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Krankheitstbertrager

Zecken, deren Bakterien und
Methoden zum Nachweis

Zecken aus der Region Zirich wurden mittels PCR und real-time PCR auf das Vorhandensein
von Bakterien untersucht. Dabei stand vor allem die Identifikation von Borrelia burgdorferi sensu
lato, zu der die drei pathogenen in Europa vorkommenden Spezies Borrelia burgdorferi sensu
stricto, Borrelia garinii und Borrelia afzelii gehdren, im Mittelpunkt.
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sucht. Dabei stand vor allem die
Identifikation von Borrelia burgdorf-
eri sensu lato, zu der die drei pathoge-
nen in Europa vorkommenden Spe-
zies Borrelia burgdorferi sensu stricto,
Borrelia garinii und Borrelia afzelii
gehoren, im Mittelpunkt.

Borrelia burgdorferi ist der Erre-
ger der Lyme Borreliose, die inzwi-
schen zu der am hiufigsten durch
Zecken iibertragenen Krankheit in
Europa und den USA zihlt. Im
Durchschnitt saugt eine Zecke ca. 8
ml Blut pro Nahrungsaufnahme, wo-
durch die Ubertragung von Krank-
heitserregern im Zeitraum nach 12 h
stattfindet (Sonenshine, D. 1991). Als
Quelle von Borrelien gelten vor allem
Nager (Borrelia burgdorferi sensu
stricto und Borrelia afzelii) und Vogel
(Borrelia garinii). Das Genom von
Borrelia burgdorferi sensu lato besitzt
ein lineares Chromosom von 910'725
bp und 11 sowohl lineare wie auch
zirkuldre Plasmide, auf denen insge-
samt 853 Gene kodiert sind (Fraser et
al. 1997, Nature; Vol. 390; 580-586).

Die Genotypen von Borrelia burg-
dorferi sensu lato sind Gram-negativ
und gehoren zur Familie der Spiro-
chaetaceae (Abbildung 1).

Die Oberflichenproteine von
Borrelia burgdorferi wie z.B. ospA die-
nen zur Anlagerung im Zeckendarm.
Borrelia burgdorferi stellt die Genex-
pression in der Zecke von ospA ein
und exprimiert ospC um sich vom
Mitteldarm der Zecke zu I6sen und in
die Speicheldriise zu emigrieren. Um
den Wirt zu infizieren, miissen min-
destens 300 Bakterien den Ubergang
in die Dermis des Wirts bewiltigen.
Borrelia afzelii ruft Symptome von
Akrodermatitis chronica atrophicans
hervor. Borrelia garinii wird mit neu-
rologischen Symptomen in Zu-
sammenhang gebracht, die ebenfalls
gehiuft in Europa auftreten, und Bor-
relia burgdorferi sensu stricto fihrt zu
Arthritis, welches die hiufigste Form
in den USA darstellt. Eine Hautro-
tung bei einem Zeckenbefall kann als
Indiz fur eine Infektion beobachtet
werden.  Therapiemethoden  be-
schrianken sich im Moment auf die
Verabreichung von Antibiotika wie
z.B Tetracyclin.

Zeckenmorphologie

Die Zecken wurden in der Region Zii-
rich (Hirzel, Sihlwald) nach der
Cloth-Dragging-Methode  gesam-
melt. Dabei hingen sich die Zecken

an den vom Sammler getragenen wei-
Ben Schutzanzug und kénnen in ei-
nem Falcon-Rohrchen aufgenom-
men werden. Abbildung 2 zeigt das
Sammeln von Zecken durch die
Cloth-Dragging-Methode. Es wur-
den insgesamt 50 Zecken gesammelt:

36 Adulte (15
mainnlich, 21
weiblich) und 14
Nymphen.
Schwerpunkt
dieser Arbeit lag
dabei auf den

adulten Zecken,
von den Nym-
phen wurde eine
Zecke unter-
sucht. In der Ab-
bildung 3 ist eine
adulte weibliche Zecke (4 mm lang)
mit rotem Hinterkorper, eine adulte
minnliche Zecke (2 mm lang) und ei-
ne Zecke im Nymphenstadium (1
mm lang) mit transparentem Hinter-
korper in der Riickenansicht darge-
stellt. Bei den minnlichen Zecken be-
deckt das in der Regel schwarze
Schild im Gegensatz zu der weib-
lichen Zecke den gesamten Korper.

