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Humanpathogene Bakterien auf Pflanzen

Obst und Gemiise wirken sich positiv auf die Gesundheit
aus. Dazu tragen auch die mit Pflanzen assoziierten Mikro-
organismen bei. Allerdings kann Obst oder Gemdiise,
wenn es mit humanpathogenen Keimen kontaminiert ist
und roh verzehrt wird, auch Lebensmittelvergiftungen
verursachen. In diesem Ubersichtsartikel zeigen wir
anhand einer Literaturstudie, wie humanpathogene
Stamme von Escherichia coli oder Salmonella enterica auf
Obst und Gemiise gelangen kénnen und dass ein kom-
plexes Zusammenspiel verschiedener biotischer und
abiotischer Faktoren ihr Uberleben im Boden und auf
Pflanzen beeinflusst. Insbesondere mobile genetische
Elemente, die durch horizontalen Gentransfer erhalten
werden, tragen zur Diversitdt der pathogenen Eigen-
schaften, aber auch zur Anpassung an Habitate aulRer-
halb des Darms bei. Wichtig fiir die erfolgreiche Etablie-
rung von Humanpathogenen an der Pflanze ist deren
Anhaftung und Aufnahme sowie die Reaktion der Pflanze.
Die komplexe Interaktion von Humanpathogenen und
Pflanze wird wesentlich durch die genetische Ausstat-
tung des Humanpathogens, vom Pflanzengenotyp und
-mikrobiom, aber auch von einer Vielzahl von Umwelt-
faktoren bestimmt. Fiir das Uberleben von Humanpatho-
genen ist insbesondere die Verfiigbarkeit von Né&hrstof-
fen kritisch, um die sie mit der natiirlichen Mikroflora
konkurrieren.

Empfehlungen fiir die Praxis setzen ein besseres Ver-
standnis der Okologie von Humanpathogenen im Boden
und an Pflanzen, aber auch entlang der Produktkette

Human pathogenic bacteria on plants

voraus. Dafiir sind die Entwicklung und Nutzung emp-
findlicher und spezifischer Nachweistechniken, die sowohl
die mogliche Diversifizierung der Humanpathogene
durch horizontalen Gentransfer als auch das Problem der
Nichtkultivierbarkeit beriicksichtigen, besonders dring-
lich.

stichwérter: EHEC, Salmonella, Uberleben,
Verbreitungswege, Eintrittswege, Umweltfaktoren,
Nachweismethoden

Fruits and vegetables are beneficial for human health. A
major contribution to this comes from the microorgan-
isms associated with them. However, fruits and vegeta-
bles may cause food poisoning, when contaminated with
human pathogens and eaten raw. In our review, based on
a literature survey, we show insights into the entry of
Escherichia coli or Salmonella enterica into the fruit and
vegetable environment via diverse routes and the com-
plex interactions between various biotic and abiotic fac-
tors, which influence the survival of human pathogens
in soil and on plants. In particular, mobile genetic ele-
ments acquired through horizontal gene transfer contri-
bute to the diversity of pathogenic strains and to their
adaptation to extra-intestinal habitats. For a successful
establishment of human pathogens on plants, the attach-
ment, internalization and the response of the plant are
important. Mainly the genetic equipment of the human
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pathogen, the plant, and its microbiome determine the
complex interaction between human pathogens and
plants. However, also a multitude of environmental fac-
tors plays an important role. The availability of nutrients,
for example, is fundamental for the survival of human
pathogens and they have to compete for them with the in-
digenous plant and soil microorganisms. Recommenda-
tions for the practice require an improved understanding
of the ecology of human pathogens in soil and on plants
but also along the production chain. The development
and use of sensitive and specific detection tools is essen-
tial and needs to consider the diversification of human
pathogens through horizontal gene transfer as well as the
problem of their non-cultivability under environmental
stress conditions.

Key words: EHEC, Salmonella, Survival, Dissemination
and entry paths, Environmental factors, Detection
methods

Zur nattirlichen Mikroflora von Pflanzen gehort eine Viel-
zahl unterschiedlicher Mikroorganismen. Man schitzt,
dass Pflanzen, dhnlich dem Menschen, zehnmal mehr
Mikroorganismenzellen als pflanzliche Zellen besitzenl.
Pflanzenassoziierte Mikroorganismen konnen das Pflan-
zenwachstum fordern oder der Pflanze helfen, auf abio-
tische und biotische Stressfaktoren zu reagieren (PINEDA
et al., 2010; BERG et al., 2015). Die Gesamtheit der Mik-
roorganismen, die mit der Pflanze assoziiert ist, wird als
Pflanzenmikrobiom und wegen seiner Relevanz auch als
zweites Pflanzengenom bezeichnet (BERENDSEN et al.,
2012). Aufgrund des engen Zusammenspiels von Pflan-
zen und den sie epi- und endophytisch besiedelnden Mi-
kroorganismen spricht man hier auch vom Holobionten
oder Meta-Organismus (BERG et al., 2015). Das Pflanzen-
mikrobiom ist nicht nur fiir das Pflanzenwachstum und
die Pflanzengesundheit von Bedeutung, sondern im All-
gemeinen auch positiv und wichtig fiir die menschliche
Gesundheit (BERG et al., 2014).

Enterobakterien wie Erwinia, Serratia und Pantoea geho-
ren zu den typischen Bakterien, die mit den oberirdi-
schen Pflanzenteilen (Phyllosphére) assoziiert sind. Thr
Anteil kann beispielsweise in der Phyllosphére von Salat
bis zu 30% der Bakterien betragen und ist hier signifikant
hoher als in den anderen Mikrohabitaten der Pflanze
oder im umliegenden Boden (RasToGI et al., 2012; BERG
et al., 2014; ERLACHER et al., 2014). Zu den Enterobakte-
rien gehoren auch potenziell humanpathogene Spezies,
die in der Lage sind, dieses Habitat zu besiedeln (van
OVERBEEK et al., 2014). Salmonella enterica und patho-
gene Stamme von Escherichia coli wie die enterohdmorr-
hagischen E. coli (EHEC) gehoren zu den wichtigsten

1 American Society for Microbiology. (2008, June 5). Humans Have Ten
Times More Bacteria Than Human Cells: How Do Microbial Communi-
ties Affect Human Health?. ScienceDaily. Retrieved August 24, 2015
from www.sciencedaily.com/releases/2008/06,/080603085914.htm

bakteriellen Humanpathogenen (HP), da sie lebens-
bedrohliche Durchfallerkrankungen beim Menschen aus-
l6sen (FRANCIS et al., 1999) - sie stehen im Fokus dieses
Ubersichtsartikels.

Werden Frischeprodukte roh verzehrt, besteht in sehr
seltenen Fillen die Moglichkeit, dass assoziierte Bakte-
rien beim Menschen Infektionskrankheiten auslosen. In
der Tat gab es einige Krankheitsausbriiche, die durch
kontaminiertes Obst oder Gemdiise verursacht wurden.
Beispielsweise gab es 2011 einen Ausbruch mit E. coli
0104:H4 in Deutschland, bei dem 53 Todesfille, 855
Erkrankungen am hamolytisch-urdmischen Syndrom
(HUS) und 2987 Fille akuter Gastroenteritis auftraten.
Als Ursprung der Kontamination wurde letztendlich
Saatgut fiir Bockshornkleesprossen ermittelt (ROBERT
Koch-INsTITUT, 2011).

