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1. EINLEITUNG 

Enterobacter sakazakii (nach der neuen Klassifizierung Cronobacter spp., IVERSEN et al., 

2008a) gilt als zwar seltener aber sehr gefährlicher Erreger verschiedener 

Infektionskranheiten, wie Meningitiden, nekrotisierenden Enterokolitiden u. a. m., insbeson-

dere bei Frühgeburten, Neugeborenen und Kindern in den ersten sechs Lebensmonaten 

(GURTLER et al., 2005). Als eine wesentliche Ursache für die Erkrankungen gilt kontami-

nierte pulverförmige Säuglingsnahrung (FRIEDEMANN, 2008). Deshalb wurde durch die 

"Verordnung (EG) Nr. 1441/2007 der Kommission vom 5. Dezember 2007 zur Änderung der 

Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 über mikrobiologische Kriterien für Lebensmittel" für "Ge-

trocknete Säuglingsanfangsnahrung und getrocknete diätetische Lebensmittel für besondere 

medizinische Zwecke, die für Säuglinge unter 6 Monaten bestimmt sind" ein Grenzwert ein-

geführt, der besagt, dass in 30 Proben zu jeweils 10 g E. sakazakii  nicht nachweisbar sein 

darf (Lebensmittelsicherheitskriterium).  

Die Konzentrationen des Erregers in pulverförmiger Säuglingsnahrung sind sehr gering und 

liegen im Allgemeinen nur bei einigen wenigen Keimen pro 100 g. Die US Food and Drug 

Administration hat daher bereits 2002 eine empfindliche MPN-Technik zum Nachweis von E. 

sakazakii in derartigem Untersuchungsmaterial entwickelt (FDA/SCAN, 2002), die eine 

Nachweisgrenze von 0,003 Keimen/g aufweist. Allerdings ist das Verfahren sehr zeit- und 

arbeitsaufwendig und nicht spezifisch für E. sakazakii. Bei der 2006 veröffentlichten 

ISO/IDF-Methode (ISO/TS | IDF/RM 210:2006 Milk and milk products – Detection of 

Enterobacter sakazakii) handelt es sich um ein qualitatives Verfahren, das ebenfalls nicht als 

optimal bezeichnet werden kann und sich daher bereits seit einiger Zeit in Überarbeitung be-

findet. 

In der vorliegenden Arbeit sollte ein auf der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) basierender 

Suchtest entwickelt werden, der ohne großen apparativen Aufwand in kurzer Zeit einen siche-

ren und schnellen Nachweis von E. sakazakii in pulverförmiger Säuglingsnahrung erlaubt. 
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2. LITERATUR 

2.1 Taxonomische Stellung von Cronobacter spp. (Enterobacter sakazakii) 

Enterobacter (E.) sakazakii wurde zunächst als gelb pigmentierte Biogruppe von E. cloacae 

innerhalb der Familie der Enterobacteriaceae beschrieben. FARMER et al. (1980) fanden 

durch DNA-DNA-Hybridisierungen eine hohe Übereinstimmung (83 – 89 %) des Genoms 

dieser gelb pigmentierten E. cloacae-Stämme untereinander, während der Genomvergleich 

von pigmentierten und unpigmentierten E. cloacae nur eine geringe Übereinstimmung (31 – 

49 %) zeigte. Sie schlugen daher vor, die gelb pigmentierten Stämme in einer eigenen Species 

zusammenzufassen und gaben dieser zu Ehren des japanischen Bakteriologen Richii Sakazaki 

den Namen Enterobacter sakazakii.  

Da sie innerhalb der neuen Spezies 15 Biogruppen unterscheiden konnten, hatten bereits 

FARMER et al. (1980) vermutet, dass es sich in Wirklichkeit um mehrere Species handeln 

könnte. 2007 zeigten IVERSEN et al. mit Hilfe von f-AFLP (fluorescent amplified fragment 

length polymorphisms), Ribotypisierung, DNA-DNA-Hybridisierung und Gensequenzierung 

der 16S rRNA, dass der Organismus mindest fünf Genomspecies umfaßt und schlugen die 

Bildung eines Genus "Cronobacter" innerhalb der Familie der Enterobacteriaceae vor. Basie-

rend auf dieser Arbeit und weiteren Studien ergibt sich folgende Struktur dieser neuen Gat-

tung (Tab. 1). 

Tabelle 1: Neue taxonomische Stellung von Enterobacter sakazakii (IVERSEN et al., 2008a) 

Taxon Bezeichnung Benennung durch 

Familia Enterobacteriaceae CASTELLANI & CHALMER (1919) 

Genus Cronobacter IVERSEN et al. (2008a) 

Species C. sakazakii  

Species C. malonaticus  

Species C. turicensis  

Species C. muytjensii  

Species C. dublinensis  

Subspecies C. dublinensis subsp. dublinensis  

 C. dublinensis subsp. lausannensis  

 C. dublinensis subsp. lactaridi  
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Zwei weitere Stämme werden in diesem Schema als Cronobacter genomospecies 1 bezeich-

net (IVERSEN et al., 2008a). Durch die Neuklassifizierung von Cronobacter spp. ändert sich 

hinsichtlich der Risikobewertung nichts. Alle fünf neuen Species des Genus enthalten klini-

sche Isolate (IVERSEN et al., 2007). 

2.2 Physiologische und biochemische Eigenschaften 

Cronobacter spp. sind fakultativ anaerobe, motile, peritich begeißelte, gramnegative Stäb-

chen, mit einer Größe von etwa 3 μm x 1 μm (IVERSEN et al., 2008a). 

Charakteristische Eigenschaften von Cronobacter spp. sind die Bildung gelben Pigments so-

wie die α-Glucosidase-Aktivität, welche MUYTJENS et al. (1984) bei allen 129 getesteten 

Cronobacter-Stämmen, aber bei keinem der 97 anderen Enterobacter-Stämmen fanden. Die 

gelbe Pigmentierung wird bei einer Inkubationstemperatur von 25 °C am deutlichsten ausge-

bildet. Sie variiert zwischen den Stämmen in ihrer Intensität. In seltenen Fällen ist sie nur 

schwer erkennbar oder nicht vorhanden (FARMER et al. 1980). In Untersuchungen von 

IVERSEN und FORSYTHE (2007) produzierten 2 % der geprüften Cronobacter-Stämme 

kein gelbes Pigment. In Israel wurde 1993 im Verlauf einer neonatalen Bakteriämie ein 

Cronobacter-Stamm isoliert, der ebenfalls kein Pigment bildete (BLOCK et al., 2002). Gelb-

färbung zeigen auch Kolonien von E. agglomerans (NAZAROWEC-WHITE und FARBER, 

1997a) sowie Acinetobacter spp., Escherichia hermanii, Cedacea lapagei und Leclercia 

adecarboxylata, die aber keine α-Glucosidase-Aktivität besitzen (LEUSCHNER und BEW, 

2004). 

Cronobacter spp. sind, wie oben bereits erwähnt, fakultativ anaerob und wachsen mit Glucose 

und Citrat als einziger Energie- oder Kohlenstoffquelle (FARMER et al., 1980). Die Gasbil-

dung aus Lactose ist von der Art des Mediums abhängig. So bildeten drei von 57 Stämmen 

kein Gas in Laurylsulfat-Tryptose- oder Brillantgrün-Galle-Bouillon, und 17 Stämme wiesen 

keine Gasbildung in Lactose-Bouillon auf. Somit waren 70 – 95 % der getesteten Stämme als 

Coliforme (Gasbildung aus Lactose bei 35 °C) anzusehen. Zu ähnlichen Ergebnissen kamen 

später auch IVERSEN et al. (2004a). Nur 33 der 57 von FARMER et al. (1980) getesteten 

Isolate bildeten bei 44,5 °C Gas in Escherichia-coli-Bouillon, in den Untersuchungen von 

IVERSEN et al. (2004a) waren bei 44 °C nur 23 % der Isolate hierzu in der Lage. 
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Cronobacter spp. werden demnach weder beim Coliformen- noch beim Fäkalcoliformentest 

sicher erfaßt. 

Zur Abgrenzung gegenüber E. cloacae, der ähnliche Eigenschaften wie Cronobacter spp. be-

sitzt, eignen sich auf phänotypischer Ebene neben der Pigmentbildung der negative Sorbit-

Test und der positive Desoxyribonuklease-Test (FARMER et al. 1980). Neuerdings konnte 

jedoch gezeigt werden, dass manche Stämme von Cronobacter Sorbit verstoffwechseln 

(HEUVELINK et al., 2001). Auch dieses Kriterium ist daher, wie die gelbe Pigmentierung, 

nicht uneingeschränkt gültig. Als weitere Differenzierungsmöglichkeiten zwischen 

Cronobacter spp. und E. cloacae werden die Tween-80-Esterase-Aktivität (ALDOVA et al., 

1983) sowie unterschiedliche Antibiotikaempfindlichkeiten (FARMER et al., 1980) genannt. 

Eine umfangreiche Zusammenstellung verschiedener biochemischer Reaktionen findet sich 

bei FARMER et al. (1980). 

Auf festen Nährböden bilden Cronobacter spp. bei der Erstisolierung zwei unterschiedliche 

Kolonieformen (FARMER et al., 1980). Kolonietyp A ist entweder trocken oder mukös mit 

eingekerbtem oder bogenförmig ausgezacktem Rand und von gummiartiger Konsistenz. Typ 

B ist schleimig, weich und leicht mit der Öse vom Untergrund abzunehmen. Typ A wandelt 

sich bei Subkultivierung rasch in Typ B um. Ob Virulenz- oder andere Unterschiede zwischen 

den beiden morphologischen Varianten bestehen, ist zur Zeit nicht bekannt (NAZAROWEC-

WHITE und FARBER, 1997a). 

In flüssigen Medien wachsen Cronobacter spp. sehr rasch und bilden große Mengen an Sedi-

ment (FARMER et al., 1980). Alle 57 von FARMER et al. (1980) getesteten Cronobacter-

Stämme wuchsen in Bouillon bei Temperaturen von 25 °C, 36 °C und 45 °C, 50 auch bei 47 

°C. Bei 4 °C und 50 °C war in keinem Fall Wachstum zu registrieren. NAZAROWEC-

WHITE und FARBER (1997b) fanden in Untersuchungen an elf klinischen und aus Säug-

lingstrockennahrung isolierten Stämmen minimale Wachstumstemperaturen in Hirn-Herz-

Bouillon zwischen 5,5 °C und 8 °C. Nur zwei Stämme konnten sich bei 45 °C vermehren. Die 

durchschnittlichen Generationszeiten in rekonstituierter Säuglingsnahrung betrugen 4,98 h bei 

10 °C und 40 min bei 23 °C. IVERSEN et al. (2004b) registrierten im gleichen Medium bei 

21 °C eine Generationszeit von 1,7 h. In rekonstituierter Säuglingsnahrung lag die minimale 

Wachstumstemperatur bei 6.0 °C, die optimale Temperatur betrug 37 °C – 43 °C, die maxi-

male 45 °C (IVERSEN et al., 2004b). Bei Kühlungstemperaturen (6 °C) lag die Generations-

zeit des Erregers in rekonstituierter Säuglingsnahrung bei 13,7 h (IVERSEN et al., 2004b). 
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Die Autoren halten es daher für unwahrscheinlich, dass unter diesen Bedingungen die, aller-

dings bisher unbekannte, infektöse Dosis erreicht wird. In diesem Zusammenhang sollte auch 

erwähnt werden, dass die Anlaufphase in rekonstituierter Säuglingsnahrung bei aus Lebens-

mitteln isolierten Stämmen und einer Bebrütungstemperatur von 10 °C im Mittel 28,56 ± 7,44 

h (NAZAROWEC-WHITE und FARBER, 1997b) bzw. (mathematisch geschätzt) 83,3 ± 18,7 

h (KANDHAI et al., 2006) betrug. Bei 23 °C lag sie allerdings nur noch bei 2,76 ± 0,51 h 

(NAZAROWEC-WHITE und FARBER, 1997b) und bei 37 °C (mathematisch geschätzt) nur 

bei 1,73 ± 0,43 h (KANDHAI et al., 2006). 

Untersuchungen zur Hitzetoleranz von Cronobacter spp. wurden unter anderem von 

NAZAROWEC-WHITE und FARBER (1997c), BREEUWER et al. (2003) und IVERSEN et 

al. (2004b) durchgeführt. Die gefundenen Werte der letztgenannten Arbeitsgruppe liegen etwa 

zwischen denen der beiden anderen und sollen im folgenden zusammenfassend referiert wer-

den: Die D54 °C – Werte in Trypton-Soja-Bouillon und rekonstituierter Säuglingsnahrung, die 

an zwei Stämmen ermittelt wurden, bewegten sich zwischen 10,2 ± 3,56 und 16,4 ± 0,67 min, 

bei 62 °C zwischen 0,2 ± 0,13 und 0,4 ± 0.08 min. Basierend auf einem D60 °C-Wert von 1,1 

min und einem z-Wert von 5,7 °C in rekonstituierter Säuglingsnahrung berechneten die Auto-

ren für die Kurzzeitpasteurisierung bei 71,2 °C über 15 s eine Reduktion der Keimzahl des 

Erregers um 26 Zehnerpotenzen, was für die Effizienz der gängigen Pasteurisierungsverfahren 

spricht. Zu einem ähnlichen Schluss waren auch schon NAZAROWEC-WHITE et al. (1999) 

gekommen. Eine Belastung von Säuglingstrockennahrung mit Cronobacter spp. müßte dem-

nach auf eine Rekontamination nach der Wärmebehandlung zurückzuführen sein. Allerdings 

sprechen Versuche von ARKU et al. (2008) dafür, dass der Erreger die Sprühtrocknung über-

leben kann. Abschließend soll noch erwähnt werden, dass EDELSON-MAMMEL und 

BUCHANAN (2004), die ebenfalls Versuche zur Hitzeresistenz von Cronobacter spp. in 

rekonstituierter Säuglingsnahrung durchführten, erhebliche Unterschiede zwischen den ein-

zelnen von Ihnen geprüften zwölf Stämmen registrieren konnten. So lagen die D58 °C-Werte 

von sechs Stämmen im Bereich von 30,5 ± 0,1 s bis 47,9 ± 0.1 s, die der anderen sechs im Be-

reich von 307,8 ± 6,7 s bis 591,9 ± 49,9 s. WILLIAMS et al. (2005) fanden später ein Protein, 

dass nur bei den sechs resistenteren Stämmen vorkam, und das als Biomarker für derartige 

Isolate dienen kann. 

Gegenüber erniedrigten Wasseraktivitäten sind, nach Untersuchungen von BREEUWER et al. 

