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1 Einleitung 

Cronobacter-Infektionen betreffen überwiegend Erwachsene, jedoch -historisch gesehen- 

haben diese in den letzten Jahrzehnten aufgrund ihrer direkten Assoziation mit 

lebensbedrohlichen Infektionen, insbesondere bei Neugeborenen, erhöhte Aufmerksamkeit 

erlangt. Die ersten dokumentierten Fälle traten 1958 in England auf und führten zum Tod 

zweier Säuglinge (Urmenyi & Franklin, 1961). Zwischen 1961 und 2018 wurden weltweit in der 

veröffentlichten Literatur 183 Fälle von Infektionen mit Cronobacter spp. gemeldet, von denen 

67 % (100/150) Neugeborene betrafen und mindestens 42 % (42/112) tödlich endeten (Strysko 

et al., 2020). Auch in Deutschland wurde im Jahr 2021 ein Cronobacter-Ausbruch bei 

Frühgeborenen mit einem Todesfall in einem Krankenhaus gemeldet (BVL –RKI 

Gemeinsamer Nationaler Bericht, 2021). Invasive Cronobacter-Infektionen (am häufigsten 

verursacht durch C. sakazakii) bei Säuglingen, einschließlich Sepsis und Meningitis, können 

zu neurologischen Behinderungen und sogar zum Tod führen; die gemeldete 

Sterblichkeitsrate liegt bei bis zu 40 % (Bowen & Braden, 2006). Da in den meisten Ländern 

keine Meldepflicht besteht, ist die tatsächliche Inzidenz invasiver Cronobacter-Infektionen bei 

Säuglingen nicht bekannt. Die geschätzte Inzidenz liegt bei etwa einer Infektion mit 

Cronobacter spp. pro 100.000 Säuglinge pro Jahr und in 95 % der Fälle sind Säuglinge in den 

ersten beiden Lebensmonaten betroffen (Strysko et al., 2020). Bei Säuglingen 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 jährliche Inzidenz 

von mindestens 0,14 pro 100.000 Säuglingen auf den Philippinen und 1,76 pro 100.000 

Säuglingen in England und Wales, obwohl es sich hierbei vermutlich um Unterschätzungen 

handelt (FDA/WHO, 2008). Da Infektionen mit Cronobacter spp. in Deutschland nicht 

meldepflichtig sind, muss mit einer Dunkelziffer gerechnet werden. Die Internationale 

Kommission für mikrobiologische Spezifikationen für Lebensmittel (ICMSF) kategorisierte 

Cronobacter spp. im Jahr 2002 als eine ernsthafte Gefahr für beschränkte Populationen, die 

zu lebensbedrohlichen oder chronischen Krankheiten führen können (ICMSF, 2002). Das 

Auftreten von Cronobacter-Infektionen führte schließlich dazu, dass die Ernährungs- und 

Landwirtschaftsorganisation/Weltgesundheitsorganisation (FAO/WHO) bei ihren 

Risikobewertungssitzungen Änderungen an den mikrobiologischen Kriterien für pulverförmige 

Säuglingsanfangsnahrungsmittel vornahm. Diese Änderungen betonten die Bedeutung guter 

Praktiken während des Rekonstitutionsprozesses von Säuglingsnahrung (FAO/WHO, 2004, 

2006, 2008; CAC 2008). Obwohl die FAO/WHO-Risikobewertungstreffen bereits 2004 

begannen, wurden die mikrobiologischen Kriterien der Europäischen Union erst 2007 in der 

Verordnung (EG) Nr. 1441/2007 der Kommission vom 5. Dezember geändert. Diese gelten 

nun für Säuglingsanfangsnahrung mit einer Zielgruppe bis zu 6 Monaten. Die Kriterien wurden 

jedoch nicht für Säuglingsnahrung "Folgemilch" geändert, die in der Entwöhnungsphase (>6 
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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 häufig sind, besteht ein großer Bedarf, die 

Öffentlichkeit über die damit verbundenen Risiken aufzuklären, um angemessene 

Maßnahmen zu ergreifen. Da Säuglingsnahrung bei einer Reihe von Infektionen als Vehikel in 

Frage kommt, sind besondere Vorsicht und Sensibilisierung erforderlich, um die 

mikrobiologische Sicherheit von Säuglingsnahrung und ähnlichen Produkten zu 

gewährleisten. Cronobacter spp. sind ubiquitär in der Umwelt verbreitet und wurden bisher 

weltweit in verschiedenen Lebensmitteln, insbesondere in trockenen und getrockneten 

Produkten, sowie in der Lebensmittelproduktion, auf Oberflächen 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 pulverförmige 

Säuglingsanfangsnahrungsmittel verursacht wurde (Himelright et al., 2002), steht 

Säuglingsnahrung verstärkt im Fokus. In den meisten Ausbrüchen, bei denen eine Quelle 

identifiziert werden konnte, war kontaminierte Säuglingsnahrung auf Milchpulverbasis die 

Hauptinfektionsquelle (79 %, 81/102) (Bowen & Braden, 2006; Strysko et al., 2020). 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, zunächst eine Übersicht über das Vorkommen von 

Cronobacter spp. (ehemals E. sakazakii) in diversen Säuglingsnahrungsmitteln und 

verschiedenen getrockneten Lebensmitteln aus dem Einzelhandel zu geben, um die 

Exposition des Verbrauchers abzuschätzen und die daraus gewonnenen Stämme, welche seit 

Jahren aus verschiedenen Lebensmitteln, insbesondere Säuglingsnahrungsmitteln, isoliert 

werden konnten, zu charakterisieren. Dazu wurden neben Untersuchungen zur 

phänotypischen Diversität von gewonnenen Stämmen auch molekularbiologische Analysen 

durchgeführt, 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 können. Eine anschließende 

vergleichende Makrorestriktions- und Sequenzanalyse sämtlicher Isolate bildete die 

Grundlage, um erstmals zusammenhängende Fragen zum Speziesvorkommen sowie zur 

intra- und interspezifischen Variabilität einzelner Cronobacter-Spezies in unterschiedlichen 

Lebensmitteln beantworten zu können. Tatsächlich konnten die Daten dieser Arbeit eine 

vergleichsweise hohe Heterogenität der nachgewiesenen Cronobacter–Spezies und -Isolaten 

aufzeigen, die zukünftig auch diagnostisch mittels der in dieser Arbeit entwickelten spezies-

spezifischen Nachweismethoden genutzt werden können. 
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1.1 Genus Cronobacter spp. 

1.1.1 Taxonomische Einordnung von Cronobacter spp.  

Die Gattung Cronobacter spp. besteht aus einer vielfältigen Gruppe von gramnegativen, 

opportunistisch pathogenen Bakterien aus der Familie der Enterobacteriaceae. Die Familie 

Enterobacteriaceae gehört 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 (Iversen et 

al., 2007) mehrfach überarbeitet. Cronobacter spp. waren bis zum Jahr 2007 als die 

eigenständige Spezies Enterobacter sakazakii bekannt und wurden in der Literatur erstmals 

im Jahr 1929 als „gelb-pigmentierte Coliforme“ beschrieben, isoliert aus der septikämischen 

Blutkultur einer Frau, die an einer fiebrigen Infektion in Folge einer Kürettage litt (Pangalos, 

1929). Im Jahr 1958 wurde zum ersten Mal ein „pigmentiertes coliformes Bakterium“ in 

Zusammenhang mit einer tödlich endenden, generalisierten Sepsis und Meningitis bei zwei 

Neugeborenen im Osterhills Hospital (St. Albans City Hospital) in England erwähnt (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, Dänemark festgehalten und endete ebenfalls tödlich (Joker et al., 1965). Der Begriff 

"gelb-pigmentierte Coliforme" war ein nicht nomenklaturkonformer Begriff, der vor 1970 in 

Veröffentlichungen verwendet wurde, um Enterobacteriaceae-Stämme, die ein gelbes 

Pigment produzieren, Laktose fermentieren und während dieser Fermentation Gas bilden, zu 

beschreiben. Anschließende 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 gehörend eingestuft zu werden. Auf Grundlage der 

umfassenden Untersuchungen von Farmer et al. (1980) erfolgte schließlich im Jahr 1980 die 

Klassifizierung als eigene Spezies. Sie beschrieben, basierend auf maßgeblichen 

Unterschieden zu E. cloacae bezüglich der DNA-Zusammensetzung, der biochemischen und 

phänotypischen Eigenschaften sowie der Antibiotika-Sensibilität 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 gewählt. Bereits zu diesem Zeitpunkt war zu erkennen, dass die Isolate dieser neuen 

Spezies im Hinblick auf biochemische und genetische Eigenschaften nicht einheitlich waren. 

Darauffolgend führte die biochemische Differenzierung der Isolate zur ersten Beschreibung 

von 15 Biogruppen (Farmer et al., 1980), wobei eine weitere Biogruppe 2006 hinzugefügt 

wurde (Iversen et al., 2006). In den folgenden Jahren wurde die damalige Annahme, dass die 
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Taxonomie der neuen Spezies sehr komplexer sein könnte, durch mehrere Untersuchungen 

über die phylogenetische Verwandtschaft zwischen den E. sakazakii-Isolaten bestätigt. 

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-Stämmen, 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 (Iversen 

et al., 2006).  

Im Jahr 2007 wurde Cronobacter als Gattungsname vorgeschlagen, um die zuvor als E. 

sakazakii klassifizierten Organismen einzuschließen. Der Name „Cronobacter“ leitet sich aus 

der griechischen Mythologie ab. Der Titan Cronos (dt. Kronos, röm. Saturn) fraß seine Kinder, 

die späteren olympischen Götter. Die Namensgebung spielt auf die Tatsache an, dass 

Cronobacter spp. vor allem bei Säuglingen zu oft tödlichen Infektionskrankheiten führen. Diese 

Klassifizierung wurde anhand der Überprüfung von mehreren E. sakazakii-Stämmen im 

Hinblick auf ihre genetische und biochemische Diversität begründet (Iversen 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 I.  

Bereits ein Jahr später 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 I (Iversen 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 hinzugefügt 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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des üblicherweise 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 5, 9, 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, 16a, 

16b 
 

Spezies C. condimenti  Joseph et al. (2012) 
Spezies C. universalis   

 

Die taxonomische Reklassifizierung der Gattung Cronobacter im Jahr 2007 führte zu einer 

weitverbreiteten Verwirrung, sodass frühere E. sakazakii-Stämme zum Teil automatisch in C. 

sakazakii umbenannt wurden. Demzufolge wurden einige Laborstämme von E. sakazakii 

fälschlicherweise einfach in C. sakazakii umbenannt. Beispielweise wurden die zuvor als 

antibiotikaresistente C. sakazakii identifizierten Stämme später als E. hormaechei 

reidentifiziert (Poirel et al., 2007). Der ehemalige E. sakazakii PreceptrolTM (Qualitätskontrolle) 

Stamm ATCC 51329 wurde als C. muytjensii Typ Stamm umklassifiziert. Dieser Stamm wurde 

möglicherweise aufgrund der häufigen Verwendung im Labor in einigen Veröffentlichungen 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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eines zu C. sakazakii umbenannten Stammes konnte dieser später als E. ludwiggi identifiziert 

werden (Szafranek et al., 2005). 

Aufgrund der hohen Ähnlichkeit der 16S rDNA-Gensequenzen zwischen den Arten, die 

zwischen 97,8 % und 99,7 % liegt, und der Überlappung der biochemischen Profile, ist die 

Taxonomie der Gattung Cronobacter besonders komplex (Dauga & Breuwer, 2008). Die 

Existenz von Mikroheterogenitäten in der 16S rDNA-Gensequenz ist ein weiterer Faktor, der 

bei bestimmten Stämmen von C. sakazakii und C. malonaticus berichtet wurde, die auf der 

Grundlage dieser Sequenzen nicht unterschieden werden konnten. Darüber hinaus wurden 

Verwechslungen mit anderen Enterobacteriaceae-Stämmen berichtet, darunter einer Reihe 

von E. cloacae- und E. hormaechei-Stämmen, welche anhand phänotypischer Tests 

fälschlicherweise als Cronobacter spp. identifiziert wurden (Caubilla-Barron et al., 2007; 

Townsend et al., 2008). Die Gattung Cronobacter umfasst auch Stämme, die ursprünglich als 

Prashechia flavescens und Azotobacteriaceae in Kultursammlungen hinterlegt wurden, 

darunter ein klinisches Isolat von einem Neunjährigen 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 Stäbchen mit einer Größe von etwa 3 μm x 1 μm, 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 überleben, z. B. in Säuglingsnahrung, mit einer Wasseraktivität von 0,30 bis 

0,83 für bis zu 12 Monate (Kandhai et al., 2006). 

Zu den typischen Charakteristika von Cronobacter spp. zählte lange Zeit auch die Bildung des 

gelben Pigments auf dem festen Nährmedium Trypton Soja Agar (TSA), das ursprünglich zur 

Differenzierung von anderen Enterobacter Spezies verwendet wurde (Farmer et al., 1980). Die 

gelbe Pigmentbildung (Abbildung 1) trägt zum Schutz des Organismus gegen die UV-Strahlen 

und damit zur Erleichterung des Überlebens in der Umwelt bei (Caubilla-Barron & Forsythe, 

2007). Die gelbe Pigmentbildung variiert in Abhängigkeit von Licht, Temperatur sowie 

verwendetemNährmedium (Farmer et al., 1980; Block et al., 2002; Guillaume-Gentil et al., 

2005). Bei einer Bebrütungstemperatur von 25 °C für 48 h ist sie am deutlichsten ausgeprägt 

(Farmer et al., 1980), war allerdings in seltenen Fällen (2%) nur schwer erkennbar oder nicht 

vorhanden. Muytjens et al. (1984) fanden die gelbe Pigmentbildung bei allen 129 getesteten 

Cronobacter spp. (E. sakazakii)-Stämmen, aber bei keinem der 97 anderen Enterobacter-

Stämmen. Ein Cronobacter (E. sakazakii)-Stamm, der 1993 in Israel im Verlauf einer 
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neonatalen Bakteriämie isoliert wurde, besaß ebenfalls kein Pigmentbildungsvermögen (Block 

et al., 2002). Ein Gelbpigmentbildungsvermögen wurde weiterhin bei den Kolonien von E. 

agglomerans (Nazarowec-White & Farber, 1997) sowie Acinetobacter spp., Escherichia 

hermanii, Cedacea lapagei und Leclercia adecarboxylata beschrieben. Iversen 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 Nährböden in zwei 

verschiedenen Kolonietypen. Die erste Koloniemorphologie (Typ A) wird als entweder 

trockener oder muköser Typus mit einer konvexen oder konkaven, gummiartigen Oberfläche, 

die sich nur schlecht mit einer Öse vom Agar abnehmen lässt, beschrieben. Die zweite 

Koloniemorphologie (Typ B) hingegen ist von weicher, schleimiger Konsistenz. Einzelne 

Kolonien lassen sich mit Hilfe einer Impföse 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 können (Farmer et al., 1980). Diese 

Charaktereigenschaften dürften auf die Produktion von Heteropolysacchariden 

zurückzuführen sein (Harris & Oriel, 1989). Diese zwei Typen werden in den neueren Studien 

als „matt“ oder „glänzend“ in Abhängigkeit von Nährmedium und Stamm beschrieben (Iversen 

& 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 Nährbouillon beobachtet werden kann (Farmer et al., 1980; Nazarowec-

White & Farber, 1997). Eine weitere charakteristische Eigenschaft von Cronobacter spp. ist 

die α-Glucosidase-Aktivität. Cronobacter exprimiert konstitutiv α-Glucosidase. Dies ist die 

Grundlage für die Verwendung von chromogenem Agar (z.B. CCI-Agar, DFI-Agar (Abbildung 

2) und ESIA-Agar) für die Isolierung des Organismus und ermöglicht 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 gehören eine negative Oxidase-Reaktion, eine positive 

Katalase-Reaktion, die Hydrolyse von Äsculin und Arginin, die Säurebildung 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 Stämme positiv 

(Lehner et al., 2013). C. sakazakii kann exogene Sialinsäure als einzige Kohlenstoffquelle 

nutzen (Joseph et al., 2013). 
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Tabelle 2: Phänotypische 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 Berücksichtigung der derzeit (Juli 2024) gültigen 

Taxonomie 

Spezies Biotyp SP β-NAG Mot VP H2S Ind ODC NO3 MR Kohlenhydratverwertung 
           Sialin Gas Glukose Saccharose Dul Mal Melezitose Ino Aconitsäure Arabitol Lactulose Putrescine 
C. sakazakii 1 - + + + - - + + - + + + + - - - + - - + + 
 2 / 2a - + v + - - + + - + + + + - - - - - - + + 
 3 - + - + - - + + - + + + + - - - + - - + + 
 4 / 4a - + v + - - - + - + + + + - - - + - - + + 
 7 - + + + - - + + - + - + + - - - + - - + + 
 8 / 8a - + + + - - + - - + + + + - - - v - - + + 
 8b / 8c - + + + - - + - - + + + + - + - v - - + + 
 11 - + + + - - + + - + + + + + - - - - - + + 
 13 / 13a - + v - - - + + + + + + + - - - + - - + + 
 13b / 13c - + + - - - v + v + + + + - - - + - - + + 
C. malonaticus 5 / 5a + + v + - - + + - - + + + - + + + + - v + 
 9 / 9a + + + v - - + + - - + + + - + + - + - v + 
 14 / 14a + + + + - - - + - - + + + - v + - + - v + 
C. turicensis 16 / 16a + + v + - - + + - v + + + + + + + - - + + 
 16b / 16c + + v + - - v + - v + + + + v + + - - + + 
C. muytjensii 15 - + + + - + + + - - + + + + + - + + - + + 
C. dublinensis 
subsp. dublinensis 

12 - + + + - + + + - - + + + - + + + + - + + 

C. dublinensis 
subsp. 
lausannensis 

10 - + + + - + + + - - + + + - - + - + - + + 

C. dublinensis 
subsp. lactaridi 

6 - + + + - + + + - - + + + - - +  + + - + + 

C. condimenti k. A. - + - + - + + + - - - + + - + - + - - - + 
C. universalis k. A. + + v + - - + + k. A. - v + + + + + + - - + - 
 
SP = Saure Phosphatase; β-NAG = N-Acetyl-β-D-Glucosaminidase;  Mot = Motilität bei 37 ° C; VP = Voges-Proskauer Acetoinproduktion; H2S = H2S Produktion; Ind = 
Indolproduktion; ODC = Ornithinverwertung; NO3 = Nitratreduktion; MR = Methylrot; Sialin = Sialinsäure; Gas = Gasproduktion aus D-Glukose; Säure = Säureproduktion aus D-
Glukose; Saccharose:  Säureproduktion aus Saccharose; Dul = Säureproduktion aus Dulcitol; Mal = Malonatverwertung; Melezitose = Säureproduktion aus Melezitose; Ino = 
myo-Inositol; Aconitsäure = Bildung trans-Aconitsäure; Arabitol = Zuckeralkohol; Lactulose = Säureproduktion 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 äußere Membran gramnegativer Bakterien ist doppelschichtig und asymmetrisch 

aufgebaut. Während die innere Schicht der äußeren Membran durch Phospholipide gebildet 

wird, besteht die äußere 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 überwiegend 

hydrophobe Lipid A integriert das LPS in der Zellwand und ist über glykosidische Bindung mit 

dem Kernoligosaccharid aus Ketodesoxyoctonat, Heptosen, Glucose, Galactose und N-

Acetylglucosamin verbunden. Die äußere Schicht des LPS besteht aus O-Antigen-Ketten, 

welche sich aus wiederholenden Oligosaccharideinheiten (repeating units) zusammensetzen. 

Diese bestehen hauptsächlich 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 zurückzuführen. 

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 routinemäßig eingesetzt, wobei das LPS-

Biosynthese-Cluster als Grundlage für 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 für jeden Serotyp unterschiedlich groß, je nach Zuckerzusammensetzung und Komplexität 

der Struktur. Diese Gene kodieren Enzyme, die an der Synthese von Zuckern beteiligt sind, 

die die O-Antigen-Untereinheit bilden, für Gene, die Glykosyltransferasen kodieren und für 

Gene wie wzx und wzy. Letztere kodieren die Transporter- und Polymeraseproteine, die für 

die Verarbeitung und den Zusammenbau des O-Antigens aus den Untereinheiten erforderlich 

sind. Die Einteilung einiger Cronobacter-Spezies in Serotypen wurde in verschiedenen 

Veröffentlichungen mittels molekularer Methoden (Mullane et al., 2008; Jarvis et al., 2011; Sun 

et al., 2012; Blažková et al., 2015) sowie Strukturstudien (Sun et al., 2012; Arbatsky et al., 

2010; Czerwicka et al., 2010; MacLean et al., 2009) beschrieben. Für C. sakazakii entwickelten 

Sun et al. (2011) ein auf der Agglutination von Kaninchenseren basierendes 

Serotypisierungsschema für die bereits von Mullane et al. (2008) beschriebenen Serotypen 

Csak O:1 und O:2 sowie für fünf neue C. sakazakii Serotypen Csak O:3 - SO:7, mit dem 119 

C. sakazakii-Stämme 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 Stämme am häufigsten 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. muytjensii und C. sakazakii, 

allerdings wurden diese bisher teilweise mit den entsprechenden Cronobacter-Isolaten 

bestätigt (Joley et al., 2018). 

Für das Genus Cronobacter sind derzeit 40 Serotypen in der PubMLST Cronobacter-

Datenbank bekannt (Blažková et al., 2015; Yan et al., 2015; Joley et al., 2018). Für C. sakazakii 

wurden acht Serotypen Csak O:1-O:8, für C. turicensis sieben Serotypen Ctur O:1-O:4 und 

O:6-O:8, für C. dublinensis sieben Serotypen Cdub O:1-O:2 und O:4-O:8, für C. malonaticus 

fünf Serotypen Cmal O:1-O:3 und Cmal O:5-O:6, für C. muytjensii sechs Serotypen Cmuyt 

O:1-O:6, für C. universalis drei Serotypen Cuni O:1-O:3 und für C. condimenti ein Serotyp 

Ccon O:1 beschrieben (Mullane et al., 2008; Jarvis et al., 2011; Sun et al., 2011; Sun et al., 

2012; Blažková et al., 2015). In Lebensmitteln und klinischen Fällen waren die 

vorherrschenden Cronobacter O-Serotypen (> 60 % der gesamten Gattung) C. sakazakii O:1 

und O:2 (Blažková 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-Stämme von Serotyp O:2 

(von Sequence Type ST64) pathogen sind. Alsonosi et al. (2015) zeigten, dass die von 

Patienten isolierten Cronobacter-Stämme zu Serotypen Csak O:2 und Cmal O:2 gehörten. 

Darüber hinaus sind Cmal O:2, Csak O:2, Csak O:4 und Csak O:1 klinisch signifikant und 

wahrscheinlich mit menschlichen Infektionen verbunden (Blažková 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  
(Gesamtzahl der 
Isolate/prozentualer Anteil)  

Anzahl der 
serotypisierten 
Isolate 

Serotypen Anzahl der 
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 2 
  Cmal O:6 1 
  Ctur O:2 1 
  Nicht zuzuordnen 8 
C. muytjensii  23 Cmuyt O:1 6 
(82; 2,0 %)  Cmuyt O:2 10 
  Cmuyt O:3 3 
  Cmuyt O:4 2 
  Cmuyt O:5 1 
  Cmuyt O:6 1 
C. turicensis  62 Ctur O:1 21 
(179; 4,3 %)  Ctur O:2 1 
  Ctur O:3 22 
  Ctur O:4 2 
  Ctur O:6 4 
  Ctur O:7 1 
  Ctur O:8 6 
  Nicht zuzuordnen 5 

C. dublinensis  88 Cdub O:1a 19 
(280; 6,7 %)  Cdub O:1b 11 
  Cdub O:2 32 
  Cdub O:4 1 
  Cdub O:5a 2 
  Cdub O:5b 2 
  Cdub O:6 5 
  Cdub O:7 3 
  Cdub O:8 2 
  Nicht zuzuordnen 11 
C. universalis  14 Cuni O:1 11 
(24; 0,6 %)  Cuni O:2 1 
  Cuni O:3 1 
  Cmal O:2 1 

C. condimenti (5; 0,1 %) 3 Ccon O:1 3 

Citrobacter koseri 4 Cmal O:1 1 
  Cmal O:1, Csak O:4 3 
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1.1.4 Tenazität 

Cronobacter spp. besitzen eine hohe Tenazität gegenüber 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 für die Herstellung von Säuglingsnahrungsmitteln von Relevanz. Einige 

Untersuchungen zur Tenazität gegenüber Hitze wurden u.a. von Breeuwer et al. (2003), 

Iversen et al. (2004) und Nazarowec-White & Farber (1997) in rekonstituierter 

Säuglingsnahrung durchgeführt. Dabei lag die optimale Wachstumstemperatur zwischen 37 

und 43 °C. Die dezimalen Reduktionszeiten (D-Wert) für 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 (Iversen et al., 2004a). Basierend auf 

dem D60 °C-Wert von 1,1 Minuten und einem z-Wert von 5,7 °C, wurde für die 

Kurzzeitpasteurisierung bei 71,7 °C über 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 pulverförmiger Säuglingsnahrungsmittel 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 Säuglingsnahrungsmittel auf Milchbasis mit heißem Wasser (>70 

°C).  

Es wurde festgestellt, dass die Hitzeresistenz zwischen den Stämmen von Cronobacter 

variiert, obwohl alle Stämme 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 Überarbeitung der Leitlinien für 

die Rekonstitution von Säuglingsnahrungsmitteln herangezogen, um das Risiko durch den 

Organismus zu reduzieren (FAO-WHO 2004, 2006). In jüngerer Zeit wurde festgestellt, dass 

eine Kombination aus Temperatur und Ultraschallparametern die Anzahl von C. sakazakii in 

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

In einer Studie von Shaker et al. (2008) wurden die Auswirkungen der Austrocknung sowie 

anderer Stressfaktoren (Nährstoffmangel, Hitze und Kälte) auf die thermische Inaktivierung 

von zwei Cronobacter spp. (C. sakazakii und C. muytjensii) in rekonstituierter 

Säuglingsnahrung untersucht. Gestresste Zellen wurden für verschiedene Zeiträume 
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Temperaturen von 52-58 °C ausgesetzt. Die D-Werte für 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 Nährstoffmangel oder Kältestress, 

verursachten eine signifikante (p<0,05) Reduzierung der D-Werte. Somit wurde festgestellt, 

dass die Hitzetoleranz von Cronobacter in rekonstituierter Säuglingsnahrung durch 

Austrocknung und Hitze beeinflusst wurde. Die z-Werte von ausgetrockneten, 

ausgehungerten, hitze- und kältegestressten Cronobacter unterschieden sich allerdings nicht 

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

Edelson-Mammel & Buchanan (2004) führten ebenfalls Versuche zur Hitzetoleranz in 

rekonstituierter Säuglingsnahrung durch. Hierbei konnten zwischen den zwölf untersuchten 

Stämmen deutlich zwei Gruppen unterschieden werden. Die D58 °C –Werte lagen bei sechs 

Stämmen zwischen 30,5 ± 0,1 und 47,9 ± 1,0 Sekunden, bei sechs weiteren Stämmen 

zwischen 307,8 ± 6,7 und 591,9 ± 49,9 Sekunden. Genauere Untersuchungen dieser Stämme 

ergaben, dass ein bestimmtes Protein bei diesen sechs resistenten Stämmen nachweisbar 

war, dessen Sequenz schließlich 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 

Säuglingsnahrung auf Milchbasis und stellten fest, dass diese Belastungen die thermische 

Widerstandsfähigkeit der Cronobacter-Stämme verringerten und auch, dass eine längere 

Trockenlagerung die Anfälligkeit gegenüber Hitze während der Rehydrierung mit heißem 

Wasser erhöht. Trotz erheblicher Unterschiede bezüglich der Thermotoleranz zwischen den 

verschiedenen Cronobacter-Stämmen (Edelson-Mammel & Buchanan, 2004) führten 

Untersuchungen zur Hitzetoleranz sowohl von Nazarowec-White & Farber (1997), als auch 

von Iversen et al. (2004) zu der Annahme, dass die gängigen Pasteurisierungsverfahren in der 

Lage sind, Cronobacter zuverlässig abzutöten. Die Kontamination der 

Säuglingsanfangsnahrung muss dementsprechend im Herstellungsbetrieb nach der 

Pasteurisierung, bei der späteren Rekonstitution oder bei der Lagerung der rekonstituierten 

Säuglingsnahrung erfolgen (Drudy et al., 2006).  

Cronobacter spp. zeigten ein besseres Überleben bei osmotischem Stress als andere aus 

pulverförmiger Säuglingsnahrung isolierte Organismen wie Escherichia coli, Salmonella spp. 

und Citrobacter spp. (Breeuwer et al., 2003). Eine Reihe von möglichen Gründen für diese 

Stressresistenz wird angeführt. Riedel & Lehner (2007) führten 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 Säuglingsnahrung unter 

optimalen Laborbedingungen gezüchtete Referenzstämme 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 

Säuglingsanfangsnahrungen auftreten würden- in weiteren Lagerungsversuchen untersucht. 

Lin & Beuchat (2007) und Gurtler & Beuchat (2007) untersuchten das Überleben von 

Cronobacter spp. in Säuglingsnahrung und Säuglingscerealien unter verschiedenen 

Lagerungsbedingungen für bis zu 12 Monate. Bei beiden Produkttypen war die Überlebensrate 

von Cronobacter spp. bei niedrigen Wasseraktivitäten und einer niedrigen Lagertemperatur (4 

°C) größer. Der Organismus überlebte tendenziell seltener in Säuglingsanfangsnahrung mit 

höheren Wasseraktivitäten (aw 0,43-0,50 im Vergleich zu aw 0,25-0,30). Die Persistenz des 

Bakteriums in Säuglingsanfangsnahrung nahm mit steigender Lagertemperatur (4, 21 und 30 

°C) ab. Die Bakterien überlebten in Säuglingscerealien bei 4 °C bis zu 12 Monate bei niedrigen 

Wasseraktivitäten (aw 0,30-0,69), aber ihre Lebensfähigkeit nahm bei höheren 

Wasseraktivitäten (0,82-0,83) ab. Die Überlebensfähigkeit wurde auch durch die 

Lagertemperatur beeinflusst, wobei eine höhere Anzahl von Cronobacter spp. in Getreide (aw 

0,63-0,83) überlebte, das bei 4 °C gelagert wurde, als bei 21 oder 31 °C. Ähnlich wie das 

Überleben von Cronobacter spp. in Säuglingsnahrung wurde das Überleben in 

Säuglingscerealien nicht durch die Zusammensetzung beeinflusst. 

Breeuwer et al. (2003) und Shaker et al. (2008) verwendeten ähnliche Verfahren zur 

Herstellung getrockneter Kulturen von C. sakazakii und C. muytjensii und stellten fest, dass 

das Trocknungsverfahren die Lebensfähigkeit 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 gegenüber erniedrigten Wasseraktivitäten Cronobacter spp. 

resistenter als andere Enterobacteriaceae waren. So nahmen z. B. die Keimzahlen von zwei 

Cronobacter-Stämmen (C. sakazakii und C. muytjensii) bei einem aw-Wert von 0,81 innerhalb 

von zwei Wochen um drei bis vier, die von anderen verwendeten Enterobacteriaceae-

Stämmen (Salmonellen, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Serratia rubidea und Citrobacter 

freundii) dagegen um mehr als sechs Zehnerpotenzen ab. Eine vergleichbare 

Keimzahlreduktion wurde auch bei einer längeren Trocknung und Lagerung festgestellt. Nach 

einer Bebrütung in der stationären Phase getrockneter Cronobacter-Zellen bei 25 °C über 46 

Tage war der Keimgehalt um ein bis eineinhalb, der von E. coli um vier Zehnerpotenzen 

gesunken. Ähnliche Ergebnisse wurden für eine Überlebensfähigkeit von 30 Monaten in 

Säuglingsfertignahrung auf Milchpulverbasis dokumentiert (Caubilla-Barron & Forsythe, 

2007). Der Keimgehalt von Cronobacter spp. verringerte sich während des ersten Monats 

unter trockenen Bedingungen im Durchschnitt um 0,58 log10 KbE/ml (Bereich, 0,26 bis 1,15 



1 Einleitung 

Seite 16 

log10 KBE/ml), wobei ein Gesamtrückgang lebensfähiger Organismen bei 4,52 log10 Stufen 

im ausgetrockneten Zustand lag. Dieses Ergebnis entsprach den zuvor veröffentlichten 

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 Anhäufung von Trehalose, die die 

Phospholipidmembran und Proteine stabilisiert, während der stationären Wachstumsphase 

erklären lassen könnte. Daneben scheinen auch die Akkumulation bestimmter protektiv 

wirkender Proteine bzw. eine Kapselbildung eine Rolle zu spielen. 

Gonzáles et al. (2006) untersuchten die Keimzahl in rekonstituierter Säuglingsnahrung 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-Stämmen wurde eine mäßige Resistenz gegenüber Säure bis zu 

einem pH-Wert von 3,0 nachgewiesen, wobei diese Resistenz durch eine vorherige Exposition 

gegenüber non-lethal sauren Bedingungen verstärkt wird (Edelson-Mammel et al., 2006). 

Studien haben auch gezeigt, dass das Überleben von Cronobacter spp. in einer Reihe von 

sauren Obst- und Gemüsesorten bei 25°C für bis zu 48 Stunden möglich ist (Kim & Beuchat, 

2005). Säuren sind Schlüsselfaktoren für die Konservierung von Lebensmitteln, und in letzter 

Zeit haben sich die Studien auf die Nutzung der bakteriostatischen Eigenschaften dieser 

Säuren als antimikrobielle Mittel gegen Cronobacter spp. konzentriert, insbesondere in 

Säuglingsnahrungsmitteln und Babynahrungsprodukten. Die organischen Säuren wie 

Propionsäure und Essigsäure haben eine hohe Hemmwirkung auf das Wachstum und 

Überleben von Cronobacter Stämmen in Flüssigkeiten wie Fruchtsäften und Babynahrung 

gezeigt (Back et al., 2009). Säfte aus roter Muskatnuss (Vitis rotundifolia) haben ebenfalls eine 

antimikrobielle Aktivität gegen C. sakazakii gezeigt, die auf der kombinierten Aktivität von 

Apfelsäure, Weinsäure und Gerbsäure in ihren Inhaltsstoffen beruht (Kim et al., 2010). Die 

Kombination von Milchsäure und Kupfer in subletalen Konzentrationen hat ebenfalls eine 

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

Als ein weiterer Mechanismus, der zum Überleben von Cronobacter spp. in Produkten mit 

niedrigem aw-Wert beiträgt, wurde der Übergang in das viable but nonculturable (VBNC)-

Stadium diskutiert (Li et al., 2014). Dabei handelt es sich um eine stressbedingte 

Anpassungsreaktion, bei der intrazelluläre Stoffwechselprozesse auf ein Minimum reduziert 

werden. Aufgrund der verringerten Metabolisierungsrate sind VBNC-Zellen resistenter gegen 

physikalische und chemische Umwelteinflüsse (Oliver, 2010). Zwar ist die Virulenz von VBNC-

Zellen bei C. sakazakii noch weitestgehend unbekannt, jedoch könnten sie ähnlich wie bei 
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anderen Bakterien durch kurze Reaktivierungsprozesse ihre Virulenz zurückerlangen (Li et al., 

2014). 

 

1.1.5 Biofilmbildung  

Als Reaktion auf ihre wechselnde Wachstumsumgebung können Bakterien zur Erhöhung ihrer 

Tenazität so genannte Biofilme bilden. Bei Biofilmen handelt es sich um eine Aggregation von 

Bakterienzellen, die an abiotischen und biotischen Oberflächen gebunden sind (Lehner et al., 

2005). Dies ist eine wichtige Anpassungsüberlebensstrategie, mit der sich die Zellen, unter 

anderem lebensmittelrelevante Krankheitserreger, vor schädlichen Umwelteinflüssen wie UV-

Strahlung, osmotischem Stress, Hitze, Nährstoffmangel, Desinfektionsmitteln und anderen 

antimikrobiellen Substanzen sowie der Immunantwort schützen können (Costerton et al., 

1995; O'Toole et al., 2000; Prosser et al., 2007). Die Biofilmphase wird mittlerweile als 

Standard-Lebensweise von Bakterien angesehen, und man geht davon aus, dass freilebende 

planktonische Bakterienzellen nur ein Übergangsstadium 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 Nährstoffen, der 

Temperatur und der Oberflächenstruktur, abhängig sind (Kim et al., 2006). Die freien 

planktonischen Zellen haften zunächst an der Oberfläche des Trägers und scheiden große 

Mengen extrazellulärer Polymere aus. Die Zellen klumpen zusammen und bilden eine 

polysaccharidhaltige extrazelluläre Matrix, die aus unterschiedlichen Substanzen wie 

Polysacchariden, Lipiden, Proteinen, extrazellulärer DNA und niedermolekularen 

Signalmolekülen besteht. Das Wachstum des Biofilms erreicht nach 72 Stunden sein 

Maximum. Im Zuge des weiteren Wachstumsprozesses kommt es ungefähr nach 96 Stunden 

durch Abspaltung einiger Aggregate von der Oberfläche 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 Berührung kommenden Oberflächen zurückzuführen. 

Solche Oberflächen können ein solides Substrat für 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 für die Verbraucher führt (Lehner et al., 2005, Hartmann et 

al., 2010; Ling et al., 2020). Anheften an verschiedene Oberflächen 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 Ausmaß Edelstahl (Iversen et al., 2004a) 

oder Glas (Lehner et al., 2005) betroffen. Kim et al. (2006) stellten fest, dass bei der 

Anheftungsfähigkeit und der Biofilmbildung an Edelstahl und Magensonden aus 

Polyvinylchlorid Temperatur und Nährstoffangebot 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 Säuglingsnahrung. Biofilme von Cronobacter auf 

Magensonden können für Neugeborene zu einem erhöhten Expositionsrisiko führen (Hurrell 

et al., 2009a). In der intensivmedizinischen Versorgung von Frühchen mittels Magensonden 

bieten die Verabreichung von Säuglingsnahrungsmitteln dabei günstigere Voraussetzungen 

für das Wachstum von C. sakazakii und die Bildung des Biofilms (Hurrell et al., 2009a). Einige 

Aggregate werden von der Oberfläche der Magensonde abgelöst und gelangen in den 

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

Das Biofilmbildungsvermögen von Cronobacter hängt von der Produktion von extrazellulären 

polymeren Substanzen, Zellulosefasern und Curli-Fimbrien ab (Zogaj et al., 2003; Hartmann 

et al., 2010), wobei die Zellulosefasern eine extrazelluläre Komponente in Biofilmen darstellen 

(Lehner et al., 2005). Hartmann et al. (2010) zeigten, dass neben dem Vorhandensein von 

Zellulose und extrazellulärer DNA auch intakte Flagellen für die Biofilmbildung von Bedeutung 

sind. Die Synthese der Zellulose spielt bei der Anhaftung zwar keine Rolle, jedoch führt der 

Verlust der Flagellen zu einer erkennbaren Reduktion des Adhäsionspotentials an Caco-2-

Zellen (Hartmann et al., 2010). Dancer et al. (2009) untersuchten die Biofilmbildungsfähigkeit 

von 72 Cronobacter-Stämmen im Rahmen der Herstellung von Magermilch. Hierbei 

beeinflussen Milchbestandteile ebenfalls die Biofilmbildung von Cronobacter spp. 

Molkenprotein und Kasein haben nachweislich einen stärkeren 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 Grundgerüst der 

Biofilmmatrix bilden und vor Umwelteinflüssen wie Hitze, Austrocknung oder der 

Immunantwort des Wirts schützen. Die Biofilmbildung und die Exopolysaccharidproduktion von 

C. sakazakii unterscheiden sich je nach Umweltbedingungen wie 

Kontaktflächeneigenschaften, Nährstoffverfügbarkeit 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, Böden, 

Schuhen Lastwagen und Dächern) und in der Verarbeitungsausrüstung (z. B. in 

Walzentrocknern und Luftfiltern) gefunden und kann mehrere Monate lang persistieren. 
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Die Eigenschaft zur Biofilmbildung von Cronobacter begünstigt das Überleben insbesondere 

während der gesamten Haltbarkeitsdauer von pulverförmigen Säuglingsnahrungsmitteln und 

spielt insbesondere im Hinblick auf die Wirksamkeit von Reinigungs- und 

Desinfektionsmaßnahmen eine Rolle (Iversen & Forsythe, 2003; Lehner et al., 2005; Kim et 

al., 2006; Grimm et al., 2008).  

Ye et al. (2015) untersuchten das Biofilmbildungsvermögen von aus Säuglingsnahrungsmitteln 

isolierten 23 C. sakazakii-Isolaten 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-Isolaten sehr 

stammspezifisch waren und von der Mikroumgebung der Kultur beeinflusst wurden. Im 

Weiteren untersuchten diese Autoren die Auswirkungen von Ca2+ und Mg2+ auf die 

Biofilmbildung von den C. sakazakii-Isolaten und stellten fest, dass die 

Kationenkonzentrationen die Bildung der Gesamtbiomasse beeinflussten, wobei 1,50% MgCl2 

und 0,25% CaCl2 optimale Wachstumsbedingungen boten.  

 

1.1.6 Virulenzfaktoren und Pathogenität  

Cronobacter spp. besitzen eine Vielzahl einzigartiger Merkmale, die die Fähigkeit des 

Organismus unterstützen, unter verschiedenen stressigen Wachstumsumgebungen zu 

überleben. Diese Eigenschaften können auch für den Organismus von Vorteil sein, wenn sie 

mit dem Menschen interagieren (Yan et al., 2015; Lehner et al., 2018). Virulenzfaktoren 

können einerseits Strukturelemente, wie z.B. Zellwandkomponenten, andererseits auch 

Stoffwechselprodukte, wie z.B. Enterotoxine, sein. Sie führen zur Besiedlung des 

Wirtsorganismus und/oder Schädigung des Wirts, was sich in klinischen Symptomen äußert. 

Virulenzfaktoren bestimmen somit beispielsweise die Infektiosität, die Gewebeaffinität und die 

Toxizität. Auch wenn Infektionen mit Cronobacter spp. nicht sehr häufig sind, wurden in den 

letzten Jahren aufgrund der klinischen Bedeutung von Cronobacter spp. insbesondere für 

Säuglinge eine Vielzahl von in vitro- und in vivo-Modellen zur Untersuchung der durch 

Cronobacter ausgelösten Erkrankungen verwendet. Allerdings sind die 

Pathogenitätsmechanismen von Cronobacter spp. noch immer größtenteils unbekannt (Hunter 

et al., 2008; Richardson et al., 2009). Bis heute wurde eine Reihe von Berichten über die 

mutmaßlichen Virulenzfaktoren, wie Toxinproduktion, Adhäsion und Invasion, Anpassung an 

Stressfaktoren, das Vorhandensein von Virulenzgenen und die Antibiotikaresistenz 

veröffentlicht. 

