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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft das Gebiet der Milchveredelung, und dort insbesondere die Quali-
tatssicherung in Milchveredelungsverfahren. Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Verfahren zur Untersu-
chung von Kulturen sowie Vorrichtungen zur Durchfihrung der genannten Verfahren. SchlieRlich betrifft die Er-
findung Verfahren zur gezielten Auswahl einer Kultur oder einer Kombination von Kulturen fir die Durchfiih-
rung von Milchveredelungsverfahren.

Stand der Technik
Hintergrund der Erfindung

[0002] In Milchveredelungsverfahren werden die in der Milch enthaltenen Rohstoffe mit Hilfen von Mikroorga-
nismen in Stoffwechselprodukte mit neuem Geschmack oder anderer Konsistenz umgebaut. Das Ausgangs-
produkt Milch wird dabei mit Hilfe von Starterkulturen veredelt.

[0003] Die Senatskommission der Deutschen Forschungsgemeinschaft zur Prifung von Lebensmittelzusatz-
stoffen und Lebensmittelinhaltsstoffen definiert eine "Starterkultur" wie folgt: "Starterkulturen sind aufgrund
spezifischer Eigenschaften selektierte, definierte und lebensfahige Mikroorganismen in Reinkultur oder Misch-
kultur. Sie werden Lebensmitteln in der Absicht zugesetzt, das Aussehen, den Geruch und Geschmack und
die Haltbarkeit zu verbessern" (Weber, 1996).

[0004] Fir die Herstellung von Milchprodukten werden vorrangig Milchsdurebakterien, die den Gattungen
Lactobacillus, Lactococcus und Leuconostoc zuzuordnen sind, eingesetzt (Daly et al., 1996). Sie bilden Milch-
saure aus Lactose. Durch diese Freisetzung von Lactat und die damit verbundene Ansauerung der Milch ko-
aguliert das Casein und es kommt am isoelektrischen Punkt des Milchproteins bei einem pH-Wert von 4,7 zur
Dicklegung der Milch. Die Milchsdure und andere freigesetzte Komponenten wie Essigsaure, Wasserstoffper-
oxid, organische Sauren und Bacteriocine wirken antagonistisch auf saprophytische oder pathogene Bakterien
und verbessern dadurch die Haltbarkeit des Produkts. Stoffwechselnebenprodukte, wie Diacetyl und Acetal-
dehyd, die Uberwiegend aus dem Citratstoffwechsel stammen, sind charakteristische Aroma- und Ge-
schmackskomponenten der verschiedenen Milchprodukte.

[0005] Die Anforderungen an eine industriell einsetzbare Starterkultur gehen mittlerweile weit Gber die Erhé-
hung der Haltbarkeit und die Ausbildung produkttypischer Eigenschaften hinaus. Neben der Beeinflussung des
Kohlenhydrat- und Citrat-Stoffwechsels, der Proteolyse und der Produktion von Exopolysacchariden und Bac-
teriocinen steht die Resistenz gegenliber Bakteriophagen an oberster Stelle (Daly et al., 1996; McKay und Bal-
dwin, 1990).

[0006] Die Gewahrleistung mikrobiologischer Qualitat und hygienischer Sicherheit liegt im Interesse der Le-
bensmittelindustrie, da die Vernichtung des Produktes oder eine Riickrufaktion zu erheblichen finanziellen Ver-
lusten und zu groRem Imageschaden fiihren. Eine schnelle und zuverlassige Uberwachung der am Produkti-
onsprozel} beteiligten Organismen und ihrer Eigenschaften bildet dafir die Grundvoraussetzung. In der Pro-
duktionsroutine milchverarbeitender Betriebe wird dabei zumeist noch auf die Methoden der klassischen Mi-
krobiologie zurickgegriffen. Die Organismenidentifizierung erfolgt nach zum Teil mehrtagiger Kultivierung auf
Differenzierungsmedien. Die Charakterisierung von produktbestimmenden Eigenschaften basiert, sofern sie
Uberhaupt durchgefuhrt wird, auf zeitaufwendigen physiologischen Tests.

[0007] In den letzten Jahren wurden grof3e Fortschritte bei der Identifizierung von Genen und Genomen er-
reicht. Neben zahlreichen Sequenzen fir Eukaryoten, Archaea und Viren stehen derzeit 142 vollstédndige Se-
quenzen von Bakteriengenomen zur Verflgung (http://www.genomesonline.org/index.cgi?want=Publis-
hed+Complete+Genomes, Stand April 2004). Darunter befinden sich die Sequenz des Milchsaurebakteriums
L. lactis ssp. lactis IL1403 und die Genomsequenzen von Bakterien, die als Schadflora in Milchprodukten vor-
kommen, wie z.B. Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus ssp. aureus MW2 oder 2 Vertreter der Gat-
tung Salmonella (Baba et al., 2002; Bolotin et al., 2001; Glaser et al., 2001; McClelland et al., 2001).

[0008] Derzeit sind in Datenbanken mehr als 25.000 16S rRNA-Sequenzen verfligbar (ARB, 2002:
http://www. arb-home.de). Das bedeutet, dass die 16S rRNA von mehr als 70% der gliltig beschriebenen Bak-
terienarten zur Organismenidentifizierung zur Verfligung steht (Glockner, 1998). Ribosomale Nukleinsauren
bieten verschiedene fir phylogenetische Marker unabdingbare Vorteile. Sie sind ubiquitar verbreitet, als Be-
standteil des Translationsapparates weisen sie funktionelle Konstanz auf, und sie besitzen unterschiedlich
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stark konservierte Sequenzabschnitte.

[0009] In den letzten Jahren wurden diverse auf vergleichender rDNA-Analyse beruhende Methoden zur Or-
ganismenidentifizierung etabliert.

[0010] Die in situ-Hybridisierung mit fluoreszenz-markierten Oligonukleotid-Sonden (FISH) bietet die Méglich-
keit, die Zusammensetzung der Bakterienspezies wahrend des gesamten Fermentationsprozesses zu uber-
wachen. Diese kultivierungsunabhangige Methode erlaubt die in situ-ldentifizierung mikrobieller Zellen in ihrem
natdrlichen Umfeld unter Vermeidung methodisch bedingter Populationsverschiebungen (Amann et al., 1997).
Der gleichzeitige Einsatz mehrerer, mit unterschiedlichen Fluoreszenz-Farbstoffen markierter Sonden ermdég-
licht die simultane Identifizierung verschiedener Mikroorganismen in einer Fermentationsprobe.

[0011] Die Identifizierung der an der Fermentation beteiligten Bakterienspezies ist nur ein Teilaspekt der um-
fangreichen Bemuhungen, die Herstellung von fermentierten Milchprodukten zu Gberwachen und zu verbes-
sern. So hat sich z.B. die Suche nach neuen geeigneten Starterkulturstdmmen dadurch erheblich verstarkt. Oft
stammen diese neuen Isolate aus Milchprodukten, die noch nicht mit kommerziellen Starterkulturen hergestellt
wurden (Cogan et al., 1997). Neben guten Sauerungs- und Geschmackseigenschaften missen sie hinsichtlich
ihrer Resistenz gegen Bakteriophagen, ihres Kohlenhydrat- und Citratstoffwechsels, ihrer Bacteriocinproduk-
tion und ihrer Proteolyseeigenschaften gut charakterisiert sein (Davidson und Hillier, 1995). Die Bestimmung
dieser Eigenschaften erfolgt meist durch kosten- und arbeitsintensive Assays bei denen phanotypische Cha-
rakteristika getestet werden.

[0012] Seit etwa 10 Jahren werden zur Erforschung und Entwicklung neuer Starterkulturen DNA-analytische
Methoden eingesetzt, deren Ziel die genetische Charakterisierung von Starterkulturstammen ist. Soll ein Bak-
terienstamm bestimmte genetisch manifestierte Eigenschaften aufweisen, reichen herkémmliche Methoden
nicht aus. Der gezielte Nachweis eines Genes erfolgt in den meisten Fallen durch PCR mit spezifischen Pri-
mern.

[0013] Die hohe autolytische Aktivitadt mancher Lactococcus-Stamme ist fiir ihren Einsatz als Starterbakterien
bei der Herstellung von Kése unerlailich. Garde et al. entwickelten ein Nachweissytem fir das acmA-Gen, das
fur das Enzym N-Acetylmuramidase codiert und durch Hydrolyse der Peptidoglykanschicht Peptidasen frei-
setzt (Garde et al., 1999). Diese tragen wiederum zur Reifung und Geschmacksbildung des Kases bei. Wich-
tige Eigenschaften wie die Aufnahme von Citrat, die Proteolyseaktivitat und die Produktion der Bacteriocine
Nisin A oder Z wurden durch die PCR-Amplifikation der Gene citP, prtP und nisA und nisZ nachgewiesen (Klijn
et al., 1995). Zur Identifizierung von Bacteriocin-produzierenden Milchsdurebakterien etablierten Rodriguez et
al. ein PCR-basiertes Nachweissystem fir Nisin und Lacticin 481 aus L. lactis und Enterocin AS-48 aus Ente-
rococcus (Rodriguez et al., 2000). Die Anwesenheit einiger Lactococcus-Phagen-Spezies in Referenzproben
konnte ebenfalls durch PCR nachgewiesen werden (Labrie und Moineau, 2000).

[0014] Die genannten Screening-Verfahren beleuchten einzelne Teilaspekte der Gesamtanforderung an ei-
nen Starterkulturstamm und kénnen als Grundlage fir die molekularbiologische Stammtypisierung des weit
verbreiteten Starterkulturstamms Lactococcus lactis dienen. Mit Hilfe biotechnologischer Methoden sollte es
daher moglich sein, neue Stdmme zu identifizieren, die den hohen Anforderungen der Milchindustrie gerecht
werden (Konings et al., 2000).

[0015] Die Fortschritte bei der Entwicklung der DNA-Chip-Technologie und der Erforschung von Genen und
Genomen bietet die Méglichkeit, die Errungenschaften dieser beiden Bereiche zu einem Ansatz der verglei-
chenden Genotypisierung zu verknipfen (Harrington et al., 2000; Landers, 1999; Lee und Lee, 2000). DNA-Mi-
kroarrays kdnnen dazu benutzt werden, Tausende DNA-Sequenzen gleichzeitig in Genexpressionsstudien,
vergleichenden Genomanalysen oder dem gezielten Nachweis bestimmter Gene zu analysieren (Case-Green
etal., 1998; Ferea und Brown, 1999). Generell stehen verschiedene Mikroarray-Typen zu Verfigung. Mehrere
hundert Basenpaar lange Sequenzen, meist ganze Gene, kénnen als Sonde auf der Chip-Oberflache fungie-
ren (de Risi et al., 1997). Wird z.B. cDNA aus Kontroll- und Test-Organismen mit verschiedenen Fluoreszenz-
farbstoffen markiert, lassen die Hybridisierungssignale Aussagen Uber unterschiedlich exprimierte Gene zu
(Duggan et al., 1999). Sollen Oligonukleotide als Sonden auf dem DNA-Chip eingesetzt werden, kbnnen diese
entweder durch photolithographische Prozesse auf der Oberflache synthetisiert werden oder als fertige Oligo-
nukleotide an die Oberflache gekoppelt werden (Chee et al., 1996). Ein Vorteil der Oligonukleotid-Arrays be-
steht darin, dass durch die kurzen Sondensequenzen Kreuzhybridisierungen mit dhnlichen Genen vermieden
werden.
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[0016] Bisher gibt es nur wenige Beispiele fiir die Anwendung der Mikroarray-Technologie in der Bakteriena-
nalytik. De Saizieu et al. konnten zeigen, dass bei der Hybridisierung von Gesamt- RNA verschiedener Zellen
Unterschiede in der Genexpression zu erkennen sind (de Saizieu et al., 1998). Dieser Ansatz wurde fur den
Expressionsvergleich von 4.290 E. coli-Genen genutzt, bei dem die Zellen entweder auf Minimal- oder auf Voll-
medium gewachsen waren (Tao et al., 1999). Nach der Aufklarung des Genoms von Mycobacterium tubercu-
losis wurden 97% der identifizierten ORFs als Sonden flir die Mikroarray-Analyse eingesetzt und die Genex-
pression nach Einsatz des Tuberkulose-Hemmestoffes Isoniazid untersucht (Wilson et al., 1999).

[0017] Seit einigen Jahren bietet die Firma Genescan den ersten kommerziell erhaltlichen DNA-Array zur
Identifizierung der Krankheitserreger Listeria monocytogenes, Campylobacter jejunii und Salmonella ssp. in
Lebensmitteln an. Dieser "Nutri-Chip" nutzt allerdings das Analysepotential, das die Mikroarray-Technologie
bietet, bei weitem nicht aus.

[0018] In Milchveredelungsverfahren kommt es haufig zu Fehlfermentationen. Diese kénnen verschiedene
Ursachen haben. 70-80% aller Produktionsstérungen werden durch Phagen verursacht (Hunger, 1986), die
durch die Milch, unzureichend desinfizierte Fermenter oder durch das semisterile Molkereiumfeld in die Pro-
duktionstanks gelangen (Riemelt et al., 1996). Die anschlieRende Lyse der Starterkulturspezies fiihrt zu Sau-
erungsstérungen (Klaenhammer und Fitzgerald, 1994). Aber auch bakterielle Verunreinigungen kdnnen die in
der Starterkultur enthaltenen Mikroorganismen verdrangen. Dadurch wird die Milch nicht mehr zum gewinsch-
ten sondern zu einem minderwertigen Produkt umgesetzt. AuRerdem kénnen Enzyme flr produkt-typische Ei-
genschaften, die bei der Gattung Lactococcus haufig Plasmid-codiert sind, bei Verlust der extrachromosoma-
len DNA nicht mehr exprimiert werden. Eigenschaften wie Phagenresistenzen, Citratstoffwechsel oder die Bil-
dung von Geschmacksstoffen kdnnen auf diese Weise verloren gehen.

[0019] Speisequark und andere Milchprodukte sind aufgrund ihres hohen Wasser- und Nahrstoffgehalts so-
wie ihrer Kontaminationsanfalligkeit ein leicht verderbliches Produkt. Obwaohl die Anzahl der mikrobiologischen
Lebensmittelvergiftungen in den letzten Jahren stdndig zugenommen hat, sind Aussagen Uber das tatsachli-
che Auftreten bestimmter mikrobieller Lebensmittelvergifter nur bedingt méglich. Zum einen ist der Anstieg auf
bessere mikrobiologische Nachweisverfahren und eine verscharfte Meldepflicht zurickzuflhren, andererseits
werden von der Statistik nur Lebensmittelvergiftungen erfasst, bei der eine gréfere Anzahl von Personen er-
krankt. Routinemafig durchgefihrte Laboruntersuchungen schlielen auch nicht alle potentiell pathogenen Mi-
kroorganismen ein, da nur wenige Erreger nhach dem Bundesseuchengesetz meldepflichtig sind. Dariiber hin-
aus sucht nur ein Teil der Erkrankten den Arzt auf und nur selten werden dann die Ursachen der Erkrankung
erforscht. Die meisten Lebensmittelvergiftungen, die nach dem Verzehr von Milch und Milchprodukten auftre-
ten, sind auf Bakterienarten wie Listeria monocytogenes, Salmaonella typhimurium, Campylobacter, enterotoxi-
sches Escherichia coli (ETEC), Yersinia enterocolitica oder Staphylococcus aureus zurtickzufiihren (Kramer,
1997).

[0020] Neben coliformen Bakterien gehéren aber auch Enterokokken, Bacillus cereus, B. sphaericus, Clost-
ridien und Mikrokokken zur thermoresistenten Restflora des Speisequarks (Zickrick, 1996). Enterokokken und
zahlreiche Clostridien bilden in der Milch durch Decarboxylierung von Aminosauren sogenannte biogene Ami-
ne wie z.B. das Tyramin, das flr den Menschen toxisch sein kann (Kramer, 1997). Nach Brechdurchfallen wur-
den haufig Bacillus-Arten (>105/g) aus eiweilRreichen Milchprodukten isoliert. Fir den Nachweis des krankma-
chenden Enterotoxins stehen noch keine fur die Laborroutine geeigneten Methoden zur Verfugung (Kramer,
1997; Beck, 2002).

[0021] Typisch fir die Gattung Lactococcus ist die ungewdhnlich hohe Zahl von Plasmiden. Die Grole dieser
extrachromosomalen DNA-Fragmente reicht von 2 bis tGber 100 kb. (Teuber et al., 1993). Die Anzahl der ver-
schiedenen aus Einzelisolaten von Starterkulturen identifizierten Plasmide variiert zwischen einem und 12
DNA-Elementen (Andresen et al., 1984; Davies et al., 1981). Plasmid-freie Stdmme erhalt man lediglich durch
"Plasmid curing" mit Akridin- oder Ethidiumbromid-haltigen Lésungen und durch Wachstum bei erhéhten Tem-
peraturen (Pechmann und Teuber, 1980). Durch diese Behandlung bzw. den anschlieRenden Transfer be-
stimmter Plasmide konnte ein Zusammenhang zwischen wichtigen Stoffwechseleigenschaften wie Lacto-
se-Verwertung bzw. Proteinase-Aktivitdt und den jeweiligen Plasmiden gezeigt werden (Kuhl und McKay,
1979). Weitere Plasmid-codierte Eigenschaften sind Phagenresistenz, Citratfermentation, Bakteriozin-Produk-
tion und der Transport bzw. Metabolismus von Zuckern. Um auf die standige Bedrohung durch Bakteriophagen
schnell und flexibel reagieren zu kénnen, missen in der Starterkultur verschiedene Verteidigungsmechanis-
men vorhanden sein (Forde und Fitzgerald, 1999b). Abhéngig davon, in welcher Infektionsphase die Abwehr
erfolgt, werden die Phagenresistenzgene in die vier Gruppen A, B, C, und D unterteilt (Allison und Klaenham-
mer, 1998; Garvey et al., 1995b; Hill, 1993):
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A Verhinderung der Phagenadsorption

B Blockierung der DNA-Penetration

C Restriktion der Phagen-DNA

D Abortive Phageninfektion — Inhibition des Phagenzusammenbaus.

[0022] Die beiden ersten Mechanismen verhindern ein Eindringen der Phagen-DNA in das Bakterium, indem
sie entweder die Adsorption des Phagen an die Bakterienhlle oder die Injektion der DNA unterbinden. Pha-
genresistenzen, bei denen keine Adsorption stattfindet, basieren vermutlich auf der Produktion von extrazellu-
laren Polymeren wie z.B. Polysacchariden, die den Phagenrezeptor blockieren, oder auf Mutationen im Pha-
genrezeptor (Forde und Fitzgerald, 1999a).

[0023] Beim Resistenzmechanismus, der die Injektion der Phagen- DNA verhindert konnte nachgewiesen
werden, dass sich der Phage zwar an die Zelle anheften, diese aber nicht penetrieren kann (Garvey et al.,
1996). Die auf Restriktion und Modifikation basierende Abwehr wirkt nicht gezielt gegen Phagen-DNA, sondern
erkennt Fremd-DNA aufgrund von Basen-Methylierungen, die nicht dem fir die Bakterienzelle typischen Mus-
ter entsprechen. Die zellfremde DNA wird geschnitten und abgebaut. Restriktions-/Modifikationssyteme
(R/M-Systeme) werden aufgrund der Struktur ihrer Untereinheiten, der Sequenzerkennung, der Position der
Schnittstelle und des Bedarfs an Cofaktoren in 3 Typen eingeteilt.

[0024] Am weitesten verbreitet sind Typ || R/M-Systeme, von denen bei der Gattung Lactococcus bisher 8
verschiedene identifiziert werden konnten. Die Enzyme bestehen aus zwei getrennten Untereinheiten, von de-
nen eine fiir die Modifikation des bei der semikonservativen Replikation neu synthetisierten DNA-Stranges ver-
antwortlich ist. Die andere Untereinheit erkennt palindromische Sequenzen von 4 bis 8 by Lange und schneidet
die DNA innerhalb dieser Sequenz, wenn keine korrekte Methylierung vorliegt. Die Enzyme Llall, LIaAl und
LIaKR2l erkennen die Schnittstelle 5'-1 GATC-3' und schneiden die Sequenz in Abhéngigkeit von ihrer Methy-
lierung am Adenin (2 m6A) bzw. Cytosin (m5C). Eine Besonderheit stellt das Enzym Llal dar, dessen Sequenz
von dem konjugativen Plasmid pTR2030 kodiert wird. Bei diesem, Typ lls genannten R/M-System liegt die
Schnittstelle aulRerhalb der Erkennungssequenz (O'Sullivan et al., 1995).

[0025] Typ Il R/M-Systeme bestehen aus 2 Untereinheiten, die gemeinsam ein Holoenzym mit Restriktions-
und Modifikationsfunktion bilden. Das Enzym erkennt asymmetrische Sequenzen und schneidet die DNA in
einem definierten Abstand von 25 bis 27 bp zur Erkennungssequenz.

[0026] Das Typ | R/IM-System, von dem bisher zwei Beispiele aus Lactococcus bekannt sind, stellt den kom-
plexesten Typ dar (Deng et al., 1999; Schouler et al., 1998a). Es besteht aus 3 Untereinheiten, genannt "host
specificity determinants" (Hsd), die zusammen ein Holoenzym bilden. Die HsdS-Untereinheit bestimmt die Nu-
kleotid-Spezifitat. Die zweite Komponente, HsdM dient der Modifikation. Die ATP-abhangige Restriktion, die
von der dritten Untereinheit HsdR bewerkstelligt wird, kann mehr als 1 kb von der Erkennungssequenz entfernt
stattfinden (Yuan, 1981).

[0027] Viele dieser Abwehrmechanismen sind Plasmid-codiert. Meist liegen die Untereinheiten auf einem
Plasmid nebeneinander. Die Enzyme sind aber auch funktionsfahig, wenn die Nukleotidsequenzen der Kom-
ponenten auf verschiedenen Plasmiden lokalisiert sind (Schouler et al., 1998b).

[0028] Die vierte Gruppe der Phagenresistenzgene wird unter dem Begriff "Abortive Infection", kurz abi zu-
sammengefalit. Darin sind Mechanismen enthalten, die wichtige Schritte bei der Replikation, der Transkription
oder der Translation der Phagen-DNA bzw. RNA stdren.

