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Campylobacteriose (thermophile Campylobacter)

Amtliche Methode

1. Charakterisierung der Infektion

1.1 Erreger

Campylobacter (C.) bilden mit den Gattungen Arcobacter und Sulfospirillum die Familie Campylobac-
teraceae innerhalb der Ordnung der Campylobacterales der Epsilon-Proteobakterien. Das Genus Campy-
lobacter besteht gegenwartig aus liber 27 Spezies und 7 anerkannten Subspezies. Neben dem mikroaerophi-
len Metabolismus zeichnen sich Campylobacter-Isolate durch die Unfahigkeit, Kohlenhydrate zu verwerten
sowie ihren geringen (Guanin + Cytosin)-Gehalt aus.

Campylobacter sind zarte, Gram-negative, spiralig gewundene Stabchen (0,5 bis 8 pm lang und 0,2 bis
0,5 pm breit), die unter Sauerstoffeinwirkung oder bei Alterung der Kulturen auch kokkoide oder spharoide
Gestalt annehmen konnen. Sie sind keine Sporenbildner und besitzen in der Regel je eine mono oder bipolar
angeordnete GeiBel, woraus die Beweglichkeit des Mikroorganismus resultiert. Die Wachstumstemperatur
ist ein hilfreiches Differenzierungskriterium. Die Spezies C. jejuni, C. coli, C. lari und C. upsaliensis werden
aufgrund ihres Wachstumsoptimums bei 42°C als thermophile Campylobacter bezeichnet.
Campylobacter-Spezies sind ubiquitar verbreitet und kolonisieren die Schleimhaute des Intestinaltrakts, die
Mundschleimhaut oder den Urogenitaltrakt bei Tier und Mensch. Verschiedene Spezies sind pathogen und
fuhren zu Erkrankungen sowohl beim Tier als auch beim Menschen. 12 Campylobacter-Spezies sind mit hu-
manen Erkrankungen assoziiert. Unter diesen Spezies besitzen die thermophilen C. jejuni und C. coli als
wichtigste Erreger der Campylobacter-Enteritis (Campylobacteriose) die groBte gesundheitspolitische Be-
deutung. Die Campylobacteriose ist eine Zoonose, die im Gegensatz zum Menschen bei Vogeln, Geflugel und
vielen Saugetieren meist asymptomatisch verlauft.

1.2 Klinische Symptomatik

Thermophile Campylobacter gehoren weltweit zu den haufigsten Verursachern bakteriell bedingter Durch-
fallerkrankungen beim Menschen. Dabei reicht das klinische Spektrum von asymptomatischen Infektionen
Uber wassrige bis zu schweren blutigen Durchfallen. Symptome eines ,,akuten Abdomens* werden beobach-
tet. Die Erkrankung verlauft meist selbstlimitierend, allerdings konnen Personen, die nicht antibiotisch be-
handelt worden sind, Uber zwei bis vier Wochen infektios sein. Eine Campylobacteriose steht vielfach auch
am Beginn der Ausbildung des Guillain-Barré-Syndroms, einer neurodegenerativen Erkrankung. Als Haupt-
quelle humaner Infektionen gelten Geflugelprodukte, aber auch Rind, Schwein, Hund und Katze stellen ein
Keimreservoir dar.

Campylobacter coli wurde bei einer Vielzahl warmblutiger Tiere gefunden und kommt haufig als Kom-
mensale beim Schwein vor. Dieser Mikroorganismus wird beim Menschen mit Gastroenteritis und Septikamie
in Verbindung gebracht. Bei Gefliigel wird er als Ursache einer hepato-enteralen Erkrankung betrachtet.
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Campylobacteriose (thermophile Campylobacter)

Campylobacter jejuni nutzt ein sehr breites Wirtsspektrum. Das Bakterium kommt haufig in verschiedenen
Gefliigelarten vor, wurde in vielen Saugetierarten festgestellt, aber auch in Insekten. Beim Menschen fiihrt
eine Infektion mit C. jejuni meist zu einer Gastroenteritis, aber auch Meningitis, Abort oder Proktitis sind
beschrieben worden. Beim Nutzgeflugel treten enterale und hepato-enterale Erkrankungsformen auf, bei
Saugern wurden zusatzlich Aborte bei verschiedenen Spezies beschrieben.

