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Resumé

Indledende blev et Listeria specifikt substrat udviklet med henblik pd en 24-timers to-trins
opformeringsmetode. Anvendelsen af fem forskellige farvestoffer til viabilitetsfarvning af Listeria
monocytogenes, efterfulgt af flowcytometrisk detektion, blev dernast undersogt. Heojeste
fluorescensintensitet af L. monocytogenes, med god reproducérbarhed samt god korrelation mellem
de flowcytometriske taellinger og pladespredninger, blev observeret med farvestofferne CFDA og
Chemchrome B. For begge farvemetoder observeredes den hgjeste fluorescensintensitet under den
cksponentielle vakstfase, med en detektionsgranse for L. monocytogenes pa 10* celler/ml. Tillige
sés ingen reduktion 1 fluorescensintensitet efter vaekst i medier indeholdende selektive stoffer som
nalidixinsyre, acriflavin og fosfomycin. Enstemmende resultater blev observeret for fem stammer af
L. monocytogenes.

Sidelobende blev 55 monoklonale antistoffer samt et polyklonalt antistof screenet for specificitet.
Det blev besluttet at anvende det polyklonale antistof samt tre monoklonale antistoffer til videre

forseg.
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Immunomagnetisk separation af L. monocytogenes baseret pa paramagnetisk maerkning med
jernpartikler (str. 0.05 um) bundet til Listeria-specifikke antistoffer, fulgt af separation pd en
gradient-kolonne, blev herefter evalueret. L. monocytogenes blev séledes separeret, med en
genfindelsesprocent mellem 60 % og 100 %. Efter vitalfarvning, kunne L. monocytogenes nemt
detekteres pa flowcytometeret. I blandingskulturer bl.a. med Lactococcus lactis som viser
immunologisk krydsreaktion til det anvendte antistof, kunne L. monocytogenes tydeligt skelnes fra

den anden kultur, pa den flowcytometriske profil.

Den udviklede metode omfatter en 24 timers opformering af den undersogte prove, efterfulgt af
immunomagnetisk separation og pavisning af tilstedevaerende Listeria ved vitalfarvning og
flowcytometri, med en meget hoj folsomhed svarende til ca. 3-10* celler/ml opformeringsbouillon.
Metoden er udviklet for det polyklonale antistof, men den er gennemfort med henblik pa en direkte

anvendelse af specifikt antistof overfor Listeria monocytogenes, nar dette bliver tilgengeligt.

English summary

Initially a Listeria-specific enrichment broth was developed with regard to a day to day two-step
enrichment procedure. Viability staining and flow cytometric detection of viable L. monocytogenes,
using five different fluorescent dyes, then were investigated. The highest fluorescence intensity of L.
monocytogenes, showing high reproducibility as well as good correlation between flow cytometric
counts and colony forming units (CFU), was obtained using CFDA and Chemchrome B. For both
staining reagents it was observed, that the fluorescence intensity increased during the exponential
growth phase. The detection limit observed with these reagents in enrichment broths, was in the
order of 10* cells/ml and no reduction of fluorescence intensity was observed after addition of
Listeria selective agents such as nalidixic acid, acriflavine and phosphomycin. Similar results were

obtained for five different strains of L. monocytogenes.

Fifty five monoclonal anti-Listeria antibodies and 1 polyclonal antibody were screened in relation
to specificity. Three monoclonal antibodies and the polyclonal antibody were chosen for further
experiments.

Immunomagnetic separation of L. monocytogenes using Listeria-specific antibodies, was then

investigated. By this technique L. monocytogenes was successfully separated, with a recovery rate



between 60-100 %. Following separation and vitalstaining, L. monocytogenes was easily detected
by flow cytometry. Using mixed cultures of L. monocytogenes and related species including
Lactococcus lactis showing immunological cross reactions to the Listeria antibody, it was found,
that the foreign bacteria were either eliminated by the immunomagnetic separation, or could be
distinguished from L. monocytogenes by the flow cytometric profile. The combined use of
immunomagnetic separation, based upon paramagnetic labeling with iron particles (size 0.05 um)
and separation on a high gradient column, vital staining and flow cytometry, made specific detection

of L. monocytogenes in enrichment broth possible down to 3-10* cells per ml.