[0029] Abi-ahnliche Mechanismen sind bei verschiedenen Bakterienspezies beschrieben worden, ihre Funk-
tionsweise wurde aber hauptsachlich in E. coli untersucht. Modelle fur die Wirkungsweise wurden fir drei Re-
sistenzmechanismen erstellt: Rex, Lit und PrrC (Snyder, 1995). RexA und RexB fungieren als "Sensor-Aktiva-
tor"- und "Response-Regulator"-Paar. Als Antwort auf die Phageninfektion aktiviert RexA das RexB-Protein
und ein lonenkanal, der das Membranpotential zerstért, bildet sich aus (Parma et al., 1992). Die anderen bei-
den Mechanismen blockieren die Translation, indem sie entweder auf den Elongationsfaktor EF-Tu oder auf
die tRNALys wirken. Durch die Protease-Aktivitat von Lit wird EF-Tu degradiert (Kaoc und Snyder, 1988). Nach
T4-Infektion schneidet die Ribonuklease PrrC die tRNALys (Levitz et al., 1990).

[0030] Der genaue Wirkmechanismus der abi-Gene von Lactococcus ist nur selten bekannt. Am Beispiel von

AbiA konnte gezeigt werden, dass es die Replikation von kleinen isometrischen Phagen beeinfluft (Dinsmore
und Klaenhammer, 1994; Moineau et al., 1993a). Parreira et al. zeigten, dass AbiB die Degradation der Pha-
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gen-mRNA férdert (Parreira et al., 1996a). Ein Produkt der frihen Phagengene kdnnte die RNase-Aktivitat in
abiB+-Zellen erhdhen. AbiC verhindert nicht die Replikation der Phagen-DNA, sondern reduziert die Synthese
der Strukturproteine des Phagen (Durmaz et al., 1992). Am Beispiel des Phagen blL66 konnte gezeigt werden,
dass AbiD1 in Wechselwirkung mit dem Produkt des Gens orf1 tritt. Dadurch wird die Translation des orf3 ver-
hindert und die Vermehrung des Phagen unterbunden (Bidnenko et al., 1995). Wahrend in Zellen, die abiF ex-
primieren, keine Replikation der Phagen-DNA auftritt, greift das AbiE Protein erst in der spaten Phase des ly-
tischen Zyklus in die Phagenreifung ein (Garvey et al., 1995a). Gleiches gilt auch fiir AbiG, bei dem die Pha-
gen-DNA ungehindert repliziert wird. Der phagenresistente Phanotyp dufiert sich erst in der spaten lytischen
Phase, in der die Synthese der Phagen-RNA gestort wird (O'Connor et al., 1999). In welchem Stadium AbiK
bei der Reifung der Phagen interveniert, hdngt vom Phagen selbst ab. Wahrend bei der Infektion des zur
P335-Spezies gehérenden Phagen ul36 keine Replikation mehr stattfindet (Emond et al., 1997), wurde bei den
zur 936-Spezies gehdrenden Phagen p2 und P008 die Reifung der konkatemeren Phagen-DNA verhindert
(Boucher et al., 2000). AbiL beeinflut die Reifung des Phagen in der posttranslationalen Phase des lytischen
Zyklus (Deng et al., 1999). Das in AbiM gefundene "Helix-Turn-Helix"-Motiv, das fir DNA-bindende Proteine
charakteristisch ist, deutet auf eine Interaktion mit der Phagen-DNA hin (Deng et al., 1997). Ebenso wie bei
AbiK findet in durch AbiQ geschltzten Bakterienzellen keine Reifung der konkatemeren Phagen-DNA mehr
statt (Emond et al., 1998) und AbiR stort die Replikation von Phagen-DNA der Spezies c2 (Twomey et al.,
2000).

[0031] Die durch abi-Gene vermittelte Resistenz beschrankt sich nicht nur auf einzelne Phagen, sondern gilt,
soweit getestet, fir mehrere Phagen der gleichen Spezies. Dariber hinaus wirkt die Phagenresistenz bei den
meisten Mechanismen sogar auf Phagen mit verschiedener Spezieszugehorigkeit. Das einzig erkennbare
Charakteristikum, das alle abi-Gene gemeinsam haben, ist ihr im Vergleich zur Lactococcus-DNA signifikant
niedrigerer G+C-Gehalt (Twomey et al., 2000). Die einzelnen Gene weisen nur wenig Sequenzahnlichkeiten
auf. Lediglich abiF zeigt 26% Sequenzhomologie zu abiD bzw. 46% zu abiD1 (Rince et al., 2000). Wahrend
die meisten Resistenzmechanismen des "abi"-Typs auf hur einem Genort basieren, sind im Fall von abiE, abiG,
abiL und abiR zwei ORFs fur die Expression des phagenresistenten Phanotyps notig.

[0032] Um sich effektiv gegen Phagen schitzen zu kdnnen, enthalten natirliche Isolate der Gattung Lacto-
coccus mehrere Phagenresistenzmechanismen. Im Stamm L. |. ssp. lactis ME2 konnte z.B. ein Gen fir die
Adsorptionsresistenz, 2 R/M-Systeme und die Gene fir abiA und abiC identifiziert werden (Durmaz et al.,
1992). Auf dem Plasmid pKR223 befindet sich sowohl ein Gen fir die Restriktion- und Modifikation von
Fremd-DNA (llaKR2l) als auch der abiR-Mechanismus (Twomey et al., 2000). Werden natirliche "Abi"-Mecha-
nismen in phagensensitive L. lactis Stamme eingeflhrt, lassen sich diese Stamme erfolgreich zur industriellen
Milchfermentation einsetzen (Sanders et al., 1986). Der extensive Einsatz dieser Stdmme mit verbesserter
Phagenresistenz fihrte allerdings zu neuen Phagenmutanten, die in der Lage sind das Abwehrsystem zu tber-
winden (Alatossava und Klaenhammer, 1991).

[0033] Um Milchfermentationen langfristig vor Phagen zu schiitzen, missen Starterkulturen Gber ein breites
Spektrum von Phagenresistenzgenen verfigen. Dabei sollte nicht nur ein Vertreter der 4 verschiedenen Ab-
wehrmechanismen vorhanden sein. Durch Kombination der Resistenzgene mit unterschiedlicher Phagenspe-
zifitdt kann eine leistungsfahige Verteidigungsstrategie verfolgt werden.

[0034] Eine erfolgreiche Fermentation erfordert neben der Phagenabwehr auch die Ausbildung von produkt-
typischen Eigenschaften wie Aroma und Geschmack. Die daflr nétigen Inhaltsstoffe wie Diacetyl, Acetat, Etha-
nol, Formiat, Acetoin und 2,3-Butandiol entstammen dem Lactose- Metabolismus und der Citratfermentation
von L. |. ssp. lactis biovar. diacetylactis und Leuconostoc mesenteroides (Ramos et al., 1994). Milchsaurebak-
terien bendtigen drei Enzyme, um das Citrat der Milch zu Pyruvat umzusetzen. Die Citrat-Permease (CitP) im-
portiert das Citrat in die Zelle, die Citrat-Lyase (CL, EC 4.1.3.6) setzt es zu Acetat und Oxalacetat um und die
Oxalacetat-Decarboxylase katalysiert den Abbau zu Pyruvat und CO, (Bekal-si Ali et al., 1999). Benson et al.
konnten die ilvBN-Gene fiir das Enzym o-Acetolactat-Synthase (ALS, EC 4.1.3.18) in L. lactis identifizieren,
das Pyruvat zu a-Acetolactat umsetzt (Benson et al., 1996). Dieses instabile Zwischenprodukt zerfallt entweder
durch oxidative Decarboxylierung zu Diacetyl oder wird von der a-Acetolactat- Decarboxylase (ALD, EC
4.1.1.5) zu Acetoin umgesetzt (Hugenholtz, 1993). In allen bisher untersuchten Citratverstoffwechselnden Lac-
tococcus-Stammen war die genetische Information fir die Aufnahme des Citrats an ein Plasmid gebunden
(Kempler und MacKay, 1979). Ohne das citP-Gen findet kein Citrat-Transport statt (Magni et al., 1994). Fir das
Enzym Citrat-Lyase liegen keine Sequenzinformationen aus L. |. spp. lactis biovar. diacetylactis bzw. Leuc. me-
senteroides vor. Durch Charakterisierung des Citratclusters citMCDEFGRP des phylogenetisch nah verwand-
ten Bakterienstamm Leuc. paramesenteroides konnte jedoch gezeigt werden, dass die darin enthaltenen En-
zyme Citrat-Permease und Citrat-Lyase durch ein Plasmid codiert werden (Martin et al., 1999).
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[0035] Phagenbefall kann die Ursache fiir Fehlfermentationen in Milchprodukten sein (Whitehead und Cox,
1935). Als Infektionsursachen kommen dabei auch heute noch unzureichende Milcherhitzung bzw. Desinfek-
tion der Fermenter oder der Eintrag der Phagen Uber die Luft in die meist noch offenen Kulturtanks in Frage
(Riemelt et al., 1996). Zudem finden Milchfermentationen im groRRindustriellen Malstab in 50.000 | Tanks statt,
die aus wirtschaftlichen Griinden zum Teil mehrmals am Tag befillt werden (Daly, 1983). Nicht selten erfolgt
eine Anreicherung der Phagen im Grofdfermenter, die schliefllich zur Lyse der Starterkultur und zum Ausfall
der Sauerungsaktivitat fihren.

[0036] Die Klassifizierung von Lactococcus-Phagen in 12 Spezies erfolgt auf der Basis von Morphologie und
DNA-Homologie und umfaldt sowohl lytische als auch lysogene Vertreter (Jarvis et al., 1991). Diese Taxonomie
wurde spater auf 10 Spezies reduziert (Jarvis et al., 1995; Moineau et al., 1995a). Die Gréfe der linearen Pha-
gengenome mit kohesiven Enden betragt zwischen 18 und 54 kb (Braun et al., 1989). Weltweite Studien haben
gezeigt, dass Stérungen bei industriellen Milchfermentationen hauptsachlich auf Mitglieder der Spezies 936,
P335 und c2 zuriickzufuhren sind (Jarvis et al., 1991; Moineau et al., 1996; Moineau et al., 1992). Bei den Spe-
zies 936 und c2 sind ausschlieBlich virulente Vertreter bekannt. Bei der Spezies P335 wurden sowohl lytische
als auch lysogene Phagen identifiziert (Chopin et al., 2001). Alle drei der genetisch nicht miteinander verwand-
ten Gruppen besitzen ein doppelstrangiges DNA-Genom und lange, nicht-kontraktile Schwanze. Folglich ge-
héren sie zur Familie der Siphoviridae. Die Phagen des Morphotyps B1, zu dem die Spezies 936, P335 und
BK5-T gehéren, haben kleine isometrische Képfe und besitzen morphologische Ahnlichkeit zum Phagen A aus
E. coli und SPP1 aus B. subtilis (Emond et al., 1998). Die unter Bakteriophagen einzigartige Spezies c2 hat
prolate Kdpfe und gehért dem Morphotyp B2 an. Das Taxon c2 ist die einzige Gruppe der Lactococcus-Phagen,
die vom "International Committee on Taxonomy of Viruses" als eigener Genus eingestuft wurde (Pringle, 1996).

[0037] In den Datenbanken sind zwar zahlreiche Teilsequenzen der oben aufgefihrten Phagen hinterlegt,
vollstandige Sequenzen der Spezies 936 liegen jedoch nur fir die Phagen sk1 (Chandry et al., 1994b) und
bIL170 (Crutz-Le Coq et al., 2002) vor. Fir sk1 wurden 54, fir bIL170 63 ORFs identifiziert. Nach der Infektion
von L. lactis durch sk1 lassen sich drei verschiedene Phasen der DNA-Transkription, eine friihe, eine mittlere
und eine spate, unterscheiden (Beresford et al., 1993; Chandry et al., 1994a). Als Vertreter der P335 Spezies
wurden r1t, blL285, blL286, bIL309, ul36, TP901-1, Tuc2009 und 4268 sequenziert (Brondsted et al., 2001;
Chopin et al., 2001; Labrie und Moineau, 2002; van Sinderen et al., 1996). Bei der c2-Spezies liegt das kom-
plette Genom der Phagen blL67 und c2 vor (Lubbers et al., 1995; Schouler et al., 1994). Die Genome enthalten
39 bzw. 37 ORFs und zeigen auf Nukleinsaureebene 80% ldentitat, die vor allem durch Deletionen oder Inser-
tionen unterbrochen wird. Das fihrt zum Verlust oder Erwerb der fir den jeweiligen Phagen typischen ORFs.

[0038] Um einem Ausfall der Sduerungsaktivitadt durch Phagen vorzubeugen, wurden umfangreiche Hygie-
ne-Konzepte erarbeitet, die unter dem Stichwort "Hazard Analysis of Critical Control Points" (HACCP) zusam-
mengefallt werden (Ropkins und Beck, 2000). Zu den Grundsatzen eines "Good Manufacturing Practice"
(GMP) gehort die rdumliche Trennung von Sdurewecker- und Produktionsbereichen ebenso wie die Konstruk-
tion der Produktionsanlage unter dem Gesichtspunkt einer vereinfachten Sduberung (Coffey et al., 2001). Die
Gefahr von Phagenkontaminationen kann verringert werden, wenn alle Gerate taglich mit Phageninaktivieren-
den Chemikalien wie Chlor und Peressigsaure gereinigt werden (Lembke und Teuber, 1981) und die Anzucht
von Vorkulturen bzw. die Fermentationen zur Herstellung von Starterkulturen in Phagen-inhibierenden Medien
stattfindet (Sandine, 1977). Sie enthalten Phosphat und/oder Citrat, das in der Lage ist, die fiir die lytische Pha-
genentwicklung essentiellen zweiwertigen lonen, hauptsachlich Ca®*, zu binden (Potter und Nelson, 1952). Au-
Rerdem kann durch Rotation von Starterkulturen mit unterschiedlichen Phagenspektren dem vermehrten Auf-
treten hochinfektidser Phagenspezies vorgebeugt werden (Durmaz und Klaenhammer, 1995; Huggins, 1984).
Ein kontinuierliches Monitoring der in der Produktion auftretenden Phagen kénnte aufzeigen, wann ein schnel-
ler Wechsel der bedrohten Starterkultur erforderlich wird (Hull, 1977). Da diese Malihahmen aber kostentrach-
tig sind, fordert die Industrie die Neu-Etablierung von Starterkulturen mit breitem Phagenresistenzspektrum.

[0039] Zusammenfassend ist festzuhalten, dass alle diese erwahnten Details nur mit zeitaufwandigen Verfah-
ren analysierbar sind, die erst am fertigen Produkt oder nach Produktionsende an Rickstellmustern, nicht aber
produktionsintegriert durchfihrbar sind. Wiinschenswert aber ist eine Analytik der beschriebenen Vorgange,
die bereits wahrend der Laufzeit der Vor-Fermenter zu Ergebnissen flhrt, so dass der Fermentationsverlauf im
Grol¥fermenter bereits vor dessen Start abgeschatzt werden kann.

Aufgabenstellung

[0040] Demgemal besteht die Aufgabe darin, ein Verfahren zur Qualitatssicherung in Milchveredelungsver-
fahren bereit zu stellen, das produktionsintegriert, kostengtinstig und rasch durchfiihrbar ist. Ein solches Ver-
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fahren sollte es ermdglichen, die Anzahl von Fehlfermentationen in Milchveredelungsverfahren zu verringern.
Ein solches Verfahren sollte es ferner erméglichen, eine méglichst gleichbleibende Qualitat der Produkte zu
gewahrleisten, und im Hinblick auf die Qualitatssicherung geeignete Starterkulturen auszuwahlen.

Lésung

[0041] Die Aufgabe wird geldst durch ein Verfahren zur Qualitatssicherung in der Milchindustrie, bei dem eine
Probe gleichzeitig auf das Vorliegen einer Vielzahl von produktrelevanten Gensequenzen untersucht wird, und
bei dem:

— die Probe aufbereitet wird,

— eine Vielzahl von Nukleotidsonden eingesetzt wird, von denen jede flr eine bestimmte produktrelevante

Gensequenz spezifisch ist,

— die Nukleotidsonden mit der aufbereiteten Probe unter Hybridisierungsbedingungen in Verbindung ge-

bracht werden, und

— daraus resultierende Hybridisierungsprodukte detektiert werden.

[0042] Produktrelevante Gene im Sinne der Erfindung sind:
— Gene, die es der Zelle ermdglichen mehr als nur primare Zellfunktionen auszubilden, also nicht zwingend
fir das Uberleben erforderlich sind,
— Gene, die der Zelle zusatzliche Vorteile bringen, wie z.B. Verteidigung gegenulber Phagen, Bildung von
Bakteriozinen, Verwertung von weiteren Substanzen zur Gewinnung von Energie und Kohlenstoffaquiva-
lenten. Als Nebeneffekt dieser alternativen "Verwertungsstrategien" der Zelle entsteht eine andere Zusam-
mensetzung von Stoffwechselendprodukten, die der Konsument beispielsweise in Form von Anderungen
des Geschmacks, des Geruchs oder der Konsistenz wahrnimmt,
— Gene, die eine zusatzliche gesundheitsférdernde Wirkung hervorrufen, wie z.B. eine vermehrte Bildung
von konjugierten Linolsaureisomeren, ¢-3-Fettsduren und ACE-inhibitorischen und immunmodulatorischen
Peptiden bzw. die Senkung des Gehalts von Cholesterin, Trans-Fettsduren oder biogenen Aminen. Von bi-
otechnologischem Interesse ware auch eine vermehrte Bildung von Transglutaminasen und Tyrosinasen,
— Gene, die oft auf extra-chromosomaler DNA, wie Plasmiden kodieren, z.B. 95% der Phagenresistenzge-
ne.

[0043] Das vorliegende Verfahren hat gegenliber den bisher in der Milchindustrie zur Qualitatssicherung
durchgefiihrten Verfahren den Vorteil, dass es vergleichsweise wenig Zeit erfordert, und dass bei dem genann-
ten Verfahren eine Vielzahl von Produktparametern simultan in einer Nachweisreaktion unter identischen Be-
dingungen analysiert werden. Aufgrund der hohen Zeitersparnis und der hocheffizienten Verwendung der Mar-
kierungsreagenzien ist das Verfahren auch aufierordentlich glinstig. Ein solches Verfahren gestattet eine Aus-
sage Uber eine Vielzahl von fiir den jeweiligen Produktionsprozess relevanten Parametern.

[0044] In erfindungsgemalien Verfahren kann die Probe einer Milchveredelungskultur, einem Edukt, einem
Zwischenprodukt oder einem Endprodukt in einem Milchveredelungsverfahren und/oder aus einer in einem
Milchveredelungsverfahren verwendeten Apparatur enthommen sein.

[0045] Die Analyse derartiger Proben gestattet neben einer Aussage Gber das Vorliegen produktrelevanter
Gensequenzen auch eine Lokalisierung eventueller Stérungen im Produktionsprozess. In Abhangigkeit von
den jeweiligen Ergebnissen kénnen dann entsprechende Malnahmen ergriffen werden. Beispielsweise |asst
sich durch die Analyse einer Probe aus einer in einem Milchveredelungsverfahren verwendeten Apparatur fest-
stellen, ob diese mit Phagen verunreinigt ist und daher vor einer Durchfiihrung eines Milchveredelungsverfah-
rens gereinigt werden muss, oder ob ein mit Phagen oder pathogenen Bakterien verunreinigtes Zwischenpro-
dukt vorliegt, das aus dem Produktionsprozess entfernt werden muss.

[0046] In weiteren erfindungsgemallen Verfahren umfasst die Probe Milchsaurebakterien, vorzugsweise
Milchsaurebakterien einer der folgenden Gattungen: Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Bifidobacte-
rium und Leuconostoc.

[0047] Derartige Verfahren ermdéglichen die Untersuchung von Kulturen hinsichtlich ihrer Verwendbarkeit in
Milchsaureveredelungsverfahren auf kostengiinstige und einfache Art und Weise. Dadurch, dass die Proben
zugleich auf eine Vielzahl produktrelevanter Gensequenzen analysiert werden, kann die Eignung der jeweili-
gen Kultur etwa fr eine fehlerfreie Fermentation mit besonders grofier Sicherheit vorhergesagt werden, eben-
so wie eine Aussage Uber eine Vielzahl unterschiedlicher Eigenschaften der untersuchten Probe, in Abhangig-
keit von den im Verfahren eingesetzten Nukleotidsonden méglich ist.
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[0048] Die Probe kann Milchsaurebakterien aus einer Kultur
— aus einem einzigen Stamm,
— aus mehreren Stdmmen der gleichen Bakterienspezies, oder
— aus mehreren verschiedenen Spezies

umfassen.

[0049] Im erfindungsgemalien Verfahren kénnen die produktrelevanten Gensequenzen Sequenzen umfas-
sen, die spezifisch sind fiir Bakteriophagen und/oder pathogene oder nichtpathogene Bakterien sowie fur pro-
duktspezifische Eigenschaften.

[0050] Mit Hilfe derartiger Verfahren lassen sich potentielle Stérfaktoren fur einen Fermentationsprozess
leicht identifizieren, wodurch die Stérung durch das Treffen geeigneter Mahahmen, die dem Fachmann be-
kannt sind, vermieden werden kann. Auf diese Weise werden Produktionsausfalle vermieden und der Produ-
zent, der ein solches Verfahren einsetzt, kann seine Anlagen wirtschaftlicher betreiben.

[0051] Vorzugsweise umfassen die produktrelevanten Gensequenzen Sequenzen, die spezifisch sind fir
eine oder mehrere der folgenden Bakteriophagenspezies: 936, c2 und P335, sowie dem zur 936-Spezies ge-
hérenden Phagen P482, wobei die jeweiligen Nukleotidsonden vorzugsweise eine oder mehrere der folgenden
Sequenzen aufweisen, die spezifisch sind fiir den Nachweis der/des

- Phagenspezies 936: CATTCATAAAGTAACCTGTC,
GTATTACCGTATATCTCGAC,
TTAGACTTGAACGTGATAAT,
CTTTGGAATGTACAAGATAT,
TACCGTATATCTCGACCT,
TCAGTAATTTCTCCGTCT,
TCCGTCATTATTAGAACC,
TGCTCATAAATCAGAACT,
AATTGAACCGACTACATA,

- Phagenspezies P335: GCATTATTCTTTGACCTT,

TCCTGATTAAACTTGCTT,
CTCTGATATTTCTTCGCA,
GCTCAATGTAACCGTAAT,
TTGTTACTTCTTCTTCAAAC,

- Phagenspezies c2: GTCACTTTAGCACCTTTAT,
GTCAGAAATTGAGCATTC,
TACTATTCTTCTTTATCTCCT,
TGTTTCCTCAATCTTTTC,
TCTTCTCTTACTTTTGTCAC,
TTTCATAGCACCGTCATA,
CAACTGCGTCAGTAATAC,

- Phage P482: CTTTTACATCGTGACCTTT,
TAAAAATGCTAAAGTGGTT,
TGGATAGACTTACAGAGGA.

