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Einleitung

1 Einleitung

Eine wesentliche Aufgabe des Verbraucherschutzes ist es, die Bedeutung von ,emerging
pathogens* maoglichst frihzeitig abzuschédtzen. ,Emerging” steht im Englischen fir
.auftauchen*, ,sich herausstellen®. Unter ,emerging pathogens® versteht man somit
Krankheitserreger, die bislang unbekannt waren oder al's ungefahrlich galten, sich dann jedoch
als mindestens potentiell krankmachend erweisen. Zu dieser Gruppe zéhlt auch die Gattung

Arcobacter.

Urspringlich isoliert aus abortierten Schweine- und Rinderfeten (ELLIS, 1977), werden
Arcobacter spp. mittlerweile auch fur Enteritiden und Abdominalkrémpfe bei Menschen
verantwortlich gemacht. Eine Ubertragung kann durch Lebensmittel, insbesondere
Geflugelfleisch und ggf. auch durch Trinkwasser erfolgen.

Die Bedeutung dieser Gattung als Gesundheitsgefahr lasst sich noch nicht abschlief3end
beurteilen. Es ist aber nicht unwahrscheinlich, dass die Risikobewertung eine &hnliche
Entwicklung nimmt, wie es einst in der Einschatzung von Campylobacter spp. der Fall war.
Diesen Bakterien ahneln Arcobacter spp. so sehr, dass sie zundchst sogar in die gleiche

Gattung eingestuft wurden.

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, die Nachweismoglichkeit von Arcobacter spp. zu
Uberprifen sowie Daten Uber ihre Haufigkeit in frischen Hahnchenkeulen und Rinderhack aus
dem Berliner Einzelhandel kulturell und molekularbiologisch zu gewinnen. Es wurden dazu
Proben aus konventioneller Haltung mit Fleisch aus biologischer Haltung verglichen. Wiein
der Literaturibersicht dargestellt, gibt es in der Routinediagnostik derzeit noch keine
standardisierte Untersuchungsmethode fir Arcobacter. Als Nachweisverfahren wurden die
von JOHNSON und MURANO (1999a, b) empfohlene kulturelle Methode und die von HARMON
und WESLEY (1997) speziesspezifische Multiplex-PCR (mPCR) Analyse ausgewahlt.
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2 Literatur

2.1  Taxonomische Einordnung

Die taxonomische Einordnung von Mikroorganismen erfolgte urspriinglich iiber
morphologische und biochemische Kriterien, bevor molekularbiologische Methoden eine
weitere Differenzierung ermdglichten. Aufgrund ihrer engen Verwandtschaft blicken
Campylobacter und Arcobacter auf eine gemeinsame Geschichte zuriick. Die Gattung
Arcobacter, frither als aerotolerante Campylobacter bezeichnet, ist seit 1992 aufgrund ihrer
Thermo- und Aerotoleranz als Arcobacter spp. einem eigenen Genus innerhalb der Familie

der Campylobacteraceae zugeordnet worden.

Zuniachst erfolgte bei Campylobacter spp. aufgrund morphologischer Kriterien eine
Einordnung in die Gattung Vibrio (SMITH und TAYLOR, 1919). SEBALD und VERON trafen
1963 die Entscheidung, Vibrio fetus und ,.closely related vibrios* von der Spezies Vibrio
cholerae wegen ihres niedrigen GC-Gehaltes der DNA abzugrenzen (Vibrio fetus: 34,3 + 0,6
mol %; Vibrio cholerae: 47,2 £ 0,7 mol %). Sie gaben diesen mikroaerophilen, nicht

fermentierenden Vibrionen den Namen Campylobacter.

Die Gattung Campylobacter verhielt sich jedoch phénotypisch und genotypisch uneinheitlich.
Daraus resultierten einerseits unterschiedliche Nomenklatur-Systeme (VERON und
CHATELAIN, 1973; SMIBERT, 1974) und andererseits neu beschriebene Spezies. Nach
elektronenmikroskopischen Vergleichsuntersuchungen von Vibrio fetus und Spirillum serpens
wurde die Gattung Campylobacter der Familie der Spirillaceae zugeordnet (RITCHIE et al.,
1966). Erkenntnisse iiber kulturelle Unterschiede (SKIRROW und BENJAMIN, 1980),
verschiedene anaerobe Stoffwechselfdhigkeiten (RAzI und PARK, 1982; VERON und
LENVOISE-FURET, 1982) und unterschiedliche zelluldre Fettsdurezusammensetzungen
(BLASER et al., 1980; CURTIS, 1982; JOHNSON et al., 1982) fiihrten dazu, dass ,,thermophile*
Campylobacter als eigenstdndige Gruppe betrachtet wurden (SKERMAN et al., 1980).
Innerhalb dieser thermophilen Campylobacter-Spezies wurde zwischen C. jgjuni und C. coli

differenziert (SKIRROW und BENJAMIN, 1980).

Anfang der 90er-Jahre erfolgte auf der Grundlage genetischer Untersuchungen eine Revision
beziiglich der Nomenklatur (VANDAMME und DE LEY, 1991; VANDAMME und GOOSENS,
1992). Die Campylobacteraceae wurden als neue Familie eingefiihrt, welche sich in die
beiden Gattungen Campylobacter und Arcobacter gliederte. Zu diesem Zeitpunkt waren
Campylobacter (C.) butzeri, C. cryaerophilus, C. skirowii und C. nitrofigilis bekannt, die
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dann den Genusnamen Arcobacter erhielten. Die Gattung Helicobacter war bereits 1989
aufgrund abweichender phanotypischer und genotypischer Eigenschaften abgegrenzt worden
(GOODWIN et al., 1989). Arcobacter spp. unterscheiden sich von Campylobacter spp. durch
ihre Sauerstofftoleranz und das Wachstum bei niedrigen Temperaturen von +15°C bis +25°C

(VANDAMME et al., 1992a).

Nach neueren Verdffentlichungen von Bergey’s Manual® of Systematic Bacteriology, 2nd
edition (GARRITY et al., 2004), untergliedert sich die Familie der Campylobacteraceae in
Gattung I Campylobacter, Gattung II Arcobacter, Gattung III Dehalospirillum und Gattung
IV Sulfurospirillum.

In der Abbildung 1 werden Campylobacter spp. nach der aktuellen Taxonomie von Bergey's

Manual® of Systematic Bacteriology dargestellt.

REGUM: BACTERIA/ARCHAEA

Phylum BXII: Proteobacteria phy. nov.

Classis: Epsilonproteobacteria

Ordo I: Campylobacterales

Familia I: Campylobacteriaceae

Genus I: Campylobacter

Genus II: Arcobacter

Genus 111 : Dehalospirillum

Genus IV: Sulfurospirillum

Familia II; Helicobacteraceae ....

Abbildung 1: Taxonomie von Campylobacter spp. (nach GARRITY et al., 2004)

In der Gattung Arcobacter sind die folgenden Spezies beschrieben: A. butZeri, A.
cryaerophilus, A. skirrowii sowie neuerdings A. cibariusund A. thereuis konnten aus Mensch
oder Tier isoliert werden und gelten als Pathogene. A. butzleri wird in dieser Reihe als
primérer menschlicher Krankheitserreger angesehen (HSUEH et al., 1997). Hingegen sind A.

nitrofigilis, A. halophilus und A. mytili sp. nov. umweltassoziiert und werden als Nicht-

3
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Pathogene verstanden (MCCLUNG et al., 1983; VANDAMME et al., 1991; DONACHIE et al.,
2005; HOUF et al., 2005; COLLADO et al., 2009a; HOUF et al., 2009). Dariiber hinaus finden
sich verschiedene Spezies, die z. T. noch nicht abschlieend zugeordnet werden konnten, wie

z. B. Candidatus Arcobacter sulfidicus (WIRSEN et al., 2002).

Arcobacter nitrofigilis, bis zur Revision der Taxonomie durch VANDAMME et al. (1991) als
Campylobacter nitrofigilis bezeichnet, wurde bereits 1983 als erste der spiteren Arcobacter-
Arten von McClung beschrieben, dem die Isolation dieses Keimes von den Wurzeln der
Salzmarschpflanze Spartina alterniflora gelang. Kennzeichnend fiir das gram-negative
Stdbchenbakterium mit einer Lange von 1 bis 3pm und einer Breite von 0,2 bis 0,9 um gelten
ein als ,,Darting” bezeichneter Bewegungsmodus, d. h. die Motilitdt stellt sich in einem
schnellen, zickzackférmigen Flitzen dar. Wie spéter auch fiir die weiteren Arcobacter spp.
nachgewiesen, verhielt sich A. nitrofigilis chemoorganotroph. Eine Kolonieentwicklung bei
Zusatz von 1 % Glycin fand nicht statt.

NEILL et al. veroffentlichten 1985 eine Studie mit umfangreichen Untersuchungen zu
Campylobacter spp. und noch nicht weiter zugeordneten Stimmen, die iiberwiegend aus
Aborten angeziichtet worden waren. Besonders hervorstechend war die Fahigkeit der nicht
eingruppierten Isolate, bei niedrigeren Temperaturen und gleichermaf3en microaerob wie auch
bei einer hoheren Sauerstoffkonzentration zu wachsen. Daher schlugen die Autoren vor, diese
Bakterien einer neuen Gruppe mit der Bezeichnung Campylobacter cryaerophilus
zuzuordnen. Alle untersuchten Stdmme zeigten eine geringe biochemische Aktivitdt und
insgesamt eine genetische Ahnlichkeit. Diese iibereinstimmenden Merkmale waren innerhalb
der Gruppe der aerotoleranten Campylobacter stiarker ausgeprigt als zu den anderen
Campylobacter spp. NEILL et al. charakterisierten C. cryaerophila als gram-negative, nicht
sporenbildende Stidbchenbakterien mit einer Breite von 0,4 pm und einer Lénge von 1, 8 um,
vereinzelt bis zu 20 um. Sie waren beweglich (,,Darting* Bewegungsmodus) und zeigten bei
30°C unter verminderter Sauerstoffspannung kleine (Durchmesser 1 mm), glatte und konvex
geformte Kolonien. Einzelne Stamme wuchsen im gesamten Bereich zwischen 5 und 40°C,
alle zeigten Koloniebildung bei 15°C. Der Katalase- und Oxidase Test verliefen positiv, die
meisten waren in der Lage, Nitrat zu reduzieren. Es lieB sich eine Toleranz gegeniiber 2 %
NaCl, 4 % Glucose und 0,1 % Glycin feststellen, beim Einsatz von 1 % Glycin hingegen
konnte kein Wachstum mehr nachgewiesen werden. Diverse weitere Tests, wie z. B. Voges-

Prosgauer, Indol-, Ornithin- oder Lysinproduktion, ergaben einen negativen Befund.
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Aus den Untersuchungen von KIEHLBAUCH et al. (1991a) an aerotoleranten Campylobacter
spp. ergaben sich zwei DNA Verwandtschaftsgruppen. Die erste Gruppe, fiir welche die
Bezeichnung Campylobacter butzleri vorgeschlagen wurde, zeigte lediglich eine schwache
bis keine Reaktion im Katalase Test, ein Wachstum auch noch auf 1 % Glycin sowie auf
MacConkey Agar sowie Aerotoleranz bei 30 und 36 °C. Weiterhin reagierten die Keime
empfindlich auf Nalidixinsdure und resistent auf Cephalotin. Letzteres hatten sie mit der
zweiten Gruppe, Campylobacter cryaerophilus, gemeinsam, diese wuchsen jedoch, wie z. T.
auch bereits von NEILL et al. (1985) berichtet, nicht bei Zusatz von 1 % Glycin und auch nicht
auf MacConkey Agar, jedoch lieB sich eine deutliche Reaktion im Katalase Test nachweisen.
Weiterhin ergaben die Untersuchungen, dass bei C. cryaerophilus im Phianotyp zwei Gruppen
- 1A und 1B genannt - zu unterscheiden sind, deren genetische Differenz jedoch nicht so
ausgeprigt war, dass die Zuordnung in eine weitere, neue Gruppe in Erwdgung gezogen
wurde.

Die Namensgebung von C. butZeri erfolgte zu Ehren des Mikrobiologen Jean-Paul Butzler,
der sich erfolgreich in der Entwicklung selektiver Ndhrmedien fiir die Isolation von
Campylobacter jejuni und C. coli engagiert hatte. Weitere Eigenschaften von C. butZeri
wurden in der Studie von KIEHLBAUCH et al. (1991a) ermittelt, u. a. keine Verstoffwechselung
von Glucose durch diese Keime, Wachstum der iiberwiegenden Mehrheit der Stimme bei
Zusatz von 1,5 % NaCl, bei liber der Hélfte sogar bei Zusatz von 3,5 % NaCl sowie
Reduktion von Nitrat, nicht jedoch von Nitrit. Im Rahmen einer weiten Temperaturspanne
von 15, 25, 30, 36 und 40°C konnten die C. butzleri Stimme sich vermehren, einzelne zeigten
sogar schwaches Wachstum bei 42°C. Bei 5°C lieB3 sich keine Vermehrung feststellen. Unter
anaeroben Bedingungen wurde eine minimale Koloniebildung beobachtet.

Nach eingehender Untersuchung durch DNA-DNA Hybridisierung und Immunotypisierung
erfolgte 1991 die Revision der Taxonomie von Campylobacter, Helicobacter und Wollinella
durch VANDAMME et al. (1991b). Im Zuge dieser Neueinstufung wurde das Genus Arcobacter
als eigenstidndige Gattung innerhalb der rRNA Superfamilie VI etabliert, der Campylobacter
nitrofigilis (jetzt Arcobacter nitrofigilis), Campylobacter cryaerophilus (jetzt Arcobacter
cryaerophilus) sowie eine weitere, noch nicht ndher benannte Gruppe aerotoleranter
Campylobacter zugeordnet wurden.

Aufgrund der DNA-Homologie wurde auch C. butZleri der Gattung Arcobacter als A. butzleri
zugerechnet und aus den noch nicht ndher bestimmten aerotoleranten Campylobacter spp. A.

skirrowii als neue Art vorgeschlagen. Diese Stdmme wurden isoliert aus der
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Priputialfliissigkeit von Bullen, Rinder- und Schweineaborten sowie Kotproben von an
Diarrhoe erkrankten Ldmmern (VANDAMME et al., 1992a).

A. skirrowii zeigte eine leichte Alphahdmolyse, die bei den anderen Arcobacter spp.,
ausgenommen vereinzelt bei A. butzleri, nicht nachgewiesen wurde, weiterhin eine positive
Katalase Aktivitdt und Nitrat Reduktion, kein Wachstum auf MacConkey Agar aber in der
Mehrzahl (78 % der getesteten Stimme) Wachstum bei Zusatz von 1 % Glycin und 3,5 %
NaCl (61 % der Teststimme). Alle Isolate reagierten empfindlich gegeniiber Nalidixinséure
und 78 % gegeniiber Cephalothin. Somit weist A. skirrowii gegeniiber diesem Antibiotikum
die hochste Empfindlichkeit innerhalb dieser Gattung auf.

Zusammenfassend beschrieben VANDAMME et al. (1992a), dass die bis dahin bekannten
Arcobacter Spezies A. butZleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii und A. nitrofigilis alle gram-
negative, gebogene und bewegliche Stdbchenbakterien sind, die microaerob bei 25 und 30°C,
sowie aerob bei 30°C Vermehrung zeigen, Indoxylacetat hydrolysieren konnen und im
Oxidase Test ein positives Ergebnis aufweisen. Negative Ergebnisse hingegen ergeben die

Hippurathydrolyse, Ureaseaktivitdt und Fermentation oder Oxidation von D-Glucose.

Einige der Arcobacter Spezies sind erst seit hochstens 5 Jahren bekannt, zu anderen liegen
ganz aktuelle Erkenntnisse iiber ihre systematische Zuordnung vor. Auf die entsprechenden
Publikationen soll im Folgenden néher eingegangen werden. So ermittelten in ihrer Studie an
Héhnchenschlachtkorpern HOUF et al. (2005) gram-negative, gebogene, nicht-sporenbildene
Stibchenbakterien, die sich nicht mit der Arcobacter-spezies-spezifischen PCR identifizieren
lieBen, sehr wohl aber gemif3 der genus-spezifischen PCR von HARMON & WESLEY (1997)
der Gattung Arcobacter zuzuordnen waren. Auch die angeschlossenen biochemischen Tests
unterstiitzten die Annahme, dass es sich hierbei um eine neue Art handelte, die die
Bezeichnung Arcobacter cibarius sp. nov. zugewiesen bekam.

In einer dédnischen Erhebung von HOUF et al. (2009) {iber das Vorkommen von
Campylobacter spp. in Schweineaborten und Lebensmitteln tierischer Herkunft wurden 8
gram-negative, leicht gebogene, nicht sporenbildende Stdbchenbakterien durch AFLP
Analyse erfasst, die eindeutig einem anderen als den bisher bekannten Arcobacter Phianotypen
zuzuordnen waren. Diese Einschitzung konnte durch die numerische Analyse des gesamten
Zellprotein Profils (numerical analysis of whole cell protein) bestétigt werden. Durch DNA-
DNA Hybridisation wurde zwischen diesen Stdmmen ein Verwandtschaftsgrad von 79 %
sowie zwischen diesen und den Arcobacter Referenzstimmen von 41 % oder weniger

ermittelt. Beim paarweisen Vergleich der 16S rRNA Gensequenzen erwiesen sich A.
6



Literatur

cryaerophilus, A. cibarius und A. skirowii als die engsten phylogenetischen Nachbarn.
SchlieBlich konnte mit DNA Fingerprinting gezeigt werden, dass die acht Isolate einer

eigenen, neuen Arcobacter Spezies, Arcobacter thereius sp. nov., angehorten.

Bei A. cryaerophilus handelt es sich um eine heterogene Art, in der bislang zwei
Untergruppen beschrieben worden waren. In der Studie von DEBRUYNE et al. aus dem Jahr
2010 erfolgte mittels AFLP und Hitzeschockprotein 60-Gensequenzanalyse eine
Neubewertung des taxonomischen Status der Untergruppen. Dabei ergab sich, dass A.
cryaerophilus eine komplizierte taxonomische Struktur besitzt, die aus mehreren
Gruppierungen von Stidmmen besteht. Diese teilen sich Zwischenstufen der DNA-DNA
Hybridisierung, weisen jedoch nur geringe DNA-DNA-Homologie zu anderen Arcobacter-
Spezies auf. Die Mehrheit der Stimme gehort einer dieser Gruppierungen an und schlief3t die
meisten Stdmme der bisherigen Untergruppe 2 ein. Die Stimme der A. cryaerophilus-
Untergruppe 1 bilden drei unterschiedliche Gruppierungen, wobei der Referenzstamm eine
eindeutig separate Position einnimmt. Aus den Resultaten folgerten DEBRUYNE et al. (2010),
dass die gegenwirtige Untergruppen-Einteilung fiir A. cryaerophilus aufgegeben werden
sollte und der Referenzstamm genetisch abweichend ist, denn er reprdsentiert nur

unzureichend diejenigen Isolate, die dieser Spezies angehoren.

CoOLLADO et al. (2009a) entdeckten ebenfalls eine neue Spezies. Es wurden 3 Isolate aus
Muscheln und eines aus Brackwasser in Katalonien isoliert, die ein bislang unbekanntes
Muster ihrer genetischen Zusammensetzung aufwiesen, wenn sie mit der neuartigen Methode
der 16s rRNA RFLP untersucht wurden. Néhere Analysen der 16S rRNA und der rpoB
Gensequenzen zeigten, dass es sich hier um eine eigene Abstammungslinie innerhalb der
Gattung Arcobacter handeln musste. Dies konnte durch den geringen DNA-DNA
Verwandtschaftsgrad von 16 — 30 % der Isolate mit den Referenzstimmen bestatigt werden.

Die bisher fiir alle Arcobacter spp. positiv getestete Hydrolyse von Indoxylacetat fallt bei den
neuen Isolaten negativ aus. Die Empfindlichkeit gegeniiber Cefoperazon in Verbindung mit
der fehlenden Urease Produktion und Nitrat Reduktion gab Anlass, die Existenz einer
weiteren Art mit dem Namen Arcobacter mytili sp. nov. (Mytilus = Miesmuschel) zu

postulieren (COLLADO et al., 2009a).

Damit ist die Entdeckung von Arcobacter Arten nicht abgeschlossen. Im Jahre 2010 neu
beschrieben wurden A. marinus (KiM et al., 2010), A. trophiarum (DE SMET et al., 2010b) und
A. defluvii (COLLADO et al., 2010Db).
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Bei A. marinus, isoliert vor der koreanischen Insel Dokdo, handelt es sich um ein leicht
gebogenes, gramnegatives Stidbchenbakterium, fiir welches die Bezeichnung CL-S1(T)
festgelegt wurde. A. marinus zeigt gutes Wachstum unter aeroben und microaeroben
Bedingungen. Die Analyse der 16S rRNA und gyrA Gensequenzen liel eine Zugehdrigkeit
zur Gattung Arcobacter erkennen. Phylogenetische Studien basierend auf den oben genannten
Gensequenzen zeigten, dass der Stamm CL-S1(T) eine stabile Gruppe mit Arcobacter
halophilus LA31B(T) bildet, wobei die Sequenz Ahnlichkeiten bis zu 96,1 % betragen. Die
DNA-DNA Verwandtschaft zwischen CL-S1(T) und Arcobacter halophilus LA31B(T) liegt
bei 44 %, was indiziert, dass es sich bei CL-S1(T) um eine genetisch eigene Spezies handelt.
Die Vermutung wurde auch durch die Analyse der Fettsduremuster unterstiitzt. Phanotypisch
unterscheidet er sich von A. halophilus durch seine Fahigkeit, bei 10°C zu wachsen, hingegen
ist eine Vermehrung unter anaeroben Bedingungen nicht moglich. Die Daten dieser Studie
ergeben, dass es sich hier um eine neue Spezies in der Gattung Arcobacter handelt, fiir die die

Bezeichnung Arcobacter marinus sp. nov. vorgeschlagen wird (KiM et al., 2010).

Im Zuge einer Studie von DE SMET et al. zur Aufkldrung der Populationsdynamik von
Arcobacter spp. in Mastschweinen wurde via AFLP eine Gruppe Arcobacter, die einen
eigenen Genotyp bildeten, ermittelt. In der Genus-spezifischen PCR konnte ein Amplifikat
nachgewiesen werden, nicht jedoch in der spezies-spezifischen mPCR. Die DNA-DNA
Verwandtschaft lag bei 72 %, die nachsten phylogenetischen Nachbarn sind A. cryaerophilus,
A. thereius, A. cibarius und A. skirrowii. Weitere Abkldarungen folgten, unter anderem die
Ermittlung des biochemischen Verhaltens der neuen Spezies namens Arcobacter trophiarum
sp. nov.: Katalase- und Oxidase-Test verlaufen positiv, ebenso die Reduktion von Nitrat und
Indoxylacetat-Hydrolyse. Kein Wachstum ist zu verzeichnen bei 37°C, sehr wohl jedoch in
2-4 % NaCl, auf 0,1 % Natrium-Desoxylat und nicht supplementierten Campylobacter Kohl-
Desoxylat Basis Medium. Die Keime zeigen sich resistent gegeniiber Cephalothin (32 mg/l)
und Cefoperazon (64 mg/l). Zusétzlich wurde eine PCR entwickelt, die den neuen Keim

identifizieren kann (DE SMET et al., 2010b).

Ziel der Studie von COLLADO et al. (2010b) war es, die taxonomische Position von Isolaten
aus Abwasser Proben zu kldren. Mit Hilfe der 16S rDNA-RFLP Arcobacter
Identifikationsmethode ergab sich ein neues und spezifisches Sequenzmuster. Die grofite
Ahnlichkeit zeigte sich zu A. nitrofigilis. In anschlieBenden Untersuchungen konnte
abgesichert werden, dass es sich bei den Isolaten um eine neue Arcobacter Spezies handelt,

fiir die der Name Arcobacter defluvii sp. nov. angeregt wurde.
8
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Bereits 1997 wurde von MUSMANNO et al. berichtet, dass oft zwischen verschiedenen Isolaten
innerhalb der einzelnen Arcobacter Spezies ecine sehr deutliche genetische Heterogenitét
herrscht. Dies konnte durch verschiedene Autoren bestétigt werden (COLLADO GONZALEZ,
2010; HOUF et al., 2001; HUME et al., 2001; ON et al., 2001; VAN DRIESSCHE et al., 2004,
2005). HUME et al. (2001) stellten zur Erklarung dieses Phanomens folgende Hypothese auf:
Zum einen konnte die Kolonisation der Tiere durch verschiedene Eltern Genotypen entstehen,
zum anderen wiren auch Variationen der Eltern Genotypen wéhrend der sukzessiven

Passagen innerhalb des Tierbestandes denkbar.

2.2 Charakterisierung von Arcobacter spp.

Die Vertreter der Gattung Arcobacter sind gram-negative, nicht Sporen-bildende Stdbchen
von gebogener Form (Arcobacter — von arcus: lat. ,,Bogen®). Sie sind zwischen 1 - 3 um lang,
0,2 - 0,9 um breit, jedoch weisen einzelne Spezies eine Linge bis zu 20 um auf (WESLEY,
1994). Thren eindrucksvollen, charakteristischen Bewegungsmodus des ,,darting”, eine
zickzackformige, rasche Vorwirtsbewegung bzw. einer spiralige Bewegung auf der Stelle,

realisieren sie durch ihre monotriche, uni- oder bipolare Begeiflelung.

Arcobacter-Spezies dhneln phanotypisch den Campylobacter-Spezies, mit denen sie auch
tiber phylogenetische Gemeinsamkeiten verfiigen (RIVAS et al., 2004). Sie wachsen im
Temperaturbereich zwischen 15 und 37°C, das Temperaturoptimum ist fiir die einzelnen
Spezies unterschiedlich, wobei A. butzZleri am Temperatur-tolerantesten ist und in der ganzen
genannten Spanne Wachstum zeigt. Fiir die Isolierung von Arcobacter spp. generell liegt die
optimale Inkubationstemperatur bei ca. 30°C (HILTON et al., 2001, BUNDESINSTITUT FUR
RISIKOBEWERTUNG 2007). Im Gegensatz zu den pathogenen thermophilen Campylobacter
spp. wachsen Arcobacter spp. bei 42°C auf Blutagar nicht oder nur sehr langsam. Dabei
erscheinen die Kolonien sehr fein bis stecknadelkopfgrof3, rund, gldnzend, flach bis flach
konvex und weiB3-gelblich. Auch die Bebriitungsdauer spielt eine wichtige Rolle, mindestens
48 Stunden sind fiir das Wachstum erforderlich. Von HILTON et al. (2001) wurde fiir A.
butzleri eine optimale Inkubationszeit von 58 Stunden bei 30°C ermittelt. Der bevorzugte pH-
Wert liegt im neutralen Bereich, das pH-Optimum fiir A. butZleri bei 6,0 bis 7,0, fir A.
cryaerophilus bei 7,0 bis 7,5. Unter einem pH-Wert von 5 und {iber 8,5 wird das Wachstum
gehemmt (HILTON et al., 2001; D'SA und HARRISON, 2005). Hinsichtlich der

Salzkonzentration variieren die Angaben in der Literatur, D'SA und HARRISON (2005)
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ermittelten als maximal tolerierte Salzkonzentration 3,5 % bzw. 3 % fiir A. butzleri und A.

cryaerophilus.

Genau wie Campylobacter-Spezies bevorzugen diese mikroaerophilen Mikroorganismen fiir
thr Wachstum eine reduzierte Sauerstoffspannung (3 — 10 % Sauerstoff), sie sind allerdings
sehr wohl in der Lage, sich auch unter aecroben Bedingungen zu vermehren. Die wesentlichen
Unterscheidungsmoglichkeiten bei der kulturellen Isolierung von Arcobacter zu
Campylobacter bildet die Fahigkeit der Arcobacter spp., in aeroben Milieu und bei
niedrigeren Temperaturen zu wachsen (VANDAMME und DE LEY, 1991). Trotzdem werden
sie, genau wie Campylobacter spp., in der englischsprachigen Literatur gern als ,,fastidious*
beschrieben, dem deutschen ,heikel“ entsprechend, was die zum Teil sehr schwierige

Anzucht ausgesprochen gut charaterisiert (WYBO et al., 2004; CERVENKA et al., 2008).

Derzeit existieren keine standardisierten Isolierungsmethoden zum Nachweis von Arcobacter
spp. Aus den analytischen Problemen resultiert die begrenzte Kenntnis {iber das Vorkommen
von Arcobacter spp. nicht nur in Lebensmittel, sondern auch in anderen Quellen; bereits
erhobene Daten lassen sich nur schwerlich vergleichen (BUNDESINSTITUT FUR

RISIKOBEWERTUNG, 2007).

Biochemische Tests zur Phéinotypisierung der Arcobacter Spezies haben ihre Grenzen
(KIEHLBAUCH et al., 1991; NACHAMKIN, 1995, ON, 1996). Lediglich im Oxidasetest zeigen
zuverldssig alle Arten eine positive Reaktion. Bis zur Entdeckung von A. mytili galt die
Hydrolyse von Indoxylacetat als zuverldssiges Kriteritum bei der Identifizierung von
Arcobacter spp. Auch zur Katalase Aktivitit sind Arcobacter {iberwiegend fahig,
ausgenommen A. cibarius (54 % der Stimme positiv) und A. butZeri (33 % der Stamme
positiv), dariiber hinaus fallt bei anderen A. butzZleri Stimmen die Reaktion sehr schwach aus
(Hour et al., 2005). Somit konnen Arcobacter spp. iiber biochemische Tests kaum von
anderen Erregern abgegrenzt werden. Eine Ubersicht iiber die phinotypischen Eigenschaften

bietet Tabelle 1.

Arcobacter sind chemoorganotroph (HENSYL, 1994), d. h. sie konnen keine Kohlenhydrate
verwerten, sondern nutzen stattdessen als Energiequelle organische Sduren, z. B. Pyruvat, und
Aminoséduren (JOHNSON und MURANO, 1999a). Diese empfindlichen Keime stellen also nicht
nur hohe Anspriiche an ihre Wachstumsbedingungen (HO et al., 2006b), sondern somit auch

an diejenigen, die sie isolieren und identifizieren mochten.
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Tabelle 1: Phinotypische Charakteristika der derzeit anerkannten Arcobacter Spezies® -

zitiert nach COLLADO GONZALEZ (2010)

Charakteristik A. A. A. A. A. A. A. A. A.
a butzer | cryaerophilu | skirrowi | cibariu | thereiu | nitrofigili | mytil | halophilu | marinu
i S i S s s i S s
Katalase A4 + + Vv + + + - _
Aktivitdt
Urease Aktivitét - - - - - + - - -
Nitrat + _|_b + - + + - + +
Reduktion
Indoxyl Acetat + + + + + + - + +
Hydrolyse
Wachstum
0O, bei 37°C + AV + - - \V + T T
mO, bei 37°C + A% + + - - + + n
Medien mit 1% - - - - + - +4d - NB
Glycin
4% (W/V) NaCl - - + - - + + + +
Mac Conkey + v - + \Y - + - NB
Agar
Minimal + C - + + - - - NB
Medien
Resistenz gegen + + + + + - - - -
Cefoperazon
(64mgl™

# Daten von ON et al. 1996; DONACHIE et al. 2005; HOUF et al., 2005, 2009; COLLADO et al., 2009a, KIM et al. in
press. + >95% Stdmme positiv; - <11% Stdmme positiv; V 12-94% Stamme positiv. O, aerobe Bedingungen;
mO, microaerobe Bedingungen; NB nicht bestimmt

® zwei von vier getesteten Stimmen bei COLLADO et al. (2009) negativ (LMG 9904T und LMG 9065)
“zwei von vier getesteten Stémmen bei COLLADO et al. (2009) positiv (LMG 7537T und LMG 10241)

4 CoLLADO GONZALEZ 2010

2.3 Vorkommen und Gefdahrdungspotential

In der Routinediagnostik ist eine Untersuchung auf Arcobacter spp. bislang noch nicht
vorgesehen. Daher sind die Isolationen nur in Einzelfillen bekannt geworden, {iberwiegend
bei Patienten mit enteritischen Erkrankungen, wobei als Symptome v. a. Durchfall und

Abdominalkrdampfe vorherrschen. Im Zusammenhang mit gravierenden Vorerkrankungen
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entwickelten sich allerdings auch lebensbedrohliche Bakteridmien, daher sollte die Relevanz

von Arcobacter spp. fiir Humanerkrankungen nicht unterschétzt werden.