(2003), Cronobacter spp. resistenter als andere Enterobacteriaceae. So nahmen z. B. die 

Keimzahlen von zwei Cronobacter-Stämmen bei einem aW-Wert von 0,81 innerhalb von zwei 
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Wochen um drei bis vier, die von Salmonellen (S. Enteritidis, S. Typhimurium), E. coli, 

Klebsiella pneumoniae, Serratia rubidea und Citrobacter freundii dagegen um mehr als sechs 

Zehnerpotenzen ab. Die gleiche Tendenz zeigte sich auch bei einer Trocknung und anschlie-

ßenden Lagerung. So sank nach einer Bebrütung in der stationären Phase getrockneter 

Cronobacter-Zellen bei 25 °C über 46 d die Keimzahl um ein bis eineinhalb, die von E. coli 

um vier Zehnerpotenzen. In der exponentiellen Phase getrocknete Cronobacter-Zellen waren 

allerdings wesentlich empfindlicher (Abnahme um sechs Zehnerpotenzen bei einer Lagerung 

bei 25 °C über zwei Wochen). Für die hohe Resistenz des Erregers gegenüber osmotischem 

Stress sprechen auch die Untersuchungen von EDELSON-MAMMEL et al. (2005), die nach 

einer zweijährigen Lagerung bei Zimmertemperatur von mit etwa 10
6
 Cronobacter/g konta-

minierter Säuglingstrockennahrung noch 300 Keime/g isolieren konnten. Ein Grund für die 

hohe Resistenz des Erregers gegenüber Trockenheit, ist nach Untersuchungen von 

BREEUWER et al. (2003) in der Fähigkeit zu sehen, während der stationären Wachstumspha-

se Trehalose anzuhäufen, die Phospholipidmembranen und Proteine stabilisiert. Daneben 

scheinen auch die Akkumulation bestimmter Proteine, die eine protektive Wirkung besitzen 

(RIEDEL und LEHNER, 2007), bzw. die Ausbildung einer Kapsel (RIEDEL und LEHNER, 

2007), eine Rolle bei der Anpassung an trockene Bedingungen zu spielen.  

IVERSEN et al. (2004b) und LEHNER et al. (2005) konnten in ihren Untersuchungen unter 

anderem die Biofilmbildung an Latex-, Silikon- Polycarbonat- und Polyvinylchlorid-

oberflächen sowie in geringerem Ausmaß auch an Glas und Edelstahl nachweisen. KIM et al. 

(2006) untersuchten die Biofilmbildung an Magensonden aus Polyvinylchlorid und an Edel-

stahl. Hierbei zeigten sich deutliche Abhängigkeiten der Anheftungsfähigkeit und Biofilmbil-

dung vom Nährstoffangebot und der Temperatur. So heftete sich der Erreger an beide Materi-

alien besser bei 25 °C als bei 12 °C an. Bei  25 °C  bildete er nach der Anheftung Biofilme in 

Anwesenheit von rekonstituierter Säuglingsnahrung. Die Ergebnisse der zitierten Arbeiten 

unterstreichen sowohl die Bedeutung der Temperaturkontrolle bei der Produktion von Säug-

lingsnahrung, als auch die Notwendigkeit, Babyflaschen und andere bei der Ernährung von 

Säuglingen verwendete Utensilien unmittelbar nach dem Gebrauch sorgfältig zu reinigen. 

2.3 Pathogenitätsmechanismen 

Cronobacter spp. zählen, wie Enterobacter spp. auch, zu den opportunistisch pathogenen 

Bakterien. Erkrankungen sind zwar relativ selten, betreffen aber insbesondere Frühgeburten 

und junge Säuglinge, bei denen eine Cronobacter-Infektion zu einer schweren, häufig fatal 
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verlaufenden Septikämie, Meningitis, nekrotisierenden Meningoenzephalitis oder 

nekrotisierender Enterokolitis führen kann. Erkrankungen Erwachsener sind selten 

(GURTLER et al., 2005). Über die Pathogenese bzw. Virulenzfaktoren ist noch wenig be-

kannt. Enterotoxin- bzw. Cytotoxinbildung (PAGOTTO et al., 2003), nicht auf Fimbrien ba-

sierende Adhäsion an humanen epithelialen und an zerebralen Endothelien-Zellen (MANGE 

et al., 2006), Fähigkeit zur Invasion in zerebrale Kapillarendothelien der Ratte und Überleben 

in menschlichen Makrophagen (TOWNSEND et al., 2007; 2008) werden in diesem Zusam-

menhang genannt. 

2.4 Vorkommen 

Cronobacter spp. sind in der Umwelt und in Lebensmitteln weit verbreitet. So konnten 

KUZINA et al. (2001) und HAMILTON et al. (2003) den Erreger aus dem Darm verschiede-

ner Insekten (Stallfliege, Fruchtfliege, Hausfliege) isolieren. Über den Nachweis in Mineral-

wasserquellen berichten MOSSO et al. (1994). 

Auch in verschiedenen Lebensmitteln pflanzlicher Art (KIM und BEUCHAT, 2005), tieri-

schen Ursprungs, wie Fleischerzeugnissen (LECLERCQ et al., 2002), Milch (LAFARGE et 

al., 2004), Milcherzeugnissen (CHAVES-LOPEZ et al., 2006), Speiseeis (KRAEMER, 2008), 

Eiern (GURTLER et al., 2005), Fisch (LIU et al., 2005) und in Trinkwasser (LECLERC et al., 

2001) wurden Cronobacter spp. nachgewiesen. Eine detaillierte Zusammenstellung zum Vor-

kommen des Erregers in Lebensmitteln (außer Säuglingsnahrung und Milchtrockenprodukten) 

und Getränken findet sich bei FRIEDEMANN (2007). 

Von großer Bedeutung für die Entstehung von Erkrankungen durch Cronobacter spp. ist die 

Kontamination von Säuglingsnahrung auf Milchpulverbasis. Eine Reihe zum Teil tödlich ver-

laufender Infektionen bei Frühgeburten und Neugeborenen konnte auf diese Quelle zurückge-

führt werden (FAO/WHO, 2006). Einer Zusammenstellung von Untersuchungen zum Vor-

kommen des Erregers in derartigen Produkten zufolge betrug der Anteil positiver Proben zwi-

schen 2 und 14 % (KRAEMER, 2008, basierend auf FAO/WHO, 2006). O'BRIEN et al. 

(2009) fanden allerdings bei Untersuchungen an 470 Proben 31 verschiedener Folgenahrun-

gen und Getränke von sieben Herstellern weder in solchen auf Milch- noch in solchen auf So-

jabasis Cronobacter spp.. Lediglich zwei Getränke auf Getreidebasis waren positiv (weniger 

als 1 Keim/10 g). 
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Neben der Säuglingsnahrung selbst kommen aber auch die bei deren Zubereitung und Verfüt-

terung (Sauger, Fläschchen etc.) verwendeten Gerätschaften als Infektionsquelle in Betracht. 

Deshalb ist eine gute Hygienepraxis in diesem Bereich unbedingt notwendig 

(FRIEDEMANN, 2008). 

2.5 Erkrankungen 

Durch Cronobacter spp. hervorgerufene Erkrankungen sind selten. O'BRIEN et al. (2009) 

fanden im Zeitraum der letzten 48 Jahre 123 dokumentierte Fälle bei Kindern, von denen nur 

sechs älter als drei Monate waren. Neun Erkrankungsfälle betrafen Erwachsene, die allerdings 

immunkompromittiert waren (PAGOTTO et al., 2007). Die Erkrankung nimmt jedoch in der 

Regel einen schweren Verlauf, und Todesfälle oder Folgeschäden sind häufig. Der Erreger 

wird daher von der "International Commission on Microbiological Specification for Foods" 

als "severe hazard for restricted populations, life threatening or substantial chronic sequelae or 

long duration" klassifiziert (ICMSF, 2002). Die Infektionen kommen hauptsächlich in Kran-

kenhäusern vor, und die Patienten sind in den meisten Fällen frühgeborene, untergewichtige 

Säuglinge oder Säuglinge in den ersten beiden Lebensmonaten. Septikämien, Meningitiden, 

auch mit Abszessbildung, und nekrotisierende Enterokolitiden wurden als häufigste Krank-

heitsbilder beobachtet, daneben können aber auch Durchfälle, Konjuntivitiden, 

Harnwegsinfektionen und anderes mehr auftreten (IVERSEN und FORSYTHE, 2003; 

PAGOTTO et al., 2007). LAI verfasste 2001 eine Übersicht von Cronobacter-bedingten 

Erkankungen in der englischsprachigen Literatur. Er berichtete über insgesamt 31 Infektionen 

bei Säuglingen, Babys und Kindern. 21 Patienten litten an Meningitis, zwölf hatten eine zu-

sätzliche Bakteriämie. Untergewichtig waren 55 % der betroffenen Säuglinge, 75 % waren 

entweder Frühgeborene oder es waren Komplikationen während der Geburt aufgetreten. In 

dieser Untersuchung lag die Todesrate bei 33 %. Betrachtet man nur die 

Meningitiserkrankungen, steigt die Todesrate auf 45 %. Die betroffenen Säuglinge, die zu 

früh und mit Untergewicht geboren wurden, wiesen eine Todesrate von 50 % auf. Neun von 

elf überlebenden Meningitispatienten litten unter Spätschäden, wie Hydrocephalus, gravie-

renden Entwicklungsdefiziten und neurologischen Ausfällen.  

Wie oben bereits erwähnt, war in mehreren Fällen kontaminierte Säuglingsnahrung für die 

Entstehung der Erkrankungen verantwortlich. So wurden bei einem Ausbruch in Island die 

Cronobacter-Isolate aus klinischem Probenmaterial der drei Patienten mit solchen, die in der 

Säuglingsnahrung nachgewiesen worden waren mit verschiedenen Verfahren verglichen. Der 
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Biotyp, das Profil der Plasmid-DNA und das Antibiogramm waren bei den Patientenisolaten 

und bei denen aus dem Lebensmittel identisch (BIERING et al. 1989). Ähnliches fanden 

SIMMONS et al. (1989) bei einem Ausbruch in Memphis, USA. Hier traten vier Erkrankun-

gen mit Durchfall auf. Cronobacter spp. wurden in einem Mixer der Milchküche und in der 

Säuglingsnahrung gefunden. Auch in diesem Fall bestätigten entsprechende  Untersuchungen 

dass diese Isolate mit denen von den Patienten identisch waren.  

In Brüssel trat von Juni bis Juli 1998 eine Häufung von Cronobacter-Infektionen auf. Alle 

betroffenen Säuglinge waren Patienten in einem Krankenhaus, wogen weniger als 2000 g und 

litten an nekrotisierender Enterokolitis. Auch in diesen Fällen konnte im klinischen Proben-

material und in der Säuglingsnahrung derselbe Cronobacter-Stamm nachgewiesen werden 

(VAN ACKER et al., 2001). In Tab. 2 findet sich eine Zusammenstellung von durch 

Cronobacter spp. hervorgerufenen Erkrankungen, bei denen zum Teil kontaminierte Säug-

lingsnahrung als Ursache nachgewiesen werden konnte. 

 

 

Tabelle 2.: Cronobacter-Erkrankungen bei Kindern (nach DRUDY et al., 2006) 

Jahr Land Fälle Todesfälle Ursache 

1958 England 2 2 unbekannt 

1958 Dänemark 1 1 unbekannt 

1958 USA (Georgia) 1 0 unbekannt 

1958 USA (Oklahoma) 1 1 unbekannt 

1981 USA (Indiana) 1 0 unbekannt 

1977 – 1981 Griechenland 1 1 unbekannt 

1983  Dänemark 8 6 Säuglingsnahrung 

1984 Griechenland 11 4 unbekannt 

1984 USA (Missouri) 1 0 unbekannt 

1984 (USA) Massachusetts 2 1 unbekannt 

1986 – 1987 Island 3 1 Säuglingsnahrung 

1988 USA (Tennessee) 4 0 Säuglingsnahrung  

1990 USA (Maryland) 1 0 Säuglingsnahrung 

1991 Ohio 1 0 unbekannt 

1998 Belgien 12 2 Säuglingsnahrung 

1999 – 2000 Israel 2 0 Säuglingsnahrung 



 -10- 

Jahr Land Fälle Todesfälle Ursache 

2001 USA (Tennessee) 10 1 Säuglingsnahrung 

2002 Belgien 1 1 Säuglingsnahrung 

2004 Neuseeland 5 1 Säuglingsnahrung 

2004 Frankreich 4 2 Säuglingsnahrung 

 

 

2.6 Nachweis 

Auf internationaler Ebene werden zur Zeit im wesentlichen zwei kulturelle Verfahren zum 

Nachweis von Cronobacter spp. eingesetzt: Die sogenannte FDA-Methode der U. S. Food 

and Drug Administration "Isolation and Enumeration of Enterobacter sakazakii from 

Dehydrated Powdered Infant Formula" (FDA/CFSAN, 2002) sowie die Technische Spezifika-

tion ISO/TS 22964 | IDF/RM 210:2006 "Milk and milk products – Detection of Enterobacter 

sakazakii". Letztere wird in der "Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 der Kommission vom 15. 

November 2005 über mikrobiologische Kriterien für Lebensmittel" als analytisches Referenz-

verfahren für den Nachweis von Cronobacter spp. (Enterobacter sakazakii) genannt. Das 

Verfahren befindet sich allerdings im Hinblick auf eine Optimierung und Ausdehnung auch 

auf die Untersuchung anderer Lebensmittel in Überarbeitung. 

Die FDA-Methode ist kein spezifisches Nachweisverfahren für Cronobacter spp. sondern 

weist allgemein der Familie der Enterobacteriaceae zugehörige Keime nach. Hierzu werden 

zunächst 3 x 100 g, 3 x 10 g und 3 x 1 g des Untersuchungsmaterials (MPN-Verfahren) in 

Wasser gelöst und bei 36 °C über 24 h vorangereichert. Danach wird in die selektive EE-

Boullion (Enterobacteriaceae Enrichment) übertragen und bei 36 °C über 24 h angereichert. 

Anschließend erfolgen Ausstriche auf Kristallviolett-Galle-Glucose-Agar (VRBD-Agar) und 

nach einer Inkubation von 24 h bei 36 °C die Übertragung von fünf typischen Kolonien auf 

Trypton-Soja-Agar. Gelbe Kolonien werden mit einem miniaturisierten Testsystem (API 20E) 

auf Zugehörigkeit zur Gattung Cronobacter geprüft. 

Bei der Untersuchung nach ISO/TS 22964 | IDF/RM 210:2006 wird ebenfalls zunächst vor-

angereichert – allerdings in Gepuffertem Peptonwasser (37 °C/18 h) – und anschließend in 

modifizierte Laurylsulfat-Tryptose-Bouillon mit Novobiocinzusatz (mLST+n) übertragen. 

