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1 EINLEITUNG

Francisella (F.) tularensis ssp. holarctica ist ein gramnegatives, fakultativ-intrazellulédres
Bakterium. Es ist der Erreger der Zoonose Tulardmie, der sogenannten Hasenpest.
Hauptreservoir sind die Hasenartigen (Lagomorpha) und Nager (Rodentia), wobei der
Mikroorganismus ein breites Wirtsspektrum von iiber 200 Spezies besitzt (Morner, 1992). Die
Ubertragung erfolgt durch den direkten Kontakt von Haut- und Schleimhautlisionen,
einschlieBlich der Augen mit infizierten Tierkorpern bzw. Tiermaterial oder Vektor-gebunden
durch Zecken-, Tabaniden- und Moskitostiche. Weiterhin ist die Ubertragung durch die orale
Aufnahme kontaminierter Lebensmittel, insbesondere durch Trinkwasser, oder aerogen durch
die Inhalation erregerhaltiger Aerosole moglich. Eine Ubertragung von Mensch zu Mensch ist
nicht bekannt. Humane Erkrankungen fiihren, je nach Eintrittspforte, zu vielféltigen klinischen

Bildern (Francis, 1928).

Ein ungewohnlicher Ausbruch im Jahre 2016 erregte neues Interesse an dem Erreger,
insbesondere in Bezug auf seine Uberlebensfihigkeit in Lebensmitteln. Bei diesem Ausbruch
erkrankten sechs Erntehelfer, die im Anschluss an die Traubenlese den frisch gepressten
Traubenmost getrunken hatten. Das Robert-Koch-Institut (RKI) untersuchte den Fall und
identifizierte den Traubenmost als Infektionsquelle. In der Zwischenzeit war dieser zu Wein
weiterverarbeitet worden. Der Wein wurde mittels quantitativer PCR (qPCR) positiv auf die
DNA des Erregers getestet, erwies sich in der mikrobiologischen Untersuchung jedoch als
negativ (Burckhardt et al., 2018; Jacob et al.,, 2019). In der qPCR wurde somit die
Kontamination des Weines mit F. fularensis ssp. bewiesen, nicht aber die Lebensfahigkeit des
Erregers im Lebensmittel. Insbesondere die Frage nach dem lebensfdhigen, aber nicht
kultivierbaren Status (engl.: ,,viable but non-culturable, VBNC) blieb offen. Aus Griinden
des vorbeugenden Verbraucherschutzes gelangte der Wein nicht in den Handel.
Interessanterweise waren nur mit dem Traubenvollernter geerntete, nicht aber handgelesene
Trauben betroffen. Die Abbildung 1 zeigt eine lebende Maus im Traubenvollernter; diese wurde

wihrend einer Traubenlese 2019 fotografiert. Sie gelangte nicht in die Lebensmittelkette.

Um die Uberlebensfihigkeit von F. tularensis ssp. holarctica in Weiwein, Traubensaft und
Traubenmost in den eigenen Untersuchungen zu iiberpriifen, sollten die genannten
Lebensmittel mit einem Erregercocktail inokuliert und in Lagerungsversuchen iiber mehrere
Wochen qualitativ und quantitativ mikrobiologisch auf F. tularensis ssp. holarctica untersucht

werden.
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Abbildung 1: Lebende Maus im Traubenvollernter (2019)
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2 LITERATURUBERSICHT

Das folgende Kapitel soll zuniichst einen Uberblick iiber die vorhandene Literatur beziiglich
F. tularensis ssp. holarctica inklusive Nachweisverfahren geben. Anschlielend wird iiber den
lebensfihigen, aber nicht mehr kultivierbaren Zustand als mikrobielle Uberlebensstrategie
sowie die Log-Reduzierung von Pathogenen informiert. Weiterhin soll eine Ubersicht iiber die
Produktionskette ,,Wein* dargelegt werden. Als Zoonoseerreger wurde F. tularensis spp. vor
allem in den Bereichen Mikrobiologie, Medizin und Veterindrmedizin in klinischen und
epidemiologischen Studien adressiert. In den letzten Jahren wurden hierbei insbesondere
Fragen der Erregerokologie und des natiirlichen Reservoirs beantwortet. Durch die Einstufung
als potenzielle biologische Waffe st6f8t der Erreger vornehmlich auf das Interesse militdrischer
Einrichtungen. Ein Grofiteil der Publikationen stammt aus hdufig von der Tulardmie

betroffenen Regionen wie den USA und Skandinavien.

2.1 Francisella tularensis ssp. holarctica

2.1.1 Taxonomie

F. tularensis ssp. holarctica ist ein 0,2 x 0,2—0,7 um grofler, gramnegativer, pleomorpher
Coccobacillus. Das Bakterium ist unbeweglich und sporenlos, bildet aber in vivo eine Kapsel
(Sjostedt, 2015). F. tularensis ssp. lebt fakultativ intrazelluldr und kann sich innerhalb von
Makrophagen (Anthony et al., 1991), aber auch in nicht-phagozytierenden Zellen wie den
Epithelzellen der Lungenalveolen (Hall et al., 2007) vermehren.

F. tularensis ssp. ldsst sich auf Cystein-haltigen Ndhrmedien unter aeroben, besser
mikroaerophilen Bedingungen anziichten. Die Kolonien sind typischerweise konvex, weil} bis
grau-griinlich, opak, glatt, rund und von ca. 1-2 mm Durchmesser nach drei- bis viertdgiger
Bebriitung bei 37 °C. F. tularensis ist schwach Katalase-positiv und Oxidase-negativ. Auf bzw.
in Cystein-haltigen Ndhrmedien produziert F. tularensis ssp. Schwefelwasserstoff (H2S) und
mit Ausnahme der Subspezies mediasiatica kann es aus D-Glukose und Maltose Sdure bilden.
Der Erreger ist kein Gasbildner, Urease-negativ und kann kein Nitrat verstoffwechseln

(Sjostedt, 2015).
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Taxonomisch lésst sich F. tularensis ssp. holarctica in die Ordnung Thiotrichales, Klasse der
Gammaproteobacteria einordnen. Die Gattung Francisella der Familie der Francisellaceae
umfasst die Spezies F. tularensis, F. philomiragia, F. novicida, F. hispaniensis, F. noatunensis,
F. halioticida, Allofrancisella guangzhouensis, F. persica, F. opportunistica; F. orientalis,

F. salimarina und F. adeliensis™.

Die Nomenklatur der Gattung Francisella und ihrer Spezies und Subspezies dnderte sich
hiufig wihrend des letzten Jahrhunderts; auch aktuell finden Reklassifizierungen statt. Erst
2016 wurde ein Endosymbiont der Zecken, vormals Wolbachia persica, auf Grund von
16S rRNA-Analysen als F. persica der Gattung Francisella zugeordnet (Larson et al., 2016).
Zuletzt kam 2019 die Spezies F. adeliensis hinzu (Vallesi et al., 2019). Auch die Klassifizierung
der Spezies novicida wird bereits seit einiger Zeit und weiterhin kontrovers diskutiert. Einige
Autoren ordnen sie als Subspezies von F. fularensis ein (Johansson et al., 2010; Kingry und
Petersen, 2014; Larson et al., 2020). 1912 wurde der Mikroorganismus erstmals von McCoy
und Chapin beschrieben. Sie hatten das ,,Bacterium tularense“ aus dem kalifornischen Ziesel
(Citellus beechey) isoliert. Die Ziesel litten an einer ,,Pest-artigen® Erkrankung, der damals
noch unbekannten Tulardmie, benannt nach der Wirkstétte ihrer Entdecker, Tulare County in
Kalifornien. In den folgenden Jahrzehnten ordnete man den Mikroorganismus verschiedenen
Gattungen zu. Das Bacterium tularense wurde zu Pasteurella tularensis, welches zu
Brucella tularensis umbenannt wurde. Erst 1947 erhielt F. tularensis die heutige Bezeichnung

- eine Dedikationsbezeichnung zu Ehren des Wissenschaftlers und Arztes Edward Francis.

Auch die Spezies F. philomiragia war zunichst einer anderen Gattung, nimlich den Yersinien,
zugeordnet. Die urspriingliche Bezeichnung lautete Yersinia philomiragia (Jensen et al., 1969;

Hollis et al., 1989).

Die Spezies F. tularensis ist in drei Subspezies untergliedert: F. tularensis ssp. tularensis
(Jellison Typ A), F. tularensis ssp. holarctica (Jellison Typ B) und F. tularensis ssp.
mediasiatica. Die beiden Erstgenannten sind hauptverantwortlich fiir Infektionen des

Menschen. Typ A ist die evolutiondr dltere Subspezies (Svensson et al., 2005).

F. tularensis ssp. holarctica wird in drei Biovare eingeteilt: Biovar 1 ist Erythromycin-sensitiv
und kommt vorwiegend in Westeuropa vor. Biovar 2 ist Erythromycin-resistent mit
Hauptvorkommen in Osteuropa und Asien (Kudelina und Olsufiev, 1980). Biovar japonica
kommt hauptsdchlich in Japan vor, wurde aber auch fiir China beschrieben (Rodionova, IV,

1967; Wang et al., 2014).
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F. tularensis ssp. hat ein relativ kleines Genom von ca. 1,9 Megabasenpaaren (Mb) (Larsson et
al., 2005). Die nédchst verwandten Humanpathogene, basierend auf Sequenzvergleichen der
16S rRNA, sind Coxiella burnetii und Legionella (L.) pneumophila (Titball et al., 2003;
Larsson et al., 2005).

2.1.2 Vorkommen und Tenazitat

Die geographische Verbreitung von F. tularensis ssp. erstreckt sich iiber die gesamte
Nordhalbkugel. Dabei kommt Typ A hauptsédchlich in Nordamerika vor, ist jedoch auch in
Europa dokumentiert worden (Gurycova, 1998). Typ B hat die grofite geographische
Ausbreitung: Er ist in Nordamerika, in Europa und in Asien zu finden (Olsufjev und
Meshcheryakova, 1983; Petersen und Molins, 2010). Einige Fallberichte bestitigen das
Vorkommen der Subspezies holarctica auch auf der Siidhalbkugel: Auf dem australischen
Kontinent wurde der Erreger aus an der Tularimie erkrankten Ostlichen
Ringelschwanzbeutlern (Pseudocheirus peregrinus) isoliert; aulerdem erkrankte in Tasmanien
eine Frau an der ulzeroglanduliren Form der Tulardmie infolge eines Bisses der zuvor

genannten Tierart (Jackson et al., 2012; Eden et al., 2017).

In der Umwelt zeigt der Erreger eine hohe Tenazitdt und kann, dhnlich den sporenbildenden
Bakterien, jahrelang in Endemiegebieten persistieren (Sjostedt, 2007; Sinclair et al., 2008). Das
natiirliche Reservoir ist jedoch nicht vollstindig identifiziert. Das Wirtsspektrum umfasst mehr
als 200 Spezies. Dazu gehdren u. a. Sdugetiere, einschlieBlich des Menschen, Vogel, Insekten,
Zecken und Protozoen (Morner, 1992), von denen einige als Vektoren fungieren und das

Bakterium z. B. durch Bisse iibertragen konnen (Francis, 1928).

Jellison et al. untersuchten bereits 1950 einen Tularimie-Ausbruch, ausgelost durch
kontaminiertes Brunnenwasser, und nahmen an, dass diese natiirliche Kontamination iiber
mehrere Jahre hinweg persistierte. Erkrankungen durch Wasser dieses Brunnens waren tiber
einen Zeitraum von vier Jahren dokumentiert worden. Zuvor konnten sie den Erreger bei einem
anderen Ausbruch fiir mindestens 33 Tage in einem natiirlichen Gewésser nachweisen (Jellison
et al., 1942). Weiterhin wurde das Bakterium aus Schlamm, der vermutlich durch erkrankte
Tiere und deren Kadaver kontaminiert worden war, isoliert. Man nimmt an, dass der Erreger
fiir bis zu drei Monate in Schlamm und Wasser iiberleben kann (Parker et al., 1951). Eine Studie
aus Schweden belegt, dass F. tularensis ssp. in natiirlichen Gewéssern und Sedimenten
jahrelang persistiert, sowohl in Ausbruchsjahren als auch wihrend ausbruchsfreier Jahre

(Broman et al., 2011). Forsman et al. (2000) belegten zudem fiir den Typ B (hier: LVS-Stamm)
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eine Uberlebensfihigkeit von bis zu 40 Tagen in sterilem Leitungswasser bei 8 °C. Weiterhin
untersuchten Berrada und Telford IIT (2011) auf Grund eines Ausbruches der pulmonalen
Tulardmie auf der Insel Martha‘s Vineyard (USA) im Jahre 2011 die Uberlebensfihigkeit von
Typ A und Typ B vergleichend in Trinkwasser und Brackwasser bei 21 °C. Es stellte sich
heraus, dass brackiges Wasser unter Laborbedingungen die Uberlebenszeit von
F. tularensis spp. im  Vergleich zu Trinkwasser verlingerte und somit die
Ausbruchswahrscheinlichkeit erhohte. In Trinkwasser tiberlebten Typ A und Typ B fiir zehn
Tage. Typ B konnte in Brackwasser fiir bis zu 34 Tage {iberleben, Typ A fiir mindestens
28 Tage. Die Autoren fiihrten dieses Ergebnis auf den erhohten Schwefelgehalt des

Brackwassers zuriick.

Die hohe Persistenz des Erregers in Endemiegebieten scheint eng an die verschiedenen
Lebenszyklen und somit an die zahlreichen Vektoren des Erregers gekoppelt zu sein (Maurin
und Gyuranecz, 2016; Hennebique et al., 2019). In-vitro Ko-Kulturen des Erregers mit dem
Protozoon Acanthamoeba castellanii belegten, dass das Bakterium innerhalb der Amobenzellen
nicht nur {iberlebt, sondern sich auch schneller als aulerhalb der Wirtszelle vermehrt (Abd et
al., 2003). Dieses Zusammenwirken der beiden Organismen spielt offensichtlicher Weise eine
wichtige Rolle fiir das Uberleben des Erregers in der Umwelt (EI-Etr et al., 2009). Fiir andere
Bakterien wie L. pneumophila ist dieses Phdnomen bereits beschrieben (Kwaik et al., 1998).
Die Vermehrung innerhalb von Amoben wird als Uberlebensstrategie angesehen. Sie erhoht die
Resistenz gegeniiber schidlichen duleren Einfliissen und kann die Infektiositdt des Erregers
erhohen. Sie scheint die Bakterienzelle auf die Infektion der ,héheren Saugetierzelle®
vorzubereiten (Harb et al., 2000). Die Auswirkungen des Uberlebens einer Vielzahl von
Lebensmittelinfektionserregern, u. a. Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes und
Salmonella spp. innerhalb von Amdbenzellen wird derzeit untersucht und vor diesem
Hintergrund diskutiert (Vaerewijck et al., 2014). Eine weitere Schliisselrolle fiir die hohe
Tenazitét des Erregers ist die Fahigkeit, Biofilme zu bilden (van Hoek, 2013).

Die Subspezies mediasiatica ist in Zentralasien und in Sibirien verbreitet. Sie wird nicht mit
menschlichen Erkrankungen in Verbindung gebracht (Olsufjev und Meshcheryakova, 1983;
Timofeev et al., 2017). Die Spezies F. philomiragia kommt auf der gesamten Nordhalbkugel
vor und wird als opportunistischer Krankheitserreger granulomatdser Entziindungen angesehen

(Wenger et al., 1989; Relich et al., 2015).
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2.1.3 Infektionswege und klinisches Bild

In Abhidngigkeit des Infektionsweges kann die Tulardmie in einer Vielzahl klinischer Bilder
auftreten. Die Erkrankung beginnt hautfig mit einer lokalen Entziindung in Form einer Papel am
Ort des Erregereintrittes, z. B. der Haut, die im weiteren Krankheitsverlauf ulzerieren und/oder
nekrotisieren kann. Typisch ist die gleichzeitig auftretende Entziindung der regionalen
Lymphknoten (ulzeroglanduldre Form), die auch ohne bekannte Eintrittspforte zu verzeichnen
sein kann (glandulidre Form). Begleitet wird das lokale Geschehen hédufig von unspezifischen
Grippe-dhnlichen Symptomen wie Fieber, Kopf- und Gliederschmerzen, und je nach

Eintrittspforte Husten, Schnupfen oder Nasennebenhdhlenentziindung.

Die Bezeichnung der Erkrankung richtet sich nach der betroffenen Korperregion. Francis
beschrieb bereits 1928 akribisch die unterschiedlichen klinischen Bilder der Tulardmie sowie
deren potentielle Infektionsquellen. Weiterhin dokumentierte er Lungenentziindung,
Meningitis und Aszites mit Ulzeration des Zakums bei tédlichen Erkrankungen. Die Tabelle 1
zeigt einige klinische Formen und deren Eintrittspforten sowie Infektionswege. Die Einteilung
wurde zwar des Ofteren diskutiert (Ohara et al., 1991), erfolgte aber zur besseren

Vergleichbarkeit des klinischen Bildes prinzipiell nach den Vorgaben von Francis (1928).

Wie aus der Tabelle 1 erkenntlich wird, sind fiir die Tulardmie zahlreiche Infektionswege
bekannt. Viele dieser Ubertragungswege setzen Outdoor-Aktivititen oder Tier(-kdrper-)
kontakt voraus. Dementsprechend zdhlen Jéger, Tierdrzte und Landwirte, aber auch
Laborpersonal, zu den Risikogruppen fiir eine Erkrankung an der Tulardmie (Syrjélé et al.,

1985; Stewart, 1996).

Besonders schwerwiegend konnen die pulmonale Form und die typhoidale Form verlaufen. Die
erstgenannte wird durch die Erregerinhalation verursacht und kann mit schwerer
Lungenentziindung einhergehen. Bei der typhoidalen Form, einer systemischen Erkrankung mit
hohem Fieber, Myalgien und neurologischen Symptomen, ist die Eintrittspforte unbekannt
(Francis, 1928; Eliasson und Bick, 2007). Insgesamt 16st Typ A schwerere Krankheitsverldufe
aus, die unbehandelt tédlich verlaufen konnen. Typ B verursacht mildere Erkrankungen, die

selten todlich enden und oft spontan ausheilen (Olsufiev et al., 1959).
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Tabelle 1: Klinik und Infektionswege der Tulardmie

Bezeichnung Eintrittspforte

Infektionsweg

Symptomatik

Literaturhinweis

Ulzero- Haut-/ Insektenstiche, Ausbildung einer im Francis, 1928
glandular Schleimhaut- Zeckenbisse, Zerlegen,  Verlauf ulzerierenden Saslaw et al., 1961a;
lasion Hauten oder Her- oder nekrotisierenden Ohara et al., 1991
(transkutan) richten von Hasen oder Papel, Schwellung
anderer erkrankter regionaler
Sauger, Tierbisse, - Lymphknoten
kratzer, Fischen
Oculo- Konjunktiven Hauten oder Konjunktivitis, Francis, 1942
glandular Herrichten von Hasen, Ulzeration, Schwellung  Ohara et al., 1991
Zerdriicken von regionaler
Insekten oder Zecken Lymphknoten
mit dem Finger
Rhino- Nasen- Keine Angabe Entziindungen im Oharaetal., 1991
glandular schleimhaut Nasenbereich,
(intranasal) Schwellung regionaler
Lymphknoten
Glandular unbekannt Herrichten von Hasen,  Schwellung regionaler Francis, 1928; Ohara et
Sektion von Labor- Lymphknoten al., 1991
tieren, Zeckenstiche
Oro- Schleimhaut- Aufnahme oft unilaterale Jellison et al., 1950;
pharyngeal ldsionen im kontaminierter Entziindung zervikaler =~ Ohara et al., 1991;
Mund- und Lebensmittel und submandibuldrer Helvaci et al., 2000;
Rachen- einschlief3lich Lymphknoten, Wetzstein et al., 2019
bereich Trinkwasser Tonsillitis, Stomatitis,
Pharyngitis
Pulmonal Lungen- Inhalation Husten, Saslaw et al., 1961b;
alveolen erregerhaltiger Brustschmerzen, Syrjala et al., 1985;
(aerogen) Aerosole, Hauten von Schwellung hilarer Feldman et al., 2001;
Hasen, Maharbeiten, Lymphknoten, Fritzsch und
Heuernte, Outdoor- Bronchopneumonie Splettstoesser, 2010
Aktivitaten
Typhoidal Unbekannt u. a. Sektion von Systemische Francis, 1928
(und gastro-  (oral?) Labortieren, Erkrankung, Fieber, Ohara et al., 1991;
intestinal?) Herrichten von Hasen Bauchschmerzen, Eliasson und Back, 2007
Durchfall Allue et al., 2008

Der transkutane Infektionsweg ist durch jeglichen Kontakt der geschiddigten Haut,
einschlieBlich der Schleimhdute, mit infektiosem Material moglich. Dazu gehoren
kontaminierte Tierkorper, aber auch Tiermaterial wie Haare, Haut oder Ausscheidungen. Die
Transmission kann auch Vektor-gebunden durch aktive mechanische Passage der ansonsten
intakten Haut erfolgen. Hierzu zdhlen Tierbisse, u. a. beschrieben sind Bisse von Kojoten,
Ziesel, Schwein (Francis, 1928) und dem Ostlichen Ringelschwanzbeutler (Jackson et al., 2012)
oder —kratzer z. B. von Katzen (Liles und Burger, 1993) und Hunden (Kwit et al., 2020). Auch

die Ubertragung durch das Hacken von Greifvogeln wurde in einigen Fillen dokumentiert

(Padeshki et al., 2010; Ehrensperger et al., 2018). Ebenso zu dieser Kategorie zéhlen die Stiche
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und Bisse von Insekten (Moskitos, Bremsen, etc.) und Zecken (Francis, 1928; Petersen et al.,
2009b) sowie die iatrogene Ubertragung (Injektion) (Saslaw et al., 1961a) und Verletzungen

der Haut bei mechanischen Arbeiten, wie z. B. dem Fischen von Krebsen (Anda et al., 2001).

Bei der oropharyngealen Form haben die Patienten in der Regel kontaminiertes Material oral
aufgenommen, dies konnen Trinkwasser oder nicht ausreichend erhitzte Lebensmittel,
insbesondere Hasenfleisch sein (Djordjevic-Spasic et al., 2011; Aktas et al., 2015; Burckhardt
et al., 2018). Bei der pulmonalen Tulardmie erfolgt die Infektion durch die Inhalation
erregerhaltiger Aerosole oder Stdube. Besonders haufig ist dieser Infektionsweg fiir Méh- und
Heuarbeiten sowie fiir das Héuten von Hasen, aber auch fiir Labortétigkeiten beschrieben
worden (Syrjdld et al., 1985; Feldman et al., 2001; Hauri et al., 2010). Sowohl pulmonale als
auch gastrointestinale Symptome konnen sekundir zu anderen Formen der Tulardmie nach
einer himatogenen Erregerstreuung auftreten (Eliasson und Béck, 2007). So war der Erreger
bei der pulmonalen sowie typhoidalen Form regelmiBig aus Magenspiilproben isolierbar
(Hornick et al.,, 1966). Gastrointestinale Symptome miissen daher nicht mit der oralen
Erregerautnahme in Verbindung stehen. Bauchschmerzen durch die Schwellung mesenterialer
Lymphknoten sind méglich (Giilhan et al., 2014). Auch Erbrechen und Durchfall kénnen als
sekundérer Symptome infolge einer Leberbeteiligung auftreten (Zaidi und Singer, 2002).

In einer Studie zur Entwicklung eines Impfstoffes gegen die Tulardmie ermittelten Saslaw et
al. (1961a) eine minimale infektiose Dosis (MID) fiir die intrakutane Injektion des SCHU S4-
Stammes (Typ A) von ca. zehn Mikroorganismen. Diese Menge wurde zwolf freiwilligen
ungeimpften Studienteilnehmern in die Haut des rechten Unterarmes injiziert. Alle zwolf
Teilnehmer entwickelten darauthin lokale Lasionen in Form der ulzeroglanduldren Tulardmie,
elf Teilnehmer entwickelten weiterhin systemische Symptome mit u. a. Fieber und Myalgien.
Nach Exzision des axillaren Lymphknotens entwickelte auch der zwolfte Teilnehmer binnen
zwolf Stunden eine systemische Erkrankung. In einer Folgestudie widmeten sich die Autoren
dem aerogenen Infektionsweg. Sie lieBen freiwillige Studienteilnehmer durch Atemmasken ca.
zehn Liter eines Erreger-haltigen (1-5 Zellen pro Liter) Aerosols inhalieren. 16 der 20
ungeimpften Teilnehmer erkrankten danach an der Tulardmie. Vier Teilnehmer blieben
symptomlos. Folglich ging man fiir die Erregerinhalation von einer MID von 10 bis 50 Erregern
aus (Saslaw et al., 1961b). Eigelsbach und Mc Gann (1984) gaben aufgrund von Mausmodellen
dieselbe MID fiir diesen Infektionsweg fiir Typ B an. In seiner Zusammenfassung nennt

Hornick (2001) hingegen eine infektidse Dosis von 12.000 Erregern fiir Typ B.
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In einer weiteren Impfstudie aus dem Jahr 1967 erkrankten Probanden nach oraler Aufnahme
des hochvirulenten SCHU4-Stammes (Typ A) von 10%, nicht aber bei einer Dosis von
10 Erregern. Dabei kam es zur minimalen Ausprigung gastrointestinaler Symptome. Das
klinische Bild dhnelte eher der pulmonalen Form. Nach der oralen Aufnahme von 10'° Erregern
des SCHU4-Stammes erkrankten alle fiinf Versuchsteilnehmer, wohingegen die Verabreichung
der gleichen Menge an Erregern des LVS keine klinische Erkrankung unter sechs Teilnehmern
zur Folge hatte (Hornick et al., 1966). Man geht daher von einer hohen MID von 10° bis
10® Erregern fiir den Typ A und den oralen Infektionsweg aus. Ahnliches ist aus Tierversuchen
an Primaten bekannt. Bei diesen starben die Tiere nach oraler Applikation von 10'° Erregern
des Typs A, wohingegen diejenigen Tiere, die dieselbe Mengen des LVS-Stammes
aufgenommen hatten, keine Krankheitssymptomatik entwickelten (Eigelsbach et al., 1965).

Durch molekularbiologische Typisierungsmethoden wurden die beiden Subspezies jeweils
weitergehend charakterisiert. Dabei konnten Ubereinstimmungen der bisher beschriebenen
phénotypischen Eigenschaften, wie unterschiedliche klinische Bilder oder biochemische
Eigenschaften mit den identifizierten Genotypen festgestellt werden. Fiir den Typ A sind das
die Genotypen Ala, Alb und A2a und A2b, wobei durch den Genotyp Alb ausgeldste
Erkrankungen in einer retrospektiven Studie mit einer signifikant hoheren Mortalitét verbunden
waren (Staples et al., 2006). Diese Beobachtung konnte im Mausversuch bestitigt werden: Mit
dem Typ Alb infizierte Miuse hatten eine signifikant verkiirzte Uberlebensdauer (Molins et
al., 2010). Dieselben Genotypen konnten auch bei Tieren in den USA nachgewiesen werden.
Es wurde eine jeweils begrenzte geographische Ausbreitung festgestellt, und eine spezifische
Wirt-Genotyp-Abhéngigkeit wird vermutet (Farlow et al., 2005; Kugeler et al., 2009;
Nakazawa et al., 2010). Da der in Europa dominierende Typ B eine wesentlich weitere
Verbreitung besitzt, ergab sich eine groflere Anzahl an Genotypen. Diese mit spezifischen
Tierwirten oder Habitaten zu korrelieren, stellt demnach eine Herausforderung dar (Petersen

und Molins, 2010).

Auf Grund der geringen MID, gepaart mit der hohen Virulenz, der ausgepriagten Tenazitit in
der Umwelt und der méglichen aerogenen Ubertragung wird F. tularensis ssp. als potentielle
biologische Waffe in Betracht gezogen (Dennis et al., 2001). Der Erreger ist nach den Centers
for Disease Control and Prevention (CDC) als Biowaffe der Kategorie A eingestuft.

Gegenwirtig steht kein Impfstoff zur Verfiigung (Longmire und Elrod, 2005).

In Deutschland ist der der Nachweis des Erregers beim Menschen nach § 7 Absatz |
Infektionsschutzgesetz (IfSG) namentlich meldepflichtig. Nach der Verordnung {iber
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meldepflichtige Tierkrankheiten (TKrMeldpflV) in der Fassung der Bekanntmachung vom
11. Februar 2011 ist die Tulardmie auch beim Tier eine meldepflichtige Tierkrankheit. Nach
dem Tiergesundheitsgesetz, § 2 Begriffsbestimmungen, ist eine Tierseuche eine ,,Infektion oder
Krankheit, die von einem Tierseuchenerreger unmittelbar oder mittelbar verursacht wird, bei
Tieren auftritt und auf a) Tiere oder b) Menschen (Zoonosen) iibertragen werden kann*. Diese
Definition unterscheidet nicht nach Wildtier oder Haustier, daher gelten die Regeln auch fiir
Wild. Auch nach dem Bundesjagdgesetz (BJagdG), § 24, sind Wildseuchen, dazu gehort die
Tulardmie, unverziiglich zu melden. Lebensmittelrechtlich gibt es keine direkten Vorschriften
in Bezug auf F. tularensis ssp., letztlich gilt, dass ein Lebensmittel sicher sein muss. Bisher gibt

es keine Standards zum Nachweis von F. tularensis ssp. in Lebensmitteln.

2.1.4 Epidemiologie

Obwohl es sich bei der Tulardmie in Europa um eine seltene Erkrankung handelt, sind in

Deutschland steigende Fallzahlen zu beobachten (s. Situation in Deutschland, Abbildung 7).

Auftillig bei Ausbriichen ist das lokale, an Endemiegebiete gebundene Auftreten, iiber
Jahrzehnte hinweg. Dabei kann die Erkrankung auch einige Jahre nicht auftreten und dann
erneut aufflammen. In Europa hdufen sich die Fallzahlen saisonal im Frithjahr und im

Spatsommer (Maurin und Gyuranecz, 2016; ECDC, 2019b).

Allgemein geht man von zwei unterschiedlichen Lebenszyklen aus, einem terrestrischen mit
vornehmlich Siugetieren und Zecken als Ubertriiger und einem aquatischen, bei welchem
Moskitos und ihre Larven die Schliisselrolle in der Infektionskette spielen. Durch den
terrestrischen Zyklus kommt es normalerweise zu einzelnen Erkrankungsfillen mit
sporadischem Auftreten, er wird vor allem mit dem Typ A in den USA in Verbindung gebracht.
Der aquatische Zyklus ist in Europa hédufiger zu registrieren und kann zu Ausbriichen fiihren

(s. S. 19, Tabelle 2). Er wird eher dem Typ B zugeordnet (Maurin und Gyuranecz, 2016).

Die beiden Zyklen sind in der Abbildung 2 schematisch dargestellt und sollen im Folgenden
erlautert werden. Zu beachten ist, dass beide Lebenszyklen, trotz unterschiedlicher

Haufigkeiten, fiir beide Subspezies und Kontinente beschrieben wurden.
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Abbildung 2: Die Lebenszyklen von Francisella tularensis spp. (Maurin und Gyuranecz,
2016)

Seit der Entdeckung des Erregers stellte sich die Frage nach dem natiirlichen Reservoir,
insbesondere in den Zeitrdumen zwischen Ausbriichen. Zunéchst ging man von Sdugetieren als
natiirliches Reservoir aus, da diese die Hauptinfektionsquelle in den Vereinigten Staaten
darstellten (Francis et al., 1921). Diese sollten als direkte und ursichliche Ubertriiger fungieren,
natlirliche Gewisser kontaminieren und die Infektionsquelle fiir blutsaugende Insekten
darstellen. Dagegen spricht, dass Sdugetiere nach der Infektion mit hochvirulenten Stdimmen
meist akut erkranken und verenden (Maurin und Gyuranecz, 2016). Sie kdnnen also kurzfristig
Ubertriiger und Kontaminationsquelle sein, fiir die jahrzehntelange Aufrechterhaltung von
Endemiegebieten kommen sie jedoch weniger in Frage. Dieser Punkt kann durchaus weiterhin
kontrovers diskutiert werden: In einer gro3 angelegten Untersuchung von 1.483 Feldméusen
(Microtus rossiae meridionalis) zeigten Olsufjev et al. (1984), dass die Tiere die orale Infektion
mit der Subspezies holarctica unter Laborbedingungen {iberleben konnen. Die Autoren wiesen
die Erregerausscheidung im Urin der Tiere nach und konnten den Erreger fiir bis zu 313 Tage
in deren inneren Organen der Feldméuse nachweisen. Eine weitere Studie belegt das chronische
Ausscheiden von Francisella ssp. bei kiinstlich infizierten Wiihlmdusen (Microtus
pennsylvaticus) unter Laborbedingungen (Bell und Stewart, 1975). Auch eine neuere Studie aus
der Schweiz stellte bei einem natiirlichen Ausbruch unter Hausmiusen (Mus musculus

domesticus) eine geringe Mortalitit von 7 % fest (Origgi et al., 2015). Obwohl der Besitz von
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Hauskatzen einen Risikofaktor fiir die Erkrankung an der Tulardmie darstellt (Liles und Burger,
1993; Larson et al., 2014), ist nicht bekannt, ob diese als rein mechanische Vektoren nach

Nagerkontakt fungieren oder ob sie selbst den Erreger ausscheiden.

