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1 EINLEITUNG

Enterobacter sakazakii z&hlt zur Gruppe der bisher selten diagnostizierten
lebensmittelassoziierten Infektionserreger. Auch wenn eine Infektiositat fir alle
Altersgruppen gegeben ist, betrifft eine Erkrankung Uberwiegend Frihgeborene und
Sauglinge. E. sakazakii wurde zusammen mit Salmonella enterica 2004 von der
FAO/WHO bei der Risikobewertung von Sauglingsfertignahrung auf Milchpulverbasis in
die Kategorie A (sicherer Beweis der Kausalitat zwischen Anwesenheit des Erregers in
Sauglingsanfangsnahrung und Erkrankung von Kindern) eingestuft. Diese Einstufung
wurde 2006 von oben genannter Expertenkommission bestétigt. Der Erreger verursacht
u. a. Sepsis, Meningitis und nekrotisierende Enterokolitis und ist gerade fur die
Risikogruppen mit einer hohen Letalitat verbunden.

Ziel der Arbeit war es, ein molekularbiologisches Nachweisverfahren fur E. sakazakii in
Erganzung zu mikrobiologischen Methoden zu etablieren, um so den routinemalfigen
Nachweis des Erregers im Lebensmittelbereich, insbesondere bei Speiseeis zu
vereinfachen. Des Weiteren sollte mit Hilfe dieses Konzeptes der Kontaminationsgrad
von Speiseeis ermittelt werden, da bei den routinemafig durchgefiihrten
Hygienekontrollen gelegentlich E. sakazakii in Speiseeisproben kulturell nachgewiesen
wurde. Wissenschaftliche Daten zum Vorkommen dieses Erregers in dem genannten

Untersuchungsmaterial fehlen nahezu ganz.

Im Zeitraum von April bis Oktober 2006 wurden 1253 sowohl handwerklich als auch
industriell hergestellte Speiseeisproben aus dem stdbayerischen Raum, die im
Rahmen des Amtlichen Probenplanes durch das Bayerische Landesamt fiir Gesundheit
und Lebensmittelsicherheit (LGL) in OberschleiBheim angefordert oder dort als

Verdachts- bzw. Beschwerdeproben abgegeben wurden, untersucht.



2 LITERATUR

2.1 Enterobacter sakazakii

2.1.1 Taxonomische Stellung

Enterobacter (E.) sakazakii ist ein gramnegatives Bakterium, das zur Familie der
Enterobacteriaceae und derzeit noch zum Genus Enterobacter gehort. E. sakazakii
wurde erstmals 1958 bei zwei schweren Féllen von neonataler Meningitis identifiziert
(Urmenyi und Franklin, 1961), damals aber noch als gelb pigmentierter, beweglicher,
begeil3elter, nicht Sporen bildender Enterobacter cloacae-Stamm bezeichnet (Monroe
und Tift, 1979). Im Jahr 1980 wurde das Bakterium aufgrund unterschiedlicher DNA-
Zusammensetzung, abweichender biochemischer Reaktionen und wegen der oben
genannten Gelbpigmentierung als eigene Spezies eingestuft und nach dem japanischen

Bakteriologen Riichi Sakazaki benannt (Farmer et al., 1980).

In einer Studie Uber die phylogenetische Verwandtschaft zwischen E. sakazakii-
Stdmmen untereinander und deren Vergleich mit Enterobacter spp. und Citrobacter spp.
zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen einzelnen Stammen von E. sakazakii,
aber auch deren groRe Ahnlichkeit mit anderen Enterobacter- und Citrobacter-Spezies.
Es wurden 126 Stamme von E. sakazakii, darunter auch der Referenzstamm NCTC
11467, sowie Isolate Klinischer Herkunft herangezogen, die alle bereits mit
biochemischen Testverfahren (APl 20 E und ID 32 E, BioMérieux) bestétigt worden
waren. Als Vergleichsmal3stab diente die Sequenzierung zum einen der 16S rDNA und
zum anderen des Gens hsp60 (Hitzeschockprotein mit Molekulargewicht 60). Die
Unterschiede in den Sequenzanalysen ergaben fir E. sakazakii-Stamme vier
Clustergruppen und lieBen somit erkennen, dass die Stamme genetisch nicht einheitlich
und im Hinblick auf die Taxonomie komplexer sind als bis zu diesem Zeitpunkt
angenommen. Die DNA-DNA-Hybridisierung ermoglichte jedoch keine eindeutige
Einstufung von E. sakazakii in eine bestimmte Gattung, da er 53-54 % Verwandtschaft
sowohl zur Gattung Enterobacter als auch zur Gattung Citrobacter zeigte. Trotzdem
wurde die Spezies dem Genus Enterobacter zugeordnet, da sie phanotypisch und
genotypisch néaher an E. cloacae lag als an C. freundii (Iversen et al., 2004c).



Aufgrund dieser Ergebnisse wurden von Iversen et al. neue Untersuchungen hinsichtlich
der taxonomischen Einordnung durchgefihrt und 2007 ein Vorschlag zur
Neuklassifizierung von E. sakazakii veroffentlicht. Um neue Erkenntnisse Uber die
taxonomische Stellung zu erhalten, wurden folgende Parameter herangezogen: f-AFLP
(amplified fragment length polymorphisms) fingerprints, Ribotypisierung, DNA-DNA-
Hybridisierung und Gensequenzierung der 16S rRNA (> 1300 Basenpaare im
Gegensatz zu friheren Untersuchungen mit ca. 500 Basenpaaren). Das aufgrund der
Untersuchungsergebnisse vorgeschlagene neue Genus Cronobacter wurde nach dem
griechischen Gott Kronos benannt, der nach der Mythologie seine Kinder bei der Geburt

verschlungen haben soll.

Neben der Genotypisierung wurden auch das phanotypische Profil und biochemische
Schlisselreaktionen unter Einbeziehung von 210 E. sakazakii-Stammen bestimmt. Der
Vergleich der Merkmale zeigte eine mdgliche Unterteilung in funf Gruppen. Die DNA-
Ubereinstimmung zwischen den einzelnen Gruppen lag eindeutig unter 70 %, weshalb
daraus auf fuinf separate Spezies geschlossen wurde und zwar: Cronobacter sakazakii
comb. nov. mit C. sakazakii subsp. sakazakii comb. nov., Cronobacter sakazakii subsp.
malonaticus subsp. nov., Cronobacter turicensis sp. nov., Cronobacter muytjensii sp.

nov., Cronobacter dublinensis sp. nov. und Cronobacter genomospecies 1.

Zur phanotypischen Differenzierung der Spezies wurden als biochemische Tests die
Indolproduktion, Malonatverwertung und S&aurebildung aus Dulcit und Methyl-alpha-D-
Glucosid herangezogen. Cronobacter genomospecies 1 lasst sich allerdings von
Cronobacter turicensis nicht phanotypisch, sondern nur genotypisch unterscheiden. Die
Autoren betonen, dass sich durch die Neuklassifizierung von E. sakazakii hinsichtlich
der Risikobewertung nichts andern sollte. Alle finf neuen Spezies, die gegenwartig als

E. sakazakii bezeichnet werden, enthalten klinische Isolate (lversen et al., 2007).

2.1.2 Physiologische Eigenschaften

Charakteristisch fur E. sakazakii ist seine Anpassungsfahigkeit an unterschiedliche
Temperaturen, an hohen osmotischen Druck und/oder trockene Bedingungen, wie sie
bei der Herstellung von pulverférmiger Kindernahrung auftreten. Diese Fahigkeit beruht

auf mehreren Faktoren, wozu u. a. die Produktion von Zellulose, die Bildung von



Biofilmen, das Anhaften an hydrophile und hydrophobe Oberflachen, die Produktion von
extrazellularen Polysacchariden und die Fahigkeit Signalmolekile fir die Kommuni-

kation zwischen den Zellen zu bilden, zahlen (Lehner et al., 2005).

2.1.2.1 Biofilmbildung

Die Bildung von Biofilmen aufRert sich zum einen in Zellverklumpung oder
Flockenbildung in Flussigkeiten und zum anderen im Anhaften an feste Oberflachen.
Voraussetzung daflr ist die Produktion von Zellulosefasern und/oder Curli-Fimbrien
(Zogaj et al., 2003). Bei der mikroskopischen Untersuchung der Verklumpungen und
Ausflockungen wurden sowohl in lockeren wie auch in festen Zellverbanden Fasern
erkannt, die mit "Calcofluor* behaftet waren. Diese Zellulosefasern stellen eine
extrazellulare Komponente des Biofilms dar (Lehner et al., 2005). Die Biofilmbildung und
die genetischen Voraussetzungen fur die Biosynthese von Zellulose und Curli-Fimbrien
wurden bereits bei Enterobacter spp., Citrobacter spp. und Klebsiella spp., die aus dem
menschlichen Gastrointestinaltrakt isoliert worden waren, ndher untersucht. In einer
Studie Uber Biofilmbildung wurde festgestellt, dass ein Anhaften z. B. an Edelstahl oder
Ernahrungssonden abhéngig von Zellzahlen, Temperatur und Néahrstoffangebot moglich
ist (Kim et al., 2006).

2.1.2.2 Einfluss unterschiedlicher Temperaturen

Bei der Untersuchung von sechs E. sakazakii-Stammen wurde ein Wachstumsoptimum
in rekonstituierter Sauglingsnahrung in Pulverform bei Temperaturen von 37 °C bis 43
°C festgestellt, wobei hier die niedrigste Temperatur, bei welcher der Keim sich noch
vermehrte, mit 6 °C, die héchste Temperatur mit 45 °C angegeben wurde (lversen et al.,
2004b). Kandhai et al. ermittelten 2006 bei der Untersuchung von rekonstituierter
Sauglingsnahrung in Pulverform ein Wachstum von Enterobacter sakazakii im

Temperaturbereich zwischen 8 °C und 47 °C.

Bei der Untersuchung von zehn kanadischen E. sakazakii-Stammen (funf klinische
Isolate und funf Lebensmittelisolate), die in rekonstituierter S&auglingsnahrung in
Pulverform erhitzt worden waren, zeigten sich bei Temperaturen von 52 ° /54 ° /56 °/
58 ° und 60 °C entsprechende D-Werte von 54,8 / 23,7 / 10,3 / 4,2 und 2,5 min, der



berechnete z-Wert betrug 5,82 °C. Verglichen mit den D-Werten anderer
Enterobacteriaceae in Milchprodukten erweist sich E. sakazakii somit als einer der
hitzetolerantesten Organismen dieser Gruppe (Nazarowec-White und Farber, 1997a).
Neuere Untersuchungen belegten fir Isolate aus braunem Reis D-Werte von 3,79 - 3,86
min bei 60 °C. Andere landwirtschaftliche Produkte wiesen D-Werte zwischen 4,40 und
4,79 min bei 60 °C auf (Jung und Park, 2006).

2.1.2.3 Einfluss von pH-Wert, Druck und trockenen Bedingungen

Neben der oben beschriebenen hohen Resistenz gegeniber verschiedenen
Erhitzungstemperaturen konnte bei E. sakazakii eine S&ureresistenz bis zu einem pH-
Wert von 3,0 demonstriert werden. Hierbei lag die Keimreduktion in Tryptose-Soja-
Bouillon innerhalb von finf Stunden bei 36 °C zwischen 4,9 bis > 6,3 log KbE/mI
(Edelson-Mammel et al., 2006).

Gonzalez et al. (2006) erreichten eine Reduktion verschiedener E. sakazakii-Stamme in
rekonstituierter Sauglingsnahrung in Pulverform zwischen 3 und 6,84 log bei einer
Druckbelastung von 600 MPa wéahrend einer Minute. In Sauglingsnahrung in Pulverform
konnte eine Uberlebensdauer bekapselter E. sakazakii-Stamme von mindestens

zweieinhalb Jahren beobachtet werden (Caubilla Barron et al., 2007).

2.1.2.4 Biochemische Eigenschaften

Ein charakteristisches Merkmal von E. sakazakii ist die alpha-Glucosidase-Aktivitat
(Muytjens et al., 1984), die in einer Studie bei 53 von 57 getesteten Stdmmen
nachgewiesen wurde (Farmer et al., 1985). Diese Reaktion wurde bei der Entwicklung
von Selektivnahrboden genutzt. Folgende Kohlenhydrate kénnen von E. sakazakii
verwertet werden: Glucose wird von allen bisher bekannten Stdmmen umgesetzt;
Melibiose, Saccharose, Arabinose und Amygdalin von 99 % und Inosit von 75 % der
Stamme. Der Voges-Proskauer-Test ist bei 91 % der Stamme positiv (APl 20 E,
BioMérieux, 2007). Gelbe Pigmentbildung zeigen die meisten E. sakazakii-Stamme
(Farmer et al., 1980). In Untersuchungen von Iversen und Forsythe (2007) produzierten
allerdings 2 % der gepruften E. sakazakii-Stamme kein gelbes Pigment.



2.1.3 Pathogenitatsmechanismen

Uber die Pathogenitatsmechanismen von E. sakazakii ist bisher noch wenig bekannt.
Die minimale infektibse Dosis wird auf < 3 KbE/100 g geschatzt (FAO/WHO, 2004).
Eine wichtige Voraussetzung fur eine erfolgreiche Kolonisation, Etablierung und
schlieBlich krankmachende Wirkung von Erregern ist die Fahigkeit, sich z. B. an
Schleimhaut sowie Epi- oder Endothel des Gastrointestinaltraktes anzuheften. In einer
Studie wurde in vitro die Anheftungsfahigkeit von 50 E. sakazakii-Stammen an zwei
Epithelzelllinien (HEp-2 und Caco-2) und eine mikrovaskulare Gehirnendothelzelllinie
(HBMEC) untersucht. Als Ergebnis wurden zwei Adharenzmuster auf der Zelloberflache
deutlich; zum einen eine diffuse Adharenz, zum anderen die Bildung von
Bakteriennestern. Verschiedene weiterfuhrende Tests, u. a. auch im Transmissions-
Elektronen-Mikroskop lieRen den Schluss zu, dass das Anhaften von E. sakazakii an
den Epithel- und Endothelzellen in der Hauptsache nicht mit der Produktion von

Fimbrien in Zusammenhang steht (Mange et al., 2006).

Lenati et al. (2006) untersuchten in einem Versuchsmodell mit Nicht-Primaten die
Pathogenitatsmechanismen und die Dosis-Wirkungs-Beziehung bei einer Exposition mit
E. sakazakii. Dazu wurden jungen Schweinen, Hihnern, Kaninchen, Meerschweinchen
und Mé&usen orale Dosen von 10° KbE von drei verschiedenen E. sakazakii-Stammen
unterschiedlicher Herkunft verabreicht. In allen Fallen konnte der Keim im Kot der Tiere
- entnommen in verschiedenen Zeitabstdanden - und in verschiedenen Organen der
Huhner nachgewiesen werden. Diese Kolonisierung mit E. sakazakii fuhrte aber nicht

zum Tod der Tiere.

Da es Hinweise darauf gibt, dass Lipopolysaccharide der Zellwand gramnegativer
Keime (Endotoxine) die Durchlassigkeit der Darmwand fur Mikroorganismen erhdhen,
ermittelten Townsend et al. (2007) die Endotoxingehalte von 75 Proben getrockneter
Sauglingsnahrung auf Milchbasis und fanden dabei mit dem Limulus-Amébozyten-
Lysat-Test Endotoxinkonzentrationen zwischen 40 und 5,5 x 10* Einheiten/g. Im
Tierversuch mit Ratten konnte nach einer Applikation von Endotoxinen und
anschlieBender Verfutterung hoher Dosen an E. sakazakii der Keim in verschiedenen
Organen sowie in der Zerebrospinalflissigkeit nachgewiesen werden. Moglicherweise

ist dieses Modell auch auf neugeborene Kinder, insbesondere solche, deren



Immunsystem noch nicht ausreichend entwickelt ist, Ubertragbar. Dies wirde die

Forderung nach einer hygienisch einwandfreien Sauglingsnahrung unterstreichen.

Auf eine mogliche Beteiligung von Toxinen an Erkrankungen weisen Untersuchungen
von Pagotto et al. (2003) hin. So konnten in entsprechenden Versuchen zytotoxische
Effekte bei Zellkulturen und Tod von Babymausen nach intraperitonealer, z. T. auch
oraler Applikation von Kulturfiltraten beobachtet werden. Allerdings waren diese
Ergebnisse nicht mit allen gepriften E. sakazakii-Stammen reproduzierbar. Auch
wiesen nicht alle im Babymaustest positiven Stdmme gleichzeitig zytotoxische

Eigenschaften auf.

2.1.4 Vorkommen von Enterobacter sakazakii in der Umwelt

Nach verschiedenen Untersuchungen konnte eines der Umweltreservoire von E.
sakazakii der Darm von Fliegen sein. So berichteten Hamilton et al. (2003) Uber die
Isolierung des Erregers aus dem Darm der Larve der Stallfliege (Stomoxys calcitrans),
und Kuzina et al. (2001) aus dem Darm der mexikanischen Fruchtfliege (Anastrepha
ludens). In den USA wurde auch bei Untersuchungen der Hausfliege (Musca domestica)
E. sakazakii nachgewiesen (Hamilton et al., 2003). Die letztgenannten Autoren
diskutieren eine mdgliche Ubertragung des Keimes durch Stomoxys calcitrans auf die
Milch von Nutztieren.

Als weiteres mdgliches Reservoir von E. sakazakii wurden in Spanien hyperthermale

Mineralwasserquellen beschrieben (Mosso et al., 1994).

