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1. Einleitung und Zielsetzung

1. Einleitung und Zielsetzung

1.1 Einleitung

Sauberes Trinkwasser ist essentiell fir das Uberleben eines jeden Menschen. Ein
Mensch kann einige Tage, eventuell auch Wochen ohne Nahrung uberleben, ohne
sauberes Trinkwasser verkiirzt sich die Uberlebenszeit allerdings erheblich. Deshalb
ist in unserer modernen Gesellschaft die Kontrolle der Qualitat von Trinkwasser eine
sehr wichtige Aufgabe (Malzer et al., 2010; Smeets et al., 2010). Es gibt eine grolke
Zahl an verunreinigenden Agentien, u.a. Pestizide, pharmazeutische Stoffe und
chemische Toxine, aber auch humanpathogene Mikroorganismen. Diese sind die
bekanntesten Kontaminanten, aber auch die gefahrlichsten, da sie sich unter
Umstanden vermehren und dadurch beim Menschen Krankheiten auslosen konnen
(Ashbolt, 2004a; Richardson, 2009). Von 1971 bis 2002 wurden in den USA 764
Falle von Infektionen dokumentiert, bei denen verseuchtes Trinkwasser der Ausldser
war. 575.457 Erkrankungen und 79 Tote wurden gezahlt (Reynolds et al., 2008;
Blackburn et al., 2004; Institute of Medicine (US) Forum on Microbial Threats (Hrsg.),
2009).

Einer der schwersten Krankheitsausbriche, die Uber das Trinkwassersystem
ausgeldst wurden, war eine Infektion mit dem Protozoon Cryptosporidium parvum im
Jahr 1993 in Milwaukee, Wisconsin (Mac Kenzie et al., 1994). Dabei wurden 400.000
Menschen infiziert. Trotz guter Reinigungssysteme wurde in einer
Ausnahmesituation das Trinkwasser verunreinigt und konnte aus technischen
Grunden nicht wieder desinfiziert werden. Bestimmte Ereignisse wie starke
Regenfalle stellen fur die Trinkwasserversorgung immer eine Herausforderung dar
(Thomas et al.,, 2006). Mikroorganismen werden dabei aus ihren natirlichen
Habitaten ins Trinkwasser eingebracht, was meist durch Verunreinigungen mit

Abwasser oder Oberflachenwasser geschieht. Die Trinkwasserverunreinigung in
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Walkerton, Kanada im Jahre 2000 wird auf ein solches Ereignis zurtckgeflhrt. Dabei
starben sieben Menschen durch eine Infektion mit E. coli O157:H7, die durch das
Trinkwasser uUbertragen wurde (Public Health Agency of Canada, 2000; Schindler,
2004; Pardy, 2003). Im Zusammenhang mit Infektionen, die Uber das Trinkwasser
ubertragen werden, sind neben verschiedenen E. coli-Stdmmen noch weitere
Krankheitserreger zu nennen, wie zum Beispiel Campylobacter jejuni, Pseudomonas
aeruginosa, Yersinia enterocolitica und Legionella pneumophila (Muniesa et al.,
2006; Quilliam et al., 2011; Sharma et al., 2003; Zhu et al., 2005).

Zusatzlich zu der natlrlichen Gefahrdung des Trinkwassers kommt, dass
humanpathogene Bakterien, neben Viren, bereits seit den Zeiten des Kalten Krieges
als potentielle biologische Waffen betrachtet werden (Guery, 2004; Lim et al., 2005).
Die weitreichenden Folgen einer Verunreinigung des Trinkwassers, egal ob diese
durch naturliche Ereignisse ausgelost wird oder menschliche Absicht dahinter steht,
machen ein moglichst effizientes und schnelles Nachweissystem  flr
Verunreinigungen im Trinkwasser notwendig (lvnitski et al., 1999). Der bisherige
Goldstandard fur den Nachweis humanpathogener Bakterien beruht auf
Kultivierungsmethoden, die zwar in der Lage sind, die Organismen zuverlassig zu
identifizieren, aber auch teuer, arbeitsintensiv und zeitaufwendig sind (Brown and
Hussain, 2003). Wichtigster Bestandteil dieser Methoden sind adaquate
Wachstumsmedien und passende Wachstumsbedingungen wie Temperatur oder
Luftfeuchtigkeit. Diese Nachweise bendtigen in der Regel zwischen 24 und
48 Stunden, um Ergebnisse zu liefern und sind daher nicht fir Situationen geeignet,
in denen es um schnelle Diagnostik-basierte Entscheidungen geht, die im Ergebnis
Geld einsparen oder sogar Leben retten kdnnen. Durch den hohen Zeitaufwand far
diese Tests ist es nur moglich, die Keime nach einer gewissen Zeit nachzuweisen,
namlich wenn das Trinkwasser bereits von einem grof3en Teil der Bevdlkerung
genutzt wurde. Fehlende Standardisierung, geringe Sensitivitat und verdachts-
basierte Anwendung dieser Tests sind weitere entscheidende Nachteile neben der
Tatsache, dass mit diesen Verfahren nur lebende Mikroorganismen nachgewiesen

werden konnen, die sich auch unter den gegebenen Bedingungen kultivieren lassen
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(Hobson et al., 1996). Durch die Notwendigkeit eines spezifischen Kulturmediums ist
es sehr schwierig, zum Beispiel Legionella spp. oder Mycobacteria spp. zu
identifizieren. Diese Tests geben auch nur Aufschluss Uber die Spezies, aber nicht
uber den Genotyp oder die Virulenzfaktoren (Ahmed et al., 2007; Casarez et al.,
2007; Pavankumar and Sankaran, 2008).

Um die Pathogenitat einer Probe zu beurteilen, ist es notwendig uber die Analyse
lebender, kultivierbarer Mikroorganismen hinauszugehen. Horizontaler Gentransfer,
also die Aufnahme von Bakterien-DNA eines anderen Bakteriums (zum Beispiel
eines abgestorbenen Bakteriums) oder der Transfer von Virulenzfaktorgenen durch
Bakteriophagen, sind bedeutende Effekte innerhalb einer Probe. Ein zunachst nicht
pathogenes Bakterium kann durch die Aufnahme einer gewissen DNA-Sequenz

pathogen werden (Abb. 1).
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Abb. 1: Beitrag mobiler genetischer Elemente zur Entstehung pathogener E. coli (Kaper et al.,
2004).
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Virulenzfaktoren von E. coli kdnnen auf verschiedenen mobilen genetischen
Elementen kodiert sein., u.a. auf Transposons (z.B. heat stable enterotoxin), auf
Plasmiden (z.B. heat-labile enterotoxin), auf Bakteriophagen (z.B. shiga toxin) und
auf Pathogenitatsinseln (z.B. der Locus des enterocyte effacement). In nicht
pathogenen E. coli kdnnen Punktmutationen oder DNA-Rearrangements auftreten
die ebenfalls einen Einfluss auf die Virulenz haben. Durch die Gesamtheit der
Veranderungen kdnnen aus nicht pathogenen E. coli pathogene E. coli entstehen,
die Durchfall, Ruhr, ein hamolytisch-uramisches Syndrom, einen Harnwegsinfekt
oder eine Meningitis auslésen (Ahmed et al., 2008; Kaper et al., 2004; Yue et al.,
2012).

Es ist also nicht nur notwendig die Art der vorliegenden, lebenden Bakterien zu
bestimmen, sondern den gesamten genetischen Inhalt einer Probe zu kennen (Akiba
et al., 1960; Barlow, 2009; Gogarten, 2000). Das Transformationsprinzip wurde in
dieser Hinsicht sehr lange unterschatzt. Die Prasenz von Phanomenen wie
horizontaler Gentransfer und mobile genetische Elemente legen nahe, dass die
alleinige Analyse lebender Zellen nicht ausreichend ist. Virulenzfaktoren, die auf
Plasmiden von toten Bakterienzellen kodiert werden oder sich in Bakteriophagen
befinden, kbnnen von lebenden, aber bis dahin nicht pathogenen E. coli-Zellen
aufgenommen werden und sie in pathogene Zellen verwandeln. So kann
beispielsweise ein Austreten von ubiquitar vorkommenden Bakteriophagen aus
E. coli O157:H7 ganz einfach durch die Antibiotika Trimethoprim-Sulfamethoxazol
oder Ciprofloxazin ausgeldst werden, wobei die Bakteriophagen dann zum Beispiel
stx-Gene tragen (Shaikh and Tarr, 2003). Dies fuhrt dazu, dass die Gensequenz
auch nach einer Behandlung mit Antibiotika weiter getragen wird. Die
Bakteriophagen Ubertragen die stx-Gensequenz wieder auf nicht pathogene Zellen,
usw. Ob also eine Probe gesundheitsgefahrdend ist, hangt nicht davon ab, ob sie
kultivierbare pathogene Bakterien enthalt, sondern, ob das gesundheitsgefahrdende
genetische Material vorhanden ist.

Diese Erkenntnisse zeigen deutlich, dass eine einfache Kultivierung von

Mikroorganismen nicht ausreicht, um eine umfassende Analyse von Trinkwasser und
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Lebensmitteln zu gewahrleisten. Aufwendigere und komplexere Methoden sind von
Noten, um eine genaue Analyse der Proben erreichen zu koénnen. Die
Kultivierungsmethoden werden dabei von anspruchsvolleren molekularbiologischen
Methoden abgelost (Connelly and Baeumner, 2012). Dazu zahlen zum Beispiel die
Realtime-PCR oder DNA-Mikroarrays. Diese Methoden sind bereits etabliert,
zuverlassig, empfindlich und bendtigen keine vorhergehende Kultivierung der
Organismen (Lazcka et al., 2007). Die Realtime-PCR wurde fur
Multiplexanwendungen erweitert, kann aber nicht mit der Anzahl an parallel
mdglichen Analysen der Mikroarrays mithalten (Huang et al., 2009; Palka-Santini et
al., 2009; Zhu et al., 2007), da sie aufgrund der spektralen Uberschneidung der
Fluorophore auf ca. sechs gleichzeitige Nachweise beschrankt ist (Pierik et al.,
2012). DNA-Mikroarrays haben Eigenschaften der PCR (sequenzspezifische,
sensitive Nachweise, schnelle Analysen) in Kombination mit geringen Kosten und der
Fahigkeit, viele Analysen parallel durchfiihren zu kénnen (Lemarchand et al., 2004;
Rodriguez-Mozaz et al., 2006; Connelly and Baeumner, 2012). Mikroarrays und die
PCR lassen sich zu einem sehr sensitiven Werkzeug kombinieren, das sich fur
sensitive Hochdurchsatzanalysen eignet (Wang et al., 2002; Vora et al., 2004).

Im Trinkwasser wird zum Beispiel eine Vielzahl von verschiedenen
humanpathogenen Bakterien und Viren als mikrobiologische Verunreinigungen
betrachtet. Insgesamt sollte Trinkwasser deshalb regelmafig auf diese untersucht
werden (Ashbolt, 2004b; Environmental Protection Agency (Hrsg.), 2009). Mit Hilfe
von Mikroarrays kann diese Kontrolle durchgefuhrt werden (Lee et al., 2008; Seidel
and Niessner, 2008). Die wichtigsten Keime sind dabei E. coli O157:H7, C. jejuni, S.
Typhimurium und L. pneumophila, weshalb diese als Studienobjekte in der
vorliegenden Arbeit genutzt wurden. Fur die Kultivierung lebender Organismen
wurde auf nicht pathogene E. coli und R. planticola zurlckgegriffen, da sich bei
einfacherer Kultivierung auch mit ihnen die Nachweisprinzipien entwickeln lassen.
Als Nachweisprinzip wurde in dieser Arbeit ein Chemilumineszenz-DNA-Mikroarray
erarbeitet. Da die DNA-Sequenzen der betreffenden Bakterien bekannt sind, ist es

relativ einfach, die passenden DNA-Zielsonden mit Hilfe bioinformatischer Techniken
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zu entwickeln (Loy and Bodrossy, 2006). Diese Art Mikroarrays ist im Gegensatz zu
Fluoreszenz-DNA-Mikroarrays in Bakterienanalysen noch nicht weit verbreitet,
obwohl die Chemilumineszenz ein sehr sensitives Reportersystem darstellt (Cannon
et al., 2010; Schulze et al., 2009). Unabhangig vom Reportersystem basieren die
meisten DNA-Mikroarrays nicht auf automatisierten Durchflusssystemen. Diese
passiven DNA-Mikroarrays bendtigen sehr lange Inkubationszeiten aufgrund der
langsamen Diffusion der Ziel-DNA-Molekule (Mocanu et al., 2008). Da die Assays
dieser Mikroarrays viele manuelle Schritte bendtigen, sind sie fur einfache
Routineanalysen nicht sonderlich geeignet. In dieser Arbeit wurde ein Durchfluss-
DNA-Mikroarray-Assay entwickelt, der sich durch hohe Sensitivitat, niedrige
Nachweisgrenzen, einen hohen Automatisierungsgrad und eine sehr kurze Assayzeit

auszeichnet. Aulderdem lasst er sich direkt in Zellen pro Milliliter kalibrieren.

1.2 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein automatisiertes Nachweissystem flr
mikrobielle Verunreinigungen im Trinkwasser zu entwickeln. Als technische Basis
dienten dabei die Stopped-PCR als DNA-Amplifikationsmethode und ein sich
anschlieBender Nachweis auf einem DNA-Mikroarray. Zunachst mussten die
nachzuweisenden Bakterien aufgeschlossen und ihre DNA zuganglich gemacht
werden, daran schlossen sich die Amplifikation und Modifikation der DNA an. Der
letzte Schritt war der Nachweis Uber eine Chemilumineszenzreaktion auf einem
DNA-Mikroarray (Abb. 2).



1. Einleitung und Zielsetzung

Bakterienzellen

DNA-Amplifikation
Mikroarrayanalyse

Abb. 2: Zielsetzung und Uberblick zu dieser Arbeit (Berg et al., 2002; Brinkmann, 2005; Roche
Diagnostics (Hrsg.), 2013a).
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2. Theoretische Grundlagen

Dieser Abschnitt beschaftigt sich mit dem theoretischen Unterbau fur die in den
nachfolgenden Kapiteln beschriebenen Experimente. Es werden hier die Prinzipien
und Hintergrinde erlautert, die fur ein Verstandnis der Ergebnisse notwendig sind.
Die verwendeten Methoden werden zusatzlich in den aktuellen Stand von

Wissenschaft und Technik eingeordnet, sowie mit alternativen Methoden verglichen.

2.1 Mikroorganismen im Trinkwasser

Industrielander haben Ublicherweise ein entwickeltes, modernes Trinkwassersystem
mit eventuellen Ausnahmen in landlichen Bereichen und entlegenen Doérfern.
Generell besteht die Herausforderung darin, ein solches System auch in extremen
Situationen effektiv zu steuern und die Versorgungssicherheit mit einem vernunftigen
Aufwand zu garantieren. Extreme Ereignisse wie Schaden im System oder Unwetter
kénnen dazu flhren, dass Trinkwasser verunreinigt wird. Vor allem Verunreinigungen
durch pathogene Mikroorganismen mussen hier schnellstmdglich erkannt werden,
um die Bevolkerung warnen und schutzen zu konnen. Im Folgenden werden einige
Mikroorganismen untersucht, die als potentielle Verunreinigungen im Trinkwasser
auftreten konnen. Ziel ist es, ihr Bedrohungspotential genauer zu verstehen und
einen schnellen Nachweis fur diese Organismen zu entwickeln (Ashbolt, 2004a,
2004b; Environmental Protection Agency (Hrsg.), 2009).

Tabelle 1 zeigt einen Uberblick der relevanten Organismen im Trinkwasser. Aus
diesem Uberblick wurden Modellorganismen ausgewahlt und fir die weiteren

Versuche verwendet.
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Tabelle 1: Mikroorganismen als Kontaminanten im Trinkwasser — Uberblick aus der deutschen

und amerikanischen Trinkwasserverordnung (Bundesministerium fiir Gesundheit, 2012;

Environmental Protection Agency (Hrsg.), 2009).

Mikroorganismus Quelle Grenzwert

Escherichia coli TrinkwV 2001 0/100 mL

Enterokokken TrinkwV 2001 0/100 mL

Pseudomonas aeruginosa  TrinkwV 2001 Analyseverfahren
spezifiziert

Clostridium perfringens TrinkwV 2001 Analyseverfahren
spezifiziert

Legionella spec. TrinkwV 2001 100 /100 mL
(Warmwasseranlagen)

Coliforme Bakterien TrinkwV 2001 Analyseverfahren

Total Coliforms
Adenovirus
Calicivirus
Campylobacter jejuni
Enterovirus
Escherichia coli (0157)
Helicobacter pylori
Hepatitis A Virus
Mycobacterium avium
Naegleria fowleri
Salmonella enterica

Shigella sonnei

US EPA Water Contaminant
Candidate List 3
US EPA Water Contaminant
Candidate List 3
US EPA Water Contaminant
Candidate List 3
US EPA Water Contaminant
Candidate List 3
US EPA Water Contaminant
Candidate List 3
US EPA Water Contaminant
Candidate List 3
US EPA Water Contaminant
Candidate List 3
US EPA Water Contaminant
Candidate List 3
US EPA Water Contaminant
Candidate List 3
US EPA Water Contaminant
Candidate List 3
US EPA Water Contaminant
Candidate List 3
US EPA Water Contaminant
Candidate List 3

spezifiziert

> 95 % aller Proben
mussen negativ sein
Keine rechtliche
Grenze

Keine rechtliche
Grenze

Keine rechtliche
Grenze

Keine rechtliche
Grenze

Keine rechtliche
Grenze

Keine rechtliche
Grenze

Keine rechtliche
Grenze

Keine rechtliche
Grenze

Keine rechtliche
Grenze

Keine rechtliche
Grenze

Keine rechtliche
Grenze
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2.2 Untersuchte Bakterien

Dieses Kapitel gibt einen Uberblick tber die verwendeten Bakterien und erldutert,

warum diese fur eine Untersuchung des Trinkwassers von Bedeutung sind.

2.2.1 Coliforme Keime

Als Ausgangspunkt dieser Untersuchungen wurden etablierte Nachweismethoden
und etablierte Indikatorkeime fur die Verunreinigung von Trinkwasser gewahlt. Zum
Beispiel werden coliforme Keime als Indikatorkeime betrachtet. Diese Gruppe enthalt
hauptsachlich die Gattungen Citrobacter, Enterobacter, Escherichia und Klebsiella
(Bej et al., 1990). Sie wachsen u.a. im Verdauungstrakt sowohl von Tieren als auch
von Menschen und dienen so als direkte Indikation fur eine Verunreinigung des
Wassers mit menschlichen oder tierischen Ausscheidungen. Zu den Coliformen
zahlen auch Gattungen wie die Bodenkeime Citrobacter. Findet man sie im
Trinkwasser, gibt es einen mdglichen Eintrag aus Agrarflachen. Werden diese
Flachen gedungt, kann es zu einem Eintrag von Fakalkeimen kommen. Ein
Coliformennachweis dient in diesem Fall als indirekte Indikation einer potentiellen
Gefahrdung (McKinney and Meyer, 2004).

Alle coliformen Bakterien besitzen das Enzym B-Galactosidase (Gen: lacZ). Dieses
Enzym wurde in einem Farbtest dazu verwendet, die Anwesenheit von coliformen
Bakterien in einer Probe Uber ein Kulturverfahren nachzuweisen. ONPG
(o-Nitrophenyl-B-D-galaktopyranosid) wird durch die B-Galactosidase enzymatisch
gespalten, wodurch das gelbe Farbstoffmolekil o-Nitrophenol entstand (Abb. 3)
(Warren et al., 1978).

Das Nachweisverfahren ist in der Routineanalytik etabliert, bendtigt aber etwa
18 Stunden Inkubationszeit (Bundesumweltamt, 2004). Ein schnellerer Nachweis ist
wlnschenswert. Flr einen Schnelltest wurde gezeigt, dass die Freisetzung von o-
Nitrophenol aus o-Nitrophenyl-3-D-galaktopyranosid Uber eine Bor-Diamant-

Elektrode detektiert werden konnte. In weniger als 1,5 Stunden konnten Keime mit
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einer Nachweisgrenze von 4 x 10* Zellen/mL nachgewiesen werden (Majid et al.,
2008). Die Zeitersparnis geht allerdings mit einer deutlich erniedrigten Sensitivitat

einher.

ONPG

o-Nitrophenyl o-Nitrophenol

P

B-D-Galactopyranosid

B-D-Galactopyranosid

B-Galactosidase B-Galactosidase

Abb. 3: Schema des Nachweises von B-Galactosidase mit ONPG (Quelle: Bachelorarbeit

Florian Huber).

Neben dem direkten Nachweis der Enzymaktivitdt konnte mit PCR-Analysen die
Gensequenz nachgewiesen werden. Bej et al. haben fir den Nachweis von
Coliformen auf das Gen lacZ zuruckgegriffen. Die Anreicherung erfolgte dabei Uber
einen Zentrifugationsschritt (Bej et al.,, 1990). Das Gen lacZ lie3 sich auch flr
Bakterien in Milchprodukten als Nachweis verwenden. In einem SYBR Green |-Assay
konnte eine Nachweisgrenze von einer Zelle/mL erreicht werden. Die Anreicherung
erfolgte durch eine gezielte Zellkultur vor der DNA-Amplifikation. Durch die
Anreicherung mit einer Zellkultur bendtigte der Assay allerdings bis zu 12 Stunden
(Martin et al., 2010). Der Nachweis der lebenden Gesamtcoliformen konnte mit einer
Nachweisgrenze von einer CFU/2,22 mL gezeigt werden. Die Gesamtassayzeit lag
inklusive Ausschluss der toten Zellen bei 7,5 Stunden. Nicht berlcksichtigt war in
dieser Angabe die 18-stundige Zellkultivierung vor dem Nachweisassay. Es wurde
eine konservierte Gensequenz zwischen dem 16S und 23S rRNA-Gen verwendet
(Soejima et al., 2012).

Neben den Nachweisen Uber die Enzymaktivitat oder die Gensequenzen der

Enzyme lassen sich coliforme Bakterien noch Uber weitere Assays nachweisen. Zu
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den traditionellen Methoden zahlen die Fermentationsanalyse in mehreren
Roéhrchen, sowie die Membranfiltermethoden. In der Fermentationsanalyse wird die
Fahigkeit der Coliformen zur Gas- und Saurebildung aus Laktose bei 35 °C
verwendet. Die Membranfiltermethoden verwenden unterschiedliche Nahrmedien
und Enzymsubstrate zur Einfarbung der Kolonien. Diese beiden Methodengruppen
haben Limitierungen in Bezug auf eine lange Dauer der Analyse, sind anfallig fur
eine Storung der Analyse durch andere Bakterien und kdnnen keine langsam
wachsenden oder nicht kultivierbaren Bakterien detektieren. Da bei einem ersten
positiven Ergebnis eine Validierung stattfinden muss, sind die Ergebnisse erst nach
zwei Tagen zu erhalten. Hinzu kommt, dass bei vielen Verdiunnungsschritten der
Arbeitsaufwand erheblich ansteigt. Die Nachweisgrenze hangt von der Grole der
verwendeten Probe ab. Beispielsweise ist es problematisch einen Milliliter
Probelésung auf eine Agarplatte aufzutragen. Deshalb kann bei gréReren
Probenvolumina die Membranfiltermethode verwendet werden. Es konnte aber bei
Kultivierungsmethoden eine einzige, lebende und kultivierbare Zelle pro 100 mL
nachgewiesen werden (Bundesumweltamt, 2004; Eckner, 1998; Pagel et al., 1982;
Rompré et al., 2002). Eine eigentliche Nachweisgrenze gibt es flir Kulturnachweise
nicht. Eine einzige, lebende und kultivierbare Zelle kann in einem beliebigen
Volumen nachgewiesen werden. Das Volumen muss mit Nahrmedium versetzt
werden und auf MPN-Platten verteilt werden. Begrenzt ist dieses Vorgehen nur durch
die Frage nach der VerhaltnismaRigkeit des Aufwandes.

Zusatzlich zur PCR sind 2zwei weitere Methodenkategorien zu nennen:
immunologische Methoden und Hybridisierungsmethoden (fluorescence in-situ
hybridisation, FISH). Fur die immunologischen Methoden wurden mehrere Antikérper
gegen coliforme Bakterien entwickelt, da aber sehr viele unterschiedliche
Bakterienarten gleichzeitig detektiert werden sollten, hatten die entwickelten
Antikdrper keine ausreichende Spezifitat und unterlagen starken Kreuzreaktivitaten.
Das verwendete Antigen (enterobacterial common antigen, ECA) war nicht nur auf

Coliformen, sondern auch auf weiteren Bakterien zu finden (Pseudomonas,
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Aeromonas, Bacillus). Die Nachweisgrenze lag bei 10° und 10" Zellen/mL (Hiibner et

al., 1992; Rompré et al., 2002).

Tabelle 2: Ubersicht der Methoden zum Nachweis von coliformen Bakterien.

Methode LOD Assayzeit Literatur
B-Galactosidase
Enzymassay 1 Zelle/100 mL 18h (Warren et al., 1978)
B-Galactosidase 4 x10* <1,5h (Maijid et al., 2008)
Enzymassay Zellen/mL
PCR 1 Zelle/mL 12 h (Martin et al., 2010)
(lacz)
PCR 1 CFU/2,22 mL 18 h (Soejima et al., 2012)
(ITS 16S-23S
rRNA)
Fermentations- 1 Zelle 48 -96 h (Eckner, 1998; Pagel et al.,
analyse 1982; Rompré et al., 2002)
Membranfiltrations- 1 Zelle 24 -48 h
analyse
Immuno-Farbung ~ 10% und 107 24 h (Hibner et al., 1992; Rompré
ECA Zellen/mL et al., 2002)
FISH 1 Zelle/mL 6-8h (Hugler et al., 2011; Ootsubo

et al., 2003; Rompré et al.,
2002)

Bei einem FISH-Assay hybridisiert eine einzelstrangige DNA-Sonde in einer

Bakterienzelle mit der komplementaren Sequenz. Dieses Hybridisierungsereignis
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kann Uber Fluoreszenz ausgelesen werden. Es konnen sowohl 16S rRNA-
Sequenzen verwendet werden, als auch andere Gene detektiert werden. Der Vorteil
einer Verwendung der ribosomalen RNA als Sondenziel ist, dass sie mit 10° bis 10°
Kopien/Zelle deutlich haufiger in der Zelle vorkommt als andere Zielsequenzen. Die
Anzahl der ribosomalen RNA-Molekule hangt stark davon ab, in welcher
Wachstumsphase sich die Zellen befinden. Bei Mikroorganismen im Trinkwasser
handelt es sich meist um ausgehungerte Organismen, die deshalb sehr geringe
Ribosomenzahlen aufweisen. Trotz dieser Tatsache lag die Nachweisgrenze bei
einer Zelle/mL auf einem Membranfilter (Htgler et al., 2011; Ootsubo et al., 2003;
Rompré et al., 2002).

2.2.2 Raoultella planticola

Die Gattung Raoultella wurde erst 2001 etabliert, basierend auf einer Analyse der
16S rRNA und rpoB-Gene. Bis dahin wurde der Organismus der Gattung Klebsiella,
als Teil der Familie Enterobacteriaceae zugeordnet. Klebsiella zahlt zu den
coliformen Keimen und ist deshalb flr die Trinkwasseruntersuchung relevant (Bej et
al., 1990). 1981 wurden die Bakterien zunachst als Klebsiella planticola beschrieben
und 1983 in Klebsiella trevisanii umbenannt. 1986 wurde wieder vorgeschlagen, den
Namen K. planticola fur die von Bagley und Ferragut beschriebenen Spezies zu
verwenden (Bagley et al., 1981; Ferragut et al., 1983). Bei der Spezies Raoultella
handelt es sich um gramnegative, nicht bewegliche Stabchen, die hauptsachlich als
typische Umweltbakterien eingestuft wurden. Es sind sehr wenige Infektionen mit
dieser Art direkt beim Menschen bekannt. Es tritt aber als Histaminproduzent in
Fischen auf und 16st deshalb Fischvergiftungen aus, die aber meist mild verlaufen.
Aufgrund der geringen Infektiositat wird dieses Bakterium auch als Modellorganismus
eingesetzt (Kanki et al., 2002; O’ Connell et al., 2010).

Neben den Nachweisen flir coliforme Keime gibt es eine weitere Moglichkeit, diese
Bakterien nachzuweisen. R. planticola gehort, wie bereits erwahnt, zu den Histamin
produzierenden Stammen und kann deshalb auch Uber diese Besonderheit

nachgewiesen werden. Es wird entweder die Menge an Histamin Uber einen ELISA-
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Test festgestellt oder nach dem Gen hdc (Histidindecarboxylase) in einer PCR-
Analyse gesucht. Der ELISA-Assay hatte eine Nachweisgrenze von 1 umol/L, der
PCR-Assay von 0,8-1,8 CFU/25 uL. Die Assayzeit lag zwischen 1 und 2 Stunden flr
den ELISA und 18 bis 24 Stunden fur die Kulturanreicherung, sowie weitere
1,5 Stunden fur die sich anschlieende Realtime-PCR (Bjornsdottir-Butler et al.,
2011; Kanki et al., 2002).

Tabelle 3: Ubersicht der Methoden zum Nachweis von R. planticola.

Methode LOD Assayzeit Literatur
HIiESIELSn'wAi\n 1 ymol/L 1-2h (Kanki et al., 2002)
(F;]gs Cgflgfm b %4hh (Bjornsdottir-Butler et al., 2011)

2.2.3 Escherichia coli

Der bekannteste Vertreter der coliformen Keime ist E. coli. Dem Auftreten von E. coli
in einer Trinkwasserprobe wird eine hohe Korrelation mit einer fakalen
Verunreinigung zugeschrieben. Es ist deshalb von oberster Prioritat, eine
Trinkwasserprobe auf eine Verunreinigung mit E. coli Uberprifen zu kdénnen.
(Bundesministerium fur Gesundheit, 2012; Environmental Protection Agency (Hrsg.),
2009).

Die Gemeinsamkeit aller E. coli-Stamme liegt in dem Besitz des Enzyms
B-Glucuronidase (Gen: uidA). Es wurde dazu verwendet, das Substrat MUG
(4-Methylumbelliferyl-3-D-Glucuronid) zu spalten (Abb. 4). Das Produkt
4-Methylumbelliferyl konnte unter UV-Licht durch seine Fluoreszenz nachgewiesen
werden (Rice et al., 1990).
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MUG

4-Methyl-umbeliiferyl 4-Methyl-umbeliiferon

P

-D-glucuronid

B-D-glucuronid

B-Glucuronidase B-Glucuronidase

Abb. 4: Schema des Nachweises von B-Glucuronidase mit MUG (Quelle: Bachelorarbeit Florian
Huber).

Ein weiterer Nachweis fur E. coli erfolgte Uber eine PCR und das Gen lamB. Es
codiert ein Oberflachenprotein von E. coli, das sehr spezifisch vom Bakteriophagen
Lambda erkannt wird. Dieses Protein findet sich nur auf der Oberflache von E. coli.
Die Nachweisgrenze von E. coli lag zwischen 1 und 5 Zellen pro 100 mL Wasser. Die
Anreicherung erfolgte Uber einen Zentrifugationsschritt (Bej et al., 1990).

Es ist daruber hinaus wichtig, zwischen den verschiedenen pathogenen E. coli zu
unterscheiden. Durch horizontalen Gentransfer konnen die Pathogenitatsfaktoren
von einer Art zu einer anderen weitergegeben werden. Die charakteristischen
Proteintoxine der in Abb. 5 dargestellten E. coli sind auf Plasmiden codiert und
konnen deshalb zwischen den Arten sehr leicht Ubertragen werden. Ein breites
Verstandnis der Pathogenitatsfaktoren ist fur die Entwicklung diagnostischer
Nachweise von fundamentaler Bedeutung (Ahmed et al., 2008; Schmidt and Hensel,
2004). Auch innerhalb der Art E. coli O157:H7 gibt es eine Variabilitat und einen
Austausch genetischer Information. Nicht jeder E. coli O157:H7 besitzt die gleichen
Pathogenitatsfaktoren. Es gibt E. coli O157:H7, die keine stx-Gene besitzen, aber
trotzdem beim Menschen Durchfall auslosen (Ferens and Hovde, 2011; Friedrich et
al., 2007). Umgekehrt gibt es auch E. coli, die kein O157-Antigen besitzen, aber
Shigatoxine produzieren (Hegde et al.,, 2012). Der Besitz von nur einem
Pathogenitatsfaktor bedeutet aber nicht sofort, dass das Bakterium fir den

Menschen pathogen ist. Erst die richtige Kombination aus verschiedenen Faktoren
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und Umweltbedingungen ergibt ein pathogenes Bakterium (Gilmore and Ferretti,
2003). Deshalb wird in diesem Abschnitt auf die Stoffwechselbesonderheiten der
pathogenen E. coli genauer eingegangen.

E. coli sind gramnegative Bakterien aus der Familie der Enterobacteriaceae. Die
Zellen sind gerade, abgerundete Stabchen mit einer Breite von 0,5 bis 0,8 ym und
einer Lange von 1 bis 4 ym, die normalerweise einzeln oder als Parchen vorliegen.
Die Zelle hat eine typische gramnegative Zellwand, bestehend aus einer aulieren
Membran, einer Peptidoglykanschicht und einer inneren Membran. Die innere
Membran hat diverse Transportsysteme, Energieumwandlungssysteme und
Chemosensoren. Die Zellen sind Ublicherweise durch ihre Flagellen beweglich.
Manche Zellen besitzen eine Kapsel, zum Beispiel aus Teichonsaure. E. coli ist das
ubliche Versuchsmodell flr Bakterienuntersuchungen, da bereits viel Uber E. coli
bekannt ist und es einfach in der Handhabung ist. E. coli sollte allerdings nicht als
das typische Bakterium betrachtet werden. Aufgrund der hohen Diversitat der
Bakterien ist das Konzept eines ,typischen“ Bakteriums sowieso bedeutungslos
(Singleton and Sainsbury, 2006).

