevezas et al., 1995
17



Einleitung

e Phenol-Chloroform-Extraktion nach Cremonesi et al., 2006
e Zentrifugation von Milch, Aufnahme des Pellets in physiologischer Kochsalzldsung,
Phenol-Chloroform-Extraktion

Die von Romero und Lopez-Goni (1999) entwickelte Phenol-Chloroform-Extraktion erwies
sich am sensitivsten und wies im Zusammenhang mit der klassischen bcsp3/-PCR (Primer
B4/B5) (Baily et al., 1992) als geringste Konzentration 4 x 10° KbE/ml nach. Dagegen war
der Nachweis mittels kommerzieller Kits (Qiagen) mit 4 x 10° KbE/ml am wenigsten sensitiv.
Romero und Lopez-Goni (1999) untersuchten ebenfalls drei verschiedene Methoden:

¢ Phenol-Chloroform-Extraktion (die genannte Veroffentlichung)

¢ Instagene (Bio-Rad)

® Prep-A-Gene system (Bio-Rad)
Dabei hatte nach der Extraktion von 2 x 10° KbE B. abortus 2308 pro ml und anschlieBendem
Nachweis mittels klassischer 16S rRNA-PCR (Primer F4/R2) die Phenol-Chloroform-
Extraktion 1im Agarosegel die intensivste Bande. Bei der Untersuchung von
Verdiinnungsreihen wurde mit dieser Methode eine minimale Dosis von 50 KbE/ml
Kuhmilch ermittelt.
Tomaso und Kollegen untersuchten fiinf Extraktionskits zum Nachweis von B. melitensis in
mittels FastPrep-24-Instrument zerkleinertem Gewebe von infizierten Dromedaren (Leber,
Milz, Lunge, Pankreas) (Tomaso et al., 2010). Hierbei wurden die folgenden Kits verwandt:

e UltraClean Tissue and Cells DNA Isolation Kit (MoBio)

e PeqGold Tissue DNA Mini Kit (PeqLab)

e QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen)

e DNA Isolation Kit for Cells and Tissues (Roche)

¢ NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel)
AnschlieBend wurde die DNA durch eine neu entwickelte IS711-Real-Time PCR
(LightCycler, Roche) nachgewiesen. Hierbei erwies sich in der Hélfte der Proben der Kit von
Qiagen als am sensitivsten. Der Kit von Roche war am zweitbesten und bei der Analyse
grofBerer Mengen Gewebe (400 mg) von Vorteil.
Aus humanem Serum wurde die DNA von B. melitensis von Queipo-Ortuno et al. (2008) mit
sieben verschiedenen Kits vergleichend extrahiert:

e UltraClean DNA BloodSpin Kit (MoBio)

¢ High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche)

¢ NucleoSpin Tissue Kit (Macherey Nagel)

e QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen)
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e Puregene DNA Purification System (Gentra)

e Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega)

¢ GFS Genomic Blood DNA Purification Kit (Amersham)
Nach der Amplifikation der DNA mittels SYBR Green Real-Time PCR (Primer B4/BS5,
LightCycler) wies der QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen) zusammen mit dem
UltraClean DNA BloodSpin Kit (MoBio) die niedrigste Nachweisgrenze auf (100 fg).

Diagnostik mittels PCR und Real-Time PCR

Die Molekulardiagnostik ist lange Zeit schwierig gewesen, insbesondere die Differenzierung
der Brucella-Spezies. Erst durch die Sequenzierung vollstindiger Brucella-Genome
(DelVecchio et al., 2002; Halling et al., 2005; Paulsen et al., 2002) konnten DNA-Sequenzen
in silico verglichen werden, was die Identifizierung von spezifischen Gen-Abschnitten
ermoglicht hat (Foster et al., 2009; Halling et al., 2005; Rajashekara et al., 2004).

Fiir die klinische Diagnostik ist die Unterscheidung von Spezies nicht notwendig, da bereits
die Identifikation der Gattung Brucella eine geeignete Antibiotika-Therapie nach sich ziehen
muss. Fiir die Genus-spezifische Diagnostik existieren einige klassische PCR-Assays, z. B.
auf Basis der 16S rRNA (Romero et al., 1995), der internen transkribierten Spacer-Region
16S-23S (Rijpens et al., 1996) oder des omp2-Gens, das fiir ein dulleres Membranprotein vor
Brucella codiert (Leal-Klevezas et al., 1995). Am hiufigsten wird die besp31-PCR (Baily et
al., 1992) verwendet. Das fiir ein Zell-Oberfldchen-Protein codierende bcsp31-Gen kommt
nur einmal in jedem Brucella-Genom vor und erlaubt eine hochspezifische Detektion der
Gattung.

Die Ergebnisse aus der klassischen PCR lassen sich auf die moderne Real-Time PCR
iibertragen. Diese hat gegeniiber der klassischen PCR einige Vorteile: Zum einen ist sie
zeitsparend, weil der Nachweis wihrend der PCR verfolgt werden kann und keine weitere
Methode fiir die Detektion des Amplifikats notwendig ist (Agarosegel, Sequenzierung,
Southern Blot). Des Weiteren ist sie sehr spezifisch und hochsensitiv. Géngig sind die
TagMan- und die SYBR Green I-Techniken (Al Dahouk et al., 2004).

Bei der TagMan Real-Time PCR wird zusitzlich zu forward- und reverse-Primern eine Sonde
dem PCR-Mastermix beigefiigt. Dies ist ein Oligonukleotid, das zwischen den beiden Primern
spezifisch an die Ziel-DNA hybridisiert. Es enthilt an einem Ende ein Donor-Fluorochrom
(Reporter), das bei Anregung Energie einer bestimmten Wellenldnge emittiert, und am
anderen Ende ein Akzeptor-Fluorochrom (quencher), das durch Fluoreszenz-

Resonanzenergietransfer (FRET) die Energie des Donors aufnimmt. Verlidngert eine
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Polymerase mit 5°-3’-Exonuklease-Aktivitdt bei der Elongation den Primer, hydrolysiert sie
die Sonde. Dadurch werden Donor und Akzeptor voneinander getrennt. Der Donor fungiert
nun als Reporter, da er die aufgenommene Energie als detektierbare Fluoreszenz emittiert.
Der Anstieg der Fluoreszenz ist proportional zu der Menge an Ziel-DNA.

Fir das TagMan-System wurde eine Real-Time-Multiplex-PCR entwickelt, welche sowohl
die Gattung Brucella als auch B. melitensis und B. abortus nachweist. Zum hochspezifischen
Nachweis der Gattung Brucella wurden Primer und eine Sonde mit dem bcsp31-Gen als
Zielsequenz entwickelt (Probert et al., 2004). Fiir den Nachweis von B. abortus bzw.
B. melitensis wurden Sonden entwickelt, die an das alkB- bzw. an das BMEI1162-Gen
hybridisieren. Die Primer hybridisieren einerseits an die genannten Gene und liegen
downstream jeweils in der Insertionssequenz IS711, so dass fiir den reverse-Primer nur ein
Oligonukleotid verwendet werden muss (Probert et al., 2004).

Kiirzlich wurde auf Basis der Insertionssequenz IS711 eine hochsensitive Real-Time PCR
entwickelt (Tomaso et al., 2010). Diese Sequenz findet sich in Brucella in mehreren Kopien:
In B. melitensis 7-10mal, in B. abortus 6-8mal, in B. suis 7-13mal, in B. neotomae 5K33
8mal, in B. canis RM6/66 6mal, in B. ovis 63/290 38mal, in B. microti CCM 4915 13mal und
in B. pinnipedialis und B. ceti jeweils 25-31mal (Audic et al., 2009; Audic et al., 2011;
Bounaadja et al., 2009; Bricker et al., 2000; Ouahrani et al., 1993). Daher ist die
Wahrscheinlichkeit, mittels der neu entwickelten IS7/7-PCR Brucella zu detektieren, deutlich
hoher. Im Gegensatz zur bcsp31-PCR ist die IS717-PCR noch nicht ausreichend klinisch
erprobt.

Bei der SYBR Green I-Methode interkaliert der Cyanin-Farbstoff (SYBR Green I)
unspezifisch in die DNA und emittiert in diesem Komplex nach Anregung griines Licht. Je
mehr DNA vorliegt, umso stirker ist das Signal (Schneeberger et al., 1995). Eine bcsp31-PCR
auf Basis der SYBR Green-I-Technik wurde von Al Dahouk et al. veroffentlicht (Al Dahouk
et al.,, 2007). Der dort vorgestellte Assay beinhaltet einen Gen-Abschnitt aus dem
Bakteriophagen Lambda, der als interne Amplifikationskontrolle fungiert. Durch diese
Amplifikationskontrolle gelten Brucella-negative Proben bei gleichzeitigem Nachweis der
Lambda-DNA als gesichert negativ. Die Einwirkung von PCR-Inhibitoren kann somit

ausgeschlossen werden.

Fiir eine maBnahmenbezogene Uberwachung von Erkrankungen (Surveillance) ist die
Unterscheidung von Spezies notig. Hierfiir eignen sich die AMOS-PCR und die Brucella-
Multiplex-PCR. Bei der AMOS-PCR wird ein Primermix verwendet, der jeweils ein
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Oligonukleotid fiir B. abortus, B. melitensis, B. gvis und B. suis enthilt sowie einen antisense-
Primer, der in der Insertionssequenz IS7/1 upstream bindet. Durch unterschiedlich grofle
Amplifikate konnen die vier Spezies unterschieden werden. Erkannt werden hierbei
B. abortus Biovar 1, 2 und 4, B. melitensis Biovar 1-3, B. ovis und B. suis Biovar 1 (Bricker

und Halling, 1994).

Bei der sogenannten Bruce-Ladder (Lopez-Goni et al., 2008) handelt es sich um eine
Multiplex-PCR, bei der durch Verwendung von neun Primer-Paaren alle zehn bislang
bekannten Brucella-Spezies unterscheidbar sind (siehe Abbildung 1-5). Zusitzlich konnen
auch die Impfstimme B. melitensis Revl sowie B. abortus RB51 und S19 unterschieden
werden (Garcia-Yoldi et al., 2006; Mayer-Scholl et al.,, 2010). Dies ist in der
Veterindrdiagnostik von Vorteil, da somit zwischen geimpften und natiirlich infizierten Tieren

differenziert werden kann.

2000 bp

1000 bp

Abbildung 1-5: Identifikation und Differenzierung aller bekannten Brucella-Spezies und -Biovare mittels
Multiplex-PCR; Spuren 1-8: B. abortus-Biovare 1-7 und 9; Spuren 9-13: B. suis-Biovare 1-5; Spuren 14-16:
B. melitensis-Biovare 1-3; Spur 17: B. ovis; Spur 18: B. canis; Spur 19: B. neotomae; Spur 20: B. pinnipedialis;
Spur 21: B. ceti; Spur 22: B. microti; Spur 23: B. inopinata (Mayer-Scholl et al., 2010).

Fiir epidemiologische Studien, bei denen eine Infektion auf ihren Ursprung und ihre
Ausbreitung hin untersucht werden soll, ist nicht nur die Brucella-Spezies interessant,
sondern auch welcher Stamm zur Infektion gefiihrt hat. Auch hierfiir sind eine Reihe
unterschiedlicher PCR-Ansétze entwickelt worden, wie z.B. amplified fragment length
polymorphism (AFLP) (Whatmore et al., 2005), single nucleotide polymorphism (SNP) (Scott
et al.,, 2007) und multi locus sequence typing (MLST) (Whatmore et al., 2007). Durch
niedrige Reproduzierbarkeitsraten, eine begrenzte Fahigkeit, Brucella-Stimme zu
differenzieren, und/oder eine schlechte Eignung fiir die Routine-Diagnostik konnten sich

diese Methoden jedoch nicht durchsetzen (Al Dahouk et al., 2010a).
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Die genannten Kriterien kann allerdings die multiple locus variable number of tandem repeats
analysis (MLVA) erfiillen. Hierbei wird an verschiedenen Loci im Genom die Zahl von
hintereinander liegenden, sich je nach Brucella-Stamm unterschiedlich oft wiederholenden
konservierten Genfragmenten bestimmt (variable number of tandem repeats, VNTRs). Die
Auswahl mehrerer Loci ermdglicht die Erstellung eines genetischen Fingerabdrucks und
somit die Unterscheidung von Spezies und Stimmen der Gattung Brucella (Le Fleche et al.,
2006). Bewihrt hat sich die Auswahl von 16 Loci, die in panels eingeteilt werden: Panel 1
mit acht Mini-Satelliten-Markern sowie panel 2a mit drei und panel 2b mit fiinf Mikro-
Satelliten-Markern (MLVA-16). Wihrend die Mini-Satelliten-Marker aus hunderten von
Basenpaaren bestehen, in denen die identischen Genfragmente mindestens 9 bp lang sind, ist
die Linge der Mikro-Satelliten-Marker im zweistelligen Nukleotidbereich, wobei hier die
Genfragmente nur maximal 8 bp lang sind (Al Dahouk et al., 2007). Trotz einer hohen DNA-
Homologie von iiber 90 % (Verger et al., 1985), identischer 16S rRNA (Gee et al., 2004) und
der Tatsache, dass iliber 90 % aller Gene zu mehr als 98 % identisch sind (Halling et al.,
2005), kann mittels MLV A zwischen einzelnen Stimmen unterschieden werden, weil hier der

Fokus auf den variablen Sequenzen im Genom liegt.

1.3.1.3 Immunomagnetische Separation

Die immunomagnetische Separation (IMS) wurde Anfang der 1980er Jahre von Mattingly fiir
die Isolation von Salmonella aus Lebensmitteln und Fazes eingesetzt (Mattingly, 1984).
Seitdem sind eine Reihe von Anwendungen entwickelt worden, zu denen die
Aufkonzentrierung von Zellen des Immunsystems, von Bakterien und Viren sowie die
Isolation von Proteinen und DNA gehoren (Olsvik et al., 1994; Ugelstad et al., 1993).

Bei einigen Lebensmitteln kann der Nachweis von Bakterien durch DNA-Extraktion und
anschlieBender PCR problematisch sein, da z. B. eine hohe Viskositit, ein hoher Fett- und
Proteingehalt sowie Kalzium und andere PCR-Inhibitoren hohe Anforderungen an die
Methoden zur Gewinnung von reiner DNA stellen (Wilson, 1997). Als Vorstufe zur DNA-
Extraktion kann hier die IMS dienen, bei der mittels spezifischer Antikorper auf
magnetischen Partikeln die Bakterien immobilisiert werden. Durch Waschschritte kann dann
ein Grofteil der Fliissigkeit (z. B. Kulturmedien oder Lebensmittel wie Milch) inklusive
Inhibitoren bzw. Begleitflora ausgewaschen werden, wodurch die Anforderungen an die
DNA-Extraktionsmethode sinken. Zudem konnen die Partikel in einem kleineren Volumen
Extraktionspuffer aufgenommen werden, wodurch eine Aufkonzentrierung des Ziel-

Bakteriums erfolgt.
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1.3.1.3.1 Herstellung, Eigenschaften und Verwendung magnetischer Partikel

Die verwendeten Partikel sollten super-paramagnetisch sein. Diese werden durch ein
magnetisches Feld angezogen. Wihrend Partikel aus winzigen Dauermagneten nach dem
Entfernen des magnetischen Feldes weiterhin zusammenhalten, verteilen sich super-
paramagnetische Partikel durch einfaches Schiitteln nun wieder homogen in der Ldsung
(Safarik et al., 1995). Durch die groBere Oberfliche und die homogene Verteilung werden die
Partikel bei der Bindung von Zellen effizienter genutzt bzw. im Waschschritt griindlicher
gewaschen.

Magnetische Partikel werden von mehreren Herstellern (z. B. Invitrogen, Metachem
Diagnostics Ltd., Miltenyi Biotec, R&D Systems) in GroBen von 50nm bis 5 um
Durchmesser angeboten und haben eine Oberfliche von 3-100 m?/g. Fiir Bakterien empfiehlt
sich ein Durchmesser von 2-5 um (Kretzer et al., 2007; Ongdr et al., 2006; Skjerve et al.,
1990; Skjerve und Olsvik, 1991; Uyttendaele et al., 2000).

Bei der Herstellung der Partikel werden magnetische Oxide, insbesondere Eisenoxid, mit
porosen Polymer-Partikeln vermischt und anschliefend mit einer duferen Polymerschicht
versiegelt (Olsvik et al., 1994; Ugelstad et al., 1993). Die duflere Schicht ist fiir die Bindung
von Antikorpern entscheidend. Epoxy-Gruppen kdnnen Proteine beispielsweise direkt binden.
Eine Beschichtung mit funktionellen Gruppen (z. B. Carboxyl-, Hydroxyl-, oder Tosyl- bzw.
Pentafluorbenzol-sulfonyl-Gruppen) dient der Aktivierung von magnetischen Partikeln
(Olsvik et al., 1994).

Die Tosylgruppe ist zum Beispiel eine gute Abgangsgruppe, da die negative Ladung durch
den mesomeren Effekt stabilisiert wird. Am elektrophilen Zentrum kann eine Aminogruppe,
z. B. die eines Antikorpers, einen nukleophilen Angriff ansetzen (siehe Abbildung 1-6),
wonach eine Aminogruppe des Antikorpers die Tosylgruppe substituiert. Auf diese Weise
wird der entsprechende Antikorper direkt an das magnetische Partikel gebunden (siehe

Abbildung 1-7 A).
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Abbildung 1-6: Nukleophiler Angriff der Aminogruppe auf den Tosyl-Rest am magnetischen Partikel.

Eine weitere Moglichkeit ist die Verwendung von magnetischen Partikeln, die bereits vom
Hersteller mit einem Sekundédrantikorper beschichtet wurden (z.B. mit anti-Maus-
Antikorpern vom Schaf). Dabei konnen einerseits die mit dem Sekundérantikorper
beschichteten Partikel mit dem Primérantikorper inkubiert werden. Nach dessen Bindung
erfolgt dann die IMS mit dem zu isolierenden Bakterium (sieche Abbildung 1-7 B).
Andererseits besteht auch die Moglichkeit, Bakterien mit dem Primérantikdrper zu
beschichten und diesen Komplex dann mit magnetischen Partikeln und Sekundirantikorper
aufzureinigen (sieche Abbildung 1-7 C). Es konnen sowohl polyklonale als auch monoklonale
Antikorper verwendet werden (Olsvik et al., 1994). Die Bakterien binden an die Antikorper
durch reversible, nicht kovalente Interaktionen. Hierzu gehoren elektrostatische
Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenbindungen, hydrophobe Wechselwirkungen und van

der Waals-Krifte (Benoit und Donahue, 2003).

Magnetischer <

Partikel
Y Primérantikérper
Y Sekundirantikorper

Abbildung 1-7: IMS von Mikroorganismen. Bindung der Antikorper direkt an magnetische Partikel (A) bzw.
an Spezies-spezifische Sekundirantikorper (B); Bindung spezifischer Antikorper an Bakterien mit
anschlieBender Bindung an die mit Sekundérantikoérpern beschichteten magnetischen Partikel (C) (nach Olsvik et
al., 1994).

24



Einleitung

1.3.1.3.2 Nachweis von immobilisierten Mikroorganismen

Im Anschluss an die Immobilisierung der Mikroorganismen erfolgt deren Nachweis, zum
Beispiel durch die Farbung der Bakterien mit anschlieBender visueller Kontrolle im
Fluoreszenzmikroskop (Lund et al., 1988). Des Weiteren konnen die magnetischen Partikel
mit den daran gebundenen Bakterien direkt auf Nédhragar zur Bestimmung der Zellzahl
ausplattiert (Uyttendaele et al., 2000) oder zuvor zur Anreicherung in fliissigem
Kulturmedium inkubiert werden (Olsvik et al., 1994). Aulerdem kann IMS in Kombination
mit ELISA, PCR bzw. Real-Time PCR und weiteren Methoden angewandt werden. Die IMS
wird bereits fiir viele Pathogene in unterschiedlichen Lebensmitteln eingesetzt (Safarik et al.,
1995), und im Folgenden werden einige Anwendungsbeispiele genannt:

Yazdankhah et al. (1998) konzentrierten Staphylococcus aureus aus Milch mittels
magnetischer Partikel und monoklonalem, in Méausen hergestelltem Antikorper auf. Im
Anschluss daran wurden die immobilisierten Bakterien in einer Mikrotiterplatte zusammen
mit einem Konjugat aus horseradish peroxidase und einem anti-Maus-Antikorper vom Schaf
inkubiert. Nach dem Waschen und einer Zugabe von Nitrophenylphosphat-Diethanolamin
zeigte ein Farbumschlag die Anwesenheit von Staphylokokken an. Der gesamte Nachweis
dauerte drei Stunden und hatte ein Detektionslimit von 10* bis 10° KbE/ml.

Eine weitere schnelle Nachweismethode ist die Kombination aus IMS und PCR bzw. Real-
Time PCR. Hierzu wird zunichst die DNA extrahiert. Durch die Méglichkeit, immobilisierte
Mikroorganismen ohne nennenswerten Verlust waschen zu konnen, werden diese von
Néhrbouillon oder Lebensmittelbestandteilen befreit. Damit ist eine einfachere und schnellere
DNA-Extraktion als bei der direkten Extraktion bakterieller DNA aus diesen Matrizes
moglich. Besonders durch die Verwendung der Real-Time PCR kann die Zeit fiir den
Nachweis im Vergleich zur Anreicherungstechnik sehr verkiirzt werden.

Aprodu et al. (2011) isolierten Staphylococcus aureus aus Milch mittels IMS, isolierten die
DNA mittels NucleoSpin Tissue Kit (Macherey-Nagel, Diiren, D) und wiesen diese iiber eine
Real-Time PCR nach. Dabei lag das Detektionslimit bei 10* KbE/ml. Khare et al. (2004)
konnten noch 10 KbE Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in 2 ml Milch
nachweisen. Hierzu wurde die Milch zentrifugiert, das Pellet in PBS resuspendiert und
zusammen mit magnetischen Partikeln inkubiert. AnschlieBend wurden die Mykobakterien
mittels bead beating lysiert und die DNA durch Phenol-Chloroform-Extraktion isoliert. Der
Nachweis erfolgte sowohl iiber eine klassische PCR und Agarosegelelektrophorese als auch

tiber Real-Time PCR und lieferte identische Ergebnisse.
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Den Nachweis von Bacillus anthracis-Sporen testeten Fisher et al. (2009) mit einer
Kombination aus IMS und Immunochromatografie an Sporenkonzentrationen zwischen 10°
und 10’ Sporen pro ml Trinkwasser bzw. Milch. Hierbei konnten mittels IMS 85-93 % bzw.
90-95 % der Sporen nach einer Test-Dauer von nur 30 Minuten immobilisiert werden. Nach
der Trennung von Sporen und magnetischen Partikeln wurden innerhalb von weiteren 10 min
die Sporen mittels lateral flow assay nachgewiesen. Die Autoren hatten als Schwerpunkt
einen moglichst raschen Nachweis und weniger eine hohe analytische Sensitivitit.

Bei dem Versuch, Listeria monocytogenes in verschiedenen Késesorten (z. B. Camembert und
Ziegenkise) nachzuweisen, konnten Uyttendaele et al. (2000) 40-50 KbE pro Gramm mittels
IMS isolieren. Der Nachweis erfolgte durch das Ausplattieren auf Nihrmedien und war daher
erst nach zwei Tagen ablesbar. Ongor et al. (2006) untersuchten die Isolation von B. abortus
S99 und B. melitensis 16M in Weichkédsen aus Kuh- und Schafsmilch. Die Kise wurden
hierzu 1:10 mit Natriumcitratpuffer verdiinnt, homogenisiert und mit Ether, Ethanol sowie
Ammoniumhydroxid behandelt. Nach einem Zentrifugationsschritt wurde das Pellet in PBS
resuspendiert und mit anti-Brucella-Antiserum aus Kaninchen inkubiert. Im Anschluss
erfolgte die Inkubation mit magnetischen Partikeln, die mit anti-Kaninchen-IgG vom Schaf
beschichtet waren. Im Gegensatz zu allen bisher genannten Anwendungen der IMS wurde
hier also nicht die direkte IMS angewandt sondern die indirekte IMS (siehe Abbildung 1-7).
Die Nachweismethode bestand aus einer DNA-Extraktion mit Phenol und Natriumacetat und
anschlieBender PCR und zeigte eine Sensitivitit des gesamten Protokolls von 3 x 10° KbE/g
Kise. Die Publikation von Ongor et al. ist bisher die einzige, bei der die Verwendung der IMS

zur Aufkonzentrierung von Brucellen untersucht wurde.

1.3.2 Indirekter Nachweis

Der Nachweis von Immunglobulinen ist im Gegensatz zur bakteriologischen Diagnostik
sensitiver. Auf das S-LPS der Brucellen bildet der Korper bei einer akuten Brucellose
zunichst I[gM-Antikorper. Nach der zweiten Woche werden auBBerdem IgG und IgA gebildet.
Innerhalb der ersten sechs Monate liegt der IgM-Titer in der Regel iiber dem IgG-Titer.
Anschlieend fillt der IgM-Titer unter den IgG- und IgA-Titer. Bei einem chronischen
Verlauf sind IgG und IgA nachweisbar, wobei die Titer nicht so hoch wie bei der akuten
Brucellose ausfallen.

Durch Bestimmung der IgG- und IgM-Titer kann somit eine akute Brucellose von der
chronischen unterschieden werden. Wird die Brucellose unzureichend behandelt, konnen

Rezidive auftreten, was sich an einem erneut ansteigendem IgG- und IgA-Titer zeigt.
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Dadurch, dass akute und chronische Brucellose flieBend ineinander iibergehen, ist fiir die
Stadienbeurteilung die Bestimmung sowohl von IgG als auch von IgM zweckmiBig (Al

Dahouk et al., 2003).

Tabelle 1-3:  Anstieg der Brucella-spezifischen Immunglobuline in verschiedenen Brucellose-Stadien
(Al Dahouk et al., 2003).

Brucellose-Stadium IgM IgG IgA
Akut " 111 (IgG1 und IgG3) 1
Chronisch - 11 (IgG1 und IgG4) ™
Rezidiv - ™" 1

Fiir die Diagnostik der Brucellose wurde eine Vielzahl serologischer Tests entwickelt: Zu den
gingigen Methoden gehoren die Serum-Langsamagglutination (SLA), der Rose Bengal-Test
(RBT), der Coombs-Test (CT), die Komplementbindungsreaktion (KBR) und der ELISA.
Allen gemein ist, dass sie tiberwiegend anti-Brucella-LLPS-Antikorper detektieren.

Die Lipopolysaccharid-Schicht des Bakteriums besteht aus Lipid A, dem Core-Polysaccharid
und dem O-Polysaccharid. Dabei ist das Lipid A in der bakteriellen Membran verankert und
iiber 2-Keto-3-deoxyoctulosonsdure (KDO) an das Core-Polysaccharid gebunden, das aus
D-Glucose, D-Mannose und 6-Amino-6-deoxyglucose (Quinovosamin) besteht (Corbel und
Banai, 2005). Raue Brucella-Stimme haben entweder kein oder ein stark verkiirztes
O-Polysaccharid (Schurig et al., 2002), weshalb deren Epitop aus den zuletzt genannten
Sacchariden besteht. Dagegen ist das Epitop der glatten (smooth) Stimme von dem
O-Polysaccharid geprigt, das an das Core-Polysaccharid gebunden ist und aus N-formyl-
D-perosamin besteht. Dabei kann es entweder aus alpha-1,2-glykosidisch verkniipften
Glucoseeinheiten mit wenigen alpha-1,3-glykosidischen Bindungen (A-Typ) oder aus
ausschlieBlich alpha-1,3-glykosidisch verkniipften Glucosemolekiilen bestehen (M-Typ)
(Corbel und Banai, 2005). In Abhéngigkeit der Zusammensetzung der charakteristischen
Molekiille werden A-, M- und AM-dominante Epitope unterschieden. Das alpha-1,2-
verkniipfte N-formyl-D-perosamin kommt ebenfalls bei Escherichia coli O157, Escherichia
hermannii, Salmonella der Serogruppe 0:30, Stenotrophomonas maltophilia 555, Vibrio
cholerae, Yersinia enterocolitica O:9 und Francisella tularensis vor (Al Dahouk et al., 2000;
Corbel, 1975; Corbel und Thomas, 1985), was zu Kreuzreaktionen in den serologischen

Methoden fiihrt (Corbel und Banai, 2005).
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Fiir die Surveillance ist der ELISA die am besten geeignete Methode und fiir die
Stadienbeurteilung, insbesondere fiir den Nachweis einer chronischen Brucellose mit
Organmanifestationen, sehr gut geeignet, da sowohl die Gesamtheit der Immunglobuline
ermittelt werden kann als auch die Mengen an IgG, IgM und IgA. Dabei ist der indirekte
ELISA (iELISA) hochsensitiv, spezifisch und mit vier bis sechs Stunden relativ schnell. In
96well-Mikrotiterplatten mit vorgelegtem Brucella-Antigen (meist von B. abortus 1119-3)
wird Serum pipettiert, inkubiert und gewaschen, wonach das Enzym-Vollzellantigen-
Konjugat zum Nachweis von spezifischem IgG, IgM oder IgA hinzugegeben wird. Nach
Zugabe des Substrates kann der Farbumschlag automatisiert erfasst werden und erlaubt im
Abgleich mit Positiv- und Negativkontrollen die Einordnung in seropositive und -negative
Reaktionen.

Der kompetitive ELISA (cELISA) basiert auf monoklonalen Antikorpern gegen das
O-Polysaccharid, die mit unspezifischen Antikdrpern um das Antigen konkurrieren.
Hierdurch wird die Spezifitit gegeniiber dem iELISA erhoht. Aulerdem konnen Antikorper
nach einer Brucella-Impfung (bei Sdugetieren) von denen nach einer natiirlichen Infektion

unterschieden werden (Lucero et al., 1999; Nielsen et al., 1995; Nielsen et al., 1996).

Die Serum-Langsamagglutination (SLLA) zeigt die Gesamtheit der Antikorper gegen Brucella

an (vornehmlich IgM, zu geringerem Anteil auch IgG und IgA). Dazu wird zu einer Phenol-
inaktivierten Zellsuspension von Brucella abortus 1119-3 (USDA) Serum in einer
Verdiinnungsreihe 1:20 bis 1:1.280 hinzugegeben. AnschlieBend wird im Wasserbad fiir 24
Stunden bei 37 °C inkubiert. Von den agglutinierten Proben entspricht die hochste Serum-
Verdiinnungsstufe mit iiber 50 %iger Agglutination dem Antikorpertiter (Araj, 2010).

Antikorpertiter von iiber 1:160 gelten in Nicht-Endemiegebieten als Zeichen fiir eine
Brucellose, und bei einem Titer von 1:80 besteht wegen hinreichenden Verdachts Anlass zu
weiterer Beobachtung. In Endemiegebieten miissen hohere diagnostische Titer angenommen
werden (> 1:320). Es besteht jedoch die Moglichkeit, dass infizierte Patienten serologisch
negativ sind. Nicht agglutinierende Antikorper konnen hier die Ursache sein. Auch bei hohen
Antikorper-Titern kann durch einen Uberschuss von Antikérpern auf den Bakterien oder
durch Serumfaktoren eine Agglutination verhindert werden, die bei stirkerer Verdiinnung
dann doch zu erkennen ist (Prozoneneffekt). Ebenfalls negativ kann der Befund sein, wenn
die Blutprobe des Patienten im frithen Stadium der Infektion vor dem Eintritt der
Serokonversion entnommen wurde, weshalb bei hinreichendem Verdacht eine Kontrolle nach

14-21 Tagen empfohlen wird (Al Dahouk et al., 2003).
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Der Coombs Test (CT) eignet sich besonders fiir den Nachweis chronischer Brucellosefille in

Ergidnzung zu SLA und KBR. Mit dem CT werden nicht agglutinierende IgGs erkannt. In der
SLA identifizierte negative Proben, die Zell-Antigen enthalten, werden hierzu mit PBS
gewaschen, mit anti-human Gammaglobulin versetzt und weitere 24 h inkubiert.

AnschlieBend wird die Agglutination bewertet (Araj, 2010).

Die Komplementbindungsreaktion (KBR) basiert auf der Aktivierung des

Komplementsystems nach einer Antigen-Antikorperreaktion. Mit der KBR wird vornehmlich
IgG nachgewiesen, weshalb dieser Test spezifischer als die SLA ist und daher in der
Diagnostik als Bestitigungstest verwendet wird. Wihrend zu Beginn der Inkubationszeit bei
chronischer Brucellose oder nach einer Impfung die SLA keine sichere Aussage zulédsst oder
negativ ist, kann mittels KBR die Infektion meist doch nachgewiesen werden. Steigt der Titer
in der KBR und sinkt er in der SLA, ist dies ein Zeichen fiir eine chronische Brucellose. Die
Auswertung der KBR erfolgt nach dem jeweiligen Grad de Hidmolysehemmung unter

Beriicksichtigung der Reaktivitit eines positiven Standardserums (Al Dahouk et al., 2003).

Der Rose Bengal Test (RBT) wurde als Schnelltest fiir die serologische Untersuchung von

Rindern auf Brucella-Antikorper entwickelt. Mit Rose Bengal Farbstoff eingefirbte Zellen
von B. abortus werden in Suspension auf pH 3,65 gebracht und anschlieend die
Agglutination mit dem zu testenden Serum bewertet. Durch den niedrigen pH-Wert werden
unspezifische Agglutinationen verhindert. Mit einer Testdauer von nur 5-10 min und einer
einfachen Handhabung lasst sich die Methode sehr gut im klinischen Alltag bzw. im Feld
verwenden. Allerdings ist der RBT ausschlielich fiir die akute Brucellose zu empfehlen, da

er bei chronischem Verlauf falsch positive Ergebnisse erzeugt.

1.4 Tenazitit von Brucella in Lebensmitteln

Fiir Brucellen lassen sich einige allgemeingiiltige Bedingungen festhalten, die sie zum
Uberleben benétigen: Sie wachsen bei 20-40 °C, wobei die optimale Wachstumstemperatur
bei 37 °C liegt (Burrows und Freeman, 1985). Brucellen sind nicht sehr hitzebestindig und
konnen durch Pasteurisation bei 72 °C fiir 15 s inaktiviert werden (Davies und Casey, 1973).

Der optimale pH-Wert liegt bei 6,6-7,4 mit einem Minimum von pH 5,8 und einem Maximum

von pH 8,4 (Zobell und Meyer, 1932). Lerche und Entel (1959) haben dagegen ein Minimum
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von pH 4,1-4,5 gemessen. Es hingt jedoch stark von der verwendeten Sédure sowie von dem
Medium ab, bei welchem pH-Wert Brucellen noch iiberleben. Zum Beispiel iiberlebte
B. abortus bei pH 4,65 in Milchsdure vier Stunden und in Salzsdure 2 Tage (Késtli und Binz,
1948). In einem Fall iiberlebte B. abortus in Joghurt mit einem pH-Wert von 3,6 einen Tag
lang (Kaéstli und Binz, 1948) und in Citrat-/Phosphat-Puffer 54 Stunden bei 5 °C und pH 3,0
(Davies und Casey, 1973). Besonders lang kann die neue Spezies Brucella microti bei saurem
pH-Wert iiberleben: Bei pH 4,5 lebten nach siebenstiindiger Inkubation noch ein Viertel der
eingesetzten Zellen, wohingegen nur 0,9 % von B. suis 1330 iiberlebten (Jimenez de Bagiies
et al., 2010). Je niedriger die Temperatur des Mediums ist, umso eher tolerieren Brucellen
niedrige pH-Werte (ICMSF, 1996; Kistli und Binz, 1948).

Aus Untersuchungen der Tenazitit von Brucella in Kisen verschiedener Fettstufen ldsst sich
ableiten, dass Brucellen moglicherweise umso ldnger iiberleben, je hoher der Fettgehalt ist
(Salem et al., 1977). Diese Hypothese unterstiitzen Untersuchungen, bei denen Brucellen 13
Monate lang in Butter (Fulton, 1941) bzw. 94-102 Tage in Sahne kulturell nachweisbar waren
(Nour, 1982).

Hohe Salzgehalte reduzieren im Allgemeinen die Uberlebenszeit von Brucellen, fithren aber
nicht zwingend zum Absterben der Zellen: In Schafskise mit 27 % Salzgehalt iiberlebte
B. melitensis 45 Tage lang (ICMSF, 1996).

Der Vergleich von Tenazitdtsdaten ist nicht immer einfach, weil die unterschiedlichen
Versuchsbedingungen zu stark abweichenden Ergebnissen fithren konnen. Zum Beispiel hat
die Wahl des Brucella-Stammes einen entscheidenden Einfluss auf die beobachtete Tenazitit.
Hinzu kommen unterschiedliche Inokulationsdosen, Temperaturen und pH-Werte. In
Publikationen aus der ersten Hilfte des letzten Jahrhunderts wurde hiufig statt definierter
Koloniezahlen die Inokulationsdosis als Kultur-Aliquot mit bestimmter Inkubationsdauer
angegeben, was nur ungefihr auf die sich in der Matrix befindende Zellzahl hinweist. Im
Folgenden werden bisher bekannte Uberlebensraten von Brucellen in Wasser, Milch, J oghurt

und Kése zusammengefasst.