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

unterschiedliche Virulenzfähigkeiten aufweisen (Caubilla-Barron et al., 2007; Townsend et al., 
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2007a, 2008; Almajed & Forsythe, 2016). Dennoch wurden alle Cronobacter-Spezies außer 

C. condimenti mit menschlichen Krankheiten in Verbindung gebracht und es wurde auch 

festgestellt, dass die Virulenz der verschiedenen Spezies unterschiedlich stark ausgeprägt ist. 

C. sakazakii ist die Typspezies der Gattung und war bisher am häufigsten bei Infektionen 

assoziiert, gefolgt von C. malonaticus und C. turicensis (Kucerova et al., 2010). Allerdings 

wurde der C. muytjensii-Typstamm ATCC 51329T in der Mehrzahl der Virulenzstudien an 

Laborversuchstieren verwendet, wobei dieser Qualitätskontrollstamm vor der taxonomischen 

Klassifizierung als E. sakazakii bekannt war (Mittal et al., 2009). Bisher wurden keine 

klinischen Fälle für diese Cronobacter-Spezies gemeldet, so dass die Relevanz der Studien 

ungewiss ist.  

C. sakazakii ist die dominierende Cronobacter-Spezies, die mit Erkrankungen bei Säuglingen 

und Erwachsenen in Verbindung gebracht wird (Iversen & Forsythe, 2003; FAO/WHO, 2004, 

2008; Lai, 2001; Bowen & Braden, 2006; Alsonosi et al., 2015). Dieses Bakterium ist stark mit 

schweren und oft tödlichen Fällen von nekrotisierender Enterokolitis und Meningitis bei 

Neugeborenen und Säuglingen 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 

Fällen 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-Stämmen bei 

Pneumonie, Wundinfektionen und Harnwegsinfektionen bei Erwachsenen. Darüber hinaus 

wurde C. sakazakii mit ST12-Allelen in Verbindung mit Fällen von nekrotisierender 

Enterokolitis gebracht (Forsythe et al., 2014). Neben den klinisch bedeutsamen ST1-, ST4- 

und ST8-Stämmen, die auch in Herstellungsumgebungen von pulverförmigen 

Säuglingsanfangsnahrungsmitteln in Nordamerika, Europa und China isoliert wurden, sind 

ST31, ST40, ST64, ST83, ST103, ST196, ST194 und ST190 weitere wichtige Sequenztypen 

(Müller et al., 2013; Pightling & Pagotto, 2014). Interessanterweise zeigte die Analyse der 

Ganzgenomsequenzierung, dass C. sakazakii einen nanAKT-Gencluster besitzt, der die 

Nutzung von exogener Sialinsäure als Kohlenstoffquelle und das Wachstum auf dem 

Gangliosid GM1 ermöglicht (Joseph et al., 2013). Ernährungsphysiologisch steht Sialinsäure 

mit der Entwicklung des Gehirns in Verbindung und kommt üblicherweise in Muttermilch, 

Darmmucin und Gangliosiden im Gehirn vor. Daher ist Sialinsäure auch ein Bestandteil von 

pulverförmigen Säuglingsanfangsnahrungsmitteln. Dies könnte eine wichtige evolutionäre 

Wirtsanpassung sein.  
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C. malonaticus-Infektionen wurden bei ca. einem Drittel der Krankheitsfälle im Zusammenhang 

mit Cronobacter; jedoch unabhängig vom Alter, nachgewiesen und spielen eventuell eine 

größere epidemiologische Bedeutung für Atemwegsinfektionen, als bisher angenommen 

(Alsonosi et al., 2015). Der Sequenztyp der isolierten Stämme war zu Cmal ST7 zugeordnet. 

Eine Abfrage der Cronobacter MLST-Datenbank (zuletzt abgerufen am 26.06.2024) bezüglich 

der C. malonaticus STs, die in klinischen Fällen beteiligt waren, zeigte eine Vorherrschaft von 

Cmal ST7-Stämmen (214/459, 47 %), gefolgt von ST11-, ST60-, ST307- und ST84-Stämmen.  

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-Einträge 

auf der Cronobacter-MLST-Datenbank (zuletzt abgerufen am 26.06.2024) registriert, die aus 

verschiedenen Quellen stammten, darunter Milchpulver, Wasser, Gewürze, Tee, Gemüse, 

Insekten, Herstellungsumgebungen und verzehrfertige Lebensmittel. 

In den letzten Jahren (bis zu dieser Veröffentlichung) beschäftigten sich einige Studien mit der 

Ganzgenomsequenzierung verschiedener Cronobacter-Stämme, um einige potentielle 

Virulenzfaktoren als Ansatzpunkt für weitere Untersuchungen aufzeigen (Kucerova et al., 

2010; Stephan et al., 2011). Die sequenzierten Ganzgenome von Cronobacter-Spezies 

besitzen eine Reihe von Adhäsinen, Außenmembranproteinen, Effluxsystemen, 

Eisenaufnahmemechanismen, Hämolysinen und Typ-VI-Sekretionssystemen, die zur Virulenz 

des Organismus beitragen könnten (Grim et al., 2012; Joseph et al., 2012a; Kucerova et al., 

2010, 2011; Stephan et al., 2010). Kucerova et al. (2010) veröffentlichten die Genomsequenz 

des aus Säuglingsanfangsnahrung 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 Stämme der anderen Cronobacter-Spezies C. malonaticus, 

C. turicensis, C. muytjensii und C. dublinensis verglichen. Einige Gene wurden ausschließlich 

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%) für essentielle Zellfunktionen wie Proteinbiosynthese, 

Energiemetabolismus, Zellteilung und Membrantransportmechanismen kodiert. Darunter ein 

Gen- Cluster cusC das für ein Kupfer/Silber-Resistenz-System kodiert, welches 

bekanntermaßen 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 ausschließlich bei C. sakazakii vorkommen, 

bei Pilusaufbau, Phototransferase-Systemen sowie Säure- 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 

Colaninsäure-(CA)-Biosyntheseregionen beschrieben. Es basierte auf Untersuchungen aus 

der Analyse von 104 Cronobacter-Stämmen auf das Vorhandensein einer zuvor nicht 

charakterisierten Cronobacter-Kapselregion (kps). Diese Region ähnelt 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 Prävalenz und 

Verteilung des K-Antigen-Typs 2 (insbesondere das Kapselprofil K-Antigen-Gencluster 2–

Colaninsäure-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-Stämmen einen vorteilhaften Phänotyp und führt zu 

Austrocknungsresistenz, Persistenz und Serumresistenz sowie einer erhöhten 

Überlebensfähigkeit in Makrophagen (Ogrodzki & Forsythe, 2015).  

Obwohl die einzelnen Mechanismen bisher noch nicht vollständig geklärt sind, wurden aus der 

vollständigen 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 Züricher Kinderkrankenhaus isoliert und war für 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 öffentlichen 

Sequenzierungsdatenbanken als virulenz- und krankheitsrelevant annotiert wurden. So 

kodieren sie beispielsweise für einen putativen O-Antigen-Cluster, für Gene der 

Exopolysaccharidbiosynthese oder für kapsuläre Polysaccharide.  

Wie bei vielen enteropathogenen Erregern besitzen Cronobacter spp. ein weiteres 

gemeinsames Merkmal: Plasmide, die zur genomischen Plastizität, bakteriellen Virulenz und 

dem Überleben beitragen (Johnson & Nolan, 2009). Im Allgemeinen kodieren solche Plasmide 

bei Enterobacteriaceae eine Vielzahl von Virulenzfaktoren, wie z. B. Gene für 

Antibiotikaresistenz, Toxine, Adhärenzfaktoren und Sekretionssysteme. Es wird 

angenommen, dass Plasmid-getragene Virulenzgene (oder Gencluster) durch horizontalen 

Gentransfer erworben werden (Juhas et al., 2008). Tatsächlich war die Gruppe um Muytjens 

et al. (1983) die erste, die Plasmide bei klinischen Cronobacter-Stämmen (ehemals E. 

sakazakii) im Kontext von neonataler Meningitis und Sepsis identifizierte und charakterisierte. 
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Andere Studien zeigten ebenfalls, dass solche Stämme (ehemals E. sakazakii) Plasmide 

unterschiedlicher Größe besaßen (Biering et al., 1989; Simmons et al., 1989; Clark et al., 

1990). Diese Stämme wurden bei erkrankten Säuglingen, auf Utensilien zur Zubereitung von 

Säuglingsnahrung und in PIF-Behältern isoliert. In den Jahren 2010 – 2011 wurden die ersten 

Ganzgenomsequenzierungen vom C. sakazakii-Stamm BAA-894 und C. turicensis-Stamm 

LMG23827T durchgeführt (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-ähnliches (Inkompatibilitätsklasse) 

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 könnte die Nischendiversität 

widerspiegeln, die von Cronobacter-Arten besetzt wird (wie eukaryotische Pflanzen, PIF-

Herstellungsanlagen und Fliegen, um nur einige zu nennen), sowie die Verfügbarkeit und 

Bioverfügbarkeit verschiedener Eisenquellen in diesen einzigartigen Umgebungen. 

Als eine weitere Virulenzeigenschaft von Cronobacter wurden fünf Sekretionssysteme 

identifiziert, die molekulare Nanomaschinerien in der Zellhülle von Bakterien darstellen, die die 

Freisetzung von Molekülen ermöglichen 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 

fünf 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 außen gerichtete phagenähnliche 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 Überleben in der Umwelt spielen. Dies geschieht durch die Erhöhung 

der Konkurrenzfähigkeit, 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). Kürzlich wurde über zwei Typ-VI-Sekretionssystemen in einem C. 

sakazakii-Stamm 12868 berichtet. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass das 

Sekretionssystem-1 zu interbakteriellen Konkurrenzprozessen beitragen könnte, was C. 

sakazakii ermöglichen könnte, besser mit anderen Arten in bestimmten Nischen zu 



1 Einleitung 

Seite 24 

konkurrieren, und dass das Sekretionssystem-2 während der Wirt-Interaktion wichtig sein 

könnte.  

Als weitere Virulenzdeterminante wurde eine Zink-Metalloprotease beschrieben. Die 

zellgebundene Metalloprotease könnte einen engen Kontakt zwischen Bakterien und 

Wirtszellen erfordern, um die zytopathischen Effekte durch den Abbau löslicher Proteine zu 

initiieren (Kothary et al., 2007). Die Rolle dieser Protease bei Krankheiten könnte in ihrer 

Beteiligung an Nekrosen und Zellschäden bei Neugeborenen mit nekrotisierender Enterokolitis 

liegen; sie könnte auch für die bei Meningitis beobachtete Pathologie verantwortlich sein 

(Pagotto et al., 2003). 

 

1.1.7 Adhäsion 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 überwinden. Wie bei den meisten gastrointestinalen 

Krankheitserregern ist die menschliche Schleimhaut oder Schleimhautmembran die erste 

Kontaktstelle, die es auch Cronobacter spp. ermöglicht, 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 Überleben 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 Hirnhäuten, und (iv) Schädigung des Wirts, z. B. durch Expression von Exoproteinen 

wie Toxinen und/oder Schäden aufgrund einer entzündungsfördernden Modulation des 

Immunsystems des Wirts (Jang et al., 2020). Cronobacter kodieren viele Virulenzfaktoren, die 

bei den Prozessen wie Adhäsion, Invasion und Störung der Darm- und Blut-Hirn-Schranke 

beteiligt sind. Trotz zahlreicher Untersuchungen zum Adhäsions- und Invasionsvermögen 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 zurückzuführen ist, die anfällige Darmschleimhaut 

führt 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 entzündlichen Zytokinen wie IL-8, TNF und IL-10 bzw. eine 

Entzündungskaskade induzieren, die zu weiteren Darmentzündungen und schließlich zur 

Darmnekrose führt (Cruz-Córdova et al., 2012). 
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Einer der am besten konservierten Phänotypen von Cronobacter ist ihre Fähigkeit, die 

Darmschleimhaut zu besiedeln und trotz der Peristaltik mit dem Darmmikrobiom um Nährstoffe 

zu konkurrieren (Jaradat et al., 2014). Die Expression von Adhärenzfaktoren wie Fimbrien oder 

Pili und Adhäsinproteinen der äußeren Membran ist ein gemeinsames Merkmal aller 

Cronobacter-Stämme und repräsentiert 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 (Bakteriämie) gelangt, in mikrovaskuläre Endothelzellen des Gehirns 

eindringt und die Blut-Hirn-Schranke überwindet, was zu extraintestinalen Infektionen wie 

Sepsis und lebensbedrohlicher Meningitis führt (Nair & Venkitanarayanan, 2007; Almajed & 

Forsythe, 2016; Townsend et al., 2007, 2008).  

Die Adhäsion von Cronobacter an Rezeptoren des Wirtsgewebes ist der erste Schritt der 

Erkrankung, z. B. durch die Verwendung von Fimbrien zur Anheftung an die Oberfläche 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 erhöhen 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 vorübergehende Besiedlung 

bestimmter Stämme 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 Säugetier-Darmzellen, das 

Überleben 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 können, müssen 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 Fähigkeit von 

Cronobacter wurde von mehreren Forschern anhand von Säugetierzelllinien untersucht. 

Townsend et al. (2008) untersuchten vier verschiedene C. sakazakii-Isolate aus einem 

tödlichen 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 stärkere Invasivität 

wurde bei den aus den tödlichen Meningitis- und Darmnekrose-Fällen isolierten Stämmen 

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 Adhäsionsfähigkeit 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 Adhäsions- und 

Invasionseigenschaften des Organismus eine Rolle spielten. Giri et al. (2012) bestätigten, 

dass Cronobacter-Isolate in der Lage sind, durch dichte Monoschichten von Caco-2-Zellen 

und humanen mikrovaskulären Hirnepithelzellen zu transzytieren, und ahmten damit die 

Fähigkeit nach, in vivo den Darm und anschließend die Blut-Hirn-Schranke zu überwinden und 

eine Meningitis zu verursachen. Mange et al. (2006) charakterisierten die 

Adhäsionseigenschaften der Cronobacter in-vitro unter Verwendung von HeLa- und Caco-2-

Epithelzellen sowie humanen mikrovaskulären Hirnepithelzelllinien und fanden heraus, dass 

die Adhäsion multifaktoriell war und am höchsten während der späten exponentiellen 

Wachstumsphase. Jüngste in-vitro-Studien wiesen die Rolle von dendritischen Zellen bei der 

Gewebeschädigung während der Darmnekrose nach (Emami et al., 2011). Singamsetty et al. 

(2008) legten nahe, dass humane, mikrovaskuläre Hirnepithelzelllen anfälliger für die Invasion 

von Cronobacter spp. waren, und wiesen eine höhere Invasionshäufigkeit bei humanen 

mikrovaskulären Hirnepithelzellen nach als bei Endothel- und Epithelzellen unterschiedlicher 

Gewebsherkunft. 

 

1.1.8 Außenmembranproteine 
Weitere Virulenzfaktoren sind die multifunktionellen Außenmembranproteine A und X (outer 

membrane protein OmpA and OmpX), welche in mehreren Bakterienzellen wie auch in 

Enterobacteriaceae vorkommen. Sie sind an der Adhärenz, 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 extrazellulären Matrix eukaryotischer Zellen, und spielt eine zentrale 

Rolle bei der Adhäsion verschiedener pathogener Keime unter anderem Cronobacter an den 

Rezeptor für das Porin OmpA (Nair & Venkitanarayanan, 2007, Kim et al., 2010, Mange et al., 

2006, Smith et al., 2007). Die β-barrel-Faltstruktur des ompA Proteins dient als wichtiger 

Rezeptor für 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 für die Invasion in die Darmendothelzellen sondern 

auch in mikrovaskuläre Hirnendothelzellen von großer Bedeutung ist (Smith et al., 2007; Kim 

et al., 2010). 

Die Bedeutung von OmpA für die Schädigung der Zellbarriere bei nekrotisierender 

Enterokolitis wurde bereits für andere enteroinvasive Enterobacteriaceae wie Escherichia coli 

beschrieben. Nair & Venkitanarayanan (2007) haben gezeigt, dass ompA zusammen mit 

zellulären 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 erhöhten Stickstoffmonoxid-Produktion führt und folglich die 

Apoptose der Epithelzellen verursacht. Emami et al. (2011) untersuchten im nekrotisierende 

Enterokolitis-Maus-Modell die Wechselwirkung zwischen C. sakazakii-Stämmen und 

dendritischen Zellen und stellten fest, dass die ompA-positiven Stämme zu einer Erhöhung 

des inflammatorischen Mediators Stickstoffmonoxid führten, der bei der Entstehung der 

nekrotisierenden Enterokolitis durch den zytopathischen Effekt auf die Blut-Darm-Barriere 

entscheidend beitragen konnte (Emami et al., 2011). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, 

dass die Schädigung der Zellbarriere bei C. sakazakii-Infektionen in einem direkten 

Zusammenhang mit der Mobilisierung dendritischer Zellen und der Unterdrückung ihrer 

Reifung stehen, so führt dies zur Zerstörung von zellulären tight junctions, einer erhöhten 

Membranpermeabilität und letztendlich zur Apoptose intestinaler Epithelzellen. Dies scheint 

für 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 parazellulären Durchtritt 

aller sonst kapillargängigen Stoffe verhindern und eine selektive Permeabilität gewährleisten. 

OmpA bindet an die Fibronektinrezeptoren der Zelloberfläche und ermöglicht 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 % für 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) führten Studien mit OmpA-positiven 

Cronobacter spp. durch, um die Rolle des Proteins bei der Verursachung von Meningitis durch 

Vermehrung im Blut und Überwindung der Blut-Hirn-Schranke nachzuweisen. Darüber hinaus 

konnten Mittal et al. (2009) die Bedeutung des OmpA für das Überleben 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-Stämme zwar in dendritischen Zellen 

aufgenommen werden, jedoch nur Stämme mit intaktem OmpA in dendritischen Zellen 

persistieren und replizieren können. Die OmpA-positiven Stämme banden an SIGN Proteine 

in dendritischen Zellen, induzierten die Bildung immunsuppressiver Faktoren wie IL-10 und 

TGF-β und unterdrückten letztlich die Reifung der dendritischen Zellen (Mittal et al., 2009). 

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

Andere Faktoren wie z.B. fkpA (auch bekannt als Makrophagen-Infektivitäts-Potenzierer-

ähnliches Protein) sind ein Virulenzfaktor, der Cronobacter die Fähigkeit verleiht, innerhalb 

von Makrophagen zu überleben, sich zu replizieren und möglicherweise auch zu einer 

Persistenz in Umgebungen mit hoher Stressbelastung beiträgt (Brady et al., 2013; Holý & 

Forsythe, 2014). Pathogen-gerichtete Demethylierung, Dephosphorylierung und Acetylierung 

von Histonen wurden für Cronobacter noch nicht vollständig 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 Pathogenität von Cronobacter zu verstehen, wagte die Arbeit 

von Pagotto et al. (2003), die die Enterotoxin-Produktion verschiedener Cronobacter-Stämme 

mit Hilfe des Mäusesäuglingstestes untersuchte. Pagotto et al. (2003) beschrieben erstmals, 

dass vier von 18 Cronobacter-Isolaten enterotoxinähnliche Verbindungen produzierten, die 

zusammen mit Lipopolysacchariden eine Entzündung auslösten. Diese enterotoxinähnlichen 

Verbindungen erhöhten 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 enterotoxinähnliche Verbindung mit einem Molekulargewicht von 66 

kDa, die nach einer 30-minütigen Wärmebehandlung 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 Überlebensrate der Mäuse nach 72 Stunden nur 33 

% betrug, wenn 104-105 KBE/ml Cronobacter injiziert wurden, wobei ab 107 KbE/ml alle Mäuse 

starben (Yang et al., 2009). Dennoch sind die Gene, die für 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 Mäusen die Zellzerstörung an der Infektionsstelle bewirken 

(Pagotto et al., 2003).   
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Song et al. (2023) haben eine vergleichende Analyse der intrazellulären und extrazellulären 

Enterotoxinkonzentrationen von Cronobacter-Isolaten mit unterschiedlichem Grad an 

Antibiotikaresistenz durchgeführt. Die in der Studie verwendeten Cronobacter-Isolate zeigten 

die Fähigkeit zur Enterotoxinproduktion, was mit den Virulenzfaktoren übereinstimmt, die in 

der überwiegenden Mehrheit der Cronobacter-Isolate vorkommen, wie von Holy et al. (2019) 

beschrieben. 

Cronobacter spp. besitzen wie die anderen Gram-negativen Bakterien in der äußeren 

Zellmembran lokalisierte Endotoxine, sogenannte Lipopolysaccharide (LPS) (siehe Kap. 1.1.3 

Serotypen). Die Endotoxine werden häufig in Folge des Absterbens der Bakterienzellen 

freigesetzt und induzieren durch die Interaktion mit LPS-sensitiven Zellen die Produktion 

endogener Entzündungsmediatoren, wie TNFα. Zum einen führt das freigewordene Lipid A zu 

starken Entzündungsreaktionen, 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 verstärken und wahrscheinlich zelluläre tight junction zerstören (Moriez et al., 

2005; Townsend et al., 2007). Dies könnte zu einer Erhöhung der Durchlässigkeit der Epithel- 

und Endothelbarrieren für Bakterien führen (Kim & Loessner, 2008). Darüber hinaus wurde 

festgestellt, dass Endotoxine die Migration von Enterozyten und die epitheliale Restitution 

hemmen, was die Adhäsionsfähigkeit der Zellen erhöht und die Durchlässigkeit der Epithel- 

und Endothelzellen für Bakterien steigert (Cetin et al., 2004). 

 

1.1.10 Hämolysin 

Von unterschiedlichen Hämolysinen und hämolysebezogenen Genen wurde in Cronobacter-

Stämmen berichtet, wobei die meisten Stämme zwei Kopien des Hämolysin-Gens und des 

Gens für den Hämolysin-Aktivator-Protein-Vorläufer besaßen (Joseph & Forsythe, 2012). Cruz 

et al. (2011) identifizierten das Hämolysin-Gen (hly) als Hämolysin III-Homolog (COG1272), 

und Jang et al. (2020) zeigten in einer Studie mit 390 Stämmen, dass alle sieben getesteten 

Spezies das Hämolysin III COG1272-Gen-Homolog besaßen. Allerdings konnten die von Cruz 

et al. (2011) beschriebenen PCR-Primer nicht alle COG1272-Orthologe in jeder Cronobacter-

Spezies gleichmäßig nachweisen. Darüber hinaus wurden drei weitere Hämolysin-Gene 

beschrieben, darunter Allele für ein Hämolysin mit Cystathionin-β-Synthase-(CBS)-Domäne, 

ein mutmaßliches Hämolysin und ein 21 kDa Hämolysin (Jang et al., 2020). Umeda et al. 

(2017) berichteten, dass alle analysierten 57 Cronobacter-Stämme beta-hämolytische Aktivität 

gegen Meerschweinchen-, Pferde- und Kaninchenerythrozyten zeigten und dass 92,9% der 

Stämme zur α-Hämolyse von Schafserythrozyten fähig waren. Singh et al. (2015) 

charakterisierten die beta-hämolytische Aktivität mehrerer aus Lebensmitteln, Boden und 

Wasser isolierten C. sakazakii-Stämme; diese Stämme waren PCR-positiv für das COG1272-
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Gen. Insgesamt sind vertiefende Studien erforderlich, um die Funktionalität dieser 

verschiedenen Hämolysin-Gene dem entsprechenden Phänotyp zuzuordnen. 

 

1.1.11 Antibitotika-Resistenzentwicklung 

Die antibiotische Therapie ist derzeit die am häufigsten angewendete Methode zur klinischen 

Behandlung von Cronobacter-Infektionen (Depardieu et al., 2007). Im Allgemeinen werden 

Cronobacter-Infektionen hauptsächlich mit β-Lactam-Antibiotika (z. B. Cephalosporine und 

Penicilline), Fluorchinolonen, Aminoglykosiden und Tetrazyklinen behandelt (Almajed & 

Forsythe, 2016; Depardieu et al., 2007). Frühere Studien haben berichtet, dass die meisten 

Cronobacter spp.-Isolate empfindlich gegenüber gängigen antimikrobiellen Wirkstoffen sind. 

Jedoch kann der langfristige Einsatz oder Missbrauch von antibiotisch wirksamen Stoffen zur 

Entwicklung von Antibiotikaresistenzen bei Cronobacter führen (Yoneyama & Katsumata, 

2006; McMahon et al., 2007). Resistenzen gegen Beta-Lactame der ersten Generation und 

Penicilline wie Amoxicillin-Clavulansäure, Ampicillin, Cefazolin, Cephalothin, Cefotaxim und 

Streptomycin wurden bei aus Lebensmitel isolierten Cronobacter-Stämmen 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 Säuglingsnahrungen (77 Proben) und getrocknete 

Säuglingsgetreide (75 Proben) und stellten fest, dass die isolierten Cronobacter-Stämme 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 blaCMA) wurde in mehreren früheren Studien berichtet 

(Pakbin et al., 2022; Müller et al., 2014). In einer anderen Studie berichteten Parra-Flores et 

al. (2018), dass mehr als 8% der C. sakazakii-Isolate aus einem Diarhoe-Ausbruch bei 

Säulingen in Mexiko gegen Cephalothin, ein Cephalosporin der ersten Generation, resistent 

waren. In einer anderen Studie zeigten C. sakazakii- und C. malonaticus-Isolate aus 

kommerziell hergestellten dehydrierten Säuglingsnahrungen und aus dem Produktionsumfeld 

eine Resistenz gegen Amoxicillin-Clavulansäure, Ampicillin und Cefazolin (Fei et al., 2017). 

Ähnlich stellten Kim et al. (2008) fest, dass die aus Lebensmitteln isolierten Cronobacter-

Stämme gegen Ceftarolin und Ampicillin resistent waren, wobei Lai (2001) herausfand, dass 

Cronobacter spp. eine konstante Resistenz gegen Ampicillin, Cefazolin und erweiterte 

Penicilline aufwiesen.  

Über Fosfomycinresistenzen von Cronobacter-Stämmen 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-Stämme aus Lebensmitteln und stellten 

fest, dass alle Stämme sich als resistent gegen Erythromycin erwiesen, während zwei 

Cronobacter-Stämme resistent gegen Tetrazyklin waren. Ähnlich berichteten Song et al. 

(2023) sowie Odeyemi & Sani (2019), dass alle isolierten Cronobacter-Stämme zu 100 % 

resistent gegen repräsentative 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 

Biofilmbildungsvermögen besassen. Darüber hinaus wurde ein plasmidvermitteltes Colistin-

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

Dennoch nimmt der Anteil von Multiresistenzen gegenüber 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 Säuglingsnahrung und -ergänzungsmitteln gegenüber 12 

Antibiotika getestet, wobei 1,0% der Isolate mindestens gegen ein Antibiotikum resistent 

waren. Darüber hinaus wurde von zwei multiresistenten C. sakazakii-Isolaten berichtet, die 

gegen Ampicillin, Tetracyclin, Sulfamethoxazol-Trimethoprim und Chloramphenicol resistent 

waren (Gan et al., 2022). Eine weitere kürzlich erschienene Studie über pulverförmige 

Säuglingsnahrung im Iran zeigte, dass 96 % der C. sakazakii-Isolate 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 für die öffentliche 
Gesundheit 

Cronobacter spp. stellen aufgrund ihrer Fähigkeit, schwerwiegende Erkrankungen bei 

empfindlichen Säuglingen zu verursachen, ein anerkanntes Risiko für die öffentliche 

Gesundheit dar (FAO/WHO, 2004; Pagotte & Farber, 2009). Besonders besorgniserregend ist 

die Säuglingsernährung in den ersten Lebensmonaten, wenn das Immunsystem des 

Säuglings noch nicht ausgereift ist und pulverförmige Säuglingsnahrung als Ersatz für das 

Stillen verwendet wird (Boué et al., 2017). Eine Kontamination von pulverförmiger 

Säuglingsnahrung ist für die meisten gemeldeten Fälle von Cronobacter-Infektionen bei 

Säuglingen verantwortlich. Diese Fälle resultieren in der Regel aus Chargen fehlerhafter 

Säuglingsnahrung, die während der Produktion entweder durch die Verwendung 

kontaminierter Zutaten oder durch Kreuzkontamination verunreinigt wurden. 
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Die Anzahl der gemeldeten Fälle von lebensmittelbedingten Cronobacter-Infektionen ist 

wahrscheinlich gering, ähnlich wie bei anderen Infektionskrankheiten. Es wird jedoch eine 

hohe Dunkelziffer vermutet, da die schwerwiegenden Folgen bei Kleinkindern oft nicht 

vollständig erfasst werden. Mead et al. (1999) schätzten, dass in den USA nur 50 % der 

tatsächlichen Hospitalisierungsfälle gemeldet werden, was auf eine erhebliche Untererfassung 

hinweist. Reij et al. (2009) schätzten, dass Cronobacter-Infektionen 0,5 bis 2,4 % der 

gesamten lebensmittelbedingten Krankheitslast und 0,5-0,7 % der Meningitislast ausmachen. 

Aufgrund fehlender zuverlässiger Dosis-Wirkungs-Modelle wurden frühe 

Risikoabschätzungen für Cronobacter spp. in pulverförmiger Säuglingsnahrung nicht in 

absoluten Zahlen bewertet (Reij et al., 2009). Die FAO/WHO führte Risikobewertungen durch, 

hauptsächlich 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 für 

lebensmittelbedingte Cronobacter-Infektionen ist unbekannt und variiert wahrscheinlich je 

nach Isolat (Parra-Flores et al., 2015). Die letale Dosis für intravenös verabreichte Cronobacter 

bei Mäusen wurde auf 108 KbE/Maus geschätzt (Pagotto et al., 2003). Eine ungefähre mittlere 

infektiöse Dosis von 1000 KbE durch Lebensmittel wurde vorgeschlagen und basiert auf oralen 

Challenge-Studien an Mäusen und Ratten (Mittal et al., 2009; Richardson et al., 2009). In einer 

Studie über eine Risikobewertung wurde ein exponentielles Dosis-Wirkungs-Modell 

verwendet, wobei der einzelne Parameter "r" von 10-5 bis 10-10 variiert und nicht vom Alter des 

Kindes abhing (Boué et al., 2017). Die Studie legte nahe, dass die potenzielle Exposition 

gegenüber Cronobacter am Tag vor Ausbruch der Krankheit zwischen 2160 und 3600 KbE 

lag. Kontaminierte Lebensmittel, insbesondere pulverförmige Säuglingsnahrung, spielen als 

Hauptübertragungsweg für Cronobacter eine sehr große Rolle und können sowohl extrinsisch 

während der Herstellung als auch intrinsisch durch die verwendeten Zutaten mit Cronobacter 

kontaminiert sein (Reich et al., 2010). PIF ist kein steriles Produkt, und andere mögliche 

Übertragungswege ergeben sich aus der Kreuzkontamination während der Rehydrierung, die 

häufig aufgrund unzureichender Reinigungs- oder Handhabungspraktiken erfolgt (FAO/WHO, 

2004; 2006). Oberflächen, Utensilien und Fabrikanlagen können bei der PIF-Herstellung als 

Reservoir für Cronobacter dienen (Bar-Oz et al., 2001). Cronobacter spp. können während der 

Rehydratation wachsen und bereits bei niedrigen Konzentrationen infektiöse Dosen erreichen. 

Eine Rehydratation bei Temperaturen nahe 35 °C fördert ein schnelles Wachstum, wobei eine 

Zunahme um 1 log10 in 1 bis 5 Stunden beobachtet wird (Parra-Flores et al., 2015). Angesichts 

der beobachteten Lebensfähigkeit von Cronobacter unter trockenen Bedingungen besteht 

auch ein potenzielles Risiko des Wachstums während der Rehydratation. Für die allgemeinen 

Verbraucher umfassen die Kontrollmaßnahmen zur Minderung des Cronobacter-Risikos die 

Verwendung steriler Flüssignahrung, wo dies angebracht ist, die Rehydratation bei 
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Temperaturen über 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 geschätzte Bakterienzahl je nachdem, wie 

stark die Matrix verklumpt oder geclustert ist. Falsche Annahmen zur Homogenität führen zu 

ungenauen Konzentrationsschätzungen (Habraken et al., 1986). Dieses Problem ist 

besonders relevant, wenn keine Dosis-Wirkungs-Daten vorliegen, da die Gesamtprävalenz 

und der Verbrauch die wichtigsten Faktoren für die Risikoanalyse sind (Reij et al., 2009). Das 

Muster der Kontamination hängt von ihrer Quelle und Häufigkeit ab. FAO-Risikobewertungen 

gingen von einer homogenen Poisson-Verteilung der Cronobacter-Kontamination in 

pulverförmigen Säuglingsnahrungsmitteln 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 Häufung von Cronobacter in pulverförmigen 

Säuglingsnahrungsmitteln kann eine erhebliche Auswirkung auf die Modellierung der 

Expositionsabschätzung haben. Wenn die Annahmen zur Expositionsabschätzung ungenau 

sind, können sie zu einer Fehlinterpretation der Probenahmeergebnisse (positiv oder negativ) 

und damit zu einer Über- oder Unterschätzung des Risikos führen (Jongenburger et al., 2012; 

Nauta, 2021). Die Expositionsereignisse können höher oder niedriger sein, und die 

Wahrscheinlichkeit, dass Bakterienzellen unter ausgetrockneten Bedingungen überleben, 

kann größer sein. Für Cronobacter werden in der Literatur Prävalenzraten 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 früher eine Infektionsrate 

von 1 von 100.000 Neugeborenen geschätzt, was 0,53 Infektionen pro Jahr entspricht (Hunter 

& Bean, 2013).  

Reij et al. (2009) schätzten die globale Exposition gegenüber Cronobacter durch Multiplikation 

des geschätzten globalen Säuglingsanfangsnahrung-Verbrauchs (Cordier, 2007) mit der 

geschätzten Cronobacter-Prävalenz (FAO/WHO, 2006). Das Ergebnis waren insgesamt 7,84 

log10 KbE/Jahr, ohne Berücksichtigung des Wachstums nach der Rehydratation. Die 

Genauigkeit dieser Schätzung hängt davon ab, dass genaue Schätzungen für die 

Konzentration und die räumliche Verteilung vorliegen. Kompliziertere und spezifischere 

Schätzungen für den Verzehr sind in anderen veröffentlichten Risikobewertungen (Boué et al., 

2017) zu finden, in denen eine globale Expositionsrate von 0,33 MPN KBE/g geschätzt wurde. 
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1.2.1 Definition der gefährdeten Bevölkerungsgruppe 

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). Während eine Cronobacter-Infektion in 

allen Bevölkerungsgruppen auftreten kann, ist sie am wahrscheinlichsten bei Personen mit 

einem niedrigeren Immunstatus, insbesondere bei Neugeborenen und bestimmten älteren 

Bevölkerungsgruppen, die den Konsum von rehydrierter Milch kombinieren (Boué et al., 2017). 

Es wurde festgestellt, dass Säuglinge unter 12 Monaten nach dem Verzehr von kontaminierter 

Säuglingsnahrung ein erhöhtes Risiko für Cronobacter-Infektionen haben. Insbesondere 

Neugeborene unter einem Monat und Säuglinge mit niedrigem Geburtsgewicht unter zwei 

Monaten sind gefährdet (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-Ausbrüche traten bis 2002 in diesen 

Altersgruppen auf, was die Empfehlung für sterile Flüssignahrung für hospitalisierte Säuglinge 

unter zwei Monaten begründete (Jason, 2012). 

 

1.2.2 Infektionen bei Säuglingen oder Neugeborenen  

Cronobacter spp. gelten als opportunistisch pathogen und stehen im Zusammenhang mit 

lebensbedrohlichen Infektionen, vor allem bei Neugeborenen. Betroffen sind hauptsächlich 

„Frühchen“ mit einem Geburtsgewicht unter 2500 g und Säuglinge innerhalb der ersten vier 

Lebenswochen (Lai, 2001; Bar-Oz et al., 2001; Mullane et al., 2008). Zu den 

Höchstrisikogruppen zählen neben Frühgeborenen (Geborene vor Vollendung der 37. 

Schwangerschaftswoche) und Neugeborenen (Säuglinge bis zu einem Lebensalter von vier 

Wochen) auch Säuglinge, die jünger als zwei Monate alt sind, Säuglinge mit einem zu geringen 

Geburtsgewicht, immunsupprimierte und geschwächte Säuglinge, Säuglinge mit 

medizinischen Komplikationen, hospitalisierte Säuglinge und Säuglinge HIV-positiver Mütter 

(Strysko et al., 2020). Infektionen bei älteren Säuglingen wurden ebenfalls beobachtet (Bowen 

& Braden, 2006).  

Cronobacter spp. wurden bereits im Jahr 1929 aus einer Blutkultur bei einer Septikämie einer 

Frau, die an einer fiebrigen Infektion nach einer Kürettage litt, als „pigmentierter Coliformer“ 

beschrieben (Pangalos, 1929). Im Jahr 1958 wurde erstmals ein „gelb-pigmentierter 

Coliformer“ in Zusammenhang gebracht mit einer tödlich endenden, generalisierten Sepsis 



1 Einleitung 

Seite 35 

und Meningitis bei zwei Neugeborenen im St. Albans City Hospital, Vereinigte Königreich 

(Urmenyi & Franklin, 1961; Jøker et al., 1965). In einem weiteren Bericht wurde ein Fall von 

Meningitis beschrieben, der durch gelb pigmentierte Enterobacter cloacae bei einem Kind aus 

Dänemark verursacht wurde und zu schweren geistigen sowie neurologischen Spätfolgen 

führte. 

Von 1958 bis 2018 wurden insgesamt von 183 Fällen invasiver Cronobacter spp.-Infektionen 

bei Säuglingen 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 

Frühgeborenen mit einem Todesfall in einem Krankenhaus gemeldet (BVL –RKI 

Gemeinsamer Nationaler Bericht, 2021). Eine Auswahl dokumentierter Fälle von 

Chronobacter-Ausbrüchen sind in Tabelle 4 aufgelistet. Die meisten betroffenen Säuglinge 

waren hierbei Neugeborene (67 %; 100/150), wovon 38 % (42/112) starben. Ganze 79 % 

(81/102) hatten zuvor Säuglingsanfangsnahrung eingenommen. Insgesamt hatten 116 (63 %) 

der Säuglinge eine Meningitis und 67 (37 %) eine Bakteriämie. Im Vergleich zu Patienten mit 

Cronobacter-Bakteriämie war die Wahrscheinlichkeit, dass die Cronobacter-Meningitis 

außerhalb des Krankenhauses auftrat, signifikant höher (58 % [41/71] vs. 33 % [16/48]). Mehr 

als zwei Drittel (130/183) der Fälle wurden jedoch in den letzten 20 Jahren gemeldet, als der 

Anteil der mit Ausbrüchen assoziierten Fälle deutlich geringer war.  

Die geschätzte Inzidenz liegt bei etwa einer Infektion mit Cronobacter spp. pro 100.000 

Säuglingen pro Jahr und in 95 % der Fälle sind Säuglinge in den ersten beiden 

Lebensmonaten betroffen (Strysko et al., 2020). Bei Säuglingen mit sehr geringem 

Geburtsgewicht (<1.500 g) steigt diese Rate auf 9,4 pro 100.000 (FAO und WHO, 2006). Die 

jährlichen Meldungen stiegen von einem Mittelwert von 1,2 Fällen/Jahr vor 2004 auf 8,7 

Fälle/Jahr ab 2004 (Strysko et al., 2020). Im Jahr 2008 meldete die 

Weltgesundheitsorganisation (WHO) eine jährliche Inzidenz von mindestens 0,14 pro 100.000 

Säuglingen auf den Philippinen und 1,76 pro 100.000 Säuglingen in England und Wales, 

obwohl es sich hierbei vermutlich um Unterschätzungen handelt (FDA/WHO, 2008). 

Schätzungen aus der laborgestützten Überwachung in den Vereinigten Staaten deuten darauf 

hin, dass jährlich etwa 18 Fälle von invasiven Cronobacter-Infektionen bei Säuglingen (0,49 

Fälle pro 100.000 Säuglinge) auftreten (Patrick et al., 2014). In Frankreich wurden in einer 

Risikobewertung zwischen 0 und 3 Fälle pro 100.000 Säuglingen in den ersten 6 

Lebensmonaten geschätzt (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 

zählen nekrotisierende Enterokolitis, Bakteriämie 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 Fällen von nekrotisierender Enterokolitis bei Säuglingen 

verstärkte die Assoziation mit hospitalisierten Frühgeborenen (van Acker et al., 2001). Es ist 

jedoch bekannt, dass auch zuvor gesunde, voll entwickelte Säuglinge infiziert werden können; 

bei Säuglingen, die in einem fortgeschrittenen Gestationsalter geboren wurden, könnte das 

Risiko einer Cronobacter-Meningitis größer sein als bei Frühgeborenen, im Gegensatz zu 

einer Blutstrominfektion (Bowen & Braden, 2006). Es wird allgemein angenommen, dass 

Cronobacter spp. über den Magen-Darm-Trakt in den menschlichen Körper gelangen und dort 

eine nekrotisierende Enterokolitis verursachen können (Liu et al., 2012). Grishin et al. (2013) 

weisen darauf hin, dass die Entwicklung von nekrotisierender Enterokolitis einen anfälligen 

Wirt voraussetzt, typischerweise ein Frühgeborenes mit physiologischen Beeinträchtigungen 

(d. h. Hypoxie, Hypothermie, Darmischämie), die Verabreichung von enteraler Nahrung (der 

die nützlichen schützenden Komponenten fehlen, die normalerweise in der Muttermilch 

enthalten sind) und eine unkontrollierte bakterielle Besiedlung. Diese Bedingungen führen zu 

einer verstärkten Entzündung der Schleimhaut, die in der Folge zu einer hohen Produktion von 

Entzündungsfaktoren wie Zytokinen, Stickstoffmonoxid und Prostanoiden führt, die das apikale 

Magen-Darm-Trakt-Epithel weiter schädigen, wobei die Virulenz von Cronobacter spp. 

dosisabhängig ist, aber nicht auf eine Eigenschaft einer bestimmten Bakterienspezies als 

Ganzes zurückzuführen ist, sondern eher auf ein oder mehrere Merkmale bestimmter 

Bakterienstämme, die bei einem voll entwickelten Kind harmlos, bei einem Frühgeborenen 

jedoch pathogen sein können (Hamby et al., 2011; Cetinkaya et al., 2013). In-vitro-

Infektionsmodelle deuten außerdem 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 für das Zentralnervensystem bei Neugeborenen und Säuglingen mit niedrigem 

Geburtsgewicht und kann eine Meningitis verursachen, während er bei Säuglingen mit etwas 

höherem Geburtsgewicht (Yan et al., 2012) oder Erwachsenen eine Bakteriämie oder Sepsis 

auslöst. Sobald der Erreger die Blut-Hirn-Schranke überwindet und in das Gehirn gelangt, 

kann er eine Ventrikulitis verursachen und Zysten oder Hirnabszesse bilden, die sich später 

zu einem Hydrozephalus entwickeln können - einem Zustand, bei dem es zu einer 

übermäßigen Ansammlung von Liquor im Gehirn kommt (Bowen & Braden, 2006; Chenu & 

Cox, 2009). Eine Cronobacter-Meningitis wurde häufiger bei Normal- und Spätgeborenen 

festgestellt, während eine Cronobacter-Bakteriämie häufiger bei Frühgeborenen auftrat 

(Bowen & Braden, 2006). Der Grund für diesen Unterschied ist noch unklar; eine rechtzeitige 

Einleitung einer empirischen antimikrobiellen Behandlung bei stationären Patienten könnte 

jedoch das Eindringen von Bakterien über 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 (Jøker 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 Herzrhythmusstörungen im Kontext einer Sepsis. 