Die Bebrütung erfolgt bei 45 °C über 24 h. Danach werden Ausstriche auf einem festen 
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chromogenen Selektivmedium ESIA (Enterobacter sakazakii Isolation Agar) angelegt und 

nach der Inkubation bei 44 °C über 24 h typische, aufgrund der alpha-Glucosidase-Aktivität 

des Erregers und des damit verbundenen Farbumschlag des Chromogens blau-grün gefärbte 

Kolonien, auf Trypton-Soja-Agar übertragen. Auf diesem Medium gelb pigmentierte Kolo-

nien werden biochemisch auf Zugehörigkeit zur Gattung Cronobacter getestet. 

Bei beiden Verfahren handelt es sich nicht um optimale Methoden. So wachsen nicht alle 

Cronobacter-Stämme in EE- oder mLST+n-Bouillon (IVERSEN und FORSYTHE, 2007) 

und ein gewisser Prozentsatz der Isolate ist, wie unter 2.2 bereits erwähnt, nicht gelb pigmen-

tiert (IVERSEN und FORSYTHE, 2007). Auch die Bebrütungstemperaturen von 44 bzw. 45 

°C sind für einige Stämme zu hoch, weshalb im Erstentwurf der Revision des ISO/IDF-

Verfahrens das Auswahlkriterium "Gelbpigmentierung" entfällt, eine Inkubation bei 41,5 °C 

vorgesehen ist, und außerdem mLST+n-Bouillon durch die saccharosehaltige "Cronobacter 

Screening Broth" (IVERSEN et al., 2008b) ersetzt werden soll (BECKER, 2009, pers. Mittei-

lung). Für den Nachweis ist als festes Selektivmedium der "Chromogenic Cronobacter Isola-

tion (CCI) agar" (IVERSEN et al., 2008b) vorgesehen. Dieses Medium basiert, wie die übri-

gen chromogenen Medien zum Nachweis von Cronobacter spp. auch, auf der bereits erwähn-

ten alpha-Glucosidase-Aktivität (MUYTJENS et al., 1984) der als Substrat 5-Brom-4-chlor-3-

indolyl-alpha-D-glucopyranosid angeboten wird. Proteus vulgaris besitzt ebenfalls alpha-

Glucosidase-Aktivität, kann aber anhand der Graufärbung der Kolonien infolge Schwefelwas-

serstoffbildung von Cronobacter (blau-grüne Kolonien) abgegrenzt werden (IVERSEN et al., 

2004a). 

Die Polymerase Chain Reaction (PCR) hat als Nachweismethode die Vorteile, dass sie schnell 

durchzuführen ist, im allgemeinen nur eine Anreicherung benötigt und sehr spezifisch reagiert 

(LEHNER et al., 2004). Von den bisher entwickelten oder angewendeten molekularbiologi-

schen Verfahren zum Nachweis, zur Identifizierung und zur Feindifferenzierung von 

Cronobacter spp. sollen die PCR-Techniken von HEUVELINK et al. (2004) und LIU et al. 

(2006) erwähnt werden.  In beiden Arbeiten wurde Säuglingsnahrung untersucht. Bei den bei-

den Verfahren nach LIU et al. (2006) handelt es sich jeweils um eine real-time PCR unter 

Verwendung des TaqMan-Systems bzw. unter Verwendung von SYBR Green. Bei der Me-

thode nach HEUVELINK et al. (2004) handelt es sich ebenfalls um eine real-time PCR unter 

Verwendung des TaqMan-Systems. 
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Abschließend soll noch erwähnt werden, dass nach Beendigung der eigenen Untersuchungen 

das in der vorliegenden Arbeit als PCR-Target verwendete 16S-rRNA-Gen von E. sakazakii 

durch HASSAN et al. (2007) näher charakterisiert wurde.  
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3. EIGENE UNTERSUCHUNGEN 

3.1 Material und Methodik 

3.1.1 Material 

3.1.1.1 Untersuchungsmaterial 

Das Untersuchungsmaterial war kommerziell verfügbare Säuglingstrockennahrung von vier 

verschiedenen Herstellern in Originalverpackungen. Die Proben wurden zufällig ausgewählt 

und umfaßten die Produktgruppen Anfangsnahrung, Folgenahrung, Dauernahrung, Diätnah-

rung und Heilnahrung. Insgesamt wurden 218 derartige Proben untersucht. Außerdem standen 

insgesamt zehn Proben Staubsaugerinhalt und andere Umfeldproben von den Produktionsstät-

ten der Säuglingsnahrung, sowie zehn Proben aus den Dienstleistungsuntersuchungen des In-

stituts zur Verfügung.  

3.1.1.2 Enterobacter sakazakii-Stämme 

Zur Feststellung der Sensitivität der PCR-Methode (3.1.2.2) zum Nachweis von E. sakazakii 

lagen 57 verschiedene Stämme vor (Tab. 3.1). Mittels Random Amplified Polymorphic DNA-

PCR (RAPD; 3.1.2.2.5) war die genetische Vielfalt dieser Stämme bestätigt worden. Alle Iso-

late zeigten typisches Verhalten in den miniaturisierten Testkits API 20E oder Enterotube II 

und reagierten positiv in den Tests für extrazelluläre Desoxyribonuklease und α-Glucosidase. 

3.1.1.3 Isolate von anderen Enterobacteriaceae spp. und von nicht-

Enterobacteriaceae  

Die Isolate der in Tab. 3.2 genannten Species wurden zur Bestimmung der Spezifität der 

PCR-Methode für den Nachweis von E. sakazakii (3.1.2.2) eingesetzt. Herkunft und Zahl der 

Stämme sind Tab. 3.2 zu entnehmen.  

Eine weitere nicht zur Familie Enterobacteriaceae gehörige Species (Bacillus cereus MHI 

161) wurde zur Erstellung der internen Amplifikationskontrolle verwendet. 
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Tabelle 3.1: Herkunft und Anzahl der verschiedenen Stämme von E. sakazakii (n = 57) 

Herkunft der Stämme Anzahl der 

Stämme 

Stamm-Nummern (soweit 

vorhanden) 

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkulturen (DSMZ) 

1 DSM 4485 

National Collection of Type Cultures (NCTC) 

Public Health Laboratory Service (PHLS) 

5 NCTC 8155, NCTC 9238, 

NCTC 9844, NCTC 9846, 

NCTC 9529 

Dienstleistungsproben des Instituts 2 (10)
3
  

Niederlande
1)

 6  

Professur für Milchwissenschaften,  

Justus-Liebig-Universität Gießen 

11  

Isolate aus Säuglings- und Kleinkindernahrung 

verschiedener Hersteller 
2)

 

23  

Staubsaugerinhalt (Umfeldprobe eines Herstel-

lers) 

1 (10)
3
  

Eigene Isolate aus Säuglings- und Kleinkinder-

nahrung verschiedener Hersteller 

8 (218)
3 

 

1) Food and Consumer Product Safety Authority, Zutphen, Netherlands 
2) Die an der Studie beteiligten Säuglingsnahrungshersteller stellten Isolate zur Verfügung, die in den Betriebslaboratorien 

isoliert worden waren. 
3)In Klammern Anzahl der getesteten Proben (Säuglingsnahrung, Umfeldproben, siehe 3.1.1.1). 

Tabelle 3.2: Herkunft und Anzahl von Isolaten verschiedener Species (n = 169) 

Species Anzahl und Herkunft der Isolate 

 
Gießen

1 
München

2 Säuglingsnahrungs-

hersteller
3 

Citrobacter freundii 7 2 16 (8) 

Enterobacter agglomerans 3 0 21 (10) 

Enterobacter cloacae 3 1 21 (4) 

Enterobacter gergoviae 1 0 3 (1) 

Enterobacter amnigenus 0 0 1 (1) 

Escherichia coli 2 11 8 (3) 
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Species Anzahl und Herkunft der Isolate 

 
Gießen

1 
München

2 Säuglingsnahrungs-

hersteller
3 

Escherichia hermanii 0 0 1 (1) 

Klebsiella pneumoniae 1 0 5 (3) 

Klebsiella oxytoca 0 0 3 

Klebsiella ozaenae 1 0 1 

Hafnia alvei 0 3 0 

Salmonella ssp. 0 6 0 

Serratia spp. 1 [S. rubidea] 2 0 

Shigella spp. 0 2 1 [S. flexneri] 

Staphylococcus spp. 0 8 0 

Enterococcus spp. 0 3 0 

1)
 Professur für Milchwissenschaften, Institut für Nahrungsmittelkunde, Justus-Liebig-Universität Gießen

 

2) 
Lehrstuhl für Hygiene und Technologie der Milch, Ludwig-Maximilians-Universität München

 

3) 
Von den Herstellern (siehe 3.1.1.1) zur Verfügung gestellte Isolate sowie Isolate (in runden Klammern), die im 

Rahmen der Dissertation aus Proben von Säuglingsnahrungen der beteiligten Hersteller isoliert worden waren. 

3.1.1.4 Nährböden, Reagenzien und Geräte für die kulturellen Untersuchun-

gen 

3.1.1.4.1 Flüssige Nährmedien (in Klammern im Text verwendete Abkürzungen) 

Hirn-Herz-Bouillon (BHI)     Merck 110493 

Doppelt gepuffertes Peptonwasser (GPW)   Oxoid CM509 

Enterobacteriaceen-Anreicherungs-Bouillon (EE-broth)  Oxoid CM0317 

Laurylsulfat-Tryptose-Laktose-Bouillon (LST)   Oxoid CM0451 

 

3.1.1.4.2 Feste Nährmedien (in Klammern im Text verwendete Abkürzungen)  

Standard II-Nähragar (St II)     Merck 107883 

Kristallviolett-Galle-Glukose-Agar (VRBD)   Oxoid CM0451 
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Trypton-Soya-Agar (TSA)     Oxoid CM131 

Trypton-Soya-Agar mit     Oxoid CM131  

4-Methylumbelliferyl-α-D-glucosid (TSA + α-MUG)   Sigma-Aldrich M9766 

 

Toluidinblau O-DNA-Agar (DNase-Agar)  

Agar   10 g   Oxoid L11 

NaCl   10 g    Merck 1.06400 

DNA   0,3 g   Sigma D 6898 

Trispuffer  1000 ml  

Toluidinblau O-Lösung 0,1 mol/l              Sigma C.I. 52040, Basic Blue 17 

 

Trispuffer 

Trihydroxymethylaminomethan 0,05 mol/l Merck 1.08382 

CaCl2     0,001 mol/l Merck 631K2267987 

Aqua dest.   ad 1000 ml 

 

Enterobacter-sakazakii-Isolation-Agar (ESIA)   AES AEB520010 

Enterobacter-sakazakii-Chromogen-Agar (ESCA) Oxoid CM1055B 

BBL-Enterotube II    Becton Dickinson 4373176 

API 20E      bioMérieux REF20100 

 

3.1.1.4.3 Reagenzien 

Ringer-Lösung      Oxoid BR52 

Kalilauge 3 %-ig  [3 g Kaliumhydroxid (Merck 105012), Aqua dest. ad 100ml] 

Kovacs Indolreagenz      Merck 109293 

Voges-Proskauer-Reagenzien VP 1 bioMerieux 70420, VP 2 bioMerieux 70430 

Oxidase-Teststäbchen     Oxoid BR64 

Brillantgrün      Merck 1.01310 

Kristallviolett      Merck 1.15940 

Gallensalze Nr. 3      Oxoid L56 
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3.1.1.4.4 Geräte 

Brutschrank 37 °C      Memmert, Schwabach 

Brutschrank 44 °C      Memmert, Schwabach 

Brutsschrank 25 °C     Memmert, Schwabach 

Analysenwaage Research R 200 D    Sartorius, Deutschland 

Waage L 2200P      Sartorius Deutschland 

Reagenzglasschüttler Vortex Genie 2    Scientific Industries, USA 

Stanze für DNase-Agar, 2 μm Durchmesser 

UV-Lampe mit langwelligem UV-Licht 

 

3.1.1.5 Materialien, Reagenzien, und Geräte für die molekularbiologischen Un-

tersuchungen 

3.1.1.5.1 Extraktion 

DNeasy Tissue Kit   Qiagen, Cat.No.69506 

PrepMan® Ultra Testkit   Applied Biosystems PIN 4318930 

Reaktionsgefäße Safe-Lock 1,5 ml  Eppendorf 0030 120.086 

Ethanol, absolut    J.T.Baker UN1170 

Ringer-Lösung    Oxoid BR52 

Tischzentrifuge Biofuge pico  Heraeus, Osterode 

Wasserbad    Gesellschaft für Labortechnik, Burgwedel 

Thermomixer comfort 1,5 ml  Eppendorf 

 

3.1.1.5.2 Materialien für die PCR zum Nachweis von E. sakazakii, für die RAPD-

PCR und zum Enzymverdau von E. sakazakii 

3.1.1.5.2.1 Primer 

Die verwendeten Primer wurden von  MWG Biotech AG, Ebersberg bezogen. 

Primersequenzen: 

16FP1  TGC ATT TGA AAC TGG TCA GC 

16RP1  CTC TGC AGG ATT CTC TGG ATG 

RAPD1: CCG AGT CCA (NILSSON et al., 1998) 
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RAPD2:  CCG GCG GCG (NILSSON et al., 1998) 

RAPD3:  CCG AGT CCA (NILSSON et al., 1998) 

RAPD4:  CCG GCG GCG (NILSSON et al., 1998) 

Ph1:  CGT GCC GAT TTA ATT GGG GC (HSIEH et al., 1999) 

Ph2:  CAA TGT TTT AAA CAT GGA TGC G (HSIEH et al., 1999) 

 

3.1.1.5.2.2 Reagenzien 

TE-Puffer (10 mM Tris / HCl, 1 mM EDTA; pH 7,5 – 8) 

Taq-Polymerase Thermoprime Plus DNA Polymerase   ABgene AB-0301/B 

Magnesium Chloride Solution     ABgene N/A 

Reaction Buffer IV     ABgene AB-0289 

dNTP´s       ABgene AB-0315 

Lysozym       Merck 1.05281 

MvaI Enzym      MBI Fermentas #ER 0551 

Restriktionsenzympuffer (inkl. BSA)    MBI Fermentas #BR 

Eis, zerkleinert 

Aqua bidest., steril 

 

3.1.1.5.2.2 Geräte 

Cleanbench 

Thermocycler PCR Express     HYBAID HBPX 220 

Thermocycler PCR SPRINT    Thermo IP20 

 

3.1.1.6 Elektrophorese 

3.1.1.6.1 Materialien 

Agarose  (ABgene, Midi ABgarose AG-0300/B), 2 %-ig und 1,4 %-ig, in TAE-Puffer 

TAE Puffer für die Gelelektrophorese (0,04mol/l, pH 8,2 mit 1mmol/l EDTA) 

EDTA      Sigma E5134 

NaOH-Plätzchen     Merck 106495 

Trizma-Base     Sigma T8524 

Essigsäure 96 %     Riedel de Haen 33206 
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3.1.1.6.2 Reagenzien 

Ethidiumbromid-Lösung:  

200 ml Ethidiumbromid 1 %     Serva 21251  

plus 400 ml Aqua dest. 

