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1 Einleitung

1 Einleitung

Die humane Campylobacteriose steht laut Statistik des Robert-Koch-Institutes mit 63.195 ge-
meldeten Fallen im Jahr 2013 erneut an der Spitze der meldepflichtigen bakteriellen Infekti-
onskrankheiten in der Bundesrepublik Deutschland (RKI, 2014). Als Verursacher spielen die

zwei thermotoleranten Spezies C. jejuni und C. coli dabei atiologisch die dominierende Rolle.

Thermotolerante Campylobacter spp. kommen sowohl in Oberflachengewassern wie auch
als Kommensalen im Darm von Wildvogeln sowie Haus- und Heimtieren vor. Die meisten
Falle humaner Campylobacteriose sind jedoch lebensmittel-assoziiert. Als Hauptinfektions-
quelle gilt der Verzehr von kontaminiertem Gefllgelfleisch und Gefligelfleischprodukten. Die
gegenwartigen InterventionsmalRnahmen zur Reduzierung und Kontrolle von Campylobacter
spp. durch verbessertes Hygienemanagement und BiosecuritymalRnahmen auf der Stufe der
Primarproduktion und durch Prozessoptimierung bei Schlachtung und Verarbeitung konnten

den Erreger nicht aus der Lebensmittelkette verdrangen.

Somit kommen der amtlichen Lebensmitteliberwachung sowie den innerbetrieblichen Eigen-
kontrollsystemen der Lebensmittelunternehmer zur Detektion einer Campylobacter-Kontami-

nation im Rahmen des gesundheitlichen Verbraucherschutzes eine herausragende Rolle zu.

In der vorliegenden Studie wurde eine Pravalenzuntersuchung thermophiler Campylobacter
spp. im Gesamtsortiment eines deutschen Tiefkihlkostvertriebes durchgefiihrt. Anzahl und
Verteilung der Proben wurden anhand eines risikobasierten Plans zur Abschatzung des Ge-
fahrdungspotentials, das flr den Verbraucher durch den Verzehr von tiefgekihlten Lebens-

mitteln besteht festgelegt.

Das TiefkUhlen von Lebensmitteln kann zu einer signifikanten Reduktion der Campylobacter-
Belastung flhren. Laut EFSA (2011) Iasst sich das Risiko einer Campylobacter-Kontaminati-
on von Broilerschlachtkdrpern durch Lagerung bei Tiefklihltemperaturen tber eine Dauer von
2-3 Wochen um 90% reduzieren. Aus diesem Grund ist neben vitalen auch mit letal oder
subletal geschadigten Keimen zu rechnen. Um eine Vorstellung tUber mdgliche Inaktivie-
rungsvorgange zu gewinnen, wurden die Produkte parallel zu der kulturellen Nachweisme-
thode nach ISO 10272:1995, die auf die Anzlichtung von vermehrungsfahigen Bakterien ab-
zielt, auch mittels eines molekularbiologischen Nachweisverfahrens (PCR nach OYOFO et
al. 1992) untersucht, was auch den Nachweis von DNA bereits abgestorbener Campylobac-

ter spp. sowie von lebensfahigen, aber nicht kultivierbaren Formen erlaubt.



2 Literatur

2 Literatur

2.1 Historischer Uberblick

Schon im 19. Jahrhundert beschrieb der Kinderarzt Theodor Escherich nicht kultivierbare,
spiralférmige Bakterien, die er aus dem Kot von Sauglingen mit Diarrhoe isolieren konnte.
Zwei Jahre spater fand er die gleichen Mikroorganismen in den Faeces von an Durchfall er-
krankten Katzenwelpen und bezeichnete sie als ,Vibrio felinus* (ESCHERICH 1886). Der
Nachweis von gekrimmten, beweglichen Erregern aus Lochialflussgkeit im Zusammenhang
mit dem seuchenhaftem Verwerfen von Mutterschafen sowie spater aus abortierten Schaf-
und Rinderféten gelang MCFADYEAN und STOCKMANN (1913). Man kann davon ausge-
hen, dass diese Verdéffentlichung wahrscheinlich die Erstbeschreibung von Campylobacter
fetus ssp. fetus enthalt (KIST 1986). Bakterien ahnlicher Morphologie wurden von SMITH
und TAYLOR (1919) in abortierten Rinderféten gefunden und erhielten die Bezeichnung ,, Vi-
brio fetus®. Darmbakterien mit gleichartigem Erscheinungsbild wurden aus dem Jejunum
durchfallerkrankter Kalber isoliert. lhrer Ausgangsmatrix entsprechend wurden sie , Vibrio je-
juni* (JONES et al. 1931) genannt. Vibrio-dhnliche Mikroorganismen, die sich aus dem Colon
von an Diarrhoe erkrankten Schweinen stammten, erhielten die Bezeichnung ,Vibrio coli*
(DOYLE 1948).

Den eindeutigen Zusammenhang von spiralformigen Vibrionen mit Erkrankungen beim Men-
schen entdeckte LEVY (1946). Inm gelang es, die nicht kultivierbaren Erreger aus Blut- und
Stuhlproben von Patienten, die an Gastroenteritiden litten, mikroskopisch nachzuweisen.
Aufgrund der morphologischen Verwandtschaft mit Vibrio jejuni und Vibrio coli nannte er die-
se Bakterien ,Vibrio fetus®. Ein Jahr spater konnte Vibrio fetus erstmals aus Blutproben und

aus dem Genitaltrakt von schwangeren Frauen isoliert werden (VINCENT et al. 1947).

Die Charakterisierung einer weiteren Gruppe von Vibrionen geschah 1957 durch KING. Die
aus Blutproben von Diarrhoepatienten isolierten Mikroorganismen zeigten im Gegensatz zu
den V. fetus-Stammen ein Wachstumsoptimum bei hdheren Temperaturen (42°C), wiesen
aber morphologische Gemeinsamkeiten mit diesen auf und erhielten wegen ihrer engen Ver-
wandtschaft die Bezeichnung ,closely related vibrions®. Aufgrund des unterschiedlichen Gua-
nosin-Cytosin-Gehaltes ihrer DNA wurde diese Vibrionengruppe von SEBALD und VERON
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1963 als neue Gattung betrachtet und mit dem Namen Campylobacter (griech. campylos =

gebogen, bacterion= Stabchen) versehen.

Der Nachweis von Campylobacter-Keimen aus Stuhlproben gelang spater durch Verwen-
dung von Membranfiltern (DEKEYSER et al. 1972).

Die Bedeutung von Campylobacter spp. als weltweit verbreiteter humaner Gastroenteritiser-
reger wurde erst nach der Etablierung antibiotikahaltiger Selektivhahrbdden (SKIRROW,
1977) und damit der Moglichkeit der Erregeranzuchtung in der Routinediagnostik erkennbar
(BUTZLER et al. 1973; BUTZLER und SKIRROW 1979; DE MOL und BOSMANS 1978).

2.2 Taxonomie

Geschah die taxonomische Einteilung der Campylobacter spp. zunachst anhand morphologi-
scher und biochemischer Eigenschaften, so erlaubten die Fortschritte in der Molekularbiolo-
gie mit der Méglichkeit der Genomsequenzierung eine Einordnung der Campylobacter spp.
nach molekularbiologischen Kriterien (VANDAMME et al. 1991; VANDAMME und DE LEY
1991; VANDAMME und GOOSENS 1992).

Die Zuordnung von Campylobacter erfolgt innerhalb des Reiches der Bacteria zur Abteilung
der Proteobacteria, zur Klasse der Epsilonproteobacteria, der Ordnung der Campylobacteria-
les und der Familie der Campylobacteriaceae, die sich in 4 Gattungen aufteilt: Gattung |
Campylobacter, Gattung Il Arcobacter, Gattung |ll Sulfurospirillium und Gattung IV Thiovu-
lum. Die verwandte Familie der Helicobacteriales befindet sich ebenfalls in der Ordnung der
Campylobacteriales (GARRITY et al. 2004).

Die Gattung Campylobacter umfasst nach derzeitigem Stand 32 Spezies (EUZEBY 2014):

Campylobacter avium, Campylobacter butzleri, Campylobacter canadensis, Campylobacter
coli, Campylobacter, cinaedi, Campylobacter concisus, Campylobacter cryaerophilus, Cam-
pylobacter cuniculorum, Campylobacter curvus, Campylobacter fennelliae, Campylobacter
fetus, Campylobacter gracilis, Campylobacter helveticus, Campylobacter hominis, Campylo-
bacter hyoilei, Campylobacter hyointestinalis, Campylobacter insulaenigrae, Campylobacter
jejuni, Campylobacter lanienae, Campylobacter lari, Campylobacter mucosalis, Campylobac-
ter mustelae, Campylobacter nitrofigilis, Campylobacter peloridis, Campylobacter pylori,

Campylobacter rectus, Campylobacter showae, Campylobacter sputorum, Campylobacter
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subantarcticus, Campylobacter upsaliensis, Campylobacter ureolyticus, Campylobacter volu-

cris.

Des weiteren sind folgende 13 Subspezies beschrieben: Camyplobacter fetus ssp. fetus,
Campylobacter fetus spp. venerealis, Campylobacter hyointestinalis spp. hyointestinalis,
Campylobacter hyointestinalis spp. lawsonii, Campylobacter jejuni spp. doylei, Campylobac-
ter jejuni spp. jejuni, Campylobacter lari ssp. concheus, Campylobacter lari spp. lari, Campy-
lobacter pylori spp. mustelae, Campylobacter pylori spp. pylori, Campylobacter sputorum
spp. bubulus, Campylobacter sputorum ssp. mucosalis, Campylobacter sputorum ssp. spu-
torum (EUZEBY 2014).

Als thermophile bzw. thermotolerante Campylobacter spp. werden aufgrund ihres Wachstum-
optimums bei einer Temperatur von 43°C die Spezies C. jejuni spp. jejuni, C. coli, C. lari und
C. upsaliensis bezeichnet (ISO 1995; ON 2001). Die grof3te Bedeutung als Erreger der hu-

manen Campylobacteriose besitzen die Arten C. jejuni ssp. jejuni und C. coli.

Die Abbildung 1 verdeutlicht die taxonomische Einordnung der Campylobacter.

Reich/Regum: BACTERIA/ARCHAEA
Abteilung/Phylum BXI: Proteobacteria phy. Nov.
Klasse/Classis: Epsilonproteobacteria
Ordnung/Ordo I: Campylobacteriales

Familie/Familia I: Campylobacteriaceae

Gattung/Genus |; Campylobacter
Campylobacter jejuni
Campylobacter coli
Campylobacter lan
Campylobacter upsaliensis
(exemplarische Speziesauswahl)

Gattung/Genus II: Arcobacter

Gattung/Genus llI: Sulfurospirillium

Gattung/Genus IV: Thiovulum

Abbildung 1: Taxonomie von Campylobacter spp. nach GARRITY et al. 2004
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2.3 Eigenschaften von Campylobacter spp.

2.3.1 Bakterien- und Koloniemorphologie

Campylobacter spp. stellen sich als gram-negative, gebogene, haufig komma- bis V- oder S-
férmige, spiralig gewundene Stabchen dar. Sie besitzen einen Durchmesser von 0,2-0,9 ym
bei einer Lange von 0,5 — 5um und bilden keine Sporen. Weiterhin neigen sie zum Ausbilden
von einer oder mehrerer helikaler Windungen und kénnen in kurze Ketten vorliegen. Sie wei-
sen monotriche, z..T. auch polytriche polare oder bipolare unbehlillte Geieln an den spitz
zulaufenden Enden auf, was ihnen typische korkenzieherartige Bewegungen ermdglicht
(SMIBERT 1981; URSING et al. 1994) und die Besiedelung des Darms von Voégeln und
warmblutigen Tieren begunstigt (PARK 2002). Ausnahmen bilden die mehrfach begeilelte
Spezies C. showae und die nicht begeilielte Spezies C. gracilis (VANDAMME 2000)

Die Koloniemorpholgie von Campylobacter spp. hangt von Art und Feuchtigkeitsgehalt des
verwendeten Nahrmediums ab (NACHAMKIN et al. 2000; SCHULZE et al. 2000; SKIRROW
und BENJAMIN 1980; WANG et al. 1980). Auf trockenem Agar erscheinen die Bakterien als
erhabene, runde, glanzende, grau bis braunliche Einzelkolonien mit einem Durchmesser von
1-2 mm. Sie bilden auf feuchtem Agar unregelmaRige, flache, grau-glanzende Einzelkoloni-
en, die konfluieren kénnen. Selbst die Ausbildung eines Schwarmrasens mit gelblicher bis
braunlicher Farbung kommt vor (HANNINEN 1982). Auf Blutagar findet keine Hamolyse statt.

Campylobacter-Kolonien sind geruchlos.

2.3.2 Eigenschaften und Tenazitat

Alle Bakterien der Gattung Campylobacter zeigen sich asaccharolytisch, d.h. ihnen fehlt das
Vermégen Kohlenhydrate fermentativ oder oxidativ zu verwerten. lhre Energie beziehen sie
aus organischen Sauren und aus dem Aminosaureabbau (ELKARIF und MEGRAUD 1986).
Als weiterer essentieller Nahrstoff wird Eisen bendtigt (PARK 2002).

Alle Spezies verhalten sich chemoorganotroph und kénnen bis auf C. gracilis Cytochromoxi-

dase bilden. Sie besitzen nicht die Fahigkeit Gelatine zu verflissigen und reagieren im Vos-
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ges-Proskauer- und im Methylrot-Test negativ. Die Katalaseaktivitat hingegen ist speziesab-
hangig und kann variieren (STEINBRUECKNER et al. 1999; VANDAMME und DE LEY
1991).

Campylobacter spp. sind obligat microaerophil, d.h. sie bendtigen fur ihre Kultivierung eine
microaerobe Atmosphéare (5-7% O, 5-10% CO, und 85-90% N.) (LUECHEFELD et al.
1980a; THOMSON et al. 1990).

Die Tenazitat (lat. tenacitas: festhalten), mithin die Widerstandsfahigkeit von Campylobacter
spp. gegentber Umwelteinflissen ist art- und stammspezifisch, wobei sich auch deutliche
Unterschiede zwischen den Stdmmen zeigen (BUSWELL et al. 1998; TERZIEVA und MC
FETERS 1991). So besitzen thermophile Campylobacter spp. ihr Wachstumsoptimum bei ei-
ner Temperatur von +42°C. Das Temperaturmaximum liegt bei +45°C und das Temperaturmi-
nimum bei +32°C (MORRIS und PATTON 1985). In dem hohen Temperaturoptimum und der
Mikroaerophilie sehen einige Autoren eine Adaptation thermophiler Campylobacter an die
Bedingungen im Magen-Darm-Trakt von warmblitigen Tieren und insbesondere von Voégeln
(KETLEY 1997; LUECHTEFELD et al. 1980b; PARK 2002).

Bei einer Temperatur unterhalb von +30°C kann keine Vermehrung mehr stattfinden, da
Campylobacter spp. Uber keine charakteristischen Kalteschutzgene verfliigen (PHADATARE
et al. 1999).

AulRerhalb des warmblitigen Tierkérpers ist eine Keimvermehrung nicht moglich. Thermoto-
lerante Campylobacter spp. vermehren sich daher in kihl gelagerten Lebensmitteln bzw. bei
Raumtemperatur in der Regel nicht, was sie von vielen anderen lebensmittel-assoziierten In-
fektionserregern abgrenzt (BLANKEN-SHIP und CRAVEN 1982; HAZELEGER et al. 1998;
JACOB-REITSMA 2000; PARK 2002). Im Temperaturbereich zwischen unter +30°C und Uber
+10°C kommt es zum allmahlichen Absterben der Keime, wohingegen die Uberlebensrate in
Lebensmitteln, die im Kihlschrank gelagert werden, deutlich héher ausfallt (ABRAM und
POTTER 1984; GILL und HARRIS 1983; ICMSF 1996). KELLY et al. (2003) stellten fest,
dass bei einer Temperatur von +4° C lebenswichtige Prozesse, wie Sauerstoffverbrauch, Ka-

talaseaktivitat, ATP-Erzeugung und Proteinsynthese, noch aktiv stattfinden.

Thermotolerante Campylobacter spp. vermédgen Gefrietemperaturen zu Uberleben, es
kommt jedoch beim Einfrierprozess zu einer deutlichen Reduktion vermehrungsfahiger Kei-
me (FERNANDEZ und PISON 1996; GEORGSSON et al. 2006; KAIJSER und SVEDHEIM
1982; ZHAO et al. 2003). So liek sich nach dreiwochiger Gefrierlagerung von natlrlich konta-
minierten Hahnchenkarkassen eine Keimreduzierung um zwei log:.-Stufen beobachten
(SANDBERG et al. 2005). SAMBERS et al. (2010) berichteten Uber eine Reduktion von
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Campylobacter spp. in Hahnchenhackfleisch nach einem Tag Tiefklhllagerung um eine logqo-
Stufe.

Ein Uberleben auf Gefligelhaut und in Gefligelfleisch bei Tiefkiihllagerung ist Giber mehrere
Monate mdoglich (BEUCHAT 1987; BHADURI und CORTRELL 2004; LEE et al. 1998;
OOSTEROM et al. 1983; SAMBERS et al. 2010). Nach dem Auftauen sind die Keime in
groRer Zahl im Drip vorhanden (BEUTLING, 1998). Laut BIRK et al. (2004) unterstitzt das
Auftauwasser die Uberlebensfahigkeit von Campylobacter spp. gegen verschiedene Stresso-

ren.

Die Temperatur nimmt auch entscheidenden Einfluss auf die Uberlebensfahigkeit des Keims
in Trink- und Oberflachenwasser. Campylobacter spp. sind in der Lage, eine gewisse Zeit bei
niedrigen Temperaturen im Trinkwasser zu Uberleben (BOLTON et al. 1982; PICKERT und
BOTZENHART 1985). Auch eine Kontamination von Oberflachengewassern durch C. jejuni
aus Schlachthofabwasser wurde beschrieben (TEUFEL 1983). AuRerdem wird die Besiede-
lung der Gewasser durch Wasservogel, wie Enten und Schwane, fir die Kontamination mit
C. jejuni verantwortlich gemacht (REISINGER et al. 1984). Der Nachweis aus Meerwasser

gelingt wesentlich seltener (KNILL 1978).

Campylobacter spp. sind hitzeempfindlich, d.h. durch Sterilisieren oder Pasteurisieren wer-
den die Keime zuverlassig inaktiviert (SHANE 2000). SAMPERS et al. (2010) stellten eine
Keimreduktion unter die Nachweisgrenze in artifiziell sowie natlrlich kontaminierten Hahn-

chen-Burgern nach 4 Minuten fest (Kerntemperatur 57,5 °C).

In unterschiedlichen Lebensmitteln variieren die Dss-Werte von C. jejuni zwischen 0,6 und 2,3
Minuten (ICMSF 1996). Jedoch zeigt eine Studie von MOORE und MADDEN (2000), dass
es bei nur milden Erhitzungsprozessen zum Uberleben einer hitzeresistenten Subpopulation
kommen kann, die eine potentielle Infektionsgefahr fur den Verbraucher darstellt. Durchaus
Ublich ist diese Art der Zubereitung fir ,Entenbrust rosa“, wo Kerntemperaturen von nur 56°C
bis 60°C erreicht werden (BFR 2007; RENZ 2007)

Gegenuber Trockenheit sind Campylobacter spp. wenig resistent, so liegt der minimale a.-
Wert bei aw > 0,987. Eine Isolierung der Keime von glatten Flachen ist nur bei entsprechen-
der Feuchtigkeit méglich (DOYLE und ROMAN 1982a; FERNANDEZ et al. 1985; SMIBERT
1981). Campylobacter jejuni erweist sich als besonders empfindlich gegenliber der Lufttrock-
nung. Wahrend des Schlachtprozesses kommt es zu einer deutlichen Keimreduktion nach
der Luftkihlung (KUSUMANIGRUM et al. 2003; OOSTERBLOM et al. 1983). Aligemein gilt,

dass ein Uberleben von Campylobacter spp. bei hoher Luftfeuchtigkeit und gleichzeitig nied-
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riger Temperatur (+4°C) geférdert wird, wahrend eine geringe Luftfeuchtigkeit in Kombination
mit hoher Temperatur (+25°C) hemmend wirkt (DOYLE und ROMAN 1982a).

Das pH-Optimum fir die Anzichtung thermotoleranter Campylobacter liegt bei pH 6,5 -7,5.
Der minimale pH-Wert, welcher das Uberleben noch ermdglicht, betragt pH 4,9, der maxima-
le Wert 9,0 (DOYLE und ROMAN 1981; GILL und HARRIS 1983). Im sauren Milieu ist die
pH-Sensibilitdt temperaturabhangig. Hierbei gilt: Je héher die Temperatur umso schneller die
Inaktivierung der Keime (DOYLE und ROMAN 1981).

Eine hohe Sensitivitat besitzen Campylobacter spp. gegenuber ultravioletter und y-Strahlung.
Im Vergleich zu Escherichia coli und Yersinia enterocolitica verfigen Campylobacter Uber
eine geringere Resistenz gegenuber ultraviolettem Licht (BUTLER et al 1987). In einer Stu-
die von OBIRI-DANSO et al. (2001) waren Campylobacter spp. nach 10-minltiger UV-Be-
handlung nicht mehr kultivierbar. PATTERSON (1995) konnte nachweisen, dass Campylob-
acter spp. - verglichen mit Salmonella spp. und Listeria monocytogenes - gegenuber ionisie-
renden Strahlen sensitiver reagieren. Die Keimzahl von C. jejuni auf Geflugelfleisch wurde

bei einer Bestrahlungsdosis von 2,5 kGy um 10 log+o-Stufen reduziert.

Hinsichtlich hoher Kochsalzkonzentrationen zeigen sich Campylobacter spp. ebenfalls emp-
findlich. Bei C. jejuni und C. coli kommt es bei einem NaCl-Gehalt von 2% zu einer Wachs-
tumshemmung, dagegen toleriert Campylobacter lari Konzentrationen bis zu 2,5% (DOYLE
und ROMAN 1982b, HANNINEN 1982). Eine Synopsis der Anforderungen thermophiler
Campylobacter spp. an die Kultivierungsbedingungen gibt Tabelle 1.

Parameter Minimum Optimum Maximum
Temperatur 32°C 37-42°C 47°C
aw-Wert > 0,987 0,997 -
NaCl-Konzentration |- 0,5 1,5
pH-Wert 49 6,5-7,5 ca. 9,0
Atmosphére - 5% Oz + 10 % CO, -

Tabelle 1: Bedingungen der Kultivierung thermophiler Campylobacter spp. (ANONY-
MOUS 1996)

Campylobacter spp. sind in der Lage bei widrigen Umweltbedingungen, z.B. Nahrstoffentzug,

erhdhtem Sauerstoffgehalt, Kalte, Hitze, Bestrahlung etc. in kokkoide oder spharische For-
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men Uberzugehen. Aus der lebensfahigen, kultivierbaren Form (viable and cuturable) ent-
steht ein ,viable but non-culturable“ Zustand (VNBC), d.h. die Bakterienzellen sind lebensfa-
hig, aber nicht kultivierbar (BOUCHER et al. 1994; BUCK et al. 1983; MCCLURE et al. 2002;
MORAN und UPTON 1987; ROLLINS und COLWELL 1986; THOMAS et al. 1999). Diese Fa-
higkeit von Campylobacter spp. zur Bildung der VNBC-Stadien ist von groRer Bedeutung fir
ihr Uberleben in der Umwelt. LAZARO et al. (1999) konnten nachweisen, dass bei 4°C ,le-
bende* Zellen noch nach 7 Monaten detektierbar sind. Eine Regeneration von Campylobac-
ter spp. aus dem VNBC-Status zurlick in die kultivierbare Form ist unter bestimmten Bedin-
gungen moglich (JONES et al. 1991; SAHA et al. 1991)

Kontroverse Ansichten bestehen (ber die Infektidsitdt und die Fahigkeit dieser VNBC-Zellen,
den Darm von Tieren zu kolonisieren. Das Vorkommen einer VNBC-Form von C. jejuni wur-
de erstmals durch ROLLINS und COLWELL (1986) beschrieben. Diese Autoren gingen da-
von aus, dass es durch die Darmpassage zu einer Rickwandlung der VNBC-Zellen in die
Spiralform kommt. Auch die Wiederbelebung in Labortieren ist beschrieben (MURPHY et al.
2006). Im Gegensatz dazu zeigten andere Versuche, dass nach oraler Aufnahme von VNBC-
Zellen beim Kiken keine Campylobacter spp. aus Kot oder Zakum der Tiere isoliert werden
konnten (MEDEMA et al. 1992; ZIPRIN et al. 2003; ZIPRIN und HARVEY 2004). Auch Anti-
kérper gegen Campylobacter als Immunreaktion auf die VNBC-Zellen fanden sich weder bei
Ratten und Kaninchen noch beim Menschen (VAN DE GIESSEN et al. 1996a). MURPHY et
al. (2006) sahen eine mdgliche Erklarung fur diese kontroversen Untersuchungsergebnisse

in einer stammspezifischen Fahigkeit der VNBC-Zellen zur Darmkolonisation.

Campylobacter spp. besitzen eine Antibiotikaresistenz gegeniber einer Reihe von Wirkstof-
fen, wie z.B. Vancomycin, Polymyxin B, Trimetoprim, Cephalosporine, Makrolide (Amphoteri-
cin B, Erythromycin) und Fluorchinolone (Ciprofloxacin), was Einfluss auf die geeignete Zu-
sammensetzung selektiver Nahrmedien nimmt (AQUINO et al. 2002; DONNISON 2003;
LARKIN et al. 2006; MCCLURE et al. 2002).
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2.4 |dentifizierung und Differenzierung

2.4.1 Phanotypische Differenzierung

Als Kriterien fUr die phanotypische Differenzierung von Campylobacter spp. werden folgende
Merkmale geprift: Bakerien- und Koloniemorphologie, Beweglichkeit sowie Keimwachstum
bei +43° C und +25°C. Weitere Parameter sind: Katalasebildung, Oxidase-Reaktion, Nitrat-
und Nitrit-Reduktion, Urease-Test, H,S-Produktion, Hippurathydrolyse, Indoxyl-Acetat-Hydro-
lyse und Sensibilitdt gegeniber Cephalotin und Nalidixinsdure (VANDAMME und
GOOSENS 1992). Da einige dieser Reaktionen instabil ausfallen und z.T. stark variieren, er-
lauben die oben aufgelisteten Untersuchungskriterien keine sichere Differenzierung. Das ein-
zige Unterscheidungsmerkmal zwischen C. jejuni und C. coli, die annahernd identische bio-
chemische Eigenschaften besitzen, bildet die Hippurathydrolyse, zu der C. jejuni im Gegen-
satz zu C .coli in der Lage ist (HARVEY 1980). Allerdings gibt es auch C. jejuni-Stamme, die
Hippurat nicht hydrolysieren (BAR und FRICKE 1987). Tabelle 2 gibt eine Ubersicht der wich-

tigsten biochemischen Reaktionen zur Bestimmung thermophiler Campylobacter spp.