Friihe Berichte aus Russland von Wasser-assoziierten Ausbriichen wiesen auf
Oberflachengewdsser als mogliches Reservoir und damit Kontaminationsquelle hin (Karpoff
und Antonoff, 1936). Da sich die skandinavischen Endemiegebiete fiir Tulardmie hauptsichlich
in Einzugsgebieten groler Seen befinden (Berdal et al., 1996), wurde hier der aquatische
Lebenszyklus des Erregers besonders gut untersucht. In Schweden und Finnland ist die
Infektion durch Moskitostiche, insbesondere durch Aedes cinereus, der haufigste Infektionsweg
(Eliasson et al., 2002). Das Vorkommen der Krankheit beim Menschen ist an den Vektor und
somit an aquatische Habitate zur Entwicklung der Larven gebunden. Man fand heraus, dass
sich die Moskitolarven bereits wéihrend ihres aquatischen Lebens infiziert hatten und nicht erst
bei der Blutmahlzeit an infizierten Sdugern (Lundstrom et al., 2011; Thelaus et al., 2014). In
einer Folgeuntersuchung konnte gezeigt werden, dass infizierte Larven nach der Entwicklung
zu adulti tatsdchlich infektiose F. tularensis spp. enthielten. Dazu wurde das Homogenisat der
adulten Moskitos Midusen injiziert, welche anschlieBend an Tulardmie erkrankten (Bickman et
al., 2015). Bereits 1996 vermuteten Berdal et al. aufgrund der Ahnlichkeit des Erregers in
Epidemiologie und Verhalten zu L. pneumophila, dem Erreger der sogenannten
Legionédrskrankheit, dass F. tularensis ssp. zumindest in Skandinavien ein dhnliches natiirliches
Reservoir, ndmlich Protozoen, haben konnte. Es wurde bestétigt, dass F. tularensis ssp. in Ko-
Kultur mit Acanthamoeba castellanii nicht nur iiberlebensfihig, sondern auch wesentlich
resistenter gegeniiber schddlichen Umwelteinfliissen ist (Abd et al.,, 2003). Da Moskitos
zwischen Blutmahlzeiten auch Blumennektar aufnehmen, fragten sich Kenney et al. (2017), ob
dieser ebenso als Ubertragungsweg zwischen Moskitos in Frage kiime. Sie untersuchten die
Uberlebensfihigkeit von Francisella spp. in Blumennektar sowie die Kolonisierung von
Moskitos, die kiinstlich kontaminierten Nektar aufgenommen hatten, mit dem Ergebnis, dass

dieser durchaus als Ubertragungsweg in Frage kommt.

Klinische und epidemiologische Daten zeigen, dass Ausbriiche durch die Subspezies holarctica
besonders héufig Wasser-assoziiert sind. Dieses ist neben den skandinavischen Léndern
insbesondere flir die Tiirkei (Akalin et al., 2009), im Kosovo (Grunow et al., 2012) und
Bulgarien (Christova et al., 2004) dokumentiert. Hier erfolgt die Infektion haufig durch die
orale Aufnahme kontaminierten Wassers (s. S. 19, Tabelle 2). Im Gegensatz dazu geht man bei
dem terrestrischen Zyklus von Sdugetieren und Zecken als Hauptiibertrager aus. In Europa ist

dieser fiir Deutschland, Frankreich, die Schweiz und einige andere Lander der vorherrschende
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Lebenszyklus (Maurin und Gyuranecz, 2016; Tomaso et al., 2018). Aulerdem wird dieser
Zyklus mit Infektionen durch den Typ A in den USA assoziiert (Jellison, 1974; Farlow et al.,
2005). Neben Feldhasen und Zecken sind ebenso Sdugetiere mit einem wassernahen Habitat,
wie Bisamratten oder Wiithlméduse am Ausbruchsgeschehen beteiligt. Fluktuationen in der
Ubertrigerpopulation beeinflussen das Ausbruchsgeschehen beim Menschen. In Spanien
korrelieren Tulardmie-Ausbriiche eng mit der Wiihlmauspopulation (Luque-Larena et
al.,2017). 2019 berichteten Rodriguez-Pastor et al. von der Infektion von Flohen in der
Wiihlmauspopulation desselben spanischen Endemiegebietes. Im Herbst 2019 kam es parallel
zu einer schweren Wiihlmausplage in derselben Region zum Ausbruch der Tulardmie mit
mindestens 50 Erkrankten wie spanische Zeitungen berichteten (ABC sociedad, 2019). Auch
aus Schweden wurde fiir 2019 von einer ungew6hnlich hohen Fallzahl, die die der letzten Jahre

iiberschreitet, berichtet (Folkhdlsomyndigheten, 2019; ECDC, 2019¢).
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2.1.4.1 Situation in Europa

Die ECDC meldete im jahrlichen epidemiologischen Bericht fiir das Jahr 2018 (herausgegeben
im November 2019) insgesamt 441, davon 358 bestitigte humane Tulardmie-Falle in 18
Liandern Europas. Davon gingen 45 % aller Meldungen auf die Lénder Norwegen und
Schweden zuriick. Die Melderate von 0,07 Fillen pro 100.000 Einwohner ging im Vergleich
zum Vorjahr (0,1 Félle pro 100.000 Einwohner) leicht zuriick. Die Abbildung 3 zeigt die
Verteilung der in Europa gemeldeten Fille im Jahr 2018 und die Abbildung 4 eine Ubersicht
aller gemeldeten Fille im Zeitraum von 2008 bis 2017. Ménner waren deutlich hiufiger
betroffen als Frauen, bei einem Geschlechterverhiltnis von 1,7:1, wobei der Unterschied in der
Altersgruppe der 45- bis 65-Jdhrigen am grofiten war. Laut ECDC werden die meisten Falle
normalerweise von August bis Oktober gemeldet. Im Jahr 2017 hingegen wurden die meisten

Félle etwas spéter, ndmlich von Oktober bis November gemeldet.
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Abbildung 3: Verteilung der gemeldeten Tulardmie-Félle in Europa 2018 (ECDC, 2019a)

Die Abbildung 4 zeigt eine Ubersicht aller bestitigter Tularimie-Fille in Europa im Zeitraum
von 2008 bis 2017. Neben den Mitgliedsstaaten sind auch die Fallzahlen der Lander Island,
Liechtenstein und Norwegen einbezogen. Die Daten stammen aus den jdhrlichen

epidemiologischen Berichten der ECDC.
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Abbildung 4: Tulardmie-Félle beim Menschen in Europa von (2008-2017)

2.1.4.2 Situation in Deutschland

In Deutschland wurden in den Jahren von 2011 bis 2018 fast 400 Tulardmie-Félle bei Tieren
gemeldet. Die Abbildung 5 zeigt eine Ubersicht der gemeldeten Fille pro Jahr.
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Abbildung 5: Tulardmie-Félle bei Tieren in Deutschland (2011-2018)
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Es fillt ein deutlicher Anstieg bis zum Jahr 2015 (n = 74) auf. Wahrend in 2016 64 Fille und
in 2017 55 Fille gemeldet wurden, erhohte sich die Anzahl im Jahr 2018 auf insgesamt 75 Fille.
Hinsichtlich der Verteilung auf die einzelnen Bundeslénder ist in Abbildung 6 erkennbar, dass
die meisten Erkrankungen in den Flichenstaaten Nordrhein-Westfalen, Bayern, Baden-
Wiirttemberg und Niedersachsen mit rund 80 % der insgesamt gemeldeten Félle zu verzeichnen

waren.
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Abbildung 6: Tulardmie-Fille bei Tieren in Deutschland (2011-2018), aufgeteilt nach

Bundesldndern

Als hiufigste Tierart stand der europdische Feldhase (Lepus europaeus) mit 311 Féllen im
Vordergrund, gefolgt vom Wildkaninchen (Oryctolagus cuniculus) mit 15 Fillen. Aus den
Stadtstaaten und dem Saarland wurden im dargestellten Untersuchungszeitraum keine
Tulardmie-Falle gemeldet. Die Daten der Tulardmie-Fille bei Tieren in Deutschland stammen

aus dem Tierseuchen-Nachrichtensystem (TSN).

Zwischen 2011 und 2019 wurden dem RKI 342 humane Erkrankungen gemeldet. Die
Gesamtzahl der Erkrankungen in Deutschland hat im Untersuchungszeitraum von 2011 bis
2018 zugenommen (Abbildung 7). 2018 wurden insgesamt 59 Félle gemeldet, davon waren
38 Erkrankte ménnlich und 21 weiblich. Fiir das Jahr 2019 wurde die bisher hochste Fallzahl
mit insgesamt 68 Fillen gemeldet (SurvStat-Abfrage vom 07.01.2020). Die hdchsten
Zunahmen an humanen Tulardmie-Fillen wurden aus Baden-Wiirttemberg und Bayern

gemeldet (Abbildung 8). Im Jahr 2019 wurde in Deutschland die hochste Zahl von Tularédmie-
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Féllen seit 2001 gemeldet. Auch in Deutschland ldsst sich ein saisonales Auftreten der
Tulardmie, ndmlich im Frithjahr und im Herbst, verzeichnen, wie eine Studie aus Baden-

Wiirttemberg belegt (Stalb et al., 2017).
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Abbildung 7: Tulardmie-Félle beim Menschen in Deutschland (2011-2019)
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Abbildung 8: Vergleich der gemeldeten Tulardmie-Félle beim Menschen, aufgeteilt nach
Bundesliandern (2011-2018)
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2.1.5 Lebensmittel

Im Folgenden wird das Verhalten von F. tularensis ssp. holarctica in Lebensmitteln
beleuchtet. Dabei werden zunichst Lebensmittel-bedingte Ausbriiche der Tulardmie
dargestellt. Im Anschluss werden mogliche Dekontaminationsmaf3inahmen im

Lebensmittelbereich thematisiert.

2.1.5.1 Nachweis in Lebensmitteln

Lebensmittel-assoziierte Ausbriiche werden am héufigsten durch das Lebensmittel
Trinkwasser ausgelost. Karpoff und Antonoff berichteten erstmals 1936 von einer durch
Trinkwasser verursachten Tulardmie. Bis heute spielt dieser Infektionsweg insbesondere in
Europa eine wichtige Rolle. Die Tabelle 2 zeigt eine Auswahl Trinkwasser-assoziierter

Ausbriiche in Europa.
Tabelle 2: Trinkwasser-assoziierte Ausbriiche der Tulardmie in Europa

Erkrankungen Vermutete
Land Zeitraum Literaturhinweis
(Mensch) Infektionsquelle

Italien 1982 49 Trinkwasser Greco et al., 1987
Turkei 1988-2005 >1.300 Trinkwasser Akalin et al., 2009
Schweden 1995-2005 441 Seen Svensson et al., 2009
Kosovo 1999-2000 327 Trinkwasser, LM Reintjes et al., 2002
Bulgarien 1998-2003 262 Trinkwasser, LM Christova et al., 2004
Spanien 1997-1998 >1.000 Trinkwasser
Ariza-Miguel et al., 2014

2007-2008
Norwegen 2011 39 Trinkwasser Larssen et al., 2011
Schweden 2013 mind. 5 Trinkwasser Lindhusen Lindhé et al., 2018

LM = andere Lebensmittel als Trinkwasser

Fiir die Tiirkei wurde im Zeitraum von 1988 bis 2005 insgesamt von 1.300 Féllen berichtet
(Akalin et al., 2009). 2013 fiihrte eine defekte Chlorungsanlage zu einem Ausbruch mit iiber
50 Erkrankten in zwei tiirkischen Dorfern durch kontaminiertes Leitungswasser (Aktas et al.,
2015). Ein weiterer Ausbruch im Kosovo im Zeitraum von 1999 bis 2000 mit 327 Féllen wurde
mit der Aufnahme kontaminierten Trinkwassers und kontaminierter Lebensmittel assoziiert
(Reintjes et al., 2002). Seither wurden humane Tulardmie-Félle dort iberwacht. Von 2001 bis
2010 wurden 57 bis 327 Fille pro Jahr gemeldet. Als wahrscheinlichste Infektionsquelle
wurden kontaminiertes Trinkwasser und Lebensmittel genannt (Grunow et al., 2012). Gleiches
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gilt fiir einen Ausbruch in Bulgarien von 1998 bis 2003 mit 262 Féllen; nur in zwei Féllen
gelang die kulturelle Anzucht des Erregers (Christova et al., 2004). Auch aus Spanien ist von
Trinkwasser-assoziierten Tulardmie-Féllen berichtet worden: Es gab zwei groBe Ausbriiche,
und zwar im Zeitraum von 1997 bis 1998 und von 2007 bis 2008, bei denen insgesamt iiber
1.000 Menschen erkrankten (Ariza-Miguel et al., 2014). In Schweden war 2013 ein
kontaminierter Trinkwasserbrunnen Ursache eines Ausbruches (Lindhusen Lindhé et al., 2018).
Ebenso ist aus Italien (Greco et al., 1987), Norwegen (Larssen et al., 2011) und weiteren
Landern von Trinkwasser-assoziierten Tulardmie-Fallen berichtet worden. Im weitesten Sinne
kann auch ein Fall aus Frankreich, bei dem ein Fast-Ertrunkener erkrankte, hierzu gezéhlt
werden (Ughetto et al., 2015). Auch Hennebique et al. (2019) stellen in ihrem Review klar die
Pradominanz der Wasser-assoziierten Tulardmie in Europe heraus. Sie beziehen sich dabei
nicht nur auf Trinkwasser-assoziierte Fille, sondern auch auf die Ubertragung durch

Stechmiicken sowie den direkten Kontakt mit Oberflichengewissern.

Wegen des Datenmangels beziiglich F. tularensis spp. in anderen Lebensmitteln als
Trinkwasser widmete sich Milke (2014) dieser Thematik. Sie untersuchte neun verschiedene
Lebensmittelmatrizes tierischer und pflanzlicher Herkunft (s. Tabelle 3), die sie mit dem

hochvirulenten F. tularensis ssp. tularensis-Stamm SCHU S4 inokuliert hatte.

Tabelle 3: Wiederfindungsrate von F. tularensis spp. aus neun Lebensmittel-Matrizes nach

Milke (2014) in Abhéngigkeit von der Temperaturfiihrung

Kulturelle Wiederfindungsrate (%) auf CHAB* bei
Lebensmittel-Matrix

37°C 21°C 4°C
Apfel 1/16 (6,25) 4/16 (25) 3/6 (50)
Erdbeere 3/16 (18,75) 3/16 (18,75) 2/6 (33,3)
Paprika 6/16 (37,5) 5/16 (31,25) 2/6 (33,3)
Geschnittener Blattsalat 1/16 (6,25) 2/16 (12,5) 0/6 (0)
Rinderhack 1/16 (6,25) 2/15 (13,3) 1/6 (16,7)
,ham steak” (Kasseler) 7/16 (43,75) 6/16 (37,5) 3/6 (50)
Hot Dog 2/16 (12,5) 1/16 (6,25) 0/6 (0)
Flussigvollei 11/16 (68,75) 6/16 (37,5) 1/6 (16,7)
UHT-Milch (2 %) 3/16 (18,75) 4/16 (25) 2/6 (33,3)

* Cysteine Heart Agar with Blood (Cystein-Herz-Agar mit Blut)
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Das Bakterium konnte sich bei 21 und 37 °C in Fliissigvollei vermehren. In geschnittenem
Eisbergsalat {iberlebte F. tularensis spp. bei 6 °C und 21 °C nicht linger als vier Tage.
Weiterhin ergab sich eine sehr grole Matrix-iibergreifende Variabilitdt in der Wiederfindung
des Erregers, weswegen eine Quantifizierung im zeitlichen Verlauf nicht moglich war. Es zeigte
sich, dass bei einigen Proben nach 30-miniitiger Inkubation keine Zellen mehr kultiviert werden
konnten, bei Wiederholungsansitzen jedoch die Kultivierbarkeit fiir bis zu zwei Wochen
gegeben war. Ein Erklidrungsansatz hierfiir war der passagere Ubergang des Bakteriums in den

VBNC-Status.

In der Studie konnten weder Kontinuitét noch Trends fiir die Wiederfindung des Erregers in
den Lebensmittel-Matrizes in Abhdngigkeit vom zeitlichen Verlauf festgestellt werden.
Weiterhin schlug die Autorin vor, das Lebensmittel ,,Fliissigvollei* als potenziell gefdhrdetes
Lebensmittel anzusehen. Hestvik et al. (2017) untersuchten, ob der Erreger im Muskelfleisch
erkrankter Hasen nachweisbar war. Die Autoren wiesen den Erreger in 40 von 43 Proben
mittels immunhistochemischer und/oder molekularbiologischer Methoden nach. In der
immunhistochemischen Untersuchung konnte Francisella tularensis spp. am haufigsten
intrazelluldir in Makrophagen, Fibroblasten und Lymphozyten im Bindegewebe des
Perimysiums nachgewiesen werden. In zwei von 14 Féllen gelang die mikrobiologische
Anzucht des Bakteriums. Beide Proben waren zuvor flir ca. ein Jahr tiefgefroren gelagert
worden. Erkrankungen durch nicht ausreichend erhitztes Fleisch beschrianken sich meist auf
Einzelfille, oder kommen innerhalb einer Familie vor. So erkrankten beispielsweise in Serbien
ein Vater und sein Sohn nach dem Verzehr von Hasenfleisch (Djordjevic-Spasic et al., 2011).
2005 kam es in Deutschland zu einem Ausbruch mit neun Erkrankten im Rahmen einer
Hasenjagd. Die Infektion fand vermutlich aerogen beim Ausnehmen der Tierkorper statt (Hauri

etal., 2010).

Anlass der eigenen Untersuchungen war ein Ausbruch im Jahre 2016 in Rheinland-Pfalz, bei
dem sechs Menschen an Tulardmie erkrankten. Diese halfen bei der Traubenlese und tranken
im Anschluss daran den frisch gepressten Traubenmost. Interessanterweise waren nur mit dem
Traubenvollernter geerntete Trauben betroffen. Weder aus der Lebensmittelmatrix noch aus
Patientenmaterial konnte der Erreger angeziichtet werden (Burckhardt et al., 2018; Jacob et al.,
2019; Wetzstein et al., 2019). Der betroffene Wein gelangte im Sinne des vorbeugenden
Verbraucherschutzes nicht in den Handel. In Kooperation mit dem Landesuntersuchungsamt in
Koblenz (LUA), gewann Filbrecht (2017) im Rahmen ihrer Bachelorarbeit erste Erkenntnisse

zur Uberlebensfihigkeit von F. tularensis ssp. holarctica in Wein und Apfelsaft. Sie
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untersuchte die Uberlebensfihigkeit des Erregers qualitativ mit Hilfe des fliissigen
Néhrmediums ,,T-Medium* in Kontaminations- und Lagerungsversuchen und kam zu dem
Ergebnis, dass Francisella tularensis ssp. holarctica in Rotwein bei Raumtemperatur (RT)
nicht linger als 2 h iiberlebt. Weiterhin iiberpriifte sie das Uberleben des Erregers in Apfelsaft
unterschiedlich eingestellter pH-Werte. Bei RT war der Erreger in Apfelsaft des pH-Wertes 2
fiir 24 h nachweisbar, bei einem pH-Wert von 4 fiir vier Tage. Zur Untersuchung gréferer
Probemengen entwickelte sie ein Verfahren zur Anzucht von F. tularensis ssp. holarctica aus
Wein- und Weinprodukten, bei dem die Probe durch einen Sterilfilter (Porengréfle 0,45 pm)
filtriert wird und der Filter anschlieend in das T-Medium {iberfiihrt und bebriitet wird. Die
Frage nach der Absterbekinetik des Erregers in Wein und Weinprodukten blieb offen, da keine
quantitativen Untersuchungen erfolgten. Insbesondere fiir unbehandelten Traubenmost im

Hinblick auf die Produktion von Federweilem/jungem Wein konnte dies eine Rolle spielen.

Fiir die meisten Lebensmittelmatrizes, mit Ausnahme der oben aufgefiihrten, gibt es keine bzw.
unzureichende Untersuchungen beziiglich ihres Einflusses auf die Lebensfihigkeit des
Erregers, geschweige denn des Vorkommens des VBNC-Status. Da die Tulardmie ein so
vielféltiges klinisches Erscheinungsbild mit zahlreichen Differentialdiagnosen hat (Grunow et
al., 2001), wird sie bei der Diagnosestellung nicht immer in Betracht gezogen. Dies fiihrt dazu,
dass die wahre Anzahl Lebensmittel-assoziierter Tulardmie-Fdlle und Erkrankungen an
Tulardmie iiberhaupt vermutlich unterschitzt wird. Die Untersuchung von F. tularensis spp.
hinsichtlich der Uberlebensfihigkeit in Lebensmitteln ist eine Angelegenheit der und von
Bedeutung fiir die 6ffentliche Gesundheit. Nicht zuletzt darf bei hoch-virulenten Erregern der
mogliche Missbrauch als bioterroristisches Agens nicht auler Acht gelassen werden (Oyston et

al., 2004; Weiner und Tarasiuk, 2019).
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2.1.5.2 Dekontaminationsmdéglichkeiten

In diesem Kapitel werden mdgliche DekontaminationsmafBnahmen fiir Francisella

tularensis spp. im Lebensmittelbereich dargestellt. Eine Ubersicht dazu liefert die Tabelle 4.

Tabelle 4: Chemische und physikalische Dekontaminationsmafnahmen fiir F. tularensis spp.

in der Lebensmittelproduktion

Prozessfaktor = Matrix Prifstamm Kriterium Literatur
Sauglings- D-Wert fir
Pasteurisation DA e Sduglingsanfangsnahrung Day et al
o e _Apfelsaft LVS 12 s bei 57,5 °C; rovg
Mangosaft 580 s bei 50 °C,
Orangensaft kein Nachweis bei > 58 °C
Ultrahocherhitzt
rahochernitzte 500 MPa; Haltezeit: 2 min
Hochdruck- Magermilch . . . Schlesser und
behandlun LVS Reduktion um mind. fiinf Parisi 2009
8 Milder Orangensaft Log-Einheiten !
Ubliche Konzentration;
LVS, e
. Kontaktzeit fir alle ,
. Wildtyp- .. O'Connell et
Chlorung Trinkwasser .. Stamme: 2 h;
stamme Lo al., 2011
(Typ A und B) LVS zwei- bis viermal
P empfindlicher
LM-Oberflache Utah-112 s ;
uv-C LM-Exsudate ('I? -A) s. Text alon;rgfzrs N
LM-Kontaktflachen P N
Extrem hohe Resistenz in
Synthetisch
ynthetische LS, PBS (pH 2,5);
Magensaure . T ..
Siureresistenz Wildtyp- empfindlich gegenliber  Adcock et al.,
stdmme kiinstlicher Magensaure 2014
PBS (Typ A und B) (pH 2,5 u. 4);

LVS empfindlicher

LVS = Live Vaccine Strain; LM = Lebensmittel; PBS = Phosphate Buffered Saline

Die Hitzeempfindlichkeit des Bakteriums in Lebensmitteln wurde 2008 von Day et al.
untersucht. Sie berticksichtigten die Matrizes Sduglingsanfangsnahrung sowie Apfel-, Mango-
und Orangensaft bei 45 °C bis 65 °C unter Verwendung des F. tularensis-LVS-Stammes. Dieser
iiberlebte in keinem der Lebensmittel bei Temperaturen iiber 58 °C, bei iiber 55 °C {iberlebte
er lediglich in der Sduglingsanfangsnahrung. In den Séften zeigte er eine Reduktion iiber sechs
Zehnerpotenzen. Die in dieser Studie errechneten D-Werte fiir die Sduglingsanfangsnahrung
reichten von zwolf Sekunden bei 57,5 °C bis zu 580 Sekunden bei 50 °C. In dieser Matrix
erwies sich der Priifstamm LVS als wesentlich widerstandsfahiger als in den Siften, was auf

den hoheren Fettgehalt der Sduglingsanfangsnahrung zuriickgefiihrt wurde. Im Vergleich zu
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anderen typischen Lebensmittelinfektionserregern wie z. B. Salmonella Typhimurium oder
Listeria monocytogenes war F. tularensis spp. empfindlicher gegeniiber Hitze. Es wird davon
ausgegangen, dass industrieiibliche Pasteurisationsmethoden ausreichen, um F. tularensis spp.

aus einem Lebensmittel zu eliminieren.

Vor dem Hintergrund der Eignung als biologische Waffe haben Schlesser und Parisi (2009) die
Empfindlichkeit von F. tularensis spp. gegeniiber der Hochdruckbehandlung in Getrdanken
getestet. Sie verwendeten ebenso den LVS-Stamm als Surrogat. Als Lebensmittelmatrizes
dienten ultrahocherhitzte Magermilch (2 %) sowie milder Orangensaft (pH ca. 4,2). Ein Druck
von 500 MPa mit einer Haltezeit von zwei Minuten oder mehr erwiesen sich als ausreichend,
um den Mikroorganismus um mindestens fiinf Log-Einheiten zu reduzieren. F. tularensis spp.
erwies sich als druckempfindlicher als der parallel untersuchte Yersinia pseudotuberculosis-
Stamm. Nicht ausreichend zur Inaktivierung beider Mikroorganismen waren Driicke von
300 MPa bei 25 °C fiir weniger als sechs Minuten. Um einen Matrix-bedingten Erregerverlust
auszuschliefen, wurden die inokulierten Matrizes vor der Hochdruckbehandlung fiir 24 h bei
25 bis 28 °C gelagert. Die Anzahl KbE/ml verénderte sich fiir beide Mikroorganismen weder
in ultrahocherhitzter Magermilch noch im S&iure-reduziertem Orangensaft. In nicht-
sdurereduzierten Orangensaft ging die Anzahl KbE/ml des Francisella-LVS-Stammes nach
vier Stunden um eine Log-Stufe zuriick; daher wurde dieser bei der Hochdruckbehandlung als

Lebensmittelmatrix nicht mit einbezogen.

In einer Studie aus dem Jahr 2011 wurde die Empfindlichkeit des Erregers gegeniiber
Chlorung, einer hdufigen Dekontaminationsmaflnahme von Trinkwasser, untersucht, wobei
sechs Wildtypstimme Typ A und B sowie der LVS-Stamm einer iiblichen
Chlorkonzentration von 0,5 mg/l ausgesetzt wurden. Der LVS-Stamm wurde zwei- bis
viermal schneller inaktiviert als die Wildtypstimme. Die Kontaktzeit, um alle getesteten
Stimme um vier Log-Stufen zu reduzieren, betrug zwei Stunden (O'Connell et al., 2011).
Die Dekontamination von Lebensmitteln (Hiihnchen, Rindersteak, Tilapia, Brithwiirste sowie
deren Exsudate) einschlieBlich der Kontaktoberflichen aus Edelstahl und hochverdichtetem
Polyédthylen durch UV-C-Behandlung wurde von Sommers et al. (2012) untersucht. Dabei
erwies sich F. tularensis spp. als genauso empfindlich wie bzw. empfindlicher als andere

Lebensmittelinfektionserreger gegeniiber der UV-C-Behandlung.

Adcock et al. (2014) untersuchten die Sédureresistenz von F. tularensis spp. Die hohe
Saureresistenz gastrointestinaler Infektionserreger wird mit einer geringen MID fiir die perorale

Infektion in Verbindung gebracht (Gorden und Small, 1993). Demgegeniiber steht eine relativ
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hohe MID von ca. 10® KbE fiir F. tularensis spp. fiir diesen Infektionsweg. Um diesen
scheinbaren Widerspruch besser zu verstehen, untersuchten die Autoren den Einfluss
phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) und synthetischer Magenséure der pH-Werte 2,5
und 4 vergleichend bei 37 °C iiber einen Zeitraum von 30 bis 120 Minuten. Der Versuchsaufbau
sollte unter in vitro-Bedingungen die Magenpassage nachahmen. Hierzu verwendeten sie je vier
Stimme der Typen A und B sowie den LVS-Stamm. Die Uberlebensfihigkeit war in
synthetischer Magensdure bei pH-Werten von 2,5 und 4 gering, wohingegen sie in PBS,
eingestellt auf den pH-Wert 2,5 extrem hoch war. Da Typ B hiufig durch kontaminiertes
Trinkwasser libertragen wird (s. Tabelle 2), wurde tiberpriift, welchen Einfluss eine vorherige
Lagerung in sterilisiertem Flusswasser, also ndhrstoffarm, fiir 24 Stunden bei 5 °C hatte: Die
F. tularensis ssp. holarctica-Wildtypstimme reduzierten sich um weniger als eine Log-Einheit.
Anschlieend zeigten sie eine 150-mal grofBere Widerstandsfahigkeit in PBS mit einem pH-
Wert von 2,5. Dieser Effekt zeigte sich nur bei den Wildtypstdmmen, nicht bei dem LVS-
Stamm. Diese Ergebnisse bestdtigen eine generell hohe Sdureresistenz des Erregers. Da diese
erhohte Widerstandsfdhigkeit jedoch in synthetischer Magensdure nicht beobachtet wurde,
gingen die Autoren davon aus, dass eine Magenpassage unwahrscheinlich ist. Damit erklaren
sie, warum die orale Aufnahme des Erregers in der Regel nicht zur Auspridgung
gastrointestinaler Symptome fiihrt. Auflerdem zeigt diese Studie, dass die Vorbehandlung der

Stimme die Widerstandfahigkeit des Erregers beeinflussen kann.

Azaki et al. (2019) beschrieben verschiedene Moglichkeiten, F. tularensis spp. zu inaktivieren.
Ihre Untersuchungen standen eher im Zusammenhang mit der Dekontamination von
Probematerial als mit der von Lebensmitteln. Sie belegten beispielsweise die vollstindige
Erregerelimination durch Filtration mit Beliiftungsfiltern der Porengrof3e von 0,22 um, nicht
aber bei einer Porengréf3e von 0,45 um. Sie dokumentierten weiterhin die Inaktivierung des
Erregers bei 94 °C fiir 3 min und bei 56 °C fiir 30 min. Weiterhin fanden die Autoren, dass
Ethanol mit einer Konzentration von > 70 %, Methanol, Aceton und 4%iges Paraformaldehyd
als effektive Mittel zur Erregerelimination geeignet sind. Ethanol mit einer Konzentration
<50 % erwies sich hingegen als nicht geeignet. In diesen Bereich fallen auch die iiblichen
Alkoholgehalte alkoholhaltiger Getrinke wie Wein und Federweiler. Der untersuchte Stamm
SCHU P9 zeigte in fetalem Rinderserum auflerdem eine erhdhte Resistenz gegeniiber UV-

Strahlung.
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2.2 Nachweisverfahren

Zum Nachweis von F. tularensis spp. in Lebensmitteln, Umwelt sowie aus Patienten- und
Tiermaterial stehen unterschiedliche Methoden zur Verfiigung: die kulturelle Anzucht,
molekular-basierte sowie ELISA-Verfahren (engl.: Enzyme-linked Immunosorbent Assay). In
diesem Kapitel sollen die bevorzugt in der Routine eingesetzten kulturellen und molekular-

basierten Methoden beriicksichtigt werden.

2.2.1 Kulturelle Nachweisverfahren

Die Anzucht von F. tularensis spp. ist zeitaufwendig. Einige Bakterien, darunter auch
F. tularensis spp. lassen sich unter Umstidnden nicht auf Ndhrmedien anziichten, obwohl sie
lebenstahig sind (Oliver, 1995, 2005) (s. Kapitel 2.3 ,,Der lebensfahige, aber nicht kultivierbare
Zustand®). Dennoch gilt der kulturelle Nachweis fiir F. tularensis spp. als Goldstandard
(WHO, 2007). Er belegt sowohl die Anwesenheit des Erregers als auch dessen Lebensfahigkeit.
Die mikrobiologische Kultur bildet die Grundlage zur Erregerisolierung und bietet damit die
Basis fiir weitere Charakterisierungen einschlieBlich epidemiologischer Studien, Ermittlung
von Resistenzen und Virulenzfaktoren. Da F. tularensis spp. ein anspruchsvolles, langsam
wachsendes Bakterium und auf eine Cystein-Quelle angewiesen ist, eignen sich nur bestimmte
Nédhrmedien zur Anzucht (Sjostedt, 2015). Zur Unterdriickung der Begleitflora werden
antibiotische Zusdtze empfohlen (Petersen et al.,, 2004; Petersen et al., 2009a). Eine
entsprechende Ubersicht findet sich in der Tabelle 5.
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Tabelle 5: Antibiotikazusammensetzung fliissiger und fester Ndhrmedien zur Anzucht von F.

tularensis spp.

Tularemic-Medium
(Becker et al., 2016)
Martin-Lewis-Agar?
Cystein-Herz-Agar mit
Blut (FLI?)
Cystein-Herz-Agar -A3
(Petersen et al., 2004)
Cystein-Herz-Agar mit
Blut-PACCV*

(Petersen et al., 2009a)

Antibiotikazusatze

Trimethoprim/-lactat + + - + -
Amphotericin B + + - + +
Colistin + + - + -
Vancomycin + + - - +

Sulfamethoxazol - - - - -

Ampicillin - - + + -
Polymyxin B - - + _ +
Lincomycin - - - + -
Cycloheximid - - - - +
Cefepim - - - - +

+=im Medium vorhanden; - = nicht vorhanden; ! = Antibiotikazusitze im ,IsoVitalex“-Supplement enthalten;
Z2=nach der Amtlichen Methodensammlung ,Tulardmie”; 3A = Antibiotics; *PACCV = Polymyxin B,

Amphotericin B, Cycloheximid, Cefepim

Als feste Nahrmedien zur Anzucht von F. tularensis spp. werden in der Amtlichen
Methodensammlung ,, Tulardmie des FLI der ,,Herz-Zystein-Agar* mit Antibiotikazusétzen
(s. Tabelle 5) oder der modifizierte Martin-Lewis-Agar (MLA) der Firma Becton Dickinson
(s. Anhang, S. 104 Kapitel 9.2.2) empfohlen (Friedrich-Loeffler-Institut, 2014). Die WHO gibt
als feste Ndhrmedien zur Anzucht von F. tularensis spp. weitere Cystein- oder Cystin-haltige
Nédhrmedien an. Es werden der angereicherte Schokoladenagar, der Cystein-Herz-Agar, der
Buffered charcoal yeast extract Agar (BCYE), der Thioglykolat-Glukose-Blut-Agar (TGBA)
und der Glukose-Cystein-(GC-)Agar mit 1 % Hédmoglobin und 1 % IsoVitaleX (s. Anhang,
S. 104 Kapitel 9.2.2) genannt. Durch den in der Tabelle 5 aufgefiihrten Zusatz an Antibiotika
zum CHAB-Medium (CHAB a) konnten Petersen et al. (2004) die Wiedergewinnungsrate fiir
F. tularensis ssp. holarctica aus kontaminierten Umweltproben um 81,1 % steigern. Die
Kultivierung erwies sich als besonders erfolgreich, wenn sie bereits im Feld angelegt wurde.

Im Vergleich zweier Transportmethoden von Probematerial von Tierkdrpern verbesserte sich
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die Isolierungsrate bei gefroren transportierten Proben im Vergleich zur Verwendung des

Transportmediums ,,Cary Blair Medium®. Eine Ubersicht zu den Selektiv-/Elektivmedien ist in

der Tabelle 6 wiedergegeben.

