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der Vitalitat von Krankheitserregern

Auch im landwirtschaftlichen Be-
reich hat die Quantifizierung in-
fektioser
Umweltproben, Futter- oder Nah-

Krankheitserreger  in

rungsmitteln eine zentrale Bedeu-
tung, um Epidemien oder Erkran-
kungen vorzubeugen. Traditionelle
Methoden zur Bestimmung der Er-
reger werden zunehmend durch
Techniken

ersetzt. Diese Methoden sind aller-

molekularbiologische

dings nur in der Lage, tote von le-
benden (infektiosen) Zellen zu un-
terscheiden, wenn ein Selektions-
schritt, der eine Aktivierung des
Metabolismus enthilt, der eigentli-
chen Messung vorgeschaltetet ist.
Dieser Artikel stellt solche moleku-

larbiologischen Techniken vor.
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in verlédsslicher Infektionsschutz ist bei

Human-, Tier- und Phytohygiene sowie
Pflanzenschutz von zentraler Bedeutung. Er
dient dazu, Mensch, Tier und Pflanzen vor
Krankheitserregern zu schiitzen, die von
aullen aufgenommen oder in ein bestimmtes
Gebiet eingetragen werden konnten.

Dementsprechend sind fiir sensible Berei-
che beispielsweise iiber die EU-Hygienever-
ordnung, die Diingemittelverordnung oder
die Bioabfallverordnung Routineuntersu-
chungen zu sogenannten Indikatorkeimen
vorgesehen. Ein positives Ergebnis gibt da-
bei den Hinweis, dass Krankheitserreger im
untersuchten Material vorhanden sein kon-
nen. Die Charge solchen Materials darf dann
nicht der urspriinglichen Bestimmung ent-
sprechend weiterverwertet werden und ist
der Hygienisierung erneut zuzufiithren, was
hohe Kosten verursachen kann.

Zur Uberwachung des hygienischen Sta-
tus werden klassische mikrobiologische,
kultivierungsabhéngige Methoden einge-
setzt. Diese haben den Vorteil, dass vermeh-
rungsfdhige Organismen - Krankheitserre-
ger oder Indikatoren - bestimmt werden.
Viele dieser Methoden zeigen allerdings
mangelhafte Spezifitét, erzeugen also auch
falsch positive oder falsch negative Ergeb-
nisse, bendtigen eine zu lange Bearbeitungs-
zeit, erfordern speziell ausgebildetes Perso-
nal und teuere Ausriistung, sind zu teuer oder
haben andere Nachteile. Hinzu kommt, dass
sich einige wichtige Krankheitserreger wie
etwa Kryptosporidien oder Noroviren nicht
oder nur duBerst schwer kultivieren lassen.

Aus diesem Grund wurde in jiingerer Ver-
gangenheit in vielen Bereichen versucht, die
etablierten klassischen Methoden durch
neue molekularbiologische Bestimmungs-
verfahren zu ersetzen und alternative Ver-
fahren zu entwickeln. In der Lebensmittel-
iiberwachung haben mittlerweile insbeson-
dere PCR (Polymerase-Kettenreaktion)
-gestiitzte Verfahren Einzug gefunden, aber
auch im Bereich Pflanzenschutz werden in-
zwischen serologische Verfahren, die meist
Antikorper gegen bestimmte Oberfldchen-
strukturen der Zielorganismen benutzen, ne-
ben verschiedenen PCR-Methoden im Rou-
tine-Nachweis verwendet.

Obwohl vor allem die Spezifitit und
Schnelligkeit der serologischen und PCR-
gestiitzten molekularbiologischen Verfahren
unbestritten sind, gab es doch immer wieder
Zweifel, ob positive Nachweise mit diesen
und anderen molekularbiologischen Ansét-
zen auf Anwesenheit lebensfahiger Zielorga-
nismen beruhen. Insbesondere nach einem
Hygienisierungsschritt konnten die Zielmo-
lekiile trotz Absterbens der Zielorganismen
oder Verlust ihrer infektidsen Eigenschaften
noch lange in der Probe erhalten und nach-
weisbar bleiben und damit falsch positive
Ergebnisse hervorrufen, was zu unndtigen
Kosten und Verunsicherung fiihren kann.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist daher,
einen Uberblick iiber die im landwirtschaft-
lichen Bereich zur Bestimmung von Krank-
heitserregern meist verwendeten molekular-
biologischen Techniken, ihre Einsatzberei-
che und ihre Limitierungen zu geben. Der

Bild 1: Reduktion der 1000000

DNA-Kopienzahl von
Enterobacteriaceae und
der Keimzahlen (Most
probable number, MPN)
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Die mit gPCR erzielten hoheren Werte fiir Enterobacteriaceae beruhen darauf,
dass Coliforme nur einen Bruchteil der Enterobacteriaceae darstellen.
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Schwerpunkt wird dabei auf PCR-basierte
Techniken gelegt. Besondere Beriicksichti-
gung findet die Frage, inwieweit sie zur Be-
stimmung der Lebensfahigkeit der Zielorga-
nismen geeignet sind.

