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Kapitel 1: Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

In Deutschland werden jahrlich ca. 550 Mio. Tiere geschlachtet, als Frischware ver-
marktet oder als Fleischerzeugnis weiterverarbeitet (FRIES, 2012). Die grofdtechni-
sche Gewinnung von Fleisch bringt dabei technische Vorteile, birgt jedoch hygienisch
auch Risiken. So kann die Schlachtung klinisch unauffalliger, jedoch infizierter Tiere
zu einem Eintrag von Keimen in die Lebensmittelkette fuhren (HARLIZIUS, 2012).

Salmonellosen zahlen dabei weltweit zu den haufigsten bakteriellen Infektionskrank-
heiten und stellen derzeit die zweithaufigste gemeldete Zoonose beim Menschen in
der Europaischen Union mit insgesamt 95548 bestatigten Erkrankungen aus 27 Mit-
gliedsstaaten dar (EFsA, 2013). Die European Food Safety Authority EFsSA (2011)
schatzt die allgemeine wirtschaftliche Belastung durch humane Salmonellosen auf

uber 3 Milliarden Euro pro Jahr.

Neben dem hohen Fleischkonsum, der laut MRI (2008) in Deutschland bei 19,3 kg
pro Jahr (Frauen) bis zu 37,6 kg pro Jahr (Manner) liegt, sieht Cork (2011) eine Ur-
sache flir die schnelle und weite Verbreitung von Salmonellen in der Organisation
des Lebensmittelhandels. Zudem stehen Salmonellen aufgrund ihrer Persistenz in
der Umwelt in Kombination mit ihrer Virulenz und Anpassungsfahigkeit im Fokus der

offentlichen Gesundheit.

Aufgrund der Vielzahl von Krankheitsfallen sowie aus Verbraucherschutzgrinden
besteht nach wie vor ein hoher Bedarf an schnellen und sicheren Verfahren zum
Nachweis von Salmonellen. Die klassische Labordiagnostik der Salmonellosen be-
ruht auf der Anzucht der Erreger aus dem Probenmaterial und ihrer Einordnung als
Salmonellen-Verdachtsfall mit Hilfe von omni- bzw. polyvalenten Salmonellen-
Suchseren. Dazu erfolgt zunachst eine Voranreicherung, gefolgt von einer Anreiche-
rung, einer selektiven Kultivierung bis schlieRlich verdachtige Kulturen identifiziert
werden (BAUMGART und BECKER, 1994). Im besten Fall werden fur den definitiven
Nachweis einer Salmonellen-Infektion 3...5 Tage bendtigt. Insbesondere bei Salmo-
nellosen, die durch kontaminierte Lebensmittel hervorgerufen werden, stellt der lange
Zeitraum bis zur Diagnose ein grof3es Problem dar, weil sich zwischenzeitlich weitere
Personen infizieren kdnnen. Zudem ist die Methodenkaskade sehr materialaufwen-
dig.
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Kapitel 1: Einleitung und Zielsetzung

Es existiert daher bereits eine Vielzahl alternativer Nachweisverfahren, die jedoch mit
unterschiedlich profilierten Einschrankungen verbunden sind. So kdnnen nicht alle
Salmonellen-Serovaren zuverlassig nachgewiesen werden, teilweise sind zusatzliche
Bestatigungen notwendig, es kommt zu falsch-negativen oder falsch-positiven Er-
gebnissen, es kann nicht zuverlassig zwischen einer akuten oder bereits uberwun-
denen Infektion unterschieden werden, es besteht nur bedingte Praxistauglichkeit
aufgrund hoher Kosten und eingeschrankter Nutzungsmaglichkeiten durch eine dies-

bezlglich geringe Anzahl an Labordienstleistern.

Die entwickelte Methode soll daher moglichst alle Salmonellen-Serovaren bei gleich-
zeitig einfacher, schneller und kostengunstiger Anwendung nachweisen. Das Test-
system muss sich dazu auf eine Eigenschaft von Salmonellen stutzen, die allen

Serovaren gemein ist.

Salmonellen geben unter In-vitro-Kulturbedingungen unterschiedliche Proteine in das
umgebende Medium ab. Eines dieser Proteine ist das SipC-Protein, das im Zusam-
menhang mit dem Typ-lll-Sekretionssystem sowohl als membranverankertes Trans-
lokations- als auch als in die Wirtszelle transloziertes Effektorprotein agiert (SRIKANTH
et al., 2011; SCHERER et al., 2000; ZIGANGIROVA et al., 2012). Die Nukleotidsequenz
des SipC-Gens ist bekannt und steht uber Gen-Datenbanken zur Verfugung. Das
von unterschiedlichen gramnegativen Bakterien genutzte Typ-llI-Sekretionssystem
ahnelt sich im Aufbau, jedoch sind die sezernierten Effektorproteine spezifisch fur die
jeweilige Spezies. Bei dem SipC-Protein handelt es sich um ein sehr konserviertes
Molekll, das heilt, die Aminosaure-Sequenzen verschiedener Salmonellen-
Serovaren weisen nur geringe Unterschiede auf. Zudem ist der genetische Unter-
schied zu Proteinen anderer Spezies mit ahnlicher Funktion (z.B. Effektorprotein
IpaC der Shigella ssp.) recht hoch, die Sequenzidentitat der Salmonellen-Sip-
Proteine mit den Shigellen-Ipa-Proteinen reicht von nur 25 % (SipA gegenuber IpaA)
bis zu 40 % (SipD gegenuber IpaD, dazwischen SipC gegenuber IpaC) (SUAREZ und
RUSSMANN, 1998; GALAN, 1996).

Durch Recherchen bei der Weltorganisation flur geistiges Eigentum (englisch World
Intellectual Property Organization) konnten Forschungsarbeiten mit dem SipC-
Protein ausfindig gemacht werden (ScHUTzZRECHT WO/2007/016912; SCHUTZRECHT
EP 1 913 394 B1). So ist die Verwendung von PCR-Primern und FRET-

Hybridisierungssonden gegen das SipC-Gen zum Nachweis von Salmonellen be-

11



Kapitel 1: Einleitung und Zielsetzung

kannt. Der Einsatz des SipC-Proteins zu demselben Zweck, insbesondere der Ein-
satz von Antikorpern gegen das SipC-Protein, wird nicht angedacht. Aus den Druck-
schriften WEINRAUCH et al. (2002) und HAYWARD et al. (1999) ist die Verwendung von
polyklonalen Antikdrpern gegen das SipC-Protein zu dessen Nachweis im
Immunoblot beschrieben. Die verwendeten polyklonalen Antikorper sind jedoch nicht
monospezifisch fur Salmonellen und daher nicht fur einen spezifischen Salmonellen-
Nachweis - wie er vor allem in der Human-Diagnostik und Lebensmittelprifung erfor-

derlich ist - geeignet.

Dieses SipC-Protein stellt die Grundlage der vorliegenden Arbeit zur Entwicklung
eines Testsystems fur den immunologischen Nachweis von vorhandenen
Salmonelleninfektionen bzw. -kontaminationen dar. Ziel ist es, alle Salmonellen-
Serovaren nachweisen zu kdénnen und dabei gegenuber bereits am Markt befindli-
cher Methoden eine Verbesserung im Hinblick auf die Schnelligkeit und die Anwen-
derfreundlichkeit zu erreichen. Dazu soll auf Basis monoklonaler Antikorper ein Late-
ral Flow Assay aufgebaut werden, mit dem der Nachweis des SipC-Proteins in einer
Probe als Indikator fur die Anwesenheit von Salmonellen gelingt. Die Entwicklung
schliel3t dabei die Probenvorbereitung als ausschlaggebenden Faktor fur das schnel-

le Vorliegen eines Testergebnisses ein.
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Kapitel 2: Literaturlbersicht

2 Literaturuibersicht

2.1 Salmonella

2.1.1 Taxonomie und Nomenklatur

Der Erreger des Typhus abdominalis beim Menschen wurde als ein Vertreter der
Gattung Salmonella erstmals 1880 von Karl Joseph Eberth beschrieben, 1884 ge-
lang Georg Gaffky die Zuchtung in Reinkultur. Der nordamerikanische Bakteriologe
Daniel ElImer Salmon, nach dem das Genus Salmonella benannt wurde, fand im Jahr
1885 den Erreger der Schweinecholera, spater Salmonella choleraesuis genannt.
Nach und nach gelangen verschiedensten Wissenschaftlern immer weitere Beobach-
tungen und Feststellungen im Zusammenhang mit Salmonella-Bakterien. Es folgte
eine ganze Reihe von Tierkrankheiten, bei denen die Erreger in ihren Grundeigen-
schaften Ubereinstimmten, sich aber serologisch unterschieden. (DRAGER, 1951;
ANANTHANARAYAN und PANIKER, 2010; HAHN et al, 2009)

Urspringlich wurden Subspezies (ssp.) als Subgenera und Serovaren als Spezies-
bezeichnung verwendet. Daher stammen die Bezeichnungen Subgenera | (S.
enterica ssp. enterica), Il (S. enterica ssp. salamae), lll (ehemals Genus Arizona;
unterteilt in llla, S. enterica ssp. arizonae und lllb, S.enterica ssp. diarizonae), |V (S.
enterica ssp. houtenae), V (S. bongori) und VI (S.enterica ssp. indica). Die Art der
Bezeichnung der Serovaren veranderte sich im Laufe der Zeit. Sie wurden nach kli-
nischen Gesichtspunkten (Krankheitssymptom, infizierte Wirtsspezies), nach geogra-
phischer Herkunft der erstmaligen Isolierung oder nach der Serologie auf Grund der
Variation der Oberflachenantigene (O- und Vi-Antigene) und Flagellenantigene (H-
Antigene) nach dem White-Kauffmann-Le Minor-Schema (ehemals Kauffmann-
White-Schema) benannt. (GRIMONT und WEILL, 2007)

In den 1980er Jahren wurden die verschiedenen Salmonella spp. in einer einzigen
Spezies Salmonella enterica zusammengefasst und die historischen Subgenera als
Subspeziesbezeichnungen Ubernommen (LE MINOR UND PoPOFF, 1987). Aufgrund
von Typisierungsergebnissen mittels Multilocus-Enzym-Elektrophorese und DNA-
Sequenzvergleichen von nicht-regulierten und Invasionsgenen wurde die Gattung
Salmonella in zwei Spezies, S. bongori und S. enterica, unterteilt. Letztere gliedert
sich wiederum in die taxonomischen Gruppen |, I, llla, lllb, IV und VI, wahrend S.
bongori die fruhere Subspezies V beinhaltete. (REEVES et al., 1989). Es wurde eine
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Hypothese zu einer weiteren Gruppe VIl aufgestellt, die von der Unterart IV abzu-
stammen schien (BoyD et al., 1996). Unter Berucksichtigung der taxonomischen In-
terpretationen von LE MINOR und PoPOFF (1987) und REEVES et al. (1989) wurde im
Jahr 2005 letztendlich die in Tabelle 1 dargestellte Nomenklatur als ,Opinion 80°
durch die Judical Commision of the International Committee on Systematics of
Prokaryotes (ICSP) veroffentlicht. TINDALL et al. (2005) verweist jedoch darauf, dass
die Nomenklatur einiger Stamme, die bereits vor 1987 erstbeschrieben und im Bakte-

riologischen Code gelistet wurden, weiterhin gultig ist.

Tabelle 1: Anzahl der Serovaren in jeder Art und Unterart (GRIMONT und WEILL, 2007;
TINDALL et al., 2005)

Art Gruppe Unterart Anzahl Serovare
S. enterica I enterica 1531
Il salamae 505
llla arizonae 99
lllb diarizonae 336
\Y houtenae 73
Vi indica 13
S. bongori Vv 22
Total 2579

Da diese Nomenklatur nicht im Einklang mit der historischen Systematik der Gattung
Salmonella steht (Bsp. choleraesuis: sowohl Speziesbezeichnung als Synonym fur
enterica als auch Epitheton einer Subspezies und Bezeichnung einer Schweine-
adaptierten Serovar) und auch nicht die Einteilung nach dem White-Kauffmann-Le
Minor-Schema widerspiegelt, besteht mitunter Kontroversitat daruber, wie die
Serovaren in schriftichen Dokumenten angegeben werden sollen. Das WHO Collab-
orating Centre for Reference and Research on Salmonella (WHOCC-Salm) schlagt
folgende Schreibweise vor: ,S.enterica subsp. enterica serovar Typhimurium, or S.
enterica serovar Typhimurium, or Salmonella ser. Typhimurium”. Serovare anderer
Unterarten von S. enterica und die von S. bongori werden nur mit ihrer Antigenformel
angegeben. Diese Nomenklatur liegt ebenfalls der vorliegenden Arbeit zu Grunde,

wobei subsp. auch mit ssp. abgekurzt wird.
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2.1.2 Morphologie und charakteristische Merkmale der Salmonellen

Bakterien der Gattung Salmonella sind gramnegative, ca. 0,5...1,5 ym diametrale x
2...4 ym lange, sporenlose, fakultativ anaerobe Stabchenbakterien mit geringen
Nahrstoffanspriichen (60...70 mg Protein I'"). Sie sind in der Regel beweglich und
besitzen peritriche Flagellen - mit Ausnahme der Serovar Salmonella ser. Gallinarum.
(KRAMER 2002; DEDIE, 1993)

Salmonella sind Oxidase negativ, Katalase positiv, reduzieren Nitrat zu Nitrit und
fermentieren Glucose zu Ameisensaure, Ethanol, Acetat oder Lactat und Kohlendio-
xid. Salmonellen sind bis auf einige Vertreter der Subspezies diarizonae und indica
nicht in der Lage, Lactose zu fermentieren. Sie bilden kein Indol, Thiosulfat wird in
Schwefelwasserstoff umgewandelt. Ausnahmen bei allen typischen Reaktionen
kommen bei der groRen Zahl von Serovaren vor. (WEBER, 2010; LE MINOR und
PopPoFF, 1987; GRIMONT und WEILL, 2007)

FUr die Vermehrung der Salmonellen ist eine Temperatur von 37 °C optimal, wobei
das Minimum bei 6 °C und das Maximum bei 48 °C liegen. Gegen Hitze sind Salmo-
nellen relativ empfindlich, wobei die Widerstandsfahigkeit gegen trockene Warme
groler als gegen feuchte Warme ist (D-Wert bei 65 °C stammspezifisch zwischen
0,02...0,25 min). Gegen Kalte sind Salmonellen jedoch resistent, sie Uberstehen in
Lebensmitteln selbst Tiefkihlen. In sauren Medien sterben sie rasch ab (pHmin 4,05
(HCL) bzw. 4,4 (Lactat), pHmax 9,0). Durch DVG-gelistete Desinfektionsmittel werden
sie in wenigen Minuten abgetotet, sofern eine vorhergehende grundliche Reinigung
erfolgt. Zum Wachstum sind a,~-Werte von 2 0,95 erforderlich, womit alle leicht ver-
derblichen Lebensmittel, wie frisches Fleisch, Eier, Fisch, gegarte Pokelwaren sowie
Koch- und Bruhwiurste zu bevorzugten Substraten gehoéren. (ROLLE und MAYR, 1993;
WEBER, 2010; KRAMER, 2002)

Die Serovaren lassen sich serologisch anhand ihrer Antigenformel durch den Nach-
weis somatischer (O-) Antigene, Geildel-(H-) Antigene und Kapsel-(Vi-) Antigene un-
terscheiden. O-Antigene sind in den komplexen Lipopolysacchariden (LPS) der au-
Reren Membran lokalisiert, welche aus dem Lipid A, einem Kernpolysaccharid und
der O-spezifischen Polysaccharid-Seitenkette (3...8 Einheiten aus Mannose,
Rhamnose und Galaktose) als dem eigentlichen O-Antigen bestehen. H-Antigene

sitzen in den Flagellen und bestehen aus Protein (Flagellin). Die am Aufbau beteilig-
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ten Aminosauren bestimmen hier die serologische Spezifitat. (ROLLE und MAYR,
1993; DEDIE et al., 1993; SIFIN, 2006)

Nach MINOR und PoPOFF (1987) sind die meisten Salmonellensubspezies bezlglich
ihrer H-Antigene diphasisch, wobei die Phasen oft quantitativ unterschiedlich ausge-

bildet werden.

Das Vi-Antigen ist der eigentlichen Zellwand als Bauelement der Mikrokapsel aufge-
lagert. Das Kapsel-Antigen ist ein Polysaccharid, welches nur bei Salmonella ser.
Typhi, Salmonella ser. Paratyphi C und sehr selten bei Salmonella ser. Dublin vor-
kommt. Es kann das O-Antigen verdecken und so dessen Nachweis storen. (ROLLE
und MAYR, 1993; SIFIN, 2006; BHUNIA, 2008)

2.1.3 Infektionswege

Salmonellen sind fur die Vermehrung sowohl im Menschen als auch in Tieren, darun-
ter domestizierte und wild lebende Saugetiere, Reptilien, Vogel und Insekten, hoch
adaptiert und kénnen ein breites Spektrum von Krankheiten verursachen (RKI,
2015).

Dabei sind einige Salmonella-Serotypen, wie Salmonella ser. Typhi, Salmonella ser.
Paratyphi und Salmonella ser. Sendai, nur an den Menschen angepasst und haben
keine anderen bekannten naturlichen Wirte. Andere Salmonella-Serotypen, wie Sal-
monella ser. Dublin (Rind) und Salmonella ser. Choleraesuis (Schwein), haben ein
begrenztes Wirtsspektrum, rufen meist an nur eine Tierart angepasste, spezifische
Erkrankungen hervor und infizieren nur gelegentlich andere Tiere oder den Men-
schen. Die Uberwiegende Zahl der Serovaren, wie die epidemiologisch im Vorder-
grund stehenden Salmonella ser. Typhimurium und Salmonella ser. Enteritidis, wei-
sen hingegen keine spezielle Wirtsanpassung auf und konnen sowohl eine Vielzahl
von Tierspezies als auch den Menschen mit geringer bis hoher Virulenz infizieren.
(PEGUES und MILLER, 2009; WHO0, 2012)

Das naturliche Habitat der Salmonellen ist der Darmtrakt von Mensch und Tier, wobei
sich die Subspezies enterica und salamae gewdhnlich in warmblitigen Tieren finden
und die Ubrigen Unterarten haufig in wechselwarmen und kaltblutigen Tieren sowie
der Umwelt vorkommen (GRIMONT und WEILL, 2007).
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Ausgehend vom Darmtrakt finden die Erreger durch Ausscheidungen der Haus- und
Wildtiere Verbreitung in die Umwelt, wie z.B. Boden, Wasser oder Rohstoffe tieri-
scher und pflanzlicher Herkunft. Dort bleiben sie mitunter lange lebensfahig (siehe
Tabelle 2) und fuhren zur indirekten Reinfektion der ausscheidenden oder Infektion
anderer Arten. Eine weitere Moglichkeit ist die Ansteckung durch direkten Kontakt
zwischen Menschen und/oder Tieren unter hygienisch unzureichenden Bedingungen.
Bei alimentaren Infektionen Uber Lebensmittel und Trinkwasser Uberwiegt die nach-
tragliche Kontamination der Nahrung durch inadaquate Kichen- oder mangelnde
personliche Hygiene. Entsprechend der Lebensmittel beim Menschen konnen Fut-
termischungen bei Tieren Uber Rohstoffe tierischer und pflanzlicher Herkunft eben-
falls zur Infektion fihren. (DEDIE et al., 1993; ROLLE und MAYR, 1993; EFsA, 2012)

Tabelle 2: Tenazitat von Salmonellen in Abhangigkeit der Matrix (FEHLHABER, 1992;
BOHM, 1993; ROLLE und MAYR, 1993; GAREIS, 1995)

Medium Nachweisbarkeit
glatte Metalloberflache 14 Tage
Insekten 16 Tage

Quark > 2 Wochen
Fleischsalat > 5 Wochen
Pdkelfleisch mehrere Wochen
Volleipulver 13 Jahre

feuchte Erde 12 Monate
trockene Erde 16 Monate
Schweinekot 27...60 Tage
Gulle 33 Monate
getrockneter Kot 1...4 Jahre

Gemal des wissenschaftlichen Zoonose-Reports der EFsA (2013) wurde aus den
Mitgliedslandern im Jahr 2011 gegenuber den Vorjahren eine leicht sinkende absolu-
te Zahl von 95548 bestatigten Fallen humaner Salmonellosen Ubermittelt. Die héchs-
ten Level der Nichtkonformitat bezlglich des Lebensmittelsicherheitskriteriums ge-
mafl VO (EG) Nr. 2073/2005 (sog. unbefriedigende Ergebnisse) traten 2011 wie in
den vergangenen Jahren bei Lebensmitteln tierischer Herkunft auf (6,8 % bei Hack-
fleisch/Faschiertem und Fleischzubereitungen aus Geflugelfleisch, die zum Verzehr
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in durcherhitztem Zustand bestimmt sind; 1,1 % bei Hackfleisch/Faschiertem und
Fleischzubereitungen aus anderen Fleischarten als Geflugelfleisch, die zum Verzehr
in durcherhitztem Zustand bestimmt sind; 1,4 % bei verzehrsfertigen Produkten, die
keiner weiteren Erhitzung unterzogen werden; 1,6 % bei lebenden Muscheln, Sta-
chelhautern, Manteltieren und Schnecken). Salmonellenbefunde bei Tieren sinken in
der EU aufgrund diverser gesetzlicher oder freiwilliger
Salmonellenkontrollprogramme stetig und lagen im Jahr 2011 bei 1,9 % in Gallus
gallus Zuchtherden (davon 0,6 % mit den 5 Salmonella-Hauptserovaren Enteritidis,
Typhimurium, Infantis, Virchow, Hadar), 3,5 % bei Zuchtputen und 10,1 % bei Mast-
puten (davon jeweils <1 % Salmonella ser. Enteritidis und Typhimurium). Positive
Salmonellen-Befunde wurden auch bei anderen Tierarten, darunter Enten, Ganse,

Schweine, Rinder, Schafe und Ziegen, gemeldet.

Die Belastung der Futtermittel liegt bei 1,0 % des Fleisch- und Knochenmehls, 9,1 %
des Fischmehls, 1,3 % des Getreides und 2,7 % der Olsaaten und Erzeugnisse da-
raus, 2,3 % in Rindermischfutter, 1,2 % in Mischfutter fur Schweine und 0,2 % in
Mischfutter fir Geflugel (EFsA (2013).

2.1.4 Pathogenese
2.1.4.1 Salmonelleninfektionen beim Menschen

Bei Erkrankungen des Menschen durch Salmonella-Bakterien wird zwischen der Ty-
phus-Paratyphus-Gruppe und den Salmonellosen mit enteritischem Verlauf unter-
schieden (SELBITZ und BISPING, 1995).

Enteritische Salmonellen verursachen beim Menschen vor allem Gastroenteritiden,
auch als Salmonellose bezeichnet (RKI, 2015). Die Inkubationszeit ist kurz, zwischen
6...72 Stunden. Die Infektionsdosis ist mit 10°...10° Keimen hoch. Die Salmonellose
tritt mit geringem Manifestationsindex auf, die Wahrscheinlichkeit, dass eine mit dem
Erreger infizierte Person auch erkennbar erkrankt, liegt bei nur 20 %. Nach Eintritt
des Pathogens in den Gastrointestinaltrakt heftet es sich an die Epithelzellen der
Mukosa und gibt Endotoxine frei, welche intrazellulares cyclisches
Adenosinmonophosphat aktiviert, das wiederum Elektrolyt- und Wassersekretion aus
dem Zellplasma in das Lumen bewirkt. Das bakterielle Einwandern in die Darm-

schleimhaut und Entzindung dieser fuhrt zu den typischen Symptomen, plétzlich
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einsetzende Diarrhoe, abdominale Schmerzen, manchmal Erbrechen und Fieber.
Diese Symptome sind nach BHUNIA (2008) und ARVANITAKIS (2011) in der Regel
selbstlimitierend. Bakteriamien sind assoziiert mit stark invasiven Erregern wie Sal-
monella ser. Choleraesuis oder Salmonella ser. Dublin und kdnnen zu Komplikatio-
nen wie Meningitis, Osteomyelitis, septische Arthritis, Pneumonie, Endokarditis oder
Perikarditis fuhren. Die Ausscheidung der Erreger wird im Durchschnitt Uber einen
Monat nachgewiesen, kann v.a. bei Kindern jedoch auch langer andauern. Salmonel-
losen sind vereinzelt mit anhaltender Erregerausscheidung verbunden. (DEDIE et al.,
1993; RKI, 2015; ARVANITAKIS, 2010)

Generell gelten alle Salmonella-Serovaren als humanpathogen, wobei nur ca. 500
Serovaren nachweislich zu Erkrankungen beim Menschen gefuhrt haben. Im Rah-
men der Meldepflicht gemal Infektionsschutzgesetz wurden in Deutschland seit
2001 nur 24 Serovaren mit durchschnittlich mehr als 50 Salmonellose-Erkrankungen
im Jahr Ubermittelt (Rki, 2015). Darunter sind die beiden haufigsten Salmonellen-
Serovaren Salmonella ser. Enteritidis und Salmonella ser. Typhimurium, mit einem
Anteil von respektive 44,4 % und 24,9 % im Jahr 2011 an allen der EU Ubermittelten
Salmonellosen beim Menschen, wobei die erstgenannte Serovar v.a. mit dem Ver-
zehr kontaminierter Eier und kontaminierten Geflugelfleischs in Verbindung steht,
Salmonella ser. Thypimurium mit dem Verzehr von Schweine-, Gefligel- und Rind-
fleisch (EFsA, 2013).

Typhoidale Salmonellen (Salmonella ser. Typhi und Salmonella ser. Paratyphi A, B
oder C) rufen systemische Infektionen mit Darmbeteiligung hervor — Typhus
abdominalis und Paratyphus — wobei Salmonella ser. Paratyphi B auch enteritisch
verlaufen kann. Reservoir ist ausschlieRlich der Mensch. In Deutschland wird jahrlich
eine etwa gleich bleibende, geringe Zahl an Typhus und Paratyphus-Erkrankungen
an das RKI gemeldet, im Jahr 2014 waren es 58 respektive 26 gemeldete Falle
(http://www3.rki.

de/SurvStat, abgerufen am 27.08.2015). Die Ubertragung erfolgt vorwiegend durch
Aufnahme von Wasser und Lebensmitteln, die durch Ausscheidungen kontaminiert
wurden, wobei latent Erkrankte und Dauerausscheider eine besondere Rolle spielen.
Die minimale Infektionsdosis ist kleiner als bei den Enteritis-Salmonellen (10° Keime),
die Inkubationszeit betragt etwa ein bis drei Wochen. (Rki, 2015; KRAMER, 2002;
ROLLE und MAYR, 1993)
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Typisch fur die akute Krankheitsphase sind starke Kopfschmerzen, Bauchschmer-
zen, Obstipation und eine ausgepragte Bewusstseinstribung (griech. typhos =
Rauch, Nebel). Mit Durchdringung der Darmschleimhaut ins Lymphsystem und den
Eintritt der Erreger in die Blutbahn steigt das Fieber bis 40 °C an. Das zweite Stadi-
um, die Fieber-Kontinua, wird begleitet von den typhus-spezifischen Roseolen, wo-
ran sich ein septisches Krankheitsbild mit Diarrh6 anschlie3t. Die Erreger konnen
verschiedene Organe, wie Milz, Leber, Nieren oder die Gallenblase, befallen. Im letz-
ten Stadium, auch Entfieberung genannt, bilden sich die Symptome zurtick. Unbe-
handelt konnen eine Reihe von Komplikationen auftreten, z.B. Pneumonie, Abszes-
se, Arthritis. Die Besiedelung der Leber, Gallenwege und Gallenblase kann sich
chronifizieren und hat zur Folge, dass die dort angesiedelten Salmonellen kontinuier-

lich mit dem Stuhl ausgeschieden werden. (Rki, 2008; KRAMER, 2002)

2.14.2 Salmonelleninfektionen beim Nutztier

Bei Tieren sind subklinische Infektionen haufig. Der Erreger kann sich durch tote und
lebende Vektoren (z.B. infiziertes Futter, Trinkwasser, Kot, Nager, Vogel) zwischen
Tieren einer Herde leicht ausbreiten, wobei Tiere zu intermittierenden oder persistie-

renden Tragern werden konnen. (ROLLE und MAYR, 1993)

Neben den haufig vorkommenden latenten Infektionen tritt die Salmonellose auch
klinisch in Erscheinung. Durch wirtsadaptierte Serovaren werden nach SELBITZ et al.
(1995) i.d.R. systemisch verlaufende Infektionen mit teilweise schweren klinischen

Bildern ausgel6st, wozu auch invasive, nicht adaptierte Serovaren in der Lage sind.

Beim Rind verursacht nicht nur die wirtsadaptierte Serovar Salmonella ser. Dublin,
sondern auch nicht angepasste Serovaren zyklische Allgemeinreaktionen, die sich im
Magen-Darm-Trakt manifestieren. Salmonella ser. Dublin zeichnet sich jedoch durch
die schwersten Allgemeinreaktionen und eine lange Persistenz im Tier aus. (SELBITZ
et al., 1995)

Am haufigsten wird aus Rinderproben Salmonella ser. Typhimurium isoliert, nach
HARTUNG (1994) in Deutschland zu mehr als 85 % aus Kalbern und zu ca. 75 % aus

Rindern.
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Kalber infizieren sich zwischen der 2. und 6. Lebenswoche und erkranken nach 2...8
Tagen Inkubationszeit mit bosartigem, zu durchschnittlich 30 % todlichem Verlauf,
begleitet von Fieber, Durchfall, ggf. pneumonischen Symptomen und Septikamie
oder mit milden Verlauf, gekennzeichnet durch maRige Stérungen des Allgemeinbe-
findens. Mit zunehmendem Alter der Tiere verlaufen Salmonelleninfektionen mild bis
latent. Die schwereren klinischen Symptome der Rinder sind gekennzeichnet durch
Fieber, Durchfalle, Aborte sowie Milchrickgang. (ROLLE und MAYR, 1993; SELBITZ,
1995)

Nach HARLizius (2012) sind klinische Salmonellenerkrankungen beim Schwein in
Deutschland sehr selten und treten weniger haufig als bei Rindern und Schafen auf
(EFsA, 2012). An das Schwein angepasste Serovaren sind Salmonella ser.
Choleraesuis und Salmonella ser. Typhisuis. Bei den nicht adaptierten Serovaren
stehen Salmonella ser. Typhimurium, Derby und je nach geographischem Raum

Salmonella ser. Agora, Infantis und Panama im Vordergrund (SELBITZ et al., 1995).