Tabelle 6: Feste und fliissige Ndhrmedien zur Anzucht von F. tularensis spp. (chronologische

Entwicklung)

Jahr | Typ Titel Autor

1962 | fest A transparent solid medium for growth enhancement Gaspar und
of Pasteurella tularensis Faber, JR.

1964 | fest und Blood-free medium for the rapid growth of Pasteurella | Tresselt und

flissig tularensis Ward

1965 | flussig Evaluation of live tularemia vaccine prepared in a Chamberlain
chemically defined medium

1985 | flussig Antimicrobial susceptibility testing of Francisella Baker et al.
tularensis with a modified Mueller-Hinton broth

1987 | fest und Transparent nutrient medium for culturing Francisella Pavlovich und

flissig tularensis Mishan'kin

2004 | fest Methods for enhanced culture recovery of Francisella Petersen et al.
tularensis

2009 | fest Direct isolation of Francisella spp. from environmental | Petersen et al.
samples

2010 | flussig A novel brain heart infusion broth supports the study of | Mc Gann et al.
common Francisella tularensis serotypes

2014 | flussig A combined enrichment and aptamer pulldown assay Lamont et al.
for Francisella tularensis detection in food and
environmental matrices

2016 | flussig Successful re-evaluation of broth medium T for growth | Becker et al.
of Francisella tularensis ssp. and other highly
pathogenic bacteria

2017 | flussig A novel broth medium for enhanced growth Morris et al.
of Francisella tularensis

Die Inkubation erfolgt bei 37 °C in einer aeroben, besser mikroaerophilen Atmosphire fiir

mindestens drei Tage. Die Kolonien sind typischerweise klein (ca. 1 mm im Durchmesser),
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grau-weill (MLA) bis griinlich (CHAB), glatt, glanzend und opak. Nach ldngerer Bebriitung
kann sich ein griinlicher Haimolysehof bilden (Sjostedt, 2015). Bei der kulturellen Anzucht ist
unbedingt auf das erhohte Infektionsrisiko im Labor zu achten; entsprechende

SicherheitsmaBnahmen sind vorzusehen (WHO, 2007).

Fir die selektive Anreicherung von F. tularensis spp. gibt es weder in der Amtlichen
Methodensammlung des FLI noch in den Guidelines der WHO eine Empfehlung. Eine Vielzahl
von Publikationen widmet sich der Neuentwicklung bzw. Optimierung von
Anreicherungsmedien. Die Medien variieren hinsichtlich der Zusammensetzung der
Aminosduren, Salze und Antibiotika. Sehr hdufig wird bzw. wurde die Mueller-Hinton-
Bouillon, kombiniert mit dem reichhaltigen Supplement , IsoVitaleX* (s. Anhang, S. 104,
Kapitel 9.2.2) (Baker et al., 1985) eingesetzt. Weiterhin wird das ,,Chamberlain-Medium*

eingesetzt: Dieses Medium ist besonders reich an Aminosduren (Chamberlain, 1965).

Pavlovich und Mishan'kin beschrieben 1987 ein als “medium T (tularemic)” (T-Medium)
bezeichnetes Ndhrmedium, welches auf Basis einer Herz-Hirn-Basis-Bouillon mit Zusatz von
Hefeextrakt, Bactotrypton, technischen Casaminosiuren, Agar, Salzen, Cystein und Glukose
entwickelt wurde. Die Selektivitit wurde durch Zugabe des Antibiotikums Polymyxin B
erreicht. Das ,,T-Medium*“ wurde von Becker et al. (2016) modifiziert und als ,,optimales
Néhrmedium fiir anspruchsvolle und/oder hoch-pathogene Mikroorganismen” befunden. Statt
Polymyxin B setzten sie einen Antibiotikacocktail mit folgenden Konzentrationen ein: Colistin
(7,5 mg/ml), Amphotericin B (8 mg/ml), Trimethoprim (5 mg/ml), Sulfamethoxazol (20 mg/ml)
und Vancomycin (5 mg/ml). Sie verglichen das T-Medium mit der Mueller-Hinton-Bouillon
(MH), MH plus IsoVitaleX (MH+IVX), dem Bactec Plus Aerobic/F Medium und dem
Thioglykolat- Medium. F. tularensis spp. erreichte ein Maximum von 10 bis 10° KbE/ml, bei
einem Inokulum von 10> KbE/ml nach 48-stiindiger Bebriitung. Sie beobachteten keinen
Unterschied zwischen T-Medium mit und ohne Antibiotikazusatz. Von den verglichenen
Néhrmedien zeigte die Mueller-Hinton-Bouillon mit Zusatz von ,,IsoVitalex* die néchstbesten

Ergebnisse. Diese erreichte ein Maximum von 10° KbE/ml nach sieben Tagen.

Lamont et al. (2014) schlugen ein mehrstufiges Anreicherungsverfahren zur Isolierung von
Francisella spp. aus Lebensmittel- und Umweltproben vor. Weiterhin testeten Day und Whiting
(2009) erfolgreich die Isolierung mittels Zellkultur in Makrophagen von Mausen. Humrighouse
et al. (2011) schlugen eine Vorbehandlung des Probenmaterials bei niedrigen pH-Werten vor.
Diese sollte die Begleitflora hemmen und die Selektivitit fiir die Anzucht von F. tularensis spp.

erhohen.
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2.2.2 Molekular-basierte Nachweisverfahren

Als gédngige molekulare Nachweismethoden stehen u. a. die PCR (engl.: polymerase chain
reaction; Polymerasekettenreaktion) und die qPCR (quantitative PCR) zur Verfiigung. Bei
diesen thermozyklischen Reaktionen wird ein spezifischer Abschnitt der DNA (= Zielgen)
in vitro vervielfaltigt und nachgewiesen (Mullis et al., 1986). PCR und qPCR laufen in den
folgenden Schritten ab (Mullis et al., 1986; Holland et al., 1991):

1. ,,Initiale Denaturierung®: Spaltung des DNA-Doppelstranges durch hohe Temperaturen

(95 °C) zu zwei Einzelstringen

2. ,Annealing”“: Binden der beiden Primer (Vorwérts- und Riickwértsprimer) an der
spezifischen Zielsequenz der beiden komplementédren Einzelstrange, Markieren der Start- und
Endpunkt fiir die Verldngerung des Stranges (= GroBBe des Amplikons), optimale Temperatur

hierfiir liegt meist zwischen 52 und 62 °C

3. ,,Elongation*: Verlingerung des DNA-Stranges von Primer zu Primer vom Einzelstrang

zum Doppelstrang durch das Enzym TaqPolymerase (Saiki et al., 1988)

Schritt 2 und 3 werden bis zu 45-mal wiederholt. Mit jedem Zyklus verdoppelt sich die
gebildete Amplifikatmenge, es handelt sich also um eine exponentielle Funktion (Mullis et al.,
1986).

Bei der PCR wird das Produkt nach abgelaufener Reaktion mittels Gelelektrophorese detektiert.
Um die DNA-Fragmente sichtbar zu machen werden sie mit der DNA-interkalierenden

Substanz Ethidiumbromid angeférbt (Lee et al., 2012).

Bei der qPCR, auch 1t-PCR (engl.: real-time PCR; Echtzeit-PCR) genannt, kénnen die
Ergebnisse der Amplifikation bereits wihrend der Reaktion beobachtet werden.
Zusitzlich zu den oben genannten PCR-Komponenten ist fiir die qPCR eine Fluorochrom-
markierte Sonde notwendig (Holland et al., 1991; Lee et al., 1993; Heid et al., 1996).
Die Reaktion lauft in einem speziellen mit Fluoreszenzdetektor ausgestatteten Thermocycler
ab. Dieser misst die pro Zyklus freigesetzten Fluoreszenzsignale (Heid et al., 1996). Ein
Softwareprogramm stellt diese in Form von Amplifikationskurven graphisch dar. Ist in der
Probe kein Zielgen enthalten, bleibt die Linie flach. Die Fluoreszenz nimmt proportional mit
der Menge gebildeter PCR-Produkte zu. Derjenige Amplifikationszyklus, bei dem der
Schwellenwert iiberschritten wurde, wird als threshold cycle (Cy), also ,,Schwellenwertzyklus*
bzw. crossing point (C,) bezeichnet. Je kleiner der Ci-Wert ist, desto mehr Zielgen war zu

Beginn in der Probe vorhanden (Heid et al., 1996). Auf diese Art lésst sich das Ergebnis relativ
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im Vergleich zu anderen Proben quantifizieren. Fiir die absolute Quantifizierung sind
Standardwerte, also Proben mit bekannter Zielgenmenge, notwendig. In Form einer
Standardkurve werden die entsprechenden Ci-Werte gegen die bekannte Zielgenkonzentration
aufgetragen. Unbekannte Proben werden auf der so entstandenen Gerade einsortiert und

beurteilt (Rasmussen, 2001; Rutledge und Coté, 2003).

Die einfachste Moglichkeit der Fluoreszenzmarkierung ist die Markierung mit SYBR Green 1.
Sie bindet unspezifisch an doppelstrangige DNA. Sind die Primer ausreichend spezifisch,
handelt es sich dabei ausschlielich um das gewiinschte Amplifikat (Rasmussen, 2001). Durch
eine Schmelzkurvenanalyse kann die Spezifitit der Primer iiberpriift werden. Die gebildete
doppelstringige DNA wird dann unter langsamer Temperaturerh6hung ,,aufgeschmolzen®. Die
Temperatur, bei der ein bestimmtes Fragment denaturiert, ist fiir dieses spezifisch. Sie ist
abhédngig von dessen Linge und Basenzusammensetzung. Einheitliche Schmelzkurven und

Peaks zeigen eine hohe Spezifitdt an (Ririe et al., 1997).

Besonders héufig werden sogenannte TagMan-Sonden, oder auch Hydrolyse-Sonden,
eingesetzt. Diese sind im Gegensatz zu SYBR Green I sequenzspezifisch und kénnen die
Spezifitit des gesamten Assays erhohen. Die TaqMan-Sonde ist ein einzelstringiges
Oligonukleotid, welches mit einem Fluorochrom (= Reporter; engl.: Berichterstatter;
fluoreszierender Farbstoff) und einem die Fluoreszenz unterdriickendem Stoff, dem sog.
Quencher (engl.: Loscher), versehen ist. Die Sonde kann sich in Richtung 3 nach 5 des DNA-
Stranges in der Zielsequenz anlagern. Bei der Verldngerung des DNA-Stranges der Zielsequenz
durch die Polymerase wird die Sonde hydrolysiert, weshalb TagMan-Sonden auch als
Hydrolyse-Sonden bezeichnet werden. Sobald Quencher und Reporter voneinander getrennt
werden, beginnt das Fluorochrom zu leuchten (Lee et al., 1993; Heid et al., 1996). Das
Fluoreszenzsignal steigt an und ist sofort ablesbar. Der Anstieg an vorhandenen
Reportermolekiilen entspricht der Anzahl gebildeter PCR-Produkte, also der Menge in der

Probe vorhandener Zielsequenzen (Higuchi et al., 1993).

Vorteil der qPCR ist, dass das Ergebnis innerhalb weniger Stunden vorliegt, geringe Mengen
DNA nachgewiesen werden konnen und dass eine hohe Spezifitét vorliegt. Bei der Anwendung
molekularbiologischer Methoden ist aulerdem die Wahrscheinlichkeit einer Laborinfektion
wesentlich geringer. Im Probenmaterial vorhandene Zellen werden bereits wihrend der DNA-

Isolierung inaktiviert. Eine Anreicherung lebensfahiger Erreger unterbleibt.

Nachteil ist jedoch, dass weder PCR noch qPCR die Differenzierung lebender und toter Zellen

erlaubt. Die Infektiositit eines Mikroorganismus kann mit diesen Methoden weder
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ausgeschlossen noch bewiesen werden. Demnach eignen sie sich nicht zur Risikobewertung
kontaminierten Materials in der Lebensmittelbranche, beispielsweise zur Kontrolle von

Desinfektionsmafinahmen.

Sowohl in den Guidelines der WHO als auch in der Amtlichen Methodensammlung des FLI
sind verschiedene PCR-Methoden zum Nachweis von Francisella spp. genannt. Die WHO
empfiehlt mehrere PCR-basierte Priifmethoden fiir Francisella spp., welche in der Regel die
fiir Membranproteine codierenden Zielgene fopA und/oder tul4 (17-kDa Lipoprotein-Gen)
nachweisen. Fulop et al. entwickelten 1996 eine klassische Gel-basierte PCR unter
Verwendung des fopA-Gens als Zielgen. Diese Methode wurde an Blut- und
Milzgewebeproben von Labormiusen etabliert. Weiterhin wird in den Guidelines eine
Multiplex-PCR zum Nachweis von F. tularensis spp. genannt. Diese weist das fiir die Gattung
Francisella spezifische 16S rRNA-Gen und das Spezies-spezifische tul/4-Gen nach. Die
Methode erwies sich wahrend eines Ausbruchs in Schweden bei der Diagnostik von aus
Wundmaterial erkrankter Patienten gewonnenen Tupferproben als erfolgreich (Sjostedt et al.,
1997; Johansson et al., 2000). In demselben Jahr wurde von Higgins et al. die erste qPCR
entwickelt, welche die Zielgene fopA und tul4 verwendete. Versage et al. entwickelten 2003
eine TagMan-qPCR fiir Francisella spp. mit drei Zielgenen. Durch die Kombination der
Zielgene ISFtu2, 23kDa, und tul4 wurde die Spezifitit und die Sensitivitit der
Untersuchungsmethode erhoht. Kreuzreaktionen mit Nicht-Francisella-Spezies kamen nicht
vor. Fiir F. tularensis ssp. tularensis und F. tularensis ssp. holarctica ermittelten sie eine

Nachweisgrenze von einer KbE.

Eine von Kane et al. (2019) entwickelte Schnellmethode soll dem Nachweis lebensfahiger
Francisellen dienen. Diese Methode macht sich eine Kombination aus qPCR und kultureller
Anzucht zunutze. Als Basis fiir die qPCR dienten zwei Protokolle fiir das fiir den Typ A
einzigartige Zielgen pdpD: zum einen das Protokoll nach Kugeler et al. (2006), ein weiteres
Protokoll wurde von den Autoren selbst entwickelt. Als Ndhrmedium diente die von Morris et
al. (2017) optimierte BHI (s. Tabelle 6). Die Erregeranzucht erfolgte in Mikrotiterplatten, das
Wachstum wurde durch die sinkenden Ci-Werte in der gPCR belegt. Der Vorteil dieser Methode
liegt darin, dass die Ergebnisse bereits nach einem Tag vorliegen. Im Gegensatz dazu ist bei
der klassischen Erregeranzucht eine mindestens dreitdgige Bebriitung notwendig. Diese
Methode erlaubt allerdings nicht die Erfassung des VBNC-Status. Die Autoren konnten in

komplexen Matrizes zwischen 10! und 10% lebensfihige F. tularensis-Zellen nachweisen.
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2.3 Der lebensfidhige, aber nicht kultivierbare Zustand

Neben den beiden klassischen ,,Daseinsformen® ,,lebend* und ,,tot* ist der ,,lebensfédhige, aber
nicht mehr kultivierbare Zustand* (VBNC) eine besondere ,,Daseinsform* der Bakterien.
Roszak und Colwell definierten Zellen im VBNC-Status 1987 als Zellen mit nachweisbarer
Stoffwechselaktivitét, die mit verfiigbaren Methoden nicht anziichtbar sind. Vom VBNC-Status
ist der Ubergang in die beiden anderen ,,Daseinsformen* prinzipiell moglich. Dieser Zustand,
so wird es angenommen, ist eine Art Schutzstadium, in dem das Bakterium widerstandsfahiger
gegeniiber schidlichen dufleren Einfliissen ist (Colwell, 2000). Das Phanomen wurde erstmals
1982 fiir Escherichia coli und Vibrio (V.) cholerae beschrieben (Xu et al., 1982), wobei bereits
1979 das Verhalten nicht kultivierbarer, aber lebensfdhiger ,,gestresster” oder ,,verletzter*
Zellen in Lebensmittelmatrizes untersuchte wurde (Ray, 1979). Der Autor schlug verschiedene
,Reparaturschritte” vor, um diese Zellen mit iiblichen festen oder fliissigen Medien wieder

kultivierbar zu machen.

Bei dem Vorgang der ,,Resuszitation* erlangen Zellen, die sich im VBNC-Status befinden ihre
volle Vitalitdt und somit Kultivierbarkeit wieder. Fiir einige Mikroorganismen, einschlieBlich
bekannter Lebensmittelinfektionserreger wie u. a. Campylobacter jejuni (Bovill und Mackey,
1997) V. cholerae (Colwell et al., 1985) und V. vulnificus (Nilsson et al., 1991; Oliver und
Bockian, 1995) ist die Resuszitation gut untersucht. Fiir V. cholerae ist beispielsweise die
Induktion des VBNC-Status durch Néhrstoffentzug und Temperaturschwankungen bekannt;
ebenso die Resuszitation im menschlichen Korper: Die VBNC-Zellen wurden von Freiwilligen
oral aufgenommen und fithrten zu Durchfall. Vitale V. cholerae waren anschlieend aus dem
Stuhl der Teilnehmer anziichtbar (Colwell et al., 1985). Die Autoren gaben zu bedenken, dass
die Methoden zur Erregerisolierung aus klinischen Proben fiir die Erregerisolierung aus
Umweltproben ungeeignet sein konnten. Im erkrankten Korper seien groe Mengen
kultivierbarer Zellen vorhanden, wohingegen in Umweltproben wenige, an andere
Lebensbedingungen (Temperatur, pH, Salzgehalt) angepasste Zellen, vorhanden seien. Auch
L. pneumophila scheint im VBNC-Status seine Infektiositit grundsétzlich zu behalten. Trotz
intrazelluldrer Replikation in humanen Makrophagen sowie in Amobenzellen konnte der
Erreger nicht angeziichtet werden (Dietersdorfer et al., 2018). Diese Mikroorganismen behalten
ihre Virulenz im VBNC-Status, was nach Forsman et al. (2000) fiir F. tularensis spp. nicht der
Fall zu sein scheint. Bei ihren Untersuchungen verwendeten Forsman et al. den LVS-Stamm,
die Resuszitation gelang nicht. Dieser Impfstamm hat, wenn iiberhaupt, eine wesentlich

abgeschwichte Virulenz.
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Obwohl die Existenz des VBNC-Status lange Zeit in Frage gestellt wurde, hat die Forschung
der letzten Jahre die meisten Zweifel beseitigt, und diesen Zustand als bakterielle
Uberlebensstrategie charakterisiert (Fakruddin et al., 2013; Ayrapetyan und Oliver, 2016). Der
Ubergang in den VBNC-Status bringt, wie der Name schon sagt, den Verlust der
Kultivierbarkeit mit sich. Der Energiebedarf geht in den Erhaltungsbedarf iiber, die Zellteilung
sistiert bzw. verlangsamt sich stark, ebenso die Bildung von Stoffwechselprodukten (Oliver,
1995). Auch die Zellmorphologie kann sich verdndern. Diese Verdnderungen sind
elektronenmikroskopisch oder mittels Durchflusszytometrie nachzuvollziehen: Die Zelle wird
15 bis 300-mal kleiner und kugeliger, also kokkoid. Dieser Vorgang wird auch als ,,round-up*
bezeichnet (Roszak und Colwell, 1987; Chaiyanan et al., 2007; Casasola-Rodriguez et al.,
2013). AuBlerdem kann sich die Zellmembran hinsichtlich ihrer Fettsdurezusammensetzung
verdndern (Linder und Oliver, 1989). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Zellen im VBNC-
Status resistenter gegeniiber Antibiotika und Desinfektionsmitteln sein konnen (Lin et al., 2017,
Robben et al., 2019). Die Unterschiede der kultivierbaren Zelle im Vergleich zur VBNC-Zelle

stellen Ansatzpunkte zur Entwicklung von Nachweismethoden derselbigen dar (s. Tabelle 7).

Ausloser, die den Ubergang in den VBNC-Status induzieren, kdénnen sich je nach Spezies
unterscheiden. Beschrieben sind zum Beispiel Néhrstoffentzug (Cook und Bolster, 2007),
Verdnderungen der Umgebungstemperatur (Oliver, 1995), des Salzgehaltes oder der
Sauerstoffspannung (Casasola-Rodriguez et al., 2013), Chlorung von Trinkwasser (Lin et al.,

2017), ebenso die Anwendung von Haushaltreinigern (Robben et al., 2018).

Aus der Weinherstellung ist bekannt, dass Laktobazillen wie Oenococcus oeni oder
Weinschidlinge wie die Hefe Brettanomyces bruxellensis durch den steigenden Alkoholgehalt
oder Zugabe von Schwefel sowie Verbrauch von Néhrstoffen in den VBNC-Status {ibergehen
konnen (Divol et al., 2012; Vendrame et al., 2013; Capozzi et al., 2016).
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Tabelle 7: Eigenschaften vitaler, toter und Zellen im VBNC-Status im Vergleich

Eigenschaft vital VBNC tot Nachweis Literaturhinweis

Rhodamin 123; Kaprelyants und Kell, 1992;

Metabolismus ™ NJ - Durchflusts— Forsman et al., 2000
zytometrie

Nahrstoff- ™ J - Keine Angabe Oliver, 2005
transport

N /hohes Beumer et al., 1992;
ATP-Gehalt ™ Membran- - ATP-Messung Federighi et al., 1998;

potential Robben et al., 2019

Lleo et al., 2000; Davis, 2014;

Gen-Expression J - RT-PCR, FISH Rohde, 2017; Casasola-

Rodriguez et al., 2018

EMA-/PMA-gPCR

(VPCR); BacLight Nocker et al., 2006;

iznilggnsgfran_ + + - t;\izﬁaEgAP_ Vendram<.e etal., 2013;
. . Pacholewicz et al., 2019
mikroskopische
Auswertung
Mikrobiologische
Kultivierbarkeit  + sistiert - Anzucht, Roszak und Colwell, 1987

Resuszitation
M = hoch; | = niedrig; - = nicht vorhanden/Eigenschaften irreversibel verloren; + = vorhanden/intakt
EMA = Ethidiummonoazid; PMA = Propidiummonoazid; vPCR = viability PCR; FISH = Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung, RT-PCR = reverse-Transkriptase-PCR

2.4 WeiBwein, Traubenmost und Traubensaft

Das folgende Kapitel soll einen Uberblick iiber die Produktionskette ,,Wein“ geben und die
Lebensmittel ,,Wein®“, ,, Traubensaft und ,, Traubenmost* warenkundlich bzw. weinrechtlich
einordnen. Sofern nicht anders erwidhnt, wird ausschlieBlich auf die Verwendung weiller
Weintrauben eingegangen. Da das Thema Weinerzeugung sehr umfangreich ist, werden hier
nur die wesentlichen Schritte erwiihnt. Die Abbildung 9 zeigt einen schematischen Uberblick

der Weinerzeugung (Rimbach et al., 2010).

Nach der VO (EU) Nr. 1308/2013 ist Traubensaft ,,das fliissige, nicht gegorene, aber gérfiahige
Erzeugnis, das a) so behandelt wurde, dass es zum Verbrauch in unverdndertem Zustand
geeignet ist; b) aus frischen Weintrauben oder Traubenmost [...] gewonnen worden ist. [...]
Ein vorhandener Alkoholgehalt des Traubensaftes von bis zu 1 % vol. wird geduldet. In
derselben Verordnung sind die ,,Kategorien von Weinbauerzeugnissen* definiert. Danach ist
Wein ,,das Erzeugnis, das ausschlieBlich durch vollstindige oder teilweise alkoholische Garung
der frischen, auch eingemaischten Weintrauben oder des Traubenmostes gewonnen wird [...]*.

Je nach Anbaugebiet darf Wein laut Verordnung einen Alkoholgehalt von mind. 4,5 bis
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9 % vol. sowie von hochstens 15 bis 20 % vol. aufweisen. Jungwein, umgangssprachlich auch
Federweiller genannt, ,,ist der Wein, dessen alkoholische Garung noch nicht beendet ist und der
noch nicht von seiner Hefe getrennt ist.”. ,,Traubenmost ist das aus frischen Weintrauben auf
natiirlichem Wege oder durch physikalische Verfahren gewonnene fliissige Erzeugnis. Ein

vorhandener Alkoholgehalt des Traubenmostes von bis zu 1 % vol. wird geduldet.*

Neben Wasser (70 — 85 %) besteht Traubenmost aus den Zuckern Glukose und Fruktose (10 —
25 %) und einem geringen Anteil unvergéarbarer Mehrfachzucker (<1 %). Die Hauptsduren des
Traubenmostes sind die Apfel- und die Weinsiure sowie in geringeren Anteilen Zitronen- und
Gluconsdure. Weitere Bestandteile sind Stickstoff-haltige Verbindungen, vor allem
Aminosduren aber auch Proteine, die den Hefen als Grundlage ihrer Stoffwechseltdtigkeit fiir
eine funktionierende Gérung zur Verfligung stehen miissen. Daneben sind im Traubenmost

Gerbstoffe bzw. phenolische Stoffe und weitere Aromastoffe enthalten (Rimbach et al., 2010).

Beginn der Weinerzeugung ist die Traubenlese, also die Ernte der Weintrauben. Sie findet im
Spatsommer und/oder im Herbst entweder manuell oder maschinell mittels Schwing-Riittel-
Technik mit einem Traubenvollernter statt (Otteneder, 2011). Die Trauben werden in grof3en
Behiltern meist ungekiihlt gesammelt und transportiert. Eine grobe Aussortierung von Stielen
und Blittern aus dem Lesegut kann, muss aber nicht erfolgen. Wiinschenswert ist eine
moglichst schonende Behandlung der Trauben wéhrend der Lese, da ansonsten erhdhte
Konzentrationen an Gerbstoffen freigesetzt werden konnen. AnschlieBend wird das Lesegut zur
Vorbereitung auf das eigentliche Pressen eingemaischt, dabei werden die Beeren durch Mahlen
zerstort. Die Maische besteht aus Saft und festen Traubenbestandteilen. Durch Zugabe
pektinolytischer Enzyme kann die Saftausbeute erhdht werden. Bei dem sich anschlieBenden
Prozess des Kelterns, also dem Pressen, wird die Maische in fliissige (Most) und feste
Bestandteile (Trester) aufgetrennt. Der Trester kann als Futtermittel, Diinger oder zur
Herstellung von Tresterschnidpsen verwendet werden. In Abhdngigkeit der Qualitdt des
gewonnenen Traubenmostes kann eine weitere Behandlung erfolgen: Beispielsweise kann an
dieser Stelle die Schwefelung des Traubenmostes erfolgen, auch die sogenannte Mostschénung
ist an dieser Stelle durch Zugabe von Gelatine, Bentonit, Kieselsol u. A. moglich. Sie dient
dazu, instabile unerwiinschte Stoffe abzutrennen (Rimbach et al., 2010). Die sich nun
anschliefende Mostvorklarung kann durch unterschiedliche Techniken, wie z. B. durch
Sedimentation, Zentrifugation oder Flotation erfolgen. Dabei werden Trubstoffe (z. B.
Traubenmark, Zellgewebefetzen, Schmutz, Schwermetalle, Stoffwechselprodukte von Hefen,
Bakterien und Schimmelpilzen, etc.) entfernt. Anschlieend liegt der sogenannte ,.klare* oder

,,blanke Most* vor.
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Die Gérung kann entweder als Spontangdrung oder durch gezielten Einsatz von
Reinzuchthefen, typischerweise durch Saccharomyces cerevisiae erfolgen. Bei der
Spontangirung, welche das klassische Verfahren darstellt, wird die Reaktion durch die
natiirliche Besiedlung der Weintrauben mit Wildhefen hervorgerufen. Die Zusammensetzung
dieser Hefen ist je nach Standort und Klima unterschiedlich. Die Spontangirung ist kaum
standardisierbar, sie fithrt zu einer besonders grolen Aromenvielfalt, ist aber auch
fehleranfdlliger. Bei der industriellen Weinerzeugung werden deshalb hauptsichlich
Reinzuchthefen eingesetzt. Bei der alkoholischen Géarung setzen die Hefen unter anaeroben
Bedingungen Zucker zu Ethanol und CO>; um. Dabei entstehen theoretisch aus 100 g im
Traubenmost enthaltenem Zucker bei vollstindiger Vergidrung 51 g Ethanol und 49 g CO». In
Wirklichkeit sind die Werte etwas geringer, da die Hefen einen Teil des Zuckers fiir ihren
eigenen Stoffwechsel bendtigen (Rimbach et al., 2010). Da die bei der Gédrung gebildete
Kohlensdure das 50-fache Volumen des Traubenmostes einnimmt, besteht Erstickungsgefahr
im Giérkeller (Flitsch, 1994). Der Gérprozess endet, sobald der Zucker aufgebraucht ist oder der
Alkoholgehalt toxisch fiir die Hefen selbst wird. Wahlweise kann der Girprozess auch
kiinstlich, z. B. durch Kiihlung oder Schwefelung, abgebrochen werden. Nach vollstindiger
Vergirung des Zuckers liegt ein trockener Wein mit wenig RestsiiBe vor. Wird der Gérprozess
vorher abgebrochen, ist der Wein dementsprechend ,,siier*, also lieblicher. Wahlweise kann
auch unvergorener Traubenmost als ,,StiBreserve* autbewahrt und dem vollstindig vergorenen
Wein wieder zugesetzt werden. Neben Ethanol entstehen weitere erwiinschte und auch
unerwiinschte Garnebenprodukte wie Sduren, Glycerin, Aldehyde und Ester (Rimbach et al.,

2010).
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der Weinherstellung (Rimbach et al., 2010)

Beim ,,Abstechen® wird der Wein in ein anderes Behiltnis iiberfiihrt. Dabei wird der Uberstand
von sedimentierten Trubstoffen getrennt, die sich durch den ansteigenden Alkoholgehalt
wihrend der Garung absetzen. Dazu gehoren beispielsweise Hefezellen, Eiweille und Pektine.
Der erste Abstich erfolgt in der Regel nach Beendigung der Gérung und wird von einer
Schwefelung des Weines begleitet. Die Schwefelung des Weines bzw. des Traubenmostes kann
zu mehreren Zeitpunkten wihrend der Weinbereitung stattfinden und erfiillt unterschiedliche
Aufgaben. Der frische Traubenmost oder die Maische kann geschwefelt werden, ein weiteres
Mal ist die Schwefelung nach der Géarung beim ersten Abstich und ein letztes Mal vor dem

Abfiillen iiblich. Neben der mikrobiologischen Stabilisierung hat der Prozess durch die
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Bindung freien Sauerstoffes zu Sulfat eine stark antioxidative Wirkung. Ebenso wichtig ist die
Bindung von Aldehyden, vor allem Acetaldehyd (,,Ethanal®) sowie die Inaktivierung von
Enzymen. Eine weitere Anwendung des Schwefelns ist die ,,Stummschwefelung®* des
Traubenmostes, welcher so als Siilreserve lagerfahig gemacht wird. Die Zugabe des Schwefels
kann in Form von Schwefeldioxid, schwefeliger Sdure oder als Kaliumdisulfit in fester Form
erfolgen. Im Wein selbst liegt der Schwefel in zwei unterschiedlichen Formen vor: Zum einen
frei als Sulfite oder freie schwefelige Sdure oder gebunden an Inhaltsstoffe wie Acetaldehyd.
Die EU regelt dabei die erlaubten Hochstmengen auf den Verarbeitungsstufen und
Gesamtmengen in den Weinen. Fiir Weilwein darf der Gesamtschwefeldioxidgehalt gemal3
VO (EG) Nr. 606/2009 auf der Stufe des Inverkehrbringens nicht iiber 200 mg/l Weillwein
liegen. Je nach Ursprung, Bezeichnung und Zuckergehalt konnen abweichende Hochstmengen
gelten. Fiir Bio-Weine gelten strengere Regeln. Weiterhin muss die Schwefelung auf dem
Etikett mit ,,enthilt Sulfite* gekennzeichnet werden. Die VO (EG) Nr. 606/2009 wurde im
Dezember 2019 von der VO (EU) 2019/934 abgeldst.

Der jéhrliche Verbrauch an Traubensaft in Deutschland liegt bei ca. einem Liter pro Kopf. Nach
Apfelsaftschorle, Apfelsaft, Orangensaft und Multivitaminsaft gehort Traubensaft zu den fiinf
beliebtesten Fruchtsidften der Bundesrepublik (Verband der deutschen Fruchtsaft-
Industrie e. V.). Im Jahr 2018 wurden in Deutschland rund 45,9 Mio. Liter Traubensaft erzeugt
(Statistisches Bundesamt (Destatis), 2018). FlichenmédBig wird in der Bundesrepublik auf
knapp 100.000 ha Wein angebaut, davon werden auf ca. 75 % der Rebflichen weille
Traubensorten kultiviert (OIV, 2019). Im Zeitraum von 2011 bis 2018 produzierte Deutschland
zwischen 7,5 und 9,8 Mio. hl Wein jahrlich und belegt damit Platz acht der zehn weltweit
fiihrenden Weinanbauldnder (OIV, 2019). Im Erntejahr 2018 waren davon ca. 6,8 Mio. hl
Weillwein (Statistisches Bundesamt (Destatis), 2019b). Die haufigsten Rebsorten sind Riesling
(ca. 22 %) und Miiller-Thurgau (ca. 12 %) (Deutsches Weininstitut GmbH, 2019). In der
Anbauregion ,,Mosel“ betrug der Anteil weiller Rebsorten im Jahr 2017 91 % (Statistisches
Bundesamt (Destatis), 2019a).
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2.5 Log-Reduktion

Um die Anzahl von Bakterien in einer bestimmten Lebensmittel-Matrix anzugeben, wird in der
Regel die Zehnerpotenz der KbE/Einheit (ml, g, cm?) verwendet. Da das exponentielle
bakterielle Wachstum statistisch gesehen eine logarithmische Normalverteilung, also keine
Gauf’sche Normalverteilung hat, miissen diese Angaben zur Basis zehn logarithmiert werden,
um damit statistisch rechnen zu kénnen (FAO/WHO, 2016). Wird bakterielles Wachstum iiber
eine bestimmte Zeit beobachtet, kann dies anhand der Log-Zunahme oder Log-Reduktion
ausgedriickt werden. Eine Log-Zunahme bedeutet, dass sich die Mikroorganismen in der Matrix
vermehren und lebensfahig sind, die Log-Reduktion deutet auf das Absterben der Zellen oder
den Ubergang in den VBNC-Status hin. Gleichbleibende Log-Werte weisen auf ein
Gleichgewicht zwischen Vermehrung und Absterbekinetik der Population hin (Davey, 2011).
Durch Auftragen der Log-Einheiten der KbE (Log KbE/ml) gegen die Zeit ist die graphische
Darstellung des Wachstumsverhaltens moglich. Damit kann die Wachstums- bzw.
Absterbekinetik einer Bakterienpopulation in Abhdngigkeit von variierenden Bedingungen

(z. B. pH-, aw-Wert, Temperaturfiihrung) berechnet und verglichen werden (Casolari, 1981).

