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mediated Ca2+ influx: first, a hyperpolari-
zation-mediated block of Ca2+ influx does
not affect the Ca2+ influx and secretion in-
duced by depolarizing the cells with high
K+. Second, hyperpolarization of bovine
CC with the K+-selective ionophore va-
Iinomycin does not prevent nicotine- induced
Ca2+ influx [37].

The results of the present study confirm
another important role for AA in the stimulus-
response coupling. Endogenous AA and
other UFAs generated in the physiological
process through the action of a phosphati-
dylinositol-specific phospholipase C and the
diacylglycerol-monoacylglycerol pathway
and/or the action of a phospholipase A2
exert two different, opposed roles. On the
one hand AA mediates the stimulation of the
cellular response through activating phos-
pholipase C [13] and PKC [17], mobilizing
intracellular Ca2+ [13] and inducing fusion
[38] and secretion [12]. This enhancing ef-
fect occurs downstream of signal-release
coupling at a moment where the Ca2+
channels already have been opened. On the
other hand, AA causes relaxation of bovine
CC by directly blocking receptor-dependent
Ca2+ channels and, thus, desensitizsing the
cell for prolonged or repeated stimulation.
Lipoxygenase products are essential for the
release mechanism [12], but they do not
block the nicotinic channel (Fig. 6, see re-
sults).

The time factor decides about the role for
AA in the physiological process of signal
transduction. Early in the signal transducti-
on AA displays a stimulating effect. In
contrast late in the signal-response coupling
- when the receptor-mediated Ca2+ influx
already occurred - AA exerts an inhibiting
role and introduces the relaxation ofthe cell.
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eine enzymatische in-vitro-Methode fiir die
Produktion einer grossen Menge eines spe-
zifischen DNA-Fragments von definierter
Lange und Sequenz ausgehend von einer
kleinen Menge komplexer Templat-DNA.
Die enzymatische Vervielfaltigung ('ampli-
fication') benOtigt zwei Oligonukleotid-
Primer, die das zu vervielfaltigende DNA-
Fragment flankieren. Diese Primer sind so
definiert, dass sie zu den komplementaren
Strangen der Ziel-DNA hybridisieren. Sie
sind so orientiert, dass die Region zwischen
den Primem mittels einer DNA-Polymerase
neu synthetisiert werden kann. Dies fiihrt zu
einer Verdopplung del' Ziel-DNA. Da auch
die neusynthetisierte DNA wieder als Tem-
platdienen kann, fiihren wiederholte Zyklen
von Hitzedenaturation del' Ziel-DNA,
Hybridisierung der Primer und anschlies-
sender DNA-Neusynthese mit einer hitze-
stabile DNA-Polymerase zu einer exponen-
tie lien Akkumulation der spezifischen Ziel-
DNA [2]. Die Amplifikation del'DNA erlaubt
nachfolgend eine einfache Analyse z.B.
mittels Agarose-Gelelektrophorese. Eine
weitere wichtige Methode sind die soge-
nannten DNA-Fingerprints. Hochvariable
Regionen menschlicher, tierischeroderauch
pflanzlicher odeI' mikrobieller DNA !iefem
nach der Verdauung mit geeigneten Re-
striktionsendonukleasen ein Muster von
verschieden grossen DNA-Fragmenten, die
fUrein einzelnes Individuum spezifisch sind
[3J.