1.4.1 Wasser

In Wasser iiberleben Brucellen trotz Nihrstoffmangel recht lange, wobei diese Zeit mit der
Hohe der Umgebungstemperatur abnimmt. Wihrend 8,8 x 10° KbE von B. abortus 2308 bei
pH 6,5-7,6 und 37 °C 10-16 Tage iiberlebten, verlidngerte sich die Tenazitit bei 25 °C auf 23-
42 Tage. Bei 8 °C liegt die Uberlebenszeit bereits bei 57 Tagen und bei -40 °C konnte
Brucella noch nach iiber 800 Tagen kultiviert werden (Kuzdas und Morse, 1954). In
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Leitungswasser iiberlebten Brucellen bei 20 °C zweieinhalb Monate (Scientific Committee on

Animal Health and Animal Welfare, 2001).

1.4.2 Milch

Die Tenazitits-Untersuchungen lassen sich in Untersuchungen mit Rohmilch und mit
sterilisierter Milch unterteilen. Rohmilch enthélt im Unterschied zu pasteurisierter Milch
native Proteine und eine Bakterienflora, die unter Umstinden Einfluss auf das Wachstum von
Brucellen haben konnte.

Kuzdas und Morse (1954) ermittelten bei einer Anfangskonzentration von 8x10° KbE/ml von
B. abortus 2308 in Rohmilch bei 8 °C bzw. bei 25 °C eine Tenazitit von 2-4 bzw. von 1-2
Tagen. In einer anderen Studie wurden 2 ml einer 48 h-Kultur von B. abortus in 250 ml
Rohmilch gegeben und bei 8-10 °C inkubiert. Die Tenazitit lag hier bei 21-28 Tagen
(Drescher und Hopfengirtner, 1930).

In sterilisierter Milch iiberlebte B. abortus bei Raumtemperatur 4-5 Tage (Lerche, 1931). Bei

8 °C und einem pH-Wert von 5,0-5,8 waren nach 34 Tagen noch lebende Zellen nachweisbar
(Lerche, 1931). Wurde dagegen bei 38 °C und einem pH-Wert von <5 inkubiert, iiberlebten
Brucellen weniger als 24 Stunden (Kistli und Binz, 1948).

1.4.3 Joghurt

Uber die Tenazitit von Brucellen in Joghurt sind sehr unterschiedliche Daten verdffentlicht
worden: Nour et al. (1975) untersuchten Stimme von B. abortus, B. melitensis und B. suis, die
in Biiffelmilch-Joghurt bei einer Anfangskonzentration von 2 x 10° KbE/ml und 7-10 °C iiber
100 Tage iiberlebten. Ghoniem (1972) inokulierte ebenfalls diese drei Brucella-Spezies in
Biiffelmilch-Joghurt bei pH 4,5-6 und 4 °C. Dabei iiberlebte B. abortus 30 Tage, B. melitensis
20 Tage und B. suis 26 Tage. Die Tenazitit war also deutlich geringer, und es traten Spezies-
spezifische Unterschiede auf.
In Joghurt aus Kuhmilch konnten bei 4-5 °C nach acht Tagen noch lebende Zellen von
B. abortus nachgewiesen werden, nicht jedoch nach 11 Tagen (Drescher und Hopfengirtner,
1930). Eine Abhingigkeit der Tenazitdt von der Inokulationsdosis wurde von Zuniga gezeigt,
bei dem bei 4 °C und einem pH-Wert von 3,8-4,0 1 x 10° KbE B. abortus 544 pro Milliliter
neun Tage und 1 x 10® KbE/ml 22 Tage iiberlebten (Zuniga et al., 2005). Die geringste
Tenazitdt von B. abortus in Joghurt aus Kuhmilch lag temperaturunabhingig bei unter einem
Tag jeweils bei 3 °C und pH 3,95, bei 20 °C und pH 3,6 und bei 38 °C und pH 3,43 (Kistli
und Binz, 1948).
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Die aufgetretenen Unterschiede konnten verschiedene Ursachen haben, wie Inokulations-
Zeitpunkt (Kontamination der Milch mit anschlieBender Fermentation oder Kontamination

des fertigen Joghurts), Art der Starter-Kulturen oder auch Wahl des Brucella-Stammes.

144 Kaise

Mit Blick auf den Verbraucherschutz ist bei Kise der Zeitraum bis zur Vermarktung ein
wichtiges Kriterium bei der Beurteilung der Gefidhrdung des Konsumenten durch eine
Kontamination mit Brucellen. Natiirlich sollten Milchprodukte generell frei von Brucellen
sein. Fiir den Fall, dass das Produkt kontaminiert ist, besteht jedoch die Moglichkeit, dass
dessen Verzehr dennoch keine Gefahr fiir den Verbraucher darstellt, wenn die Reifezeit langer
ist als die Tenazitdt von Brucella sp. in diesem Kidse. Emmentaler hat z. B. eine Reifezeit von
mindestens drei Monaten (Kiseverordnung, 2010), wobei B. abortus nur acht Tage darin
lebensfihig ist (Késtli und Hausch, 1957). Im Gegensatz dazu iiberlebt B. abortus in Cheddar
sechs Monate lang, was deutlich lidnger als die Reifezeit des Késes (ca. 2-3 Monate) ist.

Die meisten Erkrankungen beim Menschen gehen jedoch auf die selbst hergestellten Frisch-
und Weichkise zuriick (Castell et al., 2009). In Domiati, einem dgyptischen Weichkise,
(11 % NaCl) kénnen 3 x 10° KbE B. abortus bei 2-4 °C 24 Tage und bei 18-22 °C 12 Tage
iberleben, in Tallaga (dgyptischer Weichkise mit 6 % NaCl) bei 2-4 °C sogar 32 Tage (Salem
et al.,, 1977). In Ziegenkése lag die Tenazitdt von Brucellen sogar bei 40-100 Tagen (Stiles,
1945).

1.4.5 Andere Lebensmittel

Die Tenazitit lag bei B. abortus in Fleisch bei 3-5 °C bei 15 Tagen (Kriiger, 1932) und in
Waurst bei 175 Tagen (Pagnini, 1962). In Bier iiberlebte B. abortus drei Tage lang (Serpa
Santos et al., 1939) und in Butter bei 4-5 °C 35 Tage (Drescher und Hopfengértner, 1930).
Auch Eiscreme wurde untersucht: Die aus natiirlich kontaminierter Milch hergestellte
SiiBspeise wurde bei -1 °C gelagert und zeigte nach iiber 11 Tagen noch lebensfihige

Brucellen (Thompson, 1933).
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2 Zielsetzung

Alle bisherigen Szenarien zur Beurteilung der bioterroristischen Relevanz von Brucellen
haben die Ubertragung des Erregers durch die Luft im Fokus (Davis, 2004; Kaufmann et al.,
1980; Neubauer, 2010). Es muss jedoch auch mit der Kontamination von Lebensmitteln
gerechnet werden. Bei einem absichtlichen Eintrag von Brucellen in die Lebensmittelkette
kann ein erheblicher 6konomischer Schaden verursacht werden. Derartige bioterroristische
Handlungen hitten dabei in solchen Gebieten die hochste Wirkung, wo der Erreger nicht
endemisch ist, wie zum Beispiel in westlichen Industrienationen.

Fiir einen solchen Fall werden Daten iiber die Tenazitit von Brucellen in verschiedenen
Lebensmitteln bendtigt, um eine Risikobewertung vornehmen und MaBnahmen zur Erhaltung
oder Wiederherstellung der Lebensmittelsicherheit ergreifen zu konnen. Des Weiteren ist ein
zuverladssiger und schneller Nachweis notig, um den Verbraucher vor der schwerwiegenden
Infektion schiitzen zu konnen. Aufgrund der Vielzahl unterschiedlicher Matrizes mit
Inhibitoren (z. B. Proteine, Proteasen, Nukleasen, Kalzium) bedarf es einer sorgféltigen
Evaluation der bisher bekannten Extraktions- und Nachweismethoden in Lebensmitteln.

Ziel der vorliegenden Arbeit war deshalb zunéchst die Tenazitidt von Brucellen in relevanten
Lebensmitteln zu untersuchen. Diese sollten kommerziell erhiltlich sein und nach der
Kontamination mit Brucellen unter den herkdmmlichen Lagerbedingungen aufbewahrt
werden. Aufgrund dieser Tenazitdtsuntersuchungen sollte das Gefdhrdungspotenzial von
Brucellen in verschiedenen Lebensmitteln unter dem Blickwinkel denkbarer bioterroristischer
Handlungen beurteilt werden.

Im Falle eines Eintrags von Brucellen in die Lebensmittelkette ist die schnellstmdgliche
Identifizierung des vermeintlichen Erregers notig, um geeignete MaBnahmen treffen zu
konnen. Aus diesem Grund wurde nach einer Methode zum schnellen Nachweis von
Brucellen in Lebensmitteln gesucht. Gidngige kulturelle Nachweismethoden dauern mehrere
Tage und serologische Methoden lassen sich auf Lebensmittel nicht anwenden. Daher sollten
fiir relevante Lebensmittel geeignete Aufbereitungsmethoden gepriift und Protokolle auf
Basis molekularbiologischer Untersuchungen entwickelt werden, durch die ein Ergebnis
innerhalb weniger Stunden vorliegen kann.

Eine Moglichkeit, die Wiederfindungsrate von Erregern in Lebensmitteln zu erhohen, ist die
immunomagnetische Separation, durch welche die Mikroorganismen vom Medium bzw.
Lebensmittel getrennt und somit inhibitorische Effekte auf DNA-Extraktion und PCR
minimiert werden konnen. Fiir mehrere Bakterien wie zum Beispiel E. coli und Listerien gibt

es bereits kommerziell erhiltliche Losungen. Mit der vorgelegten Arbeit sollte ein Beitrag zur
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Etablierung eines Systems fiir die immunologische Separation von Brucellen geleistet und die
Ergebnisse mit denen anderer Systeme zur Extraktion von Brucellen-DNA aus Lebensmitteln

verglichen werden.
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3 Material

3.1 Chemikalien und Puffer

Chemikalien

Firma

Borsidure

Brucella-Agar
Dinatriumhydrogenphosphat
Ethanol absolut
Ethidiumbromid-Losung (10 mg/ml)

Ethylendiamintetraessigsdure-Dinatriumsalz-Dihydrat
(EDTA)

Isopropanol

Natriumchlorid

Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
Polyadenylsdure-Kalium-Salz
Rinderserumalbumin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
UltraPure Agarose

Wasser fiir die Molekularbiologie

Merck KGaA, Darmstadt, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D

Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

Merck KGaA, Darmstadt, D

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, D
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Merck KGaA, Darmstadt, D

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D

Agarosegel-Ladepuffer

Ficoll-400-Losung (15 %), sterilfiltriert

Bromphenolblau-Losung (5 %)

Beide Losungen im Verhiltnis 40:1 mischen

NET-Puffer, Lysepuffer (pH 7,6)

NaCl 50 mM
EDTA 125 mM
Tris-HCI 50 mM
Puffer A, Natriumphosphatpuffer (pH 7,4)
Natriumdihydrogenphosphat 19 mM
Dinatriumhydrogenphosphat 81 mM
Puffer B, Boratpuffer (pH 9,5)

Borsédure 100 mM
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Puffer C, PBS/BSA/Natriumphosphatpuffer (pH 7,4)

NaCl 15 mM
BSA 0,1 %
In 10%igem Natriumphosphatpuffer (Puffer A) 16sen

Puffer D, Tris/BSA (pH 8,5)

Tris 200 mM
BSA 0,1 %

Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer) (pH 8,3)

Tris 90 mM
Borsidure 90 mM
EDTA 2,5 mM

3.2 Enzyme, Seren und Antikorper

Enzym Firma

Proteinase K Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
RNase A Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D
Serum Firma

Brucellose-Kontrollserum, Vollserum, positiv, vom Bundesinstitut fiir Risikobewertung, Berlin, D

Rind, SLA: 841 LLE./ml, KBR: 250 sens. E./ml

Antikorper Firma

Anti-Brucella abortus-Antikorper IgG1, monoklonal Antibodies-online GmbH, Aachen, D
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3.3 Primer, Sonden und Marker

Alle Primer und Sonden wurden bei der Firma Metabion (Metabion International AG,

Martinsried, D) bestellt.

Name Primer / Sonde Amplifikat

Nachweis von

Gattungsspezifische Brucella-PCR, Nachweis von besp31

B4 (fw) TGGCTCGGTTGCCAATATCAA 24 b B lla s
rucella .

B5 (rev) CGCGCTTGCCTTTCAGGTCTG P PP

Gattungsspezifische Brucella-Real-Time PCR, Nachweis von besp31

B. spp fw GCTCGGTTGCCAATATCAATGC

B. spp rev GGGTAAAGCGTCGCCAGAAG 151 bp Brucella spp.

B. spp Taq 6FAM-AAATCTTCCACCTTGCC-

CTTGCCATCA-BHQI1

Lambda-Real-Time PCR

Lambda-fw ATGCCACGTAAGCGAAACA

Lambda-rev GCATAAACGAAGCAGTCGAGT 278 bp Lambda-DNA

Lambda Taq YY-ACCTTACCGAAATCGGTAC-

GGATACCGC-BHQI1

Marker Firma

HyperLadder v Bioline GmbH, Luckenwalde, D

*) Ein Bild zum Marker ist in Abschnitt 9.4 zu finden.

3.4 Bakterienstaimme

Spezies Biovar Stamm Stammsammlung/
Herkunft ©

Brucella abortus 1 1119-3 USDA

Brucella melitensis 1 16M NCTC 10094

Brucella suis 1 1330 NCTC 10316

Brucella neotomae 5K33 NCTC 10084

Brucella canis RM6/66 NCTC 10854

Brucella microti CCM 4915T CAPM 6436

Brucella inopinata BOl1 CAPM 6436

Brucella pinnipedialis B2/94 NCTC 12890

Brucella ceti B1/94 NCTC 12891

Brucella ovis 63/290 NCTC 10512

Yersinia enterolitica O:9 383 NCTC 11174

Y USDA — U.S. Department of Agriculture, USA; NCTC — National Collection of Type Cultures, GB; CAPM —

Collection of Animal Pathogenic Microorganisms, CZ.
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3.5 Nihrmedien

Brucella-Bouillon (pH 7,0)

28,0 g Brucella Broth (Difco)
Brucella Broth enthilt:
10,0 g  Trypton
10,0 g  Peptamin
1,0g  Dextrose
2,0 g  Hefeextrakt
5,0 g Natriumchlorid
0,1 g  Natriumbisulfit
ad 1.000 ml VE-Wasser
autoklavieren

Brucella-Agar (pH 7,0)

41,0 g Brucella-Agar (Merck)
Brucella-Agar enthilt:
10,0 g  Pepton aus Fleisch
10,0 g Pepton aus Casein
1,0g Dextrose
2,0 g  Hefeextrakt
5,0 g  Natriumchlorid
13,0g Agar
ad 1.000 ml VE-Wasser
autoklavieren

Brucella-Selektiv-Agar (pH 7,5)

2 FL

5.000 LE.
25.000 LE.
100 mg
5mg
100.000 LE.
20 mg

10 ml
10 ml

Brucella-Selektiv-
Supplement (Oxoid)

2 Fldschchen enthalten:
Polymyxin B
Bacitracin
Cycloheximid
Nalidixinsdure
Nystatin

Vancomycin
Methanol

Aqua bidest.

Steril 16sen und 10 min bei 37 °C
inkubieren

Supplement mit Brucella-Agar
(€50 °C) vermischen
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3.6 Verbrauchsmaterialien, Kits und Ger:iite

Material

Firma

5 Prime MasterMix

BagPage Stomacherbeutel
Biopur Combitips plus
Chirurgische Einmalskalpelle
Dynabeads M-280 Tosylactivated
Lambda DNA

Reaktionsgefile 1 ml und 2 ml
Reaktionsgefiflie 15 ml und 50 ml
Sterile Pipetten, 5 ml und 10 ml
Tag PCR Master Mix

TagMan Universal PCR Master Mix No AmpErase
UNG

5 Prime GmbH, Hamburg, D
Interscience, Saint Nom la Breteche, F
Eppendorf AG, Hamburg, D

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, D
Eppendorf AG, Hamburg, D

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D
Greiner Bio-One GmbH, Solingen, D
Qiagen GmbH, Hilden, D

Applied Biosystems Deutschland GmbH, Darmstadt,
D

Kit

Firma

InstaGene Matrix

Invitek MSB Spin PCRapace
QIAamp DNA Mini Kit
StarPrep One Kit

SureFood PREP Bacteria [
ZR Fecal DNA Kit

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D
Invitek GmbH, Berlin, D

Qiagen GmbH, Hilden, D

Biotecon Diagnostics GmbH, Potsdam, D
Congen Biotechnologie GmbH, Berlin, D
Zymo Research, Freiburg, D
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Geriit

Firma

2720 Thermal Cycler
7500 Real-Time PCR System

Accu-jet pro

Agarose-Gelelektrophorese-System Sub-Cell GT
BagMixer 400, Modell VW

Brutschrank Heraeus B 5090 E

Brutschrank KB 400

Densimat

Digital pH-Meter 646

Eppendorf Multipette plus

Gene Genius Bio Imaging System
Koloniezihlgerit

Magnetriihrer RCT basic
Magnetstinder Dynal MPC-S
Milko-Scan 133D

MS2 Minishaker

Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer
Netzteil PowerPac Basic

pH-Messkette SE 106

DNA-Workstation DNA/RNA UV-Cleaner UVC/T-
M-AR

Sterilbank: HER Asafe KSP 12

Thermomixer Comfort

Uberkopf-Schiittler Reax 2

Zentrifuge 5424

Applied Biosystems Deutschland GmbH, Darmstadt,
D

Applied Biosystems Deutschland GmbH, Darmstadt,
D

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, D
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D
Interscience, Saint Nom la Breteche, F

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, D

Binder GmbH, Tuttlingen, D

bioMérieux Deutschland GmbH, Niirtingen, D

Knick Elektronische Messgeridte GmbH & Co. KG,
Berlin, D

Eppendorf AG, Hamburg, D

Syngene Europe, Cambridge, UK
Gallenkamp

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, D
Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D

Foss Electric, DK

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, D
Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, D
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D

Knick Elektronische Messgerite GmbH & Co. KG,
Berlin, D

G. Kisker GbR, Steinfurt, D

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, D
Eppendorf AG, Hamburg, D

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach,
D

Eppendorf AG, Hamburg, D

3.7 Software

Software

Firma

7500 Software, Version 2.0.1 for 7500 and 7500 Fast
Real-Time PCR Systems

Reference Manager Professional Network Edition,
Version 12.0.1, 2009

Applied Biosystems Deutschland GmbH, Darmstadt,
D

Thomson Reuters, London, UK
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4 Methoden

4.1 Mikrobiologische Methoden

4.1.1 Tenazitit von Brucellen in Lebensmitteln

Die Tenarzitit der Brucellen wurde am Modell von Brucella abortus 1119-3, Biovar 1
(USDA) untersucht. Zusitzlich wurde in H-Milch auch Brucella melitensis 16M, Biovar 1
(ATCC 23456) eingesetzt, um die Ergebnisse fiir Brucellen in dieser Matrix besser
verallgemeinern zu konnen. Alle Arbeiten an lebenden Bakterien wurden in einem Labor der

Sicherheitsstufe 3 durchgefiihrt.

4.1.1.1 Untersuchte Lebensmittel

Die Tenazitit von Brucellen wurde in H-Milch, Rohmilch, Vorzugsmilch, drei verschiedenen
Joghurtsorten und stillem Mineralwasser untersucht. Fettgehalt und Haltbarkeitsdauer der

Lebensmittel sind Tabelle 4-1 zu entnehmen.

Tabelle 4-1:  Fettgehalt und Haltbarkeitsdauer der in den Tenazitidtsversuchen untersuchten Lebensmittel.

Lebensmittel Fettgehalt™ Haltbarkeitsdauer
H-Milch 3,5 % 3 Monate
Rohmilch 3.2 % 2 Tage
Vorzugsmilch 3.5 % 4 Tage
Joghurt 1 1,5 % 30 Tage
Joghurt 2 3,5% 30 Tage
Joghurt 3 10,0 % 30 Tage
Stilles Mineralwasser 0,0 % 12 Monate

" Der Fettgehalt der Rohmilch wurde mittels MilkoScan 133D bestimmt. Alle iibrigen Fettgehalte entsprechen
den Herstellerangaben.

H-Milch wird Temperaturen von iiber 135 °C und hohem Druck ausgesetzt (Anon, 2004),
weshalb das Produkt steril ist. Im Gegensatz hierzu werden Roh- und Vorzugsmilch nicht
hitzebehandelt. Vorzugsmilch darf nur durch Betriebe mit besonderer Lizenz verkauft werden

und muss im Gegensatz zur Rohmilch striktere Reinheitskriterien erfiillen (siehe Tabelle 4-2).

Tabelle 4-2:  Unterschiede in den Qualititsanforderungen von Roh- und Vorzugsmilch nach der
Milchverordnung (Anon, 2004).

Rohmilch Vorzugsmilch
Gesamtkeimzahl bei 30 °C <100.000 KbE/ml <30.000 KbE/ml
Somatische Zellen <400.000 /ml <300.000 /ml
Salmonellen 0 KbE/25 ml 0 KbE/25 ml
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Die verwendete Rohmilch stammt aus dem Versuchsgut des Bundesinstituts fiir
Risikobewertung. Sie wurde auf Brucellen untersucht und war Brucella-negativ. Sie enthielt
34x 10° Bakterien/ml, von denen 2.4 x 10" KbE/ml coliforme Bakterien waren. Escherichia
coli befand sich nicht in der Rohmilch. Alle {ibrigen Milchprodukte wurden in Superméirkten
eingekauft und entsprachen somit den in Deutschland iiblichen Qualitdtsanforderungen. Alle
Milchprodukte wurden aus Kuhmilch hergestellt.

Die Inhaltsstoffe fiir das untersuchte Mineralwasser laut Herstellerangaben sind in Tabelle 4-3

dargestellt.

Tabelle 4-3:  Mineraliengehalt im untersuchten stillen Mineralwasser (Anon, 2009).

Ionen Konzentration [mg/l]
Kationen

Lithium (Li") 0,013
Natrium (Na®) 11,500
Kalium (K*) 3,000
Ammonium (NH,") 0,040
Magnesium (Mg**) 49,000
Kalzium (Ca*") 140,000
Strontium (Sr**) 0,490
Summe 204,043
Anionen

Fluorid (F) 0,18
Chlorid (CI") 8,90
Nitrat (NO3) 7,90
Sulfat (SO,%) 20,00
Hydrogenkarbonat (HCOj3') 652,00
Summe 688,98

4.1.1.2 Kultivierung der Brucella-Stimme

Die Brucella-Stimme wurden auf sterilem Brucella-Agar bei 37 °C und 90 % relativer
Luftfeuchte drei Tage lang kultiviert. Der Bakterienrasen wurde mit 10 ml steriler
physiologischer Kochsalzlosung (0,9 % NaCl) abgeschwemmt. Diese Suspension wurde
mittels Densimat auf einen McFarland-Wert von 4,5 eingestellt, der nach einer mit B. abortus
1119-3 durchgefiihrten Voruntersuchung durch Ausplattieren von Verdiinnungsreihen auf
Brucella-Agar einer Konzentration von 5 x 10° KbE/ml entsprach.

In einem weiteren Versuch mit B. abortus 1119-3 und B. melitensis 16M wurde die
Brucellen-Abschwemmung auf einen McFarland-Wert von 1,0 eingestellt und 100.000fach

verdiinnt, was nach Koloniezihlungen einer Konzentration von 5 x 10° KbE/ml entsprach.
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4.1.1.3 Spiken der Lebensmittelproben mit Brucellen

Die Lebensmittelproben wurden 1:100 mit der Zell-Suspension in je einer Glasflasche

inokuliert. Somit lag das Inokulum von B. abortus 1119-3 in einer Ausgangskonzentration

von 5x10° KbE/ml vor. Als Positivkontrolle diente Brucella-Bouillon, die als

Anzuchtmedium fiir Fliissigkulturen ebenfalls 1:100 beimpft wurde. Als Negativkontrolle

wurden die Lebensmittel 1:100 mit steriler physiologischer Kochsalzlosung inokuliert.

Zur Untersuchung des Wachstums von B. abortus 1119-3 in H Milch mit einem geringeren
Inokulum von 5 x 10° KbE/ml wurde parallel auch B. melitensis 16M eingesetzt. Dies diente
der Uberpriifung, ob die fiir B. abortus erhaltenen Ergebnisse auch fiir eine andere Brucellen-
Art reproduziert werden konnen.

Um sicherzustellen, dass die Bakterien innerhalb der angegebenen Zeit homogen im
Lebensmittel verteilt sind, wurden in einem Vortest 100 ul 0,5 %ige Safranin-Losung in die
einzelnen Lebensmittel gegeben und die Zeit bis zur vollstindigen Verteilung visuell
ermittelt. Dies betrug ein bis zwei Minuten. Zur Sicherheit wurden die Lebensmittel und
Kontrollen jeweils zehn Minuten mittels Magnetriihrer durchmischt.

Fiir jeden Probentag wurden jeweils drei 15 ml-Falcon-Rohrchen mit 10ml des
kontaminierten Lebensmittels befiillt. Aufgrund der geplanten Versuchsdauer von drei
Monaten bei der H-Milch und einem Jahr beim Wasser mussten insgesamt 500-700 ml mit
Brucellen inokuliert werden. Um eine gleich verteilte Brucellendosis in allen Falcon-
Rohrchen gewihrleisten zu konnen, erfolgte auch wihrend der Abfiillung eine
Durchmischung mittels Magnetriithrer. Positiv- und Negativkontrollen wurden fiir jeden
Probentag einfach angesetzt. In Anlehnung an die empfohlenen Lagerungsbedingungen
wurden H-Milch und stilles Mineralwasser in einem kiihlbaren Brutschrank bei 20 °C und
Joghurt, Roh- und Vorzugsmilch im Kiihlschrank bei 5 °C gelagert. Die Proben wurden nicht
geschiittelt.

4.1.1.4 Bestimmung der Zellzahl in kontaminierten Lebensmittelproben

Die Tenazitit von Brucellen sollte bis zum Ende der Haltbarkeit der ausgewihlten
Lebensmittel  erfolgen. Da  der Einzelhandel Produkte mit  abgelaufenem
Mindesthaltbarkeitsdatum entsorgt, stellen auch kontaminierte Lebensmittel kein Risiko mehr
fir den Verbraucher dar. Joghurt, Rohmilch und Vorzugsmilch haben nur eine kurze
Haltbarkeit von 2-30 Tagen und wurden tdglich analysiert. Zur Verminderung des
Probenautkommens bei den sehr haltbaren Produkten H-Milch und stilles Mineralwasser

(siche Tabelle 4-1) wurden diese Lebensmittel in den ersten zwei Wochen dreimal, in der
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dritten und vierten Woche zweimal und ab der fiinften Woche bis zum Ende des Versuchs
einmal wochentlich untersucht.

Dazu wurden die Falcon-Rohrchen gevortext und mit 0,9 % NaCl in 10er-Verdiinnungsreihen
verdiinnt. 100 ul jeder Verdiinnungsstufe wurden auf Brucella-Agar-Platten (H-Milch,
Mineralwasser und Positivkontrollen) bzw. auf Brucella-Selektivagar-Platten (Joghurt, Roh-
und Vorzugsmilch) ausgestrichen. Von den Negativkontrollen wurden 100 pl unverdiinnt
ausplattiert. Alle Verdiinnungsstufen wurden im Doppelansatz ausgestrichen und vier Tage
lang in feuchter Atmosphire bei 37 °C inkubiert. Die Auswertung erfolgte nach § 64 des
Lebensmittel-, Bedarfsgegenstinde- und Futtermittelgesetzbuches (LFGB; Anon 2012).
Demzufolge wurden die Doppelansitze zweier aufeinander folgender Verdiinnungsstufen
ausgezihlt, und zwar solche mit iiber zehn und unter 300 Kolonien. Anschlielend wurde die

Keimzahl folgendermallen berechnet:

_ D
c =10g10(—-d-10J

n,-1+n,-0,1

Dekadischer Logarithmus der Anzahl der koloniebildenden Einheiten pro ml

[logio (KbE/ml)]

ZC —  Summe der Kolonien aller Petrischalen

n, —  Anzahl der Petrischalen der niedrigsten auswertbaren Verdiinnungsstufe

n, —  Anzahl der Petrischalen der nédchsthoheren Verdiinnungsstufe

J _ Faktor der niedrigsten ausgewerteten Verdiinnungsstufe; hierbei handelt es sich
um die auf n, bezogene Verdiinnungsstufe.

10 —  Die Zahl der in 100 pl enthaltenen Kolonien wurde auf 1 ml hochgerechnet.

Aus den Dreifachansidtzen wurden Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet. Im
Anschluss an die Entnahme eines Aliquots fiir die Zellzahlbestimmung wurde in jedem

Falcon-Rohrchen der pH-Wert gemessen.

4.1.1.5 Bestimmung der Wachstums- und Reduktionsraten

Unter Beriicksichtigung der verschiedenen Kombinationen aus Lebensmittel und Brucella-
Stamm wurden mit Hilfe des Online-Programms DMFit (Anon, 2010) auf Basis der Baranyi-
and-Roberts-Modelle (Baranyi und Roberts, 1994) die Wachstums- und Reduktionsraten
berechnet (Modell ,,no lag*). In zwei Fillen konnte mit diesem pradiktiven mikrobiologischen

Modell keine Kurve in die Messpunkte aus der Tenazititsuntersuchung modelliert werden,
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weshalb fiir B. abortus 1119-3 in Mineralwasser das ,,complete model*“ und fiir B. abortus
1119-3 in Brucella-Bouillon bei 5 °C das Modell ,,no asymptote* angewandt wurde.

Mit den verwendeten Modellen war mit Ausnahme von zwei Fillen entweder die
Bestimmung des bakteriellen Wachstums oder der Reduktion der Zellzahl moglich. Auf das
Wachstum von B. melitensis 16M in H-Milch folgte eine Reduktion der Zellzahl, weshalb die
Tenazitdtsdaten in zwei Phasen eingeteilt wurden. Fiir diese konnten dann separat Modelle
berechnet werden (Wachstum, Tag O0-11; Reduktion, Tag 11-87). Zur besseren
Vergleichbarkeit mit der Positivkontrolle (B. melitensis in Brucella-Bouillon) erfolgte auch
hier eine Auswertung in zwei Phasen (Wachstum, Tag 0-9; Konstante Zellzahl, Tag 14-87).
Auf Basis der von DMFit berechneten Standardfehler wurden die 95 %-Konfidenzintervalle

errechnet.

4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Extraktion der Brucella-DNA aus den Lebensmittelproben

4.2.1.1 DNA-Extraktion aus fliissigen Matrizes

Zur Ermittlung einer geeigneten Methode fiir die Extraktion von Brucella-DNA aus Rohmilch
(Fettgehalt: 3,2 %), Joghurt (Fettgehalt: 10,0 %), stillem Mineralwasser und physiologischer
Kochsalzlosung (0,9 % NaCl) wurden verschiedene Kits und eine Phenol-Chloroform-

Extraktion untersucht (siehe Tabelle 4-4).

Tabelle 4-4:  Ubersicht zu den verwendeten DNA-Extraktionsmethoden und eingesetzten Probenvolumina.

Kit/Methode Probenvolumen*
InstaGene Matrix (Bio-Rad) 200 ul
Phenol-Chloroform-Extraktion (Romero und Lopez-Goni, 1999) 500 pl
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) 1.000 pl
StarPrep One Kit (Biotecon) 50 ul
SureFood PREP Bacteria I (Congen) 1.000 pl
ZR Fecal DNA Kit (Zymo) 150 pl

") Die eingesetzten Probenvolumina entsprachen den Vorgaben des jeweiligen Kit-Herstellers.

Physiologische Kochsalzlosung ist zwar kein Lebensmittel, wurde in die DNA-Extraktion
jedoch mit einbezogen, da Brucellen iiblicherweise hiermit vom Nihragar abgeschwemmt
werden und NaCl somit stets auch in die zu kontaminierenden Lebensmittel mit eingefiihrt
wird. Zudem ist dieses Medium wissrig und enthdlt weder Fett noch Proteine oder
Kohlenhydrate, so dass es sich zur Primirevaluation der DNA-Extraktionsprotokolle gut

eignet.
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Zur Kontamination von Lebensmitteln wurde Brucella abortus 1119-3 auf Brucella-Agar
angeziichtet, mit physiologischer Kochsalzlosung abgeschwemmt und mittels Densimat auf
5 x 10° KbE/ml eingestellt (sieche Abschnitt 4.1). AnschlieBend wurden die Zellen durch eine
zweistlindige Inkubation bei 80 °C inaktiviert.

Die Matrizes wurden 1:10 mit den inaktivierten Bakterien vermischt und anschlieBend durch
1:10-Verdiinnungen auf 5x 10", 5x 10* und 5x 10" KbE B. abortus 1119-3 pro ml
Lebensmittel gebracht (Versuchsansatz 1, sieche Abbildung 4-1 A). Als Negativ-Probe wurden
ungespikte Lebensmittel eingesetzt. Damit Joghurt pipettierfahig wurde, ist dieser vor der
Herstellung von Brucella-Verdiinnungsreihen 1:1 mit destilliertem Wasser verdiinnt worden.

Im Anschluss erfolgte die DNA-Extraktion.

DNA-Extraktion aus 5 x 107, 5 x 10* und 5 x 10 Zellen Brucella abortus 1119-3
pro ml Rohmilch, NaCl (0,9 %), Joghurt bzw. stillem Mineralwasser
sowie aus nicht kontaminierter Matrix

A nach sechs verschiedenen Methoden

Auswahl der zwei l l sensitivsten Methoden

DNA-Extraktion aus den Zehner-Verdiinnungsstufen 5 x 10* bis 5 x 10° Zellen
Brucella abortus 1119-3
pro ml Rohmilch, NaCl (0,9 %), Joghurt bzw. stillem Mineralwasser

B sowie aus nicht kontaminierter Matrix

Abbildung 4-1: Zweistufiger Untersuchungsansatz zur Auswahl der geeignetsten DN A-Extraktionsmethode.

Die DNA-Extraktion erfolgte in Doppelansitzen und wurde fiir jede Matrix und mit jeder
Methode dreimal durchgefiihrt. Die Konzentration der erhaltenen DNA-L&sung wurde mittels
Nanodrop-Spektrofotometer bestimmt. AnschlieBend wurde die DNA entweder direkt mittels
besp31-PCR und Agarosegelelektrophorese bzw. mittels Real-Time PCR analysiert oder bei -

20 °C eingefroren und spiter amplifiziert.

Die zwei Methoden, die sich fiir die wissrigen Medien NaCl und stilles Mineralwasser sowie
fiir die Milch(-produkte) Rohmilch und Joghurt am besten eigneten, wurden zur Ermittlung
der kleinsten noch nachweisbaren Brucellen-Konzentration weiter mit den Zehner-
Verdiinnungsstufen 5 x 10* bis 5 x 10° Zellen Brucella abortus 1119-3 pro ml untersucht

(Versuchsansatz 2, sieche Abbildung 4-1 B). Das fiir Milchprodukte am besten geeignete
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Verfahren wurde anschlieBend auch zur DNA-Extraktion aus Kéise verwendet (siche

Abschnitt 4.2.1.2)

4.2.1.2 DNA-Extraktion aus festen Matrizes

Zur Vorbereitung von Kiseproben wurden 9,9 g Camembert (45 % Fett i.Tr,
Haltbarkeitsdauer: 9 Tage) bzw. Ziegenfrischkidse (50 % Fett i. Tr., 15,5 % Fett absolut,
Haltbarkeitsdauer: 5 Wochen) eingewogen, mit 100ul dH,O bzw. inaktivierter
Brucellenverdiinnung beimpft und zusammen mit 40 ml dH,O in einen Stomacherbeutel
gegeben. Der Kise wurde fiir 1 min (Ziegenfrischkidse) bzw. 2 min (Camembert) bei
maximaler Geschwindigkeit durchmischt und die DNA aus der erhaltenen Kése-Suspension
mittels Phenol-Chloroform-Extraktion gewonnen (siehe Abschnitt 4.2.1.3).

Zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen wurde bei der Analyse von Verdiinnungsreihen
mit der Vorbereitung der Negativkontrolle (dH,O) begonnen und anschlieBend von der am

stirksten verdiinnten Brucellensuspension bis zur hochsten Konzentration vorgegangen.

4.2.1.3 Protokolle zu den eingesetzten Methoden der DNA-Extraktion

Alle Protokolle wurden nach Angaben des Herstellers bzw. des Autors durchgefiihrt.

4.2.1.3.1 DNA-Extraktion mittels Lysepuffer

InstaGene Matrix (Bio-Rad)

1.000 ul Lebensmittel-Probe wurden fiir eine Minute bei 13.000 g zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Nach Zugabe von 200 ul InstaGene Matrix zu dem Pellet wurde die
Suspension 30 min bei 56 °C inkubiert, fiir 10 s gevortext und anschlieend fiir 8 min bei
99 °C inkubiert. Wiederum wurde 10 s gevortext und 2,5 min bei 13.000 g zentrifugiert. Der
Uberstand enthielt die extrahierte DNA. Sofern diese nicht sofort mittels PCR analysiert
wurde, wurde das Aliquot bei -20 °C eingefroren. Nach dem Auftauen wurde 10 s gevortext,

wie angegeben zentrifugiert und die DNA dem Uberstand entnommen.

