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Kultureller Nachweis thermophiler
Campylobacter spp. in Lebensmitteln -
Moglichkeiten und Grenzen der
Diagnostik im Rahmen der amtlichen
Uberwachung

Cultural detection of thermotolerant Campylobacter spp.
in food - potentials and limitations of diagnostic tools in
the context of official food control

Ute MesselhdulSer, Diana Théarigen, Christiane Fella, Hermann Schreiner,
Ulrich Busch, Christiane Holler

Thermophile Campylobacter spp. zahlen zu den wichtigsten lebensmitteltber-
tragenen Infektionserregern in Deutschland. Somit besteht auch im Bereich der
Lebensmittelmikrobiologie die Notwendigkeit fir schnelle und routinetaugliche
Nachweisverfahren. Ein zuverldssiger, kultureller, qualitativer, aber auch quanti-
tativer Nachweis thermophiler Campylobacter spp. stellt allerdings nach wie vor,
zumindest bei einigen Lebensmittelmatrizes, eine diagnostische Herausforderung
dar, insbesondere da bei Untersuchungen im Rahmen der amtlichen Lebensmit-
teliberwachung flr einen aussagekraftigen Befund ein kultureller Erregernach-
weis erfolgen muss. Am Bayerischen Landesamt fur Gesundheit und Lebens-
mittelsicherheit (LGL) wurden deshalb in den vergangenen Jahren neben dem
derzeit aktuell glltigen Standardnachweisverfahren 1SO 10272:2006 unterschied-
liche kulturelle Nachweise in Kombination mit entsprechenden molekularen und
immunologischen Screeningverfahren auf ihre Tauglichkeit in der Routinedia-
gnostik an unterschiedlichen Lebensmittelmatrizes tierischen und pflanzlichen
Ursprungs getestet. Die Ergebnisse dieser Vergleichsuntersuchungen zeigen, dass
keine der getesteten Selektivanreicherungen bei naturlich kontaminierten Proben
einen vollstdndig zufriedenstellenden, ausschlielich kulturbasierten Nachweis
thermophiler Campylobacter spp. bei allen getesteten Lebensmittelmatrizes
erlaubt. Die Kombination des kulturellen Nachweises mit einem entsprechenden
Screeningverfahren flr einen schnellen und zuverldssigen, kulturbasierten
Nachweis ist daher nach der derzeit vorliegenden Datenlage zu empfehlen. Dabei
muss man sich aber bewusst sein, dass die Sensitivitat der molekularen und
immunologischen Screeningverfahren in der Regel so hoch liegt, dass bei einem
Teil der im Screening positiven Proben, in Abhdngigkeit von Matrix und Prozessie-
rungsgrad des Lebensmittels, keine Isolierung des Erregers moglich ist.

Schliisselworter: Thermophile Campylobacter spp., kultureller Nachweis,
Anreicherungsmedium

Thermotolerant Campylobacter spp. rank among the most important foodborne
pathogens in Germany. Therefore a necessity for rapid and routinely useable
detection methods exists also in the area of food microbiology. A reliable, cultural
qualitative, but also quantitative detection of thermotolerant Campylobacter spp.
pose a challenge, at least concerning special food matrices, especially because
in the context of official food control the cultural detection of thermotolerant
Campylobacter spp. is needed. This was the reason, why different cultural detec-
tion methods, beside the standard procedure of 1SO 10272:2006, in combina-
tion with molecular and immunological screening methods were tested at the
Bavarian Health and Food Safety Authority (LGL) during the last years for the use
in routine diagnostic using different food matrices of animal and plant origin.
The results of the comparative studies showed clearly that no enrichment broth
tested gave completely satisfactory results for an only culture-based detection
of thermotolerant Campylobacter spp. Considering the currently available data
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enrichment broth

the combination with a screening method is therefore recommended for a rapid
and reliable detection. But in this case the user should take into account that the
sensitivity of such molecular and immunological methods is normally so high
that in some cases, depending on the food matrix and processing step, the isola-
tion of the pathogen would not be possible in samples, which were positive in
the screening methods.

