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Ausgangssituation:

Kontaminationen von Lebensmitteln durch bak-
terielle Krankheitserreger sind weltweit flr eine
groBe Zahl von Erkrankungen verantwortlich.
Lebensmittel unterliegen daher aus Griinden des
Verbraucherschutzes hoéchsten hygienischen
Qualitatsanspriichen. Dieses ist auch von hoher
wirtschaftlicher Bedeutung, da das Auftreten
von Krankheitserregern in Lebensmittelproduk-
ten immer wieder zu teuren imageschadigenden
Rackrufaktionen fiihrt. Infektionen mit Erregern,
wie Salmonella oder Cronobacter, werden aus-
schlieRBlich durch kontaminierte Lebensmittel
verursacht, besonders durch Milchprodukte und
andere zum Rohverzehr gedachte Lebensmittel.
Andere Keime, wie Bacillus cereus, sind sowohl
als Verderber als auch als Erreger von Lebens-
mittelvergiftungen gefiirchtet. Der Nachweis
dieser Bakterien in Lebensmitteln mittels kon-
ventionellen kulturellen Untersuchungsmethoden
dauerte bisher zwischen vier und zehn Tagen.
Insbesondere fir Produkte mit kurzer Haltbarkeit
ist diese lange Zeitspanne problematisch, da
diese bis zum Vorliegen eines Ergebnisses im

Betrieb gelagert werden mussen.

Milcherzeugnisse, wie Molke- oder Sahnepulver,
werden in der Industrie haufig als Zutat fiar an-
dere Lebensmittel verwendet. Es wird daher eine
sichere und schnelle ldentifizierung von patho-
genen Mikroorganismen verlangt. Die amtlichen
Methoden nach DIN EN ISO, LFGB oder Food
and Drug Administration (FDA) wenden ein Ubli-
ches Schema von Voranreicherung, selektiver
Anreicherung, Nachweis und Bestatigung an.
Dies dauert zwischen drei und sechs Tagen; eine
Verklrzung der Methoden ist sowohl aus 6ko-
nomischen als auch aus Produktsicherheitsgrin-
den anzustreben.

Ziel des Forschungsvorhabens war somit die
Entwicklung und Validierung schneller moleku-
larbiologischer bzw. biochemischer Verfahren
zum Nachweis und zur Differenzierung von Cro-
nobacter sakazakii, Bacillus cereus und Salmo-
nella enterica in den Lebensmittelmatrizes
Weichkase, Molkepulver, Sahnepulver und Saug-
lingsnahrung. Der Befund, ob die Probe den Er-
reger enthalt oder nicht, soll nach ca. 24 h er-
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folgen kénnen.

Die beteiligten Forschungsstellen setzten dazu
auf eine Kombination aus einer spezifischen An-
reicherung des Zielkeims aus dem Lebensmittel
mittels hochaffiner Zellwand-bindender Proteine
von Bakteriophagen sowie einer nachgeschalte-
ten TagMan-Real-Time-PCR-Detektion der Pa-
thogene. Die TagMan-Real-Time-PCR soll in die-
sem Zusammenhang zur spezifischen Identi-
fizierung der Zielorganismen dienen. Der Einsatz
zellwandbindender Proteine von Bakteriophagen
fir die Diagnostik von pathogenen Mikroorga-
nismen stellt bezlglich der Sensitivitat, Spezifi-
tat und der Verklrzung des Nachweisverfahrens
und somit fir dessen Wirtschaftlichkeit einen
enormen Zugewinn dar. Die hohen Bindekon-
stanten der CBD/TS lassen nach Koppelung an
paramagnetische Beads einen robusten Einsatz
als ,Bakterienfédnger” zu. Die entwickelten Me-
thoden sollen auch in der amtlichen Lebensmit-
teliberwachung Anwendung finden.

Forschungsergebnis:

An beiden Forschungsstellen wurden zuerst
Stammsammlungen der drei Zielkeime S. enteri-
ca, C. sakazakii und B. cereus aufgebaut bzw.
um relevante Lebensmittelkeime erweitert, so-
wie Stdmme ausgetauscht und die Sammlungen
angeglichen.