Das Hauptgewicht del' gegenwartigen
Forschung in unserem Laboratorium auf dem
Gebiet del' DNA-Diagnostik liegt beim
Nachweis von pathogenen Mikroorganis-
men in Lebensmitteln und Wasser. Die Ent-
wicklung eines Testsystems zum Erfassen
von pathogenen Listeria monocytogenes ist
am weitesten gediehen. Die Auswahl eines
geeigneten Genes fiir die Definition von
PCR-Primem spezifisch fUr L. monocyto-
genes war dabei nicht die schwierigste Auf-
gabe. Vielmehr kommt del' Probenvorberei-
tung eine zentrale Rolle zu. Del' Grund dafUr
ist die Tatsache, dass zahlreiche Substanzen
die PCR hem men konnen. Dazu gehoren
beispielsweise Kalzium, Phosphat und io-
nische Detergentien. Die Vermeidungfalsch
negativer Resultate durch die Entwicklung
von standardisierten Protokollen fUr die
Probenvorbereitung beruhend auf der Iso-
lation intakter Bakterien nimmt daher in
unserem Laboreine zentrale Rolleein. Dieser
Ansatz hat den Vorteil, dass die arbeitsin-
tensive Isolation von DNA aus Proben mate-
rial wegfallt. Isolierte Bakterien konnen ohne
grossen Aufwand mittels Standardmetho-
den aufgeschlossen werden und ohne Rei-
nigungsschritte in del' PCR eingesetzt wer-
den. Eine Hemmung del' Reaktion durch
Zellbestandteile tritt erst bei sehr hohen
Bakterienzah len> 106 auf und hat die Form
eines Plateau-Effekts, resultiert also nicht in
falsch negativen Resultaten.

Ein wei teres nicht zu unterschatzendes
Problem bei del' Anwendung der PCR ist das
Auftreten von falsch positiven Resultaten

bedingt durch Kontamination mit Reak-
tionsprodukt von vorangehenden Reaktio-
nen. Dies kann in erster Linie durch das
strikte Befolgen einer Reihe von Vorsichts-
massnahmen verhindert werden [4]. Dazu
gehoren in erster Linie die raumliche Tren-
nung der Vorbereitungsarbeiten von der
Analytik del' PCR-Produkte. Eine weitere
Moglichkeit, die in unserem Labor entwik-
kelt wurde, ist die Dekontamination del'
Reaktionsmischungen vor del' Templatzu-
gabe mittels Verdauung mit Restriktionsen-
zymen odeI' DNase! [5]. Die resultierenden
Strangbriiche verhindem eine Amplifikati-
on del' kontaminierenden DNA in del' PCR.
Eine ahnliche Methode, die sogar eine De-
kontamination nach del' Templatzugabe er-
mog!icht, wurde von Longo et al. [6] ent-
wickelt: In del' Amplifikationsreaktion wird
dTTP durch dUTP ersetzt. Dies erlaubt die
Verdauung del' fertigen Reaktionsmischun-
gen VOl'dem Start del' Amplifikation mit
dem Enzym Uracil-DNA-Glykosylase.
Dieses Reparatur-Enzym entfemt Uracil aus
DNA und fiihrt zu Strangbriichen. Die
Brauchbarkeit dieses Systems in del' Praxis
muss allerdings erst noch,iiberpriift werden
und dUrfle VOl' allem von del' Effizienz del'
enzymatischen Reaktion abhangen. Neben
den PCR-Systemen fi.irden Nachweis von L.
monocytogenes verfiigen wir iiber eine Rei-
he von PCR-Testsystemen zum Nachweis
von Escherichia coli einschliesslich del'
Identifikation enterotoxigener Stamme. Ein
weiteres Projekt, das im Rahmen diesel'
kurzen Ubersichtsarbeit vorgestellt werden
soli, betrifft den Nachweis von Weizen-
kontaminationen in Mehlen andereI' Getreide
und in Produkten, die ohne Weizen herge-
stellt wurden.