Wie bei Rindern sind auch bei Schweinen die Jungtiere, vorrangig Absetzer und
Jungschweine bis 60 kg, betroffen. Treten manifeste Salmonellosen auf, so verlaufen
sie haufig als septikamische Allgemeininfektion mit erregerabhangigen akuten, suba-
kuten bis chronischen Verlaufen, begleitet von Fieber, Durchfall, geschwurigen
Darmveranderungen und Pneumonien. (ROLLE und MAYR, 1993)

Gefllgel zeigt in der Regel keine Anzeichen einer Infektion (EFsA, 2012). Im Falle
von apparenten Infektionen werden diese vor allem durch die fir Hihnervogel und
anderes Gefllgel spezifische Serovar Salmonella ser. Gallinarum hervorgerufen. Bei
Kliken bis zur sechsten Lebenswoche tritt vor allem die Biovar Pullorium in Erschei-
nung und ruft akute septikamische Infektionen mit Erkrankung des Darmes und an-
derer innerer Organe hervor und fuhrt so zu hohen Verlusten durch Todesfalle. Die
Biovar Gallinarum ist fur Jung- und ausgewachsene Hennen virulenter und fuhrt
durch Erkrankung des Eierstockes zur Verminderung der Legeleistung und dem Le-
gen infizierter Eier. Die nicht adaptierten Salmonellen, darunter am haufigsten die
Serovaren Salmonella ser. Enteritidis und Typhimurium, fuhren zu latenten, seltener

zu klinischen Infektionen. (ROLLE und MAYR, 1993; SELBITZ et al., 1995)

Bei den Salmonellosen des Schafes unterscheidet man Infektionen mit der tierart-
spezifischen Serovar Salmonella ser. Abortusovis mit Organmanifestation in den Ge-
nitalien und dem Hauptsymptom Abort und den Infektionen mit anderen Salmonella-
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Serovaren (Salmonella ser. Typhimurium, Dublin), die haufig latent verlaufen oder

Durchfallerkrankungen hervorrufen. (SELBITZ et al., 1995)

Salmonellosen/ Salmonella spp. bei Tieren sind gemaf der ,Verordnung Uber mel-
depflichtige  Tierkrankheiten®  anzuzeigen. © Ausgenommen  davon  sind
Salmonelleninfektionen, fur die eine Mitteilungspflicht nach § 4 der ,HUhner-
Salmonellen-Verordnung“ besteht, sowie Salmonellosen und ihre Erreger des Rin-
des, soweit die Anzeigepflicht nach § 1 Nr. 28 der ,Verordnung Uber anzeigepflichti-
ge Tierseuchen, besteht. (http://www.bmel.de/DE/Tier/Tiergesundheit/Tierseuchen/

_texte/Meldepflichtige Tierseuchen.html, abgerufen am 17.09.2015)

2.1.4.3 Pathogenitédtsfaktoren

Fir die Symptomatik der Salmonellose sind unterschiedliche Virulenzmerkmale der
Bakterien verantwortlich, die z.B. die Besiedlung des intestinalen Epithels, Blockade
der Abwehrmechanismen der Wirtszelle, Motilitat, den Austausch von genetischem
Material oder das Uberleben in In-vitro und In-vivo-Umgebungen erleichtern. Als
wichtigste Pathogenitatsfaktoren gelten dabei die Invasivitat und intrazellularer Para-
sitismus. Als Voraussetzung fur eine Infektion (Kolonisation) spielen Adhasionsme-
chanismen wie Fimbrien eine Rolle, daneben Endotoxine (z.B. Lipid A des LPS) und
Proteintoxine, Eisenbindung durch Bildung von Siderophoren sowie die Bildung von
L-Formen. (BHUNIA, 2008; SELBITZ et al., 1995; GALAN, 2001; SELBITZ und BISPING,
1995; SRIKANTH et al., 2011)

Als entscheidender Pathogenitatsfaktor soll in Zusammenhang mit der Sekretion von
SipC hier nur auf die Funktion des Typ Il Sekretionssystems und der Pathogenitats-
inseln eingegangen werden. Nach BHUNIA (2008) existieren in gramnegativen Bakte-
rien verschiedene Sekretionssysteme (Typ I-V), wobei das Typ Ill Sekretionssystem
(T3SS oder TTSS) von zentraler Bedeutung bei der Interaktion von Salmonella mit
der Wirtszelle ist. Das T3SS ist eine spezialisierte Organelle, bestehend aus ca. 20
Proteinen (GALAN und COLLMER, 1999; HARAGA et al., 2008). BHUNIA (2008) be-
schreibt seine Hauptfunktion in der Vermittlung des Transfers von bakteriellen
Virulenzproteinen durch eine dritte Membran (neben der inneren und &aul3eren
Membran gramnegativer Bakterien) - die eukaryotische Membran der Wirtszelle.

Einmal in der Wirtszelle, konnen die Effektoren deren zellulare Funktionen modellie-

22



Kapitel 2: Literaturlibersicht

ren, z.B. Beeinflussung des zytoskelettalen Aufbaus und der Membran- und intrazel-
lularen Transportprozesse oder zytokine Genexpression (HARAGA, OHLSON und MiL-
LER, 2008). Ein T3SS besteht aus 4 Hauptkomponenten, die den so genannten Na-
delkomplex bilden - zwei Paar in den Membranen befindliche Ringe (innerer und
aulerer Ring), eine dazwischen liegende hohlzylindrische Struktur sowie ein extern
lokalisiertes, nadelformig abstehendes Gebilde (Abbildung 1).

Host cell
l
Needle » |5
a

Quter membrane
(OM)

(PGN)

Cytoplasmic
membrane (CM)

Inner membrane components

' InvA, SpaP, SpaQ, SpaR, SpaS

Effector proteins

Abbildung 1: Modell eines Typ lll Sekretionssystems von Salmonella enterica (GALAN
und WOLF-WATZz, 2006; GALAN und COLLMER, 1999)

Das von unterschiedlichen gramnegativen Bakterien genutzte T3SS ahnelt sich im
Aufbau, jedoch sind die sezernierten Effektorproteine spezifisch fur die jeweilige
Spezies. GALAN (2001) stellte fest, dass Salmonella zwei solcher virulenzassoziierten

Systeme auf ihren Chromosomen kodiert. Die fur die T3SS-Bildung bendtigten Gene
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befinden sich bei Salmonella auf den so genannten Pathogenitatsinseln 1 und 2
(SPI-1, SPI-2). Wahrend das durch SPI-1 codierte T3SS fur die anfangliche Wech-
selwirkung von Salmonellen mit den Darmepithelzellen erforderlich ist, wird der durch
SPI-2 kodierte Apparat fiir das Uberleben in Makrophagen und Ausbildung einer sys-
temischen Infektion benétigt. In Ubereinstimmung mit ihrer Funktion in verschiede-
nen Stadien des pathogenen Zyklus, tritt die Expression dieser beiden Systeme auch
in verschiedenen Phasen der Infektion auf. Das SPI-1 kodierte System wird von
Salmonella im Darmlumen ausgebildet, wahrend das SPI-2-codierte System erst
aufgebaut wird, nachdem die Bakterien Zugriff auf die Wirtszellen gewonnen haben.
Mindestens 19 Polypeptide werden durch das SPI-1 kodierte T3SS sezerniert, darun-
ter auch das SipC-Protein, welches Gegenstand vorliegender Arbeit ist. (GALAN und
COLLMER, 1999 ; GALAN, 2001; HEESEMANN et al., 2003)

2.1.5 Methoden der Diagnostik

FUr den Nachweis von Salmonellen aus unterschiedlichen Matrices (Fleischsaft, Kot,
Lebensmittel, Futtermittel, Umweltproben wie z.B. Wasser, Tupferproben aus Stallen
und Lebensmittelbetrieben, Kompost) existiert auf europaischer und internationaler
Ebene eine Vielzahl von standardisierten Verfahren.

Der Schwerpunkt der Labordiagnostik basiert auch heute noch auf dem horizontalen
Verfahren der klassischen Mikrobiologie mit kultureller Voranreicherung zur Reani-
mierung gestresster oder subletal geschadigter Zellen, sich anschlielRender selekti-
ver Anreicherung in einem oder mehreren Flussignahrmedien und der Subkultivie-
rung auf ein oder zwei festen Selektivnahrmedien (ARVANITAKIS, 2010; D’AouUST,
1981). In der Regel kann eine Verdachtsdiagnose erst ca. zwei bis drei Tage nach
Eingang der Probe im diagnostischen Labor gestellt werden. Zur Einordnung der
salmonellenverdachtigen Kolonien schlief3t sich die serologische Differenzierung an,
bei der die O- und H-Antigene in Form einer Objekttrager-Agglutination untersucht
werden. Dazu finden zunachst polyvalente Salmonellen-Testseren Anwendung, um
nachfolgend mit monovalenten O- bzw. H-Antiseren die genaue Antigenformel zu
ermitteln. Fur die gesicherte Aussage, dass eine Salmonellen-Infektion bzw.
-kontamination vorliegt, vergehen normalerweise weitere zwei bis drei Tage. Daher

werden fur den definitiven Nachweis einer Salmonellen-Infektion nicht selten finf bis
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sieben Tage bendtigt (ODUMERU und LEON-VELARDE, 2012). Insbesondere bei Sal-
monellosen, die durch kontaminierte Lebensmittel hervorgerufen wurden, stellt der
lange Zeitraum bis zur Diagnose ein grof3es Problem dar, weil sich zwischenzeitlich
weitere Personen infizieren kdnnen. Zudem ist diese Methodenkaskade sehr materi-

alaufwendig.

Der serologische Antikorpernachweis gegen Salmonellen spielt vor allem in der Vete-
rindarmedizin und Lebensmittelindustrie in Form von ELISA-Systemen eine grol3e Rol-
le. So wird z.B. in Deutschland wie auch in angrenzenden Nachbarlandern derzeit
vor allem der Salmonellen-Antikorperstatus (vorwiegend Anti-LPS-Immunglobulin)
von Tierbestanden ermittelt. Der Nachweis erfolgt aus Fleischsaft oder Blut. Nach
STRATMANN et al. (2008) handelt es sich hierbei ,, [...] um ein wenig definiertes Anti-
gen, welches zu Kreuzreaktionen flhren kann und vor allem bei der Untersuchung

von Proben alterer Tiere vermehrt zu falsch positiven Ergebnissen fuhrt®.

In der Humanmedizin wird dagegen insbesondere bei typhdsen Salmonellen-
Infektionen der sog. Widal-Agglutinationstest als Erganzung zum bakteriologischen
Erregernachweis eingesetzt. Dabei wird Patientenserum mit abgekochten (O-
Antigen-Agglutination) oder formalinisierten (H-Antigen-Agglutination)
Salmonellensuspensionen versetzt und auf eine Agglutination der Bakterien unter-
sucht (ARVANITAKIS, 2010). Da nicht alle Infektionen mit der Ausbildung eines Anti-O-
Antigen-Titers einhergehen, Antikdrper gegen H-Antigene Uber Jahre nach der Infek-
tion persistieren konnen und Titer gegen O-Antigene meist nach wenigen Wochen
wieder abfallen, kann mit einem derartigen Verfahren nicht zuverlassig zwischen ei-
ner akuten oder bereits Uberwundenen Infektion unterschieden werden (SCHUTz-
RECHT EP 1 913 394 B1).

Aufgrund der Brisanz einer Salmonelleninfektion bei Mensch und Tier existieren ge-
genuber der klassischen mikrobiologischen Methode mittlerweile eine Vielzahl
schnellerer und alternativer Nachweisverfahren, wie z.B. modifizierte halbfeste Medi-
en (Salmonella Rapid Test der Fa. Oxoid, MSRV-Medium der Fa. Heipha, Merck,
Diasalm-Medium der Fa. Merck), Impedanz-Verfahren, molekularbiolgische Verfah-
ren mittels Gensonden (Gene-Trak Salmonella der Fa. Neogen) bzw. mittels
Polymerasekettenreaktion (TagMan Salmonella PCR Amplification/Detection Kit der
Fa. PE Applied Biosystems, Bax Pathogen Detection System-Screening Salmonella

der Fa. DuPont Qualicon, etc.) sowie diverse immunulogische Verfahren, die auf ei-
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ner Agglutinationsreaktion (Spectate Salmonella Test der Fa. R-Biopharm Rhone,
etc.) beruhen bzw. Enzyme Linked Immunosorbent Assays (Singlepath Salmonella
der Fa. Merck, TECRA Salmonella Ultima der Fa. TECRA International, etc.).

Obwohl zur Aufklarung von Krankheitsausbrichen und zum Nachweis von
Salmonellenkontaminationen bereits eine Vielzahl von Methoden existiert, besteht
vor allem aus Verbraucherschutzgrinden immer ein Bedarf an noch schnelleren und
sicheren Verfahren bei kostengunstiger und einfacher Anwendung. Eine Auswahl der
derzeit am internationalen Markt befindlichen, fuhrenden Nachweisverfahren fur
Salmonella spp. kann unter Angabe der technischen Daten im Vergleich mit den ei-

genen Entwicklungszielen dem Anhang 1 entnommen werden.

2.2 SipC

2.2.1 Aufbau und Bildung bei Kontakt mit der Wirtszelle

SipC ist ein Polypeptid, welches im Zusammenhang mit dem T3SS (siehe Kapitel
2.1.4.3) sowohl als membranverankertes Translokations- als auch als in die Wirtszel-
le transloziertes Effektorprotein agiert (SRIKANTH et al., 2011; SCHERER et al., 2000;
ZIGANGIROVA et al., 2012). Seine Atommasse betragt 42983 Da, seine Lange 409
Aminosauren. Die Nukleotidsequenz des SipC-Gens ist bekannt und steht Gber Gen-

Datenbanken zur Verfugung (Abbildung 2).

Die Aminosauresequenzen des Proteins verschiedener Salmonellen-Serovaren wei-
sen nur geringe Unterschiede auf. Der genetische Unterschied zu Proteinen anderer
Spezies mit ahnlicher Funktion (z.B. Effektorprotein IpaC der Shigella spp.) ist dabei
recht hoch. (SUAREZ und RUSSMANN, 1998; GALAN, 1996).

Zudem bilden Salmonellen bereits zu einem sehr frihen Zeitpunkt die Proteine des
Typ llI-Sekretionssystems. SCHERER et al. (2000) konnten das Eindringen von SipC
in die Plasmamembran der Zielzellen im Zusammenhang mit der Funktion als Trans-
lokationsprotein bereits 15 min nach der Infektion mit Salmonella ser. Typhimurium
nachweisen. In einem anderen Versuch zeigten CoOLLAzO und GALAN (1997) im La-
bormalstab, dass sich Salmonella ser. Typhimurium bereits 2 h nach der Infektion
an kultivierte intestinale Zellen angeheftet hatte und SipC transloziert wurde. Es wur-

de gleichmafig im Zytosol verteilt. Weiterhin stellten die Autoren fest, dass der Sek-
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retionsprozess nicht zwangsweise an die Translokation gekoppelt ist, sondern SipC
auch ins umgebende Medium abgegeben wurde. Nur 10 % des SipC wurde in die

Wirtszelle transportiert, der Uberwiegende Anteil wurde in sich nicht angehefteten

Bakterien (35 %) und im Infektionsmedium (37 %) gefunden. Diese Erkenntnis konn-

te von DAEFLER (1999) in seinen Experimenten zur Untersuchung der Sekretion von

Salmonella ser. Typhimurium in Zellkulturiberstande bestatigt werden.
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Abbildung 2: Aminosaurefrequenz des SipC-Proteins von Salmonella ser. Typhimurium
(strain LT2 / SGSC1412 / ATCC 700720), basierend auf UniProt, abgerufen am 05.02.2013

Die Beobachtung zur anscheinend unabhangig voneinander auftretenden Sekretion

und Translokation fuhrte zu der Annahme, dass die Effektorproteine einschliel3lich

SipC mit der Wirtszelle sowohl extrazellular als auch intrazellular agieren (SRIKANTH
et al., 2011; DAEFLER, 1999).
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2.2.2 Aufgaben bei der Zellinvasion

SipC nimmt bei der Invasion der Wirtszelle eine Doppelrolle ein, es agiert als
Effektorprotein in der Wirtszelle und stellt auch eine Komponente des Sekretionsap-
parates dar (siehe Abbildung 3). In letztgenannter Funktion ist SipC erforderlich fur
die Uberfiihrung aller SPI-1 T3SS-Effektor-Molekiile in die Wirtszellen, indem es am
Translokationsapperat (auch Translocon) mitwirkt. Translokatoren wie SipC werden
dazu zuerst sekretiert und produzieren eine Pore oder einen Tunnel in der Wirtszell-
membran, durch die dann wiederum Effektorproteine eintreten konnen. (HARAGA et
al., 2008; ZIGANGIROVA et al., 2012; SCHERER et al. 2000).

.....
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Abbildung 3: Salmonellen-Infektion. Effektorproteine Sip, Sop, Sig, SptP und ihre Interakti-
onen mit der Wirtszelle: Stimulation der GTPasen Rac1 und CDC42, Aktivierung der nach-
geschalteten MAP-Kinasen JNK, ERK und p38 sowie der Proteine WASP, WAVE und Beein-
flussung der Aktinpolymerisation mittels ARP2/3-Komplex aus ARP2 und 3 sowie p40, p34,
p21, p20 und p16 (Quiagen® https://www.giagen.com/de/products/genes%20and%
20pathways/pathway%20details.aspx?pwid=401, abgerufen am 07.02.2013)
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Davon unabhangig ist SipC in der Lage, in das Zytoplasma einzudringen und dort als
Effektorprotein zu wirken, indem es den Wirt dazu veranlasst, das Bakterium einzu-
hallen. SipC modelliert den zytoskelettalen Aufbau am Kontaktpunkt mit der Wirtszel-
le, womit das Eindringen und die intrazellulare bakterielle Fortbewegung erleichtert
werden. Dies geschient durch Aktinpolymerisation und -kondensation der
Aktinfilamente (auch ,bundling” genannt) zu einem intrazellularen Netzwerk direkt
unterhalb der eindringenden Salmonelle (siehe Abbildung 4). Angriffspunkt ist dabei
hauptsachlich das F-Aktin. Es werden aber auch die Cytokeratin-Proteine CK8 und
CK18 als Ziel beschrieben. (CoLLAzO und GALAN, 1997; GALAN, 2007; HAGARA et al.,
2008; HUECK, 1998; HAYWARD und VAssILIS, 1999; MCGHIE et al., 2001).

Das Strukturprotein Aktin kommt
in allen eukaryotischen Zellen vor
und ist Bestandteil des
Zytoskeletts. Fur die Stabilisierung
der Zellform, intrazellulare Trans-
porte und die Zellmotilitat dient

seine dynamische, multimere,

Abbildung 4:Transmissions-Elektronen-Mikro- filamentose Form (F-Aktin), die

graph von natirlichem F-Aktin (links) und ge- gus seiner monomeren Form (G-
biindelter Filamente durch Zugabe von Sip-C ) .
(rechts) (MYENI und ZHou, 2010) Aktin) durch Steuerung von Aktin-

bindenden Proteinen generiert
wird (CHEN et al.,, 2000). Neben den Aktinflamenten wird das Zytoskelett
eukaryotischer Zellen auch durch Intermediarfilamente und Mikrotubuli gebildet. Zu
den Intermediarfilamenten gehoren verschiedene Cytokeratine, darunter die in Epi-
thelzellen vorkommenden Proteine CK8 und CK18, die nach einem Versuch von
CARLSON (2002) ebenfalls an der Interaktion mit SipC in der Wirtszelle beteiligt sind.
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2.3 Lateral Flow Assay

FUr den Nachweis einer Salmonelleninfektion/-kontamination soll im Rahmen dieser
Arbeit ein Lateral Flow Assay (LFA), auch Lateral Flow Device oder QuerflieRschnell-
test, genutzt werden. Dieses Testformat wurde ausgewahlt, da fir den Nachweis
keine spezielle und kostspielige Laborausstattung notwendig ist. Zudem sind LFAs
einfach zu bedienen, lagerstabil und kénnen kostenglnstig hergestellt werden. Die
begrenzte Fahigkeit von LFAs, quantitative Ergebnisse zu liefern, ist im Hinblick auf
die Salmonellenschnelldiagnostik von untergeordneter Bedeutung, da alle
Salmonellenserovaren als potentiell pathogen angesehen werden, womit eine quanti-

tative Aussage nicht notwendig, sondern eine ,Ja/Nein“-Antwort ausreichend ist.

Der QuerflieBschnelltest wird flr verschiedenste Diagnosezwecke eingesetzt. Eine
weit verbreitete und allseits bekannte Anwendung des LFA ist der hausliche Urin-
oder Stabchenschnelltest zum Schwangerschaftsnachweis. Daneben dient er z.B.
dem Nachweis des Versagens innerer Organe (z.B. Herzinfarkt, Niereninsuffizienz),
einer Infektion oder Kontamination mit spezifischen Krankheitserregern, des Vorhan-
denseins von toxischen Verbindungen in Lebensmitteln, Futtermitteln oder der Um-

welt und des Missbrauchs von Drogen.

2.3.1 Einordnung der Lateral Flow Assays innerhalb der Imnmunoassays

Der LFA ist ein vorgefertigter Streifen eines Tragermaterials aus Trocken-
komponenten, welcher durch das Auftragen des flissigen Probenmaterials aktiviert
wird. Er gehdért zu den immunologischen Analysemethoden und basiert daher auf
dem gleichen Prinzip wie andere immunologische Assays, z.B. Enzyme-linked
Immunosorbent Assays (ELISA) oder Radioimmunoassay (RIA). Zum Nachweis des
Analyten aus einer Flussigkeit wird die sehr spezifische Erkennung des Antigens
durch Antikdrper genutzt. Die zum Einsatz kommenden Antikdrper kdnnen sowohl
polyklonale als auch monoklonale sein. (RAEM und RAUCH, 2007; POSTHUMA-TRUMPIE
et al., 2009)

Zusatzlich haben sie chromatographische Eigenschaften, weshalb die LFAs auch als
Immuno-Chromatographie bezeichnet werden. Die Anwesenheit des Analyten wird
ab einer bestimmten Schwellenkonzentration mit einem Farbsignal nachgewiesen.

Dazu dient der Einsatz markierter Reagenzien, z.B. mit Enzymen (ELISA) oder, wie
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in dieser Arbeit, mit Goldkolloiden. Bei ausreichender Menge an nachzuweisendem

Analyt ist eine Erkennung mit bloRem Auge moglich.

Nach KLEWITZ (2005) kénnen immunologische Tests nach unterschiedlichen Ge-
sichtspunkten eingeteilt werden, z.B. nach der der Probenart (antigenhaltig oder anti-
korperhaltig), der Analysenart (qualitativ oder quantitativ) oder der Form des Ge-

samtsystems, welche in folgender Abbildung 5 dargestellt ist.

Immunoassay
]
I |
Immunoassay Immunoassay
ohne Marker mit Marker
]
I |
Homogener Heterogener
Immunoassay Immunoassay
]
I |
Kompetitiver Nicht-kompetetiver
Immunoassay Immunoassay

Abbildung 5: Einteilung von Immunoassays nach der Form des Gesamtsystems
(KLEWITZ, 2005; HERING und SCHONFELDER, 2012)

Nach dieser Einteilung gehdéren LFA zu den markierten, heterogenen
Immunoassays, da sie auf der Verwendung von gelabelten und von an einer festen
Phase immobilisierten Nachweisreagenzien basieren, wahrend sich die anderen
Reaktanden in einer Flissigphase befinden. Anhand der mobilen Phase werden wei-
ter sowohl nicht kompetitive (alleinige Migration der Probe) als auch kompetitive (zu-
satzliche Zugabe einer zweiten Reagenzlosung mit dem markierten nachzuweisen-
den Antigen in bekannter Konzentration) LFAs unterschieden (WARSINKE, 2009). Da
in vorliegender Arbeit nur der nicht kompetitive Typ, auch Sandwich genannt, zum
Einsatz kommt, wird dieser im Weiteren vorgestellt und im experimentellen Teil ge-

nauer untersucht.
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2.3.2 Aufbau eines nicht kompetitiven LFA

In LFAs fliet die zu analysierende Probenfllissigkeit passiv mittels Kapillarkraft
durch den Teststreifen. Die Flissigkeitsbewegung wird dabei durch die Benetzbarkeit
und die Struktur des pordsen Streifenmaterials gesteuert, welches aus vier sich leicht
uberlappenden Zonen mit unterschiedlicher Funktion besteht: einer Probenunterlage
(Sample Pad), einer Konjugatunterlage (Conjugate Pad), einer Detektionsmembran
mit eng aneinanderliegenden Banden als Test- und Kontrolllinie und einem Filterpa-
pier (Absorbent-Pad). Der empfindliche Teststreifen wird von einem stabilen Kunst-
stoffgehause (Housing) eingefasst (siehe Abbildung 6). Dieses weist eine Probenein-
lassoffnung (Sample inlet) und ein Sichtfenster (Detection window) auf.

Detection Control line  Housing
window

Test line

Sample inlet

Absorbent pad

Incubation and
detection pad

Conjugate
Sample pad pad

Abbildung 6: Schematischer Aufbau eines Lateral-Flow-Tests (MARK et al., 2010)

Der innen liegende Teststreifen besteht aus unterschiedlichen, saugfahigen Materia-
lien mit ausreichend kapillarer Kapazitat, um die Probenfllssigkeit durch den gesam-
ten Test zu transportieren. Die Probe wird Uber die Probeneinlass6ffnung des Kunst-
stoffgehduses auf das Sample Pad aufgebracht, von wo aus sie durch
Kapillarwirkung in das Konjugat-Pad (Conjugate pad) fliel3t. In diesem ist das Detek-
tionsreagenz, Ublicherweise ein Antikorper (z.B. an Latex- oder Goldpartikel gebun-
den) eingelagert, aber nicht fest gebunden. Das Konjugat wird durch die Probenflus-
sigkeit geldst und beginnt mit der Probe entlang der Lauffront durch die Membran
(Incubation and detection pad) zu flielRen, wahrend der in der Probe befindliche
Analyt an den Detektor bindet. Passiert die Probe die Hohe der Testlinie (Test line),

auf der ein Fangerantikdrper immobilisiert ist, wird der Analyt-Detektor-Komplex am
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freien Epitop gebunden, festgehalten und konzentriert, wobei ein deutliches Signal in
Form einer abgegrenzten farbigen Linie produziert wird. Die Farbentwicklung ist pro-
portional zur Menge des Analyten in der Probenflissigkeit. Eine zweite Linie, die
Kontrolllinie (Control line), ist mit einem Anti-Spezies-Antikdrper immobilisiert und
fangt die Uberschissigen markierten Komplexe, die nicht an die Antikérper der Test-
linie gebunden haben. Die Kontrolllinie zeigt somit den erfolgreichen Testverlauf an,
wahrend die Testlinie das Vorhandensein oder das Fehlen des spezifischen Analyten
markiert. Obwohl eine Quantifizierung durch spezielle Reader technisch mdglich ist,
werden kommerziell erhaltliche Streifentests Ublicherweise mit bloRem Auge ausge-
wertet und lassen daher nur qualitative bzw. semiquantitative Aussagen zu (siehe
Abbildung 7). Um die FlUssigkeitsbewegung durch die Membran zu unterstitzen und
einen Ruckfluss zu verhindern, befindet sich am Ende des Teststreifens ein
Absorbent Pad, welches Uberschissige Flissigkeitsmengen aufnimmt. (SCHUBERT-
ULRICH et al., 2009; MARK et al., 2010; ZHANG et al., 2009)

Abbildung 7: Darstellung eines LFA in einem Kunst-
stoffgehduse am Beispiel des Singlepath® Salmo-
nella Tests der Firma Merk KGaG, Ausbildung der
Testlinie in Abhangigkeit der Konzentration des
Analyten (von links nach rechts: unverdiinnt, 10-fach,
100-fach)
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2.3.3 Funktionen der Einzelkomponenten

Die verschiedenen Pads des Teststreifens reprasentieren unterschiedliche Funktio-
nen. Ausflihrliche Beschreibungen der Einzelkomponenten eines LFA finden sich in
diversen Herstellerinformationen, z.B. von Millipore Corp., Schleicher & Schuell,
Whatman Inc., Pall Bioscience etc. Zur Ubersicht soll an dieser Stelle nur auf die
Funktion der Komponenten unter besonderer Berlcksichtigung der im experimentel-

len Teil genutzten Materialien eingegangen werden.

2.3.3.1 Sample Pad

Die Hauptfunktion des Sample Pads ist die Zufuhr und Verteilung der Probenflissig-
keit zum Conjugate Pad. Das Material muss daher pords sein und Uber eine hohe
Saugkraft verfiigen und dennoch eine hohe Stabilitét bei Nasse aufweisen. Ubliche
Materialien sind Zellulose, Viskose und Glasfaser. Letztere Variante wird eingesetzt,
um grobe Partikel aus der Probenflissigkeit zurickzuhalten, z.B. ganze Zellen aus
einer Blutprobe, oder aber, wie in vorliegender Arbeit, bei kombinierter Verwendung

des Materials als Sample und Conjugate Pad.