Formal
Det har vaeret projektets mél, at udvikle en hurtig metode til specifik pavisning og kvantificering af

Listeria monocytogenes 1 malk, mejeriprodukter og mejerimiljo ved hjelp af flowcytometri.

Baggrund

Listeria monocytogenes er en patogen bakterie hvis tilstedevearelse 1 levnedsmidler medforer risiko
for alvorlig levnedsmiddelbéren listeriose. Bakterien har lav morbiditet, men hgj mortalitet specielt
hos immunsvakkede personer. Fra mejerimiljo og blede oste 1 Danmark, er isoleret serotyper
svarende til typer, som har givet anledning til levnedsmiddelbarne epidemier i udlandet. L.
monocytogenes hemmes under syrningen af ostemelken, men drabes ikke nedvendigvis.
Organismen er desuden i stand til at vokse ved temperaturer ned til ca. 1 °C ved forholdsvis hgje
saltkoncentrationer og i atmosfzere med nedsat iltspaending som f.eks. vacuum- eller gaspakning.
Ved en senere pH stigning, som det sker i overflademodnede oste, vil L. monocytogenes derfor have
mulighed for at opformere sig og hermed udgere en potentiel risiko, specielt i oste med lang
modningstid, eller med forleenget holdbarhed. Traditionel, specifik pavisning af L. monocytogenes
er tidskraevende, min. 3-5 dage. Der er derfor behov for at udvikle en specifik, hurtigmetode, som
kan detektere selv et ringe antal L. monocytogenes 1 savel ravarer og ferdige mejerivarer som i
mejerimiljoet, for at undga store ekonomiske tab forbundet med kassation af ferdigmodnede oste.
Eksisterende hurtigmetoder, som ELISA, til pavisning af L. monocytogenes er endnu ikke
tilstrekkeligt folsomme eller specifikke, ligesom det ikke er muligt at skelne mellem levende og

dade celler.
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Flowcytometri er en hurtig metode til kvantificering og analyse af individuelle celler 1 suspension.
Cellerne markes med fluorescerende stof og injiceres i en strom af bareveske, hvor de enkeltvis
fores til et méleomrade, hvor egenskaber som sterrelse, form, antistofreaktion, enzymaktivitet,
intracellulert pH og nukleinsyresammensatning o. a. kan madles. En antistofbaseret flowcytometrisk
metode til pavisning af L. monocytogenes er beskrevet, uden dog at vere hverken folsom eller

specifik nok.

Listeria monocytogenes er en meget lille bakterie. Markning af denne med fluorescerende antistof,
giver ikke nedvendigvis fluorescens nok til at blive detekteret. Amplifikation af fluorescenssignalet

kan foretages pa flere mader.

Udviklingen af en flowcytometrisk hurtigmetode til specifik pavisning af L. monocytogenes i mzlk,
mejeriprodukter og mejerimiljo, kreever udvikling af et medium, som tillader specifik opformering
af endog ganske fa, svaekkede L. monocytogenes 1 en massiv blandingsflora af nartbeslaegtede

organismer.

Resultater
Bifag i immunologi
Efterar - vinter 1992, gennemgik Charlotte Nexmann Jacobsen bifag i Immunologi, ved

Professor Bent Aasted. Faget blev afsluttet med eksamen i januar 1993.