Die Sequenzierung des 18S rRNA
Gens der Zecken bestitigte die Ergeb-
nisse der morphologischen Bestim-
mung der Zeckenart. Bei den gesam-
melten Zecken handelte es sich um
Ixodes ricinus.

Abb. 2: Sammeln
von Zecken nach
der Cloth-Drag-
ging-Methode



Abb. 3: Adulte
weibliche Zecke,
links, adulte
mannliche Zek-
ke, mitte, und
Zecke im Nym-
phenstadium,
rechts
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Identifikation von Bakterien

aus Zecken

Die Zecken wurden mittels PCR und
anschliessender Sequenzierung der
16S rDNA auf das Vorhandensein
von Bakterien untersucht. Von den 34
getesteten Zecken wiesen 21 (62%)
eine Infektion durch Bakterien auf, 3
Zecken (9%) waren mit Borrelien
burgdorferi sensu lato infiziert, 2 Zec-
ken (6%) mit Ehrlichia und 2 Zecken
(6%), eine davon Nymphe, mit Ric-
kettsia. Die Infektionen von Zecken
mit Bakterien geschieht demzufolge
nicht im adulten Stadium, sondern
bereits nach der ersten Aufnahme
von meist Nagetier-Blut im Nym-
phenstadium. 11  ausschliesslich
weibliche Zecken waren von dem
Bakterium Ixodes ricinus Endosym-
biont 1 (IricES1) befallen. Es wurde
lediglich eine Koinfektion zwischen
IricES1 und Ehrlichiae nachgewiesen.
Von den drei Zecken waren je eine
Zecke mit Borrelia afzelii und Borrelia
garinii infiziert und eine mit Borrelia
burgdorferi sensu lato. Die Kontami-
nation von Zecken mit Borrelia burg-
dorferi sensu lato liegt in der Schweiz
bei 27%und mit Ehrlichia durch-
schnittlich bei 1% (Wicki, R., 2000).
Die Infektionsrate von Ixodes ricinus
mit Rickettsia in der Schweiz liegt bei
10,3% (Burgdorfer, 1979). Koinfek-
tionen der Zecke mit Borrelia burg-
dorferisensulato und Ehrlichia (Erre-
ger der Ehrlichiose) konnten von
Leutenegger et al. (1999) nachgewie-
sen werden.

Der von Sacchi et al. (2003) be-
schriebene Ixodes ricinus Enodsym-
biont 1 ist zwischen der inneren und
dufleren Membran von Mitochon-
drien der Oocyten lokalisiert. IricEs1
zersetzt und ernihrt sich von der
Membran des befallenen Mitochon-
driums. Allerdings entwickeln sich
die Oocyten normal weiter, da nur
ein Teil der Mitochondrien befallen
wird. Bisher wurden IricES1 aus-
schlieflich in weiblichen Ixodes rici-

nus nachgewiesen. Auch in dieser Ar-
beit waren lediglich weibliche Zecken
mit IricES1 befallen. Uber die huma-
ne Pathogenitit dieses Bakteriums ist
bisher nichts bekannt.

Identifikation von Borrelia
burgdorferi sensu lato
mittels real-time PCR

Die 34 Zecken wurden mit real-time-
PCR unter Verwendung von SYBR
Green auf Infektion mit Borrelia
burgdorferi sensu lato tiberpriift. Der
Nachweis beruhte auf dem ospA Gen.
Die verwendeten Primer (Primer:
ospAb_f 5-GGT YTA ATA

Bereich von 1.0x10° bis 4.9x10% Zel-
len/Zecke.

Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit zeigen, dass das flaA-Gen eine
sensitive Methode zum Nachweis von
Borrelia burgdorferi sensu lato ist. Ei-
ne Unterscheidung der Borrelia burg-
dorferi sensu lato Genotypen ist nicht
moglich. Das ospA-Gen ermoglicht
jedoch iiber die Schmelzpunktkurve
mittels SYBR Green eine Unterschei-
dung von Borrelia garinii und den
beiden Genotypen Borrelia afzelii
und Borrelia burgdorferi sensu stric-
to. Neben dem Flagellin A-Gen-

TTA GCC TTA ATA GCA- .
3, ospAb_r 5'- CTT GTC =
TAC TGT TGC MWT TAG o
A-3") basieren auf Se- ]
quenzvergleichen des “'
ospA-Gens der verschiede-
nen Borrelia burgdorferi
sensu lato-Stimme.