1. Nachweis und Identifikation von
Listeria monocytogenes

L. monocytogenes ist schon seit langem
bekannt als Verursacher von sporadisch
vorkommenden Infektionen beim Menschen,
wobei in erster Linie immungeschwachte
Personen, Neugeborene und Schwangere
betroffen sein konnen [7]. 1m Laufe der
letzten Jahrzehnte wurde eine Zunahme del'
Listeriose-Erkrankungen beim Menschen
und schliesslich in den 80er Jahren eine
Anzahl von lebensmittelbedingten Listerio-
se-Ausbriichen in den USA und in Europa
beobachtet. Auch in del' Schweiz kam es zu
einem Ausbruch [8], der durch kontaminier-
ten Kase del' Sorte Vacherin Mont-d'Or
verursacht wurde und i.iber 30 Todesopfer
forderte. Das Hauptproblem bei der Analyse
von Lebensmitteln auf Kontamination mit
L. monocytogenes ist der Zeitaufwand, del'
fUr die klassische selektive Kultivierungs-
methode benotigt wird. Ohne Serotypisie-
rung vergeht mindestens eine Woche bis das
Resultat vorliegt. In den meisten Fallen ist
das betreffende Lebensmittel zu diesem
Zeitpunkt bereits verzehrt. Es besteht daher
ein grosses Bedi.irfnis nach einer schnell en
Methode. Die PCR bietet die Voraussetzun-
gen, urn diese Forderung zu erfiillen. Bei del'

so
CfIlMIA 45 (1991) Nr.112 (JanuarlFehruar)

Z 3 4 5 6

Start -

234bp-
131bp-

Fig. 1. Analyse von L. monocytogenes
Amplifikationsprodukten mittels Agarose-
gelelektrophorese. Ca. 100'000 Listerien
wurden mitte1s Lysozym/Proteinase-K-Be-
handlung aufgeschlossen und wie beschrie-
ben 40 hlyA- und iap-PCR Zyklen unter-
worfen [9]. Bahnen: 1: L. monocytogenes II
2a; 2: L. monocytogenes l/2b; 3, L. nlO-
nocytogenes 4b; 4: L. monocytogenes l/2c;
5: L. monocytogenes4a; 6: Negativkontrolle
(L. illnocua). Fragmente: 234 Basenpaare
(bp), hlyA; 131 bp, iap.

Auswahl geeigneter Zielgene fUr die Pri-
merdefinition konzentrierten wir uns auf
bekannte Virulenzfaktoren von L. mo-
r1ocytogenes. Dazu gehort die Fahigkeit ha-
molytisches Listeriolysin 0 zu produzieren
[9]. Das fiir Listeriolysin 0kodierende hlyA-
Gen wurde sequenziert [10]. Eine weitere
Virulenzdeterminante ist die Produktion
eines wichtigen extrazellularen Proteins, das
eine Rolle bei der Invasion von Phagozyten
spielt (invasion-associated protein, iap-Gen)
und dessen DNA-Sequenzebenfalls vorliegt
[11]. Die Verwendung diesel' beiden Gene
fiir die Ausarbeitung eines PCR- Tests er-
laubte die Entwicklung eines Systems spe-
zifisch fUrL. monocytogenes [12]. DiehlyA-
Primer definieren ein 234 Basenpaar-Frag-
ment aus dem hlyA-Gen, die iap-Primer ein
131 Basenpaar-Fragment aus dem iap-Gen.
Beide DNA-Amplifikationen konnen in ei-
ner einzigen Reaktion durchgefi.ihrt werden
[12]. In Fig. 1, Bahnen !-4 sind die Am-
plifikationsprodukte von vierverschiedenen
L. monocytogenes Serotypen gezeigt. Aile
vier Serotypen - 1/2a, 1/2b, 1/2c und 4b -
enthalten offensichtlich beide Gene. 1m
Gegensatz dazu verfiigt der Serotyp 4a (Fig.
1, Bahn 5) nul' iiber das hlyA-Gen wahrend
das iap-Gen fehlt. Diesel' Serotyp muss da-
her aufgrund des gegenwartigen Wissens-
standes als nicht pathogen bezeichnet wer-
den [I I]. Bisher wurden mit Ausnahme von
L. grayi, L. murrayi und L. welshimeri
samtlicheListeria-Spezies und Serotypen mit
den beschriebenen PCR- Testen gepri.ift. Mit
Ausnahme del' Serotypen 4a und 4c waren
samtliche Serotypen von L. monocytogenes
positiv fUr beide Virulenzgene. Die Seroty-
pen 4a und 4c enthalten lediglich das hlyA
Gen wahrend das iap-Gen fehlt. Negativ in
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Fig. 2. Analyse von Escherichia coli Ampliji'kationsprodukten mitte/s Agarosegelelek-
trophorese, Ca. 100'000 E, coli wurden mittels Lysozym/proteinase-K-Behandlung auf-
geschlossen und wie beschrieben 40 malB- bezw. LTI-PCR-Zyklen unterworfen [10],
Bahnen: 1: Negativekontrolle (keine Bakterien) maIB-PCR; 2: E. coli Stamm, malB-PCR;
3: ECoRI-verdauung des Amplifikationsproduktes aus Bahn 1; 4: Salmonella typhimuri-
um, malB-PCR; 5: Enterohacter aerogenes, malB-PCR; 6: Negativkontrolle (keine Bak-
terien) LTI-PCR; 7,8: LTI+ E. coli Stamme (zwei verschiedene Allele), LTI-PCR; 9, 10:
CfoI-verdauung del' Amplifikationsprodukte aus den Bahnen 5 und 6. Fragmente: 595
Basenpaare (bp), malB; 338+257 bp, EcoRI-Fragmente des malB-Produktes; 275 bp, LTI;
171+ I04 bp, qoI-Fragmente des LTI-Produktes (nul' ein Allel).