Udvikling af opformeringsmedium

Veksten af L. monocytogenes blev undersegt i BHI indeholdende 10 forskellige selektive
forbindelser (lithium chlorid, acriflavin, nalidixinsyre, colistin, phenylethanol, moxalactam,
ceftazidime, cycloheximid, fosfomycin, polymyxin B) alle tidligere anvendt i Listeria-medier samt
9 berigende stoffer (glukose, d-mannitol, Mg-sulfat, ger, Na-pyruvat, Na,HPO,, proteose pepton,
trypton, &ggeblomme) i1 forskellige koncentrationer og kombinationer. I undersegelsen indgik 10
stammer af Listeria monocytogenes samt 15 ikke-Listeria stammer (Micrococcus luteus,
Streptococcus lactis, Streptococcus faecium, Staphylococcus aureus, Lactobacillus salivarius,
Lactobacillus brevis, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis, Escherichia coli, Pseudomonas
fluorescens, Acinetobacter anitratus, Enterococcus cloacae, Proteus mirabilis, Citrobacter freundi

samt Klebsiella aerogenes.
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Den endelige opformering blev en to-trins opformering, med 6 timers indledende non-selektiv
opformering ved 37°C i BHIAMg, efterfulgt af tilsetning af nalidixinsyre, acriflavin og
magnesiumsulfat og yderligere inkubation i 18 timer ved 37°C. Herved blev opnaet en god

hamning af samtlige undersegte non-Listeria med undtagelse af Micrococcus luteus.

Afprovning af specifikke antistoffer

I samarbejde med Chemunex S.A. blev fremstillet 50 kloner anti-Listeria monocytogenes antistoffer
ved Pasteurinstituttet 1 Paris. Et ELISA-assay blev sat op til at screene disse med hensyn til
specificitet og styrke, overfor 7 stammer af Listeria monocytogenes, 4 Listeria innoeua, 3 Listeria
seeligeri, 3 Listeria ivanovii, 2 Listeria welshimeri, 1 Listeria grayi og 1 Listeria murayi, 2
Staphylococcus aureus, 2 Lactobacillus brevis og 2 Lactobacillus salivarius. Flere af antistofferne
udviste stor affinitet til Listeria monocytogenes, men desvarre ogséd krydsreaktion til specielt
Listeria welshimeri. 1det det var vores mal at udvikle Listeria monocytogenes-specifikt antistof, blev
antistofferne 1 forste omgang forkastet. Vi modtog da to kommercielt anvendte antistoffer fra en
dansk producent, samt tre fra Transia-Diffchamb SA (Lyon, Frankrig). Disse blev tilsvarende
screenet, men viste sig alle at reagere meget svagt. De tre antistoffer fra Transia-Diffchamb blev
viderefort til senere undersegelser og vi besluttede at stoppe videre arbejde med udvikling af et
Listeria monocytogenes-specifikt antistof. Sluttelig screenede vi et kommercielt tilgeengeligt genus
specifikt polyklonalt antistof (Kirkegaard & Perry), som reagerede godt med L. monocytogenes.

Dette blev ligeledes anvendt til videre forseg.

Flowcytometri herunder udvikling af specifikke fluorochromer samt forsterkningsmetoder

De screenede antistoffer blev maerket med fluorescens, dels ved hjalp af en biotin-streptavidin-
binding, dels ved hjelp af et fluorescerende sekundert antistof mod det primare antistof. Herefter
blev Listeria monocytogenes forsegt pavist ved flowcytometri. Ingen af disse markninger udviste
dog fluorescens nok til at blive detekteret pé flowcytometeret.

Idet den flowcytometriske pavisning ved hjelp af fluorescerende antistoffer ikke synes at virke, blev
det besluttet at udvikle en immunomagnetisk separationsmetode. Praven markes med det
biotinylerede Listeria-specifikke antistof, som igen maerkes med streptavidinbundne sméa
jernpartikler <50 nm). Kulturen pasettes nu en immunomagnetisk kolonne, som befinder sig i et
steerkt magnetfelt. Ved gennemleb tilbageholdes de jernmaerkede bakterier, mens de umarkede

vaskes ud. De tilbageholdte bakterier elueres ved at fjerne kolonnen fra magnetfeltet, og skylle den