Insbesondere in Bezug auf die Antibiotikasensibilitat missen die Ergebnisse zurlickhaltend
bewertet werden, da mit zunehmender Resistenz gegenuber Fluorchinolonen auch Nalidixin-
saure-resistente C. jejuni-Stamme auftreten (ENDTZ et al. 1991; LUBER 2004;
NANNAPANENI et al. 2005).

Die Serotypisierung bietet eine immunologische Methode zur eindeutigen Unterscheidung
von Campylobacter spp. Sie beruht auf dem Prinzip des Nachweises antigener Determinan-
ten auf der Oberflache der Bakterienzelle mittels Antikorpern. PENNER und HENESSY
(1980) publizierten ein Serotypisierungsverfahren, welches I6sliche, hitzelabile Oberflachen-
antigene mittels passiver Hdmagglutination erfasst. FROST et al. (1998) modifizierten diese
Technik und entwarfen ein System auf Grundlage der aktiven Hamagglutination somatischer
Oberflachenantigene. Fir epidemiologische Studien eignet sich die Serotypisierung nur be-
dingt, da es nicht typisierbare Stdmme gibt oder auch Stamme deren Typisierung sich infolge
von Antigenvariation nicht reproduzieren lasst (MCKAY et al. 2001; NIELSEN et al. 1997;
NISHIMURA et al. 1996; PATTON et al. 1991). Auch Kreuzreaktionen zwischen Antiseren
kommen vor (PRESTON und PENNER 1989).

10
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Als weitere phanotypische Differenzierungsmethoden sind die Biotypisierung (BOLTON et al.
1984a) und die Phagentypisierung (GRAJESKI et al. 1985; KHAKHRIA und LIOR 1992) zu

nennen.

Es wird empfohlen, zur Bestatigung die Ergebnisse der phanotypischer Differenzierung mit
einer zweiten, moglichst genotypischen Differenzierungsmethode zu verifizieren (AARTS et
al. 1995; WASSENAAR und NEWELL 2000).

11
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Bakeienspedes Katalase Nt TS B10000 Hipurt- Indoxylacetat- Wachstum bei Wachstumbei Resisterz  Resistenz  Guanin+
reduktion (TS hydolyse  hydolyse  25°C 420 Gegeniber  gegentber Cytosingehal
Nalidixinsaure - Cephalotin -~ (mol%)
(. laniag t t . . - - t R R 36
C. hyointestinalis |+ t t - - v t R S 33-36
ssp. hyointestinalls
C. hyointestinalis |+ t t - - - t R S 3183
SSp. lawsoni
C.hotus ssp. fotus |+ t - - - t - R S 333
C.fetus t t - - - t - R S 334
ssp. veneralis
C. mucosalis t t t R 36-38
(. concisus t t t S S 3141
C. curvus t t t t R nb. 454
C. spuforum t t t R S 2930
ssp. bubulus
C. sputorum t t t - - - t S S -2
ssp. fagcalis
C. sputorum - t t - v - t R S 30-31
$Sp. Sputorum
C. gracilis t b nb t nb. nb. S nb. 4446
C. rectis t t t (*) S nb. 4546
(. showag t t t t t R S U4
C.upsaliensis | (+)- t t S S 32-36
. helveticus t t t S S U
C.coli t t t t S R 3033
C.lar t t t R R 32
C.jejumi ssp. doylei| ~ + V t S S 3031
C. jejumi ssp.jejumii| ~ + t t t t S R 3083
V' = variabel nb.=nicht bestimmt ~(#) = schwach postiv TS! = Triple sugar iron (Kligler-Eisen-Agar)

Tabelle 2: Ubersicht der wichtigsten biochemischen Reaktionen zur Bestimmung
thermophiler Campylobacter spp. (modifiziert nach LOGAN et al. 2000 und VAN-
DAMME 2000)

12
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2.4.2 Genotypische Differenzierung

Genotypische Differenzierungsmethoden nutzen die chromosomalen Unterschiede der ver-
schiedenen Spezies von Campylobacter. Die Genotypen verhalten sich in der Regel stabil
und die Ergebnisse sind damit reproduzierbar. Diese Verfahren eignen sich besonders gut
zur Typisierung der enteropathogenen Erreger im Rahmen epidemiologischer Studien zur
Aufklarung von Infektionsurspriingen und Ubertragungswegen (MANNING et al. 2003
MATSUDA et al. 1996).

Folgende genotypische Untersuchungsmethoden werden eingesetzt: Pulsfeld-Gelelektropho-
rese (PGFE), Amplified Fragment Length (AFLP), Randomly Amplified Polymorphic DNA
(RAPD), Flagellin Typing (fla-Typing) und Ribotyping. Bei WASSENAAR und NEWELL
(2000) findet sich ein ausfuhrlicher Methodenvergleich Uber die verschiedenen genotypi-
schen Nachweis- und Differenzierungsverfahren fir Campylobacter spp. Einen Uberblick

daruber verschafft Tabelle 3.

Kombinationen aus mehreren Verfahren erhéhen die allgemeine Diskriminierungsfahigkeit,
also die Fahigkeit, zwischen genetisch unabhangigen Stammen zu unterscheiden
(ZIMMERMANN 2008).

Methode Diskriminierungs- Typisierbar- Reproduzier- Zeitaufwand Finanzieller
fahigkeit keit (%) barkeit Aufwand
PFGE gut 100 gut 34 Tage durchschnittlich
RAPD durchschnittlich ca. 80 gering < 24h gering
AFLP gut 100 gut 2-3 Tage durchschnittlich
fla-Typisierung maRig 100 gut <24h gering
Ribotypisierung schwach 100 gut 3-4 Tage durchschnittlich

Tabelle 3: Vergleich der unterschiedlichen genotypischen Differenzierungsmethoden
nach WASSENAAR und NEWELL (2000)

13
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2.5 Isolierung und Kultivierung thermotoleranter Campylobacter

spp. in Lebensmitteln

Thermophile Campylobacter spp. stellen aufgrund ihrer geringen Tenazitat und ihrer hohen
Sensitivitdt sehr grol’e Anspriche an Nahrmedien, Kultivierungsbedingungen und Bebri-
tungstemperaturen (ATANASSOVA 2002; HEISIK 1985, PARK 2002; SCOTTER et al. 1993).

Das erste Selektivmedium flir Campylobacter spp. wurde 1977 von SKIRROW entwickelt.

Grundsatzlich bestehen Campylobacter-Selektivnahrboden aus einer Nahragarbasis und Zu-
satzen von Kohle (KARMALI et al. 1986) oder Blut (BOLTON und ROBERTSON 1982
SKIRROW 1977). Um die Begleitflora zu unterdriicken und die Wiederfindungsrate zu erho-
hen, wurden die Nahrboden standig weiterentwickelt. Verschiedene Studien befassten sich
mit der Untersuchung der Wirksamkeit von Supplementen bei diversen Medien, wie z.B.
BAYLIS et al. (2000), BEUCHAT (1985) und CORRY et al. (1995). Selektive feste und flussi-
ge Nahrmedien bestehen aus einer Nahrbasis mit der bereits erwahnten Zugabe von Kohle,
Blut oder FBP (Ferum-llI-Phosphat), welche die Wirkung toxischer Sauerstoffverbindungen
auf die empfindlichen Keime abschwachen. Der Zusatz von antibiotikahaltigen Supplemen-
ten dient dagegen zur Unterdriickung der bakteriellen Begleitflora im Untersuchungsmaterial.
Da Campylobacter spp. ein heterogenes Resistenzverhalten zeigen, wird empfohlen zwei
verschiedene Selektivmedien einzusetzen, um die Sensitiviat zu erhéhen (GOOSENS und
BUTZLER 1991).

Einige Spezies reagieren jedoch auf bestimmte Supplemente empfindlich. So zeigten
GOOSENS et al. (1990) dass C. upsaliensis aufgrund seiner geringen Resistenz gegenuber
den Antibiotika Cefoperazon und Vancomycin nicht auf den Ublichen Selektivnahrmedien kul-

tiviert werden kann.

In Probenmaterial, in dem eine hohe Camyplobacter-Konzentration zu erwarten ist, kann ein
Direktausstrich auf festen Nahrmedien angewandt werden. Bei Untersuchungsmaterial mit
niedrigen Keimzahlen oder sublethal geschadigten Keimen ist ein Voranreicherungsschritt in
einem flussigen Medium, wie z.B. Preston-Bouillon, Bolton-Bouillon oder Park and Sanders-
Bouillon, notwendig. Auch eine hohe Konzentration von Begleitkeimen macht eine Anreiche-
rung erforderlich. Diese Faktoren spielen bei der Untersuchung von Lebensmittel- und Um-
gebungsproben eine wesentliche Rolle (HUMPHREY 1986, LOEWENHERZ 1995, WAAGE
et al. 1999).

14
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Besonders geeignet fir die Kultivierung thermophiler Campylobacter spp. sind nach GUN-
MUNRO et al. (1987) die kohlehaltigen mCCDA - (modifizierter Charcoal-Cefoperazon-Des-
oxycholat-Agar) und Karmalindhrbdden. Diese zeigten eine hohe Isolierungsrate bei gleich-

zeitig wirkungsvoller Unterdrickung der fakalen Begleitflora.

Eine besondere Kultivierungsmethode stellt die Membranfiltration dar. Hierbei wird eine cellu-
losehaltige Filtermembran (Porengrofie 0,45um oder 0,65um) auf einen bluthaltigen Nahrbo-
den aufgelegt und eine kleine Menge Probenflissigkeit darauf verteilt. Im Gegensatz zu vie-
len Begleitkeimen sind Campylobacter spp. in der Lage die Membran zu durchdringen. Die-
ses Verfahren hat den Vorteil, dass auf antibakterielle Zusatze verzichtet werden kann, und
so auch Spezies wachsen, die sonst unterdriickt werden. Allerdings besitzt die Methode eine
Nachweisgrenze von 10° KbE/ml, weshalb sie nur fiir Probenmaterialien mit hohem Kontami-
nationsgrad in Frage kommt (CORRY et al. 1995; NACHAMKIN 1999; STEELE und
MCDERMOTT 1984).

Fir ihr Wachstum benétigen Campylobacter spp. eine CO.-angereicherte, sauerstoffredu-
zierte Atmosphare (10% COg, 5% O, 85% N.) (BOLTON und COATES, 1983; CORRY et al.,
1995; ). Allerdings ist C. jejuni unter Zugabe bestimmter Substrate auch fahig, aerobes und

anaerobes Wachstum zu zeigen (JONES et al. 1993).

Das Standardverfahren fir den qualitativen Nachweis thermophiler Campylobacter aus Le-
bensmitteln und Futtermitteln tierischer Herkunft ist in der ISO-Norm 10272-1:2006: Micro-
biology of food and feeding stuffs - Horizontal method for the detection and enumeration of
Campylobacter growing at 41,5°C beschrieben. Das Verfahren wurde 2007 als Methode
L00.00-107 in die amtliche Sammlung der Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB uber-

nommen.

In der ISO-Version von 1995 wurde die Voranreicherung der Lebensmittelproben fur 18h +
2h bei 42°C * 0,5°C in Preston-Bouillon vorgegeben. Fir die Kultivierung auf Nahrbdden
wurde der Nahrboden nach Karmali und ein weiterer fester Campylobacter- Selektivhahrbo-
den nach Wahl mit Bebritung bei 42°C + 0,5°C bis zu 5 Tagen empfohlen.

Die ISO-Version von 2006 unterscheidet sich in der Festlegung des selektiven Voranreiche-
rungsmediums. Die Methodenvorschrift sieht hier die Anreicherung in Bolton-Bouillon vor (4h
+ 2h bei 37°C £ 0,5°C, 42-44h £ 2h bei 41,5°C + 0,5°C). Als fester Nahrboden zur Kultivie-

rung ist der mCCD-Agar und ein zweiter Selektivagar nach Wahl vorgesehen.

Eine vereinfachte Darstellung zur Verdeutlichung des Untersuchungsablaufs enthalt Abbil-

dung 2.
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Probenmaterial (x g oder x ml)

v

+ 9 x Anreicherungsbouillon

v

Mikroaerophile Inkubation bei 42°C

v

Beimpfung des vorgeschriebenen Mediums und eines optionalen Mediums

\ J
Mikroaerophile Inkubation bei 42°C

v

Auswahl von 5 charakteristischen Kolonien

v

Bestatigungsuntersuchungen

A/

Ergebnisdokumentation

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Nachweises thermophiler Campylo-
bacter nach der Methode ISO 10272
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2.6 Molekularbiologischer Nachweis durch die Polymerase-Ket-

ten-Reaktion

Die phanotypische Differenzierung von Campylobacter spp. stofdt aufgrund der hohen Kaulti-
vierungsanspriche, der geringen biochemischen Diversitat und der mangelnden Zuverlassig-
keit des Verhaltens von C. jejuni im Hippurathydrolyse-Test bei gleichzeitig schwieriger und
zeitintensiver Methodik schnell an ihre Grenzen. Jedoch wurde in neuerer Zeit mit der Poly-
merase-Chain-Reaction (PCR) ein genotypisch spezifisches Verfahren zum schnellen und
zuverlassigen qualitativen Nachweis und zur Speziesdifferenzierung entwickelt
(BIRKENHEAD et al. 1993; LUBECK und HOORFAR 2002; OYOFO et al. 1997;
WEGMULLER et al.1993).

Bei der PCR handelt es sich um eine In-vitro-Technik, die gezielt DNA-Abschnitte, die von
zwei bekannten DNA-Sequenzen eingerahmt werden, vervielfaltigt. Die PCR arbeitet hoch
spezifisch. Schon der Nachweis eines einzigen bakteriellen oder viralen Genoms ist mdglich
(STREYER 1996).

Die PCR liefert innerhalb von weniger Stunden ein Ergebnis (DE BOER und BEUMER
1999). Es werden sowohl kultivierbare Mikroorganismen als auch tote oder lebensfahige,
aber nicht kultivierbare Formen detektiert. Durch Voranreicherung oder Kombination der
PCR mit einer kulturellen Methode kann man auf vermehrungsfahige Keime schlielRen
(KAPPERUD et al. 1993).

Die PCR ermdglicht die Amplifikation (Vervielfaltigung) eines spezifischen DNA-Abschnitts in
vitro durch Simulation der in vivo DNA-Replikation innerhalb einer Zelle (ROLFS et al. 1992).
Ausgehend von Startermolekulen, den sogenannten ,Primern®, synthetisiert eine DNA-Poly-
merase einen neuen DNA-Strang an einer einzelstrangigen Nukleinsaurematrize, der Tem-
plate-DNA. Die Primer sind zwei gegenlaufig orientierte, synthetische DNA-Oligonukleotide.
Die gezielte Vervielfaltigung der DNA-Sequenz erfolgt zwischen diesen beiden Primern.
Durch zyklische Wiederholung der einzelnen Reaktionsschritte wird die Matrize exponentiell
amplifiziert (BANGSOW et al. 2002). Die Vermehrung der DNA geht nach exponentieller Ver-

mehrung gegen Ende in eine Plateauphase Uber.

Ein PCR-Zyklus besteht aus drei Phasen, beginnend mit der thermischen Denaturierung des
DNA-Doppelstranges bei 90-95°C, wobei einzelstrangige DNA-Templatemolekiile entstehen.
Dieser Schritt dauert bei konventionellen PCR-Methoden ca. 30 Sekunden. In der zweiten

Phase (Annealing) erfolgt die Hybridisierung des Primers an komplementare Sequenzen des
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DNA-Einzelstranges bei 45-60°C. In der dritten Phase erfolgt die Synthese des dazwischen

liegenden Sequenzabschnittes durch die DNA-Polymerase bei 72°C (Elongation, Extension).

Diese Elongation dauert bei der konventionellen PCR in der Regel 30-90 Sekunden
(BANGSOW et al. 2002; OLSEN et al. 1995). Durch zyklische Wiederholungen (Cycles) die-

ser drei Phasen kommt es zur exponentiellen Amplifikation der Ziel-DNA.

Der allgemeine Untersuchungsablauf einer Lebensmittel-PCR besteht aus vier Phasen: se-
lektive Anreicherung, Nukleinsdureextraktion, Amplifikation der Nukleinsauresequenz und

Detektion der Amplifikate.

Die selektive Anreicherung dient der Vermehrung lebensfahiger Keime, um auch bei gering

kontaminiertem Probenmaterial eine fur den PCR-Nachweis ausreichende Konzentration der
DNA des nachzuweisenden Keimes zu erhalten und somit die Sensitivitdt zu steigern.
Gleichzeitig erhoht sich der Anteil vitaler Keime im Verhaltnis zu abgestorbenen Keimen und
VBNC-Stadien - sofern vorhanden. Auch kommt es zu einer Verdiinnung der Konzentration
von PCR-Inhibitoren, die haufig in der Probenmatrix vorhanden sind (GIESSENDOREF et al.
1992; STRAUB et al. 1999). Allerdings kénnen auch von Bestandteilen des Anreicherungs-
mediums, wie z.B. Kohle oder Blut, inhibitorische Wirkungen auf die PCR ausgehen (NG et
al. 1997; ROSSEN et al. 1992).

Die Nukleinsdureextraktion beinhaltet die Praparation der Nukleinsduren durch Aufschluss

der Bakterienzellen, Herauslésen der Nukleinsauren und anschlieRendes Aufreinigen. Das
Aufreinigen Uber mehrere Waschschritte minimiert das Risiko inhibitorischer Effekte bei der

anschliefienden Amplifikation.

Die Amplifikationsreaktion stellt die eigentliche Polymerase-Kettenraktion dar und 1auft in den

oben beschriebenen 3 Phasen ab. Der Reaktionsansatz umfasst die aus der angereicherten
Probe extrahierten DNA, zwei Primer, die DNA-Polymerase und die Desoxyriboneucleosidtri-
phosphate (dATP, dCTP, dGTP, dUTP). In der Denaturierungsphase (1) wird der DNA-Dop-
pelstrang in zwei Einzelstrange aufgetrennt. Darauf folgt die Annealing-Phase (2): Die Primer
hybridisieren mit dem spezifischen DNA-Abschnitt und die DNA-Polymerase synthetisiert in
der Elongationsphase (3) einen komplementaren DNA-Strang, beginnend am 3' Ende. Die-
ser dreiteilige PCR-Zyklus lauft in sich immer wiederholenden definierten Temperatur- und
Zeitzyklen ab, und es kommt so zu einer starken Vermehrung der Zielsequenz. Die Zyklen
erfolgen in einem Thermocycler mit einem temperierbaren Reaktionsraum, in den die Pro-

bengefalie hinein gestellt werden.

Die Detektion der so erhaltenen Amplifikate erfolgt durch ein geeignetes Nachweissystem.
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Eine einfache Methode zur Detektion bildet die Gelelektrophorese: Die DNA-Amplifikate wer-
den hierbei elektrophoretisch in einem mit Ethidiumbromid geféarbten Agarosegel aufgetrennt,
unter UV-Licht sichtbar gemacht und fotografisch dokumentiert. Durch Vergleich mit einem

mitgefuhrten DNA-Molekulargewichtsmarker Iasst sich die Fragmentlange bestimmen.

Bei der Real-Time-PCR werden die entstehenden PCR-Produkte bereits wahrend des PCR-
Laufs mit Hilfe von fluoreszenz-markierten Oligonukleotiden gemessen (SAGNER et al.
1999). SAILS et al. (2002) beschrieben ein Real-Time-PCR System zur quantitativen Bestim-

mung von Campylobacter jejuni aus Lebensmittelproben, das schon nach drei Stunden ein

Ergebnis liefert.

Eine weitere Methoden zum Nachweis der PCR-Produkte stellt die DNA-Hybridisierung dar,

bei der die Amplifikate auf Membranen Ubertragen werden, wo sie mit spezifischen, einzel-
strangigen, markierten Gensonden hybridisieren und anschlieRend mittels Kolorimetrie oder
Chemiluminiszens detektiert werden (ANONYMOUS 1998). Auch ein nachgeschaltetes ELI-
SA-Verfahren (PCR-ELISA) kann zum Nachweis der PCR-Produkte eingesetzt werden
(BOLTON et al. 2002).

In einer nested PCR werden zwei PCR-Systeme miteinander kombiniert. Im ersten Durch-
gang wird ein Primerpaar verwendet, welches ein DNA-Fragment der Ziel-DNA der Probe
vervielfaltigt. Im zweiten Schritt kommen Primer zum Einsatz, die komplementar zu einer in-

ternen Sequenz des korrekten PCR-Produkts des ersten Durchgangs sind. Bei einer semi-

nested PCR ist einer der Primer bei beiden Reaktionen identisch. Durch eine nested PCR
liefert die zweite PCR nur ein positives Signal, wenn in der ersten PCR das richtige DNA-
Fragment vervielfaltigt wurde, wahrend falsche Produkte ignoriert werden. Die nested- PCR
besitzt demnach eine héhere Sensitivitat (OLSEN et al. 1995).

Bei einer Multiplex-PCR wird mehr als ein Primerpaar eingesetzt, um gleichzeitig zwei oder
mehrere Gene eines Pathogens oder verschiedener Pathogene wahrend eines PCR-Durch-
gangs zu vervielfaltigen und nachzuweisen (ELNIFRO et al. 2000; WEYNANTS et al. 1996).

Die reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) beruht auf dem Nachweis der mRNA, die nur in le-

benden Zellen vorhanden ist und mit dem Tod sehr schnell abgebaut wird. In Kombination
mit einer PCR zum DNA-Nachweis ermdglicht sie eine Differenzierung zwischen lebenden

und inaktivierten Zielzellen.

Fir den molekularbiologischen Nachweis thermophiler Campylobacter spp. bzw. die Spe-
ziesdifferenzierung sind zahlreiche PCR-Systeme beschrieben worden. Die Bindungsstellen

fur die Primer liegen hauptsachlich auf Genen, die fur bestimmte Stoffwechselleistungen
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oder fur unterschiedliche Virulenzfaktoren codieren. Viele PCR-Systeme arbeiten mit Primer-
bindungsstellen auf verschiedenen Regionen des flaA-Gens und weisen simultan die Spezi-
es C. jejuni und C. coli nach. Andere Systeme basieren auf der 16S rDNA oder der 23S
rDNA und dienen zur Erfassung der Gruppe der thermotoleranten Campylobacter oder der
Gattung Campylobacter allgemein. Verschiedene PCR-Systeme ermdglichen den gleichzei-
tigen Nachweis von C. jejuni und C. coli (OYOFO et al. 1992; WEGMULLER et al. 1993)
oder zusatzlich den Nachweis von C. lari und C. upsaliensis (VAN DOORN et al. 1997).

Es kann aus verschiedenen Griinden beim PCR-Nachweis von Mikroorganismen in Lebens-

mitteln zu falsch-negativen Ergebnissen kommen. Zum einen sind Fehler bei der DNA-Ex-

traktion, Hemmung der DNA-Polymerase durch inhibitorische Substanzen, Abbau der DNA
oder der Primer durch Nukleasen und Aktivitatsverlust der DNA-Polymerase denkbar. Auch
Inhaltsstoffe der Lebensmittelmatrix, wie Fette, Glykogen, Caseinbestandteile und Calciumio-
nen, iben manchmal eine hemmende Wirkung auf die PCR aus. Bestimmte Inhaltsstoffe der
Anreicherungsmedien, wie Kohle oder Blut, wirken gelegentlich ebenfalls inhibitorisch (LANZ
et al. 1994; NG et al. 1997; ROSSEN et al. 1992; SCHEU et al. 1998; WILSON, 1997).

Zur Vermeidung von falsch-negative Ergebnissen kdnnen Amplifikationskontrollen eingesetzt

werden, die inhibitorische Effekte anzeigen. Bei der internen Amplifikationskontrolle wird eine
definierte Menge DNA jedem Reaktionsansatz zugefiigt. Von externer Amplifikationskontrolle
spricht man, wenn die DNA in getrennten Reaktionsansatzen einem Aliquot der extrahierten

Nukleinsdure hinzugegeben wird (DIN 2005).

Zum PCR-Nachweis thermotoleranter Campylobacter spp. aus Lebensmitteln gibt es ver-
schiedene Studien, welche die Sensitivitat des PCR-Systems mit der kulturellen Methode

vergleichen, um eine Aussage Uber die Eignung des jeweiligen Verfahrens zu treffen.

Ein Vergleich von sechs konventionellen PCR-Systemen untereinander sowie mit der kultu-
rellen Methode nach 1ISO 10272:1995 findet sich bei MADE und STARK (2000). Dabei wie-
sen die semi-nested PCR nach WEGMULLER et al. (1993), das pg50/pg3-PCR nach
OYOFO et al. (1992) und das PCR-System nach VAN DOORN et al. (1997) die héchste Sen-
sitivitdt auf. Die Nachweisgrenze lag bei 1,4 KbE/ml inokulierte Milch und entsprach damit

der Sensitivitat der kulturellen Methode.

ON und JORDAN (2003) fuhrten eine Studie Uber die Sensitivitat und die Spezifitat von 11
konventionellen PCR-Systemen fur den Nachweis von C. jejuni und C. coli durch. Die ent-
sprechenden Werte fur die Detektion von C. coli betrug bei allen getesteten Systemen 100%.
Beim Nachweis von C. jejuni klafften die Ergebnisse weit auseinander und erreichten eine In-
klusivitat zwischen 88% und 100% und eine Exklusivitdt von 84% bis 100%. Es gab kein
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System, welches alle 57 getesteten C. jejuni-Stdamme erkannte. Eine mogliche Ursache
kénnte in der mangelnden Reinheit der DNA-Extrakte gesehen werden. Auch die grole ge-

netische Diversitat von C. jejuni mag fUr die mangelnde Sensitivitat verantwortlich sein.

OPFER (2008) uberprufte die Einsatzmdglichkeiten von zwei PCR-Systemen fur die lebens-
mittelhygienische Routinediagnostik. Es wurden 80 naturlich kontaminierte Gefllgelfleisch-
proben untersucht, wobei das semi-nested PCR-System nach WEGMULLER et al. (1993)
und die pg50/pg3-PCR nach OYOFO et al. (1992) parallel mit dem kulturellen Referenzver-
fahren nach 1ISO 10272:1995 hinsichtlich ihrer Sensitivitdt und Spezifitdt einander gegentber
gestellt wurden. Die Ergebnisse des semi-nested Sytems nach WEGMULLER et al. (1993)
stimmten mit denen der kulturellen Methode zu 100% Uberein. In 44 Proben wurden thermo-
tolerante Campylobacter spp. bzw. spezifische Genomsequenzen nachgewiesen. Mit dem
pg50/pg3 PCR-System nach OYOFO et al. (1992) ergab sich eine relative Sensitivitat von
97,7% und eine relative Spezifitat von 86,1%.