E. coli ist eine der haufigsten Spezies im menschlichen Verdauungstrakt, und als
natlrlicher Bestandteil der Darmflora Gbernimmt es wichtige Aufgaben. Es verhindert
zum Beispiel die Besiedlung des menschlichen Darms durch schadliche Pathogene.
Jedoch gibt es auch verschiedene Gruppen pathogener E. coli-Keime. Die
Ubertragung erfolgt zu meist durch kontaminierte Lebensmittel oder Trinkwasser.
(Food and Drug Administration (Hrsg.), 2012).

Es sind bisher sechs beschriebene Kategorien von Durchfall auslésenden E. coli
(Abb. 5) bekannt: EPEC (enteropathogenic E. coli), EHEC (enterohemorrhagic E.
coli), ETEC (enterotoxigenic E. coli), EAEC (enteroaggregative E. coli), EIEC
(enteroinvasive E. coli) und DAEC (diffusely adherent E. coli). Jede Kategorie hat
unterschiedliche pathogene Mechanismen im Umgang mit eukaryotischen Zellen.
Abb. 5 zeigt schematisch die pathogenen Mechanismen dieser E. coli.

EPEC lagern sich an Enterozyten im Dunndarm an und zerstoren dabei die Mikrovilli.

Aulerdem bilden sie bei der Anlagerung den fur sie typischen Sockel aus.
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Veranderungen des Zytoskeletts werden von Entzindungsreaktionen und Durchfall
begleitet. Im ersten Schritt der Infektion erfolgt die initiale Anlagerung, Schritt zwei ist
der Transport der Effektormolekile in die Wirtszelle mittels eines Typ-llI-

Sekretionssystems und in Schritt drei bildet sich der Sockel (Kaper et al., 2004).

Guanylate
GM1
cyclase :
Microcolony b ¢ N ED“)
) ’l“‘, I BFP p 7i\ CFA ,‘I; ‘ : ] C lrl ‘ 77]“ 7
{ I \ | \
1 i 2 J \
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Abb. 5: Pathogene Mechanismen von Durchfall auslésenden E. coli. AAF, aggregative
adherence fimbriae; BFP, bundle-forming pilus; CFA, colonization factor antigen; DAF, decay-
accelerating factor; EAST1, enteroaggregative E. coli ST1; LT, heatlabile enterotoxin; ShET1,

Shigella enterotoxin 1; ST, heat-stable enterotoxin (Kaper et al., 2004).

Ein Vertreter von EPEC ist beispielsweise E. coli O55:H7, das sich auch Uber das
H7-Flagellenantigen (fliC) nachweisen lasst, aber keine Shiga-Toxine exprimiert. Die
Nachweisgrenze lag in einem tragbaren PCR-Kapillarelektrophorese-Gerat bei
10° Zellen/mL. Der Nachweis dauerte 30 Minuten (Lagally et al., 2004). Die H7-
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Detektion liel3 sich durch einen spezifischeren Assay erganzen: das bfp-Gen (bundle
forming pilus) (Gunzburg et al., 1995). In Kombination mit den entsprechenden
Anreicherungs- und Extraktionsmethoden kann von einer Nachweisgrenze in der
PCR von 1 - 1000 Zellen/100 yL ausgegangen werden.

EHEC bilden ebenfalls diesen Sockel aus, allerdings im Dickdarm. Das
Bemerkenswerte an EHEC ist die Sekretion von Shiga-Toxin, das bei einer
systemischen Absorption lebensbedrohlich werden kann (Kaper et al., 2004).

ETEC lagern sich ebenfalls an Enterozyten im Dunndarm an. Sie l6sen durch die
Sekretion von heat-labile (LT) und/oder heat-stable (ST) Enterotoxinen wassrige
Durchfalle aus. ETEC lassen sich Uber das It1-Gen identifizieren und quantifizieren.
Die Nachweisgrenze lag zwischen zwei und vier CFU/mL. Dieser Assay konnte in
einem verschmutzten Oberflichenwasser zwischen 1,2 x 10° und 14 x
10° CFU/100 mL innerhalb von zwei Stunden nachweisen (Kaper et al., 2004; Ram
et al., 2008).

EAEC bilden sowohl im Dick- als auch im Dudnndarm dicke Biofilme auf den
Epithelien aus und sekretieren von dort Enterotoxine und Zytotoxine. Vor allem die
Toxine ShET1 und EAST1 dienten als Nachweis der Toxizitat von EAEC (Harrington
et al., 2006; Kaper et al., 2004).

EIEC dringt in die Epithelzellen des Dickdarmes ein, lysiert die Phagosomen und
bewegt sich mit Hilfe von Aktinfilamenten durch die Zelle. Die Bakterien bewegen
sich seitwarts durch das Epithel direkt von Zelle zu Zelle oder verlassen die Zelle am
basolateralen Ende und dringen von dort auch wieder in die nachste Zelle ein. EIEC
konnte durch das Gen ipaH von anderen E. coli differenziert werden. Um EIEC aber
auch gegenuber dem sehr ahnlichen Shigella abzugrenzen, waren weitere
physiologische und biochemische Tests notwendig (Beld and Reubsaet, 2012; Kaper
et al., 2004).

DAEC |6st eine charakteristische Reaktion der Diinndarmenterozyten aus. Es bilden
sich lange, fingerahnliche Strukturen, die sich um die Bakterien wickeln und diese

einschlielRen. Als Nachweis diente neben der Histologie das afaB-Gen. Im PCR-
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Assay wurde damit eine Nachweisgrenze von 3,6 x 10> CFU/mL erreicht (Hidaka et
al., 2009; Kaper et al., 2004).

Tabelle 4: Ubersicht der Methoden zum Nachweis von pathogenen E. coli.

Methode LOD Assayzeit Literatur
E'nit’rﬁ:rsosgsase 1 Zelle/100 mL 18 h (Rice et al., 1990)
I(TgrEB) 1 -5 Zellen/100 mL N/A (Bej et al., 1990)
(PﬂCI:CR) 10° Zellen/mL 30 min (Lagally et al., 2004)
PCR s (Gunzburg et al.,
(bfp) qualitativ 1-2h 1995)

PCR 2 -4 CFU/mL

(It1) Realprobe: 1,2 x 10° bis 2h (Ram et al., 2008)
1,4 x 10° CFU/100mL

PCR s (Beld and Reubsaet,

(ipaH) qualitativ N/A 2012)

fo:éll:l{?:) 3,6 x 10 CFU/mL N/A (Hidaka et al., 2009)

§8Cgene qualitativ 48 h (Masters et al., 2011).

Aus diesen Details lassen sich umfangreiche Tests zur Uberprifung der

Wasserqualitat
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Virulenzgene. Die verwendeten Kultivierungs- und Filtrationsschritte vor der PCR
bendtigten aber bis zu zwei Tage (Masters et al., 2011). Anhand der gefundenen
Virulenzgene in einer Wasserprobe konnten auch Ruckschlusse auf die Quelle der

Verunreinigung gemacht werden (Ahmed et al., 2007).

2.2.4 Escherichia coli O157:H7

Die Gruppe der enterohamoragischen Escherichia coli beinhaltet verschiedene
pathogene E. coli-Stdamme, die mindestens eines oder gar beide Shiga-Toxine (Stx1,
Stx2) sekretieren. EHEC ist dabei kein zellinvasives, intrazellulares Pathogen. Er ist
ein sogenannter hochansteckender A/E Keim (attaching and effacing pathogen). Er
besiedelt den unteren Dunndarm und den Dickdarm.

EHEC wird zumeist durch verunreinigte Lebensmittel und Wasser Ubertragen. Die
typischen Symptome einer Infektion reichen von einem leichten Durchfall bis zu
schweren blutigen Durchfallen (hamorrhagische Colitis). Vor allem bei Kindern kann
es sogar zu einem hamolytischen uramischen Syndrom kommen. Auch vaskulare
Schaden werden mit Shiga-Toxinen in Verbindung gebracht. Alle der Uber 25
Serotypen des EHEC I6sen Erkrankungen aus. Der weltweit am haufigsten isolierte
Serotyp ist O157:H7. Er kommt haufig in nicht ausreichend erhitztem Fleisch, dabei
besonders in Hackfleisch vor, aber auch in Milch und Milchprodukten. Im Wasser
wird er sowohl im Trinkwasser als auch in Oberflachengewassern wie Badeseen und
Flussen nachgewiesen. Die minimale Infektionsdosis liegt bei weniger als 100 Zellen.
Nutztiere sind wohl das groRRte Reservoir fur Infektionen. EHEC konnte sowohl in
Rindern als auch in Schweinen, Gefligel und Schafen nachgewiesen werden (Kaper
et al., 2004; Ray and Liu, 2001; Singleton and Sainsbury, 2006).

EHEC-Stamme produzieren mindestens eines der Shiga-Toxine. Stx ist ein 71-kDa-
Komplex, der aus einer 32-kDa-Untereinheit (A) und funf 7,7-kDa-Untereinheiten (B)
besteht. Stx erkennt spezifisch das Glykosphingolipid Gb3 (Galaktose-a-(1—4)-
Galaktose-B-(1—4)-Glukosylceramid). Gb3 befindet sich auf der Plasmamembran der
Zielzellen. Die B-Untereinheit vermittelt die Bindung des Holotoxins an den
Oberflachenrezeptor (Gb3). Die Bindung des Stx an Gb3 ist der zentrale Startpunkt
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fur die Toxizitat, da hier die Internalisierung des Toxins ausgeldst wird, worauf das
Absterben der Zelle erfolgt (Abb. 6).
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Abb. 6: Aufnahme und Abgabe von Stx an einer Paneth-Zelle (Croxen and Finlay, 2009).

Die Zytotoxizitat des Stx ist eine Funktion der 32-kDa-A-Untereinheit, eine RNA-N-
Glykosidase, die in der Zelle die Translation unterbindet, in dem sie einen
spezifischen Adeninrest an der ribosomalen RNA entfernt (Ray and Liu, 2001).

E. coli O157:H7 ist ein gefahrliches humanes Pathogen. Eine Kontrolle des
Trinkwassers und ein spezifischer Nachweis sind hier von zentraler Bedeutung
(Yoon and Kim, 2012). Ein E. coli O157-Antikérper in Kombination mit
Goldnanopartikeln erméglichte einen sehr sensitiven Nachweis von E. coli O157:H7
uber Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma. Die Nachweisgrenze
lag bei 500 CFU/mL, bei einer Assaydauer von 40 Minuten (Li et al., 2010). Die
Nachweismethoden mit Oberflachenantigenen haben allerdings Limitationen. Unter
Bedingungen der Aushungerung verlieren O157-Stamme ihr O157-Antigen, behalten
aber die Fahigkeit zur Produktion von Shiga-Toxinen. Dies fuhrt zu der Frage, ob der
Antigennachweis hier eine ausreichende Methode ist. Auferdem hat der

Antigenverlust erhebliche Auswirkungen auf Voranreicherungsmethoden, die zum
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Beispiel auf einer immunomagnetischen Anreicherung beruhen (Singleton and
Sainsbury, 2006).

Alternativ Iasst sich E. coli O157:H7 recht einfach Uber seine Pathogenitatsfaktoren
nachweisen. Folgende Gene wurden auf einem DNA-Immuno-Mikroarray verwendet:
vtl, vt2, eae, und ehxA. Die Nachweisgrenzen lagen bei 10* bis 10° CFU/mL und der
Assay dauerte 1,5 Stunden (Noguera et al., 2011).

Eine duplex Realtime-PCR flr die Gene fliCh7 und rfbE hatte Nachweisgrenzen von
10" und 10? CFU/g (Hackfleisch). Mit einer Voranreicherung von vier Stunden bei
37 =C, konnte sogar eine Nachweisgrenze von 1 CFU/g erreicht werden. Der Assay

dauerte dann insgesamt acht Stunden. (Gordillo et al., 2014).

Tabelle 5: Ubersicht der Methoden zum Nachweis von E. coli O157:H7.

Methode LOD Assayzeit Literatur
Massenspektrometrie 500 CFU/mL 40 min (Lietal., 2010)
I\D/I’."A"mmuno' 10* bis 10° CFU/mL 15h  (Noguera etal., 2011)

ikroarray
PCR 10", 103, 1 CFU/g 4-8h  (Gordillo et al., 2014)

(fliCh7, rfbE)

2.2.5 Legionella pneumophila

Legionella sind gramnegative, nicht sporenbildende Bakterien. Sie sind
stabchenférmig bis filamentés bei einer Lange von 2,0 bis tUber 20 um und einer
Breite von 0,3 bis 0,9 uym. Die Zellen sind durch eine oder mehrere Flagellen

beweglich, und die optimale Wachstumstemperatur liegt zwischen 35 °C und 37 °C.
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Oberflachengewasser, feuchte Bdden, durch Warme verunreinigte Flieligewasser
und Hauswassersysteme gehdren zu den natlrlichen Habitaten dieser Keime, wobei
die meisten der bisher untersuchten, in diesen Habitaten vorkommenden Legionellen
fur den Menschen pathogen sind. L. pneumophila 16sen nach der Infektion eine
Lungenentzindung aus. Der typische Infektionsweg ist das Einatmen
L. pneumophila-haltiger Bioaerosole aus Duschen, Luftbefeuchtern oder aus
Kuhltirmen fur Klimaanlagen. Die Inkubationszeit liegt bei zwei bis zehn Tagen. Die
Symptome sind allgemeines Unwohlsein, Muskelschmerzen und Kopfschmerzen.
Gefolgt werden diese von Fieber, Schittelfrost und schlieBlich einer
Lungenentzindung (Legionarskrankheit), die hauptsachlich die Alveolen und die
Endbronchien betrifft. Charakteristisch ist dabei ein intraalveolares Sekret. Weitere
haufige Symptome sind Brustschmerzen, Bauchschmerzen, Erbrechen, Durchfall
und geistige Verwirrung (Singleton and Sainsbury, 2006). Infektionen mit
L. pneumophila haben eine hohe Mortalitat, fur Infektionen sind sehr niedrige
Zellzahlen ausreichend (eine Zelle kann ausreichend sein) (Cavillon, 2002; Krgjgaard
et al., 2011).

Ein wichtiger Teil der Pathogenitat ist die Fahigkeit von L. pneumophila in alveolare
Makrophagen einzudringen, die Fusion von Phagosomen und Lysosomen zu
verhindern, sich in diesen Zellen zu vermehren und schlieRlich die Wirtszelle zu
lysieren (Abb. 7) (Isberg et al., 2009; Singleton and Sainsbury, 2006).

Als wichtige Virulenzfaktoren wurden mehrere Proteine der &duleren
Bakterienmembran identifiziert, zum Beispiel Mip (macrophage infectivity
potentiator), welches ein Membran-assoziiertes homodimeres Protein ist, dessen C-
terminale Domane eine PPlase-Aktivitat (Peptidyl-Prolyl-cis/trans-lsomerase) besitzt.
Dieses Protein ist mit dem menschlichen FK506-Bindeprotein verwandt und bindet
an Kollagene des Typs I, I, lll, IV, V und VI. Mip ist flr eine effiziente Vermehrung

innerhalb der Wirtszellen notwendig.
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Abb. 7: Ausbildung der L. pneumophila-Replikationsvakuole (Isberg et al., 2009). (LCV,

Legionella containing vacuole)

Das Protein ist aber auch notwendig, um wie in einem in vitro-Modell gezeigt, das
Lungenepithel zu durchdringen. Das genaue Substrat von Mip wurde noch nicht
identifiziert. Ein bemerkenswerter Punkt ist aber, dass Mip dafir verantwortlich ist,
eine extrazellulare Phospholipase-C-Aktivitat freizusetzen. Mip koénnte das
sekretorische Enzym — und eventuell andere Proteine — sofort nach der Sekretion
unter Verwendung seiner PPlase-Funktion aktivieren (Shevchuk et al., 2011).

Das mip-Gen kann als house keeping gene fur Legionella betrachtet werden. Die
Variabilitdt zwischen den einzelnen Spezies beschrankt sich hauptsachlich auf einen
kleinen Bereich, weshalb die Sequenz gut als Nachweis flr Legionella im
Allgemeinen geeignet ist (Ratcliff et al., 1998). Der mip-Nachweis wurde auch gegen
die Zellkulturmethode aus der franzdsischen AFNOR-Richtlinie (AFNOR T90-431)
getestet. Die Nachweisgrenze lag bei 100 genomischen Einheiten pro Liter. Der
Assay dauerte vier Stunden. Ein Ersatz der Standardkulturmethode durch PCR ist
noch nicht mdoglich. Allerdings erganzen sich beide Methoden. Die PCR ist
besonders sensitiv und schnell (Morio et al., 2008; Yaradou et al., 2007). Wahrend
eines akuten Ausbruchs wird trotzdem auf mehrere Methoden gleichzeitig

zurtckgegriffen: FISH, Zellkultur und Auszahlung nach DAPI-Farbung (Mathieu et al.,
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2006). Eine weitere Methode zur Untersuchung von L. pneumophila ist die
Durchflusszytometrie. Antikorper erkennen ihr passendes Antigen entweder auf der
Oberflache der Zielzelle oder innerhalb dieser Zielzelle und binden daran. Der
Antikorper ist mit einem Fluoreszenzmarker gekoppelt. Der Marker wird im
Durchflusszytometer mittels Laserlicht angeregt und das Signal detektiert. So kann
bestimmt werden, ob die jeweilige Zelle das Antigen besitzt oder nicht (Leach et al.,
2013). Dieses Prinzip kann wie folgt eingesetzt werden. Werden
Warmwassersysteme zur Desinfektion von L. pneumophila aufgeheizt, gibt es je
nach benutzter Temperatur zu meist drei Gruppen: eine sehr geringe Zahl
uberlebender und kultivierbarer Bakterien, eine Zahl an lebenden, aber nicht mehr
kultivierbaren Bakterien (viable but nonculturable, VBNC) und die groRe Gruppe der
toten Bakterien. Die lebenden, aber nicht mehr kultivierbaren Bakterien lassen sich
im Kulturassay nicht mehr nachweisen. Gelangen diese Bakterien aber auf lebende
Wirtszellen, kénnen sie wieder kultiviert werden. Im Durchflusszytometer kann
zwischen toten und lebenden Zellen unterschieden werden. Durch die einfache
Antigenerkennung konnen auch die VBNC mit nachgewiesen werden. Der
Kulturassay ware nur in der Lage gewesen, die kleine Gruppe der lebenden und
gleichzeitig kultivierbaren Zellen zu detektieren (Allegra et al., 2008). Egli et al.
nutzten diese Technik, um eine schnellere Alternative zum Zellkulturassay (ISO
11731) zu entwickeln. Sie verwendeten eine Kombination aus Filtration,
immunomagnetischer Separation und Durchflusszytometrie. Sie verwendeten
polyklonale Antikdrper gegen L. pneumophila-Serogruppen 1 - 12. Es wurden
Nachweisgrenzen von 15 bis 50 Zellen pro Liter erreicht. Der Assay dauerte
120 Minuten (Fuchslin et al., 2010; Keserue et al., 2012).

Im DNA-Nachweis kann neben mip, auch das dotA-Gen (defective organell
trafficking) fur den L. pneumophila-Nachweis genutzt werden. dotA unterstutzt das
Uberleben von L. pneumophila im Phagosom. Die Nachweisgrenze fiir diesen PCR-
Assay lag bei 15 genomischen Kopien/50 pL (Yafez et al., 2007). In einem weiteren
mip-Assay, in dem auch die 16S rRNA von L. pneumophila analysiert wurde, konnte

eine Nachweisgrenze von 1 fg DNA/20 uL erreicht werden. Mit Probenahme, DNA-
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Aufreinigung und PCR-Assay dauerte der Nachweis funf Stunden (Wellinghausen et
al., 2001).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass ein negatives PCR-Ergebnis eine gute
Korrelation mit einem negativen Kulturassay hat. Stammen die Proben aus
HeilRwassersystemen, zeigt sich im Allgemeinen eine gute Korrelation zwischen PCR
und Kulturassay. Dies trifft aber nicht auf Proben aus Kihltirmen zu. AuRerdem sind
die PCR-Ergebnisse meistens hoher als die Kulturassayergebnisse (Tronel and
Hartemann, 2009).

Tabelle 6: Ubersicht der Methoden zum Nachweis von L. pneumophila.

Methode LOD Assayzeit Literatur
100
PCR genomische 4h (Morio et al., 2008;
(mip) Einheiten pro Yaradou et al., 2007)
Liter
PCR 15 genomische o~
(dotA) Kopien/50 pL N/A (Yanez et al., 2007)
PCR (Wellinghausen et al.,
(mip, 165 rRNA) | 19 DNA20 L Sh 2001)
Durchfluss- N/A N/A (Allegra et al., 2008)
zytometrie
Durchfluss- (FUchslin et al., 2010;
zytometrie 15 - 50 Zellen/L 2h Keserue et al., 2012)
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2.2.6 Salmonella Typhimurium

Die Gattung Salmonella besteht aus gramnegativen Bakterien aus der Familie der
Enterobacteriaceae. Es sind gerade Stabchen mit einem Durchmesser von 0,5 bis
1,0 ym und einer Lange von 1,0 bis 5,0 ym (Singleton and Sainsbury, 2006).

Die Gattung Salmonella wird in zwei Spezies unterteilt, Salmonella bongori und
Salmonella enterica. Die meisten fur den Menschen pathogenen Bakterien der
Gattung Salmonella gehéren zur Spezies Salmonella enterica. In dieser Arbeit wurde
Salmonella enterica, Subspezies enterica, Serovar Typhimurium, kurz Salmonella
Typhimurium, untersucht. Diese hier beschriebene Nomenklatur ist allerdings nicht
die Einzige, die in der Literatur verwendet wird. Generell kann nur festgestellt
werden, dass in der Literatur fur die Benennung von Salmonella nicht die
Standardnomenklaturprinzipien fur Bakterien verwendet wurden. Insgesamt sind
inzwischen Uber 2500 Serotypen bekannt (Stand 2007) (Food and Drug
Administration (Hrsg.), 2012; Singleton and Sainsbury, 2006).

Infektionen mit Salmonella treten sehr haufig auf. Hierbei ist es wichtig, zwei
prinzipiell unterschiedliche Typen zu trennen. Nicht typhoidale Salmonellosis kommt
dabei in westlichen Gesellschaften deutlich haufiger vor (ca. 1 Million Falle pro Jahr
in den USA) als das typhoide Fieber (ca. 2.000 Falle pro Jahr in den USA). Die nicht-
typhoidale Salmonellosis wird von Bakterien ausgeldst, die nicht dem Serovar Typhi
und Paratyphi A angehoéren. Im Schnitt haben diese Infektionen eine Mortalitat von
weniger als 1 %. Dies kann allerdings bei manchen Personengruppen, wie alteren
Menschen, etwas hoher liegen. Die Inkubationszeit variiert zwischen sechs Stunden
und drei Tagen. Fur die Detektion in Trinkwasser und Lebensmitteln ist hier
besonders bemerkenswert, dass bei manchen Stammen bereits eine Zelle fur die
Auslosung einer Infektion ausreicht. Als Symptome treten Durchfall, Erbrechen,
Kopfschmerzen und Schwindel auf, die je nach Verlauf 4 bis 7 Tage, die akute Phase
1 bis 2 Tage andauern. Die Konsequenzen sind starke Dehydrierung, Arthritis (2 %
der Falle) sowie eine Sepsis, ausgelost durch den Ubergang aus dem

Gastrointestinaltrakt in das Blut. Ublicherweise erfolgt die Infektion Uber verunreinigte
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Lebensmittel oder Trinkwasser. Typhoide Fieber werden durch die Serotypen
S. Typhi und S. Paratyphi A ausgelost, die ausschlief3lich im Menschen vorkommen.
Die Sterblichkeit liegt bei diesen Infektionen bei bis zu 10 %. Die Inkubationszeit liegt
bei ein bis drei Wochen, kann aber auch bis zu zwei Monate dauern. Die infektiose
Dosis liegt bei weniger als 1000 Zellen. Als Symptome zeigen sich Kopfschmerzen,
Ubelkeit, Durchfalle und starke Fieberanfalle. In manchen Fallen tritt der bekannte
Ausschlag auf. Es sind dann Flecken auf der Haut sichtbar. Die Dauer der
Erkrankung kann zwei bis vier Wochen sein. Auch hier kann es zu einer Sepsis und
somit zu einer Infektion anderer Gewebe im menschlichen Kérper kommen. Nach
einer gewissen Zeit kann die Infektion asymptomatisch werden, wobei trotzdem
weiterhin Erreger ausgeschieden werden. Die betroffenen Patienten werden als so
genannte Dauerausscheider bezeichnet (Food and Drug Administration (Hrsg.),
2012).

Das naturliche Vorkommen von Salmonella-Spezies ist sehr unterschiedlich. S. Typhi
ist sehr wirtsspezifisch und kann nur in Menschen und hdheren Primaten eine
Infektion auslésen. Bei S. Typhimurium zeigt sich ein sehr heterogenes Bild. Manche
Typen kénnen eine ganze Reihe verschiedener Wirte befallen, wohingegen andere
sehr begrenzt anpassungsfahig sind. Zu den bekannten Wirten zahlen zum Beispiel
Menschen, Nutztiere, Haustiere, Nagetiere und Wildvogel (Rabsch et al., 2002).

Oral aufgenommene Salmonellen Uberleben den niedrigen pH-Wert im Magen und
gelangen Uber den Dinndarm schliel3lich zu den Epithelzellen (Abb. 8). Typhoide
Salmonellen bevorzugen M-Zellen, die sie direkt zu den T- und B-Zellen des
Immunsystems transportieren. In Makrophagen werden die Salmonellen Uber das
gesamte retikulohistiozytare System verteilt. Im Gegensatz dazu verursachen nicht-
typhoide Salmonellen eine lokale Entzindung. Dies fuhrt zu polymorphkernigen
Leukozyten (PMN) im Darmlumen und zu Durchfall (Haraga et al., 2008).

Als fakultativ intrazellulares Pathogen dringt Salmonella nicht nur in nicht-
phagozytotische Zellen ein, sondern repliziert sich auch in phagozytotischen Zellen
wahrend einer systemischen Infektion. Zwei entscheidende Merkmale der

Salmonellenpathogenese, die Invasionsmechanismen und die Replikation innerhalb
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der Zellen, korrelieren mit den Pathogenitatsinseln der Salmonellen (Salmonella
pathogenicity islands, SPIs). Diese Pathogenitatsinseln sind vergleichsweise grol3e
chromosomale Strukturen und beinhalten Gene fur Virulenzfaktoren. Diese
Virulenzfaktoren werden zumeist in virulenten Stammen gefunden. Die
Pathogenitatsinsel 1 (SPI-1) beinhaltet Gene, die fur die Wirtszellinvasion erforderlich
sind, wohingegen die Pathogenitatsinsel 2 (SPI-2) Gene enthalt, die flr das
Uberleben in der Wirtszelle sowie die Vermehrung innerhalb der Wirtszelle

notwendig sind.

Salmonella spp.

. o A = (,*—»I\Xaér‘ophégie 7
Tl (Q)} (©)B !
Gastroenteritis: 9 N~ ‘ e

PMN influx C _ e, . \ed)

Enteric fever: dissemination
to lymph nodes, liver and spleen

Abb. 8: Weg der Salmonellen bei oraler Aufnahme (Haraga et al., 2008).

Sowohl SPI-1 als auch SPI-2 codieren Typ-llI-Sekretionssysteme (T3SS). Hierbei
handelt es sich um spezielle Systeme, die in der Lage sind, Effektorproteine in das
Zytosol der Wirtszelle einzuschleusen. Die T3SS-Systeme sind Injektionsnadel-

gleiche Strukturen innerhalb der inneren und aulReren Bakterienzellwand, die in der
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Lage sind, die Zellmembran der Wirtszellen zu durchdringen. Uber die T3SS injiziert
Salmonella Translokon-Proteine in die Zellmembran der Wirtszelle, was wiederum
die Injektion von Effektorproteinen in die Wirtszelle erlaubt. Dadurch kann die
Wirtszelle reguliert werden, was die Immunantwort reduziert und somit die
Bakterienpathogenitat unterstitzt. Eine genaue Regulierung der SPI-Gene wird
sowohl in vitro als auch in vivo beobachtet und ist fur die Pathogenitat und die
Infektion notwendig. Der genaue Ablauf der Regulation ist sehr komplex und bisher
nur begrenzt verstanden (Gong et al., 2011).

Die Gene von SPI-1 werden durch ein komplexes Zusammenspiel von HilA, HilC,
HilD, HIilE und Phop/Q reguliert. HIlE spielt eine wichtige regulierende Rolle in Bezug
auf hilA. HIlE interagiert dabei mit HilD und flhrt zu einer negativen Regulierung von
hilA. Ist HIlE mutiert, sorgt dies fiir eine Uberexpression von HilA. Wird HIlE dagegen
Uberexprimiert, sorgt dies fur eine Unterdriickung der Expression von HilA und fuhrt
somit zu einer Unterdrickung des invasiven Phanotyps. Das hilA-Gen codiert einen
OmpR/ToxR-ahnlichen transkriptionalen Aktivator, der eine zentrale Rolle in der
Regulation der T3SS-Gene und der Gene flr Effektorproteine einnimmt. hilA wird
dabei durch die Umgebungsbedingungen reguliert. Wird hilA Gberexprimiert, bildet
sich ein hyperinvasiver Phanotyp. Wird hilA dagegen unterdruckt, bildet sich ein nicht
invasiver Phanotyp. Hier zeigt sich also die zentrale Rolle fir die Regulation des
invasiven Phanotyps. Deshalb bietet sich hilA als geeignetes Zielgen fur eine
Pathogenitatsanalyse von Salmonellen an (Baxter et al., 2003; Ellermeier et al.,
2005; Gong et al., 2011).

Auch bei S. Typhimurium kénnen genetische und immunologische
Nachweisverfahren verwendet werden. Neben hilA kann das Gen ttr fur einen
S. Typhimurium-Nachweis genutzt werden. Zunachst wurde Uber einen Serovar-
spezifischen Aptamerassay das Bakterium angereichert. Im zweiten Schritt wurde
eine Realtime-PCR mit einer Molecular Beacon-Sonde genutzt, um das ttr-Gen zu
amplifizieren. Die Nachweisgrenze lag bei 1 CFU/25 pL (Jyoti et al., 2011). Unter
Verwendung des Gens invA konnte in einer Realtime-PCR eine Nachweisgrenze von

2 Kopien/50 uL erreicht werden. Wie bei allen anderen Bakterien kann auch bei
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S. Typhimurium die 16S rRNA als Analyt verwendet werden. Die Nachweisgrenze
lag bei 10° Kopien/50 uL. Die DNA wurde vor der Verwendung im Assay aus
Zellkulturen aufgereinigt. (Fey et al., 2004).

Eine Kombination aus immunomagnetischer Separation und Fluoreszenznachweis
ermdglichte eine Nachweisgrenze von 10 CFU/mL unter dem Fluoreszenzmikroskop.
Die notwendige Inkubationszeit vor der Mikroskopie lag bei 30 bis 60 Minuten (Wen
et al., 2013). In einem Immunoassay aus einer Milchprobe konnten Mantzila et al.
eine Nachweisgrenze von 10> CFU/mL bei einer Inkubationszeit von zwei Stunden
erreichen. Hat sich im Immunoassay, wie es hier der Fall war, das
Bindungsgleichgewicht noch nicht vollstandig eingestellt, kann die Sensitivitat durch
eine Verlangerung der Inkubationsdauer erhéht werden (zehn Stunden, 10" CFU/mL)
(Mantzila et al., 2008).

Tabelle 7: Ubersicht der Methoden zum Nachweis von S. Typhimurium.

Methode LOD Assayzeit Literatur
ztf)R 1 CFU/25 uL 2-3h (Jyoti et al., 2011)
PCR : .
(invA) 2 Kopien/50 pL 2-3h (Jyoti et al., 2011)
PCR 3 : .
(16S RNA) 10° Kopien/50 L 2-3h (Jyoti et al., 2011)
Fluoreszenz- 10 CFU/mL <60 min (Wen et al., 2013)
mikroskopie
Immunoassay 10 - 10? CFU/mL 2-10h (Mantzila et al., 2008)
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2.2.7 Campylobacter jejuni

C. jejuni ist ein gramnegatives Bakterium, das keine Sporen bildet und eine
gebogene bis S-formige Morphologie besitzt. Es ist 0,2 - 0,5 pm dick und ca. 0,5 -
5 ym lang. Viele Stamme sind beweglich, was auf einem oder zwei Flagellen an
einem oder an beiden Enden des Bakteriums beruht. Campylobacter sind
mikroaerophil, d.h. ihre idealen Wachstumsbedingungen weisen eine niedrigere
Konzentration als die atmospharische Sauerstoffkonzentration auf, meist zwischen
3 % und 5 %. Die idealen Wachstumsbedingungen liegen bei einer Temperatur von
42 °C, einer Sauerstoffkonzentration von 5 %, einer Kohlendioxidkonzentration von
10 % und einer Stickstoffkonzentration von 85 %. Diese Bakterien sind relativ fragil
und deshalb auch schwer zu kultivieren. AuRerdem sind sie sensibel gegenlber
starker Trockenheit, Erhitzen, Einfrieren, Desinfektionsmitteln und stark azidischen
Bedingungen (Food and Drug Administration (Hrsg.), 2012; Mihaljevic et al., 2007;
Singleton and Sainsbury, 2006).