Sie stellten fest, dass bei Mäusen mit Sepsis der C. sakazakii-Gehalt im Darm anstieg. Die 

Überstände und äußeren Membranvesikel der Bakterien führten zu Herzrhythmusstörungen 

sowie einer erhöhten Sterblichkeit, was durch die Dysregulation von Ionenkanalproteinen 

verursacht wurde. 

Erkrankungen des zentralen Nervensystems gehen oft mit neurologischen Spätschäden 

einher, sodass Überlebende oft geistige und körperliche Entwicklungsstörungen aufweisen 

(FAO/WHO, 2006). Die nekrotisierende Enterokolitis ist vor allem durch Darmnekrosen und 

Emphysembildung charakterisiert (Van Acker et al., 2001) und stellt eine häufige 

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 Mortalitätsrate 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 Häufigkeit zwischen 40% und 80% erhöht, 

(Nazarowec-White & Farber, 1997). Zudem leiden 94 % der Kinder, die eine Cronobacter-

assoziierte Meningitis überlebten, unter irreversiblen neurologischen Spätschäden, wie 

Hydrocephalus, Quadriplegie, Entwicklungsstörungen oder Beeinträchtigungen des Hör- oder 

Sehvermögens (Drudy et al., 2006; Bowen et al., 2017). Im Vergleich liegt die Mortalitätsrate 

der durch Cronobacter spp. bedingten Bakteriämie bei 8% (FAO/WHO, 2006), die der 

nekrotisierenden Enterokolitis zwischen 10% und 55% (Iversen & Forsythe, 2003). Aufgrund 

der sehr geringen Fallzahlen und dem Fehlen aktiver Kontrollsysteme für durch Cronobacter 

spp. ausgelöste Erkrankungen, ist eine genaue Einschätzung der Situation vor allem in 

Entwicklungsländern schwierig (FAO/WHO, 2008). Zusätzlich muss berücksichtigt werden, 

dass besonders im Hinblick auf neonatale Diarrhoen, vor allem in Entwicklungsländern, oft von 

einer hohen Dunkelziffer auszugehen ist (Estuningsih & Sani, 2008). Der Anstieg der 

weltweiten Meldungen in den letzten Jahren könnte auf eine präzisere mikrobiologische 

Identifizierung, ein gesteigertes Interesse an öffentlich gemachten Ausbrüchen und dem Aufruf 

der WHO zur Meldung der Fälle sowie auf ein größeres Bewusstsein der Auswirkungen auf 

die öffentliche Gesundheit zurückzuführen sein. Darüber hinaus gab es vor 2007 keinen 

Namen für Cronobacter spp.; frühe Isolate wurden retrospektiv als Cronobacter spp. 

identifiziert. Es ist möglich, dass die sich entwickelnde Nomenklatur und die 

Identifizierungsmethoden dazu geführt haben, dass sowohl Fälle übersehen als auch 

Infektionen aufgenommen wurden, die fälschlicherweise als Cronobacter eingestuft wurden. 



1 Einleitung 

Seite 38 

Trotz der Bedeutung von Cronobacter-Infektionen bei Säuglingen sollte beachtet werden, dass 

solche neonatalen Infektionen selten sind und nicht alle mit der Einnahme von rekonstituierter 

Säuglingsanfangsnahrung in Verbindung gebracht wurden. Auch Muttermilch war in einer 

Reihe von Fällen eine verdächtige Quelle (Barreira et al., 2003; Stoll et al., 2004; Bowen et al., 

2017). Eine frühe 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).  

Darüber hinaus beobachteten Biering et al. (1989), dass Säuglinge, die an einer Cronobacter-

Meningitis erkrankt waren, alle zuvor rekonstituierte Säuglingsanfangsnahrung erhalten 

hatten, bevor sie erkrankten. Außerdem wurde nach einer Überprüfung der 

Fütterungsverfahren ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Verzehr bestimmter 

pulverförmigen Säuglingsanfangsnahrung-Marken, der Entwicklung einer NEC bei 

Neugeborenen und der Isolierung von Cronobacter festgestellt (van Acker et al., 2001). 

Mehrere Cronobacter-Ausbrüche sind auf neonatalen Intensivstationen aufgetreten, die 

epidemiologisch mit kontaminierten PIF in Verbindung gebracht wurden (Himelright et al., 

2002; Teramoto et al., 2010). In einer (über 10 Jahre zurückliegend) durchgeführten 

Untersuchung wurde festgestellt, dass die Mehrheit der Säuglingsnahrungspackungen 

keinerlei Mikroorganismen enthielt (Jaradat et al., 2009). Es wurde jedoch auch über 

extrinsische Kontaminationen von geöffneten Säuglingsnahrungspackungen oder Utensilien 

zur Zubereitung von Säuglingsnahrung berichtet (Noriega et al., 1990; Friedemann, 2009; 

Jaradat et al., 2009). Es wurde über Cronobacter-Infektionen bei gestillten Säuglingen 

berichtet, die nicht mit rekonstituierter Säuglingsanfangsnahrung gefüttert wurden. Diese Fälle 

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 Übertragung 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 Säuglingsnahrungsmittel gibt. 

Cronobacter spp. wurden ferner im Krankenhausbereich aus Luft und Staub sowie aus 

menschlichen Därmen und Rachen isoliert. Daher eliminiert die verbesserte mikrobiologische 

Sicherheit von Säuglingsnahrung nicht zwingend das Risiko der Exposition von 

Neugeborenen. Dementsprechend kann das Infektionsrisiko von verschiedenen Faktoren 

abhängen, darunter von der Anzahl der Bakterienzellen, die das Produkt kontaminieren, der 

Quelle von Cronobacter, der Handhabung nach der Nahrungszubereitung und dem 

Gesundheitszustand der Säuglinge (z. B. niedriges Geburtsgewicht, Frühgeburtlichkeit oder 
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Immunsuppression) (Himelright et al., 2002). Angesichts der Lebensfähigkeit von Cronobacter 

unter trockenen Bedingungen besteht auch ein potenzielles Risiko des Wachstums während 

der Rerhydratation bzw. Rekonstitution der Säuglingsnahrung. Cronobacter spp. können 

während der Rehydratation wachsen und bereits bei niedrigen Konzentrationen infektiöse 

Dosen erreichen. Eine Rehydratation bei Temperaturen nahe 35 °C fördert ein schnelles 

Wachstum, wobei eine Zunahme um 1 log10 in 1 bis 5 Stunden beobachtet wird (Parra-Flores 

et al., 2015). Für die allgemeinen Verbraucher umfassen die Kontrollmaßnahmen zur 

Minderung des Cronobacter-Risikos die Verwendung steriler Flüssignahrung, wo dies 

angebracht ist, die Rehydratation bei Temperaturen über 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 Fälle Todes-
fälle 

Krankheit/ 

Symptome  

Ursache Referenz 

1958 St. Albans, 
Vereinigte 
Königreich 

2 2 Meningitis, 
Sepsis 

unbekannt Urmenyi & White-
Frankin (1961) 

1965 Odense, 
Dänemark 

1 1 Meningitis unbekannt Jøker et al. (1965) 

1979 Macon, Georgia, 
USA 

1 0 Bakteriämie unbekannt Monroe & Tift (1979)  

1977-
1981 

Niederlande 8 6 Meningitis, 
Sepsis, 
nekrotisierende 
Enterokolitis 

Säuglingsnahrung Muytjens et al. (1983) 

1980 Indianapolis, 
Indiana, USA 

1 0 Meningitis unbekannt Kleiman et al. (1981) 

1981 Oklahoma City, 
Oklahoma, USA  

1 0 Meningitis, 
Sepsis 

unbekannt Adamson & Rogers 
(1981) 

1984 Athena, 
Griechenland 

11 4 Meningitis, 
sepsis 

unbekannt Arseni et al. (1987) 

1986-
1987 

Reykjavik, Island 3 1 Meningitis Säuglingsnahrung Biering et al. (1989) 

1988 Memphis, 
Tennessee, USA 

4 0 Sepsis, 
nekrotisierende 
Enterokolitis 

Säuglingsnahrung Simmons et al. (1989) 

1993-
1998 

Jerusalem, Israel 4 0 Meningitis, 
Bakteriämie 

unbekannt Block et al. (2002) 

1994 Frankreich 13 4 Meningitis, 
Sepsis, 
nekrotisierende 
Enterokolitis 

Säuglingsnahrung Caubilla-Barron et al. 
(2007) 

1998 Belgien 12 2 nekrotisierende 
Enterokolitis 

Säuglingsnahrung Muytjens et al. (1983) ; 
Van Acker et al. (2001) 

1999-
2000 

Jerusalem, Israel 2 0 Meningitis Säuglingsnahrung Bar-Oz et al. (2001) 

2001 Knoxville, 
Tennessee, USA 

1 1 Meningitis Säuglingsnahrung Himelright et al. (2002) 

2002, 
2006 

Chandigarh, Indien 2 1 Meningitis, 
Sepsis 

unbekannt Ray et al. (2007) 

2004 Neuseeland 5 1 Meningitis Säuglingsnahrung Jarvis (2005) 

2007 Bilbao, Spain 1 0 Sepsis Säuglingsnahrung Aguirre Conde et al. 
(2007) 

2007 Kanada 2 0 Meningitis Säuglingsnahrung Pagotto & Farber 
(2009) 

2010 Queretaro, Mexico 2 0 Gastroenteritis Säuglingsnahrung Flores et al. (2011) 

2010 Japan 1 1 Meningitis, 
Sepsis 

Säuglingsnahrung Teramoto et al. (2010) 

2017 China 2 1 Gastroenteritis  Säuglingsnahrung Cui et al. (2017) 
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Fortsetzung der Tabelle 4      

Jahr Standort/Land Anza
hl 
Fälle 

Anzahl 
Todesf
älle 

Krankheit/ 

Symptome  

Ursache Referenz 

2017 Brasilien 1 1 Bakteriämie Säuglingsnahrung Volpe Chaves et al. 
(2018) 

2017 Argentinien 3 2 Meningitis, 
sepsis, 
nekrotisierende 
Enterokolitis 

unbekannt Asato et al. (2013) 

2021 Deutschland 4 1 Meningitis, 
Bakteriämie 

Säuglingsnahrung BVL –RKI 
Gemeinsamer 
Nationaler Bericht 
(2021) 

2021, 
2022 

USA 2 1 Meningitis, 
Bakteriämie 

Säuglingsnahrung
, Brustpumpe  

Haston et al. (2023) 

 

 

1.2.3 Infektionen bei Erwachsenen 

Cronobacter-Infektionen sind nicht nur für Neugeborene charakteristisch. Obwohl ursprünglich 

für ihr Auslösen neonataler Infektionen bekannt, treten sie in allen Altersgruppen auf, wenn 

auch gehäuft bei sehr jungen und älteren immungeschwächten Menschen (FAO-WHO, 2008; 

Healy et al., 2010; Holy & Forsythe, 2014; Patrick et al., 2014). Im Vergleich zu Fällen bei 

Säuglingen werden Cronobacter häufiger bei Erwachsenen nachgewiesen, wobei die meisten 

Fallberichte Infektionen bei älteren Patienten beschreiben, die zuvor krank oder 

immungeschwächt 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 Fällen älteren Menschen > 60 

Jahre), immungeschwächten Menschen oder Menschen mit schweren Grunderkrankungen 

nachgewiesen werden (Lai, 2001). Neben der Bakteriämie und Septikämie (Jiminez & 

Gimenez, 1982; Hawkins et al., 1991; Emery & Weymouth, 1997; Lai, 2001; See et al., 2007) 

wird von Pneumonie (Lai, 2001), Vaginitis (Ongràdi, 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 Schlaganfällen nachgewiesen. Cronobacter spp. bedingte Meningitiden sind 

bei Erwachsenen bisher allerdings nicht beschrieben. Auftretende Todesfälle sind bei den über 

68-Jährigen zu verzeichnen. 

Zu den erwachsenen Patienten mit erhöhtem Risiko gehören diejenigen, die zuvor mit 

Antibiotika behandelt wurden, immungeschwächte sowie ältere Patienten sowie Patienten mit 

Implantaten, akuten oder chronischen und schweren Erkrankungen (Lai, 2001; Patrick et al., 

2014; Pitout et al., 1997). Sporadisch auftretende Krankheitsfälle bei Erwachsenen betreffen 
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vor allem ältere und immunsupprimierte Menschen (See et al., 2007). See et al. (2007) 

beschrieben einen Fall von Cronobacter-Bakteriämie mit multiplen Milzabszessen bei einer 

75-jährigen Frau in einem Alterswohnheim. Dies war sowohl der erste gemeldete Fall von 

Cronobacter bedingten Milzabszessen, als auch der erste Fall bei einem nicht 

immungeschwächten Erwachsenen. 

Es sind jedoch auch andere Kontaminationsquellen in der Umwelt möglich, wie das häusliche 

Umfeld (Kandhai et al., 2004; Kilonzo-Nthenge et al., 2008; Bowen et al., 2017), Lebensmittel 

aus dem Einzelhandel (z. B. getrocknetes Milchpulver, Trockenfleisch, Hülsenfrüchte, Nüsse, 

getrocknete Mehle und Gewürze) (Friedemann, 2007; Hochel et al., 2012) oder Trinkwasser 

(Lui et al., 2013).  

Die Quellen für Infektionen bei Erwachsenen sind bislang unbekannt, könnten aber auf eine 

erhöhte Anfälligkeit für Kommensale Cronobacter zurückzuführen sein. Beispielsweise konnte 

der C. malonaticus-Typ-Stamm LMG23826T aus einem Brustabszess isoliert werden. 

Allgemein scheinen Stämme von C. malonaticus clonal complex (CC) 7 eher mit 

Erwachsenen, als mit neonatalen Infektionen assoziiert zu sein, wobei der Grund für die 

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

2022 wurde C. turicensis bei akuten Todesfällen, die auf mukoide und nekrotisierende 

Typhlokolitis, verursacht durch genetisch unterschiedliche C. turicensis-Stämme 

zurückzuführen sind, von fünf europäischen Feldhasen (Lepus europaeus) im Nordosten 

Österreichs isoliert (Posautz et al., 2022). 

 

1.3 Vorkommen  

1.3.1 Vorkommen in Säuglingsnahrungsmitteln 

Die epidemiologisch wichtigste Quelle für klinische Cronobacter-Infektionen ist kontaminierte 

Säuglingsnahrung auf Milchpulverbasis (powdered infant formula, PIF) (Biering et al., 1989; 

Bowen & Braden, 2006; CDC, 2002). Das Vorkommen von Cronobacter spp. in 

Milchtrockenprodukten lässt sich über viele Jahrzehnte zurückverfolgen und überschneidet 

sich mit dem ersten Fall von Meningitis (Urmenyi & Franklin, 1961). Damals gab es jedoch 

keine Hinweise auf einen Zusammenhang mit Säuglingsnahrungsmitteln. In den späten 

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".  



1 Einleitung 

Seite 43 

Mikrobiologische Untersuchungen zum Vorkommen von Cronobacter spp. in 

Säuglingsfertignahrungsmitteln zeigten weltweit zwischen 2 % und 14 % positiver Proben 

(Iversen & Forsythe, 2004; Muytjens et al., 1988). Die erste große Untersuchung von 

Säuglingsanfangsnahrungsproben auf das Vorkommen von Cronobacter spp. und anderen 

Enterobacteriaceaen wurde von Muytjens et al. (1988) durchgeführt, die 141 Proben aus 35 

Ländern untersuchten. Sie berichteten, dass 52,2 % der Proben mit Enterobacteriaceae 

kontaminiert waren, 14 % (13 Länder) 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 bestätigt. Simmons et 

al. (1989) meldeten 8 Cronobacter cfu/100 g in einer offenen Dose mit Milchpulver, die 

während eines Ausbruchs auf einer neonatalen Intensivstation als Kontaminationsquelle 

ausgemacht werden konnte. 

Nazarowec-White & Farber (1997) analysierten 120 Säuglingsanfangsnahrungsverpackungen 

von fünf 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 Vorkommenshäufigkeit 

lag zwischen 0 und 12 % der Proben pro Hersteller. Heuvelink et al. (2001) wiesen 

Cronobacter spp. qualitativ in 25 g Probenmenge in 1 von 40 

Säuglingsanfangsnahrungsproben und in 7 von 170 Milchpulverproben nach. Santos (2006) 

untersuchte 98 Säuglingsanfangsnahrungsproben und meldete Cronobacter-Werte von 0,22-

1,61 cfu/100 g Produkt. Iversen & Forsythe (2004) berichteten schließlich über eine detaillierte 

Analyse von fast 500 Lebensmittelproben, darunter 82 Proben Säuglingsanfangsnahrungs- 

und 49 Folgenahrungsproben. Cronobacter spp. wurden aus 2 von 82 

Säuglingsanfangsnahrungsproben, 5 von 49 Folgenahrungsproben, 3 von 72 Milchpulvern, 40 

von 122 Kräutern und Gewürzen und 15 von 66 anderen Trockenzutaten isoliert. In Anlehnung 

an die gemeinsame Studie der Ernährungs- 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 

Entwöhnungsnahrungsproben für Kinder analysiert (Chap et al., 2009). Sie berichteten über 

die Isolierung von Cronobacter spp. aus 1 von 84 Folgenahrungsproben und 30 von 203 

Entwöhnungsnahrungsproben. Pei et al. (2016) analysierten insgesamt 2.282 

Säuglingsanfangnahrungs- und Folgenahrungsproben aus Einzelhandelsmärkten in China 

und dabei wurden Cronobacter spp. in 1,1 % (25/2.282) der gesammelten Proben isoliert. Pan 

et al. (2014) untersuchten ebenfalls 399 Säuglingsanfangsnahrungs- und 

Folgenahrungsproben aus Einzelhandelsgeschäften und Supermärkten in Shijiazhuang, 

China und fanden 11,5 % (19/165) der Säuglingsnahrungs- bzw. 12,8 % (30/234) der 

Folgenahrungsproben positiv für 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 Säuglingsanfangsnahrungs- 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 Säuglingsanfangsnahrungsmittelproben. Shaker et al. (2007) 

isolierten Cronobacter spp. aus 17 % der Säuglingsanfangsnahrungsproben in Jordanien. Fu 

et al. (2011) berichteten ebenfalls, dass 4 % (3/77) der analysierten 

Säuglingsanfangsnahrungsproben positiv für Cronobacter spp. waren. Yao et al. (2016) 

isolierten Cronobacter spp. aus 12 % (16/133) der einheimischen 

Säuglingsanfangsnahrungsproben in Abidjan, Elfenbeinküste. 

Untersuchungen zu aus Deutschland stammenden Säuglingsnahrungsmitteln wurden unter 

anderem von Muytjens et al. (1988), Kress et al. (2005), Sanjaq (2008) und Kurz (2009) 

durchgeführt. Die Vorkommenshäufigkeit von Cronobacter spp. in 

Säuglingsfertignahrungsmitteln 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 fünf (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 über Säuglingsnahrungsmittel, von denen eine 

ausgewählte Übersicht in Tabelle 5 zusammengefasst ist. Es ist jedoch zu beachten, dass 

diese Erhebungen zur damaligen Zeit der früheren mikrobiologischen Kriterien der Codex-

Alimentarius Commission durchgeführt wurden. Im Jahr 2008 überarbeitete die Codex-

Alimentarius Commission die Leitlinien für die mikrobiologischen Kriterien und den 

spezifischen Nachweis von Cronobacter spp. in Säuglingsnahrungsmitteln für Säuglinge im 

Alter von <6 Monaten (CAC, 2008). Außerdem wurden bei einer Reihe dieser Erhebungen 

mittels unspezifischer Isolierungsmethoden für 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) 

übersehen werden könnten. 

 

1.3.2 Rechtliche Einordnung und Nationale Vorschriften für Säuglingsanfangsnahrung 
Im Jahr 2002 klassifizierte die Internationale Kommission für mikrobiologische Spezifikationen 

für Lebensmittel Cronobacter spp. (ehemals E. sakazakii) als schwerwiegende Gefahr für 

gefährdete Bevölkerungsgruppen (ICMSF, 2002), und drei Risikobewertungen von 

Cronobacter spp. (E. sakazakii) wurden unter der Schirmherrschaft der FAO/WHO 
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veröffentlicht (FAO/WHO, 2004, 2006, 2008). Auf Grundlage eines Expertentreffens zum 

Thema „E. sakazakii und andere Mikroorganismen in pulverförmiger 

Säuglingsanfangsnahrung“ wurden Cronobacter spp. von der FAO/WHO hinsichtlich des 

Erkrankungsrisikos für Säuglinge in die „Risikokategorie A“ eingestuft (FAO/WHO, 2004). 

Kategorie A bedeutet, dass ein klarer Kausalzusammenhang nachgewiesen wurde. Derzeit 

zählen Cronobacter spp. und Salmonella enterica zu dieser Kategorie A. Beide 

Mikroorganismen verursachen Erkrankungen bei Säuglingen (unter 12 Monaten) und 

Kleinkindern (zwischen 1 und 3 Jahren) und wurden in pulverförmiger 

Säuglingsanfangsnahrung nachgewiesen (FAO/WHO, 2004 und 2006). Im Jahr 2007 wurde 

der Hygienekodex überarbeitet, um Kriterien für Cronobacter aufzunehmen, wonach 

Cronobacter in 30 Proben zu je 10 g Produkt nicht nachweisbar sein sollte (FAO/WHO, 2008; 

CXC 66-2008). 

 

Europäische Union 

Die Europäische Kommission hat mit der Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 spezifische 

Vorschriften zur Untersuchung von Säuglingsnahrungsmitteln erlassen. Gemäß dieser 

Verordnung der Kommission vom 15. November 2005 über mikrobiologische Kriterien für 

Lebensmittel, die durch die Verordnungen (EG) Nr. 1441/2007 und Nr. 365/2010 geändert 

wurde, werden Cronobacter spp. als Lebensmittelsicherheitskriterium definiert. Nach diesen 

Vorgaben dürfen Cronobacter spp. in 30 Proben zu je 10 g getrockneter 

Säuglingsanfangsnahrung und getrockneten diätetischen Lebensmitteln für besondere 

medizinische Zwecke, die für Säuglinge unter sechs Monaten bestimmt sind, nicht 

nachweisbar sein. Eine weitere Differenzierung der Cronobacter-Spezies ist jedoch nicht 

erforderlich (Europäische Kommission, 2010). Als „Lebensmittelsicherheitskriterium“ müssen 

Cronobacter-positive Chargen vom Markt genommen werden. Die EU definiert 

Säuglingsanfangsnahrung als Lebensmittel, die für Kinder unter 6 Monaten bestimmt sind, 

wenn keine ergänzende Ernährung erfolgt. Folgenahrung wird als rekonstituierte Flüssigkeit 

definiert, die für Kinder im Alter von 6 bis 12 Monaten als Teil einer abwechslungsreichen 

Ernährung gedacht ist. Die Standards für pulverförmige Säuglingsanfangsnahrung werden 

durch die Richtlinie 2006/141/EG für Standard- und Folgenahrung und die Richtlinie 

1999/21/EG für spezielle medizinische Nahrung geregelt. Die mikrobiologischen Kriterien für 

Cronobacter in der Produktion pulverförmiger Säuglingsanfangsnahrung entsprechen den in 

den Codex-Leitlinien empfohlenen Kriterien. 
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Vereinigte Staaten 

In den Vereinigten Staaten wird Säuglingsanfangsnahrung 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, 

einschließlich mikrobiologischer Kontrollen sowie Anforderungen an Nährstoffgehalte und 

Kennzeichnung. Zudem umfassen sie spezifische Hygienevorschriften und bauliche 

Anforderungen an Produktionsstätten und -prozesse. Spezifische Kontrollen für 

Säuglingsanfangsnahrung sind in den GMP-Definitionen der Food and Drug Administration 

(FDA) festgelegt. Die US-Standards überschneiden sich nicht vollständig 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 für eine sichere Produktion, um routinemäßige Tests auf Cronobacter 

und Salmonellen einzuschließen, was mit einer Verringerung der Inzidenzraten dieser 

Pathogene einherging. 

 

China 

Eine Reihe von Lebensmittelsicherheitsvorfällen in China, die zwischen 2005 und 2012 

Säuglingsanfangsnahrung betrafen, führte zu einem erheblichen Vertrauensverlust von in 

China produzierter Säuglingsnahrung und löste umfassende gesetzgeberische Reaktionen 

aus. Der bekannteste dieser Vorfälle war die großangelegte und vorsätzliche Kontamination 

von Säuglingsanfangsnahrung mit Melamin, um Nährstoffmängel zu verschleiern. 

Infolgedessen führte China mehrere neue Gesetze zur Durchsetzung von 

Lebensmittelsicherheitsstandards ein. Die zentrale Gesetzgebung, die die Produktion von 

pulverförmiger Säuglingsanfangsnahrung regelt, ist das Lebensmittelsicherheitsgesetz, das 

von der neu gegründeten Lebensmittelsicherheitskommission Chinas durchgesetzt wird. Seit 

2010 ist die Einhaltung der Good Manufacturing Practices (GMP) in chinesischen 

Produktionsstätten verpflichtend (GB 23790-2010). Darüber hinaus wurden zusätzliche 

Standards und Verfahren zur Herstellung von Säuglingsanfangsnahrung eingeführt, und es 

wurden erhebliche Investitionen in die Qualitätskontrollen und in die Produktion von 

Milchprodukten getätigt. 
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1.3.3 Vorkommen in der Umwelt und in Lebensmitteln 

Cronobacter spp. sind ubiquitär verbreitet und konnten bereits in einer Vielzahl von 

Lebensmitteln tierischer und pflanzlicher Herkunft nachgewiesen werden, ohne dass ein 

natürliches 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, geräucherten, gefrorenen, fermentierten, gekochten oder gebratenen 

Produkten, verzehrfertigen Lebensmitteln und Streetfood nachgewiesen. Lebensmittel können 

während des gesamten Produktionsprozesses kontaminiert werden. Alle unbehandelten 

Rohstoffe für Lebensmittel und Getränke sowie andere Umweltquellen (Wasser, Boden, 

Staub) sind potenzielle Kontaminanten im Produktionsprozess. In verarbeiteten und 

zubereiteten Lebensmitteln kann die Kontamination durch primäre Kontamination der 

Rohstoffe oder durch sekundäre Kontamination während der Verarbeitung und Zubereitung 

auftreten. Angesichts der Allgegenwart von Cronobacter spp. in unbelebten (Wasser, Boden, 

Pflanzen) und belebten Umgebungen (Tiere, Menschen) ist es nicht überraschend, dass das 

Bakterium in einem breiten Spektrum von Lebensmitteln und Lebensmittelprodukten tierischen 

und pflanzlichen Ursprungs nachgewiesen wurde. In frischen pflanzlichen Lebensmitteln kann 

eine primäre 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 Ökosystem für die Cronobacter spp. sein könnten. Diese 

Eigenschaften könnten die Cronobacter-Zellen in die Lage versetzen, eventuell an 

Pflanzenblättern anzuheften, die Pflanzen gegen durch Sonneneinstrahlung entstehende 

Sauerstoffradikale geschützt zu sein und Trockenperioden überlebensfähiger zu machen. In 

weiteren nachfolgenden mikrobiologischen Untersuchungen wurde bestätigt, dass eine 

Kontamination mit Cronobacter spp. häufig in pflanzlichen Lebensmitteln festgestellt wurde, 

wobei die positiven Lebensmittel tierischer Herkunft jedoch pflanzliche Zusatzstoffe enthielten 

(Turkcovský et al., 2011). Frische und getrocknete Kräuter und Gewürze sind eine besonders 

ergiebige Quelle für Cronobacter-Stämme, mit einer Vorkommensrate von ca. 30 % (Iversen 

& Forsythe 2004).  

Cronobacter spp. wurden weiterhin aus Lebensmitteln isoliert, die üblicherweise mit anderen 

lebensmittelbedingten Krankheitserregern in Verbindung gebracht werden, wie z. B. Fleisch, 

Eier und Milch. Rohe Lebensmittel tierischen Ursprungs können zusätzlich über die (fäkale) 

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. Käse (Leclerq et al., 2002; Iversen et al., 2004a; Chaves-López et 

al., 2006), Speiseeis (Kraemer, 2008), Fleischerzeugnisse, wie z.B. Hackfleisch und 

Fleischbrät (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, Tütensuppen, aromatisierte Tees, Kräuter und Gewürze, Gemüse und 

Salate sowie Säuglingsanfangsnahrung und Säuglingsnahrung (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 stärkehaltigen 

Umgebungen zurückzuführen. Es ist bemerkenswert, dass Stärke und Soja die wichtigsten 

Bestandteile von Säuglingsnahrungsmitteln sind (FAO/WHO, 2004). 

Im Weiteren wurde das Vorkommen von Cronobacter spp. sowohl in pflanzlichen 

Lebensmitteln wie Getreiden Hülsenfrüchten, frischen Obst- und Gemüsesorten als auch in 

getrockneten pflanzlichen Lebensmitteln, wie, Kräutern, Tee, Gewürzen 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 Rhizosphäre von Weizen (Forlani et al., 1995) und als endophytische Bakterien aus 

den Blättern von Reispflanzen (Yang et al., 1999) isoliert. Kanivets & Pishchur (2001) 

entdeckten Cronobacter spp. (E. sakazakii) in der bakteriellen Besiedlungsflora von 

desinfizierten Zuckerrübensamen. Da Cronobacter (E. sakazakii) zur kultivierbaren 

endophytischen und epiphytischen Flora von Reis- (Yang et al., 1999) und Sojapflanzen 

(Kuklinsky-Sobral et al., 2004, 2005) gehört, konnte es auch aus verwandten Lebensmitteln 

isoliert werden (Tabelle 5). Einige traditionelle Lebensmittel und Getränke auf Basis von 

Getreide, Kräutern und Hülsenfrüchten 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 für 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 Salatgemüsen sowie in importiertem, frischem 

und tiefgefrorenem Gemüse 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 für die einzelnen Cronobacter Spezies aufweist. In diesem Kerngenom 
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konnten zahlreiche Gene identifiziert werden, die für 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 

für 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, während die andere clade, hauptsächlich bestehend aus C. sakazakii und C. 

malonaticus, durch den Erwerb zusätzlicher Gene in ihrer Virulenz gesteigert und an 

Wirtsorganismen adaptiert ist. 

In der Umwelt scheinen Cronobacter spp. häufig vorzukommen. So konnten Cronobacter spp. 

aus der Produktionsumgebung verschiedener lebensmittelherstellender Betriebe (Milchpulver, 

Gewürz-, Schokoladen-, Getreide-, Nudel- und Kartoffelprodukte) nachgewiesen werden 

(Kandhai et al., 2004; Mullane et al., 2008). Dennoch ist es die weit verbreitete Präsenz und 

Persistenz des Organismus in Produktionsstätten für Milchpulver und Säuglingsnahrung, die 

aufgrund der potenziellen Kontamination des Endprodukts kontrolliert werden müssen. Der 

Organismus wurde aus solchen Produktionsanlagen weltweit isoliert (Australien, China, 

Deutschland, Irland, Schweiz und Vereinigte Staaten) und könnte daher ein weit verbreitetes 

Problem für 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 gehörten 

Walzentrockner, Trockentürme, Luftfilter, Luftpartikel, Tankwagenbuchten und Fabrikdächer. 

Der Organismus konnte sogar die Sprühtrocknung überleben (Arku et al., 2011). Die 

Genotypisierung hat die langfristige Persistenz von nicht unterscheidbaren Stämmen in den 

Produktionsanlagen bestätigt (Müller et al., 2013, Sonbol et al., 2013, Yan et al., 2013). Die 

natürliche Resistenz des Organismus gegen Austrocknung kann seine Persistenz in 

Produktionsanlagen und pulverförmiger Säuglingsahrung-Zutaten (z. B. Stärke) erklären.  

Trotz einer gemeldeten schweren Infektion eines Säuglings, die auf die Rekonstitution von 

Säuglingsanfangsnahrungsmitteln mit Cronobacter-haltigem Wasser zurückzuführen 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 Abspülen von Lebensmitteln und Geräten zur 

Lebensmittelzubereitung, zur Verdünnung und Rekonstitution von Lebensmitteln oder direkt 

als Getränk verwendet. Oger et al., (1981) und Schindler & Metz (1991) fanden Cronobacter 

in Häufigkeiten von insgesamt 1,8 % (10/564 Stämme) und 0,4 % (1/256 Stämme) 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 häuslichen Umgebungen (z. B. Staubsaugerbeutel) und auch aus 

Haushaltsgeräten isoliert (Kandhai et al., 2004; Killer et al., 2015). Bei der Aufklärung von 

durch Cronobacter spp. bedingten nosokomialen Erkrankungen wurden kontaminierte 

Bedarfsgegenstände, die zur Zubereitung von Säuglingsfertignahrung (Rührlöffel, Mixer und 

Flaschenwärmer) oder zur anschließenden Geschirrreinigung (Abwaschbürste) 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 Geflügel sowie zusätzlich Eier, 

Rohmilch und verschiedene Milchprodukte, seltener, Fisch (Tabelle 5). Cronobacter spp. 

wurde von Tieren isoliert (Farmer et al., 1985; Goullet & Picard, 1986), insbesondere von 

Vögeln, 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 Milchdrüsengewebe von 

Milchrindern. Liu et al. (2005) entdeckten Cronobacter spp. in Futtermitteln für Haustiere. Im 

weiteren zegten Posautz et al. (2022), dass C. turicensis mit epidemiologisch verwandten 

Typhlokolitis-Fällen bei europäischen Feldhasen in Österreich in Verbindung gebracht werden 

konnte. Die Rolle von Wildtieren wurde als Reservoir für potentiell pathogene C. turicensis-

Stämme, die mcr-ähnliche Gene tragen, in Betracht gezogen. 

In Straußeneiern konnten Cronobacter spp. sowohl im Eiweiß als auch im Dotter 

nachgewiesen werden (Cabassi et al., 2004). Die Erreger konnten darüber hinaus von der 

Hautoberfläche 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 können damit 

ein mögliches Umweltreservoir darstellen und als Vektoren einer Umgebungskontamination 

eine wichtige Verbreitungsmöglichkeit sein. Nicht nur Insekten sind als Träger von 

Cronobacter spp. beschrieben worden. Ratten sind ebenfalls Quellen für 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 übertragen, wobei der Organismus 

aus Zähnen, Speichel, Fäkalien, 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 höheren 

Häufigkeit bei Kindern unter 14 Jahren (Holy et al., 2013).  

Ebenfalls wurde das Bakterium aus der Krankenhausumgebung isoliert, z. B. aus der 

Krankenhausluft und verschiedenen Gegenständen, wie z.B. ausReinigungsbürsten für 

Säuglingsflaschen, dem Stethoskop, dem Löffel und dem Mixer für die Zubereitung von 

Säuglingsnahrung. Der Organismus wurde zudem als Teil des gemischten Biofilms in 

neonatalen enteralen Ernährungssonden vorgefunden. Eine Rekontamination der 

rekonstituierten Säuglingsnahrungmittel durch eine kontaminierte enterale Ernährungssonde 

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

Der Organismus wurde im Weiteren aus unterschiedlichen klinischen Proben, z. B., 

Zerebrospinalflüssigkeit, Blut, Knochenmark, Sputum, Urin, entzündetem Blinddarm und 

Bindehäuten isoliert (Masaki et al., 2001).  
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Tabelle 5: Auswahl weltweiter Untersuchungen auf Vorkommen von Cronobacter spp. in 
Säuglingsnahrungsmitteln, Lebensmitteln tierischen und pflanzlichen Ursprungs und 
Umweltsproben (basierend auf Friedemann, 2007) 

Säuglingsnahrung Land Referenz 
Säuglingsanfangsnahrung und 
Folgenahrung 

Internationale 
Survey 

Chap et al. (2009) 

Säuglingsnahrung Jordanien Jaradat et al. (2009);  
Säuglingsanfangsnahrung und 
Folgenahrung 

China, 
Deutschland 

Zhang et al. (2017); Akineden et al. 
(2017) 

Säuglingsanfangsnahrung China Pan et al. (2014) 
Säuglingsanfangsnahrung und 
Produktionswerk 

China Fei et al. (2015) 

Säuglingsnahrung, Getreidebeikost und 
Produktionswerk 

Jordanien Shaker et al. (2007) 

Säuglingsanfangsnahrung und 
Folgenahrung 

Ägypten Abdel-Galil et al. (2014) 

Säuglingsanfangsnahrung und 
Milcherzeugnisse 

Ägypten El-Gamal et al. (2013) 

Säuglingsnahrung und Zutaten Türkei Heperkan et al. (2017) 
Säuglingsnahrung auf Milchbasis China Li et al. (2016) 
Säuglingsnahrung, Getreide, Gemüse, 
Obst 

China Li et al. (2014) 

Säuglingsnahrung auf Fruchtbasis UK Iversen et al. (2004) 
Säuglingsnahrung auf Reisbasis UK Iversen et al. (2004) 
Säuglingsnahrung Schweiz Lehner et al. (2005 & 2004) 
   
   
   
Lebensmittel tierischen Ursprungs - 
Fleisch und Fleischprodukte 

Land Referenz 

Kamelfleisch, Eier, Käse, Milch, 
Schweinefleisch, Fisch, Geflügel, 
Wurstwaren, Schalentiere 

Saudi-Arabien Beuchat et al. (2009) 

Rindfleisch und Rindfleischerzeugnisse, 
Schweinefleisch, Burger, Hackfleisch von 
Rind- und Schweinefleisch 

Ireland Molloy et al. (2009) 

Geflügelfleisch Schweden, 
Argentinien 

Dahlenborg et al. (2001); Löfström et 
al. (2004); Jimenez et al. (2003) 

Rindfleisch, Wurstwaren Frankreich Leclercq et al. (2002) 
Wurstwaren Frankreich, 

Deutschland 
Goullet & Picard (1986); Schalch et al. 
(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, 

UK, China 
Muytjens et al. (1988); Heuvelink et al. 
(2001); Iversen & Forsythe (2004); Xu 
et al. (2014); Kandhai et al. (2004) 

Milcherzeugnisse Italien Casalinuovo et al. (2014) 
Käse Süd-Afrika, 

Frankreich, 
Spanien, China, 
Türkei, Italien 

De Haast & Britz (1986); Leclercq et al. 
(2002); Roig-Sagués et al. (2002); 
Ogier et al. (2004); Liu et al. (2005); 
Ozturk & Ercisli (2006); Chaves-Lopez 
et al. (2006) 

Käseprodukte UK Iversen et al. (2004) 

Frischkäse aus Rohmilch Spanien Morales et al. (2003)&(2004) 

Natriumkaseinat, Quark USA Restaino et al. (2006) 

Milch (Rohmilch) Süd-Korea, 
Frankreich, 
Schweiz 

Choi et al. (1999); Lafarge et al. 
(2004); Ogier et al. (2004); Lehner et 
al. (2004) & (2005);  

Tankmilch USA Jayarao & Wang (1999) 

   

   

Ei und Eiprodukte Land Referenz 
Eier Italien,  

USA 
Cabassi et al. (2004); Musgrove et al. 
(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 
Grünmalz (Gerste) Deutschland Scheepe-Leberkühne & Wagner (1986) 
Khamir (Sorghumhirse) Saudi Arabien Gassem (1999) 
Reissaatgut Philipinien Cottyn et al. (2001) 
Sobia (Weizen, Malzmehl) Saudi Arabien Gassem (1999) 
Körner, gemahlener Mais, gemahlener 
Reis 

UK Iversen et al., 2004a, Iversen et al., 
2004b 

Reis, Reisstärke, Reismehl USA Gurtler et al. (2005); Richards et al. 
(2005) 

Mehl oder Grieß von Mais, Soja, Weizen, 
Reis 

USA Restaino et al. (2006) 

Getreidekörner Republik Korea Jung&Park (2006) 
Cereals and related products China, Brasilien, 

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

Acheke, Gerste, Kekse, Getreide, 
Augenbohnenpaste, Trockennüsse, 
Körner, Kräuter und Gewürze, Rotalgen, 
Sorghum, Erbsen 

USA Beuchat et al. (2009) 

Schokolade und Kekse, Vanillecreme-
Riegel 

Schweiz Baumgartner et al. (2009) 

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

Hafer, Gerste, Weizen UK Molley et al. (2009) 
Weizen und Weizenprodukte China Lou et al. (2019); 
Reismehl, Reiskörner China  Lou et al. (2019); Huang et al. (2015) 

Cottyn et al. (2001) 
Getreidebeikost, Reis, Mais, Soja, 
Getreide, Stärke, Kartoffelmehl, Nudeln, 
Cerealien 

Jordanien Osaili et al. (2009) 

Mehl und Landwirtschaftsprodukte Republik Korea Chon et al. (2012) 
Schokolade, Cerealien, Kartoffelmehl   Khandhai et al. (2004) 
   
   
   
Hülsenfrüchte und Produkte Land Referenz 
Nüsse, Früchte, Mandeln, Pistazien, 
Kokosnusspulver, Sonnenblumenkerne, 
Sesam, Biskuitmischung, pflanzlicher Talg 

UK Iversen et al. (2004) 

Kuh-Erbsen-Paste Nigeria Bulgarelli et al. (1988) 
Sojabohnensprossen Deutschland Geiges et al. (1990) 
Tofu (fermentierte Soja) USA, Republik 

Korea 
Fouad & Hegeman (1993); No et al. 
(2002) 

Nüsse  Polen  Berthold-Pluta et al. (2021) 
Kokosnuss Türkei Arslan & Ertürk (2021) 
Champignons China Li et al. (2019) 
Tempe (fermentierte Soja) Indonesien Denter & Bisping (1994) 
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Fortsetzung der Tabelle 5   

Tee, Kräter, Gewürze und Pflanzen Land Referenz 
Getrocknete Kräuter,  USA Molley et al. (2009); Restaino et al. 

