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1 Einleitung

1 Einleitung

Cronobacter-Infektionen betreffen Uberwiegend Erwachsene, jedoch -historisch gesehen-
haben diese in den letzten Jahrzehnten aufgrund ihrer direkten Assoziation mit
lebensbedrohlichen Infektionen, insbesondere bei Neugeborenen, erhdhte Aufmerksamkeit
erlangt. Die ersten dokumentierten Falle traten 1958 in England auf und flihrten zum Tod
zweier Sauglinge (Urmenyi & Franklin, 1961). Zwischen 1961 und 2018 wurden weltweit in der
veroffentlichten Literatur 183 Falle von Infektionen mit Cronobacter spp. gemeldet, von denen
67 % (100/150) Neugeborene betrafen und mindestens 42 % (42/112) tédlich endeten (Strysko
et al., 2020). Auch in Deutschland wurde im Jahr 2021 ein Cronobacter-Ausbruch bei
Frihgeborenen mit einem Todesfall in einem Krankenhaus gemeldet (BVL -—RKI
Gemeinsamer Nationaler Bericht, 2021). Invasive Cronobacter-Infektionen (am haufigsten
verursacht durch C. sakazakii) bei Sauglingen, einschliellich Sepsis und Meningitis, kdnnen
zu neurologischen Behinderungen und sogar zum Tod flhren; die gemeldete
Sterblichkeitsrate liegt bei bis zu 40 % (Bowen & Braden, 2006). Da in den meisten Landern
keine Meldepflicht besteht, ist die tatsachliche Inzidenz invasiver Cronobacter-Infektionen bei
Sauglingen nicht bekannt. Die geschatzte Inzidenz liegt bei etwa einer Infektion mit
Cronobacter spp. pro 100.000 Sauglinge pro Jahr und in 95 % der Falle sind Sauglinge in den
ersten beiden Lebensmonaten betroffen (Strysko et al., 2020). Bei Sauglingen mit sehr
geringem Geburtsgewicht (<1.500 g) steigt diese Rate auf 9,4 pro 100.000 (FAO und WHO,
2006). Im Jahr 2008 meldete die Weltgesundheitsorganisation (WHO) eine jahrliche Inzidenz
von mindestens 0,14 pro 100.000 Sauglingen auf den Philippinen und 1,76 pro 100.000
Sauglingen in England und Wales, obwohl es sich hierbei vermutlich um Unterschatzungen
handelt (FDA/WHO, 2008). Da Infektionen mit Cronobacter spp. in Deutschland nicht
meldepflichtig sind, muss mit einer Dunkelziffer gerechnet werden. Die Internationale
Kommission fur mikrobiologische Spezifikationen fir Lebensmittel (ICMSF) kategorisierte
Cronobacter spp. im Jahr 2002 als eine ernsthafte Gefahr fir beschrankte Populationen, die
zu lebensbedrohlichen oder chronischen Krankheiten fihren konnen (ICMSF, 2002). Das
Auftreten von Cronobacter-Infektionen fihrte schlieRBlich dazu, dass die Erndhrungs- und
Landwirtschaftsorganisation/Weltgesundheitsorganisation (FAO/WHO) bei ihren
Risikobewertungssitzungen Anderungen an den mikrobiologischen Kriterien fiir pulverférmige
Sauglingsanfangsnahrungsmittel vornahm. Diese Anderungen betonten die Bedeutung guter
Praktiken wahrend des Rekonstitutionsprozesses von Sauglingsnahrung (FAO/WHO, 2004,
2006, 2008; CAC 2008). Obwohl die FAO/WHO-Risikobewertungstreffen bereits 2004
begannen, wurden die mikrobiologischen Kriterien der Europaischen Union erst 2007 in der
Verordnung (EG) Nr. 1441/2007 der Kommission vom 5. Dezember geandert. Diese gelten
nun flr Sduglingsanfangsnahrung mit einer Zielgruppe bis zu 6 Monaten. Die Kriterien wurden

jedoch nicht fur Sauglingsnahrung "Folgemilch" geandert, die in der Entwéhnungsphase (>6
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1 Einleitung

Monate) verwendet wird. Daher besteht die Notwendigkeit einer verbesserten Erforschung des
Bakteriums, um Aspekte wie Vorkommen, Taxonomie und Virulenz besser zu verstehen.
Obwohl Cronobacter-Infektionen nicht sehr haufig sind, besteht ein grofer Bedarf, die
Offentlichkeit (ber die damit verbundenen Risiken aufzuklaren, um angemessene
Maflinahmen zu ergreifen. Da Sauglingsnahrung bei einer Reihe von Infektionen als Vehikel in
Frage kommt, sind besondere Vorsicht und Sensibilisierung erforderlich, um die
mikrobiologische Sicherheit von Sauglingsnahrung und ahnlichen Produkten zu
gewabhrleisten. Cronobacter spp. sind ubiquitar in der Umwelt verbreitet und wurden bisher
weltweit in verschiedenen Lebensmitteln, insbesondere in trockenen und getrockneten
Produkten, sowie in der Lebensmittelproduktion, auf Oberflachen im klinischen Umfeld, im
privaten Bereich und in weiteren verschienenen Quellen isoliert (Yemis et al., 2020). Seit
einem Ausbruch im Jahr 2002 in den USA, der durch pulverférmige
Sauglingsanfangsnahrungsmittel verursacht wurde (Himelright et al, 2002), steht
Sauglingsnahrung verstarkt im Fokus. In den meisten Ausbriichen, bei denen eine Quelle
identifiziert werden konnte, war kontaminierte Sauglingsnahrung auf Milchpulverbasis die
Hauptinfektionsquelle (79 %, 81/102) (Bowen & Braden, 2006; Strysko et al., 2020).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, zunachst eine Ubersicht (iber das Vorkommen von
Cronobacter spp. (ehemals E. sakazakii) in diversen Sauglingsnahrungsmitteln und
verschiedenen getrockneten Lebensmitteln aus dem Einzelhandel zu geben, um die
Exposition des Verbrauchers abzuschatzen und die daraus gewonnenen Stamme, welche seit
Jahren aus verschiedenen Lebensmitteln, insbesondere Sauglingsnahrungsmitteln, isoliert
werden konnten, zu charakterisieren. Dazu wurden neben Untersuchungen zur
phanotypischen Diversitadt von gewonnenen Stammen auch molekularbiologische Analysen
durchgefuhrt, um insbesondere systematische Fragestellungen in Bezug auf die Entwicklung
und Etablierung schneller moderner Nachweismethoden basierend auf spezies-spezifischer
Identifizierung und Differenzierung der einzelnen Spezies innerhalb der Gattung Cronobacter
mittels molekularbiologischer Techniken beantworten zu kénnen. Eine anschlielende
vergleichende Makrorestriktions- und Sequenzanalyse samtlicher Isolate bildete die
Grundlage, um erstmals zusammenhangende Fragen zum Speziesvorkommen sowie zur
intra- und interspezifischen Variabilitdt einzelner Cronobacter-Spezies in unterschiedlichen
Lebensmitteln beantworten zu kénnen. Tatsachlich konnten die Daten dieser Arbeit eine
vergleichsweise hohe Heterogenitat der nachgewiesenen Cronobacter—Spezies und -Isolaten
aufzeigen, die zukinftig auch diagnostisch mittels der in dieser Arbeit entwickelten spezies-

spezifischen Nachweismethoden genutzt werden konnen.
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1 Einleitung

1.1 Genus Cronobacter spp.
1.1.1 Taxonomische Einordnung von Cronobacter spp.

Die Gattung Cronobacter spp. besteht aus einer vielfaltigen Gruppe von gramnegativen,
opportunistisch pathogenen Bakterien aus der Familie der Enterobacteriaceae. Die Familie
Enterobacteriaceae gehdrt nach dem phylogenetischen System zur neu etablierten Ordnung
der Enterobacterales in der Klasse der Gammaproteobacteria in der Abteilung (Divisio, bei den
Prokaryoten auch als Phylum bezeichnet) Proteobacteria (Adeolu et al., 2016). Die Taxonomie
von Cronobacter wurde seit der Umbenennung in die neue Gattung Cronobacter (lversen et
al.,, 2007) mehrfach Uberarbeitet. Cronobacter spp. waren bis zum Jahr 2007 als die
eigenstandige Spezies Enterobacter sakazakii bekannt und wurden in der Literatur erstmals
im Jahr 1929 als ,gelb-pigmentierte Coliforme® beschrieben, isoliert aus der septikamischen
Blutkultur einer Frau, die an einer fiebrigen Infektion in Folge einer Kirettage litt (Pangalos,
1929). Im Jahr 1958 wurde zum ersten Mal ein ,pigmentiertes coliformes Bakterium® in
Zusammenhang mit einer todlich endenden, generalisierten Sepsis und Meningitis bei zwei
Neugeborenen im Osterhills Hospital (St. Albans City Hospital) in England erwahnt (Urmenyi
& Franklin, 1961). Der zweite dokumentierte Fall von Meningitis, der sich durch ,gelb-
pigmentierte Coliforme® bei einem Kind ereignete, wurde in einem Bericht im Odensee
Hospital, Danemark festgehalten und endete ebenfalls tddlich (Joker et al., 1965). Der Begriff
"gelb-pigmentierte Coliforme" war ein nicht nomenklaturkonformer Begriff, der vor 1970 in
Veroffentlichungen verwendet wurde, um Enterobacteriaceae-Stamme, die ein gelbes
Pigment produzieren, Laktose fermentieren und wahrend dieser Fermentation Gas bilden, zu
beschreiben. Anschlieliende Untersuchungen zur Speziesbestimmung zeigten, dass es sich
bei diesen Kulturen um ,gelb-pigmentierte Enterobacter (E.) cloacae“ handelte. Im Jahr 1972
konnte Brenner (1974) mittels DNA-DNA-Hybridisierung jedoch feststellen, dass diese ,gelb-
pigmentierten E. cloacae" und E. cloacae zwar eng miteinander verwandt waren, aber nicht
eng genug, um als zur selben Spezies gehdrend eingestuft zu werden. Auf Grundlage der
umfassenden Untersuchungen von Farmer et al. (1980) erfolgte schlieRlich im Jahr 1980 die
Klassifizierung als eigene Spezies. Sie beschrieben, basierend auf maligeblichen
Unterschieden zu E. cloacae bezlglich der DNA-Zusammensetzung, der biochemischen und
phanotypischen Eigenschaften sowie der Antibiotika-Sensibilitdt und der Pigmentierung, die
neue Spezies erstmal unter dem Namen Enterobacter sakazakii. Der Speziesname
.Enterobacter sakazakii“ wurde zu Ehren des japanischen Tierarztes und Mikrobiologen Riichi
Sakazaki gewahlt. Bereits zu diesem Zeitpunkt war zu erkennen, dass die Isolate dieser neuen
Spezies im Hinblick auf biochemische und genetische Eigenschaften nicht einheitlich waren.
Darauffolgend flihrte die biochemische Differenzierung der Isolate zur ersten Beschreibung
von 15 Biogruppen (Farmer et al., 1980), wobei eine weitere Biogruppe 2006 hinzugefiigt

wurde (lversen et al., 2006). In den folgenden Jahren wurde die damalige Annahme, dass die
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Taxonomie der neuen Spezies sehr komplexer sein kénnte, durch mehrere Untersuchungen
Uber die phylogenetische Verwandtschaft zwischen den E. sakazakii-lsolaten bestatigt.
Iversen et al. (2004) untersuchten die phylogenetischen Beziehungen von E. sakazakii mit den
eng verwandten Citrobacter Spezies anhand von 16S rDNA- und hsp60-Gensequenzen. Diese
Studie ergab vier verschiedene 16S rDNA-Cluster unter den E. sakazakii-Stammen, die jeweils
potenziell neue Arten darstellen. In einer Folgestudie wurde eine Korrelation zwischen diesen
16S rDNA-Clustern und den bereits beschriebenen Biotypen von Farmer et al. (1980)
hergestellt. In dieser Studie wurde auch eine neue Biogruppe Nr. 16 charakterisiert (lversen
et al., 2006).

Im Jahr 2007 wurde Cronobacter als Gattungsname vorgeschlagen, um die zuvor als E.
sakazakii klassifizierten Organismen einzuschlieRen. Der Name ,Cronobacter” leitet sich aus
der griechischen Mythologie ab. Der Titan Cronos (dt. Kronos, réom. Saturn) fraf3 seine Kinder,
die spateren olympischen Gotter. Die Namensgebung spielt auf die Tatsache an, dass
Cronobacter spp. vor allem bei Sauglingen zu oft tédlichen Infektionskrankheiten fihren. Diese
Klassifizierung wurde anhand der Uberpriifung von mehreren E. sakazakii-Stammen im
Hinblick auf ihre genetische und biochemische Diversitat begriindet (Ilversen et al., 2007a).
Folgende Speziesbezeichnungen wurden in der Originalarbeit vorgeschlagen: Cronobacter
Sakazakii comb. nov Cronobacter sakazakii subsp sakazakii, comb. nov., Cronobacter
sakazakii subsp malonaticus subsp nov., Cronobacter turicensis sp nov., Cronobacter

muytjensii sp nov., Cronobacter dublinensis sp nov. und Cronobacter genomospecies |.

Bereits ein Jahr spater erfolgte die Reklassifizierung der Spezies Enterobacter sakazakii als
Genus Cronobacter und die Beschreibung der neuen Spezies C. sakazakii, C. malonaticus,
C. muytjensii, C. dublinensis mit den Subspezies dublinensis, lausannensis und lactaridi, C.
turicensis und C. genomospecies | (lversen et al., 2008a), auf Basis von molekularbiologischen
Untersuchungen, wie Fluorescent Amplified Fragment-Length Polymorphism (f-AFLP)
Analyse, Ribotypisierung, DNA-DNA-Hybridisierung (,Goldstandard® Methode zur
Beschreibung neuer Spezies) und Gensequenzierung der 16S rRNA. Die beiden Subspezies
von C. sakazakii wurden aufgrund weitergehender Analysen als eigene Spezies, C. sakazakii
und C. malonaticus, klassifiziert (Baldwin et al., 2009). Nachfolgend wurde im Jahr 2011 die
neue Spezies C. condimenti zur Gattung Cronobacter hinzugefigt und C. genomospecies 1 in

C. universalis umbenannt (Joseph et al., 2012).

Bei weiteren Untersuchungen mittels Multi-Locus-Sequenzanalyse (MLSA), basierend auf nur
vier Loci (atpD, gyrB, infB und rpoB), wurden 2013 drei weitere apathogene Enterobacter
Spezies (E. helveticus, E. pulveris, und E. turicensis) als drei neue Cronobacter Spezies (C.
helveticus, C. pulveris und C. zurichensis) der Gattung Cronobacter zugeordnet (Brady et al.,

2013). Allerdings lag bei dieser Reklassifizierung das Niveau der Sequenzanalyse unterhalb
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1 Einleitung

des Ublicherweise akzeptierten Niveaus zur Benennung neuer Arten und wurde durch
umfangreiche Genomanalysen und biochemische Charakterisierungen von Stephan et al.
(2014) dementiert, indem sie zeigten, dass diese Spezies weder der Gattung Enterobacter
noch der Gattung Cronobacter zuzuordnen waren. Stephan et al. (2014) schlugen daher vor,
die drei Enterobacter-Arten (E. helveticus, E. pulveris und E. turicensis) in zwei neue
Gattungen, Franconibacter und Siccibacter, zu unterteilen (Franconibacter pulveris comb.
nov., Franconibacter helveticus comb. nov. und Siccibacter turicensis comb. nov.). Die derzeit
aktuelle taxonomische Klassifizierung von Cronobacter spp. stellt sich somit wie folgt dar
(Tabelle 1):

Tabelle 1: Taxonomische Einteilung von Cronobacter spp.

Taxon Bezeichnung Biogruppe Referenz
Ordnung Enterobacteriales Adeolu et al. (2016)
Familie Enterobacteriaceae Rahn (1937)
Gattung Cronobacter Iversen et al. (2008)
Spezies C. sakazakii 1,2,3,4,7,
8,11,13
Spezies C. malonaticus 59 14
Spezies C. dublinensis 6, 10, 12
Subspezies  C. dublinensis subsp. dublinensis 12
Subspezies  C. dublinensis subsp. lausannensis 10
Subspezies  C. dublinensis subsp. lactaridi 6
Spezies C. muytjensii 15
Spezies C. turicensis 16, 164,
16b
Spezies C. condimenti Joseph et al. (2012)
Spezies C. universalis

Die taxonomische Reklassifizierung der Gattung Cronobacter im Jahr 2007 fihrte zu einer
weitverbreiteten Verwirrung, sodass frihere E. sakazakii-Stamme zum Teil automatisch in C.
Sakazakii umbenannt wurden. Demzufolge wurden einige Laborstdmme von E. sakazakii
falschlicherweise einfach in C. sakazakii umbenannt. Beispielweise wurden die zuvor als
antibiotikaresistente C. sakazakii identifizierten Stamme spater als E. hormaechei
reidentifiziert (Poirel et al., 2007). Der ehemalige E. sakazakii Preceptrol™ (Qualitatskontrolle)
Stamm ATCC 51329 wurde als C. muytjensii Typ Stamm umklassifiziert. Dieser Stamm wurde
moglicherweise aufgrund der haufigen Verwendung im Labor in einigen Verdéffentlichungen als
C. sakazakii bezeichnet. Folglich besteht Unsicherheit der Relevanz dieser Studien, da C.
muytjensii nur selten mit klinischen Cronobacter-Infektionen in Verbindung gebracht wurde.
Ein zuvor als C. sakazakii identifizierter Stamm CMCC 454002 stellte sich als C. malonaticus

heraus (Blazkova et al., 2015). Anhand chemischer Strukturanalysen des O-Polysaccharids
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1 Einleitung

eines zu C. sakazakii umbenannten Stammes konnte dieser spater als E. ludwiggi identifiziert
werden (Szafranek et al., 2005).

Aufgrund der hohen Ahnlichkeit der 16S rDNA-Gensequenzen zwischen den Arten, die
zwischen 97,8 % und 99,7 % liegt, und der Uberlappung der biochemischen Profile, ist die
Taxonomie der Gattung Cronobacter besonders komplex (Dauga & Breuwer, 2008). Die
Existenz von Mikroheterogenitaten in der 16S rDNA-Gensequenz ist ein weiterer Faktor, der
bei bestimmten Stdmmen von C. sakazakii und C. malonaticus berichtet wurde, die auf der
Grundlage dieser Sequenzen nicht unterschieden werden konnten. Darlber hinaus wurden
Verwechslungen mit anderen Enterobacteriaceae-Stdmmen berichtet, darunter einer Reihe
von E. cloacae- und E. hormaechei-Stammen, welche anhand phanotypischer Tests
falschlicherweise als Cronobacter spp. identifiziert wurden (Caubilla-Barron et al., 2007;
Townsend et al., 2008). Die Gattung Cronobacter umfasst auch Stdmme, die urspringlich als
Prashechia flavescens und Azotobacteriaceae in Kultursammlungen hinterlegt wurden,
darunter ein klinisches Isolat von einem Neunjahrigen mit Pleuropneumonie (Weisglass &
Krznaric-Sucic, 1979).

1.1.2 Morphologie, kulturelle und biochemische Eigenschaften

Das Genus Cronobacter umfasst fakultativ anaerobe, gramnegative, Oxidase-negative,
Katalase-positive, nicht sporenbildende Stabchen mit einer Grofie von etwa 3 um x 1 ym, die
im Allgemeinen beweglich sind. Der Wachstumstemperaturbereich liegt bei 2,2 - 48,9 °C mit
einer optimalen Vermehrungstemperatur von 37 - 43 °C. Er kann auch in feuchtigkeitsarmen
Umgebungen Uberleben, z. B. in Sauglingsnahrung, mit einer Wasseraktivitat von 0,30 bis
0,83 fur bis zu 12 Monate (Kandhai et al., 2006).

Zu den typischen Charakteristika von Cronobacter spp. zahlte lange Zeit auch die Bildung des
gelben Pigments auf dem festen Nahrmedium Trypton Soja Agar (TSA), das urspriinglich zur
Differenzierung von anderen Enterobacter Spezies verwendet wurde (Farmer et al., 1980). Die
gelbe Pigmentbildung (Abbildung 1) trdgt zum Schutz des Organismus gegen die UV-Strahlen
und damit zur Erleichterung des Uberlebens in der Umwelt bei (Caubilla-Barron & Forsythe,
2007). Die gelbe Pigmentbildung variiert in Abhangigkeit von Licht, Temperatur sowie
verwendetemNahrmedium (Farmer et al., 1980; Block et al., 2002; Guillaume-Gentil et al.,
2005). Bei einer Bebritungstemperatur von 25 °C flir 48 h ist sie am deutlichsten ausgepragt
(Farmer et al., 1980), war allerdings in seltenen Fallen (2%) nur schwer erkennbar oder nicht
vorhanden. Muytjens et al. (1984) fanden die gelbe Pigmentbildung bei allen 129 getesteten
Cronobacter spp. (E. sakazakii)-Stammen, aber bei keinem der 97 anderen Enterobacter-

Stammen. Ein Cronobacter (E. sakazakii)-Stamm, der 1993 in Israel im Verlauf einer
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neonatalen Bakteriamie isoliert wurde, besal} ebenfalls kein Pigmentbildungsvermogen (Block
et al., 2002). Ein Gelbpigmentbildungsvermégen wurde weiterhin bei den Kolonien von E.
agglomerans (Nazarowec-White & Farber, 1997) sowie Acinetobacter spp., Escherichia
hermanii, Cedacea lapagei und Leclercia adecarboxylata beschrieben. lversen und Forsythe
(2007) zeigten, dass die gelbe Pigmentierung nicht als ein Differenzierungskriterium zur
Speziesidentifizierung genutzt werden sollte.

Abbildung 1: Typisches Wachstum vom C. sakazakii Stamm DSM 4485 auf Trypton Soja
Agar (Quelle: Eigene Aufnahme)

Die Isolate von Cronobacter (E. sakazakii) wachsen auf festen Nahrbéden in zwei
verschiedenen Kolonietypen. Die erste Koloniemorphologie (Typ A) wird als entweder
trockener oder mukdser Typus mit einer konvexen oder konkaven, gummiartigen Oberflache,
die sich nur schlecht mit einer Ose vom Agar abnehmen I4sst, beschrieben. Die zweite
Koloniemorphologie (Typ B) hingegen ist von weicher, schleimiger Konsistenz. Einzelne
Kolonien lassen sich mit Hilfe einer Impfose leicht entnehmen (Farmer et al., 1980). Bei
Subkultivierungen wurde gezeigt, dass sich Typ A in Typ B umwandeln kann und beide
Koloniemorphologien in einer Kultur auftreten koénnen (Farmer et al., 1980). Diese
Charaktereigenschaften dirften auf die Produktion von Heteropolysacchariden
zurtckzufuihren sein (Harris & Oriel, 1989). Diese zwei Typen werden in den neueren Studien
als ,matt” oder ,glanzend” in Abhangigkeit von Nahrmedium und Stamm beschrieben (lversen
& Forsythe, 2003). Hinsichtlich der Virulenzeigenschaften sind keine Unterschiede zwischen

diesen beiden Kolonietypen bekannt (Nazarowec-White & Farber, 1997). Ein weiteres
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kulturelles Charakteristikum ist die Eigenschaft zur Sedimentbildung, die bei der Kultivierung
von Cronobacter in Nahrbouillon beobachtet werden kann (Farmer et al., 1980; Nazarowec-
White & Farber, 1997). Eine weitere charakteristische Eigenschaft von Cronobacter spp. ist
die a-Glucosidase-Aktivitat. Cronobacter exprimiert konstitutiv a-Glucosidase. Dies ist die
Grundlage fir die Verwendung von chromogenem Agar (z.B. CCI-Agar, DFI-Agar (Abbildung
2) und ESIA-Agar) fur die Isolierung des Organismus und ermdglicht eine schnelle und sichere
Differenzierung zwischen Cronobacter- und Enterobacter-Spezies (Muytjens et al., 1984).

Abbildung 2: Typisches Wachstum vom C. sakazakii Stamm DSM 4485 auf DFI-Agar (Quelle:

Eigene Aufnahme)

Zu den biochemischen Eigenschaften gehoren eine negative Oxidase-Reaktion, eine positive
Katalase-Reaktion, die Hydrolyse von Asculin und Arginin, die S&urebildung durch
Fermentation aus D-Glucose, D-Sucrose, D-Raffinose, D-Melibiose, D-Cellobiose, D-Mannitol,
D-Mannose, L-Rhamnose, L-Arabinose, D-Xylose, D-Trehalose, Galacturonat und D-Maltose,
sowie eine positive L-Ornithin und n-Dekarboxylase- Reaktion (Iversen et al., 2007a; Lehner
et al., 2013). Cronobacter spp. sind in der Lage, Nitrat zu Nitrit zu reduzieren, positiv auf den
Voges-Proskauer-Test zu reagieren und negativ auf den Methylrot-Test zu reagieren (Tabelle
2; ISO, 2017; Iversen et al., 2007a). Die Acetoinproduktion ist bei 91% der Stamme positiv
(Lehner et al., 2013). C. sakazakii kann exogene Sialinsaure als einzige Kohlenstoffquelle
nutzen (Joseph et al., 2013).
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Tabelle 2: Phanotypische Eigenschaften zur Differenzierung von Cronobacter spp. (Zusammengestellt nach Farmer et al., 1980; Ivesen et al.,
2006, 2008; Stephan et al., 2007, 2008; Joseph et al., 2012; Jackson et al., 2015) unter Berucksichtigung der derzeit (Juli 2024 ) glltigen

Taxonomie

Spezies Biotyp SP B-NAG Mot VP H,S Ind ODC NO3; MR Kohlenhydratverwertung
Sialin Gas Glukose Saccharose Dul Mal Melezitose Ino Aconitsdure Arabitol Lactulose Putrescine

C. sakazakii 1 -+ + + - - + + - + + + + - - - + - - + +
2/2a -+ v + - - + + - + + + + - - - - - - + +
3 -+ - + - - + + - + + + + - - - + - - + +
4/4a -+ v + - - - + - + + + + - - - + - - + +
7 -+ + + - - + + - + - + + - - - + - - + +
8/ 8a -+ + + - - + - - + + + + - - - v - - + +
8b/8 - + + + - - + - - + + + + - + - v - - + +
11 -+ + + - - + + - + + + + + - - - - - + +
13/13a - + v - - - + + + + + + + - - - + - - + +
13b/13c - + + - - - v + v + + + + - - - + - - + +

C. malonaticus 5/5a + o+ % + - - + + - - + + + - + + + + - v +
9/9a + o+ + v - - + + - + + + - + + - + - v +
14/14a + + + + - - - + - - + + + - v + - + - v +

C. turicensis 16/16a + + v + - - + + - v + + + + + + + - - + +
16b/16c + + v + - - v + - v + + + + v + + - + +

C. muytjensii 15 -+ + + - + + + - - + + + + + - + + - + +

C. dublinensis 12 + + + - + + + - - + + + - + + + o+ - + +

subsp. dublinensis

C. dublinensis 10 -+ + + - + + + - - + + + - - + - + - + +

subsp.

lausannensis

C. dublinensis 6 -+ + + - + + + - - + + + - - + + o+ - + +

subsp. lactaridi

C. condimenti k. A. -+ - + - + + + - - - + + - + - + - - - +

C. universalis k. A. + o+ v + - - + + k.A. - v + + + + + + - - + -

SP = Saure Phosphatase; B-NAG = N-Acetyl-B-D-Glucosaminidase; Mot = Motilitat bei 37 ° C; VP = Voges-Proskauer Acetoinproduktion; H>S = H»S Produktion; Ind =
Indolproduktion; ODC = Ornithinverwertung; NOs = Nitratreduktion; MR = Methylrot; Sialin = Sialinsdure; Gas = Gasproduktion aus D-Glukose; Sdure = Sdureproduktion aus D-
Glukose; Saccharose: Saureproduktion aus Saccharose; Dul = Sdureproduktion aus Dulcitol; Mal = Malonatverwertung; Melezitose = Sdureproduktion aus Melezitose; Ino =
myo-Inositol; Aconitsaure = Bildung trans-Aconitsaure; Arabitol = Zuckeralkohol; Lactulose = Sdureproduktion aus Lactulose; Putrescine = Decarboxylierung; k. A. = keine
Angabe; + = positiv; - = negativ; v = variabel
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1.1.3 Serotypen

Die serologische Einordnung von Mikroorganismen basiert auf dem Aufbau der Zellmembran.
Die auRere Membran gramnegativer Bakterien ist doppelschichtig und asymmetrisch
aufgebaut. Wahrend die innere Schicht der auleren Membran durch Phospholipide gebildet
wird, besteht die dulRere Schicht aus einem Lipopolysaccharid (LPS) (Rietschel et al., 1994).
Das LPS kann in drei Bestandteile unterteilt werden: der Lipid A-Region, dem
Kernoligosaccharid und der O-Antigen-Region. Das hoch konservierte und Uberwiegend
hydrophobe Lipid A integriert das LPS in der Zellwand und ist Gber glykosidische Bindung mit
dem Kernoligosaccharid aus Ketodesoxyoctonat, Heptosen, Glucose, Galactose und N-
Acetylglucosamin verbunden. Die duRere Schicht des LPS besteht aus O-Antigen-Ketten,
welche sich aus wiederholenden Oligosaccharideinheiten (repeating units) zusammensetzen.
Diese bestehen hauptsachlich aus Hexosen, deren Abfolge, Art der glykosidischen Bindung
und chemische Zusammensetzung nicht nur auf Gattungsebene, sondern auch auf
Speziesebene stark variiert. Die Einteilung einer Spezies in Serotypen ist auf die
Zusammensetzung dieser hoch variablen O-Antigen-spezifischen Seitenkette zurlickzufihren.
Die Unterschiede dieser Struktur beruhen auf der Zusammensetzung und der chemischen
Verbindung von repetitiven und oft verzweigten Polysacchariden, welche aus 3-6
verschiedenen Zuckerresten bestehen (Wang et al., 2010). Bei der Mehrzahl der zahlreichen
Vertreter der Enterobacteriaceae (E. coli, Salmonella, Shigella, etc.) erwies sich das O-Antigen
als hochgradig polymorph (Reeves et al., 1996). Die traditionelle Antiserum-basierte
Serotypisierung wird auch heutzutage noch routinemaRig eingesetzt, wobei das LPS-
Biosynthese-Cluster als Grundlage fir die molekularbiologische Einteilung in Serotypen
fungiert (Wang et al., 2007). Die an der O-Antigensynthese beteiligten Gene befinden sich im
rfb-Lokus zwischen den flankierenden Genen gnd und galF (Gilmour et al., 2007). Der Locus
ist fUr jeden Serotyp unterschiedlich grof3, je nach Zuckerzusammensetzung und Komplexitat
der Struktur. Diese Gene kodieren Enzyme, die an der Synthese von Zuckern beteiligt sind,
die die O-Antigen-Untereinheit bilden, fur Gene, die Glykosyltransferasen kodieren und fur
Gene wie wzx und wzy. Letztere kodieren die Transporter- und Polymeraseproteine, die fir
die Verarbeitung und den Zusammenbau des O-Antigens aus den Untereinheiten erforderlich
sind. Die Einteilung einiger Cronobacter-Spezies in Serotypen wurde in verschiedenen
Veroffentlichungen mittels molekularer Methoden (Mullane et al., 2008; Jarvis et al., 2011; Sun
et al., 2012; Blazkova et al., 2015) sowie Strukturstudien (Sun et al., 2012; Arbatsky et al.,
2010; Czerwicka et al., 2010; MacLean et al., 2009) beschrieben. Fir C. sakazakii entwickelten
Sun et al. (2011) ein auf der Agglutination von Kaninchenseren basierendes
Serotypisierungsschema flr die bereits von Mullane et al. (2008) beschriebenen Serotypen
Csak O:1 und O:2 sowie fur funf neue C. sakazakii Serotypen Csak O:3 - SO:7, mit dem 119

C. sakazakii-Stamme serotypisiert werden konnten. Dabei wurden die von Mullane et al.
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(2008) zuerst beschriebenen Serotypen Csak O:1 und O:2 mit insgesamt 69,7 % der
untersuchten Stamme am haufigsten identifiziert. Im Rahmen der phylogenetischen Analyse
der O-Antigensequenzen von 810 Eintragungen in der Cronobacter PUbMLST-Datenbank
postulierten Wang et al. (2021) 11 neue potentielle O-Serotypen; vier von C. dublinensis, drei
von C. turicensis, zwei von C. malonaticus und jeweils einer von C. muytjensiiund C. sakazakil,
allerdings wurden diese bisher teilweise mit den entsprechenden Cronobacter-Isolaten
bestatigt (Joley et al., 2018).

Flr das Genus Cronobacter sind derzeit 40 Serotypen in der PubMLST Cronobacter-
Datenbank bekannt (Blazkova et al., 2015; Yan et al., 2015; Joley et al., 2018). Fir C. sakazakii
wurden acht Serotypen Csak 0:1-O:8, fur C. turicensis sieben Serotypen Ctur O:1-O:4 und
0:6-0:8, fur C. dublinensis sieben Serotypen Cdub O:1-0:2 und 0:4-0:8, flr C. malonaticus
funf Serotypen Cmal O:1-0:3 und Cmal O:5-0:6, fir C. muytjensii sechs Serotypen Cmuyt
0:1-0:6, fur C. universalis drei Serotypen Cuni O:1-O:3 und fur C. condimenti ein Serotyp
Ccon O:1 beschrieben (Mullane et al., 2008; Jarvis et al., 2011; Sun et al., 2011; Sun et al.,
2012; Blazkova et al., 2015). In Lebensmitteln und klinischen Fallen waren die
vorherrschenden Cronobacter O-Serotypen (> 60 % der gesamten Gattung) C. sakazakii O:1
und O:2 (Blazkova et al., 2015; Jaradat et al., 2022; Li et al., 2023; Wang et al., 2021).
Gopinathe et al. (2018) zeigten, dass Malonat positive C. sakazakii-Stamme von Serotyp O:2
(von Sequence Type ST64) pathogen sind. Alsonosi et al. (2015) zeigten, dass die von
Patienten isolierten Cronobacter-Stamme zu Serotypen Csak O:2 und Cmal O:2 gehorten.
Darlber hinaus sind Cmal O:2, Csak O:2, Csak O:4 und Csak O:1 klinisch signifikant und
wahrscheinlich mit menschlichen Infektionen verbunden (Blazkova et al., 2015; Scharinger et
al., 2017).
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Tabelle 3: Zusammenfassung der Isolate von Cronobacter- und Nicht-Cronobacter-Serotypen
in der PubMLST Cronobacter-Datenbank (Letzte Zugriff 30.04.2024)

Cronobacter Spezies Anzahl der Serotypen Anzahl der
(Gesamtzahl der serotypisierten Isolate
Isolate/prozentualer Anteil) Isolate
C. sakazakii 1360 Csak O:1 465
(2979; 71,3 %) Csak O:2 597
Csak O:3 101
Csak O:4 112
Csak O:5 4
Csak O:6 3
Csak O:7 77
Csak O:8 1

C. malonaticus 197 Cmal O:1 37
(459; 11,0 %) Cmal O:2 122
Cmal O:3 26
Cmal O:5
Cmal O:6
Ctur O:2
Nicht zuzuordnen

C. muytjensii 23 Cmuyt O:1
(82; 2,0 %) Cmuyt O:2
Cmuyt O:3
Cmuyt O:4
Cmuyt O:5
Cmuyt O:6

C. turicensis 62 Ctur O:1
(179; 4,3 %) Ctur O:2
Ctur O:3
Ctur O:4
Ctur O:6
Ctur O:7
Ctur O:8
Nicht zuzuordnen

C. dublinensis 88 Cdub O:1a
(280; 6,7 %) Cdub O:1b
Cdub O:2
Cdub O:4
Cdub O:5a
Cdub O:5b
Cdub O:6
Cdub O:7
Cdub O:8
Nicht zuzuordnen
C. universalis 14 Cuni O:1
(24; 0,6 %) Cuni O:2
Cuni O:3
Cmal O:2

C. condimenti (5; 0,1 %) 3 Ccon O:1
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Citrobacter koseri 4 Cmal O:1
Cmal O:1, Csak O:4 3
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1.1.4 Tenazitat

Cronobacter spp. besitzen eine hohe Tenazitat gegenlber Hitze, Trockenheit (Caubilla-Barron
& Forsythe, 2007) und osmotischem Stress (Breeuwer et al., 2003; Edelson-Mammel et al.,
2005; Riedel & Lehner, 2007).