Die Validierung fur den TagMan-Real-Time-PCR-
Assay erfolgte in einem 3-Schritte-Verfahren.
Die Primerpaare wurden in einem ersten Schritt
in einer konventionellen PCR mit anschlielBender
Agarosegelelektrophorese auf ihre Spezifitat un-
tersucht. Ein zweiter Schritt war die Validierung
in einem SYBR®-Green-Real-Time-PCR-Assay.
Anhand dessen wurde die Annealing Temperatur
der Primerpaare bestimmt und die Effizienz der
Reaktion mit Hilfe einer Standardkurve ermittelt.
Ein dritter Schritt war die Validierung eines
TagMan-Real-Time-PCR-Assays mit geeigneten
Positiv- und Negativkontrollen.

Zur Etablierung der TagMan-Real-Time-PCR fir
B. cereus wurde zunachst das Zielgen groEL
ausgewahlt sowie ein passendes Primerpaar mit
TagMan-Sonde und einer internen Amplifikati-
onskontrolle konstruiert. Fir die Validierung des
Assays dienten 35 Lebensmittelisolate der Spe-
zies B. cereus und 19 Typ- und Referenzstdmme
als Kontrollstdamme. Somit konnte die Spezifitat
und Sensitivitdt des Verfahrens bestéatigt wer-
den. Fir Cronobacter spp. wurde das Zielgen
ompA gewahlt. Die Validierung des Assays er-
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folgte mit 6 C. malonaticus- und 34 C. sakaza-
kii-Lebensmittelisolaten sowie einem Set aus 30
Typ- und Referenzstdmmen. Die Sensitivitat des
Verfahrens fir Cronobacter mit interner Amplifi-
kationskontrolle wurde mittels einer Standard-
kurve ermittelt. Die Effizienz der Reaktion lag
hierbei bei 98,1 % und somit in einem erwar-
tenden Bereich zwischen 90 und 105 %. Als
Zielgen fir S. enterica wurde das invA-Gen aus-
gesucht. Auch hier erfolgten die Herstellung ei-
ner internen Amplifikationskontrolle sowie die
Bestimmung der Sensitivitdt und Spezifitat. Die-
se konnte mittels 30 S. enteritidis-Lebensmittel-
isolaten und 17 Kontrollstdmmen, nahen Ver-
wandten aus der Familie der Enterobacteriaceae
und ausgewahlten grampositiven Bakterien-
stdmmen bestatigt werden.

Fir die Adaption der Methoden an die Lebens-
mittelmatrices wurden Molkenpulver, Molken-
protein und Sauglingsnahrung gemal ISO/TS
22964 auf C. sakazakii, gemaR 8 64 LFGB auf
S. enterica und gemalR 8 35 LFGB sowie einer
weiteren kulturellen Methode auf B. cereus un-
tersucht. AnschlieBend wurden Aliquote dieser
Pulver einmal mit dem C. sakazakii-Typstamm
LTH 6611 und ein weiteres Mal mit dem S. en-
teritidis-Typstamm LTH 6488 inokuliert und die
Wiederfindung wurde mittels Keimzahlbestim-
mung und RT-PCR untersucht.

Wenn Pulver mit C. sakazakii in einer Konzentra-
tion von 100 KbE/g kontaminiert wurden, so
war ein positiver Nachweis mit RT-PCR nach 6 h
Anreicherung maoglich. Der Nachweis von gerin-
geren Keimzahlen von C. sakazakii war erst ab
12 bzw. 14 h moglich. Wenn Pulver mit S. en-
teritidis in den Konzentrationen von 10 KbE/g
und 100 KbE/g kontaminiert wurden, so war ein
positiver Nachweis mit RT-PCR nach 12 h An-
reicherung moglich. Es ist zu erwarten, dass
durch die Anwendung der Beads die Nachweis-
grenze beider Zielkeime deutlich gesenkt werden
kann und somit auch die Anreicherungszeit ver-
kidrzt werden kann.

