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1 Einleitung

Thermotolerante Campylobacter spp. gehdren in Deutschland zu den h&ufigsten Erregern bakterieller Darm-
infektionen beim Menschen mit stetig steigender Tendenz. Im Jahre 2005 Uberstieg die Zahl der durch Cam-
pylobacter spp. verursachten Diarrhoen in der Bundesrepublik erstmals die Zahl der durch Salmonella be-
dingten Infektionen. Vergleichsweise geringe Erregerzahlen kdnnen bereits zu einer Erkrankung fuhren. Die
Aufnahme erfolgt meist Gber kontaminierte Lebensmittel, wobei ungenugend erhitztes Gefllgelfleisch,
durch mangelnde Kuichenhygiene kontaminierte verzehrsfertige Speisen und Rohmilch als wichtigste Vekto-
ren gelten.

Seit Anfang der achtziger Jahre sind eine Vielzahl von N&hrmedien und kulturellen Nachweisverfahren flr
Campylobacter spp. aus Lebensmitteln vorgeschlagen worden. Auf internationaler Ebene erfolgte eine erste
Normierung eines Kkulturellen Nachweisverfahrens im Jahr 1995 mit der Verdffentlichung der
ISO-Norm 10272 (E). Es handelt sich um ein horizontales Verfahren zum Nachweis thermotoleranter Cam-
pylobacter mit der Maglichkeit der Selektivanreicherung im Flussigmedium nach Preston oder nach Park
und Sanders. Letzteres wird flr die Untersuchung von Proben empfohlen, bei denen die Mikroflora durch
technologische Einflisse, wie beispielsweise Tiefgefrieren, gestresst sein konnte. Die beiden Selektivanrei-
cherungsverfahren unterscheiden sich hinsichtlich der Zusammensetzung des Basalmediums, der Antibioti-
ka-Supplementation sowie der Inkubationstemperatur und -dauer.

Dem hohen Gesundheitsrisiko steht noch Ende der 1990er Jahre eine relativ geringe Untersuchungsaktivitét
gegentber. Gefllgelfleisch ist nach den Meldungen der Bundeslander das einzige Lebensmittel, bei dem
nennenswerte Isolierungsraten von thermotoleranten Campylobacter spp. erzielt wurden. Dabei kamen je
nach Untersuchungseinrichtung verschiedene kulturelle Nachweisverfahren zum Einsatz (ANON., 1998b).
Dies kann als ein Indiz fir die generellen Schwierigkeiten beim Nachweis von Campylobacter spp. in Le-
bensmitteln gewertet werden. Die kulturellen Prifverfahren sind zudem mit einem nicht unerheblichen Zeit-
und Arbeitsaufwand verbunden.

Als Alternative zu kulturellen Techniken werden auch im Routinelabor zunehmend molekularbiologische
Verfahren wie die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) eingefuihrt, die ein schnelles Screening von Lebensmit-
telproben ermdglichen. Im Jahr 2000 wurde erstmals von der Arbeitsgruppe ,,Molekularbiologische Metho-
den® der Kommission zur Durchfiihrung des § 35 LMBG ein Vorschlag fur ein PCR-basiertes Verfahren
zum Nachweis von Campylobacter jejuni und Campylobacter coli in Lebensmitteln veroffentlicht (ANON.,
2000).

In der vorliegenden Studie sollte der Einfluss verschiedener kultureller Anreicherungsverfahren in Anleh-
nung an die ISO 10272:1995 (E) auf die Isolierungsrate von Campylobacter spp. bei natiirlich kontaminier-
ten Geflugelfleischprodukten bestimmt werden. Ferner wurde die Notwendigkeit einer Blut-
Supplementation der Preston-Bouillon sowie der Effekt unterschiedlicher Inkubationszeiten tberprift. Im
weiteren Verlauf wurde ergdnzend die Einsatzmdglichkeit zweier PCR-Verfahren fir ein schnelles und sen-
sitives Screening von Lebensmittelproben auf Campylobacter spp. untersucht.



2 Literatur
2.1 Klassifizierung und Charakterisierung des Keims

Campylobacter (gr. kampylos: gebogen, gr. bakterion: Stab) sind schlanke, gebogene, S-férmige oder
spiralig gewundene, asporogene, gramnegative Stdbchen mit einer Breite von 0,2 bis 0,9 um und einer
Lé&nge von 0,5 bis 5 um (Abb. 1). In &lteren Kulturen treten haufig kokkoide Zelltypen auf. Campylobac-
terzellen bilden eine mono- oder bipolare monotriche Begeillelung aus, was zu einer typischen korkenzie-
herartigen Bewegung fiihrt (VANDAMME und DE LEY, 1991). Die GeilRel kann die Bakterienzelle hinsicht-
lich der Ladnge um das zwei- bis dreifache ubersteigen und besteht aus den nicht umscheideten,
hochgradig variablen Flagellin-Untereinheiten A und B, welche durch die Gene flaA und flaB kodiert
werden (NUIJTEN et al., 1990).

Abb. 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von C. jejuni-Zellen auf einem 0,65 pum-
Membranfilter (entnommen aus ALTEKRUSE et al., 1999)

Taxonomisch umfasst die Familie der Campylobacteriaceae die Gattung Campylobacter mit den Spezies
C. mucosalis, C. hyointestinalis, C. fetus, C. concisus, C. curvus, C.showae, C. rectus, C. sputorum,
C. gracilis, C. upsaliensis, C. helveticus, C. lari, C. coli, C. jejuni, C. hominis sp. nov. und C. lanienae
sp. nov. sowie die Gattung Arcobacter mit den Spezies A. nitrofigilis, A. butzleri, A. skirrowii,
A. cryaerophilus, A. cibarius sp. nov. und A. halophilus sp. nov. (LOGAN et al., 2000 ; LAWSON et al.,
2001; ON, 2001; DONACHIE et al., 2005; HOUF et al., 2005).

Die Bakterien der Gattung Campylobacter zeichnen sich durch einen speziellen Metabolismus mit einer
geringen biochemischen Aktivitat und durch besondere Wachstumsanforderungen aus. Sie bendtigen eine
mikroaerobe Atmosphare (5 -7 % O,). Alle Spezies besitzen Oxidase-Aktivitat, reagieren im Methylrot-
und Voges-Proskauer-Test negativ, kdnnen Gelatine nicht verflissigen und sind chemoorganotroph. Als
Energiequelle werden zahlreiche organische Sauren, vor allem aus dem Tricarbonséurezyklus, und Ami-
nosauren genutzt. Kohlenhydrate werden weder oxidativ noch fermentativ abgebaut (KisT, 1991; VAN-
DAMME und DE LEY, 1991).

Nur wenige phanotypische Unterscheidungskriterien stehen hinsichtlich der Speziesdifferenzierung zur
Verfiigung. Die wichtigsten Differenzierungsmerkmale innerhalb der Gattung Campylobacter sind in
Tabelle 1 zusammengestellt.

Als humanpathogene Durchfallerreger spielen Campylobacter jejuni, Campylobacter coli und in geringe-
rem Male auch Campylobacter lari und Campylobacter upsaliensis eine Rolle. Sie bilden innerhalb der
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Gattung eine phylogenetisch eng verwandte Gruppe mit einem Wachstumsoptimum bei 43 °C und werden
daher auch als thermophile bzw. thermotolerante Campylobacter spp. bezeichnet (1SO, 1995; KisT, 1996;

ON, 2001).

Tab. 1: Differenzierungsmerkmale ausgewahlter Spezies der Gattung Campylobacter
(nach VANDAMME, 2000)
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Legende: +, Merkmal in > 90 % der Stdimme vorhanden; -, Merkmal in < 11 % der Stdmme
vorhanden; v, Stamm-abhéangig; v*, in 80-89 % der Stdamme vorhanden

2.2 Tenazitat und Wachstumsanforderungen

Unter dem Begriff Tenazitat (lat. tenacitas: Festhalten) wird die Uberlebensfahigkeit von Mikroorganis-
men gegenliber Umwelteinflissen verstanden. Thermotolerante Campylobacter sind gegeniber dufl3eren
Einflussen empfindlich und besitzen spezielle Anforderungen an das Nahrstoffangebot sowie die Wachs-
tumsbedingungen. Ihre Tenazitat wird insbesondere von Belastungsfaktoren wie zu hohen oder niedrigen
Temperaturen und mangelnder Feuchtigkeit sowie oxidativem Stress beeinflusst (ICMSF, 1996). Wesent-
liche in-vitro Wachstumsanforderungen und —grenzen fiir C. jejuni sind in Tabelle 2 dargestellt.

Im Rahmen von Genomanalysen konnte das Fehlen wichtiger Regulatorgene aufgezeigt werden (PARK-
HILL et al., 2000). Campylobacter spp. fehlen somit im Vergleich zu anderen Bakterien wichtige Ant-
wortmechanismen gegeniiber externen Einflissen, wie beispielsweise thermischem, osmotischem oder
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oxidativem Stress. Die geringe Tenazitdt und die speziellen N&hrstoff- und Wachstumsanspriiche sind als
hochgradige Anpassungen an die kommensalische Lebensweise im Gastrointestinaltrakt warmblitiger
Tiere, dem natirlichen Habitat und Umweltreservoir der Campylobacter spp., anzusehen (PARK, 2002).

Tab. 2: Wachstumsanforderungen und —grenzen fir C. jejuni (ICMSF, 1996)

Minimum Optimum Maximum
Temperatur (°C) 32 42-43 45
pH 4,9 6,5-7,5 ca. 9
NaCl (%) - 0,5 15
Wasseraktivitat (a,) = 0,987 0,997 -
Atmosphére - 5%0, + 10% CO, -

Thermotolerante Campylobacter gehoren aufgrund ihrer geringen Aerotoleranz zu den mikroaerophilen
Mikroorganismen. HODGE und KRIEG (1994) konnten nachweisen, dass in-vitro bereits ein Sauerstoffge-
halt von 15 % in der Atmosphére zu einer Wachstumssuppression fuhrt. Ein Sauerstoffgehalt von 5-7 %
und ein Kohlendioxidgehalt von 10 % haben sich als optimale Atmosphére fir die Kultivierung erwiesen
(ICMSF, 1996).

Gasgemische aus Stickstoff und Kohlendioxid werden in sogenannten modifiziert begasten Lebensmittel-
verpackungen (MAP, Modified Atmosphere Packaging) zur Verlangsamung von chemischen und mikro-
biologischen Verderbsvorgangen unter anderem von Fleisch- und Fleischerzeugnissen eingesetzt. Ver-
schiedene Studien stellten einen protrahierenden Effekt auf das Uberleben von C. jejuni auf kiinstlich
dotiertem Putenfleisch bzw. auf kinstlich dotierten Geflugelhautfragmenten unter Vakuum und auch in
CO,-Atmosphare fest (PHEBUS et al., 1991; LEE et al., 1998).

Eine Vermehrung von thermotoleranten Campylobacter in Lebensmitteln, die wéhrend der Verarbeitung
und Lagerung bei Raumtemperatur und unter unzureichender Kihlung aufbewahrt wurden, lasst sich im
Gegensatz zu anderen lebensmittelassoziierten bakteriellen Krankheitserregern nahezu ausschlie3en. Die-
ses Phdnomen ist zum einen auf die unzureichende Aerotoleranz und zum anderen auf einen hinsichtlich
der Temperaturanforderungen sehr eng begrenzten Wachstumsbereich von 32 °C bis 45 °C mit einer op-
timalen Wachstumstemperatur von 42 °C zurtickzufiihren (PARK, 2002).

Thermotolerante Campylobacter gelten als hitzeempfindlich und werden im Rahmen von Pasteurisie-
rungsverfahren und durch die Ublichen kiichentechnischen Erhitzungsprozesse sicher abgetétet. Die Dss-
Werte von C. jejuni variieren in verschiedenen Lebensmitteln zwischen 0,6 und 2,3 min (ICMSF, 1996)
(Tab. 3). Neueren Untersuchungen von MoOORE und MADDEN (2000) zufolge besteht bei milden Erhit-
zungsprozessen die Mdglichkeit, dass eine hitzeresistente Subpopulation Uberlebt und zu einer klinischen
Infektion mit Campylobacter spp. fuhrt. Im Rahmen einer Studie zur Bestimmung der Hitzetoleranz des
C. coli-Wildstammes NI39 in phosphatgepufferter Kochsalzldsung wurde im Temperaturbereich von 56,6
bis 62,5 °C eine nicht-logarithmische Reduktion der Keimzahlen beobachtet. Dieser von MOORE und
MADDEN (2000) auch als ,tailing effect bezeichnete spezifische Kurvenverlauf konnte bei anderen le-
bensmittelassoziierten Krankheitserregern, wie Salmonella Typhimurium oder Listeria monocytogenes,
unter vergleichbaren Versuchsbedingungen nicht beobachtet werden. Milde Erhitzungsprozesse spielen
unter anderem bei der Zubereitung von Entenbrustfilets eine Rolle, denn bei der durchaus tblichen Zube-
reitung ,,rosa“ bzw. ,rare” werden regelméBig Kerntemperaturen von nur 56 bis 60 °C erreicht (RENZ,
2007).

Thermotolerante Campylobacter uberleben in gekuhlten Lebensmitteln deutlich langer als in ungekuhlt
gelagerten Produkten (ICMSF, 1996). Wihrend bei 4 °C die Uberlebensdauer auf Gefliigelhaut mehr als
eine Woche betrégt, kommt es bei Raumtemperatur zu einem raschem Absterben von C. jejuni innerhalb
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von drei Tagen (SVEDHEM et al., 1981; LEE et al., 1998).

Tab. 3: Hitzeresistenz von Campylobacter jejuni in Gefliigelfleisch

Temperatur [°C] D-Wert Lebensmittel Referenz
55 2,3 min Geflugelhackfleisch BLANKENSHIP und CRAVEN (1982)
57 1,0 min Gefllgelhackfleisch BLANKENSHIP und CRAVEN (1982)
50 2,1 min Gefligelhaut YANG et al. (2001)
60 0,5 min Geflugelhaut YANG et al. (2001)

Beim Einfrieren von Lebensmitteln tritt initial eine starke Reduktion der Campylobacter-Keimzahlen um
bis zu funf log,o-Stufen auf, gefolgt von einer verlangsamten Absterberate (ICMSF, 1996). SANDBERG et
al. (2005) untersuchten die Uberlebensfahigkeit von Campylobacter auf natiirlich kontaminierten Hahn-
chenkarkassen und fanden, dass es nach dreiwéchiger Gefrierlagerung zu einer Reduktion der Ausgangs-
keimgehalte um zwei log;o-Stufen kommt. Die Mikroorganismen kénnen in Geflugelfleisch und auf Ge-
flligelhautfragmenten unter Tiefkiihlbedingungen mehrere Monate (berleben (OOSTEROM et al., 1983;
BEUCHAT, 1987; LEE et al., 1998; BHADURI und COTTRELL, 2004).

Campylobacter spp. stellen auRRerordentlich hohe Anspriiche an die Umgebungsfeuchtigkeit. Im Gegen-
satz zu vielen anderen lebensmittelassoziierten Verderbs- oder Krankheitserregern bendtigen sie zur Ver-
mehrung ein grofles Mal an ungebundenem Wasser in der (Lebensmittel-)Matrix (a,-Wert > 0,987). lhre
Tenazitat auf trockenen glatten Oberflachen bei Raumtemperatur ist gering. Im Vergleich mit anderen
lebensmittelassoziierten Krankheitserregern, wie Salmonella Enteritidis und Staphylococcus aureus, weist
C. jejuni eine besondere Empfindlichkeit gegeniiber Lufttrocknung auf (KOSUMANIGRUM et al., 2003).
Lebensféahige Keime konnen bei htheren Temperaturen h&ufig nur auf feuchten Oberflachen isoliert wer-
den (DOYLE und ROMAN, 1982a,b).

Thermotolerante Campylobacter sind nicht in der Lage, hohe Kochsalzkonzentrationen im Kulturmedium
zu Uberleben. Untersuchungen von DOYLE und ROMAN (1982b) zeigen, dass lediglich NaCl-
Konzentrationen von bis zu 1,5 % toleriert werden.

Nach ICMSF (1996) liegen die optimalen pH-Werte fur thermotolerante Campylobacter im neutralen
Bereich, mit einem pH-Maximum bei 9. Der minimale pH-Wert, bei dem noch eine Vermehrung von
C. jejuni stattfindet, wurde von DOYLE und ROMAN (1981) mit 4,9 angegeben. Die pH-Toleranz im sau-
ren Milieu ist temperaturabhéngig. Es gibt Hinweise darauf, dass verschiedene Lebensmittelmatrizes
C. jejuni gegenuliber einem extrem sauren Milieu (pH 2,5) schiitzen kénnen (WATERMAN und SMALL,
1998).

Hydrostatischer Druck, wie er im Rahmen von High-Hydrostatic-Pressure-Processing(HPP)-Verarbeitung
von Lebensmitteln angewandt wird, wirkt bereits in relativ niedriger Dosierung bakterizid. SOoLOMON und
HOOVER (2004) konnten im Rahmen einer HPP-Studie mit verschiedenen Lebensmittelmatrizes eine
vollstandige Inaktivierung von C. jejuni in piriertem Huhnerfleisch ab einem Druck von 400 mPa de-
monstrieren. Nach MARTINEZ-RODRIGUEZ und MACKEY (2005) nimmt die Lebensmittelmatrix einen
nicht unerheblichen Einfluss auf die Effektivitdt der HPP-Behandlung.

Thermotolerante Campylobacter besitzen gegeniiber ultravioletten als auch gegeniber ionisierenden
Strahlen eine hohe Sensitivitat. So stellten beispielsweise BUTLER et al. (1987) eine im Vergleich zu
Escherichia coli hohere Empfindlichkeit gegeniiber UV-Strahlen fest. PATTERSON (1995) ermittelte
Dso-Werte von 0,12 bis 0,25 kGy (Gammastrahlen) in Geflugelfleisch bei 4 °C. Aus den Untersuchungen
wurde flir Campylobacter spp. eine héhere Empfindlichkeit gegentber ionisierenden Strahlen im Ver-
gleich zu Salmonella und Listeria monocytogenes abgeleitet. JONES et al. (1990) stellten im Rahmen ihrer
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Untersuchungen fest, dass bereits eine 15-mindtige Bestrahlung mit direktem Sonnenlicht die Campylo-
bacter-Population in einem Abwasserkanal inaktiviert.

Hinsichtlich der Sensibilitdt gegentiber Antibiotika sind starke Spezies- und Stamm-spezifische Unter-
schiede zu verzeichnen. Eine Ubersicht tber die aktuelle Verbreitung von Antibiotikaresistenzen und wei-
terfuhrende Literatur findet sich bei SNELLING et al. (2005). Die gangigen, von der Deutschen Veterindr-
medizinischen Gesellschaft (DVG) empfohlenen Desinfektionsmittel sind bei sachgerechter Anwendung
und Dosierung wirksam gegen Campylobacter spp..

Die Interaktion mit bzw. die Inkorporation in natirliche Biofilme ermdglicht den Erregern, tber einen
langeren Zeitraum bei N&hrstoffarmut oder oxidativem Stress zu persistieren (ROLLINS und COLWELL,
1986; BUSWELL et al., 1998, TRACHOO et al., 2002). Zudem ist die Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln
durch den Schutz der Biofilmmatrix herabgesetzt (TRACHOO und FRANK, 2002). Neueren Untersuchun-
gen zufolge besitzt C. jejuni die Fahigkeit, sich unter Bildung eines Biofilms an Oberflachen wie Edel-
stahl oder Kunststoff anzuheften und sich dort zu vermehren (JOSHUA et al., 2006; REESER et al., 2007).

Die stetig wachsende Inzidenz der humanen intestinalen Campylobacteriosen stehen in einem gewissen
Widerspruch zu der vergleichsweise sehr geringen Tenazitit der thermotoleranten Campylobacter und
ihren speziellen Anforderungen an das Nahrstoffangebot und die Wachstumsbedingungen (PARK, 2002;
RKI, 2007). Offensichtlich bestimmen weitere Faktoren die Persistenz dieser Erreger in der Lebensmit-
telkette bzw. der Umwelt. Die Fahigkeit zur Bildung von Biofilmen (JOSHUA et al., 2006), die extreme
genotypische und phénotypische Variabilitat (PARKHILL et al., 2000; WASSENAAR und NEWELL, 2000;
PETERSEN, 2001), der Ubergang in kokkoide Zellformen (ROLLINS und COLWELL, 1986; MORAN und
UPTON, 1987) sowie der reversible Ubergang in ein ,,viable, but nonculturable*(VBNC)-Stadium (JONES
et al., 1991) konnten entscheidende Uberlebensmechanismen darstellen (PARK, 2002; MURPHY et al.,
2006).

Von grundlegender Bedeutung fiir die Lebensmittelsicherheit und fur die quantitative mikrobiologische
Risikoschatzung ist das Vorhandensein von signifikanten Stamm-spezifischen Unterschieden hinsichtlich
der Widerstandsfahigkeit gegeniiber Umwelteinfliissen (DOYLE und ROMAN, 1982a,b; TERZIEWA und
MCPETERS, 1991; JONES et al., 1993; PATTERSON, 1995; BUSWELL et al., 1998; MOORE und MADDEN,
2000; CHAN et al., 2001; CHAVEERACH, 2003; MARTINEZ-RODRIGUEZ und MACKEY, 2005; KAAKOUSH et
al., 2007).

2.3 Campylobacteriose des Menschen

Die humane Campylobacteriose ist eine Uberwiegend lebensmittelassoziierte Zoonose. Innerhalb des Ge-
nus Campylobacter zahlen die meisten Spezies zu den fiir Mensch und Tier pathogenen Arten, wobei
C. jejuni flr die weitaus meisten gemeldeten Félle humaner Campylobacter-Infektionen verantwortlich
zeichnet. Das Robert Koch-Institut (RKI) erfasst seit Inkrafttreten des Gesetzes zur Verhiitung und Be-
kampfung von Infektionskrankheiten beim Menschen (Infektionsschutzgesetz, 1fSG) am 1. Januar 2001
die durch Campylobacter spp. verursachten Erkrankungen in der Bundesrepublik Deutschland. Im Jahr
2007 entfielen bis zur 26. Meldewoche 89,8 % der Campylobacter-Erkrankungsfalle auf die Spezies
C. jejuni, 8,0 % auf C. coli und 1,6 % auf C. lari (RKI, 2007).

In den Jahren 2005 und 2007 Uberstieg die Zahl der in der Bundesrepublik Deutschland durch Campylo-
bacter spp. verursachten Gastroenteritiden die Zahl der Salmonellosen. Die bundesweite Inzidenz betrug
im Median der Jahre 2001-2004 66,9 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner. Sie unterliegt einer regiona-
len und geschlechtsspezifischen Verteilung. Dartiber hinaus zeigt sie einen saisonalen Verlauf mit einem

Plateau zwischen der 23. und 37. Meldewoche. Der ausgepragte Sommergipfel belegt, dass die Inzidenz
der Infektion unter anderem von der Temperatur und den klimatischen Gegebenheiten abhangt. Alle Al-
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tersklassen sind von Erkrankungen durch Campylobacter spp. betroffen, wobei zwei Erkrankungsgipfel,
bei Kindern unter 4 Jahren und bei jungen Erwachsenen (15-39 Jahre), zu beobachten sind (RKI, 2006b;
RKI, 2007).

Die Kenntnis von Pathogenitéts- und Virulenzmerkmalen ist fiir die Beurteilung einer Gesundheitge-
fahrdung durch Campylobacter spp. von grundlegender Bedeutung. Bislang liegen nur wenige gesicherte
Erkenntnisse (ber die Pathogenitatsmechanismen vor. Neben Pathogenitdtsmerkmalen wie der chemotak-
tisch gesteuerten Motilitat, der Bildung von Toxinen sowie der Fahigkeit zur Adhésion und Invasion,
scheinen nach den bisherigen Erkenntnissen weitere Faktoren eine Rolle zu spielen. Zu diesen Einfluss-
groRen gehoren die Variabilitdt der Oberflachenantigene, die Widerstandsfahigkeit gegeniiber externen
Stressoren, der Erwerb und die Verwertung von extrazelluldrem Eisen sowie das intrazellare Uberleben in
Makrophagen und Monozyten (KONKEL et al., 2001; KIST, 2002; PARK, 2002; SNELLING et al., 2005).

Die Mechanismen, mit denen Campylobacter spp. eine Erkrankung induzieren, sind noch nicht vollstén-
dig verstanden. Auf der Basis experimenteller Ergebnisse wurde das folgende Modell postuliert, das sich
in drei Schritte unterteilen 1aRt (KONKEL et al., 2001):

a) Intestinale Kolonisation und Bildung von Enterotoxinen

b) Invasion und Vermehrung in den Zellen der intestinalen Mucosa mit nachfolgender Nekrose der
Darmvili

c¢) Uberwindung der Darmschranke und Ausbreitung im Wirtsorganismus (nur bei extraintestinalen
Krankheitsverlaufen).

Die chemotaktisch gesteuerte Motilitat bildet eine wichtige Voraussetzung fur die Kolonisation der Darm-
schleimhaut. Thermotolerante Campylobacter sind aufgrund ihrer Flagellen und ihrer spiraligen Form in
der Lage, die viskdse Muzinschicht des Darmes zu durchdringen und die Darmschleimhaut zu besiedeln.
Bestandteile der Muzinschicht, wie L-Serin, L-Fucose und Muzine, wirken dabei positiv chemotaktisch
(KONKEL et al., 2001). Nach BEERY et al. (1988) nutzt C. jejuni die Muzine der Darmschleimhaut als
Energiequelle.

C. jejuni-Stdmme sind zur Bildung des Zytotoxins ,,cytolethal distending toxin“ (CDT) befahigt (PICKETT
et al., 1996; PARK, 2000). Im Zellkulturmodell hemmt es eukaryotische Zellen vermutlich in der Phase
G2 ihres Zellzyklus (WHITEHOUSE et al., 1998). In-vivo kdnnte dieser Effekt - eine vergleichbare Aktivi-
tat vorausgesetzt - zum Funktionsverlust bis hin zur Erosion der Epithelzellen der intestinalen Mukosa
und damit einhergehender Diarrhoe filhren (PURDY et al., 2000; PARK, 2002). Auch fir einige Stdimme
CDT-negativer Mutanten lieR sich im Zellkulturmodell eine toxische Aktivitat beweisen (PICKETT et al.,
1996; PURDY et al., 2000), so dass von der Existenz weiterer Toxine in einigen C. jejuni-Stdmmen aus-
gegangen werden kann (PARK, 2002). Fiir C. jejuni wurden weitere Toxine (Entero- und Zytotoxine) be-
schrieben, deren Bedeutung fir die Erkrankung allerdings noch ungeklért ist (WASSENAAR, 1997; HANEL
etal., 1998; LEE et al., 2000).

Die Fahigkeit zur Zelladhasion und —invasion sind weitere Eigenschaften, die mit der Pathogenitat von
C. jejuni-Stammen korrelieren. Fur C. jejuni wurden mehrere Adhésine, wie ,,outer membrane proteins*
(omps), das Flagellum, Lipopolysaccharide (LPS) sowie peritriche Haar-dhnliche Membranfortsétze po-
stuliert. Die Membranproteine PEB;, PEB; und CadF sind gut charakterisiert. CadF bindet an das Fibro-
nektin der Wirtszellmembranen und ist bisher das einzige OMP, fiir das ein Oberflachenrezeptor auf euka-
ryotischen Zellen identifiziert werden konnte (KONKEL et al., 2001). Die Invasion in die Epithelzellen der
intestinalen Mucosa gilt als ein Pathogenitatsmerkmal von C. jejuni. Der genaue Invasionsmechanismus
ist unbekannt, scheint jedoch mit der Bildung von Mikrofilamenten (MF) und Mikrotubuli (MT) durch
die intestinalen Epithelzellen assoziiert zu sein (KOPECKO et al., 2001; BISWAS et al., 2003). Anhand von
Zellkulturstudien mit flaB-negativen Mutanten konnten WASSENAAR et al. (1991) demonstrieren, dass die
flaA-basierte Motilitat in-vitro einen wichtigen Beitrag zur Invasion menschlicher embryonaler Darm-
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epithelzellen (INT-407) leistet. In-vitro ist die Invasivitdt von C. jejuni in Zellkulturen mit einer De-
Novo-Synthese von mikrobiellen Proteinen (sogenannten ,entry promoting proteins*) verbunden und
erfordert eine wirtszelleigene Signaltransduktion (KONKEL et al., 2001).

Hinsichtlich der Virulenz besteht eine erhebliche Stamm-spezifische Diversitét bis hin zur Apathogenitat
(EVEREST et al., 1992; PICKETT et al., 1996; HARVEY et al.,1999; PURDY et al., 2000; MULLER et al.,
2006). HANEL und ScHULZE (1999) gelang die Identifizierung von Klonen, die sich durch die Kombina-
tion unterschiedlicher Virulenzmerkmale definierten und aus diesem Grund mdglicherweise unterschied-
liche Pathogenitdtsmechanismen aufwiesen. BACON et al. (2000) konnten in ihrer Studie darstellen, dass
der Besitz von bestimmten Plasmiden bei einigen Stammen mit einer gesteigerten Virulenz einherging.
Die Annahme einer Stamm-abhéangigen Virulenz deckt sich bis zu einem gewissen Grad mit den Erkennt-
nissen aus Untersuchungen, bei denen Isolate menschlicher und tierischer Herkunft mit molekularbiologi-
schen Typisierungsmethoden verglichen wurden. Nur ein Teil der Genotypen, die in Tieren beobachtet
werden, tritt auch beim Menschen auf, was die Existenz apathogener C. jejuni- und C. coli-Stamme ver-
muten lasst (KOROLIK et al., 1995; HOPKINS et al., 2004; SIEMER et al., 2004). Bis zur Klarung der we-
sentlichen Pathogenitéts- und Virulenzmerkmale miissen allerdings sémtliche Campylobacter als potenti-
ell humanpathogen eingestuft werden (BfR, 2005).

Im Gegensatz zu anderen Enteritiserregern wurden fir C. jejuni relativ niedrige minimale Infektionsdo-
sen (MID) beschrieben. ROBINSON (1981) konnte mit 500 Keimen, welche mit 180 ml Milch aufgenom-
men wurden, eine Erkrankung auslésen. Die niedrige MID kdnnte das Auftreten von Infektionen durch
gering kontaminierte Lebensmittel erklaren (MEDEMA et al., 1996). Im Zusammenhang mit Krankheits-
ausbriichen wurden in den beteiligten Lebensmitteln verhédltnismaiig geringe Campylobacter-Keimzahlen
von bis zu 500 KbE pro Milliliter oder Gramm ermittelt (PEBODY et al., 1997).

Die Infektionsdosis wird von der ,,epidemiologischen Trias“, d.h. der Virulenz des Erregerstammes, der
Art des Lebensmittels und durch die individuelle Empfindlichkeit des Konsumenten maligeblich beein-
flusst.

BLASER et al. (1980) vermuten auf der Basis von Ausbruchsuntersuchungen, dass die MID geringer ist,
wenn puffernde Substanzen, wie z. B. Milch, aufgenommen werden. Verkeimtes Wasser bildet insoweit
ein Risiko, als es den Keimen eine schnelle Magenpassage ermdglicht. Fir Salmonellen konnte beim
Verzehr von kontaminierter Schokolade eine um vier log;o-Stufen geringere MID nachgewiesen werden,
da sich der hohe Fettgehalt der Schokolade wéhrend der Magenpassage protektiv auswirkte (HARRIGAN,
1998).

Fir Kleinkinder, Senioren (ber 65 Jahre, Schwangere und immunsupprimierte Personen (sogenannte
YOPIs: ,,young, old, pregnant, and immuno-compromised*) ist eine deutlich héhere Empfindlichkeit zu
unterstellen. Es muss davon ausgegangen werden, dass die MID fiir diese Risikogruppen deutlich unter
500 Keimen liegen kann. Nach allgemeinen Schéatzungen werden in Deutschland bis zu 30 % der Bevol-
kerung derartigen Risikogruppen zugerechnet (BfR, 2005). Erwachsene und regelméiige Rohmilchkon-
sumenten scheinen ein deutlich geringeres Risiko zu haben, symptomatisch an einer Campylobacter-
Infektion zu erkranken, was auf eine ,,stille Feiung* durch die wiederholte Aufnahme geringer Keimmen-
gen hinweisen kénnte. Der Erwerb einer protektiven Immunitat wird auch als Ursache flr die Streuung
der individuellen Befallsraten (,,attack rates*) im Rahmen von Campylobacter-Ausbriichen diskutiert
(BLASER et al., 1987; THOMAS et al., 1999).

Eine Gefahr wird allgemein durch eine Dosis-Wirkungsbeziehung und die Wahrscheinlichkeit einer Er-
krankung nach Aufnahme einer definierten Keimmenge charakterisiert (FAO/WHO, 2003). BLACK et al.
(1988) ermittelten mit jungen gesunden Probanden fir zwei C. jejuni-Stdmme Daten zur Dosis-Wirkungs-
beziehung. Nach Verabreichung der niedrigsten Keimmenge (800 Keime C. jejuni-Stamm A3249) infi-
zierten sich 5 von 10 Freiwilligen und eine infizierte Person erkrankte. Flr Campylobacter fehlen bis
heute ausreichende Informationen zur Modellierung einer Dosis-Wirkungsbeziehung. Es mangelt insbe-
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sondere an experimentellen Resultaten zur Wirkung von kleinen Mengen des Pathogens (MEDEMA et al.,
1996; BfR, 2005).

Die klinischen Manifestationen der Campylobacteriose sind ausgesprochen vielgestaltig. Neben sehr
seltenen Fallen einer Sepsis mit Todesfolge, insbesondere bei Senioren und immunsupprimierten Patien-
ten, verlaufen viele Infektionen asymptomatisch. Der aktuelle Therapieansatz findet sich bei RKI (2005).

Die akute Enterokolitis stellt die weitaus haufigste klinische Verlaufsform der Campylobacterinfektion
dar. Nach einer Inkubationszeit von 2 - 5 Tagen, in Einzelfdllen auch bis zu 10 Tagen, setzt ein in der
Regel wenige Stunden dauerndes Prodromalstadium mit Fieber (38 - 40 °C) sowie Kopf- und Muskel-
schmerzen ein. AnschlieRend entwickeln sich als Hauptsymptome profuse wassrige, z.T. auch blutige
Durchfélle sowie krampfartige abdominale Schmerzen, die von Fieber, Kopfschmerzen, Midigkeit und
(selten) Ubelkeit bzw. Erbrechen begleitet sein kénnen (BUTZLER und OOSTEROM, 1991). Hinsichtlich
der Haufigkeit der klinischen Symptome bei Enteritisausbriichen gibt es unterschiedliche Angaben, wie
Tab. 4 ausweist. Bei komplikationsfreiem Verlauf tritt nach durchschnittlich 5 - 7 Krankheitstagen eine
klinische Spontanheilung ein. Der Erreger wird haufig noch zwei bis drei Wochen im Stuhl ausgeschie-
den. Rezidive, insbesondere langer anhaltende Schmerzen im Abdominalbereich, treten bei 5 - 10 % der
unbehandelten Patienten auf (PEARSON und HEALING, 1992; KIsT, 1996; RKI, 2006b).

Tab. 4: Relative Haufigkeit klinischer Leitsymptome im Zusammenhang mit Haufungen (in %)

Durchfall Bauch- Fieber Kopf- Ubel- Er- blutiger Literatur

krampfe schmerzen keit brechen  Stuhl
100 91 65 56 31 13 FAHEY et al. (1995)
91 96 70 43 26 EvANs et al. (1996)
93 55 16 RKI (1997)
92 100 83 100 EvAans et al. (1998)
82 100 73 73 RKI (1999)
89 95 74 80 32 RKI (2000a)
93 92 76 40 23 CDC (2002)
94 84 31 63 49 GALLAY et al. (2006)

89 - 93 % der Campylobacteriosen des Menschen werden durch C. jejuni verursacht. C. coli steht mit
7-10 % an zweiter Stelle, wahrend C. lari und andere Campylobacter-Spezies nur in Einzelfallen als
Erreger isoliert wurden (PEARSON und HEALING, 1992; EFSA, 2005, 2006). Die Wahrnehmung der klini-
schen Signifikanz thermotoleranter Campylobacter spp. und insbesondere von C. jejuni wird zu einem
nicht unerheblichen Anteil durch die Isolierungsmethodik beeinflusst. Mdglicherweise fiihrt die hohe
Spezifitat klinischer Isolierungsprotokolle hinsichtlich der Spezies C. jejuni zu einer falschlicherweise zu
geringen Nachweishédufigkeit anderer Spezies innerhalb der Gattung (BOLTON et al., 1987). Zudem fehlen
haufig bei den nach dem Infektionsschutzgesetz (1fSG) gemeldeten Daten Angaben zur Spezies der Klini-
schen Isolate, da eine Arten-Differenzierung haufig routinemalRig nicht durchgefihrt wird (PEBODY et al.,
1997; RKI, 2006b). Eine Ubersicht uiber die klinische Signifikanz anderer Spezies als C. jejuni und
C. coli findet sich bei LASTOVICA und SKIRROW (2000).