2.1.5 Vorkommen von Enterobacter sakazakii in Lebensmitteln

2.1.5.1 Sauglingsnahrung

Eine wichtige Quelle fur die Infektion ist Sduglingsfertignahrung auf Milchpulverbasis. In

Tab. 1 findet sich eine Zusammenstellung der Ergebnisse verschiedener Studien zum

Vorkommen und zum Gehalt von E. sakazakii in Sduglingsnahrung in Pulverform.



Tabelle 1: Untersuchungen zum Vorkommen von E. sakazakii in Sauglingsnahrung in
Pulverform (in Anlehnung an FAO/WHO, 2006)

Autoren Probengewicht Probenzahl pséizsgalfglgién Keimzahl
(9) (%) (KbE/100g)
Muytjens et al., 1988 333-555 141 20 (14,2) 0,36-66
Nazarowec-White und
333 120 8 (6,7) 0,36
Farber, 1997b
FDA, 2003 333 22 5(22,7) 0,36
Heuvelink et al., 2003 25 101 2 (2) n.d.!
Kress et al., 2004 300 40 5 (12,5) n. d.!
Iversen und Forsythe, L
25 102 3(2,9) n. d.
2004
Santos, 2006 5x 100 98 12 (12,2) 0,22-1,61

! nicht durchgefiihrt

Neben unsterilen Frihgeborenen-, Sauglingsanfangs- und Folgenahrungen kommen als
Infektionsquellen auch Bedarfsgegenstande, die zur Zubereitung dieser Lebensmittel in
den Kliniken benutzt werden, in Frage (Van Acker et al., 2001; Bar-Oz et al., 2001).
Epidemiologische Untersuchungen ergaben fir derartige Nahrungsmittel folgende

Kontaminationsquellen mit E. sakazakii (Drudy et al., 2006):

- Im Herstellungsbetrieb nach der Pasteurisation
- Bei der Rekonstitution

- Bei der Lagerung des rekonstituierten Lebensmittels

Kindernahrung auf Zerealien-Basis wurde wegen hoher Keimzahlen an
Enterobacteriaceae in Luxemburg aus dem Handel genommen; eine Beteiligung von E.
sakazakii wurde vermutet (Sécurité alimentaire — Grand-Duché de Luxembourg, 2005).
Im Oktober 2006 wurde eine Sauglingsnahrung, die in Danemark flr eine Firma in
Griechenland hergestellt worden war, wegen des Nachweises von E. sakazakii gesperrt
und zurtickgerufen (Kampf, 2006; pers. Mitteilung). In Deutschland wurde 2007 von den
Firmen Milupa und Bebivita Sauglingsmilchnahrung (,Anfangsmilch®) zurtickgerufen, da
bei einer Routineuntersuchung E. sakazakii gefunden worden war (Bayerisches

Landesamt fur Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, 2007).




2.1.5.2 Sonstige Lebensmittel und Trinkwasser

E. sakazakii wurde auch in anderen Lebensmitteln nachgewiesen. So wurde der Keim
aus roh zu verzehrenden Produkten wie Blattsalat oder verschiedenen Gemisesorten
isoliert (Kim und Beuchat, 2005). Ebenso wurde er in ultrahocherhitzter Milch,
verdorbenem Tofu, in Khamir (saudiarabische Brotsorte) und in Bierkriigen nach dem
Ausspulen gefunden (Hamilton et al., 2003). Der Keim wurde auch in Hackfleisch und
Fleischbrat (Leclercq et al., 2002) sowie italienischem Pecorino-Kase (Chaves-Lopez,
2006) nachgewiesen. AufRerdem wurde das Vorkommen von E. sakazakii in der
Produktionsumgebung von Schokolade-, Getreide-, Kartoffel- und Nudelprodukten
sowohl in Fabriken als auch in Haushalten festgestellt (Lehner und Stephan, 2004;
Kandhai et al., 2004). Bei der Untersuchung von verschiedenen Wasserproben aus
Sudbayern wurde E. sakazakii in Trinkwasser aus Einzelversorgung, Mineral-, Quell-
und Tafelwasser, Bierkrugspilwasser und in Bademoor vor und nach dem Baden
gefunden (Schindler, 2006; pers. Mitteilung). Vom Bundesinstitut flr Risikobewertung
liegt eine Zusammenfassung Uber das Vorkommen von E. sakazakii in verschiedenen
Lebensmitteln und Lebensmittelzutaten vor (Friedemann, 2007). Demnach wurde der
Keim aus pflanzlicher Nahrung wie Zerealien, Frichten und Gemuse, Produkten aus
Hulsenfrichten, Krautern und Gewdurzen, sowie aus Nahrungsmitteln tierischer Herkunft
wie Milch, Fleisch und Fisch isoliert. Die kontaminierten Lebensmittel waren sowohl roh
als auch verarbeitet; die verarbeiteten Produkte sowohl getrocknet als auch frisch,
gefroren, fermentiert oder gekocht. E. sakazakii wurde ebenso in Fertignahrung und
Getranken nachgewiesen. Zum Vorkommen in Speiseeis konnten im Schrifttum keine
Daten gefunden werden. In einer Erhebung von Heuvelink et al. (2004) wurden
allerdings 87 Eismix-Proben (der noch flissige Ansatz, der alle Zutaten des spateren

Produkts enthalt) untersucht, in denen E. sakazakii nicht nachgewiesen werden konnte.

2.1.6 Epidemiologie und Ausbriiche

Im Jahr 2002 wurde E. sakazakii von der International Commission on Microbiological
Specifications for Foods (ICMSF) als ,severe hazard for restricted populations, life
threatening or substantial chronic sequelae or long duration* eingestuft (ICMSF, 2002)

und 2004 zusammen mit Salmonella enterica von der FAO/WHO bei der



10

Risikobewertung von Sauglingsnahrung in Pulverform in die Kategorie A (sicherer
Beweis der Kausalitat zwischen Anwesenheit des Erregers in Sauglingsnahrung in
Pulverform und Erkrankung von Kindern) aufgenommen. Diese Einstufung wurde 2006
von o. g. Expertenkommission bestatigt (FAO/WHO, 2006).

E. sakazakii kann in allen Altersstufen zu Erkrankungen fuhren. Die Risikogruppe stellen
aber in der Hauptsache Kinder unter zwolf Monaten, vor allem Frih-, und Neugeborene,
Sauglinge unter zwei Monaten oder durch Erkrankungen vorgeschadigte,
immungeschwachte Sauglinge dar. Nach einer Erhebung in den USA von 2002 lag bei
Kindern unter zwolf Monaten die Inzidenz invasiver E. sakazakii-Infektionen bei einem
Fall pro 100.000 Kinder pro Jahr, wahrend sie bei untergewichtigen Neugeborenen 8,7
pro 100.000 Kinder pro Jahr betrug (FAO/WHO, 2004). Stoll et al. berichteten 2004
nach einer Studie in Intensivstationen von einer Inzidenz von 9,4 pro 100.000
Sauglingen mit sehr geringem Geburtsgewicht (< 1.500 g) pro Jahr. Die
Erkrankungshaufigkeit hangt demnach nicht nur vom Alter, sondern auch vom Gewicht

der Patienten ab.

Eine Infektion mit E. sakazakii kann verschiedene Organe betreffen, verschiedene
Formen annehmen und entsprechend unterschiedliche Symptomatiken aufweisen. Bei
den Centers for Disease Control and Prevention (CDC) in Atlanta, USA wurden 46 Falle
von Infektionen mit E. sakazakii bei Kindern retrospektiv analysiert (Bowen und Braden,
2006) (Tab. 2). Berucksichtigung fanden nur solche Erkrankungen, bei denen der
Erreger in normalerweise sterilen Korperregionen (Zerebrospinalflissigkeit, Blut etc.)
nachweisbar war. Zwolf der Kinder litten an Bakteriamie, 33 an Meningitis und ein Kind
an einer Infektion der Harnwege. Im Vergleich zu Frihgeborenen mit Bakteriamie
wiesen die Patienten mit Meningitis ein hoheres Geburtsgewicht, eine langere
Schwangerschaftsdauer der Mutter und einen friheren Infektionszeitpunkt auf. Die
Letalitatsrate bei den Bakteriamieféllen lag bei 8 %, hingegen bei den Meningitisfallen
bei 44 %. Bei letzteren traten auf3er Krampfen auch Hirnabszesse und -zysten,
Hydrozephalus und Entwicklungsstérungen auf. Nicht in allen Fallen konnte getrocknete

Sauglingsnahrung auf Milchbasis als Erregerquelle nachgewiesen werden.
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Tabelle 2: Félle invasiver E. sakazakii-Infektionen (Bowen und Braden, 2006)

Jahr der Veroffentlichung Land Anzahl der Félle
1961 GrolR3britannien 2
1965 Danemark 1
1979 USA 1
1981 USA 2
1983 Niederlande 8
1985 USA 1
1988 USA 2

Portugal 1
1989 Island 3
USA 3
1990 USA 1
1991 USA 1
2000 USA 1
2001 Israel 2
Belgien 1
2002 Israel 2
USA 2
2003 USA 6
2004 Frankreich 2
USA 2
2005 USA 2

1988 traten drei Falle von blutigem Neugeborenendurchfall in Memphis, USA auf
(Simmons et al, 1989). Als weitere Erkrankungen werden nekrotisierende
Enterokolitiden sowie nekrotisierende Meningoenzephalitiden beschrieben (Muytjens et
al., 1983; Iversen und Forsythe, 2003). Uber Krankheitsfalle mit Bakteriamie und Befall
des zentralen Nervensystems bei Kindern Gber 12 Monate wird im Schrifttum in drei, bei
Erwachsenen in acht Fallen berichtet. Bei letzteren waren in sechs Fallen die
Betroffenen alter als 70 Jahre. Die meisten Erwachsenen mit E. sakazakii-Infektion litten
bereits an schwerwiegenden, zu 50 % an malignen Grunderkrankungen; Meningitis-

Falle sind nicht bekannt (Lai, 2001). Einen Fall von Bakteridmie bei einem alteren
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Patienten mit unbekannter Infektionsquelle beschrieben Hawkins et al. (1991). Eine
weitere Bakteriamie mit multiplen Abszessen an der Milz wurde bei einer 75-jahrigen

Frau aus Singapur diagnostiziert (See et al., 2007).

Uber eine Wundinfektion durch einen multiresistenten E. sakazakii-Stamm, die bei
einem Erwachsenen, der sich wegen peripherer GefaRerkrankung mehreren
Operationen unterzogen hatte, auftrat, berichteten Dennison und Morris (2002). Ebenso
wurden Infektionen der Harnwege und der Gallengange sowie Prostata-Entztindungen,
die durch E. sakazakii-kontaminierte Katheter aufgrund von Biofilmbildung
hervorgerufen worden waren, beschrieben (Zogaj et al., 2003). Die Erkrankung eines
ansonsten gesunden Mannes an Osteomyelitis des Femur, postoperativ durch E.
sakazakii hervorgerufen, wurde von Corti et al. (2007) veroffentlicht. Die meisten Isolate
von E. sakazakii, die bei Patienten gefunden wurden, stammten aus
Zerebrospinalflissigkeit, Blut, Sputum, Kot, dem Darm, Augen-, Nasen- und

Knochenmarkabstrichen, Wunden, der Kehle und von der Haut (Farmer et al., 1980).

Bei einem Ausbruch in Frankreich im Jahr 2004 wurde tber neun Félle berichtet, zwei
davon mit todlichem Ausgang. Bei den betroffenen Kindern handelte es sich um
Frihgeborene, die mit einer Ausnahme zum Zeitpunkt der Geburt untergewichtig waren.
Zwei Kinder litten an Meningitis, ein Kind an h&morrhagischer Kolitis und eines an
Konjunktivitis. Dazu kamen funf Falle, bei denen der Keim nachgewiesen wurde,
allerdings ohne Vorliegen einer offensichtlichen Erkrankung. In allen neun Fallen
erfolgte die Infektion mit hoher Wahrscheinlichkeit Uber eine hypoallergene
Sauglingsmilchnahrung mit dem Handelsnamen ,Pregestimil®. Vier in Frage kommende
Chargen des Pulvers aus einem Produktionszeitraum von sechs Monaten enthielten 1
bis 10 E. sakazakii/100 g. Die beiden Chargen mit den héchsten Kontaminationsraten
(22,4 % und 32,1 % positive Proben) waren in acht der neun Félle involviert. Bei der
nachtraglichen Uberprufung der Kliniken zeigte sich, dass in einer Klinik weder die
Herstellungsempfehlungen fir die Aufbereitung der Sauglingsmilchnahrung, noch die
Empfehlungen fir den Umgang und die Aufbewahrung der Sauglingsflaschen
eingehalten worden waren. Vier Einrichtungen lagerten die rekonstituierte Milchnahrung
langer als 24 Stunden in einem Kihlschrank ohne Temperaturkontrolle (Coignard et al.,
2006).
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Uber zwei Krankheitsfalle in einer Neugeborenenstation wurde aus Israel berichtet.
Hierbei war die Erregerquelle ein Mischgefald in der Milchkiche der Klinik. Ein Kind litt
an Septikamie, das andere an Septikdmie und Meningitis mit zerebralem Infarkt (Bar-Oz
et al., 2001).

AbschlieRend soll noch erwahnt werden, dass nach Untersuchungen von Lenati et al.
(2005) sich E. sakazakii in abgepumpter Muttermilch ebenfalls sehr gut vermehren
kann. Ein Fall von E. sakazakii-Meningitis, wahrscheinlich hervorgerufen durch

kontaminierte Muttermilch, wurde in Brasilien bekannt (Barreira et al., 2003).

2.2 Nachweis von Enterobacter sakazakii

2.2.1 Kulturelle Verfahren zum Nachweis von Enterobacter sakazakii

Wahrend urspringlich (FDA/CFSAN, 2002) als flissiges Selektivmedium die nicht fur
den Nachweis von E. sakazakii spezifische EE-Bouillon nach Mossel
(Enterobacteriaceae enrichment broth) verwendet wurde (siehe weiter unten), gibt es
inzwischen eine Reihe von Anreicherungsmedien, die direkt auf die Detektion von E.
sakazakii ausgerichtet sind. Diese, sowie eine Reihe fester Selektivhahrbéden wurden
vergleichend von lIversen und Forsythe (2007) hinsichtlich ihrer Produktivitdt und
Leistungsfahigkeit getestet. Von 177 E. sakazakii-Stammen wuchsen alle in der von den
genannten Autoren neu entwickelten Anreicherungs-Bouillon ESE (E. sakazakii
enrichment). Mit den bisher empfohlenen Medien EE (E. sakazakii enrichment), ESSB
(E. sakazakii selective broth) und mLST (modified lauryl sulfate tryptose broth) konnten
dagegen zwischen zwei und sechs Prozent der Stdmme nicht nachgewiesen werden.
Beim Vergleich chromogener Agarmedien wie ESIA (E. sakazakii isolation agar) und
DFI-Agar (Druggan-Forsythe-lversen agar), deren indikatives Prinzip auf der alpha-
Glucosidase-Aktivitat beruht, zeigten sich auf ESIA-Agar weniger falschpositive
Kolonien als auf den anderen verwendeten Nahrbdden. Eine Zusammenfassung der
Nachweismethoden fir E. sakazakii in pulverisierter Sauglingsmilchnahrung wurde bei
dem bereits erwahnten FAO/WHO Expertentreffen 2006 vorgestellt und ist in Tab. 3
wiedergegeben.
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Tabelle 3: Methoden zum Nachweis von E. sakazakii in Sauglingsnahrung in
Pulverform (FAO/WHO, 2006)

Voranreicherung

Prasumtive ldentifizierung

Methode (37 °C) Anreicherung Nachweis (typische Kolonien)
FDA? Steriles EE-Bouillon  VRBG-Agar Purpurfarbene Kolonien
deionisiertes (36 °C) (36 °C) mit purpurfarbenem
Wasser Gallensaurenprazipitathof.
Nach Ausstrich auf TSA
(25 °C/ 48-72 h)
Wachstum gelb
pigmentierter Kolonien
DFIP Gepuffertes EE-Bouillon  DFI-Agar Blau-griine Kolonien
Peptonwasser (37 °C) (37 °C)
NES® Gepuffertes MLST mit TSA Gelbe, alpha-
Peptonwasser Vancomycin (37 °C mit Glucosidase-positive
(45 °C) erhohter Kolonien
Lichtexposition)
ISO|IDFd Gepuffertes MLST mit ESIA Blau-griine Kolonien
Peptonwasser Vancomycin (44 °C)
(45 °C)
R&F Steriles EE Bouillon ESPM Blau-schwarze, erhdhte
ESPM-  deionisiertes (35-37 °C) (35 °-37 °C), bis gewdlbte Kolonien von
ESSM®  Wasser anschlieRend  1-2 mm Durchmesser

Screening auf
ESSM-Agar
(35-37 °C,
4-6 h)

Gelbe Farbung um
Bakterienwachstum nach
6 h

2 EDA/CFSAN (2002)
® lversen et al. (2004a)
¢ Guillaume-Gentil et al. (2005)

41SO/TS 22964 | IDF/RM 210 (2006)

° Restaino et al. (2006)

Auf die beiden national und international am haufigsten eingesetzten kulturellen

Nachweisverfahren soll im Folgenden detaillierter eingegangen werden.
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FDA/CFSAN (2002):

Zur Voranreicherung der Probe dient auf 45 °C vorgewarmtes steriles deionisiertes
Wasser. Die Inkubation wird bei 36 °C uber 24 h durchgefihrt. Es folgt ein
Selektivanreicherungsschritt in EE-Bouillon bei 36 °C ebenfalls Uber 24 h. Zum
Nachweis wird VRBG-Agar (Violet red bile glucose agar) verwendet (Bebritung 36
°C/24 h). E. sakazakii bildet auf diesem Enterobacteriaceae-Selektivagar purpurfarbene
Kolonien mit purpurfarbenem Gallenséurenprazipitathof. Typische Kolonien werden zum
Nachweis der Gelbpigmentierung auf TSA (Trypton Soja Agar) ausgestrichen und bei
25 °C Uber 48-72 h bebritet. Nur gelbe Kolonien werden mit APl 20 E bestatigt. Das
Verfahren hat mehrere Nachteile. Unter anderem sind sowohl das flissige als auch das
feste Selektivmedium nicht spezifisch fur E. sakazakii, sondern allgemein auf die
Isolierung von Enterobacteriaceae ausgerichtet. Die Auswahl verdachtiger Kolonien von
VRBG-Agar ist daher willkiirlich. Auch die Bestatigung nur gelbpigmentierter Kolonien
erscheint fragwirdig, da, wie oben bereits erwahnt, ein gewisser Prozentsatz der

Stamme unpigmentierte Kolonien bildet.