Die Thermotoleranz ist ein weiteres Merkmal des Organismus, das eingehend untersucht
wurde. Dies ist auch fir die Herstellung von Sauglingsnahrungsmitteln von Relevanz. Einige
Untersuchungen zur Tenazitat gegenlber Hitze wurden u.a. von Breeuwer et al. (2003),
Iversen et al. (2004) und Nazarowec-White & Farber (1997) in rekonstituierter
Sauglingsnahrung durchgefiihrt. Dabei lag die optimale Wachstumstemperatur zwischen 37
und 43 °C. Die dezimalen Reduktionszeiten (D-Wert) fur Hitzebehandlungen wurden bei D54
°C mit Werten zwischen 10,2 + 3,56 und 16,4 + 0,67 Minuten und bei D62 °C mit Werten
zwischen 0,2 £ 0,13 und 0,4 + 0,08 Minuten angegeben (lversen et al., 2004a). Basierend auf
dem D60 °C-Wert von 1,1 Minuten und einem z-Wert von 5,7 °C, wurde fir die
Kurzzeitpasteurisierung bei 71,7 °C Gber 15 Sekunden eine Reduktion der Keimzahl um 21-
log Stufen berechnet. Im Vergleich zu den D-Werten anderer Enterobacteriacae erwiesen sich
Cronobacter spp. als vergleichsweise hitzetolerante Organismen dieser Gruppe (Nazarowec-
White & Farber, 1997).

Bei der Rekonstitution pulverférmiger Sauglingsnahrungsmittel kann sich der Organismus
schnell vermehren und das rekonstituierte Produkt zu einem gesundheitlichen Risiko machen
(Osaili & Forsythe, 2009). Zur Reduktion bakterieller Belastung und somit der Minimierung der
Infektionsrisiken durch Cronobacter empfahlen die FAO/WHO (2004, 2006) und die WHO
(2007) die Rekonstitution der Sauglingsnahrungsmittel auf Milchbasis mit heillem Wasser (>70
°C).

Es wurde festgestellt, dass die Hitzeresistenz zwischen den Stdmmen von Cronobacter
variiert, obwohl alle Stdmme bei Pasteurisierungstemperaturen von 72°C inaktiviert werden
konnten (Nazarowec-White & Farber 1997; Iversen et al., 2004b; Breeuwer et al., 2003;
Nazarowec-White et al., 1999). Diese Beobachtung wurde zur Uberarbeitung der Leitlinien fir
die Rekonstitution von Sauglingsnahrungsmitteln herangezogen, um das Risiko durch den
Organismus zu reduzieren (FAO-WHO 2004, 2006). In jingerer Zeit wurde festgestellt, dass
eine Kombination aus Temperatur und Ultraschallparametern die Anzahl von C. sakazakii in

rekonstituierter Sauglingsnahrung deutlich verringert (Adekunte et al., 2010).

In einer Studie von Shaker et al. (2008) wurden die Auswirkungen der Austrocknung sowie
anderer Stressfaktoren (Nahrstoffmangel, Hitze und Kalte) auf die thermische Inaktivierung
von zwei Cronobacter spp. (C. sakazakii und C. muytjensii) in rekonstituierter

Sauglingsnahrung untersucht. Gestresste Zellen wurden fir verschiedene Zeitraume
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Temperaturen von 52-58 °C ausgesetzt. Die D-Werte flr nicht-gestresste Cronobacter bei 52,
54, 56 und 58 °C lagen im Vergleich bei 15,33 Minuten, 4,53 Minuten, 2 Minuten und 0,53
Minuten. Austrocknungs- und Hitzestress, nicht aber Nahrstoffmangel oder Kaltestress,
verursachten eine signifikante (p<0,05) Reduzierung der D-Werte. Somit wurde festgestellt,
dass die Hitzetoleranz von Cronobacter in rekonstituierter Sauglingsnahrung durch
Austrocknung und Hitze beeinflusst wurde. Die z-Werte von ausgetrockneten,
ausgehungerten, hitze- und kaltegestressten Cronobacter unterschieden sich allerdings nicht

signifikant von den z-Werten der nicht gestressten Zellen (4,22 °C).

Edelson-Mammel & Buchanan (2004) flihrten ebenfalls Versuche zur Hitzetoleranz in
rekonstituierter Sauglingsnahrung durch. Hierbei konnten zwischen den zwoélIf untersuchten
Stammen deutlich zwei Gruppen unterschieden werden. Die D58 °C —Werte lagen bei sechs
Stammen zwischen 30,5 + 0,1 und 47,9 + 1,0 Sekunden, bei sechs weiteren Stammen
zwischen 307,8 £ 6,7 und 591,9 + 49,9 Sekunden. Genauere Untersuchungen dieser Stamme
ergaben, dass ein bestimmtes Protein bei diesen sechs resistenten Stdammen nachweisbar

war, dessen Sequenz schliel3lich als Biomarker vorgeschlagen wurde (Williams et al., 2005).

Osaili et al. (2008) untersuchten die Auswirkungen von verschiedenen Umweltbelastungen auf
die thermische Inaktivierung von zwei Cronobacter Spezies (C. sakazakii und C. muytjensii) in
Sauglingsnahrung auf Milchbasis und stellten fest, dass diese Belastungen die thermische
Widerstandsfahigkeit der Cronobacter-Stamme verringerten und auch, dass eine langere
Trockenlagerung die Anfalligkeit gegenlber Hitze wahrend der Rehydrierung mit heiRem
Wasser erhoht. Trotz erheblicher Unterschiede bezlglich der Thermotoleranz zwischen den
verschiedenen Cronobacter-Stammen (Edelson-Mammel & Buchanan, 2004) fuhrten
Untersuchungen zur Hitzetoleranz sowohl von Nazarowec-White & Farber (1997), als auch
von lversen et al. (2004) zu der Annahme, dass die gangigen Pasteurisierungsverfahren in der
Lage sind, Cronobacter  zuverlassig  abzutéten. Die Kontamination  der
Sauglingsanfangsnahrung muss dementsprechend im Herstellungsbetrieb nach der
Pasteurisierung, bei der spateren Rekonstitution oder bei der Lagerung der rekonstituierten

Sauglingsnahrung erfolgen (Drudy et al., 2006).

Cronobacter spp. zeigten ein besseres Uberleben bei osmotischem Stress als andere aus
pulverférmiger Sauglingsnahrung isolierte Organismen wie Escherichia coli, Salmonella spp.
und Citrobacter spp. (Breeuwer et al., 2003). Eine Reihe von mdéglichen Grinden fir diese
Stressresistenz wird angeflihrt. Riedel & Lehner (2007) fuhrten eine Proteomstudie durch, um
53 verschiedene Proteingruppen zu identifizieren, die an der osmotischen Stressreaktion von

Cronobacter spp. beteiligt sind.

Obwohl die Thermotoleranz von Mikroorganismen durch ihren physiologischen Zustand

beeinflusst wird (Lou & Yousef, 1996; Wesche et al., 2005), wurden in den meisten Studien
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zur thermischen Inaktivierung von Cronobacter spp. in rekonstituierter Sauglingsnahrung unter
optimalen Laborbedingungen gezichtete Referenzstdmme verwendet (Breeuwer et al., 2003;
Edelson-Mammel & Buchanan, 2004; Iversen et al., 2004a; Nazarowec-White & Farber, 1997).
Daher wurde die Eigenschaft der Thermotoleranz der vorgestressten, d.h. dehydrierten
Cronobacter-Zellen -wie sie vor der intrinsischen Kontamination von
Sauglingsanfangsnahrungen auftreten wirden- in weiteren Lagerungsversuchen untersucht.
Lin & Beuchat (2007) und Gurtler & Beuchat (2007) untersuchten das Uberleben von
Cronobacter spp. in Sauglingsnahrung und Sauglingscerealien unter verschiedenen
Lagerungsbedingungen fiir bis zu 12 Monate. Bei beiden Produkttypen war die Uberlebensrate
von Cronobacter spp. bei niedrigen Wasseraktivitaten und einer niedrigen Lagertemperatur (4
°C) groRer. Der Organismus Uberlebte tendenziell seltener in Sduglingsanfangsnahrung mit
héheren Wasseraktivitaten (aw 0,43-0,50 im Vergleich zu a, 0,25-0,30). Die Persistenz des
Bakteriums in Sauglingsanfangsnahrung nahm mit steigender Lagertemperatur (4, 21 und 30
°C) ab. Die Bakterien Uberlebten in Sauglingscerealien bei 4 °C bis zu 12 Monate bei niedrigen
Wasseraktivitaten (aw 0,30-0,69), aber ihre Lebensfahigkeit nahm bei hdéheren
Wasseraktivitaiten (0,82-0,83) ab. Die Uberlebensfahigkeit wurde auch durch die
Lagertemperatur beeinflusst, wobei eine hdhere Anzahl von Cronobacter spp. in Getreide (aw
0,63-0,83) Uiberlebte, das bei 4 °C gelagert wurde, als bei 21 oder 31 °C. Ahnlich wie das
Uberleben von Cronobacter spp. in Sauglingsnahrung wurde das Uberleben in

Sauglingscerealien nicht durch die Zusammensetzung beeinflusst.

Breeuwer et al. (2003) und Shaker et al. (2008) verwendeten &ahnliche Verfahren zur
Herstellung getrockneter Kulturen von C. sakazakii und C. muytjensii und stellten fest, dass
das Trocknungsverfahren die Lebensfahigkeit von Cronobacter um 1 log10 verringerte und
nach 4 Tagen Lagerung der Keimgehalt von Cronobacter spp. um <1 log10/ml sank. Im
Weiteren wurde festgestellt, dass gegenulber erniedrigten Wasseraktivitadten Cronobacter spp.
resistenter als andere Enterobacteriaceae waren. So nahmen z. B. die Keimzahlen von zwei
Cronobacter-Stammen (C. sakazakii und C. muytjensii) bei einem ay-Wert von 0,81 innerhalb
von zwei Wochen um drei bis vier, die von anderen verwendeten Enterobacteriaceae-
Stammen (Salmonellen, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia rubidea und Citrobacter
freundii) dagegen um mehr als sechs Zehnerpotenzen ab. Eine vergleichbare
Keimzahlreduktion wurde auch bei einer langeren Trocknung und Lagerung festgestellt. Nach
einer Bebritung in der stationaren Phase getrockneter Cronobacter-Zellen bei 25 °C Uber 46
Tage war der Keimgehalt um ein bis eineinhalb, der von E. coli um vier Zehnerpotenzen
gesunken. Ahnliche Ergebnisse wurden fir eine Uberlebensfahigkeit von 30 Monaten in
Sauglingsfertignahrung auf Milchpulverbasis dokumentiert (Caubilla-Barron & Forsythe,
2007). Der Keimgehalt von Cronobacter spp. verringerte sich wahrend des ersten Monats

unter trockenen Bedingungen im Durchschnitt um 0,58 log10 KbE/ml (Bereich, 0,26 bis 1,15
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log10 KBE/ml), wobei ein Gesamtriickgang lebensfahiger Organismen bei 4,52 log10 Stufen
im ausgetrockneten Zustand lag. Dieses Ergebnis entsprach den zuvor verdffentlichten
Werten von 0,5 und 0,6-log10-Reduktionen pro Monat (Edelson-Mammel et al., 2005; Gurtler
& Beuchat, 2005).

Die Untersuchungen von Breeuwer et al. (2003) haben gezeigt, dass sich die hohe
Thermotoleranz von Cronobacter spp. eventuell mit der Anhaufung von Trehalose, die die
Phospholipidmembran und Proteine stabilisiert, wahrend der stationaren Wachstumsphase
erklaren lassen konnte. Daneben scheinen auch die Akkumulation bestimmter protektiv

wirkender Proteine bzw. eine Kapselbildung eine Rolle zu spielen.

Gonzales et al. (2006) untersuchten die Keimzahl in rekonstituierter Sduglingsnahrung unter
Hochdruckbedingungen. Dabei beobachteten sie, dass innerhalb einer Minute bei einem
Druck von 600 MPa und 25 °C eine Keimreduktion von 3 bis 6,84 log10 Stufen erreicht wurde.

Bei einigen Cronobacter-Stammen wurde eine maflige Resistenz gegenlber Saure bis zu
einem pH-Wert von 3,0 nachgewiesen, wobei diese Resistenz durch eine vorherige Exposition
gegenuber non-lethal sauren Bedingungen verstarkt wird (Edelson-Mammel et al., 2006).
Studien haben auch gezeigt, dass das Uberleben von Cronobacter spp. in einer Reihe von
sauren Obst- und Gemusesorten bei 25°C flr bis zu 48 Stunden mdoglich ist (Kim & Beuchat,
2005). Sauren sind Schlusselfaktoren fur die Konservierung von Lebensmitteln, und in letzter
Zeit haben sich die Studien auf die Nutzung der bakteriostatischen Eigenschaften dieser
Sauren als antimikrobielle Mittel gegen Cronobacter spp. konzentriert, insbesondere in
Sauglingsnahrungsmitteln und Babynahrungsprodukten. Die organischen Sauren wie
Propionsaure und Essigsaure haben eine hohe Hemmwirkung auf das Wachstum und
Uberleben von Cronobacter Stammen in Flissigkeiten wie Fruchtsaften und Babynahrung
gezeigt (Back et al., 2009). Safte aus roter Muskatnuss (Vitis rotundifolia) haben ebenfalls eine
antimikrobielle Aktivitat gegen C. sakazakii gezeigt, die auf der kombinierten Aktivitat von
Apfelsaure, Weinsaure und Gerbsaure in ihren Inhaltsstoffen beruht (Kim et al., 2010). Die
Kombination von Milchsaure und Kupfer in subletalen Konzentrationen hat ebenfalls eine

Inaktivierung von Cronobacter spp. in Sauglingsnahrung zur Folge (Al-Holy et al., 2010).

Als ein weiterer Mechanismus, der zum Uberleben von Cronobacter spp. in Produkten mit
niedrigem aw-Wert beitragt, wurde der Ubergang in das viable but nonculturable (VBNC)-
Stadium diskutiert (Li et al., 2014). Dabei handelt es sich um eine stressbedingte
Anpassungsreaktion, bei der intrazellulare Stoffwechselprozesse auf ein Minimum reduziert
werden. Aufgrund der verringerten Metabolisierungsrate sind VBNC-Zellen resistenter gegen
physikalische und chemische Umwelteinflisse (Oliver, 2010). Zwar ist die Virulenz von VBNC-

Zellen bei C. sakazakii noch weitestgehend unbekannt, jedoch kénnten sie ahnlich wie bei

Seite 16



1 Einleitung

anderen Bakterien durch kurze Reaktivierungsprozesse ihre Virulenz zurlickerlangen (Li et al.,
2014).

1.1.5 Biofilmbildung

Als Reaktion auf ihre wechselnde Wachstumsumgebung konnen Bakterien zur Erhéhung ihrer
Tenazitat so genannte Biofilme bilden. Bei Biofilmen handelt es sich um eine Aggregation von
Bakterienzellen, die an abiotischen und biotischen Oberflachen gebunden sind (Lehner et al.,
2005). Dies ist eine wichtige Anpassungsuberlebensstrategie, mit der sich die Zellen, unter
anderem lebensmittelrelevante Krankheitserreger, vor schadlichen Umwelteinflissen wie UV-
Strahlung, osmotischem Stress, Hitze, Nahrstoffmangel, Desinfektionsmitteln und anderen
antimikrobiellen Substanzen sowie der Immunantwort schitzen kdnnen (Costerton et al.,
1995; O'Toole et al., 2000; Prosser et al., 2007). Die Biofiimphase wird mittlerweile als
Standard-Lebensweise von Bakterien angesehen, und man geht davon aus, dass freilebende
planktonische Bakterienzellen nur ein Ubergangsstadium im bakteriellen Leben darstellen
(Kragh et al., 2016).

Die Biofilmbildung von Cronobacter ist ein komplexer und dynamischer Prozess mit einer
Abfolge von Ereignissen, die das Anhaften, die Reifung und die Ausbreitung umfassen (Ling
et al., 2020) und von zahlreichen Faktoren, wie dem Vorhandensein von Nahrstoffen, der
Temperatur und der Oberflachenstruktur, abhangig sind (Kim et al., 2006). Die freien
planktonischen Zellen haften zunachst an der Oberflache des Tragers und scheiden grofie
Mengen extrazellularer Polymere aus. Die Zellen klumpen zusammen und bilden eine
polysaccharidhaltige extrazellulare Matrix, die aus unterschiedlichen Substanzen wie
Polysacchariden, Lipiden, Proteinen, extrazelluldarer DNA und niedermolekularen
Signalmolekilen besteht. Das Wachstum des Biofilms erreicht nach 72 Stunden sein
Maximum. Im Zuge des weiteren Wachstumsprozesses kommt es ungefahr nach 96 Stunden
durch Abspaltung einiger Aggregate von der Oberflache zur Rekolonisation des Biofilms sowie

zum kontinuierlichen Austritt planktonischer Zellen in die Umgebung (Ling et al., 2018).

Die Kontamination von Lebensmitteln mit Cronobacter ist weitgehend auf die Bildung von
Biofilmen auf mit Lebensmitteln in Beriihrung kommenden Oberflachen zurlckzufihren.
Solche Oberflachen kénnen ein solides Substrat fiur die Entwicklung und Persistenz von
Biofilmen in der gesamten Lebensmittelverarbeitungskette bilden. Diese Biofilme lassen sich
nur schwer entfernen, was zu einer bakteriellen Kontamination von Lebensmitteln und
potenziellen Gesundheitsrisiken fir die Verbraucher flhrt (Lehner et al., 2005, Hartmann et
al., 2010; Ling et al., 2020). Anheften an verschiedene Oberflachen kann bereits nach einer

Kontaktzeit von 24 h bei 37°C erfolgen. Insbesondere sind Materialien wie Polycarbonat,
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Polyvinylchlorid (PVC), Latex, Silikon, in geringerem Ausmalf} Edelstahl (Iversen et al., 2004a)
oder Glas (Lehner et al., 2005) betroffen. Kim et al. (2006) stellten fest, dass bei der
Anheftungsfahigkeit und der Biofilmbildung an Edelstahl und Magensonden aus
Polyvinylchlorid Temperatur und Nahrstoffangebot eine entscheidende Rolle spielen. Der
Organismus heftete sich an beide Materialien bei 25 °C an und bildete nach der Anheftung
Biofilme in Anwesenheit von rekonstituierter Sduglingsnahrung. Biofilme von Cronobacter auf
Magensonden kdnnen fir Neugeborene zu einem erhdhten Expositionsrisiko fuhren (Hurrell
et al., 2009a). In der intensivmedizinischen Versorgung von Frihchen mittels Magensonden
bieten die Verabreichung von Sauglingsnahrungsmitteln dabei glinstigere Voraussetzungen
fur das Wachstum von C. sakazakii und die Bildung des Biofilms (Hurrell et al., 2009a). Einige
Aggregate werden von der Oberflache der Magensonde abgeldst und gelangen in den

Gastrointestinaltrakt des Sauglings (Kim et al., 2006).

Das Biofilmbildungsvermdgen von Cronobacter hangt von der Produktion von extrazellularen
polymeren Substanzen, Zellulosefasern und Curli-Fimbrien ab (Zogaj et al., 2003; Hartmann
et al., 2010), wobei die Zellulosefasern eine extrazellulare Komponente in Biofilmen darstellen
(Lehner et al., 2005). Hartmann et al. (2010) zeigten, dass neben dem Vorhandensein von
Zellulose und extrazellularer DNA auch intakte Flagellen fir die Biofilmbildung von Bedeutung
sind. Die Synthese der Zellulose spielt bei der Anhaftung zwar keine Rolle, jedoch flihrt der
Verlust der Flagellen zu einer erkennbaren Reduktion des Adhasionspotentials an Caco-2-
Zellen (Hartmann et al., 2010). Dancer et al. (2009) untersuchten die Biofilmbildungsfahigkeit
von 72 Cronobacter-Stammen im Rahmen der Herstellung von Magermilch. Hierbei
beeinflussen Milchbestandteile ebenfalls die Biofilmbildung von Cronobacter spp.
Molkenprotein und Kasein haben nachweislich einen starkeren Einfluss auf die Biofilmbildung
von Cronobacter in Magermilch als Laktose, und die Stickstoffquelle erwies sich als wichtiger
als die Kohlenhydrate (Dancer et al., 2009).

Ein wichtiger Bestandteil von Biofilmen sind Exopolysaccharide, die das Grundgerust der
Biofilmmatrix bilden und vor Umwelteinflissen wie Hitze, Austrocknung oder der
Immunantwort des Wirts schiitzen. Die Biofilmbildung und die Exopolysaccharidproduktion von
C. sakazakii unterscheiden sich je nach Umweltbedingungen wie
Kontaktflacheneigenschaften, Nahrstoffverfigbarkeit und relative Luftfeuchtigkeit (Jung et al.,
2013). Beuchat et al. (2009) fanden heraus, dass Zellen in Biofilmen von C. sakazakii
persistenter waren, wenn sie einer geringeren Feuchtigkeit ausgesetzt sind. In
Milchproduktionsbetrieben wurde der Organismus in der Umwelt (d. h. auf Luftfiltern, Béden,
Schuhen Lastwagen und Dachern) und in der Verarbeitungsausristung (z. B. in

Walzentrocknern und Luftfiltern) gefunden und kann mehrere Monate lang persistieren.
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Die Eigenschaft zur Biofilmbildung von Cronobacter begiinstigt das Uberleben insbesondere
wahrend der gesamten Haltbarkeitsdauer von pulverférmigen Sauglingsnahrungsmitteln und
spielt insbesondere im Hinblick auf die Wirksamkeit von Reinigungs- und
DesinfektionsmalRnahmen eine Rolle (Ilversen & Forsythe, 2003; Lehner et al., 2005; Kim et
al., 2006; Grimm et al., 2008).

Ye et al. (2015) untersuchten das Biofilmbildungsvermégen von aus Sauglingsnahrungsmitteln
isolierten 23 C. sakazakii-lsolaten unter unterschiedlichen Konditionen wie pH-Werten,
Temperaturen und Inkubationszeiten, und stellten fest, dass die Biomasse und die
Eigenschaften der Polysaccharide bei der Biofilmbildung von C. sakazakii-lsolaten sehr
stammspezifisch waren und von der Mikroumgebung der Kultur beeinflusst wurden. Im
Weiteren untersuchten diese Autoren die Auswirkungen von Ca?" und Mg?" auf die
Biofilmbildung von den C. sakazakii-lsolaten und stellten fest, dass die
Kationenkonzentrationen die Bildung der Gesamtbiomasse beeinflussten, wobei 1,50% MgCl.

und 0,25% CaCl; optimale Wachstumsbedingungen boten.

1.1.6 Virulenzfaktoren und Pathogenitat

Cronobacter spp. besitzen eine Vielzahl einzigartiger Merkmale, die die Fahigkeit des
Organismus unterstitzen, unter verschiedenen stressigen Wachstumsumgebungen zu
uberleben. Diese Eigenschaften kdnnen auch fir den Organismus von Vorteil sein, wenn sie
mit dem Menschen interagieren (Yan et al., 2015; Lehner et al., 2018). Virulenzfaktoren
konnen einerseits Strukturelemente, wie z.B. Zellwandkomponenten, andererseits auch
Stoffwechselprodukte, wie z.B. Enterotoxine, sein. Sie flhren zur Besiedlung des
Wirtsorganismus und/oder Schadigung des Wirts, was sich in klinischen Symptomen auf3ert.
Virulenzfaktoren bestimmen somit beispielsweise die Infektiositat, die Gewebeaffinitat und die
Toxizitat. Auch wenn Infektionen mit Cronobacter spp. nicht sehr haufig sind, wurden in den
letzten Jahren aufgrund der klinischen Bedeutung von Cronobacter spp. insbesondere fir
Sauglinge eine Vielzahl von in vitro- und in vivo-Modellen zur Untersuchung der durch
Cronobacter ausgeldsten Erkrankungen verwendet. Allerdings sind die
Pathogenitatsmechanismen von Cronobacter spp. noch immer gréfdtenteils unbekannt (Hunter
et al., 2008; Richardson et al., 2009). Bis heute wurde eine Reihe von Berichten Uber die
mutmallichen Virulenzfaktoren, wie Toxinproduktion, Adhasion und Invasion, Anpassung an
Stressfaktoren, das Vorhandensein von Virulenzgenen und die Antibiotikaresistenz

veroffentlicht.

Epidemiologische und in-vitro-Zellkulturstudien haben gezeigt, dass Cronobacter-Spezies

unterschiedliche Virulenzfahigkeiten aufweisen (Caubilla-Barron et al., 2007; Townsend et al.,
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2007a, 2008; Almajed & Forsythe, 2016). Dennoch wurden alle Cronobacter-Spezies aulier
C. condimenti mit menschlichen Krankheiten in Verbindung gebracht und es wurde auch
festgestellt, dass die Virulenz der verschiedenen Spezies unterschiedlich stark ausgepragt ist.
C. sakazakii ist die Typspezies der Gattung und war bisher am haufigsten bei Infektionen
assoziiert, gefolgt von C. malonaticus und C. turicensis (Kucerova et al., 2010). Allerdings
wurde der C. muytjensii-Typstamm ATCC 513297 in der Mehrzahl der Virulenzstudien an
Laborversuchstieren verwendet, wobei dieser Qualitatskontrollstamm vor der taxonomischen
Klassifizierung als E. sakazakii bekannt war (Mittal et al., 2009). Bisher wurden keine
klinischen Falle fur diese Cronobacter-Spezies gemeldet, so dass die Relevanz der Studien

ungewiss ist.

C. sakazakii ist die dominierende Cronobacter-Spezies, die mit Erkrankungen bei Sauglingen
und Erwachsenen in Verbindung gebracht wird (lversen & Forsythe, 2003; FAO/WHO, 2004,
2008; Lai, 2001; Bowen & Braden, 2006; Alsonosi et al., 2015). Dieses Bakterium ist stark mit
schweren und oft tdédlichen Fallen von nekrotisierender Enterokolitis und Meningitis bei
Neugeborenen und Sauglingen assoziiert. Unter Verwendung des Multi-Locus-
Sequenztypisierungs-(MLST)-Schemas (Baldwin et al., 2009) zeigten Joseph et al. (2012) und
Joseph & Forsythe (2012), dass bestimmte C. sakazakii-Sequenztypen (ST) mit spezifischen
Krankheitserscheinungen in Verbindung stehen. Beispielsweise wurde C. sakazakii ST4 mit
Fallen von infantiler Sepsis und Meningitis assoziiert (Hariri et al., 2013). Weitere klinisch
bedeutsame Sequenztypen von C. sakazakii sind ST1, ST8, ST12, ST15, ST40, ST107,
ST110 und ST111. Interessanterweise bilden die ST-Profile ST15, ST97, ST107, ST108 und
ST110 eng mit dem ST4-Allelprofil einen klonalen Komplex, CC4 (Joseph & Forsythe, 2012).
Alsonosi et al. (2015) berichteten von einer Dominanz von C. sakazakii ST4-Stdammen bei
Pneumonie, Wundinfektionen und Harnwegsinfektionen bei Erwachsenen. Daruber hinaus
wurde C. sakazakii mit ST12-Allelen in Verbindung mit Fallen von nekrotisierender
Enterokolitis gebracht (Forsythe et al., 2014). Neben den klinisch bedeutsamen ST1-, ST4-
und ST8-Stammen, die auch in Herstellungsumgebungen von pulverférmigen
Sauglingsanfangsnahrungsmitteln in Nordamerika, Europa und China isoliert wurden, sind
ST31, ST40, ST64, ST83, ST103, ST196, ST194 und ST190 weitere wichtige Sequenztypen
(Mdller et al., 2013; Pightling & Pagotto, 2014). Interessanterweise zeigte die Analyse der
Ganzgenomsequenzierung, dass C. sakazakii einen nanAKT-Gencluster besitzt, der die
Nutzung von exogener Sialinsaure als Kohlenstoffquelle und das Wachstum auf dem
Gangliosid GM1 erméglicht (Joseph et al., 2013). Erndhrungsphysiologisch steht Sialinsaure
mit der Entwicklung des Gehirns in Verbindung und kommt Ublicherweise in Muttermilch,
Darmmucin und Gangliosiden im Gehirn vor. Daher ist Sialinsdure auch ein Bestandteil von
pulverférmigen Sauglingsanfangsnahrungsmitteln. Dies kénnte eine wichtige evolutionare

Wirtsanpassung sein.
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C. malonaticus-Infektionen wurden bei ca. einem Drittel der Krankheitsfalle im Zusammenhang
mit Cronobacter; jedoch unabhangig vom Alter, nachgewiesen und spielen eventuell eine
grolRere epidemiologische Bedeutung fir Atemwegsinfektionen, als bisher angenommen
(Alsonosi et al., 2015). Der Sequenztyp der isolierten Stdmme war zu Cmal ST7 zugeordnet.
Eine Abfrage der Cronobacter MLST-Datenbank (zuletzt abgerufen am 26.06.2024) bezlglich
der C. malonaticus STs, die in klinischen Fallen beteiligt waren, zeigte eine Vorherrschaft von
Cmal ST7-Stammen (214/459, 47 %), gefolgt von ST11-, ST60-, ST307- und ST84-Stammen.

Die klinisch bedeutsamen Sequenztypen von C. turicensis sind ST5, ST19, ST309, ST350 und
ST636. Die Meistens dieser STs stammten aus Europa. Es waren 181 C. turicensis-Eintrage
auf der Cronobacter-MLST-Datenbank (zuletzt abgerufen am 26.06.2024) registriert, die aus
verschiedenen Quellen stammten, darunter Milchpulver, Wasser, Gewlrze, Tee, Gemise,

Insekten, Herstellungsumgebungen und verzehrfertige Lebensmittel.

In den letzten Jahren (bis zu dieser Veroffentlichung) beschaftigten sich einige Studien mit der
Ganzgenomsequenzierung verschiedener Cronobacter-Stamme, um einige potentielle
Virulenzfaktoren als Ansatzpunkt flr weitere Untersuchungen aufzeigen (Kucerova et al.,
2010; Stephan et al., 2011). Die sequenzierten Ganzgenome von Cronobacter-Spezies
besitzen eine Reihe von Adhéasinen, AulRenmembranproteinen, Effluxsystemen,
Eisenaufnahmemechanismen, Hamolysinen und Typ-VI-Sekretionssystemen, die zur Virulenz
des Organismus beitragen kénnten (Grim et al., 2012; Joseph et al., 2012a; Kucerova et al.,
2010, 2011; Stephan et al., 2010). Kucerova et al. (2010) veroffentlichten die Genomsequenz
des aus Sauglingsanfangsnahrung isolierten C. sakazakii Stamm ATCC® BAA-894, der mit
der klinischen Infektion und dem Tod eines Neugeborenen in Tennessee 2001 in Verbindung
steht (Himelright et al., 2002). Das Genom von C. sakazakii BAA-894 besitzt ca. 4382 Gene,
von denen 223 Gene als virulenz- und krankheitsrelevant annotiert wurden. Mittels
comparative genomic hybridization (CGH) wurde das Genom von C. sakazakii BAA-894 mit
den Genen zehn verschiedener Stamme der anderen Cronobacter-Spezies C. malonaticus,
C. turicensis, C. muytjensii und C. dublinensis verglichen. Einige Gene wurden ausschlie3lich
in den Cronobacter-Spezies C. sakazakii, C. turicensis und C. malonaticus gefunden, die mit
neonatalen Infektionen in Verbindung gebracht wurden, wobei die Mehrheit dieser
gemeinsamen Gene (ca. 43%) fur essentielle Zellfunktionen wie Proteinbiosynthese,
Energiemetabolismus, Zellteilung und Membrantransportmechanismen kodiert. Darunter ein
Gen- Cluster cusC das fur ein Kupfer/Silber-Resistenz-System kodiert, welches
bekanntermalfen bei der Invasion des E. coli- Stammes K1, ebenfalls einem Verursacher von
Neugeborenen-Meningitis, von Bedeutung ist (Kucerova et al., 2010). Es wurde festgestellt,
dass die kodierten Proteine von den 21 Genen, die ausschliel3lich bei C. sakazakii vorkommen,
bei Pilusaufbau, Phototransferase-Systemen sowie S&ure- und Toxin/Antitoxin-

Transportsystemen eine Rolle spielen (Kucerova et al., 2010).
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Basierend auf Gesamtgenomsequenzierungsstudien von Ogrodzki & Forsythe (2015) wurde
ein wichtiges Kapseltypisierungsschema unter Verwendung des K-Antigens und der
Colaninsaure-(CA)-Biosyntheseregionen beschrieben. Es basierte auf Untersuchungen aus
der Analyse von 104 Cronobacter-Stammen auf das Vorhandensein einer zuvor nicht
charakterisierten Cronobacter-Kapselregion (kps). Diese Region &hnelt dem gut
beschriebenen K-Antigen-Gencluster von Escherichia coli. und besteht aus drei Regionen: K-
Antigen-Region 1 (kpsEDCS) und Region 3 (kpsTM) sind im gesamten Cronobacter spp.
konserviert. Es wurden zwei Varianten der Region 2 gefunden. Gene, die mit dem K-Antigen-
Typ 1 assoziiert sind, sind in allen sieben Cronobacter spp. vorhanden. Die Pravalenz und
Verteilung des K-Antigen-Typs 2 (insbesondere das Kapselprofil K-Antigen-Gencluster 2—
Colaninsaure-Gencluster 2—zellulosepositives Profil) sind jedoch nicht so verbreitet in allen
sieben Arten, da dieses Profil nur in C. sakazakii, C. malonaticus, C. turicensis und C.
dublinensis vorkommt. Das Vorhandensein dieses Kapseltyps verleiht speziell in C. sakazakii-
und C. malonaticus-Stdammen einen vorteilhaften Phanotyp und fihrt zu
Austrocknungsresistenz, Persistenz  und Serumresistenz sowie einer erhéhten
Uberlebensfahigkeit in Makrophagen (Ogrodzki & Forsythe, 2015).