Campylobacteriosis ist die durch eine Infektion mit Campylobacter ausgeldste
Krankheit. Ublicherweise handelt es sich bei den Symptomen um eine
Durchfallerkrankung/Enterocolitis. Bei Neugeborenen kann sich eine Meningitis
ausbilden. Infektionsherde sind meist ungekochte Lebensmittel, dabei besonders
Huhnerfleisch, nicht pasteurisierte Milch und unbehandeltes/kontaminiertes
Trinkwasser (Abb. 9).

Wichtig sind dabei auch Kreuzkontaminationen anderer Lebensmittel und Wasser mit
Huhnerfleischprodukten. Campylobacter-Zellen sind in den meisten Tieren als
Kommensale im Verdauungstrakt zu finden, haben aber auch in Wasser ein
naturliches Reservoir. Sie kommen in Huhnern in hoher Zahl im Gastrointestinaltrakt
vor. Dort siedeln sie hauptsachlich in der Mukosa und werden uUber den fakal oralen
Weg zwischen den einzelnen HUhnern einer Schar Ubertragen. Von hier gelangen
C.jejuni in Wasserreservoirs und bilden dort gemeinsam mit Protozoen und
Frischwasseramdben einen Biofilm. Im menschlichen Koérper angelangt, kann
C. jejuni schlieBlich die Epithelschicht im Darm Uberwinden (Lehtola et al., 2006;

Young et al., 2007). Die Inkubationszeit betragt beim Menschen ein bis sieben Tage,
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danach folgen wassrige Durchfalle, die in schweren Fallen auch blutig sein kénnen,
in Kombination mit Bauchschmerzen. Eine Behandlung erfolgt entweder mit

Erythromycin oder Ciprofloxacin (Singleton and Sainsbury, 2006).
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Abb. 9: Natiirliche Reservoirs und Infektionswege fiir C. jejuni (Young et al., 2007).

C. jejuni sind von Natur aus kompetente Zellen, d.h. sie sind in der Lage, DNA aus
der Umgebung aufzunehmen. Dies flhrt zur Rekombination zwischen Stammen und
sorgt fur die Entstehung einer groReren genetischen Vielfalt. Der horizontale
Gentransfer konnte sowohl in vitro als auch wahrend der Besiedlung von Hihnern
nachgewiesen werden. Dies weist darauf hin, dass diese natlrliche Transformation
eine Rolle in der genetischen Plastizitat spielen konnte und somit fir die Verbreitung
von zum Beispiel Antibiotikaresistenzen verantwortlich sein kdnnte, auch wenn kein
selektiver Druck vorherrscht. In vitro konnte gezeigt werden, dass C. jejuni
vorzugsweise DNA von anderen C. jejuni-Stammen aufnimmt, im Gegensatz zu DNA
von anderen Spezies. AulRerdem ist die Haufigkeit der natlrlichen Transformation
stark vom Kohlendioxidgehalt der Umgebungsluft und der Bakterienzelldichte
abhangig. Daraus lasst sich schlieRen, dass es eine Regulation des horizontalen

Gentransfers durch die Umwelt gibt (Young et al., 2007).
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C. jejuni hydrolysiert Hippurat zu Benzoesaure und Glycin. Dieser Stoffwechsel-
vorgang wurde als Nachweis fur C. jejuni verwendet. Glycin wurde dabei mit
Ninhydrin zu einem violetten Farbstoff umgewandelt. Das Besondere an hipO ist,
dass das Gen in allen C. jejuni-Zellen vorhanden ist und im Gegensatz zum Rest des
C. jejuni-Genoms hinsichtlich seiner Sequenz sehr stabil ist (Slater and Owen, 1997).
Rudi et al. entwickelten fir 3 verschiedene Abschnitte des C. jejuni-Genoms eine
Kombination aus PCR-Nachweis und einem Zell-Anreicherungsassay, der auch
gleichzeitig die DNA-Aufreinigung beinhaltete. So konnte eine Nachweisgrenze von
2 - 25 CFU/50 pL erreicht werden. Die Assayzeit lag unter vier Stunden (Rudi et al.,
2004).

Ein Nachweis von C. jejuni Uber eine PCR und das mapA-Gen erreichte eine
Nachweisgrenze von 19 - 25 genomischen Kopien, was ungefiahr 3 x 10° CFU/g
Fazes entspricht. Der Assay dauerte mit Probenaufbereitung zwischen drei und funf
Stunden (Inglis and Kalischuk, 2004).

Ein PCR-Assay zum Nachweis von C. jejuni aus rohem Huhnerfleisch, verwendete
Primer fur das Gen hipO. Die Nachweisgrenze flr den vier Stunden dauernden
Assay war 10 CFU/mL (Hong et al., 2007).

Tabelle 8: Ubersicht der Methoden zum Nachweis von C. jejuni.

Methode LOD Assayzeit Literatur
PCR 2-25 CFU/50 pL <4h (Rudi et al., 2004).
(mana) 3% 10° CFUIg Fazes 3-5h  (ngiselt nalischuk
(F;1(i:pFé)) 10 CFU/mL 4 h (Hong et al., 2007)
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2.2.8 Vergleichbarkeit der Analysen mit unterschiedlichen PCR-Primern

Die Quantifizierung von Bakterien kann naturlich auch innerhalb ein und desselben
Gens mit unterschiedlichen Primersequenzen durchgeflihrt werden. Vergleicht man
die Nachweisgrenzen bei einer Bakterienart und einem bestimmten Gen zwischen
verschiedenen Studien, kann allerdings nicht sicher bestimmt werden, dass die
Variationen alleine auf den unterschiedlichen Sequenzen der Primer beruhen. Die
Variationen zwischen verschiedenen Laboren konnen sowohl technischen als auch
menschlichen Ursprungs sein. Akkreditierte analytische Labore nehmen deshalb
regelmalig an Ringversuchen teil, um die Varianzen zwischen den Laboren
moglichst gering zu halten.

Drei verschiedene Primer-Kombinationen wurden fur den Nachweis von Salmonella
spp. (Gen: invA) verglichen. Tabelle 9 zeigt Nachweisgrenzen zwischen 35 und
3 x 10* CFU/50 pL (Csordas et al., 2004).

Tabelle 9: Nachweisgrenzen verschiedener PCR-Primer fiir das Gen invA (Csordas et al., 2004).

Primersequenz LOD Literatur
5-TATCGCCACGTTCGGGCAA-3' 3x10° (Wang et al., 1997)
5'-TCGCACCGTCAAAGGAACC-3' CFU/50 pL
5-ACAGTGCTCGTTTACGACCTGAAT-3' 3x10* (Chiu and Ou, 1996)
5'-AGACGACTGGTACTGATCGATAAT-3' CFU/50 pL
5-TTTCAATGGGAACTCTGC-3' 35 (Csordas et al., 2004)
5'-AACGACGACCCTTCTTTT-3' CFU/50 pL
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(Gen:

uidA) zeigt Variationen der

Nachweisgrenzen zwischen 5 und 10 genomischen Kopien/20 uL. Dabei wurden funf

verschiedene Primer-Kombinationen verglichen (Maheux et al., 2009). Tabelle 10

zeigt einen Uberblick der Nachweisgrenzen und der eingesetzten Primersequenzen.

Tabelle 10: Nachweisgrenzen verschiedener PCR-Primer fiir das Gen uidA (Maheux et al.,

2009).

Primersequenz

LOD

Literatur

5-TGTTACGTCCTGTAGAAAGCCC-3'
5'-AAAACTGCCTGGCACAGCAATT-3'

5'-AAAACGGCAAGAAAAAGCAG-3'
5'-ACGCGTGGTTACAGTCTTGCG-3'

5-TATGGAATTTCGCCCGATTTT-3'
5-TGTTTGCCTCCCTGCTGCGG-3'

5'-ATGGAATTTCGCCGATTTTGC-3'
5-ATTGTTTGCCTCCCTGCTGC-3'

5-TGGTAATTACCGACGAAAACGGC-3'
5'-ACGCGTGGTTACAGTCTTGCG-3'

10 Kopien/20 pL

5 Kopien/20 uL

5 Kopien/20 uL

5 Kopien/20 uL

10 Kopien/20 pL

(Bej et al., 1991)

(Bej et al., 1991)

(Bej et al., 1991)

(Heijnen and
Medema, 2006)

(Tantawiwat et al.

2005)
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2.3 Anreicherung der Bakterienzellen

Aufkonzentrierung Vorselektion Detektion |

> == > <> —>

° o o Cross-Flow- Affinitatsfiltration DNA-Mikroarray
5= Mikrofiltration

Abb. 10: Beispielhafte Kombination einer Mikrofiltration und einer Affinitatsfiltration als
Probenvorbereitung fiir einen DNA-Mikroarray (Grafiksammlung des Instituts fiir

Wasserchemie).

Eine passende Probenvorbereitung ist die Voraussetzung fir einen sensitiven
Nachweis von humanpathogenen Bakterien im Trinkwasser, aber auch in anderen
Matrices. Die analytischen Methoden muissen dabei mit den Regularien Schritt
halten. Dies erfordert die Kombination aus sensitiven Nachweismethoden und
entsprechenden Aufkonzentrierungsmethoden (Abb. 10). Fur eine Kombination aus
Matrices und analytischem Problem muss die entsprechend passende
Probenvorbereitung und Nachweismethode gewahlt werden.

Der Goldstandard der Bakterienanreicherung ist die Zellkultur (Davies et al., 2000;
Martin et al., 2010). Hier ist es wichtig auf mogliche Unterschiede bei verschiedenen
Wachstumsmedien hinzuweisen (Van Heirstraeten et al., 2009). Sollen mehrere
Stamme gleichzeitig aus einer Probe analysiert werden, kann das gewahlte Medium
bereits eine Vorselektion der Bakterien bewirken. Der eine Stamm wachst eventuell
besser unter den gegebenen Bedingungen als ein anderer.

Eine Alternative ist die immunomagnetische Separation. Magnetische Nanopartikel
besitzen auf ihrer Oberflache Antikorper gegen das anzureichernde Bakterium.
Nanopartikel und Bakterien binden Uber die Antigenerkennung, kdnnen durch einen
Magneten gegenuber der Matrix zuriickgehalten und mit einem Spulpuffer gereinigt

werden. Durch Entfernung des Magneten lassen sich die Nanopartikel und Bakterien
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eluieren oder es kann direkt eine DNA-Extraktion angeschlossen werden. Mit einem
Antikorper spezifisch gegen das O157-Antigen von E. coli O157:H7 konnte eine
Nachweisgrenze von 5 x 102 Zellen/mL in Kombination mit einer PCR ermittelt
werden. Der Assay dauerte ca. 4 - 5 Stunden. Eine Anreicherungskultur vor dem
Nachweis entfallt (Fu et al., 2005; Pappert et al., 2009). S. enteritidis wurden
ebenfalls nachgewiesen. Eine Kombination aus Kultivierung und Filtration,
immunomagnetischer Separation und PCR-Nachweis erreichte innerhalb von
24 Stunden eine Nachweisgrenze von 1 -5 Zellen/25g Probe (Jenikova et al., 2010).
FUr den Nachweis von Mycobacterium bovis wurde auf magnetische Nanopartikel
eine Kombination aus Antikorper und M. bovis spezifischer Peptidliganden
aufgebracht. Diese Kombination erreichte eine Nachweisgrenze von 3,16 und
57,7 CFU/ml far einen PCR-Nachweis und einen Kulturnachweis (Stewart et al.,
2012).

Magnetische Nanopartikel kdnnen aber auch fir eine spezifische Bindung zum
Beispiel mit einer Aptamer-Oberflache versehen werden. Das Aptamer-Molekl
erkannte und band spezifisch S. Typhimurium-Zellen. Die darauffolgende PCR-
Detektion hatte eine Nachweisgrenze von einer CFU/25 uL (Jyoti et al., 2011).

Die Bindungsstarke monoklonaler Antikérper (K4 = 26 +/- 2nM) wird von der
Bindungsstarke von Phagen (Kq = 21 +/- 2 nM) an ihr Antigen ubertroffen. Phagen
konnen aufgrund der hohen Spezifitdt fur Biosensoren oder zur Aufreinigung
verwendet werden (Bennett et al.,, 1997; Mehta et al., 2011; Nanduri et al., 2007;
Singh et al., 2013).

Magnetische Nanopartikel kénnen fir eine unspezifische Bindung von Bakterien
genutzt werden. Dann ist die Oberflache mit Polyvinylalkoholen Uberzogen und
teilweise silanisiert. Der silanisierte Teil der Oberflache ermdglichte die Bindung der
Bakterien-DNA. Zellseparation und DNA-Aufreinigung konnten direkt aufeinander
folgen (Rudi et al., 2004). Weitere Oberflachen fir Nanopartikel sind bekannt (Lu et
al., 2007).
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Tabelle 11: Ubersicht zur Kombination von Anreicherungsmethoden.

Anreicherungsmethode Organismus Literatur
Zellkultur Coliforme Bakterien (Martin et al., 2010)
Immunomagnetische Separation  E. coli O157:H7 (Fu et al., 2005)
Aptamere auf magnetischen S. Typhimurium (Jyoti et al., 2011)

Nanopartikeln

Polyvinylalkoholoberflache auf C. jejuni (Rudi et al., 2004)
magnetischen Nanopartikeln
(Bugs 'n Beads) + Teilsilanisierung

Filtration E. coli (Peskoller et al., 2009a)
Monolithische Affinitatsfiltration E. coli (Peskoller et al., 2009b)
Zentrifugation Coliforme Bakterien (Bej et al., 1990)
Durchflusszytometrie S. Typhimurium (Stevens and Jaykus,
2004)
lonenaustauscher Pseudomonas (Stevens and Jaykus,
cepacia 2004)

Filtrationsmethoden sind ebenfalls geeignet Bakterien anzureichern. Die Membran-
filtrationsmethode stellt eine Kombination aus Bakterienanreicherung und
Bakteriennachweis dar. Es handelt sich dabei um eine dead-end Filtration (Eckner,

1998). Die Alternative dazu ist eine cross-flow Ultrafiltration. Die gesuchten
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Mikroorganismen wurden in einem sich verkleinernden Probenvolumen
aufkonzentriert (Pei et al., 2012; Peskoller et al., 2009a). Daran lie® sich direkt eine
monolithische Affinitatsfiltration anschlieBen. Die Saule war mit Polymyxin B
beschichtet. Daran banden gramnegative Bakterien. Eine Variation des pH-Wertes
ermdglichte eine anschlieRende Elution der Bakterien (Peskoller et al., 2009b).
Neben diesen Methoden kdénnen Bakterien Uber weitere Filtrationsmethoden,
Zentrifugation, Durchflusszytometrie oder lonenaustauschersaulen aufkonzentriert
werden (Brehm-Stecher et al., 2009; Stevens and Jaykus, 2004).

Tabelle 11 zeigt eine Ubersicht der in der Literatur bereits beschriebenen

Anreicherungsmethoden.

2.4 Zellaufschluf®d und DNA-Extraktion

2.4.1 Zelllyse

Zahlreiche, zumeist mechanische Methoden konnen dazu genutzt werden
biologische Zellen aufzuschlieRen. Die haufigsten Methoden werden in Tabelle 12
gezeigt (Thermo Scientific (Hrsg.), 2009).

Die in Tabelle 12 genannten Methoden konnen auch adaptiert werden, um einzelne
Zellen zu lysieren. Dies kann fur sehr sensitive Analysesysteme von Bedeutung sein.
Aufgrund sehr niedriger Bakterienkonzentrationen, sind dort nur sehr wenige Zellen
in den Proben noétig (Brown and Audet, 2008).

Zelllyse konnte durch einen gepulsten Laserstrahl ausgelost werden. Dabei wurde
ein Laserstrahl (523 nm Wellenlange) durch eine Linse mit einer hohen numerischen
Apertur stark fokussiert, wodurch sich am Auftreffpunkt ein Plasma bildete. Dies
verursachte eine Schockwelle und eine Kavitationsblase, die sich innerhalb weniger
Mikrosekunden ausdehnte und wieder zusammenzog. Die Zellen lysierten entweder

schon wahrend der Expansion der Blase oder bei deren Kollaps. Nutzte man diese
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Methode bei Zellen auf einer Oberflache, ergaben sich folgende Ergebnisse: Die
Zellen im Zentrum des Auftreffpunktes wurden vollstandig zerstort. Die Zellen etwas
aulderhalb verblieben auf der Oberflache, waren aber nekrotisch und die Zellen in
einer gewissen Entfernung blieben vital, waren aber porés (Brown and Audet, 2008;
Rau et al., 2004, 2006).

Elektrische Felder erzeugen auf biologischen Zellen ein Transmembranpotential.
Liegt dieses Potential zwischen 0,2 und 1,5 V kann es zur Ausbildung von Poren in
der Lipidmembran fuhren. Noch starkere Potentiale fuhren nach einer gewissen Zeit
schliellich zu einer Zelllyse. Die notwendige Feldstarke, um eine Zelllyse
auszuldsen, ist abhangig von der Zellgrélie, deren Form und der Zusammensetzung
der Zellmembran. Bakterienzellen (1 - 2 ym) bendtigten eine Feldstarke von 7 -
10 kV/cm fur eine Lyse. Bei Pflanzenprotoplasten (20 - 40 ym) dagegen reichten
bereits 1,5 - 1,75 kV/cm aus (Brown and Audet, 2008; Lee and Tai, 1999; Lu et al.,
2006; Teissie, 1992).

Nur zwei dieser genannten Methoden wurden zum Aufschluss der Bakterien aus
Reinstwasser in dieser Arbeit verwendet. Die Zellen wurden entweder ohne
vorherige DNA-Aufreinigung in den PCR-Ansatz gegeben. In der ersten Phase der
PCR erfolgte ein Aufschluss durch Erhitzen. Die Dauer der Prozedur lag bei 10 bis
20 Minuten und war kein zusatzlicher Aufwand, da auch die DNA in der PCR
zunachst durch eine Temperaturerhbhung aufgetrennt wurde (Donhauser et al.,
2011).

Der Aufschluss mit Detergentien und Proteinase K-Verdau wird in DNA-
Aufreinigungskits verwendet, um Bakterien aus Wasser zu analysieren. Dieser
zusatzliche Lyse- und Aufreinigungsschritt war aufwendig und bendtigte ca.
3,5 Stunden, wobei alleine 3 Stunden fur den Proteinase-Verdau benétigt wurden
(Birnboim and Doly, 1979; Donhauser et al., 2009).
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Tabelle 12: Methoden zur Lyse von biologischen Zellen.

Lysemethode Gerat Beschreibung

Mechanische Waring® Blender Klingen zerstoren die Zellen,

Muhle Polytron® Mixer Pflanzenmaterial kann z.B. nach
Mérser und StoRel dem Einfrieren mit Fllssigstickstoff,
Kugelmuhle zerkleinert werden

Homogenisation = Dounce Homogenizer Scherung der Zellen beim Pressen
Potter-Elvehjem durch sehr kleine Offnungen
Homogenizer
French Press

Ultraschall Ultraschallstab Zerstorung der Zellmembran durch
Hochfrequenzultraschall

Einfrieren / Gefrierschrank Eiskristalle zerstoren die

Auftauen Trockeneis Zellmembran

Erhitzen Wasserbad Zellen platzen beim Kochen
PCR-Gerat

Detergentien Triton X-100 Detergentien I6sen die
SDS/EDTA Zellmembran auf, Proteinase K-

Verdau unterstitzt Lyse

Elektroporation Elektroporationskammer Transmembranpotential spaltet die
Membran auf

Optische Lyse Laser Kavitationsblase zerstort die
Membran

2.4.2 DNA-Extraktion

Nach der Zelllyse muss die DNA aufkonzentriert und die Reste der zerstorten Zelle
abgetrennt werden. Zur DNA-Extraktion werden zu meist Standard-Kits

verschiedener grol3er Hersteller wie z.B. Qiagen (QIlAcube), Invitrogen (iPrep)
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verwendet. Einige dieser Kits kénnen mit entsprechenden Extraktionsautomaten
kombiniert werden (Stangegaard et al., 2009; Valgren et al., 2008). Der Verzicht auf
traditionelle, manuelle Extraktionsmethoden kann die Ausbeute erhohen und dadurch
die Sensitivitdt des Gesamtassays steigern. Die Herausforderung dabei ist es,
miniaturisierte DNA-Extraktionssysteme zu entwickeln, die mobil oder sogar tragbar
sind und gleichzeitig eine fluidische Integration mit den Amplifikations- und
Nachweissystemen erlauben (Vulto et al., 2010). Unter der Verwendung von
Mikrosystemen hat sich die bendtigte Zeit zur Extraktion bereits erheblich verringert
(Price et al., 2009).

Micro-solid phase extraction ist die Standardmethode, die auf Mikrochips verwendet
wird, um die DNA fur die Analyse vorzubereiten. Die Nukleinsauren banden an Silika-
oder Glasfasern in stark chaotropen Salz-Losungen aufgrund der verringerten
statischen AbstoRung. Nachdem die DNA mit einem nicht polaren Lésungsmittel
gewaschen wurde, konnte sie mit einem niedrig ionischen Puffer eluiert werden
(Bavykin et al., 2001; Kim et al., 2009; Wen et al., 2008).

Eine weitere Moglichkeit der DNA-Extraktion beruht auf der Nutzung der
elektrostatischen Wechselwirkung zwischen DNA und modifizierten Oberflachen. Die
am haufigsten verwendete Oberflache ist die Aminooberflache. Unterhalb des
neutralen pH-Wertes haben Aminogruppen eine positive Ladung, die sich oberhalb
des neutralen pH-Wertes verringert. Die negativ geladene DNA band an die positiv
geladenen Aminogruppen. Um die DNA zu eluieren war ein sehr hoher pH-Wert
notwendig, der im nachsten Schritt allerdings die DNA-Amplifikation stark
beeinflussen kann. Zur Umgehung dieses Problems konnte eine Chitosan-
Oberflache verwendet werden. Chitosan hatte bei pH 5 eine positive Oberflache und
war bereits bei pH 9,86 wieder neutral (Cao et al., 2006; Kim et al., 2009; Nakagawa
et al., 2006).

Die Kombination aus Filtration und elektrostatischer Wechselwirkung hat sich auch
als eine erfolgreiche Methode =zur DNA-Extraktion herausgestellt. Eine
Aluminiumoxid-Membran mit Nanoporen wurde erfolgreich zur DNA-Extraktion

eingesetzt. Die Filtration erfolgte mit Puffern mit einer hohen Salzkonzentration. Fir
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die Elution wurden Puffer mit hohem pH-Wert und hoher Salzkonzentration
verwendet (Elgort et al., 2004; Kim et al., 2006, 2009).

Mikropartikel mit DNA adsorbierenden Oberflachen wurden ebenfalls zur DNA-
Extraktion eingesetzt. Es wurden magnetische Partikel mit einer Silikaoberflache,
funktionalisierten Carboxylgruppen oder Aminogruppen verwendet. Das Besondere
an magnetischen Partikeln ist, dass sie sich zunachst frei in der Lésung verteilen
konnen und dann sehr einfach durch ein magnetisches Feld an einer bestimmten
Stelle gesammelt werden konnen (Akutsu et al., 2004; Hawkins et al., 1994; Kessler
et al., 2001; Kim et al., 2009; Nakagawa et al., 2006).

2.5 Polymerasekettenreaktion

2.5.1 PCR und DNA-Quantifizierung

Eine zentrale Aufgabe beim molekularbiologischen Nachweis von Mikroorganismen
kommt der PCR zu. Diese Methode erlaubt es, gezielt bekannte Sequenzen der Ziel-
DNA zu vervielfaltigen und damit auch in einer Probe nachzuweisen (Lorenz, 2012).
Nur wenn die Sequenzen auch in der Probe enthalten waren, werden sie auch
vervielfaltigt. Das Prinzip der PCR ist an die DNA-Vervielfaltigung in der Zelle
angelehnt. Zunachst muss der Doppelstrang aufgetrennt werden. Technisch ist das
dadurch gelést, dass die Temperatur erhéht wird und folglich die
Wasserstoffbriickenbindungen ,schmelzen®. Im Anschluss wird die Temperatur bis
zur Anlagerungstemperatur der Primer gesenkt. Diese kurzen DNA-Stucke dienen
zum einen der Polymerase als Startpunkt, zum anderen definieren sie Anfang und
Ende der zu amplifizierenden Sequenz. Die Polymerase wandert nun entlang des
Einzelstranges und synthetisiet aus den im PCR-Puffer vorhandenen

Desoxynukleotidtriphosphaten den Antistrang. Dieser Vorgang wird wiederholt und
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endet von alleine, wenn ein kritischer Faktor im Puffer aufgebraucht ist (Espy et al.,
2006; Saiki et al., 1985).

Die Quantifizierung der PCR-Produkte kann wahrend der Amplifikation passieren
(Realtime-PCR) oder im Anschluss. Die Realtime-PCR nutzt verschiedene
Fluoreszenzmethoden. Der einfachste Weg st die Nutzung eines
Fluoreszenzfarbstoffs, der sich nur in doppelstrangige DNA einlagert (SYBR
Green |). Je mehr doppelstrangige DNA vorhanden ist, desto starker ist das
Fluoreszenzsignal. Dies ist allerdings ein sequenzunabhangiger Nachweis, es ist
also nicht genau klar, ob auch die richtige Sequenz amplifiziert wurde. Eine
Verbesserung stellen molekulare Sonden (molecular beacon, universal probe library)
dar. Diese Fluoreszenzsonden binden sequenzabhangig und zeigen nicht nur die
Menge an DNA, sondern auch, ob die Ziel-DNA amplifiziert wurde.

Moglichkeiten zur Quantifizierung der DNA im Anschluss an die PCR bieten UV/VIS-
Photometer, Mikroarrays oder Biosensoren (Helm and WOlIfl, 2006; Manz et al.,
2004).

2.5.2 Identifikation der PCR-Produkte

Die erhaltenen PCR-Produkte konnen schliel3lich auf unterschiedlichen Wegen
nachgewiesen oder genauer analysiert werden. Die einfachste Variante ist, die PCR-
Produkte Uber ein Agarosegel aufzutrennen. Anhand einer DNA-Leiter und der
Grole des Produktes ist ersichtlich, ob das gewtinschte Fragment amplifiziert wurde
(Adkins and Burmeister, 1996). Fur grolRe Fragmente wird die Pulsfeld-
Gelelektrophorese genutzt. Das elektrische Feld ist in diesem Fall nicht wie bei der
normalen Agarosegelelektrophorese zeitlich homogen, sondern wird periodisch
umgepolt. Dadurch erhdht sich die Auflésung im Bereich zwischen 30 und
50 Kilobasenpaaren. Diese Technik wird auch zur Auftrennung ganzer
Bakteriengenome genutzt (Burmeister and Ulanovsky, 1992). Anstatt eines Gels
kann auch ein Elektrolyt in einer Kapillare fir die Elektrophorese von DNA genutzt
werden (Camilleri, 1998). Eine weitere Moglichkeit, die PCR-Produkte nach der

Amplifikation zu Uberprufen, ist die Sequenzierung (Daigle et al., 2011). Auch ein
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Nachweis mittels Massenspektrometrie ist moglich (Nolan et al., 2010). Zur
Bestimmung der Ziel-DNA nach einem SYBR Green-Assay kann eine Schmelzkurve
genutzt werden. Durch die Primersequenz ist die exakte Lange der Ziel-DNA
bekannt. Der Schmelzpunkt ist abhangig von der Lange der DNA. Stimmen der
erwartete Schmelzpunkt und die Lange der Ziel-DNA Uberein, wurde die richtige
Sequenz amplifiziert. Die Analyse kann wahrend der Amplifikation oder im Anschluss
daran durchgefuhrt werden (Ririe et al., 1997).

2.5.3 PCR-Strategien

Die oben beschriebene Standard-PCR kann je nach Anforderung angepasst werden.
Um das PCR-Produkt zum Beispiel auf einem Mikroarray nachweisen zu kdnnen,
sind fur das Hybridisierungsereignis Einzelstrange notwendig, die durch eine
asymmetrische PCR erzeugt werden. Die Primer werden nicht in einem Verhaltnis
von 1:1 dem PCR-Mix beigefugt, sondern ein Primer wird in einem deutlichen
Uberschuss zugegeben. Dadurch wird ein Strang deutlich starker amplifiziert als sein
Gegenstrang (Innis et al., 1988; Lai et al., 2006).

Um eine hohere Spezifitdt der PCR zu erreichen, kann eine sogenannte ,nested
PCR” eingesetzt werden. Dazu werden zwei Primerpaare ineinander verschachtelt.
Dadurch ist es sehr unwahrscheinlich, dass durch eine falsche Bindung der Primer
an einer anderen Stelle der Original-DNA das falsche Produkt amplifiziert wird (Inglis
and Kalischuk, 2004; Yanez et al., 2007).

Sollen die PCR-Produkte auf einem Mikroarray quantifiziert werden, kann die weiter
unten beschriebene Stopped-PCR genutzt werden. In diesem Fall wird die PCR in
der logarithmischen Amplifkationsphase abgebrochen, was eine spatere
Quantifizierung ermaoglicht (Donhauser et al., 2009, 2011).

Neben diesen Methoden gibt es inzwischen unzahlige Abwandlungen der PCR,
deren Diskussion deutlich Uber den Rahmen dieser Arbeit hinausgehen wurde
(Nolan et al., 2010).
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2.6 Quantitative PCR

2.6.1 Realtime-PCR mit SYBR Green

Das Besondere an einer Realtime-PCR ist die Moglichkeit, wahrend der PCR direkt
zu beobachten, wie sich die Menge amplifizierter DNA erhoht (Abb. 11).

Amplification Curves
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Abb. 11: Realtime-PCR mit SYBR Green-Farbstoff fiir das Gen uidA. 10° bis 10" Kopien sind
deutlich als Amplifikationskurven zu erkennen. Die Negativkontrolle bleibt negativ (griine

Basislinie).

Das Prinzip der Amplifikation bleibt hierbei unverandert. Der DNA-Doppelstrang wird
aufgeschmolzen, es kdénnen sich die Primer anlagern und die Polymerase beginnt
die Amplifikation. Dieser Zyklus wird wiederholt. Der grof3e Unterschied zur
Standard-PCR liegt in der Verwendung eines Farbstoffs, zum Beispiel SYBR Green,
fur die Echtzeit-Quantifizierung der DNA. Nach jedem Amplifikationszyklus liegt die
DNA als Doppelstrang vor. SYBR Green lagert sich nun in die Doppelhelix ein. Erst
dieser Vorgang ermoglicht eine Anregung des Farbstoffs mit blauem Licht
(Wellenlange = 494 nm). Die Emission erfolgt bei 521 nm (grines Licht). Die

Lichtemission wird detektiert und ist proportional zur Menge der in der PCR
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produzierten DNA. Durch das Aufschmelzen am Beginn eines neuen Zyklus wird das
SYBR Green wieder aus der DNA verdrangt und eine neue Amplifikation kann
stattfinden (Schneeberger et al., 1995; Zipper et al., 2004).

2.6.2 Realtime-PCR mit Hydrolysesonde
In diesem Fall erfolgt die Quantifizierung der DNA wahrend der PCR-Amplifikation

durch Verwendung einer Hydrolysesonde. Sie besteht aus einem Primer, also einem
kurzen einzelstrangigen DNA-Stuck, dessen Sequenz so gewahlt ist, dass er sich in
der Mitte der zu amplifizierenden Sequenz befindet. Da die Polymerase (P) eine
Exonukleasefunktion besitzt, ist sie in der Lage, die Hydrolysesonde in einzelne
Nukleotide zu spalten, wenn sie sich bereits auf dem Strang angelagert hat. Auf der
Hydrolysesonde sind zwei Markierungen angebracht, ein Farbstoff und ein
Quencher. Der Quencher sorgt dafur, dass trotz der Anregung des Farbstoffs, kein
Signal detektiert werden kann. Werden Quencher und Farbstoff raumlich getrennt,
zum Beispiel durch Aufspaltung der Hydrolysesonde, ist es mdglich ein Signal zu
detektieren. Der Farbstoff wird angeregt und gibt anschlieRend ein Signal ab (Abb.
12) (Espy et al., 2006). Bei den Hydrolysesonden aus der Universal Probe Library
handelt es sich um Sonden, aufgebaut aus einer speziellen Art Nukleinsaure, den so
genannten Locked Nucleic Acids (LNA). Dabei sind das C2- und C4-Atom uber eine
Sauerstoff-Methylen-Briicke verbunden. Diese Modifikation sorgt flr eine starkere
Auspragung der Wasserstoffbrickenbindungen. Es bildet sich also eine gleichstarke
Bindung mit kirzeren Stlicken an DNA, was einer gleich hohen Schmelztemperatur
entspricht. Dadurch kann die Universal Probe Library so gestaltet werden, dass sich
die kurzen Sequenzen gleichmalig tUber das gesamte Genom verteilen und nicht flr
jedes Gen einzeln eine entsprechende Sonde synthetisiert werden muss (Reynisson
et al., 2006; Roche Diagnostics (Hrsg.), 2013b).

Neben der Hydrolysesonde gibt es inzwischen mehrere Abwandlungen der FRET-
Technologie in der Realtime-PCR zum Beispiel molecular beacons, scorpion probes

oder double-stranded hybridisation probes (Didenko, 2001).
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Abb. 12: Schema der Funktionsweise der DNA-Sonden (Quelle: Bachelorarbeit Florian Huber).