" n " “ “ " +q

Beim Nachweis tber
das ospA Gen konnten aus
fiinf Zecken Borrelia burg-
dorferi sensu lato nachge-
wiesen werden. Abbildung
4 zeigt die Schmelzpunktanalyse der
real-time PCR Amplifikate von Bor-
relia garinii DSM 10534 (74.4°C),
Borrelia afzelii DSM 10508 (76.6°C)
und Borrelia burgdorferi DSM 4680
(76.9°C). Die Schmelzpunkte der po-
sitiv getesteten Zecken lagen zwi-
schen 75.7°C und 76.7°C.

Als Vergleich zum ospA-System
wurde ein weiterer real-time-PCR
Nachweis beruhend auf dem flaA-
Gen, kodierend fiir Flagellin, (Pri-
mer: flaA_f 5°- AGC AAA TTT AGG
TGC TTT CCA A-3', flaA_r 5°- GCA
ATC ATT GCC ATT GCA GA-3") ba-
sierend auf der Publikation von
Schwaiger et. al. (2001) durchgefiihrt.
Beim Nachweis von Borrelia burg-
dorferi sensu lato durch das flaA-Gen
wurden acht Zecken positiv getestet.
Die Konzentrationen der nachgewie-
senen Borrelia burgdorferi sensu lato-
Stamme in den Zecken lagen in dem

Abb. 4: Schmelzpunktkurven von Borrelia
garinii DSM 10534 (griin/rot), Borrelia afzelii
DSM 10508 (griin/rot) und Borrelia burgdorf-
eri DSM 4680 (blau/lila) fiir das ospA Genam-
plifikat mit den Primern ospAb_f und ospAb_r

Nachweissystem gibt es erfolgreiche
Studien basierend auf dem p66 Gen
als Nachweissystem (Mommert et al.,
2001; Priem et al. 1998). Rauter et al.
(2002) entwickelten eine real-time
PCR-Nachweismethode fiir  den
LightCycler, welche die Unterschei-
dung der drei Borrelia burgdorferi
sensu lato Genotypen ermoglicht.
Weiterfithrende Arbeiten im Rah-
men von Netzwerkprojekten wiirden
sich auf das Einsammeln einer stati-
stisch relevanten Anzahl von Zecken
konzentrieren sowie eine Optimie-
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rung des Nachweissystems der einzel-
nen Borrelia burgdorferi sensu lato
Genotypen und die Identifikation
weitere Bakterienarten in Zecken
zum Ziel haben. Eine unmittelbare
Analyse der Zecken nach dem Entfer-
nen vom Wirt mittels real-time PCR
ist aus medizinischen Gesichtspunk-
ten empfehlenswert und bietet einen
Hinweis auf das Vorhandensein von
pathogenen Bakterien.
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Neue Wege bei der
Identifizierung und
Quantifizierung

von Hefen

Hefen sind fiir den Menschen von grosser Bedeu-
tung. Einerseits spielen sie eine wichtige Rolle bei der
Herstellung von Lebensmitteln, andererseits kdnnen
Hefen als Kontaminanten Lebensmittel verderben
oder als Pathogene Infektionen hervorrufen. Eine
rasche, sichere Identifizierung und die Kenntnis der
vorhandenen Zellzahl sind daher von grossem Interes-
se. Die quantitative real-time PCR ist den traditionel-
len Methoden, die auf mikrobiologischen, mikroskopi-
schen und biochemischen Techniken beruhen, beziig-
lich Schnelligkeit und Aussagekraft klar tiberlegen.

Text: SERGIO SCHMID

Hinblick auf die wirtschaftli-
che Bedeutung sind Hefen die
wichtigsten vom Menschen genutz-
ten Mikroorganismen. Die grosse
Bedeutung der Hefen wird deutlich,
wenn man sich den alltiglichen
Konsum von Brot und anderen fer-
mentierten Lebensmitteln und Ge-
trinken wie Kise, Bier und Wein
vor Augen fithrt. Vom 6konomi-
schen Standpunkt aus besehen sind
sowohl die niitzlichen als auch die
schddlichen Eigenschaften der He-
fen von grossem Interesse. Bereits
seit Jahrtausenden werden Hefen
zur Produktion von Lebensmitteln
und Getrinken eingesetzt. Mit der
Entwicklung der Fermentations-
industrie und der Biotechnologie
wurden unter Verwendung von He-
fen zunehmend auch hochwertige
Produkte der pharmazeutischen
und chemischen Industrie erzeugt.
Allerdings konnen Hefen als Konta-
minanten Lebensmittel verderben
und dadurch immense wirtschaftli-
che Verluste verursachen oder als
Pathogene bei Mensch und Tier In-
fektionen hervorrufen.
Die Taxonomie der Hefen ist sehr
komplex und wird stindig modifi-