Basierend auf dem pg50/pg3-PCR System nach OYOFO et al. (1992) wurde ein molekular-
biologischer Nachweis von C. jejuni und C. coli in Lebensmitteln in die amtliche Sammlung
von Untersuchungsverfahren nach §64 LFGB aufgenommen (BVL L 00.00-96).

21



2 Literatur

2.7 Epidemiologie

Campylobacter spp. besitzen weltweit als Erreger lebensmittelassoziierter Zooanthropono-
sen herausragende Bedeutung. In den letzten zwei Jahrzehnten nahm die Nachweisrate flr
Campylobacter spp. im Zusammenhang mit humanen Gastroenteritiden immer weiter zu. In
Deutschland Uberstieg die Anzahl der gemeldeten Campylobacter-Enteritiden im Jahr 2005
erstmals den Wert der gemeldeten Salmonellosen (EFSA 2006; FRIEDMANN et al. 2000;
RKI 2006). Fur das Jahr 2013 verzeichnet das RKI 63195 gemeldete Falle von Camyplobac-
ter-Enteritis gegeniber 18828 gemeldeten Salmonellosen (RKI 2014).

2.7.1 Vorkommen von Campylobacter spp. beim Tier

Warmblitige Nutz-, Haus- und Wildtiere, wie Rinder, Schweine, kleine Wiederkauer und vor
allem Gefligel, aber auch Nagetiere, Hunde und Katzen, bilden ein natlirliches Erregerreser-
voir fir Campylobacter spp. (BLASER et al. 1980; MC DONNOUGH und SIMPSON 1996;
SHANE et al. 1992). Eine Ubersicht zum Vorkommen von Campylobacter spp. bei verschie-
denen Tierarten in Deutschland und der EU nach den Daten der EFSA (2009) gibt Tabelle 4.

Tierart Deutschland EU
n % positiv n % positiv

Masthahnchen | 111 78,4 10260 25,2
Schweine 224 29,5 1102 56,12
Rinder 503 10,7 12539 5,9°
Schafe 62 6,5 1476 3,24
Katzen 227 7,0 769 8,15°
Hunde 677 5,5 1847 12,8°

1 Datenmaterial aus 16 EU-Mitgliedsstaaten
2 Datenmaterial aus 11 EU-Mitgliedsstaaten
3 Datenmaterial aus 12 EU-Mitgliedsstaaten
4 Datenmaterial aus 5 EU-Mitgliedsstaaten
5 Datenmaterial aus 4 EU-Mitgliedsstaaten

6 Datenmaterial aus 6 EU-Mitgliedsstaaten

Tabelle 4: Campylobacter-Pravalenz bei verschiedenen Tierarten in Deutschland und der EU
fur das Jahr 2007, modifiziert nach EFSA (2009)
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2.7.1.1 Wirtschaftsgeflugel

Besonders hohe Pravalenzen finden sich beim Gefliigelfleisch und zahlreiche Studien be-
nennen dieses Substrat als Hauptursache fir die Entstehung der humanen Campylobacte-
riose, mit deutlich héheren Isolierungsraten im Vergleich zu anderen Nutztierarten, wie Rin-
dern und Schweinen (ALTENKRUSE et al. 1998; ATABAY und CORRY 1997; FRIEDMAN et
al. 2000; HARRIS et al. 1986; NADEAU et al. 2002). Ein Einfluss der Haltungsform auf die
Campylobacter-Pravalenz mit einem signifikant verstarktem Gefahrdungspotential wurde fir
Mastgefliigelbestande mit Freilandhaltung beschrieben (FERNANDEZ et al.1993; HEUER et
al. 2001, NATHER et al. 2009). Studien von WITTWER et al. (2005) konnten diesen Befund

allerdings nicht bestatigen.

Die Campylobacter-Pravalenz in den Bestanden ist saisonalen Schwankungen unterworfen,
mit erhdhten Nachweisraten im Sommer und im Herbst (BfR 2007; BOYSEN et al 2011;
JACOBS-REITSMA et al. 1994; JORGENSEN et al. 2011; KAPPERUD et al. 1993; NATHER
et al. 2009; PETERS et al. 2006; SCHIELKE et al. 2014; WEDDEKOPP et al. 2001). Eine Er-
klarung hierfir scheint im Einfluss der AuRentemperatur und UV-Lichtintensitat auf die Uber-
lebensfahigkeit des Keims in der Umwelt zu liegen (PATRICK et al. 2004). In Jahren mit be-

sonders milden Herbst-Temperaturen kommt es zu erhdhten Nachweisraten (HINTON et al.

2004). Auch ein vermehrter Eintrag in den Sommermonaten durch Fliegen als Vektoren wird
zu den Ursachen der Saisonalitat gezahlt (HUMPHREY et al. 2007). Weiterhin kbnnen auch
die héheren Lufttemperaturen und Ventilationsraten in den Maststallen eine Rolle spielen
(NEWELL und FEARNLEY 2003). Andererseits lielten sich bei einigen anderen Studien die-
se jahreszeitlichen Schwankungen in der Campylobacter-Pravalenz nicht beobachten
(EVANS und SAYERS 2000; HUMPHREY et al. 1993).

In der Regel kommt es weder beim Wirtschaftsgefligel noch bei Wildvoégeln zu einer klini-
schen Erkrankung. Deshalb gelten Campylobacter spp. im allgemeinen als Kommensalen
der naturlichen Intestinalflora (LEE und NEWELL 2006; PARK 2002; STERN et al. 1989). Fir
Eintagskiiken von Hihnern und Puten ist jedoch eine wasserige Diarrhoe nach erfolgter Erst-
exposition mit Campylobacter jejuni beschrieben worden (SHANE 1992). Eine neuere Studie
von HUMPHREY et al. (2014) stellte ebenfalls die Anschauung von C. jejuni als harmlosen
Darmbewohner in Frage. Bei experimenteller Infektion von Herden verschiedener kommerzi-
eller Hahnchenrassen, nahm die Rasse erheblichen Einfluss auf den Infektionsverlauf und

fuhrte bei einigen Zichtungen zu einer klinisch manifesten Erkrankung.
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Die Méglichkeit einer vertikale Ubertragung des Erregers vom Legetier auf das Ei wird kon-

trovers diskutiert. Zahlreiche Autoren schlielRen diese Moglichkeit weitgehend aus oder hal-
ten sie fur unwahrscheinlich (CHUMA et al. 1997; GREGORY et al. 1997; JACOBS-
REITSMA et al. 1995; PEARSON et al. 1993; SHANKER 1990; VAN DE GIESSEN et al.
1992). Ein solcher Ubertragungsweg sollte jedoch zumindest in Betracht gezogen werden,
da durch neuere molekularbiologische Untersuchungen verwandte Klone bei Elterntierher-
den und deren Mastkiken nachgewiesen werden konnten (COX et al. 2002; HIETT et al.
2003).

Die entscheidende Kontaminationsroute ist die horizontale Ubertragung des Erregers Uber

Trankewasser, Einstreumaterial, Insekten, Schadnager, Personal (kontaminierte Kleidung
und Schuhwerk) sowie Arbeitsgerate und Maschinen (BERNDTSON et al. 1991 a+b und
1996a; EL-ADAWY et al. 2012; JACOBS-REITSMA et al. 1995; KAPPERUD et al. 1993;
LINDBLOM et al. 1986; MIFLIN et al. 1999; PEARSON et al. 1993). Kontaminiertes Brunnen-
wasser konnte epidemiologisch als Quelle einer C. coli-Infektion bei Broiler-Grof3elterntieren
mittels molekularbiologischer Typisierungsmethoden identifiziert werden (PEREZ-BOTO et
al. 2010). BERNDTSON et al. (1996b) wiesen Campyobacter spp. auch in der Luft nach, so
dass die Gefahr eines Erregereintrags zwischen dicht benachbarten Stallanlagen Uber die

Laftungssysteme zu bestehen scheint.

VAN DE GIESSEN et al. (1996b und 1998) beschrieben eine Kreuzkontamination durch an-
dere, auf demselben Gelande gehaltenen Nutz- und Wildtierarten (Rinder, Schafe, Ziegen,
Schweine) auf die Geflugelbestande. Als Erregerreservoire und somit potentielle Eintrags-
quellen gelten auch infizierte Wildvégel (GREGORY et al.1997; HUBALEK 2004), Ratten und
Mause (MEERBURG et al. 2006; PEARSON et al. 1993), Getreidekafer (BATES et al. 2004;
SKOW et al. 2004; STROTHER et al. 2005) sowie Fliegen (EKDAHL et al. 2005; NICHOLS
et al. 2005; SPROSTON et al. 2010). In einer danischen Langzeitstudie wurde der Effekt von
Fliegengittern vor Hahnchenmastanlagen untersucht. Die Campylobacter-Pravalenz redu-
zierte sich von 41,4% in dem Zeitraum von 2003-2005 (ohne Fliegenabwehr) auf 10,3% in
den Jahren 2006-2009 nach Anbringen der Fliegenschutzgitter (BAHRNDORFF et al. 2013).

Auch Haustiere wie Hunde und Katzen stellen potentielle Vektoren dar (BOUWKNEGT et al.
2003; CARDINALE et al. 2004; GREGORY et al. 1997).

Ein erhdhtes Risiko fur den Eintrag von Campylobacter spp. in Masthdhnchenbestande geht
von dem System der fraktionierten Schlachtung aus. Beim Vorfang eines Teiles der Herde
kann es durch mangelnde Personalhygiene der Fangerkolonnen und mangelhaft gereinigte

Transportkisten zu einem Eintrag in den Restbestand kommen (HANNSON et al. 2005;
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NEWELL et al. 2001; RAMABU et al. 2004). HASTINGS et al. (2011) konnten belegen, dass
sich durch die Verwendung von Transportkisten aus Silberionen-haltigem Material gegenlber
konventionellen Transportkisten, das Kontaminationsrisiko der Bestande mit Campylobacter

spp. signifikant reduzieren liel3.

Eine Besiedelung der bei Einstallung erregerfreien Eintagskiken erfolgt zwischen der 2. und
4. Lebenswoche (LINDBLOM et al. 1986; NEILL et al. 1984; SHREEVE et al. 2000). Zur Er-
regerUbertragung innerhalb der Herde kommt es sehr schnell, wobei Koprophagie, mit Kot
kontaminierte Stalleinrichtungsgegenstande, Wasser und Luft ursachlich sind. Innerhalb we-
niger Tage kann eine vollstdndigen Durchseuchung mit Nachweisraten von bis zu 100% ein-
treten (BERNDTSON et al. 1996; EVANS und SAYERS 2000; SHREEVE et al. 2000).

Die dominierenden Spezies bei Masthahnchen sind C. jejuni mit Isolierungsraten zwischen
4% und 100%) sowie C. coli mit Isolierungsraten zwischen 5% und 70% (EFSA, 2009).

B C.jejuni

m C.coli

H Cllari

M nicht differenziert

Abbildung 3: Speziesverteilung der Campylobacter-Isolate von
Masthahnchen in der EU fiir das Jahr 2007, nach EFSA (2009)

C.jejuni: 42,5%
C.coli: 13,1%
C.lari. 0,1%

nicht differenziert: 46,4%
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In Untersuchungen bei Mastputen gelang der friiheste Nachweis von Campylobacter spp.
bereits nach sechs Lebenstagen aus dem Trinkwasser. Eine Kolonisation der Tiere erfolgte
dann in der zweiten und dritten Lebenswoche. Es wurde eine hdhere Pravalenz bei den Hen-
nen (51,5%) im Vergleich zu den Hahnen (42.4%) festgestellt. Mittels einer multiplen PCR-
Methode konnte zuerst C. jejuni, spater auch C. coli bzw. beide Spezies gleichzeitig detek-
tiert werden (HAFEZ et al. 2011). In einer US-amerikanischen Erhebung von WRIGHT et al.
(2008) wurden aus Proben von 15 Putenfarmen eine Besiedelung der Tiere von 87% (n =
1512) festgestellt, wobei 52% als C. jejuni und als 35% C. coli identifiziert wurden. Die relati-
ve Pravelanz wurde bei den jungeren Altersgruppen von C. coli dominiert, wahrend bei den

ausgewachsenen Tiere C. jejuni haufiger zu finden war.

Mit Campylobacter spp. infiziertes Mastgeflligel scheidet den Erreger Uber mehrere Wochen
mit dem Kot aus (NEWELL und WAGENAAR 2000).

Bezliglich der postmortalen Kontamination besteht wahrend des Schlachtprozesses durch
fakale Verunreinigungen der Schlachtanlage an zahlreichen Stellen das Risiko von Kreuz-
kontamination der Schlachtkérper (ARSENAULT et al. 2007; HERMANN et al. 2003;
RASSCHAERT et al. 2006). Beim Brihprozess kann es zu einer Belastung der Schlachtkér-
per kommen, weil das Brihwasser durch verschmutze Federreste und reflektorisch abge-
setzte Fazes haufig verschmutzt ist (BAKER et al. 1987). So berichten verschiedene Autoren
von hohen Pravalenzraten bis Uber 90% in Brihwasserproben (KLEIN et al. 2007b; LIENAU
2004; REICH 2007). Beim anschlieBenden Rupfen ist eine weitere Kontamination durch Ver-
teilen von eventuell austretendem Kot mit den Gummifingern des Rupfers Uber den gesam-
ten Tierkdrper méglich (BERRANG et al. 2001a; IZAT et al. 1988). Die Eviszeration stellt ein
zusatzliches Kontaminationsrisiko dar, denn es kann durch die Eréffnung des Enddarms zu
einer weiteren Kontamination des Schlachtkérpers mit Kot eintreten. RASSCHAERT et al.
(2006) fanden, dass die von der Halshaut isolierten Campylobacter spp. haufig den gleichen
Genotyp aufweisen wie Campylobacter spp. aus dem Kropf oder dem Duodenum des
Schlachttiers. Auch das Wasser bei der Tauchkiihlung der Karkassen bietet eine Kontamina-
tionsquelle (WEMPE et al. 1983). Im Vergleich dazu ist die Gefahr der Kreuzkontamination
bei der Luftkiihlung geringer, da sich die hdngenden Karkassen nicht bertihren (SANCHEZ et
al. 2002). Es kommt bei der Luftkihlung durch die niedrige Temperatur und die Absenkung
des a.-Werts auf der Kdrperoberflache zu einer Reduktion der Keimzahl (FRIES et al. 2001).
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2.7.1.2 Wildvogel

Wildvégel stellen als symptomlose Trager thermophiler Campylobacter spp. ein bedeutendes
Erregerreservoir mit Ubertragungspotential auf das Wirtschaftsgefligel dar (CRAVEN et al.
2000; DASTI et al. 2010; GLUNDER 1998; GLUNDER et al. 1991; GREGORY et al. 1997,
STANLEY und JONES 2003). Zahlreiche Studien belegten das Vorkommen von C. jejuni bei
verschieden Wildvogelarten, insbesondere Wildenten, Kranichen und Wildgansen
(LUECHTENFELD et al. 1980b, PACHA et al. 1988; WALDENSTROM et al. 2002). Bei M6-
wen konnte vorwiegend C. lari nachgewiesen werden. Sie stellen eine mdgliche Eintrags-
quelle fir Oberflachengewasser dar (GLUNDER 1989; KANEKO et al. 1999; MOORE et al.
2002). BROMAN et al. (2002) isolierten C. jejuni Stdmme bei der Lachméwe (Larus ridibun-
dus), die Stammverwandschaften zu Isolaten von Broilern und Humanisolaten aufwiesen.
Die Pravalenz bei 52 untersuchten Fasanen betrug 25,9% (ATANASSOVA und RING 1999).
Auch Wassergefligel wie Enten und Ganse sind haufig Campylobacter-positiv.
LUECHTENFELD et al. (1980b) detektierten bei 154 von 445 untersuchten Zugwasservogeln
Campylobacter spp.

2.7.1.3 Rinder

Bei Rindern kdnnen verschiedene Campylobacter spp. nachgewiesen werden. ATABAY und
CORRY (1998) isolierten aus Kotproben klinisch unauffalliger Tiere C. jejuni, C. hyointestina-
lis, C. fetus und C. sputorum. Auch traten mehrere Campylobacter spp. gleichzeitig bei ein-

zelnen Tieren auf. Die Pravalenz innerhalb einer Herde wurde mit bis zu 79% angegeben.

Einige Campylobacer spp. gelten als Abort- und Enteritiserreger bei Kalbern mit schweren
bis letalen Krankheitsverlaufen (AL MASHAT und TAYLOR 1983; DIKER et al. 1990;
STEINER 1997; WELSH 1984). Uber die Bedeutung des Bakteriums als pathogener Keim
fur die Tierart Rind gibt es dennoch widerspriichliche Stellungnahmen. Da Campylobacter
spp. sowohl bei kranken wie auch bei klinisch unauffalligen Kalbern isoliert werden koénnen,
sehen manche Autoren sie als Bestandteil der normalen Intestinalflora an (BUSATO et al.
1999; SNODERGRASS et al. 1986).
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Im EFSA Journal (2009) wird die Pravalenz von Campylobacter spp. bei der Tierart Rind (all-
gemein) in Deutschland fiir das Jahr 2007 mit 10,7% (n=503), fir Kalber unter einem Jahr
mit 22,9 (n=70) und fir Milchkihe mit 0% (n=57) angegeben.

C. jejuni ist auch als Mastitserreger bekannt und kann so direkt in die Milch gelangen. In der
Regel erfolgt jedoch die Kontamination der Milch durch Kotverschmutzungen am Euter (ORR
et al. 1995).

Eine Ubersicht tiber die Verteilung der. bei Rindern in der EU zeigt die Abb. 3.

B C.jejuni
C.coli
H Clari
W nicht differenziert

Abbildung 4: Speziesverteilung der Campylobacter-Isolate von Rindern
in der EU flr das Jahr 2007, nach EFSA (2009)

C.jejuni: 86,8%
C.coli: 9,5%
C.lari: 0,2%

nicht differenziert: 3,1%
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2.7.1.4 Schweine

Thermophile Campylobacter spp. haben auch eine hohe Pravalenz beim Schwein und gelten
als physiologischer Bestandteil der Intestinalflora. Im Gegensatz zum Gefligel, wo - wie be-
schrieben - C. jejuni vorherrscht, bildet hier C. coli die dominierende Spezies (ALTROCK et
al. 2006; ALTER et al. 2005; HARVEY et al. 1999; MILNES 2007; NIELSEN et al. 1997,
PEARCE et al. 2003). Als mdgliche Erklarung fur die Dominanz der einzelnen Spezies bei
den verschiedenen Tierarten wird eine erreger-spezifische Adaptation an den jeweiligen
Wirtsorganismus gesehen (PAYOT et al. 2004)

In einer kanadischen Studie wurden 1200 Kot- und Umgebungsproben aus 80 Schweine-
mastbetrieben auf das Vorkommen von Campylobacter spp. untersucht. Davon erwiesen
sich 1194 Proben als Campylobacter-positiv. Die dominierende Spezies war C. coli mit
99,2%. C. lari (0,6%) und C. jejuni (0,2%) spielten eine untergeordnete Rolle (VARELA et al.
2007). ALTROCK et al. (2006) berichten Uber eine kulturell-bakteriologische Untersuchung
von 900 Kotproben aus niedersachsischen Schweinemastbestinden auf thermophile Cam-
pylobacter spp. In 66,9 % der Kotproben fand sich Campylobacter coli und in lediglich 2,9%
Campylobacter jejuni. In einer US-amerikanischen Untersuchung von GEBREYES et al.
(2005) wurde aus 526 Campylobacter-Isolaten von Kotproben und Schweinekarkassen aus-
schliel3lich Campylobacter coli identifiziert. Dem entegegen steht eine Studien von YOUNG
et al. (2000), die eine hohe Pravalenz von C. jejuni belegt . Auch das gleichzeitiger Vorkom-
men von C. coli und C. jejuni in einem Tier liel® sich von zahlreichen Autoren bestatigen
(BOES et al. 2005; GAULL 2002; MADDEN et al. 2000; ALTROCK et al. 2006).

Unter Wildschweinen sind Campylobacter spp. ebenfalls verbreitet. In Slidspanien wurde in

Wildscheinkot zu 38,9% Campylobacter spp. detektiert (n= 126). Die Speziesdifferenzierung
ergab 67,3% C. laniae, 20% C. coli und 3,6% C. jejuni. 5 Isolate konnten nicht identifiziert
werden (CARBONERO et al. 2014). Eine andere spanische Studie (n= 150) berichtet hinge-
gen lediglich von einer Pravalenz in Wildschweinkot von 1,3% C. coli; 0,7% C. jejuni und
10% C. laniae (NAVARRO-GONZALES et al. 2014).

Eine Ubersicht (iber die Verteilung der Campylobacter spp. bei Schweinen in der EU zeigt
die Abb. 5.
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B C.jejuni

m C.coli

H Clari

M nicht differenziert

Abbildung 5: Speziesverteilung der Campylobacter- Isolate von
Schweinen in der EU fir das Jahr 2007, nach EFSA (2009)

C.jejuni: 2,1%
C.coli: 87,1%
C.lari: 0,2%

nicht differenziert: 10,7%

2.7.1.5 Kleine Wiederkauer

Bei Schafen ergaben Untersuchungen von STANLEY et al. (1998b) eine Pravalenz von
29,3% in 420 Kotproben. Auch in uber 90% von insgesamt 360 Dunndarmproben von
Schlachtldammern konnten Campylobacter spp. isoliert werden. Nach Erhebungen von

JONES et al.(1999) ist C. jejuni die am haufigsten beim Schaf isolierte Spezies.

Eine Pravalenzstudie zum Vorkommen von Campylobacter spp. bei Ziegen und Ziegen-
fleisch in Lumbumbashi (Demokratische Republik Kongo) ergab eine Pravalenz von 10,1%
C. jejuni und 26,7% C. coli bei 644 untersuchten Proben (KABWANG A MPALANG et al.,
2014). LAZOU et al. (2014) untersuchten insgesamt 835 Proben von Schafs- und Ziegenkar-
kassen am Schlachthof. Die Kontaminationsraten betrugen 78,4% bei Ziegenldammern,
94,5% bei Schafslammern, 63,5% bei Ziegen und 72,2% bei adulten Schafen. Als dominie-
rende Spezies erwies sich C. coli mit 76,2% gegenuber 21,4% C. jejuni. In 2,4% der Falle

kamen beide Spezies parallel vor.
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2.7.1.6 Heimtiere

Auch Hunde und Katzen bilden ein Reservoir fir ein breites Spektrum an Campylobacter
spp., darunter auch Arten mit humanpathogener Bedeutung. In einer US-amerikanischen
Studie von CHABAN et al. (2010) ergab sich bei der Untersuchung von Kotproben eine
Campylobacter-Pravalenz von 58% (n= 70) bei klinisch unauffalligen Hunden und 97% (n =
65) bei an Durchfall erkrankten Tieren. Die Erregermenge schwankte zwischen 103-10° Kei-
men pro Gramm Faezes und es konnten bis zu 12 verschiedene Spezies (u.a. auch die ther-
mophilen Arten C. coli, C. jejuni, C. lari und C. upsaliensis) aus einer einzigen Kotprobe diffe-
renziert werden. Bei der Untersuchung von Rektaltupern von Hunden und Hauskatzen in Po-
len erwiesen sich 4,81% der Caniden (n = 83) und 9,86% der Feliden als Campylobacter-po-
sitiv, wobei C. jejuni die haufigste Spezies stellte (ANDRZEJEWSKA et al. 2013). An Heimtie-
ren aus irischen Tierheimen durchgefiihrte Untersuchungen ergaben Pravalenzen von 42,9%
(n = 35) bei den Katzen und 41,5% bei den Hunden (n = 147). Hier zeigte sich C. upsaliensis
gefolgt von C. jejuni als am haufigsten detektierte Spezies (ACKE et al. 2006).

2.8 Vorkommen in Lebensmitteln

Die weite Verbreitung thermophiler Campylobacter spp. bei den Nutztieren flihrt zwangslau-
fig auch zu einer Kontamination der unterschiedlichen tierischen Lebensmittelmatrizes
(HANNINEN et al. 2003). Eine herausragende Bedeutung als Infektionsquelle besitzen Ge-
fligelfleisch und Geflligelfleischprodukte (ALTEKRUSE et al. 1998; ATANASSOVA et al.
2007; MULLNER et al. 2009; RKI 2007). Im Rahmen von Riskoeinschatzungen wurde an-
hand von epidemiologischen Modellen berechnet, dass 30-50% der humanen Campylobac-
teriosen durch Geflugelfleisch verursacht werden (LUBER und BARTELT 2005). Die Erhe-
bung von ABAY et al. (2014) demonstrierte ebenfalls, dass Hahnchenfleisch eine wichtige
Rolle als Erreger humaner C. jejuni-Infektionen in der Turkei spielt.

Eine bundesweite Grundlagenstudie zum Vorkommen von Campylobacter spp. in Schlacht-

kérpern von Masthadhnchen ergab eine Nachweisquote von 62,0% bei 432 Uberpriften

Schlachtkérpern. Die am haufigsten ermittelte Spezies war C. jejuni, die zu 77,6% aus Za-
kumproben und zu 79,7% von Karkassen isoliert wurde. C. coli konnte in 22,4% der Zakum-

und 17,7% der Karkassenproben nachgewiesen werden (BfR 2009). Auch bei dieser Unter-
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suchung fand sich die bereits beschriebene Saisonalitat. Die hdchste Kontaminationsrate mit

93% ergab sich im Monat August.

Auch verschiedene andere Autoren berichteten von hohen Kontaminationsraten bei Gefllgel-
fleich und Geflugelfleischerzeugnissen. Von ATANASSOVA et al. (2003) an deutschen und
bulgarischen Hahnchenschlachthéfen durchgefiuhrte Untersuchungen zum Vorkommen von
Campylobacter spp. ergaben einen positiven Nachweis bei 42,5% bzw. 29% der Proben
(Herz, Leber, Brust- und Keulenmuskulatur sowie Material aus dem Magen-Darm-Trakt). Bei
Geflugelfleischprodukten des spanischen Einzelhandels isolierten DOMIGUEZ et al. (2002)
aus 49,5% der untersuchten Proben (n=198) thermophile Campylobacter spp. In einer
Pravalenzstudie von Hahnchenfleischproben (n= 186) aus Supermarkten im GroRraum Wa-
shington D.C. ermittelten die Autoren einen Kontaminationsgrad von 70,7% (ZHAO et al.
2001), wahrend RAHIMI et al. (2008) bei 56,1% von 280 untersuchten iranischen Hahnchen-

fleischproben positive Nachweise fiihrten.