Gel Loading Solution     Sigma G2526 

DNA-Leiter, 100 Basenpaare    Diagonal p-805 

DNA-Leiter Φ 174 Hae III digest    BioLabs Inc. 

3.1.1.6.3 Geräte 

Waage Excellence      Sartorius, Deutschland 

Elektrophoresekammer Agagel Mini    Biometra, Göttingen 

Elektrophoresekammer Agagel Standard   Biometra, Göttingen 

Electrophoresis Power Supply, EPS 200   Phamacia Biotech, Freiburg 

Transilluminator      Biostep, Jahnsdorf 

Videodokumentationssystem, Video 8 Entry   Biostep, Jahnsdorf 

3.1.2 Methodik 

3.1.2.1 Kultureller Nachweis von E. sakazakii  

3.1.2.1.1 FDA Methode, modifiziert 

Die FDA-Methode (FDA/CFSAN, 2002), ein MPN-Verfahren mit einem Ansatz von 3 x 100 

g, 3 x 10 g und 3 x 1 g (insgesamt 333 g) zum Nachweis von E. sakazakii in Milchpulver be-

steht aus der nichtselektiven Voranreicherung in Aqua dest., der selektiven Anreicherung in 

EE-broth, sowie dem Nachweis auf dem selektiven, aber nicht für E. sakazakii spezifischen 

VRBD-Agar. Von diesem Medium werden fünf verdächtige Kolonien auf TSA übertragen. 

Nach der Bebrütung gelten gelb pigmentierte Kolonien als potentielle E. sakazakii und wer-

den mit einem miniaturisierten biochemischen Testsystem (API 20E) betstätigt. 

Folgende Modifikationen wurden in der vorliegenden Arbeit an der FDA-Methode vorge-

nommen (Abb. 3.1, linke Pfeilfolge): 

1. es wurden von den Proben je 1 x 100 g untersucht (qualitativer Nachweis in 100 g);  
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2. von allen E. sakazakii-positiven Proben wurden dann erst in einem zweiten Schritt die 

fehlenden 233 g für das MPN-Verfahren untersucht; 

3. die Voranreicherung wurde anstatt in Aqua dest. in GPW durchgeführt, und bei 37 °C 

statt bei 36 °C inkubiert; 

4. die Identifizierung erfolgte teilweise auch mit Enterotube II und immer unter Zuhilfe-

nahme des DNase-Tests. 

Der kulturelle Nachweis mittels modifizierter FDA-Methode wurde bei den Untersuchungen 

als Referenzverfahren für den Nachweis von E. sakazakii in Säuglingsnahrung eingesetzt. Es 

wurden 218 Proben kommerziell verfügbarer Säuglingsnahrung sowie zehn Proben aus 

Staubsaugerinhalten bzw. andere Umfeldproben, die vom Produktionsort der Säuglingsnah-

rung entnommen worden waren, untersucht. Für die Untersuchung der zehn Dienstleistungs-

proben des Instituts mußte die FDA-Methode weiter modifiziert werden, da nicht in allen Fäl-

len genügend Material zur Verfügung stand. Statt 100 g wurde daher teilweise weniger Pro-

benmaterial eingewogen, auch das Verhältnis Probenmaterial zu GPW betrug nicht immer 

1:10. 

3.1.2.1.2 Methode nach HAHN, modifiziert 

Dieses Verfahren (HAHN, 2003) berücksichtigt neben der gelben Pigmentierung noch weitere 

für E. sakazakii charakteristische Eigenschaften, nämlich die Gasbildung aus Laktose, die Fä-

higkeit zur Vermehrung bei erhöhten Bebrütungstemperaturen (hier 45 °C), sowie die Spal-

tung von α-MUG. Letztere wird anhand der Fluoreszenzbildung unter langwelligem UV-Licht 

(350 nm) nachgewiesen. 

Folgende Modifikationen wurden in der vorliegenden Arbeit an der Methode vorgenommen 

(Abb. 3.1 rechte Pfeilfolge): 

1. die Voranreicherung wurde anstatt in Aqua dest. in GPW durchgeführt, und bei 37 °C 

inkubiert; 

2. die Identifizierung erfolgte mittels Enterotube II, 

3. zusätzlich zum Enterotube-Test wurden stets der DNase Test sowie der Oxidase-Test 

durchgeführt. 
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Abbildung 3.1: FDA-Methode modifiziert (linke Pfeilfolge) und HAHN-Methode modifi-

ziert (rechte Pfeilfolge) 

Probenmaterial 100 g

GPW 900 ml 

10 ml zu 90 ml EE broth

24 h / 37 °C

24 h / 37 °C

10 μl auf VRBD Agar mit 

einer Öse ausstreichen

24 h / 37 °C

5 typische Kolonien von 

jeder Platte auf TSA 

ausstreichen

48-72 h / 25 °C

Gelbe Kolonien

Oxidasetest, Dnase-Test, API 20E, Enterotube, 

Bestimmung der MPN bei pos. Ergebnis

10 ml zu 90 ml LST-

Bouillon mit Durham-

Röhrchen

24 h / 45 °C

10 μl auf TSA + α-MUG 

mit einer Öse ausstreichen

48-72 h / 25 °C

Gelbe Kolonien mit 

Fluoreszenz unter UV-

Licht 

 

 

DNase 
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Bei zehn Proben aus Staubsaugerinhalten, die vom Produktionsort der Säuglingsnahrung ent-

nommen wurden, fünf E. sakazakii-verdächtigen Proben aus Säuglingsnahrung (V1-V5) und 

70 Proben der kommerziell verfügbaren Säuglingsnahrung wurde die modifizierte Methode 

nach HAHN parallel zur modifizierten FDA-Methode eingesetzt. Proben, die bei der qualita-

tiven Untersuchung mit der FDA-Methode positiv in 100 g waren, wurden ebenfalls mittels 

MPN-Verfahren untersucht (siehe 3.1.2.1.1). 

3.1.2.1.3 DNase-Test 

In den Toluidinblau-O-DNA-Agar (3.1.1.4.2) wurden drei Löcher gestanzt, jeweils ein Loch 

für die Negativ-, die Positivkontrolle und für den zu testenden Stamm. Als Positivkontrolle 

diente der Stamm E. sakazakii DSM 4485 (3.1.1.2), von dem eine Kolonie in BHI überimpft 

und über Nacht bei 37 °C angezüchtet worden war. Die Negativkontrolle bestand aus 

unbeimpfter BHI. Jeweils 7 µl der Kulturen bzw. der BHI wurden in die Löcher einpipettiert 

und bei 37 °C drei bis sechs Tage inkubiert. Als positive Reaktion wurde die Bildung eines 

rosafarbenen Hofes um das ausgestanzte Loch gewertet. 

3.1.2.1.4 Zusatz einer 2 %-igen Brillantgrünlösung zum GPW  

100 g des Probenmaterials wurden in 900 ml GPW im doppelten Ansatz eingewogen und 

künstlich mit einer bestimmten Zahl an E. sakazakii DSM 4485 (3.1.1.2, Tab. 4.3) kontami-

niert. Anschließend wurden die Ansätze 24 h bei 37 °C inkubiert, wobei jeweils einem der 

Ansätze nach Ablauf von zwei Stunden 4 ml einer 2 %-igen Brillantgrünlösung hinzugefügt 

wurden, während der andere ohne Brillantgrünzusatz blieb. Nach Ablauf der 24stündigen In-

kubation wurden die Zahlen an E. sakazakii in den einzelnen Ansätzen auf TSA und VRBD 

bestimmt. 

3.1.2.1.5 Zusatz von Kristallviolett und Gallensalzen zum TSA + α-MUG-Agar 

Dem TSA + α-MUG-Agar (3.1.1.4.2) wurden Gallesalze Nr. 3 und Kristallviolett in den beim 

VRBD-Agar verwendeten Konzentrationen zugesetzt (0,002 g Kristallviolett und 1,5 g Galle-

salze Nr. 3/l). Insgesamt sechs natürlich kontaminierte Proben wurden qualitativ vergleichend 

mit dem supplementierten und dem nicht supplementierten TSA + α-MUG-Agar untersucht. 
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3.1.2.2 Molekularbiologischer Nachweis von E. sakazakii 

3.1.2.2.1 Extraktion der DNA 

Drei verschiedene Extraktionsmethoden wurden angewandt: die Kochextraktion sowie die 

kommerziellen Extraktionsverfahren DNeasy Tissue Kit und PrepMan Ultra Reagenz. 

3.1.2.2.1.1 Kochextraktion 

Dieses Extraktionsverfahren wurde ausschließlich für die Extraktion von Reinkulturen ver-

wendet. Eine Kolonie wurde mit der sterilen Impföse in 50 µl Aqua bidest in einem 1,5 ml 

Safelock Eppendorf-Reaktionsgefäß verbracht, und das Reaktionsgefäß zehn Minuten im 

Wasserbad bei 100 °C inkubiert. Die so extrahierte DNA wurde direkt in die PCR eingesetzt, 

oder im Gefrierschrank bei -20 °C aufbewahrt. 

3.1.2.2.1.2 DNeasy Tissue Kit 

Dieses DNA-Extraktionsverfahren basiert auf der Adsorption der in der Probe enthaltenen 

DNA an eine Silikasäule. Es folgen zwei Waschschritte und schließlich die Elution der gerei-

nigten DNA. Im Gefrierschrank bei -20 °C kann das Eluat 3 - 4 Monate lang gelagert werden. 

Alle erwähnten Reagenzien mit Ausnahme der Eppendorfgefäße und des Ethanols (96 %-ig) 

sind im Kit enhalten. 

3.1.2.2.1.3 PrepMan Ultra Testkit 

Der PrepMan Ultra Testkit eignet sich zur schnellen Erstellung von DNA-Templaten (Matri-

zen) gramnegativer Bakterien aus Lebensmitteln. In dem Reagenz sind Substanzen enthalten, 

die für die PCR störende Probenbestandteile, wie Proteine, denaturieren. Die Bakterien wer-

den durch Zentrifugieren pelletiert und danach in dem PrepMan Ultra Reagenz aufgenommen. 

Die Bakterienwand wird durch Erhitzen zerstört und die DNA geht in Lösung. Sie kann im 

Kühlschrank bis zu sechs Wochen aufbewahrt werden. 
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3.1.2.2.2 PCR, Vorbereitung und Durchführung 

3.1.2.2.2.1 Primer 

Als Grundlage für den PCR-Nachweis wurden Sequenzen des 16S-rRNA-Gens verwendet. 

Das 16S-rRNA-Gen besteht sowohl aus hochkonservierten Anteilen, die bei allen 

Prokaryoten einen sehr hohen Grad an Übereinstimmung aufweisen, als auch aus Abschnitten, 

die sehr variabel sind und eine Differenzierung bis auf Speziesebene erlauben. Diese variab-

len Abschnitte des 16S-rRNA-Gens wurden auf Sequenzen untersucht, die nach einer Recher-

che in der Datenbank Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html) für einen 

spezifischen PCR-Nachweis von E. sakazakii geeignet erschienen. Die PCR-Primer wurden 

unter Verwendung des Programms Primer3 (ROZEN und SKALETSKY, 2000) anhand der 

Sequenz mit der Genbank-Nr. AB004746 konstruiert. Die Primersequenzen wurden gegen 

alle bekannten Sequenzen anderer Enterobacteriaceae-Species abgeglichen (BLAST 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), um die Möglichkeit von Kreuzreaktionen weitestge-

hend auszuschließen. 

3.1.2.2.2.2 PCR 

In orientierenden Vorversuchen wurde zunächst die höchstmögliche Annealingtemperatur be-

stimmt, bei der noch ausreichend Amplifikate gebildet wurden, und die Konzentration des 

MgCl2 im Reaktionsansatz optimiert. Für die weiteren Versuche wurde die PCR dann unter 

den nachfolgend aufgeführten Bedingungen durchgeführt.  

Mastermix: für 1 Probe 

- 10x PCR-Puffer      5 µl 

- MgCl2  (25 mmol/l)     5 µl 

- dNTP (200 nmol/l)     1 µl 

- Primer 16FP1 (10 µmol/l)     2,5 µl 

- Primer 16RP1 (10 µmol/l)     2,5 µl 

- Taq Polymerase (5 U/µl)     0,5 µl 

- Aqua bidest. steril      32,5 µl 

- DNA-Probe       2 µl 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html
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Thermocycler Programm: 

1. Initiale Denaturierung: 94 °C 5 min 

2. Denaturierung:  94 °C 1 min 

Annealing:   66 °C 1 min  30 Zyklen des 2. Schrittes 

Elongation:   72 °C 1 min 

3. Finale Elongation:  72 °C 5 min 

4. Kühlung:   10 °C so lange wie nötig 

3.1.2.2.3 Interne Amplifikationskontrolle, Herstellung und Anwendung 

Die interne Amplifikationskontrolle dient als Nachweis für den Ablauf einer PCR in einem 

Reaktionsansatz. 

Idealerweise werden für die interne Amplifikationskontrolle die gleichen Primer verwendet 

wie für die Nachweisreaktion. Zu diesem Zweck wurde ein Konstrukt aus einem DNA-

Abschnitt des Sphingomyelinase-Gens von Bacillus cereus hergestellt, an das die Sequenzen 

der für den Nachweis von E. sakazakii verwendeten Primer angehängt wurden (chimäre Pri-

mer). 

Von einem unter Verwendung der Primer Ph1 und Ph2 aus dem B. cereus Stamm MHI 161 

(Stammsammlung des Instituts) hergestellten Amplifikat wurde ein Aliquot mit den Primern 

AmplF2 und AmplR2a reamplifiziert. Die Sequenz des Vorwärtsprimers AmplF2 ist identisch 

mit der des für den Nachweis von E. sakazakii verwendeten Primers 16FP1, der Primer ist 

jedoch am 3´-Ende um 9 Basen des 5´-Endes von Primer Ph1 verlängert. Der Rückwärtspri-

mer AmplR2a entspricht Primer 16RP1, wobei am 3´-Ende 14 Basen vom 5´-Ende des 

Primers Ph2 angehängt sind. Das so erhaltene Konstrukt von 599 bp kann mit den Primern 

16FP1/16RP1 amplifiziert und als Kontrollbande gut von der Nachweisbande für E. sakazakii 

von 383 bp differenziert werden. 

