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1 EINLEITUNG  1 

1  EINLEITUNG 

Cronobacter spp. (früher Enterobacter sakazakii) sind fakultativ anaerobe, peritrich 

begeißelte, gramnegative Stäbchenbakterien aus der Familie Enterobacteriaceae. Sie sind 

opportunistische Krankheitserreger, die vor allem bei Neugeborenen und Säuglingen, aber 

auch bei immungeschwächten und älteren Menschen schwere Allgemeinerkrankungen 

hervorrufen können. Zu den typischen Manifestationen einer Cronobacter-Infektion zählen 

unter anderem Meningitis, Septikämie und nekrotisierende Enterokolitis (LAI et al., 2001). 

Cronobacter spp. sind in der Umwelt und in Lebensmitteln pflanzlicher und tierischer 

Herkunft weit verbreitet. Die wichtigste Infektionsquelle für die Erkrankungen bei 

Säuglingen stellt jedoch vor allem kontaminierte pulverförmige Säuglingsnahrung dar 

(FAO/WHO, 2004; FRIEDEMANN, 2008). Deshalb sind Cronobacter spp. gemäß 

Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 der Kommission vom 15. November 2005 über 

mikrobiologische Kriterien für Lebensmittel, geändert durch die Verordnungen (EG) 

Nr. 1441/2007 und Nr. 365/2010, als Lebensmittelsicherheitskriterium definiert. 

Cronobacter spp. dürfen in 30 x 10 g getrockneter Säuglingsanfangsnahrung und 

getrockneten diätetischen Lebensmitteln für besondere medizinische Zwecke, die für 

Säuglinge unter sechs Monaten bestimmt sind, nicht nachweisbar sein. 

Die ehemalige Spezies Enterobacter sakazakii wurde aufgrund neuer genetischer und 

biochemischer Erkenntnisse taxonomisch in die neue Gattung Cronobacter überführt 

(IVERSEN et al., 2008a). Nach mehreren weiteren Reklassifizierungen enthält die Gattung 

Cronobacter derzeit (Juni 2017) sieben Spezies: Cronobacter (C.) sakazakii, 

C. malonaticus, C. turicensis, C. muytjensii, C. dublinensis mit drei Subspezies 

(C. dublinensis subsp. dublinensis, C. dublinensis subsp. lausannensis, C. dublinensis

subsp. lactaridi), C. condimenti, C. universalis (IVERSEN et al., 2008a; BALDWIN et al., 

2009; JOSEPH et al., 2012a; STEPHAN et al., 2014). 

Aufgrund dieser neuen Klassifizierung, aber auch wegen möglicher Unterschiede 

bezüglich der pathogenen Eigenschaften, gewinnt die Speziesdifferenzierung innerhalb der 

Gattung Cronobacter immer mehr an Bedeutung. Inwieweit eine solche Differenzierung 

tatsächlich von praktischer Relevanz ist, insbesondere für den Nachweis von Cronobacter

spp. in Säuglingsnahrungsmitteln, kann derzeit noch nicht abgeschätzt werden.  



1 EINLEITUNG  2 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden am Institut für Tierärztliche Nahrungsmittelkunde, 

Professur für Milchwissenschaften der Justus-Liebig-Universität Gießen, insgesamt 

259 Cronobacter-Isolate aus unterschiedlicher Herkunft differenziert. Ziel der 

vorliegenden Arbeit war es, die Variabilität und relative Häufigkeit verschiedener 

Cronobacter-Spezies in Säuglingsnahrungsmitteln sowie einigen anderen Lebensmitteln 

des deutschen Marktes und des Produktionsumfeldes von Säuglingsnahrung herstellenden 

Betrieben zu untersuchen und die Häufigkeitsverteilung der einzelnen Spezies darzustellen. 

Zudem sollten die verschiedenen Differenzierungsmöglichkeiten untereinander verglichen 

und auf ihre Routinetauglichkeit geprüft werden. 



2 LITERATURÜBERSICHT  3 

2  LITERATURÜBERSICHT 

2.1  Cronobacter spp. 

2.1.1  Taxonomie und Nomenklatur 

Im Jahr 1929 wird erstmals in der Literatur ein aus einer Blutkultur isolierter, 

gelb-pigmentierter Enterobacter cloacae (E. cloacae) beschrieben (PANGALOS, 1929). 

Erst wenige Jahrzehnte später werden diese „gelb-pigmentierten E. cloacae“ in 

Zusammenhang mit Erkrankungen gebracht (URMENYI & FRANKLIN, 1961; 

JØKER et al., 1965). 

Erste Hinweise, dass „gelb-pigmentierte E. cloacae“ nicht zu der Spezies E. cloacae

gehören, kamen 1972. Mittels DNA-DNA-Hybridisierung konnte festgestellt werden, dass 

der Verwandtschaftsgrad von gelb-pigmentierten und nicht-pigmentierten  

E. cloacae-Stämmen nur bis zu 50% beträgt (BRENNER et al., 1974). Auch das 

Wachstum von E. cloacae-Stämmen auf CASO-Agar (Caseinpepton-Sojamehlpepton-

Agar) zeigte zwei verschiedene Phänotypen im Zusammenhang mit der An- oder 

Abwesenheit von gelbem Pigment (STEIGERWALT et al., 1976). Im Jahr 1977 zeigten 

BRENNER et al. (1977), dass die Differenzierung zwischen pigmentbildenden E. cloacae

und nicht-pigmentbildenden E. cloacae auf Basis der Säureproduktion aus D-Sorbit (die 

Fähigkeit D-Sorbitol zu fermentieren) und verzögerter DNaseproduktion (extrazellulär) 

möglich ist. 

Im Hinblick auf die phäno- und genotypischen Unterschiede wurde der „gelb-pigmentierte 

E. cloacae“ im Jahr 1980 als eigenständige Spezies Enterobacter sakazakii (E. sakazakii) 

klassifiziert (FARMER et al., 1980). Der Name E. sakazakii wurde zu Ehren des 

japanischen Tierarztes und Mikrobiologen Riichi Sakazaki gewählt. Diese 

Neuklassifizierung durch FARMER et al. (1980) basiert auf Unterschieden in der 

DNA-DNA-Hybridisierung, biochemischen Reaktionen, der Produktion von gelbem 

Pigment und der Empfindlichkeit gegenüber verschiedenen Antibiotika. Da man innerhalb 

der neuen Spezies 15 Biotypen unterscheiden konnte, hatten bereits FARMER et al. (1980) 

vermutet, dass es sich in Wirklichkeit um mehrere Spezies handeln könnte und zugleich 



2 LITERATURÜBERSICHT  4 

die Hypothese aufgestellt, dass die Etablierung einer neuen Gattung erforderlich sein 

könnte.  

Basierend auf partieller 16S rDNA-Sequenzanalyse wurden durch die Untersuchung von 

189 E. sakazakii-Stämmen die 15 Biotypen vier genomischen, heterogenen Clustern 

zugeordnet und elf weitere Subtypen und ein weiterer Biotyp mit drei Subtypen eingeführt 

(IVERSEN et al., 2006). Im Jahr 2007 konnten mittels f-AFLP (fluorescent amplified 

fragment-length polymorphism), Ribotypisierung, DNA-DNA-Hybridisierung und 

Gensequenzierung der 16S rRNA weitere genetische Unterschiede festgestellt werden und 

die Reklassifizierung und Einführung der Gattung Cronobacter wurde vorgeschlagen 

(IVERSEN et al., 2007a). 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 vor 

allem bei Säuglingen zu oft tödlichen Infektionskrankheiten führt. 

Eine genauere Zuordnung der Biotypen zu den jeweiligen Spezies erfolgte im Jahr 2008. 

Danach gehören die Biotypen 1 bis 4, 7, 8, 11 und 13 zu C. sakazakii, Biotyp 5, 9 und 

14 zu C. malonaticus, Biotyp 15 zu C. muytjensii und Biotyp 16 zu C. turicensis, wobei 

zwei Stämme dieser Gruppe separiert als C. genomospecies 1 geführt werden. Die 

Biotypen 6, 10 und 12 zählen zu der Spezies C. dublinensis, die in die Subspezies 

C. dublinensis subsp. dublinensis (Biotyp 12), C. dublinensis subsp. lausannensis

(Biotyp 10) und C. dublinensis subsp. lactaridi (Biotyp 6) eingeteilt werden 

(IVERSEN et al., 2008a).  

Bei einer Neubewertung einiger Cronobacter-Stämme mittels phänotypischer 

Charakterisierung, 16S rRNA-Gensequenzierung und Multilokus-Sequenz-Analyse 

(MLSA) wird eine neue Spezies, C. condimenti beschrieben und C. universalis ersetzt die 

Spezies C. genomospecies 1 (JOSEPH et al., 2012a). Bei weiteren Untersuchungen mittels 

MLSA kam es zur Reklassifizierung von drei Enterobacter (E.) Spezies (E. turicensis,  

E. helveticus und E. pulveris) in die Gattung Cronobacter (BRADY et al., 2013). 

STEPHAN et al. (2014) nahmen die letzten drei Spezies jedoch kurz darauf wieder aus der 

Gattung Cronobacter heraus und reklassifizierten sie als zu den neuen Gattungen 

Franconibacter (F.) und Siccibacter (S.) zugehörig.  
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Die Gattung Cronobacter gehört zu der Familie der Enterobacteriaceae. Derzeit 

(Juni 2017) umfasst sie somit sieben Spezies und drei Subspezies. Eine Übersicht der 

neuen taxonomischen Einteilung ist in Tabelle 1 dargestellt. 

Tabelle 1: Taxonomische Einteilung von Cronobacter spp. 

Taxon Bezeichnung Referenz 

Familie Enterobacteriaceae 

Gattung Cronobacter IVERSEN et al., 2008a 

Spezies C. sakazakii                   

Spezies C. malonaticus 

Spezies C. turicensis 

Spezies C. muytjensii 

Spezies C. dublinensis 

Subspezies C. dublinensis subsp. dublinensis 

Subspezies C. dublinensis subsp. lausannensis 

Subspezies C. dublinensis subsp. lactaridi 

Spezies C. condimenti JOSEPH et al., 2012a 

Spezies C. universalis 

Die Einteilung einiger Cronobacter-Spezies in Serotypen wird in verschiedenen Studien 

beschrieben (MULLANE et al., 2008a; JARVIS et al., 2011; SUN et al., 2011; 2012; 

Blažková et al., 2015). Die Serotypeneinteilung basiert auf unterschiedlichen 

O (Oberflächen)-Antigenen, die als Bestandteil von Lipopolysacchariden in der äußeren 

Membran von gramnegativen Bakterien lokalisiert sind. Für das Genus Cronobacter sind 

derzeit (Juni 2017) 24 Serotypen bekannt (Blažková et al., 2015). Für C. sakazakii sind 

sieben Serotypen (MULLANE et al., 2008a; JARVIS et al., 2011; SUN et al., 2011; 

Blažková et al., 2015), für C. turicensis fünf Serotypen, für C. malonaticus vier Serotypen, 

für C. dublinensis drei Serotypen, für C. muytjensii und C. universalis jeweils zwei 

Serotypen und für C. condimenti ein Serotyp beschrieben (JARVIS et al., 2011; SUN et al., 

2012; Blažková et al., 2015). 
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2.1.2  Morphologie, kulturelle und biochemische Eigenschaften 

Cronobacter spp. sind fakultativ anaerobe, peritrich begeißelte, gramnegative Stäbchen mit 

einer Größe von etwa 3 µm x 1 µm (IVERSEN et al., 2007a).  

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). Die Acetoinproduktion 

(Voges-Proskauer Test, API® 20 E, BioMerieux) ist bei 91% der Stämme positiv 

(LEHNER et al., 2013). Eine weitere charakteristische Eigenschaft von Cronobacter spp. 

stellt die �-Glucosidase-Aktivität dar. Sie ermöglicht eine schnelle und sichere 

Differenzierung zwischen Cronobacter- und Enterobacter-Spezies (MUYTJENS et al., 

1984). 

Beim Wachstum auf festen Nährböden lassen sich zwei verschiedene Kolonietypen 

unterscheiden. Kolonietyp A ist entweder trocken oder mukös, mit einer konvexen oder 

konkaven, gummiartigen Oberfläche, die sich nur schlecht mit einer Öse vom Agar 

abnehmen lässt. Kolonietyp B hingegen ist von weicher, schleimiger Konsistenz und lässt 

sich leicht mit der Öse vom Agar abnehmen (FARMER et al., 1980). Bei Subkultivierung 

wurde gezeigt, dass sich Typ A in Typ B umwandeln kann und beide Kolonietypen in einer 

Kultur auftreten können (FARMER et al., 1980). Hinsichtlich der Virulenzeigenschaften 

sind keine Unterschiede zwischen diesen beiden Kolonietypen bekannt 

(NAZAROWEC-WHITE & FARBER, 1997a). Das Wachstum in flüssigen Nährmedien 

erfolgt sehr schnell und eine große Menge an Sediment wird produziert (FARMER et al., 

1980). Minimale und maximale Wachstumstemperaturen werden mit 2,2 °C und 48,9 °C 

angegeben (KANDHAI et al., 2006). 

Zu den charakteristischen Merkmalen von Cronobacter spp. zählte lange Zeit auch die 

Produktion des gelben Pigments. Bei einer Bebrütungstemperatur von 25 °C für 48 h ist sie 

am deutlichsten ausgeprägt. In wenigen Fällen ist sie jedoch nur schwer erkennbar oder 

nicht vorhanden und sollte daher nicht als alleiniges Differenzierungskriterium genutzt 



2 LITERATURÜBERSICHT  7 

werden (FARMER et al., 1980). In Untersuchungen von IVERSEN & FORSYTHE (2007) 

produzierten 2% der geprüften Cronobacter-Stämme kein gelbes Pigment. 

2.1.3  Biofilmbildung und Tenazität 

Die Fähigkeit zur Biofilmbildung spielt besonders im Hinblick auf die Wirksamkeit von 

Reinigungs- und Desinfektionsmaßnahmen eine Rolle. Voraussetzung für die Bildung von 

Biofilmen ist die Produktion von extrazellulären polymeren Substanzen, Zellulosefasern 

und Curli-Fimbrien (ZOGAJ et al., 2003; HARTMANN et al., 2010), wobei die 

Zellulosefasern eine extrazelluläre Komponente in Biofilmen darstellen (LEHNER et al., 

2005). Das Anheften an verschiedene Oberflächen wie Silikon, Latex, Polycarbonat, 

Polyvinylchlorid und in geringerem Ausmaß auch an Edelstahl und Glas ist dadurch 

möglich (IVERSEN et al., 2004c, LEHNER et al., 2005). In einer Studie von KIM et al. 

(2006) über die Anheftungsfähigkeit und Biofilmbildung an Edelstahl und 

Ernährungssonden zeigte sich, dass Temperatur und Nährstoffangebot eine entscheidende 

Rolle spielen. Neben dem Vorhandensein von Zellulose und extrazellulärer DNA zeigten 

HARTMANN et al. (2010), dass auch intakte Flagellen für die Biofilmbildung von 

Bedeutung sind. 

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). Eine Überlebensfähigkeit von 24 Monaten (IVERSEN & FORSYTHE, 2003) bzw. 

30 Monaten in Säuglingsfertignahrung auf Milchpulverbasis 

(CAUBILLA-BARRON & FORSYTHE, 2007) sind dokumentiert. Weitere 

Untersuchungen zur Hitzetoleranz wurden u.a. von NAZAROWEC-WHITE & FARBER 

(1997b), BREEUWER et al. (2003) und IVERSEN et al. (2004c) durchgeführt. Dabei lag 

die optimale Wachstumstemperatur in rekonstituierter Säuglingsnahrung zwischen 37 °C 

und 43 °C (IVERSEN et al., 2004c). Die dezimalen Reduktionszeiten (D-Wert) für 

Hitzebehandlungen werden bei D54 °C mit Werten zwischen 10,2 ± 3,56 min und 

16,4 ± 0,67 min und bei D62 °C mit Werten zwischen 0,2 ± 0,13 min und 0,4 ± 0,08 min 

angegeben (IVERSEN et al., 2004c). Basierend auf dem D60 °C-Wert von 1,1 min und 
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einem z-Wert von 5,7 °C wurde für die Kurzzeitpasteurisierung bei 71,7 °C über 15 s eine 

Reduktion der Keimzahl um 21-log Stufen berechnet. Im Vergleich zu den D-Werten 

anderer Enterobacteriacae erwiesen sich Cronobacter spp. als verhältnismäßig 

hitzetolerante Organismen dieser Gruppe (NAZAROWEC-WHITE & FARBER, 1997b). 

EDELSON-MAMMEL & BUCHANAN (2004) führten ebenfalls Versuche zur 

Hitzetoleranz in rekonstituierter Säuglingsnahrung durch. Hierbei konnte zwischen den 

zwölf untersuchten Stämmen deutlich zwischen zwei Gruppen unterschieden werden. Die 

D58 °C –Werte lagen bei sechs Stämmen zwischen 30,5 ± 0,1 s und 47,9 ± 1,0 s, bei sechs 

weiteren Stämmen zwischen 307,8 ± 6,7 s und 591,9 ± 49,9 s. Weitere Untersuchungen 

dieser Stämme ergaben, dass ein bestimmtes Protein bei diesen sechs resistenten Stämmen 

nachweisbar war, dessen Sequenz als Biomarker vorgeschlagen wurde (WILLIAMS et al., 

2005). 

GONZÁLES et al. (2006) untersuchten die Keimdichte 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 log Stufen erreicht wurde. 

2.1.4  Pathogenitätsmechanismen und Virulenzfaktoren 

Der Begriff Pathogenität bezeichnet die Fähigkeit von Mikroorganismen, Krankheiten 

auszulösen. Der Auslöser einer Krankheit hängt von den sogenannten Virulenzfaktoren ab, 

die sowohl Strukturelemente, wie z.B. Zellwandkomponenten, oder auch 

Stoffwechselprodukte, wie z.B. Exotoxine eines Mikroorganismus sein können. Über die 

Pathogenitätsmechanismen und mögliche Virulenzfaktoren bei Cronobacter spp. ist bisher 

wenig bekannt (LEHNER et al., 2013). 

Die Adhäsionsfähigkeit und Invasivität von Cronobacter spp. wurde in mehreren Studien 

untersucht (MANGE et al., 2006; MOHAN NAIR & VENKITANARAYANAN, 2007; 

TOWNSEND et al., 2008; KIM & LOESSNER, 2008; MOHAN NAIR et al., 2009; 

SCHAUER et al., 2015). An den drei humanen Zelllinien HEp-2 (Humane 

Epitheliomzellen Typ 2), Caco-2 (Humane epitheliale colorektale Adenokarzinomzellen / 

Carcinoma Colon) und HBMEC (human brain microvascular endothelial cells) konnte die 
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Adhäsionsfähigkeit von Cronobacter spp. nachgewiesen werden (MANGE et al., 2006). 

Dabei konnte die Ausbildung von zwei verschiedenen Adhäsionsmustern, zum einen eine 

diffuse Anheftung, zum anderen eine Bildung von Bakterienhaufen, festgestellt werden. 

Nach MANGE et al. (2006) ist die Fähigkeit zur Adhäsion von Cronobacter spp. zum 

Großteil wahrscheinlich nicht durch Fimbrien bedingt. TOWNSEND et al. (2008) zeigten, 

dass sich Cronobacter spp. an Caco-2-Zellen anheften und in diese eindringen können. 

Außerdem konnte die Invasion von zerebralen Kapillarendothelzellen von Ratten 

nachgewiesen werden. Einige Stämme von Cronobacter spp. sind in der Lage, bis zu 

48 Stunden in Makrophagen (U937) zu überleben und sich zu vermehren (TOWNSEND 

et al., 2008). SCHAUER et al. (2015) zeigten für C. turicensis, dass durch gegen das 

O-Antigen gerichtete monoklonale Antikörper die Adhäsionsfähigkeit bei Caco-2-Zellen 

nicht beeinträchtigt, jedoch die Invasion des Erregers signifikant gehemmt wurde. 

Bei der Überwindung der Intestinal- und Blut-Hirn-Schranke spielen 

Transmembranproteine (Porine), sogenannte omps (outer membrane proteins), eine 

entscheidende Rolle. MITTAL et al. (2009) zeigten, dass die Expression von ompA sowohl 

für die Kolonisation im Gastrointestinaltrakt als auch für das Überleben von Cronobacter

spp. im Blut erforderlich ist. Auch die Überwindung der Blut-Hirn-Schranke und die 

Fähigkeit der Invasion von HBMEC-Zellen ist von der Expression von ompA abhängig 

(SINGAMSETTY et al., 2008; MITTAL et al., 2009). Durch die Bindung von ompA an 

Fibronektin wird die Invasion von HBMEC-Zellen ermöglicht (MOHAN NAIR et al., 

2009). In einer Studie von KIM et al. (2010) wird die Beteiligung eines weiteren Porins 

(ompX) als Virulenzfaktor dargestellt. 

Lipopolysaccharide (LPS) sind hitzestabile Endotoxine, die bei allen gram-negativen 

Bakterien in der äußeren Membran der Zellwand lokalisiert sind. Das Vorhandensein von 

Endotoxinen kann die Durchlässigkeit der Darmwand für Mikroorganismen erhöhen und 

somit die bakterielle Invasion fördern. Zudem können die Toxine die Blut-Hirn-Schranke 

überwinden und zu noch gravierenderen Schädigungen führen (TOWNSEND et al., 2007). 

TOWNSEND et al. (2007) untersuchte die Endotoxingehalte von 75 Proben 

Säuglingsfertignahrung auf Milchpulverbasis aus verschiedenen Ländern. Dabei lagen die 

Endotoxinkonzentrationen zwischen 40 und 5,5 x 104 EU (endotoxin units) pro Gramm 

Säuglingsfertignahrung. In einem darauffolgenden Tierversuch mit neugeborenen Ratten 

konnten, nach der intraperitonealen Injektion von gereinigtem Escherichia coli LPS und 

anschließender Verfütterung von phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) mit einer hohen 
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Dosis von Cronobacter spp. (108 cfu pro 10 µ PBS), Erreger in verschiedenen Organen 

sowie in der Zerebrospinalflüssigkeit nachgewiesen werden (TOWNSEND et al., 2007).  

Neben den in der äußeren Membran vorhandenen Endotoxinen sind einige Cronobacter

spp. auch in der Lage Exotoxine zu produzieren. In einer Studie von PAGOTTO et al. 

(2003) konnte die Bildung eines Enterotoxins nachgewiesen werden. 

RAGHAV & AGGARWAL (2007) führten weitere Untersuchungen im Hinblick auf die 

biochemischen Eigenschaften dieses Enterotoxins durch und konnten die höchste Aktivität 

bei einem pH-Wert von 6 und eine Hitzestabilität bei 90 °C über 30 min. beobachten. 

Zusätzlich zum Enterotoxinnachweis führte PAGOTTO et al. (2003) verschiedene 

Zytotoxizitätsversuche an unterschiedlichen Zelllinien (CHO - Chinese Hamster Ovary, 

Vero – Zelllinie aus Nierenzellen und Y-1 Zellen) durch. Dabei wurden zytotoxische 

Effekte bei allen Zellkulturen beobachtet. Außerdem konnte festgestellt werden, dass ein 

Isolat sowohl Enterotoxin bildete als auch zytotoxisch auf die Zelllinien CHO, Vero und 

Y-1 wirkte, wobei andere Isolate nur das Enterotoxin bildeten (PAGOTTO et al., 2003). 

2.1.5  Vorkommen von Cronobacter spp. 

2.1.5.1  Vorkommen in der Umwelt und in Lebensmitteln 

Das natürliche Habitat von Cronobacter spp. ist noch nicht bekannt, sie kommen aber in 

der Umwelt und in Lebensmitteln weit verbreitet vor. Diverse physiologische Fähigkeiten, 

wie z.B. Pigmentbildung, Biofilmbildung und Austrocknungsresistenz deuten darauf hin, 

dass es sich um pflanzenassoziierte Keime handelt (SCHMID et al., 2009; LEHNER et al., 

2013).  

Cronobacter spp. konnten bisher aus verschiedenen Lebensmitteln pflanzlicher und 

tierischer Herkunft nachgewiesen werden. Die höchste Kontaminationshäufigkeit wurde in 

pflanzlichen Lebensmitteln festgestellt. Die Mehrzahl der positiven Proben tierischer 

Lebensmittel enthielten pflanzliche Zusatzstoffe (TURCOVSKÝ et al., 2011). Auch andere 

Autoren berichten über das Vorkommen von Cronobacter spp. sowohl in frischen 

Obst- und Gemüsesorten als auch in getrockneten pflanzlichen Lebensmitteln, wie 
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Getreide, Kräutern und Gewürzen (KIM & BEUCHAT, 2005; IVERSEN et al., 2004b; 

JARADAT et al., 2009; CHON et al., 2012; HOCHEL et al., 2012). 

Als potentiell mit Cronobacter spp. kontaminierte Lebensmittel tierischen Ursprungs 

werden Rohmilch (LAFARGE et al., 2004), Milcherzeugnisse wie z.B. Käse 

(LECLERCQ et al., 2002; IVERSEN et al., 2004b; CHAVES-LÓPEZ et al., 2006), 

Speiseeis (KRAEMER, 2008), Fleischerzeugnisse wie z.B. Hackfleisch und Fleischbrät 

(LECLERCQ et al., 2002), Fisch (LIU et al., 2006) sowie Eier (GURTLER et al., 2005, 

HOCHEL et al., 2012) genannt. In Straußeneiern konnten Cronobacter spp. sowohl im 

Eiweiß als auch im Dotter nachgewiesen werden (CABASSI et al., 2004). Der Nachweis 

von Cronobacter spp. in Mineralwasserquellen (MOSSO et al., 1994) und im Trinkwasser 

(LECLERC et al., 2001) ist ebenfalls beschrieben.  

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

Cronobacter spp. aus der Produktionsumgebung verschiedener lebensmittelherstellender 

Betriebe (Milchpulver, Gewürze, Schokoladen-, Getreide-, Nudel- und Kartoffelprodukte) 

und aus Staubsaugerbeutelinhalten privater Haushalte nachgewiesen werden (KANDHAI 

et al., 2004; MULLANE et al., 2008b). 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 Geschirreinigung (Abwaschbürste) genutzt wurden, gefunden 

(MUYTJENS et al., 1983; NORIEGA et al., 1990; BAR-OZ et al., 2001; BLOCK et al., 

2002).  

Tiere können als Vektoren für eine Übertragung von Cronobacter spp. fungieren und ein 

Reservoir für diese Erreger darstellen. Von der Hautoberfläche von Stuben- 

(Musca domestica) und Stallfliegen (Stomoxys calcitrans) und aus dem Verdauungstrakt 

von mexikanischen Fruchtfliegen (Anastrepha ludens) und Stallfliegenlarven konnten 

Cronobacter spp. isoliert werden (KUZINA et al., 2001; HAMILTON et al., 2003; 

MRAMBA et al., 2006; PAVA-RIPOLL et al., 2012). Aber nicht nur Insekten sind als 

Träger von Cronobacter spp. beschrieben worden. GAKUYA et al. (2001) untersuchten 

z.B. Antibiotikaresistenzen von aus Ratten isolierten Cronobacter spp. aus Afrika. 