Phenol-Chloroform-Extraktion

Der klassischen Phenol-Chloroform-Extraktion nach Sambrook und Russel (2001) ist eine
speziell fiir Brucellen erarbeitete Aufbereitung vorgeschaltet (Romero und Lopez-Goni,
1999): Zu 500 ul Lebensmittelprobe wurden 100 ul NET-Puffer sowie 100 ul SDS-Losung
pipettiert, 10 min bei 80 °C inkubiert und auf Eis abgekiihlt. Zur Vermeidung von
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Kreuzkontaminationen durch Ubertragung von Tropfen aus dem Deckel des ReaktionsgefiBes
auf andere Proben wurde kurz zentrifugiert. Nach der Zugabe von 50 ul RNase A
(entsprechend 56,25 ug RNase A, Endkonzentration: 75 pg/ml) wurde gevortext und 2 h bei
50 °C inkubiert. Das Reaktionsgefil wurde kurz zentrifugiert. 50 ul Proteinase K
(entsprechend 260 pug Proteinase K, Endkonzentration: 325 pug/ml) wurden hinzupipettiert,
kurz gevortext und 1,5h bei 50°C inkubiert. Nach einem weiteren kurzen
Zentrifugationsschritt wurden 800 pul Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol hinzugegeben.
Diese Suspension wurde 20 s bei 2.400 rpm gevortext, 5 min bei 18.000 g zentrifugiert und
die wissrige obere Phase in ein neues Reaktionsgefil3 pipettiert. Bei Ziegenfrischkdse wurde
dieser Extraktionsschritt dreimal durchgefiihrt, bis die wéssrige Phase klar wurde. Die
organische Phase wurde verworfen. Zu der wissrigen Phase wurden 0,7-0,8 Volumen
Isopropanol gegeben. Wiederum wurde 20 s bei 2.400 rpm gevortext und 5 min bei 18.000 g
zentrifugiert. Die Fliissigkeit wurde verworfen und das Pellet mit 500 ul 70 %igen Ethanols
gewaschen. AnschlieBend wurde 2 min bei 13.000 g zentrifugiert, das Ethanol abpipettiert
und das DNA-Pellet bei 40 °C getrocknet. SchlieBlich wurden 25 ul destilliertes Wasser
hinzugegeben und durch Erhitzen auf 68 °C fiir 10 min die DNA in Losung gebracht.

StarPrep One Kit (Biotecon)

Zu 200 ul Lysis-Puffer wurden 50 ul Lebensmittel-Probe gegeben und bei 2.400 rpm
gevortext. Die Suspension wurde 10 min bei 99 °C inkubiert, 2 s gevortext und anschliefend
2 min bei 13.000 g zentrifugiert. Die DNA befand sich nun im Uberstand. Dieser wurde
jedoch nicht vom Sediment getrennt, da das Granulat der DNA-Extraktions-Fliissigkeit DNA-
stabilisierende Eigenschaften hat. Somit musste nach dem Auftauen eingefrorener DNA stets
zentrifugiert werden, so dass die Granulat-freie DNA dem Uberstand entnommen werden

konnte.

4.2.1.3.2 DNA-Extraktion mittels Lysepuffer und mechanischen Aufschlusses

ZR Fecal DNA Kit (Zymo)

150 ul Lebensmittel-Probe wurden in ein ZR BashingBead Lysis Tube pipettiert und 750 ul
Lysis-Puffer hinzugefiigt. AnschlieBend wurde fiir 5 min bei 2.400 rpm gevortext und fiir
1 min bei 10.000 g zentrifugiert. 400 ul Uberstand wurden anschlieBend auf einen Zymo-Spin
IV Spin Filter pipettiert und bei 7.000 g eine Minute zentrifugiert. Zu dem Filtrat wurden
1.200 ul Fecal DNA Binding Buffer hinzupipettiert und 780 ul dieser Mischung in einer
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Zymo-Spin IIC Column bei 10.000 g fiir 1 min zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen und
der Schritt mit den noch vorhandenen 800 ul Mischung wiederholt. Auf die Sdule wurden
anschlieBend 200 ul DNA Pre-Wash Buffer pipettiert und 1 min bei 10.000 g zentrifugiert.
Darauthin wurde die Zymo-Spin IIC Column mit 500 ul Fecal DNA Wash Buffer gewaschen
und in ein sauberes Reaktionsgefdl gestellt. 100 ul DNA Elution Buffer wurden direkt auf die
Sédulenmatrix pipettiert. Durch Zentrifugation bei 10.000 g fiir 30 s wurde die DNA eluiert.
Zur weiteren Erhohung der Reinheit wurde das Eluat in einen Zymo-Spin IV-HRC Spin Filter
iberfiihrt und fiir 1 min bei 8.000 g zentrifugiert.

4.2.1.3.3 DNA-Extraktion mittels Lysepuffer und DNA-bindender Sédulen

QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen)

Zur Extraktion von Brucella-DNA aus Lebensmitteln wurden 1.000 ul Probe 10 min bei
5.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf ca. 30 ul abpipettiert. AnschlieBend
wurden 180 ul ATL-Puffer sowie 20 pl Proteinase K zugegeben, 15 s gevortext und 1,5 h bei
56 °C und 350rpm im Thermomixer schiittelnd inkubiert. Zur Vermeidung von
Kreuzkontaminationen durch Ubertragung von Tropfen aus dem Deckel des ReaktionsgefiBes
auf andere Proben wurden die Reaktionsgefdlle kurz (ca. 5 s) zentrifugiert. Nach Zugabe von
200 pl Puffer AL wurde 15s gevortext und 10 min bei 70 °C und 350 rpm inkubiert.
Wiederum wurde kurz zentrifugiert. In das Reaktionsgefid3 wurden 200 pl 96 %iges Ethanol
gegeben und 15 s gevortext. Nach kurzem Zentrifugieren wurde die Mischung auf eine
QIAamp Spinsdule gegeben und 1 min bei 6.000 g zentrifugiert. Die Spin-Sédule wurde in ein
sauberes 2 ml-Reaktionsgefill gestellt und das Filtrat verworfen. Anschliefend wurden 500 ul
Puffer AW1 hinzupipettiert. Nach erneuter Zentrifugation bei 6.000 g wurde die Spin-Saule
wieder in ein sauberes 2 ml-Reaktionsgefil3 gesetzt und das Filtrat verworfen. Es folgte eine
Zugabe von 500 ul Puffer AW2, worauf die Spinsdule 3 min bei 20.000 g zentrifugiert und
anschliefend in ein sauberes 1,5 ml-Reaktionsgefdll gestellt wurde. 50 ul Puffer AE wurden
auf das Filtermaterial pipettiert, 5 min inkubiert und 1 min bei 6.000 g zentrifugiert.
Wiederum wurden 50 ul Puffer AE auf das Filtermaterial pipettiert, 3 min gewartet und
schlieBlich 1 min bei 6.000 g zentrifugiert.

SureFood PREP Bacteria I (Congen)

Ein Milliliter der zu untersuchenden Lebensmittelprobe wurde fiir 5 min bei 13.500 g

zentrifugiert. Nach dem Abpipettieren des Uberstandes (ca. 900 ul) wurden in das

49



Methoden

Reaktionsgefil 400 ul Puffer L hinzugegeben und 10 s gevortext. AnschlieBend wurde fiir
10 min bei 99 °C und 1.000 rpm schiittelnd inkubiert. Die Lysate wurden 1 min auf Eis
abgekiihlt und 2 min bei 13.500 g zentrifugiert.

Der Uberstand wurde zusammen mit 200 ul Binding Buffer in ein neues Reaktionsgefif3
pipettiert, das 10 s gevortext wurde. Das Lysat wurde auf einen Spin Filter pipettiert und nach
einer einminiitigen Einwirkzeit 2 min bei 13.500 g zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen.
AnschlieBend wurden 550 ul Wash Buffer auf den Spin Filter pipettiert, 1 min bei 13.500 g
zentrifugiert und das Filtrat verworfen. Dieser Waschschritt wurde wiederholt. Zum Trocknen
des Spin Filters wurde dieser ohne Zugabe von Puffer 2 min bei 13.500 g zentrifugiert. Es
folgte eine dreiminiitige Inkubation des Filters mit 100 ul des auf 55 °C erwédrmten Elution

Buffers, wonach fiir 2 min bei 9.400 g zentrifugiert wurde. Die DNA befand sich im Filtrat.

4.2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Der Nachweis der Brucella-DNA basierte auf dem Prinzip der Polymerasekettenreaktion
(PCR) (Mullis et al., 1986). Zu diesem Zweck wurde die fiir Brucellen gattungsspezifische
besp31-PCR nach Baily et al. (1992) durchgefiihrt. Hierbei wurde ein 224 bp langer Abschnitt
aus dem Gen fiir das Brucella cell surface protein (31 kDa) (Mayfield et al., 1988)
vervielféltigt, das fiir alle Brucella-Spezies charakteristisch ist (siehe Tabelle 4-5).

Zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen wurde der Mastermix in einer DNA-freien
,DNA-Workstation* pipettiert und aliquotiert. In einem separaten Raum wurde in einer
anderen ,,DNA-Workstation*“ das Template hinzugegeben. Als Positivkontrolle diente mittels
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) extrahierte DNA aus 5 x 10’ KbE Brucella abortus 1119-3.
Im Anschluss an die PCR wurden die Amplifikate iiber die Agarosegelelektrophorese
aufgetrennt (sieche Abschnitt 4.2.3).

Tabelle 4-5:  Mastermix und Temperatur-Zeitschema fiir die gattungsspezifische Brucella-PCR.

Reagenzien Firma Menge

Taq PCR Master Mix 2x Qiagen 12,5 ul 94 °C 10 min I x
Primer B4 (10 uM) Metabion 2,5 ul 94°C 30s

Primer B5 (10 uM) Metabion 2,5 ul 60°C 30s 30 x
Nukleasefreies Wasser Sigma 2,5 ul 72°C 30s

Template 5,0 ul 72°C  5min 1x

Die Sequenzen der Primer sind in Abschnitt 3.3 zu finden.
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4.2.3 Agarosegelelektrophorese

Zur Auftrennung von PCR-Produkten wurden 8 ul DNA mit 2 pl Ladepuffer vermischt und
auf ein 1,5 %iges TBE-Agarosegel aufgetragen. Als Langenstandard wurden 4 ul eines 100-
1.000 bp-Markers (Bioline) aufgetragen. Das Gel wurde 35 min bei 85 V gefahren. Die DNA
wurde fiir 20 min in einem Ethidiumbromidbad (0,5 pg/ml) gefarbt. AnschlieBend wurde das
Agarosegel fiir 10 min in dH,O gewaschen und unter UV-Licht fotografiert.

4.2.4 Real-Time PCR

Die aus Lebensmittelproben extrahierte DNA wurde zum Vergleich mit der klassischen PCR
auch mittels gattungsspezifischer Brucella-Real-Time PCR untersucht. Dabei wurde ein
151 bp langer Abschnitt des Gens bcsp31 nachgewiesen (siehe auch Abschnitt 4.2.2). Als
interne Amplifikationskontrolle (IAC) diente ein 278 bp langer Abschnitt aus der DNA des
Lambda-Phagen (GeneBank/EMBL accession number J02459). Hierbei wurde eine

Konzentration von 100 fg/ul eingesetzt.

Tabelle 4-6: Mastermix und Temperatur-Zeitschema fiir die gattungsspezifische Brucella-Real-Time PCR.

Reagenzien Firma Menge
TagMan Universal PCR Master Mix Applied 12,50 pul
2x Biosystems
B. spp fw Metabion 0,75 ul
B. spp rev Metabion 0,75 ul 95°C 10 min 1x
B. spp Taq Metabion 0,50 pl 95°C 15s
Lambda-fw Metabion 0,75 ul 57°C 60's 33X
Lambda-rev Metabion 0,75 ul
Lambda Taq Metabion 0,50 ul
Nukleasefreies Wasser Sigma 1,50 ul
Interne Amplifikationskontrolle Fermentas 2,00 ul
Template 5,00 ul

Die Sequenzen der Primer sind in Abschnitt 3.3 zu finden.

In jeder Real-Time PCR wurde eine Verdiinnungsreihe aus B. abortus-DNA (Faktor 1:10) mit
bekannter Menge (10 ng bis 10 fg) amplifiziert. Zur Berechnung der Genomiquivalente
wurde das Gewicht der in den einzelnen Proben nachweisbaren B. abortus-DNA durch das
durchschnittliche Genomgewicht von B. abortus dividiert. Hierzu wurden die fiir
verschiedene Brucella-Spezies publizierte Genomgrofen (Anzahl der Nukleotide) mit dem
Online-Rechner  (http://www.changbioscience.com/genetics/mw.html, ~ Option: ,,double
stranded DNA 5'-NH2...OH-3" ) in Dalton und anschlieend in fg umgerechnet (1 Da =
1,66054 x 107" kg).
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4.3 Immunomagnetische Separation von Brucellen

4.3.1 Beschichtung der magnetischen Partikel

In dieser Arbeit wurden tosylaktivierte super-paramagnetische Partikel mit einem
Durchmesser von 2,8 pm (Dynabeads M-280, Invitrogen) verwendet. 750 pug (ca. 5x 10’
Partikel) wurden mit Brucellose-Kontrollserum beschichtet. Es handelte sich um ein
lyophilisiertes Vollserum aus einem mit Brucella abortus infizierten Rind. Die darin
enthaltenen anti-Brucella-Antikorper hatten laut Angaben des Herstellers einen Titer von
841 LLE./ml in der Serum-Langsamagglutination. Zur Ermittlung der zur Beschichtung der
magnetischen Partikel benotigten Menge wurde das Lyophilisat in 1 ml sterilem dH,O
aufgelost und anschlieBend 1:10, 1:100 und 1:1.000 mit Puffer B verdiinnt. 100 ul
Serumverdiinnung und magnetische Partikel in 100 ul Puffer B wurden vermischt und 24h bei
37 °C und 18 U/min inkubiert. AnschlieBend wurde zweimal 5 min mit Puffer C bei 4 °C
gewaschen und fiir 24h in Puffer D bei 20 °C und 18 U/min inkubiert (blocken der noch
freien Protein-Bindungsstellen auf den magnetischen Partikeln). Nach einem weiteren
Waschschritt mit Puffer C fiir 5 min bei 4 °C wurde der Puffer entfernt. Die beschichteten
Partikel wurden mit 500 pl inaktivierten Zellen von Brucella abortus 1119-3 (siehe Abschnitt
4.2.1.1) in Puffer C bei Konzentrationen von 5 x 106, 5 x 10° bzw. 5 x 10° KbE/Ansatz fiir 1 h
bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurde 3x mit 500 ul Puffer C gewaschen und die DNA
mittels StarPrep One Kit (Biotecon) aufgereinigt. Eventuell in der Probe enthaltene Brucella-
DNA wurde mittels bcsp31-PCR und Agarosegel nachgewiesen. Die verwendeten Puffer
wurden nach Angaben des Herstellers der magnetischen Partikel angesetzt. Die genannten
Inkubationstemperaturen und -zeiten wurden gemi3 der Anleitung des Herstellers

(Invitrogen) verwendet.

In einer zweiten Versuchsreihe wurden 6,7 x 10’ magnetische tosylaktivierte Partikel mit
2,04 ug, 20,4 ug bzw. 54,4 ug eines kommerziellen monoklonalen anti-Brucella-Antikorpers
(Antibodies-online) inkubiert, der durch Immunisierung von Méusen mit Brucella abortus
hergestellt worden war. Laut Hersteller reagiert dieser Antikorper spezifisch mit intakten
Brucellen, nicht jedoch mit Brucella-LPS. Die oben genannten Bedingungen wurden
iibernommen, allerdings mit folgenden Anderungen: Geblockt wurde fiir 4 h, dafiir wurde die
Inkubationszeit mit inaktivierten Brucellen auf 1,5h verlingert. Die Brucellen-

Konzentrationen betrugen 5 x 10, 5 x 10* bzw. 5 x 10" KbE pro 500-ul-Ansatz.
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4.3.2 Sensitivitit der immunomagnetischen Separation

Die Sensitivitdit wurde sowohl mit dem Brucellose-Kontrollserum als auch mit dem
monoklonalen anti-Brucella-Antikorper durch Inkubation der beschichteten magnetischen
Partikel mit 1:10-Verdiinnungen von 5 x 10* bis 5 x 10° KbE pro 500-ul-Ansatz ermittelt. Fiir
das verwendete Brucellose-Kontrollserum erfolgte die Sensitivitdts-Priifung  fiir
Probenvolumina von 500 pl und 1.000 pl. Zur Ermittlung der optimalen Zeit vom
Beschichten der Partikel bis zum Nachweis der Brucellen wurde das Blocken fiir 24 h bei
20 °C mit anschlieBender Inkubation mit Brucellen fiir 1 h mit dem Blocken fiir 4 h bei 37 °C
und anschlieBender Inkubation mit Brucellen fiir 1,5 h verglichen. Des Weiteren wurde der
Einfluss verschiedener Inkubationstemperaturen (37 °C, 20 °C und 4 °C) auf die Bindung von
B. abortus 1119-3 an die beschichteten magnetischen Partikel sowie der Einfluss zweier
DNA-Extraktionskits (StarPrep One Kit, Biotecon und QIAamp DNA Mini Kit, Qiagen) auf

die Nachweissensitivitit untersucht.

4.3.3 Protokoll zur immunomagnetischen Separation

Die Dynabeads M-280 wurden durch leichtes Vortexen bei 1.300 rpm fiir eine Minute
gleichmifBig in dem Originalgefd verteilt. Die fiir den Versuch bendtigten magnetischen
Partikel wurden sofort nach dem Mischen — bevor die Partikel auf den Boden der
Vorratsflasche absinken konnten — in ein Reaktionsgefall iiberfithrt. Wihrend einer
einminiitigen Inkubation im Magnetic Particle Concentrator zog der darin befindliche
Dauermagnet (siche Abbildung 4-2) die paramagnetischen Partikel an eine Seite des
ReaktionsgefiBles, so dass die Fliissigkeit entfernt werden konnte. Die Dynabeads wurden
zum Waschen mit 100 ul Puffer B pro Probe vereint in einem Reaktionsgefi3 30 s bei
1.300 rpm gevortext. Die im Folgenden erwéhnten Durchmischungsschritte erfolgten
ebenfalls fiir 30 s bei 1.300 rpm auf einem Vortexer. AnschlieBend wurden die magnetischen
Partikel mittels Magneten immobilisiert, der Puffer durch frischen Puffer B ersetzt (100 pl pro
Probe) und der Ansatz gevortext.

Zum Beschichten der Dynabeads wurde das Brucellose-Kontrollserum (841 LE./ml) 1:100 in
Puffer B verdiinnt. Die Serumverdiinnung wurde 1:1 mit den vorbereiteten Dynabeads (25 ul
= ca. 5 x 10" magnetische Partikel pro Probe) vermischt und fiir 24 h bei 37 °C und 18 U/min
im Uberkopfschiittler inkubiert.

Fiir die Versuche mit monoklonalen anti-Brucella-Antikdrpern wurden 6,7 x 10’ magnetische

tosylaktivierte Partikel mit 20,4 pug des Antikorpers auf gleiche Weise vermischt und
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inkubiert. Zum Entfernen der iiberschiissigen Antikorper wurden die Partikel zweimal mit
Puffer C gewaschen. Hierzu wurde der Beschichtungs-Ansatz durchmischt, die Fliissigkeit
entfernt und ein Volumen von 100 ul 4 °C kaltem Puffer C hinzupipettiert. Wiederum wurde
gemischt und dann fiir 5 min bei 4 °C inkubiert. Nach dem zweiten Waschschritt wurden die
vorbereiteten magnetischen Partikel zu je 100 ul pro Probe auf 1,5 ml-Reaktionsgefilie
verteilt und der Puffer entfernt.

Anschliefend wurden 500 pl der zu untersuchenden Lebensmittelprobe hinzupipettiert und
nach dem Durchmischen fiir 90 min bei 4 °C und 18 U/min inkubiert. Danach wurde jedes
Reaktionsgefil gevortext, die Fliissigkeit entfernt, 500 ul Puffer C hinzugegeben und
durchmischt. Dieser Waschschritt wurde insgesamt dreimal durchgefiihrt und diente der
Entfernung von nicht immobilisierten Brucellen aus dem Ansatz. SchlieBlich wurde der
Puffer C nach Inkubation im Magnetic Particle Concentrator abpipettiert.

Zu den ,trockenen* Brucellen-Dynabeads wurden 200 ul Lysepuffer des StarPrep One Kits
(Biotecon) hinzugegeben, worauf der Nachweis der Brucellen iiber DNA-Extraktion und PCR
folgte (siche Abschnitte 4.2.1.3.1 und 4.2.2).

Vorbereitung IMS Waschen
Bindung der anti-Brucella- Antikdrper* an Bindung der Brucellen im
magnetische Partikel Lebensmittel an

magnetische Partikel

'0=Y>35='>-3.$ :
® o ®e ®e

(Real-Time) PCR < DNA-Extraktion
Abbildung 4-2: Funktionsweise der IMS mit anschlieBendem molekularbiologischem Nachweis am Beispiel
Brucella; * — anti-Brucella-Antikorper im Brucellose-Kontrollserum bzw. monoklonale anti-Brucella-
Antikorper.
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4.3.4 Wiederfindungsrate und Spezifitit

Die Ermittlung der Wiederfindungsrate fiir die immunomagnetischen Partikel erfolgte
exemplarisch mit lebenden Zellen von B. abortus 1119-3 im Labor der biologischen
Sicherheitsstufe 3. Hierzu wurden die magnetischen Partikel wie im Protokoll angegeben mit
Brucellose-Kontrollserum bzw. mit monoklonalem anti-Brucella-Antikorper beschichtet.
B. abortus 1119-3 wurde wie in Abschnitt 4.1.1.2 beschrieben kultiviert und auf einen
McFarland-Wert von 4,5 eingestellt (dies entspricht laut eigener Vorversuche ca. 5 x 10
KbE/ml). Jeweils 500 ul der 1:10-Verdiinnungen von 5 x 10° bis 5 x 10' KbE/ml wurden
mittels IMS immobilisiert. AnschlieBend wurden jeweils 100 ul sowohl des Uberstands als
auch der Partikel im Doppelansatz auf Brucella-Agar ausgestrichen und vier Tage lang in
feuchter Atmosphire bei 37 °C inkubiert. Die Auswertung erfolgte nach §64 des
Lebensmittel-, Bedarfsgegenstinde- und Futtermittelgesetzbuches (LFGB) (siehe Abschnitt
4.1.1.4). Die Zellzahlen wurden als KbE/ml + Standardabweichung angegeben. Die
Wiederfindungsrate wird als Anteil der immobilisierten Bakterien an der Gesamtzahl der auf
Nihragar nachgewiesenen Bakterien (immobilisierte plus freie Bakterien im Uberstand)

angegeben.

Die Immobilisierung von Referenzstimmen aller zehn bekannten Brucella-Spezies (siehe
Abschnitt 3.4) wurde fiir das Brucellose-Kontrollserum und den monoklonalen Antikorper
mit inaktivierten Zellen einer Konzentration von 5 x 10’ KbE/ml untersucht. Zur weiteren
Uberpriifung der Spezifitit wurde O. intermedium eingesetzt und in den Ansitzen mit

monoklonalem anti-Brucella-Antikorper zusitzlich Y. enterocolitica O:9.

4.3.5 Nachweis von Brucellen in Lebensmittelproben

Zur Untersuchung des Nachweises von Brucellen in Lebensmittelproben (Rohmilch,
Mineralwasser, Camembert, Ziegenfrischkise, Joghurt) mittels IMS wurden 500-ul-Aliquots
von Rohmilch und stillem Mineralwasser mit Zehner-Verdiinnungsstufen zwischen 5 x 10*
und 5 x 10° KbE B. abortus 1119-3 versetzt. Camembert und Ziegenfrischkiise wurden vorher
1:5 und Joghurt 1:8 mit dH,O verdiinnt. Damit wurde die Viskositidt der Matrizes soweit
verringert, dass die immunomagnetischen Partikel mit Hilfe des Magneten die Matrizes
passieren konnten. Die Késeproben wurden wie in Abschnitt 4.2.1.2 beschrieben
homogenisiert und anschlieBend mit B. abortus 1119-3 inokuliert. Bei Milchprodukten
wurden die magnetischen Partikel nach den drei Waschschritten mit dem Waschpuffer
(Puffer C) in ein neues Reaktionsgefil tiberfiihrt.
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Fiir eine Vergleichbarkeit mit Ergebnissen aus den Versuchen zur DNA-Extraktion wurde die
Verdiinnung wieder herausgerechnet und auf einen Milliliter hochgerechnet, um die durch
IMS minimal nachweisbare Brucella-Zellzahl pro Milliliter fiir die jeweilige Matrix zu

erhalten.
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S Ergebnisse

5.1 Tenazitit von Brucellen in Lebensmitteln

Zur Uberpriifung der Sicherheit von Lebensmitteln im Falle eines absichtlichen Eintrags von
Brucellen in die Lebensmittelkette wurde die Uberlebenszeit von Brucella abortus 1119-3 in
insgesamt sieben verschiedenen Lebensmitteln untersucht (H-Milch, Rohmilch,
Vorzugsmilch, Joghurt mit 1,5 %, 3,5 % und 10,0 % Fett sowie stilles Mineralwasser). Dies
wurde — mit Ausnahme der Rohmilch — an kommerziell erhiltlichen Produkten getestet. Die
gewihlten Temperaturen entsprachen den im Supermarkt iiblichen Lagerungsbedingungen.
Daher wurden H-Milch und Mineralwasser bei 20 °C und Joghurt, Vorzugsmilch und
Rohmilch bei 5 °C gelagert.

5.1.1 Tenazitit von Brucellen in Milch

Bei der Kontamination von H-Milch mit B. abortus 1119-3 vermehrten sich die Bakterien bei
20 °C innerhalb von zwei Tagen von der anfinglichen Konzentration von 5 x 10’ KbE/ml auf
1,5x 10® KbE/ml und bis Tag 46 auf 7,2 x 10® KbE/ml (siehe Abbildung 5-1). AnschlieBend
verringerte sich die Zahl leicht auf 6,7 x 102 KbE/ml und bliecb bis zum Ende des
Haltbarkeitsdatums (Tag 87) konstant. Die Standardabweichung war sehr gering und ist bei
der aus Griinden der Ubersichtlichkeit gewihlten Skalierung der Grafik nicht mehr erkennbar.
Fir die Wachstumskurve der Positivkontrolle (B. abortus in Brucella-Bouillon) wurden
vergleichbare Ergebnisse wie in der H-Milch beobachtet.

Bei Verwendung eines geringeren Inokulums von B. abortus 1119-3 mit 5 x 10° KbE/ml
waren innerhalb der ersten neun Tage mit 0,47 Log-Stufen pro Tag die Wachstumsraten
deutlich groBer als bei der hoheren Konzentration (siehe Abbildung 5-1 und Abbildung 5-2).
An Versuchstag 21 war die Zellzahl bei B. abortus 1119-3 auf 4,2 x 10° KbE/ml angestiegen
und hatte damit dieselbe Konzentration erreicht wie im Versuch mit dem Anfangs-Inokulum
von 5x 10’ KbE/ml. Diese Konzentration blieb bis zum Ende des 12 Wochen dauernden
Versuches konstant. Insgesamt waren sowohl die Tenazititskurven als auch die
Zellkonzentrationen von B. abortus 1119-3 bei den beiden unterschiedlichen

Anfangskonzentrationen zwischen Tag 21 und 87 sehr dhnlich.
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Abbildung 5-1: Vergleich der Tenazitit von Brucella abortus 1119-3 in H-Milch bei 20 °C und einer
Anfangskonzentration von 5 x 10’ KbE/ml (4), 5 x 10° KbE/ml (¢) bzw. 0 KbE/ml (Negativkontrolle, A). Das
Wachstum in Brucella-Bouillon (Positivkontrolle, m) ist ausgehend von einer Anfangskonzentration von 5 x 10’
KbE/ml. Angegeben sind Tenazitéit (oben) und pH-Werte (unten) als Mittelwerte + Standardabweichung.
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Der pH-Wert der H-Milch stieg in beiden Brucellen-Konzentrationen in den ersten 39 Tagen
leicht von 6,6 auf 7,0 an und blieb bis Versuchsende bei pH 6,9 bis 7,0. Im Vergleich dazu
blieb der pH-Wert der nicht kontaminierten H-Milch auf einem etwas niedrigeren Niveau: Er
stieg bis Tag 32 von pH 6,6 auf 6,8, schwankte in den folgenden drei Wochen zwischen 6,7
und 6,9 und wieder zuriick und blieb dann bis Tag 87 bei pH 6,7. Die beimpfte Brucella-
Bouillon hatte mit pH 6,8 einen etwas hoheren Ausgangswert. Dieser fiel bis Tag 38 auf 6,7
ab, stieg innerhalb einer Woche auf 7,0 und sank dann bis zum Versuchsende auf 6,8 (siche

Abbildung 5-1).

Um die Ergebnisse mit B. abortus 1119-3 mit anderen Brucellen vergleichen zu konnen,
wurde ebenfalls 5 x 10° KbE/ml B. melitensis 16M in H-Milch inokuliert. Innerhalb der ersten
neun Tage lag die maximale Wachstumsrate bei 0,49 Log-Stufen pro Tag und somit minimal
hoher als bei B. abortus 1119-3 mit 0,47 Log-Stufen pro Tag (siehe Abbildung 5-2). Ahnlich
wie bei B. abortus 1119-3 stieg anfangs auch die Zahl der Zellen von B. melitensis 16M auf
6,8 x 10’ KbE/ml an (sieche Abbildung 5-3). Nach Versuchstag 18 verringerte sich die
Zellzahl jedoch langsam mit 0,018 Log-Einheiten pro Tag und lag am Ende des Versuchs bei
5,8 x 10° KbE/ml. Somit war die finale Konzentration in H-Milch 2,07 Log-Stufen geringer
als bei B. abortus 1119-3. In Abbildung 5-3 ist die Wachstumskurve von B. abortus 1119-3

(in blau) im Vergleich zu der von B. melitensis 16M (rot) dargestellt.
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B. abortus 1119-3 B. melitensis 16M

Maximale Wachstums-/Reduktionsrate
)
|

Abbildung 5-2: Wachstums-/Reduktionsraten  fiir ~ B. abortus  1119-3  (abgekiirzt:  1119-3)

und

B. melitensis 16M (abgekiirzt: 16M) in verschiedenen Lebensmitteln (A-O) wurden mit DMFit berechnet (Anon,

2010).

(A)5x 10" KbE/ml 1119-3 in Joghurt mit 10,0 % Fett bei 5 °C,

B)5x 10" KbE/ml 1119-3 in Joghurt mit 1,5 % Fett bei 5 °C,

(C)5x 10" KbE/ml 1119-3 in Joghurt mit 3,5 % Fett bei 5 °C,

(D) 3,1x 10" KbE/ml 1119-3 in Vorzugsmilch bei 5 °C,

(E) 4,6 x 10’ KbE/ml 1119-3 in Rohmilch bei 5 °C,

(F) 6,3 x 10" KbE/ml 1119-3 in Brucella-Bouillon bei 5 °C,

G)5x 107 KbE/ml 1119-3 in stillem Mineralwasser bei 20 °C,

(H) 5 x 10’ KbE/ml 1119-3 in Brucella-Bouillon bei 20 °C,

(I) 5 x 10" KbE/ml 1119-3 in H-Milch bei 20 °C,

JH5x 10° KbE/ml 1119-3 in Brucella-Bouillon bei 20 °C.

(K)5x 10° KbE/ml 1119-3 in H-Milch bei 20 °C,

@L)5x 10° KbE/ml 16M in Brucella-Bouillon bei 20 °C, Wachstum, Tag 0-9,
M) 5x 10° KbE/ml 16M in Brucella-Bouillon bei 20 °C, konstante Zellzahl, Tag 14-87,
N)5x 10° KbE/ml 16M in H-Milch bei 20 °C, Wachstum, Tag 0-11,

(0) 5 x 10° KbE/ml 16M in H-Milch bei 20 °C, Reduktion, Tag 11-87.

Die berechneten Wachstums-/Reduktionsraten sind angegeben als Mittelwerte + Standard-Fehler*1,96.
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Abbildung 5-3: Vergleich der Tenazitit von B. abortus 1119-3 (¢) und B. melitensis 16M (m) in H-Milch bei
20°C und einer Anfangskonzentration von 5x 10° KbE/ml bzw. 0 KbE/ml (Negativkontrolle, a). Als
Positivkontrolle diente das Wachstum von B. abortus 1119-3 (¢) und B. melitensis 16M (m) in Brucella-
Bouillon. Angegeben sind Tenazitét (oben) und pH-Werte (unten) als Mittelwerte + Standardabweichung.

Der pH-Wert der mit B. melitensis 16M inokulierten H-Milch stieg parallel zu dem fiir
B. abortus 1119-3 beschriebenen Verlauf von 6,6 auf 7,1 an und blieb bis Versuchsende
zwischen 7,0 und 7,1. Wie im zuvor gezeigten Versuch blieb der pH-Wert in der
unkontaminierten Milch auch hier niedriger: Er stieg bis Tag 39 von pH 6,5 auf 6,8 und fiel
dann innerhalb einer Woche auf 6,6 ab. Bei diesem Wert blieb er bis Tag 81, von wo er in der

letzten Versuchswoche auf pH 6,8 anstieg. Die pH-Werte der Positivkontrollen lagen
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zwischen pH 6,8 und 7,1 (B. abortus 1119-3) bzw. zwischen 6,8 und 7,0 (B. melitensis 16M),
wobei die Werte immer um 0,1 schwankten. Bei B. melitensis 16M kam es an Tag 53 zu
einem kurzfristigen pH-Abfall auf pH 6,3. Dies machte sich auch in der Keimzahlbestimmung
bemerkbar: Die Konzentration sank von 9,5 x 10® KbE/ml (Tag 46) um 1,2 Log-Stufen, stieg

aber bei der nidchsten Probennahme wieder auf 4,3 x 10® KbE/ml an.

Zusammenfassend ist aus den Untersuchungen mit H-Milch ersichtlich, dass sich Brucellen
bei einer relativ niedrigen Inokulationsdosis in diesem Lebensmittel stark vermehrten. Die
hohen Zellzahlen konnten bis zum Ende der Mindesthaltbarkeit des Produktes von drei

Monaten nachgewiesen werden.

Da Roh- und Vorzugsmilch unterschiedliche Reinheitsgrade haben (siehe Tabelle 4-2) und

sich dies auf das Wachstum von Brucellen auswirken konnte, wurde die Uberlebensfihigkeit
von B.abortus 1119-3 in beiden Milchsorten bei 5°C bis zum Ablauf des
Mindesthaltbarkeitsdatums untersucht.

Hier verringerte sich die Zellzahl innerhalb von vier Tagen leicht von 4,6 x 10’ KbE/ml auf
2,5 x 10" KbE/ml (Rohmilch) bzw. von 3,1 x 10" auf 2,0 x 10" KbE/ml (Vorzugsmilch) (siehe
Abbildung 5-4), wobei sich die maximalen Reduktionsraten von -0,073 bzw. -0,126 Log-
Stufen pro Tag nur geringfiigig voneinander unterschieden (sieche Abbildung 5-2). Auch die
Konzentration von B. abortus 1119-3 in Brucella-Bouillon (Positivkontrolle) ging innerhalb
der vier Tage zuriick: Hier fiel die Zellzahl von 6,3 x 10’ KbE/ml auf 33x 10’ KbE/ml ab.
Die pH-Werte blieben in Brucella-Bouillon und in Vorzugsmilch konstant bei 6,85 bzw. 6,75.
Im Falle der Rohmilch schwankten sie minimal zwischen 6,63 und 6,74. Zur besseren
Erkennbarkeit der Unterschiede zwischen der Tenazitit von Brucellen in Roh- und

Vorzugsmilch wurde auf die Darstellung der Negativkontrolle verzichtet.
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Log,y KbE/ml
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Abbildung 5-4: Tenazitit von B.abortus 1119-3 in Rohmilch (a), Vorzugsmilch (¢) und Brucella-
Bouillon (m). Angegeben sind Tenazitit (oben) und pH-Werte (unten) als Mittelwerte + Standardabweichung.

5.1.2 Tenazitit von Brucellen in Joghurt

Es wurden drei Naturjoghurts mit unterschiedlichen Fettstufen (1,5 %, 3,5 % bzw. 10,0 %)
untersucht. Bereits nach zwei Tagen (10,0 % Fett) bzw. nach drei Tagen (1,5 % Fett) konnten
keine lebenden Bakterien mehr nachgewiesen werden (siehe Abbildung 5-5). In Joghurt mit
3,5 % Fett iiberlebten die Brucellen am langsten und waren erst nach fiinf Tagen nicht mehr

nachweisbar. Die Reduktionsraten lagen bei 4,1 (10,0 % Fett), 3,2 (1,5 % Fett) bzw. 2,0
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(3,5 % Fett) Log-Stufen pro Tag (siehe Abbildung 5-2). Der pH-Wert stieg wihrend der
sieben Versuchstage sehr geringfiigig um 0,03-0,04 an und lag zum Versuchsende bei 4,3
(1,5 % Fett), 4,2 (3,5 % Fett) bzw. bei 4,1 (10,0 % Fett). Die kontaminierte Brucella-Bouillon

(Positivkontrolle) hatte einen konstanten pH-Wert von 6,8.