AmplF2  5'-tgcatttgaaactggtcagcgcgtccgat-3' = 16FP1 + Anfang Ph1 

AmplR2a  5´-ctctgcaggattctctggatgcaatgttttaaaca-3´ = 16RP1 + Anfang Ph2 
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Erstellung der Amplifikationskontrolle 

1. PCR mit DNA-Extrakt aus B. cereus MHI 161 mit Primern Ph1/Ph2; Durchführung 

analog zu 3.1.2.2.2, Annealingtemperatur 52 °C  

2. Reamplifikation von 1µl einer 1:100 Verdünnung des PCR-Produktes aus 1. unter Ver-

wendung der Primer AmplF2/AmplR2a bei einer Annealingtemperatur von 56 °C 

3. Elektrophorese wie in Kap. 3.1.2.2.4, Ausschneiden der Bande des PCR-Produktes (599 

bp), das ausgeschnittene Gelstück wiegen und mit der 4-fachen Menge an TE-Puffer in 

einem Eppendorfgefäß 15 min im 60 °C warmen Wasserbad schmelzen. 

4. Aus dem Ansatz 3 wurde 1 μl als Probe in die PCR zum Nachweis von E. sakazakii 

(3.1.2.2.2) eingesetzt und das PCR-Produkt auf einem Agarosegel überprüft 

5. Das PCR-Produkt aus 4. wurde dezimal verdünnt und 2 µl jeder Verdünnungsstufe in 

den PCR-Nachweis für E. sakazakii eingesetzt. Die höchste Verdünnungsstufe, die noch 

zuverlässig eine deutliche Bande in der Elektrophorese ergab, wurde als interne Ampli-

fikationskontrolle eingesetzt (1 μl pro PCR-Ansatz) 

3.1.2.2.4 Gelelektrophorese und Auswertung 

Die Gelelektrophorese diente zur Visualisierung der PCR Ergebnisse. Es wurden 2 %-ige 

Agarosegele verwendet. 

1. 5 µl Gelladungspuffer werden nach Ablauf der PCR zu jedem Reaktionsansatz hinzuge-

fügt und beides mittels Vortex gemischt 

2. 7 µl (kleine Elektrophoresekammer) bzw. 10 µl (große Elektrophoresekammer) der 

Proben jeweils in eine Kavität des Agarosegels pipettieren 

3. Eine 100 bp DNA-Leiter dient als Referenz 

4. Elektrophorese: 45 min bei 125 mA und 400 V 

5. die Gele für 10 min in 1 %-iger Ethidiumbromid-Lösung (0,5 mg/l) färben 

6. die Gele 10 min in Aqua dest. waschen 

7. im Transilluminator bei UV-Licht mit dem Videodokumentationssystem auswerten und 

dokumentieren 
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3.1.2.2.5 Differenzierung von E. sakazakii-Stämmen mittels Random 

Amplification of Polymorphic DNA-PCR (RAPD-PCR) 

Die RAPD-PCR wurde zur Feindifferenzierung der E. sakazakii-Stämme verwendet. 

Die verwendeten Primer sind sehr kurz und setzen an mehreren Stellen des Genoms an. Die 

dabei entstehenden Amplifikate bilden in der Elektrophorese für jeden Stamm ein charakteris-

tisches Bandenmuster und erlauben so die Differenzierung von Stämmen. 

DNA-Extrakte aller E. sakazakii-Isolate wurden einer RAPD-PCR unterzogen, um sicherzu-

stellen, dass für die Bestimmung der Sensitivität der PCR zum Nachweis für E. sakazakii kei-

ne identischen Isolate verwendet wurden. Die für die RAPD-PCR verwendeten DNA-Extrakte 

wurden mittels Kochextraktion (3.1.2.2.1.1) gewonnen. 

3.1.2.2.5.1 Durchführung der RAPD-PCR 

Alle vorhandenen E. sakazakii-Stämme (102) wurden mit den Primerpaaren RAPD1/RAPD2 

und RAPD3/RAPD4 (NILSSON et al., 1998) untersucht. Die Durchführung der PCR erfolgte 

nach folgendem Protokoll: 

Mastermix: für 1 Probe 

- 10x-Puffer       5 µl 

- MgCl2  (25 mmol/l)     5 µl 

- dNTP (200 nmol/l)     1 µl 

- Primer 1 (10 µmol/l)     5 µl 

- Primer 2 (10 µmol/l)     5 µl 

- Taq Polymerase (5 U/µl)     0,5 µl 

- Aqua bidest. steril      23,5 µl 

- DNA       5 µl 
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Thermocycler Programm: 

1. Initiale Debaturierung: 94 °C 3 min 

2. Denaturierung:  94 °C 45 s 

Annealing:   30 °C 2 min  4 Zyklen des 2. Schrittes 

Elongation:   72 °C 60 s 

3. Denaturierung:  94 °C 45 s 

Annealing:   36 °C 60 s  26 Zyklen des 3. Schrittes 

Elongation:   72 °C 2 min 

4. Finale Elongation:  72 °C 10 min 

5. Kühlung:   10 °C 

Die Auswertung der RAPD-PCR erfolgte mittels Gelelektrophorese analog zu 3.1.2.2.4, wo-

bei ein 1,4 %-iges Agarosegel verwendet wurde und die Elektrophorese bei 400 mA und 80 V 

über 70 min durchgeführt wurde. 

3.1.2.2.6 Restriktionsverdau 

Zur Bestätigung positiver PCR-Ergebnisse wurde ein Enzymverdau mit dem Restriktionsen-

zym MvaI durchgeführt. Analysen des von dem Primerpaar 16FP1/16RP1 für E. sakazakii 

gebildeten Amplikons mit dem Programm WebCutter 

(http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html) hatten gezeigt, dass dieses Enzym das 

Amplikon an den in Abbildung 3.2 angegebenen Positionen schneidet. Die Amplifikate aller 

E. sakazakii-Stämme sowie die der Hafnia-alvei-Stämme, die in der PCR zum Nachweis von 

E. sakazakii falsch positiv reagiert hatten, wurden folgendem Restriktionsverdau unterzogen: 

Im Anschluss an die PCR (Kap. 3.1.2.2.2 – 3) wurden zu 12 μl des PCR-Ansatzes 40 U MvaI, 

2,5 μl Restriktionspuffer mit BSA sowie A. bidest. ad 20 μl hinzugefügt und der Ansatz 3 h 

lang bei 37 °C inkubiert. Die Auswertung erfolgte mittels Gelelektrophorese (3.1.2.2.4.). Als 

DNA-Leiter diente die Φ 174 HaeIII digest. 
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Abbildung 3.2: Schnittstellen des Enzyms MvaI im Amplifikat für E. sakazakii (384 bp) und 

die daraus resultierenden Fragmente. 

3.1.2.3 Untersuchungen an künstlich mit E. sakazakii kontaminierten Proben 

von Säuglingstrockennahrung 

In diesem Versuchsabschnitt sollten die Sensitivität und Spezifität des PCR-Verfahrens ermit-

telt werden. Außerdem waren inzwischen im Fachhandel spezielle chromogene Medien 

(ESIA und ESCA, 3.1.1.4.2) verfügbar, die in die Untersuchungen einbezogen werden sollten. 

Da natürlich kontaminierte Säuglingstrockennahrung nicht in ausreichendem Umfang zur 

Verfügung stand, mußte mit künstlich kontaminiertem Material gearbeitet werden. Zu diesem 

Zweck wurden 52 Proben (1 - 53, außer Probe 34, die nicht mehr zur Verfügung stand; siehe 

Tab. 3.4) Säuglingstrockennahrung (Anfangsnahrung, Folgenahrung, Dauernahrung, Diätnah-

rung und Heilnahrung) von vier Herstellern mit zehn verschiedenen E. sakazakii-Stämmen 

kontaminiert (Tab. 3.3.). Der Nachweis von E. sakazakii wurde mittels modifizierter FDA-

Methode auch unter Einbeziehung von ESIA und ESCA, modifizierter Methode nach HAHN, 

sowie mit dem PCR-Verfahren geführt. 

3.1.2.3.1 Vorbereitende Untersuchungen 

Die vorbereitenden Untersuchungen sollten sicherstellen, daß die in den Versuchen verwende-

ten Proben frei von E. sakazakii waren, und dass es sich bei den zur künstlichen Kontaminati-

on verwendeten Isolaten um unterschiedliche E. sakazakii-Stämme  handelte. 

3.1.2.3.1.1 Untersuchung der künstlich zu kontaminierenden Probenmaterialien  

Die Untersuchung des Probenmaterials für die künstliche Kontamination auf Freiheit von E. 

sakazakii fand im Rahmen der eigentlichen Untersuchungen statt (3.1.2.3.3, Kontrollansatz). 

Alle auf VRBD-Agar gewachsenen Kolonien wurden mittels Enterotube II identifiziert. 

49

99

99 

5 108 252 166 354 

44 5 58 59 86 102 31 

Schnittstellen 

MvaI 

Fragmente 
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3.1.2.3.1.2  Prüfung der E. sakazakii-Stämme auf Individualität 

Die zehn Stämme von E. sakazakii (Stamm Nr. 1 aus der DSMZ, Nr. 2 und 9 aus den Nieder-

landen, Nr. 3 von der Professur für Milchwissenschaften der Justus-Liebig-Universität Gie-

ßen, Nr. 4, 5, 6, 7 und 10 aus Säuglings- und Kleinkindernahrung verschiedener Hersteller 

und Nr. 8 aus der National Collection of Type Cultures (NCTC) Public Health Laboratory 

Service (PHLS), siehe Tab.3.1) wurden zunächst nochmals auf Reinheit überprüft (Ausstriche 

auf St II, Beurteilung der Koloniemorphologie, mikroskopische Beurteilung, KOH-, Oxidase- 

und DNase-Test, biochemische Überprüfung mittels Enterotube II (3.1.1.4.2 und 3.1.2.1.3). 

Die Feststellung der Individualität der Stämme wurde mit Hilfe der RAPD (3.1.2.2.5) vorge-

nommen.  

3.1.2.3.2 Herstellung des Kontaminationsinokulums 

Die Stämme wurden auf St II überimpft und 24 h bei 37 °C bebrütet. Danach wurde jeweils 

eine Kolonie in BHI übertragen. Nach der Inkubation über 24 h bei 37 °C wurde eine dezima-

le Verdünnungsreihe in Ringer-Lösung angelegt und aus der Verdünnungstufe 10
-8

 ein ml des 

Probenmaterials, wie unter 3.1.2.3.3 beschrieben, entnommen. Parallel hierzu wurde ein ml 

derselben Verdünnung auf drei TSA-Platten ausgespatelt und über 24 h bei 37 °C bebrütet, 

um die Anzahl der KbE zu ermitteln. Die zur Kontamination verwendeten Keimzahlen finden 

sich in Tab. 3.3. 

Tabelle 3.3: Keimzahlen der zehn Stämme E. sakazakii für die künstliche Kontamination 

Stammnr. KbE/100 g Probe  Stammnr. KbE/100 g Probe 

1 8  6 13 

2 6  7 6 

3 10  8 10 

4 24  9 5 

5 13  10 13 
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3.1.2.3.3 Künstliche Kontamination des Probenmaterials 

Jeweils 100 g Probenmaterial wurden zwei Mal in 900 ml GPW eingewogen. Einer der beiden 

Ansätze diente als Kontrollansatz, um abzusichern, dass das Probenmaterial nicht schon vor 

der künstlichen Kontamination mit E. sakazakii belastet war (3.1.2.3.1.1). Der andere Ansatz 

(Versuchsansatz) wurde mit einem ml des Kontaminationsinokolums (3.1.2.3.2) beschickt. 

Die Untersuchung beider Ansätze (Versuchs- und Kontrollansatz) erfolgte mit der modifizier-

ten FDA-Methode (Abb. 3.1), die des Versuchsansatzes zusätzlich auch mit der modifizierten 

Methode nach HAHN (Abb. 3.1). Nach einer Inkubation über 24 h bei 37 °C wurden 10 ml 

jeden Ansatzes (Versuchs- und Kontrollansatz) entnommen und in je ein Reagenzglas über-

tragen. Letztere dienten der DNA-Extraktion mittels PrepMan Ultra Testkit (3.1.2.2.1.3) für 

die anschließend durchgeführte PCR. Die weitere Untersuchung erfolgte wie in Abb. 3.1 be-

schrieben. Nach der Bebrütung der EE-Bouillon wurden Ausstriche auf ESIA und ESCA an-

gelegt und über 24 h bei 44 °C (ESIA) bzw. 37 °C (ESCA) bebrütet (Abb. 3.3). 

100 g Probe + 900 ml GPW

24 h / 37 °C

10 ml in EE-broth

24 h / 37 °C

1 Öse (10 μl) auf ESIA 1 Öse (10 μl) auf ESCA 

24 h / 44 °C 24 h / 37 °C

Blaue Kolonien Blau-grüne Kolonien

1 Öse (10 μl) auf VRBD 

(Fortsetzung

siehe Abb. 3.1)

 

Abbildung 3.3.: Nachweis von E. sakazakii mittels ESIA und ESCA 

3.1.2.3.4 Durchführung der PCR 

Die mittels PrepMan Ultra Reagenz extrahierte DNA aus der Voranreicherung in GPW (Ver-

suchs- und Kontrollansätze) wurde anschließend in der PCR zum Nachweis von E. sakazakii 

(3.1.2.2.2.) eingesetzt. Die Amplifikationskontrolle lief bei jeder Probe mit. Mit der Gel-

elektrophorese (3.1.2.2.4.) wurde das Ergebnis dargestellt. 
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Tabelle 3.4: Benennung und Zuordnung von Säuglingsnahrungsproben und E. sakazakii- 

Stämmen (AN=Anfangsnahrung; FN=Folgenahrung; HN=Heilnahrung; DN=Diätnahrung; 

DaN=Dauernahrung) 

Versuch 

Nr. 

Proben-

art 

Stamm-

Nr. 

Her-

steller 

 Versuch 

Nr. 

Proben-

art 

Stamm-

Nr. 