Im Zusammenhang mit Erkrankungen wurden Cronobacter spp. aus einer Vielzahl 

klinischer Proben aus Blut, Knochenmark, Liquor, Speichel, Respirationstrakt, Urin, Stuhl, 
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Haut, Wundexsudat, Augensekret, Ohr und Brustabszess isoliert (FARMER et al., 1980; 

IVERSEN & FORSYTHE, 2003). 

2.1.5.2  Vorkommen in Säuglingsnahrungsmitteln 

Aus lebensmittelhygienischer Sicht spielt das Vorkommen von Cronobacter spp. in 

pulverförmiger Säuglingsanfangsnahrung eine wichtige Rolle. Nach Angaben der 

FAO/WHO (2004) sind pulverförmige Säuglingsanfangsnahrungen in 50-80% der Fälle 

von durch Cronobacter spp. verursachten Erkrankungen als Quelle und auch als Vehikel 

identifiziert worden. Ein eindeutiger kausaler Zusammenhang zwischen dem Konsum von 

Säuglingsfertignahrung und Erkrankungen wurde in mehreren Studien nachgewiesen 

(MUYTJENS et al., 1983; SIMMONS et al., 1989; CLARK et al., 1990; 

VAN ACKER et al., 2001; CDC, 2002; BLOCK et al., 2002; COIGNARD et al., 2006). 

Mikrobiologische Untersuchungen zum Vorkommen von Cronobacter spp. in 

Säuglingsfertignahrungsmitteln zeigten weltweit bis zu 22,7% positive Proben 

(FDA, 2003). 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). Allerdings muss berücksichtigt 

werden, dass bei den Untersuchungen die Probenanzahl stark variierte. MUYTJENS et al. 

(1988) untersuchten zehn Proben aus Deutschland, von denen fünf (50%) mit 

Cronobacter spp. kontaminiert waren. KRESS et al. (2005) untersuchten 224 Proben, von 

denen sich 42 (18,8%) als kontaminiert erwiesen. SANJAQ (2008) berichtete von einer 

Kontaminationsrate in Trockenmilchpulver von 2,97%. KURZ (2009) konnte in 

21 (13,8%) von 152 untersuchten Proben Cronobacter spp. nachweisen.  

Die ab 2005 zu verzeichnende Zunahme der Meldungen im europäischen 

Schnellwarnsystem für Lebens- und Futtermittel (RASFF) über Cronobacter spp. 

kontaminierter Säuglingsnahrung war nach FRIEDEMANN (2008) vor allem auf die 

Umsetzung der EU-VO Nr. 2073/2005 zurückzuführen. Tabelle 2 zeigt eine Übersicht 
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gemeldeter Daten von Cronobacter spp. kontaminierter Säuglingsnahrung und anderen 

Lebensmitteln im Zeitraum von 2008 bis 2013 (RASFF). 

Die letzte Rückrufaktion von Säuglingsnahrung in Deutschland aufgrund eines 

Cronobacter-Nachweises war im Juli 2012. Die Firma Milupa in Friedrichsdorf rief 

Säuglingsmilchpulver „Aptamil pre Anfangsnahrung“ zurück, da während einer 

Routinekontrolle im Herstellerbetrieb eine Kontamination mit  

Cronobacter sakazakii festgestellt wurde (MILUPA NUTRICIA GMBH, 2012). Die 

derzeit (Juni 2017) aktuellste Rückrufaktion, bezogen auf eine Kontamination mit 

Cronobacter spp., fand im Juni 2016 in der Schweiz statt. Dort wurde eine 

mikrobiologische Belastung durch Cronobacter spp. in Säuglingsanfangsnahrung 

festgestellt (BLV, 2016).  
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Tabelle 2: RASFF Meldungen zu Cronobacter-Nachweisen in Säuglingsnahrung 

2008 bis 2013 

Jahr Produkt Ursprungs-

land 

meldender 

Staat 

Schnell-

warnungs-Nr. 

2008 Kindernahrung Schweiz Spanien 2008/0452 

2009 Säuglingsnahrung auf Reisbasis Türkei Polen 2009/CDE 

 Bio-7-Korn-Säuglingsnahrung Spanien Spanien 2009/1649 

 Säuglingsnahrung mit Reis Türkei Polen 2009/BQM 

 Säuglingsnahrung mit Reis Türkei Polen 2009/BMN 

 Reismehl Spanien Italien 2009/0605 

 Säuglingsanfangsnahrung Österreich Slowenien 2009/0335 

 Säuglingsnahrung Polen Polen 2009/0260 

 Säuglingsanfangsnahrung Frankreich Frankreich 2009/0199 

2010 Säuglingsnahrung auf Reisbasis Türkei Polen AUD/2010 

2011  Milchpulver für Folgemilch Belgien Belgien 540/2011 

2012  Milchpulver Belgien Belgien 0222/2012 

 Reis-Cerealien Israel Zypern 2012/ASW 

 Säuglingsnahrung Niederlande Niederlande 1739/2012

Die Kontamination von pulverförmiger Säuglingsnahrung kann auf mehreren Wegen 

erfolgen. Zum einen intrinsisch, z.B. durch die Zugabe von kontaminierten getrockneten 

Zusatzstoffen (wie Vitaminen oder Mineralien) nach der Pasteurisierung oder aber 

extrinsisch, d.h. während des Verpackungs- oder Zubereitungsprozesses 

(MULLANE et al., 2006; FRIEDEMANN, 2008).  

Bei der Herstellung von Säuglingsnahrungsmitteln können drei verschiedene Techniken 

eingesetzt werden: Nassmixprozess, Trockenmixprozess oder eine Kombination aus beiden 

Verfahren. Beim Nassmixprozess werden zunächst alle Zutaten in flüssiger Form 

miteinander vermischt und dann wärmebehandelt (pasteurisiert oder sterilisiert). 
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Anschließend werden die gemischten Zutaten getrocknet (Sprühtrocknung) und schließlich 

mit filtrierter Luft gekühlt. Beim Trockenmixprozess werden die bereits getrockneten 

Zutaten miteinander vermischt, ohne dass eine weitere Wärmebehandlung erfolgt. Im Fall 

des kombinierten Prozesses werden ausgewählte Zutaten mit dem Nassmixprozess 

hergestellt und weitere Zutaten entweder vor, während oder nach der Sprühtrocknung in 

das Basispulver gemischt (EFSA, 2004). Hinsichtlich einer bakteriellen Kontamination 

stellt der Nassmixprozess das sicherste Verfahren dar (EFSA, 2004). Der Eintrag von 

Cronobacter spp. durch nicht wärmebehandelte Zutaten, wie z.B. Stärke, Laktose, 

Vitamine oder Mineralstoffe ist besonders beim Trockenmixprozess und auch beim 

kombinierten Herstellungsverfahren möglich (EFSA, 2004; FAO/WHO, 2004; 

MULLANE et al., 2006). Eine weitere Eintragsmöglichkeit (in Form einer 

Rekontamination) bietet das Produktionsumfeld, welches als Reservoir für 

Cronobacter spp. dienen kann. Insbesondere Feuchtigkeitsquellen, wie Kondens- und 

Reinigungswasser oder Luftfilter sind kritisch zu sehen, weil dort eine Vermehrung der 

eventuell vorhandenen Erreger möglich ist (FAO/WHO, 2006; MULLANE et al., 2008b). 

Da pulverförmige Säuglingsnahrung somit im Normalfall kein steriles Produkt darstellt, 

sind hygienische Maßnahmen bei der Rekonstitution der Säuglingsnahrung und bei der 

Lagerung der rekonstituierten Säuglingsnahrung essentiell (DRUDY et al., 2006b). Die 

Weltgesundheitsorganisation (WHO) veröffentlichte einen Leitfaden für die korrekte 

Zubereitung von kommerzieller Säuglingsnahrung (WHO/FAO, 2007). Die Zubereitung 

soll mit heißem Wasser > 70 °C erfolgen. Sobald die Nahrung auf Trinktemperatur 

abgekühlt ist, soll diese innerhalb von zwei Stunden verabreicht werden. Reste in 

Trinkflaschen sollen nicht wiederverwendet, sondern entsorgt werden. Zubereitete 

Säuglingsnahrung, die nicht sofort verwendet wird, soll schnell abgekühlt und bei maximal 

5 °C im Kühlschrank für maximal 24 h gelagert werden. Der anschließende 

Aufwärmvorgang darf nicht mehr als 15 Minuten beanspruchen. Während des gesamten 

Zubereitungsprozesses ist auf eine gute Hygiene (Hände, Gerätschaften, Geschirr) zu 

achten. Insbesondere Löffel, Mixer oder Flaschenwärmer können eine Infektionsquelle 

darstellen (NORIEGA et al., 1990; BAR-OZ et al., 2001; BLOCK et al., 2002).
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2.1.6  Klinische Bedeutung 

Im Jahr 1958 wurden die ersten beiden Fälle von neonataler Meningitis mit Todesfolge, 

verursacht durch Cronobacter spp. (damals noch Enterobacter cloacae), beschrieben 

(URMENYI & FRANKLIN, 1961). Ein weiterer Fall von neonataler Meningitis wurde 1965 

in Dänemark dokumentiert, wobei der Säugling nach Antibiotikabehandlung mit mentalen 

Schädigungen überlebte (JØKER et al., 1965). Seit 1958 wurden weltweit ca. 120 Fälle von 

Cronobacter spp. bedingten Infektionen bei Säuglingen und Kindern im Alter bis zu 3 Jahre 

dokumentiert (FAO/WHO, 2008). Allerdings muss hierbei berücksichtigt werden, dass 

besonders im Hinblick auf neonatale Diarrhoen von einer hohen Dunkelziffer auszugehen ist. 

Zuletzt wurden im Jahr 2011 in den USA vier Cronobacter spp. bedingte Infektionen bei 

Säuglingen dem CDC (Centers for Disease Control and Prevention) gemeldet (CDC, 2011), 

seitdem sind keine Fälle mehr beschrieben worden. Die jährliche Inzidenz invasiver 

Cronobacter spp.-Infektionen liegt laut Angaben des „U.S. FoodNet survey 2002“ bei 1 pro 

100.000 Säuglingen, bei 8,7 pro 100.000 Neugeborenen mit einem geringem (< 2500 g) 

Geburtsgewicht und bei 1 pro 10.660 Neugeborenen mit sehr geringem (< 1500 g) 

Geburtsgewicht (FAO/WHO, 2004 und 2006; STOLL et al., 2004). 

Cronobacter spp. sind fakultativ pathogene Keime, die prinzipiell in allen Altersgruppen 

Erkrankungen hervorrufen können (LAI et al., 2001; FAO/WHO, 2004). Das höchste 

Infektionsrisiko haben jedoch Säuglinge, d.h. Menschen im ersten Lebensjahr. Zu den 

Höchstrisikogruppen zählen Frühgeborene (Geborene vor Vollendung der 

37. Schwangerschaftswoche), Neugeborene (Säuglinge bis zu einem Lebensalter von vier 

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

Geburtsgewicht, immunsupprimierte und geschwächte Säuglinge, Säuglinge mit 

medizinischen Komplikationen, hospitalisierte Säuglinge und Säuglinge HIV-positiver Mütter 

(EFSA, 2004; FAO/WHO, 2004, 2006, 2008). Die minimale Infektionsdosis ist vermutlich 

sehr gering und dürfte einer Ausgangskontamination in Säuglingsnahrung von weniger als 

3 KbE/100g entsprechen (FAO/WHO, 2004). 

Klinische Bilder bei neonatalen Erkrankungen nach einer Infektion mit Cronobacter spp. 

manifestieren sich besonders in Meningitiden, Septikämien und nekrotisierenden 

Enterokolitiden. Cronobacter spp. bedingte Meningitiden sind oft von einer Sepsis begleitet 

(MUYTJENS et al., 1983) und mit anderen Komplikationen, wie der Ausbildung von Zysten, 

Abszessen, Nekrosen, Ventrikulitiden, Ventrikeldilatationen und Hydrocephalus verbunden 
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(JØKER et al., 1965; MUYTJENS et al., 1983; GALLAGHER & BALL, 1991; BAR-OZ 

et al., 2001; LAI et al., 2001). 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). 

Die Mortalitätsrate von Cronobacter spp. bedingten Erkrankungen bei Säuglingen liegt je 

nach klinischer Manifestation zwischen < 10% und 80%. Die Mortalität hinsichtlich der 

Cronobacter spp. bedingten Meningitis ist sehr hoch, sie liegt zwischen 40% und 80% 

(NAZAROWEC-WHITE & FARBER, 1997a; IVERSEN & FORSYTHE, 2003). Die 

Mortalitätsrate der durch Cronobacter spp. bedingten Bakteriämie beträgt 8% (FAO/WHO, 

2006) und die der nekrotisierenden Enterokolitis liegt zwischen 10% und 55% 

(IVERSEN & FORSYTHE, 2003). 

Wie bereits erwähnt können Cronobacter spp. bedingte Erkrankungen auch bei Erwachsenen 

auftreten. In den meisten Fällen handelt es sich um ältere Menschen (> 60 Jahre), 

immungeschwächte Menschen oder Menschen mit schweren Grunderkrankungen (LAI et al., 

2001). Neben der Bakteriämie und Septikämie (JIMINEZ & GIMENEZ, 1982; HAWKINS 

et al., 1991; EMERY & WEYMOUTH, 1997; LAI et al., 2001; SEE et al., 2007) wird von 

Pneumonie (LAI et al., 2001), Vaginitis (ONGRÁDI, 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 nicht beschrieben. Todesfälle sind bei den über 68 Jährigen zu 

verzeichnen. 

2.1.7  Rechtliche Einordnung 

Im Jahre 2002 wurde Cronobacter spp. von der International Commission for Microbiological 

Specifications for Foods (ICMSF) als „severe hazard for restricted populations, life threating 

or substantial chronic sequelae or long durations“ eingestuft (ICMSF, 2002). 

Basierend auf einem Expertentreffen zum Thema „Enterobacter sakazakii und andere 

Mikroorganismen in pulverförmiger Säuglingsanfangsnahrung” wurden Cronobacter spp. im 
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Hinblick auf das Erkrankungsrisiko von Säuglingen von der FAO/WHO in die 

„Risikokategorie A“ eingeteilt (FAO/WHO, 2004). Bei Kategorie A besteht ein klarer Beweis 

der Kausalität. Derzeit zählen die Enterobacteriaceae Cronobacter spp. und 

Salmonella enterica zu dieser Kategorie A. Beide rufen Erkrankungen bei Säuglingen 

(Kinder unter 12 Monaten) und Kleinkindern (Kinder zwischen 1 und 3 Jahren) hervor und 

sind in pulverförmiger Säuglingsanfangsnahrung nachgewiesen worden (FAO/WHO, 2004 

und 2006). 

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

Vorschriften zur Untersuchung von Säuglingsnahrungsmitteln erlassen. 

Laut der Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 der Kommission vom 15. November 2005 über 

mikrobiologische Kriterien für Lebensmittel, geändert durch die Verordnungen (EG) 

Nr. 1441/2007 und Nr. 365/2010, sind Cronobacter spp. (E. sakazakii) als 

Lebensmittelsicherheitskriterium definiert. Gemäß diesen Vorgaben dürfen Cronobacter spp. 

in 30 x 10 g getrockneter Säuglingsanfangsnahrung und getrockneten diätetischen 

Lebensmitteln für besondere medizinische Zwecke, die für Säuglinge unter sechs Monaten 

bestimmt sind, nicht nachweisbar sein. 

2.1.8  Nachweis und Identifizierung von Cronobacter spp. 

2.1.8.1  Kultureller Nachweis von Cronobacter spp. 

Zum selektiven Nachweis von Cronobacter spp., insbesondere in Säuglingsnahrungsmitteln, 

wurden in den letzten Jahren zahlreiche Methoden entwickelt. Eine Übersicht der 

verschiedenen Methoden zum kulturellen Nachweis von Cronobacter spp. ist in Tabelle 3 

zusammengestellt. 

Als Normverfahren gilt die analytische Referenzmethode der Verordnung (EG) 

Nr. 2073/2005 der Kommission vom 15. November 2005 über mikrobiologische Kriterien für 

Lebensmittel: Technical Specification ISO/TS 22964 – IDF/RM 210:2006 „Milk and milk 

products – Detection of Enterobacter sakazakii“. 

Bei diesem Verfahren wird zunächst eine nichtselektive Voranreicherung in gepuffertem 

Peptonwasser durchgeführt, gefolgt von einer selektiven Anreicherung in mLST-Bouillon 
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(„modifizierte Laurylsulfat-Trypton-Bouillon mit Vancomycin“) und Ausstrich auf 

Selektivmedium (ESIA®-Agar; „E. sakazakii-Isolation-Agar“ der Firma AES Laboratoire). 

Zur Identifizierung werden präsumtive Cronobacter spp.-Kolonien (blau-violette Kolonien) 

zur Prüfung auf ihre Fähigkeit zur Bildung gelber Pigmente auf CASO-Agar 

(Caseinpepton-Sojamehlpepton-Agar) ausgestrichen und mittels API® 20 E/ID 32 E endgültig 

identifiziert (ISO/TS 22964, 2006). 

Eine Alternative zur ISO/TS 22964-Methode stellt die CSB-Methode dar. Dabei wird die 

selektive Anreicherung in CSB-Bouillon („Cronobacter Screening Broth“) durchgeführt und 

anstelle des ESIA®-Agars eine modifizierte Version des DFI-Agars (mDFI) beimpft 

(IVERSEN et al., 2008b). Zur Identifizierung werden ebenfalls präsumtive 

Cronobacter spp.-Kolonien auf CASO-Agar ausgestrichen und mittels API® 20 E/ID 32 E 

endgültig identifiziert. Bei der CSB-Bouillon handelt es sich um eine Indikatorbouillon, 

welche die Säurebildung durch Fermentation von D-Sucrose mit einem Farbumschlag von 

violett nach gelb anzeigt. In einer Studie von IVERSEN et al. (2008b) zeigte die Verwendung 

der CSB-Bouillon eine 100% Sensitivität für den Nachweis von allen Cronobacter-Spezies. 

International wird die sogenannte FDA-Methode („Isolation and enumeration of Enterobacter

sakazakii from dehydrated powdered infant formula“) der US-amerikanischen Lebens- und 

Arzneimittelbehörde zur quantitativen Bestimmung von Cronobacter spp. in pulverförmiger 

Säuglingsnahrung häufig eingesetzt (FRIEDEMANN, 2008). Dieser quantitative Nachweis 

basiert auf dem MPN (most probable number)-Verfahren und erfolgt durch die Einwaage von 

insgesamt 333 g (3 x 100 g, 3 x 10 g und 3 x 1 g) Nahrungspulver. Nach einer nichtselektiven 

Anreicherung (Auflösen des Pulvers in Aqua dest.), gefolgt von einer für Enterobacteriaceae

selektiven Anreicherung in EEB (Enterobacteriaceae Enrichment Broth) wird ein für 

Enterobacteriaceae selektives Festnährmedium (VRBG, Violet Red Bile Glucose-Agar) 

beimpft. Zur Identifizierung werden auch hier präsumtive Cronobacter spp. Kolonien auf 

CASO-Agar ausgestrichen und mittels API® 20 E/ID 32 E endgültig identifiziert. 

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 x 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 Verfahren (PCR) zusammen. Zur endgültigen Identifizierung werden 



2 LITERATURÜBERSICHT  20 

von jedem Chromogen-Agar verdächtige, präsumtive Cronobacter spp. Kolonien mittels 

Real-Time PCR und API® ID 32 E oder VITEK 2.0 untersucht (CHEN et al., 2012). 
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2.1.8.2 Identifizierung von Cronobacter spp. mittels API® 20 E / ID 32 E  

Testsystemen 

API® 20 E und API® ID 32 E sind kommerzielle, standardisierte biochemische 

Testsysteme zur Identifizierung von Enterobacteriaceae und anderen gram-negativen 

Stäbchen. Sie beruhen auf verschiedenen miniaturisierten, biochemischen Reaktionen und 

einer Datenbank, die mittels einer Identifizierungssoftware (apiwebTM) eine Identifizierung 

ermöglicht. Mittels API® 20 E werden folgende Reaktionen geprüft: ß-Galactosidase, 

Arginin-Dehydrolase, Lysin-Decarboxylase, Ornithin-Decarboxylase, Citratverwertung, 

Schwefelwasserstoff-Bildung, Urease, Tryptophan-Desaminase, Indolbildung, 

Acetoinbildung (Voges-Proskauer-Reaktion), Gelatinase. Weiterhin wird die Fähigkeit zur 

Fermentation bzw. Oxidation folgender Zucker geprüft: D-Glukose, D-Mannit, Inosit, 

D-Sorbit, L-Rhamnose, D-Saccharose, D-Melibiose, Amygdalin, L-Arabinose. Der 

Oxidase-Test muss separat nach Bebrütung durchgeführt werden und stellt die 

21. Identifizierungsreaktion dar. Mittels API® ID 32E können zusätzlich weitere 

Reaktionen bzw. Enzyme nachgewiesen werden: Lipase, ß-Glucosidase, ß-Glucuronidase, 

Malonatverwertung, N-Acetyl-ß-Glucosaminidase, �-Glucosidase, �-Galactosidase, 

�-Maltosidase und L-Aspartat-Arylamidase sowie die Fermentation folgender Zucker: 

L-Arabitol, Galacturonsäure, 5-Ketogluconat, Mannitol, Maltose, Adonitol, Palatinose, 

D-Arabitol, Trehalose und D-Cellobiose. 

Das Ablesen der Testsysteme erfolgt visuell, wobei das entsprechende Ergebnis als 

numerisches Profil codiert wird, welches anschließend in der Identifizierungssoftware 

(apiwebTM) eingegeben werden kann.  

In einer Studie von IVERSEN et al. (2007b) zeigte das API® ID 32E eine zuverlässigere 

Identifizierung von Cronobacter spp. als das API® 20E System. Mittels API® ID 32E 

konnten 99,5% der untersuchten Isolate eindeutig identifiziert werden während das 

API® 20E System nur 70% als sicher identifizierte (IVERSEN et al., 2007b). In einer 

Vergleichsarbeit von ZHU et al. (2011) wurde die Zuverlässigkeit der Identifizierung von 

Cronobacter spp. auf Genusebene mittels API® ID 32E ebenfalls als gut erachtet. Eine 

Identifizierung auf Speziesebene ist aufgrund fehlender spezifischer Reaktionen und 

Einschränkungen in der Datenbank nur begrenzt möglich (ZHU et al., 2011). 
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2.1.8.3  Identifizierung und Differenzierung mittels MALDI-TOF MS 

Die Matrix-unterstützte Laserdesorptions-Ionisations-Flugzeit-Massenspektrometrie 

(MALDI-TOF MS = Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation-Time Of Flight Mass 

Spectrometry) stellt eine neue Technologie in der Proteinanalytik und Identifizierung von 

Bakterien dar. Sie basiert auf einem massenspektrometrischen Fingerabdruck (Fingerprint), 

wobei bestimmte Bestandteile dieser Fingerprints charakteristisch für eine Gattung, 

Spezies oder Subspezies sind (PAVLOVIC et al., 2011).  

Das grundlegende Prinzip dieser Methode ist die Ionisation eines neutralen Moleküls, 

Trennung nach Molekülladungsgröße und die nachfolgende exakte Bestimmung der 

Molekülmasse der so gebildeten primären Ionen und deren Zerfallsprodukte im 

Hochvakuum (PAVLOVIC et al., 2011). Für die Durchführung der MALDI-TOF MS 

Analyse wird Koloniematerial auf einer Metallplatte (Target) aufgetragen und nach dem 

Eintrocknen mit einer sogenannten „Matrixlösung“ überschichtet. Die Art der Matrix hängt 

dabei vom zu analysierenden Molekültyp ab. Für Proteine werden entweder 

3-Cyano-4-Hydroxy-Zimtsäure (HCCA) oder Sinapinsäure verwendet. Dabei nutzt die 

MALDI-TOF MS die Eigenschaft dieser organischen Verbindungen, nach Anregung durch 

den Laser schonend in die Gasphase überzugehen und zu ionisieren. Nach der 

Einschleusung des auskristallisierten Proben-Matrixgemischs wird im MALDI-TOF 

Massenspektrometer ein Hochvakuum erzeugt und die Matrixlösung mit den eingelagerten 

Analytmolekülen unter Laserbeschuss explosionsartig verdampft. Dabei werden die zu 

untersuchenden Analytmoleküle freigesetzt und ionisiert. Die entstandenen Ionen werden 

in einem starken elektrischen Feld beschleunigt und durch ein Flugrohr geleitet, in dem in 

Abhängigkeit von der Masse und Ionisierungsgrad des Analytmoleküls unterschiedliche 

Geschwindigkeiten gemessen werden können. Durch die Messung der Flugzeit 

(time-of-flight) der Analytmoleküle können die Molekularmassen exakt bestimmt und ein 

Massenspektrum erstellt werden. Diese Daten können mit hinterlegten Referenzspektren 

einer Datenbank abgeglichen und zugeordnet werden (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., 2010; 

LEHNER et al., 2011). In einer Vergleichsarbeit von ZHU et al. (2011) wird MALDI-TOF 
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MS im Hinblick auf die Identifizierung von Cronobacter spp. zu nahverwandten 

Enterobacteriaceae ebenfalls als eine schnelle und eindeutige Methode beschrieben. 

Eine Studie zur Differenzierung von Cronobacter spp. auf Biotyp-Ebene mittels 

MALDI-TOF MS wurde von KARAMONOVÁ et al. (2013) veröffentlicht. Diese Autoren 

untersuchten in einer Studie 300 individuelle Spektren von 19 C. sakazakii-Stämmen und 

etablierten eine Referenzdatenbank für acht C. sakazakii-Biotypen. 

2.1.8.4  Biotypisierung und biochemische Eigenschaften 

Die biochemischen Eigenschaften eines Mikroorganismus können zur 

Speziesdifferenzierung herangezogen werden. FARMER et al. (1980) unterteilten erstmals 

57 Cronobacter-Stämme (damals E. sakazakii) in insgesamt 15 verschiedene Biotypen. 

Dabei entsprachen 24% der untersuchten Stämme dem Biotyp 1, dem heutigen 

Referenzstamm C. sakazakii ATCC 29544 (FARMER et al., 1980). In weiteren 

Untersuchungen von NAZAROWEC-WHITE & FARBER (1999) konnten 

18 Cronobacter-Isolate drei Biotypen zugeordnet werden, wobei neun Isolate (50%) 

Biotyp 1, sechs Isolate (33%) Biotyp 2 und drei Isolate (17%) Biotyp 3 entsprachen. 