Keywords: thermotolerant Campylobacter spp., culture-based detection,

Einleitung

Thermophile Campylobacter spp, und hier insbesondere
Campylobacter (C.) jejuni und C. coli, zahlen zu den wich-
tigsten lebensmitteliibertragenen Infektionserregern in
Europa. Im Jahr 2013 wurden dem Robert-Koch-Institut
(RKI) 63 646 Erkrankungsfélle tibermittelt (RKI, 2014),
was einer Inzidenz von 77,77 Fallen/100 000 Einwoh-
nern entspricht. Somit liegt die Campylobacteriose-
Inzidenz ungefdhr 3,4-mal hoher als die im Jahr 2013
fir Salmonella-Erkrankungen ermittelte Inzidenz (23,19
Erkrankungen/100 000 Einwohner). Ein dhnliches Bild
ergibt sich flir andere europdische Staaten, wie z. B.
Grofbritannien, wo im Jahr 2012 72 578 humane Cam-
pylobacteriose-, aber nur 8812 humane Salmonellose-
Falle erfasst wurden (EFSA und ECDC, 2014). Insgesamt
verzeichnete das European Centre for Disease Preven-
tion and Control (ECDC) fiir das Jahr 2012 europaweit
215 215 Erkrankungsfélle, die auf thermophile Campylo-
bacter zurtickzufiihren waren (EFSA und ECDC, 2014).
Auch wenn thermophile Campylobacter spp. inzwischen
an der Spitze der lebensmittelassoziierten bakteriel-
len Infektionserreger stehen, heifst dies allerdings nicht,
dass in den letzten Jahren ein nennenswerter Anstieg
der Erkrankungszahlen zu beobachten war, vielmehr
stagniert die Anzahl der Infektionen auf einem hohen
Niveau. Ein wesentlicher Grund hierfiir ist sicherlich
darin zu sehen, dass bisher keine wirklich erfolgsver-
sprechenden Bekampfungsstrategien fiir die Reduktion
thermophiler Campylobacter spp. entlang der Lebens-
mittelkette, vornehmlich in den Gefliigelbestdnden,
bestehen (u. a. Wagenaar et al., 2006; Lehner et al,
2014). Der Eintrag in die Lebensmittelkette, der nach
dem derzeitigen Stand der Wissenschaft iiberwiegend
aus dem Reservoir ,Gefliigel” erfolgt, kann somit nicht
reduziert bzw. minimiert werden, wie es fir

gewiesen werden konnen (Josefsen et al., 2010). Hierbei
sind u. a. Wassergehalt, pH-Wert und Salzgehalt der
jeweiligen Lebensmittelmatrix von Bedeutung (Jackson
et al., 2009). VBNC-Stadien fiihren wahrscheinlich zu
einer im Vergleich zum Vorkommen wesentlich gerin-
geren Detektionsrate im Rahmen der amtlichen Uberwa-
chungstatigkeit, da hier nach wie vor die Isolierung des
Erregers fiir eine lebensmittelrechtliche Bewertung des
Befundes benotigt wird. Deshalb ist es gerade fiir Unter-
suchungen im Rahmen der amtlichen Lebensmitteliiber-
wachung entscheidend, durch den Einsatz optimierter
Anreicherungs- sowie entsprechender Screeningverfah-
ren den kulturellen Nachweis soweit zu verbessern,
dass zumindest eine hinreichende Korrelation zwischen
molekularbiologischen und kulturbasierten Ergebnissen
erreicht werden kann. Vor diesem Hintergrund wurden
am Bayerischen Landesamt fiir Gesundheit und Lebens-
mittelsicherheit (LGL) in den vergangenen Jahren neben
dem derzeit aktuell giiltigen Standardnachweisverfahren
ISO 10272:2006 unterschiedliche kulturelle Nachweis-
verfahren in Kombination mit entsprechenden moleku-
laren und immunologischen Screeningverfahren auf ihre
Tauglichkeit in der Routinediagnostik an unterschied-
lichen Lebensmittelmatrizes tierischen und pflanzlichen
Ursprungs getestet.

Material und Methoden

Material

Bei den fiir die vergleichenden Untersuchungen ein-
gesetzten Lebensmitteln handelte es sich im Wesent-
lichen um Lebensmittel tierischen Ursprung aber auch
Lebensmittel pflanzlichen Ursprungs wurden bei der
Probenauswahl berticksichtigt (Abb. 1). Die Lebensmit-

andere Zoonoseerreger, wie z. B. Salmonella
spp., inzwischen erfolgreich praktiziert wird.

Ein weiterer Punkt, der einer erfolgreichen
Bekdmpfung thermophiler Campylobacter
spp. auf den der Primérproduktion nach-
geschalteten Stufen der Lebensmittelkette
entgegensteht, ist sicherlich die Tatsache,
dass ein zuverldssiger, kultureller, qualita-
tiver, aber auch quantitativer Nachweis ther-
mophiler Campylobacter spp. nach wie vor,
zumindest bei einigen Lebensmittelmatrizes,
eine diagnostische Herausforderung darstellt.
Hier spielt insbesondere das in Abhédngigkeit
von den herrschenden Umweltbedingungen
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(VBNCQ)-Stadien eine Rolle (Kassem et al.,
2013), die zwar mittels molekularbiologischer

Verfahren, nicht aber klassisch kulturell nach-  bacter spp.