Molekularbiologische Methoden
und Anwendungen im Uberblick

Die im Folgenden genannten Methoden las-
sen sich prinzipiell fiir alle landwirtschaft-
lich relevanten Medien anwenden. Aus die-
sen Tragermedien miissen zur Quantifizie-
rung (nicht bei ,in-situ“-Methoden)
entweder die Organismen (Krankheitserre-
ger) oder die Zielmolekiile extrahiert und in
eine reine oder reinere Phase liberfiihrt wer-
den, um Stérungen der Messung durch an-
dere Inhaltsstoffe in den Tragermedien zu
vermeiden. Hier sind Routinemethoden ent-
wickelt worden und Extraktions-Kits kom-
merziell erhiltlich. Zumeist werden che-
misch/physikalische, zuweilen aber auch
Extraktionsverfahren mit einer serologi-
schen Komponente verwendet [1, 2, 3]. Die
Kenntnis der Extraktions-Effizienz ist ein
wesentlicher Punkt zur Bestimmung der Me-
thoden-Nachweisgrenze, die dokumentiert
sein sollte [4]. Diese muss so tief wie mog-
lich liegen, die Methode also von der Probe
bis zum Messsignal bestmoglich sensitiv
sein, da bereits Spuren von Krankheits-
erregern nach Vermehrung im geeigneten
Wirt Krankheiten auslsen kdnnen.

Ein Problem stellen die oft nur kleinen
analysierbaren Probenmengen dar, da sie re-
prasentativ fiir meist grole Chargenmengen
sein sollen. Entsprechend gut muss die Pro-
benauswahl fiir Mischproben erfolgen, da-
mit Extrapolierbarkeit der Daten gewahrleis-
tet ist. Die Methoden kdnnen nach der Art
der Zielmolekiile untergliedert werden.

Oberflichenstrukturen

Serologische Methoden nutzen die Fahigkeit
von (markierten) Antikorpern, sich spezi-
fisch an bestimmte Oberflichenstrukturen
von Proteinen oder Lipiden zu binden und so
den markierten Organismus iiber eine
Eichreihe quantifizieren zu konnen. Die
Messung kann zum Beispiel iiber einen En-
zyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELI-
SA) oder Fluoreszenzmikroskopie und Bild-
analyse erfolgen.

Deoxy-Ribonukleinsdure (DNA)

Von der klassischen PCR mit nachgeschalte-
tem Gelektrophorese-Nachweis der gebilde-
ten Produkte sind inzwischen verschiedene
Techniken zur Bearbeitung unterschiedli-
cher Fragestellungen abgeleitet worden. Die
Spezifitdt wird dabei iiber das Design der
Primer und die Temperaturfiihrung in der
PCR gesteuert. Zur verlédsslichen Quantifi-
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zierung eignen sich nur sogenannte Real-
Time-Systeme (qPCR, quantitative PCR),
wobei liber eine Dotierung der Probe mit de-
finierten Standards (Standard-Spiking) eine
absolute Quantifizierung moglichist[1, 4, 5].

Der qPCR-Ansatz ist duBerst spezifisch
und kann mit Vorschaltung einer geeigneten
Extraktionsroutine duflerst sensitiv zur
Quantifizierung sogar fiir Giilleproben ein-
gesetzt werden. Die ermittelten DNA-Kopi-
enzahlen und die Lebendkeimzahlen sind
dabei in Systemen mit hoher biologischer
Aktivitit wie frischer Giille praktisch iden-
tisch, die Werte klaffen allerdings nach abtd-
tenden MafBnahmen oder auch subletalem
Stress teilweise drastisch auseinander (Bild
1) [6, 7]. Wegen des moglichen Durchsatzes
mit schnellen Ergebnissen und der hohen
Spezifitit und Sensitivitét eignet sich die qP-
CR hervorragend zum Screening.

In einem ,,Friihwarnsystem® kann der Ein-
satz der qPCR sehr 6konomisch und zeitspa-
rend sein, da nur die positiven Befunde mit
Physiologie-basierten Tests iiberpriift wer-
den miissen [1]. Ein noch hoherer Durchsatz
konnte theoretisch mit DNA-Microarray-
Systemen erreicht werden, allerdings wer-
den hier DNA-Mengen der Pathogene in ei-
ner Hohe bendtigt, wie sie in Umweltproben
praktisch nicht vorkommen.