Bei der Umrechnung logarithmischer Werte in arithmetische Zahlenwerte und umgekehrt muss
darauf geachtet werden, dass eine Log-Abnahme um eine Einheit mit einer Abnahme um zehn
Einheiten auf der arithmetischen Skala gleichzusetzen ist. Bezogen auf die prozentualen
Angaben bedeutet dies, dass eine Reduktion um eine Log-Einheit einer Verringerung der
urspriinglichen Population um 90 % entspricht. Fiir die Inaktivierung von Clostridium
botulinum-Sporen bei der Herstellung von Konserven wird beispielsweise eine Reduktion um
zwoOlf Log-Einheiten, was 99,9999999999 9% entspricht, gefordert (sog. 12D-Konzept)
(FAO/WHO, 2016).

Die Log-Reduktion einer vorhandenen Bakterienpopulation (Reduktionsfaktor) ist auch bei der
Wirksamkeitspriifung von Desinfektionsmitteln ein gingiges Priifkriterium. Auf EU-Ebene
wurden Mindestwerte festgelegt, bei denen ein bestimmtes Mittel als antimikrobiell wirksam
gilt. Diese werden auf mehreren Stufen getestet. Im medizinischen Bereich miissen chemische
Desinfektionsmittel und Antiseptika nach der EU-Norm EN 14885 nach gegebener Einwirkzeit

die vorhandene Anzahl KbE um mindestes fiinf Log-Einheiten reduzieren.

Sogenannte Challenge-Tests werden eingesetzt, um zu priifen, ob ein bestimmtes Lebensmittel
das Wachstum bzw. das Uberleben in der Regel gesundheitlich bedenklicher Mikroorganismen
begiinstigt oder nicht. Auch bei der Ermittlung der Haltbarkeitsdauer von Lebensmitteln

konnen diese zur Anwendung gelangen (IFT/FDA, 2006). Bei Inaktivierungsstudien werden
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besonders hohe Inokula von 10° bis 10’ KbE/ml verwendet. So kann eine entsprechend grofe
Log-Reduktion dargestellt und die Uberlebensfihigkeit beurteilt werden (National Advisory
Committee on Microbiological Criteria for Foods, 2010). Challenge-Tests miissen fiir die
gesamte Haltbarkeitsdauer des Produktes durchgefiihrt werden. Die Untersuchungszeitpunkte
werden so gewihlt, dass mindestens fiinf bis sieben Datenpunkte vorliegen. Die Verpackung
und die Lagerungsbedingungen sollten dabei den tatsdchlichen Bedingungen der gesamten
Distributionskette entsprechen (Raybaudi-Massilia et al., 2009; National Advisory Committee
on Microbiological Criteria for Foods, 2010). Im Rahmen der Validierung von
Inaktivierungsmethoden wie der Pasteurisation von Fruchtsidften wird z. B. in den USA eine

Log-Reduktion um mindestens fiinf Log-Einheiten verlangt (FDA, 2002).
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3 MATERIAL UND METHODEN
3.1 Arbeitskonzept

Aufgrund eines Ausbruches der Tulardmie durch kontaminierten Traubenmost im Jahre 2016
in Rheinland-Pfalz (Burckhardt et al., 2018) sollten die Lebensmittel triiber Traubenmost,
klarer Traubensaft und WeiBBwein (Riesling) artifiziell mit dem Erreger F. tularensis ssp.
holarctica kontaminiert werden. In mehrwochigen Lagerungsversuchen sollte gepriift werden,
ob und wie lange F. tularensis ssp. holarctica in den einbezogenen Lebensmitteln lebensfahig
und kultivierbar bliebe. Dazu wurden quantitative und qualitative mikrobiologische
Untersuchungen zum Nachweis von F. tularensis ssp. holarctica eingesetzt. Hieraus sollte die
Absterbekinetik unter Angabe der Halbwertzeit (HWZ) von Francisella ssp. holarctica in der
jeweiligen Matrix errechnet werden. Vor dem Hintergrund der Arbeitssicherheit im Labor
sowie im Kellereibetrieb sollte weiterhin kiinstlich inokulierter, girender Traubenmost auf die

Bildung erregerhaltiger Aerosole untersucht werden.

Um im Anschluss daran der Frage nach dem VBNC-Status nachzugehen, sollte eine neue qPCR
entwickelt werden. Ziel war es, eine qPCR zu entwickeln, die mit einer PMA-Behandlung
kombinierbar wire (PMA-qPCR). Dazu ist eine Amplikonldnge von mind. 200 Basenpaaren
(bp) notwendig. Prinzipiell gilt, je langer das Amplikon, desto besser die Maskierung der DNA
toter Zellen (Contreras et al., 2011). Die bisher verwendete qPCR nach Versage et al. (2003)
wird vom FLI in der Amtlichen Methodensammlung ,,Tulardmie (Francisella tularensis)‘

empfohlen, generiert jedoch ein Amplikon von lediglich 91 bp.

Die Abbildung 10 gibt eine Ubersicht des gesamten Arbeitsschemas.
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3.2 Prifstimme

Die Francisella tularensis ssp. holarctica—Priifstimme sind in der Tabelle 8 gelistet. Die
Stamme 1 bis 5 wurden dankenswerterweise von PD Dr. Eisenberg (LHL, Standort Gief3en),
die Stimme 6 bis 9 dankenswerterweise von PD Dr. Tomaso (Friedrich-Loeffler-Institut,
Standort Jena) zur Verfiigung gestellt. Simtliche Stimme wurden aus Européischen Feldhasen
in Deutschland isoliert. Die einzelnen Stimme wurden in Mikrobédnken (pro-Lab Diagnostics,
PL.170) bei -80 °C gelagert. Eine Mikrobank besteht aus porésen Glasperlen, an welchen die

Mikroorganismen haften; diese sind von einer speziellen Kryokonservierungslosung umgeben.

Tabelle 8: Bezeichnung und Herkunft der Francisella-Priifstimme

Stamm-Nr. Bezeichnung Jahr der Isolierung Herkunft Veroffentlichung
1 LHL-171012040 2015 Hadamar -
2 LHL-161006326 2016 Kassel -
3 LHL-151015910 2016 Spangenberg -
4 LHL-16100151 2017 Riedstadt -
5 LHL-171004945 2017 Hadamar -

6 | FU-08TOO73 | 2007 | 1 Niedersachsen | Busch etal., 2017

7 FLI-12T0050 2012 Herringhausen Busch et al., 2018
8 FLI-15T0012 2015 Hoexter Busch et al., 2018
9 FLI-15T0013 2015 Hoexter Busch et al.,2018

In der Tabelle 9 sind die Bakterien-Stimme gelistet, die neben den in der Tabelle 8 aufgefiihrten
Francisellen zur Erfassung der Inklusivitdt und Exklusivitdt der neu zu entwickelnden LA-
qPCR (,,Jong-amplicon“-qPCR) beriicksichtigt wurden.

Tabelle 9: Liste der Priifstimme zur Exklusivitétspriifung der ,,Jlong-amplicon“-qPCR fiir das
tul4-Gen

Gram- Bakterienspezies Stammbezeichnung
negativ Citrobacter freundii IFTN-003H

negativ Hafnia alvei WO02/17 B8 EK5
negativ Klebsiella oxytoca Ba 41-9

negativ Klebsiella pneumoniae RV 08/14

negativ Moraxella bovoculi* P3536(19)

negativ Pasteurella multocida* §531202
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Fortsetzung Tabelle 9: Liste der Priifstimme zur Exklusivitétspriifung der ,,Jong-amplicon®-

gPCR fiir das ful4-Gen
negativ Proteus mirabilis DSM 788
negativ Pseudomonas aeruginosa DSM 939
negativ Pseudomonas fluorescens IFTN-008H
negativ Salmonella Diarizonae Ba 30/C/16
negativ Salmonella Enteritidis DSM 17420
negativ Salmonella Senftenberg DSM 10062
negativ Salmonella Typhimurium DSM 19587
negativ Serratia marcescens 2122/93
negativ Yersinia enterocolitica 4997/82
negativ Yersinia enterocolitica 3554/04
negativ Escherichia coli ATCC 25922
negativ Francisella hispaniensis (DNA) DSM 22475
negativ Francisella philomiragia (DNA) DSM 7535
positiv. | | Bacillus cereus | DSM345
positiv Bacillus licheniformis DSM 13
positiv Bacillus pumilus ATCC 27142
positiv Bacillus subtilis IFTN-002H
positiv Enterococcus faecalis DSM 2570
positiv Enterococcus faecium DSM 2918
positiv Lactobacillus sakei DSM 20017
positiv Listeria innocua ATCC 33031
positiv Listeria ivanovii SLCC 4706
positiv Listeria monocytogenes ATCC 13932
positiv Rhodococcus hoagii DSM 20307
positiv Staphylococcus aureus DSM 1104
positiv Staphylococcus aureus DSM 12463
positiv Staphylococcus epidermidis DSM 20044
positiv Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305
positiv Coxiella burnetii (DNA) Nine mile
positiv Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis ATCC BAA-968
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3.3 Einbezogene Lebensmittel

In diesem Projekt wurden die Lebensmittel-Matrizes ,,WeiBBwein®, klarer weiler ,, Traubensaft*
und triiber ,,Traubenmost™ verwendet. Die genauen Bezeichnungen sind der Tabelle 10 zu
entnehmen. Die Lebensmittel Weilwein und Traubensaft wurden im Supermarkt gekauft. Die
Lagerung erfolgte bis zum Gebrauch bei Raumtemperatur, 24 h vor der Inokulation wurden die

Matrizes auf 5 +£2 °C gekiihlt. Einmal ge6ffnete Flaschen wurden nicht wiederverwendet.
Tabelle 10: Einbezogene Lebensmittel

Lebensmittel Bezeichnung

WeiRwein Riesling 12 vol.-%, Rheinberg Kellerei GmbH Bingen, Deutscher
Qualitatswein
Klarer Traubensaft Eckes Weisser Traubensaft, 100 % Direktsaft

Triiber Traubenmost | Weingut Kees-Kieren, Riesling Spatlese Qualitat, Graach

Der Traubenmost wurde kelterfrisch, unbehandelt abgefiillt und sofort gekiihlt. Eine natiirliche
Kontamination mit Francisella spp. der Matrizes wurde bei Eingang im IFTN (Institut fiir
Tierérztliche Nahrungsmittelkunde) durch die mikrobiologische Kultur auf MLA sowie durch
die qPCR nach Versage et al., 2003 ausgeschlossen. Der Traubenmost wurde tiefgefroren bei
-20 °C gelagert und kurz vor Gebrauch aufgetaut. Zu Beginn der Versuche wurde Traubensaft
stellvertretend fiir Traubenmost ausgewdhlt, da hier mit Francisella-Reinkulturen gearbeitet
werden konnte, und mit einer Uberwucherung durch schnellwachsende Fremdkeime wie Hefen
und Schimmelpilze nicht zu rechnen war. Als klare Matrix schien Traubensaft aulerdem

geeignet flir die Anwendung von Propidium-Monoazid (PMA).

3.4 Mikrobiologische Nachweismethoden fiir F. tularensis ssp. holarctica

Beim Umgang mit lebensfahigen F. tularensis ssp. holarctica stellt die Arbeitssicherheit die
oberste Prioritdt dar. Wegen der hohen Infektiositit des Erregers fanden alle Arbeitsschritte mit
lebensfahigen F. tularensis ssp. unter einer mikrobiologischen Sicherheitswerkbank Klasse 2
statt. Die Arbeitsschutzkleidung umfasste Schutzkittel, Nitrilhandschuhe, Schutzbrille und
Atemschutzmasken (FFP3).
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3.4.1 Anzucht auf Martin-Lewis Agar

Im Rahmen dieses Projektes wurde F. tularensis ssp. holarctica auf dem festen Nihrmedium
Martin-Lewis Agar (Becton Dickinson) bei 37 °C unter mikroaerophilen Bedingungen fiir
mindestens drei Tage bebriitet. Um ein mikroaerophiles Milieu zu schaffen, erfolgte die
Inkubation in Anaerobiertopfen (Anaerocult, Merck, 1.16387.0001) unter Zugabe eines CO»-
Packs (Thermo Fisher Scientific, CD0025A). Details zu den Nidhrmedien sind dem Anhang
(s. S. 103; Kapitel 9.2) zu entnehmen.

Zur Herstellung von Gebrauchskulturen wurde pro Stamm ein Kiigelchen der Mikrobank in
10 ml T-Medium im Reagenzglas bei 37 °C im Schiittelbrutschrank (100 rpm) aerob inkubiert
und nach 24 h mit einer sterilen Platindse auf MLA ausgestrichen. Diese wurden fiir vier Tage
wie oben beschrieben bebriitet. Die Gebrauchskulturen wurden im Kiihlschrank bei 5 +2 °C
aufbewahrt und alle zwei Wochen neu angelegt. Alle weiteren Arbeiten wurden auf Basis dieser
Gebrauchskulturen durchgefiihrt. Auch der qualitative Nachweis erfolgte entweder als

Direktausstrich des Lebensmittels oder der Anreicherungskultur im T-Medium (s. u.) auf MLA.

Zum quantitativen Nachweis von F. tularensis ssp. holarctica in den einbezogenen
Lebensmitteln wurde zunéchst eine dezimale Verdiinnungsreihe angelegt. Dazu wurde 1 ml aus
i. d. R. 10 ml des gut gemischten Lebensmittels in 9 ml Verdiinnungslésung (NaCl-
Peptonwasser) gegeben, durch Vortexen gut gemischt und wiederum 1 ml davon in 9 ml der
Verdiinnungslosung pipettiert, um die nichste Verdiinnungsstufe zu erreichen. Dieses
Prozedere wurde bis zum Erreichen der gewiinschten Verdiinnungsstufe wiederholt. 100 pul der
gewlinschten Verdiinnungsstufe wurden mit einer sterilen Glaspipette mittels Tropfplatten-
Verfahren auf ein Drittel oder eine Hélfte einer MLA-Platte aufgebracht. So befanden sich zwei
oder drei aufeinander folgende dezimale Verdiinnungsstufen auf einer Platte. In der Regel
erfolgte die quantitative Untersuchung im Doppelansatz. Nach Bebriitung wurden die KbE der
jeweiligen Verdiinnungsstufen gezdhlt, addiert und das gewichtete arithmetische Mittel der
beiden niedrigsten auszdhlbaren Verdiinnungsstufen berechnet. Das Ergebnis entspricht der
Anzahl KbE/ml im Ausgangsmaterial. Sollte nur eine Verdiinnungsstufe untersucht werden,
wurden 100 pl der jeweiligen Verdiinnungsstufe mittels Oberflichen-Spatelverfahren mit
einem sterilen Drigalski-Spatel auf dem Agar verteilt. Um die Verdiinnungsstufe ,,Null“ zu
untersuchen, wurde 1 ml der Probe auf zwei Platten MLA verteilt. Die Nachweisgrenze in
diesem Verfahren entspricht der niedrigsten angelegten Verdiinnungsstufe. Diese wurde
entsprechend der erwarteten Erregerkonzentration ausgewéhlt. Sollte das Ergebnis darunter

liegen, wurde die Verdiinnungsstufe mit 0,5 multipliziert.
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3.4.2 Anreicherung im T-Medium

Das T (tularemic)-Medium ist ein reichhaltiges fliissiges Nihrmedium zur Anzucht von
F. tularensis spp. und anderer anspruchsvoller und hochpathogener Mikroorganismen (Becker
et al., 2016). Fiir dieses Projekt wurde das Medium in der institutseigenen Nahrbodenkiiche
nach Rezeptur des RKI herstellt. Die Zutatenliste befindet sich im Anhang (s. S. 103;
Kapitel 9.2.1). Zur Isolierung von F. tularensis spp. aus Feldproben oder Proben, in denen mit
einer schnellwachsenden Begleitflora wie z. B. Hefen, gerechnet wird, kann ein
Antibiotikazusatz hinzugegeben werden. Die genaue Zusammensetzung ist im Anhang

aufgelistet.

Flissige Kulturen im T-Medium wurden bei 37 °C unter aeroben Bedingungen im
Schiittelbrutschrank bei 100 rpm inkubiert. Die Bebriitungsdauer richtete sich nach den
Versuchsbedingungen und betrug mind. 24 h bis hin zu fiinf Tagen. Danach erfolgte der
Direktausstrich auf MLA. Die fliissigen Kulturen wurden zu verschiedenen Zwecken angelegt.
Zur Herstellung von Gebrauchskulturen wurden die Kiigelchen der Mikrobinke der einzelnen
Staimme zunichst fiir 24 h im T-Medium bebriitet, bevor dieses mittels Drei-Osen-Ausstrich
auf MLA ausgestrichen wurden. Zur Herstellung der Inokula fiir die Kontaminations- und
Lagerungsversuche, wurden je zwei Kolonien der maximal 14 Tage alten Gebrauchskulturen
der einzelnen Stimme mit einer sterilen Platindse in 20 ml T-Medium eingerieben und fiir 24 h
bebriitet. Im Anschluss wurde die genaue Anzahl KbE/ml auf MLA ermittelt. Diese
Ubernachtkulturen wurden entweder einzeln verwendet oder zu gleichen Teilen (2 ml) zu einem

Pool zusammengefiihrt (Pool der fiinf LHL-Stdmme oder Pool aller neun Stimme).

Der qualitative Nachweis fiir F. tularensis ssp. holarctica erfolgte ebenfalls im T-Medium.
Dazu wurden in der Regel 100 pl der Proben direkt in 9,9 ml T-Medium tiberimpft. Abweichend
wurden in einigen Versuchen 1 ml der Proben in 9 ml T-Medium {iberimpft; dieses ist an
entsprechender Stelle erwdhnt. Um mogliche Wechselwirkungen zwischen Lebensmittel und
Medium zu reduzieren und um mdoglichst alle in den Proben vorhandene F. tularensis ssp.
holarctica-Zellen zu untersuchen, wurden einige Proben bei 8.000 x g fiir 5 min zentrifugiert,
der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 10 ml T-Medium resuspendiert und
angereichert. Im Anschluss erfolgte ein Drei-Osen-Ausstrich mittels steriler Platindse auf

MLA. Die Bebriitung erfolgte wie zuvor beschrieben.
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3.5 Ermittlung der Nachweisgrenze im T-Medium

Um die Nachweisgrenze fiir F. tularensis ssp. holarctica im T-Medium zu ermitteln, wurde ein
Pool der fiinf LHL-Stdmme hergestellt und die Anzahl der KbE/ml bestimmt. 9,9 ml T-Medium
wurden mit je 100 pl der dezimalen Verdiinnungsstufen 107 % - 1% der quantitativen
Untersuchung beimpft. So sollte gepriift werden, welche die niedrigste noch nachzuweisende
Anzahl KbE/ml ist. In einem ersten Versuchsansatz wurde T-Medium ohne Antibiotika
getestet, in einem zweiten Durchlauf wurden parallel Antibiotika zugesetzt. Nach 24 h und bei
negativem Wachstum nach fiinf Tagen aerober Bebriitung bei 37 °C und 100 rpm erfolgte ein
Drei-Osen-Ausstrich auf MLA, mit anschlieBender Bebriitung von drei bis vier Tagen. Danach

wurde das Wachstum von F. tularensis ssp. holarctica qualitativ beurteilt.

Um zu iiberpriifen, ob die ermittelte Nachweisgrenze im T-Medium auch auf den Nachweis
von F. tularensis ssp. holarctica in Weillwein iibertragbar ist, wurden dezimale
Verdiinnungsreihen des Pooles der fiinf LHL-Stimme in der Matrix ,,Wei3wein* angelegt.
Dabei kamen zwei unterschiedliche Methoden der Anreicherung zur Anwendung: Von den

Verdiinnungsstufen 107 & 7 -8

wurden jeweils 100 pl in 9,9 ml T-Medium ohne
Antibiotikazusatz iiberimpft. Um den Einfluss der Matrix ,,Weilwein“ auf das Medium zu
reduzieren, wurde der Rest der Verdiinnungsstufen bei 8.000 x g fiir 5 min zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Pellet in 10 ml T-Medium ohne Antibiotikazusatz resuspendiert.
Das weitere Vorgehen entsprach dem zuvor dargelegten Prozedere. Sdmtliche Versuche

wurden im Doppelansatz sowie jeweils mindestens dreimal an drei unterschiedlichen Tagen

durchgefiihrt.
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3.6 Kontaminations- und Lagerungsversuche

In den Matrix-bezogenen Kontaminations- und Lagerungsversuchen wurde die
Uberlebensfihigkeit von F. tularensis ssp. holarctica in Abhingigkeit der Lagerungszeit
gepriift. Hierzu wurden die ausgewéhlten Lebensmittel mit einem Pool der Stimme inokuliert
und iiber einen bestimmten Zeitraum, je nach Matrix, bis zu sechs Wochen untersucht. Bei
einigen Versuchen wurde mit einem Pool der fiinf LHL-Stimme gearbeitet, bei anderen mit
einem Pool aller oben aufgefiihrten neun Stimme. Die Inokula wurden wie oben beschrieben
hergestellt. 9,9 ml der Matrizes wurden im Doppelansatz mit 100 pl der Inokulationssuspension
beimpft, sodass eine Endkonzentration von 10° bis 10" KbE/ml vorlag. Die Proben wurden bei
5 £2 °C im Kiihlschrank in verschlossenen Reagenzglidsern aufbewahrt. Ein Ansatz parallel
inokulierte Verdiinnungslosung (NaCl-Pepton) diente als neutrale Kontrollmatrix. Diese sollte
zeigen, ob die Zellen in einer neutralen Umgebung ihre Kultivierbarkeit behielten. Zur
kontaminationsfreien Messung des pH-Wertes wurde ein Ansatz des nativen Lebensmittels
mitgelagert. Der pH-Wert wurde stichprobenartig gemessen, um zu iiberpriifen, ob sich dieser
wihrend der Lagerung verdnderte. Die quantitative mikrobiologische Untersuchung auf
F. tularensis ssp. holarctica erfolgte im Doppelansatz direkt nach Inokulation der Matrizes zum

Zeitpunkt ,,Null“ (To). Danach wurde je nach Matrix téglich oder wochentlich untersucht.

3.6.1 Traubensaft

In einem ersten Versuchsblock wurde die Uberlebensfihigkeit der fiinf LHL-Stimme im Pool
iiber einen Zeitraum von drei Wochen im Doppelansatz untersucht. Untersuchungszeitpunkte
waren Tag 0, 1,2, 7, 14, und 21 bzw. 26 nach Inokulation. An den Untersuchungstagen erfolgte
ein Direktausstrich der beiden Ansdtze auf MLA, die quantitative mikrobiologische
Untersuchung auf F. tularensis ssp. holarctica zur Erfassung der Anzahl lebensfahiger und
kultivierbarer F. tularensis sowie eine DNA-Isolierung mittels Simplex® Easy Wine-Kit
(SEW 0100, GEN-IAL) mit anschlieBender gPCR nach Versage et al. (2003). Auch Versuche
zur Erfassung lebensfahiger, aber nicht kultivierbarer Francisella-Zellen wurden mittels DNA -
Interkalierung mit PMA wie oben beschrieben durchgefiihrt. Eine neutrale Kontrolle ,,NaCl-
Pepton“ wurde zundchst nicht mitgefiihrt. Alle Untersuchungen wurden im Doppelansatz
durchgefiihrt und zweimal wiederholt. Da nach Ablauf der drei Wochen lebensfihige
F. tularensis ssp. holarctica anziichtbar waren, wurde der Versuch mit verldngerter

Lagerungsdauer wiederholt.
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Der zweite Versuchsblock fand iiber einen Zeitraum von bis zu sechs Wochen statt. Die
Inokulation erfolgte mit einem Pool aller neun Stimme und die Untersuchung im wochentlichen
Rhythmus an den Lagerungstagen 0, 7, 14, 21, 28, 35 und 42. Das Untersuchungsspektrum
umfasste die pH-Wert-Messung sowie die quantitative mikrobiologische Untersuchung. Ab
Lagerungstag 21 wurde eine Anreicherung durch direktes Uberimpfen in das T-Medium
durchgefiihrt. Der Versuch wurde im Doppelansatz unter Einbeziehung einer Neutralkontrolle

durchgefiihrt und zweimal wiederholt.

3.6.2 Weillwein

Fiir die Vorversuche wurden je 99 ml WeiBlwein in sterile Glasflaschen mit Schraubverschluss
abgefiillt und im Doppelansatz mittels steriler Glaspipette mit 1 ml einer Ubernachtkultur von
F. tularensis ssp. holarctica LHL-Stamm 5 a 1,2 x 10'° KbE/ml inokuliert und gut gemischt
(vortexen). Die Endkonzentration im WeiBwein betrug 1,2 x 10® KbE/ml. Direkt nach
Inokulation wurde der Weillwein quantitativ mikrobiologisch auf F. tularensis ssp. holarctica
untersucht. Im weiteren Versuchsablauf wurde das Wachstum von F. tularensis ssp. holarctica
iiber einen Zeitraum von 21 Tagen mittels Anreicherung im T-Medium qualitativ beurteilt. In
Anlehnung an Filbrecht (2017) wurden die Proben durch einen Sterilfilter (Porengrofe
0,45 um) filtriert (Versuchsaufbau s. Filbrecht, 2017), welcher anschlieBend fiir drei und zehn
Tage in 90 ml T-Medium ohne Antibiotikazusatz bebriitet wurde. Es folgte der Drei-Osen-
Ausstrich auf MLA und die qualitative Beurteilung des Wachstums von F. tularensis ssp.
holarctica, die Bebriitung erfolgte wie zuvor beschrieben. Auch in diesem Vorversuch fanden

erste Untersuchungen mittels PMA-Interkalierung wie oben beschrieben statt.

In der Folgeuntersuchung wurde der mit dem Pool der fiinf LHL-Stimme inokulierte Weillwein
(100 pl in 9,9 ml) tiber einen Zeitraum von 48 h engmaschig untersucht. Im Abstand weniger
Stunden (0, 1, 2, 4, 8, 12, 24 und 48 h nach Inokulation) erfolgten parallel die quantitative
mikrobiologische Untersuchung auf F. tularensis ssp. holarctica und die qualitative
Untersuchung mittels Anreicherungskultur im T-Medium ohne Antibiotikazusatz. Da sehr
niedrige Keimzahlen zu erwarten waren, wurden lediglich die niedrigsten Verdiinnungsstufen
zur Untersuchung beriicksichtigt. Zum Untersuchungszeitpunkt To wurden daher die
Verdiinnungsstufen 107! bis 1073, nach einer Stunde die Verdiinnungsstufe 10™! und zu allen
weiteren Zeitpunkten die Verdiinnungsstufe ,,Null*“ beriicksichtigt. Zu allen Zeitpunkten
erfolgte eine Anreicherung der Proben nach vorheriger Zentrifugation und Anreicherung der

Pellets, um eventuell vorgeschéddigte Zellen zu erfassen.
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Da F. tularensis ssp. holarctica von Stunde Null bis 48 h nach Inokulation wider Erwarten in
hohen Konzentrationen nachweisbar war, wurde der Versuch iiber einen verlingerten
Untersuchungszeitraum von bis zu zehn Tagen wiederholt. Dabei wurde das Verhalten vom
schnell wachsenden LHL-Stamm 5 im Vergleich zum Pool der fiinf LHL-Stdmme untersucht.
Es sollte iiberpriift werden, ob darin der grole Unterschied zwischen Vor- und Folgeversuch
begriindet lag: 9,9 ml Weillwein wurden im Doppelansatz mit 100 pl eines Pools der fiinf LHL-
Staimme inokuliert und bei 5 +2 °C verschlossen im Kiihlschrank gelagert. Parallel dazu wurden
9,9 ml im Doppelansatz mit 100 pl einer Ubernachtkultur von Stamm 5 inokuliert und
gleichermallen gelagert. Die Untersuchungen erfolgten nach einer, 24, 48 und 72 h sowie nach
sechs Tagen. Sie umfassten die quantitative mikrobiologische Untersuchung auf MLA sowie
die Anreicherung im T-Medium ohne Antibiotikazusatz fiir 24 h und fiinf Tage, sowohl durch
direktes Uberimpfen der Proben (1 ml in 9 ml) als auch parallel durch Anreicherung der Proben

nach vorheriger Zentrifugation.

Nachfolgende Kontaminations- und Lagerungsversuche erfolgten nach dem oben
beschriebenen Versuchsaufbau. Als Inokulum diente ein Pool aller neun Stimme, zuséitzlich
wurde als neutrale Kontrolle beimpftes NaCl-Peptonwasser  mitgefiihrt.
Untersuchungszeitpunkte waren Tag 0, 1, 2, 3, 7 und 10. Es sollte gepriift werden, ob
F. tularensis ssp. holarctica ldnger als sechs Tage in Weilwein nachweisbar war. Die
qualitative Beurteilung nach Anreicherung durch direktes Uberimpfen der Proben in das T-
Medium ohne Antibiotikazusatz wurde zu allen Untersuchungszeitpunkten durchgefiihrt. Die
Bebriitung erfolgte fiir 24 h und fiir fiinf Tage, wie oben beschrieben. Da die Anzucht der
Erreger aus dem inokulierten Weilwein mit dem T-Medium in den vorangegangenen
Versuchen nur ausnahmsweise gelang, wurde gepriift, ob eine Voranreicherung in gepuffertem
Peptonwasser (BPW) einen Vorteil bringen wiirde. Dazu wurden parallel je 100 pl der Proben,
inklusive neutraler Kontrolle, in 9,9 ml BPW iiberimpft und bei 37 °C/aerob fiir 24 h im
Schiittelbrutschrank inkubiert. Anschlieend wurden je 100 pl der Voranreicherung in 9,9 ml
T-Medium {iberfiihrt und fiir 24 h und fiinf Tage wie zuvor beschrieben bebriitet.

In einer letzten Versuchsreihe wurde Weillwein parallel mit dem LHL-Stamm 5, dem Pool der
fiinf LHL-Stdmme und dem Pool aller neun Stimme inokuliert und bei 5 £2 °C gelagert. Die
Untersuchungszeitpunkte waren Tag 0, Tag 1 oder Tag 2, Tag 3, Tag 6 und Tag 7. Die

Versuchsdurchfithrung entsprach der oben beschriebenen.
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3.6.3 Traubenmost

In Vorversuchen sollte das Verhalten von F. tularensis ssp. holarctica wahrend der Gérung
iiberpriift werden. Hierzu wurde Traubenmost kiinstlich mit einem Pool der fiinf LHL-Stimme
inokuliert und unter Zugabe von Reinzuchthefen bei 20 +1 °C zum Géren gebracht. Die

Untersuchung erfolgte tiglich qualitativ mittels Direktausstrich auf MLA.

Um das grundsitzliche Verhalten von F. tularensis ssp. holarctica in Traubenmost zu
beurteilen, wurde der Traubenmost nach Inokulation mit dem Pool der neun Stimme im
Doppelansatz bei 5 £2 °C in verschlossenen Reagenzgldsern im Kiihlschrank gelagert. Da
Traubenmost ein unbehandeltes Lebensmittel ist, wurde zu Beginn iiber einen Zeitraum von
drei Tagen tiglich, das heift 24, 48 und 72 h nach Inokulation untersucht. Dieser Zeitraum
wurde auf die Untersuchungstage 7, 14 und 21 erweitert, sodass ein Gesamtzeitraum von drei
Wochen einbezogen wurde. Als neutrale Kontrollmatrix diente parallel inokulierte
Verdiinnungslosung. Zu den Untersuchungszeitpunkten wurde quantitativ mikrobiologisch auf

F. tularensis ssp. holarctica untersucht.

In einem néchsten Ansatz sollte nicht das Verhalten wihrend der Gérung im Fokus stehen,
sondern die Frage, ob F. tularensis ssp. holarctica grundsitzlich dazu in der Lage ist, bei 20 °C
in Traubenmost zu iiberleben bzw. sich zu vermehren. Durch die natiirliche Besiedelung der
Trauben mit Hefen war die Spontangérung unter Vermehrung der Hefen zu erwarten, jedoch
wiirde die iibermidBige Uberwucherung mit zugesetzten girstarken Hefen auf MLA
moglicherweise unterbleiben und so die Quantifizierung wenigstens zu Beginn ermdéglichen. In
diesem Modellversuch wurden 9,9 ml Traubenmost mit einem Pool der neun
F. tularensis ssp. holarctica-Stimme zu einer Endkonzentration von 107 KbE/ml im
Doppelansatz inokuliert. Als neutrale Kontrolle diente NaCl-Peptonwasser, das gleichermal3en
behandelt wurde Die Lagerung erfolgte parallel bei 20 £1 °C und bei 5 £2 °C. An den
Untersuchungstagen Null, eins, drei, sieben, 14 und 21 erfolgte eine quantitative

mikrobiologische Untersuchung auf F. tularensis ssp. holarctica auf MLA.
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3.7 Untersuchung zur Aerosolbildung wahrend der Girung

In dieser Versuchsreihe sollte im Sinne des Arbeitsschutzes gepriift werden, ob sich wihrend
der Vergidrung von mit F. tularensis ssp. holarctica kontaminiertem Traubenmost ein

erregerhaltiges Aerosol bildet. Der Versuchsautbau ist in der Abbildung 11 wiedergegeben.