Eine Studie Uber die Lokalisation von C. jejuni in der Hahnchenhaut ergab, dass sich die
Mehrzahl der Keime auf der Oberflache befindet, wahrend ein kleiner Teil in Spalten und Po-
ren der Haut und der Federfollikel aktiv einwandert (CHANTARAPANONT et al. 2003).
DAVIS und CONNER (2007) beschrieben eine signifkant héhere Uberlebensraten von C. je-
Juni auf artifiziell kontaminierter Hahnchenhaut im Vergleich zu artifiziell kontaminertem Mus-

kelfleisch.

Neben Karkassen ist insbesondere Geflligeleber von verschiedenen Autoren als Ursprung
einer humanen Campylobacteriose identifiziert worden (BAUMGARTNER et al. 1995,
LITTLE et al. 2010; O'LEARY et al. 2009; WHYTE et al. 2006).

INNS et al. (2010) berichteten von 13 Gastroenteritisfallen bei Gasten einer Hochzeitsgesell-

schaft in England nach dem Genuss von unzureichend gegarter Hihnchenleberpastete.

Auch Putenfleisch kann eine Campylobacter-Kontamination aufweisen. ZHAO et al. (2001)
detektierten in 14,5% der Proben von rohem Putenfleisch (n=172) aus verschiedenen Super-
marktketten im GrofRraum Washington D.C. Campylobacter spp. Eine deutlich héhere Prava-
lenz fand sich in fertig verpackten Putenfleischproben mit 46,6% (n = 58) in einer deutschen
Erhebung von OPFER et al. (2008).

Thailandische Studien ergaben eine Kontaminationsrate vonm 20% bei Entenfleisch am
Schlachthof (BOONMAR et al. 2007). Dagegen fanden MC CREA et al. (2006) nur eine
Campylobacter-Pravalenz von 3% bei kalifornischen Entenfleischproben vor der Verpackung.

Ein Kontaminationsrisiko fir den Verbraucher entsteht bei der Zubereitung von ,Entenbrust
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rosa“, bei der die Muskulatur, damit sie nicht zah wird, nur unvollstdndig durchgegart wird.
Beim Bratvorgang ergaben sich Kerntemperaturen von 60°C bis 75°C, z.T. sogar nur von
56°C (RENZ 2007).

Im Rahmen einer Pravalenzstudie zum Vorkommen von Campylobacter spp. im Fleisch ver-
schiedener Geflugelarten berichten RAHIMI et al. (2008) Uber Pravalenzen von 86,4% in
Wachtel- und 11,7% in StrauRRenfleisch.

Die Nachweisraten in tiefgekihlten Produkten fallen fur Campylobacter spp. deutlich niedri-

ger. Bei gefrorenem, rohem Hahnchenfleisch werden Kontaminationsraten von 17% bzw.
22% angegeben (LOEWENHERZ-LUNING 1996; NORBERG 1981,). BAUMGARTNER et al.
(1995) fanden Campylobacter spp. in 31% der untersuchten frischen, jedoch nur bei 16% der

gefrorenen Leberproben.

Nicht nur das Gefllgelfleisch selbst, sondern auch seine Verpackung stellt ein Infektionsrisi-
ko dar. JORGENSEN et al. (2002) zeigten in ihrer Studie, dass Uber die Halfte der unter-

suchten Geflugelverpackungen von auf3en mit Campylobacter spp. kontaminiert waren.

Neben Geflligel stellen auch Rind- und Schweinefleisch eine potenzielle Infektionsquelle dar.

Laut einer Erhebung der EFSA liegt die Campylobacter-Pravalenz in Deutschland im Jahr
2007 in frischem Schweinefleisch aus dem Einzelhandel bei 0,8%. Bei deutschem Rind-
fleisch aus dem Einzelhandel wurde die Pravalenz fiir 2007 mit 0% angegeben, wohingegen
es im Jahr 2005 noch 2,1% waren (EFSA, 2009). Die Ergebnisse einer phylogenetischen
Analyse von 250 C. jejuni-lsolaten von Rindern, Geflugelfleisch und Menschen aus Finnland
legen nahe, dass hier Rinder und Geflligel gleichermalien als Erregerreservoir flir humane
Campylobacter-Infektionen ursachlich sind (DE HAAN et al. 2010).

Rohmilch und Rohmilchprodukte kénnen ebenfalls mit Campylobacter spp. belastet sein. Es

wird davon ausgegangen, dass ihr Vorkommen in Milch durch fakale Verunreinigung beim
Melkprozess oder in seltenen Fallen durch Campylobacter-Mastitiden verursacht wird
(LANDER und GILL 1980). Auch Ziegenmilch wurde als Infektionsquelle beschrieben
(HARRIS et al. 1987). Eine Pasteurisierung fuhrt zum sicheren Abtéten dieses Keims (SKIR-
ROW 1982; HUMPHREY et al. 2007).

Im Rahmen einer Pravalenzstudie wurden 2710 Eier hinsichtlich der Campylobacter-Konta-
mination von Eischale und rohem Eidotter untersucht. Auf der Eischale konnten in 4,1% der
Proben Campylobacter spp. nachgewiesen werden, dagegen erbrachten alle Proben vom Ei-
dotter negative Resultate (MESSELHAUSER et al. 2011).
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Thermophile Campylobacter spp. konnten zudem in Muscheln (ENDTZ et al. 1997; VAN
DOORN et al. 1998), Speisefisch (TEUNIS et al. 1998) und Pilzen (DOYLE und SCHOENI
1986; MC GILL et al. 2004) nachgewiesen werden.

Weiterhin sind Wasser aus Flissen und Seen bzw. nicht chloriertes Trinkwasser als Ursache
fur Campylobacter-Infektionen beschrieben (JONES 2001; MOORE et al. 2001).
SCHINDLER et al. (2003) untersuchten in Bayern 211 Proben aus Badeseen und 170 Pro-

ben aus Flissen auf Campylobacter spp. Eine Kontamination fand sich bei 22,7% der Bade-

seeproben und 44,7% der Flusswasserproben. C. jejuni machte 60% der Isolate aus, gefolgt
von C. coli mit 25,8% und C. lari mit 6,5%. Der Nachweis einer Campylobacter-Belastung
des Sokoto-Flusses in Nigeria gelangen UGBOMA et al. (2012). Sie fanden in 69% der ge-
sammelten Wasserproben (n = 32) Campylobacter spp., wobei sich C. jejuni als dominieren-

de Art erwies.

In Kanada konnte ein Campylobacter-Ausbruch der Aufnahme von Matsch wahrend eines
Mountainbike-Rennens in British Columbia 2007 zugeordnet werden. Von 537 Teilnehmern
des Rennens erkrankten 225 (42%) an Durchfall (STUART et al. 2010).

Die Verschleppung von Campylobacter spp. Uber kontaminierte Schneidbretter und Messer
auf die Hande des Kochs und auf andere Lebensmittel zum Rohverzehr, wie Salat und Ge-
mise, kommt haufig vor (HUMPHREY 2001). So konnten COGAN et al. (2002) eine Kreuz-
kontamination von Handen, Schneidbrettern, Messern, Kleidung und Stofftiichern nach Zu-
bereitung von Campylobacter-belasteten Hihnerfleisch nachweisen. Die Keimbelastung liefl3

sich durch grindliches Reinigen der Kiichenutensilien und der Hande signifikant reduzieren.
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2.9 Resistenzen gegen antimikrobiell wirksame Substanzen

Zahlreiche Autoren beschéftigten sich im Zusammenhang mit Erhebungen zu Campylobac-
ter-Pravalenzen auch mit dem Resistenzverhalten der gefundenen Isolate gegenlber Anti-
biotika.

Von 32 untersuchten C. coli- und C. jejuni-Isolaten von Hdhnchenhaut und Blinddarmproben
in Thailand erwiesen sich 81,2% resistent gegenlber Ciprofloxacin, 40,6 % gegenlber Tetra-
cyclin, 31,2% gegenluber Ampicillin und 9,2 % gegenuber Erythromycin. Alle untersuchten
Stdmme reagierten sensibel gegeniber Gentamycin (CHOKBOONMONGKOL et al. 2013).
Dieser Befund deckt sich mit Erhebungen aus der Tuarkei, wo von 200 C. jejuni Isolaten aus
Hahnchenkarkassen und Patienten ebenfalls 100% Sensibilitdt gegeniber Gentamycin zeig-
ten, bei gleichzeitig hoher Chinolon-Resistenz (ABAY et al. 2014). SHAFAEI et al. (2014) un-
tersuchten das Resistenzverhalten von C. jejuni- I1solaten aus Stuhlproben von Durchfallpati-
enten im Iran, wobei alle Isolate sich sensibel bzw. mafig sensibel gegentber Erythromycin

erwiesen, was als Therapeutikum der Wahl eingesetzt wurde.

Laut dem EFSA-Bericht zu antimikrobiellen Resistenzen von Zoonoserregern in der EU
(EFSA 2014) sind nur 18% der humanen C. jejuni-Isolate und 6,4% der C. coli-Isolate voll
empfindlich gegenuber Antibiotika. Durchschnittlich verhielten sich ein Viertel (24,8%) aller
getesteter C. jejuni-Stamme und ein Drittel (35,1%) der C. coli-Stdmme multiresistent, d.h.
sie zeigten sich unempfindlich gegentiber mindestens 3 verschiedenen Antibiotika-Gruppen.
Isolate der Tierart Huhn bzw. Hihnerfleisch fielen besonders durch hohe Resistenzraten ge-
genuber Ciprofloxacin, Quinolonen und Fluorchinolonen auf. Resistenzen gegenuber Ery-
thromycin, einem Makrolidantibiotikum, welches haufig zur Therapie der human Campylob-
acteriose eingesetzt wird, schwankten bei C. jejuni-Isolaten von Hihnern und Rindern zwi-
schen 0,4-0,6%, wahrend C. coli-lsolate von Hihnern und Schweinen Resistenzraten von
11,2%-23,9% aufwiesen. Auch GEBREYES et al. (2005) berichten von Multiresistenzen bei
C. coli-Isolaten vom Schwein in einer Grof3enordnung von 4,4% (n=526). In einer polnischen
Erhebung zur Campylobacter- Pravalenz bei Hahnchenfleisch aus dem Lebensmitteleinzel-
handel zeigten sich alle 321 Isolate (n= 368), davon 58,9 C. coli und 41,1% C. jejuni, sensi-
bel gegenuber Gentamycin und bis auf ein einziges C. coli Isolat auch gegenuber Erythromy-
cin. Die hochsten Resistenzraten betrugen bei C. jejuni-Isolaten 91% gegeniber Ciprofloxa-
cin und bei C. coli-Isolaten 86,1% gegenuber Nalidixinsdure. Bei der Mehrzahl aller Isolate
(60,9%) bestanden Resistenzen gegeniber zwei oder mehr Antibiotikagruppen (WIECZO-
REK et al. 2012).
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2.11 Humanpathogene Bedeutung der Campylobacteriose

Die humane Campylobacteriose ist eine weltweit verbreitete Zooanthroponose und die hau-
figste bakteriell bedingte Durchfallerkrankung. Seit in Kraft treten des Infektionsschutzgesetz-
tes (IfSG) im Jahr 2001 werden Campylobacter-Enteritiden in der Bundesrepublik Deutsch-
land in einer eigenen Kategorie erfasst, wahrend sie davor gemal dem Bundesseuchenge-
setz in die Meldekategorie: ,Enteritis infectiosa — Ubrige Formen* fielen. Nach § 7 IfSG ist der
positive labordiagnostische Nachweis von Campylobacter spp. bundesweit meldepflichtig. Im
Jahr 2005 Uberstieg nach statistischer Angaben des RKI die Zahl der gemeldeten Campylob-
acteriosen mit 62129 Fallen erstmals die Zahl der Salmonellosen, die sich auf 52257 belief .
Far das Jahr 2013 verzeichnete das RKI 63195 Félle, was einen Ruckgang gegenuber den
drei vorangegangen Jahren darstellt. Die Zahl der gemeldeten Salmonellosen fiel hingegen
in den letzten Jahren kontinuierlich und lag noch bei lediglich 18828 gemeldeten Fallen. Eine
Ubersicht iber die Anzahl der gemeldeten Erkrankungen in den Jahren 2007-2013 bietet Ta-
belle 5. Die Abbildung 6 dient der graphischen Verdeutlichung, wie sich die Fallzahlen der

gemeldeten Krankheitsfalle wahrend dieser Zeit entwickelt haben.

Meldepflichtige 12007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
Erkrankung

Campylobacter |66 125 64 534 |62356 |65740 71126 7131 63 195

Enteritis

Salmonellose | 55 405 42789 31169 |25309 24 454 20 699 18 828

Tabelle 5: Ubersicht tiber die gemeldeten Falle von Campylobacter-Enteritis und Sal-
monellosen in den Jahren 2007-2013 in Deutschland (modifiziert nach RKI, 2009,
2010, 2011, 2012, 2013, 2014)
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Abbildung 6: Ubersicht iiber die gemeldeten Félle von Campylobacter-Enteritiden und Salmonellosen
in den Jahren 2007-2013 in Deutschland (modifiziert nach RKI, 2009, 2010, 2011, 2012, 2013, 2014)

2.11.1 Ubertragungswege

Die indirekte Ubertragung von Campylobacter spp. auf den Menschen durch den Verzehr
von rohen oder unzureichend erhitzten Lebensmitteln gilt als Hauptinfektionsweg beim Men-
schen (OOSTEROM et al. 1984; SCALLAN et al. 2011). In verschiedenen Arbeiten wurde die
signifikante Verwandtschaft zwischen Campylobacter spp. aus Lebensmittelproben und hu-
manen Campylobacter-Isolaten durch Untersuchung mit molekularbiologischen Typisierungs-
methodenen beschrieben (ON 1998; KRAMER et al. 2000).

Die direkte Ubertragung durch den Kontakt mit infizierten Tieren ist durchaus méglich. Hun-

de, Katzen und Voégel konnten in epidemiologischen Studien als Infektionsquelle von Campy-
lobacter-infizierten Kindern ausgemacht werden (FULLERTON et al. 2007; KARENLAMPI et
al. 2007; TENKATE und STAFFORD 2001).
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Eine direkte Ubertragung von Mensch zu Mensch auf fakal-oralem Weg ist mdglich, scheint
jedoch eine untergeordnete Rolle zu spielen und wurde nur vereinzelt beschrieben (BLASER
et al. 1981, SCALLAN et al. 2011).

SCHIELKE et al. (2014) fuhrten eine Auswertung der Daten aller gemeldeten Campylobac-
ter-bedingten Gastroenteritiden in den Jahren 2001 bis 2010 in Deutschland durch. C. jejuni
war mit 90% die dominierende Spezies gefolgt von C. coli (7%). Die héchste Inzidenz trat in
Altersgruppe der Kinder von 0-4 Jahren (205 Falle/100 000 Einwohner). Auch junge Erwach-
sene von 20-29 Jahren waren mit 107 Fallen pro 100 000 Einwohner besonders betroffen,
wobei in dieser Gruppe Frauen haufiger erkrankten als Manner. Die bereits beschriebene
Saisonalitat bei den landwirtschaftlichen Nutztieren fand sich auch bei den gemeldeten Er-
krankungsfallen mit einem Anstieg in den Monaten Mai bis Juli, der im August seinen Héhe-
punkt erreichte. Aus der geographischen Verteilung ergab sich eine Haufung der Falle in den
neuen Bundeslandern. Kleinkinder in landlichen Regionen trugen das hdchste Risiko an ei-
ner Campylobacteriose zu erkranken. Uber die Hohe der minimalen Infektionsdosis bestehen
derzeit sehr unterschiedliche Vorstellungen. Wahrend einige Autoren sie bei 400-500 Keimen
ansiedeln (ROBINSON 1981, SCHULZE et al. 2000) geben andere Bereiche von 8 x 10? bis
2 x 10° Mikroorganismen an (BLACK et al. 1988; MEDEMA et al. 1996)

Die Inkubationszeit betragt 1 bis 7 Tage, wobei es haufig 12 bis 24 Stunden vor Auftreten der
Durchfallsymptomatik zu einem allgemeinen Unwohlsein mit Kopf- und Rickenschmerzen
kommt. Daraufhin stellen sich als Leitsymptome starke Bauchkrampfe mit wassrig-breiigen
oder auch blutigen Durchfallen ein, die haufig von Fieber, Schwindel, Erbrechen, Kopf- und
Muskelschmerzen begleitet sind (BUTZLER et al. 2004; KIEHL et al. 2004, KIST et al. 2006;
MANSFIELD et al. 2000; MC CLURE et al. 2002).

Die endgultige Diagnose wird durch den Erregernachweis aus dem Stuhl erbracht
(SKIRROW und BLASER 2000).

Die Erkrankung gilt als selbstlimitierend, d.h. in der Regel verschwinden die Symptome auch
ohne antibiotische Behandlung innerhalb einer Woche. Im Normfall reicht eine symptomati-
sche Therapie mit Wasser- und Elektrolytersatz raus. Eine Erregerausscheidung tritt noch bis
ca. zwei bis drei Wochen nach erfolgter Genesung mit einer Konzentration von bis zu 10°
Keimen pro Gramm Stuhl auf (KIST, 2006). Es kommt bei 5-10% der Erkrankten zu einem
Rezidiv, wobei das Risiko fir immungeschwéachte Personengruppen wie AIDS-Kranke, Kreb-
spatienten und Organtransplantierte besonders hoch ist. (MANSFIELD et al. 2000). Fr die-

se Risikogruppe ist eine antibiotische Behandlung mit Erythromycin, Tetracyclinen oder Chi-
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nolonen indiziert (HAKKINEN et al. 2007; KIEHL 2004; MC CLURE et al. 2002; SCHULZE et
al. 2000).

Das Infektionsrisiko ist auch bei Patienten erhdht, die Protonenpumpenhemmer zur Senkung
der Magensaureproduktion einnehmen (BOUWKNEGT et al. 2014; NEAL et al. 1996).

Es kann in Folge von Campylobacter-Enteritiden zu Komplikationen wie Septikdmien, dem
hamolytisch uramische Syndrom (HUS), Colitiden, Peritonitiden, Pankreatiden, Cholecys-
titiden, Meningitiden, Enteropathien, Myocarditiden, Endocarditiden, Glomerulonephritiden
und Aborten kommen (KIST 2006; SCHULZE et al. 2000).

Als seltene Komplikation in Folge einer vorangegangene Campylobacter-Infektion sind ver-
schiedene neurologische Erkrankungen beschrieben. Die bedeutendste Spatfolge einer
Campylobacter-Enteritis stellt das Guillain-Barré-Syndrom dar, wie es bei ca.1-3%o der Er-
krankten auftritt. An einer solchen entziindlichen Autoimmunerkrankung des peripheren Ner-
vensystems erkranken pro Jahr weltweit 0,4 - 4 von 100 000 Menschen, wobei in 20-40%
der Falle eine Infektion mit C. jejuni vorangegangen ist . Meist treten ein bis drei Wochen
post infectionem die ersten Krankheitssymptome auf. Ein anfangliches Kribbeln und Taub-
heitsgefuhl in den Gliedmalien weitet sich bis zum hin Rumpf aus. Es kommt zu unsicherem
Gang sowie Herzrhythmusstérungen. In 50-90% der Falle fuhrt der Krankheitsverlauf zu ei-
ner kompletten Paralyse, begleitet von einer Atemschwache. Nach Immunglobulin-Therapie
und Plasmapherese genesen ca. 85% der Erkrankten innerhalb eines Jahres vollstandig. Die
Mortalitatsrate betragt 2-6%. Bei den restlichen Patienten bleiben irreversible Lahmungser-
scheinungen zuriick (HADDEN und GREGSON 2001; KIST 2002 + 2006; MANSFIELD et al.
2000; NACHAMKIN et al. 1998; ROPPER 1992).

Eine weitere Spatfolge im Zusammenhang mit einer Campylobacter-Infektion ist das Reiter-
Syndrom, eine reaktiven Arthritis in Folge einer Autoimmunerkrankung in den Gelenken, vor-
wiegend im Kniegelenk (KIST 2006). Bestimmte Serovare von C. jejuni enthalten sialinsub-
stituierte Lipooligosaccharide als Bestandteil inrer duReren Hiille, die vermutlich Ahnlichkei-
ten mit der Oberflachenstruktur von peripheren Nervenzelle aufweisen (GODSCHLAK et al.
2004; KIST et al. 2006; WASSENAAR et al. 2000). Im Zusammenhang mit der Immunreakti-
on gegen den Erreger kann es auch zu einer Autoimmunreaktion gegen die kdrpereigenen
Nervenzellen kommen. Dies bewirkt eine Infiltration mit Lymphozyten und Makrophagen so-
wie infolge dessen die Zerstdrung der Myelinscheide peripherer Nerven (KIST 2006;
MANSFIELD et al. 2000; MC CLURE et al. 2002).

Bleibt die Neuropathie auf die Gesichtsnerven beschrankt, wird sie als Miller-Fisher-Syndrom

bezeichnet. Die Leitsymptome sind Paralyse der Augenmuskulatur, Ataxie und Gesichtsmus-
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kelschwache (KIST 2006; ROBERTS et al. 1987; WILLISON et al. 1999).Haufig treten auch
Konjunktivitis und Urethritis begleitend zu den Gelenkschmerzen auf. Eine Therapie mit Ci-

profloxacin kann zur Linderung der Symptome fihren (MANSFIELD et al. 2000).

In sehr seltenen Fallen kommt es als Komplikation einer C. jejuni-Gastroenteritis zu einer

Entzindung des Hirnstamms,der sogenannten Bikerstaff-Enzephalitis (HUSSAIN et al. 2007;
YUKI et al. 2000).

2.12 Praventionsmalinahmen

Grolde Bedeutung zum Schutz vor einer Infektion mit Campylobacter spp. besitzt die konse-
quenten Einhaltung von allgemeinen Hygienemalnahmen in der Kiiche. Insbesondere beim
Umgang mit und der Zubereitung von Geflugelfleisch missen Kreuzkontaminationen anderer
Lebensmitteln verhindert werden. LUBER (2009) schloss aus der Auswertung von verschie-
denen Risikoanalysen, dass die Kreuzkontamination beispielsweise durch Verwendung des
gleichen Schneidbrettes fir rohes Gefliigelfleisch und anschlieRend fiur Salat, eine weit gro-
Rere Bedeutung als Infektionsquelle fir Campylobacteriosen darstellt als unzureichend er-

hitztes Gefligelfleisch.

Nach Empfehlung des Robert-Koch-Instituts sollten Sauglinge, Kleinkinder sowie alte und
immunsupprimierte Menschen auf den Verzehr von rohen Lebensmitteln tierischer Herkunft,
inklusive Rohmilch als Hof- oder Vorzugsmilch verzichten (RKI 1999). SCHIELKE et al.
(2014) ziehen als Schlussfolgerung aus ihren Erhebungen, dass Praventionsmalinahmen
zur Kontrolle der humanen Campylobacteriose sowohl die Reduktion der Campylobac-
ter-Pravalenz im landwirtschaftlichen Nutztier und im Lebensmittel als auch intensive Ver-

braucheraufklarung tber Infektionsrisiken und Ubertragungswege einschlieRen sollten.
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3 Eigene Untersuchungen

Gezielt ausgewahlte Lebensmittel aus dem Gesamtsortiment eines groRen deutschen Tief-
kuhlkostvertriebes wurden kulturell und molekularbiologisch hinsichtlich der Pravalenz ther-
mophiler Campylobacter spp. untersucht. Im Stichprobenplan wurden die unterschiedlichen
Wahrscheinlichkeiten einer Campylobacter-Kontamination innerhalb der verschiedenen Pro-

duktgruppen bericksichtigt.

3.1 Probenmaterial

Das Gesamtsortiment des Tiefkihlkostvertriebes umfasste insgesamt 231 Produkte. Davon
entfielen 6 Artikel auf die Produktgruppe ,rohes Geflligel®, 26 Artikel auf ,gegartes Gefligel*
und 50 Artikel auf ,sonstiges Fleisch und Fleischerzeugnisse®. Aus diesem ,Campylobacter-
verdachtigen“ Sortiment, das insgesamt 82 verschiedene Fleisch- und Geflugelfleischproduk-
te umfasste, wurden 180 tiefgekiihlte Lebensmittelproben untersucht. Zusatzlich wurden 20
Proben aus dem Restsortiment untersucht. Ihre Auswahl wurde mittels eines Stichprobenpla-

nes vorgenommen, wie in Tabelle 6 dargestellt.

Die Produktgruppen ,Gefligel, roh* und ,Gefligel, gegart* wurden mit jeweils 35% (n = 70)
der Gesamtprobenmenge von n=200 berucksichtigt. Die Produktgruppe ,Sonstiges Fleisch
und Fleischerzeugnisse® lieferte 20% (n=50) des Probenkontigents, und 10% der Untersu-
chungen (n=20) setzten sich aus dem restlichen Produktangebot zusammen. Aufgrund der
geringen Artikelanzahl in den Kategorien der Risikogruppen kam es zu Mehrfachuntersu-

chungen von gleichen Produkten, die unterschiedlichen Produktionschargen entstammten.