In jedem PCR-Zyklus bindet nun eine Hydrolysesonde, wie oben beschrieben, an
das zu amplifizierende Gen und wird wahrend der Amplifikation hydrolysiert — die
Signalstarke nimmt bei jedem Zyklus zu. Allerdings ist die Gesamtzahl der
hydrolysierten Molekile zu Beginn noch recht gering und noch kein Signal sichtbar.
Das Signal folgt dem Verlauf einer sigmoidalen Kurve mit einer Lag-Phase am
Anfang (Abb. 13). Nach den ersten Amplifikationszyklen erreicht das Signal einen
detektierbaren Wert und geht in den exponentiellen Bereich der Kurve Uber. Diese
Stelle wird als Cp,-Wert (crossing point) bezeichnet. Die eingesetzte Methode zur
Berechnung dieser Stelle wird als ,2nd derivative maximum®-Methode bezeichnet. Es
wird das Maximum der zweiten Ableitung der sigmoidalen Kurve bestimmt (Pfaffl,
2001, 2004). Dieser Wert wird als Angabe verwendet, um fur jede Kurve einen
bestimmten Punkt angeben zu kénnen, der dann als relative Referenz gegen andere
Kurven verwendet wird. Er gibt an, ob in einer Probe mehr oder weniger DNA einer
spezifischen Sequenz vorhanden war. Je mehr Ausgangs-DNA vorhanden war,
desto niedriger ist der C,-Wert und desto fruher entsteht wahrend der Amplifikation
ein nachweisbares Signal. Am oberen Ende der sigmoidalen Kurve geht die
Amplifikationsreaktion ihrem Ende entgegen, verursacht durch das Aufbrauchen der

Reagenzien im PCR-Puffer.

50



2. Theoretische Grundlagen

Amplification Curves
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Abb. 13: Realtime-PCR mit einer Hydrolysesonde fiir das Gen uidA. Es wird eine Kopienzahl
von 10° bis 10%, sowie eine Negativkontrolle eingesetzt. Die Negativkontrolle liberlappt mit den

Proben, die 10° Kopien enthalten.

2.6.3 Digitale Tropfen-PCR

Eine Realtime-PCR quantifiziert die Ziel-DNA durch die Messung der Fluoreszenz
wahrend der Amplifikation. Um exakt zu quantifizieren, ist eine Standardkurve oder
eine Normalisierung mit einem Referenzgen notwendig. Die digitale PCR ermdglicht
eine absolute Quantifizierung ohne Standardkurve. Dazu wird jeder 20-uyL-PCR-
Ansatz durch den Tropfengenerator unter Verwendung von Tropfengeneratordl und
einem die Emulsion stabilisierenden Tensid in ca. 20.000 Tropfen verwandelt. Es
wird eine stabile Wasser-in-Ol-Tropfenemulsion erzeugt, die in eine Vertiefung einer
96-Well-Platte transferiert wird. Die Platte kann nun mit einer Folie versiegelt werden,
das Thermocycling kann beginnen und bis zum Endpunkt durchlaufen. In jedem
Tropfen findet eine eigene, abgeschottete PCR-Reaktion statt (Abb. 14A). Nach der

Amplifikation werden die Tropfen durch einen Zwei-Farb-Fluoreszenzleser
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(FAM/VIC) gesaugt und analysiert (Abb. 14B). Die unterschiedliche Fluoreszenz der
Tropfen zeigt vier Populationen: entweder ist kein Produkt enthalten (F-/V-), nur ein
Produkt ist enthalten (F-/V+, F+)V-), oder beide Produkte sind enthalten (F+,V+).
Fir eine korrekte Analyse ist ein richtiges Setzen der Fluoreszenzgrenze fur positive
Tropfen notwendig. Danach |asst sich die Konzentration der Original-DNA errechnen
(Abb. 14C) (Pinheiro et al., 2012).
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Abb. 14: Ablauf einer digitalen Tropfen-PCR (Pinheiro et al., 2012).

2.6.4 Einbindung der quantitativen PCR in eine automatisierte fluidische
Umgebung

Der Vorteil einer konventionellen PCR gegenuber der quantitativen PCR ist der

deutlich geringere apparatische Aufwand. Eine konventionelle PCR lasst sich

deshalb leichter miniaturisieren. Der Nachteil liegt aber im sich anschlieenden DNA-

Nachweis. Dazu muss die PCR-Reaktion zum Beispiel auf ein Gel oder einen
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Mikroarray Ubertragen werden. Dies ist mit zusatzlichem Aufwand fir die
Automatisierung und Quantifizierung verbunden. Bei einer quantitativen PCR findet
die Detektion wahrend der PCR-Reaktion statt, deshalb ist eine Miniaturisierung
anspruchsvoller (Applied Biosystems (Hrsg.), 2008; Food and Drug Administration
(Hrsg.), 2012).

2.7 Isothermale Amplifikation

JIII:,,"
D T

Abb. 15: Prinzip der Multiple Displacement Amplification (Quelle: Bachelorarbeit Florian
Huber).
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Aus der klassischen PCR lassen sich weitere Methoden ableiten. Die MDA (multiple
displacement amplification) zum Beispiel, ist ein Assay, bei dem die isothermale
Amplifikation zum Einsatz kommt. Sie kann genomische DNA ohne Kenntnis der
Sequenz und ohne grolien apparativen Aufwand vervielfaltigen. Die in einer
Pufferlosung vorliegende DNA wird nur einmal denaturiert, woraufhin sich kurze
Hexamerprimer (HP) Uber das gesamte Genom verteilt an die DNA anlagern kdnnen.
Diese Primer sind der Startpunkt flr die Polymerase (P). Erreicht die Polymerase
einen auf der Sequenz vor ihr bereits angelagerten Hexamerprimer, werden dieser
und die ab seiner Position bereits amplifizierte DNA verdrangt (Abb. 15 Mitte).
Aufgrund dieser Technik ist es nicht notwendig, den Doppelstrang wiederholt
aufzuschmelzen, was den technischen Aufwand erheblich verringert. Das Produkt

dieser Amplifikation sind sehr lange zusammenhangende Kopien der gesamten
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genomischen DNA (Gorrochotegui-Escalante and Black, 2003; Luthra and Medeiros,
2004).

Eine weitere isothermale Methode ist LAMP. LAMP (loop-mediated isothermal
amplification) verwendet eine DNA-Polymerase, sowie vier speziell entworfene
Primer, die sechs bestimmte Sequenzen erkennen. Ein innerer Primer erkennt eine
Sequenz auf beiden Strangen der Original-DNA und initiiert LAMP. An einem
auleren Primer beginnt die Polymerase mit der Amplifikation und produziert eine
Einzelstrangkopie. Diese dient nun fur das zweite Paar aus innerem und aufderem
Primer als Kopiervorlage. Die Amplifikation beginnt und eine DNA-Schlaufe entsteht.
Nun initiiert ein innerer Primer die nachste Amplifikation, in der ein Strang verdrangt
wird und sich eine doppelt so lange DNA-Schlaufe bildet. So bilden sich bis zu
10° Kopien in weniger als einer Stunde (Notomi et al., 2000).

In einer RPA (recombinase polymerase amplification) initiiert ein Rekombinase-
Primer-Komplex die Amplifikation der Original-DNA. Die Rekombinase o6ffnet den
Doppelstrang ohne Denaturierung durch eine erhdhte Temperatur und ermoglicht es
dem Primer sich anzulagern. Am angelagerten Primer beginnt eine Polymerase mit
der Amplifikation und verdrangt dabei den Gegenstrang (Piepenburg et al., 2006).
NASBA (Nucleic acid sequence based amplification) ist eine spezielle isothermale
Amplifikationsmethode. Sie dient zur Amplifikation von RNA. Reverse Transkriptase
beginnt am ersten Primer mit der Synthese eines komplementaren DNA-Stranges
zur RNA. RNase H zerstort nur RNA-Strange in einem RNA-DNA-Hybrid, es bleibt
also eine einzelstrangige DNA Uubrig. Nach der Anlagerung des zweiten Primers
synthetisiert die reverse Transkriptase den DNA-Gegenstrang. Es ist ein
doppelstrangiges DNA-Produkt entstanden. Von diesem fertigt die T7 RNA-
Polymerase standig RNA-Kopien an, die wieder als Ausgangspunkt fur den ersten
Amplifikationsschritt dienen. Diese Technik eignet sich zum Beispiel fur pathogene
Viren mit einzelstrangigen RNA-Genomen oder zur Untersuchung von mRNA
(Compton, 1991; Heim et al., 1998). Tabelle 13 zeigt eine Zusammenfassung der

Eigenschaften der oben beschriebenen isothermalen Amplifikationsmethoden.
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Die isothermalen Methoden haben inzwischen eine weite Verbreitung in
diagnostischen Systemen gefunden (Asiello and Baeumner, 2011; Chang et al.,

2012).

Tabelle 13: Zusammenfassung zu den isothermalen Amplifikationsmethoden.

Amplifikations-  Mindest- Primer-
methode menge Zeit  Temperatur zahl Literatur
MDA 10 Kopien 1,5h 30 °C Mischung (Qiagen

mehrerer (Hrsg.), 2006a)
Hexamerprimer

LAMP <10 Kopien 1h 65 °C 6 (Notomi et al.,
2000)

RPA <10 Kopien 1h 37 °C 2 (Piepenburg
et al., 2006)

NASBA <10% Kopien 1,5-2h 41 °C 2 (Compton,
1991)

2.8 PCR zur Amplifikation des gesamten Genoms

Die ,GenomePlex Whole Genome Amplification“ verwendet degenerierte Primer, um
ein gesamtes Genom in einer PCR-Reaktion zu amplifizieren. Diese
Amplifikationsmethode ist sehr stark auf den Zufall ausgerichtet. Es findet ein Verdau
der zu amplifizierenden DNA statt, der die genomische DNA in kleine Stucke zerteilt.
An diese Stucke werden schlieRlich degenerierte Primer angelagert mit deren Hilfe
die DNA amplifiziert wird. Dadurch wird die Ausgangs-DNA zwar amplifiziert, aber

eben auch zerkleinert (Kinzler and Vogelstein, 1989). Die angelagerten Primer bilden
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an jedem DNA-Stlck die gleiche Anfangs- und Endsequenz, die fur die Amplifikation
in der PCR genutzt werden kann (Abb. 16) (Hawkins et al., 2002).

TN, || OO O
l— Verdau Amplifikationl W w

Emmm ""mm PP || w
Primer M Primer PrlmerlAnIagerung LLLLW

Abb. 16: Schema der GenomePlex Whole Genome Amplification (Quelle: Bachelorarbeit Florian
Huber).

2.9 Heterogene CL-DNA-Hybridisierungsassays

Ein Biosensor besteht aus einem Biorezeptor und einem Reportersystem. Als
Biorezeptor dienen hauptsachlich Nukleinsauren und Antikorper, aber auch Enzyme
oder ganze Zellen kdénnen verwendet werden. Ist der Biorezeptor auf einer
Oberflache immobilisiert und der Analyt in LOsung, spricht man von einem
heterogenen Assay. Das in dieser Arbeit verwendete Prinzip eines DNA-Mikroarrays
ist ein solcher heterogener DNA-Hybridisierungsassay (Seidel and Niessner, 2008).

Ein DNA-Mikroarray ist ein analytisches Werkzeug zur ortsaufgeldsten
Hybridisierung von DNA-Molekulen. DNA-Molekile einer spezifischen Sequenz
werden auf einem bestimmten Bereich kovalent fixiert (Spot). Als Trager dienen dazu
zum Beispiel Glasoberflachen mit PEG-Oberflachenmodifikationen (Schlapak et al.,
2006), wie in Abb. 17 schematisch dargestellt. Es kdnnen aber auch Trager aus
Silizium oder Polymethylmethacrylat, Goldoberflachen, Filtermembranen, Glasfasern
oder Polyacrylamidgele sein (Fixe et al.,, 2004). Schutzschichten gegen
unspezifische Bindungen bestehen meist aus Aminodextranen (Kroger et al., 2002),

Carboxydextranen (Masson et al., 2005) oder Polyethylenglykol (PEG) (Piehler et al.,
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2000). Das an die Oberflache des Mikroarrays gebundene Stlick DNA dient als
Fangersonde fur die nachzuweisende Sequenz. Durch das hochspezifische
Hybridisierungsereignis binden nur die gesuchten Sequenzen an der
entsprechenden Stelle. Dieses Hybridisierungsereignis wird Uber ein Reportersystem
in ein detektierbares Signal umgewandelt. Reportersysteme nutzen verschiedene
physikalische und chemische Prinzipien wie die Chemilumineszenz, Fluoreszenz,
Elektrochemilumineszenz oder Oberflachenplasmonenresonanz (Lemarchand et al.,
2004; Loy and Bodrossy, 2006; Sassolas et al., 2008; Seidel and Niessner, 2008).

Meerrettichperoxidase

2R

— Streptavidin

PEG-Oberflache ‘ ‘ '

~ Biotin
DNA

VAR ’Gﬂﬁ
VAR ’ ﬁ

AARNAPA

Abb. 17: Schematischer Aufbau eines DNA-Mikroarrays (Quelle: Grafiksammlung am Institut

fiir Wasserchemie).

In Abb. 17 ist die nachzuweisende Sequenz bereits mit Biotin markiert. Das
Reportersystem  besteht aus einem Konjugat aus  Streptavidin  und
Meerrettichperoxidase. Biotin und Streptavidin gehen eine starke nicht-kovalente
Bindung ein (Florin et al., 1994). Die Peroxidase katalysiert mit ihren Substraten
Luminol (5-Amino-2,3-dihydrophthalazin-1,4-dion) und Wasserstoffperoxid eine
lichterzeugende Reaktion (Chemilumineszenzreaktion), deren Emissionsspektrum
bei 425 nm ein Maximum zeigt (Marquette and Blum, 2006). Das erzeugte Licht wird

mit einer CCD-Kamera aufgezeichnet und kann anschlieBend quantitativ
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ausgewertet werden. Zur Auswertung des Reportersystems sind keine Lichtquelle,
Filter, Spiegel oder sonstiger grof3er technischer Aufwand notwendig (Cao et al.,
2011). Es genugt eine kompakte und gunstige CCD-Kamera (Mallard et al., 2005).
Das Fehlen einer Lichtquelle sorgt fur sehr guinstige Signal-Rausch-Verhaltnisse, da
nur ein sehr geringes Hintergrundsignal besteht (Hommatsu et al., 2013).

Dieser Assayaufbau und Assayablauf mit einem Chemilumineszenzreportersystem
wurde als Ausgangsprinzip fur das hier beschriebene Projekt gewahlt. Er diente
dazu, die Oberflachenchemie zu testen, die Regenerationsmethode zu etablieren
und die Amplifikationsmethode zu testen. Wie in Kapitel 3.5 beschrieben, wurde
dieser Aufbau weiterentwickelt, um auf dem Mikroarray direkt mit Einzelstrangen aus
der PCR arbeiten zu kbnnen (Abb. 38).

Weitere Moglichkeiten zur kovalenten Bindung der DNA an die Mikroarrayoberflache
sind Thiolbindungen an Goldoberflachen oder die Kopplung von Aminogruppen
durch Glutaraldehyd. Aufler durch eine kovalente Bindung kann die DNA auch
adsorbiert oder durch eine Biotin/Streptavidin-Wechselwirkung gebunden werden.
Bei der Adsorption findet eine Wechselwirkung zwischen dem negativ geladenen
DNA-RUckgrat und einer positiv geladenen Sensoroberflaiche statt. Die
Sensoroberflache kann eine Kohlenstoffoberflache sein, oder ein kationisches

Polymer wie Chitosan (Sassolas et al., 2008).

2.10 Vergleich der Mikroarrayreportersysteme

2.10.1 Chemilumineszenzreportersysteme

Die Chemilumineszenzreaktion mit Luminol ist oft sensitiver als Assays, die
radioaktive Reportersysteme verwenden (Créton and Jaffe, 2001). Die
Chemilumineszenzreaktion ist ein sehr einfach zu handhabendes und empfindliches
Reportersystem, um Biomoleklle auf Mikroarrays nachzuweisen. Im Gegensatz zu

Fluoreszenzmethoden ist die notwendige technische Ausstattung recht einfach und
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es sind auch keine besonderen VorsichtsmaRnahmen wie etwa beim Einsatz von
radioaktiven Markern notwendig.

Gegenwartige Anwendungen dieses sensitiven Reportersystems gehen hin zu
mobilen Auslesesystemen. Diese Systeme sind so ausgelegt, dass sie alle Schritte
der Analyse durchfiuhren kénnen und dabei nur eine kleine Menge der Probe
bendtigen, wenige Reagenzien verbrauchen, die Analyse schnell durchgefihrt wird
und geringe Kosten entstehen (Mirasoli et al., 2013a). Die Miniaturisierung schreitet
weiter fort. Zum Beispiel konnte die optische Linse durch eine Glasfaseroptik ersetzt
werden, was einen kompakten Bau des CL-Mikroarray-Auslesegerats erlaubte (Roda
et al., 2011). Dieser Aufbau wurde fir eine spezialisierte DNA-Analyse verwendet:
Der entwickelte Mikroarray ermoglichte den Nachweis von Oligonukleotiden des
Genotyps B19 zwischen 80 pmol/L und 650 pmol/L innerhalb von 30 Minuten. Die
Integration der Probenvorbereitung und Nukleinsdureamplifikation war auch hier ein
wichtiger Schritt. Die zukunftige Integration einer miniaturisierten PCR flr die
Amplifikation ist notwendig (Mirasoli et al., 2013b).
Chemilumineszenzreportersysteme bilden inzwischen eine sehr groRe und
diversifizierte Methodenlandschaft. Es gibt unzahlige Variationen dieser
Reportersysteme, die auch in den nachsten Jahren noch die Mdglichkeiten flr
weitere Verbesserungen der Analysesysteme bieten. Dabei handelt es sich zum
Beispiel um den Einsatz von Nanopartikeln, Acridinestern, Enzymen und auf Luminol
basierenden Chemilumineszenzassays (Fan et al., 2009; Natrajan et al., 2010).
Diese Systeme koénnen durch verschiedene Verstarker noch sensitiver werden.
Verstarkerradikale sorgen flir eine schnellere Oxidation des Luminols zu seinem
radikalischen Anion. Zu diesen Verstarkern zahlen substituierte Phenole,
substituierte  Borsauren, Indophenole und N-Alkyl-Phenothiazine, die als
Elektronentransfermediatoren dienen. Auch durch die Zugabe von nukleophilen
Katalysatoren der Acylierung zu den Substraten der Lichtreaktion wird eine
bedeutende Steigerung der Lichtausbeute erzielt. Phenothiazine zeigten eine bis zu
10-fach starkere Lichtausbeute. Die Nachweisgrenze fur HRP konnte von 50 auf

8 amol verringert werden (Marzocchi et al., 2008). Auch die Luminol-Hypochlorit-
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Reaktion konnte um den Faktor 10 verstarkt werden. Dazu wurde Phloxin B als
Verstarker zugegeben (Song et al., 2013).

Sowohl der pH-Wert, als auch die Temperatur und das verwendete Losungsmittel
haben einen Einfluss auf die Lichtausbeute (Chandel et al., 2012).

Spezielle Nanomaterialien unterstiitzen die Chemilumineszenzreaktion und erhéhen
die Sensitivitat. So dienen beispielsweise Metalle oder Metalloxide als Katalysatoren
in der Chemilumineszenzreaktion (Kong et al., 2011; Roda and Guardigli, 2011; Su
etal., 2013).

2.10.2 Elektrochemilumineszenzreportersysteme (ECL)

Elektrochemilumineszenz bedeutet, dass an einer Elektrode aus stabilen Edukten
sehr reaktive Reaktanten erzeugt werden. Elektrische Energie |10st eine chemische,
lichterzeugende Reaktion aus. Diese Technologie hat gegenuber anderen
Reportersystemen erhebliche Vorteile: die Nachweisgrenzen sind extrem niedrig
(200 fmol/L), der dynamische Signalbereich reicht dabei Uber sechs Dekaden und die
Marker sind im Vergleich zu anderen Chemilumineszenzsystemen extrem stabil. Die
Marker sind kleine Molekule (~1000 Da), die an Haptene oder auch grof3e Molekule
gebunden werden kdonnen. An grof3ere Moleklle wie Proteine oder Oligonukleotide
konnen sogar mehrere dieser Marker angebracht werden, ohne die Immunreaktivitat,
die Loslichkeit oder die Fahigkeit zur Hybridisierung zu beeintrachtigen. Der
Nachweis ist einfach und bendtigt nur ein paar Sekunden (Blackburn et al., 1991;
Miao, 2008; Richter, 2004).

Sehr oft werden Tris-(2,2-Bipyridyl)-Ruthenium(ll)-Komplexe verwendet ([Ru
(Bpy)3]*"), diese emittieren ein Photon der Wellenlange ~620 nm (Lee, 1997; Choi et
al., 2003).

Zusatzliche Modifikationen, zum Beispiel mit Dendrimerstrukturen, haben zu einer
Erhéhung der Sensitivitat gefihrt (Li et al., 2013). Durch Modifikationen wurden
Nachweisgrenzen fir DNA von 1,0 fmol/L und 300 Zellen/mL erreicht (Miao and
Bard, 2004; Jie et al., 2013). Es wurden sogar schon Nachweisgrenzen fur DNA von

0,06 amol/L berichtet (Liu et al., 2013). Allen Veroffentlichungen gemein ist ein
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grolRer dynamischer Nachweisbereich tUber mehrere Dekaden aus dem Femtomol-

Bereich bis in den Pikomol-Bereich hinein (Zhang et al., 2013).

2.10.3 Fluoreszenzreportersysteme

Fluoreszenzreportersysteme finden v.a. in Laboranwendungen eine grolde
Verbreitung. Sie l16sten die problematischen radioaktiven Marker ab und bieten einen
sensitiven Nachweis, sowohl in Mikroskopieanwendungen, als auch beim Einsatz in
DNA-Mikroarrays. Die Methoden und ihre Anwendungen im Bereich der Mikroarrays
werden standig erweitert (Bok et al., 2013; Pierik et al., 2010).

Inzwischen ist es auch moglich handliche und gunstige Fluoreszenzauslesegerate zu
bauen, was u.a. an den Fortschritten in der Diodenlasertechnologie liegt (Kozma et
al., 2013; LaFratta et al., 2010; Bercovici et al., 2010). Fortschritte in der DVD-
Technologie haben auch hier fur eine Weiterentwicklung gesorgt (Pierik et al., 2012).
Als Fluorophore werden sehr unterschiedliche Substanzen eingesetzt, die vom
Infrarotspektrum bis zum UV-Spektrum reichen. Im UV-Bereich werden Quantum
Dots (Nanopartikel) als Fluorophore eingesetzt (Algar and Krull, 2010).

Eine spezielle Version der Fluoreszenzreportersysteme ist die total internal
reflectance fluorescence (TIRF). Dabei wird ein Lichtstrahl am Ubergang zwischen
zwei Medien mit unterschiedlichem Brechungsindex total reflektiert. An der Stelle der
Reflektion entsteht ein evaneszentes Feld, das trotz der totalen Reflektion in das
andere Medium reicht. Dort kbnnen dann entsprechende Fluorophore angeregt
werden (Schumacher et al., 2012; Gauglitz, 2005).

Durch die Miniaturisierung bei CCD-Kameras, Dioden-Lasern und der Verfligbarkeit
entsprechender Objektive, ist es moglich TIRF-Chips sehr kompakt und flr tragbare
Gerate zu bauen (Asanov et al., 2012). Es wurde mit TIRF eine Nachweisgrenze von
5 fmol erreicht. Die entwickelte Plattform konnte als guter Ausgangspunkt fur die
weitere Entwicklung eines DNA-Chips dienen (Neumann et al.,, 2010). Bei Viren
konnte eine Nachweisgrenze von 10 Genomkopien erreicht werden (Brandstetter et
al., 2010).
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2.10.4 Elektrochemische Reportersysteme

Im Allgemeinen kann Redoxcycling auf elektrochemischem, enzymatischem und
chemischem Weg erreicht werden. Beim elektrochemischen Redoxcycling wird die
elektroaktive Species an einer Elektrode oxidiert und an der zweiten Elektrode
reduziert. Es sind also zwei Elektroden notwendig, was die Komplexitat und die
Kosten fir einen DNA-Sensor in die Hohe treiben (Walter et al., 2011).

Fur chemisches Redoxcycling wurde zum Beispiel p-Aminophenol an einer Indium-
Zinnoxid-Elektrode (modifiziert mit Ferrocenyl-Dendrimeren) oxidiert. Das oxidierte
Produkt p-Chinonimin wurde durch Hydrazin zu p-Aminophenol reduziert. p-
Aminophenol wurde dann wieder zu p-Chinonimin oxidiert, was zu einem
Redoxcycling-Kreislauf fuhrte (Das et al., 2007).

Eine einfache Methode des Redoxcyclings ist das enzymatische Redoxcycling,
welches allerdings stark von der Enzymkinetik des verwendeten Enzyms abhangig
ist. Enzyme haben meist eine hohe Umsatzrate und eine gute Selektivitat. Die
alkalische Phosphatase ist der am haufigsten verwendete enzymatische Marker in
DNA-Hybridisierungsassays. Sie dephosphoryliert p-Aminophenylphosphat und
erzeugt die elektroaktive Spezies p-Aminophenol, die amperometrisch an einer
Elektrode nachgewiesen werden konnte (Walter et al., 2011).

Redoxcycling lasst sich direkt in Halbleiteranwendungen, wie zum Beispiel CMOS-
Chips, einbinden (Frey et al., 2005). Zumeist werden diese Chips so entwickelt, dass
sehr viele Analysen gleichzeitig durchgefuhrt werden kdnnen — typischer Weise sind
es 384 Analysen. Das Prinzip des Redoxcyclings lasst sich fur so verschiedene
Analysen wie enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) oder DNA-
Hybridisierungsassays verwenden (Ino et al., 2011). Die erzielbaren
Nachweisgrenzen lagen fur dieses Reportersystem fur DNA schon im femtomolaren
Bereich, ohne eine Amplifikation durch Redoxcycling (Neugebauer et al., 2009).
E. coli-RNA wurde mit 0,5 ng/pL mit Redoxcycling nachgewiesen (Elsholz et al.,
2006). In einem anderen Report wurde E. coli-DNA mit einer Nachweisgrenze von
1 pmol/L und die Bakterien selbst mit einer Konzentration von 250 CFU/uL (colony

forming unit) bestimmt (Walter et al., 2011).
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Es konnten aber auch andere elektroaktive Marker, wie zum Beispiel Methylenblau
verwendet werden. Die Nachweisgrenze lag dann allerdings nur bei 10 nmol/L (Zhu
et al., 2004).

2.10.5 Markierungsfreie Detektionssysteme

Ein besonderes Forschungsfeld sind markierungsfreie Detektionssysteme. Sie sollen
eine vereinfachte Probenvorbereitung und eine klrzere Analysezeit ermdglichen.
Beispielhaft werden hier einige Systeme besprochen. Eine Maoglichkeit ist die
Verwendung einer Mikrowaage (Okahata et al., 1998).

Eine andere Methode nutzt einen Quarzkristall mit einer aufgetragenen Goldschicht.
Durch eine Thiol/Dextran-Modifikation konnte Streptavidin gebunden werden. Die
biotinylierten 23-mer DNA-Fangersonden banden an das Streptavidin. Fand eine
Hybridisierung an der DNA-Fangersonde statt, liel3 sich dies an der veranderten
Resonanzfrequenz des Kristalls Uber den Piezoeffekt ablesen (Tombelli et al., 2000).
Die Impedanz-Messung (Wechselstromwiderstand) kann ebenfalls fir einen
Mikroarray genutzt werden. Durch die Bindung von DNA-Molekilen auf der
Elektrodenoberflache fand eine detektierbare Impedanzanderung statt (Manickam et
al., 2010).

Die Messnadel eines Rasterkraftmikroskops kann ebenfalls fir einen DNA-
Mikroarray genutzt werden. Bindet zum Beispiel mMRNA an dort immobilisierte DNA-
Sonden, verandert sich die Resonanzfrequenz. Diese Anderung konnte detektiert
werden. Die erreichte Nachweisgrenze lag bei 10 amol und die Assayzeit betrug rund
eine Stunde (Johnson and Mutharasan, 2012).

Technische Fortschritte erlauben es, das bisher ungenutzte Terahertz-Frequenzband
fur analytische Verfahren zu nutzen. Das Terahertz-Frequenzband liegt zwischen
0,3 THz und 10 THz im elektromagnetischen Spektrum, also zwischen Mikrowellen
und dem Infrarotbereich. Die Strahlen sind flr das menschliche Auge unsichtbar, im
Gegensatz zu Rontgenstrahlen aber sicher, zerstérungsfrei und dringen nicht in den
menschlichen Korper ein. Es gibt bereits unterschiedliche Anwendungen zum

Beispiel in Ganzkdrperscannern, aber auch als Reportersystem in analytischen
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Systemen. Trotz einer kontinuierlichen Weiterentwicklung der Terahertz-Systeme
gibt es bisher keinen Durchbruch flr die Anwendung dieses Reportersystems in
DNA-Mikroarraysystemen (Haring Bolivar et al., 2004; Janke et al., 2005; Pawar et
al., 2013). In der PCR amplifizierte DNA lie® sich damit direkt in Losung nachweisen.
Die Nachweisgrenze lag bei 0,1 ng/pL in einem Volumen von 10 pL (Arora et al.,
2012). Um an niedrigere Nachweisgrenzen zu gelangen musste die Technik aber
noch verbessert werden und auf Oberflachen angewendet werden (Menikh et al.,
2004). 20-mer Einzelstrang-DNA konnte mit einer Nachweisgrenze von 40 fmol
analysiert werden (Nagel et al., 2003).

Weitere Reportersysteme lassen sich aus der direkten optischen Detektion in der
heterogenen Phase ableiten. Gemessen werden kann zum Beispiel der
Absorptionsgrad von reflektierter Strahlung, der Brechungsindex, die Interferenz oder

die Anderung der evaneszenten Welle (Gauglitz, 2005).

a) Dual polarization interferometry (DPI)

DPI nutzt zwei sich Uberlagernde Laserstrahlen in einem Strahlenleiter. Auf dem
Strahlenleiter werden die Fangermolekile des Bioassays als biologische Schicht
aufgebracht. Uber ein Interferogramm kdnnen der Brechungsindex und die Dicke der
biologischen Schicht auf dem Strahlenleiter bestimmt werden. Dadurch kann zum
Beispiel ein Hybridisierungsereignis nachgewiesen werden. Erste Experimente mit
Adenin-Homomeren zeigten, dass die duale Polarisationsinterferometrie einen
Ansatzpunkt fur einen DNA-Sensor bietet. Weitere Untersuchungen sind allerdings

notwendig (Wang et al., 2012).
b) Surface plasmon resonance (SPR)
Ein Lichtstrahl regt die Oberflachenelektronen in einer Gold- oder Silberschicht an.

Es gibt verschiedene Anregungs- und Detektionsmodi mit variierenden Einstrahl- und

Nachweiswinkeln. Der Lichtstrahl trifft aber in jedem Fall auf die Goldoberflache,
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interagiert mit ihr und wird anschlieBend reflektiert. Auf der gegenulberliegenden
Seite der Goldoberflache sind die Bioassays angelegt. Eine DNA-Fangersonde ist
zum Beispiel dort angebunden und es findet eine Hybridisierungsreaktion statt.
Dadurch andern sich die Reflektionswinkel an der Goldoberflache massenabhangig
und die Hybridisierung kann nachgewiesen werden (Gauglitz, 2005).

Mit normaler SPR wurden Nachweisgrenzen von 2-5 nmol/L flr eine DNA-
Hybridisierung erreicht (Okabe et al., 2012; Pillet et al., 2010). Die Nachweisgrenzen
sind aber auch stark von der Lange, sprich der Masse der Ziel-DNA, abhangig. Je
schwerer das Molekul, desto leichter der Nachweis, da das SPR-Signal direkt
abhangig von der Masse ist. Die Nachweisgrenze in solchen Experimenten lag dann
bei 0,5 ng/pL (Kick et al., 2010).

Durch Modifikationen der Chip-Oberflache wurden in weiteren Experimenten fur 23-
mer Einzelstrang-DNA Nachweisgrenzen von 100 pmol/L erreicht (Piliarik et al.,
2007). Eine Kombination aus SPR mit phase imaging und Signalverstarkung durch
Silika-Nanopartikeln ergab eine Nachweisgrenze von 25 fmol/L flr 38-mer
Einzelstrang-DNA (Zhou et al., 2012).

c) Surface Enhanced Raman Spectroscopy (SERS)

Der Raman-Effekt basiert auf der inelastischen Streuung eines Photons. Dieser
Effekt kann durch verschiedene Oberflachenmodifikationen verstarkt werden. Meist
werden Goldoberflachen verwendet und es werden Verstarkungsfaktoren von 107 bis
108 erzielt. Dadurch konnte DNA mit einer Nachweisgrenze von 1 ng/mL detektiert
werden. Das SERS-Signal konnte dabei zwischen einem Basenpaar-Mismatch
unterscheiden (Green et al., 2006; Bi et al., 2013). Die Kombination aus einem
Goldarray und Silbernanopartikeln ermdglichte auch Nachweisgrenzen niedriger als
1 pmol/L (Lo et al., 2011).

Zur verbesserten Anwendung wurde das SERS-Reportersystem mit einer
Mikrofluidik kombiniert und zum Nachweis von DNA-Oligonukleotiden genutzt.

Allerdings waren die Analytmolekule in diesem Versuch markiert, also nicht
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markierungsfrei (Strelau et al., 2010; Hering et al., 2008). Konfokale SERS bendtigte
zwar auch einen Marker am DNA-Molekll, erreichte aber eine Nachweisgrenze von
10 pmol/L (Park et al., 2005).