ABBILDUNG 1: Uberblick iiber die bei den Vergleichsuntersuchungen
verwendeten Lebensmittelmatrizes und isolierten thermophilen Campylo-
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Mayr et al. (2010) zum Einsatz, fiir das immunologische
Screening wurde ein vollautomatisierter enzyme-linked
fluorescence assay (ELFA), der VIDAS® Campylobacter
(Biomerieux) eingesetzt. Der vollstindige verwendete
Untersuchungsgang ist in Abbildung 2 dargestellt.

Lebensmittelprobe
509

| 225 ml Bouillon CampyFood |

225 ml Preston-Bouillon

Inkubation 24 h + 2 h bei + 42° C
(mikroaerob)

Ergebnisse

Insgesamt erwiesen sich von den 245 untersuchten
Proben nach einer Inkubationszeit von 24 h + 2 h sie-
ben Proben (2,9 %) und nach einer Inkubationszeit von
48 h + 2 h 36 Proben (14,7 %) mit mindestens einer der
beiden eingesetzten kulturellen Nachweisverfahren als

R 012 aut B Campylobacter-positiv. Mittels des eingesetzten kom-
' merziellen ELFA-Systems wurden nach einer Inkuba-

l tionszeit von 24 h + 2 h acht Proben (3,3 %) und nach

einer Inkubationszeit von 48 h = 2 h 44 (18,0 %) Proben
als positiv detektiert. Mittels des eingesetzten real-time-
PCR-Systems nach Mayr et al. (2010), ergaben sich
erwartungsgemdf3 die hochsten Nachweisraten, insge-
samt erwiesen sich 41 Proben (16,7 %) nach 24 h + 2 h
und 64 Proben (26,1 %) nach 48 h + 2 h als positiv. Eine
vollige Ubereinstimmung der Ergebnisse aller einge-
setzten Untersuchungsverfahren (molekularbiologische
und immunologische Screeningverfahren sowie der

Screening mittels VIDAS®
Campylobacter und real-time-PCR
nach Mayr et al. (2010)

Molekularbiologische
Speziesdifferenzierung nach
Mayr et al. (2010)

Inkubation fiir weitere 24 h + 2 h bei
+42° C (mikroaerob)

Screening mittels VIDAS®
Campylobacter und real-time-PCR

Ausstrich nach Filtration (Tharigen
et al. 2012) auf Blutagar

nach Mayr et al. (2010) l

Molekularbiologische
Speziesdifferenzierung nach
Mayr et al. (2010)

ABBILDUNG 2: Uberblick iiber den verwendeten Unter-
suchungsgang.

telproben wurden im Rahmen der amtlichen Proben-
plananforderungen iiberwiegend im Grofs- und Ein-
zelhandel, ausnahmsweise auch direkt am Schlacht-
hof (Gefliigelhalshaut) entnommen. Die Auswahl der
Lebensmittelgruppen erfolgte unter Bertlicksichtigung
der in der Routinediagnostik im Rahmen der amtlichen
Lebensmitteliiberwachung fiir die Untersuchung ther-
mophiler Campylobacter spp. relevanten Matrizes, sodass
der Schwerpunkt auf der Untersuchung roher Fleisch-
teilstlicke unterschiedlicher Haus- und Wildgefliigelspe-
zies lag. Allerdings wurden auch andere Matrizes, wie
rohe Fleischteilstlicke von Haus- und Wildwiederkduern
und Meerestiere bei der Probenauswahl berticksichtigt.

Methoden

Zwei unterschiedliche fliissige Campylobacter-Selektiv-
medien, Preston-Bouillon (Oxoid, Wesel, Deutschland)
und CampyFood Bouillon (CFB), ein blutfreies ready-
to-use-Medium (Biomerieux, Niirtingen, Deutschland),
wurden an insgesamt 245 Proben in parallelen Kulturan-
satzen getestet. Neben dem kulturellen Nachweis bei
teilweise unterschiedlichen Inkubationszeiten (24 Stun-
den und 48 Stunden) wurden auch Untersuchungen
mittels molekularer und immunologischer Untersu-
chungsverfahren durchgefiihrt. Fiir den molekularbio-
logischen Nachweis kam eine Multiplex-real-time-PCR
zum simultanen Nachweis und zur Differenzierung
von Campylobacter (C.) jejuni, C. coli und C. lari nach

ausschliefflich kulturelle Nachweis mittels der beiden
verwendeten Anreicherungsmedien) konnte nur bei 154
Proben (63 %) erzielt werden. Dabei ergaben sich mit
der Bouillon CampyFood bessere Ergebnisse als bei der
Verwendung von Preston-Bouillon (Abb. 3). Allerdings
wurden auch bei Verwendung der Bouillon CampyFood
nur 72 % der insgesamt mit beiden kulturellen Verfahren
als positiv detektierten Proben als positiv erkannt.