Forschungsschwerpunkte liegen somit in der Abkldrung des Vorkommens sowie der
Infektionswege von Arcobacter spp., in der Literatur werden bislang ,,mogliche®,
sanzunehmende** und ,,wahrscheinliche* Ubertragungswege diskutiert (COLLADO GONZALEZ,
2010).

Arcobacter spp. konnten aus diversen Quellen nachgewiesen werden, z. B. in Abwéssern,
Oberflachen- und Trinkwasser sowie einer Reihe von Lebensmitteln. Insbesondere aus
solchen tierischer Herkunft, wie Rind-, Schweine- oder Gefliigelfleisch, von denen aktuell die

Hauptiibertragung fiir den Menschen angenommen wird.

2.3.1 Vorkommen beim Tier

Die Spezies Arcobacter (A.) butzeri, A. cryaerophilus und A. skirrowii wurden bei
Erkrankungen von Tieren besonders mit Aborten und Durchféllen in Zusammenhang gebracht
(BUNDESINSTITUT FUR RISIKOBEWERTUNG, 2007). Bereits 1977 isolierte ELLIS aerotolerante
Campylobacter-dhnliche Bakterien aus Rinder- und Schweineaborten, die spédter, nach

weiterfilhrenden Untersuchungen, dem Genus Arcobacter zugeschrieben wurden.

Studien in den USA und Brasilien bestitigten das Vorkommen von Arcobacter spp. im
Zusammenhang mit Aborten und Reproduktionsstérungen bei Schweinen (DE OLIVIERA et al.,
1997; SCHROEDER-TUCKER et al., 1996), nachgewiesen wurde A. butZeri und A.
cryaerophilus. Bei Studien in Dinemark konnten keine klassischen Aborterreger wie
Brucella, Leptospira, PPV, PRRSV nachgewiesen werden, in knapp der Hilfte der
untersuchten abortierten Schweinefeten jedoch A. cryaerophilus und A. skirrowii (ON et al.,
2002).

Hinweise auf das invasive Potential von Arcobacter spp. ergaben sich nach experimenteller
Infektion von Ferkeln, die durch Kaiserschnitt entbunden wurden und keine Kolostralmilch
erhielten. A. butzeri, dhnlich wie C. jgjuni, kolonisierten die neugeborenen Ferkel, denn
durch Anreicherung im EMJH-P80 Medium (Ellinghausen McCullough-Johnson-Harris
Polysorbat 80) mit anschlieBender PCR-Analyse, detektierte WESLEY (1996) Arcobacter spp.
in 40 % der Kotproben dieser klinisch gesunden Ferkel. In vitro Studien unter Verwendung
von HEp-2 Zellen wiesen ebenfalls auf seine potentielle Virulenz hin (FERNANDEZ et al.
1995).

12
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Bei weitem nicht alle Arcobacter-positiven Tiere zeigen auch eine klinische Symptomatik.
VAN DRIESSCHE et al. (2004) konnten in Belgien zahlreiche Nachweise in Sauenbestinden
fithren: 59 % der tragenden Sauen und 85 % der Sauen nach dem Abferkeln erwiesen sich als
Trager von A. butZeri, A. cryaerophilus und A. skirrowii. Eine nicht ganz so hohe
Durchseuchung ergaben die Studien in Holland von Ho et al. (2006a) mit 42 % bzw. von
HUME et al. (2001) aus 3 Farmen in den USA mit 7,2 bis 36,4 %. Somit scheinen nicht alle
Spezies bzw. Stimme fiir das Tier pathogen zu sein, da die hohe Nachweisquote nicht mit der
erkrankter Tiere korrelierte.

Auch in weiteren Untersuchungen konnten weltweit symptomlose Triagertiere aufgewiesen
werden. Kotproben von klinisch gesunden Schweinen (HUME et al., 2001; KABEYA et al.,
2003b; VAN DRIESSCHE et al., 2004), Rindern (WESLEY et al., 2000; KABEYA et al., 2003b;
ONGOR et al., 2004; VAN DRIESSCHE et al., 2005) sowie Hiihnern, Schafen und Pferden
(KABEYA et al., 2003b; VAN DRIESSCHE et al., 2003, 2005) fiihrten zur Isolierung von
Arcobacter spp., wobei A. butZleri dominierte. Ein interessanter Aspekt ist, dass Fiitterung,
Wasserversorgung und Herdengr6Be einen Einfluss hinsichtlich der Arcobacter Privalenz
nehmen konnen. WESLEY et al. (2000) ermittelten geringere fakale Ausscheidungsraten in
Milchkuh Herden, wenn diese mit Luzerne und Brauerei-Nebenprodukten gefiittert wurden,
ebenso, wenn den Tieren Einzeltrdnken zur Verfiigung standen. In kleineren Herden ergaben

sich geringere Arcobacter Belastungen als in grof3en.

In einer Studie aus jiingster Zeit untersuchten VILAR et al. (2010) in Spanien 89
Milchviehhaltungen unter anderem auf die Prdsenz von Arcobacter spp. Diese konnten bei
68,5 % der Hofe und in 41,7 % der 254 Kotproben nachgewiesen werden, wobei A.

cryaerophilus die am haufigsten identifizierte Spezies reprasentierte.

Die hiufigen Nachweise positiver Fakalproben von klinisch gesunden Tieren diirfen jedoch
nicht dariiber hinweg tduschen, dass Arcobacter spp. ursdchlich an Enteritiden bei Tieren
beteiligt sein konnen. Auf natiirlichem Weg mit Arcobacter butZleri infizierte Primaten
entwickelten eine Colitis (ANDERSON et al., 1993), bei Rhesusaffen fiihrten sie zu
chronischem Durchfall (HIGGINS et al., 1999). Arcobacter spp. wurden bei Lammern mit
Diarrhé (VANDAMME et al., 1992a), Arcobacter skirrowii bei Enteritisfallen verschiedener

Tierarten isoliert (NEWLL et al., 1996).

Dariiber hinaus liegen einzelne Nachweise vor von Kiihen, die an Arcobacter spp. bedingter
Mastitis litten (LOGAN et al., 1982) sowie von Magenulzera beim Schwein, aus denen diese

Keime isoliert werden konnten (SUAREZ et al., 1997).
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Bei der Beprobung von Lebensmitteln tierischer Herkunft erwies sich am héufigsten
Gefliigelfleisch als Arcobacter-positiv. Daher ist die Untersuchung von Gefliigelherden von
besonderem Interesse.

Ho et al. (2008a) entnahmen bei zwei Hiihner-Elterntierherden Proben des Intestinaltrakts,
der Mukosa des Oviduct magnum und der Ovar Follikel von geschlachteten Tieren. Aus dem
Darm wurden A. butZeri, A. cryaerophilus und A. skirrowii mit einer Prévalenz von 85 %
bzw. 20 % nachgewiesen, wobei sich die Ursache fiir das deutlich unterschiedliche Auftreten
nicht abkléren lie. Aus dem Oviduct waren 15 % der Mukosa Proben der Herde A positiv fiir
A. butzleri. Kein Nachweis gelang aus den Oviduct Proben der Herde B, aus den
Ovarfollikeln der Tiere beider Herden sowie gelegten und ungelegten Eiern. Die Hennen
konnten somit teilweise Arcobacter spp. im Intestinaltrakt und Oviduct beherbergen, ohne
dass ein Ubergang auf die Eier erfolgte.

Die vertikale Ubertragung fiir andere Mitglieder der Campylobacteriaceae zwischen
Elterntierherden und den Bruteiern bzw. Kiiken wird aufgrund der unterschiedlichen
Datenlage verschiedener Studien kontrovers diskutiert. Einige Forschergruppen konnten
Campylobacter spp. in Follikeln und Oviduct wie auch in den Briitereien und deren Abfillen
nachweisen, was fiir eine vertikale Ubertragung spricht. Andere statuieren, dass dieser
Ubertragungsweg im Vergleich zu der Kontamination iiber die Umgebung zu vernachlissigen
ist (Ho et al.,, 2008b). Auch die Studie von HOUF et al. (2002b) resiimiert, dass die
Kontaminationswege noch nicht abschlieBend gekldrt sind. Acht Schlachthofe in Belgien
wurden untersucht, wobei die Prdvalenz von Arcobacter spp. hoher lag, als die der
thermophilen Campylobacter spp. Es wurden bereits vor Schlachtbeginn Arcobacter butzeri
und A. cryaerophilus auf dem Schlachthaus Equipment nachgewiesen, was flir eine
unzureichende Dekontamination spricht. Aus den Transportkisten wurde sowohl vor als auch
nach der Reinigung A. cryaerophilus isoliert. Nach der Schlachtung, aber noch vor der
Evisceration, fanden sich hunderte bis tausende Arcobacter pro Gramm auf der Halshaut der
Broiler Schlachtkorper, hingegen fielen die je 30 untersuchten Proben pro Herde aus dem
Intestinaltrakt negativ aus. Eine Studie von KELLER et al. (2006) in der Schweiz ergab das
gleiche Phdnomen. Die ausgesprochen hohe Kontaminationsrate auf der Halshaut ist somit
weder durch die alleinige Ubertragung von der Schlachthofausriistung noch durch eine fikale
Route zu erkldren (HOUF et al., 2002b).

Auch KJELDGAARD et al. (2009) gingen dem Phdnomen nach, dass Arcobacter spp. nur in
geringen Mafle aus dem Intestinaltrakt von Gefliigel isoliert werden kann, aber sich nach der

Schlachtung auf der Oberfliache der Gefliigelkarkassen in hohen Mafle nachweisen ldsst. Um
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die Schlachthofgegebenheiten realititsnah wieder zu spiegeln, verwendeten sie ein
Hiihnchenfleischsaftmedium. Die Bebriitung erfolgte bei 15°C, eine bekannter Mal3en noch
tolerierte Wachstumstemperatur, wéhrend sich bei 10°C immerhin noch ein minimales
Wachstum zeigte und auch bei 5°C die Uberlebensrate von Arcobacter butzleri gréBer als in
BHI Bouillon ausfiel. Weiterhin wurde die Fahigkeit zur Biofilmbildung zwischen 5°C und
37°C nachgewiesen. Mit den Fidhigkeiten, unter Kiihlbedingungen zu {tiberleben, sich zu
vermehren und einen Biofilm zu bilden, ist Arcobacter butzleri in der Lage, sich im

Schlachthof und in der Lebensmittelverarbeitung zu etablieren.

In den Infektionsversuchen an einwdchigen Hiihnerkiiken von EIFERT et al. (2003) ergab sich
eine Wiederfindung nur bei hohen Infektionsdosen und dann v. a. aus der Umgebung. Die
Kiiken erhielten einen A. butzleri Cocktail mit einer Konzentration von 10°, 10°® und 10’
KbE/g. Im Alter von 3, 5 und 7 Wochen wurden Kotproben, Kloakentupfer und Tupferproben
untersucht nach Kultivierung in der JOHNSON-MURANO Anreicherung und anschlieender
PCR. Es gab bei keiner Versuchsmodifikation eine 100 %ige Wiederfindung, bei den
Konzentrationen von 10° oder 10° KbE/g lieBen sich mindestens 80 % positive
Umgebungstupfer und Féakalproben ausmachen, die Kloakentupfer erwiesen sich jedoch nur
zu 22 % und auch nur bei den mit 10° KbE/g infizierten Hiihnerkiiken als positiv. Uberhaupt
kein positives Ergebnis wurde aus den Intestinalproben (Jejunum, Céacum, Ileum und
Colorectum) der Vergleichsgruppe erzielt, die ebenfalls mit 10° KbE/g Arcobacter butzeri
infiziert wurde. Die Autoren folgerten daraus, dass Arcobacter butzleri nach der Inokulation
die Kiiken nicht kolonisierte, aber den Verdauungstrakt passierte und dann die Umgebung,
insbesondere die Einstreu, kontaminieren konnte. Infolge dessen scheint iiber die Einstreu

eine entsprechende Verbreitung liber das Federkleid und die Haut der Vogel moglich zu sein.

Verschiedene Studien unterstiitzen die hier zitierten Ergebnisse. ATABAY und CORRY (1997)
konnten aus dem Gastro-Intestinaltrakt Arcobacter-positiver Hahnchenschlachtkorper nur
eine positive Probe detektieren. WESLEY und BAETZ (1999) bepropten via Kloaken-Tupfer
achtwochige Hahnchen, die zu 1 % positiv fiir Arcobacter spp., jedoch zu 32 %
Campylobacter-positiv waren. 2006 untersuchten ATABAY et al. verschiedene Gefliigelherden
in Danemark und ermittelten dabei, dass die Priavalenz von Arcobacter unter den lebenden
Tieren bei Enten (73 % der untersuchten 15 Entenherden) und Puten (11 % der 37
Putenherden) deutlich hoher lag als bei Hihnchen (4,3 % der 70 Herden).
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Da Hunde und Katzen, die in Gemeinschaft mit dem Menschen leben, als potentielles Risiko
fiir Humanerkrankungen durch Campylobacter und Helicobacter bekannt geworden sind,
fiihrten HOUF et al. (2009) in Belgien Untersuchungen hinsichtlich des Vorkommens von
Arcobacter spp. bei diesen Haustieren durch. Dabei lieen sich in den Tupfern der beprobten
Katzen keine Arcobacter-Nachweise fiihren, eine geringe Anzahl der beprobten Hunde jedoch
erwies sich als Trager von A. butzZleri und A. cryaerophilus.

Die Studien von FERA et al. (2009) in Siiditalien hingegen, in denen ausschlieBlich
Hauskatzen beprobt wurden, erbrachten bei 78,8 % der untersuchten Tiere Arcobacter-
positive Ergebnisse, wobei A. butZeri und A. cryaerophilus die dominierenden Spezies
prasentierten, A. skirowii konnte nicht nachgewiesen werden. Somit bildet, neben der
Aufnahme durch Lebensmittel und Wasser, der Kontakt zu Hund und Katze eine weitere
mdgliche Ubertragungsroute von Arcobacter spp.

Bei Nagern sind natiirliche Infektionen bisher nicht bekannt geworden. Nach experimenteller
Applikation von Arcobacter spp. an Méduse, Meerschweinchen, Hamster und Kaninchen
wurden keine klinischen Symptome oder pathologischen Verdnderungen gefunden. Hingegen
ging in der Studie von ADESUI (2010) die Infektion bei allen experimentell infizierten Ratten
an, sie verlief dosisabhingig. Es zeigten sich diarrhdischen Erkrankungen und
Erregerausscheidung iiber den Kot nach bis zu 5 Wochen post infectionem. Somit koénnten
Ratten ein Reservoir und eine potentielle Ubertragungsquelle fiir Arcobacter Infektionen bei
Mensch und Tier bilden.

Einem bislang nicht publizierten Bereich widmeten sich AYDIN et al. (2009). In der Tiirkei
wurde aus einer auf natiirlichem Wege infizierten Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss)
A. cryaerophilus isoliert und dessen Pathogenitdt gepriift, indem die Stimme gesunden,
einjahrigen Regenbogenforellen in Kaltwasserhaltung (5°C) intramuskuldr injiziert wurden.
Nach experimenteller Infektion traten deutliche klinische Verdnderungen auf wie Verlust der
Schuppen, Exophthalmus, Odeme an Flossen und Injektionsstelle, Nierennekrosen,
Hamorrhagien am Herzen und vieles mehr, einschlieBlich verdnderter Serumwerte. Die
Untersuchungen unter Laborbedingungen zeigten, dass A. cryaerophilus fiir
Regenbogenforellen virulent sein kann. Die Verwendung dieser Daten fiir das Biomonitoring
von Forellenfarmen erfordert jedoch weitere Studien und eine sorgfiltige Uberpriifung der

Umweltbedingungen (AYDIN et al., 2009).
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2.3.2 Vorkommen beim Menschen

A. butZeri ist die am héufigsten vorkommende Spezies und kann auch beim Menschen
Erkrankungen wie Enteritiden und Septikdmien verursachen. Die Symptome, die durch
Arcobacter-Bakterien ausgelost werden, sind Erbrechen, Durchfall, Magenkrampfe und
Fieber. Sie dhneln denen einer Erkrankung durch Salmonellen oder Campylobacter

(BUNDESINSTITUT FUR RISIKOBEWERTUNG, 2007).

Der erste Ausbruch, verbunden mit Enteritis und Abdominalkrdmpfen, aufgrund von
Arcobacter-Bakterien wurde 1983 an einer Grundschule in Italien diagnostiziert. Die Kinder
litten unter starken Kridmpfen im Bauchraum sowie vereinzelt unter Erbrechen und Fieber,
jedoch nicht unter Durchfall. Aus allen Stuhlproben wurden Arcobacter-Bakterien isoliert, die
ein identisches Protein Profil aufwiesen und zur Serogruppe 1 gehorten. Die Serotypisierung
erfolgte anhand des LIOR-Serotypisierungsschema auf der Basis der Objekttrager
Agglutination von Antiserum aus Arcobacter Referenzstimmen und hitzelabilen Antigenen
der Ausbruchsstimme (LIOR und WOODWARD, 1993; VANDAMME et al., 1992b). Bei
Humanerkrankungen ist die Serogruppe 1 vorherrschend (LERNER et al., 1994; MANSFIELD
und FORSYTHE, 2000). Auch in Thailand wurde eine Erkrankungshidufung, die {iberwiegend
Kinder betraf, aufgrund von Arcobacter spp. dokumentiert. In diesen Fillen liberwog die
Durchfallsymptomatik. Arcobacter wurde bei 93 der 631 erkrankten Kinder nachgewiesen
(TAYLOR et al., 1991).

In Deutschland wurden 1994 zwei Patienten aufgrund von massiven Krimpfen und
persistierender Diarrhoe stationdr aufgenommen. Sie waren durch chronische Erkrankungen
vorbelastet (Diabetes mellitus Typ I, Hyperurdmie, Alkoholmissbrauch) und fiir beide
ergaben die Stuhluntersuchungen als einzigen Pathogenen Arcobacter butzleri. In diesen
Féllen wurden die klinischen Symptome antibiotisch erfolgreich therapiert, nach der
Behandlung wurde der Erreger nicht mehr im Stuhl der Patienten nachgewiesen. Die Autoren
schrieben Arcobacter butzZleri eine wesentliche ursdchliche Rolle fiir die beobachteten

klinischen Symptome zu (LERNER et al., 1994).

VANDENBERG et al. (2004) untersuchten iiber einen Zeitraum von 8 Jahren alle Stuhlproben
zweier belgischer Krankhduser. Dabei wurde nach Campylobacter jejuni, C. coli und C. fetus
Arcobacter spp. als vierthdufigster , Campylobacter-like organism* identifiziert. Ahnliche
Statuserhebungen in Frankreich kamen zu dem gleichen Ergebnis (PROUZET-MAULEON et al.,
2006).
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Von der ersten Humanerkrankung durch A. cryaerophilus berichteten TEE et al. (1988); es
handelte sich um eine ménnliche Person mit Diarrhoe und Abdominalkrampfen. Auch bei
einem Patienten mit Urdmie wurde A. cryaerophilus als Ursache der Infektion nachgewiesen

(HSUEH et al., 1997).

2004 erfolgte die erste Isolierung von A. skirrowii bei einem 73-jdhrigen Mann, der an
wochenlang anhaltenden Durchfall litt. Es konnte keine Assoziation mit Nutz- oder
Haustieren ausgemacht werden, auch die Lebensmittelanamnese erschien nicht relevant fiir
die Infektion zu sein und somit blieb die Quelle der Infektion ungeklédrt. Nach 10 Tagen
Krankenhausaufenthalt war ein deutlicher Riickgang der Symptome zu verzeichnen, ohne
dass eine spezifische Behandlung durchgefiihrt wurde. Die Autoren beurteilten diese Spezies
zwar als humanpathogen, jedoch von untergeordneter Bedeutung (WYBO et al., 2004).

A. butzZleri wurde ebenfalls bei Patienten mit schwerem Durchfall (LEHNER et al., 2005,
MARINESCU et al., 1996) detektiert, Studien zur mikrobiologischen Atiologie der Reisediarrhd
in Mexiko, Guatemala und Indien ermittelten bei 8 % der Félle diesen Keim als ursédchliches
Agens (JIANG et al., 2010).

Neben Enteritiden ist A. butZleri in einigen Fillen von Bakteridmien aus dem Blut
nachgewiesen worden, so z. B. bei einem Neugeborenen (ON et al., 1995) und bei einem
Patienten mit Leberzirrhose (YAN et al., 2000). Bei einer Frau in Hong Kong, die an einer
gangridnosen Appendicitis mit Bakteridmie litt, konnte - neben Escherichia coli und
Streptokokkus milleri - auch Arcobacter butZleri aus der Blutprobe isoliert werden (LAU et al.,
2002). In Korea erfolgte die erste Detektion dieser Art bei einem Patienten mit
alkoholbedingter Zirrhose (SHIN et al., 2005).

FERA et al. (2010b) wiesen in einer Studie in Italien nach, dass éltere Patienten mit einer Typ
2 Diabetes-Erkrankung haufiger von Arcobacter kolonialisiert waren, als die vergleichsweise
Untersuchten ohne Diabetes Erkrankung.

Die klinische Signifikanz und das potentielle Gesundheitsrisiko durch diese ,,emerging
pathogens™ erfordert weiterfiilhrende Untersuchungen, wie das Bundesinstitut fiir

Risikobewertung 2007 konstatierte.

2.3.3 Vorkommen im Wasser

Uber das natiirliche Habitat sowie die Kontaminationsquelle fiir Lebensmittel mit Arcobacter
spp. kann bisher nur spekuliert werden. Dieser Mangel an Kenntnissen liegt zum Teil an

unzureichenden Nachweismethoden fiir Arcobacter spp. Neben einer moglichen Ubertragung
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durch kontaminiertes rohes Fleisch wurde A. butZleri nicht nur in Wasser, sondern auch auf
Oberflichen von Wasserleitungssystemen (ASSANTA et al., 2002; GONZALES et al., 2007)
sowie A. cryaerophilus auf Oberflichen von Gefliigelschlachteinrichtungen isoliert (HOUF et
al., 2003).

A. butzZleri wurde in Fliissen, Abwasser sowie im Meer nachgewiesen (COLLADO et al., 2010b;
MORENO et al., 2003; MUSMANNO et al., 1997; STAMPI et al., 1993). Es liegen verschiedene
Untersuchungen von Wasserproben aus China im Umfeld der Erdélgewinnung vor, bei denen
jeweils positive Arcobacter-Befunde vorkamen (HAN et al, 2009; Liu et al., 2009).
Umweltverschmutzung wie auch die Intensivhaltung der Fischfarmen beeinflussen die
sensible Symbiose von Korallen mit den dazugehoérigen Algen und Mikroben. In einer Studie
wurden Teile von Korallenriffen in unterschiedlicher Intensitit den Einfliissen von
Umweltverschmutzung und Fischfarming ausgesetzt. Es stellte sich in kurzer Zeit eine
deutliche Verdnderung der Korallenflora ein, in der Pathogene wie z. B. Arcobacter spp.
zunahmen, ohne dass duBerliche Verdnderungen der Kiiste wahrnehmbar waren (GARREN,
2009).

Positive Aspekte bzgl. des Vorkommens von Arcobacter spp. sind allerdings auch zu
beriicksichtigen. So verursacht die Emission von Schwefelwasserstoff aus Abwasserkanilen
iiber die Bildung von Schwefelsdure massive Korrosion. Eine Moglichkeit zur Pravention
wurde in der Studie von DE GUSSEME et al. (2009) versucht. Dabei wurde ein Konsortium aus
Nitrat-reduzierenden,  Sulfid-oxidierenden = Bakterien in  einen  kontinuierlichen
Riihrtankreaktor (Batch Reaktor) angereichert, um eine Methode zu entwickeln, mit der die
gelosten Sulfide beseitigt werden konnen. Der Bakterien-Mix, iiberwiegend bestehend aus

Arcobacter spp., zeigte sich in der Lage, 99% des Sulfids zu entfernen.

Die Ubertragung der A. butzleri kann iiber kontaminiertes Trinkwasser (FESTY et al., 1993;
RICE et al., 1999) erfolgen, auch in Deutschland war der Nachweis in Trinkwasserspeichern
moglich (JACOB et al., 1993). ERTAS et al. (2010) isolierten erstmalig A. butZleri und A.
skirrowii gemeinsam aus Trinkwasser und aus der Milch klinisch gesunder Kiihe in der
Tiirkei. Sie statuierten, dass die Pridsenz von Arcobacter spp. in Rohmilch und Wasser eine
potentielle Gefahrenquelle fiir die menschliche Gesundheit bilden konnen.

Demgegeniiber steht die Studie von COLLADO et. al. (2010a). Sie untersuchten, in welchem
MaBe Arcobacter im Zuge der Wasseraufbereitung eliminiert wird. In Spanien im
Einzugsgebiet des Llobregat Flusses wurde an 3 Trinkwasseraufbereitungsanlagen eine hohe

Kontamination des Zulaufwassers festgestellt. Die dominierende Spezies bildete A. butzleri,
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weiterhin wurde A. cryaerophilus und in wenigen Proben A. skirrowii isoliert. Auch in diesen
Untersuchungen zeigte sich eine groBe genotypische Diversitit. Aus dem gewonnenen
Trinkwasser lieBen sich keine Nachweise fiithren, weshalb sich die Schlussfolgerung ergab,

dass die Trinkwasseraufbereitung Arcobacter effektiv beseitigt.

2.3.4 Umweltassoziierte Arcobacter spp.

Auf den nordwestlichen Hawaii-Inseln wurde in einer sehr salzreichen Lagune eine bisher
noch nicht beschriebene Arcobacter spp. entdeckt, spater Arcobacter halophilus (Griechisch:
halos = Salz, philos = Freund) genannt. Hierbei handelt es sich um die erste bislang
gefundene Arcobacter Art, die obligat halophil ist (DONACHIE et al., 2005). Sie weist eine
enge Verwandtschaft zu dem stickstoffbindenden Bakterium Arcobacter nitrofigilis auf,
welches in den Wurzeln von Spartina alterniflora, einer in der Salzmarsch wachsenden
Pflanze nachgewiesen wurde (McCLUNG et al., 1983). Zunichst als Campylobacter nitrofigilis
bezeichnet, wurde mit der Revision der Taxonomie (VANDAMME et al., 1991) der Name A.
nitrofigilis eingefiihrt. Nach bisherigen Erkenntnissen besitzen diese beiden Vertreter in
Hinsicht auf menschliche oder tierische Erkrankungen keine Bedeutung (DONACHIE et al.,
2005).

2.4 Nachweis in Lebensmitteln

2.4.1 Rind- und Schweinefleisch

In der Literatur werden zunechmend Arcobacter-Isolierungen aus rohen Lebensmitteln
tierischer Herkunft (v. a. Gefliigelfleisch, aber auch Rohfleischerzeugnisse vom Rind, Schaf
und Schwein) mit - moglicherweise methodisch bedingt - unterschiedlichen Nachweisraten
beschrieben (MAC et al., 2006 a, b; PETERS et al., 2006; RivAS et al., 2004).

In den Niederlanden wurde in 1,5 % der untersuchten Rinderhackfleischproben (n=68)
Arcobacter spp. ermittelt (DE BOER et al., 1996). Thr Vorkommen bei Schlachtschweinen
sowie die Anfilligkeit der Ferkel auf Infektionen weisen auf eine mdgliche Assoziation der
Arcobacter spp. mit Schweinefleischerzeugnissen hin. COLLINS et al. (1996a) fanden
Arcobacter in 54 % der Schweinehackfleischproben (n=289) aus fiinf Schlachthofen. Die
Haufigkeiten variierten zwischen 0 % und 89 %. Es wurde nicht geklirt, ob die
Verarbeitungspraxis in den Quellenbetrieben oder eher die Hygienebedingungen auf dem

Schlachthof die Privalenz der Arcobacter spp. bei Schweinehackfleisch beeinflusst. Bei
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Verwendung eines Arcobacter Selektivmediums, isolierten DE BOER et al. (1996) Arcobacter
jedoch in nur 0,5 % (n=1 von 194) der Schweinefleischproben, die in den Niederlanden
aufgekauft wurden. Diese Diskrepanz konnte durch die Problematik der Differenzierung
zwischen Arcobacter und Campylobacter zuriickzufiihren sein, ggf. auch durch den
Unterschied zwischen dem Schweinehackfleisch und den minimal bearbeiteten
Schweinefleischaufschnitten  (pork  cuts).  Insbesondere  jedoch  konnten  die
Isolierungsmethoden diese Unterschiede erkléren.

DE SMET et al. (2010a) fithrten Untersuchungen an Rinderschlachtkdrpern nach der
Evisceration und nach 24 Stunden Kiihlung durch. Nach der Evisceration ermittelten sie zu
37 % Arcobacter-positive Ergebnisse, nach der Kithlung zeigte sich die Rate mit 7 % deutlich
reduziert. Weiterhin wurden Rinderhackfleischproben aus dem Einzelhandel untersucht, deren
Kontaminationsrate 9 % betrug. Arcobacter butzleri bildete jeweils die dominierende Spezies.
Als Resumé zogen sie aus ihrer Studie, dass eine gute Hygiene Praxis duerst bedeutsam ist,
um in der Lebensmittelkette ein hohes Sicherheitsniveau fiir den Verbraucher zu

gewihrleisten.

2.4.2 Gefliigelfleisch

Ebenso wie Campylobacter wurde Arcobacter hiufiger aus Gefligelfleisch als aus rotem
Fleisch isoliert (siche Tabelle 2). Das Gefliigel kann somit als ein wichtiges Reservoir fiir A.
butzleri angesehen werden. So wurden von ATANASSOVA et al. (2008) Proben aus der
Gefliigelschlachtung auf das Vorkommen von Arcobacter untersucht. Das Material stammte
aus 5 Masthdhnchen- und 5 Putenherden wihrend der Schlachtung und Herrichtung. Die
Héhnchenschlachtkorper zeigten sich zu 43,0 %, die Putenkarkassen zu 18,2 % kontaminiert,
wobei bemerkenswert ist, dass sich die Privalenz im Verlauf der Herrichtung verénderte. Bei
den Hahnchen war ein Anstieg nach der Kiihlung, bei den Puten ein Abfall im Verlauf der
Bearbeitung zu verzeichnen. Im Rahmen der Studie wurden alle drei humanrelevanten
Spezies identifiziert, A. butZleri etwas haufiger als A. cryaerophilus und A. skirowii
(ATANASSOVA et al., 2008).

In Frankreich wurde A. butZleri in 81 % der untersuchten Gefliigelfleischproben (n=201)
nachgewiesen (MARINESCU et al., 1996). Nahezu die Hilfte der Gefliigelfleisch-Isolate in
dieser Studie gehorte zur Serogruppe 1. Serogruppe 1 und 5 sind primdr mit menschlichen
Infektionen assoziiert (FESTY et al., 1993; LIOR und WOODWARD, 1993).

In einer Stichprobenerhebung iiber Gefliigelfleischerzeugnisse in Kanada, wurde A. butZleri in

97 % der Gefliigelfleischproben (121 von 125) aus fiinf verschiedenen Schlachteinrichtungen
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nachgewiesen. Zusitzlich wurde A. butzZleri bei ganzen Hahnchen und Hahnchenhackfleisch
sowie in Putenfleischproben gefunden, die im Einzelhandel erhéltlich waren (MANKE, 1997).
Ahnlich wie in der Studie aus Frankreich, dominierte auch in kanadischem Gefliigel der
Serotyp 1 (LIOR und WOODWARD, 1993).

MANKE et al. (1998) bestimmten die Prdvalenz der Arcobacter in mechanisch zerlegten
Putenfleischproben aus drei Fleischverarbeitungseinrichtungen in den USA. Von 395
untersuchten Proben waren 77 % Arcobacter-positiv. A. butzZleri wurde dabei in 56 % der
Proben detektiert.