IVERSEN et al. (2006) untersuchten in einer Studie die biochemischen Profile von 

189 Cronobacter-Stämmen und verglichen diese mit den Biotypen nach FARMER et al. 

(1980). Dabei konnte die Mehrzahl der Isolate (153/189) den 15 Biotypen zugeordnet 

werden. Für 36 Isolate war jedoch aufgrund einzelner biochemischer Reaktionen keine 

eindeutige Zuordnung zu einem der 15 Biotypen möglich. Daraufhin wurden, zusätzlich zu 

den 15 Biotypen nach FARMER et al. (1980), elf Subtypen sowie ein weiterer Biotyp 

(Biotyp 16) mit drei Subtypen eingeführt (IVERSEN et al. 2006). Die Biotypisierung und 

Einteilung von Cronobacter spp. in verschiedene Biotypen basiert auf folgenden 

biochemischen Reaktionen: 
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• Acetoinbildung (Voges-Proskauer-Test) 

• Methylrot-Test 

• Nitrat-Reduktion 

• Ornithinverwertung (Ornithin-Decarboxylase) 

• Beweglichkeitsprüfung (Motilität) 

• Säurebildung über Dulcitol und myo-Inositol 

• Indolbildung 

• Malonatverwertung 

• Gasbildung aus D-Glukose 

Die charakteristischen biochemischen Eigenschaften zur Differenzierung der 

verschiedenen Spezies sind in Tabelle 4 zusammengestellt. 
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2.1.8.5 PCR-Nachweis von Cronobacter spp.  

2.1.8.5.1 Identifizierung von Cronobacter spp. auf Genusebene 

Zum molekularbiologischen Nachweis bzw. zur Identifizierung von Cronobacter spp. auf 

Genusebene können verschiedene konventionelle PCR-Verfahren und Real-Time 

(RT)-PCR-Verfahren eingesetzt werden. Eine Übersicht der verschiedenen Verfahren ist in 

Tabelle 5 zusammengestellt. Die auf dem 1,6-�-Glucosidase (gluA)-Gen basierte 

konventionelle PCR und die auf dem dnaG-Gen basierte RT-PCR stellen nach 

Literaturangaben mit jeweils 100% Sensitivität und Spezifität die zuverlässigsten Systeme 

dar (IVERSEN et al., 2007b). 

Tabelle 5: PCR-Verfahren zum Nachweis von Cronobacter spp. 

PCR Verfahren Zielgen Referenz 

konventionell 16S rRNA LEHNER et al., 2004                

HASSAN et al., 2007 

ompA MOHAN NAIR & 

VENKITANARAYANAN, 2006 

gluA LEHNER et al., 2006 

zpx KOTHARY et al., 2007 

wzx JARVIS et al., 2011 

Real-Time  dnaG  SEO & BRACKETT, 2005 

 Region zwischen tRNA-Glu und 

23S rRNA 

DERZELLE & DILASSER, 2006 

 16S-23S rRNA IST-Region  LIU et al., 2006 

 16S rRNA KANG et al., 2007 

 MMS Operon HYEON et al., 2010 

rRNA = ribosomale Ribonukleinsäure; ompA = outer membrane protein A; gluA = �-Glukosidase 
Gen; zpx = Zink-Metalloprotease Gen; wzx = O-Antigen Flippase Gen; dnaG = Primase Gen; 
tRNA = transfer Ribonukleinsäure; IST = internal transcribed spacer sequence; 
MMS = macromolecular synthesis operon 
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2.1.8.5.2 Differenzierung von Cronobacter spp. auf Speziesebene 

Zur Differenzierung der sieben Cronobacter-Spezies (C. sakazakii, C. malonaticus,  

C. turicensis, C. muytjensii, C. dublinensis, C. universalis und C. condimenti) wurde ein 

auf der Beta-Untereinheit des RNA-Polymerase kodierenden Gens (rpoB-Gen) basiertes 

PCR-Verfahren entwickelt (STOOP et al., 2009; LEHNER et al., 2012). Hierbei wurden 

folgende Primerpaare verwendet: Csakf/Csakr, Cmalf/Cmalr, Cturf/Cturr, Cmuyf/Cmuyr, 

Cdublf/Cdublr, Cgenomf/Cgenomr und Cconf/Cconr. Da die rpoB-Gensequenzen für die 

Spezies C. sakazakii und C. malonaticus sehr ähnlich sind, ist ein zwei-Stufen Verfahren 

für die eindeutige Differenzierung zwischen diesen beiden Spezies nötig (STOOP et al., 

2009). Eine weitere PCR-Methode wurde von STRYDOM et al. (2011) entwickelt. Dabei 

handelt es sich um eine PCR-RFLP-Analyse, basierend auf dem rpoB-Gen, in 

Kombination mit den Restriktionsendonukleasen Csp6I und HinP1I (STRYDOM et al., 

2011). 

Eine von CARTER et al. (2013) entwickelte Spezies-spezifische Multiplex-PCR, basierend 

auf dem cgcA-Gen (diguanylate cyclase-encoding gene) zeigte nach Angaben dieser 

Autoren bei 305 getesteten Cronobacter-Isolaten eine 100%ige Spezifität und 100%ige 

Sensitivität. Diese Multiplex-PCR identifiziert in nur einem Untersuchungsgang sechs 

Cronobacter-Spezies (C. sakazakii, C. malonaticus, C. turicensis, C. muytjensii,  

C. dublinensis und C. universalis) und stellt für die Differenzierung von 

Cronobacter-Isolaten eine schnelle und sichere Methode dar (CARTER et al., 2013). 
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2.1.8.5.3 Kommerzielle PCR-Methoden 

Für Cronobacter spp. sind derzeit sechs kommerzielle Real-Time PCR-Systeme erhältlich: 

• BAX® System PCR Assay E. sakazakii (DuPont Qualicon, Wilmington, USA) 

• Assurance GDSTM E. sakazakii (BioControl, Bellvue, USA) 

• foodproof® E. sakazakii Detection Kit (Biotecon Diagnostics, Potsdam, 

Deutschland) 

• VIT® E. sakazakii (vermicon identification technology, München, Deutschland) 

• TaqMan® E. sakazakii Detection Kit (Applied BioSystems, USA) 

• Mericon Cronobacter spp. Kit (QIAGEN AG, Hombrechtikon, Schweiz) 

Die kommerziellen PCR Systeme BAX® System PCR Assay E. sakazakii, Assurance 

GDSTM E. sakazakii und foodproof® E. sakazakii Detection Kit wurden in einer 

Veröffentlichung von FRICKER-FEER et al. (2011) untereinander verglichen. Dabei 

wurden bei zwei der getesteten RT-PCR Systeme (Assurance GDSTM E. sakazakii und 

foodproof® E. sakazakii Detection Kit) eine 100%ige Spezifität sowohl für Reinkulturen 

als auch in mit Cronobacter spp. kontaminierten Proben pulverförmiger 

Säuglingsanfangsnahrung beobachtet. 

2.1.8.6 Genotypisierungsmethoden 

2.1.8.6.1 Sequenzanalyse 

Der Vergleich von rRNA-Sequenzen ist eine Methode zur Analyse phylogenetischer und 

evolutionärer Verhältnisse zwischen verschiedenen Mikroorganismen (WEISBURG et al., 

1991). 

In einer Studie von IVERSEN et al. (2004d) konnten verschiedene Cronobacter-Stämme 

aufgrund des 16S rRNA- und hsp60-Gens in vier taxonomisch heterogene Cluster 

eingeteilt werden. Dabei werden die Spezies C. sakazakii und C. malonaticus in einem 

Cluster zusammengefasst. Mehrere Untersuchungen zeigten, dass eine Differenzierung 
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zwischen den Spezies C. sakazakii und C. malonaticus basierend auf dem 16S rRNA-Gen 

allein nicht möglich ist (IVERSEN et al., 2007a; TURCOVSKÝ et al., 2011; STRYDOM 

et al., 2012). Weitere biochemische Reaktionen, wie die Malonatverwertung, müssen für 

eine eindeutige Identifizierung herangezogen werden (STRYDOM et al., 2012). Andere 

Gene, wie das rpoB-Gen, stellen eine Alternative zur Identifizierung und Differenzierung 

von Cronobacter spp. dar (STOOP et al., 2009, LI et al., 2012). Die Sequenzierung des 

rpoB-Gens wurde bereits 1997 als Methode zur Differenzierung von genetisch eng 

verwandten Spezies beschrieben (MOLLET et al., 1997). Basierend auf diesem Gen 

entwickelten STOOP et al. (2009) eine Spezies-spezifische PCR und STRYDOM et al. 

(2011) eine PCR-RFLP-Analyse (siehe 2.1.8.5.2).  

Die Sequenzanalyse des rpoA-Gens (Alpha-Untereinheit des RNA-Polymerase 

kodierenden Gens) zeigte jedoch wie für das 16S rRNA-Gen eine sehr enge genetische 

Verwandtschaft zwischen den Spezies C. sakazakii und C. malonaticus, eine eindeutige 

Unterscheidung zwischen diesen beiden Spezies war daher nicht möglich (STRYDOM 

et al., 2012). Auch die Sequenzierung des recN-Gens (DNA-Reparatur- und 

Rekombinationsgen/DNA-repair and recombination gene) wurde in einigen Studien zur 

Differenzierung von Cronobacter spp. erfolgreich genutzt (KUHNERT et al., 2009; 

EL-SHAROUD et al., 2009).  

2.1.8.6.2 Multilokus-Sequenztypisierung (MLST) 

Die MLST ist eine PCR-basierte Methode, die im Jahr 1998 von MAIDEN et al. (1998) für 

die Untersuchung von Neisseria meningitidis entwickelt wurde. Für die MLST-Analyse 

werden einzelne Nukleotidsequenzen (Größe ca. 500 Basenpaare) von einer begrenzten 

Anzahl sogenannter Haushaltsgene (Housekeeping-Gene), die für den Organismus 

essentiell und selektionsneutral sind, untersucht und miteinander verglichen. Zunächst wird 

die bakterielle DNA extrahiert und im Anschluss werden die entsprechenden Gene mittels 

ihrer spezifischen Primer amplifiziert. Die amplifizierten Fragmente der Gene werden 

sequenziert und können im Fall von Cronobacter spp. mittels einer Datenbank 

(http://pubmlst.org/cronobacter/) mit bereits vorhandenen Sequenzen verglichen bzw. neue 

Sequenzen können hinzugefügt werden. 
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Bei der Auswertung der MLST wird jeder einzelnen Sequenz eines Gens eine willkürliche 

Allelnummer zugeordnet. Die Zahlenkombination der Housekeeping-Gene ergibt ein 

Allelprofil, welches einem numerischen Sequenztyp zugeordnet wird. Isolate, die entweder 

den gleichen Sequenztyp haben oder sich in der Sequenz eines Gens unterscheiden 

(„Single variants“), werden zu einem Klon gerechnet. Sequenztypen, die mindestens vier 

gemeinsame Allelnummern („Loci“) teilen, werden zu einem klonalen Komplex 

(„Clonal complex“) zusammengefasst. 

Besonders im Hinblick auf die Differenzierungsprobleme der nahe verwandten Spezies  

C. sakazakii und C. malonaticus entwickelten BALDWIN et al. (2009) ein MLST-Schema

zur sicheren Identifizierung und Differenzierung dieser beiden Spezies. Die 

Cronobacter-MLST basiert auf sieben Housekeeping-Genen mit einer Länge von 

insgesamt 3036 Basenpaaren (Bp). Eine Übersicht der hierzu verwendeten Gene ist in 

Tabelle 6 zusammengestellt. 

Tabelle 6: Übersicht über die in der Cronobacter-MLST verwendeten Housekeeping-Gene 

(BALDWIN et al., 2009) 

Gen Bezeichnung/Funktion des Genprodukts Größe in Bp 

atpD ATP synthase beta chain 1.382 

fusA Elongation factor 2.114 

glnS Glutaminyl-tRNA synthetase 1.667 

gltB Glutamate synthase large subunit 4.208 

gyrB DNA gyrase B 2.414 

infB Translation initiation factor IF-2 2.711 

pps Phosphoenol-pyruvate synthase 2.378 

Bp = Basenpaare 
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In einer Studie von JOSEPH et al. (2012b) zur Diversität von Cronobacter spp. wurden 

insgesamt 325 Cronobacter-Isolate auf ihre phylogentische Verwandschaft mittels MLST 

untersucht. Dabei konnte die Existenz von sieben Spezies (C. sakazakii, C. malonaticus,  

C. turicensis, C. muytjensii, C. dublinensis, C. universalis und C. condimenti) 

nachgewiesen werden. Die MLST stellt eine effektive und robuste Typisierungsmethode 

dar (JOSEPH et al., 2012b) und wurde bereits in einigen Studien zur Differenzierung 

herangezogen (HAMBY et al., 2011; JOSEPH & FORSYTHE, 2011; KUCEROVA et al., 

2011; JOSEPH et al., 2012a, 2012b; HARIRI et al., 2013). 

Durch den objektiven Vergleich festgelegter Gene, die sehr hohe Reproduzierbarkeit 

(URWIN & MAIDEN, 2003) und die Möglichkeit des Vergleichs von Sequenzen über 

eine öffentlich zugängliche Datenbank wird die Durchführung epidemiologischer Studien 

und ein Stammvergleich auf internationaler Ebene ermöglicht (JOSEPH et al., 2012b; 

JOSEPH & FORSYTHE, 2012). Derzeit (Juni 2017) sind 53534 Sequenzen von 1950 

Cronobacter-Isolaten in der Datenbank hinterlegt (Stand: 29.06.2017). 

2.1.8.6.3 Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) 

Die Pulsfeld-Gelelektrophorese wird als Standard zur Typisierung von Cronobacter spp. 

angesehen und spielt für epidemiologische Fragestellungen sowie in Bezug auf die 

Ermittlung von Infektionsquellen und Übertragungswegen eine entscheidende Rolle. In 

mehreren Studien wurde sie bereits für eine epidemiologische Aufklärung auf 

Betriebsebene von Eintrags- bzw. Kontaminationsquellen und Übertragungswegen 

eingesetzt (MULLANE et al., 2007; MULLANE et al., 2008b; IVERSEN et al., 2009; 

MILED-BENNOUR et al., 2010). Zudem dient sie der klonalen Verwandtschaftsanalyse 

und lässt sich auf beliebige Cronobacter spp. Stämme anwenden (LEHNER et al., 2013). 

Dabei wird das Genom mittels Restriktionsenzymen in unterschiedlich große 

DNA-Fragmente (größer als 15 bis 20 Kb) geschnitten und anschließend 

gelelektrophoretisch aufgetrennt. Durch periodisch wechselnde Richtung des elektrischen 

Trennfeldes wird gewährleistet, dass sich die verschiedenen großen DNA-Fragmente 

unterschiedlich im Gel auftrennen (LEHNER et al., 2011). Die dabei entstandenen 

Restriktionsmuster werden in PFGE-Typen eingeteilt und können mithilfe einer 
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Computer-Software ausgewertet werden. Zur Veranschaulichung der genetischen 

Ähnlichkeit der Isolate wird eine Dendrogrammanalyse angefertigt. Ein gemäß PulseNet 

standardisiertes Protokoll für die PFGE-Genotypisierung von Cronobacter spp. wurde von 

einer internationalen Forschergruppe entwickelt und validiert. Die Daten sind in Tabelle 7 

zusammengestellt. 

Tabelle 7: PFGE-Protokoll für die Genotypisierung von Cronobacter-Isolaten 

(BRENGI et al., 2012) 

Elektrophorese Bedingungen (IST-FST) 1,8 bis 25 sec
Spannung 200 V (6 V/cm) 
Laufzeit 17 – 18 Stunden 

1. Restriktionsenzym XbaI 
2. Restriktionsenzym SpeI 

Vorbereitung der Blöckchen Gemäß standardisierten PulseNet Protokoll 
für Escherichia coli O157:H7, Salmonella, 
und Shigella

Optische Dichte der Bakteriensuspension: 1.0 

IST = Initial switch time; FST = Final switch time; sec = Sekunden; V = Volt 
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3  MATERIAL UND METHODEN 

3.1  Materialien 

3.1.1  Probenmaterial 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 259 Cronobacter-Isolate unterschiedlicher 

Herkunft untersucht. Diese Isolate stammten aus der Stammsammlung des Instituts für 

Tierärztliche Nahrungsmittelkunde, Professur für Milchwissenschaften der 

Justus-Liebig-Universität Gießen. Sie wurden in den Jahren von 2003 bis 2010 aus 

unterschiedlichen Lebensmitteln und dem Produktionsumfeld von Säuglingsnahrung 

herstellenden Betrieben isoliert und in einem Kryokonservierungssystem (CryobankTM, 

Mast Diagnostica) aufbewahrt. Eine Übersicht der verwendeten Cronobacter-Isolate ist in 

Tabelle 8 zusammengestellt.  

Alle Isolate waren in diesem Zeitraum sowohl kulturell (�-Glucosidase-Aktivität auf 

Selektivnährboden, Gelbpigmentbildung auf CASO-Agar) als auch mit kommerziellen 

biochemischen Testsystemen (API® 20 E, API® ID 32 E und Enterotube II-System) und 

molekularbiologisch mittels Genus-spezifischer PCR, einer an der Professur erarbeiteten 

PCR-Methode auf Basis des 16S rRNA-Gens (HASSAN et al., 2007), untersucht und auf 

Genusebene als Cronobacter spp. identifiziert worden. 
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Tabelle 8: Übersicht der Herkunft der verwendeten Cronobacter-Isolate 

Herkunft 

Probenanzahl n, 
aus der die 

Isolate 
gewonnen 

wurden 

Anzahl der für diese 
Arbeit verwendeten 

Isolate 

Säuglingsnahrungsmittel aus Deutschland 69 143 

Säuglingsnahrungsmittel aus Indonesien 26 70 

Trockenteigwaren 14 14 

Fertigsalat 10 10 

Sonstige Milchtrockenerzeugnisse 
(Diätetische Lebensmittel) 3 8 

Müsli 1 1 

Wasser 1 1 

Stärkeisolate 2 2 

Produktionsumfeld von 
Säuglingsnahrung herstellenden 
Betrieben

6 6 

k. A. 4 4 

� 136 259 

k. A. = keine Angaben   
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3.1.2 Chemikalien, Nährmedien und Reagenzien 

Acetonitril Merck, 1.14291.2500 

Ameisensäure, 89-91% Merck, 1.00253.1000 

API® 20 E bioMérieux, Marcy l`Etoile,  

Frankreich, 20100 

API® ID 32 E bioMérieux, 32400 

API® NaCl 0,85% Medium, 3 ml bioMérieux, 20040 

Aqua destillata steril, nukleasefrei Qiagen, Venlo, Niederlande, 129117 

Biozym LE Agarose Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf, 

Deutschland, 840004 

Borat (Borsäure) VWR, 1.00160.1000 

Brij® 35 VWR, 8.01962.0250 

Brilliance™ Enterobacter sakazakii Agar 

(DFI-Formulierung)

Oxoid, CM 1055 

Buraton® rapid Schülke & Mayr GmbH, Norderstedt, 

Deutschland 

Caseinpepton-Sojamehlpepton-Agar USP 

(CASO-Agar) 

Merck, 1.05458.0500 

Caseinpepton-Sojamehlpepton-Bouillon 

(CASO-Bouillon) 

Merck, 1.05459.0500 

Creatin (Monohydrat) Merck, 8.41470.0050 

D (+) Glucose-Monohydrat Merck, 1.08342.1000 

dNTP-Set 

(Desoxyribonukleosidtriphosphat) 

Fermentas Life Science, St. Leon-Roth, 

Deutschland, R0181 

DreamTaq DNA Polymerase (5 U/µl) 

10x DreamTaq Puffer mit 20 mM MgCl2 

Thermo Scientific, Fisher Scientific GmbH, 

Schwerte, Deutschland, EP0703 

Dulcitol, 97% Alfa Aesar® GmbH & Co KG, Karlsruhe, 

Deutschland, A18402 

EDTA (Titriplex II) VWR, 1.08417.0250 

EDTA (Titriplex III) VWR, 1.08418.0250 

Eisessig (Essigsäure 100%) Merck, 1.00056.2500 
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Ethanol absolute Merck, 8.18760.2500 

Ethidiumbromid Merck, 1.11608.0030 

Glycerin, 99.5% VWR, 24388.295 

Isopropanol (2-Propanol) Merck, 1.13350.2500 

James Reagenz bioMérieux, 70542 

Kaliumhydroxidplätzchen Merck, 1.0533.0500 

KÓVACS Indolreagenz VWR, 1.09293.0100 

Lambda ladder PFG marker New England Biolabs® GmbH, N0340S 

Loading Dye Solution 

(6x DNA Loading Dye) 

Thermo Scientific R0611 

L-Ornithinmonohydrochlorid Merck, 1.06906.0025 

Low range ladder PFG marker New England Biolabs® GmbH, N0350S 

LowMelt Agarose, 1,5% Carl Roth GmbH + Co. KG, 6351.2 

Lysozyme Merck, 1.05281.0010 

Lysozyme BioChemica AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

A.3711.0010 

Malonat-Phenylalanin-Bouillon Sifin, Berlin, Deutschland, REF TN 1159 

Marker GeneRuler® 50 bp DNA Ladder Thermo Scientific, SM0371 

Methylrot Merck, 1.06076.0025 

Molecular Biology Certified Agarose IBI Scientific, Peosta IA, USA, IB 70062 

MR-VP-Bouillon 

(Methylrot-Voges-Proskauer-Bouillon) 

Merck, 1.05712.0500 

myo-Inositol BioChemica BC AppliChem, A1716,0050 

Natriumchlorid VWR, 1.06404.1000 

Natrium-Desoxycholat VWR, 1.06504.0250 

Natriumhydroxid-Plätzchen VWR, 1.06498.1000 

Natronlauge-Maßlösung (2N) VWR, SAFF71474-1L 

Nitratbouillon Acila Dr. Weidner GmbH, Weiterstadt, 

Deutschland, ADB 0320 

Nit 1 + Nit 2 Kit bioMérieux, 70442 

N-Lauroylsarcosine sodium salt Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA,  

L 5777-50G 

Paraffinöl bioMérieux, 70100 
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Phenolrot-Bouillon (Basis) Merck, 1.10987.0500 

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid  

100 mM) 

Sigma Aldrich, P-7626 

Proteinase K (20 mg/ml) Thermo Scientifc, EO 0492 

Qiagen DNeasy® Blood & Tissue Kit (250) Qiagen, 69506 

Qiagen QIAquick® Gel Extraction Kit Qiagen, 28704 

Qiagen QIAquick® PCR Purification Kit Qiagen, 28104 

SIM-Nährboden Merck, 1.5470.0500 

Tango Puffer mit BSA Thermo Scientific, BY5 

TDA-Reagenz (Tryptophan-Deaminase) bioMérieux, 70402 

Thiourea VWR, 28615.231 

TRIS (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan) Roth, 5429.3 

Triton® x-100, Sigma Ultra Sigma Aldrich, T 9284-1L 

VP 1 + VP 2 Kit bioMérieux, 70422 

XbaI Thermo Scientific, ER 0681 

3.1.3 Laborgeräte und Verbrauchsmaterialien 

Alufolie, alupro®  VWR, 293-4187 

Autoclav Ster Vis Holzner, Heidelberg, Deutschland 

Brutschränke Heraeus Function line Heraeus, Kendro Laboratory Products, 

Hanau, Deutschland 

Bunsenbrenner, gasprofi 1SCS  WLD Tec, Göttingen, 

Deutschland, 6.001.000 

CHEF-DR® II Control Module BioRad Laboratories GmbH, 

München, Deutschland

CHEF-DR® II Cooling Module BioRad 

CHEF-DR® II Drive Module BioRad

CHEF-DR® II Variable Speed Pump BioRad

CryobankTM- Röhrchen Mast Diagnostica, Mast Group Ltd., 

Merseyside, UK 

CryobankTM-Aufbewahrungsbox Mast Diagnostica 
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Cryovial® (4 ml) Simport, Kanada, T311-4 

Dampftopf Gössner Fritz GmbH & Co. KG, 

Hamburg, Deutschland 

DNA UV-Cleaner, UVC/T Kisker Biotech, Steinfurt, Deutschland 

Durham-Röhrchen VWR, GERB8130 

Einkanalpipetten, Modell Reference 10 µl Eppendorf 

Einkanalpipetten, Modell Reference,  

1000 µl 

Eppendorf 

Einkanalpipetten, Modell Reference, 100 µl Eppendorf 

Einkanalpipetten, Modell Reference, 200 µl Eppendorf 

Einmalküvetten Sarstedt AG & Co. Nümbrecht, 

Deutschland, 67.741 

Einmalösen steril, 10 µl Bioster, 18100.2 

Einmaltücher, Tork® VWR, 115-1723 

Elektrophoresekammer,    

Electrophoresis Cell 

BioRad 

Entsorgungsbeutel Carl Roth GmbH + Co. KG, 

Karlsruhe, Deutschland 

Erlenmeyerkolben, 250 ml VWR, 214-1172 

Gefahrstoffschrank Düperthal, FWF 90 

Gefrierschrank Liebherr 

Gefrierschrank, Bosch economic froster Robert Bosch GmbH, 

Stuttgart, Deutschland 

Gefriertruhe, Hera freeze 286 Basic Heraeus 

Geldokumentationssystem, Gel-Doc 2000  BioRad 

Gelelektrophorese Power Pac 1000 BioRad

Gelkamm BioRad

Gelkammer Sub-Cell® GT BioRad

Gießblock (PFGE) BioRad

Glasflaschen, 1000 ml Schott, Duran Group GmbH, 

Wertheim/Main, Deutschland 

Handschuhe, Latex VWR, 112-2751 

Kühlschrank Liebherr Economy 
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Magnetrührer Heidolph mit Heizung,  

MR 3001 

VWR, 442-1203 

Magnetrührstäbchen VWR, 442-0059 

Mediaclav 10 Mediajet Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland 

Messpipetten, 10 ml VWR, 612-4125 

Mikrowelle, Continent MW 800  Continent, Deutschland, CW 1109-3 

Nitrilhandschuhe, Thin nitrile technology, 

Powder-free 

Ansell Healthcare Europe 

Parafilm “M” Pechiney Plastic Packaging, 

Menasha, WI, USA 

Pasteurpipette, Glas VWR, 612-1701 

PCR-Reaktionsgefäße, 0,2 ml Nerbe plus GmbH, 

Winsen/Luhe, Deutschland 

Petrischalen Nerbe plus GmbH 

pH Meter, Microprocessor, pH 537 WTW-Inolab®

Pipettenspitzen Biosphere  

Fil. Tip 1000 blau 

Sarstedt, 70.762.211 

Pipettenspitzen Biosphere  

Fil. Tip 200 farblos 

Sarstedt, 70.760.211 

Pipettenspitzen Biosphere  

Fil. Tip 100 gelb 

Sarstedt, 70.760.212 

Pipettenspitzen Biosphere  

Fil. Tip 10 farblos 

Sarstedt, 70.1130.210 

Pipettierhelfer, Accu-jet® pro, Brand VWR, 612-2625 

Plastikzentrifugenröhrchen, Röhre 50 ml Sarstedt, 62.547.254 

Reagenzgläser, 10 ml VWR, 212-1118 

Reaktionsgefäße, Safe Seal Sarstedt, 72.695.500 

Rotilabo®-Verschlussclips Carl Roth, N217.1 

Schüttler, Köttermann® 4010 Köttermann Systemlabor 

Sony Video Graphic Printer, UP-895 CE Sony, Tokyo, Japan 

Thermocycler iCycler Biorad 

UV-Visible Spectrophotometer, UV-1601  Shimadzu Europa GmbH 

Vortex VF 2 JK Janke & Kunkel IKA® -Labortechnik 
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Waage Mettler PM 1200 Mettler-Toledo GmbH, 

Gießen, Deutschland 

Waage Mettler PM 480 Delta Range Mettler-Toledo GmbH  

Waage Sartorius LA 230 S Sartorius AG, Göttingen, Deutschland 

Wasserbad GFL® 1002/1003 MAGV GmbK, 

Rabenau-Londorf, Deutschland 

Wasserwaagen, rund BioRad 

Wattestäbchen, steril VWR, 115-8270 

Zentrifuge 3200 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge Heraeus Pico 17 Centrifuge Thermo Electron Corporation, 

Langenselbold, Deutschland 

Zentrifuge Mini Spin Eppendorf 
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3.1.4  Bakterien-Typ- bzw. Referenzstämme 

Für die eigenen Arbeiten wurden die in Tabelle 9 aufgeführten Typ- bzw. Referenzstämme 

verwendet. 