2.3.3.2 Conjugate Pad

Dies ist Ublicherweise der kleinste Bestandteil eines LFA, erflllt aber vielfaltige Auf-
gaben. Die Unterlage muss das aufgegebene Konjugatvolumen absorbieren, wobei
es dieses nicht fest binden darf, es muss die Haltbarkeit im trockenen Lagerstadium
gewahrleisten, muss das Konjugat bei Kontakt mit der Probenflissigkeit vollstandig
und einfach wieder abgeben und dabei dessen Interaktion mit dem Zielanalyten er-
mdglichen. Diese Eigenschaften besitzen vor allem Materialien aus Glasfaser, aber

auch Zellulose-Vliese werden eingesetzt. (POSTHUMA-TRUMPIE et al., 2009)

Es gibt zwei Moglichkeiten, das Konjugat auf die Unterlage zu Ubertragen: Eintau-
chen des Kissens in die Konjugatldsung oder das Dispergieren eines definierten Vo-
lumens pro Flache des Pads. Da das Padmaterial natlrlicherweise Schwankungen in
seiner Dicke aufweist, fuhrt die erste Methode dazu, dass nach Vollsaugen unter-
schiedliche Mengen an Konjugat fur den Teststreifen zur Verfugung stehen, was mit

einer schlechten Reproduzierbarkeit einhergeht. Der Nachteil des Dispergierens ist
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hingegen, dass spezielles Equipment zum Auftragen der Konjugatlosung erforderlich
ist, ein sogenannter Dispenser (HOCHLEITNER, 2012). Zur Vereinfachung der Hand-
habung wurde in dieser Arbeit auf einen Dispenser verzichtet. Die Proben wurden
vor Auftrag mit einer definieten Menge Konjugat versetzt und, wie unter Kapitel
2.3.3.1 beschrieben, auf ein doppelt gelegtes bzw. leicht Uberlappendes Sample Pad

aus Glasfaser aufgegeben.

2.3.3.3 Membran

Das am haufigsten eingesetzte Tragermaterial fur einen LFA ist eine
Nitrocellulosemembran, welche auch fur die eigenen Versuche verwendet wurde.
Weitere mdgliche Polymere waren z.B. Nylon, Polyethersulfon oder Polyethylen, die
am Markt jedoch weniger erfolgreich vertreten sind, da die Kosten hdher sind, die
Verfugbarkeit begrenzt ist, abweichende Prozessanforderungen bestehen und letz-
ten Endes deutlich weniger Erfahrungen mit diesen Materialien vorliegen. Zum bes-
seren Handling kann die Unterseite der empfindlichen Membran, wie im eigenen

Versuch, mit flexiblem Kunststoff laminiert sein. (AVONDET et al.; O’FARRELL, 2009)

Nitrocellulose ist mit den unterschiedlichsten Porengrof3en erhaltlich, wobei aufgrund
des Herstellungsprozesses eher von einer netzartigen Struktur statt von Poren ge-
sprochen werden muss. Die Materialien werden auf Basis der FlieRgeschwindigkei-
ten klassifiziert, weil die Porengrof3e im Verhaltnis zur Flache nicht messbar ist
(MANSFIELD, 2009). Die hochste Sensitivitat erreicht man mit kleinen Porengroéfen
(mehr Nitrocellulosefasern pro Flache) und demzufolge langsamen Transport des
Analyten durch die Membran und besseren Bindungseigenschaften der Antikorper.
Bei ausreichend zur Verfugung stehendem Analyt und hoher Affinitat der Antikdrper-
Antigen-Reaktion werden grobere Netzwerke genutzt, die zu einer schnelleren Fliel3-
geschwindigkeit fuhren. Da Nitrozellulose ursprianglich hydrophob ist, werden die
Membranen haufig mit anionischen Tensiden benetzt (HOCHLEITNER, 2012).

Entscheidend bei der Wahl des Materials ist jedoch nicht allein dessen hydrophile
und gleichbleibende Flielieigenschaft, sondern ebenfalls die Fahigkeit, Proteine nur
an den gewunschten Stellen - im Bereich der Test- und Kontrolllinie - zu immobilisie-

ren. Nach O’FARRELL (2009) kommt diese Bindung aufgrund elektrostatischer Anzie-
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hung zu Stande, langfristig Uber hydrophobe Wechselwirkung und Wasserstoffbru-

ckenbindungen.

Gegebenenfalls werden freie Bindungsstellen der Membran nach Auftrag der Test-
und Kontrolllinie durch sogenanntes Blocken abgesattigt. Dies kann neben dem
Schutz vor unspezifischen Bindungen an anderen Stellen der Membranoberflache
auch die FlieRrate und den Feuchtigkeitshaushalt der Membran Uber die gesamte
Lange der Haltbarkeit stabilisieren. In den eigenen Versuchen wurde auf diesen
Schritt verzichtet, da zum Einen laut Herstellerangabe stabile Flieraten auch ohne
Blocken erreicht werden, zum Anderen die Analytik ohne Lagerung der Teststreifen
unmittelbar nach Herstellung der LFAs erfolgte. Des Weiteren stand keine spezielle
Laborausristung zum Spullen und Trocknen unter standardisierten Bedingungen zur

Verfligung, so dass die Gefahr von Variationen im Endprodukt bestand.

2.3.3.4 Absorbent Pad

Die Aufgabe des Absorbent Pad ist es, den Fluss durch die Membran zu unterstit-
zen, indem uberschussiges Probenmaterial und alle nicht absorbierten Reagenzien
aufgesaugt werden. Es muss so lange wie moglich vor dem Ruckfluss in die Memb-
ran schutzen. Daher wird Ublicherweise ein Baumwollpapier mit einer deutlich hdhe-
ren Aufnahmekapazitat als das Probenvolumen gewahlt. Nach POSTHUMA-TRUMPIE et
al. (2009) musste das aufgegebene Probenvolumen ohne Absorbent Pad deutlich

minimiert werden, was zu einer sinkenden Sensitivitat fihren wirde.

2.3.3.5 Marker

Die am haufigsten genutzten Markierungen in LFA sind kolloidales Gold (CHANDLER
et al. 2000) und Latexpartikel, wobei flr die eigenen Untersuchungen Goldpartikel
eingesetzt wurden. In visuell ausgelesenen LFAs ist es durch die geringere GroRRe
der Goldpartikel und damit einhergehende, groRere erreichbare Packdichte an der
Testlinie moglich, eine hdohere Sensitivitat zu erreichen. Goldpartikel haben Grélken
von 20...40 ym, Latexpartikel hingegen um die 100...300 ym. Die Farbe der Gold-
partikel ist intensiv rot-violett, die Markierung sehr stabil in Flussigkeiten wie auch in
trockener Form und blasst nach der Farbung auf der Membran nicht aus. (CHUN,
2009; O'FARRELL, 2009)
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2.3.3.6 Antikorper

Zentraler Punkt des gewahlten immunologischen Testsystems ist das Vorhandensein
von mindestens zwei AK. Da diese jedoch nicht kommerziell erhaltlich waren, wurden
die ersten Schritte in der Entwicklung des LFA mit selbst produzierten pAK durchge-
fuhrt. Diese sind im Vergleich zu mAK schneller, oft unkomplizierter und preisgunsti-
ger herzustellen (LUTTMANN et al., 2014). Nach Feststellung der grundsatzlichen Eig-
nung der Anti-Peptid-AK fur die Anwendung wurde die Produktion mAK in Auftrag
gegeben, da das Ziel der Arbeit nicht in der eigenen Herstellung der AK lag. So
konnte im Laufe der Entwicklung auf spezifische AK in einer ausreichenden Menge
und Konzentration sowie gleichbleibender Qualitat zurickgegriffen werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Laborgerate und Verbrauchsmaterialien

Gangige Laborausrustung, wie z.B. Pipetten, Waagen, Brut- und Kihlschranke, so-

wie Glas- oder Einwegmaterial werden in folgender Auflistung (Tabellen 3 und 4)

nicht explizit dargestellt.

Tabelle 3: Verwendete Gerate

Gerat

Hersteller

Autoklav

Bio-Dot® Microfiltration Apparatus
Elektrophoresekammer
ELISA-Reader

Laminar Flow Sicherheitswerkbank 2
Photometer

Schattelinkubator

Semi-Dry Electroblotting

UV Monitor

UC Recorder

Vakuumpumpe

Vertikalkammer

Vortexer

Zentrifuge

H + P Labortechnik
Bio-Rad

Sci-Pas

BioTek

BDK

Helius

New Brunswick Scientific
Sci-Pas

Bio-Rad

Bio-Rad

Bio-Rad

Hoefer

Bender & Hobein AG

Sigma, Heraeus
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Tabelle 4: Verwendete Materialien

Material

Hersteller

ELISA-Platte, 96 wells

Filterpapier, 1 mm (Western Blot)
Filterpapier, thick fiir Bio-Dot® (Dot Blot)
Glasfaser GFB-R7, 0,6 pm
Kunststoffkassette Device-3

Nitrozellulosemembran CNPF-SN12 L2-H50, 10um
(LFA)

Nitrozellulosemembran (Dot Blot)
Protein-A-Saule HiTrap rProtein A FF 1ml
Roti® -PVDF Transfermembran

Roti® -Mark Prestained

Sterilfilter, 0,2 uym

SulfoLink® Immobilization Kit for Peptides
UV-Kuvette

Zellulosefilterpapier AP-080, 0,8 mm

Thermo Fisher Scientific Inc.

Carl Roth GmbH
Whatmann

MDI

MDI

MDI

Bio-Rad

GE Healthcare
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH

Sarstedt

Thermo Fisher Scientific Inc.

Plastibrandt

MDI
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3.1.2 Chemikalien und Fertigmedien

Tabelle 5: Verwendete Chemikalien und Fertigmedien

Substanz

Hersteller

Acryl-Bisacrylamid-Lésung (29:1)
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Brilliantgrin fur die Mikroskopie
Casein-Soja-Pepton-Bouillon, dehydriert

Citronensauremonohydrat

di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat Na,HPO4

gepuffertes Peptonwasser, dehydriert
Glycin

Kaliumchlorid KCI
Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO,4
Konjugat Verdunnungspuffer (KVP)
Lactose-Bouillon, dehydriert
L-Cystein-HCL

Magermilchpulver

Methanol

Nahrbouillon, dehydriert

Natriumacid

Natriumchlorid NaCl
Natriumdodecylsulfat (SDS) C12H25Na04S
Natriumhydrogencarbonat NaHCO3

Poly(oxy-1,2-ethandiyl)- monododekansaure-
sorbitylester (Tween 20) CsgH114026

Ringer fur V4 starke Lsg., Tablette

Carl Roth GmbH
Sigma Aldrich
Carl Roth GmbH
Oxoid

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Oxoid

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
DRG Instruments

Oxoid

Thermo Fisher Scientific Inc.

VWR

Carl Roth GmbH
Oxoid

Sigma Aldrich
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH

Sigma Aldrich

Oxoid
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Substanz Hersteller

Roti® -Blot A, pH 7,8 Carl Roth GmbH

Roti® -Blot K, pH 8,5 Carl Roth GmbH

Roti® -Load 1 Carl Roth GmbH

Roti® -Mark Prestained Carl Roth GmbH

SulfoLink® TCEP-L&sung Thermo Fisher Scientific Inc.
SulfoLink® Kopplungspuffer, pH 8,5 Thermo Fisher Scientific Inc.
SulfoLink® L-Cystein x HCL Thermo Fisher Scientific Inc.
SulfoLink® Waschlésung Thermo Fisher Scientific Inc.
Tetramethylbenzidin (TMB) Sigma Aldrich
Tetramethylethylendiamin (TEMED) CgH1sN> Carl Roth GmbH
Trishydroxylmethylaminomethan (Tris) Th. Geyer

3.1.3 Puffer, Losungen, Nahrmedien und Gele

Fir die Versuche wurden die in Tabelle 6 aufgelisteten Puffer, Losungen, Nahrmedi-
en und Gele eingesetzt. Eine Aufstellung der dazugehdrigen Rezepturen findet sich

im Anhang 2.

Tabelle 6: Verwendete Puffer, Losungen, Medien und Gele

Bezeichnung

AK-Puffer, pH 7,6

Anodenpuffer, pH 7,8
Blockierungslosung (Dot Blot)
Blockierungslosung (Western Blot)

Brilliantgrin mit Wasser, pH 7,0
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Bezeichnung

Casein-Soja-Pepton-Bouillon, pH 7,3
Citratpuffer, pH 3,5

Elutionspuffer, pH 2,75

Gelfuly

Gepuffertes Peptonwasser, pH 7,2
Kathodenpuffer, pH 8,5

Lactose Bouillon, pH 6,9
Magermilch mit Brillantgrin, pH 7,0
Nahrbouillon, pH 7,4
Natriumhydrogencarbonatldésung
Neutralisationspuffer, pH 8,75
PBS, pH 7,6

PBS/T (PBS + Tween 20), pH 7,6
PBS-1, pH 7,6

Ringerlésung mit Brillantgrun, pH 7,0
Sammelgel

Sammelgelpuffer, pH 6,8

TBS, pH 7,6

TBS/T (TBS + Tween 20), pH 7,6
Trenngel

Trenngelpuffer, pH 8,8

Waschpuffer, pH 7,6
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3.1.4 Bakterienstamme

Die fUr die Versuche eingesetzten Salmonellen-Teststamme orientierten sich an hy-
gienisch bedeutsamen Serovaren. Zudem wurden weitere Vertreter der Familie der
Enterobacteriaceae und zusatzlich Nicht-Enterobacteriaceae-Stamme gewahlt, die
zum Teil ebenfalls ein Typ-llI-Sekretionssystem ausbilden (Yersinia ssp., Shigella

spp., Escherichia coli und Pseudomonas ssp.).

Tabelle 7: Ausgewadhlte Prifstimme zum Nachweis der Sezernierung von SipC in Vor-
anreicherungsmedien

Ifd. Serovar bzw. Species Bezeichnung des Stammes
Nummer

Salmonella

1 Salmonella enterica ser. Gallinarum ATCC 9184, DSM 4883

2 Salmonella enterica ser. Choleraesuis ATCC 13312, DSM 14846

3 Salmonella enterica ser. Typhimurium ATCC 14028, DSM 19587

4 Salmonella enterica ser. Senftenberg ATCC 43845, DSM 10062

5 Salmonella enterica ser. Enteritidis ATCC 13076, DSM 17420

6 Salmonella enterica ser. Heidelberg ATCC 8326, DSM 9379

7 Salmonella arizonae ser. 51:24,z53:- ATCC 13314, DSM 9386

andere Enterobacteriaceae

8 Escherichia coli ATCC 25922, DSM 1103
9 Citrobacter freundii ATCC 8090, DSM 30039
10 Shigella sonnei ATCC 29930, DSM 5570
11 Yersinia pseudotuberculosis ATCC 29833, DSM 8992
nicht Enterobacteriaceae

12* Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, DSM 1128
13** Staphylococcus aureus ATCC 25923, DSM 1104

* kein Einsatz im LFA, **kein Einsatz im ELISA
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3.1.5 Antikorper

Tabelle 8: Verwendete Antikorper

Bezeichnung Hersteller

pAK P1 (U703/89420) BIOSERV Analytik und Me-
dizinprodukte GmbH

pAK P2 (U703/89421) BIOSERV Analytik und Me-
dizinprodukte GmbH

pAK P3 (U703/89422) BIOSERV Analytik und Me-
dizinprodukte GmbH

pAK P4 (U703/89423) BIOSERV Analytik und Me-
dizinprodukte GmbH

pAK P5 (U703/89424) BIOSERV Analytik und Me-
dizinprodukte GmbH

Anti-Kaninchen-1gG Sigma Aldrich

Anti-Kaninchen-IgG POD GE Healthcare UK Limited,
Thermo Fisher Scientific Inc.

pAK gegen das Gesamt-SipC antibodies-online GmbH

mAK P1 (BSR1-7C6G6) Biometec GmbH

mAK P2 (BSR3-2C3F12) Biometec GmbH

mAK P3 (BSR2- 8F2E1) Biometec GmbH

mAK gegen das Gesamt-SipC antibodies-online GmbH

Anti-Maus-lgG Sigma Aldrich

3.2 Methoden

3.2.1 Praparation des Antigens

Da das native SipC-Protein nicht in gereinigter Form vorlag und zudem eine Uber-
schneidung mit bestehenden Patenten vermieden werden sollte, wurden AK gegen

funf Teilsequenzen des SipC-Proteins generiert.

Die strukturanalytische Analyse der Aminosauresequenz des SipC-Proteins in Bezug
auf besonders immunogene Bereiche erfolgte durch die BIOSYNTAN GmbH, Berlin.
Mittels nummerischer Metoden von Parker et al. (1986), Karplus und Schulz (1985)
sowie Kyte und Doolittle (1982) wurden im Protein funf hochantigene Areale ermittelt
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(Software: PCOM von CoshiSoft/PeptiSearch Arizona USA). Identifiziert wurden fol-

gende Aminosauresequenzen:

1. Der Proteinabschnitt 363-378 mit der Sequenz
VASTASDEARESSRKS

2. Der Proteinabschnitt 15-30 mit der Sequenz
NNHSVENSSQTASQSV

3. Der Proteinabschnitt 343-357 mit der Sequenz
GQYAATQERSEQQIS

4. Der Proteinabschnitt 276-289 mit der Sequenz

5. Der Proteinabschnitt 246-260 mit der Sequenz
LNMKKTGTDATKNLN

Im Gesamtprotein sind die Peptidabschnitte wie folgt angeordnet:

10

MLISNVGINP

70

GVLTQTPGTI

130

GMSSSAVALL

190

SALQLGITGV

250

DSLKSLNMKK

310

ESDIRLEONT
370

NRVASTASDE

Abbildung 8: Anordnung der ausgewéhten Peptidsequenzen im SipC-Protein
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NQADSKLSGK
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DATLKSNAGT
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LIQEMLKTME
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SAKDILNSIG
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ANNVTTKANE
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LSLVSFDAAK
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AKIDKLTTES
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SATESLGIKD
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NSVTVGGIAG
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SINQSKASAL
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ISSSKVSDLG
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VVQTQLREQQ
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TTASSMMREG
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290

SNKQISPEHQ

350

AS

AATAGNIRA
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LSPTLSAPAP
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AEVGKFFDIS
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MNALSGSTSQ
240
NSVKLGAEGV
300
ATILSKRLESV
360

QVN
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Die Synthese der funf Peptide erfolgte ebenfalls durch die BIOSYNTAN GmbH. Um
die Peptide Uber eine SH-Gruppe an ubliche Carriersubstanzen binden zu kdonnen,

wurde ein Cystein-Rest eingebaut.

Die Kopplung der Peptide an das Tragerprotein KLH wurde durch die BIOGENES
GmbH, Berlin durchgefuhrt. Nach Rehydrierung konnten die gekoppelten Peptide fur

die Immunisierung verwendet werden.

3.2.2 Herstellung polyklonaler Antikorper
3.2.2.1 Injektion der Antigene

Fur die Herstellung der pAK wurden Kaninchen der Rasse WeilRer Neuseelander
mit den im vorhergehenden Kapitel beschriebenen Peptiden immunisiert. Es wur-
den funf Kaninchen mit je einem der Immunogene behandelt. Dazu wurden 0,4 mg
des jeweiligen lyophilisierten, an KLH gekoppelten Peptids in 0,2 ml sterilem
Phosphatpuffer gelost und mit 0,2 ml komplettem oder inkompletten Freundschem
Adjuvans emulgiert. Die Emulsion wurde zu je 100 pl an vier Stellen subkutan in
den Rulcken injiziert. Fur die Primarimmunisierung wurde das komplette Adjuvans
verwendet, fur die Folgeinjektionen das inkomplette. Die Immunisierung erfolgte
nach dem 63-Tage Protokoll. Die Blutentnahmen erfolgten nach 3 Immunisierun-

gen am Tag 35 und nach zwei weiteren Immunisierungen am 63. Tag.

3.2.2.2 Prédparation der Seren

Nach der Blutenthahme wurde das Blut zunachst fur 2 h bei 37 °C und dann Uber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Daraufhin wurde es fur 10 min mit 2770 g zentrifugiert, das
Serum abpipettiert, aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

3.2.3 Affinitatsreinigung der AK aus dem Serum

Um die gewonnen Antikorper fur diagnostische Zwecke einsetzen zu kénnen, bedarf
es einer Reinigung aus Serum oder Zellkulturmedium. In vorliegender Arbeit wurde
die Affinitatschromatografie fur diese Reinigung eingesetzt. Dabei wurden im ersten

Schritt alle Immunglobuline unspezifisch aus den Kaninchenseren mittels Protein A
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isoliert, woraufhin im zweiten Schritt die Aufreinigung der AK erfolgte, die spezifisch

gegen das jeweilige Antigen P1 bis P5 gerichtet waren.

3.2.3.1 Protein A Séaule

Das Serum der mit den Peptiden immunisierten Kaninchen wurde zunachst Uber die
Protein-A-Saule HiTrap Protein A von GE Healthcare aufgereinigt. Die Methode be-
ruht auf einer reversiblen Adsoption eines Antikorpers (IgG) an eine Matrix. Die Ma-
trix ist hierbei eine quervernetzte Agarose (Sepharose), die mit Protein A beschichtet
ist. Protein A ist ein Oberflachenprotein aus Staphylococcus aureus mit der Eigen-
schaft, Immunglobuline, vor allem IgG, zu binden. Protein A weist eine hohe Affinitat
zu den Fc-Regionen der Immunglobuline auf. Die Bindung zwischen Antikérper und
Protein A ist durch eine Veranderung des pH-Wertes in den sauren Bereich wieder

[6sbar.

Die erforderliche Mengen an PBS und Citratpuffer wurden zunachst sterilfiltriert
(0,2 ym Filter). Die Saule wurde zweimal mit 7 ml PBS konditioniert, wobei die Flus-
sigkeit vollstandig einlaufen musste. 1 ml filtriertes Serum wurde auf die Saule gege-
ben. Die Spritze und der Filter wurden mit 1ml PBS gespult und ebenfalls auf die
Saule gegeben. Die Saule wurde anschlielend dreimal mit 7 ml PBS gewaschen.
Zwischenzeitlich wurden in ein verschlielRbares 15 ml Réhrchen 0,5 ml 1 mol/l Natri-
umhydrogencarbonat-Lésung als Eluatvorlage eingefullt. Zunachst wurden 2,1 ml
Citratpuffer auf die Saule gegeben und einlaufen gelassen, anschlieBend 3,1 ml
Citratpuffer, wobei letztere Menge mit dem mit Eluatvorlage vorbereiteten Rohrchen
aufgefangen wurde. Mit weiteren 5 ml Citratpuffer wurde die Saule vollstandig eluiert.
Die Saule konnte fur einen weiteren Lauf genutzt werden, nachdem sie zweimal mit

7 ml PBS gewaschen wurde.

Zur Lagerung wurde die Saule zweimal mit 7 ml PBS mit 0,02 % Natriumazid gespult,
wobei die letzte Puffermenge nicht vollstdndig durchlauft. Bei 2 ml Uberstand wurde
die Saule oben und unten verschlossen und aufrecht stehend im Kuhlschrank gela-

gert.

Jede Charge bzw. jedes einzelne Eluat wurde auf den Proteingehalt untersucht (sie-
he Kapitel 4.1.1).
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3.2.3.2 Spezifische Aufreinigung des IgG iiber SulfoLink® Saule

Da unabhangig von ihrer Antigenspezifitat alle IgG-Molekule einer Probe mit Protein
A aufgereinigt wurden, erfolgte ein zusatzlicher, spezifischer Reinigungsschritt. Bei
der spezifischen Aufreinigung wird das Antigen, gegen das der gewinschte AK ge-
richtet ist, an eine Matrix kovalent gebunden. Diese Matrix wird dann mit der antikor-
perhaltigen Losung inkubiert, wobei die spezifischen Antikorper an die Matrix binden.
Nach mehreren Waschschritten kdnnen die gebundenen Antikorper durch Zugabe

eines Puffers wieder eluiert werden.

Die spezifische Reinigung erfolgte mit dem ,SulfoLink® Immobilization Kit for Pepti-
des” der Firma Thermo Scientific. Dazu wurde gemaf Abbildung 9 zunachst je Saule
eines der synthetisierten Peptide Uber den Sulfhydrylrest an die Saulenmatrix
(Agarose) gebunden. Danach konnte das immobilisierte Peptid flr die Aufreinigung

des spezifischen AK genutzt werden.

Die Immobilisierung sowie die Affinitatsreinigung erfolgten nach Anleitung des Her-

stellers (siehe Anhang 3).
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Abbildung 9: Peptid-Immobilisierung mittels SulfoLink®
Kopplungsreagenzien (Thermo Fisher Scientific Inc.),
Sulfhydrylgruppen reagieren mit lodacetylgruppen und formen
kovalente Bindungen mit Peptiden
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3.2.4 Antikorpercharakterisierung
3.2.4.1 Proteinbestimmung

Eine Quantifizierung der Proteinmengen erfolgte nach STOSCHEK (1990)
spektrophotometrisch Uber die Absorption der aromatischen Aminosaurereste (be-
sonders Tryptophan und Tyrosin) bei 280 nm.

Obwohl in der Praxis oft eine Extinktion von 1,0 bei 280 nm mit einer Proteinkonzent-
ration von 1 mg ml”’ gleichgesetzt wird, stimmt dieses nur in wenigen Fallen mit der
tatsachlichen Konzentration Uberein. In Abhangigkeit der Anzahl und raumlichen An-
ordnung der aromatischen Aminosaurenreste wurde die gemessene Absoption daher
um den Extinktionskoeffizienten von 1gG korrigiert. Die Berechnungsformel der Prote-

inkonzentration lautet:

_ Ao od
'B a &
Dabei ist:

B = Proteinkonzentration in mg ml”’
Azso = Absorptionswert bei 280 nm Wellenlange
d = Schichtdicke der Messkuvette (hier 1 cm)

¢ = Extinktionskoeffizient des Antikdrperisotyps IgG (hier 1,37)

3.24.2 Nachweis der spezifischen Bindung der pAK

Der Nachweis der spezifischen Bindung der jeweiligen pAK wurde in Einfachbestim-
mung (pAK gegen P1) bzw. Doppelbestimmung (pAK gegen P2 bis P5) mittels Dot
Blot durchgeflhrt. Alle pAK wurden zusatzlich im Western Blot getestet.

3.2.4.2.1 Dot Blot

Mit Hilfe der Dot Blot Methode kdénnen Proteine auf einer Membran nachgewiesen
werden, wobei die Proteinproben direkt punktformig (= Dot Blot) mit einer speziellen
Dot Blot Apparatur aufgetragen werden. Die aufgebrachten Flussigkeiten werden

dabei mit Hilfe einer Vakuumpumpe durch die Membran gesaugt.
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Die Apparatur wurde nach Anleitung des Herstellers zusammengesetzt. Je Kavitat
wurden zunachst 100 pyl TBS zum Spllen einpipettiert. Anschliel3end wurden die ge-
wiinschten Kavitaten mit 200 pl Antigenldsung (Konzentration 0,4 ml 1) befiillt.
Nachdem die Proben vollstandig durchgezogen waren, erfolgte eine erneute Spulung
der Kavitaten mit 200 ul TBS. Nach Durchlauf des TBS wurde die Apparatur gedffnet,
die Probenkassette entfernt und die Membran entnommen. Diese wurde in 100 ml

Blockierungslosung bei RT abgesattigt und auf einem Schattler flr 1 h inkubiert.

Nach dem Blocken der Membran wurde diese zunachst in ein Gefall mit TBS/T Uber-
fuhrt und far 5 min unter leichtem Schuitteln gewaschen. Dieser Vorgang wurde 2
weitere Male wiederholt. Folgend wurde die Membran fur 1 h bei RT unter Schutteln
mit dem primaren AK gegen das jeweilige Peptid bzw. den AK-Pool aus pAK P1 bis
pAK P35 inkubiert (4 ml Lésung, 1:10 verdinnt in AK-Puffer). Die Lésung wurde ab-
gegossen, die Membran dreimal mit TBS/T fur 5 min unter Schutteln gewaschen.
Daraufhin wurde die Membran in ein Gefald mit der sekundaren AK-LOsung uber-
fuhrt. Hierbei handelte es sich um Anti-Kaninchen-IgG POD, 1:1000 verdinnt in AK-
Puffer. Nach einer Stunde Inkubation unter Schatteln bei RT wurde zweimal je 5 min
mit TBS/T gewaschen, ein drittes Mal mit TBS ohne Tween. Anschliellend wurde
TMB auf die Membran gegeben, das als Substrat fur die POD diente. Durch die Sub-
stratumsetzung erfolgte ein Farbumschlag von farblos zu blau an der Stelle, an der
der 2. AK gebunden hatte. Nach Sichtbarwerden der Bindungsstellen wurde die Re-

aktion mit Aqua bidest. abgestoppt.

3.2.4.2.2 Western Blot

Proteine werden vor einem Western Blot zunachst mittels SDS-Page nach ihrem Mo-
lekulargewicht aufgetrennt, dann auf eine Membran transferiert und anschlieend

durch Antikorperbindung detektiert.

SDS ist ein anionisches Detergenz, welches sich an die Proteine anlagert, sie dena-
turiert und proportional zu ihrer Grélke mit einer negativen Ladung versieht. Die Ei-
genladungen der Proteine werden dadurch Uberdeckt. Sekundar- und
Tertiarstrukturen der Proteine werden durch Aufspaltung der Wasserstoffbricken und
Streckung der Molekule aufgelost. Die Disulfidbrucken (Schwefelbricken zwischen

Cysteinen) kénnen durch SDS nicht gespalten werden. Diese wurden durch Zugabe
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von B-Mercaptoethanol im Probenpuffer aufgebrochen. Durch die Auffaltung und
Streckung der Aminosaureketten unterscheiden sich die SDS-Komplexe verschiede-
ner Proteine nur noch in ihrer GréRe und kénnen in der Gelelektrophorese aufge-
trennt werden. (LUTTMANN et al., 2014; THERMO FISHER SCIENTIFIC INC., 2014; RAEM
und RAUCH, 2007)

Fir die Geleletrophorese wurde die SDS-Page nach LAEMMLI (1970) angewandt. Die
PorengrofRe des Gels wurde an den Molekulargewichtsbereich der Proben von ca.
20 kDa angepasst und musste dementsprechend gering sein. Es wurde ein 20 %iges
Trenngel verwendet, welches mit einem gro3porigen 5 %igen Sammelgel Uber-
schichtet wurde.

Als Markerproteinldsung wurde Roti® -Mark PRESTAINED eingesetzt. Anhand des
Markers lasst sich spater das Molekulargewicht der zu analysierenden Proteine ab-

schatzen. Die Gelbeladung erfolgte nach folgendem Schema:

1. Tasche — leer

2. Tasche — Marker (8 pl)

3. Tasche — OVA (15 pl)

4. Tasche — P1, P2, P3, P4 oder P5 (15 pl)
5. Tasche — P1, P2, P3, P4 oder P5 (15 pl)
6. Tasche — RSA (15 pl)
7. Tasche — Marker (8 pl)
8

.—10. Tasche — leer

Vor der Separation wurden die Proben vorbereitet, indem sie mit jeweils 60 pl in
Roti®-Load 1 verdiinnt, gut durchmischt und kurz zentrifugiert, anschlieRend 5 min

bei 95 °C denaturiert, wieder gemischt und zentrifugiert wurden.