ISO/TS 22964 | IDF/RM 210 (2006):

Nach der Voranreicherung der Probe in gepuffertem Peptonwasser bei 37 °C tber 18 h
wird in mLST-Bouillon mit Vancomycinzusatz bei 45 °C Uber 24 h selektiv angereichert.
Die Isolierung erfolgt durch Ausstrich auf ESIA-Agar, der 24 h bei 44 °C bebritet wird.
E. sakazakii bildet auf diesem Selektivagar aufgrund der alpha-Glucosidase-Aktivitat
charakteristische blau-grine Kolonien. Typische Kolonien werden zum Nachweis der
Gelbpigmentierung auf TSA Ubertragen und bei 25 °C uber 46 h bebrutet. Nur gelbe
Kolonien werden biochemisch bestatigt. Wenn dieses Verfahren auch gegeniber der
FDA-Methode insbesondere durch die Verwendung spezifischer Selektivhahrbdden
erhebliche Vorteile aufweist, so ist es sicherlich noch nicht als optimal zu bezeichnen (z.
B. Zusammensetzung und Bebritungstemperatur der mLST-Bouillon, Identifizierung nur
gelbpigmentierter Kolonien). Dessen war sich auch die 1SO/IDF-Arbeitsgruppe, in der
das Verfahren entwickelt worden war, bewul3t und begann unmittelbar nach der
Veroffentlichung dieser Technischen Spezifikation mit den Arbeiten zur Optimierung der
Medien und zur Ausdehnung des Anwendungsbereiches auch auf andere Lebensmittel
(Becker, 2007; pers. Mitteilung).
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2.2.2 Grundlagen molekularbiologischer Verfahren zum Nachweis von Enterobacter

sakazakii

2.2.2.1 Polymerase Chain Reaktion (PCR)

Mit der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR), einer in-vitro-Technik, die vom
Nobelpreistrager Kary Mullis entdeckt wurde, kann man DNA-Abschnitte, die von zwei
bekannten DNA-Sequenzen eingerahmt sind, vervielfaltigen. Mit Hilfe der PCR lassen
sich winzige Mengen, also auch ein einziges bakterielles oder virales Genom
nachweisen. Es kann virale und bakterielle DNA in unterschiedlichen biologischen
Materialien ermittelt werden (Streyer, 1996), was die Diagnostik im bakteriologischen
und virologischen Bereich erheblich vereinfacht hat. Neben der Blockcycler-PCR mit
anschlieBender Gelektrophorese werden heute vor allem in der Routinediagnostik

verstarkt real-time-PCR-Methoden eingesetzt.

2.2.2.2 Real-time-PCR

Die real-time-PCR ermdglicht die Messung der entstehenden PCR-Produkte mit Hilfe
von fluoreszierenden Farbstoffen wahrend des PCR-Laufs (Sagner et al., 1999). Es
werden verschiedene Methoden unterschieden:
Die Zugabe eines interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes, wie SYBR Green: Dieser
Farbstoff interkaliert in die doppelstrangige DNA, wodurch die Fluoreszenz des
Farbstoffes ansteigt. So kommt es bei Fortschreiten der PCR zu einem Anstieg der
Fluoreszenz (De Silva et al., 1998).
Die Verwendung von fluoreszenzmarkierten Sonden: Dabei werden zwei genspezifische
Primer verwendet. Als Sonden kommen Hybridisierungssonden oder Hydrolysesonden
in Frage:
Das TagMan-Prinzip (z. B. Mx3000P, Stratagene) benutzt eine doppelt
fluoreszenzmarkierte Hydrolysesonde. Diese besitzt am 5°-Ende einen markierten
Reporter (Donor-Fluorochrom) und am 3"-Ende einen Quencher, der entweder aus
einem Farbstoff oder einem Dark Quencher (Akzeptor-Fluorochrom) besteht. Das
Donor-Fluorochrom wird durch das Licht einer Halogenlampe angeregt und die
entstehende Extinktionsenergie an das Akzeptor-Fluorochrom abgegeben.

Solange Reporter und Quencher in einem definierten Abstand zueinander liegen,
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wird die Fluoreszenz des angeregten Reporters vom Quencher ,verschluckt. Die
Tag DNA Polymerase, die eine 5°-3° Exonucleaseaktivitat besitzt, setzt wahrend
der Synthese des Gegenstranges die Sonde frei und zerstért diese schliel3lich.
Dadurch verschwindet die rdumliche Nahe zwischen den beiden Fluorochromen,
der Reporter gibt die Extinktionsenergie ab und der dadurch entstehende
Fluoreszenzanstieg kann durch das angeschlossene Gerat detektiert werden

(Busch, 2006; personliche Mitteilung).

Bei Verwendung der Hybridisierungssonden (z. B. LightCycler, Roche Diagnostics)
enthadlt der PCR-Ansatz zwei fluoreszenzmarkierte Sonden, wobei die eine das

Akzeptor-Fluorochrom am 3'-Ende, die andere das Donor-Fluorochrom am 5'-

Ende tragt (De Silva et al., 1998; Sagner et al., 1999).

2.2.3 Molekularbiologische Verfahren zum Nachweis und zur Typisierung von

Enterobacter sakazakii

Im Schrifttum wurden verschiedene molekularbiologische Verfahren zum Nachweis und

zur Typisierung von E. sakazakii beschrieben (Tab.4).

Tabelle 4: Molekularbiologische Verfahren
sakazakii

zum Nachweis und zur Typisierung von E.

Methode Autoren
. Heuvelink et al., 2004
Real-time-PCR _
Liu et al., 2006

PFGE (Pulsfeld-Gel-Elektrophorese)

Nazarowec-White und Farber, 1999

RAPD (Random amplification of
polymorphic DNA)

Nazarowec-White und Farber, 1999

Plasmid-Typisierung

Clark et al., 1990

Restriktionsenzym-Analyse

chromosomaler DNA

Clark et al., 1990

Ribotypisierung

Iversen et al., 2007

AFLP (Amplified fragment length

polymorphisms)

Iversen et al., 2007
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DNA-DNA Hybridisierung Iversen et al., 2007

Gensequenzierung Iversen et al., 2007

3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN: MATERIAL UND METHODEN
3.1 Material
3.1.1 Allgemeine Materialien

-Verpackung des Probenmaterials:

e Polysterol-Runddosen glasklar; aufgedeckelt, 6-stiickweise verpackt,
strahlensterilisiert, 150 cm?®, Art. Nr. 967101 (Boll, Deutschland)

-Pipetten:
e eppendorf Reference 10 pl (eppendorf, Deutschland)
e eppendorf Reference 100 i (eppendorf, Deutschland)
e eppendorf Reference 1000 pl (eppendorf, Deutschland)

-Pipettenspitzen (eppendorf, Deutschland)

e ep T.I.P.S. filter PCR clean, Nr.0030 007.040, 10 p
e ep T.I.P.S. filter PCR clean, Nr.0030 007.067, 100 i
e epT.I.P.S. filter PCR clean, Nr.0030 007.105, 1000 pl

-PCR-Zubehor:
e eppendorf safe-lock-tubes, 1,5 ml, 1000 St., Nr. 0030 121.848
(eppendorf, Deutschland)
¢ eppendorf safe-lock-tubes, 2 ml, 1000 St., Nr. 0030 121.848
(eppendorf, Deutschland)

-Handschuhe:
e SAFESKIN SATIN PLUS powder-free latex exam gloves, Size M, REF
SP2330E (Kimberly-Clark, USA)
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3.1.2 Materialien und Gerate fir die Isolierung und biochemische Differenzierung von

Enterobacter sakazakii

3.1.2.1 Materialien fur die Isolierung

3.1.2.1.1 Flussige Nahrbdden

Gepuffertes Peptonwasser, Art. Nr. 1.07228 (Merck, Deutschland)

e Modified laurylsulfate broth with Vancomycin, Art. Nr. AEB 110549 (AES

Laboratoire, Frankreich)

e Enterobacter sakazakii Selective Broth (ESSB), Art. Nr. AEB 611448 (AES

Laboratoire, Frankreich)

Laurylsulfat-Tryptose-Bouillon, Art. Nr. 1.10266 (Merck, Deutschland)

3.1.2.1.2 Feste Nahrbodden

e Enterobacter sakazakii isolation Agar (ESIA), Art. Nr. AEB 520010 (AES

Laboratoire, Frankreich)

e Trypton-Soja-Agar (CASO), Art. Nr. 1.05458 (Merck, Deutschland)

e Blut-Agar-Basis, Art. Nr. CM 55 (Oxoid, Deutschland), mit Zusatz von 10
% defibriniertem Schafblut, Art. Nr. FSR 1055 (Oxoid, Deutschland)

3.1.2.1.3 Reagenzien

¢ Verdunnungsflissigkeit: Ringer-Loésung Ya-stark, Art. Nr. 1.15525 (Merck,
Deutschland)

e Oxidase-Teststabchen, Art. Nr. 1.13300 (Merck, Deutschland)
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3.1.2.2 Materialien fir die biochemische Differenzierung

e API 20 E, Art. Nr. 20 100 (bioMérieux, Frankreich)
e Phoenix 100 IC (BD Biosciences, USA)

3.1.2.3 Gerate

e Brutschrank, 44 °C £ 1 °C (Memmert, Deutschland)

e Brutschrank, 37 °C £ 1 °C (Memmert, Deutschland)

e Brutschrank, 25 °C £ 1 °C (Memmert, Deutschland)

e Schittler Heidolph Unimax 2010 (Heidolph, Deutschland)
o Gefrierschrank Profi Line (Liebherr, Deutschland)

e Wasserbad, 30 °C £ 1 °C (Memmert, Deutschland)

3.1.3 Materialien und Geréte fur den real-time-PCR-Nachweis

3.1.3.1 Materialien bei Verwendung des Thermocyclers Mx3000P

e Primer und Sonden (MWG, Deutschland), Sequenzen siehe unter 3.2.1.2
und 3.2.1.3

¢ Brilliant Multiplex QPCR Master-Mix, Cat. No. 600553 (Stratagene, USA)

e MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode, Part. No. 4306737
(Applied Biosystems, USA)

e MicroAmp Optical Adhesive Covers, Part. No. 4306737 (Applied
Biosystems, USA)

e pUC19-Plasmid (Fermentas, Deutschland)

e TRIS-Puffer, Cat. No. T-9285 (SIGMA-ALDRICH CHEMIE, Deutschland)

e  AmpuWA, Wasser, DNAse frei, 2 ml (Fresenius Kabi, Deutschland)

e High Pure foodproof 1 Kit Ref. Nr. 03358089001 (Roche Diagnostics,
Deutschland)

3.1.3.2 Gerate bei Verwendung des Thermocyclers Mx3000P

e Schuttler Heidolph REAX top (Heidolph, Deutschland)
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e eppendorf Thermomixer comfort (eppendorf, Deutschland)

e Tischzentrifuge Mikro 22R (Hettich, Deutschland)

e Sterilbank Hera Safe (Heraeus Instruments GmbH, Deutschland)
e Kihlschrank Bosch economic cooler (Bosch, Deutschland)

e Micro 7 Tischzentrifuge (Fisher Scientific, Deutschland)

¢ Real-time-PCR System, Typ Mx3000P (Stratagene, USA)

3.1.3.3 Materialien bei Verwendung des Thermocyclers LightCycler 2.0

e Enterobacteriaceae plus E. sakazakii Detection System-LightCycler 2.0
PCR, Order No. PPPS 290 03 (BIOTECON Diagnostics, Deutschland)
(Enthalten: Enterobacteriaceae plus E. sakazakii Master Mix, Internal
Control, Positive Control, PCR-grade Water)

e Tag Polymerase DNA free, Cat. No. DFT 030 01-03 (BIOTECON
Diagnostics, Deutschland)

e LightCycler Capillaries, Cat. No. 11 909 339 001 (Roche Diagnostics,
Deutschland)

e StarPrep One Kit, Cat. No. SPK 100 10 (BIOTECON Diagnostics,
Deutschland)

e Reagent D, Cat. No. DCR 900 09 (BIOTECON Diagnostics, Deutschland)

¢ PCR-Mix: Enterobacteriaceae plus E. sakazakii Master Mix: 13 ul

Taqg Polymerase DNA free 1l
Enterobacteriaceae plus E. sakazakii, internal Control 1 pl
Proben-DNA 5ul

3.1.3.4 Gerate bei Verwendung des Thermocyclers LightCycler 2.0

e LightCycler 2.0 Instrument, Cat. No. 03531414201 (Roche Diagnostics,
Deutschland)

e LightCycler Carousel Centrifuge, Cat. No. 03709582001 (Roche
Diagnostics, Deutschland)

¢ Weitere verwendete Gerate (ausgenommen real-time-PCR System, Typ
Mx3000P, Stratagene, USA) unter 3.1.3.2
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3.1.4 Untersuchungsmaterial

Insgesamt wurden 1253 Speiseeisproben (Plan- und Beschwerdeproben des LGL)
untersucht. Dabei handelte es sich um 1167 handwerklich hergestellte Eisproben und
86 Industrieeisproben. Das Untersuchungsmaterial stammte aus 567 unterschiedlichen
Produktionsstatten, darunter 513 Verkaufsstellen, die Speiseeis selbst handwerklich
herstellten. Im Einzelnen handelte es sich um 1091 Milcheis-, 97 Eiscreme-, 55
Fruchteis-, fiunf Wassereis- und drei Cremeeisproben, sowie je eine Sahneeis- und
Sorbetprobe. Eine detaillierte Aufschlisselung nach Sorten findet sich in Tab. 3 im

Anhang.

3.2 Methoden

3.2.1 Voruntersuchungen

3.2.1.1 Mikrobiologische Voruntersuchungen

3.2.1.1.1 Voruntersuchungen an Reinkulturen

Da am Bayerischen Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL)
routinemanige Untersuchungen auf E. sakazakii nur bei Sauglingsanfangsnahrung auf
Milchpulverbasis und nicht bei Speiseeis durchgefuhrt werden und deshalb nicht auf ein
fur Speiseeis etabliertes System zurtickgegriffen werden konnte, wurden vor Beginn der
Untersuchungen mikrobiologische und molekularbiologische Voruntersuchungen zur
Anwendbarkeit dieser Methoden bei der Untersuchung derartiger Lebensmittel
durchgefiihrt. Eventuelle, auf die Beschaffenheit des Probenmaterials zuriickzuftihrende

Besonderheiten sollten so bei den Hauptuntersuchungen Berlcksichtigung finden.

Zunachst sollte die Eignung von GPW als Anreicherungsmedium fur E. sakazakii
gepruft werden. Dieses nichtselektive Medium ermdglicht den gleichzeitigen Nachweis
auch anderer Pathogene, insbesondere von Salmonella spp. Die Leistungsfahigkeit von

GPW wurde mit der E. sakazakii-Selective-Broth (ESSB) wie folgt verglichen.
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Zur Keimzahlung in GPW wurden von einer Blut-Agarplatte Koloniematerial einer E.
sakazakii-Kultur (ATCC 51329) in 225 ml GPW suspendiert und tber 18 h bei 37 °C
inkubiert. AnschlieBend wurde eine dezimale Verdinnungsreihe in je 9 ml
Verdunnungsflissigkeit (Ya-starke Ringerlésung) angelegt. Aus jeder Verdinnungsstufe
wurde im Doppelansatz 0,1 ml auf E. sakazakii-isolation-Agar (ESIA) ausgespatelt und
Uber 24 h bei 44 °C bebritet. Zum Vergleich wurden nichtselektive Blut-Agarplatten in
der gleichen Weise beimpft und tber 24 h bei 37 °C inkubiert. Die Keimzahl wurde
entsprechend der Methode der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach
§ 64 LFGB L 01.00-57 (1995) ermittelt. Diese Untersuchung wurde insgesamt finfmal

wiederholt.

Mit Ausnahme der nach den Angaben des Herstellers auf 24 h verlangerten
Bebritungsdauer von ESSB erfolgten die Untersuchungen zur Leistungsfahigkeit dieses

Mediums wie fur GPW beschrieben.

