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EINLEITUNG

Einleitung

In den letzten zehn Jahren hat das mikroaerobe Bakterium Arcobacter durch sein Vor-
kommen in Lebensmitteln eine erhohte Aufmerksamkeit erreicht. Jedoch ist bislang kein
konventionelles Testverfahren flr den routinemaRigen Labornachweis von Arcobacter
verfugbar. Eine Schwierigkeit besteht darin, dass Arcobacter spp. und Campylobacter spp.
haufig gemeinsam auftreten und mit routinemaflig verwendeten, wie aber auch gesetzlich
laut § 64 Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuch (LFGB) vorgeschriebenen, kulturellen
Verfahren nicht sicher voneinander zu unterscheiden sind. Von wesentlicher Bedeutung
bei dem Nachweis von Arcobacter ist, dass der Mikroorganismus aerotolerant ist und ein

mesophiles Wachstumsoptimum aufweist (Vandamme et al., 1991).

Vor allem in Geflugelfleisch konnte international eine hohe Nachweisrate fur Arcobacter
erzielt werden (Atabay et al. 2003; Morita et al., 2004; Mac et al., 2006). Aber auch in
weiteren rohen Lebensmitteln anderer Nutztiere konnte das Bakterium nachgewiesen wer-
den (Rivas et al., 2004; Rohder et al., 2007). Neben Arcobacter (A.) cryaerophilus und A.
Skirrowii scheint A. butzleri die am haufigsten mit Erkrankungen beim Menschen asso-
Ziierte Spezies zu sein (Lehner et al., 2005). Eine sichere |dentifizierung von Arcobacter
spp. ist anhand seiner morphologischen und biochemischen Eigenschaften nicht moglich.
Aus diesem Grund werden zur Diagnostik von Arcobacter spp. die bisher angewandten
kulturellen Nachweismethoden zur Isolierung von Campylobacter spp. und Helicobacter
spp. durch PCR Methoden erganzt (Houf et al., 2000). Bislang ist die Rate an falsch
Positiven, wie aber auch an falsch Negativen, bei der Identifizierung von Arcobacter spp.
hoch. Aufgrund der fehlenden Routinediagnostik ist anzunehmen, dass die wahre Prava-
lenz von Arcobacter spp. in Lebensmitteln, wie aber auch als Erreger von Krankheiten bei
Mensch und Tier unterschatzt wird (Vandenberg et al., 2004; Ho et al., 2006).

In dieser Studie wurden vier kulturelle Methoden und eine PCR Methode ausgewahlt.
Zuerst wurden diese Methoden flr den Nachweis von A. butzleri, A. cryaerophilus und A.
Skirrowii optimiert und danach die Methoden verwendet, um vom Gefligel stammende

Lebensmittelproben auf das Vorkommen von Arcobacter spp. zu untersuchen.
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Literatur

1 Taxonomie und Eigenschaften von Arcobacter spp.

Die Familie Campylobacteriaceae umfasst die vier Genera Arcobacter, Campylobacter,
Wolinella und Helicobacter, die phylogenetisch eng miteinander verwandt sind. Die ur-
sprunglich als Campylobacter (C.) cryaerophila (von lat.: Kalte liebende und in der Luft be-
findliche) benannte Gattung Arcobacter spp. umfasst gramnegative stabchenférmige Bakte-
rien (Neill et al., 1985). Dieses Bakterium wurde zum ersten Mal von abgetriebenen Foten
bei Rindern isoliert und erst spater bei Schweinen, Gefligel, wie aber auch in Trinkwasser
und weiteren Umweltproben nachgewiesen (Wesley, 1996A). Arcobacter wachst in Anwe-
senheit von Luftsauerstoff und ist somit aerotolerant. Ein bevorzugtes Wachstum zeigt
Arcobacter unter Bedingungen, bei denen die Sauerstoffkonzentration geringer ist als in der
Luft (Vandamme et al., 1992B).

Der Genus Arcobacter umfasst derzeit sechs verschiedene Spezies (McClung et al., 1983;
Vandamme et al., 1992B; Wirsen et al., 2002; Donachie et al., 2005; Houf et al., 2005):

= Arcobacter butzleri

= A. cryaerophilus

= A. skirrowii

= A. nitrofigilis

= A. halophilus

= A. cibarius

Die Heterogenitat innerhalb der Arten ist gro3. Die Zahl der genotypischen Arten in einem
Tiermodell flr A. skirrowii reichte von eins bis sechs, flr A. cryaerophilus von eins bis zehn
und fur A. butzleri von eins bis sieben (Kabeya et al., 2003). Auch On et al. (2002) konnten

diese Heterogenitat bestatigen.

A. butzleri und A. cryaerophilus sind im tierischen Organismus, in Nahrungsmitteln und
Wasser zu finden. Sie stehen in engem Zusammenhang mit menschlichen Durchfallerkran-
kungen und Bakteriamie (Lerner et al., 1994; Vandenberg et al., 2004). A. skirrowii ist
sowohl in tierischen Organismen, als auch beim erkrankten Menschen nachgewiesen wor-
den (Vandamme et al., 1992B; Mansfield und Forsythe, 2000; Phillips, 2001A, 2001B,
Wybo et al.,, 2004; Lehner et al., 2005). A. skirrowii ist somit ebenfalls als eine mit Er-

krankungen beim Menschen assoziierte Spezies anzusehen. A. nitrofigilis ist ein stickstoff-
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bindendes Bakterium, welches man in den Wurzeln von Spartina alterniflora, einer
salzliebenden Pflanze, nachgewiesen hat, scheint jedoch keine Bedeutung im Krankheits-
geschehen des Menschen zu spielen (McClung et al., 1983). Im Jahr 2005 ist auf Hawaii A.
halophilus, eine weitere aulderst salztolerante Spezies, gefunden worden, die aber eben-
falls nicht bei Erkrankungen des Menschen von Relevanz zu sein scheint (Donachie et al.,
2004, 2005).

Eine weitere Spezies ist A. cibarius. Bisher ist nur wenig Uber A. cibarius bekannt, es wird
jedoch vermutet, dass sein Vorkommen beim Auftreten von menschlichen Krankheiten, wie
z. B. Gastroenteritis, eine Rolle spielt, wie dies auch bei eng verwandten Arten A. butzleri
und A. cryaerophilus der Fall ist. Des Weiteren wird angenommen, dass auch A. cibarius

bei Geflugel viel haufiger vorkommt, als bisher angenommen wurde (Houf et al., 2005).

Neben den erwahnten Spezies sind eine Reihe von potentiell neuen Arten beschrieben
worden, die in Olfeldern, im Meerwasser und auf Korallenoberflaichen gefunden wurden
(Wirsen et al., 2002).

Arcobacter spp. und Campylobacter spp. sind sowohl in ihren morphologischen, als auch in
ihren biochemischen Eigenschaften sehr ahnlich (Atabay et al., 1998A). Daher kdnnen bei
der bisher angewandten Methodik schnell Fehler bei der Identifizierung von Arcobacter spp.
auftreten, die in dem Nachweis von falsch Positiven, wie aber auch falsch Negativen

resultieren.

Ein bedeutender Punkt, um das Infektionsrisiko fur Mensch und Tier einschatzen zu kon-
nen, ist die Resistenz des Mikroorganismus gegenuber auleren Einflisse wie z. B. niedrige
oder hohe Temperaturen, pH-Wert, Salz- und Saurekonzentrationen. Arcobacter spp. kann
langere Zeit unter Kuhlhausbedingungen und bei Temperaturen von -20 °C uberleben
(Hilton et al., 2001). Jedoch ist das Bakterium hitzeempfindlich. So liegt die dezimale Re-
duktionszeit (D-Wert), welche die Zeit angibt, die fur die Reduktion eines Mikroorganismus
auf ein Zehntel seiner Ausgangskeimzahl bei einer definierten Temperatur nétig ist, angibt,
fur A. butzleri bei 55 °C 0,4 min (Hilton et al., 2001). Auch gegenuber extremen pH-Werten
ist Arcobacter spp. empfindlich. Bei pH-Werten unter 5,5 und Uber 8,0 ist das Bakterium
nicht mehr lebensfahig. Und auch eine Salzkonzentration von 2 % inaktiviert die Ver-
mehrungsfahigkeit. (Hilton et al., 2001). Dagegen ist das Bakterium in Kot flr einen Zeit-
raum von drei Wochen, in Wasser fur vier Wochen und im Urin funf Wochen bei niedrigen

Umgebungstemperaturen Uberlebensfahig (Wesley et al., 2000). Gegenuber Kon-
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servierungsmitteln in Lebensmitteln verhalt sich der Erreger unterschiedlich resistent. So ist
er schon gegenuber niedrigen Konzentrationen von Milch- und Zitronensaure empfindlich,
jedoch kaum gegeniiber Natrium-Laktat oder Nisin (Phillips, 1999). Die Uberlebensfahigkeit

des Erregers in Fleischerzeugnissen ist jedoch gering (Mac et al., 2006).

Nach der Auflistung der Charakteristika fur den Genus Arcobacter werden nachfolgend die
morphologischen und biochemischen Eigenschaften der mit Erkrankungen beim Menschen

assoziierten Spezies aufgefuhrt.

A. butzleri ist in der Lage, sein mikroaerobes Wachstum auf eine Temperaturbreite von 15
°C und 35 °C anzupassen, wobei der optimale Temperaturbereich von 25 °C bis 30 °C
reicht. Morphologisch ist A. butzleri 0,2 uym bis 0,9 uym breit, 1 um bis 3 um lang und, auf-
grund seiner polaren Begeil3elung, beweglich. Auf Blutagar wachst die Spezies in 2 mm
groRen, runden, leicht glanzenden; halbdurchscheinenden und beige-grauen Kolonien
(Abb. 1). Als Energiequelle nutzt A. butzleri Pyruvat, eine Saure, anstatt wie die meisten
gramnegativen Bakterien Kohlenhydrate zu fermentieren. Diese biochemische Eigenschaft
ist eine der wenigen, die zur Identifizierung mittels biochemischer Testverfahren
herangezogen werden kann. Daneben fallt die Katalasereaktion meist negativ aus, kann
jedoch auch ein schwach positives Ergebnis zeigen. Auch die Reduktion von Nitrat zu Nitrit
ist meistens feststellbar und die Reaktion im Indoxylacetat-Test zeigt ein positives Ergebnis
(On et al., 1996; Atabay et al., 1997).

Abbildung 1: Wachstum von A. butzleri auf einem modifizierten Nahrboden nach Gonzalez et al.
(2000)
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A. cryaerophilus ist morphologisch ebenso wie A. butzleri beschaffen. Die Spezies wachst
auf Muller-Hinton-Agar, einem Agar zur antimikrobiellen Empfindlichkeitstestung, in 0,5 mm
groRen, runden, glanzenden, flach bis flach-konvexen und weil3-gelblichen Kolonien (Houf
et al., 2001B). Die optimale Wachstumstemperatur liegt bei 28 °C unter mikroaeroben Be-
dingungen (Neill et al., 1985). Kiehlbauch et al. (1991B) konnten in DNA-Hybridisierungs-
studien nachweisen, dass zwei Subtypen von A. cryaerophilus existieren: Subtyp 1A und
1B. Subtyp 1B konnte insbesondere im Zusammenhang mit Infektionen beim Menschen
nachgewiesen werden (Kiehlbauch et al., 1991B; On et al., 1995; Hsueh et al., 1997; Tee et
al., 1988; Vandenberg et al., 2004). Anhand der positiven Katalasereaktion, dem Wachstum
auf MacConkey-Agar und der Resistenz gegenuber Cadmiumchlorid lasst sich A.

cryaerophilus Subtyp 1B von anderen Spezies differenzieren (Kiehlbauch et al., 1991B).

Die dritte bisher bekannte mit Erkrankungen beim Menschen assoziierte Spezies A.
Skirrowii ist aufgrund seines Wachstums, wie aber auch seiner biochemischen Eigen-
schaften, von A. butzleri und A. cryaerophilus unterscheidbar. So sind die Kolonien steck-
nadelkopfgrof3, flach bis konvex, beige und grau und zeigen in den biochemischen Reak-
tionen ein starkes positives Ergebnis fur die Katalase- und die Oxidase-Reaktion. Des
Weiteren kann A. skirrowii auf Blutagar eine Hamolyse zeigen (Vandamme et al., 1992B).
Trotz dieser Unterscheidungsmerkmale bleibt anzunehmen, dass aufgrund von Wachs-
tumsverdrangung durch Arcobacter spp. die tatsachliche Kolonienanzahl von A. skirrowii
unterschatzt wird (Wesley, 1997).

Wie zuvor aufgezeigt, stellt die Identifizierung und Klassifizierung von Arcobacter und ver-
wandten Organismen eine Herausforderung, sowohl aufgrund seines biochemisch inerten
Verhaltens, wie aber auch seines komplexen Wachstumsverhalten, dar. On et al. (1996)
interpretieren dies als einen Hinweis darauf, dass Arcobacter spp. auch in genligsamen

Lebensraumen wachsen kann.

2 Bedeutung von Arcobacter bei Mensch und Tier

FiUr das Krankheitsgeschehen bei Mensch und Tier scheinen ausschliel3lich A. butzleri, A.
cryaerophilus und A. skirrowii von Bedeutung zu sein (Kiehlbauch et al., 1991A, 1991B;
Vandamme et al., 1992A, 1992B; On et al., 1995; Wesley, 1997; Phillips, 2001B, Houf et
al., 2007). Aufgrund des Nachweises von A. cibarius im Tier wird ein Pathogenitatsrisiko fur

den Menschen angenommen (Houf et al., 2005). Da die Rolle als moglicher Infektions-
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erreger dieser Spezies jedoch noch kontrovers diskutiert wird, soll hier nur auf das
Infektionsgeschehen, verursacht durch A. butzleri, A. cryaerophilus und A. skirrowii,

eingegangen werden.

2.1 Das Vorkommen beim Tier

Obwohl Arcobacter spp. in zahlreichen tierischen Organismen vorkommen, zeigen Tiere
meist keine klinische Symptomatik. Jedoch konnte in den letzten Jahren der Mikroorga-
nismus vermehrt aus Lebensmitteln tierischen Ursprungs isoliert werden. Somit ist fur die
Epidemiologie, sowie fur das Krankheitsgeschehen des Menschen das Krankheitsbild beim
Tier ebenfalls von Bedeutung. Zudem fuhrte erst die kontinuierliche Verbesserung der
Isolationstechniken in der Veterinarmedizin dazu, dass Arcobacter spp. als tierpathogener
Erreger entdeckt wurde (Collins et al.,, 1996A; Lammerding et al., 1996; Zanetti et al.,
1996).

In der Milchkuh- und Fleischrinderhaltung wurden Studien zum Vorkommen von Arcobacter
durchgefuhrt. Hier wurde der Erreger in 14 % der fakalen Proben gesunder Milchkihe ge-
funden. In der Halfte der Proben konnte die Spezies A. butzleri nachgewiesen werden
(Wesley et al., 2000). Auch Ongor et al. (2004) konnten die Prasenz von Arcobacter spp. in
Kotproben von Kklinisch gesunden Fleischrinderrassen mit verschiedenen Isolations-
verfahren und anschlielRender Identifizierung der Isolate bestatigen. Aus fakal ent-
nommenen Proben konnten Arcobacter spp. in 39 % der Rinderproben isoliert werden.
Auch aus Kotproben gesunder Schweine, Huhner, Schafe, Ziegen und Pferde konnten
Arcobacter nachgewiesen werden (Kabeya et al., 2004; van Driessche et al., 2003, 2005).
A. butzleri stellte sich als dominierende Spezies heraus. In geringeren Zahlen konnten A.
cryaerophilus und A. skirrowii gefunden werden (Wesley et al., 2000; Kabeya et al., 2004;
Ongor et al., 2004).

Da die Ernahrung der Tiere, die Art der Futterung, Futtererganzungsmittel und die
Verwendung von probiotischen Bakterien oder Hefen einen Einfluss auf die Populations-
dynamik von enterischen Pathogenen wie Escherichia coli 0157:H7, Salmonella enterica
und Campylobacteriacae haben, untersuchten Wesley et al. (2000) die Schutzfunktion der
Verfutterung von Luzernen gegen eine hohe Kolonisation der Tiere mit Arcobacter spp. Sie
fanden heraus, dass die Futterung von Luzerne bei Rindern eine schitzende Funktion hat.

Die Pravalenz von Arcobacter spp. war bei laktierenden Kuhen, die als Erganzung mit

11



LiTERATUR

Brauerei-Produkten gefuttert wurden, niedriger als bei Kihen ohne Erganzung (Wesley et
al., 2000).

Da Arcobacter haufig bei klinisch gesunden Tieren nachgewiesen werden konnten, ist es
wahrscheinlich, dass nur einige Arcobacter spp. als Krankheitserreger bei Tieren in Frage
kommen (Ho et al., 2006). A. nitrofigilis und A. halophilus sind als mogliche Krank-
heitserreger nicht von Bedeutung (Vandenberg et al., 2004; Donachie et al., 2005). A.
cryaerophilus zeigt sich uneinheitlich. Aufgrund von Untersuchungen bei Abortgeschehen in
Sauen, wie aber auch von Vaginalabstrichen von unfruchtbaren Sauen, wird vermutet, dass
nur A. cryaerophilus 1B pathogen ist. So fanden Lehner et al. (2005) eine deutlich ver-
minderte Konzeptionsrate bei Sauen nach der experimentellen Infektion dieser Tiere. Auch
die Erkrankungen beim Menschen werden ausschliellich mit A. cryaerophilus 1B in

Zusammenhang gebracht (Tee et al., 1988; Vandenberg et al., 2004).

Das Bakterium Arcobacter wurde vor allem mit Erkrankungen bei Tieren, wie z. B. Abort,
Mastitis und Diarrhden, assoziiert (Wesley, 1996A; de Oliveria et al., 1997). Arcobacter spp.
wurden haufiger in Geflugelhaltungen als bei Schweinen oder Rindern nachgewiesen. In
diesen Tieren wurden vor allem A. butzleri als wichtigste Art, aber auch A. cryaerophilus
und A. skirrowii gefunden (Skirrow, 1994; Andersen et al., 2007; Lipman et al., 2008). A.
cibarius wurde ebenfalls bei Tieren nachgewiesen, jedoch wird das Pathogenitatspotential
dieser Spezies beim Tier noch kontrovers diskutiert. Aufgrund der Haufigkeit des Vor-
kommens in Proben aus dem Lebensmittelhandel und bei menschlichen Erkrankungen,
werden diese drei Spezies als sehr bedeutsam fir das Infektionsgeschehen beim
Menschen angesehen (Wesley, 1997; Phillips, 2001B; Lehner et al., 2005).

Arcobacter wurde nicht nur bei erkrankten Nutztieren nachgewiesen. Auch bei Hunden, bei
Wildtieren und bei Exoten sind Arcobacter spp. zu finden (Lehner et al., 2005; Houf et al.,
2008). A. butzleri wurde in nicht-menschlichen Primaten-Populationen gefunden (Anderson
et al., 1993). Auch bei einem Rhesusaffen (Macaca mulatta), bei dem eine chronische
Diarrhoeform festgestellt wurde, konnte A. butzleri nachgewiesen werden. In diesem Fall
wurde keine der Kontaktpersonen infiziert, obwohl der Affe die Symptome Uber einen Zeit-
raum von zehn Monaten zeigte (Higgins et al., 1999). Hamir et al. (2004) berichteten von
einer in Amerika durchgeflihrten Untersuchung, bei der bei Waschbaren Arcobacter spp.
nachgewiesen werden konnte. Die Waschbaren zeigten Darmentzindungen. Arcobacter
spp. konnte in sechs von zehn untersuchten Tierproben mit Anreicherung und anschliel3en-

der Polymerasekettenreaktion (PCR) nach Harmon und Wesley (1996, 1997) nachge-
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wiesen werden. Aufgrund der zahlreichen Verbreitung von Waschbaren in den USA Idsten

diese Daten Bedenken fiir die 6ffentliche Gesundheit aus (Hamir et al., 2004).

Lammerding et al. (1996) berichtete, das A. butzleri aus 25 verschiedenen Tierkorper-
partien von Huhnern nachweisbar waren. Bei Atabay und Corry (1997) waren 121 von 125
Huhnerkadavern Arcobacter spp. positiv. Diese sehr hohen Nachweiszahlen verdeutlichen
das zahlreiche Vorkommen von Arcobacter beim Geflligel (Atabay und Corry, 1997). Die
hohe Pravalenz dieser Bakterien auf Geflugelschlachtkdrper kann von Bedeutung fur die
offentliche Gesundheit sein. Ziel einer Studie nach Wesley und Baetz (1999) war es, die
natlrliche Verbreitung von A. butzleri beim Geflugel und seine fakultative Pathogenitat in
experimentell infiziertem Gefllgel festzustellen. Hierbei konnten nur bei sehr wenigen der
alteren Vogel Arcobacter spp. nachgewiesen werden. Bei Kiken zum Zeitpunkt 5 Tage
nach der Inokulation konnten noch keine A. butzleri nachgewiesen werden (Wesley und
Baetz et al., 1999). In einer anderen Studie nach Ridsdale et al. (1998) wurde Entenfleisch
untersucht. Aus zwei verschiedenen Herden stammende gepoolte Entenfleischproben
wurden auf das Vorkommen von Arcobacter spp. und Campylobacter spp. Uberpruft. Dabei
konnte neben C. coli, C. jejuni, C. upsaliensis, auch A. cryaerophilus, A. skirrowii und A.
butzleri aus dem Zakuminhalt und von den Kadavern der Tiere isoliert werden. Allerdings
waren die Isolate nicht in der Lage bei 42°C zu wachsen. Diese Temperatur entspricht der
ungefahren Korpertemperatur von Enten und folglich wird angenommen, dass Arcobacter

spp. nicht zur normalen zakalen Mikroflora gehort (Ridsdale et al., 1998).

2.2 Das Vorkommen beim Menschen

Es existieren nur wenige Fallberichte Uber Arcobacter Infektionen beim Menschen. Im
Allgemeinen zeigt das Krankheitsbild beim Menschen einen milden Verlauf. Nur selten
wurden schwere Krankheitsverlaufe beschrieben. Klinisch tritt die Infektion von Arcobacter
spp. mit abdominalen Krampfen und Durchfallen auf (Taylor et al., 1991; Vandenberg et al.
2004). Hierbei ist A. butzleri der am haufigsten vorkommende Erreger. Das Bakterium
wurde zum ersten Mal in 2,4 % der klinischen Proben von 631 thailandischen Kindern mit
Durchfall isoliert (Taylor et al., 1991). Ein Ausbruch von wiederkehrenden abdominalen
Krampfen und Durchfallen bei zehn kleinen Kindern in ltalien war ebenfalls auf eine
Infektion mit A. butzleri zurickzufuhren (Vandamme et al., 1992A). Untersuchungen von
menschlichen Kotproben bei erkrankten Patienten wiesen A. butzleri, A. cryaerophilus und

A. skirrowii nach. Innerhalb dieser Untersuchungen konnten Arcobacter spp. als
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vierthaufigster Campylobacter-ahnlicher Organismus identifiziert werden (Vandenberg et al.
2004; Prouzet-Mauléon et al. 2006).

Des Weiteren konnten Arcobacter Arten bei Bakteriamie von Neonaten (On et al., 1995),
bei Leberzirrhose (Yan et al., 2000) und bei akuter Blinddarmentzindung (Lehner et al.,
2005) nachgewiesen werden. In einer Studie von Vandenberg et al. (2004) traten rektale
Blutungen, sowie entzliindliche Exsudate, deutlich weniger haufig bei Infektionen mit A.
butzleri auf, als bei Infektionen hervorgerufen durch andere mit Erkrankungen beim Men-
schen assoziierte Spezies. Verglichen zu Infektionen hervorgerufen durch C. jejuni, stehen
Infektionen mit A. butzleri haufiger in Verbindung mit einem anhaltenden und wassrigen
Durchfall, jedoch seltener mit blutigem Durchfall (Vandenberg et al., 2004). Zwei Arten, A.
butzleri und seltener A. cryaerophilus, wurden beim Menschen mit Enteritis und Bakteramie
gefunden. In einem Fall wurde A. butzleri bei einem Menschen mit Bakteramie und akuter
Blinddarmentziindung isoliert (Kiehlbauch et al., 1991A; On et al., 1995; Hsueh et al., 1997;
Lau et al., 2002). Hsueh et al. (1997) konnten eine Infektion mit A. cryaerophilus Subtyp 1B
bei einem Patienten nachweisen. Aufgrund der schweren klinischen Symptomatik, sowie
der unspezifischen Symptome, weisen die Autoren auf den invasiven Charakter dieses
Mikroorganismus, wie aber auch die Notwendigkeit hin, bei immunsupprimierten Patienten
mit einer auftretenden Bakteriamie und Pneumonie eine Infektion mit A. cryaerophilus

Subtyp 1B in Betracht zu ziehen.

