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Kontaminationswege und Nachweis von humanpathogenen
Escherichia coli aus pflanzlichen Lebensmitteln

Seit dem Ausbruch mit enterohdmorrhagischen Escheri-
chia coli (EHEC) 0104:H4 im Sommer 2011 in Deutsch-
land sind pflanzliche Lebensmittel als mogliche Infek-
tionsquelle fiir humanpathogene E. coli in das Licht der
Offentlichkeit geriickt. Die Suche nach der Infektions-
quelle des EHEC 0104:H4 Erregers, der fiir mehr als
4000 Erkrankte, fiir iber 800 Fille von Nierenversagen
und fiir 53 Todesfille verantwortlich war, erwies sich als
schwierig, obwohl die fiir Diagnostik relevanten Eigen-
schaften anhand der Isolate aus den Patienten friih
bekannt waren. Epidemiologische Untersuchungen deu-
teten auf pflanzliche Lebensmittel als mogliche Infek-
tionsquelle und nach den zu Unrecht verdéchtigten Gur-
ken konnten schlief3lich aus Bockshornkleesamen herge-
stellte Keimsprossen eines bestimmten Herstellers als pri-
maére Infektionsquelle bestimmt werden. Die Diagnostik
pathogener E. coli aus pflanzlichen Lebensmitteln ist
ungleich schwieriger als aus tierischen Quellen, fiir die
letzteren gibt es seit Jahren amtliche Untersuchungs-
verfahren und eine Vielzahl von publizierten Methoden.
Untersuchungsmethoden, die fiir Milch und Fleisch-
produkte konzipiert wurden, lassen sich jedoch auf rohe
pflanzliche Lebensmittel schlecht iibertragen. Die Griinde
dafiir liegen zum einen an der Menge und der Zusam-
mensetzung der Begleitflora von Mikroorganismen, die
bei Pflanzen véllig anders ist, als bei tierischen Produk-
ten. Dazu kommt, dass die natiirliche mikrobielle Konta-
mination bei zum Rohverzehr bestimmten Pflanzen sich
je nach Kategorie (Obst, Gemiise, Mischsalat und Spros-

Contamination pathways and detection of human pathogenic
Escherichia coli from plant foods

sen) hinsichtlich ihrer Menge, Eigenschaften und Zusam-
mensetzung stark unterscheidet. E. coli kommen als Kon-
taminanten bei pflanzlichen Lebensmitteln ebenso vor,
héufig jedoch in so geringen Mengen, dass spezifische
Anreicherungsverfahren notwendig sind, um mogliche
pathogene E. coli wie EHEC {iberhaupt zu erkennen. Die
weitere Hiirde liegt in der Isolierung verdachtiger E. coli
aus einer Fiille von natiirlichen Begleitorganismen. Ver-
fahren der quantitativen PCR (qPCR, Real-Time PCR)
haben sich bewéhrt, um auch geringe Konzentrationen
von E. coli in pflanzlichem Untersuchungsmaterial nach-
zuweisen und gleichzeitig mogliche Pathogenititseigen-
schaften bei diesen Keimen zu erkennen. Auch fiir die
Isolierung der nachgewiesenen pathogenen E. coli miissen
an die Lebensmittelmatrix Pflanze angepasste Methoden
gewdahlt werden, die hier ebenfalls vorgestellt werden.
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With the massive EHEC 0104:H4 outbreak in summer
2011, vegetables became interesting to the German pub-
lic because of their possible role as a source of infections
with enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC). The
search for the source of infection with EHEC 0104:H4,
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which was responsible for more than 4000 diseases,
more than 800 cases of renal failure and 53 deaths,
proved difficult, although the relevant diagnostic proper-
ties based on the isolates from the patients were early
known. Epidemiological studies pointed to plant foods as
possible source and after the wrongly suspected cucum-
bers, fenugreek sprouts from a particular manufacturer
were identified as the primary source of infection. The di-
agnosis of pathogenic E. coli from plant foods is more dif-
ficult than from animal sources, for the latter official con-
trol procedures and a variety of methods are published
since many years. Investigation methods that were de-
signed for dairy and meat products are not well suitable
for testing raw foods of plant origin. The reasons are part-
ly due to the quantity and composition of the accompany-
ing flora of microorganisms, which is completely different
in plants than in animal products. Depending on the raw
food category (fruits, vegetables, mixed salad and
sprouts) the natural microbial contamination of certain
plants differs largely in its amount, characteristics and
composition. E. coli is often present as contaminant in
plant foods, but often in such small quantities that specif-
ic enrichment methods are needed to identify potential
pathogenic E. coli types such as EHEC. The other hurdle
lies in the isolation of suspected E. coli from an abun-
dance of natural accompanying organisms. Quantitative
PCR (gPCR, real-time PCR) methods have been proven to
detect even low levels of E. coli in plant tissue and simul-
taneously to identify possible human pathogenic bacte-
ria. Finally, for the isolation of pathogenic E. coli from
plants specific methods adapted to this particular food
matrix must be chosen. These are also presented here.

Key words: Escherichia coli, human pathogenic,
contamination, plants, sprouts, food, plant flora, EHEC,
diagnostic, virulence factor, quantitative real-time PCR,
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Infektionen des Menschen mit darmpathogenen Bakte-
rien, wie E. coli und Salmonellen, stellen weltweit ein
bedeutendes Gesundheitsproblem dar. Der Verzehr bak-
teriell kontaminierter Lebensmittel ist der bedeutendste
Ubertragungsweg fiir die Erreger auf den Menschen
(MEAD et al., 1999; MARTIN und BEUTIN, 2011; BAVARO,
2012). Neben Lebensmitteln tierischen Ursprungs spie-
len auch roh verzehrte pflanzliche Lebensmittel dabei
eine wichtige Rolle (OrammMaT und HorlEy, 2012). Nach
einer Untersuchung aus den USA zur Bedeutung der fiinf
wichtigsten Lebensmittelproduktgruppen (pflanzliche
Erzeugnisse, Rindfleisch, Gefliigel, Meeresfriichte und
Eier) als Quelle bakterieller Infektionen, wurden nach
Meeresfriichten pflanzliche Erzeugnisse als am héufigs-
ten belastet erkannt (FRANZ und VAN BRUGGEN, 2008). Als
héufigste bakterielle Erreger wurden Salmonellen, patho-
gene E. coli, Listerien, Bacillus cereus, Vibrio cholerae, Shi-
gellen, Campylobacter, Yersinien, Aeromonaden und

Clostridien genannt. Salmonellen und pathogene E. coli
gehoren zur Gruppe der am hiufigsten isolierten bakte-
riellen Erreger (OramvaT und HoLiEy, 2012; YARON und
RoOMLING, 2014).