In einem Vorversuch wurden im Dreifachansatz 700 ml Traubenmost (bzw. 500 ml in den
weiteren Versuchsansidtzen) mit 5 ml eines Pooles der fiinf LHL-Stimme beimpft und mit
Reinzuchthefe (Eaton, Beverage Treatment Products, SIHA® Aktivhefe, Saccharomyces
cerevisiae D576) versetzt. Die Garung fand bei 20 =1 °C in einem Kiihl-Brutschrank in ein-
Liter Glasflaschen statt. Diese waren mit Silikonstopfen mit Bohrung verschlossen. Die stark
CO»-haltige Gérabluft wurde iber Gummischlduche durch die Bohrung der Silikonstopfen
abgeleitet und durch eine mit 100 ml T-Medium befiillte Waschflasche gefiihrt. Bei Eintreten
in das Medium zerstdubte die Gérabluft zu kleinsten Blidschen. Aus den Waschflaschen
entweichende Luft wurde durch einen sterilen Beliiftungsfilter mit einer Porengrof3e von
0,22 um geleitet, bevor sie in die Raumluft freigesetzt wurde. Vor Versuchsbeginn wurde der

pH-Wert des Traubenmostes gemessen.

ﬁ Steriler

Beluftungsfilter

T-Medium

Pfeile markieren den Weg der Gargase

Abbildung 11: Versuchsaufbau zur Untersuchung der Gérabluft auf erregerhaltiges Aerosol
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Im Vorversuch fand die Girung iiber einen Zeitraum von fiinf Tagen statt. Danach wurde die
Verdiinnungsstufe ,,Null“ des T-Mediums der Waschflasche im Doppelansatz quantitativ
mikrobiologisch auf F. tularensis ssp. holarctica untersucht. Waren verdéchtige Kolonien auf
MLA nachweisbar, wurden diese auf Plate Count Agar (PCA) ausgestrichen und aerob bei
37 °C fiir drei Tage inkubiert. Weiterhin wurde mittels Kochmethode DNA der auf MLA
verdichtigen Kolonien isoliert und mittels qPCR nach Versage et al. (2003) untersucht. Das
verbleibende T-Medium wurde anschlieend fiir 24 h bei 37 °C aerob bei 100 rpm im
Schiittelbrutschrank bebriitet und auf MLA ausgestrichen. Parallel erfolgte eine DNA-
Isolierung mittels SEW und dem DNeasy® Blood and Tissue Kit aus dem T-Medium der
Waschflasche mit sich anschlieBender qPCR. In diesem Versuchsdurchlauf wurde zusétzlich

der Traubenmost quantitativ mikrobiologisch auf F. tularensis ssp. holarctica untersucht.

In den beiden Wiederholungsversuchen wurde der Traubenmost iiber einen Zeitraum von einem
Monat vollstindig vergoren, bis keine Bldschenbildung im T-Medium mehr sichtbar war, und
der Traubenmost sich klirte. AnschlieBend wurde das T-Medium, durch welches die komplette
Gérabluft geleitet worden war, quantitativ auf F. tularensis ssp. holarctica untersucht.
Zusitzlich wurden die Ansidtze fiir 24 h bei 37 °C im Schiittelinkubator bebriitet und
anschlieBend erneut untersucht. Weiterhin wurde jeweils 1 ml der Proben zur DNA-Isolierung
mit sich anschlieBender qPCR entnommen. Das verbleibende T-Medium wurde bei 8.000 x g
fiir 5 min zentrifugiert, das Pellet in frischem T-Medium resuspendiert und anschliefend in
10 ml frischem T-Medium fiir 24 h und weiterhin iiber fiinf Tage bebriitet. Nach 24 h und fiinf
Tagen erfolgte ein Direktausstrich der Anreicherung auf MLA.

3.8 Molekular-basierte Methoden

3.8.1 DNA-Isolierung und qPCR nach Versage et al. (2003)

Fiir die DNA-Isolierung wurde zum einen das SEW-Kit, zum anderen das DNeasy® Blood and
Tissue Kit der Firma Qiagen (Best.-Nr.: 69506) benutzt. Bei Verwendung des SEW wurde in
der Regel ein Waschschritt durchgefiihrt, der bei Bedarf wiederholt wurde. Es wurde keine
Lyticase verwendet, da diese zur DNA-Isolierung aus Hefen dient. Das eingesetzte
Probenvolumen zur DNA-Isolierung war 1 ml. Dieses wurde dem durch Vortexen gut
gemischten Ausgangsprobenmaterial entnommen und in ein 1,5 ml Eppendorfgefal3 {iberfiihrt.
Bei Probenvolumina > 10 ml wurde das ausgewéhlte Probenmaterial zunéchst fiir 5 min bei
8.000 x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet mit 1 ml Waschpuffer

resuspendiert. Die auf diese Weise hergestellten Suspensionen waren Ausgangsmaterial fiir die
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DNA-Isolierung. Die Isolierung mittels DNeasy® Blood and Tissue Kit erfolgte nach

Herstellervorgaben (Protokoll: Pretreatment for Gram-Negative Bacteria).

Bei der verwendeten qPCR handelte es sich um das vom FLI in der ,,Amtlichen
Methodensammlung Tulardmie* empfohlene Protokoll nach Versage et al. (2003). Es ist eine
Sonden-basierte qPCR zum Nachweis des Spezies-spezifischen Zielgens tu/4 mit interner
Amplifikationskontrolle (IAK). Neben den beiden Primerpaaren zum Nachweis des tu/4-Gens
und der IAK zum Ausschluss falsch-negativer Ergebnisse wurden jeweils fluoreszenzmarkierte
Sonden eingesetzt (s. Tabelle 11).

Tabelle 11: qPCR-Ansatz nach Versage et al. (2003) zum Nachweis des fu/4-Gens
(AmplifikatgroBe: 91 bp)

. fc*
Reagenzien im Ansatz Menge Bemerkung
LightCycler® 480 Probes Ix 10 ul Bestehend aus dNTP/dUTP (ohne UNG) mit
Master 2x conc. W FastStart Tag DNA-Polymerase, MgCl,
. . je 0,75
Primer (je 10 uM) JE i
UM je1,5ul
Tul4F 5'-ATT ACA ATG GCA GGC TCC AGA-3'
Tul4R 5'-TGC CCA AGT TTT ATC GTT CTT CT-3'
Lambda F 5'-ATG CCA CGT AAG CGA AAC A-3'
Lambda R 5'-GCA TAA ACG AAG CAG TCG AGT-3'
FAM-Sonde: Tul4P FAM 5'-TTC TAA GTG CCA TGA TAC AAG CTT
0,25uM 0,5l )
(10 uM) CCC AAT TAC TAA G-3'-BHQ1
HEX-Sonde: Lambda P HEX 5'-ACC TTA CCG AAA TCG GTA CGG ATA
0,25uM 0,5 pl \
(10 pm) CCG C-3'-BHQ2
IAK (1 pg/ul) 0,05pg 1,0l A\ Bakteriophagen-DNA
DNA-Probe 2,0 ul
Gesamtvolumen 20,0 ul

*fc = Endkonzentration (engl.: final concentration), UNG = Uracil-N-Glycosylase, MgCl, = Magnesiumchlorid,
FAM™/HEX™ = Reporter-Fluoreszenzfarbstoffe von TagMan®-Sonden, BHQ = Black-Hole-Quencher, IAK =

Interne Amplifikationskontrolle
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Als Basis fiir den qPCR-Ansatz wurde der LightCycler® 480 Probes Master (Roche GmbH,
Best.-Nr.: 04 707 494 001) verwendet. Die Sonden wurden von der Firma Eurofins bezogen.
Fiir die HEX-markierte Sonde ,,LLambda P* wurde statt des vom FLI urspriinglich angegebenen
Quenchers ,,BBQ* ,,BHQ-2* verwendet. Fiir die qPCR nach Versage et al. (2003) wurde die
A Bakteriophagen-DNA als interne Amplifikationskontrolle (IAK) verwendet und von der
Firma Life Technologies GmbH (Best.-Nr.: SD0021) bezogen.

Zur Durchfiihrung der qPCR wurde zunéchst ein Mastermix hergestellt und in 96-well
Mikrotiterplatten (Best.-Nr.: 04729692001, Roche GmbH) pipettiert. Die Pipettierschritte
erfolgten in einem PCR-Kabinett, das vor jedem Versuch fiir zehn Minuten mit einer
eingebauten UV-Lampe bestrahlt wurde. Pro 18 pul Mastermix wurden 2,0 ul extrahierte DNA
zugegeben, sodass insgesamt ein Reaktionsvolumen von 20 pl vorlag. Als PCR-
Positivkontrolle diente eine auf Vorrat hergestellte DNA-Extraktion des LHL-Stammes 4, als
,Leerwert Mastermix“, zum Ausschluss einer Kontamination der Mastermix mit 2 pl Nuklease-
freiem Wasser. Als Kontrollen fiir die Aufbereitung diente als positive Aufbereitungskontrolle
die Probenmatrix mit hohem Zielgengehalt, in der Regel entsprechend 107 KbE/ml, als negative
Aufbereitungskontrolle diente die Probenmatrix ohne Zielgen. Zudem wurden die zur DNA-
Isolierung verwendeten Reagenzien aus den jeweiligen Kits ohne Matrix und ohne DNA

kontrolliert (Leerwertaufbereitungskontrolle).

Die Proben sowie die Kontrollen wurden nach dem folgenden Programm im Thermocycler
LightCycler® 480 II (Roche Diagnostics) amplifiziert: Initiale Denaturierung bei 95 °C fiir
2 min, mit darauffolgenden 45 Zyklen Denaturierung bei jeweils 95 °C fiir 30 s und einem
kombiniertem Annealing- und Extensionsschritt bei 60 °C fiir 30 s. In der Amtlichen
Methodensammlung  wird  die  Aktivierung  der  Uracil-N-Glycosylase  bei
50 °C fiir 2 min vorgeschlagen. Da das qPCR-Kit keine Uracil-N-Glycosylase enthélt und
bisher keine Kontaminationsprobleme vorlagen, wurde dieser Schritt nicht beriicksichtigt. Die
Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels LightCycler® 480 II Software. Intern wurde fiir die
IAK ein C-Sollbereich von 29 bis 32 festgelegt, fiir die Positivkontrolle ein Ci-Sollbereich
von 32-34. Wurde kein Signal der IAK bei dem ,,Leerwert Mastermix* detektiert, so galt der
qPCR-Lauf als nicht auswertbar. War ausschlieBlich fiir die Leerwertaufbereitungskontrolle
kein Signal detektierbar, wurde von einer Hemmung des PCR-Ansatzes oder einer fehlerhaften
DNA-Aufbereitung ausgegangen. Auch bei positiven Zielgen-Signalen der Leerwerte galt der

Lauf aufgrund von Kontamination als nicht auswertbar.
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Im Rahmen der Vorversuche zur Kontamination und Lagerung der Lebensmittel ,,Wei3wein*
und ,, Traubensaft” erfolgten erste Versuche zur Beurteilung der Lebensfahigkeit von
Francisella-Zellen mittels PMA-Interkalierung. Zu jedem Untersuchungszeitpunkt wurde von
jedem Ansatz Probenmaterial fiir die Interkalierung der DNA entnommen. Die Behandlung der
Proben erfolgte nach Anweisung des Herstellers (Blu-V Viability PMA Kit; Best.-Nr.: 296015,
Qiagen GmbH). Fiir den Vorversuch ,,Weilwein“ wurden vier 50 ml-Proben fiir 5 min bei
8.000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml des Uberstandes resuspendiert und in ein
1,5 ml Eppendorf-Gefal} iiberfiihrt. Bei kleineren Probenvolumina von bis zu 10 ml wurden die
Ansitze komplett zentrifugiert und das Pellet in 1 ml des Uberstandes resuspendiert. Fiir den
Vorversuch ,,Traubensaft“ wurden pro Untersuchungszeitpunkt je viermal 1 ml der gut
gemischten Ansétze entnommen und in 1,5 ml Eppendorfgefdfie iiberfiihrt. Anschlieend
wurden jeweils zwei dieser Ansédtze zur Herstellung der hitzebehandelten Arbeitslosung ,,tot*
im Thermomixer schiittelnd bei 80 °C fiir 20 Minuten erhitzt. Nach Abkiihlung folgte die DNA-
Interkalierung mit PMA (s. BLU-V Viability PMA Kit Handbook, Qiagen) mit sich
anschlieender DNA-Extraktion (SEW) und qPCR nach der Amtlichen Methodensammlung
»lulardmie* des FLI. Die Endkonzentration des verwendeten PMAs war 50 uM. Zur UV-
Bestrahlung kam das Blu-V System (Best.-Nr.: 9002300, Qiagen GmbH) und zur Inkubation
im Dunkeln die Blu-V Incubation Box (Best.-Nr.: 9022908, Qiagen GmbH) zum Einsatz.
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3.8.2 Entwicklung einer ,,Jong-amplicon“-qPCR flr F. tularensis ssp.

holarctica

Als Zielsequenz fiir das Design neuer Primer, die ein Amplikon von mindestens 200 bp
generieren sollten, diente das fu/4-Gen (NCBI accession no.: M.32059). Zur Entwicklung
eigener Primer und Sonden fiir die LA-qPCR wurde das Softwareprogramm ,,Primer Express
3.0 verwendet. Dabei wurden die Standardeinstellungen fiir den Typ ,,TagMan Quantification
iibernommen. Weitere Primer-Sets wurden von der Firma TIB MOLBIOL Syntheselabor
GmbH (Berlin) im Auftragsverfahren geliefert; fiir diese konnte die bisher verwendete
TagMan-Sonde genutzt werden, aullerdem wurden aus der Literatur bekannte Primer
iibernommen und neu kombiniert. Diese Primer wurden einem in-silico-Spezifititstest mit der
online verfligbaren Software ,,Primer-BLAST* (Ye et al., 2012) unterzogen. Insgesamt wurden
vier Primerpaare generiert; jeweils drei mit einer Amplikongrofe von 200-300 bp und eines mit
einer Amplikongrof3e von 505 bp. In der Tabelle 12 sind die Sequenzen der Primer und in der
Tabelle 13 die Sequenzen der Sonden angegeben. Sie wurden von der Firma TIB MOLBIOL
bezogen und zur weiteren Auswahl zu unterschiedlichen Primerpaarkombinationen

zusammengestellt.

Tabelle 12: Primersets zur Entwicklung der ,,Jong-amplicon“-qPCR fiir das tu/4-Gen

E:;nit?c{n Sequenz Design

FT393-F 5'-ATG GCG AGT GAT ACT GCT TG-3' (20-mer) Long et al., 1993
FT603-F 5'-CGA GCT GTT CTA CTC TAG GGT TAG G-3' (25-mer) | TIB MOLBIOL

FT898-R 5'-TGC CCA AGT TTT ATC GTT CTK CT-3' (23-mer) TIB MOLBIOL

FT700-F 5'-TGC TGT ATC TAA GCC AAC TGC AAA-3' (24-mer)

FT697-F 5'-TGC TGC TGT ATC TAA GCC AAC TG-3' (23-mer) Primer Express, Willems
FT936-R 5’-CCG CTA CAG AAG TTATTA CCT TGC T-3' (25-mer)

F = forward Primer, R = reverse-Primer, K = G/T

Tabelle 13: TagMan-Sonden zur Entwicklung der ,,Jong-amplicon“-qPCR fiir das fu/4-Gen

Name/

Position
Tul4p FAM 5'-TTC TAA GTG CCA TGA TAC AAG CTT CCC AAT | Versage et al., 2003
TAC TAA G-3'-BHQ1
Tul4P-Wi (871) | FAM 5’-TGC TGA GAA CGA TAA AACTTG GGC AAC-3'- | Primer Express, Willems
BBQ

Sequenz Design

Wie aus der Tabelle 14 ersichtlich, wurden insgesamt sechs Primerkombinationen ausgewahlt;
jeweils drei mit einer Amplikonldnge von 200-300 bp und zwei mit einer Amplikonldnge von

505 bp.
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Tabelle 14: Primerpaarkombinationen zur Entwicklung der "long-amplicon"-qPCR

Eingesetzte Primer Amplikongro3e Bez.
FT393-F: 5'-ATG GCG AGT GAT ACT GCT TG-3'
FT898-R: 5'-TGC CCA AGT TTT ATC GTT CTK CT-3' 505 bp I
FT603-F: 5'-CGA GCT GTT CTA CTC TAG GGT TAG G -3'

295 bp |
FT898-R: 5'-TGC CCA AGT TTT ATC GTT CTK CT-3'
FT700-F: 5'-TGC TGT ATC TAA GCC AAC TGC AAA-3'

236 bp 1l
FT936-R: 5'-CCG CTA CAG AAG TTATTA CCT TGC T-3'
FT697-F: 5'-TGC TGC TGT ATC TAA GCC AAC TG-3'

239 bp v
FT936-R: 5'-CCG CTA CAG AAG TTATTA CCT TGC T-3'
FT393-F: 5'-ATG GCG AGT GAT ACT GCT TG-3'

505 bp Vv
TuldR: 5'-TGC CCA AGT TTT ATC GTT CTT CT-3'
FT603-F: 5'-CGA GCT GTT CTA CTC TAG GGT TAG G-3'

295 bp \
TuldR: 5'-TGC CCA AGT TTT ATC GTT CTT CT-3'

F = Forward Primer; R = Reverse Primer; Bez. = Bezeichnung

Die Primerpaare I und II unterschieden sich von den Primerpaaren V und VI lediglich durch
eine sogenannte degenerierte Base. Dabei steht ,,K* fiir ,,Keto* und steht fiir eine Mischung der
beiden Basen Guanin und Thymin, wohingegen die Primerpaare V und VI einzig die Base
Thymin an der markierten Stelle besitzen (,,K-Wobble*). Der Primer FT898-R ist bisher ohne
Wobble, in dieser Arbeit als ,,tul4dR* bezeichnet, von Versage et al. (2003) veroffentlicht

worden.

Fiir die Schmelzkurvenanalyse wurde das LightCycler® SYBR Green I Master-Kit (Best.-Nr.:
04 707 516 001, Roche GmbH) benutzt. Die Primer wurden mit einer Konzentration von
0,2uM, 0,5uM und 0,75 uM getestet. AuBerdem wurden zwei unterschiedliche
Temperaturverldufe getestet: Annealing bei 60 °C fiir 10 s mit einer Extensionszeit von 20 s
sowie Annealing bei 58 °C fiir 15 s mit einer Extensionszeit von 30 s. Letzteres Programm
sollte vor allem fiir die Verwendung der Primerpaare I und V mit einer Amplikongro3e von
505 bp getestet werden. Die F. tularensis ssp. holarctica-Stimme S4 und S6 kamen dabei als
Positivstimme zum Finsatz. Als Negativstamm diente in der Schmelzkurvenanalyse

Salmonella Typhimurium ATCC 19587. Zur Bestitigung der Schmelzkurven wurden die
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Amplifikate im Anschluss an die qPCR auf 3,0%iges Phor-Agarosegel aufgetragen. Aus den
Primerkombinationen wurden vier Kombinationen zur Austestung mittels TagMan-Assay
ausgewahlt, wovon letztendlich drei Kombinationen zur Spezifititspriifung verwendet wurden.
Auch im Sonden-basierten Assay wurden zwei Primerkombinationen (0,5 uM und 0,75 uM)

getestet. Dabei wurde zunidchst auf den Einsatz einer IAK verzichtet.

Die Stimme zur Uberpriifung der In- und Exklusivitit der gPCR wurden der institutseigenen
Stammsammlung entnommen. Die DNA von F. philomiragia und F. hispaniensis wurde bei
der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) bestellt. Das
Institut fiir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere, JLU GieBen stellte freundlicherweise
Isolate bzw. inaktiviertes Material von Coxiella burnetii, Pasteurella multocida und Moraxella

bovoculi zur Verfiigung (s. S. 44, Tabelle 9).

Aus den beiden Kombinationen wurde ein Primerpaar zur Erstellung einer Standardkurve in
Reinkultur herangezogen. Hierfiir wurden Triplikate der dezimalen Verdiinnungsstufen (10 bis
10° KbE/ml) als Standards eingesetzt. Aus dieser wurde entsprechend den MIQE Guidelines
(Bustin et al., 2009) die Steigung, die Effizienz sowie die lineare Regression berechnet und

Riickschliisse auf die Nachweisgrenze (LOD; engl.: limit of detection) gezogen.
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3.9 Statistische Auswertung

Die statistische Datenauswertung der Kontaminations- und Lagerungsversuche erfolgte durch
die AG Biomathematik und Datenverarbeitung unter der Leitung von Herrn Dr. K. Failing

(Fachbereich Veterindirmedizin, JLU Gie3en).

Dazu wurde das Statistikprogrammpaket BMDP/Dynamic Statistical Software, Release 8.1,
BMDP Statistical Software Inc. (Dixon, 1993) verwendet. Bei rechtsschiefer Verteilung
positiver quantitativer Merkmale, wie der KbE/ml, wurde eine logarithmische Transformation
der Daten durchgefiihrt (Log KbE/ml). Zunidchst wurden nach Matrix sortiert, bivariate
Scatterplots mit dem Programm BMDP6D erstellt. Dabei wurden die Parameter ,,Tag* gegen
,Log KbE/ml“ in einer halblogarithmischen Skala abgebildet (Abbildung hier nicht enthalten).
Anschlieend wurden eine Kovarianzanalyse mit dem Programm BMDP1V durchgefiihrt.
Dabei wurden die tdglichen Abnahmen des Erregers in Log-Einheiten fiir die einzelnen
Matrizes und Stimme im Paarvergleich berechnet. Mit Hilfe des Programmes BMDPAR
erfolgte dann die nicht-lineare Regressionsanalyse mit zwei Exponentialfunktionen und zwei
Steigungen (bl; b2). Mit den folgenden Formeln wurden die HWZ (G1; G2) (HWZ) fiir

F. tularensis ssp. holarctica in den einzelnen Matrizes berechnet:

_ In(®® _In(2)
=1 und G2 = s

G1

Alle Berechnungen basieren auf einem Signifikanzniveau (o) von 0,05. Ab einem p-Wert von

< 0,05 wurden Ergebnisse als statistisch signifikant angesehen.

Alle in der Dissertation aufgefiihrten Tabellen und Graphiken (exklusive Abbildung 17) sowie
alle weiteren Berechnungen wurden mit dem Excel- bzw. Word-Programm aus dem Microsoft
Office-Paket 2016, die Daten fiir die Abbildung 17 mit der LightCycler 480 II-Software (Roche
GmbH) erstellt.

62 Material und Methoden



4 ERGEBNISSE

Im Folgenden werden zunéchst die mittels mikrobiologischer Methoden ermittelten Ergebnisse
beziiglich der Uberlebensfihigkeit des Erregers in den einzelnen Lebensmittelmatrizes
vergleichend dargestellt. Diese schliefen die Ermittlung der Nachweisgrenze im T-Medium
sowie die Untersuchungen zur Aerosolbildung wihrend der Girung mit ein. Anschlieend

werden die Ergebnisse zur Entwicklung der LA-qPCR geschildert.

4.1 Allgemeine Erkenntnisse zur Kultivierung von F. tularensis ssp. holarctica

Bei der Herstellung der Poole im T-Medium stellte sich nach 24 h Bebriitung regelméBig eine
Konzentration von F. tularensis ssp. holarctica von > 108 bis 10° KbE/ml ein, teilweise auch
dariiber liegend (max.: 5,6 x 10°, s. Abbildung 12). Fiir diese Untersuchung wurden je zwei
Kolonien in 20 ml T-Medium eingerieben (S1, S3, S4: n=10; S2: n=9, S5n=11; LHL-Pool:
n=25; S6-S9, FLI-Pool: n = 4; Pool aller Stimme: n = 13). Die Standardabweichung lag
zwischen min. 0,12 (S7) bis zu max. 0,31 (S2) Log-Einheiten.
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Abbildung 12: Wachstum der Francisella-Prifstimme (s. Tabelle 8) nach 24-stiindiger
Bebriitung im T-Medium

Auf MLA wuchs F. tularensis ssp. holarctica in Reinkultur innerhalb von drei Tagen. Die
Kolonien waren klein (durchschnittlich ca. 1 mm Durchmesser), rund, glatt, glinzend, erhaben,

opak und von weilllich-grauer Farbe (s. Abbildung 13). Auffillig war, dass die Stimme 2, 6
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und 7 kleine Kolonien (ca. 0,5 mm im Durchmesser) und Stamm 4 besonders grofle Kolonien

(ca. 1,2 mm im Durchmesser) bei gleicher Bebriitungsdauer bildeten.

Bei der Anzucht im T-Medium fiel auf, dass die Triibung der Bouillon teilweise ausblieb,
obwohl der Ausstrich auf MLA zu einem positiven Ergebnis fiihrte. Nach fiinftigiger

Bebriitung kam es zur Bildung einer Haut an der Oberfldche der Bouillon.

Abbildung 13: Koloniemorphologie von F. tularensis ssp. holarctica auf Martin-Lewis-Agar

4.2 Ermittlung der Nachweisgrenze im T-Medium

Die Ausgangssuspension fiir den Vorversuch wies eine Keimzahl von 5,6 x 10° KbE/ml auf,
die Verdiinnungsstufe 107 enthielt dementsprechend 5,6 x 10> KbE/ml und niedrigste
Inokulationsstufe des =zu priifenden T-Mediums hatte eine Endkonzentration von
5,6 x 10° KbE/ml. Sowohl nach 24 h, als auch nach fiinftigiger Bebriitung im T-Medium ohne
Antibiotika mit anschlieBendem Drei-Osen-Ausstrich auf MLA war in allen Ansitzen das
Wachstum von F. tularensis ssp. holarctica nachweisbar. Die untere Nachweisgrenze wurde
nicht erreicht. In den Folgeversuchen wurde daher mindestens eine weitere Verdiinnungsstufe

beriicksichtigt.

Die hochste angelegte Verdiinnungsstufe enthielt rechnerisch eine Endkonzentration des

Erregerpools zwischen 10! und 102 KbE/ml. In allen 23 Ansitzen konnte eine
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durchschnittliche Keimzahl von 2,9 x 10° KbE/ml nach 24 h Bebriitung im T-Medium mit oder
ohne Antibiotika nachgewiesen werden (100 %). Die durchschnittliche Keimzahl wurde
basierend auf den Konzentrationen der Ausgangssuspensionen der Ansitze berechnet. Die
nichst hdhere Verdiinnungsstufe mit einer durchschnittlichen Keimzahl von 2,9 x 10"! KbE/ml
konnte in 15 von 22 Fillen (68 %) nach 24 h nachgewiesen werden. Drei von den sieben
negativen Proben waren nach flinftdgiger Bebriitung als positiv zu bewerten. Die niedrigste
nachgewiesene Keimzahl nach 24 h lag bei 1,1 x 10" KbE/ml, die niedrigste nachgewiesene
Keimzahl nach fiinftigiger Bebriitung bei 1,4 x 102 KbE/ml. Es zeigte sich kein Unterschied
zwischen T-Medium mit und ohne Antibiotikazusatz, daher sind die Ergebnisse in der Tabelle

15 zusammengefasst, inklusive Vorversuch, dargestellt.

Tabelle 15: Nachweisgrenze fiir die Priifstdimme im T-Medium

Positive Proben
X [KbE/ml] Insgesamt
nach 24 h nach 5 Tagen
2,9x10° 23 von 23 (100 %) Nicht angelegt 23 von 23 (100 %)
2,9x10? 15 von 22 (68 %) 3von7 (43 %) 18 von 22 (81,8 %)
2,9x1072 Ovon 12 (0 %) 3von 12 (25 %) 3von 12 (25 %)

X = Mittelwert (n = 13, davon 5 Doppelansatze mit Antibiotika; 5 Doppelansatze ohne Antibiotika;

1 Einzelansatz ohne Antibiotika), KbE = Kolonie-bildende Einheiten

Bei den Untersuchungen zur Nachweisgrenze fiir F. tularensis ssp. holarctica aus Weillwein

im T-Medium ohne Antibiotikazusatz wurden die folgenden Ergebnisse ermittelt:

Die Ausgangskonzentrationen der verwendeten Poole (n = 3) lag bei durchschnittlich
2,1 x 10° KbE/ml (von 1,7 x 10°bis 2,5 x 10° KbE/ml). Die hochste Verdiinnungsstufe mit einer
durchschnittlichen Erregerkonzentration von 2,1 x 10! KbE/ml konnte in drei von drei Fillen
(direkt iiberimpfte Proben) nach 24-stiindiger Bebriitung nachgewiesen werden. Fiir die
zentrifugierten Proben entspricht die hdchste Verdiinnungsstufe einem Erregergehalt von
2,2 x 10! KbE/ml. Diese konnte in zwei von drei Fillen nachgewiesen werden. Ein Ansatz der
angereicherten Pellets war nach 24-stiindiger sowie nach fiinftagiger Bebriitung negativ. Bei
diesem Ansatz war der Zeitraum zwischen Inokulation des Weillweines und Resuspension der
Pellets im T-Medium verldngert. Die niedrigste Erregerkonzentration, die mittels Anzucht im
T-Medium ohne Antibiotikazusatz aus WeiBwein nachgewiesen wurde lag bei 1,7 x 10!
KbE/ml. Der pH-Wert des Weillweines betrug 3,33. Die untere Nachweisgrenze wurde nicht

erreicht.
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4.3 Uberlebensfihigkeit von F. tularensis ssp. holarctica in den einbezogenen

Lebensmitteln

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse beziiglich der Uberlebensfihigkeit von
F. tularensis ssp. holarctica in den einbezogenen Lebensmitteln dargestellt. Insgesamt wurden

176 Proben untersucht: 64-mal Traubensaft, 65-mal Weilwein und 47-mal Traubenmost.

Matrix-libergreifend wurde eine deutliche Reduzierung des Erregers iiber die Lagerungszeit
hinweg festgestellt. Dabei gab es signifikante Unterschiede hinsichtlich der Absterbekinetik
zwischen den einzelnen Matrizes, teilweise auch zwischen den verwendeten Stimmen. In der
Tabelle 16 ist eine Ubersicht der kulturellen Ergebnisse zu sehen, die Tabelle 17 zeigt die HWZ
in den einzelnen Matrizes. War die Anzahl KbE/ml kleiner als die untersuchte
Verdiinnungsstufe, wurde fiir die graphische Darstellung die jeweilige Log-Stufe mit 0,5

multipliziert und als Erregerkonzentration flir diesen Untersuchungstag angegeben.

Tabelle 16: Log-Reduktion von F. tularensis ssp. holarctica in den Matrizes

Kultivierbar bis

X [KbE/ml] . max. KbE/ml
Matrix Tag*/Gesamtzeitraum Log-Reduktion

anT, (Tende)

MLA ™

Weillwein 1,2 x 107 6/10 2 4,0x 10! 6
Traubensaft 1,3 x 107 42/42 36 5,5 x 10° 7
Traubenmost 1,3x 107 21/21 - 1,1x 10? 5
NaCl-Pepton 1,2 x 107 42/42 - 1,7 x 107 keine

* = Tenge = letzter Untersuchungszeitpunkt; X = Mittelwert; KbE/ml = Kolonie-bildende Einheiten pro
ml; To = erster Untersuchungszeitpunkt; MLA = Martin-Lewis-Agar; TM = T-Medium;
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Tabelle 17: HWZ von F. tularensis ssp. holarctica in den Matrizes

Matrix Erregerpool Kurvenverlauf HWZ (1) HWZ (2) Max.
Ser Pool/S5 0,29 Tage (6,96 h)
Weillwein linear 6 Tage
9er Pool 0,18 Tage (4,43 h)
0,56 Tage 1,98 Tage
Ser Pool
(13,46 h) (47,48 h)
Traubensaft sigmoid 42 Tage
0,87 Tage 5,24 Tage
9er Pool
(20,76 h) (125,69 h)
0,49 Tage 2,55 Tage
Traubenmost 9er Pool sigmoid 21 Tage
(11,69 h) (61,27h)
NaCl-Pepton 9er Pool linear Keine Reduzierung 42 Tage

HW?Z = Halbwertzeit bezogen auf die Log-Reduktion; (1) = erste Phase; (2) = zweite Phase; Max. = maximale

nachgewiesene Uberlebensdauer

4.3.1 Traubensaft

Fir die Matrix ,,Traubensaft” ergab die statistische Auswertung eine zweiphasige
Absterbekinetik fiir F. tularensis ssp. holarctica: Im ersten Teil des Untersuchungszeitraum
(ca. drei Wochen) starb der Erreger schneller ab als im zweiten Teil. Aulerdem war ein
signifikanter Unterschied zwischen dem Pool der fiinf LHL-Stimme und dem Pool aller neun
Stamme zu verzeichnen (p-Wert < 0,001). Daher wurden jeweils zwei HWZ berechnet: Fiir den
Pool der fiinf LHL-Stdmme betrdgt diese im ersten Teil 0,561 Tage (13,46 h) und im
verlangsamten Verlauf 1,978 Tage (47,48 h), fiir den Pool der neun Stdmme liel3 sich eine HWZ
von 0,865 Tagen (20,76 h) im ersten Teil bzw. 5,237 Tage (125,69 h) im zweiten Teil
berechnen. Die Absterbekinetik ist in der Abbildung 14 graphisch dargestellt. Die gestrichelten
Linienverldufe zeigen die Ergebnisse fiir den Pool der LHL-Stimme, die durchgezogenen
bunten Linien diejenigen fiir den Pool aller neun Stdmme. Die grauen Linien markieren die
Neutralkontrolle (,,C*). ,,A“ und ,,B* sind die Doppelansitze der jeweiligen Wiederholung (I-
V).
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Abbildung 14: Uberlebensfihigkeit von F. tularensis ssp. holarctica in Traubensaft (n = 56
Proben)

Die Ergebnisse des Vorversuches sind in der Abbildung nicht enthalten. Durchschnittlich

konnte innerhalb der Lagerungszeit eine Reduktion um sieben Log-Stufen ermittelt werden.
Nachfolgend sei die chronologische Entwicklung der Versuchsabfolgen ausgefiihrt:

Im Vorversuch reduzierte sich die urspriingliche Anzahl KbE/ml von 9,9 x 10° KbE/ml
(Mittelwert des Doppelansatzes) auf 2,5 x 10* KbE/ml am Lagerungstag 26. Der Direktausstrich
der Proben war zu allen Untersuchungszeitpunkten positiv. Der pH-Wert des Traubensaftes

betrug 3,5.

In den ersten Wiederholungsversuchen mit dem Pool der LHL-Stdmme erwies sich der
Direktausstrich bis einschlieBlich des Untersuchungstages 21 als positiv. Die Anzahl der
KbE/ml (jeweils Mittelwerte der Doppelansiitze) betrug zu Untersuchungsbeginn 8,3 x 10’
KbE/ml und nach 21-tigiger Lagerung 1,0 x 10?> KbE/ml, wobei der niedrigere Wert bei
6,5 x 10! KbE/ml lag. Die 24-stiindige Anreicherung nach Zentrifugation im T-Medium ohne

Antibiotikazusatz war in allen Ansétzen positiv.