3.2.1.1.2 Voruntersuchungen an kunstlich kontaminierten Speiseeisproben

Vanilleeiscreme aus industrieller Herstellung wurde mit unterschiedlichen Keimzahlen
von E. sakazakii beimpft. Um diese Inokula zu erhalten, wurde der ATCC-Stamm 51329
in GPW Uber 18 h bei 37 °C bebritet und anschlieBend eine dezimale
Verdinnungsreihe angelegt. Zur kinstlichen Kontamination des Speiseeises wurde aus
im Hinblick auf die Keimzahl geeigneten Verdinnungsstufen 1 ml Inokulum mit 25 g Eis
und 225 ml GPW in einem Erlenmeyerkolben vermischt und Uber 18 h bei 37 °C
inkubiert. Eine unbeimpfte Eisprobe wurde in gleicher Weise behandelt und diente als
Kontrolle. Die Keimzahlen der verwendeten Inokula wurden mit Hilfe des oben
beschriebenen Spatelverfahrens auf ESIA-Agar ermittelt, wobei die Bebritung Uber 24 h
bei 44 °C erfolgte.

Da bei handwerklich gefertigtem Eis aus Eisdielen mit einer starkeren Begleitflora zu
rechnen ist, wurden neun derartige Sorten (Tab. 9) mit E. sakazakii in Zahlen von
jeweils etwa 100/25 g wie oben beschrieben beimpft, bebritet und untersucht. Eine
unbeimpfte Kontrolle wurde mitgefuhrt. Jeweils 1 ml der erhaltenen Anreicherungen
wurde fur die PCR-Versuche weiterverwendet.
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3.2.1.2 PCR-Voruntersuchungen: PCR nach Heuvelink et al. (2004)

Fur den real-time-PCR-Nachweis nach dem TagMan-Prinzip wurde die
Leistungsfahigkeit des Verfahrens von Heuvelink et al. (2004) fur den Einsatz in der
Speiseeisuntersuchung gepruft. Als interne Amplifikationskontrolle entsprechend der
Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB L 00.00-45 (2006)
konnte auf ein hauseigenes (LGL) System auf Basis des pUC19-Plasmides der Firma
Fermentas zurtckgegriffen werden (Fricker et al., 2007; Messelhaul3er et al., 2007). Fur
den real-time-PCR-Nachweis wurden insgesamt vier Primer und zwei Sonden

eingesetzt (Tab. 5).

Tabelle 5: Primer und Sonden des Duplex-real-time-PCR-Systems nach Heuvelink et
al. (2004)

Primer/Sonde | Sequenz (5" - 3") Acc.-number

Entsa-F 1 CCA AAG CTT CCG CAG TGA A (19 bp) LO1755

Entsa-R 1 CAA TAT CCC CTG AGG AAT TAG TAC AGA (27 bp) | LO1755

FAM-CGT CAC GCG AAG AAA CTG GCT CG-TAMRA

Entsa-S 1 L01755
(23 bp)

IPC-F TGT GAA ATA CCG CAC AGA TG (20 bp) L09137
IPC-R AGC TGG CGT AAT AGC GAA G (19 bp) L09137
HEX-GAG AAA ATA CCG CAT CAG GC-TAMRA
IPC-S L09137

(20 bp)

Der Master-Mix fir diesen real-time-PCR-Ansatz enthielt folgende Komponenten je
Probe:

Brilliant Multiplex QPCR Master-Mix (Stratagene) 12,5 pl
Primer (insgesamt 4, je 500 nM) 1,25 pl
Sonden (insgesamt 2, je 200 nM) 05
H,O fur PCR-Zwecke 0,125 ul
Referenzfarbstoff ROX 0,375 ul

Je Probe wurden 5 pl der aufbereiteten DNA als Template, 1 pl des pUC19-Plasmides

(Fermentas, Konzentration 1 fg/ul) fur die interne Amplifikationskontrolle und 19 ul
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Master-Mix zu einem Endvolumen von 25 pl pipettiert und die real-time-PCR in dem
real-time-Cycler Mx3000P (Stratagene, USA) durchgefiihrt, wobei die beiden folgenden
Temperatur-Zeit-Profile getestet wurden:

Temperatur-Zeit-Profil 1 (nach Heuvelink et al., 2004):

Initiale Denaturierung: 50 °C 2 min
95 °C 10 min
40 Zyklen: Denaturierung 95 °C 15s
Anlagerung/Synthese 60 °C 1 min

Temperatur-Zeit-Profil 2 (eigene Untersuchungen):

Initiale Denaturierung: 95 °C 2 min
45 Zyklen: Denaturierung 95 °C 10s
Anlagerung/Synthese 55°C 30s

In der vorliegenden Arbeit wurden als Kriterien fur die Leistungsfahigkeit der PCR-
Verfahren die Exklusivitat und die Inklusivitat sowie die Nachweisgrenze herangezogen.
Diese Parameter werden in Anlehnung an DIN EN ISO 16140 (2003) verwendet, obwohl
nicht alle dort im Zusammenhang mit Verfahrenvergleichsuntersuchungen
vorgegebenen Bedingungen erfillt sind. Demnach wird unter Exklusivitdt das
Nichtvorhandensein stérender Einflisse eines relevanten Spektrums von "Nicht-
Zielkeimen* beim gepriften Verfahren und unter Inklusivitét seine Eignung, den Zielkeim
in einem breiten Spektrum von Stdmmen nachzuweisen, verstanden. Als
Nachweisgrenze wird die kleinste Anzahl anzlchtbarer Mikroorganismen angesehen,

die in der Probe nachgewiesen werden kann.

Sowohl zur Bestimmung der ExKklusivitat als auch zur Bestimmung der Inklusivitat wurde
Koloniematerial der unten genannten Stdmme in 0,1 x TRIS-Puffer gegeben, zur DNA-
Extraktion 10 min bei 99 °C gekocht und in die PCR eingesetzt. Zusatzlich wurden fur
die Bestimmung der Inklusivitat 108 KbE der E. sakazakii-Stamme in 225 ml GPW und
25 g Vanilleeiscreme ubergefihrt. Hiervon wurde 1 ml nach Probenvorbereitung mit drei
Reinigungsschritten und thermischer DNA-Extraktion (10 min bei 99 °C) fur die PCR
verwendet. Bezuglich der Exklusivitdt wurden insgesamt 48 Nicht-E. sakazakii-Isolate

(DSM-, ATCC-Stamme sowie Feldisolate) geprift (Tab. 6). Dabei wurde entweder auf
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Species zuruckgegriffen, die bei lebensmittelbedingten Erkrankungen eine Rolle spielen
konnen (u. a. Salmonella spp.) oder auf Bakteriengruppen, die nahe mit E. sakazakii
verwandt sind und/oder &hnliche Vermehrungsbedingungen benétigen (andere
Enterobacteriaceae).

Zur Abschétzung der Inklusivitdt wurden der E. sakazakii ATCC-Stamm 51329 sowie

drei Feldstamme von E. sakazakii getestet.

Tabelle 6: In die Untersuchungen zur Leistungsfahigkeit der PCR-Verfahren
einbezogene Nicht-E. sakazakii-Isolate ("Nicht-Zielkeime")

Anzahl der Stamme
(n =48)
Salmonella Enteritidis 4

Species

Salmonella Typhimurium 3

N

Pseudomonas aeruginosa

-
[ERN

Escherichia coli
Escherichia vulneris
Citrobacter freundii
Enterobacter agglomerans
Klebsiella pneumoniae
Serratia marcescens
Serratia rubidaea

Proteus vulgaris

~N DN P OODN O

Enterobacter cloacae

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze des real-time-PCR-Systems nach Heuvelink et al.
(2004) wurde Koloniematerial von E. sakazakii (ATCC 51329) in GPW suspendiert und
Uber 18 h bei 37 °C inkubiert. Aus dieser Kultur wurde eine dezimale Verdinnungsreihe
angelegt, die sowohl in die PCR eingesetzt wurde, als auch der kinstlichen
Kontamination von Speiseeis diente. Die Keimzahl der unverdinnten Kultur wurde
mittels Spatelverfahren auf ESIA-Agar ermittelt (3.2.1.1.1). Aus dem erhaltenen Wert
wurden rechnerisch die Keimzahlen der folgenden dezimalen Verdinnungsstufen
ermittelt. Diese Untersuchung wurde insgesamt fiinfmal wiederholt. Vor dem Einsatz in
die PCR wurde Material aus der Kultur und aus den Verdinnungsstufen zwei
unterschiedlichen Methoden der Nukleinsdureextraktion unterzogen:
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e Methode mit einem Reinigungsschritt:

Ein ml jeder Suspension wurde 5 min bei 10.000 x g und 20 °C (zum besseren
Entfernen der Fettschicht) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und
verworfen. Danach wurde das verbliebene Pellet in 300 ul 0,1 x TRIS-Puffer
resuspendiert. Nach diesem Reinigungsschritt wurde die Zellsuspension zum
thermischen Zellaufschluss tber 10 min bei 99 °C erhitzt und bei 10.000 x g tUber
3 min bei 4 °C zentrifugiert. Vom Uberstand wurden 150 pl in ein neues GefaR

Ubergefuhrt und fur die PCR weiterverwendet.

e Methode mit drei Reinigungsschritten:

Das Zentrifugieren, Verwerfen des Uberstandes und Resuspendieren mit 300 pl
0,1 x TRIS-Puffer wurde insgesamt dreimal durchgefihrt. Dieses mehrfache
Reinigen sollte der besseren Entfernung eventueller PCR-Inhibitoren aus der
Keimsuspension dienen. Das weitere Vorgehen erfolgte wie bei der Methode mit

einem Reinigungsschritt.

Der Vergleich der beiden o. g. Probenvorbereitungsmethoden wurde ebenso mit
kinstlich  kontaminierten Eisproben (Vanilleeiscreme industrieller Herstellung)

durchgefuhrt.

3.2.1.3 PCR-Voruntersuchungen: PCR nach Liu et al. (2006)

Fur den Nachweis von E. sakazakii mittels PCR wurde zusatzlich das Verfahren von Liu
et al. (2006) fur den Einsatz in der Speiseeisdiagnostik getestet. Als interne
Amplifikationskontrolle diente das pUC19-Plasmid (Fermentas) mit den entsprechenden
Primern und Sonden. Fir den PCR-Nachweis wurden vier Primer und zwei Sonden

verwendet (Tab. 7).
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Tabelle 7: Primer und Sonden fir das Duplex-real-time-PCR-System nach Liu et al.
(2006)

Primer/Sonde | Sequenz (5" - 3") Acc.-number

Entsa-F 2 CCG GAA CAA GCT GAA AAT TGA (21 bp) AY748357

Entsa-R 2 TCT TCG TGC TGC GAG TTT G (19 bp) AY748357
FAM-ACT CTG ACA CAC CGC GCATTC CTG-TAMRA

Entsa-S 2 AY748357
(24 bp)

IPC-F TGT GAA ATA CCG CAC AGA TG (20 bp) LO9137

IPC-R AGC TGG CGT AAT AGC GAA G (19 bp) L09137
HEX-GAG AAA ATA CCG CAT CAG GC-TAMRA

IPC-S LO9137
(20 bp)

Der Master-Mix setzte sich wie unter 3.2.1.2 beschrieben zusammen. Der real-time-
Cycler Mx3000P (Stratagene, USA) kam mit folgendem modifiziertem Temperatur-Zeit-

Profil zum Einsatz:

Initiale Denaturierung: 95 °C 10 min
45 Zyklen: Denaturierung 95 °C 15s
Anlagerung/Synthese 55°C 1 min

Bei der Extraktion konnte in Abweichung von 3.2.1.2 auf die Durchfihrung zweier

weiterer Reinigungsschritte verzichtet werden.

Zur Uberpriifung der Exklusivitat (3.2.1.2) wurden die in Tab. 6 genannten
Mikroorganismen verwendet. Zur Ermittlung der Inklusivitdt (3.2.1.2) wurden 40
Feldisolate von E. sakazakii sowie der ATCC-Stamm 51329 getestet (Biochemische
Bestatigung durch API 20 E, BioMérieux).

Die Bestimmung der Nachweisgrenze (3.2.1.2) des PCR-Verfahrens nach Liu et al.
(2006) erfolgte wie unter 3.2.1.2 beschrieben.
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3.2.2 Hauptuntersuchungen

3.2.2.1 Entnahme und Lagerung der Speiseeisproben

Die im Zeitraum April bis Oktober 2006 untersuchten Eisproben (3.1.4) wurden von der
Lebensmitteliberwachung im  sUdbayerischen Raum bei insgesamt 581
Eisverkaufsstellen gezogen. Hierbei handelte es sich um 527 Selbsthersteller,
einschlie3lich Softeisanbieter, neun Fremdhersteller, die Eisdielen belieferten, neun
Hersteller von so genanntem Bauernhofeis und 36 Betriebe, z. B. Gaststatten, die Eis
aus Industriegrol3gebinden offen abgaben. Bei Direktvermarktern wurde das Eis mit
dem Portionierer, der auch beim Verkauf verwendet wurde, entnommen. Dieser wurde
nur nach dem Verfahren der Verkaufsstelle behandelt, z. B. durch Eintauchen in
stehendes oder fliel3endes Portioniererwasser.

Die Proben wurden in Kihlboxen mit Trockeneis oder Kihlelementen angeliefert. Die
Temperatur der Eisproben betrug bei Ankunft im Labor hochstens -5 °C, anschliel3end
wurden die Proben bis zum Untersuchungsbeginn bei -18 °C gelagert.

3.2.2.2 Kultureller Nachweis

3.2.2.2.1 Nachweis von Enterobacter sakazakii nach einer Anreicherung in gepuffertem

Peptonwasser

Zur Probenvorbereitung (n = 1253) wurde etwa die Halfte jeder Eisprobe unter
aseptischen Kautelen in ein Glasgefald Ubergefihrt, im Wasserbad bei 30 ° £+ 1 °C
innerhalb von 30 min geschmolzen und gut durchmischt. Der Rest der Probe wurde fir
eine eventuelle Nachuntersuchung bei -18 °C gelagert. Jeweils funf Eisproben zu je 25
g wurden als Sammelprobe in der neunfachen Menge GPW uber 18 h bei 37 °C
bebrutet. Nach der Entnahme von 1 ml fir die PCR wurden 10 pl der Anreicherung auf
ESIA-Selektivagar ausgestrichen und unter aeroben Bedingungen tber 24 h bei 44 °C
bebritet. Verdachtige, d. h. blau-griine Kolonien wurden auf TSA-Agar (25 °C/ 48 h) und
Blut-Agar (37 °C/ 24 h) subkultiviert. Anschliel3end wurde Uberpruft, ob sich auf TSA-
Agar gelb pigmentierte Kolonien gebildet hatten (Abb. 1). Die Bestatigung erfolgte
mittels APl 20 E und Phoenix 100 IC mit Koloniematerial von Blut-Agarplatten. Im Fall
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eines positiven Befundes wurden die funf zu einer Sammelprobe vereinigten Proben
einzeln nachuntersucht (25 g Speiseeis/225 ml GPW). Ein Schema des
Untersuchungsgangs findet sich in Abb. 1.

3.2.2.2.2 Nachweis von Enterobacter sakazakii nach ISO/TS 22964 | IDF/RM 210
(2006)

Siebenundsiebzig der 1253 Proben wurden nach der Probenvorbereitung (3.2.2.2.1)
zusatzlich mit dem Verfahren nach ISO/TS 22964 | IDF/RM 210 (2006) untersucht.
Dabei wurden 25 g Probenmaterial in 225 ml GPW Uber 18 h bei 37 °C vorangereichert.
AnschlieRend wurden 0,1 ml der Kultur in 10 ml mLST-Bouillon tbergefuhrt und weitere
24 h bei 44 °C bebritet. Von dieser Selektivanreicherung wurden 10 pl auf ESIA-Agar
ausgestrichen und 24 h bei 44 °C inkubiert. Der weitere Untersuchungsgang erfolgte
wie unter 3.2.2.2.1 beschrieben. Ein ml der mLST-Bouillon wurde fir die PCR

weiterverwendet (Abb. 1).

5x 25 g Eisin 1125 ml (a) bzw. 25 g in 225 ml (b) gepuffertes Peptonwasser

18 h/37 °C (a) 1253 Proben (b) 77 von 1253 Proben | 18 h/37 °C
v
real-time-PCR |«—|——| mod. Laurylsulfat-Tryptose-Bouillon (mLST)
l 24 h/44 °C

—— | Ausstrich auf ESIA-Selektivagar

l 24 hl44 °C

Subkultur verdachtiger Kolonien auf Blut-
Agar

}

Subkultur auf TSA-Agar Biochemische
Bestatigung

Abbildung 1: Nachweis von E. sakazakii in Speiseeis
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3.2.2.2.3 Quantifizierung von Enterobacter sakazakii

Von jeder der positiven Proben wurden 10 g zu 90 ml Verdinnungslésung
(Ringerldsung Ya-stark) hinzugefugt und grundlich gemischt. Drei Kulturréhrchen, die
jeweils 10 ml GPW in doppelter Konzentration enthielten, wurden mit je 10 ml der
verdinnten Probe beimpft (Ansatz von 1 g). Von sechs weiteren Kulturréhrchen mit je
10 ml GPW (einfach konzentriert) wurden drei mit je 1 ml der verdinnten Probe, die
anderen drei Kulturréhrchen mit je 0,1 ml der Verdinnung beimpft. Die Bebritung
erfolgte Uber 18 h bei 37 °C. AnschlieRend wurde aus jedem Kulturréhrchen 0,1 ml auf
jeweils 10 ml mLST uUberimpft und Uber 24 h bei 44 °C bebritet. Von dieser
Selektivanreicherung wurden 10 pl auf ESIA-Agar ausgestrichen und 24 h bei 44 °C
inkubiert. Nach Bildung der Indexziffer aus positiven Befunden auf ESIA-Agar wurde die
Keimzahl fur E. sakazakii/g nach einer MPN-Tabelle berechnet.