Nach Beendigung der SDS-Page wurde das Gel vorsichtig entnommen, die Taschen

sowie der Gelfuld entfernt und das Trenngel kurz in Aqua bidest. gewaschen.

An die Auftrennung durch SDS-Page schloss sich die Ubertragung auf eine PVDF-
Membran an. Dazu wurde das Gel auf eine mit Methanol aquilibrierte PVDF-
Membran gelegt, die zuvor auf Grolde des Gels zugeschnitten wurde. Nach dem Be-
netzen mit Methanol wurde die Membran fur 2 min in Aqua bidest. getrankt und fol-
gend far 5 min in Anodenpuffer inkubiert. Das Gel sowie die Membran wurden luft-

blasenfrei zwischen je drei in Anoden- bzw. Kathodenpuffer getrankten Filterpapieren
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platziert, indem die Luft mit einer Walze unter leichtem Druck aus dem entstandenen
Sandwich entfernt wurde. Der Blot erfolgte in einer Semi-Dry-Blotting Apparatur fur

1 h bei einer konstanten Stromstérke von 2 mA pro cm? Gel durchgefiihrt

Nach Entfernen der Membran wurde diese sofort in 3 %igem (w/v) Magermilchpulver
uber Nacht inkubiert, um freie Proteinbindungsstellen auf der Membran zu blocken.
Vor Zugabe des primaren AK erfolgte ein dreimaliges Waschen a 15 min mit WP. Die
Inkubation des 1:10 in 1 % Magermilchldsung in TBS/T verdiunnten pAK gegen das
jeweilige Peptid (P1 bis P5) erfolgte bei RT flr 1 h unter schitteln. Dreimaliges Wa-
schen mit WP entfernte ungebundene AK. Anschlielend wurde die Membran mit
dem sekundaren AK auf die gleiche Weise inkubiert. Hierbei handelte es sich um
Anti-Kaninchen-IgG POD in einer 1:1000 Verdinnung mit 0,5 % BSA in WP.

Nach wiederholtem dreimaligen Waschen in WP erfolgte durch die Zugaben von 5 ml
TMB die Aktivierung der am sekundaren AK gekoppelten Peroxidase. Durch die Oxi-
dation von TMB erfolgt ein Farbumschlag von farblos zu blau an der Stelle, an der
der 2. AK gebunden hat. Nach ausreichend sichtbarer Farbreaktion wurde die Reak-

tion mit Aqua bidest. gestoppt.

3.2.4.2.3 Nachweis der spezifischen Bindung der pAK mittels ELISA

Zur Uberpriifung der Fahigkeit zur spezifischen Bindung der hergestellten pAK wurde
ein indirekter ELISA gewahlt. Zur Antigengewinnung wurde jeweils eine Kultur (Aus-
gangskeimzahl ca. 50 KbE) der Bakterienstamme Salmonella ser. Choleraesuis
(S.C.) und Salmonella ser. Typhimurium (S.T.) sowie Escherichia coli (E.c.) (siehe
Kapitel 3.1.4) in gepuffertem Peptonwasser angesetzt. Zunachst wurden auf drei
autoklavierte Erlenmeyerkolben je 45 ml GPW aliquotiert und mit jeweils einem Bak-
terienstamm beimpft und (iber Nacht im Schiittelwasserbad bei 210 U min™ und 37
°C inkubiert. Nach 16 h Bebrutung wurde die Zellsuspension bei 3500 g fur 30 min
bei 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen, der Uberstand flir Beschichtung
der ELISA-Platte verwendet. Als Negativkontrolle diente nicht beimpftes gepuffertes

Peptonwasser.

Alle Volumenangaben beziehen sich auf jeweils ein Well der ELISA-Platte. Zwischen
allen Inkubationsschritten wurde die Platte dreimal mit 200 yl WP gewaschen.
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Zur Antigen-Beschichtung wurden jeweils 50 ul des Uberstandes pro Well tiber Nacht
nach Schema in Tabelle 9 eingesetzt. Nach Ausklopfen der Platten wurden die nicht
abgesattigten Bindungsstellen durch 30 min Inkubation bei RT mit 100 pl 3 % MMP
in PBS blockiert. Die Inkubation der verdinnten Primarantikoérper (je 50 pl in KVP)
erfolgte fur 1 h bei 37 °C in feuchter Kammer.

In KVP verdunnte (1:1000), POD markierte Anti-Spezies-Sekundarantikorper wurden
anschlieBend gleichermalen inkubiert. Gebundene Antikérper wurden durch POD-
vermittelten Farbumschlag des TMB-Substrats (100 pl) fur 20 min bei RT nachge-
wiesen. Nach Abstoppen der enzymatischen Reaktion durch 100 ul 0,25 M Schwe-
felsdure werden die Extinktionen mittels Photometrie durch Subtraktionswellenlan-

genmessung bei 450 nm minus 620 nm optisch bestimmt.

Tabelle 9: ELISA-Pipettierschema zum Nachweis der spezifischen Bindung der pAK P2
bis P5 an Kulturiiberstinden

1.AK 1:10 1.AK 1:50 1.AK 1:100
H,O GPW E.c. S.C. S.T. E.c. S.C. S.T. E.c. S.C. S.T.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
A | Blank NK
B | Blank NK
C | Blank NK
D | Blank NK
E | Blank NK
F | Blank NK
G| Blank NK
H Blank leer

pAKP2 pAKP3 ' pAKP4 pAKP5

GPW = gepuffertes Peptonwasser, E.c. = Escherichia coli, S.C. = Salmonella ser. Choleraesuis, S.T = Salmonella ser.
Typhimurium, NK = S.T. ohne den 1. pAK (nur KVP), NK = Negativkontrolle, unv. = unverdinnt, Blank = leer

3.2.5 Produktion monoklonaler Antikorper

Durch die in Kapitel 3.2.2 beschriebene Methode konnte nur wenig polyklonales AK-
Material einer Charge generiert werden. Nach jedem Verbrauch einer Charge hatte
wieder ein Versuchstier immunisiert werden mussen, welches jedoch einen nicht

identischen Satz Antikoérper bildet. Dieser Umstand in Verbindung mit der steigenden
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Verbrauchsmenge an AK fur die angelegten Versuche machte es notwendig, auch
MAK zu produzieren. Fur die Herstellung mAK wurden drei der genannten Peptide

(P1, P2 und P3) sowie das gesamte SipC-Protein verwendet.

Die Produktion der mAK erfolgte durch die Biometec GmbH, Greifswald. Die Antikor-

per lagen in bereits gereinigter Form vor.

3.2.6 Voranreicherung der Bakterienkulturen fur den Dot Blot

Von den Teststammen aus Kapitel 3.1.4 wurde eine Ausgangskeimzahl von ca.
50 KbE in jeweils 20 ml gepuffertes Peptonwasser gegeben und bei 37 °C 24 h
inkubiert. Vor der Verwendung wurden die Uberstéande abzentrifugiert (3500 g, 30
min, 4 °C) und filtriert.

3.2.7 Voranreicherung der Bakterienkulturen fur ELISA zum Nachweis

der Sezernierung von SipC in Voranreicherungsmedien

Von den Teststammen aus Kapitel 3.1.4 wurde eine Ausgangskeimzahl von ca.
50 KbE in jeweils 20 ml Voranreicherungsmedium gegeben und bei 37 °C unter
Schiitteln (150 U min™") bis zu 20 h inkubiert. Die Kulturiiberstande wurden zu unter-
schiedlichen Zeiten (8 h, 9 h, 10 h und 20 h), enthommen und bis zur Verwendung
bei -18 °C gelagert. Vor der Verwendung wurden die Uberstande auf RT erwarmt
und abzentrifugiert (3500 g, 30 min, 4 °C).

3.2.8 Voranreicherung der Bakterienkulturen fir den LFA zum Nachweis

von Salmonellen aus Kulturiiberstanden

Die Voranreicherung der Kulturen flr den Einsatz im Lateral Flow Assay fand unter
Berucksichtigung der Ergebnisse aus dem Versuch zur optimalen Sezernierung von
SipC in Kulturiberstande (siehe Kapitel 4.2) ausschliel3lich in Casein-Soja-Pepton-
Bouillon Uber 20 h analog der Bedingungen des vorhergehenden Kapitels statt. Al-
lerdings wurde nicht zentrifugiert und filtriert, sondern die Bouillon wurde direkt auf-
getragen, da alle Arbeitsschritte unter einer Sicherheitswerkbank ausgefuhrt werden
konnten. Da die Testdurchfuhrung des LFA an unterschiedlichen Tagen stattfand,
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wurde die Bouillon gegebenenfalls bis zur Verwendung bei -18 °C gelagert. Vor der

Verwendung wurden die Uberstéande auf RT erwarmt.

3.2.9 ELISA zum Nachweis der Sezernierung von SipC in Voranreiche-

rungsmedien

FUr die Erprobung der optimalen Sezernierung von SipC wurden sieben fllssige
Standardnahrmedien fir die Voranreicherung von Salmonellen verwendet: Lactose-
Bouillon (LB), Casein-Soja-Pepton-Bouillon (Caso), Nahrbouillon (NB), gepuffertes
Peptonwasser (GPW), Ringerlosung mit Brillantgrun (RiB), Brillantgrin mit Wasser
(WB) und Magermilch mit Brillantgrin (MMB) (nach D"AousT, 1981).

Zum Nachweis diente ebenfalls ein indirekter ELISA (siehe Kapitel 3.2.4.2.3). Alle
Volumenangaben beziehen sich auf jeweils ein Well der ELISA-Platte. Zwischen al-
len Inkubationsschritten wurde die Platte dreimal mit 200 ul WP gewaschen.

Die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte wurden mit 50 pl des jeweiligen unverdinnten
Kulturiberstandes beschichtet und bei 4 °C Uber Nacht (ca. 14 h) inkubiert, gewa-
schen und mit 100 pl 3 % MMP in PBS bei RT 1 h geblockt.

Als Primarantikorper diente ein kommerziell erhaltlicher pAK gegen SipC, der zu je-
weils 100 pl in einer Verdinnung von 1:2000 in 0,5 % BSA in PBS in die Vertiefun-
gen der Platte gegeben wurde. Als Negativkontrolle wurden 100 pl des jeweiligen
Voranreicherungsmediums ohne Bakterienstamme (ohne Antigen) in je drei Kavita-
ten pro Reihe aufgegeben. Eine Kavitat pro Spalte diente als Blank (Aqua bidest.).
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Tabelle 10: Pipettierschema zum Nachweis der Sezernierung von SipC in Kultur-
liberstande mittels ELISA

Serovar bzw. Species A Negativkontrolle Serovar bzw. Species B
KhE | KbE | KbE | KhE 0 KOE | O KDE | OKbE KhE | KbE | KbE | KbE
8h 9h 10h | 20h 8h 9h 10h | 20h
LB
Caso
NB
GPW
RiB
WB
MMB
Blank | H,O H,O H,O H,O H.O H.O H.O H.O H.O H.O H.O

Die Inkubationszeit betrug 1 h bei 37 °C in feuchter Kammer, um die Platten vor Aus-
trocknung zu schutzen. AnschlieBend wurde der Sekundarantikoérper, 50 pl Anti-
Kaninchen-IgG, 1:2000 in 0,5 % BSA in PBS, einpipettiert und erneut inkubiert. Im
nachsten Schritt wurden je 100 pl TMB-LOsung in jede Kavitat gefillt und fur 20 min
bei RT inkubiert. Das Stoppen der Enzym-Substrat-Reaktion erfolgte mit 100 pl
0,25 M Schwefelsaure. Die Extinktionsmessung der einzelnen Vertiefungen wurde
bei einer Wellenlange von 450 nm bei einer Referenzwellenlange von 630 nm im
ELISA-Reader durchgefuhrt. Der Mittelwert der Absorptionen des Blank wurde von

den Messwerten abgezogen.

3.2.10 LFA zum Nachweis von Salmonellen aus Kulturiiberstanden
3.2.10.1 Blotting der Membran und Zusammenfiigen der Einzelkomponen-
ten

Die eingesetzten mAK wurden sowohl fur die Bildung der Testlinie genutzt (unver-
dunnt) als auch fur den Detektor-AK mit kolloidalem Gold konjugiert. Das Konjugat
wurde durch das Moskauer Scientific Research Institute of Human Morphology mit 40
nm kolloidalen Goldpartikeln hergestellt (OD 50). Die Kontrolllinie wurde mittels Anti-

Maus-IgG (unverdunnt) generiert.
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Die AK wurden manuell mit Hilfe einer Pipette auf der Nitrozellulosemembran im-
mobilisiert. Test- und Kontrolllinie hatten einen Abstand von ca. 5 mm. Anschlie-
Rend wurde die Membran bei 37 °C fur ca. 2 h getrocknet. Die Testdurchfihrung

erfolgte am Tag der Herstellung des LFA.

Auf dem oberen Streifen der kunststoffverstarkten Membran wurde ca. 2 mm Uber-
lappend das Sample Pad fixiert. Auf der unteren Klebeflache wurde das
Absorbent-Pad befestigt. Die so vorbereitete Membran wurde in ca. 5 mm breite
Streifen geschnitten. Der fertige Streifen wurde anschlie3end in eine Kunststoff-

kassette eingelegt.

3.2.10.2 Testdurchfiihrung

Um den Test zu starten, wurden 100 ul des Analyten in einem Eppendorfgefal® mit
20 pl goldmarkiertem Antikorper gemischt und 100 ul dieses Konjugates in die
vorgesehene Probenvertiefung der Kunststoffkassette gegeben. Die Ausbildung
der Kontrolllinie zeigte sich bereits kurz nach deren Passieren (nach ca. 2 min).
Da eine deutliche Ausbildung der Testlinie unterschiedlich lange dauerte (2...10

min), wurde das Testergebnis grundsatzlich nach Ablauf von 10 min abgelesen.
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4 Ergebnisse

4.1 Eignung der Antikérper

4.1.1 Isolierung der Antikorper

Um die pAK fur die Immunaffinitatschromatographie verwenden zu konnen, mussten
diese zunachst aus dem jeweiligen Kaninchenserum isoliert werden. Die
Aufreinigung erfolgte in zwei Schritten, zunachst mittels Protein A Saule und an-

schlieRend mittels SulfoLink® Saule.

Abbildungen 10 zeigt exemplarisch anhand einer Serumaufreinigung mittels Protein
A den Schreibermitlauf, der die UV-Absorption durch die Peptide aufzeichnet (Pa-
piervorschub 30 cm). Der erste Peak stellt die Absorption des ungebundenen Se-
rumdurchlaufs, der zweite Peak die Absorption des durch pH-Shift von der Saule ge-
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Abbildung 10: Elutionsdiagramm der Protein A Saule, Probe: Kanin-
chenserum mit pAK gegen P3, 1. Peak: Serum, 2. Peak: IgG

Die Proteinkonzentration der Elutionen aus der Protein A und der SulfoLink®
Aufreinigung wurde photometrisch bei 280 nm bestimmt. Dieses Verfahren liefert
nach LUTTMANN et al. (2014) bei der Aufreinigung von Serum mittels Affinitatschroma-
tographie eine ausreichende Genauigkeit. Zusammenfassend lasst sich feststellen,
dass aus den Kaninchenseren nach Protein A Aufreinigung eine

Immunglobulinkonzentrationen von maximal 2,8 mg ml™" erreicht werden konnte. Da-
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raus wurden, je nach zur Immunisierung verwendetem Peptid, ca. 2...5 % spezifi-
sche AK gewonnen. Dabei war die Menge vom pAK P1 am groften und fiel bis zum
pAK P5 ab.

4.1.2 Dot Blot und Western Blot

Die Bestatigung der Bindung der AK an die Peptide wurde mittels Dot Blot und Wes-
tern Blot gefuhrt. Dabei zeigte sich, dass im Dot Blot alle funf spezifischen AK an das
dazugehdrige Peptid binden und keine unspezifischen Bindungen zu den Modellal-
lergenen OVA und RSA auftraten (Abbildungen 11 bis 15).

OVA OVA OVA P1 P1 P1 RSA RSA RSA
1:50 1:500 1:1000 1:50 1:500 1:1000 1:50 1:500 1:1000

Abbildung 11: Dot Blot der pAK gegen P1 in verschiede-
ner Verdiinnung, spezifische Bindung an das Antigen in
allen drei Verdinnungsstufen

P2 P2 P2 P2 OVA OVA OVA OVA
1:1000 1:500 1:50 1:10 1:1000 1:500 1:50 1:10

RSA RSA RSA RSA P2 P2 P2 P2
1:1000 1:500 1:50 1:10 1:1000 1:500 1:50 1:10

Abbildung 12: Dot Blot der pAK gegen P2 in verschiede-
ner Verdiinnung, spezifische Bindung an das Antigen in
Verdinnungen von 1:10 und 1:50
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P3 P3 P3 P3 OVA OVA OVA OVA
1:10 1:50 1:500  1:1000 1:10 1:50 1:500  1:1000

“ "

RSA RSA RSA RSA P3 -P3 P3 P3
1:10 1:50 1:500  1:1000 1:10 1:50 1:500  1:1000

Abbildung 13: Dot Blot der pAK gegen P3 in verschiede-
ner Verdiinnung, spezifische Bindung an das Antigen in
allen vier Verdinnungsstufen

P4 P4 P4 P4 OVA OVA OVA OVA
1:100 1:500 1:50 1:10 1:1000 1:500 1:50 1:10

RSA RSA RSA RSA P4 P4 P4 P4
1:1000 1:500 1:50 1:10 1:100 1:500 1:50 1:10

Abbildung 14: Dot Blot der pAK gegen P4 in verschiede-
ner Verdiinnung, spezifische Bindung an das Antigen in
Verdunnung 1:10, sehr schwach bei 1:50

P5 P5 P5 P5 OVA OVA OVA OVA
1:1000 1:500 1:50 1:10 1:1000 1:500 1:50 1:10

.'ja
e o

e o
RSA RSA RSA RSA P5 P5 P5 P5
1:1000 1:500 1:50 1:10 1:100 1:500 1:50 1:10

Abbildung 15: Dot Blot der pAK gegen P5 in verschiede-
ner Verdiinnung, spezifische Bindung an das Antigen in
allen vier Verdinnungsstufen
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Im Western Blot lie3en sich diese Feststellungen nur anhand des pAK P1 bestatigen
die restlichen Antikorperlosungen zeigten keine Bindung an das jeweilige Antigen.
Aus diesem Grund ist nur der Western Blot des pAK P1 abgebildet (Abbildung 16).

123 kDa
95 kDa

50 kDa
33 kDa

M OVA P1 P1 RSA M

Abbildung 16: Western Blot des pAK gegen P1, spezifische Bin-
dung an das Antigen

In der folgenden Abbildung 17 ist ein Dot Blot dargestellt, der die Mischung aller pAK
an zentrifugierten und sterilfiltrierten KulturGberstanden testet. Spezifische AK-
Reaktionen sind bei Salmonellen zu erkennen, wobei die Probe aus Salmonella ser.
Typhimurium (S.T.) anscheinend mehr SipC als Salmonella ser. Cholerasuis (S.C.)
beinhaltet. Reaktionen sind bei Salmonella ser. Cholerasuis bei einer Antigen-
Verdinnung von 1:10 und 1:50 kaum sichtbar. Bei Salmonella ser. Typhimurium
zeigte sich hingegen bei 1:10 und 1:50 eine gut sichtbare AK-Reaktion. Keine AK-

Reaktion erfolgte bei Citrobacter freundii (C.f.) und Escherichia coli (E.c.).

Die entstanden untypischen, unregelmalligen und deutlich kleineren Blots sind auf
Unachtsamkeit beim Einpipettieren der Proben bzw. beim Entfernen von Luftblasen
mittels Pipettenspitze durch versehentliche Berihrung der Membran zuriuckzufuhren
(obere Membran bei C.f. in 1:1000 und 1:500 Verdunnung, untere Membran C.f. in
1:50 und 1:1000 Verdinnung sowie E.c. in 1:10 Verdlinnung).

61



Kapitel 4: Ergbnisse

E.c. E.c. E.c. E.c. Cf. Cf. Cf. C.f.
1:1000 1:500 1:50 1:10 1:1000 1:500 1:50 1:10
S.T. S.T. S.T. S.T. S.C. S.C. S.C. S.C.
1:1000 1:500 1:50 1:10 1:1000 1:500 1:50 1:10

S.T. S.T. S.T. S.T. S.C. S.C. S.C. S.C.
1:1000 1:500 1:50 1:10 1:100 1:500 1:50 1:10
E.c. E.c. E.c. E.c. Cf. Cf. Cf. Cf.
1:1000 1:500 1:50 1:10 1:1000 1:500 1:50 1:10

Abbildung 17: Dot Blot (Doppelbestimmung) des AK-Pool
aus pAK P1 bis pAK P5 in verschiedenen Verdiinnungen
anhand von Kulturiiberstianden

4.1.3 ELISA zum Nachweis der spezifischen Bindung an

Salmonellenproben

Da die spezifische Bindung der pAK gegen die Peptide 2 bis 5 im Western Blot nicht
nachgewiesen werden konnte, wurde mit den AK ein indirekter ELISA aufgebaut. Der

Versuch fand in Doppelbestimmung statt.

Die statistische Auswertung erfolgte, indem zunachst der Mittelwert Xy und die Stan-

dardabweichung SD der negativen Kontrollen errechnet wurden.

Um eine Probe als positiv zu werten, musste deren Wert gleich oder grof3er sein als
der Mittelwert der negativen Kontrollen plus die dreifache Standardabweichung (posi-
tiv 2 Xy + 3 SD). Eine Probe wurde als fraglich gewertet, wenn deren Wert gleich
oder groRer war als der Mittelwert der negativen Kontrollen plus die zweifache Stan-
dardabweichung (fraglich = Xy + 2 SD) und kleiner als der Mittelwert der negativen
Kontrollen plus die dreifache Standardabweichung (fraglich < Xy + 3 SD). Eine Probe
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wurde als negativ gewertet, wenn deren Wert kleiner war als der Mittelwert der nega-

tiven Kontrollen plus die zweifache Standardabweichung (negativ < Xy + 2 SD).

Es zeigte sich nur bei zwei der getesteten pAK eine eindeutig positive Reaktion bei

Salmonella ser. Typhimurium — beim pAK P3 in der 1:10 Verdinnung sowie in der

1:50 Verdunnung und beim pAK P4 in der 1:10 Verdunnung. Kreuzreaktionen zu

Escherichia coli konnte nicht festgestellt werden, allerdings war auch keine Bindung

an den Uberstand von Salmonella ser. Choleraesuis zu erkennen.

Tabelle 11: Extinktionen im indirekten ELISA zum Nachweis der spezifischen Bindung
der pAK P2 bis P5 an Kulturiiberstiande, Darstellung nach statistischer Auswertung

1.AK 1:10 1.AK 1:50 1.AK 1:100
(B"I';Sk) ((3&\(’\)’ Ec. | sc. | sT. | Ec. | sc. | sT. | Ec | sc. | sT.
A| 0,024 | 01190 | 0,234 | 0,231 | 0,087 | 0,085 | 0,059 | 0,014 | 0,064 | 0,054 | 0,050
B| -0,041 | 0,200 | 0,102 | 0,084 | 0,126 | 0,006 | 0,010 | -0,015 | 0,037 | 0,010 | -0,013
c| -0,026 | 0,152 [ -0,008 | 0,045 | 1,003 | -0,008 | 0,004 | 0,304 | 0,006 | 0,046 | 0,205
D| 0,033 | 0,242 | 0,101 | 0,018 | 0,444 | 0,031 | -0,031 | 0,383 | -0,007 | -0,011 | 0,052
E| 0,007 | 0,188 | 0,116 | 0,106 | 0,432 | 0,020 | 0,056 | 0,195 | 0,007 | 0,187 | 0,040
F| 0,015 | 0,183 | 0,044 | 0,129 | 0,359 | -0,026 | -0,006 | 0,014 | -0,033 | 0,095 | -0,026
G| 0,042 | 0,172 | -0,022 | -0,017 | 0,004 | -0,035 | 0,013 | -0,008 [ -0,031 | 0,217 | 0,058
H| -0,006 -(?'e%%;) -0,002 | 0,005 | 0,002 | -0,023 | 0,009 | 0,018 |-0,016 | 0,014 | 0,021
positiv PAKP2 pAKP3  pAKP4 pAKP5

GPW = gepuffertes Peptonwasser

Typhimurium

, E.c. = Escherichia coli, S.C. = Salmonella serv. Choleraesuis, S.T = Salmonella ser.
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4.2 ELISA zum Nachweis der Sezernierung von SipC in Voranrei-

cherungsmedien

Die ELISA-Versuche fanden in Dreifachbestimmung statt. Die statistische Auswer-

tung erfolgte wie unter Kapitel 4.1.3 beschrieben.

Um die Ergebnisse aus den einzelnen ELISA-Platten miteinander vergleichen zu
konnen, war es bei der Vielzahl an Messungen zusatzlich notig, die Variationen zwi-
schen den Resultaten der unterschiedlichen Platten und Testzeitpunkte zu korrigie-
ren. Als Grundlage fur die vorzunehmende Korrektur wurde der OD-Mittelwert der
Blanks (XKsoi) aus allen drei zu vergleichenden Platten ermittelt. Aus den OD-Werten

der Ansatze der Blanks jeder einzelnen Platte errechnete sich der Mittelwert (XKis).

Ergaben sich dabei Abweichungen des XKi vom Wert des XK, wurden die Ein-
zelwerte der Proben dieser Platte mit einem Korrekturfaktor (F) multipliziert. Dieser
Korrekturfaktor ermittelte sich wie folgt: F = %
Die Ergebnisse nach statistischer Auswertung wurden in Tabelle 12 zusammenfas-
send dargestellt, es wurden dabei nur die Resultate berucksichtigt, die in allen drei
ELISA-Messungen positiv bewertet wurden. Die ausfuhrlichen ELISA-Protokolle kon-

nen dem Anhang 4 entnommen werden.

In Uberstdnden aus gepuffertem Peptonwasser und Nahrbouillon konnte SipC mit
dem eingesetzten pAK gegen das Gesamtprotein aus allen Salmonellenproben mit
hoher Konzentration nachgewiesen werden. SipC war aus diesen Medien zudem
haufig bereits nach 8...10 h detektierbar. Die Extinktionen stiegen daraufhin im Ver-
lauf der Testdauer deutlich an bis zu einem positiven Testergebnis mit Extinktion
mehr als 10-fach Uber der NK. Allerdings zeigten sich mit diesen Medien auch Kreuz-
reaktionen zu den Nicht-Zielkeimen. Dabei fielen die Extinktionen der Kulturiber-
stande jedoch deutlich geringer aus und stiegen zudem uber die Versuchsdauer von
20 h nicht weiter an. Eine AuRnahme bildete Escherichia coli, hier konnten bei zwei
der getesteten Nahrmedien sogar deutlich steigende Extinktionen gemessen werden.
In gepuffertem Peptonwasser wurden nach 20 h Extinktionen dreifach tGber der NK

gemessen, in Lactose-Bouillon nach 20 h sogar mehr als 10-fach Uber der NK.
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Die Voranreicherungsmedien ohne Nahrstoffe

(Ringer

mit Brilliantgrin und

Brilliantgriin mit Wasser) lieferten selbst nach 20 h kein deutlich nachweisbares SipC,

ebenso das Medium mit Magermilch.

Tabelle 12: Nachweis von SipC aus Kulturiiberstinden unterschiedlicher Nahrmedien;
Zusammenfassende Darstellung, abgeleitet aus gemessenen ELISA-Extinktionen bei einer

Wellenlange von 450 nm/630 nm (- kein Sip C nachweisbar, + erstmaliges positives Tester-
gebnis; ++ positives Testergebnis mit Extinktion dreifach Uber der NK, +++ positives Tester-

gebnis mit Extinktion mehr als 10fach Gber der NK)

LB Caso NB GPW RiB wB MMB
Salmonella +++20 h +20 h +++20h +++20h - - -
enterica ser.
Gallinarum
Salmonella +8 h +8 h +10 h +10 h +8 h +8 h +9 h
enterica ser. ++20h +++20h +++20h
Choleraesuis
Salmonella +8 h +8 h +8 h +8 h - - -
enterica ser. ++20h +++20h +++20h +++20h
Typhimurium
Salmonella ++20 h +8 h +++8 h +++9 h +20 h +20 h +20 h
enterica ser. +++20 h
Senftenberg
Salmonella +9 h +9 h +8 h +8 h - - +20 h
enterica ser. +++20h +++20h +++20h +++10h
Enteritidis
Salmonella +8 h ++8 h ++9 h +8 h - - -
enterica ser. ++20 h +++20h +++20h
Heidelberg
Salmonella +20 h +++20 h ++9 h ++10 h - - -
arizonae ser. +++10h +++20h
51:24,Z53:-
Escherichia coli ~ +++20h  +20 h +20 h +8 h - - -

++20 h

Citrobacter +20 h +20 h +8 h +20 h - +20 h -
freundii
Shigella sonnei +20 h +8 h +8 h +10 h - - -
Yersinia +10 h +8 h +8 h +9 h - - -
pseudotuberculo
Sis
Pseudomonas +20 h +10 h +20 h +8 h - - -
aeruginosa
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4.3 LFA zum Nachweis von Salmonellen aus Kulturtiberstianden

Der Aufbau der LFA und die Testdurchfuhrungen fanden in Doppelbestimmung an
unterschiedlichen Tagen statt. Die Versuche wurden visuell ausgewertet. Der Test
wurde als funktionsfahig angesehen, wenn nach 10 min auf HOhe der Kontrolllinie
eine eindeutige rotlich-violette Farbung auftrat. Eine Probe wurde als positiv bewer-
tet, wenn innerhalb von 10 min sowohl auf Hohe der Testlinie als auch auf Héhe der
Kontrolllinie eine eindeutige roétlich-violette Farbung erschien. Eine Probe wurde als
negativ bewertet, wenn innerhalb von 10 min auf Hohe der Testlinie keine eindeutige
rotlich-violette Farbung erschien und auf Hohe der Kontrolllinie eine eindeutige rot-

lich-violette Farbung angezeigt wurde.