Obwohl die einzelnen Mechanismen bisher noch nicht vollstandig geklart sind, wurden aus der
vollstandigen Genomsequenzierung des aus einer neonatalen Erkrankung isolierten C.
turicensis -Stammes LMG 23827 (Ctu 3032), mehrere potenzielle Virulenzfaktor-Kandidaten
postuliert (Stephan et al., 2011). Der klinische Stamm Ctu 3032 wurde aus dem Blut eines
Neugeborenen in einem Ziricher Kinderkrankenhaus isoliert und war fiir den Tod von zwei
Neugeborenen verantwortlich (Mange et al., 2006). Das Genom von C. turicensis LMG 23827
(Ctu 3032) besitzt ca. 4382 Gene, von denen 223 Gene als virulenz- und krankheitsrelevant
annotiert wurden. Das Genom des klinischen Stammes Ctu 3032 besitzt ca. 4455 kodierende
Gensequenzen, von denen ca. 223 Gene mithilfe der offentlichen
Sequenzierungsdatenbanken als virulenz- und krankheitsrelevant annotiert wurden. So
kodieren sie beispielsweise fur einen putativen O-Antigen-Cluster, fir Gene der

Exopolysaccharidbiosynthese oder fur kapsulare Polysaccharide.

Wie bei vielen enteropathogenen Erregern besitzen Cronobacter spp. ein weiteres
gemeinsames Merkmal: Plasmide, die zur genomischen Plastizitat, bakteriellen Virulenz und
dem Uberleben beitragen (Johnson & Nolan, 2009). Im Allgemeinen kodieren solche Plasmide
bei Enterobacteriaceae eine Vielzahl von Virulenzfaktoren, wie z. B. Gene flr
Antibiotikaresistenz, Toxine, Adharenzfaktoren und Sekretionssysteme. Es wird
angenommen, dass Plasmid-getragene Virulenzgene (oder Gencluster) durch horizontalen
Gentransfer erworben werden (Juhas et al., 2008). Tatsachlich war die Gruppe um Muytjens
et al. (1983) die erste, die Plasmide bei klinischen Cronobacter-Stammen (ehemals E.

sakazakii) im Kontext von neonataler Meningitis und Sepsis identifizierte und charakterisierte.
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Andere Studien zeigten ebenfalls, dass solche Stamme (ehemals E. sakazakii) Plasmide
unterschiedlicher Grofte besal’en (Biering et al., 1989; Simmons et al., 1989; Clark et al.,
1990). Diese Stamme wurden bei erkrankten Sauglingen, auf Utensilien zur Zubereitung von
Sauglingsnahrung und in PIF-Behaltern isoliert. In den Jahren 2010 — 2011 wurden die ersten
Ganzgenomsequenzierungen vom C. sakazakii-Stamm BAA-894 und C. turicensis-Stamm
LMG23827" durchgefiihrt (Kucerova, et al., 2010; Stephan et al., 2011). Franco et al. (2011)
charakterisierten diese Plasmide pESA3 (131 kbp) und pCTU1 (138 kbp) und zeigten, dass
sie jeweils ein einziges und gemeinsames RepFIB-ahnliches (Inkompatibilitatsklasse)
Ursprungsgen der Replikation, repA, sowie zwei Eisenaufnahme-Gencluster, eitCBAD (ABC-
Ferric-Eisen-Transporter) und iucABCD/iutA (Hydroxamat-Typ Siderophor Aerobactin,
genannt Cronobactin), kodieren (Kucerova, et al., 2010; Stephan et al., 2011). Der
iucABCD/iutA-Gencluster wurde als der einzige bekannte Cronobacter-Siderophor, ein
multiples Eisenaufnahmesystem, bei allen sieben Cronobacter-Spezies beschrieben (Grimm
et al., 2012). Diese Redundanz in den Eisenaufnahme-Genen kdnnte die Nischendiversitat
widerspiegeln, die von Cronobacter-Arten besetzt wird (wie eukaryotische Pflanzen, PIF-
Herstellungsanlagen und Fliegen, um nur einige zu nennen), sowie die Verfligbarkeit und

Bioverfligbarkeit verschiedener Eisenquellen in diesen einzigartigen Umgebungen.

Als eine weitere Virulenzeigenschaft von Cronobacter wurden funf Sekretionssysteme
identifiziert, die molekulare Nanomaschinerien in der Zellhille von Bakterien darstellen, die die
Freisetzung von Molekilen ermdglichen und eine zentrale Rolle bei der Interaktion mit der
Umwelt spielen (Filloux, 2011). Die Sekretionssysteme sind oft an symbiontischen oder
pathogenen Wechselwirkungen beteiligt (Tseng et al., 2009). Bei Cronobacter spp. sind bisher
funf Typen von Sekretionssystemen (Typ-1, -2, 4, 5 und 6) bekannt (Filloux, 2011). Das Typ-
VI-Sekretionssystem transportiert das Effektorprotein in  Wirtszellen oder in das
Umgebungsmilieu, indem es eine nach auRen gerichtete phagenahnliche Struktur zur
Sekretion verwendet. Viele der Effektorproteine (wie hemolysin co-regulated protein 1 (Hcp1)
und valine-glycine repeat G protein (VgrG)) sind Toxine, die eine Rolle bei der bakteriellen
Pathogenese und dem Uberleben in der Umwelt spielen. Dies geschieht durch die Erhéhung
der Konkurrenzfahigkeit, indem sie die Wirt-Pathogen-Interaktionen von der Pathogenese weg
und hin zu einem kommensalen oder mutualistischen Zustand lenken oder durch die
Vermittlung kooperativer Interaktionen zwischen Bakterien (Franko et al., 2011). Mehrere Typ-
VI-Sekretionssystem-Gencluster wurden unter den verschiedenen Cronobacter Spezies
identifiziert, die sich sowohl im Kern-Genom als auch auf dem Plasmid in C. sakazakii befinden
(Franko et al., 2011). Kirzlich wurde Uber zwei Typ-VI-Sekretionssystemen in einem C.
sakazakii-Stamm 12868 berichtet. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass das
Sekretionssystem-1 zu interbakteriellen Konkurrenzprozessen beitragen koénnte, was C.

sakazakii ermdglichen kénnte, besser mit anderen Arten in bestimmten Nischen zu
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konkurrieren, und dass das Sekretionssystem-2 wahrend der Wirt-Interaktion wichtig sein

konnte.

Als weitere Virulenzdeterminante wurde eine Zink-Metalloprotease beschrieben. Die
zellgebundene Metalloprotease konnte einen engen Kontakt zwischen Bakterien und
Wirtszellen erfordern, um die zytopathischen Effekte durch den Abbau l6éslicher Proteine zu
initiieren (Kothary et al., 2007). Die Rolle dieser Protease bei Krankheiten kdnnte in ihrer
Beteiligung an Nekrosen und Zellschaden bei Neugeborenen mit nekrotisierender Enterokolitis
liegen; sie konnte auch fir die bei Meningitis beobachtete Pathologie verantwortlich sein
(Pagotto et al., 2003).

1.1.7 Adhasion und Invasion

Gastrointestinale Krankheitserreger wie Cronobacter spp. verursachen in der Regel
Erkrankungen, indem sie eine Reihe von physikalischen, chemischen, mikrobiellen und
immunologischen Barrieren des Wirts Uberwinden. Wie bei den meisten gastrointestinalen
Krankheitserregern ist die menschliche Schleimhaut oder Schleimhautmembran die erste
Kontaktstelle, die es auch Cronobacter spp. ermdglicht, ein gut bekanntes bakterielles
Infektionsschema zu verfolgen: (i) Kolonisierung an einer Schleimhautstelle, z. B. an Darm-,
Atemwegs- oder Harnwegsepithelien, (ii) Umgehung, Unterwanderung und Ausnutzung der
Wirtsabwehr, z. B. Invasion von Darmepithelzellen oder Internalisierung und Uberleben in
phagozytischen Zellen, was auch dem Erreger eine Nische mit geringerer Konkurrenz durch
andere Mikroorganismen bieten kann, sowie die Bereitstellung von (iii) systemischer
Ausbreitung und Vermehrung, z. B. im Blut, in Phagozyten, oder an extraintestinalen Stellen
wie den Hirnhduten, und (iv) Schadigung des Wirts, z. B. durch Expression von Exoproteinen
wie Toxinen und/oder Schaden aufgrund einer entzindungsférdernden Modulation des
Immunsystems des Wirts (Jang et al., 2020). Cronobacter kodieren viele Virulenzfaktoren, die
bei den Prozessen wie Adhasion, Invasion und Stérung der Darm- und Blut-Hirn-Schranke
beteiligt sind. Trotz zahlreicher Untersuchungen zum Adhéasions- und Invasionsvermégen von
Cronobacter spp. in den letzten Jahren ist der genaue Invasions-Mechanismus noch immer
unbekannt. Es wurde vermutet, dass die hohe Infektionsrate von Cronobacter bei
Neugeborenen auf die unreife Darmbarriere zurtickzuflhren ist, die anfallige Darmschleimhaut
fuhrt bei Cronobacter zu einer bakteriellen Translokation in andere Gewebe (Townsend et al.,
2007). In Verbindung mit einer Dysfunktion des Darmimmunsystems kann das Flagellum von
Cronobacter eine Reihe von entziindlichen Zytokinen wie IL-8, TNF und IL-10 bzw. eine
Entziindungskaskade induzieren, die zu weiteren Darmentziindungen und schliel3lich zur
Darmnekrose fiihrt (Cruz-Cordova et al., 2012).
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Einer der am besten konservierten Phanotypen von Cronobacter ist ihre Fahigkeit, die
Darmschleimhaut zu besiedeln und trotz der Peristaltik mit dem Darmmikrobiom um Nahrstoffe
zu konkurrieren (Jaradat et al., 2014). Die Expression von Adharenzfaktoren wie Fimbrien oder
Pili und Adhasinproteinen der aufleren Membran ist ein gemeinsames Merkmal aller
Cronobacter-Stamme und reprasentiert verschiedene Klassen von sekretierten und

polymerisierten Exoproteinen (Jaradat et al., 2014; Kucerova et al., 2010).

Nach erfolgreicher Anheftung von Cronobacter spp. an Darmzellen dringt der Erreger in die
Zellen ein, wobei er die Darmgewebeschichten durchquert, in Makrophagen persistiert und in
den Blutkreislauf (Bakteriamie) gelangt, in mikrovaskuldare Endothelzellen des Gehirns
eindringt und die Blut-Hirn-Schranke Uberwindet, was zu extraintestinalen Infektionen wie
Sepsis und lebensbedrohlicher Meningitis fihrt (Nair & Venkitanarayanan, 2007; Almajed &
Forsythe, 2016; Townsend et al., 2007, 2008).

Die Adhasion von Cronobacter an Rezeptoren des Wirtsgewebes ist der erste Schritt der
Erkrankung, z. B. durch die Verwendung von Fimbrien zur Anheftung an die Oberflache von
Darmepithelzellen (Eshwar et al., 2015), gefolgt von der Invasion der Wirtszellen (Mange et
al., 2006). Die Fimbrien werden durch den sfp-Gencluster kodiert (Cui et al., 2019), und P-

Fimbrien erhéhen die Infektionsrate der neonatalen Meningitis (Grim et al., 2013).

Liu et al. (2013) und Zogaj et al. (2003) zeigten, dass Cronobacter den Gastrointestinaltrakt
besiedeln kann, ohne eine Krankheit zu verursachen. Es sind jedoch mehr epidemiologische
Informationen erforderlich, um die Funktion von Cronobacter als Mitglied der Darmmikrobiota
zu verstehen und um festzustellen, ob sein Vorhandensein eine voriibergehende Besiedlung
bestimmter Stdmme oder anderer Arten von Wirtsassoziationen darstellt und wie sich
verschiedene Bakterien daran anpassen und weiterentwickeln. In-vitro-Studien haben gezeigt,
dass die Anheftung und die Invasion von Cronobacter an Saugetier-Darmzellen, das
Uberleben in Makrophagen und die Serumresistenz mit denen von E. cloacae und Citrobacter
freundii vergleichbar sind, aber weniger mit denen von Salmonella Typhimurium (Forsythe
2018).

Um in Makrophagen persistieren bzw. proliferieren zu kénnen, missen die Cronobacter einen
Virulenzmechanismus gegen bakterizide Abwehrmechanismen der Makrophagen aufweisen.
Dieser Mechanismus konnte bis zum heutigen Tag jedoch nicht aufgedeckt werden. Auch eine
direkte Korrelation zwischen in vitro-Studien und dem klinischen Verlauf konnte bislang nicht
gezeigt werden (Mange et al., 2006; Townsend et al., 2008). Die invasive Fahigkeit von
Cronobacter wurde von mehreren Forschern anhand von Saugetierzelllinien untersucht.
Townsend et al. (2008) untersuchten vier verschiedene C. sakazakii-lsolate aus einem
todlichen Ausbruch auf einer Neugeborenen-Intensivstation in Frankreich und stellten fest,

dass alle untersuchten Isolate sich an Intestinalzellen (Caco-2) und Endothelzellen der
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Hirnkapillaren sowohl anheften als auch in diese eindringen konnten. Eine starkere Invasivitat
wurde bei den aus den tddlichen Meningitis- und Darmnekrose-Féllen isolierten Stammen
vergleichbar mit einem meningitischen E. coli K1-Stamm beobachtet (Townsend et al., 2007;
2008). Hartmann et al. (2010) fanden heraus, dass verschiedene C. sakazakii-
Transposoninsertionsmutanten mit defekter oder gar fehlender Flagellenstruktur eine
verminderte Adhasionsfahigkeit an Caco-2-Zellen aufweisen. Kim & Loessner (2008) fanden
heraus, dass das Eindringen und die Invasion von Cronobacter in Caco-2-Zellen ein aktiver
Prozess ist, der eine de-novo-Proteinsynthese erfordert, und dass Aktinfilamente, Mikrotubuli-
Strukturen und die Unterbrechung der tight junctions bei den Adhasions- und
Invasionseigenschaften des Organismus eine Rolle spielten. Giri et al. (2012) bestatigten,
dass Cronobacter-Isolate in der Lage sind, durch dichte Monoschichten von Caco-2-Zellen
und humanen mikrovaskularen Hirnepithelzellen zu transzytieren, und ahmten damit die
Fahigkeit nach, in vivo den Darm und anschlieend die Blut-Hirn-Schranke zu iberwinden und
eine  Meningitis zu verursachen. Mange et al. (2006) charakterisierten die
Adhasionseigenschaften der Cronobacter in-vitro unter Verwendung von HelLa- und Caco-2-
Epithelzellen sowie humanen mikrovaskularen Hirnepithelzelllinien und fanden heraus, dass
die Adhasion multifaktoriell war und am hdéchsten wahrend der spaten exponentiellen
Wachstumsphase. Jungste in-vitro-Studien wiesen die Rolle von dendritischen Zellen bei der
Gewebeschadigung wahrend der Darmnekrose nach (Emami et al., 2011). Singamsetty et al.
(2008) legten nahe, dass humane, mikrovaskulare Hirnepithelzelllen anfalliger fur die Invasion
von Cronobacter spp. waren, und wiesen eine hdhere Invasionshaufigkeit bei humanen
mikrovaskularen Hirnepithelzellen nach als bei Endothel- und Epithelzellen unterschiedlicher

Gewebsherkunft.

1.1.8 AuRenmembranproteine

Weitere Virulenzfaktoren sind die multifunktionellen Aufienmembranproteine A und X (outer
membrane protein OmpA and OmpX), welche in mehreren Bakterienzellen wie auch in
Enterobacteriaceae vorkommen. Sie sind an der Adharenz, der Invasion von Epithelzellen des
Darms und von Endothelzellen des Gehirns durch Bindung der Bakterienzellen an das
Fibronektin der Wirtzellen beteiligen. Das ompA ist ein wichtiger und vergleichsweise gut
charakterisierter Virulenzfaktor der Cronobacter spp. (Nair et al., 2009). Das Glykoprotein
Fibronektin ist ein Teil der extrazellularen Matrix eukaryotischer Zellen, und spielt eine zentrale
Rolle bei der Adhasion verschiedener pathogener Keime unter anderem Cronobacter an den
Rezeptor fur das Porin OmpA (Nair & Venkitanarayanan, 2007, Kim et al., 2010, Mange et al.,
2006, Smith et al., 2007). Die B-barrel-Faltstruktur des ompA Proteins dient als wichtiger
Rezeptor flr verschiedene Bakteriocine und Bakteriophagen und als Vermittler der bakteriellen

Konjugation und Virulenz (Krishnan & Prasadarao, 2012). In einer Reihe von Studien wurde
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der Zusammenhang zwischen dem ompA und der Virulenz von Cronobacter spp.
nachgewiesen, sodass OmpA nicht nur fur die Invasion in die Darmendothelzellen sondern
auch in mikrovaskulare Hirnendothelzellen von groRer Bedeutung ist (Smith et al., 2007; Kim
et al., 2010).

Die Bedeutung von OmpA fir die Schadigung der Zellbarriere bei nekrotisierender
Enterokolitis wurde bereits fur andere enteroinvasive Enterobacteriaceae wie Escherichia coli
beschrieben. Nair & Venkitanarayanan (2007) haben gezeigt, dass ompA zusammen mit
zellularen Mikrotubuli und Mikrofilamenten eine Rolle bei der Invasion von Cronobacter auf
Darmepithelzellen spielt. Hunter et al. (2008) analysierten die Stickstoffmonoxid-Produktion
intestinaler Epithelzellen von Ratten nach einer Infektion mit C. sakazakii und stellten fest,
dass die Infektion zu einer erhdhten Stickstoffmonoxid-Produktion fuhrt und folglich die
Apoptose der Epithelzellen verursacht. Emami et al. (2011) untersuchten im nekrotisierende
Enterokolitis-Maus-Modell die Wechselwirkung zwischen C. sakazakii-Stammen und
dendritischen Zellen und stellten fest, dass die ompA-positiven Stamme zu einer Erhéhung
des inflammatorischen Mediators Stickstoffmonoxid flhrten, der bei der Entstehung der
nekrotisierenden Enterokolitis durch den zytopathischen Effekt auf die Blut-Darm-Barriere
entscheidend beitragen konnte (Emami et al., 2011). Dartber hinaus konnte gezeigt werden,
dass die Schadigung der Zellbarriere bei C. sakazakii-Infektionen in einem direkten
Zusammenhang mit der Mobilisierung dendritischer Zellen und der Unterdrlckung ihrer
Reifung stehen, so fihrt dies zur Zerstérung von zellularen tight junctions, einer erhéhten
Membranpermeabilitdt und letztendlich zur Apoptose intestinaler Epithelzellen. Dies scheint
fur die Pathogenese der nekrotisierenden Enterokolitis eine wesentliche Rolle zu spielen
(Emami et al., 2011).

Ein zentrales Ereignis in der Pathogenese einer durch Cronobacter spp. verursachten
Meningitis stellt die Interaktion der ompA-positiven Cronobacter spp. mit den Zellen der
menschlichen Blut-Hirn-Schranke dar. Endothelzellen der Hirnkapillaren sind durch das
Vorhandensein sog. tight junctions charakterisiert, die einen passiven parazellularen Durchtritt
aller sonst kapillargangigen Stoffe verhindern und eine selektive Permeabilitat gewahrleisten.
OmpA bindet an die Fibronektinrezeptoren der Zelloberflache und ermdglicht so die Invasion
des Keims (Nair et al., 2009; Kim & Loessner 2008, Kim et al., 2010). In verschiedenen
Zelllinien wurde eine Reduzierung der Invasionsrate um mehr als 80 % fur OmpA-
Deletionsmutanten im Vergleich zum C. sakazakii mit intaktem OmpA in vitro beobachtet (Nair
et al., 2009, Kim et al., 2010). Singamsetty et al. (2008) fihrten Studien mit OmpA-positiven
Cronobacter spp. durch, um die Rolle des Proteins bei der Verursachung von Meningitis durch
Vermehrung im Blut und Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke nachzuweisen. Dar(iber hinaus
konnten Mittal et al. (2009) die Bedeutung des OmpA fiir das Uberleben von C. sakazakii in

einem Meningitis-Tiermodell (neugeborene Ratten) nachweisen und stellten fest, dass die
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beiden ompA-negativen und -positiven C. sakazakii-Stamme zwar in dendritischen Zellen
aufgenommen werden, jedoch nur Stdmme mit intaktem OmpA in dendritischen Zellen
persistieren und replizieren kénnen. Die OmpA-positiven Stdmme banden an SIGN Proteine
in dendritischen Zellen, induzierten die Bildung immunsuppressiver Faktoren wie IL-10 und
TGF-B und unterdruckten letztlich die Reifung der dendritischen Zellen (Mittal et al., 2009).

OmpA spielt also auch eine wichtige Rolle in der Umgehung der primaren Immunantwort.

Andere Faktoren wie z.B. fkpA (auch bekannt als Makrophagen-Infektivitats-Potenzierer-
ahnliches Protein) sind ein Virulenzfaktor, der Cronobacter die Fahigkeit verleiht, innerhalb
von Makrophagen zu Uberleben, sich zu replizieren und mdglicherweise auch zu einer
Persistenz in Umgebungen mit hoher Stressbelastung beitragt (Brady et al., 2013; Holy &
Forsythe, 2014). Pathogen-gerichtete Demethylierung, Dephosphorylierung und Acetylierung
von Histonen wurden fir Cronobacter noch nicht vollstandig untersucht, wie es bei Infektionen

mit Bacillus anthracis, Escherichia coli und Helicobacter pylori der Fall ist (Craven et al., 2010).

1.1.9 Endo- und Enterotoxine

Einer der ersten Versuche, die Pathogenitat von Cronobacter zu verstehen, wagte die Arbeit
von Pagotto et al. (2003), die die Enterotoxin-Produktion verschiedener Cronobacter-Stamme
mit Hilfe des Mausesauglingstestes untersuchte. Pagotto et al. (2003) beschrieben erstmals,
dass vier von 18 Cronobacter-Isolaten enterotoxindhnliche Verbindungen produzierten, die
zusammen mit Lipopolysacchariden eine Entzindung auslosten. Diese enterotoxinahnlichen
Verbindungen erhdéhten den Gehalt an zyklischem Adenosinmonophosphat (CAMP) in den
Darmepithelzellen, die daraufhin kontinuierlich Wasser, Natrium, Chlor und Kaliumbicarbonat
in das Darmlumen sezernierten und dadurch Durchfall verursachten. Raghav & Aggarwal
(2007) identifizierten eine enterotoxinahnliche Verbindung mit einem Molekulargewicht von 66
kDa, die nach einer 30-minttigen Warmebehandlung bei 90 °C im Tiermodell noch aktiv war.
Yang et al. (2009) untersuchten im suckling mouse model die Wirkung von Cronobacter-
Enterotoxinen und stellten fest, dass die Uberlebensrate der Mause nach 72 Stunden nur 33
% betrug, wenn 10%-10° KBE/mI Cronobacter injiziert wurden, wobei ab 107 KbE/ml alle Mause
starben (Yang et al., 2009). Dennoch sind die Gene, die fir das Toxin kodieren, immer noch
unbekannt, so dass weitere Forschungen zu den Eigenschaften und dem
Bildungsmechanismus von Cronobacter-Enterotoxin erforderlich sind. Aufgrund der bisherigen
Datenlage bleibt die Produktion von Enterotoxinen bei Cronobacter spp. umstritten. Neben der
Produktion von Enterotoxinen waren Cronobacter auch in der Lage, proteolytische Enzyme
abzusondern, die bei denselben Mausen die Zellzerstérung an der Infektionsstelle bewirken
(Pagotto et al., 2003).
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Song et al. (2023) haben eine vergleichende Analyse der intrazellularen und extrazellularen
Enterotoxinkonzentrationen von Cronobacter-Isolaten mit unterschiedlichem Grad an
Antibiotikaresistenz durchgefuhrt. Die in der Studie verwendeten Cronobacter-Isolate zeigten
die Fahigkeit zur Enterotoxinproduktion, was mit den Virulenzfaktoren tbereinstimmt, die in
der Uberwiegenden Mehrheit der Cronobacter-Isolate vorkommen, wie von Holy et al. (2019)

beschrieben.

Cronobacter spp. besitzen wie die anderen Gram-negativen Bakterien in der aul3eren
Zellmembran lokalisierte Endotoxine, sogenannte Lipopolysaccharide (LPS) (siehe Kap. 1.1.3
Serotypen). Die Endotoxine werden haufig in Folge des Absterbens der Bakterienzellen
freigesetzt und induzieren durch die Interaktion mit LPS-sensitiven Zellen die Produktion
endogener Entzindungsmediatoren, wie TNFa. Zum einen fuhrt das freigewordene Lipid A zu
starken Entziindungsreaktionen, mitunter sogar zur Sepsis (MacLean et al., 2009). Zum
anderen wurde gezeigt, dass die Endotoxine die Translokation von C. sakazakii in die Blut-
Hirn-Schranke verstarken und wahrscheinlich zellulare tight junction zerstéren (Moriez et al.,
2005; Townsend et al., 2007). Dies kdnnte zu einer Erhéhung der Durchlassigkeit der Epithel-
und Endothelbarrieren fur Bakterien fihren (Kim & Loessner, 2008). DarUber hinaus wurde
festgestellt, dass Endotoxine die Migration von Enterozyten und die epitheliale Restitution
hemmen, was die Adhasionsfahigkeit der Zellen erhéht und die Durchlassigkeit der Epithel-
und Endothelzellen fiir Bakterien steigert (Cetin et al., 2004).

1.1.10 Hamolysin

Von unterschiedlichen Hamolysinen und hamolysebezogenen Genen wurde in Cronobacter-
Stdmmen berichtet, wobei die meisten Stdmme zwei Kopien des Hamolysin-Gens und des
Gens flr den Hamolysin-Aktivator-Protein-Vorlaufer besaf’en (Joseph & Forsythe, 2012). Cruz
et al. (2011) identifizierten das Hamolysin-Gen (hly) als Hamolysin lll-Homolog (COG1272),
und Jang et al. (2020) zeigten in einer Studie mit 390 Stammen, dass alle sieben getesteten
Spezies das Hamolysin Il COG1272-Gen-Homolog besalen. Allerdings konnten die von Cruz
et al. (2011) beschriebenen PCR-Primer nicht alle COG1272-Orthologe in jeder Cronobacter-
Spezies gleichmalig nachweisen. Darlber hinaus wurden drei weitere Hamolysin-Gene
beschrieben, darunter Allele fur ein Hamolysin mit Cystathionin-B-Synthase-(CBS)-Doméane,
ein mutmaliliches Hamolysin und ein 21 kDa Hamolysin (Jang et al., 2020). Umeda et al.
(2017) berichteten, dass alle analysierten 57 Cronobacter-Stamme beta-hamolytische Aktivitat
gegen Meerschweinchen-, Pferde- und Kaninchenerythrozyten zeigten und dass 92,9% der
Stamme zur a-Hamolyse von Schafserythrozyten fahig waren. Singh et al. (2015)
charakterisierten die beta-hamolytische Aktivitdt mehrerer aus Lebensmitteln, Boden und

Wasser isolierten C. sakazakii-Stamme; diese Stamme waren PCR-positiv flir das COG1272-
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Gen. Insgesamt sind vertiefende Studien erforderlich, um die Funktionalitdt dieser

verschiedenen Hamolysin-Gene dem entsprechenden Phanotyp zuzuordnen.

1.1.11 Antibitotika-Resistenzentwicklung

Die antibiotische Therapie ist derzeit die am haufigsten angewendete Methode zur klinischen
Behandlung von Cronobacter-Infektionen (Depardieu et al., 2007). Im Allgemeinen werden
Cronobacter-Infektionen hauptsachlich mit B-Lactam-Antibiotika (z. B. Cephalosporine und
Penicilline), Fluorchinolonen, Aminoglykosiden und Tetrazyklinen behandelt (Almajed &
Forsythe, 2016; Depardieu et al., 2007). Frihere Studien haben berichtet, dass die meisten
Cronobacter spp.-Isolate empfindlich gegenliber gangigen antimikrobiellen Wirkstoffen sind.
Jedoch kann der langfristige Einsatz oder Missbrauch von antibiotisch wirksamen Stoffen zur
Entwicklung von Antibiotikaresistenzen bei Cronobacter fiihren (Yoneyama & Katsumata,
2006; McMahon et al., 2007). Resistenzen gegen Beta-Lactame der ersten Generation und
Penicilline wie Amoxicillin-Clavulansaure, Ampicillin, Cefazolin, Cephalothin, Cefotaxim und
Streptomycin wurden bei aus Lebensmitel isolierten Cronobacter-Stammen berichtet (Molloy
et al., 2009; Ye et al., 2010; Chon et al., 2012; Pan et al., 2014; Fei et al., 2017). Zum Beispiel
wurden 77,8 % der Cronobacter-Isolate aus koreanischen gestrockneten Lebensmitteln als
resistent gegen Cephalosporine befunden (Chon et al., 2012). Carvalho et al. (2020)
untersuchten  getrocknete  Sauglingsnahrungen (77 Proben) und getrocknete
Sauglingsgetreide (75 Proben) und stellten fest, dass die isolierten Cronobacter-Stamme eine
hohe Resistenzrate gegen Cefazolin (94,4 %) aufwiesen, aber niedrige Resistenzraten gegen
Amoxicillin (9,45 %), Cefpodoxim (5,55 %), Streptomycin (1,35 %) und
Trimethoprim/Sulfamethoxazol (1,35 %). Die Resistenz gegen Cephalothin und relevante
Resistenzgenotypen (blaCSA und b/laCMA) wurde in mehreren friheren Studien berichtet
(Pakbin et al., 2022; Miiller et al., 2014). In einer anderen Studie berichteten Parra-Flores et
al. (2018), dass mehr als 8% der C. sakazakii-lsolate aus einem Diarhoe-Ausbruch bei
Saulingen in Mexiko gegen Cephalothin, ein Cephalosporin der ersten Generation, resistent
waren. In einer anderen Studie zeigten C. sakazakii- und C. malonaticus-lsolate aus
kommerziell hergestellten dehydrierten Sduglingsnahrungen und aus dem Produktionsumfeld
eine Resistenz gegen Amoxicillin-Clavulansaure, Ampicillin und Cefazolin (Fei et al., 2017).
Annlich stellten Kim et al. (2008) fest, dass die aus Lebensmitteln isolierten Cronobacter-
Stamme gegen Ceftarolin und Ampicillin resistent waren, wobei Lai (2001) herausfand, dass
Cronobacter spp. eine konstante Resistenz gegen Ampicillin, Cefazolin und erweiterte

Penicilline aufwiesen.

Uber Fosfomycinresistenzen von Cronobacter-Stammen wurde selten berichtet, wobei in

wenigen Studien das Resistenzgen fos bei der Mehrheit der Isolate (>97 %) nachgewiesen
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wurde. Hochel et al. (2012) isolierten 53 Cronobacter-Stamme aus Lebensmitteln und stellten
fest, dass alle Stdmme sich als resistent gegen Erythromycin erwiesen, wahrend zwei
Cronobacter-Stamme resistent gegen Tetrazyklin waren. Ahnlich berichteten Song et al.
(2023) sowie Odeyemi & Sani (2019), dass alle isolierten Cronobacter-Stamme zu 100 %
resistent gegen reprasentative Makrolid-Antibiotika (d.h. Erythromycin und Midecamycin) und
Vancomycin (Peptide) und Clindamycin (Lincosamide) waren. Odeyemi & Sani (2019) zeigten,
dass die Erythromycin- und Sulfamethoxazol-resistenten Cronobacter spp.-Isolate ein
Biofilmbildungsvermégen besassen. Dartber hinaus wurde ein plasmidvermitteltes Colistin-

Resistenzgen mcr-9.1 in C. sakazakii-lsolaten gefunden (Parra-Flores et al., 2021).

Dennoch nimmt der Anteil von Multiresistenzen gegeniiber mehreren Antibiotika von Jahr zu
Jahr zu (Fei et al., 2022; Ling et al., 2018). In einer umfassenden Studie in China wurden mehr
als tausend Cronobacter-Isolate aus Sauglingsnahrung und -erganzungsmitteln gegenuber 12
Antibiotika getestet, wobei 1,0% der Isolate mindestens gegen ein Antibiotikum resistent
waren. Darliber hinaus wurde von zwei multiresistenten C. sakazakii-lsolaten berichtet, die
gegen Ampicillin, Tetracyclin, Sulfamethoxazol-Trimethoprim und Chloramphenicol resistent
waren (Gan et al., 2022). Eine weitere kurzlich erschienene Studie Uber pulverformige
Sauglingsnahrung im Iran zeigte, dass 96 % der C. sakazakii-lsolate multiresistent waren
(gegen mindestens drei verschiedene Antibiotikaklassen), und dass acht Isolate gegen ein
Profil aus sechs verschiedenen Antibiotikaklassen (amoxicillin-clavulanic acid, amoxicillin,
ampicillin, cefoxitin, cefepime, erythromycin, and ceftriaxone) resistent waren (Pakbin et al.,
2022).