Sowohl quantitativ als auch im

ziert, da neue Spezies entdeckt und
neue Erkenntnisse tiber die Mikroor-
ganismen erlangt werden.

Fiir viele Hefen existieren zahlrei-
che Synonyme, da z.B. die selbe Art
von mehreren Forschern etwa zur
gleichen Zeit unter verschiedenen
Namen beschrieben wurde. Oft wer-
den einzelne Spezies auch aufgrund
neuer Erkenntnisse in andere Unter-
gruppen verschoben. Daher kann die
Taxonomie der Hefen mitunter
schwierig und verwirrend erschei-
nen. Frither beruhte die Identifika-
tion und Klassifizierung der Hefen
auf morphologischen, physiologi-
schen und biochemischen Eigen-
schaften der Zellen, wie beispiels-
weise Zell-, Ascosporen- und Kolo-
nieform, Art der Vermehrung, Ploi-
die, Fihigkeit zur Vergirung oder
Assimilation  bestimmter Zucker,
Nutzung  bestimmter  Stickstoff-
Quellen, Vitaminbedarf, Toleranz
hoher Salz- oder Zuckerkonzentra-
tionen und Temperatur-Sensitivitit.

Um aufgrund dieser Merkmale
eine verlidssliche Identifikation der
Spezies zu erhalten, miissen norma-
lerweise ca. 60-90 Tests durchgefiihrt
werden, was in der Regel eine bis drei
Wochen Zeit in Anspruch nimmt.
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Mit diesem enormem Zeit- und Ar-
beitsaufwand sind z.B. Routineanaly-
sen in grosserem Umfang dusserst
mithsam.

Eine Revolution der Taxonomie
und der Méglichkeit der Identifika-
tion vollzog sich mit der Einfithrung
neuer molekularbiologischer Metho-
den. Mit diesen neuen Techniken
kénnen nun auch Proteinzusammen-
setzung, immunologische FEigen-
schaften und Nukleinsdureanalysen
der Hefen zur Identifikation und
Klassifizierung herangezogen wer-
den. Besonders hervorzuheben ist
hier die DNA-Analytik, die eine sehr
schnelle und spezifische Bestimmung
der Spezies erlaubt und zusitzlich
Studien zur verwandtschaftlichen
Beziehung zwischen den Hefen er-
moglicht.

Fiir die Identifikation einer Hefe-
art verwendet man hiufig die ITS-
Regionen. Die daftir verwendeten Se-
quenzen variieren von Art zu Art. Die
artspezifischen Sequenzunterschiede
kénnen mit Techniken wie PCR-
RFLP oder DNA-Sequenzierung be-
stimmt werden. Die grosste Aussage-
kraft erreicht man durch Sequenzie-
ren dieser Region und anschliessen-
dem Vergleich mit Sequenzen, die in
Datenbanken hinterlegt sind. Wenn
es sich beim Probematerial nicht um
eine Reinkultur handelt, muss der
molekularbiologischen  Identifika-
tion eine kulturelle Etappe vorge-
schaltet werden, die eine Vereinze-
lung der Hefen auf Agarplatten er-
moglicht.

Die Analyse der ITS-Sequenzen
gestattet eine Identifikation der Hefe-
art, sie erlaubt jedoch keine quantita-
tive Aussage tiber die im Probemate-
rial vorhandene Zellzahl. Die Zellzahl
muss kulturell oder mikroskopisch
bestimmt werden. Bei Vorliegen einer
Mischflora ist die quantitative Be-
stimmung der Zusammensetzung
mit diesen Methoden dusserst miih-
sam und zeitaufwendig.