In allen getesteten Pulvern konnte jedoch B. ce-
reus nachgewiesen werden, weshalb von einer
kinstlichen Kontamination der Pulver abgesehen
wurde. Die gefundenen Stamme wurden mit mo-
lekularbiologischen Methoden charakterisiert.

Um eine natlrliche Kontamination zu simulieren,
wurde Sauglingsnahrung mit C. sakazakii in un-
terschiedlichen Konzentrationen kontaminiert,
getrocknet und bei Raumtemperatur fir 4 Wo-
chen gelagert. Die Wiederfindung von C. saka-
zakii erfolgte Uber die Cronobacter-Screening-
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Bouillon (CSB) und einem Ausstrich auf dem Se-
lektivagar Enterobacter-sakazakii-lsolations-Agar
(ESIA). Die Simulation von geschéadigten C. sa-
kazakii-Zellen durch Trocknung in S&uglingsnah-
rung zeigte, dass Keimzahlen von 1 KbE/g und
0,1 KbE/g nach 4 Wochen Lagerung ohne Pro-
bleme sowohl kulturell als auch mittels Real-
Time-PCR nachweisbar sind.

Fir die Anreicherung von B. cereus standen be-
reits geeignete Enzyme in Forschungsgruppe 2
zur Verfigung. Zusétzlich zu den bereits vor-
handenen und untersuchten CBD-Proteinen,
welche alle ein breites, aber kein umfassendes
Bindespektrum aufwiesen, wurden 15 neue
CBD-Proteine identifiziert und hergestellt. Eines
davon zeigte ein sehr breites Wirkspektrum und
wurde in groBen Mengen hergestellt. Es wurde
gegen ca. 50 relevante B. cereus-Stdamme sowie
gegen einige B. thuringiensis, B. mycoides und
andere Bacillen sowie nichtverwandte Gram-
positive Bakterien getestet. Das CBD-Protein ist
selektiv und bindet nicht ausserhalb der B.- ce-
reus-Gruppe.

Des Weiteren wurden zellwandbindende Tail-
Spike (TS)-Proteine gegen S. enterica und C.
sakazakii erforscht. Ein Phage, S16, wurde in
einem parallel laufenden Projekt (nicht IGF-
finanziert) isoliert und dessen TS-Proteine wur-
den als geeignet fir die Durchfihrung des vor-
liegenden Projekts befunden. Die Arbeiten an
Phage S16 wurden 2013 abgeschlossen und in
einer wissenschaftlichen Zeitschrift (Molecular
Microbiology) publiziert. Das TS-Protein von S16
ist identifiziert und komplett molekular charakte-
risiert. Sein Bindepartner (duReres Membranpro-
tein OmpC von Sa/monella) wurde in einem un-
abhangigen Projekt identifiziert. Die Tests auf
Aktivitat des Proteins unter verschiedenen Salz-
konzentrationen und pH-Werten lassen auf eine
gute Aktivitat im Lebensmittel schlieRen. Durch
seine GroRe lasst sich das TS-Protein nicht gut
durch ungerichtete chemische Kopplung an die
magnetischen Partikel binden. Deshalb wurde
eine Modifikation des Proteins erzeugt, bei der
die Kopplung gerichtet Uber ein Streptavidin-
Biotin-System erfolgt. Damit konnten Schwan-
kungen in der Herstellung der Proteine und deren
Effizienz behoben werden. Wiederfindungsraten
von 99 % sind erzielbar, auch unter nicht-
optimalen pH-Werten und Salzkonzentrationen.
Die bisher vorhandenen Phagenproteine gegen
C. sakazakii haben sich im Laufe des Projekts als
nicht geeignet herausgestellt - der Wirtsbereich
ist zu eng und deckt (auch in Kombination) nicht
geniigend C. sakazakii-Stamme ab. Uber 500
neue Phagen wurden isoliert und 30 davon na-
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her charakterisiert. Phage JDA12 hat sich als
geeignet herausgestellt, deshalb wurde das TS-
Protein identifiziert, rekombinant hergestellt (un-
ter Zuhilfenahme von Faltungshelferproteinen)
und auf Bindung untersucht. Es zeigt Aktivitat
gegen einen grofRen Teil der 53 C. sakazakii-
Stdmme aus der umfassenden Stammsammliung.
Durch die Instabilitdt des Proteins bei Lagerung
Uber mehrere Wochen werden noch verschiede-
ne Methoden zur Erhéhung der Proteinstabilitat
untersucht.