1.2 Die Bedeutung von Cronobacter spp. als bakterielle Gefahr fiir die o6ffentliche
Gesundheit

Cronobacter spp. stellen aufgrund ihrer Fahigkeit, schwerwiegende Erkrankungen bei
empfindlichen S&uglingen zu verursachen, ein anerkanntes Risiko fur die offentliche
Gesundheit dar (FAO/WHO, 2004; Pagotte & Farber, 2009). Besonders besorgniserregend ist
die Sauglingsernahrung in den ersten Lebensmonaten, wenn das Immunsystem des
Sauglings noch nicht ausgereift ist und pulverférmige Sauglingsnahrung als Ersatz fur das
Stillen verwendet wird (Boué et al., 2017). Eine Kontamination von pulverférmiger
Sauglingsnahrung ist fir die meisten gemeldeten Falle von Cronobacter-Infektionen bei
Sauglingen verantwortlich. Diese Falle resultieren in der Regel aus Chargen fehlerhafter
Sauglingsnahrung, die wahrend der Produktion entweder durch die Verwendung

kontaminierter Zutaten oder durch Kreuzkontamination verunreinigt wurden.
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Die Anzahl der gemeldeten Falle von lebensmittelbedingten Cronobacter-Infektionen ist
wahrscheinlich gering, ahnlich wie bei anderen Infektionskrankheiten. Es wird jedoch eine
hohe Dunkelziffer vermutet, da die schwerwiegenden Folgen bei Kleinkindern oft nicht
vollstandig erfasst werden. Mead et al. (1999) schatzten, dass in den USA nur 50 % der
tatsachlichen Hospitalisierungsfalle gemeldet werden, was auf eine erhebliche Untererfassung
hinweist. Reij et al. (2009) schatzten, dass Cronobacter-Infektionen 0,5 bis 2,4 % der
gesamten lebensmittelbedingten Krankheitslast und 0,5-0,7 % der Meningitislast ausmachen.
Aufgrund fehlender zuverlassiger Dosis-Wirkungs-Modelle wurden frihe
Risikoabschatzungen fir Cronobacter spp. in pulverformiger Sauglingsnahrung nicht in
absoluten Zahlen bewertet (Reij et al., 2009). Die FAO/WHO fiuihrte Risikobewertungen durch,
hauptsachlich durch vergleichende Szenarioanalysen, die jedoch aufgrund des Mangels an
Dosis-Wirkungs-Daten und der deterministischen Modellierung eines einheitlichen
Zellverbrauchs begrenzt waren (FAO/WHO, 2004; 2006). Die mittlere Infektionsdosis fir
lebensmittelbedingte Cronobacter-Infektionen ist unbekannt und variiert wahrscheinlich je
nach Isolat (Parra-Flores et al., 2015). Die letale Dosis fur intravends verabreichte Cronobacter
bei Mausen wurde auf 108 KbE/Maus geschatzt (Pagotto et al., 2003). Eine ungefahre mittlere
infektidse Dosis von 1000 KbE durch Lebensmittel wurde vorgeschlagen und basiert auf oralen
Challenge-Studien an Mausen und Ratten (Mittal et al., 2009; Richardson et al., 2009). In einer
Studie Uber eine Risikobewertung wurde ein exponentielles Dosis-Wirkungs-Modell
verwendet, wobei der einzelne Parameter "r" von 10-° bis 10-'° variiert und nicht vom Alter des
Kindes abhing (Boué et al., 2017). Die Studie legte nahe, dass die potenzielle Exposition
gegenuber Cronobacter am Tag vor Ausbruch der Krankheit zwischen 2160 und 3600 KbE
lag. Kontaminierte Lebensmittel, insbesondere pulverférmige Sauglingsnahrung, spielen als
Hauptubertragungsweg fur Cronobacter eine sehr grof3e Rolle und kénnen sowohl extrinsisch
wahrend der Herstellung als auch intrinsisch durch die verwendeten Zutaten mit Cronobacter
kontaminiert sein (Reich et al., 2010). PIF ist kein steriles Produkt, und andere mogliche
Ubertragungswege ergeben sich aus der Kreuzkontamination wéahrend der Rehydrierung, die
haufig aufgrund unzureichender Reinigungs- oder Handhabungspraktiken erfolgt (FAO/WHO,
2004; 2006). Oberflachen, Utensilien und Fabrikanlagen kénnen bei der PIF-Herstellung als
Reservoir flir Cronobacter dienen (Bar-Oz et al., 2001). Cronobacter spp. kénnen wahrend der
Rehydratation wachsen und bereits bei niedrigen Konzentrationen infektiése Dosen erreichen.
Eine Rehydratation bei Temperaturen nahe 35 °C férdert ein schnelles Wachstum, wobei eine
Zunahme um 1 log10in 1 bis 5 Stunden beobachtet wird (Parra-Flores et al., 2015). Angesichts
der beobachteten Lebensfahigkeit von Cronobacter unter trockenen Bedingungen besteht
auch ein potenzielles Risiko des Wachstums wahrend der Rehydratation. Fur die allgemeinen
Verbraucher umfassen die Kontrollmalinahmen zur Minderung des Cronobacter-Risikos die

Verwendung steriler FlUssignahrung, wo dies angebracht ist, die Rehydratation bei
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Temperaturen Uber 70 °C und die Minimierung der Zeit zwischen Zubereitung und Verzehr
(Pagotto und Farber, 2009; Boué et al., 2017).

Bei der Probenahme von Cronobacter variiert die geschatzte Bakterienzahl je nachdem, wie
stark die Matrix verklumpt oder geclustert ist. Falsche Annahmen zur Homogenitat fihren zu
ungenauen Konzentrationsschatzungen (Habraken et al., 1986). Dieses Problem ist
besonders relevant, wenn keine Dosis-Wirkungs-Daten vorliegen, da die Gesamtpravalenz
und der Verbrauch die wichtigsten Faktoren fur die Risikoanalyse sind (Reij et al., 2009). Das
Muster der Kontamination hangt von ihrer Quelle und Haufigkeit ab. FAO-Risikobewertungen
gingen von einer homogenen Poisson-Verteilung der Cronobacter-Kontamination in
pulverférmigen Sauglingsnahrungsmitteln aus (FAO/WHO, 2006; von Westerholt & Butler,
2020). Diese Annahme hat sich als unzureichend erwiesen, wie von anderen Autoren
nachgewiesen wurde (Jongenburger et al., 2011, 2012). Es ist wahrscheinlicher, dass
Cronobacter in Clustern auftreten, wobei der Inhalt jedes Clusters durch eine Lognormal- oder
Gamma-Verteilung dargestellt werden kann und die Cluster selbst Poisson-verteilt sind. Sie
erfordern daher zusammengesetzte Verteilungen wie die Poisson-Lognormal- oder Poisson-
Gamma-Verteilung, um genau modelliert zu werden (Gonzales-Barron et al., 2013; von
Westerholt et al., 2016). Diese Haufung von Cronobacter in pulverformigen
Sauglingsnahrungsmitteln kann eine erhebliche Auswirkung auf die Modellierung der
Expositionsabschatzung haben. Wenn die Annahmen zur Expositionsabschatzung ungenau
sind, kénnen sie zu einer Fehlinterpretation der Probenahmeergebnisse (positiv oder negativ)
und damit zu einer Uber- oder Unterschatzung des Risikos fiihren (Jongenburger et al., 2012;
Nauta, 2021). Die Expositionsereignisse koénnen hoher oder niedriger sein, und die
Wahrscheinlichkeit, dass Bakterienzellen unter ausgetrockneten Bedingungen Uberleben,
kann grof3er sein. Fur Cronobacter werden in der Literatur Pravalenzraten zwischen 3 und 30
% angegeben, die je nach Region variieren (Fei et al., 2017; Chap et al., 2009; Parra-Flores
et al., 2018; Santos et al., 2013). In den Vereinigten Staaten wurde friher eine Infektionsrate
von 1 von 100.000 Neugeborenen geschatzt, was 0,53 Infektionen pro Jahr entspricht (Hunter
& Bean, 2013).

Reij et al. (2009) schatzten die globale Exposition gegentiber Cronobacter durch Multiplikation
des geschatzten globalen Sauglingsanfangsnahrung-Verbrauchs (Cordier, 2007) mit der
geschatzten Cronobacter-Pravalenz (FAO/WHO, 2006). Das Ergebnis waren insgesamt 7,84
log10 KbE/Jahr, ohne Berlcksichtigung des Wachstums nach der Rehydratation. Die
Genauigkeit dieser Schatzung hangt davon ab, dass genaue Schatzungen fir die
Konzentration und die raumliche Verteilung vorliegen. Kompliziertere und spezifischere
Schatzungen flir den Verzehr sind in anderen verdffentlichten Risikobewertungen (Boué et al.,

2017) zu finden, in denen eine globale Expositionsrate von 0,33 MPN KBE/g geschatzt wurde.
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1.2.1 Definition der gefahrdeten Bevolkerungsgruppe

Cronobacter spp. konnten aufgrund ihrer klinischen Relevanz in zwei Gruppen eingeordnet
werden: Gruppe 1 umfasst die beiden Arten C. sakazakii und C. malonaticus, die die Mehrheit
der klinischen Isolate in allen Altersgruppen bilden. Gruppe 2 umfasst die selten berichteten
Arten C. turicensis und C. universalis. Die drei Arten C. dublinensis, C. muytjensii und C.
condimenti sind in erster Linie Umwelt-Kommensale und wahrscheinlich nur von geringer oder
sogar keiner klinischen Bedeutung (Forsythe, 2018). Wahrend eine Cronobacter-Infektion in
allen Bevolkerungsgruppen auftreten kann, ist sie am wahrscheinlichsten bei Personen mit
einem niedrigeren Immunstatus, insbesondere bei Neugeborenen und bestimmten alteren
Bevolkerungsgruppen, die den Konsum von rehydrierter Milch kombinieren (Boué et al., 2017).
Es wurde festgestellt, dass Sauglinge unter 12 Monaten nach dem Verzehr von kontaminierter
Sauglingsnahrung ein erhdhtes Risiko fiur Cronobacter-Infektionen haben. Insbesondere
Neugeborene unter einem Monat und Sauglinge mit niedrigem Geburtsgewicht unter zwei
Monaten sind gefahrdet (Yan et al.,, 2012; FAO/WHO, 2004; Reij et al., 2009), wobei die
Sterblichkeitsrate nach einer Infektion in diesen Gruppen zwischen 20 und 80 % liegt
(Friedemann, 2009). Die meisten Cronobacter-Ausbriche traten bis 2002 in diesen
Altersgruppen auf, was die Empfehlung fur sterile Flissignahrung fur hospitalisierte Sauglinge

unter zwei Monaten begriindete (Jason, 2012).

1.2.2 Infektionen bei Sauglingen oder Neugeborenen

Cronobacter spp. gelten als opportunistisch pathogen und stehen im Zusammenhang mit
lebensbedrohlichen Infektionen, vor allem bei Neugeborenen. Betroffen sind hauptsachlich
.Frihchen® mit einem Geburtsgewicht unter 2500 g und Sauglinge innerhalb der ersten vier
Lebenswochen (Lai, 2001; Bar-Oz et al, 2001; Mullane et al, 2008). Zu den
Hoéchstrisikogruppen zahlen neben Frihgeborenen (Geborene vor Vollendung der 37.
Schwangerschaftswoche) und Neugeborenen (Sauglinge bis zu einem Lebensalter von vier
Wochen) auch Sauglinge, die junger als zwei Monate alt sind, Sduglinge mit einem zu geringen
Geburtsgewicht, immunsupprimierte und geschwachte Sauglinge, Sauglinge mit
medizinischen Komplikationen, hospitalisierte Sauglinge und Sauglinge HIV-positiver Matter
(Strysko et al., 2020). Infektionen bei alteren Sauglingen wurden ebenfalls beobachtet (Bowen
& Braden, 2006).

Cronobacter spp. wurden bereits im Jahr 1929 aus einer Blutkultur bei einer Septikamie einer
Frau, die an einer fiebrigen Infektion nach einer Kirettage litt, als ,pigmentierter Coliformer*
beschrieben (Pangalos, 1929). Im Jahr 1958 wurde erstmals ein ,gelb-pigmentierter

Coliformer® in Zusammenhang gebracht mit einer tddlich endenden, generalisierten Sepsis
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und Meningitis bei zwei Neugeborenen im St. Albans City Hospital, Vereinigte Kdnigreich
(Urmenyi & Franklin, 1961; Jeker et al., 1965). In einem weiteren Bericht wurde ein Fall von
Meningitis beschrieben, der durch gelb pigmentierte Enterobacter cloacae bei einem Kind aus
Danemark verursacht wurde und zu schweren geistigen sowie neurologischen Spatfolgen
fuhrte.

Von 1958 bis 2018 wurden insgesamt von 183 Fallen invasiver Cronobacter spp.-Infektionen
bei Sauglingen und Kindern im Alter bis zu 3 Jahren aus allen Teilen der Welt berichtet
(Strysko et al., 2020). Auch in Deutschland wurde im Jahr 2021 ein Cronobacter-Ausbruch bei
Frihgeborenen mit einem Todesfall in einem Krankenhaus gemeldet (BVL -—RKI
Gemeinsamer Nationaler Bericht, 2021). Eine Auswahl dokumentierter Falle von
Chronobacter-Ausbrichen sind in Tabelle 4 aufgelistet. Die meisten betroffenen Sauglinge
waren hierbei Neugeborene (67 %; 100/150), wovon 38 % (42/112) starben. Ganze 79 %
(81/102) hatten zuvor Sauglingsanfangsnahrung eingenommen. Insgesamt hatten 116 (63 %)
der Sauglinge eine Meningitis und 67 (37 %) eine Bakteriamie. Im Vergleich zu Patienten mit
Cronobacter-Bakteriamie war die Wahrscheinlichkeit, dass die Cronobacter-Meningitis
aullerhalb des Krankenhauses auftrat, signifikant héher (58 % [41/71] vs. 33 % [16/48]). Mehr
als zwei Drittel (130/183) der Falle wurden jedoch in den letzten 20 Jahren gemeldet, als der

Anteil der mit Ausbrichen assoziierten Falle deutlich geringer war.

Die geschatzte Inzidenz liegt bei etwa einer Infektion mit Cronobacter spp. pro 100.000
Sauglingen pro Jahr und in 95 % der Falle sind S&uglinge in den ersten beiden
Lebensmonaten betroffen (Strysko et al., 2020). Bei S&uglingen mit sehr geringem
Geburtsgewicht (<1.500 g) steigt diese Rate auf 9,4 pro 100.000 (FAO und WHO, 2006). Die
jahrlichen Meldungen stiegen von einem Mittelwert von 1,2 Fallen/Jahr vor 2004 auf 8,7
Falle/lJanr ab 2004 (Strysko et al, 2020). Im Jahr 2008 meldete die
Weltgesundheitsorganisation (WHO) eine jahrliche Inzidenz von mindestens 0,14 pro 100.000
Sauglingen auf den Philippinen und 1,76 pro 100.000 Sauglingen in England und Wales,
obwohl es sich hierbei vermutlich um Unterschatzungen handelt (FDA/WHO, 2008).
Schatzungen aus der laborgestiitzten Uberwachung in den Vereinigten Staaten deuten darauf
hin, dass jahrlich etwa 18 Falle von invasiven Cronobacter-Infektionen bei Sauglingen (0,49
Falle pro 100.000 Sauglinge) auftreten (Patrick et al., 2014). In Frankreich wurden in einer
Risikobewertung zwischen 0 und 3 Falle pro 100.000 Sauglingen in den ersten 6
Lebensmonaten geschatzt (Boué et al.,, 2017). Da Infektionen mit Cronobacter spp. in

Deutschland nicht meldepflichtig sind, muss mit einer Dunkelziffer gerechnet werden.

Zu den typischen klinischen Symptomen von Cronobacter spp.-Infektionen bei Neugeborenen
zahlen nekrotisierende Enterokolitis, Bakteriamie und Meningitis (Block et al., 2002, Himelright

et al., 2002, van Acker et al., 2001; Bowen et al., 2017). Eine Verbindung von Cronobacter im
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Zusammenhang mit mehreren Fallen von nekrotisierender Enterokolitis bei Sauglingen
verstarkte die Assoziation mit hospitalisierten Frihgeborenen (van Acker et al., 2001). Es ist
jedoch bekannt, dass auch zuvor gesunde, voll entwickelte Sauglinge infiziert werden kdnnen;
bei Sauglingen, die in einem fortgeschrittenen Gestationsalter geboren wurden, kénnte das
Risiko einer Cronobacter-Meningitis grof3er sein als bei Frihgeborenen, im Gegensatz zu
einer Blutstrominfektion (Bowen & Braden, 2006). Es wird allgemein angenommen, dass
Cronobacter spp. Uber den Magen-Darm-Trakt in den menschlichen Koérper gelangen und dort
eine nekrotisierende Enterokolitis verursachen kdénnen (Liu et al., 2012). Grishin et al. (2013)
weisen darauf hin, dass die Entwicklung von nekrotisierender Enterokolitis einen anfalligen
Wirt voraussetzt, typischerweise ein Frihgeborenes mit physiologischen Beeintrachtigungen
(d. h. Hypoxie, Hypothermie, Darmischamie), die Verabreichung von enteraler Nahrung (der
die nitzlichen schitzenden Komponenten fehlen, die normalerweise in der Muttermilch
enthalten sind) und eine unkontrollierte bakterielle Besiedlung. Diese Bedingungen fuhren zu
einer verstarkten Entziindung der Schleimhaut, die in der Folge zu einer hohen Produktion von
Entziindungsfaktoren wie Zytokinen, Stickstoffmonoxid und Prostanoiden fuhrt, die das apikale
Magen-Darm-Trakt-Epithel weiter schadigen, wobei die Virulenz von Cronobacter spp.
dosisabhangig ist, aber nicht auf eine Eigenschaft einer bestimmten Bakterienspezies als
Ganzes zuruckzufuhren ist, sondern eher auf ein oder mehrere Merkmale bestimmter
Bakterienstamme, die bei einem voll entwickelten Kind harmlos, bei einem Fruhgeborenen
jedoch pathogen sein kénnen (Hamby et al., 2011; Cetinkaya et al., 2013). In-vitro-
Infektionsmodelle deuten auRerdem darauf hin, dass der Organismus auch durch Transzytose
des Magen-Darm-Trakt-Epithels in den systemischen Kreislauf gelangen kann (Giri et al.,
2012). Sobald der Organismus in den systemischen Kreislauf gelangt ist, hat er einen
Tropismus fir das Zentralnervensystem bei Neugeborenen und Sauglingen mit niedrigem
Geburtsgewicht und kann eine Meningitis verursachen, wahrend er bei Sauglingen mit etwas
héherem Geburtsgewicht (Yan et al., 2012) oder Erwachsenen eine Bakteriamie oder Sepsis
auslost. Sobald der Erreger die Blut-Hirn-Schranke Uberwindet und in das Gehirn gelangt,
kann er eine Ventrikulitis verursachen und Zysten oder Hirnabszesse bilden, die sich spater
zu einem Hydrozephalus entwickeln konnen - einem Zustand, bei dem es zu einer
ubermafigen Ansammlung von Liquor im Gehirn kommt (Bowen & Braden, 2006; Chenu &
Cox, 2009). Eine Cronobacter-Meningitis wurde haufiger bei Normal- und Spatgeborenen
festgestellt, wahrend eine Cronobacter-Bakteriamie haufiger bei Frihgeborenen auftrat
(Bowen & Braden, 2006). Der Grund fur diesen Unterschied ist noch unklar; eine rechtzeitige
Einleitung einer empirischen antimikrobiellen Behandlung bei stationaren Patienten konnte
jedoch das Eindringen von Bakterien Uber die Blut-Hirn-Schranke hinaus verhindern (oben
ref). Cronobacter spp. bedingte Meningitiden sind oft von einer Sepsis begleitet (Muytjens et

al., 1983; Bowen et al., 2017; Haston et al., 2023) und mit anderen Komplikationen, wie der
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Ausbildung von Zysten, Abszessen, Nekrosen, Ventrikulitiden, Ventrikeldilatationen und
Hydrocephalus verbunden (Jgker et al., 1965; Muytjens et al., 1983; Gallagher & Ball, 1991;
Bar-Oz et al., 2001; Lai, 2001; Strysko et al., 2020). Zhi-ping et al. (2024) untersuchten den
Zusammenhang zwischen C. sakazakii und Herzrhythmusstérungen im Kontext einer Sepsis.
Sie stellten fest, dass bei Mausen mit Sepsis der C. sakazakii-Gehalt im Darm anstieg. Die
Uberstéande und &uleren Membranvesikel der Bakterien fiihrten zu Herzrhythmusstérungen
sowie einer erhdhten Sterblichkeit, was durch die Dysregulation von lonenkanalproteinen

verursacht wurde.

Erkrankungen des zentralen Nervensystems gehen oft mit neurologischen Spatschaden
einher, sodass Uberlebende oft geistige und korperliche Entwicklungsstdérungen aufweisen
(FAO/WHO, 2006). Die nekrotisierende Enterokolitis ist vor allem durch Darmnekrosen und
Emphysembildung charakterisiert (Van Acker et al, 2001) und stellt eine haufige
multifaktorielle, gastrointestinale Erkrankung bei Neugeborenen dar, die nicht nur durch
Cronobacter spp. sondern durch eine Vielzahl von pathogenen Bakterien verursacht werden
kann (Jaradat et al., 2014).

Die Mortalitatsrate von Cronobacter spp. bedingten Erkrankungen bei Neugeborenen liegt, je
nach klinischer Manifestation, zwischen < 10% und 80%, ist allerdings hinsichtlich der
Cronobacter spp. bedingten Meningitis mit einer Haufigkeit zwischen 40% und 80% erhoht,
(Nazarowec-White & Farber, 1997). Zudem leiden 94 % der Kinder, die eine Cronobacter-
assoziierte Meningitis Uberlebten, unter irreversiblen neurologischen Spatschaden, wie
Hydrocephalus, Quadriplegie, Entwicklungsstérungen oder Beeintrachtigungen des Hor- oder
Sehvermoégens (Drudy et al., 2006; Bowen et al., 2017). Im Vergleich liegt die Mortalitatsrate
der durch Cronobacter spp. bedingten Bakteridamie bei 8% (FAO/WHO, 2006), die der
nekrotisierenden Enterokolitis zwischen 10% und 55% (lversen & Forsythe, 2003). Aufgrund
der sehr geringen Fallzahlen und dem Fehlen aktiver Kontrollsysteme flr durch Cronobacter
spp. ausgeldste Erkrankungen, ist eine genaue Einschatzung der Situation vor allem in
Entwicklungslandern schwierig (FAO/WHO, 2008). Zusatzlich muss bericksichtigt werden,
dass besonders im Hinblick auf neonatale Diarrhoen, vor allem in Entwicklungslandern, oft von
einer hohen Dunkelziffer auszugehen ist (Estuningsih & Sani, 2008). Der Anstieg der
weltweiten Meldungen in den letzten Jahren kénnte auf eine prazisere mikrobiologische
Identifizierung, ein gesteigertes Interesse an offentlich gemachten Ausbriichen und dem Aufruf
der WHO zur Meldung der Falle sowie auf ein gréReres Bewusstsein der Auswirkungen auf
die offentliche Gesundheit zurlickzufiihren sein. Dariber hinaus gab es vor 2007 keinen
Namen flr Cronobacter spp.; frihe Isolate wurden retrospektiv als Cronobacter spp.
identifiziert. Es ist moglich, dass die sich entwickelnde Nomenklatur und die
Identifizierungsmethoden dazu gefuhrt haben, dass sowohl Falle Ubersehen als auch

Infektionen aufgenommen wurden, die falschlicherweise als Cronobacter eingestuft wurden.
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Trotz der Bedeutung von Cronobacter-Infektionen bei Sauglingen sollte beachtet werden, dass
solche neonatalen Infektionen selten sind und nicht alle mit der Einnahme von rekonstituierter
Sauglingsanfangsnahrung in Verbindung gebracht wurden. Auch Muttermilch war in einer
Reihe von Fallen eine verdachtige Quelle (Barreira et al., 2003; Stoll et al., 2004; Bowen et al.,
2017). Eine frihe Hypothese besagt, dass der Geburtskanal die Quelle der Cronobacter-
Infektion sei. Dies scheint jedoch inzwischen unwahrscheinlich zu sein, da keines der vaginal
entbundenen Kinder bis mehrere Tage nach der Geburt Anzeichen einer Infektion entwickelte
und es zudem nicht erwiesen ist, dass Cronobacter einen Teil der vaginalen Mikroflora
ausmachen (Yan et al., 2012; Hunter & Bean, 2013).

Darlber hinaus beobachteten Biering et al. (1989), dass Sauglinge, die an einer Cronobacter-
Meningitis erkrankt waren, alle zuvor rekonstituierte Sauglingsanfangsnahrung erhalten
hatten, bevor sie erkrankten. AuRerdem wurde nach einer Uberprifung der
Fatterungsverfahren ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Verzehr bestimmter
pulverférmigen Sauglingsanfangsnahrung-Marken, der Entwicklung einer NEC bei
Neugeborenen und der Isolierung von Cronobacter festgestellt (van Acker et al., 2001).
Mehrere Cronobacter-Ausbriiche sind auf neonatalen Intensivstationen aufgetreten, die
epidemiologisch mit kontaminierten PIF in Verbindung gebracht wurden (Himelright et al.,
2002; Teramoto et al, 2010). In einer (Uber 10 Jahre zurlickliegend) durchgefiihrten
Untersuchung wurde festgestellt, dass die Mehrheit der Sauglingsnahrungspackungen
keinerlei Mikroorganismen enthielt (Jaradat et al., 2009). Es wurde jedoch auch Uber
extrinsische Kontaminationen von geéffneten Sauglingsnahrungspackungen oder Utensilien
zur Zubereitung von Sauglingsnahrung berichtet (Noriega et al., 1990; Friedemann, 2009;
Jaradat et al., 2009). Es wurde uber Cronobacter-Infektionen bei gestillten Sauglingen
berichtet, die nicht mit rekonstituierter Sauglingsanfangsnahrung gefuttert wurden. Diese Falle
werden jedoch wahrscheinlich zu wenig bekannt (Ravisankar et al., 2014; Stoll et al., 2004).
In einer Untersuchung eines neonatalen Falles wurde der Organismus aus der gefrorenen
abgepumpten Muttermilch und der von der Mutter verwendeten Milchpumpe isoliert (Bowen et
al, 2017; Haston et al., 2023). Die Ubertragung des Organismus durch Erwachsene (Holy et
al., 2014) und die hohe Inzidenz von Harnwegsinfektionen (Patrick et al., 2014) deuten

ebenfalls darauf hin, dass es andere Expositionswege als die Sauglingsnahrungsmittel gibt.

Cronobacter spp. wurden ferner im Krankenhausbereich aus Luft und Staub sowie aus
menschlichen Darmen und Rachen isoliert. Daher eliminiert die verbesserte mikrobiologische
Sicherheit von Sauglingsnahrung nicht zwingend das Risiko der Exposition von
Neugeborenen. Dementsprechend kann das Infektionsrisiko von verschiedenen Faktoren
abhangen, darunter von der Anzahl der Bakterienzellen, die das Produkt kontaminieren, der
Quelle von Cronobacter, der Handhabung nach der Nahrungszubereitung und dem

Gesundheitszustand der Sauglinge (z. B. niedriges Geburtsgewicht, Frihgeburtlichkeit oder
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Immunsuppression) (Himelright et al., 2002). Angesichts der Lebensfahigkeit von Cronobacter
unter trockenen Bedingungen besteht auch ein potenzielles Risiko des Wachstums wahrend
der Rerhydratation bzw. Rekonstitution der S&uglingsnahrung. Cronobacter spp. kdnnen
wahrend der Rehydratation wachsen und bereits bei niedrigen Konzentrationen infektiose
Dosen erreichen. Eine Rehydratation bei Temperaturen nahe 35 °C fordert ein schnelles
Wachstum, wobei eine Zunahme um 1 log10 in 1 bis 5 Stunden beobachtet wird (Parra-Flores
et al., 2015). Fir die allgemeinen Verbraucher umfassen die Kontrollmalnahmen zur
Minderung des Cronobacter-Risikos die Verwendung steriler Flissignahrung, wo dies
angebracht ist, die Rehydratation bei Temperaturen tber 70 °C und die Minimierung der Zeit

zwischen Zubereitung und Verzehr (Pagotto & Farber, 2009; Boué et al., 2017).
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Tabelle 4: Chronologische Auflistung von Cronobacter spp.-Erkrankungen bei Neugeborenen

weltweit und deren Auswirkungen (Auswahl)

Jahr Standort/Land Féille Todes- Krankheit/ Ursache Referenz
falle
Symptome
1958 St. Albans, 2 2 Meningitis, unbekannt Urmenyi & White-
Vereinigte Sepsis Frankin (1961)
Konigreich
1965 Odense, 1 1 Meningitis unbekannt Joker et al. (1965)
Danemark
1979 Macon, Georgia, 1 0 Bakteriamie unbekannt Monroe & Tift (1979)
USA
1977- Niederlande 8 6 Meningitis, Sauglingsnahrung  Muytjens et al. (1983)
1981 Sepsis,
nekrotisierende
Enterokolitis
1980 Indianapolis, 1 0 Meningitis unbekannt Kleiman et al. (1981)
Indiana, USA
1981 Oklahoma City, 1 0 Meningitis, unbekannt Adamson & Rogers
Oklahoma, USA Sepsis (1981)
1984 Athena, 11 4 Meningitis, unbekannt Arseni et al. (1987)
Griechenland sepsis
1986- Reykjavik, Island 3 1 Meningitis Sauglingsnahrung  Biering et al. (1989)
1987
1988 Memphis, 4 0 Sepsis, Séauglingsnahrung  Simmons et al. (1989)
Tennessee, USA nekrotisierende
Enterokolitis
1993-  Jerusalem, Israel 4 0 Meningitis, unbekannt Block et al. (2002)
1998 Bakteriamie
1994 Frankreich 13 4 Meningitis, Séauglingsnahrung  Caubilla-Barron et al.
Sepsis, (2007)
nekrotisierende
Enterokolitis
1998 Belgien 12 2 nekrotisierende  Sauglingsnahrung  Muytjens et al. (1983) ;
Enterokolitis Van Acker et al. (2001)
1999- Jerusalem, Israel 2 0 Meningitis Sauglingsnahrung Bar-Oz et al. (2001)
2000
2001 Knoxville, 1 1 Meningitis Séauglingsnahrung  Himelright et al. (2002)
Tennessee, USA
2002, Chandigarh, Indien 2 1 Meningitis, unbekannt Ray et al. (2007)
2006 Sepsis
2004 Neuseeland 5 1 Meningitis Sauglingsnahrung  Jarvis (2005)
2007 Bilbao, Spain 1 0 Sepsis Séauglingsnahrung  Aguirre Conde et al.
(2007)
2007 Kanada 2 0 Meningitis Sauglingsnahrung  Pagotto & Farber
(2009)
2010 Queretaro, Mexico 2 0 Gastroenteritis Sauglingsnahrung  Flores et al. (2011)
2010 Japan 1 1 Meningitis, Sauglingsnahrung  Teramoto et al. (2010)
Sepsis
2017 China 2 1 Gastroenteritis Séauglingsnahrung  Cui et al. (2017)
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Fortsetzung der Tabelle 4

Jahr Standort/Land Anza Anzahl Krankheit/ Ursache Referenz
hl Todesf s
Falle ille ymptome
2017 Brasilien 1 1 Bakteriamie Sauglingsnahrung  Volpe Chaves et al.
(2018)
2017 Argentinien 3 2 Meningitis, unbekannt Asato et al. (2013)
sepsis,

nekrotisierende
Enterokolitis

2021 Deutschland 4 1 Meningitis, Sauglingsnahrung BVL —RKI
Bakteriamie Gemeinsamer
Nationaler Bericht
(2021)
2021, USA 2 1 Meningitis, Sauglingsnahrung Haston et al. (2023)
2022 Bakteriamie , Brustpumpe

1.2.3 Infektionen bei Erwachsenen

Cronobacter-Infektionen sind nicht nur flir Neugeborene charakteristisch. Obwohl urspriinglich
fur ihr Ausldsen neonataler Infektionen bekannt, treten sie in allen Altersgruppen auf, wenn
auch gehauft bei sehr jungen und alteren immungeschwachten Menschen (FAO-WHO, 2008;
Healy et al., 2010; Holy & Forsythe, 2014; Patrick et al., 2014). Im Vergleich zu Fallen bei
Sauglingen werden Cronobacter haufiger bei Erwachsenen nachgewiesen, wobei die meisten
Fallberichte Infektionen bei é&lteren Patienten beschreiben, die zuvor krank oder
immungeschwacht waren. Bei bis zu 50 % der Erwachsenen mit einer Cronobacter-Infektion
lag eine andere Erkrankung zugrunde (Lai, 2001; See et al., 2007). Cronobacter spp. bedingte
Erkrankungen konnten auch bei Erwachsenen (in den meisten Fallen alteren Menschen > 60
Jahre), immungeschwachten Menschen oder Menschen mit schweren Grunderkrankungen
nachgewiesen werden (Lai, 2001). Neben der Bakteriamie und Septikdmie (Jiminez &
Gimenez, 1982; Hawkins et al., 1991; Emery & Weymouth, 1997; Lai, 2001; See et al., 2007)
wird von Pneumonie (Lai, 2001), Vaginitis (Ongradi, 2002), Osteomyelitis (Pribyl et al., 1985;
Corti et al., 2007) und multiplen Abszessen in der Milz (See et al., 2007) berichtet. In einer
Studie von Gosney et al. (2006) wurden Cronobacter spp. in der Mundschleimhaut von
Patienten nach Schlaganfallen nachgewiesen. Cronobacter spp. bedingte Meningitiden sind
bei Erwachsenen bisher allerdings nicht beschrieben. Auftretende Todesfalle sind bei den Giber

68-Jahrigen zu verzeichnen.

Zu den erwachsenen Patienten mit erhdhtem Risiko gehdren diejenigen, die zuvor mit
Antibiotika behandelt wurden, immungeschwachte sowie altere Patienten sowie Patienten mit
Implantaten, akuten oder chronischen und schweren Erkrankungen (Lai, 2001; Patrick et al.,

2014; Pitout et al., 1997). Sporadisch auftretende Krankheitsfalle bei Erwachsenen betreffen
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vor allem altere und immunsupprimierte Menschen (See et al., 2007). See et al. (2007)
beschrieben einen Fall von Cronobacter-Bakteriamie mit multiplen Milzabszessen bei einer
75-jahrigen Frau in einem Alterswohnheim. Dies war sowohl der erste gemeldete Fall von
Cronobacter bedingten Milzabszessen, als auch der erste Fall bei einem nicht

immungeschwachten Erwachsenen.

Es sind jedoch auch andere Kontaminationsquellen in der Umwelt moglich, wie das hausliche
Umfeld (Kandhai et al., 2004; Kilonzo-Nthenge et al., 2008; Bowen et al., 2017), Lebensmittel
aus dem Einzelhandel (z. B. getrocknetes Milchpulver, Trockenfleisch, Hilsenfriichte, NUsse,
getrocknete Mehle und Gewiirze) (Friedemann, 2007; Hochel et al., 2012) oder Trinkwasser
(Lui et al., 2013).

Die Quellen fur Infektionen bei Erwachsenen sind bislang unbekannt, konnten aber auf eine
erhohte Anfalligkeit fir Kommensale Cronobacter zurlickzufiihren sein. Beispielsweise konnte
der C. malonaticus-Typ-Stamm LMG23826™ aus einem Brustabszess isoliert werden.
Allgemein scheinen Stdmme von C. malonaticus clonal complex (CC) 7 eher mit
Erwachsenen, als mit neonatalen Infektionen assoziiert zu sein, wobei der Grund fur die

erhéhte Inzidenz noch unbekannt ist (Forsythe et al., 2014, Joseph & Forsythe 2011).

2022 wurde C. turicensis bei akuten Todesfallen, die auf mukoide und nekrotisierende
Typhlokolitis, verursacht durch genetisch unterschiedliche C. turicensis-Stamme
zurtckzufuhren sind, von funf europaischen Feldhasen (Lepus europaeus) im Nordosten

Osterreichs isoliert (Posautz et al., 2022).