Komplikationen und Folgekrankheiten der Campylobacter-Enteritis sind selten, dann jedoch sehr ernst
(SMITH, 1995; CRUSHELL et al., 2004). Als akute Komplikationen kommen unter anderem schwer verlau-
fende Kolitiden, Appendicitiden, Cholezystitiden, Pankreatitiden und Hepatitiden vor. Untersuchungen
von SKIRROW et al. (1993) zufolge tritt bei 0,15 % aller Campylobacter-Enteritiden eine Bakteridmie auf.
Obwohl sie gewohnlich nur eine vorubergehende Komplikation der Gastroenteritis darstellt, kann die
Bakteridmie bei den Risikogruppen zu ernsthaften Erkrankungen flihren. Betroffen sind inshesondere
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altere (> 65 Jahre) und immunsupprimierte Patienten (Chemotherapie, Diabetes, HIV, Transplantation)
(PIGRAU et al., 1997; TEE und MIJCH, 1998). Die Haufigkeit einer Bakteriamie wird wahrscheinlich me-
thodisch bedingt unterschétzt (JENKS et al., 1997).

In etwa 1 % der Enteritisfalle wird ein bis zwei Wochen nach Krankheitsbeginn eine reaktive Arthritis
beobachtet. Das als Reiter-Syndrom benannte klinische \Vollbild der reaktiven Arthritis mit den vier
Hauptsymptomen Arthritis, Konjunktivitis, Urethritis und Dermatitis bildet sich in etwa 20 % dieser Falle
aus (PETERSON, 1994; SMITH, 1995). Ferner kénnen Aborte (DENTON und CLARKE, 1992; MEYER et al.,
1997), akute Enzephalopathien (VAN DER KRULK et al., 1994), Pericarditiden und Myocarditiden
(UzoIGWE, 2005), rheumatische Erscheinungen (PETERSON, 1994) und eine seltene Variante der Polyneu-
ritis, das sogenannte Miller-Fischer-Syndrom (MFS) (ROBERTS et al., 1987; WILLISON et al., 1999) auf-
treten.

Das Guillain-Barré-Syndrom (GBS) besitzt aufgrund des potenziell lebensbedrohlichen Verlaufs und der
mdglichen Spatfolgen die grofite medizinische Bedeutung unter den Folgekrankheiten. In bis zu 40 % der
Falle geht dem Auftreten der ersten neurologischen Symptome eine Campylobacter-Enteritis voraus.
Schatzungen zufolge entwickelt sich bei jeder 1000. Campylobacteriose ein Guillain-Barré-Syndrom als
Spétfolge. Das GBS ist eine Autoimmunerkrankung, die durch eine schwere, akut demyelinisierende Pa-
ralyse peripherer Nerven gekennzeichnet ist. Haufig treten zusétzlich sensorische Ausfélle auf. Die obe-
ren Extremitdten und die Gehirnnerven sind in wechselnder Intensitét betroffen, so dass sich relativ kurz-
fristig eine respiratorische Insuffizienz mit Beatmungspflicht entwickeln kann. Bis zur vollstandigen
Restitution vergehen Wochen bis Monate. Die Mortalitatsrate wird mit 2 - 3 % angegeben (MOLNAR et
al., 1982; HUGHES et al., 1999). Es existieren Hinweise, dass bestimmte Serotypen von C. jejuni an der
Entstehung des GBS vermehrt beteiligt sind (NACHAMKIN et al., 1998; NACHAMKIN, 2002; TAKAHASHI
et al., 2005). Andere Autoren fanden dagegen keine signifikante Haufung von bestimmten Serovaren
(ENDTZ et al., 2000).

2.4 Epidemiologie der humanen Campylobacteriose
2.4.1 Indirekte Ubertragung

Die groRe Mehrzahl aller humanen Campylobacter-Enteritiden (97 - 99 %) dufert sich in Form von spo-
radischen Erkrankungsféllen (ADAK et al., 1995; BEAN et al., 1996; RKI, 2007), wobei mit einer nicht
unerheblichen Dunkelziffer durch nicht gemeldete Félle gerechnet werden muss (NACMCF, 1994; RKI,
2006Db). Bei den registrierten Fallen gelingt hdufig nicht der lickenlose Schluss der Infektkette, da entwe-
der die verdachtigen Vektoren fir eine mikrobiologische Untersuchung nicht mehr zur Verfiigung stehen
oder der gemeinsame klonale Ursprung der Isolate nicht zweifelsfrei belegt werden kann (THURM et al.,
1999).

In den vergangenen Jahrzehnten wurde weltweit eine Reihe von kontrollierten Fallstudien durchgefunhrt,
um die Ursachen sporadischer Erkrankungen, ihre relative Bedeutung sowie risikoreiche Haushaltsprakti-
ken des Verbrauchers zu identifizieren. Nach einer amerikanischen Erhebung, bei der die Daten mehrerer
Uberwachungssysteme ausgewertet wurden, sollen bei 80 % aller Campylobacter-Infektionen Lebens-
mittel als Vektoren fiir die indirekte Ubertragung der Erreger verantwortlich sein (MEAD et al., 1999). Die
Campylobacteriose ist demnach eine lebensmittelassoziierte Zooanthroponose.

Der Umgang mit rohem Geflugelfleisch sowie der Verzehr von unzureichend erhitztem Gefllgelfleisch
und Geflugelfleischerzeugnissen wurden in zahlreichen epidemiologischen Studien als Hauptrisikofakto-
ren fur eine Erkrankung identifiziert (HOPKINS und SCOTT, 1983; HARRIS et al., 1986; KAPPERUD et al.,
1992; ALTEKRUSE et al., 1994; IKRAM et al., 1994; SCHORR et al., 1994; STUDAHL und ANDERSON, 2000;
KAPPERUD et al., 2003; NEIMANN et al., 2003; FRIEDMAN et al., 2004; WINGSTRAND et al., 2006). Etwa
47 % der in Deutschland auftretenden Campylobacteriosen kénnen den Ergebnissen einer quantitativen
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Risikoschatzung zufolge auf Hahnchenfleisch zuriickgefihrt werden. Die grofite Gefahr geht dabei von
frischem Hahnchenfleisch mit Haut aus. Dagegen verursachen tiefgefrorene Erzeugnisse kaum Erkran-
kungen. Weiter stellte sich heraus, dass dem Verzehr von unzureichend gegartem H&hnchenfleisch nur
eine untergeordnete &tiologische Bedeutung zukommt. Dagegen spielen die Kiichenhygiene und die per-
sonliche Hygiene im Privathaushalt eine zentrale Rolle bei der Ubertragung lebensmittelassoziierter Ga-
stroenteritiden (BfR, 2005, 2006a). Studien aus den Niederlanden, Spanien und Italien zufolge entstehen
50 - 80 % der Campylobacteriosen im hduslichen Umfeld (BLOOMFIELD, 2003). Im Privathaushalt kann
es durch kontaminierte Messer und Schneidbretter, die nach der Bearbeitung von rohem Hahnchenfleisch
ungereinigt weiterverwendet werden, aber auch durch unzureichende H&ndehygiene zu einer Kreuzkon-
tamination verzehrsfertiger Lebensmittel kommen (DEMING et al., 1987; DE BOER und HAHNE, 1990;
COGAN et al., 1999; GORMAN et al., 2002). AuRerlich mit Campylobacter kontaminierte Verpackungen,
insbesondere von rohem Gefllgelfleisch, stellen in der Kiiche eine zusatzliche Quelle fur Kreuzkontami-
nationen dar (HARRISON et al., 2001; JGRGENSEN et al., 2002; BURGESS et al., 2005). Neuere Untersu-
chungen beschéftigen sich mit der Quantifizierung der Keimstreuung innerhalb der Kiiche, um die von
Kreuzkontaminationen ausgehenden Risiken genauer bewerten zu kdnnen (ZHAO et al., 1998; CHEN et
al., 2001; CoGAN et al., 2002; LUBER et al., 2005, 2006; LINDQVIST und LINDBLAD, 2008).

Die kausale Rolle von Rohmilch (SCHORR et al., 1994; STUDAHL und ANDERSON, 2000; SCHONBERG-
NORIO et al., 2004) und unzureichend erhitztem Schweinefleisch und Schweinefleischerzeugnissen, wie
beispielsweise Schweinekotelett und Schweinelende (STUDAHL und ANDERSON, 2000), Paté (GILLESPIE
et al., 2002) sowie Grillfleisch und Grillwirsten (KAPPERUD et al., 1992; ADAK et al., 1995; STUDAHL
und ANDERSON, 2000) als weitere bedeutende alimentére Risikofaktoren konnte gesichert werden.

Kontaminiertes Oberflachenwasser, welches beim Schwimmen oder beim Trinken aus Fliissen, Béachen
und Quellen aufgenommen wird, sowie unzureichend desinfiziertes Trinkwasser, meist aus Eigenwasser-
versorgungsanlagen, sind mit einem erhéhten Erkrankungsrisiko verbunden (KAPPERUD et al., 1992;
ADAK et al., 1995; ROSEF et al., 2001; KAPPERUD et al., 2003; FRIEDMAN et al., 2004; SCHONBERG-
NORIO et al., 2004). In einigen Landern scheint in Flaschen abgefulltes Wasser einen Risikofaktor darzu-
stellen. Informationen zur Qualitat des Flaschenwassers (Quell- oder Mineralwasser, kohlenséurehaltig
oder still) wurden allerdings nicht verdffentlicht (GILLESPIE et al.,, 2002; EvANS et al.,, 2003;
SCHONBERG-NORIO et al., 2004).

Auslandsreisen sind unabhéangig von der Infektionsquelle ein bedeutender Risikofaktor. Durchschnittlich
9 % aller im Zeitraum von 2001 bis 2006 dem Robert Koch-Institut gemeldeten Campylobacteriosen
standen mit Auslandsreisen, vornehmlich nach Nordafrika und Asien, im Zusammenhang (RKI, 2007).
Thermotolerante Campylobacter sind bei Aufenthalten in Siideuropa, Afrika und Asien neben Enteroto-
xin-bildenden Escherichia coli (ETEC) die h&ufigsten Erreger der Reisediarrhoe (SCHORR et al., 1994,
REINTHALER et al., 1998; LOSCHER und HOELSCHER, 2002).

Die Rolle von Insekten, inshesondere der Hausfliege (Musca domestica) und Schaben (Blatta orientalis
und Periplaneta americana), als Vektoren fur thermotolerante Campylobacter wurde frith postuliert
(RoseF und KAPPERUD, 1983; UMUNNABUIKE und IROKANULO, 1986). Neueren Studien zufolge kommt
der Hausfliege eine entscheidende Rolle bei der Durchseuchung von Tierbestanden zu. Zudem konnte sie
eine bedeutende, bisher wenig beachtete Rekontaminationsquelle fur verzehrsfertige Lebensmittel in Ku-
chen darstellen (HALD et al., 2004; NICHOLS, 2005).

Im Jahr 2005 betrug der Anteil der dem Robert Koch-Institut gemeldeten Erkrankungen, die im Rahmen
von Haufungen (Krankheitsausbriche) auftraten, 3 %. Insgesamt wurden 758 Ausbriiche mit 2010
Erkrankungen tbermittelt. Milch, Wasser und Gefliigelfleisch sind vielfach als alimentédre Hauptvektoren
flr Haufungen beschrieben worden (EVANS et al., 1996; EVANS et al., 1998; RKI, 1999; THURM et al.,
1999; THURM et al., 2000; CDC, 2002; ALLERBERGER et al., 2003; MAZzICK et al., 2006). Von 16 in den
Jahren 1992 bis 1994 in England und Wales verzeichneten Campylobacter-Ausbriichen mit bekannter
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Atiologie konnten 38 % dem Vektor Wasser und 31 % dem Vektor Milch, insbesondere Rohmilch (19 %)
zugeordnet werden. Lediglich zwei Ausbriiche (13 %) lieRen sich atiologisch auf Geflugelfleisch zuriick-
fuhren (PEBODY et al., 1997).

Wasser ist nicht nur fiir sporadische Félle verantwortlich, es bildet weltweit die bedeutendste Ursache fiir
Campylobacter-Ausbriiche. Kontaminiertes Oberflachenwasser und unzureichend desinfiziertes Wasser
aus Einzelwasserversorgungen wurden wiederholt als Vektoren genannt (KOENRAAD et al., 1997; PEBODY
et al., 1997; THURM und DINGER, 1998; THOMAS et al., 1999). Derartige Ausbriiche sind nicht selten
durch eine sehr hohe Zahl von Erkrankten gekennzeichnet (MELBY et al., 1991; JONES und ROWORTH,
1996; MELBY et al., 2000). In zentralen Wasserversorgungen konnten bisher keine thermotoleranten
Campylobacter nachgewiesen werden. Fékale Eintrage von Campylobacter aus Nutztierbestdnden in das
Grundwasser stellen in diesem Kontext ein Risiko dar (STANLEY et al., 1998; GALLAY et al., 2006).

Zwischen 1991 und 1997 wurden vom BgVV siebzehn durch C. jejuni bedingte Haufungen mit insgesamt
940 Erkrankten naher untersucht. Dabei stellte sich Rohmilch mit allein 11 Haufungen (65 %) und anné-
hernd 800 Erkrankten als der mit Abstand wichtigste Vektor heraus (THURM und DINGER, 1998). Vor
allem Kinder, insbesondere im Vorschulalter, scheinen von milchassoziierten Ausbriichen betroffen zu
sein (BLASER et al., 1987; WooD et al., 1992; RKI, 1997; RKI, 2000a; RKI, 2000b; CDC, 2002; RKI,
2006a). Auch fehlerhaft pasteurisierte Milch ist als Ursache von Campylobacter-Ausbriichen beschrieben
worden (BIRKHEAD et al., 1988; FAHEY et al., 1995). Die Milch wird in der Regel wéahrend des Melkvor-
ganges fakal kontaminiert. Nur in Einzelfallen kommt eine Campylobacter-Mastitis als Ursache fur die
Ausscheidung von Campylobacter iber die Milch in Frage (MORGAN et al., 1985; ORR et al., 1995).

Es liegen bisher vergleichsweise wenige Berichte (iber Gefliigelfleisch-assoziierte Campylobacter-
Haufungen vor (BROWN et al., 1988; EVANS et al., 1998; KESSEL et al., 2001; ALLERBERGER et al., 2003;
MAZzIcK et al., 2006).

2.4.2 Direkte Ubertragung

Der Kontakt mit infizierten Haustieren (vorwiegend junge Hunde und Katzen) und Nutztieren (Gefligel,
Rinder und Schweine) wurde als einer der wesentlichen Risikofaktoren fir Campylobacter-Enteritiden
identifiziert. Die relative Bedeutung von Kontaktinfektionen wurde anhand von sporadischen Erkran-
kungsféllen und Ausbriichen (BLASER et al., 1983; DEMING et al., 1987; MILLER et al., 1987; SAEED et
al., 1993) vielfach beschrieben und durch Fallkontrollstudien (KAPPERUD et al., 1992; STUDAHL und
ANDERSON, 2000; KAPPERUD et al., 2003) gesichert. Durch vergleichende molekularbiologische Feinty-
pisierung von Isolaten gelang WOLFs et al. (2001) erstmals der Nachweis einer direkten Ubertragung
einer Campylobacteriose von einem Hundewelpen auf ein drei Monate altes Baby.

Epidemiologische Studien aus England und Schweden belegen, dass berufsbedingter Kontakt zu Nutz-
tieren signifikant mit dem Auftreten sporadischer Campylobacter-Infektionen korreliert (ADAK et al.,
1995; STUDAHL und ANDERSON, 2000). Insbesondere Milchbauern, Arbeiter in der Gefliigelhaltung und
—schlachtung sowie Mitarbeiter in Schlachthdfen sind einem erhdhten Infektionsrisiko ausgesetzt
(HEALING et al., 1992).

Die direkte fakal-orale Ubertragung von Mensch-zu-Mensch (Kontakt-, Schmierinfektionen) spielt nach
dem derzeitigen Kenntnisstand in der Epidemiologie der sporadischen Campylobacteriose nur eine gerin-
ge Rolle (HEALING et al., 1992). Im Zusammenhang mit Campylobacter-Ausbriichen wird allerdings hau-
fig von Mensch-zu-Mensch-Ubertragungen berichtet (RKI, 1999; CDC, 2002). Bemerkenswert ist hier-
bei, dass nicht selten weit mehr als 30 % der im Rahmen von Ausbriichen bekannt gewordenen
Infektionen Uber direkten Kontakt erworben werden (EVANS et al., 1996; RYAN et al., 1996; RKI, 1999).
Kontaktinfektionen betreffen vor allem Kinder, insbesondere im Vorschulalter (JONES et al., 1981;
BLASER et al., 1983; RKI, 1999; CDC, 2002).
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Die vergleichende molekularbiologische Feintypisierung von menschlichen Isolaten mit Isolaten anderer
Quellen brachte divergierende Ergebnisse. Eine Ursache liegt in der hohen Plastizitit des Campylobacter-
Genoms, welches durch hdufige Rearrangierungen von Genen und einen horizontalen Genaustausch ge-
kennzeichnet ist. Campylobacter spp. sind nur schwach klonal. Bereits eine Wirtspassage kann den Geno-
typ eines Isolates verandern, so dass es kaum mdglich ist, ein Isolat eindeutig mit molekularbiologischen
Feintypisierungsmethoden zu definieren und den Klon (ber die gesamte Infektkette zu verfolgen
(WASSENAAR et al., 1998). Einige von Menschen, Tieren und aus dem Oberfldchenwasser isolierte
Stamme gehdren moglicherweise identischen Klonen an. Daneben existieren auch scheinbar wirtsspezifi-
sche Klone. Nur ein Teil der menschlichen Isolate liel? sich auf die Quelle Gefllgel zuriickfuhren, so dass
neben diesem Vektor weitere, bisher mdoglicherweise unterbewertete Quellen wahrscheinlich sind
(NADEAU et al., 2002; HOPKINS et al., 2004; SIEMER et al., 2004). WIELAND et al. (2006) untersuchten im
Rahmen einer Genotypisierungsstudie die epidemiologischen Verwandtschaftsbeziehungen menschlicher
Isolate mit denen verschiedener anderer Quellen. Von den Human-Isolaten wiesen 27 %, 21 % bzw. 9 %
einen hohen Ubereinstimmungsgrad mit Geflugel-, Heimtier- und Rinderisolaten auf.

Der relative Beitrag der einzelnen Vektoren und anderer potentieller Quellen an der Inzidenz der humanen
Campylobacteriose ist nach wie vor ungeklért, und seine Ermittlung bedarf einer weiteren multidiszi-
plindren Zusammenarbeit. Zudem gibt es Hinweise darauf, dass sich die Risikofaktoren fir humane Cam-
pylobacteriosen durch C. coli von denen durch C. jejuni unterscheiden konnten. Fallkontrollstudien als
Instrumente der deskriptiven Epidemiologie werden in der Regel nicht auf Speziesniveau durchgefihrt, so
dass arttypische Unterschiede hinsichtlich der Risikofaktoren mdoglicherweise nicht erkannt werden
(GILLESPIE et al., 2002).

2.4.3 Reservoire und Ubertragungswege

Der Gastrointestinaltrakt von warmbltigen Wild-, Zoo-, Nutz- und Heimtieren, wie Hunden und Katzen,
bildet das nattirliche Habitat und Reservoir fur thermotolerante Campylobacter. Obwohl sie regelmaRig
in hohen Konzentrationen in Fézes nachgewiesen werden (JONES, 2001), lassen sich nur selten gleichzei-
tig Krankheitserscheinungen feststellen. Dies gilt besonders flir Hunde- und Katzenwelpen, Ldmmer und
Kélber. Thermotolerante Campylobacter werden daher als intestinale Kommensalen betrachtet
(ALTEKRUSE et al., 1994).

Wildlebende Vogel sowie Zucht- und Nutzgefliigel, insbesondere Puten, Enten und Hihner, werden als
Hauptreservoir insbesondere fur C. jejuni angesehen. Sein Wachstumsoptimum liegt zwischen 42 °C und
43 °C und ist damit bestens an die Korperkerntemperatur von Vogeln angepasst. Aus Gefliigelkot wird
C. jejuni regelméRig in hohen Nachweisraten von bis zu 100 % isoliert. Dagegen wird in Schweinefazes
C. coli als dominierende Spezies nachgewiesen (CABRITA et al., 1992; PARK, 2002).

Neben dem Vorkommen im Darmtrakt vieler warmblitiger Tiere sind Campylobacter auch in der Um-
welt ubiquitar verbreitet. Ihr Vorkommen bleibt hier aber eng an fékale Ressourcen gebunden. Abbil-
dung 2 (s. Seite 15) stellt die wichtigsten Vektoren und Transmissionswege dar. Eine Ubersicht und wei-
terfiihrende Literatur findet sich bei JONES (2001).

Tierdung, insbesondere von infizierten Rindern und Schweinen, sowie die organische Diingung stellen
bisher wenig beachtete Glieder in den Infektionsketten dar. \erschiedene neuere Studien wiesen nach,
dass mit dem Dung auf Boden ausgebrachte Campylobacter mehrere Wochen Uberleben kénnen (BRANDL
et al., 2004; NICHOLSEN et al., 2005). Uber direkt oder indirekt kontaminiertes Gemiise, freilaufende
Haustiere und eine Auswaschung in Badegewasser oder andere Oberflachengewasser erfolgt dann mogli-
cherweise eine Weiterverbreitung (BfR, 2005).

Thermotolerante Campylobacter kénnen regelméBig und mit teilweise hohen Nachweisraten aus fakal
kontaminierten, ungechlorten Abwéssern, aus Grundwasser, Flissen, Seen und anderen Oberflachenge-
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wassern sowie aus ufernahen Bodenproben isoliert werden (STANLEY et al., 1998; BOLTON et al., 1999;
THOMAS et al., 1999; SCHINDLER et al., 2003; HORMAN et al., 2004). Die Préavalenz ist im Einzugsbe-
reich von landwirtschaftlichen Betrieben oder Weideflachen am héchsten. Verschiedene Studien berichten
von saisonalen Schwankungen der Nachweisraten mit einem Gipfel im Hochsommer (BRENNHOVD et al.,
1991; KORHONEN und MARTIKAINEN, 1991; JONES, 2001; HORMAN et al., 2004).

Aulerhalb ihrer 6kologischen Nische, dem Gastrointestinaltrakt warmblitiger Tiere, werden thermotole-
rante Campylobacter mit einer Reihe von Stressoren, wie Nahrstoffmangel, unzureichende Temperaturen,
UV-Strahlung, antimikrobiellen Wirkstoffen und biologischen Interaktionen mit anderen Mikroorganis-
men konfrontiert. Unter diesen Bedingungen unterliegen die Keime einer physiologischen und morpholo-
gischen Transformation hin zu unbeweglichen, kokkoiden Formen mit geringer metabolischer Aktivitét.
RoOLLINS und COLWELL (1986) bezeichneten dieses Stadium als ,,Viable, but non-culturable” (VNC bzw.
VBNC), da ihre Versuche, kokkoide Formen von C. jejuni mit den klassischen mikrobiologischen Metho-
den anzuziichten, wiederholt scheiterten. Es handelt sich bei der kokkoiden Transformation wahrschein-
lich um einen passiven, von der DNA-Replikation und der Proteinbiosynthese unabhéngigen Prozess
(THOMAS et al., 1999).

Die Vitalitat und Virulenz der VBNC-Formen konnten bisher nicht endgiltig belegt werden. Einige Auto-
ren sehen die VBNC-Form als eine degenerative Vorstufe hin zum Zelltod an, wahrend andere sie als ein
~Schlafstadium® betrachten, mit dem die Bakterien ihr Uberleben und ihre Persistenz in der Umwelt si-
chern. Studien anhand verschiedener In-vitro-Infektionsmodelle (HelLa-Zellkulturen, Spezifisch-
Pathogen-freie(SPF)-bebrutete Hihnereier, -Kiuken und -Mause) fuhrten zu divergierenden wissenschaft-
lichen Beurteilungen. Neben Stamm-spezifischen Unterschieden hinsichtlich der Pathogenitdt kommen
als mogliche Ursachen dieser Divergenzen Einflisse durch unterschiedliche Herstellungsmodalitéten der
VBNC-Formen sowie durch die verschiedenen Infektionsmodelle in Betracht. Bei Tierversuchen kénnen
Einflisse durch die komplexe Darmflora der Wirte nicht ausgeschlossen werden (THOMAS et al., 1999).

Die Bildung einer infektidsen VBNC-Form durch thermotolerante Campylobacter in aquatischen Okosy-
stemen und ihre Bedeutung fir die Epidemiologie sind gleichfalls unklar (TALIBART et al., 2000; PARK,
2002; BAFFONE et al., 2006). Kontaminiertes Oberflachenwasser nimmt im Campylobacter-Infektions-
zyklus eine zentrale Rolle ein und fungiert nicht nur als Vektor fiir die Campylobacter-Enteritis des Men-
schen, sondern dient vor allem als Umweltreservoir und Reinfektionsquelle fir Tiere (Abb. 2). Die ge-
nauen Infektionsrouten und der Anteil humanpathogener Stdimme im Umweltreservoir sind nach wie vor
unbekannt.

Die Transmissionswege von Campylobacter aus der Umwelt in die Nutztierbestdnde und dariber
hinaus bis in die Lebensmittelkette sind komplex und bis heute nicht vollstandig verstanden. Insbeson-
dere Geflugelbestande weisen regelmélig einen hohen Durchseuchungsgrad mit thermotoleranten Cam-
pylobacter auf. Bei der Untersuchung von Kloakentupferproben wurde eine Herdenprdvalenz von bis zu
90 % ermittelt (NEWELL und FEARNLEY, 2003). Fir Deutschland wurde im Zeitraum von Mai 2004 bis
April 2005 eine Herdenpravalenz von 39,3 % nachgewiesen (BfR, 2006a).

In den Masthahnchenbestédnden der geméaRigten Breiten wird eine Saisonalitat hinsichtlich der Infektions-
raten beobachtet, mit einem Gipfel in den Monaten Juli, August und September (BERNDTSON et al., 1992;
WALLACE et al., 1997; WEDDERKOPP et al., 2001; PETERS et al., 2006; BfR, 2007). Im Rahmen des natio-
nalen Campylobacter-Masthdhnchenmonitorings (2004 bis 2005) wurden signifikant erhdhte Prévalenzen
von Campylobacter in Masthdhnchenbestdnden in den Sommermonaten festgestellt (PETERS et al., 2006).
Eine quantitative Trendanalyse fur die Jahre 2002 bis 2005 ergab fiir den Verzehr von Gefliigelfleisch, im
Gegensatz zum Verzehr von Schweine- oder Rindfleisch, eine gute Korrelation zu der Saisonalitat der
menschlichen Erkrankungen in der Bundesrepublik Deutschland (BfR, 2007). Die Ursachen fur die jah-
reszeitlich schwankenden Nachweisraten in den Masth&dhnchenbestdnden und in den Umweltreservoiren
sind weitgehend ungeklart. Analog zu der Situation bei den humanen Campylobacteriosen werden auch
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hier temperaturabhangige Einflisse vermutet (PATRICK et al., 2004).

Umwelt » Haustiere
Mensch-zu-Mensch

Rohmilch )
Ubertragung
Melkhygi
elkhygiene unzureichende
Erhitzung
/\ _

frisches Gefliigel-, //

Wildvdgel Arthropoden, Gefliigel ~ schiachiprozess ~ SChweine- und Rindfleisch Campylobacteriose

und Kleinnagetiere, und
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organische Diingung .
verzehrsfertige
\ Lebensmittel
rohes Gemiise

Wildtiere Betriebspersonal Nutztiere
rohe Schalentiere

Oberflachenwasser Badegewasser

unbehandeltes Trinkwasser

Abb. 2: Epidemiologie der humanen Campylobacteriose — Transmissionswege
(modifiziert nach ALTEKRUSE et al., 1994)

Die Ursachen des Keimeintrages in Masthédhnchenbestande wurden von NEWELL und FEARNLEY (2003)
ausfuhrlich referiert und mit zahlreichen Zitaten belegt. Eine vertikale Verbreitung tber kontaminierte
Eier wird kontrovers diskutiert. Sie dirfte aber insgesamt eine untergeordnete Rolle spielen, da sich eine
Kolonisation mit Campylobacter in Masthahnchenherden friihestens in der zweiten Woche nach Aufstal-
lung nachweisen lasst. Zudem ist die Empfanglichkeit fir Campylobacter bei Kilken am geringsten. Dem
Keimeintrag und der Keimverschleppung auf horizontalem Weg lber ungechlortes Trankewasser, Aeroso-
le und belebte Vektoren, wie Insekten, Nagetiere und Wildtiere, sowie durch eine unzureichende Reini-
gung und Desinfektion der Stalle kommt eine wesentlich gréfere Bedeutung zu. In seiner Bedeutung
nicht zu unterschétzen ist auch die Einschleppung und Verbreitung von Campylobacter durch Besucher
und das Betriebspersonal. Hande, Schuhe, Arbeitskleidung, Ausristungsgegenstande und Geratschaften,
die von aufRen mit in den Stall gebracht werden, sind h&ufig mit Campylobacter kontaminiert (NEWELL
und FEARNLEY, 2003).

Innerhalb der Herde verbreitet sich Campylobacter durch direkte fikal-orale Ubertragung von Tier zu Tier
sehr schnell, so dass in der Regel die gesamte Herde in kiirzester Zeit kolonisiert ist. Es gibt Hinweise
darauf, dass die Befallsrate innerhalb einer Herde mit zunehmendem Alter der Tiere sinkt und einzelne
Tiere den Erreger intermittierend ausscheiden. Campylobacter lasst sich im Darmtrakt von Gefllgel, ins-
besondere in Dickdarm, Blinddarm und Kloake, in hoher Konzentration nachweisen. Keimgehalte von
log 5,0 bis log 9,0 KbE/g Darminhalt wurden ermittelt (CORRY und ATABAY, 2001).

Der Geflugelschlachtung kommt eine herausragende Bedeutung bei der Kontamination der Schlachtkor-
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per und dem nachfolgenden Eintrag von Campylobacter in die Lebensmittelkette zu. Wahrend der Elek-
trobetdubung und beim Briihen werden die Karkassen schon am Anfang der Schlachtkette durch Deféka-
tion massiv belastet. Durch den Bruh- und Rupfvorgang werden die Keime bis in das Unterhautbindege-
webe einmassiert, gelangen mit dem Brihwasser in das perimuskulére Bindegewebe und uber die
luftflihrenden Wege bis in die pneumatisierten Knochen. Das dortige mikroaerobe, feucht-warme Mikro-
klima fordert das Uberleben der Kontaminationsflora. Im Zusammenhang mit der Eviszeration kommt es
durch Darmrupturen zu einer weiteren oberflachlichen Kontamination der Karkassen. Der Prozess der
Gefllugelschlachtung fiihrt letztendlich zu einer unvermeidlichen Keimverschleppung von infizierten
Schlachtkorpern auf Campylobacter-freie Karkassen (FEHLHABER, 1992; CORRY und ATABAY, 2001;
BERRANG et al., 2004).

Geflugelfleisch und Gefllgelfleischerzeugnisse werden im Unterschied zu Rotfleisch im Handel héufig
mit Haut angeboten. Der (berwiegende Teil der Kontaminationsflora haftet unter Bildung eines Biofilms
mehr oder weniger fest auf der Hautoberflache. Durch Wasseraufnahme wéhrend des Schlachtprozesses
quillt die Cutis auf und die Mikroorganismen werden in den Hautspalten eingeschlossen oder wandern
aktiv in die Federfollikel oder Subcutis ein. Die Haut bietet insbesondere Campylobacter ein geeignetes
Mikroklima, um (ber einen langeren Zeitraum bei dehydrierendem oder oxidativem Stress zu persistieren
(LEE et al., 1998; DUFRENNE et al., 2001; CHANTARAPANONT et al., 2003). LEE et al. (1998) stellten hin-
sichtlich der Uberlebensfahigkeit von Campylobacter deutliche Unterschiede bei Produkten mit und ohne
Haut fest. UYTTENDAELE et al. (1999) konnten Campylobacter spp. signifikant h&ufiger in Geflugel-
fleischproben mit Haut nachweisen.

Es ist davon auszugehen, dass 30 - 90 % der Karkassen am Ende des Schlachtprozesses mit Campylobac-
ter kontaminiert sind. Im Rahmen verschiedener Studien wurden pro Karkasse Campylobacter-Gehalte
von log 2,0 bis log 6,2 KbE ermittelt (CORRY und ATABAY, 2001). Gefrorene Schlachtkérper wiesen nach
einer Untersuchung von DUFRENNE et al. (2001) eine um durchschnittlich 1-2 log;o-Stufen geringere
Campylobacter-Zahl auf. Die Schwankungen hinsichtlich der Prdavalenzen und der Keimzahlen sind auf
unterschiedliche Prifverfahren und auf verschiedene Probenmatrizes zurtickzufthren (Spullprobe Karkas-
se, Spllprobe ¥ Karkasse, Spilprobe Karkasse + Haut, 10 g oder 25 g Gefliigelfleisch mit/ohne Haut,
Hauttupfer, Auftauwasser, Hautprobe) (CORRY und ATABAY, 2001).

Obwohl Schweine- und Rinderbestande ebenfalls hohe Campylobacter-Befallsraten aufweisen, sind die
Keime - im Gegensatz zu Gefliigel - nach der Schlachtung und Trocknung im kihlen Luftzug nur mit
geringen Prévalenzen im Fleisch nachweisbar. KWIATEK et al. (1990) ermittelten bei der Untersuchung
von Schweine- (n = 105) und Rinderschlachtkérpern (n = 114) mittels Tupferproben (100 cm?) Nachweis-
raten von 2,9 % bzw. 0,9 %.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Campylobacter durch sekundére fakale Kontamination
wahrend des Schlachtprozesses auf die Schlachtkdrperoberflache gelangen. Der Eintrag in Rohmilch
erfolgt in der Regel beim Melken. Lebensmittel tierischer Herkunft, insbesondere rohes Hahnchen-
bzw. Gefllgelfleisch, sind daher primédre Risikofaktoren fur eine Campylobacter-Enteritis (THURM und
DINGER, 1998; JONES, 2001).

2.4.4 Campylobacter-Pravalenz bei Lebensmitteln im Einzelhandel

Die Prévalenz von Campylobacter in frischem und tiefgefrorenem Geflugelfleisch, insbesondere von
Masthahnchen, ist hoch. Die Angaben in der Literatur schwanken stark, was mdglicherweise auf unter-
schiedliche Verfahren des Probentransports, abweichende Techniken der Probenvorbereitung (destruktiv,
nicht-destruktiv, Probeneinwaage), die Zusammensetzung der Stichprobe (Art und Herkunft der Proben,
jahreszeitliche Einflisse) oder differierende Nachweisverfahren zuriickzufithren ist. Ein Uberblick tber
publizierte Pravalenzen findet sich bei SCHERER (2006).
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In neueren Untersuchungen aus Deutschland werden fir Hahnchenfleisch Pravalenzen von 38,3 % (AL-
TER et al., 2004) bis 87 % (LUBER und BARTELT, 2007) genannt.

LUBER und BARTELT (2007) ermittelten bei insgesamt 155 H&hnchenbrustfilets, die von Juni bis Novem-
ber 2004 im Berliner Einzelhandel erworben wurden, den Campylobacter-Keimgehalt mittels MPN-
Verfahren (MPN = Most Probable Number). Auf der Grundlage der quantitativen Ergebnisse ergaben sich
Pravalenzen von 87 % (87 von 100) auf der Oberflache und 20 % (11 von 55) im Muskelgewebe.
C. jejuni war die dominierende Spezies. C. coli wurde in 16,1 % der Spulproben und in 9,1 % der Mus-
kelproben nachgewiesen.

SCHERER et al. (2006) untersuchten im Zeitraum von November 2003 bis Dezember 2004 insgesamt 90
Handelsproben frischer Hahnchenschenkel vergleichend mit zwei Probenahmetechniken (homogenisierte
25 g-Hautprobe, Spulprobe) qualitativ auf Campylobacter spp.. 70 % (63/90) der Hautproben und 77 %
(69/90) der Spilproben erwiesen sich als Campylobacter-positiv. Fir die Hautproben wurde eine Spe-
ziesverteilung von 84 % C. jejuni und 16 % C. coli berichtet. Im Rahmen derselben Studie wurde von 115
frischen Hahnchenschenkeln zuséatzlich eine Muskelprobe von 10 g aus der Tiefe fiir eine Keimzahlbe-
stimmung mit der MPN-Technik entnommen. Insgesamt konnten mit dem MPN-Verfahren in 31 der un-
tersuchten Muskelproben (27 %) Campylobacter nachgewiesen werden. Es wurden in 97 % (30/31)
C. jejuni und in einem Fall C. coli nachgewiesen.

Von Juni bis September 2003 ermittelten LUBER et al. (2005) bei 71 H&hnchenkeulen aus dem Berliner
Einzelhandel die Prévalenz des Pathogens auf der Oberflache und im Muskelinneren. 67,6 % (n = 48) der
Tupferproben von der Oberflache erwiesen sich als Campylobacter-positiv. Acht H&hnchenkeulen
(11,3 %) waren zusétzlich im Muskelinneren kontaminiert.