Tabelle. Analyse \'on ellleroroxi~el1el1 Escherichia
coli mit LT!- und Srl·peR") und mil imnulllOlogi-
schen resten allf EllIeroroxinproduklion

") LT, hitzelnbiles Enterotoxin; ST, hitzestabiles Ente-
rotoxin; I. Typ I.

b) Einige Sttimme. die uns als Enterotoxin-Produzcntcn
beschrieben wurden, wiesen weder die entspreehen-
de genetisehe Information auf. noch waren sie in del'
Lage tatsliehlieh Toxin zu produzieren. 1m Fall del'
LT Stiimme kann die Produktion von LTTyp Ilnicht
ausgesehlossen werden,

Immunol. Test

Anzahl
getested

III
11/14b)

0/7
013
4/6b)

6/6
0/9

0/6

Anzahl
positiv

1/1
11/14b)

0/7
013
4/6b)

6/6
0/9
0/6

Anzahl
Toxintyp

Charakterisierte Sttimme peR

LTI+
LT+
L'I
LT?
STI+
ST+
S'I
ST?

mit toxischen Chemikalien und hoher Tem-
peratur, einen physiologischen Stress be-
wirken, wobei bei del' Zellteilung unnotige,
den Stoffwechsel belastende genetische In-
formationen veri oren gehen konnen. Dies
bedeutet den verlust von Plasmiden und
fiihrtdazu, dass enterotoxigene Stamme nicht
als solche erkannt werden. Del' zweite Grund
ist, dass die gegenwartigen Standardmetho-
den zum Erkennen von Enterotoxinen auf
Tierversuchen beruhen und immunologische
Tests nul' sehr langsam aufkommen und sich
zurzeit nul' fUrdie Analyse von Reinstiil1ll1len
eignen. Wir entwickelten daher in unserem
Labor PCR-Teste zum Nachweis del' Gene
fUr die Produktion von hitzelabilem Toxin
Typ I [14] und hitzestabilel1l Toxin Typ 1
[15]. Von beiden Genen sind verschiedene
Allele bekannt. Beide PCR-Tests erkennen
aile bekannten Allele und die Primer wurden
so definiert, dass die verschiedenen Allele
mittels Restriktionsanalyse unterschieden
werden konnen [14][15]. In Fig, 2, Bahnen
7 und 8, sind als Beispiel die Amplifikati-
onsprodukte (275 Basenpaare lang) von zwei
E. coli Stammen mit del' genetischen Infor-
mation fUr die Produktion von hitzelabilem
Toxin Typ I gezeigt. Die Restriktionsanaly-
se mitte1s C/oI (Fig. 2, Bahn 91'S, Buhn 10)
zeigt, dass es sich dabei urn zwei verschie-
dene Allele handelt, von denen nul' eines die
Restriktionsstelle fUr CfoI aufweist. Zur
validierungdieser Systeme testeten wireine
Reihe enterotoxigener E. coli Stiimme mit-
tels peR und ELISA (enzyme-linked immu-
nosorbent assay). Wie aus del' Tah. hervor-
geht, fanden wir eine perfekte Korrelation
zwischen genetischer Information (PCR) und
tatsachlicher Enterotoxinproduktion (ELI-
SA). Wir verfUgen damit tiber PCR- Tests,
die eine direkte Analyse von Lebensmittel-
proben auf enterotoxigene E. coli erlauben,
ohne dass die Gefahr von Plasmidverlusten