Als Methode der Wahl bieten sich
hier real-time PCR Verfahren an. Die
real-time PCR fiir die quantitative
Bestimmung der Hefearten zeichnet
sich durch ihre hohe Spezifitit und
Reproduzierbarkeit, kurze Analysen-
dauer und geringe Analysenkosten,
Robustheit sowie einfache Auswer-
tung aus. Fiir jede Hefeart wird ein
spezifisches Nachweissystem beno-
tigt. Als Zielsequenz fiir die quantita-
tive PCR sind die erwdhnten ITS-Re-
gionen leider nicht geeignet, da diese
DNA-Sequenzen in den Zellen in
nicht definierter Kopienzahl vorlie-

BioteCHnet

gen. Daher miissen andere Sequen-
zen gefunden werden, die moglichst
auf single-copy-Genen liegen.

Das ISO17025 akkreditierte La-
bor fiir Molekularbiologie der Hoch-
schule Wallis hat eine grosse Erfah-
rung auf dem Gebiet der Entwick-
lung und Validierung von Methoden
zum Nachweis von Mikroorganis-
men mit real-time PCR. Die im fol-
genden aufgefithrten Verfahren, die
alle von uns entwickelt wurden, er-
lauben den spezifischen und quanti-
tativen Nachweis der entsprechenden
Hefen innerhalb von 6 Stunden nach
Probeneingang.

Beispiel: SACCHAROMYCES
CEREVISIAE
Saccharomyces
cerevisiae ist von
grosser wirt-
schaftlicher Be-
deutung. Es gibt
eine Vielzahl ver-
schiedener
Stimme  dieser
Hefeart, die als
Back-, Brau-
oder Weinhefen
eingesetzt wer-
den.

In  unserem
Nachweisverfah-
ren verwenden wir das Actin-Gen, ein
sogenanntes housekeeping Gen als
Zielsequenz fiir die real-time PCR.
Das Priifverfahren wurde fiir die
Lebensmittelmatrix Wein validiert.
Die neue Methode zeichnet sich
durch eine gute Nachweisgrenze (100
Zellen/ml), einen grossen linearen
Bereich (100 bis 108 Zellen/ml) und
eine hohe Spezifitit aus.

Abb. 1:
knospende
S. cerevisiae
Zelle

Beispiel: CANDIDA UTILIS
Candida utilis ist vermutlich die am
weitesten verbreitete Hefespezies zur
Herstellung von Futterhefe und Sin-
gle Cell Protein. Mit teilweise tiber
55% der Ge-

Hefeextrakt und Hefeautolysaten
und bei der Produktion von Lipiden
eingesetzt. Sie vermag auch Xylose
und Arabinose (einfache Zucker mit
fiinf Kohlenstoffatomen) zu verwer-
ten, so dass man sie auf den Sulfitab-
laugen der Zellstoffindustrie heran-
ziichten kann.

Es zeigte sich, dass die gewihlte
Zielsequenz sich ausgezeichnet zum
Nachweis von C.utilis eignet. Das Sy-
stem zeichnet sich durch eine hervor-
ragende Spezifitit aus und erlaubt
daher die selektive Bestimmung von
C.utilis. Die Analyse von DNA-Ver-
diinnungsreihen zeigte eine sehr gute
Linearitit. Die Nachweisgrenze ist
sehr niedrig und liegt im Bereich von
10 bis 50 Zellen/ml (Abbildung 2).

Beispiel: CANDIDA
TROPICALIS

Candida tropicalis wird tiberwiegend
zur Herstellung von Futterhefe, z.B.
auf Sulfitablaugen, eingesetzt, und
hat die Fahigkeit, Alkane zu verwer-
ten. In der Natur findet man C.tropi-
calis im Boden, in wissrigen Habita-
ten und auf Friichten. Die Art gilt als
potentiell pathogen, und in den letz-
ten Jahren scheinen durch C.tropica-
lis verursachte Infektionen haufiger
aufzutreten.

Fir die Bestimmung der Zielse-
quenz wurde dasselbe Gen wie fiir
den Candida utilis Nachweis verwen-
det. Auch dieses System zeichnet sich
durch einen grossen Linearititsbe-
reich, eine hohe Sperzifitit und eine
tiefe Nachweisgrenze (ca. 100 Zel-
len/ml) aus. ¢
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Abb. 2: Amplifikationsplots einer seriellen Verdiinnungs-
reihe von C.utilis-DNA (Analyse von Triplikaten jeder Ver-