Im Gegensatz zu Haufigkeiten der Gefliigelfleischkontaminationen in Frankreich, Kanada und
USA wurde Arcobacter in nur 24 % der im Einzelhandel erworbenen Gefliigelfleischproben
(53 von 224) in den Niederlanden beobachtet (DE BOER et al., 1996). Die unterschiedlichen
Nachweishdufigkeiten konnten auf die unterschiedlichen hygienischen Bedingungen in den
Schlachteinrichtungen sowie auf Differenzen in der Sensitivitit der jeweiligen

Isolierungsmethode zuriickgefiihrt werden.

RIDSDALE et al. (1998) nahmen Enten in das Untersuchungsprogramm auf. Es wurden 10
Entenkarkassen aus zwei verschiedenen Herden und je zwei gepoolte Proben aus Zékuminhalt
von Enten aus vier Herden auf Campylobacter und Arcobacter spp. untersucht. Dabei wurde
insgesamt eine {iberraschend grofle Speziesvielfalt aus der verhidltnisméfig geringen
Probenanzahl etabliert. Aus den Zikum Proben wurden Campylobacter coli, C. jgjuni, C.
upsaliensis, Arcobacter cryaerophilusund A. butZeri, aus den Karkassen Campylobacter coli,
C. jguni, A. cryaerophilus, A. butzZleri und A. skirrowii angeziichtet. Weil die Arcobacter
Isolate kein Wachstum bei 42°C, also anndhernd der Korpertemperatur des Gefliigels, zeigten,
gehen die Autoren davon aus, dass Arcobacter lediglich voriibergehend im Zikum der Enten
verweilen und nicht zur stindigen Darmflora gehdren.

Aufgrund der zahlreichen Funde von Arcobacter spp. auf Gefliigel-, insbesondere
Hiihnerschlachtkorpern, die PEJCHALOVA et al. (2008) in ihren Studien in Tschechien
ebenfalls fanden, statuierten die Autoren, dass der Kreuzkontamination beim Handling von
Hithnerkarkassen eine Schliisselrolle bei der Verbreitung von Arcobacter spp. zukommen
konnte.

Tabelle 3 gibt eine Ubersicht zur Privalenz von Arcobacter spp. bei rohem Fleisch aus dem

Einzelhandel in ausgewéhlten Studien.
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2.4.3 Vergleichende Untersuchungen

Gemadll der Literatur lagen die Kontaminationsraten bei Hdhnchenfleisch zwischen 0 %
(ZANETTI et al., 1996) und 100 % in Thailand, in Japan lag die Quote bei 48 % (MORITA et
al., 2004). In den Studien von PETERS et al. (2006) und MAC et al. (2006a, b) wurde die
Kontaminationsrate frischer Hihnchen- und Schweinefleischproben aus dem Einzelhandel mit
Arcobacter spp. nach der Methode von HOUF et al. (2001b) untersucht. Die Studie umfasste
14 Hahnchen und 67 Schweinefleischproben. Der Anteil an mit Arcobacter spp.
kontaminierten Proben betrug 10 % bei Schweine- und 79 % bei Héhnchenfleisch. Diese
Ergebnisse bestdtigen Studien in anderen Léndern, in denen gezeigt wurde, dass Hahnchen
héufiger mit Arcobacter spp. kontaminiert war als Schweinefleisch.

Untersuchungen in jlingerer Zeit an Fleisch aus dem Einzelhandel in Korea erbrachten eine
Pravalenz von 18,9 % A. butzeri und 3,3 % A. cryaerophilus in Hiihnchenfleischproben,
keinen Nachweis erbrachten dahingegen das beprobte Schweine- und Rindfleisch (LEE et al.,
2010).

BARTHOLOMA und NAUMANN (2007) fiihrten eine qualitative und quantitative Untersuchung
zum Nachweis von A. butzeri, A. cryaerophilus und A. skirrowii in Héhnchenfleisch und
Hackfleisch aus Rind und Schwein in Anlehnung an HOUF et al. (2001) durch. Da die enge
Verwandtschaft mit Campylobacter spp. eine biochemische Differenzierung ausschlief3t, war
dem kulturellen Nachweis eine molekularbiologische Identifizierung mittels Multiplex-PCR

nachgeschaltet.

Im Rahmen der Statuserhebung wurden 82 Proben rohe Gefliigelteilstiicke mit Haut
(Hahnchen: 80, Pute: 1, Gans: 1) und 54 Hackfleischproben (gemischtes Hackfleisch: 34,
Schweinehackfleisch: 13, Rinderhackfleisch: 7) auf Arcobacter spp. untersucht. Die
detaillierten Befunde zeigt Tabelle 2.

Die quantitativen Untersuchungen (Nachweisgrenze: 10 KbE/g) ergaben deutliche Hinweise
auf Arcobacter spp. In keiner der Proben wurde A. skirrowii nachgewiesen. Die erhobenen
Daten belegen eine hohe Kontaminationsrate von rohen Gefliigelteilstiicken mit A. butzleri,
gefolgt von A. cryoaerophilus. In den Hackfleischproben vom Rind und Schwein wurde A.

butzZleri als ausschlieBlich vorhandene Spezies nachgewiesen (Tabelle 3).
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Tabelle 2: Nachweisraten von Arcobacter spp. in rohen Gefliigelteilstiicken mit Haut (n=82)
und Hackfleisch (n=54) (Nachweisgrenze: 10 KbE/g) (aus BARTHOLOMA und NAUMANN,
2006)

GEFLUGELTEILSTUCKE HACKFLEISCH

Nachgewiesen in 10 g (n/%) | Nachgewiesen in 10 g (n/%)

Arcobacter (A.) spp. 70/85,4 9/16,7
A. butZeri 33/40,2 9/16,7
A. cryaerophilus 3/3,7 0/0
A. butZleri und A. 34/41,5 0/0

cryaerophilus

A. skirrowii 0/0 0/0

In der Studie von RIVAS et al. (2004) wurden insgesamt 88 Hiihner-, Schweine-, Rind- und
Lammfleischproben von verschiedenen Hersteller bezogen, in Arcobacter broth (AB) mit
Cefoperazon-Amphothericin-Teicoplanin-(CAT)-Supplement angereichert und mittels PCR
auf Arcobacter spp. untersucht. PCR-positive Anreicherungen wurden auf Blutagar
ausgestrichen und aerob bei 37°C fiir 24 Stunden inkubiert. Arcobacter wurden in 35 % der
Proben als Arcobacter butzleri nachgewiesen. Am haufigsten wurde dieses Bakterium aus
Gefliigelfleisch (73 %), gefolgt von Schweinefleisch (29 %), Rind- (22 %) und Lammf{leisch
(15 %) isoliert.

Durch das Vorkommen von Arcobacter-kontaminiertem Schweine- und Hahnchenfleisch ist
eine Aufnahme von Arcobacter spp. durch den Menschen bei Rohverzehr oder Verzehr von
unzureichend erhitztem Fleisch bzw. bei mangelnder Kiichenhygiene durch die

Kontamination anderer, verzehrfertiger Lebensmittel moglich.
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Tabelle 3: Ubersicht zur Verbreitung von Arcobacter spp. bei rohem Fleisch aus dem

Einzelhandel

PROBENART LAND BEPII\{IQN— ARCO]OBACTER LITERATUR

ZAHL )

Rindfleisch Niederlande 68 1,5 DE BOER et al. 1996
Schweinefleisch Niederlande 194 0,5 DE BOER et al. 1996
Schweinefleisch Italien 27 3,7 ZANETTI et al. 1996
Schweinefleisch USA 200 26 OHLENDORF und MURANO 2002
Schweinefleisch Mexico 45 52 VILLARRUEZ-LOPEZ et al. 2003
Schweinefleisch Australien 21 29 RIVAS et al. 2004
Schweinefleisch Japan 100 7 KABEYA et al. 2004
Schweinefleisch Deutschland 67 10 MAC et al. 2006a, b
Schweinefleisch Deutschland 93 48,4 TESCHKE 2008
Héhnchenfleisch Niederlande 220 24 DE BOER et al. 1996
Hahnchenfleisch Italien 32 0 ZANETTI et al. 1996
Héhnchenfleisch USA 50 84 JOHNSON und MURANO 1999a,b
Héhnchenfleisch USA 100 19 WESLEY und BAETZ 1999
Hahnchenfleisch Spanien 96 53 GONZALES et al 2000
Hahnchenfleisch Belgien 30 100 HOUF et al. 2000
Hahnchenfleisch Belgien 157 84 HOUF et al. 2001
Hahnchenfleisch Tiirkei 44 95 ATABAY et al. 2003
Hahnchenfleisch Mexico 45 40 VILLARRUEZ-LOPEZ et al. 2003
Hahnchenfleisch Japan 100 23 KABEYA et al. 2004
Hahnchenfleisch Thailand 10 100 MORITA et al. 2004
Hahnchenfleisch Japan 41 48 MORITA et al. 2004
Hahnchenfleisch Australien 22 73 RIVAS et al. 2004
Hahnchenfleisch Deutschland 82 85 Eliﬁ/l[{f;]\?hz%ognd
Hahnchenfleisch Deutschland 14 79 MAC et al. 2006a,b
Gefliigelfleisch Niederlande 224 24 DE BOER et al. 1996
Gefliigelfleisch Kanada 125 97 LAMMERDING et al. 1996
Gefliigelfleisch Frankreich 201 81 MARINESCU et al. 1996
Gefliigelfleisch Grof3brittanien 15 100 ATABAY et al. 1996
Gefligelfleisch USA 395 77 MANKE et al. 1998
Geflugelfleisch Deutschland 151 80,1 TESCHKE 2008
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2.4.4 Weitere Lebensmittel

Arcobacter spp. sind zwar hinreichend als ,,emerging foodborne®“ und ,waterborn
enteropathogens bekannt, iiber ihr Vorkommen in Lebensmittel gibt es jedoch nur partielle
Kenntnisse, denn die meisten bisher durchgefiihrten Studien konzentrierten sich auf Gefliigel,
Schwein und Rind und weiterhin ermodglichen die angewandten Methoden nicht die
Identifikation aller bisher bekannten Spezies. COLLADO et al. (2009b) wihlten 203
Untersuchungsmaterialien in Spanien aus, die sich zusammensetzten aus 119 Proben von 7
verschiedenen Fleischarten und 84 Proben von 4 Arten Schalentieren. Auf alle Zielmaterialen
bezogen lag die Pravalenz bei 32 %, am hochsten kontaminiert zeigten sich Muscheln (5 von
5 Proben, 100 %) und Huhn (9 von 14 Proben, 64,3 %), gefolgt von Schwein (9 von 17
Proben, 53,0 %), Miesmuscheln (23 von 56 Proben, 41,1 %) und Entenfleisch (2 von 5
Proben, 40,0 %). Puten- und Rindfleisch erbrachten anndhernd die gleiche Befallsrate (10 von
30 Proben, 33,3 %; 5 von 16 Proben, 31,3 %). Kaninchenfleisch erwies sich als am geringsten
kontaminiert (1 von 10 Proben, 10,0 %). Keine Nachweise konnten in Austern, gefrorenen
Shrimps und Wiirsten gefiihrt werden. Diese Erhebung war die erste, in der 5 der 7
anerkannten Arcobacter spp. nachgewiesen wurden. Arcobacter butzeri war die
vorherrschende Spezies (63,0 % der Isolate), gefolgt von Arcobacter cryaerophilus (26,6 %),
Arcobacter mytili (4,7 %), Arcobacter skirrowii (3,1 %) und Arcobacter nitrofigilis (3,1 %).
Drei der Isolate gehoren zu potentiell neuen phylogenetischen Linien. Als aullergewo6hnlich
muss das Isolieren von A. nitrofigilis aus Lebensmittelproben bezeichnet werden. Da diese
Art jedoch assoziiert zu Spartina alterniflora vorkommt (siche Kapitel 2.3.4), die in
Brackwasser wichst und die in die Studie einbezogenen Miesmuscheln aus einem
Brackwassereinzugsgebiet stammten, erscheint der Fund plausibel. Seit der Beschreibung
durch MCCLUNG 1983 wurde A. nitrofigilis zuvor nur von einer Forschergruppe identifiziert
(MAUGERI et al., 2000), wobei der Fund jedoch nicht klar einer Probenart (Muscheln oder
Wasser) zuzuordnen war. Somit wurde in dieser Studie von COLLADO et al. (2009b) seit 1983
der erste gesicherte Nachweis in einem Lebensmittel gefiihrt. AbschlieBend stellten die

Autoren fest, dass Arcobacter in dem untersuchten Produktfeld weit verbreitet ist.

Von MAC et al. (2006a, b) wurde nachgewiesen, dass A. butzZleri mindestens bis zum neunten
Tag und A. skirrowii eine knappe Woche in Mettwurst {iberlebensfahig ist. In mit A.
cryaerophilus kontaminierten Wiirsten, zu deren Herstellung mit A. butzZleri kontaminiertes
Fleisch verwendet worden war, setzte sich ab dem zweiten Tag A. butZleri gegeniiber A.

cryaerophilus durch. Weiterhin zeigte sich, dass Starterkulturen verschiedener Herkunft und
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Zusammensetzung das Wachstum von A. butzleri in unterschiedlichem Umfang hemmen

konnen.

Kiirzlich betrachteten GONZALEZ et al. (2010) einen génzlich neuen Aspekt aus dem
Lebensmittelsortiment, indem sie frischen Salat mit verschiedenen Nachweisverfahren
untersuchten. Dabei ergab die Real-Time PCR mit 20 % Arcobacter-positiv detektierter
Proben die hochste Ausbeute. Als einzige Spezies wurde Arcobacter butzleri ermittelt, diese

Isolate zeigten im RAPD-PCR Profil eine grof3e genetische Diversitit.

2.5 Isolierungsmethoden und Identifizierung von Arcobacter spp.
2.5.1 Kulturelle Nachweismethoden

Die morphologische Ahnlichkeit zwischen Arcobacter und Campylobacter kann die korrekte
Identifizierung erschweren. Eine Schliisseleigenschaft bei der Unterscheidung der Arcobacter
spp. von Campylobacter spp. bildet die niedrige Temperatur (15°C bis 30°C), die zur initialen
Isolierung verwendet wird (NEIL et al., 1985). Wahrend C. jgjuni und C. coli bei 42°C optimal

wachsen, zeigen nur wenige Arcobacter diese Thermotoleranz.

Zur Isolierung der Arcobacter spp. gibt es keine Standardmethode, somit ist der Vergleich
zwischen den Studien erschwert (OHLENDORF und MURANO, 2002b). Dariiber hinaus ist kein

Gold-Standard fiir eine sichere Detektion gegeben.

Der erste Nachweis von Arcobacter spp. aus abortierten Rinder- und Schweinefeten gelang
unter Verwendung des Leptospira Mediums Ellinghausen, McCullough, Johnson und Harris-
polysorbate 80 (EMJH-80 Medium), mit dem selektiven Agens 5-Fluoruracil, welches in
verschiedenen spéter entwickelten Medien ebenfalls Verwendung fand (ELLIS et al., 1977).
Seitdem wurden diverse Selektivmedien und Isolationsprotokolle angewendet, um Arcobacter
aus verschiedenen Matrices anzuziichten. Die meisten davon waren modifizierte
Campylobacter Niahrboden, die bei niedrigeren Temperaturen inkubiert wurden, oder sogar
Yersinia Medien. Aber Studien, einschlieBlich Untersuchungen zur Empfindlichkeit
gegeniiber selektiven Agentien, zeigten auf, dass keines geeignet war, alle Tier-assoziierten

Arcobacter spp. zu detektieren (HOUF et al., 2001a).

Das Forscherteam ATABAY et al. (1998a) arbeiteten mit CAT Anreicherung und
Plattenmedium, deren selektive Agentien Cefoperazon, Amphotericin und Teicoplanin bilden.
Dabei gelang die Isolierung von A. butZleri und A. cryaerophilus, fiir A. skirrowii war dieses
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Medium nicht geeignet. Nach ihren Erfahrungen erbrachte das API Campy und Preston
Identifizierungsschema fiir Arcobacter nur unzufriedenstellende Ergebnisse. HOOSAIN und
LAsTovicA (2009) fiihrten 4dhnliche Untersuchungen fiir Keime mit gleichartiger
Koloniemorphologie durch, dabei erwies sich das Oxoid Biochemical Identification System
(OBIS) Campy test (IDO800M) als geeignet, um im Diagnostiklabor eine Verdachtsdiagnose
auf Arcobacter, Campylobacter und Helicobacter zu stellen

ATABAY und CORRY (1998a) verglichen das von Oxoid entwickelte Arcobacter
Anreicherungsmedium (AM) mit den zwei Campylobacter Anreicherungsmedien Preston
Bouillon (Oxoid) und Lab-M-BOLTON Bouillon. Die drei getesteten Spezies A. butzleri, A.
skirrowii und A. cryaerophilus zeigten gutes Wachstum auf dem AM Medium, kein
Wachstum hingegen lieB sich in der Preston Bouillon erkennen und in Lab-M trat
Vermehrung sehr sparlich in Erscheinung. Inzwischen ist das Arcobacter Medium von Oxoid
auch in Deutschland erhéltlich.

Ebenfalls 1996 arbeiteten DE BOER et al. an einer Methode zur Detektion von Arcobacter
Spezies aus Fleischprodukten des Einzelhandels. Sie verwendeten eine Arcobacter
Selektivbouillon, bestehend aus Brucella Bouillon mit Pferdeblut und einen halbfesten
Arcobacter Selektiv Ndhrboden aus Mueller-Hinton Medium mit Agarzusatz, denen als
selektive Agentien Cefoperazon, Piperacillin, Trimethoprim und Cycloheximid zugesetzt
wurden. Die Inkubation erfolgte unter aeroben Bedingungen bei 24°C. In einer Vielzahl von
Produkten konnten Arcobacter butzleri sowie Arcobacter-ahnliche Stimme isoliert werden,

die sich in einer groBen Vielfalt von Sero- und Biotypen zeigten.

LAMMERDING et al. (1996) verwendeten CCDA (Preston’s charcoal-cefalothin-desoxycholate
agar), eigentlich zur Isolierung von Campylobacter spp. entwickelt, und einen modifizierten
CCDA, in dem das Cephalothin durch Cefoperazon ersetzt wurde, erfolgreich zur Isolierung

von Arcobacter.

JOHNSON und MURANO (1999a, b) orientierten sich an diesen Ergebnissen sowie an den
Studien von VANDAMME et al. (1989), in denen ermittelt wurde, dass im Vergleich von
Columbia Agar, Nihragar No 2, Mueller-Hinton und BHI, auf Blut-haltigen Medien ein gutes
Wachstum von Arcobacter zu erreichen war. Verbesserte Wachstumsraten zeigten diese
Bakterien bei Zusatz von Spezial Pepton, LAB Lemco Pulver, Hefeextrakt und NaCl. In der

Bouillon wurde als detoxifizierendes Agens gegen Sauerstoffverbindungen statt Blut
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Aktivkohle verwendet, da so eine bessere Haltbarkeit und geringe Gefahr der mikrobiellen
Kontamination gewéhrleistet war. Strikt mikroaerobe Keime wie Campylobacter werden bei
diesen Zusitzen deutlich weniger von der Sauerstoff Toxizitdt beeintrdchtigt. Ebenfalls zur
Verringerung von Sauerstoffverbindungen diente der Zusatz von Thioglycolat. Weiterhin
wurden Mineralsalze als wachstumsfordernd befunden, wie z. B. von COLLINS et al. (1996a)
in einem Yersinia Medium zur Isolierung von Arcobacter aus Schweinefleisch vorgeschlagen.
In der Formulierung von JOHNSON und MURANO kamen Natrium- und Kaliumphosphat zum
Einsatz. Natriumpyruvat dient als reduzierende Sadure und als Kohlenstoffquelle fiir das
Wachstum der Keime. Zur Unterdriickung der Begleitflora wurden Cefoperazon, in der
Anreicherungsbouillon zusidtzlich Gallensalze und 5-Fluorouracil-5 verwendet. Ziel der
Arbeitsgruppe um JOHNSON und MURANO war es, ein selektives Arcobacter Medium zu
entwickeln, das zu maximaler Ausbeute unter aerober Inkubation fiihrt, um die aufwendigere
mikroaerobe Bebriitung zu ersetzen. Die von ihnen entwickelten Medien lieferten im
Vergleich mit ASB und ASM (DE BOER et al. 1996), EMJH-P80 und CVA-Agar (BHI-Agar
mit Cefoperazon, Vancomycin, Amphotericin und Blutzusatz) die héchsten Nachweisraten

(JOHNSON und MURANO 1999a, 1999b).

OHLENDORF und MURANO (2002a) fiihrten vergleichende Untersuchungen mit vier kulturellen
Untersuchungsprotokollen fiir die Isolierung von Arcobacter spp. aus Schweinefleisch durch.
Zum Einsatz kamen die COLLINS Methode (COLLINS et al., 1996a) unter Verwendung von
EMJH-P80 als Anreicherungsmedium und anschlieBendem Ausstrich auf CVA-Agar sowie
die Direkte COLLINS Methode (MANKE et al., 1998; WESLEY und BAETZ, 1999), bei der nach
Anreicherung in EMJH-P80 unmittelbar die Untersuchung via PCR durchgefiihrt wird und
somit zwei Tage fiir den Nachweis eingespart werden. Des Weiteren kamen die oben
beschriebenen Verfahren nach DE BOER (DE BOER et al. 1996) sowie JOHNSON und MURANO
(JOHNSON und MURANO 1999a, 1999b) zum Einsatz. Als Bestéitigung fiir verdédchtige
Kolonien wurden zundchst der Katalase und der Oxidase Test sowie die Gram-Farbung, im
Anschluss die PCR nach HARMON und WESLEY (HARMON und WESLEY, 1996) verwendet.
Die hoheren Nachweisraten ergaben die Medien nach JOHNSON & MURANO und die Direkte
CoLLINS Methode, wobei partiell JOHNSON und MURANO eine groflere Ausbeute erbrachte.
Die Nahrmedien nach COLLINS unterlagen der Direkten COLLINS Isolierung, da die
Begleitflora nicht ausreichend unterdriickt wurde und die Platten iiberwuchern konnte. Eine
weitere interessante Erkenntnis dieser Studie ist, dass aus Fleisch von élteren Tieren und
Fleisch mit hoherem Fettanteil weniger Arcobacter nachweisbar waren, als aus Fleisch von

jiingeren Tieren bzw. mit niedrigem Fettgehalt (OHLENDORF et al. 2002a). In einer weiteren
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Studie testeten die Autoren die Wiederfindungsrate nach Inokulation von Schweinefleisch mit
Arcobacter butZleri und A. cryaerophilus unter Benutzung der oben genannten kulturellen
Isolationsprotokolle. Am sensitivsten erwiesen sich die Medien nach JOHNSON & MURANO,
wobei die Wiederfindungsrate von A. butzleri hoher lag als flir A. cryaerophilus (OHLENDORF
et al., 2002b).

2001 untersuchten HOUF et al. (2001a) die Empfindlichkeit anhand von 101 Arcobacter
Stammen der Spezies A. butzleri, A. cryaerophilus und A. skirrowii, isoliert aus repréasentativ
verschiedenen Quellen, gegeniiber den in den Nahrboden verwendeten Antibiotika. Sie
ermittelten, dass bei den iiblicherweise in den Medien iiblichen Konzentrationen 5-
Fluoruracil, Novobiocin, Trimethoprim und Cefoperazon geeignet sind, um die Begleitflora
zu hemmen. Dies allerdings wird bei den bislang verwendeten Untersuchungsprotokollen in
keinem Fall ausreichend gewéhrleistet. Der empfindlichste Keim A. skirrowii, aber auch A.
cryaerophilus konnen sich bei der Detektion z. T. des Nachweises entziehen, da die minimale
Hemmkonzentration (MIC = Minimal Inhibitory Concentration) fiir Piperacillin nur
geringgradig liber der z. B. im DE BOER Medium eingestellten Konzentration liegt. Dies
konnte erkldren, warum hier A. butzleri als einzige Spezies nachgewiesen wurde. Gleiches gilt
fiir den Einsatz von Cefoperazon mit einer Menge von 32 pug/ml, die u. a. im JOHNSON und
MURANO Medium eingesetzt werden. Hingegen zeigten sich die Bakterien empfindlich
gegentliber Rifampin, Cefotaxin und Colistin. GemiB3 den Studien von ATABAY und AYDIN
(2001) sowie FERA et al. (2003) verhalten sich Arcobacter butzZleri und A. cryaerophilus sehr
empfindlich gegeniiber Fluorochinolonen (z. B. Enro- oder Marbofloxacin) und dem
Aminglycosid Amikain. Hohe Resistenzlevel zeigten sich bei den zwei Spezies u. a. gegen
Penicilline und Trimethoprim, beziiglich der Einstufung von Chloramphenicol allerdings
gelangten die Forschergruppen zu kontrdren Aussagen, was auf die unterschiedliche

Resistenzlage der jeweils verwendeten Stimme hindeutet.

Aufbauend auf den Erkenntnissen ihrer Empfindlichkeitsstudie entwickelten HOUF et al.
(2001b) ein Supplement bestehend aus Amphotericin B, Cefoperazon, S5-Fluoruracil,
Novobiocin und Trimethoprim, dass der Arcobacter Broth von Oxoid mit Agarzusatz
beigefiigt wurde. Daraus entstand ein neues Isolationsprotokoll, das nach Inkubation fiir 48
Stunden bei 28°C unter microaeroben Bedingungen zu sehr hohen Nachweisraten mit

optimaler Unterdriickung der Begleitflora bei dem untersuchten Gefliigel fiihrte.
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Nachgewiesen wurden A. butZleri und A. cryaerophilus, z. T. auch als Co-Kontamination.
Dariiber hinaus wurde das Untersuchungsprotokoll fiir A. skirrowii validiert. Eine weitere
interessante Erkenntnis der Studie bestand darin, dass die untersuchten belgischen

Gefliigelproben eine hohere Kontamination an Arcobacter als an Campylobacter aufwiesen.

Es erscheint empfehlenswert, mehr als ein kulturelles Verfahren zur sicheren Detektion von
Arcobacter zu verwenden. SCULLION et al. (2004) verglichen die Methoden von ON et al.
(2002), CAT Bouillon mit anschlieBender Membranfiltrationstechnik, HOUF et al. (2001b)
sowie JOHNSON und MURANO (1999a, b) und modifizierten die Methode nach JOHNSON und
MURANO. Dabei nahm das Autorenteam um SCULLION nach 24 und nach 48 Stunden einen
Ausstrich aus der Anreicherungsbouillon vor, was die Detektionsrate von 50 % auf 68 %
erhohte und damit zu genauso vielen Isolierungen filihrte wie sie mit den Medien nach HOUF
erreicht wurden. Bemerkenswert hierbei ist, dass die positiv identifizierten Proben nicht
deckungsgleich sind, also bei Einsatz jeweils nur eines Verfahrens ungefihr ein Viertel der
Proben falsch negative Ergebnisse erbracht hitte. Die bei allen verwendeten
Nachweisverfahren am héaufigsten isolierte Spezies war Arcobacter butzleri.

Die Angaben iiber die Arcobacter-Priavalenz bei Mensch, Tier und in Lebensmitteln tierischen
Ursprungs variieren. Diese Unterschiede sind auf eine Reihe von Faktoren zuriickzufiihren,
die einerseits die Prdvalenz der Bakterien, andererseits aber auch die Wiederfindung
beeinflussen. So konnten Probenentnahme, Probengréf8en und die verwendeten
Identifizierungs- bzw. Isolierungsmethoden erhebliche Einfliisse nehmen. Beispielsweise
wurde in einer Studie von VAN DRIESSCHE et al. (2003) iiber Selektivanreicherung eine hohere
Anzahl von Arcobacter spp. nachgewiesen als iiber Direktisolierung. Konkret erwiesen sich
beim Direktnachweis nur 10 % der Rinderkotproben als Arcobacter-positiv, wohingegen bei
Anreicherung tiber 30 % positive Proben auffielen.

Ahnliche Unterschiede in den Isolierungsraten ergaben sich bei den Fikalproben von
Schweinen (28 % im Vergleich zu 44 %), Schafen (5 % im Vergleich zu 16 %) und Pferden
(0 % im Vergleich zu 15 %). Weiterhin wurde festgestellt, dass in Abhéngigkeit von
Direktisolierung oder Anreicherungsverfahren auch der Nachweis der Spezies bzw.
Genotypen variieren kann. In Schweine- und Rinderkotproben lieen sich {iber
Direktisolierung neben A. butzZleri auch A. cryaerophilus und A. skirrowii anziichten, mittels
Anreicherungsverfahren wurden aber nur A. butzleri und A. cryaerophilus isoliert. Diese
Befunde konnten durch eine mogliche Konkurrenz unter den Spezies erkldrt werden (VAN

DRIESSCHE et al. 2003, 2004, 2005).
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2.5.2 Molekularbiologische Untersuchungsmethoden

Das anspruchsvolle Wachstumsverhalten von Arcobacter, die unterschiedlichen Ndhrmedien
mit ihren diversen Problematiken und die inerte biochemische Reaktionsfdhigkeit gestalten
den phénotypischen Nachweis oder gar die Differenzierung der Arcobacter spp. schwierig.
Diese Schwierigkeiten traten auch schon bei den eng verwandten Campylobacter spp. auf
(Hour, 2009). Daher spielen molekularbiologische Untersuchungen eine wichtige Rolle in der
Arcobacter-Diagnostik. Sie basieren auf dem spezifischen Nachweis von charakteristischen
Gensequenzen, die sich unabhingig von der Wachstumsfreudigkeit des Keimes aufzeigen
lassen. Dabei ist, zumindest im Zusammenhang mit der Aufklirung von
Erkrankungsgeschehen, jedoch zu bedenken, dass sich diese Sequenzen auch aus

abgestorbenen Zellen nachweisen lassen.

Bei der AFLP (amplified fragment length polymorphismus) wird die DNA durch zwei
Restriktionsenzyme in Fragmente zerschnitten. Danach werden mit Hilfe zweier PCR-
Reaktionen einige Fragmente amplifiziert. Durch Unterschiede in der Anzahl der
Restriktions-Schnittstellen entstehen verschieden lange Fragmente, deren Muster auf einem
Elekrophorese-Gel zur Darstellung naher Verwandtschaften genutzt werden kann.

ON et al. (2003) entwickelten aus einem Campylobacter Protokoll eine fiir den Nachweis von
Arcobacter spp. geeignete AFPL-Analyse. Die Ergebnisse ihrer Studie deuten auf Klonalitét
der Spezies A. butZeri, A. cryaerophilusund A. skirrowii hin.

Eines der inzwischen am besten etablierten Verfahren stellt die PCR (Polymerase Chain
Reaction) dar. Die Polymerasekettenreaktion wird eingesetzt, um einen kurzen, genau
definierten Abschnitt eines DNA-Stranges zu vervielfiltigen, d. h. zu amplifizieren, so z. B.
den gattungs- oder speziesspezifischen Genabschnitt des gesuchten Mikroorganismus. Die
Bezeichnung Kettenreaktion beruht darauf, dass die in der jeweils vorangegangenen
Vermehrung entstandenen DNA-Abschnitte wiederum als Vorlage fiir den néchsten
Amplifikationszyklus dienen. Benétigt wird die Original DNA (Template), die den zu
kopierenden Genabschnitt enthélt und unter Anwendung hoher Temperatur zu Einzelstrdngen
aufgetrennt wird. Dazu gegeben werden zwei Primer, die sich bei fiir sie charakteristischen
Temperaturen an den Einzelstringen anlagern (Annealing), somit jeweils den Startpunkt der
DNA-Synthese festlegen und den gesuchten Abschnitt begrenzen. Die Replikation
desselbigen erfolgt dann unter Verwendung von Desoxyribonucleinsduretriphosphaten
(DNTPs) im Uberschuss durch die DNA-Polymerase (Elongation / Amplifikation). Da die

einzelnen Schritte der PCR durch spezifische Temperaturen in Gang gesetzt werden, muss
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eine hitzestabile Polymerase, z. B. Tag-Polymerase, verwendet werden. In diesem ersten
Amplifikationszyklus ist der gesuchte Abschnitt der Template-DNA verdoppelt worden.
Durch zyklische Wiederholung der einzelnen Reaktionsschritte wird die Matrize im Idealfall
exponentiell amplifiziert. Die Darstellung erfolgt anschlieBend in der Agarose-
Gelelektrophorese, bei dem das PCR-Produkt anhand seiner Grofe nachgewiesen werden
kann. Bei einer Multiplex-PCR wird mehr als ein Primerpaar eingesetzt, um zwei oder
mehrere Gene eines Pathogenen oder verschiedener Pathogene wéhrend eines PCR-

Durchgangs zu amplifizieren und nachzuweisen (MULLIS, 1986; IBELGAUFTS, 1993).