-Start

-275 bp
_175 bp

-104 bp

6 7 8 9 10

Wie aus den Bahnen 4 und 5 hervorgeht, wird
mit DNA von Salmonella typhimurium und
Enterohacter aerogenes kein Amplifikati-
onsprodukt erhalten. Bei del' Bahn 3 handelt
es sieh urn die Identifikation des DNA-
Fragments aus Bahn 2 mittels Restriktions-
analyse: verdauung mit EcoRI liefert zwei
Bruchstticke von aufgrund del' bekannten
Sequenzdaten erwarteter Grosse. Als alter-
native Identifikationsmethode wtirde sich
die Hybridisierung mit einer DNA-Sonde
eignen [13]. Gegenwartig arbeiten wir an
Protokollen zum direkten PCR-Nachweis
von E. coli in Wasser und Kase. Ein
brauehbares Arbeitsprotokoll fUr OberfIa-
chenwasser, das auf del' Isolation von E. coli
mittels Filtration und Zentrifugation beruht,
lieferte bereits semiquantitative, mit del'
k1assischen Methode durchaus vergleichbare
Resultate tiber einen Bereich von <100 -
>2000 Zellen pro 100 ml Wasser. Die PCR-
Methodik ist in diesem Fall del' klassischen
Methode beztiglich Schnelligkeit und Ein-
fachheit in del' DurchfUhrung nicht tiberle-
gen, erfasst abel' problemlos auch Stamme
mit biochemisch untiblichem verhalten wie
lac- und MUG- [13] . Del' Hauptvorteil del'
PCR -Methodik Iiegt jedoch in einer anderen
Richtung. Neben den tiblichen nieht patho-
genen E. coli Stammen sind zahlreiche
Diarrhoe erregende Stiimme bekannt. Dazu
gehoren auch dieenterotoxigenenE. coli, die
verschiedene Typen von Enterotoxinen bil-
den konnen. Die fUr diese Proteine kodie-
renden Gene sind in del' Regel aufPlasmiden
lokalisiert. Gegenwartig werden bei Routi-
neanalysen derartige Stamme aus zwei
Grtinden nicht erfasst. Erstens konnen die
zurzeit gtiltigen Kultivierungsmethoden aus
Lebensmitteln, bedingt durch die Selektion

234 5
Start_

595bp-

338bp-
257bp-

2. Nachweis von Escherichia coli und
Identifikation von enterotoxigenen
Stammen

E. coli ist ein wichtiger Fakalienkeim
und sein vorkommen in Lebensmitteln und
Trinkwasser weist auf Fakalienkontakt und
ungentigende Hygiene bei del' Handhabung
hin. Del' gegenwartige Stand del' Technik
erlaubt eine rasehe und einfache Bestim-
mung dieses Keirns mittels klassischer Kul-
tivierungsmethoden. Zu vergleichszweeken
und urn tiber ein Modellsystem fUr die Ent-
wieklung von PCR-Tests fUr pathogene E.
coli zu verfUgen, entschieden wir uns, trotz-
dem ein speziesspezifisches PCR System
fUr E. coli auszuarbeiten. Als Zielsequenz
fUr den Nachweis wahlten wir eine Region
im maIB-Operon. Diese Region weist tiber
80% Basenhomologie mit den entsprechen-
den Regionen von Salmonella typhimurium
und Enterohacteraerogenes auf. Durch eine
geeignete Definition des Primerpaares fUr
die PCR in kleinen Sequenzabschnitten mit
erhohter variabiltat gelang es uns, einen
PCR- Test auszuarbeiten, del' nul' E. coli er-
fasst [13]. In Fig. 2, Bahn 2 wird das von
einem E. coli Stamm erhaltene 595 Basen-
paare lange Amplifikationsprodukt gezeigt.