(2006) 
Saurer Tee China Tamura et al. (1995) 
Eistee USA Zhao et al. (1997) 
Kräutertee (Fenchel, Anis, Kümmel) Deutschland BVL- Berichte zur 

Lebensmittelsicherheit 2022 
Kräuter und Gewürze UK Iversen et al. (2004) 
Getreidebeikost, Trinkwasser China Cui et al. (2015) 
Kräutertee, Eistee Jordanien Chap et al. (2009) 
Gewürzmischung, Süßholz, Thymian, 
Anis, Kamille, Fenchel, Salbei 

Jordanien Jaradat et al. (2009) 

Gewürze und Kräuter Syrien Belal et al. (2013); Iversen & Forsythe 
(2004) 

Maismehl, Sojamehl, Weizenmehl, 
Reismehl 

USA Restaino et al. (2006) 

Getreidebeikost für Kinder und 
Erwachsene 

USA Restaino et al. (2006) 

Getrocknete Gemüse und Kräuter USA Restaino et al. (2006) 
Getrochnete Obst Polen Berthold-Pluta et al. (2021) 
Gewürzmischung, schwarzer und weißer 
Pfeffer, Curry und Kräutermischung 

Schweiz Baumgartner et al. (2009) 

Tea, chinesische Kräuter  China Dou et al. (2015) 
   
   
Frischwaren (Obst und Gemüse) Land Referenz 
Salate und Kräuter, Gewürze Brasilien, Polen Molley et al. (2009); Brandão et al. 

(2017); Garbowska et al. (2015) 
Mungobohnensprossen, Alfalfasprossen Norwegen Robertson et al. (2002) 
Mungobohnensprossen Deutschland Boehme et al. (2004) 
Alfalfa-Sprossen Mexiko Cruz et al. (2004) 
Erbsensuppenpulver Tschechien Leuschner et al. (2004) 
Sojaprotein, Bohnenmehl, Linsen England Iversen et al. (2004a) & (2004b) 
Sous (Lakritze) Jordanien Nassreddin & Yamani (2005) 
Sprossen, Kräuter und Salate, Petersilie, 
Dill, Koriander, Sellerie, Basilikum 

Schweiz Baumgartner et al. (2009) 

Pflanzliche Lebensmittel und 
Umweltproben  

Tschechien Vojkovska et al. (2016) 

Fertiggerichte China Xu et al. (2015) 
Proben von Lebensmitteln, Kräutern und 
Umwelt 

Indien Singh (2015) 

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

Salat und Gemüse Italien, Polen, 
Süd-Korea, 
Deutschland, 
Tschechien, 
Ireland, 
Spanien, Ghana, 
Brasilien 

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 Gemüse) Land Referenz 
Gemüse Finnland, 

Niderlande, 
Italien, Polen, 
Ungarn, 
Portugal, 
Frankreich, USA, 
Republik Korea 

Österblad et al. (1999); Leclercq et al. 
(2002); Restaino et al. (2006); Jung & 
Park (2006) 

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 Produktionsstätten USA, 

Deutschland 
Fei et al. (2015); Craven et al. (2010) 

Säuglingsnahrungsverarbeitungsbetrieb Deutschland; 
Schweiz, USA; 
China; UK 

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

Umwelt- und Lebensmittelproben Tschechien Putthana (2012) 
Nudel- und Kräterproduktionsbetriebe  Khandhai et al. (2004) 
Rohabwasser aus der Weinkellerei Süd-Afrika Keyser et al. (2003) 
Wasser, Erde und Gras Belgien, USA, 

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

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

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) 

Hausumgebung USA Samadpour et al. (2024) 
Staubsaugerstaub im Haushalt USA Jaradat et al. (2009); Molley et al. 

(2009); Samadpour et al. (2024) 
Haushaltstaub USA Khandhai et al. (2004); Samadpour et 

al. (2024) 
Küchengeräte USA Kilonzo-Nthenge et al. (2012); 

Samadpour et al. (2024) 
Krankenhausluft Japan Masaki et al. (2001) 

 

 



1 Einleitung 

Seite 57 

1.4 Nachweis von Cronobacter spp. 

1.4.1 Kulturelle Isolierungsmethoden  

Zur kulturellen Isolierung von Cronobacter spp., insbesondere aus Säuglingsnahrungsmitteln, 

wurden in den letzten Jahrzehnten zahlreiche Methoden sowie spezifische chromogene Agar 

und Bouillons entwickelt. Da Cronobacter spp. in Säuglingsnahrungsmitteln üblicherweise 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 pulverförmigen Säuglingsanfangsnahrungsmitteln (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 ISO 22964:2017-08 "Mikrobiologie der Lebensmittelkette - Horizontales Verfahren zum 

Nachweis von Cronobacter spp.". Diese ISO-Norm gilt für alle Lebensmittelprodukte und 

Zutaten, die für den menschlichen Verzehr oder als Futtermittel bestimmt sind, sowie für 

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 Änderung der "Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 der Kommission vom 15. November 

2005 über mikrobiologische Kriterien für Lebensmittel" als analytisches Referenzverfahren für 

die Überprüfung von getrockneter Säuglingsnahrung 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 Vorläufer 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 Säuglingsnahrungen auf Milchbasis eingeführt wurde (ISO, 2006). Bei 

diesem veralteten Verfahren erfolgte aufgrund des gestressten Zustands der Zellen zunächst 

eine Resusitation der Probe (1/10) in gepuffertem Peptonwasser für 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-Isolation-Agar“ der Firma AES Laboratoire). Zur Identifizierung wurden blau-violette 

Kolonien zur Prüfung auf ihre Fähigkeit zur Bildung gelber Pigmente auf CASO-Agar 

(Caseinpepton-Sojamehlpepton-Agar) ausgestrichen und mittels biochemischer 

Differenzierung (z.B. API® 20E, API® 32E) endgültig identifiziert.  
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Bei dem Verfahren handelte es sich nicht um eine optimale Isolierungsmethode. Zum einen 

wuchsen nicht alle Cronobacter-Stämme 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 

Bebrütungstemperaturen von 44 bzw. 45 °C sind für einige Cronobacter-Isolate zu hoch, 

weshalb in der aktuellen ISO-Methode im Vergleich zur Vorgängernorm (ISO/TS 22964: 

IDF/RM 210:2006) bedeutende Änderungen 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 Vorgängernorm (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 anschließend in die 

saccharosehaltige Cronobacter Screening (CSB)-Bouillon (Iversen et al., 2008a) übertragen. 

Die Bebrütung erfolgt bei 41,5 °C über 24 h. Danach werden Ausstriche auf einem festen 

„Chromogenic Cronobacter Isolation“ (CCI)-Agar angelegt und nach der Inkubation bei 41,5 

°C über 24 h typische, aufgrund der alpha-Glucosidase-Aktivität des Erregers und des damit 

verbundenen Farbumschlags als blaugrün gefärbte Kolonien identifiziert. Im Weiteren wurde 

in der aktuellen ISO-Norm der Nachweis von Cronobacter spp. gemäß der Taxonomie aus 

dem Jahr 2014 in den Testumfang mit einbezogen. Als Cronobacter spp. werden die 

Mikroorganismen bezeichnet, welche auf Chromogenic Cronobacter Isolation (CCI)-Agar 

typische Kolonien bilden und die bei der Durchführung der in dieser neuen Norm 

vorgeschriebenen Tests die beschriebenen biochemischen Eigenschaften aufweisen. Die 

Isolierung auf Chromogenic Cronobacter Isolation (CCI)-Agar basiert, wie die übrigen 

chromogenen Medien zum Nachweis von Cronobacter spp. auch, in erster Linie auf der α-

Glucosidase-Reaktion (Iversen et al., 2008a), die als Substrat 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-alpha-

D-glucopyranosid angeboten wird. Verwendete chromogene Agar basieren häufig auf der DFI-

Formulierung (Druggan, Forsythe, Iversen), die seit ihrem ursprünglichen Design verbessert 

wurde (Iversen et al. 2004a). Eine positive Reaktion der Cronobacter spp. wird von anderen 

Enterobacteriaceae unterschieden (Muytjens et al., 1984). Es weist zudem H2S-bildende 

Salmonellen als schwarze Kolonien nach; daher ist es für beide Organismen anwendbar, die 

für die Säuglingsanfangsnahrung von Bedeutung sind. Proteus vulgaris besitzt ebenfalls eine 

α-Glucosidase-Aktivität, kann aber anhand der Graufärbung der Kolonien, infolge von H2S-

Bildung, von Cronobacter (Cronobacter-Kolonien sind blaugrün) abgegrenzt werden (Iversen 

et al., 2004a).  

Mit dem aktuellen ISO-Verfahren werden üblicherweise Proben aus Folgenahrungen 

(Säuglingsanfangsnahrung für Säuglinge mit einem Zielalter von >6 Monaten), Lebensmitteln, 

Getreide, Inhaltsstoffen und Umweltproben im Produktionsbereich entnommen und meist nach 

den gleichen Protokollen wie für Fertigprodukte der pulverförmigen Säuglingsnahrungsmittel 
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getestet. Obwohl Cronobacter aus Folgenahrungen (Säuglingsanfangsnahrung für Säuglinge 

mit einem Zielalter von >6 Monaten) und Entwöhnungsnahrung isoliert wurde, gibt es derzeit 

keine ausreichende epidemiologische Evidenz, um die Implementierung von Kriterien für diese 

Produkte zu unterstützen (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 durchgeführt und anstelle des vorgeschriebenen chromogenen Selektivmediums 

(z.B. ESIA®-Agar) eine modifizierte Version des DFI-Agars (mDFI) verwendet (Iversen et al., 

2008a). Zur Identifizierung wurden ebenfalls verdächtige Cronobacter spp.-Kolonien auf 

CASO-Agar ausgestrichen und mittels vorgeschriebenen biochemischen Tests (z.B. 

kommerziell erhältlichen Testkits API® 20 E/ID 32E) endgültig identifiziert. Bei der CSB-

Bouillon handelte es sich um eine Indikatorbouillon, welche die Säurebildung 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), abhängig von dem 

verwendeten chromogenen Agar, eine 100%-ige Sensitivität für 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 

Arzneimittelbehörde (U. S. Food and Drug Administration, FDA) und gilt nur für die USA. 

Bereits 1988 entwickelten Muytjens et al. (1988) die erste Methode für den quantitativen 

Nachweis von Cronobacter (E. sakazakii). Schon ein paar Jahre später 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. ausschließlich in Säuglingsnahrungsmitteln 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 ausschließlich zur quantitativen Bestimmung von Cronobacter spp. in 

pulverförmigen Säuglingsnahrungsmitteln häufig eingesetzt (Friedemann, 2008). Die Methode 

beschreibt allerdings kein spezifisches Isolierungsverfahren für Cronobacter spp., sondern ist 

allgemein geltend für 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 zunächst in sterilem 

Wasser gelöst und bei 36 °C über 24 h vorangereichert wird. Danach werden die Ansätze in 

selektive Enterobacteriaceae Enrichment (EE)-Boullion übertragen und bei 36 °C über 24 h 

angereichert. Anschließend erfolgen Ausstriche auf ein für Enterobacteriaceae selektives 
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Festnährmedium (VRBG, Violet Red Bile Glucose-Agar) und nach einer Inkubation von 24 h 

bei 36 °C die Übertragung von fünf typischen Kolonien auf Trypton-Soja-Agar. Zur 

biochemischen Identifizierung der präsumtiven 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 ergänzt. 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 

März 2012 Bestandteil der FDA Bacteriological Analytical Manual. Diese „neue FDA-Methode“ 

setzt sich aus einer Anreicherung der Probe im Verhältnis 1:10 in gepuffertem Peptonwasser, 

Zentrifugation (3000 × g, 10 min) von 4 x 40 ml, Resuspension der Pellets in je 200 μl 

phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) und einem anschließend kombinierten kulturellen 

(Ausstrich auf DFI-Agar und R&F®-ESPM-ESSM) und molekularbiologischen (PCR) 

Verfahren zusammen. Zur endgültigen Identifizierung werden von jedem Chromogen-Agar 

vorläufige 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 Identifizierungstechniken 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 ähnlichen Materialien unterscheiden, wurden 

auch in der Studie zur taxonomischen Neueinstufung der Gattung Cronobacter verwendet 

(Tabelle 3). Zurzeit gibt es eine Vielzahl von kommerziell erhältlichen Kits für 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 gültige ISO-Methode (ISO, 2017) empfiehlt nicht unbedingt die Verwendung bestimmter 

kommerzieller Kits, sondern stattdessen spezifische individuelle biochemische Tests. Die 

gängigen kommerziell erhältlichen Kits mit zentralisierten Datenbanken für 

Enterobacteriaceae haben eine geringe Zuverlässigkeit für Cronobacter. Ein großer Nachteil 

ist, dass einige dieser phänotypischen 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 Gründen unzureichend und 

unzuverlässig geworden. Erstens basieren die beiden kommerziellen Kits subjektiv auf der 

visuellen Erkennung einer Farbveränderung 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) durchgeführten 

Studie identifizierte die API®20E-Galerie beispielsweise nur 70 % der "Cronobacter"-Stämme 

positiv auf Speziesniveau als E. sakazakii, während die ID32E-Galerie 90 % der 

"Cronobacter"-Stämme auf Speziesebene als E. sakazakii identifizierte. Schließlich wurde die 

falsche Identifizierung von Cronobacter-Stämmen 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 für 

die kommerziellen API®ID20E- und ID32E-Kits nur 82,3% bzw. 43,2% zuverlässig waren. Bei 

der Bewertung des apiID20E-Schemas ergaben beispielsweise nur 82,3 % der "Cronobacter"-

Stämme eine Übereinstimmung mit der neuen Version, während 90 % der Stämme eine 

Übereinstimmung mit der vorherigen Version ergaben. Die Bewertung von ID32E ergab auch, 

dass die früheren Versionen der ID32E-Datenbank 88,9 % der Stämme identifizieren konnten, 

die eine Übereinstimmung als E. sakazakii ergaben; bei Verwendung der aktualisierten 

Version der Datenbank sank dieser Prozentsatz jedoch auf nur 43,2 % (Jackson & Forsythe, 

2016).  

Darüber hinaus wurden bei der Verwendung von Vitek 2.0 fälschlicherweise die Stämme von 

Enterobacter, Franconibacter und Siccibacter spp. als Cronobacter identifiziert. 

 

1.4.2.2 PCR basierte Identifizierungsverfahren 

Aufgrund der Einschränkungen bezüglich biochemischen Identifizierungen wurde in den 

letzten Jahren eine Reihe von molekularen Methoden auf der Grundlage von DNA-Sequenzen 

zur Identifizierung von Cronobacter spp. entwickelt. Einige dieser Methoden bieten eine 

Alternative für die schnelle und spezifische Identifizierung.  

Im Allgemeinen wird die partielle oder vollständige Länge der 16S rRNA-Gensequenz zur 

Spezies-spezifischen Identifizierung von Enterobacteriaceae verwendet. Für die 

Identifizierung von Cronobacter-Isolaten wurden verschiedene konventionelle PCR-Methoden 

einschließlich 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 Stämme 

von Enterobacteriaceae an, darunter 189 E. sakazakii-Isolate. Die Analyse der 16S rDNA-

Daten zeigte, dass die E. sakazakii-Stämme vier Cluster-Gruppen bildeten (Iversen et al., 

2006). Darüber hinaus führten Iversen et al. (2007b) eine phylogenetische Analyse durch, die 

auf der Verwendung der 16S rDNA-Sequenz in voller Länge (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 Einschränkungen, als die 16S rDNA-Technik auf 

eng verwandte Spezies wie E. cloacae, E. hormaechei und E. asburiae angewendet wurde. 

Darüber hinaus konnte die 16S rDNA-Gensequenz nicht zwischen C. sakazakii und C. 

malonaticus unterscheiden, da sie eine Ähnlichkeit von 99,7 % zwischen den beiden Spezies 

nachwies, so dass C. malonaticus als Subspezies von C. sakazakii angesehen wurde (Iversen 

et al., 2007a). 

Zusätzlich zu der 16S rRNA-Zielgensequenz steht auch eine ganze Reihe von konventionellen 

und real-time PCR Methoden oder multiplex PCR-Verfahren zur Verfügung, mit denen 

Cronobacter spp. auf Genus-, Spezies- und Serotypebene identifiziert werden können. 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 TaqMan-

Sonden basierenden Real Time-PCR Assay für den Nachweis von Cronobacter spp. in 

Säuglingsanfangsnahrung, der auf das macromolecular synthesis operon abzielte, 

insbesondere auf die rpsU- Gene und das Primase (dnaG) Gen. Einige Methoden wurden vor 

der taxonomischen Überarbeitung von Cronobacter im Jahr 2007 entwickelt und basierten 

häufig auf Stammsammlungen, die die Vielfalt der Gattung Cronobacter nicht genau 

repräsentierten. Im Weiteren wurden sie nicht notwendigerweise anhand eng verwandter 

Stämme 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 Stämme, die ursprünglich mittels Phänotypisierung und einer 

rpoB-PCR als Cronobacter-Spezies. identifiziert wurden, erneut und stellten fest, dass es sich 

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

Die Sequenzierung des äußeren 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 repräsentieren, ergab, dass diese 

Methode zur Identifizierung aller Cronobacter-Spezies ausreicht (Jackson & Forsythe, 2016). 
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Einige PCR-Systeme wurden für die präsumtive 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 führte daher zu falsch-negativen Ergebnissen 

(Jackson et al., 2014).  

Die β-Untereinheit des bakteriellen RNA-Polymerase kodierende Gens rpoB wird häufig für 

die PCR basierten Identifizierung von Cronobacter-Isolaten 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 ähnlich sind, wurde ein 

zweistufiges Verfahren vorgeschlagen, bei dem sowohl C. sakazakii und C. malonaticus 

Primerpaare für die erste Differenzierung verwendet werden. Lehner et al. (2012) schlugen ein 

zusätzliches Primerpaar für die spezies-spezifische Identifizierung von C. condimenti vor. Das 

Screening von rpoB ermöglichte eine einfachere und zuverlässigere Identifizierung als die 

Sequenzierung von 16S rRNA (Li et al., 2012). Die Verwendung von rpoB-PCR führte in 

mehreren Fällen zu einer Fehlidentifizierung der Cronobacter-Spezies. Allerdings wurde 

berichtet, dass die Technik während eines Ausbruchs zu falsch-positiven Identifizierungen als 

Cronobacter führte (Jackson et al., 2015). Einige in den Fällen von Neugeboreneninfektionen 

isolierten E. cloacae und E. hormaechei-Stämme wurden zuvor zum Teil aufgrund der 

verwendeten rpoB PCR fälschlicherweise 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, einschließlich pulverförmiger Säuglingsnahrung, 

angewendet. Die Nachweisverfahren für gluA, rpoB, ompA und dnaJ sind am umfassendsten 

evaluiert worden, weisen jedoch einige Einschränkungen auf, darunter die Nachweisgrenze 

(Hyeon et al., 2010; Stoop et al., 2009). Um diese Einschränkungen zu überwinden, wird die 

PCR häufig mit zusätzlichen Methoden kombiniert, die die Sensivität und Spezifität 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 I und DNA-Fragmenten erzeugt wird (Ruan et al., 2013). Zur Verbesserung der 

Empfindlichkeit wurde Zirconiumhydroxid verwendet, um geringe Mengen von C. sakazakii in 

pulverförmiger Säuglingsnahrung vor der DNA-Extraktion und PCR-Analyse zu immobilisieren 
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(Zhou et al., 2008). Kürzlich wurde ein Protokoll der dritten Generation der PCR, als Tröpfchen-

Digital-PCR bezeichnet, mit einer Nachweisgrenze von 23 KbE/mL in Reinkultur entwickelt, 

um Cronobacter in Säuglingsnahrungsproben nachzuweisen und die Nachweiszeit auf 3 

Stunden zu verkürzen (Lv et al., 2021). Bei dieser Methode wird die Probe unter Verwendung 

eines verbesserten Propidium-Monoazids als Farbstoff in Tausende von kleineren Tröpfchen 

aufgeteilt, was die Amplifikation des Ziels auf Einzelmolekülebene ermöglicht 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 verfügbar, 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 II 

(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 zuverlässige 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. 

Antikörper-basierte Verfahren wurden bislang jedoch nur vereinzelt beschrieben; dennoch 

wurden sensitivere und robustere Immunoassays für Cronobacter spp. entwickelt, darunter 

Sandwich-Assays, die zwei Antikörper verwenden.  

Im Jahr 2009 wurde durch Hochel & Škvor (2009) ein auf polyklonalen Antikörpern (pAks) 

basierendes indirektes EIA-Verfahren zum Nachweis von C. sakazakii mit einer 

Nachweisgrenze von ca. 105 KbE/ml entwickelt. Allerdings reagierte nur einer von zwölf 

getesteten C. sakazakii-Stämmen positiv, sodass die Autoren eine Serotyp-Spezifität der 

hergestellten Kaninchen-Antiseren postulierten (Hochel & Škvor, 2009). Sandwich-Assays 

verbesserten auch die Nachweisgrenze für C. sakazakii in künstlich inokulierter 

Säuglingsanfangsnahrung 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 (Fangantikörper: IgY aus dem Hühnerei, 

Detektionsantikörper: IgG aus dem Kaninchen) und etablierten damit ein Sandwich EIA-

System für den Nachweis von C. muytjensii. Die Nachweisgrenze für zwei getestete Stämme, 

C. muytjensii ATCC 51329 und C. muytjensii CDC 3523-75, lag bei ca. 104 KbE/ml. Xu et al. 

(2014) beschrieben weitere immunchemische Testsysteme und etablierten einen auf 

polyklonalen Antikörpern (pAks) basierenden indirekten EIA für den Nachweis von 

Cronobacter spp. Mit einer Nachweisgrenze von ca. 105 KbE/ml war die Sensitivität 

vergleichbar mit der des von Hochel & Škvor (2009) entwickelten indirekten EIAs. Xu et al. 

(2014) verwendeten erstmals monoklonale Antikörper (mAks), um in Kombination mit pAks 

einen Sandwich-EIA für den spezifischen Nachweis von C. sakazakii zu entwickeln. Bei den 

vier getesteten Stämmen lag die Nachweisgrenze mit bis zu 2 × 104 KbE/ml etwas niedriger 

als bei den indirekten EIA-Verfahren. Kleinsteuber (2015) generierte und charakterisierte 

mehrere, teilweise serotypspezifische mAks gegen C. sakazakii und C. turicensis und legte 

damit die Grundlage für die Entwicklung hochempfindlicher und spezifischer 

immunchemischer Nachweisverfahren. In indirekten EIA-Verfahren konnten C. sakazakii-

Stämme vom Serotyp Csak O:1 im Bereich von 105-107 KbE/ml nachgewiesen werden. Für 

den C. turicensis-Serotyp Ctur O:1 lag die Nachweisgrenze bei ca. 104 KbE/ml. Für 

Cronobacter spp. stehen solche immunchemischen Nachweisverfahren kommerziell nicht zur 

Verfügung (bis zur Veröffentlichung dieser Arbeit). 

PCR-erzeugte Amplifikate können mittels immunochromatographische Teststreifen 

nachgewiesen werden, was die Notwendigkeit der Gelelektrophorese eliminiert (Zhao et al., 

2013). In dieser Methode wird die Nukleinsäure zunächst über PCR amplifiziert, wobei der 

Vorwärtsprimer mit Biotin und der Rückwärtsprimer 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-Antikörper 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-unterstützte Laserdesorptions-

Ionisations-Flugzeit-Massenspektrometrie (matrix assisted laser desorption ionisation-time of 

flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS) hat in den letzten Jahren als alternatives 

Identifizierungs-/Bestätigungsverfahren für Cronobacter spp. weite Verbreitung gefunden 

(Pavlovic et al., 2011). Mittels MALDI-TOF MS können Cronobacter spp. sowohl auf Genus- 

als auch Speziesebene sicher, zuverlässig und schnell identifiziert werden (Stephan et al., 
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2010). Ein auf diesem Nachweisprinzip basierendes Verfahren wurde auch zur Untersuchung 

von Säuglingsanfangsnahrung eingesetzt. Javrková et al. (2012) und Lu et al. (2014) testeten 

die MALDI-TOF MS zur Identifizierung von Cronobacter spp.-Isolaten aus 

Säuglingsanfangsnahrung und Produktionsumfeldern im Vergleich zu kulturellen Methoden 

und zeigten, dass die Anwendung der MALDI-TOF MS für den Nachweis von Cronobacter 

spp. in pulverförmiger Säuglingsnahrung 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. Karamonová 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-Stämmen und etablierten eine Referenzdatenbank 

für 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 über 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 präzise war, jedoch nicht konsistent genug 

für 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 Spektren in den Referenzdatenbanken. Um eine 

Reproduzierbarkeit der spezies-spezifischen Massenspektren zu gewährleisten, ist jedoch 

eine hohe Standardisierung der Methodik erforderlich. Insbesondere ist für eine sichere 

Differenzierung auf Speziesebene eine zuverlässige 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 über phänotypische oder genotpyische Merkmale 

möglich, wozu jeweils eine Reihe von unterschiedlichen Methoden etabliert ist. Ein häufig 

zitiertes, phänotypisches Klassifizierungsmerkmal bei Cronobacter ist der jeweilige Biotyp 

(Farmer, 1980; Iversen et al., 2008a). Nachteilig dabei ist, dass nicht alle Cronobacter spp. 

anhand der verfügbaren Reaktionen biotypisierbar sind. Die Diversitätsindizes 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 Verfügbarkeit kompletter 

Genomsequenzen der einzelnen Cronobacter spp.-Stämme vermehrt genotypische 

Typisierungsmethoden für die Differenzierung und Charakterisierung von Cronobacter spp. 

entwickelt. Obwohl es inzwischen eine große Anzahl von Identifizierungs- und potenziellen 

Differenzierungsmethoden in der Fachliteratur gibt, können hier nur einige Methoden im Detail 

behandelt werden. Diese wurden in erster Linie aufgrund ihres potenziellen oder derzeitigen 

großflächigen Einsatzes ausgewählt.  

 

1.5.1 Biotypisierung anhand von phänotypischen Tests 

Die Biotypisierung von Cronobacter-Isolaten mit Hilfe phänotypischer Tests geht zurück 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 

hinzufügten. Die phänotypischen Testparameter waren die Voges-Proskauer-Reaktion, 

Methylrot, Nitratreduktion, Ornithinverwertung, Motilität bei 37°C, Säureproduktion aus 

Inositol, Säureproduktion aus Dulcitol, Indolproduktion, Malonatverwertung und Gasproduktion 

aus Glukose (Table 2). Diese Daten dienten als Grundlage für die 2007 durchgeführte 

taxonomische Revision des früheren 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 Überarbeitung 2008 wurden die Biotypen 5, 9 und 14 von C. sakazakii in 

C. malonaticus umbenannt (Iversen et al., 2008a). Es folgerte daraus, dass C. sakazakii-

Stämme 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 Stämmen mit Hilfe von DNA-Sequenzierungsmethoden zeigte, dass der 

frühere Ansatz der Biotypisierung schwerwiegende Fehler aufweist, da nicht mehr als 50 % 

der Stämme korrekt einer Cronobacter-Spezies zugeordnet werden können (Joseph et al., 

2013a, 2013b). Diese ist zum Teil auf die anfängliche Verwendung von Biotyp-Index-Stämmen 

zurückzuführen, die der falschen Cronobacter-Spezies zugeordnet wurden (Baldwin et al., 

2009). In der Folge wurde der Biotypisierungsansatz als unzuverlässig für die Speziation 

angesehen und nicht weiter als für die Rückverfolgung mikrobieller Quellen geeignet 

angesehen. 

 

1.5.2 O-Antigen-Serotypisierung 

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

Strukturen zusammen: O-Antigen, K-Antigen, Colansäure, 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 äußeren Membran verankert und wird für die 

klassische Serotypisierung der Bakterien verwendet. Bei gramnegativen Bakterien befindet 

sich LPS in der äußeren Zellwand und besteht aus drei Abschnitten: i) dem Lipid-A-Anker, der 

in die äußere Membran eingebettet ist, ii) dem Kern-Oligosaccharid aus ungewöhnlichen 

Monosacchariden wie 2-Keto-3-desoxyocanoat (Kdo), das an das Lipid A gebunden ist, und 

iii) aus dem äußeren Kern, der eine Kette von sich wiederholenden Oligo-Polysaccharid-

Einheiten (O-PS) enthält. 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 für 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 für diese Gene 

sowie In-silico-Profiling entwickelt. 

Das auf PCR-Sonden basierende O-Serotypisierungsschema wurde für alle sieben 

Cronobacter-Spezies entwickelt (Blažková et al., 2015; Jarvis et al., 2011; Mullane et al., 2008; 

Sun et al., 2011, 2012). Bei dem Fragmentlängen-Polymorphismus (RFLP)-Verfahren handelt 

es sich um eine Long Range PCR, bei der das dadurch erhaltene PCR-Amplifikat 

(Größenbereich 9,8-14,8kbp) wird anschließend mit dem Enzym MboII geschnitten. Die 

entstandenen DNA -Fragmente werden dann durch Agarosegelelektrophorese getrennt und 

die zufälligen RFLP-Bindungsmuster können weiter analysiert werden. Diese Methode wurde 

durch anfängliche falsche Speziesidentifizierung und Diskrepanzen zwischen den 

ursprünglichen Protokollen beeinträchtigt. 

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. Anschließend identifizierten 

Blažková et al. (2015) mit modifizierten Primern weitere Serotypen anhand ihrer 

Bandenmuster. 

Das auf PCR-Sonden basierende Typisierungsschema ist aktuell nicht vollständig, da eine 

große Anzahl von Cronobacter-Stämmen (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. Darüber 

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 für 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 für C. malonaticus Cmal O:1 und C. turicensis Ctur O:1, 

sowie für 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 ursprüngliche 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 auszuwählen, wobei insgesamt 15 Primerpaare 

zur Serotypisierung der 6 der 7 Cronobacter Spezies benötigt werden. Folglich muss vor der 

Serotypisierung die Spezies der Cronobacter Isolate bestimmt werden, danach kann die 

Serotypisierung mit den entsprechenden PCR-Primerpaaren durchgeführt 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 häufig der Serotyp Csak O:2 oder Csak O:4 ist. Allerdings kommen 

diese beiden Serotypen in über 45 Sequenztypen vor. Trotz der häufigen Verwendung der 

PCR-Sonden-basierten Serotypisierung ist die Methode dennoch nicht sehr diskriminierend 

und liefert nur 24 Serotypen für die gesamte Cronobacter-Gattung, von denen nur 5 zu dem 

wichtigsten Cronobacter Spezies C. sakazakii gehören (Tabelle 3). In Abschnitt 1.5.7 wurden 

die Gene, die für 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 Identifizierung 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 ausgewählten housekeeping-Gene erfasst. 

Haushaltsgene kommen im Genom von allen Bakterienspezies vor. Da sich Haushaltsgene 

über die Zeit sehr wenig verändern, ist das MLST eine robuste und reproduzierbare Methode, 
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die häufig für epidemiologische Studien verwendet wird. Jedes Haushaltsgen eines Isolates 

wird mittels PCR amplifiziert und das entstandene Produkt vorwärts und rückwärts 

sequenziert. Der aus beiden Sequenzierungen übereinstimmende Teil wird für die Auswertung 

genutzt. Die Fragmentlänge von meist 400-500 bp kann sicher von einem einzelnen 

Primerpaar erreicht werden und ermöglicht eine gute Auflösung (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 Allelprofil bekommt abschließend einen Sequenztyp (ST) 

zugewiesen, der ebenfalls fortlaufend nummeriert wird und alle Isolate mit identischem 

Allelprofil repräsentiert. Die Kombination der numerischen Allelvarianten der verschiedenen 

MLST-Gene zu einem siebenstelligen Zahlencode ergibt einen bestimmten Sequenztyp, der 

über eine kuratierte Internethomepage ermittelt werden kann. 

Baldwin et al. (2009) konstruierten ein spezifisches MLST-Schema für Cronobacter zunächst 

für die Unterscheidung zwischen C. sakazakii und C. malonaticus, die anhand der 16S rDNA-

Sequenzanalyse nicht differenziert werden konnten. Derzeit können mittels des etablierten 

MLST-Systems alle Stämme 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 (glnS), glutamate 

synthase large subunit (gltB), 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 für vermeintliche "Housekeeping"-Produkte kodieren, die für biologische 

Funktionen bei der DNA-Reparatur, Replikation und Aminosäurebiosynthese erforderlich sind. 

Um sicherzustellen, dass jeder Locus genetisch unverbunden ist, wurden die ausgewählten 

Gene so weit wie möglich über das bakterielle Chromosom verteilt. Darüber hinaus wurden 

alle Gene ausgeschlossen, die einem größeren selektiven Evolutionsdruck ausgesetzt sein 

könnten, wie etwa mutmaßliche Virulenzfaktoren oder mobile Elemente (Baldwin et al., 2009).  

Die Auswahl der sieben housekeeping-Gene wurde durch eine phylogenetische Analyse von 

Gesamtgenomsequenzen bestätigt (Joseph et al., 2012). Die durch das sieben-Loci-Schema 

erstellte Cronobacter-Phylogenie stimmte mit der Analyse der Gesamtgenomsequenzierung 

der Gattung überein (Forsythe et al., 2014; Joseph, et al., 2012; Joseph & Forsythe, 2012).  

Die zusammenverknüpften Sequenzen der sieben MLST-Haushaltgene ergaben ein Contig 

mit einer Länge von 3036 Nukleotiden. Dies ist sechsmal so lang wie die der üblicherweise 
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verwendeten partiellen 16S rDNA-Sequenzen und hat den zusätzlichen Vorteil einer größeren 

Anzahl variabler Loci (Forsythe, 2018). 

Das derzeitige 7-Loci-MLST-Schema bietet eine frei zugängliche Datenbank für die 

internationale Standardisierung über 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 geändert wurden. Die ursprünglichen Primer basierten auf den 

Genomsequenzen von nur drei Stämmen und waren verständlicherweise nicht so effizient wie 

der überarbeitete Satz. Zum aktuellen Zeitpunkt (letzter Zugriff im Juli 2024) enthält die 

Datenbank über 4186 Cronobacter-Stämme 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 anfällig für 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 

Überblick über die aktuellen Datenbankeinträge (letzter Zugriff im Juli 2024). Die Cronobacter-

Stämme stammten aus 46 Ländern, wobei das älteste Isolat aus dem Jahr 1950 stammte 

(Masood et al., 2013). Die Häufigkeit der einzelnen MLST- Sequenztypen variiert, einige sind 

weit verbreitet, und andere haben geringes Vorkommen. Solche häufigen Sequenztypen 

werden in der Regel über mehrere Jahre und aus verschiedenen Quellen und geografischen 

Orten isoliert. Es gibt ein breites Spektrum an aufgelisteten Quellen. Die meisten Stämme, die 

aus Umwelt- (einschließlich Säuglingsnahrungs- und Milchpulverproduktionsanlagen; 15,5 %), 

Lebensmitteln (39,7 %) und klinischen Quellen (12,5 %) isoliert wurden, sind bis heute die 

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

Die erzeugten MLST-Daten wurden bei epidemiologischen Untersuchungen und bei Studien 

zur Pathogenität, Populationsbiologie und Evolution von Bakterien eingesetzt (Maiden, 1998; 

Joseph & Forsythe, 2012). Ein MLST-Typisierungsschema wird sowohl für epidemiologische 

als auch für Umweltuntersuchungen von Cronobacter benötigt und erfordert zwangsläufig den 

direkten Vergleich von Isolaten zwischen Laboratorien in der ganzen Welt. Folglich sind 

standardisierte, auf DNA-Sequenzen basierende Methoden, die von einer zentralisierten 

Datenbank unterstützt werden, besser geeignet, da sie einen direkten und eindeutigen 

Vergleich zwischen Isolaten ermöglichen, die an verschiedenen Orten typisiert wurden 

(Forsythe, 2018). 

Das MLST-Schema für Cronobacter hat sich als die effektivste, umfassendste und robusteste 

Typisierungsmethode für 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 Fällen 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 

Stämmen. Die gemeinsame Definition sind Sequenztypen, die sich durch 1 bis 3 von 7 Loci 

unterscheiden. C. sakazakii CC1 ist ein dominanter CC, der aus Stämmen besteht, die über 

einen Zeitraum von mehr als 25 Jahren aus der ganzen Welt isoliert wurden. Diese Isolate 

stammen hauptsächlich aus Säuglingsnahrungsmitteln sowie aus klinischen Fällen und in 

jüngerer Zeit aus Milchpulververarbeitungsbetrieben in Australien und Deutschland (Craven et 

al., 2010, Jacobs et al., 2011). C. sakazakii CC4 ist ein Schlüssel-CC in Bezug auf die 

Epidemiologie von Cronobacter spp. bei Neugeboreneninfektionen (Baldwin et al., 2009, 

Forsythe et al., 2014). Das früheste 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 Fällen von neonataler Meningitis 

vorherrscht ist unklar, könnte aber sowohl auf Fitnessfaktoren in der Umwelt als auch auf 

Virulenzmerkmale zurückzuführen sein. Es ist plausibel, dass Erkrankungsfälle bei 

Erwachsenen aufgrund der Reife der Blut-Hirn-Schranke nicht auftreten. C. sakazakii CC4-

Stämme wurden weltweit aus Säuglingsnahrung (Muytjens et al., 1988) und 

Milchpulverherstellungsbetrieben isoliert und stellen daher möglicherweise eine besonders 

persistente klonale Variante dar, die zu einer erhöhten neonatalen Exposition führt (Craven et 

al., 2010; Jacobs et al., 2011; Müller et al., 2013; Power et al., 2013; Sonbol et al., 2013). C. 

sakazakii ST12 wurde mit Fällen von nekrotisierender Enterokolitis (13 % der Stämme) und 

nicht mit neonataler Meningitis oder Septikämie in Verbindung gebracht (Masood et al., 2015, 

van Acker et al., 2001). 

Die Sequenzen der Datenbank können frei heruntergeladen und für Studien über bakterielle 

Populationen und die Verwandtschaftsbestimmungen weiter analysiert werden. Außerdem 

können 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 für klonale Komplexe ermittelt.  
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Darüber hinaus hat sich das 7-Loci-MLST-Schema als zuverlässig 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 über die Vielfalt und Evolution von Cronobacter zu erweitern 

(Joseph & Forsythe, 2012; Joseph et al., 2012). Eine verfeinerte Typisierung erfolgt unter 

Verwendung der gesamten Genomsequenz, einschließlich 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 

zugängliche Datenbank (http://pubmlst.org/cronobacter) unterstützt, die eine internationale 

Zusammenarbeit und Überwachung ermöglicht. Die Analyse von Einzelnukleotid-

Polymorphismen (SNP) kann ebenfalls angewandt werden, wenn das gesamte Genom der 

Stämme verfügbar ist. Typisierungsschemata sind sowohl für epidemiologische als auch für 

Umweltuntersuchungen von Cronobacter erforderlich und erfordern zwangsläufig 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 unterstützt werden, besser geeignet, da sie einen direkten, uneingeschränkten 

Vergleich zwischen Isolaten, die an verschiedenen Orten typisiert wurden, ermöglichen (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 
Stämme (%) 

Anzahl 
der 
STa 

Anzahl 
der 
Genome 

Erstisolierung Anzahl 
der 
Länder 

Vorkommenshäufigkeit % 
Klinische 
Proben 

Säuglings-
nahrung 

Lebensmittel/ 
LM-Zusätze 

Umwelt Sonstige 

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   5,3 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 

Gesamtb 4186 1012 1662  46 19,4 11,7 27,5 29,4 12,0 
aSequenztyp; bProzentual/ Summarisch für die Gattung 
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1.5.4 fusA-Allele-Sequenzierung 

Das fusA-Gen, das für 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 übereinstimmte (Joseph et al., 2012). Es wurde in die 

konventionellen 7-Loci-Multilokus-Sequenztypisierungsschema für Cronobacter (Abschnitt 

1.5.3) integriert. Die MLST-Datenbank enthält derzeit 208 definierte Sequenzvarianten. 

Innerhalb der verwendeten 7-MLST-Haushaltsgene zeigte sich keines der fusA-Allelprofile für 

zwei oder mehrere Cronobacter-Spezies identisch. Daher kann die Analyse dieses 

Haushaltsgens zur Identifizierung der Cronobacter-Isolaten verwendet werden (Forsythe, 

2018). 

 

1.5.5 rpoB-Allele-Sequenzierung 

Das rpoB-Gen kodiert für die β-Untereinheit der bakteriellen RNA-Polymerase. In den letzten 

Jahren wurden mehrere rpoB-PCR-Sonden für die Speziesdifferenzierung mittels RFLP und 

auch für 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 für Cronobacter enthalten ist, wird 

die Sequenzierung des rpoB-Allels durch die Cronobacter MLST-Datenbank unterstützt. Zum 

Zeitpunkt der Erstellung dieses Berichts (im Juli 2024) waren 131 Sequenzvarianten für 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 für die 

betriebsinterne Aufklärung von Eintrags- bzw. Kontaminationsquellen für Cronobacter spp. in 

lebensmittelproduzierenden Betrieben eingesetzt (Mullane et al., 2007, 2008; Iversen et al., 

2009; Miled-Bennour et al., 2010). Darüber hinaus werden PFGE-Methoden häufig zur Klärung 

der genetischen Verwandtschaft von klinischen Isolaten (Clark et al., 1990; Nazarowec-White 

& Farber, 1999; Block et al., 2002) und Isolaten aus Säuglingsfertignahrung, Weichkäse, 



1 Einleitung 

Seite 76 

verschiedenen Kategorien von verzehrfertigen Lebensmitteln, landwirtschaftlichen und 

häuslichen 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; Müller et al., 2013; Cui et al., 2014; Pan et al., 2014). Ein gemäß PulseNet 

standardisiertes Protokoll für 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 vollständigen Genoms der Cronobacter-Stämme ermöglicht neben der 

Klärung 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) ermöglicht, umfassende 

Profilierungen und Genotypisierungen, wie z.B. Multilocus-Sequenztypisierung (MLST), 

durchzuführen. Dadurch ist eine vollständige Analyse des Pathogeneseprozesses von C. 

sakazakii möglich und präzisere epidemiologische Verbindungen können 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 Ausbrüche in nahezu Echtzeit zu identifizieren (FDA, 2022). Derzeit sind 

fünfunddreißig Cronobacter-Genomsequenzen im National Centre for Biotechnology 

Information (NCBI) verfügbar. Nur fünf Cronobacter-Genome wurden vollständig 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) führten 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 für ein 

molekularbasiertes Nachweisprotokoll bewertet werden könnten. Nach der vollständigen 

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 fünf der sieben Cronobacter spp. zu identifizieren.  

Ein maßgeschneiderter Pan-Genom-Mikroarray wurde von Tall et al. (2015) für die 

Identifizierung und Profilierung von Cronobacter-Isolaten entwickelt. Der Microarray enthält 

über 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, phänotypische Merkmale bei bestimmten Cronobacter spp. zu 

unterscheiden, wie z. B. die Nutzung von Malonat und Myoinositol durch C. dublinensis-

Stämme, 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 

für die Erstellung von Profilen von Cronobacter-Isolaten aus vier Produktionsanlagen 

eingesetzt (Yan et al., 2015).  