[0052] Die oben angegebenen Sequenzen sind von links nach rechts in Richtung vom 5'-Ende zum 3'-Ende
angegeben. Dies gilt auch fiir alle weiteren unten beschriebenen Sequenzen, sofern nichts anderes angege-
ben ist.
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[0053] Da weltweite Studien gezeigt haben, dass Stdérungen bei industriellen Milchfermentationen hauptsach-
lich auf Mitglieder der Spezies 936, P335 und ¢2 zurlickzuflhren sind (vgl. Beschreibungseinleitung), ist ein
erfindungsgemafes Verfahren mit den eben beschriebenen Merkmalen von besonderem Vorteil, da es einem
Milchsdure verarbeitenden Betrieb gestattet, die hauptsachlichen Ursachen eventueller Stérungen in einem
Milchfermentationsprozess rechtzeitig zu identifizieren. Die Funktion des Phagen P482 ist noch nicht vollstan-
dig geklart. Das Vorsehen von Nukleotidsonden, die fiir diesen Phagen spezifisch sind, ermdglicht die Durch-
fuhrung weiterer Nachforschungen bezlglich dieses Phagen.

[0054] In einem erfindungsgemalen Verfahren umfassen die Nukleotidsonden solche Sequenzen, die spezi-
fisch fir den Nachweis des Phagen P482 sind und mit einem Abschnitt oder mehreren Abschnitten aus folgen-
den Sequenzabschnitten des Phagen

[0055] P482 Hybride bilden kénnen:

>P482 - ORF 11
ATGAGTTTAGATAATTTTAGAAATAGAACGATTTTGTGGGACACAGTCAATAAAGACTTCCCTCAGCCAA
TACAAATAATGCAAGGCGATGTCAATGCTAGAACGTTATTAATTAAAATAGTTGATAACGGAACTGAAAT
TGATTTAACTGGTCATTCATTAAAACTTACATATCAATACACTAATAGTAGTAATTCTGGTTTTGTTATG
ATCCCTCCTAAGGACTTAGCTAAGGGAGAATTTATTTTGGCAATTCCTACCGAAATGACAGCGACAGGAG
TTATTGAAGCGAACTTAATACTTCTCAATAAAGACAAAGAGCAAGTTATTGTCAGTAAGAATCTTACATT
TATATCAGACAGTTCTACTGTTTCTGATTTAGCTCAAGAAATAAATAATAATATTGATGATTTTACGAAA
TTATTATTAGAAAAAATGCCACAAGTACTGCGTAGTGAGTTGAATGATTTACATGCTCAAACTGATTCAA
ACAAGAGCAATATTGAGCTTAAAGCAAATCTAGCTGATATGACTAGCTTACAAAGTGCAATGACAGAGCT
AAAAAATGAAGTAGAAGCATTTGGTATTAGTCCTGAAAATTTAGTTACTATAAAATCGCTATTAGACGCA
ATTGCAAGCAATGCAAGTGAATCGGAAGTTGTTGAACTAATAAATTCAGTAAAGATTTTAACAAGTAATA
TTTCTCTTATGAGTAACGGAGATTACTCCCCTAAAGCTAATCAAACAGATTTAGAAAGTTTACAGCATAC
TGTTAATAACCAATCGGCGACTATTTCAACAAAAGCCAATCAAACGGATTTAGACAACTTACAAGCTACT
GTTGATAAACAAGGTGTTGCAATTTCAACAAAAGCTGAACAATCAGAGTTATCAATAACAAATAAAAATG
TAACAACTGCTCAAGAAACAGCAAAACAAGCTGAAAGTGAAGCCAAAAATGCAATGGCAAAGGCTACCGA
AGCACAAGCGAACAGTTTACCACTTAATGGCAATGCGGTCAGTGCAAGCAAACTGGAAACAGCTAGAAAA
CTTGGAGTAAATCTCCAAGCCTCAGCGTTTCAAAACTTTGACGGGACTGCTGACGCAACTAATATTGGAG
TTTCAGGGGTGCTGCCTATTTCAAACGGTGGTACTTCAACAAGTGACGGAGTTATAAATACAATAGCTTA
TTCCAACAGCGCAGACGGCACTGACGGTTTCACAACTGTTTATCCTAATTTGAATCTATTAGACGGAACT
AAAGATTTTAGTGGGGATTGGATTAATGCACGTGCTTGGGACAAGAATGGTACTTATAAGGGTTTGACTG
TGGTGTCATACAATGGAGCTTATAACGCAGGTATAGCTAAAGGTTTTACTATCCCTTCCGACGGTATTTA
TTCATTTTCTATAATTGTTAAAGTAAAAACTGGTTATGTCGGTCAATTTATTGTTGAAACGTATAAACCA
ACAGGGGTACCTGCTGTTACAATAAATGTAACCGATACAGGTGGGAAATTTGTAATTCAGTCTTATACAG
GTAGTTTTAAAGCAGGTCAAGAGATTGCAATGTATTTTCGGTTTGATAGTGGAGCCACTATTAAAGGTGG
TTTAGAGGTCGCAGGGCATAAAATTGAACACGGAGAAACACCAACTCCATACATGCCATCAGCTAGCGAA
GTCACGGTTGCAGACTATYCGAAGTATGTAGGGTTTAGTAATATCATTAAACCTAATAAGAAAAGTTCTG
ATTACAAATGGTTACCAATGGGGTTAGTAGCAATTGATAGTGCTACTGGCTCACTCAAACCTGCGGTTAT
AGGTATAGATTACGCTCAAGCTCACCCAGTTGGCTCGGTAGTCACAAATAACTCAAATTTGTCATCAGGG
TATTCCACAGGAAAATGGGAAAATATCGGTTCAGCAGTAATTGGTTTAACAACAATATATTATTGGAAAC
GTACTGCATAA

>P482 - ORF 13
TTGTTAAAAGGAACTGATTTTAAGAATTACACACCAAAAGTACAAGAACAT
CTTAGTGCTACAGTAAAAACTGGGGGAGTGTTTAATAAACCTTACGTCAGCGCGTCATAC
AATAATCCAACTGTAAACAGTTGGACAGACGTTCTTGAATGGGATTTTGATAAAGAACAT
TTTAAGCCATCAACAACTTAATACTTTTAGTTTTITATGTAAAAGGAAAGGGAAAAATTAG
AACTCATATTTACCCTTCTCTAATTGATACAAGTGTTGATGTATTAGCTGATGGAAAAGC
AATAAAACCTGCTGCTGATGGTGCATATGATTGGAATCTTACTAATGAATGGGTTAGACA
TACATATACGTTTACTACTAAAAGTAGTATAACTGAAGGACAACATGTACTATTTAGACT
ATTCACAGGAAATAGTGCTGATATATGTTTACCTAAAATTGAAGAAGGCTCAACCGCTAC
TCCTTGGACGCCTTCATTTAGTGAACTAACAGCCGAAGATTATCCAAGTTATATTGGAAC
ATATACTGATAATAACTCTAACACACAAAGTACAGACCCAGAAAAATATACTTGGAAAAA
AATAGAATAA

>P482 - ORF 31
TTGATAGAATGTAATTATGAAAGAGGTGCAGAGATGACAATCACTGAAAAGCAATTCTATGACATGTTAA
ATGTTGATGAACACATGAATTTCACAAACAGAATTAAAGAGCTTGTTTTTGATAAAAAAGGACGTGAAGA
ATTTTACTCTAAAATATTAAATATCCACCATGACATGGGAGTTGATTTCTTTAGGGACTATTTTATGGCT
CATTCAGCTGTTTCAGCAAAAGGTCAGCATTATACACCAGATGAACTTGGTAAACTCACAGCGTTGCTTG
TAGGTGGTTCTGGAGGTGCTGATTTAACCGGAGCAGGAACAGGAACTCTAATTATTCAAAAGTGGCAAGA
CGACCGAATGAATACAGACTTTTTTGACTATTTGCCGAGTAACTACTGGTATCAGGCATTAGAATTATCA
GATGAAGCTATTTCATTCTTGATTCATGCCTTTGCAATTAGAGGAATGAATGGTGTAATTATTCACGGTG
ACGCATTGGAAATGGCTGTAAAACAAGTTTATTTCATTCAAAACAGCGATAACAACCCAATTGGCTTTTC
GGAAGTAAATGTTATACCACACAGCGAAGACGCAATGGAATTTTTAGGTATTAATGAATGGACGGAACAG
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GCAATTGAACATATTGAAAGTAAATTTCCTGACTGGATTCCACTAACAGAAGAAAGCAAAGGATAG

>P482 - ORF 32
ATGCTTAAGTTAGACGAGAAGAAAATTAGAAAAGGTAAACCAATCGGACTACCATACCAAGGAAGTAAGA
AAAAGATAAGCAAGAAGATAATTGAAATTATCAAACAGAACTTTGGCACAGACAGGCCGATATACGACAT
CTTCGGAGGTGGAGGAGCAATTACAGCCGAATGTATTTTAAATGGTTTAGAAGTGTATTATAACGACTTA
GACAAGGATATAACCAACGCATTTGAACGAGTTATCTCTCAAGACCGCGAATGGATAAAAACCCTTATTG
TTTCACGTACAGAGTTTACCGAGATTAAGTCTAAAGAAAACAAGACAACAGATGACTTTTTGAAGTTGCT
GATTAACTCTTTTGGAAATAGCATGAAAGCCTATATGTTTTCTAAAGAAAAATCAGATTTGAAATATAAT
CTTGCTAAAAAAATTATTGAAAAGCATGACGTTTTTAGCGGTTATAAACAAACAGAAACATATAAGAAAG
TTACTTCTGGACTGGACTGGAATTGGTTTAACGCTAAGCCAGAAAAGAATAAAACTTTAGAACAACTTCA
ACACCTTCAACAACTTGAACGACTTCAACGACTTCAACAACTTGACGAAGTAAAAGCAACGAATAAAAGT
TATCACGATTTTGGCGAAGTTTCTGGAGCTATTCTATATCTTGACCCTCCTTATGAAGGAAGTCACCAAA
AAAGTTATATCAATTCATTTGATAGTCAAGAGTTTTATAACTGGGCATTTGAAATGGCTAAAACTAATAT
CGTGATAATTTCAAGTTATTCAATTTCAGATGAACGTTTTGAAGCTGTATATTCTTTTGATAAAGCACGT
AGTTGTTTGCAGGGTGGTACGAGCAATAAAAGGAAAAATGAGAAATTATTTATGGTTAAGGGGAGTTAA

>P482 - ORF 35
ATGGAAAACAAATTAATTAAAATCAACTCAATGGAAACTTTAGAAAATGGCTTCATCTCAGTTAATGCAG
ATTTTGAACTAGGACACTTAGAGTTTTGGACTAATCAATGTGAAATTGATAGACTGATCGCCGGCGGTAA
CATGGATAGACTTACAGAGGATAGATATGAATAA

>P482 - ORF 47

ATGGGATTTTTATTATATAGAATCAGAACCAATGGAGGTAACCTA
GTGACTAAATTGAGAAAATTTATAAAGTATAAAGAGAAGTATATGGTTAGTGATGACGGGGAAGTTTGGG
AAATACAGAAAAACAATTTAAAAAAGAAACCACTATCAAAAAACAATAGCGGTTATCTTTACACTTCTAT
AAACGGAAAACCTTTAGGGGTACATAGGATTGTTTTAGAAGCATTTACTGGTTATTCTAGTGAAGAAGTA
GCCATAAAGATAGAAATAAAGCTAATAACTGTTTGTCTAATCTTGAATATGTTTCTCATAAAGAAAATGT
ACGTAGATACAATTCAAAAAAAGTAA

>P482 - ORF 48
TTGTGGTGTAAGAAAAGGAAAAAAATGAAAATTTACTATGTGGCACTAACAACTAATAAAGACATAGTGG
CTAAAAATTATAGCGGAAAACGATTGTCTCTTTATACAAAAAAACACGAAGCTATTAAGACTTGTGTTTT
ATTAAATTATCAATGGGAGCTATTTTTCGGAAATGGAGTAAAAGAAGAAAAACCATTCAAAGTTTATTGC
GTAGAATCAGAGCCAATGGAGGTGACTAGTGACTAG

>P482 - ORF 50
ATGAGATATAAAAAAATAGATACTGTTATAGTATTAGAAAATGGAAAAGTTTATAGAGAGTTAAAAGATA
GATGTAGACTGATAAAAGGAACTTTAAGAAATAATGGATATTTACAATTAACGATTAAAAATAAAACTAT
AAAGGTACATAGATTAGTAATAGAGGCTTTTAAAGGTAAAAGTGATTTAACTGTTGACCATATAGACGGA
AATAAACTAAATAATTCATTAGATAATTTACAATATTTAACTAGAGAAGAAAATTTAATAAAGTCTATAG
CTATCCCAATTTATTATGACAATGTGAAATACAGAAGCACTAATGAGTTATCAAGAAAATTAAATGTTTC
AAAAAATACTATTAAGTATAATTTGAATAAATATGGTTCTTATAAGGGTAAAAAATTAAATTACTAA

[0056] Ein solches Verfahren ermdglicht ebenfalls die Erforschung der Wirkungsweise des Phagen P482 im
Produktionsprozess.

[0057] In einem erfindungsgemafien Verfahren umfassen die produktrelevanten Gensequenzen Sequenzen
von Bakterien, die als Schadflora in Milchprodukten vorkommen.

[0058] Ein solches Verfahren ermdéglicht die leichte Identifizierung von Bakterien, die als Schadflora in Milch-
produkten vorkommen und ermdglicht es so einem Milch verarbeitenden Betrieb, die negativen Auswirkungen
derartiger Schadfloren durch geeignete, dem Fachmann bekannte Mallinahmen zu vermeiden.

[0059] In einem erfindungsgemalien Verfahren sind die produktrelevanten Gensequenzen spezifisch fur ei-
nen oder mehrere Organismen aus der folgenden Gruppe: Listerien, Salmonellen, Staphylokokken, Entero-
bactericeae, Bacillae, Campylobacter, Clostridien, Pseudomonadaceae, Listeria monocytogenes, Salmonella
typhimurium, enterotoxisches Escherichia coli, Yerisinia enterocolitica, Staphylococcus aureus, Bacillus ce-
reus, B. sphaericus, Mikrokokken, Bakteriophagen.

[0060] Solche Verfahren ermdglichen den Nachweis von Organismen, die auf die eine oder andere Art und
Weise die Milchfermentation stéren kénnen oder deren Anwesenheit in einem Fermentationsprodukt uner-
wlnscht ist. Die leichte Identifizierung anhand eines erfindungsgemalien Verfahrens ermdglicht es dem Fach-
mann, geeignete Malinahmen zu treffen, um die Anwesenheit der genannten Organismen bzw. deren negative
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Auswirkung auf einen Fermentationsprozess zu vermeiden.

[0061] Die Aufgabe wird ferner gelést durch ein Verfahren zur Untersuchung von Kulturen, bei dem eine oder
mehrere dieser Kulturen auf das gleichzeitige Vorliegen von Phagenresistenz vermittelnden Genen untersucht
wird, bei dem:
— eine Vielzahl von Nukleotidsonden eingesetzt wird, von denen jede fir ein bestimmtes oder zumindest fiir
eine Gruppe bestimmter Phagenresistenz vermittelnder Gene spezifisch ist,
— die Nukleotidsonden mit einer entsprechend aufbereiteten Probe der zu untersuchenden Kultur unter Hy-
bridisierungsbedingungen in Verbindung gebracht werden, und
— daraus resultierende Hybridisierungsprodukte nachgewiesen werden.

[0062] Die Méglichkeit, Kulturen auf das Vorliegen von Phagenresistenz vermittelnden Genen hin zu untersu-
chen, ermdglicht es einem Milch verarbeitenden Betrieb, geeignete Starterkulturen auszuwahlen, bzw. zu er-
mitteln, ob eine Kultur eine Phagenresistenz aufweist, die fur die sichere Durchfihrung eines Fermentations-
verfahrens von Vorteil ist.

[0063] Gemal einer Abwandlung dieses Verfahrens werden dabei ein oder mehrere Phagenresistenz vermit-
telnde Gene nachgewiesen, bei denen es sich um Gene handelt, die wirken wie folgt:

— Phagenadsorption inhibierend,

— Injektion von Phagen-DNA blockierend,

— Restriktion von Phagen-DNA bewirkend, und/oder

— Phageninfektion abortierend.

[0064] Gemal einer weiteren Abwandlung dieses Verfahrens sind die Phagenresistenzgene aus einer oder
mehreren der folgenden Gruppe von Genen ausgewahlt:

Inhibition der Phagenadsorption: ads

Blockade der DNA-Injektion: pip

Restriktion der Phagen-DNA: ld I, 1a1403, scrF |, lla |, lla ll, lla B, lla BII, lla CI, lla
Dll, lla KR2I, lla Fl,

Abort der Phageninfektion: abiA, AbiB, abiC, abiD, abiDlI, abiE, abiF, abiG, abiH,
abil, abiK, abilL, abiM, abiN, abiO, abiP, abiQ, abiR,
abiS, abiT, abiU

[0065] In einem solchen Verfahren zum Nachweis Phagenresistenz vermittelInder Gene sind eine oder meh-
rere Nukleotidsonden vorgesehen, die vorzugsweise folgende Sequenzen aufweisen:

Nachgewiesenes Gen bewirkt Sondename Sequenz

Inhibition der Phagenadsorption EpsC S1 CCT GATATATTATTITGAT TTT
EpcC S2 AAG GAG TAC TAA GTC AGA TAA
Inj-Pip S1 CAG GAC TTAGTACTAGAATGA
Inj-Pip S2 ACG AATTTATTACTT ATT TAC

Restriktions & Modifikationsystem | Lidl S1 ATAATAATACGATTT TAG TGA
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Lidl S2

Lidl 83

LidI S4
Lla1403 $1
Lia1403 S2

2005.12.08

CAG ATT CCT CTA GAG TAG ATC
CTATAT ATT GAT CGA GAA ATG
AAC GAA TTA AGA AAATAT TAC
ATATTAATACGATTIT ATATGG
TTA TAT GAC CAT GAG ATT ATT

Restriktions & Modifikationsystem ||

ScrFI M $1
ScrFl M S2
ScrFIR $1
ScrFI R 82
Llal M S1
Llal R $1
Liall 81
Llall S2
LiaBl S1
LlaBI S2
LlaBIl S1
LlaBll S2
LiaCl $1
LlaCl S2
LlaDIl S1
LlaDIl S2
LlaKRII $1
LlaKRII S2

ATA GAA AAA CAG CTA AAT ATA
TAT TAAATA CTT TGG AAG AAC
ATT TAC GAT ATAATAAGT TTG
GTATAT TTT GAT AGT GGT ATG
TAT ACA ATT ACC CAA TAT ACT
TTA TAA ATA AAA AAC TAA CCA
AAG ATG TAT CTC TAC TAG CAA
CTG TAG AAA ATC TAG TAAACC
GTA AAA CAT GAA CTA ATA AGA
TAATCAAGT TAAGTT CAAGTC
ATAATT TTAGTT TGG TAT ATG
CTATTCATT AGAACATCC TAC
ATA TAA CCT GAT GTA ATT AGA
TAA GAA ATA AGC TAA ATA ATG
CTT AGG ATATCT ATG GAATAG
ATC GAA GAT AAT AGA CAC TAA
AGT ACG GTAATAATATTG AGA
AAA GTA GGG TTA ATA AAG TAA

Restriktions & Modifikationsystem Il

LlaFl S$1
LlaFl S2

TCT ATAACT CGA ACA ATA AAC
GTATTT CGT TAG ACA GTC TAT

Abortive Phagen Gene

AbIA S1
AbiA S2
AbiB S1
AbiB S2
AbiC $1
AbiC S2
AbiD S1
AbiD S2

AGT CAT CTA CAT ATC GAA CTA
TAT ATAACT TCC GTC AGATAC
CAT TTAATA CAT CTC TCG TAT
AGG GTAGTAGTT TTT TAATAA
AGT TAG TAT AGG AGC AAT TAA
GTATACTTAATG TGT TCATGA
TTT CTG AAT TAC TAT ATATGC
CTATAT ATG CTA AAATCT AAA
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AbiDI S1 TAATGAAAG TATTTATTT GTC
AbiD| S2 TTCTCT TTT ATATGATCATTC
AbiEll S1 TAC ATATTT CAG TAATTACCC
AbiEIl S2 ATAAGC TAATAC TTC TAT CTG
AbiF S1 ATC ACC ACT ATATAGATCTTT
AbiF §2 CTG TAT AAC CTAACT ACG TTC
AbiGI S1 TAT ATATCT CCACTCATGTTC
AbiGI S2 TGATTC TTC TCATAT ACT CAA
AbiH S1 GAT AAA CAT CTT CCATAG TAT
AbiH S2 CAG TAT CGAATG TACTATCTT
Abil $1 TTC TCT TAG TTA AGT AAT GGT
Abil S2 AAT CTT AACTTT GTATAG ACC
AbiK S1 TAT TAC CGA ACT ATATAT GTG
AbiK S2 ATACACATAGTATACCATGGA
AbiL S1 CGT AAAACT ATG ACT ATC TCT
AbiL S2 TTACCTTCT TTT AAATTACTC
AbiM S$1 TCT TCT ACT TCT GTG TATTTC
AbiM S2 CTTTATTAT TTT GTT CTG ATT
AbiN S1 CTGTTAGTAATT TAACTGTTC
AbiN S2 GAA GAC CTATTT ATAGAT TCA
AbiP S1 TAT AAT TTC AAC AAT ATC ATC
AbiP S2 ACA TCT GTATAA AGC TCT AAA
AbiQ S1 CTAGTT ACT ATTCGACTT CTT
AbiQ S2 AGT CTAGTT ACT ATT CGACTT
AbiT $1 AGT ATC TTT CAT AAT CAT AGG
AbiT S2 TCT CAG TAT CTT TCATAATCA
AbiU S1 TTTATC TCT TACTACTTC GTT
AbiU §2 TAATAG TCA TAC CAATGT AAG

[0066] Gemal einer weiteren Abwandlung dieses Verfahrens kann dabei auch das folgende, neu entdeckte
Phagenresistenz vermittelnde Gen abiP2 nachgewiesen werden:

>abiP2
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ATGGATATTTTATTTTTAGAAAAAGCATTGACCAATTCTGATTGGTTAGGTTTTTTGGGG
AATATTGTAAGTGGTATAATTGGGCTAATTGGAGCTGGATTAGGTGTTTATGGGGCATAC
TATGTGATGCAAAAGGAATTAAAAGCAGAGAATGAACAGTATAGAAAAGATAAAATTGAT
AATACTTTTTTCAATTTATTGGGTTTGTTTCAAAATATACGAGAGGAACTTGATAGTCCA
AATTTGTTAGTCGCTATCAATAGTTATAATAGTACTGAAGAAGAATATCAAAAAGATAAA
TATTATAAGGCACTTTTCGAGTCAAAAAAATCTGATTTCATAAAAGATATAGAGAAATTT
AAGGTAGAAACAGGGCAATTCGATGAAAAGAGCAATTCTTTGATAAATGCATTAGAACAA
TCAGATTATAGTTCTAATGTTTATATTCGTGGATTAAATAATTTAGAAAGAGTGGTAGAA
TCCGAAAATACCCATATTGAGTTATTCGAAGAATGTGCAAAAGATTTGAAGGAGTTTGTT
GATGATAAGAATGGTGGAATTTCCTTCAAATATGAAGTTGATGAAGAGTTTATAAAAGTA
TGCGTTGAAAACGGTTTTTTGAATAGTAAATATTACTCTGGGAATTATTTTAGAGCTTTA
TACAGATGCTTAAAATATATTATCGATTCTGATTTAAAAATGGAAGATAAAAAGTTTTAT
TCAGGAGTGCTTAGAGGGATTCTATCATCTAAGGAAATGTTAGTAGTGTTTTATAATTGC
ATGTATTTTGAAAAAGGTGAGAAATTCAAAGAACTACTTGAAAAAGAAGAAAAAGGTAAA
AGAATTGACTTTTTTGGTGATAAAGAGGATTTGAAAAACTTAAGTGAAGGATATGACCTA
CCTTTCTTTAGTAAAGAGGATTTATTATTTTCGAAAACCGATATGCAAAAATTAGAGGAA
CTTATAAAAGGAAACTAG

[0067] Die genannten Verfahren erméglichen es, Kulturen auf das Vorliegen bestimmter Phagenresistenzge-
ne zu untersuchen. Insbesondere ermdglichen es derartige Verfahren Kulturen auf die potentielle Fahigkeit hin
zu untersuchen, Phagen mittels eines bestimmten Abwehrmechanismus abzuwehren. Dies eréffnet dem Fach-
mann und der Milch verarbeitenden Industrie die Méglichkeit, Starterkulturen im Hinblick auf das Vorliegen be-
stimmter Kombinationen von Phagenresistenz vermittelnden Genen hin zu untersuchen und geeignete Mal3-
nahmen zur Vermeidung von Fehlfermentationen zu treffen und die Wirkung der neu entdeckten Phagenresis-
tenz vermitteinden Gene genauer zu untersuchen.