Eine dritte Art, A. skirrowii, wurde von einer Person mit chronischem Durchfall isoliert
(Wybo et al., 2004). Trotz dieser gelegentlichen Berichte ist vieles Uber den Erreger Arco-
bacter spp. in seiner Bedeutung als Durchfallerreger flr die menschliche Spezies noch
unklar (Lehner et al., 2005).

In jungerer Zeit ergab eine belgische Studie, dass 3,5 % der Campylobacter spp. und wei-
teren damit verwandten Organismen, die Uber einen 8-Jahres-Zeitraum aus menschlichen
Proben isoliert wurden, A. butzleri waren (Vandenberg et al., 2004). Manche Infektionen
wurden im Zusammenhang mit intestinalen Stérungen gemeldet, die denjenigen, die durch
C. jejuni verursacht werden, ahnelten. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass die
Pravalenz dieser Erreger bislang aufgrund unzureichender kultureller Anzuchtbedingungen

und / oder falscher Identifikation erheblich unterschatzt wurden (Lehner et al., 2005).

Zur Beurteilung des Verlaufs der klinischen Erkrankung, die Patienten mit einer A. butzleri

Infektion zeigen, wurden in einer grofd angelegten Klinikstudie Fallberichte von Patienten
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erfasst (Vandenberg et al., 2004). Die Anamnese, das Alter, das Geschlecht und der
Behandlungsstatus (ambulant oder stationar) wurden erfasst. Der klinische Status der
Patienten wurde noch Monate nach der Behandlung erfasst. Bei den untersuchten
Stuhlproben der Patienten war A. butzleri die am haufigsten isolierte Spezies. Des Weiteren
konnte auch A. cryaerophilus nachgewiesen werden, jedoch nicht A. skirrowii. (Vandenberg
et al., 2004).

Prinzipiell handelt es sich bei einer Infektion mit Arcobacter um ein selbstlimitierendes
Krankheitsbild; die Therapie richtet sich nach den allgemein gultigen Richtlinien zur
Behandlung einer Diarrhée, wobei dem Ersatz von Flussigkeit und Elektrolyten die oberste
Prioritat zukommt. Nur in wenigen Fallen, wie bei Vorliegen einer entsprechenden
Grundkrankheit, bei ganz jungen oder alten Patienten oder chronisch-rezidivierendem
Verlauf, ist eine antimikrobielle Therapie gerechtfertigt. Als Mittel der Wahl gelten
Makrolide, wie z. B. Erythromycin und Clarithromycin oder Gentamycin (Son et al., 2007A),
wahrend Gyrasehemmer nur nach entsprechender Resistenztestung und nicht bei Kindern
eingesetzt werden sollten (Kiehlbauch et al., 1992; Maxwell, 1997; Houf et al., 2001A;
Vandenberg et al., 2006). Gegen Penicilline war A. butzleri in einer Studie zu 100 %
resistent (Atabay und Aydin, 2001).

3 Pathomechanismen und Virulenzfaktoren

Bisher ist nur wenig Uber die Pathogenitatsmechanismen von Arcobacter spp. bekannt. In-
vitro-Versuche wurden an Zellmodellen wie INT 407-, HEp-2-, CHO-, HelLa- und Vero-
Zellen durchgefuhrt. Es scheint klar zu sein, dass es zu zellschadigenden Effekten auf-
grund von Zellelongation und Vakuolenbildung innerhalb der Zelle kommt (Fernandez et al.,
1995; Musmanno et al., 1997; Johnson und Murano, 2002; Villarruel-Lopez et al., 2003).

Johnson und Murano (2002) konnten in einer Untersuchung von A. butzleri und A.
cryaerophilus aus Tier-, Human- und Umweltproben kein CDT (Cytolethal Distending Toxin)
oder cdt Gene nachweisen. CDT ist ein Zelltoxin, welches bei Campylobacter, Helicobacter
und anderen Erregern nachgewiesen werden konnte. Das Toxin wird von drei be-
nachbarten Genen cdtA, cdtB und cdtC kodiert. Letztlich fihrt dieses Toxin zur Apoptose

der Zellen.

In-vivo-Pathogenitatsstudien an neugeborenen Ferkeln zeigten, dass die Verabreichung

von Arcobacter spp. bei den Tieren zur Infektion innerer Organe fuhren kann (Wesley et al.,
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1996B). Versuche an Huhner- und Putenkiken zeigten, dass nicht zwangslaufig die Verab-
reichung von Arcobacter spp. isoliert aus Krankheitsmaterial zu einer Vermehrung oder
sogar Infektion der Kiken fuhren muss. Den Pathomechanismus der Arcobacter konnten

diese Versuche nicht erklaren (Wesley et al., 1995, Wesley und Baetz, 1999).

4 Infektionsquellen und Ubertragung

Als Reservoir fur Arcobacter spp. wird insbesondere das Geflugel gesehen (Lehner et al.,
2005). Aber auch die Haltung von Schweinen, Schafen, Ziegen und Rindern in grof3en
Verbanden auf engem Raum kann als Reservoir fur Arcobacter gesehen werden (Atabay et
al., 1998B; Golla et al., 2002; Houf et al., 2002B; Prouzet-Mauleon et al., 2006). Die
Pravalenz von Arcobacter spp. bei Rindern zeigt sich saisonal als bimodaler Trend mit
fakaler Ausscheidung besonders im Fruhjahr und im Herbst, was auch mit dem
Vorkommen humaner Erkrankungen korreliert (Wesley et al., 2000; Ongor et al., 2004).
Dieser saisonale Trend kann unter anderem an der hohen fakalen Ausscheidung von
Arcobacter spp. im Tierreservoir abhangig von Einstallung und Tierverkauf, von dul3eren
Umwelteinflissen oder an der Einwirkung einer gemeinsamen Quelle der Kontamination,
wie z. B. Futter, liegen. So wurde auch eine mdgliche Kontamination des Tierfutters in
Zusammenhang mit dem Auftreten von Zugvogeln gesehen (Wesley et al., 2000; Ongor et
al., 2004). In Versuchen bei Schweinen wurden unterschiedliche Altersgruppen untersucht.
Dabei wurde festgestellt, dass die Pravalenz von Arcobacter progressiv mit dem Alter der
Tiere ansteigt. Dies kann als eine mogliche Folge der langeren Exposition und
anschlieBender Reinfektion angesehen werden. Auf der anderen Seite konnte diese
Pravalenz ebenfalls ein Hinweis auf saisonale Schwankungen in dem Vorkommen von
Arcobacter spp. bei Schweinen zeigen (Shroeder-Tucker et al., 1996; Suarez et al., 1997;

van Driessche et al., 2004).

In der Umwelt sind manche Arten von Arcobacter noch bei 4 °C fur bis zu drei Wochen im
Kot, fur vier Wochen im Wasser und funf Wochen im Urin Uberlebensfahig (Wesley et al.,
2000). Fir die Ubertragung der Erreger von Tier zu Tier sind diese tierischen
Ausscheidungen von primarer Bedeutung, so auch fir den Menschen (Lehner et al., 2005).
Die Anwesenheit von Arcobacter spp. im Kot der Tiere ist als potentielle Gefahr fur die
Kontamination der Tierkorper wahrend der Schlachtung zu betrachten (Pesce et al., 1993;
Ho et al.,, 2008). Besonders die automatisierte Technik bei der Schlachtung und

Verarbeitung von Gefllgelfleisch wird als erhéhtes Verteilungsrisiko betrachtet (Lehner et
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al., 2005). Als wichtigste Infektionsquelle fir Arcobacter spp. beim Menschen wird rohes
Fleisch angesehen. In zahlreichen Fleischproben von Gefligel, Schwein, Rind und Pferd
konnten Arcobacter spp. nachgewiesen werden (Lehner et al., 2005; Vindigni et al., 2007).
Jedoch ist nur wenig Uber die Verbreitung von Arcobacter spp. in Schlachthdéfen bekannt.
Eine Untersuchung ergab, dass A. butzleri und A. cryaerophilus zahlreich auf der
Schlachtausristung vorkommen (Houf et al., 2003). Allerdings kann eine Kontamination
von Geflugelfleisch durch die Schlachtausrustung alleine nicht erklaren, woher die hohen
Nachweisraten (log 2 - log 3/g Hals mit Haut) in einer Studie bei belgischen Gefligel-
produkten stammen. Es wird vermutet, dass aulder der kontaminierten Schlachtausristung
noch eine andere, unbekannte Quelle an Schlachthéfen vorhanden ist (Houf et al., 2003).
Collins et al. (1996A, 1996B) lieferten Nachweiszahlen fur Arcobacter spp. in Schweine-
fleisch nach dem Schlachtprozess, die je nach Stallherkunft zwischen 0 und 90 % lagen.
Diese Zahlen lassen darauf schliel3en, dass durch Schlachtkérper, die mit einer hohen An-
zahl an Arcobacter belastet sind, wahrend des Schlachtprozesses und auch bei der spate-
ren Zerlegung, weitere Tierkorper kontaminiert werden konnen. Dabei ist eine Umwelt-
kontamination von einer moglichen Kreuzkontamination zu unterscheiden. Probleme
kénnen dann auftreten, wenn sich das Fleisch fur Zuschnitte langere Zeit im Zerlegeraum
befindet und die Lagertemperaturen nicht eingehalten werden. Das Zerlegen und Behan-
deln von Schweine-, Rind- und Geflugelfleisch auf denselben Schneidbrettern und die nicht
sachgemale, getrennte Lagerung konnen zu einer Kreuzkontamination fuhren. Dies ist
mdglicherweise ein Grund daflr, weshalb hdhere Nachweisraten bei Fleisch aus dem
Einzelhandel gefunden werden kénnen als direkt am Tierkorper (Lehner et al., 2005;
Andersen et al., 2007).

Es wird vermutet, dass Wasser eine wichtige Rolle bei der Ubertragung von Arcobacter auf
den Menschen spielen konnte (Festy et al., 1993; Jacob et al., 1993). Trinkwasser wurde
als bedeutender Risikofaktor fir den Erwerb von Durchfallerkrankungen durch Arcobacter
spp. in Landern ohne geeignete Trinkwasseraufbereitung angesehen (Musmanno et al.,
1997). Verschiedene Studien berichteten Uber den Nachweis von Arcobacter spp. in Ober-
flachenwasser, Grundwasser, Abwasser und in Klarschlamm (Musmanno et al., 1997;
Jacob et al., 1998; Rice et al., 1999; Stampi et al., 1999; Fera et al., 2004; Morita et al.,
2004). Daruber hinaus zeigten Assanta et al. (2002) in ihrer Studie, dass Arcobacter spp.
problemlos auf verschiedenen Wasserversorgungsrohroberflachen wie Edelstahl, Kupfer
und Kunststoff Uberleben kénnen. Eine Bildung von extrazellularen Fibrillen wurde

besonders auf der Edelstahloberflache beobachtet (Assanta et al., 2002). In Europa kann
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aufgrund der Wasseraufbereitung ein Kontaminationsrisiko durch Trinkwasser vernach-
lassigt werden (Wesley 1996A, Jakob et al., 1998; Lehner et al., 2005). Uber die Aufnahme
von Rohmilch wére eine Ubertragung von Arcobacter auf den Menschen jedoch denkbar.
So konnte Arcobacter spp. aus Rohmilchproben von an Mastitis erkrankten Rindern
nachgewiesen werden (Logan et al., 1982). Eine Ubertragung von Mensch zu Mensch ist
eher undenkbar und maoglicherweise nur einmal vorgekommen. Dabei handelte es sich um
einen Ausbruch von Bauchkrampfen bei Schulkindern in ltalien im Zusammenhang mit dem
Nachweis von A. butzleri. Der Zusammenhang zwischen einer Ansteckung der Kinder
untereinander und dem Erregernachweis wurde nicht bewiesen (Vandamme et al., 1992A;
Lehner et al., 2005).

5 Arcobacter in Lebensmitteln

Arcobacter wurden im Fleisch vom Pferd, Lamm, Rind, Schwein und vom Gefllgel
nachgewiesen (Wesley, 1997, 2000; Lehner et al., 2005; Pejchalova et al., 2008). Rohes
Fleisch wird als eine wichtige Quelle fur Arcobacter Infektionen beim Menschen angesehen
(Tab 1). Besonders die Verzehrgewohnheiten vieler asiatischer Lander lassen auf ein
hohes Infektionsrisiko schlieRen. Die asiatische Kiche bietet viele rohe oder nur kurz
gebratene Gerichte mit Fleisch an. Eine Kuhlung des Fleisches vor der Zubereitung fehlt oft
und die hygienischen Standards entsprechen nicht denen in Europa (Kabeya et al., 2003,
2004; Ho et al., 2006). Aber auch in Europa liegen die Nachweiszahlen flr Arcobacter in
rohem Fleisch teilweise sehr hoch (Lehner et al., 2005). In erhitzten Produkten aus Fleisch
wurde bislang kein Arcobacter nachgewiesen. Uber die Verteilung von Arcobacter spp. in
Meeresfruchten, Fisch, Kase und Wurst ist bisher sehr wenig bekannt. Arcobacter wurde in
Muscheln nachgewiesen. Fischproben wurden untersucht und waren negativ (Maugeri et
al., 2000; Romero et al., 2002; Lehner et al., 2005; Ho et al., 2006, Pejchalova et al., 2008).
In Rohmilchproben von gesunden und an Mastitis erkrankten Kihen konnten Arcobacter
nachgewiesen werden (Logan et al., 1982; Scullion et al., 2006). Da bislang in Lebens-
mitteluntersuchungseinrichtungen nicht routinemafig auf Arcobacter untersucht wird, sind
in Deutschland und auch international Daten Uber das tatsachliche Auftreten dieses
potentiellen Erregers in Lebensmitteln weitgehend unbekannt. Daruber hinaus schrankt das
Fehlen eines standardisierten Isolierungsprotokolls die Fahigkeit Felddaten zu vergleichen
stark ein (Ohlendorf und Murano, 2002; Lehner et al., 2005; Rohder et al., 2007).
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Tabelle 1: Ubersicht zur Verbreitung von Arcobacter spp. in rohem Fleisch

Positive Anzahl %

Land Probenart Arcobacter Probenanzahl [Literatur

Australien Gefllgelfleisch 73 22 Rivas et al.,2004

Australien Schweinefleisch 29 21 Rivas et al.,2004

Australien Rindfleisch 2 - Rivas et al.,2004

Belgien Gefllgelfleisch 71 51 Houf et al., 2000

Belgien Gefllgelfleisch 84 157 Houf et al., 2001B

Belgien Gefllgelfleisch 100 30 Houf et al., 2000

Belgien Schweinefleisch 76 54 Houf et al., 2000
Deutschland Gefllgelfleisch 79 14 Mac et al., 2006
Deutschland Gefllgelfleisch 85 82 Bartholoma u. Naumann, 2006
Deutschland Gefllgelfleisch 37 103 Rohder et al., 2007
Deutschland  [Schweinefleisch 10 67 Mac et al., 2006
Deutschland Rindfleisch 4 75 Rohder et al., 2007
Frankreich Gefllgelfleisch 81 201 Marinescu et al., 1996
Grol3britannien |Geflligelfleisch 100 15 Atabay et al., 1998

Italien Gefllgelfleisch 0 32 Zanetti et al., 1996

Italien Gefllgelfleisch 52 170 Harrab et al., 1998

[talien Schweinefleisch 3,7 27 Zanetti et al., 1996

LJapan Gefllgelfleisch 49 - Morita et al., 2004

LJapan Gefllgelfleisch 23 - Kabeya et al., 2004

LJapan Schweinefleisch 7 - Kabeya et al., 2004

Japan Rindfleisch 2,2 - Kabeya et al., 2004
Kanada Gefllgelfleisch 97 125 Lammerding et al., 1996
Mexiko Gefllgelfleisch 40 - Villarruez-Lopez et al., 2003
Mexiko Schweinefleisch 51,5 - Villarruel-Lopez et al., 2003
Mexiko Rindfleisch 28,8 - Villarruel-Lopez et al., 2003
Niederlande  [Gefluigelfleisch 53 224 De Boer et al., 1996
Niederlande  [Schweinefleisch 0,5 194 De Boer et al., 1996
Spanien Gefllgelfleisch 53 - Gonzalez et al., 2000
Thailand Gefllgelfleisch 100 - Morita et al., 2004

Turkei Gefllgelfleisch 95 40 Atabay et al., 2003

USA Gefllgelfleisch 84 50 LJohnson u. Murano, 1999
USA Gefllgelfleisch 19 100 \Wesley u. Baetz, 1999
USA Schweinefleisch 32 - Ohlendorf u. Murano, 2002
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Collins et al. (1996B, 1996B) entdeckte Arcobacter spp. in 89 % der untersuchten Schwei-
nefleischproben, die aus einem Schlachthof in lowa stammten. Eine zweite Untersuchung
neun Monate spater lieferte wieder Nachweiszahlen von 90 % der untersuchten Proben.
Aber alle Proben stammten von der gleichen Schweineherde. Im Gegensatz dazu waren
nur 5 % der insgesamt 120 Proben von vier anderen Schweineherden Arcobacter positiv.
Es wurde nicht ermittelt, ob bestimmte Haltungsbedingungen im Erzeugerbetrieb oder die
Hygienebedingungen wahrend der Schlachtung die Pravalenz von Arcobacter spp.

beeinflussten.

Arcobacter, wie Campylobacter spp, wurden haufiger bei Gefllgelfleisch als bei anderen
Fleischarten gefunden (Corry und Atabay, 2001; Ho et al., 2006). In Deutschland liegen die
Nachweiszahlen nach Bartholoma und Naumann (2006) fur Geflugelfleisch bei 85 %. Im
benachbarten Frankreich wurde Arcobacter spp. bei 81 % der Geflugelschlachtkorper
gefunden, und davon waren 50 % der Isolate A. butzleri (Marinescu et al., 1996). Rivas et
al. (2004) untersuchten insgesamt 88 Hihner-, Schweine-, Rind- und Lammfleischproben.
In 35 % der Proben wurden Arcobacter spp. nachgewiesen, wobei ausschlieBlich A.
butzleri nachgewiesen wurde. Am haufigsten wurde dieses Bakterium aus Gefllgelfleisch
(73 %), gefolgt von Schweinefleisch (29 %), Rind- (22 %) und Lammfleisch (15 %) isoliert.

Manke et al. (1998) bestimmte die Pravalenz von Arcobacter in Separatorenfleisch. A.
butzleri wurde hier in 80 der 100 Proben nachgewiesen. In einer Untersuchung nach
Gonzalez et al. (2000) wurde die Pravalenz von Arcobacter spp. in Hihnchenproben aus
verschiedenen lokalen Supermarkten bewertet. A. butzleri wurde haufiger als andere
Arcobacter spp. aus Gefllgelfleisch isoliert. In einer anderen Untersuchung von Gefllgel-
produkten in Kanada wurde A. butzleri aus 97 % der Geflugelschlachtkorper von funf

verschiedenen Verarbeitungsanlagen nachgewiesen (Lammerding et al., 1996).

Die Uberlebensfahigkeit des Erregers in Fleischerzeugnissen ist gering. Es konnte nach-
gewiesen werden, dass A. butzleri nur bis zum neunten Tag und A. skirrowii nur eine
Woche in Mettwurst Uberlebensfahig ist (Mac et al., 2006). In mit A. cryaerophilus kontami-
nierten Wursten, zu deren Herstellung mit A. butzleri auf naturlichem Wege kontaminiertes
Fleisch verwendet worden war, setzte sich ab den zweiten Tag A. butzleri gegenuber A.
cryaerophilus durch. Bei der Kontrolle des Wachstums bei unterschiedlicher Starterkultur
wurde festgestellt, dass die Starterkulturen verschiedener Herkunft und Zusammensetzung
das Wachstum von A. butzleri in unterschiedlichem Umfang hemmen kénnen (Mac et al.,
2006).
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Bartholoma und Naumann (2006) fuhrten, in Anlehnung an die Methode von Houf et al.
(2001B), quantitative Untersuchungen an 82 Proben roher Gefllgelteilstiicke mit Haut und
54 Hackfleischproben von Rind und Schwein auf das Vorkommen von Arcobacter spp.
durch. lhre Methode eignete sich zum qualitativen und quantitativen Nachweis von A.

butzleri, A. cryaerophilus und A. skirrowii.

Die erhobenen Daten belegten eine hohe Kontaminationsrate von rohen Gefllgelteil-
stiucken mit A. butzleri und A. cryaerophilus. Bei vergleichbaren Untersuchungen aus dem
Berliner Raum waren in 37 % der getesteten frischen Hahnchenkeulen und in 4 % des
Rinderhackfleisches Arcobacter spp. nachzuweisen (Hildebrandt, 2004; Rohder et al.,
2007).

In Studien des Bundesamtes fur Risikobewertung (BfR) (Peters et al., 2006; Mac et al.,
2006) wurde die Kontaminationsrate frischer Hahnchen- und Schweinefleischproben aus
dem Einzelhandel mit Arcobacter spp. nach der Methode von Houf et al. (2001B) unter-
sucht. Der Anteil an mit Arcobacter spp. kontaminierten Einzelhandelsproben betrug 10 %
bei Schweine- und 79 % bei Hahnchenfleisch. Diese Ergebnisse bestatigten weltweite
Studien vergangener Jahre, in denen nachgewiesen wurde, dass Hahnchenfleisch haufiger
mit Arcobacter spp. kontaminiert war als Schweinefleisch (Marinescu et al., 1996; Johnson
und Murano, 1999A; Houf et al., 2001B; Ohlendorf und Murano., 2002; Scullion et al.,
2004).

6 Diagnostik von Arcobacter

Um ein sicheres Lebensmittel gewahrleisten zu kdnnen, muss die bakterielle Belastung der
Lebensmittel ermittelt werden. Hierfir stehen unter anderem kulturelle und molekular-
biologische Verfahren, die Polymerasekettenreaktion (PCR), zur Verfigung. Wahrend die
kulturelle Anzucht meist zeit- und arbeitsaufwendig ist, bietet die PCR Methodik eine sehr
prazise, eindeutige und schnelle Antwort (Scheu et al.,, 1998). Im Folgenden soll ein
Uberblick Uber die verschiedenen in der Literatur angewandten kulturellen und PCR

Methoden gegeben werden.

6.1 Kulturelle Verfahren

Ellis et al. (1977) gelang der erste erfolgreiche Nachweis von Arcobacter spp. auf Elling-

hausen-McCullough-Johnson-Harris-Polysorbate-80 (EMJH-P80), einem halbfliissigen Me-
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dium, das urspringlich fir den Nachweis von Leptospira spp. entwickelt wurde. Danach
wurde das Bakterium erfolgreich auf nicht-selektiven Blutagarplatten und modifizierten
Charcoal-Cefoperazon-Deoxycholate-Nahrboden (mCCDA) nachgewiesen. Wahrend A.
butzleri und A. cryaerophilus gut auf mCCDA wachsen, wirkt dieses Nahrmedium inhibi-
torisch auf das Wachstum von A. skirrowii (Corry und Atabay, 1997). Um die Nachweisrate
von Arcobacter spp. in Lebensmitteln zu optimieren, wurden verschiedene kulturelle Ver-
fahren entwickelt. Fur den Nachweis von Arcobacter in Geflugelfleischproben eignen sich
die Nachweismethoden nach de Boer et al. (1996), nach Johnson und Murano (1999), nach
Gonzalez et al. (2000) und nach Houf et al. (2001B). Die Methoden setzen sich aus einem
Anreicherungsvorgang und einem Ausstrich der bebriteten Anreicherungsbouillon auf

einen selektiven Nahrboden zusammen (Tab. 2).