 

 



2 Konzeption dieser Arbeit und Liste der verwendeten Publikationen 

Seite 78 

2 Konzeption dieser Arbeit und Liste der verwendeten Publikationen 

2.1 Konzeption dieser Arbeit 

Zum Erlangen der profunderen Einblicke in die Diversität innerhalb der Gattung Cronobacter 

spp. wurden neben kulturellen Analysen auch vergleichende Untersuchungen zur 

phänotypischen und genotypischen Variabilität von aus unterschiedlichen pulverförmigen 

Säuglingsnahrungsmitteln und getrockneten Lebensmitteln gewonnenen Cronobacter spp.-

Stämmen sowie nahverwandter Mikroorganismen durchgeführt, um systematische 

Fragestellungen zur aktuellen Reklassifizierung der Erreger zu klären. Zudem wird die 

Entwicklung molekularbasierter Schnellnachweisverfahren für Cronobacter spp., 

insbesondere in Säuglingsnahrungsmitteln, auf Basis der gewonnnen Erkenntnisse behandelt. 

Ein wesentlicher Bestandteil der Zielsetzung der hier dargestellten Studien ist es, Erkenntnisse 

über das Ausmaß und die Verbreitung von diesem Bakterium entlang der Lebensmittelkette 

zu gewinnen. Die dargestellten Studien können als Grundlage für erstmals 

zusammenhängende Fragen zum Speziesvorkommen sowie zur intra- und interspezifischen 

Variabilität einzelner Cronobacter-Spezies in unterschiedlichen Lebensmitteln genutzt werden. 

Dies ist besonders wichtig, um das Gesundheitsrisiko für empfindliche Bevölkerungsgruppen, 

wie Säuglinge, Kleinkinder und ältere Menschen, besser einschätzen zu können. Solche Daten 

sind notwendig, um das mögliche Risiko für gefährdete Verbrauchergruppen zu bewerten und 

tragen zur sinnvollen Entscheidungsfindung für die Entwicklung von Minimierungsstrategien 

zur Verbesserung der Lebensmittelsicherheit bei.  

Die in dieser Arbeit zusammengestellten wissenschaftlichen Veröffentlichungen 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 Säuglingsnahrungsmitteln und getrockneten 

Lebensmitteln. Die Studie 1 stellt das Vorkommen von Cronobacter spp. in 

Säuglingsnahrungsmitteln dar und vergleicht diverse Cronobacter-Stämme, die seit mehreren 

Jahren aus verschiedenen Säulingsnahrungsmittelprodukten des deutschen Marktes als E. 

sakazakii isoliert wurden. Ziel war es, das Speziesvorkommen und systematische 

Fragestellungen zur Reklassifizierung der Erreger zu klären, sowie intra- und interspezifische 

Variabilität einzelner Stämme näher zu charakterisieren und die genomischen Determinanten 

der gewonnenen Isolate vorzustellen. Die anschließende Studie 2 hatte zum Ziel, die 

Lebensmittelsicherheit von Getreidebeikostprodukten für Säuglinge und Kleinkinder in Bezug 

auf mikrobiologische Qualität 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 berücksichtigt. Eine weitere Studie 3 schließt diesen 
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Abschnitt ab. Ziel dieser Studie war es, weitere lebensmittelhygienisch relevante 

Fragestellungen in Bezug auf die mikrobiologische Beschaffenheit von Trockenteigwaren zu 

kären, insbesondere das Vorkommen von Cronobacter spp. Bezüglich einer Kontamination 

von Getreidemahlerzeugnissen standen bis zur Veröffentlichung dieser Studie keine 

umfassenden Untersuchungen zur Vorkommenshäufigkeit von Cronobacter spp. zur 

Verfügung. Die Fähigkeit dieser Bakterien, unter trockenen Bedingungen zu überleben, 

unterstreicht die Notwendigkeit einer gründlichen Untersuchung der Kontamination von 

trockenen Teigwaren. Im Rahmen der Studie 4 wurden Untersuchungen zum Vorkommen von 

Enterobacteriaceae in Säuglingsnahrungsprodukten von indonesischen und malaysischen 

Herstellern auf der Ebene der angebotenen Fertigprodukte beschrieben. Dies ist der erste 

Bericht über die Kontamination von dehydrierter Säuglingsnahrung 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 

Säuglingsnahrungsmitteln beschreiben. In der ersten Studie (Studie 5) wird die Entwicklung 

und Etablierung eines neuartigen Nukleinsäure-Lateral-Flow-Immunoassay (NALFIA)-

Systems für 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 

während der PCR-Amplifizierung, die anschließend durch Lateral-Flow-Immunoassay 

nachgewiesen wird. Die weitere Studie (Studie 6) berichtet über 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 Säuglingsnahrungsmitteln 
und Lebensmitteln  

Studie 1: Akineden, Ö., 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, Ö., Usleber, E., 2022. 
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3 Ergebnisse und Diskussion 

3.1 Vorkommen und Typiserung der Cronobacter spp. in Säuglingsnahrungsmitteln 
und Lebensmitteln  

 

Studie 1: Akineden, Ö., 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 

Säuglingsanfangsnahrung aus dem deutschen Markt mit Cronobacter auf Speziesebene für 

die Jahre vor und um die Zeit, als die Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 in Kraft trat, retrospektiv 

zu klären. Zu diesem Zweck wurden neben molekularbiologischen Analysen auch 

Untersuchungen zur phänotypischen und genotypischen Variabilität von Cronobacter spp. 

sowie nahe verwandter Mikroorganismen durchgeführt, um insbesondere systematische 

Fragestellungen in Bezug auf die neue taxonomische Reklassifizierung der Erreger 

beantworten zu können. Derzeit umfasst die Gattung Cronobacter sieben anerkannte Spezies, 

aber nur Stämme von drei Spezies, C. sakazakii, C. malonaticus und C. turicensis, wurden 

häufig mit klinischen Infektionen in Verbindung gebracht. C. sakazakii und C. malonaticus-

Stämme sind für die Mehrheit der Infektionskrankheiten bei Säuglingen verantwortlich (Joseph 

et al., 2012) und scheinen die häufigsten Cronobacter-Spezies in Säuglingsanfangsnahrung 

weltweit zu sein (Yang et al., 2016). Für Deutschland waren bis zur Veröffentlichung dieser 

Studie keine Daten zur Verteilung der Spezies innerhalb der Gattung Cronobacter in 

Säuglingsanfangsnahrung verfügbar. 

Vor Inkrafttreten der Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 wurde Cronobacter spp. mit erheblicher 

Häufigkeit in Säuglingsanfangsnahrung vom deutschen Markt gefunden, und bis zu 30% in 

Anschlussnahrung (Kress et al., 2005). In den letzten Jahren wurden jedoch Warnungen 

bezüglich Cronobacter in Säuglingsanfangsnahrung und Markt-Rücknahmen zu einem –wenn 

auch- seltenen Ereignis in Deutschland. Seit 2012 wurde keine Warnungen oder Rücknahmen 

mehr im „Schnellwarnsystem für Lebensmittel und Futtermittel“ der Europäischen Kommission 

(RASFF; https://webgate.ec.europa.eu/rasff-window/portal/) veröffentlicht. Ebenso wurde bis 

zur Veröffentlichung dieser Studie noch kein Bericht über eine durch Cronobacter spp. aus 

Säuglingsanfangsnahrung aus dem deutschen Markt verursachte Säuglingserkrankung 

veröffentlicht, 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 phänotypischen 
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Merkmalen basieren, wurde kürzlich diskutiert (Jackson et al., 2015). Cronobacter spp. wurden 

häufig nicht nur aus Säuglingsanfangsnahrung, 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 Geräten in 

Säuglingsanfangsnahrungsverarbeitungsanlagen 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 

Säuglingsanfangsnahrung mit Cronobacter spp. in Deutschland anders ist oder war als in 

anderen Ländern, und ob sie sich im letzten Jahrzehnt verändert 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 Säuglingsanfangsnahrung zu 

einem rechtlichen Thema wurde. Zunächst war es erforderlich, die Kontaminationssituation 

von Säuglingsanfangsnahrung auf dem deutschen Markt mit Cronobacter spp. retrospektiv zu 

klären. Dazu wurden 80 Cronobacter-Isolate, die in den Jahren 2003 bis 2006 als E. sakazakii 

aus verschiedenen deutschen Säuglingsnahrungsmitteln 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 ursprünglichen Identifikation als E. sakazakii. Sie wuchsen als 

grünblaue Kolonien (positive α-Glucosidase-Reaktion) auf Druggan-Forsythe-Iversen (DFI)-

Agar und produzierten ein gelbes Pigment auf Casein-Soja-Pepton (CASO)-Agar. Zusätzliche 

biochemische Tests ermöglichten die Einordnung aller Isolate in fünf verschiedene Biogruppen 

nach dem Schema von Farmer (1980) und Iversen et al. (2006) (Tabelle 2, Studie 1). Die 

Isolate wiesen eine starke Biogruppen-Diversität 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 präsumptive C. sakazakii identifiziert, einschließlich der Biotypen 1, 2, 8 und 8a. 

Die restlichen 10 Isolate wurden alle als präsumptive 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 zuverlässig zwischen den beiden C. sakazakii und C. 

malonaticus unterscheiden. Mit dieser Methode wurden drei Isolate (DB-33a, DB-38a und 

(DB)55b/04) fälschlicherweise 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 Veröffentlichungen berichtet (Akineden et al., 

2015, die vorgelegte Studie 3; Baldwin et al., 2009; Jackson et al., 2014). Kürzlich berichteten 

Vlach et al. (2017) über ein PCR-RFLP-System basierend auf dem rpoB-Gen, das die 

Spezifität erhöhte und eine Differenzierung zwischen C. sakazakii und C. malonaticus 

ermöglichte. Jedoch erforderte diese Methode separate Verdauungsschritte mit drei 

verschiedenen Restriktionsendonukleasen, gefolgt von einer elektrophoretischen Trennung, 

was die Analyse sehr aufwändig machte. Jede einzelne Restriktionsendonuklease bot nur 

begrenzte Spezifität, und es wurden nur wenige C. malonaticus getestet. Daher sind weitere 

Studien erforderlich, um diesen Ansatz zu validieren. 

Zur endgültigen Identifikation der Isolate wurde eine Analyse mittels fusA-Sequenzierung 

durchgeführt, die mit der gesamten Genom-Phylogenie korrelierte und eine weitere 

Möglichkeit 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 -Referenzstämme 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, während sieben Isolate mit C. malonaticus gruppiert wurden. Im Vergleich zur 

vorläufigen Identifikation mittels biochemischer Methoden und zur rpoB-Gen-Analyse war die 

Verwendung von fusA besonders wichtig für 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) fälschlicherweise als C. 

malonaticus zugewiesen wurden, wurde durch die fusA-Gen-Analyse als C. sakazakii 

reklassifiziert. Diese Ergebnisse bestätigen frühere 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 fünf anderen 

Cronobacter-Spezies gehörte. Dies deutete stark darauf hin, dass die Kontaminationssituation 

von Säuglingsanfangsnahrung 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 für andere Cronobacter spp., als C. sakazakii oder C. malonaticus. 
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Beispielsweise können Trockengemüse und Getreideprodukte C. turicensis enthalten 

(Akineden et al., 2015, die vorgelegte Studie 3; Turcovský et al., 2011; Vojkovska et al., 2016). 

Die absolute Dominanz von C. sakazakii und C. malonaticus stimmte jedoch mit ähnlichen 

Studien über Cronobacter-Isolate aus Säuglingsanfangsnahrungsprodukten und 

Produktionsumgebungen überein (Miled-Bennour et al., 2010; Müller et al., 2013; Yan et al., 

2015). 

Die klonale Diversität beider Spezies, wie durch PCR-Serotypisierung, MLST und PFGE-

Analyse bestimmt, war sehr hoch. Bezüglich der PCR-Serotypisierung konnten C. sakazakii-

Isolate fünf Serotypen (SO1, SO2, SO3, SO4 und SO7) zugeordnet werden, am häufigsten 

Serotypen SO1 und SO2. Keines der Isolate gehörte zu den Serotypen SO5 oder SO6, für die 

Blažková et al. (2015) vorgeschlagen hatten, dass sie aufgrund einer offenbar falschen 

anfänglichen Speziesidentifikation durch Sun et al. (2012) C. malonaticus MaO3 und MaO2 

zugeordnet werden sollten. Von den sieben C. malonaticus-Isolaten 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 für C. malonaticus-

Serotypen im Widerspruch zu früheren Befunden (Blažková et al., 2015), wonach der Serotyp 

MaO2 in klinischen Fällen vorherrschte. Die MLST-Cronobacter-Webdatenbank listete zum 

Zeitpunkt der Veröffentlichung dieser Studie (ohne unsere Isolate) 52 Isolate von C. 

malonaticus-Serotyp MaO2 und nur 6 Isolate mit Serotyp MaO1. Die meisten dieser Stämme 

wurden jedoch nur aus zwei Ländern, der Tschechischen Republik (klinische Isolate) und 

China (Verzehrfertige Lebensmittel), beschrieben. Da die öffentliche Datenbank relativ wenige 

Einträge für C. malonaticus aus noch weniger Quellen beinhaltete, könnte ihr die 

Repräsentativität fehlten und daher möglicherweise noch nicht das vollständige Bild in Bezug 

auf die Serotypverteilung in Säuglingsnahrung widerspiegeln. Eine weitere Erklärung könnte 

sein, dass unterschiedliche Lebensräume verschiedene Cronobacter-Serotypen begünstigen 

könnten. In dieser Arbeit isolierte 6 MaO1-Stämme stammten alle aus komplexen Produkten, 

einschließlich Milch-Getreidemischungen mit Früchten, probiotischer Folgemilch und 

Apfelmus für Säuglinge. Schließlich hat Deutschland eine weitgehend autarke 

Säuglingsnahrungsindustrie, und alle Produkte, die MaO1 enthielten, stammten aus 

inländischer Produktion. Regionale Unterschiede oder spezifische Produktionsbedingungen 

könnten daher einen Einfluss auf die vorherrschenden Arten und Serotypen haben, die in den 

Produktionsprozess von Säuglingsnahrung gelangen. 

Die Bestimmung des O-Antigen-Serotyps besitzt für 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 für 
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antikörperbasierte Nachweismethoden hilfreich sein (Scharinger et al., 2016) und 

möglicherweise in Zukunft wichtige Informationen über Wirt-Pathogen-Interaktionen liefern. 

MLST, das für 26 ausgewählte Isolate durchgeführt wurde, zeigte ebenfalls einen hohen Grad 

an Heterogenität zwischen den Isolaten; insgesamt wurden 16 verschiedene MLST-

Sequenztypen (ST) identifiziert (Abb. 2, Studie 1). Der am häufigsten 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-Fälle 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 gehört. Letztere zwei Isolate stammten aus zwei verschiedenen Proben mit einem 

empfohlenen Fütterungsalter von Geburt an. Innerhalb der Gattung Cronobacter scheinen 

Isolate, die zum klonalen Komplex 4 gehören, eine evolutionäre Linie darzustellen, die mit 

neonataler Meningitis verbunden ist (Joseph & Forsythe, 2011). Dies impliziert, dass die 

Kontamination deutscher Produkte mit Cronobacter-Stämmen des kritischsten Typs im 

Zeitraum 2003 bis 2006 keine Seltenheit war. Es ist daher bemerkenswert, dass bis zum 

Zeitpunkt der Veröffentlichung dieser Arbeit noch nie ein Fall einer Cronobacter-bedingten 

Infektion bei Säuglingen in Deutschland gemeldet worden war. Zur Untersuchungszeit waren 

nur sehr wenige Cronobacter-Stämme aus Deutschland in der MLST-Datenbank hinterlegt, 

und nach unserem besten Wissen war dieser Bericht der erste, der Details über das 

Vorhandensein von C. sakazakii-Stämmeklonaler Komplex 4 (ST4 und ST108) in 

Säuglingsnahrungs-Proben aus Deutschland lieferte. Die anderen in dieser Studie 

charakterisierten Isolate gehörten zu seltenen Sequenztypen (ST20, ST23, ST33, ST40, 

ST64, ST83, ST248, ST249, ST263). Diese sind in der MLST-Datenbank durch Stämme 

vertreten, die aus Lebensmitteln sowie aus Umwelt- oder klinischen Proben isoliert wurden. 

Fünf 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 Säuglings isoliert, der an einer fulminant verlaufenden Meningitis verstarb 

(Hariri et al., 2013). 

Die weitere molekulare Typisierung durch PFGE zeigte ebenfalls eine hohe genotypische 

Vielfalt; für die meisten Isolate (72/80) konnten individuelle PFGE-Profile erhalten werden 

(Abb. 2). Die Kombination aller Ergebnisse aus allen Methoden ermöglichte eine klare und 

konsistente Unterscheidung zwischen den beiden Arten C. sakazakii und C. malonaticus durch 

Analyse des fusA-Gens, jedoch war die Heterogenität 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 Fällen ein einzigartiges PFGE-Profil den Isolaten einer 

individuellen Säuglingsnahrungsquelle zugeordnet werden konnte, wurde auch ein 

„Überschneiden“ identischer PFGE-Profile für 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 Möglichkeit 

einer innerbetrieblichen Verbreitung von Cronobacter anzeigt. 

Die starke Heterogenität von Cronobacter spp. wurde auch dadurch demonstriert, dass die 

ursprünglich aus derselben Probe stammenden Isolate unterschiedlichen PFGE-Profilen 

angehörten. 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 

Säuglingsnahrung mit mehreren Cronobacter spp. mit unterschiedlichen genetischen und 

biochemischen Eigenschaften ziemlich häufig war. Das Vorhandensein von Isolaten 

unterschiedlicher Biotypen und Genotypen in derselben Probe legt nahe, dass die 

Kontamination wahrscheinlich während des Herstellungsprozesses aus verschiedenen 

Quellen erfolgte (Terragno et al., 2009). Darüber hinaus werden die Ergebnisse der 

vorliegenden Studie durch die Ergebnisse von Iversen et al. (2009) unterstützt, die 27 Klone 

von Cronobacter in einer säuglingsnahrungsproduzierenden Fabrik isolierten und durch 

andere Studien, die zeigen, dass Cronobacter weit verbreitet in der 

Lebensmittelverarbeitungsumgebung vorkommt (Craven et al., 2010; Fei et al., 2015; Jacobs 

et al., 2011; Yan et al., 2015). 

Nach Inkrafttreten der europäischen Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 für Cronobacter in 

Säuglingsanfangsnahrungsmitteln am 1. Januar 2006 war Enterobacter sakazakii im Jahr 

2006 noch die zweithäufigste Enterobacteriaceae-Art in Säuglingsanfangsnahrung vom 

deutschen Markt, obwohl die meisten Isolate aus Folgenahrung stammten (Kurz, 2009). Im 

Jahr 2007 zeigte eine Reihe von Marktrückrufen in Deutschland, dass das Problem weiterhin 

bestand. In den letzten Jahren wurden Rückrufe von Säuglingsanfangsnahrungsprodukten auf 

dem deutschen Markt seltener, aber zwei Rückrufe im Jahr 2012 und 2016 

(http://www.cleankids.de/?s=cronobacter) zeigten, dass das Risiko einer Exposition 

gegenüber Cronobacter bei Säuglingsanfangsnahrungsmitteln noch nicht vollständig 
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überwunden war. In diesen jüngsten Fällen von Marktrückrufen wurde die Speziesidentität 

nicht bekannt gegeben, da gemäß Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 eine Identifizierung von 

Cronobacter spp. bis zur Speziesebene nicht erforderlich ist. In Anbetracht der Ergebnisse der 

vorliegenden Studie würde jedoch eine genauere Identifizierung und Charakterisierung aller 

Cronobacter-Isolate aus kontaminierter Säuglingsanfangsnahrung, die die Qualitätskontrollen 

der Hersteller umgehen konnten, die Passgenauigkeit einer spezifischen Risikobewertung 

verbessern. Insbesondere MLST scheint ein wichtiger Ansatz zu sein, um die Identifizierung 

einer potenziellen Häufung bestimmter Isolate mit Krankheitsausbrüchen zu erleichtern. In 

einem solchen Prozess ist die Neubewertung von Cronobacter-Stämmen, die zuvor als E. 

sakazakii isoliert wurden, ein wichtiger Schritt, um die Datenbasis für Langzeitbeobachtungen 

bereitzustellen. Wir gehen davon aus, dass die Tatsache, dass alle 80 Isolate, die über 4 Jahre 

hinweg aus den Säuglingsanfangsnahrungsproben gewonnen wurden, entweder C. sakazakii 

oder, in geringerem Maße, C. malonaticus waren, kein Zufall war. Ein Vergleich von „neuen“ 

Isolaten mit den in dieser Studie beschriebenen könnte helfen, Trends und Entwicklungen 

hinsichtlich der Kontamination von Säuglingsanfangsnahrung mit C. sakazakii und C. 

malonaticus zu identifizieren und könnte daher in einer langfristigen Minimierungsstrategie in 

der Säuglingsanfangsnahrungsherstellung interessant sein. 
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Studie 2: Rehagel, C., Akineden, Ö., Usleber, E., 2022. 

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.  

 

Diese Arbeit hatte zum Ziel, die Lebensmittelsicherheit von Getreidebeikost für Säuglinge und 

Kleinkinder in Bezug auf mikrobiologische Kriterien und Mykotoxinkontamination zu 

untersuchen. Dabei wurden sowohl bekannte opportunistische Krankheitserreger und 

potentiell gefährliche Mykotoxine als auch einige weniger gut untersuchte Parameter wie 

gramnegative Bakterien, präsumtives B. cereus, EA und AOH berücksichtigt.  

Getreidebeikostprodukte für Säuglinge (unter 12 Monaten) und Kleinkinder (1-3 Jahre) 

bestehen aus einfachen oder gemischten Getreiden und sind nach der Rekonstitution mit Milch 

oder Wasser verzehrfertig. Diese Produkte werden Säuglingen während der Abstillzeit und 

Kleinkindern als Ergänzung zur Muttermilch oder Säuglingsnahrung gegeben. Sie sind nicht 

steril, und mikrobiologische Kontaminationen können in verschiedenen Produktionsstufen 

auftreten (Los et al., 2018). Mit einer Gesamteinnahme von beispielsweise 6,4 Milliarden US-

Dollar (Vereinigte Staaten) und 0,6 Milliarden US-Dollar (Deutschland) im Jahr 2020 stellte 

„Babynahrung“ (gesamt) nur einen kleinen (≈0,5 %) Teil der Gesamteinnahmen der 

Lebensmittelindustrie in Industrieländern dar (Pham, 2021). Der Markt für Babynahrung ist 

jedoch im Allgemeinen sehr sensibel, da er die Anfälligkeit von Säuglingen und die hohen 

Anforderungen der Eltern an die Lebensmittelqualität und -sicherheit berücksichtigt. Nur 

wenige Marken dominieren den deutschen Markt, und es ist möglich, dass verschiedene 

Marken von denselben Herstellern produziert werden. Im Gegensatz zu pulverförmiger 

Säuglingsanfangsnahrung sind pathogene Bakterien in Getreidebeikost innerhalb der 

Europäischen Union nicht spezifisch reguliert, außer durch die allgemeineren Verpflichtungen 

des „Vorsorgeprinzips“. Zum Beispiel wurden notorisch pathogene/toxigene Bakterien, die in 

Getreide vorkommen, wie Cronobacter spp. und Bacillus cereus in Säuglingsanfangsnahrung, 

aber nicht in Getreidebeikost reguliert (EU, 2005). 

Obwohl die Bedeutung von kommerziellen Getreidebeikostprodukten für die 

Säuglingsernährung in Industrieländern sehr hoch ist, ist die Anzahl der veröffentlichten 

Studien zur mikrobiologischen und mykotoxikologischen Qualität solcher Produkte 

überraschend gering, und nur eine Studie befasste sich mit beiden Aspekten (Assunção et al., 

2021). Untersuchungen mit einem breiteren Umfang der mikrobiologischen Beschaffenheit 

waren zur Studienzeit sehr limitiert (Kim et al., 2011), aber Cronobacter spp. (Kim et al., 2011; 

Ziver et al., 2020) und B. cereus (Assunção et al., 2021) wurden mit einer gewissen Häufigkeit 
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nachgewiesen. Die Anzahl der veröffentlichten Mykotoxinuntersuchungen in 

Getreidebeikostprodukten war ebenfalls begrenzt, und noch weniger aktuelle Daten waren 

verfügbar (Mallmann et al., 2020).  

Im Rahmen dieser Studie wurden zwischen November 2019 und März 2020 insgesamt 38 

milchfreie Getreidebeikostprodukte mit einer Verzehrempfehlung „nach dem vierten Monat“ 

bis „nach dem sechsten Monat“ aus lokalen Einzelhandelsgeschäften, Drogerien und 

spezialisierten Bio-Läden im Raum Gießen, Deutschland, gekauft. Laut den 

Produkdeklarationen stammten die Proben von 12 verschiedenen Unternehmen 

(Handelsmarken), wobei die meisten als deutsche Erzeugnisse gekennzeichnet waren. Zehn 

Proben stammten jedoch aus vier anderen Ländern innerhalb der Europäischen Union. Da die 

Mehrheit der Getreidebeikostprodukte landesweit vermarktet wird, konnte die 

Probensammlung der Studie als typisch für milchfreie Getreidebeikost-Produkte auf dem 

deutschen Markt angesehen werden. Zum Untersuchungszeitsraum waren alle in Deutschland 

erhältlichen Getreidebeikost -Marken als „Bio-Erzeugnis“ gekennzeichnet. Einkornprodukte 

(n=25) enthielten Hirse, Dinkel, Hafer, Weizen, Gerste, Roggen, Reis oder Mais. 

Mehrkornprodukte (n = 13) enthielten mindestens zwei bis maximal sieben dieser 

Getreidesorten. Alle Produkte wurden gemäß der Richtlinie 2006/125/EG der Kommission 

(EC, 2006a) mit Thiamin (Vitamin B1) angereichert. Alle Produkte lagen in trockener Form vor, 

entweder als Pulver oder als Granulat, und waren nach der Zugabe von 10 Volumina Milch, 

Wasser oder mit Wasser verdünnter Milch (1 + 1, nach Volumen) verzehrfertig.  

Zu den mikrobiologischen Parametern gehörten unspezifische Hygieneindikatoren (aerobe 

mesophile Keimzahl, Enterobacteriaceae, Schimmelpilze) und spezifische pathogene 

(Cronobacter spp.) oder enterotoxinbildende enterotoxigene Bakterien (präsumtives B. 

cereus). 

Die Mehrheit der Proben war negativ für Enterobacteriaceae, Schimmelpilze und für 

präsumtive B. cereus (Tabelle 2). Jede Probe zeigte sichtbares Koloniewachstum auf VRBG 

(Probe Nr. 6) und PEMBA (Probe Nr. 20). Vier Proben wiesen Schimmelpilzwerte an der 

Nachweisgrenze von (2,0 - 4,0 × 10¹ KbE/g) auf, und nur eine Probe (Nr. 17) war moderat 

positiv für Schimmelpilze mit 2,0 × 10² KbE/g. Auf CCI-Agar zeigten zwei Proben (Nr. 6 und 

17) Koloniewachstum, das auf Cronobacter spp. hinweist. 

Bezüglich der aeroben mesophilen Bakterien war die Mehrheit der Proben (24 von 38) negativ, 

sechs waren schwach positiv (10¹–10² KbE/g). Acht Proben hatten jedoch Koloniezahlen von 

≥10² KbE/g, die höchste Keimzahl wurde für Probe Nr. 6 (9,6 × 10² KbE/g) erzielt. 

Bekannterweise gibt es keine spezifische Regulierung für aerobe Koloniezahlen in 

Getreidebeikostprodukten, weder in der Europäischen Union noch anderswo. Dieser 

Parameter wurde jedoch von der Internationalen Kommission für mikrobiologische 
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Spezifikationen für Lebensmittel (ICMSF) als „nützliche Testung“ betrachtet, und es wurden 

Grenzwerte im Bereich von m = 1 × 10³ – 5 × 10³ bis M = 1 × 10⁴ – 5 × 10⁴ vorgeschlagen 

(ICMSF, 2011). Die in unserer Studie erhaltenen Keimzahlen lagen um 1–2 Potenzen 

niedriger, sodass für diesen Parameter eine gute Gesamtqualität aller Produkte angenommen 

werden konnte. Dennoch wurden ein bis zwei charakteristische Isolate, die den dominanten 

Koloniemorphotyp jeder PC-Agarplatte repräsentierten, aus insgesamt 14 positiven Proben 

weiter identifiziert, um vorläufige Informationen über das Spektrum der Bakterienarten in 

Getreidebeikostprodukten zu erhalten (Tabelle 3). Die dominanten Isolate aus vier Proben 

wurden als Bacillus subtilis identifiziert. Das Koloniewachstum der verbleibenden 10 Proben 

dominierten nicht-sporenbildende Bakterien. Die identifizierten Arten präsentierten ein sehr 

diverses Bakterienspektrum und umfassten gramnegative (Acinetobacter nosocomialis, 

Chryseobacterium hominis, Moraxella osloensis, Pantoea brenneri) und grampositive 

(Janibacter melonis, Microbacterium zeae, Micrococcus luteus [syn. M. aloeverae]) Arten 

(Tabelle 3). All diese Arten wurden aus verschiedenen Umweltlebensräumen einschließlich 

Pflanzen isoliert, aber auch aus Säuglingsnahrung und klinischen Proben, einige als 

kommensale Bakterien, aber einige waren an nosokomialen menschlichen 

Infektionskrankheiten beteiligt (Rajilić-Stojanović & de Vos, 2014). 

Die Speziesidentifikation über 16S-RNA-Genanalyse eines verdächtigen Koloniewachstums 

auf VRBG (Probe Nr. 6) ergab, dass dieses nicht durch ein Mitglied der Enterobacteriaceae-

Familie verursacht wurde, sondern durch Acinetobacter baumannii. Interessanterweise wurde 

dieselbe Spezies auf dem Plate Count Agar von Probe Nr. 6 identifiziert, was darauf hinweist, 

dass A. baumannii eine bedeutende Bakterienart in diesem speziellen Probenmaterial war. 

Darüber hinaus zeigte die Speziesidentifikation der verdächtigen Cronobacter spp. der Probe 

Nr. 6, dass es sich um C. sakazakii handelte, was eine Co-Kontamination mit beiden 

opportunistischen Pathogenen bestätigte, die beide Fälle von lebensmittelbedingten 

Infektionskrankheiten bei Neugeborenen und Säuglingen unter 6 Monaten verursachten 

(Amorim & Nascimento, 2017; Taylor et al., 2021). Cronobacter spp. wurde von einer zweiten 

Probe (Nr. 17) isoliert, und dieses Isolat stellte sich ebenfalls als C. sakazakii heraus. Ein 

weiteres Isolat aus dieser Probe, gesammelt von dem Plate Count Agar, wurde als Pantoea 

brenneri identifiziert. Die meisten Pantoea spp. sind auf Pflanzen und im Wasser 

allgegenwärtig, wurden aber auch häufig aus Säuglingsnahrung isoliert (Estuningsih et al., 

2006; die vorgelegte Studie 4) und mit sehr seltenen, aber schweren Fällen von Sepsis bei 

Neugeborenen oder immungeschwächten Säuglingen in Verbindung gebracht (Bergman et 

al., 2007). Cronobacter spp., insbesondere C. sakazakii, waren in den letzten Jahrzehnten 

wahrscheinlich der bekannteste lebensmittelbedingte Krankheitserreger in kommerzieller, 

pulverförmiger Säuglingsanfangsnahrung (Muytjens et al., 1988; Taylor et al., 2021). 

Cronobacter spp. wurden auch aus verschiedenen getreidebasierten Lebensmitteln isoliert 
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(Akineden et al., 2015 – die vorgelegte Studie 3; Friedemann, 2007; Lou et al., 2019; Silva et 

al., 2019), aber es gab wenige Informationen über die Häufigkeit in Getreidebeikost. In der 

vorliegenden Studie wurden Cronobacter spp.-Kolonien in einer Anreicherung von je 10 g 

Testportion gewonnen. Geringe Kontaminationsniveaus, normalerweise unter 1 KbE/g (Al-

Holy et al., 2011; Muytjens et al., 1988), scheinen für Cronobacter in getrockneten 

Lebensmitteln typisch zu sein. In der Europäischen Union wird Getreidebeikostnahrung für 

Säuglinge und Kleinkinder gemäß der Richtlinie 2006/125/EG der Kommission reguliert (EG, 

2006a), diese enthält allerdings keine mikrobiologischen Kriterien. Cronobacter spp., 

presumptives B. cereus und Enterobacteriaceae in milchbasierten kommerziellen Formeln für 

Säuglinge unter 6 Monaten werden durch die Verordnung Nr. 2073/2005 der Europäischen 

Union abgedeckt (EG, 2005), aber diese Verordnung gilt nicht für Getreidebeikost. 

Vier Proben ergaben ein schwach positives Ergebnis für Schimmelpilze, alle nahe der 

Nachweisgrenze (2,0 × 10¹ KBE/g) der Methode. Mikroskopisch wurden alle vorläufig als 

Penicillium spp. identifiziert.  

Nur eine Probe (Nr. 20) ergab Koloniewachstum auf PEMBA (2,0 × 10¹ KbE/g), was auf 

presumptives B. cereus hinwies. Mittels 16S rDNA-Sequenzanalyse wurde dieses Isolat als 

Bacillus wiedmannii identifiziert. Dieses Isolat zeigte auch hämolytische Aktivität auf Blutagar 

und war im Duopath® Cereus Enterotoxine Test (Merck) positiv für die B. cereus-Toxine Nhe 

und Hbl. Von toxigenen Stämmen der B. cereus-Gruppe wurde zuvor in Säuglingsnahrung, 

einschließlich getreidebasierter Produkte, berichtet (Kim et al., 2011; Sadek et al., 2018). 

Schwere Ausbrüche von Vergiftungen im Zusammenhang mit enterotoxigenem B. cereus in 

von Kindern konsumierten Lebensmitteln wurde beschrieben (Delbrassinne et al., 2015; 

Dierick et al., 2005), diese Fälle waren im Speziellen durch unsachgemäße 

Lebensmittelhandhabung gekennzeichnet. Bei einem so niedrigen Kontaminationsniveau, das 

sogar unter den Anforderungen der Europäischen Union für Säuglingsnahrung (EG, 2005) 

liegen würde, scheint dies kein Problem der Lebensmittelsicherheit zu sein. 

Zusammenfassend ergaben die mikrobiologischen Analysen, dass alle Proben niedrige oder 

sehr niedrige Koloniezahlen aufwiesen und fünf von 38 Getreidebeikost-Produkten in 

geringem Maße positiv für eine oder zwei Bakterienarten waren, die mit seltenen 

Krankheitsfällen bei Neugeborenen oder Frühgeborenen in Verbindung gebracht wurden. 

Neun andere Proben enthielten Schimmelpilze oder kommensale Bakterien in niedrigen 

Mengen. Wir stimmten der Meinung der ICMSF (2011) zu, dass Befunde in einem solchen 

Bereich nicht als direkte Bedrohung für die Gesundheit von Säuglingen ab 4 Monaten 

angesehen werden können, solange das Produkt gemäß den Empfehlungen zubereitet und 

gehandhabt wird. Außerdem konnte keine klare Verbindung zwischen einer spezifischen 

Getreidebeikost-Zutat oder Mischung von Zutaten und dem Vorkommen spezifischer 



3 Ergebnisse und Diskussion 

Seite 92 

Bakterien festgestellt werden, auch weil die Mehrheit der Produkte verschiedene 

Getreidearten enthielt. Diese Produkte ergaben die bemerkenswertesten Funde, 

einschließlich beider C. sakazakii-Isolate, A. baumannii, P. brenneri und B. wiedmannii 

(Tabelle 4, Studie 2). 

Bezüglich der mykotoxikologischen Untersuchungen ergaben alle Proben, einschließlich der 

Roggen enthaltenden Produkte, eindeutig Ergotalkaloid-negative Ergebnisse. Dies weist 

darauf hin, dass diese Gruppe von Mykotoxinen in Getreidebeikost auf dem deutschen Markt 

keine relevante Rolle spielt (Tabelle 6, Studie 2). Ergotalkaloide in Getreide können, selbst 

wenn sie in den geernteten Partien vorhanden sind, während des Reinigungsprozesses leicht 

entfernt werden, sodass Chargen mit geringer Kontamination für die Herstellung von 

Getreidebeikost ausgewählt werden können. Es könnte auch angenommen werden, dass die 

Hersteller von Getreidebeikost bereits von den „bald kommenden“ EU-Vorschriften für 

Ergotalkaloide in den Jahren 2019/2020 wussten. Dies könnte erklären, warum die 

Kontaminationssituation in unserer Studie besser war als in einigen früheren Studien berichtet. 

Zum Beispiel hatten Frühstückszerealien, Kekse und Plätzchen vom niederländischen Markt 

2010–2014 durchschnittliche Gesamt-Ergotalkaloid-Werte von 10 μg/kg, wobei einige 

Produkte über 100 μg/kg lagen (Mulder et al., 2015). Offensichtlich waren spezielle 

Getreidebeikost-Produkte nicht in dieser Studie enthalten. Ähnliche Ergebnisse wurden in 

einer Untersuchung von 1997–1999 für kanadische Produkte berichtet (Lombaert et al., 2003). 

Wie Ergotalkaloide wurde auch Zearalenon in keiner Probe nachgewiesen. Obwohl 

Zearalenon häufig als Kontaminant in den meisten Getreidesorten zur Erntezeit vorkommt, 

wird es weitgehend während der Getreidereinigungsprozesse eliminiert. Unsere Ergebnisse 

zur Abwesenheit von Zearalenon bei <7 μg/kg werden von anderen unterstützt, die ebenfalls 

kein Zearalenon oder nur Spuren nahe 1 μg/kg in Getreidebeikost-Produkten aus anderen 

europäischen Ländern fanden (Braun et al., 2020; Juan et al., 2014), während für solche 

Produkte aus den Vereinigten Staaten leicht höhere Konzentrationen berichtet wurden (Al-

Taher et al., 2017). 

Deoxynivalenol wurde relativ häufig (26%), aber in niedrigen Konzentrationen (maximale 

Konzentration: 35 μg/kg) in Getreidebeikost-Produkten gefunden, unabhängig von der 

Getreidezusammensetzung (Tabelle 6, Studie 2). Während die meisten Proben negativ waren 

(<9 μg/kg), enthielten die meisten positiven Proben nur Deoxynivalenol, wahrscheinlich das 

häufigste Fusarium-Toxin in Getreide in Deutschland. Im Gegensatz zu Zearalenon ist die 

Entfernung während der Getreideverarbeitung nicht vollständig effizient (Karlovsky et al., 

2016), was unsere Ergebnisse erklären könnte. Ähnliche Ergebnisse wurden von anderen 

berichtet (Herrera et al., 2019; Juan et al., 2014; Pereira et al., 2015). 
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T-2/HT-2 wurden in allen 15 haferhaltigen Produkten gefunden, jedoch erneut in sehr niedrigen 

Konzentrationen zwischen 1 und 8 μg/kg (Tabelle 6, Studie 2). Dies war nicht unerwartet, da 

frühere Untersuchungen gezeigt haben, dass Hafer das wichtigste, wenn nicht das einzige 

relevante Getreide in Europa in Bezug auf die T-2/HT-2-Kontamination ist (Curtui et al., 2009; 

Gottschalk et al., 2009; Kirinčič et al., 2015). Keine der Proben überschritt den Richtwert von 

15 μg/kg. Unsere Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen von Al-Taher et al. (2017) überein, 

die niedrige T-2/HT-2-Werte (<10 μg/kg) in haferbasierten und gemischten Getreide-

Säuglingsnahrungen vom US-Markt berichteten. 

Es war zu erwarten, dass ein beträchtlicher Teil der Proben (66%) aus jeder der sechs 

Produktkategorien positiv für Alternariol (0,4–2 μg/kg) war (Tabelle 6, Studie 2), da Alternariol 

das am häufigsten vorkommende Alternaria-Mykotoxin in Lebensmitteln ist (EFSA, 2011). 

Ähnliche Alternariol-Werte (<10 μg/kg) in Einzelgetreide- sowie in Mehrkorn-Babynahrung 

wurden auch von Scott et al. (2012) und Gotthardt et al. (2019) berichtet. Allerdings waren die 

Alternariol-Werte in positiven Proben durchweg sehr niedrig. In Ermangelung einer 

vollständigen toxikologischen Risikobewertung ist es schwierig, die Relevanz dieser Befunde 

zu bewerten. Wenn man (i) den von der EFSA empfohlenen TTC-Wert für AOH (2,5 ng/kg 

Körpergewicht und Tag; EFSA, 2011) anwendet, (ii) annimmt, dass 25 g Getreidebeikost 

(Trockenprodukt) eine vernünftige tägliche Portion darstellen, und (iii) eine Körpergewichts-

Spanne (6–12 Monate) von 5–10 kg verwendet, würde die kritische Alternariol-Konzentration 

in Getreidebeikost bei 0,5–1 μg/kg liegen. Das bedeutet, dass mehrere Proben diese kritische 

Konzentration erreicht oder sogar überschritten hätten, ähnlich wie von der EFSA 2011 

geschätzt (EFSA, 2011). Es muss betont werden, dass der „threshold of toxicological 

concern“-Ansatz für Alternariol von mehreren Unsicherheiten betroffen ist, einschließlich des 

Mangels an in vivo toxikologischen Daten. Das gleichzeitige Auftreten von Deoxynivalenol und 

Alternariol wurde in fünf Proben (13%) beobachtet. Von den 15 haferhaltigen Proben, die alle 

positiv auf T-2/HT-2 getestet wurden, enthielt eine zusätzlich Deoxynivalenol (haferbasiertes 

Produkt) und acht enthielten Alternariol (vier haferbasierte Produkte + vier 

Mischgetreideprodukte). Alle drei Toxine wurden in drei haferhaltigen Proben 

(Mischgetreideprodukte) gefunden. Dies ist nicht überraschend, da die Mehrheit (n = 7) dieser 

12 co-kontaminierten haferhaltigen Proben aus Mischgetreiden bestand, was verschiedene 

Quellen für die Kontamination mit Pilzgiften bietet. Ähnliche Ergebnisse wurden bereits für 

Getreidebeikost-Produkte berichtet (Juan et al., 2014; Zhang et al., 2018). 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Kontaminationshäufigkeit von Getreidebeikost 

mit Deoxynivalenol, T-2/HT-2 und Alternariol im erwarteten Bereich lag, basierend auf früheren 

Studien. Die Kontaminationsniveaus waren jedoch alle im niedrigen Bereich, weit unterhalb 

der maximalen Grenzwerte. Das vollständige Fehlen nachweisbarer Mengen von Zearalenon 
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und Ergotalkaloiden könnte durch sorgfältige Getreidereinigung und Auswahlverfahren erklärt 

werden. 

