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ó Um die Lebensfähigkeit unter sich stän-
dig ändernden Umweltbedingungen zu erhal-
ten, haben Bakterien verschiedene Mecha-
nismen entwickelt, um sich anzupassen. 
Hierzu können sie von einem vegetativen in 
einen nicht teilungsfähigen, aber metabo-
lisch aktiven, sehr widerstandsfähigen und 
persistenten Zustand wechseln. Dieser 
lebensfähige, aber nicht-kultivierbare (viable 
but non-culturable, VBNC) Zustand ist meist 
eine Reaktion auf Stressbedingungen und 
wurde erstmals 1982 für Vibrio cholerae 
beschrieben [1].

Den Eintritt in den VBNC-Zustand rufen 
Umweltfaktoren wie Nährstoffmangel, Tem-
peraturschwankungen, UV-Strahlung oder 
Exposition von Antibiotika und Desinfek-
tionsmitteln hervor. Zellen im VBNC-Zustand 
weisen sowohl eine veränderte Morphologie 
als auch Physiologie auf (Abb. 1, [2]). Im 
Gegensatz zu Antibiotika-Persister-Zellen, 
die sich ebenfalls nicht oder nur sehr lang-
sam teilen, sind VBNC-Zellen nicht direkt 
wieder kultivierbar, sobald der jeweilige 
Stress endet. VBNC-Zellen benötigen daher 
entweder eine längere Erholungsphase unter 
stabilen Umweltbedingungen oder einen 
externen „Weckruf“ über Signalmoleküle, 
um wieder Zellteilung zu betreiben.

Bereits bekannte Mechanismen, die zur 
Induktion des VBNC-Zustands führen, sind 
Toxin-Antitoxin-Systeme, stringente Ant-
wort, Proteinaggregation, generelle Stress-
antworten sowie ein reduzierter Metabolis-
mus [2, 3]. Die Abnahme von Translation, 
Replikation und Zellwachstum erhöht dabei 
die antimikrobielle Resistenz der Bakterien 
dramatisch. Wird der induzierende Stress 
beseitigt, kann der vegetative Zustand 
 wiedererlangt werden, indem das Toxin- 
Antitoxin-Verhältnis normalisiert und oxida-
tive Schäden repariert werden [4, 5].

Bakterien im VBNC-Zustand sind 
schwer zu untersuchen
Für die meisten diagnostischen Nachweis- 
und Analyseverfahren stellen Bakterien im 
VBNC-Zustand eine besondere Herausforde-
rung dar. Dies liegt daran, dass die meisten 
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VBNC-Zustand

Resistenzbestimmung nicht-
kultivierbarer Bakterien

˚ Abb. 1: Morphologische und physiologische Veränderung von Bakterienzellen. A, Darstellung 
der phänotypischen und metabolischen Veränderung von Bakterienzellen unter Stressbedingun-
gen sowie des Übergangs in den VBNC-Zustand (viable but non-culturable). Metabolisch aktive 
Zellen, die zur Zellteilung befähigt sind, sind grün, Persister-Zellen oder Zellen im VBNC-Zustand 
orange dargestellt. Der reversible Übergang in die nicht-kultivierbare Phase, als Reaktion auf 
zunehmenden Stress (rot), geht einher mit einer Abnahme der metabolischen Aktivität (grün). B, 
Aufl istung zellulärer Veränderungen während des VBNC-Zustands sowie Aufl istung der Mechanis-
men zur Induktion des VBNC-Zustands.
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derzeitigen Methoden wachstumsabhängig 
sind und entweder mindestens einen Kulti-
vierungsschritt erfordern oder vollständig 
kulturbasiert sind. Im Fall von kulturbasier-
ten Nachweisverfahren ist folglich die Abwe-
senheit von Wachstum keine Garantie für die 
Abwesenheit lebensfähiger Krankheitserre-
ger, wie z. B. in der Antibiotikaresistenzbe-
stimmung. Als Alternative zur Zellteilung/
Kultivierbarkeit sind weitere anerkannte 
Parameter für die Beurteilung der Lebensfä-
higkeit von Bakterien ein aktiver Stoffwech-
sel sowie eine intakte Zellmembran [2]. Da 
Stoffwechselaktivität und Membranintegrität 
unabhängig vom Zellwachstum analysiert 
werden können, messen die meisten aktuel-
len Methoden zum Nachweis oder zur Unter-
suchung von VBNC als Ergänzung zu kultu-
rellen Verfahren mindestens einen dieser 
Parameter.

Ein weiteres Problem bei der Untersu-
chung von Bakterien im VBNC-Zustand ist 
das häufi ge Vorkommen von Mischkulturen 
aus wachstumsfähigen, VBNC- und toten Zel-
len, da die Signale der jeweiligen Zellen ein-
deutig voneinander unterschieden werden 
müssen. Es ist daher von großem Vorteil, 
wenn eine bakterielle Kultur vollständig in 
den VBNC-Zustand gebracht werden kann.