Her-

steller 

1 AN 1 A  27 AN 9 C 

2 AN 2 A  28 FN 1 C 

3 AN 7 A  29 FN 2 C 

4 AN 8 A  30 FN 3 C 

5 AN 4 A  31 FN 4 C 

6 AN 9 A  32 DN 3 C 

7 AN 5 B  33 AN 5 C 

8 AN 6 B  34 FN 5 C 

9 AN 9 B  35 FN 6 C 

10 AN 10 B  36 FN 7 C 

11 AN 3 B  37 FN 8 C 

12 AN 4 B  38 FN 9 D 

13 AN 5 B  39 FN 10 D 

14 AN 6 B  40 FN 6 D 

15 AN 1 B  41 FN 7 D 

16 AN 2 B  42 HN 10 D 

17 HN 6 B  43 AN 8 D 

18 AN 7 B  44 DaN 1 D 

19 AN 9 B  45 DaN 2 D 

20 HN 7 B  46 DaN 3 D 

21 AN 10 B  47 DaN 4 D 

22 AN 3 B  48 HN 5 D 

23 HN 8 B  49 FN 3 D 

24 AN 4 B  50 FN 2 D 

25 AN 8 B  51 HN 1 D 

26 AN 10 C  52 HN 2 D 
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4. ERGEBNISSE 

4.1 Kulturelle Methoden zum Nachweis von E. sakazakii   

4.1.1 FDA-Methode, modifiziert (Abb. 3.1) 

Die Untersuchung mit der mod. FDA-Methode wurde an 218 Proben kommerziell verfügba-

rer Säuglingsnahrung durchgeführt, die von verschiedenen Herstellern zur Verfügung gestellt 

worden waren. In 18 der insgesamt 218 Proben konnte E. sakazakii qualitativ nachgewiesen 

werden. Die Keimzahlen bei der Nachuntersuchung mittels MPN-Verfahren lagen zwischen 

0,36 und 46,00 E. sakazakii/100 g. Die einzelnen Werte, die Kategorie (ein Maß für die Plau-

sibilität eines MPN-Ergebnisses) sowie die Vertrauensbereiche finden sich in Tab. 4.1. 

4.1.2 Methode nach HAHN, modifiziert (Abb. 3.1) 

Mit der mod. Methode nach HAHN wurden qualitativ 85 Proben untersucht. Bei 39 Proben 

konnte eine Gasbildung in LST beobachtet werden. Die für die meisten E. sakazakii-Stämme 

typische Gelbfärbung der Kolonien auf dem TSA-Nährboden trat bei 14 Proben auf. Eine 

gleichzeitige blaue Fluoreszenz zeigten 13 Proben. 38 Proben hatten eine blaue Fluoreszenz, 

ohne gelb gefärbt zu sein. In elf Proben, die mit der mod. FDA-Methode und der mod. Me-

thode nach HAHN untersucht wurden, wurde E. sakazakii nachgewiesen. In Tab. 4.2 finden 

sich die einzelnen Reaktionen der verschiedenen Stämme. Eine Probe zeigte eine so starke 

Überwucherung des TSA+α-MUG durch B. cereus und Enterokokken, dass eine Auswertung 

nicht möglich war. Gasbildung in LST trat nur bei vier Proben auf. Gelbfärbung der Kolonien 

und blaue Fluoreszenz waren bei allen positiven, auswertbaren Proben vorhanden.  

Die MPN-Bestimmung wurde bei sechs der oben beschriebenen positiven Proben parallel zur 

FDA-Methode durchgeführt. Die Ergebnisse finden sich in der Tab. 4.1. 

 

 

 

Tabelle 4.1: MPN-Ergebnisse der E. sakazakii positiven Proben (mod. FDA-Methode und 

mod. Methode nach HAHN) 



 -34- 

Lfd. 

Proben-

Nr. 

Mod. FDA-Methode Mod. Methode nach HAHN 

MPN  

/100 g 
Kat. 

Vertrauensbereiche 

(95 %) 

MPN  

(/100 g) 
Kat. 

Vertrauensbereiche 

(95 %) 

2 2,30 1 0,30 - 11,10 n. d.   

3 46,00 1 7,00 - 235,00 n. d.   

5 0,36 1 0,01 - 2,00 n. d.   

6 2,30 1 0,30 - 11,10 n. d.   

7 1,50 1 0,30 - 4,30 n. d.   

8 9,30 1 1,60 - 36,00 n. d.   

9 21,00 2 3,00 - 47,00 n. d.   

97 0,92 1 0,10 - 3,60 0,92 1 0,10 - 3,60 

106 0,92 1 0,10 - 3,60 0,92 1 0,10 - 3,60 

117 2,00 2 0,30 - 4,40 2,00 0 0,90 - 9,40 

127 keine MPN-Bestimmung möglich, da zu wenig Material vorhanden (positiv in 10 g) 

139 0,36 1 0,01 - 2,00 0,36 1 0,01 - 2,00 

190 0,74 1 0,09 -.2,00 1,10 2     0,03 - 360,00 

199 0,36 1 0,01 -.2,00 0,36* 1 0,01 - 2,00 

212 keine MPN-Bestimmung möglich, da zu wenig Material vorhanden (positiv in 10 g) 

213 keine MPN-Bestimmung möglich, da zu wenig Material vorhanden (positiv in 10 g) 

214 keine MPN-Bestimmung möglich, da zu wenig Material vorhanden (positiv in 10 g) 

215 keine MPN-Bestimmung möglich, da zu wenig Material vorhanden (positiv in 10 g) 

Kat.: Kategorie; n. d.: nicht durchgeführt; * nur anhand der Gasbildung auswertbar, Wachstum aber 

als E. sakazakii bestätigt 
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Tabelle 4.2: Reaktionen der mit der Methode nach HAHN (qualitative Untersuchung) positi-

ven Proben 

Probennr. 
Gas in 

LST 

Gelbes Pigment 

auf TSA+α-MUG 

Fluoreszenz auf 

TSA+α-MUG 

Begleitflora (Bacillus ce-

reus, Enterokokken) 

97 - + + + 

106 + + + + 

117 + + + - 

127 + + + - 

139 - + + - 

190 - + + - 

199* + n. a. n. a. + 

212 - + + - 

213 - + + - 

214 - + + + 

215 + + + + 

n. a.: nicht auswertbar; * nur anhand der Gasbildung auswertbar, Wachstum aber als E. sakazakii be-

stätigt 

4.1.3 Ergebnis des DNase-Tests  

Der DNase-Test war bei allen in die Untersuchungen einbezogenen E. sakazakii-Stämmen 

(Tab. 3.1) positiv. 

4.1.4 Zugabe von 2 %-iger Brillantgrünlösung zum Voranreicherungs-

medium (GPW)  

Wie Tab. 4.3 zu entnehmen ist, lagen die Keimzahlen von  E. sakazakii nach dem Zusatz von 

Brillantgrün im Vergleich zum Ansatz ohne Brillantgrün, bei den Proben 1a und 1b um etwa 

zwei Zehnerpotenzen höher. Bei der Probe 2a war kein Unterschied zu registrieren, bei Probe 

2b konnten E. sakazakii nur im Ansatz mit Brillantgrün nachgewiesen werden. Bei einer na-

türlich kontaminierten Säuglingsnahrung (Probe 5) betrug der Unterschied zwischen beiden 
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Ansätzen etwa eine Zehnerpotenz. B. cereus konnte durch den Brillantgrünzusatz im Gegen-

satz zu den nicht supplementierten Proben erheblich bis vollständig unterdrückt werden. 

Tabelle 4.3: Keimzahlen von E. sakazakii in GPW ohne und mit Zusatz von Brillantgrün.  

Proben-

Nr. 

Kontaminiert mit 

KbE/100 g  

Zusatz von Brillant-

grün 

VRBD 

KbE/g 

TSA 

KbE/g 

1a 14 - 2,7 x 10
7 

8,0 x 10
7 

1a 18 + 2,3 x 10
9 

2,6 x 10
9 

1b 1,4 - 9,3 x 10
6 

1,3 x 10
7 

1b 1,8 + 1,1 x 10
9 

nicht aus-

wertbar 

2a 14 - 1,1 x 10
9 

1,1 x 10
9 

2a 18 + 2,0 x 10
9 

3,2 x 10
9 

2b 1,4 - < 100 < 100 

2b 1,8 + 1,0 x 10
9 

1,0 x 10
9 

5 natürlich kontaminiert - nicht durchge-

führt 

4 x 10
8
 

5 natürlich kontaminiert + nicht durchge-

führt 

1,1 x 10
9
 

 

4.1.5 Zugabe von Kristallviolett und Gallensalzen zum TSA + α-MUGs in der 

mod. Methode nach HAHN 

In Probe Nr. 1 war E. sakazakii nicht nachweisbar (Tab. 4.4). Auf dem supplementierten 

Nährboden wurde die Begleitflora (im Wesentlichen B. cereus und Micrococcus spp.) zwar 

unterdrückt (Tab. 4.4), doch war die Pigmentierung von E. sakazakii durch die Eigenfarbe des 

Kristallvioletts nicht mehr zu erkennen.  

 

 



 -37- 

Tabelle 4.4: Ergebnisse des Vergleichs der Untersuchungen mit unsupplementiertem und 

supplementiertem (Kristallviolett/Gallensalze) TSA + α-MUG  

Proben-

Nr. 
TSA + α-MUG 

TSA + α-MUG + Kristallviolett/ 

Gallenesalze 

 Koloniefarbe Begleitflora 

(B. cereus, 

Micrococcus spp.) 

Koloniefarbe Begleitflora 

(B. cereus, Micro-

coccus spp.) 

1 - + - - 

2 gelb + blau - 

3 weiß - blau - 

4 n. a. + - - 

5 weiß + blau - 

6 gelb - blau - 

n. a.: nicht auswertbar, weil mit B. cereus überwachsen 

4.2 Molekularbiologische Methoden zum Nachweis von E. sakazakii  

4.2.1 Vergleich von DNeasy Tissue Kit mit PrepMan Ultra Testkit 

In diesem Versuchsabschnit sollte die Praktibilität der Extraktionsmethoden verglichen wer-

den. Der DNeasy Tissue Kit enthält sechs Reagenzien, benötigt 15 Arbeitsschritte zur DNA-

Extraktion und dauert ca. 100 min. Der PrepMan Ultra Testkit benötigt nur 1 Reagenz und die 

10 Arbeitsschritte sind in ca. 45 min abgeschlossen. 

Tabelle 4.5:  Vergleich von DNeasy Tissue Kit und PrepMan Ultra Testkit 

 DNeasy Tissue Kit PrepMan Ultra Testkit 

Anzahl der Reagenzien 6 1 

Arbeitsschritte 15 10 

Arbeitszeit ca. 100 min ca. 45 min 
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Zum Vergleich der Qualität der Extraktion wurden zwölf künstlich kontaminierte Proben pa-

rallel mit beiden Methoden untersucht (Tab. 4.6). Nach der Extraktion mit dem PrepMan Ult-

ra Testkit reagierten alle Proben in der PCR positiv, während der DNeasy Tissue Kit nur fünf 

positive Ergebnisse erbrachte. Bei den Untersuchungen von Lebensmitteln wurde daher der 

PrepMan Ultra Testkit zur Extraktion verwendet. 

Tab. 4.6: Vergleich der PCR-Ergebnissen mit zwei verschiedenen Extraktionsverfahren 

Proben-

Nr. 

PCR (DNeasy Tissue Kit) PCR (PrepMan Ultra Testkit) 

4 + + 

21 - + 

23 - + 

25 - + 

28 + + 

32 - + 

40 + + 

43 + + 

44 - + 

45 + + 

 46 - + 

50 - + 

 

4.2.2 Primer 

In orientierenden Vorversuchen (Ergebnisse nicht dargestellt) erwies sich die Kombination 

der Primer FP1/RP1 als die am besten geeignete Kombination für den Nachweis von E. 

sakazakii. Für alle weiteren Versuche wurde daher dieses Primerpaar verwendet. 
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4.2.3 Untersuchung von E. sakazakii-Reinkulturen und von Reinkulturen 

anderer Bakterien mittels PCR 

Wie aus Tab. 4.7 hervorgeht, konnten alle E. sakazakii-Stämme mit der PCR nachgewiesen 

werden. 

Tabelle 4.7: Ergebnisse der Untersuchung von E. sakazakii-Stämmen mittels PCR (n = 57) 

Herkunft der Stämme (siehe 

Tab. 3.1) 

Anzahl der 

Stämme 

Extraktions-

methode 
PCR-Ergebnis 

Deutsche Sammlung von Mikro-

organismen und Zellkulturen 

(DSMZ) 

1 K + 

National Collection Of Type 

Cultures (NCTC) Public Health 

Laboratory Service (PHLS) 

5 K + 

Dienstleistungsproben des Insti-

tuts 
2 K + 

Niederlande 11 K + 

Professur für Milchwissenschaf-

ten,  

Justus-Liebig-Universität Gießen 

6 K + 

Isolate aus Säuglings- und 

Kleinkinderhahrung verschiede-

ner Hersteller  

23 K + 

Staubsaugerinhalt (Umfeldprobe 

eines Herstellers) 
1  

DNeasy 

Tissue Kit 
+ 

Eigene Isolate aus Säuglings- 

und Kleinkinderhahrung ver-

schiedener Hersteller 

8 

DNeasy Tissue 

Kit / PrepMan 

Ultra Testkit 

+ 

K : Kochextraktion 

Die in Tab. 3.2 aufgelisteten Bakterien wurden zur Spezifitätsprüfung der PCR herangezogen. 

Die drei Isolate von Hafnia alvei (Tab. 3.2) zeigten in der PCR ein falschpositives Ergebnis 

(Abb. 4.1). Wie eine DNA-Sequenzierung des Amplifikats eines der getesteten H. alvei-

Isolate bestätigte, besitzt diese Species eine mit E. sakazakii identische DNA-Sequenz im Be-
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reich des 16S-rRNA-Gens, der als Nachweissequenz diente. Zur Differenzierung zwischen H. 

alvei und E. sakazakii mittels Restriktionsenzymen siehe Kap. 4.2.4. 

 

            1      2       3       4  5 

Abbildung 4.1: PCR-Amplifikate dreier Isolate von Hafnia alvei und des DSMZ-Stamms 

von E. sakazakii DSM 4485 (1 - 3: Hafnia alvei, 4: DSM 4485, 5: DNA-Leiter Φ 174 HaeIII 

digest) 

4.2.4 Überprüfung der E. sakazakii-Stämme mittels RAPD 

Von den 102 mittels RAPD überprüften Stämmen von E. sakazakii erwiesen sich 57 als sol-

che mit unterschiedlichen Gensequenzen (siehe Abb 4.2 a) 1, 2, 3, 6 und 7 sowie b): 4, 1, 2, 6 

und 7). Mehrere Isolate aus den Säuglingsnahrungsmitteln waren identisch (Abb. 4.2 a) 3, 4 

und 5, sowie b) 3, 4 und 5) und zeigten dementsprechend die gleichen Bandenmuster. 
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4.2.5 Restriktionsverdau der E. sakazakii- und Hafnia-alvei-Stämme 

PCR-Amplifikate der 57 verschiedenen Stämme von E. sakazakii (Tab. 3.1) wurden einem 

Enzymverdau mit dem Enzym MvaI unterzogen. Alle Amplifikate zeigten in der Elektropho-

rese neben den im Methodenteil beschriebenen Fragmenten (Abb. 3.2) von 86 bzw. 58/59 bp 

auch die beiden Banden bei 102 bp und 31 bp. Die kleineren Fragmente waren nicht von den 

Primern bzw. Primerdimeren differenzierbar (Abb. 4.3). 