Diese Studie war die erste Untersuchung von Getreidebeikostprodukten auf dem deutschen 

Markt und die zweite weltweit (Assunção et al., 2021), die zwei wichtige Kategorien der 

Lebensmittelsicherheit untersuchte: die mikrobiologische Qualität und die Kontamination mit 

Mykotoxinen. Obwohl pathogene, opportunistische oder Verderbsbakterien nicht direkt mit 

Pilzgiften in Verbindung stehen, kann ein allgemeines Defizit bei der Aufrechterhaltung 

wirksamer Maßnahmen zur Sicherstellung der Lebensmittelsicherheit und -qualität in 

Getreidebeikost-Produktionsstätten beide Bereiche negativ beeinflussen. Unsere Studie, 

obwohl in der Anzahl der Proben begrenzt, umfasste Produkte aller großen Unternehmen, die 

Getreidebeikost auf dem deutschen Markt anbieten. Alle Produkte erfüllten vollständig die 

aktuellen Vorschriften der Europäischen Union zu mikrobiologischen Kriterien und 

Mykotoxinkontaminationen. Nur sehr wenige Proben (Tabelle 4, Studie 2) wiesen in einem 

oder mehreren Parametern Werte auf, die das ansonsten unauffällige Datenset der 

analytischen Befunde übertrafen. Das Risiko durch niedrige Keimgehalte an Cronobacter spp. 

und enterotoxigenen Bacillus spp., die in Säuglingsnahrung für Frühgeborene und 

Neugeborene eine große Sorge darstellen, kann leicht vermieden werden, wenn 

Getreidebeikost frisch für jede Mahlzeit zubereitet und sofort danach verzehrt wird. 
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Studie 3: Akineden, Ö., 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 (12), M2860-M2867. Doi: 10.1111/1750-

3841.13117. 

 

In der nachfolgenden Arbeit wurden weitere lebensmittelhygienisch-relevante Fragestellungen 

in Bezug auf mikrobiologische Beschaffenheit von Trockenteigwaren insbesondere das 

Vorkommen von Cronobacter spp. bearbeitet. 

Cronobacter spp. haben die Fähigkeit, sich an trockene Umweltbedingungen anzupassen und 

unter diesen Bedingungen zu überleben und zu persistieren, ähnlich wie bei pulverförmiger 

Säuglingsanfangsnahrung. Diese Fähigkeit könnte auch für trockene Teigwaren gelten. Bei 

Trockenteigwaren handelt es sich um beliebig geformte Erzeugnisse, die aus 

Getreidemahlerzeugnissen mit oder ohne Verwendung von Hühnereiern und/oder anderen 

Zutaten durch Einteigen, Formen und Trocknen ohne Anwendung eines Gärungs- oder 

Backverfahrens hergestellt werden. Zwar werden Nudeln und andere Teigwaren vor dem 

Verzehr mindestens einige Minuten gekocht. Jedoch ist es in Privathaushalten nicht unüblich, 

kleinen Kindern während dem Kochen rohe Nudeln zum Essen zu geben, und auch unter 

Jugendlichen ist es weit verbreitet, asiatische Instant-Nudelsuppen direkt und ungekocht aus 

der Verpackung zu essen, ähnlich einem Knabbererzeugnis. Ebenso sind einige 

Trockenteigwaren im Handel, bei welchen eine Kochzeit von 1-2 Minuten angegeben wird bzw. 

andere, die nur mit lauwarmem Wasser eingeweicht werden müssen. Obwohl das Vorkommen 

von Cronobacter spp. insbesondere in Milchtrockenerzeugnissen, aber auch in anderen 

Lebensmitteln wie beispielsweise in Getreide und Getreideerzeugnissen gut dokumentiert ist, 

wurde bezüglich einer Kontamination von Trockenteigwaren bis zur Veröffentlichung dieser 

Arbeit keine umfassenden Studien zur Häufigkeit von Cronobacter spp. in trockenen, rohen 

Teigwaren durchgeführt. Die weitverbreitete Präsenz von Cronobacter spp. in verschiedenen 

Lebensmitteln und Umweltproben, sowie die Fähigkeit dieser Bakterien, unter trockenen 

Bedingungen zu überleben, unterstreichen die Notwendigkeit einer gründlichen Untersuchung 

der Kontamination von trockenen Teigwaren. Dies ist besonders wichtig, um das 

Gesundheitsrisiko für empfindliche Bevölkerungsgruppen, wie Kinder und ältere Menschen, 

besser einschätzen zu können. Solche Daten sind notwendig, um das mögliche Risiko für 

Kinder und andere gefährdete Verbrauchergruppen zu bewerten. 

Diese Studie untersuchte die mikrobiologische Beschaffenheit von 132 verschiedenen 

getrockneten Teigwaren aus dem Einzelhandel (n=109; weit überwiegend industriell 

hergestellte Ware) und von Direktvermarktern (n=33; weit überwiegend handwerklich 

hergestellte Ware), die auf dem deutschen Markt erhältlich waren und aus 11 verschiedenen 
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Ländern stammten. Die Produkte umfassen Teigwaren aus Weich- oder Hartweizen, einige 

mit zusätzlichen Zutaten wie Eiern, Gewürzen oder Gemüse. Tabelle 1 (Studie 3) gibt einen 

Überblick über die Merkmale und die Zusammensetzung der untersuchten Teigwarenproben.  

Es wurden je 10 g Probe auf das Vorkommen von Enterobacteriaceae und Cronobacter spp. 

untersucht. Zusätzlich wurde die aerobe mesophile Koloniezahl bestimmt. Was die 

Gesamtkeimzahl betrifft, so wiesen 63,7 % der Proben eine aerobe mesophile Keimzahl von 

über 102 KbE/g auf. Die meisten Proben (46,3 %) wiesen einen Wert zwischen 102 und 104 

KbE/g auf, aber 17,5 % der Proben wiesen mehr als 105 KbE/g auf (Tabelle 2, Studie 3). Diese 

Ergebnisse waren vergleichbar mit denen, die in früheren veröffentlichten Studien von Rayman 

et al. (1981), Swartzentruber et al. (1982), Spicher (1985) und Massa et al. (1986) für 

Nudelprodukte berichtet wurden. Die einzige spezifische Regelung, die wir für diesen 

Parameter in rohen, getrockneten Teigwaren finden konnten, ist ein Toleranzwert von 105 

KbE/g, der von den Schweizer Behörden herausgegeben wurde (Eidgenössisches 

Departement des Inneren, 2005). Ein entsprechender Wert (106 KbE/g) wurde von der 

International Commission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF 2011) als In-

Prozess-Kriterium für ungefüllte Teigwaren und Nudeln empfohlen. Wir gehen davon aus, dass 

höhere Gehalte an aeroben mesophilen Mikroorganismen, wie sie in dieser Studie in 7,6 % 

der Teigwarenproben gefunden wurden, zumindest eine suboptimale Qualität der Rohstoffe 

oder eine suboptimale Verarbeitung widerspiegeln.  

Die Nachweishäufigkeit für Schimmelpilze lag bei 25,8 %, und die größte 

Populationsverteilung für Schimmelpilze wurde im Bereich von 102 bis 103 KbE/g gefunden 

(Tabelle 2). In diesen Proben wurde die Mykoflora von Aspergillus spp. dominiert (27 Proben), 

gefolgt von Penicillium (15 Proben) und Alternaria (eine Probe). Aspergillus und Penicillium 

traten in neun Proben gemeinsam auf. Keine der Proben überschritt den Richtwert für 

Schimmelpilze in rohen, getrockneten Teigwaren von 103 KbE/g, der in den Empfehlungen der 

Deutschen Gesellschaft für Hygiene und Mikrobiologie (DGHM, 2011) angegeben ist. Es wird 

zu dem Schluss gekommen, dass die Gesamtqualität der untersuchten Proben in Bezug auf 

Schimmelpilze zufriedenstellend war. 

In der vorliegenden Studie wurde in 4,6 % der Proben präsumtives B. cereus oberhalb der 

Nachweisgrenze von 10² KbE/g nachgewiesen. Dieser sporenbildende Organismus ist ein weit 

verbreiteter Bodensaprophyt und lässt sich leicht auf viele Lebensmittel, insbesondere 

pflanzlichen Ursprungs, übertragen. Getrocknete Teigwaren können B. cereus-Sporen 

enthalten, die in trockenen Lebensmitteln überleben und hitzeresistent sind. B. cereus ist in 

mehrere Ausbrüche von Lebensmittelvergiftungen mit Brechreiz verwickelt, hauptsächlich bei 

stärkehaltigen Lebensmitteln wie Reis und Nudeln. Eine aktuelle Studie aus Deutschland 

zeigte, dass etwa 5 % der Teigwarenproben B. cereus enthielten. In drei Proben wurden 
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höhere Zahlen festgestellt, die den von der DGHM empfohlenen Richtwert von >10³ KbE/g 

überschritten, aber den Auslösewert von 10⁴ KbE/g nicht erreichten. 

Nur drei Proben wiesen niedrige Koloniezahlen für S. aureus auf, mit Werten zwischen 102 

und 104 KbE/g (Tabelle 2, Studie 3), und erfüllten den Auslösewert der DGHM und ICMSF von 

104 KbE/g. Bemerkenswert ist jedoch, dass weitere PCR-Tests auf Enterotoxine ergaben, dass 

diese S. aureus-Isolate das Gen für Staphylococcus Enterotoxin H (SEH) besaßen. S. aureus 

wurde gelegentlich in Teigwaren wie Makkaroni, Spaghetti, Eiernudeln usw. nachgewiesen 

(Lee et al., 1975; Eschment & Steuer, 1977; Rayman et al., 1981; Swartzentruber et al., 1982; 

Woolaway et al., 1986). 

Ein hoher Prozentsatz (38,6%) der Proben war qualitativ positiv für Enterobacteriaceae, die 

als Indikatoren für Hygiene und nachträgliche Kontamination gelten. Weitere biochemische 

Identifizierungen zeigten, dass Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Pantoea 

agglomerans, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli und Serratia spp. die vorherrschenden 

Spezies waren. Obwohl zahlreiche Proben Enterobacteriaceae enthielten, wurden in keiner 

der Proben Salmonella spp. gefunden. Ein weiteres pathogenes Genus innerhalb der Familie 

der Enterobacteriaceae, Cronobacter spp., konnte jedoch aus 14 Proben (10,6%) isoliert 

werden. Zehn Proben stammten aus Deutschland, zwei aus Italien und je eine aus Kasachstan 

und China. Mit einem kommerziell erhältlichen Identifikationskit (API32E-Streifen) wurden alle 

Isolate auf Genusebene als Cronobacter (Enterobacter sakazakii) identifiziert. Zusätzliche 

biochemische Tests ermöglichten die Klassifizierung aller präsumptive Cronobacter-Isolate in 

sechs verschiedene Biogruppen gemäß dem von Farmer (1980) und Iversen et al. (2006) 

verwendeten Schema (Tabelle 3, Studie 3). Eine weitere Identifikation der Isolate wurde mittels 

rpoB-Sequenzanalyse und MLST vorgenommen. C. sakazakii war die dominierende Spezies, 

was mit früheren Studien zur Häufigkeit von Cronobacter-Isolaten aus pflanzenbasierten 

Trockenlebensmitteln übereinstimmt (Iversen und Forsythe, 2004; Turcovský et al., 2011; 

Chon et al., 2012; Cetinkaya et al., 2013). Zwei Isolate waren jedoch C. turicensis und eines 

war C. muytjensii. Außerdem wurde die Speziesidentifikation der 14 Isolate anhand der 

phylogenetischen Analyse bestimmt, die mit der neighbor-joining Methode auf Basis der rpoB-

Gensequenzen erstellt wurden (Abbildung 1, Studie 3), und in allen Fällen gruppierten sich die 

Isolate identisch mit den Cronobacter-Speziesabgrenzungsclustern. Unter den in der MLST-

Datenbank vorhandenen 63 verschiedenen rpoB-Allelen wurden einige Allelprofile (rpoB 2, 

rpoB 3, rpoB 4, rpoB 5, rpoB 6 und rpoB 7) von mehr als einer Spezies geteilt. Dies wurde bei 

Paarungen der folgenden Spezies beobachtet: C. sakazakii/C. muytjensii, C. sakazakii/C. 

turicensis und C. sakazakii/C. condimenti (Abbildung 1, Studie 3). Aufgrund des hohen Grades 

an Homologie zwischen diesen Cronobacter spp. war die rpoB-Sequenzanalyse nicht 

ausreichend, um zwischen diesen Spezies klar zu unterscheiden. Daher wurden die Isolate 

weiter mittels fusA-Allele- und MLST-Analyse untersucht.  
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Die fusA-Allele der 14 Isolate wurden weiter anhand der phylogenetischen Analyse verglichen, 

die mittels der neighbor-joining Methode mit denen der in der MLST-Datenbank vorhandenen 

Cronobacter-Referenzstämme erstellt wurden, und es wurde festgestellt, dass sie sich zur 

eindeutigen Differenzierung zwischen den Arten eigneten. Tatsächlich wurde keines der in 

Abbildung 2 (Studie 3) gezeigten Profile von zwei oder mehr Spezies geteilt. Neun Isolate 

gruppierten sich in demselben Cluster zusammen mit den C. sakazakii-Stämmen, jeweils zwei 

Isolate mit dem C. malonaticus-Typstamm und dem C. turicensis-Typstamm und ein Isolat mit 

dem C. muytjensii-Typstamm. Die Speziesindentfizierung der Isolate, die durch fusA-

Allelanalyse abgeleitet wurden, stimmten mit denen überein, die durch Biotypisierung und, mit 

Ausnahme der Isolate N90, N153 und N160, auch durch die partiellen rpoB-Sequenzen 

erhalten wurden. Die 14 Isolate waren durch MLST heterogen und konnten neun 

verschiedenen MLST-Sequenztypen (ST) zugeordnet werden. Es wurde nur eine teilweise 

Überlappung zwischen Sequenz- und Biotypen beobachtet, wie von Baldwin et al. (2009) und 

Joseph et al. (2013) berichtet, da mehrere STs mehrere Biotypen abdeckten und umgekehrt. 

Zwei C. sakazakii-Isolate (N94 und N105), die aus verschiedenen Nudelproben aus Italien 

bzw. Deutschland isoliert wurden, wurden dem häufigen Sequenztyp ST1 zugeordnet. Ein 

weiteres Isolat (N96) gehörte zum Sequenztyp ST12, der mit nekrotisierender Enterokolitis 

assoziiert ist (Forsythe et al., 2014). Weitere Stämme gehörten zu seltenen Sequenztypen 

(ST13, ST17, ST40), die in der MLST-Datenbank durch Lebensmittel-, Umwelt- und klinische 

Isolate vertreten sind. Weitere vier Isolate wurden den in dieser Studie erstmals beschriebenen 

Sequenztypen ST251, ST291, ST292 und ST293 zugeordnet. Ein C. muytjensii-Isolat (N40) 

konnte keinem Sequenztyp zugeordnet werden, da das gltB-Gen durch die in der Cronobacter-

MLST-Datenbank angegebenen Primer nicht amplifiziert werden konnte. Die beiden Isolate 

der Biogruppe 16, identifiziert als C. turicensis, stammten aus zwei verschiedenen Packungen 

Paprika-Nudeln (N35 und N160) und zeigten zwei unterschiedliche, in dieser Studie erstmals 

beschriebene Sequenztypen (ST251 und ST293).  

Die Makrorestriktriktionsanalyse mittels PFGE zeigte eine hohe Diversität der Cronobacter 

spp.-Isolate und wies auf die weitgehend unterschiedlichen Umwelt- und geografischen 

Quellen der Kontamination hin. Die PFGE-Ergebnisse zeigten insgesamt 14 verschiedene 

PFGE-Profile mit 9 bis 15 DNA-Fragmenten zwischen 48,5 und 630,5 kb (Abbildung 3, Studie 

3).  

Zusammenfassend zeigte diese Studie, dass die meisten mikrobiologischen Parameter in 

rohen getrockneten Nudeln auf dem deutschen Markt eine insgesamt zufriedenstellende 

Qualität aufweisen. Es konnte kein klarer Zusammenhang zwischen mikrobiologischen 

Ergebnissen und Nudelsorte (Weichweizen, Hartweizen), anderen Zutaten oder Herkunftsland 

festgestellt werden, obwohl Cronobacter spp. häufiger aus Hartweizennudeln als aus 

Weichweizennudeln isoliert wurden. Die Anzahl der Proben war jedoch zu klein, um eindeutige 
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Schlussfolgerungen zu ziehen. Die Fähigkeit von Cronobacter spp., in getrockneten Teigwaren 

zu überleben, könnte auf ihre Toleranz gegenüber Trockenheit und Hitze zurückzuführen sein 

(Breeuwer et al., 2003; Dancer et al., 2009). Zwei Befunde bedürfen jedoch weiterer 

Betrachtung. Die in einigen Proben gefundenen Mengen an B. cereus liegen nicht weit unter 

den kritischen Werten, insbesondere bei toxinbildenden Stämmen. Das häufige Vorkommen 

von Cronobacter spp. in rohen getrockneten Nudeln könnte eine zusätzliche Risikobewertung 

rechtfertigen, einschließlich gefährdeter Verbrauchergruppen außer Säuglingen. Derzeit gibt 

es keine Vorschriften für Cronobacter spp. in Lebensmitteln außer für 

Säuglingsanfangsnahrung, und es gibt keine veröffentlichten Belege für lebensmittelbedingte 

Erkrankungen durch Cronobacter spp. aus anderen Lebensmitteln. Die Studien von Patrick et 

al. (2014) sowie Alsonosi et al. (2015) legten jedoch nahe, dass es möglicherweise andere 

klinisch relevante Quellen für Cronobacter-Infektionen bei älteren Erwachsenen geben kann 

und pflanzenbasierte Lebensmittel derzeit nicht ausgeschlossen werden können.  
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Studie 4: Estuningsih, S., Kress, C., Hassan, A.A., Akineden, Ö., 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. 

 

Aus den vermehrten Nachweisen von pathogenen Enterobactericeae-Spezies in 

Säuglingsnahrungsmitteln aus den Industrieländern ergab sich die Frage nach der Situation in 

Südostasien. Zum Zeitpunkt der Veröffentlichung dieser Arbeit war diese soweit erste 

Veröffentlichung über die Kontamination von pulverförmiger Säuglingsnahrung aus Indonesien 

mit E. sakazakii und mehreren anderen opportunistischen Krankheitserregern der Familie 

Enterobacteriaceae. Während der Durchführung der Studie war die neue Taxonomie des 

Genus Cronobacter spp. noch nicht bekannt, weshalb die alte Nomenklatur E. sakazakii 

verwendet wurde. Zudem war die Kontamination von dehydrierter pulverförmiger 

Säuglingsnahrung mit bakteriellen Krankheitserregern in solchen Entwicklungsländern 

allgemein nicht gut dokumentiert, und es gab keine Daten zur Krankheitsbelastung durch den 

Verzehr dieser Lebensmittel durch Säuglinge. Muytjens et al. (1988) analysierten 

Säuglingsnahrung aus 35 Ländern und fanden relativ hohe Frequenzen von opportunistischen 

Krankheitserregern wie Enterobacter sakazakii, Enterobacter cloacae, Enterobacter 

agglomerans, Klebsiella pneumoniae und Citrobacter spp. Proben aus Südostasien waren 

jedoch nicht in ihrer Untersuchung enthalten. Daten zur möglichen Kontamination von 

Säuglingsnahrung mit Shigella in Südostasien fehlten ebenfalls. Unter den 

Enterobacteriaceae, die als opportunistische Krankheitserreger gelten, wurde E. sakazakii in 

dem Untersuchungszeitraum als aufkommender lebensmittelbedingter Krankheitserreger 

anerkannt. Das Vorkommen von E. sakazakii in dehydrierter pulverförmiger Säuglingsnahrung 

war zu dieser Zeit schon gut dokumentiert und die epidemiologischen Daten weisen darauf 

hin, dass auf Milchpulver basierende Säuglingsnahrung eine wichtige Quelle für E. sakazakii-

Infektionen darstellt. Mehrere andere Enterobacteriaceae-Arten, wie K. pneumoniae, E. 

cloacae und Escherichia coli, wurden mit nekrotisierender Enterokolitis bei Säuglingen in 

Verbindung gebracht. Darüber hinaus können Pantoea agglomerans, Citrobacter spp. und 

Escherichia hermanii nosokomiale Infektionen verursachen. Diese Arten wurden gemäß WHO 

als Kategorie-B-Organismen klassifiziert, die wahrscheinlich Krankheiten bei Säuglingen 

verursachen.  

Im Rahmen der Arbeit zur vorgelegten Studie 4 wurden Untersuchungen zum Vorkommen von 

Enterobacteriaceae in Säuglingsnahrungsprodukten aus Südostasien auf der Ebene der 

Fertigprodukte in angebotener Form beschrieben und in den europäischen und internationalen 

Kontext eingeordnet. In Südostasien produzierten mehrere lokale Hersteller pulverförmige 
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Säuglingsnahrung für den regionalen Markt. Da nach unserem Wissen keine Daten über die 

Kontamination dieser Produkte in Indonesien mit Enterobacteriaceae verfügbar waren, lag der 

Fokus dieser Arbeit auf der mikrobiologischen Analyse pulverförmiger 

Säuglingsnahrungsmittel und weiterer Folgenahrung (≥ 4 Monate). Dabei wurden auch E. 

sakazakii und andere Enterobacteriaceae-Arten identifiziert. Zur Untersuchung kam eine 

Gesamtzahl von 74 verschiedenen Packungen pulverförmiger Säuglingsnahrung, produziert 

von fünf verschiedenen Herstellern (vier aus Indonesien und einer aus Malaysia) in 

Südostasien, und zwar aus Einzelhandelsmärkten in Jakarta und anderen Städten auf Java, 

Indonesien. Laut den Etiketten war das empfohlene Alter für den Verzehr älter als 4 Monate 

(n = 29), älter als 6 Monate (n = 36), älter als 8 Monate (n = 4) und älter als 9 Monate (n = 5). 

Alle Proben basierten auf Milchpulver, enthielten aber auch andere Zutaten (Getreide, weißen 

oder braunen Reis, Früchte, Gemüse, Schokolade, Honig oder Hühnerfleisch). Entsprechend 

ihrer Zusammensetzung und gemäß der Standarddefinition der Codex Alimentarius 

Kommission (Anonymous, 1979, 1981, 1987) wurden die Proben als „Folgenahrung“ 

kategorisiert, obwohl 29 Produkte ein empfohlenes Alter von unter 6 Monaten aufwiesen und 

daher auch als „Säuglingsanfangsnahrung“ eingestuft werden könnten. 

Da ein erheblicher Teil der indonesischen Säuglingsnahrungsproduktion in regionalen 

Produktionsstätten mit lokalen Rohstoffen und Zutaten erfolgt, wurde vermutet, dass 

mangelhafte hygienische Praktiken während der Herstellung zu einer Kontamination durch 

pathogene Enterobacteriaceae führen könnten. Außerdem wurde vermutet, dass das Risiko 

einer Kontamination mit Enterobacteriaceae bei Folgemilch am höchsten sein könnte, da diese 

Produkte eine mehrkomponentige Zusammensetzung besitzen. Daher wurde zunächst eine 

Untersuchung auf das mögliche Vorhandensein von Salmonellen und Shigellen in den Proben 

durchgeführt. Diese Krankheitserreger wurden allerdings in keiner der Proben nachgewiesen, 

aber auf den dazu verwendeten Selektivmedien wurde jedoch häufig das Wachstum 

zahlreicher atypischer Kolonien beobachtet. Nach weiterer Identifizierung auf Violet Red Bile 

Glucose (VRBD)-Agar zeigte sich, dass mehrere dieser Kolonien phänotypisch ähnlich zu E. 

cloacae oder E. sakazakii waren. Nach der Überprüfung aller verdächtigen Isolate auf CASO-

Agar wurde häufig das Wachstum gelber Kolonien festgestellt. Insgesamt wurden Kolonien 

aus 10 Proben (13,5 %) biochemisch durch API 20E als E. sakazakii bestätigt. Alle E. 

sakazakii-positiven Proben stammten von zwei indonesischen Herstellern (Tabelle 1, Studie 

4). 

Die Häufigkeit (13,5 %) von E. sakazakii in pulverförmiger Säuglingsnahrung aus Indonesien 

gehört zu den bisher höchsten berichteten Werten. Muytjens et al. (1988) analysierten 

pulverförmige Säuglingsnahrungsprodukte aus 35 Ländern auf das Vorhandensein von 

Enterobacteriaceae. E. sakazakii war in 14,2 % der Proben mit einer Keimzahl von 0,36 bis 66 

KbE/100 g nachweisbar. In Kanada wurde das Vorhandensein von E. sakazakii in 6,7 % der 
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getesteten Proben berichtet, häufig im Bereich von 0,36 KbE/100 g (Nazarowec-White & 

Farber, 1997). Im Vereinigten Königreich wurde E. sakazakii in 3,9 % der pulverförmigen 

Säuglingsnahrungsproben bzw. 10,2 % der getrockneten Säuglingsnahrungsproben berichtet 

(Iversen & Forsythe, 2004). 

Die E. sakazakii-Isolate in dieser Studie wurden aus 25-g-Testportionen der Proben 

gewonnen. Die Betrachtung der Keimzahl (mind. 1 KbE/25 g Probe) zeigte jedoch eine 

Belastung auf niedrigem Niveau. Wenn rekonstituierte, kontaminierte Säuglingsnahrung unter 

tropischen Bedingungen bei etwa 30 °C (typisch für Indonesien) unsachgemäß gelagert wird, 

könnte ein Kontaminationsniveau von mindestens 1 KbE/25-g-Testportion, wie in dieser Studie 

gefunden, als kritisch angesehen werden. Obwohl pulverförmige Säuglingsnahrung kein 

steriles Produkt ist, kann bei einem weniger gebildeten Teil der Bevölkerung davon 

ausgegangen werden, dass das Wissen über die potenziellen Risiken unsachgemäßer 

Handhabung oder außerplanmäßiger Verwendung solcher Produkte unzureichend ist. 

Aufgrund der typischerweise niedrigen Kontaminationsniveaus in pulverförmiger 

Säuglingsnahrung sind Probenahme und Probengröße entscheidend für die quantitative 

Isolierung von E. sakazakii., wobei die dreifache Analyse von 100-, 10- und 1-g-Testportionen 

von der U.S. Food and Drug Administration (FDA, 2002) und dreißig Testportionen (je 10 g) 

von der EU (Verordnung (EG) Nr. 2073/2005) vorgeschrieben werden. 

Neben E. sakazakii wurden sieben weitere Spezies oder Speziesgruppen der Familie 

Enterobacteriaceae identifiziert, einige davon opportunistische Krankheitserreger. Die 

Gesamtfrequenz der identifizierten Enterobacteriaceae war in absteigender Reihenfolge: 

Pantoea spp. (n = 12 Proben), E. hermanii (n = 10), E. sakazakii (n = 10), E. cloacae (n = 8), 

K. pneumoniae subsp. pneumoniae (n = 3), Citrobacter spp. (n = 2), Serratia spp. (n = 2) und 

E. coli (n = 2). Insgesamt waren 35 Proben (47 %) positiv für eine oder mehrere 

Enterobacteriaceae-Spezies. Obwohl Pantoea spp. aktuell gemäß der neuen Taxonomie zu 

der Familie Erwiniaceae angehören, werden sie hier nach der alten Zugehörigkeit behandelt. 

Im Allgemeinen waren die identifizierten Spezies und die Häufigkeit ihres Vorkommens ähnlich 

wie die von Muytjens et al. (1988) berichteten. Im Vergleich zu den Ergebnissen von Iversen 

und Forsythe (2004) für pulverförmige Säuglingsanfangsnahrung und getrocknete 

Säuglingsnahrung, die hauptsächlich im Vereinigten Königreich und in anderen europäischen 

Ländern hergestellt wurden, war die Kontaminationshäufigkeit mit Enterobacteriaceae in 

dieser Studie viel höher. 

Die Häufigkeit positiver Ergebnisse und die in positiven Proben identifizierten Spezies waren 

nicht bei allen Herstellern identisch (Tabelle 1, Studie 4). Im Allgemeinen war die 

Kontaminationshäufigkeit mit Enterobacteriaceae bei Produkten von drei in Indonesien 

ansässigen Herstellern am höchsten, während Produkte eines vierten indonesischen 
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Herstellers und die eines malaysischen Herstellers weniger häufig kontaminiert waren. In 14 

von 23 Packungen von Hersteller A konnten Enterobacteriaceae identifiziert werden, am 

häufigsten E. sakazakii und E. cloacae. Positive Produkte von Hersteller B (7 von 15 

Packungen) waren typischerweise mit zwei oder mehr Enterobacteriaceae-Spezies 

kontaminiert, wobei E. sakazakii in drei Packungen identifiziert wurde. Obwohl E. sakazakii in 

Produkten von Hersteller C nicht identifiziert wurde, enthielten 10 von 12 Packungen 

Enterobacteriaceae, wobei E. hermanii in diesen Packungen am häufigsten identifiziert wurde. 

Produkte von Hersteller D enthielten nur Pantoea spp. in drei von acht Packungen. 

Enterobacteriaceae waren in Produkten von Hersteller E (aus Malaysia) viel seltener, nur 1 

von 16 Packungen enthielt Pantoea spp. Obwohl diese Unterschiede zwischen den Herstellern 

hinsichtlich der Isolationshäufigkeit und der isolierten Enterobacteriaceae nicht 

überinterpretiert werden sollten, hatten die Hersteller A, B und C ein ausgeprägteres 

Kontaminationsproblem mit Enterobacteriaceae während der Herstellung von pulverförmiger 

Säuglingsnahrung.  

Das Risiko einer Infektion mit opportunistischen Krankheitserregern durch pulverförmige 

Säuglingsanfangsnahrung ist in erster Linie ein Problem für Frühgeborene und Neugeborene 

(WHO/FAO, 2004; EFSA 2004; Gurtler et al., 2005; Iversen & Forsythe, 2003). Allerdings muss 

auch Folgenahrung, die teilweise für Säuglinge ab 4 Monaten empfohlen wird, und in der 

vorliegenden Studie positiv auf E. sakazakii getestet wurde, als potenziell gefährlich 

angesehen werden. Die medizinische Überwachung war in Indonesien nicht gut etabliert, und 

statistische Daten zur Gesundheit von Säuglingen sind nicht verfügbar. Allerdings könnte ein 

relativ hoher Anteil von Säuglingen in Indonesien Ernährungs- oder Immunitätsdefizite 

aufweisen und daher zur Hochrisikogruppe für Infektionen mit E. sakazakii und anderen 

opportunistischen Krankheitserregern gehören (WHO/FAO, 2004). Wenn pulverförmige 

Säuglingsnahrung nicht ordnungsgemäß zubereitet und aufbewahrt wird, könnten diese 

Produkte daher ein Gesundheitsrisiko für Säuglinge in Indonesien darstellen. Die 

Untersuchung der Studie bildete aber eine Datengrundlage für weitere 

Expositionsabschätzungen. 
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3.2 Entwicklung von molekularbasierten Schnellnachweisverfahren von Cronobacter 
spp. in Säuglingsnahrungsmitteln 

 

Studie 5: Akineden, Ö., Wittwer, T., Geister, K., Plötz, 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. 

 

In dieser Studie wurde die Entwicklung eines neuartigen Nukleinsäure-Lateral-Flow-

Immunoassay (NALFIA)-Systems für die beiden pathogenen Cronobacter-Spezies, C. 

sakazakii und C. malonaticus, auf der Basis der Amplifikation des rpoB-Gens in Gegenwart 

einer heterobifunktionalen, Cronobacter-spezifischen DNA-Sonde vorgestellt. Im Mittelpunkt 

des entwickelten Systems stand der Nachweis der partiellen Degradierung der integrierten 

DNA-Sonde während der PCR-Amplifizierung, die anschließend durch Lateral-Flow-

Immunoassay nachgewiesen wird. 

C. sakazakii und C. malonaticus wurden als die weltweit vorherrschenden Cronobacter-

Spezies in pulverförmiger Säuglingsnahrung identifiziert (Akineden et al., 2017; Yang et al., 

2016) und sind verantwortlich für die Mehrheit der Cronobacter-Infektionen bei Säuglingen 

befunden (Block et al., 2002; Holý & Forsythe, 2014; Mullane et al., 2007; Van Acker et al., 

2001; Joseph et al., 2012). Die minimale infektiöse Dosis ist bisher nicht bekannt, jedoch wurde 

Cronobacter in pulverförmiger Säuglingsnahrung in Konzentrationen von weniger als 1 KbE 

pro 100 g gefunden. Daher verlangt die Verordnung der Europäischen Union über 

mikrobiologische Kriterien für Lebensmittel (Europäische Kommission, 2005) das 

Nichtvorhandensein von Cronobacter spp. in 30×10 g Säuglingsanfangsnahrungsmitteln, die 

für spezielle medizinische Zwecke für Säuglinge unter 6 Monaten bestimmt sind. Die 

Referenzmethode ISO/TS 22964:2006, aktualisiert im Jahr 2017 durch ISO 22964:2017, 

wurde für dieses Kriterium vorgeschrieben (De Benito et al., 2019). Diese kulturelle 

Isolierungsmethode ist sowohl arbeitsintensiv als auch zeitaufwendig und erlaubt zudem keine 

Unterscheidung zwischen den einzelnen Cronobacter-Spezies. Obwohl die Referenzmethode 

für alle rechtlichen Zwecke obligatorisch ist, benötigen Produktionsanlagen geeignete 

zusätzliche Mittel für eine schnellere Anwesenheits-/Abwesenheitsprüfung relevanter 

Lebensmittelsicherheitsparameter. Als Reaktion auf die Erfordernisse der 

Lebensmittelindustrie wurden in den letzten Jahren mehrere ergänzende Techniken 

entwickelt, entweder um Ergebnisse schneller zu erzielen oder um eine Unterscheidung der 

einzelnen Cronobacter-Spezies zu ermöglichen. Dazu gehören molekulare 
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Nachweismethoden wie Real Time-PCR (Yan & Fanning, 2015; Zhou et al., 2016; 

Zimmermann et al., 2014), Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (Almeida et al., 2009), DNA-

Microarray (Wang et al., 2009) und Immunoassays (Blažková et al., 2011; Park et al., 2012; 

Scharinger et al., 2016, 2017; Song et al., 2015; Xu et al., 2014). Ein relativ neuer Ansatz ist 

die PCR-Amplifikation kombiniert mit immunchemischem Nachweis, vorzugsweise als Lateral-

Flow-Dipstick-Tests für den schnellen Nachweis. Diese Methoden kombinieren die 

Leistungsfähigkeit der Amplifikation der Zielgensequenz mit der Empfindlichkeit und 

Benutzerfreundlichkeit von Dipstick-Immunoassay-Techniken. Eine vielversprechende 

Variante solcher Methoden ist NALFIA (Singh et al., 2015), die erfolgreich zum Nachweis von 

z.B. Cronobacter spp. (Blažková et al., 2011), Listeria monocytogenes (Blažková et al., 2009), 

methicillinresistentem Staphylococcus aureus (Seidel et al., 2017; Zhang et al., 2017), 

Mycobacterium tuberculosis-Komplex (Haridas, Thiruvengadam & Bishor, 2014) und 

Toxoplasma gondii-Infektionen (Wu et al., 2017) angewendet wurde. Diese Methoden 

verwenden typischerweise am 5′-Ende markierte Primerpaare mit unterschiedlichen 

Markierungen für Vorwärts- und Rückwärtsprimer. Zum Beispiel verwendeten Blažková et al. 

(2011) Biotin und Digoxigenin zur Markierung des 5′-Endes der Vorwärts- und 

Rückwärtsprimer. Das doppelt markierte Amplikon wurde dann in einem Lateral-Flow-System 

in einem Anti-Digoxigenin-Kohlenstoff-Neutravidin-Sandwichkomplex visualisiert. Dieser 

Ansatz erwies sich als bequem und empfindlich für den Nachweis von Cronobacter auf 

Genusebene.  

In dieser Studie wurde über die Evaluierung einer neuartigen NALFIA-Technik mit einer 

heterobifunktionalen DNA-Sonde berichtet. Die Sonde bindet an einen spezifischen DNA-

Locus von C. sakazakii und C. malonaticus, der durch das verwendete Primerpaar zur 

Amplifikation umrahmt wird. Die während der Amplifikation in einer einstufigen Reaktion 

produzierten Abbauprodukte dieser Sonde werden dann durch Lateral-Flow-Immunoassay 

gemessen. Bewertungsparameter umfassten Empfindlichkeit, Spezifität und Testrobustheit 

bei der Anwendung zum Nachweis von C. sakazakii und C. malonaticus in 

Säuglingsnahrung.Das Testprinzip der NALFIA mit integrierter DNA-Sonden-Degradation 

(Abb. 1, Studie 5) basiert auf der Amplifikation des rpoB-Gens von C. sakazakii oder C. 

malonaticus in Anwesenheit einer heterobifunktionalen DNA-Sonde, die an den Enden mit 

zwei unterschiedlichen Haptenen markiert ist: Digoxigenin am 5'-Ende und Biotin am 3'-Ende. 

Diese Sonde bindet an einen spezifischen DNA-Locus von C. sakazakii und C. malonaticus, 

der durch das verwendete Primerpaar zur konventionellen PCR-Amplifikation umrahmt wird. 

Die während des Amplifikationsschritts produzierten Abbauprodukte dieser Sonde werden 

dann mittels Lateral-Flow-Immunoassay über Antikörper gegen das Hapten-Label gemessen. 

In positiven Proben bindet die Sonde an die DNA in einer Region, die von den Vorwärts- und 

Rückwärtsprimern umrahmt wird, und wird dann während der Amplifikation teilweise durch 



3 Ergebnisse und Diskussion 

Seite 106 

Exonuklease abgebaut. Die Konzentration der Reagenzien wurde so gewählt, dass nur ein 

Teil der Sonde während des PCR-Prozesses abgebaut wird, sodass der intakte Teil der Sonde 

als interne Kontrolle verwendet werden kann. Das Abbauprodukt wird im Lateral-Flow-

Dipstick-Format (Abb. 1, Studie 5) visualisiert, das typischerweise aus drei Teilen besteht: 

einem Probenpad zum Laden der Probe, einer Reaktionsmembran aus Nitrocellulose zur 

Bildung der detektierbaren Farblinien und schließlich einem Absorptionspad, das die kapillare 

Antriebskraft verstärkt und nicht reagierende Substanzen adsorbiert. Die Membran hat zwei 

Reaktionszonen: eine für den spezifischen Nachweis der abgebauten Sonde und eine als 

Kontrolllinie zur Identifizierung eines gültigen Tests. Auf den NALFIA-Teststreifen reagiert die 

intakte Sonde mit goldmarkierten anti-Digoxigenin-Monoklonalen Antikörpern (DIG-mAb) und 

wird auf einem Streptavidin-beschichteten Kontrollfeld visualisiert. In positiven Tests wird das 

digoxigenin-markierte Fragment der abgebauten Sonden nach Bindung an DIG-mAb 

schließlich auf einem mit anti-mAb beschichteten Testfeld sichtbar gemacht. Die 

Testauswertung kann entweder durch visuelle Abschätzung der Farbentwicklung oder durch 

instrumentelle Messung der Reflexion der Reaktionsfelder erfolgen. 

Die Kombination der Amplifizierungsverstärkung durch PCR mit der Empfindlichkeit und 

Einfachheit von Lateral-Flow-Immunoassays bietet vielversprechende Anwendungen in der 

Lebensmittelsicherheit. Ein großer Nachteil solcher Schnelltestmethoden ist das Risiko 

unspezifischer Amplifikation, was zu falsch-positiven Ergebnissen führen kann. In der 

vorliegenden Studie haben wir eine neue NALFIA-Methode entwickelt und angewendet, die 

durch einen Sondenabbau-Schritt darauf abzielt, falsch-positive Ergebnisse zu reduzieren. 

Diese Methode wurde zum Nachweis von zwei wichtigen Infektionserregern in 

Säuglingsnahrung, C. sakazakii und C. malonaticus, eingesetzt. Beispiele für Lateral-Flow-

Geräte für negative und positive Proben sind in Abbildung 2 (Studie 5) dargestellt. Die 

instrumentelle Auswertung der Testergebnisse durch Messung der Reflektanz ermöglichte 

quantitative Ergebnisse, die sich besser für Dokumentationszwecke eignen. Insgesamt erwies 

sich die Testdurchführung als unkompliziert und die Gesamttestzeit betrug weniger als 2 

Stunden. Die Spezifität des NALFIA-Tests wurde durch den Ausschluss anderer 

Enterobacteriaceae-Spezies (Tab. 2, Studie 5) und einer ausgewählten Auswahl anderer 

Lebensmittelpathogene wie Listeria monocytogenes und Salmonella enterica gezeigt. Alle 10 

getesteten Stämme von C. sakazakii und C. malonaticus ergaben positive Testergebnisse, 

wohingegen keine der anderen getesteten Spezies zu falsch-positiven Ergebnissen führte. 

Dies beweist die hohe Spezifität des entwickelten Tests. Die Sensitivität des Tests wurde durch 

Verdünnungsreihen von C. sakazakii und C. malonaticus gezeigt (Abb. 3, Studie 5), wobei die 

Nachweisgrenze für beide Spezies unter 102 KbE/ml lag. Diese Sensitivität entspricht den 

Anforderungen für die Anwendung in der Lebensmittelindustrie, insbesondere zur 

Qualitätskontrolle von Säuglingsnahrung.  
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Zusammenfassend ermöglicht das entwickelte NALFIA-System den spezifischen und 

empfindlichen Nachweis von C. sakazakii und C. malonaticus in Säuglingsnahrung. NALFIA-

Systeme ohne integrierte Kontrolle über DNA-Sondenabbau wurden bereits zum Nachweis 

einiger Bakterien (Blažková et al., 2011; Seidel et al., 2017; Zhang et al., 2017) und Parasiten 

(Wu et al., 2017) beschrieben. Soweit bekannt war dies jedoch die erste Veröffentlichung, die 

eine heterobifunktionale DNA-Sonde und den Nachweis von Abbauprodukten für Pathogene 

im Zusammenhang mit Lebensmittelsicherheit, insbesondere für Cronobacter-Spezies, 

verwendet. Die Integration einer heterobifunktionalen DNA-Sonde und der Nachweis ihrer 

Abbauprodukte erhöht die Zuverlässigkeit und Spezifität des Tests. Diese Methode bietet eine 

praktische und schnelle Alternative zu den herkömmlichen, zeitaufwendigen kulturellen 

Nachweismethoden und könnte zu einer verbesserten Lebensmittelsicherheit beitragen. 
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Studie 6: Hassan, A. A., Akineden, Ö., 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.ijfoodmicro.2006.12.011. 

 

In dieser Studie wurde die Entwicklung von zwei Genus-spezifischen PCR-Methoden für 

Cronobacter spp. (ehemals E. sakazakii) berichtet. Die 16S rRNA kodierenden Gensequenzen 

von diversen Cronobacter (E. sakazakii)–Stämmen (Referenzstamm ATCC 29544 und vier 

aus pulverförmiger Säuglingsnahrung isolierten Stämme) wurden hinsichtlich genetischer 

Variabilität im Vergleich zu anderen relevanten Enterobacteriaceae analysiert. Die 

Sequenzunterschiede zwischen E. sakazakii und anderen Enterobacteriaceae innerhalb der 

hypervariablen Regionen V1, V2 und V3 wurden genutzt, um zwei PCR-Methoden für E. 

sakazakii zu entwickeln.  