3.2.2.2.4 Nachweis coliformer Keime in Laurylsulfat-Tryptose-Nahrmedium

Um festzustellen, ob bei den Eisproben ein Zusammenhang zwischen dem Gehalt an
coliformen Keimen und dem Vorkommen von E. sakazakii besteht, wurden die Proben
mit einem MPN-Verfahren auf coliforme Keime untersucht [Amtliche Sammlung von
Untersuchungsverfahren nach 8 64 LFGB L 01.00-2 (1991)]. Von drei
Verdunnungsstufen (entsprechend 0,1 g; 0,01 g; 0,001 g Probenmaterial) wurden
jeweils drei Parallelrdhrchen angelegt und Uber 48 h bei 30 °C bebritet. Nach der
Beurteilung der Gasbildung im Durham-Réhrchen wurde die Anzahl coliformer Keime
anhand der MPN-Tabelle ermittelt.

3.2.2.3 Molekularbiologischer Nachweis von Enterobacter sakazakii

3.2.2.3.1 Real-time-PCR nach Heuvelink et al. (2004)

Fur den real-time-PCR-Nachweis von E. sakazaki wurde 1 ml aus jeder
Voranreicherung (GPW) sowie bei 77 Proben (3.2.2.2.2) zusatzlich 1 ml aus jeder
Selektivanreicherung (mLST) weiterverarbeitet. Alle Untersuchungen erfolgten im
Doppelansatz. Zur Probenaufbereitung und Nukleinsdureextraktion wurde die Methode

mit drei Reinigungsschritten angewandt (3.2.1.2). Bei einigen Proben, deren interne
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Amplifikationskontrolle ein nicht eindeutig interpretierbares Ergebnis erbrachte, wurde
eine zusatzliche DNA-Extraktion mittels eines kommerziellen Extraktionskits (High Pure
foodproof 1, Roche Diagnostics) angewandt. Die real-time-PCR wurde — wie bei den
Vorversuchen unter 3.2.1.2 beschrieben — nach der Methode von Heuvelink et al.
(2004) mit Temperatur-Zeit-Profil 2, erganzt durch die interne Amplifikationskontrolle
(Fricker et al., 2007; Messelhaul3er et al., 2007), durchgefiuhrt.

Im Falle eines Verdachts auf Anwesenheit von E. sakazakii bei Sammelproben
(3.2.2.2.1), entweder aufgrund positiver PCR-Ergebnisse oder verdachtiger Kolonien auf
dem festen Nahrmedium, wurden von den betroffenen funf Eisproben je 25 g einzeln

nachuntersucht.

3.2.2.3.2 Real-time-PCR nach Liu et al. (2006)

Fur diesen real-time-PCR-Nachweis wurde, wie unter 3.2.2.3.1 beschrieben, 1 ml aus
jeder Voranreicherung (GPW) und aus eventuell vorhandener Selektivanreicherung
(mLST) verarbeitet. Es handelte sich hierbei um Rickstellproben der Anreicherungen,
die gefroren gelagert worden waren. Zur Probenaufbereitung wurde die Methode mit
einem Reinigungsschritt und anschlielender DNA-Extraktion durch Erhitzen angewandt.
Auch hier wurde als interne Amplifikationskontrolle auf das pUC19-Plasmid-System
zurlickgegriffen. Alle Untersuchungen erfolgten im Doppelansatz.

3.2.2.3.3 PCR mittels LightCycler 2.0

Die positiven Proben wurden zusatzlich mittels LightCycler-PCR-Prinzip untersucht.
Hierzu wurde die DNA (aus GPW-Anreicherungen), die bereits fir die PCR-Verfahren
nach Heuvelink et al. (2004) und Liu et al. (2006) eingesetzt worden war, verwendet.
Zum einen war dies DNA, die durch thermischen Zellaufschluss (drei
Reinigungsschritte) gewonnen worden war, zum anderen zusatzlich DNA derselben
Eisprobe, die mittels eines kommerziellen Extraktionskits erhalten wurde. AulRerdem
wurden Rickstellproben (aus GPW-Anreicherung), die gefroren gelagert worden waren,
einer fur den LightCycler (Roche Diagnostics) speziell entwickelten DNA-Extraktion
(StarPrep One Kit, BIOTECON Diagnostics) nach Anweisung des Herstellers
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unterzogen. Die PCR erfolgte mit dem unter 3.1.3.3 beschriebenen PCR-Mix und

folgendem Temperatur-Zeit-Profil:

Vorinkubation: Inkubation 37 °C 4 min
Denaturierung 95 °C 2 min

Amplifikation: Denaturierung 95 °C 2 S
Anlagerung 64-60 °C 35 S
Synthese 72 °C 20 s

AbkUhlphase: 40 °C 30 S

(Vorinkubation und Abkuhlphase jeweils ein Zyklus; Amplifikation 38 Zyklen)

3.2.2.3.4 ompA-targeted PCR

Die Isolate der E. sakazakii-positiven Proben wurden zur zusétzlichen Bestatigung an
das Institut far Lebensmittelwissenschaft und Biotechnologie, Fachgebiet
Lebensmittelmikrobiologie, der Universitdt Hohenheim eingesandt. Dort wurden diese
nach der Methode von Nair und Venkitanarayanan (2006) mittels ompA (outer
membrane protein A gene)-PCR-Verfahren unter Verwendung der Primer ESSF und
ESSR getestet.

4 EIGENE UNTERSUCHUNGEN: ERGEBNISSE

4.1 Ergebnisse der mikrobiologischen Voruntersuchungen

4.1.1 Voruntersuchungen an Reinkulturen

Die Keimzahlen der Anreicherung von E. sakazakii (ATCC 51329) in GPW ergaben
Werte zwischen 1,9 x 10® KbE/ml (Blut-Agar) und 3,0 x 10® KbE/m| (ESIA-Agar). Die
Keimzahlbestimmung nach der Anreicherung in ESSB ergab einen Wert von 1,4 x 10°
KbE/ml auf ESIA-Agar und 1,0 x 108 KbE/ml auf Blut-Agar.

Da sich die Keimzahlen nach der Anreicherung in ESSB ebenso wie nach der in GPW

im Bereich von 10%® KbE/ml bewegten, wurde fiir die Versuche mit kiinstlich

kontaminierten Eisproben GPW als Anreicherungsmedium gewabhilt.
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4.1.2 Voruntersuchungen an kunstlich kontaminierten Speiseeisproben

4.1.2.1 Vanilleeiscreme aus industrieller Herstellung

Die Untersuchungen an kunstlich mit E. sakazakii kontaminierter Vanilleeiscreme aus
industrieller Herstellung zeigte, dass bei Beimpfungskeimzahlen von 6,6 bis 660 KbE
pro 25 g Eis (dies entspricht Werten von 0,26 bis 26 KbE/g) nach einer Anreicherung
iiber 18 h bei 37 °C Keimzahlen im Bereich von 10° bis 108 KbE/ml resultieren. Somit
kann davon ausgegangen werden, dass der Nachweis von 1 KbE/g Speiseeis nach

Anreicherung mit dem beschriebenen Untersuchungsverfahren maoglich ist (Tab. 8).

Tabelle 8: Vermehrung von E. sakazakii in GPW mit kunstlich kontaminierter
Vanilleeiscreme (18 h/37 °C)

Beimpfungskeimzahl | Beimpfungskeimzahl | Keimzahl nach Anreicherung in GPW

(KbE/25 @) (KbE/q) (KbE/ml)
660 26 4,9 x 10°
66 2,6 1,4 x 108
6,6 0,26 8,9 x 10°

4.1.2.2 Handwerklich gefertigtes Speiseeis

Nach der Beimpfung von 25 g handwerklich gefertigtem Speiseeis (aus Eisdielen) mit
jeweils etwa 100 KbE E. sakazakii wurden nach einer Anreicherung in GPW die in Tab.
9 aufgelisteten Keimzahlen und PCR-Ergebnisse (PCR-Verfahren nach Heuvelink et al.,
2004) reqistriert.

Tabelle 9: Vermehrung von E. sakazakii (100 KbE/25 g) in GPW mit kinstlich
kontaminiertem Speiseeis handwerklicher Fertigung (18 h/37 °C)

Eissorte E. sakazaklzlggé?m,bl\)nrelcherung Ergebnis PCR
Milcheis Nuss 4,1 x 108 +/+
Milcheis Tiramisu 2,0 x 10’ +/+
Milcheis Vanille 4,3 x 10’ +/+

Milcheis Schokolade 3,6 x 10° +/+
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Milcheis Malaga 1,4 x 10° +/+
Milcheis Kokos 4,5 x 10* +/+
Fruchteis Holunder 3,5 x 10’ +/+

E. sakazakii nicht nachweisbar

Begleitflora +++ v

Fruchteis Joghurt-Mandarine

E. sakazakii nicht nachweisbar

Begleitflora +++ t+

Fruchteis Sauerkirsch

+++: starkes Keimwachstum

+/+: positivim Doppelansatz

Bei Milcheis Nuss wurde eine Keimzahl von 10% KbE/ml erreicht, bei den Milcheissorten
Tiramisu und Vanille sowie bei Fruchteis Holunder ergab sich der Wert von 10” KbE/ml.
Werte von 10° KbE/ml wurden bei Milcheis Malaga und Milcheis Schokolade gefunden,
bei Milcheis Kokos ergab sich ein Keimzahlwert von 10* KbE/ml. Bei zwei
Fruchteisproben (Joghurt-Mandarine und Sauerkirsch) befanden sich keine typischen
Kolonien auf dem ESIA-Agar. Das Wachstum von Begleitflora war hingegen wesentlich
ausgepragter als bei den anderen Speiseeisproben. Bei einer weiterfihrenden
Untersuchung mittels PCR war bei allen neun Eisproben der Nachweis von E. sakazakii
positiv (Tab. 9).

4.2 Ergebnisse der PCR-Voruntersuchungen: PCR nach Heuvelink et al. (2004)

Bezuglich der Prufung der Exklusivitat (GPW) ergaben sich bei Verwendung des
Temperatur-Zeit-Profils 1 (3.2.1.2) mit Salmonella Enteritidis und Typhimurium sowie
Escherichia coli (Tab. 6) falschpositive Ergebnisse. Bei Verwendung des Temperatur-
Zeit-Profils 2 (3.2.1.2) lag die Exklusivitdt bei 100 %. Letzteres galt auch fur die

orientierend mit vier E. sakazakii-Isolaten geprifte Inklusivitat (GPW).

Zunachst wurde die Nachweisgrenze der PCR nach Anreicherung in GPW und einer
DNA-Extraktion mit nur einem Reinigungsschritt ermittelt (3.2.1.2). Hierbei lag die
Grenze bei einer Keimzahl von 2,8 x 10’ KbE/ml (positiv im Doppelansatz). Bei 2,8 x
10° KbE/ml und 2,8 x 10 KbE/ml waren im Doppelansatz jeweils eine Probe positiv und

eine Probe negativ (Tab. 10).
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Wurde die PCR nach einer DNA-Extraktion mit drei Reinigungsschritten (3.2.1.2)
durchgefiihrt, konnte die Nachweisgrenze auf 2,8 KbE/ml (letzter noch positiver

Doppelansatz) gesenkt werden (Tab. 11).

Tabelle 10: PCR-Nachweisgrenze in KbE/ml nach Anreicherung von E. sakazakii in
GPW (ein Reinigungsschritt bei der DNA-Extraktion)

Verdinnungsstufe E'(lislé?rzn?)k" Erg((a:t?_sls
10° 2,8 x 10° +/+
10 2,8 x 107 +/+
10 2,8 x 10° -/-
10° 2,8 x 10° +/-
10" 2,8 x 10" -/ -
10° 2,8 x 10° -/ -
10° 2,8 x 10° +/-
107 2,8x10 -/ -
10°® 2,8 -/-
+/+: positivim Doppelansatz +/-: Eine Probe positiv, eine Probe negativ im Doppelansatz

-/-: negativ im Doppelansatz

Tabelle 11: PCR-Nachweisgrenze in KbE/ml nach Anreicherung von E. sakazakii in
GPW (drei Reinigungsschritte bei der DNA-Extraktion)

Verdinnungsstufe E'(Ezlé%%k” Erg%tl):gus
10° 2,8 x 108 +/+
10 2,8x 10’ +/+
107 2,8 x 10° +/+
107 2,8 x 10° +/+
10 2,8 x10* +/+
107 2,8 x 10° +/+
10°° 2,8 x 10? +/+
10” 2,8 x 10 +/+
108 2,8 +/+
10°° 0,28 -/ -

+/+: positivim Doppelansatz -/-: negativ im Doppelansatz
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Den EinfluBR der DNA-Extraktion auf die Nachweisgrenze der PCR bei der
Untersuchung von kinstlich mit E. sakazakii kontaminiertem Speiseeis (Vanilleeiscreme
industrieller Herstellung) zeigen Tab. 12 und 13. Auch hier wird deutlich, dass bei der
Einschaltung von drei Reinigungsschritten (Nachweisgrenze 3,6 KbE/ml) gegentber der
von nur einem Reinigungsschritt (Nachweisgrenze 3,6 x 10” KbE/ml) die Empfindlichkeit

der PCR erheblich verbessert werden kann.

Tabelle 12: PCR-Nachweisgrenze in KbE/ml nach Anreicherung von E. sakazakii in
GPW mit kiinstlich kontaminiertem Speiseeis (ein Reinigungsschritt)

Verdinnungsstufe E'(Eslé?rzn?)k" Erg((a:ngns
10° 3,6 x 10’ +/+
10t 3,6 x 10° +/-
1072 3,6 x 10° +/-
103 3,6 x 10* -/ -
10 3,6 x 10° -/ -
10° 3,6 x 10° -/ -
10°® 3,6 x 10 +/-
10”7 3,6 -/ -
10°® 0,36 -/ -

Legende siehe Tab. 10

Tabelle 13: PCR-Nachweisgrenze in KbE/ml nach Anreicherung von E. sakazakii in
GPW mit kiinstlich kontaminiertem Speiseeis (drei Reinigungsschritte)

Verdinnungsstufe E'(;ﬁlé?rzn?)k“ Erggt;lis
10° 3,6 x 10’ +/+
10 3,6 x 10° +/+
1072 3,6 x 10° +/+
107 3,6 x 10* +/+
10 3,6 x 10° +/+
107 3,6 x 10? +/+
10° 3,6 x 10 +/+
107 3,6 +/+
10°® 0,36 -/ -

Legende siehe Tab. 11
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4.3 Ergebnisse der PCR-Voruntersuchungen: PCR nach Liu et al. (2006)

Nach der DNA-Extraktion mit nur einem Reinigungsschritt lagen die Exklusivitat und die
Inklusivitat bei jeweils 100 % (GPW), d. h. es traten weder falschpositive noch

falschnegative Ergebnisse auf.

Die Ergebnisse der Uberpriifung der Nachweisgrenze (GPW) finden sich in Tab. 14.
Bereits nach einem Reinigungsschritt bei der DNA-Extraktion resultierte eine

Nachweisgrenze von 2,7 KbE/ml.

Nach Anreicherung in GPW mit kunstlich kontaminierter Vanilleeiscreme lag die PCR-
Nachweisgrenze bereits nach einem Reinigungsschritt bei 3,0 KbE/ml.

Tabelle 14: PCR-Nachweisgrenze in KbE/ml nach Anreicherung von E. sakazakii in
GPW (ein Reinigungsschritt bei der DNA-Extraktion)

Verdunnungsstufe E. sakazakii Ergebnis

(KbE/ml) PCR
10° 2,7 x 10° +/+
10 2,7x10" +/+
1072 2,7 x 10° +/+
107 2,7 x 10° +/+
10 2,7 x10* +/+
107 2,7x10° +/+
10° 2,7 x 102 +/+
10”7 2,7x 10 +/+
108 2,7 +/+
107 0,27 -1-

Legende siehe Tab. 11
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4.4 Ergebnisse der Hauptuntersuchungen

4.4.1 Gesamtergebnisse der Untersuchung von Speiseeis auf Enterobacter sakazakii

Bei den 1253 untersuchten Speiseeisproben handelte es sich entsprechend den
Sortenbezeichnungen der Leitséatze fur Speiseeis und Speiseeishalberzeugnisse (1993)
in der Uberwiegenden Anzahl um Milcheis (87,1 %). Die restlichen Proben verteilten
sich auf die Speiseeissorten Eiscreme (7,7 %), Fruchteis (4,4 %) und Wassereis (0,4 %)
sowie Cremeeis (0,2 %), Sahneeis und Sorbet (jeweils 0,08 %; Abb. 2).