Campylobacter lari wurde im Intestinaltrakt verschiedener Seevogel, Saugetiere, aber auch in Muscheln
nachgewiesen. Es sind keine Beziehungen zu Erkrankungen bei Tieren bekannt. Beim Menschen kann C. lari
Enteritis und Septikamie verursachen.

Campylobacter upsaliensis wurde bisher bei Hund, Katze, Ente und Mensch nachgewiesen. Die Spezies wird
haufiger bei Hunden als bei Katzen nachgewiesen. In beiden Arten kann C. upsaliensis eine Gastroenteritis
auslosen. Beim Menschen sind die durch C. upsaliensis verursachten Erkrankungen Enteritis, Septikamie,
Abszess, Abort beschrieben worden.

1.3 Differenzialdiagnose

Infektionen mit Salmonellen, Yersinien, Toxin-produzierenden Clostridien und darmpathogenen E. coli.
Parasitare Infektionen durch Kokzidien (Isospora spp., Eimeria spp.), Giardien und Kryptosporidien.

1.4 Diagnostische Indikation

Siehe Rechtsgrundlagen 1.6

1.5 Zustandige Untersuchungseinrichtung

Zustandig fur die Untersuchung auf thermophile Campylobacter sind die jeweiligen Landesuntersuchungs-
amter.

Am BfR ist das Nationale Referenzlabor (NRL) fiir Campylobacter etabliert, welches sich vornehmlich mit
Untersuchungen von Campylobacter im Zusammenhang mit der Lebensmittelproduktion und dem Handel
beschaftigt.

Am Friedrich-Loeffler-Institut wurde das Nationale Referenzlabor (NRL) fiir Campylobacteriose (thermophile
Campylobacter), Naumburger StraBe 96a, 07743 Jena, Tel. 03641-804-2249 errichtet (Ansprechpartner: Dr.
H. El-Adawy).

1.6 Rechtsgrundlagen (in der jeweils geltenden Fassung)

Campylobacteriosen bei verschiedenen Tierarten, verursacht durch die thermophilen Spezies C. jejuni, C.
coli, C. lari und C. upsaliensis sind meldepflichtig

= Verordnung Uiber meldepflichtige Tierkrankheiten
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Campylobacteriose (thermophile Campylobacter)

= Richtlinie 2003/99/EG des europaischen Parlaments und des Rates zur Uberwachung von Zoonosen und
Zoonose-Erregern und zur Anderung der Entscheidung 90/424/EWG des Rates sowie zur Aufhebung der
Richtlinie 92/117/EWG des Rates.

= Verordnung (EG) 2160/2003 des Europaischen Parlaments und des Rates vom 17. November 2003 zur
Bekampfung von Salmonellen und bestimmten anderen durch Lebensmittel libertragbaren Zoonose-
Erregern in der jeweils gliltigen Fassung.

= Verordnung (EU) 2016/429 des Europaischen Parlaments und des Rates vom 9. Marz 2016 zu Tierseu-
chen und zur Anderung und Aufhebung einiger Rechtsakte im Bereich der Tiergesundheit

2. Untersuchungsmaterial

2.1 Untersuchungsmaterial fur den Erregernachweis

Als Untersuchungsmaterial finden neben kultivierten Bakterienkulturen auch Materialien wie Wasser, Milch,
Kotproben, Leber- oder Zakumproben, Futterproben und Fleisch- oder Kloakentupfer Verwendung.