Kontaminationen von Frischeprodukten mit HP konnen
sowohl vor der Ernte auf dem Feld als auch nach der
Ernte auftreten. Mogliche Eintragswege flir HP, die zur
Kontamination von Pflanzen auf dem Feld fiihren kon-
nen, sind kontaminierte Ackerbéden oder belastetes
Beregnungs- und Oberflachenwasser (OLAIMAT und HOLLEY,
2012; OLIVEIRA et al., 2012). Dabei kann die Art der Bewés-
serung das Kontaminationsrisiko beeinflussen. FONSEcA et
al. (2011) fanden beispielsweise erhohte Kontaminatio-
nen von Salatpflanzen mit E. coli bei einer Uberkopf-
bewdsserung im Vergleich zur Trépfchen- und Furchen-
bewésserung. Auch bei Starkregen konnen mit HP konta-
minierte Bodenpartikel auf die Pflanze bzw. von Pflanze
zu Pflanze gelangen (MoNaGHAN und HutcHisoN, 2012).
Dariiber hinaus ist eine Kontamination von Pflanzen
wahrend der Ernte und nachfolgend wahrend der Verar-
beitung einschlief3lich Verpackung der Produkte, also ent-
lang der gesamten Produktionskette, moglich (JACOBSEN
und BecH, 2012; OLAIMAT und HoLLEY, 2012).

In den Boden eingearbeitete organische nahrstoffrei-
che Diinger wie Giille, Garreste und Kldarschlamm stellen
eine weitere Eintragsquelle von HP auf die Pflanze dar,
ebenso wie direkte Fakalkontaminationen durch Vogel,
Wild oder Mause (BRanDL, 2006; SEMENov et al., 2010;
JacoBseN und BecH, 2012). Bodenpartikel kénnen durch
Wind iiber weite Distanzen verbreitet werden und so zur
transienten Mikroflora von Pflanzen beitragen (RASTOGI
et al., 2012). Daher kann auch eine Verfrachtung von mit
HP kontaminierten Bodenpartikeln von benachbarten
Weide- oder Ackerflachen in Betracht gezogen werden.
Auch kontaminierte Pflanzenreste, die nach der Ernte in
den Boden eingearbeitet wurden, kdnnen eine mogliche
Eintragsquelle von HP fiir die nachfolgende Kultur dar-
stellen.

Ein allgemeines Problem bei der Aufkldrung von Ein-
tragswegen der HP bei Ausbruchsgeschehen ist, dass epi-
demiologische Untersuchungen oft erst lange nach der
Ernte der Frischeprodukte beginnen kénnen. Die eigent-
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liche Ursache bzw. Bedingungen, die zur Kontamination
des pflanzlichen Lebensmittels und damit zum Ausbruch
gefiihrt haben, sind dann meist nicht mehr aufzukldren
und bleiben unbekannt (SusLow et al., 2003).

Kontaminationen von Frischeprodukten mit HP sind
moglichst zu vermeiden, da eine gezielte und selektive
Eliminierung von HP an Obst und Gemiise praktisch
unmoglich ist. Die mit der Pflanze assoziierten Mikroor-
ganismen haften héufig fest an der Oberfléche der Frische-
produkte oder haben das pflanzliche Gewebe endophy-
tisch besiedelt. So koénnen Bakterien, die sich in den Sto-
matabereichen oder unter der Wachsschicht von Blattern
(Abb. 1) befinden, nicht entfernt werden, ohne das Ge-
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webe zu zerstéren (OLAIMAT und HOLLEY, 2012; ERLACHER
et al.,, 2015). So zeigten L1 et al. (2008), dass E. coli
0157:H7, die in Salatpflanzen internalisiert waren, durch
Oberflachensterilisierung und vierfaches Waschen nicht
entfernt werden konnten. Nach SALDANA et al. (2011)
widerstehen E. coli O157:H7 in Spinatblattern Behand-
lungen mit Natriumhypochlorit und ozonisiertem Was-
ser. Die Autoren stellten nach dem Waschen von Salat
und Spinat nur eine geringe Reduktion der koloniebil-
denden Einheiten pro Gramm (KbE/g) fest. Bei der
Bewertung des Behandlungserfolges ist jedoch zu beriick-
sichtigen, dass durch DekontaminationsmafSnahmen die
gesamte Mikroflora reduziert wird und dadurch freie
Okologische Nischen entstehen, die nachfolgend von HP
besetzt werden konnen und deren Vermehrung erst
ermoglichen. Dies trifft insbesondere auf bakterielle
R-Strategen zu; sie reagieren, im Gegensatz zu den

Abb. 1.

Kolonisierung von Salatpflanzen durch Enterobakterien visualisiert mit konfokaler Laser Scanning Mikroskopie (CLSM)

Um einen Einblick in mdgliche Besiedelungsmuster von potentiell humanpathogenen Bakterien an Salatpflanzen zu bekommen, wurden die
essbaren Teile sowie der Wurzelraum mit einem Modellorganismus inokuliert (Escherichia coli K12, orange). Durch einen anschlieftenden Wasch-
schritt wurden die Bakterien wieder von den dueren Strukturen entfernt. Nach spezifischer ssDNA-Sonden Hybridisierung (Fluoreszenz in situ
Hybridisierung) wurde eine starke Besiedelung von Nischen, Vertiefungen und des Pflanzeninnenraums (A-D), der so genannten Endosphire,
nachgewiesen. Als mégliche Eintrittsstellen wurden pflanzliche Spaltéffnungen (Stomata; A; markiert) und mechanisch beschidigte Pflanzen-
teile (B-C; markiert) erkannt. An diesen Stellen gelangen Bakterien unter die geschlossene Wachsschicht (B, D; markiert) und sind dadurch bes-
ser vor mechanischer Abtragung geschiitzt. Das Vaskularsystem spielt eine entscheidende Rolle bei dem Transport der Bakterien innerhalb der

Pflanze (C-D).

Journal fiir Kulturpflanzen 67. 2015



EvA FORNEFELD et al., Humanpathogene Bakterien auf Pflanzen

K-Strategen, auf die Verfiigbarkeit von Néhrstoffen mit
schnellem Wachstum und vor allem einer hohen Repro-
duktionsrate.

Um lebensmittelbedingten Infektionen vorzubeugen,
sollten Kontaminationen mit HP daher moglichst verhin-
dert werden, da ihre nachtrégliche gezielte Entfernung
von Frischeprodukten nicht moglich ist. Eine intakte und
gesunde Mikroflora der Pflanzen ist moglicherweise der
beste Schutz gegen das Eindringen und die erfolgreiche
Etablierung von HP (MaLLON et al., 2015).

Zahlreiche Studien unter verschiedenen Bedingungen
zeigten, dass sowohl biotische als auch abiotische Fakto-
ren wie Temperatur und Feuchtigkeit die erfolgreiche
Etablierung von HP im Boden und an der Pflanze beein-
flussen (SANTAMARIA und ToraNZoOS, 2003; BRANDL, 2006).
Vielfach wurde in Experimenten zur Uberlebensfihigkeit
mit einer sehr hohen Zellzahl von HP als Inokulum gear-
beitet, die unter natiirlichen Feldbedingungen typischer-
weise nur lokal, insbesondere bei Fakalkontaminationen,
zu finden ist. Nach Inokulation einer hohen Zellzahl von
HP in Boden oder Giille wurde in allen Studien ein
schnelles Absterben der eingebrachten Bakterien beob-
achtet (Kubva et al., 1998; IsLam et al., 2004a,b), aber
auch, dass eine geringe Zahl an HP iiber einen langen
Zeitraum nachgewiesen werden konnte (Kupva et al.,
1998; JIaNG et al., 2002; IstaMm et al., 2004a,b; 2005;
FraNZ et al., 2005).