Im Hinblick auf eine evtl. Verkiirzung der Inkubations-
zeit von 48 h + 2 h auf 24 h + 2 h wurde bei der Aus-
wertung die Matrixabhangigkeit der kulturell positiven
Ergebnisse tiberpriift, um Hinweise zu erhalten, ob bei
bestimmten, erwartungsgemafl hoher kontaminierten
Matrizes, wie z. B. Gefliigelfleisch, eine Inkubationszeit
von 24 h + 2 h ausreichend sein konnte. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 4 dargestellt. Allerdings zeigte eine
nur 24-stiindige Inkubationszeit bei keiner der Matri-
zes eine so hohe Sensitivitdt, dass sie flir die Erzielung
zuverldssiger Untersuchungsergebnisse in der Routine-
diagnostik eingesetzt werden kann.

Diskussion

Die oben beschriebenen Ergebnisse zeigen sehr deutlich
einen Teil der Schwierigkeiten auf, mit denen man sich
derzeit beim Nachweis thermophiler Campylobacter spp.
in der Routinediagnostik arrangieren muss. Bisher exis-
tiert kein selektives Fliissigmedium, das einen vollstan-
dig zufriedenstellenden, ausschliefSlich kulturbasierten
qualitativen Nachweis thermophiler Campylobacter spp.
bei allen getesteten Lebensmittelmatrizes erlaubt. Dabei
ist bei diesem Erreger auch ein deutlicher Unterschied
bei den Nachweisraten, die unter Verwendung von
kiinstlich und natiirlich kontaminiertem Probenmaterial
erzielt werden, feststellbar. Im vorliegenden Fall wurden
beide selektive Anreicherungsbouillons mit kiinstlich
kontaminiertem Probenmaterial getestet (Daten nicht
gezeigt) und erwiesen sich bis zu einem Keimgehalt
zwischen 1 und 10 KbE/25 g als ausreichend sensitiv.
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Ahnliche Erkenntnisse wie beim oben
beschriebenen Vergleich zwischen Preston-
und CampyFood Bouillon ergeben sich auch
beim Vergleich anderer selektiver Anreiche-

Anzahl
70

W gesamt positiv 64

60 Preston-Bouillon positiv

m Bouillon Campy Food positiv

rungsbouillons wie z. B. Bolton-Bouillon und
Preston-Bouillon (Thérigen et al., 2012). In
dieser Studie erwies sich Preston-Bouillon
als besseres Anreicherungsmedium, die Rate
der kulturell positiven Proben in Bezug auf
die untersuchte Gesamtprobenzahl lag bei
der Verwendung von Preston-Bouillon bei
24,1 %, bei der Verwendung von Bolton-
Bouillon bei 22,2 %. Hierbei muss allerdings |10 | 8
berticksichtigt werden, dass im Wesentlichen
Lebensmittel mit natiirlicherweise hoher 0
Begleitflora (rohes Gefliigelfleisch) unter-
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sucht wurden. Fiir derartige Lebensmittel
sieht auch der Neuentwurf der ISO 10272
die Verwendung von Preston-Bouillon vor,
Bolton-Bouillon soll nur bei Lebensmitteln
Verwendung finden, die, beispielsweise auf-

ABBILDUNG 3: Verteilung der positiven Ergebnisse auf die einzelnen
Nachweisverfahren.

grund einer entsprechenden Prozessierung, |16
eine geringe Begleitflora aufweisen. Aller- |14
dings konnten auch in der beschriebenen |,
Studie von Thérigen et al. (2012) in der Rou-
tinediagnostik unter Verwendung nattirlich
kontaminierter Proben mit Preston-Bouillon
nicht alle als kulturell positiv identifizierten 6

10

Proben detektiert werden. Dies gelang nur | 4 °
bei 74 % aller kulturell positiven Proben. ) 3 4
Die in der vorliegenden Studie getroffenen | | | —m— - -_‘

Feststellungen decken sich auch mit den
Erkenntnissen anderer Autoren (u. a. Ugarte-
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Ruiz et al., 2012). Zusétzlich konnte in einer
Studie auch ein Einfluss der verwendeten
Kulturmedien auf die Diversitat der Campylo-
bacter-Isolate ermittelt werden (Ugarte-Ruiz
et al.,, 2013).

