Fachgruppe Mikrobiologie

Neue Tendenzen in der Lebensmitteluntersuchung

Der Nachweis von pathogenen Keimen
in Lebensmitteln mit herkdmmlichen
kulturellen Methoden ist in manchen Ma-
trices schwierig. Die PCR (Polymerase
Kettenreaktion), eine molekularbiologi-
sche Methode, bietet einige Vorteile ge-
geniiber kulturellen Methoden. Es exi-
stieren bereits einige kommerziell erhalt-
liche Tests fiir den Nachweis von Sal-
monellen, enteropathogenen E.coli, Li-
sterien und anderen pathogenen Mikro-
organismen mittels PCR.

Vor allem bei der Detektion von entero-
hédmorrhagischen E.coli bietet die mole-
kularbiologische Methode neben ande-
ren Vorteilen wie der erhdhten Sensiti-
vitdt, Verkiirzung der Untersuchungszeit,
der Wiederholbarkeit oder Vermeidung
von zusdtzlichen biochemischen Tests,
die Moglichkeit, Pathogenititsfaktoren
bzw. deren Gene direkt nachzuweisen.
Damit wird es erstmals realisierbar, an-
dere Serotypen als O157 zu detektieren.

Rohmilch und Hackfleisch stellen die
beiden Vehikel dar, die fiir eine Konta-
mination mit EHEC (enterohdmorrhagi-
sche E.coli) vornehmlich genannt wer-
den. Neben den Virulenzfaktoren hlyA,
und eae, die hidufig in enterohdmorrha-
gischen E.coli gefunden werden, sind es
vor allem die Gene stx/ (Shiga-like To-
xin 1) und s#x2, die zum Nachweis von
Shigatoxin-produzierenden Escherichia
coli herangezogen werden.

Im Rahmen der Teilnahme an internatio-
nalen Ringversuchen (PHLS, Public
Health Laboratory Service) ist es gelun-
gen, die entsprechenden Gene nachzu-
weisen. Campylobacteriosen sind nach
den Salmonellosen die am zweithdufig-
sten gemeldeten bakteriellen Lebensmit-
telinfektionen in Osterreich. Als Haupt-
risikofaktoren gilt der Genuf3 von Roh-
milch, und ungeniigend erhitztem Geflii-
gel. Fiir den Menschen pathogen sind die
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zwei Species Campylobacter jejuni und
Campylobacter coli.

Die Detektion von Campylobacter jeju-
ni bzw. Campylobacter coli in Lebens-
mitteln ist vor allem in der Rohmilch
schwierig. Campylobacter bildet soge-
nannte VBNC (viable-but-noncultura-
ble) Zellen aus, die mit Standard-Kultur-
methoden nicht mehr detektiert werden
kdnnen, obwohl sie unter giinstigen Um-
weltbedingungen potentiell pathogen
sein konnen. Die PCR-Technologie bie-
tet hier die Mdglichkeit, auch solche
Zellen zu bestimmen. Es wurde eine se-
minested PCR entwickelt (Manuskript in
Vorbereitung), die es erlaubt, mit einem
Amplifikationsschritt das fla4-Gen von
Campylobacter jejuni und Campylobac-
ter coli nachzuweisen. Dieses Gen co-
diert fiir ein Protein des Flagellums von
Campylobacter. Das Verfahren beinhal-
tet eine selektive Voranreicherung (mo-
difizierte Campylobacter Selektivbouil-
lon CCDA nach PresToN), Extraktion der
genomischen DNA, Amplifikation der
Genabschnitte, Visualisierung der DNA-
Fragmente durch Gelelektrophorese.

Anhand von Gefliigel- und Rohmilch-
proben konnte gezeigt werden, dass das
seminested PCR-System geeignet ist, die
Kontamination mit Campylobacter jejuni
und Campylobacter coli zu ermitteln.

Nachfolgende Abbildung 1 zeigt, dass
mit der Standard-Kulturmethode (selek-
tive Voranreicherung in modifizierter
Campylobacter Selektivbouillon CCDA
nach PRrEsTON, Isolierung mit Campylo-
bacter blood-free selective Agar, Besti-
tigung durch Latex-Agglutination mit
Dryspot Campylobacter Test) im Falle
von Rohmilch keine Campylobacteria-
ceaen isoliert werden konnten. Mit der
molekularbiologischen Methode jedoch
konnten 4 von 31 Proben (12,9 %) als
kontaminiert bestimmt werden.

Die Gefliigelproben setzten sich zusam-
men aus ganzem Gefliigel, Gefliigelkeu-
len, Hiihnerbrust, Hithnerfilet, und Hiih-
nerfligel. Mit Kulturmethoden gelang
es, Campylobacter ssp. in 6 von 30 Pro-
ben zu detektieren (20 %). Mit der mo-
lekularbiologischen Methode hingegen
war die Anzahl der positiven Proben 19
(63 %). Es konnte sowohl im ganzen
Gefliigel, als auch in Gefliigelteilen
Campylobacter nachgewiesen werden.

Mit der PCR-Technologie werden auch
tote Zellen erfasst. Es ist daher nicht
moglich, Aussagen dariiber zu machen,
ob die Proben, in denen mit der kultu-
rellen Methode kein Campylobacter de-
tektiert wurde, noch potentiell pathogen
sind. Es konnte sich um VBNC-Zellen
handeln, die kulturell nicht mehr isoliert
werden konnen, aber bei Inkorporation
Durchfall verursachen konnen.

Es konnte sich aber auch um bereits tote
Mikroorganismen handeln, die kein Ri-
siko mehr darstellen.

Die Kontamination dieser Proben mit
Campylobacter, und damit die Kontami-
nation dieser Betriebe steht jedoch au-
Ber Zweifel, sodass mit entsprechenden
Nachproben die kulturelle Bestéitigung
gelingen kann.
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Abbildung 1: Nachweis von Campylo-
bacter jejuni und Campylobacter coli
in Rohmilch- und Gefliigelproben
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