Log,y KbE/ml

-

0 1 2 3 4 5 6
Zeit (Tage)

4.4 -
43 - —+——%
12 l%.;?——I
4.1 Wg—é‘

4,0 I I I I I I 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Zeit (Tage)

pH-Wert

Abbildung 5-5: Tenazitit von B. abortus 1119-3 in Joghurt mit 1,5 % (¢), 3,5 % (m) und 10,0 % (e) Fett
sowie in Brucella-Bouillon (m). Die jeweiligen Negativkontrollen sind mit denselben Symbolen in griin
dargestellt (¢, m, o). Angegeben sind Tenazitit (oben) und pH-Werte (unten) als Mittelwerte =+
Standardabweichung.
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5.1.3 Tenazitit von Brucellen in stillem Mineralwasser

In stillem Mineralwasser verringerte sich innerhalb von 53 Tagen die Brucellen-
Konzentration allmihlich von 5 x 107 bis auf 10° KbE/ml (siehe Abbildung 5-6). Nach 63

Tagen konnten keine Kolonien mehr nachgewiesen werden.

Log;y KbE/ml

Zeit (Tage)

pH-Wert

6,6 I I I I I I I I I I I
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70
Zeit (Tage)

Abbildung 5-6: Tenazitit von B. abortus 1119-3 in stillem Mineralwasser (@) und Brucella-Bouillon (m) bei

20 °C; Negativkontrolle (A). Angegeben sind Tenazitdt (oben) und pH-Werte (unten) als Mittelwerte =+
Standardabweichung.
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Der pH-Wert stieg innerhalb der ersten zwei Monate von 7,3 auf 8,3 und pendelte sich dann
zwischen Tag 58 und 72 bei pH 8,0 ein. Dabei war der Verlauf des pH-Wertes von
kontaminiertem Mineralwasser vergleichbar mit dem der Negativkontrolle, der ca. 0,2 pH-
Stufen hoher parallel dazu verlief. In der Positivkontrolle (Brucella-Bouillon) waren die
Brucellen auf gleichbleibend hohem Niveau iiber die gesamte Zeit der Untersuchung
nachweisbar.

Die Tenazitdtsuntersuchungen zeigten, dass Brucella abortus 1119-3 sowohl in H-Milch als
auch in Roh- und Vorzugsmilch iiber das Mindesthaltbarkeitsdatum hinaus in der Matrix
tiberleben. In H-Milch konnten sich sowohl B. abortus 1119-3 als auch B. melitensis 16M
deutlich bis auf eine Zellzahl von iiber 10° KbE/ml vermehren. In Mineralwasser war
B. abortus 1119-3 60 Tage lang nachweisbar, wihrend dieser Stamm in Joghurt nur ein bis

vier Tage iiberlebte.
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5.2 Extraktion von Brucella-DNA aus Lebensmitteln

5.2.1 Vergleich von Tests zur Extraktion von Brucella-DNA aus Rohmilch, Joghurt,

stillem Mineralwasser und physiologischer Kochsalzlosung

Zur Auswahl einer geeigneten Methode fiir die Extraktion von Brucella-DNA wurden
Rohmilch (Fettgehalt: 3,2 %), Joghurt (Fettgehalt: 10,0 %), stilles Mineralwasser und
physiologische Kochsalzlsung mit 5 x 107, 5 x 10* und 5 x 10" KbE Brucella abortus 1119-3
pro Milliliter inokuliert (Versuchsansatz 1). Beispielhaft sind in Abbildung 5-7 Ergebnisse zur
Extraktion aus physiologischer Kochsalzlosung und Rohmilch dargestellt. Insgesamt wurden

sechs verschiedene Protokolle iiberpriift (siche Tabelle 5-1).

M + 5x10° 5x10* 5x10' NaCl 5x107 5x10* 5x 10' Rohmilch

Abbildung 5-7:  Bcsp31-Amplifikat nach Extraktion von Brucella-DNA aus physiologischer Kochsalzlosung
(NaCl) und Rohmilch mittels QITAamp DNA Mini Kit; M — Marker (100-1.000 bp); + — Positivkontrolle.

Die Reinheit der extrahierten DNA wurde durch Bestimmung der ODajgpnso mittels
Spektrofotometer ermittelt. Optimale Werte fiir DNA-Losung ohne Proteinkontamination
liegen bei 1,8 bis 2,0. Gemessen wurden Werte zwischen 0,8 und 7,6. Der ZR Fecal DNA Kit
(Zymo) zeigte bei allen vier Matrizes die niedrigsten Werte, die zwischen 0,8 und 1,2 lagen.
Auffillig bei den Kits von Bio-Rad und Congen war, dass die Werte bei der Extraktion aus
Rohmilch und Joghurt deutlich unter 1,8 (0,7-0,9 bzw. 0,7 und 1,2) jedoch bei Wasser und
NaCl iiber 2,0 lagen (2,1 und 3,3 bzw. 4,0 und 3,0). Beide Kits waren auf die Pridparation von
DNA aus Bakterienkulturen ausgelegt, wobei der Name ,,SureFood PREP Bacteria I darauf
hindeutet, dass der Kit sich fiir Lebensmittel eignen sollte. Das Spektrofotometer zeigte fiir
den reinen Lysepuffer des StarPrepl-Kit (Biotecon) 1.400 ng/ul an. Daher konnten aus den
Proben keine Werte zur DNA-Konzentration oder Proteinkontamination bestimmt werden.
Die mittels QIAamp DNA Mini Kit extrahierte DNA hatte eine ODjg0/280 von 1,1 bis 3,7,
wobei die Mittelwerte zwischen 1,7 und 2,0 lagen. Bei der Phenol-Chloroform-Extraktion
lagen die bei einzelnen Proben gemessenen Quotienten zwischen 1,2 bis 2,3 und die
Mittelwerte der Quotienten aus OD,¢y zu OD»gg bei allen verwendeten Matrizes zwischen 1,4

und 1,6.
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Tabelle 5-1:  Ergebnisse der DNA-Extraktion aus 5 x 107, 5 x 10* und 5 x 10" KbE B. abortus 1119-3 pro ml.
Brucella-Konzentration
DNA-Extraktionsmethode [KbE/ml] )
5x10’ 5x 10* 5x 10" ng/ul " OD601280 © Matrixbezogene Bemerkungen
InstaGene Matrix (Bio-Rad) 6/6 2/6 0/6 317,8-991,7 (630,7) 0,6-1,0 (0,7) Fettschicht auf DNA-L&sung
Phenol-Chloroform-Extraktion 6/6 6/6 1/6 9,0-28,9 (17,5) 1,2-2,1 (1,5) Gute Fettabtrennung
ROHMILCH QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) 6/6 6/6 2/6 1,7-9,6 (4,8) 1,1-3,7 (1,7) Rahm entfernt -> fettfreie DNA
StarPrep One Kit (Biotecon) 6/6 4/6 1/6 * * Fettschicht auf DNA-Losung
SureFood PREP Bacteria I (Congen) 6/6 4/6 1/6 12,8-73,7 (32,9) 0,7-2,7 (1,2) Rahm entfernt -> fettfreie DNA
ZR Fecal DNA Kit (Zymo) 6/6 1/6 0/6 23,1-35,2 (27,4) 0,8-1,0 (0,9)
InstaGene Matrix (Bio-Rad) 6/6 6/6 4/6 2,0-3,6 (2,7) 1,0-3,4 (2,1)
Phenol-Chloroform-Extraktion 6/6 3/6 1/6 4,3-14,5 (7,6) 1,3-1,7 (1,4)
STILLES QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) 6/6 6/6 6/6 1,6-4,8 (2,8) 1,2-3,2 (1,9)
MINERALWASSER StarPrep One Kit (Biotecon) 6/6 6/6 1/6 * *
SureFood PREP Bacteria I (Congen) 6/6 5/6 2/6 1,4-16,8 (7,8) 1,2-7,6 (4,0)
ZR Fecal DNA Kit (Zymo) 6/6 4/6 2/6 22,3-37,4 (27,1) 0,8-1,1 (1,0)
InstaGene Matrix (Bio-Rad) 6/6 6/6 2/6 1,9-3,2 (2,4) 1,8-6,1 (3,3)
Phenol-Chloroform-Extraktion 6/6 4/6 2/6 6,6-17,8 (10,7) 1,3-2,2 (1,5)
PHYSIOLOGISCHE QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) 6/6 6/6 5/6 0,8-5,1 (2,7) 1,0-2,8 (1,7)
KOCHSALZLOSUNG  StarPrep One Kit (Biotecon) 6/6 6/6 1/6 * *
SureFood PREP Bacteria I (Congen) 6/6 5/6 1/6 10,5-20,8 (12,3) 2,1-4,6 (3,0)
ZR Fecal DNA Kit (Zymo) 6/6 2/6 0/6 20,7-36,3 (28,1) 0,8-1,0 (0,9)
1x10°  1x10° 1x10°
InstaGene Matrix (Bio-Rad) 6/6 2/6 1/6 52,7-106,8 (73,6) 0,9-1,0 (0,9)  Fettschicht auf DNA; 200ul Pellet!
Phenol-Chloroform-Extraktion 6/6 5/6 5/6 56,4-118,0 (89,9) 1,5-1,9 (1,6) Gute Fettabtrennung
JoGHURT ' QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) 6/6 6/6 3/6 7,3-13,9 (9,2) 1,6-2,5 (2,0) Rahm entfernt -> fettfreie DNA
StarPrep One Kit (Biotecon) 6/6 4/6 1/6 * * Fettschicht auf DNA-Losung
SureFood PREP Bacteria I (Congen) 6/6 6/6 0/6 37,9-66,2 (50,3) 0,6-0,9 (0,7) DNA-Lsg. durch Rahm abpipetiert
ZR Fecal DNA Kit (Zymo) 6/6 3/6 0/6 18,4-32,0 (26,0) 0,9-1,2 (1,0) Diinne Fettschicht nach bashing

“ Anzahl der Proben, in denen DNA von B. abortus 1119-3 aus der angegebenen Zellzahl pro ml extrahiert wurde, detektiert mittels besp37-PCR und Agarosegel; ” mittels
Nanodrop-Spektrofotometer gemessener Wertebereich (Durchschnitt) fiir die Konzentration des Gemisches aus Brucellen- und Lebensmitte]l-DNA sowie © fiir dessen Freiheit
von Proteinen (ODy¢g50 > 1,8); g oghurt wurde 1:1 verdiinnt, so dass sich hierfiir doppelt so hohe Nachweisraten ergeben; * _ Keine auswertbaren Messungen: Der DNA-freie
Lysepuffer absorbiert bei ca. 1.400 ng/ul.
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5.2.1.1 Rohmilch

Die hochste eingesetzte Brucellen-Konzentration (5 x 10’ KbE/ml) konnte in Rohmilch
mittels PCR nach Verwendung aller getesteten DNA-Extraktionsmethoden nachgewiesen
werden (siehe auch Abbildung 5-7). Bereits bei der niedrigeren Konzentration von 5 x 10*
KbE/ml war die Nachweisrate in Abhingigkeit vom verwendeten Kit unterschiedlich:
Wihrend die Kits von Zymo und Bio-Rad nur in 1/6 bzw. in 2/6 Ansitzen Brucella-DNA in
nachweisbaren Mengen extrahierten, lagen der StarPrep One Kit und Sure Food PREP
Bacteria I mit 4/6 PCR-positiven Brucella-Proben im Mittelfeld (sieche Tabelle 5-1). Am
besten schnitten hier die Phenol-Chloroform-Extraktion und der QIAamp DNA Mini Kit ab,
die beide jeweils nachweisbare DNA aus 6/6 Ansitzen extrahierten. Dabei ist die letztere
Methode mit 2/6 PCR-positiven Ansitzen bei der Konzentration von 5 x 10" KbE/ml noch
etwas sensitiver.

Das Fett der Rohmilch musste bei den Kits von Congen, Qiagen, Biotecon und Bio-Rad nach
dem ersten Zentrifugationsschritt mittels Pipettenspitze entfernt werden, da es sich oberhalb
der DNA-enthaltenden Losung abgesetzt hatte. Die Phenol-Chloroform-Extraktion war die

einzige Methode, bei der dies nicht notig war.

5.2.1.2 Joghurt

Aus Joghurt (Fettgehalt: 10 %) wurde DNA der Brucellen-Konzentration 5 x 10* KbE/ml in
6/6 Fillen durch die Kits von Qiagen und Congen extrahiert; die Phenol-Chloroform-
Extraktion lag mit 5/6 positiven Proben knapp dahinter, wihrend die Kits von Biotecon (4/6),
Zymo (3/6) und Bio-Rad (2/6) in weniger Fillen mit der PCR nachweisbare Brucellen-DNA
extrahieren konnten. DNA von 50 Zellen von B. abortus 1119-3 je Milliliter isolierte die
Phenol-Chloroform-Extraktion mit 5/6 positiven Proben am zuverlédssigsten, gefolgt vom
QIAamp DNA Mini Kit mit 3/6 positiven Proben (siehe Tabelle 5-1).

Das im Joghurt enthaltene Fett setzte sich — wie auch schon fiir Rohmilch beschrieben — nach
der Zentrifugation bei den Kits von Qiagen, Congen, Biotecon und Bio-Rad an der

Oberfliche ab und musste entfernt werden.

5.2.1.3 Stilles Mineralwasser

Die DNA von 5 x 10" KbE B. abortus 1119-3 pro ml wurde mit der PCR in 6/6 Proben
sowohl nach Verwendung des QIAamp DNA Mini Kit als auch der auf Lysepuffern

basierenden Kits von Bio-Rad und Biotecon nachgewiesen. Congen lag mit positiven 5/6
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Proben knapp dahinter, wihrend die Phenol-Chloroform-Extraktion und der ZR Fecal DNA
Kit mit 3/6 bzw. 4/6 positiven Proben weniger sensitiv waren. Die geringste Brucellen-
Konzentration (5 x 10! KbE/ml) konnte mittels QIAamp DNA Mini Kit aus 6/6 Proben
nachgewiesen werden. Mit InstaGene Matrix wurde in 4/6 Proben Brucella-DNA mit der

PCR detektiert (siche Tabelle 5-1).

5.2.1.4 Physiologische Kochsalzlosung

Bei der physiologischen Kochsalzlosung war im Vergleich zur Matrix Mineralwasser durch
die fiinf getesteten Kits extrahierte Brucellen-DNA in weniger Proben nachweisbar. Auch bei
dieser Matrix konnte DNA mit der geringsten Brucellen-Konzentration von 5 x 10" KbE/ml in
5/6 Proben am héaufigsten nach Extraktion mittels QIAamp DNA Mini Kit nachgewiesen
werden (siehe Tabelle 5-1 und Abbildung 5-7).

Zusammenfassend wurde die groBte Sensitivitdt bei der Extraktion von Brucella-DNA mit
dem QIAamp DNA Mini Kit von Qiagen bei stillem Mineralwasser, physiologischer
Kochsalzlosung und Rohmilch erreicht. Die Phenol-Chloroform-Extraktion nach Romero und
Lopez-Goni (1999) zeigte sich bei Rohmilch und Joghurt am sensitivsten.

Die bisher untersuchten Matrizes sowie Camembert und Ziegenfrischkise wurden
anschliefend mit B. abortus 1119-3 inokuliert, woraus 10er-Verdiinnungsstufen von 5 x 10*
bis 5x 10° KbE B. abortus 1119-3 pro ml erstellt wurden. Die beiden genannten DNA-
Extraktionsmethoden wurden auf diese Proben angewandt, um die Nachweisgrenze von

Brucella-DNA zu ermitteln.

5.2.2 Nachweisgrenzen der ausgewéihlten Tests zur Extraktion von DNA aus Brucellen
in Rohmilch, Joghurt, stillem Mineralwasser, physiologischer Kochsalzlosung

sowie in Camembert und Ziegenfrischkiise

In den weiteren Untersuchungen wurde Brucella-DNA nur noch mittels Phenol-Chloroform-
Extraktion bzw. mittels QIAamp DNA Mini Kit extrahiert. Aufgrund unterschiedlicher
Viskositidt mussten einige Matrizes verdiinnt werden. Beim Zuriickrechnen auf die effektive
Zellzahl pro Milliliter bzw. pro Gramm entstanden daher unterschiedliche Brucella-
Konzentrationen (siche Tabelle 5-2). DNA aus 5 x 10* KbE/ml wurde in allen Fillen komplett
extrahiert, wohingegen bei 5x 10° KbE/ml in Mineralwasser und physiologischer

Kochsalzlosung im Falle der Phenol-Chloroform-Extraktion der Anteil bei 5/6 lag.
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Tabelle 5-2:  Ergebnisse der bcsp31-PCR nach DNA-Extraktion mittels Phenol-Chloroform-Extraktion und
QIAamp DNA Mini Kit aus den 10er-Verdiinnungsstufen 5 x 10" bis 5x 10° bzw. 5x 10° bis 5x 10" KbE
B. abortus 1119-3 pro ml.

Brucella-Konzentration [KbE/ml] ®

DNA-Extraktion nach 5x10* 5x10° 5x10° 5x10"  5x10°
Phenol-Chloroform-Extraktion 6/6 6/6 6/6 5/6 1/6
ROHMILCH C .
QIAamp DNA Mini Kit 6/6 6/6 5/6 4/6 0/6
STILLES Phenol-Chloroform-Extraktion 6/6 5/6 3/6 0/6 0/6
MINERALWASSER QIAamp DNA Mini Kit 6/6 6/6 5/6 5/6 3/6
PHYSIOLOGISCHE Phenol-Chloroform-Extraktion 6/6 5/6 0/6 0/6 0/6
KOCHSALZLOSUNG  QIAamp DNA Mini Kit 6/6 6/6 6/6 6/6 0/6
1x10° 1x10* 1x10° 1x10° 1x10'
; Phenol-Chloroform-Extraktion 6/6 6/6 6/6 6/6 3/6
JOGHURT T
QIAamp DNA Mini Kit 6/6 6/6 4/6 1/6 0/6

“ Anzahl der Proben, in denen DNA von B. abortus 1119-3 aus der angegebenen Zellzahl pro ml extrahiert
werden konnte, detektiert mittels besp37-PCR und Agarosegel; T Joghurt wurde 1:1 verdiinnt, so dass sich
hierfiir doppelt so hohe Nachweisraten ergeben.

In Rohmilch erwies sich die Methode nach Romero und Lopez-Goni (1999) als geringfiigig
sensitiver, da hier mit der PCR nachweisbare DNA von 5 x 10! KbE/ml in 5/6 Proben
(Qiagen: 4/6) und von 5 x 10° KbE/ml in 1/6 Proben (Qiagen: 0/6) extrahiert wurde. Eine

etwas hohere Sensitivitiat wurde bei der Phenol-Chloroform-Extraktion in Joghurt erreicht, wo
DNA von 1 x 10* KbE/ml in 6/6 Proben und von 1 x 10" KbE/ml in 3/6 Proben nachgewiesen
werden konnte (sieche Abbildung 5-8). Die Ergebnisse fiir den QIAamp DNA Mini Kit lagen
mit 4/6, 1/6 bzw. 0/6 Proben darunter (siche Tabelle 5-2).

1x10° 1x10* 1x10° 1x10*° 1x10" Joghurt H,0O

Abbildung 5-8: Bcsp3I-Amplifikat nach Extraktion von Brucella-DNA aus Joghurt mittels Phenol-
Chloroform-Extraktion; M — Marker (100-1.000 bp); + — Positivkontrolle, H,O — PCR-Negativkontrolle.

Umgekehrt verhielt es sich mit den wéssrigen Medien. In stillem Mineralwasser wurde die

DNA von 5x10*> KbE/ml mittels Phenol-Chloroform-Extraktion in 3/6 und in

physiologischer Kochsalzlosung in 0/6 Proben nachgewiesen. Der von der Firma Qiagen
verwendete Kit konnte die DNA in Mineralwasser sowohl von 5 x 10> KbE/ml als auch von
5x 10" KbE/ml in 5/6 Fillen extrahieren und zeigte bei der geringsten Konzentration mit 5

Brucellen in 3/6 Proben eine positive PCR. In physiologischer Kochsalzlésung wurde durch

diesen Kit Brucella-DNA bis zu einer Konzentration von 5 x 10" KbE/ml in 6/6 Proben

nachgewiesen (siehe Tabelle 5-2).
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Wie die Ergebnisse zeigen, wurde Brucella-DNA in wissrigen Medien (stilles Mineralwasser
und physiologische Kochsalzlosung) am sensitivsten mit Hilfe des QIAamp DNA Mini Kits
(Qiagen) extrahiert, wohingegen die Phenol-Chloroform-Extraktion fiir den Nachweis in

Joghurt und Rohmilch am besten geeignet war.

Aufgrund der Eignung der Extraktion nach Romero und Lopez-Goni (1999) fiir
Milchprodukte wurde diese Methode ebenfalls fiir die Extraktion von Brucella-DNA aus
Camembert und Ziegenfrischkdse verwendet. Der Vorteil ist, dass keine Sdule benotigt wird,
die durch Partikel aus der Matrix verstopft werden konnte. Allerdings war es erforderlich, die
kontaminierten Kise 1:5 mit dH,O zu verdiinnen. Der Nachweis von Brucellen in Camembert
gelang in 6/6 Fillen bei einer Konzentration von 5 x 10° KbE/g und in 5/6 Fillen bei der
nichstniedrigeren Verdiinnungsstufe (siehe Tabelle 5-3). In der Hilfte der durchgefiihrten
Extraktionen konnte die DNA von 5 x 10" KbE B. abortus 1119-3 pro Gramm extrahiert
werden. In Ziegenfrischkédse war die Nachweisrate geringer. Hier konnte Brucella-DNA in

5/6 Fillen von 5 x 10° KbE/g und in 4/6 Fillen von 5 x 10> KbE/g detektiert werden.

Tabelle 5-3:  Ergebnisse der bcsp31-PCR nach DNA-Extraktion mittels Phenol-Chloroform-Extraktion aus
den 10er-Verdiinnungsstufen 5 x 10° bis 5 x 10° KbE B. abortus 1119-3 pro g Kiise.

Brucella-Konzentration [KbE/g] ¥

DNA-Extraktion nach 5x10° 5x10° 5x 10" 5x10°
Camembert Phenol-Chloroform-Extraktion 6/6 5/6 3/6 1/6
Ziegenfrischkise Phenol-Chloroform-Extraktion 5/6 4/6 0/6 0/6

® Anzahl der Proben, in denen DNA von B. abortus 1119-3 aus der angegebenen Zellzahl pro g extrahiert und
mittels besp31-PCR sowie Agarosegel detektiert wurde.
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5.3 Nachweis von Brucella-DNA mittels Real-Time PCR

Die in den DNA-Extraktionsversuchen extrahierte DNA wurde nicht nur mittels klassischer
besp31-PCR sondern auch mittels besp3 1-Real-Time PCR nachgewiesen. Diese hat neben der
Zeitersparnis, die durch den Wegfall des Nachweises mittels Agarosegel entsteht, den Vorteil,
dass sich iiber eine Standard-Verdiinnungsreihe aus Brucella-DNA (siehe Abbildung 5-9) die

Zahl der Brucella-Genomkopien in den Lebensmittel-Extrakten quantifizieren lasst.

Standard Curve

CT
[ ]
=]

1 234 10 2030 100 200 1000 10000 100000 1000000 10000000 100000000 1000000

Ciuantity

Target: Brucella Slope: -3,376 Y.nter: 40,489 32; 0,998 Eff%: 97,784 j

Abbildung 5-9: Standardkurve aus 1:10-Verdiinnungen von Brucella-DNA nach der Untersuchung mittels
besp31-Real-Time PCR.

Anhand des Standards, der eine bekannte Menge Brucella-DNA enthielt, wurde mittels
Regressionsgerade (siehe Abbildung 5-9) anhand der Cr-Werte der Joghurtproben die darin
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enthaltene DNA-Menge in Femtogramm berechnet. Zur Berechnung der Genoméquivalente

wurde zunidchst das Gewicht eines Brucella-Genoms bestimmt (siche Tabelle 5-4).

Tabelle 5-4:  Berechnung des Genomgewichtes von Brucellen

Locus " Spezies Genomgrofe ? Genomgewicht*
NC 010742, NC 010740 B. abortus S19 3283936 nt 3,37 fg
NC 007618, NC 007624 B. abortus 2308 3278309 nt 3,36 fg
NC 006932, NC 006933 B. abortus 9-941 3286445 nt 3,37 fg
NC 003317, NC 003318 B. melitensis 16M 3294931 nt 3,38 fg
NC 010169, NC 010167 B. suis ATCC 23445 3324607 nt 3,41 fg
NC 004310, NC 004311 B. suis 1330 3315173 nt 3,40 fg
NZ ACBK00000000 B. suis 513 3286636 nt 3,37 fg
NZ ACBL00000000 B. suis 686 3267342 nt 3,35 fg
NC 013119, NC 013118 B. microti CCM 4915 3337369 nt 3,42 fg
Mittelwert der Genomgewichte aller Brucella-Spezies 3,38 fg
Mittelwert der Genomgewichte von B. abortus 3,37 fg

b NCBI-Locus-Nummer; Y Summe der Nukleotide beider Brucella-Chromosome; » Berechnung des Gewichts
anhand der Nukleotide mit einem Online-Rechner (http://www.changbioscience.com/genetics/mw.html) unter
Angabe der Sequenzlidnge (Option: ,,double stranded DNA 5'-NH2...OH-3"‘) mit anschlieBender Umrechnung
von Dalton in fg.

Laut dieser Ubersicht iiber einige Brucella-Genome haben diese gattungsiibergreifend ein
Gewicht von 3,38 fg. Da die Versuche zur DNA-Extraktion mit B. abortus durchgefiihrt
wurden, ist das mittlere Genomgewicht dieser Spezies (3,37 fg) als Berechnungsgrundlage
der Genoméquivalente verwendet worden. Anhand der Extrapolation des eingesetzten DNA-
Volumens (5 ul pro Real-Time PCR-Probe) auf das gesamte Elutionsvolumen der DNA-

Extraktion wurde die Menge an Genoméquivalenten nach der DNA-Extraktion berechnet.
Die Ergebnisse des Vergleiches von klassischer und Real-Time PCR zum Nachweis von

Brucella-DNA aus Mineralwasser, Kochsalzlosung, Rohmilch und Joghurt wurden im

Folgenden am Beispiel Joghurt dargestellt (sieche Abbildung 5-10).
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Abbildung 5-10: Amplifikation von Brucella-DNA nach Extraktion aus Brucellen in Joghurt (griin) bzw. in
Wasser (schwarz; Positivkontrolle mit 5 x 107 KbE/ml); Threshold: 0,03.

Wie aus Tabelle 5-5 ersichtlich ist, iiberstieg das Signal der internen Kontrolle (Lambda-
DNA) zwischen Zyklus 31,0 und 32,8 den Schwellenwert. Bei der Brucella-DNA variierten
die Cr-Werte je nach Probe zwischen 17,6 beim Einsatz von 10 ng Standard-DNA und 36,2
bei Joghurt-Proben, die nur fiinf Brucellen enthalten hatten (siehe Tabelle 5-5). Auffillig ist,
dass Negativ-Proben, die in der klassischen PCR negativ gewesen waren, in der Real-Time
PCR positiv waren — wenn auch nur mit Cr-Werten oberhalb von 37,0.

Vergleicht man die errechneten Genomiquivalente mit den eingesetzten Inokula (siehe
Tabelle 5-5, Spalte 1), fillt auf, dass die Zahlen bis zu einer Konzentration von 1 x 10°
KbE/ml gut iibereinstimmen. Fiir darunter liegende Konzentrationen wurden mittels Real-
Time PCR mehr Genomiquivalente ermittelt als tatsdchlich Bakterien eingesetzt worden
waren bzw. wurde in der Matrix-Negativkontrolle keine Brucella-DNA erwartet. Dies war im
Falle der Real-Time PCR bei den Matrizes Rohmilch, stilles Mineralwasser, Joghurt und
Camembert der Fall. Mit der klassischen PCR kamen falsch-positive Proben zwar auch vor,
jedoch nur in Ausnahmefillen.

Die Tabellen mit den Ergebnissen aus der Real-Time PCR zu den iibrigen Matrizes sind im

Anhang zu finden (siehe Tabelle 9-1 bis Tabelle 9-9).
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Tabelle 5-5:  Ergebnisse der besp31-Real-Time PCR im Anschluss an die Extraktion von Brucella-DNA aus
Joghurt mittels Phenol-Chloroform-Extraktion.

Brucellen Cr Lambda Crt Brucella  Brucella- Brucella- GA in 5 6
[KbE/mI]”  T:0,0151” T:0,0119”  DNA [fg] GA?Y Elution® IFCRT PCR
1x10° 31,03 26,25 50.567 15.005 7,50 x 10* 6/6 6/6
1x10* 31,74 29,35 7.600 2.255 1,13 x 10* 6/6 6/6
1x10° 32,26 32,28 1.269 377 1,88 x 10° 6/6 6/6
1x10% 32,11 34,91 249 74 3,70 x 10° 6/6 6/6
1x10' 32,79 36,16 93 28 1,39 x 10° 6/6 3/6
0 32,45 37,46 69 21 1,04 x 10 6/6 1/6
H,0 32,09

Standard 17,62 10.000.000

Standard 27,95 21,71 1.000.000

Standard 30,13 24,78 100.000

Standard 31,36 28,81 10.000

Standard 31,02 32,04 1.000

Standard 32,10 36,20 100

Y KbE Brucella abortus 1119-3 pro ml physiologischer Kochsalzlosung; » Mittelwert aus n Proben (siehe Spalte
,»,QPCR*); Y ein Brucella abortus-Genomiquivalent (GA) entspricht 3,37 fg; Y anhand des in der DNA-
Extraktion eingesetzten Elutionsvolumens berechnete Menge an extrahierter Brucella-DNA; ¥ Anzahl der
Brucella-positiven Proben beim Nachweis mittels bcsp31-Real-Time PCR; © Anzahl der Brucella-positiven
Proben beim Nachweis mittels klassischer besp31-PCR und Agarosegel.

Mittels besp31-Real-Time PCR konnten fiir die drei hochsten Brucellen-Konzentrationen (das
heiBt 5 x 10* bis 5 x 10> KbE/ml bei NaCl, Rohmilch und Mineralwasser, 1 x 10° bis 1 x 10
KbE/ml bei Joghurt und 5 x 10 bis 5x 10" KbE/ml bei Camembert) so viele Brucella-
positive Proben detektiert werden wie mittels klassischer bcsp31-PCR. Die Ergebnisse in
waren fiir diese Bakterien-Konzentrationen vergleichbar. Die Real-Time PCR {ibertraf die
klassische PCR bei den Phenol-Chloroform-Extraktionen aus physiologischer Kochsalzlsung
und Camembert sowie bei den DNA-Extraktionen mittels QIAamp DNA Mini Kit aus
Rohmilch und Joghurt.

Fir Camembert war die Nachweisrate im Vergleich zum Ziegenfrischkédse besser. Aus
letzterem konnte mittels klassischer PCR in 4/6 Fillen Brucella-DNA aus 5 x 10* KbE/ml
nachgewiesen werden, wohingegen die Real-Time PCR aus der gleichen DNA-Probe ab

dieser Bakterien-Konzentration keinen Nachweis mehr erbrachte (siehe Tabelle 5-6).
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Tabelle 5-6:  Ubersicht iiber die Ergebnisse zur Detektion von Brucella-DNA aus Lebensmitteln mittels
besp31-Real-Time PCR bzw. klassischer bcsp3I-PCR in Abhingigkeit von der vorhergehenden DNA-
Extraktionsmethode.

Brucella- Phenol-Chloroform-Extraktion QIAamp DNA Mini Kit
Matrix Konzentration
[KbE/ml] bzw. qPCR? PCR? gqPCR? PCR?
[KbE/g] "
5x10* 6/6 6/6 6/6 6/6
- 5x10° 6/6 6/6 6/6 6/6
= 5x 107 6/6 6/6 6/6 5/6
% 5x 10" 4/6 5/6 6/6 4/6
~ 5x10° 3/6 1/6 4/6 0/6
0 5/6 0/6 4/6 0/6
~ 5x10* 6/6 6/6 6/6 6/6
2 5x10° 5/6 5/6 5/6 6/6
8 E 5x 107 3/6 3/6 6/6 5/6
2 £ 5x 10" 3/6 0/6 6/6 5/6
-‘25 5x10° 3/6 0/6 2/6 3/6
0 4/6 0/6 3/6 0/6
1x10° 6/6 6/6 6/6 6/6
~ 1x10* 6/6 6/6 6/6 6/6
E 1x10° 6/6 6/6 6/6 4/6
2 1x10? 6/6 6/6 5/6 1/6
1x 10" 6/6 3/6 6/6 0/6
0 6/6 1/6 3/6 0/6
5 5x10° 6/6 6/6 -4 -
3 5x 10? 5/6 5/6 - .
g 5x 10" 4/6 3/6 - ]
§ 5% 10° 6/6 1/6 ; ;
0 4/6 3/6 - -
P 5x10° 3/6 5/6 -9 -
2. 5x 107 0/6 4/6 - -
ek 5x 10’ 0/6 0/6 - -
@ 5x 10 0/6 0/6 - -
N 0 0/6 0/6 - -

Y KbE Brucella abortus 1119-3 pro ml bzw. pro g Matrix; > Anzahl der Brucella-positiven Proben beim
Nachweis mittels bcsp31-Real-Time PCR; » Anzahl der Brucella-positiven Proben beim Nachweis mittels
Klassischer bcsp31-PCR und Agarosegel; ¥ aufgrund der in Camembert und Ziegenfrischkise enthaltenen nicht
Ioslichen Bestandteile konnte eine sdulenbasierte DNA-Extraktionsmethode nicht verwendet werden, da der
Filter in der Séule sofort verstopfen wiirde.
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5.4 Immunomagnetische Separation

5.4.1 Bestimmung der Serum- bzw. der Antikorper-Verdiinnung

Mit dem Ziel, die Nachweisgrenzen fiir Brucella-DNA im Vergleich zu den Ergebnissen aus
den DNA-Extraktions-Versuchen zu optimieren, wurde die immunomagnetische Separation
(IMS) fiir die Voranreicherung und Aufreinigung der DNA untersucht. Zur Ermittlung der fiir
die Beschichtung der Partikel bendtigten Menge an Brucellose-Kontrollserum wurden
Verdiinnungen von 1:10 bis 1:1.000 untersucht. Dabei konnten 5 x 10° KbE B. abortus
1119-3 pro 500-ul-Ansatz bis zu einer Verdiinnung des Serums auf 1:100 in allen Ansétzen

nachgewiesen werden (siehe Abbildung 5-11).

Serumverdiinnung  1:10 1:100 1:1.000
M + 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° 5x10° M 5x10° 5x10° 5x10°

Abbildung 5-11: In der bcsp31-PCR nachweisbare Brucella-Zellzahlen pro 500-ul-Ansatz nach der IMS unter
Verwendung unterschiedlicher Serumverdiinnungen; M — Marker (100-1.000 bp), + — PCR-Positivkontrolle,
H,0 - PCR-Negativkontrolle.

Vom monoklonalen anti-Brucella-Antikorper wurden 2,04 ug, 20,4 ug und 54,4 ug pro
Ansatz eingesetzt. Bei der mittleren Verdiinnungsstufe (20,4 pg) konnten dabei bis zu 5 x 10"
KbE/Ansatz nachgewiesen werden, erkennbar an zwei schwachen Banden (siehe Abbildung
5-12).
Antikdrpermenge 2,04 pg, 20,4 ng. 54,4 ug

M + 5x10" 5x10* 5x10" 5x10" 5x10* 5x10' M 5x10" 5x10* 5x10"  H,0

Abbildung 5-12: In der bcsp31-PCR nachweisbare Brucella-Zellzahlen pro 500-ul-Ansatz nach der IMS unter
Verwendung unterschiedlicher Mengen des monoklonalen anti-Brucella-Antikorpers; M — Marker (100-
1.000 bp), + — PCR-Positivkontrolle, H,O — PCR-Negativkontrolle.

Die hier ermittelte optimale Serumverdinnung von 1:100 bzw. die Antikorper-

Konzentrationen von 20,4 pg wurde fiir alle folgenden IMS eingesetzt.
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5.4.2 Sensitivitit der immunomagnetischen Separation

Die Nachweisraten von inaktivierten Brucellen lagen in drei unabhéngigen Versuchen mit
Doppelbestimmungen und bei Verdiinnungsstufen zwischen 5 x 10* und 5 x 10° KbE/500 ul
fiir die mit Vollserum beschichteten magnetischen Partikel bei 5 x 10 KbE pro 500-ul-Ansatz
(siehe Abbildung 5-13).

5x10* 5x10° 5x10° 5x10' 5x10° H,0

Abbildung 5-13: In der bcsp31-PCR nachweisbare Brucella-Zellzahlen pro 500-ul-Ansatz nach der IMS unter
Verwendung von mit Vollserum beschichteten Partikeln; M — Marker (100-1.000 bp), + — PCR-Positivkontrolle,
H,0 — PCR-Negativkontrolle.

Bei einer Verdopplung des Probenvolumens auf 1.000 ul waren die Brucella-spezifischen
Banden bei 5 x 10> KbE/Ansatz minimal schwicher (siche Abbildung 5-14). Gelegentlich
konnten bei einem Probenvolumen von 500 ul auch 5x 10" KbE/Ansatz nachgewiesen

werden, was im 1.000 pl-Ansatz nicht der Fall war.