Tabelle 9: Aufstellung der verwendeten Typ- bzw. Referenzstämme 

Mikroorganismus Bezeichnung Herkunft 

Cronobacter sakazakii DSM 4485* Leibniz-Institut DSMZ 

Cronobacter malonaticus DSM 18702* Leibniz-Institut DSMZ 

Cronobacter muytiensii DSM 21870* Leibniz-Institut DSMZ 

Cronobacter turicensis DSM 18703* Leibniz-Institut DSMZ 

Cronobacter dublinensis  
subsp. dublinensis 

DSM 18705* Leibniz-Institut DSMZ 

Cronobacter dublinensis  
subsp. lausannensis 

DSM 18706* Leibniz-Institut DSMZ 

Cronobacter dublinensis  
subsp. lactaridi 

DSM 18707* Leibniz-Institut DSMZ 

Cronobacter condimenti 1330 = LMG 26250* Institut für Lebensmittelsicherheit 
und -hygiene, UZH 

Cronobacter universalis E 797 = NCTC 9529* Institut für Lebensmittelsicherheit 
und -hygiene, UZH 

Enterobacter cloacae ATCC 13047* Max von Pettenkofer-Institut, 
LMU München 

Escherichia coli ATCC 25922* Professur für Tierärztliche 
Nahrungsmittelkunde, JLU Gießen

Klebsiella pneumoniae 
subsp. pneumoniae 

DSM 30104* Max von Pettenkofer-Institut, 
LMU München 

Pseudomonas aeruginosa DSM 939 Leibniz-Institut DSMZ 

* Typstamm; ATCC (American Type Culture Collection); Leibniz-Institut DSMZ (Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH); JLU (Justus-Liebig-Universität); LMG 
(Laboratorium voor Microbiologie, Gent, Belgien); LMU (Ludwig-Maximilians-Universität); NCTC 
(National Collection of Type Cultures, Public Health England); UZH (Universität Zürich) 
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Die Typ- bzw. Referenzstämme wurden im Stammhaltungssystem Cryobank TM (Mast 

Diagnostica) für Mikroorganismen bei -80 °C im Gefrierschrank aufbewahrt. Zur 

Verwendung wurden sie jeweils auf CASO-Agar rekultiviert. 

3.2  Methoden 

3.2.1  Konservierung und Lagerung der Isolate 

Zur Aufbewahrung im Zeitraum der eigenen Untersuchungen wurden alle Isolate 

zusätzlich zum Stammhaltungsystem Cryobank TM (Mast Diagnostica) in Form eines 

Glycerinstocks konserviert.  

Zur Rekultivierung wurde aus der Kryobank (CryobankTM-Kryoröhrchen) für jedes Isolat 

ein Kügelchen mit einer sterilen Öse entnommen und auf CASO-Agar ausgestrichen. Nach 

Bebrütung für 24 h bei 37 °C wurde eine Einzelkolonie abgenommen, in CASO-Bouillon 

eingerieben und erneut 24 h bei 37 °C bebrütet. Zur Konservierung dieser Bakterienkultur 

wurde 1,5 ml steriles Glycerin (99,5%) mit 0,5 ml beimpfter CASO-Bouillon in einem 

Cryovial® gut gemischt und bei -80 °C im Gefrierschrank gelagert. Aus diesem 

„Glycerinstock“ wurde bei Bedarf Material mit einer sterilen Öse entnommen. 

3.2.2  Identifizierung mittels MALDI-TOF MS 

Zur Überprüfung der Richtigkeit der Identifizierung auf Genusebene wurden ausgewählte 

Isolate (n=141) mittels MALDI-TOF MS analysiert. Diese Untersuchungen fanden mit 

freundlicher Unterstützung von Dr. Markus Timke und Dr. Markus Kostrzewa von Bruker 

Daltonik GmbH in Bremen statt. Dazu wurden jeweils drei bis fünf auf CASO-Agar gut 

gewachsene Kolonien der ausgewählten Isolate in 300 �l Aqua dest. suspendiert. Nach 

Zugabe von 900 �l absolutem Ethanol wurde die Probe für 2 min bei 

13.000 Umdrehungen/min zentrifugiert. Zur Entfernung des Alkohols wurde das Pellet 

nach Verwerfen des Überstandes kurz getrocknet. Anschließend wurde das Pellet in 50 �l 
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70%iger Ameisensäure resuspendiert und mit 50 �l Acetonitril vermischt. Nach weiterem 

Zentrifugieren für 2 min bei 13.000 Umdrehungen/min wurde ca. 1 �l des klaren 

Überstandes auf ein MALD-Stahltarget pipettiert und nach dem Trocknen mit 1 �l 

Matrix-Lösung überschichtet. Anschließend wurde die Probe mit dem microflex 

LT-Massenspektrometer in Verbindung mit der MALDI BiotyperTM 3.0 Software (Bruker 

Daltonik GmbH, Bremen) analysiert. Die Spektrensätze von 141 Cronobacter-Isolaten 

wurden gegen eine MALDI-TOF MS-Datenbank mit 26 Cronobacter spp.-Einträgen 

abgeglichen und nach dem in Tabelle 10 gezeigten Schema ausgewertet. Eine sehr 

wahrscheinliche Speziesidentifizierung lag bei einer Bewertungszahl von � 2,3 vor, eine 

sichere Gattungsidentifizierung und mögliche Speziesidentifizierung wurde durch einen 

Wert zwischen 2,0 bis 2,299 definiert. Ein Wert unterhalb von 2,0 bis � 1,7 ließ eine 

wahrscheinlich brauchbare Gattungsidentifizierung vermuten. Bei Werten unter 1,7 war 

keine zuverlässige Identifizierung mehr möglich. 

Tabelle 10: Bewertungszahlen des MALDI-Biotyper und deren Bedeutung 

(Bruker Daltonik GmbH, Bremen) 

Bewertungszahl Bedeutung Symbol 

2,300 bis 3,000 Speziesidentifizierung mit hoher 
Wahrscheinlichkeit 

(+++) 

2,000 bis 2,299 Sichere Gattungsidentifizierung,  
Speziesidentifizierung wahrscheinlich 

(++) 

1,700 bis 1,999 Gattungsidentifizierung wahrscheinlich (+) 

0,000 bis 1,699 Keine verlässliche Identifizierung (-) 
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3.2.3  Biochemische Charakterisierung 

Zur Speziesdifferenzierung und Einteilung in die jeweiligen Biotypen wurden 

verschiedene biochemische Reaktionen nach FARMER et al. (1980) und IVERSEN et al. 

(2006) durchgeführt. Zunächst wurden die in Glycerin konservierten Isolate auf 

CASO-Agar kultiviert (24 h, 37 °C). Am nächsten Tag wurden die zu testenden Kolonien 

in die jeweiligen Probenröhrchen beimpft und für 24 h bis 48 h bei 37 °C bebrütet. Eine 

Übersicht der verwendeten Kontrollstämme ist in Tabelle 11 zusammengestellt. 

Methylrot-VOGES-PROSKAUER-Test 

Mit dem Methylrot-Voges-Proskauer-Test wird zum einen die Verwertung von Glukose 

unter Säurebildung und zum anderen die Bildung von Acetoin (3-Hydroxy-2-butanon, 

Acetylmethylcarbinol) geprüft. Der Nachweis von Säurebildung aus Glukose wird durch 

den pH-Wert des Testmilieus bestimmt und durch Methylrot sichtbar gemacht. Der 

Umschlagpunkt liegt zwischen einem pH-Wert von 4,4 und 5,1.  

Je ein Probenröhrchen mit MR-VP-Bouillon wurde mit der zu testenden Kolonie beimpft 

und 24 h bei 37 °C bebrütet. Nach Durchmischen des bebrüteten Probenröhrchens wurde 

die Hälfte der Bakteriensuspension in ein weiteres, steriles Probenröhrchen überführt. 

Anschließend wurden in das eine Röhrchen etwa fünf Tropfen Methylrot-Indikatorlösung 

dazugegeben und der Farbumschlag abgelesen. Ein Farbumschlag von Orange nach Rot 

zeigte eine hohe Säurebildung (pH < 4,4), also eine positive Reaktion, ein Farbumschlag 

von Orange nach Gelb eine geringe Säurebildung, also eine negative Reaktion an. In das 

andere Röhrchen wurden 1 ml O’MEARA-Reagenz gegeben und für ca. 10 min 

stehengelassen. Trat eine rosa Färbung, beginnend an der Oberfläche, auf, handelte es sich 

um ein positives VP-Ergebnis. Als Kontrollstämme wurden Escherichia coli ATCC 25922 

(positiv für MR, negativ für VP) und Enterobacter cloacae ATCC 13047 (negativ für MR, 

positiv für VP) verwendet. 
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SIM (Sulphide Indole Motility)-Test 

Mit dem SIM-Nährboden können die Bildung von Sulfid (Schwefelwasserstoff 

(H2S)-Bildung), Indol und die Beweglichkeit (Motilität) geprüft werden. 

Die zu testende Kolonie wurde mit einer Stichöse in die oberste Schicht des Nährbodens 

eingeimpft und 18 h bis 24 h bei 37 °C bebrütet. Beweglichkeit wurde durch eine diffuse 

Trübung im Bereich des Stichkanals angezeigt, während die Bildung von H2S eine 

Schwärzung im Bereich des Wachstums zeigte. Zum Nachweis des Enzyms 

Trypthophanase wurde der Nährboden mit KOVACS-Indolreagenz überschichtet. 

Tryptophanase spaltet Tryptophan zu Indol, Pyruvat und Ammoniak. Indol reagiert mit 

dem KOVACS-Reagenz unter Bildung des roten Cyaninfarbstoff Rosindol, der in Alkohol, 

Ether und Chloroform löslich ist. Das Indol-Reagenz, auch KOVACS-Reagenz genannt, ist 

eine Lösung aus 5% 4-(N,N-Dimethylamino)-benzaldehyd in 75% Isoamylalkohol und 

25% konzentrierter Salzsäure. Als Kontrollstämme wurden Escherichia coli ATCC 25922 

(Motilität und Indol positiv) und Pseudomonas aeruginosa DSM 939 (Motilität und Indol 

negativ) verwendet. 

Nitrat-Reduktionstest 

Der Nitrat-Reduktionstest dient zum Nachweis des bakteriellen Enzyms Nitratreduktase 

durch den Abbau von Nitrat (NO3) zu Nitrit (NO2) bzw. zu molekularem Stickstoff (N2). 

Hierfür wurde die zu testende Kolonie in ein Röhrchen mit Nitratbouillon beimpft und 24 h 

bei 37 °C bebrütet. Am nächsten Tag erfolgte die Zugabe von jeweils zwei Tropfen von 

Nit 1 (Sulfanilsäure) und Nit 2 (N,N-dimethyl-1-naphthylamin). Ein Farbumschlag zu Rot 

zeigte die Anwesenheit von Nitrit und somit eine positive Reaktion an. Als 

Kontrollstämme wurden Escherichia coli ATCC 25922 (positiv) und Pseudomonas 

aeruginosa DSM 939 (negativ) verwendet. 

Malonatverwertung 

Die Malonat-Phenylalanin-Bouillon, modifiziert nach EWING, dient zum Nachweis von 

Mikroorganismen, die Natriummalonat als Kohlenstoffquelle und Ammoniumsulfat als 

Stickstoffquelle nutzen können. Durch das aus diesen beiden Stoffwechselreaktionen 
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entstehende Natriumhydroxid wird ein alkalisches Milieu erzeugt, welches zu einem 

Farbumschlag des pH-Indikators Bromthymolblau zu türkisblau führt. Mikroorganismen, 

die Malonat nicht nutzen können, zeigen keinen Farbumschlag oder eine Gelbfärbung des 

Mediums aufgrund der Verwertung von Dextrose, was zur Bildung eines sauren Milieus 

(pH < 6) führt. 

Die zu testende Kolonie wurde mit einer sterilen Öse in die Bouillon überführt und 24 h 

bei 37 °C bebrütet. Die Auswertung erfolgte visuell am nächsten Tag. Als Kontrollstämme 

wurden Enterobacter cloacae ATCC 13047 (positiv) und Escherichia coli ATCC 25922 

(negativ) verwendet. 

Verwertung von D-Glukose, myo-Inositol und Dulcitol 

Die Verwertung von D-Glukose, myo-Inositol und Dulcitol erfolgte in einer 

Phenolrot-Bouillon mit dem jeweiligen Zuckerzusatz und dem Indikator Phenolrot. Dazu 

wurden die jeweiligen Zucker mit der Phenolrot-Bouillon angelegt. Die zu testende 

Kolonie wurde in das Probenröhrchen beimpft und 24 h bei 37 °C bebrütet. War der 

jeweilige Keim in der Lage den Zucker abzubauen, kam es durch die Säurebildung zum 

Farbumschlag des Indikators von Rot nach Gelb. Wurde der Zucker nicht abgebaut, blieb 

die ursprüngliche Farbe der Bouillon (Rot) erhalten. Bei Glukose wurde neben der 

Säurebildung auch die Gasbildung beurteilt. Hierfür wurde zusätzlich ein 

Durham-Röhrchen, mit der Öffnung nach unten, in die Bouillon gegeben. Bei Gasbildung 

war eine Luftblase im Durham-Röhrchen zu sehen. Als Kontrollstämme wurden 

Cronobacter sakazakii DSM 4485 (Inositol positiv), Escherichia coli ATCC 25922 

(Glukose und Dulcitol positiv, Inositol negativ, Gasbildung positiv) und Pseudomonas 

aeruginosa DSM 939 (alle Reaktionen negativ) verwendet. 

Ornithinverwertung (Ornithin-Decarboxylase, ODC) 

Die Ornithindecarboxylase-Testbouillon enthält Ornithin als Substrat und 

Bromkresolpurpur als pH-Indikator. Sie dient zum Nachweis der Ornithin-Decarboxylase. 

Die zu testende Kolonie wurde mit einer sterilen Öse in die 

Ornithindecarboxylase-Testbouillon überführt und anschließend das Medium mit 

sterilisiertem Paraffinöl großzügig überschichtet. Die beimpfte Testbouillon wurde danach 
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bis zu vier Tage bei 37 °C bebrütet. In den ersten sechs bis acht Stunden wird der 

Nährboden intensiv gelb, da zunächst Glukose zu Säure abgebaut wird und die Farbe des 

pH-Indikators bei einem pH-Wert unter 5,6 nach Gelb umschlägt. 

Ornithin-Decarboxylase-positive Bakterien bewirken durch den Abbau von Ornithin 

danach wieder einen pH-Anstieg und der Nährboden färbt sich violett (ODC-Test positiv). 

Verfügen Bakterien nicht über das Enzym Ornithindecarboxylase, wird Ornithin nicht 

abgebaut und das Medium bleibt gelb. Als Kontrollstämme wurden Escherichia coli

ATCC 25922 (positiv) und Klebsiella pneumoniae spp. pneumoniae DSM 30104 (negativ) 

verwendet. 
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3.2.4  Molekularbiologische Charakterisierung 

Zur molekularbiologischen Differenzierung wurden alle Isolate mit einer 

Spezies-spezifischen PCR-Methode auf Basis des rpoB-Gens (STOOP et al., 2009) 

untersucht. Die Durchführung der molekularbiologischen Differenzierung erfolgte unter 

Verwendung der in den folgenden Kapiteln beschriebenen Methodik. 

3.2.4.1  Extraktion der bakteriellen DNA 

Die DNA-Extraktion erfolgte unter Verwendung des kommerziellen Qiagen 

DNeasy® Blood & Tissue Kit (250). Zunächst wurden mittels steriler Einmalöse aus dem 

Glycerinstock des zu testenden Keims ca. 10 µl auf CASO-Agar ausgestrichen und 24 h 

bei 37 °C bebrütet. Je eine Kolonie wurde zur Zellwandlyse mittels einer sterilen 

Einmalöse in je 180 µl TE-Lysis-Puffer mit Lysozymzusatz (20 mg/ml TE-Puffer) in 

einem Reaktionsgefäß eingerieben und 1 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. 

Zwischendurch wurde das Reaktionsgefäß mittels Vortexer geschüttelt. Nach Zugabe von 

30 µl Proteinase K (pro Probe) und 200 µl Lysis-Puffer (AL) zur Deproteinisierung 

erfolgte eine weitere Inkubation von 2 h bei 56 °C im Brutschrank. Zur Inaktivierung der 

Proteinase K wurden jeweils 200 µl Ethanol hinzugegeben, kurz gemischt und 

zentrifugiert. Anschließend wurde die gesamte Menge (ca. 600 µl) in eine Qiagen Kit 

Säule gegeben und 1 min bei 9.600 x g (9.600fache der Erdbeschleunigung) zentrifugiert. 

Während dieses Schrittes erfolgte die selektive Bindung der DNA an die Membran der Kit 

Säule. Zur Entfernung verbliebener Kontaminanten und Enzyminhibitoren folgten zwei 

Reinigungsschritte: Zunächst erfolgte die Zugabe von 500 µl Waschpuffer AW 1 und die 

Zentrifugation für 2 min bei 16.000 x g, anschließend die Zugabe von 500 µl Waschpuffer 

AW 2 und erneuter Zentrifugation für 2 min bei 16.000 x g. Der Überstand wurde 

verworfen und die Säule in ein neues Reaktionsgefäß gestellt. Das Ablösen der DNA von 

der Membran erfolgte mit 200 µl Elutionspuffer (AE). Hierzu wurde die Säule 5 min bei 

Raumtemperatur stehen gelassen und anschließend 5 min bei 16.000 x g zentrifugiert. Die 

DNA-haltigen Eluate wurden direkt in der PCR eingesetzt oder bei -18 °C im 

Gefrierschrank gelagert. 
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3.2.4.2  Ansetzen der gebrauchsfertigen Primer 

Die verwendeten Oligonukleotidprimer wurden gefriergetrocknet in Kunststoffröhrchen 

bis zur weiteren Verarbeitung im Kühlschrank bei 6 °C bis 8 °C gelagert. Zur Ansetzung 

der Stammlösung wurde je nach Herstellerangaben die angegebene Wassermenge 

(nukleasefreies Aqua dest.) in das Röhrchen pipettiert, sodass eine Konzentration des 

Primers von 100 pmol/µl erreicht wurde. Die Primerlösung wurde 30 min bei 

Raumtemperatur stehen gelassen und danach vorsichtig mit einer Pipette gemischt. Diese 

Primerstammlösung wurde bei -18 °C im Gefrierschrank aufbewahrt. Durch Mischung von 

10 µl dieser Stammlösung mit 90 µl nucleasenfreiem Aqua dest. in einem 

Eppendorf-Reaktionsgefäß wurde jeweils eine Primer-Gebrauchslösung hergestellt. Die 

Gebrauchslösung wurde bei -18 °C gelagert oder direkt für das Reaktionsgemisch 

(Mastermix) verwendet. Eine Übersicht der verwendeten Oligonukleotidprimer ist in 

Tabelle 12 zusammengestellt. 



T
ab

el
le

 1
2:

 Ü
be

rs
ic

ht
 ü

be
r d

ie
 in

 d
ie

se
r A

rb
ei

t e
in

ge
se

tz
te

n 
O

lig
on

uk
le

ot
id

pr
im

er
 z

ur
 A

m
pl

ifi
zi

er
un

g 
de

r S
pe

zi
es

-s
pe

zi
fis

ch
en

 A
bs

ch
ni

tte
 d

es
 

rp
oB

-G
en

s v
on

 C
ro

no
ba

ct
er

 sp
p.

 

Sp
ez

ie
s 

Pr
im

er
 

Se
qu

en
z 

(5
' �

 3
') 

A
m

pl
ik

on
gr

öß
e 

(B
p)

 
R

ef
er

en
z 

C
. s

ak
az

ak
ii 

C
sa

kf
 

A
C
G
 
C
C
A
 
A
G
C
 
C
T
A
 
T
C
T
 
C
C
G
 
C
G
 

51
4 

ST
O

O
P 

et
 a

l.,
 2

00
9 

C
sa

kr
 

A
C
G
 
G
T
T
 
G
G
C
 
G
T
C
 
A
T
C
 
G
T
G
 

 
 

C
. m

al
on

at
ic

us
 

C
m

al
f 

C
G
T
 
C
G
T
 
A
T
C
 
T
C
T
 
G
C
T
 
C
T
C
 

25
1 

ST
O

O
P 

et
 a

l.,
 2

00
9 

C
m

al
r 

A
G
G
 
T
T
G
 
G
T
G
 
T
T
C
 
G
C
C
 
T
G
A
 

 
 

C
. m

uy
tje

ns
ii 

C
m

uy
f 

T
G
T
 
C
C
G
 
T
G
T
 
A
T
G
 
C
G
C
 
A
G
A
 
C
C
 

33
0 

ST
O

O
P 

et
 a

l.,
 2

00
9 

C
m

uy
r 

T
G
T
 
T
C
G
 
C
A
C
 
C
C
A
 
T
C
A
 
A
T
G
 
C
G
 

 
 

C
. d

ub
lin

en
si

s 
C

du
bl

f 
G
C
A
 
C
A
A
 
G
C
G
 
T
C
G
 
T
A
T
 
C
T
C
 
C
 

41
8 

ST
O

O
P 

et
 a

l.,
 2

00
9 

C
du

bl
r 

T
T
G
 
G
C
G
 
T
C
A
 
T
C
G
 
T
G
T
 
T
C
C
 

 
 

C
. t

ur
ic

en
si

s 
C

tu
rf

 
C
G
G
 
T
A
A
 
A
A
G
 
A
G
T
 
T
C
T
 
T
C
G
 
G
C
 

62
8 

ST
O

O
P 

et
 a

l.,
 2

00
9 

C
tu

rr
 

G
T
A
 
C
C
G
 
C
C
A
 
C
G
T
 
T
T
C
 
G
C
C
 

 
 

C
. u

ni
ve

rs
al

is
 

C
ge

no
m

f 
A
C
A
 
A
A
C
 
G
T
C
 
G
T
A
 
T
C
T
 
C
T
G
 
C
G
 

50
6 

ST
O

O
P 

et
 a

l.,
 2

00
9 

C
ge

no
m

r 
A
G
C
 
A
C
G
 
T
T
C
 
C
A
T
 
A
C
C
 
G
G
T
 
C
 

 
 

C
. c

on
di

m
en

ti 
C

co
nf

 
A
A
C
 
G
C
C
 
A
A
G
 
C
C
A
 
A
T
C
 
T
C
G
 

68
9 

LE
H

N
ER

 e
t a

l.,
 2

01
2 

C
co

nr
 

G
T
A
 
C
C
G
 
C
C
A
 
C
G
T
 
T
T
T
 
G
C
T
 

 
 

3 MATERIAL UND METHODEN  53 



3 MATERIAL UND METHODEN  54 

3.2.4.3  Durchführung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Zur DNA-Amplifikation wurde zunächst das Reaktionsgemisch (Mastermix) mit der in 

Tabelle 13 aufgeführten Zusammensetzung hergestellt. 

Tabelle 13: Zusammensetzung des Reaktionsgemisches (Mastermix) zur Durchführung 

der PCR  

Reagenzien Volumen pro PCR-Ansatz 

Aqua dest. 21,3 µl 

10x DreamTaq Puffer mit 20 mM MgCl2 3,0 µl 

dNTP-Mix (10 mmol/l) (je Nukleotid) 1,0 µl 

Primer F (10 µmol/l) 1,0 µl 

Primer R (10 µmol/l) 1,0 µl 

DreamTaq DNA Polymerase (5 U/µl) 0,2 µl 

Gesamt-Volumen pro Ansatz 27,5 µl 

Aqua dest. = Aqua destillata; DNA = Desoxyribonukleinsäure; dNTP = 
Desoxynukleotidtriphosphate; MgCl2 = Magnesiumchlorid; Primer F = Vorwärtsprimer; Primer R 
= Rückwärtsprimer; Taq = Thermus aquaticus 

Von diesem Reaktionsgemisch wurden je 27,5 µl in ein 0,2 ml Reaktionsgefäß 

(PCR-Tube) pipettiert und mit 2,5 µl der extrahierten DNA gut vermischt. Als Positiv- und 

Negativkontrollen dienten die in Tabelle 9 aufgeführten Typ- bzw. Referenzstämme. Zur 

Vermeidung einer Kontamination der Reagenzien, wurde stets ein Reaktionsansatz ohne 

DNA-Zugabe als Negativkontrolle mitgeführt (Leerwert). Die Amplifizierung erfolgte in 

einem Thermocycler (iCycler) unter Verwendung des in Tabelle 14 aufgeführten 

Temperatur-Zeit-Profils. Die für die einzelnen Oligonukleotidprimer verwendeten 

Anlagerungstemperaturen (Annealing) sind der Tabelle 15 zu entnehmen. Die 

DNA-Amplifikate wurden entweder unmittelbar im Anschluss an die PCR 
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gelelektrophoretisch aufgetrennt oder aber über Nacht bei 4 °C gelagert und am folgenden 

Tag weiterverarbeitet. 