Nach der urspriinglichen Einstufung von Arcobacter zum Genus Campylobacter wurde
aufgrund von molekularbiologischen Untersuchungen - wie RFLP, DNA-DNA- und DNA-
rRNA-Hybridisierung - Arcobacter 1991 einem eigenen Genus zugeordnet (KIEHLBAUCH et
al., 1991a, b; VANDAMME et al., 1990, 1991, 1992a). Die Arcobacter Spezies wurden durch
Restriktionsfragmentldngenpolymorphismus (RFLP, Ribotyping) unterschieden. Dafiir wurde
die chromosomale DNA extrahiert, mit einem Restriktionsenzym geschnitten und mit 16S
rDNA Sonden hybridisiert. Das resultiecrende DNA-Muster oder Ribotyp des A. butZeri
unterscheidet sich von dem des A. cryaerophilus und kann somit fiir die Artenbestimmung
verwendet werden (KIEHLBAUCH et al., 1991b; SCHROEDER-TUCKER et al., 1996; WESLEY
1995).

In den folgenden Zeiten wurden verschiedene PCR Protokolle fiir die Detektion von
Arcobacter entwickelt, die iberwiegend auf Gensequenzen in der 23S rRNA und 16S rRNA
abzielten. Diese Regionen bieten sich an, da sie ein wesentliches Kernstiick eines jeden
Bakteriengenoms sind und dabei iiber sowohl hochkonservierte als auch variable Regionen

verfiigen (DE RIK et al., 1993).

Die von MARSHALL et al. (1999) in einem PCR-RFLP Verfahren gewédhlte 16S rRNA
Sequenz dient zur Differenzierung von Campylobacter jejuni, Arcobacter butZleri und
Helicobacter pylori Isolaten. Zur Differenzierung von A. butzleri, A. cryaerophilus und A.
skirrowii  wurde das Enzym Tagl verwendet, welches zu charakteristischen
,Fingerabdriicken* der einzelnen Spezies fiihrt. Auch HURTADO und OWEN (1999) arbeiteten
mit einer PCR-RFLP Analyse zur Detektion von Campylobacter und Arcobacter. Die hier
verwendeten Enzyme ergaben spezifische Nachweise fiir A. butZeri und A. nitrofigilis,
zeigten jedoch fiir A. cryaerophilus und A. skirrowii ein identisches Muster auf. Das
Verfahren von GONZALEZ et al. (2000) ermdglicht nach einem kurzen Anreicherungsschritt

einen Nachweis des Genus Arcobacter und ldsst keine Amplifikate anderer Gattungen zu. Es
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wurde als Screening Verfahren darauf ausgelegt, mit wenig Zeitaufwand Arcobacter-positive

Proben zu ermitteln, zwischen den einzelnen Spezies kann nicht unterschieden werden.

HARMON und WESLEY (1997) entwickelten eine Multiplex-PCR (mPCR), mit der nicht nur
Isolate der Gattung Arcobacter anhand eines charakteristischen Abschnitts der 16S rRNA
Gene, sondern auch der primér fiir Erkrankungen verantwortliche A. butzleri auf Grund einer
23S rRNA Gensequenz detektiert werden konnte. Die Arcobacter verdichtigen Isolate
wurden iiber Sero- und Ribotyping sowie durch DNA-Sonden bestétigt. Diese Methode lésst
sich als Screening auf Arcobacter-positive Proben einsetzen, eine weiterfithrende

Speziesbestimmung ist nicht moglich.

Mit der mPCR-Analyse von HOUF et al. (2000) wurde ein Nachweis fiir die damals
hauptsdchlich relevanten A. butzZleri, A. skirrowii sowie fiir die beiden Subtypen von A.
cryaerophilus moglich. Dafiir wurden folgende 5 Primer verwendet: ARCO-BUTZ, ARCO-
SKIR, CRY, CRY 1 und CRY2. Die Zielsequenzen lagen auch in diesem Protokoll im 16S
und 23S rRNA Bereich.

Bei der RAPD-PCR (Randomly Amplified Polymorphic DNA) binden kurze Primer zufillig
an passende Sequenzen, die Amplifikate erzeugen dann individuelle Bandenmuster, ohne dass
das Genom des Bakteriums im Detail bekannt sein muss. Die ERIC-PCR (Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus) arbeitet mit Primern, die an repetetive Sequenzen binden.

In einer Studie von HOUF et al. (2002a) wurden die ERIC-PCR und RAPD-PCR-
Analyseverfahren fiir die Charakterisierung von A. butzleri, A. cryaerophilus und A. skirrowii
optimiert und zusétzlich eine schnellere und einfachere DNA-Extraktionsmethode fiir die
zwei Methoden getestet. Beide Verfahren ergaben zufriedenstellende Ergebnisse fiir die
Typisierung und das diskriminatorische Potenzial, aber die genetischen ,,Fingerabdriicke* der
ERIC-PCR waren besser reproduzierbar und komplexer als die der RAPD-PCR, so dass die
erstgenannte Technik eher empfohlen wurde. Im zweiten Teil ihrer Studie priiften die Autoren
die genotypische Diversitit der Arcobacter Isolate aus Hahnchenschlachtkdrpern mit beiden
Typisierungsmethoden. Dabei zeigte sich, dass Gefliigelprodukte nicht nur verschiedene
Spezies, sondern auch mehrere Genotypen einer Spezies beherbergen konnen. Als Resultat
der Untersuchungen ist somit auch festzustellen, dass in epidemiologischen Studien mehrere
Ergebnisse in Abhingigkeit von der Isolationsmethode und der Anzahl der charakterisierten

Isolate moglich sind.
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In einer Verdffentlichung aus jiingster Zeit von COLLADO GONZALEZ (2010) bezog der Autor
wie folgt zu den molekularbiologischen Nachweistechniken fiir Arcobacter Stellung: Die
mPCR nach HOUF ist eine weit verbreitete Methode, jedoch erzeugt sie falsche Zuordnungen
zwischen A. nitrofigilis und A. skirrowii sowie Verwechslungen der letztgenannten mit dem
kiirzlich entdeckten A. mytilis (COLLADO et al., 2009a). Weiterhin gibt es Missdeutungen
zwischen dem ebenfalls erst vor kurzem ermittelten A. thereiusund A. cryaerophilus (HOUF et
al., 2009).

Eine weitere m-PCR zur Identifikation von Spezies mit humanmedizinischer Bedeutung (A.
butzleri, A. cryaerophilus and A. skirrowii) wurde von KABEYA et al. (2003a) beschrieben,
eine Methode, welche die zwei DNA Gruppen von A. cryaerophilus unterscheiden kann, aber
nur wenig Popularitét genief3t.

Dariiber hinaus existieren weitere molekularbiologische Methoden aktuelleren Datums fiir die
Detektion und Identifikation von Arcobacter, z. B. die PCR-DGGE (PETERSEN et al, 2007),
Real time-PCR (ABDELBAQI et al., 2007; BRIGHTWELL et al., 2007) und eine DNA Microarray
Analyse (QUINONEZ et al., 2007). Keine von ihnen ermdglicht indessen, alle anerkannten
Arcobacter spp. aufzufinden und zu identifizieren. Eine kiirzlich vorgestellte Technik,
basierend auf 16S rDNA-RFLP Mustern unter Einsatz des Enzyms Msel, differenziert einen
Grofiteil der anerkannten Spezies A. butzleri, A. cryaerophilus, A. cibarius, A. skirrowii, A.
nitrofigilis and A. halophilus (FIGUERAS et al., 2008). Damit konnten erfolgreich 600
Arcobater Stimme in verschiedenen Untersuchungen identifiziert werden (FIGUERAS et al.,
2008; COLLADO et al., 2008, 2009b). Dariiber hinaus hat diese Methode dafiir gesorgt, dass
neue Arcobacter spp. wie A. mytili aufgefunden wurden (COLLADO et al., 2009a) sowie bisher
nicht bestétigte Spezies-Anwirter, wie z. B. Arcobacter valdiviensis, auf ihre Anerkennung
warten (COLLADO et al, eingereicht). Auch die neue Spezies A. marinus lasst sich iiber ein
charakteristisches RFLP Profil nachweisen. Andererseits kann der ebenfalls erst in jiingster
Zeit beschriebene A. thereius nicht differenziert werden, da er das gleiche Muster zeigt wie A.
butzZleri (COLLADO et al., 2009b) erzeugt. Diese Daten zeigen, dass bis zur Entwicklung einer
neuen Identifikationsmethode, die in der Lage ist, sdémtliche Spezies, die jetzt noch identische
RFLP Profile hervorrufen, gegeneinander abzugrenzen, am besten eine Kombination aus
beiden Methoden, der mPCR und der 16S rDNA-RFLP, eingesetzt werden sollte. Bei den
Untersuchungen von COLLADO GONZALEZ (2010) lieB sich auf diese Weise eine akurate

Identifikation aller Arcobacter Spezies erzielen (COLLADO GONZALEZ, 2010).
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FERA et al. (2010a) testeten die Zuverldssigkeit von kultur-abhingigen und kultur-
unabhingigen Methoden, indem sie Meerwasserproben aus Siiditalien mit PCR und FISH
(fluoreszent in situ hybridisation) sowie kulturell nach Anreicherung untersuchten. Die
molekularbiologischen Analysen zeigten fiir alle Proben Arcobacter-positive Ergebnisse, die
kulturellen jedoch nur fiir 75 %. Dieses Ergebnis unterstreicht die begrenzte Moglichkeit des
kulturellen Nachweises von Arcobacter spp. aus naturbelassenen Proben. Arcobacter, die sich
via kulturellen Verfahrens anziichten lieBen, wurden das ganze Jahr {iber, ausgenommen im
Juli, aufgefunden. Es handelte sich dabei durchweg um Vertreter der Gattung Arcobacter
cryaerophilus. FERA et al. (2010a) schlussfolgerten aus ihren Studien, dass in der Region
Stiditaliens ein Umweltreservoir von potentiell pathogenen Arcobacter im Meerwasser
vorkommt, die sich in einem Status befinden, in dem sie lebensfdhig, aber nicht anziichtbar
sind. Dieses Phanomen der viable but nonculturable cells (VBNC) ist auch bei Campylobacter
spp. bekannt (SINELL, 2004). Die Ergebnisse unterstiitzen die Untersuchung von FERA et al.
(2008), in der festgestellt wurde, dass sich zwei Arcobacter Stimme, A. butzeri ATCC 49616
sowie ein Umweltisolat im Lebensraum Meerwasser bei 4°C nach 20 Tagen sowie bei
Raumtemperatur nach 14 Tagen als nicht mehr kultivierbar erwiesen. Die nicht kultivierbaren
Zellen blieben fiir bis zu 270 Tage in ihrem jeweiligen Mikrokosmos lebensfdhig. Die

Wiederbelebung war im Anschluss an die Zugabe von Néhrstoffen nach 9 Tagen moglich.

In jiingsten Forschungsprojekten erarbeiteten DOUIDAH et al. (2010) eine neuartige Multiplex-
PCR Methode mit 7 Primern zur Identifikation der 5 Arcobacter spp., die fiir Mensch und
Saugetier relevant sind (A. butzeri, A. skirowii, A. cryaerophilus, A. cibarius und A. thereius),
wobei kein PCR Produkt fiir eng verwandte Bakterien wie Campylobacter spp. und
Helicobacter spp. gebildet wird. Dartiber hinaus deckte die Untersuchung des 23S RNA Gens
von A. cryaerophilus neben der grolen Heterogenitit dieser Spezies Interventionssequenzen
auf, die von 87 bis zu 196 bp reichen.

GONZALEZ et al. (2010) entwickelten eine SYBR Green Real-Time PCR fiir den Nachweis
von Arcobacter spp. in Lebensmitteln und Abwasser. Die Untersuchungen wurden an
Hiihner- sowie Abwasserproben durchgefiihrt und die Ergebnisse mit denen verglichen, die
iiber konventionelle PCR, multiplex PCR und Isolation aus kulturellem Nachweis ermittelt
wurden. Die RT PCR zeigte bessere Nachweisraten als die konventionelle PCR und vor allem
als die kulturellen Verfahren, dariiber hinaus waren kiirzere Untersuchungszeiten erforderlich.

Demzufolge kann sie fiir ein schnelles und exaktes Monitoring von Arcobacter
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Kontaminationen in Lebensmittel- und Wasserproben verwendet werden. Dariliber hinaus

ergab sich bei der Typisierung im RAPD Profil eine gro3e genetische Heterogenitét.

2.5.3 Weitere Nachweismethoden

In ihrer Studie betonten ALISPAHIC et al. (2010), dass eine schnelle und zuverldssige
Identifikation von Arcobacter und Helicobacter spp. von zunechmender Wichtigkeit sei, um
diese Gattungen von den phénotypisch dhnlichen Campylobacter spp. unterscheiden zu
konnen, zumal viele von ihnen nun Erkrankungen bei Mensch und Tier zugeordnet werden
konnen. Die Matrix-associated laser desorption/ionization-time of flight (MALDI-TOF) MS
bezeichneten die Autoren als eine schnelle und sichere Methode zur Charakterisierung von
Mikroorganismen. Zugleich richteten sie eine Referenz-Datenbank ein, in der die
charakteristischen Massen Spektronomie Profile von Helicobacter, Arcobacter und
Campylobacter angelegt wurden. Neben den Pathogenen, die bekanntermafBen durch
Lebensmittel iibertragen werden konnen, wie Arcobacter butzZleri, Helicobacter pullorum,
Campylobacter jejuni und Campylobacter coli wurden diverse andere Mitglieder dieser
Gattungen in die Datenbank mit aufgenommen, um die Spezies Spezifitit des entwickelten
MALDI Biotyers zu iiberpriifen. Die Datenbank wurde mit Stammen aufgebaut, die auf
Columbia Agar wuchsen und reproduzierbare, einzigartige Massen Spektronomie Profile
aufwiesen, die mit der Bruker Biotyper Datenbank, Version 2, verglichen wurden. Die
Referenz Datenbank wurde verwendet, um 144 klinische Isolate abzugleichen. Weiterhin
wurde die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse bei Lagerung der Bakterienkulturen iiberpriift
und festgestellt, dass sie sich nach Lagerung bei Raumtemperatur sowie gekiihlt bei 4°C bis
zu 9 Tage wieder abrufen lassen. Insgesamt weisen die Ergebnisse der Studie darauf hin, dass
die MALDI TOF Massen Spektronomie eine schnelle und zuverldssige Methode zur
Bestimmung von Arcobacter und Helicobacter ist und sich fiir die Anwendung in der
klinischen Untersuchung eignet.

Eine génzlich neuartige Methode publizierten FEDOROVICH et al. (2009) auf, indem sie
nachwiesen, dass auch Arcobacter spp. zur Exoelektrogenese fiahig sind. Exoelectrogene
Bakterien sind Organismen, die Elektronen auf extrazelluldre, unlosliche Elektronen
Akzeptoren transferieren konnen und sich somit in Vorrichtungen wie einer Mikroben
Kraftzelle (MFC = microbial fuel cells) verwenden lassen. Bis dahin waren Exoelektrogene u.
a. in der Klasse der Alpha-, Beta-, Gamma- und Deltaproteobakterien bekannt. Das
Wissenschaftlerteam testete zwei Mitglieder des Genus Arcobacter mittels Anreicherung in

einer Acetat-gesittigten Mikroben Kraftzelle. Einer der Organismen, Arcobacter butzeri
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Stamm ED-1, verband sich mit der Elektrode und konnte dabei schnell ein starkes
elektronegatives Potential erzeugen. Damit war dieser kultur-unabhéngige Nachweis auch bei

einem Bakterium aus der Klasse der Epsilonbakterien gelungen.

2.6  Tenazitdt von Arcobacter spp.

Aus mikrobiologischer Sicht beschreibt die Tenazitit (lat. tenacitas Festhalten, Zahigkeit,
Haftvermodgen) die Fahigkeit eines Mikroorganismus, auch unter nicht optimalen
Bedingungen zu iiberleben, mithin seine Widerstandsfdhigkeit. Eine solche Resistenz kann
durch verschiedene Eigenschaften begriindet sein, wie zum Beispiel geringe
Temperaturempfindlichkeit, hohe pH-Toleranz und vieles mehr. Im Besonderen wird damit
charakterisiert, wie lange ein Mikroorganismus in der Umgebung, dass heifit aulerhalb seines

gewohnten Habitats, zu iiberleben vermag (SPROCKHOFF, 1979).

2.6.1 Einfluss der Temperatur

Arcobacter-Spezies verhalten sich thermotolerant, d. h. sie sind in der Lage, sich in dem
weiten Temperaturbereich zwischen 15 und 37°C zu vermehren (JOHNSON und MURANO,
1999b; MANSFIELD und FORSYTHE, 2000).

HILTON et al. (2001) fiihrten Versuche zum Wachstum zwischen 15°C bis 39°C und einem
pH-Wert von 6,0 bis 8,0 durch. Dabei wurde eine Vermehrungsfahigkeit zwischen 25°C und
35°C nachgewiesen, ein maximales Wachstum fiir Arcobacter butzZleri zeigte sich bei 30°C
und einem pH-Wert von 7,0. Die minimale Wachstumstemperatur lag bei 15°C, {iber 37°C
war ein starker Wachstumsriickgang zu verzeichnen, keine Vermehrungsfahigkeit konnte bei
40°C festgestellt werden. Beziiglich der Temperaturgrenzen variieren jedoch die Angaben aus
der Literatur. Belegt wurden 40°C als maximale Temperatur durch die Untersuchungen von
VANDAMME et al. (1992a) und LEHNER (2005), zumindest fiir einzelne Stimme wird indessen
tiber ein Wachstum bis 42°C berichtet, eine minimale Vermehrung sogar noch bei 5°C
(JOHNSON und MURANO, 1999b; MANSFIELD und FORSYTHE, 2000).

Von entscheidender diagnostischer Bedeutung ist die Wachtumsfahigkeit von Arcobacter spp.
unter aeroben Bedingungen bei 25°C. Dieses Merkmal wird zur Abgrenzung der nicht
thermophilen Arcobater spp. zu den thermophilen Campylobacter herangezogen (MANSFIELD
und FORSYTHE, 2000; HILTON et al., 2001).
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Die dezimale Reduktionszeit (D-Wert) charakterisiert das Absterbeverhalten von
Mikroorganismen. Der D-Wert bezeichnet die Zeit, die bendtigt wird, um bei einer
bestimmten Temperatur 90 % einer Mikroorganismenpopulation abzutdten, also auf 10 % der
Ausgangspopulation zu verringern und bildet so ein Mal3 fiir die Hitzesensibilitit eines
Keimes. Der D-Wert ist stets temperaturabhingig, dieser Zusammenhang wird mit dem z-
Wert beschrieben. Dieser Wert gibt an, um wie viel Grad die Temperatur erhht werden muss,

um den gleichen Abt6tungseffekt in einem Zehntel der Zeit zu erreichen.

Konkret fithrten HILTON et al. (2001) Untersuchungen zur Thermotoleranz der Bakterien in
Bouillon-Kultur durch. A. butZleri besall bei 55°C eine dezimale Reduktionszeit von 0,4 min.
fiir Zellen aus der stationdren Wachstumsphase und 1,1 min. fiir Zellen in der exponentiellen
Phase. Ahnliche Daten der D-Werte sind von C. jgjuni (55°C, 0,64 —1,09 min.) bekannt

(BLANKENSHIP und CRAVEN, 1982).

Vergleichbare Studien liegen von D’SA & HARRISON (2005) vor, indem sie die
Empfindlichkeit von Arcobacter gegeniiber verschiedenen umwelt- und lebensmittelbedingten
Stressfaktoren ermittelten. Der D-Wert wurde aus Kulturen von drei A. butZleri Stimmen in
Phosphat-gepufferter Salzlosung bei verschiedenen pH-Werten bestimmt. In der Losung mit
einem pH von 7,3 ergab sich bei 60°C ein D-Wert von 0,07 — 0,12 min, bei 55°C von 38 —
0,76 min und bei 50°C von 5,12 — 5,81 min. Bei dem weiterhin gepriiften pH-Wert von 5,5
zeigte sich gleichfalls eine abgestufte Thermotoleranz der Keime: D-Wert von 0,03 — 0,11
min bei 60°C, 0,30 — 0,42 min bei 55°C und 1,97 — 4,42 min bei 50°C. Das Autorenteam
resiimierte, das die Kombination von Hitze und gesenktem pH zu einem Abfall der D-Werte
fiihrte.

Wie auch spéter von VAN DRIESSCHE und HOUF (2008) beschrieben, spielt das Medium, das
zur Bestimmung der D-Werte benutzt wird, eine erhebliche Rolle. D'SA & HARRISON (2005)
ermittelten mit 18,51 min bei 50°C und 2,18 min bei 55°C erheblich hohere D-Werte der drei
getesteten A. butZleri Stimme aus rohen Schweinehackfleisch als bei Salzlosung als Substrat.
Der von D’SA & HARRISON (2005) ermittelte z-Wert betrdgt 5,2 — 6,28°C, der von HILTON et
al. (2001) bestimmte z-Wert fiir die A. butZeri Bakterien aus der exponentiellen
Wachstumsphase ergab 8,1°C, fiir die stationédre Phase 7,4°C.
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Tabelle 4: D-Wert Ermittlung von D’SA & HARRISON (2005) und HILTON et al. (2001) unter

verschiedenen Bedingungen

Temperatur D’SA & HARRISON (2005) HIiLTON et al. (2001)
[°C] pH D-Wert [min] | Wachstumsphase D-Wert [min]
50°C 7,3 5,12 —-5,81 exponentiell 2,1
5.5 1,97 —4,42 stationdr 1,7
in Hack 18,51
55°C 7,3 0,38-0,76 exponentiell 1,1
5,5 0,30 -0,42 stationdr 0.4
in Hack 2,18

VAN DRIESSCHE und HOUF (2008) fiihrten eine Studie durch, in der die
Temperaturgegebenheiten, die in der Lebensmittelindustrie vorkommen, mit und ohne
Nahrstoffe simuliert wurden. Es erfolgte eine quantitative Erfassung in definierten
Zeitabstinden aus Inkubationen in purem Wasser sowie Wasser mit zugesetztem organischem
Material bei 4°C, 7°C und 20°C sowie 52°C, 56°C und 60°C. Dieses Temperaturspektrum
sollte das Uberleben zum einen unter Lager- und Produktionsraumtemperaturen, zum anderen
unter Brithwasserbedingungen demonstrieren. Dariiber hinaus wurden neben A. butZeri
erstmals weitere Arcobacter spp., ndmlich A. cryaerophilus und A. skirrowii, in die
Untersuchungen einbezogen. Alle Arcobacter Spezies blieben sowohl mit als auch ohne
Zusatz von Néhrstoffen in dem Medium Wasser fiir einen temperaturabhéingigen Zeitraum
iberlebensfihig. Dabei zeigte sich A. butZleri als hitzeresistenter und ldnger nachweisbar als
A. cryaerophilus und A. skirrowii. Der Zusatz des organischen Materials erwies sich nur bei
den niedrigeren Temperaturen als lebensverlingernd, bei den hoheren Temperaturen
iberlebten die Keime insgesamt lidnger als erwartet. Nach Anreicherungsschritten lieen sich
alle getesteten Spezies bedeutend ldnger wiederfinden als bei unmittelbarer Isolation via
Spiralplattenverfahren. Die stirksten Differenzen innerhalb einer Spezies wurden bei A.
cryaerophilus ermittelt, die sich iiber seine weitreichende genetische Heterogenitét erkldren
lassen. Im Vergleich zu Campylobacter (33 Tage) iiberleben Arcobacter bei 4°C Kiihlung
signifikant langer (A. butzleri: 98 Tage, A. cryaerophilus: 56 Tage, A. skirrowii: 42 Tage).
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Das Autorenteam postulierte daher, dass Wasser als Reservoir dienen und eine Arcobacter-
Kontaminationsquelle fiir Mensch und Tier bilden kann. Gleichzeitig gaben sie zu bedenken,
dass in-vitro-Studien zwar wichtige Informationen hinsichtlich der Uberlebensféhigkeit geben
konnen, die jedoch deutliche Grenzen haben. Unsicherheiten basieren auf dem
Versuchsdesign, denn die Isolationsrate hingt stark von der verwendeten Methode, dem pH
und der Matrix ab, weiterhin unterscheiden sich ggf. Feld- und Referenzstimme gravierend

voneinander.

2001 beschéftigten sich HILTON et al. auch mit den Effekten von Kiihlen bei 4°C und
Tiefgefrieren bei -20°C auf A. butZleri. Nach 21 Tagen Lagerung bei 4°C bzw. -20°C lieen
sich die Stimme noch auf dem nicht-selektiven Blutmedium anziichten, eine subletale
Schadigung verhinderte jedoch das Wachstum auf den Selektivmedien CAT und CCDA. Die
Keime in der exponentiellen Wachstumsphase erwiesen sich, wie im oberen Abschnitt
erwdhnt, als resistenter gegeniiber Hitzeeinwirkung im Vergleich zu Zellen aus der
stationdren Phase. Bei Kiélteeinwirkung zeigte sich interessanter Weise ein gegenteiliger
Effekt.

Die Lagerung bei 4°C bewirkte bei den Keimen der stationdren Wachstumsphase einen
kontinuierlicher Abfall der Zellzahl mit fortschreitender Verweildauer um ca. 4 Log Stufen in
14 Tagen (von 10° auf 10° KbE/ml), wohingegen beim Tiefgefrieren von -20°C ein rascher
Abfall von 2 Log Stufen innerhalb von nur 24 Stunden erfolgte, die Zellzahl danach jedoch
anndhernd gleich blieb. Fiir die Mikroorganismen aus der exponentiellen Phase wurde ein
rasanter Untergang der Zellen um 4 Log Stufen in 24 Stunden ermittelt, nach 7 Tagen zeigte

sich kein Wachstum mehr.

D’SA und HARRISON (2005) berichteten, dass die Kombination von moderater Hitze (50°C)
mit anschlieBender Kéltebehandlung (4° bis 8° C) einen synergistischen Einfluss auf die
Letalitdt der Erreger nahm. Die Untersuchungen zeigten eine Verringerung der Zellzahl, die

deutlich iiber den Ergebnissen einer alleinigen Hitze- oder Kéltebehandlung lag.

2.6.2 Einfluss des pH-Wertes

Der pH-Wert als dimensionsloses MalB3 fiir die saure bzw. alkalische Eigenschaft eines
Mediums bildet eine wesentliche Einflussgrofie auf das Wachstum von Mikroorganismen.
MANSFIELD und FORSYTHE (2000) berufen sich in ihren Angaben auf NEILL et al. (1985).

Dabei war ein Wachstum moglich zwischen pH 6,8 und 9,5 wobei die Mehrheit der Stimme

41



Literatur

zwischen 6,8 und 8,0 wichst. Gemall HILTON et al. (2001) war eine optimale Vermehrung bei
einem pH von 6,0 bis 8,0 in der 30°C Inkubation zu verzeichnen, das minimale pH Limit
wurde mit 5.5 bei 37°C ermittelt.

D’SA & HARRISON (2005) untersuchten das Wachstum A. butzZleri und A. cryaerophilus in
einem pH Bereich von 3,5 bis 8,0. Fiir die meisten Stimme konnte eine Vermehrung
zwischen pH 5,5 und 8,0 detektiert werden, kaum bis kein Wachstum zeigte sich bei 5,0 oder
niedriger. Dabei wurde eine unterschiedliche Wachstumsdichte der verschiedenen Stimme
innerhalb einer Spezies beobachtet.

Fiir A. butzeri zeigte sich bei der 25°C-Inkubation iiber 24 h bei einem pH von 5,5 eine
héhere Vermehrungsrate als bei gleichem pH-Wert, aber 37°C-Bebriitung. Nach ldngerer
Inkubation von 5 Tagen war auch bei 25°C ein stirkeres Wachstum zu verzeichnen.

Eine insgesamt minimale Vermehrung zeigten die zwei A. cryaerophilus Stdimme. Das
Autorenteam gab als optimalen pH fiir A. butzleri 6,0 bis 7,0 an, A. cryaerophilus toleriert
einen etwas engeren Bereich von 7,0 bis 7,5. Diese Angaben untermauern die Ergebnisse aus
der Studie von HILTON et al. (2001).

pH-Werte unter 4 erwiesen sich als letaler Faktor fiir Arcobacter, jedoch ist dieser pH-
Grenzwert abhingig von der Sédureart und den anderen Wachstumsfaktoren (PHILLIPS und
BATES, 2004).

Die vergleichende Betrachtung mit Campylobacter kommt zu dhnlichen Ergebnissen, denn
PARK (2005) berichtet von einem optimalen pH-Wert bei pH 6,5 bis pH 7,5 wobei Extreme
wie pH 4,9 und pH 9 toleriert werden.

2.6.3 Einfluss des a,-Wertes

Die Wasseraktivitdt (auch a,-Wert oder Activity of Water) stellt ein MaB fiir ungebundenes
und somit frei verfiigbares Wasser in einem Material dar. Sie wird definiert als Quotient des
Wasserdampfdrucks iiber einem Substrat (p) zu dem Wasserdampfdruck iiber reinem Wasser
(Po) bei einer bestimmten Temperatur. Angegeben wird der a,-Wert in einer Zahl zwischen 0
und 1, wobei 1 dem Wert von reinem Wasser entspricht. Der Gehalt an frei verfiigbaren
Wasser stellt ein maBgebliches Kriterium fiir die Vermehrungsmoglichkeit von
Mikroorganismen dar. Bei den meisten frischen Lebensmitteln wird die Wasserverfiigbarkeit
mit Werten zwischen 0,98 und 0,99 angegeben, dieser Bereich bietet fiir viele Bakterien,
insbesondere Pathogene, optimale Bedingungen. Einflussgro3en auf den a,-Wert bilden nicht
nur der Abtrocknungsgrad eines Lebensmittels, sondern v. a. auch geldste Stoffe und deren

Ionen, insbesondere der Gehalt an Kochsalz. A. butzleri, A. cryaerophilus und A. skirrowii
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tolerieren eine NaCl-Konzentration von 2 % gut (a,-Bereich 0,984 — 0,987). Beispielsweise
konnten ATABAY et al. (2003) nachweisen, dass alle 49 A. butZeri Isolate aus
Hiihnerschlachtkorpern bei 2 % NaCl in der Lage waren, sich zu vermehren, hingegen lief3
sich keine Vitalitit bei 4 % NaCl zu verzeichnen. Ahnliche Ergebnisse lieferten die Studien
von D’SA & HARRISON (2005), die eine obere Wachstumsgrenze fiir A. butzleri bei 3,5 % und
fiir A. cryaerophilus bei 3,0 % NaCl-Gehalt feststellten. Der optimale Wachstumsbereich bei
einer 24 Stunden Inkubation lag bei 0,5 bis 1,0 % NaCl fiir A cryaerophilus, bei einer 96
stiindigen Bebriitung wurden 0,5 bis 2,0 % und fiir A. butZleri 0,09 bis 0,5 % als giinstigste
Konzentration ermittelt. Insgesamt zeigte sich ein variierendes Wachstum der einzelnen
Stimme in der 96 Stunden Studie. Einzelne Referenzstimme iiberlebten bei 25°C eine
Konzentration von 5 % Kochsalz. Insgesamt erweist sich eine NaCl-Konzentration von 0,5 %
fiir Arcobacter als optimal, dementsprechend wird sie auch in den Arcobacter-Selektivmedien
eingesetzt. Ob hohere Salzkonzentrationen toleriert werden, héngt von den weiteren
Bedingungen, wie z. B. der Temperatur, ab.

Die Resistenz gegen Austrocknung wurde von OTTH et al. (2001) an 11 Arcobacter butzleri
Feldstimmen, isoliert aus Hiihnerlebern, iiberpriift. Wahrend die minder resistenten Stimme
bereits nach zwei Stunden kein Wachstum mehr zeigten, konnten 6 Stdmme {iber 12 Stunden
dem Trocknungsprozess widerstehen, zwei davon sogar liber 48 Stunden. Die Resistenz ist
folglich von Stamm zu Stamm unterschiedlich ausgepragt.