Tabelle 2: Ubersicht liber verschiedene kulturelle Verfahren zum Arcobacter-Nachweis

Anreicherung Isolierung
Methode
Bouillon Inkubation Medium Inkubation
de Boer et al. /sé\erlceoé?tslcetebioth Aerob, 24°C, Arcobacter selective | Aerob, 24°C,
1996 24-28 h Medium (ASM) 48-72 h
(ASB)
Johnson und /\j\gﬁzts)i?\{(el\zurano Aerob, 30°C, Johnson and Aerob, 30°C,
Murano 1999 broth (JMB) 48 h Murano (JM) agar |48 h
Modified
Cefsulodin-
Gonzalez et al. | Arcobacter broth + | Mikroaerob, Iragasan- Aerob, 30°C,
2000 CAT?Supplement |30°C, 16 h Novobiocin (mCIN) [48-72 h
Agar mit CAT
(mCIN/CAT)
Houf et al. 2001 Arcobacter Houf Mikroaerob, Arcobacter Houf Mikroaerob,
' broth (AHB) 28°C, 24-48 h | Medium (AHM) 28°C, 24-72 h

2 CAT= Cefoperazon, Amphotericin B, Teicoplanin

De Boer et al. (1996) supplementieren Brucella-Bouillon mit Piperacillin, Cefoperazon,
Cycloheximid und Trimethoprim. Houf et al. (2001B) verwenden Arcobacter Bouillon be-
stehend aus Pepton, Hefeextrakt und Kochsalz mit den antimikrobiellen Zusatzen Ampho-
tericin B, Cefoperazon, 5-Fluorouracil, Novobiocin und Trimethoprim. Johnson und Murano
(1999b) verwenden ebenfalls Arcobacter Bouillon, die zugesetzten Supplemente variieren

jedoch von denen der Methode nach Houf et al. (2001B). So supplementieren sie nur Cefo-

22



LiTERATUR

perazon und 5-Fluorouracil. Auch Gonzalez et al. (2000) verwenden flr ihre Anreicherung
Arcobacter Bouillon. Sie erganzen die Bouillon durch das CAT-Supplement, bestehend aus
Cefoperazon, Amphotericin B und Teicoplanin Die Bebrutung der Anreicherungsbouillons
erfolgt unter aeroben Bedingungen fur die Methoden nach de Boer et al. (1996) und nach
Johnson und Murano (1999). In den Methoden nach Gonzalez et al. (2000). und nach Houf
et al. (2001B) erfolgt die Bebritung unter mikroaeroben Bedingungen. Die Bebritungs-
dauer betragt in der Methode nach Gonzalez et al. (2000) 16 h, in den Methoden nach de
Boer et al. (1996) und Houf et al. (2001B) 24 bis 48 h und in der Methode nach Johnson
und Murano (1999) 48 h. Die Bebrutungstemperatur ist in der Methode nach de Boer et al.
(1996) 24 °C, in der Methode nach Houf et al. (2001B) 28 °C und in den Methoden nach
Johnson und Murano (1999) und Gonzalez et al. (2000) 30 °C (Tab. 3).

Tabelle 3: Hemmstoffe von Anreicherungsbouillons und Bebritungsbedingungen von

Arcobacter

Methode Hemmstoffe Konzentration |[Atmosphare [Temperatur Zeit
de Boer et al. |Piperacillin 75,0 mg/I Aerob 24 °C 24- 48 h
1996 Cefoperazon 32,0 mg/l

Trimethoprim 20,0 mg/l

Cycloheximide 100,0 mg/l
Johnson und [Cefoperazon 32,0 mg/I Aerob 30 °C 48 h
Murano 1999 5-Fluorouracil 200,0 mg /I
Gonzalez et [Cefoperazon 8,0 mg/ml Mikroaerob (30 °C 16 h
al- 2000 Amphotericin B 10,0 mg/ml

Teicoplanin 4,0 mg/l
Houf et al. Cefoperazon 16,0 mg/l Mikroaerob 28 °C 24- 48 h
2001 Trimethoprim 64,0 mg/I|

Amphotericin B 10,0 mg/l

5-Fluorouracil 100,0 mg/l

Novobiocin 32,0 mg/I

Fir den Ausstrich der bebriteten selektiven Anreicherungsbouillons auf Agarplatten
werden Selektivnahrbéden verwendet (Tab. 4). De Boer et al. (1996) und Houf et al.
(2001B) verwenden hierfur die gleiche Zusammensetzung wie fur die Anreicherungs-

bouillons ihrer Methode unter dem Zusatz von Agar Technical No. 3. In der Methode nach
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Johnson und Murano (1999) wird Arcobacter Bouillon mit Agar Technical No. 3 und dem
Supplement Cefoperazon verwendet. Gonzalez et al. (2000) verwenden als Selektivagar
modifizierten Cefsulodin Irgasan Novobiocin Agar (mCIN) mit dem selektiven Supplement
CAT. Wahrend die Bebrutungsbedingungen und die Bebritungstemperaturen die gleichen
sind wie flir die Anreicherungsbouillons dieser Methoden, variiert die Bebritungsdauer. So
betragt das Zeitintervall flr die Bebritungsdauer fur die Methode nach de Boer et al. (1996)
48-72 h, fur die Methode nach Gonzalez et al. (2000) 48-72 h und fur die Methode nach
Houf et al. (2001B) 24-72 h. Nur bei der Methode nach Johnson und Murano (1999) ist die

Bebriutungsdauer der Agarplatten die gleiche wie fur die Anreicherungsbouillon (Tab. 4).

Tabelle 4: Hemmestoffe von Selektivnahrbdden und Bebritungsbedingungen von

Arcobacter
Methode Hemmstoffe Konzentration | Atmosphare | Temperatur Zeit

de Boer et al. |Piperacillin 75,0 mg/| Aerob 24 °C 48- 72 h
1996 Cefoperazon 32,0 mg/Il

Trimethoprim 20,0 mg/l

Cycloheximide 100,0 mg/l
Johnson und [Cefoperazon 32,0 mg/Il Aerob 30 °C 48 h
Murano 1999 |5_Flyorouracil 200 mg/ml
Gonzalez et |Cefsulodin 4,0 mg/ml Aerob 30 °C 18-72 h
al.2000 Iragasan 4,0 mg/ml

Novobiocin 2,5 mg/ml

5-Fluorouracil 24,0 mg/l

Cefoperazon 8,0 mg/ml

Amphotericin B 10,0 mg/ml

[Teicoplanin 4,0 mg/l
Houf et al. Cefoperazon 16,0 mg/| Mikroaerob 28 °C 24- 72 h
2001 Amphotericin B 10,0 mg/l

5-Fluorouracil 100,0 mg/l

Novobiocin 32,0 mg/l

[Trimethoprim 64,0 mg/|

Der Zusatz der antimikrobiell wirkenden Supplemente zu den Anreicherungsbouillons und
den Agarmedien dient der Wachstumshemmung der Begleitflora von biologischen Proben.
Um ein selektives Wachstum von A. butzleri, A. cryaerophilus und A. skirrowii zu erzielen,
eignet sich die Supplementierung von 5-Fluorouracil, Novobiocin, Amphotericin B,
Trimethoprim und Cefoperazone, da alle drei der mit humanen Erkrankungsfallen

assoziierten Spezies gegen diese antimikrobiell wirksamen Substanzen eine hohe Resis-
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tenz aufweisen (Houf et al., 2001A). Eine vollstandige Inhibition des Wachstums der Be-
gleitflora ist jedoch auch mit diesen Supplementen nicht zu erreichen (Houf et al., 2001A).
Eine Empfindlichkeit gegenluber Piperacillin und Cefoperazon zeigen A. cryaerophilus und
A. skirrowii ab einer Konzentration von 64 ug/ml, wohingegen A. butzleri keine Empfind-
lichkeit gegenuber diesen Substanzen aufweist (Houf et al., 2001A). Verglichen zu der
Suszeptibilitdt von A. butzleri und A. cryaerophilus zeigt A. skirrowii die hochste Empfind-

lichkeit gegenuber antimikrobiellen Substanzen (Houf et al., 2001A).

6.2 Nachweisverfahren mit PCR

Fir den Nachweis von Arcobacter spp. in verschiedenen Lebensmitteln entwickelten
Harmon und Wesley (1996), Hurtado und Owen (1997), Marshall et al. (1999), Al Rashid et
al., (2000), Gonzalez et a. (2000) und Winters und Slavik (2000) ein Protokoll. Moreno et al.
(2003) entwickelten ein Protokoll fur den Nachweis von Arcobacter spp. in Wasser. Al
Rashid et al. (2000) zielen mit ihrer PCR Methode auf das Gen glyA, ein hoch konserviertes
Gen der Familie Campylobacteriaceae. Die DNA Amplifikate werden hier zur Identifikation
mit speziesspezifischen Oligonucleotidsonden hybridisiert. Hurtado und Owen (1999)
amplifizieren eine Gensequenz in der 23S rRNA. Hierbei werden neben Arcobacter spp.
auch viele Campylobacter spp. identifiziert. Marshall et al. (1999) wahlten Primer, die auf
eine 1004 Basenpaar (bp) Sequenz in der 16S rRNA von C. jejuni, A. butzleri und H. pylori
zielen. In den PCR Methoden nach Harmon und Wesley (1996), nach Winters und Slavik
(2000) und nach Gonzalez et al. (2000) werden verschiedene Gensequenzen in der 16S
rRNA amplifiziert, die entweder A. butzleri als alleinige Spezies oder A. butzleri, A.
cryaerophilus und A. skirrowii identifizieren. Wahrend die meisten der zuvor beschriebenen
Methoden auf die Identifizierung von Arcobacter spp. gerichtet sind, stellt die Methode nach
Gonzalez et al. (2000) ein Screeningnachweis fur das Vorkommen von Arcobacter spp. in
Geflugelfleisch dar. Hierfir wird die Geflugelfleischprobe in die Anreicherungsbouillon
Arcobacter Bouillon eingewogen, bei 30 °C fur 16 h unter mikroaeroben Bedingungen
bebrutet und auf Selektivagar ausgestrichen. Danach wird die bakterielle DNA fur die PCR
extrahiert. Der Amplifikationszyklus besteht aus 25 Zyklen, die wiederholt die drei Schritte
Denaturierung, Primeranlagerung und Elongation durchlaufen. Die Denaturierung erfolgt 1
min bei 94 °C, die Anlagerung 1 min bei 59 °C und die Elongation 1 min bei 72 °C. Ein
Ergebnis liegt mit dieser PCR-Kultur-Methode innerhalb von 48 h vor.
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6.3 Identifizierungsverfahren

Da eine alleinige Anzucht auf Agarmedien nicht ausreicht, um eine Bakterienspezies zu
identifizieren, werden als Bestatigungsreaktion die phanotypischen Eigenschaften der ge-
wachsenen Kolonien herangezogen. Wie aus Tabelle 5 ersichtlich, sind jedoch die von On
et al. (1996) und Atabay et al. (1997) beschriebenen phanotypischen Eigenschaften von A.

butzleri, A. cryaerophilus und A. skirrowii divergierend.

Tabelle 5: Phanotypische Differenzierung von A. butzleri, A. cryaerophilus und A. skirrowii
(On et al., 1996; Atabay et al., 1997)

Phanotypischer Charakter A. butzleri A. cryaerophilus| A. skirrowii
Atabay | On Atabay | On |Atabay| On
Katalase 97 33 93 99 100 99
TTCP-Reduktion 94 99 14 95 0 77
Nitrat-Reduktion 88 99 21 99 100 99
Selenit-Reduktion 29 01 0 01 0 11
Indoxyl-Acetat-Hydrolyse 100 99 100 00 50 99
Alpha-Hamolyse 50 01 7 01 100 99
Wachstum bei 37 °C (O?) 100 99 86 50 100 99
Wachstum bei 42 °C (mO?) 35 25 7 01 100 11
Wachstum anaerob 71 99 100 16 100 99
Wachstum anaerob mit TMAO® 71 99 86 11 100 01
Wachstum mit 2.0 % Gallensalz 100 99 50 79 100 99
Wachstum mit 2.0 % NacCl 100 92 93 84 100 99
Wachstum mit 4.0 % NaCl 15 1 1 1 100 99
Wachstum mit Nalidixicsaure 59 25 0 1 0 1
\Wachstum mit Metronidazol 74 92 79 99 100 99
Wachstum mit Carbenicillin 100 99 100 99 50 99
Wachstum mit TTC (0.4 %) 94 99 38 95 0 99
Wachstum mit Fuchsin 6 99 0 68 0 01
Wachstum mit Kristallviolett 29 99 7 99 0 33
Wachstum mit Janusgrin 91 99 43 99 0 99
Wachstum mit Methylorange 100 99 93 99 0 99
Wachstum mit Natriumdeoxycholate 100 99 100 89 0 77
Wachstum mit Pyronin 68 17 0 01 0 1
Wachstum mit Tyrosine 94 50 14 01 0 1
Wachstum auf CCDA® 100 99 93 95 100 99
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Wachstum auf MacConkey 100 83 14 16 0 1

2 Alle Angaben in Prozent

®TTC= 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid

¢*TMAO= Trimethylamine-N-oxid

4CCDA= Campylobacter Charcoal Deoxycholate Agar

Alle drei Spezies zeigen jedoch eine positive Katalasereaktion, ein Wachstum bei 37 °C
unter aeroben Bedingungen, ein Wachstum unter anaeroben Bedingungen und sie redu-
zieren alle Nitrat zu Nitrit. A. butzleri kann von den beiden anderen Stdmmen durch seine
vergleichsweise sehr schwache Katalasereaktion, die nach Zugabe von 6 % Wasserstoff

erst nach 10 s auftritt, unterschieden werden.

Des Weiteren ist allen ein Wachstum bei dem Zusatz von 2 % Kochsalz mdglich, wahrend
bei einem Zusatz von 4 % Kochsalz nur noch A. skirrowii wachst. Ebenso wachsen A.
butzleri, A. cryaerophilus und A. skirrowii auf dem Nahrmedium CCDA, auf MacConkey-
Agar wachst jedoch nur A. butzleri. Eine eindeutige Identifizierung der Spezies anhand
dieser phanotypischen Merkmale ist somit schwierig. Eine wesentlich spezifischere
Identifizierung der gewachsenen Bakterienkolonien ist mittels PCR maoglich. Hierbei wird
gezielt ein Fragment der DNA-Sequenz des Bakteriums amplifiziert. Der Einsatz von einem
spezifischen Primer ermoglicht den Nachweis einer Spezies, wahrend die Verwendung
mehrerer Primerpaare mehrere Spezies gleichzeitig nachweisen kann. Dieses Vorgehen
wird als Multiplex PCR (m-PCR) bezeichnet. Houf et al. (2000) entwickelten eine m-PCR fur
die Bestatigung von A. butzleri, A. cryaerophilus und A. skirrowii. Houf et al. (2002A)
untersuchten mit ihrer Methode Gefligelprodukte und entdeckten hier eine grol3e

genetische Vielfalt von Arcobacter spp.

Fir die Identifizierung von Arcobacter aus Gefllgelfleisch eignet sich die Methode nach
Houf et al. (2000), da sie bereits fur Geflugelfleisch etabliert ist. Durch die Verwendung der
m-PCR Methode nach Houf et al. (2000) war man in der Lage, die wichtigsten Arcobacter
spp. sowohl fur die Bestatigung der Kolonien von den Agarplatten, als auch aus der PCR
Probe zu erkennen. Flr den Sensitivitdtsnachweis der PCR verwendete Houf et al. (2000)
zwei verschiedene Anreicherungsbouillons, die fur den Nachweis von Arcobacter spp. in
Geflugelproben entwickelt worden waren. Die m-PCR wurde mit zwei Anreicherungen
durchgefuhrt, um die Performance des Tests zu ermitteln. Die m-PCR wurde auch auf
Bakterienkolonien, die von Blutagarplatten (Oxoid) stammten, eingestellt. Das Prinzip
beruht auf Verwendung spezifischer Primer. Der spezifische ARCO-BUTZ-Primer

amplifiziert ein 401-bp-Fragment und erwies sich als spezifisch fur alle A. butzleri. Der
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ARCO-SKIR-Primer amplifiziert ein spezifisches 641 bp Fragment fur alle A. skirrowii. Flr
A. cryaerophilus wurden die Primer CRY, CRY1 und 2 verwendet. A. cryaerophilus ist
bekannt als heterogene Art. Zwei Untergruppen wurden innerhalb dieser Arten mit DNA-
Hybridisierung identifiziert. Die Primer-Kombination CRY 1 und CRY2 verstarkt ein

spezifisches 257 bp Fragment fur alle A. cryaerophilus Untergruppen.
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B Eigene Untersuchungen

1 Ziel der Arbeit

1.1  Methodenvergleich

Zuerst sollen vier verschiedene kulturelle Nachweisverfahren und eine PCR Methode filr

einen optimalen Nachweis von Arcobacter spp. modifiziert werden.

1.2 Vorkommen von Arcobacter spp. in Geflugelfleisch

Die modifizierten kulturellen Verfahren und die PCR Methode sollen in einer
Vergleichsstudie angewendet werden. Mit diesen Nachweisverfahren sollen Proben von
Geflugelfleisch und Geflugelfleischerzeugnissen auf das Vorkommen von A. butzleri, A.

cryaerophilus und A. skirrowii untersucht werden.

2 Material

2.1 Herkunft der Stamme

Die in dieser Arbeit verwendeten Stammkulturen sind in Tabelle 6 zusammengefasst. Alle
im Rahmen der praktischen Versuche verwendeten Bakterienstamme wurden Uber die
Firma Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braun-

schweig, Deutschland) bezogen.

Tabelle 6: Verwendete Stammkulturen

Spezies Stammkultur
A. butzleri DSMZ 8739
A. cryaerophilus DSMZ 7289
A. skirrowii DSMZ 7302

2.2 Probenmaterial

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Probenahme im Zeitraum zwischen Januar 2006 und

April 2007 durch Lebensmittelkontrolleure des Regierungsbezirks Karlsruhe. Zu der
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Kategorie nichtverzehrfertige Erzeugnisse zahlen insgesamt 146 frische Geflligelproben,
die keinem Erhitzungsverfahren unterzogen worden waren. Vier Tierarten (Huhn, Pute,
Gans, Ente) wurden untersucht (Tab. 7). Zur Kategorie verzehrfertige Erzeugnisse zahlen
insgesamt 63 Geflugelfleischerzeugnisse. Dieser Kategorie wurden diejenigen Proben
zugeordnet, die einem Verarbeitungsverfahren unterzogen wurden und dadurch verzehr-
fertig waren. Dies waren ausschlieRlich aus Geflugelfleisch hergestellte Rohwirste wie z.
B. Salami von Tierarten wie Pute oder Truthahn. Die Kategorie "Bruhwurste" umfasste Er-
zeugnisse wie z. B. Fleischwurst, Gefligelwiener, Bierwurst, Bratwurst, Lyoner und Schin-
kenwurstchen. Unter Sonstiges wurde die Untersuchung einer Gefllgelfrikadelle und eines
Hahnchendbners zusammengefasst. Die meisten Proben stammten aus Einzelhandels-
geschaften. Einige Proben wurden auf Wochenmarkten, direkt bei Erzeugern (Bauern-
hofe), oder aus der Schnellgastronomie gewonnen. In Tabelle 31 im Anhang sind alle

Proben mit ihrer Herkunft aufgelistet.

Tabelle 7: Anzahl der untersuchten Geflligel und Gefllgelfleischerzeugnissen

Nicht verzehrfertige Erzeugnisse Verzehrfertige Erzeugnisse
Anzahl | Roh- | Briih- . Anzahl
Huhn | Pute | Gans | Ente Proben | Wurst | Wurst Sonstige Proben
112 14 9 11 146 31 30 2 63

2.3 Untersuchungsmaterial

Die fur den kulturellen und molekularbiologischen Nachweis verwendeten Nahrmedien,

Testsysteme, Chemikalien, Gerate und Hilfsmittel sind im Anhang aufgefuhrt.

3 Methode

Zu Beginn der Untersuchungen wurden bei den vier aus der Literatur ausgewahlten
Anreicherungen und Nahrmedien die Supplemente der antimikrobiellen Substanzen so
verandert, dass sie optimal das Wachstum von Arcobacter foérdern und die Begleitflora
hemmen. AuRerdem wurden die Isolierungsbedingungen und die Probenaufarbeitung der

PCR nach Gonzalez et al. (2000) verandert. Danach wurden mit den modifizierten Metho-
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den die Geflugelfleischproben und die Gefligelfleischerzeugnisse auf das Vorhandensein

von A. butzleri, A. cryaerophilus und A. skirrowii untersucht.

31 Kulturelle Nachweisverfahren

Die urspringlichen kulturellen Methoden sind im Literaturteil dargestellt. Im folgenden Text

werden die vorgenommenen Veranderungen beschrieben.

3.1.1 Modifikation der kulturellen Nachweisverfahren

Zur Verbesserung der Selektivitat der Anreicherungen und Nahrboden wurden Konzentra-
tionen von antimikrobiellen Substanzen zum Nahrmedium gemischt, um Auswirkungen auf
das Wachstumsverhalten von Arcobacter feststellen zu kénnen. AuRerdem wurden die
Anzuchtbedingungen der Anreicherungen und Nahrboden wie Atmosphare, Temperatur
und Bebrutungszeit verandert. Die Zusammensetzung der Basisnahrmedien ist die gleiche
wie bei den Originalmethoden. Eine genaue Herstellungsanleitung ist im Anhang, Kapitel
H, zu finden. Fur die Modifikation der Anreicherungen und der selektiven Nahrboéden
wurden von den drei Stammkulturen A. butzleri, A. cryaerophilus und A. skirrowii nach
deren Kultivierung fur 48 h bei 30 °C mikroaerob auf Blutagar (Oxoid, Wesel, Deutschland)
jeweils eine Kolonie entnommen und in jeweils 10 ml Arcobacter Bouillon (Oxoid)
gegeben. Die Bouillons wurden fur 16 h bei 30 °C mikroaerob bebritet. So entstand je

eine Stammkulturlésung der drei Arcobacter spp.

3.1.1.1 Modifikation der kulturellen Anreicherungsverfahren

Im Labor wurde in sechs Ansatzen zur Anreicherungsbouillon nach de Boer et al (1996)
die antimikrobielle Substanz Cefoperazon in einem Gehalt von 50 mg/l, 32 mg/l und 16
mg/l und die Substanz Piperacillin in einem Gehalt von 100 mg/l, 75 mg/l und 32 mg/l
zugemischt. In jeweils 10 ml Anreicherungsbouillon wurde 50 pl von jeweils einer der drei
Stammkulturlésungen zugegeben. Ebenso wurde bei der Methode nach Houf et al.
(2001B) mit der Substanz Amphotericin B mit einem Gehalt von 30 mg/l, 20 mg/l, 10 mg/I
und 5-Fluorouracil mit einem Gehalt von 200 mg/l, 150 mg/l, 100 mg/l verfahren. Nach der
Methode nach Johnson und Murano (1999) wurden die Substanzen Cefoperazon und 5-

Fluorouracil in den oben beschriebenen Gehalten zugegeben. In drei Ansatzen zur
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Methode nach Gonzélez et al. (2000) wurde im ersten Ansatz nur CAT-Supplement
(Oxoid) bestehend aus Cefoperazon (8mg/l), Amphotericin B (10 mg/l) und Teicoplanin
(4mg/l) zur Bouillon gegeben. Im zweiten Ansatz wurde zusatzlich zum CAT-Supplement
(Oxoid) 40 mg/l Novobiocin und 100 mg/l 5-Fluorouracil eingemischt. Im dritten Ansatz
wurde zusatzlich 60 mg/l Novobiocin und 150 mg/l 5-Fluorouracil zugegeben. Jede
Bouillon wurde zweimal hergestellt, so dass nach der Methode Gonzalez et al. (2000)

insgesamt 9 Bouillons vorbereitet wurden.