Allgemeingiiltige Aussagen zum Einfluss einzelner
Umweltfaktoren auf die Uberlebensfihigkeit von HP im
Boden und an der Pflanze sind schwierig, da es oft wider-
spriichliche Ergebnisse zu deren Einfluss gibt. So wurde
fiir E. coli 0157 eine bessere Uberlebensfihigkeit im Was-
ser bei hoheren Temperaturen ermittelt (ViTaL et al.,
2008), wihrend ein besseres Uberleben von E. coli
0157:H7 in Giille und S. enterica Serovar Typhimurium
im Boden bei niedrigen Temperaturen beobachtet wurde
(SEMENOV et al., 2007; Garcfa et al., 2010). Ein enger
Zusammenhang von Temperatur und Feuchtigkeit scheint
fiir die Etablierung von HP an Pflanzen bedeutsam
(KisLuk und YARON, 2012). Das Uberleben von HP wird
durch hohe Feuchtigkeit geférdert, wihrend Wasserman-
gel Trockenstress bei den Erregern verursacht (BRANDL
und MANDRELL, 2002; ORr et al., 2007). Grundsétzlich
konnen sich aber gestresste HP unter besseren Bedingun-
gen wieder erholen. Diese Préadaption eingetragener
Erreger durch vorangegangenen Stress konnte wichtig
fiir das Uberleben von HP im Boden und an der Pflanze
sein (BRANDL und MANDRELL, 2002; SEMENoOV et al., 2010;
SHAH et al., 2013).

Auch der Bodentyp mit seinen physikochemischen und
mikrobiologischen Eigenschaften kann das Uberleben
von HP beeinflussen (MUBIRU et al., 2000; GAGLIARDI und
KaRNS, 2002; SANTAMARIA und Toranzos, 2003; PAYNE et
al., 2007; SEMENoV et al., 2011; BRENNAN et al., 2013).

Enterobakterien konnen von den im Boden verfiigba-
ren Nahrstoffen nur einen bestimmten Teil verwerten.
Durch Zugabe von organischen Diingern konnten Nahr-
stoffe in den Boden gelangen, welche die Etablierung
bzw. Uberlebensfihigkeit von HP im Boden begiinstigen.
Allerdings konnen eingetragene Néhrstoffe auch das
Wachstum von anderen Mikroorganismen stimulieren
(DING et al., 2014), die mit den HP um Néihrstoffe und
Raum konkurrieren. Eindeutige Beziehungen zwischen
der Art des Diingers und der Uberlebensfihigkeit von HP
im Boden konnten bisher nicht aufgedeckt werden
(GacLiarDI und KARNS, 2002; IsLAM et al., 2005; FRANZ et
al., 2008; SEMENoOV et al., 2010).

Zu den biotischen Faktoren, die das Uberleben von HP
sowohl im Boden als auch an der Pflanze beeinflussen,
gehoren auch die in beiden Habitaten bereits vorhande-
nen mikrobiellen Gemeinschaften. Die jeweilige mikrobi-
elle Umgebung kann die Anhaftung, Persistenz und Ver-
mehrung von HP wesentlich beeinflussen (TepLiTSKI et al.,
2011; Poza-CARRION et al., 2013), aber auch die Konkur-
renz um Nahrstoffe (MALLON et al., 2015). Pflanzenpatho-
gene Bakterien und Pilze sowie tierische Schaderreger
koénnen ebenfalls das Uberleben von HP im pflanzlichen
Habitat beeinflussen (SEMENoV et al., 2010; JACOBSEN und
BecH, 2012). Der Abbau von Pflanzenmaterial durch
Pathogene kann z.B. die Verfiigbarkeit von Néahrstoffen
erh6hen oder durch das Schaffen von Eintrittsstellen das
Eindringen von HP in die Pflanze erleichtern (BRANDL et
al., 2005; BRANDL, 2006; MAGHODIA et al., 2008; GARCIA et
al., 2010; GOoUDEAU et al., 2013; LEE et al., 2014). Zudem
koénnen Pflanzenpathogene Vektoren von HP sein (BRANDL,
2006).

Zahlreiche unabhéngige Studien bestétigten, dass
Pflanzen ein natiirliches Habitat fiir HP wie Salmonella
darstellen und durch Verzehr von kontaminierten Frische-
produkten HP sowohl vom Menschen als auch von Tieren
aufgenommen werden kénnen (SEMENoOV et al., 2010;
BrANDL et al., 2013). Allgemein sind die Bedingungen auf
Pflanzen aber eher ungiinstig fiir humanpathogene
Enterobakterien, da es sich um ein sehr heterogenes Habi-
tat mit sich stdndig verdndernden physikochemischen
Bedingungen handelt (ARUSCAVAGE et al., 2006; BRANDL,
2006). Deutliche Unterschiede in der Kolonisierung von
Pflanzen mit HP wurden in Abhéngigkeit vom Pflanzen-
genotyp und dem jeweiligen Wachstumsstadium beob-
achtet. Morphologische, physiologische und chemische
Eigenschaften der Pflanze, wie z.B. Trichome, Wurzel-
exsudate oder Bildung von Sekundédrmetaboliten, kon-
nen Unterschiede in der Besiedlung mit HP bedingen
(DINGMAN, 2000; CooLEY et al., 2003; BERG und SMALILA,
2009; BARrAK et al., 2011; QuiLLIAM et al., 2012; LEFF und
FIERER, 2013).

Neben dem Pflanzengenotyp ist aber auch die gene-
tische Ausstattung der HP wichtig, die zu deutlichen
Unterschieden in der Besiedlungs- und Uberlebensfihig-
keit an der Pflanze fithren kann. Dazu gehoren Eigen-
schaften wie das Vorhandensein eines Typ-III-Sekretions-
systems (T3SS), Chemotaxis, Beweglichkeit und die Fahig-
keit, Biofilme zu bilden. Mutationen, die diese Eigen-
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schaften beeinflussen, fithren oft zu vermindertem Uber-
leben der HP (CooLEy et al., 2003; KrRouUPITSKI et al., 2009;
ScHIKORA et al., 2012b). Unterschiedliche oder auf den
ersten Blick widerspriichliche Effekte des gleichen Umwelt-
faktors, z.B. auf das Uberleben von S. enterica, konnten
also auf die Verwendung von Stimmen mit unterschied-
licher genetischer Ausstattung zuriickzufiihren sein.

Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen zum
Uberleben von HP, dass ihre Interaktionen mit der Umwelt
sehr komplex sind. Die in Experimenten beobachteten
Auswirkungen verschiedener Faktoren auf das Uberleben
von HP konnten auch indirekte Effekte darstellen, die
durch Verdnderungen des Boden- oder Pflanzenmikro-
bioms verursacht werden (KLERKS et al., 2007a; BERG und
SMALLA, 2009; SCHREITER et al., 2014). Interessanterweise
wurde von CARDINALE et al. (2014) gezeigt, dass insbeson-
dere Salat ein offenes Mikrobiomnetzwerk besitzt, was
die erfolgreiche Etablierung von Biokontrollstimmen
(ScHREITER et al., 2014), aber auch die Etablierung von HP
begiinstigen konnte. Die Zusammensetzung der mikro-
biellen Gemeinschaften im Boden und an Pflanzen kann
sowohl das Uberleben von HP in verschiedenen Boden als
auch die Besiedlung von Pflanzen beeinflussen sowie die
variierenden Reaktionen der HP auf Umweltfaktoren
erklaren.

HP wie beispielsweise Shiga-Toxin produzierende E. coli
(STEC) zeigen ein breites Spektrum an Phénotypen und
klinischen Erscheinungsformen (KapEr et al., 2004). Diese
hohe phénotypische und genotypische Diversitat wird
durch eine Vielzahl mobiler und mobilisierbarer geneti-
scher Elemente (MGE) in den HP bedingt. Zu den MGE
gehoren Plasmide, Bakteriophagen, Transposons, Inte-
grons und Pathogenitétsinseln. MGE konnen durch hori-
zontalen Gentransfer (HGT) in neue Wirte {ibertragen
werden und zur Entstehung von HP mit verdnderten
Eigenschaften, beispielsweise zuséatzlichen Pathogenitéts-
determinanten, Resistenzen, Biofilmbildung oder erh6h-
ter Virulenz fithren (GHiGo, 2001; PERNA et al., 2001; Lim
et al., 2010; BrzuszkiEwICZ et al., 2011).