Diese Feststellung untermauert die Aussage von HAZELEGER et al. (2003). IThm zu Folge ist A.
butzleri in der Lage, auf Stahloberflichen ldnger als vier Tage zu iiberleben. OTTH et al.
(2001) folgerten, dass sich A. butZleri widerstandsfahiger gegeniiber Austrocknung verhélt als
Campylobacter spp., deren Resistenz zwischen zwei und zehn Stunden liegt (FERNANDEZ et
al., 1995).

Den Einfluss einer Kombination aus pH- und a,—Wert auf das Wachstum von Arcobacter
butzleri und Arcobacter cryaerophilus bei 30°C ermittelten CERVENKA et al. (2003). Dabei
wurde der pH durch schwache organische Sduren (siehe Kapitel 2.6.4) und der a,, durch
Kochsalz, Glycerin und Saccharose eingestellt. Beide Spezies reagierten ausgesprochen

sensibel auf einen a,, unter 0,980.

2.6.4 Einfluss von Sduren und Konservierungsmitteln

Von besonderem Interesse ist die Wirkung von organischen Séduren und &hnlichen
Substanzen, die als Konservierungsstoffe oder zumindest als Stoffe mit konservierender

Wirkung in Lebensmitteln zum Einsatz kommen.
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In der eben genannten Studie von CERVENKA et al. (2003) zum Einfluss von pH und
Wasseraktivitdt auf das Wachstum von Arcobacter butZleri und Arcobacter cryaerophilus
erbrachte ein mittlerer pH-Wert den groferen Effekt, denn im Vergleich zu Propion-, Milch-,
Apfel- und Ascorbinsdure (pH 5,5 bis 5,0) wirkten Ameisen-, Zitronen- und Weinséure mit
dem pH-Bereich 6,0 bis 5,5 stdrker hemmend. Das Autorenteam zog die Schlussfolgerung,
dass die Empfindlichkeit gegeniiber a,, und pH eine wichtige Einschrinkung fiir die
Verteilung und das Uberleben von Arcobacter spp. in Lebensmitteln und

Lebensmittelzubereitungen bedeutet.

Die geschilderten Ergebnisse harmonieren mit Verdffentlichungen aus der Vergangenheit.
PHILLIPS (1999) untersuchte die Wirkung von Zitronensdure, Milchsdure sowie ihrer
Natriumsalze (allein und in Kombination mit Nisin) auf Arcobacter butzleri. Milch- und
Zitronensdure in Konzentrationen von 0,5 %, 1,0 % und 2,0 % hinderten Arcobacter butzeri
am Wachstum, wobei die Zitronensiure stdrker wirksam war, d. h. bereits in einer
Konzentration von 0,5 % lieBen sich keine vermehrungsfihigen Zellen mehr nachweisen.
CERVENKA et al. (2004) bestitigten diese Resultate, indem 2 %iges Natriumlaktat fiir eine
effiziente Vermehrungshemmung bei einer Inkubation {liber 8 Stunden sorgte, nicht jedoch
iber einen ldngeren Inkubationszeitraum. Natriumcitrat wirkte effektiver als Natriumlaktat,
wobei die geringe Konzentration die gleiche Hemmung wie die hohere Konzentration erzielte
(PHILLIPS, 1999).

SKRIVANOVA et al. (2010), testeten den inhibitorischen Effekt von 17 organischen Sduren
(C,—Cj6 Fettsduren, Sorbinsdure, Benzoesdure, Phenylacetyl, Fumarsdure, Bernsteinsdure,
Milchsédure, Apfelsdure und Zitronensdure) auf das kulturelle Wachstum von A. butzeri, A.
cryaerophilus und A. skirrowii. Die Keime zeigten sich empflindlich gegeniiber allen
angewandten Sduren. Dabei ergab sich folgende absteigende Empfindlichkeit: A. skirrowii <
A. cryaerophilus < A. butZeri. Weiterhin wurde an mit Arcobacter inokulierten
Hiihnerkarkassen untersucht, inwieweit die Anwendung der Siuren die Keimbelastung
reduziert. Der stirkste inhibitorische Effekt bestand fiir Benzoesdure, Zitronensdure,
Apfelsdure und Sorbinsdure. Unter Beriicksichtigung der geringsten sensorischen

Beeinflussung erbrachte die Benzoesdure den giinstigsten Effekt.

Nisin ist ein antibiotisch wirksames Peptid, das von dem Milchsdurebakterium Lactococcus
lactis produziert wird und z. B. in roher Milch vorkommt. In der Studie von PHILLIPS (1999)

zeigte es im alleinigen Einsatz eine hemmende Wirkung und bei gleichzeitiger Anwendung
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verstirkte es signifikant den Effekt von Natriumlaktat. Ein entsprechender Effekt konnte fiir
die Kombination mit Natriumcitrat nicht nachgewiesen werden.

In einer Studie von PHILLIPS und DUGGAN (2001) wurde der Einfluss von EDTA
(Ethylendiamintetraacetat) und Triphosphat sowie deren Wirkung in Kombination mit Nisin
auf Arcobacter butzleri getestet. Nisin wirkte in erster Linie gegen gram-positive Bakterien,
aber auch gegen gram-negative Mikroorganismen, wenn deren dullere Zellmembran durch
andere Stoffe bereits angegriffen war. Diese Vorschidigung kann z. B. durch Triphosphat
oder EDTA erfolgen. Ein kombinierter Einsatz der Stoffe zeigte jeweils eine stirkere
Reduktion der Arcobacter Zellen. Zusammenfassend folgerte das Autorenteam daher, dass

der Einsatz von multiplen Hiirden die intensivste Hemmung der Keime bewirkt.

Die Ergebnisse beziiglich Triphosphat und Milchséure konnten von HAZELEGER et al. (2003)
bestitigt werden. Weiterhin ermittelte dieses Autorenteam, dass Glycin (1 %), Tween 80
sowie die quartite Ammoniumverbindung Cetylpyridiniumchlorid keinen Hemmeffekt auf

Arcobacter butzleri austibten.

2.6.5 Einfluss von Bestrahlung

Das Vorkommen der A. butZeri bei Gefliigel und rohem Fleisch, insbesondere bei
Schweinehackfleisch, veranlasste Untersuchungen zur Bestimmung seiner Sensitivitdt
gegeniiber Bestrahlung. Die Djo-Werte (die Strahlendosis, welche die Zahl der lebendigen
Bakterien um den Faktor 10 reduziert) in vakuumverpackten Schweinehack ergaben fiir A.
butzeri mit 0,27 kGy einen 1,4 fach hoheren D;o-Wert als fiir Campylobacter jejuni mit 0,19
kGy. Eine Bestrahlung mit 1,5 kGy verminderte die Anzahl von Arcobacter Zellen um 5
Zehnerpotenzen, die Dichte von Campylobacter Zellen sogar um 7 Zehnerpotenzen. Diese
Strahlendosis wiirde somit Campylobacter und Arcobacter mit hinreichender Sicherheit aus

Schweinehackfleisch eliminieren (COLLINS et al., 1996b).

2.6.6 Verhalten gegeniiber Metallen

Anhand von 50 A. butzeri-Feldstimmen wurde untersucht, ob bei dieser Spezies eine
Empfindlichkeit in Bezug auf Schwermetalle zu Eigen ist. Ein derartiger Effekt konnte fiir
Quecksilber, Silber und Chrom nachgewiesen werden, alle Stimme erwiesen sich jedoch als
widerstandsfahig gegeniiber Molybdédn, Mangan, Nickel, Cobalt, Blei und Eisen.

Die gefundenen MIC-Werte zeigten indessen eine hohe Variabilitdt, was auf ein nicht

gleichformiges Verhalten der Stamme hinweist (OTTH et al., 2005). Die unterschiedliche

45



Literatur

Sensibilitdt kann sogar als Unterscheidungskriterium genutzt werden, A. butzleri zeigte sich z.
B. gegeniiber Cadmiumchlorid resistent, A. cryaerophilus hingegen sensibel (SCHROEDER-
TUCKER et al., 1996).

2.6.7 Antiobiotika

Uber das Verhalten gegeniiber Antibiotika wurde bereits ausfiihrlich in Kapitel 2.5.1 im
Zusammenhang mit den Untersuchungen von HOUF et al. (2001a) hinsichtlich der
Anwendung von Antibiotika in Ndhrmedien berichtet. Der hemmende Effekt von
verschiedenen Gewiirz- und Heilpflanzenextrakten auf Arcobacter butzZleri, A. cryaerophilus
und A. skirrowii wurde in Untersuchungen von CERVENKA et al. (2006) ermittelt. Generell -
wenn auch verschieden stark ausgepragt - zeigte sich eine antimikrobielle Wirkung. Diese fiel

bei Zimt-, Kamillen-, Salbei- und Rosmarinextrakten besonders stark aus.

AbschlieBend ldsst sich feststellen, dass Arcobacter insgesamt eine hohere Tenazitét
gegeniiber den verschiedenen Einflussfaktoren als Campylobacter spp. zeigten (COLLINS et
al., 1996b; HAZELEGER et al., 2003; OTTH et al., 2001; PHILLIPS und DUGGAN, 2001; VAN

DRIESSCHE und HOUF, 2008).

2.7  Pathogenese

Uber die Pathogenese oder potentielle Virulenzfaktoren von Arcobacter spp. ist bislang
immer noch wenig bekannt. Die ersten Studien diesbeziiglich wurden an Ratten durchgefiihrt,
im Ileum-Schleifen-Model verursachten zwei A. cryaerophilus Isolate ein Ansteigen der
Elektrolytkonzentration und eine Ansammlung von Fliissigkeit. Aulerdem zeigten sie eine in
vitro Invasion von Hep-2 Zellen (FERNANDEZ et al., 1995). Andere Studien demonstrierten,
dass A. butZleri Ferkel und Hiihnerkiiken kolonisieren konnte (WESLEY et al., 1996b, WESLEY
und BAETZ, 1999). Im Vergleich zu Campylobacter spp. weill man nahezu nichts {iber die
Gene, die in Virulenzmechanismen eingebunden sind. Kiirzlich wurde die Sequenz des
gesamten Genoms von A. butZeri veroffentlicht, die nahelegt, dass vermeintliche
Virulenzhomologien zu C. jgjuni vorliegen, wie zum Beispiel fibronectin binding protein
CadF und Cj1349. Es ist jedoch unklar, in wieweit diese als Virulenzdeterminanten bei A.
butzZeri in Funktion treten, oder ob sie in der engen familidren Verwandtschaft zu

Campylobacter begriindet liegen (MILLER et al., 2007).
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Eine Studie aus neuerer Zeit wurde in Berlin gefiihrt. BRUCKER et al. (2009) inokulierten
menschliche HT-29/B6 Dickdarmepithelien apikal mit A. butzZeri. Transepithelialer
Widerstand und Makromolekiilfliisse wurden in Ussing-Kammern gemessen, die Expression
von Tight junction Proteinen via Western blot und subzellulire Verzweigungen mittels
konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie analysiert. Es zeigten sich verschiedene Effekte, die
zusammenfassend wie folgt beschrieben werden konnen: Die A. butZleri bedingte Diarrhoe
wird verursacht von Dysfunktionen der Epithelialbarriere durch die Verdnderung der Tight

junction Proteine und der epithelialen Apoptose.
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3 Material und M ethoden

Im Rahmen der vorliegenden Studie sollte die Nachweismdoglichkeit von Arcobacter spp. bei
Héhnchen- und Rindfleischproben aus dem Berliner Einzelhandel gepriift sowie Daten iiber
thre Haufigkeit erhoben werden. Bei den Proben handelte es sich um zufillig ausgewihltes,
frisches Rinderhackfleisch und Gefliigelteilstiicke (Hahnchenschenkel) von 7 Supermirkten
und 9 Fleischereien. Als Nachweisverfahren wurden zum einen die von JOHNSON und
MURANO (1999) empfohlene kulturelle Methode und zum anderen auf molekularbiologischer
Ebene das von HARMON und WESLEY (1997) entwickelte Multiplex PCR Verfahren

ausgewdhlt.

Untersuchungsmaterial

Fiir die Untersuchung von Lebensmitteln auf eine Kontamination mit Arcobacter spp. wurden
75 Rinderhack- und 103 Gefliigelfleischproben aus dem Berliner Einzelhandel in der Zeit
vom 05.01.2001 bis zum 10.05.2003 gezogen. Dabei wurden Fertigpackungen aus der
Kiihltheke als auch Ware aus loser Abgabe erworben. Der zeitliche Abstand zwischen den

Kéaufen in den einzelnen Geschéften sicherte ab, dass jeweils neue Chargen vorlagen.

Geflugel

Die Gefliigelfleischproben stammten aus 6 Berliner Supermirkten und 5 Fleischereien. Von
den Fleischereien boten 2 ausschlieBlich Produkte von Tieren aus 6kologischer Haltung an,
ein weiterer Betrieb Fleisch von Tieren aus dkologischer und konventioneller Haltung und

zwei Unternehmen vertrieben ausschlieBlich Fleisch von Tieren aus konventioneller Haltung.

Die Proben von Tieren aus okologischer Haltung stammten sowohl aus den genannten
Fleischereien als auch aus 2 Supermaérkten, die neben Fleisch von Tieren aus konventioneller

auch solches von Tieren aus 6kologischer Haltung anboten.

Rind
Die Rinderhackproben wurden in 6 Berliner Supermirkten und 3 Fleischereien aufgekautft.
Eine Fleischerei vertrieb ausschlieflich Fleisch von Tieren aus 6kologischer Haltung, dieser

Umstand wurde in den Versuchen jedoch nicht separat aufgefiihrt.
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Probennahme
Am Vortag bzw. direkt am Untersuchungstag wurden die Proben erworben, in Isoliertaschen
mit Gefrierelementen zum Institut flir Lebensmittelhygiene verbracht und bis zur

Untersuchung im Probenkiihlschrank bei 4°C aufbewahrt.

3.1 Kultureller Nachweis von Arcobacter
3.1.1 Medien

Rezeptur der Medien
JM- Anreicherungsbouillon (nach Johnson und Murano, 1999)

In den Versuchen am Institut wurde die kulturelle Methode nach JOHNSON und MURANO
(1999) verwendet. Dabei handelt es sich um eine Anreicherungsbouillon und ein
Plattenmedium, die in der Ndhrbodenkiiche des Institutes selbst hergestellt wurden, basierend

auf der Original-Rezeptur.

Rezeptur der JM-Anreicherungsbouillon (1 Liter):
Spezial Pepton Nr. 2:

12 g/l Spezial Pepton Oxoid

6 g/l Fleischextrakt Rind Oxoid

6 g/l Hefeextrakt Merck

4 g/l NaCl Merck

2,5 g/l monobasisches Natriumphosphat Merck

1,6 g/l dibasisches Kaliumphosphat Roth

sowie

0,5 g/l Thioglycolat Sigma-Aldrich
2,5 g/l Gallensalze Nr. 3 Oxoid

2g/1 Agar Merck

30 g/l Aktivkohle Sigma-Aldrich
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Die genannten Komponenten wurden mit 790 ml Aqua destillata (Aqua dest.) aufgefiillt und
anschliefend fiir 15 min bei 121°C autoklaviert. In dieser Zeit wurden die verbleibenden,
nicht autoklavierbaren Bestandteile, in 210 ml Aqua dest. aufgeldst, wobei zu beachten ist,
dass das 5-Fluorouracil schwerldslich ist und daher frithzeitig angesetzt werden muss. Nach

einer Abkiihlung auf 50°C wurden diese dann steril filtriert zugesetzt:

0,5 g Pyruvat Sigma-Aldrich
0,032 g Cefoperazon Sigma-Aldrich
0,2 g 5-Fluorouracil Sigma-Aldrich

JM-Plattenmedium (1 Liter) (nach JOHNSON und M URANO, 1999)

Spezial Pepton Nr. 2:

12 g/l Spezial Pepton Oxoid

6 g/l Fleischextrakt Rind Oxoid

6 g/l Hefeextrakt Oxoid

4 g/l NaCl Merck

2,5 g/l monobasisches Natriumphosphat Merck

1,6 g/l dibasisches Kaliumphosphat Roth
sowie

0,5 g/l Thioglycolat Sigma-Aldrich
12,5 g/l Agar Merck

0,5 g/l Pyruvat Sigma-Aldrich
0,032 g/1 Cefoperazon Sigma-Aldrich
50 ml Schafblut, defibriniert Oxoid
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BHI-Bouillon
BHI- Bouillon — Brain-Heart-Infusion: Hirn-Herz-Glucose Bouillon Merck

BHI-Bouillon eignet sich gut zur Anzucht anspruchsvoller Keime und kam in den

durchgefiihrten Versuchen fiir den Beweglichkeitstest im hdngenden Tropfen zum Einsatz.

Weiter e verwendete M edien

PC
Plate-Count-Agar (Caseinpepton-Glucose-Hefeextrakt) (Merck)
NA
Néhragar (Merck)

Zur Anzucht auf Campylobacter Medien:

Karmali Agar
Campylobacter Agar Base (Karmali) (Oxoid)
mit Campylobacter Selektive Supplement (Karmali) (Oxoid)

Preston Broth

PRB Anreicherungsbouillon: Nutrient Broth No. 2 (Oxoid)
mit Preston Campylobacter Selective Supplement (Oxoid)
sowie Campylobacter Growth Supplement (Oxoid)
und sterilem Pferdeblut, lysiert: 50 ml/l (Oxoi1d)
Preston Plate

Campylobacter Agar Base (Oxoid)
mit Preston Campylobacter Selective Supplement (Oxoid)
sowie steriles Pferdeblut, lysiert: 50 ml/l (Oxoid)

Die Herstellung der Niahrmedien erfolgte gemil3 Herstelleranweisung unter Beachtung der
iiblichen Guten Laborpraxis. Néheres zu Inhaltsstoffen und Zubereitung sowie weitere

Medien (siehe auch 3.1.4) sind im Anhang dargestellt.
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Reagenzien, Materialien und Ger ate

Gramfarbung

- Grams Kristallviolett Losung Merck
- Lugols Losung stabilisiert Merck
- Entfarbelosung Merck
- Grams Safranine Losung Merck

Cytochromoxidasetest

- Oxidase — Test Merck

K atalasetest

- 3%ige H,O,-Losung

Materialien und Ger éte

- Anaerobiertopfe Merck, Typ Anaerocult
- Stomacher Interscience,
Typ BagMixer 400

- Probenbeutel Bag Page™ R, 400 ml Interscience, Frankreich

- Brutschrank 30 °C Memmert, Schwabach
- Brutschrank 25°C Memmert, Schwabach
- Brutschrank 37°C Memmert, Schwabach
- Brutschrank 42°C Memmert, Schwabach
- Brutschrank 44°C Heraeus, Hanau

- Enterotube™ II ID-Testkit Becton Dickinson, USA
- Katalase Bactident® Merck, Darmstadt

- Oxidase Bactident®-Teststreifen Merck, Darmstadt

- Petrischalen (90 mm O) Greiner bio-one

- CampyGen ™ Oxoid, Wesel

- AnaeroGen™ Oxoid, Wesel

- Anaerobic Indicator™ Oxoid, Wesel
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- Waagen Sartorius, Typ 4100,

3600, LP 4200 S

- Mikrobank Mast Diagnostika,
Cryobank™
- Mikroskop Carl Zeiss,

Typ Standard KF 2
- Pinzette, Schere, Osen (@ 3 - 4 mm)
- Stomacherbeutel, steril mit Filtereinsatz  (bagpage, Interscience)
- Weithalserlenmeyerkolben
- Objekttriager

- Hohlschliffobjekttriager, Deckglédser, Vaseline

Referenzstamme
Die Stiamme der Arcobacter-Kulturen wurden aus der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig) bezogen. Folgende

Stamme kamen zum Einsatz:

- A. butZleri DSMZ, DSM-Nr. 7301
* A butzleri DSMZ, DSM-Nr. 8739
* A cryaerophilus  DSMZ, DSM-Nr. 7289
e A skirrowii DSMZ, DSM-Nr. 7302

* A nitrofigilis DSMZ, DSM-Nr. 7299

Herstellung der Medien
JM-Anreicherungsbouillon

In der vorliegenden Studie wurde die Arcobacter-Anreicherungsbouillon verwendet, wie sie
zu Beginn dieses Kapitels (Rezeptur der Medien) aufgefiihrt ist. Die Herstellung der Bouillon
begann mit dem Einwiegen der Zutaten des Spezial Pepton Nr. 2. Dieses setzt sich zusammen

aus Fleischextrakt, Hefeextrakt, Natriumchlorid, Natriumphosphat sowie Kaliumphosphat.
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Gallensalze und Aktivkohle wurden zugegeben, aufgefiillt mit 790 ml Aqua dest. und auf
einem Magnetriihrer aufgelost, anschlieBend wird der Ansatz in einem Autoklaven fiir 15 min
bei 121°C sterilisiert. Die Entnahme des Nihrbodenansatzes aus dem Autoklaven erfolgte bei
einer Temperatur von 70 bis 80°C, um dann auf dem Magnetrithrer weiter auf ca. 50°C
abgekiihlt zu werden. Danach wurden die beiden vorbereiteten Losungen steril filtriert
zugegeben, da deren Bestandteile nicht autoklavierbar sind. Die eine Losung wurde mit dem
schwerldslichen 5-Fluoruracil in 200 ml Aqua dest. mit Hilfe eines Magnetriihrers wéhrend
der sonstigen Zubereitungszeit angesetzt, die andere Losung enthielt das Cefoperazon und das
Pyruvat. Nach gleichméfigem Vermischen wurden je 90 ml in sterile Steilbrustflaschen

abgefiillt. Der pH Wert der JM- Anreicherungsbouillon lag bei 7,0 £ 0,2.

JM- Plattenmedium

Zur Herstellung von 1 Liter festem N&hrmedium wurden die bei der Rezeptur des JM-
Plattenmediums aufgefiihrten Néhr- und Zusatzstoffe in den entsprechenden Konzentrationen
eingewogen. AnschlieBend wurden Spezial Pepton Nr. 2, Fleischextrakt, Hefeextrakt,
Natriumchlorid, Natriumphosphat und Kaliumphosphat in 990 ml Aqua dest. unter Riihren
mit einem Magnetrithrer vollstindig gelost, und das zubereitete Plattenmedium im
Autoklaven fiir 15 min. bei 121°C sterilisiert. Der Nédhrbodenansatz wurde mit einer
Temperatur von 70 bis 80°C dem Autoklaven entnommen und unter Riihren auf ca. 50°C
abgekiihlt.

Die anschlieBende Zugabe von 50 ml defibriniertem Schafblut und der vorbereiteten
Antibiotikalosung diente dazu, den Nihrgehalt und die Selektivitidt des Mediums zu erhdhen.
Die Losung enthielt Pyruvat und Cefoperazon, gelost in 10 ml Aqua dest., sie wurde steril
filtriert zugegeben, das Schafblut hinzugefiigt und der gesamte Ansatz vorsichtig vermischt.
Der pH Wert des JM- Mediums soll bei 7,0 £ 0,2 liegen. Nachdem die Platten bestiickt
worden sind, mussten sie zum Verfestigen abkiihlen und trocknen. Bei der Herstellung einer
neuen Charge Ndhrmedien wurde jeweils eine Sterilkontrolle gepriift (aerobe Inkubation bei
30°C, 48 Stunden). Vorritig gehalten wurden das fliissige wie auch das feste Medium in der

Nihrmedien-Kiihlzelle bei 7°C.

3.1.2 Probenaufbereitung und Kultivierung

Fiir den Probenansatz wurden von jeder Probe 25 g Untersuchungsmaterial benétigt, die mit

steriler Pinzette und Schere entnommen wurden. Die Sterilitdt der Entnahmegerite wurde
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durch Eintauchen in Alkohol und anschlieBendem Abflammen erreicht. Die Abnahme bei
dem Rinderhackfleisch erfolgt aus der Mitte des Probenmaterials, die Entnahme aus den
Héhnchenschenkeln umfasste Haut einschlieBlich Unterhaut sowie die darunter liegende
Muskulatur, um moglichst reprisentativ diejenigen Bereiche einzubeziehen, die vom
Verbraucher verzehrt werden. Das entnommene Material wurde im sterilen Stomacherbeutel
mit Filtereinsatz 1:1 mit sterilem Peptonwasser aufgefiillt und fiir eine Minute bei mittlerer

Geschwindigkeit im Stomacher homogenisiert.

Von der im Stomacherbeutel filtrierten Mischung aus Material und Peptonwasser wurden 10
ml in die Anreicherungsbouillon verbracht und diese bei 30°C fiir 48 h aerob inkubiert. Als
Positiv-Kontrolle wurde in jedem Versuchsansatz ein Arcobacter butzleri Stamm der DSMZ

mitgefiihrt.

Aus der inkubierten Anreicherung wurde 1 cm unter der Oberfliche Material entnommen,
weil aufgrund der Mikroaerophilie des Keimes von JOHNSON und MURANO (1999) dieses
Vorgehen und kein Homogenisieren der Anreicherung vorgeschlagen worden war. Fiir die
Entnahme wurde eine 10 pl-ImpfGse eingesetzt, mit der dann im fraktionierten Ausstrich der
Ubertrag auf das Plattenmedium erfolgte, wobei aus jeder Anreicherung 2 Platten angesetzt
wurden. Die Bebriitung dauerte 48 Stunden mikroaerob bei 30°C (£1°C). Das mikroaerobe
Milieu wurde geschaffen, indem die Platten im Anaerobiertopf unter Einsatz von Campy Kit

(Oxoid) gelagert wurden.

3.1.3 Isolierung, Differenzierung und Auswertung

M akr oskopische Unter suchung

Auf dem JM-Plattenmedium stellen sich Arcobacter—verdachtige Kolonien wie folgt dar:
e rund, mit einem Durchmesser von 0,5 bis 1 mm (in einzelnen Fillen maximal 2 mm)
e semitransluzent bis blass beigefarben
e glattund

e crhaben.

Kolonien mit dieser Morphologie wurden zunichst biochemisch, dann mittels Gram-Féarbung

und hinsichtlich ihrer Beweglichkeit tiberpriift.
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Biochemische Differ enzierung von Arcobacter spp.

Katalase-Test

In sauerstofthaltiger ~Atmosphdre bilden sich in der Bakterienzelle toxische
Sauerstoffmetaboliten. Viele Mikroorganismen besitzen aber Enzyme, um derartige
Substanzen zu zerstéren. Das am weitesten verbreitete Ferment dieser Kategorie ist die
Katalase, die Wasserstoffperoxyd spaltet. Die Reaktion erfolgt in zwei Schritten, wobei im
ersten Sauerstoff entsteht (H,O, + Katalase (red.) = H,O + Katalase (0x.)) und im zweiten
Sauerstoff plus Wasser (H,O, + Katalase (ox.) 2 H,O + O, + Katalase (red.)) gebildet wird.
Die Summengleichung lautet demnach: 2H,O, - 2H,O + O,. Zur Priifung der
Katalaseaktivitit wurde mit der Impfose das Kolonienmaterial entnommen und auf einem
Objekttrager mit 3 Tropfen einer 3 %igen Wasserstoffperoxydlosung (Merck, Darmstadt)
vermischt. Blasenbildung zeigt eine positive Reaktion an. Dabei ist die schwache bis fehlende

Ausprigung der Katalase Aktivitét bei Arcobacter butzleri zu beachten.

Oxidase-Nachweis

Die Cytochromoxidase oxidiert das reduzierte Cytochrom ¢ und wird dabei selbst in die
reduzierte und inaktive Form iiberfiihrt. Durch Ubertragung der Elektronen auf molekularen
Sauerstoff geht die reduzierte Cytochromoxidase wieder in die aktive Form iiber. In
Anwesenheit molekularen Sauerstoffs kann das Cytochromoxidase / Cytochrom c-System das
NaDi-Reagenz (1-Naphthol-Dimethylparaphenylendiamin) unter Bildung des
Kondensationsmolekiils Indophenolblau reduzieren. Diese Reaktion wird zur Klassifizierung
und Identifizierung von Bakterien verwendet. Der Bactident'™-Kit enthilt auf einem
Papierstreifen eine markierte Reaktionszone, auf die eine einzeln liegende Kolonie, die vom
Néhrboden mit einer Impfose entnommen wurde, aufgebracht wird. Bei Cytochromoxidase-
positiven Bakterien farbt sich die Reaktionszone innerhalb von 10-30 Sekunden blau bis
blauviolett. Dieser Nachweis wurde als ausschlaggebendes Kriterium fiir die Einstufung als
Arcobacter-positive Kolonie verwendet, da alle Arcobacter Spezies in diesem Test positiv

reagieren.

Indoxylacetat-Hydrolyse

Im menschlichen Verdauungstrakt entsteht Indoxyl beim bakteriellen Abbau von Tryptophan.
Fiir die Identifizierung kann man sich diese Féhigkeit des Bakteriums zunutze machen. Aus
Indoxyl entsteht bei Anwesenheit von Luft Indigo, was durch eine blaue Verfarbung sichtbar

wird.
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In dem Test wurde auf ein mit Indoxylacetat beschicktes Filterpapierplittchen mit einer Ose
Bakterienmaterial gebracht und eingerieben sowie ein Tropfen steriles Aqua dest. zugegeben.
Nach 10 - 30 Minuten wird bei positiver Reaktion eine Blaufarbung sichtbar (Popvic-UROIC,
1990).

Mikroskopische Unter suchung
Kolonien mit charakteristisch positiven Reaktionen wurden einer Gram-Férbung unterzogen.
Gramfarbung

Zundchst wurde der luftgetrocknete, hitzefixierte Ausstrich aus Koloniematerial mit
Kristallviolett gefarbt (Merck, Darmstadt) (3 min.), dann erfolgte nach Abgieflen der Farbe
das Beizen mit Jod-Jodkalium-Losung (Lugol: 2 min.). Nach Abspiilen der Losung schloss
sich die Entfirbung mit Ethanol (96%) an (ca. 1 min.). Der Alkohol wurde mit Wasser
entfernt. Die Gegenfiarbung der entfirbten Bakterien erfolgte mit Safranin (1 min).
Grampositive Bakterien behalten den zuerst aufgebrachten violetten Farbstoff (Kristallviolett)
trotz der Alkohol-Entfiarbung und sind daher violett gefdrbt. Die Gram-negativen Bakterien
werden bei Behandlung mit Lugol-Losung (Merck, Darmstadt) und Ethanol entfirbt und
konnen dann mit dem roten Farbstoff (Safranin) erneut gefirbt werden. Die Ursache dieses
unterschiedlichen Féarbeverhaltens liegt im Aufbau der bakteriellen Zellwiande begriindet, d. h.
die Zellwand gram-negativer Keime besteht aus einer ein- statt mehrschichtigen Mureinhiille
und enthdlt keine Teichonsdure. Unter dem Lichtmikroskop bei einer 1000-fachen
VergroBerung (Olimmersion) erscheinen gram-positive Keime blau bis dunkelviolett, gram-
negative hellrot. Arcobacter spp. zeigen sich als kleine, gramnegative, kommaformige bzw.

gebogene Stibchen.

Test auf Beweglichkeit

Nach Uberimpfung in BHI-Bouillon und 48-stiindiger, aerober Inkubation bei 30°C wurde die
Beweglichkeit im hdngenden Tropfen gepriift.

Die beimpfte BHI-Bouillon wurde auf dem Whirl-Mixer durchmischt und dann ein Tropfen
daraus mit einer sterilen Impfose auf ein Deckgldschen aufgebracht. Fixiert durch Vaseline,
wurde das Deckgldschen in die Wolbung eines Hohlschliffobjekttrager gehangen; somit
konnte unter dem Mikroskop die Beweglichkeit der Keime im hdngenden Tropfen {iberpriift

werden. Typische Bewegungsmodi der Arcobacter sind v. a. schnelles, zickzack-formiges
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Flitzen, auch ,,darting genannt, aber auch korkenzieherformiges Drehen um sich selbst

(,,Trudeln®) sowie das ,,Zappeln“, wobei nur ein Ende des Keims hin- und herpeitscht.