Produktgruppe Anteil der untersuchten Proben (%) | Anzahl der untersuchten Proben
Gefligel, roh 35 70
Geflugel, gegart 35 70
sonst. Fleisch 20 40
Restsortiment 10 20

Tabelle 6: Anteil der untersuchten Proben nach Produktgruppen
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Im Stichprobenplan unberticksichtigt blieben aus dem restlichen Gesamtsortiment (n =149)
aufgrund der duflerst geringen Wahrscheinlichkeit einer Kontamination mit Campylobacter
spp. die Produktgruppen ,Speiseeis”, ,Didtkuchen®, ,Obst (roh)“, ,Rohgemuse®, ,Salate und
Krauter®, ,Gemuse -Snacks®, ,Kartoffelspezialitaten®, ,SuRspeisen®, ,Torten®, ,Kuchen und
Backspezialitaten®. Diese Produktgruppen umfassten 49 Artikel. Somit verblieben noch 100
Artikel als restliches Gesamtsortiment. Eine Auflistung des Gesamtproduktsortiments findet

sich im Anhang (Tabelle 35). Die nach den einzelnen Produkten gegliederte Probenaufstel-

lung enthalt Tabelle 7.
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Produktbezeichnung Produktgruppe/ Anzahl Untersu-
Garzustand chungen

Truthahn-Schnitzel Geflugel, roh 13
Hahnchen-Brustfilets gewurzt Geflugel, roh 12
Hahnchen-Brustfilets Geflugel, roh 10
Hahnchen-Brustfilets, paniert Geflugel, roh 13
Truthahn-Grillsteaks, mariniert Geflugel, roh 12
Ganze Schenkel vom Hahnchen Gefligel, roh 10
Putenleber in ApfelzwiebelsolRe Geflugel, gegart 3
Hahnchen-Brustfilet in Bananencurry Geflugel, gegart 3
Huhnerfrikassee Geflugel, gegart 3
Chicken-Hawai Geflugel, gegart 3
Hahnchen-Schnitzel ,Cordon bleu® Geflugel, gegart 3
Truthahn-Gyros, gebraten Geflugel, gegart 3
Gokkelchen Geflugel, gegart 3
Chicken Chips Geflugel, gegart 3
Involtini Geflugel, gegart 3
Zwiebelkrustchen Geflugel, gegart 3
Putenroulade Badische Art Geflugel, gegart 3
Hahnchenfilet in Blatterteig Geflugel, gegart 3
Truthahn-Chips Geflugel, gegart 3
Hahnchen frites Geflugel, gegart 3
Hahnchen Cordon bleu Geflugel, gegart 2
Putengeschnetzteltes in Champignon- Geflugel, gegart 2
rahmsofie

Hahnchen-Schnitzel ,Madagaskar® Geflugel, gegart 2
Putentkeulengulasch in RotweinsolRe Geflugel, gegart 2
Putengeschnetzeltes ,Provencale” Geflugel, gegart 2
Hahnchenfiltettopf ,Gartnerin® Geflugel, gegart 2
Hahnchenkeule ,Konigin Art* Geflugel, gegart 2
Chop-Suey-Ente Geflugel, gegart 4
Asiatisches Knusperhahnchen Geflugel, gegart 4
Chinesische Knusperente Geflugel, gegart 4
Putenrollbraten Geflugel, gegart 2
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Schweinebraten in Zwiebelsole

Fleisch, gegart

Zuricher Geschnetzeltes

Fleisch, gegart

Schaschliktopf

Fleisch, gegart

Rinderroulade in Bratensof3e

Fleisch, gegart

Wildschweinbraten

Fleisch, gegart

Geschnetzeltes Schweinefilet in Morchel-

rahm

Fleisch, gegart

B N e T e N I N B N Y

Sauerbraten in Sole

Fleisch, gegart

Tafelspitz

Fleisch, gegart

Kdnigsberger Klopse in Kapernsol3e

Fleisch, gegart

Hasengeschnetzeltes in Wildcremesole

Fleisch, gegart

Hirschbraten in Rahmsolle

Fleisch, gegart

Hirschmedallions

Fleisch, gegart

Rehgeschnetzeltes in Preiselbeersolte

Fleisch, gegart

Fleischspiel3e, mariniert

Fleisch, gegart

Schweinshaxe, gegrillt

Fleisch, gegart

Hackréllchen griechischer Art

Fleisch, gegart

Frikadellen

Fleisch, gegart

Partyfrikadellen

Fleisch, gegart

Balkanrolichen (Cevapcici), vorgebraten

Fleisch, gegart

Partyschnitzel ,Wiener Art*

Fleisch, gegart

Formfleisch-Schweineschnitzel, paniert

Fleisch, gegart

,Cordon bleu“ vom Schwein

Fleisch, gegart

Kohlrouladen

Fleisch, gegart

Schweinefleisch-Medaillons, mariniert

Fleisch, gegart

Lammricken-Medaillons mariniert

Fleisch, gegart

Spare Ribs, gebacken

Fleisch, gegart

Hackbraten in Pfefferrahmsofie

Fleisch, gegart

Sauerbraten ,Delicatess”

Fleisch, gegart

Schweinerollbraten in Bratensol}e

Fleisch, gegart

Schweinehaxenfleisch ,Bavaria“

Fleisch, gegart

Kasseler auf ,\Weinsauerkraut®

Fleisch, gegart

Rinderroulade ,Hausfrauen Art"

Fleisch, gegart

Gefiillte Schweinelendchen in Pilzrahm-

soflke

Fleisch, gegart

2SN R A A A A A alaI N aaa DN

Zigeunerschnitzel

Fleisch, gegart
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Schweineschnitzel ,Wiener Art* Fleisch, gegart 1
Rindersaftgulasch Fleisch, gegart 1
Rinderbraten ,Klassische Art* Fleisch, gegart 1
Fleischkl6Rchen Restsortiment 1
Markkl6Rchen Restsortiment 1
Schollenfilet, naturbelassen Restsortiment 1
Scampi Restsortiment 1
Salami-Baguette Restsortiment 1
Lothringer Speckkuchen Restsortiment 1
Paella Restsortiment 1
Wan Tan Restsortiment 1
Great Salami-Peperoni Pizza Restsortiment 1
Pizza Bellissima ,Speciale® Restsortiment 1
Tomatensuppe ,Toskana® Restsortiment 1
Forellen Restsortiment 1
Alaska Seelachs Restsortiment 1
Limanda Restsortiment 1
Scholle natur Restsortiment 1
Luxuskrabben Restsortiment 1
Semmelknddel Restsortiment 1
Bruschetta Spinat/Frischkase Restsortiment 1
Bruschetta Schinken/Kase Restsortiment 1
Bruschetta Tomate/Mozarella Restsortiment 1

Tabelle 7: Probenauswahl der Einzelprodukte aus dem Gesamtsortiment

Die tiefgekihlten Proben wurden wochentlich Gber einen Zeitraum von 10 Monaten per Ku-

rierdienst in Styroporboxen mit Trockeneis an das Institut fir Lebensmittelhygiene der Freien

Universitat Berlin eingesandt und am gleichen Tag im mikrobiologischen Labor untersucht.

Jede Einsendung bestand aus jeweils zehn verschiedenen Tiefkiihlprodukten. Eine Ubersicht

uber die einzelnen Einsendungen findet sich im Anhang (Tabellen 15-34).
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3.2 Kultureller Nachweis thermophiler Campylobacter spp.

3.2.1 Nahrmedien

Alle Nahrmedien, Reagenzien und Losungen wurden nach Anweisung der jeweiligen Herstel-

ler hergestellt und angewendet.

Preston-Selektivanreicherungsbouillon (Oxoid)

Die Anreicherungsbouillon dient der Hemmung von unerwiinschten Begleitkeimen bei gleich-

zeitiger Férderung des Wachstums von Campylobacter spp..

Basismedium

Nahrbouillon Nr. 2 (Oxoid)

Fleischextrakt ,Lab-Lemco”

Pepton

Natriumchlorid

pH-Wert: 7,5 + 0,2 bei 25°C

Sterilisation: 15 Minuten im Autoklav bei 121°C
Zusatz: Pferdeblut, lysiert

Supplement 1

Campylobacter-Anreicherungs-Supplement (Oxoid)

Natriumpyruvat
Natriummetabisulfit

Eisen(ll)-sulfat
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Supplement 2
Campylobacter-Selektiv-Supplement (Oxoid

g/Liter Aqua dest.

Polymyxin B 5625 IE
Rifampicin 0,011
Trimethoprim 0,011
Cycloheximid 0,113
Herstellung:

Die abgewogene Menge des Granulats wurde in der entsprechenden Menge Aqua dest. un-
ter Ruhren geldst, der Agaransatz kurz aufgekocht und anschlieRend aufgerihrt. Es folgte
die Messung und ggf. Korrektur des pH-Werts. Die Basis wurde fiir eine Zeitspanne von 15

Minuten bei 121°C im Autoklaven sterilisiert, erneut aufgertihrt und auf 45-50 °C temperiert.

Das Supplement (je 2 Réhrchen/l Basismedium) wurde jeweils mit 2 ml Ethanol und 2ml ste-
rilem Aqua dest. gelést und mit der abgemessenen Menge an lysiertem Pferdeblut unter

Ruhren aseptisch dem Basismedium hinzugeflgt.

Die mit Datum und Bezeichnung gekennzeichneten Platten wurden unverziglich gegossen.

Karmali-Selektivhahrboden (Oxoid)

Der fUr Campylobacter spp. selektive Karmali-Agar ist zusammengesetzt aus einem Basis-
medium flir das Wachstum von Campylobacter spp. und einem Selektivsupplement zur Hem-

mung der Begleitflora.
Basismedium

g/Liter Aqua dest.

Spezialpepton 23,0
Starke 1,0
Natriumchlorid 5,0
Aktivkohle 4,0
Hamin 0,032

pH-Wert: 7,4 £1 0,2 bei 25°C

Sterilisation: 15 Minuten im Autoklav bei 121°C

47



3 Eigene Untersuchungen

Supplement

Karmali-Selektivsupplement

g/Liter Aqua dest.

Natriumpyruvat 0,1
Cefaoperazon 0,032
Vancomycin 0,02
Amphotericin B 0,01

Herstellung:

Die abgewogene Menge des Granulats wurde in der entsprechenden Menge Aqua dest. un-
ter Rihren gel6st, der Agaransatz kurz aufgekocht und anschlieRend aufgerihrt. Es folgte
die Messung und ggf. Korrektur des pH-Werts. Die Basis wurde fiir eine Zeitspanne von 15

Minuten bei 121°C im Autoklaven sterilisiert, erneut aufgertihrt und auf 45-50 °C temperiert.

Das Supplement (2 Réhrchen/l Basismedium) wurde mit 2 ml Ethanol und 2ml sterilem Aqua

dest. geldst und unter Ruhren aseptisch dem Basismedium hinzugeflgt.

Die mit Datum und Bezeichnung gekennzeichneten Platten wurden unverziglich gegossen.

Preston-Selektivhahrboden (Oxoid)

Der Preston-Agar stellt ein weiteres fur Campylobacter spp. selektives Nahrmedium dar. Er
ist zusammengesetzt aus einem Basismedium flir das Wachstum von Campylobacter spp.

und einem Selektivsupplement zur Hemmung der Begleitflora.
Basismedium

g/Liter Aqua dest.

Fleischextrakt ,Lab-Lemco* 10,0
Pepton 10,0
Natriumchlorid 50

Agar 12,0

pH-Wert: 7,5 £ 0,2 bei 25°C
Sterilisation: 15 Minuten im Autoklav bei 121°C
Zusatz: Pferdeblut, lysiert 50 ml
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Supplement

Campylobacter-Selektiv-Supplement (Oxoid)

g/Liter Aqua dest.

Polymyxin B 2500 IE
Rifampicin 0,011
Trimethoprim 0,0011
Cycloheximid 0,113
Herstellung:

Zur Herstellung des Basismediums wurde die abgewogene Menge des Granulats in der ent-
sprechenden Menge Aqua dest. unter Ruhren gel6st und bei 121°C 15 Minuten im Autokla-
ven sterilisiert. Nach Abklhlung auf Raumtemperatur folgt die Messung und ggf. Korrektur
des pH-Werts.

Die Supplemente 1+2 (je 2 Réhrchen/l Basismedium) wurden jeweils mit 2 ml Ethanol und
2ml sterilem Aqua dest. geldst und mit der abgemessenen Menge an lysiertem Pferdeblut

unter Ruhren aseptisch dem Basismedium hinzugefugt.

Die mit Datum und Bezeichnung gekennzeichneten Platten wurden unverziglich gegossen.

Brucella-Bouillon (Difco)

Die Brucella-Bouillon wurde als Ausgangsmedium flr die Gram-Farbung, die Untersuchun-
gen auf Beweglichkeit, Wachstum bei 25°C und fir den Test auf Antibiotikaresistenz verwen-
det.

Rezeptur:
g/Liter Aqua dest.

Tryptone 10,0

Peptamin 10,0

Dextrose 1,0

Hefeextrakt 2,0

Kochsalz 5,0
Natriumbisulfit 0,1

pH-Wert: 7,0 £1 0,2 bei 25°C
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Sterilisation: 15 Minuten im Autoklav bei 121°C

Herstellung:

Die abgewogene Menge des Granulats wurde in der entsprechenden Menge Aqua dest. un-
ter Ruhren geldst. Es folgte die Messung und ggf. Korrektur des pH-Werts. Die Losung wur-
de in geeignete Glasréhrchen abgefiillt und fur eine Zeitspanne von 15 Minuten bei 121°C im

Autoklaven sterilisiert.

Columbia Agar mit 5% defibriniertem Schafblut (Oxoid)

Campylobacter-verdachtigen Kolonien wurden auf Columbia-Blutagar subkultiviert.

Basismedium:

g/Liter Aqua dest.

Spezialpepton 23,0
Starke 1,0
Agar-Agar 5,0

pH-Wert: 7,3 0,2 bei 25°C
Sterilisation: 15 Minuten im Autoklav bei 121°C
Zusatz: Schafblut, defibriniert 50 ml

Herstellung:

Zur Herstellung des Basismediums wurde die abgewogene Menge des Granulats in der ent-
sprechenden Menge Aqua dest. unter Ruhren gel6st und bei 121°C 15 Minuten im Autokla-
ven sterilisiert. Nach Abkuhlung auf Raumtemperatur folgte die Messung und ggf. Korrektur

des pH-Werts und das aseptische Hinzufiigen der abgemessenen Menge an defibriniertem

Schafblut unter Rihren.

Die mit Datum und Bezeichnung vorgekennzeichneten Platten wurden unverziglich gegos-

sen.
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Eisen-Dreizucker-Agar (Merck)

Der Eisen-Dreizucker-Agar dient der Beurteilung der Fahigkeit zur Verwertung verschiedener
Zucker, der Gasbildung aus Glucose und der Bildung von Schwefelwasserstoff (H.S) von

verdachtigen Kolonien.

Rezeptur:

g/Liter Aqua dest.
Pepton 20,0
Fleischextrakt 3,0
Hefeextrakt 3,0
Natriumchlorid 5,0
Lactose 10,0
Saccharose 10,0
D(+) Glucose 1,0
Ammoniumeisen (lll)-citrat 0,5
Natriumthiosulfat 0,5
Phenolrot 0,024
Agar-Agar 12,0

pH-Wert: 7,4 +0,2 bei 25°C
Sterilisation: 15 Minuten im Autoklav bei 121°C

Herstellung:

Die abgewogene Menge des Granulats wurde in der entsprechenden Menge Aqua dest. un-
ter Rihren geldst. Es folgt die Messung und ggf. Korrektur des pH-Werts. Je 10 ml der L&-
sung wurden in geeignete Glasréhrchen abgefillt und fur eine Zeitspanne von 15 Minuten
bei 121°C im Autoklaven sterilisiert. Die R6hrchen wurden zum Abklhlen schrag gelagert, so

dass eine Hochschicht von ca 2,5 cm und eine Schragflache entstanden.
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Miller-Hinton-Agar mit 5% defibrinierten Schafblut (Merck)

Auf diesem Nahrboden wurde der Test auf Antibiotikaresistenz durchgefiihrt.

Rezeptur:

Fleischinfus

Caseinhydrolysat

Starke

Agar-Agar

pH-Wert: 7,0 £ 0,2 bei 25°C

Sterilisation: 15 Minuten im Autoklav bei 121°C
Zusatz

Defibriniertes Schafblut

Herstellung:

Die Herstellung erfolgt analog zum Columbia-Blutagar.

3.2.2 Reagenzien

Bactident® Aminopeptidasestabchen (Merck)
Bactident® Oxidasestabchen
Cefalotin-Teststédbchen

Farbeset Gram-color™

Indoxylacetatldsung, 10% (Merck)
Kovacs-Indolreagenz (Merck)
Nalidixinsaure-Testblattchen, 30ug (Oxoid)
Natriumchloridlésung, 0,9% (Merck)
Natriumhippuratlésung. 1% (Merck)
Ninhydrinlésung, 3,5% in Aceton (Merck)

® 6 6 6 6 O O O o o o

Wasserstoffperoxidlésung 3% (Merck)
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2.3.2 Material und Gerate

® 6 6 6 4 O O O O O O O 0 0 0 0

Anaerobierindikator™ (Oxoid)

Anaerobiertopf, AneroJar™ (Oxoid)

Anaero Gen™ (Oxoid)

Bagpage® Filterbeutel 180/300 (Interscience)
Beutelwalkmischer, Stomacher 40 (Colworth)
Brutschrank 25°C (Heraeus)

Brutschrank 30°C (Heraeus)

Brutschrank 37°C (Heraeus)

Brutschrank 42°C (Heraeus)

Filterpapier aus Cellulose (Schleicher und Schuell)
Gaserzeugungs-Kit Campy Gen™ (Oxoid)
Glasspatel (Migge Laborbedarf)
Hohlschliffobjekttrager (Migge Laborbedarf)
Kryoblock (Mast Diagnostika)

Laborwaage (Sartorius)

Mikrobank™ (Mast Diagnostika)

Pinzette (Migge Laborbedarf)

Schere (Migge Laborbedarf)

Tiefklhltruhe (Gesellschaft flr Labortechnik mbH)
Whirl-Mix (Jankel & Kunkel)

3.2.4 Referenzstamme

Als Referenzstamme fir die Differenzierung der Camyplobacter-lsolate aus Lebensmittel-

proben dienten Campylobacter-Stamme aus der Deutschen Stammsammlung fir Mikroorga-

nismen und Zellkulturen GmbH (DMSZ). Die verwendeten Stamme lagerten im Stammhal-
tungssystem fiir Mikroorganismen (Cryobank™, Fa. MAST DIAGNOSTIKA, Germany) bei
-80°C. Die Reaktivierung der Stamme wurde nach den Empfehlungen der DMSZ durchge-

fahrt.
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Als Campylobacter jejuni ssp. jejuni, weiterhin mit Campylobacter jejuni bezeichnet, wurde
der Stamm DSM 46887, als Campylobacter coli der Stamm DSM 4689", fir Campylobacter
lari der Stamm DSM 11375" und fiir Campylobacter upsaliensis der Stamm DSM 5356 ge-
nutzt. Die Stdmme wurden gemal der Methodenvorschrift nach 1ISO 10272:1995 (E) als Po-

sitiv-und Negativkontrollen verwendet.

Spezies Stammbezeichnung Bezugsquelle
Campylobacter jejuni subs.jejuni DSM 4688 DSMZ
Campylobacter coli DSM 4689 DSMZ
Campylobacter lari DSM 11375 DSMZ
Campylobacter upsaliensis DSM 5356 DSMzZ

Tabelle 8: Verwendete Referenzstamme
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3.3 Methode zum kulturellen Nachweis von Campylobacter spp.

Die tiefgekuhlten Lebensmittel (je 10 Produkte pro Einsendung) wurden vom Hersteller per

Kurier ins Labor transportiert.

Der kulturelle Nachweis erfolgte in Anlehnung an die Methodenvorschrift ISO 10272: 1995
,Microbiology of food and animal feeding stuffings — Horizontal method of detection of Cam-

pylobacter growing at 41,5°C*.

Probenansatz

Die Lebensmittelproben wurden sofort nach Erhalt ihrem Styroporbehaltnis mit Trockeneis
entnommen, registriert und mit einer ldentifikationsnummer versehen. Der Probenansatz er-

folgte nach einer ca. zweistundigen Antauphase.

An der Oberflache sowie in der Tiefe des Lebensmittels wurden dazu mit Hilfe einer sterilen
Pinzette und einer sterilen Schere insgesamt 10 g Probenmaterial in einen sterilen Stoma-
cherbeutel eingewogen, mit 90 ml Preston-Anreicherungsbouillon (Verhaltnis 1:10) versetzt
und im Beutelwalkmischer fir 120 sec. homogenisiert. Die Inkubation der Selektivanreiche-
rung erfolgte unter kontrolliert mikroaeroben Bedingungen (5% O, 10 % CO, , 85% N,) in
Anaerobiertopfen fur 22 + 2 h bei 42°C.

Die Tiefkhlprodukte wurden direkt nach Probenentnahme als Riickstellmuster in einer insti-
tutseigenen Tiefkliihlkammer bis zum Abschluss der Untersuchungen und Auswertung der Er-

gebnisse wieder eingefroren.

3.3.1 Isolierung

Nach der ersten 22-stlindigen Inkubation wurde eine Impfése (ca. 10ul) der Anreicherungs-
bouillon fraktioniert auf je eine Platte Preston-Selektiv-Agar und Karmali-Agar ausgestrichen.

Es erfolgte eine erneute Inkubation unter mikroaeroben Bedingungen uber 46 + 2h bei 42°C.

Die Campylobacter-verdachtigen Einzelkolonien besitzen einen Durchmesser von 1-2 mm

und ein glattes, graues, z.T. metallisch glanzendes, flach bis konvexes, leicht mukoides Er-
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scheinungsbild. Sie zeigen eine Tendenz zum Schwarmen (in Abhangigkeit zum Feuchtig-

keitsgehalt des Nahrbodens).

Es wurden jeweils flinf verdachtige Einzelkolonien fir die Identifizierung und Speziesdifferen-

zierung ausgewahlt.

3.3.2 |dentifizierung

Motilitatsprifung

Die Beweglichkeit wurde im hangenden Tropfen Uberprift. Dazu wurde verdachtiges Kolo-
niematerial von den Selektivplatten mittels einer Ose abgenommen, in 1 ml Brucella-Bouil-
lon suspendiert, und im hangenden Tropfen unter dem Mikroskop untersucht. Campylobacter
spp. zeigen eine schnelle, gerichtete, typisch korkenzieherartig-drehende Beweglichkeit. Im
positiven Fall folgte eine Subkultivierung auf Columbia-Blutagar mittels Osenausstausstrichs

aus der Bouillon. Die Inkubation wurde erneut Uber 22 + 2h bei 42°C durchgeflhrt.

Gram-Farbung

Die optische Differenzierung von Campylobacter spp. geschah mittels einer nach Hersteller-
angaben durchgefiihrten Gramfarbung von Einzenkolonien, der auf dem Columbia-Blutagar

gewachsenen Reinkultur.

Im Grampraparat zeigen Campylobacter spp. ein Gram-negatives Anfarbeverhalten (Rotfar-
bung). Im Lichtmikroskop bei 1000-facher VergroRerung (Olimmersion) lassen sie sich als
zarte, kommaformige bis korkenzieherartig gewundene, diinne Stabchen darstellen; auch

kokkoide Formen kommen vor.

Wachstum bei 25°C

Zur Uberprifung des Wachstumsverhaltens verdachtiger Kolonien wurden Brucella-Bouillon-
Réhrchen mit dem verdachtigen Koloniematerial beimpft und unter mikroaerophilen Bedin-
gungen Uber 48 £2 h bei 25°C inkubiert. Thermotolerante Campylobacter spp. vermehren

sich bei dieser Temperatur nicht.

56



3 Eigene Untersuchungen

Cytochromoxidase-Nachweis

Auf dem Reaktionsfeld eines kommerziellen erhaltlichen Oxidase-Teststreifens wurde nach
Anfeuchten mit sterilem Aqua dest. eine Einzelkolonie vom Columbia-Blutagar aufgebracht.
Eine Blau- bzw. Violettfarbung des Reaktionsfeldes gilt als positive Reaktion. Thermotoleran-

te Campylobacter spp. sind Oxidase-positiv.

Wachstumsfahigkeit und -verhalten auf Eisen-Dreizucker-Agar

Zur Uberpriifung der Fahigkeit zur Verwertung verschiedener Zucker, der Gasbildung aus
Glucose und der Produktion von Schwefelwasserstoff (H.S) erfolgte die Beimpfung von Ei-
sen-Dreizucker-Schragagar mit auf Columbia-Blutagar subkultivierten Campylobacter-ver-

dachtigen Kolonien und anschlieRende mikroaerophile Inkubation tiber 24 Stunden bei 42°C.

Campylobacter spp. sind nicht in der Lage Glucose, Lactose und Saccharose zu verstoff-
wechseln. Es kommt folglich zu keiner Gasbildung. Die Gattung ist in der Regel gleichfalls
nicht fahig Schwefelwasserstoff zu bilden, wobei einige Campylobacter coli-Stamme eine
Ausnahme bilden.

Die Interpretation der Reaktionen richtete sich nach dem in Tabelle 9 dargestellten Schema:

Agarflache Farbumschlag Ergebnis

Hochschicht gelb glucosepositiv

Hochschicht rot oder unverandert glucosenegativ

Hochschicht schwarz H.S-Bildung

Hochschicht Blasen/Spalten Gasbildung aus Glucose
Schragflache gelb lactose- und/oder saccharosepositiv
Schragfache rot oder/unverandert lactose- und/oder saccharosepositiv

Tabelle 9: Bewertung des Wachstumsverhaltens auf Eisen-Dreizucker-Agar

Katalase-Aktivitat

Die Bildung von Sauerstoff und Wasser aus Wasserstoffperoxid wird durch das Enzym Kata-
lase bewirkt. Sofern dieses Ferment vorhanden ist, kommt es zu einer deutlichen Blaschen-

bildung, wenn eine Einzelkolonie des Isolats mittels Impfése auf einem Objekttrager verrie-
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ben und ein Tropfen 3% Wasserstoffperoxidlésung aufgetragen wird. Eine Blaschenbildung
innerhalb von 30 sec. wurde als positive Reaktion gewertet. Thermotolerante Campylobacter

spp. reagieren Katalase-positiv.

Wachstum unter aeroben Bedingungen

Thermotolerante Campylobacter spp. wachsen unter aeroben Bedingungen nicht. Zur Uber-
prifung des Wachstumsverhaltens verdachtiger Kolonien wurde deshalb ein fraktionierter
Osenausstrich auf Columbia-Blutagar angefertigt und unter aeroben Bedingungen 48+ 2h
bei 42°C bebritet.

Die Uberpriifung der aeroben Wachstumsfahigkeit der isolierten Keime erfolgte zuétzlich zu
den Vorschriften der ISO 10272:1995 (E).

3.3.3 Speziesdifferenzierung

Hippurathydrolyse-Test

Von allen thermoleranten Campylobacter spp. kann nur Campylobacter jejuni Hippursaure
mit Hilfe des Enzyms Hippurikase in Benzoesaure und Glycerin spalten. Durch eine Indika-

torreaktion mit Ninhydrin kommt es zu einer tiefblau-violetten Verfarbung.

Eine Impfése des fraglichen Koloniematerials vom Columbia-Blutagar wurde mit 0,4 ml einer
1%igen Natriumhippuratlésung suspendiert und fur 2 h im temperierten Wasserbad bei 37°C
bebritet. Danach wurde das Inkubat mit 0,2 ml einer 3,5% igen Ninhydrinlésung Uberschich-
tet und erneut bei 37°C im Wasserbad bebritet. Der Test verlief positiv bei einem Farbum-

schlag nach tiefblau-violett.