1.3 Vorkommen
1.3.1 Vorkommen in Sauglingsnahrungsmitteln

Die epidemiologisch wichtigste Quelle fur klinische Cronobacter-Infektionen ist kontaminierte
Sauglingsnahrung auf Milchpulverbasis (powdered infant formula, PIF) (Biering et al., 1989;
Bowen & Braden, 2006; CDC, 2002). Das Vorkommen von Cronobacter spp. in
Milchtrockenprodukten lasst sich Uber viele Jahrzehnte zurlckverfolgen und Uberschneidet
sich mit dem ersten Fall von Meningitis (Urmenyi & Franklin, 1961). Damals gab es jedoch
keine Hinweise auf einen Zusammenhang mit Sauglingsnahrungsmitteln. In den spaten
1970er Jahren wurde ein Enterobacteriaceae-Stamm (NCTC 8155), der im Jahr 1950 aus
einer "Dose Trockenmilch" isoliert und in der nationalen Stammsammlung ,National Collection
of Type Cultures® (NCTC) in England archiviert wurde, erneut charakterisiert und als
Enterobacter sakazakii Biogruppe 1 identifiziert (Farmer et al., 1980). Dies war das erste

dokumentierte Isolat von Cronobacter aus einem Milcherzeugnis vom Typ "Trockenmilch".
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Mikrobiologische  Untersuchungen zum Vorkommen von Cronobacter spp. in
Sauglingsfertignahrungsmitteln zeigten weltweit zwischen 2 % und 14 % positiver Proben
(lversen & Forsythe, 2004; Muytjens et al., 1988). Die erste gro3e Untersuchung von
Sauglingsanfangsnahrungsproben auf das Vorkommen von Cronobacter spp. und anderen
Enterobacteriaceaen wurde von Muytjens et al. (1988) durchgefiihrt, die 141 Proben aus 35
Landern untersuchten. Sie berichteten, dass 52,2 % der Proben mit Enterobacteriaceae
kontaminiert waren, 14 % (13 Lander) enthielten Cronobacter spp. (E. sakazakii). Der
Kontaminationsgrad reichte von 0,36 bis 66,0 cfu/100 g. Dieser vergleichsweise niedrige
Kontaminationsgrad (<1 cfu/g) wurde in zahlreichen weiteren Studien bestatigt. Simmons et
al. (1989) meldeten 8 Cronobacter cfu/100 g in einer offenen Dose mit Milchpulver, die
wahrend eines Ausbruchs auf einer neonatalen Intensivstation als Kontaminationsquelle

ausgemacht werden konnte.

Nazarowec-White & Farber (1997) analysierten 120 Sauglingsanfangsnahrungsverpackungen
von funf verschiedenen Herstellern in Kanada und stellten fest, dass 6,7 % der Proben
Cronobacter spp. mit einem Gehalt von 0,36 cfu/100 g enthielten. Die Vorkommenshaufigkeit
lag zwischen 0 und 12 % der Proben pro Hersteller. Heuvelink et al. (2001) wiesen
Cronobacter spp. qualitatv in 25 g Probenmenge in 1 von 40
Sauglingsanfangsnahrungsproben und in 7 von 170 Milchpulverproben nach. Santos (2006)
untersuchte 98 Sauglingsanfangsnahrungsproben und meldete Cronobacter-Werte von 0,22-
1,61 cfu/100 g Produkt. Iversen & Forsythe (2004) berichteten schlielich tber eine detaillierte
Analyse von fast 500 Lebensmittelproben, darunter 82 Proben Sauglingsanfangsnahrungs-
und 49 Folgenahrungsproben. Cronobacter spp. wurden aus 2 von 82
Sauglingsanfangsnahrungsproben, 5 von 49 Folgenahrungsproben, 3 von 72 Milchpulvern, 40
von 122 Krautern und Gewurzen und 15 von 66 anderen Trockenzutaten isoliert. In Anlehnung
an die gemeinsame Studie der Erndhrungs- und Landwirtschaftsorganisation der Vereinten
Nationen (FAO) und der Weltgesundheitsorganisation (FAO/WHO, 2008) wurden durch ein
internationales Konsortium von Laboratorien aus Brasilien, England, Indonesien, Jordanien,
Korea, Portugal und Malaysia insgesamt 287 Proben von Folgenahrungs- und
Entwéhnungsnahrungsproben fiir Kinder analysiert (Chap et al., 2009). Sie berichteten Gber
die Isolierung von Cronobacter spp. aus 1 von 84 Folgenahrungsproben und 30 von 203
Entwéhnungsnahrungsproben. Pei et al. (2016) analysierten insgesamt 2.282
Sauglingsanfangnahrungs- und Folgenahrungsproben aus Einzelhandelsmarkten in China
und dabei wurden Cronobacter spp. in 1,1 % (25/2.282) der gesammelten Proben isoliert. Pan
et al. (2014) untersuchten ebenfalls 399 Sauglingsanfangsnahrungs- und
Folgenahrungsproben aus Einzelhandelsgeschaften und Supermarkten in Shijiazhuang,
China und fanden 11,5 % (19/165) der Sauglingsnahrungs- bzw. 12,8 % (30/234) der

Folgenahrungsproben positiv fur Cronobacter, darunter 48 C. sakazakii und 1 C. malonaticus.
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In einer sehr umfangreichen Studie aus China berichteten Gan et al. (2022), dass 8,7 %
(1.055/12.105) der aus 29 Provinzen in China gesammelten Sauglingsanfangsnahrungs- und
Reis-basierten Folgenahrungsproben positiv auf Cronobacter getestet wurden. In einer
weiteren Studie in der Republik Korea berichteten Jung & Park (2006) eine Cronobacter-
Kontamination in 20 % der Sauglingsanfangsnahrungsmittelproben. Shaker et al. (2007)
isolierten Cronobacter spp. aus 17 % der Sauglingsanfangsnahrungsproben in Jordanien. Fu
et al. (2011) Dberichteten ebenfalls, dass 4 % (3/77) der analysierten
Sauglingsanfangsnahrungsproben positiv fur Cronobacter spp. waren. Yao et al. (2016)
isolierten Cronobacter  spp. aus 12 % (16/133)  der  einheimischen

Sauglingsanfangsnahrungsproben in Abidjan, Elfenbeinkuste.

Untersuchungen zu aus Deutschland stammenden Sauglingsnahrungsmitteln wurden unter
anderem von Muytjens et al. (1988), Kress et al. (2005), Sanjaq (2008) und Kurz (2009)
durchgefuhrt. Die Vorkommenshaufigkeit von Cronobacter spp. in
Sauglingsfertignahrungsmitteln aus Deutschland lag zwischen 2,97 % (Sanjaq, 2008) und 50
% (Muytjens et al., 1988), wobei die Probenanzahl bei den Untersuchungen stark variierte.
Muytjens et al. (1988) analysierten zehn Proben aus Deutschland, von denen funf (50 %) mit
Cronobacter spp. kontaminiert waren. Kress et al. (2005) untersuchten hingegen 224 Proben,
von denen sich 42 (18,8 %) als kontaminiert erwiesen. Kurz (2009) konnte in 21 (13,8 %) von

152 untersuchten Proben Cronobacter spp. nachweisen.

Es gibt eine Reihe von Untersuchungen Uber Sauglingsnahrungsmittel, von denen eine
ausgewahlte Ubersicht in Tabelle 5 zusammengefasst ist. Es ist jedoch zu beachten, dass
diese Erhebungen zur damaligen Zeit der friheren mikrobiologischen Kriterien der Codex-
Alimentarius Commission durchgefihrt wurden. Im Jahr 2008 Uberarbeitete die Codex-
Alimentarius Commission die Leitlinien fir die mikrobiologischen Kriterien und den
spezifischen Nachweis von Cronobacter spp. in Sauglingsnahrungsmitteln fur Sduglinge im
Alter von <6 Monaten (CAC, 2008). AuRerdem wurden bei einer Reihe dieser Erhebungen
mittels unspezifischer Isolierungsmethoden fur Cronobacter (z.B. mittels FDA-Protokoll)
getestet, bei denen der Organismus auf Violett-Rot-Galle-Glukose-Agar (VRBGA) dominant
sein konnte und nicht-pigmentierte Cronobacter-Kolonien auf Trypton-Soja-Agar (TSA)

ubersehen werden konnten.

1.3.2 Rechtliche Einordnung und Nationale Vorschriften fiir Saduglingsanfangsnahrung
Im Jahr 2002 klassifizierte die Internationale Kommission fur mikrobiologische Spezifikationen
fur Lebensmittel Cronobacter spp. (ehemals E. sakazakii) als schwerwiegende Gefahr fir
gefahrdete Bevolkerungsgruppen (ICMSF, 2002), und drei Risikobewertungen von
Cronobacter spp. (E. sakazakii) wurden unter der Schirmherrschaft der FAO/WHO
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veroffentlicht (FAO/WHO, 2004, 2006, 2008). Auf Grundlage eines Expertentreffens zum
Thema oE. Sakazakii und andere Mikroorganismen in pulverférmiger
Séuglingsanfangsnahrung® wurden Cronobacter spp. von der FAO/WHO hinsichtlich des
Erkrankungsrisikos flr Sauglinge in die ,Risikokategorie A“ eingestuft (FAO/WHO, 2004).
Kategorie A bedeutet, dass ein klarer Kausalzusammenhang nachgewiesen wurde. Derzeit
zahlen Cronobacter spp. und Salmonella enterica zu dieser Kategorie A. Beide
Mikroorganismen verursachen Erkrankungen bei Sauglingen (unter 12 Monaten) und
Kleinkindern  (zwischen 1 und 3 Jahren) und wurden in pulverférmiger
Sauglingsanfangsnahrung nachgewiesen (FAO/WHO, 2004 und 2006). Im Jahr 2007 wurde
der Hygienekodex Uberarbeitet, um Kriterien fur Cronobacter aufzunehmen, wonach
Cronobacter in 30 Proben zu je 10 g Produkt nicht nachweisbar sein sollte (FAO/WHO, 2008;
CXC 66-2008).

Européische Union

Die Europaische Kommission hat mit der Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 spezifische
Vorschriften zur Untersuchung von Sauglingsnahrungsmitteln erlassen. Gemald dieser
Verordnung der Kommission vom 15. November 2005 Uber mikrobiologische Kriterien fur
Lebensmittel, die durch die Verordnungen (EG) Nr. 1441/2007 und Nr. 365/2010 geandert
wurde, werden Cronobacter spp. als Lebensmittelsicherheitskriterium definiert. Nach diesen
Vorgaben dirfen Cronobacter spp. in 30 Proben zu je 10 g getrockneter
Sauglingsanfangsnahrung und getrockneten diatetischen Lebensmitteln fir besondere
medizinische Zwecke, die fir Sauglinge unter sechs Monaten bestimmt sind, nicht
nachweisbar sein. Eine weitere Differenzierung der Cronobacter-Spezies ist jedoch nicht
erforderlich (Europaische Kommission, 2010). Als ,Lebensmittelsicherheitskriterium“ missen
Cronobacter-positive Chargen vom Markt genommen werden. Die EU definiert
Sauglingsanfangsnahrung als Lebensmittel, die fir Kinder unter 6 Monaten bestimmt sind,
wenn keine erganzende Erndhrung erfolgt. Folgenahrung wird als rekonstituierte Fllssigkeit
definiert, die fur Kinder im Alter von 6 bis 12 Monaten als Teil einer abwechslungsreichen
Erndhrung gedacht ist. Die Standards fur pulverférmige Sauglingsanfangsnahrung werden
durch die Richtlinie 2006/141/EG fur Standard- und Folgenahrung und die Richtlinie
1999/21/EG fur spezielle medizinische Nahrung geregelt. Die mikrobiologischen Kriterien fur
Cronobacter in der Produktion pulverformiger Sauglingsanfangsnahrung entsprechen den in

den Codex-Leitlinien empfohlenen Kriterien.
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Vereinigte Staaten

In den Vereinigten Staaten wird Sauglingsanfangsnahrung durch den Infant Formula Act (21
U.S.C. 350a) und verwandte Gesetze (21 CFR 106 und 107) geregelt. Diese Vorschriften
legen sichere Herstellungspraktiken auf Basis der Good Manufacturing Practices (GMP) fest,
einschlief3lich mikrobiologischer Kontrollen sowie Anforderungen an Nahrstoffgehalte und
Kennzeichnung. Zudem umfassen sie spezifische Hygienevorschriften und bauliche
Anforderungen an Produktionsstatten und -prozesse. Spezifische Kontrollen fir
Sauglingsanfangsnahrung sind in den GMP-Definitionen der Food and Drug Administration
(FDA) festgelegt. Die US-Standards Uberschneiden sich nicht vollstdndig mit denjenigen der
EU, und einige EU-Importe entsprachen in der Vergangenheit nicht den
Kennzeichnungsanforderungen der FDA. Im Jahr 2014 aktualisierte die FDA ihre
Herstellungsstandards flir eine sichere Produktion, um routinemaRige Tests auf Cronobacter
und Salmonellen einzuschlieBen, was mit einer Verringerung der Inzidenzraten dieser

Pathogene einherging.

China

Eine Reihe von Lebensmittelsicherheitsvorfallen in China, die zwischen 2005 und 2012
Sauglingsanfangsnahrung betrafen, fihrte zu einem erheblichen Vertrauensverlust von in
China produzierter Sauglingsnahrung und I6ste umfassende gesetzgeberische Reaktionen
aus. Der bekannteste dieser Vorfalle war die gro3angelegte und vorsatzliche Kontamination
von Sauglingsanfangsnahrung mit Melamin, um Nahrstoffmangel zu verschleiern.
Infolgedessen filhrte China mehrere neue Gesetze zur Durchsetzung von
Lebensmittelsicherheitsstandards ein. Die zentrale Gesetzgebung, die die Produktion von
pulverférmiger Sauglingsanfangsnahrung regelt, ist das Lebensmittelsicherheitsgesetz, das
von der neu gegrundeten Lebensmittelsicherheitskommission Chinas durchgesetzt wird. Seit
2010 ist die Einhaltung der Good Manufacturing Practices (GMP) in chinesischen
Produktionsstatten verpflichtend (GB 23790-2010). Dartber hinaus wurden zusatzliche
Standards und Verfahren zur Herstellung von Sauglingsanfangsnahrung eingefihrt, und es
wurden erhebliche Investitionen in die Qualitatskontrollen und in die Produktion von

Milchprodukten getatigt.
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1.3.3 Vorkommen in der Umwelt und in Lebensmitteln

Cronobacter spp. sind ubiquitar verbreitet und konnten bereits in einer Vielzahl von
Lebensmitteln tierischer und pflanzlicher Herkunft nachgewiesen werden, ohne dass ein
naturliches Habitat identifiziert werden konnte (Forsythe, 2018; Joseph et al., 2012; Leclercq
et al., 2002). Diese Mikroorganismen wurden in rohen oder frischen Produkten tierischen und
pflanzlichen Ursprungs sowie in verarbeiteten und zubereiteten Lebensmitteln wie
getrockneten, gerducherten, gefrorenen, fermentierten, gekochten oder gebratenen
Produkten, verzehrfertigen Lebensmitteln und Streetfood nachgewiesen. Lebensmittel kdnnen
wahrend des gesamten Produktionsprozesses kontaminiert werden. Alle unbehandelten
Rohstoffe fur Lebensmittel und Getrdnke sowie andere Umweltquellen (Wasser, Boden,
Staub) sind potenzielle Kontaminanten im Produktionsprozess. In verarbeiteten und
zubereiteten Lebensmitteln kann die Kontamination durch primare Kontamination der
Rohstoffe oder durch sekundare Kontamination wahrend der Verarbeitung und Zubereitung
auftreten. Angesichts der Allgegenwart von Cronobacter spp. in unbelebten (Wasser, Boden,
Pflanzen) und belebten Umgebungen (Tiere, Menschen) ist es nicht Uberraschend, dass das
Bakterium in einem breiten Spektrum von Lebensmitteln und Lebensmittelprodukten tierischen
und pflanzlichen Ursprungs nachgewiesen wurde. In frischen pflanzlichen Lebensmitteln kann
eine primare Kontamination mit Cronobacter spp. intrinsisch auftreten, z.B. endophytisch oder
durch Kontakt mit Wasser, Boden und lebenden Vektoren wie Insekten oder kleinen
Wirbeltieren. Aufgrund der Eigenschaften der Cronobacter spp. zur
Polysaccharidkapselbildung, der gelben Pigmentierung, sowie der Resistenz gegen
Austrocknung, stellten Iversen und Forsythe (2003) erstmals die Hypothese auf, dass Pflanzen
wahrscheinlich ein wichtiges Okosystem fiir die Cronobacter spp. sein kénnten. Diese
Eigenschaften konnten die Cronobacter-Zellen in die Lage versetzen, eventuell an
Pflanzenblattern anzuheften, die Pflanzen gegen durch Sonneneinstrahlung entstehende
Sauerstoffradikale geschitzt zu sein und Trockenperioden Uberlebensfahiger zu machen. In
weiteren nachfolgenden mikrobiologischen Untersuchungen wurde bestatigt, dass eine
Kontamination mit Cronobacter spp. haufig in pflanzlichen Lebensmitteln festgestellt wurde,
wobei die positiven Lebensmittel tierischer Herkunft jedoch pflanzliche Zusatzstoffe enthielten
(Turkcovsky et al., 2011). Frische und getrocknete Krauter und Gewiirze sind eine besonders
ergiebige Quelle fur Cronobacter-Stamme, mit einer Vorkommensrate von ca. 30 % (lversen
& Forsythe 2004).

Cronobacter spp. wurden weiterhin aus Lebensmitteln isoliert, die Ublicherweise mit anderen
lebensmittelbedingten Krankheitserregern in Verbindung gebracht werden, wie z. B. Fleisch,
Eier und Milch. Rohe Lebensmittel tierischen Ursprungs kénnen zusatzlich tber die (fakale)
Mikroflora der lebensmittelliefernden Tiere selbst kontaminiert sein. Mit Cronobacter spp.

kontaminierte Lebensmittel tierischen Ursprungs waren u.a. Rohmilch (Lafarge et al., 2004),
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Milcherzeugnisse, wie z.B. Kase (Leclerq et al., 2002; lversen et al., 2004a; Chaves-Lopez et
al.,, 2006), Speiseeis (Kraemer, 2008), Fleischerzeugnisse, wie z.B. Hackfleisch und
Fleischbrat (Leclerq et al., 2002), Fisch (Liu et al., 2006) sowie Eier (Gurtler et al., 2005; Hochel
et al., 2012). Cronobacter spp. waren in einer Vielzahl von verarbeiteten Lebensmitteln und
frischen Produkten zu finden, darunter Getreide, Weizen, Mais, Soja, Nudeln, Reis,
Kuchenmischungen, Tutensuppen, aromatisierte Tees, Krauter und Gewirze, Gemuse und
Salate sowie Sauglingsanfangsnahrung und Sauglingsnahrung (Friedemann 2007, Hochel et
al., 2012; Iversen & Forsythe 2004; Vojkovska et al., 2016). Das Vorkommen bei pflanzlichen
Lebensmittelzutaten ist wahrscheinlich auf die Persistenz des Organismus in starkehaltigen
Umgebungen zurlickzufiihren. Es ist bemerkenswert, dass Starke und Soja die wichtigsten
Bestandteile von Sauglingsnahrungsmitteln sind (FAO/WHO, 2004).

Im Weiteren wurde das Vorkommen von Cronobacter spp. sowohl in pflanzlichen
Lebensmitteln wie Getreiden Hulsenfriichten, frischen Obst- und Gemiuisesorten als auch in
getrockneten pflanzlichen Lebensmitteln, wie, Krautern, Tee, Gewilrzen und anderen
verwandten Produkten berichtet (Baumgartner et al., 2009; Jaradat et al., 2009; Chon et al.,
2012; Hochel et al., 2012; Iversen et al., 2004a).

Cronobacter spp. wurden aus dem Xylemsaft von Zitronenunterlagen (Gardner et al., 1982),
aus der Rhizosphare von Weizen (Forlani et al., 1995) und als endophytische Bakterien aus
den Blattern von Reispflanzen (Yang et al., 1999) isoliert. Kanivets & Pishchur (2001)
entdeckten Cronobacter spp. (E. sakazakii) in der bakteriellen Besiedlungsflora von
desinfizierten Zuckerrubensamen. Da Cronobacter (E. sakazakii) zur Kultivierbaren
endophytischen und epiphytischen Flora von Reis- (Yang et al., 1999) und Sojapflanzen
(Kuklinsky-Sobral et al., 2004, 2005) gehdrt, konnte es auch aus verwandten Lebensmitteln
isoliert werden (Tabelle 5). Einige traditionelle Lebensmittel und Getréanke auf Basis von
Getreide, Krautern und Hulsenfruchten wurden als mit Cronobacter spp. (E. sakazakii)
kontaminiert befunden (Bulgarelli et al., 1988; Tamura et al., 1995, Gassem, 1999; Mensah et
al., 2002; Nassereddin & Yamani, 2005; Coulin et al., 2006). Cronobacter spp. (E. sakazakii)
kann Teil von Starterkulturen fir die Fermentation traditioneller vegetarischer Lebensmittel
sein (Coulin et al., 2006). Geiges et al. (1990) und Osterblad et al. (1999) entdeckten
Cronobacter spp. (E. sakazakii) in gemischten Salatgemuisen sowie in importiertem, frischem

und tiefgefrorenem Gemiuse im Einzelhandel.

Da Cronobacter spp. pflanzenassoziiert sind, konnte der Organismus aus einem breiten
Spektrum von Umgebungsproben isoliert werden. Neuere Studien bezeichneten allerdings
allgemein die Umwelt als Reservoir. Grim et al. (2013) konnten durch komparative
Genomanalyse ein sogenanntes Cronobacter core Genom ermitteln, welches gemeinsame

orthologe Gene fir die einzelnen Cronobacter Spezies aufweist. In diesem Kerngenom
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konnten zahireiche Gene identifiziert werden, die fir den Transport bzw. die Verwertung
pflanzlicher Bestandteile, wie bspw. Maltose, Arabinogalactan oder Xylose kodieren oder dem
Bakterium Resistenzen gegen Phytotoxine verleihen. Diese Erkenntnisse sprechen generell
fur einen pflanzenassoziierten Ursprung von Cronobacter spp. Aus denselben Daten geht
zudem hervor, dass das Cronobacter-Genus einer bidirektionalen Divergenz unterliegt. So ist
die C. dublinensis-C. muytjensii-Gruppe (clade) vor allem an die Umwelt- und Pflanzen-Nische
adaptiert, wahrend die andere clade, hauptsachlich bestehend aus C. sakazakii und C.
malonaticus, durch den Erwerb zusatzlicher Gene in ihrer Virulenz gesteigert und an

Wirtsorganismen adaptiert ist.

In der Umwelt scheinen Cronobacter spp. haufig vorzukommen. So konnten Cronobacter spp.
aus der Produktionsumgebung verschiedener lebensmittelherstellender Betriebe (Milchpulver,
Gewlrz-, Schokoladen-, Getreide-, Nudel- und Kartoffelprodukte) nachgewiesen werden
(Kandhai et al., 2004; Mullane et al., 2008). Dennoch ist es die weit verbreitete Prasenz und
Persistenz des Organismus in Produktionsstatten fur Milchpulver und Sauglingsnahrung, die
aufgrund der potenziellen Kontamination des Endprodukts kontrolliert werden mussen. Der
Organismus wurde aus solchen Produktionsanlagen weltweit isoliert (Australien, China,
Deutschland, Irland, Schweiz und Vereinigte Staaten) und kénnte daher ein weit verbreitetes
Problem fir die Industrie darstellen (Craven et al., 2010; Fei et al., 2015; Jacobs et al., 2011;
Reich et al., 2010; Sonbol et al., 2013; Yan et al., 2013). Zu den Isolierungstandorten gehorten
Walzentrockner, Trockentlirme, Luftfilter, Luftpartikel, Tankwagenbuchten und Fabrikdacher.
Der Organismus konnte sogar die Sprihtrocknung Uberleben (Arku et al., 2011). Die
Genotypisierung hat die langfristige Persistenz von nicht unterscheidbaren Stammen in den
Produktionsanlagen bestatigt (Mller et al., 2013, Sonbol et al., 2013, Yan et al., 2013). Die
natlrliche Resistenz des Organismus gegen Austrocknung kann seine Persistenz in

Produktionsanlagen und pulverférmiger Sduglingsahrung-Zutaten (z. B. Starke) erklaren.

Trotz einer gemeldeten schweren Infektion eines Sauglings, die auf die Rekonstitution von
Sauglingsanfangsnahrungsmitteln mit Cronobacter-haltigem Wasser zurlickzufiihren ist,
wurde Wasser als Quelle des Genus bisher nicht viel Aufmerksamkeit geschenkt (Hariri et al.,
2013; Liu et al., 2013). Der Nachweis von Cronobacter spp. in Mineralwasserquellen (Mosso
et al., 1994) und im Trinkwasser (Leclerq et al., 2001) ist ebenfalls beschrieben. Trinkwasser
wird zum Reinigen und Absplilen von Lebensmitteln und Geraten zur
Lebensmittelzubereitung, zur Verdiinnung und Rekonstitution von Lebensmitteln oder direkt
als Getrank verwendet. Oger et al., (1981) und Schindler & Metz (1991) fanden Cronobacter
in Haufigkeiten von insgesamt 1,8 % (10/564 Stamme) und 0,4 % (1/256 Stdmme) bei der
Untersuchung von zentralen und lokalen Trinkwasserversorgungen. Bartolucci et al., (1996),
Lee & Kim (2003) sowie Williams & Braun-Howland (2003) identifizierten Cronobacter-

Biofilmbildung im Wasserverteilungssystem.
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Er wurde zudem aus hauslichen Umgebungen (z. B. Staubsaugerbeutel) und auch aus
Haushaltsgeraten isoliert (Kandhai et al., 2004; Killer et al., 2015). Bei der Aufklarung von
durch Cronobacter spp. bedingten nosokomialen Erkrankungen wurden kontaminierte
Bedarfsgegenstéande, die zur Zubereitung von Sauglingsfertignahrung (Ruhrléffel, Mixer und
Flaschenwarmer) oder zur anschlieRenden Geschirrreinigung (Abwaschbirste) genutzt
wurden, gefunden (Muytjens et al., 1983; Noriega et al., 1990; Bar-Oz et al., 2001; Block et
al., 2002).

Cronobacter-kontaminierte Lebensmittel tierischen Ursprungs umfassen eine Vielzahl von
Fleisch und Fleischprodukten von Kamel, Schwein, Rind und Geflliigel sowie zusatzlich Eier,
Rohmilch und verschiedene Milchprodukte, seltener, Fisch (Tabelle 5). Cronobacter spp.
wurde von Tieren isoliert (Farmer et al., 1985; Goullet & Picard, 1986), insbesondere von
Végeln, Echsen, Ratten und Ferkeln (Goullet & Picard, 1986; Gakuya et al., 2001; Montgomery
et al., 2002). Bei Wirbeltieren sind Cronobacter spp. ein Bestandteil der normalen oralen und
intestinalen Flora von Tieren und Menschen (Gakuya et al., 2001; Montgomery et al., 2002;
Zogaj et al., 2003). Salmon et al. (1998) fanden Cronobacter spp. in Milchdrisengewebe von
Milchrindern. Liu et al. (2005) entdeckten Cronobacter spp. in Futtermitteln fir Haustiere. Im
weiteren zegten Posautz et al. (2022), dass C. turicensis mit epidemiologisch verwandten
Typhlokolitis-Fallen bei europaischen Feldhasen in Osterreich in Verbindung gebracht werden
konnte. Die Rolle von Wildtieren wurde als Reservoir fir potentiell pathogene C. turicensis-

Stamme, die mcr-ahnliche Gene tragen, in Betracht gezogen.

In Straulieneiern konnten Cronobacter spp. sowohl im Eiweill als auch im Dotter
nachgewiesen werden (Cabassi et al., 2004). Die Erreger konnten daruber hinaus von der
Hautoberflache von Stubenfliegen (Musca domestica), aus dem Darm der gemeinen
Stechfliege (Stomoxys calcitrans) sowie aus dem Verdauungstrakt von mexikanischen
Fruchtfliegen (Anastrepha ludens) und Stallfliegenlarven isoliert werden (Kuzina et al., 2001;
Hamilton et al., 2003; Mramba et al., 2006; Pava-Ripoll et al., 2012). Insekten kénnen damit
ein mogliches Umweltreservoir darstellen und als Vektoren einer Umgebungskontamination
eine wichtige Verbreitungsmoglichkeit sein. Nicht nur Insekten sind als Trager von
Cronobacter spp. beschrieben worden. Ratten sind ebenfalls Quellen flr Cronobacter spp.
(Hamilton et al., 2003). Gakuya et al. (2001) untersuchten z.B. Antibiotikaresistenzen von aus

Ratten isolierten Cronobacter spp. aus Afrika.

Cronobacter spp. werden asymptomatisch von Menschen Ubertragen, wobei der Organismus
aus Zahnen, Speichel, Fakalien, Muttermilch und Haut isoliert wurde (Baltimore et al., 1989;
Gosney et al., 2006; Zogaj et al., 2003). Auch in klinischem Material wie Blut, Knochenmark,
Speichel, Urin, Wundsekret und Stuhl, sowie in klinischen Umfeldproben fanden sich

Cronobacter spp. (Lai, 2001; Masaki et al., 2001). In einem Altersprofil von Cronobacter, das
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anhand von Rachenabstrichen von mehr als 45 000 ambulanten Patienten im Zeitraum 2005-
2011 isoliert wurde, wurde der Organismus aus jeder Altersgruppe isoliert, mit einer hdheren
Haufigkeit bei Kindern unter 14 Jahren (Holy et al., 2013).

Ebenfalls wurde das Bakterium aus der Krankenhausumgebung isoliert, z. B. aus der
Krankenhausluft und verschiedenen Gegenstanden, wie z.B. ausReinigungsbirsten flr
Sauglingsflaschen, dem Stethoskop, dem Loffel und dem Mixer fir die Zubereitung von
Sauglingsnahrung. Der Organismus wurde zudem als Teil des gemischten Biofilms in
neonatalen enteralen Ernahrungssonden vorgefunden. Eine Rekontamination der
rekonstituierten Sauglingsnahrungmittel durch eine kontaminierte enterale Ernahrungssonde

wurde in einigen Laborversuchen berichtet (Hurrell et al., 2009a, 2009b).