[0068] Die Aufgabe wird ferner gelést durch ein Verfahren zur Untersuchung von Kulturen, bei dem eine oder
mehrere dieser Kulturen auf das Vorliegen von gewlinschten Genen untersucht wird, wobei die gewiinschten
Gene einen oder mehrere der folgenden Faktoren in einem Milchveredelungsverfahren beeinflussen: Ge-
schmack, Geruch, und Konsistenz des Endproduktes des Milchveredelungsverfahrens, bei dem:

— eine Vielzahl von Nukleotidsonden eingesetzt wird, von denen jede fir ein bestimmtes oder zumindest fiir

eine Gruppe gewlnschter Gene spezifisch ist,

— die Nukleotidsonden mit einer entsprechend aufbereiteten Probe der zu untersuchenden Kultur unter Hy-

bridisierungsbedingungen in Verbindung gebracht werden,

und

— daraus resultierende Hybridisierungsprodukte nachgewiesen werden.

[0069] In einem solchen Verfahren zum Nachweis weiterer produktbildender Gene sind eine oder mehrere
Nukleotidsonden vorgesehen, die vorzugsweise folgende Sequenzen aufweisen:
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Sonden-
name

Sondensequenz in 5'-3'-Richtung

ald

B_LcO7

CAAGGGTATTATATTGAAA

ald

Lc06

CTAAAGTTCCAATTCCTA

ald

Lc03

ATTTCAACAGTACCATTATC

ald

TCTCATCTTCTTCAACTAAT

ald

B
B
C Lc04
C Lc16

TAACAATAGTATAAGCGGT

ald

C Lc24

AAAGTTTTCATCATCGTC

als

Ic03

CTAATAAATCAAAAACCC

als

Ic06

TGAATATTTTGTTGCTGA

als

Ic16

TCTTCAGTATTTTCAGTATC

but

Ic03

AAATGAGTTTTCTCCTTG

but

Ic04

CGGCATTATTAACTACAA

but

Ic07

AGCATTAGATTTGGATTT

but

Ic01

GGTTCATTAATTTCATCA

but

Ic07

ACGTTCATCAACAGAAAT

but

ic14

TTGATTACTAATTTTGCC

but

Ic10

CTITCTTGTGCTTTTTTAC

cit

Mo |m|m{o|[>{>>

Ic02

ACGGATGACTTCGATAC

cit

E_lc05

CATCAGGATAAGACTTGG

cit

E Ic10

CCCTCATCTAACACATTT

cit

F_1c03

ATACCATCTTTAACAGTTTT

cit

F_Ic10

GTTGATTTTTGTTGAGGT

cit

F Ic14

TCAATCTTTAACTTCACG

cit

P_Ic+l08

CAAGGTAGTAAAACACGT

cit

P_lc+l12

GATATAAAGACCCAAAAA

cit

lc+129

GCTTAGACAAAATTCCT

cit

P
P_lc+I33

TACGTGAGATAAGTCCAG

bdh A 1c01

AAATGTAGTGTCTTGCAGT

dh_A _1c04

CAGTCTTCGTCAGTGAA

pdh A_Ic06

CAATGTCTTCTTTAGTACG

pdh B 1c07

TTCAAAGATAAAGGTTCC

pdh B Ic13

AGCAGTATCAAGTGGTGT

pdh B 1c19

CAGTCATAGTCAACCACC

pfl

Ic03

TAGCATCGATATATCCAG

pfl

lc11

TGTTCAGTAAATGTTCCA

pfl

Ic23

TGTTAGCACGAACTTTAG

pfl

Ic32

ACGTTCAGTTAATTCTTG

[0070] Solche Verfahren ermdglichen es, Starterkulturbakterien im Hinblick auf gewlinschte Eigenschaften ei-
nes Endproduktes wie Geschmack, Geruch oder Konsistenz auszuwahlen, bzw. sicherzustellen, dass ein be-
stimmter Geschmack, Geruch oder eine bestimmte Konsistenz eines Endproduktes eines Milchveredelungs-

verfahrens erzielt wird.

[0071] Es kdnnen mehrere der bisher genannten Verfahren zugleich durchgefihrt werden.

[0072] Die Durchfihrung mehrerer der bisher genannten Verfahren zugleich gestattet eine besonders ékono-
mische Analyse einer Vielzahl von Faktoren, die fir das Endprodukt eines Milchveredelungsverfahrens und

den stérungsfreien Ablauf eines solchen Verfahrens von hoher Relevanz sind.

[0073] In erfindungsgemalen Verfahren kdnnen zugleich Nukleotidsonden vorgesehen sein, die eine Aussa-
ge darlber erméglichen, ob die jeweils nachgewiesenen oder untersuchten Organismen teilungsfahig/stoff-
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wechselaktiv sind oder nicht.

[0074] In einem solchen Verfahren sind die zugleich vorgesehenen Nukleotidsonden zum Nachweis von
ISR-Regionen ausgebildet und umfassen vorzugsweise folgende Sequenzen:
— zum Nachweis der Stoffwechselaktivitat von E.colii CGTATCAGTCTGCTTCGC und/oder CACT-
CACAAACCAGCAAG,
— zum Nachweis der Stoffwechselaktivitat von Lactococcus lactis: TTCTTGCTTAGGTTTATCA und/oder
TTGGTTTATTTATCGTTAT, und/oder
— zum Nachweis der Stoffwechselaktivitat von Lactobacillus delbrickii: CAGTGTGCTTCCGTAACT
und/oder ACTCTCTCGGTCGCTTTG.

[0075] Solche Verfahren gestatten es zu ermitteln, ob Organismen, teilungsfahig bzw. stoffwechselaktiv sind
oder ob sie ihre Teilungsfahigkeit bzw. Stoffwechselaktivitat verloren haben. Je nach Ergebnis kann der Fach-
mann aufgrund seines Fachwissens dann entscheiden, welche Mallhahmen getroffen werden missen, um ne-
gative Auswirkungen zu vermeiden. Im Falle von pathogenen Organismen wie E. coli muss sichergestellt sein,
dass die Bakterien keine Teilungs- oder Stoffwechselaktivitat zeigen. Im Falle der Starterkulturspezies Lacto-
bacillus und Lactococcus sind diese Aktivitdten Grundvoraussetzung fur eine fehlerfreie Produktveredelung.
ISR bedeutet Inter Spacer Region — diese Region liegt zwischen den ribosomalen Genen, und wird mit diesen
gemeinsam transkribiert. Um funktionsfahige rRNA zu erhalten, werden diese Bereiche herausgeschnitten und
abgebaut. Die Menge an Transkript ist abhangig von der Stoffwechselaktivitat, und damit auch von der Tei-
lungsaktivitat einer Zelle. In stoffwechselinaktiven, sich nicht teilenden, vielleicht toten Zellen sind keine
ISR-Sequenzen nachweisbar.

[0076] In erfindungsgemalen Verfahren kdnnen die Nuklecotidsonden auf einem Mikroarray angeordnet sein.

[0077] Die Nukleotidsonden kdnnen bestehen aus: synthetischen, insbesondere ex-situ synthetisierten Oli-
gonukleotiden, DNA, cDNA, RNA, LNA, PNA und/oder anderweitig modifizierten Nukleinsduren.

[0078] Die Nukleotidsonden weisen meist eine Lange von unter 100 Basen auf.

[0079] In erfindungsgemalen Verfahren kann die Aufbereitung der Probe folgende Schritte
— DNA- oder RNA Extraktion aus der Probe,
— Markierung mit Psoralen-Biotin.
— Farbentwicklung durch einen Streptavidin-Fluoreszenzfarbstoff oder ggfs. andere Reagenzien

[0080] In weiteren erfindungsgemalien Verfahren kann die Aufbereitung der Probe folgende Schritte umfas-
sen:

— DNA- oder RNA Extraktion aus der Probe,

— Fragmentierung der Nukleinsauren in hybridisierbare Fragmente,

— Markierung mit Psoralen-Biotin,

waobei zur Fragmentierung vorzugsweise eine chemische Nuklease eingesetzt wird, die Fragmente zwischen
500 und 1000 bp produziert.

[0081] Es hat sich Uberraschenderweise gezeigt, dass Fragmente mit einer Lange zwischen 500 und 1000
bp bei einer spateren Detektion die starksten Signale zeigen.

[0082] Erfindungsgemalie Verfahren, bei denen die Proben wie eben dargestellt aufbereitet werden, ermdg-
lichen den Nachweis von Hybriden mittels Kopplung von Streptavidin an das Biotin. An das Streptavidin ist
meist ein Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, der die Auswertung des Hybridisierungsereignisses ermdéglicht. Die
erfindungsgemafen Verfahren kdnnen mit oder ohne Fragmentierung durchgefiihrt werden, je nach den Be-
dirfhissen oder Vorlieben des Anwenders. Eine PCR-Amplifikation ist Dank der mittels der Biotin-Streptavi-
tin-Kopplung erzielten Steigerung der Signalintensitat nicht unbedingt erforderlich. Die genannten Verfahren
sind dadurch besonders konomisch.

[0083] In weiteren erfindungsgemalien Verfahren kann die Aufbereitung der Probe eine PCR-Amplifikation,
vorzugsweise eine Multiplex-PCR, umfassen. Eine solche PCR-Amplifikation ermdglicht die weitere Steige-
rung der Empfindlichkeit der erfindungsgemafien Verfahren.

[0084] In weiteren erfindungsgemalien Verfahren kann eine Markierung mittels Psoralen-Biotin erfolgen und
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das Psoralen-Biotin nach der Hybridisierung mit einem Streptavidin-Enzymkomplex, vorzugsweise Streptavi-
din-Peroxidase, gekoppelt werden, wobei das mit Psoralen-Biotin markierte Material aus genomischer DNA,
MRNA, cDNA, rRNA, rDNA und/oder einem PCR-Produkt besteht, und wobei vorzugsweise im Anschlu} an
die Biotin-Streptavidin-Kopplung die Hybridisierungsprodukte mit einem Tyramid-Farbstoff-Komplex enthalten-
den Signalamplifikationspuffer in Verbindung gebracht werden.

[0085] Ein solches Verfahren erméglicht den Nachweis von Gensequenzen, die in geringen Mengen in einer
Probe vorkommen, ohne dass hierbei eine PCR-Reaktion durchgefiihrt werden misste. Dadurch wird das er-
findungsgemalie Verfahren besonders dkonomisch. Sollte die Empfindlichkeit dennoch nicht ausreichend
sein, |asst sich die Sensitivitat des Verfahrens durch den kombinierten Einsatz von Multiplex-PCR und Strep-
tavidin-Enzymkomplex weiter steigern. Erfindungsgemafe Verfahren sind daher auch dann vorteilhaft einsetz-
bar, wenn nachzuweisende Gensequenzen in sehr geringen Mengen in einer Probe enthalten sind. Ein solches
Verfahren ist besonders vorteilhaft, da es unnétige Kosten an Arbeitszeit und Material vermeidet.

[0086] Uberraschenderweise hat sich gezeigt, dass sich die Psoralen-Biotin-Markierungsmethode auch fiir
den Nachweis von rRNA eignet. Dies ermdglicht einen Verzicht auf Amplifikationsmethoden oder Fragmentie-
rungen zum Zweck einer Signalamplifikation, da native RNA-Molekiile in ausreichender Menge zur Verfigung
stehen.

[0087] In erfindungsgemaRen Verfahren kann die aufbereitete Probe bestehen aus: PCR-Produkten, cDNA,
rDNA, rRNA, mRNA und/oder genomische DNA.

[0088] Die Aufgabe wird ferner geldst durch einen Mikroarray zur Durchfiihrung eines erfindungsgemalien
Verfahrens.

[0089] Ein erfindungsgemalier Mikroarray umfasst eine oder mehrere der Sonden mit der SEQ ID No. 1 bis
No. 208 gemal dem beiliegenden Sequenzprotokoll.

[0090] Erfindungsgemalie Mikroarrays ermoglichen die gleichzeitige Durchfiihrung einer Vielzahl von erfin-
dungsgemalien Verfahren auf engstem Raum. Sie eignen sich darum besonders fir die Lésung der gestellten
Aufgabe.

[0091] Die Aufgabe wird ferner geldst durch ein Verfahren zur gezielten Auswahl einer Kultur oder einer Kom-

bination von Kulturen fiir die Durchfihrung von Milchveredelungsverfahren, das folgende Schritte aufweist:
a) Durchfihren eines Verfahrens nach einem der Anspriiche 10 bis 17 mit Kulturen der gewlnschten Art,
b) Bestimmen der in den jeweiligen Kulturen vorliegenden Phagenresistenz vermitteinden Gene und/oder
weiterer produktrelevanter Gensequenzen anhand der in Schritt a) erhaltenen kulturspezifischen Hybridi-
sierungsprodukte, und
c) Auswahlen einer Kultur oder einer Kombination von Kulturen, die gewlinschte Phagenresistenz vermit-
telnde Gene und/oder andere gewlinschte Gene aufweist.

[0092] Die Aufgabe wird ferner geldst durch ein Verfahren zur gezielten Auswahl einer Kultur oder einer Kom-
bination von Kulturen fiir die Durchfihrung von Milchveredelungsverfahren, das folgende Schritte aufweist:
a) Durchfilhren eines Verfahrens nach einem der Schritte 1 bis 9, wobei die Probe einem Edukt oder einem
Zwischenprodukt enthommen wurde,
b) Ermitteln von in der Probe enthaltenen Phagen anhand der in Schritt a) erhaltenen Hybridisierungspro-
dukte, und
c) Auswahl der Kultur oder der Kombination von Kulturen, die gegentiber in Schritt b) ermittelten Phagen
Phagenresistenz vermittelnde Gene aufweist.

[0093] In einem solchen erfindungsgemalen Verfahren kann Schritt ¢) mittels des unmittelbar davor be-
schriebenen Verfahrens durchgefihrt werden.

[0094] Erfindungsgemalie Verfahren ermdéglichen es, Starterkulturen fir die Durchfihrung eines Fermentati-
onsverfahrens auszuwahlen, die bestimmte Phagenresistenz vermitteinde Gene und/oder andere Gene, die
das Erzielen gewiinschter Eigenschaften in einem Endprodukt férdern, enthalten. Die Verfahren ermoglichen
es insbesondere, die Starterkulturen so auszuwahlen und den Fermentationsprozess so zu steuern, dass das
Fermentationsverfahren den beabsichtigten Verlauf nimmt, sofern die Gbrigen Rahmenbedingungen (Tempe-
ratur etc.) eingehalten werden. Von besonderem Vorteil ist hierbei, dass es solche Verfahren ermdglichen,
Starterkulturen mit breiten Phagenresistenzspektra schnell und kostengiinstig zu ermitteln. Solche Starterkul-
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turen hatten den Vorteil, dass bei einem Wechsel der Starterkultur ein Auftreten von Phagen in der Produktion
besser vermieden werden kann. Die Produktion wird dadurch kostenglnstiger. Derartige Verfahren tragen da-
rum in 6konomischer Weise zu einer Verbesserung der Qualitatssicherung in Milchveredelungsverfahren bei.

Ausfiihrungsbeispiel
Beschreibung der Erfindung

[0095] Die vorstehende Aufgabe, die Merkmale und Vorteile der vorliegenden Erfindung kénnen unter Be-
ricksichtigung der folgenden Beschreibung der Figuren und eines Ausfilhrungsbeispiels der vorliegenden Er-
findung besser verstanden werden.

[0096] Die Figuren zeigen in:

[0097] Fig. 1A-Fig. 1D schematisch die bereits in der Einleitung erlduterten Mechanismen zur Abwehr von
Phagen, wie sie von Phagenresistenzgenen vermittelt werden,

[0098] Eig. 2 schematisch den Ablauf eines erfindungsgemalien Verfahrens,
[0099] Eig. 3 eine Tabelle mit Sequenzen erfindungsgemaler Nukleotidsonden,

[0100] Eig. 4 eine Tabelle mit Primern fur eine Multiplex-PCR-Reaktion zur Durchflhrung eines erfindungs-
gemalien Verfahrens,

[0101] Eig & Flg. & jeweils Graphen, welche die mittels eines erfindungsgemalien Verfahrens erzielte Sig-
nalamplifikation verdeutlichen,

[0102] Eig. 7 einen Graph, der die Nachweisgrenze fir den direkten Nachweis von genomischer DNA ver-
deutlicht,

[0103] Eig. & einen Graph, der Hybridisierungsergebnisse von mit Psoralen-Biotin markierter RNA verdeut-
licht,

[0104] Eig. & schematisch den Citrat-und Lactose-Metabolismus,

[0105] Eig. 18 einen Graph, der die Hybridisierungsergebnisse mit Psoralen-Biotin markierten Multiplex-PCR
Ansatzen von Starterkultur Probat 505 zeigt,
und

[0106] Eig. 11 einen Graph, der die Hybridisierungsergebnisse mit Psoralen-Biotin markierten Multiplex-PCR
Ansatzen von Starterkultur Probat 8/0 zeigt.

[0107] Fig. 1 stellt schematisch die Phagenresistenzmechanismen bei Lactococcus spec. dar. Diese Mecha-
nismen wurden bereits in der Einleitung geschildert. Sie sind die Ursache fir die Resistenz einer Kultur gegen-
Uber Phagen. Man kann daher den stérungsfreien Ablauf eines Milchveredelungsverfahrens dadurch férdern,
dass man Starterkulturen mit einem moglichst breiten Phagenresistenzspektrum vorsieht. Man kann aber
auch, wenn bestimmte Phagen in einer Starterkultur oder in einem Edukt vorhanden sind, beurteilen, ob diese
Phagen den Fermentationsprozess stéren werden, und zwar in Abhangigkeit von den zugleich in der Starter-
kultur nachweisbaren Phagenresistenz vermittelnden Genen. Zu diesem Zweck kann ein erfindungsgemafes
Verfahren durchgefiihrt werden, wie es schematisch in Fig, 2 dargestellt ist. Dabei wird aus einer Probe, bei
der es sich typischerweise um Milch oder Starterkulturen handelt, die als Edukt in einem Milchveredelungspro-
zess eingesetzt werden sollen, DNA extrahiert. Die extrahierte DNA kann einer Fragmentierung unterworfen
werden. Dies ist aber nicht unbedingt notwendig. Die unfragmentierte oder fragmentierte DNA, je nach dem
wie vorgegangen wurde, wird mit Psoralen-Biotin markiert. Bei einer Fragmentierung hat sich eine Fragmen-
tierung in Fragmente mit einer Lange von 500 by bis 1000 bp als besonders vorteilhaft erwiesen, da diese bei
der Detektion die starksten Signale zeigen. Dies scheint die optimale Lange zu sein, bei der einerseits viele
Markierungsmolekile eingefligt werden kénnen, die die Signalamplifikation bewirken. Andererseits sind diese
Fragmente noch nicht so lang, dass starke sterische Hinderungen bei der Hybridisierung auftreten. Die Frag-
mentierung kann enzymatisch mittels Nukleasen oder mechanisch erfolgen, besonders vorteilhaft ist aber die
chemische Spaltung mittels der Fenton-Reaktion, da diese sequenzunabhangig erfolgt.
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[0108] Im Anschluss an die Markierung der fragmentierten oder unfragmentierten DNA mit Psoralen-Biotin
wird die Probe mit einem Mikroarray in Verbindung gebracht, auf dem sich eine Vielzahl von Nukleotidsonden
befinden. Méchte man Phagenresistenzgene nachweisen, so sind dort auch Sonden zum Nachweis derartiger
Gene vorhanden. Es wird eine Hybridisierungsreaktion durchgefihrt.