Die beimpften Bouillons nach de Boer et al. (1996), Houf et al. (2001) und Johnson und
Murano (1999) wurden bei 30 °C mikroaerob bebritet und nach 16, 24 und 48 h ausge-
wertet. Die beimpften Bouillons nach Gonzalez et al. (2000) wurden einmal bei 30 °C
mikroaerob bebritet und in einem zweiten Versuchsansatz die beimpften Bouillons nach
Gonzaélez et al. (2000) nach 16 h mikroaerober Bebriutung nochmals 24 h aerob bebrutet
(Tab. 8).
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Tabelle 8: Versuchsansatze und Anzuchtbedingungen der Anreicherungsbouillons

. 5-Fluorouracil 200,0 mg/|
. 5-Fluorouracil 150,0 mg/I
. 5-Fluorouracil 100,0 mg/|

Methode Anreicherungsbouillon Versuchsansatz Anzuchtbedingungen
De Boer et al. |Arcobacter selective broth [1. Cefoperazon 50,0 mg/I Mikroaerob, 30 °C
1996 (ASB) 2. Cefoperazon 32,0 mg/I 16, 24,48 h

3. Cefoperazon 16,0 mg/l

4. Piperacillin 100,0 mg/I

5. Piperacillin 75,0 mg/I

6. Piperacillin 32,0 mg/I
Johnson- Arcobacter Johnson- 1. Cefoperazon 50,0 mg/I Mikroaerob, 30 °C
Murano Murano broth 0. Cefoperazon 32,0 mg/l 16,24, 48 h
1999 (AJMB) 3. Cefoperazon 16,0 mg/l

4

5

6

Gonzalez et al.
2000

Arcobacter broth + CAT?
Supplement

(ABCAT)

Novobiocin 0 mg/ml
5-Fluorouracil 0 mg/ml

Mikroaerob, 30 °C
16, 24, 48 h

Novobiocin 40,0 mg/I
Novobiocin 60,0 mg/I
5-Fluorouracil 100,0 mg/I
5-Fluorouracil 150,0 mg/I

16 h mikroaerob
danach
24, 48 h aerob

Houf et al.
2001

Arcobacter Houf broth
(AHB)

1. Amphotericin B 30,0 mg/I
2. Amphotericin B 20,0 mg/I
3. Amphotericin B 10,0 mg/I
4. 5-Fluorouracil 200,0 mg/I
5. 5-Fluorouracil 150,0 mg/I

6. 5-Fluorouracil 100,0 mg/I

Mikroaerob, 30 °C
16, 24,48 h

2 CAT= Cefoperazon 8,0 mg/ml, Amphotericin B 10,0 mg/ml, Teicoplanin 4,0 mg/ml

3.1.1.2

Modifikation der selektiven Nahrboden

Im Labor wurden in sechs Ansatzen zu Nahrbdden nach de Boer et al (1996) die

antimikrobielle Substanz Cefoperazon in einem Gehalt von 50 mg/l, 32 mg/l und 16 mg/I

und die Substanz Piperacillin in einem Gehalt von 100 mg/l, 75 mg/l und 32 mgll

zugemischt. Auf die Agarplatten wurde mit dem Spiralplater (Spiral Biotech, Norwood,

USA) jeweils 50 pl der drei Stammkulturldosungen aufgetragen. Es wurden alle drei

Stammkulturen auf den Nahrbéden getestet, so dass insgesamt 18 Nahrbdden vorbereitet

wurden. Ebenso wurde bei der Methode nach Houf et al. (2001) mit der Substanz

Amphotericin B mit einem Gehalt von 30 mg/l, 20 mg/l, 10 mg/l und 5-Fluorouracil mit

einem Gehalt von 200 mg/l, 150 mg/l, 100 mg/I verfahren. Die Methode nach Johnson und
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Murano (1999) wurde nicht durchgeflihrt, da hier als antimikrobielle Zusatze Cefoperazon
und 5-Fluorouracil verwendet wurden, und diese Substanzen bereits in den Nahrboden
nach de Boer et al. (1996) und nach Houf et al. (2001) getestet wurden. In vier Ansatzen
zur Methode nach Gonzalez et al. (2000) wurden die Substanzen NaCl 1,5 mg/l, 0,8 mg/I
und 5-Fluorouracil 200 mg/Il, 100 mg/l getestet. Jede Agarplatte wurde zweimal hergestellt,
so dass nach der Methode Gonzalez et al. (2000) insgesamt acht Agarplatten vorbereitet

wurden.

Die mit dem Spiralplater (Spiral Biotech) beimpften Nahrbéden nach de Boer et al. (1996)
und Houf et al. (2001) wurden bei 30 °C mikroaerob bebritet und nach 16, 24 und 48 h
ausgewertet. Die beimpften Nahrbéden nach Gonzalez et al. (2000) wurden im ersten
Versuchsansatz bei 30 °C mikroaerob bebrutet und im zweiten Versuchsansatz nach 16 h

mikroaerober Bebritung nochmals fur 24 h aerob bebritet (Tab. 9).

Tabelle 9: Versuchsansatze der Nahrboden

Methode Medium Versuchsansatz Anzuchtbedingungen
De Boer et al. |Arcobacter selective . Cefoperazon 50,0 mg/I Mikroaerob, 30 °C
1996 medium . Cefoperazon 32,0 mg/l |16, 24, 48 h

(ASM) . Cefoperazon 16,0 mg/l
. Piperacillin 100,0 mg/I
. Piperacillin 75,0 mg/I

. Piperacillin 32,0 mg/l

Gonzalez et al. Modified cefsulodin- . NaCl 1,5 mg/I Mikroaerob, 30 °C, 16 h
2000 iragasan-novobiocin . NaCl 0,8 mg/l danach

(mCIN) agar mit CAT

(mCIN/CAT)

. 5-Fluorouracil 100,0 mg/I
. Amphotericin B 30,0 mg/l Mikroaerob, 30 °C
. Amphotericin B 20,0 mg/l |16, 24,48 h

. Amphotericin B 10,0 mg/I
. 5-Fluorouracil 200,0 mg/I
. 5-Fluorouracil 150,0 mg/I
. 5-Fluorouracil 100,0 mg/I

Houf et al. 2001|Arcobacter Houf
medium

1
2
3
4
5
6
1
2
3. 5-Fluorouracil 200,0 mg/l |Aerob, 30 °C, 24,48 h
4
1
2
(AHM) 3
4
5
6

2 CAT= Cefoperazon 8,0 mg/ml, Amphotericin B 10,0 mg/ml, Teicoplanin 4,0 mg/ml

3.1.2 Untersuchungsablauf der kulturellen Nachweisverfahren

Nach den Modifikationen der Anreicherungen und selektiven Nahrbéden wurden die vom

Gefligel stammenden Laborproben untersucht. Die Isolierung von Arcobacter erfolgte mit
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vier verschiedenen modifizierten kulturellen Verfahrenstechniken. In Abbildung 2, Anhang
H, sind die einzelnen kulturellen Verfahrenstechniken anhand eines FlieRdiagramms

dargestellt.

3.1.21  Probenvorbereitung und Anreicherungsschritte

Zur Anreicherung wurden 40 g Probenmaterial steril enthommen, klein geschnitten und
zusammen mit 120 ml der Anreicherungsbouillon in einem Stomacherbeutel gemischt (1:4
Verdunnung). Bei der Materialauswahl wurde darauf geachtet, vorhandene Hautanteile zu
verwenden. Das Material wurde fur 1 min mit der Bouillon in einem Stomacher durch-
mischt. Dann wurden die Proben zusammen mit der Anreicherungsbouillon in Reagenz-
gefalRe abgefillt und mit Alufolie verschlossen. Die Bebritung fand bei der Methode nach
de Boer et al. (1996) unter mikroaeroben Bedingungen fur 48 h bei 30 °C statt, bei der
Methode nach Houf et al. (2001) ebenfalls mikroaerob fur 48 h bei 30 °C. Die Bebrutung
fand bei der Methode nach Johnson und Murano (1999) bei 30 °C aerob statt. Nach der
Methode nach Gonzalez et al. (2000) wurden die Proben zuerst 16 h mikroaerob und dann
weitere 24 h aerob bebrutet. Die Inkubation erfolgte unter mikroaeroben Bedingungen in

einem Anaerobiertopf mit CampyGen™ (Oxoid).

3.1.2.2 Anzuchtverfahren auf Selektivplatten und weitere Kultivierung
(Subkulturen)

Nach den Bebrutungszeiten der Anreicherungen wurde ein Inokulum von jeweils 1 ml auf
die entsprechenden Selektivplatten mit dem Spatelverfahren verteilt. Zur Wachstums-
kontrolle wurde auch eine Blutagarplatte mit der Stammkultur A. butzleri (DSMZ 8739)
beimpft. Die Proben wurden nach der Methode von de Boer et al. (1996) bei 30 °C
mikroaerob, von Houf (2001) bei 30 °C mikroaerob, von Johnson und Murano (1999) bei
30 °C aerob und von Gonzalez et al. (2000) bei 30 °C mikroaerob und aerob bebrutet.
Nach jeweils 24, 48, und 72 h wurden die Nahrbdden ausgewertet. Verdachtige Kolonien
wurden entnommen und zur weiteren Anzucht auf der Methodenentsprechenden
Selektivplatte und einer TSA Platte mikroaerob bei 30 °C fur bis zu 48 h weiter kultiviert.
Bei keinen oder unzureichenden Wachstumserfolgen wurden die Agarplatten weitere 24 -
48 h bebrutet und dann entsprechend weiterbehandelt. Nur verdachtige Subkulturen in
Reinkultur wurden fir die weitere Differenzierung mit genotypischen Verfahren bearbeitet
(Abschnitt C, Kapitel 3.2.4).
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3.2 PCR-Nachweisverfahren

Fir die Modifikation der PCR Methode nach Gonzalez et al. (2000) wurden die Arcobacter
Stamme von A. butzleri (LMG 8739), A. cryaerophilus (LMG 7289) und A. skirrowii (LMG
7302) verwendet.

3.2.1 Modifikation der Anreicherung fiir die PCR Methode

Gonzalez et al. (2000) verwendete flur ihre Anreicherung Arcobacter Bouillon (Oxoid) mit
Cefoperazon, Amphotericin B und Teicoplanin. In dieser Studie wurde die modifizierte
Anreicherung nach Gonzalez et al. (2000) verwendet. Hier wurden zusatzlich zum CAT-
Supplement (Oxoid) die antimikrobiellen Substanzen 5-Fluorouracil (100 mg/l) und
Novobiocin (40 mg/l) verwendet. Die Bouillon wurde mikroaerob bei 30 °C fir 16 h
bebruitet.

3.2.2 Modifikation der DNA-Probenaufreinigung

Um fur die PCR Analyse optimale Bedingungen zu erreichen, wurden in Vorversuchen
zwei verschiedene DNA-Probenaufreinigungsverfahren getestet. In beiden Aufarbeitungs-
methoden wurden die Bakterienkulturen gelost, die DNA isoliert und inhibitorische
Faktoren entfernt. Somit wurde versucht, die Nachweisrate durch die Durchfihrung einer
sehr aufwandigen DNA-Probenaufreinigung zu erhéhen. Daflir wurde eine Methode nach
Gonzalez et al. (2000) verwendet Die andere Methode zur DNA-Probenaufreinigung ist die
PrepMan™-Methode (Applied Biosystems 2002, Foster City CA, USA).

Die Bakterienstamme wurden auf Blutagarplatten (Oxoid) und TSA Platten bei 30 °C fur 48
h mikroaerob bebritet. Von der Blutagarplatte wurde je eine Kolonie enthommen und in
5 ml einer Arcobacter Bouillon gegeben. Diese Bouillon wurde 16 h bei 30 °C mikroaerob
bebritet. Ein ml dieser Bouillon wurde in einer Verdiinnungsreihe bis 10 mit 9 ml Pepton-
NaCl vermischt. Dann wurde von dieser Losung wieder 1 ml enthommen und zu 9 ml Pep-
ton-NaCl gegeben. Dieser Vorgang wurde noch dreimal durchgeflhrt. In Reagenzglasern
wurden achtmal 10 g Geflugelfleisch mit 90 ml Trypton-Soja-Bouillon (TSB) vermischt. Von
der Verdiinnung 102, 10 und 10* wurde jeweils 1 ml entnommen und zur TSB gegeben.
Von jedem Stamm wurden vier Versuchsansatze vorbereitet. Negative Kontrollen wurden

bei jedem Experiment mitgefihrt. Eine Anreicherung wurde fir 48 h bei 30 °C
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durchgefiuhrt. Von jeder Probe wurde 1 ml in ein Mikrozentrifugenréhrchen Gberfuhrt und

die zwei Aufreinigungsmethoden durchgefihrt.

Beim Vorgang der Aufarbeitungsmethode nach Gonzalez et al. (2000) wurde zum Mikro-
zentrifugenrohrchen 1 ml steriler phosphat-gepuffertes Salz (PBS) zugegeben, die Losung
gevortexed und bei 12000 g fiir 2 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
der Vorgang nochmals wiederholt. Der bleibende Uberstand wurde wieder verworfen und
das gewaschene Fleischpellet wurde mit 25 pl einer 5,9 M Guanidinthiocyanatlosung
(GITC) gevortexed und im Wasserbad bei 60 °C flr 90 min erhitzt.

Die Loésung wurde durch Zugabe von ca. 0,2 ml InstaGene (Bio-Rad, Munchen,
Deutschland) und ca. 0,26 ml steriles, destilliertes Wasser auf ca. 0,3 mol/l eingestellt,
danach vermischt und bei 95 °C im Wasserbad fur 8 min erhitzt. Die Losung wurde fur 40
min auf Raumtemperatur abgekuhlt und Natriumacetat zugefugt, bis zu einer
Endkonzentration von 0,3 mol/l. Danach wurde die Probe bei 12000 g far 10 min
zentrifugiert, auf 4 °C heruntergekuhlt, der fliissige Uberstand abpipettiert und in ein neues
Eppendorfgefaly tUberfuhrt. Zweimal wurde mit der gleichen Menge an Chloroform die
Probe gewaschen, schlie3lich die ausgefallene DNA mit einem Tropfen 95 % Ethanol
vermischt und bei 12000 g fur 10 min zentrifugiert. Danach wurde der DNA-RUckstand mit
50 pl sterilem destilliertem Wasser resuspendiert. Die Primer wurden wie im spater
beschriebenen PCR Screening-Verfahren nach Gonzalez et al. (2000) verwendet und mit

jeder Probe eine DNA Amplifikation und Auswertung durchgefuhrt.

Fur die Aufarbeitung nach der PrepMan™-Methode (AB, 2002) wurden die gleichen
Bakterienstamme und die gleiche Bouillon (AB) verwendet wie fur die Aufarbeitung nach
Gonzalez et al. (2000). Von der Bouillon wurde 1 ml in ein 2 ml Mikrozentrifugenrohrchen
pipettiert und die Probe fiir 3 min bei 16000 g zentrifugiert. Der flissige Uberstand in den
Rohrchen wurde verworfen und 200 yl von PrepMan™-Reagenz hinzugegeben und das
verschlossene Rohrchen fur 10 - 30 s gevortexed. Danach wurde die Probe in einem
Wasserbad fur 10 min bei 100 °C erhitzt. Nach dem Zentrifugieren der Probe fur 3 min bei
16000 g wurde der Uberstand in ein neues Mikrozentrifugenréhrchen tberfiihrt. Die fir die
PCR bereite Probe wurde bis zur Weiterbehandlung bei 4 °C gekuhlt Die Primer, Amplifi-
kation- und Gelelektrophoresebedingungen und Ablaufe wurden wie bei dem PCR Scree-
ning-Verfahren nach Gonzalez et al. (2000) gewahlt und mit jeder Probe eine DNA Amplifi-

kation und Auswertung durchgefuhrt.
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3.2.3 Untersuchungsablauf PCR-Screening

In Abbildung 3 im Anhang ist der Arbeitsablauf der modifizierten PCR nach Gonzalez et al.
(2000) dargestellt.

3.2.3.1 Vorbereitung der Gefliigelproben / Anreicherungsverfahren

FiUr die Anreicherung wurde das modifizierte Verfahren nach Gonzalez et al. (2000) ver-
wendet. Zur Anreicherung wurden 40 g Probenmaterial steril entnommen, klein geschnit-
ten und zusammen mit 120 ml der modifizierten Anreicherungsbouillon nach Gonzalez et
al. (2000) in einem Stomacherbeutel gemischt. Die Proben wurden zusammen mit der An-
reicherungsbouillon in Reagenzgefalle abgeflllt und mit Alufolie verschlossen. Die Be-
britung fand unter mikroaeroben Bedingungen fur zuerst 16 h und danach aerob fiir 24 h
bei 30 °C statt.

3.2.3.2 DNA-Probenaufreinigung und DNA-Extraktion

Nach der Probenvorbereitung und der selektiven Anreicherung nach Gonzalez et al.
(2000) wurde die Reinigung der Proben und Extraktion von Arcobacter spezifischen
Nukleinsduren durchgefiihrt. Dabei wurde die Aufarbeitung nach PrepMan™ (AB, 2002)
durchgefuhrt (Abschnitt C, Kapitel 3.2.2).

3.2.3.3 PCR-Amplifikation

Die bendtigten Primer (Hermann Synthetische Biomolekile, Denzlingen, Deutschland)
wurden aus spezifischen 16S rRNA-Sequenzen hergestellt, so dass eine madglichst grol3e
Arcobacter Spezifitat entstanden war (Gonzalez et al. 2000). Die Primer sind in der

Tabelle 10 aufgelistet und verstarken ein 181 bp DNA Fragment.

Tabelle 10: Primer fir PCR nach Gonzalez et al. (2000)

Spezies Primer [Primer Sequenzen PCR Produkt

ARC1 |5'-AGAACGGGTTATAGCTTGCTAT-3'
Arcobacter spp. 181 bp
ARC2 5'-GATACAATACAGGCTAATCTCT-3'

Das fur die vorliegende Studie hergestellte PCR Reaktionsgemisch bestand aus 5,0 pl
PCR Puffer, aus 5,0 ul dNTP Mix, jeweils 0,5 yl Primer ARC 1 und ARC 2, 0,2 ul Hot
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StarTaq Polymerase, 33,8 ul H.O und 5,0 pl der Probe (Tab. 11). So entstand fir jeden
Versuchsansatz 50 ul Reaktionsgemisch, welches in PCR Reaktionsréhrchen aufgeteilt
wurde. Zur Uberpriifung der Reaktion wurden immer eine Positivkontrolle (A. butzleri) und
eine no-template-Kontrolle (Aqua destillata) durchgefuhrt. Sofort wurde der
Versuchsansatz gekuhlt und in den Thermocycler (Applied Biosystems) eingesetzt. Der
Thermocycler ist ein Gerat, das fur den Ablauf der Polymerasekettenreaktion bendtigt
wird. Ein typischer PCR Zyklus besteht aus einem Denaturierungsschritt, gefolgt von der
Primerhybridisierung und einem Syntheseschritt. Der Thermocycler ermoglicht eine
vollautomatische Durchfiihrung verschiedener temperaturabhangiger Reaktionen. Der
Thermocycler wurde programmiert fir 50 yl Reaktionsvolumen und startete mit einem
Heizzyklus fur drei min bei 94 °C, dann starteten 25 sich wiederholende Zyklen. Die erste
Phase (Denaturierung) wurde eingestellt auf 60 s bei 94 °C, die zweite (Hybridisierung) auf
60 s bei 59 °C und die dritte Phase (Polymerisation) wurde auf 60 s bei 72 °C eingestellt.
Ein finaler Elongationsschritt fir 7 min bei 72 °C beendete die DNA Amplifikation. Nach
dem Ende der PCR Zyklen wurden die Proben wieder bei 4 °C gekuhlt.

Tabelle 11: Reaktionsmix fur PCR nach Gonzalez et al. (2000)

Substanz Konzentration | Yolumen je End-
Ansatz in pl konzentration

PCR Puffer 10 x 5,0 1Xx

dNTP-Mix 2,0 mM 50 0,2 mM

Primer ARC 1 100,0 uM 0,5 1,0 uM

Primer ARC 2 100,0 uM 0.5 1,0 uM

Hot StarTaq 5 U/l 0.2 1U

Polymerase

H.O 33,8

Probe (Template) 5,0

Gesamt 50,0
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3.2.3.4 Gelelektrophorese und Dokumentation

Anschliel3end wurde eine Gelelektrophorese (1,4 % Agarosegel = 2,1 g Agarose in 150 m|
Tris-Acetat-EDTA-Puffer und Zugabe von 12 yl Ethidiumbromidlésung mit Konzentration
1mg/ml) im Tris-Acetat-EDTA-Pufferbad bei 95 Volt fur 60 min durchgefuhrt (Gonzalez et
al., 1999). Jede Geltasche wurde zuvor mit 2 ul Ladepuffer und mit 8 pl der jeweiligen
Probe gefillt. Mithilfe eines UV-Transilluminators, einer Kamera und des geeigneten PC-

Programms, wurden die Ergebnisse analysiert und dokumentiert.

Bei positiven Proben wurde anschlieBend aus der modifizierten Anreicherungsbouillon
nach Gonzalez et al. (2000) zur Bestatigung eine m-PCR nach Houf et al. (2000)
angeschlossen (Abschnitt C, Kapitel 3.2.4).

3.2.4 Genotypische ldentifizierung

Die m-PCR wurde zur Bestatigung von verdachtigen Kolonien der modifizierten kulturellen
Nachweisverfahren und von Arcobacter positiven Proben der modifizierten PCR nach
Gonzalez et al. (2000) durchgefuhrt. Dafur wurde aus der Literatur das m-PCR Verfahren
nach Houf et al. (2000) ausgewahlt. Verdachtige Kolonien der Selektivnhahrmedien wurden
daflr als Reinkulturen auf TSA nach 48 h mikroaerober Bebrutung bei 30 °C verwendet.
Die Probenaufarbeitung und Nukleinsaureextraktion erfolgte mit der Aufarbeitungs-
methode nach PrepMan™ (AB, 2002). Die PCR Amplifikation wurde mit speziell
entwickelten Primern (Hermann Synthetische Biomolekule) durchgefuhrt. Fur das
Verfahren nach Houf et al. (2000) sind funf PCR Primer, ARCO, BUTZ, SKIR, CRY1 und
CRY2, basierend auf den 16S rRNA- und 23S rRNA-Sequenzen notwendig. Die selektiven
Primer amplifizieren ein 257 bp Fragment von A. cryaerophilus, ein 401 bp Fragment von
A. butzleri und ein 641 bp Fragment von A. skirrowii. Diese Primer-Sequenzen sind in der
internationalen GenBank veroffentlicht und wurden mithilfe der GeneCompar 2.1-Software
entwickelt (Applied Maths). (Tab. 12).
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Tabelle 12: Primer fir m-PCR nach Houf et al. (2000)

Spezies Primer [Primer Sequenzen PCR Produkt
BUTZ 5 -CCTGGACTTGACATAGTAAGAATGA-
A. butzleri 3’ 401 bp

ARCO |5'-CGTATTCACCGTAGCATAGC-3'

SKIR  [5'-GGCGATTTACTGGAACACA-3'
A. skirrowii 641 bp
ARCO [5'-CGTATTCACCGTAGCATAGC-3'

. ICRY1 B -TGCTGGAGCGGATAGAAGTA-3'
A. cryaerophilus - 257 bp
CRY2 5-AACAACCTACGTCCTTCGAC-3'

Das fur die m-PCR nach Houf et al. (2000) wurde ein PCR Reaktionsgemisch aus 5,0 pl
PCR Puffer, 5,0 yl dNTP-Mix, jeweils 0,5 ul der Primer BUTZ, ARCO,CRY 1, CRY 2, 0,25
Ml des Primers SKIR, 0,2 ul der Hot StarTaq Polymerase, 32,25 ul H,O und 5,0 ul der
Probe hergestellt (Tab. 13). So entstand je Probe ein Gesamtvolumen von 50 pl. Sofort
wurde der Versuchsansatz gekuhlt und in den Thermocycler eingesetzt. Der Thermocycler
wurde programmiert und startete mit einem Heizzyklus flr 2 min bei 94 °C, dann starteten
32 sich wiederholende Zyklen. Die erste Phase (Denaturierung) wurde eingestellt auf 45 s
bei 94 °C, die zweite (Anlagerung) auf 45 s bei 61 °C und die dritte Phase (DNA-Ver-
langerung) wurde auf 30 s bei 72 °C eingestellt. Ein finaler Elongationsschritt flir 7 min bei
72 °C beendete die Zyklen. Nach der Bearbeitung im Thermocycler wurden die Proben
wieder bei 4 °C gekuhlt. AnschlieRend wurde eine Gelelektrophorese mit 2 ul Ladepuffer
und 8 ul der aufgearbeiteten Bakterienlosung (1.5 % Agarosegel, Zugabe von 12 ul
Ethidiumbromidldésung) im Tris-Acetat-EDTA-Pufferbad bei 100 Volt fur 40 min durch-
gefuhrt. Mithilfe eines UV-Transilluminators, einer Kamera und des geeigneten PC-Pro-

gramms, wurden die Ergebnisse analysiert und dokumentiert.
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Tabelle 13: Reaktionsmix fur m-PCR nach Houf et al. (2000)

Volumen je Endkonzen-

Substanz Konzentration .
. tration

Ansatz in pl
PCR Puffer 10 x 5,00 1x
dNTP-Mix 2,0 mM 5,00 0,2 mM
Primer BUTZ 100,0 uM 0,50 1,0 uM
Primer ARCO 100,0 uM 0,50 1,0 uM
Primer SKIR 100,0 uM 0,25 0,5 uM
Primer ARCO 100,0 uM 0,50 1,0 uM
Primer CRY 1 100,0 uM 0,50 1,0 uM
Primer CRY 2 100,0 uM 0,50 1,0 uM
Hot StarTaq 5 U/l 0,20 1U
Polymerase
H.O 32,25
Probe (Template) 5,00
Gesamt 50,00

Alle verdachtigen Kolonien wurden auf den Subkulturplatten markiert und Material fur die
Durchfuhrung einer m-PCR nach Houf et a. (2000) entnommen. Das Koloniematerial
wurde mit einer Impfose in ein Eppendorfgefal® mit 1 ml Aqua destillata Gberfuhrt und die
Arbeitsschritte der m-PCR nach Houf et al. (2000) durchgeflihrt. Bei Proben, die durch die
PCR nach Gonzalez et al. (2000) als positiv erfasst wurden, wurde ebenfalls die m-PCR
nach Houf et al. (2000) durchgefuhrt. Dafur wurde aus der Bouillon der positiven Probe 1

ml mit einer Pipette entnommen und nach Uberfiilhrung in ein Eppendorfgefal

aufgearbeitet. Dann wurde die m-PCR nach Houf et al. (2000) durchgefthrt.
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Ergebnisse

4 Vergleich der verschiedenen Modifikationen von Anzuchtmedien

41 Ergebnisse flissige Nahrmedien

Alle Arcobacter spp. waren gegenuber Konzentrationen von Cefoperazon bei 16 mg/l, von
Piperacillin bei 32 mg/l, von Amphotericin B bei 20 mg/l und von 5-Fluorouracil bei 100 -
150 mg/l tolerant. Die Kombination von 40 mg/I Novobiocin und 100 mg/l Fluorouracil zu-
satzlich zum CAT Supplement bei der Methode nach Gonzalez et al. (2000) stellte sich
nicht als hemmend fir das Wachstum von Arcobacter spp. heraus. Bei der Verwendung
von hoheren Konzentrationen an antimikrobiellen Zusatzen gingen die Wachstumsraten
stark zuruck. Eine Kombination von mikroaerober und aerober Bebrutung in zeitlicher
Abfolge zeigte keine Nachteile beim Wachstum der Arcobacter spp. Eine Temperatur von
30 °C lieferte gute Wachstumsbedingungen fur A. butzleri, A. cryaerophilus und A.
skirrowii. Um von allen drei Arcobacter spp. in der Bouillon mindestens 1,0 x 102 KbE/g zu
erreichen, war eine Zeit von 48 h ausreichend. Nach den modifizierten Methoden nach
Houf et al. (2001), nach Johnson und Murano (1999) und nach Gonzalez et al. (2000)
konnte nach 16 h kein Wachstum von A. skirrowii gefunden werden. Details der Unter-
suchung sind in den Tabellen 20 - 24 im Anhang H zu finden. Anhand dieser Daten
wurden die entsprechenden Methoden modifiziert und Rezepte fur die Nahrmedienherstel-
lung entworfen (Tab. 14).