Die beiden PCR-Methoden wurden an einer Reihe von 57 E. sakazakii- und 148 Nicht-E. 

sakazakii-Isolaten getestet. PCR1 ergab ein Amplifikon mit einer Größe von 406 bp und führte 

bei 100% der E. sakazakii-Isolate zu positiven Ergebnissen, erkannte jedoch auch Citrobacter 

koseri/amalonaticus und alle neun getesteten Salmonella enterica-Serovare. Im Gegensatz 

dazu ergab PCR2 (Amplifikongröße von 952 bp) nur für E. sakazakii positive Ergebnisse, 

wodurch eine spezifische Identifikation dieser Spezies ermöglicht wurde. 

Diese Studie wurde vor der taxonomischen Reklassifizierung der Spezies E. sakazakii zur 

eingenständigen Gattung Cronobacter durchgeführt. Gemäß der damaligen Ausgabe der 

"Bergey's Manual of Systematic Bacteriology" (Brenner & Farmer, 2005) umfasst die Gattung 

Enterobacter die Arten E. cloacae, E. sakazakii, E. amnigenus, E. gergoviae, E. asburiae, E. 

cancerogenus, E. dissolvens, E. hormaechei, E. nimipressuralis, E. pyrinus, E. kobei und E. 

cowanii. Zeitlich kurz vor dieser Studie wurden zwei neue Arten als Mitglieder dieser Gattung 

aufgenommen, nämlich E. radicincitans sp. nov. (Kämpfer et al., 2005) und E. ludwigii sp. nov. 

(Hoffmann et al., 2005). Andere Arten, die früher zur Gattung Enterobacter gehörten, wurden 

umklassifiziert, z. B. wurde E. agglomerans zur Gattung Pantoea, E. aerogenes zur Gattung 

Klebsiella (Klebsiella mobilis) und E. intermedius zur Gattung Kluyvera (Kluyvera cochleae) 

transferiert (Brenner und Farmer, 2005). Innerhalb der Gattung Enterobacter hat E. sakazakii 

in den letzten Jahren beträchtliche Aufmerksamkeit erhalten (Anonymous, 2004a, b). E. 

sakazakii wurde erstmals von Urmenyi und Franklin (1961) als "gelb-pigmentiertes 

Enterobacter cloacae" beschrieben. Im Jahr 1980 wurde es von Farmer et al. als 

eigenständige Art bezeichnet (Farmer et al., 1980). Die Unterscheidung zwischen E. sakazakii 
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und E. cloacae basierte auf Unterschieden in biochemischen Reaktionen, der Fähigkeit von E. 

sakazakii-Kolonien, gelbe Pigmente zu produzieren, und auf DNA-DNA-Hybridisierung. 

Niedrige Keimzahlen von E. sakazakii in Säuglingsnahrung wurden mit Infektionen in 

Verbindung gebracht. Als Folge davon wurde E. sakazakii kürzlich in Säuglingsnahrung 

innerhalb der Europäischen Union reguliert (Anonymous, 2005): Säuglingsnahrung, die für den 

Verzehr durch Säuglinge unter sechs Monaten bestimmt ist, muss in 10 g Testportionen (n=30) 

während der gesamten Haltbarkeitsdauer negativ auf E. sakazakii sein. Quantitative kulturelle 

Verfahren zum Nachweis von E. sakazakii nutzen morphologische und biochemische 

Merkmale (Muytjens et al., 1988; Nazarowec-White und Farber, 1999; FDA, 2002; Kandhai et 

al., 2004; Iversen et al., 2004a; Leuschner & Bew, 2004; Guillaume-Gentil et al., 2005). 

Mehrere Studien zur molekularen Charakterisierung von E. sakazakii wurden veröffentlicht, 

sowohl zur Klärung phylogenetischer Beziehungen als auch zur Identifizierung geeigneter 

PCR-Primer. Iversen et al. (2004b) verglichen die standardisierten biochemischen Methoden 

(api® 20 E und ID32 E) von E. sakazakii mit den Ergebnissen einer Sequenzierungstechnik 

von Teilsequenzen des 16S rRNA-Gens, dieselben Autoren untersuchten die phylogenetische 

Beziehung zwischen E. sakazakii-Stämmen basierend auf Teilsequenzen des 16S rRNA- und 

des hsp 60-Gens (Iversen et al., 2004c). Mehrere Methoden zur PCR-Identifizierung von E. 

sakazakii wurden in Kombination mit Pulsfeld-Gelelektrophorese verwendet, um die 

genetische Beziehung von Isolaten aus klinischen Fällen (Clark et al., 1990; Nazarowec-White 

& Farber, 1999; Block et al., 2002) oder aus Säuglingsnahrungsproben (Lehmacher & Fiegen, 

2005; van Acker et al., 2001) zu untersuchen. Mehrere andere PCR-Methoden zur 

Identifizierung von E. sakazakii wurden kürzlich beschrieben, die das 16S rRNA-, das 

Makromolekül-Synthese-Operon (MMS) oder die α-Glukosidase-Aktivitätsgene als 

Zielsequenz verwenden (Römermann et al., 2003; Lehner et al., 2004, 2006; Seo und Brackett, 

2005; Lau & Rotton, 2005; Malorny & Wagner, 2005). Ein kommerzielles PCR-System (BAX®, 

Oxoid) zur Identifizierung von E. sakazakii ist ebenfalls verfügbar. Allerdings wurden nicht alle 

dieser Identifizierungssysteme detailliert beschrieben oder gründlich auf Spezifität getestet, in 

der Tat wurde bei den meisten gezeigt, dass sie mit mehreren anderen nahe verwandten Arten 

reagierten. Zusammenfassend bleibt die präzise Identifizierung von E. sakazakii nach wie vor 

eine erhebliche Herausforderung (Weiss et al., 2005), und falsch-positive oder falsch-negative 

Ergebnisse in Säuglingsnahrung können schwerwiegende Folgen haben.  

Ziel dieser Studie war es, geeignete Marker-Sequenzen zu identifizieren und zu 

charakterisieren, um eine weitere Differenzierung eng verwandter Enterobacteriaceae-Arten 

zu ermöglichen und eine artspezifische PCR für E. sakazakii zu etablieren. Die Sequenz des 

16S rRNA-Gens mehrerer E. sakazakii-Stämme wurde analysiert und mit der anderer 

Enterobacteriaceae verglichen. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden dann PCR-
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Methoden evaluiert, die Primer-Sequenzen in variablen Regionen des 16S rRNA-Gens 

verwenden. 

Die Amplifikation des 16S rRNA-Gens von E. sakazakii-Isolaten (n=57) unter Verwendung der 

Primerpaare 16SUNI-L/Saka-2b und ESA-1/16SUNI-R ergab PCR-Produkte mit einer Größe 

von 977 bp bzw. 408 bp. Die PCR-Produkte von fünf ausgewählten Isolaten wurden 

sequenziert, und vier Sequenzen wurden in der NCBI-Datenbank unter den Zugangsnummern 

AY624069, AY624071, AY624070 und AY624073 hinterlegt. Der Sequenzvergleich des 16S 

rRNA-Gens dieser fünf Isolate mit E. sakazakii-Stamm JCM 1233 (NCBI Zugangsnummer 

AB004746) ergab eine Ähnlichkeit von 99,1–99,6%. Der Vergleich mit E. cloacae-Stamm 2783 

(NCBI Zugangsnummer AF276988) zeigte eine Sequenzähnlichkeit von 91,3–91,8%. Zwei 

unterschiedliche Muster für E. sakazakii wurden identifiziert, eines umfasste den Stamm JCM 

1233 und die Isolate ATCC 29544, 6a und 10a, während die Isolate 39a und 39b Unterschiede 

in den Positionen 556 (Nukleotid CTG) und 614 (Nukleotid CAG) aufwiesen 

(Sequenzvergleichsdaten nicht gezeigt). Der Vergleich der 16S rRNA-Gensequenzen der fünf 

E. sakazakii-Isolate mit denen von zehn Enterobacter-Arten und 22 anderen 

Enterobacteriaceae-Arten für drei hypervariable Regionen (V1, V2 und V3) ist in Abbildung 1 

(Studie 6) dargestellt. Bei E. sakazakii befanden sich diese an den Nukleotiden 39–63 (V1), 

412–445 (V2) und 969–991 (V3). Es wurde eine hohe Heterogenität zwischen E. sakazakii 

und den anderen Mikroorganismen festgestellt. Sequenzen aus den Regionen V1, V2 und V3 

wurden verwendet, um Primer für die Entwicklung von PCR-Systemen zu entwerfen. 

PCR1, unter Verwendung des Primerpaars Saka-1a und Saka-2a, reagierte positiv (406 bp) 

mit allen 57 E. sakazakii-Isolaten, zeigte jedoch auch positive Reaktionen mit allen neun 

getesteten Serovaren von Salmonella enterica und mit Citrobacter koseri/amalonaticus. Im 

Gegensatz dazu detektierte PCR2, welche einen größeren Nukleotidsequenzbereich (952 bp) 

verwendet, der von V1 (Vorwärtsprimer Saka-1a) bis V3 (Rückwärtsprimer Saka-2b) reicht, 

ausschließlich alle 57 E. sakazakii-Isolate. Alle 205 in Tabelle 1 (Studie 6) aufgeführten 

Bakterienarten und Isolate, einschließlich aller Salmonella spp. und C. koseri/amalonaticus, 

zeigten in PCR2 negative Reaktionen. 

Das 16S rRNA-Gen wird häufig als Ziel verwendet, da es ein hochkonserviertes Gen ist, das 

in allen Organismen vorkommt und variable sowie hypervariable Regionen der Sequenz 

enthält. Molekulare Methoden, die auf diesem Gen basieren, sind als Standardmethode zur 

Charakterisierung und Identifizierung von Bakterien gut etabliert (Kolbert & Persing, 1999; 

Woo et al., 2003), daher wurde dieser Ansatz auch in unserer Studie verwendet. Der Vergleich 

der Nukleotidsequenzen des 16S rRNA-Gens (1375 bp) von fünf E. sakazakii-Stämmen 

(ATCC 29544, 6a, 10a, 39a und 39b) zeigte eine Sequenzähnlichkeit von 99,1–99,6%, wobei 

Variationen in zwei Segmentpositionen gefunden wurden. 



3 Ergebnisse und Diskussion 

Seite 111 

Es war bemerkenswert, dass die Isolate Nummer 6a, 10a, 39a und 39b aus 

Säuglingsnahrungsprodukten eines indonesischen Herstellers ("Hersteller A"; Estuningsih et 

al., 2006, die vorgelegte Studie 4) stammten, und 39a und 39b beide aus derselben Packung 

kamen. Diese Variabilität stimmte mit den Ergebnissen von Lehner et al. (2004) überein, die 

zwei phylogenetisch unterschiedliche Linien im 16S rRNA-Gen nach Vergleich von 13 E. 

sakazakii-Stämmen fanden. Der Sequenzvergleich des 16S rRNA-Gens dieser 13 Stämme 

mit unseren fünf Isolaten zeigte, dass eine wesentliche Variabilität der 16S rRNA-Sequenz 

innerhalb derselben zwei Segmentpositionen liegt. Diese Vielfalt der 16S rRNA von E. 

sakazakii könnte auf die unterschiedlichen Ursprünge der bakteriellen Kontamination 

zurückzuführen sein. Iversen et al. (2004b) beobachteten ebenfalls Sequenzvariationen des 

16S rRNA-Gens (500 bp) und nutzten diese Unterschiede, um E. sakazakii-Stämme in vier 

Cluster zu unterteilen. 

Variable Regionen innerhalb des 16S rRNA-Gens wurden zur Unterscheidung zwischen Arten 

und Gattungen verwendet. Die Bestimmung dieser variablen Regionen im 16S rRNA-Gen 

wurde zuvor bei verschiedenen grampositiven und gramnegativen Bakterien untersucht 

(Bentley & Leigh, 1995; Monstein et al., 1996, 2001; Bertilsson et al., 2002; Tärnberg et al., 

2002). Ein Vergleich zwischen unseren fünf E. sakazakii-Isolaten und anderen Isolaten der 

Enterobacteriaceae zeigte eine erhebliche Heterogenität in den drei hypervariablen Regionen 

V1, V2 und V3 (Abb. 1, Studie 6). Die Heterogenität war in den Regionen V1 und V3 am 

ausgeprägtesten, während die Sequenzen für V2 zwischen den Arten etwas einheitlicher 

waren. 

Basierend auf den Ergebnissen der Sequenzanalyse des 16S rRNA-Gens wurde in dieser 

Studie ein erster Ansatz zur Etablierung eines artspezifischen PCR-Systems für E. sakazakii 

entwickelt. Die Primer wurden aus den drei hypervariablen Regionen dieses Gens ausgewählt. 

Da die Heterogenität der V2-Region etwas weniger ausgeprägt war, war es nicht 

überraschend, dass das System PCR1, welches ein Primerpaar in den Regionen V1 und V2 

(Saka-1a und Saka-2a) verwendet, nicht nur mit E. sakazakii, sondern auch mit einigen 

anderen Arten der Enterobacteriaceae reagierte, nämlich mit allen neun getesteten S. 

enterica-Serovaren und mit C. koseri/amalonaticus. Diese Ergebnisse sind interessant im 

Hinblick auf die Sequenzähnlichkeit zwischen diesen Arten, die Gegenstand weiterer 

Untersuchungen sein könnten, sowie unter Berücksichtigung der Tatsache, dass sowohl 

Salmonella als auch E. sakazakii bedeutende Krankheitserreger in Säuglingsnahrung 

darstellen. 

PCR1 war jedoch nicht geeignet, um E. sakazakii eindeutig zu identifizieren. Die meisten 

anderen, gut charakterisierten, bisher beschriebenen PCR-Systeme weisen ähnliche 

Spezifitätseigenschaften auf, das heißt, sie reagieren zumindest mit einigen nahe verwandten 



3 Ergebnisse und Diskussion 

Seite 112 

Arten. Einige andere wurden nicht mit allen relevanten Enterobacteriaceae-Arten getestet, die 

möglicherweise als Verunreinigungen in Säuglingsnahrung auftreten könnten, und die 

Artenspezifität könnte daher in der praktischen Anwendung eingeschränkt sein. 

Mit Primerpaaren in den Regionen V1 und V3 (Saka-1a und Saka-2b) konnte die Testspezifität 

maximiert werden. PCR2 zeigte eine positive Reaktion für alle E. sakazakii-Stämme und eine 

negative Reaktion mit allen 148 nicht-E. sakazakii-Stämmen. Unter den letzteren befanden 

sich Arten der Gattungen Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella, Pantoea, Hafnia und 

Escherichia, die bekanntermaßen mit einer gewissen Häufigkeit in Säuglingsnahrung 

vorkommen (Anonymous, 2004a). Daher scheint das Risiko von falsch-positiven Ergebnissen 

bei Verwendung von PCR2 gering zu sein. Andererseits deckten die untersuchten E. 

sakazakii-Stämme ein breites Spektrum an Quellen ab, weshalb auch die Wahrscheinlichkeit 

von falsch-negativen Ergebnissen gering erscheint. Das einzige andere gut beschriebene 

PCR-System, das behauptet, artspezifisch für E. sakazakii zu sein und ebenfalls mit einer 

ähnlichen Bandbreite relevanter Bakterien getestet wurde, wurde kürzlich von Malorny und 

Wagner (2005) veröffentlicht. Es basiert auf der 16S rRNA-Sequenz, die von Harada et al. 

(1996) publiziert wurde. Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass das neu beschriebene 

System PCR2 mit diesen Eigenschaften geeignet zu sein scheint, um E. sakazakii nach der 

Primärkultur von Proben auf Standardmedien zu identifizieren. Darüber hinaus könnte der Test 

nützlich sein, um E. sakazakii in nicht-selektiven Anreicherungsmedien schnell zu detektieren 

und von Enterobacter spp. sowie anderen wichtigen Arten der Familie Enterobacteriaceae zu 

unterscheiden. Dies könnte dazu beitragen, die Diagnose von E. sakazakii in 

Lebensmittelproben und bei neonatalen Infektionen zu verbessern.  
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4 Zusammenfassung 

Dr. Ömer Akineden 

Cronobacter spp. in Lebensmitteln: Vorkommen, Nachweis und Bedeutung für die 
Lebensmittelsicherheit unter besonderer Berücksichtigung von Säuglingsnahrung 

Die Identifizierung und Analyse von Lebensmittelsicherheitsrisiken sind zentrale Aspekte der 

Lebensmittelwissenschaften und des präventiven Verbraucherschutzes. Im Rahmen dieser 

Habilitationsschrift wurden Studien zu den weltweit bedeutenten lebensmittelassoziierten 

bakteriellen Infektionserregern Cronobacter spp. (ehemals Enterobacter sakazakii) im 

Lebensmittelbereich dargestellt. Diese opportunistischen Krankheitserreger haben in den 

letzten Jahrzehnten aufgrund ihrer direkten Assoziation mit lebensbedrohlichen Infektionen 

(Meningitis, Septikämie, nekrotisierende Enterokolitis), insbesondere bei Neugeborenen und 

Frühgeborenen, erhöhte Aufmerksamkeit erlangt. In den meisten Fällen wurde pulverförmige 

Säuglingsnahrung als Infektionsquelle identifiziert.  

Die in dieser Arbeit zusammengestellten wissenschaftlichen Veröffentlichungen im ersten 

Themenkomplex befassen sich mit verschiedenen Aspekten des Vorkommens von 

Cronobacter spp. in Säuglingsnahrungsmitteln und Getreidebeikost für Kleinkinder sowie in 

Trockenteigwaren, um die Exposition des Verbrauchers abzuschätzen und zur Verbesserung 

der Lebensmittelsicherheit beizutragen.  

In der ersten Studie (Studie 1) wurde die Kontaminationssituation von 

Säuglingsanfangsnahrung auf dem deutschen Markt mit Cronobacter spp. auf Speziesebene 

für die Jahre vor und um die Zeit, als die Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 am 1. Januar 2006 

in Kraft trat, retrospektiv untersucht. Eine Neubewertung der Cronobacter-Isolate (zuvor als E. 

sakazakii isoliert) bot eine Datenbasis für Langzeitbeobachtungen. Für Deutschland waren bis 

zur Veröffentlichung dieser Studie (Studie 1) keine Daten zur Verteilung der Spezies innerhalb 

der Gattung Cronobacter in Säuglingsanfangsnahrung verfügbar. Nach Inkrafttreten der 

europäischen Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 für Cronobacter in Säuglingsanfangsnahrung 

war E. sakazakii im Jahr 2006 noch die zweithäufigste Enterobacteriaceae-Spezies in 

Säuglingsanfangsnahrung auf dem deutschen Markt. In der ersten Studie wurden alle 

untersuchten Isolate, die über viele Jahre hinweg aus Säuglingsnahrungsproben gewonnen 

wurden, entweder als C. sakazakii oder, in geringerem Maße, als C. malonaticus identifiziert. 

C. sakazakii war die vorherrschende Cronobacter-Spezies in pulverförmiger 

Säuglingsnahrung. Dies deutete stark darauf hin, dass die Kontaminationssituation von 

Säuglingsanfangsnahrung in Deutschland von C. sakazakii und gelegentlich von C. 

malonaticus dominiert wurde. Die Dominanz von C. sakazakii und C. malonaticus stimmte 

jedoch mit ähnlichen Studien aus anderen Ländern überein, die Cronobacter-Isolate aus 
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Säuglingsanfangsnahrung und Produktionsumgebungen untersuchten. Eine weitere 

Schlussfolgerung war zudem, dass ein Vergleich von „neuen“ Isolaten mit den in dieser Studie 

beschriebenen dazu beitragen könnte, Trends und Entwicklungen bei der Kontamination von 

Säuglingsanfangsnahrung mit C. sakazakii und C. malonaticus zu identifizieren. Dies könnte 

wichtige Erkenntnisse für langfristige Strategien zur Minimierung solcher Kontaminationen in 

der Herstellung von Säuglingsanfangsnahrung liefern. Eine sich anschließende vergleichende 

Sequenzanalyse unterschiedlicher Cronobacter spp.-Stämme bildete die Grundlage, um 

erstmals zusammenhängende Fragen zum Nachweis sowie zur intra- und interspezifischen 

Variabilität des Genus Cronobacter beantworten zu können. Die Daten dieser Studie (Studie 

1) zeigten eine vergleichsweise hohe Heterogenität der untersuchten Isolate, welche mittels 

hier etablierter Analyse (PFGE-, MLST-und 16S rRNA-Gen, rpoB-Gen, fusA-Gen) in den 

weiteren Studien auch diagnostisch genutzt werden konnte. Anhand der umfangreichen 

molekularbiologischen Untersuchungen konnten innerhalb des Genus zuverlässige Spezies-

spezifische (Studie 5) und Genus-spezifische (Studie 6) Nachweisverfahren entwickelt 

werden, die in den im zweiten Themenkomplex angegebenen Studien dargestellt.  

Die weitverbreitete Präsenz von Cronobacter spp. in verschiedenen Lebensmitteln, 

insbesondere in pulverförmigen Milchtrockenerzeugnissen und Umweltproben, sowie die 

Fähigkeit dieser Bakterien, unter trockenen Bedingungen zu überleben, verdeutlichen die 

dringende Notwendigkeit einer umfassenden Untersuchung der Kontamination von 

Getreidebeikost-Produkten für Säuglinge und Kleinkinder sowie trockenen Teigwaren. Bis zur 

Veröffentlichung der Studien lagen keine verlässlichen Daten zur Häufigkeit von Cronobacter 

spp. in solchen Produkten vor. Solche Untersuchungen sind besonders wichtig, um das 

Gesundheitsrisiko für empfindliche Bevölkerungsgruppen, wie Kinder und ältere Menschen, 

besser bewerten zu können. Diese Daten sind unerlässlich, um das potenzielle Risiko für 

Kinder und andere gefährdete Verbrauchergruppen fundiert einschätzen zu können. 

Die zweite Studie (Studie 2) befasst sich mit der Lebensmittelsicherheit von Getreidebeikost 

für Säuglinge und Kleinkinder, insbesondere hinsichtlich mikrobiologischer Kriterien und 

Mykotoxinkontamination. In der Europäischen Union wird Getreidebeikost für Säuglinge und 

Kleinkinder gemäß der Richtlinie 2006/125/EG der Kommission reguliert, die jedoch keine 

mikrobiologischen Kriterien enthält. Während die mikrobiologischen Parameter Cronobacter 

spp., präsumtives B. cereus und Enterobacteriaceae in milchbasierte kommerzieller 

Säuglingsnahrung unter 6 Monaten durch die Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 reguliert 

werden, gilt diese Verordnung nicht für Getreidebeikost. Diese Studie stellte die erste 

umfassende Untersuchung von Getreidebeikost-Produkten auf dem deutschen Markt dar, die 

sowohl mikrobiologische Qualität als auch Mykotoxinkontamination untersuchte. Obwohl 

pathogene, opportunistische oder Verderbsbakterien nicht direkt mit Mykotoxinen assoziiert 

sind, kann ein allgemeines Defizit bei der Aufrechterhaltung wirksamer Maßnahmen zur 
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Sicherstellung der Lebensmittelsicherheit und -qualität in der Produktion von Getreidebeikost 

beide Aspekte negativ beeinflussen. Die mikrobiologischen Analysen der untersuchten 

Getreidebeikost-Produkten aus dem Einzelhandel zeigten, dass nur eine sehr geringe Anzahl 

von Proben Werte in einem oder mehreren Parametern aufwies, die signifikant über dem 

unauffälligen Datenset der analytischen Befunde lagen. Es konnte jedoch keine klare 

Assoziation zwischen spezifischen Getreidebeikost-Zutaten oder Kombinationen von Zutaten 

und dem Auftreten bestimmter Bakterien festgestellt werden, da die Mehrheit der Produkte 

aus mehreren Getreidearten bestand. Diese Produkte wiesen die bemerkenswertesten Funde 

auf, einschließlich Isolate von C. sakazakii, A. baumannii, P. brenneri und B. wiedmannii. 

Obwohl C. sakazakii nur in geringem Umfang isoliert wurde, stellt das Risiko durch niedrige 

Keimgehalte von Cronobacter spp. in Säuglingsnahrung für Frühgeborene und Neugeborene 

eine bedeutende Gefahr dar, welche durch die frische Zubereitung und den sofortigen Verzehr 

von Getreidebeikost minimiert werden kann.  

In der dritten Studie (Studie 3) werden weitere lebensmittelhygienisch relevante 

Fragestellungen zur mikrobiologischen Beschaffenheit von Trockenteigwaren, insbesondere 

im Hinblick auf das Vorkommen von Cronobacter spp., untersucht. Die Studie 3 stützt die 

Hypothese, dass die Fähigkeit dieses Bakteriums, in getrockneten Teigwaren zu überleben, 

auf dessen Toleranz gegenüber Trockenheit und Hitze zurückzuführen sein könnte. Ein hoher 

Prozentsatz (38,6%) der Proben war qualitativ positiv für verschiedene Indikatorkeime für 

Hygiene und opportunistische Krankheitserreger innerhalb der Familie der Enterobacteriaceae 

wie Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Pantoea agglomerans, Klebsiella pneumoniae, 

Escherichia coli und Serratia spp. Cronobacter spp. konnten aus 10,6% der Proben aus 

Deutschland, Italien, Kasachstan und China isoliert werden. Neben der unzureichenden 

biochemischen Identifizierung wurde eine weitere Identifikation der Isolate mittels rpoB-

Sequenzanalyse und MLST vorgenommen. Aufgrund des hohen Grades an Homologie 

zwischen diesen Cronobacter spp. war die rpoB-Sequenzanalyse nicht ausreichend, um 

zwischen diesen Spezies klar zu unterscheiden. Daher wurden die Isolate weiter mittels fusA-

Allele- und MLST-Analyse untersucht. C. sakazakii war in dieser Studie die dominierende 

Spezies, was mit der ersten Studie zur Häufigkeit von Cronobacter-Isolaten aus 

pulverförmigen Säuglingsnahrungsprodukten übereinstimmt (Studie 1). Zwei Isolate waren 

allerdings C. turicensis und eines war C. muytjensii. Diese Befunde bedürfen jedoch weiterer 

Betrachtung. Das häufige Vorkommen von Cronobacter spp. in rohen getrockneten Teigwaren 

könnte eine zusätzliche Risikobewertung rechtfertigen, einschließlich gefährdeter 

Verbrauchergruppen außer Säuglingen. Derzeit gibt es keine Vorschriften für Cronobacter 

spp. in Lebensmitteln außer für Säuglingsanfangsnahrung, und es gibt keine veröffentlichten 

Belege für lebensmittelbedingte Erkrankungen durch Cronobacter spp. aus anderen 

Lebensmitteln. Andere Studien aus der Fachliteratur legten aber nahe, dass es 
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möglicherweise andere klinisch relevante Quellen für Cronobacter-Infektionen bei älteren 

Erwachsenen geben kann und pflanzenbasierte Lebensmittel derzeit nicht ausgeschlossen 

werden können. 

Neben der Betrachtung zum Vorkommen von Cronobacter spp. in Säuglingsnahrungsmitteln 

(Studie 1) und Getreidebeikost-Produkten für Säuglinge und Kleinkinder (Studie 2) in 

Deutschland wurde eine Untersuchung an Folgenahrung aus Indonesien auf 

Enterobacteriaceae inklusive Cronobacter spp. vorgenommen. Die abschließende Studie zu 

diesem Themenkomplex (Studie 4) untersuchte die Kontaminationssituation von 

Säuglingsnahrungsprodukten aus Südostasien, insbesondere im Hinblick auf das Vorkommen 

von Enterobacteriaceae-Spezies in den fertigen Folgenahrungsprodukten. Bei den 

Enterobacteriaceae handelt es sich nicht um klassische Krankheitserreger, sondern um 

Bakterien, die an opportunistischen Infektionen beteiligt sein können und über Lebensmittel 

übertragen werden. Die Untersuchungen bestätigten die hohe Nachweishäufigkeit von 

Enterobacteriaceae in den Produkten mehrerer lokaler Hersteller. Die Charakterisierung der 

Enterobacteriaceae-Isolate zeigte ein breites Spektrum, darunter E. sakazakii sowie weitere 

Enterobacteriaceae wie Pantoea spp., E. hermannii, E. cloacae, Klebsiella pneumoniae, 

Citrobacter spp., Serratia spp. und E. coli. Besonders bemerkenswert war die hohe Prävalenz 

von E. sakazakii, der in 13,5 % der untersuchten Proben nachgewiesen wurden, was zu den 

bis zum Zeitpunkt dieser Veröffentlichung dieser Studie höchsten berichteten Werten zählte. 

Die Untersuchungsergebnisse dieser Studie lieferten eine wichtige Datengrundlage für 

zukünftige Expositionsabschätzungen. Das Infektionsrisiko durch opportunistische 

Krankheitserreger in pulverförmiger Säuglingsnahrung betrifft in erster Linie Frühgeborene und 

Neugeborene. Allerdings sollte auch Folgenahrung, die teilweise für Säuglinge ab 4 Monaten 

empfohlen wird und in der vorliegenden Studie positiv auf E. sakazakii getestet wurde, als 

potenziell gefährlich eingestuft werden. Die medizinische Überwachung in Indonesien ist nicht 

gut etabliert, und es fehlen statistische Daten zur Gesundheit von Säuglingen. Dennoch könnte 

ein relativ hoher Anteil der Säuglinge in Indonesien Ernährungs- oder Immunitätsdefizite 

aufweisen, was sie zu einer Hochrisikogruppe für Infektionen mit E. sakazakii und anderen 

opportunistischen Krankheitserregern macht. Wenn pulverförmige Säuglingsnahrung nicht 

ordnungsgemäß zubereitet und gelagert wird, könnten diese Produkte daher ein erhebliches 

Gesundheitsrisiko für Säuglinge in Indonesien darstellen. 

Die Arbeiten im zweiten Themenkomplex umfassen zwei Arbeiten zur Entwicklung von 

schnellen Nachweisverfahren von Cronobacter spp. mittels molekularbasierter Techniken in 

Säuglingsnahrungsfertigprodukten, um die mikrobiologische Sicherheit dieser Produkte zu 

erhöhen. In Anbetracht der Ergebnisse der vorliegenden Studien würde jedoch eine genauere 

Identifizierung und Charakterisierung aller Cronobacter-Isolate aus kontaminierter 

Säuglingsanfangsnahrung, die die Qualitätskontrollen der Hersteller umgehen konnte, die 



4 Zusammenfassung 

Seite 117 

Passgenauigkeit einer spezifischen Risikobewertung verbessern. Insbesondere die neuen 

entwickelte PCR-basierten Nachweisverfahren (Studie 6) sowie das NALFIA-System (Studie 

5) im Rahmen dieser Arbeit scheinen ein wichtiger Ansatz zu sein, um die Identifizierung einer 

potenziellen Häufung bestimmter Stämme aus unterschiedlichen Säuglingsnahrungsmitteln zu 

erleichtern. Ein besonderer Fortschritt wurde durch die Entwicklung des NALFIA-Systems 

erzielt. Dieses kombiniert die Effizienz der PCR-Amplifikation mit der Sensitivität und 

Benutzerfreundlichkeit von Lateral-Flow-Immunoassays. Es ermöglicht einen spezifischen und 

sensitiven Nachweis von Cronobacter sakazakii und Cronobacter malonaticus in 

Säuglingsnahrung bei Nachweisgrenzen unter 10² KbE/ml. Die Fähigkeit, Ergebnisse in 

weniger als zwei Stunden bereitzustellen, stellt eine erhebliche Verbesserung im Vergleich zu 

den zeitaufwendigen kulturbasierten Verfahren dar. Die Integration heterobifunktionaler DNA-

Sonden und der Nachweis ihrer Abbauprodukte erhöhen die Zuverlässigkeit und Spezifität des 

Tests zusätzlich. Das NALFIA-System bietet eine praktikable, sensitive und spezifische 

Alternative zu traditionellen Nachweismethoden. Seine Implementierung könnte die 

mikrobiologische Sicherheit von Säuglingsnahrung signifikant verbessern, indem es dazu 

beiträgt, Qualitätskontrollmaßnahmen zu stärken und das Infektionsrisiko für empfindliche 

Bevölkerungsgruppen, wie Säuglinge und Kleinkinder, zu minimieren. In der zweiten Studie 

(Studie 6) wurde die Entwicklung von zwei Genus-spezifischen PCR-Methoden für 

Cronobacter spp. basierend auf den Sequenzen des 16S rRNA-Gens berichtet. Unterschiede 

in den hypervariablen Regionen V1, V2 und V3 ermöglichten die Konstruktion des 

PCR2Systems, das Cronobacter spp. zuverlässig identifiziert und von anderen 

Enterobacteriaceae differenziert. Das entwickelte PCR2-System erweist sich als 

vielversprechend, um Cronobacter spp. nach der Primärkultur auf Standardmedien oder direkt 

in nicht-selektiven Anreicherungsmedien zu detektieren. Diese Methode könnte die Diagnose 

von Cronobacter spp. in Lebensmitteln und bei neonatalen Infektionen verbessern, da sie eine 

schnelle und spezifische Identifizierung ermöglicht. Zusammenfassend stellen die 

entwickelten molekularen Nachweismethoden bedeutende Fortschritte dar, die eine 

verbesserte Kontrolle und Sicherheit in der Produktion von Säuglingsnahrung unterstützen und 

gleichzeitig die Diagnostik von Cronobacter spp. vereinfachen und beschleunigen. 
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5 Summary 

Dr. Ömer Akineden 

Cronobacter spp. in Food: Occurrence, Detection, and Importance for Food Safety 
with a Special Emphasis on Infant Formula 

The identification and analysis of food safety risks are central aspects of food science and 

preventive consumer protection. This habilitation thesis presents studies on the globally 

significant food-associated bacterial pathogens Cronobacter spp. (formerly Enterobacter 

sakazakii) in the food field. These opportunistic pathogens have gained increased attention in 

recent decades due to their direct association with life-threatening infections – such as 

meningitis, septicemia, necrotizing enterocolitis – particularly in neonates and preterm infants. 

In most cases, powdered infant formula has been identified identified as the primary source of 

infection. 

The first thematic section of this thesis compiles scientific publications addressing various 

aspects of the occurrence of Cronobacter spp. in infant formulas, infant cereals, and dry pasta 

products. These studies aim to assess consumer exposure and contribute to improved food 

safety. In the first study (Study 1), the contamination situation of infant formula on the German 

market with Cronobacter spp. at the species level was retrospectively examined for the years 

before and around the time when Regulation (EC) No. 2073/2005 came into force on January 

1, 2006. A reassessment of the Cronobacter isolates (previously isolated as E. sakazakii) 

provided a database for long-term monitoring. Prior to the publication of this study (Study 1), 

there were no data available for Germany regarding the distribution of species within the 

Cronobacter genus in infant formula. After the implementation of the European Regulation 

(EC) No. 2073/2005 for Cronobacter in infant formula, E. sakazakii was still the second most 

common Enterobacteriaceae species in infant formula on the German market in 2006. The first 

study identified all isolates, which were collected over many years from infant food samples, 

either as C. sakazakii or, to a lesser extent, as C. malonaticus. C. sakazakii was the 

predominant Cronobacter species in powdered infant formula. This strongly suggested that the 

contamination situation of infant formula in Germany was dominated by C. sakazakii, with 

occasional contamination by C. malonaticus. The dominance of C. sakazakii and C. 

malonaticus was also consistent with similar studies from other countries that examined 

Cronobacter isolates from infant formula and production environments. Another conclusion 

was that a comparison of "new" isolates with those described in this study could help identify 

trends and developments in the contamination of infant formula with C. sakazakii and C. 

malonaticus. This could provide valuable insights for long-term strategies to minimize such 

contamination in the production of infant formula. A subsequent comparative sequence 

analysis of different Cronobacter spp. strains formed the basis for addressing related questions 
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regarding the detection and intra- and interspecies variability of the Cronobacter genus for the 

first time. The data from this study (Study 1) showed a comparatively high heterogeneity 

among the examined isolates, which, through the analysis techniques established here (PFGE, 

MLST, and 16S rRNA gene, rpoB gene, fusA gene), could also be used diagnostically in 

subsequent studies. Extensive molecular biological investigations led to the development of 

reliable species-specific (Study 5) and genus-specific (Study 6) detection methods, which are 

presented in the studies of the second thematic section. 

The widespread presence of Cronobacter spp. in various foods, particularly powdered milk 

products and environmental samples, as well as the ability of these bacteria to survive under 

dry conditions, highlights the urgent need for comprehensive investigations into the 

contamination of infant and toddler cereals and dry pasta products. Until the publication of 

these studies, no reliable data on the prevalence of Cronobacter spp. in such products were 

available. Such studies are especially important for better assessing the health risks to 

vulnerable population groups such as children and the elderly. These data are essential for 

assessing the potential risks to children and other at-risk consumer groups.The second study 

(Study 2) deals with the food safety of infant cereals, particularly concerning microbiological 

criteria and mycotoxin contamination. In the European Union, infant cereals are regulated by 

Commission Directive 2006/125/EC, which, however, does not include microbiological criteria. 

While microbiological parameters such as Cronobacter spp., presumptive B. cereus, and 

Enterobacteriaceae are regulated for milk-based commercial infant formula for infants under 

six months by Regulation (EC) No. 2073/2005, this regulation does not apply to infant cereals. 

This study represents the first comprehensive investigation of infant cereals on the German 

market, examining both microbiological quality and mycotoxin contamination. Although 

pathogenic, opportunistic, or spoilage bacteria are not directly associated with mycotoxins, a 

general deficit in maintaining effective measures to ensure food safety and quality in the 

production of infant cereals could negatively impact both aspects. Microbiological analyses of 

the examined infant cereal products from retail showed that only a very small number of 

samples had values in one or more parameters significantly higher than the typical analytical 

dataset. However, no clear association could be found between specific infant cereal 

ingredients or ingredient combinations and the occurrence of particular bacteria, as most of 

the products consisted of multiple cereal types. These products exhibited the most notable 

findings, including isolates of C. sakazakii, A. baumannii, P. brenneri, and B. wiedmannii. 

Although C. sakazakii was isolated to a lesser extent, the risk posed by low levels of 

Cronobacter spp. in infant formula for preterm and neonate infants remains a significant 

danger, which can be minimized by the fresh preparation and immediate consumption of infant 

cereals. 
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The third study investigates further food hygiene-related questions regarding the 

microbiological composition of dry pasta products, particularly in relation to the occurrence of 

Cronobacter spp. The study presented in Study 3 supports the hypothesis that the ability of 

this bacterium to survive in dry pasta may be due to its tolerance to dryness and heat. A high 

percentage (38.6%) of the samples tested positive for various indicator bacteria for hygiene 

and opportunistic pathogens within the Enterobacteriaceae family, such as Citrobacter freundii, 

Enterobacter cloacae, Pantoea agglomerans, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, and 

Serratia spp. Cronobacter spp. were isolated from 10.6% of the samples from Germany, Italy, 

Kazakhstan, and China. In addition to insufficient biochemical identification, further 

identification of the isolates was carried out through rpoB sequence analysis and MLST. Due 

to the high degree of homology among these Cronobacter spp., rpoB sequence analysis was 

not sufficient to clearly differentiate between these species. Therefore, the isolates were further 

investigated using fusA allele and MLST analysis. C. sakazakii was the dominant species in 

this study, which corresponds to the first study on the prevalence of Cronobacter isolates from 

powdered infant food products (Study 1). However, two isolates were C. turicensis, and one 

was C. muytjensii. These findings, however, require further consideration. The frequent 

occurrence of Cronobacter spp. in raw dry pasta could warrant further risk assessment, 

including for vulnerable consumer groups beyond infants. Currently, there are no regulations 

for Cronobacter spp. in foods other than infant formula, and there is no published evidence of 

foodborne illnesses caused by Cronobacter spp. from other foods. However, other studies in 

the literature suggest that there may be clinically relevant sources of Cronobacter infections in 

older adults, and plant-based foods cannot be ruled out. 

In addition to the examination of Cronobacter spp. in infant foods (Study 1) and infant cereals 

(Study 2) in Germany, a study on follow-up foods from Indonesia was conducted regarding 

Enterobacteriaceae, including Cronobacter spp. The final study in this thematic section (Study 

4) investigated the contamination situation of infant food products from Southeast Asia, 

particularly concerning the occurrence of Enterobacteriaceae species in finished follow-up food 

products. Enterobacteriaceae are not classical pathogens but are bacteria involved in 

opportunistic infections that can be transmitted through food. The investigations confirmed the 

high detection frequency of Enterobacteriaceae in products from several local manufacturers. 

The characterization of the Enterobacteriaceae isolates showed a wide range, including E. 

sakazakii and other Enterobacteriaceae such as Pantoea spp., E. hermannii, E. cloacae, 

Klebsiella pneumoniae, Citrobacter spp., Serratia spp., and E. coli. Particularly noteworthy was 

the high prevalence of E. sakazakii, which was detected in 13.5% of the samples, one of the 

highest reported values at the time of this study's publication. The findings of this study provide 

an important data basis for future exposure assessments. The infection risk posed by 

opportunistic pathogens in powdered infant formula primarily affects preterm and neonate 
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infants. However, follow-up foods, which are partly recommended for infants from four months, 

and which tested positive for E. sakazakii in this study, should also be considered potentially 

dangerous. Medical monitoring in Indonesia is not well-established, and statistical data on 

infant health is lacking. Nevertheless, a relatively high proportion of infants in Indonesia may 

have nutritional or immunity deficiencies, making them a high-risk group for infections with E. 

sakazakii and other opportunistic pathogens. If powdered infant formula is not prepared and 

stored properly, these products could therefore pose a significant health risk to infants in 

Indonesia. 

The studies in the second thematic section focus on the development of rapid detection 

methods for Cronobacter spp. using molecular techniques in ready-to-eat infant formula 

products, aiming to enhance the microbiological safety of these products. Based on the 

findings of this research, a more precise identification and characterization of all Cronobacter 

isolates from contaminated infant formula that bypassed manufacturers' quality controls would 

improve the accuracy of specific risk assessments. In particular, the newly developed PCR-

based detection methods (Study 6) and the NALFIA system (Study 5) represent significant 

advancements in identifying potential clusters of specific strains in various infant formula 

products. A notable breakthrough was achieved with the development of the NALFIA system, 

which combines the efficiency of PCR amplification with the sensitivity and user-friendliness of 

lateral flow immunoassays. This system enables specific and sensitive detection of 

Cronobacter sakazakii and Cronobacter malonaticus in infant formula at detection limits below 

102 CFU/ml. The ability to provide results within less than two hours represents a significant 

improvement over time-consuming culture-based methods. The integration of 

heterobifunctional DNA probes and the detection of their degradation products further enhance 

the reliability and specificity of the test. The NALFIA system offers a practical, sensitive, and 

specific alternative to traditional detection methods. Its implementation could significantly 

improve the microbiological safety of infant formula by strengthening quality control measures 

and reducing infection risks for vulnerable populations, such as infants and young children. In 

the second study (Study 6), two genus-specific PCR methods for Cronobacter spp. were 

developed based on sequences of the 16S rRNA gene. Variations in the hypervariable regions 

V1, V2, and V3 enabled the construction of the PCR2 system, which reliably identifies 

Cronobacter spp. and differentiates them from other Enterobacteriaceae. The PCR2 system 

appears promising for detecting Cronobacter spp. either after primary culture on standard 

media or directly in non-selective enrichment media. This method has the potential to enhance 

the diagnosis of Cronobacter spp. in food products and neonatal infections by enabling rapid 

and specific identification. In summary, the developed molecular detection methods represent 

significant advancements that enhance the control and safety of infant formula production. 