[0109] Ein Beispiel fur eine Hybridisierung ist wie folgt:

Blockierte Slides werden mit 25 ml Prahybridisierungspuffer (2 mg/ml BSA, 500 pg/ml Heringssperma, 900 mM
NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 7,4 und 0,01 % SDS) fir eine Stunde bei 48°C prahybridisiert (Anmerkung: Bei we-
niger komplexen Proben kann auch auf die Prahybridisierung verzichtet werden). Die Slides werden nach dem
Prahybridisieren kurz mit Wasser abgespult und mit Luftdruck getrocknet. Die markierte DNA oder RNA wird
in 2x Hybridisierungspuffer aufgenommen und mit Wasser auf 100 pl aufgefillt. Die Endkonzentration des Hy-
bridisierungspuffers betragt 900 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI (pH 7,4), 0,5 mg/ml BSA und 0,01 % SDS. Die Pro-
benlésung wird 10 min bei 95°C denaturiert, fir 10 min auf Eis gestellt und kurz zentrifugiert. Im Anschluss wird
die Probe mittig auf den Slide pipettiert. Der Slide wird mit einem Deckglas versehen, so dass sich die Flissig-
keit gleichmafig verteilen kann. Es folgt eine Hybridisierung fir 1-2 Stunden bei 46°C in einer feuchten Hybri-
disierungskammer in einem Warmeschrank. Nach der Hybridisierung wird das Deckglas durch leichtes
Schwenken des Slides in einer mit Wasser gefillten Kiivette abgelést. Die Slides werden in eine Glaskivette
Uberfhrt und mit 100 ml Waschpuffer (0,9 M NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 7,4, 0,01 % SDS) bei 46°C auf einem
Schittler far 10 min gewaschen. Im Anschluss werden sie kurz mit Wasser abgespdlt und erneut mit Luft ge-
trocknet. Die Slides kénnen nach der Hybridisierung von endmarkierten PCR-Produkten sofort mit einem Flu-
oreszenzscanner (Axon), bei einer PMT von 500 im Cy3-Kanal und 750 fur den Cy5-Kanal, gescannt werden.

[0110] Fir PCR-Produkte, die Psoralen-PEO-Biotin markiert werden, erfolgt eine Inkubation mit Streptavi-
din-Cy5 (Zytomed). Dazu wird der getrocknete Slide mit 100 pl STV-Cy5 Detektionsldsung inkubiert, die 900
mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 7,4, 0,01 % SDS und 80 pmol Streptavidin-Cy5 enthalt. Der Slide wird mit einem
Deckglas abgedeckt. Die Anbindung des Streptavidin an die biotinylierte DNA oder RNA findet fiir 20 min bei
Raumtemperatur (RT) im Dunkeln statt. Das Deckglas wird nach der Inkubation mit einer wassergeflllten Ku-
vette durch vorsichtiges Schwenken entfernt und der Pico-Slide fir 10 min mit 100 ml Waschpuffer gewaschen.
Der Slide wird mit Luftdruck getrocknet und mit den oben beschriebenen Einstellungen am Axonscanner ge-
scannt.

[0111] Im Anschluss an die Hybridisierungsreaktion wird das Produkt mit Streptavidin-Cy-5 in Verbindung ge-
bracht, was eine Kopplung von Streptavidin und Biotin zur Folge hat. Danach wird der Mikroarray in einem Flu-
oreszenzscanner analysiert, in dem sich der Farbstoff Cy-5 an den Stellen auf dem Mikroarray nachweisen
lasst, an denen sich Sonden befinden, die mit DNA aus der Probe Hybride gebildet haben. Da die Nukleotid-
sonden so ausgewahlt sind, dass sie spezifisch fiir den Nachweis bestimmter Sequenzen sind, die wiederum
spezifisch flr das Gen sind, in dem sie enthalten sind, und der Anwender des Verfahrens weil3, wo sich auf
dem Mikroarray welche Sonde befindet, ermdglicht die Detektion eines Fluoreszenzsignals eine Aussage dar-
Uber, ob ein bestimmtes Gen in der Probe vorhanden ist. In diesem Zusammenhang sind beliebige andere Mar-
kierungen denkbar, jedoch hat es sich erwiesen, dass die Markierung mittels Psoralen-Biotin und anschlielen-
de Kopplung an Farbstoff aufweisendes Streptavidin sehr hohe Signalintensitaten bewirkt, was erfindungsge-
mafe Verfahren wirtschaftlich besonders attraktiv erscheinen lasst, weil es hierdurch bei der Probenaufberei-
tung nicht unbedingt erforderlich ist, kostspielige Amplifikationsverfahren durchzufiihren. Lediglich in Einzelfal-
len kann es notwendig sein, die Konzentration der Ausgangs-DNA in der Probe mittels PCR-Amplifikation zu
erhéhen. Sollte die Signalintensitat nicht ausreichend sein, so lasst sich dartiber hinaus nach der Kopplung
eines Streptavidin-Enzym-Komplexes an das Biotin eine Tyramidsignalamplifikation auf dem DNA-Mikroarray
durchfihren, die im Vergleich zu PCR-Amplifikationen erheblich einfacher und kostenglinstiger zu bewerkstel-
ligen ist. In diesem Fall lasst sich vorteilhaft Streptavidinmeerrettich-Peroxidasekonjugat einsetzen. Durch die
Zugabe von Wasserstoffperoxid lasst sich das Enzym aktivieren, wodurch sich das Tyramid, ein inaktives Sub-
strat, in ein aktives Substrat umsetzen lasst. Dabei entstehen hochreaktive Tyramid-Intermediate, die an Pro-
teine oder an das Enzym selbst binden kdnnen. Die Tyramid-Molekile lassen sich mit einem Farbstoff koppeln
wie zum Beispiel Fluoreszenzfarbstoff Cy-5 oder FITC, um die Signalamplifikation detektieren zu kénnen.

[0112] Als vorteilhaft hat sich auch die Méglichkeit erwiesen, rRNA mittels Psoralen-Biotin zu markieren —im
Gegensatz zur Hybridisierung genomischer DNA kann hier bei geringen Konzentrationen auf eine Steigerung
der Signalintensitat durch Fragmentierung verzichtet werden, da native RNA-Molekdle hybridisiert werden, die
typischerweise Langen von ~ 100-2300 Basenpaare aufweisen.

[0113] Die Wahl von Psoralen-Biotin als Markierungsmittel ist gegeniber anderen Verfahren, wie zum Bei-
spiel Random-geprimtes Labeling oder Nick-Translation sehr viel kostenglnstiger, da der Farbstoff nicht Gber
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markierte, sehr teuere Nukleotide eingeflihrt werden muf3.

[0114] Alternative Markierungsmethoden sind unter anderem:
— enzymatische Markierungsmethoden:
Random geprimte Markierung, Einflihrung von markierten Nukleotiden durch Nick-Translation, Markierung
mittels Terminaler Transferase,
— Markierung wahrend einer PCR-Reaktion:
Einsatz von markierten Primern oder Einbau von markierten Nukleotiden,
— chemische Markierungsmethoden:
Anbindung eines Platin-Farbstoff-Komplexes an das Guanin in DNA oder RNA,
— photochemische Markierungsmethoden:
Verwendung von photoreaktiven Substanzen wie
— Coumarin-Verbindungen (ahnlich der hier verwendeten Psoralen-Markierung),
— Acridin-Farbstoffe,
— Phenanthroline,
— Phenazine,
— Phenothiazine.

[0115] Mit oder ohne zusatzlicher Signalamplifikation durch Multiplex-PCR-Reaktionen oder enzymatischer
Signalverstarkung lasst sich das Verfahren vorteilhaft einsetzen zum Nachweis von Phagenresistenzgenen in
Starterkulturen aber auch zum Nachweis von Phagen in Edukten oder Zwischenprodukten, ebenso wie es ein-
setzbar ist zum Nachweis von unerwiinschten Organismen in Starterkulturen, Edukten, Zwischenprodukten
oder einfach in Medien, die mit dem Produkt oder seinem Vorlaufer irgendwann in Berihrung kommen.

[0116] Im folgenden wird die Erfindung in Ausfiihrungsbeispielen naher erlautert.
Ausfiihrungbeispiel 1 Chipherstellung, Sondenpositionierung

[0117] Fdir die Hybridisierung der PCR-Produkte und der genomischen DNA auf DNA-Microarrays werden
Slides verwendet, an die aminomodifizierte Oligonukleotide kovalent gebunden werden kénnen, z.B. Slides,
die eine Phenyldiisothiocyanat (PDITC) Oberflache besitzen. Die Sonden (siehe Fig. 3) werden mit einer
5'C6-Aminoclink Modifikation bestellt und in Wasser aufgenommen (100 pM Stammlésung). Die Sondenoligo-
nukleotide werden mit Wasser auf 10 uM verdinnt. Mit einem Spotter werden die Sonden, in einer Arraygrofle
von 6 x 4 Spots, auf einen Slide aufgebracht und immobilisiert. Die Anzahl der Arrays auf den einzelnen Slides
ist variabel. Nach dem Aufbringen der Sonden erfolgt die kovalente Sondenanbindung fir 24 Stunden in einer
feuchten Kammer, bevor die freien reaktiven Gruppen auf dem Slide nach den Angaben des Herstellers in ei-
nem Blockierungschritt deaktiviert werden. Unter Argon Schutzgas werden die Slides luftdicht in Slideboxen
eingeschweil3t. Die Lagerung der Chips erfolgt bei —20°C mit einer maximalen Haltbarkeit von 3 Monaten.

Ausfiihrungbeispiel 2 Hybridisierungsprotokoll 1

[0118] Die blockierten Slides werden bei Raumtemperatur (RT) aufgetaut und in 25 ml Prahybridisierungspuf-
fer (2 mg/ml BSA, 500 ug/ml Heringssperma, 900 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 7,4 und 0,01 % SDS) fir eine
Stunde bei 48°C prahybridisiert. Die Slides werden nach dem Prahybridisieren kurz mit Wasser abgespult und
mit Luftdruck getrocknet. Die markierte DNA und RNA wird in 2x Hybridisierungspuffer aufgenommen und mit
Wasser auf 100 pl aufgefiillt. Die Endkonzentration des Hybridisierungspuffers betragt 900 mM NaCl, 20 mM
Tris-HCI (pH 7,4) und 0,01 % SDS. Die Probenlésung wird 10 min bei 95°C denaturiert, fir 10 min auf Eis ge-
stellt und kurz zentrifugiert. Im Anschluss wird die Probe mittig auf den Slide pipettiert. Der Slide wird mit einem
Deckglas versehen, so dass sich die Flissigkeit gleichmaRig verteilen kann. Es folgt eine Hybridisierung fir
1-2 Stunden bei 46°C in einer feuchten Hybridisierungskammer in einem Warmeschrank. Nach der Hybridisie-
rung wird das Deckglas durch leichtes Schwenken des Slides in einer mit Wasser gefiillten Klvette abgeldst.
Die Slides werden in eine GlaskUvette Uberfihrt und mit 100 ml Waschpuffer bei 46°C auf einem Schttler far
10 min gewaschen. Im Anschluss werden sie kurz mit Wasser abgespult und erneut mit Luft getrocknet. Die
Slides kénnen nach der Hybridisierung von endmarkierten PCR-Produkten sofort mit einem Fluoreszenzscan-
ner (Axon), bei einer PMT von 500 im Cy3-Kanal und 750 fir den Cy5-Kanal, gescannt werden.

[0119] Fir PCR-Produkte, die Psoralen-PEO-Biotin markiert wurden, erfolgt eine Inkubation mit Streptavi-
din-Cy5 (Zytomed). Dazu wird der getrocknete Slide mit 100 pl STV-Cy5 Detektionsldsung inkubiert, die 900
mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 7,4, 0,01 % SDS und 80 pmol Streptavidin-Cy5 enthalt. Der Slide wird mit einem
Deckglas abgedeckt. Die Anbindung des Streptavidin an die biotinylierte DNA und RNA findet fiir 20 min bei
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RT im Dunkeln statt. Das Deckglas wird nach der Inkubation mit einer wassergefillten Klvette durch vorsich-
tiges Schwenken entfernt und der Slide fir 10 min mit 100 ml Waschpuffer gewaschen. Der Slide wird mit Luft-
druck getrocknet und mit den oben beschriebenen Einstellungen am Axonscanner gescannt.

Ausfihrungbeispiel 3 Hybridisierungsprotokoll 2

[0120] Fdir die Hybridisierung von genomischer DNA wird das Hybridisierungsprotokoll variiert. Die extrahier-
te, fragmentierte und markierte DNA wird mit einem GeneFrame (AP-Gene) auf einen prahybridisierten Slide
fir 20 Stunden hybridisiert [900 mM NacCl, 20 mM Tris-HCI pH 7,4, 0,01 % SDS und 0,5 pg/pl BSA]. Das Volu-
men wird durch den Geneframe auf 70 pl reduziert. AnschlieRend erfolgt ein Waschschritt mit dem Waschpuffer
[1 7900 mM NacCl, 20 mM Tris-HCI (pH 7,4), 0,01 % SDS und 4 Milchpulver] bei 46°C auf einem Schattler fir 10
min. Der Hybridisierungsnachweis erfolgt mit 35 pl STV-Cy5 Detektionslésung, die 900 mM NaCl, 20 mM
Tris-HCI pH 7,4, 0,01 % SDS und 29 pmol Streptavidin-Cy5, enthalt. Die Detektionslésung wird auf den Array
pipettiert, mit einem Deckglas (24 mm x 24 mm) abgedeckt und 20 min bei RT inkubiert. Das Deckglas wird
mit einer wassergefilliten Klvette vorsichtig durch Schwenken entfernt und der Slide fir 10 min mit 100 m|
Waschpuffer gewaschen. Der Slide wird wie im Ausflihrungsbeispiel 2 beschrieben getrocknet.

Ausfihrungsbeispiel 4 Nachweis von rDNA-Genen durch Markierung mit Psoralen-Biotin bei der Hybridisie-
rung mit genomischer DNA

[0121] Die Nachweisgrenze der rDNA-Gene, bei der direkten Hybridisierung von genomischer DNA, wird
durch die Hybridisierung von unterschiedlichen Mengen von genomischer DNA aus Lactococcus lactis ssp.
cremoris bestimmt. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte wie in Ausflihrungsbeispiel 2 beschrieben. Der
DNA-Gehalt wird nach dem Fragmentieren gemessen und 5, 10 bzw. 15 ug genomische DNA mit Psora-
len-PEO-Biotin markiert.

[0122] Wie aus der £ig. 7 zu erkennen ist, zeigen die eingesetzten Mengen von 10 und 15 pug gDNA bei allen
Sonden Hybridisierungssignale. Bei der Hybridisierung von 5 pg genomischer DNA, kann fir die Sonde
EUB338 kein Hybridisierungssignal mehr detektiert werden. Die restlichen Sonden weisen bei dieser Menge
noch schwache Signale auf. Die Nachweisgrenze flir die Detektion der rDNA-Gene liegt bei ca. 5 yg genomi-
sche DNA. Fir die Detektion von Bakterien sollte demnach mindestens 5 pg genomische DNA eingesetzt wer-
den, um noch Hybridisierungssignale messen zu k&nnen.

Ausfihrungsbeispiel 5 Signhalverstarkung mittels TSA

[0123] Fdir die Signalverstarkung mit TSA auf dem DNA-Microarray wird genomische DNA wie im Ausfih-
rungsbeispiel 3 beschrieben vorbereitet. Auf die Prahybridisierung und das BSA in der Hybridisierungslésung
wird verzichtet. Die Hybridisierungsldésung enthalt dafir 1 % Blockierungsreagenz (Roche). Die Hybridisierung
erfolgt im Geneframe fir 18 Stunden bei 46°C auf dem Slide. AnschlieBend erfolgt ein 10 minatiger Wasch-
schritt bei 46°C im Waschpuffer. Der Nachweis der Hybridisierung erfolgt mit 35 pl STV-HRP Detektionslésung
pro Subarray, die 900 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 7,4, 0,01 % SDS und 1,4 ug Streptavidin-HRP (Zymed)
enthalt. Die Detektionsldsung wird auf den Array pipettiert, mit einem Deckglas (24 mm x 24 mm) abgedeckt
und 20 min bei RT inkubiert. Der Slide sollte ab diesem Zeitpunkt nicht mehr trocken fallen. Das Deckglas wird
entfernt und der Slide far 10 min im Waschpuffer bei RT gewaschen. Im Anschluss erfolgt ein Pufferaustausch
fur die Signalamplifikation fir 5 min auf einem Schittler in 1x PBS. AnschlieRend wird auf den nassen Slide 25
Hl des frisch angesetzten TSA-Amplifikationspuffers pipettiert, der durch die Zugabe von 1 pl Tyramid-Cy5
(Perkin-Elmer) und 10 pl der H,O, Lésung (5 pl 30% H,O, in 1000 ul PBS) zu 1000 yl Amplifikationspuffer her-
gestellt wurde. Der Slide wird mit einem Deckglas fiir 15 min bei 37°C in einer feuchten Kammer (Hybridisie-
rungskammer) inkubiert. Das Deckglas wird entfernt und es folgt ein flinfminatiger Waschritt bei RT in 1x PBS
auf einem Schdttler. Der Slide wird wie im Ausfihrungsbeispiel 2 beschrieben getrocknet und gescannt.

Ausfihrungsbeispiel 6 Signalverstarkung durch Multiplex-PCR als Alternative bzw. zusatzliche Signalamplifi-
kation zu TSA

[0124] Eine Vervielfaltigung der Phagenresistenzgene der Gruppe I-lll in 28 Uniplex-PCR-Reaktionen ist fir
den Einsatz in der Routineanalytik nicht geeignet und wird daher durch die Verwendung von vier Primerpaaren
in einer Multiplex-PCR vereinfacht ( Fig. 4a-Flg. 4¢). Hierfur wird die DNA mit dem Qiagen DNeasy Tissue Kit,
laut dem Protokoll fiir Gram-positive Bakterien von Qiagen, extrahiert. Die DNA wird mit Aqua dest. von der
Saule eluiert. Die gleichzeitige Amplifikation von bis zu 4 Phagenresistenzgenen erfolgt mit 30 PCR-Zyklen. 50
ul eines Multiplex-PCR Ansatzes enthalt 800 ng aufgereinigte DNA, 3 mM MgCl,, 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI
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pH 9,0, je 200 uM dATP, dGTP, dCTP und dTTP, 1 Unit Tag-Polymerase (Pharmacia), sowie je 0,2 uM Primer.
Die fur die Multiplex-PCR verwendeten Primerkombinationen sind in Eig, 4f dargestellt.

[0125] Die Multiplex-PCR Produkte werden anschlieRend gepoolt, mit dem Qiagen Purification Kit aufgerei-
nigt und mit TE-Puffer eluiert. Die Markierung wird mit Psoralen-PEO-Biotin durchgefiihrt.

[0126] Beispielhaft wurden die Starterkulturen Probat 505 und Probat 8/0 untersucht. Da bis zu vier Primer-
paare in einem Reaktionsansatz verwendet werden, ist eine Identifizierung der Produkte im 3%igen Agarose-
gel nicht mehr eindeutig, da sich die PCR-Produkte nur um wenige Basenpaare unterscheiden. Alle vorhande-
nen Banden liegen im Bereich zwischen 385 und 550 Basenpaaren. Die korrekte Amplifikation, und somit der
Nachweis der Gene in den Starterkulturen, wird mit dem DNA-Microarray Uberprift. Die Multiplex-PCR Ansat-
ze der Starterkulturen werden vor der Aufreinigung vereinigt, mit Psoralen-PEO-Biotin markiert und komplett
auf den DNA-Microarray hybridisiert.

[0127] Das Hybridisierungsergebnis der Multiplex-PCR Ansatze der Starterkultur Probat 505 ist in Eig, 18
dargestellt. Fur die spezifischen Sonden der Phagenresistenzgene der Gruppe I-Ill kénnen Hybridisierungssi-
gnhale zwischen 1000 und 53000 absoluten Signalintensitaten gemessen werden. Die Sonden EpsC S1, EpsC
S2, Inj Pip 1, Inj Pip $2, Llal R S1, LIa1403 S2, LIaCl S$1 und LlaDIl S1 zeigen schwachere Hybridisierungs-
signale (Eig. 18). FUr die Sonden LlaKRIlI $1, LIaKRIl S2 und LlaFI S1 kénnen keine Hybridisierungssignale
detektiert werden. Diese Gene kénnen in der PCR ebenfalls nicht detektiert werden. Somit wurden keine
falsch-positiven oder falschnegativen Hybridisierungsereignisse gemessen. Im Vergleich zur direkten Hybridi-
sierung von genomischer DNA der Starterkultur Probat 505, bei der nur 5 Phagenresistenzgene nachgewiesen
werden, kénnen durch den Einsatz der Muliplex-PCR mit anschlieRender Hybridisierung auf dem DNA-Mic-
roarray alle in der Starterkultur vorhandenen Phagenresistenzgene der Gruppe I-lll nachgewiesen werden.

[0128] Die Hybridisierung der Multiplex-PCR Ansétze der Starterkultur Probat 8/0 fuihrt ebenfalls zu positiven
Ergebnissen. Wie aus der £ig, 43 zu erkennen ist, kdnnen Hybridisierungssignale zwischen 850 und 47000
absoluten Signalintensitaten gemessen werden. Fir die Sonde LlaDIl $1 und LlaDIl S2, LlaKRIl $1 und LlaK-
RII 2, Inj-Pip S1 und Inj-Pip S2, LlaFI S1, LIaBl S1 und LlaBl S2 kénnen keine Hybridisierungssignale detek-
tiert werden. Die Ergebnisse der Multiplex-PCR mit anschlieRender Hybridisierung stimmen mit den Ergebnis-
sen der Uniplex-PCR fir die Starterkultur Probat 8/0 Uberein. Somit traten keine falsch-positiven oder
falsch-negativen Hybridisierungsereignisse auf. Es kénnen alle 7 vorhandenen Phagenresistenzgene detek-
tiert werden, wahrend bei der direkten Hybridisierung von genomischer DNA nur 5 Gene ermittelt werden kon-
nen.

[0129] Der Nachweis der Phagenresistenzgene kann mit der Multiplex-PCR mit anschlieBender Hybridisie-
rung auf dem DNA-Microarray demnach im Vergleich zur Uniplex-PCR fiir beide Starterkulturen korrekt gezeigt
werden. Die parallele Amplifizierung mit den eingesetzten Primer-Paaren ist spezifisch.

[0130] Da alle Gene erfolgreich in den 7 Multiplex-PCR Ansatzen amplifiziert und mit dem DNA-Microarray
nachgewiesen werden kénnen, erweist sich der Einsatz der Multiplex-PCR als eine sensitive Alternative zur
direkten Hybridisierung von genomischer DNA, setzt aber eine Amplifikation Gber die PCR voraus.

Ausfihrungsbeispiel 7 Vergleichsbeispiel mit/ohne TSA (Tyramid Signalamplifikation)

[0131] Um funktionelle Gene auch bei geringen Konzentrationen chne PCR-Amplifikation nachweisen zu
kénnen, wird die Einsatzfahigkeit der Tyramid Signalamplifikation zur Steigerung der Sensitivitat des DNA-Mi-
croarrays getestet. Es werden je 10 ug genomische DNA der Starterkultur Probat 505 auf dem DNA-Microarray
hybridisiert. Um die Signalamplifikation messen zu kénnen, wird eine Hybridisierung ohne Signalamplifikation
mit Streptavidin-Cy5 nachgewiesen (analog Ausfiihrungsbeispiel 4) und parallel dazu eine zweite Hybridisie-
rung mit Signalamplifikation unter Verwendung von Streptavidin-HRP und Tyramid-Cy5 durchgefihrt (analog
Ausfiihrungsbeispiel 5). Die Ergebnisse der Hybridisierung sind in Eig, § und Eig. § dargestellt. Wie aus der
£ig. 8 zu erkennen ist, kdnnen die Signalintensitaten mit Signalamplifikation mindestens um einen Faktor
zehn, im Vergleich zu den Signalintensitdten ohne Signalamplifikation, gesteigert werden.