Tabelle 14: Temperatur-Zeit-Profil zur DNA-Amplifikation 

Vorgang Temperatur Zeit  

Initiale Denaturierung 94 °C 5 min  

Denaturierung 94 °C 1 min  

Anlagerung (Annealing) variabel variabel 30 Zyklen 

Synthese/Verlängerung (Extension) 72 °C 30 sec  

Abschließender Syntheseschritt              
(Final Extension) 72 °C 5 min 

Abkühlung 4 °C �  

Tabelle 15: Annealing-Temperaturen der Spezies-spezifischen Oligonukleotidprimer 

Spezies Primerpaar Temperatur Zeit (Dauer) 

C. sakazakii Csakf/Csakr 67 °C 1 min 

C. malonaticus Cmalf/Cmalr 60 °C 30 sec 

C. turicensis Cturf/Cturr 61 °C 1 min 

C. dublinensis Cdublf/Cdublr 64 °C 30 sec 

C. muytjensii Cmuyf/Cmuyr 67 °C 20 sec 

C. universalis Cgenomf/Cgenomr 64 °C 30 sec 

C. condimenti Cconf/Cconr 61 °C 30 sec 

Zur Differenzierung der Cronobacter-Isolate wurden sieben unterschiedliche 

Spezies-spezifische PCR durchgeführt (Tabelle 16). Dabei wurden alle Isolate (n=259) 

einheitlich mit den Spezies-spezifischen Primerpaaren für C. sakazakii, C. malonaticus und 

C. muytjensii untersucht. Einige ausgewählte Isolate wurden zusätzlich mit den 



3 MATERIAL UND METHODEN  56 

Spezies-spezifischen Primerpaaren für C. turicensis (n=174), C. dublinensis (n=161), 

C. universalis (n=165) und C. condimenti (n=166) überprüft. 

Tabelle 16: Übersicht zur Auswertung der Ergebnisse der Spezies-spezifischen rpoB-PCR 

Spezies-

identifizierung 

PCR mit den Spezies-spezifischen Primerpaaren 

Csakf/ 

Csakr 

Cmalf/ 

Cmalr 

Cturf/ 

Cturr 

Cdublf/ 

Cdublr 

Cmuyf/ 

Cmuyr 

Cgenomf/ 

Cgenomr 

Cconf/ 

Cconr 

C. sakazakii + - - - - - - 

C. malonaticus + + - - - - - 

C. turicensis - - + - - - - 

C. dublinensis - - - + - - - 

C. muytjensii - - - - + - - 

C. universalis - - - - - + - 

C. condimenti - - - - - - + 

+: positive; -: negative 

3.2.4.4  Gelelektrophorese und optische Darstellung der PCR-Produkte 

Der Nachweis der DNA-Amplifikate erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese. Zur 

optimalen Darstellung der Fragmente wurde ein 2%iges Agarosegel hergestellt. Hierfür 

wurden 3 g Agarosepulver in 150 ml 1x TAE (Tris-Acetat-EDTA)-Puffer gegeben und in 

der Mikrowelle solange erhitzt, bis alle Schwebeteile gelöst waren. Die flüssige Agarose 

wurde dann ca. 15 min in einem 56 °C warmen Wasserbad abgekühlt und anschließend in 

die mit einem Kamm versehene Formschale gegossen. Nach 30 min wurde der Kamm 

vorsichtig entfernt und das erstarrte Gel in die Gelelektrophoresekammer gelegt. Mit dem 

entsprechenden Laufpuffer (1x TAE-Puffer) wurde die Gelelektrophoresekammer 

aufgefüllt, bis das Gel vollständig bedeckt war. Für das Auftragen der PCR-Produkte 

wurden jeweils 10 µl DNA-Amplifikat mit 2 µl „6x Loading Dye Solution“ vermischt und 

in die Vertiefungen (Slots) des Agarosegels pipettiert. Zur Größenabschätzung der 

Amplifiakte wurde in die erste Vertiefung 2 bis 4 µl eines 

Molekulargewichtstandardmarkers von 50 Bp (0,5 µg/µl) aufgetragen. Die 
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gelektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 120 mA für ca. 2,5 h. Zur optischen 

Darstellung wurde das Gel in einer Ethidiumbromid-Lösung (5 µg/ml) für 10 min gefärbt. 

Anschließend wurde durch Schwenken in Aqua dest. für 20 min bei Raumtemperatur 

überschüssiger Farbstoff entfernt. Danach wurde das Gel im Geldokumentationssystem 

(GelDoc 2000) unter Ultraviolett-Licht (UV-Licht) bei einer Wellenlänge von 302 nm 

betrachtet und digital fotografiert. Positive DNA-Amplifikate stellten sich als weiße 

Banden vor schwarzem Hintergrund dar.  

3.2.5  Sequenzanalyse des rpoB-Gens 

Einige ausgewählte Isolate (n=26) wurden mittels Sequenzanalyse untersucht, um die 

Nukleotidabfolge in einem bestimmten Abschnitt innerhalb des rpoB-Gens zu bestimmen. 

Die rpoB-Gensequenzen dieser 26 Isolate wurden mit zwölf Cronobacter-Typstämmen 

(Tabelle 17) der GenBank-Datenbank des „U.S. National Center for Biotechnology 

Information“ (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) mittels Multisequenzalignment unter 

der Verwendung des Computerprogramms „Molecular Evolutionary Genetics Analysis 

Version 6.0“ (MEGA 6, TAMURA et al., 2013) verglichen. Die phylogenetischen 

Beziehungen der Aminosäurensequenzen konnte durch Anwendung einer Clustermethode 

„Neighbour-Joining Algorithmus“ in Form eines Dendrogramms mit folgenden Parametern 

ermittelt werden: Gap open penalty: 15, Gap extention penalty: 6.66, Transition Weight: 

none, DNA Weight Matrix: IUB.  
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Tabelle 17: GenBank-Nummern der verwendeten rpoB-Gen Sequenzen der 

Cronobacter-Typstämme 

Spezies Stammnummer GenBank-Nummer 

C. sakazakii ATCC 29544 FJ717657 

C. malonaticus LMG 23826 FJ717659

C. universalis NCTC 9529 FJ717656

C. turicensis LMG 23827 FJ717652

C. muytjensii ATCC 51329 FJ717658

C. dublinensis subsp. dublinensis LMG 23823 FJ717653

C. dublinensis subsp. lausannensis LMG 23824 FJ717654

C. dublinensis subsp. lactaridi LMG 23825 FJ717655

C. condimenti LMG 26250 JX425292 

S. turicensis (ehemals  

C. zurichensis) 

LMG 23730 JX425298 

F. helveticus (ehemals  

C. helveticus) 

LMG 23732 JX425293 

F. pulveris (ehemals C. pulveris)  LMG 24057 JX425295 

ATCC (American Type Culture Collection); LMG (Laboratorium voor Microbiologie, Gent, 
Belgien); NCTC (National Collection of Type Cultures, Public Health England) 
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3.2.5.1  Primer zur Amplifikation des rpoB-Gens 

Die zur Herstellung eines Amplikons des zu prüfenden Genabschnitts des rpoB-Gens 

verwendeten Oligonukleotidprimer sind in Tabelle 18 dargestellt. Herstellung und 

Verwendung der gebrauchsfertigen Primer erfolgte gemäß der unter 3.2.4.2 beschriebenen 

Methodik. 

Tabelle 18: Oligonukleotidprimer für die Amplifikation eines Genabschnitts zur 

Sequenzierung des rpoB-Gens (MOLLET et al., 1997) 

Gen Richtung Primersequenz (5' � 3') Allelgröße (Bp) 

rpoB F AAC CAG TTC CGC GTT GGC CTG G 1088 
 R CCT GAA CAA CAC GCT CGG A 

rpoB = Beta-Untereinheit des RNA-Polymerase kodierenden Gens; F = vorwärts; 
R = rückwärts 

3.2.5.2  Durchführung der PCR 

Zur Herstellung des zur Durchführung der Sequenzanalyse benötigten Materials wurde die 

Extraktion der bakteriellen DNA nach der unter 3.2.4.1 beschriebenen Methodik 

durchgeführt. Das Reaktionsgemisch (Mastermix) zur Durchführung der PCR wurde 

entsprechend der in Tabelle 13 aufgeführten Zusammensetzung, wie unter 3.2.4.3

beschrieben, hergestellt. 

Von diesem Reaktionsgemisch wurden je 27,5 µl in ein 0,2 ml Reaktionsgefäß 

(PCR-Tube) pipettiert und mit 2,5 µl der extrahierten DNA gut vermischt. Zur 

Vermeidung einer Kontamination der Reagenzien wurde stets ein Reaktionsansatz ohne 

DNA-Zugabe als Negativkontrolle mitgeführt (Leerwert). Die Amplifizierung erfolgte in 

einem Thermocycler (iCycler) unter Verwendung des in Tabelle 19 aufgeführten 

Temperatur-Zeit-Profils. Die DNA-Amplifikate wurden zur Überprüfung direkt 
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gelelektrophoretisch aufgetrennt und optisch dargestellt. Die Durchführung erfolgte nach 

den unter 3.2.4.4 beschriebenen Angaben. 

Tabelle 19: Temperatur-Zeit-Profil zur DNA-Amplifikation des rpoB-Gens 

(MOLLET et al., 1997) 

Vorgang Temperatur Zeit  

Initiale Denaturierung 94 °C 90 sec  

Denaturierung 94 °C 10 sec  

Anlagerung (Annealing) 55 °C 20 sec 40 Zyklen 

Synthese/Verlängerung (Extension) 72 °C 50 sec  

Abschließender Syntheseschritt              
(Final Extension) 72 °C 5 min 

Abkühlung 4 °C �  

3.2.5.3  Reinigung der DNA-Amplifikate 

Zur Vorbereitung der Sequenzierung wurden die DNA-Amplifikate mit einem 

kommerziellen Reinigungs-Kit (QIAquick® PCR Purification Kit) nach Herstellerangaben 

gereinigt. Zunächst wurden jeweils 40 µl Amplifikat mit 200 µl Bindungspuffer 

(PB-Puffer) in einem Reaktionsgefäß gut gemischt. Eine gelbliche Verfärbung dieses 

Gemisches zeigte einen korrekten pH-Wert von � 7,5 an. Danach wurde die gesamte 

Menge in eine QIAquick Säule pipettiert und nach einer Einwirkzeit von 1 min bei 

16.000 x g für 1 min zentrifugiert, um die DNA an die Säule zu binden. Zur Reinigung der 

DNA wurden 750 µl Waschpuffer (PE-Puffer) auf die Säule pipettiert und die Flüssigkeit 

zweimal bei 16.000 x g jeweils 1 min abzentrifugiert. Die DNA wurde von der Säule 

gelöst, indem anschließend 30 µl Elutionspuffer (EB-Puffer) auf die Säule gegeben wurde. 

Nach 5 min bei Raumtemperatur wurde die Säule 1 min bei 16.000 x g zentrifugiert. Die 

gereinigten DNA-Amplifikate wurden dann direkt weiterverarbeitet oder zur 

Aufbewahrung bei -18 °C eingefroren. 
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3.2.5.4  Sequenzierung und Auswertung der DNA-Amplifikate 

Für die Sequenzanalyse wurden jeweils 5 µl des gereinigten DNA-Amplifikats mit 2 µl des 

jeweiligen Primers (Primer rpoB-F oder Primer rpoB-R) in einem Reaktionsgefäß 

(PCR-Tube) gut gemischt, verpackt und an SEQLAB Sequence Laboratories (Göttingen, 

Deutschland) versandt.  

Die erhaltenen Gensequenzen wurden nach 24 h von der SEQLAB-Internetseite 

(www.seqlab.de) heruntergeladen und mit dem Computerprogramm MEGA 6 

(http://www.megasoftware.net/) ausgewertet. 

3.2.6  Multilokus-Sequenztypisierung (MLST) 

Ausgewählte Isolate (n=14) wurden mittels MLST an sieben Housekeeping-Genen 

untersucht. Eine Übersicht der verwendeten Gene ist in Tabelle 6 unter 2.1.8.6.2

zusammengestellt. 

3.2.6.1  Primer zur Amplifikation und Sequenzierung der sieben   

Housekeeping-Gene von Cronobacter spp. 

Die verwendeten Oligonukleotidprimer zur Amplifizierung und Sequenzierung der sieben 

Housekeeping-Gene sind in den Tabellen 20 und 21 aufgeführt. Die Herstellung der 

gebrauchsfertigen Primer erfolgte gemäß der unter 3.2.4.2 beschriebenen Methodik. 
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Tabelle 20: Übersicht der verwendeten Oligonukleotidprimer für die Amplifizierung der 

sieben Housekeeping-Gene von Cronobacter spp. (BALDWIN et al., 2009) 

Gen Richtung Primersequenz (5' � 3') 

atpD
F CGA CAT GAA AGG CGA CAT 

R TTA AAG CCA CGG ATG GTG 

fusA
F GAA ACC GTA TGG CGT CAG 

R AGA ACC GAA GTG CAG ACG 

glnS
F GCA TCT ACC CGA TGT ACG 

R TTG GCA CGC TGA ACA GAC 

gltB
F CAT CTC GAC CAT CGC TTC 

R CAG CAC TTC CAC CAG CTC 

gyrB
F TGC ACC ACA TGG TAT TCG 

R CAC CGG TCA CAA ACT CGT 

infB
F GAA GAA GCG GTA ATG AGC 

R CGA TAC CAC ATT CCA TGC 

pps
F GTC CAA CAA TGG CTC GTC 

R CAG ACT CAG CCA GGT TTG 
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Tabelle 21: Übersicht der verwendeten Oligonukleotidprimer für die Sequenzierung der 

sieben Housekeeping-Gene von Cronobacter spp. (BALDWIN et al., 2009) 

Gen Richtung Primersequenz (5' � 3') Allelgröße (Bp) 

atpD 
F CGA AAT GAC CGA CTC CAA 

390 
R GGA TGG CGA TGA TGT CTT 

fusA
F GCT GGA TGC GGT AAT TGA 

438 
R CCC ATA CCA GCG ATG ATG 

glnS 
F GGG TGC TGG ATA ACA TCA 

363 
R CTT GTT GGC TTC TTC ACG 

gltB 
F GCG AAT ACC ACG CCT ACA 

507 
R GCG TAT TTC ACG GAG GAG 

gyrB 
F CTC GCG GGT CAC TGT AAA 

402 
R ACG CCG ATA CCG TCT TTT 

infB 
F TGA CCA CGG TAA AAC CTC 

441 
R GGA CCA CGA CCT TTA TCC 

pps
F ACC CTG ACG AAT TCT ACG 

495 
R CAG ATC CGG CAT GGT ATC 

3.2.6.2  Durchführung der PCR 

Zur Herstellung des zur Durchführung der MLST benötigten Materials wurde die 

Extraktion der bakteriellen DNA nach der unter 3.2.4.1 beschriebenen Methodik 

durchgeführt. Das Reaktionsgemisch (Mastermix) zur Durchführung der PCR wurde 

entsprechend der in Tabelle 13 aufgeführten Zusammensetzung, wie unter 3.2.4.3

beschrieben, hergestellt. 

Von diesem Reaktionsgemisch wurden je 27,5 µl in ein 0,2 ml Reaktionsgefäß 

(PCR-Tube) pipettiert und mit 2,5 µl der extrahierten DNA gut vermischt. Zur 

Vermeidung einer Kontamination der Reagenzien wurde stets ein Reaktionsansatz ohne 

DNA-Zugabe als Negativkontrolle mitgeführt (Leerwert). Die Amplifizierung erfolgte in 

einem Thermocycler (iCycler) unter Verwendung des in Tabelle 22 aufgeführten 
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Temperatur-Zeit-Profils. Die DNA-Amplifikate wurden zur Überprüfung direkt 

gelelektrophoretisch aufgetrennt und optisch dargestellt. Die Durchführung erfolgte nach 

den unter 3.2.4.4 beschriebenen Angaben. 

Tabelle 22: Temperatur-Zeit-Profil zur DNA-Amplifikation der sieben 

Housekeeping-Gene angelehnt an BALDWIN et al. (2009) 

Vorgang Temperatur Zeit  

Initiale Denaturierung 94 °C 2 min  

Denaturierung 94 °C 1 min  

Anlagerung (Annealing) 58 °C 1 min 30 Zyklen 

Synthese/Verlängerung (Extension) 72 °C 2 min  

Abschließender Syntheseschritt              
(Final Extension) 72 °C 5 min 

Abkühlung 4 °C �  

3.2.6.3  Reinigung der DNA-Amplifikate 

Die Reinigung der DNA-Amplifikate erfolgte entsprechend der unter 3.2.5.3

beschriebenen Methodik. 

3.2.6.4  Sequenzierung und Auswertung der DNA-Amplifikate 

Zur Sequenzierung der DNA-Amplifikate zur Durchführung der MLST wurden jeweils 

5 µl des gereinigten DNA-Amplifikats mit 2 µl des jeweiligen Primers (Primer F oder 

Primer R) in einem Reaktionsgefäß (PCR-Tube) gut gemischt, verpackt und an SEQLAB 

Sequence Laboratories (Göttingen, Deutschland) versandt.  
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Die Gensequenzen konnten nach 24 h von der SEQLAB-Internetseite (www.seqlab.de) 

heruntergeladen und mit dem Computerprogramm MEGA 6 

(http://www.megasoftware.net/) ausgewertet werden. Jede Sequenz wurde auf Plausibilität 

kontrolliert und die jeweilige Vorwärtssequenz mit der Rückwärtssequenz verglichen. Falls 

erforderlich, wurden die Sequenzen manuell editiert. Um den spezifischen Bereich des 

jeweiligen Gens zu ermitteln, wurden die Sequenzen mit einem bekannten Allel des zu 

untersuchenden Gens aus der MLST-Datenbank (http://pubmlst.org/cronobacter/) 

verglichen. Das Allel aus der Datenbank diente in diesem Schritt lediglich dazu, die 

korrekte Länge des sequenzierten Gens zu ermitteln und überzählige Basen aus der 

Analysesequenz zu entfernen. Die bearbeiteten Genabschnitte wurden online in Form von 

„fasta-Dateien“ an die Betreiber der Datenbank übermittelt und der MLST-Datenbank 

(http://pubmlst.org/cronobacter/) hinzugefügt. Die Sequenzen der 

Housekeeping-Genabschnitte erlauben phylogenetisch die eindeutige Zuordnung von 

Isolaten zu sogenannten Sequenztypen (ST) bzw. zu klonalen Komplexen der 

Cronobacter-Spezies. 

3.2.7  Makrorestriktionsanalyse von Cronobacter spp. 

Zur Analyse der klonalen Verwandtschaft von Cronobacter-Isolaten wurde eine 

Makrorestriktionsanalyse unter Verwendung des Contour-Clamped Homogeneous Electric 

Field - Pulsfeld-Gelelektrophorese Systems (CHEF-DR® II-PFGE System, BioRad) 

durchgeführt. Dabei wurde das Genom mittels der Restriktionsendonuklease XbaI in 

unterschiedlich große DNA-Fragmente geschnitten und anschließend gelelektrophoretisch 

aufgetrennt. Mithilfe der Computer-Software BioNumerics (Version 5.1, Applied Maths, 

Belgien) konnten die Restriktionsmuster ausgewertet und die genetische Ähnlichkeit der 

Isolate verglichen werden. 
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3.2.7.1  Vorbereitung der Makrorestriktionsanalyse 

Die Durchführung der PFGE erfolgte nach einer modifizierten Version des PulseNet 

Standardprotokolls für PFGE vom CDC (Centers for Disease Control and Prevention, 

USA). Zunächst wurden die ausgewählten Isolate 24 h bei 37 °C auf CASO-Agar 

angezüchtet. Aus dieser Übernachtkultur wurde mit einer sterilen Einmalöse 

Koloniematerial in 1 ml TE-Puffer eingerieben, bis eine homogene Suspension entstand. 

Diese Suspension wurde anschließend durch photometrische Messung auf eine 

Transmission von ca. 4% eingestellt, sodass alle Isolate eine einheitliche Dichte aufwiesen. 

Von dieser eingestellten Suspension wurden jeweils 120 µl mit der gleichen Menge 

Agarosegel (18 mg Agarose pro 1 ml TE-Puffer) gemischt und in vorbereitete Gießblöcke 

pipettiert. Pro Isolat wurden jeweils zwei Blöckchen hergestellt. Diese wurden zum 

Aushärten 20 min bei Raumtemperatur stehen gelassen und danach in ein Reaktionsgefäß 

mit 400 µl Lysispuffer (1 mg Lysozym in 200 µl Lysispuffer pro Blöckchen) überführt. 

Zur Lyse der bakteriellen Zellwand wurden die Blöckchen ca. 6 h bei 37 °C im 

Brutschrank bebrütet. Danach wurde zur Deproteinisierung pro Isolat 25 µl Proteinase K 

dazu pipettiert und 24 h bei 56 °C bebrütet. Am nächsten Tag wurden die Blöckchen zur 

Entfernung überschüssiger Substanzen und Zellbestandteile gewaschen. Hierzu wurde der 

Lysisansatz mit einer sterilen Pasteurpipette vollständig entfernt und zunächst 1 ml 

TE-Puffer hinzupipettiert. Nach 15 min bei Raumtemperatur wurde die Flüssigkeit wieder 

vollständig entfernt und der Vorgang wiederholt. Anschließend wurden pro Isolat 400 µl 

TE-Puffer und 4 µl PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)-Lösung (1 mmol/l) dazugegeben 

und zur Inaktivierung der Proteinase K 1 h bei 56 °C bebrütet. Danach wurden die 

Blöckchen noch zweimal mit jeweils 1 ml TE-Puffer gewaschen und entweder direkt 

weiterverarbeitet oder im Kühlschrank bei 8 °C aufbewahrt. 

Zur Durchführung der Restriktion wurde ein Reaktionsgemisch (Mastermix) in der in 

Tabelle 23 angegebenen Zusammensetzung hergestellt. Je Isolat wurden 200 µl des 

Reaktionsgemisches hinzupipettiert und 6 h bei 37 °C bebrütet. 
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Tabelle 23: Zusammensetzung des Reaktionsgemisches zur Restriktion für die PFGE 

Substanz Verwendete Menge pro Isolat 

Aqua dest. steril 178 µl 

Tango Puffer 10 fach (mit BSA) 20 µl 

Restriktionsenzym XbaI 2 µl 

Gesamtvolumen pro Isolat 200 µl 

BSA = Bovine Serum Albumine; dest. = destilliertes 

3.2.7.2  Gelelektrophorese und optische Darstellung der DNA-Fragmente 

Die gelelektrophoretische Auftrennung aller nach 3.2.7.1 hergestellten 

DNA-Restriktionsfragmente erfolgte in einem 1,1%igen Agarosegel. Hierzu wurden 1,5 g 

Agarosepulver in 140 ml 1x TBE-Puffer (0,5fach) gegeben und in einem Mikrowellenofen 

solange erhitzt, bis alle Schwebeteile gelöst waren. Die flüssige Agarose wurde dann 

ca. 15 min in einem 56 °C warmen Wasserbad abgekühlt und anschließend in die mit 

einem Kamm versehene Formschale gegossen. Nach 30 min wurde das erstarrte Gel zur 

Erhöhung der Festigkeit kurz auf einen Eisblock gelegt und der Kamm entfernt. Die 

bebrüteten Blöckchen wurden aus den Reaktionsgefäßen auf das Gel überführt und 

vorsichtig in die Vertiefungen (Slots) des Gels eingeführt. In der ersten Vertiefung wurden 

zum Größenvergleich der Restriktionsbanden zwei PFGE Marker (Lambda ladder und 

Low range ladder, Biolabs® GmbH) positioniert.  

Anschließend wurden die Vertiefungen mit vorher abgenommener Agarose verschlossen 

und das fertige Gel in die Elektrophoresekammer mit 0,5-fachem TBE-Laufpuffer gelegt. 

Um einer möglichen DNA-Degradation durch Tris-Radikale im TBE-Puffer vorzubeugen, 

wurden zusätzlich 870 ml einer Thioharnstoff-Lösung (50 µmol) zu 2,2 l TBE-Laufpuffer 

dazugegeben. Die PFGE zur Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte nach dem in 

Tabelle 24 zusammengestellten Programm. 
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Tabelle 24: PFGE-Programm für Cronobacter spp.  

 Durchgang I Durchgang II 

Initial A time (Start-Umschaltzeit) 1 sec 15 sec 

Final A time (End-Umschaltzeit) 15 sec 35 sec 

Spannung  200 V (6 V/cm) 200 V (6 V/cm) 

Laufzeit 7 h 16 h 

Zur optischen Darstellung der Restriktionsmuster wurde das Gel mit 

Ethidiumbromid-Lösung gefärbt und anschließend im Geldokumentationssystem Gel-Doc 

2000 (BioRad) ausgewertet. Mithilfe der Computer-Software BioNumerics (Version 5.1, 

Applied Maths, Belgien) wurden die Bandenmuster bearbeitet und miteinander verglichen. 

Zur Veranschaulichung der klonalen Verwandtschaft wurde eine Dendrogrammanalyse auf 

der Grundlage der Clustermethode „Unweighted pair group method with arithmetic mean“ 

(UPGMA) mit der Dice-Einstellung für den Koeffizienz-Vergleich und einer 

Positionstoleranz von 1% angefertigt. Dabei wurden zwei Isolate als identisch bezeichnet, 

wenn ihre Übereinstimmung bei � 99% lag, d.h. dass sie sich in keiner Bande voneinander 

unterschieden. Dagegen wurden zwei Isolate bei einer Unterscheidung in 2-3 Banden als 

nah verwandt, bei 4-6 Banden als möglicherweise verwandt und bei mehr als 7 Banden als 

unterschiedlich bezeichnet (TENOVER et al., 1995). 
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4  ERGEBNISSE 

4.1  Ergebnisse der MALDI-TOF MS 

Zur Überprüfung der Qualität der Identifizierung von Cronobacter spp. auf Genusebene 

mittels MALDI-TOF MS wurden ausgewählte Isolate (n=141) untersucht. Jede Probe 

wurde mittels microflex LT-Massenspektrometer in Verbindung mit der MALDI Biotyper 

3.0 Software (Bruker Daltonik GmbH, Bremen) analysiert. Die Spektrensätze der 

141 Cronobacter-Isolate wurden gegen eine MALDI-TOF MS-Datenbank mit 

26 Cronobacter spp.-Einträgen abgeglichen und ausgewertet. Alle 141 untersuchten Isolate 

konnten erfolgreich auf Genusebene als Cronobacter spp. identifiziert werden. Die 

Bewertungszahlen lagen dabei in einem Bereich von 2,008 bis 2,587 (siehe Anhang). 

4.2  Ergebnisse der biochemischen Charakterisierung

Bei der mikrobiologischen Untersuchung wurden anhand von verschiedenen 

biochemischen Reaktionen alle Isolate differenziert und dem jeweiligen Biotyp 

zugeordnet. Die Auswertung und Zuordnung der Isolate erfolgte nach den in Tabelle 4 

zusammengestellten Kriterien.  