Lebensmittel pflanzlichen Ursprungs sind schon seit
langem als Quelle von Krankheitsausbriichen durch eine
Vielzahl bakterieller Erreger (darunter auch Salmonella
und E. coli) bekannt (KLEpPzIG et al., 1999; OLAIMAT und
HoLiey, 2012). Neuere Daten des Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) (CDC, 2015) geben einen
aktuellen Uberblick fiir die USA zu Krankheitsausbrii-
chen und damit assoziierte Lebensmittel. Fiir das Gebiet
der EU waren nach Angaben der Européischen Behorde
fiir Lebensmittelsicherheit (EFSA) im Zeitraum 2008-
2011 Lebensmittel nicht-tierischen Ursprungs an 10%
der Ausbriiche, 18% der Erkrankungen und 5% der
Todesfille durch humanpathogene Mikroorganismen
beteiligt. Auf der bakteriellen Erregerseite stehen hier
Salmonellen und pathogene E. coli in erster Linie.
(ANonyMus, 2002a; EFSA, 2013).

Als verantwortliche Faktoren fiir die beobachtete
Zunahme von Infektionen durch Verzehr pflanzlicher
Lebensmittel wird zum einen die zunehmende Globa-
lisierung des Handels mit Lebensmitteln genannt (ANo-
NYMUS, 2002a; BAvARO, 2012; OLAIMAT und HoOLLEY, 2012).
Zum anderen Produktionsverfahren, wie die Herstellung
von verzehrfertigen Fertigprodukten durch mechanisches
Zerkleinern (z.B. Schnittsalate, Rohkostsalate, Fertig-
salate, Frischkostsalate, Mischsalate). Hierbei kommt es
zu Kreuzkontaminationen im Produktionsprozess, und
das Wachstum der Erreger wird durch das Austreten von
pflanzlichen Siften aus den Schnittstellen begiinstigt
(ANoNyYMUS, 2002a; FRaNZ und VAN BRUGGEN, 2008).

Diese Produktionsbedingungen und der Trend zu Fer-
tiggerichten begiinstigen die Vermehrung von entero-
pathogenen Bakterien, die sich auf intakten Pflanzen nicht
oder schlecht vermehren konnen (PAN und SCHAFFNER,
2010). Ahnliche, die Bakterienvermehrung begiinsti-
gende Bedingungen liegen bei der Herstellung von
Keimsprossen vor (GANDHI et al., 2001).

Hinzu kommt, dass der Trend Gemiise roh zu verzeh-
ren seit Jahren zunimmt (ANONYMUS, 2002a; WALSEMANN,
2005; OrAMAT und HoLLEy, 2012) und damit die Wahr-
scheinlichkeit steigt, sich {iber roh verzehrte pflanzliche
Lebensmittel zu infizieren. Verbesserte Nachweismetho-
den fiir bakterielle Erreger tragen dazu bei, dass mehr
durch Infektionserreger belastete Lebensmittel als solche
auch erkannt werden (FrRaNZ und VAN BRUGGEN, 2008).

Mit Ausnahme der EHEC (enterohdmorrhagische E. coli)
0104:H4 Ausbruchsuntersuchung im Sommer 2011, bei
der 1069 Proben von Gurken, Tomaten und Blattsalate
auf EHEC getestet wurden (ANoNYMuUS, 2011a), werden in
Deutschland pflanzliche Lebensmittel eher selten unter-
sucht (HARTUNG et al., 2015). Untersuchungen im Natio-
nalen Referenzlabor fiir Escherichia coli (NRL-E. coli) am
Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR) konnten zei-
gen, dass bisher vorliegende Methoden (§ 64 LFGB) zum
Nachweis von EHEC aus Lebensmitteln fiir pflanzliche
Lebensmittel ungeeignet sind, da diese Matrix an die
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Diagnostik andere Anforderungen stellt, als tierische Pro-
dukte (TzscHopPE, 2010). Fiir tierische Produkte bestehen
bereits seit langem derartige Richtlinien (ANONYMUS,
2006).

Die Kontamination pflanzlicher Erzeugnisse mit human-
pathogenen Bakterien wird generell unterschitzt, da die
bisher entwickelten Routineverfahren besonders fiir den
Nachweis geringer Keimzahlen nur bedingt geeignet sind
(YaroN und RoMmLING, 2014). Amtliche Richtlinien zur
Identifizierung und Charakterisierung von EHEC und
anderen Shiga-Toxin produzierenden E. coli (STEC) nach
§ 64 LFGB aus pflanzlichen Lebensmitteln werden seit
2012 vom Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebens-
mittelsicherheit (BVL) erarbeitet.