igennem med buffer. Sdledes opnas en specifik separation af L. monocytogenes. Resultaterne blev
evalueret ved pladespredning. Kolonnens kapacitet blev bestemt til at ligge mellem 10* og 10
celler/ml. Inden for dette omrade genfandt vi op mod 70 % af de pasatte bakterier i den separerede
fraktion. Kolonnen blev ogsa afprevet med Lactococcus laetis, Lactobacillus plantarum og
Leuconostoc cremoris. Lactococcus lactis udviste tendens til krydsreaktion med antistoffet, og blev
separeret i samme forhold som Listeria monocytogenes. Lactobacillus plantarum viste svag tendens
til krydsreaktion og Leuconostoc cremoris nasten ikke.

Sidelobende blev en metode til vitalfarvning og flowcytometrisk detektion af Listeria
monocytogenes udviklet. Fem vitalfarvningsmetoder, 5(6)-carboxyfluoresceindiacetat (CFDA,
Sigma), 2',7'-bis-(2-carboxyethyl)-5(6)-carboxyfluorescein acetoxymethylester, (BCECF-AM,
Sigma), Chemchrome B (Chemunex SA, France), Rhodamine 123 (Sigma) og BACLight (Molecular
Probes Europe BV, Holland), blev optimeret og evalueret for evne til at farve L. monocytogenes for
flowcytometrisk detektion. Indledende blev samtlige farvemetoder optimeret med hensyn til
ultralydsbehandling (for at opna enkeltliggende celler), inkubationstid og -temperatur, antal
centrifugeringer efter farvninger samt koncentration af farvestof. Den hgjeste fluorescensintensitet, i
forhold til en standard blev vurderet som den bedste farvning. Felgende farvningsmetoder blev

udvalgt:

L. monocytogenes blev centrifugeret 8500-g i 10 min og resuspenderet i Tris HCI buffer pH 7.4,
ultralydsbehandlet ved 20 kHz i 20 sekunder for farvning.

CFDA. Cellerne blev tilsat 10 ul CFDA (10 mM 1 Acetone) til 1 ml og inkuberet 30 min ved 37°C.
Efter inkubation, blev preven centrifugeret og resuspenderet 1 Tris-HCI. Praven blev opbevaret pa is
1 morke indtil flowcytometrisk analyse.

BCECF-AM. Den ultralydsbehandlede cellesuspension blev tilsat 10 ul af I mM BCECF-AM i
DMSO pr ml. Efter 30 min inkubation ved 37°C blev pH justeret til 4, mikset og vasket 2 gange 1
buffer for flowcytometri. Opbevaring som CFDA.

Chemchrome B. Farvning blev foretaget som for CFDA, bortset fra at inkubationstiden blev

reduceret til 10 min.
Rhodamin 123. Cellerne blev fortyndet i Tris-HCI og centrifugeret. Cellerne blev resuspenderet i
Tris-HCI buffer tilsat 0.013 mM Rhodamin 123, ultralydsbehandlet og inkuberet 1 30 min ved 37°C.

Efter inkubation blev preven centrifugeret og resuspenderet i buffer for flowcytometrisk analyse.

Opbevares som for CFDA.



BACLight. De to reagenter, a og b, blev blandet med DMSO 1 forholdet 1:1:2. Forbehandlede prover
af L. monocytogenes, blev tilsat 4 plaf denne oplesning til 1 ml, og inkuberet i 10 min. ved 37°C, for

flowcytometriske undersogelser. Opbevaring som for CFDA.

Hver enkelt farvningsmetode blev dernest evalueret med hensyn til fluorescensintensitet, stabilitet,
detektionsgranse, farvningsevne efter opformering i selektiv bouillon, overensstemmelse med
pladespredninger samt reproducérbarhed.