Probenvolumen 500 pl 1.000 pl
M + 5x10* 5x10° 5x10*> 5x10' 5x10° M 5x10* 5x10° 5x10*> 5x10' 5x 10° H,0

! =

Abbildung 5-14: In der besp31-PCR nachweisbare Brucella-Zellzahlen nach der IMS unter Verwendung von
mit Vollserum beschichteten Partikeln bei 500 pl und 1.000 ul Probenvolumen; M — Marker (100-1.000 bp), + —
PCR-Positivkontrolle, H,O — PCR-Negativkontrolle.

Aufgrund der langen Inkubationszeit von jeweils 24 h — sowohl fiir das Beschichten der
magnetischen Partikel mit Antikdrpern als auch fiir das Blocken mittels Tris/BSA-Puffer
(Puffer D) — wurde nach einer Moglichkeit zur Verkiirzung der Zeit fiir die Vorbereitung der
Partikel gesucht. Statt das Blocken iiber 24 h bei 20 °C durchzufiihren, wurde die Sensitivitit
nach vierstiindigem Blocken bei 37 °C untersucht. Wie Abbildung 5-15 zeigt, ist der
Nachweis von 5 x 10> KbE pro 500-ul-Ansatz bei der bisher durchgefiihrten einstiindigen
Inkubation mit Brucellen nur in einem der Ansitze erfolgt, wogegen nach anderthalb Stunden

beide Banden bei dieser Verdiinnungsstufe schwach sichtbar sind.
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Inkubationsdauer 1h 1,5h

M + 5x10°5x10° 5x102 5x 10" 5x10° M 5x10* 5x10° 5x10* 5x10' 5x 10° H,0

.

Abbildung 5-15: In der bcsp31-PCR nachweisbare Brucella-Zellzahlen pro 500-ul-Ansatz an mit Vollserum
beschichteten Partikeln bei einer Inkubationsdauer von 1 h bzw. 1,5 h; M — Marker (100-1.000 bp), + — PCR-
Positivkontrolle, H,O — PCR-Negativkontrolle.

Aufgrund der hoheren Sensitivitit bei 500 ul Probenvolumen und der kiirzeren
Préparationsdauer im Falle einer Inkubation fiir 1,5 h und dem 4stiindigen Blocken bei 37 °C
wurden diese Anderungen in das Protokoll zur IMS von Brucellen aus Lebensmitteln
aufgenommen. Unter diesen Versuchsbedingungen lag die Sensitivitit der
immunomagnetischen Partikel, die mit monoklonalem anti-Brucella-Antikorper beschichtet

wurden, ebenfalls bei 500 KbE pro 500-ul-Ansatz (Gelbild nicht gezeigt).

Nachfolgend sollte ermittelt werden, ob durch eine Erhohung der Inkubationstemperatur bei
der Bindung von Brucellen an die beschichteten Partikel eine Verbesserung der Sensitivitit

erreicht werden kann (sieche Abbildung 5-16).

Inkubationstemperatur 37°C 20 °C
M + 5x10* 5x10° 5x10*> 5x10" 5x10° M 5x10* 5x10° 5x10*° 5x10" 5x10° H,0O
=

Inkubationstemperatur 4°C

M + 5x10*5x10° 5x10%> 5x10' 5x10° H,0

Abbildung 5-16: In der bcsp31-PCR nachweisbare Brucella-Zellzahlen pro 500-ul-Ansatz an mit Vollserum
beschichteten Partikeln bei Inkubationstemperaturen von 37 °C, 20 °C bzw. 4 °C; M — Marker (100-1.000 bp),
+ — PCR-Positivkontrolle, H,O — PCR-Negativkontrolle.

Zwar konnten auch bei 37 °C 5 x 10 KbE/Ansatz detektiert werden, jedoch trat hier die bei
4 °C vereinzelt auftretende schwache Bande bei 5 x 10" KbE/Ansatz nicht auf. Eine hohere
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Inkubationstemperatur bewirkte demnach keine bessere Bindung der Bakterien an die
magnetischen Partikel, weshalb weiterhin bei 4 °C inkubiert wurde.

Die dargestellten Gelbilder sind stets ein Kombinationsergebnis aus IMS, DNA-Extraktion,
besp31-PCR und Agarosegel. Daher wurde untersucht, ob eine Erhohung der Sensitivitit
durch einen Wechsel der DNA-Extraktionsmethode erreicht werden kann. Unter Verwendung
des QIAamp DNA Mini Kits (Qiagen) konnten zwar intensivere Banden als bei der
Verwendung des StarPrep One Kits (Biotecon) gezeigt werden, jedoch keine hohere
Sensitivitit (sieche Abbildung 5-17). Aufgrund der viel kiirzeren Bearbeitungszeit (StarPrep
One Kit: 20 min, QIAamp DNA Mini Kit: 3 h) wurde entschieden, den StarPrep One Kit

(Biotecon) zu verwenden.

DNA-Extraktion mittels StarPrep One Kit DNA-Extraktion mittels QLTAamp DNA Mini Kit
M + 5x10* 5x10° 5x10*> 5x10' 5x10° M 5x10* 5x10° 5x10* 5x10' 5x 10° H,O

Abbildung 5-17: Einfluss der DNA-Extraktionsmethode im Anschluss an die IMS auf die Nachweisbarkeit von
Brucellen in der bcsp31-PCR; M - Marker (100-1.000 bp), + — PCR-Positivkontrolle, H,O — PCR-
Negativkontrolle.

Nach der Untersuchung der unterschiedlichen Variablen fiir die IMS wurden die Ergebnisse
zu einem Protokoll zusammengefasst (siche Abschnitt 4.3.3), aufgrund dessen die Spezifitit
und Wiederfindungsrate in Natriumphosphatpuffer (Puffer C) fiir die eingesetzten Brucellen-

Konzentrationen mittels immunomagnetischer Partikel ermittelt wurden.

5.4.3 Wiederfindungsrate und Spezifit:it

Die Wiederfindungsrate wurde als Anteil der immobilisierten Bakterien an der Gesamtzahl
der auf Nahragar nachgewiesenen Bakterien (immobilisierte plus freie Bakterien im
Uberstand) berechnet (Fisher et al., 2009) und ist ein MaB fiir die Zuverlissigkeit der IMS.
Eine Wiederfindungsrate von 50 % bedeutet, dass die Hilfte der in der Matrix befindlichen
Bakterien immobilisiert wurde.

Die Wiederfindungsraten von Bakterien in Natriumphosphatpuffer (Puffer C) nach der IMS

mittels Brucellose-Kontrollserum bzw. mittels kommerziellen monoklonalen Antikorpers
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unterschieden sich sowohl in der maximalen Rate als auch in der Verteilung der hochsten
Werte iiber alle Verdiinnungsstufen (siehe Tabelle 5-7 und Tabelle 5-8).

Bei Verwendung des Brucellose-Kontrollserums lag die hochste Wiederfindungsrate von
Brucellen bei 81,9 %, wobei 2,02 x 10° KbE B. abortus 1119-3 im 500-ul-Ansatz auf den
immunomagnetischen Partikeln nachgewiesen wurden. Bei einem zehnfach hoheren
Inokulum war die Wiederfindungsrate mit 77,8 % &dhnlich hoch. Ober- und unterhalb dieser
Verdiinnungsstufen nahmen die Wiederfindungsraten ab. Wurden unbehandelte magnetische
Partikel verwendet, konnten diese 4,98 x 10* KbE B. abortus 1119-3 immobilisieren, was fiinf
Log-Stufen geringer als das Inokulum von 4,68 x 10° KbE pro 500-ul-Ansatz war. Bei der
Inkubation mit O. intermedium wurden durch die mit Brucellose-Kontollserum

vorbehandelten Partikel 1,4 % der eingesetzten Bakterien isoliert (siehe Tabelle 5-7).

Tabelle 5-7:  Wiederfindungsraten von B. abortus 1119-3, O. intermedium und Y. enterocolitica O:9 auf
immunomagnetischen, mit Brucellose-Kontrollserum beschichteten Partikeln.

Summe Summe Summe
Bakterien auf Bakterien im imPs + Wieder-
Probe Inokulum imPs Uberstand Uberstiinde findungsrate”
B. abortus 1119-3 4,68 x 10° 1,34 x 10 3,41 x 10° 3,54 x 10° 3,8 %
4,68 x 10° 9,50 x 10’ 1,93 x 10° 2,88x 10° 33,0 %
4,68 x 10’ 1,35 x 10’ 1,30 x 10’ 2,65 x 107 50,9 %
4,68 x 10° 2,09 x 10° 5,98 x 10° 2,69 x 10° 77.8 %
4,68 x 10° 2,02 x 10° 4,45 x 10* 2,47 x 10° 81,9 %
4,68 x 10* 9,82 x 10° 9,66 x 10° 1,95 x 10* 50,4 %
4,68 x 10° 1,25 x 10° 1,02 x 10° 2,27 x 10° 55,0 %
4,68 x 107 1,36 x 10 1,59 x 10 2,95x 10" 46,2 %
B. abortus 1119-3, 4,68 x 10° 4,98 x 10* 4,61 x 10° 4,61 x 10° 0,0 %
unbeschichtete
Partikel
Ochrobactrum 9,57 x 10 1,30 x 107 9,23 x 10 9,36 x 10° 1.4 %

intermedium

imPs — immunomagnetische Partikel; U — Uberstand; angegebene Zahlen sind KbE pro 500-ul-Ansatz; " KbE
auf imPs/(KbE auf imPs + KbE im Uberstand).

Bei Verwendung des kommerziell erhiltlichen monoklonalen anti-Brucella-Antikorpers
waren die Ergebnisse fiir die besten Wiederfindungsraten von Brucellen auf den
immunomagnetischen Partikeln breiter iiber die verschiedenen Testverdiinnungen verteilt,
wobei der hochste Wert bei 52,1 % lag. Zum Test der Bindung von Brucellen an
unbeschichtete magnetische Partikel wurden in diesem Versuch 1,64 x 10° KbE pro 500-pl-
Ansatz eingesetzt, wobei weniger als fiinf Zellen immobilisiert wurden und damit — wie im
zuvor beschriebenen Versuch — wiederum eine Verringerung um fiinf Log-Stufen auftrat. Die
Wiederfindungsrate fiir O. intermedium und Y. enterocolitica O:9 lag bei nur rund 8 % (siche

Tabelle 5-8).
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Tabelle 5-8:  Wiederfindungsraten von B. abortus 1119-3, O. intermedium und Y. enterocolitica O:9 auf
immunomagnetischen, mit monoklonalen Antikorpern beschichteten Partikeln.

Summe Summe Summe
Bakterien auf Bakterien im imPs + Wieder-
Probe Inokulum imPs Uberstand Uberstinde  findungsrate”
B. abortus 1119-3 1,95 x 10" 7,11 x 108 1,28 x 10" 1,36 x 10" 5,2 %
1,95 x 10° 1,89 x 10® 6,36 x 10° 8,25 x 10° 22,9 %
1,95 x 10® 4,07 x 10’ 427 x 10’ 8,34 x 10’ 48,8 %
1,95 x 10’ 4,48 x 10° 4,11 x 10° 8,59 x 10° 52,1 %
1,95 x 10° 3,61 x 10° 5,02 x 10° 8,64 x 10° 41,8 %
1,95 x 10° 3,57 x 10* 4,08 x 10* 7,65 x 10* 46,6 %
1,95 x 10* 3,00 x 10° 2,82 x 10° 5,82x 10° 51,6 %
1,95 x 10° 2,75 x 10" 4,25 x 10" 7,00 x 10" 39,3 %
1,95 x 10° 0,00 x 10° 2,50 x 10° 2,50 x 10° 0,0 %
B. abortus 1119-3 1,64 x 10° 4,55 x 10° 1,89 x 10° 1,89 x 10° 0,0 %
unbeschichtete
Partikel
Ochrobactrum 8,30 x 10° 542x 10° 6,27 x 10° 6,81 x 10° 7.9 %
intermedium
Yersinia 6,75 x 10° 2,80 x 10® 3,16 x 10° 3,44 x 10° 8,1 %

enterocolitica O:9

imPs — immunomagnetische Partikel; U — Uberstand; angegebene Zahlen sind KbE pro 500-ul-Ansatz; " KbE
auf imPs/(KbE auf imPs + KbE im Uberstand).

Auffillig ist, dass die auf den magnetischen Partikeln und im Uberstand ermittelten
koloniebildenden Einheiten in der Summe nicht dem Inokulum entsprachen. Bei einem
Inokulum zwischen 10° und 10® KbE/Ansatz konnten nur 42-62 % der Brucellen auf den mit
Serum behandelten Partikeln und im Uberstand nachgewiesen werden. Bei Verwendung des
monoklonalen Antikdrpers waren es bei einem Inokulum zwischen 10* und 10° KbE/ml nur

35-53 %.

Zehn Referenzstimme aller bekannten Brucella-Spezies wurden zur Uberpriifung der
Eignung der beschichteten Partikel fiir eine IMS auf Gattungsebene untersucht. Wie aus
Abbildung 5-18 hervorgeht, wurden beim Einsatz von 5 x 10’ KbE pro 500-ul-Ansatz alle

Spezies immobilisiert. Das traf auch fiir die rauen Staimme B. canis und B. ovis zu.
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Brucellose-Kontrollserum Monoklonaler anti-Brucella-Antikdrper

4 5 67 89 10 H0O M+ 12 3 456 7 8910 HO

Abbildung 5-18: Nachweis aller bekannten Brucella-Spezies; 1 — B. abortus 1119-3; 2 — B. melitensis 16M; 3 —
B. suis 1330; 4 — B. neotomae 5K33; 5 — B. canis RM6/66; 6 — B. microti 4915T; 7 — B. inopinata BO1; 8 —
B. pinnipedialis 12890; 9 — B. ceti 12891; 10 — B. ovis 63/290; M — Marker (100-1.000 bp); + — PCR-
Positivkontrolle; H,O — PCR-Negativkontrolle.

5.4.4 Nachweis von Brucellen in Lebensmittelproben

Die Ergebnisse der Real-Time PCR sowie der klassischen PCR zum Nachweis von Brucellen
in den verschiedenen Lebensmittelproben (Ziegenfrischkdse, Rohmilch, Camembert,
Mineralwasser, Joghurt) im Anschluss an die IMS mittels Brucellose-Kontrollserum bzw.
monoklonalem anti-Brucella-Antikorper sind in Tabelle 5-9 abgebildet. Details zu Cr-Werten
konnen Tabelle 9-10 im Anhang entnommen werden. Nach Bereinigung der Ergebnisse von
den Verdiinnungsfaktoren sind die Nachweisraten in KbE/ml (Rohmilch, stilles
Mineralwasser, Joghurt) bzw. in KbE/g (Ziegenfrischkdse, Camembert) fiir die IMS
dargestellt:

Tabelle 5-9:  Nachweisgrenzen von Brucella in Lebensmitteln mittels IMS [KbE/ml bzw. KbE/g].

Brucellose-Kontrollserum Monoklonaler Antikérper*
Matrix qPCR PCR qPCR PCR
Ziegenfrischkiise 5x10° 5x10° 5x10°7 5x10°
Rohmilch 1x10*7 1x10° n.d. 1x10°7
Camembert 5x10* 5x10* 5x10° 5x10°
Stilles Mineralwasser 1x10° 1x10° 1x10*7 1x10°
Joghurt 8x10* 8x 10° 8x 10* 8x 10’

Dargestellt sind die sicher nachgewiesenen Verdiinnungsstufen; " Nachweisgrenzen, die jedoch nur in einem der
Duplikate nachgewiesen wurden; * — monoklonaler anti-Brucella-Antikorper; n.d. — nicht detektiert.

Die hochste Sensitivitdt wurde bei der Aufkonzentrierung von Brucellen in Rohmilch und
stillem Mineralwasser erreicht (1 x 10*> KbE/ml). Bei Ziegenfrischkiise lag die Nachweisrate
bei 5 x 10° KbE/ml, bei Camembert bei 5 x 10* KbE/ml und bei Joghurt bei 8 x 10° KbE/ml.
Dabei war die IMS mittels Brucellose-Kontrollserum bei Ziegenfrischkidse, Camembert,
Rohmilch und Joghurt um etwa eine Log-Stufe sensitiver als mit dem kommerziellen
monoklonalen anti-Brucella-Antikorper (siehe Tabelle 5-9). Hinsichtlich einer hoheren

Nachweisbarkeit durch klassische PCR mit Agarose-Gelelektrophorese oder durch Real-Time
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PCR ldsst sich ein leichter Sensitivititszuwachs durch Verwendung der Real-Time PCR
ablesen (sieche Tabelle 9-10). Die Ausnahme bildete der Nachweis von Brucellen in
Rohmilch: Im Anschluss an die IMS und die DNA-Extraktion war ein Nachweis mittels Real-
Time PCR nicht moglich, wihrend mittels klassischer PCR und Agarose-Gelelektrophorese

1 x 10% bis 1 x 10° KbE/ml nachgewiesen werden konnten.
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6 Diskussion

6.1 Tenazitit von Brucellen in Lebensmitteln

6.1.1 Begriindung der gewihlten Versuchs-Parameter

Zur Bewertung der Exposition des Verbrauchers im Falle eines absichtlichen Eintrags von
Brucellen in die Lebensmittelkette wurde am Modell von Brucella abortus 1119-3 das
Uberleben in sieben verschiedenen Lebensmitteln untersucht. Im Gegensatz zu fritheren
Untersuchungen, in denen die hiusliche Herstellung von Lebensmitteln aus Brucella-
kontaminierten Rohstoffen im Fokus stand (Castell et al., 1996; Ramos et al., 2008a), lag der
Schwerpunkt in dieser Untersuchung auf dem Uberleben von Brucellen in kommerziell
erhéltlichen Produkten.

Die genaue Infektionsdosis bei oraler Aufnahme ist fiir den Menschen nicht bekannt. Sie ist
jedoch deutlich hoher als die aerogene Infektionsdosis, die fiir Brucellen auf 10-100 KbE
geschitzt wird (Franz et al,, 1997). Bei oraler Aufnahme miissen die Brucellen die
Magenpassage mit einem pH-Wert zwischen 1,0 (leerer Magen) und pH 2-4 (voller Magen)
tiberleben (Miiller und Frings, 2009). Die Bakterien sind aber nachweislich fiir iiber vier
Stunden resistent gegen einen pH-Wert von 4,2-4,5 (Porte et al., 1999). Burrows und Renner
(1999) verweisen auf ein Literaturzitat von Jensen et al. (Jensen et al., 1996), demzufolge die
orale Effektivdosis (EDsg), also die Dosis, bei der die Hilfte der Personen nach oraler
Aufnahme der Brucellen erkranken, bei 10° KbE liegt. Eine weitere Referenz deutet auf eine
orale Dosis von 10° bis 10’ KbE B. abortus hin (Kaufmann et al., 1980). Diese relativ hohe
Konzentration wird leicht erreicht, wenn man davon ausgeht, dass Trinkwasser oder H-Milch
auch in groBeren Mengen (100 bis 400 Milliliter) auf einmal konsumiert wird. Daher kann
eine Kontamination dieser Lebensmittel mit Brucellen — sei sie natiirlich oder absichtlich —
eine Gesundheitsgefahr fiir den Menschen darstellen.

Trinkwasser, Milch und Joghurt sind Lebensmittel, die tdglich in jeder sozialen Schicht
verzehrt werden, was sie zu einem optimalen Ziel fiir eine absichtliche Ausbringung mit
Pathogenen macht. Im Gegensatz zu festen oder halbfesten Matrizes wie z. B. Kdse konnen
Fliissigkeiten leicht und in groBen Mengen kontaminiert werden. Denkbar wére z. B. eine
Einbringung von Brucellen in Wasserspender mit groleren Fassungsvermogen (zwischen fiinf
und 20 Litern), die in vielen Arztpraxen und Kaufhdusern stehen, in Milch zwischen der
Pasteurisierung und Verpackung sowie in Joghurtbehilter bei groBen Buffets, wie sie bei

Volksfesten uiblich sind.
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Bei der Planung der Tenazitdtsversuche wurde beriicksichtigt, dass kommerziell erhéltliche
Lebensmittel nach Ablauf der Mindesthaltbarkeit durch den Einzelhandel entsorgt werden.
Somit wiirden im Fall einer absichtlichen Ausbringung von Brucellen die kontaminierten,
aber in der Haltbarkeit abgelaufenen Lebensmittel keine Gefahr mehr fiir den Verbraucher
darstellen. Daher wurde die Dauer des Versuches an der Haltbarkeit des Lebensmittels
ausgerichtet (z. B. vier Tage bei Vorzugsmilch oder drei Monate bei H-Milch). Da die
Produkte im Handel unbewegt im Regal stehen, wurden die in den hier beschriebenen
Versuchen untersuchten Proben ebenfalls stehend und nicht schiittelnd inkubiert. Ebenso
wurde die fiir den Versuch gewihlte Temperatur an die in Supermirkten bzw. Haushalten
herrschenden Temperaturen wie folgt angepasst: Joghurt, Rohmilch und Vorzugsmilch bei
4 °C und ungekiihlte Produkte wie H-Milch und Mineralwasser bei 20 °C. Bei der Simulation
der Einbringung von Brucellen in die Lebensmittel (sieche Abschnitt 4.1.1.3) kann es zu
schwankenden Zellzahlen im Inokulum kommen. Deshalb wurden jeweils drei
Probenrohrchen pro Versuchstag und Lebensmittel angesetzt.

Brucellen zédhlen zu den fiir den Menschen hochpathogenen Erregern. Fiir die eigenen
Untersuchungen wurde als Modell-Organismus Brucella abortus 1119-3 ausgewihlt, da es
ein bekannter Stamm fiir Laborversuche ist und er eine geringe Humanpathogenitit aufweist
(Alton et al., 1988a). Alle notwendigen experimentellen Arbeiten mit diesem Erreger wurden
in einem Labor der Sicherheitsstufe 3 durchgefiihrt. Da dieser Stamm in H-Milch drei Monate
iberlebte und sich sogar vermehrte, wurde der Versuch auch mit dem hochpathogenen Stamm
Brucella melitensis 16M in demselben Lebensmittel wiederholt, um zu priifen, ob die fiir den
Modellstamm erhaltenen Ergebnisse auch mit einer anderen Brucella-Spezies reproduzierbar

sind.
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6.1.2 Tenazitit in Milch

Wie die Ergebnisse der eigenen Untersuchungen zeigen, stieg in H-Milch die Zellzahl von
B. abortus 1119-3 von 5x 10" KbE/ml auf bis zu 7,2 x 10° KbE/ml (Tag 46) an und
verringerte sich dann bis Tag 87 nur geringfiigig auf 6,4 x 10° KbE/ml. Dass sogar eine noch
ldngere Uberlebenszeit in Milch moglich ist, wurde bereits von Fulton (1941) gezeigt, der
eine Tenazitit von B. abortus von zehn Monaten in sterilisierter Milch bei Raumtemperatur
ermittelte. Das Wachstum von B. abortus 1119-3 im Standard-Wachstumsmedium Brucella-
Bouillon war dabei nahezu identisch (siehe Abbildung 5-1) und macht damit deutlich, dass
H-Milch fiir diesen Brucella-Stamm ein geeignetes Ndahrmedium ist.

Die Wachstumsraten am Anfang des Versuchs waren mit 0,1 Log-Stufen pro Tag
vergleichsweise gering (sieche Abbildung 5-2). Dies konnte eine Folge der hohen Dichte der
am Boden des Reaktionsgefifles abgesetzten Bakterien sein. Werden Brucellen dagegen bei
der Inkubation geschiittelt, konnen sie auf eine Konzentration von bis zu 10"" KbE/ml
anwachsen (Van Drimmelen, 1955). Die Lebensmittelproben wurden jedoch nicht geschiittelt,
um die fiir sie typische Lagerung in Supermérkten zu simulieren.

Unter Beriicksichtigung der langen Haltbarkeit von H-Milch wurde auch untersucht, ob und
inwieweit das Inokulum die Eigenschaften der H-Milch beeinflusst und ob es zu einer
schnelleren Verderbnis fithren kann: Wie in Abschnitt 4.1.1.3 beschrieben, wurde die gesamte
fiir den Versuch benotigte Milch in einem Behélter mit Brucellen inokuliert und anschliefend
auf einzelne Reaktionsgefidfe verteilt, wobei die zuletzt untersuchten Milchproben insgesamt
87 Tage bei 20 °C lagerten. Die Milch war auch nach dieser langen Lagerzeit wie zu Beginn
des Versuches homogen weill und wies keine Flocken auf. Der pH-Wert war von pH 6,6 auf
6,9 leicht angestiegen. Daher wird angenommen, dass das Inokulum keinen nennenswerten
Einfluss auf die Beschaffenheit der H-Milch hatte.

Wurde H-Milch nur mit 5x 10° KbE B. abortus 1119-3 pro ml inokuliert, waren die
Wachstumsraten fast fiinfmal hoher (0,47 Log-Stufen/Tag). Zuniga et al. (2005) zeigten fiir
B. abortus 544, dass sich dieser Stamm in H-Milch von anfinglich 10° KbE/ml innerhalb von
zwei Tagen auf 10° KbE/ml vermehrte. AnschlieBend blieb die Zellzahl jedoch konstant. Ein
Grund fiir hohere Wachstumsraten bei geringen Zellkonzentrationen ist im Gegensatz zu
hohen Zellkonzentrationen die erhohte Verfiigbarkeit von Néihrstoffen und Sauerstoff pro
Zelle, so dass die Wachstumsbedingungen besser sind.

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelte Zellzahl von B. abortus 1119-3 stieg innerhalb von
drei Wochen auf 4,2 x 10 KbE/ml an, womit die gleiche Konzentration wie bei Inokulation

mit 4,7 x 10’ KbE/ml erreicht worden war. AnschlieBend blieb die Zellzahl in beiden
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Versuchsansitzen auf gleichem Niveau. Somit wurde gezeigt, dass der Stamm B. abortus
1119-3 bei Raumtemperatur und einer Lagerung ohne Schiitteln in der beschriebenen
H-Milch nach drei Wochen seine maximale Konzentration im Bereich von 4 bis 6 x 10°
KbE/ml erreicht. Analoge Ergebnisse fiir B. abortus wurden von Zuniga et al. (2005)
beschrieben: Sie inokulierten 10® KbE B. abortus 544 in Milch, wobei sich die Konzentration
innerhalb von 12 Tagen auf ca. 5 x 10® KbE/ml nur leicht erhdhte und bis zum Versuchsende
(Tag 25) konstant blieb. Offensichtlich befinden sich unter diesen Bedingungen die Brucellen
in der stationidren Phase, wobei das Fehlen essenzieller Ndhrstoffe und die Akkumulation von
Stoffwechselprodukten das Zellwachstum hemmen. Zu einer konstanten Zellzahl kann es
dabei zum einen dadurch kommen, dass die Bakterien weiterhin Biosynthese betreiben, sich
jedoch nicht teilen. Aulerdem kann die Zahl der absterbenden Zellen gleich der sich teilenden
Bakterien sein, so dass trotz Zellvermehrung kein Anstieg der Zellzahl messbar ist
(,,kryptisches Wachstum*) (Anon, 2001).

Auch wenn B. melitensis 16M mit 5 x 10° KbE/ml in H-Milch eingebracht wurde, stieg die
Zellzahl mit 0,49 Log-Stufen pro Tag auf 6 x 10’ KbE/ml an Tag neun deutlich an. Im
Gegensatz zum Wachstum von B. abortus 1119-3 konnte jedoch bis Versuchstag 18 nur noch
ein geringfiigiges Wachstum auf 6,8 x 10’ KbE/ml festgestellt werden, das mit 0,018 Log-
Stufen pro Tag kleiner wurde. Daher waren nach drei Monaten nur noch 5,8 x 10° KbE/ml
vorhanden. Die riickldaufige Zellzahl in dem hier beschriebenen Versuch in H-Milch deutet auf
eine moglicherweise speziesspezifische kiirzere Uberlebensdauer von B. melitensis 16M in
H-Milch hin.

Die bevorzugten Wirte von B. melitensis sind Schafe und Ziegen (sieche Tabelle 1-1).
Moglicherweise hat die unterschiedliche Zusammensetzung von Milchsorten einen Einfluss
auf die Tenazitit. Zwar enthilt die Milch von Schafen und Ziegen mit 11 bzw. 10 mg/100 ml
weniger Cholesterin als Kuhmilch (14 mg/100 ml). Auf der anderen Seite sind Protein-, Fett-,
Kohlenhydrat- und Lactosegehalte bei Ziegenmilch geringer, aber bei Schafsmilch hoher. Zur
Aufkldarung miisste die Tenazitit von B. melitensis in verschiedenen Milchsorten parallel
tiberpriift werden.

Die Ergebnisse aus Untersuchungen mit anderen Lebensmittelmatrizes zeigen fiir B. abortus
und B. melitensis unterschiedliche Uberlebenszeiten. Wenn 10° KbE/ml B. abortus oder
B. melitensis in Sahne bei 4 °C eingebracht wurden, iiberlebten die verwendeten Stimme
sechs Wochen bzw. vier Wochen lang (Guerra, 1957). Die Zellzahlen wurden hier nach einer,
zwel, vier, sechs und acht Wochen ermittelt. Da die Bedingungen fiir beide Spezies gleich

waren, ist zu vermuten, dass die speziesspezifischen Erregereigenschaften zu den
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Unterschieden in der Tenazitét gefiihrt haben. In einer anderen Studie wurden die B. abortus-
Stimme 5 und 68 sowie die B. melitensis-Stimme 63/9 und 185 in Sahne (Fettgehalt
unbekannt) bei einer Temperatur von 20-25 °C inokuliert. Mittels Ausplattieren konnten
Uberlebenszeiten von 73 Tagen fiir die drei erstgenannten Stimme und von 91 Tagen fiir
Stamm 185 nachgewiesen werden (Nour, 1982). In Biiffelmilch-Joghurt mit 7,5% Fett
tiberlebte B. abortus bei 4 °C insgesamt 30 Tage, wihrend B. melitensis nur 20 Tage lang
iberlebte (Ghoniem, 1972). Bei gleicher Matrix, aber bei einer hoheren Temperatur von 30-
32 °C war dagegen fiir beide Brucella-Spezies die Tenazitit mit 14 Tagen identisch.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen also, dass sich beide untersuchten Brucellen-Stamme bei
einer relativ niedrigen Inokulationsdosis in H-Milch vermehren konnen und mit einer hohen
Konzentration bis zum Ende der Mindesthaltbarkeit des Lebensmittels iiberleben. Im Falle
einer absichtlichen Ausbringung von Brucellen in H-Milch muss aufgrund der
Vermehrungsfihigkeit der Bakterien und der langen Uberlebenszeit innerhalb der
vorgegebenen Mindesthaltbarkeit dieses Lebensmittels von einem hohen Infektionsrisiko fiir

den Verbraucher ausgegangen werden.

Rohmilch und Vorzugsmilch weisen mit zwei bzw. vier Tagen eine kurze Haltbarkeitsdauer

auf. Aufgrund der kurzen Haltbarkeit der beiden Lebensmittel wurde das Wachstum von
B. abortus 1119-3 in beiden Matrizes vier Tage lang bei 4 °C untersucht. Fiir die
Interpretation der Ergebnisse zur Tenazitit der Brucellen sind die natiirlicherweise in der
Roh- und Vorzugsmilch vorhandenen Keime (z. B. Lactobazillen) von Bedeutung. Die
tolerierbare Gesamtkeimzahl liegt dabei fiir Rohmilch bei 100.000 KbE/ml und fiir
Vorzugsmilch bei 30.000 KbE/ml (Anon, 2004). Nach den Ergebnissen verschiedener
Untersuchungen kann sich die Gesamtkeimzahl in der Milch in Abhéngigkeit von der
Lagertemperatur dndern. Wihrend sich die Keimzahl bei Rohmilch mit 10* KbE/ml bei 4 °C
innerhalb von vier Tagen lediglich um 0,2 Log-Stufen erhohte, konnte bei einer Temperatur
von 10 °C innerhalb von vier Tagen ein deutlicher Anstieg von 10* auf 10’ KbE/ml
beobachtet werden (Cempirkova und Mikulova, 2009). In einer Studie von Kuzdas und Morse
(1954) konnte B. abortus 2308 in einem Inokulum von 8,8 x 10° KbE bei 8 °C weniger als
vier Tage in unpasteurisierter Milch nachgewiesen werden. Wie nun die eigenen Ergebnisse
zeigen, hatten die in der Roh- und Vorzugsmilch natiirlicherweise vorkommenden
Keimzahlen bei einer Temperatur von 4 °C iiber einen Zeitraum von vier Tagen keine

inhibitorische Wirkung auf die Tenazitdt der Brucellen. Bei Rohmilch verringerte sich die
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Zellzahl von B. abortus 1119-3 bei einem pH-Wert von 6,7 nur minimal von 4,6 x 10’
KbE/ml auf 2,5 x 10" KbE/ml und bei Vorzugsmilch von 3,1 x 10 auf 2,0 x 10" KbE/ml.

Im Fall der absichtlichen Kontamination von Roh- oder Vorzugsmilch mit Brucellen kénnen
diese in der Matrix gut iiberleben, wobei unter Beriicksichtigung von pH-Wert,
Lagertemperatur und -zeit (pH > 6,5, 4 °C, max. 4 Tage) allerdings keine nennenswerte
Vermehrung stattfindet. In Abhéngigkeit des Inokulums bzw. der aufgenommenen Dosis kann
es aber dennoch iiber Roh- oder Vorzugsmilch zu einer Gefihrdung fiir den Verbraucher

kommen.

6.1.3 Tenazitit in Joghurt

Zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Fettstufen auf das Uberleben von B. abortus
1119-3 wurden drei verschiedene Joghurts untersucht. Dabei konnten bereits nach zwei (10 %
Fett), drei (1,5 % Fett) bzw. nach fiinf Tagen (3,5 % Fett) keine lebenden Zellen mehr
nachgewiesen werden. Obwohl in der vorliegenden Arbeit der pH-Wert mit 4,1 bis 4,3 in
allen Joghurts dhnlich niedrig war, iiberlebte B. abortus 1119-3 am langsten im Joghurt mit
3,5 % Fett (vier Tage), wihrend der Stamm in Joghurt mit 10,0 % Fett nur bis Tag 1
nachgewiesen werden konnte. Das ist tiberraschend, da angenommen wurde, dass Brucellen
bei hoherem Fettgehalt linger unter extremen pH-Bedingungen iiberleben konnen. Zum
Beispiel iiberlebte B. abortus in Joghurt aus aufgekochter Biiffelmilch mit 7,5 % Fett bei 4 °C
30 Tage lang (Ghoniem, 1972). Auch Experimente mit Késen verschiedener Fettstufen deuten
an, dass ein hoherer Fettgehalt zu einer hoheren Tenazitdt von Brucella spp. fiihrt (Salem et

al., 1977). Dies konnte in den eigenen Untersuchungen nicht bestétigt werden.

Die eigenen Ergebnisse zeigen, dass der pH-Wert einen starken Einfluss auf das Uberleben
von Brucellen hat, denn der optimale pH-Wert bei 37 °C liegt bei 6,6-7,4 (ICMSF, 1996),
wobei die Spezies bei maximal pH 8,4 (Zobell und Meyer, 1932) und bei minimal 4,1-4,5
(Lerche und Entel, 1959) iiberlebt. In anderen Untersuchungen konnte nachgewiesen werden,
dass B. abortus (Stamm unbekannt) in Joghurt mit einem pH-Wert von 3,6 bei 3 °C nur einen
Tag iiberlebt (Késtli und Binz, 1948). In einem Test mit B. abortus 544 wurde Joghurt aus
kiinstlich kontaminierter Milch durch das Hinzufiigen einer Starterkultur aus Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus und Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus mit einer
Anfangskonzentration von 10° bzw. 10® KbE B. abortus/ml hergestellt (Zuniga et al., 2005).
Bei 4 °C konnten bis Tag 9 bzw. bis Tag 22 Brucellen nachgewiesen werden, wihrend sie in

der eigenen Untersuchung lediglich maximal vier Tage iiberlebten. Die bei der

91



Diskussion

Joghurtherstellung iibliche anféngliche Inkubationstemperatur von 42 °C in den ersten acht
Stunden konnte bei Zuniga und Kollegen zu einem Anstieg in der Brucellen-Konzentration
gefithrt haben. In einer anderen Studie ohne zeitweilige Inkubation bei 42 °C konnten
2,4x 10" KbE B. abortus 544 pro ml bis Tag 8 in Joghurt mit pH 4 bei 5 °C iiberleben
(Davies und Casey, 1973). Moglicherweise weisen die beiden B. abortus-Stimme 544 und
1119-3 eine unterschiedliche Séauretoleranz auf.

Im Fall einer absichtlichen Kontamination von Joghurt mit Brucellen ist die Tenazitidt des
Erregers aufgrund des geringen pH-Wertes in diesem Lebensmittel deutlich herabgesetzt.
Somit ist die Wahrscheinlichkeit einer Infektion des Verbrauchers im Vergleich zu Milch

wesentlich geringer.

6.1.4 Tenazitiit in stillem Mineralwasser

In stillem Mineralwasser verringerte sich die Zellzahl von B. abortus 1119-3 innerhalb von 53
Tagen kontinuierlich von 5 x 10" auf 10° KbE/ml. Nach 63 Tagen konnten keine Brucella-
Kolonien mehr nachgewiesen werden. Der Mangel an Nihrstoffen konnte eine Erkldrung fiir
die Abnahme der Zellzahl sein. Die hier festgestellte Uberlebenszeit ist vergleichbar mit
bereits verdffentlichten Ergebnissen, in denen Brucella-Stimme in Wasser bei 20 °C bis zu

2,5 Monate iiberlebten (Scientific Committee on Animal Health and Animal Welfare, 2001).