Die Genomsequenzierung des E. coli 0104:H4 Stamms,
der eines der gro3ten durch Frischeprodukte bedingten
Ausbruchsgeschehen in Deutschland im Jahr 2011 her-
vorgerufen hat, zeigte, wie wichtig MGE fiir die Pathoge-
nitdt und Fitness von HP sind (BRzUSZKIEWICZ et al., 2011;
AHMED et al., 2012). Das Genom des Ausbruchsstamms
entstand durch Ubertragung mehrerer MGE und stellt
eine bislang einzigartige Kombination bereits bekannter
Pathogenitidtsdeterminanten enteroaggregativer E. coli
(EAEC) und enterohdmorrhagischer E. coli (EHEC)
Stamme dar. Es wurde vermutet, dass dieser Ausbruchs-
stamm einen neuen Pathotyp représentiert, der als
enteroaggregativer-hdmorrhagischer E. coli (EAHEC)
bezeichnet wird. Die besondere Pathogenitdt des Aus-
bruchsstamms kam durch einen Shiga-Toxin kodieren-
den Prophagen zustande, der charakteristisch fiir EHEC-
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Stamme ist. Auerdem besitzt der Ausbruchsstamm ein
IncI1-Plasmid. Dieses tragt u.a. die [3-Laktamase kodie-
renden Gene blatgy.1 und blactx.m-15. Letzteres vermit-
telt Resistenzen gegeniiber [3-Laktam-Antibiotika der
dritten Generation (extended spectrum fs-lactamases, ESBL).
Der E. coli 0104:H4 Stamm tragt weiterhin ein IncF1IIA-
Plasmid dhnlich den Plasmiden des pAA-Typs von EAEC,
das fiir Fimbrien kodiert, die fiir die anfangliche Anhaf-
tung von Bakterien an die Darmschleimhaut wichtig sind
(BrzuszkiEwicz et al., 2011; Ho et al., 2011; MELLMANN et
al., 2011; Rasko et al., 2011; BLocH et al., 2012; MUNIESA
et al., 2012).

Nicht nur der Ausbruchsstamm E. coli 0104:H4, son-
dern auch andere HP tragen typischerweise Plasmide der
Inkompatibilitdtsgruppen Incl oder IncF, auf denen Patho-
genitdtsdeterminanten und Antibiotikaresistenzen kodiert
sind (DE Toro et al., 2014). IncF-Plasmide sind weit ver-
breitet in klinisch relevanten Enterobakterien und tragen
oft ESBL-Resistenzgene. Daher werden diese Plasmide
mit dem plotzlichen weltweiten Auftreten klinisch rele-
vanter ESBL ebenso in Verbindung gebracht wie mit der
Verbreitung von Resistenzen gegen Antibiotika vom Qui-
nolon- und Aminoglykosidtyp. IncF-Plasmide sind eine
heterogene Plasmidgruppe und beziiglich ihres Wirtsbe-
reichs auf Enterobakterien beschrinkt. IncF-Plasmide lie-
gen iblicherweise in niedriger Kopienzahl vor und ihre
Grof3e liegt bei iiber 100 kb. Viele IncF-Plasmide tragen
mehrere Antibiotikaresistenzgene und verschiedene Repli-
kons. Im Unterschied zu Plasmiden anderer Inc-Gruppen
ist das Riickgrat von IncF-Plasmiden sehr divers in Bezug
auf GrofSe, Anzahl der Replikons und Fahigkeit zur Kon-
jugation. Die Diversitat entsteht durch Rekombinations-
ereignisse, die von Transposons und Insertionssequenz
(IS)-Elementen in IncF-Plasmiden gefordert werden. Diese
mosaikartige Zusammensetzung der Plasmide erschwert
die Entwicklung robuster Methoden zur Klassifizierung
und zum Vergleich der IncF-Plasmide (PARTRIDGE et al.,
2011; DE Toro et al., 2014). IncF-Plasmide vermitteln
nicht nur Antibiotikaresistenzen, sondern E. coli, die
IncF-Plasmide tragen, bilden Biofilme, wéhrend plasmid-
freie Stdmme nur liickenhafte unregelmif3ige Biofilme
bilden (GHiGo, 2001; May und OkaBE, 2008).

Incl-Plasmide haben ebenso wie IncF-Plasmide ein
begrenztes Wirtsspektrum und sind nur in Enterobakte-
rien zu finden. Bei Sequenzierungen wurden sie in eini-
gen Genomen von E. coli (u.a. im Ausbruchsstamm von
2011) und Salmonella-Stimmen gefunden (BRZUSZKIE-
wicz et al., 2011). Auch die Plasmide dieser Gruppe sind
dafiir bekannt, dass sie ESBL-Gene tragen. Incl-Plasmide
sind auflerdem mit Klasse-1-Integrons und daher Strep-
tomycin- und Sulfonamidresistenzgenen assoziiert. Im
Gegensatz zu den IncF-Plasmiden zeigten sequenzierte
IncI-Plasmide ein hoch konserviertes Riickgrat mit Re-
gionen fiir Replikation, Erhaltung, Stabilitit und
Transfer sowie Integrationsstellen fiir akzessorische Gene,
die z.B. fiir Antibiotikaresistenzen kodieren (JOHNSON et
al., 2011). Es wurde auRerdem gezeigt, dass auch diese
Plasmide Faktoren kodieren, die bei Anhaftung der sie
enthaltenden Bakterien an Zellen und abiotische Ober-
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flichen sowie beim Eindringen in Wirtszellen eine Rolle
spielen (Kim und Komano, 1997; DuUDLEY et al., 2006).

MGE wie Plasmide vermitteln ihren Trégern neben
Antibiotikaresistenzen auch Resistenzen gegen Desinfek-
tionsmittel und Schwermetalle oder Toleranz gegen UV-
Strahlung. Unter entsprechenden Bedingungen bietet
das Vorhandensein von Plasmiden trotz der zusatzlichen
metabolischen Kosten einen Selektionsvorteil fiir ihre
Wirte. Plasmide kénnen auch durch sogenannte Abbau-
gene die Fahigkeit zum Abbau von Substanzen, z.B. fiir
aromatische Verbindungen, vermitteln. Aromatische Ver-
bindungen konnen als Bestandteil von Wurzelexsudaten
(NEUMANN et al., 2014) oder in Form von Schadstoffen im
Boden vorkommen. Plasmidlokalisierte Abbaugene, die
fiir Enzyme kodieren, die den Abbau dieser Verbindun-
gen ermoglichen, konnen ebenfalls zu einem Fitnessvor-
teil des Wirts gegeniiber Konkurrenten fiihren.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass MGE wie Bak-
teriophagen und Plasmide (z.B. IncF und IncI) die Oko-
logie von HP entscheidend beeinflussen konnen, da sie
Eigenschaften vermitteln, die von groRer Bedeutung fiir
das Verhalten und Uberleben von HP sind. Die Ubertra-
gung dieser Elemente ermdéglicht eine schnelle Verdnde-
rung und Anpassung von HP an ihre Umwelt (HEUER und
SMALLA, 2012; SMmALLA et al., 2015).

Die Anhaftung (Adhésion) von Bakterien an Pflanzen-
oberflachen ist ein essentieller Schritt einer Besiedlung.
Es wurden zwei Phasen definiert: auf die erste und rever-
sible Anhaftung folgt eine stabile Bindung. Die ersten
Schritte in der Interaktion von HP mit der Pflanze sind
ausschlaggebend fiir den Erfolg einer spéteren Besied-
lung. Mehrere bakterielle Elemente wie Fimbrien, nicht
fimbriale Adhésine, Flagellen und Lipopolysaccharide
(LPS) sind in beiden Phasen wichtig (WIEDEMANN et al.,
2015). Studien iiber die Anhaftung an verschiedene Kul-
turpflanzen ergaben, dass sowohl die genetische Ausstat-
tung der Wirtspflanze als auch die der Bakterien die Effi-
zienz der Anhaftung beeinflussen. Die Stirke der Anhaf-
tung an Basilikum-, Salat- oder Spinatblétter unter-
scheidet sich, z.B. bei Vergleich verschiedener S. enterica
Serovare. Wéhrend S. Typhimurium, S. Enteritidis und
S. Senftenberg effizient waren, zeigten andere Serovare,
einschliellich Agona, Heidelberg oder S. arizonae eine
geringere Fahigkeit zur Anhaftung (BERGER et al., 2011).
Weiterhin wiesen Bakterien deutliche Unterschiede in
der Anhaftung in Abhéngigkeit vom Alter der Blatter auf;
so haftete S. Typhimurium besser an dlteren als an jiinge-
ren Salatbliattern (KROUPITSKI et al., 2011; 2013).