Da in diesen Ansitzen die Uberlebensfihigkeit von F. tularensis ssp. holarctica fiir mindestens

drei Wochen in der Matrix ,Klarer Traubensaft“ nachgewiesen wurde, erfolgten die
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Wiederholungen mit dem Pool aller neun Stidmme {iber einen verldngerten

Untersuchungszeitraum von bis zu sechs Wochen.

Zum Zeitpunkt To lag der Gehalt an Francisellen in den Siften bei 2,3 x 107 KbE/ml
(Mittelwerte von drei Doppelansitzen). In diesen Wiederholungsversuchen konnten die
folgenden Ergebnisse der Untersuchungen mit den LHL-Stimmen reproduziert werden: In
allen Ansidtzen waren nach 21-tdgiger Lagerung lebensfdhige F. tularensis ssp. holarctica

nachweisbar. Die niedrigste nachgewiesene Keimzahl zu diesem Zeitpunkt lag bei

1,5 x 10° KbE/ml, die hochste bei 2,3 x 10> KbE/ml.

Der friiheste Zeitpunkt, zu dem keine F. tularensis ssp. holarctica mehr nachgewiesen werden
konnten, war in einem Doppelansatz (2/6) der Untersuchungstag 28. Sowohl die quantitative
als auch die qualitative Untersuchung erwiesen sich als negativ. Die hochste nachgewiesene
Keimzahl am Untersuchungstag 28 lag bei 6,2 x 10" KbE/ml. Am Untersuchungstag 42 konnte
in lediglich einem von sechs Ansidtzen ein Nachweis mit einer Konzentration von knapp
10! KbE/ml erfolgen. Signifikante Unterschiede zwischen dem Pool, bestehend aus neun bzw.
fiinf Stimmen, waren in der Absterbekinetik erkennbar. Der Pool der neun Stimme hatte
sowohl im schnellen, als auch im langsamen Bereich eine wesentlich lingere HWZ (s. o.). Der
pH-Wert des Traubensaftes lag in den Wiederholungsversuchen iiber den gesamten
Untersuchungszeitraum zwischen 3,48 und 3,50. Die neutrale Kontrolle blieb iiber den
gesamten Zeitraum hinweg in allen Ansédtzen beim urspriinglichen Inokulationsgehalt von

ca. 10" KbE/ml (Schwankungen von max. einer Log-Einheit).

4.3.2 Weillwein

Versuchstibergreifend konnte F. tularensis ssp. holarctica nicht langer als bis zu sechs Tage
nach Inokulation nachgewiesen werden. Die Absterbekinetik verlief linear, die
Erregerpopulation reduzierte sich pro Tag um 1,0257 Log- Einheiten bei Stamm 5 bzw. um
1,0224 Log-Einheiten pro Tag bei dem Pool der LHL-Stdmme. Dies entspricht einer HWZ von
0,29 Tagen (6,96 h) fiir die LHL-Stamme. Es war kein signifikanter Unterschied zwischen
LHL-Stamm 5 und dem Pool der fiinf LHL-Stimme zu beobachten. Der Pool aller neun
Stamme wurde hingegen stirker reduziert, und zwar um 1,63 Log-Einheiten pro Tag, was einer
HWZ von 0,184 Tagen (4,43 h) fiir den Pool aller neun Stimme entspricht. Die Abbildung 15
stellt die Ergebnisse graphisch dar. Dabei werden jeweils die Mittel-, Minimal- und
Maximalwerte der log KbE/ml aller Ansétze beriicksichtigt. Zusitzlich sind Stamm 5 und der

Pool der fiinf Stimme zusammengefasst dargestellt (blaue Linie), da kein signifikanter
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Unterschied zwischen den Ansitzen beobachtet wurde. Der Pool aller neun Stimme ist einzeln
abgebildet (orange Linie). Insgesamt verminderte sich die Anzahl nachweisbarer KbE/ml

wihrend der Lagerungszeit um sieben Log-Einheiten.
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Abbildung 15: Uberlebensfihigkeit von F. tularensis ssp. holarctica in Weiwein (n = 65)

Auch fiir diese Matrix sei nachfolgend die chronologische Entwicklung der Versuchsabfolgen

ausgefiihrt:

Im qualitativen Vorversuch mit dem LHL-Stamm Nr. 5 waren lediglich am Lagerungstag Null,
unmittelbar nach Inokulation, lebensfdhige und kultivierbare Zellen in einer Menge von
2 x 107 KbE/ml in einem der beiden Ansitze nachweisbar. Schon nach weniger als dreiBig
Minuten nach Inokulation waren keine Francisella ssp. holarctica mehr im T-Medium
anzureichern. In keinem anderen Ansatz und Lagerungstag waren lebensfihige und
kultivierbare Zellen mit dem T-Medium nachweisbar. In der Anreicherung war makroskopisch
keine Triibung feststellbar. Wachstum von F. tularensis ssp. holarctica auf MLA war nicht
nachweisbar. Der pH-Wert der Proben blieb wéhrend der Lagerung bei durchschnittlich 3,27
(max.: 3,29 min.: 3,24).

Fiir die stiindliche Untersuchung bis 48 h wurde der Weiwein mit 2,1 x 10° KbE/ml eines Pools
der fiinf LHL-Stimme, was einer Endkonzentration von 2,1 x 107 KbE/ml entsprach, inokuliert.
Da urspriinglich mit dem Absterben der Zellen innerhalb weniger Stunden gerechnet wurde,

wurden nur sehr niedrige Verdiinnungsstufen quantitativ auf MLA untersucht. Direkt nach
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Inokulation des Weillweines war auf der entsprechenden Verdiinnungsstufe rasenartiges
Wachstum von F. tularensis ssp. holarctica zu sehen. Die Anzahl lebensfahiger und
kultivierbarer Zellen wurde daher auf iiber 10° KbE/ml geschiitzt. Nach einer Stunde war auf
der Verdiinnungsstufe 10! rasenartiges Koloniewachstum von F. tularensis ssp. holarctica zu
sehen. Die Anzahl lebensfihiger und kultivierbarer Zellen wurde daher auf iiber 10° KbE/ml

geschétzt.

Zu allen anderen Untersuchungszeitpunkten wurde die Verdiinnungsstufe ,,Null* untersucht.
Auf allen Platten war rasenartiges Wachstum von F. tularensis ssp. holarctica zu sehen. Mit
zunehmender Zeit waren die Platten etwas weniger dicht bewachsen. Die Anzahl lebensféhiger
und kultivierbarer Zellen wurde daher auf iiber 10° KbE/ml geschitzt. Eine exakte
Quantifizierung war nicht moglich. Die Anreicherungen im T-Medium der
Untersuchungszeitpunkte To bis 12 h nach Inokulation erwiesen sich bereits nach 48-stiindiger
Bebriitung als sehr triib. Auf MLA zeigte sich iippiges Wachstum von F. tularensis ssp.
holarctica entlang des Impfstriches. Gleiches galt fiir den Untersuchungszeitpunkt 48 h nach
Inokulation nach fiinftdgiger Anreicherung im T-Medium. Hier war die Triibung der
Anreicherungskultur mit Verzégerung zu beobachten. Der pH-Wert des Weillweines lag

bei 3,34.

Die Ergebnisse aus den Vorversuchen gaben Anlass fiir die quantitative Untersuchung des
inokulierten Weillweines iiber einen verlingerten Zeitraum von sechs Tagen. Da in den
Vorversuchen mit dem LHL-Stamm 5 gearbeitet wurde, sollten in diesem Ansatz LHL-
Stamm 5 und der Pool aller fiinf LHL-Stimme beziiglich ihres Verhaltens in Weilwein
untersucht und verglichen werden. Alle zwolf Wiederholungen (je sechsmal der Pool aller
LHL-Stdamme und sechsmal LHL-Stamm 5) waren bis zu dem Zeitpunkt ,,48 h nach
Inokulation® in der quantitativen Untersuchung positiv. Innerhalb dieses Zeitraumes hatte sich
die Anzahl der KbE/ml von urspriinglich durchschnittlich 8,8 x 10 (min.: 6,7 x 10%
max.: 1,3 x 107) KbE/ml auf2,5 x 10° KbE/ml (min.: 1,2 x 10°; max.: 2,9 x 10°) reduziert. Nach
sechstigiger Lagerung konnten in drei von zwolf Proben F. tularensis ssp. holarctica in einer
Anzahl von durchschnittlich 3,2 x 10! KbE/ml (min.: 4,0 x 10'; max.: 2,0 x 10') nachgewiesen
werden. Bei einer der drei Proben handelte es sich um LHL-Stamm 5. In den anderen neun
Proben lag die Anzahl der KbE/ml nach sechstiigiger Lagerung unter 1,0 x 10!. Der pH-Wert
der Weillweinproben lag im Durchschnitt bei 3,33 (min.: 3,30; max.: 3,34).

Im Gegensatz zur quantitativen mikrobiologischen Untersuchung des Erregers auf MLA war

die qualitative Untersuchung im T-Medium einzig zum Untersuchungszeitpunkt ,,To*, also
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direkt nach Inokulation in zehn von zwolf Féllen positiv. In acht der Fille war die
Anreicherungskultur bereits nach 24-stiindiger Bebriitung im T-Medium positiv, in weiteren
zwei Fillen nach flinftdgiger Bebriitung. Ab dem Untersuchungszeitpunkt ,,24 h nach
Inokulation* erwiesen sich keine der Anreicherungen als positiv, weder nach 24-stiindiger noch
nach flinftdgiger Bebriitung, unabhingig davon, ob sie direkt iiberimpft oder zundchst
zentrifugiert worden waren. Es war kein Unterschied zwischen dem LHL-Stamm 5 und dem
Pool aller fiinf LHL-Stimme zu beobachten. Die Lebensféhigkeit des Erregers in der Matrix

Weillwein konnte also bis zum Lagerungstag 6 belegt werden.

In den folgenden Wiederholungen, bei denen ein Pool aller neun Stimme als Inokulum diente,
lag der pH-Wert der WeiBBweinproben bei durchschnittlich 3,17 und blieb iiber den Zeitraum
der Lagerung von zehn Tagen stabil. In der quantitativen Untersuchung der Verdiinnungsstufe
,Null* waren in keiner Probe an den Lagerungstagen 7 und 10 F. tularensis ssp. holarctica auf
MLA kultivierbar. An Lagerungstag 3 waren in allen Proben F. tularensis ssp. holarctica in
einer Menge von 10! bis 10> KbE/ml (von urspriinglichen 3,1 x 10’ KbE/ml) nachweisbar.
Mithin war eine Reduzierung von fiinf bis sechs Log-Stufen festzustellen. Die mitgefiihrten
Kontrollen (in NaCl-Peptonwasser) blieben wéhrend des gesamten Untersuchungszeitraumes
knapp unter dem Ausgangswert des urspriinglichen Pool-Inokulums der Francisella-
Priifstamme. Die qualitativen Untersuchungen im T-Medium lieferten dhnliche Ergebnisse wie
zuvor: In allen Proben gelang die Anreicherung im T-Medium an ,,Lagerungstag 0 sowohl bei
einer Bebriitungsdauer fiir 24 h als auch fiir fiinf Tage, mit und ohne Voranreicherung in BPW
fiir 24 h. Bereits am Lagerungstag 1 zeigten sich die ersten Unterschiede: Nach 24-stiindiger
Bebriitung im T-Medium wuchs F. tularensis ssp. holarctica weniger iippig, nach fiinftagiger
Bebriitung im T-Medium zeigte sich hingegen auf MLA {ippiges Koloniewachstum. Nach
,Voranreicherung” in BPW gelang ab diesem Zeitpunkt die Anzucht aus keiner der

Weillweinproben, weder nach 24-stiindiger noch nach fiinftagiger Bebriitung im T-Medium.

Am Lagerungstag 2 war F. tularensis ssp. holarctica in lediglich zwei von vier Proben sowohl
nach 24-stiindiger als auch flinftagiger Anreicherung im T-Medium nachweisbar, wobei nach
der ldngeren Inkubationszeit iippigeres Wachstum festzustellen war. Nach diesem
Untersuchungszeitpunkt war F. tularensis ssp. holarctica nicht mehr mittels Anreicherung im
T-Medium aus den Weillweinproben nachweisbar. Die Wiederholungsversuche legten keine
lingere Uberlebenszeit des Mikroorganismus in Weiwein als die zuvor ermittelten sechs Tage

nahe.

72 Ergebnisse



Die  Anreicherungskulturen  der  neutralen  Kontrollen  zeigten zu  allen
Untersuchungszeitpunkten nach 24 h und nach fiinf Tagen tlippiges Wachstum. Auffillig war
jedoch, dass diese nach 24-stiindiger Voranreicherung in BPW weniger iippig wuchsen. Die
Kolonien waren kleiner und gedrungener. Die parallele Untersuchung von Stamm 5, dem Pool
der LHL-Stimme und dem Pool aller neun Stimme bestétigte die oben ausgefiihrten
Ergebnisse. Keiner der Ansitze lieferte Hinweise, dass F. tularensis ssp. holarctica fiir mehr

als sechs Tage in der Matrix ,,Weilwein iiberlebt.

4.3.3 Traubenmost

Auch in der Matrix ,Triiber Traubenmost“ zeigte Francisella eine zweigeteilte
Absterbekinetik: der ersten Phase schnellen Absterbens schloss sich eine langsamere Phase an.
In der ersten Phase betrug die HWZ 0,487 Tage (11,69 h) und 2,553 Tage (61,27 h) in der
zweiten Phase. Diese Verhiltnisse sind in der Abbildung 16 wiedergegeben. Es konnte fiir den
Lagerungszeitraum eine durchschnittliche Reduzierung um fiinf Log-Stufen gefunden

werden.
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Abbildung 16: Uberlebensfihigkeit von F. tularensis ssp. holarctica in Traubenmost (n = 47
Proben)
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Auch hier sei die Entwicklung der Versuchsabfolgen chronologisch wiedergegeben.

Im Vorversuch erwies sich als problematisch, dass gleich nach Beginn des Gérprozesses, d. h.
nach ca. drei bis fiinf Tagen, F. tularensis ssp. holarctica auf MLA von Hefen iiberwuchert

wurden. Die differenzierende Erfassung von Francisella-Kolonien war daher nicht mdglich.

Der urspriingliche Gehalt an Francisellen lag zum Zeitpunkt To bei 1,0 x 107 (Mittelwert von
drei Doppelansdtzen). Die quantitative mikrobiologische Untersuchung der im Kiihlschrank
gelagerten Proben auf den Erreger war iiber den gesamten Zeitraum hinweg moglich. Vereinzelt
wuchsen nach 14 bis 21 Tagen Fremdkeime; diese wurden mittels Gram-Féarbung als
Sporenbildner und Hefen identifiziert. Nach dreitdgiger Lagerung wurde als niedrigster
Keimzahlwert 1,1 x 10° KbE/ml und als héchster 9,2 x 10° KbE/ml ermittelt. Nach
dreiwdchiger Lagerung waren noch zwischen 5,5 x 10° bis 9,0 x 10! KbE/ml nachweisbar. Die
Kontrolle in NaCl-Peptonwasser lag iiber den gesamten Untersuchungszeitraum beim

urspriinglichen Ausgangwert von ca. 10’7 KbE/ml.

Wurden die Traubenmostproben bei 20 °C gelagert, zeigte sich ein vollig anderes Ergebnis
(nicht dargestellt): Bereits nach 24 h hatten sich die Keimzahlen um mindestens zwei Log-
Einheiten reduziert; nach drei Tagen waren nur noch 2,5 x 10> KbE/ml (Mittelwert eines
Doppelansatzes) nachweisbar. Zu spiteren Untersuchungszeitpunkten waren die Ndhrmedien
aufgrund des Uberwucherns von Fremdkeimen nicht mehr auswertbar. Die neutrale Kontrolle
stieg von 1,4 x 107 KbE/ml auf 4,4 x 108 KbE/ml an. Die pH-Werte der Traubenmoste lagen

bei 5 °C zwischen 3,1 und 3,03 und blieben wihrend der Lagerung konstant.

4.4 Untersuchungen zur Aerosolbildung wéhrend der Gérung

Nach Inokulation enthielten die Traubenmoste im Vorversuch 2,8 x 10° (Traubenmost 1),
2,5 x 10® (Traubenmost 2) und 9,7 x 10% KbE/ml (Traubenmost 3). Der pH-Wert des nativen
Traubenmostes lag bei 3,03 (Mittelwert einer Dreifachmessung) bei einer Temperatur
von 17,9 °C. Weder in den mikrobiologischen noch in den molekularbiologischen
Untersuchungen waren im Ausgangsprodukt ,, Triiber Traubenmost™ F. tularensis spp. bzw.
Erreger-DNA nachgewiesen worden. Im Direktausstrich aus der Matrix war nach fiinftagiger
Girung (Vorversuch) auf MLA kein Wachstum festzustellen. Nach Anreicherung des
Traubenmostes im T-Medium und anschlieBendem Ausstrich auf MLA wuchs nach einem Tag
Anreicherung eine verddchtige Kolonie und nach fiinf Tagen eine Mischkultur, unter anderem
mit Francisella-verddchtigen Kolonien. Diese wurden auf PCA subkultiviert und bei 37 °C

aerob bebriitet. Sadmtliche Isolate wuchsen an. Die parallel durchgefiihrte qPCR der
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verddchtigen Kolonien erwies sich als ausnahmslos negativ. Somit konnte ein Vorhandensein

von Francisellen ausgeschlossen werden.

In der quantitativen Untersuchung der Verdiinnungsstufe Null auf F. tularensis ssp. holarctica
des inokulierten Traubenmostes nach fiinftigiger Garung wuchsen hauptsichlich groBle weille
runde hefedhnliche Kolonien und wenige kleine Francisella-dhnliche Kolonien, auch diese
wuchsen nach entsprechender Subkultivierung auf PCA. Auf Grund dieser Ergebnisse wurde
in den Wiederholungsversuchen auf die quantitative Untersuchung der Matrizes nach Girung
verzichtet. Das T-Medium, durch welches die Garabluft geleitet wurde, war weder direkt nach
den Gérprozessen noch nach 24-stiindiger Bebriitung getriibt. Vor Anreicherung lag der
Keimgehalt unterhalb der laboriiblichen Nachweisgrenze von 10° KbE/ml. Auch nach
Bebriitung zeigte sich im Ausstrich kein Wachstum. Ebenso erwies sich die qPCR sowohl vor
als auch nach Anreicherung als negativ. Diese Ergebnisse lieBen sich in den

Wiederholungversuchen reproduzieren.

Somit konnte eine Gefihrdung des Laborpersonals iiber Erreger-haltige Aerosole

ausgeschlossen werden.

4.5 Erste Untersuchungen zur Interkalierung mit PMA und Entwicklung einer

,Jong-amplicon“-qPCR

Wihrend des Vorversuches zur Matrix ,,Traubensaft® fanden erste orientierende
Untersuchungen mittels PMA-Interkalierung statt. Die Ergebnisse seien im Folgenden kurz
geschildert: Die Ci-Werte der nativen Proben ohne PMA-Behandlung lagen bei einem
durchschnittlichen Ci-Wert von 29,39 (min.: 28,5; max.: 30,5). Die C..Werte der toten Zellen
ohne PMA lagen etwas darliber bei einem Durchschnittswert von 31,61 (min.: 31,23;
max.: 32,25). Diese Werte dienen hauptsdchlich als Vergleichsprobe zu den
hitzebehandelten/toten Zellen mit PMA (,, Totkontrolle®), bei welcher idealerweise alle
vorhandenen Zellen durch PMA maskiert werden. Bei dieser Probe sollte die Zellmembran
zerstort sein, was das Eindringen und Binden von PMA zur Folge haben sollte. Die Population
der toten/erhitzten Proben schien nach PMA-Behandlung vollstindig maskiert zu sein, die Ci-
Werte lagen konstant bei > 40. Die nicht erhitzten Proben mit PMA-Behandlung lagen bei
einem durchschnittlichen C-Wert von 36,26 (min.: 36,05; max.: 36,45) in der ersten Woche
und einem C-Wert von 38,95 an Untersuchungstag 14. Auch wiahrend den Vorversuchen zur
Matrix ,,Weillwein“ fanden erste Untersuchungen mittels PMA-Interkalierung statt: Die Ci-
Werte der unbehandelten Proben blieben in der qPCR konstant bei ihrem Ausgangswert von
durchschnittlich 19,91 (max.: 21,79; min: 18,93). Auch die C.Werte der hitzebehandelten/toten
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Zellen ohne PMA blieben konstant und lagen mit einem durchschnittlichen C-Wert von 21,26
(max.: 22,42; min.: 19,87) etwas dariiber. Die Ci-Werte der Totkontrollen schwankte um einen
durchschnittlichen Wert von 31,18 (max.: 28,84; min.: 32,25). Die C-Werte der lebenden/nicht
Hitze-behandelten Zellen mit PMA erhohten sich wéhrend des Untersuchungszeitraumes
von 26,97 auf 30,35. Da aus bisherigen Versuchsansédtzen bekannt war, dass die standardmafBig
eingesetzte qPCR mit einer AmplifikatgroBe von 91 bp nur eine sehr geringe Signalreduktion
nach Interkalierung der DNA mit PMA erreicht, wurden neue Primer fiir eine qPCR mit langen
Amplifikaten entwickelt. Sie wird auch als long-amplicon-gPCR (LA-qPCR) bezeichnet
(Ho, 2017). Fiir das Zielgen (tul4) waren bisher keine qPCR-Nachweisverfahren und Primer
vorhanden, die den Nachweis langer Amplifikate erlaubten. Um eine moglichst hohe
Wahrscheinlichkeit auf eine vollstindige Interkalierung bei gleichbleibender Effizienz der
qPCR zu ermdglichen, wurden fiir den Ziel-Organismus mehrere Primer zum Nachweis von

Fragmenten von ca. 200 bp bis 500 bp entwickelt (s. S. 59, Tabelle 12).

Um sicherzustellen, dass in der qPCR nur der Ziel-Organismus nachgewiesen wird, wurde ein
Spezifititstest mit einem Datenbankabgleich (Primer-Blast) durchgefiihrt. Mit der Kombination
der Primer und der Sonde wurden Datenbankeintriage fiir die Subspezies tularensis, holarctica,
mediasiatica und novicida gefunden. Ob die Subspezies novicida tatsdchlich eine Subspezies
von F. tularensis darstellt oder eine eigene Spezies, wird bereits seit einiger Zeit und weiterhin

kontrovers diskutiert (Johansson et al., 2010; Kingry und Petersen, 2014; Larson et al., 2020).

In der Schmelzkurvenanalyse mittels SYBR Green erwiesen sich die Primerpaare [ und V mit
einer Amplikonldnge von 505 bp als ungeeignet. Sie generierten diverse Peaks, hatten
unterschiedliche Schmelztemperaturen und die Auswertung der Amplifikationskurven zeigte
extrem spite Ci-Werte von 40 bei einer Primerkonzentration von 0,5 puM, bei einer
Konzentration von 0,2 pM blieben die Proben negativ. Da diese Primerkombination das ldngste
Amplikon generiert und somit fiir die spdtere Anwendung von PMA die besten
Voraussetzungen hitte, wurden weitere Optimierungsversuche unternommen. Auch nach

Erhohung der Primerkonzentration auf 0,75 uM, Herabsetzen der Annealingtemperatur von 60

auf 58 °C fiir 15 s sowie Verldngerung der Extensionszeit von 20 auf 30 s verbesserten sich die
Ergebnisse fiir die Primerkombinationen I und V nicht. Die Primerkombinationen II und VI
zeigten bei einer Annealingtemperatur von 60 °C die einheitlicheren Schmelzkurven. Insgesamt
waren die C-Werte und Kurvenverldufe bei einer 0,5 pM Primerkonzentration sauberer als bei
einer 0,2 uM Primerkonzentration; die Erh6hung auf 0,75 uM brachte hingegen keinen Vorteil.

Alle getesteten Primer waren positiv fiir die F. tularensis ssp. holarctica-Priifstimme und
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negativ fiir den Salmonella-Stamm. Die typischen Nachteile des SYBR Green Assays wurden
nicht beobachtet: Die einheitlichen Schmelzkurven schlossen unspezifisches Binden der Primer

aus.

Im TagMan-Assay zeigten alle eingesetzten Primerkombinationen positive Ergebnisse fiir die
neun F. tularensis ssp. holarctica-Stamme (Inklusivitdt). Kombination I'V hatte die niedrigsten
Ci-Werte und die einheitlichsten Amplifikationskurven. Die Erhohung der Primerkonzentration
von 0,5 uM auf 0,75 uM brachte keinen Vorteil. Bei der Spezifititspriifung (Exklusivitét)
zeigten die Primerpaare II und VI (Amplifikat: 295 bp) positive Reaktionen fiir den Negativ-
Kontrollstamm F. hispaniensis. Alle anderen negativen Kontrollstimme erwiesen sich in der
qPCR als negativ. Primerkombination IV (Amplifikat: 239 bp) zeigte ausschlieBlich fiir die F.
tularensis ssp. holarctica-Stamme positive Reaktionen. Alle Stimme zur Exklusivititstestung
reagierten negativ. Die Ergebnisse der In- und Exklusivititspriifung sind der Tabelle 18
angegeben. Die C-Werte fiir die Positivkontrolle lagen innerhalb des intern festgelegten

Sollbereiches von C;32-34.

Tabelle 18: Inklusivitdt und Exklusivitét fiir die Primerpaare II, IV und VI

Primerpaar
Gram- Bakterienspezies
] AV} VI
Inklusivitat
negativ | F. tularensis ssp. holarctica (9 Stimme) + + +
Exklusivitat

negativ | Citrobacter freundii - - )

negativ | Hafnia alvei i _ ]

negativ | Klebsiella oxytoca - - -

negativ | Klebsiella pneumoniae - : )

negativ. | Moraxella bovoculi i ) ]

negativ | pasteurella multocida

negativ | proteus mirabilis - ) )

negativ | pseudomonas aeruginosa - B B

negativ | Pseudomonas fluorescens - - }

negativ | Salmonella Diarizonae - N B

negativ | Salmonella Enteritidis - - )

negativ. | Salmonella Senftenberg - - -
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Fortsetzung Tabelle 18: Spezifitatsprifung fir die Primerpaare I, IV und VI

negativ | Salmonella Typhimurium - - }

negativ Serratia marcescens - - -

negativ | Yersinia enterocolitica (2 Stimme) - - -

negativ | Escherichia coli - - )

negativ | Francisella hispaniensis + - +

negativ | Francisella philomiragia - - B

positiv Bacillus cereus - - -

positiv Bacillus licheniformis - - .

positiv | Bacillus pumilus , 3 )

positiv Bacillus subtilis - - -

positiv Enterococcus faecalis - - -

positiv Enterococcus faecium - - -

positiv Lactobacillus sakei - - .

positiv Listeria innocua - - -

positiv Listeria ivanovii - - -

positiv Listeria monocytogenes - - -

positiv. | Rhodococcus hoagii - - B}

positiv Staphylococcus aureus (2 Stamme) - - -

positiv Staphylococcus epidermidis - - -

positiv Staphylococcus saprophyticus - - -

positiv Coxiella burnetii

positiv Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis - - -

+ = positives Ergebnis in der qPCR; - = negatives Ergebnis in der gPCR

Die lineare Regression der Standardkurve fiir das Primerpaar IV lag bei R? > 0,99 mit einer
Steigung von -3,293, wie in der Abbildung 17 dargestellt. Dies entspricht einer Effizienz von
100,012 %. Die Y-Schnittstelle lag bei einem Wert von 50,50. Die niedrigste nachgewiesene
Anzahl KbE/ml lag bei 1,6 x 10>,
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Abbildung 17: Standardkurve fiir das Primerpaar IV (239 bp)

Ergebnisse

79



5 DISKUSSION

5.1 Aspekte zur Anziichtung von F. tularensis ssp. holarctica

Basierend auf den eigenen Untersuchungen stellt das T-Medium fiir intakte F. tularensis ssp.
holarctica in Reinkultur ein exzellentes Anreicherungsmedium dar. Quantitativ erreichten die
einzelnen Stimme nach 24-stiindiger Bebriitung regelmiBig zwischen 10® und 10° KbE/ml,
teilweise sogar dartiber liegend. Dieses Maximum erreichten auch Becker et al. (2016) nach 48-
stiindiger Bebriitung bei einem Inokulum von 10?> KbE/ml. Die eigenen Ergebnisse unterstiitzen
die von diesen Autoren aufgezeigte Uberlegenheit des T-Mediums zur Anzucht von
F. tularensis spp. gegeniiber anderen, von ihnen einbezogenen Néhrbouillons. In den eigenen
Untersuchungen konnten geringste Keimgehalte von 1 KbE/ml sicher nachgewiesen werden,
im Einzelfall sogar niedrigere Konzentrationen, insbesondere nach fiinftigiger Bebriitung. Ist
also das Ergebnis einer Anreicherungskultur nach 24 h negativ, sollte die Bebriitungsdauer

immer zusétzlich verldngert werden.

Die eigenen Untersuchungen sollten sicherstellen, dass auch eine unter Umstidnden sehr geringe
Anzahl vitaler Francisella-Zellen aus den Lebensmittel-Matrizes in den sich anschlieBenden
Lagerungs- und Kontaminationsversuchen nachgewiesen werden kann. Der Antibiotikazusatz
im T-Medium schien die Wiederfindung intakter F. tularensis ssp. holarctica nicht negativ zu

beeinflussen, wie bereits auch von Becker et al. (2016) beschrieben.

In der Matrix ,,WeiBwein* lieBen sich in den eigenen Untersuchungen Keimgehalte von
1 KbE/ml mittels T-Medium nachweisen. Die Wiederfindungsrate wurde zum Zeitpunkt ,,To*
ermittelt. Mit Ausnahme eines Ansatzes lieB sich in allen Proben das Inokulum wiederfinden.
Bei der einzigen Ausnahme handelte es sich um einen Ansatz, der abweichend vom restlichen
Versuchsaufbau vor Zentrifugation und Anreicherung ca. eine halbe Stunde im Weillwein
verblieben war. Aus diesem Ansatz konnten keine Zellen in T-Medium angeziichtet werden.
Wihrend der fortgesetzten Lagerungs- und Kontaminationsversuche war der Erreger im
weiteren zeitlichen Verlauf aus der Matrix ,, Weilwein® im T-Medium nicht mehr kultivierbar,
dieses traf selbst fiir hohe Inokula zu. Es spielte dabei keine Rolle, ob das Probenmaterial direkt
in das T-Medium oder nach vorangegangener Zentrifugation als Bakterienpellet iiberimpft
wurde. Auch eine Voranreicherung in PBS kann nicht empfohlen werden, da sich die

Nachweisrate verschlechterte. Die parallele Anzucht auf MLA gelang hingegen weiterhin.

Da Francisella zur Aggregatbildung neigt, ist in jedem Falle auf eine besonders griindliche

Durchmischung der Proben zu achten. Dies ist bei der Beurteilung der Nachweisgrenze in
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einem fliissigen Nahrmedium wie dem T-Medium unbedingt zu beriicksichtigen, da bei sehr
kleinen Bakterienmengen nicht die grundsitzliche Eignung des Mediums, eine Zelle zur
Vermehrung zu bringen, ausschlaggebend ist, sondern die Wahrscheinlichkeit, dass diese Zelle
im Medium iiberhaupt anwesend ist (FAO/WHO, 2016). Obwohl die Zentrifugation durch
Aufkonzentrieren der Erregerzellen zu einer niedrigeren Nachweisgrenze fiihrt, kann dieser
zusitzliche Prozessschritt bei der Erregerisolierung aus Wein nicht empfohlen werden. Er

verldngert das Verfahren und minimiert deshalb die Nachweiswahrscheinlichkeit.

Filbrecht (2017) ermittelte durch eine vorgeschaltete Filtration, die ebenfalls das oben genannte
Problem umgehen sollte, eine Nachweisgrenze von 2 KbE/500 ml aus Rotwein. Um moglichst
alle sich in der Probe befindlichen Zellen in das Ndhrmedium zu tiberfiihren, filtrierte sie die

Proben zunichst und inkubierte anschliefend den Filter im T-Medium.

Sowohl in den eigenen als auch in Filbrechts Untersuchungen sollte gepriift werden, ob das T-
Medium zur Anzucht von Francisella grundsitzlich und im Speziellen fiir die Anreicherung
aus der Matrix ,,Wein* geeignet ist. Da das T-Medium geméal Literaturangaben eher selten
verwendet, von Becker et al. (2016) aber als hervorragend bewertet wurde, wurden zunéchst
Versuche zur Nachweisgrenze in Reinkultur sowie aus der Matrix ,,Wein®“ durchgefiihrt. Die
eigenen Untersuchungen widmeten sich der Matrix ,,WeiBBwein®, Filbrecht (2017) untersuchte
Rotwein. Um sicherzustellen, dass alle in den Proben anwesenden Zellen erfasst werden, kamen
verschiedene Methoden zur Aufkonzentrierung (Zentrifugation und Filtration) zur Anwendung.
In den eigenen Vorversuchen erwies sich die von Filbrecht (2017) entwickelte
Filtrationsmethode als nicht erfolgreich, deshalb wurde dieses Verfahren nicht weiterverfolgt.
Wie die Untersuchungen von Azaki et al. (2019) zeigten, ist die verwendete Porengrof3e von
0,45 pm nicht ausreichend, um alle Zellen aufzufangen. Wie in den eigenen Untersuchungen
ermittelte ebenso Filbrecht (2017) eine Nachweisgrenze von weniger als einer KbE/ml in den
genannten Matrizes; die Wiederfindungsrate lag somit bei 100 %. Aufgrund dieser Ergebnisse
wurden mit dem T-Medium die sich anschlieBenden Lagerungs- und Kontaminationsversuche

durchgefiihrt:

Im Gegensatz zu den oben genannten Ergebnissen, bei welchen der Parameter ,,Zeit*
unbeachtet blieb, da die Untersuchungen immer zum Zeitpunkt ,Null*“ stattfanden, war
Francisella wihrend der eigenen Kontaminations- und Lagerungsversuche bereits nach
frithestens 30 Minuten bis spitestens 48 h in der Matrix ,,Weilwein® im T-Medium nicht mehr
kultivierbar. Zu einer dhnlich hohen Variabilitit bei der Kultivierbarkeit des Erregers aus

Lebensmittel-Matrizes kam auch Milke (2014). In den eigenen Untersuchungen lieferte erst der
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direkte Vergleich der qualitativen Anreicherungsmethode mit der quantitativen Untersuchung

auf MLA mit Verdiinnungsreihe in NaCl-Pepton ein anderes Bild.