Im Gegensatz zu tierischen Wirten stellen obligat human-
pathogene Bakterien nicht die natiirliche Besiedlungs-
flora bei Pflanzen dar. Jedoch zeigten Untersuchungen,
dass humanpathogene Bakterien wie Salmonellen unter
bestimmten Umstdnden auch dauerhaft mit Pflanzen
assoziiert sein konnen (TEPLITSKI et al., 2011). Die Konta-
mination pflanzlicher Lebensmittel mit humanpathoge-
nen Enterobacteriaceen wie Salmonella und darmpatho-
gene E. coli kann an verschiedenen Stellen entlang der
Produktionskette bis zum Verbraucher erfolgen (Franz
und VAN BRUGGEN, 2008; BERGER et al., 2010; BEUTIN und
FacH, 2014). Organischer Diinger und fiakal kontaminier-
tes Wasser werden als Hauptkontaminationsquelle beim
Anbau der Pflanzen genannt (ANoNYMUS, 2002a; OLAIMAT
und HotLEy, 2012). Es wird angenommen, dass die Kon-
tamination in 20% der Falle beim Anbau bis zur Ernte
erfolgt, die verbleibenden 80% werden auf unsachge-
mée Behandlung im weiteren Produktionsweg bis zum
Verbrauch zuriickgefiihrt (YARoN und RoMLING, 2014).
Landwirtschaftliche Nutztiere und Wild, einschlief8lich
Vogel und Insekten sind die wichtigste Quelle fiir den Ein-
trag von pathogenen Enterobacteriaceen in die Umwelt,
die von ihren natiirlichen Trdgern mit dem Kot ausge-
schieden werden. Hierdurch kommt es zur weitldufigen
Kontamination von Ackerboden, Oberflaichenwasser, Brun-
nenwasser und landwirtschaftlichen Gerétschaften. Die
Erreger konnen iiber lange Zeitrdume von mehr als 100
Tagen auf den Pflanzen und in der Umwelt iiberleben
(FReEMAUX et al., 2008; YARON und RoMLING, 2014). Eine
kontaminierte Umwelt dient wiederum als Infektions-
quelle fiir Personen und Tiere, die ihrerseits die Erreger
weiter verbreiten konnen. Durch Vogel und Insekten wer-
den die Erreger {iber hunderte von Kilometern auf grof3e
geographische Rdume verstreut, sodass auch in landwirt-
schaftlich nicht genutzten Gebieten mit ihrem Vorkom-
men gerechnet werden muss (BEUTIN und FacH, 2014).
Die Kontamination der Pflanze kann bereits auf dem
Acker durch Diingung, Bewésserung, Insekten als Uber-
trager und Kontamination mit Fizes erfolgen. Die Anhef-
tung und Besiedlung der Pflanze mit Salmonellen und
pathogenen E. coli wird durch verschiedene bakterielle
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Faktoren wie Typ 3 Sekretionssystemeffektoren (T3SS),
Flagellen, Fimbrien und Lipopolysacchride (O-Antigen)
vermittelt (BERGER et al., 2010; SALDANA et al., 2011;
CHITARRA et al., 2014; YARON und ROMLING, 2014). Hierbei
bilden sich Biofilme, die das Uberleben der Bakterien
begiinstigen (Schutzfunktion) und von den Pflanzen
durch Waschen mit chloriertem Wasser und anderen
antimikrobiellen Substanzen nicht effektiv entfernt wer-
den konnen (ALBRECHT et al., 1994; YARON und ROMLING,
2014). Untersuchungen zeigen, dass die Bakterien weni-
ger iiber Aufnahme durch die Wurzel von den Pflanzen
internalisiert werden, als {iber die Blatter, beispielsweise
durch Berieselung mit bakteriell kontaminiertem Wasser
(SHARMA et al., 2009; ZHANG et al., 2009).

Uber die Spaltéffnungen der Blitter konnen die Bak-
terien internalisiert werden (BERGER et al., 2010). Die
Aufnahme von Salmonellen und EHEC 0157 in essbare
Pflanzenteile wurde bereits fiir Tomaten, verschiedene
Sorten von Keimsprossen, Gerste und Blattsalat nachge-
wiesen (FRANZ und vaN BRUGGEN, 2008). Die Kolonisation
verschiedener Nutzpflanzen mit Salmonellen und E. coli
0157 erfolgt bei relativ kurzer Expositionszeit, dabei
wurden Zeitriume von 30 Sekunden bis vier Stunden
genannt (YARON und RoMLING, 2014). Die Erreger konnen
iiber lange, fiir den Verzehr relevante Zeitraume (14 -
> 200 Tage) auf der Oberfldche und intern auf den Pflan-
zen lebensfahig bleiben (BERGER et al., 2010; YARON und
ROMLING, 2014). Uber bakterielle Regulationsmechanis-
men, die die Kolonisation begiinstigen, Resistenz gegen
oxidativen Stress erzeugen und chemotaktische Mecha-
nismen findet eine Anpassung der Erreger an den Wirt
,Pflanze® statt (DUBLAN MDE et al., 2014). Es ist noch
ungeklart, inwieweit bei der Kolonisation und Internali-
sierung der Bakterien zwischen verschiedenen Pflan-
zenspezies Unterschiede bestehen. Der Lebensraum
(Rhizosphére) und Teile der Pflanze (Phyllosphire) stel-
len unterschiedliche Habitate fiir Mikroorganismen dar.
In der nihrstoffreichen Rhizosphire werden 106 - 109
Bakterien/g Wurzelmaterial gefunden, in der néhrstoff-
armen und Umweltfliissen stérker ausgesetzten Phyllo-
sphére finden sich dagegen nur 103 - 107 Bakterien/g
Blattmaterial (HALLMANN et al., 2001). Uber kultivie-
rungsunabhingige Verfahren wurden fiir vier Pflanzen-
arten mittels eines Chloroplasten ausschlielenden Pri-
mer Paares und quantitativer Real-Time PCR bakterielle
16S rDNA Kopienzahlen (cn) bestimmt (RasTodI et al.,
2010). Fiir die Blattsalate Cichorium endivia und Lactuca
sativa lag die ermittelte Bakterienzahl bei 6.85 + 0.417
log cn g7! FM bzw. 6.75 + 0.32 log cn g~! FM. Ahnliche
Grollenordnungen wurden an den Krdutern Thymus
vulgaris (6.31 = 0.69 log cn g~1 FM) und Lepidium sativum
(7.30 £ 0.08 log cn g1 FM) in der Phyllosphére nachge-
wiesen (S. RUPPEL, A.C. SCHERWINSKI, unveroffentlicht).

Pseudomonaden und Enterobacter, die zur natiirlichen
Phytoflora zdhlen, haben nachgewiesen antagonistische
Effekte auf Salmonellen und E. coli (CooLEY et al., 2003;
Yao et al., 2014). Die Mechanismen, die dabei eine Rolle
spielen, sind nicht vollstdndig bekannt (TepLITSKI et al.,
2011). Auf der anderen Seite haben Mikroorganismen
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und Pilze, die an Reifungs- und Verfallsprozessen der
Pflanzen beteiligt sind, eine begiinstigende Wirkung auf
die Vermehrung von (pathogenen) Enterobacteriaceen
wie Salmonellen und E. coli O157 (TEpPLITSKI et al., 2011).
Fiir die Matrix vorgeschnittene Mischsalate konnte eine
Reduktion der inokulierter EHEC bei den iiblichen Lage-
rungstemperaturen (< 10°C) innerhalb der Mindesthalt-
barkeitsgrenze beobachtet werden (TzscHoppPE et al.,
2012). Die Phytoflora nahm in diesem Zeitraum zu, aller-
dings blieb ungeklart, welche Mechanismen bei der
Reduktion der inokulierten EHEC im Einzelnen eine Rolle
spielen (TzscHOPPE et al., 2012).