2.11 Fortschritte in der Mikrofluidik und Chiptechnik

Die Mikrofluidik hat das Ziel alle notwendigen Schritte im Labor zu miniaturisieren
und in ein Gerat zu verlagern. Dabei wurden in den letzten Jahren erhebliche
Fortschritte erzielt und neue Anwendungsbereiche erschlossen (Kim et al., 2010;
Sekhon and Kamboj, 2010).

Eine der Verbesserungen war die Miniaturisierung der PCR und eine mogliche
direkte fluidische Anbindung an einen Mikroarray. Das PCR-Volumen wurde dabei
auf 1 pL reduziert und 40 Amplifikationszyklen bendtigten nur noch 40 Minuten (Cho
et al., 2006).

Die Fortschritte in der Mikrofluidik sind darauf ausgerichtet, mdglichst kurze
Assayzeiten zu erreichen und den manuellen Aufwand zu minimieren. Assays
kénnen dann schon innerhalb weniger Minuten (15 Minuten) durchgefihrt werden.
Die Einfachheit und Robustheit dieser neuen Gerate erlaubt eine Bedienung durch
nur gering ausgebildetes Personal und eine Nutzung auch auferhalb des Labors
(Schumacher et al., 2012).

In mikrofluidischen Umgebungen ist es immer eine Herausforderung, wie kleine
Volumina oder gar einzelne Molekule gezielt bewegt werden konnen. Eine
interessante Entwicklung ist die Elektrokinetik. Sie erlaubt die Manipulation von DNA-
Molekulen, um eine hohere Sensitivitdt der Mikroarrays zu erreichen, sie kann aber
auch zur Regeneration der Chips verwendet werden (Mir et al., 2011). Da in kleinen
Volumina die Diffusion dominiert, ist eine konvektive Durchmischung schwierig. Dies
fuhrt zu langen Assayzeiten. Es gibt aber die Moglichkeit den Piezoeffekt fur einen

Kavitationsmixer zu nutzen, wodurch sich die Hybridisierung bereits nach kurzer Zeit
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im Gleichgewichtszustand befindet. Dadurch verkirzte sich die Assayzeit in den
Minutenbereich und erlaubte in einem SPR-System eine Nachweisgrenze von
5 nmol/L DNA (Okabe et al., 2012).

Vielversprechende  Anwendungsmoglichkeiten bieten auch nanostrukturierte
Glasfaserarrays. Sie dienen zum Beispiel als Lichtleiter fir SERS-Plattformen. Sie
bieten aulerdem die Moglichkeit Uber verschiedene Oberflachentechniken
(chemisches Atzen) Nanostrukturen zu generieren, die als Nanowells verwendet

werden konnen (Deiss et al., 2010).

2.12 Vergleich der verschiedenen Testverfahren

In dieser Arbeit wurde ein DNA-Hybridisierungsassay entwickelt. Die Basis bildet
dabei eine Oberflachenchemie, die Uber mehrere Einsatze hinweg ein stabiles
Signalbild abgibt. Der Assay weist mit verschiedenen Analyten eine hohe Sensitivitat
auf, was auf die entwickelte Amplifikationsmethode und den Strangvereinzelungs-
assay zuruckzufuhren ist. Mit dem Assay konnte direkt in Zellen/mL quantifiziert
werden, was einen Einsatz fur die Trinkwasseranalytik ermoglicht. Die Gesamtdauer
fur diesen Assay lag bei 3,5 Stunden und die erreichten Nachweisgrenzen lagen
zwischen 10 und 100 Zellen pro Milliliter. Im Vergleich zu anderen Assays wurden
eine hohe Sensitivitat und eine kurze Assaydauer erreicht. Aulerdem ist dieser
Assay fur eine absolute Quantifizierung geeignet.

Der Hauptkonkurrent des in dieser Arbeit entwickelten Systems sind die
Immunoassays. Ein Uberblick dazu findet sich in Tabelle 14. Die Immunoassays
basieren auf der Antigenerkennung durch Antikorper. Es wurden Nachweisgrenzen
von 5 - 10 Zellen pro Milliliter und Assayzeiten von einigen Stunden erreicht (Wang et
al.,, 2011; Zhu et al., 2005, 2011). Wurde die Zeit erheblich verkirzt (z.B. auf
15 Minuten), konnte sich an den Antikdrpern aufgrund der Diffusionslimitation kein

Bindungsgleichgewicht einstellen und die Sensitivitat reduzierte sich auf 10° bis
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107 Zellen/mL (Karsunke et al., 2009; Wolter et al., 2008). Fiir Viren lieBen sich bei
voller Sensitivitdt auch Reaktionszeiten von 5 Minuten erreichen, da die
Diffusionsgeschwindigkeit fur Viren groRer ist als fur Bakterien und dies auf die
Gleichgewichtseinstellung einen erheblichen Einfluss hat (Garcia-Aljaro et al., 2010).
Lebende E. coli-Zellen konnten durch eine stopped-flow Methode in 67 Minuten bei
einer Nachweisgrenze von 4 x 10° Zellen/mL nachgewiesen werden. Die stopped-
flow Methode ersetzte ein mechanisches Mischen und machte den Assay weniger
abhangig von der Diffusion (Langer et al., 2011).

Fir die auf Immunoassays basierenden Mikroarrays sind sehr unterschiedliche
Anwendungsmaoglichkeiten denkbar. Sie lassen sich mit der entsprechenden

Voranreicherungsmethode auch fur die Analyse von Bakterien in Aerosolen

verwenden, oder aber zur Selektion von Antikdrpern (Langer et al., 2012; Wutz et al.,
2013).

Abb. 18 Assayschema fiir den Nachweis doppelstrangiger DNA (Noguera et al., 2011).

Noguera et al. konnten doppelstrangige DNA ohne Strangvereinzelung auf einem
Mikroarray nachweisen (Abb. 18). Dazu wurde das gesuchte Gen in einer PCR-
Reaktion amplifiziert. Sowohl der Vorwarts- als auch der Ruckwartsprimer waren
markiert. Die Vorwartsprimer waren mit unterschiedlichen Markierungen, spezifisch

fur ein Gen versehen. Der Riuckwartsprimer war immer mit Biotin markiert. Auf der

68



2. Theoretische Grundlagen

Mikroarrayoberflache wurden Antikdrper gespottet, die spezifisch die Markierungen
am Vorwartsprimer erkannten. Das doppelstrangige PCR-Produkt band an die
gespotteten Antikorper. Als Nachweis band ein Kohlenstoffnanopartikel mit
Avidinmarkierung an das Biotin. Die Kohlenstoffnanopartikel wurden Uber einen
handelsliblichen  Scanner ausgewertet. Auf diesem Weg konnte die
Strangvereinzelung umgangen werden. Die Multiplexfahigkeit wurde allerdings durch
die limitierte Zahl der verfugbaren Markierungen begrenzt. Aullerdem hat jede
Markierung-Antikorper-Kombination ihre spezifische Bindungskonstante und somit
ergeben sich unterschiedliche Nachweisgrenzen allein aus dieser Interaktion. Die
Nachweisgrenzen lagen zwischen 10* und 10° Zellen/mL, bei einer Assayzeit von
1,5 Stunden (Noguera et al., 2011).

DNA-Mikroarrays haben zwei Vorteile gegeniber Immunoassays. Erstens sind das
Design und die Herstellung der DNA-Sonden im Vergleich zur Antikorperherstellung
sehr einfach und schnell. Ist eine neue DNA-Sequenz durch Sequenzierung erkannt,
kann eine entsprechende Sonde innerhalb weniger Stunden synthetisiert werden
(Beaucage and lyer, 1992). Die Entwicklung von DNA-Sonden kann mit der
schnellen Mutation der Erreger mithalten (Li et al., 2012).

Der zweite Vorteil der DNA-Mikroarrays gegenuber Immunoassays ist die Moglichkeit
der DNA-Amplifikation und somit einer deutlich hoheren Sensitivitat. Mit
Chemilumineszenz-DNA-Mikroarrays konnten zum Beispiel extrem sensitive
Nachweise gefuhrt werden, die eine Nachweisgrenze bei 0,26 fmol/L haben (Dong et
al., 2013). Diese erfordern aber noch manuelle Arbeitsschritte. In einer
automatisierten, mikrofluidischen Umgebung lie} sich die Assayzeit auf 30 Minuten
verkurzen. Die Nachweisgrenze lag allerdings bei 80 pmol/L (Mirasoli et al., 2013b).
In einem anderen Report wurde E. coli-DNA mit einer Nachweisgrenze von 1 pmol/L
und die Bakterien selbst mit einer Konzentration von 250 CFU/uL bestimmt (Walter et
al., 2011). Meist haben die Assays eine gute Nachweisgrenze, wenn einzelstrangige,
synthetische DNA vorliegt. Der Nachweis ganzer Bakterienzellen ohne

Strangvereinzelung ergibt schlechtere Nachweisgrenzen.
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Ziel ist es also moglichst viele Schritte in einer automatisierten Umgebung zu
vereinen und dabei die analytische Fragestellung genau im Auge zu behalten. Auf
diesem Weg sind noch einige Fragen zu beantworten. Zum Beispiel die Frage nach
der besten Methodik zur Probenvorbereitung, die ideale Lagerung der Reagenzien,
die Stromversorgung und wie sich eine weitere Miniaturisierung umsetzen lasst.
Dabei soll aber immer eine mdglichst hohe Sensitivitat und Reproduzierbarkeit bei

kurzer Assayzeit erreicht werden (Yoon and Kim, 2012).

Tabelle 14: Vergleich zwischen Immunoassays und DNA-Assays.

Nachweis- Fangersonde
Assaydauer
grenze (Herstellung)
Antikorper-Assay Antikrper-

(ohne GGW-einstellung)

i 3 e
(Wolter et al., 2008) 15 Minuten 10° Zellen/mL produktion ist

relativ aufwendig

Antikorper-Assay

_ . Antikorper-
(mit GGW-einstellung) Unter 3 ion i
(Zhu et al.. 2011) Stunden 10 Zellen/mL Eé?a?:;:/k;ISPVJ::]dig
Synth. DNA-Assay '

: . Einfaches
(25mer Oligonukleotid) 15 Minuten 102 Kopien/mL  Design und
(Donhauser et al., 2009) Herstellung
Doppelstrang DNA-Assay Einfaches
(PCR-Produkt) 7 Stunden 10° Kopien/mL  Design und
(Donhauser et al., 2009) Herstellung
Einzelstrang DNA-Assay Einfaches
mit Strangvereinzelung '

3,5 Stunden 10 Zellen/mL Design und

(PCR-Produkt) Hersgtgellung

(Donhauser et al., 2011)

Neben dem Munich Chip Reader 3 gibt es weitere Projekte, die an automatisierten
Mikroarrays arbeiten. Die Fraunhofer-Institute haben eine Plattform namens

‘Fraunhofer ivD-Plattform” entwickelt. Sie hat zum Ziel, kostenglnstige Analysen
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direkt am Patienten vor Ort durchfihren zu kénnen. Es wurde ein vollautomatisches
System entwickelt, das Nukleinsduren oder Proteine in 15 Minuten nachweisen kann.
Zur Anwendung kommt das Redoxcycling oder TIRF. Auch eine Probenvorbereitung
in Form von einer PCR-on-chip ist integriert (Elsholz et al., 2006; Schumacher et al.,
2012). Bei S. aureus wurde eine Nachweisgrenze von 250 pg genomische DNA
erreicht, bei N. gonorrhoeae 1 ng genomische DNA (Andresen et al., 2009). Weitere
automatisierte Mikroarrayplattformen sind RIANA, AWACCS, NRL oder eMicroLISA
(Seidel and Niessner, 2008).

Es wurde in der vorliegenden Arbeit ein sehr sensitives Nachweissystem entwickelt,
das aber noch Potential fur eine Verklrzung der Assayzeit durch weitere

Automatisierung bietet.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Oberflachenchemie

Die Oberflachenchemie ist der entscheidende Punkt, um sensitive DNA-Mikroarrays
mit reproduzierbaren Ergebnissen zu erhalten. Dies wird durch eine hohe
Bindungskapazitat mit sehr niedrigen unspezifischen Bindungen erreicht.
Idealerweise sollten die Mikroarrays nicht nur einmal, sondern des Ofteren
verwendet werden konnen. Zur Erflllung dieser Anforderungen bedarf es einer
speziell entwickelten Oberflachenchemie und einer dazu abgestimmten
Regenerationsmethode.

Mikroarrays, die fur optische Auslesesysteme bestimmt sind, werden zumeist auf
Objekttragern aus Glas aufgebaut. N-Hydroxysuccinimid (NHS)-aktivierte
Oberflachen sind mogliche Modifikationen fur Glastrager (Blixt et al., 2004).
Schutzschichten gegen unspezifische Bindungen bestehen meist aus
Aminodextranen (Kroger et al., 2002), Carboxydextranen (Masson et al., 2005) oder
Polyethylenglykol (PEG) (Piehler et al., 2000). Diese Schichten sind daraufhin
optimiert moglichst wenige unspezifische Bindungen zu ermdglichen. PEG-
Oberflachen sind bereits dafur bekannt, dass sie unspezifische Bindungen von
Biopolymeren reduzieren (Kannan et al., 2006; Kingshott et al., 2002; Prime and
Whitesides, 1993). Polyethylenoxid-Polypropylenoxid-Polyethylenoxid-Triblockko-
polymere werden haufig in der biotechnologischen und pharmazeutischen Industrie

aufgrund ihrer Grenzflachenaktivitat eingesetzt (Huang et al., 2002).

3.1.1 Entwicklung der Oberflaichenchemie und der Spotting-Bedingungen

Als Testassay wurde eine 25 Nukleotide lange Sonde des 16S rRNA-Gens aus
R. planticola verwendet. Mittels einer Amino-Gruppe am 5‘-Ende wurde sie kovalent

auf einem Glasobjekttrager gebunden. Der exakte Gegenstrang mit einer Biotin-
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Markierung am 5°-Ende diente als Analyt. Die Biotinmarkierung konnte durch ein
Streptavidin-HRP-Konjugat flr eine CL-Detektion genutzt werden. Mit diesem Aufbau
wurden die folgenden Evaluierungen durchgefihrt.

Zunachst wurde die optimale Kombination aus Oberflachenchemie, Mikrodosierpuffer
und DNA-Sonden-Konzentration entwickelt. Es konnte auf eine bereits bestehende
Oberflachenchemie aus Diamino-PEG mit NHS-Aktivierung zurtickgegriffen werden
(Wolter et al., 2007). Als Mikrodosierpuffer wurde Wasser verwendet. Die hochsten
CL-Werte wurden mit 10 mg/mL DNA-Konzentration im Mikrodosierpuffer erreicht
(6,1 x 10° a.u.) (Abb. 19).

Konzentration CL-Summensignal Signal-Rausch-
der DNA-Sonde  Mittelwert in [a.u.] Verhaltnis

0,01 mg/mL 0,4 x10°(SD:27 %) 37 (SD: 6 %)
01 mg/mL  16x10°(SD:9%) 196 (SD: 8 %)
1 mg/mL  53x10°(SD:3%) 426 (SD: 8 %)
10 mg/mL  6,1x10°(SD:9%) 500 (SD: 8 %)

Abb. 19: Vergleich verschiedener Konzentrationen der R. planticola (Gen: 16S rRNA) Sonde in
Wasser auf einer Diamino-PEG-Oberfliche (10, 1, 0,1, 0,01 mg/mL). Die Analyt-DNA

(biotinylierter 25mer-Gegenstrang) wurde mit einer Konzentration von 10 mg/mL eingesetzt.

3.1.2 Regenerationsmethoden

DNA-Einzelstrange sind unter bestimmten Umstanden in der Lage Doppelstrange zu
bilden. Es paaren sich dabei die Basen Adenin mit Thymin, sowie Guanin mit
Cytosin. Die Basenpaarung ist abhangig von der richtigen Salzkonzentration, der
richtigen Temperatur und dem richtigen pH-Wert. Wenn die passende Kombination
dieser Bedingungen erreicht wird, hybridisieren die Analytmolekile mit den Sonden

auf der Mikroarrayoberflache. Um die Basenpaarung wieder zu trennen und die
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Mikroarrayoberflache zu regenerieren, mussen folglich davon abweichende
Bedingungen eingestellt werden. Dazu kann zum Beispiel die Temperatur erhoht
werden oder ein veranderter pH-Wert (kann sowohl erhoht als auch erniedrigt
werden, s.u.) eingestellt werden. Eine Verringerung der Salzkonzentration sorgt
ebenfalls fur eine Auftrennung der Doppelstrange. Die lonen entlang der DNA-
Strange werden abgezogen, die Ladungen des Phosphatriickgrats werden nicht
mehr abgeschirmt und die Strange stol3en sich gegenseitig ab.

Eine erhohte Temperatur fuhrt zu einem Aufschmelzen der Doppelstrange. Die
Wasserstoffbrickenbindungen werden aufgrund der Energiezufuhr getrennt. Ein
hoher pH-Wert fluhrt zur Trennung der Wasserstoffbrickenbindungen durch
Deprotonierung der Basen, wodurch die Basen negativ geladen werden und sich die
beiden Strange gegenseitig abstolden. Ein niedriger pH-Wert sorgt im Gegensatz
dazu fur eine Protonierung der Basen, also fur eine positive Ladung auf den Basen,
was aber ebenfalls zu einer gegenseitigen Abstolung der Strange fihrt. Sowohl ein
hoher als auch ein niedriger pH-Wert fuhren also zu einer Auftrennung des
Doppelstranges. Theoretisch fihren also alle drei Methoden, wie die Erhdhung der
Temperatur oder die Erhéhung/Verringerung des pH-Wertes (Rice and Doty, 1957;
Brabec, 1979; Mandel and Marmur, 1968; Ageno et al., 1969; Hermann and
Fredericq, 1977) zu einer Strangauftrennung und somit zu einer Regenerierung der
Mikroarrayoberflache. Um dies in der Praxis umzusetzen, missen diese Methoden
im Zusammenhang mit der optimalen Oberflachenchemie getestet werden. Dazu
wurden Regenerationsexperimente mit bis zu 22 Regenerationen analysiert. Dabei
wurde nach der Regeneration Nummer 2 nur alle funf Regenerationen eine CL-
Reaktion durchgefuhrt.

Nach der Entwicklung der Oberflachenchemie und der Findung des richtigen
Mikrodosierpuffers wurde die passende Regenerationsmethode entwickelt. Als erstes
wurde die bei DNA naheliegende Methode, das Aufschmelzen des Doppelstranges
mittels Hitze, getestet. Ein elektrisches Widerstandsheizelement wurde auf einem
Aluminiumblock befestigt. Der Aluminiumblock hatte eine konstante Temperatur von

102 °C. Zur Durchfihrung der Regeneration wurde der Aluminiumblock auf den
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Mikroarray aufgelegt und die Flusszelle wurde mit 7 x 400 yL PBS/Casein-Puffer
gespult (20 yL pro Sekunde = Gesamtdauer der Regeneration drei Minuten). Nach
der Regeneration wurde der Aluminiumblock wieder von der Flusszelle entfernt. In
einem vorhergehenden Test wurde die gleiche Routine verwendet, die Temperatur
aber auf 94 °C eingestellt. Dies war nicht ausreichend, um die Basenpaarung
vollstandig zu l6sen. Das Aufheizen des Mikroarrays mit 102 °C sorgte dagegen flr
ein Aufschmelzen der DNA-Doppelstrange. Das Signal ging auf 9 % des
Ausgangssignals vor der Regeneration zurlck. Alle Analytstrange wurden von den
Sonden auf der Oberflache abgelést. Durch wiederholte Regeneration wurde
allerdings die Oberflachenchemie geschadigt und somit die Signalstarke verringert.
Bereits nach 12 bis 17 Regenerationen war ein stabiles, aber sehr niedriges
absolutes Signal erreicht (Abb. 20). Das Endsignal betrug noch 12 % des

Anfangssignals.
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Abb. 20: Aufschmelzen von doppelstridngiger R. planticola (Gen: 16S rRNA) DNA, um die
Regenerierbarkeit zu testen (die Sonde wurde mit einer Konzentration von 10 mg/mL in Wasser
auf einer Diamino-PEG-Oberfliche gespottet). Die Analyt-DNA (biotinylierter 25mer-

Gegenstrang) wurde mit einer Konzentration von 10° mg/mL eingesetzt (n = 6, m = 6).
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Bei einer weiteren Verfeinerung des Regenerationsprozesses mittels
Temperaturerhdhung lasst sich das Prinzip in den MCR3 integrieren. Dort ist eine
Heizung mit integrierten Peltierelementen bereits verwirklicht. Die Temperatur sollte
dabei in der Flusszelle 95 °C erreichen, wie es auch bei einer PCR eingesetzt wird.
Allerdings sollte die Temperatur auch nicht viel hdher liegen, da sonst der Puffer in

der Flusszelle verdampft und den Mikroarrayglaschip zerstort.
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Abb. 21: Alkalische Regeneration von R. planticola (Gen: 16S rRNA) DNA-Doppelstriangen
(10 mg/mL in Wasser auf einer Diamino-PEG-Oberflache). Die Analyt-DNA (biotinylierter 25mer-

Gegenstrang) wurde mit einer Konzentration von 10”° mg/mL eingesetzt (n = 5, m = 6).

Als nachste Option wurde eine Erhdhung des pH-Wertes getestet. Zur Anwendung
kam ein alkalischer Puffer mit Natriumhydroxid (pH 13), der mit dem Detergenz
Natriumdodecylsulfat versetzt war. Der alkalische Puffer sorgte flir eine Regeneration
der Mikroarrayoberflache. Das Signal ging auf 6 % des Ausgangssignals vor der
Regeneration zurtck. Allerdings war der Puffer fur die Oberflachenchemie zu

aggressiv. Er beschadigte die Oberflache des Mikroarrays starker als das Aufheizen.
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Nach 12 Regenerationen war kein Signal mehr vorhanden (Abb. 21). Das Endsignal
betrug noch 0,15 % des Anfangssignals.

Die saure Regeneration trennte die DNA-Doppelstrange des Mikroarrays ebenfalls
auf. Das Signal ging auf 7 % des Ausgangssignals vor der Regeneration zurlck. Es
wurde eine Kochsalzlésung (100 mM) mit Glycin (100 mM) versetzt, der pH-Wert mit
Salzsaure auf 3 eingestellt und die Lésung als Regenerationspuffer verwendet.
Allerdings war es mit einer Konzentration von 10 mg/mL der Sonden-DNA nicht
moglich, das Signal Uber 22 Regenerationen zu stabilisieren. Das bedeutet, dass
durch die hohe Konzentration an DNA (10 mg/mL) sehr viele DNA-Sonden auf den
Mikroarray aufgebracht wurden, davon aber nur wenige Sonden kovalent an die
Mikroarrayoberflache gebunden haben. Diese ungebundenen DNA-Sonden waren
aber auch nach 22 Regenerationen noch nicht vollstandig von der Oberflache
abgewaschen. Zu erkennen ist dies in Tabelle 15. Das Chemilumineszenz-
Summensignal war nach 22 Regenerationen fir 10 mg/mL DNA-
Sondenkonzentration in der gleichen Grof3enordnung, wie das Anfangssignal bei

1 mg/mL DNA-Sondenkonzentration.

Tabelle 15: Vergleich der sauren Regeneration bei 1 mg/mL und 10 mg/mL DNA-

Sondenkonzentration.

Zahl der Regenerationen 1 mg/mL DNA-Sonde 10 mg/mL DNA-Sonde
CL-Summensignal [a.u.] CL-Summensignal [a.u.]

0 1,5 x 10°(SD: 13 %) 4,0 x 10°(SD: 5 %)

22 1,0 x 10°(SD: 12 %) 1,5 x 10°(SD: 9 %)

Nur durch eine Verringerung der DNA-Konzentration auf 1 mg/mL im

Mikrodosierpuffer wurde ein konstantes Signal erreicht. Es wurden dadurch weniger
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Sonden aufgebracht. Die nicht kovalent gebundenen Sonden wurden recht zigig
abgewaschen. Am Beginn des Experimentes fiel das Signal auf 2/3 des
Ausgangssignals, stabilisierte sich auf diesem Niveau aber nach zwei
Regenerationszyklen. Danach blieb das absolute Signal stabil bis Zyklus 22 (Abb.
22). Dies wurde durch einen linearen Fit Gberpruft, wird hier aber nicht gezeigt.

In Abb. 22 und Tabelle 16 ist zu erkennen, dass eine hohe Standardabweichung
nach wie vor ein Problem fur die Intra-Assay-Reproduzierbarkeit ist. Der
Regenerationspuffer, ahnlich wie die anderen Reaktionschemikalien, scheint nicht
gleichmalig in der Flusszelle verteilt zu sein, was dann zu unterschiedlichen
Inkubationszeiten je Spot flhrte. Eine weitere Erklarung ist die ungleichmafige

Belegung der Spots mit DNA-Sonden.
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Abb. 22: Saure Regeneration von R. planticola (Gen: 16S rRNA) DNA-Doppelstrangen (1 mg/mL
in Wasser auf einer Diamino-PEG-Oberfliche). Die Analyt-DNA (biotinylierter 25mer-

Gegenstrang) wurde mit einer Konzentration von 10° mg/mL eingesetzt (n =7, m = 6).
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Tabelle 16: Reproduzierbarkeit von Regenerationsversuchen mit DNA-Mikroarrays und der

sauren Regenerationsmethode (Vergleiche Abb. 22).

CL-Summensignal Standardabweichung

Zahl der Regenerationen Mittelwert [a.u.] [%]

0 1,5 x 10° 13

1 1,1 x 10° 16

2 0,9x10° 12

7 0,9 x 10° 13

12 1,0 x 10° 11

17 1,0 x 10° 9

22 1,0 x 10° 12

3.1.3 Verbesserung der Regenerierbarkeit

Ziel der Regenerationsversuche war es, einen regenerierbaren DNA-Mikroarray mit
einem sehr guten Signal-Rauschverhaltnis zu entwickeln. Fur ein hohes Signal
reichte eine DNA-Sondenkonzentration von 1 mg/mL im Mikrodosierpuffer nicht aus.
Alle Messungen ab Kapitel 3.2 wurden ausschlieRlich mit einer Konzentration von
10 mg/mL Sonden-DNA im Mikrodosierpuffer durchgefuhrt. 10 mg/mL ergaben ein
deutlich hodheres Ausgangssignal (Tabelle 15), erreichten aber auch nach 22
Regenerationen noch kein stabiles Endsignal. Die Annahme war, dass die DNA-
Sonden zwar in hoher Menge auf den Glaschip aufgebracht, aber dann nicht
kovalent gebunden und wahrend der Regeneration abgewaschen wurden. Es sollte
also die Zeit fur die Anbindereaktion verlangert werden. Die Anbindereaktion stoppte
durch die Austrocknung des Spots recht schnell. Das Lagern in Wasser bewirkte eine
Nachreaktion. Es wurden verschieden lange Zeitrdume fir diese Lagerung getestet
(Tabelle 17). Eine weitere Moglichkeit die Anbindung zu verbessern ist, die Erhéhung
der Reaktionsgeschwindigkeit durch eine Temperaturerhhung (AT = 10 K, dann
erhoht sich die Reaktionsgeschwindigkeit um das 2- bis 4-Fache, vgl. RGT-Regel)
(Holleman et al., 1995; Jung et al., 2001).
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Abb. 23 zeigt im Vergleich zu den Ergebnissen aus Abb. 22 eine deutlich verbesserte
Signalstabilitdt bei Regenerationsversuchen. Das maximale Signal-Rausch-
Verhaltnis lag bei 931 (SD: 2 %). Zwischen der ersten und zweiten Regeneration
hatte sich das Signal stark verringert. Allerdings war das Signal nach der zweiten
Regeneration bis zur Regeneration 17 stabil (Abb. 23). In den ersten
Regenerationszyklen wurden vermutlich die nicht kovalent gebundenen Sonden
abgewaschen und nur die kovalent gebundenen Sonden blieben bis

Regenerationszyklus 17 auf dem Glastrager zuruck.
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Abb. 23: Signalstabilitit von R. planticola (Gen: 16S rRNA) DNA-Doppelstrangen auf einer
Diamino-PEG-Oberfliche wahrend saurer Regenerationen. Der Mikroarray wurde 17 Mal
regeneriert. Die R. planticola DNA-Sonden wurden mit einer Konzentration von 10 mg/mL in
Wasser auf den Mikroarray aufgetragen. Nach dem Mikrodosiervorgang wurde der Mikroarray
bei 4 °C fiir einen Tag in Wasser gelagert. Die Analyt-DNA (biotinylierter 25mer-Gegenstrang)

wurde mit einer Konzentration von 107 mg/mL eingesetzt (n = 6, m = 6).

In Tabelle 17 ist ein klares Optimum bei einer Lagerung von einem Tag in Wasser zu

erkennen. Sowohl das Anfangssignal ist mit 27,5 x 10° a.u. (SD 7 %) am héchsten,
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aber auch nach 17 Regenerationen ist das Signal mit 6,5 x 10° a.u. (SD 12 %) am
héchsten. Offensichtlich sorgte diese Lagerung fur eine verbesserte Anbindung der
R. planticola Sonden, sowie eine verbesserte sterische Zuganglichkeit, da auch das

Anfangssignal erhoht war.

Tabelle 17: Signalverdnderung durch Lagerung des R. planticola-Mikroarrays in Wasser bei
4 °C.

Lagerbedinaungen Zahl der CL-Summensignal Standardabweichung
9 gung Regenerationen Mittelwert [a.u.] [%]
ohne Wasser 0 1x10° 6
17 0,1x 10° 9
1 Tag in Wasser 0 27,5 x 10° 7
17 6,5 x 10° 12
3 Tage in Wasser 0 13,6 x 10° 3
17 1,4 x 10° 8
6 Tage in Wasser 0 12,3 x 10° 4
17 1x10° 5

3.1.4 Diskussion

Es wurden eine Oberflachenchemie und eine passende Regenerationsmethode
entwickelt, die eine Wiederverwendung des Chips fur bis zu 20 Messungen erlauben.
Die Diamino-PEG-Oberflachenchemie war stabil und mit einem sauren Puffer

regenerierbar.
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3.2 Quantifizierung von synthetischen Oligonukleotiden

Der im vorhergehenden Kapitel optimierte Assay mit synthetischen Oligonukleotiden
wurde auch in diesem Kapitel verwendet. In Kapitel 3.1 wurden der passende
Mikrodosierpuffer, eine passende PEG-Oberflache und eine passende
Regenerationsmethode evaluiert. In diesem Kapitel erfolgte mit der Quantifizierung

synthetischer Oligonukleotide der nachste Schritt.

3.2.1 Der Nachweis von DNA auf einem DNA-Mikroarraysystem

FUr die Quantifizierung von DNA wurde ein CL-Hybridisierungs-Assay auf einer DNA-
Mikroarrayoberflache durchgefihrt. Die Ziel-DNA-Sequenz muss dabei mit Biotin
markiert sein. Dies passiert bei synthetischen Oligonukleotiden wahrend der
chemischen Synthese der eingesetzten Anti-Strand Oligonukleotide. Die Ziel-DNA
wurde von einer spezifischen DNA-Sonde eingefangen. Diese Sonde wurde durch
eine kovalente Bindung an die mit PEG-modifizierte Glasoberflache des
Objekttragers fixiert. Die Wechselwirkung zwischen der Ziel-DNA und der DNA-
Sonde sorgte fur die Spezifitat des Assays. Alle Schritte des Assays, die Zugabe der
mit Biotin markierten Einzelstrang-DNA (Abb. 24, 1) ebenso eingeschlossen, wie die
Zugabe der mit Streptavidin markierten Meerrettichperoxidase (Abb. 24, 2) und der
CL-Substrate (Abb. 24, 3), wurden auf einem Durchfluss-CL-Auslesegerat
durchgefuhrt.
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Abb. 24: Schema des Assayprinzips. Drei verschiedene Gene werden auf einem DNA-

Mikroarray mittels Chemilumineszenz-Reaktion nachgewiesen.
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Luminol.~"

Abb. 25: Fluidikschema zum Nachweis biotinylierter, einzelstrangiger DNA.

Die Analyt-DNA wurde nur einmal Uber den Mikroarray gespult (Abb. 25). 600 pL
wurden in Portionen zu je 20 yL auf den Mikroarray geleitet, wobei zwischen den
Einheiten immer 20 Sekunden pausiert wurde (stopped-flow-Prinzip). Es wurde das

folgende Protokoll verwendet:

600 pL mit 20 pL/s Messprobe (je 20 pyL mit einer Inkubationspause von
20 Sekunden)

2 x 1 mL mit 20 yL/s Waschpuffer

2 x 1 mL mit 20 pyL/s SA-HRP-L6sung

4 x 1 mL mit 20 yL/s Waschpuffer

je 1 x 600 pL mit 20 pL/s Luminol und H>O,

90 Sekunden Aufnahme des Chemilumineszenzsignals
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3.2.2 Kalibrierung des DNA-Mikroarrays mit  synthetischen

Oligonukleotiden

Die maximal erreichbare Sensitivitat der CL-Oberflachenchemie zeigte sich im
folgenden Experiment: eine Sequenz des R. planticola Gens 16S rRNA wurde als
Sonde auf der Oberflache und ein 25mer-Einzelstrang in antisense-Konfiguration als
Analyt eingesetzt. Dieser Assay hatte eine Nachweisgrenze von 40 Kopien/mL, was
10 fmol entsprachen. Der Assay dauerte 15 Minuten und hatte eine analytische
Spannbreite zwischen 10° und 10" Kopien/mL (Abb. 26). Das maximale Signal-
Rausch-Verhaltnis war 225:1. Bemerkenswert sind an dieser Stelle die grolle
analytische Spannbreite von 10 Dekaden und die sehr kurze Assayzeit.
Normalerweise haben Hybridisierungsassays eine Inkubationszeit von mehreren
Stunden.
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Abb. 26: Kalibrierkurve fiir das Gen 16S rRNA von R. planticola (n =7, m = 6).
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3.2.3 Diskussion

Mit einer 25mer-DNA lasst sich in einem Hybridisierungsassay deshalb eine kurze
Assayzeit und eine niedrige Nachweisgrenze erreichen, da die Kurze der DNA-
Stlucke eine schnelle Diffusion ermdglicht. Durch die hohe Diffusionsgeschwindigkeit
erreicht die Hybridisierung schnell die Gleichgewichtsphase, wodurch sich ein
sensitiver Nachweis ergibt.