Bei dem Aufbau des LFA (siehe Tabelle 13) zeigte die Kombination aus AK gegen
P3 als Detektions-AK in Kombination mit AK gegen P1 als Fanger-AK eine deutliche
Ausbildung der Testlinie bei allen getesteten Salmonellen der Unterart enterica (auch
Gruppe | genannt), sowie kein Signal bei den getesteten Nicht-Zielkeimen. In der
Voranreicherung mit der Salmonellensubspecies arizonae (auch Gruppe Il genannt)

konnte ebenfalls kein SipC nachgewiesen werden. (Versuche 2, 3,7, 9, 10 und 12).

Eine bildliche Darstellung ausgewahlter Testergebnisse findet sich im Anschluss an
die Tabelle 13 in den Abbildungen 18 bis 20. Fir die lllustration wurde jeweils der
Teststreifen ausgwahlt, der aufgrund der geringeren Hintergrundfarbung den starks-
ten Kontrast lieferte, um auch mit digitalen Medien das visuell wahrnehmbare Bild
bestmoglich wiederzugeben. Die Fotografien aller Tests kdnnen dem Anhang ent-

nommen werden.

Abbildung 18 gibt den funktionsfahigen Testaufbau mit mAK P1 als Fanger und mAK
P3 als Detektor wieder. In den folgenden Abbildung 19 und 20 sind exemplarisch
falsch-negative und falsch-positive Ergebnisse dargestellt.
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Tabelle 13: Ubersicht der Ergebnisse der LFA mit mAK gegen P1, P2, P3 und gesamt SipC

Ver- Testlinie Detektor Salmonella  Salmonella  Salmonella  Salmonella  Salmonella  Salmonella  Salmonella  Escherichia  Citrobacter  Shigella Yersinia Staphylococ
such (AK-Gold- enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. arizonae coli freundii sonnei pseudo- cus
Komplex, 30 Gallinarum  Choleraesui  Typhimuriu  Senftenberg Enteritidis Heidelberg  ser. tuberculosis  aureus
nm, OD 50) S m 51:24,253:-
1 mAK P1 mAK P2 T: - T: - T: - T: - T: - T: - T: - T: - T: - T: - T: - T: -
C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+
2 mAK P1 mAK P3 T + T+ T+ T+ T+ T+ T: - T: - T: - T: - T: - T: -
C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+
3 mAK P1 mAK SipC T: + T + T + T + T + T + T: - T: - T: - T: - T: - T: -
C. + C. + C:+ C:+ C. + C:(+) C:+ C:+ C. + C. + C:+ C:+
4 mAK P2 mAK P1 T: - T: - T: - T: - T: - T: - T: - T: - T: - T: - T: - T: -
C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+
5 mAK P2 mAK P3 T+ T+ T+ T+ T+ T+ T + T + T+ T+ T+ T+
C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C: (+)
6 mAK P2 mAK SipC T+ T+ T+ T+ T+ T+ T+ T+ T + T + T: + T: +
C. + C. + C:+ C:+ C. + C. + C:+ C:+ C:(+) C. + C:+ C:+
7 mAK P3 mAK P1 T+ T+ T + T + T+ T+ T: - T: - T: - T: - T: - T: -
C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+
8 mAK P3 mAK P2 T + T+ T+ T+ T+ T+ T+ T+ T + T + T+ T+
C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+
9 mAK P3 mAK SipC T+ T+ T+ T+ T+ T+ T: - T: (+) T: - T: - T: - T: -
C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+
10 mAK SipC mAK P1 T+ T+ T + T + T+ T+ T: - T: - T: - T: (+) T: - T: -
C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+
11 mAK SipC mAK P2 T+ T+ T+ T+ T+ T+ T+ T+ T: + T: + T: + T: +
C:(+) C:(+) C:(+) C:(+) C:(+) C:(+) C:(+) C:(+) C:(+) C:(+) C:(+) C:(+)
12 mAK SipC mAK P3 T + T + T + T + T + T + T: - T: - T: - T: - T: - T: -
C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+ C:+

T = Testlinie, C = Kontrolllinie, + = positives Testergebnis, (+) = schwach positives Testergebnis, - = negatives Testergebnis
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Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Escherichia coli  Citrobacter Shigella sonnei  Yersinia Staphylococcus
enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. arizonae ser. freundii pseudotuberculosis aureus
Gallinarum Choleraesuis Typhimurium Senftenberg Enteritidis Heidelberg 51.z4,z23:-
Testlinie \ ‘ ‘
Kontrolllinie ‘ ' 1 v l {

Abbildung 18: Versuch 2; LFA-Aufbau zum Nachweis von SipC mit mAK gegen P1 (Testlinie), AK-Gold-Komplex (mAK gegen P3), Anti-Maus-lgG (Kontrolllinie); Proben: Voranreicherungsbouillon unter-
schiedlicher Bakterien; deutliche Banden bei den Salmonellen-Teststimmen (auBer Salmonella ser. arizonae), kein Nachweis bei den Nicht-Zielkeimen

Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Escherichia coli  Citrobacter Shigella sonnei  Yersinia Staphylococcus
enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. arizonae ser. freundii pseudotuberculosis aureus
Gallinarum Choleraesuis Typhimurium Senftenberg Enteritidis Heidelberg 51.z4,z23:-

Testlinie : 1 | 1

Kontrolllinie g g E - —4 : ‘

Abbildung 19: Versuch 4; LFA-Aufbau zum Nachweis von SipC mit mAK gegen P2 (Testlinie), AK-Gold-Komplex (mAK gegen P1), Anti-Maus-lgG (Kontrolllinie); Proben: Voranreicherungsbouillon unter-
schiedlicher Bakterien; falsch-negative Ergebnisse bei den Salmonellen-Teststammen und deutlich zu erkennende Hintergrundfarbung

Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Escherichia coli  Citrobacter Shigella sonnei  Yersinia Staphylococcus
enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. arizonae ser. freundii pseudotuberculosis aureus
Gallinarum Choleraesuis Typhimurium Senftenberg Enteritidis Heidelberg 51:24,223:-

Testlinie ’ i

Kontrolllinie A

Abbildung 20: Versuch 8; LFA-Aufbau zum Nachweis von SipC mit mAK gegen P3 (Testlinie), AK-Gold-Komplex (mAK gegen P2), Anti-Maus-IgG (Kontrolllinie); Proben: Voranreicherungsbouillon unter-
schiedlicher Bakterien; falsch-positive Ergebnisse bei den Nicht-Zielkeimen
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5 Diskussion

5.1 Quantitat und Qualitat der polyklonalen Antikérper

Eine grundlegende Bedingung zur Entwicklung des in vorliegender Arbeit vorgestell-
ten LFA zur Detektion des SipC Proteins ist das Vorhandensein spezifischer Antikor-
per. Zum Testzeitpunkt waren Antikorper gegen das SipC nicht kommerziell erhalt-
lich, ebenso verhielt es sich mit dem Zielantigen. Die gewlnschten Antikorper
mussten selbst hergestellt werden. Dabei wurde flr die Immunisierung auf syntheti-
sche Peptide zurickgegriffen. Dadurch ergeben sich mehr Moglichkeiten fir den
Aufbau eines funktionstichtigen immunologischen Detektionssystems durch Kombi-
nation der einzelnen Antikdrper, zudem wurden so patentrechtliche Uberschneidun-
gen vermieden (siehe Kapitel 1). Zum Aufbau des angestrebten Testsystems eines
nicht kompetitiven LFA werden mindestens zwei verschiedene AK bendtigt, die ge-
gen das Zielantigen gerichtet sind — ein an die Membran gebundener Fanger-AK und

ein markierter Detektions-AK.

Mit der Peptidsythese kdnnen Antikdrper schnell, weitestgehend automatisiert und in
ausreichenden Mengen hergestellt werden (LUTTMANN et al., 2014). So wurde bereits
eine grof3e Anzahl von peptidinduzierten Antikdrpern gegen die unterschiedlichsten
Proteine entwickelt (JACKSON et al., 1999; CHERSI et al., 1997). In vorliegender Arbeit
wurden nach strukturanalytischer Betrachtung des SipC Proteins funf verschiedene,
hochantigene Domanen ausgewahlt und in Form von Peptiden synthetisiert, womit
die Chance auf mindestens einen reaktiven Antikorper aus der Immunisierung sehr
hoch war. Mit nur einem AK hatte man auf ein kompetitives Testformat zurtickgreifen

kbnnen.

Da synthetische Peptide flr die Produktion der Antikdrper genutzt wurden, bot sich
auch nachtraglich die Moglichkeit, die generierten Antikorper mittels Affinitatschroma-
tographie aufzureinigen, indem die Peptide uber SH-Gruppen an die jeweilige Matrix
gebunden werden konnten. Trotz dieses Vorteils konnten nur wenige spezifsche AK
aus den polyklonalen Seren gewonnen werden. Der Gesamteiweildgehalt in Kanin-
chenseren liegt bei 49...74 g ! (Normwerte fur Kaninchen, http://www.laboklin.com,
abgerufen am 02.08.2015), die IgG nehmen daran zu 11...18 % Anteil. Daraus ergibt

sich durchschnittlich ein therotischer Gewinn an IgG von 8 mg ml”, was durch Unter-
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suchungen von HEMPEL (2002) bestatigt wurde. Die eigenen IgG-Aufreinigungen

(siehe Kapitel 4.1.1) ergaben maximal 2,8 mg ml™.

Aufgrund des bereits geringen IgG Gehaltes liegt dementsprechend auch die absolu-
te Menge an spezifischen AK nach Aufreinigung mittel Sulfo® Link unter der erwarte-
ten GroRenordnung. Dass die gewahlte Aufreinigungsmethode jedoch geeignet war,
zeigte sich an der erhaltenen relativen Menge an spezifischen AK. Diese entspricht
mit ca. 0,05 % den Literaturwerten von 0,2...2 % spezifischen AK an Gesamtantikor-

pern (BROWN, 2009).

Grundsatzlich lie® sich die theoretische Voraussage zur Immunreaktion der einzel-
nen Peptidsequenzen durch die Biosynthan GmbH auf die Praxis Ubertragen. Vom
Antiserum des mit Peptid 1 immunisierten Tieres konnte am meisten IgG und dem-
entsprechend auch sezifisches IgG aufgereinigt werden. Das Antiserum des mit dem

Peptid 5 immunisierten Tieres lieferte am wenigsten spezifisches 1gG.

Fir den Einsatz im LFA werden AK-Konzentrationen von 0,5 mg ml” benétigt. Es
war somit bereits nach der Aufreinigung abzusehen, dass die pAK allein aufgrund
der geringen zur Verfigung stehenden Menge nicht fur die Verwendung im LFA ge-
eignet waren. Ein Aufkonzentrieren, z.B. Uber Filter, kam daher fur einen kompletten
Versuchsaufbau ebenfalls nicht in Betracht, da es zwangsweise mit einer Reduzie-
rung der Antikbrpermenge einhergeht.

Eine weitere Moglichkeit zur Steigerung der AK-Ausbeute ware die Anpassung des
Immunisierungsprotokolls, allerdings ware das mit dem Einsatz weiterer Versuchstie-
re verbunden. Zudem ist ein hoher Antikorpertiter keine zwingende Voraussetzung
fur die Brauchbarkeit der gewonnenen pAK. Daher wurde das Augenmerk zunachst
darauf gelegt, die AK auf einen moglichen Einsatz in immunochemischen Tests zu

prufen, indem ihre spezifische Bindung zum Zielantigen untersucht wurde.

Die Spezifitat der gegen die Peptide gerichteten AK sollte mit der von monoklonalen
AK vergleichbar sein, da aufgrund der geringen GrofRe des Molekuls jeweils AK ge-
gen ein einzelnes Epitop des SipC-Proteins gebildet werden. Im Dot Blot konnte die
spezifische Bindung der Anti-Peptid-AK an die komplementaren Peptide auch ein-
deutig nachgewiesen werden, im Western Blot gelang das nur zum P1. Die Ursache
wird darin gesehen, dass die Dot Blot Methode sensitiver als das Western Blot Ver-
fahren ist (Kuczius, 2007). Im Western Blot (siehe Abbildung 16, Kapitel 4.1.2) sind
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zwei Proteinbanden zu erkennen, was darauf hindeutet, dass die Proteine des pAK
P1 in verschiedenen Formen vorliegen, die aufgrund ihrer Auftrennung im Gel im an-
schlieRenden Western Blot unterschieden werden konnen. Diese Differenzierung
findet im Dot Blot nicht statt, hier werden die beiden Proteinformen akkumuliert als
ein Spot sichtbar. Sollten die pAK P2 bis pAK P5 ebenfalls in unterschiedlichen Pro-
teinformen vorliegen, ist es moglich, dass aufgrund der geringeren AK-Konzentration
der aufgereinigten Seren von pAK P2 bis pAK P5 gegenuber pAK P1 eine Detektion

im Western Blot nicht mdglich war.

Dass die zu geringe AK-Konzentration die Ursache fur die fehlenden Banden im
Western Blot sein kdnnten, bestatigte sich im durchgefuhrten ELISA (Kapitel 4.1.3).
Es zeigte sich nur bei zwei der getesteten pAK eine eindeutig positive Reaktion bei
Salmonella ser. Typhimurium — beim pAK gegen Peptid 3 in der 1:10 Verdunnung
sowie in der 1:50 Verdinnung und beim pAK gegen Peptid 4 in der 1:10 Verdun-
nung. Kreuzreaktionen zu Escherichia coli konnten nicht festgestellt werden, aller-
dings war auch keine Bindung an den Uberstand von Salmonella ser. Choleraesuis

zu erkennen.

Im Dot Blot des AK-Pools konnte diese Beobachtung ebenfalls gemacht werden. Ei-
ne spezifische AK-Reaktion war bei den Salmonellen zu erkennen, wobei die Probe
aus Salmonella ser. Typhimurium auch hier anscheinend mehr SipC als Salmonella
ser. Cholerasuis beinhaltete. Reaktionen waren bei der Serovar Cholerasuis bei ei-
ner Antigen-Verdinnung von 1:10 nur schwach bzw. bei 1:50 sehr schwach zu er-
kennen. Bei Serovar Typhimurium hingegen erfolgte eine eindeutige Reaktion bei
einer Verdunnung von 1:10 und 1:50, bei der 500-fachen Verdinnung immer noch
eine schwach sichtbare Bindung. Keine AK-Reaktion erfolgte bei Citrobacter freundii

und Escherichia coli.

Zu den Versuchszeitpunkten konnte nur vermutet werden, dass Salmonella ser.
Choleraesuis weniger SipC ausschuttet als Salmonella ser. Typhimurium. Diese
These wurde aus Erfahrung bei der Kultivierung von Salmonella mittels Standardme-
thode aufgestellt, wonach sich die Serovar Choleraesuis deutlich schwerer kultivieren
lasst als Typhimurium. Da das SipC-Protein zum damaligen Zeitpunkt nicht kommer-
ziell erhaltlich war, musste jedoch auf Kulturiberstande von Salmonella ser.

Typhimurium und Salmonella ser. Cholerasuis zurtickgegriffen werden. Die spateren,
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in dieser Arbeit dargestellten Versuche zum Nachweis der Sezernierung von SipC in
Voranreicherungsmedien bestatigten die Richtigkeit der Vermutung.

Die Ergebnisse des ELISA zeigten damit ebenso wie der Western Blot, dass die
polyklonalen Anti-Peptid-Antikérper P2 bis P5 in zu geringer Konzentration vorlagen.
Selbst eine AK-Verdunnung von 1:10 (Ublich im ELISA ist eine Verdinnung von
1:1000) war fur den ELISA ungeeignet.

Da fur einen LFA noch deutlich hdhere AK-Konzentrationen eingesetzt werden, er-
wies es sich als notwendig, mAK produzieren zu lassen. Dartberhinaus kann so eine
gleichbleibende Qualitat der AK sichergestellt werden. Dazu wurden die Sequenzen
der Peptide 1 bis 3 ausgewahlt, obwohl die Spezifitat des pAK P5 im Dot Blot bis zur
starksten Verdunnung (1:1000) nachweisbar, die der pAK P2 nur bis zu einer Ver-
dinnung von 1:50. Ebenso konnte bei den pAK P4 im ELISA eine positive Reaktion
verzeichnet werden, obwohl der Dot Blot mit diesem AK nur in der niedrigsten Ver-
dunnungsstufe deutliche Reaktionen zeigte. Den Ausschlag zur Auswahl der
Peptidsequenzen 1 bis 3 gaben letztendlich die Erfahrung aus der AK-Produktion
nach Immunisierung der Kaninchen und die Berechnung der Biosyntan GmbH. Da-
nach sank die immunogene Wirkung von P1 zu P5, weshalb die Arbeit mit den ersten
drei Peptiden den grof3ten Erfolg versprach. Die Konzentrationen der durch den Her-
steller aufgereinigten monoklonalen AK-Losungen, die letztendlich fur den LFA ein-
gesetzt wurden, beliefen sich auf 5,8 mg mI" mAK P1, 2,5 mg ml"™" mAK P2 und 2 mg
ml”™ mAK P3, erreichten also ca. das 100-fache der Konzentration an spezifischem
pAK.

5.2 ELISA zum Nachweis der Sezernierung von SipC in Voranrei-

cherungsmedien

Neben der Affinitat der AK zum Antigen spielt natlrlich auch die Quantitat des Zielan-
tigens eine entscheidende Rolle. Ohne eine ausreichende Menge an Antigen kommt
es nicht oder nur zu einer schwachen Ausbildung der Testlinie in einem LFA. Daher
wurde parallel untersucht, welches Medium sich flr die Anzucht von Salmonellen im

Hinblick auf eine optimale Sezernierung des Zielantigens SipC am besten eignet.

In Uberstdnden aus gepuffertem Peptonwasser und Nahrbouillon konnte SipC mit
hochster Konzentration nachgewiesen werden (Tabelle 12). Diese nahrstoffreichen
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Medien fordern ein intensives Salmonellenwachstum, zusatzlich wird ggf. durch Puf-
fersubstanzen (z.B. Phosphat in GPW) bakterienschadigenden pH-Schwankungen

vorgebeugt. SipC war aus diesen Medien haufig bereits nach 8...10 h nachweisbar.

Nachteil dieser Medien war, dass sich Kreuzreaktionen zu Escherichia coli zeigten.
Entweder fiihrte der verwendete pAK zu unspezifischen Bindungen an im Uberstand
enthaltenen Proteinen oder Eschrichia coli sezerniert ein SipC-ahnliches Protein in
das umgebende Milieu. Homologien wurden jedoch bisher nur zu den
Effektorproteinen der gramnegativen Bakterien Shigella ssp. (IpaC) und Yersinia ssp.
(YopQ) beschrieben (SUAREZ, RUSSMANN, 1998; GALAN, 1996). Eigene Recherchen
mittels Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) zeigten darlber hinaus jedoch
Ahnlichkeiten zu einem Invasionsprotein (31,8 %) aus Escherichia coli, welches nach
ISBERG, VOORHIS und FALKow (1987) auf der Zellmembran lokalisiert ist, sowie einem

nicht néher charakterisierten Protein (37,7 %) aus Escherichia coli.

Bis auf die Versuchsreihe mit Escherichia coli stiegen die Extinktionen der anderen
Nicht-Zielkeime Uber die Versuchsdauer von 20 h nicht weiter an. Eine mogliche
Strategie zur Vermeidung von Kreuzreaktionen kdénnte daher in der Voranreicherung
mit Caso-Bouillon liegen. In diesem Medium konnte ein deutlicher SipC-Nachweis
(mindestens dreifach Uber Blank) zwar Uberwiegend erst zum Ende des Testzeitrau-
mes erbracht werden, allerdings traten auch kaum Kreuzreaktivitat zu den Nicht-
Zielkeimen auf. Weitere Tests kdnnten die Voranreicherungszeiten zwischen 10...20
h in den Fokus nehmen, da in diesem Zeitraum der Ubergang von ,kein Nachweis"
zu ,sehr starkem Nachweis® liegt. Dabei stellt sich allerdings die Frage nach der Pra-
xistauglichkeit im Laboralltag. Sofern die Labormitarbeiter nicht in zwei oder drei
Schichten arbeiten, ertbrigen sich diese Zwischenzeiten. Der 20-Stunden-Rhythmus
ist aufgrund der etablierten mikrobiologischen Standardmethode zum Nachweis von
Salmonellen Ublich. Die Voranreicherung erfolgt bei diesem Verfahren in einem Zeit-
raum von 18 h £ 2 h.

Die Voranreicherungsmedien ohne Nahrstoffe lieferten selbst nach 20 h kein oder
nur gering nachweisbares SipC, ebenso das Medium mit Magermilch. Aus der Arbeit
von D’AuosT (1981) geht hervor, dass die Dauer der Inkubation fur die Isolierung von
Salmonellen eine grof3ere Bedeutung besass als das eingesetzte Voranreichungs-

medium. Eventuell wirde also eine langere Bebritung doch noch zur vermehrten

73



Kapitel 5: Diskussion

Ausschuttung von SipC fuhren, was jedoch fur die Entwicklung eines moglichst
schnellen Testsystems nicht relevant ist.

Durch die Versuche konnten die Beobachtungen von SRIKANTH et al. (2011) und
DAEFLER (1999) bestatigt werden, dass die Sekretion und Translokation von Salmo-
nella unabhangig voneinander auftreten kann. Der eigene Versuch zeigt Uberdies,
dass Salmonella selbst in Abwesenheit von Wirtszellen das SipC-Protein ins umge-
bende Medium sezerniert. Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass eine auf die
Voranreicherung folgende selektive Anreicherung, wie bei vielen alternativen Salmo-

nellen-Nachweisverfahren ublich, nicht notwendig ist.

5.3 LFA zum Nachweis von Salmonellen aus Kulturiiberstianden

Bei dem Aufbau des LFA zeigte die Kombination aus AK gegen P3 als Detektions-
AK sowohl in Kombination mit AK gegen P1 als auch gegen das gesamt-SipC als
Fanger-AK eine deutliche Ausbildung der Testlinie bei allen getesteten Salmonellen
der Unterart enterica, sowie kein Signal bei den getesteten Nicht-Zielkeimen. In der
Voranreicherung mit der Salmonellensubspecies arizonae konnte ebenfalls kein SipC
nachgewiesen werden. Dies ist vermutlich darauf zurickzufuhren, dass das Protein
tatsachlich nicht sezerniert wurde. Salmonellenspecies der Unterart enterica sind
bezuglich ihrer Effektorproteine und deren Sekretion recht gut erforscht, wohingegen
es zur Gruppe llla nur wenige Arbeiten gibt. Salmonellen der Gruppe llla kommen
vornehmlich in kaltblutigen und wechselwarmen Vertebraten vor und fuhren nur spo-
radisch zu Infektionen bei Saugern und Voégeln. KATRIBE et al. (2007) fanden eine
Erklarungsmoglichkeit, Salmonella arizonae bindet im Mausmodell zwar an die
Darmepithelzellen, ist jedoch unfahig, systemische Infektionen, an denen SipC betei-
ligt ist, hervorzurufen. Obwohl die Wissenschaftler SipC mit einer strukturellen Ahn-
lichkeit von 94 % auch in der Gruppe llla nachweisen konnten, wurde das Protein
mittels korrespondierender AK nur im Zelllysat detektiert. Unter In-vitro-Bedingungen,
die die Sekretion von SipC der Gruppe | erlaubte, blieb die Sekretion des SipC aus
den getesteten Salmonella arizonae Stamme aus. Es ist daher mdglich, dass die
Maligabe, alle Salmonellenserovaren zuverlassig zu detektieren, mit einer einfachen

Voranreicherung nicht eingehalten werden kann.
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Aus den Versuchen zur Voranreicherung zeichnete sich dieses Phanomen noch
nicht ab. SipC konnte in Caso-Bouillon nach 20 Stunden eindeutig nachgewiesen
werden. Die Ursache fur die divergierenden Ergebnisse liegt vermutlich in der Pro-
benvorbehandlung begriindet. Aufgrund der Arbeit mit Pathogenen wurden die Kul-
turiberstande fur den ELISA nicht direkt aufgetragen. Vor der Verwendung wurden
die Uberstéande 30 min abzentrifugiert (3500 g). Die auf die Zellen wirkende Zentrifu-
galkraft zerstort intakte Strukturen, so dass das nachgewiesene SipC anscheinend
aus dem nunmehr freiliegenden Zytoplasma stammte, was der Forschungsarbeit von
KATRIBE et al. (2007) entspricht.

Um auch die Serovaren der Salmonellen-Gruppe Illa mit dem LFA zu detektieren, ist
demzufolge vor dem Auftrag der Probe ein Aufbrechen der Zellstrukturen, z.B. tGber
Zentrifugation und Lyse, notwendig. Man kénnte dem Anwender des LFA auch die
Wahl lassen, indem man in der Bedienungsanleitung des Streifentests auf die ent-
deckte Einschrankung eingeht und die Probenvorbereitung entsprechend mit zwei
Varianten angibt. Entscheidet man sich gegen den zusatzlichen Schritt des Aufbre-
chens der Zellstrukturen, kdnnen 99 der 2557 bekannten Serovaren nicht detektiert
werden. In den meisten Anwendungsfallen des LFA werden diese Vertreter der Sal-
monellen keine oder nur eine untergeordnete Relevanz haben, denn neben der ge-
ringen Anzahl an Serovaren ist das naturliche Habitat dieser Salmonellen der Darm-
trakt wechselwarmer Tiere (siehe Kapitel 2.1.3). Die Mdglichkeit der geschilderten
Probenvorbereitung muss in jedem Fall durch entsprechende Versuchsreihen noch
abgesichert werden. Zusatzlich sollten in den Versuch weitere enterica-Subspecies
(salamae, diarizonae, houtenae, indica) sowie Salmonella bongori einbezogen wer-
den. Vertreter dieser Salmonellengruppen wurden in vorliegender Arbeit nicht einge-

setzt, das Augenmerk lag zunachst auf epidemiologisch bedeutsamen Serovaren.

Je nach gewahlter AK-Kombination ergaben sich bei den ubrigen Versuchen Schwie-
rigkeiten bei der Detektion. Aufgrund der divergierenden Testsignale und der Tatsa-
che, dass flr alle Testreihen dasselbe Probenmaterial mit gleicher Konzentration
eingesetzt wurde, schlie3en sich die meisten in der Literatur beschriebenen Interfe-

renzen jedoch aus.

So wird z.B. von JONES (1999a) geschildert, dass falsch negative Testergebnisse aus
einem moglichen Auswaschen der Testlinie resultieren kbnnen. Daflr werden zwei

mdgliche Ursachen angefuhrt, zum Einen ein Auswaschen durch ein Blocken der
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Membran — was in vorliegendem Fall nicht durchgefuhrt wurde — und zum Anderen
durch die Probenflussigkeit selbst wahrend des Flusses durch die Membran. Dazu
misste jedoch eine mangelnde Bindung der AK an die Membran vorliegen. Ubli-
cherweise ist die Bindung zwischen AK und Membran auf Grundlage von hydropho-
ben und elektrostatischen Interaktionen und Wasserstoffbriickenbindungen jedoch
sehr stabil. Zudem wird gerade Nitrocellulose eine hohe Bindungskapazitat zuge-
sprochen (HOCHLEITNER, 2012 ; JONES, 1999a, b). Ein vollstandiges Auswaschen ist
daher unwahrscheinlich. Zudem liegen ausreichend positive Testsignale bei glei-
chem Verfahren des Auftrags der Testlinie vor. Gegen eine Ausschwammung spricht
auch, dass die Kontrolllinie bei allen Testdurchlaufen mit Ausnahme des Versuches
11, bei dem die Ausbildung der Kontrollinie nur als sehr schwach wahrgenommen
wurde, erschien. Allerdings muss eingeraumt werden, dass das nach TISONE und
O’FARRELL (2009) wichtige Trocknen der Membran nach Applikation von Test- und
Kontrolllinien nicht ausreichend gewesen sein konnte. Die Bindung des Proteins an
die Nitrocellulosemembran sollte nach retrospektiver Recherche bei dem Membran-
Hersteller MDI starker werden, je trockener die Membran ist. Die maximale Bindung
wird bei einer Temperatur von 20...30 °C und einer relativen Luftfeuchte von
50...60 % nach 3...5d erreicht. In den bisherigen Versuchen wurde die Memban
hingegen ca. 2 h bei 37 °C getrocknet. Um mehr diesbezugliche Sicherheit in das
Testsystem zu bringen, mussen weitere Versuche mit einer langeren Trocknungs-

phase der Membran nach Auftrag der AK durchgeflihrt werden.

Die Produktion der mAK erfolgte in Zusammenarbeit mit einem routinierten Herstel-
ler, zudem wurden die Antikdrperqualitdten im Vorfeld getestet und nur die AK mit
der hochsten Affinitat fur den LFA-Aufbau verwendet. Allerdings besteht die Moglich-
keit, dass Interferenzen durch die molekularbiologische Struktur des Analyten her-
vorgerufen wurden. Fur das vorliegende Testformat eines Sandwiches muss das An-
tigen zwei Epitope besitzen, die strukturell soweit voneinander entfernt liegen, dass
beide Antikdrper das Antigen binden kénnen, ohne sich dabei gegenseitig sterisch zu
behindern. Eventuell blockierten sich die AK-Kombinationen mAK P1 mit mAK P2 in
Versuch 1 und 4. Es besteht die Mdglichkeit, dass die Epitope zu dicht beieinander
liegen. So kann der Detektor-AK zwar das SipC aus der Probe binden, dieser Anti-
korper-Antigen-Komplex jedoch vom Fanger-AK, woraus falsch-negative Ergebnisse

aus den Salmonellenproben resultieren. Die Peptide P1 und P2 werden jedoch in der
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Primarstruktur durch 332 Aminosauren getrennt, wohingegen die Peptide der AK-
Kombination, die richtige Testergebnisse lieferte (mMAK P1 mit mAK P3), mit nur 5
Aminosauren Abstand deutlich dichter beieinander liegen. Da die Sekundar-, Tertiar-
und Quartarstruktur des SipC-Proteins nicht bekannt ist und das SipC Protein bisher
nicht kristallisiert und bezuglich seiner Raumstruktur vollstandig analysiert wurde, ist
eine Aussage zur Zuganglichkeit der Epitope im gefalteten, nativen Protein nicht
mdglich. Zudem ist nicht bekannt, in welcher Orientierung die AK binden. Durch
SCHERER, COOPER und MILLER (2000) wurden fur die Aminosauren 345 bis 407 des
SipC-Proteins, in dem Bereich auch die Sequenzen fur P1 und P3 liegen, mittels
PROSITE Datenbank alpha-Helix-Strukturen vorausgesagt. Die spiralférmige Anord-
nung kénnte wiederum dazu fuhren, dass diese Aminosauresequenzen, obwohl sie
in der Primarstruktur durch nur wenige Aminosauren getrennt werden, weit genug fur
die Bindung an die AK P1 und P3 auseinander liegen. Eine abschliellende Beurtei-

lung dieser Frage ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht moglich.