Unabhé&ngig vom Untersuchungsverfahren konnte in 37 der 1253 Speiseeisproben E.
sakazakii nachgewiesen werden. Dies entspricht einem Kontaminationsgrad von 2,95
%. Betrachtet man die Verteilung der positiven Befunde auf die sieben
unterschiedlichen Eissorten, ergibt sich folgendes Resultat: Von den 1091
Milcheisproben waren 33 (3,02 %) positiv. Unter den 55 Fruchteisproben befanden sich
drei positive Proben (5,45 %). Von der Eissorte Sahneeis lag nur eine Probe zur
Untersuchung vor, deren Ergebnis ebenfalls positiv war. Mit jeweils negativem Ergebnis
wurden 97 Proben Eiscreme, finf Proben Wassereis, drei Proben Cremeeis sowie eine
Probe Sorbet untersucht (Abb. 2). Die 37 positiven Proben verteilten sich auf 26
unterschiedliche Geschmacksrichtungen (Anhang Tab. 3).

Die Eisproben stammten aus 567 unterschiedlichen Produktionsstatten (3.1.4).
Darunter waren 513 Eisverkaufsstellen, die Eis selbst handwerklich fertigten; aus
diesen Betrieben stammten 35 der E.sakazakii-positiven Eisproben, wobei in funf Fallen
jeweils zwei positive Proben aus demselben Betrieb kamen. Die beiden weiteren
positiven Proben entstammten zwei Eisdielen, die von Fremdherstellern mit
handwerklich gefertigtem Speiseeis beliefert wurden. Weder im selbst hergestellten
“Bauernhofeis® (neun Proben), noch in den 36 Proben aus Verkaufsstellen, die

industriell hergestelltes Eis abgaben, konnte E. sakazakii nachgewiesen werden.
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Abbildung 2: Ergebnis der Untersuchung von 1253 Speiseeisproben auf E. sakazakii

4.4.2 Ergebnisse unter Berlcksichtigung der verschiedenen Untersuchungsverfahren

4.4.2.1 Ergebnisse der kulturellen Untersuchungen

4.4.2.1.1 Nachweis von Enterobacter sakazakii

Von den insgesamt 37 positiven Proben konnte in 35 Féllen bereits nach alleiniger
Anreicherung in GPW (3.2.2.2.1) E. sakazakii auf ESIA-Agar nachgewiesen werden.

Wie unter 3.2.2.2.2 ausgefuhrt, wurden 77 der 1253 Proben
Verfahren nach ISO/TC 22964 | IDF/RM 210 untersucht, wobei

Voranreicherung in GPW eine Selektivanreicherung in mLST erfolgt (Abb. 1). Unter
diesen 77 befanden sich auch die beiden nach alleiniger Anreicherung in GPW auf

ESIA-Agar negativen Proben, die nach der zuséatzlichen Selektivanreicherung nun

ebenfalls positiv waren (Tab. 15; Anhang Tab. 1a).

zusatzlich mit dem

im AnschluR an die
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Aul3er den beiden bereits erwahnten Proben waren nach der Selektivanreicherung
weitere sieben Proben positiv (Tab. 15; Anhang Tab. 1a), bei denen allerdings der
Nachweis von E. sakazakii auch nach alleiniger Anreicherung in GPW bereits mdglich

gewesen war.

Tabelle 15: Nachweis von E. sakazakii aus GPW und mLST

Anreicherung n Npos ESIA pos ESIA neg
GPW 1253 37 35 2
mLST 77 9 9 0

n: Anzahl der untersuchten Proben; nyes: Anzahl der insgesamt positiven Proben

pos: positiv; neg: negativ

4.4.2.1.2 Quantitative Untersuchung auf Enterobacter sakazakii

Vier der 37 positiven Proben enthielten weniger als 0,3 E. sakazakii/g. Bei 31 Proben
lagen die Keimzahlen zwischen 0,3 und 24 E. sakazakii/g. Keimzahlen von 46 und 460

E. sakazakii/g wurden bei je einer Probe gefunden (Abb. 3).

4.4.2.1.3 Beziehung zwischen Coliformengehalt und Enterobacter sakazakii-positiven

Proben

In Tab. 16 werden die Coliformengehalte den Ergebnissen der qualitativen und
guantitativen Untersuchungen auf E. sakazakii einander gegenubergestellt. Fur
coliforme Keime ergaben sich Keimzahlen von < 3/g bis > 1100/g. Sieben E. sakazakii-
positive Proben enthielten weniger als drei Coliforme/g (Nachweisgrenze). Bei den
ubrigen 30 E. sakazakii-positiven Proben wurden Coliforme gefunden, ohne dass sich in
gualitativer oder quantitativer Hinsicht zwischen beiden Parametern deutliche
Beziehungen zeigten. Insgesamt waren von den 1253 untersuchten Proben 163 wegen
erhohter Coliformenzahlen (> 100/g, Beanstandungskriterium des LGL fir Plan- und
Beschwerdeproben) beanstandet worden. Von diesen 163 Proben enthielten 13 auch E.
sakazakii (Tab. 16). Bei den ubrigen E. sakazakii-positiven Proben lagen die
Coliformengehalte unter 100/g (17 Proben) bzw. unter der Nachweisgrenze von 3/g

(7 Proben) (Tab. 16).
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Zahl der positiven Proben
w

<03 03 036 092 21 23 43 93 21 24 46 460

E. sakazakii/g

Abbildung 3: Ergebnisse der quantitativen Untersuchung von 37 E. sakazakii-positiven
Speiseeisproben

Tabelle 16: Vergleich zwischen coliformen Keimen und E. sakazakii

Coliforme Keime/g E. sakazalzlrl]-eogt)lve Proben E. sakazakii/g
<3 . <0,3/ 0,36/ 0,36/ 0,36/
0,36/ 0,92/ 0,92

3,6 2 <0,3/ 0,36

9,2 1 0,3

15 1 0,92

23 6 <0,3/2,1/ 2,3/ 2,3/ 2,3/ 9,3
43 4 0,36/ 21/ 21/ 24

75 1 46

93 2 4,3/ 9,3

150 2 2,3/ 24

240 5 0,74/ 0,92/ 4,3/ 9,3/ 24
460 1 24
1100 1 24

> 1100 4 <0,3/ 0,36/ 24/ 460




4.4.2.1.4 Biochemische Differenzierung der Enterobacter sakazakii-Isolate

Die Kolonien von 36 der 37 Isolate waren auf TSA-Agar gelb pigmentiert; bei einer
Probe waren sie weil3. Bei der biochemischen Differenzierung der Isolate mit APl 20 E
lagen die Identifizierungswahrscheinlichkeiten zwischen 51,1 % und 99,5 %. Die Isolate
mit einer Wahrscheinlichkeit von weniger als 98,4 % wurden mit dem BD Phénix
nochmals biochemisch bestétigt und erreichten jeweils eine Wahrscheinlichkeit von

99 % fur E. sakazakii (Anhang Tab. 1b).

4.4.2.2 Ergebnisse der molekularbiologischen Untersuchungen

Bei den 37 positiven Proben ergab sich nach der Untersuchung mit dem PCR-
Verfahren nach Heuvelink et al. (2004) bei alleiniger Anreicherung in GPW folgendes
Resultat:

In 29 Fallen war der Befund positiv, zwei Proben waren als nicht eindeutig positiv
(jeweils eine Probe positiv und eine Probe negativ im Doppelansatz) zu beurteilen.
Sechs Proben waren negativ bei nicht eindeutig interpretierbarem Ergebnis der internen
Amplifikationskontrolle. Bei jeder dieser acht Proben wurde die DNA-Extraktion
daraufhin auch mit einem kommerziellen Extraktionskit durchgefiihrt. Danach zeigten
die beiden nicht eindeutig positiven Proben ein positives Ergebnis, und bei vier der
sechs zunéachst negativen Proben konnte E. sakazakii nun nachgewiesen werden. Zwei
Proben blieben weiterhin negativ, bei eindeutig positiver interner Amplifikationskontrolle
(Tab. 17). Die Untersuchung dieser beiden Proben mit dem PCR-Verfahren nach Liu et
al. (2006) erbrachte allerdings einen positiven Befund. Auch bei der Untersuchung von
neun E. sakazakii-positiven Eisproben, die zusatzlich in mLST angereichert worden
waren (3.2.2.2.2), trat bei Anwendung des PCR-Verfahrens nach Heuvelink et al. (2004)
ein falschnegatives Ergebnis auf. (Tab. 17; Tab. 19; Anhang Tab. 1a).

Dagegen wurden mit dem Verfahren nach Liu et al. (2006) nach Anreicherung in GPW
alle 37 positiven Eisproben richtig erkannt. Zur DNA-Extraktion genlgte der thermische

Zellaufschluss (mit nur einem Reinigungsschritt). Auch in allen oben bereits erwdhnten
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neun Proben, die zusatzlich in mLST angereichert worden waren, konnte E. sakazakii

nachgewiesen werden (Tab. 17; Tab. 19; Anhang Tab. 1a).

Tabelle 17: Ergebnisse der PCR-Untersuchungen

Anreicherung n Noos PCR (Heuv) PCR (Heuv) PCR (Liu) PCR (Liu)

pos neg pos neg
GPW 1253 37 35 2 37 0
mLST 77 9 8 1 9 0

n: Anzahl der untersuchten Proben; n,es: Anzahl der insgesamt positiven Proben
Heuv: PCR nach Heuvelink et al. (2004); Liu: PCR nach Liu et al. (2006)

pos: positiv; neg: negativ

Die 37 positiven Eisproben konnten auch mit dem LightCycler-PCR-System aus allen
unter 3.2.2.3.3 genannten Ansatzen bestatigt werden. Die durch thermischen
Zellaufschluss (drei Reinigungsschritte) gewonnene DNA wies hier geringfligig
niedrigere cp-Werte als die mittels kommerziellen Extraktionskits gewonnene DNA auf.
Die aus Ruckstellproben der GPW-Anreicherung mit Hilfe der speziellen LightCycler-

Extraktion erhaltene DNA fiihrte insgesamt zu noch niedrigeren cp-Werten.

Durch die Untersuchung mittels ompA-targeted PCR (3.2.2.3.4) wurden ebenfalls alle
37 Isolate als E. sakazakii bestatigt.

4.4.3 Gegenuberstellung unterschiedlicher Untersuchungsverfahren

4.4.3.1 PCR-Methoden und kultureller Nachweis nach Anreicherung in gepuffertem
Peptonwasser

Nach Anreicherung in GPW stimmten in 33 Fallen die Ergebnisse des PCR-Verfahrens
nach Heuvelink et al. (2004) und die des kulturellen Nachweises auf ESIA-Agar lberein.
In zwei Proben konnte E. sakazakii nur mittels PCR, in zwei weiteren nur kulturell
nachgewiesen werden. Allerdings traten bei Anwendung des PCR-Verfahrens folgende
Probleme auf. Bei einer Probe fiel der Doppelansatz positiv und negativ aus. Bei sechs

negativen Proben war das Ergebnis der internen Amplifikationskontrolle nicht eindeutig
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interpretierbar. Nach der zuséatzlichen Extraktion mit einem kommerziellen Extraktionskit
(High Pure foodproof 1, Roche Diagnostics) fiel das Ergebnis sowohl bei der nicht
eindeutig positiven Probe, als auch bei vier der zunachst negativen Proben positiv aus.
Zwei Proben blieben also, bei positiver interner Amplifikationskontrolle, negativ. Von
den insgesamt 37 positiven Proben wurden demnach sowohl mit dem PCR-Verfahren
als auch kulturell nur jeweils 35 gefunden. Mit der PCR-Methode nach Liu et al. (2006)
wurden dagegen alle 37 positiven Proben detektiert. In Tab. 18 werden die Ergebnisse

nochmals zusammengefasst.

Tabelle 18: Vergleich der verschiedenen Untersuchungsverfahren nach Anreicherung
in GPW

. PCR- und kulturell Nur PCR- Nur kulturell
n Positive Proben " " "
positiv positiv positiv
33 (Heuv.) 2 (Heuv.) 2 (Heuv.)
1253 37 35 (Liu) 2 (Liu) 0 (Liu)

n: Anzahl der insgesamt untersuchten Proben
Heuv.: PCR nach Heuvelink et al. (2004)
Liu: PCR nach Liu et al. (2006)

4.4.3.2 PCR-Methoden und kulturelle Untersuchung nach ISO/TS 22964 | IDF/RM 210
(2006)

Bei 77 der 1253 Eisproben wurden die Ergebnisse der Anreicherung in GPW mit den
Ergebnissen der zusatzlichen Selektivanreicherung in mLST (ISO/TS 22964 | IDF/RM
210, 2006) verglichen. Achtundsechzig dieser 77 Proben erwiesen sich nach beiden

Anreicherungen als negativ. Bei den neun positiven Proben ergab sich Folgendes:

Nach der zusatzlichen Selektivanreicherung konnte in allen neun Proben E. sakazakii
auf ESIA-Agar nachgewiesen werden, also auch in den beiden nach alleiniger

Anreicherung in GPW negativen Fallen (4.4.3.1).

Mit dem PCR-Verfahren nach Heuvelink et al. (2004) wurde E. sakazakii in acht, mit
dem nach Liu et al. (2006) in allen der neun positiven Proben detektiert (Tab.19;

Anhang Tab. 2b). In Tab. 19 werden die Ergebnisse nochmals zusammengefasst.
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Tabelle 19: Vergleich der verschiedenen Untersuchungsverfahren nach Anreicherung
in GPW bzw. zusétzlicher Selektivanreicherung in mLST

Methode positiv (n = 77)

Nachweis (ESIA) aus GPW 7
Nachweis (ESIA) aus mLST
PCR aus GPW (Heuv.)
PCR aus mLST (Heuv.)
PCR aus GPW (Liu)

PCR aus mLST (Liu)

©O© ©O© 00 0 ©

n: Anzahl der untersuchten Proben; 9 positive Proben entsprechen 100 %
Heuv.: PCR nach Heuvelink et al. (2004); Liu: PCR nach Liu et al. (2006)

5 BESPRECHUNG DER ERGEBNISSE UND DISKUSSION

5.1 Einleitung und Ziel der Arbeit

Enterobacter sakazakii ist zwar ein seltener Infektionserreger, insbesondere bei
Frihgeburten und Sauglingen in den ersten Lebensmonaten, ruft aber haufig
lebensbedrohliche Erkrankungen wie Meningoenzephalitiden, Septikdmien oder
nekrotisierende Enterokolitiden hervor (WHO/FAO, 2006). Etliche dieser Féalle und
Ausbriiche traten nach dem Verzehr von kontaminierter Sauglingsnahrung auf
Milchpulverbasis auf. Dementsprechend konzentrierten sich Erhebungen zum
Vorkommen des Erregers in den letzten Jahren vor allem auf diese Erzeugnisse.
Inzwischen liegen auch Daten zu einigen anderen Lebensmitteln vor, allerdings wurde
im Schrifttum nur eine Untersuchung an Eismix-Proben gefunden, auf die weiter unten
noch eingegangen wird. Darlber hinaus wird zurzeit die Internationale Methode ISO/TS
22964 | IDF RM 210 (2006) (2.2.1), die nur fur die Untersuchung von Sauglingsnahrung
auf Milchpulverbasis und Milchpulver konzipiert wurde, Uberarbeitet und auf andere
Lebensmittel ausgedehnt. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, Datenmaterial zum

Vorkommen von E. sakazakii in Speiseeis verfugbar zu machen und gleichzeitig zwei in
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der Literatur beschriebene molekularbiologische Methoden hinsichtlich ihrer Eignung
zum Nachweis des Erregers in derartigen Lebensmitteln zu dberprifen bzw. zu

optimieren.

Zu diesem Zweck wurden am Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit
(LGL) in OberschleiBheim im Zeitraum April bis Oktober 2006 1253 Speiseeisproben
(Plan- und Beschwerdeproben) nach einer Anreicherung in gepuffertem Peptonwasser
(GPW) mit den von Heuvelink et al. (2004) und Liu et al. (2006) entwickelten
molekularbiologischen Methoden auf real-time-PCR-Basis untersucht.
Siebenundsiebzig der Proben wurden auRerdem mit dem oben erwahnten ISO/IDF-
Verfahren in Kombination mit den beiden molekularbiologischen Methoden auf
Anwesenheit von E. sakazakii gepruft.

5.2 Voruntersuchungen

5.2.1 Mikrobiologische Voruntersuchungen

In den mikrobiologischen Voruntersuchungen sollte festgestellt werden, ob als
(Vor)anreicherungsmedium fir E. sakazakii GPW verwendet werden kann, oder ob der
Einsatz eines selektiven Mediums (E. sakazakii Selective Broth — ESSB) notwendig ist.
In Untersuchungen mit Reinkulturen waren hinsichtlich der Leistungsfahigkeit der
Medien keine Unterschiede zu registrieren. In beiden Medien wurden nach der
Inkubation E. sakazakii-Zahlen von etwa 10%/ml gefunden (4.1.1). Bei Untersuchungen
mit kunstlich kontaminierten Speiseeisproben (Begleitflora) wurden nach einer
Anreicherung in GPW in Abhangigkeit von der Eissorte E. sakazakii-Zahlen zwischen
10%g und 10*g (Milcheis) bzw. 10"/g (Fruchteis) nachgewiesen. Bei Anwesenheit einer
hohen Begleitflora konnte allerdings in zwei Fruchteissorten der Erreger nach alleiniger
Anreichung in GPW auf einem festen Selektivhahrboden nicht mehr isoliert werden. Ein
Nachweis mittels PCR war dagegen auch in diesen Fallen moglich (Tab. 9). In den
Hauptuntersuchungen wurde daher als Anreicherungsmedium fir die nachfolgende
PCR GPW verwendet. Bei Routineuntersuchungen bietet dieses Medium den Vortelil,
dass parallel auch andere Erreger, insbesondere Salmonellen, nachgewiesen werden
kdnnen, was bei Verwendung eines Selektivndhrbodens nicht moglich ist.