Die Proben sind so bald wie maoglich in Kultur zu bringen:

= Untersuchung von Kot und Kottupfern von gesundem und krankem Geflugel, Wildvogeln, Hunden und
Katzen.

= Im Schlachthof Entnahme von Leber- und Zakumproben unter sterilen Kautelen.

= Esist bekannt, dass Campylobacter in Rohmilch relativ kurz tiberlebt bzw. in einem kultivierbaren Zu-
stand bleibt. Das ist bei bestimmten Fragestellungen, wie z.B. der Ausbruchsabklarung, auch die Zeit
zwischen Milchgewinnung, Probennahme und Untersuchung, als wesentliche Faktoren zu beriicksichti-
gen.

= Neben Gefliigelfleisch wurde durch diverse Lebensmittel-Uberwachungsaktionen auch Rind- und
Schweinefleisch untersucht.

= Untersuchung von Futtermittelproben (fur Gefligel, Milchvieh, Schweine, kleine Wiederkauer) auf
Campylobacter.

= Untersuchung von Wasserproben (Tranke, Abwasser).

2.2 Beforderung der Proben

Wegen der Empfindlichkeit der Campylobacter gegenuber Sauerstoff sollten fiir den Transport spezielle
Transport-Medien verwendet werden (z.B. Amies Agar Gel with Charcoal).

Den entsprechenden Teil des Praanalytikhandbuches finden Sie hier: https://www.fli.de/filead-
min/FLI/IBIZ/ALA-Campylobacteriose-20150306.pdf Bitte fiillen Sie einen Einsendebogen fiir Campylobac-

teriose aus, wenn Sie Proben an das FLI bzw. NRL senden: https://fms.fli.de/lip/form/dis-
play.do?%24context=DC31948526DAAC6CFCF9
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Campylobacteriose (thermophile Campylobacter)

3. Untersuchungsgang

3.1 Erregernachweis

Der Erregernachweis aus den unterschiedlichen Ausgangsmatrizen erfolgt nach den Festlegungen von
ISO 10272-1: 2017 ,,Mikrobiologie der Lebensmittelkette - Horizontales Verfahren zum Nachweis und zur
Zahlung von Campylobacter spp. - Teil 1: Nachweisverfahren und Teil 2 Koloniezahlverfahren (Deutsche
Fassung EN 1SO 10272-1:2017)“. Folgende Anderungen wurden vorgenommen:
Proben aus der Primarproduktion (z.B. Tierkot, Staub, Tupfer) wurden neben Produkten, die fir die
menschliche Ernahrung oder als Tierfutter Verwendung finden, in den Anwendungsbereich aufge-
nommen;
das Nachweisverfahren wurde erweitert, um Probleme mit der Begleitflora zu l6sen; Preston-Bouil-
lon wurde als zweites Anreicherungsmedium in das Verfahren aufgenommen;
die Moglichkeit des direkten Ausplattierens auf mCCDA-Platten wurde in das Nachweisverfahren
aufgenommen;
die Leistungsprifung zur Qualitatssicherung der Nahrmedien wurde dem Anhang hinzugefiigt;
Alle Einzelheiten sind in der 1SO 10272-1:2017 beschrieben.

Probenvorbereitung

Die Leber- und Zakumproben, Milch, Futterproben und Fleisch werden in sterilen Probenbeuteln gewogen,
mit der 9-fachen Menge Phosphatpuffer versetzt und in einem Beutelwalkmischer (Stomacher) homogeni-
siert.

Danach sind parallel jeweils 0,2 ml auf mCCDA- und modifiziertem Skirrow-Medium aufzutropfen und die
Platten 48 h bei 37 °C mikroaerob (85 % N,, 10 % CO,, 5 % O,) zu inkubieren.