3.1.4 Standardkeimprofil des institutseigenen Routinelabors

Das Standardkeimprofil des Routinelabors umfasste den quantitativen Nachweis von 17
verschiedene Bakteriengruppen und -spezies sowie die qualitative Untersuchung auf
Salmonellen. Die quantitativen Erhebungen erfolgten mittels des Drop-Plating-Verfahrens:

25 g der Probe wurden steril entnommen, 1:10 mit gepufferten 1%igen Peptonwasser (PW)
verdiinnt und im Stomacher homogenisiert. Aus dieser Erstverdiinnung wurde 1 ml
entnommen und in 9 ml PW {iberfiihrt, auf dem Whirl Mixer gemischt und wiederum 1 ml
daraus in 9 ml PW iiberfiihrt. Auf diese Weise wurde eine dekadische Verdiinnungsreihe bis
zur Verdiinnungsstufe 107 erstellt.

Die zu beimpfenden Agarplatten wurden in fiinf Sektoren unterteilt und mit 0,05 ml des
Probenansatzes und der Verdiinnungsstufen beimpft (Tropfplattenverfahren / Drop-Plating).
Nach dem Trocknen der Platten wurden diese inkubiert, jeweils entsprechend der spezifischen
Anforderungen des geméall der Plattenart gesuchten Keimes. Es handelte sich um folgende
Keime bzw. Keimgruppen: Bacillus cereus, Micrococcus, Pseudomonas aeruginosa,
Saphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, E. coli, Klebsiella, Proteus, Listeria
monocytogenes, Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Hefen und Schimmelpilze

(verwendete Medien s. Anhang).

Der qualitative Nachweis (Presence-Absence-Test) auf Salmonellen erfolgte iiber eine
Voranreicherung, Anreicherung und anschlieBenden Ausstrich auf Selektivmedien. Die
Voranreicherung bildet der Probenansatz mit dem gepufferten Peptonwasser im
Stomacherbeutel. Dieser wurde 24 Stunden aerob bei 37°C inkubiert. Material hieraus wurde
in die Anreicherungslosungen Rappaport-Vassiliadis-Bouillon (Inkubation 24 h, aerob bei
42°C) und Selenit-Cystein-Medium (Inkubation 24 h, aerob bei 37°C) iibertragen.
Anschliefend wurden aus der so angereicherten Probe Ausstriche auf XLD (Xylose-Lysin-
Desoxycholat-Medium) und modifiziertem BPLS (Brilliantgriin-Phenolrot-Lactose-Agar)
gefertigt, die fiir wiederum 24 Stunden bei 37°C aerob bebriitet wurden. Prisumptive

Salmonellen-Kolonien wurden biochemisch und serologisch bestitigt.
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3.2 PCR-Nachweis
3.2.1 Reaktionsansatz und Amplifikation

Der molekularbiologische Nachweis der Arcobacter spp. erfolgte mittels Multiplex-
Polymerasekettenreaktion (mPCR). In der vorliegenden Studie wurde die Methode von
HARMON und WESLEY (1997) fiir den simultanen Nachweis von A. butzleri, A. cryaerophilus
und A. skirrowii verwendet. Es handelt sich um eine Multiplex-PCR mit dem Primer Set I, der
ein 1223 bp Amplifikat erzeugt. Dieses ist genus-spezifisch fiir alle drei interessierenden
Arcobacter spp., d.h. fiir Arcobacter butzleri, cryaerophilus und skirowii (HARMON und
WESLEY 1997). Primer Set II bedingt ein fiir Arcobacter butzleri spezifisches 686 bp
Amplifikat (BASTYNS et al. 1995) (Tabelle 4).

Tabelle 5: Primer Sets fiir die Multiplex-PCR

ZIEL- AMPLIFIKAT NUKLEOTIDSEQUENZ
SET SPEZIES PRIMER
NUKLEOTIDE GROBE (BP) (5>3)
I 16S rRNA Gen A. butzleri 1223 Arco I AGA GAT TAG CCT GTA TTG
TATC
(HARMON &
WESLEY, 1996) A. cryaerophilus 1223 Arco II TAG CAT CCC CGC TTC GAA
TGA
A. skirrowii 1223
II 23S rRNA Gen A. butzeri 686 ARCO 2 | TTC GCT TGC GCT GAC AT
(BASTYNS et al. BUTZ CTA TTC AGC GTA GAA GAT
1995) G

Materialien und Ger éte

- DNeasyTM Tissue Kit Qiagen

- Thermomixer Eppendorf

- Thermocycler BIO-RAD, iCycler iQTM

- UV-Transilluminator Alpha Innotech, Alphamager
- Zentrifuge Eppendorf
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DNA Extraktion
Die Probenaufbereitung fiir den PCR-Nachweis nach HARMON und WESLEY (1997) erfolgte

unter Verwendung des DNeasy ™™ Tissue Kit von Quiagen gemiB des Herstellerprotokolls.

Das Kit arbeitet auf der Basis einer Silica-Gel-Membran-Technik, die eine effiziente
Aufreinigung von zelluldirer DNA gestattet, da eine Zelllyse mit unmittelbar anschlieender
DNA Bindung an die Membran stattfindet. Die Lyse erfolgt durch Proteinase K, die
Ausfillung der Nucleinsduren geschieht durch 96%iges Ethanol und die anschlieende
Extraktion der DNA durch die Bindung an die Membran. Es schlossen sich Waschschritte mit

verschiedenen Pufferlésungen an, wodurch Verunreinigungen entfernt wurden.

Polymer asekettenr eaktion (PCR — englisch: Polymerase Chain Reaction)

Kleine, aber genau definierte DNA-Abschnitte kdnnen molekularbiologisch gezielt mittels der
sogenannten PCR vervielfiltigt (amplifiziert) werden. Hierbei wird im ersten Schritt die
doppelstrangige DNA bei 94°C in die zwei Einzelstrange aufgeschmolzen. Danach binden bei
59°C Startermolekiile (Primer) an die DNA. Ein hitzestabiles Enzym, die DNA-Polymerase,
verlangert den Primer durch Anlagerung von Nukleotiden, wobei der vorhandene

Einzelstrang als Vorlage dient und zu Doppelstrangen ergédnzt wird.

Da die Reaktionsprodukte eines Zyklus jeweils das Ausgangsmaterial des nichsten Zyklus
bilden, kann im Optimalfall die DNA-Zielsequenz exponentiell repliziert werden, woraus sich

die Bezeichnung ,,Kettenreaktion* ableitet.

Reaktionsansatz
Fiir eine PCR-Reaktion sind folgende Bestandteile erforderlich:
e magnesiumhaltiger Puffer

e die vier Desoxy-Nukleosidtriphosphate dATP, dCTP, dGTP und dTTP im

Uberschuss
e die DNA-Polymerase
e die Primer

Die Amplifikation erfolgte an gereinigter DNA in einem 25ul-Reaktionsgemisch, welches in

der Tabelle 6 angegeben ist.
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Tabelle 6: Zusammensetzung des Reaktionsgemisches fiir die Amplifizierung

KONZENTRATION VOLUMEN
JE ANSATZ (uL)

10fach PCR-Pufter, F 510 1fach 1,56
50 mM MgCl,, 3,5 mM 1,75
F 510MG
dNTP-Mix; F-560L 200 uM 0,5
Primer Arco I 0,025 uM 0,25
Primer Arco II 0,025 uM 0,25
Primer Arco 2 0,025 uM 0,25
Primer BUTZ 0,025 uM 0,25
Polymerase DyNAzyme; FS01L 1,250 0,31
Template DNA 2,0 ng 2
Aqua bidest., steril ad 25 ul 17,88
Gesamt 25,0

Zur Amplifikation wurden zunichst die fiir die Reaktion erforderlichen Komponenten (mit
Ausnahme der zu beprobenden DNA) im sogenannten Mastermix zusammengefiihrt.
Anschliefend wurde das Reaktionsgemisch unter Zugabe der Template DNA (Proben-DNA)
in einem Ansatz von je 25 upl in Minitubes pipettiert. Dabei handelte es sich um dicht
schlieBende Reaktionsgefdfe, die keine Verdunstung zulassen. Die Minitubes wurden in einen
DNA-Thermocycler verbracht, der einen automatisierten Ablauf der PCR ermoglichte, indem
die ReaktionsgefiBle priazise auf die Temperatur, die fiir die jeweilige Reaktion bendtigt
wurde, erhitzt oder abkiihlt wurden. Um eine Kondensatbildung im Deckel des
ReaktionsgefiaBles zu verhindern, wurde der Cyclerdeckel auf 100°C vorgeheizt. Die Template
DNA wurde einer initialen Denaturierung bei 94°C fiir 1 min. unterzogen. Der PCR-Prozess

umfasste eine Anzahl von 40 Amplifikationszyklen.
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Jeder Zyklus bestand aus drei Schritten:

1. Denaturierung: zunichst wurde die doppelstrangige DNA fiir 1 min auf 94°C erhitzt,

um die Stridnge zu trennen.

2. Primer annealing: die Temperatur wurde fiir ca. 60 sec. bei 59°C gehalten, um die
temperaturabhingige, spezifische Anlagerung der Primer an die entsprechenden

Komplementerstrange zu ermoglichen.

3. Elongation (Primer extension): die DNA-Polymerase fiillt die fehlenden Stringe mit
freien Nukleotiden auf. Sie beginnt am 3’-Ende des angelagerten Primers und folgt
dann dem DNA-Strang. Der Primer bildet den Anfang des neuen Einzelstranges. Die
optimale Temperatur liegt bei 72°C. Verwendet wurde die hitzestabile Taq-

Polymerase. Dieser Schritt dauerte etwa 1 min.

Zur Uberpriifung der Reaktion wurden immer Positivkontrollen (A. butzleri, DSMZ) und eine
Negativkontrolle (Aqua destillata) mitgefiihrt. Fir den PCR-Durchlauf wurde der

Thermocycler wie folgt programmiert:

- Zyklus 1: Initiale Denaturierung
Step 1: 94°C 4 min
- Zyklus 2: (39 x) Amplifikation (Denaturierung/Annealing/Elongation)
Step 1: 94°C 60 sec
Step 2: 56°C 60 sec
Step 3: 72°C 60 sec
- Zyklus 3: abschlieBende Elongation
Step 1: 72°C 7 min
- Zyklus 4. Aufbewahrung bis zur weiteren Verwendung
Step 1: 4°C (0)
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3.2.2 Analyse der Amplifikate

Die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte iiber eine horizontale
Gelelektrophorese auf Agarosegelen. Dabei wurden die Produkte nach Anlegen einer
Spannung anhand ihrer Grof3e elektrophoretisch getrennt. In der vorliegenden Studie wurden
1,5 %ige Agarose Gele verwendet. Thre Herstellung erfolgte auf der Basis von TBE-Puffer,
aus 10fach konzentrierter Tris-Borat-EDTA Stammlosung, verdiinnt mit Aqua dest. im
Verhiltnis 1:10. Fiir ein kleines Gel wurden 2,25 g Agarose in 150 ml IxTBE-Puffer
suspendiert, flir ein grofles Gel 4,5 g Agarose in 300 ml 1xTBE-Puffer. Die Agarose wurde
durch Kochen im Dampftopf vollstindig geldst, auf unter 60°C abgekiihlt, verdampftes
Wasser ergénzt und mit 7,5 pl bzw. 15 pl Ethidiumbromid-Lésung versetzt. AbschlieBend
wurde die Losung auf den Geltrager gegossen, der Probenkamm eingesetzt und das Gel durch
Abkiihlen verfestigt. Nun wurde der Kamm entfernt und das Gel in die Laufkammer
verbracht. Der Laufpuffer darin bestand aus 1850 ml incl. 92,5 ul Ethidiumbromid bzw. 1700
ml incl. 85 ul 1 x TBE-Puffer.

Von den Amplifikaten wurden 10 pl mit 2 pl Geltaschenpuffer vermischt, von dieser
Mischung dienten je 10 pl der Beschickung der Slots (Aussparungen des Probenkammes).
Zum GroBenvergleich der Basenpaare wurde der DNA-Grofenmarker (Léngenstandard:
pBR328 Mix I) mitgefiihrt sowie eine Positiv-, eine Negativkontrolle und ein Leerwert. Die
Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte bei Raumtemperatur fiir eine Stunde bei einer

Spannung von 120 V.

Der verwendete Marker pBR 328 Mix I kam den gesuchten Banden von 1223 und 686 bp
recht nahe, wie die Positivkontrolle zeigt (Abbildung 2), so dass ein Abgleich zum Nachweis
von Arcobacter-positiven Proben moglich war. Die im elektrischen Feld aufgetrennten PCR-
Produkte wurden anschlieflend im Transilluminator unter UV;;,-Licht als Banden sichtbar

gemacht und mittels Photogratie dokumentiert.
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DNA-Marker
pBR 328 Mix

Negativkontrolle :
negative Proben

und Leerwert

Positiv- positive Proben

Kontrolle
Abbildung 2: Schema der PCR-Gelelektrophorese

3.3 Ubersicht Vorversuche - Hauptversuch

Die 6 Vorversuche sowie der Hauptversuch sind in Tabelle 7 synoptisch dargestellt. Ab
Vorversuch V wurde die Prdvalenz von Arcobacter spp. in Héahnchenfleisch und
Rinderhackfleisch ermittelt, wobei sich die drei Teilprojekte analysentechnisch wie folgt
unterscheiden: Zunédchst wurde die PCR-Analyse unmittelbar aus der Anreicherungsbouillon
vorgenommen, im Weiteren lediglich als Bestdtigung fiir Arcobacter-verdachtige Kolonien
eingesetzt. Das heiflt, in Vorversuch V wurden Proben von Héhnchenschenkel und
Rinderhackfleisch in die JM-Anreicherungsbouillon verbracht, daraus erfolgte die PCR und
der kulturelle Nachweis. Parallel wurden mit den Referenzstimmen beimpfte Proben
mitgefiihrt. Dariiber hinaus wurden bei Vorversuch VI verdichtige Kolonien des kulturellen
Nachweises via PCR iberpriift. Im Hauptversuch wurde das Probenmaterial in der JM-

Bouillon angereichert, daraus in die PCR iiberfiihrt sowie auf dem JM-Plattenmedium
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kultiviert, prasumptive Arcobacter-Kolonien wurden ebenfalls mittels PCR-Verfahren

bestdtigt.

Tabelle 7: Ubersicht Vorversuche - Hauptversuch

Versuchsteil

Inhalt des Versuchs

Proben

Vorversuch |

Anzucht der Referenzstimme

Erprobung der JIM-Medien

Andere Keime auf JM-Medien

Arcobacter auf neutralen Medien
Biochemische Tests: Oxidase/Katalase/IAH

Vorversuch |1

Gesamtstatus der zu untersuchenden
Lebensmittel

Wiederfindung von Arcobacter nach
Beimpfung

Vorversuch |11

Anzucht von Arcobacter spp. gemal
Campylobacter Isolierungsverfahren

Vorversuch |V

Etablierung der molekularbiologischen
Untersuchung

Vorversuch V

Kultureller Nachweis und PCR:
Probenahme sowie Beimpfen von
Hiahnchenfleisch Teilproben mit den

Probenanzahl:
15 x Hahnchenschenkel
11 x Rinderhackfleisch

Referenzstimmen = JM- plus
Anreicherungsbouillon = hieraus PCR und | 16 x beimpftes
kultureller Nachweis Héhnchenfleisch

Vorversuch VI | Kultureller Nachweis und PCR: Probenanzahl:
Probenahme = JM-Anreicherungsbouillon | 39 x Hahnchenschenkel
- hieraus PCR und kultureller Nachweis = | 38 x Rinderhackfleisch
Bestétigung verdédchtiger Kolonien via PCR

Hauptversuch Kultureller Nachweis und PCR: Probenanzahl:

Probenahme = JM-Anreicherungsbouillon
- hieraus kultureller Nachweis und PCR
—> Bestitigung verdachtiger Kolonien via
PCR

25 x Hahnchenschenkel,
Tiere aus okologischer
Haltung

25 x Hahnchenschenkel,
Tiere aus konventioneller
Haltung

25 x Rinderhackfleisch

Der exakte Versuchsablauf ist fiir den Vorversuch V sowie den Hauptversuch jeweils als

FlieBschema (Abb. 3 und 4) dargestellt.
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Flief3schema - Versuchsaufbau

Vorversuch V und Modifikation Vorversuch VI

Probenvorbereitung Entnahme einer 25 g Teilprobe aus jeder Probe, Verdiinnung jeder 25 g-Teilprobe

mit 25 ml sterilem Peptonwasser, Homogenisieren fiir I min im Stomacher

Anreicherung Ubertragung von 10 ml der Ausgangsverdiinnung in 90 ml der Anreicherungs-
bouillon nach JOHNSON und MURANO Inkubation aerob fiir 48 h bei 30°C

Entnahme von 10 ml der bewachsenen JM-Bouillon aus ca.

1 cm unter der Oberfldche, aufschiitteln, daraus erfolgen:

KulturellesVerfahren <

!

» PCR-Verfahren

l

Ausstrich aus der Anreicherung auf das JM-Plattenmedium
(Doppelansatz) Inkubation microaerob

fiir 48 h bei 30 °C

biochemische Bestétigung ver dachtiger Kolonien

verddchtige Kolonien:

durchscheinend-hellbeige, rund, @ 0,5 — 1 mm

® Oxidase Test
® Katalase Test
® Gram-Firbung
® Uberimpfen in BHI - Beweglichkeitstest

Modifikation im Vorversuch VI

Vorgehen wiein Vorversuch V — zusétzlich:
Bei charakteristischen Reaktionen
der Verdachtskolonien:
abschlielende Bestitigung verdédchtiger Kolonien via PCR
(entsprechend des Vorgehens der PCR aus der

Anreicherungsbouillon)

*Probenaufbereitung unter Verwendung

des DNeasy Tissue Kit (Quiagen)

*Primer gemdl HARMON und WESLEY

*Amplifikation im Thermocycler

*Darstellung im Elektrophorese-Gel

Abbildung 3: FlieBschema Vorversuch V und VI
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FlielR3schema — Ver suchsaufbau
Hauptver such

Probenvorbereitung Entnahme einer 25 g Teilprobe aus jeder Probe, Verdiinnung jeder 25 g-Teilprobe

mit 25 ml sterilem Peptonwasser, Homogenisieren fiir I min im Stomacher

!

Anreicherung Ubertragung von 10 ml der Ausgangsverdiinnung in 90 ml der Anreicherungs-

bouillon nach JOHNSON und MURANO Inkubation aerob fiir 48 h bei 30°C

l

Entnahme von 10 ml der bewachsenen JM-Bouillon aus ca.

1 cm unter der Oberfldche, aufschiitteln, daraus erfolgen:

KulturellesVerfahren < » PCR-Verfahren
Ausstrich aus der Anreicherung auf das JM-Plattenmedium *Probenaufbereitung unter Verwendung
(Doppelansatz), Inkubation microaerob des DNeasy Tissue Kit (Quiagen)
fiir 48 h bei 30 °C

*Primer gemafl HARMON und WESLEY

biochemische Bestétigung ver dachtiger Kolonien «Amplifikation im Thermocycler

verddchtige Kolonien:

durchscheinend-hellbeige, rund, @ 0,5 — 1 mm *Darstellung im Elektrophorese-Gel

® Oxidase Test
® Katalase Test
® Gram-Firbung
® Uberimpfen in BHI - Beweglichkeitstest

PCR Bestatigung l

Bei charakteristischen Reaktionen
der Verdachtskolonien:
abschlieflende Bestatigung verdéchtiger Kolonien via PCR
(entsprechend des Vorgehens der PCR aus der

Anreicherungsbouillon)

Abbildung 4: FlieBschema Hauptversuch
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4 Ergebnisse und Diskussion
4.1 Vorversuche zur Optimierung der Methoden

4.1.1 Vorversuch |: Referenzstdmme

In einem ersten Vorversuch wurden die 5 Arcobacter-Referenzstédmme (siehe Kapitel 3.1.1)
angeztichtet und das geplante kulturelle Verfahren hinsichtlich der Anzucht von Arcobacter
spp. sowie der Selektivitét erprobt, indem sie zusammen mit Keimen aus der
Mikroorganismen-Stammsammlung des Routinelabors des Institutes fir Lebensmittelhygiene
beimpft wurden. Weiterhin wurde das Kultivierungsverhalten von Arcobacter spp. auf
neutralen Medien sowie die Durchfihrung der biochemischen Tests, Gram-Farbung und

Beweglichkeitsprifung im hangenden Tropfen Uberprift.

Anzucht von Arcobacter spp. auf IM-Medien: Die gefriergetrockneten Arcobacter-DSMZ
Stamme wurden gemal3 Anweisung in BHI-Bouillon rehydriert und angeziichtet. Bereits hier
zeigte sich, dass die in der Literatur haufig verwendete Beschreibung , fastidious® (,, heikel“)
das Wachstumsverhalten korrekt wiedergibt. Abgesehen von den zwei Arcobacter butzleri
Stammen bedurfte es auch in unseren Versuchen mehrere Anléufe, bis ein souveranes
Wachstum erzielt werden konnte. Souverdn in diesem Zusammenhang meint ein
reproduzierbares Wachstumsverhalten, bei dem eine angemessene Anzahl von Kolonien

entstanden, die eine Auswertung maglich machten.

Arcobacter skirrowii musste letztendlich erneut bei der DSMZ bestellt werden und wurde zur
Rehydrierung in BHI-Bouillon mit 5 % Schafblutzusatz verbracht, wie es fur die
amerikanischen Referenzstamme empfohlen wird. Erst danach lie3 sich eine deutliche
Koloniebildung erzielen.

Wie im Kapitel 3.1.3 beschrieben, stellten sich die Arcobacter-Kolonien auf dem JM-
Plattenmedium rund, im Durchmesser 0,5 bis 1 mm grof3, semitransuzent bis blass
beigefarben, glatt und erhaben dar. Bei microaerober Anzucht waren die Kolonien regelméfdig
etwas kleiner as im aeroben Milieu. Stets ein Uppiges Wachstum (viele, relativ grolde
Kolonien) konnte bei den Arcobacter butZleri St&mmen beobachtet werden, oftmals sehr
sparlich (wenige, kleine Kolonien) zeigte sich die Koloniebildung von A. cryaerophilus, v. a.
aber von A. skirrowii. Eine Besonderheit bildete die Koloniemorphologie von A. nitrofigilis,
da sich die Kolonien nicht nur erhaben, sondern deutlich kugelig, perlenghnlich und hellgrau
darstellten.
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Folgende Mikroorganismen der instituseigenen Stammsammlung wurden auf JM-Medien
angezuchtet: Bacillus cereus, Micrococcus, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Sreptococcus agalactiae, E. coli, Klebsiella, Proteus, Listeria monocytogenes,
Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Hefen und Schimmelpilze.

Nach Beimpfung der JM-Anreicherungsbouillon und anschlief3ender 48-stiindiger aerober
Inkubation bei 30°C erfolgte der Ubertrag auf das JM-Plattenmedium mittels
Verdinnungsausstrich.  Wachstum zeigten Bacillus cereus, Sreptococcus agalactiae,
Schimmelpilze und Hefen, die sich jedoch ale in der Gramférbung abgrenzen lief3en.
Problematischer war die ausgepragte Koloniebildung von Pseudomonas aeruginosa, da sich
die Keime ebenfalls gram-negativ, Oxidase- und Katalase-positiv verhaten. Pseudomonaden
sind jedoch obligat aerob, weshalb im spéteren Versuchsvorgehen die Inkubation der

Plattenmedien microaerob erfolgte, um ihre Vermehrung einzuschrénken.

Anzucht von Arcobacter spp. auf neutralen Medien

Da die biochemischen Tests mdglichst von neutralen, nicht selektiven Nahrmedien
durchgefiihrt werden, kamen fir die Anzucht von Arcobacter spp. Plate Count Agar (PC),
Néahragar (NA) und 1SO Agar, die in der Routinediagnostik des Instituts zur Bestimmung der
Gesamtkeimzahl bzw. Vorbereitung von weiteren Tests dienen, zur Anwendung.

Die Versuche bestétigten das gute Wachstum von A. butZleri |, DSM Nr. 8739. Wahrend die
ubrigen Stdmme auf PC keine sichtbare Vermehrung zeigten, konnte hier noch ein deutliches
Koloniewachstum von A. butzZleri beobachtet werden (Tabelle 8). Das Wachstumsverhalten
von A. nitrofigilis blieb unberticksichtigt, da dieser fur Erkrankungsgeschehen keine Rolle
spielt. Die anderen Stamme erbrachten insgesamt eine spérliche Kolonieentwicklung,

Uberwiegend nur stecknadel spitzgrol3, so dass weitere Tests nur schwerlich moglich waren.
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Tabelle 8: Anzucht von Arcobacter auf neutralen Medien

Stamm Koloniemorphologie auf | Koloniemorphologie auf | Koloniemorphol ogie auf
Pate Count NA 1SO
malkiges Wachstum, Uppiges* Wachstum, Uppiges* Wachstum
A. butzeri, stecknadel spitz-grof3, < 1 mm, rund, & 1bis1,5mm, gelb-
DSM —Nr. durchsichtig, rund, hellbeige, glanzend beige, rund, glanzend
8739 glanzend
maf3diges Wachstum, mafdiges Wachstum,
A. butZeri, kein Wachstum stecknadel spitz-grof3, stecknadel spitz-grof3,
DSM —Nr. rund, durchsichtig, durchsichtig, rund,
7301 glanzend glanzend
kein Wachstum Rasenwachstum, aber | méfdiges Wachstum,
A. winzige Kolonien: stecknadel spitz-grof3,
cryaerophilus maximal durchsichtig, rund,
stecknadel spitz-grof3, glanzend
rund, durchsichtig, matt
kein Wachstum Uppiges Wachstum, & 1 | méldiges Wachstum, & 1
A. skirowii mm, rund, hellgrau mm, rund, glénzend,
durchsichtig
Uppiges Wachstum, Uppiges Wachstum, Uppiges Wachstum,
A. nitrofigilis | hellgraue, runde, stecknadel spitz-grof3, stecknadel spitzgrol3e,

erhabene Kolonien,
1 mm

rund, erhaben, hellgrau

gelb-graue, erhabene

Kolonien

* Uppig: Wachstum auf allen drei Fraktionen des V erdinnungsausstrichs

A. skirrowii bildete zwar bel dieser Beimpfung Kolonien von 1 mm Durchmesser, bei seinem

insgesamt wechsel haften Wachstumsverhalten ist jedoch nicht davon auszugehen, dass dieser

Befund unter Einfluss von der Konkurenzflora aus den Lebensmittelproben reproduzierbar

bleibt. Daher wurden im weiteren Versuchsvorgehen die biochemischen Tests von den
Selektivmedien durchgefihrt.

Differenzierung der Arcobacter-Stamme

In der biochemischen Untersuchung mit dem Katalase- und Oxidase-Test ergaben alle funf

Arcobacter-Referenzstamme positive Nachweise. Dabei fiel auf, dass A. cryaerophilus zwar
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die kleineren Kolonien (< 1 mm), jedoch die stérksten Katalasereaktionen zeigte. Die

schwéchste Blasenbildung im Katalasetest fand sich bei den zwei A. butZeri Stdmmen

(Tabelle 9).

Tabelle 9: Biochemische Differenzierung der Referenzstamme

Oxidase Katalase
A. butzleri positiv, deutlich - _
positiv, sehr schwache Blaschenbildung
DSM — Nr. 8739 Farbung
A. butzleri positiv, deutlich . _
positiv, sehr schwache Blaschenbildung
DSM — Nr. 7301 Farbung
A EEEEEie positiv positiv, kréftige Blasenbildung
A. skirowii positiv, schwache N _
positiv, starke Blaschenbildung
Farbung
A. nitrofigilis positiv, schwache

positiv, aber schwache Blaschenbildung

Farbung

Tabelle 10: Gramféarbung der Referenzstdmme und Keimmorphologie

Gramféarbung und Keimmorphologie

A. butZleri _

gramnegative Stabchen, schlank
DSM —Nr. 8739
A. butZeri )

gramnegative Stabchen, schlank
DSM —Nr. 7301

A. cryaerophilus

gramnegative Stabchen, geringgradig kirzer, plumper und
gebogener als A. butzleri

A. skirowii

gramnegative Stabchen, geringgradig kirzer, plumper und
gebogener als A. butzeri

A. nitrofigilis

gramnegative Stabchen, sehr lang, sehr schlank

Die Gramfarbung ergab stets gramnegative, schlanke Stébchen, die unterschiedlich stark

gebogen waren.
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Weiterhin wurde der Indoxylacetat-Hydrolyse Test mit den Arcobacter-Referenzstammen
sowie den Mikroorganismen der Stammsammliung des Routinelabors des Institutes
durchgefihrt. Da diverse Nicht-Arcobacter-Keime ebenfalls positiv reagierten, erscheint der
Test als Abgrenzungskriterium zwischen Arcobacter spp. und anderen Mikroorganismen

ungeeignet zu sein und wurde nicht weiter in den Versuchsablauf integriert.

Beweglichkeitstest im Hangenden Tropfen

Nach Anzucht in JM-Anreicherungsbouillon, BHI-Bouillon mit Schafblut Zusatz und purer
BHI-Bouillon wurde die Beweglichkeit von Arcobacter spp. Uberprift. In der JM-
Anreicherung stellte sich eine sehr hohe Keimdichte ein, weshalb keine Bewegung der
einzelnen Bakterien entstand, sondern eine ,Haufenbewegung®. Darliber hinaus verhinderte
die Eigenfarbe der Bouillon eine ausreichend scharfe Sicht. Der Schafblutzusatz in der BHI-
Bouillon schaumt beim Aufquirlen der Bouillon zu sehr auf, wéhrend sich in der reinen BHI
die Bewegung gut erkennen lief?. Das charakteristische, in der Literatur beschriebene
»Darting”, aso eine schnelle, zick-zackformige Vorwartsbewegung, war zu erkennen, dartber
hinaus aber auch korkenzieherformiges Drehen um sich selbst (, Trudeln®) sowie das

»Zappeln“, wobel nur ein Ende des Keims hin- und herpeitscht.

4.1.2 Vorversuch I1: Gesamtstatus und Wiederfindungsrate

Im zweiten Teil der Vorversuche wurden die zu untersuchenden Lebensmittel hinsichtlich
ihres Gesamtkeimgehaltes untersucht sowie mit Arcobacter spp. beimpft, um die
Wiederfindungsrate zu ermitteln.

Gesamtstatus

Fur den menschlichen Verzehr und den Verderb von Fleisch sind in erster Linie die
mesophilen (optimalens Wachstum zwischen 30 und 40°C) und thermophilen (optimales
Wachstum zwischen 40 und 50°C) schnell wachsenden Keime relevant (REUTER, 2003). In
den vorliegenden Erhebungen wurden drei Rindfleisch- und Hahnchenschenkel proben auf 17
verschiedene Bakteriengruppen und —spezies quantitativ und auf Salmonellen qualitativ
untersucht. Die Ergebnisse, angegeben als Mittelwert, finden sich in Tabelle 11.

Die gleichen Proben wurden zwei weiteren Untersuchungen unterzogen: Zum einen wurde
eine Teilprobe im kulturellen Verfahren nach JoHNSON und MURANO analysiert (1999), um
eine natUrliche Kontamination mit Arcobacter spp. abzukldren (Tabelle 12). Zum anderen
wurde je eine Probe Rinderhackfleisch und Hé&hnchenschenkel mit einer Arcobacter
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Suspension beimpft, deren Keimgehalt vorab via Drop-Plating Verfahren ermittelt worden
war, um auf diese Weise die Wiederfindungsrate festzustellen (Tabelle 13).
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Tabelle 11: Standardkeimprofil von Rinderhack- und Hahnchenschenkel proben;

arithmetrisches Mittel in [KbE/g]

Rinderhack Hahnchenschenkel

n=3 n=3
Mesophile aerobe 6.2 x 10° 8,0x 10°
Gesamtkeimzahl
Aerob wachsende 53 x 10° 3.5x 10°
Milchsaurebakterien
Lactobazillen 3,1 x 10° 4,4 x 103
Pseudomonaden 6,0 x 10° 2,4x 103
Aeromonaden <102 <1k?
Koagulase-positive 1,0 x 102 <102
Staphylokokken
Mikrokokken 9,1 x 103 2,0x 102
Listeria monocytogenes < 102 <102
Sulfitreduzierende Anagerobier < 10* <10t
Enterokokken < 102 <10?
Enterobakteriazeen 3,5 x 108 1,0 x 102
Coliforme 1,0 x 102 4,0x 102
Escherichia coli < 10t 9,2 x 102
Escherichia coli (Endo) 1,0 X 102 1,0 x 102
Bacillus cereus < 102 <1k?
Hefen 2,2x 103 1,0x 102
Schimmelpilze < 102 <102
Anreicherung auf Salmonellen negativ negativ

in25¢g
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Die gefundenen Spezies decken sich in Vorkommen und Rate mit den von REUTER (2003)
zitierten Publikationen.