In den Jahren 2001 bis 2003 wurden im Rahmen einer weiteren Studie mit Gefliigelfleischproben aus dem
Berliner Einzelhandel in 57,3 % der insgesamt 490 Proben mit einem an die 1SO 10272:1995 (E) ange-
lehnten Anreicherungsverfahren Campylobacter spp. nachgewiesen. Im Einzelnen wurden die folgenden
Campylobacter-Prévalenzen ermittelt: Geflugelfleisch 54,6 % (130/238), Gefligelinnereien 59,9 %
(151/252), gefrorene Innereien 40,4 % (21/52), frische Innereien 65 % (130/200), Puteninnereien 56,8 %
(46/81), Hahncheninnereien 61,4 % (105/171) und Leber 57,5 % (61/106). Die Nachweisrate bei frischen
Produkten (n = 371) war mit 63,1 % signifikant hoher als bei den gefrorenen Produkten (47/119). Von 342
untersuchten Proben der Tierart Hahnchen und 148 Proben der Tierart Pute erwiesen sich 58,8 % bzw.
54,1 % als Campylobacter-positiv (WERTH, 2006).

Bei einer Untersuchung von Hahnchenfleisch aus dem Berliner Einzelhandel im Zeitraum Oktober 2001
bis April 2002 zeigten sich 58,1 % der Proben mit Campylobacter spp. kontaminiert (LUBER, 2004).

ALTER et al. (2004) untersuchten im Rahmen einer Pravalenzstudie 419 frische Putenfleischproben, 75
Roh- und Briihwirste aus Putenfleisch und 198 frische H&hnchenfleischproben aus dem deutschen Ein-
zelhandel. Die Autoren verwendeten ein Anreicherungsverfahren mit aerober Inkubation. Folgende
Nachweisraten wurden ermittelt: Putenfleisch 6,2 %, Putenleber 16,0 %, Hahnchenfleisch 38,3 %
(51/133) und Hahnchenlebern 23,1 %. Alle Putenwirste erwiesen sich als Campylobacter—negativ. Die
Untersuchung von 65 Tupferproben von Hahnchenbriisten erbrachte im Vergleich zum destruktiven Pro-
bennahmeverfahren eine deutlich niedrigere Prévalenz von 13,8 %, so dass die Autoren die Verwendung
von Tupferproben zum Campylobacter-Nachweis aus Hahnchenfleisch als unzureichend bewerteten. Hin-
sichtlich der Speziespravalenz dominierte C. jejuni mit 91,7 % im Hahnchenfleisch und 76,9 % im Puten-
fleisch.

Bei der Untersuchung ganzer Hahnchen aus dem Schweizer Handel stellten LEDERGERBER et al. (2003)
bei gefrorenen Hahnchen eine signifikant geringere Pravalenz als bei frischen Produkten fest (7,9 % ge-
gentiber 25,1 %).

Eine zweijahrige Erhebung in der Schweiz zeigte, dass 62,5 % (40/64) der frischen und gefrorenen Ge-
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flugelfleischproben und 63,2 % (12/19) der frischen und gefrorenen Gefliigellebern mit Campylobacter
belastet waren (SVOBODA et al., 2002).

Im Rahmen einer anderen Studie aus der Schweiz untersuchten BAUMGARTNER et al. (1995) 139 frische
und 144 tiefgefrorene Huhnerlebern. Dabei erwiesen sich 31 % der frischen und 16 % der gefrorenen
Proben als kontaminiert. 2,2 % der frischen Lebern enthielten mehr als 1000 Campylobacter pro Gramm.
Die Autoren konnten weiter zeigen, dass die Kontamination gréRtenteils nicht nur oberflachlicher Natur
war.

In einer irischen Studie wurden bei frischen Geflugelfleischproben aus dem Einzelhandel Campylobacter-
Préavalenzen von 37,5 % (33/88) fur Puten- und 49,9 % (444/890) fur Hahnchenfleisch ermittelt (WHYTE
et al., 2004). Erhebungen im spanischen Einzelhandel ergaben fiir Hahnchenfleisch eine vergleichbare
Pravalenz von 49,5 % (98/198) (DOMINGUEZ et al., 2002).

Frisches Lamm-, Schweine- und Rindfleisch und daraus hergestellte Erzeugnisse weisen vergleichs-
weise geringe Prévalenzen im Einzelhandel auf (Tabelle 5, s. Seite 20). Eine irische Studie ermittelte im
Zeitraum von Marz 2001 bis Oktober 2002 fir Lammfleisch (n = 262), Schweinefleisch (n =197) und
Rindfleisch (n = 221) Campylobacter-Pravalenzen von 11,8 %, 5,1 % und 3,2 % (WHYTE et al., 2004).
PEZzZOTTI et al. (2003) konnten in Norditalien im Zeitraum von 2000 bis 2001 aus 10,3 % der Schweine-
fleischproben und aus 1,3 % der Rindfleischproben Campylobacter isolieren. Im Rahmen einer Schweizer
Erhebung flhrten SvoBODA et al. (2002) in zwei von 40 rohen Schweinefleischproben einen positiven
Nachweis. In Deutschland wurden im Zeitraum 2002 bis 2005 fir Schweinefleisch Nachweisraten von
0,5 - 2,7 % ermittelt. Rindfleisch (n = 47) wies im Jahr 2005 eine Campylobacter-Prévalenz von 2,1 %
auf (EFSA, 2006).

Die Untersuchungen von KRAMER et al. (2000) im Vereinigten Konigreich zeigen, dass Innereien, wie
Lamm- (72,9 %), Schweine- (71,7 %) und Ochsenlebern (54,2 %), deutlich haufiger mit Campylobacter
belastet sind. Diese Befunde lassen sich wahrscheinlich auf Kontaminationen beim Schlachtprozess und
-technisch bedingt- bei der Fleischuntersuchung zurtickfiihren. Bei den Isolaten aus Rindfleisch bildeten
mit 49,0 % C. jejuni und bei Schweinefleisch C. coli (42,2 %) die dominierende Spezies.

Campylobacter-Nachweise gelingen auch bei anderen rohen und unverarbeiteten Lebensmitteln tieri-
scher Herkunft, wie Krusten- und Schalentieren (REINHARD et al., 1995; WILSON und MOORE, 1996;
ENDTZ et al., 1997; FEDERIGHI et al., 1999; WHYTE et al., 2004). Belgien meldete fur die Jahre 2004 und
2005 fur lebende Muscheln Campylobacter-Pravalenzen von 16,7 % und 11,2 % (EFSA, 2005, 2006). Fir
Rohmilchsammelproben wurden Nachweisraten zwischen 1,4 % und 9,2 % berichtet. Mit wenigen Aus-
nahmen ist die Kontamination der Milch fakalen Ursprungs (KIST, 2002). Vereinzelt wurden Nachweise
in Vorzugsmilch (0,7 %) und (Roh)milch ab Hof (1,5 %) mitgeteilt (BfR, 2006b).

In Westeuropa und Nordamerika stellen Campylobacter-Nachweise bei Lebensmitteln pflanzlicher
Herkunft und in verzehrsfertigen Lebensmitteln seltene und unregelméBige Einzelbefunde dar. So
konnte C. jejuni bislang aus frischem Marktgemuse (1,7 %) (PARK und SANDERS, 1992), aus rohen Pilzen
(1,5 % bzw. 0,9 %) (DOYLE und SCHOENI, 1986; WHYTE et al., 2004), aus zerkleinertem Gemuse (1,3 %)
(FEDERIGHI et al., 1999), aus Paté (0,8%) (WHYTE et al., 2004) und aus aufgeschnittenen Fleischerzeug-
nissen (,,cold ready-to-eat sliced meat”) (0,04 %) (ELSON et al., 2004) isoliert werden. Dass sich diese
Daten nicht auf Entwicklungs- und Schwellenlander Ubertragen lassen, zeigen neuere Untersuchungen
aus Asien. HUssAIN et al. (2007) ermittelten in einer pakistanischen Untersuchung Campylobacter-
Nachweisraten fur Obst- und Gemusesalate von 40,9 %, fur belegte Brotchen von 32,0 % und fur nicht
naher spezifizierte K&se- und Milchproben von 10 bis 11 %. Rohes Gemiise aus zwei thailandischen Su-
permarkten wies eine Campylobacter-Pravalenz von 51,9 % bzw. 67,7 % auf (CHAI et al., 2007). Diese
Befunde stehen in Ubereinstimmung mit der Tatsache, dass die Campylobacteriose in nahezu allen Ent-
wicklungs- und vielen Schwellenl&dndern eine weit verbreitete Erkrankung ist (COKER et al., 2002).
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Tab. 5: Campylobacter-Nachweisraten in frischem Fleisch auf Einzelhandelsebene
im Zeitraum von 2002 bis 2005 (modifiziert nach EFSA, 2006)

Land 2005 2004 2003 2002

n % POS n % POS n % POS n % POS

Frisches Hahnchenfleisch

Deutschland 1.334 42,1 1.480 43,0 1.396 19,6 1.510 25,0
Niederlande 1.605 23,5 1.477 29,3 1.510 26,0 1.600 31,3
Vereinigtes Konigreich 1.791 66,4 1.533 62,2 734 73,0
Frisches Rindfleisch
Deutschland 47 2,1 - -
Niederlande 463 11 847 0,8 678 0,2 489 0,2
Frisches Schweinefleisch
Deutschland 391 0,5 454 2,0 188 2,7 254 1,2
Niederlande 389 0 287 11 227 0 97 2,1

Legende: n = Anzahl der untersuchten und gemeldeten Proben; % POS = davon positiv (%)

2.5 Nachweisverfahren fur thermotolerante Campylobacter in
Lebensmitteln

2.5.1 Mikrobiologische Nachweisverfahren
2.5.1.1 Grundlagen

Fur den Nachweis von Campylobacter aus Faeces, Wasser und Lebensmitteln wurden in den letzten 25
Jahren eine Vielzahl von Methoden, Anreicherungsmedien und Né&hrbdden entwickelt (CORRY et al.,
1995).

Die Isolierung von Campylobacter aus Lebensmitteln gestaltet sich hdufig schwierig, da die Keime hohe
Anforderungen an die Wachstumsbedingungen stellen und zudem aufgrund &ul3erer Einfllsse oder tech-
nologischer Prozesse subletal geschédigt sein kénnen. Zudem liegen Campylobacter in Lebensmitteln oft
nur in geringen Keimzahlen vor und stellen nur einen Bruchteil der Gesamtflora im Lebensmittel dar
(PARK, 2002). Aufgrund der niedrigen MID ist es jedoch erforderlich, bereits geringe Campylobacter-
Gehalte in Lebensmitteln nachzuweisen. Die kulturellen Methoden fiir den Nachweis von Campylobacter
in Lebensmitteln beinhalten daher einen selektiven Anreicherungsschritt mit nachfolgender Isolierung auf
Selektivnahrboden, gefolgt von der Bestatigung verdéchtiger Isolate aufgrund ihrer morphologischen und
biochemischen Eigenschaften, ihres Wachstumsverhaltens in verschiedenen Atmosphéren sowie der Sen-
sibilitit gegeniliber ausgewdhlten Antibiotika (siehe Abschnitt 2.5.2).

Die fir die Isolierung entwickelten Selektivndhrmedien bestehen aus einem Basismedium, Anreiche-
rungssupplementen, Antibiotikamischungen und verschiedenen Zusatzen zur Neutralisation von toxischen
Sauerstoffderivaten. In den meisten Formulierungen werden Basisndhrmedien eingesetzt, die flr sehr
anspruchsvolle Keime entwickelt wurden, wie Brucella- oder Thioglycolatbouillon, Columbia- oder Blut-
agar-Basis und Miiller-Hinton-Bouillon. Einigen Formulierungen dienen auch weniger anspruchsvolle
Medien, wie Nahrbouillon Nr. 2, als Basis (CORRY et al., 1995).

GroRere Bedeutung als die Wahl des Basismediums besitzt der Zusatz von Supplementen, die toxische
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Sauerstoffderivate wie Peroxide und Superoxide neutralisieren kénnen. Hierzu zéhlen defibriniertes Blut
oder lysiertes Pferdeblut - meist in Konzentrationen zwischen 5 % und 15 %, Aktivkohle, Haematin oder
das sog. FBP-Supplement, eine Kombination aus Eisensulfat, Natriummetabisulfit und Natriumpyruvat
(CoRRY et al., 1995; SOLOMON und HOOVER, 1999). Nach einer Untersuchung von WONGLUMSOM et al.
(2001) erméglicht der Zusatz von Oxyrase® eine Inkubation der Anreicherungsbouillon in normaler At-
mosphére.

Die verschiedenen Antibiotikakombinationen wurden aufgrund des Resistenzverhaltens von Campylo-
bacter sowie der Unterdriickung einer kompetitiven Flora ausgewéhlt. Die am haufigsten verwendeten
antibiotisch wirksamen Substanzen sind Trimethoprim, Polymyxin, Colistin, Vancomycin, Rifampicin
und Cephalosporine. Zur Unterdriickung von Hefen und Schimmelpilzen wird in vielen Medien
Cycloheximid, Amphotericin B oder Nystatin eingesetzt. Hinsichtlich der Cephalosporine wird heute
Cefoperazon bevorzugt, da verschiedene Campylobacter (insbesondere C. coli, aber auch einige C. jejuni-
Stdamme) gegenuber Cephalotin empfindlich sind. Insbesondere bei vorgeschédigten Campylobacter
wurde auch ein Hemmeffekt durch Polymyxin B und Colistin beobachtet. So unterdriickten Polymyxin-
Konzentrationen von > 8.000 I.E. das Wachstum zahlreicher C. jejuni-Stdamme. Um auch Antibiotika-
sensitive Stdmme nachzuweisen, wurde bei spateren Modifikationen der N&dhrmedien h&ufig der Polymy-
xin-Gehalt verringert und die Konzentration anderer Antibiotika erhoht, oder es erfolgte eine stufenweise
Zugabe der Antibiotika. In verschiedenen Untersuchungen wurden auch Spezies-spezifische Unterschiede
festgestellt. So wirkt Vancomycin weniger inhibitorisch auf C. jejuni wirkt als Rifampicin. Bei der Isolie-
rung der verschiedenen thermotoleranten Campylobacter spp. ist auch zu berucksichtigen, dass
C. upsaliensis aufgrund seiner Empfindlichkeit gegentiber Cefoperazon und Vancomycin auf den gangi-
gen Nahrmedien nicht wachst (CORRY et al., 1995). In den letzten Jahren wurde Cycloheximid wegen
seiner potentiellen Toxizitat in vielen Rezepturen durch Amphotericin B ersetzt (MARTIN et al., 2002).

Wahrend der Inkubation der N&hrmedien wird die Verwendung einer modifizierten Atmosphéare mit
5 -7 % Sauerstoff, 10 % Kohlendioxid und 80 % Stickstoff und/oder Wasserstoff empfohlen (CORRY et
al., 1995). Die Generierung und Aufrechterhaltung einer mikroaeroben Atmosphére l&sst sich durch ver-
schiedene Systeme erreichen, wie Uber den Einsatz gasdichter GeféRe mit entsprechenden Gasent-
wicklungskits (z. B. CampyGen, Fa. Oxoid) (Buck et al., 1982), variabel begasbarer Zellbrutschranke
(ANNABLE et al., 1998) oder Kammern mit einem Modulare Atmosphere Controlled System (MAKS)
(RAYMOND, 2002). Untersuchungen von JONES et al. (1993) und KAAKOUSH et al. (2007) zeigten aller-
dings, dass in-vitro eine Adaptation zumindest einiger Stdamme von C. jejuni an einen atmospharischen
Sauerstoff-Partialdruck moglich ist.

Um auch vorgeschédigte Campylobacter zu erfassen und die Nachweisrate zu erhéhen, wurde von ver-
schiedenen Autoren eine mehrstufige Anreicherung bei verschiedenen Temperaturen und die schrittwei-
se Zugabe bestimmter Antibiotika empfohlen, nachdem mehrere Studien gezeigt hatten, dass Campylo-
bacter bei einer Inkubationstemperatur von 37 °C besser wiederbelebt werden kénnen als bei 42 °C
(HUMPHREY, 1986; HUMPHREY und MUSCAT, 1989; PARK und SANDERS, 1991; HUNT, 1992; HUNT et al.,
1998).

2.5.1.2 Flussige Selektivanreicherungsmedien

Um die Wiederfindungsrate zu erhéhen und die Begleitflora effektiver zu unterdriicken, wurden die An-
reicherungsverfahren vielfaltig modifiziert. Die Anderungen betrafen die Rezeptur der Fliissigmedien,
deren Supplementzusammensetzung, die Konzentration der verwendeten Antibiotika, die verzdgerte Zu-
gabe der Selektiv-Supplemente sowie die stufenweise Erhthung der Bebrutungstemperatur. Einen detail-
lierten Uberblick tber die Vielzahl der fiir die Isolierung von thermotoleranten Campylobacter spp. publi-
zierten Anreicherungsmedien und Nahrbdden bieten CORRY et al. (1995), CORRY (1999) und CORRY et al.
(2003). Bei den flissigen Selektivanreicherungsmedien haben die Preston-Bouillon und die Bolton-
Bouillon die breiteste Verwendung gefunden.
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Die verschiedenen fliissigen Selektivanreicherungsmedien waren Gegenstand mehrerer Vergleichsstudien.
So untersuchten STERN und LINE (1992) natiirlich kontaminiertes frisches Hahnchenfleisch vergleichend
mit den Anreicherungsmedien nach Doyle und Roman, Park und Sanders und Hunt und Radle sowie mit
den Selektivnidhrbdden Campy-BAP, mCCDA und Campy-Cefex. Mit der Hunt und Radle-Anreicherung
konnten die meisten Nachweise (43 Proben) gefuhrt werden, gefolgt vom Park und Sanders-Medium
(40 Proben) und dem Medium nach Doyle und Roman (23 Proben). Bei den Nahrbdden lieferte mCCDA
die besten Ergebnisse.

In einer niederlandischen Studie wurden zahlreiche N&hrmedien fir die Isolierung von thermophilen
Campylobacter aus Geflugelfleisch vergleichend Gberpruft (CCD-Bouillon, Preston-Bouillon, Exeter-
Bouillon, Park und Sanders-Bouillon, CEB, Karmali-Agar, CCD-Agar, ein halbfestes Medium (SSM),
Skirrow-Agar, Exeter-Agar, Preston-Agar). Die hochsten Nachweisraten wurden nach Anreicherung in
CCD-Bouillon (24h / 42°C, mikroaerob) und Isolierung auf Karmali-Agar (mit Zusatz von Cefoperazon
und Amphotericin B) oder CCDA-Medium (48 h / 42 °C, mikroaerob) erzielt (TILBURG und DE BOER,
1994).

UYTTENDAELE und DEBEVERE (1996) verwendeten Preston-Bouillon (mit FBP-Supplement) und mCCD-
Agar, um den Einfluss einer 4-stiindigen oder 24-stlindigen nicht selektiven Voranreicherung bei 37 °C,
die Notwendigkeit einer Blutsupplementation und den Effekt einer auf 48 h verlangerten Inkubationsdau-
er bei mikroaerober Inkubation zu uberpriifen. Mit der 4-stundigen Voranreicherung konnten geringe
Campylobacter-Gehalte - auch beim Vorliegen einer starken Begleitflora - nachgewiesen werden. Eine
Verlangerung der Voranreicherung auf 24 h erwies sich als ungeeignet, da Camylobacter durch die simul-
tane Vermehrung der Begleitflora unterdriickt wurde. Der Nachweis geringer Campylobacter-Zahlen ge-
lang jedoch auch ohne Voranreicherung, so dass von den Autoren aufgrund des geringeren Zeit- und Ar-
beitsaufwandes die direkte Anreicherung in Preston-Bouillon (24 h bei 42 °C) empfohlen wurde. Die 48-
stiindige Bebrltung der Preston-Bouillon und die Blutsupplementation ergaben demgegentiber keine sta-
tistisch signifikanten Vorteile.

BAYLIS et al. (2000) untersuchten 100 rohe Fleischproben verschiedener Tierarten vergleichend mit Bol-
ton-Bouillon, CEB und Preston-Bouillon. Die Bebriitung erfolgte aerob bei 37°C fir 4 h und anschlie-
Rend bei 42°C Gber 48 h. Fr die Ausstriche wurde mCCDA verwendet. Mit der Bolton-Bouillon wurden
signifikant hohere Wiederfindungsraten auf den Selektivnédhrbdden ermittelt als mit CEB und Preston-
Bouillon. Bei Verwendung der Preston-Bouillon trat mehr Begleitflora auf.

2.5.1.3 Feste Selektivmedien

Fir die Isolierung von thermotoleranten Campylobacter spp. werden verschiedene Blut- oder Kohlehalti-
ge Nahrbdden mit unterschiedlichen Hemmstoff-Supplementierungen empfohlen. In mehreren Ver-
gleichsstudien konnte die Uberlegenheit der kohlehaltigen Selektivmedien nach Karmali und des modifi-
zierten Charcoal-Cefoperazone-Desoxycholate-Agars (MCCDA) gegeniiber den bluthaltigen N&hrbdden
beziiglich der Wiederfindung und der Unterdriickung der Begleitflora belegt werden (GUN-MUNRO et al.,
1987; GRIFFITHS und RIBEIRO, 1988; ENDTZ et al., 1991a; ALBERT et al., 1992; TILBURG und DE BOER,
1994; PIERSIMONI et al., 1995; WHYTE et al., 2003).

Der in der revidierten 1SO 10272-1:2006 als primares Selektivmedium vorgeschriebene mCCDA war
bereits in den 1990er Jahren Gegenstand mehrerer Vergleichsstudien. ZANETTI et al. (1996) erzielten mit
mCCDA, Butzler- und Preston-Agar dhnliche Ergebnisse, wobei mCCDA leicht Giberlegen war. Die Auto-
ren stellten fest, dass der Bebriitungstemperatur eine grofRere Bedeutung zukam, denn bei 42 °C konnten
mehr Stdamme isoliert werden als bei 37 °C. Auch in einer skandinavischen Laborvergleichsuntersuchung
wurden mit mCCDA- und Preston-Agar nach Anreicherung in Preston-Bouillon identische Wiederfin-
dungsraten ermittelt. Auf mMCCDA trat jedoch weniger Begleitflora auf (PETERz, 1991). In einer Untersu-
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chung von ENGBERG et al. (2000) wurden mit dem mCCDA im Vergleich zu Skirrow- und CAT-Agar
signifikant hohere Nachweisraten erzielt. Eine Verlangerung der Bebriitungsdauer von 48 h auf 5 bis 6
Tage erbrachte keine signifikante Steigerung der Wiederfindungsraten.

Zur Verminderung einer stérenden Begleitflora bei der Isolierung von Campylobacter wird auch eine
Membranfiltermethode empfohlen (SCOTTER et al., 1993; ELMER-ENGLHARD et al., 1998; BAUMGART
und BECKER, 2004). Diese urspriinglich fur die Untersuchung von Stuhlproben entwickelte Technik
(STEELE und MCDERMOTT, 1984) basiert auf der ausgepragten Beweglichkeit von Campylobacter, wel-
che den Keim schneller als die Begleitkeime einen Cellulosefilter (0,45 um oder 0,65 um Porengrofe)
passieren lasst. Durch die Verwendung Antibiotika-freier Blutndhrbdden kdnnen mit dieser Methode auch
seltene Campylobacter spp. wie C. upsaliensis isoliert werden, allerdings mit einer im Vergleich zur Di-
rektkultur deutlich geringeren Sensitivitat (GOOSSENS et al., 1986; MORENO et al., 1993; ATABAY und
CORRY, 1997). Im Zusammenhang mit dem Nachweis von Campylobacter aus Lebensmitteln wird der
blasenfrei auf einem Selektivndhrboden aufliegende Membranfilter mit der bebriteten Selektivanreiche-
rungsbouillon beimpft und fiir ca. eine Stunde bei Zimmertemperatur inkubiert. Nach Entfernung des
Filters wird der verwendete Selektivnahrboden dem Priifverfahren entsprechend weiter bebriitet.

Fur die Isolierung von Campylobacter wurde auch ein halbfestes Medium ohne Blutzusatz entwickelt
(GOOSENS et al., 1989). Aufgrund des deutlichen Schwéarmens von Campylobacter eignet sich dieses
Substrat allerdings nicht fir quantitative Untersuchungen. In den letzten Jahren wurden auch im Bereich
der Campylobacter-Diagnostik vermehrt chromogene Nahrmedien propagiert, die durch eine markante
Koloniefarbung eine leichtere Differenzierung zwischen Campylobacter-Kolonien und der unspezifischen
Begleitflora ermdglichen sollen. Dazu zéhlen der durchscheinende Campy-Line-Agar (CLA) sowie der
Campy-Line-Blutagar (CLBA), jeweils mit Zusatz von TTC (Triphenyltetrazoliumchlorid), auf denen
Campylobacter als tief-rote Kolonien erscheinen. Beide Medien zeigten in einer Vergleichsstudie mit
Campy-Cefex-Agar vergleichbare Wiederfindungsraten (LINE, 2001). Ein weiteres chromogenes Medium
stellt der CampyFood ID™-Agar (Fa. Biomerieux) dar, dem HABIB et al. (2008) allerdings gewisse
Schwadchen bei der Auswertung attestierten, da Kolonien von Nicht-Zielorganismen eine ahnliche Rotfar-
bung aufwiesen wie Campylobacter.

2514 Normierung der Nachweisverfahren

Bis Mitte der 1990er Jahren gab es lediglich auf nationaler Ebene einzelne normierte Verfahren zum
Nachweis von Campylobacter in Lebensmitteln, wie die amerikanische BAM-Methode der U.S. Food and
Drug Administration, die britische PHLS-Methode, die niederlandische Richtlinie NEN 6269:1993, die
Methode NMKL Nr. 119 der skaninavischen Lander oder die Methode 7.19 aus dem Schweizer Lebens-
mittelbuch.

Auf internationaler Ebene erfolgte eine erste Normierung eines Untersuchungsverfahrens fur Campylo-
bacter spp. im Jahr 1995 mit der Verdffentlichung der 1ISO-Norm 10272:1995 (E) zum horizontalen
Nachweis von thermotoleranten Campylobacter spp. in Lebens- und Futtermitteln. Die Norm beinhaltet
zwei Verfahren, die sich hinsichtlich des Anreicherungsschrittes unterscheiden. Zum einen wird Preston-
Bouillon als flissiges Anreicherungsmedium vorgeschlagen. Alternativ wird die Verwendung der Park
und Sanders-Bouillon bei Proben empfohlen, in denen Campylobacter durch ungiinstige Umwelteinfllisse
oder technologische Bearbeitung (z. B. Gefrierprozesse) vorgeschéadigt sein kénnten. In diesem Fall er-
folgt die Anreicherung mehrstufig bei verschiedenen Temperaturen und unter schrittweiser Supplementie-
rung der Antibiotika. Fir die Kultivierung auf festen Nahrbdden werden der Karmali-Agar und ein weite-
res festes Selektivmedium nach Wahl des Anwenders (Butzler-, Skirrow-, Preston-Agar oder CCDA)
empfohlen. Abb. 3 gibt einen schematischen Uberblick Gber den Untersuchungsgang nach
ISO 10272:1995 (E) (1SO, 1995).
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Abb. 3: Fliessdiagramm zum Verfahrensablauf nach 1SO 10272:1995 (E) (entnommen aus
ISO, 1995)

Die in der ISO-Norm 10272:1995 (E) veroffentlichten Anreicherungsverfahren nach Preston sowie Park
und Sanders waren Gegenstand mehrerer Vergleichsstudien.

FEDERIGHI et al. (1999) erzielten bei der Untersuchung von Gefllgelfleischprodukten, Austern und zer-
kleinertem Gemiise mit dem Park und Sanders-Medium mehr Nachweise (19 Proben) als mit Preston-
Bouillon (8 Proben). Ahnliche Ergebnisse lieferte die Studie von TANGVATCHARIN et al. (2005), die natiir-
lich kontaminiertes Hahnchenbrustfilet parallel mit beiden Anreicherungsverfahren gemal 1SO 10272:
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1995 (E) sowie mittels unterschiedlicher Probenvorbereitung (destruktive Probenahme und Spilprobe der
Oberflache) untersuchten. Mit der Park und Sanders-Bouillon wurde sowohl in den Spilproben als auch
nach destruktiver Probenahme eine signifikant hohere Nachweisrate ermittelt. Auch in einer weiteren
Arbeit erwies sich die Park und Sanders-Anreicherung der Preston-Bouillon bei der Untersuchung von
gekuhltem und gefrorenem Héhnchenfleisch als Gberlegen (DE BOER und HUMPHREY, 1991).

In Rahmen einer britischen Laborvergleichsuntersuchung wurde naturlich kontaminierte gefrorene Huh-
nerhaut auf der Grundlage des ISO-Normentwurfes untersucht (SCOTTER et al., 1993). Der Methodenver-
gleich umfasste einen Ansatz mit Preston-Bouillon ohne FBP-Supplement (mikroaerobe Bebriitung bei
42 °C uber 48 h), einen Ansatz mit Park und Sanders-Bouillon (aerobe Inkubation) sowie einen Ansatz
mit Preston-Bouillon mit FBP-Supplement (aerobe Bebriitung bei 37 °C (iber 4 h, dann 42 °C Uber 44 h).
Wahrend bei einem Campylobacter-Gehalt von 10 KbE /10 g Probenmaterial alle drei Methoden ver-
gleichbare Ergebnisse lieferten, erbrachte bei geringeren Keimdichten von ca. 2 KbE /10 g die Park und
Sanders-Bouillon signifikant hthere Nachweisraten. Die 4-stlindige Vorbebriitung der Preston-Bouillon
bei 37 °C ergab keine Verbesserung.

Dagegen sahen JOSEFSEN et al. (2002) Vorteile bei der Verwendung des Preston-Verfahrens. Die Untersu-
chung von 20 natirlich kontaminierten Hahnchenkarkassen (Spulproben) fihrte mit beiden Verfahren zu
tibereinstimmenden Isolierungsraten hinsichtlich des qualitativen Nachweises. Bei der semi-quantitativen
Bestimmung mittels Titerverfahrens wiesen allerdings 13 von 20 Spulproben mit dem Preston-Verfahren
hohere Keimgehalte auf, was die Autoren auf eine bessere Sensitivitat des Preston-Protokolls zurtickfihr-
ten. Diese Vermutung konnte durch einen Inokulationsversuch mit C. jejuni bestatigt werden, bei dem fiir
das Preston-Verfahren eine Sensitivitat von 1 KbE/10 ml Bouillon gegeniiber 100 KbE/10 ml Bouillon bei
der Park und Sanders-Methode ermittelt wurde. Als weitere Vorteile des Preston-Protokolls wurden der
geringere Arbeitsaufwand aufgrund der einheitlichen Inkubationsbedingungen, die kommerzielle Verflg-
barkeit und das geringere Kontaminationsrisiko genannt.

Im Zuge der Revision der 1SO 10272:1995 (E) wurden Preston- sowie Park und Sanders-Bouillon durch
Bolton-Bouillon als Selektivanreicherung ersetzt (ISO, 2006a). Die Bebritung des bereits vollstandig
supplementierten Mediums erfolgt zunéchst fiir 4 Stunden bei 37 °C und anschlieRend fiir 24 bis 48 Stun-
den bei 41,5 °C. Fir die Kultivierung auf Nahrboden werden der mCCDA und ein weiterer - vom Labor
auszuwahlender - Selektivnahrboden vorgeschrieben. Im April 2007 wurde die 1ISO-Norm 10272-1:2006
als Methode L 00.00-107 in die amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB (iber-
nommen (BVL, 2007) und damit fur Deutschland verbindlich.

2.5.2 ldentifizierung und Differenzierung
2.5.2.1 Phanotypische ldentifizierung und Differenzierung

Thermotolerante Campylobacter sind phylogenetisch eng verwandte Spezies (ON, 2001). Es stehen daher
nur wenige phanotypische Unterscheidungskriterien zur Verfugung. Die wichtigsten Differenzierungs-
merkmale innerhalb der Familie der Campylobacteriaceae sind in Tab. 1 (s. Seite 3) zusammengestellt. In
der Routinediagnostik, normiert durch die ISO 10272:1995 (E), werden neben morphologischen und bio-
chemischen Eigenschaften die Uberpriifung des Wachstumsverhaltens und die Sensibilitit gegentiber
ausgewahlten Antibiotika zur Unterscheidung der Spezies herangezogen: Wachstum bei 25 °C, aerobes
Wachstum, Katalase-Reaktion, Oxidase-Reaktion, Hippurat-Hydrolyse, Indoxyl-Acetat-Hydrolyse, Koh-
lehydratverwertung, H,S-Produktion, Uberpriifung der Empfindlichkeit gegen Cephalotin und Nalidixin-
séure (1SO, 1995).

Der Hippurat-Hydrolyse-Test ermdglicht die Differenzierung von C. jejuni, der als Alleinstellungs-
merkmal Uber eine Hippurikase verfugt, gegeniiber den Ubrigen thermotoleranten Campylobacter spp.
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(HARVEY, 1980; SKIRROW und BENJAMIN, 1980). Bei der Beurteilung dieser Reaktion ist allerdings zu
berucksichtigen, dass hippurat-negative C. jejuni-Stdimme vorkommen und die Reaktion durch die Inoku-
lummenge und die verwendeten Né&hrbéden beeinflusst werden kann (TOTTEN et al., 1987; ON und
HOLMES, 1991; RAUTELIN et al., 1999). LINTON et al. (1997) berichteten Uber C. jejuni-Stamme, die trotz
Vorhandenseins des Hippurikase-Gens phanotypisch nicht in der Lage waren, Hippurat zu hydrolysieren.
Zudem konnte beobachtet werden, dass einige C. jejuni-Stdimme die Fahigkeit zur Hippurat-Hydrolyse
nach wenigen Passagen verlieren (BAR und FRICKE, 1987). Andere, biochemisch als C. coli identifizierte
Stdmme konnten erst mittels genotypischer Methoden (PCR und PCR-RFLP) als hippurat-negative
C. jejuni charakterisiert werden (RAUTELIN et al., 1999; STEINHAUSEROVA et al., 2001).

Durch die Uberpriifung der Sensibilitat gegeniiber den Antibiotika Cephalotin und Nalidixinsaure lassen
sich C. jejuni und C. coli gegen C. lari abgrenzen. Die Ergebnisse der Resistenzpriifung missen jedoch
vorsichtig beurteilt werden, da mit zunehmender Verbreitung der Fluorochinolon-Resistenz in den letzten
beiden Jahrzehnten auch vermehrt Nalidixinsaure-resistente Stdmme von C. jejuni auftreten (ALTWEGG et
al., 1987; ENDTZ et al., 1991b; LUBER, 2004; NANNAPANENI et al., 2005).

Einer weiteren, gut reproduzierbaren Reaktion zur Abgrenzung von C. lari bedient sich der von Popovic-
URoOIC et al. (1990) publizierte Indoxylacetathydrolyse-Test. Die Methode wurde 2006 in die Revision
der ISO-Norm 10272 aufgenommen.

Im Rahmen epidemiologischer Untersuchungen wird zur phanotypischen Charakterisierung der Isolate
héufig die Serotypisierung eingesetzt. Zwei Methoden haben breitere Verwendung gefunden: zum einen
das Verfahren nach PENNER und HENNESSY (1980), das auf dem Nachweis von hitzestabilen Oberfla-
chenantigenen (HS-System) mittels passiver Hamagglutination beruht, und zum anderen das Verfahren
nach LIOR et al. (1982), das hitzelabile Oberflachenantigene (HL-System) mittels Objekttrageragglutina-
tion nachweist. Inzwischen wurde die Methode nach Penner modifiziert und ein neues verbessertes Sy-
stem entwickelt, das sich der aktiven Hdmagglutination bedient (FROST et al., 1998). Die Anwendung der
Serotypisierung wird begrenzt durch das Auftreten von Stdmmen, die nicht typisierbar sind oder deren
Typisierung infolge von Antigenvariationen instabil ist (NIELSEN et al., 1997; MCKAY et al., 2001). Zu-
dem wurde (ber das Auftreten von Kreuzreaktionen zwischen Antiseren berichtet (PRESTON und PENNER,
1989). Weitere Nachteile stellen die hohe Zahl der selbst herzustellenden Antiseren dar, da kein Angebot
von kommerziell erhaltlichen Antiseren besteht (JACKSON et al., 1998). Letztlich sind Biotypisierung
(BOLTON et al., 1984) und Phagentypisierung (GRAJEWSKI et al., 1985; KHAKHRIA und LIOR, 1992) als
weitere phanotypische Differenzierungsverfahren zu nennen.

2.5.2.2 Genotypische Differenzierung

Zur Aufklarung von Infektionsketten und zur Untersuchung populationsstruktureller Fragestellungen
werden verschiedene genotypische Methoden wie PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis), AFLP (Am-
plified Fragment Length Polymorphism), flaA-SVR (short variable region)-Sequenzierung, Multilocus
sequence typing (MLST), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)-PCR, RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism)-PCR und Ribotyping eingesetzt. Einen Uberblick Gber die verschiede-
nen Genotypisierungsmethoden geben WASSENAAR und NEWELL (2000) sowie ZIMMERMANN et al.
(2008). Die genotypische Diskriminierung von Campylobacter-Isolaten gestaltet sich haufig schwierig, da
Campylobacter ein verhaltnismaRig kleines Genom von ca. 1,6 Mio. bp verbunden mit einer verhaltnis-
maRig geringen Klonalitat aufweist (PARKHILL et al., 2000). Die Kombination mehrerer Verfahren erhoht
die Diskriminierungsfahigkeit (ZIMMERMANN et al., 2008).
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2.5.3 Keimzahlbestimmung

Mit dem im Jahr 1999 von der Codex Alimentarius Commission eingefuhrten Prinzip der quantitativen
mikrobiologischen Risikoschdtzung ergab sich ein weitergehender Bedarf nach vergleichbaren quantitati-
ven Daten zum Vorkommen von Campylobacter insbesondere in Gefllgelfleisch.