beiden Systemen waren die Serotypen del'
Spezies L. innocua, L. ivanovii und L. see-
ligeri. Gegenwartig entwickeln wir Proto-
kolle zum direkten Nachweis von L. mo-
nocytogenes in Lebensmitteln mit den be-
schriebenen PCR-Testen. Ein erstes Proto-
koll, das auf del' Isolation del' Bakterien
mittels Zentrifugation beruht, erlaubt den
Nachweis von einem Bakterium pro ml ro-
her oder pasteurisierter Milch innert 24 h
[12].
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besteht und ohne den Einsatz von Tierversu-
chen.

3. Nachweis von Weizenkontaminatio-
nen in glutenfreien Lebensmitteln

Zoeliakie, eine der haufigsten chroni-
schen gastrointestinalen Erkrankungen von
Kindem und Erwachsenen, wird definiert
£lIs permanente Intoleranz gegen das in
Weizen und Roggen vorkommende Klebe-
reiweiss Gluten. Davon Betroffene sind le-
benslang auf eine glutenfreie Diat angewie-
sen. Die Glutenproteine des Weizens kbnnen
aufgrund unterschiedlicher elektrophoreti-
scher Mobilittit t'raktioniert werden (a-, {3-,
r- und w-Gliadine). A.hnliche Proteine, die
vemlUtlich ebenfalls Krankheitssymptome
verursachen kbnnen, kommen im Hafer und
in der Gerste vor. Dagegen werden bei-
spielsweise Mais und Reis von Zoeliakiepa-
tienten problemlos toleriert. Firmen, die
glutenfreie Produkte herstellen, verwenden
nichttoxische Getreidearten und/oder glia-
dinfreie Wei zen starke. Da diese Firmen in
der Regel auch weizenhaltige Produkte fUr
die Normalbevblkerung herstellen, muss bei
weizenfreien Mehlen und Produkten mit
Weizenkontamination gerechnet werden.
Selbst eine Kontamination, die weniger £lIs
1%betragt, kann fUrZoeliakiepatienten noch
eine sehadigende Wirkung haben. Diese Si-
tuation und die Tatsache, dass sich bisher
kein in diesem Bereich brauchbarer immun-
ologiseher Gliadinbestimmungstest (z.B.
ELISA) in der Praxis durehgesetzt hat, ver-
anlasste uns, ein Nachweissystem fUr Wei-
zen, das auf dem Erkennen von Weizen-
DNA mittels der PCR beruht, zu entwickeln.
Als Zielgene fUr die PCR wurden die aJ{3-
Gliadingene ausgewahlt. DafUr war nieht
ihre Beziehung zum toxischen Prinzip aus-
schlaggebend, sondem die hohe Kopien-
zahl, die im Weizengenom vorhanden ist.
Diese Tatsaehe erleichtert wegen der prin-
zipiell hoheren Anzahl Kopien der Ziel-
DNA die Entwicklungeines sensitiven Tests.

Die PCR Primerwurden wie folgtausge-
wahlt: Aile bekannten aJ,B-Gliadingense-
quenzen wurden auf Regionen maximaler
Homologie untersucht. Obwohl signifikan-
te Sequenzheterologien festgestellt wurden,
konnten zwei hochkonservierte, 500-600
Basenpaare auseinanderliegende Regionen
gefunden werden. Einer dieser konservier-
ten Sequenzabschnitte kodiert fUr das von
Wieseretal. [16]beschriebenePeptidB 3142,
das mbglicherweise die toxische Gliadin-
Aminosaure-Sequenz enthalt. Je ein Primer
wurde in diesen konservierten Regionen
definiert. Vorlaufige Resultate zeigen, dass
dieses Primerpaar im PCR Prozess mit
Weizen- DNA ein etwa 500-600 Basenpaare
langes Fragment ergeben, das mittels Re-
striktionsanalyse £lIsspezifisch fi.ir Weizen
erkannt werden konnte. Weder mit Rog-
gen-, Mais-, noch Reis-DNA wurde dieses
Fragment erhalten. Erste Experimente mit
Mischungen von Roggen und Weizen erga-
ben eine Nachweisgrenze fUr Weizen von
<0.1 %. Dieses System scheint daher geeig-