Ribonukleinsduren (RNA-Arten)

Von den verschiedenen RNA-Arten wird zu-
meist ribosomale RNA (rRNA) und Messen-
ger-RNA (mRNA), seltener Transfer-RNA
(tRNA) neben viraler RNA (VRNA) als Ziel-
molekiil genutzt. Mit Vorschaltung einer Re-
versen Transkription (RT, Uberschreiben
von RNA in DNA) kann iiber RTqPCR prin-
zipiell jede RNA-Art quantifiziert werden.
Das gleiche gilt fiir die NASBA (Nucleic
acid sequence-based amplification), die in
einer isothermen Reaktion spezifisch RNA
vermehrt, wobei die RNA-Ausgangskonzen-
tration in der Probe iiber Echtzeit- Erfassung
der Reaktionen dhnlich wie bei der qPCR
quantifiziert werden kann. Allerdings sind
abhingig vom physiologischen Zustand der
Zielorganismen unterschiedlich viele RNA-
Molekiile pro Zelle vorhanden, weswegen
eine absolute Quantifizierung von Organis-
men {liber Erfassung von RNA schwierig ist
und Standardisierung erfordert.

Prinzipiell lieBe sich auch die Fluores-
zenz-in-situ-Hybridisierung  (FISH) zur
Quantifizierung von Zielorganismen in Um-
weltproben nutzen, die mikroskopische
Bildanalyse ist aber sehr aufwéndig und vor
allem bei inhomogenem Probenmaterial
kaum statistisch abzusichern. Hinzu kom-
men Unsicherheiten vor allem bei der Per-
meabilisierung von Zielzellen und der Zu-
géinglichkeit fiir die Sonden in komplexen
Umweltproben. Die Vorteile der FISH liegen

daher mehr in der rdumlichen Darstellung
von Interaktionen zwischen Mikroorganis-
men und Substrat.

Kombinierte Methoden

Nach einem Abtotungsschritt werden aller-
dings bei alleiniger Anwendung der eben ge-
nannten Methoden wegen der Stabilitdt der
DNA und RNA auch abgestorbene Organis-
men erfasst [5, 6, 7, 8]. Sie sind damit nur
mit vorgeschaltetem Selektionsschritt, der
eine Aktivierung des Metabolismus enthilt,
zur Dokumentation von Hygienisierung
oder Absterben geeignet.

Wegen der hervorragenden Eignung der
molekularen Methoden zur spezifischen,
sensitiven und schnellen Quantifizierung
sind inzwischen eine Reihe von kombinier-
ten Verfahren etabliert worden, die die Be-
stimmung von infektidsen Organismen/
Krankheitserregern zulassen.

Vor allem fiir Bakterien ist die Vorschal-
tung eines selektiven Anreicherungsschritts
vor den spezifischen Nachweis etwa iiber
PCR (vorzugsweise qPCR) zu nennen. Tote
Einheiten vermehren sich nicht und werden
entscheidend ausgediinnt. Die Quantifizie-
rung erfolgt tiber die Most-Probable-Num-
ber (MPN) —Analyse. Beispielhaft wurde
dies fiir thermophile Campylobacter gezeigt
[7]. Obwohl ein Kultivierungsschritt einge-
schaltet ist, spart dieser Ansatz gegeniiber
herkémmlichen Verfahren Zeit und Geld.

Fiir Krankheitserreger, die sich in kiinstli-
chen Medien nicht vermehren lassen, etwa
Parasiten wie Kryptosporidien oder be-
stimmte Viren, konnen Zellkultursysteme
(oder Tierwirte) den Schritt des Ausschlus-
ses toter und nicht-infektigser Einheiten und
der selektiven Anreicherung lebender Ein-
heiten iibernehmen. Die Quantifizierung
kann tiber eine Standard-Eichreihe zum Bei-
spiel mit (q)PCR oder Immunfluoreszenz
(Zellkultur PCR, Zellkultur-IFA) erfolgen
[7, 8]. Allerdings sind Zellkulturen dusserst
empfindlich, teilweise langwierig und erfor-
dern geschultes Personal. Deswegen wird fiir
die Routine-Praxis versucht, sie durch alter-
native Verfahren zu ersetzen.

Hier konnten wir in jiingster Zeit ein Ver-
fahren entwickeln, das auf der Quantifizie-
rung der Induzierbarkeit bestimmter Gene
(also der Féahigkeit, von DNA mRNA zu bil-
den) beruht [8]. Je mehr mRNA in einer be-
stimmten Zeit nach der Induktion (Hitze,
Substrat) gebildet wird, desto mehr aktive
Einheiten liegen vor. Wahrend nach der ab-
tétenden Behandlung keine mRNA-Produk-
tion mehr induzierbar war, zeigte die unbe-
handelte Kontrolle hohere mRNA-Gehalte
aufgrund der Bildung wéhrend der Indukti-
onszeit.
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