Die Nachweisgrenze liegt wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben bei 10 fmol. In Tabelle 18
findet sich zum Vergleich eine Liste mit quantitativen CL-DNA-Mikroarrays aus der

Literatur.

Tabelle 18: Ubersicht zu CL-DNA-Mikroarrays.

Nachweis- Strang-

. Assay-Prinzp Testzeit Literatur
grenze lange

on-chip PCR + Hybridisation, (Hatakeyama et al.,

0.5nM 15716 nt g tinmarker + SAHRP <N 2009)
PCR, Biotinmarker + SA- . (Mirasoli et al.,
80 pmol/L  25nt HRP 30 min 2013b)
PCR/LDR, SA-Nanopartikel, (Hommatsu et al.,
10nM 24 nt ZIP-Code, CY5 + CL 1h 2013)
ligation mediated rolling
0,26 fM 29 nt circle, DNAzyme (HRP 4-5 h (Dong et al., 2013)
mimic)
250 aM 23 nt Microchannel array 3h (Cheek et al., 2001)
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3.3 Gegenuberstellung der Amplifikationsmethoden

Im bisherigen Verlauf dieser Arbeit konnte eine regenerierbare Mikroarray-
Oberflache entwickelt werden. Daran schloss sich eine erste Quantifizierung mit
antisense-Oligonukleotiden an. Um nun Bakterien im Trinkwasser nachzuweisen,
war eine geeignete Amplifikationsmethode zu wahlen. Hierzu wurde eine
vergleichende Studie mit verschiedenen Amplifikationsmethoden durchgefihrt. Die
Einsetzbarkeit der untersuchten Methoden flur einen quantitativen Nachweis von
DNA auf einem DNA-Mikroarray wurde Dbeurteilt. Zwei unspezifische
Amplifikationsmethoden, die Multiple Displacement Amplification und die
GenomePlex Whole Genome Amplification, wurden bewertet, aber auch spezifische
Amplifikationsmethoden wie die Endpunkt-PCR und die neue Stopped-PCR konnten
in den Vergleich einbezogen werden.

Der grolRe Vorteil der unspezifischen Amplifikationsmethoden ist ihre Fahigkeit, das
gesamte Genom sequenzunabhangig zu amplifizieren. Die Multiple Displacement
Amplification bendtigt wahrend der Amplifikation auch kein Thermocycling
vergleichbar der PCR. MDA lasst sich deshalb einfacher automatisieren, da keine

aufwendige Heiz- und Kihlsteuerung notwendig ist.

3.3.1 Arbeitsablauf

Die genomische DNA wurde zunachst aus E. coli-Zellen mit Hilfe eines
Aufreinigungskits extrahiert und anschlieRend auf verschiedenen Wegen amplifiziert
(Abb. 27). Fur die Quantifizierung der Amplifikationscharakteristiken dieser Methoden
wurde die Realtime-PCR eingesetzt.

Um die verschiedenen Amplifikationsmethoden in einer quantitativen Realtime-PCR-
Analyse vergleichen zu konnen, musste die amplifizierte DNA im Verhaltnis 1:10.000
verdunnt werden, da das Signal sonst zu hoch wurde und aufRerhalb des messbaren
Bereichs der PCR lag (Abb. 28).
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Genomische DNA

|

| Spezifische Amplifikation | | Unspezifische Amplifikation |
| |
: | | l
Stopped-PCR Endpunkt-PCR MDA GenomePlex

| |

Quantifizierung mit Realtime-PCR

DNA-Mikroarray

Abb. 27: Ubersicht der eingesetzten Methoden zur Amplifikation der DNA von E. coli und
L. pneumophila.

Realtime-PCR
DNA-Extraktion |—s IS\ZODF’Aped"PCR —>1:10.000 | —> | Realtime-PCR

GenomePlex

Abb. 28: 1:10.000 Verdiinnung als Vorbereitung fiir eine Quantifizierung mit Realtime-PCR.

Mikroarrays bieten die Moglichkeit, eine grofde Anzahl von Analyten gleichzeitig zu
bestimmen. Im Bereich der DNA-Analyse sind die Mikroarrays jedoch nicht
ausreichend sensitiv und bendtigen deshalb eine vorhergehende Amplifikation der
DNA.

Das Ziel der folgenden Experimente war es, die Anforderungen an eine solche
Amplifikationsmethode zu definieren und auch zu testen, ob die jeweilige Methode im
Rahmen einer automatisieten DNA-Mikroarrayanalyse verwendet werden kann.

Sechs Charakteristika standen dabei im Mittelpunkt:
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- Die Starke der Amplifikation (Amplifikationsfaktor).

- Der Amplifikationsfaktor ist Uber mehrere Dekaden an Ausgangsmaterial stabil.
- Die Gesamtzeit fur den Assay.

- Die Moglichkeit einer spateren Automatisierbarkeit.

- Multiplexfahigkeit zum Einsatz im Mikroarray.

- Design der Primer.

3.3.2 Multiple Displacement Amplification

Die MDA ist eine isothermale Amplifikationsmethode. Die genomischen DNA-Strange
wurden vor der Amplifikation denaturiert, anschlie®end konnten sich kurze
Hexamerprimer Uber das gesamte Genom verteilt anlagern. An diesen Primern
begann die Polymerase mit der Amplifikation. Erreichte die Polymerase im Verlauf
der Amplifikation einen bereits angelagerten Hexamerprimer, so wurde dieser und
die ab seiner Position bereits amplifizierte DNA verdrangt. Die Amplifikation fand bei
einer konstanten Temperatur statt.

Bei der MDA besteht eine lineare Korrelation zwischen der Ausgangskonzentration
und der Endkonzentration an DNA nach der Amplifikation (Abb. 29). Dies wurde
durch einen linearen Fit Uberpruft, wird hier aber nicht gezeigt. Diese Korrelation war
allerdings nur im Bereich einer eingesetzten Konzentration zwischen 2,1 x 10° bis
2,1 x 10" Kopien/mL linear. Bei hdheren Konzentrationen war die Amplifikation
nahezu konstant, also nicht direkt abhangig von der Ausgangskonzentration.

Der Reaktionskit ist laut Hersteller fiir Konzentrationen > 2,1 x 10® Kopien/mL
optimiert. 2,1 x 10° Kopien/mL lag am unteren Ende. Da diese Korrelation am
unteren Ende der Ausgangskonzentrationen lag, ist diese Methode zwar sensitiv, bei
héheren Konzentrationen aber nur begrenzt verwendbar und somit unflexibel.
Weitere Nachteile sind die in der Amplifikation entstehenden langen DNA-Produkte
(2 - 100 kb), die zu hohen Diffusionszeiten auf dem DNA-Mikroarray fihren kénnen,
sowie die fehlende Moglichkeit markierte Primer im Assay zu verwenden, da der
Assay auf standardisierten Reagenzien aufbaute. Die Markierungsprobleme lassen

sich nur durch einen eigens gefertigten Reaktionskit umgehen, der per Hand
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angemischt werden muss. Zusatzlich musste nach der Amplifikation die DNA mit
einer DNase oder mit Ultraschall behandelt werden, um die DNA-Stucke fur den
Mikroarray zu kurzen. Dies fuhrt zu einem erhohten manuellen Aufwand und erhoht
die Gesamtzeit fir den Assay. Der Assay erreichte einen Amplifikationsfaktor von
10? - 10* und hatte eine Dauer von zwei Stunden. Die Nachweisgrenze lag bei
6,5 x 10* Kopien/mL.

5

Konzentration nach Amplifikation [Kopien/mL]
8&0

10° 10’ 10° 10°

Ausgangskonzentration [Kopien/mL]

10

Abb. 29: Multiple Displacement Amplification von E. coli-DNA, die mit einer Realtime-PCR

(Gen: lacZ) quantifiziert wurde (n =5, m = 3).

Die Nachweisgrenze wurde durch das Kalibrierverfahren bestimmt. Beim
Kalibrierverfahren ~ wird die  Nachweisgrenze als das 3,3-Fache der
Verfahrensstandardabweichung angesehen. Die Verfahrensstandardabweichung ist
der Quotient aus der Reststandardabweichung (sy) und der Steigung der Geraden b
(Steigung der Fit-Gerade) in der Nahe der Nachweisgrenze. (Der Hersteller hat den

Reaktionskit auf > 10 ng optimiert, 1 - 10 ng sind fur den Kit geringe Mengen DNA.
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Die eingesetzte DNA-Menge ist um den Faktor 100 unter den geringen Mengen.
Annahme: Nahe zur Nachweisgrenze ist gegeben. 10° Kopien/mL Ausgangsmaterial
entsprechen 0,01 ng DNA).

Der Vorteil der MDA lag darin, kein Thermocycling zu bendtigen. Fir die
Amplifikation wurden konstant 30 °C fur 1,5 Stunden genutzt und am Ende wurden

65 °C fur drei Minuten zum Beenden der Reaktion verwendet.

3.3.3 GenomePlex Whole Genome Amplification

Die GenomePlex Whole Genome Amplification nutzte zuerst einen DNA-Verdau. Die
dabei entstandenen kurzen DNA-Stlicke wurden an den Enden mit Primern versehen
und die kurzen DNA-Sticke wurden schlieRlich mit Hilfe der Primer in der PCR
amplifiziert.

Bei der GenomePlex Whole Genome Amplification bestand eine lineare Korrelation
zwischen der Ausgangskonzentration und der Endkonzentration an DNA nach der
Amplifikation. Diese lineare Korrelation zeigte sich von 2,1 x 10° bis 2,1 x 10°
Kopien/mL (Abb. 30). Die Korrelation verlief stabil Gber vier Log-Stufen.

Die Fragmentierung der DNA war sequenzunabhangig, also stochastisch verteilt,
immer an unterschiedlichen Stellen der Sequenz. Dies fluhrte zu einer
Verteilungskurve der GroRe der DNA-Stiicke nach dem Verdau. Folglich waren auch
die Endprodukte nach der Amplifikation von unterschiedlicher Lange. Dies bedeutet
in der Theorie, dass es eine Variation der Diffusionszeiten auf dem Mikroarray gibt,
es aber auch eine Variation der sterischen Hinderung der komplementaren Stellen
zur Anbindung an die Sonden auf der Mikroarrayoberflache gibt. Wenn die Sequenz
sehr nahe an einem Ende des DNA-Stickes liegt, entsteht deutlich weniger sterische
Behinderung, als wenn die Sequenz inmitten eines recht langen Stiickes liegt. Diese
Tatsachen liegen im starken Kontrast zur PCR, bei der die Analyt-DNA
reproduzierbar die gleiche Lange und somit Sequenz hat. Zusatzlich lassen sich
auch hier Markierungen nur durch ein manuell gemischtes Amplifikationskit

einbringen. Zusatzlich bendtigte dieser Assay viele handische Schritte. Der Assay
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erreichte einen Amplifikationsfaktor von 1,5 x 10° und hatte eine Dauer von
2,5 Stunden. Die Nachweisgrenze lag bei 1,8 x 10° Kopien/mL.

Die Nachweisgrenze wurde durch das Kalibrierverfahren bestimmt. Beim
Kalibrierverfahren ~ wird die  Nachweisgrenze als das 3,3-Fache der
Verfahrensstandardabweichung angesehen. Die Verfahrensstandardabweichung ist
der Quotient aus der Reststandardabweichung (sy) und der Steigung der Geraden b
(Steigung der Fit-Gerade) in der Nahe der Nachweisgrenze. (Der Hersteller hat den
Reaktionskit auf > 10 ng optimiert, 1 - 10 ng sind fur den Kit geringe Mengen DNA.
Die eingesetzte DNA-Menge ist um den Faktor 100 unter den geringen Mengen.
Annahme: Nahe zur Nachweisgrenze ist gegeben. 10° Kopien/mL Ausgangsmaterial
entsprechen 0,01 ng DNA).
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Abb. 30: GenomePlex Whole Genome Amplification von E. coli-DNA, die mit einer Realtime-
PCR (Gen: lacZ) quantifiziert wurde (n =5, m = 3).
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3.3.4 Endpunkt-PCR

Die Endpunkt-PCR hat einen groen Nachteil fir ihren Einsatz als
Amplifikationsmethode fur die DNA-Quantifizierung auf DNA-Mikroarrays. Nach der
Amplifikation von einer eingesetzten DNA-Konzentration zwischen 2,1 x 10° und
1,1x 10° Zellen/mL (Ausgangskonzentration) ergab sich eine konstante End-
konzentration von 7,7 x 10" Kopien/mL (SD: 20 %) (Abb. 32). Begriindet ist dies
dadurch, dass die Reaktion stoppt, allerdings nicht durch eine bewusste
Unterbrechung des zyklischen Prozesses, sondern dadurch, dass die Reaktion
aufgrund eines aufgebrauchten Reaktionspartners (z.B. Nukleotide) stoppt. Jedes
PCR-Reaktionsgefall enthielt die gleiche Menge Reaktionsmix (z.B. Nukleotide,
Primer usw.). Der Stopp findet also nur statt, wenn in allen Reaktionsgefallen die
gleiche Menge an DNA (es war in allen GefalRen die gleiche Menge Nukleotide
verbraucht worden) aus den unterschiedlichen Ausgangsmengen produziert worden
ist. Die Ausgangsmenge spielt aufgrund der starken Amplifikation keine Rolle mehr.
Die ideale Amplifikation flr eine PCR lauft nach der folgenden Formel:

Y=X*2"

Y: Endmenge; X: Startmenge; n: Zyklusnummer

Normalerweise ist die PCR so eingestellt, dass die Wiederholung des PCR-Zyklus
nach 40 - 50 Zyklen stoppt. Unter Verwendung der Formel ware also ein konstanter
Amplifikationsfaktor fur alle Proben erwartet worden, unabhangig von der
Ausgangsmenge. Stattdessen zeigte sich allerdings die typische sigmoidale
Amplifikationskurve mit einer nicht sauber differenzierbaren DNA-Menge am Ende
(Abb. 31).
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Abb. 31: Beobachtung einer Realtime-PCR-Amplifikation durch ein Fluoreszenzsignal aus einer
Hydrolysesonde. Es sind Amplifikationskurven fiir die Konzentrationen von 10° bis 10°
Kopien/mL der uidA-DNA aus E. coli dargestellt.

Die Endpunkt-PCR ist deshalb fur die Quantifizierung auf einem DNA-Mikroarray
nicht anwendbar. Obwohl es sehr einfach ware die Lange und die Markierungen der
Analyt-DNAs fur diesen Zweck anzupassen. Der Assay erreichte einen
Amplifikationsfaktor von 10° bis 10" und hatte eine Dauer von 1,75 Stunden. Die

Nachweisgrenze wurde hier nicht bestimmt.
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Abb. 32: Realtime-PCR von E. coli-DNA (Gen: lacZ), die mit einer Realtime-PCR (Gen: lacZ)

quantifiziert wurde (n =5, m = 3).

3.3.5 Stopped-PCR

Da die bisher getesteten Amplifikationsmethoden nicht die gewinschten
Eigenschaften zeigten, wurde eine neue Methode adaptiert. Es handelt sich um die
Stopped-PCR-Methode (Donhauser et al., 2009). Die Amplifikation wurde dabei an
einem spezifischen Punkt gestoppt. An diesem Punkt war der Abstand des Signals
zwischen den verschiedenen Ausgangsmengen maximal.

Mit der Stopped-PCR konnten die Nachteile beim Quantifizieren mit der Endpunkt-
PCR umgangen werden, es konnten trotzdem alle Vorteile der Endpunkt-PCR
genutzt werden. Die Stopped-PCR hatte einen linearen Bereich zwischen 2,1 x 10°
und 2,1 x 10" Kopien/mL, war aber fiir die Quantifizierung {ber vier Log-Stufen
einsetzbar (Abb. 33). Das beruhte darauf, dass die Amplifikationskurve eine

vorhersehbare und reproduzierbare sigmoidale Kurve bildete. Aullerdem ist diese
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Methode je nach Stopp-Punkt anpassbar an die vorliegende Mikroorganismen-
Konzentration. Wenn der Nachweis besonders sensitiv sein soll, kann die
Amplifikation zu einem spateren Zeitpunkt gestoppt werden, oder auch friher. Dies
hangt von den verwendeten Voranreicherungsstufen ab, aber auch von dem sich
anschlieBenden Quantifizierungsassay. Die Stopped-PCR erreichte einen
Amplifikationsfaktor von 10* bis 10° und hatte eine Dauer von 1,75 Stunden. Die
Nachweisgrenze lag bei 1,2 x 10° Kopien/mL.

Die Nachteile der Stopped-PCR fiur die Nutzung in einer automatisierten fluidischen
Umgebung waren die Notwendigkeit des Thermocycling und der manuelle Aufwand

in der Vorbereitung des Assays.
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Abb. 33: Stopped-PCR (nach 30 Zyklen gestoppt) von L. pneumophila-DNA (Gen: mip), die mit

einer Realtime-PCR (Gen: mip) quantifiziert wurde (n =5, m = 3).
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3.3.6 Diskussion

Kultivierungstechniken sind noch immer der Goldstandard fir den Nachweis von
Mikroorganismen. Sie sind allerdings recht zeitintensiv (24 - 48 Stunden; bei
Legionella sind bis zu 10 Tage notwendig). Der erste kritische Parameter war die
Gesamtassayzeit. Nur MDA und beide PCR-Methoden brauchten zwischen einer und
zwei Stunden (Zeit fur die Vorbereitung eingeschlossen). Der GenomePlex-Assay
bendtigte Uber zwei Stunden.

Der zweite kritische Parameter - die Amplifikationsstarke - zeigte, dass die Endpunkt-
PCR den starksten Amplifikationsfaktor besaB (bis zu 10'°). Die GenomePlex-
Amplifikation war zwar ebenfalls an eine PCR gekoppelt, zeigte aber einen
Amplifikationsfaktor von nur 1,5 x 10°. MDA lieferte eine einigermaRen gute
Amplifikationsstirke (102 bis 10%), vor allem unter Beriicksichtigung der Tatsache,
dass es nicht mit einer PCR gekoppelt war. Bei einer weiteren Umsetzung in einem
vollautomatisierten Umfeld ware eine relativ einfache technische Machbarkeit

gegeben.

Tabelle 19: Uberblick der relevanten Parameter und Zusammenfassung der Ergebnisse.

Endpunkt-

Eigenschaft MDA GenomePlex PCR Stopped-PCR

Nicht Nicht
DNA-Extraktion Notwendig  Notwendig notwendig notwendig
Markierte Primer Nein Nein Ja Ja
Quantifizierung Ja Ja Nein Ja
Amplifikationsfaktor ~ 10%10* 1,5x 10° 105-10° 10°
Amplifikationsprodukt Sehr lang Mittel Kurz Kurz

Ja, sehr

Automatisierung Ja aufwendig Ja Ja
Assaydauer 2 Stunden 2,5 Stunden 1,75 Stunden 1,75 Stunden
LOD [Kopien/mL] 6,5 x 10* 1,8 x 10° N/A 1,2 x 10°
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Die Stopped-PCR zeigte jedoch ihre Uberlegenheit gegeniiber allen anderen
Methoden in den Bereichen, die fur einen Nachweis mit einem DNA-Mikroarray von
Bedeutung waren. Sowohl die bendtigte Zeit, als auch die Amplifikationsstarke,
sowie die Lange des Amplifikationsproduktes waren fur einen DNA-Mikroarray
hervorragend geeignet. Daridber hinaus ermdglichte die Stopped-PCR eine
Quantifizierung und eine sehr einfache Markierung der verwendeten Primer und
somit auch des Amplifikationsproduktes. Tabelle 19 zeigt einen Uberblick der
betrachteten Parameter.

Es stellte sich nun die Frage, wie sich die gewonnenen Erkenntnisse Uber die

Amplifikationsmethoden mit dem DNA-Mikroarray kombinieren liessen.

3.4 Quantifizierung von PCR-Produkten

3.4.1 Nachweisprinzip

In den ersten Kapiteln wurde eine DNA-Mikroarray-Oberflache entwickelt und die
Sensitivitat des DNA-Mikroarrays gezeigt. Danach wurde eine Amplifikationsmethode
ausgewahlt. Die Stopped-PCR zeigte eine hohe Amplifikation und ermdoglichte eine
spatere Quantifizierung der DNA auf einem DNA-Mikroarray.

In diesem Kapitel wurde diese DNA-Amplifikation nun mit einem Mikroarray
kombiniert. Die entwickelte DNA-Amplifikation nutzte das Prinzip der PCR (Abb.
34a). Diese Reaktion wurde in der logarithmischen Phase gestoppt (Abb. 34b), was
zu einer maximalen Aufspaltung der unterschiedlichen Signalkurven fuhrte. Die
amplifizierte DNA wurde anschlielend auf einem DNA-Mikroarray quantifiziert (Abb.
34c).
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a) b) c)
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Zyklenanzahl 2 Zyklenanzahl DNA-Konzentration
Abb. 34: Schema einer Realtime-PCR (a), Stopped-PCR (b), und die Quantifizierung von

Amplikons nach einer Stopped-PCR auf einem DNA-Mikroarray (c).

SA-HRP

H,0, T ‘l'

PBS-Casein

Luminol.~"

1min @ 0°C 10 min @ 95°C Wiederverwendete Probe

Abb. 35: FlieBschema des Durchfluss-CL-Mikroarray-Auslesegerits.

Die Quantifizierung der amplifizierten DNA erfolgte nach obigem Fluidikschema (Abb.
35). Die DNA wurde bei 95 °C denaturiert, kurz abgekuhlt und Uber den DNA-
Mikroarray geleitet. Das eingesetzte Durchfluss-CL-DNA-Mikroarray-Auslesegerat
ermdglichte einen semiautomatischen Ablauf des Assays. Das Drehventil musste

manuell bedient werden. Folgendes Protokoll wurde verwendet:

99



3. Ergebnisse und Diskussion

20 x 500 pL mit 20 uL/s Messprobe (Die Probe wurde wiederholt Gber den Mikroarray
gepumpt, auBerdem wurde das stopped-flow Prinzip verwendet: je 20 yL mit einer

Inkubationspause von drei Sekunden):

2 x 1 mL mit 20 yL/s Waschpuffer

2 x 1 mL mit 20 pL/s SA-HRP-L6sung

4 x 1 mL mit 20 yL/s Waschpuffer

je 1 x 600 pL mit 20 pL/s Luminol und H>O,

90 Sekunden Aufnahme des Chemilumineszenzsignals

3.4.2 Das Prinzip der Quantifizierung

Im Stopped-PCR-Assay wurde die PCR-Amplifikation im Zyklus 25 unterbrochen
(Abb. 34 b). Es muss nicht unbedingt bei Zyklus 25 gestoppt werden. Der Stopp-
Zyklus muss nur in der Mitte des gewunschten Arbeitsbereiches liegen. Wird die
Amplifikationsreaktion in der logarithmischen Phase abgebrochen, fuhrt dies zu
einem maximalen Unterschied im Signal zwischen den verschiedenen
Ausgangskonzentrationen (Abb. 34 b). Diese Tatsache erlaubte nun eine
Quantifizierung mittels DNA-Mikroarray, nach der PCR-Amplifikation.

Es wurde eine Kalibrierung der PCR-Produkte der Zielsequenz des Gens uidA
aufgezeichnet. Ausgehend von verschiedenen Kopienzahlen der uidA DNA-
Sequenz, wurde ein Teil des uidA Gens in der PCR amplifiziert. AnschlieRend wurde
das PCR-Produkt denaturiert (Strangauftrennung) und Uber den Mikroarray gespult.
Nach der PCR-Amplifikation lag die Nachweisgrenze bei 1,1 x 10° Kopien/mL. Der
Arbeitsbereich lag zwischen 10° und 10° Kopien/mL (Abb. 36). Das maximale Signal-
Rausch-Verhaltnis lag bei 354:1.

100



3. Ergebnisse und Diskussion

40x10*

35x10° -
30x10° -
25x10° -
20x10° -
15510°

CL Signal [a.u.]

10x10° -
5x10* -
0
0 10° 10 10° 10
Konzentration [Kopien / mL]

7

Abb. 36: Kalibrierkurve fiir uidA von E. coli. Die DNA wurde in einer Stopped-PCR-Reaktion

amplifiziert und auf einem DNA-Mikroarray quantifiziert (n =5, m = 3).

3.4.3 Diskussion

In diesem Kapitel wurde eine Methode beschrieben, die eine Amplifikation der
Nukleinsauren mittels PCR und einen Nachweis der DNA auf einem DNA-Mikroarray
kombinierte. Die Nachweisgrenze lag bei 1,1 x 10° Kopien/mL, bei einer Assayzeit
von sieben Stunden. Es war also nicht nur ein qualitativer Nachweis maoglich,
sondern auch ein Quantitativer.

Der CL-DNA-Mikroarray war eine sehr schnelle und empfindliche Methode, wenn
einzelstrangige, biotinylierte Oligonukleotide (25mer) als Analyt verwendet wurden.
Die Assayzeit betrug dann 15 Minuten und die Nachweisgrenze lag bei
40 Kopien/mL. Diese Fakten bedeuteten, dass die aus der PCR resultierenden
doppelstrangigen PCR-Produkte vor dem Einsatz im Hybridisierungs-Assay zu
Einzelstrangen aufgetrennt und ein Strang abgetrennt werden sollte.

Als Alternative zur weiter unten verwendeten Strangvereinzelung mittels

magnetischer Nanopartikel, kdnnte auch die asymmetrische PCR genutzt werden
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(Lai et al., 2006). Die asymmetrische PCR erzeugt Einzelstrange wahrend der
Amplifikation. Die Primer werden nicht in einem Verhaltnis von 1:1 dem PCR-Mix
beigefiigt, sondern ein Primer wird in einem deutlichen Uberschuss zugegeben.
Dadurch wird ein Strang starker amplifiziert als sein Gegenstrang. Es entstehen
Einzelstrange, die Amplifikation ist aber nicht so hoch wie in einer symmetrischen
PCR und wurde deshalb hier nicht getestet (Innis et al., 1988).

3.5 Quantifizierung von pathogenen Bakterien

3.5.1 Weitere Optimierung

Nachdem die Stopped-PCR bereits als geeignet flr eine Quantifizierung auf einem
DNA-Mikroarray befunden wurde, konnte in diesem Kapitel auf eine weitere
Verbesserung des Assays hingearbeitet werden. In diesem Kapitel wurde eine
Einzelstrangabtrennung entwickelt, sowie eine Vorgehensweise definiert, um eine
Quantifizierung in Zellen pro Milliliter zu ermdglichen.

Der genaue Prozessablauf ist in Abb. 37 beschrieben. Zunachst wurde eine
Verdlinnungsreihe hitzeinaktivierter Bakterienzellen in Wasser hergestellt. Die
Konzentration der Bakterien wurde vor der Hitzeinaktivierung mit Hilfe von
Kultivierungsverfahren bestimmt. Ausgehend von der Stammlésung wurde die
Verdunnungsreihe in Eppendorfreaktionsgefallen vorbereitet. Aus dem jeweils
erthaltenen Milliliter wurden 9,6 uL fur die PCR verwendet. Diese Zellldsung wurde
mit der PCR-Mixldsung gemischt und in Form von Triplikaten vervielfaltigt. Die
Zelllyse wurde dabei direkt vor der PCR im PCR-Gerat durch eine Erhitzung auf
95 °C fur 15 Minuten durchgefuhrt. Die DNA aus den lysierten Zellen wurde direkt
ohne weitere Aufreinigung mit der Stopped-PCR-Methode vervielfaltigt (Donhauser
et al., 2009). Die PCR-Amplifikation wurde an einem definierten Punkt gestoppt, an
dem die Konzentration mit einem DNA-Mikroarray bestimmt werden konnte und die

zu bestimmende Konzentration in direkter Abhangigkeit zur Ausgangskonzentration
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stand. Mit Hilfe der PCR wurden zwei verschiedene Markierungen in die DNA
eingebracht. Der Vorwartsprimer war mit Digoxigenin markiert. Dies diente der
Detektion durch eine Chemilumineszenzreaktion, da an Digoxigenin ein Antikorper
binden konnte, der mit HRP gekoppelt war. Der Ruckwartsprimer war mit Biotin
markiert. Diese Markierung diente dazu, DNA-Einzelstrange zu generieren. Die
Biotin-Markierung band hierbei an magnetische Nanopartikel, die mit Streptavidin
uberzogen waren. Biotin und Streptavidin gehen eine sehr starke Bindung ein. Die
Nanopartikel wurden auf einer magnetischen Saule zurtuckgehalten und der DNA-
Doppelstrang durch Hitze (kochender PBS-Puffer) aufgetrennt. Ein Strang floss mit
dem Eluat von der Saule, der mit Biotin markierte Strang blieb an den Nanopartikeln
gebunden auf der Saule zurick. Das Eluat enthielt nun DNA-Einzelstrange (siehe
auch Abb. 37) (Miltenyi Biotec (Hrsg.), 2006). Nach einer 30-minutigen Auftrennung
wurden die eluierten Einzelstrange direkt in das Durchfluss-CL-DNA-Mikroarray-

Auslesegerat eingebracht.
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Abb. 37: Ablaufschema von der genomischen DNA bis zu den markierten Einzelstrangen.
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Abb. 38: CL-Assay zum Nachweis humanpathogener Bakterien, basierend auf einem

Hybridisierungsereignis und einer Antikérpererkennung der Digoxigenin-Markierung.

Dieses semiautomatische Auslesegerat wurde fur die folgenden drei Schritte
verwendet: die Hybridisierung der Digoxigenin-markierten Einzelstrange (Abb. 38a),
die Anbindung des Anti-Digoxigenin Antikérpers-HRP-Konjugats (Abb. 38b), sowie
die Auftragung des Chemilumineszenzsubstrats (Abb. 38c) (Donhauser et al., 2009).
Die Ziel-DNA wurde hierbei von spezifischen DNA-Sonden eingefangen. Diese DNA-

Sonden waren kovalent an die modifizierte Glasoberflache gebunden. Die
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Doppelstrangbildung der Ziel-DNA und der DNA-Sonden war dabei fur die Spezifitat
des Assays verantwortlich. Aus diesem Grund wurde die Vorwartsprimersequenz
auch als DNA-Sonde auf der Oberflache verwendet, um sicherzustellen, dass nur die

Sequenz der Ziel-DNA erkannt wird und nicht etwa eventuell noch vorhandene

Ruckwartsprimer.

Anti-DIG
HRP

PBS-Casein

Probe

Abb. 39: Fluidik zum Nachweis humanpathogener Bakterien auf einem DNA-Mikroarray.

Abb. 39 zeigt die zum Nachweis verwendete Fluidik. Es wurde dabei das folgende

Protokoll verwendet:

20 x 735 pL mit 20 pL/s Messprobe (Die Probe wurde wiederholt Gber den Mikroarray
gepumpt, aullerdem wurde das stopped-flow Prinzip verwendet: je 20uL mit einer
Inkubationspause von funf Sekunden)

2 x 1 mL mit 20 yL/s Waschpuffer

2 x 1 mL mit 20 pL/s SA-HRP-L6sung/Anti-Dig-Antikorper-HRP-Konjugatlésung
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2 x 1 mL mit 20 yL/s Waschpuffer
je 1 x 600 pL mit 20 pL/s Luminol und H,O,

90 Sekunden Aufnahme des Chemilumineszenzsignals

3.5.2 Einzelstrangabtrennung

Da die Konzentration der magnetischen Nanopartikel in ihrer Stammldsung nicht
bekannt war, wurde in einem Titrationsexperiment die optimale Menge an
Nanopartikeln bestimmt, die fur die groRtmogliche Ausbeute an DNA-Einzelstrangen
sorgte. Fur diese Experimente wurde eine Endpunkt-PCR verwendet. Diese liefert im
Vergleich zur spater verwendeten Stopped-PCR ein Maximum an zu erwartender
DNA-Konzentration. Es wurden verschiedene Konzentrationen an Streptavidin-
markierten, magnetischen Nanopartikeln im Abtrennassay verwendet. Dabei wurde
dann das Signal auf dem Chip ausgewertet, um die maximale Bindungskapazitat zu
bestimmen. Das Maximalsignal wurde mit 100 pL magnetischer Nanopartikel-

suspension erreicht (Abb. 40).

9x10°
8x10°-
7x10°1 I I
6x10°-
5x10°-
4x10°1
3x10°-
2%10°-
1x10°
ol 4 O O O O OO0
0 50 100 150 200
pBeads [ulL]

Abb. 40: Zusammenhang zwischen der Menge eingesetzter Mikropartikel aufgetragen gegen

CL Signal [a.u.]

das erreichte CL-Signal (n =5, m = 6).
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3.5.3 Parameterbestimmung im Auslesegerat

Der nachste Schritt bestand in der Optimierung der Hybridisierung auf dem DNA-
Mikroarray. Dies geschah durch wiederholte Pumpvorgange der DNA-Einzelstrange
uber den Chip, wobei eine mdglichst niedrige Pumpgeschwindigkeit gefahren wurde,
um eine Anbindung der DNA-Strange zu ermoglichen. Ein Anstieg der
Wiederholungen von 5 auf 10 fihrte zu einem 2,5-fachen Anstieg des CL-Signals.
Die maximale Hybridisierung wurde schliel3lich bei 20 Wiederholungen erreicht, was
schliellich zu einer Reaktionszeit von 1 Stunde und 15 Minuten fuhrte (Abb. 41).
10 Wiederholungen hatten auch ausgereicht, allerdings hatte dies eine geringere
Sensitivitat bedeutet. Daflr ware dann der Assay schneller gewesen. Um den Assay

mit maximaler Sensitivitat zu betreiben, wurden 20 Wiederholungen gewahit.