Waéhrend sich bei den Hahnchenschenkeln die mesophile aerobe Gesamtkeimzahl mit 4,0 x
10’ am starksten ausgepragt zeigte, dominierten beim Rinderhack, neben der aeroben
mesophilen Keimzahl, die Pseudomonaden mit 6,0 x 10° KbE/g. Bei Hackfleisch ist ein
Anstieg der psychrophilen Pseudomonaden im Zusammenhang mit der Lagerung Ublich
(WEBER, 2003).

Die orientierende makroskopische Uberpriifung der aus Rind und Gefliigel auf JM-Platten
angeziichteten Bakterien ergab keine Ahnlichkeiten mit der charakteristischen Morphologie

von Arcobacter-Kolonien (Tabelle 11).

Tabelle 12: Makroskopische Bewertung der Proben auf JM-Platten

Erscheinungsbild

Rinderhack In der zweiten Stufe des V erdiinnungsausstrichs hellgrau-weil3e,
runde, matt glanzende Kolonien, Durchmesser 1 mm, sowie
schmutzig beige-braune Kolonien gleicher Grofie

-> nicht Arcobacter-verdachtig

Hahnchenschenkel | In der zweiten Stufe des V erdiinnungsausstrichs schmutzig
beigefarbene, runde, glénzende Kolonien, Durchmesser > 2 mm

-> nicht Arcobacter-verdachtig

Daunklar blieb, ob die Proben tiberhaupt Arcobacter enthielten, wurden die beiden genannten
Matrices daraufhin mit Arcobacter beimpft, um die Wiederfindungsrate mit Hilfe des Drop-
Plating Verfahren zu ermitteln (Tabelle 8). Fir die weiteren Analysen, z. B. fur das Drop-
Plating-Verfahren oder auch die Beweglichkeitstests, erwies sich die JM-Bouillon as
ungeeignet, da aufgrund der Dichte bzw. des Kohlegehaltes Wachstum und
Bewegungsverhalten schwer zu erkennen waren. Es wurde daher eine BHI-Bouillon
verwendet (JOHNSON et a. 1999) mit einer Inkubation von 48 h bel 30°C. Die
Ausgangskonzentration in BHI-Bouillon fir die Bestimmung der Wiederfindungsrate betrug
dabei: | — 111 =10 [KBE/g] und IV = 10° [KBE/g].
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Tabelle 13: Wiederfindungsrate der Arcobacter-Stdmme (quantitativ)

Ausgangs- | A butzleri | Il A butzeri | Il A. cryaerophilus | IV A. skirowii

konzentration 10’ 10’ [KBE/g] | 10’ [KBE/g] 10 [KBE/g]
[KBE/d]

Rinderhack 27x10° [24x10° Mischkultur 3,9x 10°

Hahnchenschenkel | 3,5 x 10° 2,0 x 10° Mischkultur 39x 10°

Die Arcobacter Stamme erreichten unter diesen Bedingungen eine Keimzahl von 10% KbE/qg,
ausgenommen A. cryaerophilus, der sich trotz mehrfacher Wiederholung zu keiner
ausgepragten Vermehrung bringen lieR. Hier war lediglich eine Keimzahl von 10° KbE/g
erzielt worden, womit das unsichere Wachstumsverhalten dieses Arcobacter-Stammes
bestétigt wurde.

Arcobacter skirowii zeigte zwar ein deutliches Wachstum, da aber in den vorher erfolgten
Anzuchten nur spéarliches oder auch kein Wachstum auf den Platten beobachtet worden war,
wurde dieser Stamm nicht a's geeignet zur Erstellung einer Positivkontrolle angesehen.
Dagegen setzen sich die Arcobacter butzleri Stdmme trotz starker Gesamtflora eindeutig
durch. Sie erweisen sich somit as geeignet, um die Proben zur Erstellung ener

Positivkontrolle zu beimpfen.

4.1.3 Vorversuch I11: Arcobacter-Anzucht unter Bedingungen fir

Campylobacter

Aufgrund der Ahnlichkeit zwischen Arcobacter und Campylobacter spp. hinsichtlich sowohl
des ausgeldsten Krankheitshbildes als auch im Phanotyp der Isolate, kann die Vermutung
aufkommen, dass es sich bei al's Campylobacter-Infektion diagnostizierten Erkrankungen oder
bel aus Lebensmitteln isolierten Campylobacter-Keimen auch um Arcobacter handelt. Um
diesen Sachverhalt zu kléren, wurden die DSMZ — Arcobacter Stémme auf Campyl obacter -
Medien angeziichtet. Dazu erfolgte ein Ausstrich von Arcobacter Reinkulturen auf Preston-
und Karmali-Plattenmedium (BoOLTON und ROBERTSON, 1982) mit anschlieRender
mikroaerober Inkubation bei 42°C fiir 5 Tage und taglicher Uberpriifung der Platten.

In diesem Versuch entwickelte lediglich der Arcobacter butzZleri Stamm | (DSM-Nr. 8739)
nach einem Tag dezente Kolonien auf dem Karmali Agar (KARMALI et al., 1986), woraus sich
nach 2 Tagen runde, 1 mm grof3e, glanzende, durchscheinende Kolonien entwickelten. Die
dbrigen Stdmme zeigten kein Wachstum. Damit kann eine Verwechslung von Arcobacter mit
Campylobacter bei der Untersuchung mit den Preston-N&hrmedien als unwahrscheinlich
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angesehen werden, bei Verwendung des Karmali-Agar sollten weitere Uberprifungen
angeschlossen werden.

In diesem Zusammenhang ist weiterhin zu beachten, dass Arcobacter-Spezies, anders als
Campylobacter, auch aerob wachsen, dartber hinaus zeigen nur wenige Stdmme eine
Vermehrung bel der fur Campylobacter typischen Inkubationstemperatur von Uber 40°C
(NACHAMKIM, 1995).

4.1.4 Vorversuch IV: Etablierung der molekularbiol ogischen Untersuchung

Fir den molekularbiologischen Nachweis wurde das Multiplex-PCR Protokoll von HARMON
und WESLEY (1997) ausgewahlt. Darin werden zwei Primer Sets eingesetzt, von denen der
eine einen gattungsspezifischen 16 S rRNA Genabschnitt fir Arcobacter spp. codiert, der
andere den fur Arcobacter butzleri charakteristischen Abschnitt der 23 SrRNA, so dass fir A.
butzleri in der elektrophoretischen Darstellung eine Doppelbande zu erwarten ist. Beziiglich
der Spezifitdt des Verfahrens wurden in den Studien der beiden Autoren die ATCC
Referenzstdmme von Arcobacter butzleri, A. cryaerophilus und A. skirrowii sowie verwandte
Keime wie Bacteroides spp., Campylobacter spp., Helicobacter spp. und Wolinella spp.
getestet, ebenso verschiedene Arcobacter Feldstdamme, die vorher as solche durch DNA-
DNA-Hybridisierung, Ribotypisierung u. & as solche identifiziert worden waren.

Bei der Durchfuhrung der mPCR mit den Referenzstammen der DSMZ in unserer Studie
zeigte Arcobacter butzeri in mehreren Durchldufen kontinuierlich die erwartete
Doppelbande. A. cryaerophilus und A. skirowii hingegen verhielten sich uneinheitlich und
nicht so, wie in der Literatur beschrieben. Sie ergaben zunéchst z. T. keine, nach diversen
Neuansdtzen der Kolonien mit Durchfihrung der PCR dann schliefdich stets eine
Doppelbande, wie sie eigentlich nur fur A. butzleri zu erwarten war. Da das Hauptaugenmerk
der vorliegenden Arbeit auf dem Nachweis der Gattung Arcobacter und nicht auf der
Speziesidentifikation lag, wurde die Methode dennoch etabliert.

Die Ursache dieser Widerspriiche zur Literatur konnten nicht abschlief3end geklart werden. In
Frage kommen Verunreinigungen im Rahmen der Aufreinigung der DNA, daim Zweifelsfall
bereits Spuren von unerwinschter DNA genlgen, um ein fehlerhaftes Ergebnis zu
produzieren. NatUrlich wurde die Arbeitsweise jedoch so gestaltet, dass dieser Storfaktor
weitestgehend auszuschlielen war, in dem z. B. der Master Mix im Reinraum, die
Aufbereitung der Template DNA in einem separaten Labor und generell das Handling der
Bakterienkolonien so sorgféltig wie moglich erfolgten. Auch die Aufbereitung der DNA

erfolgte in unseren Versuchen anders as in den Studien von HARMON und WESLEY (1997),
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jedoch mit einem etablierten Aufbereitungs-Kit, das in verschiedenen anderen PCR Verfahren

im Hause keinerlei negative Beeintrachtigung erkennen lief3.

4.1.5 Vorversuch V: Lebensmittel proben

Im Folgenden wurden die zu untersuchenden L ebensmittel proben in den Versuch einbezogen.
In diesem Versuchsablauf (6 Versuchsansétze) wurden 15 Hahnchenschenkel und 11 Proben
Rinderhackfleisch Uberprift (siehe Flief3ischema Vorversuch V  Kapitel 3.3). Die
Fleischproben wurden in die IM-Anreicherungsbouillon gegeben und aerob fiir 48 h bei 30°C
bebritet. Aufgrund der microaerophilen Eigenschaft der Arcobacter spp. erfolgte
anschlieffend die Entnahme 1 cm unter der Oberfléche, das Bouillonmaterial wurde
aufgeschiittelt und fur die Template-DNA-Aufbereitung verwendet sowie parallel auf das JM-
Plattenmedium ausgestrichen. Der Ausstrich erfolgte im Doppelansatz, zunéchst wurde davon
ein Nahrboden aerob, der zweite microaerob inkubiert. Da die aerob inkubierten Platten ein
stérkeres Wachstum der Konkurrenzflora zulief3en, erfolgte bei den weiteren Versuchen
(Vorversuch VI, Hauptversuche) ausschliefdich eine Bebritung unter verringertem
Sauerstoffgehalt.

Die Daten zur Arcobacter-Prévalenz werden zusammen mit den Resultaten des Vorversuchs
V| sowie des Hauptversuchs unter 4.2.1 , Ubersicht / Gesamtproben® dargestellt. Aber bereits
hier sei angemerkt, dass nicht immer eine Ubereinstimmung zwischen dem Ergebnis der PCR
und dem kulturellen Befund festgestellt werden konnte. Eine Probe Rinderhack lieferte in der
PCR einen positiven, kulturell jedoch einen negativen Befund. Mehrere Faktoren spielten
diesbeziiglich eine Ralle, insbesondere erforderte die z. T. reichliche Konkurenzflora auf den
Platten eine Subkultivierung der prasumptiven Arcobacter Kolonien. Aufgrund des heiklen
Wachstumsverhaltens ist jedoch nicht sichergestellt, dass sich die verdachtigen
Koloniebildner erneut vermehren. Die Vitaitét ist auch hinsichtlich des Beweglichkeitstest
entscheidend, da nur vitale Keime die charakteristischen Bewegungen ausfihren. So sprachen
in der oben genannten Probe zwar die Koloniemorphologie und das Ergebnis aus Oxidase-,
Katalasetest und Gramfarbung fir Arcobacter, jedoch mussten die Keime aufgrund der
fehlenden Beweglichkeit letztendlich as negativ bewertet wurde. Ebenfalls ist nicht
ausgeschlossen, dass eine fehlerhafte Koloniauswahl getroffen wurde.

Weiterhin ergab eine Probe Hahnchenfleisch einen kulturell positiven, die PCR jedoch einen
negativen Befund. Die PCR wurde aus aufbereitetem Material der IM-Anreicherungsbouillon
vorgenommen. Hieraus resultiert der positive Effekt, dass mogliche PCR-Inhibitoren aus der

L ebensmittelmatrix verdinnt werden. Andererseits enthalten Anzuchtmedien Komponenten,
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wie z. B. Blut, Hamoglobin oder in unseren Verfahren Kohle, die zu einer Hemmung der
PCR-Reaktion fuhren konnen. Denkbar ist auch, dass die Kohlepartikel aus der
Anreicherungsbouillon rein mechanisch in der Aufbereitungsspinsdule DNA-Bindungsplétze
blockieren und somit ein negatives Ergebnis provozieren.

Die as Positivkontrolle parallel angesetzten, mit Arcobacter butzeri-beimpften
Hahnchenteilstlicke ergaben kontinuierlich einen positiven PCR- und kulturellen Befund, da
vorab getestet wurde, mit welchem Stamm eine sichere Wiederfindung gewéhrleistet ist.
Hierfur erwies sich A. butzleri 11, der DSMZ Stamm 7301, als geeignet. Konkret wurden 16
Hahnchenfle schproben beimpft, jeweils vier mit A. butzleri | (DSMZ Nr. 8739), A. butZeri Il
(DSMZ Nr. 7301), A. cryaerophilus (DSMZ Nr. 7289) und A. skirrowii (DSMZ Nr. 7302).
Dabei konnten im kulturellen Verfahren jeweils charakteristische Kolonien nachgewiesen
werden, die PCR hingegen ergab, ausgenommen bei A. butzZleri 1I, mehrfach negative
Ergebnisse aus der Anreicherungsbouillon wiein Tabelle 14 dargestellt.

Tabelle 14: Wiederfindungsrate PCR und kulturelles Verfahren (qualitativ; n = 16) [%0]

A. butzeri | A. butzeri Il A. cryaerophilus | A. skirrowii
beimpfte Proben | beimpfte Proben | beimpfte Proben | beimpfte Proben
Wiederfindung
100 % 100 % 100 % 100 %
kulturell
Wiederfindung
75 % 100 % 50 % 75 %
PCR

4.1.6 Vorversuch VI: Optimierte Vorgehensweise

In den 7 Versuchsgangen wurden 39 Hahnchen- und 38 Rinderhackfleischproben untersucht.
Die Vorgehensweise entsprach der soeben geschilderten. Da jedoch kulturell haufiger ein
Arcobacter-Verdacht bestand, als sich in der simultanen PCR ergab, andererseits eine Probe
aber nur bei Ubereinstimmung beider Techniken als positiv galt, wurden im folgenden
prasumptive Arcobacter-Kolonien in einem weiteren PCR Schritt bestétigt. Diese wurden bei
Bestatigung als positiv gewertet, auch wenn die erste PCR aus der Anreicherungsbouillon ein
negatives Ergebnis erbracht hatte. Hierdurch konnte die Fehlerquote durch die erschwerte
DNA-Aufbereitung aus dem kohlehaltigen Medium gesenkt werden. Dabel ergab sich, dass
alle morphologisch verdachtigen Kolonien auch in der PCR Arcobacter-spezifische Banden
zeigten. Von den 39 Hahnchenschenkeln konnten 8 Arcobacter-positive Proben und von den

38 Rinderhackfleisch Proben konnte eine positive ermittelt werden, wobel davon 3 der
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Geflugel- sowie die eine Rinderprobe in der ersten PCR aus der Anreicherungsbouillon ein
negatives Ergebnis zeigten, nach dem kulturellen Befund und der daraus gefihrten PCR
jedoch as positiv zu bewerten waren. Diese Ergebnisse sind im Zusammenhang mit dem
Hauptversuch graphisch und tabellarisch im Kapitel 4.2.1 dargestellt.

Im Anschluss an diese orientierenden Versuche wurden Rinderhack und Hahnchen-Proben im

Hauptversuch auf das Vorhandensein von Arcobacter-K ontaminationen tberprift.

4.2 Hauptversuch:
Der Hauptversuche bestanden aus 5 Versuchsdurchlaufen (V1 — V5), in denen 25 Proben
Rinderhack, 25 Hahnchenschenkel von Hahnchen aus konventioneller und 25 von Hahnchen

aus okologischer Haltung untersucht wurden.

4.2.1 Ubersicht Gesamtproben Rind/Huhn

Dadie mikrobielle Belastung in erster Linie eine Funktion der Herkunft und Verarbeitung des
Fleisches ist (MAC et a., 2006a), wurde in der vorliegenden Arbeit Rinderhack und
Hahnchenfleisch aus unterschiedlicher Herkunft (konventionelle Tierhaltung, biologische
Haltung sowie Einzelhandel mit verschiedenen Zulieferern) untersucht.

Im Zuge einer Vorversuchsreihe wurde die Vorgehensweise optimiert. So kristalisierte sich
eine Anaysenreihenfolge heraus, bel der zundchst jeweils eine kulturelle Isolierung
vorgenommen wurde, um anschlief3end die Gattungszugehotrigkeit mithilfe der PCR zu
bestdtigen. Dazu wurden nach Anreicherung in JM-Bouillon Ausstriche auf JM-Platten und
PCR-Analysen der angeziichteten Kolonien durchgefuhrt. Kulturell verdéachtige Proben
wurden mithilfe einer zweiten PCR bestdtigt. Tabelle 15 gibt eine Ubersicht der

V ersuchsergebnisse.
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Tabelle 15: Gesamtibersicht der Versuchsergebnisse:

Anzahl der Arcobacter-positiven Proben

Rinder- Rinder- Gefl. Gefl. Gefl. Gefl. oko.
hack hack konv. konv. oko. positive
(n) positive [ (n) positive [ (n) Proben
Proben Proben (%/n)
(%/n) (%/n)
Vorver-
50 3 (6 %) 46 17 (37 %) 7 3 (43 %)
suche
Haupt-
25 0 (0 %) 25 14 (56 %) 25 5 (20 %)
versuch
Vor +
Haupt- 75 3 (4 %) 71 31 (44 %) 32 8 (25 %)
versuche
Gefl. Geflugel (Hahnchenkeulen)
Konv.: Hahnchen aus konventioneller Haltung
Oko.: Hahnchen aus 6kol ogischer Haltung

Wie auch die Darstellung in Abbildung 3 verdeutlicht, wurden die hochsten Belastungen bei
konventionellen Gefliigel-Proben gefunden. In den untersuchten Rinderhack-Proben lief3 sich
nur eine geringe Arcobacter-Belastung feststellen.

Kontaminationsraten im Vor- und Hauptversuch in %

60
50
40+
% 301
201
101

W Vor ver such

O Hauptver such

Rind Huhn konv. Huhn 6kol.

Abbildung 5: Kontaminationsraten der untersuchten Proben: Vor- und Hauptversuche in [%0]
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Im Folgenden werden die Ergebnisse im Einzelnen erl&utert.

4.2.2 Einzelergebnisse

Ergebnisse Rind

Waéhrend im Vorversuch aus 3 von 50 Rinderhackproben Arcobacter spp. isoliert werden
konnten, lief3en sich diese Keime in den 25 Proben des Hauptversuchs nicht nachwei sen.

Beim Vergleich mit dem zuganglichen Schriftum zeigt sich zun&chst, dass bisher wenige
Veroffentlichungen tber Arcobacter-Funde in Rindfleisch existieren. KELLER et al. (2006)
ermittelten die Arcobacter-Pravalenz bel Rind, Schwein und Gefligel aus der
Produktionskette. Dabel ergab keine Kotprobe, entnommen aus dem Z&kum von 210 Rindern
auf dem Schlachthof, ein Arcobacter-positives Ergebnis in der PCR. 19,7 % der von der
Oberflache der Schlachttierkorper entnommenen Proben (41/208) waren PCR-positiv, jedoch
keine der Fleischproben (0/150).

ONGOR et al. (2004) ermittelten in 5 % der untersuchten Hackfleischproben vom Rind
Arcobacter butzeri.

Verbreiteter beim Rind scheint das Vorkommen von Campylobacter spp. zu sein. Die
bisherigen Untersuchungen an Fleisch als Tréger von Campylobacter spp. unterscheiden sich
jedoch deutlich in der gefundenen Pravalenz (ATABAY und CORRY, 1998b). Da die
Isolierungsrate von der Anreicherungsmethode abhéngt, wurde z.B. bel vorangestellter
Anreicherung in 89,4 % der Proben dieser Keim nachgewiesen, ohne Anreicherung dagegen
nur zu 26,7 % (STANLEY et a., 1998). Dartber hinaus wurden auch saisonale Abhangigkeiten
erkannt: in den Sommermonaten stiegen die Kontaminationsraten. Diese Ergebnisse beziehen

sich auf Untersuchungen des I ntestinal traktes.

Ergebnisse Huhn

Waéhrend die Tabelle 15 die Resultate aller Vor- und Hauptversuche enthélt, zeigen Tabelle
16 und Abbildung 6 die Resultate, die im Hauptversuch fur die Gefllgelfleisch-Proben
ermittelt wurden. Die Probenkollektive waren unterschiedlich hoch kontaminiert. Bis auf die
Gruppe V2 wurde Uberall Arcobacter nachgewiesen. Die Rate lag zwischen 33 % und
100 %.

Die in Koloniemorphologie, Gramféarbung, Oxidase- und Katalasereaktion verdachtigen
Proben wurden durch eine 2. PCR als Arcobacter bestétigt. Lediglich bei den Kontingenten
V1 und V2 lield sich je eine Probe nicht aus der Anreicherungsbouillon direkt in der PCR

verifizieren. Morphologisch verdachtige Kolonien mit charakteristischen Reaktionen
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molekularbiologisch zu bestédtigen, erbrachte die hohere Nachweisrate und verdeutlicht, dass

die kulturelle, zeitaufwendige Technik nicht durch die PCR aus der Anreicherungsbouillon

ersetzt werden kann.

Gemal3 Abbildung 6 lag die Belastung bei konventionellem Hahnchenfleisch deutlich hdher
alsbei den Proben aus 6kologischer Haltung, so wurde in 56 % der konventionellen Proben

Arcobacter gefunden, gegentiber 20 % der 6kologischen Haltung.

Tabelle 16: Arcobacter Nachweisrate bel Hahnchenfleisch im Hauptversuch

PCR aus Gramfarbung | Oxidase Katalase Bestétigung
Anreicherung | Beweglich- durch PCR
keit
V1. 5 Proben 4 Proben+ |5 Probentyp.|5Proben+ | 5Proben+ | 5Proben+
konventionell 80% 100% 100% 100% 100%
V1: 5 Proben 1 Probe + 1 Probetyp. | 1Probe+ | 1Probe+ 1 Probe +
okologisch 20% 20% 20% 20% 20%
V2: 6 Proben 1Probe+ |2Probentyp.| 2 Proben+ | 2Proben+ | 2 Proben +
konventionell 16,7% 33,3% 33,3% 33,3% 33,3%
V2: 6 Proben
_ negativ keine typ. keine + keine + keine +

Okologisch
V3:5 Proben 3 Proben+ |3 Probentyp.| 3 Proben+ | 3Proben+ | 3 Proben+
konventionell 60% 60% 60% 60% 60%
V3. 6 Proben 1 Probe + 1 Probetyp. | 1 Probe+ | 1Probe+ 1 Probe +
okologisch 16,6% 16,6% 16,6% 16,6% 16,6%
V4: 5 Proben 1 Probe + 1 Probetyp. | 1Probe+ | 1Probe+ 1 Probe +
konventionell 20% 20% 20% 20% 20%
V4. 4 Proben 2Proben+ |2 Probentyp.| 2 Proben+ | 2 Proben+ | 2 Proben +
okologisch 50% 50% 50% 50% 50%
V5: 4 Proben | 3 Proben+ |3 Probentyp.| 3 Proben+ | 3Proben+ | 3 Proben+
konventionell 75% 75% 75% 5% 75%
V5: 4 Proben 1 Probe + 1 Probetyp. | 1Probe+ | 1 Probe+ 1 Probe +
okologisch 25% 25% 25% 25% 25%
+ = positiver PCR Nachweis bzw. positiver Oxidase- und K atal asetest
typ. = typisch, charakteristisches Farbeverhalten und Beweglichkeitsmuster
negativ = kein positiver PCR Nachweis bzw. kein charakteristisches Farbeverhalten,

Beweglichkeitsmuster, negativer Oxidase- und K atal asetest
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Nachweisrate Arcobacter in Huhn im
Hauptversuch in %

56

|D konventionell B 6kologisch |

Abbildung 6: Arcobacter Nachweisrate in Hahnchenschenkeln im Hauptversuch gegliedert

nach konventioneller und 6kologischer Haltung [%0]

Im Hinblick auf die bisher publizierten Statuserhebungen erweist sich die Situation als recht
uneinheitlich. So gelang EIFERT et al. (2003) durch Infektion mit verschiedenen Keimmengen
ab einer Dosis von 10° oder 10° KbE der Nachweis von A. butZeri im Kot. Bis zu einer
applizierten Menge von 10% KbE je Huhn wurden keine A. butzleri-K eime ausgeschieden.
Vermutlich bietet der Gastrointestinaltrakt von Gefligel aufgrund seiner hohen
Korpertemperatur (41°C) fur die nicht-thermophilen Arcobacter spp. eine Umgebung, in der
Vermehrung bzw. Uberleben eingeschrankt sind (HO et al., 2006b) und es ist anzunehmen,
dass diese Keime nicht zur normalen Darmflora des Gefligels gehéren (ATABAY und CORRY,
1997). In einer Studie von HOUF et al. (2002b) wurden im V erdauungsapparat von 30 Broilern
keine Arcobacter nachgewiesen, dagegen aber wurden positive Befunde in den
Transportkafigen vor und nach dem Waschen protokolliert.

ATABAY et a. (2006) untersuchten Enten, HUhner und Truthdhne mithilfe der mPCR. In
dieser Erhebung war der Befall bel den lebenden Enten hoher als bel den dbrigen Arten.
Dagegen erwiesen sich ale Hihner nach dem Schlachten as Arcobacter-positiv und zwar
wurden in 72 % der untersuchten Intestinalproben von Broilern Arcobacter butZeri
nachgewiesen sowie in 4,3 % der Proben A. cryaerophilus.

GUDE et a. (2005) fanden keine Kontamination in den untersuchten Gefligelherden, aber
Arcobacter butzleri im Abwasser aulerhalb der Zuchtgehege. Sie postulierten, dass der
Erreger bei der Verarbeitung auf das Fleisch Ubertragen wird, weil in den Tieren selbst keine
positiven Nachweise zu flhren waren.

KELLER et a. (2006) fanden in ihrer Studie grof3e Unterschiede zwischen Proben vor und
nach der Schlachtung: in 1,4 % der vor dem To6ten gewonnenen Kloakentupferproben, aber in
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53,6 % der post mortem entnommenen Hal shautproben ergaben sich PCR-positive Nachweise
von Arcobacter. Wurden aus Handelspackungen Haut- und Muskelproben entnommen, so
ergaben sich 64,7 % bzw. 15,1 % positive Befunde.

SON et a. (2007) bestétigten die Ergebnisse von KELLER et al. (2006), nach denen die
Belastung vor der Schlachtung hoher ausfiel (hier 96 %) als nach der Schlachtung (9,6 %).

4.3 Eignung der Untersuchungsmethoden

4.3.1 JOHNSON & MURANO

Die Methode nach JoHNSON und MURANO wird in diversen Studien als eine geeignete
Nachweismethode fir Campylobacter bzw. Arcobacter beschrieben. JOHNSON und MURANO
(1999b) selbst berichteten Uber eine Nachweisrate von 84 % bei Hahnchenfleischproben.
VILLARRUEL-LOPEZ et a. (2003) veroffentlichten Nachwelsraten von 40 % fur HUhnerfleisch,
51,1 % fur Schweinefleisch und 28,9 % fir Rindfleisch.

MORITA et a. (2004) sowie GONzALEZ et a. (2000) verglichen die Methoden nach DE BOER-
bzw. CoLLINS (AB mit CAT - nach CoLLINS et al., 1996a) mit dem Verfahren nach JOHNSON-
MURANO. Sie erreichten héhere Nachweisraten mit dem JM-Plating.

GoLLA et a. (2002) untersuchten Proben von gesunden Rindern mit Hilfe der JOHNSON-
MUuURANO-Methode paralel zur CoLLINS-Methode (EMJH-P80-Bouillon und CVA-Agar) und
bestétigten die bessere Sensitivitdt der JM-Technik, wobel die besten Ergebnisse mit CVA-
Agar erreicht wurden. OHLENDORF und MURANO (2002a) verglichen die CoLLINS-, die
modifizierte CoLLINS-, die DE BOER-(Arcobacter-Sel ektivbouillon und -Selektivmedium) und
die JoHNSON-MURANO-Methode an 200 Schweinehackfleischproben im Hinblick auf
Kontamination mit Arcobacter spp. Am erfolgreichsten hinsichtlich quantitativer und
besténdiger Detektion zeigte sich das JM-Verfahren, bei dem aus 64 der 200 Proben
Arcobacter isoliert werden konnten. Die modifizierte CoLLINS-Methode (Direkt COLLINS,
siehe Kapitel 2.5.1) erbrachte immerhin noch 52 positive Ergebnisse, die zwei weiteren
Verfahren jedoch einen noch geringeren Anteil der Proben.

In einer ergénzenden Studie derselben Autoren wurde die Sensitivitdt der genannten drei
Verfahren verglichen. Auch hier schnitt die Technik nach JOHNSON-MURANO am besten ab:
bis zu einer Konzentration von 10' CFU/g lieR sich A. butzeri bei 100 % und A.
cryaerophilus bei 75 % der untersuchten Schweinehackfleischproben nachzuweisen

(OHLENDORF und MURANO, 2002b).
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Diese Ergebnisse fanden ihre Bestétigung in der vorliegenden Arbeit, denn die Arcobacter-
Spezies konnten gut differenziert werden. Dabel sei jedoch erwahnt, dass die Herstellung der
Medien sehr zeitintensiv ist, welches sie fir den Einsatz in der Routinediagnostik kaum

geeignet erscheinen lassen.

Bereits in vorangegangenen Studien war die Schlussfolgerung gezogen worden, dass die
genannten kulturellen Nachweismethoden allein nicht genug aussagekréftig sind. Die
Ergebnisse besitzen nur orientierenden Charakter, in dem sie eine Tendenz aufzeigen oder
Hinweise auf verdéachtige Proben liefern. Zur Absicherung einer Aussage und zur Erhéhung
von Selektivitdt und Sensitivitdt wird in der Literatur seit langerem empfohlen, zwel
unterschiedliche Nachweisverfahren nebeneinander zu verwenden (ATABAY et al., 1997,
CoLLINS et ., 1996a; OHLENDORF und MURANO, 2002a; SCULLION et al., 2004).

Die eigenen Untersuchungen bestétigen diese Aussagen. Die Methode nach JOHNSON-
MURANO konnte als orientierender Hinweis gelten, wogegen, wie weiterfihrende Studien
zeigen, das Verfahren nach HouF et al. (2001b) sich als eine sehr selektive und geeignete
Isolierungsmethode fir Arcobacter erwiesen hat (TESCHKE, 2008). Ein entscheidendes
Kriterium bildet dabel auch die Unterdriickung der Begleitflora. Zudem gestaltet es sich in der
Durchfiihrung relativ einfach sowie zeit- und kostenguinstig.

4.3.2 HARMON & WESLEY

Die PCR an sich wurde bereits in verschiedenen Arbeiten as gut geeignetes
Nachweisverfahren fir Campylobacter und Arcobater bestétigt (DEBRUYNE et al., 2008;
GONZALES €t al., 2007; PHILLIPS, 2001). ONGOR et al. (2004) heben die Zeitersparnis hervor.
Der Einsatz der mPCR nach HouF erscheint empfehlenswert, laut einer Studie aus dem Jahr
2008 an Hunden und Katzen gestattete diese Methode eine Differenzierung zwischen den
Arcobacter-Spezies (HouF et a., 2008).