Der Organismus wurde im Weiteren aus unterschiedlichen klinischen Proben, z. B.,
Zerebrospinalflissigkeit, Blut, Knochenmark, Sputum, Urin, entziindetem Blinddarm und
Bindehauten isoliert (Masaki et al., 2001).
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Tabelle 5: Auswahl weltweiter Untersuchungen auf Vorkommen von Cronobacter spp. in
Sauglingsnahrungsmitteln, Lebensmitteln tierischen und pflanzlichen Ursprungs und
Umweltsproben (basierend auf Friedemann, 2007)

Sauglingsnahrung Land Referenz
Sauglingsanfangsnahrung und Internationale Chap et al. (2009)
Folgenahrung Survey

Sauglingsnahrung Jordanien Jaradat et al. (2009);
Sauglingsanfangsnahrung und China, Zhang et al. (2017); Akineden et al.
Folgenahrung Deutschland (2017)
Sauglingsanfangsnahrung China Pan et al. (2014)
Sauglingsanfangsnahrung und China Fei et al. (2015)
Produktionswerk

Sauglingsnahrung, Getreidebeikost und Jordanien Shaker et al. (2007)
Produktionswerk

Sauglingsanfangsnahrung und Agypten Abdel-Galil et al. (2014)
Folgenahrung

Sauglingsanfangsnahrung und Agypten El-Gamal et al. (2013)
Milcherzeugnisse

Sauglingsnahrung und Zutaten Tlrkei Heperkan et al. (2017)
Sauglingsnahrung auf Milchbasis China Li et al. (2016)
Sauglingsnahrung, Getreide, Gemise, China Li et al. (2014)

Obst

Sauglingsnahrung auf Fruchtbasis UK Iversen et al. (2004)
Sauglingsnahrung auf Reisbasis UK Iversen et al. (2004)
Sauglingsnahrung Schweiz Lehner et al. (2005 & 2004)
Lebensmittel tierischen Ursprungs - Land Referenz

Fleisch und Fleischprodukte

Kamelfleisch, Eier, Kase, Milch,
Schweinefleisch, Fisch, Gefligel,
Wourstwaren, Schalentiere

Saudi-Arabien

Beuchat et al. (2009)

Rindfleisch und Rindfleischerzeugnisse, Ireland Molloy et al. (2009)

Schweinefleisch, Burger, Hackfleisch von

Rind- und Schweinefleisch

Gefligelfleisch Schweden, Dahlenborg et al. (2001); Lofstrom et
Argentinien al. (2004); Jimenez et al. (2003)

Rindfleisch, Wurstwaren Frankreich Leclercq et al. (2002)

Wourstwaren Frankreich, Goullet & Picard (1986); Schalch et al.
Deutschland (1994)
Fleischerzeugnisse Japan Watanabe & Esaki (1994); Kimura et
al. (1999)

Schweinefleisch

China, Spanien

Fei et al. (2018); Castano et al. (2001)

Fleisch China, Kanada Zeng et al. (2020); Nazarowec-White
& Farber (1997)
Gelatine Belgien De Clerck et al. (2004)
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Fortsetzung der Tabelle 5

Milch und Milchprodukte Land Referenz
Milchpulver Niederlande, Muytjens et al. (1988); Heuvelink et al.
UK, China (2001); Iversen & Forsythe (2004); Xu
et al. (2014); Kandhai et al. (2004)
Milcherzeugnisse Italien Casalinuovo et al. (2014)
Kase Sud-Afrika, De Haast & Britz (1986); Leclercq et al.
Frankreich, (2002); Roig-Sagués et al. (2002);
Spanien, China,  Ogier et al. (2004); Liu et al. (2005);
Tlrkei, Italien Ozturk & Ercisli (2006); Chaves-Lopez
et al. (2006)
Kaseprodukte UK Iversen et al. (2004)
Frischkdse aus Rohmilch Spanien Morales et al. (2003)&(2004)
Natriumkaseinat, Quark USA Restaino et al. (2006)
Milch (Rohmilch) Sid-Korea, Choi et al. (1999); Lafarge et al.
Frankreich, (2004); Ogier et al. (2004); Lehner et
Schweiz al. (2004) & (2005);
Tankmilch USA Jayarao & Wang (1999)
Ei und Eiprodukte Land Referenz
Eier Italien, Cabassi et al. (2004); Musgrove et al.
USA (2004); Gurtler et al. (2005); Hochel et
al. (2012)
Fisch und Fischprodukte Land Referenz
Muscheln Spanien Balebona et al. (1990)
Fisch (Aquakultur) USA Miranda et al. (2003); Call et al. (2003)
Fisch (verzehrfertig) Ghana Mensah et al. (2002)
Fischpulver China Liu et al. (2005)
Sardinien (verzehrfertig) Ghana Nketsia-Tabiri et al. (2003)
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Fortsetzung der Tabelle 5

Getreide und Getreideprodukte

Land

Referenz

Grinmalz (Gerste)

Khamir (Sorghumhirse)

Reissaatgut

Sobia (Weizen, Malzmehl)

Korner, gemahlener Mais, gemahlener
Reis

Reis, Reisstarke, Reismehl

Mehl oder Griel} von Mais, Soja, Weizen,
Reis

Getreidekorner

Cereals and related products

Acheke, Gerste, Kekse, Getreide,
Augenbohnenpaste, Trockennsse,
Korner, Krauter und Gewilirze, Rotalgen,
Sorghum, Erbsen

Schokolade und Kekse, Vanillecreme-
Riegel

Tofu

Hafer, Gerste, Weizen
Weizen und Weizenprodukte
Reismehl, Reiskorner

Getreidebeikost, Reis, Mais, Soja,
Getreide, Starke, Kartoffelmehl, Nudeln,
Cerealien

Mehl und Landwirtschaftsprodukte
Schokolade, Cerealien, Kartoffelmehl

Deutschland
Saudi Arabien
Philipinien
Saudi Arabien
UK

USA

USA

Republik Korea
China, Brasilien,

USA

USA

Schweiz
UK

UK
China
China

Jordanien

Republik Korea

Scheepe-Leberkiihne & Wagner (1986)
Gassem (1999)

Cottyn et al. (2001)

Gassem (1999)

Iversen et al., 20044, Iversen et al.,
2004b

Gurtler et al. (2005); Richards et al.
(2005)

Restaino et al. (2006)

Jung&Park (2006)

Li et al. (2014); Silva et al., 2019;
Cechin et al., 2024; Restaino et al.
(2006)

Beuchat et al. (2009)

Baumgartner et al. (2009)

Fouad & Hegeman (1993); No et al.,
(2002); Osaili & Forsythe (2009)
Molley et al. (2009)

Lou et al. (2019);

Lou et al. (2019); Huang et al. (2015)
Cottyn et al. (2001)

Osaili et al. (2009)

Chon et al. (2012)
Khandhai et al. (2004)

Hiilsenfriichte und Produkte Land Referenz

Nusse, Frichte, Mandeln, Pistazien, UK Iversen et al. (2004)

Kokosnusspulver, Sonnenblumenkerne,

Sesam, Biskuitmischung, pflanzlicher Talg

Kuh-Erbsen-Paste Nigeria Bulgarelli et al. (1988)

Sojabohnensprossen Deutschland Geiges et al. (1990)

Tofu (fermentierte Soja) USA, Republik Fouad & Hegeman (1993); No et al.
Korea (2002)

Nisse Polen Berthold-Pluta et al. (2021)

Kokosnuss Turkei Arslan & Ertiirk (2021)

Champignons China Li et al. (2019)

Tempe (fermentierte Soja) Indonesien Denter & Bisping (1994)

Seite 54



1 Einleitung

Fortsetzung der Tabelle 5

Tee, Kradter, Gewiirze und Pflanzen Land Referenz

Getrocknete Krauter, USA Molley et al. (2009); Restaino et al.
(2006)

Saurer Tee China Tamura et al. (1995)

Eistee USA Zhao et al. (1997)

Krautertee (Fenchel, Anis, Kimmel)

Deutschland

BVL- Berichte zur
Lebensmittelsicherheit 2022

Krauter und Gewiirze UK Iversen et al. (2004)

Getreidebeikost, Trinkwasser China Cui et al. (2015)

Krdutertee, Eistee Jordanien Chap et al. (2009)

Gewdlirzmischung, Siikholz, Thymian, Jordanien Jaradat et al. (2009)

Anis, Kamille, Fenchel, Salbei

Gewdrze und Krauter Syrien Belal et al. (2013); Iversen & Forsythe
(2004)

Maismehl, Sojamehl, Weizenmehl, USA Restaino et al. (2006)

Reismehl

Getreidebeikost fiir Kinder und USA Restaino et al. (2006)

Erwachsene

Getrocknete Gemiise und Krauter USA Restaino et al. (2006)

Getrochnete Obst Polen Berthold-Pluta et al. (2021)

Gewdlrzmischung, schwarzer und weiBer  Schweiz Baumgartner et al. (2009)

Pfeffer, Curry und Krautermischung

Tea, chinesische Krauter China Dou et al. (2015)

Frischwaren (Obst und Gemiise) Land Referenz

Salate und Krauter, Gewiirze

Mungobohnensprossen, Alfalfasprossen
Mungobohnensprossen
Alfalfa-Sprossen

Erbsensuppenpulver

Sojaprotein, Bohnenmehl, Linsen

Sous (Lakritze)

Sprossen, Krauter und Salate, Petersilie,
Dill, Koriander, Sellerie, Basilikum
Pflanzliche Lebensmittel und
Umweltproben

Fertiggerichte

Proben von Lebensmitteln, Krautern und
Umwelt

Gemuse

Salat und Gemiise

Brasilien, Polen

Norwegen
Deutschland
Mexiko
Tschechien
England
Jordanien
Schweiz

Tschechien

China
Indien

China

Italien, Polen,
Sid-Korea,
Deutschland,
Tschechien,
Ireland,
Spanien, Ghana,
Brasilien

Molley et al. (2009); Brandao et al.
(2017); Garbowska et al. (2015)
Robertson et al. (2002)

Boehme et al. (2004)

Cruz et al. (2004)

Leuschner et al. (2004)

Iversen et al. (2004a) & (2004b)
Nassreddin & Yamani (2005)
Baumgartner et al. (2009)

Vojkovska et al. (2016)

Xu et al. (2015)
Singh (2015)

Chen et al. (2014); Fei et al. (2018);
Ling et al. (2018)

Galli et al. (1990), Ottaviani et al.
(1992); Weiss et al. (2005); Berthold-
Pluta et al. (2017); Kim et al. (2011);
Geiges et al. (1990); Weiss et al.
(2005); Vojkovska et al. (2016);
Soriano et al. (2001); Mensah et al.
(2002); Vasconcellos et al. (2018)
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Fortsetzung der Tabelle 5

Frischwaren (Obst und Gemiise) Land Referenz

Gemiuse Finnland, Osterblad et al. (1999); Leclercq et al.
Niderlande, (2002); Restaino et al. (2006); Jung &
Italien, Polen, Park (2006)
Ungarn,
Portugal,

Frankreich, USA,
Republik Korea

Zucchini Spanien Gray et al. (2001)

Kartoffeln Polen Szafranek et al. (2005)
Tomateneintopf Ghana Mensah et al. (2002)

Obst China Fei et al. (2018)

Fruchtpulver Schweiz Lehner et al. (2004) & (2005)
Umwelt Land Referenz

Milchpulver und Umwelt USA Lampel & Chen (2009)

Milchpulver Produktionsstatten USA, Fei et al. (2015); Craven et al. (2010)

Sauglingsnahrungsverarbeitungsbetrieb

Umwelt- und Lebensmittelproben
Nudel- und Kraterproduktionsbetriebe
Rohabwasser aus der Weinkellerei
Wasser, Erde und Gras

Trinkwasser

Hausumgebung
Staubsaugerstaub im Haushalt

Haushaltstaub
Klichengerate

Krankenhausluft

Deutschland
Deutschland;
Schweiz, USA;
China; UK

Tschechien

Sid-Afrika
Belgien, USA,
UK, Frankreich

China,
Frankreich, USA,
Deutschland,
Italien, Republik
Korea, UK

USA

USA

USA
USA

Japan

Reich et al. (2010); Jacobs et al.
(2011); Mdiller et al. (2013); Hayman
et al. (2020); Lu et al. (2019); Yan et al.
(2015); Mullane et al. (2007) & (2008)
Putthana (2012)

Khandhai et al. (2004)

Keyser et al. (2003)

Lampel & Chen (2009); Cruz et al.
(2004); Molly et al. (2009); Oliver
(1997); Leclerc et al. (2001)

Fei et al. (2018), Leclerc et al. (1981);
Camper et al. (1986); Schindler &
Metz (1991), Bartolucci et al. (1996);
Lee & Kim (2003), Williams & Braun-
Howland (2003)

Samadpour et al. (2024)

Jaradat et al. (2009); Molley et al.
(2009); Samadpour et al. (2024)
Khandhai et al. (2004); Samadpour et
al. (2024)

Kilonzo-Nthenge et al. (2012);
Samadpour et al. (2024)

Masaki et al. (2001)
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1.4 Nachweis von Cronobacter spp.
1.4.1 Kulturelle Isolierungsmethoden

Zur kulturellen Isolierung von Cronobacter spp., insbesondere aus Sauglingsnahrungsmitteln,
wurden in den letzten Jahrzehnten zahlreiche Methoden sowie spezifische chromogene Agar
und Bouillons entwickelt. Da Cronobacter spp. in Sauglingsnahrungsmitteln Gblicherweise nur
in geringen Mengen (<1 KbE/100 g) nachgewiesen wurden, verlangen die derzeitigen
internationalen Vorschriften das Nichtvorhandensein aller Cronobacter-Spezies in 10 g-

Portionen von pulverférmigen Sauglingsanfangsnahrungsmitteln (FAO/WHO, 2004 & 2006).

Aktuell wird auf internationaler Ebene ein horizontales Verfahren zum kulturellen Nachweis
von Cronobacter spp. in Lebensmittel-, Futtermittel- und Umgebungsproben eingesetzt: DIN
EN I1SO 22964:2017-08 "Mikrobiologie der Lebensmittelkette - Horizontales Verfahren zum
Nachweis von Cronobacter spp.". Diese 1ISO-Norm gilt fur alle Lebensmittelprodukte und
Zutaten, die flir den menschlichen Verzehr oder als Futtermittel bestimmt sind, sowie flr
Umfeldproben im Bereich der Herstellung und Handhabung von Lebensmitteln. Die aktuelle
ISO-Methode wurde durch die Verordnung (EU) 2019/229 der Kommission vom 07. Februar
2019 zur Anderung der "Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 der Kommission vom 15. November
2005 uber mikrobiologische Kriterien fur Lebensmittel" als analytisches Referenzverfahren fur
die Uberpriifung von getrockneter Sauglingsnahrung auf das Vorhandensein von Cronobacter

spp. genannt.

Vor dem Inkrafttreten der Verordnung (EU) 2019/229 vom 07. Februar 2019 galt die
analytische Referenzmethode der Verordnung (EG) Nr. 2073/2005, ein Vorlaufer der aktuellen
ISO-Methode Technical Specification ISO/TS 22964 — IDF/RM 210:2006 ,Milk and milk
products — Detection of Enterobacter sakazakii‘, als das international standardisierte
Analyseverfahren, das im Jahr 2006 durch die ISO (International Organisation for
Standardisation) und die IDF (International Dairy Federation) zur Isolation von Cronobacter
spp. (E. sakazakii) aus Sauglingsnahrungen auf Milchbasis eingefihrt wurde (ISO, 2006). Bei
diesem veralteten Verfahren erfolgte aufgrund des gestressten Zustands der Zellen zunachst
eine Resusitation der Probe (1/10) in gepuffertem Peptonwasser flir 20 h bei 37°C, gefolgt von
einer selektiven Anreicherung in modifizierter Laurylsulfat-Trypton (mLST)-Bouillon mit
Vancomycin und Ausstrich auf einem chromogenen Selektivmedium (z.B. ESIA®-Agar; ,E.
sakazakii-1solation-Agar” der Firma AES Laboratoire). Zur Identifizierung wurden blau-violette
Kolonien zur Prifung auf ihre Fahigkeit zur Bildung gelber Pigmente auf CASO-Agar
(Caseinpepton-Sojamehlpepton-Agar)  ausgestrichen und mittels biochemischer
Differenzierung (z.B. API® 20E, API® 32E) endguiltig identifiziert.
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Bei dem Verfahren handelte es sich nicht um eine optimale Isolierungsmethode. Zum einen
wuchsen nicht alle Cronobacter-Stamme in der vorgeschriebenen selektiven Anreicherung
modifizierter LST-Bouillon mit Vancomycin. Zum anderen konnten ca. 20 % der nicht gelb
pigmentierten Cronobacter-Isolate nicht erfasst werden (Iversen & Forsythe, 2007). Auch die
Bebritungstemperaturen von 44 bzw. 45 °C sind fur einige Cronobacter-Isolate zu hoch,
weshalb in der aktuellen ISO-Methode im Vergleich zur Vorgangernorm (ISO/TS 22964:
IDF/RM 210:2006) bedeutende Anderungen vorgenommen wurden. Das neue ISO-Verfahren

wurde allerdings im Hinblick auf die Untersuchung anderer Lebensmittel ausgedehnt.

Bei der Untersuchung nach aktueller ISO-Methode erfolgt wie bei der Vorgangernorm (ISO/TS
22964: IDF/RM 210:2006) eine Voranreicherung der gestressten Zellen in gepuffertem
Peptonwasser (34 - 38 °C/18 h). Diese nicht-selektive Anreicherung wird anschlielend in die
saccharosehaltige Cronobacter Screening (CSB)-Bouillon (Iversen et al., 2008a) Ubertragen.
Die Bebrutung erfolgt bei 41,5 °C Uber 24 h. Danach werden Ausstriche auf einem festen
,Chromogenic Cronobacter Isolation“ (CCl)-Agar angelegt und nach der Inkubation bei 41,5
°C Uber 24 h typische, aufgrund der alpha-Glucosidase-Aktivitat des Erregers und des damit
verbundenen Farbumschlags als blaugriin gefarbte Kolonien identifiziert. Im Weiteren wurde
in der aktuellen ISO-Norm der Nachweis von Cronobacter spp. gemaf der Taxonomie aus
dem Jahr 2014 in den Testumfang mit einbezogen. Als Cronobacter spp. werden die
Mikroorganismen bezeichnet, welche auf Chromogenic Cronobacter Isolation (CCl)-Agar
typische Kolonien bilden und die bei der Durchfihrung der in dieser neuen Norm
vorgeschriebenen Tests die beschriebenen biochemischen Eigenschaften aufweisen. Die
Isolierung auf Chromogenic Cronobacter Isolation (CCl)-Agar basiert, wie die Ubrigen
chromogenen Medien zum Nachweis von Cronobacter spp. auch, in erster Linie auf der a-
Glucosidase-Reaktion (lversen et al., 2008a), die als Substrat 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-alpha-
D-glucopyranosid angeboten wird. Verwendete chromogene Agar basieren haufig auf der DFI-
Formulierung (Druggan, Forsythe, Iversen), die seit ihnrem urspringlichen Design verbessert
wurde (lversen et al. 2004a). Eine positive Reaktion der Cronobacter spp. wird von anderen
Enterobacteriaceae unterschieden (Muytjens et al., 1984). Es weist zudem H.S-bildende
Salmonellen als schwarze Kolonien nach; daher ist es flr beide Organismen anwendbar, die
fur die Sauglingsanfangsnahrung von Bedeutung sind. Proteus vulgaris besitzt ebenfalls eine
a-Glucosidase-Aktivitat, kann aber anhand der Graufarbung der Kolonien, infolge von H,S-
Bildung, von Cronobacter (Cronobacter-Kolonien sind blaugriin) abgegrenzt werden (lversen
et al., 2004a).

Mit dem aktuellen 1SO-Verfahren werden uUblicherweise Proben aus Folgenahrungen
(Sauglingsanfangsnahrung fir Sduglinge mit einem Zielalter von >6 Monaten), Lebensmitteln,
Getreide, Inhaltsstoffen und Umweltproben im Produktionsbereich enthommen und meist nach

den gleichen Protokollen wie fur Fertigprodukte der pulverférmigen Sauglingsnahrungsmittel
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getestet. Obwohl Cronobacter aus Folgenahrungen (Sauglingsanfangsnahrung fir Sauglinge
mit einem Zielalter von >6 Monaten) und Entwdhnungsnahrung isoliert wurde, gibt es derzeit
keine ausreichende epidemiologische Evidenz, um die Implementierung von Kriterien fir diese
Produkte zu unterstitzen (FAO-WHO, 2008).

Eine Alternative zur alten ISO-Methode (ISO/TS 22964: IDF/RM 210:2006) stellte die
Cronobacter Screening (CSB)-Methode dar. Dabei wurde die selektive Anreicherung in CSB-
Bouillon durchgefihrt und anstelle des vorgeschriebenen chromogenen Selektivmediums
(z.B. ESIA®-Agar) eine modifizierte Version des DFI-Agars (mDFI) verwendet (lversen et al.,
2008a). Zur ldentifizierung wurden ebenfalls verdachtige Cronobacter spp.-Kolonien auf
CASO-Agar ausgestrichen und mittels vorgeschriebenen biochemischen Tests (z.B.
kommerziell erhaltlichen Testkits API® 20 E/ID 32E) endglltig identifiziert. Bei der CSB-
Bouillon handelte es sich um eine Indikatorbouillon, welche die S&urebildung durch
Fermentation von Saccharose mit einem Farbumschlag von violett nach gelb anzeigt. In einer
Studie von Iversen et al. (2008b) zeigte die Verwendung der CSB-Bouillon im Vergleich mit
den beiden kulturellen ISO-Verfahren (ISO/TS 22964: IDF/RM 210:2006), abhangig von dem
verwendeten chromogenen Agar, eine 100%-ige Sensitivitat fir den Nachweis von allen
Cronobacter-Spezies. Die CSB-Bouillon wurde allerdings in die aktuellen ISO Methode DIN
EN ISO 22964:2017-08 (ISO, 2017) als obligatorisches selektives Anreicherungsmedium

aufgenommen.

Eine weitere anerkannte Referenzmethode ist diejenige der US-amerikanischen Lebens- und
Arzneimittelbehérde (U. S. Food and Drug Administration, FDA) und gilt nur fir die USA.
Bereits 1988 entwickelten Muytjens et al. (1988) die erste Methode fir den quantitativen
Nachweis von Cronobacter (E. sakazakii). Schon ein paar Jahre spater erfolgte eine erste
kleine Modifikation dieses Verfahrens durch Nazarowec-White & Farber (1997). Auf Basis
dieser Methode wurde 2002 ein kulturelles Isolierungsverfahren zum Nachweis von
Cronobacter spp. ausschlieBlich in Sauglingsnahrungsmitteln eingesetzt: Die sogenannte
FDA-Methode der U. S. Food and Drug Administration "Isolation and Enumeration of
Enterobacter sakazakii from Dehydrated Powdered Infant Formula" (FDA/CFSAN, 2002). Die
FDA-Methode wird ausschliellich zur quantitativen Bestimmung von Cronobacter spp. in
pulverférmigen Sauglingsnahrungsmitteln haufig eingesetzt (Friedemann, 2008). Die Methode
beschreibt allerdings kein spezifisches Isolierungsverfahren fiir Cronobacter spp., sondern ist
allgemein geltend fiir die Organismen der Familie der Enterobacteriaceae. Dieser quantitative
Nachweis basiert auf dem most probable number (MPN)-Verfahren und erfolgt durch die
Einwaage von 3 x 100 g, 3 x 10 g und 3 x 1 g Untersuchungsmaterial, das zunachst in sterilem
Wasser geldst und bei 36 °C Uber 24 h vorangereichert wird. Danach werden die Ansatze in
selektive Enterobacteriaceae Enrichment (EE)-Boullion Ubertragen und bei 36 °C Uber 24 h

angereichert. Anschlieend erfolgen Ausstriche auf ein fur Enterobacteriaceae selektives

Seite 59



1 Einleitung

Festnahrmedium (VRBG, Violet Red Bile Glucose-Agar) und nach einer Inkubation von 24 h
bei 36 °C die Ubertragung von fiinf typischen Kolonien auf Trypton-Soja-Agar. Zur
biochemischen Identifizierung der prasumtiven Cronobacter spp. -Kolonien werden meist die
miniaturisierten Kits wie API® 20E/ID 32 E verwendet. Die FDA-Methode wurde inzwischen
mit einem molekularbiologischen (PCR) Verfahren um einen weiteren Schritt ergénzt. Dabei
wird Material aus der Voranreicherung parallel zur kulturellen Methode mittels einer real-time
PCR untersucht (Seo & Brackett, 2005).

Eine neue Version der FDA-Methode wurde von Lampel & Chen (2009) erarbeitet und ist seit
Méarz 2012 Bestandteil der FDA Bacteriological Analytical Manual. Diese ,neue FDA-Methode®
setzt sich aus einer Anreicherung der Probe im Verhaltnis 1:10 in gepuffertem Peptonwasser,
Zentrifugation (3000 x g, 10 min) von 4 x 40 ml, Resuspension der Pellets in je 200 pl
phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) und einem anschlie®end kombinierten kulturellen
(Ausstrich auf DFI-Agar und R&F®-ESPM-ESSM) und molekularbiologischen (PCR)
Verfahren zusammen. Zur endgdltigen Identifizierung werden von jedem Chromogen-Agar
vorlaufige Cronobacter spp.-Kolonien mittels Real-Time PCR und ID32E oder VITEK 2.0
untersucht (Chen et al., 2012). Die kombinierte Verwendung von chromogenem Agar
zusammen mit DNA-Sequenz-basierten ldentifizierungstechniken hat zu einem besseren
Nachweis und einer besseren Kontrolle von Cronobacter spp. beigetragen (Chen et al., 2012,
ISO 2017).

1.4.2 Identifizierungsmethoden
1.4.2 1 Biochemische Identifizierung

Biochemische Tests werden traditionell zur mikrobiellen Identifizierung auf Speziesebene
verwendet. Die wichtigsten biochemischen Merkmale, die Cronobacter von eng verwandten
Mikroorganismen insbesondere von solchen aus dhnlichen Materialien unterscheiden, wurden
auch in der Studie zur taxonomischen Neueinstufung der Gattung Cronobacter verwendet
(Tabelle 3). Zurzeit gibt es eine Vielzahl von kommerziell erhaltlichen Kits flr die Identifizierung
von Cronobacter spp-Isolaten, die auf einer Reihe von selektiven biochemischen Reaktionen
basieren. Einige der bekanntesten sind API®20E, ID32E und VITEK 2.0 (Fa. Biomerieux). Die
aktuell giltige ISO-Methode (ISO, 2017) empfiehlt nicht unbedingt die Verwendung bestimmter
kommerzieller Kits, sondern stattdessen spezifische individuelle biochemische Tests. Die
gangigen kommerziell erhaltlichen Kits mit zentralisierten Datenbanken fir
Enterobacteriaceae haben eine geringe Zuverlassigkeit fir Cronobacter. Ein grof3er Nachteil
ist, dass einige dieser phanotypischen Kits die veraltete Nomenklatur in den Datenbanken

haben, wobei einige den Organismus immer noch als E. sakazakii identifizieren. Durch die
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Verwendung biochemischer Testpanels wie API®20E und ID32E sowohl in der ISO als auch
in der FDA sind diese Methoden jedoch aus mehreren Grinden unzureichend und
unzuverlassig geworden. Erstens basieren die beiden kommerziellen Kits subjektiv auf der
visuellen Erkennung einer Farbveranderung beim Ablesen der Ergebnisse, wodurch die
Identifizierung je nach untersuchtem Individuum variieren kann. Zweitens gibt es eine
Diskrepanz zwischen den beiden Verfahren. In einer von Iversen et al. (2007b) durchgefihrten
Studie identifizierte die API®20E-Galerie beispielsweise nur 70 % der "Cronobacter'-Stamme
positiv auf Speziesniveau als E. sakazakii, wahrend die ID32E-Galerie 90 % der
"Cronobacter'-Stamme auf Speziesebene als E. sakazakii identifizierte. SchlieRlich wurde die
falsche Identifizierung von Cronobacter-Stammen auch nach der Aktualisierung der API®20E-
und ID32E-Datenbanken im Jahr 2015 fortgesetzt. Jackson & Forsythe (2016) stellten bei den
biochemischen Untersuchungen von 250 Cronobacter-Isolaten fest, dass die Datenbanken flr
die kommerziellen API®ID20E- und ID32E-Kits nur 82,3% bzw. 43,2% zuverlassig waren. Bei
der Bewertung des apilD20E-Schemas ergaben beispielsweise nur 82,3 % der "Cronobacter"-
Stamme eine Ubereinstimmung mit der neuen Version, wahrend 90 % der Stdmme eine
Ubereinstimmung mit der vorherigen Version ergaben. Die Bewertung von ID32E ergab auch,
dass die friheren Versionen der ID32E-Datenbank 88,9 % der Stdmme identifizieren konnten,
die eine Ubereinstimmung als E. sakazakii ergaben; bei Verwendung der aktualisierten
Version der Datenbank sank dieser Prozentsatz jedoch auf nur 43,2 % (Jackson & Forsythe,
2016).

Darlber hinaus wurden bei der Verwendung von Vitek 2.0 falschlicherweise die Stdmme von

Enterobacter, Franconibacter und Siccibacter spp. als Cronobacter identifiziert.

1.4.2.2 PCR basierte Identifizierungsverfahren

Aufgrund der Einschrankungen bezlglich biochemischen lIdentifizierungen wurde in den
letzten Jahren eine Reihe von molekularen Methoden auf der Grundlage von DNA-Sequenzen
zur ldentifizierung von Cronobacter spp. entwickelt. Einige dieser Methoden bieten eine

Alternative fur die schnelle und spezifische Identifizierung.

Im Allgemeinen wird die partielle oder vollstdndige Lange der 16S rRNA-Gensequenz zur
Spezies-spezifischen Identifizierung von Enterobacteriaceae verwendet. Fur die
Identifizierung von Cronobacter-Isolaten wurden verschiedene konventionelle PCR-Methoden
einschlief3lich Real Time PCR entwickelt, die auf verschiedene Regionen des 16S rRNA-Gens
abzielten (Lehner et al., 2004; Hassan et al., 2007, die vorgelegte Studie 6; Malorny & Wagner,
2005; Kang et al., 2007).
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Im Jahr 2006 wendeten Iversen et al. (2006) die 16S rDNA-Gensequenzen auf 282 Stamme
von Enterobacteriaceae an, darunter 189 E. sakazakii-Isolate. Die Analyse der 16S rDNA-
Daten zeigte, dass die E. sakazakii-Stamme vier Cluster-Gruppen bildeten (lversen et al.,
2006). Daruber hinaus fuhrten Iversen et al. (2007b) eine phylogenetische Analyse durch, die
auf der Verwendung der 16S rDNA-Sequenz in voller Lange (mehr als 1300 bp) basierte. Das
Ergebnis dieser Studie schlug die Neueinstufung der E. sakazakii-Gruppe in eine neue
Gattung vor. Dennoch zeigten sich einige Einschrankungen, als die 16S rDNA-Technik auf
eng verwandte Spezies wie E. cloacae, E. hormaechei und E. asburiae angewendet wurde.
Darlber hinaus konnte die 16S rDNA-Gensequenz nicht zwischen C. sakazakii und C.
malonaticus unterscheiden, da sie eine Ahnlichkeit von 99,7 % zwischen den beiden Spezies
nachwies, so dass C. malonaticus als Subspezies von C. sakazakii angesehen wurde (Iversen
et al., 2007a).

Zusatzlich zu der 16S rRNA-Zielgensequenz steht auch eine ganze Reihe von konventionellen
und real-time PCR Methoden oder multiplex PCR-Verfahren zur Verfigung, mit denen
Cronobacter spp. auf Genus-, Spezies- und Serotypebene identifiziert werden kdnnen. Auch
die ,internegenic spacer-region“ (ISR) zwischen den 16S rRNA- und 23S rRNA-Genen in
Cronobacter spp. wurde mit konventioneller PCR und Oligonukleotid-Arrays untersucht (Liu,
Cai, et al., 2006; Liu, Gao, et al., 2006). Seo & Brackett (2005) entwickelten einen auf TagMan-
Sonden basierenden Real Time-PCR Assay flr den Nachweis von Cronobacter spp. in
Sauglingsanfangsnahrung, der auf das macromolecular synthesis operon abzielte,
insbesondere auf die rpsU- Gene und das Primase (dnaG) Gen. Einige Methoden wurden vor
der taxonomischen Uberarbeitung von Cronobacter im Jahr 2007 entwickelt und basierten
haufig auf Stammsammlungen, die die Vielfalt der Gattung Cronobacter nicht genau
reprasentierten. Im Weiteren wurden sie nicht notwendigerweise anhand eng verwandter
Stamme von Franconibacter und Siccibacter validiert. Jackson et al. (2015) untersuchten mit
Hilfe von DNA-Sequenzmethoden (MLST und whole genom sequencing) die aus einem
Cronobacter-Ausbruch isolierten Stamme, die urspringlich mittels Phanotypisierung und einer
rpoB-PCR als Cronobacter-Spezies. identifiziert wurden, erneut und stellten fest, dass es sich

bei den Stammen um E. hormaechei und E. cloacae handelte.

Die Sequenzierung des aufleren Membranproteins A (OmpA) von Cronobacter, das eine
wichtige Rolle bei der Invasion menschlicher Zellen spielt, wurde ebenfalls zu
Identifizierungszwecken verwendet (Fei et al., 2015). Nair & Venkitanarayanan (2006)
entwickelten ein konventionelles PCR-System, das auf die Amplifizierung des ompA Gens
abzielt. Die In-silico-Analyse des ompA-Gens anhand von etwa 187 Cronobacter-Genomen
und 20 weiteren Genomen, die eng verwandte Bakterien reprasentieren, ergab, dass diese

Methode zur Identifizierung aller Cronobacter-Spezies ausreicht (Jackson & Forsythe, 2016).
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Einige PCR-Systeme wurden fiir die prasumtive Identifizierung von Cronobacter-Isolaten auf
Genusebene zur Amplifizierung von den Zielgenen cgcA und rpoB entwickelt (Duaga &
Breuwer, 2008; Lehner et al., 2012; Stoop et al., 2009). Allerdings fehlte cgcA in mindestens
einem Sequenztyp von C. sakazakii (ST8) und flihrte daher zu falsch-negativen Ergebnissen
(Jackson et al., 2014).

Die B-Untereinheit des bakteriellen RNA-Polymerase kodierende Gens rpoB wird haufig fir
die PCR basierten Identifizierung von Cronobacter-lsolaten verwendet (Adekambi et al., 2009;
Stoop et al., 2009). Stoop et al. (2009) entwickelten verschiedene Primerpaare auf der
Grundlage der rpoB-Sequenzunterschiede von sechs der sieben Cronobacter-Spezies. Da die
rpoB-Gensequenzen von C. sakazakii und C. malonaticus sehr ahnlich sind, wurde ein
zweistufiges Verfahren vorgeschlagen, bei dem sowohl C. sakazakii und C. malonaticus
Primerpaare fir die erste Differenzierung verwendet werden. Lehner et al. (2012) schlugen ein
zusatzliches Primerpaar fur die spezies-spezifische Identifizierung von C. condimenti vor. Das
Screening von rpoB ermdglichte eine einfachere und zuverlassigere Identifizierung als die
Sequenzierung von 16S rRNA (Li et al., 2012). Die Verwendung von rpoB-PCR flhrte in
mehreren Fallen zu einer Fehlidentifizierung der Cronobacter-Spezies. Allerdings wurde
berichtet, dass die Technik wahrend eines Ausbruchs zu falsch-positiven Identifizierungen als
Cronobacter flhrte (Jackson et al., 2015). Einige in den Fallen von Neugeboreneninfektionen
isolierten E. cloacae und E. hormaechei-Stamme wurden zuvor zum Teil aufgrund der
verwendeten rpoB PCR falschlicherweise als C. sakazakii identifiziert (Caubilla-Barron et al.,
2007; Flores et al., 2011; Jackson et al., 2015; Jackson et al., 2016; Townsend et al., 2008).
Mit Hilfe von Pan-Genom-Microarray-Analyse wurde der durch rpoB-PCR identifizierte C.
sakazakii Stamm (Sequenztyp ST6 und Serotyp Csak O:4) als Citrobacter koseri und der zuvor
als C. malonaticus-Stamm (Cmal O:1) identifizierte als C. universalis reindentifiziert (Yan et
al., 2015).

Konventionelle End-point und Real time PCR-Methoden wurden zum Nachweis von
Cronobacter spp. aus Umweltquellen, einschlieBlich pulverférmiger Sauglingsnahrung,
angewendet. Die Nachweisverfahren fur gluA, rpoB, ompA und dnaJ sind am umfassendsten
evaluiert worden, weisen jedoch einige Einschrankungen auf, darunter die Nachweisgrenze
(Hyeon et al., 2010; Stoop et al., 2009). Um diese Einschrankungen zu Uberwinden, wird die
PCR haufig mit zusatzlichen Methoden kombiniert, die die Sensivitat und Spezifitat verbessern
sollen, wie Kapillarelektrophorese mit laserinduzierter Fluoreszenz (CE-LIF) oder
Immobilisierung mit Zirconiumhydroxid (Zhou et al., 2008; Ruan et al., 2013). Mit CE-LIF kann
die Fluoreszenz bei 520 nm nachgewiesen werden, die durch eine Kombination aus SYBR
Green | und DNA-Fragmenten erzeugt wird (Ruan et al., 2013). Zur Verbesserung der
Empfindlichkeit wurde Zirconiumhydroxid verwendet, um geringe Mengen von C. sakazakii in

pulverférmiger Sauglingsnahrung vor der DNA-Extraktion und PCR-Analyse zu immobilisieren
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(Zhou et al., 2008). Kurzlich wurde ein Protokoll der dritten Generation der PCR, als Trépfchen-
Digital-PCR bezeichnet, mit einer Nachweisgrenze von 23 KbE/mL in Reinkultur entwickelt,
um Cronobacter in Sauglingsnahrungsproben nachzuweisen und die Nachweiszeit auf 3
Stunden zu verkilrzen (Lv et al., 2021). Bei dieser Methode wird die Probe unter Verwendung
eines verbesserten Propidium-Monoazids als Farbstoff in Tausende von kleineren Trépfchen
aufgeteilt, was die Amplifikation des Ziels auf Einzelmolekilebene ermdglicht und eine

genauere und empfindlichere Detektion niedriger Pathogenmengen bietet.

Mittlerweile sind mehrere kommerzielle Kits zum Nachweis von Cronobacter spp. mittels Real-
Time PCR auf dem Markt verfligbar, darunter: QuickBlue Realtime PCR DNA Kits
(Bioanalytics); Neogen® Molecular Detection Assay 2 — Cronobacter (Neogen); BAX® System
Cronobacter (Dupont Qualicon); HybriScan®-D Cronobacter spp. (ScanBec); Foodproof®
Enterobacteriaceae plus Cronobacter Detection System (Biotecon Diagnostik); SureFast®
Cronobacter sakazakii PLUS (r-biopharm); Assurance® GDS for Cronobacter Tq I
(BioControl); Pathatrix® Cronobacter spp. Kit (Applied Biosystem); VIT® Cronobacter
(Vermicon Identification Technology); Mericon Cronobacter spp. Kit (Qiagen); PATHfinder —
Real-Time PCR kit for the detection of foodborne Cronobacter spp. (Generon); iQ-Check
Cronobacter spp. PCR Detection Kit (BioRad); Real Time PCR Detection Kit Cronobacter spp.
(Biopremier); GeneUp® Cronobacter (bioMérieux). Diese Kits bieten eine zuverlassige und

effiziente Methode zur Detektion von Cronobacter spp. in verschiedenen Probenarten.