48

5.2.2 Voruntersuchungen zur Optimierung der molekularbiologischen Verfahren fir den

Nachweis von Enterobacter sakazakii in Speiseeis

Fur beide PCR-Verfahren waren Anpassungen an die apparative Ausstattung des
Labors erforderlich. So wurde das Temperatur-Zeit-Profil von Heuvelink et al. (2004) fur
den Thermocycler ABI Prism 7000 (PE-Applied Biosystems) entwickelt, der eine andere
ramp rate (Dauer der Temperaturanderung des Thermocyclers) besitzt, als der in der
vorliegenden Arbeit verwendete Thermocycler Mx3000P (Stratagene). Dieses
Temperatur-Zeit-Profil konnte nicht tbernommen werden, da bei der Untersuchung an
Reinkulturen (Anzucht in GPW) von Nicht-E. sakazakii-Bakterienspecies (Tab. 6) mit
Salmonella spp. (7 Stamme) und Escherichia coli (11 Stamme) falschpositive
Ergebnisse registriert wurden. Aus diesem Grund wurde das Temperatur-Zeit-Profil
entsprechend modifiziert (3.2.1.2). Bei Anwendung des neuen Profils traten keine
falschpositiven Resultate mehr auf. Bei der orientierenden Untersuchung von vier E.

sakazakii-Isolaten wurden ebenso keine falschnegativen Ergebnisse beobachtet.

In den anschlieRenden Untersuchungen zur Nachweisgrenze von E. sakazakii in
Speiseeis (kunstlich kontaminierte Vanilleeiscreme) zeigte sich, dass eine befriedigende
Empfindlichkeit mit dem laboreigenen Extraktionsverfahren (ein Reinigungsschritt) nicht
erreicht werden konnte (Tab. 12). Daher war eine Modifikation auch des
Extraktionsverfahrens notwendig. Die Einschaltung zweier weiterer Reinigungsschritte
resultierte in einer rechnerisch ermittelten Nachweisgrenze von etwa 3 E. sakazakii/ml
(Tab. 13). In den Hauptuntersuchungen zeigte sich allerdings, dass bei einigen
Probenmaterialien trotz der aufwandigen Extraktion sowohl im Hinblick auf das PCR-
Ergebnis selbst, als auch im Hinblick auf die interne Amplifikationskontrolle keine
eindeutig interpretierbaren Resultate zu erzielen waren. Diese Inhibition konnte nur
durch Anwendung eines kommerziellen Extraktionskits vermieden werden. Aul3erdem
zeigten die Amplifikationskurven der Proben-DNA niedrigere ct-Werte (ungeféhr 5

Zyklen) und waren besser zu interpretieren.

Das Temperatur-Zeit-Profil von Liu et al. (2006) wurde unter Berlcksichtigung der
technischen Gegebenheiten des Thermocyclers Smart Cycler Il (Cepheid Co, USA)
entwickelt. Dieses Gerat weist eine andere ramp rate auf als der in der vorliegenden

Arbeit verwendete Thermocycler, weshalb auch fiur dieses PCR-Verfahren das
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Temperatur-Zeit-Profil gedndert wurde. Die Nachweisgrenze des Verfahrens nach Liu et
al. (2006) wurde ebenfalls in kinstlich kontaminierter Vanilleeiscreme rechnerisch
ermittelt. Wie aus Tab. 14 hervorgeht, lag sie ebenfalls bei etwa 3 E. sakazakii/ml. Das
laboreigene Extraktionsverfahren (ein Reinigungsschritt) war in den Hauptunter-

suchungen fur alle Probenmaterialien anwendbar.

5.3 Hauptuntersuchungen

5.3.1 Ergebnisse der Untersuchung von Speiseeis auf Enterobacter sakazakii

Wie aus Abb. 2 hervorgeht, wurden in erster Linie Proben der Speiseeissorte Milcheis
untersucht (1091 von 1253 Proben). Dies ist zum einen darauf zuriickzufiihren, dass es
sich bei dem Untersuchungsmaterial um Plan- und Beschwerdeproben des LGL
handelte und daher die Zusammensetzung hinsichtlich der Sortenverteilung nicht
beeinflusst werden konnte. Zum anderen handelt es sich nach Angaben des LGL bei
Milcheis um die am haufigsten mikrobiell belastete Speiseeissorte, sodass beim Ziehen
der Planproben auf ihr das Hauptgewicht liegt. Bei der Untersuchung von Milcheis
erwiesen sich 33 Proben als mit E. sakazakii kontaminiert. Die restlichen positiven
Proben verteilten sich auf die Sorten Fruchteis (3 von 55) und Sahneeis (1 von 1) (Abb.
2). Insgesamt wurde also in 37 (2,95 %) Proben E. sakazakii nachgewiesen. Bei den
positiven Proben wurde zusatzlich zum qualitativen auch der quantitative Nachweis
vorgenommen. Hierbei fanden sich E. sakazakii-Zahlen zwischen 0,3 und 460/g (Abb.
3). Bei vier der 37 positiven Proben lagen die Keimgehalte unterhalb der
Nachweisgrenze des zur Quantifizierung eingesetzten MPN-Verfahrens (3.2.2.2.3), die
0,3/g betrug (Abb. 3).

Funfunddrei3ig der 37 positiven Proben stammten aus Verkaufsstellen, in denen das
Speiseeis handwerklich gefertigt wurde, die beiden Gbrigen Proben aus solchen, die ihr
Eis von anderen Herstellern bezogen. Weder in Proben so genannten Bauernhofeises
noch in industriell hergestelltem Speiseeis konnte E. sakazakii nachgewiesen werden
(4.4.1). Allerdings kamen aus den beiden letztgenannten Bereichen nur 45 der 1253

Proben.
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Im Schrifttum konnten keine fur einen Vergleich mit den eigenen Ergebnissen
geeigneten Studien gefunden werden, sieht man ab von den oben erwdhnten
Untersuchungen von Heuvelink et al. (2004), die 87 Eismix-Proben mittels PCR auf die
Anwesenheit von E. sakazakii pruften, den Erreger aber in keinem Fall nachweisen
konnten (2.1.5.2).

5.3.2 Kultureller Nachweis von Enterobacter sakazakii

Wie unter 5.2.1 ausgefuhrt, wurde als Anreicherungsmedium fur die PCR-Verfahren
GPW verwendet. Obwohl die gangigen kulturellen Nachweismethoden (FDA/CFSAN,
2002 und ISO/TS 22964 | IDF/RM 210, 2006) eine zweistufige Anreicherung vorsehen
(2.2.1), wurde in der vorliegenden Arbeit grundsétzlich aus der GPW-Kultur ein
Ausstrich auf ESIA-Agar angelegt (Abb. 1). So konnten allerdings nur 35 der 37
positiven Proben erkannt werden (Tab. 15). Bei Anwendung des ISO/IDF-Verfahrens
(77 Proben) gelang der Nachweis in allen neun positiven Fallen, worunter sich auch die
beiden nach alleiniger Anreicherung in GPW negativen Proben befanden (Tab. 15).
Wenn aufgrund der nur geringen Probenzahl keine abschlieRende Bewertung maoglich
ist, so deutet sich doch an, dass auch bei der Untersuchung von Speiseeis auf die

Selektivanreicherung nicht verzichtet werden kann.

Im Hinblick auf die Revision des ISO/IDF-Standards (2.2.1), in der unter anderem
vorgesehen ist die Gelbpigmentierung nicht mehr weiter als Identifizierungskriterium
anzusehen, sollte erwahnt werden, dass eines der 37 lIsolate aus den eigenen
Untersuchungen keine Pigmentierung aufwies (4.4.2.1.4). Dies entspricht etwa den
Angaben von Iversen und Forsythe (2007), wonach 2 % der E. sakazakii-Stamme kein

gelbes Pigment produzieren.

5.3.3 Beziehung zwischen Coliformengehalt und Enterobacter sakazakii-positiven
Proben

In Anhang 1, Kap. 2.2. der VO (EG) Nr. 2073/2005 werden Enterobacteriaceae in
"getrockneter Sauglingsanfangsnahrung und getrockneten didtetischen Lebensmitteln
fur besondere medizinische Zwecke, die fir Sauglinge unter 6 Monaten bestimmt sind”

als Indexkeime fur Salmonellen und E. sakazakii angesehen (bei Nachweis von



51

Enterobacteriaceae in einer von 10 Proben a 10 g muss auf die genannten Erreger
untersucht werden). Da am LGL bei allen Eisproben routinemaf3ig der Gehalt an
coliformen Keimen als Hygieneparameter ermittelt wurde, wobei als
Beanstandungsgrenze 100 Coliforme/g gelten, sollte in der vorliegenden Arbeit
Uberpruft werden, ob bei Speiseeis eine ahnliche Beziehung zwischen Coliformen und
E. sakazakii besteht. Unter Zugrundelegung dieses Grenzwertes zeigte sich, dass 24
der 37 E. sakazakii-positiven Proben weniger als 100 Coliforme/g enthielten, sieben
davon sogar weniger als 3 Coliforme/g. Nur bei dreizehn Proben lagen die
Coliformengehalte tGber dem Grenzwert (Tab. 16). Damit war also bei 24 der 37 E.
sakazakii-positiven Proben keine Beziehung zwischen dem Erreger und einer erhéhten
Coliformenzahl gegeben (“falschnegative" Ergebnisse). Da insgesamt 163 der
untersuchten 1253 Proben mehr als 100 Coliforme/g enthielten, aber nur 13 hiervon
auch E. sakazakii, war bei 150 der erwéhnten 163 Proben ebenfalls keine Beziehung
zwischen beiden mikrobiologischen Parametern zu registrieren (“falschpositive”
Ergebnisse). Auch unter Beriicksichtigung der nur relativ geringen Zahl an mit E.
sakazakii kontaminierten Proben, deutet sich an, dass coliforme Keime bei der
Untersuchung von Speiseeis nicht als geeigneter Index fiur die gleichzeitige

Kontamination mit dem Erreger anzusehen sind.

5.3.4 Molekularbiologischer Nachweis von Enterobacter sakazakii

Nach der Anreicherung in GPW wurde mit dem PCR-Verfahren nach Heuvelink et al.
(2004) nur in 35 der 37 positiven Eisproben E. sakazakii detektiert. Die Ergebnisse der
beiden lbrigen Proben sind als falschnegativ anzusehen, da nach Ausstrichen aus den
Anreicherungen auf ESIA-Agar der Erreger isoliert werden konnte. Andererseits waren
bei Anwendung des PCR-Verfahrens zwei Proben positiv, in deren Anreicherung
(GPW) E. sakazakii nicht gefunden werden konnte (5.3.2 und Tab. 18). Die
Detektionsrate des PCR-Verfahrens nach Liu et al. (2006) lag dagegen bei 100 %.

Auch nach Einschalten eines weiteren Anreicherungschrittes bei 77 der 1253
Speiseeisproben in mod. Laurylsulfat-Tryptose-Bouillon — mLST — (Abb. 1), wie sie in
der ISO/IDF-Methode vorgesehen ist, trat bei Anwendung des PCR-Verfahrens nach

Heuvelink et al. (2004) ein falschnegatives Ergebnis auf (nur acht von insgesamt neun
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Proben positiv). Mit der PCR-Methode nach Liu et al. (2006) wurden alle neun positiven
Proben richtig erkannt (Tab. 17; Tab. 19).

Im Hinblick auf die falschnegativen Ergebnisse bei der Untersuchung mit dem PCR-
Verfahren nach Heuvelink et al. (2004) scheint eine Abhéngigkeit vom Probenmaterial
gegeben zu sein. In beiden Fallen handelte es sich dabei um das Milcheis Stracciatella.
Trotz Modifizierung der DNA-Extraktion (3 Reinigungsschritte statt einem oder
Extraktion mittels eines kommerziellen Kits) konnten keine positiven Resultate erzielt

werden.

Grundsatzlich ist bezuglich der Auswertung des Verfahrens nach Heuvelink et al. (2004)
nach Anreicherung in GPW anzumerken, dass die ct-Werte meist bei mehr als 35
Zyklen lagen, auch ct-Werte tber 40 Zyklen mussten als positiv gewertet werden. Eine
zusatzliche Selektivanreicherung in mLST hatte den Vorteil, dass die ct-Werte in der

Regel unter 35 Zyklen sanken.

Bei den Untersuchungen mit der PCR-Methode nach Liu et al. (2006) war weder die
Einschaltung zweier weiterer Reinigungsschritte bei der Extraktion noch die
Verwendung eines kommerziellen Extraktions-Kits notwendig. Bei allen positiven
Proben lagen die ct-Werte mit 15 bis 25 Zyklen deutlich unter denen des PCR-

Verfahrens nach Heuvelink et al. (2004).

5.3.5 Zusammenfassende Bewertung der molekularbiologischen Verfahren im Hinblick

auf den Einsatz in der Routinediagnostik

Grundsatzlich war das Verfahren nach Liu et al. (2006) fur die Untersuchung von
Speiseeis auf E. sakazakii nach einer 18 - 24-stindigen Inkubation des
Probenmaterials in GPW besser geeignet als die Methode von Heuvelink et al. (2004),
da mit letzterer, unabhangig vom Extraktionsverfahren, zwei falschnegative Resultate
auftraten. Auch nach Einschaltung eines Selektivanreicherungsschrittes in mLST blieb
eine der beiden Proben weiterhin trotz gleichzeitigem kulturellem Nachweis negativ.
Gegenuber dem kulturellen Verfahren (ISO/TS 22964 | IDF/RM 210, 2006) erbringt die
molekularbiologische Untersuchung einen erheblichen Zeitvorteil (etwa 24 h fur die

Anreicherung und etwa drei Stunden fur den PCR-Nachweis gegenuber etwa 72 h beim
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kulturellen Verfahren jeweils bei einem negativen Befund). Zumindest bei den 77 mit
beiden Verfahren [PCR nach Liu et al. (2006) und ISO/IDF-Verfahren] vergleichend
untersuchten Proben war eine vollige Ubereinstimmung der Ergebnisse zu registrieren.
Allerdings ist der apparative und finanzielle Aufwand zur Durchfiihrung des PCR-
Verfahrens relativ hoch, was aus Rentabilitdtsgrinden einen entsprechend hohen
Probendurchsatz voraussetzt. Da, wie die vorliegenden Ergebnisse zeigen, die PCR
nach Liu et al. (2006) nach einer Anreicherung in GPW durchgefihrt werden kann,
vereinfacht sich der kulturelle Teil der Gesamtuntersuchung, da auch andere

Pathogene, insbesondere Salmonellen in diesem Medium angereichert werden kénnen.

5.3.6 Ausblick

Ein Anteil an positiven Proben von etwa 3 % bei einer Probenzahl von 1253 erscheint
zunachst nicht hoch. Wie aber bereits erwahnt, war das Untersuchungsmaterial
hinsichtlich des Anteils der einzelnen Speiseeissorten trotz der hohen Probenzahl sehr
uneinheitlich zusammengesetzt: 1091 Milcheis-, 97 Eiscreme- und 55 Fruchteisproben
gegeniber nur 10 Proben anderer Speiseeissorten. Streng genommen gelten daher die
Ergebnisse und Schlussfolgerungen fur Milcheis, nur bedingt auch fir Fruchteis und die
tbrigen in die Untersuchung einbezogenen Sorten, einschliellich Eiscreme, in der in
keinem Fall E. sakazakii nachgewiesen wurde. Da Untersuchungen an einer
entsprechend hohen Probenzahl auch der Ubrigen Eissorten den Rahmen der
vorliegenden Arbeit gesprengt hatten, sind in diesem Zusammenhang noch weitere
Studien notwendig. Ahnliches gilt auch fir die Herkunft der Proben. Von den 567
Produktionsstéatten, aus denen die Proben stammten, waren 513 solche, die das Eis
selbst handwerklich fertigten. Nur 54 Produktionsstatten gehorten in den Bereich der
industriellen Produktion oder den landwirtschaftlichen Bereich ("Bauernhofeis”), sodass
auch hier noch weitere Untersuchungen notwendig sind. Wichtig wéare aul3erdem,

Details Uber die Kontaminationsquellen zu ermitteln.

Solange keine genaueren Vorstellungen Uber die Pathogenitatsmechanismen von E.
sakazakii bzw. die infektiose Dosis bei den verschiedenen Konsumentengruppen
bestehen, bliebe eine Risikobewertung der in der vorliegenden Arbeit ermittelten
Keimzahlen des Erregers spekulativ. Allerdings wurden bisher keine Erkrankungsfalle

durch E. sakazakii in Speiseeis bekannt.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Enterobacter sakazakii zahlt zur Gruppe der bisher selten diagnostizierten
lebensmittelassoziierten Infektionserreger. Auch wenn anscheinend eine Infektiositat fur
alle Altersgruppen gegeben ist, betrifft die Erkrankung tGberwiegend Friihgeborene und
Neugeborene. Der Erreger verursacht u. a. Septikamie, Meningitis und nekrotisierende
Enterokolitis und ist gerade bei den Risikogruppen mit einer hohen Letalitat verbunden.
Bisherige Erhebungen zum Vorkommen des Keimes in Lebensmitteln beschrankten
sich im Wesentlichen auf Erzeugnisse fur die oben genannten Risikogruppen. Angaben
zum Vorkommen in Speiseeis fehlen nahezu ganz. Ziel der Arbeit war es daher,
entsprechende Daten zu ermitteln und in diesem Zusammenhang eine
molekularbiologische Nachweismethode fur E. sakazakii fir die Routinediagnostik von
Speiseeis zu etablieren.