7x10° 4
6x105:
5x1 05- x
4x1 05- I -

3x10° 4

CL Signal [a.u.]

2x10°{ ¢

1x10° -

5 10 15 20 25
Anzahl der Durchfluss-Wiederholungen
Abb. 41: Die Zahl der Probendurchfliisse durch die Inkubationskammer aufgetragen gegen das

CL-Signal (n =5, m = 6).

Die Reaktionszeit unter Durchflussbedingungen weicht generell stark von den

Reaktionszeiten statischer Hybridisierungskammern ab. Dort dauerte die maximale
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Ausbildung der Hybridisierung unter statischen Bedingungen zwischen 6 und
20 Stunden (Mocanu et al., 2008). Der Massentransport der Ziel-DNA-Strange zu
einer DNA-Sonde, die auf einem Mikroarray-Punkt immobilisiert ist, ist unter
Durchfluss-Bedingungen deutlich effektiver und ist deshalb einer der gro3en Vorteile

des hier gezeigten Durchfluss-CL-DNA-Mikroarray.

3.5.4 Quantifizierung mit einem DNA-Mikroarray in Zellen pro Milliliter

Die folgenden Experimente dienten dazu, die richtigen Parameter fur das analytische
Zusammenwirken der Stopped-PCR und der Durchfluss-CL-DNA-Mikroarray-Analyse
zu finden und eine quantitative Analyse zu ermdglichen. Zunachst wurde steriles
Wasser mit Hitze-inaktivierten E. coli O157:H7 versetzt. Es wurden Konzentrationen
zwischen 10" und 10’ Zellen pro Milliliter verwendet. Alle Konzentrationen niedriger
als 35 Zellen pro Milliliter kdnnen hierbei als Nullkontrolle betrachtet werden, da hier

nur noch DNA anderer Spezies vorhanden sein kann.

1,4x10° 7/
1,2x10° ]
1,0x10° ]
8,0x105-

6,0x10° 4

CL Signal [a.u.]

4,0x10°

2,0x10° -

0,0 4& —
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4 6
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Zellkonzentration [Zellen/mL]

Abb. 42: Kalibrierkurve fiir das Gen stx1 aus E. coli O157:H7. Die Stopped-PCR wurde nach 30
Zyklen gestoppt und auf einem DNA-Mikroarray quantifiziert (n =7, m = 6).
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Die Konzentration an E. coli-Zellen ist so niedrig, dass keine ganze Zelle mehr im
PCR-Mix sein kann. Die PCR wurde nach 30 Zyklen gestoppt, was einem
Testmittelpunkt von 8,6 x 10° Zellen/mL und einem Detektionslimit von
4000 Zellen/mL entspricht. Diese Werte wurden aufgrund der sigmoidalen Kurve des
Durchfluss-CL-DNA-Mikroarrayassays in Abb. 42 errechnet. E. coli konnte im
linearen Arbeitsbereich des Assays zwischen 10° und 10 Zellen/mL quantifiziert
werden. Dieser Arbeitsbereich konnte mit Studien zur Reproduzierbarkeit verifiziert
werden (Tabelle 20).

Die Intra-Assay-Variabilitat wurde aus den sechs wiederholt aufgetragenen Spots in
einer Reihe des Mikroarrays errechnet. Die Intra-Assay-Variabilitat wurde durch eine
Erhdhung der DNA-Konzentration verringert. Das lasst auf eine ungleichmalige
Verteilung der DNA-Strange im Mikrofluidikkanal bei einer niedrigen DNA-
Konzentration  schlieBen.  Nichtsdestotrotz konnte eine sehr niedrige
Nachweisgrenze, die 4000 Zellen/mL entspricht, erreicht werden. Ein Grund daflr
war das geringe Signal der CL-Nullkontrolle und ein Signal-Rausch-Verhaltnis von
3390. Die Inter-Assay-Variabilitat war bei 10° Zellen/mL am geringsten und lag bei
9 %. Dabei war die Summe der Reproduzierbarkeiten der folgenden Schritte von
Bedeutung: Zelllyse, PCR-Amplifikation, DNA-Strangvereinzelung und abschlieRend
der DNA-Hybridisierungsassay. Die niedrigen Reproduzierbarkeiten bei niedrigeren
Zellkonzentrationen konnen auf die Tatsache zurlckgefuhrt werden, dass das
Hybridisierungsassay-Protokoll bisher nur halbautomatisch durchgeflhrt werden
konnte. Die Positionen des Drehventils mussten noch manuell gewahlt werden.
Dadurch konnen die einzelnen Inkubationszeiten leicht voneinander abweichen, was
zu hoheren oder niedrigeren CL-Signalen fuhrt. Deshalb sollte die Einbindung des
Drehventils in eine vollautomatisierte = Umgebung zu einer erhdhten
Reproduzierbarkeit flhren. Allerdings ist auch die Zelllyse wahrend der PCR-
Reaktion eine Quelle von Ungenauigkeiten/Signalvariationen. Eine Automatisierung
der DNA-Strangvereinzelung mit Hilfe der magnetischen Nanopartikel wirde
ebenfalls zu einer Verringerung der Varianz fuhren. Und schlieBlich wirde eine

temperierte Flul3zelle die Reproduzierbarkeit erhdhen.
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Tabelle 20: Reproduzierbarkeit der Quantifizierung von E. coli O157:H7 unter Verwendung einer
Stopped-PCR und eines Durchfluss-CL-DNA-Mikroarray-Auslesegerits (die PCR wurde nach 30
Zyklen gestoppt).

CL-Summensignal [a.u.] und Standardabweichung [%)]

Zellen/mL Inter-Assay Intra-Assay
10" 0,4 x 10° a.u. (SD: 76 %) 1 x 10° a.u. (SD: 31 %)
102 1 x 10° a.u. (SD: 58 %) 0,4 x 10° a.u. (SD: 19 %)
10° 2 x 10% a.u. (SD: 70 %) 4 x 10° a.u. (SD: 10 %)
10* 0,2 x 10° a.u. (SD: 48 %) 0,2 x 10° a.u. (SD: 8 %)
10° 1,9 x 10° a.u. (SD: 34 %) 2,2 x 10° a.u. (SD: 2 %)
10° 6,5 x 10° a.u. (SD: 9 %) 7,3 x 10° a.u. (SD: 3 %)
107 N/A 12,1 x 10° a.u. (SD: 3 %)

Um die Sensitivitat zu erhdhen, wurde die Anzahl der Zyklen wahrend der PCR-
Amplifikation erhdht. Die Benutzung von 35 statt 30 Amplifikationszyklen fuhrte zu
einer Verschiebung der Kalibrierkurve bei E. coli O157:H7 in Richtung niedrigerer
Konzentrationen (Abb. 43). Basierend auf den Daten in Abb. 43 ist die
Nachweisgrenze bei 136 Zellen/mL, was vier Zellen pro PCR-Mix entsprach. Bei
10* Zellen/mL war das CL-Signal um den Faktor 12 erhoht. Der Testmittelpunkt der
sigmoidalen Kurve wurde mit 4 x 10* Zellen/mL bestimmt. Der lineare Bereich der
Kurve lag zwischen 10% und 10* Zellen/mL. Dies war zwei Dekaden niedriger als im
Vergleich zur Verwendung von 30 Amplifikationszyklen in der Stopped-PCR. Eine
langere Amplifikation fuhrte zu einer erhdhten Anzahl DNA-Strange und somit zu
einer erhdhten Sensitivitit. Das maximale CL-Signal wurde bei 10° Zellen/mL

erreicht.
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Abb. 43: Kalibrierkurve von E. coli O157:H7 (Gen: stx1) in einem CL-DNA-Mikroarrayassay, der
die Amplifikationsprodukte quantifiziert. Die PCR wurde nach 35 und 30 Zyklen gestoppt
(n=13, m=3-18).
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Abb. 44: Kalibrierkurve von PCR-Produkten aus E. coli O157:H7 (Gen: stx1). Auftragung des
Fluoreszenzsignals der Stopped-PCR nach 35 Zyklen gegen die Zellkonzentration (n = 7,
m = 3).
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Die Stopped-PCR-Reaktion mit einem Stopp bei Zyklus 35 wurde genauer analysiert,
und zwar mit Hilfe einer Auftragung der Fluoreszenz-Signale aus der Stopped-PCR
gegen die Zellkonzentration in der Ausgangslosung (Abb. 44). Die Nachweisgrenze
war mit 160 Zellen/mL leicht hoher als mit dem Durchfluss-CL-Assay. Diese
Ergebnisse zeigten die Mdglichkeiten der Stopped-PCR-Methode beim Einsatz in
Kombination mit der DNA-Mikroarray-Analyse. Ob nun die jeweilige
Mikroorganismenkonzentration hoch oder niedrig ist, ob es eine starke oder
schwache Voramplifikation gab, der Assay konnte so angepasst werden, dass er den
richtigen Bereich der notwendigen Amplifikation zur Verfligung stellte. Der CL-DNA-
Hybridisierungs-Assay zeigte flir E. coli O157:H7 das hochste in dieser Arbeit
gemessene Signal-Rausch-Verhaltnis von mehr als 9000. Dies war hoher als bei
einem Stopp der PCR bei Zyklus 30. Dies deutete darauf hin, dass mit einer
Erhdhung der Zyklenzahl auf 35 nicht nur die Sensitivitat, sondern auch die
Selektivitat erhoht wurde.

Far Multianalyt-Analysen muss die Stopped-PCR an einem festgelegten Punkt
gestoppt werden. Deshalb wurden die nun folgenden Analysen fir S. Typhimurium
und C. jejuni bei 35 Zyklen gestoppt. Der SYBR Green-Assay in der Realtime-PCR
zeigte Nachweisgrenzen von 360 Zellen/mL (Abb. 47) und drei Zellen/mL (Abb. 48),
was im gleichen Bereich lag, wie die Nachweisgrenzen von 500 Zellen/mL (Abb. 45)
und einer Zelle/mL (Abb. 46), die mit dem Durchfluss-CL-DNA-Mikroarrayassay
gemessen wurden. Die Kalibrierkurve fur S. Typhimurium hatte einen Arbeitsbereich
von drei Dekaden und hatte einen linearen Bereich zwischen 10 und 10* Zellen/mL.

C. jejuni konnte zwischen einer und 100 Zellen/mL quantifiziert werden.
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Abb. 45 Kalibrierkurve von S. Typhimurium (Gen: hilA), die mit einer

Mikroarrayanalyse quantifiziert wurde (n =7, m = 6).
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Abb. 46: Kalibrierkurve von C. jejuni (Gen: hipO), die mit einer CL-DNA-Mikroarrayanalyse

quantifiziert wurde (n = 6, m = 6).
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Abb. 47: Kalibrierkurve von PCR-Produkten aus S. Typhimurium (Gen: hilA). Auftragung des

Fluoreszenzsignals der Stopped-PCR nach 35 Zyklen gegen die Zellkonzentration (n = 8,
m = 3).
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Abb. 48: Kalibrierkurve von PCR-Produkten aus C. jejuni (Gen: hipQO). Auftragung des
Fluoreszenzsignals der Stopped-PCR nach 35 Zyklen gegen die Zellkonzentration (n = 7,
m = 3).
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Abb. 49 zeigt eine Kalibrierkurve fur L. pneumophila. Auch hier wurden
hitzeinaktivierte Bakterienzellen mit der Stopped-PCR amplifiziert. Wenn die PCR
nach Zyklus 30 gestoppt wurde, lag die Nachweisgrenze bei 3800 Zellen/mL.
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Abb. 49: Kalibrierkurve von L. pneumophila (Gen: mip), die mit einer CL-DNA-

Mikroarrayanalyse quantifiziert wurde (n =5, m = 6).

Die theoretische Nachweisgrenze fur die hier beschriebenen Assays lag bei
35 Zellen/mL, wenn die Zell-Stammlésung mit den 9,6 yL der PCR-Reaktion
gemischt wurde. Das bedeutete dann genau eine Zelle pro PCR-Reaktionsmix. Eine
Nachweisgrenze kleiner als eine Zelle pro Probe bedeutete, dass mehr als nur eine
DNA-Kopie der Zielsequenz pro Bakterienzelle in der Losung enthalten sein musste.
Es ist allerdings auch maglich, dass die kommerziell erhaltlichen Zell-Standards in
den Kultivierungsassays nicht exakt bestimmt worden waren. Da die Realtime-PCR-
Assays eine Nachweisgrenze von drei Zellen/mL haben und die Fluoreszenzsignale
zwischen einer und 1000 Zellen/mL in den gleichen PCR-Reaktionsmixes anstiegen

(Abb. 48), muss angenommen werden, dass die Standards ungenau waren.
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Tabelle 21: Uberblick iiber die Leistungsfihigkeit dieses quantitativen DNA-Mikroarrayassays.

E. coli O157:H7 E. coli O157:H7 S. Typhimurium

Stoppzyklus 30 35 35

LOD [Zellen/mL] 4000 136 500

TMP [Zellen/mL] 8,6 x 10° 4 x 10* 1180

S/Nmax 3390 8940 110

Arbeitsbereich 5 7 4 4

Zellen/mL] 10°-10 100 - 10 10-10

LOD PCR

[Zellen/mL] N/A 160 360

Arbeitsbereich 5 5

PCR [Z./mL] N/A 100 - 10 100 - 10
C. jejuni L. pneumophila

Stoppzyklus 35 30

LOD [Zellen/mL] 1 3800

TMP [Zellen/mL] 27 10°

S/Nmax 910 400

Arbeitsbereich 4 7

[Zellen/mL] 1-100 10°-10

LOD PCR

[Zellen/mL] 3 N/A

Arbeitsbereich 3

PCR [Z./mL] 1-10 N/A

Die Nachweisgrenze flr Bakterien hangt von der Wahl der DNA-Primer und Ziel-
DNA-Sequenz, sowie vom Volumen der PCR ab. Da die meisten PCR-Reaktionen

auf sehr geringe Volumina optimiert sind, missen Voranreicherungsmethoden, wie
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die immunomagnetische Auftrennung, auf Endvolumina zwischen einem und 100 uL
hin optimiert sein. Wie aus der Ubersicht in Tabelle 21 hervorgeht, wurde eine
quantitative Methode zum Nachweis von pathogenen Bakterien in geringen
Zellzahlen entwickelt. Diese Methode kann somit in Lebensmittel- und
Wasseranalysen verwendet werden, wo sehr geringe Nachweisgrenzen gefordert

werden.

3.5.5 Kreuzreaktivitaten

Die Sonden fur die vier Virulenzgene aus S. Typhimurium, E. coli O157:H7, C. jejuni
und L. pneumophila wurden als Gesamtkonzept entwickelt und es wurde folglich bei
der Entwicklung der Sonden bereits auf eine mdglichst geringe Kreuzreaktivitat
geachtet. Beispielhaft wurde hier die Kreuzreaktivitat der Salmonella-DNA mit den
drei anderen DNA-Sonden untersucht. Nur bei Legionella und einem Einsatz von
10 ng genomischer DNA sowie bei E. coli und einem Einsatz von 0,01 ng waren

nennenswerte Kreuzreaktivitaten aufgetreten (Tabelle 22).

Tabelle 22: Kreuzreaktivitaten der Analyt-DNA aus S. Typhimurium mit anderen DNA-Sonden.

S. Typhimurium 10 ng 1ng 0,1 ng 0,01 ng
E. coli 1,41 % 0,31 % 1,05 % 7,34 %
C. jejuni 1,70 % 0,36 % 1,04 % 1,68 %
L. pneumophila 6,75 % 0,52 % 0,89 % 1,21 %
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3.5.6 Diskussion

Es konnte gezeigt werden, dass pathogene Bakterien durch DNA-Mikroarrays
quantifiziert und in geringen Zellkonzentrationen nachgewiesen werden konnten. Die
Gesamtdauer des Assays lag bei 3,5 Stunden: 1,5 Stunden fur die Vorbereitung und
die PCR, 0,5 Stunden fur den Strangauftrennungsassay und 1,5 Stunden fur den
Hybridisierungsassay. Dies erlaubt einen schnellen und verlasslichen Nachweis von
fur den Menschen relevanten Pathogenen. Die hohe Sensitivitat des Systems wurde
durch die Benutzung der Stopped-PCR flur die spezifische Amplifikation der DNA-
Sequenzen erreicht. Die Nachweisgrenze des DNA-Mikroarrays lag im gleichen
Bereich wie fiir die Realtime-PCR, also zwischen 10" und 10? Zellen/mL. Antikrper-
Mikroarrays haben héhere Nachweisgrenzen zwischen 10° und 10° Zellen/mL
(Gehring et al., 2006; Langer et al., 2011). Genau deshalb hat die Durchfluss-CL-
DNA-Mikroarrayanalyse im Bereich der humanpathogenen Bakterien eine Chance im
Trinkwasserhygiene-Management eingesetzt zu werden. Jedoch ist dies nur moglich,
wenn sich die Bakterienzellen auf ein notwendiges Mal} voranreichern lassen und
anschlieBend in einer PCR-Reaktion weiter vervielfaltigt werden kénnen. Dies kann
nur durch eine Kombination von Methoden wie der Mikrofiltration, der
immunomagnetischen Anreicherung oder der Affinitatschromatographie mit der DNA-
Mikroarrayanalyse erreicht werden (Pappert et al., 2009; Peskoller et al., 20093,
2009b). Die Reproduzierbarkeit lag im gleichen Rahmen wie bei anderen
bioanalytischen Assays, kdonnte aber durch eine Einbettung des gesamten Assays in
eine vollstandig automatisierte Mikroarray-Analyseplattform wie dem Munich Chip
Reader 3, erheblich verbessert werden (Kloth et al., 2009).

Diese Analysen wurden nicht als Multiplex-Anwendungen durchgefuhrt. Jeder
pathogene Mikroorganismus wurde in einem separaten Experiment nachgewiesen.
Fir die Analyse von Trinkwasser ware es naturlich von Vorteil, mehrere
Mikroorganismen gleichzeitig nachweisen zu konnen. Die hier verwendeten Primer
sind bereits fur eine Multiplex-PCR ausgelegt und die Kreuzreaktivitaten wurden
bereits Uberpruft. Es traten dabei Abweichungen auf, die im Multiplexformat

bertcksichtigt werden mussen.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Die schnelle Analyse pathogener Bakterien in Lebensmitteln und Trinkwasser ist die
Grundlage zum Erhalt der o6ffentlichen Gesundheit. Im Moment bendtigen die
eingesetzten Tests viel Zeit. Diese Dissertation hatte zum Ziel, einen Beitrag zu
einem Nachweissystem zu leisten, das innerhalb weniger Stunden ein
Analyseergebnis liefert. Das Nachweissystem bestand aus drei Teilen: einer
Crossflow-Mikrofiltration, einer immunomagnetischen Auftrennung und einer DNA-
Amplifikation gefolgt von einem DNA-Nachweis auf einem DNA-Mikroarray. Die
beiden erstgenannten Teile wurden in zwei weiteren Dissertationen am Institut fur
Wasserchemie bearbeitet. Diese Dissertation beschaftigt sich mit der Entwicklung
der DNA-Amplifikation und der DNA-Mikroarray-Analyse.

Der erste Schritt war die Entwicklung der Mikroarrayoberflachenchemie. PEG-
Oberflachen konnten eine vorteilhafte Ausgangsbasis mit guten Signal-Rausch-
Verhaltnissen sein. Eine effektive Schrittfolge fur den Aufbau der Oberflachenchemie
wurde dabei am Institut fir Wasserchemie durch Anne Wolter entwickelt (Wolter et
al., 2007). Diese Oberflachenchemie wurde nun fir einen DNA-Mikroarray
angepasst. Das Ziel war es, ein hohes Signal-Rausch-Verhaltnis zu erreichen und
den Mikroarray, mehrmals wieder zu verwenden. Ein Polyethylenglykoldiamin 2000
(Diamino-PEG, 2000 g/mol) -Film wurde auf silanisierte Glasobjekttrager aufge-
bracht. 25mer Oligonukleotide wurden anschlieRend mittels eines Mikrokontakt-
robotersystems auf diese Oberflache aufgebracht. Zunachst wurde die optimale
Mikrodosierpuffer/Oberflachenchemie-Kombination ermittelt. 12 verschiedene Mikro-
dosierpuffer wurden getestet, mit dem Ergebnis, dass Wasser alleine bereits die
besten Signale und SpotgroRen auf der Diamino-PEG-Oberflache ergaben. Die
Qualitat des DNA-Mikroarrays wurde durch eine Chemilumineszenzreaktion charak-
terisiert. Das Signal wurde mit einem Chemilumineszenzauslesegerat und einem

Meerrettich-peroxidase/Luminol-Reportersystem ausgewertet.
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Nachdem die optimale Oberflachenchemie und der optimale Mikrodosierpuffer
gefunden wurden, wurde die Regenerierbarkeit optimiert. Hitzeregeneration,
alkalische und saure Regeneration wurden getestet. Nur die saure Regeneration war
mit der DNA/Diamino-PEG/Wasser-Kombination anwendbar. Der entwickelte DNA-
Mikroarray zeigte bei bis zu 22 Regenerationen ein stabiles Signal an
5 Messpunkten. Auch blieb die Intra-Assay-Reproduzierbarkeit uber
22 Regenerationszyklen stabil.

Der zweite Schritt war ein Assay mit Oligonukleotiden (Gen: 16S rRNA von R.
planticola). Der Assay hatte eine Dauer von 15 Minuten und erreichte eine
Nachweisgrenze von 40 Kopien / mL.

Der dritte Schritt war die Evaluierung verschiedener Methoden zur Amplifikation von
DNA. Es wurden die Anforderungen an diese Methoden diskutiert, um die
amplifizierte DNA schliel3lich quantitativ auf einem DNA-Mikroarray bestimmen zu
kénnen. Zum einen wurden zwei unspezifische Amplifikationsmethoden untersucht,
die Multiple Displacement Amplification (MDA) und die GenomePlex Whole Genome
Amplification. Zum anderen wurden spezifische Amplifikationsmethoden untersucht,
die Endpunkt-PCR und die neuentwickelte Stopped-PCR. Die erste zu
beantwortende Frage war die nach der Quantifizierbarkeit der DNA nach der
Amplifikation. Die ersten drei genannten Methoden zeigten hier erhebliche Nachteile.
Dies fuhrte schlie8lich zur Verwendung und weiteren Anpassung der Stopped-PCR.
Diese Methode hatte die notwendigen Charakteristiken fir einen Einsatz zur
Quantifizierung auf einem DNA-Mikroarray. Die neue Methode wurde zur
Quantifizierung von Escherichia coli (Gen: uidA) eingesetzt. Die Nachweisgrenze lag
bei 1,1 x 10° Kopien/mL.

Der vierte Schritt war die Entwicklung eines Chemilumineszenz Durchfluss-DNA-
Mikroarray-Assays flr die schnelle und sensitive Quantifizierung der pathogenen
Bakterien Escherichia coli O157:H7, Salmonella Typhimurium, Campylobacter jejuni
und Legionella pneumophila in Wasser. Unter Verwendung der Stopped-PCR
Strategie konnte dabei eine starke Korrelation zwischen der Menge der

quantifizierten Ziel-DNA und der Ausgangsmenge an Zellen aufgezeigt werden.
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Dabei wurde die Amplifikation der DNA in der logarithmischen Phase der PCR
gestoppt, um die DNA anschlieRend auf dem DNA-Mikroarray zu quantifizieren. Die
Generierung von  DNA-Einzelstrangen ist dabei essentiell fur DNA-
Hybridisierungsassays auf Mikroarrays. Deshalb wurden die PCR-Produkte mittels
eines Assays aufgetrennt, der eine Kombination aus Biotin/Streptavidin und
magnetischen Nanopartikeln verwendet.

Dieser Assay verwendete eine Biotinmarkierung, die durch einen entsprechenden
Ruckwartsprimer eingebracht wurde. Der Vorwartsprimer war mit einer
Digoxigeninmarkierung versehen, die fir den Chemilumineszenzassay wichtig war.
Ein  Konjugat aus einem Anti-Digoxigenin-Antikorper und dem Enzym
Meerrettichperoxidase erkennt den mit Digoxigenin markierten Antistrang, der an die
Sonden auf der Mikroarrayoberflache gebunden war. Die Meerrettichperoxidase
katalysiert die Reaktion zwischen Luminol und Wasserstoffperoxid. Die dabei
entstandene Lichtemission wurde von einer empfindlichen CCD-Kamera
aufgezeichnet.

In dieser Dissertation wurde die Quantifizierung von bakterieller DNA durch ein
Durchfluss-CL-Mikroarray-Auslesegerat  durchgefiuihrt.  Die  DNA-Mikroarrays
basierten auf einem mit NHS-aktivierten und mit PEG-modifizierten Glasobjekttrager.
Die DNA-Sonden, welche die gleiche Sequenz wie der Ruckwartsprimer hatten,
wurden auf der Glasoberflache immobilisiert. Der vollstandige Assay wurde dann
durch Kalibrierstandards mit hitzeinaktivierten Bakterien in Wasser evaluiert. Die
Gesamtassayzeit betrug am Ende 3,5 Stunden, und die Nachweisgrenzen waren fur
E. coli O157:H7 136 Zellen/mL, fur S. Typhimurium 500 Zellen/mL, fur C. jejuni
1 Zelle/mL und fir L. pneumophila 3800 Zellen/mL. Die Ergebnisse des DNA-
Mikroarrays waren vergleichbar mit den Ergebnissen eines SYBR Green-Assays in
der PCR. Die Vorteile des neu entwickelten DNA-Mikroarraysystems sind dabei die
zukinftige Anwendung in einem Multiplexing-Umfeld, die hohe Spezifitat der
Hybridisierung auf einem DNA-Mikroarray und die Mdglichkeit, quantitative

Ergebnisse auf einem automatisierten CL-Durchfluss-Mikroarray-System zu erhalten.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Weitere Entwicklungsmdglichkeiten liegen somit in einer Ausnutzung der geringen
Kreuzreaktivitaten flr Multiplexanwendungen und einer weiteren Automatisierung im
Munich Chip Reader 3.
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5. Summary and Outlook

Rapid analysis of pathogenic bacteria in food and water is essential to preserve
public health. The test methods currently used are time consuming. This thesis had
the aim of contributing to the development of a detection system providing results
within a few hours. The detection system consisted of three components: cross flow
filtration, immunomagnetic separation, and DNA amplification followed by DNA
microarray detection. The first two parts were investigated in two other PhD theses at
our institute. This thesis dealt with DNA amplification and the development of the
DNA microarray analysis.

The first step was the development of the microarray surface chemistry. PEG
surfaces could be a smart functional platform with high signal-to-noise ratios. An
effective step-by-step chemistry was developed at our institute for uniform
presentation of terminal functional groups at each monolayer. This surface chemistry
was adapted to DNA in this work. The goal was to achieve a strong signal-to-noise
ratio and to reuse the microarray several times. A poly-(ethylene glycol diamine)
2000 (diamino-PEG, 2000 g/mol) film was prepared onto silanized glass slides.
25mer oligonucleotides are brought to the slide surface by means of a microcontact
robot system. First, additives for an optimal spotting buffer in combination with an
optimal surface chemistry are studied. 12 different spotting buffers were evaluated
with the result that water alone gave the best signal and spot size in combination with
the diamino-PEG surface chemistry. The quality of the DNA microarray is
characterized by a chemiluminescence reaction using a chemiluminescence
microarray reader and a horseradish peroxidase (HRP)/luminol reporter system.
Following the determination of an optimal surface chemistry, the regeneration
methods were evaluated. Heat regeneration, alkaline and acidic regeneration were
tested. Only the acidic regeneration was compatible with the DNA/diamino-
PEG/water combination. Our DNA microarray delivers a stable signal up to

regeneration cycle 22. The intra-assay reproducibility stayed constant over

123



5. Summary and Outlook

22 regeneration cycles performing the DNA hybridisation assay for 5 times after
5 regeneration steps.

The second step was the development of an assay with oligonucleotides (16S rRNA
of R. planticola). The assay took about 15 minutes and reached a limit of detection of
40 copies/mL.

The third step was the evaluation of nucleic acid amplification methods. The
requirements for these methods as preparation for a quantitative DNA detection on a
DNA microarray were discussed and examined. Two random amplification methods,
the multiple displacement amplification (MDA) and the GenomePlex whole genome
amplification were evaluated. Furthermore specific amplification was explored,
endpoint-PCR and the adapted stopped-PCR. First, the characteristics of these
methods were evaluated in the context of the possibility to quantify the DNA on a
DNA microarray after the amplification. The first three methods showed considerable
drawbacks. This led to the second step, the adaptation of the stopped-PCR. This
method showed the characteristics required for valid DNA quantification on a DNA
microarray. The new method allowed the quantification of Escherichia coli (gene
uidA) with a limit of detection of 1.1 x 10° copies/mL.

The fourth step was the development of a chemiluminescence (CL) flow-through
DNA microarray assay for the rapid and sensitive quantification of the pathogenic
bacteria Escherichia coli O157:H7, Salmonella Typhimurium, Campylobacter jejuni
and L. pneumophila in water. Using the stopped polymerase chain reaction (PCR)
strategy, the amount of amplified target DNA was strongly dependent on the applied
cell concentration. The DNA amplification was stopped in the logarithmic phase of
the PCR to quantify the DNA products on the DNA microarray chip. The generation
of single stranded DNA sequences was essential for DNA hybridization assays on
microarrays. Therefore, the DNA strands of the PCR products were separated by
streptavidin-conjugated magnetic nanoparticles. This was achieved by introducing a
reverse primer labelled with biotin together with a digoxigenin-labeled forward primer
for chemiluminescence (CL) microarray imaging. A conjugate of an anti-digoxigenin

antibody and horseradish peroxidase recognized the digoxigenin-labeled anti-strands
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bound to the probes on the microarray surface and catalysed the reaction of luminol
and hydrogen peroxide. The generated light emission was recorded by a sensitive
CCD camera.