- Anreicherung in selektivem Fliissigmedium

a) fir Proben, bei denen eine geringe Anzahl Campylobacter und eine geringe Menge an Begleitflora
erwartet wird und fir solche mit gestressten Campylobacter (z.B. gekochte oder gefrorene Pro-
dukte, Kulturen aus Transportmedium). Die Prifmenge wird dem fliissigen Bolton-Anreicherungsme-
dium steril im Verhaltnis 1 : 10 hinzugefligt. Die Probe wird gut homogenisiert (2 min im Stomacher
oder mit Vortexer). AnschlieBend wird die Probe in mikroaerober Atmosphare 4 bis 6 h bei 37 °C
und anschlieBend 44 + 4 h bei 41,5 °C bebriitet.

b) fir Proben, bei denen eine geringe Anzahl Campylobacter und eine starke Begleitflora erwartet wird
(z.B. rohes Fleisch, einschlieBlich Geflugel, Rohmilch). Die Priifmenge wird dem flussigen Preston-
Anreicherungsmedium steril im Verhaltnis 1 : 10 hinzugefiigt. Die Probe wird gut homogenisiert
(2 min im Stomacher oder mit Vortexer). AnschlieBend wird die Probe in mikroaerober Atmosphare
24 + 2 h bei 41,5 °C bebriitet.

- Isolierung auf selektiven festen Medien

a) Die Anreicherungskulturen werden auf das selektive feste Medium mCCD-Agar uberimpft und Ver-
einzelungsausstriche durchgefiihrt. Es besteht die Moglichkeit, zusatzlich ein zweites selektives fes-
tes Medium zu verwenden, bei dem andere selektive Prinzipien, als bei mCCD-Agar, genutzt werden
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(z.B. Skirrow-Agar). Die Agarplatten werden bei 41,5 °C in mikroaerober Atmosphare bebriitet und
nach 44 + 4 h auf Campylobacter-verdachtige Kolonien untersucht.

b) fir Proben, bei denen eine hohe Anzahl Campylobacter erwartet wird (z.B. Kot, Blinddarminhalt
von Geflugel, Kulturen aus Transportmedium). Das Probenmaterial wird direkt auf einer mCCD-Agar-
platte ausgestrichen. Es besteht die Moglichkeit, zusatzlich ein zweites selektives festes Medium zu
verwenden, bei dem andere selektive Prinzipien, als bei mCCD-Agar, genutzt werden (z.B. Skirrow-
Agar). Die Agarplatten werden bei 41,5 °C in mikroaerober Atmosphare bebriitet und nach 44 + 4 h
auf Campylobacter-verdachtige Kolonien untersucht.

AnschlieBend werden die Campylobacter-lsolate phanotypisch und molekularbiologisch charakterisiert.

In den meisten konventionellen biochemischen Tests sind Campylobacter relativ inaktiv und es gibt keine
geeigneten Methoden, die eine einfache Differenzierung aller Spezies ermaoglichen. Die Tests zur Differen-
zierung sind bisher nur teilweise standardisiert und in der Literatur weit verstreut (On, 1996). Methodische
Hinweise zur Durchfilhrung und Bewertung der Reaktionen finden sich bei Lander, Gill (1985) sowie Nach-
amkin (1999). Die Anwendbarkeit kommerzieller Differenzierungssysteme (z.B. APl Campy, bioMérieux) wird
unterschiedlich bewertet. Diese Systeme erreichen nicht die Aussagekraft konventioneller Tests.

3.2 Identifizierung von Campylobacter-Spezies

Wuchsformen

In der Primarkultur wachsen Campylobacter sp. nach 2- bis 5-tagiger Inkubation - beeinflusst durch die
Feuchtigkeit des Nahrmediums - in zwei Wuchsformen als flache, grau glanzende Kultur mit Neigung zum
Schwarmen und ZusammenflieBen oder als runde, konvexe, glatte, glanzende Einzelkolonien von 1 bis 3 mm
Durchmesser. Auf Blutagar ist keine Hamolyse nachweisbar.