Eine weitere Erkldrung wire das in der Literatur beschriebene Phidnomen der ,,viable but non-
culturable (VBNC) bacteria*, welche bei einigen Bakterienarten dadurch gekennzeichnet ist,
dass diese mittels Ausplattierung auf Ndhrmedien nicht mehr nachweisbar sind, obwohl sie
noch leben. Zum Beispiel fithren Temperaturen unter 10 °C bei Vibrio vulnificus zur
Induktion von VBNCs. Dabei schrumpfen die Zellen und der Zellmetabolismus édndert sich
insofern, als der Néahrstofftransport verringert wird. Biosynthese und Genexpression finden
jedoch weiterhin statt. Es wird vermutet, dass ein hohes Nihrstoffangebot wie im
Néahrmedium moglicherweise toxisch fir VBNCs ist. Durch eine Erhohung der
Umgebungstemperatur auf Raumtemperatur ldsst sich V. vulnificus innerhalb von acht
Stunden wieder aus dem VBNC-Stadium ,wiederbeleben, so dass die Zellen wieder
kultivierbar werden (Oliver, 2005).

Die Lebensfahigkeit von B. abortus 1119-3 in stillem Mineralwasser ist ausschlieflich durch
Ausplattieren auf Nidhragar nachgewiesen worden. Prinzipiell wire also denkbar, dass ein
Ubergang des Bakteriums in ein VBNC-Stadium der Grund fiir die Abnahme der Zellzahl ist.

Jedoch ist das Phidnomen fiir Brucellen in der Literatur bisher nicht beschrieben worden.
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Wahrscheinlicher ist, dass die Abwesenheit von Nihrstoffen zum Absterben der Zellen
gefiihrt hat. Denn im Unterschied zur H-Milch sind im Wasser keinerlei Fette, Kohlenhydrate
oder Proteine enthalten, von denen sich die Zellen erndhren konnten.

Neben Mineralwasser in Flaschen gibt es auch Wasserspender mit Behiltern zwischen fiinf
und 20 Litern, die in vielen Arztpraxen und Kaufhiusern zur Erfrischung bereit stehen. Allein
aus hygienischen Griinden wird der Austausch dieser Wasserbehilter in einem Rhythmus von
zwei Wochen empfohlen (BfR, 2005). In der vorliegenden Arbeit stellte sich heraus, dass
trotz des Riickgangs der Zellzahl nach der Inokulation mit 5 x 10’ KbE B. abortus 1119-3 pro
ml nach zwei Wochen noch iiber 10° KbE/ml lebten. Hier handelt es sich um einen Wert, der
im Fall der Aufnahme des kontaminierten Wassers mit hoher Wahrscheinlichkeit zu einer
Infektion des Menschen fithren wiirde. Unter der Annahme, dass das absichtlich mit Brucellen
kontaminierte Mineralwasser innerhalb von zwei Wochen getrunken wird, ist also das Risiko

der Infektion des Menschen im Szenario ,,Wasserspender* als relativ hoch anzusehen.
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6.2 Extraktion von Brucella-DNA aus Lebensmitteln und Nachweis mittels

PCR

Um einen zuverldssigen Nachweis von DNA aus der Lebensmittelmatrix fithren zu konnen,

lag ein weiterer Schwerpunkt auf der Wahl von geeigneten Extraktionsmethoden. Fiir einen

Nachweis von Brucellen in Rohmilch, Joghurt, stillem Mineralwasser und physiologischer
Kochsalzlosung (NaCl) wurden sechs verschiedene DNA-Extraktionsmethoden auf ihre
Eignung untersucht (Versuchsansatz 1). Da im Rahmen eines bioterroristischen Szenarios ein
moglichst schneller Nachweis von Brucellen in Lebensmitteln erforderlich ist, sind zusitzlich
InstaGene Matrix (Bio-Rad) und StarPrep One Kit (Biotecon) untersucht worden. Diese
haben mit 15-25 min eine sehr kurze Préiparationszeit, da hier nur die DNA mit Lysepuffer
aufgekocht und anschlieend abzentrifugiert wird. Die von Qiagen angebotenen Kits hatten
sich bereits bei der Extraktion von Brucella-DNA bewihrt. Fiir diese Arbeit wurde deshalb
unter anderem der QIAamp DNA Mini Kit ausgewdhlt. Auch das SureFood PREP Bacteria |
(Congen) wurde bereits bei Extraktion von Erreger-DNA in unserem Labor erfolgreich
eingesetzt (Guenther et al., 2008) und wurde daher in die Tests mit einbezogen. Der ZR Fecal
DNA Kit (Zymo Research) hatte sich in Vortests in der Extraktion von Brucella-DNA aus
Rohmilch bewiesen und war bei Stauffer et al. (2008) bei der Detektion von Tritrichomonas
foetus in Stuhlproben von Katzen die beste von vier DNA-Extraktionsmethoden. Auch wenn
die Inhibitoren in Milch (z. B. Fette, Enzyme, Kalzium (Wilson, 1997) nicht vergleichbar sind
mit Inhibitoren in Faeces (z. B. komplexe Polysaccharide, Gallensalze, Tannine (McOrist et
al., 2002) wurde der Kit mit aufgenommen, da es sich in beiden Fillen um eine komplexe
Matrix handelt, die zahlreiche potenzielle Inhibitoren enthilt. Als weitere Methode wurde die
genannte Phenol-Chloroform-Extraktion nach Romero und Lopez-Goni (1999) eingesetzt, mit

der bis zu 50 Brucellen pro Milliliter Rohmilch nachgewiesen werden konnten.

6.2.1 Begriindung der gewihlten Zelldichten

Vor Durchfiihrung der Untersuchungen wurden zundchst diejenigen Verdiinnungsstufen
festgelegt, bei denen die Effizienz der Extraktion von Brucella-DNA fiir die jeweiligen zu
untersuchenden Lebensmittel ermittelt werden kann. Die fiir Rohmilch aus infizierten Tieren
publizierten Brucella-Konzentrationen schwanken zwischen wenigen bis zu 21.000 KbE/ml.
Schwerdtfeger fand ,,wenige bis 15.000 KbE/ml*“ (Schwerdtfeger, 1963), wihrend Gilman et
al. (1946) nur 500 bzw. 700-800 KbE/ml aus der Milch von infizierten Kiihen isolierten.
Huddleson fand 260 KbE B. abortus pro ml Vollmilch, entdeckte aber, dass sich nach der
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24stiindigen Lagerung bei 5 °C in dem abgesetzten Rahm 2.190 KbE/ml befanden, wihrend
die Milch am Boden des Gefidfles nur 30 KbE/ml enthielt (Huddleson et al., 1927). Fiir einen
aus natiirlich kontaminierter Milch hergestellten Joghurt sind keine Brucella-Konzentrationen
bekannt. Patir und Dincoglu (2001) untersuchten zwei Kise, die sie auf einem tiirkischen
Markt gekauft hatten. Sie fanden in Tulum 460 KbE B. melitensis pro Gramm und in
Weichkise 3.4 x 10° KbE B. abortus pro Gramm. Die Zellzahlen in natiirlich infizierter Milch
und in Milchprodukten schwanken also zwischen einigen wenigen und bis zu 10° KbE/ml.
Um den kompletten Konzentrationsbereich von recht geringen Zellzahlen in Milch und Kése
zu der andererseits hohen geschitzten oralen Infektionsdosis abzudecken, wurde die DNA-
Extraktion an Lebensmitteln durchgefiihrt, die vorher mit 5 x 10° bis 5x 107 KbE/ml
B. abortus 1119-3 pro ml inokuliert worden waren. Fiir die Untersuchung von sechs DNA-
Extraktionsmethoden wurden keine kontinuierlichen 10er-Verdiinnungsreihen verwendet,
sondern Intervalle (5x 107, 5x 10* und 5x 10" KbE/ml). Hiermit sollte eine grobe
Einschidtzung der Sensitivitit der Methoden ermdglicht werden, aufgrund derer dann die
Gesamtzahl der Methoden reduziert werden konnte. Mit kontinuierlichen 10er-
Verdiinnungsschritten von 5 x 10* bis 5x 10° konnte anschlieBend die Sensitivitit noch
exakter bestimmt werden.

Durch die Verwendung von Wasser als Vergleichswert konnen laboriibergreifend DNA-
Extraktionsmethoden fiir dieselbe Spezies miteinander verglichen werden. Wasser stellt
aufgrund des Fehlens von Proteinen, Fetten und Kohlenhydraten geringere Anforderungen an
die DNA-Extraktion. Einzig die Zusammensetzung der Mineralien @ndert sich je nach Art des
verwendeten Wassers. Die Bakterienzellen miissen daher nur lysiert und die bakterieneigenen
Zellbestandteile von der DNA getrennt werden. Milch und Milchprodukte unterliegen
dagegen vielen Einflussfaktoren (Futter der Kiihe, Kuhrasse, Verarbeitungsprozesse bei der

Haltbarmachung und Verpackung, unterschiedliche Lab-/Starterkulturen).

6.2.2 Wahl der PCR

Fiir einen zuverldssigen Nachweis von DNA mit einer moglichst hohen Sensitivitét ist eine an
die Matrix angepasste Extraktionsmethode nétig. Bei ausreichend hoher DNA-Konzentration
kann diese mittels PCR und Agarose-Gelelektrophorese nachgewiesen und bei Bedarf weiter
differenziert werden. Fiir Brucellen sind sowohl verschiedene klassische PCRs als auch Real-
Time PCRs entwickelt worden (siehe Abschnitt 1.3.1.2).

Nach erfolgter Extraktion der Brucella-DNA aus dem Lebensmittel wurde fiir die weitere

Untersuchung die klassische besp31-PCR nach Baily et al. (1992) gewihlt. Aufgrund ihrer
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hohen Sensitivitit und Spezifitit (Baily et al., 1992; Matar et al., 1996; Probert et al., 2004) ist
die besp31-PCR die derzeit am héufigsten in der Brucella-Diagnostik eingesetzte PCR (Al
Dahouk et al., 2010a). Die PCR stellte sich in der Untersuchung von kontaminierter
Biiffelmilch auferdem als sensitiver heraus als die auf Basis der 16S rRNA-Sequenz von
Brucella entwickelte PCR (Marianelli et al., 2008; Romero et al., 1995). Bei der
Untersuchung von 50 Brucellen in Rohmilch war trotz Anwesenheit von bis zu 8.000mal
mehr Kopien boviner DNA der Brucella-Nachweis moglich. Fiir bestimmte Primer, die das
Brucella cell surface protein als Target haben, wurde die Amplifikation in Ochrobactrum
anthropi beschrieben (Da Costa et al., 1996). Allerdings kommt die mittels Primerpaar B4/B5
amplifizierte DNA-Sequenz von BCSP31 ausschlieBlich bei der Gattung Brucella vor und
ermoglicht daher einen hochspezifischen Nachweis (Imaoka et al., 2007). Auch die in dieser
Dissertation untersuchten Negativkontrollen zeigen, dass bovine DNA nicht nachgewiesen
wird und die eingesetzte PCR spezifisch fiir Brucella ist (sieche Abbildung 5-7 und Abbildung
5-8). Als klassische PCR hiitte auch eine Spezies-spezifische PCR wie die Bruce-Ladder-PCR
eingesetzt werden konnen (Garcia-Yoldi et al., 2006; Lopez-Goni et al., 2008; Mayer-Scholl
et al., 2010), was den Vorteil gehabt hitte, dass alle bekannten Brucella-Arten unterschieden
werden konnten. Allerdings ist diese Multiplex-PCR aufgrund der verwendeten neun

Primerpaare technisch aufwendiger und nicht so sensitiv.

Die verwendeten sechs DNA-Extraktionsmethoden zeigten im ersten Versuchsansatz

erwartungsgemdll Unterschiede bei der Sensitivitit der isolierten Brucella-DNA aus
Rohmilch, Joghurt, Mineralwasser und physiologischer Kochsalzlosung. Fiir Joghurt und
Rohmilch war die Phenol-Chloroform-Extraktion nach Romero und Lopez-Goni (1999) die
sensitivste Methode und fiir stilles Mineralwasser der QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen)
gefolgt von der InstaGene Matrix (Bio-Rad). Mit diesem Kit konnte die Brucella-DNA (4/6

Proben mit 5x 10" KbE/ml gespikte Mineralwasser-Proben) innerhalb von 40 Minuten
isoliert werden, was die beste Relation von Zeitaufwand und Sensitivitit darstellt. Da der Kit
jedoch etwas schlechter als das Qiagen-Kit abschnitt und es bei den anderen Matrizes keine
hohe Sensitivitit zeigte, wurde der QIAamp DNA Mini Kit fiir die Extraktion aus Wasser

bevorzugt. Der sensitivste Nachweis von Brucellen-DNA in physiologischer Kochsalzlosung

gelang mit Hilfe des Kits von Qiagen, gefolgt von InstaGene Matrix (Bio-Rad), StarPrepl-Kit
(Biotecon) und SureFood PREP Bacteria I-Kit (Congen).
Durch das in Rohmilch und Joghurt enthaltene Fett war fiir einige Kits das Protokoll zu

modifizieren. Bei den Kits von Congen, Qiagen, Biotecon und Bio-Rad musste das Fett nach

96



Diskussion

dem ersten Zentrifugationsschritt mechanisch entfernt werden, da es sich oberhalb der
Losung, welche die DNA enthilt, abgesetzt hatte. Wihrend bei den beiden sdulenbasierten
Kits von Qiagen und Congen durch Waschschritte die Fett-Reste entfernt werden konnten und
daher letztendlich eine fettfreie DNA-LOsung erhalten wurde, blieben bei den nur auf
Lysepuffern basierenden Methoden von Bio-Rad und Biotecon kleine Fettschichten auf der
Oberfliche der DNA-L6sung bestehen. Zur Probenentnahme konnte diese Schicht mit der
Pipettenspitze durchstochen werden, um an die DNA zu gelangen. Wurde die Probe allerdings
eingefroren und anschlieBend geschiittelt, so zerfiel die Fettschicht in kleine nicht 16sbare
Bestandteile, die auch nach mehrmaligem Zentrifugieren nicht mehr zu einer Fettschicht
aggregierten und somit die Probe fiir die PCR nicht mehr zu gebrauchen war. Als am besten,
wenn auch als am zeitaufwendigsten, erwies sich die Phenol-Chloroform-Extraktion nach
Romero und Lopez-Goni (1999), da hier das Fett sowie die Proteine in der organischen Phase
verblieben und daher eine reine DNA-LOsung erhalten wurde. Die Phenol-Chloroform-
Extraktion und der Kit von Zymo waren die einzigen Methoden, bei denen es nicht nétig war,
den Rahm nach der Zentrifugation zu entfernen.

Bei den Untersuchungen zeigte sich aulerdem, dass der 1:2 verdiinnte Joghurt deutlich mehr
Feststoffe als Milch, enthielt. So entstand bei der InstaGene Matrix (Bio-Rad) ein groBeres
Pellet mit nur einem flachen Spiegel klarer DNA-Losung. Dies macht die Probenentnahme
technisch schwieriger. Bei Mineralwasser (pH 7,1) handelt es sich dagegen um eine fett- und
proteinfreie Losung, welche die DNA-Extraktionsmethoden vor keine matrixabhingigen
Herausforderungen stellt. Hier sind einzig das Aufbrechen der bakteriellen Zellwand und die
Trennung der DNA von den Zelltriimmern fiir die erfolgreiche DNA-Extraktion entscheidend.
Dementsprechend konnte im ersten Versuchsansatz (Verdiinnungsstufen 5 x 107, 5x 10" und
5x 10" KbE/ml) im Gegensatz zu Rohmilch und Joghurt in deutlich mehr gespikten Proben

Brucella-DNA nachgewiesen werden (Tabelle 5-1). Physiologische Kochsalzlosung enthilt

im Vergleich zu Mineralwasser mehr Salzanteile, die offenbar die Ursache dafiir sind, dass
eine geringfiigig niedrigere Zahl an Proben mit extrahierter Brucellen-DNA bei fiinf Kits

positiv getestet worden ist.

Bei der fotometrischen Messung der extrahierten DNA (ODxgop80) ist grundsitzlich zu

beachten, dass die in der DNA-Losung verbliebenen Proteine (z. B. bei Verwendung des
InstaGene Matrix Kits fiir Rohmilch) zu vermeintlich hoheren Werten fithren konnen. Fiir alle
Matrizes insgesamt gesehen lag der Mittelwert der gemessenen ODj60280 beim Testkit von

Qiagen mit Werten von 1,7, 2,0, 1,9 und 1,7 dem Optimum von 1,8-2,2 am néchsten. Gleich
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dahinter rangiert die Phenol-Chloroform-Extraktion mit relativ hohen DNA-Ausbeuten. Bei
den anderen verwendeten Kits lagen die Ergebnisse fiir die extrahierte DNA zum Teil sehr
niedrig (Zymo) oder es lag eine breite Schwankung der Werte mit 1,2 bis zu 7,6 vor (Congen
bei Mineralwasser). Eine Messung der Konzentration der mittels StarPrepl-Kit extrahierten
DNA war fotometrisch nicht mdglich, da bereits fiir den Lysepuffer ohne DNA eine

Konzentration von 1.400 ng/ul angezeigt wurde.

Wenn man die Handhabung der verwendeten Kits beurteilt, so gestaltete sich die Arbeit bei

den einzig auf Lysepuffern basierenden Kits von Biotecon und Bio-Rad am einfachsten und
wegen der kurzen Priparationszeit von 20 bzw. 40 Minuten auch am schnellsten. Das
Handling des Qiagen-Kits wurde dadurch vereinfacht, dass die gewaschenen Sdulchen einfach
auf die im Kit enthaltenen leeren Reaktionsgefidfie gestellt werden konnten. Hierdurch wurde
ein Abdekantieren des Durchflusses iiberfliissig. Letzteres war bei den Kits von Zymo und
Congen vorgesehen und birgt die Gefahr der Kreuzkontamination, da am Rand des
Reaktionsgefiles hdngende Probentropfchen manuell oder beim Zentrifugieren auf andere
Proben {iibertragen werden konnen. Bei der DNA-Extraktion mittels Sure Food PREP
Bacteria I trat zwischen den Waschschritten gelegentlich Schaum aus den Reaktionsgefif3en,
was ebenfalls zur Kreuzkontamination zwischen den Proben fiihren kann und demzufolge bei
der Extraktion beachtet werden muss, um falsch-positive Ergebnisse zu vermeiden. Technisch
am anspruchsvollsten war das ZR Fecal DNA Kit: Hier mussten sehr viele Reaktionsgefifie
pro Probe eingesetzt und beschriftet werden. Die ebenfalls in demselben Kit enthaltenen
ReaktionsgefidBe mit Schnappdeckeln waren zudem nicht dicht, so dass ofters die Handschuhe

mit Probe kontaminiert wurden und gewechselt werden mussten.

Nach den Ergbnissen des ersten Ansatzes wurden das QIAamp DNA Mini Kit und die

Phenol-Chloroform-Extraktion fiir den zweiten Versuchsansatz ausgewihlt, um die

Sensitivitidt der Extraktion von Brucella-DNA noch genauer zu untersuchen. In Ergiinzung zu
den zuvor untersuchten Lebensmittelmatrizes wurden zusitzlich zwei Kisesorten (Camembert
und Ziegenkdse) in die Studie mit einbezogen. Bei Verwendung der 10er-Verdiinnungsstufen
von 5x10* bis 5x10° KbE/ml wurde fiir die Untersuchung der wissrigen
Lebensmittelmatrizes mit dem QIAamp DNA Mini Kit die hochste Sensitivitét erreicht. So
wurde die DNA von 50 Zellen Brucella abortus 1119-3 je Milliliter Mineralwasser in 5/6

Proben nachgewiesen und 5 Zellen/ml wurden noch in 3/6 Proben erkannt. In NaCl wurden in

6/6 Proben 50 KbE/ml nachgewiesen. Der Kit von Qiagen zeigte bei Rohmilch ebenfalls eine
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hohe Sensitivitdt mit 50 KbE/ml in 4/6 Proben. Somit konnten die Ergebnisse anderer Studien
bestitigt werden, wonach die Kits von Qiagen fiir die Extraktion von DNA aus verschiedenen
Matrizes bei vergleichenden Untersuchungen oft zu den besten Methoden gehorten (Queipo-
Ortuno et al., 2008; Tomaso et al., 2010; Van Tongeren et al., 2011). Die verwendeten Saulen
sind in den Qiagen-Kits generell dieselben. Die Unterschiede in der Funktionsweise der Kits
liegen hauptsichlich in der Vorbehandlung durch matrixoptimierte Lysepuffer (Fa. Qiagen,
personliche Mitteilung). In diesem Zusammenhang wire zu testen, ob der neu erschienene
mericon DNA Bacteria Kit von Qiagen fiir die DNA-Extraktion aus Kése und Joghurt besser
geeignet ist als die Phenol-Chloroform-Extraktion.

Im Vergleich zum QIAamp DNA Mini Kit war die Phenol-Chloroform-Extraktion (Romero

und Lopez-Goni, 1999) mit 5/6 positiven Rohmilch-Proben noch sensitiver, zumal hiermit 1/6
Proben mit 5 Brucellen/ml erkannt wurde. Diese Methode war auch bei der Extraktion von
Brucellen-DNA in Joghurt deutlich effizienter. Aus dieser Matrix wurde DNA von B. abortus
1119-3 in 6/6 Fillen aus 50 KbE/ml und in 3/6 Fillen aus 5 KbE/ml extrahiert. Die bessere
Eignung der Phenol-Chloroform-Extraktion fiir Joghurt ergibt sich aus mehreren Griinden:
Hier werden die 500 ul der mit sterilem dH,O 1:2 verdiinnten Joghurt-Probe direkt mit
Proteinase K und RNase A sowie mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol behandelt. Im
Gegensatz hierzu wurde beim QIAamp DNA Mini Kit die Probe zu Anfang
herunterzentrifugiert. AnschlieBend wurde der Rahm abgeschopft und der fliissige Uberstand
entfernt, wonach dann das Pellet mit Proteinase K und Lysepuffer behandelt wurde. Da sich
Brucellen im Fett anreichern, gehen hier bereits einige Bakterien fiir die DNA-Extraktion
verloren. Huddleson et al., (1927) stellten fest, dass in Kuhmilch, die 24 h gestanden hatte, die
Zahl der Brucellen im Rahm deutlich grofler war als in der homogenen Vollmilch.
Kommerziell erhidltlicher Joghurt enthilt zudem circa 13-17 % Trockenmasse (Tamime und
Robinson, 1999), die bei unvollstidndiger Lyse die Poren des Qiagen-Saulchens verstopft und
somit zu einer geringeren DNA-Ausbeute fithren konnte. Die Phenol-Chloroform-Extraktion
wurde speziell fiir den Nachweis von Brucellen in Kuhmilch entwickelt (Romero und Lopez-
Goni, 1999) und spiter auch an Milch von Wasserbiiffeln getestet. Im Vergleich mit fiinf
anderen DNA-Extraktions-Ansitzen war diese Methode ebenfalls am besten (Marianelli et al.,
2008), wobei die Nachweisgrenze mit 4 x 10° KbE/ml deutlich hoher als in der vorliegenden
Arbeit lag. Die fiir Biiffelmilch typischen hoheren Gehalte an Fett (7,5 %) und Protein
konnten hierfiir eine Erkldrung sein. Cremonesi et al. (2006) konnten durch 1:2-Verdiinnung
von Rohmilch von Kiihen und Ziegen mit physiologischer Kochsalzlésung und Behandlung

mit Guanidiniumthiocyanat und Dithiothreitol bis zu 10 KbE/ml der Mastitis-Erreger
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Staphylococcus aureus und Streptococcus sp. isolieren. Moglicherweise konnte diese 90
Minuten dauernde Methode auch bei gramnegativen Brucellen die Nachweisrate erhohen.
Andererseits konnten McKillip et al. (McKillip et al., 2000) beim Nachweis von E. coli
O157:H7 in Magermilch mit Phenol-Chloroform-Extraktion und Behandlung mit
Ammoniumhydroxid bessere  Ergebnisse erzielen als durch Behandlung mit
Guanidiniumthiocyanat.

Bei der Phenol-Chloroform-Extraktion von Brucella-DNA aus Camembert konnten 5 x 10°

KbE/g in 5/6 Proben und 5 x 10" KbE in 3/6 Proben nachgewiesen werden. Dagegen war eine
Konzentration von 5x 10° KbE/g aus Ziegenkiise mit 4/6 positiven Proben die untere
Nachweisgrenze. Im Gegensatz zum Camembert, der als nahezu homogene Suspension in
Wasser vorlag, konnte beim Ziegenfrischkdse nach dem Stomachern das Absetzen von festen
Partikeln beobachtet werden. Diese schienen nicht hydrophob, sondern hydrophil zu sein, da
sie in der anschlieBenden Phenol-Chloroform-Extraktion in der DNA enthaltenden wéssrigen
Phase wiedergefunden wurden. Wurde die Phenol-Chloroform-Extraktion zwei- bis dreimal
durchgefiihrt, konnte eine klare wissrige Phase abpipettiert werden. Da aber jede weitere
Behandlung mit Phenol-Chloroform ein Verlust an DNA bedeutet, kam es bei der
Untersuchung des Ziegenfrischkdses zu einer geringeren Nachweissensitivitit. Auch in
anderen Studien wurden vergleichbare Nachweisraten von 1 x 10*> KbE/ml erreicht. Die
Autoren verdiinnten den Weichkédse im Verhiltnis 1:3 und nutzten den Stomacher zum
Homogenisieren (Tantillo et al., 2003). AnschlieBend wurde Aceton zur Inaktivierung der
lebenden Brucellen verwendet, wobei dieses Losungsmittel aufgrund seiner hydrophilen
Carbonylgruppe und der zwei lipophilen Methylgruppen auch das Fett des Késes emulgierte.
SchlieBlich wurden sowohl Lysozym als auch 400 ug Proteinase K pro Probe verwendet und
die DNA anschlieBend mittels Kit von Qiagen extrahiert. Im Gegensatz zu den eigenen
Untersuchungen, in denen 260 pg Proteinase K pro Probe eingesetzt wurden, verwendeten die
Autoren also eine um 50 % groBBere Menge. Da der Proteingehalt in dem verwendeten
Ziegenfrischkidse (12,6 g) nahezu viermal hoher war als in der Rohmilch (3,2 g), konnte die
Erhohung der Sensitivitit auf die Verwendung einer hoheren Konzentration von Proteinase K
zuriickzufiihren sein. Ongor et al. (2006) berichten iiber eine Nachweisgrenze fiir Brucellen in
Weichkise mit 3 x 10* KbE/g. Bei dieser Methode wurde der Kise 1:10 in Natriumcitrat
verdiinnt und homogenisiert. AnschlieBend wurde die Suspension mit Ether, Ethanol und
Ammoniumhydroxid behandelt. Das Kiasepellet wurde einer klassischen DNA-Extraktion mit
Phenol unterzogen und schlieBlich mit Natriumacetat und 95 %igem Ethanol versetzt. Diese

Methode ist jedoch nicht nur wegen der geringeren Sensitivitit, sondern auch wegen der
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langen Inkubation iiber Nacht nicht von Interesse, da in der vorliegenden Arbeit ein

Schnelltest in Hinblick auf ein bioterroristisches Szenario angestrebt wurde.

Die Inkubation mit RNase A und Proteinase K verldangert die DNA-Extraktion um dreieinhalb

Stunden. Somit konnte man frithestens nach einem vollstindigen Arbeitstag eine Aussage
dariiber treffen, ob die Probe Brucella-DNA enthilt oder nicht. Da nach einem schnellen
Nachweis gesucht wurde, stellt sich die Frage, ob moglicherweise einzelne Schritte
weggelassen oder verkiirzt werden konnten, wie zum Beispiel der Verzicht auf eine RNase-
Behandlung (Leal-Klevezas et al., 1995). Romero und Lopez-Goni (1999) beschreiben
allerdings, dass nach einer zweistiindigen RNase A-Behandlung ein stirkeres Amplifikations-
Signal in der PCR erhalten wurde, das zudem noch reproduzierbarer sei. Daher wurde in

dieser Studie zu Gunsten der hoheren analytischen Sensitivitit das Protokoll nicht verkiirzt.

Vergleicht man die Ergebnisse aus den Versuchen mit sechs verschiedenen DNA-Extraktions-
Kits (Versuchsansatz 1, siehe Tabelle 5-1) mit den detaillierteren Untersuchungen der engeren
Auswahl (Versuchsansatz 2, sieche Tabelle 5-2), so fillt auf, dass es Unterschiede bei der
Extraktion von DNA aus 5 x 10" Brucellen/ml Lebensmittel gab. So ist die Nachweisrate in
Rohmilch zum Beispiel bei Versuchsansatz 2 besser gewesen. In Versuchsansatz 1 wurde
mittels Phenol-Chloroform-Extraktion in 1/6 bzw. mittels QIAamp DNA Mini Kit in 2/6
Fiillen aus Rohmilch DNA von 5 x 10! KbE/ml extrahiert, wihrend in Versuchsansatz 2 5/6
bzw. 4/6 Proben Brucella-DNA enthielten. Griinde fiir die Inter-Assay-Variabilitdt konnten
neben einer priziseren Arbeitsweise (Minimierung des ,,systematischen Fehlers®) auch

Unterschiede in den verwendeten Chargen sein.

Abgesehen von der analytischen Seite muss die Methode auf ihr Aufwand-Nutzen-Verhiltnis

hin betrachtet werden. So bendtigt man fiir die DNA-Isolation mittels Phenol-Chloroform-
Extraktion sechs Stunden, wihrend mit dem Kit von Qiagen nur dreieinhalb Stunden benétigt
werden. Bei der Phenol-Chloroform-Extraktion wurde zwei Stunden lang mit RNase A
inkubiert und nach anschlieender Zugabe von Proteinase K noch einmal anderthalb Stunden
inkubiert. Bei dem Kit von Qiagen wurde anderthalb Stunden mit Proteinase K inkubiert. So
gesehen liegt der reine Arbeitszeitaufwand bei ersterer Methode bei zweieinhalb und bei
Qiagen bei zwei Stunden. Fiir die Diagnostik ist in Bezug auf die DNA-Extraktion aus
Rohmilch das QIAamp DNA Mini Kit vorzuziehen, da es durch die industriell hergestellten

Puffer, die kiirzere Gesamtdauer und die Abwesenheit von Phenol, das gesondert entsorgt
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werden miisste, zuverldssiger und einfacher in der Handhabung ist. Vom Preis her ist es zwar
kostenintensiver (2,55 € pro Probe beim Kit mit 250 Reaktionen, Stand: Juni 2011), bietet

aber dafiir die genannte Produktstabilitit.

6.2.3 Vergleich der Sensitivitit der bcsp31-Real-Time PCR mit der bcsp31-PCR

Das zusitzlich in den eigenen Untersuchungen eingesetzte TagMan Real-Time PCR-System

(Probert et al., 2004) hat den Vorteil, dass sich durch die darin enthaltene Brucella-Sonde die
Nachweissensitivitit erhoht und durch die Verwendung eines dritten Oligonukleotids im
Mastermix (der TagMan-Sonde) die Spezifitit verbessert werden kann. Durch die sofortige
Messung der Amplifikationsprodukte ergibt sich auferdem eine Zeitersparnis, da ein
zusitzlicher Arbeitsschritt (Agarosegel) entfillt. AuBBerdem wurde in der hier verwendeten
Real-Time PCR zusitzlich eine interne Amplifikationskontrolle in Form der stark verdiinnten
Lambda-DNA verwendet. Ist die PCR Brucella-negativ, bedeutet eine gleichzeitig fehlende
Amplifikation der internen Kontrolle eine Inhibition der PCR, wihrend bei Amplifikation der
internen Kontrolle die Probe tatsdchlich negativ ist. Die Idee, Lambda-DNA als interne
Amplifikationskontrolle zu verwenden, wurde der LightCycler Real-Time PCR von
Al Dahouk et al. (2007) entlehnt. Durch Austesten einer Verdiinnungsreihe der Lambda-DNA
wurde diejenige Konzentration ermittelt, fiir welche der Schwellenwert in der Amplifikation
von Brucella-DNA in Wasser bei Zyklus 30 liegt (2 ul a 100 fg/ul). Wie die Ergebnisse
zeigen, iiberstieg das Signal der internen Kontrolle (200 fg Lambda-DNA pro Probe) den
Schwellenwert bei einem durchschnittlichen Ct-Wert von 31 bis 33. Wurde die interne
Kontrolle nicht detektiert, bedeutet das zunéchst, dass die Real-Time PCR nicht funktioniert
hat. Bei vorhandener bcsp31-Amplifikation konnte die fehlende Amplifikation der internen
Kontrolle die Ursache darin haben, dass moglicherweise sehr viel andere DNA (Nicht-
Lambda-DNA) in dieser Probe enthalten war. Dieses war beispielsweise bei der Brucella-
Standard-DNA (10 ng, siehe Tabelle 5-5) der Fall. Aufgrund der sehr hohen Kopienzahl an
Brucella-DNA war die Wahrscheinlichkeit dafiir, dass Brucella-Primer und -Sonden auf
Brucella-DNA trafen und dann mittels Polymerase amplifiziert wurden, hoher als bei
Lambda-DNA. Wichtig ist jedoch, dass die interne Kontrolle positiv ist, wenn kein Brucella-
Signal detektiert wurde, um bei der Interpretation des Ergebnisses ein falsch-negatives
Ergebnis zu vermeiden. Bei dem Nachweis von Brucella in Camembert (siche Tabelle 5-6)
wurde nach der Extraktion aus 5x 10> KbE/ml Kisesuspension kein Brucella-Signal

detektiert, Lambda-Phagen-DNA jedoch schon. Die Real-Time PCR hat demnach
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funktioniert. Aus dem hohen Cr-Wert von 35,7 kann man jedoch schlieBen, dass eine
Inhibition stattgefunden haben muss.

In der Real-Time PCR wurde als DNA-Standardreihe zusitzlich eine Verdiinnungsreihe von
Brucella-DNA amplifiziert, um anhand einer Regressionsgeraden durch die Cr-Werte die
DNA-Menge ermitteln zu konnen. Daraus sollte anschlieBend die Zahl der aus den
Lebensmitteln extrahierten Genomkopien berechnet werden. Allerdings wurden in der
Literatur die unterschiedlichsten Genomgewichte fiir Brucellen gefunden. Die angegebenen
Werte reichten von 3,08 fg (Navarro et al., 2002) iiber 3,33 fg (Gopaul et al., 2008), 3,57 fg
(Ohtsuki et al., 2008) und 3,8 fg (Tomaso et al., 2010) bis zu 5 fg (Da Costa et al., 1996) und
sogar 10-15 fg (Navarro et al., 2006). Da die Genomgewichte sich stark unterschieden und
sich die Autoren zum Teil selbst widersprachen, wurden eigene Berechnungen durchgefiihrt.
Durch die Sequenzierung mehrerer Brucella-Spezies (Crasta et al., 2008; DelVecchio et al.,
2002; Halling et al., 2005; Paulsen et al., 2002) sind bereits einige Genomgrofen bekannt. Die
eigenen Berechnungen ergaben ein Genomgewicht von 3,38 fg fiir Brucella sp. bzw. 3,37 fg
fiir B. abortus.

In dieser Arbeit wurden die Extraktionsproben sowohl mittels klassischer bcesp31-PCR als
auch mittels besp31-Real-Time PCR nachgewiesen. Dabei zeigte sich zum einen, dass in den
drei hochsten eingesetzten Brucellen-Konzentrationen die Nachweisraten iiberwiegend gleich
waren. In Kombination mit der Phenol-Chloroform-Extraktion konnte in physiologischer
Kochsalzlosung und Camembert eine um den Faktor 10 hohere Sensitivitit ermittelt werden.
Letzteres war in Kombination mit dem QIAamp DNA Mini Kit in Rohmilch und Joghurt
ebenfalls moglich. Diese Ergebnisse decken sich in der Tendenz mit bereits publizierten
Beobachtungen: Bounaadja et al. (2009) zeigten, dass die besp31-Real-Time PCR 50-500mal
sensitiver als die klassische besp31-PCR ist. Fiir die kleineren Inokula sind die Ergebnisse aus
der Real-Time PCR nicht eindeutig. Wihrend bei der klassischen PCR klar zu erkennen ist,
dass mit sinkender Brucellen-Konzentration bcsp3/ in einem geringeren Anteil der Proben
nachweisbar ist, wurden bei der Real-Time PCR einzig bei Ziegenfrischkise auch 0/6 Proben
Brucella-positiv getestet. Anhand der berechneten Genoméquivalente (siehe Tabelle 5-5 und
Anhang) ist ersichtlich, dass laut Real-Time PCR und dem Gro6Benstandard in den geringsten
drei Brucellen-Konzentrationen gleich viele Genoméquivalente (ca. 10> GA) enthalten sein
sollen. Unabhiéngig davon ist die Detektion von z. B. 10 Zellen B. abortus 1119-3 in Joghurt
rein rechnerisch nicht moglich, auch wenn mittels Real-Time PCR dies in 6/6 Proben der Fall
gewesen sein soll (siehe Tabelle 5-6). Von einem Milliliter mit 10 Brucellen wurden 500 ul in

der Phenol-Chloroform-Extraktion eingesetzt (also 5 Bakterien). Selbst wenn man 100 % der
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DNA extrahieren konnte, so wiirden im PCR-Ansatz laut Protokoll 5 pl und somit ein Fiinftel
zur Amplifikation verfiigbar sein. Das Genom einer Brucelle konnte also im PCR-Ansatz
vorliegen. Da die bcsp31-Real-Time PCR aber zur erfolgreichen Detektion mindestens 18 fg
DNA von B. abortus (entsprechend 5-6 B. abortus-Genomen) benotigt (Bogdanovich et al.,
2004), ist die Detektion also nicht in 6/6 sondern statistisch gesehen nur in 1/6 Proben bei
maximaler Sensitivitdt moglich.