Als Positivkontrolle wurde der Referenzstamm C. jejuni (DSMZ 4688) und als Negativkontrol-
le der Referenzstamm C. coli (DSMZ 4689) mitgefiuhrt.

Indoxyl-Acetat-Hydrolase Test

Im Gegensatz zu C. jejuni und C. coli ist C. lari nicht zur Hydrolyse von Indoxylacetat fahig.

Eine Impfése des fraglichen Koloniematerials vom Columbia-Blutagar wurde auf einem mit
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einem Tropfen sterilem Aqua dest. befeuchteten Indoxyl-Acetat-Testblattchen verrieben. Eine

Dunkelblaufarbung innerhalb von 5 bis 10 Minuten wurde als positive Reaktion gewertet.

Als Positivkontrollen wurden die Referenzstamme C. jejuni (DSMZ 4688) und C. coli (4689)
und als Negativkontrolle der Referenzstamm C. lari (DSMZ 11375) mitgefuhrt.

Die Uberpriifung der Indoxylacetathydrolyse erfolgte als ergédnzende Speziesabsicherung zu-
satzlich zu den Vorschriften der ISO 10272:1995 (E).

Nalidixinsdure- und Cefalotin-Resistenz

Thermotolerante Campylobacter spp. unterscheiden sich in ihrer Widerstandfahigkeit gegen-

Uber den Antibiotika Nalidixinsaure und Cefalotin.

Um das Resistenzverhalten zu Gberprifen, wurde eine Einzelkolonie vom Miuller-Hinton-Blut-
agar in 2 ml Brucella-Bouillon suspendiert und auf dem Whirl-Mix gut durchmischt. Von der
Bouillon wurde je 0,1 ml auf Muller-Hinton-Blutagarplatten mit einem sterilen Glasspatel aus-
gespatelt. Danach wurden je ein Nalidixintestblattchen (30 ug) und ein Cefalotintestblattchen
(30 pg) auf die feuchte Nahrbodenoberflache gelegt. Es erfolgte eine Inkubation unter mikro-

aeroben Bedingungen Uber 24 h bei 37 °C.

Sichtbare Hemmzonen als Zeichen fehlenden Bakterienwachstums um die Plattchen herum

fuhrten zur Wertung als sensibel gegenulber der entsprechenden antibiotischen Substanz.

Die Isolierung und Speziesdifferenzierung nach den in Tabelle 10 aufgelisteten Merkmalen

dauerte bis zu zehn Tagen.
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Katalase-Test + + + (+)
H,S-Bildung - v - -
Hippurat-Hydrolyse-Test + - - -
Indoxyl-Acetat-Hydoxylase-Test + + - +
Wachstum bei 25°C - - - -
Wachstum bei 42 °C + + + +
Nalidixinsdure-Empfindlichkeit S S ' S
Cefalotin-Empfindlichkeit r r r S
aerobes Wachstum - - - -

Tabelle 10: Differenzierungsmerkmale von Campylobacter spp. (nach VANDAMME
und GOOSENS 1992, gekirzt)

* :positive Reaktion -: negative Reaktion v: variable Reaktion s: sensibel r. re-

sistent

3.3.4 Cryokonservierung

Die in den Lebensmittelproben gefundenen und speziesdifferenzierten Campylobacter-Isola-
te wurden im Mikrobanksystem (Mast Diagnostika) nach Herstellerangaben konserviert.
Dazu wurde mit einer sterilen Ose eine Einzelkolonie aus einer 22 + 2h alten Reinkultur vor-
sichtig in das flissige Medium eines Cryoréhrchen gerieben. Das Réhrchen wurde gut ver-
schlossen und langsam zehnmal geschwenkt. In der flissigen Phase befindliche Bakterien
hafteten dann an der Oberflache der porésen Kiigelchen. Mit einer sterilen Pipettenspitze
wurde das flussige Medium komplett entfernt und das Rohrchen fest zugedreht. Vor der La-
gerung in einer Tiefgefriertruhe bei -80°C wurden Datum, Probenidentifikationsnummer und

Campylobacter-Spezies auf dem Roéhrchen vermerkt.
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3.4 Molekularbiologische Untersuchung

Parallel zur mikrobiologischen Isolierung, Identifizierung und Speziesdifferenzierung in Anleh-
nung an die Internationale Norm ISO 10272 wurden die eingesendeten TK-Lebensmittel zeit-

gleich molekularbiologisch untersucht.

Als molekularbiologisches Verfahren kam die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain
reaction, PCR) nach OYOFO et al. (1992) zur Anwendung. Im Jahr 2000 wurde diese Me-
thode als vorldufige Methode durch die Arbeitsgruppe ,Molekularbiologische Methoden — Mi-
krobiologie“ der Kommision zur Durchfuhrung des § 64 LMBG zum Nachweis der Spezies

Campylobacter jejuni und Campylobacter coli in Lebensmitteln publiziert.

3.4.1 Probenmaterial

Zur Untersuchung gelangten die unter 3.1 beschriebenen tiefgeklhlt eingesendeten Lebens-

mittelproben.

3.4.1.1 Nahrmedien und Reagenzien
Probenansatz
¢ Preston-Anreicherungsbouillon

Herstellung und Inhaltsstoffe der Campylobacter-Selektiv-Anreicherungsbouillon

nach Preston sind unter 3.2.1 beschrieben.

DNA-Extraktion

DNeasy™Tissue Kit (Qiagen, 69506)

Ethanol fur die Molekularbiologie (Sigma, E-7023)

Waschpuffer AW1, Konzentrat (Qiagen, 19081)

Waschpuffer AW2, Konzentrat (Qiagen, 19072)

TE-Puffer (Tris-EDTA-Puffer, pH = 8,0 £ 0,1), zusammengesetzt aus:
10mM Tris/HCI (Sigma, T-5941) +

* 6 ¢ o o
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4

1mM Ethylendiamintetraessigsaure(EDTA-di-Natriumsalz (Sigma, T-5134) in
Aqua dest.

Elutionspuffer AE (Qiagen, 19077)

Polymerase-Kettenraktion (PCR)

* 6 o o

2

4

Aqua bidestillata, steril
Bovines Serumalbumin,azetyliert, p = 20mg/ml (Sigma, B-8894)
MgCl,-Ldsung, c= 50 mM (Finzymes Oy)
PCR-Pufferlésung (10-fach), zusammengesetzt aus:
10 mM Tris-HCI (pH 8,8 bei 25°C) +
1,5 mM MgCl; +
0,1% Triton X-100 (DyNAzyme™ Optimized Buffer, Finnzymes Qy, F-511S)
Die 10-fach Stammlésung wurde 1:10 mit Aqua bidest.steril verdunnt.

Desoxynuleosid-triphosphat(dNTP-Lésung, Finnzymes Oy,F-560L) zusammengesetzt
aus:

10 mM dATP +
10 MM dCTP +
10 mM dGTP +
10 MM dTTP

Primer nach OYOFO et al. (1992), (Biomedizinische Analytik GmbH, Géttingen),
0,1'mM

pg 50 (5'- ATC GGATTT CGT ATT AAC - 3')
pg3 (5' - GAA CTT GAACCG ATT TG - 3

DNA-Polymerase, 2 U/ul (DyNAzyme™, Finnzymes Oy)
Mineraldl (Sigma, M-8662)

DNA-Gelelektrophorese

2

62

TBE-Pufferlésung (Tris-Borat-EDTA-Puffer, pH 8,0 + 0,1), Ansatz als 10-fach konzen-

trierte Stammldsung (Lagerung bei Raumtemperatur), zusammengesetzt aus:
90 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Sigma, T-8524) +
90 mM Borsaure (Sigma, T —67689) +

2 mM Ethylendiamintetraessigsaure(EDTA)-di-Natriumsalz (Sigma, T-5134) in
Aqua bidest.
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Agarose-Gel, zusammengesetzt aus:

Agarose I™ p = 15¢g/I (Biometra, 230-710) +
TBE-Pufferlésung mit Ethidiumbromid, p = 0,5 mg/l (Merck, 111615)

Elektrophorese-Pufferldsung zusammengesetzt aus:

TBE-Pufferlésung mit Ethidiumbromid, p = 0,5 mg/l (Merck, 111615)

Geltaschenpufferlésung, zusammengesetzt aus:

Ficoll 400, p = 1509/l (Amersham Pharmacia Biotech) +

TBE-Pfufferldsung mit Bromphenolblau, p = 2,59/ (Amersham Pharmacia
Biotech)

DNA-Molekulargewichtsmarker Low-Ladder, 100bp und 20 bp (Sigma, P-1598)

Ethidiumbromid-Destain-Bags (Biometra, 211-732)

3.4.1.2 Material und Gerate

Probenansatz

Far den Ansatz der Proben in der selektiven Anreicherungsbouillon nach Preston wurden

Material und Gerate verwendet wie sie unter 3.2.2 beschrieben sind.

DNA-Extraktion

¢ Collection Tubes 2,0ml (Qiagen)
¢ Mikrozentrifuge 5415C (Eppendorf)
¢ Mikrotiterplatte (Eppendorf)

Polymerase-Kettenraktion

¢ Acrylglas-Cooler flir PCR-GefalRe (Migge Laborbedarf)
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Eis

Mikrozentrifuge 5415C (Eppendorf)

Multi Ultra PCR Tubes® 0,2 (Roth)
Pipette Reference® Filtertips (Eppendorf)

* ¢ ¢ o o

Positive-Displacement-Pipette Eppendorf Biomaster 4830 und entsprechende Mas-
tertips (Eppendorf)

Sicherheitsreaktionsgefalle SafeSeal Micocrocentrifuge Tubes 2,0 ml (Roth)
Thermoblock
Thermomixer 5437 (Eppendorf)

Trio-Thermocycler mit Heizdeckel (Biometra)

* 6 6 o o

Wasserbad

DNA-Gelelektrophorese

Dampftopf

Gelelektrophoresekammer Agargel G45 (Biometra)
Polaroidkamera CU-5 mit Wechseltubus GH20 (Biometra)
Polaroid-Sofortbildfilm Typ 667 (Biometra)

* 6 o o
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3.4.2 Methode zum molekularbiologischen Nachweis von Campylobacter

Spp.

3.4.2.1 Aufbereitung des Probenmaterials

Far die molekularbiologischen Untersuchung wurde pro eingesendetem TK-Produkt je 1 ml
der fir 24 Stunden mikroaerob inkubierten Preston-Selektivanreicherungsbouillon aus der
kulturellen Nachweismethode gemaf der 1ISO 10272:1995 wie unter 3.2.4 beschrieben ein-

gesetzt.

3.4.2.2 Praparation der Desoyribonukleinsaure (DNA-Extraktion) aus der Probe

Fir die Praparation der Bakterien-DNA wurde das DNeasy™ Tissue Kit von Qiagen entspre-
chend den Herstellerangaben benutzt. Das Prinzip dieses Extraktionssystems besteht in der
DNA-Extraktion mittels enzymatischer Lyse durch eine Proteinkinase (Proteinkinase K), Aus-
fallung der gelésten Nukleinsduren mit Ethanol (96%) und anschlielende selektive Bindung
derselben an eine Silica-Membran, wobei Kontaminanten sowie Inhibitoren nicht binden und
in zwei aufeinander folgenden Waschschritten entfernt werden. Durch das anschlieliende L6-
sen der gewonnen Template-DNA (Proben-DNA) aus der Membran entsteht die fir die PCR

geeignete Probenmatrix.

3.4.2.3 Praparation der Campylobacter-DNA aus den Referenzstammen

Als Referenz-DNA fir die Positivkontrolle wurden die Referenzsstamme Campylobacter jeju-
ni (DSM 4688T) und Campylobacter coli (DSM 46897), als Negativkontrolle Campylobacter
lari (DSM 11375") auf Columbia-Blutagarplatten angezilchtet, mit Brucella-Bouilon aufge-
schwemmt und anschlielend der oben beschriebenen DNA-Extration mit dem DNeasy™ Tis-

sue Kit von Qiagen zugefuhrt.
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3.4.2.4 Polymerase-Kettenreaktion

Fir die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) nach OYOFO et al.
(1992) mit dem Primerpaar pg50 und pg3 wurden jeweils 2 Positivkontrollen, eine Negativ-

kontrolle und zwei sogenannte Leerwerte als Reagenzienkontrolle mitgefihrt.

Die Herstellung des Mastermixes (Gemisch aus allen flr die DNA-Amplifikation erforderli-

chen Komponenten) wurde gemal} der Anzahl der zu untersuchenden Proben zuzuglich der
Kontrollen unter standiger Eiskihlung durchgefihrt. Er enthielt PCR-Puffer (einfach) 1,5 mM
MgClz, dNTP Mix, die Primer pg50 und pg3 und DNA-Polymerase. Fur die Amplifikationsre -
aktion wurde ein Gesamtvolumen von 25 pl je Reaktionsansatz bendtigt. Daflr wurden je 24
Ml Mastermix in die Probeansatze pipettiert und je 1 yl Template-DNA zugefiigt. Dem Master-
mix wurde fur die Positivkontrollen je 1 ul der gewonnen Campylobacter-Referenz DNA von
Campylobacter jejuni (DSM 4688") und Campylobacter coli (DSM 4689"), fiir die Negativkon-
trolle 1 ul Referenz-DNA von Campylobacter lari (DSM 11375") zugefiigt. Die zweifach mitge-
fuhrte Reagenzienkontolle enthielt jeweils alle im Mastermix enthaltenen Zutaten aufier die
Template-DNA und wurde mit je 1pl sterilem Aqua dest. Erganzt. Das Pipettierschema ist in

Tabelle 11 wiedergegeben.

Konzentration im | Volumen/Reaktionsansatz(ul)
Reaktionsansatz

PCR-Puffer F-511 (1fach) 1,5 mM 2,5

dNTP-Mix F-560 0,2 mM 0,5

pg50 0,1 mM 0,125

(5'-ATC GGATTT CGT ATT AAC- 3"

pg03 0,1'mM 0,125

(5'- GAACTT GAACCGATT TG - 3')

DNA-Polymerase 1U 0,5

Aqua bidest. steril ad 24 yl 20,25

Tabelle 11: Pipettierschema Mastermix fur die PCR nach OYOFO et al. (1992)
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Der nachste Schritt beinhaltete die Ampflifikation der DNA. Daftr wurde nach Zugabe von 10

ul Mineralél zum Uberschichten wurden die PCR-Anséatze unmittelbar in den Thermocycler

uberfuhrt und folgendes Cyclingschema angewendet (Tabelle 12):

Zeit Temperatur
Initiale Denaturierung 5 min. 94°C
Zyklische Wiederholung (40 mal):
Denaturierung 30 sec. 94°C
Anealing 60 sec. 42°C
Elongation 30 sec. 72°C
Finale Elongation 5 min. 72 °C

Tabelle 12: Temperatur-Zeit-Programm fur die PCR nach OYOFO et al. (1992)

Fir die optische Darstellung des Nachweises wurden die PCR-Amplifikate mittels einer hori-

zontalen Gelektrophorese elektrophoretisch aufgetrennt und sichtbar gemacht.

Zur Herstellung des Agarosegels wurde die abgewogene Menge der Agarose (2,25 g) in 150
ml TBE-Pufferlésung unter Rihren gelést und fir 15 Minuten im Dampftopf erhitzt. Nach Ab-
kiihlung auf 55-60°C folgte die Zugabe von 7,5 pl Ethydiumbromid als Farbemittel sowie das
Gielten des Gels in eine entsprechende Gelkammer mit Probenkamm. Fir das Arbeiten mit
Ethydiumbromid waren besondere Sicherheitsvorschriften zu beachten und geeignete Nitril-
handschuhe zu tragen, weil die Substanz als cancerogen und mutagen eingestuft wird. Auch
die umweltgerechte Entsorgung der ethydiumbromidhaltigen Substanzen nach Durchfiihrung

und Auswertung der Elektrophorese erfolgte vorschriftsgeman.

Das erstarrte Gel wurde vorsichtig in die mit ethydiumbromidgefarbtem TBE-Puffer (0,5ul
EB/ml) gefillite Elektrophorese-Kammer gelegt und die beiden dufersten Slots (Geltaschen)
mit einem Gemisch aus je 6 yl DNA-Molekulargewichtsmarker und 2 ul Geltaschenpufferld-
sung bestlckt. Von den PCR-Amplifiktaten wurde je eine Menge von 10 pl mit 2 pl Gelta-

schenpufferldsung vermischt und vorsichtig in die Slots gefullt.

Die Gelektrophorese wurde bei einer Spannung von 100V fir eine Laufzeit von 90 min

durchgefuhrt. Die Laufstrecke betrug ca. 8 cm.
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Die elektrophoretisch aufgetrennten PCR-Amplifikate wurden im Transilluminator unter UV3qo-
Licht sichtbar gemacht und mittels einer Polaroid-Kamera fotografisch dokumentiert. Die Ka-

mera arbeitete mit Blende 22, einem Orange-Filter und einer Belichtungszeit von 1 Sekunde.

3.4.4.3 Auswertung der Polymerase-Kettenreaktion

Grundbedingungen fiur die Auswertung der durchgeflihrten PCR waren:
¢ negatives Ergebnis fir die Negativkontrolle
¢ negatives Ergebnis der Amplifikationskontrolle

& positives Ergebnis fur die Positivkontrollen

Der Nachweis von Campylobacter jejuni und Campylobacter coli galt als geflihrt, wenn in der
Gelelektrophosese ein spezifisches Amplifikat sichtbar gemacht werden konnte. Fir das bei
der PCR nach OYOFO et al. (1992) entstehende Fragment wird eine Lange von 450 Basen-
paaren erwartet. Die Fragmentlange kann durch optischen Vergleich der Wanderungsstrecke
bei der elektrophoretischen Auftrennung mit dem DNA-Molekulargewichtsmarker abgelesen

werden

In Abb. 7 ist das gesamte Versuchsdesign zum besseren Verstandnis als Verlaufsdiagramm

dargestellt.
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3 Eigene Untersuchungen

Tiefgekuhltes Lebensmittel

v

Anreicherung
10g Probenmaterial in 90 ml Preston-Bouillon

24h, 42°C, mikroaerophil

¢

Nukleinsaurepraparation

Osenausstrich auf
Karamli- und Preston- Agar

¢ 24h, 42°C, mikroaerophil

Polymerase-Kettenreaktion

Typische Kolonien auf
Columbia-Blutagar

v

A

Identifizierung: Gelelektrophorese
Motilitat
GRAM-Farbung
Wachstum bei 25°C
Cytochromoxidase-Test
Eisen-Drei-Zucker-Agar
Katalase-Test
Aerobes Wachstum

v

Speziesdifferenzierung:
Hippurathydrolase-Test
Indoxylacetathydrolase-Test
Antibiotikaresistenz-Test

Y

Interpretation der Ergebnisse

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Untersuchungsablaufs

69



4 Ergebnisse und Diskussion

4 Ergebnisse und Diskussion

Thermophile Campylobacter spp. besitzen als Erreger humaner Gastroenteritiden in
Deutschland, wie auch weltweit, eine herausragende Bedeutung. Die Ubertragung erfolgt

vorrangig durch Lebensmittel tierischen Ursprungs, insbesondere Geflligelprodukte.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Pravalenzuntersuchung thermophiler Campy-
lobacter spp. im Gesamtsortiment eines deutschen Tiefkiihlkostvertriebes und dient der Ab-
schatzung des Gefahrdungspotentials flir den Verbraucher ausgehend von tiefgekiihlten Le-

bensmitteln.

Im Rahmen der Studie wurden insgesamt 200 tiefgekihlte Lebensmittelproben nach Maliga-
be eines risiko-orientierten Stichprobenplanes gezogen und kulturell nach der Methodenvor-
schrift ISO 10272:1995 und molekularbiologisch mittels der PCR nach OYOFO et al. (1992)

untersucht.

Im risikobasierten Stichprobenplan wurde das unterschiedliche Gefahrdungspotential in den
verschiedenen Produktgruppen berlcksichtigt. In den Tabelle 6 und 7 (3.1 Probenmaterial)
ist die Probenauswahl aus dem Gesamtproduktsortiment des Tiefklihlvertriebes dargestellt.

Eine Einzelauflistung aller Produkte des Gesamtsortiments findet sich im Anhang.

4.1 Ergebnisse der kulturellen Untersuchungen

4.1.1 Pravalenz

Es konnten aus den 200 Proben des Gesamtsortiments, deren Untersuchungsergebnisse im
Anhang einzeln aufgefihrt sind (Tabellen 19-38), 11 thermophile Campylobacter spp. ange-
zlichtet werden. Daraus ergibt sich eine Isolierungsrate von 5,5%. Gegliedert nach Lebens-

mittelgruppen ist die Anzahl positiver und negativer Proben der Abbildung 8 zu entnehmen.
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Abbildung 8: Untersuchungsergebnisse der kulturellen Untersuchung

des Gesamtsortiments

Alle 11 Campylobacter-lsolate entstammten der Produktgruppe ,Geflligelfleisch, roh“. Aus
diesem Kontigent gelangten gemalR des risikobasierten Stichprobenplans 70 tiefgekihlte,
rohe Gefllgelfleischproben (35% der Gesamtprobenmenge) zur Untersuchung. Im Gesamt-
sortiment des Tiefklihlkostvertriebes entfielen 6 verschiedene Artikel auf die Produktgruppe
.Gefligelfleisch, roh®. Zwar wurden gleiche Artikel mehrfach analysiert, doch stammten die
einzelnen Proben aus unterschiedlichen Produktionschargen. Es handelte sich bei 45 Pro-
ben um rohes Hahnchenfleisch (4 verschiedene Artikel) und bei 25 Proben um rohes Puten-
fleisch (2 verschiedene Artikel). Die 11 Campylobacter-Isolate wurden ausschlief3lich in ro-
hem, nicht zubereitetem Hahnchenfleisch gefunden, was einer Isolierungsrate von 24,4% fir
die Gruppe der rohen Hahnchenfleischprodukte (n=45) entspricht. Die Isolierungsrate bezo-

gen auf die Ubergeordnete Produktgruppe ,Gefligelfleisch, roh® betrug 15,7%.

Von dem Artikel ,Hahnchen-Brustfilet, unpaniert* wurden 10 Proben unterschiedlicher Pro-
duktionschargen kulturell untersucht. Aus 8 Proben konnten thermophile Campylobacter spp.
(Campylobacter jejuni) angezichtet werden, woraus sich eine Isolierungsrate von 80% er-
gibt. Ebenfalls 10 Proben unterschiedlicher Produktionschargen gelangten von dem Artikel
,Ganze Schenkel vom Hahnchen® zur Untersuchung. Es konnten hierbei aus 3 Proben Cam-

pylobacter spp. (Campylobacter coli) isoliert werden, d.h. die Isolierungsrate betrug 30%. Die
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Produkte ,Hahnchenbrustfilet, paniert* (n = 13) und Hahnchen-Brustfilet, gewlrzt* (n = 12)

waren unbelastet hinsichtlich einer Campylobacter spp. Kontamination.

Bei mehreren Untersuchungen anderer Autoren wurden deutlich héhere Pravalenzen bei fri-
schem Hahnchenfleisch gefunden, mit Isolierungsraten von 56,4 % (OPFER 2008), 58,1%
(LUBER 2004), 67,6% (LUBER et al. 2005) und sogar bis zu 87% (LUBER und BARTELT,
2007).

In den beiden rohen Putenfleischprodukten, des Sortiments (,Truthahnschnitzel* und ,Trut-
hahngrillsteaks, mariniert) konnten keine Campylobacter spp. detektiert werden. Mit insge-
samt 25 Einzelproben aus verschiedenen Produktionschargen fiel die Erhebungsmenge al-

lerdings deutlich niedriger im Vergleich zu den Hahnchenfleischproben (n= 45) aus.

Damit decken sich die vorliegenden Untersuchungsergebnisse zur Campylobacter-Pravalenz
im Bezug auf die Geflligelart mit den Ergebnissen anderer Studien, die eine signifikant héhe-
re Belastung von Hahnchenfleisch gegeniber Putenfleisch beschreiben (KWIATEK et
al.1990; ZHAO et al. 2001). ALTER et. al (2004) stellten ebenfalls grole Unterschiede in der
Campylobacter-Pravalenz bei Hahnchen- und Putenprodukten fest, mit Isolierungsraten von
30,3% beim Hahnchen (n = 198) gegenlber 6,2% bei der Pute (n = 419). In einer Erhebung
von OPFER (2008) hingegen fiel der Unterschied in der Pravalenz von Campylobacter spp.
in fertig verpackten Gefllgelfleischprodukten bei Hahnchenfleisch (56,4%, n = 78) und Pu-

tenfleisch (46,6%, n = 58) nicht so markant aus.

Bei dem Produkt ,Ganze Schenkel vom Hahnchen®, das in 3 von 10 Fallen Campylobacter-
kontaminiert war, handelte es sich um das einzige Produkt mit Haut. Alle anderen Artikel be-
standen aus reinem Muskelfleisch. Bei gefrorenen Hahnchenfleischprodukten mit und ohne
Geflugelhaut gehen LEE et al. (1998) von einem Unterschied in der Campylobacter-Belas-
tung aus. Es ist wahrscheinlich, dass auf Geflugelhaut ein angemessenen Mikroklima zum
Schutz von Campylobacter spp. herrscht und deshalb ein Nachweis in solcher Ware haufiger

gelingt.

Die Tabelle 13 gibt eine Ubersicht (iber die Probenverteilung und die Isolierungsraten fir die

einzelnen Artikel in der Kategorie ,Geflugelfleisch, roh®.
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Artikelbezeichnung | Anzahl der Proben Anzahl der Campylob-|Isolierungsrate
acter-Nachweise

Hahnchen-Brustfilet, 10 8 80%

unpaniert

Hahnchen-Brustfilet, 13 - 0%

paniert

Hahnchen-Brustfilet, 12 - 0%

gewulrzt

Ganze Schenkel vom 10 3 30%

Hahnchen

Truthahn-Schnitzel 13 - 0%

Truthahn-Grillsteaks, 12 - 0%

mariniert

Tabelle 13: Probenverteilung und Isolierungsrate mittels kulturellem Nachweisverfah-

ren in der Kategorie ,Geflugelfleisch, roh® (n= 70)

In allen anderen Proben der Produktgruppen, d.h. ,Gefllgel, gegart®, ,Sonstiges Fleisch und
Fleischprodukte® und ,Restsortiment®, konnten in keinem einzigen Fall thermophile Campylo-

bacter spp. nachgewiesen werden.