Eine notwendige Voraussetzung fur die Bindung der Anti-Peptid-AK an das native
Protein ist weiterhin, einen Proteinabschnitt zu wahlen, der sich an der Oberflache
des nativen Proteins befindet. Da nur Antikorper exponierter Teilsticke die Moglich-
keit zur Reaktion mit dem intakten Makromolekul haben, sollten die Peptide vor-
zugsweise aus dem Oberflachenbereich des naturlichen Proteins gewahlt werden.
Die raumliche Struktur liegt jedoch nicht vor, so dass nur auf mathematische Modelle
zuruckgegriffen werden konnte (vgl. Kapitel 3.2.1). Die Fahigkeit der Anti-Peptid-AK,
sowohl an die komplementaren Peptide als auch an das native SipC zu binden,
konnte durch unterschiedliche immunologische Methoden im Vorfeld nachgewiesen
werden (Ergebnisse der mAK in dieser Arbeit nicht dargestellt). Es ist daher nicht
davon auszugehen, dass die Lokalisation der ausgewahlten Peptidsequenzen die

Ursache fur die falsch negativen Ergebnisse ist.

Eine mogliche Ursache fur das Auftreten falsch negativer Ergebnisse kdnnte auch in
der grundsatzlichen Verwendung von mAK liegen. Der eigentliche Vorteil von mAK,
die Monospezifitat durch Bindung an nur ein einzelnes Epitop, kdnnte sich im vorlie-
genden Fall als nachteilig erweisen. Da die Zahl der potentiellen Bindungsstellen pro
Antigen gegenuber pAK reduziert ist, konnten nur unzureichend wenige AK-Molekule
in dem Assay binden, womit die Grenze der Nachweisbarkeit nicht erreicht wird. Dies

konnte z.B. durch den Einsatz eines AK-Gemisches aus verschiedenen mAK opti-
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miert werden. Da jedoch eine AK-Kombination des Sandwiches bereits erfolgreich
war, wird es als sinnvoll angesehen, die Assayoptimierung auf Grundlage dieser

mAK vorzunehmen.

RAUCH et al. (2005) beschreiben Kreuzreaktionen im Zusammenhang mit dem Ein-
satz von AK, die gegen ein Target mit konservierten Aminosaurensequenzen eines
Proteins gerichtet sind, dessen Sequenzmotive auch bei anderen Proteinen vor-
kommen. Ein Sequenzvergleich mittels BLAST zeigte beziiglich P1 eine Ahnlichkeit
zu zwei nicht naher hinsichtlich ihrer Funktionen beschriebenen Proteinen aus
Escherichia coli in Hoéhe von 73,3 %. Es handelt sich um die Proteine, die auch wah-
rend der Prufung des gesamten SipC-Proteins ausfindig gemacht wurden. Zu P2
konnten keine Ubereinstimmungen mit den im Versuch gewahlten Teststammen ge-
funden werden, wohingegen bei P3 wiederum Homologien zu bereits bei P1 festge-
stellten Proteinen aus Escheriachia coli vorkommen (93,3 %). Die Ahnlichkeiten in
der Sequenz der Peptide als auch, wie weiter oben beschrieben, des SipC-Proteins
mit Invasionsproteinen der Shigella ssp. konnte ein Grund fur das falsch-positive
Signal bei Eschrichia coli in Versuch 9 bzw. bei Shigella sonnei in Versuch 10 sein.
Allerdings ist die Homologie nicht der ausschlaggebende Faktor fur die
Kreuzreaktivitat. Nach CHERSI et al. (1997) konnen drei oder vier Aminosauren, in
Schlusselposition platziert, ausreichen, um Kreuzreaktionen des Antipeptid-AK mit
verwandten oder auch nicht verwandten Molekilen hervorzurufen. Diese Falle sind
ausgehend von der Sequenzhomologie zwischen zwei Molekllen nicht immer
vorhersagbar. So kdnnen ahnliche Peptide AK mit komplett unterschiedlichen Spezi-
fitdten — von hoch kreuzreaktiv bis gar nicht kreuzreaktiv — hervorrufen. Ausschlag-
gebend ist, wo die Homologie zwischen den Peptiden lokalisiert ist. Liegt sie in der
Region des Hauptepitops, so flhrt dies zu hoher Kreuzreaktivitat. Da sowohl exakte
Messergebnisse ohne einen Hinweis auf Kreuzreaktionen zu Escherichia coli und
Shigella sonnei erzielt als auch falsch-positive und falsch-negative Testsignale er-

zeugt wurden, kdnnte das geschilderte Problem eine Erklarung sein.

Auffallig ist, dass bei allen LFA dieser Versuchsreihe eine unspezifische Hintergrund-
farbung der gesamten Membran auftrat. Mogliche Ursache kann fehlende Mobilitat
der markierten AK in der Membran sein. Das Problem liegt dabei hauig in der Che-
mie des Conjugate Pads oder der Probenzusammensetzung (Mbpi, 2015). Im Zuge

der Assayoptimierung sollte daher der Einsatz eines separaten Sample und
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Conjugate Pads aus unterschiedlichen Materialien berucksichtigt werden. Auch die
Verwendung von Probenpuffern, die den pH-Wert im fur das Goldkonjugat optimalen
Bereich von ca. 7,4 halten, kdnnte die Hintergrundfarbung verringern. SCHNEIDER et
al. (2007) halten auch eine zu hohe Konzentration an goldmarkiertem AK flr eine
mogliche Ursache der Hintergrundfarbungen. Diskutiert werden von Woob (1991)
unspezifische Effekte, hervorgerufen durch ungebundene Goldpartikel, die in poro-
sen festen Phasen wie Zellulose zurlickgehalten werden. KLEWITZ (2005) zeigte in
seinen Versuchen, dass eine hohe Konzentration an Goldkonjugat zu unspezifischen
Bindungen mit den in der Testlinie immobilisierten AK fuhrte. Dieses Phanomen wird
auch von RAUCH et al. (2005) aufgegriffen. Die Autoren beschreiben, dass der gold-
markierte AK an die Fc-Region des Fanger-AK bindet und daraus positive Tester-
gebnisse auch in Abwesenheit des Analyten folgen. Das Bild wird durch das manuel-
le Mischen des Analyten mit dem markierten AK und Fehlen des Conjugate Pads
noch begunstigt und kdnnte die falsch-positiven Signale in den Versuchen 5, 6 und
11  erklaren. Daher sollten ebenso Versuche zur Senkung der
Goldkonjugatkonzentration erfolgen. Allerdings setzt dies voraus, dass das damit
einhergehende Herabsetzen der Testsensitivitat einen Nachweis des Analyten nach

wie vor moglich macht.

Eine zu geringe Konzentration an immobilisiertem AK auf den Testlinien wird eben-
falls nicht in Betracht gezogen, da die AK unverdlnnt, je nach mAK in einer Konzent-
rationen von 1,6 mg ml”' bis 5,8 mg ml™, aufgegeben wurden und somit reichlich vor-
lagen. Der Auftrag erfolgte mittels Pipette. Fur einen Streifen von ca. 0,5 cm Breite
wurden im Durchschnitt 2,5 Pipettenfillungen verbraucht, womit die Antikbrpermen-
ge pro Linie auf mindestens 4...14,5 ug geschatzt werden kann. Erfahrungsgemaf

ist ein Zehntel dieser Menge in der Praxis ausreichend (BANGS LABORATORIES, 1999).

Grundsatzlich birgt naturlich auch das manuelle Zusammensetzen der einzelnen
Komponeten des LFA ein Risiko fur falsche Ergebnisse. Nach WONG and HARLEY,
(2009) fiihren Unterschiede in der Uberlappung der Bestandteile zu nicht reprodu-
zierbaren FlielReigenschaften. Der Einsatz eines automatischen Klebesystems kann

helfen, dieses Problem zu eleminieren.

Auch typische Anwenderfehler mussen in Betracht gezogen werden. Allerdings wur-
den diese durch gewisse Ubung im Vorfeld oder den Versuchsaufbau selbst weitest-

gehend minimiert. Ein ,Uberfluten der Membran kdme z.B. nicht zum Tragen. Dabei
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kann durch eine zu grol’e Probenmenge die Flussigkeit regelrecht Uber das
Conjugate Pad schwappen, ohne an die im Pad gebundenen goldmarkierten Primar-
AK zu binden, was zu negativen Testergebnissen fuhren wirde. Da kein Conjugate
Pad genutzt wurde, sondern die Probe vor Aufgabe mit diesem AK bereits gemischt
wurde, wirkt sich eine zu groRe Probenmenge nicht aus. Zudem wurde der Teststrei-
fen in eine Kunststoffkassette eingelegt, die durch die trichterformige Probenaufga-
bevertiefung auch eine gréliere Menge Probenflissigkeit gleichmalig auf die Memb-
ran leitet. Der Auftrag eines unzureichenden Probenvolumens, was dazu flhren
wurde, dass die Lauffront die Testlinie gar nicht erreicht, konnte durch Vorversuche
ausgeschlossen und anhand der eigentlich unerwlinschten starken Hintergrundfar-

bung wahrend des Laufes sehr gut kontrolliert werden.

Die Herstellung der LFA, wie das Zusammenkleben der Membran- und Pad-
Materialien, das Schneiden der Streifen, das Auftragen von Test- und Kontrolllinien
sowie des Konjugates, erfolgte bisher manuell im Labormalstab. Die Muster-LFA
bieten mit der Kombination aus mAK P1 und mAK P3 jedoch eine Grundlage fur wei-
terflhrende Entwicklungsarbeit. Das neue Verfahren fir den Nachweis von SipC
wurde patentrechtlich geschutzt: DE 11 2011 101 430, EP 2 561 362 und
WO/2011/131178.
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6 Ausblick

Ziel ist es, den LFA nach Abschluss der noch notwendigen Optimierungsarbeiten und
Lagerversuchen gemaf DIN EN ISO 16140:2011 gegenuber dem Referenzverfahren
der klassischen Mikrobiologie zu validieren, um den Test letzten Endes dem Markt
vorzustellen. Die genannte Norm stellt einen Leitfaden fur den Aufbau der Versuchs-
reihen zur Beweisfuhrung der Funktionsfahigkeit des alternativen Verfahrens dar.
Danach sind fur die Bestimmung der relativen Genauigkeit, relativen Spezifitat und
relativen Empfindlichkeit funf Lebensmittelkategorien auszuwahlen. In jeder Lebens-
mittelkategorie werden drei Lebensmitteltypen ausgesucht, von denen je 20 Untersu-
chungsteilproben mit dem alternativen und mit dem Referenzverfahren gemessen
werden (= 600 Untersuchungen). Zur Bestimmung der relativen Nachweisgrenze
wird aus jeder der funf gewahlten Lebensmittelkategorien ein Lebensmittel bestimmt.
Zudem werden funf unterschiedliche Zielkeime und drei Konzentrationsstufen der
Zielkeime festgelegt, wobei die Stufe 1 die Negativkontrolle und die Stufe 2 die theo-
retische Nachweisgrenze des Testsystems darstellt. Die Stufe 3 ist die Stufe gerade
oberhalb der theoretischen Nachweisgrenze. Je Lebensmittel und Konzentrationsstu-
fe werden 6 Mehrfachuntersuchungen mit dem alternativen und mit dem Referenz-
verfahren gefordert (= 900 Messungen). Zur Festlegung der Inklusivitat (Mal} fur die
spezifische Erfassung) und Exklusivitat (Mafd fur die Ausschlusssicherheit) werden
30 Reinkulturen von Mikroorganismen als Zielkeime und 30 Reinkulturen von Mikro-
organismen als Nicht-Zielkeime eingesetzt. Jede Reinkultur wird mit dem alternativen

und mit dem Referenzverfahren gemessen (= 120 Messungen).

Bedingt durch die grofle Anzahl an Versuchen ist eine manuelle LFA-Herstellung
nicht mehr realisierbar. Deshalb mussen fir die weitere Testoptimierung und

-validierung Moglichkeiten zur maschninellen Testfertigung erschlossen werden.
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7 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Entwicklung eines Lateral Flow Assay zur
Erkennung einer Salmonelleninfektion bzw. Salmonellenkontamination. Um mog-
lichst alle Salmonellen-Serovaren nachzuweisen, musste sich das Testsystem auf
eine Eigenschaft von Salmonellen stitzen, die allen Serovaren gemein ist. Salmonel-
len geben unter In-vitro-Kulturbedingungen unterschiedliche Proteine in das umge-
bende Medium ab. Eines dieser Proteine ist das SipC-Protein. Die Nukleotidsequenz

des SipC-Gens ist bekannt und steht Gber Gen-Datenbanken zur Verfigung.

Die Arbeit stutzt sich auf die Generierung von Antikdrpern gegen synthetisch herge-
stellte Peptide des SipC-Proteins. Hierzu wurden nach strukturanalytischer Betrach-
tung der Aminosauresequenz des SipC-Proteins potenziell immunogene Teilstucke

von 15 bis 17 Aminosauren ausgewahlt:

- Peptid 1: Der Proteinabschnitt 363-378
mit der Sequenz VASTASDEARESSRKS,
- Peptid 2: Der Proteinabschnitt 15-30
mit der Sequenz NNHSVENSSQTASQSV,
- Peptid 3: Der Proteinabschnitt 343-357
mit der Sequenz GQYAATQERSEQAQIS,
- Peptid 4: Der Proteinabschnitt 276-289
mit der Sequenz LGIKDSNKQISPEH und
- Peptid 5: Der Proteinabschnitt 246-260
mit der Sequenz LNMKKTGTDATKNLN.

Nach Synthese der funf Peptide und Kopplung an KLH wurden die so erhaltenen L6-
sungen fur die Immunisierung von Kaninchen zur Bildung korrespondierender Anti-
korper verwendet. Das gewonnene Serum wurde mittels Protein A Saulen und dann
{iber SulfoLink® Affinitatssaulen zu spezifischem Immunglobulin G aufgereinigt. Die
Bestatigung der Bindung der gewonnenen polyklonalen AK an die Peptide wurde
z.B. mittels Dot Blot geflihrt, wobei sich herausstellte, dass alle AK an das dazugeho-
rige Peptid binden und keine unspezifischen Bindungen zu den Modell-
allergenen Ovalbumin und Rinderserumalbumin zeigten. Um im Laufe der Entwick-
lung auf eine ausreichende Antikorperkonzentration in gleichbleibender Qualitat zu-

ruckgreifen zu konnen, wurden zusatzlich monoklonale Antikorper produziert. Dabei
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wurden drei Peptide (Peptid 1 bis Peptid 3) ausgewahlt, von denen die hochste Im-

munantwort zu erwarten war.

Ein Ziel der Arbeit bestand darin, neben einem zuverlassigen Test zum Nachweis
von Salmonellen ein Verfahren zu entwickeln, das einen mdglichst frihen Nachweis
erlaubt. Dazu wurde erprobt, welches Medium sich fur die Anzucht von Salmonellen
im Hinblick auf eine optimale Sezernierung von SipC am besten eignet. Es wurden
sieben flissige Standardnahrmedien flr die Voranreicherung von Salmonellen ver-
wendet. Die gewahlten Salmonellen-Teststdamme orientierten sich an hygienisch be-
deutsamen Serovaren, zudem wurden Nicht-Zielkeime einbezogen, die beim Nach-
weis mittels klassischem mikrobiologischen Verfahren zu Irritationen fuhren kdnnen

oder die ebenfalls das Typ-lll Sekretionssystem zur Zellinvasion nutzen.

In Uberstanden aus gepuffertem Peptonwasser und N&hrbouillon konnte SipC am
besten nachgewiesen werden, haufig bereits nach 8...10 h. Nachteil dieser Medien
war, dass sich Kreuzreaktionen, vor allem zu Escherichia coli zeigten. Eine mogliche
Strategie zur Vermeidung von Kreuzreaktionen konnte in der Voranreicherung mit
Caso-Bouillon liegen. In diesem Medium konnte der SipC-Nachweis zwar bisher
uberwiegend erst zum Ende des Testzeitraumes erbracht werden, allerdings traten
auch kaum Kreuzreaktivitaten zu den anderen getesteten Bakterien auf. Die Voran-
reicherungsmedien ohne Nahrstoffe lieferten selbst nach 20 h kaum nachweisbares
SipC, ebenso das Medium mit Magermilch. Weitere Tests sollten die Voranreiche-
rungszeiten zwischen 10 h und 20 h in den Fokus nehmen, da in diesem Zeitraum

der Ubergang von ,geringem Nachweis“ zu ,sehr starkem Nachweis® liegt.

Mit den Versuchen konnte bestatigt werden, dass die Sekretion und Translokation
von Salmonella unabhangig voneinander auftreten kann und selbst in Abwesenheit
von Wirtszellen das SipC-Protein von den getesteten Serovaren mit Ausnahme des
Vertreters der Unterart arizonae ins umgebende Medium sezerniert wird. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dass eine auf die Voranreicherung folgende selektive Anrei-
cherung nicht notwendig ist. Die Zeitersparnis bei Anwendung des entwickelten Ver-
fahrens belauft sich auf mindestens drei Tage gegenuber dem Nachweis von Salmo-
nellen mittels Referenzverfahren der klassischen Mikrobiologie. Im Vergleich mit den
meisten bisher am Markt befindlichen alternativen Salmonellen-Nachweisverfahren

liegen die Ergebnisse immer noch einen Tag friher vor.
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FUr den Nachweis des sezernierten SipC-Proteins als Indikator fur das Vorhanden-
sein einer Salmonelleninfektion/-kontamination sollte ein Lateral Flow Assay (LFA)
genutzt werden. Dieses Testformat wurde festgelegt, damit fir den Erregernachweis
keine spezielle und kostspielige Laborausstattung notwendig ist. Zudem sind LFAs
einfach zu bedienen, lagerstabil und konnen kostengunstig hergestellt werden. Die
begrenzte Fahigkeit von LFAs, quantitative Ergebnisse zu liefern, ist im Hinblick auf
die Salmonellenschnelldiagnostik von untergeordneter Bedeutung, da alle
Salmonellenserovaren zunachst als potentiell pathogen angesehen werden und eine
quantitative Aussage somit Uberflussig ist. Eine ,Ja/Nein“-Antwort genlgt den diag-
nostischen Anspruchen.

Beim Aufbau des LFA wurden mAK gegen drei der genannten Peptide (P1 bis P3)
sowie gegen das gesamte SipC eingesetzt, wobei sich herausstellte, dass sich die
Kombination aus mAK P1 und mAK P3 am besten eignet. Andere Kombinationen
fuhrten zu Schwierigkeiten bei der Detektion. Es wird vermutet, dass die Epitope zu
dicht beieinander liegen, so dass jeweils nur einer der beiden AK das SipC binden
kann. Das Hindernis bei der Beantwortung dieser These besteht darin, dass das
SipC-Protein bisher nicht kristallisiert und bezuglich seiner Raumstruktur analysiert
wurde. Zudem ist nicht bekannt, in welcher Orientierung die AK binden. Mogliche
Erklarungen liegen auch in der manuellen Herstellung und damit zusammenhangen-
den, nicht optimalen Versuchsbedingungen. Die Ursache flr die auftretenden falsch-
positiven als auch falsch-negativen Testergebnisse werden auf Stoéreffekte zurtickge-

fuhrt und mussen im Zuge der Assayoptimierung weiter untersucht werden.

Die Konstruktion der LFA, wie das Zusammenkleben der Membran- und Pad-
Materialien, das Schneiden der Streifen und das Auftragen des Konjugates, erfolgten
bisher manuell im Labormalstab. Die Muster-LFA kommen den Anforderungen in
der Praxis jedoch bereits sehr nahe. Um die Leistungsfahigkeit der LFA zu testen,
mussen nach Optimierungsarbeiten diverse weitere Versuche durchgefuhrt werden.
Diese richten sich nach der DIN EN ISO 16140:2011, die einen Leitfaden fur den
Aufbau der Versuchsreihen zur Beweisfuhrung darstellt. Nach Abschluss dieser Ar-

beiten soll der entwickelte Test dem Markt vorgestellt werden.
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8 Summary

This work is involved with the development of a lateral flow assay to recognise a sal-
monella infection or salmonella contamination. In order to account for as many sal-
monella serovars as possible, the test system had to be based on a property of sal-
monella that is common to al serovars. Salmonellas emit different proteins into the
surrounding medium in in-vitro culture conditions. One of these proteins is the sipC
protein. The nucleotide sequence of sipC genes is known and is available through

gene databases.

The work is based on generating antibodies against synthetically manufactured pep-
tides of the sipC protein. For this purpose, a structural-analytical consideration of the
amino acid sequence of the sipC protein of potential immunogenic segments of 15 to

17 amino acids were selected:

Peptide 1: Protein section 363-378
with the sequence VASTASDEARESSRKS,
- Peptide 2: Protein section 15-30

with the sequence NNHSVENSSQTASQSV,
- Peptide 3: Protein section 343-357

with the sequence GQYAATQERSEQAQIS,
- Peptide 4: Protein section 276-289

with the sequence LGIKDSNKQISPEH and
- Peptide 5: Protein section 246-260
with the sequence LNMKKTGTDATKNLN.

After synthesis of the five peptides and coupling to the carrier protein KLH, the solu-
tions contained in them were used for the immunisation of rabbits to form corre-
sponding antibodies. The serum that resulted was purified using protein A columns
and then SulfoLink® affinity columns into a specific immunoglobulin G. Confirmation
of the binding of the polyclonal antibodies to the peptides that resulted was made
using dot blot, in which it was determined that all antibodies bind to the correspond-
ing peptide and no unspecific binding to the model allergens ovalbumin and bovine
serum albumin were demonstrated. As part of being able to develop a sufficient anti-
body concentration of consistent quality, monoclonal antibodies were also produced.
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In doing so, one was limited to the selection of three peptides (peptides 1 to 3) from

which the highest immune response was to be expected.

A goal of the work was, alongside developing a reliable test to detect salmonellas, to
develop a method that could allow detection as early as possible. To do so, it was
investigated which medium was best suited for the growth of salmonella bacteria with
regard to an optimal secretion of sipC. Seven liquid standard culture media for the
pre-enrichment of salmonellas were used. The selected salmonella test strains were
oriented toward serovars that are important to hygiene; in addition, non-target patho-
gens were included which can lead to irritations when verified with classical microbio-

logical methods or which likewise use the type Il secretion system to invade the cell.

In pre-enrichments of buffered peptone water and nutrient broth, sipC is detected the
best, frequently even as early as after 8 to 10 hours. The disadvantage of this medi-
um was that it demonstrated cross-reactions, above all with Escherichia coli. One
possible strategy to prevent cross-reactions could lie in pre-enrichment with caso
bouillon. In this medium, sipC demonstration has until now largely only been made at
the end of the test timeframe; however, cross-reactivity to the other tested bacteria
was barely able to be determined. The pre-enrichment medium without nutrients itself
provided hardly any demonstrable sipC after 20 hours, nor did the medium with skim
milk. Additional tests are to take the pre-enrichment times between 10 hours and 20
hours into focus, because this time period is where the transition from “low demon-

strableness” to “very high demonstrableness” is at.

The tests could confirm that the secretion and translocation of Salmonella can occur
independently of one another and even in the absence of host cells of the sipC pro-
tein from the tested serovars, with the exception of the representatives of the sub-
type arizonae being secreted into the surrounding medium. In addition, it was able to
be demonstrated that one of the following selective enrichments is not needed in the
pre-enrichment. The time savings when using the method developed is at least three
days in comparison to the verification of salmonellas using reference methods of
classical microbiology. In comparison with most of the alternative salmonella verifica-
tion methods on the market up to this point, the results are still ready at least one day

earlier.

To demonstrate the secreted sipC protein as an indicator for the presence of a sal-

monella infection/contamination, a lateral flow assay (LFA) is to be used. The test
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format was selected such that no special and costly laboratory equipment is neces-
sary. In addition, LFAs are easy to operate, storage-stable and can be manufactured
in a cost-effective manner. The limited capability of LFAs to provide quantitative re-
sults is of subordinate importance with regard to the quick diagnostic of salmonella,
because all salmonella secretions are initially viewed as a potential pathogen for
which a quantitative statement is not necessary, but rather, a yes/no answer is suffi-

cient.

When making the LFA, monoclonal antibodies were used against three of the listed
peptides (P1 to P3) and the entire sipC; in doing so, it was determined that the com-
bination of monoclonal antibody P1 and monoclonal antibody P3 are best suited.
Other combinations lead to difficulties in detection. It is assumed that the epitopes
are too dense, which allows only one of the two monoclonal antibodies to bind to the
sipC. The problem in finding a solution to this thesis lies in the fact that the sipC pro-
tein until now has not been crystallised and analysed with regard to its physical struc-
ture. In addition, it is unknown in what orientation the antibodies bind. Possible ex-
planations also lie in the manual manufacture and the connected, sub-optimal test
conditions. The cause of the partially occurring false-positives can be traced back to
interference effects and must be examined further as part of assay optimisation.

The design of the LFA, how the membrane and the pad materials stick together, the
cutting of the strands and the application of the conjugate has until now been per-
formed manually on a bench-scale model. The sample LFAs, however, come very
close to meeting the requirements in the real world. In order to test the LFA perfor-
mance, following optimisation work, various additional tests must be carried out. The-
se will be oriented toward DIN EN ISO 16140:2011, which is a guideline for the struc-
ture of a series of tests to provide evidence. After this work has been finished, the

test developed will be presented to the market.
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10 Anhang

Anhang 1

Tabelle 14: Fiuhrende Konkurrenzprodukte/-verfahren, internationaler Stand der Technik
unter Angabe der technischen Daten im Vergleich mit den eigenen Entwicklungszielen

Testkit bzw. -verfahren

(Hersteller)

Testprinzip

Testdauer, Einsatzgebiet

eigenes Verfahren:

- immunologisches Verfahren
- Voranreicherung (18 £ 2 h),
ggf. Probenvorbereitung und
Kapillarmigrationstest
(15...30 min)

-ca.21h

- Lebensmittel, Futtermittel und
Umweltproben

- alle Serovaren

klassisches Verfahren:

Horizontales Verfahren

~

S S

- kulturelles Verfahren

- bestehend aus Voranreiche-
rung (18 £ 2 h), selektiver An-
reicherung (24 + 3 h), Aus-
streichen auf festes Medium
und Bebritung (24 * 3h), Be-
statigung auf festem Medium
in Reinkultur (24 £ 3 h), bio-
chemische und serologische
Bestatigung (mind. 1 h, bei
Differenzierung bis zum
Serovar, Ausweitung auf meh-
rere Tage in Speziallaboren

mgl.)

- zeitintensiv (Dauer bis zum
ersten Ergebnis: 66 h, bis zur
endgultigen Bestatigung mind.
90 h)

- materialaufwendig

- klinische Diagnostik, Le-
bensmittel, Futtermittel und
Umweltproben

- alle Serovaren

schnellere, alternative Nachweisverfahren:

MSRV-Medium
(Fa. Heipha, Merck,
Oxoid)

- kulturelles Verfahren auf
halbfestem Medium

- basiert auf dem Nachweis
der Beweglichkeit der Salmo-
nellen auf einem halbfestem
Medium

- bestehend aus Voranreiche-
rung (20 h), Bebritung (24 +
2h) und biochemischer und
serologischer Bestatigung
(siehe klassisches Verfahren)

- ca. 44 h bis zum ersten Er-
gebnis

- nicht geeignet fur unbewegli-
che Salmonellen

- die Beweglichkeit nicht aller
Salmonellen ist nach der Be-
britung ausgepragt (beson-
ders bei gestressten Bakterien)
- serologische und biochemi-
sche Bestatigung notig

- Storeffekte bei der Agglutina-
tion durch Agarpartikel

- Medium muss immer frisch
zubereitet werden

- klinische Diagnostik, Le-
bensmittel, Futtermittel, Um-
weltproben

- bewegliche Salmonella ssp.



Kapitel 10: Anhang

Testkit bzw. —verfahren
(Hersteller)

Testprinzip

Testdauer, Einsatzgebiet

Salmonella Precis
(Oxoid)

- kulturelles Verfahren auf
chromogenem Medium

- bestehend aus Voranreiche-
rung (18 = 2 h), Bebrutung (24
* 2 h) auf Nahragar (positive
Kolonien erscheinen in lila)
und biochemischer und sero-
logischer Bestatigung (siehe
klassisches Verfahren)

-48 h

-SP 92 %, SE 89,9 %

- serologische und biochemi-
sche Bestatigung notig

- klinische Diagnostik, flr Le-
bensmittel, Futtermittel und
Umweltproben

- alle Serovaren

Rapid Salmonella
(Bio-Rad)

- kulturelles Verfahren auf
chromogenem Medium

- bestehend aus Voranreiche-
rung (18 = 2 h), Bebrutung (24
+ 2 h) auf Nahragar (positive
Kolonien erscheinen in magen-
ta) und biochemischer und
serologischer Bestatigung
(siehe klassisches Verfahren)

-42h

-SP 94 %, SE 93 %

- serologische und biochemi-
sche Bestatigung notig

- fir Lebensmittel und Futter-
mittel

- alle Serovaren

Simple method for Sal-
monella (SMS)
(AES Chemunex)

- kulturelles Verfahren auf
chromogenem Medium

- bestehend aus Voranreiche-
rung (18 £ 2h), Bebritung (24
+ 1 h) auf Nahragar (Agar-
Farbumschlag von griin zu rot)
und biochemischer und sero-

-48 h

- SP 99 %, SE 98 %

- serologische und biochemi-
sche Bestatigung ndtig

- fur Lebensmittel und Futter-
mittel

- bewegliche Salmonella ssp.