Tabelle 14: Modifikationen der Anreicherungsbouillons und Bebrutungsbedingungen

Bouillon [Methode Hemmstoffe [Konzen- Atmosphare [Temperatur [Zeit
tration®
de Boer et al. Piperacillin 32,0 mg/I . o
ASB 1996 Cefoperazon (16,0 mg/I Mikroaerob 30 °C A8 h
Johnson-Murano |[Cefoperazon [16,0 mg/l : o
AIMB - Hag9 5-Fluorouracil 150,0 mg/l [Vkroaerob 30 °C 8 h
Gonzalez et al. [5-Fluorouracil 100,0 mg/l |Mikroaerob +|, . , 16 h + 24-
ABCAT  booo Novobiocin 40,0 mg/l  lerob 30°C 48 h
Amphotericin
AHB Houf et al. 2001 B 20,0 Mg/l -y ozerob 130 °C 48 h
. [150,0 mg/l
5-Fluorouracil

2 Modifikationen sind fett gedruckt
ASB = Arcobacter selective broth
AJMB = Arcobacter Johnson-Murano broth

ABCAT = Arcobacter broth + CAT Supplement
AHB = Arcobacter Houf broth
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4.2 Ergebnisse feste Nahrmedien

Ein Cefoperazongehalt von 16 mg/l und ein Piperacillingehalt von 32 mg/l stellten sich als
maximale Konzentrationen heraus, bei denen die Arcobacter spp. nicht in ihrem Wachs-
tum gehemmt wurden. Ebenso stellten sich ein 5-Fluorouracilgehalt von 100 - 150 mg/I
und ein Amphotericingehalt von 20 mg/l als nicht das Wachstum hemmend heraus. Bei
einem Salzgehalt (NaCl) von nur 0,8 mg/l waren die Nachweiszahlen gréf3er als bei einem
Salzgehalt (NaCl) von 1,5 mg/l. Eine zusatzliche aerobe Bebrutung hatte sehr geringe
Auswirkungen auf das Wachstumsverhalten der Kolonien. Die Nachweiszahlen gingen nur
leicht zurlck. Eine Temperatur von 30 °C unterstltzte die mesophilen Temperatur-
bedirfnisse der Erreger. Fiir eine Wachstumsrate von mindestens 1,0 x 10® KbE/g war
eine Bebritung von 48 h notwendig. Details der Untersuchung sind in den Tabellen 25 -
28 im Anhang H zu finden. Anhand dieser Daten wurden die entsprechenden Methoden

modifiziert und Rezepte fur die Nahrmedienherstellung entworfen (Tab. 15).

Tabelle 15: Modifikationen der selektiven Nahrbéden und Bebritungsbedingungen

Nahrboden [Methode |Hemmstoffe [Konzentration? Atmosphdre [Temperatur [Zeit
ASM De Boer et |Piperacillin 32,0 mg/| Mikroaerob 30 °C 24 - 48
al. 1996 Cefoperazon (16,0 mg/I h
AJMM Johnson Cefoperazon (16,0 mg/I Mikroaerob (30 °C 24 - 48
und Murano h
1999
MCIN/CAT |Gonzalez et 5-Fluorouracil [100,0 mg/I Mikroaerob (30 °C 16 h +
al. 2000 NaCL 0,8 g/l + aerob 24 h
AHM Houf et al. |Amphotericin B 20,0 mg/I Mikroaerob 30 °C 24 - 48
2001 5-Fluorouracil [150,0 mg/I h

2Modifikationen sind fett gedruckt

ASM = Arcobacter selective medium

AJMM = Arcobacter Johnson-Murano medium

mCIN/CAT = Modified cefsulodin-iragasan-novobiocin (mCIN) agar mit CAT
AHM = Arcobacter Houf medium

5 Vergleich der Modifikationen der PCR

Bei einer Koloniezahl von 10* KbE/g waren mit der Aufarbeitung nach PrepMan™ &hnliche
Ergebnisse als mit der Aufarbeitung nach Gonzalez et al. (2000) zu sehen. Bei einer
Koloniezahl von 102 KbE/g zeigte sich durch die PCR Bestatigung bei der Methode nach

PrepMan™ nach der Gelelektrophorese unter UV-Licht eindeutigere und klarer ersichtliche
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Banden. Besonders bei A. skirrowii waren nach der PrepMan™-Aufarbeitung (AB, 2002)
die Banden klarer zu erkennen. Einzelheiten der Untersuchung sind in den Tabellen 29

und 30 im Anhang zu finden.

Die Durchfiihrung der DNA-Reinigung nach PrepMan™ dauerte zirka 25 min. Die DNA-
Reinigung nach Gonzalez et al. (2000) konnte in zirka 130 min durchgefuhrt werden. Die

Aufarbeitung nach PrepMan™ bendtigt deutlich weniger Zeit und weniger Material.
6 Vergleich der kulturellen Untersuchungsverfahren zum Erregernachweis

Von 146 untersuchten nicht verzehrfertigen Geflugelfleischprodukten konnten mit der
modifizierten Methode nach de Boer et al. (1996) in 47 Proben Arcobacter spp.
nachgewiesen werden. Mit der modifizierten Methode nach Johnson und Murano (1999)
konnten in 60 Proben Arcobacter spp. gefunden werden. Mit der modifizierten Methode
nach Gonzalez et al. (2000) waren von 146 Proben 65 Proben und mit der modifizierten
Methode nach Houf et al. (2001) 54 Proben positiv. (Tab. 16).

Tabelle 16: Kultureller Nachweis von Arcobacter

Nicht verzehrfertige Erzeugnisse
Modifizierte Methode
Huhn Pute Gans Ente Gesamt
(112)° (14) 9) (11) (146)
35 7 1 4 47
De Boer et al. 1996 (31 %) (50 %) (11 %) (36 %) (32 %)
Johnson und Murano 48 7 1 4 60
1999 (43 %) (50 %) (11 %) (36 %) (41 %)
, 53 7 1 4 65
Gonzdlezetal. 2000 | 47 g (50 %) (11 %) (36 %) (45 %)
42 7 1 4 54
Houf et al. 2001 (38 %) (50 %) (11 %) (36 %) (37 %)

@ Anzahl Proben

Im Einzelnen waren mit der modifizierten Methode nach de Boer et al. (1996) 44mal A.
butzleri und in nur 3 Fallen A. cryaerophilus zu finden. Mithilfe der modifizierten Methode
nach de Boer et al. (1996) konnte in keiner der Proben A. skirrowii isoliert werden (Tab.
17). Durch die modifizierte Methode nach Houf et al. (2001) wurde aus den rohen
Geflugelproben 46mal A. butzleri, sechsmal A. cryaerophilus und zweimal A. skirrowii
isoliert. Die Nachweiszahlen erhdhten sich nochmals durch die modifizierte Methode nach

Johnson und Murano (1999). Hier waren A. butzleri 50mal, A. cryaerophilus sechsmal und
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A. skirrowii viermal in den Proben zu finden. Das beste Nachweisergebnis zeigte sich
durch die modifizierte Methode nach Gonzalez et al. (2000). Die Nachweiszahlen fur A.

butzleri erhdhten sich auf 54 fur A. cryaerophilus auf 7 und fur A. skirrowii auf 4 positive

Proben.

Tabelle 17: Bestatigung verdachtiger kultureller Proben aus nicht verzehrfertigen

Geflugelprodukten mit m-PCR nach Houf et al. (2000)

Genus Methode Anzahl der positiven Proben (%)
Huhn | Pute | Gans | Ente | Gesamt
(112)* | (14) | (9) | (11) (146)
A. butzleri Mod.” Methode de Boer et al.
1996 33 6 1 4 44 (30)
I1\/I909dé Methode Johnson Murano 39 6 1 4 50 (34)
Mod. Methode Gonzalez et al.
5000 43 6 1 4 54 (37)
Mod. Methode Houf et al. 2001 35 6 1 4 46 (32)
A. cryaerophilus I1\/I909dé Methode de Boer et al. 2 1 0 0 3(2)
Mod. Methode Johnson Murano 5 1 0 0 6 (4)
1999
Mod. Methode Gonzalez et al.
5000 6 1 0 0 7 (4)
Mod. Methode Houf et al. 2001 5 1 0 0 6 (4)
A. skirrowii l1\/|909dé Methode de Boer et al. 0 0 0 0 0 (0)
Mod. Methode Johnson Murano 4 0 0 0 4 (3)
1999
Mod. Methode Gonzalez et al.
5000 4 0 0 0 4 (3)
Mod. Methode Houf et al. 2001 2 0 0 0 2(1)

@ Anzahl Proben
®Mod.= Modifizierte

7 Nachweis von Arcobacter spp. in der Gesamtheit der untersuchten Proben mit
modifizierter PCR nach Gonzalez et al. (2000)

Mit der in dieser Versuchsanordnung verwendeten kombinierten Nachweismethode, dem
modifizierten Anreicherungsverfahren nach Gonzalez et al. (2000), der Probenaufarbei-
tung nach PrepMan™ und der PCR nach Gonzalez et al. (2000), konnten bei 79 (54 %)

von 146 der untersuchten rohen Geflugelfleischproben Arcobacter nachgewiesen werden
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(Tab. 18). Es wurden 112 rohe Hahnchenfleischprodukte untersucht und in 59 % dieser
Proben waren Arcobacter nachweisbar. Arcobacter waren sowohl in Produkten direkt vom
Erzeuger, als auch in Proben vom Wochenmarkt, aus dem Grol3- oder Einzelhandel nach-
weisbar. Es konnten keine deutlichen Unterschiede bei der Landerherkunft der Produkte
gefunden werden. Von 14 untersuchten Putenfleischprodukten waren in 7 Fallen Arco-
bacter nachweisbar. Des Weiteren wurden bei 11 untersuchten Entenfleischprodukten in 5
Fallen Arcobacter nachgewiesen und von insgesamt neun untersuchten Gansefleisch-

produkten war eine Probe positiv (Tab. 18).

Tabelle 18: Nachweis von Arcobacter in den untersuchten Proben mittels PCR

Nicht verzehrfertige Erzeugnisse
Huhn Pute Gans Ente Gesamt
(112)° (14) (9) (11) (146)
66 7 1 5 79
(59 %) (50 %) (11 %) (46 %) (54 %)

Es konnte nur in rohen, nicht aber in verzehrfertigen Geflligelfleischerzeugnissen
Arcobacter Spezies nachgewiesen werden. Bei 63 hitzebehandelten Erzeugnissen
konnten weder kulturell, noch mit PCR Arcobacter spp. nachgewiesen werden. Untersucht
wurden ausschlie8lich von Gefligel stammende Erzeugnisse. Alle diese Produkte waren
auch ohne weitere Erhitzung oder Verarbeitung direkt fur den menschlichen Verzehr

vorgesehen.

8 Bestatigung von Arcobacter spp. in den Erzeugnisgruppen mit PCR nach Houf et
al. (2000)

Alle drei Arcobacter spp. konnten in Proben von Huhn gefunden werden (Tab. 19). A.
butzleri und A. cryaerophilus konnten in einer Putenprobe nachgewiesen werden. In den

Proben von Gans und Ente konnte nur A. butzleri nachgewiesen werden.

Es wurde eine Probe rohes Gefligelhacksteak untersucht. Bei dieser Probe handelte es
sich um ein frisches, unbehandeltes Lebensmittel aus dem Einzelhandel in Deutschland.

In dieser Probe waren A. butzleri nachweisbar.
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Tabelle 19: Nachweis von Arcobacter spp. in den Gefligelproben mittels PCR

Nicht verzehrfertige Erzeugnisse
Spezies
Huhn(112)* | Pute(14) | Gans (9) | Ente (11) | Gesamt (146)
A. butzleri 58(52%) | 6(43%) | 1(11%) | 5 (46 %) 70 (48 %)
A. cryaerophilus | 11 (10 %) | 1(7 %) 0 0 12 (8 %)
A. skirrowii 6 (5 %) 0 0 0 6 (4 %)

2 Anzahl Proben

9 Gegenuberstellung der PCR-Methodik mit den modifizierten kulturellen

Nachweisverfahren

Von den 146 nicht verzehrfertigen Geflligelfleischprodukten konnten mit der modifizierten
PCR nach Gonzalez et al. (2000) in 79 Proben spezifische Sequenzen detektiert werden.
Das entspricht einem Anteil von 54 % aller Rohprodukte. Auch mit dieser PCR Methode
konnte in keiner der warmebehandelten Proben Arcobacter spp. nachgewiesen werden.
Durch die modifizierten Methoden nach de Boer et al. (1996) waren 47 Proben (32 %),
nach Houf et al. (2001) 54 Proben (37 %), nach Johnson und Murano (1999) 60 Proben
(41 %) und nach Gonzélez et al. (2000) 65 Proben (45 %) des auf Arcobacter spp.

untersuchten Geflugelfleisches positiv getestet (Abb. 8).
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Anzahl der pozitiven Proben in 2

PCR Methode 1 Methode 2 Methode 3 Methode 4

[A. butzleri mA. cryaerophilusO A. skirrowii

Abbildung 2: Gegenlberstellung der Nachweismethoden von Arcobacter

Methode 1= Modifizierte Methode nach de Boer et al. (1996)
Methode 2= Modifizierte Methode nach Houf et al. (2001)

Methode 3= Modifizierte Methode nach Johnson und Murano (1999)
Methode 4= Modifizierte Methode nach Gonzalez et al. (2000)
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C Diskussion

Nach derzeitigen Erkenntnissen lassen die Nachweiszahlen von Arcobacter in Fleisch auf
eine weite Verbreitung des Erregers schlielRen. Leider existiert keine Standardmethode fur
den Nachweis von Arcobacter in Lebensmitteln. In vorliegender Studie sollte eine Nach-
weismethode etabliert, und mit dieser Methode Ergebnisse Uber das Vorkommen von

Arcobacter in Geflugelfleisch und Gefllgelfleischerzeugnissen tberprift werden.

Zu Beginn der Untersuchungen wurden zunachst sowohl die fur diese Arbeit gunstigsten
kulturellen, als auch molekularbiologischen Methoden ausgewahlt. Um viele Daten Uber
Arcobacter zu gewinnen, wurde eine PCR Methode nach Gonzalez et al. (2000), eine m-
PCR Methode nach Houf et al. (2000) und vier kulturelle Nachweisverfahren nach de Boer
et al. (1996), Johnson und Murano (1999), Gonzalez et al. (2000) und Houf et al. (2001)
ausgewahlt. Zuerst wurden die vier kulturellen Methoden, die Anreicherung und die DNA

Reinigung der PCR nach Gonzalez et al. (2000) fir den Nachweis optimiert.

Fir Modifikationen der verwendeten Nahrmedien wurden Stammkulturen von A. butzleri,
A. cryaerophilus und A. skirrowii verwendet. Die Ergebnisse zeigen, dass alle drei
Arcobacter spp. in den Anreicherungsbouillons gegenuber Konzentrationen von Cefo-
perazon bei 16 mg/l, von Piperacillin bei 32 mg/l, von Amphotericin B bei 20 mg/l und von
5-Fluorouracil bei 100 - 150 mg/l tolerant sind. Bei hoheren Konzentrationen der Zusatze
ging das Wachstum aller drei Arcobacter spp. zurick. Besonders verzogerte sich das
Wachstum von A. skirrowii. Aus diesen Ergebnissen kdnnen die gleichen Schlussfolgerun-
gen wie bei Houf et al. (2001A) gezogen werden. Eine Verwendung von Piperacillin in
einer Konzentration von 64 mg/l wirkt sich nachteilig auf das Wachstum von A.
cryaerophilus und A. skirrowii aus. Auch bei einer Erhdhung der Konzentration von Cefo-
perazon wachsen Arcobacter schlechter (Bolton et al. 1988; Johnson and Murano 1999).
Die Kombination von 40 mg/L Novobiocin und 100 mg/l Fluorouracil, zusatzlich zum CAT-
Supplement bei der Methode nach Gonzalez et al. (2000), stellte sich als maximal
vertraglich heraus. Hohere Konzentrationen der Zusatze schwachten die Bakterien, und

die Wachstumsraten gingen stark zurtck.

Bei den Ergebnissen der festen Nahrmedien stellten sich ein Cefoperazongehalt von 16
mg/l und ein Piperacillingehalt von 32 mg/l als maximal vertragliche Konzentrationen der
antimikrobielle Substanzen heraus, bei denen die Arcobacter spp. in ihrem Wachstum

wenig gehemmt werden. Ebenso stellten sich ein 5-Fluorouracilgehalt von 100 - 150 mg/
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und ein Amphotericingehalt von 20 mg/l als gut vertraglich heraus. Die optimal ermittelten
Konzentrationen der festen Nahrmedien bestatigen die ermittelten Konzentrationen der
flussigen Nahrmedien. Ein Salzgehalt (NaCl) von nur 0,8 mg/l wurde von den Kulturen
besser vertragen als hohere Gehalte. Der urspriungliche hdhere Salzgehalt nach der
Methode von Gonzélez et al. (2000) hemmt das Wachstum aller drei Arcobacter spp.
Somit zeigte eine Erniedrigung des Salzgehalts (NaCl) héhere Nachweisraten bei der

Kultivierung.

Eine Kombination von mikroaerober und aerober Bebrutung zeigte keine Nachteile beim
Wachstum der Arcobacter. Es konnte bei allen drei Arcobacter spp. ahnlich hohe Nach-
weisraten erzielt werden. Diese Ergebnisse konnten sich im Vergleich der verschiedenen
Anreicherungsbedingungen mit Uberprifung mittels PCR wieder bestatigen. Vorteil der
mikroaeroben und anschlieBenden aeroben Bebritung ist ein vermindertes Wachstum der
Begleitflora. Da besonders A. cryaerophilus und A. skirrowii langsamer wachsen, zeigte
sich bei der Untersuchung der Proben aus dem Einzelhandel, dass flr das Erkennen von
typischen Kolonien die Unterdrickung der Begleitflora von grof3er Bedeutung ist. Wie bei
den Vergleichsmethoden nach Scullion et al. (2004) waren nach einer Bebrutungsdauer
der Anreicherungen von mindestens 40 h hdéhere Nachweiszahlen als nach 24 h zu
verzeichnen. Eine Anreicherungsdauer von 40 h wird als notwendig gesehen, um zu guten

Wachstumsergebnissen von Arcobacter spp. auf den selektiven Agars zu fuhren.

Die modifizierte kulturelle Methode nach Gonzalez et al. (2000) zeigte die hochsten Nach-
weiszahlen und ist fur eine Kombination mit der PCR Methode nach Gonzalez et al. (2000)
geeignet. Zuerst wurden Arbeitsablaufe fir die Durchfihrung der PCR verbessert. Daflr
wurde die ursprungliche DNA-Aufarbeitung getestet. Die Ergebnisse der Aufarbeitung
nach Gonzalez et al. (2000) zeigen im Vergleich zur einfacheren Aufarbeitung nach
PrepMan™, dass die Stamme in viel geringeren Zahlen nach der Durchfiihrung nachge-
wiesen wurden. Die aufwandige Aufarbeitung nach Gonzalez et al. (2000) eignet sich nach
diesen Versuchsergebnissen nicht zur Aufreinigung von Arcobacter spp. in Geflugel-
proben, da die Nachweiszahlen geringer sind und die Aufarbeitung 2 h dauert. Die Auf-
arbeitung nach PrepMan™ ist einfacher und schneller durchzufiihren und die Nach-

weiszahlen liegen Uber denen der Aufarbeitung nach Gonzalez et al. (2000).

Durch die modifizierten Methoden nach Houf et al. (2001), Johnson und Murano (1999)
und Gonzalez et al. (2000) konnten alle drei gesuchten Arcobacter spp. nachgewiesen

werden. Kolonien von Arcobacter sind auf den selektiven Agarplatten halbdurchscheinend,
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glanzend, rund, beige bis gelblich. Besonders die Kolonien von A. cryaerophilus und A.
Skirrowii sind nach 48 h Bebrutung bei 37 °C kleiner als 1,5 mm. Die Kolonien von A.
butzleri sind nach dieser Zeit in der Regel grofRer als 2 mm. Aufgrund der Beschaffenheit
der Agarplatten ist auf den Nahrbdden nach Houf et al. (2001) und de Boer et al. (1996)
die Erkennung der verdachtigen Kolonien schwieriger als auf den Agarplatten nach
Johnson und Murano (1999) und Gonzalez et al. (2000). Aufgrund der beschriebenen
unterschiedlichen Koloniemorphologien von Arcobacter auf den Selektivplatten und in Ver-
bindung mit dem Wachstum anderer Mikroorganismen wahrend der Probenunter-
suchungen, war das Auffinden der verdachtigen Kolonien, insbesondere bei stark be-
wachsenen Agarplatten, erschwert. Besonders auf den farblosen Nahrbdéden war fur die
Erkennung von A. cryaerophilus und A. skirrowii mindestens 48 h Bebrutungszeit not-
wendig und nach 48 h Bebrutungszeit zum Teil ein sehr starkes Wachstum von Fremd-

keimen zu verzeichnen.

Die Arcobacter Kolonien wachsen bei aerober Bebrutung viel langsamer als bei
mikroaerober Bebrutung. So zeigten sich bei der modifizierten Methode nach Johnson und
Murano (1999), bei der die Anreicherung und die Nahrboden nur aerob bebrutet wurden,
niedrigere Nachweiszahlen als bei der modifizierten Methode nach Gonzélez et al. (2000).
Weitere Probleme entstanden bei der Handhabung des Nahrmediums nach Johnson und
Murano (1999). Durch die weichere Konsistenz des Nahrbodens war das Beimpfen des
Nahrbodens nach dem Dreidsenausstrichprinzip schwieriger und es zeigte sich auch, dass
die Agarplatten nur 2 Wochen verwendbar waren. Probleme mit der Haltbarkeit und in der
Vermeidung von Kontaminationen sind anscheinend auf die Beschaffenheit des Nahr-
bodens zuruckzufuhren. Die zum Nachweis von Arcobacter bendtigten Anreicherungs-
bouillons und Nahrbdden lassen sich in der eigenen Nahrbodenkuche selbst herstellen. Im
Handel sind keine geeigneten Fertignahrmedien erhaltlich, die ohne weitere Bearbeitung
eingesetzt werden kénnen. Die Selektivitat der selbst hergestellten Nahrmedien kann er-

heblich schwanken und es sollte immer eine Qualitatskontrolle stattfinden.