1.4.2.3 Enzym-Immuno-Assay-Methoden

Aufgrund des hohen apparativen und ggf. auch infrastrukturellen Aufwandes sowie des
erforderlichen Einsatzes von hoch qualifiziertem Personal und den daraus resultierenden
hohen Kosten durch kulturelle und molekularbiologische Nachweisverfahren, wurden
alternative immunchemische Testsysteme zum Nachweis von Cronobacter beschrieben.
Antikdérper-basierte Verfahren wurden bislang jedoch nur vereinzelt beschrieben; dennoch
wurden sensitivere und robustere Immunoassays flr Cronobacter spp. entwickelt, darunter

Sandwich-Assays, die zwei Antikérper verwenden.

Im Jahr 2009 wurde durch Hochel & Skvor (2009) ein auf polyklonalen Antikdrpern (pAks)
basierendes indirektes EIA-Verfahren zum Nachweis von C. sakazakii mit einer
Nachweisgrenze von ca. 10° KbE/ml entwickelt. Allerdings reagierte nur einer von zwolf
getesteten C. sakazakii-Stammen positiv, sodass die Autoren eine Serotyp-Spezifitat der
hergestellten Kaninchen-Antiseren postulierten (Hochel & Skvor, 2009). Sandwich-Assays
verbesserten auch die Nachweisgrenze fir C. sakazakii in kunstlich inokulierter

Sauglingsanfangsnahrung im Vergleich zu indirekten ELISA-Assays (Park et al., 2012; Xu et
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al., 2014). Park et al. (2012) entwickelten zwei pAks (Fangantikérper: IgY aus dem Hulhnerei,
Detektionsantikdrper: 1IgG aus dem Kaninchen) und etablierten damit ein Sandwich EIA-
System fir den Nachweis von C. muytjensii. Die Nachweisgrenze fur zwei getestete Stamme,
C. muytjensii ATCC 51329 und C. muytjensii CDC 3523-75, lag bei ca. 10* KbE/ml. Xu et al.
(2014) beschrieben weitere immunchemische Testsysteme und etablierten einen auf
polyklonalen Antikérpern (pAks) basierenden indirekten EIA fir den Nachweis von
Cronobacter spp. Mit einer Nachweisgrenze von ca. 10° KbE/ml war die Sensitivitat
vergleichbar mit der des von Hochel & Skvor (2009) entwickelten indirekten EIAs. Xu et al.
(2014) verwendeten erstmals monoklonale Antikdrper (mAks), um in Kombination mit pAks
einen Sandwich-EIA fir den spezifischen Nachweis von C. sakazakii zu entwickeln. Bei den
vier getesteten Stammen lag die Nachweisgrenze mit bis zu 2 x 10* KbE/ml etwas niedriger
als bei den indirekten ElA-Verfahren. Kleinsteuber (2015) generierte und charakterisierte
mehrere, teilweise serotypspezifische mAks gegen C. sakazakii und C. turicensis und legte
damit die Grundlage fir die Entwicklung hochempfindlicher und spezifischer
immunchemischer Nachweisverfahren. In indirekten EIA-Verfahren konnten C. sakazakii-
Stamme vom Serotyp Csak O:1 im Bereich von 10°-10” KbE/ml nachgewiesen werden. Fir
den C. turicensis-Serotyp Ctur O:1 lag die Nachweisgrenze bei ca. 10* KbE/ml. Fir
Cronobacter spp. stehen solche immunchemischen Nachweisverfahren kommerziell nicht zur

Verfligung (bis zur Veroffentlichung dieser Arbeit).

PCR-erzeugte Amplifikate koénnen mittels immunochromatographische Teststreifen
nachgewiesen werden, was die Notwendigkeit der Gelelektrophorese eliminiert (Zhao et al.,
2013). In dieser Methode wird die Nukleinsaure zunachst tber PCR amplifiziert, wobei der
Vorwartsprimer mit Biotin und der Rickwartsprimer mit Digoxigenin markiert wird. Die
amplifizierte DNA wird dann auf den immunochromatographischen Teststreifen aufgetragen,
wobei das biotinmarkierte Ende mit einem Kohlenstoff-Neutravidin-Konjugat und das
digoxigeninmarkierte Ende mit einem Anti-Digoxigenin-Antikdrper interagiert. Ein positiver
immunochromatographischer Teststreifen zeigt das Auftreten von zwei grau-schwarzen Linien

in beiden Testzonen an.

1.4.2.4 MALDI-TOF MS

Die auf der Erkennung von Proteinmustern basierende Matrix-unterstitzte Laserdesorptions-
lonisations-Flugzeit-Massenspektrometrie (matrix assisted laser desorption ionisation-time of
flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS) hat in den letzten Jahren als alternatives
Identifizierungs-/Bestatigungsverfahren fur Cronobacter spp. weite Verbreitung gefunden
(Pavlovic et al., 2011). Mittels MALDI-TOF MS kénnen Cronobacter spp. sowohl auf Genus-

als auch Speziesebene sicher, zuverlassig und schnell identifiziert werden (Stephan et al.,
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2010). Ein auf diesem Nachweisprinzip basierendes Verfahren wurde auch zur Untersuchung
von Sauglingsanfangsnahrung eingesetzt. Javrkova et al. (2012) und Lu et al. (2014) testeten
die MALDI-TOF MS zur Identifizierung von Cronobacter spp.-Isolaten aus
Sauglingsanfangsnahrung und Produktionsumfeldern im Vergleich zu kulturellen Methoden
und zeigten, dass die Anwendung der MALDI-TOF MS fir den Nachweis von Cronobacter
spp. in pulverféormiger S&uglingsnahrung eine gute Methode ist. In einer weiteren
Vergleichsarbeit von Zhu et al. (2011) wurde MALDI-TOF MS im Hinblick auf die Identifizierung
von Cronobacter spp. unter nahverwandten Enterobacteriaceae ebenfalls als eine schnelle
und eindeutige Methode beschrieben. Karamonova et al. (2013) untersuchten in einer Studie
zur Differenzierung von Cronobacter spp. auf Biotyp-Ebene mittels MALDI-TOF MS 300
individuelle Spektren von 19 C. sakazakii-Stammen und etablierten eine Referenzdatenbank
fur acht C. sakazakii-Biotypen. In einer Studie stellten Wang et al. (2017) fest, dass die auf
MALDI-TOF MS basierende Identifizierung von Cronobacter-Isolaten vergleichbar mit den 16S
rRNA-Gen-Sequenzdaten war. In einer weiteren Langzeitstudie Uber einen Zeitraum von neun
Jahren untersuchten Wang et al. (2019) Cronobacter-Isolate aus nach Peking importierten
Lebensmitteln mittels MALDI-TOF MS und MLST-Analyse und stellten fest, dass die auf
MALDI-TOF MS basierende Analyse schnell und prazise war, jedoch nicht konsistent genug
fur die Subtypisierung im Gegensatz zu MLST. Im Hinblick auf die Identifizierung auf
Speziesebene zeigten Cetinkaya et al. (2013) in einer Studie anhand von zwei Cronobacter-
Isolaten die Diskrepanz zwischen MALDI-TOF MS einerseits und 16S rRNA- und fusA-Gen-
Sequenzanalyse andererseits. Ein wesentlicher Nachteil der MALDI-TOF MS liegt vor allem in
der Anzahl der vorhandenen Spekiren in den Referenzdatenbanken. Um eine
Reproduzierbarkeit der spezies-spezifischen Massenspektren zu gewahrleisten, ist jedoch
eine hohe Standardisierung der Methodik erforderlich. Insbesondere ist flir eine sichere
Differenzierung auf Speziesebene eine zuverlassige und umfassende Referenzdatenbank mit
allen Spezies der Gattung Cronobacter essentiell (Carvalho et al., 2020; Alatoom et al., 2011;
Bizzini et al., 2011; Wieser et al., 2012).

1.5 Typisierung von Cronobacter-Isolaten

Die Typisierung von Cronobacter-Isolaten ist iber phanotypische oder genotpyische Merkmale
mdglich, wozu jeweils eine Reihe von unterschiedlichen Methoden etabliert ist. Ein haufig
zitiertes, phanotypisches Klassifizierungsmerkmal bei Cronobacter ist der jeweilige Biotyp
(Farmer, 1980; Iversen et al., 2008a). Nachteilig dabei ist, dass nicht alle Cronobacter spp.
anhand der verfigbaren Reaktionen biotypisierbar sind. Die Diversitatsindizes sind bei dieser
Methode entsprechend niedrig (Joseph et al., 2013a; Joseph et al., 2013b). Speziell unter

epidemiologischen Gesichtspunkten gilt diese Typisierungsmethode als unzureichend sensitiv
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(Baldwin et al., 2009). In den letzten Jahren wurden anhand der Verflgbarkeit kompletter
Genomsequenzen der einzelnen Cronobacter spp.-Stamme vermehrt genotypische
Typisierungsmethoden fir die Differenzierung und Charakterisierung von Cronobacter spp.
entwickelt. Obwohl es inzwischen eine groRe Anzahl von Identifizierungs- und potenziellen
Differenzierungsmethoden in der Fachliteratur gibt, kdnnen hier nur einige Methoden im Detail
behandelt werden. Diese wurden in erster Linie aufgrund ihres potenziellen oder derzeitigen

grof¥flachigen Einsatzes ausgewahlt.

1.5.1 Biotypisierung anhand von phéanotypischen Tests

Die Biotypisierung von Cronobacter-Isolaten mit Hilfe phanotypischer Tests geht zurlick auf
Farmer et al. (1980), die eine Reihe von biochemischen Tests zur Definierung von 15 Biotypen
von E. sakazakii beschrieben, und Iversen et al. (2006), die einen 16. definierten Biotyp
hinzufigten. Die phanotypischen Testparameter waren die Voges-Proskauer-Reaktion,
Methylrot, Nitratreduktion, Ornithinverwertung, Motilitdt bei 37°C, Saureproduktion aus
Inositol, Sdureproduktion aus Dulcitol, Indolproduktion, Malonatverwertung und Gasproduktion
aus Glukose (Table 2). Diese Daten dienten als Grundlage fur die 2007 durchgefihrte
taxonomische Revision des frilheren E. sakazakii in die Gattung Cronobacter, die damals aus
sechs Species C. sakazakii (Biotypen 1-5, 7-9, 11, 13 und 14), C. turicensis (Biotypen 16, 16a
und 16b), C. muytjensii (Biotyp 15), und C. dublinensis (Biotypen 6, 10 und 12) bestand. Bei
der taxonomischen Uberarbeitung 2008 wurden die Biotypen 5, 9 und 14 von C. sakazakii in
C. malonaticus umbenannt (lversen et al., 2008a). Es folgerte daraus, dass C. sakazakii-
Stamme kein Malonat metabolisierten. Der einzige biochemische Test konnte nicht verwendet
werden um zwischen den beiden Spezies zu unterscheiden (siehe Tabelle 2). Die verbesserte
Speziation von Stammen mit Hilfe von DNA-Sequenzierungsmethoden zeigte, dass der
frlhere Ansatz der Biotypisierung schwerwiegende Fehler aufweist, da nicht mehr als 50 %
der Stamme korrekt einer Cronobacter-Spezies zugeordnet werden kdonnen (Joseph et al.,
2013a, 2013b). Diese ist zum Teil auf die anfangliche Verwendung von Biotyp-Index-Stdmmen
zurtickzufuhren, die der falschen Cronobacter-Spezies zugeordnet wurden (Baldwin et al.,
2009). In der Folge wurde der Biotypisierungsansatz als unzuverlassig fur die Speziation
angesehen und nicht weiter als fur die Ruckverfolgung mikrobieller Quellen geeignet

angesehen.

1.5.2 O-Antigen-Serotypisierung

Die Kapsel von Cronobacter wie anderen Enterobacteriaceae setzt sich aus bis zu flnf

Strukturen zusammen: O-Antigen, K-Antigen, Colansaure, Cellulose und dem
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Enterobacteriaceae common antigen (Ogrodzki & Forsythe, 2015, 2017). Das O-Antigen, auch
bekannt als Lipopolysaccharid (LPS), ist in der duf3eren Membran verankert und wird fur die
klassische Serotypisierung der Bakterien verwendet. Bei gramnegativen Bakterien befindet
sich LPS in der auReren Zellwand und besteht aus drei Abschnitten: /) dem Lipid-A-Anker, der
in die duere Membran eingebettet ist, i) dem Kern-Oligosaccharid aus ungewdhnlichen
Monosacchariden wie 2-Keto-3-desoxyocanoat (Kdo), das an das Lipid A gebunden ist, und
iify aus dem aulleren Kern, der eine Kette von sich wiederholenden Oligo-Polysaccharid-
Einheiten (O-PS) enthalt. Bei Cronobacter ist das LPS eines der wenigen Strukturmerkmale,
dase untersucht wurde. Das O-PS setzt sich aus verschiedenen verzweigten und
unverzweigten Polymeren zusammen (Czerwicka et al., 2010; Czerwicka et al., 2013). Bei
Enterobacteriaceae sind die fur die Biosynthese der O-Antigen-Region kodierenden Gene am
rfb-Lokus angesiedelt, der von den Genen galF und gnd flankiert wird. Es wurden
verschiedene Serotypisierungsverfahren unter Verwendung von PCR-Primern fur diese Gene

sowie In-silico-Profiling entwickelt.

Das auf PCR-Sonden basierende O-Serotypisierungsschema wurde fir alle sieben
Cronobacter-Spezies entwickelt (Blazkova et al., 2015; Jarvis et al., 2011; Mullane et al., 2008;
Sun et al., 2011, 2012). Bei dem Fragmentlangen-Polymorphismus (RFLP)-Verfahren handelt
es sich um eine Long Range PCR, bei der das dadurch erhaltene PCR-Amplifikat
(GroRenbereich 9,8-14,8kbp) wird anschlieBend mit dem Enzym Mboll geschnitten. Die
entstandenen DNA -Fragmente werden dann durch Agarosegelelektrophorese getrennt und
die zufalligen RFLP-Bindungsmuster kénnen weiter analysiert werden. Diese Methode wurde
durch anfangliche falsche Speziesidentifizierung und Diskrepanzen zwischen den

ursprunglichen Protokollen beeintrachtigt.

Einige weitere PCR basierten Methoden wurden auch zur Differenzierung der Cronobacter-
Serotypen verwendet. Jarvis et al. (2011) und Sun et al. (2012) entwickelten eine spezifische
PCR-Amplifizierungen der O-Antigen-Flippase- bzw. Polymerase kodierenden Genabschnitte
wzx und wzy. Yan et al. (2015) schlugen ein harmonisiertes Schema von 14 Serotypen vor,
das 6 Cronobacter-Arten, aber nicht C. condimenti abdeckt. Anschlielend identifizierten
Blazkova et al. (2015) mit modifizierten Primern weitere Serotypen anhand ihrer

Bandenmuster.

Das auf PCR-Sonden basierende Typisierungsschema ist aktuell nicht vollstandig, da eine
groRe Anzahl von Cronobacter-Stammen (bis zu 20 %) unter Verwendung der derzeitigen
PCR-Systeme noch nicht serotypisiert werden kann (Yan et al., 2015). Die Mehrheit der
Serotypen (60 % der Gattung) sind C. sakazakii Csak O:1 und Csak O:2, daher bietet die
Serotypisierung keine Unterscheidung zwischen einem bedeutenden Teil der Isolate. Darlber

hinaus folgt das O-Antigen nicht der Phylogenie, da derselbe Serotyp bei verschiedenen
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Cronobacter-Spezies und anderen Enterobacteriaceae wie Citrobacter koseri, Franconibacter
pulveris und E. coli nachweisbar ist. Beispielsweise, wurden bei C. universalis die Serotypen
Csak O:7 und Cmal O:1 nachgewiesen (Shashkov et al., 2015).

Die fur das wzx Screening von Jarvis et al. (2011) beschriebenen PCR-Primer konnten nicht
zwischen den Cronobacter-Spezies unterscheiden. Beispielsweise amplifizierten die gleichen
Primerpaare die wxy-Genabschnitte fir C. malonaticus Cmal O:1 und C. turicensis Ctur O:1,
sowie fur C. sakazakii Csak O:3 und C. muytjensii Cmuyt O:1. Aufgrund der initialen
Fehlindentifizierung der Isolate und einiger Diskrepanzen zwischen den Mullane-, Jarvis- und
Sun-Schemata wurden einige urspriingliche Serotypen bei einer erneuten Analyse anderen
Spezies zugeordnet. Zum Beispiel sollte C. sakazakii Serotyp Csak O:5 entweder C. turicensis
Ctur O:3 oder C. malonaticus Cmal O:3 sein, und C. sakazakii Csak O:6 sollte C. malonaticus
Cmal O:2 sein (Ogrodzki & Forsythe, 2015).

Derzeit erfordern die PCR-Methoden eine vorherige Spezies-Identifizierung von Cronobacter-
Isolaten, um die geeigneten PCR-Primerpaare auszuwahlen, wobei insgesamt 15 Primerpaare
zur Serotypisierung der 6 der 7 Cronobacter Spezies benotigt werden. Folglich muss vor der
Serotypisierung die Spezies der Cronobacter Isolate bestimmt werden, danach kann die
Serotypisierung mit den entsprechenden PCR-Primerpaaren durchgefliihrt werden. Im
Gegensatz dazu wird bei einigen anderen Typisierungsmethoden die Speziation gleichzeitig
erreicht. Es besteht eine gewisse Korrelation zwischen Sequenztyp und Serotyp, wobei C.
sakazakii pathovar CC4 haufig der Serotyp Csak O:2 oder Csak O:4 ist. Allerdings kommen
diese beiden Serotypen in Uber 45 Sequenztypen vor. Trotz der haufigen Verwendung der
PCR-Sonden-basierten Serotypisierung ist die Methode dennoch nicht sehr diskriminierend
und liefert nur 24 Serotypen fir die gesamte Cronobacter-Gattung, von denen nur 5 zu dem
wichtigsten Cronobacter Spezies C. sakazakii gehéren (Tabelle 3). In Abschnitt 1.5.7 wurden
die Gene, die fur das LPS kodieren, als genomische von Kucerova et al. (2010) und von
Joseph et al. (2012) als genomisch variable Regionen mittels Ganzgenomsequenzierung und

vergleichender Analyse hervorgehoben.

1.5.3 Multilocus Sequence Typing

Seit 1998 werden zur ldentifizierung von Bakterien mehrere housekeeping-Gene verwendet,
wie z. B. das Multilocus Sequence Typing (MLST). Das MLST beruht auf dem Nachweis von
Allelvariationen in den analysierten Genen (Maiden, 1998). Prinzipiell werden dabei
Unterschiede in den Nucleotidsequenzen der ausgewahlten housekeeping-Gene erfasst.
Haushaltsgene kommen im Genom von allen Bakterienspezies vor. Da sich Haushaltsgene

Uber die Zeit sehr wenig verandern, ist das MLST eine robuste und reproduzierbare Methode,
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die haufig fur epidemiologische Studien verwendet wird. Jedes Haushaltsgen eines Isolates
wird mittels PCR amplifiziert und das entstandene Produkt vorwarts und rlckwarts
sequenziert. Der aus beiden Sequenzierungen tbereinstimmende Teil wird fir die Auswertung
genutzt. Die Fragmentlange von meist 400-500 bp kann sicher von einem einzelnen
Primerpaar erreicht werden und ermdglicht eine gute Auflésung (Maiden, 1998). Die
verschiedenen Allele eines housekeeping-Gens werden in der MLST aufsteigend nummeriert
und jedes unterschiedliche Allel bekommt eine fortlaufende Nummer. Die Allele der
verschiedenen housekeeping-Gene werden in der MLST als Einheit betrachtet und bilden das
Allelprofil eines Isolats. Jedes Allelprofii bekommt abschliefend einen Sequenztyp (ST)
zugewiesen, der ebenfalls fortlaufend nummeriert wird und alle Isolate mit identischem
Allelprofil reprasentiert. Die Kombination der numerischen Allelvarianten der verschiedenen
MLST-Gene zu einem siebenstelligen Zahlencode ergibt einen bestimmten Sequenztyp, der

Uber eine kuratierte Internethomepage ermittelt werden kann.

Baldwin et al. (2009) konstruierten ein spezifisches MLST-Schema fir Cronobacter zunachst
fur die Unterscheidung zwischen C. sakazakii und C. malonaticus, die anhand der 16S rDNA-
Sequenzanalyse nicht differenziert werden konnten. Derzeit kdnnen mittels des etablierten
MLST-Systems alle Stamme der C. sakazakii, C. malonaticus, C. turicensis, C. dublinensis, C.
muytjensii, C. condimenti, und C. universalis sicher bis auf Ebene der Genospezies
differenziert werden. Dieses Schema basiert auf sieben housekeeping-Genen, ATP synthase
b chain (atpD), elongation factor G (fusA), glutaminylt RNA synthetase (g/nS), glutamate
synthase large subunit (g/tB), DNA gyrase subunit B (gyrB), translation initiation factor IF-2
(infB) und phosphoenolpyruvate synthase A (ppsA).

Die Auswahl dieser Gene beruhte auf mehreren Kriterien. Es wurde davon ausgegangen, dass
diese Gene fur vermeintliche "Housekeeping"-Produkte kodieren, die fur biologische
Funktionen bei der DNA-Reparatur, Replikation und Aminosaurebiosynthese erforderlich sind.
Um sicherzustellen, dass jeder Locus genetisch unverbunden ist, wurden die ausgewahlten
Gene so weit wie méglich Gber das bakterielle Chromosom verteilt. Dartber hinaus wurden
alle Gene ausgeschlossen, die einem grofieren selektiven Evolutionsdruck ausgesetzt sein

kénnten, wie etwa mutmalliche Virulenzfaktoren oder mobile Elemente (Baldwin et al., 2009).

Die Auswahl der sieben housekeeping-Gene wurde durch eine phylogenetische Analyse von
Gesamtgenomsequenzen bestatigt (Joseph et al., 2012). Die durch das sieben-Loci-Schema
erstellte Cronobacter-Phylogenie stimmte mit der Analyse der Gesamtgenomsequenzierung
der Gattung Uberein (Forsythe et al., 2014; Joseph, et al., 2012; Joseph & Forsythe, 2012).

Die zusammenverknlpften Sequenzen der sieben MLST-Haushaltgene ergaben ein Contig

mit einer Lange von 3036 Nukleotiden. Dies ist sechsmal so lang wie die der Ublicherweise
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verwendeten partiellen 16S rDNA-Sequenzen und hat den zusatzlichen Vorteil einer grofieren
Anzahl variabler Loci (Forsythe, 2018).

Das derzeitige 7-Loci-MLST-Schema bietet eine frei zugangliche Datenbank fur die
internationale Standardisierung tber www.pubMLST.org/Cronobacter. Auf der Homepage der
Datenbank finden sich auch die Protokolle und die aktuell empfohlenen Primersequenzen, die
seit Joseph et al. (2012) leicht geandert wurden. Die urspriinglichen Primer basierten auf den
Genomsequenzen von nur drei Stdmmen und waren verstandlicherweise nicht so effizient wie
der Uberarbeitete Satz. Zum aktuellen Zeitpunkt (letzter Zugriff im Juli 2024) enthalt die
Datenbank Uber 4186 Cronobacter-Stamme mit mehr als 1662 kompletten Genomdaten und
mehr als 1662 definierten MLST-Profile. Zu Vergleichszwecken sind auch die MLST-Profile
und Genome von eng verwandten Organismen, Franconibacter, Siccibacter, Enterobacter und
Citrobacter, in der Datenbank enthalten, da diese anféllig fir eine Fehlidentifizierung als
Cronobacter sind (Forsythe, 2018). Das Schema kann auch je nach Bedarf der
Untersuchungsziele erweitert werden, beispielweise weitere Haushalt- oder Virulenz-
bezogenen Genen wie cgcA, cpa, zpx, rpoB und ompA-Allel Sequenzen. Tabelle 6 gibt einen
Uberblick (iber die aktuellen Datenbankeintrage (letzter Zugriff im Juli 2024). Die Cronobacter-
Stamme stammten aus 46 Landern, wobei das alteste Isolat aus dem Jahr 1950 stammte
(Masood et al., 2013). Die Haufigkeit der einzelnen MLST- Sequenztypen variiert, einige sind
weit verbreitet, und andere haben geringes Vorkommen. Solche haufigen Sequenztypen
werden in der Regel tUber mehrere Jahre und aus verschiedenen Quellen und geografischen
Orten isoliert. Es gibt ein breites Spektrum an aufgelisteten Quellen. Die meisten Stamme, die
aus Umwelt- (einschlieBlich Sauglingsnahrungs- und Milchpulverproduktionsanlagen; 15,5 %),
Lebensmitteln (39,7 %) und klinischen Quellen (12,5 %) isoliert wurden, sind bis heute die

haufigste Spezies C. sakazakii (71,2 %), gefolgt von C. malonaticus (11 %) (Tabelle 6).

Die erzeugten MLST-Daten wurden bei epidemiologischen Untersuchungen und bei Studien
zur Pathogenitat, Populationsbiologie und Evolution von Bakterien eingesetzt (Maiden, 1998;
Joseph & Forsythe, 2012). Ein MLST-Typisierungsschema wird sowohl fir epidemiologische
als auch fur Umweltuntersuchungen von Cronobacter benétigt und erfordert zwangslaufig den
direkten Vergleich von lIsolaten zwischen Laboratorien in der ganzen Welt. Folglich sind
standardisierte, auf DNA-Sequenzen basierende Methoden, die von einer zentralisierten
Datenbank unterstlitzt werden, besser geeignet, da sie einen direkten und eindeutigen
Vergleich zwischen lIsolaten ermdglichen, die an verschiedenen Orten typisiert wurden
(Forsythe, 2018).

Das MLST-Schema flir Cronobacter hat sich als die effektivste, umfassendste und robusteste
Typisierungsmethode fir diesen Organismus erwiesen. Einige der wichtigsten

Verbesserungen, die aus der MLST-Analyse resultieren, sind die Definition der neuen
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Cronobacter Spezies C. universalis und C. condimenti (Joseph et al., 2012) sowie die
Erkennung bestimmter Pathovare: C. sakazakii CC4 in Verbindung mit neonataler Meningitis,
C. sakazakii ST12, C. malonaticus CC7 (Forsythe et al., 2014; Hariri et al., 2013; Joseph &
Forsythe, 2011; Ogrodzki & Forsythe, 2017). Dabei handelt es sich um klonale Linien
sogenannte "clonale Complex", die mit bestimmten klinischen Manifestationen assoziiert sind:
C. sakazakii CC4 mit Fallen von neonataler Meningitis, C. sakazakii ST12 mit nekrotisierender
Enterokolitis und C. malonaticus CC7 mit Infektionen bei Erwachsenen (Forsythe et al., 2014;
Hariri et al., 2013; Joseph & Forsythe, 2011).

Der Begriff "clonale Complex" (CC) umfasst genetisch verwandte, aber nicht identische
Stammen. Die gemeinsame Definition sind Sequenztypen, die sich durch 1 bis 3 von 7 Loci
unterscheiden. C. sakazakii CC1 ist ein dominanter CC, der aus Stammen besteht, die Uber
einen Zeitraum von mehr als 25 Jahren aus der ganzen Welt isoliert wurden. Diese Isolate
stammen hauptsachlich aus Sauglingsnahrungsmitteln sowie aus klinischen Fallen und in
jungerer Zeit aus Milchpulververarbeitungsbetrieben in Australien und Deutschland (Craven et
al., 2010, Jacobs et al., 2011). C. sakazakii CC4 ist ein Schlussel-CC in Bezug auf die
Epidemiologie von Cronobacter spp. bei Neugeboreneninfektionen (Baldwin et al., 2009,
Forsythe et al., 2014). Das friheste Isolat (C. sakazakii NCIMB 8282) aus Milchpulver aus
dem Jahr 1950 wurde genomisch sequenziert und der erste Ausbruch von C. sakazakii CC4
und ST12 auf einer neonatalen Intensivstation wurde von Masood et al. (2013, 2015) auf
Genomebene untersucht. Warum C. sakazakii CC4 bei Fallen von neonataler Meningitis
vorherrscht ist unklar, konnte aber sowohl auf Fitnessfaktoren in der Umwelt als auch auf
Virulenzmerkmale zurlckzufliihren sein. Es ist plausibel, dass Erkrankungsfalle bei
Erwachsenen aufgrund der Reife der Blut-Hirn-Schranke nicht auftreten. C. sakazakii CC4-
Stdmme wurden weltweit aus Sauglingsnahrung (Muytiens et al., 1988) und
Milchpulverherstellungsbetrieben isoliert und stellen daher mdglicherweise eine besonders
persistente klonale Variante dar, die zu einer erhdhten neonatalen Exposition fuhrt (Craven et
al., 2010; Jacobs et al., 2011; Mdller et al., 2013; Power et al., 2013; Sonbol et al., 2013). C.
sakazakii ST12 wurde mit Fallen von nekrotisierender Enterokolitis (13 % der Stdmme) und
nicht mit neonataler Meningitis oder Septikamie in Verbindung gebracht (Masood et al., 2015,
van Acker et al., 2001).

Die Sequenzen der Datenbank kénnen frei heruntergeladen und fir Studien Uber bakterielle
Populationen und die Verwandtschaftsbestimmungen weiter analysiert werden. Aullerdem
kénnen mit Hilfe von Online-Programmen wie MEGA, Splitstree und GoeBURST
phylogenetische und minimal spanning trees erstellt werden (Huson & Bryant, 2006). Mit

GoeBURST wird der zentrale Genotyp fir klonale Komplexe ermittelt.

Seite 72



1 Einleitung

Darlber hinaus hat sich das 7-Loci-MLST-Schema als zuverlassig und robust erwiesen,
nachdem es mit dem 53-Loci-Ribosomen-MLST (rMLST) und dem 1865-Loci-Kerngenom-
MLST (COG-cgMLST) verglichen wurde (Forsythe et al., 2014). Daher wurde die Technik
verwendet, um das Wissen uber die Vielfalt und Evolution von Cronobacter zu erweitern
(Joseph & Forsythe, 2012; Joseph et al., 2012). Eine verfeinerte Typisierung erfolgt unter
Verwendung der gesamten Genomsequenz, einschliellich des ribosomalen MLST (53 Loci),
des Kerngenom-MLST (1836 Loci) und des CRISPR-Cas-Gen-Array-Profils (clustered
regularly interspersed short palindromic repeat). Diese Methoden werden durch eine frei
zugangliche Datenbank (http://pubmist.org/cronobacter) unterstitzt, die eine internationale
Zusammenarbeit und Uberwachung erméglicht. Die Analyse von Einzelnukleotid-
Polymorphismen (SNP) kann ebenfalls angewandt werden, wenn das gesamte Genom der
Stamme verfugbar ist. Typisierungsschemata sind sowohl fur epidemiologische als auch fur
Umweltuntersuchungen von Cronobacter erforderlich und erfordern zwangslaufig den direkten
Vergleich von Isolaten zwischen Laboratorien in der ganzen Welt. Folglich sind standardisierte,
auf DNA-Sequenzen basierende Methoden, die durch eine zentralisierte Cronobacter MLST-
Datenbank unterstiitzt werden, besser geeignet, da sie einen direkten, uneingeschrankten
Vergleich zwischen Isolaten, die an verschiedenen Orten typisiert wurden, ermdéglichen (letzter
Zugriff im Juli 2024).
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Tabelle 6: Zusammenfassung der Cronobacter-Isolate in der Cronobacter-PubMLST-Datenbank (Aktualisierte Fassung vom Juli 2024 zu Ogrodzki
& Forsythe, 2017)

Spezies Anzahl der Anzahl Anzahl Erstisolierung Anzahl Vorkommenshaufigkeit %
Stamme (%) der der der Klinische Saduglings-  Lebensmittel/ Umwelt Sonstige
ST? Genome Lander Proben nahrung LM-Zuséatze

C. sakazakii 2979 (71,2%) 521 1231 1950 42 13,2 20,0 39,7 20,1 6,6
C. malonaticus 459 (11,0%) 155 142 1973 24 20,5 9,6 50,8 10,2 8,1
C. dublinensis 280 (6,7%) 177 90 1956 14 1,8 53 65,5 38,3 2,5
C. turicensis 181 (4,3%) 97 71 1970 18 9,9 6,1 37,6 33,2 13,3
C. muytjensii 83 (2,0%) 44 27 1988 15 0,0 8,4 61,4 4,8 23,9
C. universalis 24 (0.6%) 17 10 1956 8 12,5 0,0 54,2 20,8 12,5
C. condimenti 5(0,1%) 1 3 2010 4 0,0 0,0 100 0,0 0,0
Gesamt? 4186 1012 1662 46 19,4 11,7 27,5 29,4 12,0

aSequenztyp; °Prozentual/ Summarisch fir die Gattung
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1.5.4 fusA-Allele-Sequenzierung

Das fusA-Gen, das fur den Elongationsfaktor G kodiert, ist ein Haushaltsgen (Housekeeping-
Gen). Die phylogenetische Analyse des fusA-Allels zeigte, dass das fusA Allel mit der
Phylogenie der Gattung Cronobacter Ubereinstimmte (Joseph et al., 2012). Es wurde in die
konventionellen 7-Loci-Multilokus-Sequenztypisierungsschema flr Cronobacter (Abschnitt
1.5.3) integriert. Die MLST-Datenbank enthalt derzeit 208 definierte Sequenzvarianten.
Innerhalb der verwendeten 7-MLST-Haushaltsgene zeigte sich keines der fusA-Allelprofile flr
zwei oder mehrere Cronobacter-Spezies identisch. Daher kann die Analyse dieses
Haushaltsgens zur Identifizierung der Cronobacter-lsolaten verwendet werden (Forsythe,
2018).

1.5.5 rpoB-Allele-Sequenzierung

Das rpoB-Gen kodiert fir die p-Untereinheit der bakteriellen RNA-Polymerase. In den letzten
Jahren wurden mehrere rpoB-PCR-Sonden fir die Speziesdifferenzierung mittels RFLP und
auch fur phylogenetische Analysen der Gattung Cronobacter entwickelt (Alsonosi et al., 2015;
Fei et al., 2015; Jackson et al., 2014; Strydom et al., 2011; Vlach, et al., 2017). Angesichts der
konservierten Natur des rpoB-Gens wurde die Sequenz auch zur Differenzierung der eng
verwandten Bakterienspezies insbesondere Enterobacteriaceae verwendet. Obwohl das
rpoB-Gen nicht im konventionellen 7-Loci-MLST Schema flir Cronobacter enthalten ist, wird
die Sequenzierung des rpoB-Allels durch die Cronobacter MLST-Datenbank unterstutzt. Zum
Zeitpunkt der Erstellung dieses Berichts (im Juli 2024) waren 131 Sequenzvarianten fir die
gesamte Gattung in der Datenbank hinterlegt. Diese Sequenzen wurden entweder durch
Laboranalysen nach Amplifikation des rpoB-Gens oder durch In-silico-Analysen ganzer

Genomsequenzen erzeugt.