Erschwert wurde die Datensammlung durch die Tatsache, dass lange Zeit kein standardisiertes Untersu-
chungsverfahren fir die Z&hlung von Campylobacter spp. existierte. Mit der ISO/TS 10272-2 wurde im
Jahr 2006 erstmals eine normierte Methode verdffentlicht, die auf dem Spatelverfahren unter Einsatz des
MCCDA beruht (ISO, 2006b). Ein Jahr spéter wurde vom Nordic Commitee on Food Analysis eine Me-
thode fiir die Quantifizierung von Campylobacter erarbeitet, die sowohl ein quantitatives Spatelverfahren
als auch ein — bei zu erwartenden geringen Campylobacter-Zahlen anzuwendendes — halbguantitatives
Titerverfahren umfasst (ROSENQVIST et al., 2007). Fur den Nachweis geringer Keimzahlen bietet sich als
Alternative zum direkten Plattenzahlverfahren auch die MPN-Technik an, die allerdings mit einem hdhe-
ren Arbeits- und Materialaufwand verbunden ist. Der Vorteil dieser Technik liegt vor allem in der héheren
Empfindlichkeit, da durch den Einsatz gréferer Volumia (10 ml) die Nachweisgrenze auf 0,03 MPN/g
bzw. ml gesenkt werden kann (HILDEBRANDT und SCHOTT, 2001).

LINE et al. (2001) flhrten vergleichende quantitative Untersuchungen an frischem Héahnchenfleisch mit-
tels zweier MPN- und eines Spatelverfahrens durch. Das MPN-Verfahren unter Verwendung des Flussig-
mediums nach Hunt und dem mCCDA sowie das Spatelverfahren (Campy-Cefex-Agar) ergaben bei Spul-
proben keine signifikanten Unterschiede. Auch bei einer von SCHERER et al. (2006) durchgefuhrten
Studie zeigten das Spatelverfahren und die MPN-Technik bei Spulproben eine gute Korrelation der Er-
gebnisse, wéhrend sich die MPN-Technik bei Hautproben als ungeeignet erwies.

Die Auswahl des Selektivagars scheint flr die quantitative Bestimmung von untergeordneter Bedeutung
zu sein. Bei Verwendung verschiedener Selektivndhrboden (u. a. Skirrow, Karmali, mCCDA, Campy-
Cefex, Campy-Agar, CampyFood ID™-Agar) wurden jeweils vergleichbare Keimzahlergebnisse erzielt
(OYARzABAL et al., 2005; BfR, 2006c; HABIB et al., 2008). Nach HABIB et al. (2008) war jedoch die
Auswertung des CampyFood ID™-Agars (Fa. Biomerieux) bei natiirlich kontaminierten Proben im Ver-
gleich mit mCCD- und Karmali-Agar erschwert, da Kolonien der Nicht-Zielorganismen eine ahnliche
Rotfarbung aufwiesen wie Campylobacter.

Die Studien zur gquantitativen Bestimmung von Campylobacter unterscheiden sich allerdings nicht nur
bezlglich der eingesetzten Untersuchungsverfahren sondern auch hinsichtlich der Probenaufbereitung
(destruktive und nicht-destruktive Probenahme). Bei der destruktiven Probenahme wird eine definierte
Menge Muskulatur mit oder ohne Haut verwendet. Zu den nicht-destruktiven Verfahren zahlen die Ent-
nahme von Halshaut, die Beprobung der gesamten Karkassenoberflache oder ausgewahlter Bereiche mit-
tels Tupfer (Tupferprobe) sowie die Spulprobe, bei der die Oberflaiche mit einem selektiven Anreiche-
rungsmedium gespult und gegebenenfalls manuell abmassiert wird.

Die verschiedenen Verfahren der Probenvorbereitung wurden in mehreren Studien Uberprift. Es zeigten
sich weder signifikante Unterschiede zwischen Spilproben und Hautproben (SCHERER et al., 2006) noch
bei einem Vergleich von Spulflussigkeit mit Halshaut und Spulflissigkeit mit gesamter Haut (JORGENSEN
et al., 2002). Die Technik des Spilvorgangs (mechanisches Schiitteln oder manuelles Kneten) nahmen
nach Untersuchungen von CASON und BERRANG (2002) keinen Einfluss auf die Ergebnisse.

Die in der Literatur verfugbaren quantitativen Daten zur Kontamination von Gefllgelfleisch mit Campy-
lobacter sind nur schwer vergleichbar, da sich die Untersuchungen hinsichtlich der Probenart (ganzer
Schlachtkérper oder Teilstlicke, mit oder ohne Haut, Angebotszustand), der Probenvorbereitung (destruk-
tiv, Halshaut, Spilprobe, Tupferprobe) und des Untersuchungsverfahrens (Spatelverfahren oder MPN)
unterscheiden. Zudem erfolgt die Ergebnisangabe je nach Probenvorbereitung pro ml Spulflissigkeit, pro
Gramm Einwaage (Haut oder Muskulatur) oder pro cm?® (Tupferprobe) (BfR, 2005).
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Zwei in Deutschland durchgefiihrte Studien befassten sich mit der Quantifizierung von Campylobacter
auf der Oberflache von frischen Hahnchenschenkeln (SCHERER et al., 2006) bzw. auf der Oberflache und
im Muskelinneren von frischen Hahnchenbrustfilets (LUBER und BARTELT, 2007). Im Muskelinneren
konnten deutlich niedrigere Campylobacter-Gehalte (Median: log 0,15 KbE/g) ermittelt werden, als auf
der Oberflache (Median: log 2,7 KbE/Filetoberflache). Die Daten in Tab. 6 zeigen, dass Hahnchen-
teilstiicke mit Haut (Keulen) auf der Oberflache hohere Campylobacter-Keimzahlen aufwiesen als
Teilstlicke ohne Haut (Brustfilets).

JZRGENSEN et al. (2002) fihrten in England Untersuchungen an frischen und gefrorenen ganzen Hahn-
chen aus dem Einzelhandel durch. Abhéngig von der Probenvorbereitung wurden unterschiedliche mittle-
re Campylobacter-Keimzahlen ermittelt (Tab. 6). Dabei wurde die Nachweisgrenze bei 48 % der frischen
Proben, aber nur bei 15 % der gefrorenen Hahnchen tberschritten.

Tab. 6: Keimzahlen und Pravalenzen von Campylobacter in Hahnchenfleisch

Probenmatrix Nachweisrate Keimzahl Referenz

Ganze Hahnchen: Mittelwerte: JORGENSEN
Halshaut 84 % log 4,1/Probe et al
Spiilprobe 86 % log 4,9/Probe (200'2)
Spllprobe + gesamte Haut 90 % log 5,1/Probe

Héhnchenschenkel:
Spllprobe 77 % Median: log 4,3 SCHERER

KbE/Schenkeloberflache etal.

Hauteinwaage 70 % Median: log 4,0 (2006)

KbE/Schenkeloberflache
Hahnchenbrustfilet:

Oberflache 87 % Median: log 2,7 KbE/Filet LUBER und
28 % zw. log 3,0 und log 4,0 BARTELT
Muskulatur (Tiefe) 20 % Median: log 0,15 KbE/g (2007)

2.5.4 Molekularbiologischer Nachweis und Speziesdifferenzierung

Aufgrund der komplexen Taxonomie, der hohen Wachstumsanspriiche und der geringen biochemischen
Stoffwechselaktivitdt sind Nachweis und Identifizierung von Campylobacter spp. mittels phanotypischer
Methoden oft schwierig und zeitaufwandig. Fir die Differenzierung von C. jejuni und C. coli wird im
Routinelabor als einziger phanotypischer Test (iblicherweise nur die Hippurathydrolyse durchgefiihrt, die
aufgrund des Vorkommens von hippurat-negativen C. jejuni-Stdmmen nicht immer zuverléssige Ergeb-
nisse liefert. Mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) steht ein schnelles, spezifisches genotypisches
Verfahren zur Verfugung, das sowohl fir den Nachweis von Campylobacter aus Lebensmitteln als auch
fir die Speziesdifferenzierung eingesetzt werden kann (WEGMULLER et al., 1993; BIRKENHEAD et al.,
1993; OYOFO et al., 1997; LUBECK und HOORFAR, 2002).
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2541 Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion

Der PCR-Nachweis von pathogenen Mikroorganismen in Lebensmitteln umfasst folgende Schritte: (1)
eine Anreicherung in flissigen Nahrmedien, (2) Nukleinsdureextraktion und gegebenenfalls Nukleinséu-
rereinigung, (3) Amplifikation der gesuchten Nukleinsduresequenz mittels spezifischer Primer, (4) Nach-
weis und Bestétigung der spezifischen PCR-Produkte (LUBECK und HOORFAR, 2002; DIN, 2005a).

In der Regel wird dem molekularbiologischen Nachweis ein kultureller Anreicherungsschritt vorge-
schaltet, um bei gering kontaminierten Proben die erforderliche Sensitivitat zu erreichen (GIESENDORF et
al., 1992). AuRerdem wird durch die Anreicherung der Anteil vermehrungsféahiger Campylobacter-Zellen
gegeniber der Zahl der toten und VBNC-Zellen erhoht (STRAUB et al., 1999). Ein weiterer Vorteil besteht
darin, dass in der Lebensmittelmatrix vorhandene PCR-Inhibitoren durch die Anreicherungsfliissigkeit
verdinnt werden. Allerdings kénnen bestimmte Bestandteile der Anreicherungsmedien, wie Blut, Hdmo-
globin und Kohle, zu einer Hemmung der PCR-Reaktion fiihren (ROSSEN et al., 1992; NG et al., 1997).

Im Rahmen der Nukleinsédure-Extraktion wird die bakterielle DNA aus den Zellen freigesetzt. Gleich-
zeitig soll eine moglichst weitgehende Abtrennung von inhibitorischen Substanzen sowie eine Aufkon-
zentrierung des Ziel-Organismus erreicht werden. Das grundlegende Schema zur DNA-Extraktion besteht
aus mehreren Schritten und kann vielféltig variiert werden. In der Regel erfolgt zunéchst eine Pelletierung
der Probenbestandteile und Bakterien durch Zentrifugation. Nach Abnehmen des Uberstandes wird das
Pellet resuspendiert und ein Proteinverdau durch Zugabe von Lysozym und Proteinase K durchgefihrt.
Anschlielend erfolgt ein thermischer Zellaufschluss bei 95 bis 100 °C. Durch abschlieRendes Zentrifugie-
ren werden storende Komponenten abgetrennt und die Nukleinsduren im Uberstand abpipettiert. Zur Er-
héhung des Reinheitsgrades der DNA kdnnen weitere Verfahren angewandt werden wie Extraktion mit
organischen Losungsmitteln (z. B. Phenol-Chloroform-Gemisch), gefolgt von einer Prézipitation mit
Ethanol und Isopropanol und anschlielenden Waschschritten, Zusatz von Detergentien (z. B. Triton X-
100, Sodiumdodecylsulfat) oder eine Resin-basierte Extraktion mit Chelex® 100 (LANTZ et al., 1994;
MALORNY et al., 2003; DIN, 2006a). Andere DNA-Extraktionsverfahren bedienen sich der Separation
von Bakterien mittels antikrperbeschichteter paramagnetischer Perlen (JINNEMAN et al., 1995), der Zen-
trifugation unter Einsatz eines Dichtegradienten (z. B. Percoll®) (LINDQVIST, 1997) oder der
Séulentechnologie, bei der die DNA absorbiert und Inhibitoren durch Waschschritte eliminiert werden
(LANTZ et al., 1994; BERTHELET et al., 1996).

Von zahlreichen Anbietern werden kommerzielle Kits vertrieben, die eine gleichzeitige DNA-Extraktion
und —aufreinigung ermdglichen, z.B. DNeasy Tissue Kit (Qiagen), PrepMan™ Ultra sample Preparation
Reagent (Applied Biosystems), High Pure PCR Template Preparation Kit (Boehringer), Nucleo Spin Food
(Macherey & Nagel).

Die eigentliche PCR umfasst die in-vitro-Amplifikation definierter chromosomaler Gensequenzen, die
raumlich durch die sequenzspezifische Hybridisierung zweier Oligonukleotide (Primerpaar) begrenzt
werden. Neben dem Primerpaar enthélt der Reaktionsansatz ein Gemisch der vier Desoxyribonucleosid-
triphosphate (dATP, dCTP, dGTP und dTTP bzw. dUTP), eine hitzestabile DNA-Polymerase sowie den
aus dem Probenmaterial nach Anreicherung gewonnenen DNA-Extrakt. In einem Thermocycler wird der
Reaktionsansatz genau festgelegten, zyklischen Temperaturveranderungen ausgesetzt, in denen die DNA-
Doppelstrange denaturiert werden, die Primer mit dem komplementdren DNA-Abschnitt hybridisieren
und die Polymerase vom 3’-Ende ausgehend einen komplementdren DNA-Strang synthetisiert. Die drei
Teilschritte Denaturierung, Primer-Hybridisierung und DNA-Synthese bilden einen PCR-Zyklus, der
mehrmals (25 - 50 mal) wiederholt wird. Auf diese Weise wird nach mehreren Zyklen eine anndhernd
exponentielle Vermehrung der Zielsequenz erreicht. Die Detektion der gewonnenen Amplifikate erfolgt
schlieBlich mittels Gelelektrophorese oder DNA-Hybridisierung (ANON., 1998a).

Die gebrauchlichste Methode zur Detektion der Amplifikate ist die Auftrennung mittels Gelelektrophore-
se im Agarosegel mit Anfarbung durch Ethidiumbromid und anschlieender Darstellung unter UV-Licht.
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Durch Mitfuhren eines DNA-Molekulargewichtsmarkers kann die Fragmentlange der Amplifikate ge-
schétzt und mit dem gesuchten Fragment verglichen werden. Der Nachweis der PCR-Produkte kann auch
mittels Hybridisierung erfolgen. Dazu werden die Amplifikate auf Membranen (bertragen, wo sie mit
spezifischen einzelstrangigen Gensonden hybridisieren, die mit verschiedenen Substanzen (z. B. Digoxi-
genin, Biotin, Meerrettichperoxidase, alkalische Phosphatase) markiert sind. Je nach Art der Markierung
erfolgt die Detektion mittels Kolorimetrie oder Chemiluminiszenz (ANON., 1998a). Andere Methoden
verwenden einen nachgeschalteten ELISA (PCR-ELISA) zum Nachweis der PCR-Produkte (BOLTON et
al., 2002).

Die Identitdt des nachgewiesenen PCR-Produkts sollte entsprechend den Vorgaben der
DIN 10134:1998 (DIN, 1998) bzw. der Folgenorm DIN EN ISO 20838:2006 (DIN, 2006b) durch ein
geeignetes Verfahren bestatigt werden. Dies kann durch DNA-Sequenzierung, Restriktionsanalyse oder
durch Hybridisierung mit spezifischen DNA-Sonden (z. B. southernblot- oder slotblot-Technik) erfolgen.
Fur die pg50/pg3-PCR wurden klonierte digoxygeninmarkierte und biotinylierte Sonden beschrieben
(OvoFo et al., 1992; CHUMA et al., 1997), die mit dem mittels blotting auf eine Nylonmembran aufgetra-
genen Amplifikat hybridisieren und durch eine Farbreaktion nachgewiesen werden. Alternativ kdnnen
auch DIG-markierte PCR-Sonden eingesetzt werden (MADE und STARK, 2000; DIN, 2006b). Von ver-
schiedenen Autoren wurde auch die seminested-PCR im Sinne einer Bestdtigung des ersten PCR-
Produkts eingesetzt (WEGMULLER et al., 1993; WAEGEL und NACHAMKIN, 1996).

Ein positives PCR-Ergebnis kann auch kulturell bestétigt werden (DIN, 2005a; DIN, 2006b). Bei der
amtlichen Untersuchung von Lebensmitteln missen alle positiven PCR-Befunde kulturell weiterbearbei-
tet werden. Die Isolate stehen damit fur weitergehende epidemiologische Untersuchungen oder ein Anti-
biotika-Resistenzmonitoring zur Verfiigung. Die Frage der Herkunft der Zielsequenzen von lebensfahigen
oder toten Zellen erubrigt sich somit.

2.5.4.2 Zielsequenzen

Fir den Gattungs- und/oder Art-spezifischen Nachweis sowie flr die Speziesdifferenzierung von Campy-
lobacter wurde bis heute eine Vielzahl von PCR-Systemen verdffentlicht. Die Primerbindungsstellen fir
Campylobacter-spezifische PCR-Systeme sind vornehmlich auf Genen lokalisiert, die fiir verschiedene
Virulenzfaktoren oder bestimmte Stoffwechselleistungen kodieren. Bei vielen PCR-Systemen wurden die
Primer auf der Grundlage verschiedener Abschnitte des Flagellin A-Gens (flaA) entwickelt. Derartige
Systeme ermdglichen den Nachweis der Spezies C. jejuni und C. coli. Andere Primer-Systeme, die auf
der 16S rDNA oder der 23S rDNA basieren, kénnen je nach Design zum Gattungs-spezifischen Nachweis
oder zur Erfassung der Gruppe der thermotoleranten Campylobacter (C. jejuni, C. coli, C. lari und/oder
C. upsaliensis) eingesetzt werden. Da das Flagellin-Gen einen hohen Grad an Polymorphismus aufweist,
wurden bei der Entwicklung neuerer PCR-Methoden hdufig Gene ausgewdhlt, die fur lebenswichtige
Stoffwechselvorgénge kodieren und die unter einem héheren Selektionsdruck stehen, wie asp (Aspartat-
kinase) (LINTON et al., 1997), ceuE (periplasmatisches Substratbindungsprotein) (GONzALEZ et al., 1997;
BEST et al., 2003), mapA (membranassoziertes Protein) (HOUNG et al., 2001; BEST et al., 2003), gyrA
(Untereinheit der Gyrase) (RAGIMBEAU et al., 1998; 11JIMA et al., 2004; MENARD et al., 2005), hipO
(Hippurikase) (LINTON et al., 1997; DENISs et al., 1999), yphC (GTPase) (113IMA et al., 2004) sowie Gene
fur eine putative Oxidoreduktase (NOGVA et al., 2000) oder fir periplasmatische Proteine (VAN DE
GIESSEN et al., 1998).

Fur den gleichzeitigen Nachweis mehrerer Campylobacter-Spezies in einer PCR-Reaktion verfiigen eini-
ge Primer Uber eine oder mehrere inkorporierte Inosinbasen (VAN DOORN et al., 1997), andere Primer
sind degeneriert (OYOFO et al., 1992) oder haben interne Wobbles (WEGMULLER et al., 1993). Dies er-
mdoglicht den parallelen Nachweis von C. jejuni und C. coli (OyoFo et al., 1992; WEGMULLER et al.,
1993) und ggf. zusétzlich auch von C. lari und C. upsaliensis (VAN DOORN et al., 1997).
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2.5.4.3 Sonderformen der Polymerase-Kettenreaktion

Ausgehend von der konventionellen PCR wurden verschiedene Sonderformen der PCR entwickelt, die
eine Erh6hung der Sensitivitat und Spezifitat, eine Verkurzung der Nachweisdauer oder eine Unterschei-
dung zwischen toten und lebensfahigen Keimen ermdglichen sollten (HiLL, 1996).

Bei der Multiplex-PCR werden gleichzeitig zwei (,,Duplex-PCR*) oder mehrere Primerpaare in einer
PCR verwendet. Der Nachweis verschiedener Zielsequenzen in einer Reaktion ermdglicht z.B. den paral-
lelen Nachweis mehrerer Campylobacter-Spezies (HARMON et al., 1997; VAN DE GIESSEN et al., 1998;
HOUNG et al., 2001; BEST et al., 2003; KLENA et al., 2004; WONG et al., 2004) und/oder den Einsatz einer
internen Amplifikationskontrolle (DENIs et al., 2001; WANG et al., 2002; PERSSON und OLSEN, 2005).
Allerdings kann die Verwendung mehrerer Primerpaare durch Interaktionen zu einem \erlust an Sensitivi-
tat fuhren.

Bei der nested-PCR werden zwei Primerpaare in zwei aufeinanderfolgenden PCR-Reaktionen eingesetzt.
Das zweite Primerpaar hybridisiert in einer zweiten PCR innerhalb des in der ersten PCR amplifizierten
Produktes und fiihrt somit zu einer Steigerung der Sensitivitét, da sehr geringe Mengen des ersten Ampli-
fikats durch die zweite PCR (ber die Nachweisgrenze vervielfaltigt werden konnen. Ebenso wird die
Spezifitit der PCR verbessert, da unspezifische Produkte aus der ersten Reaktion nicht amplifiziert wer-
den (WINTERS et al., 1997; SACHSE, 2002). Eine Modifikation dieser PCR-Methode stellt die semine-
sted-PCR dar, in der nur ein Primer fir die zweite PCR innerhalb der amplifizierten Sequenz liegt und
der andere Primer aus der ersten PCR stammt. Durch die Anwendung des seminested-Prinzips gelang es
WINTERS et al. (1997) die Sensitivitat ihres PCR-Systems derart zu erh6hen, dass C. jejuni aus H&hn-
chenspllproben ohne Anreicherungsschritt innerhalb eines Tages isoliert werden konnte. WEGMULLER et
al. (1993) ermittelten fur die erste PCR mit dem &uReren Primerpaar CF03/CF04 eine Nachweisgrenze
von 100 Zellen/40 ml Milch, wéhrend sich mit der seminested-PCR weniger als 10 Zellen/40 ml Milch
nachweisen lieBen. Die zweite PCR ermdglichte zudem die spezifische Erfassung von C. jejuni und
C. coli, da C. lari nur mit dem ersten Primerpaar, nicht jedoch mit dem zweiten Primerpaar ein typisches
PCR-Produkt bildet. WAAGE et al. (1999) uberpriiften die Sensitivitat der von WEGMULLER et al. (1993)
beschriebenen seminested-PCR fir den Nachweis von Campylobacter in Fleischproben. Nach 18-
stindiger Inkubation in nicht-selektiver Rosef-Bouillon konnte eine Nachweisgrenze von kleiner 3 KbE/g
erzielt werden. Von anderen Autoren wurden seminested-PCR-Systeme auch im Sinne einer Bestétigung
des ersten PCR-Produkts eingesetzt (WAEGEL und NACHAMKIN, 1996).

Ein PCR-Verfahren, das die Unterscheidung zwischen lebensfahigen und nicht lebensfahigen Zellen ge-
stattet, ist die reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR). Sie basiert auf dem Nachweis der mRNA, die nur
in lebenden Zellen vorkommt und deren Konzentration nach dem Zelltod rasch abnimmt. Bei der
RT-PCR wird die Fahigkeit der reversen Transkriptase ausgenutzt, mit Hilfe entsprechender Primer zur
mRNA komplementare DNA-Strdnge zu synthetisieren, die wiederum als Matrize fir die DNA-
Polymerase dienen. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit der mRNA und der dadurch erforderlichen
schnellen mRNA-Aufbereitung sollen die RT-PCR-Methoden h&ufig weniger sensitiv sein als PCR-
Techniken, die auf einem DNA-Nachweis beruhen (SCHEU et al., 1998). In durch Hitzeanwendung inak-
tivierten C. jejuni-Zellen war der mMRNA-Nachweis mittels RT-PCR nach vier Stunden nicht mehr még-
lich (SAILs et al., 1998). Inzwischen stehen jedoch auch fiir die Isolierung von RNA zuverlassige Metho-
den zur Verfligung.

In den vergangenen Jahren kamen in der Routineanalytik verstarkt Real-Time PCR-Methoden zur An-
wendung, da diese durch den Wegfall der Gelelektrophorese eine deutliche Zeit- und Arbeitsersparnis
bieten. Bei der Real-Time PCR erfolgen der Nachweis und die Bestatigung der Identitat des gebildeten
PCR-Produkts zeitgleich bereits wéhrend der Amplifikation durch Hybridisierung mit einer fluoreszenz-
markierten Sonde und Messung des Fluoreszenzanstiegs. Ein weiterer Vorteil besteht in der geringeren
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Kontaminationsgefahr im Anschluss an die Amplifikation, da die ReaktionsgefaRe nicht mehr gedffnet
werden mussen. LICK et al. (2007) Uberpriiften die Spezifitat mehrerer Real-Time PCR-Methoden mit 65
Campylobacter-Stammen. Die Inklusivitat war bei allen Methoden sehr gut (96 - 100 %), bei der Exklu-
sivitét traten allerdings einige Unsicherheiten auf. So erfassten die fir C. coli spezifischen Systeme fast
immer auch die eng verwandte Spezies C. hyoilei, wahrend die auf dem flaA-Gen beruhenden Methoden
in manchen Féllen die verwandten Arten C. lari und C. upsaliensis mit detektierten. Die vergleichende
Untersuchung von Lebensmittelanreicherungen mit der kulturellen Methode und verschiedenen Real-
Time PCR-Verfahren erbrachte weitgehend Ubereinstimmende Resultate. Aufgrund der hohen Intraspe-
zies-Rekombinationsrate von Campylobacter spp. und der damit verbundenen hohen Variabilitat in der
Sequenz vieler Zielgene empfehlen die Autoren, grundsatzlich zwei Methoden mit unterschiedlichen Ziel-
genen anzuwenden.

2.5.4.4 Grenzen der PCR

Um eine hohe, effektive Sensitivitdt des molekularbiologischen Systems zu gewéhrleisten, sind die Ver-
fahren zur Probenvorbereitung und DNA-Extraktion so auszuwdéhlen, dass der Nachweis von geringen
Mengen von Campylobacter und die Reduzierung von PCR-inhibierenden Substanzen ermdglicht wer-
den.

Beim Einsatz von PCR-Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen in Lebensmitteln treten haufig
falsch-negative Ergebnisse infolge einer Inhibition der PCR auf. Folgende Faktoren kdnnen falsch-
negative PCR-Ergebnisse verursachen: (1) Mangel an dem fiir die Aktivitat der DNA-Polymerase essenti-
ellen Magnesium infolge Komplexbildung mit bestimmten Stoffen, (2) Abbau der DNA und/oder Primer
durch Nukleasen (DNasen), (3) direkte Hemmung der DNA-Polymerase durch inhibitorische Substanzen
in mangelhaft aufgereinigten DNA-Extrakten und (4) Verlust von Ziel-DNA durch die DNA-Extraktion.
Einen besonderen Einfluss (bt die jeweilige Lebensmittelmatrix aus, wobei negative Wirkungen insbe-
sondere von Caseinbestandteilen, Calciumionen, Proteinasen, Glykogen und Fetten ausgehen. Ebenso
konnen bestimmte Bestandteile der Anreicherungsmedien, wie Blut und Kohle, zu einer Hemmung der
PCR-Reaktion fiihren (ROSSEN et al., 1992; LANTZz et al., 1994; NG et al., 1997; WILSON, 1997; SCHEU et
al., 1998).

Um falsch-negative Ergebnisse durch Inhibition der PCR sicher erkennen zu kénnen, werden Amplifika-
tionskontrollen eingesetzt, bei denen entweder eine definierte Menge DNA direkt jedem Reaktionsansatz
zugefugt (interne Amplifikationskontrolle) oder die DNA in getrennten Reaktionsansétzen einem Aliquot
der extrahierten Nukleinsdure beigegeben wird (externe Amplifikationskontrolle) (DIN, 2005a). Bei der
internen Amplifikationskontrolle ist zu berucksichtigen, dass eine zu hohe Konzentration des DNA-
Standards die Bildung des Campylobacter-Amplifikats unterdriicken kann. Die Konzentration des inter-
nen Standards muss daher im Labor sorgféltig optimiert werden (DIN, 2006b).

Eine Minimierung oder Ausschaltung inhibitorischer Effekte ist auf verschiedene Weise méglich. In der
Lebensmittelmatrix vorhandene PCR-Inhibitoren kdnnen bereits im Rahmen der kulturellen Anreicherung
durch die Anreicherungsflissigkeit verdinnt werden. Eine weitere Mdglichkeit stellt die Separierung der
Ziel-Organismen von der Lebensmittelmatrix mittels Zentrifugation oder durch die Verwendung von An-
tikdrper-beschichteten paramagnetischen Perlen dar (OLSVIK et al., 1994; SCHEU et al., 1998). Der DNA-
Freisetzung kann auch ein Aufreinigungsschritt, gegebenenfalls unter Einsatz kommerzieller Kits, nach-
geschaltet werden. Ein weit verbreitetes System basiert auf Silicasdulen, an welche die Nukleinséure bin-
det, wahrend die Inhibitoren durch Waschschritte eliminiert werden. Die Effizienz der verschiedenen Sy-
steme kann in Abhéangigkeit von der Art der Lebensmittelmatrix und der verwendeten
Anreicherungsmedien erheblich variieren. Aus diesem Grund sieht die DIN EN 1SO 22174:2005 vor, dass
in festgelegten Absténden eine positive Prozesskontrolle durchgefiihrt wird, bei der das gesamte Verfah-
ren von der Probenvorbereitung tber Anreicherung, DNA-Extraktion, Amplifikation und Detektion mit-
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tels einer mit dem Zielkeim inokulierten Probenmatrix uberprift wird (DIN, 2005a).

Ein immer wieder diskutierter Nachteil der PCR sind falsch-positive Ergebnisse durch den Nachweis
von DNA nicht lebensféhiger Zellen. So erhielten ALLMANN et al. (1995) noch funf Wochen nach Zugabe
hitzeabgetoteter C. jejuni zu Rohmilch ein positives PCR-Ergebnis ohne Abschwéchung des Signals. Die-
ses Problem wird durch einen Anreicherungsschritt weitgehend ausgeschaltet, wodurch sich der Anteil
vermehrungsfahiger Campylobacter-Zellen gegenuber der Zahl der toten und VBNC-Zellen deutlich er-
hoht (JOSEPHSON et al., 1993; STRAUB et al., 1999). Ebenso bietet die reverse Transkriptase-PCR (RT-
PCR) eine Mdglichkeit, zwischen lebensfahigen und nicht lebensféhigen Zellen zu unterscheiden (SCHEU
etal., 1998).

2.5.4.5 PCR-Systeme zum Nachweis von thermotoleranten Campylobacter in
Lebensmitteln

Die Sensitivitét der fir den Nachweis von Campylobacter aus Lebensmitteln entwickelten PCR-Syteme
wird entscheidend durch die Effizienz des Nukleinsaure-Extraktionsverfahren beeinflusst. MADE und
STARK (2000) verglichen drei Techniken zur Nukleinsdure-Extraktion aus angereichertem Probenmateri-
al. Die Verdauung der Proben mit Proteinase K und SDS und anschlieBender Phenol-Chloroform-
Extraktion war der zweiten Methode Uberlegen, bei der ein Zellaufschluss durch Kochen mit Triton X-
100 und anschlieRender Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefiihrt wurde. Bei Anwendung eines kom-
merziellen Extraktionskits (Wizard® Genomic DNA Extraktion Kit, Promega) konnte in der PCR keine
ausreichende Sensitivitét erzielt werden, insbesondere wenn Fleisch oder Innereien als Matrix dienten.
MANZANO et al. (1995) erzielten dagegen bei der Untersuchung von kiinstlich und nattrlich kontaminier-
ter Gefliigelhaut mit Proteinase K-Verdau und anschlielender thermischer Lyse bessere Ergebnisse als
mit der zeitintensiveren Phenol-Chloroform-Extraktion. In anderen Studien wurden Extraktionsverfahren
tberpruft, die auf der Bindung der Nukleinsauren an eine Silicamatrix beruhen (STRAUB et al., 1999). Bei
Verwendung von bluthaltiger Bolton-Bouillon als Anreicherungsmedium lielen sich Inhibitionseffekte
durch Medienbestandteile und Probenmatrix am wirkungsvollsten durch eine Resin-basierte Extraktion
mit Chelex® 100 begrenzen (JOSEFSEN et al., 2004b).

Bei reinen Stammkulturen und Isolaten wird haufig nur eine thermische Zelllyse durchgefuhrt. Aller-
dings wurde mehrfach tber das Vorkommen von Campylobacter-Isolaten berichtet (bis zu 20 % der un-
tersuchten Stdmme), bei denen eine derartige Behandlung nicht ausreichte, um einen fir die Amplifikati-
on geeigneten DNA-Extrakt zu gewinnen (MANZANO et al., 1995; MOHRAN et al., 1998; ON und
JORDAN, 2003). ENGLEN und KELLEY (2000) entwickelten fiir die DNA-Isolierung aus derartigen Stam

men ein Verfahren, das eine mechanische Zerkleinerung unter Einsatz eines Guanidin-basierten Reagenz
(z. B. DNAZzol) umfasst und welches den enzymatischen Aufschlussverfahren mit Lysozym, Proteinase K
oder Proteinase K mit Zusatz von Tween 20 und NP-40 tberlegen war. Auch in anderen Vergleichsstudien
war der Zellaufschluss mittels Kochen anderen Extraktionsverfahren unterlegen, wie der DNA-
Aufreinigung mit Cethyltrimethylammoniumbromid (CTAB) (HERNANDEZ et al., 1995) oder der Dichte-
gradient-Zentrifugation unter \Verwendung von Percoll® (WANG et al., 1999). Sehr niedrige Nachweis-
grenzen konnten auch durch die Separation von Campylobacter mittels antikOrperbeschichteter parama-
gnetischer Perlen erzielt werden (DOCHERTY et al., 1996; LAMOUREUX et al., 1997; WALLER und OGATA,
2000; LUND et al., 2003).

In mehreren Studien wurde die Eignung der verschiedenen Primer-Systeme zum Nachweis von
Campylobacter in unterschiedlichen Lebensmittelmatrizes tberprift, indem die Sensitivitaten des PCR-
Verfahrens und der kulturellen Methode verglichen wurden. Fir den Einsatz als schnelle Screeningmetho-
de muss das PCR-Verfahren mindestens die Sensitivitéat der kulturellen Nachweismethode erreichen.

MADE und STARK (2000) verglichen sechs konventionelle PCR-Systeme untereinander sowie mit der kul-
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turellen Methode nach 1SO 10272:1995 (E) unter Verwendung von Preston-Bouillon und Preston-Agar.
Die auf dem Flagellingen basierende pg50/pg3-PCR nach OYOFO et al. (1992) und die seminested-PCR
nach WEGMULLER et al. (1993) sowie die von VAN DOORN et al. (1997) entwickelten Primerpaare fiir das
GTPase-Gen wiesen die hochste Sensitivitdt auf. Die Nachweisgrenze entsprach jener der kulturellen
Methode und betrug 1,4 KbE/ml inokulierter Milch.

MANZANO et al. (1995) Uberpruften die Sensitivitat der pg50/pg3-PCR zum Nachweis von Campylobac-
ter in Gefliigelfleisch, wobei die PCR sowohl direkt als auch nach einer sechsstiindigen Anreicherung
durchgefiihrt wurde. Im Vergleich mit dem kulturellen Direktausstrich wies die direkt aus dem Homoge-
nisat durchgefuhrte PCR eine geringe Sensitivitat von nur 75 % auf. Durch die Anreicherung konnte die
Sensitivitat der PCR auf 94 % erhoht werden. Mit einem blutfreien kohlehaltigen Selektivanreicherungs-
medium wurden schlechtere Resultate erzielt, vermutlich aufgrund von Inhibitionseffekten durch die
Kohle. Die Nachweisgrenze der pg50/pg3-PCR lag ohne vorausgehende Anreicherung bei 10% - 10° Cam-
pylobacter/g artifiziell oder naturlich kontaminiertem Probenmaterial.

Vergleichende Untersuchungen von 200 tiefgeklhlten Gefliigelfleischerzeugnissen mit Hilfe der PCR
nach OYOFO et al. (1992) und der kulturelle Methode nach 1SO 10272:1995 (E) ergaben zu 100 % Uber-
einstimmende Resultate (BRECHTEL et al., 2002).

Bei Anwendung der auf dem flaA-Gen beruhenden Primersysteme wurde wiederholt tiber das Auftreten
unspezifischer PCR-Produkte berichtet. Als Ursachen wurden der geringe G/C-Gehalt der Sequenz und
die niedrige Annealingtemperatur diskutiert (OYOFO et al., 1992; HARMON et al., 1997). Zudem weist das
flaA-Gen eine erhebliche Stamme-spezifische Variation auf, so dass diese Gensequenz fur die Entwicklung
von Real-Time PCR-Systemen weniger geeignet erscheint (NOGVA et al., 2000).

ON und JORDAN (2003) evaluierten die Inklusivitdt und Exklusivitdt von 11 konventionellen PCR-
Systemen fiir den Nachweis von C. jejuni und C. coli mit Hilfe von 111 Campylobacter-Stdammen. Dabei
zeigten die PCR-Systeme flr die Identifizierung von C. coli eine Inklusivitat und Exklusivitat von 100 %,
wahrend die Uberpriifung der PCR-Systeme fiir die ldentifizierung von C. jejuni sehr unterschiedliche
Ergebnisse lieferte. So lag die Exklusivitat zwischen 84 % und 100 %, die Inklusivitét reichte von 88 %
bis 100 %. Kein einziges der gepriiften PCR-Systeme war in der Lage, alle 57 C. jejuni-Stamme zu iden-
tifizieren. Unbefriedigende Resultate waren nach Ansicht der Autoren in erster Linie auf die mangelnde
Reinheit der DNA-Extrakte zurtickzufuhren. So lieR sich in mehreren Féllen die extrahierte C. jejuni-
DNA erst nach Aufreinigung amplifizieren, wobei einige Primer-Systeme in dieser Hinsicht empfindli-
cher reagierten. Ein weiteres Problem stellte die grolRe genetische Diversitat von C. jejuni dar, die sich
unter anderem durch das Auftreten unterschiedlich groBer Amplifikate in dem 23S rRNA-PCR-System
zeigte.