Im Vergleich der kulturellen Verfahren zum Erregernachweis erwies sich die modifizierte
Methode nach de Boer et al. (1996) als schlechteste Methode. A. skirrowii konnte mit
dieser Methode nicht gefunden werden. Auch die Reduzierung der Konzentration an Cefo-
perazon und Piperacillin im Nahrmedium konnte die Nachweiszahlen fur A. skirrowii in
naturkontaminierten Proben nicht verbessern. In Tests mit Reinkulturen von A. skirrowii

lagen die Nachweiszahlen hoher.
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Im Vergleich zu den zwei besten modifizierten kulturellen Nachweismethoden, namlich
nach Johnson und Murano (1999), mit einem Nachweis in 60 von 146 rohen
Geflugelfleisch, und nach Gonzalez et al. (2000), mit einem Nachweis in 65 von 146
Geflugelfleischproben, konnten durch die Verwendung einer PCR Methode nach Gonzalez
et al. (2000) in insgesamt 79 (54 %) Proben Arcobacter spp. nachgewiesen werden. Mit
der modifizierten PCR Methode nach Gonzalez et al. (2000) wurden mehr positive Proben
gefunden, als mit den modifizierten kulturellen Nachweisverfahren. Alle 79 Proben, die
durch die modifizierte PCR Methode nach Gonzalez et al. (2000) als positiv erkannt
wurden, konnten durch das ldentifizierungsverfahren nach Houf et al. (2000) bestatigt
werden. Die Resultate dieser Studie zeigen, dass eine PCR Methode gegenuber der
kulturellen Nachweismethode Uberlegen ist. Gonzalez et al. (2000) fanden bei ihren
Untersuchungen aus 96 im Einzelhandel gekauften Huhnchenfleischproben zu 53 %
Arcobacter spp. Diese Zahlen stimmen mit den Ergebnissen der eigenen Untersuchungen

Uberein.

Im Falle von Arcobacter kann die DNA-Methode schnell zum Nachweis dieser langsam
wachsenden und schwer kultivierbaren Bakterien eingesetzt werden. Sie liefert viel
schneller ein Ergebnis als die herkdmmlichen kulturellen Methoden. Die PCR Methode
nach Gonzalez et al. (2000) ist schnell und einfach durchzufihren und zeigt hohe

Nachweiszahlen.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die PCR Methode sich flr den
Nachweis von Arcobacter in Gefligelfleischproben als die Uberlegene Methode
herausgestellt hat. Die PCR Methode nach Gonzalez et al. (2000) dient als geeignete
Alternative zur kulturellen Anzucht. Fir den Routineeinsatz im Labor stellt die PCR ein
schnelles und sensitives Screeningverfahren dar. Auch die Kosten und der personelle
Aufwand sind hier im Vergleich zum kulturellen Verfahren etwas geringer. Aber das
Screeningverfahren alleine reicht nicht flir die Beurteilung des Lebensmittels. Fur die
lebensmittelrechtliche Beurteilung der Lebensmittelproben muss sich danach eine
kulturelle Isolierung des Keimes anschlie3en. Nach den vorliegenden Ergebnissen eignet
sich hierfur am besten das modifizierte kulturelle Nachweisverfahren nach Gonzalez et al.
(2000). Eine PCR Technik erlaubt ein schnelleres und effizienteres Arbeiten und flhrt

dennoch zu sicheren Ergebnissen.

Im Untersuchungszeitraum von Januar 2006 bis April 2007 wurden insgesamt 209 Proben

Geflugelfleisch und Geflugelfleischerzeugnisse untersucht. In diesen Versuchsreihen
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konnte bei allen vier untersuchten Gefligelarten (Huhn, Pute, Gans und Ente) Arcobacter
spp. nachgewiesen werden. Die Ergebnisse zeigen, dass von 146 untersuchten rohen
Proben insgesamt mittels PCR nach Gonzalez et al. (2000) bei 54 % Arcobacter spp.
nachgewiesen werden konnte. Somit konnte bestatigt werden, dass insbesondere rohes
Geflugelfleisch in hohen Prozentsatzen mit Arcobacter kontaminiert ist. Die hdchsten
Nachweiszahlen sind bei Hahnchenfleisch mit 59 % zu finden. Atanassova et al. (2008)
untersuchten ebenfalls Hanchenfleisch und fanden in einer Pravalenz von 43 %
Arcobacter spp.. Gonzalez et al. (2008) konnten mit PCR bei 29 von 32 Hahnchenproben
Arcobacter spp. nachweisen. Die Nachweiszahlen bei Putenfleisch mit 50 % und bei
Entenfleisch mit 46 % sind nur etwas niedriger als bei Hahnchenfleisch. Dagegen konnten
nur in 11 % Gansefleisch Arcobacter nachgewiesen werden. Atabay et al. (2008) unter-
suchten Kloakenabstriche von Gansen und fanden zu 18 % positive Proben. Die Resultate
machen deutlich, dass Gefllugelfleisch eine Infektionsquelle flr Arcobacter darstellt, aber
nicht alle Geflligelarten gleich belastet sind. In der Literatur finden sich groRe Unter-
schiede Uber Nachweiszahlen von Arcobacter in Fleisch. Fur den Nachweis in Ganse-
fleisch lassen sich bislang keine Daten miteinander vergleichen. Es konnte mit diesen
Untersuchungen nicht geklart werden, ob die Unterschiede innerhalb der Geflligelarten
signifikant vorkommen oder zufallig sind. Eine Ursache flr die unterschiedlichen Nach-
weiszahlen von Arcobacter liegt insbesondere in der Verwendung unterschiedlicher Iso-
lierungsverfahren. In Japan fanden Kabeya et al. (2004) in 23 % der Huhnerfleischproben
Arcobacter spp. In Australien konnte der Erreger in 73 % Huhnerfleischproben nachge-
wiesen werden (Rivas et al., 2004). In Deutschland fanden Rohder et al. (2007) in 37 %
Huhnerfleischproben und Bartholoma und Naumann (2006) in 85 % Huhnerfleischproben
Arcobacter. In deren Ergebnissen war A. butzleri die am haufigsten nachgewiesene

Spezies gefolgt von A. cryaerophilus und A. skirrowii.

Die eigene Studie zeigte, dass mit dem PCR Verfahren nach Gonzalez et al. (2000) A.
butzleri zu 48 %, A. cryaerophilus zu 8 % und A. skirrowii zu 4 % in den 146 rohen Proben
nachweisbar waren. Die Ergebnisse der eigenen Untersuchungen verdeutlichen, dass sich
alle drei Erreger, die als eventuelle Lebensmittelinfektionserreger fir den Menschen von
Bedeutung sind, in Gefligelfleisch nachweisen lassen. Nach der Optimierung der Metho-
den konnte mit drei kulturellen Nachweisverfahren A. skirrowii in naturlich kontaminierten
Geflugelfleischproben gefunden werden. Trotz der Senkung der Konzentrationen der anti-
mikrobiellen Substanzen konnte mit der modifizierten kulturellen Methode nach de Boer et

al. (1996) in keiner Probe A. skirrowii nachgewiesen werden. Houf et al. (2001A) erklarten,
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dass mdglicherweise der zu hohe Gehalt an Piperacillin dafur verantwortlich war, dass de
Boer et al. (1996) nur A. butzleri isolieren konnten. In dieser Arbeit konnte nach der modi-
fizierten Methode nach de Boer et al. (1996) A. butzleri und A. cryaerophilus nachge-
wiesen werden. Ein moglicher Grund fur das Misslingen der Isolation von A. skirrowii
kénnte das Uberwachsen des Erregers durch konkurrierende Erreger sein. Scullion et al.
(2004) verglichen drei Isolationsmethoden und fanden nur mit einer Methode A. skirrowii.
Son et al. (2007B) untersuchten das Vorkommen von Arcobacter spp. in Hahnchenfleisch

und konnten nur A. butzleri und A. cryaerophilus Spezies nachweisen.

Aulerdem wurden 63 hitzebehandelte Erzeugnisse auf das Vorkommen von Arcobacter
untersucht. Hier konnte weder kulturell, noch mit PCR Arcobacter spp. nachgewiesen
werden. Untersucht wurden ausschlieRlich vom Geflugel stammende Rohwdurste, Brih-
wurste und Doénerzubereitungen. Dies Ergebnis bestatigte die bisherigen Annahmen von
Phillips (2000) und Lehner et al. (2005), die das Vorkommen von Arcobacter spp. nur in

rohem Fleisch, nicht aber in erhitzten Lebensmitteln beschrieben.

Schlussfolgerungen

Nach der Optimierung waren durch die kulturellen Verfahren nach Johnson und Murano
(1999), Gonzalez et al. (2000) und Houf et al. (2001) A. skirrowii nachzuweisen. Unter den
Methoden zeigte die modifizierte kulturelle Methode nach Gonzélez et al. (2000) die

hdchsten Nachweisraten flr A. butzleri, A. cryaerophilus und A. sKirrowii.

Die PCR Methode nach Gonzalez et al. (2000) stellte sich im Vergleich zu den vier
kulturellen Methoden als sensitivste und schnellste Nachweismethode fur Arcobacter

heraus.

Es konnte mit den Nachweismethoden gezeigt werden, dass untersuchtes nichtver-
zehrfertiges Geflugelfleisch in hohen Prozentsatzen mit Arcobacter spp. kontaminiert ist.
Besonders in Hahnchenfleisch konnte eine hohe Pravalenz nachgewiesen werden. A.
butzleri war die am haufigsten nachgewiesene Spezies. Mit den Nachweismethoden
konnte in keinem der verzehrfertigen Geflligelfleischerzeugnisse Arcobacter spp.

nachgewiesen werden.
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D Zusammenfassung

In den letzten Jahren hat das Bakterium Arcobacter durch sein Vorkommen in
Lebensmitteln eine erhohte Aufmerksamkeit erreicht. Es existiert jedoch noch keine
anerkannte Referenzmethode fur den Nachweis von Arcobacter. Eine Schwierigkeit
besteht darin, dass Arcobacter und Campylobacter haufig zusammen auftreten und mit
kulturellen Verfahren nicht sicher voneinander zu unterscheiden sind. Von Bedeutung fur
die Unterscheidung zu Campylobacter ist, dass Arcobacter aerotolerant ist und auch bei

viel niedrigeren Temperaturen wachst.

Ziel dieser Untersuchung im Rahmen einer Dissertation war es, zuerst verschiedene
kulturelle Nachweisverfahren und ein PCR Verfahren zu optimieren. Im zweiten Schritt
sollten die modifizierten Verfahren miteinander verglichen und das Vorkommen von
Arcobacter in Geflugelfleisch untersucht werden. Es wurden ausschlieRlich vom Gefligel
stammende Lebensmittelproben (n=209) untersucht. Neben Rohwaren (n=146), wie
Hahnchen-, Enten-, Ganse- und Putenfleisch, wurden auch verzehrfertige Erzeugnisse wie
Roh- und Bruhwurste und gegarte Geflugelhackfleischerzeugnisse (n=63) untersucht.
Zuerst wurden vier kulturelle Nachweisverfahren aus der Literatur ausgewahlt und
optimiert. Die kulturellen Verfahren nach de Boer et al. (1996), Houf et al. (2001), Johnson
und Murano (1999) und Gonzalez et al. (2000) wurden untereinander und mit einer PCR
Methode nach Gonzales et al. (2000) verglichen. Alle verdachtigen Arcobacter Isolate
wurden mit einer speziesspezifischen m-PCR nach Houf et al. (2000) untersucht. Dabei
konnte bei 79 rohen Geflugelfleischprodukten (54 % aller Rohprodukte) mit der PCR nach
Gonzalez et al. (2000) aus der Anreicherung Arcobacter detektiert werden. In den
verzehrfertigen Erzeugnissen konnten keine Arcobacter nachgewiesen werden. Von den
79 PCR-positiven Proben konnten mit Hilfe der kulturellen Methode nach de Boer et al.
(1996) 47 (32 % der positiven rohen Produkte), mit der Methode nach Houf et al. (2001)
54 (37 %), mit der Methode nach Johnson und Murano (1999) 60 (41 %) und mit der
Methode nach Gonzalez et al. (2000) 65 (45 %) erfolgreich nachgewiesen werden. Von
den 79 PCR-positiven Proben waren in 70 Proben A. butzleri, in 12 Proben A.
cryaerophilus und in 6 Proben A. skirrowii zu identifizieren. Positiv waren von 112 rohen
Hahnchenfleischprodukten 66 (59%), von 14 rohen Putenfleischprodukten 7 (50 %), von
11 rohen Entenfleischprodukten 5 (46 %) und von 9 rohen Gansefleischprodukten eines
(11 %).
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Mit den Untersuchungen konnten Daten zum Vorkommen von Arcobacter spp. in
Geflugelfleisch erhoben werden. Die héchsten Nachweisraten konnten bei Hahnchen-
fleisch ermittelt werden. Bei anderem Geflugelfleisch lagen die Nachweisraten niedriger.
Als haufigster Erreger konnte A. butzleri nachgewiesen werden. Die vier kulturellen Nach-
weisverfahren zeigten sehr groRe Unterschiede. Im Vergleich konnte die hochste
Sensitivitat mit dem Nachweisverfahren nach Gonzalez et al. (2000) erzielt werden. Die
PCR nach Gonzalez et al. (2000) war den kulturellen Nachweisverfahren hinsichtlich der
Sensitivitat deutlich Uberlegen. Zudem koénnen mit der PCR als Screeningmethode
negative Proben innerhalb von 48 h identifiziert werden. Auch der Arbeitsaufwand ist
geringer. FUr den Routineeinsatz im Labor stellt die PCR ein schnelles und sensitives

Screeningverfahren dar.
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E Summary

“Comparison of a PCR and four modified culture methods for detection of

Arcobacter spp. in poultry and poultry products”

Interest for Arcobacter in public health has increased over the last years. Several studies
have been conducted to determine the occurrence of Arcobacter in different foods. This
group of bacteria has frequently been isolated from poultry meat. At present no standard
isolation method for Arcobacter is available which limits the ability to compare the reported
isolations rates. Furthermore, correct identification of Arcobacter is difficult. They are easily
misidentified as Campylobacter, especially when biochemical methods are applied.
However, using DNA-based method, a reliable identification can be performed. The aim of
this dissertation was to optimise four culture methods for detection of the three most
common Arcobacter species (A. butzleri, A. cryaerophilus and A. skirrowii) associated with
human disease. These four modified methods were compared with each other and with a

PCR method using naturally contaminated poultry and poultry products.

Four different isolation methods (de Boer et al., 1996; Houf et al., 2001; Johnson and
Murano, 1999; Gonzalez et al., 2000) were after optimisation compared with each other
and with a PCR method (Gonzales et al., 2000). For species identification, a multiplex-
PCR method was used (Houf et al., 2000). A total of 209 samples of raw poultry (146) and
poultry products (63) were tested with the 4 modified methods and the PCR method. The
isolation rates in raw poultry using modified de Boer et al. (1996), Houf et al. (2001),
Johnson and Murano (1999) and Gonzalez et al. (2000) methods were 32% (47/146), 37%
(54/146), 41% (60/146) and 45% (65/146), respectively. The most commonly isolated
species with all culture methods was A. buzleri. In total, 54% (79/146) of the raw poultry
samples were positive for Arcobacter by PCR: 59% (66/112) of chicken, 50% (7/14) of
turkey, 46% (5/11) of duck samples and from 9 goose products only a single sample (11
%). A. butzleri, A. cryaerophilus and A. skirrowii were detected in 70 (89%), 12 (15%) and
6 (8%) of 79 PCR-positive raw poultry samples, respectively. All processed poultry
products were negative with all methods.

This study shows that there was a clear difference in the sensitivity between the culture
methods. The highest isolation rate was obtained by the modified culture method of

Gonzalez et al. (2000) and the lowest one with the modified method of de Boer et al.
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(1996). The PCR method was more sensitive than any of the culture methods. PCR is an
alternative method for rapid and specific screening of food samples. Raw poultry,
especially chicken, was shown to be highly contaminated with Arcobacter with all methods

and the most common species was A. buzleri.
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F Anhang

1 Nahrmedien und Reagenzien fiir kulturellen Nachweis: Bouillons

Bezeichnung: Arcobacter Selektiv Bouillon zur Isolierung von Arcobacter nach de Boer

Kurzform: ASB

Zusammensetzung:
Basisn&hrboden:
Brucella broth powder BD Art. Nr. 211088

Supplement(e):
Lysiertes Pferdeblut Oxoid Art. Nr. SR 48
Piperacillin-Losung Sigma (s. Rezept PIP) Art. Nr. P8396
Cefoperazon-Ldsung Sigma (s. Rezept CEFA) Art. Nr. C4292
Trimethoprim-Losung Sigma (s. Rezept TRI) Art. Nr.T7883
Cycloheximide-Ldsung Sigma (s. Rezept CYCLO) Art. Nr.C7698
(Rezepte fiir PIP, CEFA, TRI, CYCLO siehe Rezept: Komponenten fiir ASB/ASM-
Medium)

Herstellung:

» 28 g Brucella broth powder in 910 ml dest. Wasser I0sen

» autoklavieren: 15 min /121 °C

» aufca. 43 °C abkuhlen lassen

» sterile Zugabe der Supplemente:

* 50 ml lysiertes Pferdeblut

* 32 mg Piperacillin-Losung (in 10 ml dest. H,0 geldst und sterilfiltriert)

* 16 mg Cefoperazon-L6sung (in 10 ml dest. H,0 gelost und sterilfiltriert)

* 20 mg Trimenthoprim-Lésung (in 4 ml 96 % Ethanol + 6 ml dest. H.0 geldst und
sterilfiltriert

* 100 mg Cycloheximide-Losung (in 10 ml dest. H,0 geldst und sterilfiltriert)

* pH-Wert messen: Soll 7,0 +/- 0,2 (bei ca. 25 °C)
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e In Roéhrchen a 10 ml abfiillen

Bezeichnung: Komponenten fur ASB/ASM Medium nach de Boer

Kurzform: Komponente 1: PIP
Komponente 2: CEFA
Komponente 3: TRI
Komponente 4: CYCLO

Zusammensetzung:
Basisn&hrboden:
PIP: Piperacillin Sigma Art. Nr. P8396
CEFA: Cefoperazon Sigma Art. Nr. C4292
TRI: Trimethoprim Sigma Art. Nr. T7883
CYCLO: Cycloheximide Sigma Art. Nr. C7698

Supplement(e): keine
Herstellung:
1. PIP: 32 mg Piperacillin in 10 ml dest. H,0 I6sen und sterilfiltrieren
2. CEFA: 16 mg Cefoperazon in 10 ml dest. H,0 I6sen und sterilfiltrieren

3. TRI: 20 mg Trimenthoprim in Ethanol/Wasser-Gemisch (4 ml 96 % Ethanol
+ 6 ml dest. H20) I6sen und sterilfiltrieren

4. CYCLO: 100 mg Cycloheximid in 10 ml dest. H20 I16sen und sterilfiltrieren

* Die Lésungen sind vier Wochen haltbar!

Bezeichnung:) Arcobacter Selektiv Bouillon zur Isolierung von Arcobacter nach Houf et
al.

Kurzform: AHB

Zusammensetzung:
Basisnahrboden:

Arcobacter Bouillon AB CM965 Oxoid
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Supplement(e):
Lysiertes Pferdeblut 5 % Oxoid Art. Nr. SR 48

Amphotericin B-Losung Sigma Art. Nr. A 4888
Cefoperazon-LAsung Sigma (s. Rezept CEFA) Art. Nr. C4292
Trimethoprim-Ldsung Sigma (s. Rezept TRI) Art. Nr.T7883
5-Fluorouracil Sigma Art. Nr. F 6627

Novobiocin Sigma Art. Nr. N 1628

Brenztraubensaure/Pyruvate Merck Art. Nr. 1.06619

Thioglycolate medium Sigma Art. Nr. T 9032
(Rezepte fir PIP, CEFA, TRI, CYCLO siehe Rezept: Komponenten fiir ASB/ASM-
Medium)
Herstellung:

» 24 g Arcobacter broth in 900 ml dest. Wasser I6sen

» autoklavieren: 15 min /121 °C

» aufca. 55 °C abkuhlen lassen

» sterile Zugabe der Supplemente:

* 50 ml lysiertes Pferdeblut zugeben

* 150 mg 5-Fluorouracil-Losung (in 10 ml dest. H.,0 geldst)

* 16 mg Cefoperazon-Lésung (in 10 ml dest. H,0 geldst)

* 64 mg Trimethoprim-Lésung (in 4 ml 96 % Ethanol + 6 ml dest. H.0 geldst)
* 20 mg Amphotericin-B-Lésung (in 10 ml dest. H,0 geldst)

* 32 mg Novobiocin-Lésung (in 10 ml dest. H.0 geldst)

* 500 mg Brenztraubensaure zugeben (in 10 ml dest. H,0 geldst)
* 500 mg Thioglycolat zugeben (in 10 ml dest. H.0 geldst)

» pH-Wert messen: Soll 7,0 +/- 0,2 (bei ca. 25 °C)

¢ |n Rohrchen a 10 ml abflllen
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Bezeichnung: Arcobacter Selektiv Bouillon zur Isolierung von Arcobacter nach Johnson
und Murano

Kurzform: AJMB

Zusammensetzung:
Basisn&hrboden:
Brucella broth powder BD Art. Nr. 211088
Supplement(e):
5-Fluorouracil Sigma Art. Nr. F 6627
Activated charcoal Sigma Art. Nr. C 7606
Cefoperazon-Ldsung Sigma (s. Rezept CEFA) Art. Nr. C4292

Brenztraubensaure/Pyruvate Merck  Art. Nr. 1.06619
Thioglycolate medium Sigma  Art. Nr. T 9032
Bile salts no. 3 (0.25 %) Oxoid Art. Nr. LP 0056

(Rezepte fur PIP, CEFA, TRI, CYCLO siehe Rezept: Komponenten fiir ASB/ASM-
Medium)

Herstellung:

24 g Brucella broth powder in 940 ml dest. Wasser I6sen
autoklavieren: 15 min/ 121 °C
auf ca. 55 °C abkiihlen lassen

sterile Zugabe der Supplemente:

16 mg Cefoperazon-Lésung (in 10 ml dest. H.0 geldst)
150 mg 5-Fluorouracil-Lésung (in 10 ml dest. H.0 geldst)
30 g activated charcoal (in 10 ml dest. H,0 geldst)

500 mg Pyruvate-Losung (in 10 ml dest. H.0 gelost)

500 mg Thioglycolate-Lésung (in 10 ml dest. H.0 geldst)
2,5 g Gallensalz no. 3 (in 10 ml dest. H,0 gelost) zugeben.

pH-Wert messen: Soll 7,0 +/- 0,2 (bei ca. 25 °C)
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In Rohrchen a 10 ml abfullen.