Oxidase-Reaktion

Es stehen handelsubliche Oxidase-Teststreifen zur Verfiigung, z.B. Bactident Oxidase-Test-Strips. Campy-
lobacter-Spezies reagieren positiv. Bei positiver Reaktion verfarbt sich das Koloniematerial in 5 bis 10 Sek
ultramarinblau.

Nativpraparat
Campylobacter sp. sind beweglich und zeigen im Phasenkontrastmikroskop eine typische, ,,schieBende“ Be-
weglichkeit, die bei Subkultivierung verloren gehen kann.

Gram-Farbung

Im Gram-Praparat handelt es sich um gramnegative, diinne, gebogene Stabchen, 0,3 bis 0,4 ym breit und
0,5 bis 8,0 um lang. Gleichzeitig konnen kurze Formen (kommaformig), mittlere Formen (S-formig) und
lange Formen (spiralformig mit mehreren Windungen) in einer Kultur beobachtet werden.
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3.3 Phanotypische Differenzierung von Campylobacter-lsolaten

Da Campylobacter spp. anspruchsvolle Keime sind, kdnnen bereits geringfiigige Anderungen der Medienzu-
sammensetzung die Differenzierungsergebnisse beeinflussen. Es missen daher Kontrollstamme entsprechen-
der Spezies parallel mitgefiihrt werden (Tab. 1). Die wichtigsten kulturellen und biochemischen Merkmale
von Campylobacter-Arten zeigt Tabelle 2.

Katalase-Probe

Auf einen Objekttrager wird ein Tropfen einer 3%igen Wasserstoffperoxidlosung gegeben und in diesem mit
der Ose Koloniematerial verrieben. Bei positiver Reaktion tritt nach wenigen Sekunden eine starke Blas-
chenbildung ein.

H,S-Nachweis

Triple-Sugar-lron (TSI)-Agar wird mit 48 Stunden altem Kulturmaterial beimpft und 2 Tage bei 37 °C mikro-
aerob bebriitet. Die positive Reaktion fuhrt zu einer Schwarzung des Agar.

Natrium-Selenit-Reduktion

Nahrbouillon (z.B. Nr. 2 von Oxoid) mit Zusatz von 0,1 % Natriumselenit wird mit Kulturmaterial beimpft
und 4 Tage bei 37 °C mikroaerob bebriitet. Jede noch so geringgradige Rotfarbung gilt als positive Reaktion.

Kochsalztoleranz

Thioglykolatbouillon oder Blutagar, jeweils mit einem Gehalt von 3,5 % NaCl, werden mit Kulturmaterial
beimpft, 3 bis 4 Tage bei 37 °C mikroaerob bebriitet und auf Wachstum (Triibung) kontrolliert.

Glycintoleranz

Thioglykolatbouillon oder Blutagar, jeweils mit einem Gehalt von 1 % Glycin, werden mit Kulturmaterial
beimpft, 3 bis 4 Tage bei 37 °C mikroaerob bebriitet und auf Wachstum (Triibung) kontrolliert.

Nalidixinsaure-Resistenz

Der Test wird in der ublichen Weise auf Mueller-Hinton-Agar mit Nalidixinsaure-Testblattchen (30 pg) ange-
setzt und nach 4 Tagen mikroaerober Inkubation bei 37 °C abgelesen. Eine Hemmzone von wenigstens 3 mm
um das Testblattchen zeigt, dass der Stamm sensitiv ist. Auf Grund der ansteigenden Quinolonresistenz bei
C. jejuni und C. coli ist die Aussagekraft dieser Reaktion stark eingeschrankt.