Die Anhaftung an Pflanzengewebe ist sehr stark abhén-
gig von der Fahigkeit der HP, Biofilme zu bilden. Biofilme
sind eine Matrix von Exopolymeren, Zellulose und Kap-
seln aus LPS und Polysacchariden. Sie ermoglichen z.B.
Quorum sensing (zelldichteabhédngige Genexpression)
und verbessern die Resistenz gegeniiber Umgebungsbe-

dingungen. Die Fdhigkeit von Bakterien, Biofilme zu bil-
den, wird haufig durch die Anwesenheit von Plasmiden
beeinflusst. Die Bedeutung von Biofilmen fiir die Adhé-
sion von HP an Pflanzen und deren Rolle bei der Persis-
tenz in Pflanzen wurde kiirzlich von YARON und ROMLING
(2014) beschrieben. Dariiber hinaus ist die Expression
von aggregativen Fimbrien (z.B. Curli) fiir zwei verschie-
dene morphologische Erscheinungsformen (Morphoty-
pen) der Salmonella verantwortlich: dem red dry and
rough (rdar) und dem smooth and white (saw) Typ. Im
Unterschied zu dem saw Morphotyp zeigte der aus Toma-
ten isolierte rdar Morphotyp bessere Adhésion an pflanz-
liche Oberfldchen (CevALLOS-CEvALLOS et al., 2012a,b).
Auch fiir Biofilm-assoziierte HP an Petersilie konnte eine
erhohte Resistenz gegeniiber Desinfektionsbehandlun-
gen gezeigt werden. Die Effizienz, mit der ein Biofilm HP
auf Pflanzen vor Desinfektionsmitteln schiitzt, erhoht
sich wiahrend der Lagerung der Pflanzen (LapPDOT et al.,
2006). Ein Screen von 6000 Transposon-Mutanten des
S. enterica Serovars Newport resultierte in der Identifi-
zierung von 20 Mutanten mit niedrigerer Féhigkeit zur
Adhésion an Alfalfa-Sprossen (BArak et al., 2005). Inter-
essanterweise waren in diesen 20 Mutanten z.B. Gene fiir
die Aggregation von oberflachenlokalisierten Fimbrien
(agfB) und der generelle Regulator rpoS mutiert. Beide
Proteine regulieren die Produktion von Curli, Zellulose
und anderen Adhésinen, die fiir die Bildung von Biofil-
men von Bedeutung sind. Zwei weitere Gene (STM0278
und STMO0650) wurden als wichtige Faktoren fiir die
Besiedlung von Alfalfa-Sprossen identifiziert, beide haben
eine wesentliche Rolle bei der Bildung von Biofilmen
(BARAK et al., 2009). Dariiber hinaus sind Zellulose und
Curli an der Kontamination von Petersilienblédttern mit
S. Typhimurium aus Beregnungswasser beteiligt (LAPIDOT
und YARON, 2009).

Obwohl viele Faktoren durch in vitro Experimente
bereits identifiziert wurden, war eine genaue Untersu-
chung der HP-Gene, die wiahrend der Besiedlung der
Pflanze exprimiert werden, bislang nur begrenzt mog-
lich. Neue Techniken fiir die Isolierung von mRNA aus
Proben, die sowohl Pflanzen- als auch Bakterienmaterial
beinhalten, sowie zur weiteren Aufbereitung fiir quanti-
tative PCR-Analysen ermdglichen nun bei der Transkrip-
tomanalyse die Identifizierung von Genen mit entspre-
chenden Funktionen (HoLMES et al., 2014).

In Pflanzen wurden mehrere natiirliche Infektionsstellen
fiir Salmonella und andere HP beschrieben. Stomata zum
Beispiel sind natiirliche Offnungen in der Blattober-
flache, die der Pflanze den Gasaustausch ermdglichen.
S. enterica wurde in der Ndhe von offenen Spaltéffnun-
gen an Blattern von Eisbergsalat nachgewiesen. Die Bak-
terien aggregieren und dringen anschliefend in das
Innere des Blattgewebes ein (KroupiTski et al., 2009). Die
gleiche Beobachtung wurde fiir natiirlich vorkommende
Enterobakterien an Salat gemacht (ERLACHER et al., 2014).
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KroupiTski et al. (2009) sind der Ansicht, dass HP die
photosynthetisch aktiven Zonen bevorzugen, weiterhin
stehen sie in direkter Konkurrenz mit der endophyti-
schen Mikroflora um Kohlenstoffquellen (KLERKS et al.,
2007a, b). Eine Internalisierung von Salmonella tiber die
Spaltéffnungen wurde auch in Rucola, Basilikum und
Petersilie mit Hilfe der Elektronenmikroskopie dokumen-
tiert (GOLBERG et al., 2011). Dariiber hinaus wurde mit
Fluoreszenz- und konfokaler Laserscanning-Mikroskopie
die Kolonisierung von verschiedenen Blattstrukturen
(z.B.: Trichomen und Hydratoden) auf Tomatenblattern
mit Salmonella gezeigt (BArak et al., 2011; Gu et al.,
2011; 2013). Fiir S. enterica Serovar Weltevreden und die
Listeria monocytogenes Serovare 4b und EGD-E sv. 1/2a
wurde die erfolgreiche Besiedlung von Pflanzen auch
dann nachgewiesen, wenn die Dosis des Inokulums nur
40 KbE/ml in einem sterilen System bzw. 4x10> KbE/g im
Boden betrug. Zusatzlich wurden von der Pflanzenart
abhéngige Effekte beobachtet; so wurde Spinat im Ver-
gleich zu Feldsalat haufiger bei niedrigeren Dosen des
Inokulums kolonisiert (HOFMANN et al., 2014).

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Translokation der
HP innerhalb einer Pflanze. S. Typhimurium kann, aus-
gehend vom Boden, in dem die Pflanze wéchst, die ganze
Tomatenpflanze einschlieBlich der Friichte systemisch
besiedeln. Bemerkenswert dabei ist, dass die Pflanze mit
Ausnahme einer leichten Verringerung des Pflanzen-
wachstums keine Krankheitssymptome zeigt (Gu et al.,
2011). Auch die Jahreszeit spielt bei der Internalisierung
von Salmonella eine wichtige Rolle. So wurde im Som-
mer die hochste Haufigkeit der Internalisierungen von
Salmonella gefunden (GoLBErG et al., 2011). HP, die
Pflanzen kolonisieren, behalten ihre Fahigkeit, Warmblii-
ter zu infizieren. Damit kann von infizierten Pflanzen bei
Rohverzehr eine unmittelbare gesundheitliche Gefahr
ausgehen (ScHIKORA et al., 2011).

Eine sehr interessante Frage ist, ob HP, wie im Fall von
tierischen Zellen, Zugriff auf die intrazelluldren (sym-
plastischen) Bereiche der Wirtspflanze haben. Nach Ino-
kulation von sterilen Arabidopsis Wurzeln mit einem
S. Typhimurium Stamm, der mit dem griinen fluoreszie-
renden Protein (GFP) markiert war, konnten Bakterien
zuerst in Wurzelhaarzellen beobachtet werden (SCHIKORA
etal., 2008); nach 20 Stunden waren sie auch in anderen
rhizodermalen Zellen nachweisbar. Eine Internalisierung
von Salmonella wurde auch in Protoplasten von Tabak
und Arabidopsis beobachtet, allerdings war hier die
Internalisierungsrate sehr niedrig (ScHIKORA et al., 2008;
SHirRrRON und YARON, 2011). Eine eindeutige Bestédtigung
der aktiven bakteriellen Internalisierung in pflanzliche
Zellen steht demnach aus.