They enable faster, more specific and reliable identification of Cronobacter spp. while 
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simultaneously simplifying and accelerating microbiological diagnostics. These innovations 

strengthen quality control measures and reduce the infection risk for highly vulnerable 

populations, such as infants and young children. 
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Abstract
This study investigated several food safety criteria in 38 different commercial
products of processed cereal-based foods (PCF) from the Germanmarket. Micro-
biological assessment, followed by 16S RNA gene sequencing of suspect colonies,
included aerobic mesophilic bacteria, moulds, Enterobacteriaceae, Cronobacter
spp., and presumptive Bacillus cereus. Mycotoxin analyses were performed by
enzyme immunoassays for deoxynivalenol (DON), zearalenone (ZEN), T-2/HT-
2 toxins (T-2/HT-2; oat containing products only), ergot alkaloids (EA), and
alternariol (AOH). No violative result above existing European Union regula-
tions or international guidelines was obtained. Most samples had very low aer-
obic mesophilic cell counts (<2.0 × 101 CFU/g), the maximum was 9.6 × 102

CFU/g. A few samples contained low numbers of opportunistic pathogens, most
notably Cronobacter sakazakii, Acinetobacter spp., Pantoea spp., and enterotox-
igenic Bacillus wiedmannii. Levels of mycotoxin contamination were very low,
well below European Union maximum limits. DON was found in 10 samples, at
levels of 9–35 µg/kg. T-2/HT-2were found in all 15 oat-based products (1–8 µg/kg).
All samples were negative for ZEN and EA. A high number (n = 25) of samples
yielded weakly positive results for the nonregulated AOH (0.4–2 µg/kg), but just
three samples exceeded a level of 1 µg/kg. No relationship between cereal com-
position and analytical findings for microbiological parameters and mycotoxins
could be found. As long as PCFmeals are freshly prepared and consumed imme-
diately after preparation, the risk from sporadically occurring opportunistic bac-
teria appears to be minimal.
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2 ANALYSES OF PROCESSED CEREAL-BASED COMPLEMENTARY FOODS

1 INTRODUCTION

Complementary feeding is defined as the period when
complementary foods are given together with either breast
milk or formula or both. Typically beginning at an age
between 4 and 6 months, complementary foods are grad-
ually introduced into the diet of infants, and commercial
cereal-based foods play a major role during this period
(EFSA, 2019). Processed cereal-based foods (PCF) are
defined as containing simple or mixed cereals, which are
ready to eat after reconstitution with milk or water (EU,
2013). PCFs are not sterile products, and microbial con-
tamination of cereal grains may occur at various stages of
production (Los et al., 2018). With a total revenue in 2020
of, for example, 6.4 billion US$ (United States) and 0.6
billion US$ (Germany), “baby food” (total) constitutes just
a minor (≈0.5%) part of the total revenues of food industry
in industrialized countries (Pham, 2021). No market data
for PCF could be obtained from published literature. How-
ever, infant food in general is a highly sensitive market
segment, which has to dealwith the vulnerability of babies,
and with the attitude of parents with regard to food quality
and safety. Therefore, the number of companies producing
and distributing such products is quite small, just a few dif-
ferent brands dominate the German market, and different
brands may in fact have be produced in the same factory.
In contrast to commercial milk-based powdered infant

formulae, pathogenic bacteria in PCFs are not specifically
regulated within the European Union, except of the more
general commitments arising from the “precautionary
principle.” For example, notorious pathogenic/toxigenic
bacteria occurring in cereals are Cronobacter spp. and
Bacillus cereus (Akineden et al., 2015; Kim et al., 2011; Lou
et al., 2019), both regulated in infant formulae, but not in
PCF, by the European Commission (EC, 2005).
Concerning mycotoxins, a substantial reduction may

be achieved during cereal processing for some com-
pounds, but not all mycotoxins can be completely removed
(Karlovsky et al., 2016). Maximum levels (ML) have been
set for some mycotoxins in PCFs, including aflatoxins
(0.1 µg/kg), ochratoxin A (OTA, 0.5 µg/kg), deoxynivalenol
(DON, 200 µg/kg), zearalenone (ZEN, 20 µg/kg), fumon-
isins (200 µg/kg), and, most recently, ergot alkaloids
(EA, sum of 12 congeners, 20 µg/kg) (EC, 2006b). With
regard to T-2/HT-2 toxins (T-2/HT-2), an “indicative level”
of 15 µg/kg, from which onwards further investigations
should be performed, was published for PCFs for infants
and young children (EC, 2013). No specific regulations
have been issued for alternariol (AOH), or otherAlternaria
toxins, in any country of the world. However, risk and
exposure assessments published by the European Food
Safety Authority (EFSA), underlined the need to further
consider AOH as a relevant mycotoxin, and established a

preliminary “threshold of toxicological concern” (TTC) of
2.5 ng/kg body weight (b.w.) and day (EFSA, 2011, 2016).
Although the importance of commercial PCF for infant

nutrition certainly is high in industrialized countries, the
number of published studies dealing with the microbi-
ological and mycotoxicological quality of such products
is surprisingly small, and just one study dealt with both
(Assunção et al., 2021).
Surveys on PCF studying microbiological criteria with

a broader scope are rare (Kim et al., 2011), but Cronobac-
ter spp. (Kim et al., 2011; Ziver et al., 2020) and B. cereus
(Assunção et al., 2021) have been detected with some fre-
quency. The number of published mycotoxin surveys in
PCF is also limited, and even fewer recent data are avail-
able (Mallmann et al., 2020). Most studies so far included
DON,whichwas found in up to 50% of PCF samplesworld-
wide (Assunção et al., 2018; Braun et al., 2020; Herrera
et al., 2019; Juan et al., 2014; Oueslati et al., 2018; Pereira
et al., 2015). The average DON contamination was at 10–
100 µg/kg, but in some cases exceeded 200 µg/kg. Depend-
ing on the type of cereal, other mycotoxins have been
reported with varying frequency over the last 20 years. T-
2/HT-2 were predominantly found in oat-containing PCF
(Al-Taher et al., 2017; Assunção et al., 2018; Braun et al.,
2020; Gotthardt et al., 2019; Juan et al., 2014; Oueslati
et al., 2018; Pereira et al., 2015). For AOH and EA, just a
small number of published studies is available (Lombaert
et al., 2003; Mulder et al., 2015; Reinhard et al., 2008; Scott
et al., 2012). Gotthardt et al. (2019) analyzed 25 samples
of PCF from the German market for AOH and five other
Alternaria toxins, themost abundant compoundwas tenu-
azonic acid, while low levels (0.76–7.17 µg/kg) of AOHwere
detected in just six samples.
Considering the scarcity of analytical data, the aim of

this study was to elucidate the safety of PCF from the Ger-
man market with regard to microbiological criteria and
mycotoxin contamination, including both known oppor-
tunistic pathogens and notorious mycotoxins, plus some
less well-studied parameters (Gram-negative bacteria, pre-
sumptive B. cereus, EA, AOH).

2 MATERIALS ANDMETHODS

2.1 Sample materials and sampling

Between November 2019 and March 2020, 38 dairy-free
samples of PCF, recommended age of consumption “after
the fourth month” up to “after the sixth month,” were
purchased from local retail stores, drugstores, and spe-
cialized organic retail stores in the area of Giessen, Ger-
many. According to product labels, the samples originated
from 12 companies (trade names), most were labeled as
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German produce, but 10 samples were from four other
countries within the European Union. The samples were
collected with the aim that all dairy-free PCF brands from
all producers were included in the study. The majority of
PCF products ismarketed countrywide, so the collection of
samples can be attributed as typical for dairy-free PCFs as
available from the German market. Nowadays, all brands
of PCFs available in Germany are labeled as of “organic
produce.” Single-grain products (n = 25) contained mil-
let, spelt, oats, wheat, barley, rye, rice, or maize. Multi-
grain products (n= 13) contained at least two, up to seven,
of these cereals. All products were supplemented with
thiamine (vitamin B1) according to Commission directive
2006/125/EC (EC, 2006a). All products were available in
dry form, either as powder or as granulate material, ready
for consumption after the addition of 10 volumes of milk,
water, or milk diluted with water (1 + 1, by volume). All
samples, which contained one to two portions (150–250 g
each) of PCF in sealed sachets (paper or aluminum-coated
foil), encased in a cardboard package, were stored dry
at room temperature until testing. Before opening, each
sachet was manually shaken to enhance homogeneity of
the material thoroughly homogenized by swiveling the
package. The test portion for microbiological analyses was
taken out of this sachet under sterile conditions. Formicro-
biological analysis, approximately 50 g were taken from
each package under antiseptic conditions, and transferred
to a sterile sealable glass bottle. The remaining material
was filled into sealable plastic cans and used formycotoxin
analysis.

2.2 Mycotoxin analysis

2.2.1 Chemicals, reagents, and buffers

Ergometrine (synonym: ergonovine), ergocristine,
DON, and ZEN were purchased from Sigma-Aldrich
(Taufkirchen, Germany). AOH was obtained from Cay-
man Chemicals (Hamburg, Germany). T-2 toxin was from
Biopure (Tulln, Austria). Ergotamine D-tartrate (Fluka R©)
and methanol (Riedel-de Haën R©) were from Honeywell
(Charlotte, NC, USA). Acetonitrile and ethyl acetate
were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). All
reagents used were at least of analytical grade. For the
analysis of EA, a toxin standard mixture of ergometrine,
ergocristine, and ergotamine D-tartrate in a ratio of
1:10:14 (w/w/w; Gross et al., 2018) with a total alkaloid
concentration of 25 µg/ml was prepared. All mycotoxin
stock solutions (except T-2/HT-2) were checked for purity
and correct concentration by UV spectroscopy (Shimadzu,
Duisburg, Germany), using published spectra and absorp-
tion coefficients (Cole et al., 2003). Phosphate-buffered

saline (PBS) contained 6.79 g of NaCl, 1.47 g of Na2HPO4,
and 0.43 g of KH2PO4 in 1 L of a. dest. (0.01 mol/L,
pH 7.3). For AOH extraction, PBS consisted of 6.79 g of
NaCl, 2.94 g of Na2HPO4, and 0.86 g of KH2PO4 in 1 L
of a. dest. (pH 7.2). Sodium bicarbonate buffer contained
1.59 g of Na2CO3 and 2.93 g of NaHCO3 in 1 L of a. dest.
(0.05 mol/L, pH 9.6). Washing solution contained 8.5 g
NaCl and 0.25 ml of Tween in 1 L of a. dest. For the enzyme
substrate/chromogen solution, H2O2-citrate buffer (8.3 g
citric acid, 49 ml KOH (1 mol/L), 72 µl 30% aqueous
H2O2, 160 ml a. dest; pH 3.9) and TMB solution (50.4 mg
3,3′,5,5′-TMB, 1 ml acetone, 9 ml methanol) were used.
The enzyme substrate/chromogen solution was prepared
according to Ackermann et al. (2011). Shortly before use,
0.5 ml of TMB was added to 10 ml of H2O2-citrate buffer.

2.2.2 Sample extract preparation

In general, sample extract preparation for all mycotoxins
was performed as described by Liesener et al. (2010), except
for AOH which was extracted by a modification of the
procedure described by Ackermann et al. (2011). All pro-
cedures had to be adopted to meet the requirements of
the highly absorptive PCF matrix. All primary extractions
were done with 5 g of sample material mixed with 50 ml
of solvent in a beaker and magnetic stirring at full speed
(400 rpm) for 30 min. For some toxins, extraction was fol-
lowed by a centrifugation step (10min at 3000× g for DON
and ZEN; 4 min at 11,000 × g for EA). Filtration was done
using paper filters.
T-2/HT-2 were extracted with 50 ml of water containing

70% methanol. A 2 ml portion of the filtered extract was
mixed with 2 ml of distilled water and extracted twice by
liquid–liquid partitioning with each 3 ml portions of ethyl
acetate. The two ethyl acetate phases were removed after
centrifugation (3000 × g, 15 min) and combined, then the
solvent was evaporated at 50◦C in a rotary evaporator. The
residue was dissolved with 0.2 ml of methanol and 1.8 ml
of PBS (pH 7.3), using ultra-sonication in a water bath for
2 min. This extract was mixed with 1 ml of n-heptane on
a wrist-action shaker. The phases were separated by cen-
trifugation (3000 × g, 15 min). The lower aqueous phase
was collected and analyzed by enzyme immunoassay (EIA)
either directly (sample dilution factor: 10), or after dilution
with PBS (pH 7.3) containing 10% methanol.
DON was extracted essentially by the same procedure

as for T-2/HT-2, except that extraction solvent was PBS
containing 10% methanol, and that no extract defatting
step with n-hexane was necessary. After rotary evapora-
tion, the residue was dissolved with 1 ml of PBS (pH 7.3).
This extract was analyzed either directly (sample dilution
factor: 5), or after dilution with PBS (pH 7.3).
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ZEN was extracted with distilled water containing 84%
acetonitrile. After centrifugation and filtration, 100 µl of
the filtrate was mixed with 1.58 ml PBS (pH 7.3) to obtain a
5% acetonitrile/PBS solution for EIA analysis (sample dilu-
tion factor: 168). Further dilutions were made with 5% ace-
tonitrile/PBS.
EAs were extracted with PBS pH 6.0 containing 60%

acetonitrile and stirred for 30 min on a magnetic stirrer
(400 rpm). After the solid particles had settled, 2 ml of this
extractwere transferred into a 2mlEppendorf vial and cen-
trifuged (11,000 × g, 4 min, 20◦C). For EIA analysis, 100 µl
of this extract was mixed with 0.9 ml PBS, pH 6.0 (sample
dilution factor: 100). Further dilutions were made with 5%
acetonitrile/PBS pH 6.0.
AOH was extracted with PBS containing 70% methanol,

the apparent pH value was adjusted to approximately 7.0
with 3 mol/L NaOH. The extract was filtrated and 2 ml
was mixed with 2 ml of distilled water. The mixture was
extracted twice by liquid–liquid partitioning with each
3 ml of ethyl acetate followed by centrifugation. The two
organic phases were pooled, the solvent evaporated, and
the residue dissolved with 1 ml of PBS for 2 min by ultra-
sonication in a water bath. The resulting extract was ana-
lyzed either directly (sample dilution factor: 5), or after
dilution with PBS.
Recovery was tested by adding toxin standard solutions

to dry sample materials before extraction. Three different
toxin levels, and three different sample materials per level,
were tested for each mycotoxin. The lowest concentration
used for fortification of samples was 3–10 times the calcu-
lated LODof eachmethod. T-2/HT-2were analyzed only in
products, which were labeled as containing oats (n = 15).
Further, the test samples, which gave the highest toxin
results in the enzyme immunoassays (EIAs) for DON, T-
2/HT-2, and AOH, were each spiked with the respective
toxin at the same level, to double the natural amount of
toxin, and then were reanalyzed.

2.2.3 EIA analyses

All competitive EIAs were performed as microtiter plate
(MaxiSorp, Nunc, Roskilde, Denmark) assays as described
previously for DON, ZEN, T-2/HT-2, EA, and AOH
(Gross et al., 2018). Some important EIA test characteristics
are compiled in Table 1. Four replicate wells were tested for
each standard concentration and for each dilution of sam-
ple extract solution. The resulting EIA absorbance values
at 450 nmweremeasured with amodel Sunrisemicroplate
reader (Tecan, Crailsheim, Germany) and evaluated by
Magellan EIA calculation software (Tecan). All values
were then standardized as percent relative absorbance of
the blank (B0), by dividing the mean absorbance values of

standard or sample solutions through the absorbance of
B0, multiplying by 100 (B/B0 × 100). The standard curve
detection limits were set as cut-off values of 70% –80%
as described for each EIA in the original studies. Recov-
ery was routinely checked, before the start and during
the analyses of each series, by addition of 50–100 µl of
toxin standard solution at appropriate concentrations to
dry samples before extraction, and allowing for the sol-
vent to evaporate. Each three sampleswith differentmatrix
composition were tested for each test system. The calcu-
lated mean detection limit of each test system for PCF
was derived from the mean standard curve detection limit,
multiplied by the minimum sample dilution factor, with-
out considering recovery. All toxin concentrations for nat-
urally contaminated samples were reported without cor-
rection for the analytical recovery.

2.3 Microbiological analyses

Microbiological parameters included nonspecific hygiene
indicators (aerobic mesophilic plate count (APC), Enter-
obacteriaceae, moulds) and specific pathogenic (Cronobac-
ter spp.) or enterotoxin-producing enterotoxigenic bacteria
(presumptive B. cereus).
All sample materials were prepared for analysis accord-

ing to ISO 6887-4:2017. For all tests, a 10 g test portion
was mixed with 190 ml of 0.1% sterile peptone water
(Oxoid,Wernigerode, Germany) in a sterile plastic bag and
homogenized in a paddle blender (Stomacher). Two fur-
ther decimal dilutions (2 × 10−2; 2 ×10−3) were prepared
with sterile peptone water (Oxoid). Each 100 µl of the orig-
inal homogenate and the two dilutions were spread onto
two plates and 1 ml of the original homogenate onto four
plates of the appropriate media. All sample homogenates
were analyzed in duplicate. Taking into account the min-
imum dilution factor, the detection limit was 2.0 × 101
colony forming units (CFU)/g. All incubation of plates
were done under aerobic conditions.
The number of aerobic mesophilic bacteria was deter-

mined on plate count agar (PC agar, Oxoid) plates accord-
ing to ISO 4833-2:2014, incubation was at 30◦C for 24–48
h.
The enumeration of Enterobacteriaceae was done on

Violet Red Bile Glucose (VRBG) agar plates according to
ISO 21528-2:2017, incubation was 37◦C for 24–48 h.
Mould counts were determined on Sabouraud agar

plates with chloramphenicol 0.5 g/L (Oxoid), with an incu-
bation at 25◦C for 3–5 days.
Presumptive B. cereus were isolated by surface plat-

ing on polymyxin egg yolk mannitol bromthymol blue
agar, PEMBA (Oxoid) according to ISO 7932:2004, and
incubation at 30◦C for 24 h. Colonies showing typical
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TABLE 1 Overview of enzyme immunoassays (EIAs) used in this study and test performance in relationship to benchmark values

EIA system Test sensitivity achieved

Name
Known relevant
cross-reactions Reference

Mean LOD, standard
curve cut-off value
(ng/ml)

LOD in PCF
(µg/kg)

Benchmark
value, µg/kg

DON DON and its
8-ketotrichothecene
analogues

(Usleber et al., 1991;
Curtui et al., 2003)

2 ± 0.5 10 200a

ZEN ZEN and their analogues (Usleber et al., 1992;
Seidler, 2007)

0.04 ± 0.02 7 20a

T-2/HT-2 T-2, HT-2 (Esgin et al., 1989) 0.05 ± 0.01 0.5 15b

EA All EAs and isomers (Gross et al., 2018) 0.3 ± 0.05 30 20a

AOH None (Ackermann et al.,
2011)

0.4 ± 0.05 0.3 1c

aEC (2006b).
bEC (2013).
cEstimated from threshold of toxicological concern (TTC) value (2.5 ng/kg bodyweight (b.w.) andday; EFSA, 2011), assuming a b.w. of 10 kg and a daily consumption
of 25 g dry product.
Abbreviations: DON, deoxynivalenol; ZEN, zearalenone, EA, ergot alkaloids; AOH, alternariol.

morphology, blue color, and a precipitation zone were
transferred to Columbia agar supplemented with 5% of
sheep blood (30◦C, 24 h). Isolates identified as presump-
tive B. cereus on PEMBA were tested for toxin production
(hemolysin BL [Hbl]; nonhemolytic enterotoxin [Nhe])
with the Duopath R© Cereus Enterotoxins immunoassay
(Merck).
Cronobacter spp. were qualitatively detected by method

ISO 22964:2017. A 10 g portion of the sample was reconsti-
tuted with 190 ml buffered peptone water (Oxoid, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) according to ISO
6887-4:2017, and pre-enriched at 37◦C for 18 h. Then, 0.1 ml
was added to 10 ml of Cronobacter Selective Broth (CSB;
Oxoid Thermo Fisher) and cultured at 41.5◦C for 24 h. A
10 µl portion was streaked onto Chromogenic Cronobac-
ter Isolation agar (CCI Agar; Oxoid Thermo Fisher) with
a loop, and incubated at 41.5◦C for 24 h. Colonies which
were identified as tentative Cronobacterwere further char-
acterized by a commercial biochemical identification sys-
tem (API32E; bio-Mérieux, Marcy l’Etoile, France), and
then identified on species level by analyzing the fusA
gene sequences as described previously by Akineden et al.
(2017).
Further characterization of randomly chosen isolates

was done if a noticeable colony growthwas observed on PC
agar, VRBG agar, PEMBA, or CCI Agar, excluding typical
aerobic spore forming bacteria on PC agar, which fre-
quently grewonPCagar in lowdensities. One ormore typi-
cal, morphologically distinct colony was selected and puri-
fied by streaking onto Columbia blood agar. The genomic
DNAwas extracted from single colonieswith a commercial
test system (DNeasy blood and tissue kit, Qiagen). Species
identification of isolates was done by amplification and

sequencing of the 16S rRNA gene (Kuhnert et al., 1996).
For species identification, sequences were compared using
the “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST) at the
National Centre for Biotechnology Information (NCBI)
website (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Microbiological analyses

The vast majority of samples were negative for Enterobac-
teriaceae, moulds, and for presumptive B. cereus (Table 2).
Each sample yielded visible colony growth on VRBG
(sample #6) and PEMBA (#20), respectively. Four samples
had mould counts at the detection limit of (2.0–4.0 × 101
CFU/g), and only one sample (#17) was moderately pos-
itive for moulds at 2.0 × 102 CFU/g. On CCI agar, two
samples (#6, #17) resulted in colony growth, indicative for
Cronobacter spp.
With regard to aerobic mesophilic bacteria, the major-

ity of samples (24 of 38) were negative, six were weakly
positives (101–102 CFU/g). However, eight samples had
colony counts of ≥102 CFU/g, highest result was obtained
for sample #6 (9.6 × 102 CFU/g). As far as we know, no
specific regulation for aerobic colony counts in PCF exist,
neither in the European Union nor elsewhere. However,
this parameter has been addressed as a “useful testing”
criterion by the International Commission on Microbio-
logical Specifications for Foods (ICMSF), and limits/g in
a range of m = 1 × 103−5 × 103 to M = 1 × 104−5 × 104
have been suggested (ICMSF, 2011). The ML obtained in
our study were 1–2 orders of magnitude lower than that,

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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TABLE 2 Quantitative results for aerobic mesophilic bacteria, Enterobacteriaceae, moulds, and presumptive Bacillus cereus in processed
cereal-based foods (PCF) (n = 38), number of sample per interval

CFU/g interval
Aerobic mesophilic
bacteria Enterobacteriaceae Moulds

Presumptive
Bacillus cereus

Negative, < 2.0 × 101 24 37 33 37
101–< 102 6 0 4 1b

102–< 103 8 1a 1 0
aIdentified as Acinetobacter baumannii (non-Enterobacteriaceae).
bIdentified as Bacillus wiedmannii.

TABLE 3 Identification of isolates from plate count agar (PC agar) of processed cereal-based foods (PCF) based on partial sequencing of
the 16S rRNA gene

No. of
sample
and
isolate

No. of
isolate
analyzed

Phylogenetic
affiliation

Designation of
isolate

Sequence
length (bp)

Identity %
(query
coverage)

Closest species (NCBI
accession number)

3 3 Moraxella osloensis BBK 10/20 1304 99.23 (99) Moraxella osloensis DSM 6998T

(NR_104936.1)
Moraxella osloensis BBK 14/20 1304 99.69 (100) Moraxella osloensis DSM 6998T

(NR_104936.1)
Moraxella osloensis BBK19/20-pca2 1310 99.54 (99) Moraxella osloensis DSM 6998T

(NR_104936.1)
2 2 Acinetobacter

baumannii
BBK 6/20 1308 99.85 (99) Acinetobacter baumannii DSM

30007T (NR_117677)
Acinetobacter
nosocomialis

BBK12/20-cci 1312 99.62 (99) Acinetobacter nosocomialis DSM
102856T (NR_117931.1)

1 1 Pantoea brenneri BBK17/20 1181 99.41 (100) Pantoea brenneri DSM 24232T

(NR_116748.1)
1 1 Microbacterium zeae BBK13/20 1294 99.07 (99) Microbacterium zeae DSM

100750T (NR_149816.1)
1 1 Chryseobacterium

hominis
BBK18/20-pca2 1238 98.54 (100) Chryseobacterium hominis DSM

30866T (NR_042517.2)
1 1 Janibacter melonis BBK19/20-pca1 1293 99.61 (100) Janibacter melonis DSM 16063T

(NR_025805.1)
1 1 Micrococcus

aloeverae
BBK18/20-pca1 1295 99.77 (99) Micrococcus aloeverae DSM

27472T (NR_134088.1)
4 1 Bacillus subtilis BBK12/20-pca 1324 99.85 (99) Bacillus subtilis DSM 10T

(NR_027552.1)

supporting the conclusion that for this parameter, a good
overall quality of all products could be assumed. Neverthe-
less, each one to two characteristic isolates representing
the dominant type of colonymorphology per PC agar plate,
from a total of 14 positive samples, were further identified,
using biochemical methods and 16S rDNA sequencing, to
obtain some preliminary information about the spectrum
of bacterial species in PCF (Table 3). The dominant isolates
from four samples were identified as Bacillus subtilis. For
colony growth on the remaining 10 PC agar plates, non-
spore forming bacteria dominated. The identified species
presented a very diverse spectrum of bacteria and included
Gram-negative (Acinetobacter nosocomialis, Chryseobac-

terium hominis,Moraxella osloensis, Pantoea brenneri) and
Gram-positive (Janibacter melonis, Microbacterium zeae,
Micrococcus luteus [syn. M. aloeverae]) species (Table 3).
All these species have been isolated from various envi-
ronmental habitats including plants, but also from infant
formulae and from clinical specimen, some as commen-
sal bacteria, but some have been involved in nosocomial
human infectious diseases (Rajilić-Stojanović & de Vos,
2014).
Species identification after 16S RNA gene analysis of

one suspect colony growth on VRBG (sample #6) revealed
that this was not caused by a member of the Enter-
obacteriaceae family but by Acinetobacter baumannii.
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Interestingly, the same species was identified from plate
count agar of sample #6, indicating that A. baumannii
was a major bacterial species in this particular sample
material. Furthermore, species identification of suspect
Cronobacter spp. fromCCI of sample #6 showed that it was
C. sakazakii, thereby confirming co-contamination with
both opportunistic pathogens, which both have a history
of causing foodborne infectious disease in newborns and
infants <6 months of age (Amorim & Nascimento, 2017;
Taylor et al., 2021).
Cronobacter spp. was isolated from the CCI plate of a

second sample (#17), and this isolate also turned out to be
C. sakazakii. Another isolate from this sample, collected
from PC agar, was identified as Pantoea brenneri. Most
Pantoea spp. are ubiquitous on plants and in water, but
also have been frequently isolated from infant formulae
(Estuningsih et al., 2006), and have been associated with
very rare but severe cases of septicaemia in newborn or
immunocompromised infants (Bergman et al., 2007).
Cronobacter spp., specifically C. sakazakii, probably

have been the most notorious foodborne pathogens in
commercial, milk-based powdered infant formulae in the
last decades (Muytjens et al., 1988; Taylor et al., 2021).
Cronobacter spp. have also been isolated from various
cereal-based foods (Akineden et al., 2017; Friedemann,
2007; Lou et al., 2019; Silva et al., 2019), but little infor-
mation about the frequency in PCF is available. In our
study, colony forming units of Cronobacter spp. were
obtained only by using 10 g test portions, and including
a pre-enrichment step. Low levels of contamination, usu-
ally lower than 1 CFU/g (Al-Holy et al., 2011; Muytjens
et al., 1988), seem to by typical for Cronobacter in dried
foods. In the European Union, PCF for infants and young
children are regulated under the Commission Directive
2006/125/EC (EC, 2006a), but this does not include micro-
biological criteria.Cronobacter spp., presumptive B. cereus,
and Enterobacteriaceae in milk-based commercial formu-
lae for infants <6 months of age are covered by European
Union regulation No. 2073/2005 (EC, 2005), but this regu-
lation does not apply to PCF.
Four samples yielded a weakly positive result for

moulds, all near the detection limit (2.0 × 101 CFU/g) of
the method. By microscopy, all were tentatively identified
as Penicillium spp. No further attemptwasmade to identify
and characterize these colonies at the species level.
Only one sample (#20) yielded colony growth on

PEMBA (2.0 × 101 CFU/g), indicative for presumptive
B. cereus. Further 16S rDNA sequence analysis identified
this isolate as Bacillus wiedmannii, which is a member of
the B. cereus group (Miller et al., 2016). This isolate also
showed hemolytic activity on blood agar and was positive
forNhe andHbl in theDuopath R©CereusEnterotoxins test
(Merck). Toxigenic strains of the B. cereus group species

have previously been reported in infant foods, including
cereal-based products (Kim et al., 2011; Sadek et al., 2018).
Severe outbreaks of intoxication associatedwith enterotox-
igenic B. cereus spp. in food consumed by children have
been reported (Delbrassinne et al., 2015; Dierick et al.,
2005), but these cases were also characterized by improper
food handling. At such a low level of contamination, which
would have been well below even the European Union
requirements for infant formulae (EC, 2005), this does not
appear to be a food safety issue.
Summarizing the results of themicrobiological analyses,

all samples had low or very low colony counts, and five
out of 38 PCF products were found to be positive, at low
level, for one or two bacterial species that have been associ-
ated with rare cases of newborn or preterm infant disease.
Nine other samples contained moulds or commensal bac-
teria at low numbers. We agree with the opinion expressed
by the ICMSF (2011) that findings in such a range can-
not be regarded as a direct threat to the health of infants
≥4 months of age, as long as the product is prepared and
handled according to the recommendations. Further, no
clear association between a specific PCF ingredient ormix-
ture of ingredients and the occurrence of specific bacte-
ria could be detected, also because the majority of prod-
ucts containedmixed cereals. These products yieldedmost
remarkable findings, including both C. sakazakii isolates,
A. baumannii, P. brenneri, and B. wiedmannii (Table 4).

3.2 Mycotoxin analyses

3.2.1 Method validation

All PCF products under study were dried powdery or gran-
ular products of similar appearance, the ingredients pre-
sented a wide variety of different cereals as ingredients
or ingredient mixtures. The majority of products in this
study contained cereal mixtures, similar as observed from
the display of products in eight local retail shops. Prod-
uct labels listed up to seven different cereals, providing
multiple potential sources for mycotoxin contamination.
Out of the Fusarium mycotoxins under study, DON and
ZEN were analyzed in all samples, T-2/HT-2 were ana-
lyzed in oat-containing products only, because oats appear
to be by far the most relevant source in middle Euro-
pean cereals (EFSA, 2017). For each mycotoxin EIA, the
mean limit of detection (LOD) as indicated by Liesener
et al. (2010) was checked and verified, using spiked PCF
sample material. The recovery experiments showed that
the mean recovery rates for DON, T-2/HT-2, and AOH in
spiked samples were in the range of 69%–120% (Table 5).
For EA and ZEN, which were also analyzed in all sam-
ples, higher recoveries ranging from 115% to 160% were
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TABLE 4 Compilation of samples which yielded highest or else remarkable results, with regard to either microbiological contamination
or maximummycotoxin levels

Sample #
Parameter 6 12 17 20 24 30 34
Composition Oats, wheat,

barley, spelt,
rye

Wheat Oats, einkorn
wheat,
barley, rye

Oats, wheat, rye,
barley, spelt

Rice, maize,
sorghum

Wheat, oats,
rye, barley,
sorghum,
rice, maize

Wheat

Recommended age,
months

≥6 ≥4 ≥6 ≥6 ≥4 ≥6 ≥4

Microbiology
Aerobic mesophilic
bacteria, CFU/g

9.6 × 102 3.6 × 102 1.2 × 102 <2.0 × 101 <2.0 × 101 <2.0 × 101 <2.0 × 101

Specific isolates C. sakazakii, A.
baumannii

A. nosocomialis, B.
subtilis

C. sakazakii, P.
brenneri

B. wiedmannii – – –

Mycotoxin EIA
results, µg/kg

DON <9 <9 15 <9 <9 11 35
T-2/HT-2 4 n.a. 5 5 n.a. 8 n.a.
AOH 1 <0.3 0.5 0.7 2 2 <0.3

Abbreviations: AOH, alternariol; DON, deoxynivalenol; EIA, enzyme immunoassay; n.a., not analyzed.

TABLE 5 Recovery of mycotoxins from artificially contaminated processed cereal-based foods (PCF) samples. Each level was spiked in
triplicate

Toxin found
Test system for Spiked level (µg/kg) Mean recovery (%) RSD (%)
DON 30 69 4

50 78 4
150 70 9

ZEN 20 155 9
50 133 10
100 127 5

T-2/HT-2 10 99 10
20 120 19
50 96 17

EA 100 160 29
200 130 18
500 115 9

AOH 3 72 18
5 85 3
10 75 10

Abbreviations: AOH, alternariol; DON, deoxynivalenol; EA, ergot alkaloids; RSD, relative standard deviation; ZEN, zearalenone.

determined. The high recoveries obtained for ZEN may
be explained by some remaining matrix interference in
the three selected materials, because the blank materials
used for spiking were clearly below the LOD but yielded
absorbance values of 93%–98% B/B0 × 100. Likewise, the
high recovery rates for EA may also be explained by some

remaining matrix effects. Since both tests yielded toxin-
negative results for all samples, no attempt was made to
further improve sample extract preparation. Further stud-
ies will aim at optimizing the overall analytical strategy,
including sample extraction and confirmation of positive
results by, for example, an LC-MS/MS reference method.
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Relative standard deviations (RSDs) of ≤10% were found
for DON and ZEN, whereas RSDs <20% could be achieved
for all other mycotoxins except for the 100 µg/kg spiking
level of EA (29%). Further, three samples containing each
of the highest toxin level (Table 4) of DON (#34), T-2/HT-2
(#30), andAOH(#24)were spikedwith the respective toxin
and reanalyzed. After subtracting the measured toxin con-
tent of the nonspiked sample, recoveries of 77%–106%were
obtained, which demonstrates a toxin-dependent addi-
tive effect and further indicates the suitability of the EIA
methods.
While the sample extraction methods, and the overall

method performance were considered to be sufficient, the
relative cross-reactivities of the EIAs, specifically for T-
2/HT-2 and EA may present some underestimate of the
true toxin content, while the DON and AOH results could
be an overestimate due to reactivity with toxin analogues.
The LOD of the EIA method for EAs (30 µg/kg) did not
fully meet the recently published European Union ML for
this group of toxins in PCF (20 µg/kg), but still are at a very
similar level.

3.2.2 Mycotoxin frequency and levels

All samples, even rye-containing products, yielded clearly
EA-negative results, which indicates that this group of
mycotoxins does not play a relevant role in PCF from the
German market (Table 6). EAs in cereals, even if present
in the harvested lots, can easily be removed during the
cleaning process, allowing selection of low-contamination
batches for production of PCF. It could also be assumed
that PCF producers were already aware of “soon to come”
European Union regulations for EAs in 2019/2020. This
could explain why the contamination situation as found
in our study was better than that reported in a few previ-
ous studies. For example, breakfast cereals, biscuits, and
cookies from the Dutch market 2010–2014 had mean total
EAs levels of 10 µg/kg, with some products exceeding
100 µg/kg (Mulder et al., 2015). Apparently, dedicated PCF
products were not included in this study. Similar results
were reported in a 1997–1999 survey for Canadian products
(Lombaert et al., 2003).
Like EAs, ZEN was also not detected in any sample.

Although ZEN is a common contaminant in most cere-
als at the time of harvest, it is largely eliminated during
the grain cleaning processes. Our results on the absence
of ZEN at <7 µg/kg are supported by others who also
found no ZEN, or just traces near 1 µg/kg, in PCF from
other European countries (Braun et al., 2020; Juan et al.,
2014), while slightly higher concentrations were reported
for such products from the United States (Al-Taher et al.,
2017).

DONwas foundwith relatively high frequency (26%) but
at low levels (maximum concentration: 35 µg/kg) in PCF
products, regardless of cereal composition (Table 6). While
most samples were negative (<9 µg/kg), the majority of
positive samples contained levels of justDON, probably the
most frequent Fusarium toxin in cereals in Germany, and,
in contrast to ZEN, removal during cereal processing is not
fully efficient (Karlovsky et al., 2016), which may explain
our findings. Similar findings have been reported by oth-
ers (Herrera et al., 2019; Juan et al., 2014; Pereira et al.,
2015).
T-2/HT-2 were found in all 15 oat-containing products,

but again at very low concentrations between 1 and 8 µg/kg
(Table 6). This was not unexpected, as previous surveys
have shown that oat is the major, if not only, relevant
cereal in Europe in aspects of T-2/HT-2 contamination
(Curtui et al., 2009; Gottschalk et al., 2009; Kirinčič et al.,
2015). None of the samples exceeded the guideline value
of 15 µg/kg. Our results are consistent with the findings of
Al-Taher et al. (2017), who reported low levels of T-2/HT-
2 (<10 µg/kg) in oat-based and mixed-grain infant cereals
from the U.S. market.
It was not surprising that a considerable part of the sam-

ples (66%) from each of the six product categories was
positive for AOH (0.4–2 µg/kg) (Table 6), because AOH is
the most frequent occurring Alternariamycotoxin in food
(EFSA, 2011). Similar levels of AOH (<10 µg/kg) in single
grain as well as in multi-grain baby foods had also been
reported by Scott et al. (2012) and Gotthardt et al. (2019).
However, the AOH levels in positive samples consistently
were very low. In the absence of a full toxicological risk
assessment, it is difficult to evaluate the relevance of these
findings. Applying (i) the TTC recommended for AOH by
EFSA (2.5 ng/kg b.w. and day; EFSA, 2011), (ii) assum-
ing that 25 g PCF (dry product) is a reasonable daily serv-
ing size, and (iii) using a b.w. range (6–12 months) of 5–
10 kg, the critical AOH concentration in PCF would be at
0.5–1 µg/kg. This means that several samples would have
approached or even exceeded this critical concentration,
similar as estimated by EFSA in 2011 (EFSA, 2011). It has to
be emphasized that the TTC approach for AOH is affected
by several uncertainties, including the lack of in vivo toxi-
cological data.
Co-occurrence of DON and AOH was observed in five

samples (13%). Out of 15 oat-containing samples, which
were all positive for T-2/HT-2, one additionally contained
DON (oat-based product) and eight contained AOH (four
oat-based products+ fourmixed-grain products). All three
toxins were found in three oat-containing samples (mixed-
grain products). This is not surprising, as the majority
(n = 7) of these 12 co-contaminated oat-containing sam-
ples were composed of mixed cereals, providing different
sources for contamination of fungal toxins, and similar
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TABLE 6 Mycotoxin contamination in processed cereal-based foods (PCF) for infants and young children (n = 38) from the German
market based on six product categories

DON ZEN T-2/HT-2 EA AOH
Spelt-based cereals (n = 5)
Positive (%) 40 – n.a. – 60
Meana ± SD 12 ± 3 <7 n.a. <30 0.7 ± 0.2
Rangea 11–14 <7 n.a. <30 0.5–0.9
Wheat-based cereals (n = 5)
Positive (%) 20 – n.a. – 40
Meana ± SD 35 <7 n.a. <30 0.7 ± 0.2
Rangea – <7 n.a. <30 0.6–0.8
Oat-based cereals (n = 6)
Positive (%) 17 – 100 – 67
Meana ± SD 17 <7 4 ± 1 <30 0.6 ± 0.1
Rangea – <7 3–6 <30 0.4–0.7
Millet-based cereals (n = 3)
Positive (%) – – n.a. – 100
Meana ± SD <9 <7 n.a. <30 0.6 ± 0.1
Rangea <9 <7 n.a. <30 0.5–0.7
Rice-based cereals (n = 6)
Positive (%) 17 – n.a. – 33
Meana ± SD 11 <7 n.a. <30 1 ± 0.2
Rangea – <7 n.a. <30 1.1–1.5
Mixed-grain cereals (n = 13)
Positive (%) 38 – 100b – 85
Meana ± SD 13 ± 2 <7 4 ± 2 <30 0.9 ± 0.6
Rangea 11–15 <7 1–8 <30 0.4–2

Note: Concentration values as mean ± standard deviation (SD) expressed in µg/kg.
Abbreviations: AOH, alternariol; DON, deoxynivalenol; EA, ergot alkaloids; n.a., not analyzed; ZEN, zearalenone.
aPositive samples only.
bn = 9.

findings have been reported for PCF products previously
(Juan et al., 2014; Zhang et al., 2018).
Concluding the results of the mycotoxin analyses, con-

tamination frequency of PCF with DON, T-2/HT-2, and
AOH was within a span, which was expected from
previous studies, but levels of contamination were all
in the low range, well below the ML. The complete
absence of detectable levels of ZEN and EAs may be
explainable by careful cereal cleaning and selection and
procedures.

4 CONCLUSION

This is the first analysis of the PCFs from the Ger-
man market, and the second one worldwide (Assunção
et al., 2021), in which twomajor food safety categories have
been studied, namelymicrobiological quality and contami-

nationwithmycotoxins.Of course pathogenic, opportunis-
tic, or spoilage bacteria have no direct relationship with
fungal toxins. However, it may be argued that an overall
deficit in maintaining effective measures to ensure food
safety and quality in PCF production facilities may neg-
atively impact both areas. Our study, although limited in
sample number, included products of all major companies
offering PCF products on theGermanmarket. All products
fully complied with present European Union regulations
of microbiological criteria and mycotoxin contamination.
Very few samples (Table 4) yielded results which, in one
or more parameters, surfaced the generally unremarkable
data set of analytical findings. The risk from low levels of
Cronobacter spp. and enterotoxigenic Bacillus spp., which
are a major concern in infant formulae for preterm infants
and neonates, can easily be avoided if PCF are prepared
freshly for each meal and consumed immediately there-
after.
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