Urspringlich sollte in den vorliegenden Versuchen die PCR parallel zur Kultivierung nach
JM durchgefihrt werden, also direkt aus der Anreicherungsbouillon vorgenommen werden.
Allerdings zeigte sich in zu wenigen Fédlen eine Ubereinstimmung der Ergebnisse.
Moglicherweise stérte hier die kohlehaltige Anreicherungsbouillon, deren Partikel sich in der
Aufbereitungsspinsdule immer wieder ablagerten und so wahrscheinlich DNA-

Bindungsplétze blockierten.
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Wesentliche Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, die Nachweismethode bzw. die
Kombination der kulturellen mit der elektrophoretischen Methode zu optimieren. Wird die
PCR nur fir die Bestdtigung verdachtiger Kolonien eingesetzt, besteht die Gefahr, kulturell
nicht erfasste Spezies zu Ubersehen. Daher hat sich folgende Methode als optimal erwiesen:
Eine erste PCR aus der angereicherten Probe, gefolgt von einer Kultivierung auf JM-Platten
und der Uberpriifung im Oxidase- und K atalase-Test, sowie im Anschluss daran bei Vorliegen
von morphologisch verdachtigen Kolonien eine Bestatigung der kulturellen Ergebnisse durch
die PCR.

Eine Eigenschaft der Multiplex-PCR sollte sein, die Arcobacter-charakteristischen Banden
trennen zu konnen, beispielsweise in 2 typische Banden fir Arcobacter butzeri. In friheren
Studien wurde die PCR als geeignet angesehen, um Arcobacter butzZleri von A. cryaerophylus
zu trennen (GUDE et al., 2005; SoN et a. 2007). Leider stellte sich in den eigenen Versuchen
heraus, dass sich die Situation komplizierter gestaltete. A. butzleri zeigte immer die 2 fir diese
Spezies typischen Banden, A. cryaerophilus und A. skirowii bildeten hingegen zunéchst
teilweise keine Bande aus, teilweise die eine erwartete Bande und in den weiteren Versuchen
dann stets 2 Banden, was eigentlich typisch fir A. butZleri wére. Eine Differenzierung war

somit erschwert.
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5 Schlussfolgerungen
5.1 Eignung der Untersuchungsmethoden

In der vorliegenden Arbeit konnten die Arcobacter-Spezies mithilfe der Kombination aus der
Anzuchtmethode nach JOHNSON und MURANO mit der PCR nach HARMON und WESLEY
isoliert und differenziert werden.

Wie die Ergebnisse in ihrer Gesamtheit zeigen, kann es keine Empfehlung geben, die
genannten kulturellen Nachweismethoden als einzige Methode zu verwenden, da sie alein
keine ausreichende Aussagefahigkeit besitzt. In Ubereinstimmung mit friiheren Publikationen
wére daher zu konstatieren, dass die kulturellen Nachweismethoden nur orientierenden
Charakter haben konnen. Mit ihrer Hilfe lassen sich Tendenzen erkennen oder Arcobacter-
verdachtige Proben herausfiltern. Um eine hinreichende Selektivitét und Sensitivitét zu
erhalten, wird daher von verschiedenen Autoren die Verwendung zweier unterschiedlicher
sich erganzender Nachweisverfahren empfohlen (ATABAY und CORRY, 1997; OHLENDORF
und MURANO, 2002&; SCULLION et al., 2004; TESCHKE, 2008).

Den Vorschlag einer Methodenkombination bestétigten die vorliegenden Untersuchungen.
Das Verfahren nach JoHNSON und MURANO sollte gemal3 der eigenen Versuchsreihen nur als
orientierender Hinweis gelten. In der Arbeit von TESCHKE (2008) zeigte sich dagegen das
Verfahren nach Hour et a. (2001b) as eine sehr selektive und deshalb geeignete
Isolierungsmethode fir Arcobacter, insbesondere weitgehenden Unterdriickung der
Begleitflora. Als weiterer Vorteil kommt die einfache sowie zeit- und kostenginstige
Durchfuhrung hinzu. Nach den hier gewonnenen Erkenntnissen erfolgt die Bebritung jeweils
am gunstigsten microaerob (Campy Kit von Oxoid) bei 28°C bzw. 30°C fir 48 h, auch wenn
die Keimein der Lage sind, aerob zu wachsen. Die Uberimpfung aus der Bouillon sollte kurz
unter der Oberflache erfolgen.

In den Versuchsreihen, in denen die PCR parallel zur Kultivierung nach JoOHNSON und
MURANO direkt aus der Anreicherungsbouillon eingesetzt wurde, zeigte sich nicht immer eine
Ubereinstimmung der Ergebnisse des kulturellen mit dem molekularbiologischen Verfahren.
Infolge dessen wurde in der vorliegenden Arbeit versucht, die Nachweismethode hinsichtlich
der Kombination der kulturellen mit der elektrophoretischen Methode zu optimieren. Als
erstes Ergebnis wurde die PCR daher als Bestétigungsnachweis kulturell verdachtiger
Kolonien eingesetzt.

Allerdings besteht die Gefahr, auf den Nahrbtden nicht erfasste Spezies zu tibersehen, wenn
die PCR ausschliefdlich zur Bestdtigung verdachtiger Kolonien verwendet wird. Daher hat
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sich in den vorliegenden Untersuchungen gezeigt, dass die Abfolge einer ersten PCR aus der
angereicherten Probe, gefolgt von kultureller Anzucht auf JM-Platten und der Uberprifung im
Oxidase- und Katalase-Test, sowie im Anschluss daran bei Vorliegen von morphologisch
verdachtigen Kolonien eine Bestdtigung der kulturellen Ergebnisse durch eine weitere PCR,
die optimale Vorgehensweise darstellt.

GUDE et a. (2003) und SoN et a. (2007) setzten bel Abwasser bzw. Intestinalproben die
Multiplex-PCR ein, um Arcobacter—charakteristische Banden unterscheiden zu konnen,
beispielsweise zur Abgrenzung von Arcobacter butzleri gegentiber A. cryaerophylus. Nur
Arcobacter butzZleri soll zwei typische Banden ausbilden. Leider war diese Option in unseren
Versuchen nicht hinreichend gegeben. Zwar zeigte A. butzZleri immer die zwei fir diese
Spezies typischen Banden, A. cryaerophilus und A. skirowii hingegen wiesen teilweise keine
Bande auf, in anderen Féllen wiederum die fur A. butzeri typischen zwei Banden. Eine
Differenzierung Uber die PCR fiel somit nicht eindeutig aus.

5.2 Kontamination von Rind und Huhn mit Arcobacter

Wahrend in den vorliegenden Rinderhack-Proben der Hauptversuchsreihe keine Arcobacter-
Kontaminationen gefunden wurden, waren die Gefllgelfleisch-Probenkontingente
Uberwiegend, aber unterschiedlich hoch mit Arcobacter kontaminiert. Die Rate lag zwischen
33 % und 100 %.

Die Arbeit von TESCHKE 2008 an Geflugelfleisch und Schweinefleisch ergab, dass 80,1 % der
Putenfleischproben mit Arcobacter belastet waren, mit einer Verteilung von 72,2 % an A.
butzleri, 3,3 % an A. cryaerophilus und 4,6 % an A. butzleri und A. cryaerophilus. Von den
Schwei nefleischproben waren 48,4 % mit Arcobacter spp. belastet, wobei in 39,8 % der Falle
A. cryaerophilusund in 8,6 % A. butzleri nachgewiesen wurde.

Wie bisher in Frankreich, Belgien und die USA gezeigt, ist auch in Deutschland bei
Frischgefligel mit einer hohen Arcobacter-Kontaminationsrate zu rechnen. Rindfleisch
hingegen scheint, in Ubereinstimmung mit den wenigen Untersuchungen, die bisher im
Ausland durchgefiihrt worden sind, auch in Deutschland nur selten mit Arcobacter infiziert zu
sein.

Die Studienlage zeigt eine allgemein hohe Kontamination von Gefliigelfleisch mit Arcobacter
spp. Verantwortlich fur diesen Umstand kdnnen die Haltungsbedingungen sein, da sich
Krankheitserreger bel rédumlich engen Bedingungen schnell verbreiten. Futter, Wasserqualitét,
Feuchtigkeit und Temperatur spielen ebenfalls eine wichtige Rolle. WESLEY et al. (2000)

fUhrten diesbeztiglich Untersuchungen an Milchkihen durch. Die Prévalenz von Arcobacter
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in den Herden erwies sich als geringer, wenn die Tiere mit Luzerne geflttert wurden und
ihnen Einzeltranken zur Verfligung standen, auch die Fitterung von Brauerel Nebenprodukten
besal’ einen positiven Effekt. Kleine Herden zeigten einen geringern Befall (5,1, %) als grof3e
Herden (14,7 %).

Die bisherigen Untersuchungen der diskutierten Studien belegen, dass in der Regel fir das
Auftreten von Arcobacter in Fleischproben weitaus haufiger eine Kontamination der
Umgebung der entsprechenden Tiere verantwortlich ist, als ein Befall der Tiere selbst. Eine
wichtige Rolle scheint zu spielen, dass die Besiedlung Uber Erreger in Wasser,
Wasserleitungen und im Schlachthof stattfindet (ASSANTA et al., 2002; GUDE et al., 2005;
GONzALEZ et d., 2007; Ho et a., 2008b; KELLER et a. 2006; VAN DRIESSCHE und HOUF,
2008).

Diese Befunde machen nicht nur weitere Uberprifungen notwendig, sondern deuten auf die
Dringlichkeit der Hygiene bel allen die Verarbeitung begleitenden Prozessen hin, um en
Einschleppen der Keime so gering wie moglich zu halten.

Eine Optimierung der Nachweisverfahren, sowie eine Darstellung der spezifischen Faktoren,
die auf den Nachweis von Arcobacter stérend wirken, wéren hilfreich und bieten ein weiteres
Forschungsfeld.
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6 Zusammenfassung
Einsatz von kulturellen Nachweis nach JOHNSON & MURANO und Multiplex PCR nach

HARMON & WESLEY zur Ermittlung des Vorkommens von Arcobacter spp. bei
Frischgefliigel und Rinderhack im Berliner Einzelhandel

Das Ziel der vorliegenden Untersuchung bestand darin, die Nachweismoglichkeit von
Arcobacter spp. in frischem Fleisch zu Uberprifen sowie Daten Uber die Haufigkeit von
Kontaminationen in frischen Hahnchenkeulen und Rinderhack mit kulturellen und
molekularbiologischen Methoden zu ermitteln. Dazu wurden Proben aus konventioneller
Geflugelhaltung mit Fleisch aus biologischer Haltung verglichen. Als Nachweisverfahren
wurde die von JOHNSON und MURANO (1999) empfohlene kulturelle Methode und die von
HARMON und WESLEY (1997) speziesspezifische mPCR-Analyse ausgewahlt.

Die Stdmme der Arcobacter-Kulturen wurden aus der Deutschen Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig) bezogen.

Die Arcobacter-verdachtigen Kolonien wurden makroskopisch sowie biochemisch (Katalase-
Test, Oxidase-Test) und mikroskopisch auf Gram-Farbung und Beweglichkeit Uberprift und
anschlief3end einer mMPCR nach HARMON und WESLEY (1997) unterzogen. In Vorversuchen
wurden der Gesamtstatus der beiden Lebensmittel sowie die Wiederfindungsrate bel
gespikten Proben Uberprift. Zur Erstellung einer Positivkontrolle erwies sich Arcobacter
butzleri aufgrund seines Wachstums auch bei hoher Keimbelastung als geeignet.

Werden Vor- und Hauptversuch zusammengefiihrt, konnte aus 3 der 75 (= 4 %) Rinderhack-
Proben Arcobacter isoliert werden. Dagegen waren 39 von 103 (= 38 %) der Geflugelfleisch-
Proben mit Arcobacter spp. kontaminiert. Proben aus konventioneller Haltung waren dabei
haufiger belastet als Proben aus okologischer Haltung (44 % zu 25 %). Die kulturellen
Ergebnisse verdachtiger Proben lief3en sich mithilfe der PCR bestétigen.

Die Kombination der beiden Methoden (Anzuchtmethode nach JOHNSON & MURANO mit der
PCR nach HARMON & WESLEY) empfiehlt sich zum Nachweis einer Kontamination mit
Arcobacter spp.

91



Summary

7 Summary

Using the microbiological analysis by JOHNSON & MURANO and the multiplex PCR by
HARMON & WESLEY for the identification of Arcobacter spp. in fresh poultry and minced
beef sold in retail marketsin Berlin

The objective of this study was to reassess the alternatives for the detection of Arcobacter spp.
in fresh meat and to collect data on the prevalence of contamination in fresh chicken thighs
and minced beef, using microbiological and molecular biologica methods. Additionally
samples of meat from conventional husbandry were compared to those from organic
husbandry. For microbiological analysis the methods by JOHNSON & MURANO and the

multiplex PCR by HARMON & WESLEY were applied.

Presumptive Arcobacter colonies were macroscopicaly, biochemically (catalyse-test,
oxidase-test) and microscopicaly tested for Gram-stain and motility and subsequently
underwent PCR-reaction by HARMON and WESLEY (1997). In preliminary trials the overall
status of the two foodstuffs and the recovery rate of highly contaminated samples were
examined. Because of its high tenacity Arcobacter butzleri proved suitable for the preparation

of positive control samples.

Taken the preliminary and main trials together, Arcobacter spp. was isolated from 3 out of 75
(4 %) samples of minced beef. In contrast, 39 out of 103 samples of poultry were
contaminated with Arcobacter spp. (38 %). Chicken samples originating from conventional
husbandry were more often affected than those from organic husbandry (44 % vs. 25 %).

Microbiological findingsin suspicious samples were confirmed by PCR.

The combination of both methods (selective media by JoHNSON and MURANO and PCR by
HARMON and WESLEY) can be recommended for the detection of a contamination with

Arcobacter spp.
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9 Anhang
Nihrmedien fiir die mikrobiologische Untersuchung

Néhrbodenherstellung

Die im Folgenden beschriebenen Ndahrmedien wurden in der Ndhrbodenkiiche des Institutes
fiir Lebensmittelhygiene aus im Handel erhiltlichen Trockennéhrbdden hergestellt. Die
Herstellung erfolgte mit Aqua dest. aus der hauseigenen Aufbereitungsanlage in Ansitzen von
je 1 Liter bzw. 5 Liter bei Peptonwasser. Nach dem Autoklavieren der angesetzten Medien
wurden sie im Wasserbad auf 45 — 50°C abgekiihlt und in sterile Petrischalen ca. 2 mm dick
gegossen. Die Petrischalen wurden mit Herstellungsdatum und Né&hrbodenbezeichnung
etikettiert und in Kunststoffbeuteln im Nihrbodenkiihlraum aufbewahrt. Vor dem Einsatz im
Labor unterlag jede Charge einer Qualititskontrolle  beziiglich pH-Wert,
Néhrbodenbeschaffenheit und Sterilititstest. Unmittelbar vor der Beimpfung wurden die
Plattenmedien vorgetrocknet (Raumtemperatur oder 15 min im 42°C Brutschrank). Nach dem
Aufbringen des Probenmaterials erfolgte die dem Zielorganismus des Mediums entsprechende

Inkubation.

Zusammensetzung der verwendeten Ndhrmedien

Peptonwasser, gepuffert

Die Néhrstoffzusammensetzung ermoglicht eine Wiederbelebung subletal geschidigter
Bakterienzellen und dient somit als Voranreicherung von Bakterien, speziell von
Enterobacteriaceae, aus dem Probenmaterial.

Zusammensetzung (g/1):

Pepton 10,00
Natriumchlorid 5,00
Dinatriumhydrogenphosphat 3,50
Kaliumdihydrogenphosphat 1,50
pH 7,2 +/-0,2

Inkubation: 16-20 h bei 37°C

129



Anhang

Peptonwasser mit Agarzusatz (PW)
Verdiinnungslésung

Zusammensetzung (g/1):

Pepton aus Casein, tryptisch 1,00
Natriumchlorid 8,50
Agar-Agar 0,75
pH 7,0 +/- 0,2

Plate-Count-Agar (PC)
Néhrboden ohne Hemmstoffzusatz zur Ermittlung der aeroben Gesamtkeimzahl

Zuammensetzung (g/1):

Pepton aus Casein 5,00
Hefeextrakt 2,50
Glucose 1,00
Agar-Agar 14,00
pH 7,0 +/- 0,2

Inkubation: 72 +/- 2 h bei 30°C
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L actobacillus-Agar nach DE MAN, RoGOsA und SHARPE (MRS-Agar) (LA)
Selektiver Ndhrboden zum Nachweis von aerob wachsenden Milchsdurebakterien

Zuammensetzung (g/1):

Pepton aus Casein 10,00
Fleischextrakt 10,00
Hefeextrakt 4,00
D(+)-Glucose 20,00
di-Kaliumhydrogenphosphat 2,00
Tween 80 1,00
di-Ammoniumhydrogencitrat 2,00
Natriumacetat 5,00
Magnesiumsulfat 0,20
Mangansulfat 0,04
Agar-Agar 14,00
pH 5,7 +/-0,2

Inkubation: 48 +/- 2 h bei 30°C, acrob

Sorbinsdure-Agar (LS)

Selektives Ndhrmedium zum Nachweis von sduretoleranten Lactobazillen, die Rezeptur
gleicht der des MRS-Agars, dariiber hinaus werden 0,4 g Sorbinsdure je | Agar zugefiigt.

pH 5,0 +/- 0,2

Inkubation: 48 +/- 2 h be1 30°C, anaerob
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Glutamat-Starke-Phenolrot-Agar (GSP) (Pseudomonas-Aer omonas-Selektivagar nach
KIELWEIN, Basis)

Selektivagar (Glutamat und Stirke als Nihrgrundlage) zur Detektion von Pseudomonaden
(Kolonien blau-violett) und Aeromonaden, wobei beim Wachstum von Aeromonaden ein
Farbumschlag des Indikators Phenolrot nach gelb erfolgt, da Aeromonaden Stirke unter
Saurebildung abbauen.

Zusammensetzung (g/1):

Starke, 16slich 20,00
Natrium-L(+)-glutamat 10,00
Kaliumdihydrogenphosphat 2,00
Magnesiumsulphat 0,50
Phenolrot 0,36
Penicillin-G-Natrium 100.000 L.E.
Agar-Agar 12,00

pH 7,2 +/-0,2

Inkubation: 48 +/- 2 h bei 30°C

Bengalrot-Chloramphenicol-Agar (Rose-Bengal-Chloramphenicol) (RO)
Selektives Medium zum Nachweis von Hefen und Schimmelpilzen mit Chloramphenicol als
Hemmsubstanz gegen Bakterienwachstum.

Zuammensetzung (g/1):

Mycologisches Pepton 5,00
Glucose 10,00
di-Kaliumhydrogenphosphat 1,00
Magnesiumsulfat 0,50
Bengalrot 0,05
Agar-Agar 15,50
Chloramphenicol-Supplement: 2 Rohrchen a 50,00 mg, jeweils

geldst in 3 ml Ethanol
pH 7,2 +/-0,2
Inkubation: 96 +/- 2 h bei 25°C
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Kristallviolett-Neutralr ot-Galle-Glucose-Agar (Violet Red Bile Dextrose) (VRBD oder

VG) nach Mossel

Agar zum selektiven Nachweis von Enterobacteriaceae, alle Enterobacteriaceae erscheinen

als rote Kolonien, da sie Glucose unter Sdurebildung abbauen (Indikatorumschlag); die

Substanzen Kristallviolett und Gallensalze hemmen die Begleitflora.

Zuammensetzung (g/1):

Pepton aus Fleisch
Hefeextrakt
Natriumchlorid
Glucose
Neutralrot
Gallesalzmischung
Kristallviolett
Agar-Agar
Zubereitung:

pH 7,3 +/- 0,2

Inkubation: 48 +/- 2 h bei 30°C, anaerob

7,00
3,00
5,00
10,00
0,03
1,50
0,002
13,00
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Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Agar (Violet Red Bile Agar, VRB) nach Davis

Medium zum selektiven Nachweis von Coliformen Keimen, bei Abbau von Laktose unter
Séaurebildung erfolgt ein Farbumschlag nach Rot (Lactose-positive Enterobacteriaceae,
Coliforme und E. coli), Lactose-negative Enterobacteriaceae erscheinen als farblose
Kolonien; als hemmende Substanzen dienen Kristallviolett und Gallensalze.

Zusammensetzung (g/1):

Pepton aus Fleisch 7,00
Hefeextrakt 3,00
Natriumchlorid 5,00
Lactose 10,00
Neutralrot 0,03
Gallesalzmischung 1,50
Kristallviolett 0,002
Agar-Agar 13,00
Zubereitung:

pH 7,4 +/- 0,2

Inkubation: 48 +/- 2 h bei 30°C, anaerob

Hirn-Herz Bouillon (BHI)
Kulturmedium nach ROSENOW zur Anzucht verschiedener, anspruchsvoller Keime sowie
von Staphylokokken zum anschlieBenden Koagulasetest.

Zusammensetzung (g/1):

Néhrsubstrat (Hirn-Extrakt, Herz-Extrakt und Peptone) 27,5

D(+)-Glucose 2,00
Natriumchlorid 5,00
Dinatriumhydrogenphosphat 2,50
pH 7,4+/-0,2

Inkubation: 24-48 h bei 37°C, aerob
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Baird-Parker-Nahrboden-Basis (Staphylokokken Selektivagar Basis nach BAIRD-
PARKER)

Selektives Medium zur Detektion von Staphylokokken, durchscheinende Hofbildung um die
Staphylokokken Kolonien durch Proteo- und Lipolyse, bei Reduktion von Tellurit zu
Tellurium erscheinen die Kolonien schwarz.

Zusammensetzung (g/1):

Pepton aus Casein 10,0
Fleischextrakt 5,00
Hefeextrakt 1,00
Natriumpyruvat 10,0
Glycine 12,0
Lithiumchlorid 5,00
Agar-Agar 15,0
Eigelb-Tellurit Emulsion 50 ml
pH 6,8 +/- 0,2

Inkubation: 24-48 h bei 37°C, aerob
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PALCAM Listeria Nahrboden Basis (PALCAM Listeria Selektiv Agar Basis nach VAN
NETTEN et al.) (PAL)

Selektivagar zur Isolation von Listeria monocytogenes, das Supplement erzeugt die
Selektivitit, die Umsetzung von Aesculin zu Aesculitin in Verbindung mit Eisen(III)-Ionen
bewirkt eine schwarze Verfarbung, charakteristisch sind dunkle Kolonien mit schwarzen Hof.

Zusammensetzung (g/1):

Pepton 23,0
Hefeextrakt 3,00
Stiarke 1,00
Natriumchlorid 5,00
Agar-Agar 13,0
D(-)mannitol 10,0
Ammonium Eisen (IIT) Citrat 0,50
Aesculin 0,80
Glucose 0,50
Lithiumchlorid 15,0
Phenolrot 0,08
PALCAM Listeria Selektiv Supplement nach VAN NETTEN et al. (mg/Einheit):
Polymixin-B-Sulfat 5,00
Ceftadizim 10,0
Acriflavin 2,50
pH 7,2 +/-0,2

Inkubation: 48 +/- 2 h bei 37°C, aerob
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Zitrat-Azid-Tween-K arbonat Selektivnahrboden (ZATK)

Selektivagar zum Nachweis von Enterokokken, diese reduzieren das 2,3,5-
Triphenyltetrazoliumchlorid zu rotem Formazan, die Kolonien erscheinen rétlich, Hemmung
der Begleitflora durch Citrat und Acid.

Zusammensetzung (g/1):

Pepton aus Casein 15,0
Hefeextrakt 5,00
Kaliumdihydrogenphosphat 5,00
Natriumcitrat 15,0
Tween®80 1,00
Agar-Agar 15,0
Natriumcarbonat 2,00
2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid 0,10
Natriumacid 0,40
pH 7,0 +/- 0,2

Inkubation: 24 h bei 37°C, acrob

Fluorocult ECD Agar (E. coli Direct Agar)
Selektivmedium zum Nachweis von Escherichia coli, unter UV-Licht ist eine hellblaue
Fluoreszenz der Kolonien sichtbar.

Zusammensetzung (g/1):

Pepton aus Casein 20,0
Lactose 5,00
Natriumchlorid 5,00
Gallensalze 1,50
Di-Kaliumhydrogenphosphat 4,00
Kaliumdihydrogenphosphat 1,50
Agar-Agar 15,0
Tryptophan 1,00
4-methylumbelliferyl-B-D-glucuronid 0,07
pH 7,0 +/- 0,2

Inkubation: 18-24 h bei 44°C, aerob
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Glutamat-Nahrldsungs-Basis

Zur Resuscitation von E. coli Zellen, die durch die Lebensmittelbearbeitung subletal

geschédigt sind.

Zusammensetzung (g/1):

Lactose

Natriumformiat

L-Cystin
L-Asparaginséure
L-Arginin

Thiamin

Nikotinséure
Panthotensdure
Magnesiumsulfat
Eisen(Ill)-ammoniumcitrat
Calciumchlorid
Dikaliumhydrogenphosphat
Bromkresolpurpur

Zusatz zu der Glutamat-Nahrlosungs-Basis:

Natriumglutamat
Ammoniumchlorid
Agar-Agar

pH 6,7 +/- 0,1

10,0
0,25
0,02
0,024
0,02
0,001
0,001
0,001
0,10
0,01
0,01
0,90
0,01

0,01
3,2
16,0

Auf den Nihrboden wird ein Celluloseacetat-Membranfilter aufgelegt und dieser dann mit

1 ml der Erstverdiinnung beimpft und 4 h bei 37°C aerob bebriitet.
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Tryptose-Sulfit-Cycloserin (TSC) Agar

Selektivmedium zum Nachweis von Clostridium perfringens einschlieflich Sporen;

Schwarzfirbung der Kolonien, die Schwefelwasserstoff produzieren, durch Reaktion mit

Sulfit und Eisensalz.

Zusammensetzung (g/1):

Tryptose

Pepton aus Sojamehl
Hefeextrakt
Natriumdisulfit
Ammonium Eisen(III)citrat
Agar-Agar

Zusitzlich:

Cycloserin

pH 7,6 +/- 0,2

Inkubation: 18-24 h bei 37°C, anaerob

15,0
5,00
5,00
1,00
1,000

15,0

4,00
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Bacillus-cereus-Selektivnahrboden (Polymyxin-Eigelb-M annit-Bromthymolblau-Agar,
PEMBA)

Selektivagar zur Detektion von Bacillus cereus, die Mannit Verstoffwechslung erzeugt einen
Farbumschlag des pH-Indikators Bromthymolblau (blduliche Kolonien), das Pepton in
Verbindung mit dem Natriumpyruvat bewirkt eine Eigelb-Prizipitation um die Kolonien.

Zusammensetzung (g/1):

Pepton 1,00
Mannit 10,0
Natriumchlorid 2,00
Magnesiumsulfat 0,10
Dinatriumhydrogenphosphat 2,50
Kaliumdihydrogenphosphat 15,0
Bromthymolblau 0,12
Natriumpyruvat 10,0
Zusitzlich:

Bacillus-Cereus-Selektiv-Supplement

Polymyxin B 50000 IE, gelost in 2 ml A. dest.
Eigelb Emulsion 25 ml
pH 7,2 +/- 0,2

Inkubation: 18-24 h bei 37°C, aerob

Rappaport-Vassiliadis (RV)-Anreicherungsiésung
Selektivanreicherung fiir Salmonellen

Zusammensetzung (g/1):

Sojapepton 5,00
Natriumchlorid 8,00
Kaliumdihydrogenphosphat 0,75
Magnesiumchlorid x 6 H,O 40,0
Malachitgriin 0,04
Zubereitung:

pH 5,2 +/-0,2

Inkubation: 24 h bei 42°C +/- 1°C, aerob
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Selenit-Cystin-L 6sung
Anreicherungsmedium fiir Salmonellen

Zusammensetzung (g/1):

Selenit-Cystin-Basislosung
Caseinpepton

Lactose
Dinatriumhydrogenphosphat
L-Cystin

sowie

Natriumbiselenit

pH 7,0 +/- 0,2

Inkubation: 18-24 h bei 36°C, aerob

Brilliantgr tin-Phenolr ot-L actose-Sacchar ose Agar

5,00

4,00
10,0

0,01

4,0 g, gelostin 1,0 1 A. dest.

Selektivnidhrboden zur Isolation von Salmonellen, die Kolonien stellen sich pinkfarben dar, da

weder Laktose noch Saccharose verstoffwechselt werden, dies wiirde mit einem

Farbumschlag nach gelb einhergehen (Indikator Phenolrot), Hemmung von gram-positiver

Begleitflora durch Brilliantgriin

Zusammensetzung (g/1):

Pepton aus Fleisch

Pepton aus Casein
Fleischextrakt
Natriumchlorid
Dinatriumhydrogenphosphat
Lactose

Saccharose

Phenolrot

Brilliantgriin

Agar-Agar

Zubereitung:

pH 6,9 +/- 0,2

Inkubation: 24 h bei 37°C, aerob

5,00
5,00
5,00
3,00
2,00
10,0
10,0
0,08
0,0125
12,0
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Xylose-L ysin-Desoxycholat-Agar (XL D-Agar)

Néahrmedium zur Detektion von Salmonellen und Shigellen; Shigellen verstoffwechseln keine
Xylose (kein Farbumschlag) im Gegensatz zu Salmonellen, die weiterhin Lysin
decarboxylieren und sich somit als rote oder orange Kolonien mit schwarzen Zentrum
(Schwefelwasserstoftbildung) auf dem roten Néhrboden darstellen

Zusammensetzung (g/1):

Hefeextrakt 3,00
Lysin 5,00
Xylose 3,75
Natriumchlorid 5,00
Natriumdesoxycholat 1,00
Lactose 7,50
Saccharose 7,50
Phenolrot 0,08
Natriumthiosulfat 0,0125
Eisen(III)-ammoniumcitrat 0,80
Agar-Agar 12,5
Zubereitung:

pH 7,4 +/- 0,2

Inkubation: 18-24 h bei 37°C, aerob
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Karmali-Selektivnahrboden
Blutfreier Selektivagar fiir die Anzucht von Campylobacter spp. mit Karmali-
Selektivsupplement zur Hemmung der Begleitflora.

Zusammensetzung (g/1):

Spezialpepton 23,0

Stiarke 1,0
Natriumchlorid 5,0
Aktivkohle 4,0

Héamin 0,032
Karmali-Selektivsupplement (2 Roéhrchen/Liter, gelost in 2 ml Ethanol):
Natriumpyruvat 0,1
Cefoperazon 0,032
Vancomycin 0,02
Amphotericin B 0,01

pH-Wert bei 25 °C: 7,4 £ 0,2
Inkubation: mikroaerob, 5 Tage bei tiglicher Kontrolle, 42°C

Preston-Selektivanr eicherungsmedium
Selektiver Néhrboden mit Pferdeblut zum Nachweis von Campylobacter spp. unter Zusatz
von Campylobacter-Selektiv-Supplement zur Hemmung der Begleitflora.

Zusammensetzung (g/1):

Fleischextrakt ,,Lab-Lemco* 10,0

Pepton 10,0

Natriumchlorid 5,0

Agar 12,0
Campylobacter-Selektiv-Supplement (2 Rohrchen/Liter, geldst in 2 ml Ethanol)
Polymyxin B 2500 IE

Rifampicin 0,011
Trimethoprim 0,0011
Cycloheximid 0,113

Pferdeblut, lysiert 50 ml

pH-Wert bei 25 °C: 7,5+ 0,2
Inkubation: mikroaerob, 5 Tage bei tiglicher Kontrolle, 42°C
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Tabelle 17: Inkubationsbedingungen der verwendeten Nahrboden

Bebriitungs- Néhrboden Zielkeim Bebriitungsdauer
temperatur Stunden
30°C PC mesophile aerobe 7242
Gesamtkeimzahl
30°C LA aerob wachsende 48+2
Milchsdurebakterien

30°C, LS Laktobazillen 48+2
anaerob

30°C GSP Aero-/Pseudomonaden 48+2

37°C BP koagulase-positive 46+2

Staphylokokken,
Mikrokokken

37°C PAL L. monocytogenes 48+2

37°C, TSC C. perfringens/ sulfitred. 2242
anaerob Anaerobier

37°C PEMBA B. cereus 2242

42°C ZATK Enterokokken 46+2

30°C, VG Enterobakteriazeen 48+2
anaerob

30°C, VL Coliforme 4842
anaerob

37°C GLUTA E. coli

44°C ECD E. coli 16-

18

37°C ENDO E. coli 24+2

37°C BPLS Salmonellen 2242

37°C XLD Salmonellen 22+2

25°C RO Hefen u. Schimmelpilze 4d
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