Summing all this up, the DNA quantification was conducted by a flow-through CL
microarray readout system. The DNA microarrays were based on a NHS-activated
poly(ethylene glycol)-modified glass substrate. The DNA probes which have the
same DNA sequence as the reverse primer were immobilized on this surface. The
full assay was characterized by spiking experiments with heat-inactivated bacteria in
water. The total assay time was 3.5 h and the detection limits determined on CL
microarrays were for E. coli O157:H7, S. Typhimurium, C. jejuni and L. pneumophila
136 cells/mL, 500 cells/mL, 1 cell/mL and 3.800 cells/mL, respectively. The results of
the DNA microarray assay were comparable to the SYBR Green-based assays
analysed with a realtime-PCR device. The advantage of the new microarray analysis
method is seen in the ability of a high multiplex degree on DNA microarrays, the high
specificity of DNA hybridization on DNA microarrays, and the possibility to get

quantitative results on an automated CL flow-through microarray analysis system.
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6.1 Chemikalien

Anti-DIG-Meerrettichperoxidase-Konjugat (ABcam, Cambridge, United Kingdom)
Casein aus Kuhmilch (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
Polyethylenglykoldiamin 2000 Da (Huntsman Holland, Rozenburg, Holland)
Di-Kaliumhydrogenphosphat Ko;HPO4 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
Di(N-succinimidyl) carbonat (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
Dimethylaminopyridin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
Dimethylformamid wasserfrei (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)

Ethanol absolut (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Genomeplex Whole Genome Amplification Kit (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland)

3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan (Fluka/Sigma-Aldrich, Buchs, Schweiz)
Glycin (Fluka/Sigma-Aldrich, Buchs, Schweiz)

Hellmanex Il (Hellma, Millheim, Deutschland)

Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO4 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
Kaliumhydrogenphosphat

LB-Medium (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

LightCycler MasterMix (Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland)

LightCycler Nuklease free Water (Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland)
LightCycler SYBR Green Master | Mix (Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland)
Methanol (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Natriumcitrat (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

Natriumchlorid NaCl (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
Natriumdihydrogencarbonat (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
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Natriumdodecylsulfat (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
Natriumhydrogencarbonat (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
Natriumhydroxid (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

Primerpaare der Gene lacZ, uidA, stx2A, mip, hilA, hipO, stx1A (Eurofins MWG,
Ebersberg, Deutschland und FRIZ Biochem, Neuried, Deutschland)
REPLI-g Ultra Fast Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)

Salzsaure HCI 37 %-ig (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
Schwefelsaure H,SO4 99 %-ig (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
Streptavidin-Meerrettichperoxidase (Axxora, Lorrach, Deutschland)
Streptavidin MicroBeads (Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Deutschland)
SuperSignal ELISA Femto Maximum Sensitivity Kit (Pierce, Rockford, USA)
Triethylamin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
tris(Hydroxymethyl)aminoethan (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

Universal ProbeLibrary Sonden (Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland)

6.2 Puffer

Alkalischer Regenerationspuffer (pH 13):
200 mM NaOH
1 % w/v Natriumdodecylsulfat

Ad deionisiertes Wasser
Aquilibrierpuffer

210 pL 10 %-ige Natriumdodecylsulfat-Losung

4,20 mL deionisiertes \Wasser
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Carbonatpuffer (pH 9,6):
15 mM NayCOs;

35 mM NaHCO3

3 mM NaNj;

Ad deionisiertes Wasser

Natriumcitratpuffer (Saline Sodium Citrate, SSC):
150 mM NaCl
15 mM Natriumcitrat

Ad deionisiertes Wasser

Phosphat-Kochsalz-Puffer (PBS, pH 7,6):
10 mM KH,PO4

70 mM KoHPO4

145 mM NacCl

Ad deionisiertes Wasser

Saurer Regenerationspuffer (pH 3)
100 mM NacCl

100 mM Glycin

0,1 % w/v Natriumdodecylsulfat

Ad deionisiertes Wasser

pH-Wert wird mit HCI auf 3 eingestellt

Streptavidin-Meerrettichperoxidase-Losung (SA-HRP-L6sung)

30 mL Waschpuffer
3 yL SA-HRP
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Tris-HCI (3 M, pH 8,5)

3 M Tris

Ad deionisiertes Wasser

pH-Wert wird mit HCI auf 8,5 eingestellt

Waschpuffer (pH 7,6)

0,5L PBS

0,5 % w/v Casein

6.3 Bakterien

Campylobacter jejuni, KPL, Gaithersburg, USA

Hitzeinaktiviert, 1 x 108 Zellen/mL

Escherichia coli DSM 1116, DSM, Germany

Escherichia coli O157:H7, KPL, Gaithersburg, USA
Hitzeinaktiviert, 3 x 10° Zellen/mL

Legionella pneumophila, InvivoGen, San Diego, USA

Hitzeinaktiviert, 1 x 10° Zellen/mL

Raoultella planticola DSM 3046, DSM, Germany

Salmonella Typhimurium, KPL, Gaithersburg, USA
Hitzeinaktiviert, 5 x 10° Zellen/mL

6. Experimenteller Teil
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6.4 Gerate

Brutschrank C24KC (Edison, New York, USA)

CCD-Kamera Starlight Xpress M916 (Starlight Xpress Ltd., Holyport, GroRRbritannien)
Chemilumineszenz-Mikroarray-Auslesegerat, modifizierter PASA-Aufbau (Attotec
GmbH, Siegen)

Drehventil, LabPROTM, 10- Position- Valve (PR700-107-101, Rheodyne, Alsbach)
Klebefolie, ARcare® 8890 (Adhesives Research Inc., Glen Rock, PA, USA)

Millipore Milli-Qplus 185 (Millipore, Billerica, USA)

NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA)

PCR LightCycler 480 (Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland)

Spottingnadel Stealth Solid Pin SNS 9 (Arraylt, Sunnyvale, USA)

Ultraschallbad Sonorex RK 102 Transistor (Bandelin GmbH & Co. KG; Berlin)
UV-Vis-Spektrometer DU 650 (Beckmann Instruments, Fullerton, USA)

Vortexer TopMix FB 15024 (Fischer Scientific, Schwerte, Deutschland)

Waage 770 Kern (Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern, Deutschland)
Zentrifuge Universal 320R (Hettich, Tuttlingen, Deutschland)

6.5 Bakterienanzucht

Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in 100-mL-Schottflaschen. Es wurden 50 mL
einer Losung bestehend aus 20 g/L LB-Medium in Wasser verwendet. Diese Lésung
wurde in den Flaschen mit halb gedffneten Deckeln autoklaviert. Das Animpfen
erfolgte mit Roti-store Glaskigelchen mit E. coli oder R. planticola. Danach wurden
die Flaschen bei 100 rpm und 37 °C im Brutschrank Uber Nacht inkubiert. Der Deckel
war dabei halb geoéffnet, um einen Luftaustausch zu ermdglichen.

Die Kultivierung von pathogenen Bakterien war wegen fehlender Einstufung der

Labore (Bio 2) nicht mdglich, weswegen hitzeinaktivierte pathogene Bakterien als
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Kalibrierstandards verwendet wurden. Die Konzentrationsangaben der Hersteller
wurden Ubernommen, da eine nachtragliche Konzentrationsbestimmung nicht

moglich war.

6.6 Konzentrationsbestimmung der Bakteriensuspension

Die Konzentrationsbestimmung der Bakteriensuspension (E. coli und R. planticola)
erfolgte im Photometer bei einer Wellenlange von 578 nm. Zunachst wurde 1 mL der
Ubernachtkultur zehn Minuten bei 4500 x g abzentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und das Bakterienpellet im gleichen Volumen PBS resuspendiert.
Diese Suspension wurde 1:10 verdunnt und im Photometer die optische Dichte
bestimmt. Als Richtwert flr E. coli diente ein ODs7g-Wert von 1,0, dies entsprach

einer Konzentration von ca. 1 x 10° Zellen/mL (Bast, 2012)

6.7 DNA-Aufreinigung und Konzentrationsbestimmung

Fir die DNA-Aufreinigung aus Bakterienzellen, sowohl lebend als auch bereits
hitzeinaktiviert, wurde der DNeasy Blood & Tissue Kit von Qiagen verwendet (Qiagen
(Hrsg.), 2006b). Ab Kapitel 3.4 wurden ausschlieBlich die kommerziellen
Kalibrierstandards verwendet. Die DNA wurde nicht mehr separat aufgereinigt,
sondern die hitzeinaktivierten Bakterienzellen durch eine weitere Hitzebehandlung in
der PCR aufgeschlossen und somit die DNA zuganglich gemacht.

Die DNA-Aufreinigung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Hierfur war es
zunachst notwendig, den Puffer AW1 mit 15 mL und den Puffer AW2 mit 30 mL
Ethanol aufzufillen.

Ca. 10° Zellen aus der Zellsuspension wurden in einem Eppendorfgefal

abzentrifugiert (10 Minuten, 5000 x g). Der Uberstand konnte verworfen werden und
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das Pellet in 180 yL ATL-Puffer resuspendiert werden. Die Zugabe von 20 uL
Proteinase K sorgte flr einen Verdau der Proteine in der Bakterienzellwand
(3 Stunden, 56 °C). Wahrend des Verdaus und auch im Anschluss wurde die
Suspension im Reaktionsgefald wiederholt fur 15 Sekunden durchmischt (Vortexer).
Zur letzten Wiederholung erfolgte eine Zugabe von je 200 uL Puffer AL und Ethanol.
Diese Mischung wurde dann auf DNeasy Mini Zentrifugensaulen mit
Sammelrohrchen Ubertragen (1 Minute bei 6000 x g). Der Durchfluss im
Sammelrohrchen wurde verworfen. Die Saule wurde anschlielend mit 500 uL Puffer
AW1 gewaschen (1 Minute, 6000 x g) und der Durchfluss erneut verworfen. 500 L
von Puffer AW2 dienten einer weiteren Reinigung (3 Minuten, 18.400 x g). 200 uL
Puffer AE wurden fur eine Minute auf der Saule inkubiert und dienten anschlielend
zur Elution der DNA von der Saule in ein frisches Sammelrohrchen (1 Minute,
6000 x g). Die Elution mit AE-Puffer konnte wiederholt werden, um eine bessere
Ausbeute zu erzielen. Zur Konzentrationsbestimmung wurde das Eluat 1:100 mit AE-
Puffer verdinnt und im Photometer die Absorption bei einer Wellenlange von 260 nm
gemessen. Ein ODggp-Wert von 1 entspricht 50 ng/mL DNA (Lottspeich and Engels,
2012). Zur Konzentrationsbestimmung wurde entweder ein regulares Photometer

benutzt oder ein NanoDrop 1000.

6.8 Sondendesign

Es gibt zwei verschiedene prinzipielle Ansatze:

1.) Zur Identifikation einer Bakterienspezies kann eine phylogenetische
Untersuchung durchgefuhrt werden. Fir Bakterien gibt es einen Stammbaum,
der sich aus den Sequenzen der 16S rRNA des Bakterienribosoms ableiten
lasst (Abb. 50). Anhand der Sequenz kann ein Bakterium in diesen

Stammbaum eingeordnet werden und somit bestimmt werden, um welches
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und ob es sich um ein humanpathogenes Bakterium handelt (Abb. 51)
(Ludwig et al., 2004).

2.) Der zweite Ansatz nutzt die DNA-Sequenz pathogenitatsrelevanter Proteine,
um eine Humanpathogenitat in einer Probe nachzuweisen. Aufgrund
horizontalen Gentransfers ist es zweitrangig, um welche Bakterienspezies es
sich handelt. Entscheidend ist, ob sie aktive Pathogenitatsfaktoren besitzt
oder nicht. Horizontaler Gentransfer kann Sequenzen von
Pathogenitatsfaktoren auch auf Spezies Ubertragen, die bislang nicht
humanpathogen waren (Dobrindt and Hacker, 2001).

In der vorliegenden Arbeit wurden beide Varianten betrachtet, schlieRlich aber die
zweite Variante verwendet, da diese eine gezielte Suche nach Pathogenitatsfaktoren

ermoglicht.
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Abb. 50: 16S rRNA aus T. thermophilus mit den angelagerten 30S-Untereinheit-Proteinen des
Ribosoms (Agalarov et al., 2000).
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Abb. 51: Visualisierung eines Stammbaumes basierend auf 16S rRNA-Sequenzen (Ludwig et
al., 2004).

Um geeignete Zielsequenzen zu identifizieren, konnte auf die freizugangliche
Literatur zugegriffen werden. Mit Hilfe von Sequenzalignmentprogrammen wie ARB
(Ludwig et al., 2004) oder der Universal Probe Library von Roche

(www.universalprobelibray.com) konnten schlie3lich die Detektionssonden und

Primer genau bestimmt werden (Roche Diagnostics (Hrsg.), 2013b). Diese
Programme ermoglichten auch die Berucksichtigung von  potentiellen,
sequenzbedingten Sekundarstrukturen innerhalb der einzelnen Sonde (Abb. 52).
Sekundarstrukturen sind unerwinscht, da sie die Bindung der Analytmolekile an die

Sonde verhindern. Die richtige Wahl der Sondensequenz und eine stringente
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Temperatur wahrend der Hybridisierung verhindern falsch positive Hybridisierungen,

sowie auch die Bildung von Sekundarstrukturen innerhalb der Sonden.
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Abb. 52: Sekundarstruktur des FWD-Primers fiir das Gen mip (OligoAnalyzer 3.1 IDT

Technologies).

Nachdem die Sonden und Primer mittels einer Software entwickelt wurden, mussten
sie ihre Funktionalitat in Experimenten zeigen. Hierzu wurden die Sequenzen zu
Primern und Sonden synthetisiert und auf einem Mikroarray und in der PCR getestet.
Wurde dabei festgestellt, dass sie ihre Funktion nicht erfullten, mussten neue Primer
und Sonden entwickelt werden, die im Anschluss wiederum getestet werden

mussten.
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6.9 Realtime-PCR mit Hydrolysesonde

Als erste PCR-Methode wurde eine PCR mit Hydrolysesonde verwendet. Die ersten
Analysen basierten auf etablierten Nachweissystemen in der Trinkwasseranalytik.
Hier wurden die beiden Enzyme B-D-Galactosidase (Gen: lacZ) und das Enzym [3-D-
Glucuronidase (Gen: uidAl) als Zielstrukturen verwendet. AulRerdem sollte eine
Analyse des humanpathogenen E. coli O157:H7 ermdglicht werden, indem das
Protein Shiga-like Toxin 2 (Gen: stx2A) nachgewiesen wurde. Fur die Durchflihrung
der spateren Analyse auf einem Chemilumineszenz-Mikroarray wurden die
Ruckwartsprimer am 5°-Ende biotinyliert. Das Konjugat aus Meerrettichperoxidase
und Streptavidin band an das Biotin und lieferte somit ein ortsabhangiges Signal. Die

Primer-Sequenzen konnen aus Tabelle 23 abgelesen werden.

Tabelle 23: Primersequenzen der ausgewdhlten Gene.

Zielgen Primersequenz

lacz FWD 5-CTGGAATTCCGCCGATACT-3’

lacz REV 5-Biotin-TTTCCATATGGGGATTGGTG-3’
uidAl FWD 5-CGGTTCGTTGGCAATACTC-3’

uidAl REV 5’-Biotin-CTGATAGCGCGTGACAAAAA-3’
stx2A FWD 5-GCAATGTGCTTCCGGAGTAT-3’

stx2A REV 5’-Biotin-GCAATGTGCTTCCGGAGTAT-3’

Die ausgewahlten Sonden sind in Tabelle 24 zu sehen.
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Tabelle 24: Sequenzen der ausgewahlten Sonden.

Hydrolysesonde Sequenz

Sonde fur lacZ 5"-FRET-Donor-GCTCCAGT-FRET-Akzeptor-3°
Sonde fur uidAl 5°-FRET-Donor-CATCACCA-Akzeptor-3°
Sonde fur stx2A 5°-FRET-Donor-GGAGAGGA-Akzeptor-3°

Fir die PCR-Reaktion wurden die in Tabelle 25 aufgefiihrten Reagenzien auf Eis in

eine 96-Well-Platte pipettiert und vermischt.

Tabelle 25: Zusammensetzung der Mischung fiir die Realtime-PCR mit Hydrolysesonde.

Volumen eines Ansatzes: 20 pL
H.O 4,4 uL
Master Mix 10 pL
Primer FW (Stammldsung: 20 yM) 0,2 yL
Primer REV (Stammlésung 20 uM) 0,2 uL
Probe (Stammlésung: 10 uM) 0,2 uL

DNA (verschiedener Konzentrationen) 5 puL

Anschlieltend wurde die Platte mit einer Folie verschlossen und kurz anzentrifugiert.
Die Auftragung der unterschiedlichen Proben erfolgte jeweils als Triplikate, wodurch
eine eventuelle Schwankung der Werte durch Berechnung eines Mittelwertes
ausgeglichen werden konnte. Die Realtime-PCR wurde mit folgendem Programm
durchgefuhrt:
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1.) 10 Minuten bei 95 °C
2.) 45 Zyklen mit je:

10 Sekunden bei 95 °C

25 Sekunden bei 60 °C

1 Sekunden bei 72 °C (Fluoreszenzmessung)
3.) 10 Sekunden bei 40 °C

Die Auswertung der Daten erfolgte durch die LightCycler 480 Software. Es wurde die
Auswertungsmethode ,Absolute Quantification Second Derivative Max“ verwendet.
Die eingesetzte Methode zur Berechnung des C,-Wertes wird als ,2nd derivative
maximum®“-Methode bezeichnet, weil sie das Maximum der zweiten Ableitung der
sigmoidalen  Kurve bestimmt (Pfaffl, 2001, 2004). Nach den ersten
Amplifikationszyklen erreicht das Signal einen detektierbaren Wert und geht in den
exponentiellen Bereich der Kurve Uber. Diese Stelle wird als Cp-Wert (crossing point)

bezeichnet.

6.10 Realtime-PCR mit SYBR Green

Alle PCR-Reaktionen wurden auf einem LightCycler 480 von Roche Diagnostics
(Mannheim, Deutschland) durchgefuhrt. Fir den Reaktionsmix wurden die

Empfehlungen des Herstellers wie folgt in Tabelle 26 umgesetzt.
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Tabelle 26: Zusammensetzung der Mischung fiir die Realtime-PCR mit SYBR Green.

Volumen eines Ansatzes: 20 yL
SYBR Green Master | Mix 10 uL
Primer FW (Stammlésung: 20 uM) 0,2 uL
Primer REV (Stammlosung 20 yM) 0,2 yL
Zellldsung aus der Verdunnungsreihe 9,6 uL

FUr das Thermocycling wurde folgendes Protokoll verwendet:

1.) 15 Minuten bei 95 °C

2.) 45 Zyklen mit je:
10 Sekunden bei 95 °C
25 Sekunden bei 60 °C

1 Sekunden bei 72 °C (Fluoreszenzmessung)
3.) 10 Sekunden bei 40 °C

Als Primer wurden die folgenden Sequenzen verwendet:

Legionella pneumophila

mip FWD primer 5°-Digoxigenin-ACCGAACAGCAAATGAAAGACGTTCTTAAC-3’
mip REV primer 5°-Biotin-GTACGCTTTGCCATCAAATCTTTCTGAAAC-3’
Salmonella Typhimurium

hilA FWD Primer 5'-digoxigenin-TCTTTTGCTCAGATGTATTCCCGGACTTC-3'
hilA REV Primer 5'-biotin-AGCTCGCTAATCTGCTTTGTGTCCC-3'
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Campylobacter jejuni
hipO FWD Primer 5'-digoxigenin-TGGCGCTCTAAATCTTTATTTTCAACCTGC-3'
hipO REV Primer 5'-biotin-CCTTAGCACCACCCAAACCCTCTTC-3'

Escherichia coli O157:H7
stx1A FWD Primer 5'-digoxigenin-TCTGGATTTAATGTCGCATAGTGGAACCTC-3'
stx1A Rev Primer 5'-biotin-TAACATCGCTCTTGCCACAGACTGC-3'

Die Lange der Amplifikationsprodukte waren 56 Nukleotide fur C. jejuni,
57 Nukleotide fur S. Typhimurium, 61 Nukleotide fur E. coli O157:H7, und
61 Nukleotide fur L. pneumophila. Nach der Amplifikation wurden die Proben
bei -20 °C gelagert. Die Auswertung der Daten erfolgte durch die LightCycler 480
Software. Es wurde die Auswertungsmethode ,Absolute Quantification Second
Derivative Max" verwendet. Die eingesetzte Methode zur Berechnung des C,-Wertes
wird als ,2nd derivative maximum“-Methode bezeichnet, weil sie das Maximum der
zweiten Ableitung der sigmoidalen Kurve bestimmt (Pfaffl, 2001, 2004). Nach den
ersten Amplifikationszyklen erreicht das Signal einen detektierbaren Wert und geht in
den exponentiellen Bereich der Kurve Uber. Diese Stelle wird als Cy-Wert (crossing

point) bezeichnet.

6.11 Multiple Displacement Amplification

Far diese Amplifikation wurde die Anleitung des REPLI-g UltraFast Mini Kit von
Qiagen verwendet (Qiagen (Hrsg.), 2006a). Zunachst mussten daflr die Puffer DLB,
D1 und N1 vorbereitet werden. DLB wurde mit 500 uL nukleotidfreiem Wasser
verdunnt. 5 yL Puffer DLB und weitere 35 uL Wasser ergaben den Puffer D1. 8 L

stop solution und 72 yL Wasser ergaben den Puffer N1.
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1 uL einer DNA-L6ésung wurden mit 1 uL Puffer D1 in einem Eppendorf-
reaktionsgefald inkubiert (3 Minuten, RT). Dieser Losung wurden anschlief’end 2 pL
Puffer N2 hinzugeflugt, vermischt und anzentrifugiert. Die Zugabe von 15 pyL REPLI-g
UltraFast Reaktionspuffer und 1 uyL REPLI-g UltraFast DNA-Polymerase startete die
Amplifikation (1,5 Stunden, 30 °C). Die Reaktion wurde durch eine Zerstérung der
DNA-Polymerase gestoppt (3 Minuten, 65 °C). AnschlieRend wurde das
Reaktionsprodukt bei -20 °C gelagert.

6.12 GenomePlex Whole Genome Amplification

Far die Amplifikation wurde die Anleitung des GenomePlex Whole Genome
Amplification Kits von Sigma-Aldrich verwendet (Sigma-Aldrich (Hrsg.), 2007). Die
Reaktion wurde mit 10 pyL DNA-LOsung und 1 pL Fragmentation Buffer (10x)
gestartet (4 Minuten, 94 °C) und danach auf Eis abgestoppt. Dieser Losung wurden
2 uL Library Preparation Buffer (1x) und 1 uL Library Stabilization Solution
hinzugefugt (2 Minuten, 95 °C). Danach wurde die Reaktion wieder auf Eis
abgestoppt. Im Anschluss an die Zugabe von 1 pL Library Preparation Enzyme

wurde folgendes Programm zur Bildung der Library benutzt:

1.) 20 Minuten bei 16 °C
2.) 20 Minuten bei 24 °C
3.) 20 Minuten bei 37 °C
4.) 5 Minuten bei 75 °C
5.) Auf 4 °C abkuhlen

Im nachsten Schritt wurden 7,5 pyL Amplification Master Mix, 47,5 yL Nuclease Free
Water und 5,0 yL WGA DNA-Polymerase hinzugeflgt, durchmischt (Vortexer) und
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zentrifugiert. Anschlieliend wurde im Thermocycler folgendes Temperaturprogramm
durchgefuhrt:

1.) 3 Minuten bei 95 °C
2.) 14 Zyklen mit je:
15 Sekunden bei 94 °C
5 Minuten bei 65 °C
3.) 10 Sekunden bei 40 =C

Die anschlieRende Lagerung des Amplifikationsproduktes erfolgte bei -20 °C.

6.13 Einzelstrangabtrennung mittels pBead-Assay

Eine Saule, bestehend aus Eisenklugelchen mit einem Kunststoffiiberzug, wurde in
einem permanenten Magnetfeld fixiert und mit 100 pL Aquilibrierpuffer, sowie mit
200 pyL PBS-Puffer befeuchtet. Die in der PCR-Reaktion amplifizierte DNA wird nun
aus der PCR-Platte in ein Reagenzglas Uberfihrt. Dazu wurden aus der 96-Well-
PCR-Platte drei gleiche Ansatze zu je 20 pL, also ein Triplikat mit einem
Gesamtvolumen von 60 L, in ein Reagenzglas pipettiert. Das Reagenzglas wurde
verschlossen und fuar 10 Minuten im Wasserbad auf 98 °C erhitzt. Die hohe
Temperatur denaturiert die DNA-Doppelstrange. Es bildeten sich DNA-Einzelstrange,
die entweder eine Biotin- oder Digoxigeninmarkierung hatten. Anschlieliend wurde
das Reagenzglas anzentrifugiert und auf Eis gestellt. In die denaturierte Losung
wurden 100 uL Bead-Suspension gemischt und dieses Gemisch schlieBlich auf die
Saule im Magnetfeld aufgetragen. Der Durchlauf und das Eluat wurden gemeinsam
in einem frischen Reagenzglas gesammelt. Eluiert wurde mit 20 Tropfen kochendem
PBS-Puffer (dies entspricht 400 - 500 pL). Die entstandene Probe wurde mit PBS-

143



6. Experimenteller Teil

Puffer auf 735 pL aufgeflllt und bis zur zeitnahen Verwendung im DNA-

Mikroarrayassay auf Eis gestellt.

6.14 DNA-Mikroarray-Auslesegerat

6.14.1 Aufbau

Fir den DNA-Mikroarray-Aufbau wurde ein modifiziertes PASA-System verwendet

(Knecht et al., 2004). Das System bestand aus einem automatisierten

Reagentienzulauf, einem Drehventil und einer variablen Flusszelle wie in Abb. 53
und Abb. 54 gezeigt.

PBS-Casein

Probe

Abb. 53: FlieRschema des automatischen CL-DNA-Mikroarray-Auslesegerits. Im vergroBerten

Ausschnitt ist die Flusszelle dargestellt.
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Der Chip und die Kamera befanden sich in einem lichtdichten Gehause. Die
Flusszelle besall eine Hohe von 142 pm und ein Volumen von 62 pL. Der
Glasobjekttrager wurde mittels einer doppelseitigen Klebefolie auf einer
Polycarbonatplatte aufgeklebt. Diese Platte war mit einem Zufluss und einem Abfluss
ausgestattet. Die Flusszelle wurde in das Gerat eingelegt und zum Abdichten
beschwert, sowie von Lichteinfluss abgeschirmt.

Die Pumpen wurden uber das Programm Immunomat V7 (Atto-tec GmbH)
angesteuert, die Stellung des Drehventils erfolgte per Hand. Die Signale wurden uber

das Programm Spot Image Processor 0.2 (von Y. und X. Karsunke) ausgewertet.

l‘ ivml | I
Rt
AN

‘ Pumpenpanel

Kamera

Abb. 54: Zwei Bilder des Aufbaus bestehend aus dem Pumpenpanel, dem Drehventil und der

Chiphalterung mit Kamera.

6.14.2 Ablaufprotokoll

Zunachst wurde die Flusszelle mit Waschpuffer geflutet. AnschlieRend lief folgendes
Protokoll ab:
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20 x 735 pL mit 20 uL/s Messprobe (Die Probe wurde wiederholt Gber den Mikroarray
gepumpt, je 20uL mit einer Inkubationspause von funf Sekunden)

2 x 1 mL mit 20 yL/s Waschpuffer

2 x 1 mL mit 20 pL/s SA-HRP-L6sung/Anti-Dig-Antikorper-HRP-Konjugatlésung

2 x 1 mL mit 20 yL/s Waschpuffer

je 1 x 600 pL mit 20 pL/s Luminol und H,O,

90 Sekunden Aufnahme des Chemilumineszenzsignals

3 x 1 mL mit Regenerationspufferprogramm

Im Regenerationspufferprogramm wurden abwechselnd 20 yL Regenerationspuffer
gepumpt, dann eine Sekunde gewartet. Der Puffer konnte so die Ziel-DNA von den
Fangersonden auf dem Mikroarray vollstandig ablésen. Falls der Chip nicht erneut
verwendet werden sollte, konnte als Alternative zur Regeneration das gesamte

System grindlich mit Wasser und Hellmanex gespuilt und gereinigt werden.

6.14.3 Oberflachenchemie

Glasobjekttrager mit
Diamino-PEG Oberflache
|
=
o
z\
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DMF, RT, 4h Jo
_NHZ — NH O\b

Abb. 55: Schema der Aktivierung der Diamino-PEG-Oberfliche (Quelle: Grafiksammlung am

Institut flir Wasserchemie).
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Fir die DNA-Mikroarrays wurde eine Diamino-PEG-Oberflachenchemie verwendet.
Das Schema der Aktivierung dieser Oberflache fir die kovalente Anbindung der
DNA-Sonden ist in Abb. 55 zu sehen (Wolter et al., 2007).

6.14.4 Vorbehandlung

Zunachst mussten die Objekttrager gereinigt und die flr die Silanisierung bendtigten
freien Hydroxylgruppen erzeugt werden. Die Glas-Objekttrager wurden Uber Nacht in
Hellmanex geschuttelt und anschlieRend 30 Minuten lang im Ultraschallbad gereinigt.
Die Hellmanexreste wurden mit Millipore-Wasser abgespult und die Objekttrager mit
einer Losung aus HCI (37 %) und Methanol eine Stunde lang geschuttelt. Das
Mischungsverhaltnis aus HCI und Methanol betrug 1:1. Auch diese Ldsungsreste
wurden mit Wasser entfernt. AnschlieRend wurden die Objekttrager fur eine Stunde
in 99 %-iger H,SO4 geschittelt. Die Objekttrager wurden danach mit Wasser
gereinigt, im Stickstoffstrom vorgetrocknet und abschlieBend fur 15 Minuten bei

70 °C im Trockenschrank getrocknet.

6.14.5 Silanisierung

Durch die Silanisierung entstanden Epoxy-Reste auf der Glasoberflache. 500 pL
3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilan (GOPTS) wurden zwischen zwei Objekttrager
gegeben und die erhaltenen Sandwiches wurden in einer geschlossenen
Glaskammer inkubiert (1 Stunde, RT). Danach wurden die Sandwiches in Ethanol
getrennt und die Glas-Objekttrager sukzessive je fur 15 Minuten mit Ethanol,
Methanol und Ethanol gewaschen. Danach wurden sie erst im Stickstoffstrom,
anschlieBend 15 Minuten lang bei 70 °C im Trockenschrank getrocknet und im

Exsikkator bei Raumtemperatur gelagert.
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6.14.6 Vorbereitung und Aktivierung der Diamino-PEG-Oberflache

Die Epoxyreste kdnnen mit Diamino-PEG nukleophil angegriffen werden, um eine
neue Oberflache mit Aminoresten zu bilden. Geschmolzenes Diamino-PEG wurde
zwischen zwei silanisierte Objekttrager eingebracht. Die Inkubation erfolgte Uber
Nacht bei 105 °C im Trockenschrank. Am nachsten Morgen wurden die Objekttrager
in destilliertem Wasser getrennt und fur 10 Minuten im Ultraschallbad ebenfalls mit
destilliertem Wasser gesaubert. Danach erfolgte die Trocknung im Stickstoffstrom
und fur 15 Minuten bei 70 °C im Trockenschrank. Die beschichteten Objekttrager
konnen bei Raumtemperatur im Exsikkator gelagert werden.

Diese Oberflache wird im letzten Schritt schlieRlich mit Di(N-succinimidyl)-Carbonat
(DSC) behandelt. Um die NHS-Oberflache zu aktivieren, wurden 80 mg DSC und
4 mg Dimethylaminopyridin in 1,6 mL wasserfreiem Dimethylformamid und 125 pL
Triethylamin gelost. 600 yL dieser Losung wurden zwischen zwei silanisierte und mit
Diamino-PEG behandelte Glasobjekttrager gegeben. Die Aktivierung erfolgte fur vier
Stunden bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurden die Objekttrager mit Methanol
im Ultraschallbad gereinigt. Danach wurden die Objekttrager im Stickstoffstrom

getrocknet.

6.14.7 DNA-Mikrodosierung
Die Spots fur den DNA-Mikroarray wurden mit einem BioOdyssey Calligrapher

Miniarrayer aufgetragen. Die DNA-Losung wurde im Kontaktverfahren mit einer
TeleChem Stealth SNS9 Nadel aufgebracht. Im Gerat wurde eine Luftfeuchtigkeit
von 35 % eingestellt. Der Spotter stand in einem klimatisierten Raum mit einer
vorgegebenen Temperatur von 20 °C, von der nicht abgewichen wurde. Nach dem
Spotten fand die Anbindereaktion der DNA-Sonden auf der aktivierten
Glasobjekttrageroberflache statt (16 Stunden, 60 °C). Anschlielend wurden
unspezifische Bindungen mit einem Tris-Puffer geblockt. Zur Erhdhung der
Signalstabilitdt wahrend der Regenerationsvorgange wurden die Objekttrager in

Wasser gelagert (12 Stunden, 4 °C), wie es in Kapitel 3.1.3 beschrieben wurde. Nach
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der Trocknung im Stickstoffstrom konnten die Objekttrager bei -20 °C gelagert

werden.

Zum Blocken wurde folgende Schrittabfolge verwendet:

1.) 1 Minute vortexen in Tris-HCI (pH 8,5)
2.) 1 Minute vortexen in Millipore Wasser

3.) 1 Minute vortexen in Methanol

Die gespotteten Sonden und Referenzsubstanzen sind in Tabelle 27 abzulesen.

Tabelle 27: Gespottete Fiangersonden und Referenzsubstanzen.

Benennung Sequenz

10 mg/mL lacZ
in Wasser 5’-Amino-C6-CACCAATCCCCATATGGAAAA-3

10 mg/mL uidAl
in Wasser 5-Amino-C6-TTTTTGTCACGCGCTATCAG-3

10 mg/mL R. planticola
16S rRNA in Wasser  5-Amino-C6-CTGGCAAGCTTGAGTCTTGTAGAGG-3'

Wasser Negativkontrolle

10 mg/mL Aminobiotin
10 mg/mL hipO

Positivkontrolle

in Wasser 5'-Amino-C6-CCTTAGCACCACCCAAACCCTCTTC-3'
10 mg/mL hilA

in Wasser 5'-Amino-C6-AGCTCGCTAATCTGCTTTGTGTCCC-3'
10 mg/mL stx1A

in Wasser 5'-Amino-C6-TAACATCGCTCTTGCCACAGACTGC-3'
10 mg/mL mip 5'-Amino-C6-

in Wasser GTACGCTTTGCCATCAAATCTTTCTGAAAC-3’
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Um eine Kontrolle der Funktionsfahigkeit des Chips zu haben, wurde entweder
Aminobiotin verwendet oder spater dann der direkte synthetische Gegenstrang zur
Raoultella-Sonde (Tabelle 28).

Tabelle 28: R. planticola antisense-Strang zur Validierung der Funktionsfihigkeit des
Mikroarrays.

Benennung Sequenz

10 mg/mL R. planticola

16S rRNA Antisense 5’-Biotin-CCTCTACAAGACTCAAGCTTGCCAG-3'

6.14.8 Flusszelle

Die Grundflache der Flusszelle ist in Abb. 56 dargestellt. Der Innendurchmesser der

Leitungen betrug jeweils 0,5 mm. Die Hohe der Flusszelle betrug 0,14 mm.

4 mm
<> 26 mm 13 mm
/ < > | «—»
A
I 8,5 mm
\ |
N
4mm¢ B Igmm O t 4 mm 26 mm
/ \
I 8,5 mm
v
76 mm

Abb. 56: Grundflache der Flusszelle (Quelle: Bachelorarbeit Florian Huber).
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6.15 Statistische Angaben und Auswertung

Die Parameter n und m sind wie folgt definiert:
Definition fur n: Anzahl der im Diagramm gezeigten Messpunkte.
Definition fur m: Anzahl der zur Berechnung der Standardabweichung verwendeten

Messungen.

Far die Berechnung der Nachweisgrenzen wurden die folgenden Wege genutzt:

Aus 3 Negativkontrollen wurde der Durchschnittswert gebildet. Dazu wurde die 3-
fache Standardabweichung addiert (Long and Winefordner, 1983). War dies mangels
Negativkontrollen nicht maoglich, wurde auf die Bestimmung der Nachweisgrenze
durch das Kalibrierverfahren zurlckgegriffen. Beim Kalibrierverfahren wird die
Nachweisgrenze als das 3,3-Fache der Verfahrensstandardabweichung angesehen.
Die Verfahrensstandardabweichung ist der Quotient aus der Reststandardabwei-
chung (sy) und der Steigung der Geraden b (Steigung der Fit-Gerade) in der Nahe
der Nachweisgrenze (Molta and Telghederb, 2010).
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