Uberraschend war, dass die Kultivierbarkeit des Mikroorganismus im T-Medium verloren ging,
obwohl er auf MLA im Tropfplattenverfahren anziichtbar blieb. Dieses war selbst bei hdheren
Keimgehalten von iiber 10* KbE/ml der Fall. Durch die Aufkonzentrierung als Bakterienpellet
sollte der Einfluss der Matrix ,,Weilwein* auf das Medium und eventuelle Wechselwirkungen
minimiert werden. Trotz dieser Mallnahme lie sich der Erreger nicht anziichten. Wider
Erwarten eignete sich also das T-Medium nicht zur Wiedergewinnung moglichweise durch den
Weillwein vorgeschidigter Zellen. Dieses fiihrte in der Vergangenheit unter Umstdnden zur
Unterschiitzung der Uberlebensfihigkeit von F. tularensis spp. in Lebensmitteln. Filbrecht
(2017) konnte Francisella fiir maximal zwei Stunden bei Raumtemperatur in Rotwein mittels
Anreicherung im T-Medium nachweisen. Anders als in den eigenen Untersuchungen erwies
sich bei ihr der Direktausstrich auf MLA jedoch als negativ. Zu spiteren
Untersuchungszeitpunkten war der Nachweis des Erregers aus Rotwein mit beiden Methoden
nicht moglich. Aus dem Probenmaterial des Ausbruchs von 2016 konnte kein Erregerisolat
gewonnen werden (Jacob et al., 2019). Wetzstein et al. (2019) versuchten, Francisella ssp.
holarctica zwar nicht aus Lebensmittelproben, sondern aus Blut und Eiter eines Patienten des
durch Traubenmost bedingten Ausbruches im T-Medium anzuziichten. Da der Patient bereits
unter Antibiotikatherapie stand, war der Erreger vermutlich zum Zeitpunkt der Probenahme

abgetotet. Ein Erregerisolat konnte nicht gewonnen werden.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass das T-Medium aufgrund seiner Zusammensetzung
moglicherweise einen negativen Einfluss auf die bereits vorgeschidigten Francisella-Zellen
haben konnte. Eine nachteilige Wechselwirkung zwischen Nidhrmedium und der Matrix
,»Weilwein® ist nach einer Zentrifugation eher unwahrscheinlich, da Matrix-Effekte auf das
Medium auszuschlieBen sein diirften. Auch die Tatsache, dass das direkte Uberimpfen
Francisella-haltigen ~ Weilweines  zumindest  kurzfristig zu  einem  positiven
Anreicherungsergebnis fiihren kann, spricht gegen eine unmittelbare Beeinflussung des T-
Mediums durch Weillwein. Wahrscheinlicher erscheint, dass das T-Medium selbst eine
nachteilige Wirkung auf gestresste, d. h. vorgeschidigte Zellen ausiibt. Keine diesbeziiglichen

Probleme traten bei den beiden anderen Lebensmittel-Matrizes — Most und Saft — auf.

Zur Anzucht von F. tularensis ssp. holarctica aus Weinproben ist daher der MLA zu
bevorzugen. Dieses Ndhrmedium wurde auch von Filbrecht (2017) gegeniiber dem Cystein-

Herz-Agar favorisiert, da es die fiir Weinprodukte typische hefehaltige Begleitflora besser
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hemmte. In den eigenen Untersuchungen war in Ko-Kultur mit Staphylococcus aureus auf dem
Cystein-Herz-Agar mit Schafblut ein deutlicher Hemmhof zu sehen, in dem F. tularensis ssp.
holarctica nicht wuchs. Wie bereits von anderen Autoren empfohlen, sollte fiir Feldproben ein
Antibiotikazusatz verwendet werden, um eine Hemmung oder das Uberwachsen durch weniger
anspruchsvolle Fremdkeime zu vermeiden (Petersen et al., 2004; Petersen et al., 2009a). In der

Rezeptur des MLA ist bereits ein geeigneter Antibiotikazusatz enthalten.

Um die Selektivitit des T-Mediums zu verbessern, ist es laut Filbrecht (2017) jedoch
erforderlich, die Zusammensetzung des Antibiotikacocktails nach Becker et al. (2016) zu
optimieren. Der Autorin zufolge soll der genannte Antibiotika-Cocktail iiberdies nicht geeignet
sein, die ausreichende Selektivitit des T-Mediums sicherzustellen. Humrighouse et al. (2011)
schlagen als weiteren Ansatz eine Voranreicherung bei niedrigen pH-Werten vor. Insgesamt ist
das T-Medium durch die Vielzahl an Supplementen sowohl teurer als andere Nahrbouillons

und auch aufwendiger in der Herstellung.

Es ist daher davon auszugehen, dass das T-Medium nicht als sogenanntes
,Resuszitationsmedium* fiir die Matrix ,,Weilwein“ in Frage kommt. Solche Medien werden
dazu verwendet, Zellen im VBNC-Status ,,wiederzubeleben®. Bisher ist die Resuszitation von
F. tularensis spp. nicht gelungen (Forsman et al., 2000). Nur fiir wenige von iiber 100 Spezies,
die in den VBNC-Zustand iibergehen, gelang bisher eine Resuszitation. Fiir viele Erreger sind
die spezifischen Resuszitationsbedingungen nicht bekannt. Diese konnen sehr komplex sein:
Fir L. pneumophila ist beispielsweise die Resuszitation nach Ko-Kultivierung mit
Acanthamoeba castellanii beschrieben (Steinert et al., 1997; Dietersdorfer et al., 2018). Dieses
wire auch fiir F. tularensis spp. denkbar, wie den Ausfiihrungen von Harb et al. (2000) zu
entnehmen ist, kann sich der Erreger in dem Protozoon vermehren und besitzt intrazellulér eine
erhohte Resistenz gegeniiber schidlichen Umwelteinfliissen. Vaerewijck et al. (2014) gehen in
ihrem Ubersichtsartikel speziell auf die Bedeutung der Interaktion zwischen Protozoen und
pathogenen Mikroorganismen (inkl. F. tularensis spp.) fiir die Lebensmittelsicherheit ein.
Einige Erreger, so auch L. pneumophila, koénnen nach intrazellulirer Passage durch
Amobenzellen eine erhohte Virulenz aufweisen. Auch fiir hypervirulente Sa/monella enterica
Serovar Typhimurium ist dieses nach Amdbenpassage dokumentiert. Andere Spezies wie
Campylobacter jejuni konnen ihre Kultivierbarkeit nach einer Passage durch Wirtszellen
wiedererlangen (Baffone et al., 2006). Es ist aulerdem bekannt, dass enterohdmorrhagische
Escherichia coli 0157 im VBNC-Status weiterhin Toxin produzieren (Liu et al., 2017). Obwohl
nach Forsman et al. (2000) F. tularensis spp. (LVS) im VBNC-Status die Virulenz verliert, ist

die Resuszitation unter entsprechend giinstigen Bedingungen und somit eine Infektionsgefahr
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nicht ausgeschlossen. Bei Riickerlangung der vollen Vitalitit konnte der Erreger auch die volle
Virulenz wiedererlangen, wére aber mit den {iblichen Nachweismethoden nicht kultivierbar.
Unter Umstdnden wiirde so eine Kontamination von Lebensmitteln bzw. Trinkwasser
unbemerkt bleiben, wodurch sich die Infektionsgefahr erhohen konnte. Fiir Francisella spp.
sind weitere Untersuchungen erforderlich, um systematisch diverse Stressfaktoren und deren
Einfluss auf die Kultivierbarkeit des Bakteriums im T-Medium und in anderen Medien zu
testen. Aufschlussreich konnten Untersuchungen zu Einflussgrofen wie Schwefel, Alkohol in
Trinkkonzentrationen und Kohlendioxid sein, die als mogliche Induktoren fiir den Ubergang in
den VBNC-Status in Frage kommen. Des Weiteren konnte auch der Einfluss von Alkohol auf
die Effektivitit des T-Mediums iiberpriift werden.

5.2 F. tularensis ssp. holarctica in Lebensmitteln

Obwohl sie eine Infektionsquelle fiir die Erkrankung an der Tulardmie darstellen, ist bislang
wenig iiber das Verhalten von F. tularensis ssp. holarctica in Lebensmitteln bekannt.
Insbesondere mangelt es an Wissen iiber Absterbekinetik und Uberlebensdauer des Erregers

sowie an standardisierten Methoden zum Nachweis lebensféhiger Erregerzellen.

Die Studie von Milke (2014) verdeutlicht, wie wenig iiber das Verhalten des Bakteriums in
Lebensmitteln bekannt ist. Dabei wird ersichtlich, dass eine standardisierte Methode der
Kultivierung von Francisella spp., insbesondere aus Lebensmittelmatrizes, fehlt. Ohne die
Anzucht des Erregers kann die Lebens- und damit Infektionsféhigkeit nicht abschlieend
beurteilt werden. Eine Ausnahme stellt der heutzutage kaum zu rechtfertigende Tierversuch
dar. Bei diesem wird verdichtiges Probenmaterial (z. B. Moskitohomogenisat (Bédckman et al.,
2015)) Miusen injiziert, welche im Anschluss entweder erkranken oder nicht. Demnach ist eine
addquate Risikobewertung flir Lebensmittel bisher kaum moglich gewesen. Milke (2014) stellte
eine sehr grofle, Matrix-iibergreifende Variabilitdt in der Wiederfindung des Mikroorganismus
fest (s. S. 20, Tabelle 3), weswegen eine Quantifizierung im zeitlichen Verlauf nicht méglich
war. Die Autorin stellte fest, dass bei einigen Proben nach 30-miniitiger Inkubation im
Lebensmittel keine Erregerzellen mehr kultiviert werden konnten, bei Wiederholungsansétzen
jedoch die Kultivierbarkeit fiir bis zu zwei Wochen gegeben war. Ein Erkldarungsansatz hierfiir
war der passagere Ubergang des Bakteriums in den VBNC-Status. In der Studie konnten weder
Kontinuitdt noch Trends fiir die Wiederfindung des Erregers in den Lebensmittel-Matrizes im

zeitlichen Verlauf festgestellt werden.

Als primire Infektionsquelle unter den Lebensmitteln ist Trinkwasser zu nennen (s. S. 19,

Tabelle 2). Grundsitzlich stehen kontaminierte, nicht konservierte, fliissige Lebensmittel im
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Vordergrund, da sich der Erreger in diesen schnell verteilen kann und somit das
Expositionsrisiko erhdht wird. Obwohl dieses mit einer Verdiinnung der Erregerlast einhergeht,
muss die geringe MID bedacht werden. Im Freiland angebautes Obst und Gemiise sowie daraus
hergestellte Séfte blieben als mogliche Infektionsquelle bisher eher unbeachtet. Erst der
Ausbruch in Rheinland-Pfalz, ausgeldst durch den Verzehr von frischem Traubenmost, lenkte

die Aufmerksamkeit in diese Richtung (Burckhardt et al., 2018; Wetzstein et al., 2019).

Es soll nicht unerwéhnt bleiben, dass es auch bei jagdlichen Aktivitidten wie dem Abbalgen von
Hasen zur Infektion via Erregerinhalation kommen kann (Hauri et al., 2010; Otto et al., 2015).
Daher wird das Tragen von Atemschutzmasken und Handschuhen empfohlen. So erklért sich
auch die Sammlung der in den eigenen Untersuchungen einbezogenen Referenzstimme. In

diesem Zusammenhang sei auf Aspekte der jagdlichen Fleischhygiene hingewiesen.

Basierend auf den eigenen Untersuchungen konnen nun erstmalig (1) fiir Francisella tularensis
Subspezies holarctica Angaben zu Halbwertzeiten in Lebensmitteln vorgelegt werden.
Francisella-Populationen starben in Weilwein, je nach Zusammensetzung der Poole, mit HWZ
von 4,4 h bzw. 6,96 h ab. Nach sieben Tagen konnten die urspriinglich in einer Grof3enordnung
von ca. 107 KbE/ml zugesetzten Francisellen nicht mehr nachgewiesen werden. Insgesamt
konnte also eine 7-Log-Reduzierung innerhalb einer Woche angegeben werden. In Traubensaft
ebenso wie in Traubenmost zeigte sich eine zweiphasige Absterbekinetik. Einer ersten Phase
beschleunigten Absterbens schloss sich eine retardierende Phase an. Beim Traubensaft lagen
die HWZ bei 13,5 h bzw. 47 h. Eine 6-Log-Reduzierung innerhalb von sechs Wochen konnte
ermittelt werden. Bei Traubenmost konnte von einer HWZ von 11,7 h in der ersten und von
61 h in der zweiten Phase ausgegangen werden. Es wurde eine 5-Log-Reduzierung innerhalb

von drei Wochen festgestellt.

Alle drei in der eigenen Studie untersuchten Lebensmittelmatrizes zeigten eine erhebliche Log-
Reduzierung innerhalb des Untersuchungszeitraumes. Die FDA erachtet beispielsweise eine
Reduzierung um fiinf Log-Einheiten als ausreichend, um die Sicherheit von Sédften zu
gewihrleisten (21CFR101.17). Es ist davon auszugehen, dass unter natiirlichen Bedingungen

keine derart hohen Erregerkonzentrationen im Lebensmittel erreicht werden.

Da Traubensaft in der Regel durch Pasteurisation oder Schwefelung konserviert wird, ist fiir
dieses Lebensmittel eine Infektion mit F. tularensis spp. als unwahrscheinlich anzusehen. Der
Erreger ist hitzeempfindlich und stirbt bei iiblichen Pasteurisationsverfahren ab (Day et al.,
2008). Lediglich im Rahmen einer tertidiren Kontamination, also einer Kontamination nach

Haltbarmachung, ist ein Krankheitsgeschehen nicht auszuschliefen.
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Auch hochdruckbehandelte Sifte diirften als sicher angesehen werden, da Francisella (LVS)
gegeniiber der Hochdruckbehandlung sehr empfindlich ist (Schlesser und Parisi, 2009).
Beziiglich der Empfindlichkeit gegeniiber der Schwefelung als Konservierungsmethode liegen
derzeit keine Daten vor. Daher kann nicht beurteilt werden, inwieweit ausschlieBlich ,,stumm
geschwefelte® Séafte ohne Pasteurisation eine Infektionsgefahr darstellen konnen. Gleiches gilt
fiir geschwefelten Traubenmost, der als Siifireserve aufbewahrt wird und dem fertig gegorenen
Wein zur SiiBung zugesetzt werden kann. Da in Deutschland hauptsidchlich weille Trauben
angebaut werden, beriicksichtigen die eigenen Untersuchungen den Einfluss weillen
Traubensaftes auf den Erreger. Ein abweichendes Verhalten in rotem Traubensaft, bedingt

durch eine andere Zusammensetzung des Lebensmittels, kann nicht ausgeschlossen werden.

Obwohl das Verhalten von F. tularensis spp. in triibem Traubenmost dhnlich dem in
Traubensaft ist, muss Traubenmost als unbehandeltes ,yrohes”, mithin verzehrfertiges
Lebensmittel, anders bewertet werden. Aufgrund der kurzen Haltbarkeitsdauer wird
Traubenmost, wenn er verzehrt wird, frisch verzehrt. Zu diesem Zeitpunkt werden i. d. R. keine
Dekontaminationsmafinahmen angewendet, die die initiale Erregerlast minimiert haben
konnten. Aufgrund der hohen Séureresistenz haben niedrige pH-Werte (3,03-3,1 in den eigenen
Versuchen fiir Traubenmost) allein keine minimierende Wirkung auf den Erreger. Dieses wird
durch die Untersuchungen von Adcock et al. (2014) unterstiitzt (s. Tabelle 4). Humrighouse et
al. (2011) schlagen sogar zur Erhohung der Selektivitit bei der Erregerisolierung eine
Voranreicherung bei niedrigen pH-Werten vor. Trotz der Abnahme der Anzahl kultivierbarer

Zellen in Traubenmost im zeitlichen Verlauf erscheint eine Infektion moglich.

In diesem Zusammenhang sei insbesondere das Krankheitsbild der oropharyngealen Tulardmie
erwihnt. Die MID fiir die orale Infektion mit gastrointestinaler Symptomatik wird zwar in der
Literatur mit zwischen 10° bis 10® Erregern angegeben (Hornick et al., 1966), die Autoren
bezweifeln jedoch die Existenz der primédren gastrointestinalen Tulardmie. Selbst hohe Dosen
oral aufgenommener Erregerzellen fiihrten lediglich zu einer milden gastrointestinalen
Symptomatik und 16sten eher das Bild der pulmonalen Tulardmie aus. Auch die
Untersuchungen von Adcock et al. (2014) sprechen gegen die Existenz der priméren
gastrointestinalen Form der Tulardmie. Die Autoren bestdtigten zwar eine flr
Lebensmittelinfektionserreger typisch hohe Sdureresistenz, zeigten jedoch unter in-vitro-
Bedingungen, dass die Magenpassage unwahrscheinlich ist. Dies ist eine Erkldrung dafiir,
warum die Aufnahme kontaminierter Lebensmittel in der Regel zu der hiufig beobachteten

oropharyngealen Form der Tulardmie fiihrt, und nicht zur gastrointestinalen Form. Die
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oropharyngeale Form wird vermutlich iiber Erreger-Kontakt zu Schleimhautldsionen in Mund-
und Rachenraum ausgeldst. Nur zehn Mikroorganismen kdnnen dazu ausreichen (Saslaw et al.,
1961a). Die oropharyngeale Form ist die haufigste klinische Form in Lindern mit Trinkwasser
als Hauptinfektionsquelle, die gastrointestinale Form hingegen wird selten dokumentiert
(Akalin et al., 2009; Grunow et al.,, 2012). Das Infektionsrisiko durch kontaminierten
Traubenmost ist daher als hoch zu bewerten. Der Ausbruch aus dem Jahre 2016 belegt, dass
dies kein theoretisches Risiko ist, sondern eine reale Gefdhrdung darstellt. Es ist also wichtig,

auch sehr kleine Erregermengen nachweisen zu konnen.

Weillwein stellt in Bezug auf die Gefahr einer Erkrankung an der Tulardmie den eigenen
Untersuchungen zufolge ein sicheres Lebensmittel dar. Zum einen ist die Wahrscheinlichkeit
gering, dass der Erreger den gesamten Prozess der Gérung iiberlebt und zum anderen wird Wein
meist erst nach mehrwochiger bis hin zu mehrjdhriger Lagerung verzehrt. In den eigenen
Versuchen mit der Matrix ,,Weilwein“ wurde genau genommen eine tertidire Kontamination,
d. h. nach Haltbarmachung, untersucht. Das im Handel befindliche Endprodukt wurde gedffnet
und kiinstlich kontaminiert. Wahrend der Lagerung wurden die Behéltnisse zwar wieder
verschlossen, jedoch wurde der WeiBBwein bereits erheblich mit Sauerstoff durchmischt. Im
Haushalt entspriche dies der Lagerung der gedffneten Weinflasche im Kiihlschrank, welche
den schnellen Verderb des Lebensmittels nach sich zieht. Damit sind die Bedingungen zu einer
primiren oder sekundiren Kontamination verdndert, verglichen mit dem Ausbruchsgeschehen.
Dabei durchlduft der Erreger den gesamten Prozess der Haltbarmachung und die Erregerlast
wird dem Hiirdenprinzip entsprechend minimiert bzw. dessen Vermehrung verhindert. Um
diesen Verhiltnissen ndher zu kommen, miisste der Wein nach dem Abfiillen kontaminiert

werden und anschlieend verkorkt gelagert werden.

Die Uberlebensfihigkeit des Erregers bei einer primiren und sekundiren Kontamination ist als
geringer einzuschétzen als bei der tertidren; also einer Kontamination nach technologisch
bedingter und erwiinschter Abtétung von Mikroorganismen. In einem solchen Falle entfallt die
kompetitive Hemmung durch die stark wachsende Population der Hefen im gérenden
Traubenmost sowie die insgesamt verdnderlichen Bedingungen wéhrend der Girung wie
steigender Alkoholgehalt, sinkender pH-Wert und Zuckergehalt sowie der Verbrauch von
Sauerstoff bei gleichzeitigem Anstieg von CO> und anderer Stoffwechselprodukte der Hefen,
an die sich der Erreger kontinuierlich anpassen muss. Sowohl fiir die Untersuchungen von
Weillwein als auch fiir die von Traubensaft wurden unterschiedliche Chargen an

unterschiedlichen Tagen im Doppelansatz mit jeweils frischen Inokula untersucht, um eine
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grofBere Sicherheit der Ergebnisse zu garantieren und eine eventuelle Variabilitit

miteinzuschlieBen. Einzig fiir Traubenmost wurde dieselbe Charge untersucht.

Im Detail zeigten die Poole mit unterschiedlicher Zusammensetzung auch eine abweichende
Absterbekinetik, jedoch konnte insgesamt keiner der Stimme fiir ldnger als sechs Tage
kultiviert werden. Dies ist ein Hinweis, dass die einzelnen Stimme unterschiedlich empfindlich
auf den Einfluss des Weillweines, vermutlich insbesondere auf den Alkohol, reagieren. Im Pool
mit neun Stimmen konnten also empfindlichere Stammformen hinzugekommen sein. Daher
besteht die Mdglichkeit, dass bei einer erhdhten Anzahl eingesetzter Staimme die gegenseitige

Hemmung auftrat und so zu einem insgesamt schnelleren Absterben von Zellen fiihrte.

Es ist empfehlenswert, fiir solche Untersuchungen mehrere Wildtypstimme einzusetzen, wie
es fiir Challenge-Untersuchungen vorgeschrieben ist. Viele Autoren bevorzugten den weniger
infektiosen LVS-Stamm als Surrogat (Schlesser und Parisi, 2009). Dabei fillt auf, dass dieser
hiufig wesentlich empfindlicher reagierte als F. tularensis ssp. holarctica-Wildtypstimme

(O'Connell et al., 2011; Adcock et al., 2014).

Insgesamt entspricht der Versuchsaufbau einem ,,Challenge-Test”, also letztendlich einer
Inaktivierungsstudie. Dabei wird untersucht, inwieweit ein Lebensmittel und/oder ein
Herstellungsprozess dazu geeignet ist, einen bestimmten pathogenen Mikroorganismus zu
inaktivieren. Dafiir wird der Einsatz von drei bis fiinf unterschiedlichen Stimmen als Inokulum
empfohlen. Bei Pilotprojekten, bei denen wenig iiber das Verhalten des Mikroorganismus in
der Matrix bekannt ist, wird die Verwendung von bis zu zehn unterschiedlichen Stdmmen,
einzeln oder in Kombination, durch das National Advisory Committee on Microbiological
Criteria for Foods (2010) empfohlen. Auf diese Verdffentlichung wird auch in der sich in
Uberarbeitung befindlichen ISO 20976-2:2019 mit Richtlinien zur Durchfiihrung von
Challenge-Tests verwiesen. Idealerweise sollten die ausgewédhlten Stimme, anders als in den
eigenen Untersuchungen, aus der zu untersuchenden Matrix isoliert worden sein. Derzeit liegt
kein Erregerisolat aus Traubenmost, Traubensaft oder Weilwein vor. Im Rahmen des
Ausbruchsgeschehens von 2016 konnte kein Isolat gewonnen werden, gleichwohl gelang eine

Genomsequenzierung (Jacob et al., 2019).

In den eigenen Untersuchungen wurde fiir die Inaktivierungsstudien ein hohes Inokulum von
10% bis 10" KbE/ml verwendet, um die Population iiberlebender Zellen quantifizieren und
groBere Inaktivierungsintervalle erfassen zu konnen. Fiir bestimmte Pathogene ist zum Beispiel
eine 5-Log Reduktion vorgeschrieben (,,E. coli O157:H7 in apple cider*), die dementsprechend

nachgewiesen werden muss. In den eigenen Untersuchungen wurde der Erreger weder an den
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niedrigen pH-Wert oder den Alkoholgehalt der Matrix adaptiert. Adcock et al. (2014) zeigten,
dass es sinnvoll sein kann, eine Vorinkubation unter natiirlichen Bedingungen des
urspriinglichen Habitats, wie in seinen Studien in nihrstoffarmem sterilisiertem Flusswasser,
vorzunehmen. Die Autoren konnten dadurch eine hohere Sdureresistenz der so vorbereiteten
Typ B-Wildtypstimme dokumentieren. In Folgeuntersuchungen konnte eine solche
Vorinkubation miteinbezogen werden. Um standardisierte Bedingungen in den eigenen
Untersuchungen zu gewdhrleisten, wurden immer frische Inokula verwendet.
Azaki et al. (2019) zeigten, dass Francisella erst bei einer Ethanolkonzentration von 70-90 %
nach 15 s nicht mehr anziichtbar war. Bei allen Konzentrationen unter 50 % waren nach zehn
Minuten lebensfahige Erregerzellen nachweisbar; allerdings fand bei einer Konzentration ab
50 % eine signifikante Erregerreduzierung statt. Die Autoren weisen darauf hin, dass diese
Werte unter realen Umstdnden verdndert sein konnten, beispielsweise durch die Bildung von
Zellaggregaten. Auch in diesem Falle konnte Francisella in den VBNC-Zustand iibergegangen
sein. Unter Umstidnden sind subletale Alkoholgehalte Induktoren des VBNC-Zustandes.
Moglicherweise wiirden darunter auch die Lebensmittel ,,Federweifler” und ,,WeiBlwein* fallen,

die iiblicherweise einen Alkoholgehalt zwischen 1 % (Federweiller) und 15 % aufweisen.

Da keine entsprechend valide Methode zur Anreicherung und Resuszitation vorliegt, konnen
Erregerzahlen unterhalb der Nachweisgrenze (fiir MLA: 1,0 x 10° KbE/ml) und Zellen im
VBNC-Status mit derzeit verfiigbaren kulturellen Methoden nicht erfasst werden. Fraglich
bleibt, inwieweit die nicht anziichtbaren Zellen in den lebensfihigen, aber nicht mehr
kultivierbaren Status libergegangen sind. Obwohl F. tularensis spp. im VBNC-Status nach
Forsman et al. (2000) nicht infektids ist, sind die Resuszitationsbedingungen bei gleichzeitiger
Wiedererlangung der Virulenz fiir diesen Mikroorganismus nicht bekannt. Das Beispiel des T-
Mediums zeigt sehr eindriicklich, dass ,,nicht nachweisbar, nicht unbedingt ,,nicht vorhanden*

bzw. ,,nicht lebensfdhig* bedeutet.

Fiir die Diagnostik stellt sich dasselbe Problem. Daher ist es notwendig, ein Verfahren zur
Anzucht vorgeschidigter Zellen bzw. zum Nachweis lebensféhiger, aber nicht kultivierbarer
Zellen zu etablieren. Ein groBer Fortschritt wére eine einheitliche Methode zur Anzucht des
Erregers aus Lebensmittelproben. Dies wiirde die Vergleichbarkeit von Ergebnissen
erleichtern. Eine Moglichkeit zur differenzierenden Erfassung lebensfahiger, aber nicht

kultivierbarer Zellen konnte zukiinftig die PMA-qPCR darstellen.
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5.3 Entsteht bei der Garung ein Erreger-haltiges Aerosol?

Um die Laborsicherheit zu garantieren, war die Uberpriifung auf Bildung erregerhaltigen
Aerosols wihrend der alkoholischen Gérung Francisella-haltigen Traubenmostes erforderlich.
Die pulmonale Form der Tulardmie stellt die schwerste Form dar, gleichzeitig sind bereits
geringste Erregermengen von zehn Erregern zur inhalativen Infektion ausreichend
(Saslaw et al., 1961b). Laut WHO ist die Tulardmie eine der hdufigsten Laborinfektionen,
iiberwiegend durch Inhalation erregerhaltiger Aerosole verursacht. Sie entstehen beispielsweise
bei der Zentrifugation. Die Verwendung eines aerosoldichten Deckels sowie die von
verschlossenen Gefdflen beim Mischen der Proben ist obligatorisch. Bei jeglichen
Laborarbeiten mit lebensfdahigen Francisellen ist unbedingt entsprechende Schutzbekleidung zu
tragen. Wihrend der Géarung kommt es durch CO»-Freisetzung der Hefen zum heftigen
Sprudeln und Verwirbeln des Traubenmostes. Erst mit dem Ende der metabolischen Aktivitét
der Hefen setzen sich Feststoffe ab. Pro Liter Traubenmost werden ca. 50 Liter CO- freigesetzt,

deshalb besteht im Gérkeller Erstickungsgefahr (Flitsch, 1994).

Die eigenen Ergebnisse sprechen gegen die Bildung erregerhaltigen Aerosols. Durch ein dichtes
Schlauchsystem war das Entweichen von Aerosolen ausschlieBlich durch den sterilen Filter am
Ende der Versuchsanordnung moglich. Der Porendurchmesser des sterilen Beliiftungsfilters
von 0,22 um verhinderte das mogliche Entweichen von Erregerzellen in die Raumluft und
garantierte so das sichere Arbeiten im Labor. Azaki et al. (2019) belegen, dass Filter mit einem
Porendurchmesser von 0,22 um notwendig sind, um Francisella-Zellen sicher zu eliminieren.
Ein Porendurchmesser von 0,45 um verringert die Erregerlast zwar signifikant, vereinzelt
konnen jedoch Zellen passieren. Die gesamte Abluft wurde durch das T-Medium geleitet und
darin zerstdubt. Trotz eines hohen Inokulums konnten weder nach Anreicherung im T-Medium,
noch durch Direktausstrich auf MLA lebende Francisella-Zellen in der Gérabluft
nachgewiesen werden. Der Ubergang in die Raumluft via Girgase war somit auszuschlieBen.
Die Kultivierbarkeit vorgeschédigter Zellen mittels T-Medium konnte auf Grund der eigenen
Ergebnisse in Frage gestellt werden. Da allerdings auch der Nachweis der DNA von
F. tularensis spp. in der parallel mitgefiihrten qPCR negativ ausfiel, konnte die Kontamination

der Raumlauft mit Erregerzellen via Gérgase ausgeschlossen werden.

Eine Gefihrdung des Laborpersonals iiber Erreger-haltige Aerosole konnte

ausgeschlossen werden.
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5.4 Erste Untersuchungen durch Interkalierung mit PMA & die Entwicklung

einer ,,Jlong-amplicon“-qPCR fiir F. tularensis ssp. holarctica

Die Ergebnisse der qPCR nach Versage et al. (2003), die mit Weiwein und Traubensaft
durchgefithrt wurden, lieBen keine Aussage tiber die wesentliche Fragestellung der
lebensfahigen, aber nicht kultivierbaren Zellen zu. Die Ci-Werte blieben konstant bei ihrem
Initialwert, was der urspriinglichen Kontamination mit Francisella entsprach. Sie stellen somit
die ,,Gesamtzellzahl* als Summe der lebensfihigen, der toten und der lebensfahigen, aber nicht
mehr kultivierbaren Zellen dar. Die Zellen hatten sich weder in Traubensaft noch in Weillwein

vermehrt. Die kulturellen Ergebnisse bestétigten dies.

Im Vorversuch mit Weilwein und Traubensaft fanden erste orientierende Untersuchungen
mittels PMA-Interkalierung statt. Die Ci-Werte der hitzebehandelten/toten Zellen ohne PMA
lagen etwas iiber denen der unbehandelten Proben. Diese Werte geben ebenfalls die gesamte
Zellzahl, hier jedoch der abgetdteten Zellen, an. Die Werte sollten dem der lebenden Zellen
ohne PMA entsprechen. Sie diirfen geringgradig erhoht sein, da durch die Hitzebehandlung
eine kleine Menge DNA =zerstort werden kann. Sie dienen als Vergleichsprobe zu den
hitzebehandelten/toten Zellen mit PMA (,,Totkontrolle*), zur Darstellung der vollstindigen
Maskierung der DNA toter Zellen. Bei der Totkontrolle sollte die Zellmembran zerstort sein,
was zum Eindringen und Binden von PMA fiihrt. Die Ci-Werte dieser Ansitze lagen im
Vergleich zu den unbehandelten Proben um zehn Zyklen hoher. Dieses belegte die Maskierung
der DNA einiger abgetoteter Zellen durch PMA. Ein Ci-Wert von ca. 31 ist dennoch stark
positiv. Das heif3t, dass nicht alle Zellen erfolgreich maskiert wurden. Von einem negativen
Ergebnis in der qPCR wiirde erst ab einem Ci-Wert von > 40 gesprochen werden. Aus diesen
Ansitzen geht deutlich hervor, dass PMA zwar einen Teil der toten Zellpopulation maskiert
hat, aber bei weitem nicht alle. Eine mogliche Erklarung wire die Annahme, dass nicht alle
Zellen des jeweiligen Ansatzes abgetotet waren. Bei einem Temperaturprofil von 80 °C fiir
20 min zur Abtdtung der Zellen, ist das Uberleben des Erregers allerdings auszuschlieBen
(Day et al., 2008; Azaki et al., 2019). Hochstwahrscheinlich ist das Amplikon der qPCR nach

Versage et al. (2003) mit 91 bp zu kurz, um diese zuverldssig und vollstindig zu maskieren.