Dieses Ergebnis entspricht den Erwartungen, da Campylobacter spp. hitzeempfindlich sind
und durch Sterilisieren bzw. Pasteurisieren zuverldssig inaktiviert werden (SHANE 2000).
Somit kann eine Null-Pravalenz in den durchgegarten Proben nicht Gberraschen, obgleich

ein Restrisiko nicht auszuschliel3en ist.

4.1.2 Speziesdifferenzierung

Bei den gewonnenen Campylobacter-Isolaten aus der Produktgruppe ,Gelligelfleisch, roh*
konnten in der Speziesdifferenzierung 8 Stdmme der Art C. jejuni (73%) und 3 Stdmme der
Art C. coli ( 27%) zugeordnet werden (Abb. 9)

Bei allen 8 Isolaten aus dem Produkt ,Hahnchen-Brustfilet, unpaniert® handelte es sich um
C. jejuni, bei den 3 Isolaten aus dem Produkt ,Ganze Schenkel vom Hahnchen* jeweils um

C. coli.
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B C.jejuni
@ C.coli

Abb. 9: Speziesverteilung der gewonnen

Campylobacter-Isolate (n = 11)

Die Ergebnisse der Speziesdifferenzierung der vorliegenden Studie zeigen eine deutliche
Dominanz von C. jejuni mit 73% gegenuber C. coli mit 27% in Hahnchenfleisch. Auch wenn
diese Relation wegen der geringen Anzahl positiver Proben nicht reprasentativ ist, stimmt sie
doch mit Erhebungen anderer Autoren Uberein (KRAMER et al. 2000, LOGUE et al. 2003,
ALTER et al. 2004, SCHERER et al. 2006, OPFER 2008; WIECZOREK et al. 2012). Analog
zur Pravalenz in Gefllgelfleisch gilt C. jejuni mit 80-90% positiven Nachweisen europaweit
als Hauptverursacher der humanen Campylobacteriose (EFSA 2011). Die Abbildungen 9 und
10 verdeutlichen die Speziesverteilung der in den Hahnchenfleischprodukten detektierten

Stamme.
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Abb. 10: Ergebnis der kulturellen Untersuchung der 4 rohen Hahnchenfleischproduk-

te mit Speziesverteilung (n = 45)

Bei den 25 Untersuchungsgangen mit Putenfleischproben lieRen sich ebenso wie bei den
insgesamt 25 Proben Hahnchenbrustfilets paniert bzw. gewtrzt keine Nachweise von Cam-
pylobacter spp. fihren, weshalb hier Uber die Tierartverteilung von Campylobacter spp. auch
keine Aussage getroffen werden kann. Aus den Untersuchungen anderer Autoren leitet sich
eine erhoéhte Pravalenz von C. coli in Putenfleisch gegenliber Hahnchenfleisch ab. ALTER et
al. (2004) konnten in ihrer Erhebung bei 8,3% der aus Hahnchenfleisch isolierten Stdmme
und bei 24,1% der Stamme aus Putenfleisch C. coli identifizieren. Dies deckt sich mit den Er-
hebungen von ZHAO et al. (2001) wo C. coli ebenfalls die dominierende Spezies in Puten-

fleischproben waren.

Bei der Untersuchung von Humanisolaten von GURTLER et al. (2005) wurden 18,6% der
Campylobacter spp. als C. coli identifiziert. Diese Zahl legt nahe, dass die Bedeutung von C.

coli als Erreger der humanen Campylobacteriose unterschatzt wird.

In der vorliegenden Studie wurde das kulturelle Verfahren nach der Methodenvorschrift ISO
10272:1995 zum qualitativen Nachweis thermotoleranter Campylobacter spp. durchgefiihrt,

wahrend eine quantitative Untersuchung unterblieb. Weil die minimale infektiose Dosis magli-
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cherweise bei nur ca. 500 Keimen liegt (ROBINSON 1981; SCHULZE et al. 2000) weist

schon der qualitative Nachweis auf ein Gefahrdungspotential hin.

4.2 Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchung

Zeitgleich zur kulturellen Methode wurden die 200 tiefgekihlten Lebensmittelproben moleku-
larbiologisch mit dem pg50/pg3-PCR System nach OYOFO et al. (1992) auf thermotolerante
Campylobacter spp. untersucht. Als Probenmaterial diente die inkubierte Preston-Selektivan-

reicherungsbouillon aus dem kulturellen Verfahren.

Der Nachweis spezifischer Gensequenzen von C. jejuni/C. coli mit dem PCR-System nach
OYOFO et al. (1992) gelang in 11 Fallen.

Artikelbezeichnung | Anzahl der Proben Anzahl der Nachweise |Isolierungsrate
C. jejuni/C. coli nach
OYOFO et al.
Hahnchen-Brustfilet, 10 8 80%
unpaniert
Hahnchen-Brusffilet, 13 - 0%
paniert
Hahnchen-Brustfilet, 12 - 0%
gewurzt
Ganze Schenkel vom 10 3 30%
Hahnchen
Truthahn-Schnitzel 13 - 0%
Truthahn-Grillsteaks, 12 - 0
mariniert

Tabelle 14: Probenverteilung und Isolierungsrate mittels molekularbiologischem

Nachweisverfahren in der Kategorie ,,Geflligelfleisch, roh® (n= 70)

Die Ergebnisse decken sich vollstandig mit dem kulturellen Referenzverfahren nach ISO
10272:1995. Hieraus ergibt sich eine relativen Sensitivitdt und Spezifitdt von jeweils 100%.
Die Studie von MADE und STARK (2000) zum Vergleich des pg50/pg30-PCR Systems nach
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OYOFO et al. (1992) mit anschlieRender Verifizierung der Amplifikate durch die Southern-
blot-Hybridisierung mit der kulturellen Methode nach ISO 10272:1995 (E) erbrachte gleich-
falls eine Sensitivitdt von 100%. OPFER (2008) erreichte bei der Untersuchung von 80 fri-
schen und tiefgeklhlten Gefligelfleischprodukten dagegen nur eine Sensitivitat von 97,7%

und eine Spezifitdt von nur 86,1%.

Das pg50/pg3-PCR System nach OYOFO et al. (1992) Iasst keine Aussage zur Abgrenzung
von C. jejuni und C. coli zu. Da beide Arten aber gleichermalien eine Gefahr fur den Verbrau-
cher darstellen und als Erreger der humanen Campylobacteriose gelten, ist eine schnelle
Detektion auch ohne Speziesunterscheidung zielfuhrend. Eine kulturelle Untersuchung zur
Anziichtung und Speziesdifferenzierung kultivierbarer thermotoleranter Campylobacter spp.

lasst sich aus der fur die PCR verwendete Anreichungsbouillon anschlief3en.

Thermotolerante Campylobacter spp. verfigen Uber die Fahigkeit Gefriertemperaturen zu
Uberleben, jedoch kommt es zu einer deutlichen Reduktion vermehrungsfahiger Keime.
SANDBERG et al. (2005) beschreiben bei natirlich kontaminierten Hahnchenkarkassen eine
Keimreduzierung um zwei logi-Stufen nach dreiwdchiger Lagerung. Die EFSA (2011) geht
von einer Reduzierung des Kontaminationsrisikos in Hahnchenschlachtkérpern durch Lage-
rung bei Tiefkihltemperaturen Gber einen Zeitraum von 2-3 Wochen von Uber 90% aus. Bei
diesen Angaben ist zu bericksichtigen, dass Campylobacter spp. bei widrigen Umweltbedin-
gungen (z.B. Kalte) in kokkoide oder spharische Formen tbergehen kénnen. Aus der kulti-
vierbaren Form (viable and culturable) entsteht ein ,viable but not-culturable® Zustand
(VNBC), d.h. die Bakterienzellen sind lebensfahig, aber nicht kultivierbar (BOUCHER et al.
1994; BUCK et al. 1983; MC CLURE et al. 2002; MORAN und UPTON 1987; ROLLINS und
COLWELL 1986; THOMAS et al. 1999).

Das Reaktionsprinzip der PCR, welches definierte Genomabschnitte von C. jejuni/C. coli re-
pliziert, unterscheidet nicht zwischen der kultivierbaren und der VNBC-Form. Somit besteht
mit der molekularbiologischen Methode die Mdglichkeit diese VNBC-Stadien thermotoleran-
ter Campylobacter spp. zusétzlich zu erfassen. Uber die Infektiositat und die Fahigkeit dieser
VNBC-Zellen den Darm zu kolonisieren bestehen kontroverse Ansichten. Die Wiederbele-
bung in Labortieren wurde von MURPHY et al. (2006) beschrieben, so dass eine potentielle
Gefahr fur den Verbraucher ausgehend von lebensfahigen, aber nicht kultivierbaren Keimen
zumindest in Betracht gezogen werden sollte. In der vorliegenden Studie gelang der moleku-
larbiologische Nachweis ausschlieldlich bei den auch in der mikrobiologischen Methode posi-

tiven Proben. Dies lasst den Ruckschluss zu, dass die ubrigen Proben nicht mit Campylob-
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acter belastet waren, oder der Gehalt an abgestorbenen oder VNBC-Zellen unterhalb der

Nachweisgrenze des PCR-Systems lag.
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9 Schlussfolgerungen

Ein risikoorientierter Stichprobenplan stellt auch fur Anbieter einer breiten Produktpa-
lette eine Moglichkeit dar, ein reprasentatives Abbild der Gefahrdung durch Campylo-

bacter spp. zu erhalten.

Das Vorkommen thermotoleranter Campylobacter spp. im Gesamtsortiment eines
Unternehmens der Tiefklhlindustrie beschrankte sich in der vorliegenden Stichprobe
auf lediglich zwei verschiedenen Hahnchenfleischartikel aus der Produktgruppe ,Ge-
fligelfleisch, roh* (Hahnchen-Brustfilet, unpaniert und Ganze Schenkel vom Hahn-

chen)

Zwei weitere Hahnchenfleischprodukte (Hahnchen Brustfilet, paniert und Hahnchen-
Brustfilet, gewlrzt) sowie die beiden rohen Putenfleischprodukte (Truthahnschnitzel
und Truthahngrillsteaks, mariniert) erwiesen sich in allen Untersuchungsgangen als

Campylobacter-frei.

Alle anderen Produktgruppen (Gefligel gegart, sowie sonstiges Fleisch und Fleisch-

zubereitungen und Restsortiment) waren unbelastet.

Die vorgenommene Einteilung in high risk/low risk Produkte zur Erstellung des risiko-

basierten Stichprobenplanes erwies sich als zutreffend.

Die Speziesaufteilung der detektierten Stdamme in 73% C. jejuni und 27% C. coli bei

den rohen Hahnchenfleischprodukten entsprach weitgehend den Literaturdaten.

Die Ergebnisse des kulturellen Verfahrens zum Nachweis thermotoleranter Campylo-
bacter spp. nach der Methodenvorschrift ISO 10272:1995 und der molekularbiologi-
schen Analyse mit dem pg50/pg3-PCR System nach OYOFO et al. (1992) stimmten
vollstandig uUberein. Die vorliegende Erhebung belegt die Zuverlassigkeit des moleku-
larbiologischen Untersuchungsverfahrens. Gegebenenfalls bietet es als schnelle
Screeningmethode zur Risikoabschatzung des Lebensmittelunternehmers im Rah-
men von innerbetrieblichen Eigenkontrollen eine gute Alternative zur kulturellen

Nachweismethode mit langen Untersuchungszeit.

Das pg50/pg3-PCR System nach OYOFO et al. (1992) Iasst keine Aussage zur Ab-

grenzung von C. jejuni und C. coli zu. Bei positivem Nachweis besteht jedoch die

79



5 Schlussfolgerungen

80

Maoglichkeit zur gezielten kulturellen Anziichtung und Speziesdifferenzierung aus dem
fur die PCR verwendeten Anreicherungsmedium der auffallig gewordenen Probe. So
kénnten auch positive PCR-Ergebnisse aufgrund VBNC-Formen von kultivierbaren

Campylobacter-Stammen abgegrenzt werden.

Die laufenden InterventionsmalRnahmen zur Reduzierung und Kontrolle von Campy-
lobacter spp. sowohl auf Stufe der Primarproduktion als auch durch Prozessoptimie-
rung bei Schlachtung und Verarbeitung zeigten bisher nicht den erhofften Erfolg.
Auch weiterhin stagniert die Anzahl der jahrlich gemeldeten Falle humaner Campylo-
bacteriosen. Intensive betriebliche Eigenkontrollma3nahmen und Supervision durch
die amtliche Lebensmitteliberwachung zur Einddmmung des Erregers aus der Le-

bensmittelkette sind von gro3er Bedeutung.

Die geringe minimale Infektionsdosis und das hohe Risiko der Kreuzkontamination
von roh zu verzehrenden Lebensmitteln verlangt intensive Aufklarung des Verbrau-
chers zum sicheren Umgang mit rohem Fleisch, insbesondere rohem Gefllgelfleisch.
Insbesondere die Hygienehinweise auf der Verpackung hinsichtlich einer Gefahr von
Campylobacter-kontaminertem Auftauwasser und der davon ausgehenden Gefahr als
Quelle moglicher Kreuzkontaminationen mussen den Prinzipien von Klarheit und

Wahrheit folgen

Es besteht weiterhin Forschungsbedarf zur Einddmmung des Keimes in der Primar-
produktion, beim Schlacht- und Verarbeitungsprozess und langfristig zur Eliminierung

aus der Lebensmittelkette.
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6 Zusammenfassung

Thermoterante Campylobacter spp. sind die haufigsten Erreger bakterieller Gastroenteritiden
und die humane Campylobacteriose steht mit stetig steigenden Fallzahlen an der Spitze der
meldepflichtigen bakteriellen Infektionskrankheiten in Deutschland. Die Ubertragung ist weit-
gehend Lebensmittel-assoziiert, mit Gefligelfleisch und Gefligelfleischprodukten als Hauptri-

sikofaktor.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Ermittlung der Pravalenz thermotoleranter Campylobac-
ter spp. im Gesamtsortiment eines Tiefkihlkostvertriebes anhand eines risikiobasierten
Stichprobenplanes. Zur Untersuchung gelangten insgesamt 200 tiefgekuhlte Lebensmittel-
proben, davon entfielen 35% der Proben auf rohes Gefllgelfleisch, 35% auf gegartes Gefli-
gelfleisch und Geflugelfleischprodukte, 20 % auf sonstiges Fleisch und 10% auf das Restsor-
timent. Die Untersuchung erfolgte mit der kulturellen Nachweismethode nach ISO
10272:1995 und parallel dazu molekularbiologisch mit dem pg30/pg50 PCR-System nach
OYOFO et al. (1992).

Mit der kulturellen Nachweismethode konnten in 11 von 70 Proben der Produktgruppe ,Ge-
fligelfleisch roh® Campylobacter spp. nachgewiesen werden, was einer Isolierungsrate von
15,7% entspricht. Alle kultivierten Stdmme wurden in zwei verschiedenen Produkten (Hahn-
chenbrustfilet, unpaniert und Ganze Schenkel vom Hahnchen) aus rohem Hahnchenfleisch
detektiert, woraus sich eine Isolierungsrate von 24,4% bezogen auf diese Gruppe (n= 45) er-
gibt. Die zwei Ubrigen rohen Hahnchenfleischprodukte (Hahnchen-Brustfilet, paniert und
Hahnchen-Brustfilet, gewlrzt) sowie die Produkte aus rohem Putenfleisch (Truthahn-Schnit-
zel und Truthahn-Grillsteaks. mariniert) und alle tbrigen Proben des restlichen Sortiments er-
wiesen sich als Campylobacter-frei. Die Campylobacter-Pravalenz bezogen auf die Gesamt-
probenanzahl (n = 200) betrug somit 5,5%. Der strategische Ansatz des risikobasierten

Stichprobenplans wurde durch die Untersuchungsergebnisse bestatigt.

Bei der Speziesdifferenzierung konnten 8 Stamme als C. jejuni (73%) und 3 Stdmme als C.

coli (27%) identifiziert werden.

Das verwendete PCR-System nach OYOFO unterscheidet nicht zwischen C. jejuni und C.
coli. Der Nachweis spezifischer Gensequenzen von C. jejuni/C. coli gelang ebenfalls bei 11
Proben und stimmte mit dem Ergebnis des kulturellen Verfahrens Uberein, was einer Sensiti-

vitat und Spezifitat von jeweils 100% entspricht.
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7/ Summary

Prevalence of thermotolerant Campylobacter species in the product ran-

ge of a company of the frozen food industry

Thermotolerant Campylobacter species are the most common bacterial cause of gastroente-
ritis. The humane campylobacteriosis is on the top of the notifiable bacterial infectious disea-
ses in Germany with a permanentely increasing number of cases. The infection is predomi-
nantely associated with foodstuffs. Poultry meat and poultry products are providing the main

risk factors.

The main objective of this study was to determine prevalence of thermotolerant Campylobac-
ter species in the product range of a frozen food distributor using a risk biased sampling plan.
200 frozen food products were tested, 35% of the samples werde raw poultry meat, 35%
cooked poultry meat and poultry meat products, 20% other meat and 10% of the samples
were products of the rest product range. The investigation was implemented by using a cultu-
ral method (ISO 10272:1995) and simultaneously a molecular biological method (pg30/50
PCR-System by OYOFO et al. (1992).

Using the cultural method Campylobacter species were detected in 11 out of 70 samples of
the product group ,Raw poultry meat®, which leads to an overall prevalence of 15,7%. All cul-
tivated species were detected in two different products (‘Chicken breast, unbreaded' and
'‘Whole chicken legs') which lead to an isolation rate of 24,4% out of that product group
(n=45) while the two other raw chicken products (‘Chicken breast, breaded' and 'Chicken
breast, marinated') and the turkey products ('Turkey schnitzel' and 'Turkey barbecue steaks,
marinated') and all samples from the other product groups were free of Campylobacter con-
tamination. The prevalence of Campylobacter related to the total number of samples (n=200)
amounted to 5,5%. The strategic approach to use a risk based sample plan was confirmed

by the results of the study.
The species characterization identified 8 isolates as C. jejuni (73%) and 3 isolates as C. coli.

The PCR-System by OYOFO does not enable a differentiation between C. jejuni and C. coli.
Proof of specific gen sequenzes of C. jejuni/C. coli were succeded in 11 cases and matched

the results of the cultural method with a sensitivity and a specificity of 100%.
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9 Anhang

9 Anh

ang

chen

Proben |Produktbezeichnung Produktgrup- | Untersuchungser- Untersuchungser-
—Nr. pe gebnis gebnis
kulturell molekularbiologisch
ISO 10272 PCR nach oYoFo
1 Hahnchen-Brustfilet in Bana-|Geflligel, ge-|negativ negativ
nen-Curry gart
2 HUhnerfrikassee Gefllgel, ge-|negativ negativ
gart
Truthahn-Schnitzel, natur Gefllgel, roh | negativ negativ
Chicken Hawaii Gefliigel, ge-|negativ negativ
gart
5 Hahnchen-Brustfilet, gewiirzt | Geflligel, roh | negativ negativ
6 Hahnchen-Brustfilet, unpaniert | Geflugel, roh | C. jejuni positiv
7 Hahnchen-Brustfilet, paniert Geflligel, roh | negativ negativ
8 Hahnchen-Schnitzel "Cordon | Gefllgel, ge-|negativ negativ
Bleu® gart
9 Truthahngrillsteaks, mariniert | Gefligel, roh | negativ negativ
10 Ganze Schenkel vom Hahn-| Gefliigel, roh | negativ negativ

Tabelle 15: Untersuchungsergebnisse der Proben 1-10
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Proben | Produktbezeichnung Produktgrup- |Untersuchungser- |Untersuchungser-
— Nr. pe gebnis gebnis
kulturell molekularbiolo-
ISO 10272 gisch
PCR nach oyoro
11 Hahnchen-Brustfilet in Bana-| Geflligel, ge-|negativ negativ
nen-Curry gart

12 Huhnerfrikassee Geflligel, ge-|negativ negativ

gart
13 Truthahn-Schnitzel, natur Gefllgel, roh | negativ negativ
14 Hahnchen-Brustfilet, gewlrzt | Gefliigel, roh | negativ negativ
15 Hahnchen-Brusffilet, unpaniert | Geflligel, roh | negativ negativ
16 Hahnchen-Brustfilet, paniert Geflugel, roh | negativ negativ
17 Truthahn-Gyros Geflligel, ge-|negativ negativ

gart
18 Ganze Schenkel vom Hahn-| Geflliigel, roh |negativ negativ

chen

19 Balkan Rdllchen Sonstiges negativ negativ

Fleisch  und

Fleischpro-

dukte
20 Truthahngrillsteaks, Geflugel, roh | negativ negativ

mariniert

Tabelle16: Untersuchungsergebnisse der Proben 11-20
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Proben | Produktbezeichnung Produktgrup- |Untersuchungser- |Untersuchungser-
— Nr. pe gebnis gebnis
kulturell molekularbiolo-
ISO 10272 gisch
PCR nach oYoro
21 Hahnchen-Brustfilet in Bana-| Geflligel, ge-|negativ negativ
nen-Curry gart

22 Truthahn-Schnitzel, natur Gefllgel, roh | negativ negativ
23 Chicken Hawaii Gefligel, ge-|negativ negativ

gart
24 Hahnchen-Brustfilet, gewlrzt | Gefliigel, roh | negativ negativ
25 Hahnchen-Brusffilet, unpaniert | Gefliigel, roh | C. jejuni positiv
26 Hahnchen-Brustfilet, paniert Geflugel, roh | negativ negativ
27 Hahnchen-Schnitzel "Cordon| Gefliigel, ge-|negativ negativ

Bleu® gart

28 Truthahn-Gyros Geflligel, ge-|negativ negativ

gart
29 Truthahngrillsteaks Gefllgel, roh | negativ negativ
30 Schweineschnitzel "Wiener Art* | Sonstiges negativ negativ

Fleisch  und

Fleischpro-

dukte

Tabelle 17: Untersuchungsergebnisse der Proben 21-30
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Proben | Produktbezeichnung Produktgrup- | Untersuchungser- | Untersuchungser-
—Nr. pe gebnis gebnis
kulturell molekularbiolo-
ISO 10272 gisch
nach OYOFO
31 Putenleber in Apfel-Zwiebel- | Gefliigel, ge-|negativ negativ
Solde gart
32 Huhnerfrikassee Gefliigel, ge-|negativ negativ
gart
33 Truthahn-Schnitzel, natur Gefligel, roh |negativ negativ
34 Hahnchen-Brusffilet, gewlrzt | Gefligel, roh | negativ negativ
35 Hahnchen-Brustfilet, unpaniert | Gefliigel, roh | C. jejuni positiv
36 Hahnchen-Brustffilet, paniert Gefligel, roh |negativ negativ
37 Truthahn-Gyros Gefliigel, ge-|negativ negativ
gart
38 Truthahngrillsteaks Gefliigel, roh | negativ negativ
39 Rinderroulade "Hausfrauen | Sonstiges negativ negativ
Art* Fleisch  und
Fleischpro-
dukte
40 Chicken Hawai Geflligel, ge-|negativ negativ
gart

Tabelle 18: Untersuchungsergebnisse der Proben 31-40
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Proben | Produktbezeichnung Produkt- | Untersu- Untersu-
—Nr. gruppe |chungser- chungser-
gebnis gebnis
kulturell molekular-
ISO 10272 | biologisch
nach OYOFO
41 Putenleber in Apfel-Zwiebel-Solke Gefligel, |negativ negativ
gegart
42 Gokkelchen Gefllgel, |negativ negativ
gegart
43 Hahnchen-Brustffilet, paniert Gefllgel, |negativ negativ
roh
44 Zwiebelkristchen Gefllgel, |negativ negativ
gegart
45 Chicken Chips Gefllgel, |negativ negativ
gegart
46 Truthahn-Chips Gefllgel, |negativ negativ
gegart
47 Truthahn-Involtini Gefllgel, |negativ negativ
gegart
48 Putenroulade "Badische Art* Gefllgel, |negativ negativ
gegart
49 Hahnchen in Blatterteig Geflugel, |negativ negativ
gegart
50 Truthahn-Schnitzel, natur Gefliigel, | negativ negativ
roh

Tabelle 19: Untersuchungsergebnisse der Proben 41-50
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Proben | Produktbezeichnung Produktgrup- | Untersuchungser- | Untersuchungser-
—Nr. pe gebnis gebnis
kulturell molekularbiolo-
ISO 10272 gisch
nach OYOFO
51 Putenleber in Apfel-Zwiebel-So- | Gefliigel, ge-|negativ negativ
Re gart
52 Truthahn-Schnitzel, natur Geflugel, roh | negativ negativ
53 Gokkelchen Geflligel, ge-|negativ negativ
gart
54 Hahnchen-Brusffilet, unpaniert | Geflligel, roh | negativ negativ
55 Hahnchen-Brustfilet, paniert Geflugel, roh | negativ negativ
56 Chicken Chips Geflligel, ge-|negativ negativ
gart
57 Truthahngrillsteaks Gefllgel, roh | negativ negativ
58 Truthahn-Involtini Gefligel, ge-|negativ negativ
gart
59 Putenroulade "Badische Art® Geflligel, ge-|negativ negativ
gart
60 Hirschmedaillons Sonstiges negativ negativ
Fleisch  und
Fleischpro-
dukte

Tabelle 20: Untersuchungsergebnisse der Proben 51-60
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Proben | Produktbezeichnung Produktgrup- | Untersuchungser- | Untersuchungser-
— Nr. pe gebnis gebnis
kulturell molekularbiolo-
ISO 10272 gisch
nach OYOFO
61 Hahnchen-Brustfilet, gewilrzt | Gefligel, roh | negativ negativ
62 Gokkelchen Geflligel, ge-|negativ negativ
gart
63 Hahnchen-Brustfilet, unpaniert | Gefliigel, roh | C. jejuni positiv
64 Hahnchen-Brustfilet, paniert Geflligel, roh | negativ negativ
65 Zwiebelkriistchen Geflligel, ge-|negativ negativ
gart
66 Chicken Chips Geflligel, ge-|negativ negativ
gart
67 Truthahngrillsteaks Gefllgel, roh |negativ negativ
68 Truthahn-Involtini Gefliigel, ge-|negativ negativ
gart
69 Putenroulade "Badische Art" Geflligel, ge-|negativ negativ
gart
70 Ganze Schenkel vom Hahn-|Gefllgel, roh |negativ negativ
chen

Tabelle 21: Untersuchungsergebnisse der Proben 61-70

144




9 Anhang

Proben | Produktbezeichnung Produktgrup- | Untersuchungser- | Untersuchungser-
—Nr. pe gebnis gebnis
kulturell molekularbiolo-
ISO 10272 gisch
nach OYOFO