Insgesamt wurden 213 von 259 der Isolate (82,2%) als C. sakazakii identifiziert. Die 

Mehrzahl dieser Isolate entsprachen Biotyp 1 (39,8%) bzw. Biotyp 2 (37,0%). Es folgten 

mit abnehmender Häufigkeit die Biotypen 8a (1,9%), 8 (0,8%) und 13 (0,8%). Fünf der als 

C. sakazakii identifizierten Isolate (1,9%) konnten keinem Biotyp eindeutig zugeordnet 

werden. Als zweithäufigste Spezies mit einem Anteil von 13,9% (36 von 259) der Isolate 

war C. malonaticus mit den Biotypen 5 (10,0%) und 9 (3,9%) vertreten. Neun Isolate 

(3,5%) wurden als C. turicensis (Biotyp 16) identifiziert, ein Isolat (0,4%) erwies sich als 

C. muytjensii (Biotyp 15). 
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Eine Übersicht der Ergebnisse der biochemischen Spezieszuordnung ist in Tabelle 25 

zusammengestellt. Die Verteilung der einzelnen Spezies in die jeweiligen Biotypen ist in 

Tabelle 26 dargestellt. 

Tabelle 25: Übersicht der biochemischen Spezieszuordnung 

Spezies Anzahl der Isolate 
 n in % 
C. sakazakii 213 82,2 

C. malonaticus 36 13,9 

C. turicensis 9 3,5 

C. muytjensii 1 0,4 

� 259 100 

Tabelle 26: Biotypenverteilung der einzelnen Spezies 

Spezies Biotyp Anzahl der Isolate  
  n in % 
C. sakazakii 1 103 39,8 

2 96 37,0 

8 2 0,8 

8a 5 1,9 

13 2 0,8 
keinem Biotyp zuzuordnen 5 1,9 

C. malonaticus 5 26 10,0 

9 10 3,9 

C. turicensis 16 9 3,5 

C. muytjensii 15 1 0,4 

�  259 100 
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Die Häufigkeitsverteilung der verschiedenen Spezies in Bezug auf die Herkunft der Isolate 

ist in Abbildung 1 dargestellt. Von den 213 Isolaten aus Säuglingsnahrungsmitteln 

(Herkunft: Deutschland bzw. Indonesien) wurden 183 (85,9%) Isolate als C. sakazakii und 

30 (14,1%) als C. malonaticus identifiziert, andere Spezies waren hier nicht vertreten. Bei 

den Trockenteigwaren (n=14) handelte es sich bei der Mehrzahl der Isolate ebenfalls um  

C. sakazakii (n=10, 71,5%), zwei Isolate wurden als C. turicensis (14,3%) und je ein Isolat 

als C. malonaticus (7,1%) und C. muytjensii (7,1%) identifiziert. Bei den Fertigsalaten 

(n=10) konnten sechs Isolate als C. turicensis (60%) und vier Isolate als C. sakazakii

(40%) identifiziert werden. Bei dem aus Müsli gewonnenen Isolat handelte es sich um 

C. turicensis. Bei den Milchtrockenerzeugnissen handelte es sich bei fünf Isolaten um 

C. malonaticus und bei drei Isolaten um C. sakazakii. Isolate aus dem Produktionsumfeld 

von Säuglingsnahrung herstellenden Betrieben (n=6), aus Stärkepulver (n=2), aus einer 

Wasserprobe und ohne Herkunftsangaben (n=4) wurden alle als C. sakazakii identifiziert. 

Abbildung 1: Speziesverteilung der Isolate in Abhängigkeit von der Herkunft aus 

verschiedenen Lebensmitteln bzw. anderen Probenmaterialien 

*diätetische Lebensmittel (n=8), Müsli (n=1), Stärke (n=2), Wasser (n=1), ohne Herkuntfsangaben 

(n=4) 
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4.3 Ergebnisse der Spezies-spezifischen PCR unter Verwendung des   

rpoB-Gens 

Die Amplifizierung erfolgte nach den unter 3.2.4.3 beschriebenen Bedingungen. Zur 

Amplifizierung der Spezies-spezifischen Abschnitte des rpoB-Gens wurden die 

Oligonukleotidprimer nach STOOP et al. (2009) und LEHNER et al. (2012) verwendet 

(siehe Tabelle 12). Bei den Untersuchungen konnten alle Isolate mit der 

Spezies-spezifischen rpoB-Gen PCR differenziert werden. Dabei wurden insgesamt 

217 Isolate als C. sakazakii, 33 als C. malonaticus, acht als C. turicensis und ein Isolat als 

C. muytjensii identifiziert. Eine Übersicht der Speziesidentifizierung ist in Tabelle 27 

zusammengestellt. 

Tabelle 27: Übersicht der Speziesidentifizierung mittels Spezies-spezifischer PCR unter 

Verwendung des rpoB-Gens 

Spezies Anzahl der Isolate 
 n % 
C. sakazakii 217 83,8 

C. malonaticus 33 12,7 

C. turicensis 8 3,1 

C. muytjensii 1 0,4 

� 259 100 

Von den 259 untersuchten Isolaten mit dem Spezies-spezifischen Primerpaar für  

C. sakazakii, zeigten 96,5% (n=250) der Isolate ein typisches Amplikon mit einer 

einheitlichen Größe von 514 Bp (Abbildung 2). Mit dem Cmalf/Cmalr-Primerpaar zeigten 

33 Isolate typische Amplikons mit einer Größe von 251 Bp (Abbildung 3). Mit dem 

Cturf/Cturr-Primerpaar reagierten acht Isolate positiv (Abbildung 4). Ein Isolat zeigte mit 

dem Spezies-spezifischen Primerpaar für C. mytjensii ein typisches Amplikon  

(Abbildung 5). Mit den Primerpaaren Cdublf/Cdublr, Cgenomf/Cgenomr und Cconf/Cconr 
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zeigten keine der untersuchten Isolate ein positives Ergebnis. Eine Übersicht der positiven 

Ergebnisse der einzelnen Spezies-spezifischen Primerpaare ist in Tabelle 28 

zusammengestellt. 

Tabelle 28: Übersicht der positiven PCR-Ergebnisse der Spezies-spezifischen Primerpaare 

Primer-

paar 

Anzahl der 

untersuchten 

Isolate 

Anzahl der Isolate mit einem positiven Ergebnis 

C. 

sakazakii

C. 

malonaticus

C. 

muytjensii 

C. 

turicensis

C. 

dublinensis

C. 

universalis 

C. 

condimenti

Csakf/ 
Csakr 

259 250 250 0 0 0 0 0 

Cmalf/ 
Cmalr 

259 0 33 0 0 0 0 0 

Cmuyf/ 
Cmuyr 

259 0 0 1 0 0 0 0 

Cturf/ 
Cturr 

174 0 0 0 8 0 0 0 

Cdublf/ 
Cdublr 

161 0 0 0 0 0 0 0 

Cgenomf/ 
Cgenomr 

165 0 0 0 0 0 0 0 

Cconf/ 
Cconr 

166 0 0 0 0 0 0 0 
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Abbildung 2: Typische Amplikons (514 Bp) des C. sakazakii-spezifischen Abschnitts des 
rpoB-Gens unter Verwendung der Oligonukleotidprimer Csakf und Csakr; (M = Marker 
GeneRuler® 50 bp DNA Ladder, 1 = Isolat 39a-2003, 2 = Isolat DB-53c, 3 = Isolat C67, 
4 = Referenz-/Typstamm C. sakazakii ATCC 29544 = DSM 4485, 5 = Leerwert) 

Abbildung 3: Typische Amplikons (251 Bp) des C. malonaticus-spezifischen Abschnitts 
des rpoB-Gens unter Verwendung der Oligonukleotidprimer Cmalf und Cmalr; 
(M = Marker GeneRuler® 50 Bp DNA ladder, 1 = Isolat 37a-2003, 2 = Isolat DB-84a/1-05, 
3 = Isolat N6, 4 = Referenz-/Typstamm C. malonaticus E 825 = LMG 23826, 
5 = Leerwert)  
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Abbildung 4: Typische Amplikons (628 Bp) des C. turicensis-spezifischen Abschnitts des 
rpoB-Gens unter Verwendung der Oligonukleotidprimer Cturf und Cturr; (M = Marker 
GeneRuler® 50 Bp DNA ladder, 1 = Isolat N35, 2 = Isolat C32, 3 = Isolat C102, 
4 = Referenz-/Typstamm C. turicensis DSM 18703 = LMG 23827, 5 = Leerwert) 

Abbildung 5: Typische Amplikons (330 Bp) des C. muytjensii-spezifischen Abschnitts des 
rpoB-Gens unter Verwendung der Oligonukleotidprimer Cmuyf und Cmuyr; (M = Marker 
GeneRuler® 50 Bp DNA ladder, 1 = Isolat N40, 2 = Referenz-/Typstamm C. muytjensii
DSM 21870 = ATCC 51329, 3 = Leerwert) 
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4.4 Gegenüberstellung der Identifizierungsergebnisse der biochemischen  

Untersuchungen und der Spezies-spezifischen PCR 

Da sich das bei der Spezies-spezifischen PCR erhobene Artenspektrum von dem der 

biochemischen Identifizierung unterschied, wurden im Folgenden die Ergebnisse beider 

Methoden verglichen. 

Die Amplifizierung des Spezies-spezifischen Bereiches des rpoB-Gens lieferte bei 88,8% 

(n=230) der Isolate übereinstimmende Ergebnisse mit denen der Biochemie. 11,2% (n=29) 

der Isolate konnten nicht durch die Spezies-spezifische PCR nach STOOP et al. (2009) und 

LEHNER et al. (2012) bestätigt werden. Es wurden folgende Unterschiede festgestellt: 

16 Isolate, die biochemisch als C. malonaticus identifiziert wurden, zeigten mit den  

Spezies-spezifischen Primern das für C. sakazakii typische Amplikon, jedoch keines mit 

den Spezies-spezifischen Primern für C. malonaticus. Zwölf Isolate, die biochemisch als  

C. sakazakii, und ein Isolat, das biochemisch als C. turicensis identifiziert wurden, zeigten 

mit den Spezies-spezifischen Primern das für C. malonaticus typische Amplikon. 

Im Hinblick auf die Unterschiede zwischen der biochemischen und molekularbiologischen 

Differenzierung wurde bei einer Teilmenge dieser nicht eindeutig differenzierbaren Isolate 

ein spezifischer Bereich des rpoB-Gens sequenziert und im Vergleich zu zwölf 

Cronobacter-Typstämmen analysiert. 

Eine detaillierte Darstellung der Untersuchungsergebnisse wird im Anhang 

wiedergegeben. 

4.5  Ergebnisse der Sequenzanalyse des rpoB-Gens 

Mit der Spezies-spezifischen PCR konnten alle Isolate einer Spezies zugeordnet werden. 

Einige Isolate zeigten jedoch im Vergleich zur der biochemischen Differenzierung 

Unterschiede hinsichtlich ihrer Spezieszuordnung. Besonders zwischen den genetisch eng 

verwandten Spezies C. sakazakii und C. malonaticus konnte nicht eindeutig differenziert 
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werden. Hierzu wurden ausgewählte Isolate (n=26, davon 18 Isolate, die nicht mit der 

Spezies-spezifischen PCR bestätigt werden konnten) mittels Sequenzanalyse untersucht, 

um die Nukleotidabfolge in einem bestimmten Abschnitt des rpoB-Gens betrachten zu 

können. Die rpoB-Gensequenzen dieser 26 Isolate wurden dann untereinander und mit 

zwölf Cronobacter-Typstämmen von der NCBI-Datenbank mittels Multisequenzalignment 

verglichen und analysiert. Die Amplifizierung des rpoB-Gens erfolgte nach der unter 

3.2.5.2 beschriebenen Methodik und ergab eine Amplikongröße von 1088 Bp.  

Um phylogenetische Beziehungen untereinander feststellen zu können, wurden die 

26 sequenzierten Isolate vergleichend zu neun Cronobacter-Typstämmen sowie drei 

ehemaligen Cronobacter-Spezies, jetzt als Siccibacter und Franconibacter eingruppiert 

(STEPHAN et al., 2014), durch eine Dendrogrammanalyse bewertet (Abbildung 6). Mit 

der rpoB-Gen Sequenzanalyse konnten 15 Isolate (57,7%) einer Spezies zugeordnet 

werden, während elf Isolate (42,3%) nicht identifiziert werden konnten. Mittels 

Multisequenzalignment konnten innerhalb der Isolate acht verschiedene Cluster 

unterschieden werden. Diese Cluster enthalten ein bis zehn verschiedene Isolate. Zehn 

Isolate können mit demselben Cluster (Cluster 1) wie der  

C. sakazakii-Typstamm DSM 4485 eingeteilt werden. Zwei Isolate (36a-2003 und 

37a-2003) bilden ein gemeinsames Cluster mit dem C. malonaticus-Typstamm DSM 

18702 (Cluster 3). Die Isolate N35 und N160 bilden ein Cluster mit dem 

C. turicensis-Typstamm DSM 18703 (Cluster 7) und Isolat N40 mit dem

C. mutjensii-Typstamm 21870 (Cluster 8). Die übrigen elf Isolate (in Abbildung 6 mit * 

markiert) bilden eigenständige Cluster, die keiner Spezies eindeutig zugeordnet werden 

können (Cluster 2 mit zwei Isolaten, Cluster 4 mit drei Isolaten, Cluster 5 mit einem Isolat 

und Cluster 6 mit fünf Isolaten). 

Die vorübergehend dem Genus Cronobacter zugeordneten Stämme (C. zurichensis,  

C, helveticus und C. pulveris) ergaben deutliche Abweichungen, so dass ihre genetische 

Form zum Genus Cronobacter auch durch die in Abbildung 6 gezeigten Ergebnisse 

bestätigt wird. Heute werden diese drei Spezies zwei neuen Genera zugeordnet:  

C. zurichensis wird jetzt als Siccibacter turicensis bezeichnet. C. helveticus und C. pulveris

werden jetzt dem Genus Franconibacter zugeordnet und werden entsprechend als  

F. helveticus und F. pulveris bezeichnet (STEPHAN et al., 2014). 
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Abbildung 6: Dendrogrammanalyse (Neighbour-Joining Tree) der rpoB-Gen Sequenzen von 

ausgewählten Isolaten (n=26), Cronobacter-Typstämmen (n=9), Siccibacter (S.) turicensis, 

Franconibacter (F.) helveticus und F. pulveris. (MEGA Version 6.0; Gap open penalty: 15, Gap 

extention penalty: 6.66, Transition Weight: none, DNA Weight Matrix: IUB). 
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4.6 Gegenüberstellung der Identifizierungsergebnisse der biochemischen  

Untersuchungen, der Spezies-spezifischen PCR und der partiellen  

rpoB-Gen Sequenzanalyse 

In Tabelle 29 sind die Isolate (n=8), die in allen drei Untersuchungen übereinstimmende 

Identifizierungsergebnisse aufweisen, zusammengefasst. 

Tabelle 29: Vergleichende Darstellung der Isolate mit übereinstimmenden 

Identifizierungsergebnissen 

Isolat Biotyp1 
Identifizierungsergebnisse 

Biochemie2 rpoB-PCR3 Sequenzierung4

39a-2003 1 C. sakazakii C. sakazakii C. sakazakii 

6a-2003 2 C. sakazakii C. sakazakii C. sakazakii 

IB-27a-4/04 2 C. sakazakii C. sakazakii C. sakazakii 

37a-2003 5 C. malonaticus C. malonaticus C. malonaticus 

36a-2003 9 C. malonaticus C. malonaticus C. malonaticus 

N40 15 C. muytjensii C. muytjensii C. muytjensii

N35 16 C. turicensis C. turicensis C. turicensis

N160 16 C. turicensis C. turicensis C. turicensis

1 nach FARMER et al. (1980) und IVERSEN et al. (2006); 2 nach IVERSEN et al. (2006, 2007a); 3 

nach STOOP et al. (2009) und LEHNER et al. (2012); 4 rpoB-Gen Sequenzanalyse nach MOLLET 
et al. (1997) 

Eine vergleichende Darstellung der Isolate mit unterschiedlichen 

Identifizierungsergebnissen (n=18) erfolgt in Tabelle 30. Isolate (n=9), die biochemisch als 

C. sakazakii und mit der Spezies-spezifischen PCR als C. malonaticus identifiziert wurden, 

zeigten keine Clusterbildung mit den Cronobacter-Typstämmen und konnten keiner 

Spezies mittels rpoB-Gen Sequenzanalyse zugeordnet werden. Mit Ausnahme von einem 

Isolat (IB-10c/3-2006) sind Isolate (n=7), die biochemisch als C. malonaticus und mit der 

Spezies-spezifischen PCR als C. sakazakii identifiziert wurden, in Cluster 1 mit dem 

C. sakazakii-Typstamm gruppiert. Isolat N123 wurde biochemisch als C. turicensis und 



4 ERGEBNISSE  80 

mit der Spezies-spezifischen PCR als C. malonaticus identifiziert. Dieses Isolat bildet 

Cluster 5 (Abbildung 6). 

Tabelle 30: Vergleichende Darstellung der Isolate mit unterschiedlichen 

Identifizierungsergebnissen 

Isolat Biotyp1 
Identifizierungsergebnisse 

Biochemie2 rpoB-PCR3 Sequenzierung4

IB-7c/4-2006 1 C. sakazakii C. malonaticus n. i. 

IB-19b/2-2006 1 C. sakazakii C. malonaticus n .i. 

DB-38a 1 C. sakazakii C. malonaticus n. i. 

DB-143a/9-05 1 C. sakazakii C. malonaticus n. i. 

DB-271/3-05 1 C. sakazakii C. malonaticus n. i. 

N90 1 C. sakazakii C. malonaticus n. i. 

N153 1 C. sakazakii C. malonaticus n. i. 

DB-55b/04 1 C. sakazakii C. malonaticus n. i. 

DB-33a 2 C. sakazakii C. malonaticus n. i. 

36d-2003 5 C. malonaticus C. sakazakii C. sakazakii 

IB-10h/1-2006 5 C. malonaticus C. sakazakii C. sakazakii 

IB-17b/2-2006 5 C. malonaticus C. sakazakii C. sakazakii 

IB-30c/2-2006 5 C. malonaticus C. sakazakii C. sakazakii 

DB-31a 5 C. malonaticus C. sakazakii C. sakazakii 

DB-211a/3-05 5 C. malonaticus C. sakazakii C. sakazakii 

DB-M2 5 C. malonaticus C. sakazakii C. sakazakii 

IB-10c/3-2006 5 C. malonaticus C. sakazakii n. i. 

N123 16 C. turicensis C. malonaticus n. i. 

1 nach FARMER et al. (1980) und IVERSEN et al. (2006); 2 nach IVERSEN et al. (2006, 2007a); 3 

nach STOOP et al. (2009) und LEHNER et al. (2012); 4 rpoB-Gen Sequenzanalyse nach MOLLET 
et al. (1997); n. i. = nicht identifizierbar 
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4.7  Ergebnisse der MLST 

Mittels MLST wurden ausgewählte Isolate (n=14) analysiert und ihre Allelprofile mit der 

vorhandenen Datenbank verglichen. Die Allelsequenzen der sieben Housekeeping-Gene 

der untersuchten Isolate wurden in die Datenbank (http://pubmlst.org/cronobacter/) 

aufgenommen und aus den Allelnummern der Sequenztyp (ST) gebildet. Aus dem 

Abgleich der Allelprofile von sieben Housekeeping-Genen ergibt sich die Zuordnung zu 

phylogenetischen klonalen Komplexen bzw. einer Spezies. Die untersuchten Isolate sind 

unter den aufgelisteten ID-Nummern (Tabelle 31) in der Datenbank hinterlegt.  

Elf Isolate konnten einem Sequenztyp eindeutig zugeordnet werden. Bei drei Isolaten 

(N51, N40, C102) konnte das Gen gltB nicht sequenziert und somit kein ST ermittelt 

werden. Insgesamt wurden elf verschiedene Sequenztypen (STs) nachgewiesen. Darunter 

befanden sich sieben STs, die erstmals im Rahmen dieser Studie beschrieben wurden 

(ST243, ST248, ST249, ST250, ST251, ST252, ST253). Bei den bereits bekannten STs 

handelte es sich um ST4, ST20, ST64 und ST138. In Tabelle 31 sind die Ergebnisse der 

MLST-Analyse zusammengestellt. 
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4.8  Ergebnisse der Makrorestriktionsanalyse 

Zur Darstellung der klonalen Beziehungen zwischen den verschiedenen Isolaten wurde das 

Genom von 135 Isolaten mittels der Restriktionsendonuklease XbaI in unterschiedlich 

große DNA-Fragmente geschnitten und anschließend unter Verwendung des CHEF-DR®

II-PFGE Systems (BioRad) untersucht. Die Makrorestriktionsanalyse der chromosomalen 

DNA erfolgte nach der unter 3.2.7 beschriebenen Methodik. Das verwendete 

Restriktionsenzym XbaI ergab für alle 135 Isolate reproduzierbare  

DNA-Fingerprintmuster. Nach Auftrennung der DNA-Fragmente konnten für C. sakazakii

78, für C. malonaticus 14 und für C. turicensis sieben PFGE-Typen (insgesamt 

99 Restriktionsmuster) unterschieden werden. Die Anzahl der jeweiligen Fragmente 

(Banden) lag je nach Isolat zwischen acht und 16. 

In den Abbildungen 7 und 8 werden exemplarisch die Restriktionsmuster von 18 

verschiedenen Isolaten dargestellt. 
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Abbildung 7: Verschiedene Restriktionsmuster von C. sakazakii- und C. malonaticus-
Isolaten (n=9) aus deutscher Säuglingsnahrung nach Verdau der genomischen DNA mit 
der Restriktionsendonuklease XbaI 

M1: „low range“ PFGE Marker (0,1 – 200 Kb) 
M2: „lambda ladder“ PFGE Marker (50 – 1000 Kb) 
Spur 1: C. sakazakii DB-80c/5-05, Hersteller H11, Probe 43 
Spur 2 – 4: drei identische C. malonaticus-Isolate aus derselben Probenpackung 
(2: DB-84a/6-05, 3: DB-84b/4-05, 4: DB-84c/4-05), Hersteller H13, Probe 45  
Spur 5 – 6: zwei identische C. sakazakii-Isolate aus derselben Probenpackung 
(5: DB-89c/1-05, 6: DB-89c/6-05), Hersteller H7, Probe 46  
Spur 7: C. sakazakii DB-41c, Hersteller H6,Probe 35  
Spur 8: C. sakazakii DB-42a/04, Hersteller H7, Probe 36  
Spur 9: C. sakazakii DB-129a/1-05, Hersteller H7, Probe 48 
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97.0 

194.0 

436.5 

M1 M2     1        2         3        4         5        6         7         8        9 

identisch identisch

Kb 
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Abbildung 8: Verschiedene Restriktionsmuster von C. sakazakii-Isolaten aus 
indonesischer (n=2, Spur 1 und 2) und deutscher (n=7, Spur 3 bis 9) Säuglingsnahrung 
nach Verdau der genomischen DNA mit der Restriktionsendonuklease XbaI 

M1: „lambda ladder“ PFGE Marker (50 – 1000 Kb) 
M2: „low range“ PFGE Marker (0,1 – 200 Kb) 
Spur 1: C. sakazakii 7a-2003, Hersteller H1, Probe 2 
Spur 2: C. sakazakii 50a-2003 Hersteller H2, Probe 8 
Spur 3: C. sakazakii DB-1b-04 Hersteller H5, Probe 27 
Spur 4: DB-65c/1-05 Hersteller H5, Probe 40 
Spur 5 – 8: vier identische C. sakazakii-Isolate aus derselben Probenpackung 
(5: DB-74c/1-05, 6: DB-74c/2-05, 7: DB-74c/6-05, 8: DB-74c/9-05), Hersteller H10, 
Probe 42 
Spur 9: C. sakazakii DB-80c/1-05 Hersteller H11, Probe 43 
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Die Analyse der Verwandtschaft, basierend auf der Ähnlichkeit der Restriktionsmuster 

(Verwandtschaftsgrad 95%), wurde mithilfe der Computer-Software BioNumerics 

(Version 5.1, Applied Maths, Belgien) ausgewertet. Die Restriktionsmuster der Isolate 

einer Spezies wurden miteinander verglichen. In Tabelle 32 ist eine Übersicht der 

untersuchten Isolate mittels Makrorestriktionsanalyse zusammengestellt. Insgesamt 

wurden 135 Isolate aus 84 unterschiedlichen Proben von 43 verschiedenen Herstellern 

untersucht. Bei den untersuchten Isolaten handelte es sich um die Spezies C. sakazakii

(n=105), C. malonaticus (n=23) und C. turicensis (n=7). Insgesamt konnten 99 

verschiedene PFGE-Typen unterschieden werden, wobei 22 PFGE-Typen mehrere Isolate 

enthielten. Vertreter der anderen Cronobacter-Spezies waren nicht unter den geprüften 

Isolaten vertreten. 

Tabelle 32: Übersicht der mittels Makrorestriktionsanalyse untersuchten Isolate  

Spezies Anzahl  
der Isolate 

Anzahl  
der  
PFGE-Typen 

Anzahl  
der 
Probenpackungen 

Anzahl  
der Hersteller 

C. sakazakii 105 78 64 29 

C. malonaticus 23 14 13 8 

C. turicensis 7 7 7 6 

� 135 99 84 43 

Hinsichtlich der Restriktionsmuster konnten bei den Spezies C. sakazakii, C. malonaticus

und C. turicensis eine große genetische Vielfalt dargestellt werden. Bei den untersuchten 

Cronobacter-Isolaten zeigten verschiedene Isolate unterschiedlicher Herkunft deutlich 

verschiedene Restriktionsmuster auf (Abbildungen 9–11). 

Bei Betrachtung der Isolate aus deutschen und indonesischen Säuglingsnahrungsmitteln 

(n=98) traten bei verschiedenen Probenpackungen unterschiedlicher Hersteller in allen 

Fällen unterschiedliche Restriktionsmuster auf. Bei Isolaten aus derselben Probenpackung 

handelte es sich meistens um identische Isolate (Beispiele in den Abbildungen 9 und 10, 

Box I). Auffällig war jedoch, dass in einigen Fällen auch mehrere Isolate aus derselben 

Packung unterschiedliche Restriktionsmuster aufwiesen, wie das Beispiel in Abbildung 9, 

Box II zeigt. Dabei handelte es sich teilweise sogar um verschiedene Spezies (Beispiele in 

den Abbildungen 9 und 10, Box III).  
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Aus verschiedenen Probenpackungen eines Herstellers wurden überwiegend Isolate mit 

unterschiedlichen Restriktionsmustern isoliert. Allerdings traten bei verschiedenen 

Probenpackungen eines Herstellers auch Isolate mit identischen Restriktionsmustern auf 

(Beispiel in Abbildung 9, Box VI). Das trat sowohl bei Isolaten aus 

Säuglingsnahrungsmitteln deutscher und indonesischer Herkunft, als auch bei den 

diätetischen Milchprodukten (n=5) auf (Beispiel in Abbildung 10, Box VI). 