Bezeichnung: Arcobacter Selektiv Bouillon zur Isolierung von Arcobacter nach Gonzalez

Zusammensetzung:
Basisnéahrboden:
Arcobacter broth AB CM965 Oxoid
Supplement(e):
CAT-Supplement Oxoid Art. Nr. SR 0174E
5-Fluorouracil Sigma Art. Nr. F 6627
Novobiocin Sigma Art. Nr. N 1628

(Rezepte fur PIP, CEFA, TRI, CYCLO siehe Rezept: Komponenten fiir ASB/ASM-
Medium)

Herstellung:

24 g Arcobacter broth in 990 ml dest. Wasser I6sen
autoklavieren: 15 min /121 °C

auf ca. 55 °C abkuhlen lassen

sterile Zugabe der Supplemente:

1 x CAT-Supplement-Losung (in 10 ml dest. H.0 geldst)
100 mg 5-Fluorouracil-Lésung (in 10 ml dest. H,0 geldst)
40 mg Novobiocin-Lésung (in 10 ml dest. H,0 gelost)
pH-Wert messen: Soll 7,0 +/- 0,2 (bei ca. 25 °C)

In Rohrchen a 10 ml abfullen.
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2 Nahrmedien und Reagenzien fiir kulturellen Nachweis: Selektive Nahrboden

Bezeichnung: Arcobacter Selektiv Agar nach de Boer

Kurzform: ASM

Zusammensetzung:

Basisnahrboden:

Muller-Hinton broth Oxoid Art. Nr. CM 405

Agar Nr. 3 Oxoid Art. Nr. LP13
Supplement(e):

Piperacillin-Lésung Sigma (s. Rezept PIP) Art. Nr. P8396

Cefoperazon-Ldsung Sigma (s. Rezept CEFA) Art. Nr. C4292

Trimethoprim-Ldésung Sigma (s. Rezept TRI) Art. Nr.T7883

Cycloheximide-Losung Sigma (s. Rezept CYCLO) Art. Nr.C7698

(Rezepte fur PIP, CEFA, TRI, CYCLO siehe Rezept: Komponenten fiir ASB/ASM-
Medium)

Herstellung:

28 g Muller-Hinton +

25 g Agar Nr. 3 in 960 ml dest. Wasser I0sen

autoklavieren: 15min /121 °C

auf ca. 43 °C abkuhlen lassen

sterile Zugabe der Supplemente:

32 mg Piperacillin-Lésung (in 10 ml dest. H,0 geldst und sterilfiltriert)
16 mg Cefoperazon-Lésung (in 10 ml dest. H20 geldst und sterilfiltriert)

20 mg Trimenthoprim-Losung (in 4 ml 96 % Ethanol + 6 ml dest. H,0 geldst und
sterilfiltriert)

100 mg Cycloheximide-Ldsung (in 10 ml dest. H,0 geldst und sterilfiltriert)
Platten giel3en

pH-Wert messen: Soll 7,0 +/- 0,2 (bei ca. 25 °C)

65



ANHANG

Bezeichnung: Arcobacter Selektiv Agar zur Isolierung von Arcobacter nach Houf

Kurzform: AHM

Zusammensetzung:
Basisn&hrboden:
Arcobacter Bouillon AB CM965 Oxoid Art. Nr. 211088
Agar Technical no.3 AT3 L13 Oxoid

Supplement(e):
Amphotericin B-Losung Sigma Art. Nr. A 4888
Cefoperazon-Ldsung Sigma (s. Rezept CEFA) Art. Nr. C4292
Trimethoprim-Lésung Sigma (s. Rezept TRI) Art. Nr.T7883
5-Fluorouracil Sigma Art. Nr. F 6627
Novobiocin Sigma Art. Nr. N 1628
(Rezepte fur PIP, CEFA, TRI, CYCLO siehe Rezept: Komponenten fiir ASB/ASM-
Medium)
Herstellung:

» 24 g Arcobacter Bouillon und 12 g Agar Technical No.3 in 950 ml dest. Wasser
l6sen

» autoklavieren: 15 min /121 °C

» auf ca. 55 °C abkuhlen lassen

» sterile Zugabe der Supplemente:

* 150 mg 5-Fluorouracil-Losung (in 10 ml dest. H,0 geldst)

» 16 mg Cefoperazon-Lésung (in 10 ml dest. H,0 gelost)

* 64 mg Trimethoprim-Lésung (in 4 ml 96 % Ethanol + 6 ml dest. H,0 geldst)
* 20 mg Amphotericin B-Lésung (in 10 ml dest. H,0 geldst)

* 32 mg Novobiocin-Lésung (in 10 ml dest. H.0 geldst)

* pH-Wert messen: Soll 7,0 +/- 0,2 (bei ca. 25 °C)

* In Platten giel3en
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Bezeichnung: Arcobacter Selektiv Agar zur Isolierung von Arcobacter nach Johnson and
Murano

Kurzform: AJMM

Zusammensetzung:
Basisn&hrboden:
Brucella broth powder BD Art. Nr. 211088
Nutrient agar no. 2 Difco

Supplement(e):

Lysiertes Pferdeblut 5 %
Cefoperazon-Ldsung Sigma (s. Rezept CEFA) Art. Nr. C4292

Brenztraubensaure/ Pyruvate Merck Art. Nr. 1.06619

Thioglycolat medium Sigma Art. Nr. T 9032
(Rezepte fur PIP, CEFA, TRI, CYCLO siehe Rezept: Komponenten fiir ASB/ASM-
Medium)
Herstellung:

* 24 g Brucella broth powder und 12 g Nutrient agar no.2 in 920 ml dest. Wasser
|6sen

» autoklavieren: 15 min /121 °C

» aufca. 55 °C abkuhlen lassen

» sterile Zugabe der Supplemente:

* 50 ml lysiertes Pferdeblut zugeben

* 16 mg Cefoperazon-Lésung (in 10 ml dest. H.0 geldst)
* 500 mg Pyruvate-Losung (in 10 ml dest. H.0 geldst)

* 500 mg Thioglycolate-Lésung (in 10 ml dest. H,0 geldst)
* pH-Wert messen: Soll 7,0 +/- 0,2 (bei ca. 25 °C)

* In Platten giel3en.
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Bezeichnung: Arcobacter Selektiv Agar zur Isolierung von Arcobacter nach Gonzalez
(m CIN/ CAT Agar)

Kurzform: ACM

Zusammensetzung:

Basisndhrboden: fur mCIN-AGAR

Yersinia selective agar base Oxoid CM 0653
Hefeextrakt = Yeast extract Merck 1.03753
Bactoagar BD 214010
Natriumchlorid Merck 1.06404
Sodium-Succinate-Hexahydrate Sigma S 2378

Sodium-L-Glutamate-Monohydrate  Merck 1.06445

Magnesiumchlorid-Hexahydrate Merck 1.05833
5-Fluorouracil Sigma Art. Nr. F 6627
Supplement(e):
CAT-Supplement Oxoid SR 0174E

(Rezepte fir PIP, CEFA, TRI, CYCLO siehe Rezept: Komponenten fiir ASB/ASM-
Medium)

Herstellung:

» 58.0 g Yersinia selective agar base, 2.5 g Bactoagar und 3.0 g yeast extract in
990 ml dest. Wasser I6sen.

e aulerdem 0.8 g Natriumchlorid,
* 2.0 g sodium succinat hexahydrat,
2.0 g sodium L-glutamate monohydrat,
1.0 g Magnesium chloride hexahydrat,
und 100 mg 5-Fluorouracil (in 10 ml dest. H,0 gel6st) zugeben.
» autoklavieren: 15 min /121 °C
» aufca. 55 °C abkuhlen lassen

» sterile Zugabe der Supplemente:

o CAT-Supplement-Lésung:
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e 1 x CAT-Supplement-Lésung (in 10 ml dest. H.0 geldst)
* pH-Wert messen: Soll 7,0 +/- 0,2 (bei ca. 25 °C)

* In Platten giel3en

3 Nahrmedien und Reagenzien fiir kulturellen Nachweis: Nahrboden fiir
Subkulturen

Bezeichnung: Trypton-Soja-Agar

Kurzform: TSA

Zusammensetzung:

Basisnahrboden: Neutralised Soya Peptone z. B. Oxoid L44

Trypton z. B. Oxoid LP 0042
Agar-Agar z.B. Merck 1.01614.
Sodium chloride z.B. Merck 1.06404.

Supplement(e): Keine
Herstellung:
* 5,0 g Soyapeptone
* +15,0 g Trypton
* + 5,0 g sodium chloride
* +15,0 g Agar-Agar

* in 1000 ml demin. Wasser losen

» autoklavieren: 15 min/ 121 °C

* in Platten gieRen

pH-Wert kontrollieren: 7,3 +/- 0,2 (bei ca. 25 °C)

Blutagar-Platten OXOID
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4 Nahrmedien und Reagenzien fiir Screening- und m-PCR

Probenaufbereitung

PrepMan™ Ultra Reagenz

DNA-Polymerase

Hot StarTaq Master Mix Kit
Primer
Primer Design

Elektrophorese

Agarose Biozym LE Agarose
Tris-Acetat-EDTA Puffer

Ethidiumbromid,
wassrige, gebrauchsfertige Losung 1 mg/mi

Gel Ladepuffer

Zusammensetzung:

62,5 mg Bromphenolblau, 62,5 mg Xylencyanol, 6,25

g Ficoll (Typ 400), ad 25 ml Wasser dest.
0,9 %ige NaCl-Losung
Zusammensetzung:

Natriumchlorid 9,0 g

Zubereitung:

9,0 g Natriumchlorid in demin. Wasser auflosen,

pH-Wert einstellen: 6,0 £ 0,2 (bei 25 °C)
15 min bei 121 °C autoklavieren
pH-Wert kontrollieren: 6,0 £ 0,2 (bei 25 °C)

Mikroaerobe Bebriitung

CampyGen Packung

5 Gerate und Laborbedarf

5.1 Laborgerate-Grundausstattung

APPLIED BIOSYSTEMS

Qiagen

HERMANN

BIOZYM

SIGMA
FLUKA

MERCK, 1.06404

OXOID
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Waagen
Elektronische Prazisionswaage LA 5200 P-OCE

Elektronische Prazisionswaage BP 2100
Elektronische Prazisionswaage LA 2200S-OCE
Elektronische Prazisionswaage YDP03-OCE

Thermomixer

Thermomixer comfort

Verdinnungsautomat

Bioflow SynergA
Stomacher
Bagmixer 400 P

Reagenzglasmixer

Vortex 7-2020

Vortexer

Kuhlschrank

FKS 5000

Aqualytic 200031

Pipetten

Glaspipette 1 Oml/0, 1 ml/Ex+1 5s 200C £ 0,05ml
Demeterpipette 200C
Pipettierhilfe

macro

Eppendorf Pipette reference

Zubehor fur Eppendorf Gerate

Eppendorf tubes 2 ml safe lock

Einmalspitzen gestopft Tip One 1-100 pl
Tip One 101-1000 pl
Tip One 0,5-10 pl

SARTORIUS
SARTORIUS
SARTORIUS
SARTORIUS

EPPENDORF

KIESTRALAB AUTOMATION

INTERSCIENCE

NEOLAB
MERCK

LIEBHERR
LIEBHERR

FORTUNA
DINKELBERG

BRAND
EPPENDORF

EPPENDORF
STARLAB
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Kihlbrutschranke

KB 53 WTB BINDER

KB 115 WTB BINDER

KB 240 WTB BINDER

KB 720 WTB BINDER
Kartuschenbrenner

Soudogaz 2000 PZ CAMPIGAZ
Stomacherbeutel

Badfilter INTERSCIENCE
Sicherheitswerkbank

HS12 KENDRO

Mikroaerobe Werkbank MACS-VA 500 dw Scientific
Autoklaven

5075 ELV TUTTNAUER CO LTD.
5075 EL TUTTNAUER CO LTD.
Sterilisator

Sterilisator FED 240 WTB-BINDER

Reagenzglaser

016 mm /L 160 mm MERCK / VWR
Aufbewahrungsgefalle

Erlenmeyerkolben 500 ml 25/500 ks SIMAX KAVALIER
Abdeckungen

Alufolie 0 ca. 15 cm, Dicke 0,03 mm NEOLAB

Parafiim M NEOLAB
Kryo-Aufbewahrungsboxen NEOLAB

Petrischalen
92 x 16 mm mit Nocken No./Ref 82.1473 SARSTEDT

Handschuhe

Einmal-Handschuhe Latexhandschuh puderfrei, Gel- JFM JOSEF F MULLER GMBH
Beschichtung
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Einmal-Handschuhe Nitril, puderfrei
Kuhlraum
Kldhlanlage R404A

pH-Messqgerat mit Tischdrucker

pH-Meter 765
Tischdrucker PS-180

Wasserbad
ETR 452825

Magnetrihrer mit Heizplatte
IKA-Combimag RCT
IKA-Mag REO

Trockenschrank

Trockenschrank
Dosierfix
Dosierfix

Abfillautomat mit Druckeinrichtung
Abflullautomat MP 1000

Tintenstrahldrucker A 100 (fur Petrischalen)

Aufbewahrungsmedium
Mikrobank 1 Cryobank
Mikrobank / Cryobank Kryoréhrchen

Spiralplater
Autoplate 4000

5.2 Spezialanschaffungen fiir die PCR

ffun PCR-Werkbank

PCR-Werkbank aura

PCR-tubes und ReaktionsgefalRe
Thin Wall 8Tube Strip

MICROFLEX

DOSTER GMBH

KNICK
GMF

DINKELBERG LABORTECHNIK

IKA-WERKE
IKA-WERKE

MEMMERT

WELATEC

NEW BRUNSWICK SCI.
DOMINO AMJET GMBH

MAST DIAGNOSTICA

SPIRAL BIOTECH

(Norwood USA)

BIOAIR

APPLIED BIOSYSTEMS
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Mikro Amp Tray
Zentrifuge
Biofuge pico

Reagenzglasmixer

Reagenzglasmixer Heidolph

Thermocycler

Thermocycler Gene Amp PCR-System 2400
Thermocycler Gene Amp PCR-System 2700
Thermocycler Gene Amp PCR-System 2720

Elektrophoresekammern

Elektrophoresekammer Agargel Maxi mit Standard
Power Pack P25

Elektrophoresekammer Agargel Maxi mit
Elektrophoresis Power Supply EPS 601

Dokumentationseinheit

Dokumentationseinheit Bio Doc Il mit Kamera, PC
und Bearbeitungssoftware

Drucker

Fotodrucker Digital Graphic printer UP-D 890

BIOZYM

HERAEUS

NEOLAB

APPLIED BIOSYSTEMS
APPLIED BIOSYSTEMS
APPLIED BIOSYSTEMS

BIOMETRA

BIOTECH

BIOMETRA

SONY
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6 Ubersichtstabellen und Abbildungen zu den Untersuchungen

Probenvorbereitung

(40 g Material 1:4 mit Bouillon homogenisieren)

Selektivanreicherungen

AHB

AJMB ABCAT

Ausstrich auf Arcobacter Selektivplatten

ASM

AHM

AJMM mCIN/CAT

\ Auswahl verdachtiger /

Kolonien

Subkulturen (Reinkulturen auf Selektiv- und Trypton Soja Agar)

o

;

Bestatigung

Identifizierung der verdachtigen Kolonien durch m-PCR nach Houf et al. (2000)

Abbildung 3: Nachweis von Arcobacter mit kulturellen Methoden

mASB = Arcobacter Selektiv Bouillon
mAHB = Arcobacter Houf Bouillon

mAJMB = Arcobacter Johnson Murano Bouillon

mABCAT = Arcobacter Bouillon mit CAT

CAT= Cefoperazon, Amphotericin B, Teicoplanin Supplement

mASM = Arcobacter Selektiv Medium

mAHM = Arcobacter Houf Medium

mAJMM = Arcobacter Johnson Murano Medium
mCIN/CAT= Arcobacter Medium nach Collins
m= modifiziert
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Probenanreicherung in AB mit CAT
Supplement nach mod. Methode
nach Gonzalez et al. (2000)

DNA-Aufarbeitung nach prepMan™

PCR-Amplifikation

Gelelektrophorese

i

UV Transillumination und PC
Analyse

.

m-PCR bei positiven Proben
(Houf et al., 2000)

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Arbeitsablaufs der PCR nach Gonzalez et al. (2000)

AB= Arcobacter Bouillon (Oxoid)
CAT= Cefoperazon, Amphotericin B, Teicoplanin Supplement
mod. = modifiziert
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DNA-Probe fiir den Arcobacter-Nachweis

Probenaufarbeitung nach der PrepMan™ ULTRA Methode

Generell wurde das linke Aufarbeitungsschema verwendet und nur fir den schnellen Screening-PCR-Nachweis
zum Vergleich

das rechte Schema:

Von einer Kulturplatte von einer Anreicherungsbouillon

Auswahl einer verdéchtigengH
Kolonie von einer Agarplatte.

0

l Zellsuspension

Pipettieren von 1 mL der
Bouillon mit Bakterien in
ein 2.0-mL
Mikrozentrifugenréhrchen.

Zentrifugieren
der Probe fiir 3
min @ 16,000 x
g. Uberstand
Lésen der Zellen in 200 pl verwerfen.
PrepMan™ Ultra Sample
Preparation Reagent in
einem 2.0-ml-Mikrozentrifugen-
réhrchen.

200 pl von PrepMan™ Ultra
Sample Preparation
Reagent.

Hinzufligen.

Gefal gut verschliel3en.

Vortexen der Probe fiir 10 bis 30 s.

Erhitzen der Probe flir 10
min @ 100 °C in einem
Wasserbad.

Zentrifugieren der Probe fir
3 min @ 16,000 x g.

Uberstand in ein neues Mikrozentri-
fugenréhrchen Gberfiihren.

Reaktionsschlusspunkt (kiihlen bei 4 °C) Der Uberstand ist fertig fiir die PCR.

Abbildung 5: Probenaufarbeitung nach der PrepMan™ ULTRA Methode
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Tabelle 20: veranderte antimikrobielle Zusatze Methode de Boer et al. (1996)

Inkubation Kontrollstamm Cefoperazon Cefoperazon Cefoperazon Piperacillin Piperacillin Piperacillin

Zeit (h) A. butzleri 50mg/I 32mgl/l 16mgl/l 100mg/I 75mg/l 32mgl/l
16h  2.21x107 1.38x10’ 1.52x10’ 1.80x107 4.00x10° 4.80x10°  7.20x10°
24h  5.82x10% 4.00x10’ 4.36x10° 4.73x107 4.40x10®  5.20x10°  1.38x107
48h  2.47x10" 8.09x10° 1.91x10 2.31x10° 6.40x10° 7.20x10°  1.65x10"

Kontrollstamm

A.

cryaerophilus
16h 1.38x10’ 3.28x10° 1.38x10° 1.66x10° - 4.00x10*  1.81x10°
24h  2.14x10® 3.49x10° 1.52x10’ 2.40x10" - 4.40x10°  2.80x10°
48h 1.65x10" 4.15x108 6.55x108 1.01x10° - 5.90x10®  2.18x10°

Kontrollstamm

A. skirrowii
16h  4.00x10° 2.18x10? 3.08x102 2.18x10° - 3.64x10°  1.38x10°
24h  4.80x10* 2.40x10° 3.64x10° 2.62x10* - 4.00x10°  1.52x10*
48h 1.21x10° 2.94x10° 6.91x10° 9.43x10° - 1.55x10°  8.76x10°

Tabelle 21: veranderte antimikrobielle Zusatze Methode Houf et al. (2001)

Inkubation Kontrollstamm Amphotericin Amphotericin  Amphotericin  5- 5- 5-
Zeit (h) A butzleri B B Fluorouracil Fluorouracil Fluorouracil
' 30mg/l 20mg/I 10mg/I| 200mg/l 150mg/I 100mg/I
16h 2.21x107 1.55x107 1.81x107 1.81x107 1.35x107  1.80x10”  1.85x107
24h 5.82x10°8 4.00x107 5.09x107 5.09x107 4.00x10% 4.40x10® 4.40x10°®
48h 2.47x10" 1.65x10° 2.40x10° 2.40x10° 1.38x10""  2.14x10" 2.14x10"
Kontrollstamm
A.
cryaerophilus
16h 1.38x107 6.18x10° 8.00x10° 8.00x10° 1.01x107  1.15x10"  1.15x107
P4h 2.14x108 6.55x107 8.79x107 8.09x107 1.15x10® 1.98x10%® 1.98x108
48h 1.65x10" 4.00x10° 1.65x10" 1.01x10" 1.01x10" 1.55x10" 1.55x10"
Kontrollstamm
A. skirrowii
16h 4.00x10°3 - - - - - -
P4h 4.80x10* - - - - - -
48h 1.21x108 6.18x10* 6.91x10* 6.91x10* 8.00x10° 1.01x10%®  1.08x10°
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Tabelle 22: veranderte antimikrobielle Zusatze Methode Johnson-Murano (1999)

Inkubation Kontrollstamm Cefoperazon Cefoperazon Cefoperazon |5:I ”5:| i |5:| i
Zeit (h) A butzleri  50mgll 32mgl/l 16mg/l uorouraciit-uorouracil Fluorouraci
200mg/I 150mg/| 100mg/!
16h 2.21x107 1.38x107 1.52x107 1.80x107 1.35x107  1.80x10”  1.85x10’
24h 5.82x108 4.40x107 4.40x107 4.80x107 4.00x10%  4.40x10®  4.40x10°®
48h 2.47x10" 7.80x10° 2.14x10" 3.64x10" 1.55x10""  2.14x10" 2.14x10"
Kontrollstamm
A.
cryaerophilus
16h 1.38x107 2.14x10° 1.01x108 2.21x108 1.01x10”  1.15x10"  1.81x10’
24h 2.14x108 2.31x108 6.40x108 2.47x107 1.15x108  1.98x10%® 2.14x10°®
48h 1.65x10" 2.40x10° 6.00x10° 1.01x10" 1.01x10"  1.08x10" 1.55x10"
Kontrollstamm
A. skirrowii
16h 4.00x10° 2.18x102 3.08x102 2.18x10° - - -
24h 4.80x10* 2.40x10° 3.64x10° 2.62x104 1.91x10"  2.14x10" 2.64x10’
48h 1.21x108 2.94x10° 6.91x10° 9.43x10° 8.00x10° 1.01x10°  1.08x10°

Tabelle 23: veranderte antimikrobielle Zusatze Methode Gonzalez et al. (2000)
(mikroaerob)

Inkubation Kontrollstamm  Nur CAT- gusatzion 40mgfl - dusatalon
Zeit (h) A butzleri Supplement ovobiocin und . 60mg/lI Novobiocin gnd
' 100mg/I Fluorouracil 150mg/l Fluorouracil

16h 2.21x107 1.01x107 1.01x10’ 4.40x10°

24h 5.82x10® 2.14x107 2.07x10’ 4.73x10°

48h 2.47x10" 9.43x10° 9.59x10" 7.20x10°
Kontrollstamm
A. cryaerophilus

16h 1.38x10’ 5.82x10° 5.82x10° 4.00x10°

24h 2.14x10® 6.90x10° 6.18x10° 4.36x10°

48h 1.65x10" 5.20x10’ 4.80x10’ 6.18x10°
Kontrollstamm
A. skirrowii

16h 4.00x10° 6.74x10' 6.74x10" -

24h 4.80x10* 8.79x10' 8.76x10" -

48h 1.21x10° 5.82x10? 5.80x10? 1.55x10"
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Tabelle 24: veranderte antimikrobielle Zusatze Methode Gonzélez et al. (2000)
(mikroaerob und aerob)

Inkubation Kontrollstamm Nur CAT- ﬁusatg_llch 40”219” ggsatﬁh,(\:lh bioCi d
Zeit (h) A. butzleri Supplement ovobiocin un . Mg/l Rovoblocin un
100mg/l Fluorouracil 150mg/I Fluorouracil

16h mikroa. 2.21x107 1.01x107 1.01x107 4.40x10°

40h aerob 2.18x10° 7.20x108 7.20x10°8 4.00x10°

64h aerob 2.47x10" 7.80x10" 7.20x10" 1.20x108
Kontrollstamm
A. cryaerophilus

16h mikroa. 1.38x107 5.82x10° 5.82x10° 4.00x10°

40h aerob 2.14x10° 7.20x108 7.00x108 4.00x10°

64h aerob 1.65x10" 7.00x10" 7.00x10" 6.91x10°
Kontrollstamm
A. skirrowii

16h mikroa. 4.00x10° 6.74x10? 6.74x10? -

40h aerob 4.80x10* 8.79x10° 8.76x10° 1.55x10"

64h aerob 1.21x108 6.74x10° 6.80x10° 1.93x10°

Tabelle 25: veranderte antimikrobielle Zusatze Methode de Boer et al. (1996)

Inkubation Kontrollstamm Cefoperazon Cefoperazon Cefoperazon Piperacillin Piperacillin Piperacillin

Zeit (h) A. butzleri 50mg/I 32mg/l 16mgl/l 100mg/I 75mg/l 32mg/l
16h 2.21x107 1.52x107 1.52x107 1.80x107 3.64x10° 4.00x10° 4.40x10°
24h 5.82x108 3.64x10’ 4.73x107 6.40x107 1.55x10”  4.40x10"  1.98x108
48h 2.47x10" 1.55x10" 1.98x10" 4.40x10™ 4.00x10° 4.73x10°  1.55x10"
Kontrollstamm
A
cryaerophilus
16h 1.38x107 1.38x10° 1.91x10° 6.40x10° 1.55x10°  4.40x10°  1.55x10*
24h 2.14x108 4.00x10° 4.00x107 7.80x107 6.40x10°  7.20x10°  4.00x10°
“8h 1.65x10" 1.55x10° 1.91x10° 6.91x10° 4.00x10° 5.90x10®  2.18x10°
Kontrollstamm
A. skirrowii
16h 4.00x10° 2.18x10? 3.08x10? 2.18x10° 1.55x10"  2.40x10%> 6.80x10°
24h 4.80x10* 2.40x10° 3.64x10° 2.62x10* 1.55x10"  4.00x10?  7.20x10°
“8h 1.21x10°8 2.94x10° 6.91x10° 9.43x10° 4.00x10° 7.80x10°  4.40x10°
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Tabelle 26: veranderte antimikrobielle Zusatze Methode Houf et al. (2001)