Die Amplifikate der drei zur Verfügung stehenden Stämme von H. alvei wurde ebenfalls dem 

Enzymverdau unterzogen. Von allen drei Isolaten wurde anstelle der beiden Banden von 102 

bp und 31 bp nur eine Bande von 133 bp erhalten, da dieser Spezies die Schnittstelle bei 

Basenpaar 354 fehlt (Abb. 3.2). Amplifikate von H. alvei und E. sakazakii können somit ein-

deutig differenziert werden (Abb. 4.3). 

a)          b)      

             
 1 2 3 4 5 6 7 4 1 2 3 5 6 7 

Abbildung 4.2: RAPD einiger E. sakazakii-Stämme mit den Primern RAPD 1 + 2 und 3 + 4 

a) DNA Leiter, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, DNA Leiter, b) DNA Leiter, 4, 1, 2, 3, 5, 6, 7, DNA Leiter 
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4.3 Nachweis von E. sakazakii in künstlich kontaminierter Säuglingsnah-

rung mit verschiedenen Methoden 

4.3.1 Untersuchung der Kontrollproben 

Die in Tab. 3.4 aufgelisteten Proben (1 – 52) wurden parallel zu den künstlich kontaminierten 

Versuchsproben kulturell und mittels PCR auf eine Kontaminationen mit E. sakazakii unter-

sucht (3.1.2.3.3). Zwei Proben waren positiv. Drei weitere Proben enthielten E. agglomerans, 

eine Probe war mit E. coli kontaminiert (Tab. 4.8).  

 

 

 

 

 
 1 2 3 4 5  

Abbildung 4.3: Restriktionsverdau der Amplifikate von 3 H. alvei-Stämmen (1, 2, 3) und 

E. sakazakii DSM 4485 (4), DNA-Leiter (5) 
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118 bp 
 
 

194 bp 
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603 bp 
 

872 bp  
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1353 bp 
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Tabelle 4.8: Natürliche Kontaminationen der für die künstliche Kontamination verwendeten 

Proben 

Versuchsnr. Species PCR 

2 Enterobacter sakazakii + 

15 Enterobacter sakazakii + 

10 Enterobacter agglomerans - 

44 Enterobacter agglomerans - 

51 Enterobacter agglomerans - 

42 Escherichia coli - 

 

4.3.2 Überprüfung der zehn für die künstliche Kontamination verwendeten 

Stämme von E. sakazakii  

Die zehn Stämme, die zur künstlichen Kontamination vorgesehen waren, verhielten sich in 

den mikrobiologischen Tests typisch und zeigten in der RAPD unterschiedliche Bandenmus-

ter. 

4.3.3 Ergebnisse der qualitativen Nachweise von E. sakazakii  

Die 52 künstlich mit E. sakazakii kontaminierten Proben (3.1.2.3), wurden dem qualitativen 

Nachweis von E. sakazakii unterzogen. Hierbei wurden die modifizierte FDA-Methode 

(Nachweis in 100 g) jeweils mit VRBD, ESIA und ESCA als festem Selektivmedium sowie 

das PCR-Verfahren eingesetzt. 

Sämtliche Untersuchungen verliefen positiv, d. h., es konnte auf allen festen Nährböden 

(VRBD, ESIA und ESCA) E. sakazakii nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der entspre-

chenden PCR-Nachweise waren ebenfalls positiv. Auf die Bestätigung der PCR-Ergebnisse 

mittels Restriktionsverdau (3.1.2.2.6) wurde verzichtet, da die Proben, wie unter 3.1.2.3.1.1 

beschrieben, mikrobiologisch untersucht worden waren, und H. alvei nicht nachgewiesen 

werden konnte (4.3.1). 
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5. BESPRECHUNG DER ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

5.1 Einleitung 

Enterobacter (E.) sakazakii (Cronobacter spp., IVERSEN et al., 2008a) ist ein relativ seltener 

Erreger verschiedener lebensbedrohlicher Infektionskrankheiten insbesondere bei Frühgebur-

ten, Neugeborenen und Kindern in den ersten sechs Lebensmonaten (GURTLER et al., 2005). 

Häufig waren diese Erkrankungen auf mit geringen Zahlen an E. sakazakii kontaminierte pul-

verförmige Säuglingsnahrung zurückzuführen (FRIEDEMANN, 2008), weshalb ein Bedarf 

nach sicheren, empfindlichen und schnellen Nachweismethoden für den Erreger in derartigen 

Lebensmitteln besteht. Zur Zeit des Beginns der vorliegenden Arbeit existierte als standardi-

siertes Nachweisverfahren nur die von der US Food and Drug Administration 2002 entwickel-

te MPN-Technik (FDA/SCAN, 2002), die bei einer Untersuchung von insgesamt 333 g des 

Probenmaterials eine Nachweisgrenze von 0,003 Keimen/g aufweist. Die Methode ist aller-

dings sehr zeit-, arbeitsaufwendig und nicht spezifisch für E. sakazakii (siehe 2.6). 

Ziel der hier vorgestellten Studie war daher die Entwicklung eines Verfahrens auf PCR-Basis 

zum Nachweis von E. sakazakii in pulverförmiger Säuglings- und Kleinkindernahrung. Im 

einzelnen umfaßte das Arbeitsprogramm die Auswahl geeigneter Primer und deren Optimie-

rung hinsichtlich der Sensitivität und Spezifität, sowie die Entwicklung eines möglichst einfa-

chen aber effektiven Anreicherungs- und Extraktionsverfahrens. Die Überprüfung der Leis-

tungsfähigkeit der Methode sollte durch vergleichende Untersuchungen mit dem oben er-

wähnten kulturellen Verfahren an einer möglichst weitgefächerten Palette entsprechender 

Produkte erfolgen. 

5.2 Entwicklung des PCR-Verfahrens 

Als Ziel-DNA dienten variable Sequenzen des 16S-rRNA-Gens, die nach einer Recherche in 

der Datenbank "Genbank" für den spezifischen Nachweis von E. sakazakii geeignet erschie-

nen. Die Primer selbst wurden mit Hilfe des Programms Primer3 (ROZEN und 

SKALETSKY, 2000) konstruiert (siehe Abschnitt 3.1.1.5.2.1). Die optimierten Bedingungen 

für den Reaktionsansatz (Mastermix und Thermocycler Programm) sind Abschnitt 3.1.2.2.2.2 

zu entnehmen. Zur Vermeidung falschnegativer Ergebnisse aufgrund inhibitorischer Effekte 

wurde bei den Untersuchungen eine interne Amplifikationskontrolle unter Verwendung 

chimärer Primer (siehe 3.1.2.2.3) mitgeführt. Eine derartige Kontrolle ist in den "Allgemeinen 



 -45- 

verfahrensspezifischen Anforderung zum Nachweis von Mikroorganismen mit der 

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) in Lebensmitteln – L 00.00-45:2006" der Amtlichen 

Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB zwingend vorgeschrieben. Die 

Auswertung der PCR-Ansätze erfolgte mittels Gelelektrophorese. 

5.3 Prüfung der Sensitivität und Spezifität des PCR-Verfahrens mit Rein-

kulturen 

In diesem Versuchsabschnitt sollten zunächst mit Reinkulturen von E. sakazakii und solchen 

anderer Bakterienspecies die Sensitivität und Spezifität des PCR-Verfahrens überprüft wer-

den. Insgesamt standen 102 E. sakazakii-Isolate zur Verfügung. Sechs davon kamen aus 

Stammsammlungen (DSMZ und NCTC), bei den übrigen handelte es sich um Isolate aus pul-

verförmiger Säuglingsnahrung verschiedener Herkunft (siehe Tab. 3.1) bzw. um solche, die 

bei eigenen Untersuchungen an 218 Proben derartiger Lebensmittel mit der FDA-Methode 

bzw. der Methode nach HAHN gefunden worden waren (siehe 5.5). Da zumindest im Fall der 

Isolate aus pulverförmiger Säuglingsnahrung nicht auszuschließen war, daß es sich bei einem 

gewissen Prozentsatz um identische Stämme handelte, wurden alle 102 Kulturen mittels Ran-

dom Amplified Polymorphic DNA PCR (RAPD) auf ihre Individualität geprüft. Hierbei 

konnte festgestellt werden, dass sich die 102 Isolate auf insgesamt 57 Stämme verteilten (sie-

he Tab. 3.1 und Abb. 4.2). Zur Prüfung der Spezifität wurden 169 Isolate von 16 Species bzw. 

Genera anderer Bakterien herangezogen (siehe Tab. 3.2). 

Wie aus Tab. 4.7 hervorgeht, konnten alle 57 in die Untersuchung einbezogenen E. sakazakii-

Stämme mit dem PCR-Verfahren nachgewiesen werden. Bei der Prüfung der Spezifität zeigte 

sich, dass Hafnia alvei (drei Isolate) in der PCR ebenfalls positiv reagierte. Durch eine DNA-

Sequenzierung wurde ermittelt, dass dieser Keim eine mit der Ziel-DNA von E. sakazakii 

identische Sequenz im Gen der 16S-rRNA aufweist (siehe Abb. 4.1). Um falschpositive Er-

gebnisse durch H. alvei ausschließen zu können, wurden deren Amplifikate sowie die der 57 

E. sakazakii-Stämme einem Restriktionsverdau mit dem Restriktionsenzym MvaI unterzogen. 

Die Amplifikate aller vorhandenen Stämme von E. sakazakii zeigten nach der Enzymspaltung 

das erwartete Bandenmuster (siehe Abb. 4.3), während den Amplifikaten der drei untersuch-

ten Stämme von H. alvei die Schnittstelle bei Basenpaar 354 fehlte (siehe Abb. 3.2). In der 

Routineuntersuchung ist allerdings die zusätzliche Durchführung eines Restriktionsverdaus 

im Allgemeinen nicht notwendig, da es sich bei dem PCR-Verfahren um einen Suchtest han-

delt, bei dessen positivem Ausfall eine kulturelle Nachuntersuchung und Erregerisolierung 
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vorzunehmen ist. Wenn diese allerdings negativ verläuft, z. B. weil die Keimzahlen unterhalb 

der Nachweisgrenze des kulturellen Verfahrens liegen, kann eine Bestätigung mittels Restrik-

tionsverdau hilfreich sein.  

5.4 Überprüfung der Leistungsfähigkeit des PCR-Verfahrens mittels 

künstlich kontaminierter pulverförmiger Säuglingsnahrung 

Da keine ausreichenden Mengen an natürlich kontaminiertem Probenmaterial zur Verfügung 

standen, mußte die Überprüfung der Leistungsfähigkeit des PCR-Verfahrens mit künstlich 

kontaminierten Proben vorgenommen werden. Zu diesem Zweck wurden insgesamt 52 Pro-

ben verschiedener Säuglingsnahrungen von vier Herstellern (siehe Tab. 3.4) mit zehn der in 

Tab. 3.1 aufgelisteten E. sakazakii-Stämme (siehe 3.1.2.3.1.2) in niedrigen Keimzahlen (5 – 

24 Keime/100 g, siehe Tab. 3.3) beim Ansatz von jeweils 100 g pulverförmiger Säuglingsnah-

rung in 900 ml gepuffertem Peptonwasser beimpft. Als Kontrolle wurden jeweils Parallelan-

sätze von 100 g der gleichen Säuglingsnahrung in 900 ml gepuffertem Peptonwasser ohne 

Zusatz von E. sakazakii mitgeführt. Beide Ansätze, Versuchs- und Kontrollansatz, wurden 

anschließend kulturell wie in Abb. 3.1 dargestellt untersucht (der Kontrollansatzes nur mit der 

FDA-Methode). Zusätzlich zum VRBD-Agar wurde aus der Selektivanreicherung (EE-

Bouillon) noch auf zwei feste chromogene Medien (ESIA und ESCA) ausgestrichen (siehe 

Abb. 3.3). Der Nachweis mit dem PCR-Verfahren erfolgte nach einer Bebrütung bei 37 °C 

über 24 h im gepufferten Peptonwasser. In Vorversuchen waren hinsichtlich der DNA-

Extraktion aus diesem Kulturmaterial zwei kommerzielle Testsystem verglichen worden, 

nämlich der DNeasy Tissue Kit und der PrepMan Ultra Testkit. Hierbei stellte sich der 

PrepMan Ultra Testkit als dem anderen Testsystem deutlich überlegen heraus (Tab. 4.6)  und 

wurde folglich für die DNA-Extraktion aus dem gepuffertem Peptonwasser verwendet. 

In allen 52 Versuchsansätzen konnte sowohl kulturell (auf VRBD, ESIA und ESCA) als auch 

mit dem PCR-Verfahren E. sakazakii nachgewiesen werden, d. h., es war eine vollständige 

Übereinstimmung zwischen dem kulturellen und dem molekularbiologischen Verfahren zu 

registrieren. In zwei der Kontrollansätze wurde E. sakazakii, in weiteren vier Enterobacter 

agglomerans und Escherichia coli (Tab. 4.8) nachgewiesen. 

Zusammenfassend läßt sich also feststellen, dass das hier vorgestellte PCR-Verfahren die 

gleiche Nachweissicherheit zeigt, wie die kulturelle Methode, aber bei negativen Proben, die 

in der Praxis den weitaus größten Anteil an den Untersuchungsergebnissen ausmachen, ge-
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genüber der FDA-Methode eine Zeitersparnis von mindestens fünf Tagen erbringt. Bei der 

originalen FDA-Methode handelt es sich um ein quantitative MPN-Technik, bei dem PCR-

Verfahren  um eine qualitative Methode. Dies ist aber für die Routineuntersuchung nicht von 

Nachteil, da, wie unter 5.1 bereits erwähnt, die Verordnung (EG) Nr. 1441/2007 ebenfalls nur 

eine qualitative Untersuchung vorsieht. Es bleibt natürlich zu prüfen, ob die sehr guten 

Resulte bei der Untersuchung von natürlich kontaminiertem Material reproduzierbar sind. 