HP koénnen das Immunsystem des Wirts mit Hilfe von so-
genannten Effektorproteinen unterdriicken. Diese Effek-
torproteine werden oft durch das Typ-III-Sekretionssys-
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tem (T3SS) direkt in die Wirtszellen eingeschleust und
inhibieren zentrale Regulatoren des Immunsystems (z. B.
die Signalkaskaden). S. enterica hat sogar zwei solcher
T3SS. Neue Erkenntnisse iiber die Mechanismen der Pflan-
zeninfektion zeigen, dass die Mechanismen bei Pflanzen-
besiedlung und Tierinfektionen dhnlich sind (ScHikORA et
al., 2012a). Die Inokulation von Arabidopsis mit dem
Wildtypstamm S. Typhimurium und Mutanten in Genen
beider T3SS zeigte, dass beide T3SS wichtig fiir eine
erfolgreiche Besiedlung der Pflanzen sind (ScHIKORA et
al., 2011; 2012b; SHIRRON und YARON, 2011). Mutanten
von S. Typhimurium Stamm 14028s in verschiedenen
Elementen beider T3SS (prgH, invA, ssaV oder ssaJ) hat-
ten niedrigere Proliferationsraten in Arabidopsis. Zugleich
deuten die stirkeren Symptome nach einer Inokulation
mit diesen Mutanten auf eine hypersensitive Reaktion
(HR) der Pflanze hin. Die HR ist ein pflanzlicher Abwehr-
mechanismus, der die Verbreitung der Pathogene durch
das gezielte Absterben (programmed cell death) eines
infizierten Bereiches verhindert. Die verstarkte HR auf
die T3SS Mutanten lasst vermuten, dass diese Mutanten
nicht in der Lage waren, den HR Mechanismus zu unter-
driicken (ScHikora et al., 2012b). Dariiber hinaus hat
eine vergleichende Transkriptomanalyse von Arabidopsis
Unterschiede in der Reaktion auf die Inokulation mit Sal-
monella-Wildtyp und der prgH- Mutante gezeigt. PrgH ist
ein wesentlicher Teil eines der T3SS von Salmonella.
Nach der Inokulation mit der prgH- Mutante wurde eine
verstidrkte Expression von Genen der pflanzlichen
Abwehrmechanismen beobachtet (ScHikoRrA et al., 2011;
GARCIA et al., 2014). Eine weitere Studie untersuchte die
oxidative Antwort (oxidative burst) nach Inokulation mit
S. Typhimurium in Tabakpflanzen und -zellsuspension.
Bezeichnend war, dass Tabak im Vergleich zu lebenden
Bakterien stirker auf tote oder mit Chloramphenicol
behandelte Bakterien reagierte. Ebenfalls wurde eine
verstarkte Antwort der Pflanze auf die invA- Mutante
(invA kodiert ein weiteres Element des T3SS) im Ver-
gleich zum Wildtyp beobachtet. Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, dass Salmonella aktiv die Immunantwort der
Pflanzen unterdriickt (SHIRRON und YARON, 2011). Alle
drei Studien implizieren, dass ein funktionierendes T3SS
fiir die Suppression von Pflanzenabwehrmechanismen
erforderlich ist.

Sehr wahrscheinlich sind im Fall von Salmonella nicht
die beiden T3SS selbst, sondern die von ihnen sekretier-
ten Effektorproteine fiir die Suppression der Immunreak-
tion der Pflanze verantwortlich. Fiir pflanzliche und
humane Pathogene wurde eine Vielzahl dieser Proteine
beschrieben. In Salmonella sind es 40 Proteine, deren
Funktion erst bei einigen der Effektorproteine bekannt ist
(HerrrON et al., 2011). Eine Transkriptomanalyse von
S. Weltevreden, die mit Alfalfa-Sprossen kultiviert wur-
den, zeigte eine erhohte Expression von mehreren Effek-
torproteinen der SPI-2 (salmonella pathogenicity island
2). SPI-2 spielt eine wesentliche Rolle bei der Besiedlung
von Makrophagen (BRANKATSCHK et al., 2014). Die Rolle
der Effektorproteine von HP bei der Suppression der
pflanzlichen Abwehr ist noch relativ unbekannt. Wah-
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rend bei phytopathogenen Bakterien bereits die Funktion
mehrerer Effektoren aufgeklart wurde, liegen bisher nur
fiir zwei Salmonella-Effektorproteine, ndmlich SseF (sie-
he unten) und SpvC, Informationen iiber ihre Rolle in der
Pflanze vor (UsTON et al., 2012; NEUMANN et al., 2014). In
tierischen Zellen ist SpvC eine Phosphothreonin Lyase,
die aktiv das Immunsystem unterdriicken kann, indem
sie essentielle Punkte der Immunantwort, die MAP
Kinasen (mitogen-activated protein kinases) deaktiviert
(MazurkiEwIcz et al., 2008). Eine vergleichbare Funktion
wurde fiir SpvC in pflanzlichen Zellen nachgewiesen
(NEUMANN et al., 2014).

Pflanzliche Antwort auf die Infektion mit
Humanpathogenen

Die Antwort des Immunsystems als Reaktion auf eine
Inokulation mit HP wurde in mehreren unabhingigen
Publikationen beschrieben und kiirzlich in einem Uber-
sichtsartikel zusammengefasst (MeLoTTO et al., 2014).
Eine der Antworten ist die vermehrte Produktion von
Sauerstoffradikalen (oxidative burst) (Abb. 2). Eine sehr
hohe Produktion von Sauerstoffradikalen nach Inokula-
tion mit der invA- Mutante (SHIRRON und YARON, 2011)
oder die Transkriptionsantworten auf die prgH- Mutante
(ScHikora et al., 2011; GaRciA et al., 2014) sind gute Bei-
spiele dafiir, wie HP die Immunreaktionen der Pflanze
unterdriicken. Ein anderes Beispiel ist die Erkennung
des Salmonella Effektorproteins SseF in Tabakpflanzen
(UsTON et al., 2012). SseF induziert HR-ahnliche Symp-
tome in Tabakpflanzen. Ein Ausbleiben der Antwort nach
einer Inaktivierung des SGT1 Suppressors zeigt, dass
SseF in einem R-Protein-vermittelten Mechanismus er-
kannt wird. Ublicherweise aktiviert die Erkennung eines
Effektors die sogenannte effector-triggered immunity
(ETI) der Wirtspflanze, deren Folge die HR ist.

Auch zelluldre Signalkaskaden wie die MAPK-Kaska-
den sind an der Antwort auf eine Salmonelleninfektion
beteiligt. Die derzeit am besten untersuchten MAP-Kina-
sen sind MPK3, MPK4 und MPK6, die hdufig mit einer
Immunantwort verbunden sind (PITZSCHKE et al., 2009).
Nach einer Inokulation mit Salmonella waren diese
MAP-Kinasen bereits nach 15 Minuten aktiv (SCHIKORA et
al., 2008). Fiir die besondere Rolle der MAPK-Kaskade in
der Abwehr gegeniiber HP spricht auch die Tatsache,
dass Arabidopsis-Mutanten, in denen die MPK3 oder
MPK6 Gene mutiert wurden und die kein funktionieren-
des Protein mehr bilden, sehr anfillig fiir eine Besiedlung
mit S. Typhimurium waren (ScHIKORA et al., 2008).