1.5.6 Makrorestriktionsfragmentanalyse mittels Pulsfeld Gelelektrophorese

Die Makrorestriktionsfragmentanalyse mittels Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) gilt derzeit
gemeinhin als der Goldstandard bei den Typisierungsverfahren. Nachteilig ist, dass dieses
Verfahren im Vergleich zu anderen Methoden sehr arbeits-, zeit- und kostenintensiv ist. In den
letzten Jahren wurde die PFGE-Methode im Hinblick auf die Infektionsepidemiologie fur die
betriebsinterne Aufklarung von Eintrags- bzw. Kontaminationsquellen flir Cronobacter spp. in
lebensmittelproduzierenden Betrieben eingesetzt (Mullane et al., 2007, 2008; lversen et al.,
2009; Miled-Bennour et al., 2010). Dartber hinaus werden PFGE-Methoden haufig zur Klarung
der genetischen Verwandtschaft von klinischen Isolaten (Clark et al., 1990; Nazarowec-White

& Farber, 1999; Block et al., 2002) und Isolaten aus Sauglingsfertignahrung, Weichkase,
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verschiedenen Kategorien von verzehrfertigen Lebensmitteln, landwirtschaftlichen und
hauslichen Umgebungen, Nutztieren, Trockenmilch und verwandten Produkten verwendet
(Mullane et al., 2007; Baumgartner et al., 2009; El-Sharoud et al., 2008 und 2009; Mullane et
al., 2008; Proudy et al., 2008; Hein et al., 2009; Molloy et al., 2009; Craven et al., 2010; Miled-
Bennour et al., 2010; Muller et al., 2013; Cui et al., 2014; Pan et al., 2014). Ein gemal PulseNet
standardisiertes Protokoll fur die PFGE-Genotypisierung von Cronobacter spp. wurde von

einer internationalen Forschergruppe entwickelt und validiert (Brengi et al., 2012).

1.5.7 Ganzgenomsequenzierung

Die Analyse des vollstandigen Genoms der Cronobacter-Stamme ermdglicht neben der
Klarung taxonomischen Beziehungen eine detallierte Charakterisierung sowie Identifizierung
von Virulenz- und Antibiotikaresistenzgenen (Parra-Flores et al., 2022). In den letzten Jahren
hat die Ganzgenomsequenzierung (Whole Genom Sequencing) ermdglicht, umfassende
Profilierungen und Genotypisierungen, wie z.B. Multilocus-Sequenztypisierung (MLST),
durchzufuhren. Dadurch ist eine vollstandige Analyse des Pathogeneseprozesses von C.
Ssakazakii moglich und prazisere epidemiologische Verbindungen kdnnen hergestellt werden
(Joseph & Forsythe, 2012; Fei et al., 2015; Parra-Flores et al., 2021). Die FDA startete 2012
ein Pilotprogramm ,GenomeTrackr, das darauf abzielte, eine Datenbank mit genomischer
Sequenzinformation und begleitenden Metadaten (geografischer Standort, Quelle und Datum)
aufzubauen, um Lebensmittel-, Umwelt- und klinische Isolate zu charakterisieren und
potenzielle Ausbriiche in nahezu Echtzeit zu identifizieren (FDA, 2022). Derzeit sind
funfunddreiRig Cronobacter-Genomsequenzen im National Centre for Biotechnology
Information (NCBI) verfligbar. Nur fiinf Cronobacter-Genome wurden vollstandig sequenziert
oder abgeschlossen, darunter die Genome von C. sakazakii ATCC®BAA-894, ES15 und
SP291, C. turicensis z3032 (LMG 23827) sowie C. malonaticus CMCC 45402 (Kucerova et
al., 2010; Stephan et al., 2011; Shin et al., 2012; Yan et al., 2013; Zhao et al., 2014).

1.5.8 DNA-Microarray

Die DNA-Microarray-Technologie wurde zur Genotypisierung von Cronobacter spp.
angewendet. Healy et al. (2009) flhrten initial eine mikroarray-basierte Analyse von
Cronobacter spp. durch, bei der 276 open reading frames aus C. sakazakii ATCC®BAA-894
verwendet wurden, um artspezifische Gene zu identifizieren, die als Kandidatenmarker fir ein
molekularbasiertes Nachweisprotokoll bewertet werden konnten. Nach der vollstandigen

Sequenzierung des Genoms von C. sakazakii ATCC®BAA-894 konstruierten Kucerova et al.
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(2010) einen Oligonukleotid-Microarray mit 387.000 Sonden, um das Pan-Genom von

Cronobacter unter Verwendung von finf der sieben Cronobacter spp. zu identifizieren.

Ein mafRgeschneiderter Pan-Genom-Mikroarray wurde von Tall et al. (2015) fur die
Identifizierung und Profilierung von Cronobacter-Isolaten entwickelt. Der Microarray enthalt
Uber 21.402 einzigartige Gene (470.844 Sonden) sowohl chromosomale als auch Plasmid-
gebundene Gene der 7 Cronobacter spp. sowie mehr als 2000 virulenzbezogene Gene. Der
Microarray ist in der Lage, phanotypische Merkmale bei bestimmten Cronobacter spp. zu
unterscheiden, wie z. B. die Nutzung von Malonat und Myoinositol durch C. dublinensis-
Stamme, sowie Variationen in kodierten Fimbrien und Phagencluster (Kucerova et al., 2010;
Tall et al., 2015). Der Array konnte die eng verwandten Organismen Franconibacter und
Siccibacter von Cronobacter differenzieren. Der Pan-Cronobacter-Genom-Microarray wurde
fur die Erstellung von Profilen von Cronobacter-lsolaten aus vier Produktionsanlagen

eingesetzt (Yan et al., 2015).
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2 Konzeption dieser Arbeit und Liste der verwendeten Publikationen

2.1 Konzeption dieser Arbeit

Zum Erlangen der profunderen Einblicke in die Diversitat innerhalb der Gattung Cronobacter
spp. wurden neben kulturellen Analysen auch vergleichende Untersuchungen zur
phanotypischen und genotypischen Variabilitdt von aus unterschiedlichen pulverférmigen
Sauglingsnahrungsmitteln und getrockneten Lebensmitteln gewonnenen Cronobacter spp.-
Stammen sowie nahverwandter Mikroorganismen durchgefihrt, um systematische
Fragestellungen zur aktuellen Reklassifizierung der Erreger zu klaren. Zudem wird die
Entwicklung  molekularbasierter  Schnellnachweisverfahren  fur  Cronobacter  spp.,
insbesondere in Sduglingsnahrungsmitteln, auf Basis der gewonnnen Erkenntnisse behandelt.
Ein wesentlicher Bestandteil der Zielsetzung der hier dargestellten Studien ist es, Erkenntnisse
Uber das Ausmal’ und die Verbreitung von diesem Bakterium entlang der Lebensmittelkette
zu gewinnen. Die dargestellten Studien koénnen als Grundlage fur erstmals
zusammenhangende Fragen zum Speziesvorkommen sowie zur intra- und interspezifischen
Variabilitat einzelner Cronobacter-Spezies in unterschiedlichen Lebensmitteln genutzt werden.
Dies ist besonders wichtig, um das Gesundheitsrisiko flir empfindliche Bevdlkerungsgruppen,
wie Sauglinge, Kleinkinder und altere Menschen, besser einschatzen zu kénnen. Solche Daten
sind notwendig, um das mdégliche Risiko flir gefahrdete Verbrauchergruppen zu bewerten und
tragen zur sinnvollen Entscheidungsfindung fiir die Entwicklung von Minimierungsstrategien

zur Verbesserung der Lebensmittelsicherheit bei.

Die in dieser Arbeit zusammengestellten wissenschaftlichen Verdffentlichungen tragen zu zwei

bedeutenden Themenfeldern bei.

Die Arbeiten im ersten Abschnitt befassen sich mit Untersuchungen zum Vorkommen und zur
Speziesvielfalt von Cronobacter spp. in diversen Sauglingsnahrungsmitteln und getrockneten
Lebensmitteln. Die Studie 1 stellt das Vorkommen von Cronobacter spp. in
Sauglingsnahrungsmitteln dar und vergleicht diverse Cronobacter-Stamme, die seit mehreren
Jahren aus verschiedenen Saulingsnahrungsmittelprodukten des deutschen Marktes als E.
Ssakazakii isoliert wurden. Ziel war es, das Speziesvorkommen und systematische
Fragestellungen zur Reklassifizierung der Erreger zu klaren, sowie intra- und interspezifische
Variabilitat einzelner Stamme naher zu charakterisieren und die genomischen Determinanten
der gewonnenen lIsolate vorzustellen. Die anschlielende Studie 2 hatte zum Ziel, die
Lebensmittelsicherheit von Getreidebeikostprodukten fir Sauglinge und Kleinkinder in Bezug
auf mikrobiologische Qualitat und die Kontamination mit Mykotoxinen zu untersuchen. Dies ist
die erste Analyse von Getreidebeikostprodukten vom deutschen Markt. Dabei wurden sowohl
unspezifische Hygieneindikatoren und spezifische pathogene oder enterotoxinbildende

Bakterien als auch diverse Mykotoxine bertcksichtigt. Eine weitere Studie 3 schlief3t diesen

Seite 78



2 Konzeption dieser Arbeit und Liste der verwendeten Publikationen

Abschnitt ab. Ziel dieser Studie war es, weitere lebensmittelhygienisch relevante
Fragestellungen in Bezug auf die mikrobiologische Beschaffenheit von Trockenteigwaren zu
karen, insbesondere das Vorkommen von Cronobacter spp. Bezulglich einer Kontamination
von Getreidemahlerzeugnissen standen bis zur Veréffentlichung dieser Studie keine
umfassenden Untersuchungen zur Vorkommenshaufigkeit von Cronobacter spp. zur
Verfugung. Die Fahigkeit dieser Bakterien, unter trockenen Bedingungen zu Uberleben,
unterstreicht die Notwendigkeit einer grundlichen Untersuchung der Kontamination von
trockenen Teigwaren. Im Rahmen der Studie 4 wurden Untersuchungen zum Vorkommen von
Enterobacteriaceae in Sauglingsnahrungsprodukten von indonesischen und malaysischen
Herstellern auf der Ebene der angebotenen Fertigprodukte beschrieben. Dies ist der erste
Bericht Uber die Kontamination von dehydrierter Sauglingsnahrung mit E. sakazakii und
anderen potenziell opportunistischen Erreger wie Escherichia coli, Escherichia hermanii,
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae, Citrobacter spp., Serratia

spp. und Pantoea spp.

Im zweiten Abschnitt werden zwei Studien vorgestellt, die die Entwicklung und Etablierung von
molekularbasierten Schnellnachweisverfahren von Cronobacter spp. in
Sauglingsnahrungsmitteln beschreiben. In der ersten Studie (Studie 5) wird die Entwicklung
und Etablierung eines neuartigen Nukleinsaure-Lateral-Flow-Immunoassay (NALFIA)-
Systems flir die beiden pathogenen Cronobacter-Spezies C. sakazakii und C. malonaticus auf
der Basis der Amplifizierung des spezies-spezifischen Abschnittes vom rpoB-Gen in
Gegenwart einer heterobifunktionalen DNA-Sonde vorgestellt. Im Mittelpunkt des entwickelten
Systems stetht der Nachweis der partiellen Degradierung der integrierten DNA-Sonde
wahrend der PCR-Amplifizierung, die anschlieBend durch Lateral-Flow-Immunoassay
nachgewiesen wird. Die weitere Studie (Studie 6) berichtet Uber die Entwicklung einer Genus-
spezifischen PCR-Methode auf der Basis der Amplifizierung von gattungsspezifischen
Abschnitten des 16S rRNA Gens.

2.2 Liste der verwendeten Publikationen

2.2.1 Vorkommen und Typiserung der Cronobacter spp. in Sduglingsnahrungsmitteln

und Lebensmitteln

Studie 1: Akineden, O., Heinrich, V., Gross, M., Usleber, E., 2017.

Reassessment of Cronobacter spp. originally isolated as Enterobacter sakazakii from infant
food. Food Microbiology, 65:44-50. Doi: 10.1016/j.fm.2017.01.021

Studie 2: Rehagel, C., Akineden, O., Usleber, E., 2022,
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Microbiological and mycotoxicological assessment of processed cereal-based complementary
foods for infants and young children from the German market. Journal of Food Science,
87:1810-1822. Doi: 10.1111/1750-3841.16106.

Studie 3: Akineden, O., Murata, K. J., Gross, M., Usleber, E., 2015.

Microbiological Quality of Raw Dried Pasta from the German Market, with Special Emphasis
on Cronobacter Species. Journal of Food Science, 80: M2860-M2867. Doi: 10.1111/1750-
3841.13117.

Studie 4: Estuningsih, S.; Kress, C., Hassan, A.A.; Akineden, O., Schneider, E., Usleber, E.,
2006.

Enterobacteriaceae in dehydrated powdered infant formula manufactured in Indonesia and
Malaysia. Journal of Food Protection, 69:3013-3017. Doi: 10.4315/0362-028X-69.12.3013.

2.2.2 Entwicklung von molekularbasierten Schnellnachweisverfahren von Cronobacter

spp. in Sauglingsnahrungsmitteln

Studie 5: Akineden, O., Wittwer, T., Geister, K., Pldtz, M., Usleber, E., 2020.

Nucleic acid lateral flow immunoassay (NALFIA) with integrated DNA probe degradation for
the rapid detection of Cronobacter sakazakii and Cronobacter malonaticus in powdered infant
formula. Food Control, 109:106952. Doi: 10.1016/j.foodcont.2019.106952.

Studie 6: Hassan, A. A., Akineden, O., Kress, C., Estuningsih, S., Schneider, E., Usleber, E.,
2007.

Characterization of the gene encoding the 16S rRNA of Enterobacter sakazakii and
development of a species-specific PCR method. International Journal of Food Microbiology,
116:214-220. Doi: 10.1016/j.ijffoodmicro.2006.12.011.
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3.1 Vorkommen und Typiserung der Cronobacter spp. in Sduglingsnahrungsmitteln

und Lebensmitteln

Studie 1: Akineden, O., Heinrich, V., Gross, M., Usleber, E., 2017.

Reassessment of Cronobacter spp. originally isolated as Enterobacter sakazakii from infant
food. Food Microbiology, 65:44-50. Doi: 10.1016/j.fm.2017.01.021

Ziel der vorliegenden Studie war es, die Kontaminationssituation von
Sauglingsanfangsnahrung aus dem deutschen Markt mit Cronobacter auf Speziesebene fir
die Jahre vor und um die Zeit, als die Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 in Kraft trat, retrospektiv
zu klaren. Zu diesem Zweck wurden neben molekularbiologischen Analysen auch
Untersuchungen zur phanotypischen und genotypischen Variabilitdt von Cronobacter spp.
sowie nahe verwandter Mikroorganismen durchgefihrt, um insbesondere systematische
Fragestellungen in Bezug auf die neue taxonomische Reklassifizierung der Erreger
beantworten zu kdnnen. Derzeit umfasst die Gattung Cronobacter sieben anerkannte Spezies,
aber nur Stdmme von drei Spezies, C. sakazakii, C. malonaticus und C. turicensis, wurden
haufig mit klinischen Infektionen in Verbindung gebracht. C. sakazakii und C. malonaticus-
Stamme sind fur die Mehrheit der Infektionskrankheiten bei Sduglingen verantwortlich (Joseph
et al., 2012) und scheinen die haufigsten Cronobacter-Spezies in Sauglingsanfangsnahrung
weltweit zu sein (Yang et al., 2016). Fur Deutschland waren bis zur Veréffentlichung dieser
Studie keine Daten zur Verteilung der Spezies innerhalb der Gattung Cronobacter in

Sauglingsanfangsnahrung verfligbar.

Vor Inkrafttreten der Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 wurde Cronobacter spp. mit erheblicher
Haufigkeit in Sauglingsanfangsnahrung vom deutschen Markt gefunden, und bis zu 30% in
Anschlussnahrung (Kress et al., 2005). In den letzten Jahren wurden jedoch Warnungen
bezlglich Cronobacter in Sauglingsanfangsnahrung und Markt-Riicknahmen zu einem —wenn
auch- seltenen Ereignis in Deutschland. Seit 2012 wurde keine Warnungen oder Ricknahmen
mehr im ,Schnellwarnsystem fur Lebensmittel und Futtermittel“ der Europaischen Kommission
(RASFF; https://webgate.ec.europa.eu/rasff-window/portal/) veroffentlicht. Ebenso wurde bis
zur Veroffentlichung dieser Studie noch kein Bericht Uber eine durch Cronobacter spp. aus
Sauglingsanfangsnahrung aus dem deutschen Markt verursachte Sauglingserkrankung
veroffentlicht, obwohl weltweit weiterhin sporadisch schwere Infektionen, insbesondere bei
Neugeborenen, gemeldet wurden und werden (CDC, 2012). Das Problem der

Fehlidentifikation von Cronobacter spp., insbesondere in Studien, die auf phanotypischen
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Merkmalen basieren, wurde kurzlich diskutiert (Jackson et al., 2015). Cronobacter spp. wurden
haufig nicht nur aus Sauglingsanfangsnahrung, sondern auch aus Umweltproben, Wasser,
Pflanzenmaterial und verschiedenen Lebensmitteln isoliert (Akineden et al., 2015, die
vorgelegte Studie 3; Baumgartner et al., 2009; Chap et al., 2009; Friedemann, 2007; Vojkovska
et al., 2016). Zudem wurden sie an verschiedenen Stellen und auf Geraten in
Sauglingsanfangsnahrungsverarbeitungsanlagen nachgewiesen (Craven et al., 2010; Fei et
al., 2015; Iversen et al., 2009; Jacobs et al., 2011).

Diese Aspekte werfen die Frage auf, ob die Kontaminationssituation von
Sauglingsanfangsnahrung mit Cronobacter spp. in Deutschland anders ist oder war als in
anderen Landern, und ob sie sich im letzten Jahrzehnt verandert hat. Um diese Frage zu
beantworten, ist es notwendig, die Situation hinsichtlich der dominierenden Spezies in den
Jahren zu untersuchen, in denen das Cronobacter-Problem in Sauglingsanfangsnahrung zu
einem rechtlichen Thema wurde. Zunachst war es erforderlich, die Kontaminationssituation
von Sauglingsanfangsnahrung auf dem deutschen Markt mit Cronobacter spp. retrospektiv zu
klaren. Dazu wurden 80 Cronobacter-Isolate, die in den Jahren 2003 bis 2006 als E. sakazakii
aus verschiedenen deutschen Sauglingsnahrungsmitteln isoliert worden waren, mit aktuellen
Identifikationsmethoden neu bewertet. Diese Methoden umfassten fusA-Sequenzierung,
multilokus-Sequenztypisierung (MLST), Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) und O-Antigen-
Serotypisierung. Die phylogenetischen Beziehungen der rpoB- und fusA-Gene dieser Isolate

wurden analysiert.

Nach erneuter Kultivierung zeigten alle 80 untersuchten Isolate die gleichen charakteristischen
Eigenschaften wie bei der urspringlichen ldentifikation als E. sakazakii. Sie wuchsen als
grinblaue Kolonien (positive a-Glucosidase-Reaktion) auf Druggan-Forsythe-lversen (DFI)-
Agar und produzierten ein gelbes Pigment auf Casein-Soja-Pepton (CASO)-Agar. Zusatzliche
biochemische Tests erméglichten die Einordnung aller Isolate in flnf verschiedene Biogruppen
nach dem Schema von Farmer (1980) und Iversen et al. (2006) (Tabelle 2, Studie 1). Die
Isolate wiesen eine starke Biogruppen-Diversitat auf; die Biogruppen 1, 2, 5, 8 und 9 waren
jeweils mit zwei oder mehr Isolaten vertreten. Laut Biotyp-Profiling wurden die meisten Isolate
(n = 70) als prasumptive C. sakazakii identifiziert, einschlief3lich der Biotypen 1, 2, 8 und 8a.
Die restlichen 10 Isolate wurden alle als prasumptive C. malonaticus identifiziert, die die
Biotypen 5 und 9 umfassen. Biochemische Panels sind jedoch nicht ausreichend, um
Cronobacter-Isolate korrekt zu differenzieren (Baldwin et al., 2009; Jackson und Forsythe,

2016), weshalb zur weiteren Identifikation molekulare Methoden verwendet wurden.

Die spezies-spezifischen PCRs nach Stoop et al. (2009)- die auf die variable Region der beta-
Untereinheit des RNA-Polymerase-kodierenden Gens (rpoB) abzielen-, welche zuvor zur

Identifizierung und Differenzierung der Gattung Cronobacter verwendet wurden (Stoop et al.,
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2009; Vlach et al., 2017), konnten nicht zuverlassig zwischen den beiden C. sakazakii und C.
malonaticus unterscheiden. Mit dieser Methode wurden drei Isolate (DB-33a, DB-38a und
(DB)55b/04) falschlicherweise als C. malonaticus identifiziert, da die Sequenzierung des
partiellen rpoB-Gens dieser drei Isolate eine 100%ige Sequenz-Homologie mit den C.
malonaticus-Primersequenzen ergab. Eine hohe Sequenz-Homologie zwischen C. sakazakii
und C. malonaticus wurde auch von anderen Veroffentlichungen berichtet (Akineden et al.,
2015, die vorgelegte Studie 3; Baldwin et al., 2009; Jackson et al., 2014). Kirzlich berichteten
Vlach et al. (2017) Uber ein PCR-RFLP-System basierend auf dem rpoB-Gen, das die
Spezifitat erhéhte und eine Differenzierung zwischen C. sakazakii und C. malonaticus
ermoglichte. Jedoch erforderte diese Methode separate Verdauungsschritte mit drei
verschiedenen Restriktionsendonukleasen, gefolgt von einer elektrophoretischen Trennung,
was die Analyse sehr aufwandig machte. Jede einzelne Restriktionsendonuklease bot nur
begrenzte Spezifitat, und es wurden nur wenige C. malonaticus getestet. Daher sind weitere

Studien erforderlich, um diesen Ansatz zu validieren.

Zur endgultigen ldentifikation der Isolate wurde eine Analyse mittels fusA-Sequenzierung
durchgefuhrt, die mit der gesamten Genom-Phylogenie korrelierte und eine weitere
Méoglichkeit zur Differenzierung zwischen Cronobacter-Spezies bietet (Akineden et al., 2015,
die vorgelegte Studie 3; Joseph et al., 2012). Die fusA-Allele von 80 Isolaten wurden mit denen
der Cronobacter-Typ- und -Referenzstamme in der MLST-Datenbank
(www.pubMLST.org/cronobacter) verglichen. Dies erwies sich als geeignete Methode zur
eindeutigen Differenzierung zwischen den einzelnen Spezies (Abb. 1). Durch die Kombination
des phylogenetischen Baums basierend auf den fusA-Gen-Sequenzen (438 Nukleotide) und
unter Verwendung des Maximum-Likelihood-Algorithmus wurden 73 Isolate als C. sakazakii
gruppiert, wahrend sieben lIsolate mit C. malonaticus gruppiert wurden. Im Vergleich zur
vorlaufigen ldentifikation mittels biochemischer Methoden und zur rpoB-Gen-Analyse war die
Verwendung von fusA besonders wichtig fur die korrekte Identifikation von C. malonaticus.
Jedes der drei Isolate, die nach der Biotypisierung (DBM2, DB-31a und DB-211a/3-06) und
nach der rpoB-Gen-Analyse (DB-33a, DB-38a und (DB)55b/04) falschlicherweise als C.
malonaticus zugewiesen wurden, wurde durch die fusA-Gen-Analyse als C. sakazakii
reklassifiziert. Diese Ergebnisse bestatigen frihere Studien, die zeigten, dass die korrekte
Speziesidentifikation von Cronobacter spp. nicht trivial ist (Jackson & Forsythe, 2016; Jackson
et al.,, 2014). Es war bemerkenswert, dass keines der Isolate zu einer der finf anderen
Cronobacter-Spezies gehorte. Dies deutete stark darauf hin, dass die Kontaminationssituation
von Sauglingsanfangsnahrung in Deutschland in den Jahren 2003 bis 2006 von C. sakazakii
und gelegentlich von C. malonaticus dominiert wurde. Dies ist umso wichtiger angesichts der
Zutatenliste der Folgenahrung, aus der die Isolate stammten. Mehrere dieser Zutaten sind

bekannte Quellen fir andere Cronobacter spp., als C. sakazakii oder C. malonaticus.
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Beispielsweise konnen Trockengemise und Getreideprodukte C. turicensis enthalten
(Akineden et al., 2015, die vorgelegte Studie 3; Turcovsky et al., 2011; Vojkovska et al., 2016).
Die absolute Dominanz von C. sakazakii und C. malonaticus stimmte jedoch mit dhnlichen
Studien Uber Cronobacter-Isolate aus  Sauglingsanfangsnahrungsprodukten  und
Produktionsumgebungen Uberein (Miled-Bennour et al., 2010; Mduller et al., 2013; Yan et al.,
2015).

Die klonale Diversitat beider Spezies, wie durch PCR-Serotypisierung, MLST und PFGE-
Analyse bestimmt, war sehr hoch. Bezuglich der PCR-Serotypisierung konnten C. sakazakii-
Isolate funf Serotypen (SO1, SO2, SO3, SO4 und SO7) zugeordnet werden, am haufigsten
Serotypen SO1 und SO2. Keines der Isolate gehdrte zu den Serotypen SO5 oder SOB, fir die
Blazkova et al. (2015) vorgeschlagen hatten, dass sie aufgrund einer offenbar falschen
anfanglichen Speziesidentifikation durch Sun et al. (2012) C. malonaticus MaO3 und MaO2
zugeordnet werden sollten. Von den sieben C. malonaticus-lsolaten konnten sechs Isolate
dem Serotyp MaO1 und ein Isolat dem Serotyp MaO2 zugeordnet werden. Mit dieser
Dominanz des Serotyps MaO1 standen die Ergebnisse in dieser Studie fir C. malonaticus-
Serotypen im Widerspruch zu friheren Befunden (Blazkova et al., 2015), wonach der Serotyp
MaOz2 in klinischen Fallen vorherrschte. Die MLST-Cronobacter-Webdatenbank listete zum
Zeitpunkt der Veroffentlichung dieser Studie (ohne unsere lIsolate) 52 Isolate von C.
malonaticus-Serotyp MaO2 und nur 6 Isolate mit Serotyp MaO1. Die meisten dieser Stamme
wurden jedoch nur aus zwei Landern, der Tschechischen Republik (klinische Isolate) und
China (Verzehrfertige Lebensmittel), beschrieben. Da die 6ffentliche Datenbank relativ wenige
Eintrage fur C. malonaticus aus noch weniger Quellen beinhaltete, konnte ihr die
Reprasentativitat fehlten und daher moglicherweise noch nicht das vollstandige Bild in Bezug
auf die Serotypverteilung in Sauglingsnahrung widerspiegeln. Eine weitere Erklarung kénnte
sein, dass unterschiedliche Lebensraume verschiedene Cronobacter-Serotypen begunstigen
konnten. In dieser Arbeit isolierte 6 MaO1-Stamme stammten alle aus komplexen Produkten,
einschliellich Milch-Getreidemischungen mit Frichten, probiotischer Folgemilch und
Apfelmus fur Sauglinge. SchlieRBlich hat Deutschland eine weitgehend autarke
Sauglingsnahrungsindustrie, und alle Produkte, die MaO1 enthielten, stammten aus
inlandischer Produktion. Regionale Unterschiede oder spezifische Produktionsbedingungen
konnten daher einen Einfluss auf die vorherrschenden Arten und Serotypen haben, die in den

Produktionsprozess von Sauglingsnahrung gelangen.

Die Bestimmung des O-Antigen-Serotyps besitzt fiir die Spezies-Identifikation eine begrenzte
Bedeutung, da sie nicht mit der gesamten Genom-Phylogenie der Gattung korreliert (Joseph
et al., 2012) und in jedem Serotyp mehrere Sequenztypen vorkommen, wie in der Cronobacter

MLST-Datenbank angegeben. Allerdings kann die Serotypisierung als Kriterium fur
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antikorperbasierte Nachweismethoden hilfreich sein (Scharinger et al., 2016) und

moglicherweise in Zukunft wichtige Informationen Uber Wirt-Pathogen-Interaktionen liefern.

MLST, das fir 26 ausgewahlte Isolate durchgeflihrt wurde, zeigte ebenfalls einen hohen Grad
an Heterogenitat zwischen den Isolaten; insgesamt wurden 16 verschiedene MLST-
Sequenztypen (ST) identifiziert (Abb. 2, Studie 1). Der am haufigsten vorkommende C.
sakazakii-Sequenztyp war ST1 mit sechs Isolaten, die aus verschiedenen Produkten und von
verschiedenen Herstellern stammten (Tabelle 1, Abb. 2, Studie 1). Zwei Isolate (DB-258/1-05
und DB-73a/2-05), die aus zwei verschiedenen Proben stammten, waren C. sakazakii ST4,
ein hochvirulenter Sequenztyp, der mit der Mehrheit der Cronobacter-Meningitis-Falle in
Verbindung gebracht wird (Joseph & Forsythe, 2011). Zwei weitere Isolate (DB-372/2k-06 und
DB-376/2e-06) wurden C. sakazakii ST108 zugeordnet, das ebenfalls zum klonalen Komplex
4 gehort. Letztere zwei Isolate stammten aus zwei verschiedenen Proben mit einem
empfohlenen Futterungsalter von Geburt an. Innerhalb der Gattung Cronobacter scheinen
Isolate, die zum klonalen Komplex 4 gehoren, eine evolutiondre Linie darzustellen, die mit
neonataler Meningitis verbunden ist (Joseph & Forsythe, 2011). Dies impliziert, dass die
Kontamination deutscher Produkte mit Cronobacter-Stammen des kritischsten Typs im
Zeitraum 2003 bis 2006 keine Seltenheit war. Es ist daher bemerkenswert, dass bis zum
Zeitpunkt der Veroffentlichung dieser Arbeit noch nie ein Fall einer Cronobacter-bedingten
Infektion bei Sauglingen in Deutschland gemeldet worden war. Zur Untersuchungszeit waren
nur sehr wenige Cronobacter-Stamme aus Deutschland in der MLST-Datenbank hinterlegt,
und nach unserem besten Wissen war dieser Bericht der erste, der Details Uber das
Vorhandensein von C. sakazakii-Stammeklonaler Komplex 4 (ST4 und ST108) in
Sauglingsnahrungs-Proben aus Deutschland lieferte. Die anderen in dieser Studie
charakterisierten Isolate gehdrten zu seltenen Sequenztypen (ST20, ST23, ST33, ST40,
ST64, ST83, ST248, ST249, ST263). Diese sind in der MLST-Datenbank durch Stdmme
vertreten, die aus Lebensmitteln sowie aus Umwelt- oder klinischen Proben isoliert wurden.
Funf C. malonaticus-Isolate, die durch MLST analysiert wurden, konnten vier verschiedenen
Sequenztypen zugeordnet werden (ST7, ST60, 2x ST211, ST441). Im Vergleich zu C.
sakazakii ist die relative Bedeutung von C. malonaticus als Krankheitsverursacher weitgehend
unklar. Allerdings wurde ein C. malonaticus-Stamm (ST112) aus dem Blut eines weniger als
einen Monat alten Sauglings isoliert, der an einer fulminant verlaufenden Meningitis verstarb
(Hariri et al., 2013).

Die weitere molekulare Typisierung durch PFGE zeigte ebenfalls eine hohe genotypische
Vielfalt; fur die meisten Isolate (72/80) konnten individuelle PFGE-Profile erhalten werden
(Abb. 2). Die Kombination aller Ergebnisse aus allen Methoden erméglichte eine klare und
konsistente Unterscheidung zwischen den beiden Arten C. sakazakii und C. malonaticus durch

Analyse des fusA-Gens, jedoch war die Heterogenitat der Isolate innerhalb jeder Spezies
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ebenfalls bemerkenswert. Die hohe Vielfalt von Cronobacter spp., die durch Biotypisierung,
Serotypisierung und MLST festgestellt wurde, spiegelte sich auch in der PFGE-Typisierung
wieder. Obwohl in den meisten Fallen ein einzigartiges PFGE-Profil den Isolaten einer
individuellen Sauglingsnahrungsquelle zugeordnet werden konnte, wurde auch ein
,Uberschneiden® identischer PFGE-Profile fiir Isolate aus verschiedenen Produkten desselben
Herstellers beobachtet. Zum Beispiel hatten die Isolate (DB)36a-04, (DB)42a-04 und DB-32c,
die aus drei verschiedenen Produktverpackungen desselben deutschen Herstellers (C)
stammten, identische PFGE-Profile (P16). Obwohl dies wahrscheinlich ein relativ seltenes
Vorkommnis ist, haben auch Craven et al. (2010) identische PFGE-Klone von Cronobacter
spp. in verschiedenen Milchpulverchargen derselben Fabrik gefunden, was die Mdglichkeit

einer innerbetrieblichen Verbreitung von Cronobacter anzeigt.

Die starke Heterogenitat von Cronobacter spp. wurde auch dadurch demonstriert, dass die
ursprunglich aus derselben Probe stammenden Isolate unterschiedlichen PFGE-Profilen
angehorten. In Kombination mit der Biotyp-Gruppierung wurde die Vielfalt der Isolate noch
komplexer. Zum Beispiel konnten drei Isolate aus einer Probe wie folgt identifiziert werden: a)
C. sakazakii Biotyp 1, Serotyp SO2, PFGE-Typ P54 (DB-143a-8-05), b) C. sakazakii Biotyp 2,
Serotyp SO3, PFGE-Typ P38 (DB-143b-6-05), und c) C. malonaticus Biotyp 2, Serotyp MaO1,
PFGE-Typ P71 (DB-143c-7-05). Dies deutete darauf hin, dass eine Co-Kontamination von
Sauglingsnahrung mit mehreren Cronobacter spp. mit unterschiedlichen genetischen und
biochemischen Eigenschaften ziemlich haufig war. Das Vorhandensein von Isolaten
unterschiedlicher Biotypen und Genotypen in derselben Probe legt nahe, dass die
Kontamination wahrscheinlich wahrend des Herstellungsprozesses aus verschiedenen
Quellen erfolgte (Terragno et al., 2009). Daruber hinaus werden die Ergebnisse der
vorliegenden Studie durch die Ergebnisse von lversen et al. (2009) unterstutzt, die 27 Klone
von Cronobacter in einer sduglingsnahrungsproduzierenden Fabrik isolierten und durch
andere  Studien, die zeigen, dass Cronobacter weit verbreitet in der
Lebensmittelverar