Eine Begriindung fiir die gleiche Zahl an Genoméquivalenten in den Proben mit geringen
Brucellen-Konzentrationen konnten falsch-positive Ergebnisse sein. Die in der Diagnostik
erforderlichen Kontrollen (Malorny et al., 2003) wie die interne Amplifikationskontrolle
(Lambda-DNA), eine Negativ- (H,O) und eine Positivkontrolle (Brucella-DNA) wurden
mitgefiihrt und das Pipettieren des Mastermixes wurde in einem sowohl von bakteriellen
Kulturen als auch vom Real-Time Cycler getrennten Raum durchgefiihrt. Primer und Sonden
wurden aliquotiert verwendet, um die Verschleppung einer eventuellen Kontamination zu
vermeiden. Eine Kreuzkontamination wihrend des Pipettierens der Real-Time PCR wurde
somit erschwert. Moglich wire eine Verschleppung von Brucella-Zellen bzw. -DNA bereits
wihrend der DNA-Extraktion. Dies wurde in 1/6 Fillen fiir die Joghurt- und in 3/6 Fillen fiir
die Camembert-Negativkontrolle mittels klassischer bcsp31-PCR ermittelt (siehe Tabelle
5-6). Im Gegensatz zur bcsp31-Real-Time PCR wurden in der klassischen besp31-PCR sehr
wenige falsch-positive Proben detektiert. Eine theoretisch denkbare Begriindung fiir diese
falsch-positiven Proben wire die Tatsache, dass fiir deren Primer B4/B5 auch die
Amplifikation von Ochrobactrum intermedium publiziert wurde. Allerdings gelang dort keine
Bestitigung mittels Nested-PCR (Bounaadja et al., 2009). Dass im Vergleich zur klassischen
besp31-PCR die Hilfte oder mehr Negativkontrollen in der besp3-Real-Time PCR positiv
waren, deutet auf eine Kontamination hin, die jedoch trotz der oben beschriebenen Vorsichts-
und KontrollmaBBnahmen nicht verhindert werden konnte. Sollte die Real-Time PCR wie bei
Bounaadja et al. (2009) beschrieben auch nach dem in dieser Arbeit durchgefiihrten Protokoll
(mit Lambda-DNA als interne Amplifikationskontrolle) sensitiver sein, so wéire theoretisch
begriindbar, dass die gezeigten falsch-positiven Proben in der klassischen PCR negativ waren.
Unabhiingig von solchen theoretischen Uberlegungen zeigen die vorliegenden Ergebnisse der
klassischen bcesp31-PCR ein eindeutigeres Bild der Sensitivitit als die der besp31-Real-Time
PCR. Theoretisch hitte die Real-Time PCR mit ihrer hoheren Sensitivitit (Bounaadja et al.,
2009), und dem geringeren Zeit- und Arbeitsaufwand (Agarosegele werden zum Nachweis
nicht benotigt) Vorteile gegeniiber der klassischen PCR. Hinzu kommt, dass die amplifizierte

Kopienzahl anhand von DNA-Standards mittels gemessener Fluoreszens-Intensitét priziser zu
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ermitteln ist als dies iiber die klassische PCR und Mengenstandards im Agarosegel moglich

ist (Gryson et al., 2010).

Der Nachweis in Ziegenfrischkidse-Proben gelang mit beiden PCR-Systemen nur in den
hochsten Konzentrationen. Bei der DNA-Extraktion musste dieser Matrix dreimal mit
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol behandelt werden, wohingegen alle anderen Matrizes nur
einmal extrahiert werden mussten. Da auf keinen Fall ein Teil der organischen Phase mit in
die wissrige DNA-Losung iiberfiihrt werden sollte, wurde stets weniger von der wissrigen
Phase abpipettiert als vorhanden war. Des Weiteren konnten auch in der DNA-LOsung
verbliebene Lebensmittelbestandteile wie Kalzium, Proteine und Fette die PCR inhibiert
haben (Wilson, 1997) und somit die Zahl der Zyklen bis zum iibersteigen des
Schwellenwertes erhoht haben. Im Unterschied zu den anderen Matrizes war bei
Ziegenfrischkise die klassische bcsp31-PCR um den Faktor 10 sensitiver. Hier konnte zu
Tragen kommen, dass diese im Gegensatz zur Real-Time PCR keine Sonde beinhaltet und
somit weniger Hybridisierungen pro Amplifikation (nur zwei Primer statt zwei Primer plus
Sonde) fiir eine erfolgreiche Detektion zustande kommen miissen.

Nach der Extraktion von Brucella-DNA aus Joghurt nach Romero und Lopez-Goni bzw. aus
physiologischer Kochsalzlosung, Rohmilch und stillem Mineralwasser mittels QIJAamp DNA
Mini Kit wurden dagegen mehr Genoméquivalente (0,5-1 Log-Stufen) gefunden als im
Inokulum eingesetzt worden waren. Dies konnte — theoretisch — durch Brucella-DNA-
Standards unterschiedlicher Konzentration zustande kommen. Allerdings wurde die Standard-
DNA einmal angesetzt und anschlieBend fiir alle PCRs verwendet. Die Standards wurden in
Aliquots eingefroren, so dass einer Beschiddigung der DNA durch wiederholtes Gefrieren und
Auftauen vorgebeugt wurde. Und schlieSlich wurden die verwendeten Pipetten regelméfig
kalibriert, so dass hochst mogliche Prizision beim Pipettieren moglich war. Aprodu et al.
(2011) bestimmten gegeniiber dem Nachweis durch Kultivierung auf Néihragar mittels Real-
Time PCR eine bis zu 22fach hohere Anzahl an Genomiquivalenten. Die Autoren
postulierten, dass mehrere Zellen von S. aureus Cluster Bilden und somit auf dem Agar nahe
beieinander wachsen. Diese seien spdter als nur eine Kolonie erkennbar, wodurch der
kulturelle Nachweis die tatsdchliche Zahl der Bakterien unterschitze. Da die in der
vorliegenden Arbeit das Inokulum ebenfalls kulturell bestimmt wurde, konnte diese Erkldrung
auch hier zutreffen.

Bei Joghurt stimmten tatsdchliche und berechnete Werte fiir die ersten drei

Verdiinnungsstufen gut iiberein. Bei 50 und 5 KbE/ml waren rechnerisch doppelt so viele
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Zellen enthalten als eingesetzt wurden. Diese Schwankung ist jedoch im Gegensatz zu ein bis

zwel Potenzen bei den anderen Matrizes gering und kann methodische Griinde haben.
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6.3 Immunomagnetische Separation

6.3.1 Wahl der magnetischen Partikel, der fiir die Beschichtung verwendeten

Antikorper sowie der Antikorperverdiinnungen

Die IMS wird bereits fiir den Nachweis von Erregern in Lebensmitteln eingesetzt (Safarik et
al., 1995), da sie zur Verkiirzung der Gesamt-Testdauer beitrdgt und in einigen Fillen die
Sensitivitdt gegeniiber dem kulturellen Nachweis erhoht. Die Empfehlung der USDA, die
IMS im Nachweis von E. coli O157:H7 in Fleisch zu verwenden, zeigt die Akzeptanz dieser
Methode durch eine internationale Behorde (USDA-FSIS, 2010).

Bei der Entscheidung iiber die Eigenschaften der verwendeten magnetischen Partikel sind

sowohl Grofe, als auch die Menge sowie die Oberflachenbeschichtung von Bedeutung. In

vielen Versuchen wurden bereits Partikel mit einem Durchmesser von 2,7-2,8 um zur
Aufkonzentrierung von Bakterien verwendet (Kretzer et al., 2007; Ongér et al., 2006; Skjerve
et al., 1990; Skjerve und Olsvik, 1991; Uyttendaele et al., 2000), weshalb diese GroBe auch in
der vorliegenden Arbeit gewéhlt wurde. Im Gegensatz zu groferen Partikeln von z. B. 4,5 pm
Durchmesser haben 2,8 pm-Partikel im Verhiltnis zum Volumen eine groflere Oberfldache und
bieten somit mehr Bindungsstellen fiir Antikorper. Gleichzeitig sedimentieren sie nicht so
schnell, werden aber dennoch ziigig durch fliissige Matrizes hindurch am Magneten
aufkonzentriert.

Die Anzahl der eingesetzten magnetischen Partikel dieser Grofe lag bei den oben genannten
Autoren recht einheitlich bei 1 x 107 bis 7 x 10’ KbE/ml. Skjerve et al. (1990) testeten 1 x 10°
sowie 1 x 10" Partikel pro ml und stellten eine Erhohung der Wiederfindungsrate von 12 %
auf 33 % fest. Im Gegensatz hierzu empfahlen Safarik et al. (1995) ein Verhéltnis von
Partikeln zu der Zahl der Zielorganismen von 3:1 bis 20:1. Die Zahl der fiir die eigenen
Untersuchungen verwendeten magnetischen Partikel orientierte sich an den Empfehlungen
des Herstellers Invitrogen, der fiir die tosylaktivierten Dynabeads 0,5-1,0mg in
Probenvolumina zwischen 100 und 500 ul empfiehlt, was 3,3-6,7 x 107 Partikeln entspricht.
Die verwendeten 5 x 10’ Partikel pro 500-ul-Probe fiir die Versuche mit dem Brucellose-
Kontrollserum lagen somit in Bezug auf die Empfehlung im oberen Bereich. Mit dem Ziel der
Erhohung der Sensitivitit wurde fiir die Versuche mit dem monoklonalen Antikorper mit
6,7 x 10" Partikeln die maximal von Invitrogen empfohlene bzw. von anderen Autoren

verwendete Menge eingesetzt.

Die Stirke und Spezifitit der Bindung von Antikdrpern an magnetische Partikel wird durch

die Oberfldacheneigenschaften der Partikel bestimmt. Fiir Seren bieten sich zum Beispiel
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Partikel an, die bereits mit Sekundir-Antikorpern beschichtet sind. Das in dieser Arbeit
verwendete Serum (841 IE) wurde aus einem mit Brucella abortus experimentell infizierten
Rind gewonnen. Da gegen dessen Immunglobuline keine beschichteten Partikel kommerziell
erhéltlich sind, fiel die Wahl auf tosylaktivierte magnetische Partikel. Der Tosyl-Rest wird
durch Aminogruppen — z. B. von Antikorpern — in einer nukleophilen Substitution ersetzt und
somit erfolgt die Bindung der Antikorper an die Partikel. Aminogruppen befinden sich
natiirlich auch in Serumproteinen, die ebenfalls an die magnetischen Partikel binden konnen
und dadurch die Sensitivitit der IMS senken oder zu unspezifischen Bindungen fiihren.
Ushijima et al. (1990) reinigten daher vor dem Beschichten der Partikel Immunglobuline aus
Humanseren durch Behandlung mit 50 %igem Ammoniumsulfat und anschlieender Dialyse
in PBS auf. Skibeli et al. (2001) nutzten eine andere Methode und prézipitierten die
Immunglobuline mit 12,5 %igem Polyethylenglykol 6.000. Die Aufreinigung geht jedoch
immer mit einem gewissen Verlust an Material einher (Rosa et al., 2009). Da in dieser Arbeit
nur eine begrenzte Menge Vollserum zur Verfiigung stand und es nicht neu beschafft werden
konnte, wurde es nicht weiter behandelt. Wiederfindungsraten von bis zu 81,9 % zeigen, dass
trotzdem eine gute Bindung von Brucellen an die beschichteten immunomagnetischen
Partikel erfolgte. Die Sensitivitidt und die Wiederfindungsraten werden in den Abschnitten
6.3.2 und 6.3.3 ausfiihrlich diskutiert.

Der kommerzielle monoklonale anti-Brucella-Antikorper hatte eine Reinheit von iiber 95 %
und wurde ebenfalls direkt mit den den tosylaktivierten magnetischen Partikeln inkubiert. Ein

Aufreinigungsschritt war hier nicht notig.

Fiir eine optimale IMS muss die fiir die Beschichtung eingesetzte Menge an Antikérpern der
Beschaffenheit und Zahl der verwendeten magnetischen Partikel angepasst werden. Bei einem
Uberschuss an Antikdrpern konnen diese (und die Partikel) aggregieren (Kretzer et al., 2007;
Skjerve et al., 1990), was zu einer verminderten Sensitivitit fithrt. Mit den in dieser Arbeit
durchgefiihrten Verdiinnungsreihen sollte deshalb das optimale Mengenverhiltnis zwischen
magnetischen Partikeln und Antikorpern ermittelt werden. Dieses Verhiltnis lag bei
Verwendung von 5 x 10’ magnetischen Partikeln pro Probe bei einer Serumverdiinnung von
1:100 in Puffer B, da hier beim Nachweis von 5 x 10° KbE B. abortus 1119-3 pro 500-ul-
Ansatz die Sensitivitdt gleich der ndchsthoheren Serumkonzentration war und gleichzeitig
hoher als bei der stiarksten Serumverdiinnung (siehe Abbildung 5-11). Koujitani et al. (2006)
verwendeten zur IMS von Yersinia enterocolitica O:8 ein Serum mit einem Titer von 1.026

LE. und beschichteten damit magnetische Partikel, die mit Schaf-anti-Kaninchen-
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Immunglobulinen vorbehandelt waren. Ongoér et al. (2006) setzten ihr in Kaninchen
hergestelltes Serum (640 LE.) in einer Verdiinnung von 1:32 pro Probe ein. Insofern
verwendeten sie einen etwa dreimal hoheren Antikorpertiter pro Probe. Im Unterschied zu den
eigenen Untersuchungen inkubierten Ongor et al. jedoch die Serumverdiinnung nicht zum
Beschichten der magnetischen Partikel, sondern direkt mit einem vorbehandelten Késepellet,
um im Anschluss mit Sekundérantikorper beschichtete magnetische Partikel hinzuzugeben
(siehe Abbildung 1-7 C). Ein Vergleich ist aufgrund der methodischen Unterschiede der IMS
sowie der Kése-Aufbereitung schwierig, soll hier aber verdeutlichen, dass Seren mit Titern
der gleichen Groflenordnung auch von anderen Autoren fiir sinnvoll erachtet wurden.

Im zweiten Ansatz mit dem monoklonalen anti-Brucella-Antikorper wurde sich an der
Empfehlung des Herstellers der magnetischen Partikel (Invitrogen) orientiert, der 3 pug
Antikorper pro 10’ magnetischer Partikel als optimale Antikérpermenge bzw. maximal 8 pug
Antikorper empfiehlt. Dementsprechend wurden fiir 6,7 x 10’ magnetische Partikel drei
verschiedene Antikdrpermengen (2,04, 20,4 und 54,4 ng) eingesetzt. Dabei zeigte sich, dass
die mittlere Menge von 20,4 ug bei der verwendeten Anzahl an magnetischen Partikeln die
hochste Sensitivitit aufwies und 5x 10' KbE B. abortus 1119-3 pro 500-ul-Ansatz
nachweisen konnte (siehe Abbildung 5-12). Skjerve et al. hatten bereits 1990 gezeigt, dass bei
Verwendung von iiber 0,5 ug monoklonalem Antikérper pro 1 x 10° magnetischer Partikel
(das entspriche 33,5ug bei 6,7x 10’ Partikeln) aufgrund des Proteiniiberschusses
Vernetzungsmoglichkeiten (sterische Effekte) ergeben, die zur Verringerung der Oberfliche
der Gesamtheit aller magnetischen Partikel fiihren kénnen. Dies konnte ein Grund dafiir sein,
dass die hochste Antikorpermenge (54,4 pg) eine geringere Sensitivitit bei der Separation von

B. abortus 1119-3 aufwies.

6.3.2 Sensitivitit der immunomagnetischen Separation

Bei der Verwendung von Brucellose-Kontrollserum zum Beschichten der magnetischen
Partikel wurde eine Sensitivitit von 5 x 10*> KbE B. abortus pro 500-ul-Ansatz (entspricht
1x10° KbE/ml) in Puffer C (PBS mit 0,1 % BSA) ermittelt (siche Abbildung 5-13).
Verglichen mit den Ergebnissen anderer Autoren, die zum Nachweis von Bakterien mit
Antikorpern beschichtete magnetische Partikel verwendeten, liegt die Sensitivitit im mittleren
Bereich. So konnten Skjerve et al. (1990) sowie Uyttendaele et al. (2000) jeweils 1 x 10> KbE
Listeria monocytogenes pro ml nachweisen. Koujitani et al. (2006) isolierten von Y.

enterocolitica O:9 mittels IMS 100 KbE/ml Flusswasser in 5/5 Proben und 10 KbE/ml in 3/5
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Proben. Fiir Staphylococcus aureus dagegen lag die Sensitivitit bei 1 x 10* bis 1x 10°
KbE/ml PBS (Yazdankhah et al., 1998).
Zur Steigerung der Sensitivitit wurden verschiedene Versuchsbedingungen variiert. Zum

einen wurden Probenvolumen von 500 ul und 1.000 ul untersucht. Dabei konnten in dem

kleineren Volumen bis zu 5 x 10" KbE B. abortus 1119-3 nachgewiesen werden, weshalb fiir
die anschliefenden Untersuchungen nur noch 500-ul-Proben verwendet wurden. Fiir eine
Separation mit gleicher Sensitivitdt bei groBerem Probenvolumen hitte moglicherweise die
Zahl der immunomagnetischen Partikel erhoht werden miissen. Skjerve und Olsvik (1991)
wiesen bis zu 60 KbE Salmonella enterica Saint Paul pro ml 1:10 verdiinntem Milchpulver
nach und konnten diese Nachweisrate durch Erhchung der Partikelzahl auf 2 x 10’/ml
aufrechterhalten.

Die Inkubationsdauer und die Inkubationstemperatur haben einen entscheidenden Einfluss auf

die Sensitivitdt. Zundchst erfolgte eine 24stiindige Beschichtung der magnetischen Partikel
mit Brucellose-Kontrollserum bei 37 °C mit anschlieBendem 24stiindigem Blocken mittels
Tris/BSA-Puffer bei 20 °C. Fiir die darauf folgende Inkubation der Partikel mit dem Serum
erwies sich eine Temperatur von 4°C gegeniiber hoheren Temperaturen von 20°C bzw. 37°C
aufgrund einer besseren Sensitivitit als giinstigster. Zur Verkiirzung der notwendigen
Gesamtzeit wurde das Blocken auf 4 h bei 37 °C verkiirzt. Die anschliefend festgestellte
Verringerung der Nachweisbarkeit um 50 % mit 5 x 10 KbE pro 500-ul-Ansatz wurde durch
eine Verldngerung der Inkubationszeit der Partikel mit B. abortus 1119-3 von 60 auf 90
Minuten ausgeglichen (sieche Abbildung 5-15). Skjerve et al. (1990) beobachteten ebenfalls
eine Steigerung der Sensitivitit bei einer Verldngerung der Inkubationszeit. Allerdings wiesen
sie darauf hin, dass durch diese Verlingerung die Wahrscheinlichkeit fiir unspezifische
Bindungen erhoht werde.

Als weitere Einflussgrofle auf die Sensitivitit wude die Temperatur wihrend der IMS von
Brucellen aus Puffer C untersucht. Im Vergleich zu einer Temperatur von 4 °C waren bei
37 °C die Brucella-spezifischen Banden nach der bcsp31-PCR im Agarosegel leicht
schwiicher, wohingegen bei 20 °C nur noch in einer von zwei Proben 5 x 10? KbE pro 500-ul-
Ansatz nachzuweisen waren (sieche Abbildung 5-16). Im Gegensatz zu diesen
Sensitivitidtsunterschieden konnten Yazdankhah et al. (1998) bei der IMS von S. aureus bei
Raumtemperatur bzw. bei 37 °C keinen Unterschied feststellen. Aufgrund der eigenen
Ergebnisse wurde fiir die folgenden Versuche die Temperatur von 4 °C beibehalten.

Nachfolgend auf die IMS erfolgt der Nachweis der separierten Bakterien zumeist durch

Ausplattieren der an die magnetischen Partikel gebundenen Zellen auf Agar (Koujitani et al.,
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2006; Skjerve et al., 1990; Uyttendaele et al., 2000). Da die Kultivierung von Brucella sp. in
Reinkultur drei bis vier Tage und in der klinischen Diagnostik bis zu zwei Wochen dauern
kann, kam dieses Nachweissystem fiir die eigenen Untersuchungen nicht in Betracht. Deutlich
schneller ist der Nachweis mittels DNA-Extraktion und anschlieBender PCR bzw. Real-Time
PCR. Durch die Trennung der bakteriellen Zellen vom Kulturmedium bzw. von
Lebensmittelbestandteilen und durch nachfolgende Waschschritte werden PCR-Inhibitoren
wie Fette, Proteine und Kalzium-Ionen (Wilson, 1997) entfernt, weshalb an die nachfolgende
DNA-Extraktion nur geringe Anforderungen gestellt werden. Daher wurde ein Lysepuffer
verwendet (StarPrep One Kit, Biotecon), der durch Aufkochen und Zentrifugation die DNA
von den iibrigen bakteriellen Zellbestandteilen innerhalb von 15-20 Minuten trennt. Im
Vergleich hierzu konnte mit Hilfe des QIAamp DNA Mini Kits (Qiagen) mehr DNA bei
gleichbleibender Sensitivitiit extrahiert werden (5 x 10> KbE pro 500-ul-Ansatz, erkennbar an
den intensiveren Banden, sieche Abbildung 5-17). Aufgrund der Préparationszeit von iiber drei
Stunden fiel jedoch die Wahl auf den Lysepuffer von Biotecon. Die Brucella-DNA wurde
anschlieBend mittels klassischer besp31-PCR und Agarosegel bzw. mittels besp31-Real-Time
PCR nachgewiesen. Nach der Vorbereitung der magnetischen Partikel durch Beschichten mit
Brucellose-Kontrollserum und anschlieBendem Blocken konnten somit die Brucellen
innerhalb von vier bis viereinhalb Stunden nachgewiesen werden (2 h IMS, 15-20 min DNA-
Extraktion, 1,5-2 h Real-Time PCR).

Zur Erhohung der Sensitivitit wurde in einem weiteren Versuchsansatz ein kommerziell

erhiltlicher monoklonaler anti-Brucella abortus-Antikérper I1gG1 (Antibodies-online) zur

Beschichtung der tosylaktivierten magnetischen Partikel eingesetzt. Aufgrund der Reinheit
von 95 % und der Abwesenheit von Serumproteinen wurden deutlich mehr Bindestellen fiir
B. abortus pro magnetischem Partikel und damit eine erhohte Sensitivitdt erwartet. Nach den
Ergebnissen konnte jedoch die Sensitivitit mit 5 x 10> KbE pro 500-ul-Ansatz nicht erhoht
werden. Eine Ursache dafiir konnte sein, dass sich wihrend der Inkubation die Antikorper
gegenseitig durch sterische Effekte behinderten und somit effektiv weniger Bindestellen
verfiigbar waren. Durch die Austestung von verschiedenen Antikorperverdiinnungen wurde
jedoch die optimale Konzentration von 204 pg pro 500-ul-Ansatz und 6,7 x 10
magnetischen Partikeln ermittelt (siche Abbildung 5-12). Durch den Nachweis von 1-2 KbE
Salmonella enterica Saint Paul pro ml zeigten Skjerve und Olsvik (1991), dass die
Kombination von tosylaktiverten magnetischen Partikeln mit 2,8 um Durchmesser zumindest
fiir aufgereinigte anti-Salmonella-Antikorper sehr gut funktioniert. Daher sollten weder die

magnetischen Partikel noch die eingesetzte Antikorper-Menge ein Grund fiir ein Ausbleiben
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der Sensitivitits-Erhohung sein. Moglich wire auch, dass der verwendete Antikdrper nur
gegen ein bestimmtes Epitop von B. abortus, welches nicht hdufig auf der Zelloberfliche
vorkommt, gerichtet ist und es somit zu Sensitivitdtsverlusten kommt. Eine weitere Erklarung
konnte auch die Zusammensetzung des Block-Puffers (Puffer D) sein. Dieser enthielt im
eigenen Versuch 0,1 % BSA sowie 0,2 M Tris. In Abhédngigkeit des verwendeten Block-
Puffers wurden bei der Verwendung magnetischer Partikel deutliche Unterschiede in der
Wiederfindungsrate fiir L. monocytogenes festgestellt werden (Kretzer et al., 2007). Bei
Verwendung von 0,1 % BSA und 1x 10’ beschichteten magnetischen Partikeln lag die
Wiederfindungsrate bei 57 % und steigerte sich bei Verdoppelung bzw. Vervierfachung der
Partikel-Anzahl auf 79 % bzw. 91 %. Bei Verwendung von 1 M Tris zum Blocken lag die
Wiederfindungsrate bei 94-99 %. Diese Beobachtung erkldren die Autoren damit, dass das
grof3e BSA-Molekiil die Bindung von Bakterien sterisch behindern konnte.

In Ergénzung zu den Untersuchungen zur Sensitivitit war zusitzlich von Interesse, welchen
Mehrwert die Beschichtung magnetischer Partikel gegeniiber unbehandelten Partikeln hat.
Letztere konnen nur unspezifische Proteinbindungen mit der tosylaktivierten Partikel-
Oberfldache eingehen. Bei Inokula von 4,68 x 10° KbE bzw. 1,64 x 10° KbE B. abortus 1119-3
pro 500-ul-Ansatz wurden durch unbehandelte Partikel jeweils Zellzahlen immobilisiert, die
fiinf Log-Stufen geringer waren. Dagegen waren die an beschichtete magnetische Partikel
gebundenen Brucellen nur etwa 0,4 bis 1,5 Log-Stufen (Brucellose-Kontrollserum) bzw. 0,6
bis 1,9 Log-Stufen (monoklonaler Antikorper) niedriger als das jeweilige Inokulum. Diese
Ergebnisse zeigen einerseits, dass durchaus eine Bindung von Brucellen an nicht beschichtete
magnetische Partikel erfolgt. Gleichzeitig sind die Unterschiede im Anteil an gebundenen
Bakterien im Vergleich zu beschichteten magnetischen Partikeln so groB3, dass die
Beschichtung sowohl mit dem Brucellose-Kontrollserum als auch mit dem monoklonalen

Antikorper eindeutig eine deutliche Steigerung der Sensitivitit bedeutet.

6.3.3 Wiederfindungsrate und Spezifit:it

Die Wiederfindungsrate beschreibt den Anteil der immobilisierten Brucellen an der Summe
aus immobilisierten und freien Brucellen nach einer Inkubation mit immunomagnetischen
Partikeln und zeigt deshalb, wie effizient die IMS ist. Dabei spielen sowohl die Affinitéit des
Antikorpers zum Erreger als auch das Verhiltnis von beschichteten Partikeln zur
Probenmenge und -art eine Rolle. Bei Verwendung des Brucellose-Kontrollserums wurden in
der IMS beim Ansatz von 5 x 10’ KbE/500-ul 81,9 % der lebenden Zellen von B. abortus

1119-3 gebunden. Bei Ansdtzen mit hoheren bzw. niedrigeren Brucellen-Konzentrationen fiel
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die Wiederfindungsrate deutlich ab (sieche Tabelle 5-7). Bei Verwendung der mit
monoklonalen anti-Brucella-Antikérpern beschichteten magnetischen Partikel lagen die
Wiederfindungsraten beim Ansatz von 7,00 x 10" bis 8,34 x 10’ KbE/500 ul lediglich
zwischen 39,3 und 52,1 %, wobei eine eher gleichméfige Verteilung ohne die beim
Brucellose-Kontrollserum beobachteten Spitzenwerte vorlag (sieche Tabelle 5-8). Im
Vergleich dazu ermittelten Uyttendaele et al. (2000) fiir die Bindung von L. monocytogenes
an den magnetischen Partikeln mit einem Ansatz von 1,2x 10° KbE/ml eine
Wiederfindungsrate von 13 %. Fisher et al. (2009) konnten von 10° eingesetzten Bacillus
anthracis-Sporen pro ml Wasser 90-95 % wiederfinden, wobei diese Rate bei
Sporenkonzentrationen von iiber 10’ KbE/ml auf 70 % zuriickging.

Bei den in der vorliegenden Arbeit ermittelten Zellzahlen im Bereich von 10' KbE pro
500-ul-Ansatz ist zu beachten, dass diese geringen Zellzahlen keine Nachweisraten, sondern
Wiederfindungsraten sind. Die Berechnung der Wiederfindungsrate erfolgt durch Bezug der
an die magnetischen Partikel gebundenen Zellen zur Gesamtzahl der wiedergefundenen
Zellen (Fisher et al., 2009). Demgegeniiber bezieht sich die Nachweisrate auf das minimal
nachweisbare Inokulum. Optimalerweise sollten sich das Inokulum und die Zahl der
wiedergefundenen Zellen nicht unterscheiden. In dieser Arbeit sind jedoch von den im
Inokulum eingesetzten lebenden Brucellen in den meisten Fillen nur zwischen 35 und 75 %
auf Partikeln und in Uberstinden wiedergefunden worden. Aufgrund dieses Unterschiedes
wurden im Versuch mit dem monoklonalen anti-Brucella-Antikorper alle eingesetzten
Inokula in jeder Verdiinnungsstufe ausplattiert. Tatsdchlich war deutlich zu erkennen, dass die
ausgezihlten Zellzahlen von den rechnerisch erwarteten 1:10-Verdiinnungen abwichen (siehe
Tabelle 5-8). Allerdings war die Summe der auf Partikeln und im Uberstand nachgewiesenen
Brucellen erneut kleiner als das jeweilige Inokulum. Demzufolge miissen die fehlenden
Brucellen im Laufe der drei Waschschritte von den magnetischen Partikeln abgewaschen
worden sein. Skjerve et al. (1990) stellten fest, dass nach sechs Waschschritten 30 % der
gebundenen Listerien weggewaschen worden waren. Dagegen schreiben Benoit und Donahue
(2003), dass sich die Wiederfindungsrate bei jedem Waschschritt um 50 % reduzierte. Bei
Uyttendaele et al. (2000) wurden nur 3,72 x 10° KbE/ml (3,1 %) von eingesetzten 1,2 x 10°
KbE L. monocytogenes pro ml im ersten Waschschritt weggewaschen. Bei letzteren Autoren
wurde dennoch etwa die Hilfte aller eingesetzten Listerien (49,2 %) nicht wiedergefunden. In
diesen Fillen kann vermutet werden, dass die Affinitdt des Antikorpers fiir die Listerien
gering war. Eventuell wurde ein Oberflachenprotein als Target ausgesucht, das von der LPS

umgeben und somit schlecht zugénglich war. Neben einem Verlust durch Waschschritte kann
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ein weiterer Grund fiir geringe Wiederfindungsraten in der Nachweismethode selbst liegen.
Olsvik et al. (1994) wiesen darauf hin, dass pro magnetischem Partikel ein bis sechs Bakterien
immobilisiert werden konnen. Diese liegen auf so engem Raum (2,8 um), dass sie hinterher
als eine Kolonie auf dem Niahragar erscheinen. Dies wiirde einen Teil der nicht
wiedergefundenen Zellen erklédren. Trotz dieser Einschriankung ist der kulturelle Nachweis die
Standard-Methode bei der Etablierung der IMS von Bakterien (Fisher et al., 2009; Kretzer et
al., 2007; Safarik et al., 1995; Skjerve et al., 1990).

Mittels IMS konnten Referenzstimme aller derzeit bekannten Brucella-Spezies
aufkonzentriert werden. Uberraschenderweise wurden dabei auch die rauen Stimme B. canis
RM6/66 und B. ovis 63/290 von den magnetischen Partikeln gebunden. Raue Stimme
enthalten im Gegensatz zu glatten Stammen kein O-Polysaccharid im LPS oder nur ein stark
verkiirztes (Schurig et al., 2002). Beim Brucellose-Kontrollserum handelte es sich allerdings
um ein Vollserum, das ein breites Spektrum an anti-Brucella-Antikorpern enthielt. Diese
waren mit hoher Wahrscheinlichkeit groBtenteils gegen andere Epitope als das
O-Polysaccharid der LPS-Schicht gerichtet. Fiir den monoklonalen Antikorper gab der
Hersteller an, dass sich dieser gegen intakte Brucellen, nicht aber gegen Brucella-LPS richte.
Daher konnte auch hier ein weiteres Oberflichenantigen fiir die Isolation mittels IMS
verantwortlich sein. In Frage kommen duflere Membranproteine, wie z. B. Omp25 (Dubray
und Bézard, 1980; de Wergifosse et al., 1995). Allerdings werden diese bei glatten (smooth)
Brucella-Spezies aufgrund sterischer Hinderung durch die O-Polysaccharide der LPS von
Antikorpern nur in geringem MaBe gebunden (Cloeckaert et al., 1990; Cloeckaert et al.,
2002), weshalb beim Nachweis nur eine schwache Bande im Agarosegel zu erwarten wire.
Dies war jedoch nicht der Fall.

5x 10" KbE pro 500-ul-Ansatz sind eine groBe Menge an eingesetzten Bakterien, weshalb
auch eine unspezifische Bindung der rauen Brucellen denkbar ist. Unspezifische Bindungen
sind bei hohem Inokulum aus der Literatur bekannt (Skjerve et al., 1990; Uyttendaele et al.,
2000) und wurden auch in dieser Arbeit beobachtet (siche Abschnitt 6.3.2). Eine
unspezifische Bindung war hier offensichtlich nicht der Hauptgrund, da die Banden im

Agarosegel dieselbe Intensitit aufwiesen wie die glatten Stamme (sieche Abbildung 5-18).

Die Spezifitit der mit Brucellose-Kontrollserum beschichteten magnetischen Partikel wurde
durch Inkubation mit Ochrobactrum intermedium ermittelt, einer den Brucellen genetisch
sehr nahe verwandten Spezies (Velasco et al., 1998). Hier lag die Wiederfindungsrate bei

1,4 %. Bei einem vergleichbar hohen Inokulum mit B. abortus 1119-3 lag die
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Wiederfindungsrate bei 33 % (siehe Tabelle 5-7), was zeigt, dass Brucellen bevorzugt durch
das Brucellose-Kontrollserum gebunden wurden. Im Fall der mit dem monoklonalen
Antikorper beschichteten magnetischen Partikel lag die Wiederfindungsrate fiir
O. intermedium bei 7,9 % (siehe Tabelle 5-8) und somit hoher als bei Verwendung des
Brucellose-Kontrollserums. Zusétzlich wurde die Immobilisierung von Yersinia enterocolitica
O:9 untersucht, da diese aufgrund der Ahnlichkeit der Struktur ihres O-Polysaccharides mit
derjenigen von glatten (smooth) Brucella-Stimmen ebenfalls separiert werden konnte (sieche
Abschnitt 1.3.2). Die Wiederfindungsrate von 8,1 % zeigt, dass auch diese Spezies in
dhnlichen GroBenordnungen immobilisiert wird. Im Vergleich zu den eigenen
Untersuchungen testeten Fisher et al. (2009) die Spezifitit der IMS fiir Sporen von Bacillus
anthracis. Hierbei lag der Anteil der immobilisierten Sporen bei iiber 90 % und gleichzeitig
der Anteil anderer Bacillus-Sporen (z. B. B. subtilis, B. cereus) bei unter 10 %. Im Gegensatz
hierzu wurden in Versuchen von Koujitani et al. (2006) mit dem Ziel der IMS von Yersinia
enterocolitica O:8 sogar nur 1 % der Serovare O:3, O:5,27 bzw. O:9 wiedergefunden. Diese
hohe Spezifitiat wurde in den eigenen Versuchen mit dem Brucellose-Kontrollserum erreicht.

Die Sperzifitit einer Nachweismethode hidngt immer von allen Komponenten des
Nachweissystems ab. In dieser Arbeit wurde zur moglichst schnellen Aufreinigung statt des
drei bis vier Tage lang dauernden kulturellen Nachweises die Extraktion der DNA mit
anschlieBender PCR verwendet. Da die bcsp31-PCR mit dem Primerpaar B4/B5 hoch
spezifisch fiir die Gattung Brucella ist (Imaoka et al., 2007; Matar et al., 1996; Probert et al.,
2004), wiirden andere immobilisierte Bakterien (z.B. Begleitflora in Rohmilchprodukten)
nicht falsch-positiv als Brucella nachgewiesen werden. Die Spezifitit wiirde also durch die
Begleitflora nicht verringert werden. Zwar besteht die Moglichkeit, dass durch eine
unspezifische Bindung die Nachweisrate von Brucellen minimiert wird, da diese Positionen
auf den magnetischen Partikeln dann bereits besetzt wiren und nicht mehr den Brucellen zur
Verfiigung stehen wiirde. Besonders fiir das Brucellose-Kontrollserum konnte jedoch gezeigt
werden, dass der Anteil an immobilisierten Brucellen deutlich hoher ist als der an
O. intermedium (siehe Tabelle 5-7) und damit genug DNA zum genetischen Nachweis

vorhanden ist.