[0132] Fir die Sonden EUB338 und LII68 kdnnen ohne Signhalamplifikation schwache Signalintensitaten von
425 bzw. 621, mit Signalamplifikation starkere Signale von 2000 bis 4300 detektiert werden. Die Signalinten-
sitat der Sonde LGCc354 erhéht sich von 1400 auf 12000 absolute Signalintensitaten. Fur die Sonde Lla271
und LIc68 kénnen die héchsten Signalamplifikationen festgestellt werden. Die Signale erhdhen sich von 6600
auf 37000 fur die Sonde Lla271 bzw. von 12500 auf 60100 fir die Sonde LIc68.
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Ausfiihrungsbeispiel 8 Markierung, Hybridisierung und Nachweis von rRNA

[0133] Zur Uberpriifung, ob sich die Psoralen-PEO-Biotin Markierungsmethode auch fir den Nachweis von
rRNA eignet, wird RNA aus der Starterkultur Probat 8/0 extrahiert. 5 pg RNA wird mit Psoralen-PEO-Biotin
markiert und auf dem DNA-Microarray fir 2 Stunden hybridisiert. Im Gegensatz zur Hybridisierung von geno-
mischer DNA, kann bei der Hybridisierung von RNA auf die Fragmentierung verzichtet werden, da native
RNA-Molekile hybridisiert werden (ca. 100-2300 Basenpaare).

[0134] Wie aus der £ig. & zu entnehmen ist, fihrt die Hybridisierung von RNA, zu positiven Hybridisierungs-
signalen der 16S und 23S rRNA-Sonden. Fir die 23S Sonde Lla271 kdnnen die deutlichsten Hybridisierungs-
signale und fir die Sonden EUB338 und LII68 die schwachsten Signale gemessen werden. Mittlere Signalin-
tensitaten kdnnen fiir die Sonden LIc68 und LGCc354 detektiert werden. Die Psoralen-PEO-Biotin Markie-
rungsreaktion kann somit ebenfalls fir die Markierung von rRNA verwendet werden und wére fiir den Nachweis
von Bakterien eine Alternative.

[0135] Die vorliegende Erfindung wurde unter Verwendung eines Mikroarrays und unter Verwendung be-
stimmter Kopplungsreagenzien und Markierungsreagenzien erldutert. Die vorliegende Erfindung ist jedoch
nicht darauf beschrankt, im Zusammenhang mit Hybridisierungsarrays bzw. Mikroarrays verwendet zu werden.
Ebenso lassen sich andere als die beschriebenen Markierungsreagenzien einsetzen, um die Erfindung durch-
zuflhren. So lassen sich andere Farbstoffe als Cy-5 verwenden, oder aber Markierungsreagenzien, die auf an-
dere Art und Weise detektiert werden als mittels Fluoreszenzanregung. Die Tatsache, dass die Erfindung be-
sonders vorteilhaft mit genomischer DNA oder rRNA durchgefihrt werden kann, bedeutet nicht, dass Verfah-
ren nach der vorliegenden Erfindung nicht auch mit anders aufbereiteten Proben als oben beschrieben durch-
geflihrt werden kénnen. Die obigen Ausfihrungsbeispiele und die obige Beschreibung der Erfindung sollen
dem Fachmann die Erfindung lediglich erklaren und erlautern, und ihm eine nachvollziehbare Anleitung zur
Durchfiihrung der Erfindung geben. Sie sind daher nicht beschréankend auszulegen.

[0136] Das beiliegende Sequenzprotokoll enthalt die in Eig. 3 gezeigten Sonden in der selben Reihenfolge.
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<110> Universitédt Bremen

<120> Verfahren und Vorrichtung zur Qualitdtssicherung in der Mil
chindustrie

<130> DE-5288
<160> 208

<170> PatentIn version 3.1

<210> 1
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 1
tgatagggtg cttgcgag
18
<210> 2
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial seguence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 2
aacagctatg accatgatta c
21
<210> 3
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 3
tagggtgctt gcaagtgc
18
<210> 4
<211> 24

<212> DNA
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<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 4
tcctgtgtga aattgttatc cgct
24
<210> 5
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 5
gctgecctece gtaggagt
18
<210> 6
<211> 17
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 6
gctgcctecce gtaggag
17
<210> 7
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 7
ccgaagattce cctactgc
18
<210> 8
<211> 20
<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
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<223> probe for DNA-array

<400> 8
ctataatgct taagtccacg
20

<210> 9

<211> 18

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 9
cggtcttgca gctctttg
18
<210> 10
<211> 20
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 10
caactagcac ttgttcttcc
20
<210> 11
<211> 20
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 11
ttgagagcaa gctctcaatc
20
<210> 12
<211l> 19

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array

<400> 12
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ccgctaactt cttgagagc

19
<210> 13
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> ©probe for DNA-array
<400> 13
cagtcttatg ggcaggtt
i8
<210> 14
<211> 20
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 14
gcagttcaaa atgttatccg
20
<210> 15
<211> 20

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 15
gggtccatcc ataagtgaca
20
<210> 16
<211> 18

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array

<400> 16

gaaccatgcg gttcaaaa
18
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<210> 17
<211> 19
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 17
ctttggaaga gcaagctct
19
<210> 18
<211> 17
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 18
ccccaactta caggcag
17
<210> 19
<211> 20

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 19
cggagttatc cccaacttac
20
<210> 20
<211> 19
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 20
tagccgaaac catctttca
19
<210> 21
<211> 19
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<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 21
gagaagcaag cttctcgtce
19
<210> 22
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 22
gctaacatca gagaagcaag c
21
<210> 23
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 23
gcggttcaaa atattatctg g
21
<210> 24
<211> 25
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 24
atgtgcacag ttacttacac atatg
25
<210> 25
<211> 17
<212> DNA

<213> artificial sequence
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<220>
<223> probe for DNA-array
<4Q00> 25
cactgtctcg cgactcg
17
<210> 26
<211> 21

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 26
tagctaaaca tcactgtctc g
21
<210> 27
<211> 22

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>

<223> probe for DNA-array

<400> 27

gagaacggtt ttaagagatt ag
22

<210> 28

<21i> 20

<212> DNA

<213> artificial sequenceprobe for DNA-array

<400> 28

tacaagtacc aaccttcagc
20

<210> 29

<211> 20

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array

<400> 29

tgcaagcacc aatcttcatc
20
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<210> 30
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 30
gttagccgtc cctttcectg
18
<210> 31
<211> 22
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 31
catgaatcac aaagtggtaa gc
22
<210> 32
<211> 19
<212> DNA
<213> artificial sequenceprobe for DNA-array
<400> 32
gcaaagagca agcttcttce
19
<210> 33
<211> 18

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 33
ctccatcagg cagtttcc
18
<210> 34
<211> 18
<212> DNA

<213> artificial sequence

36/107



DE 10 2004 023 188 A1 2005.12.08

de5288_sequence listing.ST25.txt

<220>
<223> probe for DNA-array

<400> 34
tggtcttgcg acgttatg
18

<210> 35
<211> 23
<212> DNA
<213> artificial sequenceprobe for DNA-array
<400> 35
gcaaaggtat taactttact ccc
23
<210> 36
<211> 17
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 36
tcaatgagca aaggtat
17
<210> 37
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 37
attaaccaca acaccttcct c
21
<210> 38
<211> 19
<212> DNA
<213> artificial sequenceprobe for DNA-array
<400> 38
tgctgcggtt attaaccac
19
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<210> 39
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 39
gtgctgaggt attaaccaca a
21
<210> 40
<211> 20
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 40
aagctgcttce ctgttaccgt
20
<210> 41
<211> 19
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 141
ggacgttatc ccccactat
19
<210> 42
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 42
cccactacca ggcagatt
18
<210> 43
<211> 19
<212> DNA
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<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 43
tctccctcag gacgtatgce
19
<210> 44
<211> 20
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 44
cattcataaa gtaacctgtc
20
<210> 45
<211> 20
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 45
gtattaccgt atatctcgac
20
<210> 46
<211> 20
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 46
ttagacttga acgtgataat
20
<210> 47
<211> 20

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
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<223> probe for DNA-array

<400> 47
ctttggaatg tacaagatat
20
<210> 48
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 48
taccgtatat ctcgacct
18
<210> 49
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 49
tcagtaattt cteccgtct
18
<210> 50
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 50
tccgtcatta ttagaacc
18
<210> 51
<211> 18
<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array

<400> 51
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tgctcataaa tcagaact

18
<210> 52
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 52
aattgaaccg actacata
18
<210> 53
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 53
gcattattct ttgacctt
18
<210> 54
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 54
tcctgattaa acttgcectt
18
<210> 55
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 55
ctctgatatt tcttcgca
18
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<210> 56
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 56
gctcaatgta accgtaat
18
<210> 1§57
<211> 20
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 57
ttgttacttc ttcttcaaac
20
<210> 58
<211> 19
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 58
gtcactttag cacctttat
19
<210> 59
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 59
gtcagaaatt gagcattc
18
<210> 60
<211> 21
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<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 60
tactattctt ctttatctce t
21
<210> 61
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 61
tgtttcctca atctttte
18
<210> 62
<211> 20
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 62
tcttctetta cttttgtcac
20
<210> 63
<211> 18

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 63
tttcatagca ccgtcata
18
<210> 64
<211> 15

<212> DNA
<213> artificial sequence
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<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 64 ,
ctgcgtcagt aatac
15
<210> 65
<211> 19
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 65
cttttacatc gtgaccttt
19
<210> 66
<211> 19
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 66
taaaaatgct aaagtggtt
19
<210> 67
<211> 19
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 67
tggatagact tacagagga
19
<210> 68
<211> 18
<212> DNA

<213> artificial seqguence

<220>
<223> probe for DNA-array
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<400> 68
cgtatcagtc tgcttcgce
18
<210> 69
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 69
cactcacaaa ccagcaag
18
<210> 70
<211> 19

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 70
ttcttgectta ggtttatca
19
<210> 71
<211> 19
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 71
ttggtttatt tatcgttat
19
<210> 172
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 72
cagtgtgctt ccgtaact
18
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<210> 73

<211> 18

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 73
actctctcgg tcgectttg
18
<210> 74
<211> 21

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 74
cctgatatat tatttgattt t
21
<210> 75
<211> 21

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 75
aaggagtact aagtcagata a
21
<210> 76
<211> 21

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 76
caggacttag tactagaatg a
21
<210> 77
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<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 77
acgaatttat tacttattta c
21
<210> 78
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 78
ataataatac gattttagtg a
21
<210> 179
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 79
cagattcctc tagagtagat c
21
<210> 80
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 80
ctatatattg atcgagaaat g
21
<210> 81
<211> 21
<212> DNA

<213> artificial sequence
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<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 81
aacgaattaa gaaaatatta c
21
<210> 82
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 82
atattaatac gatttatatg g
21
<210> 83
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 83
ttatatgacc atgagattat t
21
<210> 84
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 84
atagaaaaac agctaaatat a
21
<210> 85
<211> 21

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
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<400> 85
tattaaatac tttggaagaa c
21

<210> 86

<211> 21

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 86
atttacgata taataagttt g
21
<210> 87
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 87
gtatattttg atagtggtat g
21
<210> 88
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 88
tatacaatta cccaatatac t
21
<210> 89
<211> 21

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array

<400> 89
ttataaataa aaaactaacc a
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21
<210> 90
<211> 21

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 90
aagatgtatc tctactagca a
21
<210> 91
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 91
ctgtagaaaa tctagtaaac c
21
<210> 92
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 92
gtaaaacatg aactaataag a
21
<210> 93
<211> 21

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 93
taatcaagtt aagttcaagt c
21

50/107



DE 10 2004 023 188 A1 2005.12.08

de5288_sequence listing.ST25.txt

<210> 94
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 94
ataattttag tttggtatat g
21
<210> 95
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 95
ctattcatta gaacatccta c
21
<210> 96
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 96
atataacctg atgtaattag a
21
<210> 97
<211> 21

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 97
taagaaataa gctaaataat g
21
<210> 98
<211> 21

<212> DNA
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<213> artificial sequence .

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 98
cttaggatat ctatggaata g
21
<210> 99
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 99
atcgaagata atagacacta a
21
<210> 100
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 100
agtacggtaa taatattgag a
21
<210> 101
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 101
aaagtagggt taataaagta a
21
<210> 102
<211> 21
<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
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<223> probe for DNA-array

<400> 102
tctataactc gaacaataaa c
21
<210> 103
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 103
gtatttcgtt agacagtcta t
21
<210> 104
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 104
agtcatctac atatcgaact a
21
<210> 105
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 105
tatataactt ccgtcagata c
21
<210> 106
<211> 21
<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array

<400> 106
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catttaatac atctctcgta t

21
<210> 107
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 107
agggtagtag ttttttaata a
21
<210> 108
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial seqguence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 108
agttagtata ggagcaatta a
21
<210> 109
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 109
gtatacttaa tgtgttcatg a
21
<210> 110
<211> 21

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 110
tttctgaatt actatatatg c¢
21
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<210> 111

<211> 21

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 111
ctatatatge taaaatctaa a
21
<210> 112
<211> 21

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 112
taatgaaagt atttatttgt c
21
<210> 113
<211> 21

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 113
ttctctttta tatgatcatt c
21
<210> 114
<211> 21

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 114
tacatatttc agtaattacc c
21
<210> 115
<211> 21
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<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 115
ataagctaat acttctatct g
21
<210> 116
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> ©probe for DNA-array
<400> 116
atcaccacta tatagatctt t
21
<210> 117
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 117
ctgtataacc taactacgtt c
21
<210> 118
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 118
tatatatctc cactcatgtt c
21
<210> 119
<211> 21
<212> DNA

<213> artificial sequence
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<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 119
tgattcttct catatactca a
21
<210> 120
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 120
gataaacatc ttccatagta t
21
<210> 121
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 121
cagtatcgaa tgtactatct t
21
<210> 122
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220> A
<223> probe for DNA-array
<400> 122
ttctcttagt taagtaatgg t
21
<210> 123
<211> 21
<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
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<400> 123
aatcttaact ttgtatagac c
21
<210> 124
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 124
tattaccgaa ctatatatgt g
21
<210> 125
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 125
atacacatag tataccatgg a
21
<210> 126
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 126
cgtaaaacta tgactatctc t
21
<210> 127
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> artificial sequence
<400> 127
ttaccttctt ttaaattact c
21
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<210> 128

<211> 21

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 128
tcttctactt ctgtgtattt c
21
<210> 129
<211> 21

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 129
ctttattatt ttgttctgat t
21
<210> 130
<211> 21

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 130
ctgttagtaa tttaactgtt c
21
<210> 131
<211> 21

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 131
gaagacctat ttatagattc a
21
<210> 132

59/107



DE 10 2004 023 188 A1 2005.12.08

de5288_sequence listing.ST25.txt
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 132
tataatttca acaatatcat c
21
<210> 133
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 133
acatctgtat aaagctctaa a
21
<210> 134
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 134
ctagttacta ttcgacttct t
21
<210> 135
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 135
agtctagtta ctattcgact t
21
<210> 136
<211> 21
<212> DNA

<213> artificial sequence
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<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 136
agtatctttc ataatcatag g
21
<210> 137
<211> 21

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 137
tctcagtatc tttcataatc a
21
<210> 138
<211> 21

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 138
tttatctctt actacttcgt t
21
<210> 139
<211> 21

<212> DNA
<213> artificial segquence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 139
taatagtcat accaatgtaa g
21
<210> 140
<211> 19

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
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<400> 140
caagggtatt atattgaaa
19
<210> 141
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 141
ctaaagttcc aattccta
18
<210> 142
<211> 20
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 142
atttcaacag taccattatc
20
<210> 143
<211> 20
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 143
tctcatcttc ttcaactaat
20
<210> 144
<211> 19
<212> DNA

<213> artificial seqguence

<220>
<223> probe for DNA-array

<400> 144
taacaatagt ataagcggt
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19
<210> 145
<211> 18

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 145
aaagttttca tcatcgtc
18
<210> 146
<211l> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 146
ctaataaatc aaaaaccc
18
<210> 147
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 147
tgaatatttt gttgctga
18
<210> 148
<211> 20

<212> DNA
<213> artificial seqguence

<220>
<223> probe for DNA-array

<400> 1438

tcttcagtat tttcagtatc
20
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<210> 149
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 149
aaatgagttt tctccttg
18
<210> 150
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 150
cggcattatt aactacaa
18
<210> 151
<211> 18

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 151
agcattagat ttggattt
18
<210> 152
<211> 18

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 152
ggttcattaa tttcatca
18
<210> 153
<211> 18

<212> DNA
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<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 153
acgttcatca acagaaat
18
<210> 154
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 154
ttgattacta attttgcc
18
<210> 155
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 155
cttecttgtge ttttttac
18
<210> 156
<211> 17
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 156
acggatgact tcgatac
17
<210> 157
<211> 18
<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
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<223> probe for DNA-array

<400> 157
catcaggata agacttgg
18
<210> 158
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 158
ccctcatcta acacattt
18
<210> 159
<211> 20
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 159
ataccatctt taacagtttt
20
<210> 160
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 160
gttgattttt gttgaggt
18
<210> 161
<211> 18

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array

<400> 161
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tcaatcttta acttcacg

18
<210> 162
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 162
caaggtagta aaacacgt
18
<210> 163
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 163
gatataaaga cccaaaaa
18
<210> 164
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 164
agcttagaca aaattcct
18
<210> 165
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial seqguence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 165
tacgtgagat aagtccag
18
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<210> 166

<211> 19

<212> DNA .

<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 166
aaatgtagtg tcttgcagt
19
<210> 167
<211> 17
<212> DNA
<213> artificial seguence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 167
cagtcttcgt cagtgaa
17
<210> 168
<211> 19
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 168
caatgtcttc tttagtacg
19
<210> 169
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 169
ttcaaagata aaggttcc
18
<210> 170
<211> 18
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<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 170
agcagtatca agtggtgt
18
<210> 171
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 171
cagtcatagt caaccacc
18
<210> 172
<211> 18
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 172
tagcatcgat atatccag
18
<210> 173
<211> 18

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 173
tgttcagtaa atgttcca
18
<210> 174
<211> 18
<212> DNA

<213> artificial sequence
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<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 174
tgttagcacg aactttag
18
<210> 175
<211> 18

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 175
acgttcagtt aattcttg
18
<210> 176
<211> 19
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 176
attctcaacg tgtttactt
19
<210> 177
<211> 19
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 177
gaagtcatgt tattcgtag
19
<210> 178
<211> 22

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
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<400> 178

ttagttttat aaaattttag ag
22

<210> 179

<211> 19

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>

<223> probe for DNA-array

<400> 179

gatttcacga aagagatat
19

<210> 180

<211> 19

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 180
attcagggta gtagttttt
19
<210> 181
<211> 21

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 181
ttaaggtcaa atgttagtaa t
21
<210> 182
<211> 18

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array

<400> 182

tcggtattac tttatttc
18
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<210> 183
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 183
ctaattttga tgtaacttta c¢
21
<210> 184
<211> 19

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 184
caaataatat atcagggtt
19
<210> 185
<211> 22
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 185
ataaaatcaa ataatatatc ag
22
<210> 186
<211> 18

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 186
tttactaact taggctct
18
<210> 187
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<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 187
ttaattctac taacttaggcec t
21
<210> 188
<211> 19
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 188
gagtgtcgte ttataaatg
19
<210> 189
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 189
ctagtgtttt taatatagga g
21
<210> 190
<211> 23
<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array

<400> 190
gagaactagt gtttttaata tag
23

<210> 191
<211> 21
<212> DNA

<213> artificial sequence
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<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 191
atagatatcc taagcaataa c¢
21
<210> 192
<211> 21

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>

<223> probe for DNA-array

<400> 192

aattatcaaa gactgtttta g
21

<210> 193

<211> 22

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>

<223> probe for DNA-array

<400> 193

tctaatatca aaaataatat ct
22

<210> 194

<211> 22

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>

<223> probe for DNA-array

<400> 194

agaactagtg tttttaatat ag
22

<210> 195

<211> 21

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array

74/107



DE 10 2004 023 188 A1 2005.12.08

de5288_sequence listing.ST25.txt

<400> 195
tctaagacct taatagagac a
21

<210> 196

<211> 19

<212> DNA

<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 196
cctctaagac cttaataga
19
<210> 197
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 197
ttaatttata agcattattt t
21
<210> 198
<211> 21

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 198
aaaatctcta cttctaagtt a
21
<210> 199
<211> 21

<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array

<400> 199
cactataaaa attaggagtt c
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200

21

DNA

artificial sequence

probe for DNA-array

200

atctcgtcac tataaaaatt a

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

201

21

DNA

artificial sequence

probe for DNA-array

201

gtgggattaa agtaagtaat a

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

202

21

DNA

artificial sequence

probe for DNA-array

202

taaacttctt tttcataatc t

21

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

203

21

DNA

artificial sequence

probe for DNA-array

203

taaacatgac tttgataaac t

21
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<210> 204
<211> 19
<212> DNA
<213> artificial sequence

<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 204
gttctcgata aacatgact
19
<210> 205
<211> 22
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 205
catataaatc gtattaatat at
22
<210> 206
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 206
tcaaaactag aaatatcaag t
21
<210> 207
<211> 21
<212> DNA
<213> artificial sequence
<220>
<223> probe for DNA-array
<400> 207
ataatctcat ggtcatataa a
21
<210> 208
<211> 22

<212> DNA

771107



DE 10 2004 023 188 A1 2005.12.08

de5288_sequence listing.ST25.txt
<213> artificial sequence

<220>

<223> probe for DNA-array

<400> 208

gattctatat ctacgataat at
22

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Qualitatssicherung in der Milchindustrie, bei dem eine Probe gleichzeitig auf das Vorliegen
einer Vielzahl von produktrelevanten Gensequenzen untersucht wird, und bei dem:
— die Probe aufbereitet wird,
—eine Vielzahl von Nukleotidsonden eingesetzt wird, von denen jede fir eine bestimmte produktrelevante Gen-
sequenz spezifisch ist,
— die Nukleotidsonden mit der aufbereiteten Probe unter Hybridisierungsbedingungen in Verbindung gebracht
werden, und
— daraus resultierende Hybridisierungsprodukte detektiert werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Probe einer Milchveredelungskultur, ei-
nem Edukt, einem Zwischenprodukt oder einem Endprodukt in einem Milchveredelungsverfahren und/oder
aus einer in einem Milchveredelungsverfahren verwendeten Apparatur entnommen wurde.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Probe Milchsaurebakterien, vor-
zugsweise Milchsaurebakterien einer der folgenden der Gattungen: Lactobacillus, Lactococcus, Streptococ-
cus, Bifidobacterium und Leuconostoc, umfasst.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Probe Milchsaurebak-
terien aus einer Kultur
— aus einem einzigen Stamm,
— aus mehreren Stdmmen der gleichen Bakterienspezies, oder
— aus mehreren verschiedenen Spezies
umfasst.

5. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die produktrelevanten Gen-
sequenzen Sequenzen umfassen, die spezifisch sind flr Bakteriophagen und/oder pathogene oder nichtpa-
thogene Bakterien.

6. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die produktrelevanten Gen-
sequenzen Sequenzen umfassen, die spezifisch sind fiir eine oder mehrere der folgenden Bakteriophagen-
spezies oder Phagen: 936, c2 und P335, P482, wobei die jeweiligen Nukleotidsonden vorzugsweise eine oder
mehrere der folgenden Sequenzen aufweisen, die spezifisch sind fir den Nachweis der/s

- Phagenspezies 936: CATTCATAAAGTAACCTGTC,
GTATTACCGTATATCTCGAC,
TTAGACTTGAACGTGATAAT,
CTTTGGAATGTACAAGATAT,
TACCGTATATCTCGACCT,
TCAGTAATTTCTCCGTCT,
TCCGTCATTATTAGAACC,
TGCTCATAAATCAGAACT,
AATTGAACCGACTACATA,

- Phagenspezies 335: GCATTATTCTTTGACCTT,
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TCCTGATTAAACTTGCTT,
CTCTGATATTTCTTCGCA,
GCTCAATGTAACCGTAAT,
TTGTTACTTCTTCTTCAAAC,

- Phagenspezies c2: GTCACTTTAGCACCTTTAT,
GTCAGAAATTGAGCATTC,
TACTATTCTTCTTTATCTCCT,
TGTTTCCTCAATCTTTTC,
TCTTCTCTTACTTTTGTCAC,
TTTCATAGCACCGTCATA,
CAACTGCGTCAGTAATAC,

- Phagen P4382: CTTTTACATCGTGACCTTT,
TAAAAATGCTAAAGTGGTT,
TGGATAGACTTACAGAGGA.

7. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleotidsonden Nuk-
lectidsonden umfassen, die spezifisch sind fiir den Nachweis des Phagen P482 und mit einem Abschnitt oder
mehreren Abschnitten aus folgenden Sequenzabschnitten des Phagen P482 Hybride bilden kénnen:

>P482 - ORF 11

ATGAGTTTAGATAATTTTAGAAATAGAACGATTTTGTGGGACACAGTCAATAAAGACTTCCCTCAGCCAA
TACAAATAATGCAAGGCGATGTCAATGCTAGAACGTTATTAATTAAAATAGTTGATAACGGAACTGAAAT
TGATTTAACTGGTCATTCATTAAAACTTACATATCAATACACTAATAGTAGTAATTCTGGTTTTGTTATG
ATCCCTCCTAAGGACTTAGCTAAGGGAGAATTTATTTTGGCAATTCCTACCGAAATGACAGCGACAGGAG
TTATTGAAGCGAACTTAATACTTCTCAATAAAGACAAAGAGCAAGTTATTGTCAGTAAGAATCTTACATT
TATATCAGACAGTTCTACTGTTTCTGATTTAGCTCAAGAAATAAATAATAATATTGATGATTTTACGAAA
TTATTATTAGAAAAAATGCCACAAGTACTGCGTAGTGAGTTGAATGATTTACATGCTCAAACTGATTCAA
ACAAGAGCAATATTGAGCTTAAAGCAAATCTAGCTGATATGACTAGCTTACAAAGTGCAATGACAGAGCT
AAAAAATGAAGTAGAAGCATTTGGTATTAGTCCTGAAAATTTAGTTACTATAAAATCGCTATTAGACGCA
ATTGCAAGCAATGCAAGTGAATCGGAAGTTGTTGAACTAATAAATTCAGTAAAGATTTTAACAAGTAATA
TTTCTCTTATGAGTAACGGAGATTACTCCCCTAAAGCTAATCAAACAGATTTAGAAAGTTTACAGCATAC
TGTTAATAACCAATCGGCGACTATTTCAACAAAAGCCAATCAAACGGATTTAGACAACTTACAAGCTACT
GTTGATAAACAAGGTGTTGCAATTTCAACAAAAGCTGAACAATCAGAGTTATCAATAACAAATAAAAATG
TAACAACTGCTCAAGAAACAGCAAAACAAGCTGAAAGTGAAGCCAAAAATGCAATGGCAAAGGCTACCGA
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AGCACAAGCGAACAGTTTACCACTTAATGGCAATGCGGTCAGTGCAAGCAAACTGGAAACAGCTAGAAAA
CTTGGAGTAAATCTCCAAGCCTCAGCGTTTCAAAACTTTGACGGGACTGCTGACGCAACTAATATTGGAG
TTTCAGGGGTGCTGCCTATTTCAAACGGTGGTACTTCAACAAGTGACGGAGTTATAAATACAATAGCTTA
TTCCAACAGCGCAGACGGCACTGACGGTTTCACAACTGTTTATCCTAATTTGAATCTATTAGACGGAACT
AAAGATTTTAGTGGGGATTGGATTAATGCACGTGCTTGGGACAAGAATGGTACTTATAAGGGTTTGACTG
TGGTGTCATACAATGGAGCTTATAACGCAGGTATAGCTAAAGGTTTTACTATCCCTTCCGACGGTATTTA
TTCATTTTCTATAATTGTTAAAGTAAAAACTGGTTATGTCGGTCAATTTATTGTTGAAACGTATAAACCA
ACAGGGGTACCTGCTGTTACAATAAATGTAACCGATACAGGTGGGAAATTTGTAATTCAGTCTTATACAG
GTAGTTTTAAAGCAGGTCAAGAGATTGCAATGTATTTTCGGTTTGATAGTGGAGCCACTATTAAAGGTGG
TTTAGAGGTCGCAGGGCATAAAATTGAACACGGAGAAACACCAACTCCATACATGCCATCAGCTAGCGAA
GTCACGGTTGCAGACTATYCGAAGTATGTAGGGTTTAGTAATATCATTAAACCTAATAAGAAAAGTTCTG
ATTACAAATGGTTACCAATGGGGTTAGTAGCAATTGATAGTGCTACTGGCTCACTCAAACCTGCGGTTAT
AGGTATAGATTACGCTCAAGCTCACCCAGTTGGCTCGGTAGTCACAAATAACTCAAATTTGTCATCAGGG
TATTCCACAGGAAAATGGGAAAATATCGGTTCAGCAGTAATTGGTTTAACAACAATATATTATTGGAAAC
GTACTGCATAA

>P482 - ORF 13

TTGTTAAAAGGAACTGATTTTAAGAATTACACACCAAAAGTACAAGAACAT
CTTAGTGCTACAGTAAAAACTGGGGGAGTGTTTAATAAACCTTACGTCAGCGCGTCATAC
AATAATCCAACTGTAAACAGTTGGACAGACGTTCTTGAATGGGATTTTGATAAAGAACAT
TTTAAGCCATCAACAACTTAATACTTTTAGTTTTTATGTAAAAGGAAAGGGAAAAATTAG
AACTCATATTTACCCTTCTCTAATTGATACAAGTGTTGATGTATTAGCTGATGGAAAAGC
AATAAAACCTGCTGCTGATGGTGCATATGATTGGAATCTTACTAATGAATGGGTTAGACA
TACATATACGTTTACTACTAAAAGTAGTATAACTGAAGGACAACATGTACTATTTAGACT
ATTCACAGGAAATAGTGCTGATATATGTTTACCTAAAATTGAAGAAGGCTCAACCGCTAC
TCCTTGGACGCCTTCATTTAGTGAACTAACAGCCGAAGATTATCCAAGTTATATTGGAAC
ATATACTGATAATAACTCTAACACACAAAGTACAGACCCAGAAAAATATACTTGGAAAAA
AATAGAATAA

>P482 - ORF 31
TTGATAGAATGTAATTATGAAAGAGGTGCAGAGATGACAATCACTGAAAAGCAATTCTATGACATGTTAA
ATGTTGATGAACACATGAATTTCACAAACAGAATTAAAGAGCTTGTTTTTGATAAAAAAGGACGTGAAGA
ATTTTACTCTAAAATATTAAATATCCACCATGACATGGGAGTTGATTTCTTTAGGGACTATTTTATGGCT
CATTCAGCTGTTTCAGCAAAAGGTCAGCATTATACACCAGATGAACTTGGTAAACTCACAGCGTTGCTTG
TAGGTGGTTCTGGAGGTGCTGATTTAACCGGAGCAGGAACAGGAACTCTAATTATTCAAAAGTGGCAAGA
CGACCGAATGAATACAGACTTTTTTGACTATTTGCCGAGTAACTACTGGTATCAGGCATTAGAATTATCA
GATGAAGCTATTTCATTCTTGATTCATGCCTTTGCAATTAGAGGAATGAATGGTGTAATTATTCACGGTG
ACGCATTGGAAATGGCTGTAAAACAAGTTTATTTCATTCAAAACAGCGATAACAACCCAATTGGCTTTTC
GGAAGTAAATGTTATACCACACAGCGAAGACGCAATGGAATTTTTAGGTATTAATGAATGGACGGAACAG
GCAATTGAACATATTGAAAGTAAATTTCCTGACTGGATTCCACTAACAGAAGAAAGCAAAGGATAG
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>P482 - ORF 32
ATGCTTAAGTTAGACGAGAAGAAAATTAGAAAAGGTAAACCAATCGGACTACCATACCAAGGAAGTAAGA
AAAAGATAAGCAAGAAGATAATTGAAATTATCAAACAGAACTTTGGCACAGACAGGCCGATATACGACAT
CTTCGGAGGTGGAGGAGCAATTACAGCCGAATGTATTTTAAATGGTTTAGAAGTGTATTATAACGACTTA
GACAAGGATATAACCAACGCATTTGAACGAGTTATCTCTCAAGACCGCGAATGGATAAAAACCCTTATTG
TTTCACGTACAGAGTTTACCGAGATTAAGTCTAAAGAAAACAAGACAACAGATGACTTTTTGAAGTTGCT
GATTAACTCTTTTGGAAATAGCATGAAAGCCTATATGTTTTCTAAAGAAAAATCAGATTTGAAATATAAT
CTTGCTAAAAAAATTATTGAAAAGCATGACGTTTTTAGCGGTTATAAACAAACAGAAACATATAAGAAAG
TTACTTCTGGACTGGACTGGAATTGGTTTAACGCTAAGCCAGAAAAGAATAAAACTTTAGAACAACTTCA
ACACCTTCAACAACTTGAACGACTTCAACGACTTCAACAACTTGACGAAGTAAAAGCAACGAATAAAAGT
TATCACGATTTTGGCGAAGTTTCTGGAGCTATTCTATATCTTGACCCTCCTTATGAAGGAAGTCACCAAA
AAAGTTATATCAATTCATTTGATAGTCAAGAGTTTTATAACTGGGCATTTGAAATGGCTAAAACTAATAT
CGTGATAATTTCAAGTTATTCAATTTCAGATGAACGTTTTGAAGCTGTATATTCTTTTGATAAAGCACGT
AGTTGTTTGCAGGGTGGTACGAGCAATAAAAGGAAAAATGAGAAATTATTTATGGTTAAGGGGAGTTAA

>P482 - ORF 35
ATGGAAAACAAATTAATTAAAATCAACTCAATGGAAACTTTAGAAAATGGCTTCATCTCAGTTAATGCAG
ATTTTGAACTAGGACACTTAGAGTTTTGGACTAATCAATGTGAAATTGATAGACTGATCGCCGGCGGTAA
CATGGATAGACTTACAGAGGATAGATATGAATAA

>P482 - ORF 47

ATGGGATTTTTATTATATAGAATCAGAACCAATGGAGGTAACCTA
GTGACTAAATTGAGAAAATTTATAAAGTATAAAGAGAAGTATATGGTTAGTGATGACGGGGAAGTTTGGG
AAATACAGAAAAACAATTTAAAAAAGAAACCACTATCAAAAAACAATAGCGGTTATCTTTACACTTCTAT
AAACGGAAAACCTTTAGGGGTACATAGGATTGTTTTAGAAGCATTTACTGGTTATTCTAGTGAAGAAGTA
GCCATAAAGATAGAAATAAAGCTAATAACTGTTTGTCTAATCTTGAATATGTTTCTCATAAAGAAAATGT
ACGTAGATACAATTCAAAAAAAGTAA

>P482 - ORF 48
TTGTGGTGTAAGAAAAGGAAAAAAATGAAAATTTACTATGTGGCACTAACAACTAATAAAGACATAGTGG
CTAAAAATTATAGCGGAAAACGATTGTCTCTTTATACAAAAAAACACGAAGCTATTAAGACTTGTGTTTT
ATTAAATTATCAATGGGAGCTATTTTTCGGAAATGGAGTAAAAGAAGAAAAACCATTCAAAGTTTATTGC
GTAGAATCAGAGCCAATGGAGGTGACTAGTGACTAG

>P482 - ORF 50
ATGAGATATAAAAAAATAGATACTGTTATAGTATTAGAAAATGGAAAAGTTTATAGAGAGTTAAAAGATA
GATGTAGACTGATAAAAGGAACTTTAAGAAATAATGGATATTTACAATTAACGATTAAAAATAAAACTAT
AAAGGTACATAGATTAGTAATAGAGGCTTTTAAAGGTAAAAGTGATTTAACTGTTGACCATATAGACGGA
AATAAACTAAATAATTCATTAGATAATTTACAATATTTAACTAGAGAAGAAAATTTAATAAAGTCTATAG
CTATCCCAATTTATTATGACAATGTGAAATACAGAAGCACTAATGAGTTATCAAGAAAATTAAATGTTTC

AAAAAATACTATTAAGTATAATTTGAATAAATATGGTTCTTATAAGGGTAAAAAATTAAATTACTAA

8. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass die produktrelevanten Gen-
sequenzen Sequenzen von Bakterien umfassen, die als Schadflora in Milchprodukten vorkommen.

9. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die produktrelevanten Gen-
sequenzen spezifisch sind fiir eine oder mehrere Organismen aus der folgenden Gruppe: Listerien, Salmonel-
len, Staphylokokken, Enterobactericeae, Bacillae, Campylobacter, Clostridien, Pseudomonadaceae, Listeria
monocytogenes, Salmonella typhimurium, enterotoxisches Escherichia coli, Yerisinia enterocolitica, Staphylo-

coccus aureus, Bacillus cereus, B. sphaericus, Mikrokokken, Bakteriophagen.
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10. Verfahren zur Untersuchung von Kulturen, bei dem eine oder mehrere dieser Kulturen auf das gleich-
zeitige Vorliegen von Phagenresistenz vermitteinden Genen untersucht wird, bei dem:
— eine Vielzahl von Nukleotidsonden eingesetzt wird, von denen jede fir ein bestimmtes oder zumindest fir
eine Gruppe bestimmter Phagenresistenz vermittelnder Gene spezifisch ist,
— die Nukleotidsonden mit einer entsprechend aufbereiteten Probe der zu untersuchenden Kultur unter Hybri-
disierungsbedingungen in Verbindung gebracht werden, und
— daraus resultierende Hybridisierungsprodukte nachgewiesen werden.

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass dabei ein oder mehrere Phagenresistenz
vermittelnde Gene nachgewiesen werden, bei denen es sich um Gene handelt, die wirken wie folgt:
— Phagenadsorption inhibierend,
— Injektion von Phagen-DNA blockierend,
— Restriktion von Phagen-DNA bewirkend, und/oder
— Phageninfektion abortierend.

12. Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Phagenresistenzgene ausge-
wahlt sind aus einer oder mehreren der folgenden Gruppe von Genen:

Inhibition der Phagenadsorption: ads

Blockade der DNA-Injektion: pip

Restriktion der Phagen-DNA: lid 1, lla 1403, scrF |, lla |, lla ll, lla BI, lla BlI, lla Cl,
Ila DIl lla KR2I, lla Fl,

Abort der Phageninfektion: abiA, AbiB, abiC, abiD, abiDlI, abiE, abiF, abiG, abiH,
abil, abiK abiL, abiM, abiN, abiO, abiP, abiQ, abiR,
abiS, abiT, abiU

13. Verfahren nach einem der Anspriche 10 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass zum Nachweis Pha-
genresistenz vermittelnder Gene eine oder mehrere Nukleotidsonden vorgesehen sind, die folgende Sequen-
zen aufweisen:

Nachgewiesenes Gen bewirkt Sondename Sequenz
Inhibition der Phagenadsorption EpsC S1 CCTGATATATTATITGATTTT
EpcC S2 AAG GAG TAC TAA GTC AGA TAA
Inj-Pip S1 CAG GAC TTAGTA CTA GAATGA
Inj-Pip S2 ACG AAT TTATTACTT ATT TAC
Restriktions & Modifikationsystem | Lidl S1 ATAATAATACGATTT TAG TGA
Lidl S2 CAG ATT CCT CTA GAG TAG ATC
Lidl S3 CTA TAT ATT GAT CGA GAA ATG
Lidl S4 AAC GAA TTA AGA AAATAT TAC

Lla1403 S1 ATATTAATACGATIT ATATGG
Lla1403 S2 TTA TAT GAC CAT GAG ATT ATT
Restriktions & Modifikationsystem Il ScrFI M $1 ATA GAA AAA CAG CTA AAT ATA
ScrFI M S2 TAT TAA ATA CTT TGG AAG AAC

ScrFI R $1 ATT TAC GAT ATAATAAGT TTG
ScrFI R §2 GTATAT TTT GAT AGT GGT ATG
Lial M S1 TAT ACA ATT ACC CAA TAT ACT
Llal R S1 TTA TAA ATA AAA AAC TAA CCA
Llall S1 AAG ATG TAT CTC TAC TAG CAA
Llall S2 CTG TAG AAAATC TAG TAAACC
LiaBI S$1 GTA AAA CAT GAA CTA ATA AGA
LiaBI S2 TAATCA AGT TAAGTT CAAGTC
LiaBIl S1 ATAATT TTA GTT TGG TAT ATG
LlaBIl S2 CTATTC ATT AGAACATCC TAC
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LlaCl $1 ATA TAA CCT GAT GTA ATT AGA
LlaCl S2 TAA GAA ATA AGC TAAATAATG
LlaD1l $1 CTT AGG ATATCT ATG GAA TAG
LlaDIl S2 ATC GAA GAT AAT AGA CAC TAA

LlaKRII S1 AGT ACG GTAATAATATTG AGA
LlaKRII S2 AAA GTA GGG TTA ATA AAG TAA

Restriktions & Modifikationsystem !ll LiaFI $1 TCT ATAACT CGA ACA ATA AAC
LlaFl S2 GTATTT CGT TAG ACA GTC TAT
Abortive Phagen Gene AbiA S1 AGT CAT CTA CAT ATC GAA CTA
AbiA S2 TAT ATA ACT TCC GTC AGA TAC
AbiB S1 CAT TTAATA CAT CTC TCG TAT
AbiB S2 AGG GTAGTAGTT TTT TAATAA
AbiC S1 AGT TAG TAT AGG AGC AAT TAA
AbiC S2 GTATACTTAATG TGT TCATGA
AbiD S1 TTT CTG AAT TAC TAT ATATGC
AbiD S2 CTA TAT ATG CTA AAATCT AAA
AbiDI $1 TAATGAAAG TAT TTATTT GTC
AbiDI §2 TTCTCTTTT ATATGATCATIC
AbiEll S1 TAC ATATTT CAGTAATTACCC
AbiEll S2 ATAAGC TAATAC TTC TAT CTG
AbiF S1 ATC ACCACT ATATAGATCTIT
AbiF S2 CTG TAT AACCTAACT ACGTTC
AbiGI S$1 TAT ATATCT CCACTCATGTTC
AbiGI S2 TGATTC TTC TCATAT ACT CAA
AbiH S1 GAT AAA CAT CTT CCATAG TAT
AbiH S2 CAG TAT CGA ATG TAC TAT CTT
Abil S1 TTC TCT TAG TTA AGT AAT GGT
Abil S2 AAT CTT AACTTT GTATAG ACC
AbiK S1 TAT TAC CGA ACT ATATAT GTG
AbiK S2 ATACACATAGTATACCATGGA
AbiL S1 CGT AAAACT ATG ACT ATC TCT
AbiL S2 TTACCTTCTTTT AAATTACTC
AbiM S1 TCTTCTACT TCT GTG TATTTC
AbiM S2 CTTTATTATTTT GTT CTG ATT
AbiN S1 CTGTTAGTAATT TAACTGTTC
AbiN S2 GAA GAC CTATTT ATAGAT TCA
AbiP S1 TAT AAT TTC AAC AAT ATC ATC
AbiP S2 ACATCT GTATAAAGC TCT AAA
AbiQ S1 CTAGTTACTATT CGACTTCTT
AbiQ S2 AGT CTAGTT ACT ATT CGACTT
AbiT S1 AGT ATC TTT CAT AAT CAT AGG
AbIT S2 TCT CAG TAT CTT TCATAATCA
AbiU $1 TTTATCTCT TACTACTTC GTT
AbiU S2 TAATAG TCATAC CAATGT AAG

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass dabei das folgende
Phagenresistenz vermittelnde Gen nachgewiesen wird:
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>abiP2
ATGGATATTTTATTTTTAGAAAAAGCATTGACCAATTCTGATTGGTTAGGTTTTTTGGGG
AATATTGTAAGTGGTATAATTGGGCTAATTGGAGCTGGATTAGGTGTTTATGGGGCATAC
TATGTGATGCAAAAGGAATTAAAAGCAGAGAATGAACAGTATAGAAAAGATAAAATTGAT
AATACTTTTTTCAATTTATTGGGTTTGTTTCAAAATATACGAGAGGAACTTGATAGTCCA
AATTTGTTAGTCGCTATCAATAGTTATAATAGTACTGAAGAAGAATATCAAAAAGATAAA
TATTATAAGGCACTTTTCGAGTCAAAAAAATCTGATTTCATAAAAGATATAGAGAAATTT
AAGGTAGAAACAGGGCAATTCGATGAAAAGAGCAATTCTTTGATAAATGCATTAGAACAA
TCAGATTATAGTTCTAATGTTTATATTCGTGGATTAAATAATTTAGAAAGAGTGGTAGAA
TCCGAAAATACCCATATTGAGTTATTCGAAGAATGTGCAAAAGATTTGAAGGAGTTTGTT
GATGATAAGAATGGTGGAATTTCCTTCAAATATGAAGTTGATGAAGAGTTTATAAAAGTA
TGCGTTGAAAACGGTTTTTTGAATAGTAAATATTACTCTGGGAATTATTTTAGAGCTTTA
TACAGATGCTTAAAATATATTATCGATTCTGATTTAAAAATGGAAGATAAAAAGTTTTAT
TCAGGAGTGCTTAGAGGGATTCTATCATCTAAGGAAATGTTAGTAGTGTTTTATAATTGC
ATGTATTTTGAAAAAGGTGAGAAATTCAAAGAACTACTTGAAAAAGAAGAAAAAGGTAAA
AGAATTGACTTTTTTGGTGATAAAGAGGATTTGAAAAACTTAAGTGAAGGATATGACCTA
CCTTTCTTTAGTAAAGAGGATTTATTATTTTCGAAAACCGATATGCAAAAATTAGAGGAA
CTTATAAAAGGAAACTAG

15. Verfahren zur Untersuchung von Kulturen, bei dem eine oder mehrere dieser Kulturen auf das Vorlie-
gen von gewlinschten Genen untersucht wird, wobei die gewlinschten Gene einen oder mehrere der folgenden
Faktoren in einem Milchveredelungsverfahren beeinflussen: Geschmack, Geruch, und Konsistenz des End-
produktes des Milchveredelungsverfahrens, bei dem:
— eine Vielzahl von Nukleotidsonden eingesetzt wird, von denen jede fir ein bestimmtes oder zumindest fir
eine Gruppe gewlnschter Gene spezifisch ist,
— die Nukleotidsonden mit einer entsprechend aufbereiteten Probe der zu untersuchenden Kultur unter Hybri-

disierungsbedingungen in Verbindung gebracht werden, und
— daraus resultierende Hybridisierungsprodukte nachgewiesen werden.