Es wurden Versuche mit isolierten Bacillus-
spezifischen CBD Proteinen, Cronobacter-
spezifischen TS-Proteinen und Sa/monella-
spezifischen TS-Proteinen durchgefihrt, um die
Eignung verschiedener magnetischer Partikel
(Beads) fur die Verwendung als Immobilisie-
rungsmatrix zu untersuchen. Als gut geeignet
erwiesen sich die Epoxy-Dynabeads. Die Bead-
Beschichtungsprozeduren wurden variiert und
verbessert, um eine héhere Sattigung der Beads
mit Bindeproteinen zu erreichen. Ca. 85-90 %
der Beads kénnen erfolgreich mit TS- oder CBD-
Proteinen beschichtet werden. Die Wiederfin-
dungsrate von Bakterien mit den beschichteten
Beads wurde fir Sa/monella und Bacillus unter-
sucht. Mit Epoxy-Beads werden fir Salmonella
ca. 80-85 % der Bakterienzahl von 200 kolonie-
bildenden Einheiten (KBE) aus einem Volumen
von 1 ml wiedergefunden, fir Bacillus 90 %,
was innerhalb der Projektspezifikationen liegt.
Andere Organismen, wie E. coli oder Staphy-
lococcus, werden zu einem weitaus geringeren
Prozentsatz (< 5 %) wiedergefunden. Eine wei-
tere massive Erhohung der Beschichtungseffizi-
enz und Wiederfindungsrate wurde durch die
Modifikation des Proteins mit einem Biotinrest
und die Verwendung von  Streptavidin-
beschichteten Beads erreicht. Damit kénnen die
Proteine gerichtet immobilisiert werden und es
wurden Wiederfindungsraten von 99 % fir Sal-
monella erreicht. Keine E. coli oder andere ver-
wandte Organismen werden mit dem Strep-
tavidi-System detektiert.

FUr Bacillus-CBD-beschichtete magnetische Par-
tikel wurden Versuche in Lebensmitteln durch-
gefihrt. In verdlinnter flissiger Sauglingsmilch
sind die Bindeproteine uneingeschrankt aktiv
und Wiederfindungsraten von 90 % lassen sich
erzielen. Eine Reduktion der kinstlichen Konta-
mination auf 10 bzw. 1 KBE pro ml resultierte in
keiner Verschlechterung der Wiederfindungsrate.

FGr Salmonella wurden ebenfalls Versuche in
Lebensmitteln durchgefihrt (flissige Sauglings-
nahrung, Schokladenmilch). Mit dem hier entwi-
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ckelten System lassen sich 10 KBE von Sa/mo-
nella in einem Volumen von 1 ml nachweisen;
wenn das Detektionsvolumen auf 10 ml erhéht
wird, lassen sich 1 KBE Sa/monella pro 10 ml
nachweisen. Beides liegt weit Uber den Pro-
jektspezifikationen.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Das Vorkommen von bakteriellen Krankheitserre-
gern stellt ein ernstzunehmendes Problem in der
Lebensmittelindustrie dar. Lebensmittel und deren
Rohstoffe sollten generell frei von Krankheitserre-
gern sein, dies ist jedoch in der Praxis unmaoglich
zu erreichen. Milcherzeugnisse, wie Molke- oder
Sahnepulver, werden oft als Zutat fir andere Le-
bensmittel verwendet. Es wird eine sichere und
schnelle ldentifizierung von pathogenen Mikroor-
ganismen verlangt, welche in der Regel aber zwi-
schen drei und sechs Tagen dauert; eine Verkir-
zung der Methoden ist deshalb sowohl aus
0konomischen als auch aus Produktsicherheits-
griinden anzustreben.