Die Restriktionsmuster von Isolaten aus Trockenteigwaren (n=13), Salaten (n=9), Stärke 

(n=2), Müsli (n=1) und Wasser (n=1) waren hiervon deutlich verschieden. Mit der 

Ausnahme von zwei identischen Isolaten wiesen Isolate aus dem Produktionsumfeld von 

Säuglingsnahrung herstellenden Betrieben (n=6) ebenfalls deutliche Unterschiede 

hinsichtlich ihrer Restriktionsmuster auf. 

Eine detaillierte Darstellung der ermittelten PFGE-Typen ist im Anhang zusammengestellt. 
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C. sakazakii 

Dice (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%] 

Abbildung 9: Dendrogrammanalyse der XbaI-Makrorestriktionsmuster ausgewählter 
C. sakazakii-Isolate 
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Fortsetzung Abbildung 9 
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Fortsetzung Abbildung 9:  
Die mit Boxen markierten Ergebnisse zeigen: 
Box I: Isolate aus derselben Probenpackung mit identischen Restriktionsmustern 
Box II: Isolate aus derselben Probenpackung mit unterschiedlichen Restriktionsmustern 
Box III: Isolate aus derselben Probenpackung mit unterschiedlichen Restriktionsmustern 
mit unterschiedlicher Spezieszuordnung (siehe auch Abbildung 10) 
Box IV: Isolate aus unterschiedlichen Probenpackungen eines Herstellers mit identischen 
Restriktionsmustern 

C. malonaticus 

Dice (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%] 

Abbildung 10: Dendrogrammanalyse der XbaI-Makrorestriktionsmuster ausgewählter 
C. malonaticus-Isolate   
Die mit Boxen markierten Isolate zeigen:   
Box I: Isolate aus derselben Probenpackung mit identischen Restriktionsmustern  
Box III: Isolate aus derselben Probenpackung mit unterschiedlichen Restriktionsmustern 
mit unterschiedlicher Spezieszuordnung (siehe Abbildung 9)   
Box IV: Isolate aus unterschiedlichen Probenpackungen eines Herstellers mit identischen 
Restriktionsmustern 
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C. turicensis 

Dice (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%] 

Abbildung 11: Dendrogrammanalyse der XbaI-Makrorestriktionsmuster ausgewählter 

C. turicensis-Isolate aus verschiedenen Probenpackungen mit unterschiedlichen 

Restriktionsmustern. 
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5  DISKUSSION 

Cronobacter spp. (früher Enterobacter sakazakii) sind gramnegative, fakultativ anaerobe, 

bewegliche Stäbchenbakterien aus der Familie Enterobacteriaceae. Die Gattung 

Cronobacter wurde erstmals 2008 von IVERSEN et al. (2008a) beschrieben. Seit dieser 

Neuklassifizierung werden regelmäßig neue molekularbiologische Nachweis- und 

Identifizierungsmethoden zur Speziesdifferenzierung entwickelt. 

In diesem Zusammenhang besteht derzeit die Schwierigkeit, dass die taxonomische 

Einordnung von Spezies zur Gattung Cronobacter noch starken Veränderungen 

unterworfen ist. So wurden von IVERSEN et al. (2007a) bei der Etablierung des Genus 

Cronobacter fünf Spezies beschrieben. Neben C. sakazakii subsp. sakazakii und  

C. sakazakii subsp. malonaticus waren dies C. turicensis, C. muytiensii, C. dublinensis und 

C. genomospecies I. Bereits ein Jahr später korrigierten IVERSEN et al. (2008a) diese 

Einteilung. C. sakazakii und C. malonaticus wurden als jeweils eigenständige Spezies 

eingestuft, C. dublinensis und C. genomospecies wurden dagegen zusammengefasst zu  

C. dublinensis mit drei Subspezies, C. dublinensis subsp. dublinensis, C. dublinensis subsp. 

lausannensis und C. dublinensis subsp. lactaridi. Somit umfasste das Genus Cronobacter

sieben Spezies bzw. Subspezies. Einige Jahre später beschrieben JOSEPH et al. (2012a) 

zwei weitere Cronobacter-Spezies, C. condimenti sowie C. universalis. Damit umfasste 

das Genus Cronobacter nunmehr neun Spezies/Subspezies. BRADY et al. (2013) schlugen 

kurz darauf vor, Enterobacter turicensis, E. helveticus und E. pulveris als C. zurichensis, 

C. helveticus und C. pulveris dem Genus hinzuzufügen, womit das Genus Cronobacter auf 

insgesamt 12 Spezies/Subspezies anwuchs. Ein Jahr später widersprachen STEPHAN et al. 

(2014) jedoch dieser Erweiterung und sprachen C. pulveris und C. zurichensis dem neuen 

Genus Franconibacter zu, C. pulveris wurde in das neue Genus Siccibacter eingeordnet 

(STEPHAN et al. 2014). Diese Änderungen fanden teilweise innerhalb des Zeitraums der 

experimentellen Arbeiten an dieser Dissertation statt, weshalb gerade die Ergebnisse der 

molekularbiologischen Untersuchungsverfahren mehrfach uminterpretiert werden mussten. 

Derzeit (Juni 2017) weist das Genus Cronobacter sieben konsolidierte Spezies auf  

(C. sakazakii, C. malonaticus, C. turicensis, C. muytiensii, C. condimenti, C. universalis, 

C. dublinensis), wobei für C. dublinensis drei Subspezies existieren. Aufgrund des 

bisherigen Verlaufs der taxonomischen Einstufung sind jedoch in der Zukunft weitere 
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Änderungen zu erwarten. Letztlich waren in den eigenen Untersuchungen jedoch lediglich 

vier Spezies von Bedeutung, C. sakazakii und C. malonaticus sowie, mit deutlich 

geringerer Relevanz, C. turicensis und C. muytiensii. 

Cronobacter spp. sind in der Umwelt und in Lebensmitteln pflanzlicher und tierischer 

Herkunft weit verbreitet. Im Hinblick auf die Überwachung und Prävention von 

lebensmittelbedingten Erkrankungen, verursacht durch Cronobacter spp., ist eine schnelle 

und sichere Identifizierung essentiell. Cronobacter spp. sind opportunistische 

Krankheitserreger, die vor allem bei Neugeborenen und Säuglingen, aber auch bei 

immungeschwächten und älteren Menschen schwere Allgemeinerkrankungen hervorrufen 

können. Aufgrund der Tatsache, dass bisher nur die Spezies C. sakazakii, C. malonaticus

und C. turicensis mit neonatalen Erkrankungen in Verbindung gebracht worden 

(KUCEROVA et al., 2010), ist die Speziesdifferenzierung für epidemiologische Studien 

sehr interessant und könnte auch für die Risikobewertung von Cronobacter spp. in 

Säuglingsnahrung eine Rolle spielen. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Variabilität und relative Häufigkeit verschiedener 

Cronobacter-Spezies in Säuglingsnahrungsmitteln sowie in einigen anderen Lebensmitteln 

des deutschen Marktes und des Produktionsumfeldes von Säuglingsnahrung herstellenden 

Betrieben zu untersuchen und die Häufigkeitsverteilung der einzelnen Spezies darzustellen. 

Zudem sollten die verschiedenen Differenzierungsmöglichkeiten untereinander verglichen 

und auf ihre Routinetauglichkeit getestet werden. 

5.1  Identifizierung mittels MALDI-TOF MS 

Die MALDI-TOF MS stellt eine schnelle Methode zur Identifizierung und Differenzierung 

von Cronobacter spp. dar, im Rahmen der methodischen Grenzen (Erfordernis einer 

umfangreichen Datenbank zu jeder Spezies) liefert sie an sich zuverlässige Ergebnisse 

(STEPHAN et al., 2010; LEHNER et al., 2011). Sie gehört mittlerweile zu den 

Schlüsseltechnologien der Proteinanalytik und auch der Bakterienidentifizierung 

(LEHNER et al., 2013). Durch sehr kurze Analysezeiten, einfache Handhabung der Proben 

und der Möglichkeit des direkten Vergleichs zwischen charakteristischen Spektren, ist sie 

zu einer wichtigen Methode für die Identifizierung und Klassifizierung von 
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Mikroorganismen geworden (HOLLAND et al., 1996; STEPHAN et al., 2010; 

PAVLOVIC et al., 2011). 

STEPHAN et al. (2010) beschrieben als erstes die Identifizierung von Cronobacter spp. 

mit der MALDI-TOF MS Technik und entwickelten eine Referenzdatenbank mit 

54 Einträgen zu Cronobacter spp.. Mittels unterschiedlicher Massenspektren von 

verschiedenen Cronobacter-Spezies lassen sich die einzelnen Spezies sehr gut und sicher 

voneinander unterscheiden (LEHNER et al., 2013). 

In der vorliegenden Arbeit erbrachte die Überprüfung der ausgewählten Isolate (n=141) 

mittels MALDI-TOF MS auf Gattungsebene gute Ergebnisse. Alle untersuchten Isolate 

konnten dem Genus Cronobacter zugeordnet werden. Eine weitere Identifizierung auf 

Speziesebene wurde in dieser Arbeit nicht durchgeführt, da die Referenzdatenbank hierfür 

nicht ausreichend war. 

In anderen Studien zur Identifizierung von Cronobacter spp. mittels MALDI-TOF waren 

ebenfalls gute Identifizierungsergebnisse auf Genusebene möglich. JAV	RKOVÁ et al. 

(2012) zeigten in einer Studie, dass die MALDI-TOF MS eine gute Methode für den 

Nachweis von Cronobacter spp. in pulverförmige Säuglingsnahrung darstellt. In einer 

Vergleichsarbeit von ZHU et al. (2011) wird MALDI-TOF MS im Hinblick auf die 

Identifizierung von Cronobacter spp. unter nahverwandten Enterobacteriaceae ebenfalls 

als eine schnelle und eindeutige Methode beschrieben. 

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 Abhängigkeit der 

erhaltenen Spektren von den Kultivierungsbedingungen (PAVLOVIC et al., 2011). Die 

charakteristischen Massenspektren wurden durch unterschiedliche Wachstumsbedingungen 

(wie Nährmedien, Bebrütungsdauer und –temperatur) und Probenanreicherungen stark 

beeinflusst (WANG et al., 1998). Nach Anzucht auf CASO-Agar für 48 h wurden dagegen 

gut reproduzierbare Ergebnisse erzielt (STEPHAN et al., 2010; KARAMONOVÁ et al., 

2013).  

Ergänzend zu den anderen Verfahren stellt die MALDI-TOF MS dennoch eine gute 

Methode für die Identifizierung auf Gattungsebene dar. Um eine Reproduzierbarkeit der 
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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 (PAVLOVIC et al., 2011; ZHU et al., 

2011). 

5.2  Biochemische Charakterisierung 

In den vorliegenden Untersuchungen wurden alle Isolate (n=259) aufgrund der vier 

relevanten biochemischen Reaktionen (IVERSEN et al., 2006; 2007a) zur Differenzierung 

von Cronobacter spp. (Säurebildung über Dulcitol und myo-Inositol, Indolbildung und 

Malonatverwertung) vorläufig in vier Spezies eingeteilt. Dominierend war hierbei  

C. sakazakii (n=213), C. malonaticus (n=36), C. turicensis (n=9) und C. muytjensii (n=1). 

Die Einteilung der Biotypen erfolgte nach FARMER et al. (1980) bzw. nach IVERSEN 

et al. (2006), basierend auf folgenden biochemischen Reaktionen: Acetoinbildung 

(Voges-Proskauer-Test), Methylrot-Test, Nitrat-Reduktion, Ornithinverwertung 

(Ornithin-Decarboxylase), Beweglichkeitsprüfung (Motilität), Säurebildung über 

Kohlenhydrate (Dulcitol und myo-Inositol), Indolbildung, Malonatverwertung und die 

Gasbildung aus D-Glukose.  

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse die Dominanz der Spezies C. sakazakii der 

Biotypen 1 und 2. Ähnliche Ergebnisse wurden auch in anderen Studien beschrieben 

(FARMER et al., 1980, IVERSEN et al., 2006, MILED-BENNOUR et al., 2010; 

TURCOVSKÝ et al., 2011; HOCHEL et al., 2012; GI
OVÁ et al., 2013). 

Durch die Einführung der neuen Spezies C. condimenti und C. universalis (JOSEPH et al., 

2012a) ist jedoch eine eindeutige und zuverlässige Differenzierung mit biochemischen 

Reaktionen nach FARMER et al. (1980) und IVERSEN et al. (2006) nicht mehr möglich, 

auch wenn diese beiden Spezies bisher nur selten nachgewiesen wurden. 

Auch durch Beschränkungen in der Reproduzierbarkeit und durch die Variabilität einzelner 

Stoffwechseleigenschaften wurde die rein phänotypisch-biochemische Charakterisierung 

mittlerweile durch verschiedene molekularbiologische Methoden abgelöst und spielt für 
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die Speziesdifferenzierung keine Rolle mehr (JOSEPH & FORSYTHE, 2012; JOSEPH et 

al., 2013). 

In einer Studie von JOSEPH et al. (2013) wurden 163 Cronobacter-Isolate hinsichtlich 

ihrer Biotypen und MLST-Sequenztypen untereinander verglichen. Lediglich 17 der 31 

Biotypenvarianten traten bei fünf von sieben berücksichtigten Cronobacter-Spezies auf. 

Für die Spezies C. muytjensii und C. dublinensis konnten keine spezifischen Biotypen 

festgestellt werden. Demnach stellt die biochemische Untersuchung von Cronobacter spp. 

nur noch eine Identifizierung hinsichtlich des Biotyps und keine Unterscheidung auf 

Speziesebene dar. Für künftige epidemiologische Untersuchungen könnte der Biotyp 

dennoch eine Rolle spielen, da vermutlich nur wenige Biotypen im Zusammenhang mit 

Erkrankungen auftauchen. 

5.3  Molekularbiologische Charakterisierung 

Für den Nachweis von Cronobacter spp. sind zahlreiche PCR-Methoden in der Literatur 

beschrieben worden (LEHNER et al., 2004; SEO & BRACKETT, 2005; DERZELLE & 

DILASSER, 2006; LEHNER et al., 2006a; LIU et al., 2006; MOHAN NAIR & 

VENKITANARAYANAN, 2006; HASSAN et al., 2007; KANG et al., 2007; KOTHARY 

et al., 2007; HYEON et al., 2010; JARVIS et al., 2011). Für die Differenzierung von 

Cronobacter-Spezies wurden ebenfalls mehrere Spezies-spezifische PCR-Systeme 

beschrieben, basierend auf dem rpoB-Gen (STOOP et al., 2009; LEHNER et al., 2012) 

sowie eine kombinierte PCR-RFLP-Analyse (STRYDOM et al., 2011) und eine 

Multiplex-PCR, basierend auf dem cgcA-Gen (CARTER et al., 2013). In der vorliegenden 

Studie wurde das auf dem Nachweis des rpoB-Gens basierende PCR-Verfahren für die 

Differenzierung der Cronobacter-Isolate herangezogen. Mittels dieser Methode konnten 

alle Isolate differenziert werden. Dabei wurden 217 (83,8%) Isolate als C. sakazakii, 

33 (12,7%) als C. malonaticus, acht (3,1%) als C. turicensis und ein (0,4%) Isolat als  

C. muytjensii identifiziert. 

Zur eindeutigen Differenzierung zwischen den beiden wichtigsten Spezies, C. sakazakii

und C. malonaticus, muss jedoch ein Zwei-Stufen-PCR-Verfahren angewendet werden, da 

beide Spezies mit dem C. sakazakii-Primerpaar ein identisches Amplikon (514 Bp) zeigen. 
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Für die Unterscheidung ist hier daher eine zweite PCR mit einem Spezies-spezifischen 

Primerpaar für C. malonaticus notwendig. Isolate, die zusätzlich ein typisches Amplikon 

mit dem C. malonaticus-Primerpaar (251 Bp) aufweisen, werden der Spezies 

C. malonaticus zugeordnet (STOOP et al., 2009). Damit erhöht sich der 

Untersuchungsaufwand beträchtlich, da C. sakazakii und C. malonaticus in der Mehrzahl 

der Fälle mehr als 90% der Befunde ausmachen. 

In einigen Studien wurde die Spezies-spezifische PCR nach STOOP et al. (2009) zur 

Bestätigung der biochemischen Speziesidentifizierung herangezogen und lieferte 

übereinstimmende Ergebnisse (JARVIS et al., 2011; FRANCO et al., 2011; GRIM et al., 

2012; MOZROVÁ et al., 2014). 

In der vorliegenden Arbeit lieferte die Amplifizierung des Spezies-spezifischen Bereiches 

des rpoB-Gens in 88,8% (n=230) übereinstimmende Ergebnisse mit denen der Biochemie. 

In einem erheblichen Anteil der Isolate konnte damit jedoch keine Übereinstimmung 

festgestellt werden. Am häufigsten wurden Diskrepanzen für die Spezies C. sakazakii und 

C. malonaticus festgestellt, was aufgrund der Dominanz dieser zwei Spezies auch zu 

erwarten war. Dabei zeigten 16 Isolate, die biochemisch als C. malonaticus identifiziert 

wurden, typische Amplikons nur mit den Spezies-spezifischen Primern für C. sakazakii. 

Zwölf Isolate, die biochemisch als C. sakazakii sowie ein Isolat, das biochemisch als  

C. turicensis identifiziert wurde, zeigten mit den Spezies-spezifischen Primern für  

C. malonaticus typische Amplikons. Um die genetisch eng verwandten Spezies  

C. sakazakii und C. malonaticus unterscheiden zu können, wurden ausgewählte Isolate 

(n=26) mittels Sequenzanalyse weiter untersucht, um die Nukleotidabfolge in einem 

bestimmten Abschnitt des rpoB-Gens betrachten zu können. 

5.4  Sequenzanalyse des rpoB-Gens 

Die Sequenzen ausgewählter Isolate (n=26) wurden untereinander und mit zwölf 

Cronobacter-Typstämmen aus der NCBI-Datenbank verglichen. Bei den 26 Isolaten 

handelte es sich zum einen um 18 Isolate, die biochemisch und molekularbiologisch 

unterschiedliche Identifizierungsergebnisse gezeigt hatten, zum anderen um acht Isolate, 

die in ihren biochemischen und molekularbiologischen Merkmalen übereinstimmten. 
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Von den 26 untersuchten Isolaten konnten 15 Isolate (57,7%) einer Spezies zugeordnet 

werden, während elf Isolate (42,3%) mit dieser Methodik nicht identifizierbar waren. 

Insgesamt bildeten die untersuchten Isolate acht verschiedene Cluster, die jeweils ein bis 

zehn verschiedene Isolate enthielten. 

Bei der Gegenüberstellung der Ergebnisse der biochemischen Identifizierung, der 

Spezies-spezifischen PCR und der partiellen rpoB-Gen-Sequenzanalyse für die 

26 untersuchten Isolate war auffällig, dass Isolate, die biochemisch als C. malonaticus und 

mit der Spezies-spezifischen PCR als C. sakazakii identifiziert wurden, mit Ausnahme 

eines Isolats (IB-10c/3-2006) ein Cluster (Cluster 1) mit dem C. sakazakii-Typstamm 

bildeten. Dagegen konnten Isolate die biochemisch als C. sakazakii und mit der 

Spezies-spezifischen PCR als C. malonaticus identifiziert wurden, weder dem Cluster 1 

noch dem Cluster mit dem C. malonaticus-Typstamm zugeordnet werden (Tabelle 30). 

Ebenso wurde Isolat N123 biochemisch als C. turicensis und mit der Spezies-spezifischen 

PCR als C. malonaticus identifiziert und bildete unabhängig von den anderen Isolaten ein 

eigenes Cluster (Cluster 5). Eine Aussage, ob es sich bei diesen Isolaten um die Spezies 

C. sakazakii oder C. malonaticus handelt, kann mittels partieller 

rpoB-Gen-Sequenzanalyse nicht getroffen werden, da diese Methode nur C. sakazakii und 

C. malonaticus von anderen Cronobacter-Spezies unterscheiden kann (STRYDOM et al., 

2012).  

Die partielle rpoB-Gen Sequenzanalyse zeigte im Vergleich zur 

16S rRNA-Gensequenzierung eine bessere Unterscheidungsfähigkeit (LI et al., 2012). 

Allerdings traten ebenfalls Differenzierungsprobleme zwischen den genetisch eng 

verwandten Spezies C. sakazakii und C. malonaticus auf. Biochemische 

Schlüsselreaktionen, wie die Malonatverwertung, wurden als eine ergänzende Methode 

beschrieben, um zwischen C. sakazakii- und C. malonaticus-Isolaten unterscheiden zu 

können (IVERSEN et al., 2007a; STRYDOM et al., 2011). In einigen Untersuchungen 

wurden allerdings auch C. sakazakii-Isolate beschrieben, die Malonat verwerten 

(EL-SHAROUD et al., 2009; MILED-BENNOUR et al., 2010; TURCOVSKÝ et al., 

2011) bzw. C. malonaticus-Isolate die kein Malonat verwerten (MOZROVÁ et al., 2014), 

sodass auch hiermit keine zuverlässige Identifizierung möglich ist. In den eigenen 

Untersuchungen zeigten ebenfalls einige biochemisch als C. malonaticus identifizierten 

Isolate eine Clusterbildung mit dem C. sakazakii-Typstamm, sodass eine Aussage, ob es 

sich bei diesen Isolaten um die Spezies C. sakazakii oder C. malonaticus handelt, mittels 
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partieller rpoB-Gen Sequenzanalyse nicht getroffen werden konnte. Die partielle 

Sequenzierung des rpoB-Gens stellte jedoch eine hilfreiche Methode für die 

Identifizierung und taxonomische Klassifizierung der Gattung Cronobacter dar, auch wenn 

sie hinsichtlich der Speziesdifferenzierung keine ausreichend spezifischen Informationen 

lieferte (LI et al., 2012). 

5.5  Multilokus-Sequenztypisierung (MLST) 

Die MLST basiert auf der Analyse von Polymorphismen in den Sequenzen von sieben 

konstitutiv exprimierten Genen (Housekeeping-Gene) (LEHNER et al., 2013), sie wurden 

für Cronobacter spp. erstmals von JOSEPH et al. (2012b) eingesetzt. Die MLST ist eine 

besonders hoch auflösende Technik zur Unterscheidung einzelner Stämme derselben 

Spezies. Die Daten lassen sich sowohl für phylogenetische und epidemiologische Studien 

heranziehen, als auch zur Bestimmung der geografischen Verteilung z.B. von 

Cronobacter spp.-Stämmen verwenden (LEHNER et al., 2013). Durch die objektivierbare 

Vergleichsmöglichkeit anhand festgelegter Gene, die sehr hohe Reproduzierbarkeit 

(URWIN & MAIDEN, 2003) und die Möglichkeit eines weltweiten Vergleichs der 

Sequenzen mit denen in einer öffentlichen Datenbank hinterlegten Sequenzen wird die 

Durchführung epidemiologischer Studien und ein Stammvergleich auf internationaler 

Ebene erleichtert (JOSEPH et al., 2012b; JOSEPH & FORSYTHE, 2012). 

Im Hinblick auf die mit anderen Methoden bestehenden Differenzierungsprobleme bei den 

genetisch eng verwandten Spezies C. sakazakii und C. malonaticus entwickelten 

BALDWIN et al. (2009) ein MLST-Schema, das eine sichere Identifizierung und 

Differenzierung dieser beiden Spezies ermöglichen soll. In einer Studie (JOSEPH et al., 

2012b) zur genetischen Diversität von Cronobacter spp. wurden insgesamt 

325 Cronobacter-Isolate auf ihre phylogenetische Verwandtschaft mittels MLST 

untersucht. Dabei konnten alle sieben anerkannten Spezies (C. sakazakii, C. malonaticus,  

C. turicensis, C. muytjensii, C. dublinensis, C. universalis und C. condimenti) 

nachgewiesen werden. Die MLST stellt eine effektive und robuste Typisierungsmethode 

dar (JOSEPH et al., 2012b) und wurde bereits in einigen Studien zur Differenzierung 
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herangezogen (HAMBY et al., 2011; JOSEPH & FORSYTHE, 2011; KUCEROVA et al., 

2011; JOSEPH et al., 2012a, b; HARIRI et al., 2013).  

Für einige MLST-Sequenztypen von C. sakazakii konnte ein Zusammenhang mit der 

Herkunft eines Isolates festgestellt werden. Beispielsweise wird C. malonaticus ST7 mit 

Infektionen bei Erwachsenen in Verbindung gebracht. C. sakazakii ST1 konnte primär für 

Isolate aus Säuglingsnahrungsmitteln sowie für klinische Isolate festgestellt werden, 

während C. sakazakii ST8 nur für klinische Isolate identifiziert wurde (JOSEPH et al., 

2012c). Eine besondere Bedeutung kommt C. sakazakii ST4 zu. In einer Studie von 

JOSEPH & FORSYTHE (2011) wurde gezeigt, dass die meisten Cronobacter spp. 

bedingten Meningitiden bei Säuglingen, die in den letzten 30 Jahren beschrieben worden, 

auf C. sakazakii ST4 zurückzuführen waren. Auch die zuletzt in der Literatur gemeldeten 

Fälle von Cronobacter spp. bedingten Meningitiden aus den USA (CDC, 2011) wurden 

überwiegend durch C. sakazakii ST4 verursacht (HARIRI et al., 2013). 

In der vorliegenden Arbeit wurden 14 Isolate mittels MLST untersucht. Die ermittelten 

Sequenzen wurden an die Betreiber der Datenbank übermittelt und der MLST-Datenbank 

(http://pubmlst.org/cronobacter/) hinzugefügt. Bis auf drei Isolate konnten alle einem 

Sequenztyp und somit einer Spezies eindeutig zugeordnet werden. Die MLST bestätigte 

die Speziesidentität von zehn Isolaten in Übereinstimmung mit den Ergebnissen der 

biochemischen Untersuchung. Vier Isolate konnten nicht bestätigt werden. Bei drei 

Isolaten (N51, N40, C102) konnte das Gen gltB nicht sequenziert und somit kein 

Sequenztyp ermittelt werden. Isolat DB-M2 wurde biochemisch als C. malonaticus (Biotyp 

5) und mittels MLST als C. sakazakii identifiziert. Wie bereits erwähnt, stellt die 

biochemische Untersuchung von Cronobacter spp. nur noch eine Identifizierung 

hinsichtlich des Biotyps und keine Unterscheidung auf Speziesebene dar, da innerhalb der 

Gattung Cronobacter ein und derselbe Biotyp bei mehreren Spezies auftreten kann 

(JOSEPH et al., 2013). Bereits BALDWIN et al. (2009) zeigten, dass die Biotypen nach 

FARMER et al. (1980) und IVERSEN et al. (2006) nicht mit den Sequenztypen und somit 

mit der Speziesidentifizierung übereinstimmten. 