Die Finhaltung von Kiihltemperaturen hat einen limitie-
renden Effekt auf Verderb fordernde Bakterien und patho-
gene Erreger, wohingegen Aufbewahrung unter Schutzgas
in dieser Hinsicht keinen Effekt zeigt (NGUYEN-THE und
CARLIN, 1994; OramMAT und HoLigy, 2012). Bei Kiihl-
temperaturen vermehrt sich die native bakterielle Flora
(Enterobacteriaceen und Pseudomonaden) weiterhin,
sodass Keimmengen von 107/g auch innerhalb der Min-
desthaltbarkeitsgrenze erreicht werden (Bomar, 1988;
ALBRECHT et al., 1994; Lack et al., 1996; KLEPzIG et al.,
1999; TzscHoPPE, 2010; TzScHOPPE et al., 2012). Raum-
temperaturen um die 22°C begiinstigen bereits das
Wachstum von darmpathogenen Keimen. Bei diesen
Temperaturen wurden fiir Salmonellen und enteropatho-
gene E. coli Titeranstiege um 2 bis 3 Zehnerpotenzen
innerhalb von 48 Stunden beobachtet. Damit werden
Keimmengen erreicht, die die minimale Infektionsdosis
fiir die Erreger weit iibersteigen kdnnen (Bomar, 1988;
NGUYEN-THE und CARLIN, 1994). Allerdings wurden diese
Untersuchungen mit einzelnen Pflanzenspezies gemacht
und sind nicht generell auf alle Pflanzenspezies iibertrag-
bar (NGUYEN-THE und CARLIN, 1994).

Auch andere pflanzliche Nahrungsmittel wie verschie-
dene Fruchtsorten, verarbeitete Friichte, Fruchtsifte und
Gemiise sind bereits im Zusammenhang mit Ausbriichen
(Salmonella, pathogene E. coli und andere Mikroorganis-
men) in Zusammenhang gebracht worden (ANONYMUS,
2002a; BERGER et al., 2010). Fiir Friichte ist von besonde-
rer Bedeutung, dass wéhrend des Reifeprozesses bis hin
zum Verderb ein steigendes Risiko fiir eine Kontamina-
tion mit enteropathogenen Bakterien besteht (TEpLITSKI et
al., 2011). Bei Pfirsichen und Pflaumen reichten Exposi-
tionszeiten von 30 sec bis zu einer Minute, um mit E. coli
0157 und Salmonellen erfolgreich kolonisiert zu werden
(YaroN und RoMLING, 2014). Aus diesen Befunden ergibt
sich ein hohes Risiko fiir eine Kontamination (Eintrag
durch Mensch, Umwelt und Verarbeitungsprozesse) von
Friichten, deren Verarbeitungsprodukten und anderen
roh verzehrten pflanzlichen Lebensmitteln entlang der
Stationen von der Ernte iiber den Handel bis zum Verzehr
(OLAIMAT und HolLEy, 2012).

Eine spezielle Situation liegt bei der Herstellung von
Keimsprossen vor. Verschiedenste Sorten und Mischun-

gen von Keimsprossen (Azukibohnen, Bockshornklee,
Luzerne, Broccoli, Buchweizen, Kichererbsen, Kresse,
Leinsamen, Senf, Erbsen, Zwiebeln, Mungbohnen, Quinoa,
Rettich, Roggen, Sesam, Sonnenblumen und Weizen)
finden sich als Rohkostbeilage zu vielen Gerichten.
Keimsprossen als Nebenbeilage zu Hauptgerichten wer-
den von den Verbrauchern in der Erinnerung héufig nicht
wahrgenommen und finden auch zu wenig Beachtung
bei epidemiologischen Untersuchungen bei lebensmittel-
assoziierten Erkrankungsfillen. Beide Faktoren trugen
dazu bei, dass die fiir den EHEC 0104:H4 Ausbruch ver-
antwortlichen Nahrungsmittel erst relativ spét identifi-
ziert wurden (EFSA, 2011; ApoLpHSs et al., 2012).

Esist bereits seit langem bekannt, dass Keimsprossen mit
einem hohen Risiko fiir die Kontamination mit Salmonel-
len und pathogenen E. coli behaftet sind (ANONYMUS,
1999; ANoNYMUS, 2002a). Die technischen Begebenheiten
der Sprossenproduktion (Zeitdauer bis zur Auskeimung,
Temperatur, Feuchtigkeit und Nahrstoffe) begiinstigen
die Kontamination und die Proliferation von darmpatho-
genen Keimen, wie Salmonellen und pathogene E. coli,
wobei Keimzahlen von bis zu 1011KbE/g) erreicht wer-
den (TaorMINA et al., 1999; ANoNYMUS, 2002a; SIKIN et al.,
2013).

Durch die Auskeimung im wéssrigen Milieu bricht die
Samenschale als natiirliche Barriere gegen Bakterien auf.
Nahrstoffe werden ausgeschieden und abhéngig von der
Temperatur konnen sich pathogene Enterobacteriaceen
an die Keimlinge anheften und vermehren. In der gewerbs-
maéRigen Produktion iibliche Dekontaminationsverfahren
zeigen dagegen keine oder nur méf3ige Wirkung auf patho-
gene Bakterien (TAORMINA und BEUCHAT, 1999; DING et al.,
2013; SIKIN et al., 2013).

Keimsprossen gelten daher seit langem als Lebensmit-
tel, die mit hohem Risiko belastet sind (ANONYMUS,
2002a). Dementsprechend wurde auch iiber eine Viel-
zahl von Ausbriichen an bakteriellen Infektionen durch
Sprossenverzehr berichtet (ANONYMUS, 1999; ANONYMUS,
2002a; BERGER et al., 2010). Fiir die USA werden 10%
der durch pflanzliche Nahrungsmittel verursachten Aus-
briiche Keimsprossen zugeordnet (SIKIN et al., 2013). Die
weltweit bisher groiten Ausbriiche mit EHEC (EHEC
0157:H7 in Japan 1996, EHEC 0104:H4 in Deutschland
2011) konnten auf EHEC-kontaminierte Keimsprossen
zuriickgefiihrt werden (MicHINO et al., 1999; BEUTIN und
MARTIN, 2012).