Vertreter von Salmonella enterica gehdren zu den
haufigsten bakteriellen Erregern humaner lebens-
mittelbedingter Durchfallerkrankungen in Deutsch-
land. Erzeugnisse aus rohen Eiern, Milch und
Milcherzeugnisse sind besonders geféhrdet fir
eine Kontamination mit Enteritis-Salmonellen. Eine
Kontamination der Produkte oder Zwischen-
produkte kann priméar Gber die Rohmilch oder se-
kundar Uber Rekontamination wahrend der Verar-
beitung stattfinden.

Cronobacter sakazakii (syn. Enterobacter sakaza-
kii) kann bei Sauglingen und Kleinkindern lebens-
bedrohliche Erkrankungen wie Meningitis, nekroti-
sierende Enterokolitis und Sepsis verursachen. Die
Ubertragung durch Sauglingsanfangsnahrung fiihr-
te zu mehreren kleinen Ausbriichen mit schweren
Erkrankungen und einigen Todesféllen.

Bacillus cereus kann das Diarrhoe-Syndrom und
das emetische Syndrom verursachen. Wahrend
das emetische Syndrom durch ein Peptid, das Ce-
reulid, verursacht wird, sind fiir die Diarrhoe das
hitzelabile Enterotoxin Hamolysin BL (HBL), das
nicht-hamolytische Toxin Nhe und das Protein To-
xin CytK hauptverantwortlich. Im Milchsektor wa-
ren Rohmilch, pasteurisierte Milch und Milchpulver
in Ausbriiche verwickelt. Problematisch sind ins-
besondere Milchtrockenprodukte als Sauglings-
und Kleinkindernahrung.

Im Rahmen des Forschungsvorhabens wurde eine
neuartige, hochspezifische Methodik zur Anreiche-
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rung und Identifizierung von Salmonella enterica,
Cronobacter spp. und Bacillus cereus entwickelt.
Mittels spezifischen, zellwandbindenden Proteinen
von Bakteriophagen kann die Zeit flr die Anreiche-
rung der Zielkeime in flissigen Lebensmitteln auf
unter 5 Stunden verklrzt werden. Eine nachge-
schaltete, hochspezifische TagMan-Real-Time-
PCR-Methode identifiziert den gefundenen Keim
zweifelsfrei anhand genetischer Charakteristika.
Die Methode ist schnell, zielflhrend und spezi-
fisch. Fir die Umsetzung im industriellen Labor
muss aulRer einem Real-Time-PCR-Geréat (welches
oft bereits vorhanden ist) kein zuséatzliches Gerat
angeschafft werden. Die Durchfiihrung erfordert
kein speziell ausgebildetes Personal und die Kom-
ponenten des Detektionssystems kdénnen kosten-
glinstig in groBen Mengen hergestellt werden.
Diese sind bei geeigneter Lagerung Wochen oder
Monate haltbar. All diese Vorteile ermdglichen
auch kleinen und mittelsténdischen Unternehmen
die Durchfihrung aussagekraftiger und verlassli-
cher Tests auf bakterielle Krankheitserreger, was
unweigerlich zu einer Erhohung der Lebensmittel-
sicherheit fuhren wird.

Die entwickelte Methodik Ubertrifft bereits in Tei-
len die gesetzlichen Vorgaben fir den Nachweis
von pathogenen bakteriellen Keimen in Lebensmit-
teln. So ist es beispielsweise moglich, eine einzel-
ne KBE von Sa/monella aus 1 ml Lebensmittel mit
99%iger Wahrscheinlichkeit zu detektieren. Eine
Kommerzialisierung des Systems ist angestrebt.
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