CFDA viste sig at farve L. monocytogenes gennem hele vakst forlebet, med hejeste fluorescens
intensitet under eksponentialfasen. Graensen for detektion 14 pa 10 celler/ml og der var god
overensstemmelse mellem de flowcytometriske tellinger og pladespredninger, med en
korrelationskoefficient pa 0,90. Fluorescensintensiteten af farvede L. monocytogenes var s@rdeles
stabil med en standardafvigelse pa 0,01. Alt 1 alt viste CFDA sig séledes at vere et s@rdeles stabilt
farvestof til L. monocytogenes.

Chemchrome B farvede stort set analogt til CFDA.

BCECF-AM farvede generelt darligere end CFDA og Chemchrome, med en lav

fluorescensintensitet, en detektionsgranse pa 10° celler/ml, dérlig reproducérbarhed samt
manglende overensstemmelse mellem flowcytometriske malinger og pladespredninger.
Rhodamin 123 farvede stort set ikke L. monocytogenes.

BACLight farvede L. monocytogenes med hej fluorescensintensitet undtagen under cellernes
eksponentialfase samt efter opformering i selektivt substrat, hvilket er uacceptabelt. Stabilitet,

reproducérbarhed og detektionsgraense var som for CFDA.

Séaledes fandt vi, at CFDA samt Chemchrome B var sardeles velegnede til flowcytometrisk
pavisning og telling af L. monocytogenes efter 6-24 timers inkubation i selektivt
opformeringsmedium.

Sluttelig blev de to metoder kombineret, saledes at kulturen forst blev market med antistof og
jernpartikler, separeret pd immunomagnetisk kolonne, dernast vitalfarvet og detekteret
flowcytometrisk. Vi undersogte ogsa L. monocytogenes 1 kombination med den krydsreagerende
Lactococcus lactis. Selvom den blev separeret i samme forhold som L. monocytogenes, kunne

kulturerne nemt adskilles pa flowcytometeret.



Det er siledes muligt at pavise og telle antallet af levende L. monocytogenes ned til 3-10* / ml, ved
hjeelp af immunomagnetisk separation samt vitalfarvning og flowcytometri i lobet af 3-4 timer, efter

en forudgaende flydende opformering af den undersegte prove i 24 timer.

Applikation til mejeriprodukter
I indledende forseg blev Listeria monocytogenes i kendt koncentration tilsat henholdsvis Brie og
Danablue. Dette gav problemer med at Listeria monocytogenes blev massivt overvokset af andre
grampositive bakterier, selvom opformeringen blev foretaget i det selektive opformeringsmedium.
Separationskolonnen havde siledes ikke kapacitet til at separere L. monocytogenes fra de andre
bakterier, hvorved det flowcytometriske billede af L. monocytogenes blev camoufleret. Problemet
kan formentlig loses dels ved anvendelse af storre kolonner i sterkere magnetfelt, og derved med
bedre kapacitet, samt ved at anvende et mere specifikt antistof. Som folge af tidsmangel blev den
endelige applikationsudvikling ikke udfert. Dette basale problem vil ogsa gere sig geldende for de

traditionelle analysemetoder, hvor resultatet vil vere en falsk negativ prove.

7. Konklusion
Projektet har vist, at Listeria monocytogenes kan bestemmes fra dag til dag ved hjelp at selektiv
opformering, immunomagnetisk separation, vitalfarvning efterfulgt af flowcytometrisk pavisning og
taelling, ned til 3-10* celler/ml opformeringsmedium. Metoden skal ved videreudvikling tilpasses
hver enkelt mejeriprodukt. Den kombinerede brug af immunomagnetisk separation og
flowcytometri er ikke tidligere beskrevet. Den tegner lovende som et generelt princip, som
hurtigmetode for pavisning af patogene bakterier i levnedsmidler. Set som separat teknik er
flowcytometrisk undersegelse af bakterier, en stabil, hurtig og reproducérbar metode, sé leenge

farvningsmetoden bliver tilpasset individuelt til de enskede bakterier.
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