Zunachst wurde die Eignung von gepuffertem Peptonwasser (GPW) als
Anreicherungsmedium fir die PCR getestet. Da die Anreicherung in einem
Selektivmedium (Enterobacter sakazakii Selektive Broth — ESSB) keine wesentlichen

Vorteile aufwies, wurde GPW als Anreicherungsmedium gewahlt.

Fur den molekularbiologischen Nachweis mittels real-time-PCR wurden zwei TagMan-
PCR-Methoden (nach Heuvelink et al., 2004 und nach Liu et al., 2006), die ursprunglich
fur pulverformige Lebensmittel entwickelt worden waren, hinsichtlich des Vorkommens
falschpositiver und falschnegativer Ergebnisse getestet und dem verwendeten
Thermocycler (Mx3000P, Stratagene) angepasst. Die DNA-Extraktion wurde ebenfalls
entsprechend optimiert.

Mit den beiden Verfahren wurden am Bayerischen Landesamt flir Gesundheit und
Lebensmittelsicherheit im Zeitraum April bis Oktober 2006 1253 Speiseeisproben aus
dem sudbayerischen Raum untersucht. Bei 77 Proben wurde vergleichend ein
kulturelles Nachweisverfahren fur E. sakazakii (ISO/TS 22964 | IDF/RM 210, 2006)
mitgefuhrt.

Insgesamt wurde der Erreger in 37 Proben, darunter in 33 von 1091 Milcheis- und in

drei von 55 Fruchteisproben sowie in der einzig untersuchten Sahneeisprobe gefunden,



55

was einem Kontaminationsgrad von 2,95 % entspricht. Die Untersuchungen an
Eiscreme (n = 97), Wassereis (n = 5), Cremeeis (n = 3) und Sorbet (n = 1) verliefen
negativ. Die E. sakazakii-Zahlen in den positiven Proben lagen zwischen < 0,3 und
460/g.

Mit dem PCR-Verfahren nach Liu et al. (2006) wurden alle 37 positiven Proben
detektiert. Bei Anwendung des Verfahrens nach Heuvelink et al. (2004) traten zwei
falschnegative Ergebnisse auf. Bei den 77 vergleichend mit der 1SO/IDF-Methode
untersuchten Proben bestand bei Anwendung der PCR nach Liu et al. (2006) eine
hundertprozentige Ubereinstimmung zwischen kulturellem und molekularbiologischem
Verfahren; bei Anwendung der PCR nach Heuvelink et al. (2004) trat ein
falschnegatives Ergebnis auf.

Somit erwies sich das PCR-Verfahren von Liu et al. (2006) in Kombination mit der
Anreicherung in GPW bei der Untersuchung auf E. sakazakii in Speiseeis als geeigneter
Suchtest, der bei einem negativen Befund (nach den vorliegenden Untersuchungen in
etwa 97 % der Félle) einen erheblichen Zeitvorteil (etwa 27 h) gegenuber dem
kulturellen Verfahren (72 h) erbringt.
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7 SUMMARY

Real-time-PCR based studies on the occurrence of Enterobacter sakazakii in

edibleice

Enterobacter sakazakii is a rare cause of food-borne infectious disease in all age
groups especially in premature infants and neonates. The illness is often characterized
by meningitis, septicemia or necrotizing enterocolitis and a high fatality rate. So far
investigations into the occurrence of E. sakazakii in food are largely restricted to food
intended for consumption by the above mentioned high-risk groups. Data about the
occurrence of the pathogen in edible ice are almost completely missing. Therefore, the
intention of the study presented here was to collect corresponding data and to establish
a molecular biology based detection method for screening edible ice in routine

examinations for the presence of E. sakazakii.

Initially the suitability of non-selective buffered peptone water (BPW) as an enrichment
medium was tested. Since the use of a selective enrichment broth (Enterobacter
sakazakii Selektive Broth — ESSB) did not show any clear advantages BPW was

chosen for these purposes.

Two PCR based methods (Heuvelink et al., 2004 and Liu et al., 2006) primarily
developed for the examination of powdered foods were tested for the incidence of false-
negative and false-positive results and adapted to the Thermocycler Mx3000P

(Stratagene). The DNA extraction method was also optimized.

Using both PCR methods 1253 samples of edible ices from the southern Bavarian
region were examined between April and October 2006 in the laboratory of the
"Bayerisches Landesamt fur Gesundheit und Lebensmittelsicherheit" for the presence
of E. sakazakii. Seventyseven of these samples were also analysed using a
conventional culture technique (ISO/TS 22964 | IDF/RM 210, 2006) simultaneously.

All in all E. sakazakii was detected in 37 samples (2.95 %) including milk ice (33 out of
1091 samples positive), fruit ice cream (3 out of 55 samples positive) and cream ice
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(1 of 1 sample positive). "Eiscreme” (97 samples), water ice (5 samples), "Cremeeis" (3

samples) and sorbet were negative. E. sakazakii counts ranged from < 0.3 to 460/g.

Using the PCR technique of Liu et al. (2006) all positive samples were detected,
whereas the method of Heuvelink et al. (2004) yielded two false-negative results.
Testing 77 samples both with the PCR technique of Liu et al. (2006) and the ISO/IDF
method the results obtained were consistently. Using the method of Heuvelink et al.

(2004) one positive sample was not detected.

To sum one can say that the PCR technique of Liu et al. (2006) combined with an
enrichment in BPW is a suitable screening test for the detection of E. sakazakii in edible
ice. Negative samples (97 % of all samples tested during the own investigations) will be
detected after about 27 h whereas 72 h are needed to examine a negative sample using
the ISO/IDF method.
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9 ANHANG

Tabelle 1a: Positive Eisproben: Ubersicht der Einzeluntersuchungen
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Proben- Eissorte Kultureller real-time-PCR | real-time-PCR
nummer Nachweis auf nach nach
ESIA-Agar Heuvelink et Liu et al.,
al., 2004 2006

aus aus aus aus aus aus

GPW | mLST | GPW | mLST | GPW | mLST

46 ME Zabaione + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
59 ME Amarena-Kirsch + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
90 ME Joghurt + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
91 ME Latte macchiato + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
179 ME Melone + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
181 ME Kokos + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
191 ME Schokolade + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
195 ME Mozartkugel + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
289 ME Walnuss + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
290 ME Mozartkugel + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
329 ME Krokant + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
333 ME Amarena-Kirsch + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
437 FE Apfelsine + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
456 ME Joghurt + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
529 ME Stracciatella + n.d. -/- n.d. +/+ n.d.
530 ME Joghurt + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
634 ME Cappuccino + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
635 ME Gianduja + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
687 ME Raffaello + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
688 ME Red Bull + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
703 ME Orange + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
705 ME Stracciatella + + -/- -/- +/+ +/+
706 ME Malaga + + +/+ +/+ +/+ +/+
770 Sahneeis + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
870 ME WeilRe Schokolade + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
871 ME Malaga + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
911 ME Nuss + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
927 ME Kokos + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
943 ME Malaga - + +/+ +/+ +/+ ++
947 ME Mozartkugel + + +/+ +/+ +/+ +/+
970 ME Vanille + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
1015 | ME Heidelbeere - + +/+ +/+ +/+ +/+
1036 | ME Vanille + + +/+ +/+ +/+ +/+
1094 | ME Melone + n.d. +/+ n.d. +/+ n.d.
1109 | FE Kiwi mit Milch + + +/+ +/+ +/+ +/+
1115 | ME Amarena-Kirsch + + +/+ +/+ +/+ +/+
1152 | ME Pistazie + + +/+ +/+ +/+ +/+
ME: Milcheis GPW: gepuffertes Peptonwasser +HH+ positiv im Doppelansatz

FE: Fruchteis

mLST: mod.. Laurylsulfat-Tryptose-Bouillon

+:
n.d.:

positiv
nicht durchgefiihrt
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Tabelle 1b: Positive Eisproben: Ubersicht der Einzeluntersuchungen

Proben- Eissorte API (%) Phonix (%) TSA
nummer

46 ME Zabaione 98,4 n.d. gelb
59 ME Amarena-Kirsch 82,1 n.d. gelb
90 ME Joghurt 98,4 n.d. gelb
91 ME Latte macchiato 98,4 n.d. gelb
179 ME Melone 98,4 n.d. gelb
181 ME Kokos 69,1 99,0 gelb
191 ME Schokolade 51,1 99,0 gelb
195 ME Mozartkugel 51,1 99,0 gelb
289 ME Walnuss 98,4 99,0 gelb
290 ME Mozartkugel 51,1 99,0 gelb
329 ME Krokant 98,4 99,0 gelb
333 ME Amarena-Kirsch 51,1 99,0 gelb
437 FE Apfelsine 51,1 99,0 gelb
456 ME Joghurt 99,5 99,0 gelb
529 ME Stracciatella 60,3 99,0 gelb
530 ME Joghurt 60,3 99,0 gelb
634 ME Cappuccino 98,4 n.d. gelb
635 ME Gianduja 98,4 n.d. gelb
687 ME Raffaello 98,4 n.d. gelb
688 ME Red Bull 98,4 n.d. gelb
703 ME Orange 98,4 n.d. gelb
705 ME Stracciatella 51,1 99,0 gelb
706 ME Malaga 51,1 99,0 gelb
770 Sahneeis 51,1 99,0 gelb
870 ME Weil3e Schokolade 51,1 99,0 gelb
871 ME Malaga 51,1 99,0 gelb
911 ME Nuss 51,1 99,0 weil3
927 ME Kokos 98,4 n.d gelb
943 ME Malaga 98,4 n.d. gelb
947 ME Mozartkugel 51,1 99,0 gelb
970 ME Vanille 51,1 99,0 gelb
1015 ME Heidelbeere 98,4 n.d. gelb
1036 ME Vanille 98,4 n.d. gelb
1094 ME Melone 98,4 n.d. gelb
1109 FE Kiwi mit Milch 98,4 n.d. gelb
1115 ME Amarena-Kirsch 98,4 n.d gelb
1152 ME Pistazie 98,4 99,0 gelb

Legende siehe Tab. 1a
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Tabelle 2a: Kultureller Vergleich bei 77 Proben - alleinige Anreicherung in GPW bzw.
Selektivanreicherung mLST

Probennummer ESIA aus Bgl. Flora GPW ESIA aus Bgl. Flora
GPW mLST mLST
705 (+) +++ + +
706 ++ ++ +++ ++
941 - +++ - +++
943 - +++ ++ +
944 - +++ - +++
945 - +++ - ++
946 - ++ - ++
947 +++ - +++ -
953 - ++ - ++
954 - +++ - ++
955 - +++ - +++
976 - +++ - +++
977 - +++ - +++
978 - ++ - +++
998 - + - +++
999 - - - -
1000 - - - -
1001 - ++ - ++
1002 - + - -
1009 - - - +
1010 - + - -
1011 - - - -
1012 - ++ - ++
1013 - ++ - +++
1014 - +++ - +++
1015 - +++ +++ ++
1016 - +++ - +++
1017 - ++ - +++
1018 - ++ - +++
1034 - - _ n
1035 - + - +++
1036 +++ + +++ +
1037 - +++ - +++
1038 - +++ - ++
1039 - +++ - +++
1040 - +++ - +++
1041 - + - -
1042 - ++ - +++
1043 - +++ - +++
1052 - - - -
1053 - + - +
1059 - +++ - +++
1060 - - - +
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1061 - + - -

Probennummer ESIA aus Bgl. Flora GPW ESIA aus Bgl. Flora

GPW mLST mLST

1062 - + - ++
1063 - + - +
1084 - ++ - ++
1085 - +++ - ++
1086 - +++ - ++
1087 - +++ - ++
1088 - +++ - ++
1098 - + - ++
1099 - + - +++
1100 - +++ - +++
1101 - ++ - ++
1102 - +++ - +++
1103 - ++ - ++
1104 - ++ - ++
1105 - - - -
1106 - ++ - ++
1107 - +++ - +++
1108 - ++ - +
1109 ++ + +++ +
1110 - ++ - ++
1111 - ++ - ++
1112 - ++ - ++
1113 - - - -
1114 - +++ - +++
1115 ++ + +++ +
1116 - + - -
1117 - - - -
1128 - - - -
1129 - - - -
1152 ++ + ++ +
1153 - ++ - -
1154 - + - +
1155 - + - -

GPW: gepuffertes Peptonwasser

mLST: mod. Laurylsulfat-Tryptose-Bouillon

Bgl. Flora: Begleitflora ++: 31 — 190 Kolonien

(+): 1 — 3 Kolonien +++: > 190 Kolonien

+: 4 — 30 Kolonien : negativ
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Tabelle 2b: PCR-Vergleich bei 77 Proben — alleinige Anreicherung in GPW bzw.
Selektivanreicherung mLST

Probennummer | real-time-PCR nach Heuvelink real-time PCR nach Liu et al.,
et al., 2004 2006
aus GPW aus mLST aus GPW aus mLST
705 -I- -I- +/+ +/+
706 +/+ +/+ +/+ +/+
941 -/- -/- -/- -/-
943 +/+ +/+ +/+ +/+
944 -/- -/- -/- -/-
945 -/- -/- -/- -/-
946 -/- -/- -/- -/-
947 +/+ +/+ +/+ +/+
953 -/- -/- -/- -/-
954 -/- -/- -/- -/-
955 -/- -/- -/- -/-
976 -/- -/- -/- -/-
977 -/- -/- -/- -/-
978 -/- -/- -/- -/-
998 -/- -/- -/- -/-
999 -/- -/- -/- -/-
1000 -/- -/- -/- -/-
1001 -/- -/- -/- -/-
1002 -/- -/- -/- -/-
1009 -/- -/- -/- -/-
1010 -/- -/- -/- -/-
1011 -/- -/- -/- -/-
1012 -/- -/- -/- -/-
1013 -/- -/- -/- -/-
1014 -/- -/- -/- -/-
1015 +/+ +/+ +/+ +/+
1016 -/- -/- -/- -/-
1017 -/- -/- -/- -/-
1018 -/- -/- -/- -/-
1034 -/- -/- -/- -/-
1035 -/- -/- -/- -/-
1036 +/+ +/+ +/+ +/+
1037 -/- -/- -/- -/-
1038 -/- -/- -/- -/-
1039 -/- -/- -/- -/-
1040 -/- -/- -/- -/-
1041 -/- -/- -/- -/-
1042 -/- -/- -/- -/-
1043 -/- -/- -/- -/-
1052 -/- -/- -/- -/-
1053 -/- -/- -/- -/-
1059 -/- -/- -/- -/-
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Probennummer | real-time-PCR nach Heuvelink real-time PCR nach Liu et al.,
et al., 2004 2006
aus GPW aus mLST aus GPW aus mLST

1060 -/- -/- -/- -/-
1061 -/- -/- -/- -/-
1062 -/- -/- -/- -/-
1063 -/- -/- -/- -/-
1084 -/- -/- -/- -/-
1085 -/- -/- -/- -/-
1086 -/- -/- -/- -/-
1087 -/- -/- -/- -/-
1088 -/- -/- -/- -/-
1098 -/- -/- -/- -/-
1099 -/- -/- -/- -/-
1100 -/- -/- -/- -/-
1101 -/- -/- -/- -/-
1102 -/- -/- -/- -/-
1103 -/- -/- -/- -/-
1104 -/- -/- -/- -/-
1105 -/- -/- -/- -/-
1106 -/- -/- -/- -/-
1107 -/- -/- -/- -/-
1108 -/- -/- -/- -/-
1109 +/+ +/+ +/+ +/+
1110 -/- -/- -/- -/-
1111 -/- -/- -/- -/-
1112 -/- -/- -/- -/-
1113 -/- -/- -/- -/-
1114 -/- -/- -/- -/-
1115 +/+ +/+ +/+ +/+
1116 -/- -/- -/- -/-
1117 -/- -/- -/- -/-
1128 -/- -/- -/- -/-
1129 -/- -/- -/- -/-
1152 +/+ +/+ +/+ +/+
1153 -/- -/- -/- -/-
1154 -/- -/- -/- -/-
1155 -/- -/- -/- -/-

GPW: gepuffertes Peptonwasser

mLST: mod. Laurylsulfat-Tryptose-Bouillon

+/+: positiv im Doppelansatz

+/-: positiv/negativ im Doppelansatz

-/~ negativ im Doppelansatz
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Tabelle 3: Aufteilung der positiven Proben nach Eissorten und Geschmacksrichtungen

Eissorte Probenanzahl gesamt Probenanzahl positiv

ME Schokolade 104 1
ME Vanille 91 2
ME Stracciatella 87 2
ME Nuss 63 1
ME Malaga 53 3
ME Amarena-Kirsch 41 3
ME Joghurt 40 3
ME Pistazie-Geschmack 30 1
ME Walnuss 22 1
ME Mozartkugel 21 3
ME Cappuccino 20 1
ME Kokos 14 2
ME Zabaione 10 1
ME Latte macchiato 9 1
ME WeilRe Schokolade 7 1
ME Krokant 6 1
ME Gianduja 2 1
ME Raffaello 1 1
ME Orange 1 1
ME Heidelbeere 1 1
ME Red Bull 1 1
ME Melone 1 1
FE Melone 3 1
FE Apfelsine 1 1
FE Kiwi mit Milch 1 1
Sahneeis 1 1
ME: Milcheis

FE: Fruchteis
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