Nach eigenen Untersuchungen mit Bockshornklee-
samen héngt die Vermehrung zugesetzter pathogener
E. coli wahrend der Auskeimung von Sprossen aus den
Samen stark von der Temperatur ab, bei der die Auskei-
mung der Sprossen erfolgt. Die gewerbsmélige Spros-
senproduktion erfolgt bei Temperaturen zwischen 32 -
35°C fiir 4 - 12 h (Einweichen) und 25 - 30°C fiir 4 - 14
Tage (Auskeimung) (FRIEDRICH et al., 2011), wodurch nach
eigener Erfahrung die Vermehrung von (pathogenen)
E. coli extrem begilinstigt wird (L. BEUTIN, unverdffent-
licht). Hinzu kommt, dass schon eine Kontamination des
fir das Einweichen der Samen verwendeten Quell-
wassers mit geringen Mengen an pathogenen E. coli
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(< 100 KbE (Koloniebildende Einheiten, colony-forming
unit CFU) auf 150 ml Leitungswasser fiir 6 h Einwir-
kungszeit) eine Anheftung der Keime an die Samen statt-
findet, die nach vier Tagen Keimung auf den Bocks-
hornkleesprossen mit der beschriebenen PCR-Methode
(TzscHoppE et al., 2012) nachgewiesen werden kénnen
(L. BEuTIN, unveroffentlicht). Daraus folgt, dass auch nur
eine geringe Kontamination des zur Quellung der Samen
verwendeten Wassers mit pathogenen E. coli ausreicht,
um eine massive Vermehrung dieser Keime auf den aus
den Samen geziichteten Keimsprossen zu gewéhrleisten.
Sinnentsprechend wird von der Deutschen Gesellschaft
fiir Krankenhaushygiene (DGKH) die Verwendung hygie-
nisch einwandfreien Wassers fiir die Sprossenproduktion
empfohlen (DGKH, 2012). Die Bedeutung der Hygiene
wurde beim EHEC 0104:H4 im Sommer 2011 Ausbruch
offensichtlich, da sich unter den in der Sprossenproduk-
tion beschéftigten Mitarbeitern auch asymptomatische
Ausscheider von EHEC 0104:H4 befanden (ADOLPHS et
al., 2012; DGKH, 2012).

Bei der Kontamination von pflanzlichen Lebensmitteln
spielen sehr unterschiedliche Mikroorganismen (Bakterien,
Viren, Pilze, Protozoen) eine Rolle. Die hier beschriebe-
nen diagnostischen Forschungs- und Entwicklungsmog-
lichkeiten fokussieren sich auf pathogene E. coli und tref-
fen im begrenzten Maf3e auch auf andere Enterobacteri-
aceen zu.

Die Assoziation von tierischen und pflanzlichen
Nahrungsmitteln mit Mikroorganismen ist produktions-
bedingt unumgénglich. Bei pflanzlichen Nahrungsmit-
teln hat die assoziierte Phytoflora zudem eine Schutz-
funktion gegen pathogene Enterobacteriaceen wie E. coli
und Salmonellen (CooLEy et al., 2003; TEPLITSKI et al.,
2011; Gu et al., 2013; Yao et al., 2014). Pflanzenproduk-
tion in Abwesenheit der natiirlichen Phytoflora (bei-
spielsweise auf sterilem Substrat) begiinstigt die Besied-
lung der Pflanze durch pathogene Enterobacteriaceen
wie Salmonellen und E. coli 0157 (CooLEY et al., 2003;
Gu et al., 2013). Die Schutzfunktion durch die Phytoflora
ist jedoch nicht absolut, sodass auch bei erntefrischen
Pflanzen durchaus mit geringen Keimmengen an (patho-
genen) E. coli und Salmonellen gerechnet werden muss.
Dagegen konnen technisch prozessierte pflanzliche
Lebensmittel (Schnittsalate, Sprossen) durchaus hohere
Keimmengen an humanpathogenen Enterobacteriaceen
enthalten, ebenso wie iiberreife und im Verderb befind-
liche Feldfriichte (TEpLITSKI et al., 2011).

Zur Untersuchung der tatsdchlichen Belastung von
zum Rohverzehr vorgesehenen pflanzlichen Lebensmit-
teln mit pathogenen Enterobacteriaceen miissen Metho-
den eingesetzt werden, welche die Erkennung auch
geringer Mengen (< 10 KbE/25 g) von pathogenen E. coli
und Salmonellen gewéhrleisten, da die fiir eine Infektion
notige Keimzahl fiir EHEC O157:H7 auf unter 700 KbeE
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ermittelt wurde (TUTTLE et al., 1999; ANoNYMUS, 2012).
Die von der Deutschen Gesellschaft fiir Hygiene und
Mikrobiologie (ANoNYMUS, 2011b) vorgeschriebenen Richt-
und Warnwerte fiir E. coli fiir Mischsalate 1x102/g bezie-
hungsweise 1x103/g (nach Revision 2014 nunmehr
1x101/g beziehungsweise 1x102/g) bieten fiir die Infek-
tionsprophylaxe nur eingeschrénkte Sicherheit, da die
potenzielle Anwesenheit pathogener E. coli nicht mit der
Menge der nachgewiesenen Bakterien korreliert und die
Bedingungen fiir eine mdgliche Proliferation der Keime
im Lebensmittel nach Verkauf an den Konsumenten
(Unterbrechen der Kiihlkette, Zeit bis zum Verzehr) sehr
unterschiedlich sein konnen. Im Gegensatz zu anderen
Keimen gelten fiir EHEC auch keine Toleranzgrenzen,
sodass die Nachweismethoden geeignet sein miissen, die
Abwesenheit des Erregers in der jeweiligen Menge (in
der Regel 25 g) des gepriiften Untersuchungsmaterials
zu gewdahrleisten, wie es auch fiir Salmonellen verlangt
wird (ANoNymus, 2011b).

Die fiir die Lebensmitteliiberwachung bisher publizier-
ten Methoden zur Erkennung pathogener E. coli (in der
Regel EHEC) wurden fiir tierische Lebensmittel kon-
zipiert und erwiesen sich als ungeeignet fiir die Unter-
suchung von pflanzlichem Untersuchungsmaterial
(TzscHopPE, 2010; TZSCHOPPE et al., 2012). Auf der Grund-
lage dieser Untersuchungen wurde eine auf der quantita-
tiven real-time PCR (qPCR) basierende Methode ent-
wickelt, die die besonderen Voraussetzungen pflanzli-
cher Lebensmittel mehr beriicksichtigt und die auf der
Homepage des Bundesinstituts fiir Risikobewertung ver-
offentlicht ist (BEUTIN, 2011). Diese Methode wurde fiir
vorgeschnittene Mischsalate konzipiert und evaluiert
(TzscHoPPE, 2010; TzScHOPPE et al., 2012). Die besondere
Spezifitit der Methode liegt in der mikrobiellen Anrei-
cherung, mit der auch geringe Mengen (< 10 KbE/25 g)
pathogener E. coli vor dem Hintergrund der in hohen
Keimmengen vorkommenden Phytoflora (107/g) detek-
tiert und isoliert werden sollen. Der Nachweis von EHEC
0104:H4 im Rahmen der Ausbruchuntersuchungen im
Sommer 2011 durch qPCR ist in Abb. 1 dargestellt.