Detektion und Quantifizierung von Humanpathogenen
in Umweltproben

Traditionelle Methoden zur Detektion und Identifizie-
rung von HP beruhen oft auf kultivierungsabhéngigen
Techniken. Die Standardmethode fiir E. coli 0157 basiert
auf der Annahme, dass diese Stdmme Indol produzieren

und Sorbitol nicht fermentieren kdénnen. Die Detektion
erfolgt mittels Kultivierung auf Sorbitol-MacConkey Agar
mit Cefixim und Tellurit (CT-SMAC). Sorbitol-negative
Kolonien werden anschlieBend auf Indol-Produktion und
Agglutination mit E. coli 0157 Antiserum {iberpriift
(European Standard EN ISO 16654:2001). Mittlerweile
ist jedoch bekannt, dass es auch E. coli O157 Stimme
gibt, die Indol-negativ reagieren und fiir Stdmme des
Serotyps 0157 sowie fiir andere Shiga-Toxin-produzie-
rende Serotypen, wie den Ausbruchsstamm 0104:H4,
wurde inzwischen auch die Fahigkeit zur Sorbitol-Fer-
mentation nachgewiesen (BLocH et al., 2012). Neben die-
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Abb. 2. Pflanzen antworten auf Infektion mit humanpathogenen
Bakterien mit einer Immunantwort

A. Am Beispiel von Arabidopsis thaliana und Salmonella enterica ist
hier die oxidative Antwort (oxidative burst) nach Inokulation mit zwei
Salmonella-Serovaren gezeigt. Das Flagellin vom Serovar 14028s wird
von der Pflanze erkannt und induziert eine Immunantwort, die an-
hand der Akkumulation von H,0, (braune Firbung) sichtbar gemacht
wurde. Serovar Senftenberg hat ein Flagellin, das vom pflanzlichen
Immunsystem nicht erkannt wird. Pflanzen wurden mit Bakterien
infiltriert und die Produktion von H,0, nach drei Tagen mit Hilfe von
DAB visualisiert. MgCl, stellt die Kontrolle dar.

B. Die Ausprigung der Krankheitssymptome nach Inokulation mit
S. enterica ist starker in Pflanzen, die ein defektes Immunsystem ha-
ben. Col-o ist eine Wildtyppflanze, fls2 erkennt das Flagellin nicht und
kann das Immunsystem nicht aktivieren und sid2 produziert nur10%
des Normalniveaus von Salicylsdure. Die Bilder wurden vier Tage nach
Infiltration mit S. enterica Serovar Typhimurium aufgenommen.
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sen Problemen durch phénotypische Variabilitdt haben
kultivierungsabhingige Detektionsmethoden den Nach-
teil, dass sie sehr zeitaufwandig sind. Auflerdem kénnen
bakterielle Zellen unter nicht-optimalen Bedingungen in
einen Ruhezustand tibergehen, der als VBNC (viable but
non-culturable)-Zustand bezeichnet wird (Xu et al., 1982;
OLIVER, 2010). Zellen in diesem Zustand sind lebensféhig,
aber nicht kultivierbar, d.h. sie wachsen nicht auf routi-
neméllig verwendeten Labormedien, ihre Virulenz bleibt
jedoch erhalten. Fiir den Ausbruchsstamm 0104:H4
wurde der Ubergang in den VBNC-Zustand als Reaktion
auf Umweltstress in vitro gezeigt (Aurass et al., 2011).
Einen solchen Umweltstress stellen beispielsweise néhr-
stoffarme Bedingungen oder toxische Konzentrationen
von Kupferionen dar. Es wurde vermutet, dass der Uber-
gang in den VBNC-Zustand die Detektion des Ausbruchs-
stamms 0104:H4 erschwert hat (Aurass et al., 2011).
Auch fiir E. coli 0157:H7 wurde gezeigt, dass der Uber-
gang in den VBNC-Zustand in Gegenwart verschiedener
Stressoren induziert werden kann (GREy und STECK,
2001; PiNTO et al., 2011). Zellen, die sich im VBNC-Zu-
stand befinden, sind nur noch mit Nukleinsaure-basier-
ten Nachweistechniken detektierbar. Ergdnzend bzw.
parallel zu kultivierungsabhéngigen Methoden sollten
daher immer kultivierungsunabhéngige Nachweismetho-
den genutzt werden, auch wenn die in Untersuchungs-
amtern genutzten Vorschriften zur Detektion von HP auf
deren Kultivierbarkeit basieren und nur so nachgewie-
sene Erreger derzeit justiziabel sind. Zudem sind die Unter-
suchungsmethoden vor allem fiir den Nachweis in tieri-
schen Produkten etabliert. Voraussetzung fiir den spe-
zifischen Nachweis aus komplexen pflanzlichen und
Umwelt-Matrizes (z.B. Gemiise, Gewiirze, Bodenproben,
Giille, Gérreste) sind geeignete Probenvorbereitungs- bzw.
Aufarbeitungsmethoden. Die Extraktion der Gesamt-DNA
kann unmittelbar aus dem Ausgangsmaterial oder nach
einer Anreicherung der Bakterien in geeigneten Ndhrme-
dien erfolgen. Da die infektiosen Dosen von HP zum Teil
sehr niedrig sind, miissen auch geringe Zahlen sicher
detektiert werden kénnen. Das heterogene Vorkommen
und die niedrige Abundanz von HP machen dabei oft
Anreicherungskulturen fiir einen sicheren Nachweis not-
wendig. Mit Hilfe von Anreicherungskulturen kénnen
nicht nur Erreger, die in geringer Abundanz vorliegen,
vermehrt werden, sondern auch Zellen, die sich im VBNC-
Zustand befinden, reaktiviert werden. Nach Extraktion
von DNA aus entsprechenden Proben konnen u.a. Salmo-
nella und E. coli z.B. mittels PCR-Southern Blotting detek-
tiert oder mithilfe der Real-Time PCR quantifiziert wer-
den. Alternativ oder ergénzend zu DNA-basierten Metho-
den kdnnen auch RNA-basierte Methoden verwendet wer-
den. Diese bringen eine aufwéndigere Probenaufberei-
tung mit sich, bieten dafiir aber den Vorteil, dass nur
lebende und keine toten HP-Zellen erfasst und damit nur
die fiir eine mogliche Infektion relevanten Erreger detek-
tiert werden. Insbesondere der Nachweis von mRNA von
Pathogenitatsdeterminanten kénnte geeignet sein, den
eindeutigen Beweis fiir die Lebensfahigkeit und potenti-
elle Virulenz zu erbringen.
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Da die Diversitdt mikrobieller Gemeinschaften im Boden
und an der Pflanze wesentlich fiir das Uberleben und die
Etablierung von HP an der Pflanze ist (MaLLON et al.,
2015), soll an dieser Stelle auch kurz auf die verfiigbaren
kultivierungsunabhéngigen Untersuchungsmethoden zur
Charakterisierung mikrobieller Gemeinschaften einge-
gangen werden. Die gleiche Gesamt-DNA oder -RNA, die
nach einer harschen Zell-Lyse aus der Boden- oder Pflan-
zenprobe isoliert wird, kann fiir die Detektion von HP
und die Charakterisierung der mikrobiellen Gemein-
schaften genutzt werden. Mit Hilfe von PCR und Primern,
die spezifisch an die 16S ribosomalen (r)RNA Gene (Bak-
terien, Archaeen) oder an 18S rRNA Gen- oder ITS-Frag-
mente (Pilze) anlagern, konnen Fragmente aus DNA bzw.
cDNA amplifiziert werden, die mit Fingerprinting-Tech-
niken bzw. Sequenzierung analysiert werden, da die PCR-
Produkte gleicher GréRe sich in der Sequenz der variab-
len Regionen unterscheiden. Die PCR-Produkte konnen
dann durch denaturierende Gradientengelelektrophorese
(DGGE) aufgetrennt werden. Es entsteht ein Banden-
muster, anhand dessen Aussagen iiber die genetische Diver-
sitdt der mikrobiellen Gemeinschaft und iiber die relative
Abundanz von dominanten Populationen moglich sind.
Aussagen iiber Verdanderungen der mikrobiellen Gemein-
schaft im Verlauf der Zeit oder Auswirkungen bestimmter
Faktoren kdnnen durch Vergleich der Bandenmuster ver-
schiedener Behandlungen erhalten werden.