2> logischer Bestatigung (siehe
klassisches Verfahren)
Impedanzverfahren - elektrische Messmethode mit - 34 h bis zum ersten Ergebnis

(z.B. Gerat BacTrac, Fa.
SY-Lab oder Mal-
thus2000, Vertrieb I[UL
Instruments)

speziellem Reader

- Messung der durch den
Stoffwechsel von Mikroorga-
nismen erfolgte Anderung der
Leitfahigkeit bzw. des Wider-
standes

- bei verdachtiger Kurve muss
Bestatigung erfolgen

- Lebensmittel und Futtermittel
- alle Serovaren

GeneTrak Salmonella
(Neogen, Vertrieb Fa. R-
Biopharm)

| .
Hl'aﬂ

e

- molekularbiologisches Ver-
fahren mittels Gensonde

- Voranreicherung (24 h), An-
reicherung in Tetrathionat- und
Selenit-Bouillon (6 h), ab-
schlieRende Anreicherung in
GN-Bouillon (12-18 h), Pro-
benvorbereitung und Messung
im GeneTrak Photometer (2 h)

-42...48 h

- keine Differenzierung mgl.

- fir Lebensmittel und Futter-
mittel

- alle Serovaren
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Testkit bzw. —verfahren
(Hersteller)

Testprinzip

Testdauer, Einsatzgebiet

GeneDisc Salmonella
(GENESYSTEMS)

- -
==
:

- molekularbiologisches Ver-
fahren mittels PCR

- Anreicherung in
Peptonwasser (18 £ 2h), Pro-
benvorbereitung und Messung
(ca. 1h)

-ab18h

-SP 94,4 %, SE 94,1 %

- keine Differenzierung mgl.

- bei positivem Ergebnis Besta-
tigung notwendig

- fur Lebensmittel und Heim-
tierfutter

- alle Serovaren

Q-Check Salmonella Il
(Bio-Rad)

- molekularbiologisches Ver-
fahren mittels PCR

- Anreicherung in
Peptonwasser (18 + 2 h), Lyse,
Amplifikation und Detektion
(Fluoreszenzmessung) (21 £ 1
h)

-40h

- SP 98...100 %, SE 96...98 %
- keine Differenzierung mgl.

- Lebensmittel, Futtermittel,
Umweltproben

- alle Serovaren

TaqgMan Salmonella PCR
Amplification/Detection
Kit

(PE Applied Biosystems)

- molekularbiologisches Ver-
fahren mittels PCR

- Anreicherung in
Peptonwasser (16...24 h),
Amplifikation und Detektion im
selben Reaktionsgefal} (5’-
Nuclease-Assey) (ca. 3 h)

-ab19h

- SP 99 %, SE 97 %

- keine Differenzierung mgl.
- Lebensmittel, Futtermittel
- alle Serovaren

Bax System PCR Assay
Salmonella
(DuPont Qualicon)

- molekularbiologisches Ver-
fahren mittels PCR

- Anreicherung in
Peptonwasser (18 + 2 h), Lyse,
Amplifikation und Nachweis (4
h)

-ca.27h

- SP 99,6 %, SE 96,9 %

- keine Differenzierung mgl.

- Lebensmittel, Futtermittel und
Umweltproben

- alle Serovaren

Salmonella 1-2 Test
(BioControl)

- kulturelles Verfahren in zwei
miteinander verbundenen
Roéhrchen (U-Réhrchen)

- nach klassischer Voranrei-
cherung (18 £ 2 h) Beimpfung
eines der Réhrchen und Be-
brutung mit Agglutinationsre-
aktion bei positivem Befund
(14 — 30 h)

-mind. 32 h

- SP und SE 95...100 %

- fir Lebensmittel, Futtermittel,
Umweltproben

- bewegliche Salmonella spp.
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Testkit bzw. —verfahren
(Hersteller)

Testprinzip

Testdauer, Einsatzgebiet

Oxoid Salmonella Rapid
Test
Oxoid

- immunologisches Verfahren
- Kombination von Voranrei-
cherung (18 = 2 h), Bebrutung
(24 h) und prasumtive Identifi-
kation in einem einzelnen Kul-
turbehalter

- ca. 42...44 h bis zum ersten
Ergebnis

- SE ca. 90 %

- Bestatigung (serologisch)
muss nachgeschaltet werden
- keine direkte Differenzierung
mgl.

- fur Lebensmittel- und Klini-
sche Proben

- nicht geeignet fur unbewegli-
che Salmonellen

Rapidyme Salmonella
Bio Art SA

- immunologisches Verfahren
- Voranreicherung (18 £ 2 h),
Anreicherung in Bouillon (24 +
3 h), Extraktion und Sandwich-
ELISA in der Mikrotiterplatte
(ca. 2 h)

-36...48 h

-SP:99,4 %, SE : 98,8 %

- keine Differenzierung mgl.

- fir Lebensmittel und Futter-
mittel

- alle Serovaren

- immunologisches Verfahren

- Voranreicherung (18 £ 2 h),
Anreicherung (4...6 h), Sand-
wich-ELISA in der
Mikrotiterplatte (ca. 1 h 15 min)

-24h

- SP 99 %, SE 98 %

- Lebensmittel, Futtermittel und
Umweltproben

- alle Serovaren

- immunologisches Verfahren
- Voranreicherung (18 £ 2 h),
Anreicherung (18...24 h),
Sandwich-ELISA in der
Mikrotiterplatte (4 h)

-ab40h

-SP 99,1 %, SE 99 %

- fur Lebensmittel, Futtermittel
und Umweltproben

- alle Serovaren

Singlepath Salmonella
(Merck)

- immunologisches Verfahren
- Voranreicherung (18 £ 2 h),
Anreicherung (24 * 3 h), Pro-
benvorbereitung und Kapillar-
migrationstest (ca. 30 min)

-ca.38h

- SP bis 100 %, SE bis 100 %
- fur Lebensmittel

- ca. 110 Serovaren getestet
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Testkit bzw. —verfahren
(Hersteller)

Testprinzip

Testdauer, Einsatzgebiet

TECRA Salmonella Ulti-
ma
(TECRA International)

- immunologisches Verfahren
- Voranreicherung (18 £ 2 h),
Anreicherung (18...24 h),
Sandwich-ELISA in der
Mikrotiterplatte

-36h
- SP 95...100 %

- fur Lebensmittel und Futter-

mittel
- alle Serovaren

Transia Plate Salmonella
Gold
BioControl Systems

- immunologisches Verfahren
Voranreicherung (18 + 2 h),
Anreicherung in Bouillon (24 £
3 h), Extraktion und Sandwich-
ELISA in der Mikrotiterplatte
(ca.2h)

- 36 h (in Verbindung mit
TAG24 Salmonella in 24 h)
- SP 100 %, SE 99,5 %

- Lebens- und Futtermittel,
Umweltproben

- alle Serovaren

VIDAS Salmonella ICS2
+ SML
(bioMérieux)

- immunologisches Verfahren
- Voranreicherung (18 £ 2 h),
VIDAS ICS (40 min), ICS
Bouillon (6...7 h), Enzyme
Linked Fluorescent
Immunoassay (ELFA) (ca. 1 h)

-48 h

-SP 99,4 %, SE 95,5 %

- Lebensmittel (aul3er Roh-
milch), Futtermittel

- alle Serovaren
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Anhang 2

Bei dem im Folgenden als H,O bezeichneten Wasser handelte es sich um Aqua
bidest.

Allgemein verwendete Puffer und Losungen

Tabelle 14: Zusammensetzung PBS, 10 x

Substanz Menge
NaCl 80,0 g
Na;HPO4 x 2 H,0 115 g
KCI 20 g
KH2PO4 20 g
H,O ad 1000 ml

— Einstellen des pH-Wertes auf 7,6 mit HCI

Die Stammldsung wurde vor Gebrauch 1:10 mit H2O verdunnt und sterilfiltriert.

Tabelle 15: Zusammensetzung PBS/T (PBS + Tween 20)

Substanz Menge
PBS 999,5 ml
Tween 20 0,5 mi

Tabelle 16: Zusammensetzung TBS

Substanz Menge
NaCl 8,766 ¢
Tris 1,210 ¢
H20 ad 1000 ml

— Einstellen des pH-Wertes auf 7,6 mit HCI
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Tabelle 17: Zusammensetzung TBS/T (TBS + Tween 20)

Substanz Menge
TBS 9995 ml
Tween 20 0,5 ml

Tabelle 18: Zusammensetzung WP

Substanz Menge
PBS 10x 100,0 ml
Tween 20 0,5 ml
H,O ad 1000 ml

Spezifische Puffer und Losungen zur Proteinaufreinigung

Tabelle 19: Zusammensetzung Citratpuffer (Protein A Saule)

Substanz Menge
NaCl 0,449 ¢
Citronensauremonohydrat 0,289 ¢
H,O ad 50 ml

Tabelle 20: Zusammensetzung Natriumhydrogencarbonatlésung, 1 M (Protein A Saule)

Substanz Menge
NaHCO; 084 ¢
H.O ad 10 ml

Tabelle 21: Zusammensetzung Elutionspuffer (Glycin-HCL-Puffer), 0,15 M (SulfoLink®)

Substanz Menge
Glycin 1,12 g
H.O ad 100 ml

— Einstellen des pH-Wertes auf 2,75 mit HCI
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Tabelle 22: Zusammensetzung Neutralisationspuffer (Tris-HCL-Puffer), 1 M (SulfoLink®)

Substanz Menge
Tris 12,114 ¢
H.0 ad 100 ml

— Einstellen des pH-Wertes auf 8,75 mit HCI

Tabelle 23: Zusammensetzung PBS-1

Substanz Menge
PBS 9995 ml
NaN3 0,5 mi

Spezifische Puffer, Losungen und Gele fur Dot Blot und Western Blot

Tabelle 24: Zusammensetzung Blockierungslosung (Dot Blot)

Substanz Menge
Magermilchpulver 3 g
TBS 100 ml

Tabelle 25: Zusammensetzung Blockierungslosung (Western Blot)

Substanz Menge
Magermilchpulver 3 g
WP 100 ml

Tabelle 26: Zusammensetzung Antikérperpuffer

Substanz Menge

Magermilchpulver 19
TBS/T 100 ml
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Tabelle 27: Zusammensetzung Trenngelpuffer

Substanz Menge
Tris-HCL 18,1 g
H20 ad 100 ml
— Einstellen des pH-Wertes auf 8,8 mit HCI

Tabelle 28: Zusammensetzung Sammelgelpuffer

Substanz Menge
Tris-HCL 6 g
H.O ad 100 ml
— Einstellen des pH-Wertes auf 6,8 mit HCI

Tabelle 29: Zusammensetzung Gelfu

Substanz Menge
Trenngelpuffer 500 ul
Acryl/Bisacrylamidldsung 500 ul
TEMED 5 ul
APS 5 ul
Tabelle 30: Zusammensetzung Trenngel, 20 %ig

Substanz Menge
Acryl/Bisacrylamidldsung 6,670 ml
Trenngelpuffer 2,500 ml
H.O 0,630 ml
SDS 0,100 ml
APS 0,100 ml
TEMED 0,004 ml
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Tabelle 31: Zusammensetzung Sammelgel, 5 %ig

Substanz Menge
H,O 2,050 ml
Acryl/Bisacrylamidlosung 0,500 ml
Sammelgelpuffer 0,375 ml
SDS 0,030 ml
APS 0,015 ml
TEMED 0,005 ml

Tabelle 32: Zusammensetzung Kathodenpuffer

Substanz Menge
Methanol 35 ml
H.0O 10 ml
Roti® -Blot K 5 ml

Tabelle 33: Zusammensetzung Anodenpuffer

Substanz Menge
Methanol 35 ml
H20 10 ml
Roti® -Blot A 5 mi

Verwendete Medien

Tabelle 34: Zusammensetzung Lactose Bouillon

Substanz Menge
Lactose-Bouillon, dehydriert* 13 ¢
H20 1000 ml

15 min bei 121 °C autoklaviert

*typische Zusammensetzung pro I: 3g Rindfleischextrakt (,Lab Lemco®), 5 g Pepton,

5 g Lactose
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Tabelle 35: Zusammensetzung Casein-Soja-Pepton-Bouillon

Substanz Menge
Casein-Soja-Pepton-Bouillon, dehydriert* 30 g
H20O 1000 ml

15 min bei 121 °C autoklaviert

*typische Zusammensetzung pro |: 17 g Casein (pankreasverdaut), 5 g NaCl, 3 g So-
ja (enzymatisch verdaut), 2,5 g KH,POy, 2,5 g Glucose

Tabelle 36: Zusammensetzung Nahrbouillon

Substanz Menge
Nahrbouillon, dehydriert* 13 g
H.0 1000 ml

15 min bei 121 °C autoklaviert

*typische Zusammensetzung pro |: 5 g Pepton, 5 g NaCl, 2,5 g KH,POy, 2,5 g Gluco-
se, 2 g Hefeextrakt, 1 g Rindfleischextrakt (,Lab Lemco*)

Tabelle 37: Zusammensetzung gepuffertes Peptonwasser

Substanz Menge
gepuffertes Peptonwasser, dehydriert* 20 g
H.O 1000 ml

15 min bei 121 °C autoklaviert

*typische Zusammensetzung pro I: 10 g Pepton, 5 g NaCl, 3,5 g Na;HPO4, 1,5 g
KH2PO4
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Tabelle 38: Zusammensetzung Ringerlédsung mit Brillantgriin

Substanz Menge
Ringer fur 4 starke Lsg., Tablette* 2 St
Brilliantgrin, 1 % 2 ml
H,O 1000 ml

15 min bei 121 °C autoklaviert

*typische Zusammensetzung pro |: 2,25 g NaCl, 0,12 g CaCl, 0,105 g KClI, 0,05 g
NaH003

Tabelle 39: Zusammensetzung Brillantgriin mit Wasser

Substanz Menge
Brilliantgrin, 1 % 2 ml
H.O 1000 ml

15 min bei 121 °C autoklaviert

Tabelle 40: Zusammensetzung Magermilch mit Brillantgriin

Substanz Menge
Magermilchpulver-Losung, 10 %* 1000 ml
Brilliantgrin, 1 % 2 mi

5 min bei 121 °C autoklaviert

* Zusammensetzung nach AOAC official method 999.09 (2002): 100 ml Magermilch-
pulver, 1000 ml H,O



Kapitel 10: Anhang

Anhang 3

Bedienungsanleitung SulfoLink® Immobilization Kit for Peptides

INSTRUCTIONS Thermo

SulfoLink® Immobilization Kit for Peptides

44999 1980.3

Number Description
44999 SulfoLink Immobilization Kit for Peptides, sufficient reagents to prepare five reusable affinity
columns

Kit Contents:
SulfoLink Column, 5 x 2 ml, 6% crosslinked beaded agarose supplied as a 50% slurry in storage
buffer (10 mM EDTA-Na, 0.05% NaN3, 50% glycerol)
Binding Capacity: ~2 mg sulthydryl-containing peptide
SulfoLink Coupling Buffer, 120 ml, 50 mM Tris, 5 mM EDTA-Na; pH 8.5
Wash Solution, 120 ml, 1.0 M NaCl, 0.05% NaN;
L-CysteineHCI, 100 mg
Bond-Breaker® TCEP Solution, Neutral pH, 0.5 ml, contains stabilized aqueous 0.5 M TCEP

BupH™ Phosphate Buffered Saline Pack, 1 pack, yields 0.1 M phosphate, 0.15 M sodium chloride;
pH 7.2, when reconstituted with 500 ml of water

Column Accessories, porous discs (6), white tips (5), resin separator and column extender

Storage: Upon receipt store product in the dark at 4°C. Product is shipped at ambient temperature.

Introduction

The SulfoLink Immobilization Kit for Peptides contains all the necessary components for covalent immobilization of
sulfhydryl-containing peptides and other ligands to a beaded agarose support. The SulfoLink Coupling Resin is derivatized to
contain iodoacetyl groups that react specifically with free sulfhydryls at pH 7.5-9.0 (Figure 1). This kit features a spin-
column format that provides fast and easy immobilizations and purifications.

Peptides and other molecules for immobilization must have free (reduced) sulfhydryls. Tris(2-carboxyethyl)phosphine
(TCEP), included in this kit, efficiently reduces peptides and other disulfide-containing molecules but does not interfere with
iodoacetyl coupling. Phosphines are stable in aqueous solution, selectively reduce disulfide bonds and are essentially
nonreactive toward other functional groups commonly present in peptides. TCEP is ideal for peptides and SulfoLink
Chemistry because no removal of excess reagent is required before the immobilization reaction.

Once the peptide is immobilized on the SulfoLink Resin, the resulting affinity column can be used for antibody purification.
The 12-atom spacer arm minimizes steric hindrance, ensuring efficient antibody-peptide binding interactions. Depending on
the stability of the immobilized peptide, the column may be used multiple times without significant loss in binding capacity.
The stability of the resin and covalent linkage allow researchers to use buffer conditions that are conducive to forming the
desired interactions, making the the SulfoLink Immobilization Kit for Peptides an excellent versatile tool for protein research.

H H
(0] (o]

Agarose  12-atom Todoacetyl Thioether Bond
Bead Spacer Group (Permanent)
Sulfhydryl
SulfoLink Resin Ligand Immobilized Ligand

Figure 1. General structure and reaction scheme for the SulfoLink Coupling Resin.

Pierce Biotechnology PO Box 117 (815) 968-0747 www.thermo.com/pierce
3747 N. Meridian Road Rockford, IL 61105 USA (815) 968-7316 fax
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Important Product Information

Equilibrate kit components to room temperature before processing.

To quantify the peptide and estimate coupling efficiency use a spectrophotometer or other suitable method. Please note
that TCEP interferes with the Pierce® BCA™ Protein Assay.

To determine if free sulfhydryls are available on the peptide, use Ellman’s Reagent (Product No. 22582) according to the
product instructions.

Hydrophobic peptides may require additional wash steps or addition of detergent during coupling to minimize
nonspecific binding.

Peptides with an isoelectric point (pI) at or near the pH of the Coupling Buffer (pH 8.5) may not solubilize well.
Determine the pl for your peptide (www.embl-heidelberg.de/cgi/pi-wrapper.pl) before dissolving it in the Coupling
Buffer. Additives may assist in peptide solubility if necessary.

Coupling Buffer pH may be modified only slightly because the reaction requires a degree of ionization of the target
functional group. At high pH, undesirable reaction to amino groups can occur. In acidic conditions, reaction to the target
sulfhydryls is poor. Therefore, immobilizations are best performed at pH 7.5-9.0.

Hydrophobic peptides and other ligands may not be readily soluble in the Coupling Buffer. Water-miscible solvents are
compatible with the coupling reaction at final concentrations up to 20%. The following solutions have been validated for
use with this kit: 20% DMSO, DMF or ethanol; 1% Tween®—20; and 4 M urea.

Particulate material in samples can impede column flow. Remove particulate by centrifugation (10,000 x g) or filtration
(0.45 pm) before applying to the column.

Procedure for Peptide Immobilization

Note: Perform all centrifugations at 1,000 x g for 1 minute using a 15 ml collection tube.

A.

L

BoRh=m

® N

Prepare the Sample for Coupling
Dissolve or dilute 0.1-1 mg peptide in 2 ml of Coupling Buffer. If peptide is oxidized, perform the TCEP reduction.
Add 0.1 ml TCEP (25 mM TCEP) to the 2 ml peptide in Coupling Buffer.

Incubate mixture at room temperature for 30 minutes. Equilibrate the SulfoLink Column during this incubation step.

Couple the Peptide to the SulfoLink Column

Suspend the SulfoLink Resin by mixing. Remove top cap and then bottom tab to avoid drawing air into the resin bed.
Centrifuge to remove the storage buffer.

Add 2 ml of Coupling Buffer and centrifuge. Repeat this step two times. Replace the bottom cap.

Add 2-3 ml of the sulthydryl-containing peptide.

Note: Save 0.1 ml peptide to determine coupling efficiency.

Replace the bottom and top cap and mix by rocking or end-over-end mixing at room temperature for 15 minutes.
Place the column upright and incubate at room temperature for 30 minutes without mixing.

Remove top and bottom column caps, place column into a new tube and centrifuge to collect non-bound peptide.

Save the flow-through and determine the coupling efficiency while continuing the blocking step. Determine the coupling
efficiency by comparing the peptide concentrations of the non-bound fraction to the starting sample and standards.

Wash the column with at least 2 ml of Wash Solution and centrifuge. Repeat this wash three times.

. Wash the column with 2 ml of Coupling Buffer and centrifuge. Repeat this step once.

Block Nonspecific Binding Sites

Replace the bottom cap.

Add 15.8 mg L-CysteinesHCI to 2 ml of Coupling Buffer (50 mM cysteine). Apply the cysteine solution to the column
and replace the top cap.

Mix for 15 minutes at room temperature. Incubate the reaction without mixing for 30 minutes.

Sequentially remove the top and bottom caps and allow column to drain.

Either prepare the column for storage or proceed to the General Protocol for Affinity Purification Section.
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D. Prepare Column for Storage

—_

To equilibrate the column for storage, add 2 ml of degassed buffer (e.g., phosphate-buffered saline with optional 0.05%
sodium azide) and centrifuge. Repeat this step three times.

2. Replace the bottom cap and add 2 ml of degassed buffer. Replace the top cap and store the column upright at 4°C, or
remove the bottom cap and proceed with the General Protocol for Affinity Purification.

General Protocol for Affinity Purification

The following protocol details a spin-purification method; if desired, the traditional gravity-flow method can be used instead.
The amount of protein sample that can be processed and the binding conditions required depend on the specific affinity
interaction used and must be optimized for the particular experiment.

Note: For gravity-flow methods, a porous disc placed just above the resin bed automatically stops column flow when the
solution has drained down to the top of the resin bed, preventing the column from drying. The disc also prevents resuspension
of the packed bed when adding solution to the column. To insert the disc, use the open tube end of a resin separator to slide it
to within 1 mm of the resin bed.

Materials Required

e Binding/Wash Buffer: Use phosphate-buffered saline (PBS; Product No. 28372), Tris-buffered saline (TBS; Product No.
28379) or other buffer that is conducive to forming the intended affinity interaction. Degas buffers to avoid introducing
bubbles into the resin bed that may impede flow.

e Sample: Dissolve or exchange sample into Binding/Wash Buffer
e Elution Buffer: Pierce IgG Elution Buffer (Product No. 21004) or 0.1-0.2 M glycine*HCI at pH 2.5-3.0
e Neutralization Buffer (optional): Prepare 1 ml of 1 M sodium phosphate or 1 M TrissHCI at pH 8.5-9.0

Method
Note: Perform all centrifugations at 1,000 x g for 1 minute using a 15 ml collection tube.
1. Equilibrate the prepared affinity column to room temperature.

2. Remove top and bottom column caps. Centrifuge column to remove storage solution. Equilibrate column with 6 ml of
Binding/Wash Buffer.

3. Add sample (< 2 ml) in appropriate binding buffer to the column. Allow sample to enter the resin bed and replace bottom
cap. Add 0.2 ml of Binding/Wash Buffer. Replace top cap and incubate column at room temperature while rocking to
allow binding to occur (e.g., 15-60 minutes). For samples > 2 ml, add volumes in succession or process sample by batch
method.

4. Remove top and bottom caps and centrifuge column. Without changing collection tubes, add 1 ml of Binding/Wash
Buffer and centrifuge again. Save the entire flow-through to evaluate binding efficiency and capacity.

5. To wash the resin, add 2 ml of Binding/Wash Buffer and centrifuge. Repeat this step 2-4 times.

6. Elute the protein with 2 ml of Elution Buffer collecting into a centrifuge tube containing 100 pl of Neutralization Buffer
and centrifuge. Save eluted, neutralized sample and repeat this step 2-3 times.

7. Use the protein directly for SDS-PAGE or analyze by protein assay. If required for the specific downstream assay or
storage, perform a buffer exchange by dialysis or gel filtration.

Note: Equilibrate the column soon after use to prevent damage to the immobilized protein by the low pH Elution Buffer.
Typically, an affinity column can be reused ~10 times, depending on the stability of the immobilized molecule.

8. To equilibrate column, apply 4 ml of Binding/Wash Buffer and allow it to flow through the column.

9. Cap the bottom and add 4 ml of Binding/Wash Buffer that contains a final concentration of 0.05% sodium azide for
long-term storage. Cap the top and store column upright at 4°C. Do not freeze the resin.
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Troubleshooting
Problem Cause Solution
Peptide Peptide is not soluble in Coupling | Dissolve peptide in a small amount of solvent and then add
precipitates in Buffer Coupling Buffer — see the Important Product Information and
Coupling Buffer Additional Information Sections
Low coupling Disulfide bonds formed with time Reduce peptide with 1-50 mM TCEP
efficiency
Affinity column | Immobilized peptide was damaged | Prepare a new affinity column
has reduced by time, temperature or elution

binding capacity | conditions
after several uses | Binding sites and resin pores have | Remove precipitate from sample before affinity purification by
become blocked with particulate or | centrifugation or 0.45 um filter

nonspecifically bound material Use nonionic detergent, high salt concentration, or other
additives to reduce nonspecific binding or wash with greater
stringency before elution

Additional Information Available from Web

e Tech Tip #12: Prepare molecules with poor solubility for immobilization on affinity supports
e Tech Tip #27: Optimize elution conditions for immunoaffinity purification
e Tech Tip #29: Degas buffers for use in affinity and gel filtration columns

Related Products

77720 Bond-Breaker TCEP Solution, Neutral pH, 5 ml
20401 SulfoLink Coupling Resin, 10 ml

28372 BupH Phosphate Buffered Saline Pack, 40 packs
22582 Ellman’s Reagent, 5 g

44995 SulfoLink Immobilization Kit for Proteins

General References

Domen, P.L., et al. (1990). Site-directed immobilization of proteins. J. Chromatogr. 510: 293-302.

Lundblad, R.L. (1991). Chemical Reagents for Protein Modification, 2nd edition, CRC Press: Boca Raton, FL.

Metrione, R M. (1982). Bromoacetyl Sepharose: A solid phase inhibitor of sulfhydryl enzymes. Anal. Biochem. 120: 91-94.
Wong, S.S. (1991). Chemistry of Protein Conjugation and Crosslinking. CRC Press: Boca Raton, FL, p. 248-251.

Product References
Handlogten, M., ez al. (2005). Apical ammonia transport by the mouse inner medullary collecting duct cell (mIMCD-3). Amer J Physiol-Renal 289:347-58.

Narayan, S.B., et al. (2004). CLN3L, a novel protein related to the Batten disease protein, is overexpressed in Cln3-/- mice and in Batten disease. Brain
127:1748-54.

Wilhelmsen, K., et al. (2004). Purification and identification of protein-tyrosine kinase-binding proteins using synthetic phosphopeptides as affinity reagents.
Mol Cell Proteomics 3:887-95.

This product (“Product”) is warranted to operate or perform substantially in conformance with published Product specifications in effect at the time of sale,
as set forth in the Product documentation, specifications and/or accompanying package inserts (“Documentation”) and to be free from defects in material and
workmanship. Unless otherwise expressly authorized in writing, Products are supplied for research use only. No claim of suitability for use in applications
regulated by FDA is made. The warranty provided herein is valid only when used by properly trained individuals. Unless otherwise stated in the
Documentation, this warranty is limited to one year from date of shipment when the Product is subjected to normal, proper and intended usage. This
warranty does not extend to anyone other than the original purchaser of the Product (“Buyer”).

No other warranties, express or implied, are granted, i
purpose, or non infringement. Buyer’s exclusive remedy for non-conforming Products during the warranty period is limited to replacement of or
refund for the non-conforming Product(s).

There is no obligation to replace Products as the result of (i) accident, disaster or event of force majeure, (ii) misuse, fault or negligence of or by Buyer, (iii)
use of the Products in a manner for which they were not designed, or (iv) improper storage and handling of the Products.

without limitation, implied warranties of merchantability, fitness for any particular

Current versions of product instructions are available at www. thermo.com/pierce. For a faxed copy. call 800-874-3723 or contact your local distributor.

© 2007 Thermo Fisher Scientific Inc. All rights reserved. Unless otherwise indicated, all trademarks are property of Thermo Fisher Scientific Inc. and its
subsidiaries. Printed in the USA.
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Anhang 4

Die folgenden Tabellen geben die bereits korrigierten OD-Werte (Delta 450 nm —
630 nm) wieder. Der jeweilige Korrekturfaktor wird in der Tabellentberschrift ange-
geben. Die grin markierten Werte konnen nach statistischer Auswertung gemaf Ka-
pitel 4.2 als eindeutig positiv, die gelb markierten als fraglich gewertet werden.