Inkubation Kontrollstamm 5-Fluorouracil 5-Fluorouracil 5-Fluorouracil g:g:oé g:g:os g:gzoB
Zeit (h) A. butzleri 200mg/l 150mg/| 100mg/| 30mgl! 20mgl! 10mg/l
16h 2.21x107 1.55x107 1.98x107 1.98x107 1.38x107  1.52x10"  1.66x10’
24h 5.82x108 4.36x108 4.80x108 4.80x108 1.66x10”  1.80x10”  1.80x10’
48h 2.47x10" 1.55x10" 1.91x10" 1.91x10" 8.00x10°  8.79x10°  8.79x10°
Kontrollstamm
A
cryaerophilus
16h 1.38x10’ 1.38x10° 1.66x10° 1.80x10° 3.64x10°  4.73x10°  4.73x10°
24h 2.14x108 1.80x10° 1.93x10° 1.80x10° 4.00x10°  5.09x10°  5.09x10°
48h 1.65x10" 8.00x10™ 9.59x10" 9.59x10" 7.80x10°  1.55x10"  1.55x10"
Kontrollstamm
A. skirrowii
16h 4.00x10° - - - - - -
24h 4.80x10* - - - - - -
48h 1.21x10° 4.00x10° 4.80x10° 4.80x10° 7.20x10*  1.55x10°  1.55x10°

Tabelle 27: veranderte antimikrobielle Zusatze Methode Gonzélez et al. (2000)
(mikroaerob)

Inkubation Kontrollstamm 5-Fluorouracil 5-Fluorouracil
Zeit (h) A. butzleri 1.50 mg/l NaCl 0.80 mg/l NaCl o4, 100mg/!
16h 2.21x107 9.43x10° 1.01x107 1.01x108 1.08x10°
24h 5.82x10°8 9.43x10° 1.08x107 1.15x108 1.15x10°
48h 2.47x10" 8.76x10°8 1.21x10" 6.91x10" 1.01x10™
Kontrollstamm
A. cryaerophilus
16h 1.38x107 6.80x10° 7.20x10° 1.55x108 1.55x10°
P4h 2.14x108 6.80x10° 7.80x10° 1.81x108 1.81x10°
48h 1.65x10" 6.91x108 1.55x10" 6.18x10" 6.55x10"
Kontrollstamm
A. skirrowii
16h 4.00x10° 1.01x10° 1.01x10°
24h 4.80x10* 1.08x10’ 1.15x108
48h 1.21x108 1.55x10* 5.20x10° 4.40x10° 4.80x10°
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Tabelle 28: veranderte antimikrobielle Zusatze Methode Gonzélez et al. (2000)
(mikroaerob und aerob)

Inkubation Kontrollstamm 5-Fluorouracil 5-Fluorouracil
Zeit (h) A. butzleri 1.50 mg/l NaCl 0.80 mg/i NaCl 555, 100mg/!
16h mikroa. 2.21x107 9.43x10° 1.01x107 1.01x108 1.08x10°
40h aerob 2.18x10° 7.20x10°8 1.08x10° 1.15%x10° 1.15x10°
64h aerob 2.47x10" 6.18x10" 1.55x10" 1.28x10" 1.28x10™
Kontrollstamm
A. cryaerophilus
16h mikroa. 1.38x107 6.80x10° 7.20x10° 1.55x108 1.55x10°
40h aerob 2.14x10° 6.91x10°8 7.80x10°8 1.01x10° 1.08x10°
64h aerob 1.65x10" 5.45x10" 1.01x10™ 1.01x10" 1.08x10™
Kontrollstamm
A. skirrowii
16h mikroa. 4.00x10° - - 1.01x10° 1.01x10"
40h aerob 4.80x10* 1.55x10* 5.20x10* 1.08x10* 1.15x10*
64h aerob 1.21x108 7.80x10° 5.45x107 5.82x107 6.18x107

Tabelle 29: Ergebnisse DNA-Aufarbeitung nach Gonzalez et al. (2000)

Versuch1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4
kbE x | kbE x [ KbE x [ KbE x | kbE x | kbE x | kbE X | kbE x | KbE x | KbE x [ KbE x | kbE x

102 103 10* 102 103 10* 102 103 10* 102 103 10*
A. butzleri + + + + + + - + + - + +
A. cryaerophilus + + + + + + - - + - - +
A. skirrowii - - + - - - - - - - - +
A. butzleri,
A. cryaerophilus, + + + + + + - - + - + +
A. skirrowii

+= schwach positiv, ++= deutlich positiv, -= negativ
Negative Kontrollen wurden in die Versuche miteinbezogen.
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Tabelle 30: Ergebnisse DNA-Aufarbeitung nach PrepManTM (2002)

Versuch1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4
kbE x | KbE x | kbE x | kbE x | kbE x | kbE x | kbE x | kbE x | kbE x | kbE x | kbE x | kbE x

102 10° 10 102 10° 10* 102 10° 10* 102 10° 10
Arcobacter butzleri - + ++ + + ++ - + ++ + + ++
Arcobacte'r - ++ ++ + ++ ++ - - ++ - + ++
cryaerophilus
Arcobacter skirrowii - + + - + ++ - - ++ - + ++
A. butzleri,
A. cryaerophilus, + + ++ + + ++ - + ++ + + ++
A. skirrowii

+= schwach positiv, ++= deutlich positiv, -= negativ
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Tabelle 31: Detaillibersicht der untersuchten Gefligelproben

Probe- Bezeichnung Herkunft Methode de Methode Methode Methode PCR Bestitigung-
Nummer Boer et. al. Johnson- Gonzalez et. Houfetal. Gonzalez et. PCR Houf et. al.
1996 Murano 1999 al. 2000 2001 Al. 2000 2000

06/000078/002 Gokko Putenbrust frisch EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/000314/001 Hahnchenbrustfilet EH nn nn nn nn nn nn
Italien

06/000609/001 Entenbrustfilet EH nn nn nn nn nn nn
Frankreich

06/000658/001 Entenbrustfilet EH nn nn nn nn nn nn
Frankreich

06/000657/001 Hahnchenbrustfilet EH Keine Keine Keine Keine Keine Keine Ergebnisse
Deutschland Ergebnisse Ergebnisse Ergebnisse Ergebnisse Ergebnisse

06/000607/001 Hahnchenbrustfilet EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/000607/002 Hahnchenbrustfilet EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/000773/001 Hahnchenbrustfilet EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/000774/001 Hahnchenbrustfilet EH nn nn nn nn arco A. butz.
Deutschland

06/000762/001 Barbarie-Entenbrust EH nn nn nn nn arco A. butz.
Frankreich

06/000776/001 Barbarie-Entenbrustfilet EH nn nn nn nn nn nn
Frankreich

06/000906/001 Gansebrust EH nn nn nn nn nn nn
Polen (152)

06/000975/001 Bio Hahnchenbrust Bio Markt nn nn nn nn arco A. butz.
Deutschland

06/000947/001 Hahnchenbrustfilet Landwirt nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/001029/001 Hahnchenbrustfilet EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/001029/002 Hahnchenbrustfilet EH nn nn nn nn nn nn

Deutschland




ANHANG

Probe- Bezeichnung Herkunft Methode de Methode Methode Methode PCR Bestaitigung-
Nummer Boer et. al. Johnson- Gonzalez et. Houfetal. Gonzalez et. PCR Houf et. al.
1996 Murano 1999 al. 2000 2001 Al. 2000 2000

06/000961/001 Entenbrust Metzgerei nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/001008/001 Hahnchenbrustfilet EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/001029/001 Hahnchenbrustfilet EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/001029/002 Hahnchenbrustfilet EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/001248/001 Hahnchenbrustfilet EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/001352/001 Entenbrust EH arco arco arco arco arco A. butz.
Frankreich

06/001352/002 Entenbrust EH arco arco arco arco arco A. butz.
Frankreich

06/001347/001 Entenbrust EH nn nn nn nn nn nn
Frankreich

06/001346/001 Entenbrust EH arco arco arco arco arco A. butz.
Frankreich

06/001338/001 Hahnchenbrustfilet frisch EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/001341/001 Hahnchenbrustfilet EH nn nn nn nn nn nn
Osterreich (151)

06/001445/001 Barbarie-Entenbrustfilet LIDL arco arco arco arco arco A. butz.
Frankreich

06/001591/001 Gansebrust EH nn nn nn nn nn nn
Ungarn

06/001655/001 Hahnchen-Brustfilet EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/001746/001 Flugentenbrustfilet Marktstand nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/001747/001 Hahnchenschnitzel Marktstand nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/005168/001 Putenbrustfilet EH arco arco arco arco arco A. butz.

Deutschland




ANHANG

Probe- Bezeichnung Herkunft Methode de Methode Methode Methode PCR Bestaitigung-
Nummer Boer et. al. Johnson- Gonzalez et. Houfetal. Gonzalez et. PCR Houf et. al.
1996 Murano 1999 al. 2000 2001 Al. 2000 2000

06/004355/001 Putenbrustfilet EH arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland

06/004644/001 Putenbrust EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/005163/001 Putenschnitzel Metzgerei nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/005304/001 Putenbrustschnitzel EH arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland

06/005171/001 Gansebrust EH nn nn nn nn nn nn
Ungarn

06/005362/001 Putenbrust frisch Metzgerei nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/006868/001 Putenbrustfilet EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/006850/001 Putenbrustfilet frisch EH arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland

06/006850/002 Putenbrustfilet frisch EH arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland

06/006864/001 Putenschnitzel EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/006085/001 Gansebrust EH nn nn nn nn nn nn
Ungarn

06/005594/001 Wiesenhof Hahnchen- EH nn nn nn nn nn nn

Brustfilet Deutschland

06/005591/001 Putenbrustfilet EH arco arco arco arco arco A. cry
Deutschland A. cry A. cry A. cry A. cry

06/005422/001 Hafermast-Gansebrust EH nn nn nn nn nn nn
Polen

06/005612/001 Gansebrust EH nn nn nn nn nn nn
Polen

06/006077/001 Gansebrust von junger EH nn nn nn nn nn nn

Hafermastgans Deutschland
06/006591/001 Gansebrust EH nn nn nn nn nn nn

Ungarn (165)




ANHANG

Probe- Bezeichnung Herkunft Methode de Methode Methode Methode PCR Bestaitigung-
Nummer Boer et. al. Johnson- Gonzalez et. Houfetal. Gonzalez et. PCR Houf et. al.
1996 Murano 1999 al. 2000 2001 Al. 2000 2000

06/007047/001 Hahnchenschlegel EH arco arco arco arco arco A. butz.
Frankreich

06/007048/001 Bio Hahnchenschlegel EH arco arco arco arco arco A. butz
Frankreich A. skirr

06/007049/001 Hahnchenschenkel Landwirt nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/007050/001 Hahnchen EH nn nn arco nn arco A. butz.
Deutschland

06/007050/002 Hahnchen EH nn nn arco nn arco A. butz.
Deutschland

06/007138/001 Hahnchen EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/007138/002 Hahnchen EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/007148/001 Hahnchenschenkel EH arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland

06/007288/001 Hahnchenschenkel EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/007289/001 Hahnchenschenkel EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/007289/002 Hahnchenschenkel EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/007329/001 Hahnchenschlegel frisch Metzgereifiliale arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland

06/007330/001 Hahnchenschlegel Treff Imbiss nn nn nn nn nn nn
Italien

06/007333/001 Hahnchen grillfrisch Treff Imbiss nn nn nn nn arco A. butz.
Italien

06/007335/001 Hahnchen ohne Innereien EH arco arco arco arco arco A. butz.

frisch Deutschland

06/007397/001 Frisches Suppenhuhn Wochenmarkt arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland

06/007399/001 Frisches Hahnchen Metzgereifiliale nn arco arco arco arco A. butz.
Deutschland A. cry A. cry A. cry A. cry




ANHANG

Probe- Bezeichnung Herkunft Methode de Methode Methode Methode PCR Bestatigung-
Nummer Boer et. al. Johnson- Gonzalez et. Houfetal. Gonzalez et. PCR Houf et. al.
1996 Murano 1999 al. 2000 2001 Al. 2000 2000

06/007400/001 Frisches Hahnchenbrustfilet EH nn nn nn nn nn Nn
Deutschland

06/007428/001 Hahnchenschenkel Gemlse- nn nn nn nn nn nn
Obststand
Deutschland?

06/007430/001 Hahnchenschenkel EH arco arco arco arco arco A. butz.
Turkei

06/007431/001 Hahnchen Landwirt nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/007432/001 Hahnchenschenkel EH arco arco arco arco arco A. butz.
2

06/007433/001 Grillhdhnchen Schnellgastrono- nn nn nn nn nn nn
mie
Deutschland

06/007433/002 Grillhdhnchen Schnellgastro- nn nn nn nn nn nn
nomie
Deutschland

06/007660/001 Hahnchen frisch Wochenmarkt arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland A. skirr

06/007649/001 Hahnchenfligel Metzgerei nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/007643/001 Hahnchen-Brustfilet EH arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland

06/0007642/001 Hahnchenkeulen frisch Landwirt arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland

06/007635/001 Hahnchenschenkel EH arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland

06/007633/001 Hahnchenschenkel EH nn nn nn nn nn nn
Turkei

06/007632/001 Hahnchenkeulen EH arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland

06/007627/001 Hahnchenschenkel EH arco arco arco arco arco A. butz.

Deutschland




ANHANG

Probe- Bezeichnung Herkunft Methode de Methode Methode Methode PCR Bestatigung-
Nummer Boer et. al. Johnson- Gonzalez et. Houfetal. Gonzalez et. PCR Houf et. al.
1996 Murano 1999 al. 2000 2001 Al. 2000 2000

06/007982/001 Hahnchen Schnellgastro- arco arco arco arco arco A. butz.
nomie
Deutschland

06/007971/001 Hahnchen-Unterschenkel EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/007973/001 Hahnchen EH arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland

06/008311/001 Hahnchen Doppelpack EH arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland

06/008311/002 Hahnchen Doppelpack EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/008311/003 Hahnchen Doppelpack EH arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland

06/8493/001 Hahnchenkeulen Marktstand nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/008521/001 Hahnchenschenkel EH nn arco arco arco arco A. butz.
Deutschland A. cry. A. cry. A. cry. A. cry

06/008520/001 Hahnchen EH arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland

06/008498/001 Hahnchenkeulen Marktstand arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland

06/008499/001 Hahnchen EH arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland

06/008502/001 Maishahnchen Marktstand nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/008496/001 Hahnchen Marktstand nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/008509/001 Hahnchen EH arco arco arco arco arco A. butz.
2

06/008745/001 Hahnchenschenkel EH arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland

06/008745/002 Hahnchenschenkel EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/008742/001 Hahnchen grillfertig EH arco arco arco arco arco A. cry
Frankreich A. cry A. cry A. cry A. cry




ANHANG

Probe- Bezeichnung Herkunft Methode de Methode Methode Methode PCR Bestatigung-
Nummer Boer et. al. Johnson- Gonzalez et. Houfetal. Gonzalez et. PCR Houf et. al.
1996 Murano 1999 al. 2000 2001 Al. 2000 2000
06/008741/001 Hahnchenschenkel frisch  EH nn nn nn nn nn Nn
Deutschland
06/008735/001 Hahnchenunterschenkel EH nn arco arco arco arco A. butz.
Deutschland
06/008732/001 Hahnchen frisch EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland
06/008727/001 Hahnchenunterschenkel EH arco arco arco arco arco A. butz
Deutschland A. cry. A. cry. A. cry. A. cry. A. cry
06/008728/001 Deutsche Poularde EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland
06/008803/001 Hahnchen-Unterschenkel EH nn nn nn nn arco A. butz.
Deutschland
06/009070/001 Hahnchen-Unterschenkel EH nn nn nn nn nn nn
frisch Deutschland
06/009325/001 Hahnchenschenkel EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland
06/009544/001 Hahnchen-Unterschenkel EH arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland
06/010075/001 Dt. Hahnchenschenkel EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland
06/010078/001 Dt. Hahnchenoberschenkel EH arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland
06/010076/001 Hahnchenschenkel EH arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland
06/010146/001 Hahnchenkeule frisch Metzgerei nn nn nn nn nn nn
Deutschland
06/010108/001 Hahnchenfligel EH nn nn nn nn arco A. butz.
Osterreich (151) A. cry
06/010133/001 Hahnchenschenkel EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland
06/010135/001 Hahnchenschlegel EH arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland
06/010138/001 Hahnchenunterkeule EH nn nn nn nn nn nn

Deutschland




ANHANG

Probe- Bezeichnung Herkunft Methode de Methode Methode Methode PCR Bestatigung-
Nummer Boer et. al. Johnson- Gonzalez et. Houfetal. Gonzalez et. PCR Houf et. al.
1996 Murano 1999 al. 2000 2001 Al. 2000 2000
06/010434/001 Frikadellen gegart EH nn nn nn nn nn Nn
Deutschland
06/010014/001 Hahnchenkeulen Fleischerei nn nn arco nn arco A. butz
Deutschland
06/010589/001 Hahnchenschlegel Metzgerei nn arco arco nn arco A. skirr.
Deutschland
06/010028/001 Hahnchenunterschenkel EH arco arco arco arco arco A. butz
Deutschland
06/009976/001 Hahnchenschenkel mit EH nn nn nn nn arco A. cry.
Ruckenstick Deutschland
06/010010/001 Putenmix zum Braten EH arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland
06/010013/001 Hahnchenkeulen EH nn nn nn nn arco A. cry
Deutschland
06/010007/001 Hahnchenkeulen EH nn nn nn nn arco A. butz.
Deutschland
06/009838/001 Hahnchenschenkel EH arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland
06/009977/001 Hahnchenoberkeule EH nn arco arco arco arco A. skirr.
Deutschland
06/010008/001 Hahnchenkeulen EH nn arco arco nn arco A. butz.
Deutschland
06/009842/001 Hahnchenschenkel EH arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland
06/009978/001 Hahnchenschenkel EH arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland
06/010791/001 Hahnchenschenkel EH nn nn nn nn arco A. cry.
Deutschland
06/015845/001 Putenmortadella EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland
06/015854/001 Puten-Salami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland
06/016137/001 Geflligel-Wiener EH nn nn nn nn nn nn

Deutschland




ANHANG

Probe- Bezeichnung Herkunft Methode de Methode Methode Methode PCR Bestatigung-
Nummer Boer et. al. Johnson- Gonzalez et. Houfetal. Gonzalez et. PCR Houf et. al.
1996 Murano 1999 al. 2000 2001 Al. 2000 2000

06/015149/001 Gefllgel-Fleischwurst EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/016217/001 Gefligel-Salami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/011020/001 Pute EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/014281/001 Hahncheninnenstreifen EH nn nn nn nn arco A. butz.
Deutschland

06/014271/001 Frisches Hahnchenbrustfilet EH nn arco arco arco arco A. butz.
Deutschland

06/014287/001 Hahnchenbrustfilet EH arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland

06/014526/001 Hahnchenbrustfilet EH nn arco arco arco arco A. butz, cry.
Deutschland A. cry. A. cry. A. cry.

06/014519/001 Hahnchenbrustfilet EH nn arco arco nn arco A. butz.
Deutschland

06/016183/001 Puten-Fleischwurst EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/016484/001 Geflugelfleischwurst EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/016223/001 Gutfried Puten-Salami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/016213/001 Geflugelfleischwurst EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/015515/001 Hahnchen-Déner Imbiss nn nn nn nn nn nn
2

06/016135/001 Puten-Salami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/016135/002 Puten-Salami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/015852/001 Puten-Salami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/016482/001 Geflugel-Fleischwurst EH nn nn nn nn nn nn

Deutschland




ANHANG

Probe- Bezeichnung Herkunft Methode de Methode Methode Methode PCR Bestatigung-
Nummer Boer et. al. Johnson- Gonzalez et. Houfetal. Gonzalez et. PCR Houf et. al.
1996 Murano 1999 al. 2000 2001 Al. 2000 2000

06/015801/001 Truthahn-Salami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/016127/001 Puten-Salami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/016203/001 Hahnchenbrust EH nn arco arco arco arco A. sKkirr.
Deutschland

06/016077/001 Gefluigel-Salami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/015799/001 Geflligel-Salami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/015564/001 Gefllgel-Salami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/011071/001 Geflligel-Hacksteak roh EH nn nn nn nn arco A. butz.
Deutschland

06/016676/001 Puten-Zwiebelmettwurst EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/016677/001 Geflliigelkasewtrstchen EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/016696/001 Geflligel-Wiener EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/016697/001 Geflliigel-Wiener Kase EH nn nn nn nn nn nn

Paprika Deutschland

06/017652/001 Geflligel-Salami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/017971/001 Putenschnitzel EH Keine Keine Keine Keine Keine Keine Ergebnisse
Deutschland Ergebnisse Ergebnisse Ergebnisse Ergebnisse Ergebnisse

06/017850/001 Puten-Bierwurst EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/017972/001 Hendl-Kaseknacker EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/017852/001 Geflugel-Salami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/017851/001 Geflligel-Bratwurst EH nn nn nn nn nn nn

Deutschland




ANHANG

Probe- Bezeichnung Herkunft Methode De Methode Methode Methode PCR Bestatigung-
Nummer Boer et. al. Johnson- Gonzalez et. Houfetal. Gonzalez et. PCR Houf et. al.
1996 Murano 1999 al. 2000 2001 Al. 2000 2000

06/017849/001 Chicken-Salami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/017328/001 Gefligel-Salami Wittmann EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/018366/001 Geflugel-Wiener Wiesenhof EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/018367/001 Truthahn-Salami Metzgerei nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/018498/001 Puten-Fleischwurst EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/018557/001 Truthahnwirstchen EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/018496/001 Puten-Salami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/020335/001 Geflugelfleischwurst EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/020334/001 Puten-Zwiebelmettwurst Putenraucherei  nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/020328/001 Geflligel-Pfeffersalami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/020328/002 Gefllgel-Pfeffersalami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/019775/001 Geflligel-Bierschinken EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/020668/001 Gefllgel-Fleischwurst EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/020177/001 Puten-Salami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/020323/001 Lyoner EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/020901/001 Knoblauch-Gefligel- EH nn nn nn nn nn nn

Fleischwurst Deutschland
06/020010/001 Lyoner EH nn nn nn nn nn nn

Deutschland




ANHANG

Probe- Bezeichnung Herkunft Methode de Methode Methode Methode PCR Bestatigung-
Nummer Boer et. al. Johnson- Gonzalez et. Houfetal. Gonzalez et. PCR Houf et. al.
1996 Murano 1999 al. 2000 2001 Al. 2000 2000

06/020323/002 Putensalami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/020669/001 Chicken-Salami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/020670/001 Puten-Salami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/020011/001 Schinkenwdrstchen EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/020807/001 Puten-Salami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/020804/001 Geflugel-Fleischwiirstchen EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/020806/001 Geflugel-Fleischwurst EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/020961/001 Putensalami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/020769/001 Putensalami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/020959/001 Geflligel-Wiener EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/020962/001 Geflligel-Fleischwurst EH nn nn nn nn nn nn
Turkei

06/021797/001 Gefligel-Wiener Gemiuse- nn nn nn nn nn nn
Obststand
?

06/021661/001 Truthahn-Salami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/021949/001 Putensalami EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

06/021343/001 Truthahn-Salami Gemise- nn nn nn nn nn nn
Obststand
?

06/021659/001 Geflugelfleischwurst EH nn nn nn nn nn nn

Deutschland




ANHANG

Probe- Bezeichnung Herkunft Methode de Methode Methode Methode PCR Bestatigung-
Nummer Boer et. al. Johnson- Gonzalez et. Houfetal. Gonzalez et. PCR Houf et. al.
1996 Murano 1999 al. 2000 2001 Al. 2000 2000
06/021362/001 Gefligel-Wiener Kase EH nn nn nn nn nn nn
Paprika Deutschland

07/000267/001 Hafermastgans EH arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland

07/000347/001 Hahnchenbrustfilet EH nn nn arco nn arco A. butz, cry.
Deutschland A. cry.

07/000427/001 Hahnchenbrustfilet EH nn arco arco nn arco A. butz, cry.
Deutschland

07/000449/001 Hahnchenschenkel EH nn arco arco nn arco A. skirr.
Deutschland

07/001/L1 Hahnchenschenkel EH nn nn nn nn arco A. butz.
Deutschland

07/002/L2 Hahnchenschenkel EH Kein Ergebnis Kein Ergebnis Kein Ergebnis Kein Ergebnis Kein Ergebnis Kein Ergebnis
Deutschland

07/003/L3 Hahnchenschenkel EH arco arco arco arco arco A. butz.
Deutschland

07/004/L4 Hahnchenschenkel EH nn nn nn nn nn nn
Deutschland

07/005/L5 Hahnchenschenkel EH Kein Ergebnis Kein Ergebnis Kein Ergebnis Kein Ergebnis Kein Ergebnis Kein Ergebnis
Deutschland

07/006/L6 Hahnchenschenkel EH nn arco arco nn arco A. butz.
Deutschland

07/007/L7 Hahnchenschenkel EH nn nn arco nn arco A. butz.
Deutschland

07/008/L8 Hahnchenschenkel EH nn nn nn nn arco A. butz.

Deutschland

nn= nicht nachgewiesen in der Probe

EH= Einzelhandel
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