Bei der Wahl der Anreicherungsmethode muss beach-
tet werden, dass pathogene Enterobacteriaceen auf
Pflanzen, die nicht ihrem natiirlichen Habitat entspre-
chen, einem physikalisch-chemischen Stress durch die
Faktoren UV-Strahlung, Austrocknung, pflanzliche
Abwehrmechanismen, kompetierende Mikroorganis-
men und Nahrstoffmangel unterliegen. Gestresste Keime
sind jedoch nicht immer direkt auf Selektivmedien, die
Hemmstoffe enthalten, wie beispielsweise modifizierte
Tryptose-Soya-Bouillon (mTSB), (enthélt Gallensalze
und Novobiocin), und fiir die Untersuchung tierischer
Lebensmittel empfohlen werden, kultivierbar (ANONYMUS,
2002b; ANoNYMUS, 2006; JAHN et al., 2008; BEUTIN und
FacH, 2014). Ahnliche das Wachstum hemmende Effekte
wurden auch auf tellurithaltigen Ndhrboden, die zur
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Legende:
Als Schlusselgene fir den Erreger, der fiir den Ausbruch im Sommer 2011 mit tGiber 4000 Erkrankten verantwortlich war, werden
Shigatoxin 2 (stx2), O-Antigen 0104 (wzxO104), H-Antigen H4 (fliCH4), Telluritresistenz (ter) und das Regulatorgen aggR fir
enteroaggregative E. coli (EAEC) nachgewiesen. Die Negativkontrolle zeigt an, dass keine unspezifische Reaktion erfolgt und die
Inhibitionskontrolle, dass die untersuchte DNA-Probe frei von PCR-hemmenden Substanzen ist. Der Nachweis erfolgte mit dem
GeneDisc Cycler (Pall Corporation).

Abb. 1.

Anreicherung von EHEC verwendet werden, wie CT-
SMAC und CHROMagar-STEC® beobachtet (BEUTIN und
TzscHopPE, 2012). Das Ausbleiben von Vermehrung bei
prinzipiell lebensfdhigen Keimen wird auch als VBNC
(viable but non-culturable) bezeichnet (RAMAMURTHY et
al., 2014; Aurass et al., 2011). Diese Bezeichnung trifft
jedoch nicht ganz zu, da die Keime nach Stresserholung,
beispielsweise durch mindestens 6 h Anreicherung in
schwach selektiven oder unselektiven Medien wie Bril-
liantgriin-Galle-Laktose Bouillon (BRILA) oder gepuffer-
tem Peptonwasser durchaus in der Lage sind, auch auf
Selektivnahrboden zu wachsen.

Nach der publizierten Methode (TzscHoppPE et al.,
2012) werden fiir die Untersuchung pflanzlicher Lebens-
mittel 25 g Untersuchungsmaterial mit 225 ml BRILA
oder BPW homogenisiert und mindestens 6 h bei 37°C
schiittelnd inkubiert (1. Anreicherungsschritt). Danach
werden 0,1 ml Aliquotmengen der Anreicherungen auf
E. coli Indikatormedien wie TBX Agar und EHEC-Selektiv-
medien wie z.B. Chromagar-STEC ausplattiert und die
beimpften Platten 20 h bei 44°C bebriitet (2. Anreiche-
rungsschritt). Die hohe Bebriitungstemperatur hat einen
Hemmeffekt auf das Wachstum der psychrophilen
Phytoflora (TzscHoppE et al., 2012). Durch die Wahl der
Selektivndhrboden und die Bebriitungstemperatur findet
eine Doppelselektion zum Vorteil von (pathogenen) E. coli
statt.

Nachweis des enteroaggregativen EHEC 0104:H4 durch einen multiparametrischen Test in der quantitativen Real-Time PCR.

Durch die zweite Anreicherung auf festen Nahrboden
konnen auch geringe Mengen Zielkeime erfasst werden.
Hierbei konnten zwei KbE EHEC in einem Hintergrund
von 50 000 KbE anderer Keime nachgewiesen werden
(BEUTIN et al., 2009, TzscHOPPE et al., 2012). Durch die
Bildung von Mikrokolonien beim 20 h Wachstum auf
TBX-Agar werden die Zielkeime zu einer Menge ver-
mehrt, die ihre gezielte Erkennung in der quantitativen
real-time PCR (qPCR) erlaubt (> 10 Kopien der Ziel-
sequenzen). Aus kiinstlich mit EHEC beimpften Proben
vorgeschnittener Mischsalate konnten mit dieser Methode
Keimmengen von < 10 KbE/25 g Mischsalat nachgewie-
sen werden (TzscHOPPE et al., 2012). Als Zielsequenzen
zur Identifizierung von EHEC wurden Detektoren fiir die
Gene fiir Shigatoxin (stx1, stx2) Intimin (eae), Enteroha-
molysin (ehlyA), sowie Gene der O-Antigen bestimmen-
den Sequenzen (wzx, wzy u.a.) entwickelt und heran-
gezogen (BUGAREL et al., 2010; TzscHOPPE et al., 2012).

Fiir die Isolierung der EHEC aus den Mischsalatproben
erwies sich TBX-Agar als sehr gut geeignet, da auf diesem
Nahrboden Medium [-D-Glucuronidase produzierende
E. coli blau angeférbt werden und sich somit gut von den
weilllichen bis gelben Kolonien der {ibrigen Flora abhe-
ben. Produktion von R-D-Glucuronidase liegt bei 94%
der E. coli Bakterien vor. Bei der Plattierung entsprechen-
der Verdiinnungen des fliissigen Anreicherungsmediums
auf TBX-Agar konnen daher die blau erscheinenden Ein-
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zelkolonien der Zielkeime gut identifiziert und isoliert
werden (BEUTIN und TzscHOPPE, 2012; TZSCHOPPE et al.,
2012). Eine dhnliche Methode, die einen nicht selektiven
5h Anreicherungsschritt, qPCR Detektion von EHEC
Markern und Selektivmedien beinhaltet, wurde als
erfolgreich zur Kultivierung von EHEC 0157 aus Korian-
der beschrieben (YosHitowmi et al., 2012).