Europaweit wurden mehrere Ringversuche durchgefiihrt, um konventionelle PCR-Systeme fiir den Nach-
weis von Campylobacter in Lebensmitteln zu validieren. Im Rahmen des europdischen ,,FOOD-PCR*-
Projekts wurde ein auf der 16S rRNA basierendes PCR-System zum Nachweis von C. jejuni, C. coli und
C. lari unter Verwendung von DNA-Extrakten von 10 Zielorganismen und 8 Nicht-Zielorganismen sowie
unter Beteiligung von 12 Laboratorien Uberprift. Aufgrund der ermittelten Werte fur die
LeistungskenngrofRen Inklusivitat (93,7 %), Exklusivitat (100 %), Akkordanz (93,4 %) und Konkordanz
(93,2 %) wurde das Primer-System als fiir den Einsatz im Anwenderlabor geeignet eingestuft (LUBECK et
al., 2003a,b). In einem anschliefenden Ringversuch wurde das PCR-System anhand von kinstlich
kontaminierten Lebensmittelproben evaluiert. Der Amplifikation wurden ein 20-stiindiger An-
reicherungsschritt in Bolton-Bouillon und eine Resin-basierte DNA-Extraktion vorgeschaltet. Fir Hahn-
chen- und Schweinekarkassen wurden eine Sensitivitat von 96,7 % und 94,2 % sowie eine Spezifitat von
100 % und 83,3 % ermittelt (JOSEFSEN et al., 2004a).
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2.5.4.6 Normierung PCR-basierter Nachweisverfahren

Um die Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit von PCR-Ergebnissen zu gewéhrleisten, wurden in der
DIN-Norm 10134:1998 erstmals allgemeine verfahrensspezifische Mindestanforderungen fiir den Nach-
weis von Mikroorganismen mittels PCR in Lebensmitteln festgelegt. Aus der Weiterentwicklung dieser
Norm gingen vier Standards hervor, die einerseits allgemeine Anforderungen und Begriffsbestimmungen
enthalten (DIN EN ISO 22174:2005) und die sich andererseits mit spezifischen Fragestellungen wie der
Probenvorbereitung (DIN EN 1SO 20837:2006), der Amplifikation und Detektion (DIN EN 1SO
20838:2006) sowie der Leistungsprifung von Thermocyclern (DIN ISO/TS 20836:2005) befassen.

Fur den molekularbiologischen Nachweis von C. jejuni und C. coli in Lebensmitteln wurde inzwischen
eine vorldufige prévalidierte Methode in die amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach 8§ 64
LFGB aufgenommen (BVL L 00.00-96(V)), die sich an dem System von OYOFO et al. (1992) orientiert.

Der Vorteil PCR-basierter Nachweismethoden liegt insbesondere in der Zeitersparnis, da negative Ergeb-
nisse mit der PCR aus Anreicherungsmedien innerhalb von 2 Tagen vorliegen, wahrend das kulturelle
Verfahren nach 1SO 10272-1:2006 mindestens 4 Tage dauert. Die PCR kann somit als schnelle Scree-
ningmethode eingesetzt werden, z. B. im Rahmen von Eigenkontrolluntersuchungen der Lebensmittelun-
ternehmen oder zur schnellen Identifizierung Campylobacter-positiver Herden im Rahmen der ,,strategi-
schen Schlachtung® (JOSEFSEN et al., 2004a).

2.5.5 Sonstige Schnellmethoden

Die Arbeiten zur Verkiirzung des Campylobacter-Nachweises konzentrierten sich zundchst auf die
Entwicklung biochemischer und immunologischer Testkits, welche die zeit- und arbeitsintensiven,
mitunter im Ergebnis auch unsicheren Bestatigungs- und Differenzierungsreaktionen verdachtiger
Isolate vereinfachen und beschleunigen sollten. Ein in der Routinediagnostik haufig eingesetzter
kommerzieller Testkit ist das api Campy® System (Fa. bioMérieux), das eine schnelle Identifizierung von
Campylobacter-Isolaten auf der Grundlage von achtzehn Stoffwechselreaktionen und der
Empfindlichkeitsprifung gegeniiber drei Antibiotika ermdglicht. Gegeniuber der konventionellen
phénotypischen Differenzierung zeigte das System jedoch Schwéchen bei der Identifizierung von C. coli
und C. lari, wéhrend die Bestatigung von C. jejuni zuverldssiger gelang (HUYSMANS et al., 1995;
RAUTELIN et al., 1999). Andere kommerzielle Systeme basieren auf immunologischen Methoden, bei
denen Antigen-Antikorper-Komplexe auf Objekttragern oder Mikrotiterplatten nachgewiesen werden
kénnen (Latex-Agglutinationstest), z. B. Dryspot® Campylobacter, Oxoid; Slidex®, Fa. bioMérieux.
Zukiinftig wird es bei der Identifikation und Typisierung von thermotoleranten Campylobacter méglicher-
weise zu einem verstérkten Einsatz der Fourier-Transformierten Infrarotspektroskopie (FT-IR) kommen
(MOUWEN et al., 2005).

Zahlreiche alternative Schnellverfahren zum Nachweis von Campylobacter spp. aus Lebensmitteln sind
kommerziell erh&ltlich (BAUMGART und BECKER, 2004):

a) Immunologische Verfahren:

ELISA: z. B. EiaFoss Campylobacter der Fa. Foss Electric (vollautomatischer Sandwich-ELISA mit pa-
ramagnetischen Perlen als Festphase zum Nachweis von C. jejuni und C. coli) oder Alert Campylobacter
der Fa. Neogen (Sandwich-ELISA in Mikrotiterplatte zum Nachweis von Campylobacter spp.)
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ELFA: z. B. miniVIDAS® Campylobacter der Fa. bioMérieux (vollautomatischer Enzyme-linked
fluorescent immunoassay mit Pipettenspitze als Festphase zum Nachweis von C. jejuni, C. coli und
C. lari)

Immunoprézipitation: z. B. Singlepath® Campylobacter der Fa. VWR (Kapillar-Migrations-Test,
Antikorper mit farbigen Latexpartikeln oder kolloidalem Gold markiert)

b) Gensonden-Verfahren:

z. B. VIT-Technologie der Fa. Vermicon

z. B. Gene-Probe Accuprobe® der Fa. bioMérieux (chemilumineszenzmarkierte Sonde gegen ribosomale
RNA zum Nachweis von C. jejuni, C. coli und C. lari) oder Gene-Trak der Fa. R-Biopharm (colorimetri-
sche DNA-RNA-Hybridisierung von rRNA)

¢) DNA-Microarray-Technologie:
z. B. NUTRI®Chip der Fa. Genescan

d) PCR-Methoden:

Kommerzielle PCR-Systeme enthalten in der Regel einen gebrauchsfertigen Mastermix mit Primern und
gegebenenfalls zusétzlich Positiv- und Amplifikationskontrollen:

z. B. SureFood® Campylobacter Real-time PCR der Fa. Congen
z. B. artus® Campylobacter™ PCR Kit
z. B. Tagman Campylobacter jejuni und coli Detection Kit der Fa. Applied Biosystems

z. B. BAX® Campylobacter jejuni/coli der Fa. DuPont Qualicon.
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3 Eigene Untersuchungen

3.1 Studie 1: Vergleich kultureller Verfahren zum Nachweis von
thermotoleranten Campylobacter spp. in Geflugelfleisch

3.1.1 Material

3.1.1.1 Referenzstamme

« Campylobacter jejuni, DSM 4688

« Campylobacter coli, DSM 4689

. Campylobacter lari, DSM 11375

. Campylobacter upsaliensis, DSM 5356

3.1.1.2 Probenmaterial

Das Probenkontingent (n = 153) umfasste 61 Proben Gefliigelfleisch, 72 Proben Gefliigelinnereien und 20
Proben Gefliigelfleischzubereitungen in Fertigpackungen aus dem Berliner Grof3- und Einzelhandel. Davon
waren 89 tiefgefroren und 64 frisch. 7 weitere Proben mit negativem kulturellen Befund konnten aufgrund
defekter Priifmittel (undichte Anaerobiertdpfe) nicht in die Auswertung einbezogen werden. Die Proben
wurden in Kiihltaschen mit Gefrierelementen transportiert und im Labor entsprechend dem Angebotszustand
bei — 18 °C bzw. + 2 °C bis zur Untersuchung gelagert. Die Untersuchung erfolgte spétestens drei Tage nach
dem Kauf. Tabelle 7 (s. Seite 37) und Abb. 4 geben einen Uberblick iiber das untersuchte Probenmaterial
(n = 153), gegliedert nach Angebotszustand und Produkt- sowie Tierart. Im folgenden wird der Begriff ,,Ge-
fligelfleischprodukte* als Oberbegriff fiir die Gesamtheit des Probenkontingents, bestehend aus Gefliigel-
fleisch, Gefiigelinnereien und Gefliigelfleischzubereitungen verwendet.

@ Huhn

| Pute

O Ente

0O Gans

O Wachtel
O Strauf
@ Fasan

Abb. 4: Probenmaterial (n = 153), gegliedert nach Tierart
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3.1.1.3 Nahrmedien

« Brucella-Bouillon (Difco)

o Columbia-Agar mit 5 % defibriniertem Schafblut (Oxoid)

« Eisen-Dreizucker-Néhrboden (Merck)

o  Glutamat-Stirke-Phenolrot-Agar nach Kielwein (GSP) (Merck)

« Karmali-Agar (Oxoid)

o Kiristallviolett-Neutralrot-Galle-Glucose-Agar nach Mossel (VD) (Merck)
« mCCD-Agar (mCCDA) (Oxoid)

o Mueller-Hinton-Agar mit 5 % defibriniertem Schatblut (Merck)

o Néhrbouillon Nr. 2 (Oxoid)

o Park und Sanders-Selektivanreicherungsbouillon (Oxoid; Merck).
o Peptonwasser (Merck)

o Plate-Count-Agar (PC) (Merck)

« Preston-Selektivanreicherungsbouillon (Oxoid)

o Standard-Ndhrboden Nr. 1 (Merck)

o Zitrat-Azid-Tween-Karbonat-Agar (ZATK) (Merck)

Die Néhrmedien wurden nach den Herstellerangaben und mit der bei der Néhrbodenherstellung iiblichen
Guten Laborpraxis angefertigt. Die Zusammensetzung der Ndhrmedien ist im Anhang beschrieben.

Tab. 7: Ubersicht iiber die zur Untersuchung gelangten Produkte

Produktart Angebotszustand
frisch tiefgefroren gesamt
Gefliigelfleisch 28 33 61
Gefliigelfleischzubereitungen 3 17 20
Gefliigelinnereien 33 39 72
(Leber, Herzen, Mégen)
3 64 89 153

3.1.1.4 Reagenzien

Soweit nicht anders vermerkt, sind alle verwendeten Reagenzien zur Analyse geeignet. Nicht autoklavierba-
re Losungen und Puffer wurden entweder mit sterilem A. dest. angesetzt oder 0,2 pm-sterilfiltriert. Soweit
nicht anders angegeben, handelt es sich bei den Losungen um wéBrige Losungen (A. dest., steril).

« Bactident® Aminopeptidaseteststibchen (Merck)

« Bactident® Oxidaseteststibchen (Merck)

« BBL® Enterotube™ II (Becton-Dickinson)

o Cefalotin-Testblattchen, 30 pg (Oxoid)

o Farbeset Gram-color™ (Merck)
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Indoxylacetatlosung, 10 % (Masse/Volumen) in Aceton (Merck)

Indoxylacetathydrolyse-Teststreifen (Herstellung: Ein Filterpapier aus Cellulose wurde in 0,7 x 8,0 cm
lange Streifen geschnitten, an einem Ende 50 pl einer 10 %igen Indoxylacetatlosung aufgetragen und
die Teststreifen mit dem préparierten Ende nach unten in einen leeren Behélter fiir Oxidaseteststéibchen
gegeben. Aufbewahrung bei +4 °C.)

Kovacs Indolreagenz (Merck)

Nalidixinsdure-Testblattchen, 30 ug (Oxoid)

Natriumchloridldsung, 0,9 % (Merck)

Natriumhippuratlosung, 1 % (Masse/Volumen) (Merck)

Ninhydrinlésung, 3,5 % (Masse/Volumen) in Aceton/Butanol (1:1) (Merck)

Park und Sanders-Antibiotikalosung A : 0,02 g Vancomycin (Sigma) und 0,02 g Trimethoprim-Laktat
(Sigma) in 5 ml 95%igem Ethanol/A. dest. (1:1)

Park und Sanders-Antibiotikalosung B : 0,032 g Cefoperazon (Sigma) und 0,1 g Cycloheximid (Sigma)
in 5 ml A. dest./Aceton (1:1)

Wasserstoffperoxidlosung, 3 % (Masse/Volumen) (Merck)

3.1.1.5 Gerate und Hilfsmittel

Anaerobierindikator™ (Oxoid)

Anaerobier-Topf, AnaeroJar™ (Oxoid)

Anaero Gen™ (Oxoid)

Bagpage® Filterbeutel 180/300 (Interscience, iiber Migge Laborbedarf GmbH)
Beutelwalkmischer Stomacher 40 (Colworth)

Brutschrianke (25°C, 30°C, 32°C, 37°C, 42°C, 43°C) (Heraeus)
Einmal-Impfosen, 10 pl (Migge Laborbedarf GmbH )

Filterpapier aus Cellulose (Schleicher und Schuell)

Gaserzeugungs-Kit Campy Gen™ (Oxoid)

Hohlschliffobjekttrager (Migge Laborbedarf GmbH)

Kryoblock (Mast Diagnostika GmbH)

Laborwaage, Ablesegenauigkeit 1 g (Sartorius)

Mikrobank™ (Mast Diagnostika GmbH)

Roticlip 190 (Carl Roth GmbH)

Schere und Pinzette zur Gewebezerkleinerung (Migge Laborbedarf GmbH)
Sicherheitsreaktionsgefale SafeSeal Microcentrifuge Tubes 2,0 ml (Carl Roth GmbH)
sterile Glasspatel (Migge Laborbedarf GmbH)

Tiefkiihltruhe, -79 °C (Gesellschaft fiir Labortechnik mbH)

Tripavac Siegelrandbeutel 130/220 (Schaub & Co)

Whirl-Mix VF2 (Fa. Jankel & Kunkel, IKA® Labortechnik)
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3.1.2 Methodik - Durchfuhrung
3.1.2.1 Zielsetzung der Versuche

In der vorliegenden Studie sollten durch die Untersuchung von natiirlich kontaminierten Gefliigelfleisch-
produkten mit den in der ISO 10272:1995 (E) beschriebenen kulturellen Anreicherungsverfahren folgende
Fragestellungen beantwortet werden:

o  Werden mit dem Anreicherungsprotokoll nach Preston bzw. Park und Sanders unterschiedliche Isolie-
rungsraten bei natiirlich kontaminierten Gefliigelfleischprodukten, auch unter Beriicksichtigung von
Produktart und Angebotszustand, erzielt?

« Hat die Dauer der Inkubation der Anreicherungsmedien (24 h oder 48 h) einen Einfluss auf die Nach-
weisraten?

« Besteht die Notwendigkeit einer Blutsupplementation des Fliissigmediums nach Preston?

o Inwelchem Ausmal sind frische und tiefgefrorene Gefliigelfleischprodukte im Berliner Einzelhandel
qualitativ und quantitativ mit Campylobacter belastet?

Neben den vergleichenden Untersuchungen zum qualitativen Nachweis wurde eine Bestimmung der Cam-
pylobacter-Keimzahl mittels eines semiquantitativen Titerverfahrens und eines direkten Z&hlverfahrens
durchgefiihrt. Zudem wurde der mikrobiologische Status der Gefliigelfleischprodukte mittels der Parameter
mesophile aerobe Gesamtkeimzahl, Pseudomonaden, Enterobakteriazeen und Enterokokken unter Anwen-
dung des Tropfplattenverfahrens ermittelt.

3.1.2.2 Herstellung der Untersuchungsprobe

Um fiir die parallelen Versuchsansétze eine homogene Ausgangssuspension zu erhalten, wurde abweichend
von der in der ISO 10272:1995 (E) beschriebenen destruktiven Probenahme ausschlielich mit Spiilproben
gearbeitet. Tiefgefrorene Proben wurden vor der Untersuchung {iber Nacht bei + 4 °C angetaut.

Von jeder Probe wurden 200 g in einen sterilen Stomacherbeutel mit Filtereinsatz (Bagpage”, Interscience)
eingewogen und mit Nahrbouillon Nr. 2 (Oxoid) im Verhéltnis 1:1 versetzt. AnschlieBend wurde der Beutel
unter Minimierung des verbleibenden Luftraums mit einem Clip verschlossen und die Probe 60 Sekunden
mit der Hand abmassiert. Die so erhaltene Suspension, im Weiteren als Spulflissigkeit bezeichnet, wurde
vollstindig durch den Filtereinsatz des Stomacherbeutels in einen weiteren sterilen Stomacherbeutel iiber-
fiihrt, unter Minimierung des verbleibenden Luftraums mit einem Clip verschlossen und maximal 10 min bis
zur weiteren Verwendung zuriickgestellt.

3.1.2.3 Vergleichende Untersuchungen zum kulturellen Nachweis von Campy-
lobacter in natirlich kontaminierten Geflugelfleischprodukten

25 ml der Spiilfliissigkeit wurden nach sorgfiltiger Durchmischung auf jeden der bereitstehenden Parallel-
ansitze verteilt. Die 5 Parallelansdtze wurden entsprechend den Fragestellungen modifiziert hergestellt: je
zwel Ansétze mit Preston- und mit Park und Sanders-Selektivanreicherungsmedium sowie ein Ansatz mit
Preston-Selektivanreicherungsmedium ohne Zusatz von lysiertem Pferdeblut. Der Versuchsaufbau ein-
schlieBlich der Inkubationsschritte und —bedingungen ist in Abbildung 5 (s. Seite 40) dargestellt.

Die Selektivanreicherung nach Park und Sanders wurde mehrstufig supplementiert und inkubiert. Die mi-
kroaerobe Inkubation (85 % N,, 10 % CO, und 5 % O,) erfolgte mit Hilfe von Anaerobiertopfen (Anaero-
Jar", CampyGen', Oxoid). Zur Uberpriifung der Funktionsfahigkeit des Testsystems wurde in jedem Anae-
robiertopf eine Plattenkultur des Referenzstamms Campylobacter coli DSM 4689 auf Columbia-Blut-Agar
als Positivkontrolle mitgefiihrt. Es wurden nur solche Ergebnisse in die Auswertungen einbezogen, bei de-
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nen der Teststamm korrekt angewachsen war. Die Selektivanreicherungsmedien und Selektivnidhrbdden
(Charge) wurden einer Sterilitdts- und Funktionskontrolle unterzogen.

Blutsupplementation

Je 25 ml Spilflissigkeit (Probenmaterial und Nahrbouillon Nr. 2 im Verhaltnis 1 : 1)

Flissigmedium Flissigmedium nach PRESTON Flissigmedium nach PARK und SANDERS

| |
nach PRESTON 4 h, 32 °C, mikroaerob
| |
Zusatz der Antibiotikalésung B im Verhéaltnis von 5 % (v/v)
| |
2 h, 37 °C, mikroaerob
mikroaerob 46 +2 h, 42 °C, | |
22+2h, 42°C, mikroaerob 16+2h, 42°C, 40 - 42 h, 42 °C,
mikroaerob ‘ mikroaerob mikroaerob

ohne

| 22+2h, 42°C,

| l l

fraktionierter Ausstrich auf je einen mCCDA und einen KARMALI-Agar

Lt

Isolierung, Identifizierung und Bestatigung préasumtiv verdachtiger Kolonien nach 1SO 10272:1995 (E)

Abb. 5: Versuchsaufbau Studie 1 (Fliessdiagramm)

Im Anschluss an die Bebriitung wurden alle Fliissigkulturen mit einer 10 pl-Einmal-Impfése auf je einen
mCCDA und einen Karmali-Agar fraktioniert ausgestrichen. Die Plattenkulturen wurden nach 48-stiindiger,
mikroaerober Bebriitung bei 42 °C auf verdéchtige, Oxidase-positive Kolonien untersucht. Die thermotole-
ranten Campylobacter spp. bilden auf dem mCCDA und dem Karmali-Agar - beeinflusst durch die Feuch-
tigkeit des Nahrmediums - graue bis metallisch gldnzende, flache, amorphe Kolonien mit Ausbreitungsten-
denz oder runde, flache bis konvexe Einzelkolonien mit einem Durchmesser von 1 — 2 mm.

Fiir die weitere Identifizierung und Bestitigung wurden verdédchtige Einzelkolonien auf Columbia-Blut-
Agar subkultiviert und 48 h bei 42 °C mikroaerob bebriitet. Die Reinkulturen wurden anschlieend mit Hilfe
der folgenden Identifizierungsreaktionen der Gattung Campylobacter zugeordnet:
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Gram-Farbung: Die Gram-Féarbung wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Im Grampréparat er-
scheinen Campylobacter spp. als gramnegative, diinne, komma-, spiral- bzw. s-férmige Stibchen.

Beweglichkeit im ,,Hingenden Tropfen*: Dazu wurde eine geringe Menge Koloniematerial von frischen
Reinkulturen auf dem Columbia-Blut-Agar in Brucella-Bouillon suspendiert und 4 h bei 42 °C mikroae-
rob bebriitet. Ein Tropfen dieser Fliissigkultur wurde auf ein Deckgldaschen verbracht und iiber einem
Hohlschliffobjekttrager hingend betrachtet. Campylobacter spp. weisen eine gerichtete, korkenzieherar-
tige Beweglichkeit auf.

Cytochromoxidase-Nachweis: Eine Kolonie wurde mittels einer Impfose auf der Reaktionszone eines
kommerziellen Oxidase-Teststdbchens verrieben. Die Durchfiihrung und Auswertung erfolgte nach Her-
stellerangaben. Campylobacter spp. reagieren Oxidase-positiv.

Wachstum in einer aeroben Atmosphére: Zusétzlich zu den Vorgaben der ISO 10272:1995 (E) wurden
die Isolate auf ihre Fahigkeit tiberpriift, unter acroben Bedingungen zu wachsen. Hierzu wurde eine Ko-
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lonie auf zwei Columbia-Blut-Agar-Platten subkultiviert und je eine Subkultur 48 h bei 42 °C aerob
bzw. mikroaerob bebriitet. Campylobacter spp. zeigen unter aerober Bebriitung kein Wachstum.

Wachstum bei 25 °C: Hierzu wurde eine Kolonie auf einen Columbia-Blut-Agar fraktioniert ausgestri-
chen und 48 h bei 25 °C mikroaerob bebriitet. Thermotolerante Campylobacter spp. zeigen bei 25 °C
unter mikroaerober Bebriitung kein Wachstum.

Wachstum auf Eisen-Dreizucker-Agar: Ein Eisen-Dreizucker-Schrigagar wurde auf der Oberfldche und
im Stich beimpft und bis zu 72 h bei 42 °C mikroaerob bebriitet. Die Bewertung der Reaktionen wurde
dabei wie folgt durchgefiihrt:

Hochschicht gelb glucosepositiv (Glucosevergérung)
rot oder unverdndert glucosenegativ (keine Glucosevergérung)
schwarz Bildung von Schwefelwasserstoff (H,S)
Blasen oder Spalten Gasbildung aus Glucose

Schragflache gelb lactose- und/oder saccharosepositiv (Zuckerabbau)
rot oder unverdndert lactose- und/oder saccharosenegativ (kein Zuckerabbau)

Campylobacter spp. bauen Glucose, Saccharose und Lactose weder oxidativ noch fermentativ ab,
bilden kein Gas und mit Ausnahme einiger Stimme von C. coli auch keinen Schwefelwasserstoff.

AbschlieBend erfolgte die Differenzierung thermotoleranter Campylobacter auf Speziesebene. Das Wach-
stumsverhalten und die biochemischen Eigenschaften wurden wie folgt iiberpriift und bewertet:

Katalasenachweis: Einzelkolonien vom Eisen-Dreizucker-Agar oder erforderlichenfalls von einer weite-
ren Subkultur auf Standard [-Néhragar wurden auf einen Objekttréger libertragen und mit einem Tropfen
3 %iger Wasserstoffperoxidlosung tiberschichtet. Der Test wurde als positiv gewertet, wenn innerhalb
von 30 Sekunden Blasen auftraten.

Resistenzverhalten gegeniiber Nalidixinsdure und Cefalotin: Eine geringe Menge Koloniematerial von
einer frischen Plattenkultur auf Columbia-Blut-Agar wurde in 2 ml Brucella-Bouillon suspendiert und
griindlich durchmischt. Je 0,1 ml dieser Suspension wurden auf zwei Mueller-Hinton-Blutagarplatten
gleichmiBig ausgespatelt. Die beimpften Nahrboden wurden ca. 5 min lang im Brutschrank bis zur voll-
standigen Abtrocknung der Agaroberfliche inkubiert. AnschlieBend wurde je ein Testblattchen mit Nali-
dixinséure (30 pg) und Cefalotin (30 pg) auf die Oberflache aufgebracht und der Nahrboden abschlie-
end 24 h bei 37 °C mikroaerob bebriitet. Beim Vorliegen einer Wachstumshemmzone jeglicher Grof3e
wurde der getestete Stamm als sensibel gegeniiber dem jeweiligen Antibiotikum eingestutft.

Nachweis der Hippurathydrolyse: Eine volle Impfose Koloniematerial von einer frischen Plattenkultur
auf Columbia-Blut-Agar wurde in 0,4 ml einer 1 %igen Natriumhippuratldsung suspendiert und nach
griindlicher Durchmischung 2 h bei 37 °C im Wasserbad bebriitet. AnschlieBend wurde die Suspension
mit 0,2 ml einer 3,5 %igen Ninhydrinlosung liberschichtet und weitere 10 min bei 37 °C im Wasserbad
inkubiert. Beim Eintritt einer tiefblau-violetten Verfiarbung wurde die Reaktion als positiv bewertet.

Nachweis der Indoxylacetathydrolyse: Zusétzlich zu den Vorgaben der ISO 10272:1995 (E) wurden die
Isolate auf ihre Féhigkeit zur Hydrolyse von Indoxylacetat nach POPOVIC-UROIC et al. (1990) unter-
sucht. Hierzu wurde eine volle Impfose Koloniematerial von einer frischen Columbia-Blut-Agarkultur
auf die zuvor mit einem Tropfen sterilem Aqua dest. befeuchtete Reaktionsfléche eines Indoxylacetat-
Testplattchens verrieben. Die Reaktion wurde als positiv bewertet, wenn sich die Reaktionszone inner-
halb von 5 bis 10 min tiefblau verfarbte.
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Die Spezieszuordnung erfolgte anhand der in der folgenden Tabelle 8 dargestellten Differenzierungsmerk-
male. Zur Uberpriifung der Funktionsfihigkeit der verwendeten Reagenzien und Nihrmedien wurden fiir
jedes Testsystem eine Positivkontrolle mit dem Referenzstamm C. coli DSM 4689 sowie eine Negativkon-
trolle mitgefiihrt.

Tab. 8: Differenzierungsmerkmale zur Speziesdifferenzierung (modifiziert nach ISO 10272:1995 (E))

C. jejuni C. coli C. lari C. upsaliensis

Katalase + + + s/-
H,S-Produktion (TSI) - 1St - ;
Hippurat-Hydrolyse + - - -
Indoxylacetat-Hydrolyse + + - +
Empfindlichkeit gegeniiber

Cephalothin R R R

Nalidixinsdure S S v S

Legende: + = positiv / - = negativ / s = leicht positiv / s"'= leichte H,S-Entwicklung im Kondenswasser nach 5 Tagen /

v = variabel / R = resistent / S = sensitiv

3.1.2.4 Quantitative und semiquantitative Bestimmung der Campylobacter
Keimzahlen

Die Anwendung des Titerverfahrens ermoglicht eine semiquantitative Abschitzung der Campylobacter-
Keimzahlen. Dazu wurde die Selektivanreicherungsbouillon nach Park und Sanders mit unterschiedlichen
Probenmengen (10 ml, 1 ml, 0,1 ml) der Spiilflissigkeit nach Abschnitt 3.1.2.2 versetzt und mikroaerob
bebriitet. Die Isolierung, Identifizierung und abschlieBende Bestétigung verdichtiger Kolonien erfolgte in
Anlehnung an ISO 10272:1995 (E) entsprechend dem Abschnitt 3.1.2.3.

Fir die Keimzahlbestimmung mittels Spatelverfahren wurde 0,1 ml der Spiilflissigkeit mit einer sterilen
Pipette auf einen mCCDA aufgetragen und mit sterilem Glasspatel gleichméBig auf der Oberfldache verteilt.
Nach 48-stiindiger, mikroaerober Bebriitung der Plattenkulturen bei 42 °C wurden verdédchtige, Oxidase-
positive Kolonien ausgezéhlt. Die weitere Isolierung, Identifizierung und abschlieBende Bestitigung ver-
dichtiger Kolonien erfolgte geméfl Abschnitt 3.1.2.3.

Die ermittelten Koloniezahlen beziehen sich auf eine Impfmenge von 0,1 ml Spiilfliissigkeit. Durch Multi-
plikation der Koloniezahl mit dem Faktor 10 wurden die Keimzahlen je Milliliter Spiilfliissigkeit [KbE/ml]
berechnet. Um die Keimzahlen auf der gesamten Produktoberfldche zu erhalten, wurden die auf einen Milli-
liter Spiilfliissigkeit bezogenen Keimzahlen mit dem Faktor 200, entsprechend dem Volumen der Spiilfliis-
sigkeit, multipliziert.
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3.1.2.5 Bestimmung des mikrobiologischen Status

Gefliigelfleischprodukte sind hdufig in hohem Mafle mit einer gram-negativen Begleitflora, insbesondere
Enterobakteriazeen und Pseudomonaden, belastet. Um einen moglichen Einfluss auf den Nachweis von
Campylobacter spp. darstellen zu konnen, wurde der mikrobiologische Status der Gefliigelfleischprodukte
mittels der Parameter mesophile aerobe Gesamtkeimzahl, Pseudomonaden, Enterobakteriazeen und Entero-
kokken unter Anwendung des Tropfplattenverfahrens bestimmt. Dazu wurde 1 ml der Spiilfliissigkeit durch
sterile Gaze filtriert und eine dezimale Verdiinnungsreihe in Hohe der zu erwartenden Keimzahlen herge-
stellt. Von jeder Verdiinnungsstufe wurde 0,05 ml auf einen entsprechenden Sektor des Néhrbodens aufge-
tragen und mit der Pipettenspitze verteilt (drop plating). Die verwendeten Nahrboden und die jeweiligen
Inkubationsbedingungen sind aus Tabelle 9 ersichtlich. Die Nahrboden wurden vor ihrer Verwendung einen
Tag bei Raumtemperatur vorgetrocknet.

Tab. 9: Verwendete Nahrboden und Inkubationsbedingungen

Ziel- Nahrboden

Mikroorganismen Inkubationsbedingungen

Dauer  Temp. Atmosph.

[in h] [in°C]
mesophile aerobe  Plate-Count-Agar (PC) 7242 30 aerob
Gesamtkeimzahl
Pseudomonaden Glutamat-Stérke-Phenolrot-Agar nach Kielwein (GSP) 462 30 aerob
Enterobakteria- Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Glucose-Ndhrboden 46+2 30 anaerob
zeen (VG)
Enterokokken Zitrat-Azid-Tween-Karbonat-Selektivndhrboden 46%2 37 aerob

(ZATK)

Die Identifikation und Bestitigung verddchtiger Kolonien auf PC, VG und ZATK erfolgte entsprechend den
Normen L 06.00-35, L 06.00-25 und L 06.00-32 der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren
nach § 35 LMBG (jetzt: § 64 LFGB). Blaulich schimmernde Kolonien in rotvioletter Umgebung auf
GSP-Agar mit einem Durchmesser von bis zu 2,5 mm, welche Katalase- und Oxidase-positiv reagierten,
wurden als Pseudomonaden definiert.

Die Keimzahlen [KbE/ml Spiilfliissigkeit] wurden iiber das gewogene arithmetische Mittel der Koloniezah-
len gemdl den oben genannten Priifverfahren berechnet.

Fiir die Daten der mikrobiologischen Statuserhebung wurden die Kenngréf3en Median, arithmetisches Mit-
tel, Standardabweichung sowie erstes und drittes Quartil berechnet.
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3.2 Studie 2: Vergleich zweier PCR-Systeme fur das Screening auf
thermotolerante Campylobacter spp. in Geflugelfleisch

3.2.1 Material
3.2.1.1 Referenzstamme

Fiir die eigenen Untersuchungen wurden die folgenden Referenzstimme von der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig verwendet:

« Campylobacter coli, DSM 4689 (= ATCC 33559)
« Campylobacter jejuni, DSM 4688 (= ATCC 33560)

3.2.1.2 Probenmaterial

« 80 Proben tiefgefrorenes (n = 54) und frisches (n = 26) Gefliigelfleisch in Fertigpackungen aus dem
Berliner GroB3- und Einzelhandel

o Transport in Kiihltaschen mit Gefrierelementen und Aufbewahrung aller Proben entsprechend dem An-
gebotszustand bei — 18 °C (TK-Ware) bzw. + 2 °C (Frische gekiihlte Produkte) bis zum Untersuchungs-
beginn (spétestens am dritten Tag ab Kaufdatum)

3.2.1.3 Nahrmedien
o Entspricht 3.1.1.3

3.2.1.4 Reagenzien

Bakteriologie:
o Entspricht3.1.1.4

DNA -Extraktion:

o DNeasy™ Tissue Kit (69506, Qiagen GmbH)

» Ethanol fiir Molekularbiologie (E-7023, Sigma)

o Waschpuffer AW1, Konzentrat (19081, Qiagen GmbH)
o  Waschpuffer AW2, Konzentrat (19072, Qiagen GmbH)

o TE-Puffer (Tris-EDTA-Puffer, pH = 8,0 = 0,1), Zusammensetzung: 10 mM Tris/HCI (T-5941, Sigma)
und 1 mM Ethylendiamintetraessigsdure(EDTA)-di-Natriumsalz (T-5134, Sigma) in Aqua dest.

o Elutionspuffer AE (19077, Qiagen GmbH)

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) :

« Aqua bidestillata, steril
« Bovines Serum Albumin, azetyliert, £ =20 mg/ml (B-8894, Sigma)

o PCR-Pufferlosung (10fach), Zusammensetzung (1-fach): 10 mM Tris-HCI (pH = 8,8 bei 25 °C) und 50
mM KCl und 0,1% Triton X-100 (DyNAzyme™ Buffer F-510S, Finnzymes Oy)
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e MgCI2-Losung, ¢ = 50 mM (F-510S, Finnzymes Oy)

o PCR-Pufferlosung (10fach), Zusammensetzung (1-fach): 10 mM Tris-HCI (pH = 8,8 bei 25 °C) und
1,5 mM MgCI2 und 50 mM KCl und 0,1% Triton X-100 (DyNAzyme™ Optimized Buffer F-5118,
Finnzymes Oy)

o Desoxynukleosid-triphosphat (ANTP)-Losung, Zusammensetzung: 10 mM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM
dGTP, 10 mM dTTP (F-560L, Finnzymes Oy)

o  Primer nach WEGMULLER et al. (1993), 0,1 mM (Synthese durch biomedizinische Analytik GmbH, G6t-
tingen):
CF03 (5’-GCT CAA AGT GGT TCT TAT GCA ATG G-37)
CF04 (5’-GCT GCG GAG TTC ATT CTA AGA CC-3”)
Seminested Primer Set:
CFO03 und CF02 (5’-AAG CAA GAA GTG TTC CAAGTT T-3”)

o Primer nach OYOFO et al. (1992), 0,1 mM (Synthese durch biomedizinische Analytik GmbH, G6éttin-

gen):
pg50 (5°-ATC GGA TTT CGT ATT AAC-37)
pg3 (5’-GAA CTT GAA CCG ATT TG-3’)

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

DNA-Gelelektrophorese:

o TBE-Pufferlosung (Tris-Borat-EDTA-Puffer, pH = 8,0 £ 0,1),
Zusammensetzung: 90 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (T-8524, Sigma), 90 mM Borséure (T-
6768, Sigma) und 2 mM Ethylendiamintetraessigsdure(EDTA)-di-Natriumsalz (T-5134, Sigma) in
A. bidest.
Die Elektrophorese-Pufferlosung wurde als 10fach konzentrierte Stammlosung angesetzt und bei Raum-
temperatur gelagert.

o Agarose-Gel, Zusammensetzung: Agarose I™ (230-710, Biometra), # =15 g/l und Ethidiumbromid
(111615, Merck), £ = 0,5 mg/l in TBE-Pufferlosung

o Elektrophorese-Pufferlosung (Laufpuffer), Zusammensetzung: TBE-Pufferlosung mit Ethidiumbromid
(111615, Merck), £ =0,5 mg/l

«  Geltaschen-Pufferlosung, Zusammensetzung: Ficoll 400 (amersham pharmacia biotech), £ =150 g/l
und Bromphenolblau (Amersham Pharmacia Biotech), # =2,5 g/l in TBE-Pufferlosung

+ DNA-Molekulargewichtsmarker Low-Ladder, 100 bp und 20 bp (P-1473, P-1598, Sigma)
o  Ethidiumbromid-Destain-Bags (211-732, Biometra)

Im Rahmen der molekularbiologischen Untersuchungen wurden ausschlieBlich Reagenzien verwendet, die
,»fur die Molekularbiologie geeignet® sind. Nicht autoklavierbare Losungen und Puffer wurden mit sterilem
A. bidest. angesetzt. Die fiir die PCR erforderlichen Reaktionslosungen wurden in der Regel aliquotiert und
bei - 20 °C aufbewabhrt.
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3.2.1.5 Gerate und Hilfsmittel

Bakteriologie:
o Entspricht 3.1.1.5

DNA -Extraktion:

o  Mikrozentrifuge 5415C fiir Mikroliterreaktionsgefdfie (Eppendorf)
«  Mikroliterpipette (Eppendorf)
o Collection Tubes 2,0 ml (Qiagen GmbH)

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) :

o  Wasserbad oder Thermoblock (bis 100°C)

o  Thermomixer 5437 (Eppendorf)

o  Mikrozentrifuge 5415C fiir Mikroliterreaktionsgefdfie (Eppendorf)

o Sicherheitsreaktionsgefiale SafeSeal Microcentrifuge Tubes 2,0 ml (Roth)

o Multi Ultra PCR Tubes® 0,2 ml (Roth)

« Positive-Displacement-Pipette Eppendorf Biomaster 4830 mit zugehorigen Mastertips (Eppendorf)
o Pipette Reference®, Filtertips (Eppendorf)

o Acrylglas-Cooler fiir PCR-Gefale (Migge Laborbedarf)

« Eis, Thermoblock

o Trio-Thermocycler mit Heizdeckel (Biometra)

DNA-Gelelektrophorese:

o Apparatur fiir eine horizontale Gelelektrophorese, bestehend aus Gelelektrophosekammer Agargel G45
mit Zubehor und Netzgerit Standard Power Pack P25 (Biometra)

o Transilluminator TI 1 (Biometra)
« Videodokumentationssystem BioDocAnalyze™ mit Software ScanPack™ 2.0 (Biometra)

o Polaroidkamera CU-5 mit Wechseltubus GH20, Polaroid-Sofortbildfilm Typ 667 (Biometra). Die Auf-
nahmen erfolgten mit Blende 22 und Orange-Filter bei einer Belichtungszeit von 1 sec.