Cephalotin-Resistenz

Der Test wird mit Cephalotin-Testblattchen (30 pg) in Analogie zur Prifung auf Nalidixinsaure-Resistenz
angesetzt und ausgewertet.
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Hippurat-Hydrolyse

Die Bakterienkultur wird mittels vergleichbaren Kit (z.B. MAST® CAMP-ID IDENTIFICATION SYSTEM (Mast
Group Ltd; Art. Nr.: 184001)) nach Protokoll des Herstellers identifiziert. Fur die Durchfiihrung dieser Reak-
tion sind zahlreiche Modifikationen beschrieben. Zur Bewertung der Reaktion ist es erforderlich, einen po-
sitiven (C. jejuni) und negativen Kontrollstamm (C. coli) mitzufiihren. Folgendes Vorgehen hat sich bewahrt:
Ein Filterpapierstreifen wird mit 1%iger, frischer Natriumhippuratlosung getrankt (Losung kann portioniert
werden und ist bei -18 °C sechs Monate haltbar). Die zu differenzierenden Isolate werden in Abstanden von
2 bis 3 cm knopfchenformig auf die Papieroberflache aufgerieben. Nach 3-stiindiger Inkubation bei 37 °C in
der feuchten Kammer werden einige Tropfen 3,5%iger frischer Ninhydrinlosung aufgetragen und die Reaktion
nach 15- bis 45-miniitiger Einwirkzeit - in Abhangigkeit von der Farbung der Negativkontrolle - abgelesen
(Ninhydrin-Reagens: 350 mg Ninhydrin in 10 ml Aceton-Butanol-Mischung 1 : 1). Die positive Reaktion ist
durch eine Dunkelpurpurverfarbung der Bakterien und des Papiers um die aufgetragene Probe herum ge-
kennzeichnet (Hofbildung). Die Negativkontrolle zeigt eine schmutzig graue Farbung ohne Hofbildung.

Indoxylazetat-Hydrolyse

Die Bakterienkultur wird mittels vergleichbaren Kit (z.B. MAST® CAMP-ID IDENTIFICATION SYSTEM (Mast
Group Ltd; Art. Nr.: 184001)) nach Protokoll des Herstellers identifiziert. Es wird eine 10%ige Indoxylazetat-
l6sung in Azeton hergestellt, auf Teststreifen gegeben, Koloniematerial aufgebracht und ein Tropfen steriles
Aqua dest. zugegeben. Die positive Reaktion zeigt sich nach 5 bis 10 Minuten als tiefblaue Farbung.

Temperaturtoleranz
Die Priifung kann auf Blutplatten oder in Bouillonkulturen erfolgen. Es ist 2 Tage (42 °C) bzw. 5 Tage

(25 °C) mikroaerob im Brutkiihlschrank zu inkubieren und das Wachstum zu kontrollieren.

Tabelle 1: Campylobacter-Typ und -Referenzstamme

Spezies Typ/Ref. Herkunft

C. fetus ssp. venerealis Typ NCTC 010354
C. fetus ssp. fetus Typ DSMZ 5361

C. sputorum biovar sputorum Typ DSMZ 5363
(alte Bezeichnung: Biovar bubulus)

C. sputorum biovar fecalis Ref. NCTC 011415
C. jejuni ssp. jejuni Typ DSMZ 4688
C. jejuni ssp. doylei Typ NCTC 011951
C. coli Typ DSMZ 4689
C. lari Typ DSMZ 11375
C. upsaliensis Typ DSMZ 5365
C. helveticus Typ NCTC 012470
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Tabelle 2: Kulturelle und biochemische Merkmale von Campylobacter spp. (Nachamkin, 1999; Vandamme,
De Ley, 1991; Ursing et al., 1994; On et al., 1998)