Resistenzuntersuchung von 
Bakterien im VBNC-Zustand
Für die Resistenzbestimmung von Bakterien 
im VBNC-Zustand ist eine Analysemethode 
einer der drei Viabilitätsparameter sowie 
eine stabile und reproduzierbare Methode 
zur Induktion notwendig. Eine vielverspre-
chende Methode zur Untersuchung des 
VBNC-Zustands, ohne auf stabile Resuscita-
tion-Bedingungen angewiesen zu sein, ist der 
VBNC-MIC-Assay (V-MIC). Die Methode 
basiert auf dem Nachweis zellulärer Energie 
(Neuproduktion von ATP), der schon seit lan-
gem zur Bestätigung lebensfähiger Bakteri-
enzellen verwendet wird, jedoch noch nicht 
zur Resistenzbestimmung. Für eine stabile 
Induktion des VBNC-Zustands entwickelte 
unsere Gruppe im Vorfeld ein Screeningver-
fahren, mit dem stabile Bedingungen für 
diverse Pathogene wie E. coli, S. enterica, 
L. monocytogenes, S. aureus und P. aeruginosa 
identifi ziert werden können und das für wei-
tere Spezies adaptierbar ist [7, 9]. Bei der 
Durchführung des V-MIC-Assays werden, 
vergleichbar dem Titerverfahren zur Bestim-
mung der minimalen Hemm-Konzentration 
(MHK), VBNC-Zellen dem zu untersuchen-
den antimikrobiellen Mittel zugegeben und 

˚ Abb. 2: Methoden zur Bestimmung bakterieller Lebensfähigkeit. A, Zellwachstum kann durch 
eine Aufl ösung (Resuscitation) des VBNC-Zustands mit einem angeschlossenen kulturellen Nach-
weis oder mittels Bestimmung von Zellelongation gemessen werden [6]. B, Membranintegrität als 
Viabilitätsparameter kann mittels differenziellen Fluoreszenzfärbungen, z. B. Nukleinsäurenfarb-
stoffen mit unterschiedlicher Membranpermeabilität oder Polymerasekettenreaktion (PCR) in 
Kombination mit interkalierenden DNA-Farbstoffen analysiert werden [7]. C, Stoffwechselaktivität 
von bakteriellen Zellen kann durch den Abbau fl uoreszenzmarkierter Substrate, Atmungsaktivität, 
Produktion von ATP oder aktiver Transkription/Translation bestimmt werden [8]. 
Abbildung aus [2].
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˚ Abb. 3: Schematische Darstellung des V-MIC-Assays. A, Der VBNC-Zustand wird durch Inkuba-
tion mit einem Chemikalienmix induziert und mittels Bestimmung der Membranintegrität und 
de novo-ATP-Produktion im Vergleich zu abgetöteten Zellen bestätigt. B, Die minimale Hemm-
Konzentration (MHK) (wachstumsfähige Bakterien) von Ampicillin und Benzalkoniumchlorid wird 
im Vergleich zur minimalen ATP-Hemm-Konzentration MAHK (VBNC-Zellen) mittels de novo-ATP-
Produktion bestimmt. Entsprechend des verbreiteten MHK-Tests wird auch bei dieser VBNC-MIC-
Methode durch Unterschreiten eines Schwellenwerts in der ATP-Produktion die Konzentration 
ermittelt, die zum Absterben der VBNC-Bakterien führt [9]. Abbildung aus [9].
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Escherichia coli induced by low level chlorination. Sci Rep 
10: 1957
[9] Robben C, Witte A, Schoder D et al. (2019) A fast and 
easy ATP-based approach enables MIC testing for non-resus-
citating VBNC pathogens. Front Microbiol 10: 1365
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die minimale ATP-Hemm-Konzentration 
(MAHK) bestimmt (Abb. 3).

In der Ruhe liegt Kraft
Mittels des V-MIC-Verfahrens konnten wir 
zeigen, dass Bakterien im kultivierbaren 
sowie VBNC-Zustand durch die gleichen 
Bedingungen thermisch abgetötet werden 
können, jedoch letztere gegen verschiedene 
Antibiotika sowie wichtige Desinfektions- 
und Konservierungsmittel resistent sind 
(Abb. 3, [9]). Dies stimmt mit Studien über-
ein, die zeigten, dass Bakterien im VBNC-
Zustand durch ihre geringere Stoffwechsel-
aktivität, ihren Wachstumsstillstand, eine 
verringerte Membranfl uidität und höhere 
Effl ux-Pumpen-Aktivität vor Antibiotika und 
Bioziden geschützt sind. Die im Vergleich zu 
kultivierbaren Zellen wesentlich höhere anti-
mikrobielle Resistenz von Bakterien im 
VBNC-Zustand zeigt dabei klar die Notwen-
digkeit auf, Desinfektionsmittel und -strate-
gien gezielt gegen Bakterien im VBNC-
Zustand zu entwickeln und zu validieren.

Desinfektionsmittel und Antibiotika 
gegen persistierende Bakterien
Viele Aspekte des VBNC-Zustands sind noch 
ungeklärt. Aufgrund der hohen Resistenz 
gegenüber antimikrobiellen Interventions-
maßnahmen ist es umso wichtiger, neue Mit-
tel und Wege zu fi nden, pathogene Bakterien 
im VBNC-Zustand im Gesundheits-, Lebens-
mittel- und Pharmaumfeld zu bekämpfen. 
Neben der Umstellung auf molekulare Dia-
gnostik im industriellen Umgebungsmonito-
ring und der Qualitätskontrolle ist der 
V-MIC-Assay ein hilfreiches Werkzeug bei 
der Suche nach geeigneten Desinfektionsmit-
teln und Antibiotika zur Bekämpfung persis-
tierender Bakterien.
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