3.2.2 Methodik - Durchfihrung
3.2.2.1 Versuchsaufbau

80 frische und tiefgefrorene Gefliigelfleisch-Proben aus dem Berliner GroB3- und Einzelhandel wurden kultu-
rell nach ISO 10272:1995 (E) und parallel dazu mit zwei PCR-Systemen auf das Vorkommen von thermoto-
leranten Campylobacter spp. untersucht. Einen Uberblick iiber den Untersuchungsgang gibt Abb. 6. Im
Rahmen des Anreicherungsverfahrens wurde das Selektivanreicherungsmedium nach Preston verwendet.
Wesentliche Kennzeichen der verwendeten PCR-Systeme sind in Tab. 10 (s. Seite 50) dargestellt.
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3.2.2.2 Herstellung der Untersuchungsprobe

Von jeder Probe wurden 50 g in einen sterilen Stomacherbeutel mit Filtereinsatz (Bagpage”™, Interscience)
eingewogen und mit Nahrbouillon Nr. 2 (Oxoid) im Verhéltnis 1:1 versetzt. AnschlieBend wurde der Beutel
unter Minimierung des verbleibenden Luftraums mit einem Clip verschlossen und die Probe 60 Sekunden
mit der Hand abmassiert. Die so erhaltene Suspension (Spiilfliissigkeit) wurde vollstindig durch den Filter-
einsatz des Stomacherbeutels in einen weiteren sterilen Stomacherbeutel liberfiihrt, unter Minimierung des
verbleibenden Luftraums mit einem Clip verschlossen und maximal 10 min bis zur weiteren Verwendung
zuriickgestellt.

homogene Spilflissigkeit von 25 g Probeneinwaage

Selektivanreicherungsmedium nach PRESTON

~ 24 h 222 h, 42 °C, mikroaerob ~ 24 h

O\

PCR fraktionierter Ausstrich auf je einen
_ 5 h KARMALI- und einen mCCDA-Nahrboden

|
46 2 h, 42 °C, mikroaerob ~ 48 h

!

Isolierung, Identifizierung und Bestéatigung
prasumptiv verdachtiger Kolonien
>>72 h

Abb. 6: Versuchsaufbau Studie 2 (Fliessdiagramm)

3.2.2.3 Kultureller Nachweis von Campylobacter spp.

25 ml der Spiilfliissigkeit wurden nach sorgfaltiger Durchmischung in Preston-Bouillon iiberfiihrt und fiir
24 h bei 42 °C mikroaerob bebriitet. AnschlieBend wurden 10 pl der inkubierten Fliissigkultur auf mCCDA
und Karmali-Agar ausgestrichen und fiir 48 h bei 42 °C mikroaerob inkubiert. Die Isolierung, Identifizie-
rung und abschlieBende Bestdtigung von Campylobacter erfolgte geméfl ISO 10272:1995 (E) (vgl. Ab-
schnitt 3.1.2.3).

3.2.2.4 Molekularbiologischer Nachweis von Campylobacter spp. mit der Poly-
merase-Kettenreaktion

3.2.2.4.1 Herstellung der Campylobacter-Referenz-DNA

Ausreichend Koloniematerial des Referenzstammes C. coli DSM 4689 wurde in 200 ul PCR-Puffer suspen-
diert, 5 min bei 100 °C gekocht und 1 min bei 13000 g zentrifugiert. Fiir den Einsatz als Campylobacter-
Referenz-DNA wurde der Uberstand so weit verdiinnt, bis im Anschluss an den PCR-Lauf gerade noch eine
schwache Bande im Agarosegel sichtbar war. Die verdiinnte DNA-haltige Losung wurde aliquotiert und bis
zur weiteren Verwendung bei - 80 °C aufbewahrt.

47



Eigene Untersuchungen

3.2.2.4.2 Aufbereitung der Proben

Die Nukleinsdureextraktion erfolgte mit dem DNeasy™ Tissue Kit (Qiagen GmbH, Hilden) aus 1 ml der
inkubierten Preston-Bouillon. Sie wurde entsprechend den Herstellerangaben nach dem Protokoll fiir die
Isolierung genomischer DNA aus gramnegativen Bakterien durchgefiihrt. Bei diesem Protokoll erfolgt die
DNA-Extraktion durch enzymatische Lyse der Bakterien mittels Proteinase K und anschlieBende Fillung
der Nukleinsduren mit 96 %igem Ethanol. Die DNA-Reinigung beruht auf der spezifischen Bindung der
Nukleinsduren an eine Silicamembran unter definierten Bedingungen im Extraktionsansatz.

3.2.2.4.3 Seminested PCR mit den Primerpaaren CFO3/CF04 und CFO3/CF02

Beide Schritte des erstmals von WEGMULLER et al. (1993) vorgestellten seminested PCR-Systems (snPCR)
wurden in einem 25 pl-Reaktionsansatz mit folgender Zusammensetzung (Endkonzentration im Reaktions-
ansatz) durchgefiihrt: 1-fach PCR-Puffer (50mM KCI, 10 mM Tris-HCI [pH 8,8], 0,1 % Triton X-100),
4 mM MgCl,, Bovines Serum Albumin, azetyliert (p= 2,0 x 107g/l), 0,2 mM dNTP (jeweils), 0,25 pM
CF03, 0,25 uM CF04 bzw. CF02 und 0,5 U thermostabile DNA-Polymerase.

Der Anzahl an Reaktionsansétzen entsprechend wurde ein Mastermix hergestellt (,,auf Eis*), kurz anzentri-
fugiert und zu je 24 ul auf die entsprechenden Reaktionsansétze verteilt. Das Pipettierschema zur Herstel-
lung des Mastermix ist in Tabelle 11 (s. Seite 51) dargestellt.

Die Probenansétze flir die PCR mit dem dulleren Primerpaar CF03/CF04 wurden mit 1 ul des Nukleinsdure-
extraktes nach Abschnitt 3.2.2.4.2 vervollstdndigt. Die Probenansétze fiir die PCR mit dem inneren Primer-
paar CF03/CF02 wurden mit 1 pl Reaktionsgemisch aus dem ersten PCR-Ansatz komplettiert.

Um die einwandfreie Funktion der Polymerase-Kettenreaktion zu bestétigen, wurde bei jedem PCR-Lauf
eine Positivkontrolle (syn. Positive-PCR-Kontrolle) und mindestens eine Negativkontrolle (syn. Negative-
PCR-Kontrolle bzw. Reagenzienkontrolle) mitgefiihrt. Dem Positivkontrollansatz wurde 1 pl der Campylo-
bacter-Referenz-DNA zugefiigt. Die als Reagenzienkontrolle dienenden Ansdtze wurde mit 1 pl sterilem
A. bidest. komplettiert. Um falsch negative Ergebnisse aufgrund PCR-inhibierender Einfliisse durch die
Nukleinsdureextrakte nach Abschnitt 3.2.2.4.2 auszuschliefen, wurden externe (homologe) Amplifikati-
onskontrollen in getrennten Reaktionsansétzen durchgefiihrt. Als Template wurde 1 pl der Campylobacter-
Referenz-DNA eingesetzt.

AbschlieBend wurden alle PCR-Ansétze mit 10 pl Mineral6l {iberschichtet. Die thermozyklischen Reaktio-
nen wurden nach den folgenden Temperatur-Zeit-Programmen durchgefiihrt, die denen in der Originalarbeit
entsprechen:
PCR mit dem auferen Primerpaar CF03/CF04:
* Initiale Denaturierung der DNA: 5 min bei 94 °C
= 20-malige zyklische Wiederholung des folgenden Temperatur-Zeit-Profils:
Denaturierung 5 sec bei 95,5 °C,
Anealing 30 sec bei 53 °C,
Elongation 40 sec bei 72 °C
= Die abschlieSende Elongation erfolgte fiir 3 min bei 72 °C.

= Bis zur weiteren Verwendung wurden die Reaktionsansétze bei 4 °C aufbewahrt.
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PCR mit dem inneren Primerpaar CF03/CF02:

= Initiale Denaturierung der DNA: 2,5 sec bei 94 °C

* 40-malige zyklische Wiederholung des folgenden Temperatur-Zeit-Profils:
Denaturierung 5 sec bei 95,5 °C,
Anealing 30 sec bei 53 °C,
Elongation 40 sec bei 72 °C

* Die abschlieBende Elongation erfolgte fiir 3 min bei 72 °C.

= Bis zur weiteren Verwendung wurden die Reaktionsansétze bei 4 °C aufbewahrt.

3.2.2.4.4 PCR mit dem Primerpaar pg50/pg3 (OYOFO et al., 1992)

Die Amplifikationsreaktionen des zweiten PCR-Systems wurden ebenfalls in einem 25 pl-Reaktionsansatz
mit folgender Zusammensetzung (Endkonzentration im Reaktionsansatz) durchgefiihrt: 1-fach PCR-Puffer
(50mM KCI, 10 mM Tris-HCI [pH 8,8], 0,1 % Triton X-100), 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP (jeweils),
0,5 uM pg50, 0,5 uM pg3 und 1 U thermostabile DNA-Polymerase.

Der Anzahl an Reaktionsansitzen entsprechend wurde ein Mastermix hergestellt (,,auf Eis*), kurz anzentri-
fugiert und zu je 24 ul auf die entsprechenden Reaktionsansétze verteilt. Das Pipettierschema zur Herstel-
lung des Mastermix ist in Tabelle 12 (s. Seite 51) dargestellt. Die Probenansidtze wurden mit 1 pl des Nu-
kleinsdureextraktes nach Abschnitt 3.2.2.4.2 vervollstindigt.

Um die einwandfreie Funktion der Polymerase-Kettenreaktion zu verifizieren, wurde bei jedem PCR-Lauf
eine Positivkontrolle (syn. Positive-PCR-Kontrolle) und mindestens eine Negativkontrolle (syn. Negative-
PCR-Kontrolle bzw. Reagenzienkontrolle) mitgefiihrt. Dem Positivkontrollansatz wurde 1 pl der Campylo-
bacter-Referenz-DNA zugefiigt. Die als Reagenzienkontrolle dienenden Ansdtze wurde mit 1 pl sterilem
A. bidest. komplettiert. Um falsch negative Ergebnisse aufgrund PCR-inhibierender Einfliisse durch die
Nukleinsdureextrakte nach Abschnitt 3.2.2.4.2 auszuschlieBen, wurden externe (homologe) Amplifikati-
onskontrollen in getrennten Reaktionsansétzen durchgefiihrt. Als Template wurde 1 pl der Campylobacter-
Referenz-DNA eingesetzt.

Abschlieend wurden alle PCR-Ansétze mit 10 pl Mineraldl {iberschichtet. Die thermozyklische Reaktion
wurde nach dem folgenden Temperatur-Zeit-Programm durchgefiihrt:
* Initiale Denaturierung der DNA: 5 min bei 94 °C
* 40malige zyklische Wiederholung des folgenden Temperatur-Zeit-Profils:
Denaturierung 30 sec bei 94 °C,
Anealing 60 sec bei 42 °C,
Elongation 30 sec bei 72 °C
= Die abschlieSende Elongation erfolgte fiir 5 min bei 72 °C.

* Bis zur weiteren Verwendung wurden die Reaktionsansétze bei 4 °C aufbewahrt.

3.2.2.4.5 Nachweis der PCR-Produkte

Die Detektion der Amplifikate erfolgte mittels Gelelektrophorese im ethidiumbromidgefarbten 1,5 %igen
Agarosegel. 5 pl DNA-Molekulargewichtsmarker wurden mit 1 pl Geltaschen-Pufferlosung gemischt und in
die Geltaschen gefiillt. Ebenso wurden 10 pl der Losung mit den PCR-Produkten bzw. der Kontrollenansit-
ze mit 2 pl Geltaschen-Pufferlosung versetzt und parallel zu dem DNA-Molekulargewichtsmarker elek-
trophoretisch aufgetrennt (Elektrophorese: Raumtemperatur, 90 min, 100 V). Die im elektrischen Feld auf-
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getrennten PCR-Produkte wurden anschliefend im Transilluminator unter UV3,-Licht sichtbar gemacht und
fotographisch dokumentiert.

Durch visuellen Vergleich der Wanderungsstrecke des DNA-Molekulargewichtsmarkers mit denen der Am-
plifikate wurde die Fragmentldnge der PCR-Produkte geschatzt.

Die Amplifikation mit dem Primerpaar CF03/CF04 erbringt PCR-Produkte mit einer Fragmentldnge von
340 bis 380 Basenpaaren (bp). Eine Verifikation des CF03/CF04-Amplifikats im Sinne der DIN 10134:1998
erfolgte durch den zweiten Amplifikationsschritt der seminested PCR, bei dem das innere Primerpaar
CF03/CFO02 spezifisch an das erste Amplifikat bindet. Mit dem Primerpaar CF03/CF02 entstehen Amplifika-
te mit einer Fragmentldnge von 180 bis 220 bp (WEGMULLER et al., 1992).

Bei dem pg50/pg3-System wird ein PCR-Produkt mit einer Lange von 450 Basenpaaren erwartet. Die von
OYOFO et al. (1992) publizierte Southernblot-Hybridisierung der Amplifikate mit einer spezifischen DNA-
Sonde wurde nicht durchgefiihrt. Die mit dem pg50/pg3-System untersuchten Proben wurden nur dann als
richtig positiv gewertet, wenn parallel mit dem kulturellen Verfahren nach ISO 10272:1995 (E) Campylo-
bacter spp. nachgewiesen werden konnten (vgl. DIN EN ISO 20838:2006, Abschnitt 7.2, Satz 5).

3.2.2.4.6 Bewertung

Ein positives PCR-Ergebnis wurde durch den Nachweis eines PCR-Produktes mit der erwarteten Lénge in
der Gelelektrophorese, ein negatives Ergebnis durch das Fehlen desselben definiert, unter der Vorausset-
zung, dass die externe Amplifikationskontrolle sowie die Negativ- und Positivkontrolle die erwarteten Er-
gebnisse erbrachten.

Tab. 10: Ausgewéhlte Kennzeichen der beiden PCR-Systeme

Spezies Primer Anealingtemp.  Referenz
Zielgen Amplifikatgrosse (bp) [°C]
C. jejuni und C. coli CF03, CF04 53 WEGMULLER et al. (1993)
flaA- und flaB-Gen 340-380

CFO03, CF02 53

180-220
C. jejuni und C. coli pg50, pg3 42 OYOFO et al. (1992)
flaA-Gen 450
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Tab. 11: Pipettierschema zur Herstellung des Mastermix des CF03/CF04-PCR-Systems

Komponente

Gehalt der
Gebrauchs-Lsg.

Endkonzentration
im Reaktionsansatz

Menge
(1I/ Reaktionsansatz)

A. bidest., steril

Bovines Serum Albumin, azetyliert
(B-8894, Sigma)

10-fach PCR-Puffer, Magnesium-frei
(DyNAzyme™ Buffer F-510S, Finn-
zymes Oy)

MgCl,-Losung
(F-5108S, Finnzymes Oy)

dNTP-Mix (F-560L, Finnzymes Oy)

CF03 (biomedizinische Analytik
GmbH, Géttingen)

CF04 oder CF02 (biomedizinische
Analytik GmbH, Gottingen)

DNA-Polymerase
(DyNAzyme™, Finnzymes Oy)

£ =20 mg/ml

1-fach (10fach Stamm-
16sung 1:10 verdiinnt
mit A. bidest, steril)

50 mM

je 10 mM

0,1 mM

0,1 mM

2,0 U/ul

ad 24 pl

£=2,0x10"gl

1-fach

4,0 mM MgCl,

je 0,2 mM

0,25 uM

0,25 uM

05U

16,125

2,5

2,5

2,0

0,5

0,0625

0,0625

0,25

Tab. 12: Pipettierschema zur Herstellung des Mastermix des pg50/pg3-PCR-Systems

Komponente

Gehalt der
Gebrauchs-Lsg.

Endkonzentration
im Reaktionsansatz

Menge
(1I/ Reaktionsansatz)

A. bidest., steril

PCR-Puffer mit 1,5 mM MgCl,
(DyNAzyme™ Optimized Buffer,
Finnzymes Oy)

dNTP-Mix (F-560L, Finnzymes Oy)

pgS0 (biomedizinische Analytik
GmbH, Gottingen)

pg3 (biomedizinische Analytik
GmbH, Gottingen)

DNA-Polymerase
(DyNAzyme™, Finnzymes Oy)

1-fach (10fach Stamm-
16sung 1:10 verdiinnt
mit A. bidest, steril)

je 10 mM

0,1 mM

0,1 mM

2,0 U/ul

ad 24 pl

1,5 mM MgCl,

je 0,2 mM

0,5 uM

0,5 uM

1U

20,25

2,5

0,5

0,125

0,125

0,5
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4 Ergebnisse

4.1 Studie 1: Vergleich kultureller Verfahren zum Nachweis von
thermotoleranten Campylobacter spp. in Geflugelfleisch

4.1.1 Nachweisraten von Campylobacter in nattrlich kontaminiertem Ge-
flugelfleisch

In der vorliegenden Studie wurden 153 Proben fertigverpackte Gefliigelfleischprodukte kulturell gemaf
der ISO-Norm 10272:1995 (E) auf Campylobacter spp. untersucht. Das Probenkontingent umfasste 61
Proben Gefliigelfleisch, 20 Proben Gefliigelfleischzubereitungen und 72 Proben Gefliigelinnereien, die
im Berliner Grof3- und Einzelhandel als tiefgefrorene (n = 89) oder frische (n = 64) Ware aufgekauft
worden waren.

Unter paralleler Anwendung beider Selektivanreicherungsmedien gemafl ISO 10272:1995 (E) (Preston-
sowie Park und Sanders-Bouillon) konnten aus 80 (52 %) der 153 Proben thermotolerante Campylobac-
ter spp. isoliert werden. Die Gesamtisolierungsrate lag fiir Frischware bei 43,8 % und fiir Tiefkithlware
bei 58,4 %. Bei Auswertung der Ergebnisse gegliedert nach der Produktart ergaben sich die hochsten
Nachweisraten fiir Gefliigelinnereien (65,3 %), gefolgt von Gefliigelfleisch (47,5 %) und Gefliigel-
fleischzubereitungen (20 %) (Tab. 13).

Tab. 13: Campylobacter-Nachweis (Gesamtisolierungsrate), gegliedert nach Produktart und Ange-

botszustand
Angebotszustand

Produktart Frisch Tiefgefroren Gesamt

n (in %) n (in %) n (in %)
Gefliigelfleisch 10 (35,7 %) 19 (57,6 %) 29 (47,5 %)
Gefliigelfleischzubereitungen 1 (33,3 %) 3(17,7 %) 4 (20,0 %)
Gefligelinnereien 17 (51,5 %) 30 (76,9 %) 47 (65,3 %)
(Leber, Herzen, Mégen)
> 28 (43,8 %) 52 (58,4 %) 80 (100 %)

Aus den Ergebnissen der Studie wurden zudem die Prdvalenzen von Campylobacter spp. in Gefliigel-
fleischprodukten verschiedener Tierarten berechnet. Die hochste Privalenz ergab sich fiir Entenfleisch
(62,5 %), allerdings ist hier die geringe Stichprobengréfie von nur 8 untersuchten Proben zu berticksich-
tigen. Die Priavalenz von Campylobacter spp. in Hahnchenfleisch (n = 78) betrug 56,4 %, wihrend in
46,6 % der Putenfleischproben (n = 58) Campylobacter spp. nachweisbar waren. Campylobacter-
Befunde traten auch bei Proben der Tierarten Gans und Wachtel auf (Abb. 7; s. Seite 55).

Hinsichtlich der Speziesverteilung dominierte bei den 80 positiven Proben Campylobacter jejuni mit
92,5 % gegeniiber Campylobacter coli mit 7,5 %. Bezogen auf die Tierarten wurden Unterschiede in der
Speziesverteilung festgestellt. So wurden bei Proben vom Huhn nur 2,2 % der Isolate als Campylobacter
coli identifiziert, wahrend bei Putenprodukten der Anteil der Campylobacter coli-Isolate bei 14,8 % lag
(Abb. 8; s. Seite 55).
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4.1.2 Ergebnisse des Methodenvergleichs

Neben der Ermittlung der Pravalenzen wurde in der vorliegenden Studie der Einfluss verschiedener kul-
tureller Anreicherungsverfahren gemaf ISO-Norm 10272:1995 (E) auf die Isolierungsrate von Campylo-
bacter spp. bei 153 natiirlich kontaminierten Gefliigelfleischprodukten bestimmt.

Mit dem Verfahren nach ISO 10272:1995 (E) konnten unter Verwendung von Preston-Bouillon aus 77
(50 %), mit dem Selektivmedium nach Park und Sanders aus 76 (50 %) von insgesamt 153 Proben ther-
motolerante Campylobacter spp. isoliert werden (Abb. 9; s. Seite 56). Im Einzelnen wurden bei tiefgefro-
renen Gefliigelprodukten mit beiden Selektivanreicherungen Nachweisraten von jeweils 55 % ermittelt.
Mit Preston-Medium konnte bei 43,8 % und mit dem Selektivmedium nach Park und Sanders bei 42,2 %
der Frischware ein positiver Nachweis gefiihrt werden (Abb. 10; s. Seite 56). Die Lénge der Bebriitungs-
dauer (22 £ 2) h oder (46 + 2) h nahm bei den zwei Selektivanreicherungsmedien keinen Einfluss auf die
Nachweisraten.

Ferner wurde die Notwendigkeit einer Blut-Supplementation bei der Preston-Bouillon iiberpriift. Bei
Verwendung von Preston-Medium ohne Blutzusatz konnten in 74 (48 %) Proben thermotolerante Cam-
pylobacter nachgewiesen werden, wihrend der Einsatz von Preston-Bouillon mit Blutzusatz 77 (50 %)
positive Befunde erbrachte (Abb. 9, s. Seite 56). Um eine Aussage iiber die Vergleichbarkeit dieser bei-
den Verfahren treffen zu konnen, wurden die Ergebnisse des Methodenvergleichs mit Hilfe des Vierfel-
dertests dargestellt (Tab. 14; s. Seite 54). Davon ausgehend wurden fiir das zu priifende Alternativverfah-
ren (Preston-Bouillon ohne Blutzusatz) folgende Leistungskriterien ermittelt: relative Genauigkeit,
relative Falsch-Positiv-Rate, relative Falsch-Negativ-Rate, relative Spezifitit, relative Sensitivitit, stati-
stische Ubereinstimmung mittels des Konkordanzindex Kappa (Tab. 15; s. Seite 54) (HUBNER et al.,
2002; SACHS, 2002).

Bei Verwendung der Preston-Bouillon ohne Blutzusatz traten 3 falsch-negative, aber keine falsch-
positiven Ergebnisse auf. Daraus resultiert eine relative Falsch-Negativ-Rate [b/(a+b) x 100] von 3,9 %
und eine relative Falsch-Positiv-Rate [c/(c+d) x 100] von 0 %. Die relative Sensitivitit [a/(a+b) x 100]
betrigt 96,1 %, die relative Spezifitit [d/(c+d) x 100] liegt bei 100 %. Die Wahrscheinlichkeit, dass mit
beiden Methoden des Methodenvergleichs gleiche Resultate erzielt werden (relative Genauigkeit [(a+d)/n
x 100]) betriigt 98,0 %. Als Testverfahren zur Ermittlung der statistischen Ubereinstimmung der beiden

Verfahren wurde aufgrund der geringen Summe der abweichenden Resultate der Konkordanzindex Kap-
pa [2 (ad-bc)/[(atc) (c+d)+H(atb) (b+d)] ausgewdhlt. Die Berechnung ergibt fiir Kappa den Wert 0,96.
Dies bedeutet eine fast vollstindige Ubereinstimmung beider Methoden.

53



Ergebnisse

Tab. 14: Auswerteschema fiir den Vierfeldertest (SACHS, 2002)

Alternativmethode
+ - )
+ a b a+b
Referenz-
methode
- c d c+d
X a+c b+d a+b+c+d=n

+: positiver Nachweis

-: neaativer Nachweis

a: Anzahl der bei beiden Methoden positiven Analvseneraebnisse

b: Anzahl der falsch neaativen Analvseneraebnisse beziialich Referenzmethode
c: Anzahl der falsch positiven Analvseneraebnisse beztialich Referenzmethode
d: Anzahl der bei beiden Methoden neaativen Analvseneraebnisse

n: Gesamtanzahl der Analvseneraebnisse

Tab. 15: Vierfeldertest als Auswerteschema fiir den Methodenvergleich Preston-Bouillon mit bzw. ohne

Blut
Alternativverfahren
(Preston-Bouillon ohne Blut)
+ - z
Referenzmethode + 74 3 77
(Preston-Bouillon gem.
ISO 10272:1995 (E)) - 0 76 76
z 74 79 153
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Abb. 9: Campylobacter-Nachweise in Abhingigkeit vom verwendeten Selektivanreicherungsmedium
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medium, Angebotszustand und der Produktart
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4.1.3 Ergebnisse der quantitativen und semiquantitativen Untersuchun-
gen

Im Rahmen der quantitativen Untersuchungen konnten bei 18 (22,5 %) der 80 qualitativ positiven Proben
Campylobacter spp. (jeweils C. jejuni) auch quantitativ oberhalb der Nachweisgrenze von 1,0 x 10
KbE/ml Spiilfliissigkeit nachgewiesen werden. Bezogen auf die Probenoberfliche bewegten sich die
Keimzahlen zwischen log 3,3 und log 4,1 KbE. Bei der Produktgruppe der Gefliigelinnereien traten
quantitative Campylobacter-Befunde haufiger auf (31,9 %) als bei Gefliigelfleisch (9,1 %). So wiesen
nur drei Proben Gefliigelfleisch (Hiithnerklein, Wachteln, Putenoberschenkel) quantitative Befunde auf,
wihrend Campylobacter bei Hihnchenlebern am haufigsten quantitativ nachgewiesen werden konnte
(66,7 % aller positiven Proben) (Tab. 16; s. Seite 58). Der Angebotszustand der Proben (frisch / tiefgefro-
ren) nahm keinen Einfluss auf die Haufigkeit quantitativer Befunde (25,0 % / 21,2 %).

Die Ergebnisse der halbquantitativen Bestimmung der Campylobacter-Keimzahlen mittels Titerverfah-
rens nach Anreicherung in Park und Sanders-Bouillon sind in Tab. 17 (s. Seite 58) dargestellt. Bei Aus-
wertung der Resultate hinsichtlich der Produktart zeigt sich, dass der Anteil von Gefliigelinnereien mit
Befunden von > 1 KbE/ml Spiilfliissigkeit mit 70,4 % mehr als doppelt so hoch ausfillt wie bei Gefliigel-
fleisch (34,4 %) (Abb. 11).

4.1.4 Mikrobiologischer Status der Gefllugelfleischprodukte

Die Ergebnisse der mikrobiologischen Statusbestimmung der 153 Gefliigelfleischprodukte sind in
Tab. 18 und Tab. 19 aufgefiihrt (s. Seite 59).
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Abb. 11: Ergebnisse der semiquantitativen Campylobacter-Bestimmung, gegliedert nach Produkt-
gruppen
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Tab. 16: Ergebnisse der quantitativen Campylobacter-Bestimmung der Gefliigelfleischprodukte

Produktart Anzahl der quantitativ positiven Proben Anteil der quantitativ positiven Proben

(Anzahl der qualitativ positiven Proben) [in %]

Héahnchenleber 6 (9) 66,7

Hahnchenmigen 2(13) 15,4

Héhnchenherzen 3(10) 30,0

Putenleber 4(11) 36,4

Putenmégen 0(2)

Putenherzen 0(2)

X Gefllgelinnereien 15 (47) 31,9

¥ Geflugelfleisch 3(33) 9,1

Tab. 17: Ergebnisse der halbquantitativen Campylobacter-Bestimmung der Gefliigelfleischprodukte
nach Anreicherung in Park und Sanders-Anreicherungsbouillon (n = 153, davon 76 Campylo-

bacter-positiv in 25 ml)

Campylobacter-Nachweis im Ansatz Anzahl der positi-

Haufigkeitsklasse

mit ... Spulflissigkeit ven Proben
10 ml 1 ml 0,1 ml

- - - <1KbE/ 10 ml 10 (13,1 %)
n - - <1 KbE /ml 24 (31,6 %)
+ n - 1 -9 KbE / ml 24 (31,6 %)
+ + + > 10 KbE / ml 18 (23,7 %)

Je nach Produktart und Angebotszustand wiesen die Proben mittlere Gesamtkeimzahlen im Bereich von
Xs0 = log 4,76 KbE/ml Spiilfliissigkeit (Gefliigelfleisch, tiefgefroren) bis x50 = log 6,44 KbE/ml Spiilfliis-
sigkeit (Gefliigelfleisch, frisch) sowie von xso = log 5,25 KbE/ml Spiilfliissigkeit (Gefliigelinnereien,
tiefgefroren) bis x50 = log 5,53 KbE/ml Spiilfliissigkeit (Gefliigelinnereien, frisch) auf. Bei der Gruppe
der tiefgefrorenen Gefliigelfleischzubereitungen lag der Median der Gesamtkeimzahl bei log 5,04
KbE/ml Spiilfliissigkeit. Die Gesamtflora wurde bei allen Produktgruppen durch die Zahl der Pseudomo-
naden bestimmt, gefolgt von den Enterobakteriazeen und Enterokokken.

Ein Zusammenhang zwischen der mikrobiologischen Beschaffenheit der Gefliigelfleischprodukte und
dem Nachweis von Campylobacter lief3 sich nicht feststellen. So wurden bei Campylobacter-positiven
und -negativen Proben vergleichbare mittlere Gesamtkeimzahlen von xso = log 5,32 KbE/ml Spiilfliissig-
keit bzw. x50 = log 5,40 KbE/ml Spiilfliissigkeit ermittelt.
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Tab. 18: Koloniezahlen (log KbE/ml Spiilfliissigkeit) von frischen Gefliigelfleischprodukten:
Gefliigelfleisch (n = 28), Gefliigelfleischzubereitungen (n = 3) und Gefliigelinnereien (n = 33)
unter Angabe von Median (Xs0), Minimum (Xy;,), Maximum (Xpax), 25 %-Quartil (x»5) und
75 %-Quartil (x75)

mesophile aerobe | Pseudomonaden Enterobakteriazeen | Enterokokken
Gesamtkeimzahl
<= <= = =
QO o QO o QO o QO o
Z o 28 28 292
— S| = |~ =5 ¢ |- = 5| g |~ = 5| ¢
S gl)'g = g[);: gb'ﬁ 5 g)D,.t:: gl)'g 5 g[);: gb'ﬁ 5
28|28 s |22|22| s |22|28| 5 |[22|28] &
(5] [ (5] (&) [P (5] (5] [P
O=2|O0R| £ |OZ2|OR| £ |O2 |0 R| & |o=2|OR]| =
Xmn |3,71 4,99 |3,38 [2,60 [3,65 [2,60 |2,60 (2,78 [<2 <2 <2 <2
X 25 529 581 |504 [420 |567 |4220 |3,48 (4,23 (2,78 |<2 2,18 [<2
X 50 6,44 (6,08 |[5,53 |[540 |597 (490 |4,43 |4,52 |3,38 |2,18 [2,30 |<2
X 75 6,89 7,59 6,26 |6,61 |7,59 |594 |5,09 (553 (420 [3,47 (3,28 |2,30
Xmax 8,36 |7,88 |7,86 [828 |[7,88 |7,89 |7,64 |[581 [6,20 |5,78 |3,59 |[3,79

Tab. 19: Koloniezahlen (log KbE/ml Spiilfliissigkeit) von tiefgektihlten Gefliigelfleischprodukten:
Gefliigelfleisch (n = 33), Gefliigelfleischzubereitungen (n = 17) und Gefliigelinnereien (n = 39)

unter Angabe von Median (x50), Minimum (X,;,), Maximum (Xuyax), 25 %-Quartil (x,5) und

75 %-Quartil (x75)

mesophile aerobe | Pseudomonaden Enterobakteriazeen | Enterokokken
Gesamtkeimzahl
= = = =
QO g QO o QO g QO g
G S ‘5 & ‘5 S )
= £ = S = €& = £
SS|E2| 5 |22|22 5|28 8 28|22 ¢
[0 [ [ @] [P [0 [P (]
Oz |0R| £ |O=2|0OR| E |U2|UR| £ |O=2|OR| £
Xmin. [2,30 [3,34 |3,30 [<2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2 <2
X 25 430 (4,78 |4,86 [2,78 |[3,40 |3,45 |<2 <2 2,30 |<2 <2 <2
X 50 476 (5,04 |526 [3,58 (3,90 [4,00 |2,60 |2,60 |[3,04 |<2 <2 2,30
X 75 499 (546 |580 [4,58 |4,83 |4,62 [3,04 |3,08 |3,73 2,60 |2,60 [3,22
Xmax | 7,88 [6,11 6,64 [7.41 |[5,18 |6,04 [486 (4,30 (576 |3,78 |4,64 |5,30
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4.2 Studie 2: Vergleich zweier PCR-Systeme fur das Screening auf
thermotolerante Campylobacter spp. in Geflugelfleisch

4.2.1 Ergebnis des Methodenvergleichs

In der zweiten Studie wurden 80 frische und tiefgefrorene Gefliigelfleischprodukte kulturell mit dem
Referenzverfahren nach ISO-Norm 10272:1995 (E) unter Verwendung der Selektivanreicherungsbouillon
nach Preston auf Campylobacter spp. untersucht. Im Rahmen einer Vergleichsuntersuchung wurden par-
allel zwei PCR-Systeme (WEGMULLER et al., 1993 und OYOFO et al., 1992) eingesetzt und hinsichtlich
ihrer Eignung als alternative Screeningverfahren iiberpriift.

Mit dem kulturellen Referenzverfahren nach ISO 10272:1995 (E) konnten in 44 (55%) von 80 untersuch-
ten Proben thermotolerante Campylobacter spp. nachgewiesen werden. Der Nachweis spezifischer Gen-
sequenzen mit dem seminested PCR-System nach WEGMULLER et al. (1993) ergab ebenfalls 44 positive
Ergebnisse, dies entspricht einer Sensitivitdt und Spezifitit von jeweils 100 % (Tab. 20).

Mit dem pg50/pg3-PCR-System nach OYOFO et al. (1992) wurden 43 positive, ein falsch-negatives und
5 falsch-positive Ergebnisse ermittelt. Um eine Aussage iiber die Vergleichbarkeit des pg50/pg3-PCR-
Systems nach OYOFO et al. (1992) zu erzielen, wurden fiir das Alternativverfahren folgende Leistungs-
kriterien mittels Vierfeldertest (siche Abschnitt 4.1.2) ermittelt: relative Genauigkeit, relative Falsch-
Positiv-Rate, relative Falsch-Negativ-Rate, relative Spezifitit, relative Sensitivitit, statistische Uberein-
stimmung mittels des Konkordanzindex Kappa (Tab. 21).