Allerdings bieten die bisher fiir die Diagnostik von
pathogenen E. coli entwickelten Indikator- und Selek-
tivndhrboden keine absolute Sicherheit, um alle Keime
eines Pathovars wie Shigatoxin-bildende E. coli (STEC)
zu erfassen (BEUTIN und FacH, 2014). Die phanotypischen
Eigenschaften konnen bei einzelnen Vertretern der E. coli
Pathovare STEC und EHEC, aber auch bei enterotoxi-
schen (ETEC), enteropathogenen (EPEC), enteroinvasi-
ven (EIEC) und enteroaggregativen (EAEC) E. coli sehr
unterschiedlich sein und unterscheiden sich haufig nicht
von avirulenten E. coli. (KAPER et al., 2004). Die Weiter-
entwicklung spezifischer Ndhrbéden zur Erkennung und
Isolierung pathogener Erreger aus Mischkulturen, wie
aus Lebensmitteln, muss daher vorangetrieben werden.

Die oben beschriebene Methode wurde fiir die Lebens-
mittelmatrix vorgeschnittene Mischsalate entwickelt und
evaluiert (TzscHOPPE et al., 2012). Mit dieser Methode war
es moglich, durch den Einsatz spezifischer gPCR Sonden
fiir EHEC 0104:H4 und der Verwendung von Chromag-
ar-STEC® mit Zusatz von Cephalosporin und Tellurit,
EHEC 0104:H4 aus einer kontaminierten Sprossenprobe
im Rahmen der Untersuchungen zum EHEC 0104:H4
Ausbruch zu isolieren (TzscHoPPE et al., 2012). EHEC
0104 spezifische gPCR-Verfahren wurden ebenfalls in ei-
ner prinzipiell dhnlichen Methode zur Isolierung von
EHEC 0104 aus verschiedenen Sprossenarten beschrie-
ben (JINNEMAN et al., 2012).

Auch bei Sprossen setzt sich die Phytoflora iiber-
wiegend aus Pseudomonaden und Enterobacteriaceen
zusammen (PIERNAS und GUIRAUD, 1997; ANONYMUS,
1999). In einer Untersuchung an Reissamen zeigte die
natiirliche mikrobielle Flora eine lange Persistenz, mit
einem Riickgang von nur zwei Logstufen nach 277 Tagen
Aufbewahrung bei Raumtemperatur (PIERNAS und GUIRAUD,
1997). Fiir Salmonellen wurden Uberlebenszeiten von
mehreren Monate auf Luzernesamen nachgewiesen
(ANonYMus, 1999).

Nach eigenen Untersuchungen, die im Rahmen des
EHEC 0104 Ausbruchs an Keimsprossen vorgenommen
wurden, zeigte sich eine hohere Temperaturresistenz der
mit den Sprossen assoziierten Phytoflora, als bei Misch-
salaten. Fiir Sprossen erwies sich die Anreicherung bei
44°C daher als weniger selektiv (L. BEUTIN, M. TZSCHOPPE,
unveroffentlicht), als es bei den Mischsalaten der Fall
war (TzscHOPPE et al., 2012). Moglicherweise hangt dies
mit den gewerbsmaldigen Produktionsverfahren fiir die
Sprossenkeimung zusammen, die bei hoheren Tempera-
turen erfolgen (25 - 30°C), als die Kultivierung von Salat
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(PierNAs und GUIRAUD, 1997; FRIEDRICH et al., 2011).
Somit findet schon bei der Sprossenkeimung eine Selek-
tion auf Keime mit einer hoheren Temperaturtoleranz
statt.

Wiéhrend der Keimung der Sprossen aus den Samen
vermehrt sich die damit assoziierte Phytoflora zu hohen
Mengen (106 - 109 KbE/g) (ANoNyMus, 1999). Auch fiir
thermotolerante Coliforme und Enterococcen konnte
nach zwei Tagen Sprossung bei 30°C ein Anstieg von bis
zu sechs Logstufen beobachtet werden (PiErNAS und
GuirauD, 1997). Vergleichbare Vermehrungsraten zeig-
ten sich wahrend der Sprossung bei pathogenen Mikro-
organismen wie B. cereus, Salmonellen und EHEC 0157
(ANoNyMmUs, 1999).

Prinzipiell hat sich die Methode aus einer Kombination
von zwei Anreicherungsschritten, DNA-Isolierung aus
Abschldmmungen der Bakterien von TBX-Agar, Real-Time
PCR mit spezifischen Detektoren fiir Virulenzgene und
Einsatz von Selektivmedien fiir die Isolierung als geeig-
net erwiesen, um Mengen von < 10 KbE/25 g pathogene
E. coli (EHEC) aus pflanzlichem Untersuchungsmaterial
nachzuweisen (TzscHOPPE et al., 2012). Das spezifische
Problem zum Nachweis von pathogenen E. coli aus
pflanzlichen Lebensmitteln ergibt sich aus der Diskre-
panz, die zwischen der Menge an natiirlich vorkommen-
den E. coli Bakterien und anderen Enterobacteriaceen
und Pseudomonaden liegt (VALENTIN-BON et al., 2008).

Voruntersuchungen im Nationalen Referenzlabor fiir
E. coli am Bundesinstitut fiir Risikobewertung konnten
zeigen, dass in mehr als 50% der Proben E. coli nur nach
mikrobiologischer Anreicherung (s.o.) iiberhaupt nach-
weisbar ist und direkt kulturell erfassbare Mengen von
>100 KbE/g nur bei 12% der Proben vorkommen
(TzscHoppE, 2010). In anderen Untersuchungen zeigten
sich bei der Belastung von verschiedenen Pflanzen mit
E. coli erhebliche Mengenunterschiede. Diese erstreckten
sich iiber einen Bereich von vier Potenzstufen (ARTHUR et
al., 2007; BoHAYcHUK et al., 2009). Das Vorhandensein
von pathogenen Vertretern der Spezies E. coli ist nicht
unbedingt abhingig von der Gesamtmenge der vorhan-
denen E. coli, (TUTTLE et al., 1999), sodass auch gering
kontaminierte Proben durchaus pathogene E. coli ent-
halten konnen. Die von der DGHM publizierten Richt-
und Warnwerte (ANoONYMUS, 2011b) zur Beurteilung von
Lebensmitteln bieten daher keine Garantie auf Abwesen-
heit von pathogenen E. coli bei mikrobiologisch unauffal-
ligen Proben.