Deutlich wird aus den oben dargestellten Ergebnissen
allerdings, dass eine Verkiirzung der Inkubationszeit von
48 h auf 24 h nur bei wenigen Proben angezeigt ist. Hier
lie} sich im vorliegenden Fall auch keine Abhédngig-
keit von der jeweils untersuchten Lebensmittelmatrix
erkennen, sodass flir die Routinediagnostik in jedem
Fall, unabhéngig von der jeweils verwendeten Anreiche-
rungsbouillon bei Verwendung eines ausschliefSlich kul-
turellen Nachweises auf eine verkiirzte Inkubationszeit
von nur 24 h verzichtet werden sollte. Eine Verkiirzung
der Inkubationszeit ist im Regelfall nur dann moglich
und sinnvoll, wenn zusétzlich ein entsprechend sensi-
tives Screeningverfahren, wie z. B. real-time-PCR, ver-
wendet wird und anschliefSend eine als positiv erkannte
Kultur fiir die Gewinnung eines Isolates noch einmal fiir
weitere 24 h inkubiert wird.

Die Ergebnisse der vorliegenden Vergleichsuntersu-
chung zeigen des Weiteren, dass beim Nachweis ther-
mophiler Campylobacter spp. die molekularbiologischen
Ergebnisse noch wesentlich stirker von den kulturell
erzielten Nachweisen abweichen, als man dies von
anderen, leichter kultivierbaren Erregern, wie z. B. Sal-
monella spp. kennt (u. a. Malorny et al., 2004). Ahnlich
diskrepante Ergebnisse erhilt man im Lebensmittelbe-
reich beispielsweise beim Vergleich molekularbiologisch
und kulturell positiver Proben beim Nachweis von Yersi-
nia enterocolitica (MesselhdufSer et al., 2011; Made et al.,
2008) oder STEC/VTEC (Busch et al., 2007). Auch wenn

sich dies aus wissenschaftlicher Sicht sehr leicht erkldren
lasst (u. a. tiber die Auspragung der bereits erwdhnten
VBNC-Stadien und die unterschiedlichen Sensitivitats-
grenzen der verschiedenen Methoden), stellen derartige
Ergebnisse ein Problem im Rahmen der amtlichen Uber-
wachung dar, da hier vor allem im Bereich der Lebens-
mittelmikrobiologie eine Probe nur dann als positiv gilt,
wenn sich das Ergebnis einer Screeninguntersuchung
durch die Isolierung des Erreger bestatigen ldsst. Gelingt
dies nicht, gilt der Erreger in der betreffenden Lebens-
mittelmatrix als nicht nachgewiesen. Ahnliche Schwie-
rigkeiten ergeben sich beim Einsatz quantitativer Nach-
weisverfahren. Auch hier ist davon auszugehen, dass die
kulturell detektierten Campylobacter-Keimzahlen, u. a. in
Abhéngigkeit von der in dem jeweiligen Lebensmittel
vorhandenen Begleitflora, aber auch den evtl. in dem
zu untersuchenden Lebensmittel vorhandenen VBNC-
Stadien, oftmals erheblich von den molekularbiologisch
detektierbaren Keimgehalten abweichen. Dies zeigt
sich insbesondere seit es durch den Einsatz bestimmter
Reagenzien wie Propidium-Monoazid zumindest anna-
hernd méglich ist, auch bei der Verwendung molekularer
Verfahren eine Differenzierung lebender und toter Zellen
durchzufiithren (u. a. Fittipaldi et al., 2012). Deshalb muss
man sich beim Nachweis thermophiler Campylobacter
spp. mittels kultureller Verfahren, beispielsweise bei Sta-
tuserhebungen, immer bewusst sein, dass man hier ggf.
nur einen Teil der reell kontaminierten Proben erfasst.

ABBILDUNG 4: Nach 24-stiindiger Inkubation positive Proben, aufgeteilt
nach Lebensmittelmatrizes im Vergleich zu den insgesamt bei jeder Matrix
positiven Proben.
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Daher empfiehlt sich, auch im Rahmen der amtlichen
Lebensmitteliiberwachung, der Einsatz molekularbiolo-
gischer und/oder immunologischer Screeningverfahren
nicht nur im Hinblick auf eine Reduzierung des Arbeits-
aufwandes, der sich aufgrund eines grofseren Anteils an
negativen Proben am Untersuchungsgut ergibt, sondern
auch um Hinweise auf evtl. vorhandene, kulturell nicht
detektierbare Kontaminationen zu erhalten, auch wenn
diese Befunde lebensmittelrechtlich nicht verwertet wer-
den konnen.
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