Tab. 20:  Vierfeldertest als Auswerteschema fiir den Methodenvergleich Preston-Bouillon
gem. [SO 10272:1995 (E) mit der seminested PCR nach WEGMULLER et al. (1993)

Alternativverfahren
(seminested PCR)

+ - z

Referenzmethode + 44 0 44

(Preston-Bouillon gem.

ISO 10272:1995 (E)) - 0 36 36
pX 44 36 80

Tab. 21:  Vierfeldertest als Auswerteschema fiir den Methodenvergleich Preston-Bouillon
gem. ISO 10272:1995 (E) mit dem pg50/pg3-PCR-System nach OYOFO et al. (1992)

Alternativverfahren
(pg50/pg3-PCR-System)
+ - X
Referenzmethode + 43 1 44
(Preston-Bouillon gem.
ISO 10272:1995 (E)) - 5 31 36
z 48 32 80
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Bei Verwendung des pg50/pg3-PCR-System nach OYOFO et al. (1992) traten 5 falsch-positive Ergebnis-
se und ein falsch-negatives Resultat auf. Daraus resultiert eine relative Falsch-Negativ-Rate [b/(a+b) x
100] von 2,3 % und eine relative Falsch-Positiv-Rate [c¢/(c+d) x 100] von 13,9 %. Die relative Sensitivi-
tat [a/(atb) x 100] betrdgt 97,7 %, die relative Spezifitdt [d/(c+d) x 100] liegt bei 86,1 %. Die Wahr-
scheinlichkeit, dass mit beiden Nachweisverfahren des Methodenvergleichs gleiche Resultate erzielt
werden (relative Genauigkeit [(a+d)/n x 100]) betrdgt 92,5 %. Als Testverfahren zur Ermittlung der stati-
stischen Ubereinstimmung der beiden Verfahren wurde aufgrund der geringen Summe der abweichenden
Resultate der Konkordanzindex Kappa [2 (ad-bc)/[(a+c) (c+d)+(a+b) (b+d)] ausgewihlt. Die Berechnung
ergibt fiir Kappa den Wert 0,85. Dies bedeutet eine fast vollstindige Ubereinstimmung der beiden Ver-
fahren.
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5 Diskussion
5.1 Problemstellung /7 Fragestellung

Thermotolerante Campylobacter sind in Deutschland neben Salmonellen die hiufigste Ursache fiir bakteri-
elle Enteritiden beim Menschen. Der Erreger wird hauptséchlich durch tierische Lebensmittel, insbesondere
Gefliigelprodukte iibertragen. So konnten in mehreren Fall-Kontrollstudien der Verzehr von Gefliigelfleisch
und der Umgang mit Gefliigelfleisch bei der Speisenzubereitung als Risikofaktoren fiir die humane Campy-
lobacter-Infektion identifiziert werden (NEIMANN et al., 2003; FRIEDMAN et al., 2004; WINGSTRAND et al.,
2006). Die kulturelle Isolierung von Campylobacter aus Lebensmitteln gestaltet sich allerdings schwierig,
da die Keime hohe Wachstumsanspriiche besitzen und oft nur einen geringen Anteil der Gesamtflora im
Lebensmittel ausmachen. Zudem kénnen Campylobacter in Lebensmitteln aufgrund duflerer Einfliisse oder
technologischer Prozesse, wie Tiefgefrieren, Zerkleinerungsschritte oder Verwendung von Zusatzstoffen und
Wiirzmitteln, subletal geschédigt sein (PARK, 2002). Aufgrund der niedrigen Infektionsdosis von wenigen
hundert Keimen ist es jedoch erforderlich, bereits geringe Campylobacter-Gehalte in Lebensmitteln mit
entsprechend sensitiven und standardisierten Verfahren nachzuweisen. Eine erste Normierung eines kulturel-
len Nachweisverfahrens erfolgte auf internationaler Ebene mit der Verdffentlichung der
ISO 10272:1995 (E). Diese Vorschrift bietet die Option zwischen zwei Anreicherungsverfahren, die sich
hinsichtlich der Nahrmedienzusammensetzung und der Inkubationsbedingungen unterscheiden. Ein wesent-
licher Nachteil des kulturellen Verfahrens besteht in dem nicht unerheblichen Zeitbedarf. Daher werden
auch in der Routinediagnostik zunehmend molekularbiologische Verfahren, wie die Polymerase-
Kettenreaktion, als Schnellmethoden eingefiihrt. Fiir den Einsatz als Screeningtechnik muss das PCR-
Verfahren allerdings mindestens die Sensitivitit der kulturellen Nachweismethode erreichen.

In der vorliegenden Studie sollten durch die Untersuchung von natiirlich kontaminierten Gefliigelfleisch-
produkten mit den in der ISO 10272:1995 (E) beschriebenen kulturellen Anreicherungsverfahren folgen-
de Fragestellungen beantwortet werden:

o+ Werden mit dem Anreicherungsprotokoll nach Preston bzw. Park und Sanders unterschiedliche
Isolierungsraten bei natiirlich kontaminierten Gefliigelfleischprodukten, auch unter Beriicksichtigung
von Produktart und Angebotszustand, erzielt?

o Besitzt die Dauer der Inkubation der Anreicherungsmedien (24 h oder 48 h) einen Einfluss auf die
Nachweisraten?

« Besteht die Notwendigkeit einer Blutsupplementation des Fliissigmediums nach Preston?

o In welchem AusmaB sind frische und tiefgefrorene Gefliigelfleischprodukte im Berliner Einzelhandel
qualitativ und quantitativ mit Campylobacter belastet?

Im weiteren Verlauf der Studie wurde die Eignung zweier PCR-Verfahren fiir ein schnelles und sensitives
Screening von natiirlich mit Campylobacter kontaminierten Gefliigelfleisch im Vergleich mit der kulturellen
Methode nach ISO 10272:1995 (E) unter Verwendung von Preston-Bouillon {iberpriift.

5.2 Nachweisraten von Campylobacter spp. in Geflugelfleisch

In der vorliegenden Erhebung konnten mit dem Verfahren nach ISO 10272:1995 (E) bei paralleler Anwen-
dung beider Selektivanreicherungsmedien aus 80 (52 %) der 153 Proben thermotolerante Campylobacter
spp. isoliert werden. Hinsichtlich der untersuchten Produktgruppen ergaben sich die hochsten Nachweisra-
ten bei Gefliigelinnereien (65,3 %), gefolgt von Gefliigelfleisch (47,5 %) und Gefliigelfleischzubereitungen
(20 %).
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Vergleichbare Daten liefern andere Studien, in denen Nachweisraten von 57,3 % in Gefliigelfleisch (WERTH,
2006), 58,1 % in Hahnchenfleisch (LUBER, 2004), 62,5 % in Gefliigelfleischprodukten (SVOBODA et al.,
2002) und 67,6 % in Hiahnchenschenkeln (LUBER et al., 2005) ermittelt wurden. Andererseits sind in der
Literatur sehr unterschiedliche Angaben iiber die Campylobacter-Priavalenz in Gefliigelfleisch zu finden,
was moglicherweise auf abweichende Verfahren in der Probenvorbereitung (destruktiv, nicht-destruktiv,
Probeneinwaage), die Zusammensetzung der Stichprobe (Art und Herkunft der Proben, jahreszeitliche Ein-
fliisse) oder unterschiedliche Nachweisverfahren zuriickzufithren ist. In neueren Untersuchungen aus
Deutschland werden fiir Hihnchenfleisch Prévalenzen von 38,3 % (ALTER et al., 2004) bis 87 % (LUBER
und BARTELT, 2007) genannt.

In der vorliegenden Arbeit wies die Produktgruppe der frischen und tiefgefrorenen Geflligelinnereien mit
65,3 % die hochste Nachweisrate auf. Dieses Ergebnis stimmt weitgehend mit anderen publizierten Daten
iiberein, die insbesondere in Gefliigellebern hohe Privalenzen feststellten. So zeigte eine Erhebung in der
Schweiz, dass 63,2 % der frischen und gefrorenen Gefligellebern mit Campylobacter belastet waren
(SVOBODA et al., 2002). In einer anderen Studie erwiesen sich 31 % der frischen und 16 % der gefrorenen
Lebern als kontaminiert. Weitere Versuche zeigten, dass die Campylobacter-Kontamination nicht nur auf die
Leberoberflache begrenzt ist (BAUMGARTNER et al., 1995). Bei der Untersuchung von gefrorenen Héhn-
chenlebern ermittelten FERNANDEZ und PISON (1996) noch deutlich héhere Prévalenzraten von 92,9 %.
Dagegen konnte WERTH (2006) keinen signifikanten Unterschied zwischen den Produktarten Gefliigel-
fleisch (54,6 %) und Gefliigelinnereien (59,9 %) hinsichtlich der Prévalenzen feststellen.

Nicht unerwartet wurde in der eigenen Erhebung bei Gefliigelfleischzubereitungen die geringste Nachweis-
rate (20 %) ermittelt, was vermutlich auf Verdiinnungseffekte und Inaktivierungsprozesse zuriickzufiihren
ist. So umfasste das Probenkontingent unter anderem marinierte Produkte, Gefliigelteilstiicke, die mit Fliis-
sigwiirze behandelt und/oder paniert waren, sowie Bratwiirste und Fleischspiefe.

Eine vergleichsweise hohe Nachweisrate wurde in der vorliegenden Arbeit fiir Campylobacter in Tiefkihl-
Ware ermittelt (58,4 %), die sogar die Isolierungsrate in Frischprodukten (43,8 %) iibersteigt. Dagegen
wurden in anderen Studien bei gefrorenen Produkten in der Regel deutlich geringere Priavalenzen festge-
stellt, die im Bereich von 7,9 % bis 39,5 % lagen (ABU-RUWAIDA et al., 1996; BRECHTEL et al., 2002;
LEDERGERBER et al., 2003; WERTH, 2006). Auf der anderen Seite berichteten einige Autoren auch iiber hohe
Kontaminationsraten bei tiefgekiihltem Gefliigel. JORGENSEN et al. (2002) ermittelten bei tiefgefrorenen
Hahnchen Priavalenzraten zwischen 81 % und 85 %, und auch in der Schweiz erwiesen sich gefrorene Ge-
fliigelproben als hochgradig mit Campylobacter kontaminiert (SVOBODA et al., 2002). Beziiglich der Frage,
ob Campylobacter den Gefrierprozess und eine lingere Gefrierlagerung iiberleben kénnen, kommen neuere
Studien zu dem Ergebnis, dass sich zu Beginn der Gefrierlagerung zwar eine signifikante Abnahme der
Keimzahlen um bis zu zwei log;o-Stufen verzeichnen ldsst, die Keimzahlen danach aber konstant bleiben
und keine subletale Schidigung eintritt (MOORHEAD und DYKES, 2002; ARCHER, 2004).

Die Auswertung der eigenen Daten hinsichtlich der Tierart zeigt, dass in 56,4 % der Héhnchenfleischpro-
dukte Campylobacter spp. nachweisbar waren, wéihrend in Produkten aus Putenfleisch eine etwas geringere
Privalenz von 46,6 % ermittelt wurde. Vergleichbare Relationen mit jeweils leicht héheren Werten fiir
Héahnchenfleischprodukte wurden von WERTH (2006) mit 58,8 % (Huhn) und 54,1 % (Pute) sowie von
WHYTE et al. (2004) mit 49,9 % (Huhn) und 37,5 % (Pute) publiziert. Dagegen wurden in zwei anderen
Studien deutlich geringere Kontaminationsraten bei Putenfleisch festgestellt, die bei nur 14,0 % bzw. 6,2 %
lagen (ZHAO et al., 2001; ALTER et al., 2004).

Nach den Ergebnissen der Speziesdifferenzierung dominiert in der vorliegenden Erhebung C. jejuni mit
92,5 % gegeniiber C. coli mit 7,5 %. Eine dhnliche Artenverteilung wird auch von anderen Autoren berich-
tet, die 84 % - 98 % der aus Gefliigelfleisch isolierten Campylobacter-Stamme der Spezies C. jejuni zuord-
nen konnten (JORGENSEN et al., 2002; SCHERER, 2006; LUBER und BARTELT, 2007). Bei den einzelnen Ge-
fliigelarten kommen allerdings Unterschiede in der Speziesverteilung vor. So wurden in der eigenen Studie
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bei Proben vom Huhn nur 2,2 % der Isolate als C. coli identifiziert, wahrend bei Putenfleischprodukten der
Anteil der C. coli-Isolate bei 14,8 % lag. Dies deckt sich mit den Untersuchungen von ALTER et al. (2004),
die C. coli in 23 % der Putenfleischproben, aber nur in 8 % der Hahnchenfleischproben nachwiesen.

5.3 Quantitative und semiquantitative Erfassung der Campylobac-
ter-Kontamination von Geflugelfleisch

Die semiquantitative Bestimmung der Campylobacter-Keimzahlen mittels Titerverfahrens nach Anreiche-
rung in Park und Sanders-Bouillon ergab, dass 32 % der qualitativ positiven Proben Keimgehalte von
1 - 9 KbE/ml Spiilfliissigkeit aufwiesen. Keimgehalte von > 10 KbE/ml Spiilfliissigkeit traten bei 24 % der
qualitativ positiven Proben auf.

Die quantitativen Untersuchungen wurden in der vorliegenden Arbeit mittels Spatelverfahren aus der
Spiilfliissigkeit durchgefiihrt. Dabei wiesen 22,5 % der qualitativ positiven Proben Campylobacter-
Keimzahlen zwischen log 3,3 und log 4,1 KbE/ Probenoberfliche auf. Quantitative und halbquantitative
Befunde lielen sich liberwiegend bei Gefliigelinnereien erzielen, wobei Héhnchenlebern besonders héufig
mit Keimgehalten von > log 3,3 KbE/Probenoberfliche kontaminiert waren. Ahnlich hohe Belastungen von
frischer und gefrorener Hiihnerleber (> 1000 Campylobacter/g) wurden auch aus der Schweiz berichtet
(BAUMGARTNER et al., 1995). Der Angebotszustand der Proben nahm in der vorliegenden Studie keinen
Einfluss auf die Haufigkeit quantitativer Befunde (25,0 % frische Produkte, 21,2 % tiefgefrorene Produkte),
wohingegen JORGENSEN et al. (2002) quantitative Ergebnisse bei 48 % der frischen Héhnchen, aber nur bei
15 % der gefrorenen Hahnchen erzielen konnten.

Ein Vergleich der eigenen Untersuchungsergebnisse mit anderen Literaturdaten fallt schwer, da bis Ende der
1990er Jahre nur wenige halbquantitative Studien durchgefiihrt wurden (TOKUMARU et al., 1990;
FERNANDEZ und PISON, 1996). Auch die quantitativen Daten aus neueren Erhebungen sind nicht direkt ver-
gleichbar, da sich die Untersuchungen hinsichtlich der Probenart (ganzer Schlachtkérper oder Teilstiicke,
mit oder ohne Haut), des Angebotszustands, der Probenvorbereitung, des Untersuchungsverfahrens (Spatel-
verfahren oder MPN) und der Ergebnisangabe (pro ml Spiilfliissigkeit, pro g Haut oder Muskulatur, pro cm®
Oberfldache) unterscheiden.

JOSEFSEN et al. (2002) fiihrten vergleichbare semiquantitative Untersuchungen an Hahnchenkarkassen unter
Verwendung von Park und Sanders-Bouillon durch. Dabei wiesen 60 % der Proben Keimgehalte von
1-9 KbE/ml Spiilflissigkeit auf, bei 30 % der Proben lagen die Keimzahlen im Bereich von
10 - 99 KbE/ml Spiilfliissigkeit. Der hohere Anteil von Proben mit quantitativen Befunden ist vermutlich auf
das einheitlichere Probenmaterial (ausschlieBlich Schlachtkoérper mit Haut) zuriickzufithren. Im Vergleich
mit den eigenen Daten wurden in neueren quantitativen Studien an Hihnchenprodukten mit Haut geringfii-
gig hohere Keimgehalte ermittelt, die sich im Bereich von log 4,0 bis log 5,0 KbE/beprobte Oberflache be-
wegten (JORGENSEN et al., 2002; SCHERER et al., 2006).

5.4 Vergleich kultureller Nachweisverfahren

In der vorliegenden Studie sollte {iberpriift werden, ob mit den beiden Alternativverfahren der ISO-Norm
10272:1995 (E), d.h. Preston-Bouillon und Medium nach Park und Sanders, unterschiedliche Isolierungsra-
ten fiir Campylobacter spp. in natiirlich kontaminierten Gefliigelfleischprodukten erzielt werden. Unter Ver-
wendung von Preston-Bouillon konnten aus 77 Proben und mit dem Selektivmedium nach Park und Sanders
aus 76 Proben Campylobacter spp. isoliert werden. Obwohl die Verwendung der Park und Sanders-Bouillon
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bei Proben empfohlen wird, in denen Campylobacter durch technologische Prozesse wie beispielsweise
Tiefgefrieren vorgeschadigt sein konnte, wurden in den eigenen Untersuchungen bei tiefgefrorenen Geflii-
gelprodukten mit beiden Selektivanreicherungen identische Nachweisraten ermittelt. Da die Selektivanrei-
cherung nach Park und Sanders mehrstufig supplementiert und inkubiert wird, ist dieses Verfahren mit deut-
lich hoherem Material-, Zeit- und Arbeitsaufwand verbunden. Es erscheint ratsam, unter Beriicksichtigung
der zu untersuchenden Probenmatrix jeweils zu priifen, ob dieser Mehraufwand gerechtfertigt ist. Nach den
vorliegenden Ergebnissen scheint dies bei frischem und gefrorenem Gefliigelfleisch, Gefliigelinnereien und
Gefliigelfleischzubereitungen nicht der Fall zu sein.

Im Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen weisen andere Vergleichsstudien darauf hin, dass durch das
Park und Sanders-Anreicherungsverfahren mit stufenweiser Erhohung der Inkubationstemperatur und ver-
zogerter Zugabe der Antibiotika hohere Wiederfindungsraten erzielt werden. So ermittelten FEDERIGHI et al.
(1999) bei der Untersuchung von Gefliigelrohwiirsten mit der Park und Sanders-Anreicherung eine um 33 %
hohere Nachweisrate als mit der Selektivanreicherung nach Preston. In Austern und zerkleinertem Gemiise
konnten nur mit der Park und Sanders-Anreicherung Campylobacter spp. isoliert werden. Die Uberlegenheit
der Park und Sanders-Anreicherung beruht vermutlich darauf, dass Campylobacter in den Rohwiirsten durch
Prozessfaktoren (intensive Zerkleinerung, Sauerstoffeintrag, konkurrierende Reifungsflora) wesentlich stér-
ker gestresst waren und die 18-stiindige Inkubation im Preston-Medium fiir die Wiederbelebung und Ver-
mehrung nicht ausreichte. SCOTTER et al. (1993) stellten bei Hithnerhautproben, die mit geringen Campylo-
bacter-Zahlen kontaminiert waren, bei Verwendung der Park und Sanders-Anreicherung (82 %) eine
signifikant hohere Nachweisrate fest als mit der Selektivanreicherung nach Preston (54 %). Auch bei Unter-
suchungen von gekiihlten und gefrorenen Hahnchenfleischproben erwies sich die Anreicherung mit dem
Park und Sanders-Medium der Preston-Bouillon als iiberlegen (DE BOER und HUMPHREY, 1991;
TANGVATCHARIN et al., 2005).

Dagegen sahen JOSEFSEN et al. (2002) Vorteile bei der Verwendung des Preston-Verfahrens. Die Untersu-
chung von natiirlich kontaminierten Hihnchenkarkassen ergab mit beiden Verfahren geméaf
ISO 10272:1995 (E) iibereinstimmende Nachweisraten. Bei der semiquantitativen Bestimmung mittels Ti-
terverfahrens wiesen sogar 13 von 20 Spiilproben mit dem Preston-Verfahren hohere Keimgehalte auf, was
die Autoren auf eine bessere Sensitivitidt des Preston-Protokolls zuriickfiihrten. Diese Vermutung konnte
durch einen Inokulationsversuch mit C. jejuni bestitigt werden, bei dem fiir das Preston-Verfahren eine Sen-
sitivitdt von 1 KbE/10 ml Bouillon gegeniiber 100 KbE/10 ml Bouillon fiir die Park und Sanders-Methode
ermittelt wurde. Nach Ansicht der Autoren bietet das Preston-Verfahren gegeniiber dem Park und Sanders-
Protokoll noch weitere Vorteile, wie den geringeren Arbeitsaufwand, die einheitliche Inkubationstemperatur
von 42°C und die kommerzielle Verfligbarkeit des Mediums. Bedeutsam ist auch das niedrigere Kontamina-
tionsrisiko, da ein wiederholtes Offnen der ProbengefiBe fiir die Antibiotika-Supplementierung entfallt.

In der ISO 10272:1995 (E) sind fiir die Selektivanreicherungsmedien nach Preston und Park und Sanders
unterschiedliche Inkubationszeiten vorgesehen. Wéhrend das Fliissigmedium nach Preston nur 18 Stunden
bebriitet wird, erfolgt die Inkubation der Park und Sanders-Bouillon fiir 46 bis 48 Stunden. In der vorliegen-
den Studie nahm die Lange der Bebritungsdauer (24 h und 48 h) bei beiden Selektivanreicherungsmedien
keinen Einfluss auf die Nachweisraten. Dies deckt sich mit den Erkenntnissen von UYTTENDAELE und
DEBEVERE (1996), die bei einer 48-stiindigen Bebriitung der Preston-Bouillon keine statistisch signifikanten
Vorteile feststellten. Dagegen konnte WERTH (2006) nach 48-stiindiger Bebriitung der Preston-Bouillon
signifikant hohere Nachweisraten erzielen. Allerdings ist dieses Ergebnis nicht direkt vergleichbar, da die
Versuche mit artifiziell beimpfter Bouillon durchgefiihrt wurden.

In der vorliegenden Arbeit wurde auch die Notwendigkeit einer Blut-Supplementation bei der Preston-
Bouillon iiberpriift. Ein solcher Zusatz erhoht einerseits die Kosten und zum anderen begrenzt er die Halt-
barkeit des fertigen Mediums. Bei Verwendung von Preston-Medium ohne Blutzusatz traten drei falsch-
negative Ergebnisse auf, so dass im Vergleich mit dem Preston-Protokoll geméf ISO 10272:1995 (E) eine
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relative Sensitivitit von 96,1 % resultierte. Die statistische Auswertung mittels des Konkordanzindex Kappa
ergab eine fast vollstindige Ubereinstimmung der beiden Verfahren. Nach den vorliegenden Ergebnissen
scheint bei der Verwendung von frisch hergestellter Preston-Bouillon (maximal 3 Tage alt) eine Blutsupple-
mentation nicht unbedingt erforderlich zu sein. Zu &hnlichen Ergebnissen kamen auch UYTTENDAELE und
DEBEVERE (1996), die bei der Untersuchung von frischem Gefliigelfleisch mit Preston-Medium ohne Blut-
zusatz keine signifikant niedrigeren Nachweisraten ermittelten.

5.5 Vergleich zweier PCR-Verfahren

Da der Wunsch nach schnellen Screeningmethoden sowohl in der amtlichen Routinediagnostik als auch in
der Lebensmittelwirtschaft stetig zunimmt, wurde im zweiten Teil der vorliegenden Studie eine
Verfahrensvergleichsuntersuchung mit zwei molekularbiologischen Nachweisverfahren (OYOFO et al., 1992;
WEGMULLER et al., 1993) und dem kulturellen Referenzverfahren nach ISO 10272:1995 (E) unter Verwen-
dung von Preston-Bouillon durchgefiihrt. Ein Screeningverfahren ist nur dann effizient in der lebensmittel-
hygienischen Routinediagnostik einsetzbar, wenn keine falsch-negativen Ergebnisse auftreten und der Anteil
an falsch-positiven Resultaten moglichst gering ausfallt. Bei der Untersuchung von 80 frischen und tiefge-
frorenen Gefliigelfleischprodukten konnten sowohl mit dem kulturellen Referenzverfahren nach
ISO 10272:1995 (E) als auch mit dem seminested PCR-System nach WEGMULLER et al. (1993) in 44 Pro-
ben thermotolerante Campylobacter spp. bzw. spezifische Gensequenzen nachgewiesen werden. Mit dem
pg50/pg3-PCR-System nach OYOFO et al. (1992) wurden 43 positive, ein falsch-negatives und 5 falsch-
positive Ergebnisse ermittelt, so dass sich eine relative Sensitivitdt von 97,7 % und eine relative Spezifitét
von 86,1 % ergab.

Die Ergebnisse dieser Studie belegen, dass mit der seminested PCR nach WEGMULLER et al. (1993) eine
deutliche Verkiirzung der Untersuchungszeit moglich ist, wobei Sensitivitit und Spezifitit des Verfahrens
denen der kulturellen Referenzmethode entsprechen. Erste Ergebnisse liegen im Allgemeinen am Ende des
zweiten Untersuchungstages vor. Je nach Fragestellung konnen im Bedarfsfall alle PCR-positiven Proben
kulturell weiterbearbeitet werden. Das Verfahren eignet sich auch fiir die schnelle Bestétigung prasumtiv
verddchtiger Kolonien. Es bietet allerdings nicht die Mdoglichkeit zur Automatisierung und gestattet auch
keine Speziesdifferenzierung zwischen C. jejuni und C. coli.

Die hohe Sensitivitdt der seminested PCR nach WEGMULLER et al. (1993) wurde auch von anderen Autoren
bestétigt. Sie ist vor allem auf die niedrige Nachweisgrenze des Systems zuriickzufiihren, die in Inokulati-
onsversuchen mit < 3 KbE/g Fleisch (nach 18-stiindiger Inkubation in Rosef-Bouillon) und mit 1,4 KbE/ml
inokulierter Milch (nach 24-stiindiger Anreicherung in Preston-Bouillon) angegeben wurde (WAAGE et al.,
1999; MADE und STARK, 2000). Die hohe Spezifitit des PCR-Systems erklart sich durch das seminested-
Prinzip, da hierbei unspezifische PCR-Produkte aus der ersten Reaktion durch das zweite Primerpaar nicht
amplifiziert werden (WINTERS et al., 1997).

GeméB der vorliegenden Studie eignet sich das pg50/pg3-System nach OYOFO et al. (1992) ohne Verifizie-
rung der Spezifitit des Amplifikats nicht als Screeningverfahren fiir den Nachweis von thermotoleranten
Campylobacter spp. in Gefliigelfleisch. Die ermittelte hohe relative Falsch-Positiv-Rate von 13,9 % ist al-
lerdings unter Vorbehalt zu sehen, da die mit dem pg50/pg3-PCR-System erzielten falsch-positiven Befunde
nicht durch eine Hybridisierung verifiziert wurden. Nach der DIN 10134:1998 bzw. der Folgenorm DIN EN
ISO 20838:2006 sollte die Identitit des nachgewiesenen PCR-Produkts durch ein geeignetes Verfahren be-
stitigt werden. Dies kann durch DNA-Sequenzierung, Restriktionsanalyse oder durch Hybridisierung mit
spezifischen DNA-Sonden (z. B. southernblot- oder slotblot-Technik) erfolgen. Fiir die pg50/pg3-PCR wur-
den verschiedene DNA-Sonden beschrieben (OYOFO et al., 1992; CHUMA et al., 1997; MADE und STARK,
2000). In der vorldufigen amtlichen Methode nach § 64 LFGB (BVL L 00.00-96 (V)) fiir den molekularbio-
logischen Nachweis von C. jejuni und C. coli in Lebensmitteln wird als Verifizierungsverfahren beispielhaft
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die Hybridisierung mit einer DIG-markierten Sonde dargestellt (BVL, 2006). Die Mdoglichkeit der
Southernblot-Hybridisierung muss allerdings im Routinelabor apparativ und personell etabliert sein.

Mit dem pg50/pg3-PCR-System nach OYOFO et al. (1992) trat bei den durchgefiihrten Untersuchungen zu-
dem ein falsch-negatives Ergebnis auf, das vermutlich auf eine zu geringe Sensitivitit des pg50/pg3-
Systems zuriickzufiihren ist. Fiir den Einsatz als schnelle Screeningmethode muss die PCR jedoch minde-
stens die Sensitivitit der kulturellen Nachweismethode erreichen. Im vorliegenden Fall fiihrte die
CF03/CF04-PCR zu einem, allerdings sehr schwachen Amplifikat. Die durchgefiihrte externe Amplifikati-
onskontrolle zeigte, dass keine Inhibition vorlag. Es ist davon auszugehen, dass eine Hybridisierung der
Amplifikate die Sensitivitdt und die Spezifitdt der pg50/pg3-PCR deutlich erhoht.

Diese Vermutung wird durch die Untersuchungen von MADE und STARK (2000) gestiitzt, die das pg50/pg3-
System einschlieBlich der Verifizierung mittels Southernblot-Hybridisierung tiberpriiften und dabei im Ver-
gleich mit dem kulturellen Verfahren nach ISO 10272:1995 (E) eine Sensitivitdt von 100 % ermittelten. Die
Nachweisgrenze entsprach jener der kulturellen Methode und betrug 1,4 KbE/ml inokulierter Milch. Nach
einer Studie von BRECHTEL et al. (2002) ist das PCR-System nach OYOFO et al. (1992) auch fiir den Nach-
weis von Campylobacter spp. in tiefgekiihlten Gefliigelfleischproben gut geeignet, da die Resultate der PCR
und der kulturellen Methode nach ISO 10272:1995 (E) zu 100 % {iibereinstimmten. Die Sensitivitit der
pg50/pg3-PCR lasst sich zudem durch die Dauer der Anreicherung und die Art des Anreicherungsmediums
beeinflussen. Durch eine sechsstiindige Anreicherung konnten MANZANO et al. (1995) die Sensitivitit der
PCR von 75 % (ohne Anreicherung) auf 94 % erhdhen. Die Nachweisgrenze lag ohne Anreicherung bei nur
10% - 10° KbE/g Gefliigelfleisch.

Ein weiterer kritischer Punkt, der die Sensitivitit eines PCR-Screeningverfahrens wesentlich beeinflusst, ist
die DNA-Extraktion. Sie muss schnell, sicher und einfach durchzufiihren, trotzdem aber effizient genug
sein, um falsch-negative PCR-Ergebnisse auszuschlieBen. Der in der vorliegenden Arbeit verwendete kom-
merzielle DNA-Extraktionskit (DNeasy™ Tissue Kit der Fa. Qiagen) erfiillte - unter Beriicksichtigung der
externen Amplifikationskontrollen - diese Voraussetzungen. Dagegen berichteten MADE und STARK (2000)
iiber eine unzureichende Extraktions- und Reinigungseffizienz bei Verwendung des Wizard® Genomic DNA
Extraktion Kit (Fa. Promega) bei Fleisch und Innereien, was auf eine ungeniigende Abtrennung von PCR-
Inhibitoren zuriickgefiihrt wurde. Deutlich bessere Ergebnisse konnten STRAUB et al. (1999) mit dem
QIAamp™ Blood and Tissue Kit (Fa. Qiagen) erzielen, der wie der in den eigenen Untersuchungen einge-
setzte DNeasy™ Tissue Kit auf der Bindung der Nukleinsduren an eine Silicamatrix beruht. Um die Effi-
zienz des eingesetzten Nukleinsdure-Extraktionsverfahrens zu iiberpriifen, sollte im Labor in festgelegten
Abstidnden eine positive Prozesskontrolle durchgefiihrt werden, bei der eine mit dem Zielkeim beimpfte
Probe das gesamte Verfahren von der Probenvorbereitung iiber Anreicherung, DNA-Extraktion, Amplifika-
tion und Detektion durchlduft (DIN, 2005a).

In der vorliegenden Studie erwies sich das parallele Mitfiihren von externen homologen Amplifikati-
onskontrollen mit einer definierten Menge extrahierter DNA von C. coli als wirksame Methode, um inhibi-
torische DNA-Extrakte sicher zu erkennen. Diese Vorgehensweise bietet gegeniiber der Verwendung einer
internen heterologen Amplifikationskontrolle (STRAUB et al., 1999; ANON., 2000) zwei wesentliche Vorteile.
Einerseits gestaltete sich die Herstellung einer DNA-Ldsung definierter Konzentration wesentlich einfacher
und schneller als die Amplifizierung und Aufreinigung eines heterologen Fragments des pUC18-Plasmids.
Zum anderen muss die Konzentration des internen Standards im PCR-Reaktionsansatz aufwéndig optimiert
werden, um eine kompetitive Hemmung der Amplifikation durch die Coamplifikation des Kontrollsystems
zu verhindern.
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6 Zusammenfassung

Thermotolerante Campylobacter spp. gehdren in Deutschland zu den héufigsten Erregern bakterieller Ente-
ritiden beim Menschen. Der Erreger wird hauptséchlich durch kontaminierte Lebensmittel, zumeist Geflii-
gelprodukte iibertragen. Die kulturelle Isolierung aus Lebensmitteln bereitet - insbesondere wegen der ho-
hen Wachstumsanspriiche und Empfindlichkeit des Keimes - héufig Probleme, was sich auch in der Vielzahl
der entwickelten Verfahren ausdriickt. Eine erste Normierung fiir den kulturellen Nachweis erfolgte auf in-
ternationaler Ebene mit der Verdffentlichung der I1SO 10272:1995 (E), die zwei optionale
Anreicherungsverfahren beschreibt.

Im ersten Teil der vorliegenden Studie wurde der Einfluss verschiedener kultureller Anreicherungsverfah-
ren in Anlehnung an die ISO 10272:1995 (E) auf die Isolierungsrate von Campylobacter spp. bei natiirlich
kontaminierten frischen und tiefgefrorenen Gefliigelfleischprodukten untersucht. Ferner wurde die Notwen-
digkeit einer Blut-Supplementation der Preston-Bouillon sowie der Effekt unterschiedlicher Inkubationszei-
ten uberpriift.

Mit den beiden Anreicherungsverfahren nach ISO 10272:1995 (E), d.h. der Preston-Bouillon und der Park
und Sanders-Bouillon, konnten aus insgesamt 80 (52 %) der 153 Proben thermotolerante Campylobacter
spp. isoliert werden. Die hochsten Nachweisraten ergaben sich fiir Gefliigelinnereien (65 %), gefolgt von
Gefliigelfleisch (48 %) und Gefliigelfleischzubereitungen (20 %). Bei tiefgefrorenen Produkten wurden
insgesamt hohere Privalenzen ermittelt (58,4 %) als bei frisch angebotener Ware (43,8 %). Unter Verwen-
dung von Preston-Bouillon konnten aus 77 Proben (50%) und mit dem Selektivmedium nach
Park und Sanders aus 76 Proben (50 %) Campylobacter spp. isoliert werden.

Hinsichtlich der Methodik lassen sich folgende Schlussfolgerungen ziehen:

1. Mit beiden Anreicherungsverfahren wurden in Gefliigelfleischproben vergleichbare Pravalenzen ermit-
telt. Daher ist fiir die Untersuchung von frischen und tiefgefrorenen Gefliigelfleischprodukten das An-
reicherungsverfahren nach Preston wegen des geringeren Material-, Zeit- und Arbeitsaufwandes der
Park und Sanders-Anreicherung vorzuziehen.

2. Die Nachweisrate wurde durch die unterschiedliche Inkubationsdauer (22 = 2 h oder 46 £ 2 h) nicht
beeinflusst.

3. Bei Verwendung von frisch hergestellter Preston-Bouillon (maximal 3 Tage alt) ist eine Blutsupplemen-
tation nicht unbedingt erforderlich.

Dariiber hinaus zeigen die quantitativen Untersuchungen, dass 22,5 % der Campylobacter-positiven Proben
mit beachtlichen Keimzahlen zwischen log 3,3 und log 4,1 KbE/Oberfliche kontaminiert sind. Dabei han-
delt es sich fast ausschlieBlich um Gefliigelinnereien.

Da sowohl in der amtlichen Routinediagnostik als auch in der Lebensmittelwirtschaft der Wunsch nach
schnellen Screeningmethoden stetig zunimmt, wurden im zweiten Teil der vorliegenden Studie zwei PCR-
Verfahren hinsichtlich ihrer Einsatzmoglichkeiten in der lebensmittelhygienischen Routinediagnostik tiber-
priift. Fiir diesen Zweck wurde eine Vergleichsuntersuchung von 80 natiirlich kontaminierten Gefliigel-
fleischproben durchgefiihrt, wobei das seminested PCR-System nach WEGMULLER et al. (1993) und die
pg50/pg3-PCR nach OYOFO et al. (1992) mit dem kulturellen Referenzverfahren nach ISO 10272:1995 (E)
(Preston-Protokoll) hinsichtlich der Sensitivitit und der Spezifitét getestet wurden.

Mit dem kulturellen Referenzverfahren nach ISO 10272:1995 (E) und dem seminested PCR-System nach
WEGMULLER et al. (1993) konnten jeweils in 44 von 80 Proben thermotolerante Campylobacter spp. bzw.
spezifische Gensequenzen nachgewiesen werden. Dagegen wurden mit dem pg50/pg3-PCR-System nach
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Zusammenfassung

OYOFO et al. (1992) 43 positive, ein falsch-negatives und 5 falsch-positive Ergebnisse erzielt, so dass sich
eine relative Sensitivitdt von 97,7 % und eine relative Spezifitit von 86,1 % ergaben. Bei der Beurteilung
dieser Ergebnisse ist allerdings zu beriicksichtigen, dass die 5 falsch-positiven Befunde nicht durch eine
Hybridisierung bestétigt worden waren.