Insgesamt wurden elf verschiedene Sequenztypen (STs) nachgewiesen. Darunter befanden 

sich sieben STs, die erstmals im Rahmen dieser Studie beschrieben wurden (ST243, 

ST248, ST249, ST250, ST251, ST252, ST253). Ein Isolat (DB-73a/2-05) aus deutscher 

Säuglingsnahrung wurde als C. sakazakii ST4 identifiziert. Andere Studien zeigten, dass 
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gerade ST4 häufig aus pulverförmiger Säuglingsnahrung und Milchpulverfabriken isoliert 

wurden (JOSEPH & FORSYTHE, 2012; SONBOL et al., 2013). 

Die MLST stellte auch in der eigenen Arbeit eine gute Typisierungsmethode dar, die durch 

den Sequenzabgleich der sieben Housekeeping-Gene mit der ständig wachsenden 

DNA-Datenbank eine Zuordnung der Isolate zu den entsprechenden Gattungen und 

Spezies ermöglichte. Jedoch konnten auch bei dieser Methode nicht alle Isolate eindeutig 

identifiziert werden. Zudem sind die Untersuchungskosten relativ hoch. 

5.6  Makrorestriktionsanalyse 

Die Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) wird häufig im Rahmen einer epidemiologischen 

Typisierung eingesetzt und stellt eine gute Methode zur Differenzierung von 

Cronobacter spp. dar (LEHNER et al., 2013). Sie zeichnet sich durch ein hohes 

diskriminatorisches Potential und eine gute Reproduzierbarkeit aus 

(NAZAROWEC-WHITE & FARBER, 1999; LEHNER et al., 2013). Zudem besteht die 

Möglichkeit der Standardisierung und einer weltweiten Vergleichbarkeit über Datenbanken 

wie PulseNet (DRUDY et al., 2006a; BRENGI et al., 2012). Ein gemäß PulseNet 

standardisiertes Protokoll für die PFGE-Genotypisierung von Cronobacter spp. wurde 

bereits von einer internationalen Forschergruppe entwickelt und validiert (BRENGI et al., 

2012). 

In den letzten Jahren wurde die PFGE im Hinblick auf die Infektionsepidemiologie nicht 

nur für die betriebsinterne Aufklärung von Eintrags- bzw. Kontaminationsquellen für 

Cronobacter spp. in lebensmittelproduzierenden Fabriken eingesetzt (MULLANE et al., 

2007, 2008b; IVERSEN et al., 2009; MILED-BENNOUR et al., 2010), sondern auch zur 

Klärung der genetischen Verwandtschaft von klinischen Isolaten (CLARK et al., 1990; 

NAZAROWEC-WHITE & FARBER, 1999; BLOCK et al., 2002) und Isolaten aus 

Säuglingsfertignahrung (VAN ACKER et al., 2001; MULLANE et al., 2007; TERRAGNO 

et al., 2009). 

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Übersicht der Verwandtschaft der 

Cronobacter-Isolate die Makrorestriktionsanalyse nach dem Verdau der chromosomalen 



5 DISKUSSION  102 

DNA mit der Restriktionsendonuklease XbaI und eine Auftrennung der Fragmente mittels 

PFGE durchgeführt. Die Verwendung der Restriktionsendonuklease XbaI erwies sich 

bereits in mehreren Studien als optimales Enzym zur Analyse der chromosomalen DNA 

von Cronobacter spp. (NAZAROWEC-WHITE & FARBER, 1999; MULLANE et al., 

2007; IVERSEN et al., 2009) und konnte auch in dieser Untersuchung mit dem 

hausinternen PFGE-Protokoll reproduzierbare DNA-Fingerprintmuster von allen 

135 untersuchten Isolaten erstellen. 

Basierend auf einem Verwandtschaftsgrad von 95% als cut-off Wert konnten zwischen 

Isolaten unterschiedlicher Herkunft keine engen Verwandtschaftsverhältnisse festgestellt 

werden. Auch die Isolate aus deutscher und indonesischer Säuglingsnahrung zeigten eine 

große genetische Vielfalt. Insgesamt wurden 99 unterschiedliche PFGE-Typen ermittelt. 

Bei vergleichender Betrachtung mehrerer Isolate aus ein und derselben Probenpackung 

(Säuglingsnahrung) handelte es sich überwiegend um identische Isolate (Klone). Jedoch 

konnten in einigen Probenpackungen auch mehrere Isolate mit unterschiedlichen 

PFGE-Typen dargestellt werden, wobei es sich teilweise sogar um verschiedene 

Cronobacter-Spezies handelte. Das Vorkommen von mehreren Cronobacter-Spezies in ein 

und derselben Ursprungsprobe wurde bereits in mehreren Studien beschrieben (IVERSEN 

et al., 2009; TERRAGNO et al., 2009; FRICKER-FEER et al., 2012; CETINKAYA et al., 

2013). Als Haupteintragsquellen für Cronobacter spp. in Säuglingsnahrung wurden 

kontaminierte Ausgangsmaterialien oder eine Rekontamination des Endproduktes aus dem 

Umfeld identifiziert (MULLANE et al., 2007; IVERSEN et al., 2009; LEHNER et al., 

2010). Das heißt, es ist von multiplen Eintragsquellen auszugehen, was die Diversität der 

Isolate erklären könnte. Für epidemiologische Studien sollten deshalb immer mindestens 

fünf koloniebildende Einheiten pro Probe genotypisiert werden (FRICKER-FEER et al., 

2012). 

Die Restriktionsmuster der Isolate aus Trockenteigwaren, Salaten, Stärke, Müsli und 

Wasser waren von denjenigen aus Säuglingsnahrung deutlich verschieden. Mit der 

Ausnahme von zwei identischen Isolaten zeigten die Isolate aus dem Produktionsumfeld 

von Säuglingsnahrung herstellenden Betrieben ebenfalls deutliche Unterschiede 

hinsichtlich ihrer Restriktionsmuster. 

Die PFGE lieferte mit der Verwendung des Restriktionsenzyms XbaI zufriedenstellende 

Ergebnisse. Zum Nachweis herkunftsbezogener Zusammenhänge konnte für 
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Cronobacter-Isolate festgestellt werden, dass Isolate aus unterschiedlicher Herkunft eine 

hohe genetische Diversität aufweisen. 

Gerade in epidemiologischen Studien stellt die PFGE eine gute und zuverlässige Methode 

dar. Nachteile dieser Methode können in der speziell benötigten Ausrüstung des Labors 

und des doch sehr zeitintensive Durchführung mit drei bis vier Arbeitstagen genannt 

werden. 

5.7  Schlussfolgerung 

Die taxonomische Klassifizierung von Cronobacter spp. ist für die Routinediagnostik nach 

wie vor problematisch, da sie mit einem erheblichen Nachweis- und 

Differenzierungsaufwand verbunden ist. Durch die Neuklassifizierung und die 

zunehmende Differenzierung sowie die Etablierung neuer Spezies innerhalb der Gattung 

Cronobacter treten Probleme in der eindeutigen Speziesdifferenzierung, besonders 

zwischen den genetisch eng verwandten Spezies C. sakazakii und C. malonaticus, auf. Da 

gerade diese beiden Spezies die wichtigsten Vertreter des Genus Cronobacter darstellen, 

ist hier ein erheblicher analytischer Aufwand erforderlich. 

In der vorliegenden Arbeit wurden mehrere Methoden zur Speziesdifferenzierung 

herangezogen und evaluiert. 

Die MALDI-TOF MS stellt eine gute Methode hinsichtlich der Identifizierung auf 

Genusebene dar. Einige Studien zeigen zwar auch eine gute Differenzierung auf 

Speziesebene, es muss jedoch beachtet werden, dass die Anzahl der untersuchten Stämme 

in diesen Studien sehr gering war und die Datenbanken derzeit noch nicht umfangreich 

genug sind. 

Die biochemischen Speziesdifferenzierung nach FARMER et al. (1980) und IVERSEN 

et al. (2006) stellt keine sichere Methode zur Differenzierung von Cronobacter spp. dar. 

Durch die Variabilität der Stoffwechseleigenschaften und der speziesübergreifenden 

Biotypen lassen sich die biochemischen Reaktionen keiner Spezies eindeutig zuordnen 

(JOSEPH et al., 2012). Die biochemische Untersuchung von Cronobacter spp. stellt nur 
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noch eine Identifizierung hinsichtlich des Biotyps und keine Unterscheidung auf 

Speziesebene dar. 

Die Spezies-spezifische PCR nach STOOP et al. (2009) und LEHNER et al. (2012) liefert 

prinzipiell gute Differenzierungsergebnisse, jedoch im Vergleich mit den biochemischen 

Untersuchungen treten gerade zwischen den genetisch eng verwandten Spezies  

C. sakazakii und C. malonaticus Differenzierungsprobleme auf. Dies limitiert den 

praktischen Nutzen dieser Methodik.  

Die partielle Sequenzierung des rpoB-Gens stellt eine hilfreiche Methode für die 

Identifizierung und taxonomische Klassifizierung für die Gattung Cronobacter dar. 

Hinsichtlich der Speziesdifferenzierung treten jedoch ebenfalls die 

Differenzierungsprobleme zwischen den genetisch eng verwandten Spezies C. sakazakii

und C. malonaticus auf, sodass keine Aussage hinsichtlich der Speziesdifferenzierung 

getroffen werden kann (LI et al., 2012). Mit dieser Methode ist nur eine Unterscheidung 

dieser beiden Spezies von den anderen Cronobacter-Spezies möglich (STRYDOM et al., 

2012). 

Die MLST stellt eine sichere Methode für die eindeutige Differenzierung von Cronobacter

spp. dar. Aufgrund der Analyse von sieben verschiedenen Housekeeping-Genen ist eine 

sichere Differenzierung gewährleistet. Die Vorteile der MLST liegen vor allem in der 

Auswertung der Daten. Es handelt sich um eindeutige und objektive Ergebnisse, die als 

Zahlencodes zwischen Laboratorien ausgetauscht oder der Allgemeinheit über die 

Datenbank (http://pubmlst.org/cronobacter/) zur Verfügung gestellt werden können 

(LEHNER et al., 2013). Allerdings schließen der Arbeits- und Zeitaufwand sowie die 

hohen Kosten die MLST derzeit für die Routinediagnostik aus. 

Die PFGE stellt weiterhin eine gute Methode für epidemiologische Aufklärungen von 

Cronobacter spp. dar. Zum Nachweis herkunftsbezogener Zusammenhänge konnte für 

Cronobacter-Isolate festgestellt werden, dass Isolate unterschiedlicher Herkunft eine hohe 

genetische Diversität aufwiesen.  

Zusammenfassend kommen die Spezies C. sakazakii und C. malonaticus überwiegend in 

Säuglingsnahrungsmitteln vor, während C. turicensis eher in pflanzlichen Lebensmitteln 

vorkommt. Ein Isolat, das als C. muytjensii identifiziert wurde, stammte aus einer 

Eiernudelprobe mit Basilikum. Wie bereits in anderen Studien beschrieben, war  
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C. sakazakii auch in den eigenen Untersuchungen stets die dominierende Spezies innerhalb 

der Gattung Cronobacter, unabhängig vom Probenmaterial (LEHNER et al., 2010; 

MILED-BENNOUR et al., 2010; SONBOL et al., 2013, XU et al., 2014). 

Hinsichtlich der Speziesdifferenzierung, besonders zwischen den Spezies C. sakazakii und 

C. malonaticus, besteht weiterhin Bedarf an einer einfachen, zuverlässigen und 

kostengünstigen Methode. Solange keine Anzeichen möglicher Unterschiede bezüglich der 

pathogenen Eigenschaften unter den Spezies existieren, ist eine Speziesdifferenzierung 

unter praktischen und rechtlichen Gesichtspunkten derzeit auch nicht erforderlich.  

Zu beachten ist, dass die Gattung Cronobacter in der Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 der 

Kommission vom 15. November 2005 über mikrobiologische Kriterien für Lebensmittel, 

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

Lebensmittelsicherheitskriterium definiert ist, jedoch nur getrocknete 

Säuglingsanfangsnahrung und getrocknete diätetischen Lebensmitteln für besondere 

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

berücksichtigt werden. Cronobacter spp. können jedoch Infektionen in allen Altersgruppen 

auslösen (LAI et al., 2001) und wurden in der Umwelt und in einem großen Sortiment von 

Lebensmitteln, besonders pflanzlicher Herkunft, isoliert (KUCEROVA et al., 2011). Es ist 

durchaus vorstellbar, dass Cronobacter spp. als Krankheitserreger von größerer Relevanz 

ist als bisher bekannt. 
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6  ZUSAMMENFASSUNG 

Cronobacter spp. (früher Enterobacter sakazakii) sind fakultativ anaerobe, peritrich 

begeißelte, gramnegative Stäbchenbakterien aus der Familie der Enterobacteriaceae. Sie 

sind opportunistische Erreger, die vor allem bei Neugeborenen und Säuglingen, aber auch 

bei immungeschwächten und älteren Patienten schwere Allgemeinerkrankungen 

hervorrufen können. Klinische Bilder von Cronobacter spp.-Infektionen manifestieren sich 

u.a. in Meningitiden, nekrotisierenden Enterokolitiden und Septikämien. 

Die wichtigste Infektionsquelle für die Erkrankungen bei Säuglingen stellt kontaminierte 

pulverförmige Säuglingsnahrung dar (FAO/WHO, 2004; FRIEDEMANN, 2008). Deshalb 

sind Cronobacter spp. laut der Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 der Kommission vom 

15. November 2005 über mikrobiologische Kriterien für Lebensmittel, geändert durch die 

Verordnungen (EG) Nr. 1441/2007 und Nr. 365/2010, als Lebensmittelsicherheitskriterium 

definiert. 

Neben pulverförmiger Säuglingsnahrung wurden Cronobacter spp. bisher aus einer großen 

Zahl von Lebensmitteln pflanzlicher und tierischer Herkunft isoliert. Aber auch in 

verschiedenen Umweltproben, wie aus Staubsaugerbeutelinhalten privater Haushalte oder 

aus dem Produktionsumfeld lebensmittelherstellender Fabriken, konnten Cronobacter spp. 

nachgewiesen werden. 

Aufgrund neuer genetischer und biochemischer Erkenntnisse wurde die ehemalige Spezies 

Enterobacter sakazakii taxonomisch durch die neue Gattung Cronobacter reklassifiziert 

(IVERSEN et al., 2008). Mittlerweile hat sich diese Taxonomie vorläufig etabliert und die 

neue Gattung Cronobacter enthält derzeit (Juni 2017) sieben Spezies: 

Cronobacter (C.) sakazakii, C. malonaticus, C. turicensis, C. muytjensii, C. dublinensis mit 

drei Subspezies (C. dublinensis subsp. dublinensis, C. dublinensis subsp. lausannensis, 

C. dublinensis subsp. lactaridi), C. condimenti und C. universalis (IVERSEN et al., 2008; 

JOSEPH et al., 2012a). 

Im Hinblick auf die Überwachung und Prävention lebensmittelbedingter Erkrankungen, 

verursacht durch Cronobacter spp., ist eine schnelle und sichere Identifizierung essentiell. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Variabilität und relative Häufigkeit verschiedener 

Cronobacter-Spezies in Säuglingsnahrungsmitteln sowie einigen anderen Lebensmitteln 
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des deutschen Marktes und des Produktionsumfeldes von Säuglingsnahrung herstellenden 

Betrieben zu bestimmen. Zudem sollten die verschiedenen Differenzierungsmöglichkeiten 

untereinander verglichen und auf ihre Routinetauglichkeit getestet werden. 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden am Institut für Tierärztliche Nahrungsmittelkunde, 

Professur für Milchwissenschaften der Justus-Liebig-Universität Gießen, insgesamt 

259 Cronobacter-Isolate aus unterschiedlicher Herkunft mit unterschiedlichen Methoden 

analysiert. 

Mittels MALDI-TOF MS konnten alle Isolate auf Genusebene als Cronobacter spp. 

identifiziert werden. 

Anhand von verschiedenen biochemischen Reaktionen konnten insgesamt 82,2% (213 von 

259) der Isolate als Spezies C. sakazakii identifiziert werden. Dabei handelte es sich bei 

der Mehrzahl der Isolate um Biotyp 1 (39,8%) und Biotyp 2 (37,0%). Es folgten mit 

abnehmender Häufigkeit die Biotypen 8a (1,9%), 8 (0,8%) und 13 (0,8%). Fünf der als  

C. sakazakii identifizierten Isolate (1,9%) konnten keinem Biotyp eindeutig zugeordnet 

werden. Als zweithäufigste Spezies mit einem Anteil von 13,9% (36 von 259) der Isolate 

war C. malonaticus mit den Biotypen 5 (10,0%) und 9 (3,9%) vertreten. Neun Isolate 

(3,5%) wurden als C. turicensis (Biotyp 16) identifiziert, ein Isolat (0,4%) erwies sich als 

C. muytjensii (Biotyp 15). 

Neben der biochemischen Charakterisierung wurden alle Isolate mit einer 

Spezies-spezifischen PCR, basierend auf dem rpoB-Gen, untersucht. Dabei wurden 

insgesamt 83,8% (n=217) der Isolate als C. sakazakii, 12,7% (n=33) als C. malonaticus, 

3,1% (n=8) als C. turicensis und 0,4% (n=1) als C. muytjensii identifiziert. 

Die Amplifizierung des Spezies-spezifischen Bereiches des rpoB-Gens lieferte bei 88,8% 

(n=230) der Isolate übereinstimmende Ergebnisse mit denen der biochemischen 

Untersuchung. 11,2% (n=29) der Isolate konnten nicht durch die Spezies-spezifische PCR 

identifiziert werden. Die häufigsten Unterschiede wurden für die genetisch eng verwandten 

Spezies C. sakazakii und C. malonaticus festgestellt. Ausgewählte Isolate (n=26) wurden 

mittels partieller rpoB-Gen-Sequenzanalyse untersucht und mit zwölf 

Cronobacter-Typstämmen der NCBI-Datenbank für Cronobacter verglichen. Allerdings 

traten auch hier Differenzierungsprobleme für die genetisch eng verwandten Spezies 

C. sakazakii und C. malonaticus auf, sodass keine eindeutige Identifizierung möglich war. 
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Mittels MLST wurden 14 Isolate untersucht. Bis auf drei Isolate konnten alle einem 

Sequenztyp und somit einer Spezies eindeutig zugeordnet werden. Die MLST bestätigte 

die Speziesidentität von zehn Isolaten in Übereinstimmung mit den Ergebnissen der 

biochemischen Untersuchung. Vier Isolate konnten nicht bestätigt werden. Insgesamt 

wurden elf verschiedene Sequenztypen (STs) nachgewiesen. Darunter befanden sich sieben 

STs, die erstmals im Rahmen dieser Studie beschrieben wurden. Ein Isolat aus 

Säuglingsnahrung wurde als C. sakazakii ST4 identifiziert. 

Zur Darstellung der klonalen Beziehungen zwischen den verschiedenen Isolaten wurden 

135 Isolate mittels Makrorestriktionsanalyse untersucht. Bei den untersuchten Isolaten 

handelte es sich um die Spezies C. sakazakii (n=105), C. malonaticus (n=23) und  

C. turicensis (n=7). Insgesamt konnten 99 verschiedene PFGE-Typen unterschieden und 

eine große genetische Vielfalt bei den Spezies C. sakazakii, C. malonaticus und  

C. turicensis dargestellt werden. 

Zusammenfassend kamen die Spezies C. sakazakii und C. malonaticus überwiegend in 

Säuglingsnahrungsmitteln vor, während C. turicensis nur in pflanzlichen Lebensmitteln 

nachgewiesen wurde. Ein Isolat erwies sich als C. muytjensii, dieses stammte aus einer 

Eiernudelprobe mit Basilikum. 

Wie die im Rahmen der vorliegenden Arbeit ermittelten Ergebnisse zeigen, stellt  

C. sakazakii die vorherrschende Spezies innerhalb der untersuchten Proben dar. 

Durch die taxonomische Klassifizierung von Cronobacter spp. ist die Routinediagnostik 

nach wie vor mit einem erheblichen Nachweis- und Differenzierungsaufwand verbunden. 

Hinsichtlich der Speziesdifferenzierung, besonders zwischen den Spezies C. sakazakii und 

C. malonaticus, besteht weiterhin Bedarf an einer einfachen, zuverlässigen und 

kostengünstigen Methode. Solange keine Hinweise auf Unterschiede bezüglich der 

pathogenen Eigenschaften zwischen den Spezies existieren, ist eine Speziesdifferenzierung 

von Cronobacter spp. unter praktischen und rechtlichen Gesichtspunkten in der 

Routineuntersuchung derzeit noch nicht erforderlich. Im Hinblick auf die wissenschaftliche 

Charakterisierung der Gattung Cronobacter scheint eine Kombination mehrerer Methoden 

unverzichtbar.
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7  SUMMARY 

Cronobacter spp. (formerly known as Enterobacter sakazakii) are facultative anaerobic, 

peritrichous, Gram-negative rods of the Enterobacteriaceae family. They are opportunistic 

pathogens that may cause serious general diseases, especially in newborns and infants, but 

also in immunocompromised and elderly patients. Clinical pictures of Cronobacter spp. 

infections manifest themselves among others in meningitis, necrotising enterocolitis and 

septicaemia. 

The most important source of infection for infants is primarily contaminated powdered 

infant formulae (FAO/WHO, 2004; FRIEDEMANN, 2008). Therefore, Cronobacter spp. 

are, in accordance with European Union regulation (EC) No 2073/2005 of 

15. November 2005 on microbiological criteria for food, as amended by European Union 

regulation (EC) No 1441/2007 and No 365/2010, defined as a food safety criterion. 

In addition to powdered infant formulae, Cronobacter spp. has been isolated from a large 

number of foods of plant and animal origin. Also Cronobacter spp. may be found in 

different environmental samples, such as vacuum cleaner bag contents of private 

households or in the production environment of food-producing factories. 

Based on new genetic and biochemical findings, the former species Enterobacter sakazakii

was re-classified taxonomically by the new genus Cronobacter (IVERSEN et al., 2008). In 

the meantime, this taxonomy has been established temporarily and the new genus 

Cronobacter currently (June 2017) contains seven species: Cronobacter (C.) sakazakii, 

C. malonaticus, C. turicensis, C. muytjensii, C. dublinensis with three subspecies  

(C. dublinensis subsp. dublinensis, C. dublinensis subsp. lausannensis, C. dublinensis

subsp. lactaridi), C. condimenti and C. universalis (IVERSEN et al., 2008, JOSEPH et al., 

2012a). 

Regarding the monitoring and prevention of food-borne diseases caused by 

Cronobacter spp., rapid and reliable identification is essential. The aim of this work was to 

investigate the variability and relative frequency of different Cronobacter-species in infant 

formulae as well as other foods available on the German market and the production 

environment of infant formula manufacturing factory and to show the frequency 
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distribution of the individual species. In addition, the various differentiation possibilities 

should be compared with one another and tested for their practicability. 

In this study a total of 259 Cronobacter isolates from different origin were analyzed using 

different methods at the Chair of Dairy Science, Institute of Veterinary Food Science, 

Justus-Liebig University Giessen. 

By MALDI-TOF MS, all isolates could be unambiguously assigned to the genus 

Cronobacter spp.. 

A total of 82.2% (213 of 259) of the isolates could be identified as species C. sakazakii

with different biochemical reactions. The majority of the isolates were biotype 1 (39.8%) 

and biotype 2 (37.0%). The biotypes 8a (1.9%), 8 (0.8%) and 13 (0.8%) followed with 

decreasing frequency. Five of the isolates identified as C. sakazakii (1.9%) could not be 

clearly assigned to any biotype. As the second most common species with a share of 13.9% 

(36 of 259) of the isolates, C. malonaticus was present with the biotypes 5 (10.0%) and 

9 (3.9%). Nine isolates (3.5%) were identified as C. turicensis (biotype 16), one isolate 

(0.4%) was found as C. muytjensii (biotype 15). 

In addition to the phenotypic characterization, all isolates were examined with a 

species-specific PCR based on the rpoB gene. A total of 83.8% (n=217) of the isolates 

were identified as C. sakazakii, 12.7% (n=33) as C. malonaticus, 3.1% (n=8) as 

C. turicensis and 0.4 % (n=1) as C. muytjensii. 

The amplification of the species-specific region of the rpoB gene showed consistent results 

with those of the biochemical study at 88.8% (n=230) of the isolates. 11.2% (n=29) of the 

isolates could not be identified by the species-specific PCR. The most frequent differences 

were found for the genetically closely related species C. sakazakii and C. malonaticus. 

Selected isolates (n=26) were analyzed by partial rpoB gene sequence analysis and 

compared with twelve Cronobacter strains of the NCBI database for Cronobacter. By this 

method it was not possible to differentiate between the genetically closely related species 

C. sakazakii and C. malonaticus. 

By MLST, 14 isolates were examined. Except for three, all isolates could be uniquely 

assigned to a sequence type and thus to a species. The MLST confirmed the species 

identity of ten isolates in accordance with the results of the identification by biochemical 

methods. Four isolates could not be confirmed. A total of eleven different sequence types 
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(STs) were detected including seven STs, which were described for the first time in this 

study. One isolate from infant formulae was identified as C. sakazakii ST4. 

To demonstrate the clonal relationships between the different isolates, 135 isolates were 

examined by PFGE analysis. Investigated isolates were the species C. sakazakii (n=105), 

C. malonaticus (n=23) and C. turicensis (n=7). A total of 99 different PFGE types were 

distinguished and a high genetic diversity could be presented in the species C. sakazakii,  

C. malonaticus and C. turicensis. 

The species C. sakazakii and C. malonaticus are predominantly found in infant formulae, 

whereas C. turicensis has been detected only for isolates from plant foods. One isolate 

which came from an egg noodle sample with basil proved to be C. muytjensii. 

As the results in the present study show, C. sakazakii represents the predominant species 

within the analyzed samples. 

By the taxonomic classification of Cronobacter spp. the routine diagnosis is still associated 

with a considerable detection and differentiation effort. With respect to the species 

differentiation, particularly between the species C. sakazakii and C. malonaticus, there is 

still a need for a simple, reliable and cost-effective method. As long as no evidence of 

differences in the pathogenic properties between the species exists, a species differentiation 

of Cronobacter spp. under practical and legal aspects in the routine examination currently 

is not necessary. With regard to the scientific characterization of the genus Cronobacter, 

a combination of several methods seems indispensable. 
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