71 Chop Suey Ente Geflugel, ge-|negativ negativ

gart
72 Hahnchen-Brustfilet, gewilrzt | Gefliigel, roh | negativ negativ
73 Hahnchen-Brusffilet, unpaniert | Geflligel, roh | C. jejuni positiv
74 Hahnchen-Brustfilet, paniert Geflugel, roh | negativ negativ
75 Hahnchen frites Geflligel, ge-|negativ negativ

gart
76 Zwiebelkristchen Geflligel, ge-|negativ negativ

gart
77 Truthahngrillsteaks Gefllgel, roh | negativ negativ
78 Truthahn-Chips Gefligel, ge-|negativ negativ

gart
79 Hahnchen im Blatterteig Geflligel, ge-|negativ negativ

gart
80 Ganze Schenkel vom Hahn-| Geflliigel, roh |negativ negativ

chen

Tabelle 22: Untersuchungsergebnisse der Proben 71-80
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Tabelle 23: Untersuchungsergebnisse der Proben 81-90

146

Proben | Produktbezeichnung Produktgrup- | Untersuchungser- | Untersuchungser-
—Nr. pe gebnis gebnis
kulturell molekularbiolo-
ISO 10272 gisch
nach OYOFO
81 Truthahn-Schnitzel, natur Geflugel, roh | negativ negativ
82 Hahnchen-Brusffilet, gewirzt | Geflligel, roh | negativ negativ
83 Hahnchen-Brusffilet, unpaniert | Gefligel, roh | C .jejuni positiv
84 Hahnchen-Brustfilet, paniert Geflugel, roh | negativ negativ
85 Hahnchen frites Geflugel, ge-|negativ negativ
gart
86 Truthahngrillsteaks Gefllgel, roh | negativ negativ
87 Truthahn-Chips Gefligel, ge-|negativ negativ
gart
88 Hahnchen im Blatterteig Geflligel, ge-|negativ negativ
gart
89 Ganze Schenkel vom Hahn-| Gefligel, roh |C. coli positiv
chen
90 Hackrolichen "Griechische Art* | Sonstiges negativ negativ
Fleisch  und
Fleischpro-
dukte
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Proben | Produktbezeichnung Produktgrup- | Untersuchungser- | Untersuchungser-
—Nr. pe gebnis gebnis
kulturell molekularbiolo-
ISO 10272 gisch
nach OYOFO
91 Chop Suey Ente Gefliigel, ge-|negativ negativ
gart
92 Truthahn-Schnitzel, natur Gefllgel, roh | negativ negativ
93 Hahnchen-Brusffilet, gewlirzt Gefllgel, roh | negativ negativ
94 Hahnchen-Brustfilet, paniert Gefllgel, roh |negativ negativ
95 Hahnchen frites Geflligel, ge-|negativ negativ
gart
96 Ganze Schenkel vom Hahn-|Gefllgel, roh |C. coli positiv
chen
97 Putengeschnetzeltes in Cham-| Gefligel, ge-|negativ negativ
pignonrahmsolle gart
98 Hahnchenschnitzel "Madagas-| Gefligel, ge-|negativ negativ
kar® gart
99 Putenkeulengulasch in  Rot-| Gefligel, ge-|negativ negativ
weinsole gart
100 Hahnchen Cordon bleu Gefllgel, ge-|negativ negativ
gart

Tabelle 24: Untersuchungsergebnisse der Proben 91-100
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Proben | Produktbezeichnung Produktgrup- | Untersuchungser- | Untersuchungser-
— Nr. pe gebnis gebnis
kulturell molekularbiolo-
ISO 10272 gisch
nach OYOFO
101 Schweinebraten in Zwiebelso- | Sonstiges negativ negativ
Re Fleisch  und
Fleischpro-
dukte
102 Ziricher Geschnetzeltes Sonstiges negativ negativ
Fleisch  und
Fleischpro-
dukte
103 Schaschliktopf Sonstiges negativ negativ
Fleisch  und
Fleischpro-
dukte
104 Chinesische Knusperente Gefliigel, ge-|negativ negativ
gart
105 Asiatisches Knusperhahnchen | Gefliigel, ge-|negativ negativ
gart
106 Truthahn-Schnitzel, natur Gefllgel, roh |negativ negativ
107 Hahnchen-Brustffilet, paniert Gefllgel, roh |negativ negativ
108 Ganze Schenkel vom Hahn-|Geflligel, roh |negativ negativ
chen
109 Hahnchenkeule ,Konigin Art | Geflliigel, ge-|negativ negativ
gart
110 Putengeschnetzeltes in Cham-| Geflligel, ge-|negativ negativ
pignonrahmsof3e gart

Tabelle 25: Untersuchungsergebnisse der Proben 101-110
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Proben | Produktbezeichnung Produktgrup- | Untersuchungser- | Untersuchungser-
—Nr. pe gebnis gebnis
kulturell molekularbiolo-
ISO 10272 gisch
nach OYOFO

111 Truthahn-Schnitzel, natur Geflugel, roh | negativ negativ
112 Hahnchen-Brusffilet, gewirzt | Geflligel, roh | negativ negativ
113 Hahnchen-Brustfilet, unpaniert | Gefligel, roh | C. jejuni positiv
114 Hahnchen-Brustfilet, paniert Geflugel, roh | negativ negativ
115 Truthahngrillsteaks Geflugel, roh | negativ negativ
116 Ganze Schenkel vom Hahn-|Gefligel, roh |negativ negativ

chen
117 Hahnchenschnitzel "Madagas-| Gefliigel, ge-|negativ negativ

kar® gart
118 Putenkeulengulasch in Rot-|Geflliigel, ge-|negativ negativ

weinsofie gart
119 Putengeschnetzeltes "Proven-|Geflligel, ge-|negativ negativ

cale” gart
120 Hahnchen Cordon bleu Geflligel, ge-|negativ negativ

gart

Tabelle 26: Untersuchungsergebnisse der Proben 111-120
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Proben | Produktbezeichnung Produktgrup- | Untersuchungser- | Untersuchungser-
—Nr. pe gebnis gebnis
kulturell molekularbiolo-
ISO 10272 gisch
nach OYOFO
121 Asiatisches Knusperhahnchen |Gefligel, ge-|negativ negativ
gart
122 Truthahn-Schnitzel, natur Geflugel, roh | negativ negativ
123 Hahnchen-Brusffilet, gewiirzt | Geflligel, roh | negativ negativ
124 Hahnchen-Brustfilet, unpaniert | Gefligel, roh | C. jejuni positiv
125 Hahnchen-Brustffilet, paniert Gefllgel, roh | negativ negativ
126 Truthahngrillsteaks Gefllgel, roh | negativ negativ
127 Ganze Schenkel vom Hahn-| Gefligel, roh |negativ negativ
chen
128 Hahnchenkeule "Konigin Art* Geflligel, ge-|negativ negativ
gart
129 Putengeschnetzeltes "Proven-| Geflligel, ge-|negativ negativ
cale” gart
130 Hahnchenfilettopf "Gartnerin“® | Geflligel, ge-|negativ negativ
gart

Tabelle 27: Untersuchungsergebnisse der Proben 121-130
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Proben | Produktbezeichnung Produktgrup- | Untersuchungser- | Untersuchungser-
—Nr. pe gebnis gebnis
kulturell molekularbiolo-
ISO 10272 gisch
nach OYOFO
131 Rinderroulade Sonstiges negativ negativ
Fleisch und
Fleischprodukte
132 Wildschweinbraten in bdhmi-| Sonstiges negativ negativ
scher SoRe Fleisch und
Fleischprodukte
133 Geschnetzeltes Schweinefilet | Sonstiges negativ negativ
Fleisch und
Fleischprodukte
134 Chinesische Knusperente Geflugel, gegart | negativ negativ
135 Asiatisches Knusperhahnchen | Gefliigel, gegart | negativ negativ
136 Truthahn-Schnitzel, natur Gefltgel, roh negativ negativ
137 Hahnchen-Brustfilet, paniert Geflugel, roh negativ negativ
138 Truthahngrillsteaks Geflugel, roh negativ negativ
139 Ganze Schenkel vom Hahn-|Gefllgel, roh C. coli positiv
chen
140 Hahnchenfilettopf "Gartnerin® | Gefligel, gegart | negativ negativ

Tabelle 28: Untersuchungsergebnisse der Proben 131-140
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Proben | Produktbezeichnung Produktgrup- | Untersuchungser- | Untersuchungser-
—Nr. pe gebnis gebnis
kulturell molekularbiolo-
ISO 10272 gisch
nach OYOFO
141 Kdnigsberger Klopse Sonstiges negativ negativ
Fleisch und
Fleischprodukte
142 Hasengeschnetzeltes in Wild- | Sonstiges negativ negativ
cremesofe Fleisch und
Fleischprodukte
143 Hirschbraten in RahmsoRe Sonstiges negativ negativ
Fleisch und
Fleischprodukte
144 Rehgeschnetzeltes Sonstiges negativ negativ
Fleisch und
Fleischprodukte
145 Chinesische Knusperente Gefllgel, gegart | negativ negativ
146 Hahnchen-Brustfilet, gewirzt | Geflligel, roh negativ negativ
147 Schweinshaxe gegrillt Sonstiges negativ negativ
Fleisch und
Fleischprodukte
148 Frikadelle Sonstiges negativ negativ
Fleisch und
Fleischprodukte
149 Sauerbraten Sonstiges negativ negativ
Fleisch und
Fleischprodukte
150 Tafelspitz Sonstiges negativ negativ
Fleisch und
Fleischprodukte

Tabelle 29: Untersuchungsergebnisse der Proben 141-150
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Proben | Produktbezeichnung Produktgrup- | Untersuchungser- | Untersuchungser-
—Nr. pe gebnis gebnis
kulturell molekularbiolo-
ISO 10272 gisch
nach OYOFO
151 Truthahn-Schnitzel, natur Geflugel, roh negativ negativ
152 Hahnchen-Brusffilet, gewlirzt | Gefligel, roh negativ negativ
153 Fleischspiel3e, mariniert Sonstiges negativ negativ
Fleisch und
Fleischprodukte
154 Partyfrikadelle Sonstiges negativ negativ
Fleisch und
Fleischprodukte
155 Partyschnitzel Sonstiges negativ negativ
Fleisch und
Fleischprodukte
156 Formfleisch-Schweineschnitzel | Sonstiges negativ negativ
Fleisch und
Fleischprodukte
157 "Cordon bleu“ vom Schwein Sonstiges negativ negativ
Fleisch und
Fleischprodukte
158 Schweinefilet-Medaillons Sonstiges negativ negativ
Fleisch und
Fleischprodukte
159 Lammricken-Medaillons Sonstiges negativ negativ
Fleisch und
Fleischprodukte
160 Spare Ribs mit Barbecuesofle |Sonstiges negativ negativ
Fleisch und
Fleischprodukte

Tabelle 30: Untersuchungsergebnisse der Proben 151-160
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Proben | Produktbezeichnung Produktgrup- | Untersuchungser- | Untersuchungser-
—Nr. pe gebnis gebnis
kulturell molekularbiolo-
ISO 10272 gisch
nach OYOFO
161 Chop Suey Ente Gefllgel, gegart | negativ negativ
162 Schweineschnitzel "Wiener Art* | Sonstiges negativ negativ
Fleisch und
Fleischprodukte
163 Rindersaftgulasch Sonstiges negativ negativ
Fleisch und
Fleischprodukte
164 Schweinrollbraten in Bratenso- | Sonstiges negativ negativ
Re Fleisch und
Fleischprodukte
165 Hackbraten in Pfefferrahmsofe | Sonstiges negativ negativ
Fleisch und
Fleischprodukte
166 Schweinehaxenfleisch "Bava- | Sonstiges negativ negativ
ria“ Fleisch und
Fleischprodukte
167 Geflllites Schweinelendchen in | Sonstiges negativ negativ
PilzrahmsoRe Fleisch  und
Fleischprodukte
168 Rahmgemise "Gartnerin® Sonstiges negativ negativ
Fleisch und
Fleischprodukte
169 Rinderbraten "Klassische Art* | Sonstiges negativ negativ
Fleisch und
Fleischprodukte
170 Zigeunerschnitzel Sonstiges negativ negativ
Fleisch und
Fleischprodukte

Tabelle 31: Untersuchungsergebnisse der Proben 161-170
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Proben | Produktbezeichnung Produktgrup- | Untersuchungser- | Untersuchungser-
—Nr. pe gebnis gebnis
kulturell molekularbiolo-
ISO 10272 gisch
nach OYOFO
171 Tomatensuppe "Toskana“ Restsortiment | negativ negativ
172 Fleischklofichen Restsortiment |negativ negativ
173 Forellen Restsortiment | negativ negativ
174 Alaska Seelachs Restsortiment | negativ negativ
175 Limanda Restsortiment | negativ negativ
176 Scholle natur Restsortiment | negativ negativ
177 Scampi Restsortiment | negativ negativ
178 Luxuskrabben extra grof3 Restsortiment | negativ negativ
179 Semmelknodel Restsortiment | negativ negativ
180 Markkl63chen Restsortiment | negativ negativ

Tabelle 32: Untersuchungsergebnisse der Proben 171-180
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Tabelle 33: Untersuchungsergebnisse der Proben 181-190

156

Proben | Produktbezeichnung Produktgrup- | Untersuchungser- | Untersuchungser-
—Nr. pe gebnis gebnis
kulturell molekularbiolo-
ISO 10272 gisch
nach OYOFO
181 Lothringer Speckkuchen Restsortiment | negativ negativ
182 Bruschetta Spinat/Frischkase |Restsortiment | negativ negativ
183 Bruschetta Schinken/Kase Restsortiment | negativ negativ
184 Bruschetta Tomate/Mozarella | Restsortiment |negativ negativ
185 Salami-Baguette Restsortiment | negativ negativ
186 Paella Restsortiment | negativ negativ
187 Great American Pizza "Salami- | Restsortiment |negativ negativ
Peperoni*
188 Pizza Italia Bellissima Restsortiment | negativ negativ
"Salami Speziale*
189 Wan Tan Restsortiment | negativ negativ
190 Cevapcici "Budapest* Restsortiment | negativ negativ
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Proben | Produktbezeichnung Produktgrup- | Untersuchungser- | Untersuchungser-
— Nr. pe gebnis gebnis
kulturell molekularbiolo-
ISO 10272 gisch
nach OYOFO
191 Truthahngrillsteaks Geflugel, roh | negativ negativ
192 Hahnchen-Schnitzel "Cordon | Gefliigel, ge-|negativ negativ
bleu® gart
193 Putenrollbraten Geflligel, ge-|negativ negativ
gart
194 Chop-Suey Ente Geflligel, ge-|negativ negativ
gart
195 Asiatisches Knusperhahnchen | Gefligel, ge-|negativ negativ
gart
196 Chinesische Knusperente Geflligel, ge-|negativ negativ
gart
197 Kasseler auf Weinsauerkraut | Sonstiges negativ negativ
Fleisch  und
Fleischpro-
dukte
198 Rehgeschnetzeltes in Preisel-| Sonstiges negativ negativ
beersolle Fleisch  und
Fleischpro-
dukte
199 Sauerbraten "Delicatess” Sonstiges negativ negativ
Fleisch und
Fleischpro-
dukte
200 Rinderoulade "Hausfrauen Art“ | Sonstiges negativ negativ
Fleisch  und
Fleischpro-
dukte

Tabelle 34: Untersuchungsergebnisse der Proben 191-200
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GESAMTPRODUKTSORTIMENT

Artikelbezeichnung

Produktkategorie

Hahnchen-Brustfilet, gewirzt

Geflugelfleisch, roh

Hahnchen-Brustfilets

Geflugelfleisch, roh

Hahnchen-Brustfilets, paniert

Geflugelfleisch, roh

Truthahn-Grillsteaks, mariniert

Geflugelfleisch, roh

Truthahn-Schnitzel

Geflugelfleisch, roh

Ganze Schenkel vom Hahnchen

Geflugelfleisch, roh

Putenleber in ApfelzwiebelsolRe

Geflugel, gegart

Hahnchen-Brustfilets in Bananen-Curry

Geflugel, gegart

Hihnerfrikassee

Geflugel, gegart

Chicken Hawai

Geflugel, gegart

Hahnchen-Schnitzel. ,Cordon bleu®

Geflugel, gegart

Truthahn-Gyros, gebraten

Geflugel, gegart

Gokkelchen Geflugel, gegart
Chicken Chips Gefllgel, gegart
Involtini Geflugel, gegart

Zwiebelkristchen

Geflugel, gegart

Putenroulade Badische Art

Geflugel, gegart

Hahnchenfilet in Blatterteig

Geflugel, gegart

Putenroulade in Sauce Hollandaise

Geflugel, gegart

Truthahn-Chips

Geflugel, gegart

Hahnchen frites

Geflugel, gegart

Putenrollbraten

Geflugel, gegart

Hahnchen Cordon bleu

Geflligel, gegart

Putengeschnetzeltes in Champignonrahmso-
Re

Geflugel, gegart

Hahnchenschnitzel ,Madagaskar®

Geflugel, gegart

Putenkeulengulasch in Rotweinsauce

Geflligel, gegart

Putengeschnetzeltes ,Provencale”

Geflugel, gegart

Hahnchenfilettopf ,Gartnerin®

Gefligel, gegart

Hahnchenkeule ,Konigin Art*

Geflugel, gegart

Chop Suey Ente

Geflugel, gegart

Asiatisches Knusperhahnchen

Geflligel, gegart

Chinesische Knusperente

Geflugel, gegart

Schweinebraten in Zwiebelsole

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Zuricher Geschnetzeltes

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Schaschliktopf

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Rinderroulade in Bratensol3e

Fleisch- und Fleischzubereitungen
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Wildschweinbraten

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Geschnetzeltes Schweinefilet in Morchelrahm

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Sauerbraten in Sole

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Tafelspitz

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Kodnigsberger Klopse in Kapernsolie

Fleisch- und Fleischzubereitungen

JagerkléRchen in Champignonsolie

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Hasengeschnetzeltes in Wildcremesolie

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Hirschbraten in RahmsoRe

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Hirschgulasch in WildsoRRe

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Hirschmedaillons

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Rehgeschnetzeltes in Preiselbeersolle

Fleisch- und Fleischzubereitungen

FleischspielRe, mariniert

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Schweinshaxe, gegrillt

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Hackrolichen griechische Art

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Frikadellen

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Partyfrikadellen

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Balkanrolichen (Cevapcici), vorgebraten

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Partyschnitzel ,Wiener Art*

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Formfleisch-Schweineschnitzel, paniert

Fleisch- und Fleischzubereitungen

,Cordon bleu” vom Schwein

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Kohlrouladen

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Schweinefleisch-Medaillons, mariniert

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Bayerischer Leberkas'

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Original Minchener Weildwurst

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Rostbratwirstl

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Mini-Krakauer

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Wiener Wirstchen

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Thuringer Rostbratwurst

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Bratwurstschnecke

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Lammriicken-Medaillons, mariniert

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Spare Ribs, gebacken

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Hackbraten in PfefferrahnmsoRle

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Sauerbraten ,Delicatess”

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Schweinrollbraten in Bratensolle

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Schweinehaxenfleisch ,Bavaria®

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Kasseler auf Weinsauerkraut

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Rindergulasch ,Klassische Art"

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Rinderroulade ,Hausfrauen Art*

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Geflllte Schweinelendchen in PilzrahmsoRe

Fleisch- und Fleischzubereitungen
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Chili con carne

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Schweinegeschnetzeltes ,Waidmanns Art"

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Cevapcici ,Budapest®

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Zigeunerschnitzel

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Schweineschnitzel ,Wiener Art*

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Rindersaftgulasch

Fleisch- und Fleischzubereitungen

Rinderbraten ,Klassische Art*

Fleisch- und Fleischzubereitungen

HefekloRe

Bei- und Einlagen

FleischkloRchen

Bei- und Einlagen

Original schwabische Eierspatzle

Bei- und Einlagen

Semmelknodel

Bei- und Einlagen

Maultaschen

Bei- und Einlagen

Markkl63chen (Suppenbalichen)

Bei- und Einlagen

Eierstich

Bei- und Einlagen

Erbsensuppen-Eintopf

Suppen und Eintépfe

Tomatensuppe ,Toskana“

Suppen und Eintépfe

Bihunsuppe

Suppen und Eintopfe

Hihnersuppentopf

Suppen und Eintopfe

Kase-Lauchsuppe

Suppen und Eintopfe

Broccoli-Creme-Suppe

Suppen und Eintépfe

Lachsfilet in GurkenrahmsolRle Fisch
Gefllltes Fischfilet ,Norderney* Fisch
Forellen Fisch
Seelachsfilet Fisch
Fischfilet in Krauter-Rahmsofe Fisch
Knusper-Krauterfisch Fisch
Alaska-Seelachsfilet, naturbelassen Fisch
Fischfilet ,Finkenwerde Art* Fisch
Limanda Fisch
Rotbarschfilet, naturbelassen Fisch
Fischfilet, Crossada Fisch
Kabeljaufilet, naturbelassen Fisch
Rotbarschfilet, paniert Fisch
Lachsfilet in RahmsolRRe Fisch
Schlemmerfilet ,Gourmet* Fisch
Fischletten Fisch
Backfisch Fisch
Schlemmerfilet ,,Brokkoli* Fisch
Schollenfilet, paniert Fisch
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Schollenfilet, naturbelassen Fisch
Schlemmerfilet ,Italiano® Fisch
Fisch Chips Fisch
Fischfilet Millerin Fisch
Garnelen-Spargel-Ragout Fisch
Kapt'n Blaubar Fischstdbchen Fisch
Kdnigsgarnelen Fisch
Scampi (Riesengarnelen) Fisch
Luxuskrabben Fisch
Lachsfilet Fisch
Lachsfilet in Blatterteig Fisch
Backteig-Tintenfischringe Fisch
Garnelen in Krautersolie Fisch
Salami-Baguette Baguettes
Hawai-Baguette BaguettesFisch
Sortiment Baguettes Baguettes
Knoblauch-Baguette Baguettes
Wiirstl Snack Snacks
Pizzerettis Snacks
Pitaki Snacks
Lothringer Speckkuchen Snacks
Bruschetta Snacks
Camenbert, paniert Snacks
Elsasser Flammkuchen Snacks
Cheeseburger Snacks
Piadina Snacks
Kése-Schinken-Croissant Snacks

Broccoli-Nudelauflauf

Fertige Gerichte

Tagliatelle mit Lachs

Fertige Gerichte

Kasespatzle

Fertige Gerichte

Hack-Wirsing-Auflauf

Fertige Gerichte

Lachs-Lasagne

Fertige Gerichte

Tortellini in Sahnesol3e

Fertige Gerichte

Lasagne ,Bolognese”

Fertige Gerichte

Pfannengericht Rustikal

Fertige Gerichte

Paella

Fertige Gerichte

Rahmgemdse ,Gartnerin®

Fertige Gerichte

Fischpfanne ,Mediterranea“

Fertige Gerichte

Louisiana Pfanne

Fertige Gerichte
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Schwabischer Auflauf

Fertige Gerichte

Maccaroni

Fertige Gerichte

Nudelpfanne ,Milano*

Fertige Gerichte

Ungarische Gulasch-Nudelpfanne

Fertige Gerichte

Hahnchen-Pfanne

Fertige Gerichte

Frieische Fischpfanne

Fertige Gerichte

Maultaschen Gemiisepfanne

Fertige Gerichte

Gyros-Reispfanne

Fertige Gerichte

Westfalisches Griinkohlgericht

Fertige Gerichte

Penne ,Rialto”

Fertige Gerichte

Chinesisches Scheinfleisch sii}/sauer

Asiatische Kostlichkeiten

Schweinefleisch Szechuan

Asiatische Kostlichkeiten

Nasi Goreng

Asiatische Kostlichkeiten

Frihlingsrollen

Asiatische Kostlichkeiten

Wan Tan

Asiatische Kostlichkeiten

Bami Goreng

Asiatische Kostlichkeiten

Mini-Loempias

Asiatische Kostlichkeiten

Great Salami Peperoni Pizza Pizza
Great Hawai Pizza
Great Supreme Pizza
Trattoria Mini ,Salami* Pizza
Trattoria Mini ,Mozzarella“ Pizza
Trattoria ,Speciale® Pizza
Trattoria ,Champignon® Pizza
Trattoria ,Salami® Pizza
Pizza Belissima ,Speciale“ Pizza
Pizza Belissima ,Spinaci* Pizza
Pizza Belissima ,Tonno* Pizza
Pizza Belissima ,Prosciutto” Pizza
Original italienisches Tirmisu SuRspeisen
Heidelbeer-Pfannkuchen SuRspeisen
Knusper Apfelkichle SuRspeisen
Premium Kase-Sahnetorte Torten
Herrentorte ,Regent” Torten
Waldheidelbeertorte ,Juliane” Torten
Edle Sahnetortenplatte Torten
Multivitamintorte Torten
Eierlikortorte Torten
Créme-Rolle nach Frankfurter Art Torten
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Kapt'n Blaubar Torte Torten
Pumuckl-Torte Torten
Schwazwalder Kirsch-Schnitten Torten
Rifrutta Torten
Donauwelle Torten
Florida-Schnitten Torten
Jalinero-Windbeuteltorte Torten
La Fraisia Erdbeer-Joghurt-Torte Torten
Obstsortenvielfalt Kuchen
Truflo Kuchen
Apfelkuchen Florentiner Art Kuchen
Obstquartett mit Streuseln Kuchen
Schwabische Apfel-Schnitten Kuchen
Feiner Rahmkasekuchen Kuchen

Diat Leckerstlickchen

Diabetiker-Produkte

Diat Sahnetorte

Diabetiker-Produkte

Diat Mini-Fruchtwindbeutel

Diabetiker-Produkte

Mandel-Bienenstich

Kuchen

Original Tiroler Apfelstrudelstiicke Kuchen
Meraner Apfelkuchen Kuchen
Oma's Mohnkuchen Kuchen
Original schwedische Mandeltorte Kuchen
Biskuitrolle Zitronen-Sahne Kuchen
HeilRe Apfeltaschen Kuchen
Créme Berliner Kuchen
Mini-Sahnewindbeutel Kuchen
Mini-Eclairs Kuchen
Oma'’s Kisch-Schnitten Kuchen
Original franzdsische Buttercroissants Kuchen
Kaffeehaus Zauber Kuchen
Herzstlicke Kuchen
Mini-Kaffeestlcke Kuchen

Brotvielfalt

Wie vom Béacker

Blatterteig

Wie vom Béacker

Original franzésische Baguettebrétchen

Wie vom Backer

Original franzdsische Mini Ciabatta

Wie vom Béacker

Laugenbrezeln

Wie vom Backer

Eistraumereien

Eis

Tabelle 35: Gesamtproduktsortiment
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