6.3.4 Nachweis von Brucellen aus Lebensmitteln

Der Nachweis von Brucellen mittels IMS gelang am besten aus Rohmilch, in der die
niedrigsten Nachweisraten bei 1 x 10 bis 1 x 10> KbE/ml lagen. Im Vergleich dazu konnten

Yazdankhah et al. (1998) mittels IMS Staphylokokken in Milch mit einer Nachweisrate von
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10* bis 10° KbE/ml nachweisen. Skjerve und Olsvik (1991) wandten die IMS ebenfalls bei
der Matrix Milch an und konnten bis zu 6 x 10" KbE Salmonella enterica St. Paul pro ml
isolieren. Durch eine Kombination aus IMS mit anschlieBendem bead beating und DNA-
Extraktion mittels Phenol/Chloroform/Isopropanol konnten bis zu 10 Zellen von
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis mit der PCR nachgewiesen werden (Khare et
al., 2004). Von der Aufkonzentrierung aus Joghurt mittels IMS rieten Skjerve und Olsvik
(1991) ab, da die magnetischen Partikel schlecht durch die Matrix diffundierten und die
Wiederfindung sehr gering war. Diese Erfahrung wurde auch hier gemacht, weshalb der
Joghurt 1:8 verdiinnt wurde. Dadurch konnte bei verldngerter Separationszeit (3 min am
Magnet) der grofte Teil der magnetischen Partikel von der Matrix getrennt werden. Mit der
Verdiinnung des Joghurts fiir die IMS wurde jedoch mit 8 x 10’ KbE/ml Joghurt eine geringe
Sensitivitit erreicht. Gerade bei Joghurt gab es Unterschiede in den Ergebnissen, je nach
Antikorper-Beschichtung (monoklonaler Antikorper bzw. Vollserum) und PCR um bis zu
zwel Log-Stufen. Moglicherweise kann durch Verwendung von magnetischen Partikeln mit
4,5 um Durchmesser eine bessere Separation erreicht werden. Durch die groflere Masse
miissten diese Partikel jedoch stirker vom Magneten angezogen und somit leichter durch den
viskosen Joghurt hindurch bewegt werden. Dies konnte unter Umstinden eine geringere
Verdiinnung moglich machen, die dann zu einer Erhdhung der Sensitivitéit fiilhren wiirde.
Unerlidsslich ist bei dieser fettreichen Matrix (Joghurt mit 10 % Fett) der Wechsel der
Reaktionsgefile, da sich das Fett an den Wandungen festsetzt und somit auch nach
mehrfachem Waschen keine fettfreie Suspension zu erreichen ist (Safarik et al., 1995).

In stillem Mineralwasser betrug die nachweisbare Brucellen-Konzentration bis zu 1x 10’

KbE/ml. Da Wasser weder Proteine noch Fette enthélt, die mit den AntikGrpern interagieren
konnten und somit die Sensitivitit senken konnten, wurde dieses Ergebnis erwartet. Demnach
ist die Nachweisrate in Mineralwasser genau so hoch wie in Puffer C, der fiir die
Sensitivitdtsbestimmungen verwendet worden war (sieche Abbildung 5-13). Koujitani et al.
(2006) konnten aus kiinstlich kontaminiertem Flusswasser 1 x 10> KbE Y. enterocolitica O:8
pro ml in 5/5 Fillen und 1 x 10" KbE/ml in 3/5 Fillen mittels IMS nachweisen. Dazu nutzten
die Autoren magnetische Partikel, die bereits mit Schaf-anti-Kaninchen-Antikoérpern
beschichtet waren und inkubierten diese mit dem Serum eines mit hitzeinaktivierten Yersinia-
Zellen immunisierten Kaninchens.

Mit Hilfe der IMS lag die Nachweisgrenze fiir Brucellen aus gespiktem Camembert bei
5x 10* KbE/g. Der Nachweis von Brucellen aus Ziegenfrischkiise war mit 5 x 10° KbE/g

sogar noch um eine Zehnerpotenz sensitiver. Hierzu musste der Kése 1:5 mit Wasser verdiinnt
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und gestomachert werden. Vergleichbare Ergebnisse wurden fiir den Nachweis von Brucellen
mittels IMS aus Weichkise mit 3 x 10 KbE/g durch Ongér et al. 2006 verdffentlicht. Dort
wurde der Kise 1:10 verdiinnt, homogenisiert und unter anderem mit Ether ausgeschiittelt.
Diese Methode hat den Vorteil, dass das Fett emulgiert wird und sich der Rahm, in dem sich
Brucellen bevorzugt anreichern (Huddleson, 1927), bei der Zentrifugation nicht mehr absetzt.
Bei diesen Autoren wurde das Pellet zuerst mit einem aus Kaninchen gewonnenen anti-
Brucella melitensis 16M-Serum behandelt und anschlieBend mit Schaf-anti-Kaninchen-
Dynabeads inkubiert. Die Verdiinnung von Kése zur Homogenisation mit anschliefender
Einengung des Volumens durch Zentrifugation ist eine oft angewandte Methode. Allerdings
konnen die entstandenen Pellets aus Kise sehr viskos sein (Skjerve et al., 1991; Uyttendaele
et al., 2000), was dann eine stiarkere Verdiinnung erfordert. Aus diesem Grund wurde in dieser
Arbeit der Kise direkt 1:5 verdiinnt, was in Ziegenkise zu einer vergleichbaren Sensitivitit
fiihrte (5 x 10° KbE/ml). Sowohl in der vorliegenden Arbeit (siche Tabelle 5-2) als auch in
anderen Studien wurde jedoch festgestellt, dass eine reine DNA-Extraktion aus Kise ohne
IMS um den Faktor 10 bis 100 sensitiver ist (Uyttendaele et al., 2000).

Als Fazit ist der Nachweis von Brucellen aus Lebensmitteln mittels IMS grundsitzlich
denkbar, wobei die IMS mittels Brucellose-Kontrollserum beschichteter magnetischer
Partikel sensitiver als mit dem in dieser Arbeit verwendeten monoklonalen anti-Brucella-
Antikorper war. Die hochsten Nachweisraten konnten jedoch fiir alle Lebensmittel mit einer
reinen DNA-Extraktionsmethode erzielt werden (siehe Abschnitt 5.2). Eine Verwendung von
immunomagnetischen Partikeln zur Brucellen-Diagnostik ist nur dann sinnvoll, wenn eine
Erhohung der Sensitivitit erreicht werden kann. Dazu sollten die in den Abschnitten 6.3.1 und

6.3.4 diskutierten moglichen Anderungen am Versuchsaufbau beriicksichtigt werden.
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7 Zusammenfassung

Zur Bewertung des Risikos im Fall einer absichtlichen Ausbringung von Brucellen in die
Lebensmittelkette sind Kenntnisse zur Tenazitit des Erregers in relevanten
Lebensmittelmatrizes erforderlich. Daher wurde das Uberleben von Brucella abortus 1119-3
in Rohmilch sowie in kommerziell erhiltlichen Lebensmitteln wie H-Milch, Vorzugsmilch,
Joghurt und stillem Mineralwasser bei handelsiiblichen Lagerungstemperaturen untersucht.
Besonders lange iiberlebten B. abortus 1119-3 und B. melitensis 16M in H-Milch, in der die
Zellzahl anstieg und bis zum Ende des Versuchs nach 88 Tagen eine Konzentration von iiber
10® KbE/ml aufwies. In stillem Mineralwasser war B. abortus 1119-3 iiber einen Zeitraum
von 60 Tagen kulturell nachweisbar, wobei die Zellzahl kontinuierlich abnahm. Bis zum Ende
der Mindesthaltbarkeit des Produktes (jeweils vier Tage) iiberlebte der genannte Stamm in
Vorzugsmilch und Rohmilch. In Joghurt konnten hingegen lebende Zellen nur zwei (1,5 %
Fett), vier (3,5 % Fett) bzw. einen Tag (10 % Fett) nachgewiesen werden, wobei der schnelle
Riickgang der Zellkonzentration wahrscheinlich durch den niedrigen pH-Wert von 4,2
verursacht wurde. Bei einer absichtlichen Kontamination wiirden Brucellen fiir zwei Wochen
(stilles Mineralwasser) bzw. iiber Monate (H-Milch) in einer hohen Konzentration in den
Lebensmitteln iiberleben und beim Verzehr mit hoher Wahrscheinlichkeit zu einer Brucellose
fithren.

Fiir die Erkennung und Typisierung von Brucellen im Fall der absichtlichen Kontamination
von Lebensmitteln miissen geeignete Schnellmethoden zur Verfiigung stehen. Deshalb
wurden sechs verschiedene Methoden in Kombination mit der PCR auf ihre Effizienz zur
Extraktion und zum Nachweis von Brucella-DNA aus relevanten Lebensmittelmatrizes
untersucht. Fiir stilles Mineralwasser und physiologische Kochsalzlosung erwies sich das
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) mit einer Nachweisgrenze von 5 x 10' KbE/ml am
sensitivsten. Fiir Rohmilch eigneten sich sowohl der Kit von Qiagen als auch die Phenol-
Chloroform-Extraktion, wobei letztere mit hoherer Zuverladssigkeit bis zu 5 x 10" KbE/ml
nachwies. Die Nachweisgrenze fiir Brucellen in Joghurt (10 % Fett) lag bei Anwendung der
Phenol-Chloroform-Extraktion mit 1 x 10* KbE/ml niedriger als mit dem QIAamp DNA Mini
Kit (1 x 10* KbE/ml). Mit der fiir Milchprodukte tauglichen Phenol-Chloroform-Extraktion
wurden bis zu 5 x 10> KbE/g in Camembert und in Ziegenfrischkiise nachgewiesen. Die
DNA-Extraktion aus Weichkise erfordert eine Homogenisation nach Verdiinnung mit
Fliissigkeit und fiihrt deshalb zu einer Abnahme der Sensitivitit. Im Gegensatz zur mehrere
Tage dauernden Kultivierung von Brucellen auf Ndhrmedien, fiir die ein Labor der

Sicherheitsstufe 3 erforderlich ist, kann durch die Kombination aus DNA-Extraktion und
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Real-Time PCR ein Nachweis innerhalb eines halben (QIAamp DNA Mini Kit) bzw.
innerhalb eines Arbeitstages (Phenol-Chloroform-Extraktion) in einem Labor der
Sicherheitsstufe 2 erfolgen. Eine Erhohung der Sensitivitdt zum Nachweis der Brucella-DNA
war allerdings mittels Real-Time PCR im Vergleich zur herkommlichen PCR nicht méglich.

Mit dem Ziel, die Nachweisgrenzen fiir Brucella-DNA insbesondere in Milchprodukten zu
optimieren, wurde die immunomagnetische Separation (IMS) als spezielle Methode fiir die
Voranreicherung und Aufreinigung der DNA untersucht. Zu diesem Zweck wurden
tosylaktivierte immunomagnetische Partikel eingesetzt, die mit einem Brucellose-Vollserum
bzw. einem monoklonalen anti-Brucella-Antikorper beschichtet waren. Trotz Optimierung
der IMS in Abhingigkeit verschiedener Parameter, wie Probenvolumen, Inkubationszeit und
-temperatur lag die Grenze zum Nachweis der Brucella-DNA bei 5x 10° KbE/g fiir
Ziegenfrischkise, bei 1 x 10° KbE/ml fiir Rohmilch und stilles Mineralwasser, bei 8 x 10*
KbE/ml fiir Joghurt und bei 5 x 10* KbE/g fiir Camembert und war deshalb weniger sensitiv

als die vorgenannten Extraktionsmethoden.
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8 Summary

In case of a deliberate contamination of the food chain with brucellae it is important to know
the survival of the bacteria in relevant food matrices. Therefore, the survival of Brucella
abortus 1119-3 was investigated in raw milk as well as in commercially available foods like
UHT-milk, certified raw milk, yogurt and still mineral water at general storage conditions.
B. abortus 1119-3 and B. melitensis 16M survived longest in UHT-milk in which the total cell
count multiplied to more than 10® cfu/ml at the end of the product’s shelf life after 88 days. In
still mineral water viable cells of B. abortus 1119-3 could be detected for 60 days in culture.
Until this day the total cell count declined continuously. In raw milk and certified raw milk
this strain survived until the end of the product’s shelf life (four days, respectively). In yogurt
viable cells could be detected for two days (1.5 % fat), four days (3.5 % fat) or one day
(10.0 % fat), most probably due to the low pH of 4.2. In case of a deliberate contamination
brucellae would survive at a high concentration for two weeks (still mineral water) or for
months (UHT-milk) so that ingestion of the food would most probably lead to brucellosis.
Suitable methods for the fast detection and typing of brucellae should be available in case of
deliberate contamination of foods. Therefore, six different methods used in combination with
PCR were examined regarding their efficiency to extract and detect Brucella-DNA from
relevant food matrices. For extraction from still mineral water and physiological saline, the
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) revealed the best detection limit of 5 x 10" cfu/ml. For raw
milk both the kit and the phenol chloroform extraction were best suited of which the latter
was more reliable at a detection limit of 5 x 10" cfu/ml. The detection limit for brucellae in
yogurt (10 % fat) was better with phenol chloroform extraction (1 x 10% cfu/ml) than with
QIAamp DNA Mini Kit (1 x 10* cfu/ml). By means of phenol chloroform extraction which is
most suitable for milk products, the detection limit for Brucella DNA in camembert and goat
cheese corresponded with 5 x 10% cfu/g. The extraction of DNA from soft cheese requires a
homogenisation after dilution in a fluid which diminishes sensitivity. In contrast to cultivation
of brucellae on nutrient agar for several days under biosafety level 3 conditions, the detection
by using DNA extraction followed by real-time PCR can be achieved within half a working
day (QIAamp DNA Mini Kit) or alternatively within one day (phenol chloroform extraction )
under biosafety level 2 conditions. However, the limit for detection of Brucella DNA could
not be improved by use of real-time PCR compared to the classical PCR.

In order to optimize the detection limits for Brucella DNA especially in milk products, the
immunomagnetic separation (IMS) was tested as a pre-enrichment and purification procedure.

For this purpose, tosyl activated immunomagnetic particles coated with brucellosis serum or
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with a monoclonal anti-Brucella antibody were used. Despite the optimization of IMS
considering different parameters such as sample volume, incubation time and temperature, the
limit for the detection of Brucella DNA was 5 x 10° cfu/g for goat cheese, 1 x 10° cfu/ml for
raw milk and still mineral water, 8 x 10* cfu/ml for yogurt and 5 x 10* cfu/g for camembert

and was thus less sensitive than DNA extraction methods mentioned above.
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9 Anhang

9.1 Erkliarung

Die vorliegende Arbeit wurde auf Anregung von Prof. Dr. Bernd Appel in der Zeit von Mérz
2008 bis Juni 2011 in der Fachgruppe fiir Diagnostik, Genetik und Erregercharakterisierung
der Abteilung fiir Biologische Sicherheit des Bundesinstituts fiir Risikobewertung angefertigt.

Hiermit versichere ich, die vorliegende Arbeit mit dem Titel ,,Tenazitdt von hochpathogenen
Erregern in Lebensmitteln und Schnellmethoden zu deren Nachweis am Beispiel Brucella*
selbststandig und ohne Benutzung anderer als der zugelassenen Hilfsmittel angefertigt zu
haben. Alle aufgefiihrten Zitate sind als solche kenntlich gemacht. Die vorliegende Arbeit

wurde in keinem fritheren Promotionsverfahren angenommen oder als ungeniigend beurteilt.
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9.2 Publikationen

Ein Teil dieser Dissertation wurde in folgender Publikation vertffentlicht:

Falenski, A., Mayer-Scholl, A., Filter, M., Gollner, C., Appel, B., Nockler, K. (2011):
,durvival of Brucella spp. in mineral water, milk and yogurt”. International Journal of

Food Microbiology 145 (1), S. 326-330, Epub 27.11.2010.

Falenski, A.‘L, Hammerl, J .A.T, Mayer-Scholl, A., Al Dahouk, S., Gollner, C., Bahn, P., Appel,
B., Nockler, K.: Poster “Comparison of genomic DNA preparation methods for the
detection of Brucella spp. in different food matrices”. 21.-23.09.2011, Brucellosis 2011
International Research Conference, Buenos Aires, Argentinien; " Beide Autoren trugen zu

diesem Poster gleichermallen bei.

123



Anhang

9.3 Datentabellen

9.3.1 Tabellen mit Real-Time PCR-Ergebnissen zur DNA-Extraktion

Tabelle 9-1:  Ergebnisse der besp31-Real-Time PCR im Anschluss an die Extraktion von Brucella-DNA aus
physiologischer Kochsalzlosung mittels Phenol-Chloroform-Extraktion.

Brucellen Cr Lambda Ct Brucella  Brucella- Brucella- GA in 5 6
[KbE/mI]”  T:0,0151” T:0,0119”  DNA [fg] GA?Y Elution® IFCRT PCR
5x 10* 31,53 34,15 1.012 300 1,50 x 10° 5/6 6/6
5x10° 31,68 37,38 49 14 7,23 x 10 4/6 5/6
5x 10 31,66 37,42 41 12 6,02 x 10’ 2/6 0/6
5x 10 31,62 37,49 53 16 7,86 x 10" 3/6 0/6
5x10° 0/6 0/6
H,0 31,40

Standard 17,45 10.000.000

Standard 27,07 21,37 1.000.000

Standard 30,46 25,19 100.000

Standard 31,38 29,05 10.000

Standard 31,86 32,10 1.000

Y KbE Brucella abortus 1119-3 pro ml physiologischer Kochsalzldsung; » Mittelwert aus n Proben (siche Spalte
»qPCR*); 9 ein Brucella abortus-Genomiquivalent (GA) entspricht 3,37 fg; 4 anhand des in der DNA-
Extraktion eingesetzten Elutionsvolumens berechnete Menge an extrahierter Brucella-DNA; ¥ Anzahl der
Brucella-positiven Proben beim Nachweis mittels bcsp31-Real-Time PCR; © Anzahl der Brucella-positiven
Proben beim Nachweis mittels klassischer besp31-PCR und Agarosegel.

Tabelle 9-2:  Ergebnisse der besp31-Real-Time PCR im Anschluss an die Extraktion von Brucella-DNA aus
physiologischer Kochsalzlosung mittels QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen).

Brucellen Ctr Lambda CTt Brucella Brucella- Brucella- GA in PCR® PCR®
[KbE/ml]®  T:00151% T:0,0119”  DNA [fg] GA? Elution® %

5x10* 31,56 26,36 45778 13.584 2,72 x 10° 6/6 6/6
5x10° 33,01 29,75 5.598 1.661 3,32 x 10* 6/6 6/6
5x 10? 33,71 33,25 635 188 3,77 x 10° 6/6 6/6
5x 10 33,40 35,85 137 41 8,14 x 107 6/6 6/6
5x10° 0/6 0/6
H,0 31,40

Standard 17,45 10.000.000

Standard 27,07 21,37 1.000.000

Standard 30,46 25,19 100.000

Standard 31,38 29,05 10.000

Standard 31,86 32,10 1.000

Y KbE Brucella abortus 1119-3 pro ml physiologischer Kochsalzlosung; ? Mittelwert aus n Proben (siehe Spalte
»qPCR*); 9 ein Brucella abortus-Genomiquivalent (GA) entspricht 3,37 fg; 4 anhand des in der DNA-
Extraktion eingesetzten Elutionsvolumens berechnete Menge an extrahierter Brucella-DNA; > Anzahl der
Brucella-positiven Proben beim Nachweis mittels besp3/-Real-Time PCR; © Anzahl der Brucella-positiven
Proben beim Nachweis mittels klassischer besp31-PCR und Agarosegel.
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Tabelle 9-3:  Ergebnisse der besp31-Real-Time PCR im Anschluss an die Extraktion von Brucella-DNA aus
Rohmilch mittels Phenol-Chloroform-Extraktion.

Brucellen Cr Lambda Crt Brucella  Brucella- Brucella- GA in s 6
[KbE/mI]”  T:0,0151” T:0,0119”  DNA [fg] GA?Y Elution® ITCRT PCR
5x10* 30,87 30,84 12.245 3.633  1,82x 10 6/6 6/6
5x10° 30,94 32,39 2.034 604  3,02x10° 6/6 6/6
5x 107 31,25 35,08 281 83 4,17 x 10 6/6 6/6
5x 10 31,23 35,43 157 46  2,32x10° 4/6 5/6
5x10° 29,36 35,68 310 92 4,60x 10° 3/6 1/6
0 29,62 35,30 161 48 238x 107 5/6 0/6
H,0 31,40

Standard 17,45 10.000.000

Standard 27,07 21,37 1.000.000

Standard 30,46 25,19 100.000

Standard 31,38 29,05 10.000

Standard 31,86 32,10 1.000

Standard 31,57 100

Y KbE Brucella abortus 1119-3 pro ml Rohmilch; * Mittelwert aus n Proben (siche Spalte ,.qPCR*); ¥ ein
Brucella abortus-Genomiquivalent (GA) entspricht 3,37 fg; ¥ anhand des in der DNA-Extraktion eingesetzten
Elutionsvolumens berechnete Menge an extrahierter Brucella-DNA; > Anzahl der Brucella-positiven Proben
beim Nachweis mittels bcsp31-Real-Time PCR; ® Anzahl der Brucella-positiven Proben beim Nachweis mittels
klassischer besp31-PCR und Agarosegel.

Tabelle 9-4:  Ergebnisse der besp31-Real-Time PCR im Anschluss an die Extraktion von Brucella-DNA aus
Rohmilch mittels QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen).

Brucellen Cr Lambda Crt Brucella  Brucella- Brucella- GA in s 6
[KbE/mI]”  T:0,0208” T:0,0146”  DNA [fg] GA?Y Elution® ITCRT PCR
5x 10* 30,58 26,83 23.542 6.986 1,40 x 10° 6/6 6/6
5x 10° 30,94 30,39 3.422 1.016  2,03x10* 6/6 6/6
5x 10 30,83 33,18 547 162 325x10° 6/6 5/6
5x 10 31,22 35,04 184 55 1,09x 10° 6/6 4/6
5x10° 31,14 33,02 516 153 3,06x 10° 4/6 0/6
0 30,84 36,03 83 25 493x10° 4/6 0/6
H,0 32,59

Standard 16,06 10.000.000

Standard 28,31 21,35 1.000.000

Standard 30,36 24,42 100.000

Standard 31,99 28,66 10.000

Standard 31,87 31,96 1.000

Standard 31,73 35,09 100

Y KbE Brucella abortus 1119-3 pro ml Rohmilch; * Mittelwert aus n Proben (siche Spalte ,.qPCR*); ¥ ein
Brucella abortus-Genomiquivalent (GA) entspricht 3,37 fg; ¥ anhand des in der DNA-Extraktion eingesetzten
Elutionsvolumens berechnete Menge an extrahierter Brucella-DNA; > Anzahl der Brucella-positiven Proben
beim Nachweis mittels bcsp31-Real-Time PCR; 9 Anzahl der Brucella-positiven Proben beim Nachweis mittels
klassischer besp31-PCR und Agarosegel.
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Tabelle 9-5:  Ergebnisse der besp31-Real-Time PCR im Anschluss an die Extraktion von Brucella-DNA aus
stillem Mineralwasser mittels Phenol-Chloroform-Extraktion.

Brucellen Cr Lambda Crt Brucella  Brucella- Brucella- GA in s 6
[KbE/mI]”  T:0,0208” T:0,0146”  DNA [fg] GA?Y Elution® ITCRT PCR
5x10* 31,88 32,67 1.067 317 1,58x10° 6/6 6/6
5x10° 32,12 34,88 328 97 4,87 x 10 5/6 5/6
5x 107 31,90 36,05 108 32 1,60 x 107 3/6 3/6
5x 10 31,96 33,91 1.483 440  220x10° 3/6 0/6
5x10° 32,17 37,30 33 10 4,90x 10' 3/6 0/6
0 32,08 34,66 107 32 1,59 x 107 4/6 0/6
H,0 32,59

Standard 16,06 10.000.000

Standard 28,31 21,35 1.000.000

Standard 30,36 24,42 100.000

Standard 31,99 28,66 10.000

Standard 31,87 31,96 1.000

Standard 31,73 35,09 100

Y KbE Brucella abortus 1119-3 pro ml stilles Mineralwasser; > Mittelwert aus n Proben (siehe Spalte ,,qPCR*);
' ein Brucella abortus-Genomiquivalent (GA) entspricht 3,37 fg; ¥ anhand des in der DNA-Extraktion
eingesetzten Elutionsvolumens berechnete Menge an extrahierter Brucella-DNA; ° Anzahl der Brucella-
positiven Proben beim Nachweis mittels bcsp3-Real-Time PCR; © Anzahl der Brucella-positiven Proben beim
Nachweis mittels klassischer besp31-PCR und Agarosegel.

Tabelle 9-6:  Ergebnisse der besp31-Real-Time PCR im Anschluss an die Extraktion von Brucella-DNA aus
stillem Mineralwasser mittels QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen).

Brucellen Cr Lambda Crt Brucella  Brucella- Brucella- GA in s 6
[KbE/mI]”  T:0,0186” T:0,0159”  DNA [fg] GA?Y Elution® ITCRT PCR
5x10* 32,02 26,24 42.892 12727 2,55x 10° 6/6 6/6
5x10° 32,29 29,72 4.988 1.480 2,96 x 10* 5/6 6/6
5x 10 33,51 33,26 537 159  3,19x 10° 6/6 5/6
5x 10 33,38 36,38 98 29 5,79x 10 6/6 5/6
5x10° 33,30 37,02 46 14 2,73x10° 2/6 3/6
0 32,87 37,54 71 21 423x10° 3/6 0/6
H,0 32,09

Standard 17,62 10.000.000

Standard 27,95 21,71 1.000.000

Standard 30,13 24,78 100.000

Standard 31,36 28,81 10.000

Standard 31,02 32,04 1.000

Standard 32,10 36,20 100

Y KbE Brucella abortus 1119-3 pro ml stilles Mineralwasser; > Mittelwert aus n Proben (siehe Spalte ,,qPCR*);
' ein Brucella abortus-Genomiquivalent (GA) entspricht 3,37 fg; ¥ anhand des in der DNA-Extraktion
eingesetzten Elutionsvolumens berechnete Menge an extrahierter Brucella-DNA; * Anzahl der Brucella-
positiven Proben beim Nachweis mittels besp31-Real-Time PCR; © Anzahl der Brucella-positiven Proben beim
Nachweis mittels klassischer besp31-PCR und Agarosegel.
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Tabelle 9-7:  Ergebnisse der besp31-Real-Time PCR im Anschluss an die Extraktion von Brucella-DNA aus
Joghurt mittels QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen).

Brucellen Cr Lambda Crt Brucella  Brucella- Brucella- GA in s 6
[KbE/mI]”  T:0,0304” T:0,0082”  DNA [fg] GA?Y Elution® ITCRT PCR
1x10° 31,50 30,67 2.963 879 1,76 x 10 6/6 6/6
1x10* 31,02 33,02 714 212 424x10° 6/6 6/6
1x10° 31,02 35,83 134 40  797x10° 6/6 4/6
1x10° 31,21 36,61 94 28 5,61x10° 5/6 1/6
1x10' 32,00 36,60 101 30 597x10° 6/6 0/6
0 31,39 36,79 94 28 5,59 x 10 3/6 0/6
H,0 32,75

Standard 35,51 17,40 10.000.000

Standard 28,92 21,29 1.000.000

Standard 31,10 24,74 100.000

Standard 32,64 28,20 10.000

Standard 33,49 31,82 1.000

Standard 33,30 36,69 100

Y KbE Brucella abortus 1119-3 pro ml Joghurt; ? Mittelwert aus n Proben (siche Spalte ,.qPCR“); » ein
Brucella abortus-Genomiquivalent (GA) entspricht 3,37 fg; ¥ anhand des in der DNA-Extraktion eingesetzten
Elutionsvolumens berechnete Menge an extrahierter Brucella-DNA; > Anzahl der Brucella-positiven Proben
beim Nachweis mittels bcsp31-Real-Time PCR; ® Anzahl der Brucella-positiven Proben beim Nachweis mittels
klassischer besp31-PCR und Agarosegel.

Tabelle 9-8:  Ergebnisse der besp31-Real-Time PCR im Anschluss an die Extraktion von Brucella-DNA aus
Camembert mittels Phenol-Chloroform-Extraktion.

Brucellen Cr Lambda Crt Brucella  Brucella- Brucella- GA in s 6
[KbE/mI]”  T:0,0279” T:0,0182”  DNA [fg] GA?Y Elution® ITCRT PCR
5x10° 32,94 30,95 3.962 1.176 5,88 x 10° 6/6 6/6
5x 10? 34,16 34,48 384 114  569x 10° 5/6 5/6
5x 10" 34,10 37,53 51 15 7,53x10' 4/6 3/6
5x10° 34,15 36,39 141 42 2,09x10° 6/6 1/6
0 33,62 37,62 108 32 1,61 x 10 4/6 3/6
H,0 34,06

Standard 22,54 1.000.000

Standard 25,94 100.000

Standard 29,58 10.000

Standard 32,55 1.000

Standard 36,13 100

Y KbE Brucella abortus 1119-3 pro ml Camembert; Y Mittelwert aus n Proben (siehe Spalte ,,gPCR"); Y ein
Brucella abortus-Genomigquivalent (GA) entspricht 3,37 fg; ¥ anhand des in der DNA-Extraktion eingesetzten
Elutionsvolumens berechnete Menge an extrahierter Brucella-DNA; ¥ Anzahl der Brucella-positiven Proben
beim Nachweis mittels bcsp31-Real-Time PCR; ® Anzahl der Brucella-positiven Proben beim Nachweis mittels
klassischer besp31-PCR und Agarosegel.
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Tabelle 9-9:  Ergebnisse der besp31-Real-Time PCR im Anschluss an die Extraktion von Brucella-DNA aus
Ziegenfrischkise mittels Phenol-Chloroform-Extraktion.

Brucellen Cr Lambda Crt Brucella  Brucella- Brucella- GA in s 6
[KbE/mI]”  T:0,0288” T:0,0162”  DNA [fg] GA?Y Elution® ITCRT PCR
5x10° 38,30 19 6  2,.85x10 3/6 5/6
5x 107 0/6 4/6
5x 10" 0/6 0/6
5x10° 0/6 0/6
0 0/6 0/6
H,0 33,43

Standard 22,19 1.000.000

Standard 25,85 100.000

Standard 29,28 10.000

Standard 32,21 1.000

Standard 35,52 100

Y KbE Brucella abortus 1119-3 pro ml Ziegenfrischkise; Y Mittelwert aus n Proben (siehe Spalte ,,qPCR*); ¥ ein
Brucella abortus-Genomigquivalent (GA) entspricht 3,37 fg; ¥ anhand des in der DNA-Extraktion eingesetzten
Elutionsvolumens berechnete Menge an extrahierter Brucella-DNA; > Anzahl der Brucella-positiven Proben
beim Nachweis mittels bcsp31-Real-Time PCR; 9 Anzahl der Brucella-positiven Proben beim Nachweis mittels
klassischer besp31-PCR und Agarosegel.
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9.3.2 Tabellen zur immunomagnetischen Separation

Die Ergebnisse der Real-Time PCR sowie der klassischen PCR zum Nachweis von Brucellen
in den verschiedenen Lebensmittelproben (Ziegenfrischkédse, Rohmilch, Camembert,
Mineralwasser, Joghurt) im Anschluss an die IMS mittels Brucellose-Kontrollserum bzw.

monoklonalem anti-Brucella-Antikorper sind in Tabelle 9-10 abgebildet.

Tabelle 9-10: Aufkonzentrierung von Brucellen aus Lebensmitteln mittels IMS und anschlieBender Nachweis
mittels besp31-Real-Time PCR oder mittels klassischer besp31-PCR.

Matrix Brucella- - "
Konzentration Brucellose-Kontrollserum Monoklonaler Antikorper
[KbE/ml] bzw.

[KbE/g] ? Cr-Wert?  qPCR? PCR ¥ Cr-Wert?  qPCRY  PCR?
5x10° 34,84 ++ ++ 38,84 ++ ++
5 5x 10* 31,24 ++ + _ i
) 3
= 5x10 - - - -
£ 5x 107 ; - ) ]
< 1
o 5x 10 - . - _
0 - - - -
8x10° 32,56 ++ ++ 32,53 ++ ++
= 8 x 10* 36,65 ++ ++ 37,10 ++ ;
;5 8x 10° - ++ - -
& 8 x 107 - - - ;
- 1
8x10 - - - -
0 - - - -
- 1x10° 30,64 ++ ++ 30,38 ++ ++
2 1x10* 33,19 ++ ++ 33,95 ++ ++
8 2 1x10° 3531 +r +r 36,84 T+ +r
& 5 1x 10° - - 37,62 + ;
g 1
2 1 X 10 - - - -
0 - - - -
1x10° 29,43 ++ ++ - ++
= 1x10* 33,09 ++ ++ - ++
Q
E 1x10° 35,77 ++ ++ . "
< 1x 10 39,04 + - - _
~ 1x 10" ; ; ] ]
0 - - - -
Y 5x10° 32,60 ++ ++ 34,57 ++ ++
%‘ 5x10* 36,64 ++ ++ 38,18 ++ +
2 5x10° 37,18 ++ ++ 37.41 + ++
g 5x 10 - ] ] ]
5 1
& 5x10 - _ i i
N 0 _ - - _

V'5x 10" KbE Brucella abortus 1119-3 in 500 ul Matrix wurden mit Dynabeads aufkonzentriert und
anschlieBend wurde die DNA mittels Star Prep One Kit (Biotecon) extrahiert; Camembert und Ziegenfrischkise
wurden vor der Inokulation 1:5 mit H,O verdiinnt, Joghurt 1:1; D besp31-Real-Time PCR, Cr-Werte sind
Mittelwerte aus 2 Proben, deren DNA jeweils in Duplikaten amplifiziert wurde; > Anzahl Brucella-positiver
Proben beim Nachweis mittels bcsp31-Real-Time PCR; 4 Anzahl Brucella-positiver Proben beim Nachweis
mittels klassischer besp31-PCR und Agarosegel; * — monoklonaler anti-Brucella-Antikorper.
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9.4 Marker fiir die Agarose-Gelelektrophorese

Bei dem in allen gezeigten Agarosegelen gezeigten Marker (in Gelbildern abgekiirzt mit ,,M*)
handelt es sich um die HyperLadder IV (Bioline) mit Banden von 100 bp bis 1.000 bp im
Abstand von 100 bp.

HyperLadder IV

SIZE (bp) | ng/BAND

—1000 | 100
— 900 90
— 800 80
— 700 70
— 600 60

— 500 50

— 400 40

— 300 30

— 200 20

— 100 40

2% agarose gel

* Higher intensity band; 1000bp

* Supplied in a ready-to-use format

* Each lane (5pl) provides
580ng of DNA
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9.5 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung  Bedeutung Abkiirzung  Bedeutung
AFLP Amplified fragment length min Minute(n)
polymophism ml Milliliter
AMOS-PCR  PCR zur Differenzierung zwischen M In Gelbildern: Marker
B. abortus, B. melitensis, B. ovis Im Text: Molar
und B. suis ) MLST Multy locus sequence typing
BCSP31 B glcekl]l;zac)’ell-smface protein MLVA Multiple locus variable number of
tandem repeats analysis
BEV Brucellen enthaltende Vakuole NaCl Natriumchlorid
Bk, Berkeley, ein Brucella-Phage NCTC National Collection of Type
BIP Bruttoinlandsprodukt Cultures
BSA Bovine serum albumin, nd. nicht detektiert
Rinderserumalbumin PBS Phosphate buffered saline,
bzw. beziehungsweise phosphatgepufferte Salzlosung
ca. circa PCR Polymerase chain reaction
CAPM Col!ection of.Animal Pathogenic PFGE Pulsed field gel electrophoresis
Microorganisms qPCR Quantitative Real-Time PCR
cELISA Cgmpetitive enzyme-linked RBT Rose Bengal Test
immunosorbent assay REM Rasterelektronenmikroskop
CT Coombs Test
Cr Cycle threshold i:l‘:‘/LP ;ee‘;et:jcetion fragment length
dH,O Destilliertes Wasser polymorphism
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure rpm Rounds per minute, seitliches
ER Endoplasmatisches Retikulum Schiitteln
Fi Firenze, ein Brucella-Phage S Sekunde(n)
FRET Fluoreszenz- SDS Sodium dodecyl sulfate,
Resonanzenergietransfer Natriumdodecylsulfat
fw forward SLA Serum-Langsamagglutination
g Gramm bzw. Erdbeschleunigung S-LPS Smooth lipopolysaccharide
h Stunde(n) SNP Single nucleotide polymorphism
iELISA Indirect enzyme-linked Tb Tbilisi, ein Brucella-Phage
HIMUROSOT b_en tassay Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Ig Immunglobulin U/min Umdrehungen pro Minute, iiber
i. Tr. in der Trockenmasse Kopf schiitteln
imPs Immunomagnetische Partikel USDA United States Department of
IMS Immunomagnetische Separation Agriculture
IS711 Insertionssequenz 711 VE-Wasser  Voll entsalztes Wasser
KbE Koloniebildende Einheiten VNTR Variable number of tandem repeats
KBR Komplementbindungsreaktion wiv Weigth per volume
KDO 2-Keto-3-deoxyoctulosonsiure Wb Weybridge, ein Brucella-Phage
LPS Lipopolysaccharid z. B. zum Beispiel
ul Mikroliter

Die Drei- und Einbuchstabencodes der Aminosduren wurden nach den Empfehlungen der

IUPAC-IUB-Kommision fiir biochemische Nomenklatur verwendet (JCBN, 1984).
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