5.5 Kulturelle Verfahren zum Nachweis von E. sakazakii 

Wie in Abschnitt 3.1.2.1.1 erwähnt, wurden im Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit 

einige Modifikationen der FDA-Methode vorgenommen. So erschien es sinnvoll, die Bebrü-

tungstemperatur des Voranreicherungsmediums von 36 °C auf die im europäischen Raum üb-

lichen 37 °C anzuheben. Die Verwendung von sterilem Aqua dest. als Voranreicherungsme-

dium ist ungewöhnlich, es wurde daher gepuffertes Peptonwasser eingesetzt, welches auch 

den Vorteil hat, dass das Untersuchungsmaterial gleichzeitig auf die Anwesenheit von Salmo-

nellen geprüft werden kann, die in gepulverter Säuglingsnahrung und Milchtrockenprodukten 

eine nicht unerhebliche Rolle spielen (BECKER et al., 2002) und auf die entsprechend der 

Verordnung (EG) Nr. 1441/2007 Säuglingsnahrung ebenfalls zu untersuchen ist. Da nach 

IVERSEN et al. (2004a) bei der Identifizierung von E. sakazakii unter Verwendung von 

API20E Probleme mit Pantoea spp. auftreten können, wurde zusätzlich der 

Desoxyribonuklease- (DNase-) Test eingesetzt, der nach FARMER et al. (1980) ein sehr 

stabiles Merkmal von E. sakazakii darstellt, während Pantoea spp. DNase-negativ sind 

(GAVINI et al. (1989), und auch eine Abgrenzung gegen Enterobacter cloacae erleichtert. In 

den vorliegenden Untersuchungen reagierten dementsprechend alle E. sakazakii-Stämme (sie-

he Tab. 3.1) im DNase-Test positiv. Eine weitere Modifikation bestand darin, dass zunächst 

100 g entsprechend dieser modifizierten FDA-Methode untersucht wurden und nur bei positi-

vem Befund eine Quantifizierung mittels MPN-Technik erfolgte. In einigen Fällen konnten 

auch nur 10 g geprüft werden, da zu wenig Probenmaterial vorlag. Achtzehn der 218 Proben 

enthielten E. sakazakii, die 13, bei denen die MPN-Bestimmung möglich war, in sehr gerin-

gen Konzentrationen (0,36 – 46,00 Keime/100 g, siehe Tab. 4.1). Allerdings gehörten, wie 

oben bereits erwähnt, die 18 Isolate nur acht verschiedenen Stämmen an. Auch in den vorlie-

genden Untersuchungen bestätigte sich demnach zumindest tendenziell die Beobachtung, dass 

E. sakazakii in pulverisierter Säuglingsnahrung in niedrigen Keimzahlen vorliegt (GURTLER 

et al., 2005). 
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Aufbauend auf den Untersuchungen von MUYTJENS et al. (1984), die festgestellt hatten, daß 

alle von ihnen geprüften E. sakazakii-Stämme im Gegensatz zu anderen Enterobacteriaceae-

Species α-Glucosidase-Aktivität zeigten (eine Eigenschaft, auf der auch chromogene Medien, 

wie die in der vorliegenden Arbeit ebenfalls eingesetzten ESIA- und ESCA-Nährböden basie-

ren), schlug HAHN (2003) vor, nach einer Voranreicherung in gepuffertem Peptonwasser und 

einer selektiven Anreicherung in Laurylsulfat-Tryptose-Bouillon (Bebrütung bei 45 °C) auf 

einen mit dem Enzymsubstrat 4-Methylumbellifery-α-D-glucosid (α-MUG) supplementierten 

Trypton-Soja-Agar auszustreichen und gelbe, im UV-Licht blau fluoreszierende Kolonien als 

präsumtive E. sakazakii-Keime anzusehen (siehe Abb. 3.1). Wie Tab. 4.1 und 4.2 zu entneh-

men, waren von den 85 Proben, die mit diesem Verfahren untersucht worden waren, zehn po-

sitiv, was sich mit den Ergebnissen, die mit der FDA-Methode erzielt wurden, deckt. Eine 

Probe (199) war so stark mit Keimen der Begleitflora überwachsen, dass nur eine Auswertung 

der Gasbildung möglich war. In dem weiter untersuchten Kulturmaterial konnte allerdings E. 

sakazakii nachgewiesen werden. Die Gasbildung aus Lactose in der Laurylsulfat-Tryptose-

Bouillon korrelierte nicht mit den beiden anderen Kriterien (Gelbpigmentiereung, Fluores-

zenz). E. sakazakii wird daher im ("Fäkal")-Coliformentest nicht sicher erfasst, worauf auch 

bereits FARMER et al. (1980) hinwiesen. Im übrigen stimmten die Ergebnisse der Proben, die 

mit beiden Verfahren (FDA, HAHN) untersucht worden waren, überein. 

In einigen orientierenden Versuchen wurde geprüft, ob durch Zugabe von Selektivsubstanzen, 

wie sie auch im VRBG enthalten sind, nämlich Kristallviolett und Gallensalze, das Wachstum 

der Begleitflora (hauptsächlich Bacillus cereus und Mikrokokken) auf dem festen Nährboden 

(TSA mit α-MUG) unterdrückt werden kann. Dies führte allerdings zu Problemen bei der Be-

urteilung der Kolonien, da sowohl die Gelbpigmentierung als auch die Fluoreszenz nicht mehr 

eindeutig zu erkennen waren (siehe Tab. 4.4). Besser bewährte sich der Zusatz von Brillant-

grün zur Voranreicherung, wie er auch bei der Untersuchung von Kakoa und kakaohaltigen 

Produkten auf Salmonellen üblich ist (DIN EN ISO 6579:2007 – Mikrobiologie von Lebens-

mitteln und Futtermittelm – Horizontales Verfahren zum Nachweis von Salmonella spp.). In 

einigen orientierenden Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass insbesondere Bacillus 

cereus erheblich bis vollständig unterdrückt wurde, und in den mit Brillantgrün 

supplementierten Ansätzen tendenziell höhere Keimzahlen an E. sakazakii vorlagen (Tab. 

4.3). 
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6. ZUSAMMENFASSUNG/SUMMARY 

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines Suchtests auf PCR-Basis zum Nach-

weis von Enterobacter (E.) sakazakii (Cronobacter spp., IVERSEN et al., 2008a) in pulver-

förmiger Säuglings- und Kleinkindernahrung. 

Als Ziel-DNA dienten variable Abschnitte des 16S-rRNA-Gens von E. sakazakii, für deren 

Amplifizierung mit Hilfe des Computerprogramms Primer3 (ROZEN und SKALETSKY, 

2000) geeignete Primer konstruiert wurden. Als interne Amplifikationskontrolle wurden chi-

märe Primer eingesetzt. Der Nachweis des PCR-Produktes erfolgte gelelektrophoretisch.  

Die Überprüfung der Sensitivität und Spezifität des PCR-Verfahrens wurde mit 57 E. 

sakazakii-Stämmen, deren Individualität vorher mit Hilfe einer RAPD-PCR gesichert worden 

war, sowie mit 169 Isolaten von 16 Species bzw. Genera anderer Bakterien, vorgenommen. 

Alle E. sakazakii-Stämme reagierten in der PCR positiv. Allerdings war dies auch bei drei 

Hafnia-alvei-Isolaten der Fall. Mit einer DNA-Sequenzierung konnte gezeigt werden, dass H. 

alvei eine mit der Ziel-DNA von E. sakazakii identische Sequenz im 16S-rRNA-Gen auf-

weist. Die Amplifikate der E. sakazakii-Stämme sowie der H. alvei-Isolate wurden daher ei-

nem Restriktionsverdau mit dem Enzym MvaI unterzogen. Anhand der unterschiedlichen 

Bandenmuster waren beide Species eindeutig zu differenzieren. 

Die Überprüfung der Leistungsfähigkeit des PCR-Verfahrens bei der Untersuchung von Le-

bensmitteln wurde an 52 Proben künstlich mit zehn verschiedenen E. sakazakii-Stämmen 

kontaminierter Säuglings- und Kleinkindernahrung vorgenommen. Die Proben stammten von 

vier Herstellern und umfassten Anfangsnahrung, Folgenahrung/Dauernahrung, Heilnahrung 

und Diätnahrung. Die Kontaminationsdosis lag zwischen 5 und 24 Keimen pro 100 g. Vor der 

Untersuchung wurde eine Voranreichung des kontaminierten Probenmaterials (je 100 g) so-

wie der entsprechenden nicht kontaminierten Kontrollproben in gepuffertem Peptonwasser 

über 24 h bei 37 °C durchgeführt. Die DNA-Extraktion erfolgte mit einem kommerziellen 

Testkit (PrepMan Ultra). Als Vergleich wurde die kulturelle FDA-Methode herangezogen 

(FDA/SCAN, 2002). In allen 52 Proben konnte E. sakazakii mit beiden Verfahren nachgewie-

sen werden. 
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Detection of Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) in powdered infant formulae us-

ing a molecular biological method 

The aim of the studies presented here was the development of a screening test based on PCR 

technique for the detection of Enterobacter (E.) sakazakii (Cronobacter spp., IVERSEN et 

al., 2008a) in powdered infant formulae. 

Variable regions of the 16S RNA gene of E. sakazakii were chosen for amplification by pri-

mers designed with the help of the computer programme Primer3 (ROZEN und 

SKALETSKY, 2000). Chimeric primer were used as internal amplification control. To check 

whether the amplicon was generated agarose gel electrophoresis was employed. 

To test the sensitivity and specificity of the PCR method 57 E. sakazakii strains as well as 169 

isolates belonging to 16 species or genera of other bacteria than E. sakazakii were used. Be-

fore testing, the E. sakazakii strains were examined by RAPD-PCR to ensure individuality. 

The PCR method gave positive results for all 57 E. sakazakii strains, three Hafnia alvei iso-

lates, however, were also positive. It could be shown by DNA sequence analysis that H. alvei 

has a16S rRNA gene sequence identical with the target DNA used for the detection of E. sa-

kazakii. Therefore, the amplicons of the E. sakazakii strains and the H. alvei isolates were 

analysed by restriction digest using MvaI as restriction enzyme. Both species could be differ-

entiated clearly by their electrophoretic band patterns. 

To test the performance of the PCR method if food has to be examined 52 samples of pow-

dered infant formulae were artificially contaminated with ten different strains of E. sakazakii 

(5 to 24 bacteria per 100 g). The samples were from four producers and they included differ-

ent types of infant formulae, follow-up formulae and powdered formulae for special medical 

purposes. 100 g in each case of the artifically contaminated as well as 100 g in each case of 

non contaminated (negative control) sample material was preenriched in buffered peptone wa-

ter for 24 h at 37 °C. After preenrichment DNA was extracted using a commercial test kit 

(PrepMan Ultra) and tested by the PCR method. A culture technique for the detection of E. 

sakazakii (FDA/SCAN, 2002) was carried along as reference method. E. sakazakii was de-

tected in all samples with both methods. 
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ANHANG 

I. Reagenzien zur Herstellung von TE-Puffer 

TE-Puffer (10 mM Tris / HCl, 1 mM EDTA; pH 7,5 – 8) 

- 0,1 M  EDTA (100 ml) 

- 3,72 g EDTA (Na2EDTA 2H2O) zu 80 ml A dest. Geben, stark rühren, evtl. 

leicht  erwärmen, bis es sich vollständig gelöst hat 

- mit 1 N NaOH pH auf 8,0 einstellen, mit A. dest. auf 100 ml auffüllen 

- autoklavieren 

- 0,1 M Tris/HCL, pH 8,0 (1000 ml) 

- 12,11 g Tris-Base in 800 ml A. dest lösen 

- mit 1N HCL pH auf 8,0 einstellen, mit A. dest. auf 1 l auffüllen 

- autoklavieren 

- TE-Puffer (10 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA; pH 7,5 – 8) 

- 100 ml 0,1 M Tris/HCl, pH 8,0 und 0,1 M EDTA zu 800 ml A. dest. geben 

- mit A.dest. auf 1 l auffüllen 

 

II. Anleitung zur Herrstellung von TAE-Puffer 

TAE Puffer 

- EDTA-Na2-Lösung: 

- 18,61 g EDTA (Sigma E5134) in 80 ml Aqua bidest. lösen 

- 2 g NaOH-Plätzchen (Merck 106495) zugeben, zur Einstellung des pH-

Wertes auf 8,2, in einen Messzylinder umfüllen und mit Aqua bidest. auf 

100 ml auffüllen 

- 30 min bei 121 °C autoklavieren 

- TAE-Stammlösung: 

- 121 g Trizma-Base (Sigma T8524) in eine sterile Schottflasche einwiegen 

- 28,5 ml Essigsäure 96 % (Riedel de Haen 33206) und 

- 50 ml EDTA-Na2-Lösung zugeben 

- mit sterilem Aqua bidest. auf 500 ml auffüllen 

 

- TAE-Puffer Gebrauchslösung: 20 ml Stammlösung + 980 ml Aqua dest. 
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III. PrepMan Ultra Testkit 

Die Durchführung erfolgte nach Anleitung des Herstellers: 

1. 1 ml Anreicherungsflüssigkeit  in 1,5 ml Eppendorfgefäße überführen, dabei möglichst 

wenig grobe Partikel mitnehmen 

2. 3 min bei 13 000 upm zentrifugieren 

3. Überstand vorsichtig abpipettieren, soviel Überstand wie möglich abnehmen, ohne dass 

das Pellet zerstört wird. Einen eventuell vorhandenen Fettfilm entfernen. 

4. PrepMan Ultra Reagenz gut aufschütteln, dann stehen lassen, bis keine Blasen mehr 

vorhanden sind 

5. 200 µl PrepMan Reagenz in jede Probe pipettieren (Pipettenspitzenwechsel ist wichtig!) 

6. Eppendorfgefäße vortexen, bis das Pellet gelöst ist 

7. Proben 10 min im kochenden Wasserbad inkubieren 

8. Proben aus Wasserbad entnehmen und 2 min auf Raumtemperatur abkühlen lassen 

9. 3 min bei 13 000 upm zentrifugieren 

10. 50 µl des klaren Überstandes in neue 1,5 ml Eppendorfgefäße pipettieren 

11. ist die Probe nicht ganz klar, so wird mit A. dest. verdünnt 

12. die fertigen Proben können bei 4 °C im Kühlschrank bis zu sechs Wochen gelagert wer-

den. 

IV. DNeasy Tissue Kit 

1. 200 µl Bakteriensuspension bzw. Anreicherungskultur in Eppendorfgefäß (1,5-2 ml) 

pipettieren   

2. 10 min bei 7500 upm (5000 g) zentrifugieren 

3. Überstand wegkippen 

4. 25 µl Proteinkinase K hinzufügen, vortexen 

5. 200 µl Puffer AL hinzufügen, vortexen 
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6. 30 min im Wasserbad, bei 70 °C 

7. 200 µl Ethanol absolut (96 %), gut vortexen 

8. Säulen in 2 ml Sammeltubes stecken + 500 µl AW 1-Puffer 

9. 1 min bei 8000 upm zentrifugieren 

10. Säulen auf neue Sammeltubes stecken + 200 µl AW 2-Puffer 

11. 1 min bei 8000 upm zentrifugieren 

12. Säulen auf Eppendorfgefäße setzen (1,5 oder 2 ml) 

13. 200 µl Puffer AE auf die Membran pipettieren 

14. 1 min bei Raumtemperatur stehen lassen 

15. 1 min bei 8000 upm zentrifugieren 

16. Eluat im Gefrierschrank aufbewaren 
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