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass zum Nachweis Geschmack, Geruch oder

Konsistenz vermittelnder Gene eine oder mehrere Nukleotidsonden vorgesehen sind, die folgende Sequenz
aufweisen:
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Sonden-
name
ald B
ald
ald
ald
ald
ald C
als 1c03

als 1c06

als Ic16

but A 1c03
but Ic04
but Ic07
but IcO1
but Ic07
but Ic14
but Ic10
cit E Ic02
cit E Ic05
cit E Ic10
cit F 1c03

Sondensequenz in 5°-3'-Richtung
Lc07 CAAGGGTATTATATTGAAA
B_Lc06 |ICTAAAGTTCCAATTCCTA
B_LcO3 ATTTCAACAGTACCATTATC
C_LcO4[TCTCATCTTCTTCAACTAAT
C_Lc16[TAACAATAGTATAAGCGGT
Lc24 AAAGTTTTCATCATCGTC
CTAATAAATCAAAAACCC
TGAATATTTTGTTGCTGA
TCTTCAGTATTTTCAGTATC
AAATGAGTTTTCTCCTTG
CGGCATTATTAACTACAA
AGCATTAGATTTGGATTT
GGTTCATTAATTTCATCA
ACGTTCATCAACAGAAAT
TTGATTACTAATTTTGCC
CTTCTTGTGCTTTTTTAC
ACGGATGACTTCGATAC
CATCAGGATAAGACTTGG
CCCTCATCTAACACATTT
ATACCATCTTTAACAGTTTT
cit F_Ic10 |[GTTGATTTTTGTTGAGGT
cit F_Ilc14 [TCAATCTTTAACTTCACG
cit_P_Ic+l08|CAAGGTAGTAAAACACGT
cit_P_Ic+I12|GATATAAAGACCCAAAAA
cit_P_Ic+I29AGCTTAGACAAAATTCCT
cit P_Ic+I33[TACGTGAGATAAGTCCAG

W{m o D> >

pdh A Ic01

AAATGTAGTGTCTTGCAGT

pdh_A_lc04

CAGTCTTCGTCAGTGAA

pdh_A Ic06

CAATGTCTTCTTTAGTACG

pdh_B |c07 TTCAAAGATAAAGGTTCC
pdh_B_Ic13 AGCAGTATCAAGTGGTGT
pdh_B _I1c19 CAGTCATAGTCAACCACC

pfl_Ic03 TAGCATCGATATATCCAG
pfl_lc11 TGTTCAGTAAATGTTCCA
pfl_Ic23 TGTTAGCACGAACTTTAG
pfl_lc32 ACGTTCAGTTAATTCTTG

17. Verfahren nach einem der Anspriche 15, 16 oder 10 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass dabei auch
ein Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9 durchgefihrt wird.

18. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass dabei zugleich Nukleo-
tidsonden vorgesehen sind, die eine Aussage daruber ermoglichen, ob die jeweils nachgewiesenen oder un-
tersuchten Organismen teilungsfahig/stoffwechselaktiv sind oder nicht

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass die zugleich vorgesehenen Nukleotidson-
den zum Nachweis von ISR-Regionen ausgebildet sind und vorzugsweise folgende Sequenzen umfassen:
—zum Nachweis der Stoffwechselaktivitat von E.coli: CGTATCAGTCTGCTTCGC und/oder CACTCACAAAC-
CAGCAAG,

— zum Nachweis der Stoffwechselaktivitdt von Lactococcus lactis: TTCTTGCTTAGGTTTATCA und/oder
TTGGTTTATTTATCGTTAT, und/oder
— zum Nachweis der Stoffwechselaktivitat von Lactobacillus delbriickii: CAGTGTGCTTCCGTAACT und/oder

85/107



DE 10 2004 023 188 A1 2005.12.08
ACTCTCTCGGTCGCTTTG.

20. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleotidsonden auf
einem Mikroarray angeordnet sind.

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleotidsonden be-
stehen aus: synthetischen Oligonukleotiden, DNA, cDNA, RNA, LNA, PNA und/oder anderweitig modifizierten
Nukleinsauren.

22. Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 21, dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleotidsonden
eine Lange von bis zu 1000 Basen, vorzugsweise aber unter 100 Basen aufweisen.

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 22, dadurch gekennzeichnet, dass die Aufbereitung der
Probe umfasst:
— DNA-oder RNA Extraktion aus der Probe,
— Markierung mit Psoralen-Biotin.

24. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 23, dadurch gekennzeichnet, dass die Aufbereitung der
Probe umfasst:
— DNA- oder RNA Extraktion aus der Probe,
— Fragmentierung der genomischen DNA in hybridisierbare Fragmente,
— Markierung mit Psoralen-Biotin, wobei zur Fragmentierung vorzugsweise eine chemische Nuklease einge-
setzt wird, die Fragmente zwischen 500 und 1000 bp produziert.

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 24, dadurch gekennzeichnet, dass die Aufbereitung der
Probe umfasst:
— PCR-Amplifikation.

26. Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 25, dadurch gekennzeichnet, dass eine Markierung mittels
Psoralen-Biotin erfolgt und das Psoralen-Biotin nach der Hybridisierung mit einem Streptavidin-Enzymkom-
plex, vorzugsweise Streptavidin-Peroxidase, gekoppelt wird, wobei das mit Psoralen-Biotin markierte Material
aus genomischer DNA, mRNA, cDNA, rRNA, und/oder einem PCR-Produkt besteht, und wobei vorzugsweise
im Anschlul an die Biotin-Streptavidin-Kopplung die Hybridisierungsprodukte mit einem Tyramid-Farb-
stoff-Komplex enthaltenden Amplifikationspuffer in Verbindung gebracht werden.

27. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 26, dadurch gekennzeichnet, dass die aufbereitete Probe
PCR-Produkte, cDNA, rRNA, mRNA und/oder genomische DNA aufweist.

28. Mikroarray zur Durchfihrung von Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 27.

29. Mikroarray nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, dass er eine oder mehrere der folgenden Son-
den umfasst: SEQ ID NO: 1 bis SEQ ID NO: 208

30. Verfahren zur gezielten Auswahl einer Kultur oder einer Kombination von Kulturen fiir die Durchfihrung
von Milchveredelungsverfahren, das folgende Schritte aufweist:
a) Durchfihren eines Verfahrens nach einem der Anspriiche 10 bis 17 mit Kulturen der gewiinschten Art,
b) Bestimmen der in den jeweiligen Kulturen vorliegenden Phagenresistenz vermittelnden Gene und/oder wei-
terer produktrelevanter Gensequenzen anhand der in Schritt a) erhaltenen kulturspezifischen Hybridisierungs-
produkte, und
c) Auswahlen einer Kultur oder einer Kombination von Kulturen, die gewiinschte Phagenresistenz vermittelnde
Gene und/oder andere gewilinschte Gene aufweist.

31. Verfahren zur gezielten Auswahl einer Kultur oder einer Kombination von Kulturen fiir die Durchfihrung
von Milchveredelungsverfahren, das folgende Schritte aufweist:
a) Durchfilhren eines Verfahrens nach einem der Schritte 1 bis 9, wobei die Probe einem Edukt oder einem
Zwischenprodukt enthommen wurde,
b) Ermitteln von in der Probe enthaltenen Phagen anhand der in Schritt a) erhaltenen Hybridisierungsprodukte,
und
c) Auswahl der Kultur oder der Kombination von Kulturen, die gegenlber in Schritt b) ermittelten Phagen Pha-
genresistenz vermittelnde Gene aufweist.
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32. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dass Schritt c) mittels eines Verfahrens nach
Anspruch 31 durchgefiihrt wird.

33. Verfahren nach Anspruch 1-30, dadurch gekennzeichnet, dass die in diesen Anspriichen beschriebene
Analysen wahrend der Milchfermentation, also produktiosintegriert erfolgt.

Es folgen 20 Blatt Zeichnungen
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Anhédngende Zeichnungen
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Primer Zielgen/ Sequenz (5-3’) bp T, Position Prod.
‘ Acc. Nr. Lénge

EpsC F1 ads-epsC CCTGAGTGTAATAGCGGAATC 21 48,4 24-44
EpsC R1 AF036485 CTAATCCCCCTAAAATATCAATCC 24 51,6 499-522 499

AF100297

AF100298
EpsC Fz ads-epsC CCTATTTTGGTCCACCCTG 19 49,3 9-27 415
EpsC R2 AF100297 ATCCTTCCTCAAAACTTCCAT 22 50,5 402-423
Inj-Pip F1 Inj-Pip CGCATTGCCTAGTATCACGA 20 51,4 1041-1060 474
Inj-Pip R1 L14679 GTCAAGCTTGTTAAAACTGTTATCA 24 51,1 1491-1514
Inj-Pip F2 Inj-Pip ATGCCAGAAATCAAAGAAAAACT 23 51,0 673-695 465
Inj-Pip R2 L14679 TTGGTCAATAACAGCGAGAACT 22 48,1 1116-1137

Fig. 4a. Primer zur Detektion der Gene fiir die Inhibition der Phagenadsorption und der
Injektion der Phagen-DNA.

 Primer Zielgen/ Sequenz (5°-3’) bp T, Position Prod.
‘ Acc. Nr. Lénge

LidI F1 RM Typ | TTGCCTCGGAATACCATACC 20 51,6 1007-1027
hsdR

LidI R1 U90222 CTAACACAGCCCCATCATCC 20 51,7 1443-1462 456
AF034786

Lidl F2 ug0z22 ACGGGGTGGCTCAAGTT 17 49,7 257-273
AF034786

Lidl R2 ugozz2 ATGGGCATCGGGTATCC 17 498 710-726 470
AF034786

Lidl F3 U90222 GATTCTCCAGCGATTCTAACC 21 49,9 2062-2082
AF034786 425

Lidl R3 Ugo222 GGCAACTGCTCCACCACT 18 50,4 2469-2486
AF034786

Lia1403 F1 BRM Typ ! ACGGGCCTACATGATTGATA 20 49,5 1803-1822 404
hsdR

Lla1403 R1 AF013165 GATGACTTTGGGGTTCTGC 19 49,1 2188-2206

Lla1403 F2 RM Typl TGCGGGAGAAGATTTTAGTCA 21 51,7 2250-2270
hsdR 429

Lla1403 R2 AF013165 ATCTCTTGTTGGCTCATTTCATC 23 51,8 2656-2678

Fig. 4b. Primer fiir die Amplifikation der Restriktions & Modifikationssystem I-Gene.
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' Primer Zielgen/ Sequenz (5’-3°) bp T, Position Prod.
; Ace. Nr. Lédnge

ScrFI M F1 RMTypll  AATGATTAAAGAAAAGCGACTACG 24 51,3 42-65

hsdM 404
ScrFi M R1 M87289 AAGGAAATCCACCGACAAGA 20 51,1 426-445

89998
ScrFI M F2 RMTypll  TCGGTGGATTTCCTTGTCA 19 50,9 431-449

hsdM 421
ScrFI M R2 M87289 TGCCCATCCCAAAGTTTATC 20 51,6 832-851

U89998
ScrFI R F1 RMTypll  CGTTTCTCATGGTCTGGTTCT 21 508 343-363

hsdR 409
ScrFl R R1 189998 GGCGCTTGTTTCCTTCATAC 20 51,6 732-751
Lial M F1 BMTypll  TTGATGGAATGCGACTTGATA 21 50,7 365-385

hsdM 401
Lial M R1 U17233 CTCCCGCTTAACTCTTCTGC 20 51,0 746-765
Lial RF1 hsdR ATTGAGCTTTTTCCGACAGG 20 51,1 2719-2738
Lial R R1 U17233 CTTGATTATGCATTICTTICTACCC 24 51,2 3168-3191 s
Liall R F1 AMTypll  TACGTTCTAAAATCCCCTCCAT 22 51,4 405-426

hsdR 455
Liall R R1 u16027 GGCAACACTTTCCGTAACTAATA 23 50,2 837-859
Liall R F2 AMTypll  GAAGCGGTTGCCTGTGG 17 51,9 347-363

hsdR , 485
Liall R R2 u16027 CCCGAATACTACGTGAACTGG 21 51,4 811-831
LiaBIRF1 RMTypll  AAATGGAGCAGAAGCAAAACA 21 51,8 108-128

hsdR 448
LiaBI R R1 X97263 GTCGTCGTATTCATAAACTGGA 22 488 534-555
LiaBIR F2 AMTyp Il  TAATTGGATGGGGACCTATGA 21 51,0 329-349

hsdR 404
LlaBI R R2 X97263 GACTTTGGCTTGATCTCCTCTAA 23 51,4 710-732
LiaBll R F1 AMTypil  AGCCGTAGTGCTACACAGGAA 21 51,7 298-318

hsdR 460
LiaBll R R1 Y12736 GGAATICGGGACGCTITAT 19 509 739-757
LiaBIl R F2 RMTyp il  AGATGGCAGAGGAAGGCTATC 21 51,8 1085-1105

hsdR 445
LiaBll R R2 Y12736 AAGCGTTCTTTATTTTTCATCTCA 24 51,5 1506-1529
LiaClIR F1 AMTyp il  CTAAGCCGCCTAGTTTTTGTC 21 50,6 546-566

hsdR 433
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LlaCIR R1 AJ002064 CTAGTGAATAGCGAATTTGAGAAA 24 499 955-978
LiaCIR F2 RMTypll  CAGATTTTTAAGCCTTCCCTCTA 23 51,1 217239
hsdR 418
LlaCI R R2 AJ002064  ACAGGCTCCGAATGTAAAAGA 21 509 614-634
LiaDII R F1 RM Typ il TGCCAGAATAGATGCAACTTGT 22 51,7 39-60
hsdR 385
LiaDIll R R1 Y12707 TGAGGACGCCTTCCAACA 18 51,9 426-423
LIaDIIR F2 RM Typ i ATCCAGCAAATAAGACTCAAACTA 24 492 1129-1152
hsdR 467
LiaDIll R R2 Y12707 TGCTAACATAATATCAAAATCTGG 24 483 1572-1595
LlakRIl F1 BM Typ 1l GATTACGATGATAGCGATTTACAA 24 50,3 19-42
hsdR 401
LlaKRII R1 AF051563 TTTGAACACTTTTGCCACAAG 21 506 399-419
LiaKR!l F1 RMTypll  AACTGGCGACTAATGATGACTG 22 51,1  1049-1070
hsdR 439
LiaKRIl R1 AF051563  TCCCATTTTCCTTCTAACACTTC 23 51,2 1565-1487
Fig. 4c. Primer fiir die Restriktions & Modifikationssystem II-Gene.
| Primer Zielgen/ Sequenz A(5 *3’) bp Tn Position Prod.
? Acc. Nr. ~ . ~ Linge
LiaFI F1 AMTyp L GGATGCTATTATGAACGGTTTAGA 24 51,6 2190-2213
hsdR 408
LiaFi R1 AF054600 AGTAATTGGCCATCATTGACTIT 23 51,5 2575-2597
LiaFil F1 RAM Typ Il GAAAACATGCTCAATAGTCAGTCT 24 492 346-369
hsdR 440
LiaFi R1 AF054600 TTCATAAATTCTCCAAGGTCATA 23 480 763-785
Fig. 4d. Primer fiir die Restriktions & Modifikationssystem III-Gene.
éPrimer Zielgen/ Sequenz (5-3’) bp T, Position Prod.
| Acc. Nr. ~ Linge
AbiA F1 abiA TTCCTTAAAAACGATAGTTGAAAT 24 488 666-689
AbiA R1 U17233 TGTGACCACGTACTTTTATTGTAA 24 49,1 1086-1109 444
MB3080
AbiB F1 abiB GATAACATGCCAATTCCAACTG 22 514 85-106
AbiB R1 M77708 ATCGGTATTACTTTTATTICGTCT 24 48,0 567-590 508
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AbiC F1 abiC CCTAGTTTTGGATTATGGTATGG 23 495 115-137.

AbiC R1 M95956 AAATCTTTTGTTTAGGCTCTTCA 23 49,3 647-6669 555
AbiD F1 abiD GGAGAGCTACAAGTCGGTGAGT 22 51,8 385-406

AbiD R1 u10992 TAGGGGCATAAAAAGTTGGTG 21 51,3 788-808 924
AbiDI F1 abiDI ATAGTCCAGCATTTAAGCATCATA 24 49,9 545-568

AbiDI R1 AF116286 ACCCAATCCTCAGAAAAACC 20 49,7 1012-1031 @
AbiEIll F1 abiEll GCACAGTCTATTGAACGGGTAAT 23 51,9 229-251

AbIEIl R1 U36837 GAGCCAATCTTCAAACAGTTCTT 23 51,3 698-720 e
AbiF F1 abiF TTTATGTGCAGAATACCAAGAGTC 24 50,1 384-407

AbiF R1 U36837 AATAGGATTTTCGCAAGTTAGC 22 496 826-847 ot
AbiGI F1 abiGi GCAGAGGGAAAAGCACAAA 19 503 136-154

AbiGI R1 U60336 ACACTAAAATTCAAAAGACCATTCT 25 498 566-590 o
AbiH F1 abiH GGAGCGATTTTGAAGAACAGAC 22 52,0 182-203

AbiH R1 X97651 TGGCGAATGAAATCCTAATACTAC 24 51,6 613-636 e
Abil F1 abil CAGACTATTATTGGGAAAAACACC 24 51,0 383-406

Abil R1 U38973 ACAATCTCTAACCCACAATGACTT 24 50,7 780-803 558
AbIK F1 abiK TTGTTTATCAAAATGGCACATA 22 480 1099-1120

AbiK R1 U35629 AACCTCTATCAACAGACCCAGTAT 24 499 1548-1571 73
AbiL F1 abil ll AAGGAGGGTATTCAATCACAGTT 23 50,5 424-446

AbiL R1 U94520 CAAGACATTCATTATTCGTTTCAA 24 50,9 818-841 48
AbiM F1 abiM ATGCTAAACCGAAATACACAGAAG 24 51,7 194-217

AbiM R1 U41294 CATTTTTATCCCACCTATTGTCAG 24 51,7 611-634 “
AbiN F1 abiN TTITAATAAGGAGTTACAGATTGATG 25 495 61-85

AbiN R1 Y11901 CTCCTAGTTTGTTATTTACACTTTC 25 51,1 502-526 %
AbiP F1 abiP GACCCATACTCCATTTTTACATCA 24 51,8 289-312

AbiP R1 usgozz2 TCTAATTTTTGCATATCGGTTTIC 24 51,8 690-713 i
AbiQ F1 abiQ CAGCACTTATGTAGGGGTTGTT 22 504 126-147

AbiQ R1 AF001314  CTTTTTCATGAGCAGCTTTTCTAT 24 51,3 443-466 4
AbiT F1 abiTll ATGGTTGGATTCCTATGATTATGA 24 51,3 215-238

AbiT R1 AF483000 TGCTGTATTTGCGTTTCTCG 20 51,6 595-614 00
AbiU F1 abiu ATGGTGCCTAGAAACGAAGTAGTA 24 51,3 1090-1113

AbiU R1 AF188839 CTGTTTGTATTGCGATTGGATAA 23 51,6 1485-1507 48

Fig. 4e. Primer fiir den Nachweis der Abortiven Phagen Gene.
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Multiplex- Primerpaare

PCR Nr.
1 LiaDll X1 (385 bp) EpsC X2 (415 bp) LiaBll X2 (445 bp) Lial X1 (473 bp)
2 Llal M X1 (401 bp) LiaCl X2 (418 bp) LiaBl X1 (448 bp) Inj-Pip X1 (474 bp)
3 ScrFl R X1 (409 bp) ScrFl M X2 (421 bp) | Liall X1 (455 bp) Lidl X2 (470 bp)
4 Lia1403 X1 (404 bp) Lidl X3 (425 bp) EpsC X1 (499 bp) Inj-Pip X2 (465 bp)
5 ScrFl M X1 (404 bp) LiaBll X1 (460 bp) Liall X2 (485 bp) LiaKRII X1 (401 bp)
6 LiaDll X2 (467 bp) LiaBI X2 (404 bp) LiaCl X1 (433 bp) LlaKRIl X2 (439 bp)
7 ScrFl R X2 (409 bp) Lidl X1 (456 bp) Lla1403 X2 (429 bp) LiaFl X1 (440 bp)

Fig. 4f. Kombinationen der Multiplex-PCR Primerpaare fiir die Phagenresistenzgene I-II1.
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Citrat- und Lactose-Metabolismus in Milchsédurebakterien (Swindell et al., 1996). 0]
Citrat-Permease, @ Citrat-Lyase, @ Oxalacetat-Decarboxylase, ©  Pyruvat-
Dehydrogenase, @ Pyruvat-Formiat-Lyase, © o-Acetolactat-Synthase, ® o-Acetolactat-
Decarboxylase, @ oxidative Decarboxylierung, ® Diacetyl-Acetoin-Reduktase, © Lactat-
Dehydrogenase, ® Lactose-Permease. (Schattierung bedeutet, dass die
DNA-Sequenz des Enzyms aus L. lactis vorliegt).
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