Bei den Vorversuchen mit Traubensaft stellte sich ein anderes Problem ein. Die vollstindige
Maskierung der Totkontrollen mit Ci-Werten von > 40 war zwar gegeben, jedoch erhéhten sich
bei diesem Versuch die Ci-Werte der ,,lebenden* Proben mit PMA-Behandlung um sechs bis
acht Zyklen. Die kulturellen Ergebnisse belegten jedoch eine hohe Konzentration lebensfahiger

und kultivierbarer Zellen in den Proben. Dieses Ergebnis spricht dafiir, dass in diesem Falle
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PMA auch in lebensfihige Zellen eingedrungen ist und diese maskiert hat. Geméall Frau
Dr. Stingl (personliche Mitteilung, 2018) konnten die im PMA-Kit enthaltene Puffer die
Zellmembran schédigen und so das Eindringen und die Interkalierung der DNA lebensfahiger
Zellen mit PMA ermoglichen. Als Basis zur Entwicklung einer Methode zur Identifizierung
lebensfahiger, aber nicht mehr kultivierbarer Zellen mittels PMA wurde im Rahmen der
eigenen Untersuchungen eine neue qPCR mit einer Amplikonldnge von 239 bp entwickelt.
Dabei wurde das hdufig zu Grunde gelegte Zielgen ful4 ausgewihlt. Dieses wird auch durch
das FLI in der Amtlichen Methodensammlung ,,Tulardmie* als Zielgen verwendet. Das tu/4-
Gen erlaubt keine Unterscheidung zwischen den Subspezies tularensis und holarctica. In
Europa stellt dies jedoch keinen Nachteil dar, da ausschlieBlich Typ B vorkommt. Aus
mehreren moglichen Primerkombinationen wurde das Paar mit der hochsten Spezifitit
ausgewdhlt; es war die einzige Kombination, bei der die Subspezies F. hispaniensis negativ in
der qPCR reagierte. Die optimale Primerkonzentration lag bei 0,5 uM. Mit Hilfe einer
Standardkurve wurde eine Effizienz von 1,01 ermittelt. Das theoretisch erreichbare Optimum
ist 1,00 bzw. 100 %. Auch die Steigung von -3,2 ist optimal (Bustin et al., 2009). Die LOD
von 10° KbE ist als bisher nicht optimal anzusehen. In diesem Zusammenhang sei jedoch
angemerkt, dass auch mit der qPCR nach Versage et al. (2003) in eigenen Ansétzen der
Nachweis niedrigerer Konzentrationen als ca. 10° KbE nicht méglich war. Hier bietet sich
allerdings die Moglichkeit der Aufkonzentrierung geringer Zellzahlen iiber die Filtration an.
Eine weitere Moglichkeit bietet — je nach Lebensmittelmatrix - die (fraktionierte)
Zentrifugation. Es ist zu priifen, ob mit einem verldngerten Amplikon von 91 bp auf 239 bp die
vollstdndige Maskierung toter Zellen in der PMA-qPCR méglich ist. Unter Umsténden ist auch
diese Amplikonlidnge nicht ausreichend. Eine der entwickelten Primerkombinationen generiert
ein Amplikon von fast 300 bp, es zeigt allerdings eine Kreuzreaktion mit F. hispaniensis. Die
in den eigenen Untersuchungen generierten Primerpaare mit 500 bp zeigten unspezifische
Reaktionen in der Schmelzkurvenanalyse mit SYBR Green I und sind damit zur Entwicklung

einer neuen qPCR ungeeignet.

Ein weiteres Ziel der zukiinftigen Forschung konnte eine standardisierte ,,Totkontrolle* mit
einer definierten Zellzahl sein. Anhand dieser konnte die Kapazitdt zur Maskierung toter Zellen
exakt quantifiziert werden. Auflerdem wiirde diese eine bessere Vergleichbarkeit von
Ergebnissen verschiedener Labore ermdglichen. Pacholewicz et al. (2019) entwickelten eine
sogenannte ISPC (Internal Sample Process Control) zu diesem Zwecke fiir thermotolerante
Campylobacter. Bei der Herstellung der Totkontrolle ist auf die Art der Abtétung zu achten.

Diese konnen die spétere Interaktion mit der Substanz PMA beeinflussen (Vondrakova et al.,
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2018). Unter Umsténden war die in den eigenen Untersuchungen eingesetzte Abtotung durch
Hitze nicht ideal. Da Francisella unter natiirlichen Bedingungen nicht unbedingt durch
Temperatureinwirkung abgetotet wird, konnte es gemil Dr. Stingl (BfR) empfehlenswert sein,
die Absterbeparameter an die natiirlichen Bedingungen anzupassen. Fiir Campylobacter ist dies
beispielsweise oxidativer Stress. Dieser hat sich zur Herstellung der ISPC bewihrt. Die ISPC
entspricht in ihrer Funktion der Totkontrolle. Sie wird separat zur Probe mit einer definierten
Anzahl genomischer Kopien hergestellt und bei jeder Untersuchung als Vergleichswert
miteinbezogen. So kann die exakte Anzahl toter Zellen in der Probe berechnet werden
(Pacholewicz et al., 2019). Diese ersten Ergebnisse konnten fiir die Etablierung einer PMA-

qPCR im Sinne der urspriinglichen Fragestellung herangezogen werden.

Um einen weltweit einsetzbaren Assay zu etablieren, wird es hilfreich sein, eine multiplex-
gPCR mit mehreren Zielgenen zur sicheren Unterscheidung der Subspezies und Subtypen
anzuwenden. So konnte die von Larson et al. (2020) entwickelte multiplex-qPCR als Grundlage
dienen, eine LA-qPCR zur Identifikation und Quantifizierung lebensfdhiger, lebensfahiger aber
nicht kultivierbarer und toter Erregerzellen zu entwickeln. Die in der Verdffentlichung
genannten Primer generieren kurze Amplikons in einer Lange von 80 bis 140 bp, die fiir die
DNA-Interkalierung mit PMA so nicht geeignet sind. Primer mit entsprechend ldngeren

Amplikons miissten generiert werden.

5.5 Ausblick

Grundsétzlich besteht die Gefahr der Kontamination pflanzlicher Lebensmittel im Feld bzw.
bei der Ernte. Sdugetiere, Vogel und Arthropoden haben unvermeidbar Zugang zu den Feldern.
Durch maschinelle Ernte wie in diesem Falle der Ernte mit dem Traubenvollernter hat das
Personal weniger Kontrolle und iibersieht moglicherweise Fremdkorper (wie z. B. Kadaver
eines Nagers oder dessen Ausscheidungen). Erntemaschinen bewegen sich auflerdem zu
schnell, als dass samtliche sich im Feld befindliche Lebewesen ausweichen konnten.
Sammelernte und Keltern fithren zur Verteilung des Erregers in der gesamten Tagesernte.
Dadurch wird zwar die Erregerlast pro Fliissigkeitsmenge verringert; auf der anderen Seite wird
eine groflere absolute Gesamtmenge an Lebensmittel kontaminiert. Dies trifft auch auf andere
Lebensmittel pflanzlichen Ursprunges zu. Fiir das Lebensmittel Wein hat diese Gefahr keine
groBBe Bedeutung, da normalerweise kein Verzehr des unbehandelten Produktes (Ausnahme
Traubenmostkostprobe bei Ernte, s. Ausbruch) stattfindet. Theoretisch wére ein dhnliches
Szenario auch bei anderen Lebensmitteln, wie z. B. bei Obst und Gemiise, welches roh verzehrt

wird, denkbar. Ein Ldésungsansatz konnten automatische Sensorsysteme sein, die in den

Diskussion 93



Ernteprozess, z.B. in den Traubenvollernter integriert werden. Durch entsprechende
Algorithmen konnten Fremdkdrper erkannt und aussortiert werden. Die bereits vorhandenen
Anwendungen im Bereich Weinbau beinhalten hauptséchlich die automatische Sortierung nach
Farbe und GréBe zur Qualitdtssteigerung sowie die automatische Krankheitserkennung bei
Rebstocken (Rehman et al., 2019). Solche Technologien konnten insbesondere in bekannten

Endemiegebieten eingesetzt werden.

Laut einer Stellungnahme durch das Bundesinstitut fiir Risikobewertung (2018) ist das Risiko,
in Deutschland an Tulardmie zu erkranken, gering. Dieses trifft auch fiir die Aufnahme von
Lebensmitteln zu. Trotz steigender Fallzahlen handelt es sich insgesamt, verglichen mit anderen
Infektionskrankheiten, um eine niedrige Pravalenz (s. S. 18, Abbildung 7). Dieses kann als
Widerspruch zur hohen Tenazitit des Erregers und dem héufigen Erregernachweis in der
Umwelt mittels molekularbiologischer Methoden aufgefasst werden. Bei gegebener hoher
Virulenz wire eine wesentlich hohere Fallzahl zu erwarten. D. h., entweder ist, wie
Faber etal. (2018)  vermuten, die Dunkelziffer nicht korrekt diagnostizierter
Tulardmieerkrankungen hoch, der Erreger nicht so virulent wie bisher angenommen, oder der
molekularbiologische Nachweis steht nicht im Zusammenhang mit lebensfahigen Erregern, und
ist daher ungeeignet, ein Abbild des tatsdchlichen infektiosen Potentials der Erregerlast in der

Umwelt zu zeichnen.

Diese Situation spiegelt sich auch im Risikobewusstsein der Gesellschaft in Deutschland wider.
Aufgeklart iiber die Tulardmie ist hierzulande vor allem die Risikogruppe der Jager, ansonsten
ist die Krankheit eher unbekannt. In Landern mit einer hoheren Infektionsrate, wie Schweden,
hat der Erreger einen hoheren Bekanntheitsgrad. Dieses trifft ebenfalls fiir die USA zu, weil

dort der wesentlich virulentere Typ A dominiert.
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6 SCHLUSSFOLGERUNG

Das T-Medium ist zur Anreicherung von Francisella tularensis ssp. holarctica aus
Weillwein nicht geeignet. Fiir die Anreicherung des Erregers aus Traubensaft und
Traubenmost hingegen kann dieses Medium zuverldssig eingesetzt werden. Zur
Isolierung aus Lebensmitteln, insbesondere des geschadigten Erregers, wird nach wie vor
eine Standardmethode bendtigt. Der Mangel an geeigneten Ndhrmedien kann zur
Unterschidtzung der Erregerlast fiihren.

Fiir die quantitative Erfassung von Francisellen hat sich, unabhéngig von den in den
eigenen Untersuchungen einbezogenen Matrizes, der MLA bewihrt. Eine untere
Nachweisgrenze von 1 KbE/ml ist gegeben.

Basierend auf den eigenen Untersuchungen unter gleichzeitiger Beriicksichtigung
verfiigbarer Literatur wird das gesundheitliche Gefdhrdungspotential durch Francisella
tularensis ssp. holarctica fiir den Menschen liber Wein als duflerst gering eingestutft.
Frisch gepresster Traubenmost kann eine gesundheitliche Gefdhrdung darstellen (z. B.
,Mitlese* eines infizierten Kadavers). Kurzfristig und passager konnte es zur Aufnahme
einer entsprechenden Erregerkonzentration kommen. Der sich entwickelnde Federwei3er
diirfte aufgrund der in der Mostphase bereits dokumentierten Absterbekinetik als sicheres
Lebensmittel angesehen werden.

Als unproblematisch sind pasteurisierte Sifte anzusehen. Es ist darauf zu achten, dass
eine tertidre, also eine nach Pasteurisierung bzw. auch anderer Konservierungsverfahren
auftretende Kontamination mit dem Erreger vermieden wird. Nicht konservierte Séfte —
z. B. frisch gepresste Obstsidfte — konnten ein gesundheitliches Gefiahrdungspotential
darstellen, da der Erreger, sollte er vorhanden sein, allein aufgrund der begrenzten
Haltbarkeit solcher Erzeugnisse iiberleben kann.

Die differenzierende Erfassung von kultivierbaren sowie nicht kultivierbaren, aber
lebensfahigen Francisella-Zellen bei gleichzeitiger Abgrenzung nicht mehr lebensfahiger
Populationsanteile gelingt derzeit nicht. Die AmplifikatgroBBe (91 bp) der hierzu in der
Routinediagnostik eingesetzten qPCR ist fiir die Interkalierung mittels PMA nicht
geeignet. Die im Rahmen dieser Dissertationsarbeit entwickelte LA-qPCR konnte als
Basis fiir die Erfassung nicht lebensféhiger Populationsanteile dienen.

Die Gefdahrdung des Laborpersonals wiahrend der Garung kontaminierten Traubenmostes

durch Erreger-haltige Aerosole kann unter Laborbedingungen ausgeschlossen werden.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Untersuchungen zur Uberlebensfihigkeit von Francisella tularensis ssp.

holarctica in Weillwein, Traubensaft und Traubenmost

Vor dem Hintergrund eines Ausbruches der Tulardmie, ausgelost durch den Verzehr frisch
gepressten Traubenmostes, wurde die Uberlebensfihigkeit des Erregers Francisella (F.)
tularensis ssp. holarctica in Traubensaft, Weilwein und Traubenmost mittels Kontaminations-
und Lagerungsversuchen untersucht. Bis dato liegen wenige Erkenntnisse zur
Uberlebensfihigkeit von Francisella in Lebensmitteln vor. Es gibt keine standardisierte
Methode zur Isolierung des Erregers aus Lebensmittelproben. Haufig gelingt die
Erregerisolierung nicht. Der Nachweis erfolgt dann iiber molekularbiologische Methoden,

welche keine Aussage iiber die Lebensfahigkeit des Erregers erlauben.

Um das Infektionsrisiko durch die Lebensmittel Traubensaft, Weilwein und Traubenmost
besser abschétzen zu konnen, wurden diese Matrizes in der vorliegenden Arbeit kiinstlich mit
dem Erreger inokuliert und dessen Uberlebensfihigkeit fiir bis zu 42 Tage untersucht. Dazu
wurde der Martin-Lewis-Agar (MLA) sowie als Nahrbouillon das ,,Tularemic-(T-)Medium*
verwendet. Um die Sicherheit im Labor zu gewéhrleisten, wurde weiterhin untersucht, ob sich
wihrend der Girung kontaminierten Traubenmostes erregerhaltiges Aerosol bildet. Die
Untersuchungen mittels quantitativer Polymerasekettenreaktion (qQPCR) erfolgten nach der
Amtlichen Methodensammlung ,,Tulardmie* des Friedrich-Loeffler-Institutes (FLI) (2014), die
auf dem Protokoll nach Versage et al. (2003) basiert. Als Grundlage zur Detektion von
Erregerzellen, die sich im lebensfdhigen, aber nicht kultivierbaren Status (engl.: viable-but-
non-culturable; VBNC) befinden, wurde eine qPCR mit langem Amplikon (engl.: long
amplicon; LA) (LA-qPCR) entwickelt, welche zukiinftig mit dem Einsatz der DNA-
interkalierenden Substanz Propidium-Monoazid (PMA) kombiniert werden konnte (PMA-
qPCR).

Insgesamt wurden 176 Proben in Kontamination- und Lagerungsversuchen untersucht und
miteinander verglichen, davon 65-mal WeiBwein, 64-mal Traubensaft und 47-mal
Traubenmost. Als Inokula dienten neun F. tularensis ssp. holarctica-Wildtypstimme, die in

unterschiedlichen Zusammensetzungen (,,Pool*) beriicksichtigt wurden.

Aus Sicherheitsaspekten wurde auch die Moglichkeit einer Laborinfektion einbezogen,
insbesondere beziiglich der Garungsversuche mit Traubenmost. Es konnte gezeigt werden, dass

wihrend der Girung unter Laborbedingungen kein Erreger-haltiges Aerosol gebildet wurde.
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Erstmalig (!) konnen flir Francisella tularensis Subspezies holarctica Angaben zu
Halbwertzeiten (HWZ) in Lebensmitteln vorgelegt werden. Francisella-Populationen starben
in Weillwein, je nach Zusammensetzung der Poole, mit HWZ von 4,4 h bzw. 6,96 h ab. Nach
sieben Tagen konnten die urspriinglich in einer GroBenordnung von ca. 107 Kolonie-bildenden
Einheiten pro Milliliter (KbE/ml) zugesetzten Francisellen nicht mehr nachgewiesen werden.
Insgesamt konnte also eine Reduzierung um sieben Zehnerpotenzen (Log-Einheiten) innerhalb

einer Woche gefunden werden.

In Traubensaft ebenso wie in Traubenmost zeigte sich eine zweiphasige Absterbekinetik. Einer
ersten Phase beschleunigten Absterbens schloss sich eine retardierende Phase an. Beim
Traubensaft lagen die HWZ bei 13,5 h bzw. 47 h. Es konnte eine 6-Log-Reduzierung innerhalb
von sechs Wochen ermittelt werden. Bei Traubenmost ergab sich eine HWZ von 11,7 h in der
ersten und von 61 h in der zweiten Phase. Es wurde eine 5-Log-Reduzierung innerhalb von drei

Wochen festgestellt. Fiir die erste Woche ergab sich eine 4-Log-Reduzierung.

MLA erwies sich als Medium der Wahl fiir die Anziichtung von Francisella. Das T-Medium
erwies sich flir die Anzilichtung von vorgeschidigten Francisella-Zellen aus Weillwein als
nicht geeignet. Es ist zu vermuten, dass im Sinne der Hiirdentechnologie der Alkohol- und
Sduregehalt zu einer Schiadigung der Francisella-Zellen fiihrt, die sich somit einer kulturellen
Anziichtung im Flissigmedium entziehen. Da die Anzucht von Francisella schwierig und
zudem zeit- und materialintensiv ist, besteht weiterhin Bedarf an einer kulturunabhidngigen
Schnellmethode zum Nachweis von F. tularensis spp., die auch eine Identifizierung von Zellen
im VBNC-Status ermoglicht. Als Grundlage dafiir konnte die in der vorliegenden Arbeit

entwickelte LA-qPCR mit einer Amplikonldnge von 239 Basenpaaren dienen.

Basierend auf den eigenen Untersuchungen kann davon ausgegangen werden, dass Weillwein
und Traubensaft kein Risiko hinsichtlich einer Infektion durch F. tularensis ssp. holarctica
darstellen. Im Gegensatz dazu stellt frisch gepresster Traubenmost eine Gefahrdungsquelle dar.

Auf entsprechenden Konsum sollte daher verzichtet werden.
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8 SUMMARY

Viability of Francisella tularensis ssp. holarctica in white wine, grape juice and
grape must

An outbreak of Tularemia in 2016, which has been caused by the ingestion of contaminated
freshly pressed grape must led to the investigation of the viability of the causative agent
Francisella (F.) tularensis ssp. holarctica in grape juice, white wine and grape must. Up until
today, there is little knowledge of Francisella’s ability to survive in foodstuffs. There is no
standardised method for the isolation of Francisella from food specimens. Microbiological
cultivation fails frequently, thus the pathogen is often identified by biomolecular methods, who

cannot differentiate between viable and non-viable cells.

In order to facilitate the risk assessment of grape juice, white wine and grape must, these
matrices were artificially contaminated with the pathogen and examined for up to 42 days. For
microbiological cultivation, Martin-Lewis Agar (MLA) was used to carry out plate counts, and
tularemic medium (,,medium T”) served as liquid broth for enrichment. Quantitative
polymerase chain reaction (QPCR) was performed according to the Official Collection of
Methods (“Amtliche Methodensammlung ,,Tulardmie*”’) published by the Friedrich-Loeffler-
Institut (2014) which is based on an assay previously described by Versage et al. (2003). With
the development of a qPCR in mind which can be combined with the application of propidium-
monoazide (PMA) (PMA-qPCR), a long-amplicon-(LA-)qgQPCR was developed in order to
detect viable but non culturable-(VBNC-)cells in the future.

Overall, 176 samples, including 65 wine samples, 64 samples of grape juice and 47 samples of
grape must were examined in the contamination and storage trials. A total number of nine
wildtype strains of F. tularensis ssp. holarctica pooled in two different combinations were

included.

In order to guarantee biosafety in the laboratory workspace the possibility of laboratory
infection was addressed. It was demonstrated that there was no formation of pathogenic aerosol

during the fermentation of grape must under laboratory conditions.

For the first time, half-life periods for F. tularensis ssp. holarctica in foodstuffs were
determined. Depending on the strains used, Francisella-populations died in wine with a half-
life period of 4,4 h and 6,96 h respectively. After seven days, the original number of 107 colony-
forming units per millilitre could not be cultured. Overall, a 7-log-reduction was observed

within a week.
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In grape juice as well as in grape must Francisella showed a biphasic die-off. A fast period was
followed by a slower one. In grape juice Francisella showed a half-life period of 13,5 h for the
first period and 47 h for the retarded period with an overall 6-log-reduction within six weeks.
In grape must half-life-periods of 11,7 h in the fast period and 61 h in the slower phase were

found. Within three weeks a 5-log-reduction was documented.

MLA turned out to be medium of choice for the cultivation of Francisella. The cultivation of
damaged Francisella-cells from white wine in medium T was not successful. Presumably, the
cumulative effects of the concentration of alcohol and the acidity damaged Francisella-cells
and rendered them non-culturable in broth. Because cultivation of Francisella is particularly
time and material consuming, there is a need for a culture independent rapid method to detect
viable cells, ideally allowing the identification of VBNC cells. For this purpose, the LA-qPCR
with an amplicon size of 239 base pairs presented in this study is a promising method and a
potential basis for the development of a PMA-qPCR. Up until today, the differential

quantitative identification of VBNC Francisella has not been successful.

Based on the present study, it can be assumed that white wine as well as grape juice does not
pose a risk for the infection with F. tularensis ssp. holarctica. In contrast, fresh grape must can

be a source of infection. Thus, consumption of fresh grape must should be avoided.
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9 ANHANG

9.1 Laborbedarf

9.1.1 Labormaterialien und -geréte

Materialien Typ, Artikel Nr. Hersteller
Atemschutzmaske FFP3R, EN 149 2001 VWR
Bellftungsfilter, steril PorengroRe 0,2 um, Midisart® 2000 | Sartorius

CO,-Packs fur 2,5 Liter

Drigalski-Spatel aus Metall
Einmalhandschuhe

Einmalschiirzen

Filterspitzen

Reinzuchthefe
Glasflaschen, 1 Liter
Messpipetten aus Glas

Gummischlauch
Magnetriihrstabchen
Mikrobank™

Mikroskop-Objekttrager

PCR-Platte mit Verschlussfolie

Platintsen, 10 pl
Reagiergefal}, SafeSeal

Roéhre
Silikonstopfen mit Bohrung
Schraubglaser, 10 Liter

Spritzenfilter, steril

Vakuumschlauch, Silikon

CO2GEN COMPACT, CD0025A

Nitril-Einweg-
Untersuchungshandschuhe
Schiirze aus Polyethylen, Ref. 6rer-

10 pl, 1300SX-MR

100 ul, 713116
1250 pl, 713119
SIHA® Aktivhefe 7

1 ml
5ml
10 ml

PL. 170
Objekttrager Starke ca. 1 mm

LightCycler® 480 Multiwell Plate 96,
white, 04729692001

1,5 ml, 72.706.400
2,0 ml, 72.695.400
15 ml, 62.554.502
50 ml, 62.559.001

PorengréRe 0,22 um, Minisart®
Syringe Filter, 16534
2002390

Thermo Fisher Scientific
GmbH

Sarstedt AG & Co., HANSA-
MEDICAL 24

Medical care & serve®
industry,

Kisker Biotech GmbH & Co.
KG

Eaton Technologies GmbH

BLAUBRAND®

Pro-Lab Diagnostics

Paul Marienfeld GmbH &
Co. KG

Roche GmbH

Sarstedt AG & Co.

Sarstedt AG & Co.

Schott

Sartorius

neolab Migge Laborbedarf-
Vertriebs GmbH
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Gerat

Typ/Artikel-Nr., Hersteller

Analysenfeinwaage

BluV Incubation Box

Blu-V System

Brutschrank, 37 °C

Bunsenbrenner

Kolbenhubpipetten; 0,1-2,5 ul, 0,5-10
upl, 2-10 pl, 10-100 pl, 50-200 pl, 100-
1000 pl

Kihlbrutschrank

Laborzentrifuge

Magnetriihrer

Manometer mit Feinregulier-Ventil
PCR-Kabinett
pH-Meter

Photometer
Reagenzglasschiittler
Real-time PCR-Cycler
Schittelinkubator, 37 °C
Sicherheitswerkbank
Thermometer
Thermomixer
Tiefkthltruhe

9.1.2 Reagenzien und Kits

ALJ, Kern

9022908, Qiagen GmbH

9002300, Qiagen GmbH

BvM50, Memmert GmbH & Co. KG

Fireboy Plus, Integra Bioscience GmbH
Eppendorf Pipette Reference, Eppendorf AG

BK600, Heraeus Instruments GmbH

Multifuge 1S-R, Heraeus Instrument GmbH

Mit elektronischer Heizautomatik, IKA Magnetrihrer
RHC mit Heizplatte, IKAMAG RCT basic, IKA ®
Labortechnik

Modell PM 18170-NZ

UVC/T-M-AR, Kisker

Inolab pH 720, 05130061, WTW GmbH

pH 539 (Microprozessor-Prazisions-pH/mv-Meter),
WTW GmbH

UV5Nanodrop, Mettler Toledo

Vortex Genie 2, Model G-560E, Scientific Industries Inc.
LightCycler® 480 Il, Roche GmbH

GFL 3033, Gesellschaft fur Labortechnik GmbH

HB 2448, Heraeus Instruments GmbH

Thermomixer 5436, Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH
HeraFreeze, Kendro Laboratory Products GmbH

Name

Typ

Hersteller, Artikel-Nummer

Amphotericin B

Ampicillin

Agua dest.

Bactotrypton

Colisitin

D(+)-Glucose Monohydrat fiir
die Mikrobiologie
DNA-Isolierungskit

di-Kaliumhydrogenphosphat
Trihydrat (K2HPO,)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Eisen (ll)-sulfat-Heptahydrat
(FESO4)
Ethanol (96-100 %)

Kaliumchlorid (KCI)

Colistin, Sulfat

D(+)-Glucose, wasserfrei fiir die
Mikrobiologie, Reag. Ph. Eur.
Simplex® Easy Wine Kit
DNeasy® Blood & Tissue Kit
di-Kaliumhydrogenphosphat
Trihydrat, min. 99 %, p.a.
DMSO 2 99,5 %, Bio Science
Grade, fir die Molekularbiologie
Eisen (l1)-sulfat-Heptahydrat;
min. 99 %, p.a., ACS

Ethanol (ROTISOLV ©® HPLC
Gradient Grade)

Kaliumchlorid, SLR, Ph. Eur.,
reinst

Anhang

Sigma-Aldrich, A4888
Roth, HP62.1

BD Difco, 211677
Sigma, C4461

GEN-IAL GmbH, SEW0100
Qiagen GmbH, 69506
Roth, 6878.2

Roth, A994.1

Roth, P015.1

Roth, P076.1/P076.2

Fisher Scientific, P/4240/60
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Reagenzien und Kits (Fortsetzung)

Name

| Typ

‘ Hersteller, Artikel-Nummer

Kasaminosauren, technische

Hirn-Herz-Pulver
L-Cystein

Lambda DNA
Magnesiumsulfat (MgS0a4)

Mastermix

Natriumhydroxid (NaOH)
Nuklease freies Wasser
PCR Primer

PMA Kit

Polymyxin B

Schafblut, defibriniert
gPCR-Sonden; Dual Labelled
Probes

Salzsdure (HCl)
Sulfamethoxazol
Trimethoprim

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

Vancomycin
Verdinnungslosung

Casamino Acids, techn.

Brain Heart Infusion Broth
L-Cystein fiir biochemische
Zwecke

Lambda DNA (dam-, dcm-)

Magnesiumsulfat, SLR, reinst,
getrocknet

LightCycler 480® Probes Master

LightCycler 480® SYBR Green |
Master

Nuclease-free water
TUL4F

TUL4R

Lambda F

Lambda R

FT393-F

FT898-R

FT603-F

FT700-F

FT936-R

FT697-F

Blu-V Viability PMA Kit

Tul4P

Lambda P

Tul4P-Wi (871)

Salzsdure, c[HCI] 0 Imol7! (1 N),
TitriPur®

Vetranal

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat, 99,5-
100 %, BP+Ph.Eur.

Vancomycin, Hydrochlorid
Natriumhydrochlorid-Pepton

Becton Dickinson, 223120

Hi-Media, M210
Merck, 1.02838.0100

Life Technologies GmbH,
SD0021

Fisher Scientific GmbH,
M/1100/53

Roche Diagnostics GmbH, 04
707 494 001

Roche Diagnostics GmbH, 04
707 516 001

Merck, 106462

Qiagen GmbH, 129115
Eurofins Genomics, 12PP-
001PPT

TIB MOLBIOL, Berlin

Qiagen GmbH, 296015
Roth, 0235.2

Eurofins Genomics

TIB MOLBIOL, BERLIN
Merck, 109.057

Sigma-Aldrich, 31737
ALFA, J63053
Fisher Scientific, S/3320/53

Sigma-Aldrich, V2002
Eigene Herstellung
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9.2 Nahrmedien

9.2.1 Tularemic Medium

Das T-Medium wurde in der institutseigenen Ndhrbodenkiiche hergestellt. Es ist nicht
kommerziell erhdltlich. Es wurde erstmals von Pavlovich und Mishan'kin (1987) beschrieben
und von Becker et al. (2016) modifiziert und neu bewertet. Es ist ein reichhaltiges Ndhrmedium,
dem bei Bedarf ein Antibiotikacocktail zugesetzt werden kann. Der fertige, ebenfalls in der
institutseigenen Nahrbodenkiiche hergestellte Antibiotikacocktail wurde bei -20 °C gelagert.
Die Basis, bestehend aus BHI, Bactotrypton und technischen Casaminosduren wird erst kurz
vor Gebrauch mit der Glukose-Salz-Cystein-Losung gemischt. Beide werden bei 4 °C getrennt

voneinander aufbewahrt.

T-Medium Basis [pro L Aqua bidest.]

10 g Herz-Hirn-Pulver (Brain-Heart-Infusion-Broth)
10 g Bactotrypton

10g Technische Kasaminosaure

Zubereitung: 1. In heiBem Aqua bidest. I6sen, auf 1.000 ml auffillen, ggf. flir 10 min kochen
lassen.

2. Zuje 200 ml Flaschen abfiillen und 30 min bei 110 °C autoklavieren (oder 15
min bei 125 °C)

3. Auf 45 °C abkiihlen lassen und dann (vor Gebrauch) 10 ml der vorbereiteten
Salz-Glukose-L-Cystein-Losung in die 200 ml Medium geben
pH 7,15-7,25 mit 1N NaOH

Salz-Glukose-Cystein-Lésung [pro 100 ml Aqua bidest.]

0,1g MgS0,
0,2g FeSO,
2,4 g Natriumcitrat
0,4g KCl
0,8g K;HPO,4
1,2g L-Cystein

30,0g Glukose
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Zubereitung: 1. Bei 100 °C fir 20 min im heiBen Wasserbad kochen
2. Zuje 10 ml Portionen abfullen
3. Bei4°Clagern

Antibiotikazusatz fiir 500 ml T-Medium [mg pro ml Lésungsmittel] (nach LUA)
5,0 mg Colistin
2,5mg Amphotericin B
5,0mg Trimethoprim
5,0 mg Sulfamethoxazol
5,0 mg Vancomycin

9.2.2 Modifizierter Martin-Lewis Agar

Der modifizierte MLA ist ein kommerziell erhéltliches, festes Nahrmedium fiir die selektive
Isolierung von Neisseria (N.) gonorrhoeae und N. meningitidis aus klinischen Proben und
wurde von der Firma Becton Dickinson bezogen. Dieser Agar hemmt insbesondere
grampositive Bakterien und Pilze. Vor allem Candida albicans wird durch den Zusatz von
Amphotericin B gechemmt. Besonders fiir die Isolierung von F. tularensis spp. aus Traubenmost
ist diese Eigenschaft wiinschenswert, da dieser natiirlicherweise in hohem Mafle mit Hefen und
Schimmelpilzen kontaminiert ist. Die ubiquitér in der Umwelt vorkommenden grampositiven
Sporenbildner werden durch die Zugabe von Vancomycin gehemmt. Das Cystin und Cystein
beinhaltende Supplement ,,IsoVitaleX* verbessert die Eignung des Agars zur Anzucht von

F. tularensis spp. Die Agar-Platten wurden bei ca. 6 °C gelagert.

Zusammensetzungen pro Liter destilliertem Wasser BD Martin-Lewis Agar, modified

BD Martin-Lewis Agar, modified BD IsoVitaleX Enrichment
7,5g Pankreatisch abgebautes Casein 0,01g Vitamin B12
7,5g Hochwertiges Fleischpepton 10,0 g L-Glutamin
1,0g Maisstarke 1,0g Adenin
4,0g Dikaliumphosphat 0,03 g Guaninhydrochlorid
1,0g Kaliumdihydrogenphosphat 0,013 g p-Aminobenzoesaure
5,0g Natriumchlorid 0,25 g Nikotinamidadenindinukleotid
14,0g Agar 0,1g Thiaminpyrophosphat
10,0 g Hamoglobin 0,02 g Eisen (lll)-Nitrat
10,0 ml IsoVitaleX-Anreicherung 0,003 g Thiaminhydrochlorid
0,005g Trimethoprimlactat 25,9 g Cysteinhydrochlorid
0,005g Amphotericin B 1,1g L-Cystin
0,0075g Colistin 100,0g Glukose
0,004 g Vancomycin
pH 7,2 0,2
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9.3 DNA-Extraktionskits

9.3.1 Simplex® Easy Wine Kit

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die DNA-Isolierungen aus T-Medium und den Matrizes mit
dem SEW durchgefiihrt. Es basiert auf der Lyse durch Kochen und enthidlt keine

Sdulenaufbereitung. Die im Kit befindlichen Reagenzien wurden bei Raumtemperatur gelagert.

Das SEW DNA-Extraktionskit dient der schnellen und einfachen Isolierung genomischer DNA
von Bakterien und Hefen aus Wein und ist besonders geeignet zum Nachweis von

weinschidlichen Keimen wie z. B. Dekkera bruxellensis, Oenococcus oeni oder Lactobacillen.

Simplex® Easy Wine DNA-Extraktionskit (SEW0100)

10 ml Easy Reagent
1x Wine Solution

. . } vor der ersten Benutzung gut mischen - “Easy Reagent Wine”
1x Washing Solution

9.3.2 DNeasy® Blood & Tissue Kit

In einigen Untersuchungen erfolgte die DNA-Isolierung mit dem DNeasy® Blood & Tissue Kit
parallel zur Isolierung mittels SEW. Dies ist an entsprechender Stelle erwdhnt. Die im Kit

befindlichen Reagenzien wurden bei Raumtemperatur gelagert.

DNeasy’ Blood & Tissue Kit (50)

50 DNeasy® Mini-Spin-Sdulen in 2 ml Sammelgefden
100 SammelgefaRe (2 ml)
10 ml  ATL-Buffer
12 ml  AL-Puffer
19 ml  AW1-Puffer (konzentriert)
13 ml  AW2-Puffer (konzentriert)
22 ml  AE-Puffer
1,25 ml Proteinase K (40 mAU/mg Protein)

} vor Gebrauch mit Ethanol (96-100 %) I6sen
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