Zunehmend werden zur Analyse von 16S rRNA-Ampli-
kons auch next generation sequencing (NGS)-Techniken
genutzt. Dabei werden 16S rRNA-Gensequenzen analy-
siert, die aus der isolierten Gesamt-DNA amplifiziert wer-
den. So konnen Bakteriengemeinschaften aus verschie-
denen Habitaten, unterschiedlich behandelten Béden o.4.
charakterisiert und miteinander verglichen werden. Dies
liefert Einblicke in ihre Diversitdat und Dynamik. So konnte
gezeigt werden, dass sich die Zusammensetzung der
Bakteriengemeinschaften verschiedener Pflanzenarten
und -sorten unterscheidet (HUNTER et al., 2010; WEINERT
et al., 2011; DOHRMANN et al., 2013). Auch bei der Identi-
fizierung von Faktoren, die mikrobielle Gemeinschaften
verdndern, konnen NGS-Techniken hilfreich sein (BERG
und SmaLLA, 2009; BULGARELLI et al., 2012; RASTOGI et al.,
2012). Die Technik soll auRerdem zum Verstindnis, wie
sich das natiirliche Pflanzenmikrobiom und HP auf Pflan-
zen gegenseitig beeinflussen, beitragen (SCHREITER et al.,
2014; ERLACHER et al., 2015).

Zur Detektion und gewebespezifischen Lokalisierung
von HP in Pflanzen sind auch mikroskopische Methoden
geeignet. Dadurch kénnen gegebenenfalls auch Informa-
tionen iiber bevorzugte Lokalisierungen in Pflanzenor-
ganen oder -zellen oder an bestimmten Stellen auf der
Oberflache erhalten werden. Bei der Nutzung mikrosko-
pischer Methoden muss der zu untersuchende Organis-
mus von der Hintergrundflora unterscheidbar sein. Dazu
kann der HP-Stamm mit Reportergenen wie gfp ausge-
stattet oder mit spezifischen Antikdrpern oder Sonden
markiert werden.

Da alle beschriebenen Detektionsmethoden ihre Vor-
und Nachteile haben, ist es oft sinnvoll, fiir einen siche-
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ren und spezifischen Nachweis von HP verschiedene
Methoden zu kombinieren bzw. parallel zu verwenden.

I. Das Versuchsdesign und die angewandten Metho-
den sind wichtig fiir die Bewertung der Ergebnisse.
Viele Studien zum Uberleben von HP wurden unter
Labor- oder Gewachshausbedingungen durchgefiihrt,
héufig unter Verwendung hoher Zellzahlen der HP
oder unter sterilen Bedingungen. Die Ergebnisse die-
ser Studien bilden daher nur bedingt die natiirliche
Situation ab. Auch ist zu beachten, dass HP nach
Préadaption, z.B. durch Passieren des tierischen Ver-
dauungstrakts, deutlich angepasster fiir das Uber-
leben im Boden und an der Pflanze sein konnten
(SEMENOV et al., 2010). Viele Studien zum Uberleben
von HP wurden jedoch mit Stdmmen durchgefiihrt,
die zuvor in Ndhrmedien angezogen wurden. Deren
Verhalten unter Umweltbedingungen kann sich deut-
lich von préadaptierten HP unterscheiden. AuRerdem
wurden in vielen Studien nur die HP selbst und nicht
deren Zusammenspiel mit der mikrobiellen Gemein-
schaft betrachtet. Das Mikrobiom kann jedoch ent-
scheidenden Einfluss auf ihr Uberleben haben. In zu-
kiinftigen Studien miissen diese Aspekte berticksich-
tigt werden.

1. Wirkmechanismen und Einflussfaktoren von HP in

situ miissen besser verstanden werden, um Konta-
minationen und Ausbriiche zu vermeiden.
Um langfristig Kontaminationen von Frischeproduk-
ten mit HP zu verringern sowie ihre Etablierung und
Vermehrung auf Pflanzen zu vermeiden, muss die
Okologie von HP - d.h. die Faktoren, die ihr Uberleben
im Boden und an der Pflanze beeinflussen - genauer
erforscht und besser verstanden werden. Es gibt, wie
in diesem Ubersichtsartikel gezeigt, eine Vielzahl von
Einflussfaktoren mit oft komplexen Auswirkungen auf
das Uberleben von HP. Zudem wurde bislang wenig
untersucht, wie sich diese Faktoren gegenseitig beein-
flussen. Die Rolle von MGE ist bislang ebenfalls noch
nicht ausreichend geklédrt. Inwiefern die natiirliche
Diversitit der mikrobiellen Gemeinschaft eine erfolg-
reiche Etablierung von Eindringlingen wie HP im Boden
und an der Pflanze verhindern kann, bedarf ebenfalls
weiterer Untersuchungen. Auch die Rolle pflanzlicher
Abwehrmechanismen nach einer Besiedlung mit HP
ist noch nicht ausreichend erforscht. Des Weiteren
fehlen Kenntnisse {iber die Bedeutung des Bodentyps,
néhrstoffreicher organischer Diinger und die Einarbei-
tung von Pflanzenresten in den Boden fiir die Besied-
lung von Kulturpflanzen. Ob landwirtschaftliche
Managementformen, besonders im Hinblick auf die
Praxis in Deutschland, das Vorkommen von HP auf
Frischeprodukten beeinflussen, ist ebenfalls nur
begrenzt untersucht.

[II.Methoden zur Detektion von HP in der Umwelt
miissen entwickelt bzw. adaptiert werden.

Um das Uberleben von HP verfolgen zu kénnen und
Ubertragungswege aufzukliren, werden empfindliche
und spezifische kultivierungsabhangige und kultivie-
rungsunabhidngige Methoden zur Detektion von HP
benotigt. Bereits vorhandene Methoden sind oft fiir
ein bestimmtes Ausgangsmaterial entwickelt worden
und miissen fiir andere Proben angepasst werden. Bei-
spielsweise gibt es viele Protokolle fiir den Nachweis
von Salmonella in tierischen Lebensmitteln, die jedoch
nicht ohne Verdnderungen fiir den Nachweis in
pflanzlichen Lebensmitteln geeignet sind. Wo noch
keine empfindlichen und spezifischen Nachweisver-
fahren verfiigbar sind, miissen diese entwickelt und
etabliert werden.

IV.Probleme, die durch HP verursacht werden, miis-
sen im Zusammenhang mit der Okologie des Pflan-
zenmikrobioms ganzheitlich bewertet werden.
Erkenntnisse zu den Einflussfaktoren auf das Uber-
leben von HP entlang der gesamten Produktionskette
sind wichtig, um Gefédhrdungen fiir Verbraucher durch
den Verzehr von Frischeprodukten reduzieren zu kon-
nen. Befunde, dass abgepackte und bereits gewaschene
Salate haufig hohere Keimbelastungen aufweisen und
dass HP sich an Schnittfldchen aufgrund der Néhrstoffe
anreichern, unterstreichen ebenfalls die Notwendig-
keit, die Okologie von HP besser zu verstehen. Die Des-
infektion zur Keimreduzierung insbesondere bei langen
Lagerzeiten von vorgewaschenem und geschnittenem
Salat wird kritisch gesehen, da sie die natiirliche Mikro-
flora stort und so die Chancen fiir eine Vermehrung
von HP eher verbessert. Daher sollten Kontaminatio-
nen von Frischeprodukten mit HP so gut wie moglich
vermieden werden. Nach Einschitzung der Autoren
kann es eine hundertprozentige Sicherheit, dass sich
keine HP auf Frischeprodukten befinden, nicht geben.
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