net zu sein, um Weizen in anderen Mehlen
nachweisen zu kbnne. Dagegen ergaben
Vorversuche, dass die DNA in Brot sehr
stark degradiert ist und die mittlere Lange
weniger als 200 Basenpaare betragt. Fur die
Analyse von gebackenen Produkten mUsste
daherein PCR-System ausgearbeitet werden,
in dem ein Fragment <200 Basenpaare am-
plifiziert wird. Entsprechende Experimente
sind geplant.

4. Schlussfolgerungen
UnsereExperimente belegen die interes-

santen Anwendungsmbglichkeiten der PCR
in der Lebensmittelanalytik. Grosse Vorteile
gegenUber der klassischen Methodik sind
vor allem auf dem Gebiet der Lebensmittel-
Mikrobiologie zu erwarten. Der mbgliche
Verzicht aufKultivierungsschritte eliminiert
die Gefahr von Verlusten der genetischen
Information von Virulenzfaktoren. Dies wird
deutlich am Beispiel der enterotoxigenen E.
coli ist aber auch bei Listerien mbglich [17].
Ein weiterer Vorteil ist die Tatsache, dass
auch lebensfahige, aber unter den Ublichen
selekti yen Anreicherungsbedingungen nicht
kultivierbare, bakterielle Zellen erfasst
werden. In diesem Zusammenhang muss
auch die Problematik des Nachweises von
toten und damit ungefahrlichen Bakterien
angesprochen werden. Unser Ansatz fUrdie
direkte Analyse von Lebensmitteln beruht
nicht auf der Isolierung von DNA sondem
von intakten Bakterienzellen mittels Zen-
trifugation. Da abgestorbene Bakterien au-
tolysieren, erfasst unsere Methodik ver-
mutlich keine toten Bakterien. Die Richtig-
keit dieser Uberlegung testen wir gegen-
wartig im Experiment. Eine alternative Lb-
sung dieses Problems ist der Einsatz von
RNA-PCR, an welcher wir ebenfalls arbei-
ten. Am Beispiel der enterotoxigenen E. coli
wird deutlieh [18], dass dank der PCR-
Methodik ein Ersatz von Tierversuchen
moglich ist, was aus ethischen Grunden
angestrebt werden sollte. Ein noch nicht
zufriedenstellend gelbstes Problem bei der
PCR- Technologie ist die Quantifizierung
der Resultate. Es bestehen jedoch verschie-
dene L6sungsansatze und es ist damit zu
rechnen, dass in nicht allzulanger Zeit ein
brauchbares Vorgehen zur Quantifizierung
vorliegt. Eine in unserem Labor noch nicht
eingesetzte Methodik ist das DNA-Finger-
printing. Diese Methode sollte es erlauben,
nicht nur Bakteriumspezies sondem auch
einzelne Stamme einer Spezies zu unter-
scheiden [19]. Dies dUrfte besonders bei
epidemiologischen Untersuchungen und
beim Auffinden der Kontaminationsquelle
bei AusbrUehen von bakteriell bedingten
Lebensmittelintoxikationen von grosser
Bedeutung sein. EinePCR unterstutzteForm
des Fingerprintings wie es bei unserem
Versuch zur Unterscheidung verschiedener
Allele enterotoxigener E. coli anget6nt ist,
durfte das Potential der Methode noch erh6-
hen. Zahlreiche weitere Anwendungsm6g-
lichkeiten der DNA-Analytik sind auf dem
Gebiet der Lebensmittelanalytik denkbar.
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