Tabelle 41: OD-Werte von Salmonella ser. Gallinarium und Salmonelia ser.
Typhimurium - 1. Messung, Korrekturfaktor 1,005

50 | 50 | 50 | 50 50 | 50 | 50 | 50
KbE | KbE | KbE | KbE ogﬁE oé(l':E 0 ;(I:’E KbE | KbE | KbE | KbE
8h | 9h | 10h | 20h 8h | 9h | 10h | 20h

LB |-0,021|-0,048 | 0,010 | 4,226 | -0,037 | -0,004 | -0,012 | 0,091 | 0,090 | 0,089 | 1,312

Caso | -0,031 | -0,008 | -0,031 | 0,090 |-0,019 | -0,021 | -0,015 | 0,053 | 0,034 | 0,088 | 4,261

NB |-0,027 | -0,027 | -0,029 | 4,128 | -0,030 | -0,030 | -0,018 | 0,008 | 0,058 | 0,104 | 4,222

GPW |-0,010 | -0,020 | -0,002 | 4,162 | -0,021 | -0,017 | 0,002 | 0,023 | 0,043 | 0,085 | 4,228

RiB | -0,016 | -0,033 | -0,051 | -0,030 | -0,006 | 0,018 | -0,008 | 0,002 | 0,003 | 0,018 | 0,018

WB | -0,028 | 0,009 | -0,024 | -0,055 | -0,004 | -0,003 | -0,006 | -0,013 | -0,002 | 0,003 | 0,044

MMB | -0,019 | -0,023 | -0,033 | -0,019 | -0,001 | 0,002 | 0,000 | 0,001 | 0,004 | 0,270 | 0,053

Tabelle 42: OD-Werte von Salmonella ser. Gallinarium und Salmonella ser.
Typhimurium - 2. Messung, Korrekturfaktor 1,012
50 50 50 50 50 50 50 50

KbE | KbE | KbE | Kb | QKPE|OKbE | OKBE | (e | F | KbE | KbE

8h | 9h | 10h | 20n | 8P | 8h | 8h | o ' 9h | 10h | 20h
LB | -0,017 | -0,004 | -0,004 | 4,160 | -0,013 | -0,006 | 0,005 | 0,028 | 0,081 | -0.027 | 0,834

Caso | -0,011 | -0,007 | -0,008 | 0,046 | -0,018 | -0,017 | -0,004 | 0,069 | 0,075 | 0,208 | 4,299

NB |-0,037 |-0,020 | -0,013 | 4,023 | -0,005 | 0,006 |-0,008 | 0,026 | 0,065 | 0,089 | 4,049

GPW | -0,007 | -0,016 | 0,008 | 3,981 | 0,006 |-0,020 |-0,009 | 0,040 | 0,046 | 0,080 | 4,001

RiB | -0,008 | -0,021 | -0,031 | -0,025 | 0,001 | 0,006 | 0,006 | 0,007 | 0,014 | -0,016 | -0,007

WwB | -0,020 |-0,015|-0,017 | -0,037 | -0,003 | -0,019 | -0,008 | -0,018 | 0,013 | -0,010 | -0,001

MMB | -0,003 | -0,034 | -0,038 | -0,023 | 0,007 | 0,000 | 0,006 |-0,002 |-0,015|-0,023 | -0,012
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Tabelle 43: OD-Werte von Salmonella ser. Gallinarium und Salmonella ser.
Typhimurium - 3. Messung, Korrekturfaktor 0,989

50 50 50 50 50 50 50 50

KbE | KbE | KbE | KbE O:ﬁE 0;(::'5 ogﬁ'E KbE | KbE | KbE | KbE
8h | 9h | 10h | 20h 8h | 9h | 10h | 20h

LB |-0,029|-0,018 | 0,001 | 3,799 | -0,011 | -0,007 | -0,005 | 0,038 | 0,066 | 0,060 | 1,237

Caso | -0,062 | -0,043 | -0,026 | 0,011 | -0,014 | -0,037 | -0,008 | 0,044 | 0,035 | 0,133 | 0,137

NB |-0,003 | -0,037 |-0,012 | 4,018 | -0,012 | -0,020 | -0,010 | 0,022 | 0,054 | 0,083 | 4,049

GPW |-0,015 | -0,027 | -0,004 | 3,778 | -0,022 | -0,015 | -0,011 | 0,030 | 0,061 | 0,062 | 3,977

RiB | -0,021|-0,028 |-0,032 | -0,032 | -0,011 | -0,003 | -0,002 | -0,001 | 0,005 | 0,002 | 0,022

WB | -0,030 |-0,025 | -0,021 | -0,027 | 0,000 | 0,005 | 0,003 |-0,001 | 0,001 |-0,027 | 0,003

MMB | -0,024 | -0,033 | -0,034 | -0,034 | 0,001 | -0,003 | -0,005 | -0,012 | -0,006 | -0,022 | 0,045

Tabelle 44: OD-Werte von Salmonella ser. Senftenberg und Salmonella ser. Heidelberg
— 1. Messung, Korrekturfaktor 1,003

50 | 50 | 50 | 50 50 | 50 | 50 | 50
KbE | KbE | KbE | KbE O:ﬁE 0;(::'5 0 ;:'E KbE | KbE | KbE | KbE
8h | 9h | 10h | 20h 8h | 9h | 10h | 20h

LB | 0,013 |-0,018 | 0,028 | 0,781 | 0,019 | 0,015 | -0,003 | 0,200 | 0,058 | 0,189 | 0,747

Caso | 0,034 | 0,136 | 0,232 | 4,180 | 0,017 | 0,010 | 0,021 | 0,627 | 0,548 | 0,532 | 0,620

NB |3,924 | 4,113 | 4317 | 4,169 | 0,047 | 0,059 | 0,060 | 0,099 | 2,309 | 3,004 | 4,092

GPW | 0,229 | 4,130 | 4,049 | 4,285 | 0,129 | 0,108 | 0,137 | 0,172 | 0,177 | 0,760 | 3,995

RiB | 0,004 | -0,056 |-0,021 | 0,093 | -0,029 | -0,026 | -0,019 | -0,001 | -0,025 | 0,002 | -0,032

WB | -0,017 |-0,039 | -0,049 | 0,055 | -0,016 | -0,030 | -0,027 | -0,015 | -0,015 | -0,012 | -0,016

MMB | -0,017 | -0,047 | -0,069 | 0,062 | -0,034 | -0,030 | -0,019 | -0,009 | -0,049 | -0,056 | 0,016
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Tabelle 45: OD-Werte von Salmonella ser. Senftenberg und Salmonella ser. Heidelberg
— 2. Messung, Korrekturfaktor 1,006

Tabelle 46: OD-Werte von Salmonella ser. Senftenberg und Salmonella ser. Heidelberg

— 3. Messung, Korrekturfaktor 0,994

0 KbE |0 KbE | OKBE | e | e | KbE | KbE
8h 9h 10h | 20 h

-0,006 | -0,006 | -0,011

0,013 | 0,008 | 0,015

0,123 | 0,108 | 0,120

0,127 | 0,123 | 0,131

-0,015 | -0,021 | -0,023 | -0,005 | -0,014 | -0,015 | -0,004

-0,018 | -0,017 | -0,031 | -0,021 | -0,020 | -0,015 | -0,014

-0,024 | -0,025 | -0,032 | -0,019 | -0,019 | -0,060
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Tabelle 47: OD-Werte von Eschrichia coli und Salmonella arizoenae ser. 51:z4,z23:- — 1.
Messung, Korrekturfaktor 1,007

50 | 50 | 50 | 50 50 | 50 | 50 | 50
KbE | KbE | KbE | Kb | QKPE|OKbE | OKBE | \(r | F | KbE | KbE

8h | 9h | 10h | 20n | 8P | 8h 1 8h 1 h ! 9h | 10h | 20

LB | 0,014 | 0,042 |-0,003 | 1,497 | 0,002 | 0,014 | 0,011 | 0,018 |-0,003 | 0,014 | 0,817

Caso | -0,006 | -0,011 | 0,000 | 0,028 | -0,032 | -0,035 | -0,026 | -0,013 | -0,033 | -0,028 | 3,928

NB | 0,086 | 0,030 | 0,020 [ 0,166 | 0,015 | 0,022 | 0,022 | 0,012 | 0,138 | 3,767 | 4,145

GPW | 0,041 | 0,019 | 0,025 | 0,382 | -0,004 | -0,009 | -0,023 | -0,019 | 0,003 | 0,385 | 4,315

RiB | -0,012|-0,022 |-0,011 | 0,054 | -0,034 | -0,026 | -0,032 | -0,014 | -0,029 | -0,028 | -0,031

WB | 0,026 |-0,022 | -0,028 | -0,026 | -0,032 | -0,042 | -0,050 | -0,021 | -0,049 | -0,041 | -0,037

MMB | -0,006 | -0,035 | -0,014 | -0,003 | -0,025 | -0,023 | -0,030 | -0,030 | -0,028 | -0,034 | -0,035

Tabelle 48: OD-Werte von Eschrichia coli und Salmonella arizoenae ser. 51:24,z23:- - 2.
Messung, Korrekturfaktor 0,959

50 50 50 50 50 50 50 50

KbE | KbE | KbE | KbE °;‘;’E 0;(:;"5 0:;(':"5 KbE | KbE | KbE | KbE
8h | 9h | 10h | 20h 8h | 9h | 10h | 20 h

LB |-0,002| 0,009 | 0,007 | 1,399 | -0,003 | 0,000 | -0,001 | 0,008 |-0,002 | -0,005 | 0,829

Caso | -0,014 | -0,025 |-0,019 | 0,032 | -0,032 | -0,024 | -0,028 | -0,016 | -0,030 | -0,030 | 3,606

NB | 0,071 | 0,022 | 0,027 | 0,472 | 0,007 | 0,004 | 0,003 | 0,007 | 0,243 | 3,760 | 4,074

GPW | 0,033 | 0,026 | 0,025 | 0,361 | -0,017 | -0,013 | -0,010 | -0,006 | -0,016 | 0,372 | 4,389

RiB | -0,019|-0,026 |-0,028 | 0,023 | -0,034 | -0,044 | -0,031 | -0,034 | -0,032 | -0,036 | -0,040

WB | 0,023 |-0,026 | -0,028 | -0,033 | -0,043 | -0,043 | -0,049 | -0,027 | -0,023 | -0,043 | -0,043

MMB | -0,010 | -0,030 | -0,019 | -0,024 | -0,039 | -0,043 | -0,037 | -0,030 | -0,044 | -0,039 | -0,045
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Tabelle 49: OD-Werte von Eschrichia coli und Salmonella arizoenae ser. 51:z4,z23:- —
3. Messung, Korrekturfaktor 1,045
50 50 50 50 50 50 50 50

KbE | KbE | KbE | KbE O:ﬁE 0;(::'5 . ;:'E KbE | KbE | KbE | KbE

8h 9h 10 h 20 h 8h 9h 10 h 20 h

LB 0,028 | 0,034 | 0,032 | 1,667 | 0,015 | 0,012 | 0,033 | 0,016 | 0,015 | 0,011 | 0,859
Caso | 0,011 | 0,004 | 0,001 | 0,067 | 0,000 | 0,004 |-0,005 |-0,001 | 0,004 |-0,003 | 4,060
NB 0,057 | 0,050 | 0,056 | 0,265 | 0,045 | 0,037 | 0,050 | 0,032 | 0,267 | 4,380 | 4,887
GPW | 0,056 | 0,056 | 0,054 | 0,427 | 0,001 | -0,001| 0,011 | 0,014 | 0,005 | 0,347 | 5,010
RiB | 0,003 | 0,003 |-0,011 | 0,033 | -0,003 | 0,004 | -0,006 | 0,002 | -0,001 | 0,002 | -0,013
WB | 0,033 | -0,012 | -0,012 | -0,015 | -0,019 | -0,018 | -0,015 | -0,009 | -0,012 | -0,019 | -0,020
MMB | -0,013 | -0,006 | -0,006 | -0,008 | -0,011 | -0,008 | -0,009 | -0,012 | -0,012 | -0,008 | -0,015

Tabelle 50: OD-Werte von Yersinia pseudotuberculosis und Salmonella ser.
Choleraesuis — 1. Messung, Korrekturfaktor 1,000

S | o | o | s 0 KDE | 0 KRE | 0 KPE S | o | cee | s

8h | 9h | 10h | 20h 8h | 9h | 10h | 20h
LB |-0,021 |-0,010 | 0,185 | 0,072 | -0,011 | -0,004 | -0,016 | 0,012 | 0,020 | 0,060 | 0,182
Caso | 0,051 | 0,097 | 0,221 | -0,008 | 0,031 | 0,040 | 0,037 | 0,054 | 0,055 | 0,078 | 0,704
NB | 0,055 | 0,138 | 0,249 | 0,097 | 0,005 | 0,000 | 0,012 | -0,005 | 0,009 | 0,145 | 4,258
GPW | 0,002 | 0,120 | 0,937 | 0,214 | 0,017 | 0,015 | 0,004 | 0,054 | 0,024 | 0,152 | 4,308
RIB | -0,042 | -0,041 | 0,036 | -0,040 | -0,037 | -0,044 | -0,039 | -0,009 | -0,009 | -0,002 | 0,005
WB | -0,039 | -0,036 | -0,043 | 0,027 | -0,040 | -0,043 | -0,039 | -0,019 | -0,016 | -0,011 | 0,001
MMB | -0,006 | -0,017 | -0,002 | -0,006 | 0,006 | 0,009 | -0,002 | 0,010 | 0,040 | 0,014 | 0,028
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Tabelle 51: OD-Werte von Yersinia pseudotuberculosis und Salmonella ser.
Choleraesuis — 2. Messung, Korrekturfaktor 1,008

Tabelle 52: OD-Werte von Yersinia pseudotuberculosis und Salmonella ser.
Choleraesuis — 3. Messung, Korrekturfaktor 0,984

RiB

-0,044

-0,048

-0,042

0 KbE
8h

0 KbE
8h

0 KbE
8h

-0,008

-0,015

-0,017

0,041

0,023

0,029

-0,005

-0,007

-0,005

-0,005

0,011

0,016

-0,046

-0,045

-0,042

-0,039

wB

-0,045

-0,049

-0,043

-0,041

-0,045

-0,046

-0,041

0,003

-0,014

0,002

-0,010

-0,003

0,002

-0,004 0,012 | 0,022
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Tabelle 53: OD-Werte von Citrobacter freundii und Salmonella ser. Enteritidis — 1. Mes-
sung, Korrekturfaktor 0,994

50 50 50 50 50 50 50 50

KbE | KbE | KbE | KbE Oé(f:E 0;(::'5 Ogﬁ'E KbE | KbE | KbE | KbE
8h | 9h | 10h | 20h 8h | 9h | 10h | 20h

LB |-0,016 |-0,010|-0,011 | 0,090 | -0,015|-0,011 |-0,012 | -0,024 | 0,016 | 0,024 | 3,016

Caso | -0,001 | -0,057 | -0,028 | 0,074 | -0,051 | -0,037 | -0,030 | -0,048 | -0,013 | 0,025 | 4,325

NB | 0,073 | 0,031 | -0,035 | 0,241 | -0,011 | -0,028 | -0,023 | -0,006 | 0,091 | 0,231 | 4,110

GPW | 0,000 | -0,014| 0,000 | 0,412 | -0,004 | 0,018 | 0,002 | 0,041 | 0,212 | 3,573 | 4,051

RiB | 0,003 | -0,037 |-0,043 | -0,052 | -0,032 | -0,026 | -0,024 | -0,027 | -0,024 | -0,017 | -0,016

WB |-0,014 | -0,064 | -0,048 | 0,022 | -0,049 | -0,051 | -0,047 | -0,039 | -0,037 | -0,025 | -0,042

MMB | -0,034 | -0,042 | -0,050 | -0,071 | -0,045 | -0,042 | -0,027 | -0,057 | -0,036 | -0,026 | 0,310

Tabelle 54: OD-Werte von Citrobacter freundii und Salmonella ser. Enteritidis — 2. Mes-
sung, Korrekturfaktor 0,989

50 | 50 | 50 | 50 50 | 50 | 50 | 50
KbE | KbE | KbE | KbE ogﬁE 0 ;(I':E 0 ;(:E KbE | KbE | KbE | KbE
8h | 9h | 10h | 20h 8h | 9h | 10h | 20 h

LB |-0,015|-0,019 |-0,016 | 0,060 | -0,012 | -0,019 | -0,017 | 0,014 | 0,028 | 0,017 | 3,235

Caso | -0,039 | -0,049 | -0,033 | 0,050 | -0,033 | -0,040 | -0,030 | -0,038 | -0,020 | 0,026 | 4,338

NB | 0,037 | 0,038 |-0,002 | 0,246 | -0,023 | -0,026 | -0,026 | 0,036 | 0,091 | 0,237 | 4,175

GPW | -0,004 | 0,000 | 0,009 | 0,393 |-0,003 | 0,000 |-0,002 | 0,047 | 0,232 | 3,624 | 4,147

RiB | -0,030 |-0,028 |-0,035 | -0,044 | -0,026 | -0,028 | -0,023 | -0,018 | -0,020 | -0,021 | -0,018

WB | -0,034 |-0,050 | -0,035 | -0,026 | -0,027 | -0,053 | -0,053 | -0,046 | -0,050 | -0,035 | -0,032

MMB | -0,027 | -0,034 | -0,042 | -0,060 | -0,047 | -0,048 | -0,042 | -0,053 | -0,044 | -0,030 | 0,386
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Tabelle 55: OD-Werte von Citrobacter freundii und Salmonella ser. Enteritidis — 3. Mes-
sung, Korrekturfaktor 1,011

50 50 50 50 50 50 50 50

KbE | KbE | KbE | KbE Oé(f:E 0;(::'5 Ogﬁ'E KbE | KbE | KbE | KbE
8h | 9h | 10h | 20h 8h | 9h | 10h | 20h

LB |-0,003|-0,003 | 0,003 | 0,076 | 0,002 |-0,003 |-0,008 | 0,008 | 0,016 | 0,034 | 3,140

Caso | -0,047 | -0,045|-0,033 | 0,069 | -0,034 | -0,031 | -0,031 | -0,038 | 0,017 | 0,028 | 4,454

NB | 0,054 | 0,055 | 0,032 | 0,228 | -0,016 | -0,018 | -0,022 | 0,036 | 0,084 | 0,239 | 4,316

GPW |-0,002 | -0,003 | 0,009 [ 0,513 | 0,026 | 0,013 | 0,008 | 0,057 | 0,313 | 3,568 | 3,907

RiB | -0,030 |-0,037 |-0,038 | -0,032 | -0,014 | -0,016 | -0,014 | -0,023 | -0,026 | -0,018 | -0,017

WB | -0,036 |-0,036 | -0,038 | 0,035 | -0,045 | -0,043 | -0,036 | -0,036 | -0,034 | -0,032 | -0,022

MMB | -0,032 | -0,037 | -0,050 | -0,055 | -0,030 | -0,031 | -0,020 | -0,042 | -0,017 | -0,017 | 0,329

Tabelle 56: OD-Werte von Shigella sonnei und Pseudomonas aeruginosa — 1. Messung,
Korrekturfaktor 0,981

50 | 50 | 50 | 50 50 | 50 | 50 | 50
KbE | KbE | KbE | KbE ogﬁE 0 ;(I':E 0 ;(:E KbE | KbE | KbE | KbE
8h | 9h | 10h | 20h 8h | 9h | 10h | 20 h

LB | 0,001 | 0,052 | 0,055 | 0,297 | 0,025 | 0,017 | 0,007 | 0,051 | 0,081 | 0,104 | 0,541

Caso | 0,113 | 0,261 | 0,485 | 0,712 | 0,012 | 0,034 | 0,029 | 0,057 | 0,063 | 0,078 | 0,364

NB | 0,096 | 0,134 | 0,158 | 0,303 | 0,016 | 0,029 | 0,039 |-0,018 | 0,047 | 0,008 | 0,294

GPW | 0,047 | 0,087 | 0,135 | 0,539 | 0,054 | 0,048 | 0,038 | 0,100 | 0,118 | 0,128 | 0,495

RiB | 0,016 | 0,013 |-0,022 | 0,014 | 0,025 | 0,030 | 0,023 | 0,040 | 0,075 | 0,008 | 0,043

WB | -0,008 |-0,033 | -0,021 | -0,034 | -0,003 | 0,017 | 0,005 |-0,014 | 0,001 | 0,011 | 0,000

MMB | -0,048 | -0,072 | -0,046 | -0,044 | 0,013 | 0,004 | 0,013 | 0,035 | 0,000 | 0,018 | 0,076
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Tabelle 57: OD-Werte von Shigella sonnei und Pseudomonas aeruginosa — 2. Messung,
Korrekturfaktor 1,012

50 50 50 50 50 50 50 50

KbE | KbE | KbE | KbE Oé(f:E 0;(::'5 Ogﬁ'E KbE | KbE | KbE | KbE
8h | 9h | 10h | 20h 8h | 9h | 10h | 20h

LB | 0,008 | 0,014 | 0,041 | 0,286 | 0,029 | 0,012 | 0,022 | -0,013 | -0,006 | 0,057 | 0,461

Caso | 0,270 | 0,302 | 0,465 | 0,649 | 0,025 | 0,021 | 0,026 | 0,013 | 0,012 | 0,073 | 0,403

NB | 0,093 | 0,139 | 0,153 | 0,342 | 0,013 | 0,018 | 0,032 | 0,002 | 0,119 | 0,003 | 0,354

GPW | 0,073 | 0,082 | 0,140 | 0,583 | 0,056 | 0,042 | 0,042 | 0,105 | 0,109 | 0,115 | 0,485

RiB | 0,037 | 0,032 | 0,028 | 0,036 |-0,240 | 0,070 | 0,055 | 0,101 | 0,094 | 0,105 | 0,052

WB | 0,023 |-0,010 | -0,005 | -0,089 | 0,024 | 0,022 | 0,008 |-0,004 | 0,012 | 0,007 | 0,012

MMB | -0,041 | -0,046 | -0,029 | -0,030 | -0,006 | 0,000 | 0,016 | 0,041 |-0,012 | 0,028 | 0,060

Tabelle 58: OD-Werte von Shigella sonnei und Pseudomonas aeruginosa — 3. Messung,
Korrekturfaktor 1,012

50 50 50 50 50 50 50 50

KbE | KbE | KbE | KbE ogﬁE 0;(:;"5 0;(I1bE KbE | KbE | KbE | KbE
8h | 9h | 10h | 20h 8h | 9h | 10h | 20 h

LB | 0,017 | 0,069 | 0,072 | 0,321 | 0,029 |-0,256 | 0,038 | 0,050 | 0,092 | 0,114 | 0,480

Caso | 0,133 | 0,285 | 0,516 | 0,622 | 0,044 | 0,041 | 0,041 | 0,082 | 0,099 | 0,071 | 0,423

NB |0,113 | 0,152 | 0,179 | 0,319 | 0,025 | 0,033 | 0,039 | -0,009 | 0,068 | 0,020 | 0,341

GPW | 0,064 | 0,105 | 0,154 | 0,567 | 0,073 | 0,065 | 0,057 | 0,122 | 0,131 | 0,134 | 0,638

RiB | 0,032 | 0,023 |-0,007 | 0,026 | 0,012 | 0,022 | 0,021 | 0,093 | 0,090 | 0,071 | 0,075

WB | 0,007 |-0,019 | -0,007 | -0,020 | 0,008 | 0,001 | 0,024 | 0,002 | 0,008 | 0,001 |-0,032

MMB | -0,035 | -0,061 | -0,040 | -0,027 | 0,003 | -0,002 | -0,263 | 0,012 | 0,012 | 0,000 | 0,057
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Anhang 5
Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Escherichia coli  Citrobacter Shigella sonnei  Yersinia Staphylococcus
enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. arizonae ser. freundii pseudotuberculosis aureus
Gallinarum Choleraesuis Typhimurium Senftenberg Enteritidis Heidelberg 51.z4,z23:-
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Abbildung 21: Versuch 1, LFA mit Voranreicherungsbouillon unterschiedlicher Bakterien; Testlinie (MAK gegen P1), AK-Gold-Komplex (mAK gegen P2), Kontrolllinie (Anti-Maus-IgG)

Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Escherichia coli  Citrobacter Shigella sonnei  Yersinia Staphylococcus
enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. arizonae ser. freundii pseudotuberculosis aureus
Gallinarum Choleraesuis Typhimurium Senftenberg Enteritidis Heidelberg 51.z4,z23:-
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Abbildung 22: Versuch 2, LFA mit Voranreicherungsbouillon unterschiedlicher Bakterien; Testlinie (MAK gegen P1), AK-Gold-Komplex (mAK gegen P3), Kontrolllinie (Anti-Maus-IgG)

Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Escherichia coli  Citrobacter Shigella sonnei  Yersinia Staphylococcus
enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. arizonae ser. freundii pseudotuberculosis aureus
Gallinarum Choleraesuis Typhimurium Senftenberg Enteritidis Heidelberg 51.z4,z23:-
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Abbildung 23: Versuch 3, LFA mit Voranreicherungsbouillon unterschiedlicher Bakterien; Testlinie (mMAK gegen P1), AK-Gold-Komplex (mAK gegen SipC), Kontrolllinie (Anti-Maus-IgG)

Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Escherichia coli  Citrobacter Shigella sonnei  Yersinia Staphylococcus
enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. arizonae ser. freundii pseudotuberculosis aureus
Gallinarum Choleraesuis Typhimurium Senftenberg Enteritidis Heidelberg 51.z4,z23:-
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Abbildung 24: Versuch 4, LFA mit Voranreicherungsbouillon unterschiedlicher Bakterien; Testlinie (MAK gegen P2), AK-Gold-Komplex (mAK gegen P1), Kontrolllinie (Anti-Maus-IgG)
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Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Escherichia coli  Citrobacter Shigella sonnei  Yersinia Staphylococcus
enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. arizonae ser. freundii pseudotuberculosis aureus
Gallinarum Choleraesuis Typhimurium Senftenberg Enteritidis Heidelberg 51.z4,z23:-
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Abbildung 25: Versuch 5, LFA mit Voranreicherungsbouillon unterschiedlicher Bakterien; Testlinie (mMAK gegen P2), AK-Gold-Komplex (mAK gegen P3), Kontrolllinie (Anti-Maus-IgG)

Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Escherichia coli  Citrobacter Shigella sonnei  Yersinia Staphylococcus
enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. arizonae ser. freundii pseudotuberculosis aureus
Gallinarum Choleraesuis Typhimurium Senftenberg Enteritidis Heidelberg 51:24,223:-
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Abbildung 26: Versuch 6, LFA mit Voranreicherungsbouillon unterschiedlicher Bakterien; Testlinie (mAK gegen P2), AK-Gold- Komplex (mAK gegen SipC), Kontrolllinie (Anti-Maus-IgG)

Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Escherichia coli  Citrobacter Shigella sonnei  Yersinia Staphylococcus
enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. arizonae ser. freundii pseudotuberculosis aureus
Gallinarum Choleraesuis Typhimurium Senftenberg Enteritidis Heidelberg 51:24,223:-
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Abbildung 27: Versuch 7, LFA mit Voranreicherungsbouillon unterschiedlicher Bakterien; Testlinie (mAK gegen P3), AK-Gold-Komplex (mAK gegen P1), Kontrolllinie (Anti-Maus-IgG)

Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Escherichia coli  Citrobacter Shigella sonnei  Yersinia Staphylococcus
enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. arizonae ser. freundii pseudotuberculosis aureus
Gallinarum Choleraesuis Typhimurium Senftenberg Enteritidis Heidelberg 51:24,223:-
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Abbildung 28: Versuch 8, LFA mit Voranreicherungsbouillon unterschiedlicher Bakterien; Testlinie (mAK gegen P3), AK-Gold-Komplex (mAK gegen P2), Kontrolllinie (Anti-Maus-IgG)
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Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Escherichia coli  Citrobacter Shigella sonnei  Yersinia Staphylococcus
enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. arizonae ser. freundii pseudotuberculosis aureus
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Abbildung 29: Versuch 9, LFA mit Voranreicherungsbouillon unterschiedlicher Bakterien; Testlinie (mAK gegen P3), AK-Gold-Komplex (mAK gegen SipC), Kontrolllinie (Anti-Maus-1gG)

Versuch Nr. 10 konnte auf Grund von Datenverlust nicht abgedruckt werden.

Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Escherichia coli  Citrobacter Shigella sonnei  Yersinia Staphylococcus
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Abbildung 30: Versuch 11, LFA mit Voranreicherungsbouillon unterschiedlicher Bakterien; Testlinie (MAK gegen SipC), AK-Gold-Komplex (mAK gegen P2), Kontrolllinie (Anti-Maus-IgG)

Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Escherichia coli  Citrobacter Shigella sonnei  Yersinia Staphylococcus
enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. enterica ser. arizonae ser. freundii pseudotuberculosis aureus

Gallinarum Choleraesuis Typhimurium Senftenberg Enteritidis Heidelberg 51:z4,z23:-
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Abbildung 31: Versuch 12, LFA mit Voranreicherungsbouillon unterschiedlicher Bakterien; Testlinie (MAK gegen SipC), AK-Gold-Komplex (mAK gegen P3), Kontrolllinie (Anti-Maus-IgG)
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THESEN

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, einen zuverlassigen Test zum Nachweis von
Salmonellen zu entwickeln. Es sollte ein Verfahren aufgebaut werden, das einen
moglichst frihen Nachweis ermoglicht und alle wichtigen Serovaren erfasst. Dazu
musste sich das Testsystem auf eine Eigenschaft von Salmonellen stutzen, die

allen Serovaren gemein ist.

1. Basis der voliegenden Arbeit ist die Verwendung des SipC-Proteins zum
Nachweis einer Salmonelleninfektion bzw. -kontamination. Dieses
Effektorprotein wird beim Stoffwechsel von Salmonellen auch unabhangig vom

Vorhandensein vor Wirtszellen ausgeschieden.

2. Die Sezernierung des SipC-Proteins in geeignete Voranreicherungsmedien
erfolgt zu einem sehr friihen Zeitpunkt und kann bereits nach 10 h nachgewie-

sen werden.

3. Bei strukturanalytischer Betrachtung der Aminosauresequenz des SipC-
Proteins konnten 5 hochantigene Areale ermittelt werden. Identifiziert wurden
folgende Aminosauresequenzen:

- Proteinabschnitt 363-378 mit der Sequenz VASTASDEARESSRKS
- Proteinabschnitt 15-30 mit der Sequenz NNHSVENSSQTASQSV

- Proteinabschnitt 343-357 mit der Sequenz GQYAATQERSEQQIS
- Proteinabschnitt 276-289 mit der Sequenz LGIKDSNKQISPEH

- Proteinabschnitt 246-260 mit der Sequenz LNMKKTGTDATKNLN

4. Die Areale konnen zur Generierung von AK genutzt werden, die gegen folgen-
de Peptidsequenzen gerichtet sind:
NH2-VASTASDEARESSRKS-COOH,
NH2>-NNHSVENSSQTASQSV-COOH,
NH2-GQYAATQERSEQQIS-COOH,
NH,-LGIKDSNKQISPEH-COOH
NH2-LNMKKTGTDATKNLN-COOH



Nach Immunisierung von Tieren werden polyklonale und monoklonale Antikor-

per induziert, die SipC erkennen kdnnen.

. Die gewonnenen polyklonalen oder monoklonalen Antikérper gegen die syn-
thetisch hergestellten Peptide konnen einzeln oder in Kombination in immun-

chemischen Nachweissystemen verwendet werden.

. Auf Basis der gewonnenen monoklonalen Antikérper kann ein Lateral Flow
Assay aufgebaut werden, mit dem der Nachweis des SipC-Proteins aus Voran-
reicherungsmedien als Indikator fur eine Salmonelleninfektion/-kontamination

gelingt.