Aus den Ergebnissen dieser Verfahrensvergleichsuntersuchung lassen sich folgende Schlussfolgerungen
ziehen:

1.

Die seminested PCR nach WEGMULLER et al. (1993) ist aufgrund der hohen Sensitivitit und Spezifitét
als schnelles Screeningverfahren fiir den Nachweis von thermotoleranten Campylobacter spp. in Geflii-
gelfleisch geeignet. Sie bietet allerdings nicht die Moglichkeit zur Automatisierung und gestattet auch
keine Speziesdifferenzierung zwischen C. jejuni und C. coli.

Beim Einsatz der pg50/pg3-PCR nach OYOFO et al. (1992) ist es zwingend erforderlich, durch eine ab-
schlieBende Hybridisierung die Identitit der nachgewiesenen PCR-Produkte zu bestétigen, um die Sen-
sitivitdt und vor allem die Spezifitit des Systems zu erhohen.

Im lebensmittelhygienischen Routinelabor, in dem zwar die PCR, nicht aber die Southernblot-
Hybridisierung apparativ und personell etabliert ist, stellt die seminested PCR eine Alternative zur vor-
laufigen amtlichen Methode nach § 64 LFGB (BVL, 2006) dar.

Durch das parallele Mitfithren von externen Amplifikationskontrollen konnen falsch-negative Ergebnis-
se aufgrund inhibitorischer DNA-Extrakte zuverldssig vermieden werden.

Mit dem kommerziellen DNA-Extraktionskit (DNeasy™ Tissue Kit, Fa. Qiagen) ldsst sich Campylo-
bacter-DNA im Routinelabor schnell und effektiv aus Gefliigelfleisch und -innereien extrahieren.
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7 Summary

Comparative studies on the cultural and molecular biological detection of thermotolerant Campylo-
bacter spp. in poultry

Thermotolerant Campylobacter spp. belong to the most frequent causative organisms of bacterial enteritis in
man. The pathogen is transmitted mainly by contaminated food, especially poultry products. Because of the
high growth requirements and the sensitivity of the microorganism, the cultural isolation from food is often
difficult, a fact which leads to the development of a large number of methods. A first international standardi-
zation of the cultural detection method took place with the publication of ISO 10272:1995 (E) which de-
scribes two optional enrichment methods.

In the first part of the study the influence of different cultural enrichment methods according to
ISO 10272:1995 (E) on the isolation rate of Campylobacter spp. in naturally contaminated fresh and frozen
poultry products was investigated. Furthermore the necessity of blood supplementation of the Preston broth
and the effect of different incubation times were tested.

With the enrichment procedures according to ISO 10272:1995 (E) (Preston broth and Park and Sanders
broth) thermotolerant Campylobacter spp. could be isolated from 80 (52 %) of 153 samples. The highest
detection rate was determined for poultry offal (65 %), followed by poultry meat (48 %) and poultry meat
preparations (20 %). Frozen products showed higher prevalence rates (58,4 %) than fresh products (43,8 %).
Using Preston broth 77 samples (50 %) were found Campylobacter spp.-positive, whereas 76 samples were
Campylobacter spp.-positive when Park and Sanders broth was used.

The following conclusions can be drawn from the comparison of the cultural detection methods:

1. The two enrichment procedures performed equally well in the detection of Campylobacter spp. in poultry
samples. So the Preston protocol should be preferred to the Park and Sanders method for the examination
of fresh and frozen poultry meat because it is less labour intensive, and less material and time consum-
ing.

2. The detection rate was not influenced by incubation time (22 £2 h or 46 £2 h).

3. Ablood supplementation is not generally required when freshly produced Preston broth is used.

Furthermore the quantitative examination revealed that 22,5 % of the Campylobacter positive samples,
especially poultry offal, were contaminated with high population levels from log 3,3 to log 4,1 cfu/surface.

In the second part of the study two PCR-assays were compared for there suitability in routine food-
examination. For this, 80 naturally contaminated poultry samples were analysed for Campylobacter spp.
using the seminested PCR assay of WEGMULLER et al. (1993), the pg50/pg3-PCR of OYOFO et al. (1992)
and the cultural reference method according to ISO 10272:1995 (E) (Preston protocol), with regard to the
sensitivity and specificity of the PCR assays.

44 of 80 samples were positive for Campylobacter spp. and specific gene sequence using the cultural refer-
ence method according to ISO 10272:1995 (E) and the seminested PCR-System of WEGMULLER et al.
(1993), respectively. The use of the pg50/pg3-PCR of OYOFO et al. (1992) yielded 43 positive, 1 false-
negative and 5 false-positive results. The relative sensitivity and specificity rate was calculated to be 97,7 %
and 86,1 %, respectively, although considering that the 5 false-positive results were not confirmed by hy-
bridization.

The following conclusions can be drawn from the results comparing the PCR-detection methods:
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Summary

. The rapid and sensitive seminested PCR assay of WEGMULLER et al. (1993) provides a suitable tool for
specific detection of thermotolerant Campylobacter spp. in poultry. But there is no possibility for auto-
mation and for differentiation of the species C. jejuni und C. coli.

. The pg50/pg3-PCR assay (OYOFO et al., 1992) isn’t a useful screening method because there is a strong
necessity to verify the obtained amplicons by southernblot-hybridization in order to increase sensitivity
and specificity.

. For laboratories, which have not established hybridization technique yet, the seminested PCR assay ful-
fils the necessity to verify the amplicons (DIN, 2006b) and provides therefore an alternative to the pub-
lished provisional method according to § 64 LFGB (BVL, 2006).

. To avoid false-negative results, extern amplification controls are reliable tools.

. The commercially available DNA-Extraction kit used in this study (DNeasy™ Tissue Kit, Qiagen) facili-
tates rapid and effective extraction of bacterial DNA out of the tested food matrix (poultry).
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9 Anhang

9.1 Zusammensetzung der verwendeten Nahrmedien

Brucella Bouillon

g/Liter A. dest.

Tryptone 10,0
Peptamin 10,0
Dextrose 1,0
Yeast Extract 2,0
Sodium Cloride 5,0
Sodium bisulfite 0,1

pH-Wert bei 25 °C: 7,0+ 0,2

Columbia-Agar mit 5% defibriniertem Schafblut

g/Liter A. dest.

Spezialpepton 23,0
Stérke 1.0
Natriumchlorid 50
Aagar-Agar 10,0
Defibriniertes Schafblut 50 ml

pH-Wert bei 25 °C: 7,3+ 0,2

Eisen-Dreizucker-Nahrboden

g/Liter A. dest.

Pepton 20,0
Fleischextrakt 3,0
Hefeextrakt 3.0
Natriumchlorid 50
Lactose 10,0
Saccharose 10,0
D(+)-Glucose 1.0
Ammoniumeisen(111)-citrat 0,5
Natriumthiosulfat 0,5
Phenolrot 0,024
Adgar-Agar 12,0

pH-Wert bei 25 °C: 7,4 + 0,2

Glutamat Starke Phenolrot-Agar nach Kielwein (GSP)

a/Liter A. dest.

Natrium-L(+)-glutamat 10,0
Stérke, l6slich 20,0
Kaliumhydrogenphosphat 2,0
Magnesiumsulfat 0,5
Phenolrot 0,36
Aagar-Agar 12,0

Penicillin-G, 100000 I.E.
pH-Wert bei 25 °C: 7,2+ 0,2
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Karmali-Selektivndhrboden

Spezialpepton

Starke

Natriumchlorid

Aktivkohle

Hamin

Natriumpyruvat
Cefoperazon

Vancomycin

Amphotericin B

pH-Wert bei 25 °C: 7,4 £ 0,2

Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Glucose-Selektivndhrboden

nach Mossel (VD)

Pepton aus Fleisch
Hefeextrakt

Natriumchlorid
D(+)-Glucose
Gallesalzmischung
Neutralrot

Kristallviolett

Aagar-Aaar

pH-Wert bei 25 °C: 7,3+ 0,2

MCCDA-Selektivnahrboden

Fleischextract ,,Lab-Lemco*
Pepton

Natriumchlorid
Bakteriologische Kohle
Casein-Hydrolysat
Natriumdesoxycholat
Eisen(l1)-sulfat
Natriumpyruvat
Cefoperazon

Amphotericin B

pH-Wert bei 25 °C: 7,4 £ 0,2

afLiter A. dest.
23,0

1,0

50

4,0

0,032

0.1

0,032

0,02

0,01

a/Liter A. dest.
7.0

3.0

50

10,0

15

0,03

0,002

13,0

a/Liter A. dest.
10,0
10,0
5,0
4,0
3,0
1,0
0,25
0,25
0,032
0,1
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Mueller-Hinton-Agar mit 5% defibriniertem Schafblut

Fleischinfus
Caseinhydrolysat

Stérke

Aagar-Agar

Defibriniertes Schafblut
pH-Wert bei 25 °C: 7,0+ 0,2

Néhrbouillon Nr. 2

Fleischextract ,,Lab-Lemco*
Hefeextrakt

Pepton

Natriumchlorid

pH-Wert bei 25 °C: 7,4+ 0,2

Park und Sanders-Selektivanreicherungsmedium

Fleischextract ,,Lab-Lemco*
Pepton

Natriumchlorid

Hefeextrakt

Glucose
Natriumhydrogensulfit
Natriumpyruvat
Natriummetabisulfit
Eisen(Il)-sulfat

Pferdeblut, lysiert
Vancomycin

Trimethoprim

pH-Wert bei 25 °C: 7,0 £ 0,2

Antibiotikaldsung B

Cefoperazon
Cvcloheximid
A.D./Aceton, 50/50 (v/v)

g/Liter A. dest.

2,0
17,5
15
17,0
50 ml

g/Liter A. dest.

1.0
2,0
50
50

a/Liter A. dest.
10,0
10,0
5.0
2,25
1,125
0,113
0,281
0,281
0,281
50 ml
0,011
0,011

a/Liter A. dest.
0,036

0,113

5ml

Die Park und Sanders-Selektivanreicherungsbouillon wurde am Tag vor der Verwendung durch den Zusatz
von Supplementen, Antibiotikaldsung A und von sterilem, lysierten Pferdeblut zum Basismedium vervoll-
standigt. Bis zur Verwendung wurde das vervollstandigte Flissigmedium im Dunkeln bei ca. + 4 °C aufbe-
wahrt. Die Selektivanreicherungsbouillon nach Park und Sanders wird mehrstufig supplementiert und inku-
biert. Die Antibiotikalésung B wird der mit Probenmaterial beimpften Selektivanreicherungsbouillon nach
4-stindiger mikroaerober Inkubation bei 32 °C bis zu einer Endkonzentration von 5 %o (Molumen/\Volumen)
zugegeben. Im Anschluss daran wird die Anreicherungsldsung 2 h bei 37 °C mikroaerob und abschlief3end

bei 42 °C mikroaerob bebriitet.
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Peptonwasser g/Liter A. dest.

Pepton aus Casein 1,0
Tween®80 1,0
Aagar-Agar 04

pH-Wert bei 25 °C: 7,0+ 0,2

Plate-Count-Agar (PC) g/Liter A. dest.
Pepton aus Casein 15,0
Hefeextrakt 2.5
D(+)-Glucose 1.0

Aaqar-Aagar 14,0

pH-Wert bei 25 °C: 7,0+ 0,2

Preston-Selektivanreicherungsmedium

g/Liter A. dest.

Fleischextract ,,Lab-Lemco* 10,0
Pepton 10,0
Natriumchlorid 5,0
Polymyxin B 5625 IE
Rifampicin 0,011
Trimethoprim 0,011
Cycloheximid 0,113
Natriumpyruvat 0,281
Natriummetabisulfit 0,281
Eisen(11-sulfat 0,281
Pferdeblut, lysiert 50 ml

pH-Wert bei 25 °C: 7,5+ 0,2

Die Preston-Selektivanreicherungsbouillon wurde am Tag vor der Verwendung durch den Zusatz von Sup-
plementen und von sterilem, lysierten Pferdeblut zum Basismedium vervollstandigt. Bis zur Verwendung
wurde das vervollstandigte Flissigmedium im Dunkeln bei ca. + 4 °C aufbewahrt.

Standard I-Nahrboden (Merck) g/Liter A. dest.
Pepton 15,0
Hefeextrakt 3.0
Natriumchlorid 6.0
D(+)-Glucose 1.0

Aagar-Aagar 12,0

pH-Wert bei 25 °C: 7,5+ 0,2
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Zitrat-Azid-Tween-Karbonat-Selektivnahrboden (ZATK)

g/Liter A. dest.

Pepton aus Casein 15,0
Hefeextrakt 5,0
Kaliumdihydrogenphosphat 5,0
Natriumcitrat 15,0
Tween®80 1,0
Aaar-Agar 15,0
Natriumcarbonat 2,0
2,3,5-Triphenvyltetrazoliumchlorid 0.1
Natriumazid 04

pH-Wert bei 25 °C: 7,0+ 0,2

9.2 Tabellen

Tab. 22: Keimzahlbestimmung bei natirlich kontaminiertem Gefliigelfleisch aus dem Berliner Einzel-
handel, 1998-1999 (Studie 1)

Nr.  Produktbezeichnung Ange-  Tierart Keimzahl Pseudo- Entero-  Entero-  Campylo-
bots- bei 30°C  monaden  bakteria- kokken bacter
zustand [KbE/mI] [KbE/mI]  zeen [KbE/mI] [KbE/mI]

[KbE/mI]

1 Putenleber TK Pute  8,2E+04  2,7E+03 4,0E+03 4,0E+02  <1,0E+01

2 Putenleber TK Pute  6,5E+05  4,5E+04 8,0E+03 6,0E+02  <1,0E+01

3 Héhnchenbrustfilet TK Huhn 6,9E+04  2,4E+04 1,0E+03 1,0E+02  <1,0E+01

4 Héahnchenmégen TK Huhn 1,8E+05  8,2E+04 1,0E+03 1,0E+02 <1,0E+01

5 Héhnchenleber TK Huhn 6,2E+05  6,2E+03 7,8E+03  4,2E+03 <1,0E+01

6 Hihnerklein TK Huhn 7,6E+04  51E+04 8,0E+02 4,0E+02 3,0E+01

7 Héahnchenmégen TK Huhn 8,2E+04  6,4E+03 8,0E+02 2,0E+02 <1,0E+01

8 Chicken Wings m. 8%  TK Huhn 3,8E+05  2,2E+04 42E+03 2,0E+02  <1,0E+01

Flussigwiirze

9 Truthahngrillsteaks, TK Pute 6,5E+04  8,0E+03 6,0E+02  4,0E+02 <1,0E+01

mariniert

10 Putenleber frisch Pute  3,4E+05  2,0E+04 4,0E+02 1,0E+02  <1,0E+01

11 H&hnchenherzen frisch Huhn 2,7E+07  3,6E+07 4,0E+05 2,0E+03 <1,0E+01

12 Entenkeulen TK Ente  2,4E+04  4,0E+03 1,0E+02 1,0E+02 <1,0E+01

13 Héhnchenfilets TK Huhn 4,4E+05  5,6E+04 2,0E+03 4,0E+02  <1,0E+01

14 Truthahnschnitzel, ge- TK Pute  2,0E+05  1,5E+05 2,0E+04 2,0E+03  <1,0E+01

wurzt
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15
16
17
18
19
20
21
22

23

24
25
26
27

28

29
30
31
32

33

34
35
36
37
38
39

40

41

42

Flugente, geviertelt
Héhnchenherzen
Héahnchenmégen
Putenleber
Entenkeulen
Putenoberschenkel
Putenleber
Putenfiletgulasch

Barbecue-Mix

Hahnchenherzen
Hahnchenleber
Hé&hnchenbrustfilet
Putenbrustfilet

Junge Wildente, mit
Hals ohne Innereien

Putenunterschenkel
Hé&hnchenmégen
Putenschnitzel

Putenleber

Brust von jung. poln.

Hafermastgans
Hé&hnchenherzen
Héahnchenmégen
Hahnchenherzen
Hé&hnchenmégen
Hahnchenbrust

Poln. Ganseklein

Jungpute, mit Hals und

Innereien
Héahnchenleber

Ganseklein

TK
frisch
frisch
TK
TK
frisch
frisch
frisch

frisch

frisch
frisch
frisch
frisch

TK

TK
frisch
frisch
TK

TK

frisch
frisch
frisch
TK
TK
TK

TK

TK

TK

Ente
Huhn
Huhn
Pute
Ente
Pute
Pute
Pute

Pute +
Huhn

Huhn
Huhn
Huhn
Pute

Ente

Pute
Huhn
Pute
Pute

Gans

Huhn
Huhn
Huhn
Huhn
Huhn
Gans

Pute

Huhn

Gans

2,0E+05
4,0E+04
6,4E+07
1,2E+06
3,0E+06
8,0E+06
1,8E+06
4,0E+06

1,5E+07

7,3E+07
6,0E+05
1,1E+07
4,0E+05

1,0E+06

2,0E+04
2,9E+06
7,6E+06
4,4E+06

2,7E+04

2,7E+06
2,5E+05
1,6E+06
2,0E+03
2,4E+04
5,6E+04

4,4E+03

1,2E+05

7,5E+04

2,0E+02
4,0E+02
6,6E+07
8,0E+04
1,3E+06
3,0E+05
6,0E+05
8,0E+06

9,0E+06

7,7E+07
3,0E+04
3,0E+06
2,0E+05

2,0E+04

2,0E+02
2,2E+06
6,9E+06
2,4E+05

1,1E+03

8,0E+04
1,0E+05
6,0E+05
6,0E+03
2,0E+03
7,8E+03

1,0E+02

1,0E+02

2,7TE+04

1,0E+02
1,0E+02
1,0E+06
5,0E+02
8,0E+03
8,0E+04
2,0E+03
8,0E+04

4,0E+04

1,0E+06
6,0E+04
6,0E+05
4,0E+04

1,0E+02

1,0E+02
1,6E+04
1,3E+05
8,4E+04

1,0E+02

6,0E+02
6,0E+02
8,0E+03
1,0E+02
1,0E+02
2,0E+02

1,0E+02

4,0E+02

1,1E+03

4,0E+02
2,0E+03
6,0E+03
2,0E+03
5,0E+03
1,0E+02
1,0E+02
1,0E+02

1,0E+02

2,0E+02
2,0E+02
1,6E+04
1,0E+02

4,0E+03

1,0E+02
1,0E+02
1,0E+02
2,0E+05

1,0E+02

1,0E+02
2,0E+02
1,0E+02
1,0E+02
1,0E+02
1,0E+02

1,0E+02

2,0E+02

2,0E+02

<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01

3,0E+01
<1,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01

1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01

7,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01

1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01
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43

44

45
46

47

48

49
50

51

52

53
54

55

56
57
58
59

60

61

62

63

64

65

66

67

110

Putenleber

Truthahngrillsteaks m.
8% Flussigwiirze

Honig-Flugentenkeulen
Hahnchenherzen

Putenbratwurst im Sait-
ling

Putenkeulenrollbraten m.
8% Flussigwirze

Hahnchenbrustfilet
Chicken Chips, pan.

Truthahngrillsteaks m.
8% Flussigwiirze

Wachteln

Putenunterschenkel
Putenleber

Génsekeule von jung.
Hafermastgans

Héhnchen
Hahnchenfligel
Hahnchenleber
Putenleber

Hahnchen-Nuggets, pan.
mit 8% Flissigwiirze

Putenschnitzel, pan. mit
8% Flussigwiirze

Putenschnitzel m. 8%
Flussigw.

Putenbrustfilettasche
gef. m. Putenschinken

Héahnchenmégen

Wachteln

Hendlprinzelfilet, pan.

Putenschnitzel

TK

TK

TK
frisch

frisch

TK
TK

TK

TK

TK

TK

TK

TK

TK

TK

Pute

Pute

Ente
Huhn

Pute

Pute

Huhn
Huhn

Pute

Wach-
tel

Pute
Pute

Gans

Huhn
Huhn
Huhn
Pute

Huhn

Pute

Pute

Pute

Huhn

Wach-
tel

Huhn

Pute

4,9E+04

1,1E+05

9,6E+04
2,0E+05

9,8E+04

7,5E+04

8,5E+04
1,3E+04

5,1E+05

5,8E+03

2,1E+05
3,1E+05

6,0E+02

1,4E+05
5,8E+04
1,4E+06
5,3E+05

1,3E+06

2,9E+05

1,3E+05

6,0E+04

7,1E+04

2,9E+04

2,2E+03

5,3E+03

2,7E+03

2,0E+04

6,7E-+04
4,4E+04

4,5E+03

7,1E+04

3,8E+04
9,1E+02

8,0E+03

1,0E+02

6,0E+02
5,1E+03

2,0E+02

1,0E+02
2,4E+03
1,0E+03
3,6E+03

2,5E+03

4,0E+03

1,2E+05

3,5E+03

9,1E+03

3,8E+03

1,0E+02

1,0E+03

4,5E+03

9,1E+02

2,9E+03
1,2E+04

6,0E+02

4,0E+02

8,0E+02
1,0E+02

1,5E+03

2,0E+02

1,0E+02
2,0E+03

1,0E+02

1,0E+02
4,0E+02
1,1E+04
5,0E+04

1,2E+03

4,0E+02

2,0E+02

6,0E+02

1,0E+02

1,6E+03

1,0E+02

1,0E+02

3,6E+03

1,0E+02

1,0E+02
2,0E+02

1,0E+02

1,0E+02

1,0E+02
1,0E+02

4,0E+02

1,0E+02

2,0E+02
4,0E+02

1,0E+02

6,0E+02
1,0E+02
1,8E+05
1,3E+03

6,0E+02

3,6E+03

1,0E+02

4,4E+04

1,0E+02

2,0E+02

1,0E+02

1,0E+02

4,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01
<1,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01
<1,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01
<1,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01
<1,0E+01

2,0E+01
<1,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01

1,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01



68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

Hahnchenschnitzel

Putenkeulenrollbraten m.
8% Flussigwirze

Marinierte Putenfilets m.
8% Flussigwirze

Héahnchenbrustfilet m.
8% Flussigwiirze

Hahnchenleber
Héahnchenmégen

Wachteln mit Hals
0. Innereien

Héhnchenfligel
Hé&hnchenbrustfilet
Hahnchenunterschenkel
Putenoberschenkel
Putenbrustfiletgulasch
Putenleber
Straul3ensteak

Fr. Barb. Entenbrust mit
Haut

Putenbrustfilet

Ditmarscher Barb.-Enten-
Klein

Putenbrustfiletspiele mit
Paprika, Speck

Putenherzen

Putenleber

Putenmégen
Héahnchenmégen
Putenbratwurst im Saitling
Hé&hnchenherzen
Hahnchenleber
Putenschnitzel

Héahnchenbrustfilet

TK

TK

TK

TK

TK
TK

frisch

frisch
frisch
frisch
frisch
frisch
frisch
frisch

frisch

frisch

frisch

frisch

frisch
frisch
frisch
frisch
frisch
frisch
frisch
frisch

frisch

Huhn

Pute

Pute

Huhn

Huhn
Huhn

Wach-
tel

Huhn
Huhn
Huhn
Pute
Pute
Pute
Strauf}

Ente

Pute

Ente

Pute

Pute
Pute
Pute
Huhn
Pute
Huhn
Huhn
Pute

Huhn

2,0E+02

2,7TE+04

5,5E+05

2,9E+03

1,0E+05
1,1E+05

4,2E+06

2,9E+05
5,1E+03
2,0E+05
1,4E+07
4,2E+06
2,4E+03
5,6E+06

2,2E+06

3,6E+06

2,0E+07

7,6E+07

1,6E+05
7,1E+05
3,2E+07
1,3E+06
1,2E+06
1,1E+05
9,1E+06
7,6E+04

3,4E+04

1,0E+02

2,2E+04

1,2E+05

8,0E+02

2,9E+03
2,0E+02

1,0E+06

1,2E+06
4,0E+03
3,6E+04
2,5E+06
1,5E+07
2,4E+03
1,1E+05

5,1E+03

7,5E+05

2,2E+07

7,6E+07

1,4E+05
8,7E+05
2,4E+07
1,5E+05
9,3E+05
1,0E+04
1,1E+07
4 5E+04

7,3E+03

1,0E+02

1,0E+02

1,0E+02

4,0E+02

3,5E+03
1,0E+02

5,3E+03

8,0E+03
1,2E+03
6,0E+02
5,8E+05
3,2E+03
6,0E+02
8,0E+04

4,4E+05

1,6E+06

1,2E+05

6,4E+05

4,0E+02
8,0E+02
2,6E+05
2,0E+04
3,3E+04
2,0E+03
1,6E+06
1,0E+04

1,6E+04

1,0E+02

1,0E+02

1,0E+02

1,0E+02

1,0E+02
1,0E+02

4,2E+04

1,0E+02
1,0E+02
2,0E+02
5,3E+03
1,0E+02
1,0E+02
6,7E+03

7,5E+03

6,0E+05

2,0E+02

2,0E+02

1,0E+02
2,0E+02
2,0E+02
1,0E+02
3,6E+03
1,0E+02
6,2E+03
1,0E+03

2,0E+02

<1,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01

3,0E+01
1,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01

2,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01

1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01

<1,0E+01
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95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107

108

109

110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122

123

112

Truthahnschnitzel
Héhnchenleber
Héahnchenmégen
Héhnchenmégen
Putenleber
Héahnchenmégen
Héhnchenmégen
Hé&hnchenleber
Hahnchenleber
Héhnchenmégen
H&hnchenmégen

Putenbrustfilet

Putenoberkeulenrollbraten

Fillhorn Oko-Puten-
Oberkeule

Fillhorn Oko-Puten-
Schnitzel

H&hnchenherzen
Hahnchenleber
Héhnchenmégen
H&hnchenschenkel
Hahnchenleber
Hahnchenherzen
Héhnchenbrustfilet
Putenbrustfilet
Hahnchenherzen
H&hnchenherzen
Putenbrustfilets
Hahnchenfilets
Putenleber

Fullhorn Oko-
Putenoberkeule

frisch
frisch
frisch
TK
TK
TK
TK
TK
TK
TK
TK
frisch
frisch

frisch

frisch

TK
TK
TK
TK
frisch
frisch
frisch
frisch
TK
TK
TK
TK
TK

frisch

Pute
Huhn
Huhn
Huhn
Pute
Huhn
Huhn
Huhn
Huhn
Huhn
Huhn
Pute
Pute

Pute

Pute

Huhn
Huhn
Huhn
Huhn
Huhn
Huhn
Huhn
Pute

Huhn
Huhn
Pute

Huhn
Pute

Pute

3,3E+06
1,3E+05
1,6E+05
4,4E+04
3,8E+04
6,7E+04
7,8E+03
1,3E+05
2,2E+06
7,3E+04
4,4E+05
3,8E+07
2,3E+08

3,6E+05

1,2E+05

8,0E+05
1,0E+06
2,9E+05
8,0E+04
4,9E+04
8,7E+04
4,2E+04
8,2E+05
4,7E+04
1,3E+04
2,4E+05
8,5E+06
2,7E+05

1,8E+05

3,1E+06
2,2E+03
6,5E+03
4,2E+03
1,2E+04
3,6E+04
1,0E+02
2,4E+03
2,7E+03
1,0E+04
2,0E+03
2,3E+07
1,9E+08

2,7E+03

4,0E+02

1,0E+06
6,7E+04
2,5E+04
9,1E+03
2,2E+04
1,6E+04
9,1E+03
4,7E+04
1,0E+04
1,5E+04
4,2E+04
3,6E+06
6,2E+04

1,8E+04

9,5E+03
1,6E+04
2,4E+03
2,0E+02
1,5E+03
6,0E+02
1,0E+02
2,4E+03
4,0E+02
2,0E+02
2,0E+02
2,8E+06
4, 4E+Q7

3,3E+03

1,3E+03

3,1E+03
5,6E+04
1,1E+03
3,0E+03
1,4E+04
1,3E+03
1,0E+03
1,8E+03
2,0E+02
6,0E+02
1,4E+03
4,4E+03
6,2E+03

2,5E+03

1,0E+02
2,0E+02
1,0E+02
1,0E+02
4,0E+02
1,0E+02
1,0E+02
1,0E+02
1,3E+03
1,0E+02
6,0E+02
2,2E+03
3,1E+05

1,0E+02

1,0E+02

6,0E+02
2,7TE+04
4,0E+03
6,0E+03
4,0E+02
1,0E+02
1,0E+02
1,0E+02
2,0E+02
1,0E+02
8,0E+02
6,0E+02
1,1E+03

2,0E+02

<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01

3,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01

<1,0E+01



124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

Hahnchenherzen
Putenleber
Hahnchenherzen
Hahnchenleber
Putenleber
Héahnchenmégen
Putenleber
Hihnerklein
Hahnchenschenkel
Hahnchenleber

Fillhorn Oko-
Putenoberkeule

Hé&hnchenmégen
Hahnchenleber
Hahnchenschenkel
Putenschnitzel
Putenherzen
Putenherzen
Putenmégen
Putenleber
Héhnchenmégen
Hé&hnchenschenkel
Hahnchenschenkel
Putenbrust

Fasan
Barbarieentenschenkel
Huhnerklein
Hé&hnchenherzen
Héahnchenmégen
Hahnchenherzen

Hé&hnchenmégen

frisch
frisch
frisch
frisch
frisch
frisch
TK
TK
TK
TK

frisch

TK
TK
TK
frisch
frisch
frisch
frisch
frisch
TK
TK
TK
TK
TK
TK
TK
TK
TK
TK

TK

Huhn
Pute

Huhn
Huhn
Pute

Huhn
Pute

Huhn
Huhn
Huhn

Pute

Huhn
Huhn
Huhn
Pute
Pute
Pute
Pute
Pute
Huhn
Huhn
Huhn
Pute
Fasan
Ente
Huhn
Huhn
Huhn
Huhn

Huhn

8,2E+04
1,0E+05
6,2E+03
2,9E+05
3,6E+05
7,1E+05
8,5E+05
9,1E+04
4,9E+04
2,2E+06

3,5E+05

3,3E+03
5,3E+05
7,3E+04
2,6E+04
6,4E+04
8,9E+05
3,4E+06
2,4E+05
3,0E+05
1,6E+04
1,6E+04
3,6E+04
4,4E+03
7,6E+07
9,8E+04
8,5E+04
3,5E+05
1,1E+05

2,9E+06

4,0E+04
1,6E+03
1,6E+04
4,0E+03
2,0E+05
3,6E+05
2,2E+04
2,4E+05
5,5E+04
2,9E+04

1,8E+04

2,0E+02
3,3E+04
3,3E+03
4,4E+03
4,0E+02
1,3E+06
1,0E+06
5,5E+04
9,1E+04
1,0E+03
6,0E+02
3,4E+03
1,0E+02
2,6E+07
2,4E+04
3,8E+04
2,9E+03
8,9E+04

1,1E+06

7,5E+03
1,0E+02
1,0E+02
2,0E+03
2,4E+03
4,0E+02
5,8E+05
9,1E+02
1,0E+02
3,3E+03

3,8E+04

1,0E+02
6,0E+04
4,0E+02
4,0E+02
1,0E+02
4,0E+03
1,1E+05
4,0E+03
2,0E+02
6,0E+02
1,0E+02
8,0E+02
1,0E+02
7,3E+04
2,2E+03
1,0E+02
2,0E+02
1,2E+03

6,2E+04

3,3E+03
1,0E+02
2,0E+03
1,0E+02
1,0E+02
1,0E+02
1,0E+02
1,1E+03
4,0E+02
2,2E+03

2,0E+02

1,0E+02
3,5E+03
1,1E+03
1,0E+02
1,0E+02
1,0E+02
1,0E+02
1,0E+02
2,0E+02
1,0E+02
1,0E+02
1,0E+02
1,0E+02
1,0E+02
2,0E+02
1,0E+02
2,0E+02
2,0E+02

4,0E+03

5,0E+01

1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01

3,0E+01

<1,0E+01

<1,0E+01

4,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01

2,0E+01
<1,0E+01
<1,0E+01

<1,0E+01
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Tab. 23: Ergebnisse des Methodenvergleichs bei naturlich kontaminiertem Geflugelfleisch aus dem Ber-
liner Einzelhandel im Jahr 2000 (Studie 2)

Nr. Verkehrs- Angebots- Tierart Referenzmethode Alternativverfahren  Alternativverfahren
bezeichnung zustand gemal 1SO seminested PCR pg50/pg3-PCR-

10272:1995 (E) POS = positiv System
POS = positiv NEG = negativ POS = positiv
NEG = negativ NEG = negativ

1 Putenleber TK Pute NEG NEG NEG

2 Putenleber TK Pute POS POS POS

3 Putenleber TK Pute NEG NEG NEG

4 Putenleber TK Pute NEG NEG NEG

5  Héahnchenleber TK Huhn POS POS POS

6 Héhnchenleber TK Huhn NEG NEG NEG

7 Héahnchenleber TK Huhn POS POS POS

8  Hahnchenleber TK Huhn NEG NEG NEG

9 Putenleber TK Pute NEG NEG NEG

10  Putenleber TK Pute NEG NEG NEG

11 Putenleber TK Pute NEG NEG NEG

12 Hahnchenmégen TK Huhn POS POS POS

13 Héahnchenherzen TK Huhn POS POS POS

14 Hahnchenleber TK Huhn POS POS POS

15 Hahnchenherzen TK Huhn POS POS NEG

16  Hahnchenleber frisch Huhn POS POS POS

17  Putenleber frisch Pute POS POS POS

18 Putenleber TK Pute NEG NEG NEG

19  Putenleber TK Pute NEG NEG NEG

20 Hahnchenleber TK Huhn POS POS POS

21 Hahnchenmdigen TK Huhn NEG NEG NEG

22 Putenleber TK Pute POS POS POS

23 Putenleber TK Pute NEG NEG NEG

24 Hahnchenleber TK Huhn NEG NEG NEG

25 Hahnchenmagen TK Huhn NEG NEG NEG
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26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

Hahnchenleber

Hahnchenunter-
schenkel

Putenleber
Putenoberschenkel
Huhnerklein
Hahnchenherzen
Huhnerklein
Putenleber
Putenunterschenkel
Génsebrustfilet
Héhnchenflgel
Hahnchenleber
Putenleber

Wachteln,
ausgenommen
gerupft

Wachteln,
ausgenommen
gerupft

Hihnerklein
Hahnchenleber
Héhnchenmaégen
Hé&hnchenherzen
Putenbrust
Hahnchenleber
H&hnchenleber
Hahnchenherzen
Hahnchenleber
Hahnchenklein
Hahnchenleber
Putenleber

Putenleber

TK

frisch

frisch
frisch
TK
TK
TK
TK
TK
TK
frisch
frisch
TK

TK

TK

TK
TK
TK
TK
frisch
frisch
frisch
frisch
TK
TK
TK
TK

TK

Huhn

Huhn

Pute
Pute
Huhn
Huhn
Huhn
Pute
Pute
Gans
Huhn
Huhn
Pute

Wachtel

Wachtel

Huhn
Huhn
Huhn
Huhn
Pute

Huhn
Huhn
Huhn
Huhn
Huhn
Huhn
Pute

Pute

NEG

POS

POS

POS

POS

POS

POS

NEG

NEG

NEG

POS

POS

POS

POS

NEG

POS

POS

NEG

POS

POS

POS

NEG

POS

NEG

POS

NEG

NEG

POS

NEG

POS

POS

POS

POS

POS

POS

NEG

NEG

NEG

POS

POS

POS

POS

NEG

POS

POS

NEG

POS

POS

POS

NEG

POS

NEG

POS

NEG

NEG

POS

NEG

POS

POS

POS

POS

POS

POS

NEG

NEG

NEG

POS

POS

POS

POS

NEG

POS

POS

POS

POS

POS

POS

NEG

POS

NEG

POS

NEG

NEG

POS
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54  Héhnchenherzen frisch Huhn POS POS POS

55  Hahnchenleber frisch Huhn NEG NEG NEG
56 Putenherzen frisch Pute POS POS POS
57  Putenleber frisch Pute POS POS POS
58  Putenschnitzel frisch Pute POS POS POS
59 Putenoberschenkel  frisch Pute NEG NEG NEG
60 Huhnerklein TK Huhn POS POS POS
61 Huhnerklein TK Huhn POS POS POS
62 Hahnchenmagen TK Huhn POS POS POS
63  Hahnchenleber frisch Huhn NEG NEG NEG
64 Hahnchenmagen frisch Huhn NEG NEG NEG
65 Hahnchenherzen frisch Huhn NEG NEG NEG
66 Hahnchenleber frisch Huhn NEG NEG POS
67 Putenschnitzel frisch Pute NEG NEG POS
68 Putenschnitzel frisch Pute NEG NEG NEG
69 Putenleber frisch Pute POS POS POS
70 Putenmdégen frisch Pute POS POS POS
71 Putenherzen frisch Pute NEG NEG NEG
72 Putenleber TK Pute POS POS POS
73 Hahnchenleber TK Huhn POS POS POS
74  Hahnchenmagen TK Huhn NEG NEG NEG
75  Hahnchenherzen TK Huhn NEG NEG POS
76  Putenleber TK Pute NEG NEG POS
77  Héhnchenleber TK Huhn POS POS POS
78  Hahnchenleber TK Huhn POS POS POS
79 Hahnchenherzen TK Huhn POS POS POS
80 Héahnchenherzen TK Huhn POS POS POS
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Tab. 20 Vierfeldertest als Auswerteschema fur den Methodenvergleich Preston-Bouillon gem.
1ISO 10272:1995 (E) mit der seminested PCR nach WEGMULLER et al. (1993)
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