Aus diesen Erkenntnissen ergibt sich zwingend die
Notwendigkeit einer mikrobiologischen Anreicherung
um pflanzliche Lebensmittel auf Vorhandensein von
(pathogenen) E. coli effizient untersuchen zu koénnen.
Matrix-spezifische, methodische Verbesserungen sind in
erster Linie bei der noch effizienteren Anreicherung der
Zielkeime, bzw. der Hemmung der Matrix-typischen
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Begleitflora zu sehen. Dies betrifft vor allem Sprossen, da
hier produktionsbedingt mit einer thermophilen Begleit-
flora zu rechnen ist. Die mit angereicherte Begleitflora
hat nach eigenen Untersuchungen auf die Detektion der
Zielkeime mit Real-Time PCR-Methoden keinen erheb-
lichen Einfluss, die Detektion wird aber durch Ver-
wendung von kommerziell verfiigbaren DNA-Extrak-
tions- und Purifikationskits verbessert (BEUTIN et al.,
2009; TzscHOPPE et al., 2012; BEUTIN und FAcH, 2014).

Fiir den Nachweis von EHEC aus verschiedenen Unter-
suchungsmaterialien wurde bereits eine Reihe von PCR-
Methoden beschrieben und eingesetzt (BEuTIN und FacH,
2014). Fiir die EU ist seit 2012 eine ISO-Norm zur Detek-
tion von EHEC mittels gPCR aus Lebensmitteln etabliert
(ANoNYMUS, 2012). Im Rahmen der Untersuchungen am
NRL-E.coli des BfR wurden fiir die spezifische Erkennung
von EHEC und EHEC 0104 im NRL-E.coli bereits TagMan®
Real-Time PCR-Detektorsysteme (Primer und Sonden)
entwickelt, mit welchen die Virulenzmerkmale (stx1,
stx2, eae, ehlyA und nleB) und somatische Antigene (O-
und H-Antigen) der wichtigsten EHEC-Gruppen (026:H11,
091:H21, 0103:H2, 0O104:H4, O111:H8, 0113:H21,
0121:H19, 0145:H25/H28 und 0O157:H7) erfasst wer-
den konnen, jedoch wurden noch nicht alle in die
ISO-Norm aufgenommen (BEUTIN et al., 2009; BUGAREL
et al., 2010; TzscHoPPE et al., 2012; BEUTIN et al., 2015a;
BEUTIN et al., 2015b). Die qPCRs erwiesen sich als geeig-
net EHEC aus Mischsalatproben nachzuweisen, die mit
< 10 KbE STEC beimpft worden waren (TzsCHOPPE et al.,
2012; BEUTIN et al., 2015b).

Eine Weiterentwicklung von qPCR Detektoren, die
Virulenzfaktoren und somatische Antigene von human-
pathogenen E. coli (EHEC, STEC, EPEC, EIEC, EAEC und
ETEC) erkennen, ist daher notwendig, um diese Erreger
aus Untersuchungsmaterial sicher identifizieren und iso-
lieren zu kénnen. Im Vordergrund steht hier die moleku-
lare Erkennung von pathogenen E. coli durch Nachweis
der somatischen Antigene (O- und H-Antigen) durch
gPCR-Verfahren. Die Kombination der O:H Antigene mit
den entsprechenden Virulenzmerkmalen ergibt eine
molekulare Signatur (Shiga-Toxine plus Serotyp wie z.B.
0157:H7, 026:H11 etc.), durch welche die verschiede-
nen Erregertypen durch genetischen Nachweis erfasst
werden konnen. Dieses Verfahren ist erheblich schneller
als der Nachweis durch Isolierung und phéanotypische
Charakterisierung der Isolate. Das Verfahren ist von
besonderer Bedeutung fiir verderbliche Lebensmittel, die
in kurzer Zeit auf mogliche Kontaminationen untersucht
werden miissen.

Mit der notwendigen Anreicherung der Zielkeime aus
dem Untersuchungsmaterial , Pflanze“ erhohen sich auch
die Hiirden bei der Isolierung von (pathogenen) E. coli
aus den Proben, da die Menge der Begleitflora bei Anrei-
cherung ebenfalls zunimmt und Enterobacteriaceen der
Phytoflora héufig phénotypische Merkmale ausprigen,
die fiir den kulturellen Nachweis von E. coli allgemein
verwendet werden (dhnliche Morphologie, Laktosespal-
tung, Resistenz gegen Gallensalze). Daher ist die Ent-
wicklung von qPCR-Verfahren, welche speziesspezifische

Sequenzen der Zielkeime (hier E. coli) anzeigen, erfor-
derlich, um geringe Kontaminationsmengen, die unter-
halb der mikrobiologischen Nachweismoglichkeiten lie-
gen, anzuzeigen. Dies hat den Vorteil, dass mit E. coli
belastete Proben schnell erkannt und nur diese mit dem
Einsatz spezifischer qPCR-Detektoren sofort auf pathoge-
ne E. coli gepriift werden konnen.

Zu diesem Zweck miissen Sequenzen fiir Gene ermit-
telt werden, die nach bisheriger Kenntnis allein der Spe-
zies E. coli zuzuordnen sind und nicht bei Bakterien, die
zur natiirlichen Flora von pflanzlichen Lebensmitteln
zdhlen, vorkommen. Idealerweise sollten diese in einer
Kopie pro Zelle vorliegen. Entsprechende Sequenzen
(beispielsweise von fiir den Zellhaushalt (housekeeping)
benotigten Gene) miissen daraufhin untersucht werden,
ob sie hinreichend konserviert sind, um als Zielsequenz
fiir gPCR-Assays zu fungieren, mit deren Hilfe ein Nach-
weis von idealerweise sdmtlichen Vertretern von E. coli
vorgenommen werden kann.

Zur Evaluierung eines solchen generischen E. coli
Detektionssystems muss nach Entwicklung entsprechen-
der Sonden eine reprédsentative Stammsammlung von
pathogenen und apathogenen E. coli Stimmen unter-
sucht werden. Hierzu miissen Referenzstimme (O- und
H-Antigene) sowie eine reprédsentative Anzahl Stimme
verschiedener E. coli Pathovare hinzugezogen werden.
Als Negativkontrollen sind Isolate der Phytoflora einzu-
setzen. qPCR Detektoren, die in der Lage sind séamtliche
E. coli Vertreter aus diesen Stammkollektiven spezifisch
zu erkennen, konnen dann in einem zweiten Schritt zum
Nachweis von E. coli in natiirlich und artifiziell kontami-
nierten pflanzlichen Lebensmitteln verwendet werden.
Fiir obligat humanpathogene Erreger, wie beispielsweise
Salmonellen, kann der generische Nachweis iiber ent-
sprechende qPCR Detektoren, gegebenenfalls schon
gentigen.
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