3.4

Identifikation von Bakterienisolaten mit MALDI-TOF MS

) Toleranz Resistenz Wachs-
Reduktion Hydrolyse H,
gegen gegen tum
v = 2 &
8 Sl w2l ol &3 e =l ° - | S |l vl T
& S| 8|8 f|l s 2| 32|52 c | £ = ) 5 g
Z |z 2= a2 R 2] 218 | £ I
1= S| O |= o g
2 K O ©
C. jejuni
ssp.jejuni_ _ _f+ L < Lol - L o+ L~ Lo+ L o Lt LS LR oL o]
ssp. doylei Vv - \' + S S -
C. coli + + + - + S R +
C. lari + + + R R +
C. upsaliensis |-/+| + \ S S +
C. helveticus + S S +
C. fetus
ssp. fetus ___ | b . A ) N SR S NN AL A . SO . S A JH A ) A I
ssp. venerealis | + - - R S
C. sputorum
biovar  sputo- + + |+ + \' + R/S S + +
rum ______ L S IR N B SR AR B P SN SN B S S BN
biovarfecalis_| + | + 1+ | + | *+ | -~ | - LV |+ LR [ S | =1+ 1]
biovar paraure-| - | +/V +/V + R R/V
olyticus’)
C. hyointesti-| + + + + R S + + \"
nalis
C. concisus + + + + R R +
C. mucosalis + + + + R S + +
C. curvus + + + + S + +
C. rectus + + + + S + +
C. showae + + + \i R S + +
V = variabel, unterschiedliche Reaktion + = schwache Reaktion TSI = Triple-Sugar-lron-Agar

Campylobacter-Isolate konnen mit MALDI-TOF MS identifiziert werden, wenn entsprechende Referenzspek-

tren in der Datenbank vorhanden sind. Die Praparation erfolgt mit dem Ethanol-Extraktionsverfahren (ent-

sprechend dem Protokoll der Fa. Bruker Daltonics). Nach 20 min in Ethanol sind die Campylobacter abgetotet

und die Ubliche Praparation kann gefahrlos erfolgen. Das Picken und das direkte Auftragen der Kolonien auf

das Target werden nicht empfohlen.
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3.5 Molekularbiologische Identifizierung von Campylobacter jejuni und Campylobacter
coli

Zur molekularbiologischen Identifizierung von Campylobacter spp., C. jejuni und C. coli hat sich eine kon-
ventionelle Multiplex-PCR bewahrt (Denis et al., 2001; El-Adawy et al., 2012).

Ausgangsmaterial konnen Campylobacter-Kulturen, aber auch Milch- oder Kotproben sein.

Liegt eine ausreichend abgegrenzte Einzelkolonie auf mCCDA vor, kann aus diesem Material DNA extrahiert
werden. Zur Sicherung der Kultur wird gleichzeitig eine Subkultur derselben Kolonie auf nicht selektivem
Blut-Agar (z. B. Mueller-Hinton mit 10 % Rinderblut) durchgefiihrt. Es wird bei mikroaeroben Bedingungen
44 + 4 h bei 41,5 °C bebrutet.

Alternativ kann Material der Subkultur auf nicht selektivem Blut-Agar (z. B. Mueller-Hinton mit 10 % Rinder-
blut) zur DNA-Extraktion eingesetzt werden.

Im ersten Schritt wird die Campylobacter-DNA durch Extraktion mit kommerziell erhaltlichen DNA-Extrakti-
onskits nach Angaben der Hersteller gewonnen.

Die konventionelle Multiplex-PCR wird unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

Pro 50 ul-Ansatz werden die folgenden Losungen als Mastermix (Tabelle 3) in der beschriebenen Reihenfolge
eingesetzt. Die Mengen gelten fiir den Einsatz von 1 pl Template einer DNA-Extrakt-Konzentration von ca.
100 ng/pl. (Bei geringerer DNA-Ausbeute der Extraktion konnen 2 bis 5 pl eingesetzt werden; entsprechend
weniger Wasser ist zu verwenden.)

Tabelle 3: Zusammensetzung des Mastermix zur Verwendung in der Multiplex-PCR

Komponenten Volumen Endkonzentration
steriles Wasser ad 45 - 49 pul
PCR-Pufferlosung (10-fach), enthaltend |5 ul PCR-Puffer einfach, enthaltend
¢ = 15mmol/l MgCl, ¢ = 1,5 mmol/l MgCl,
Desoxynukleosidtriphosphat-Mix (dATP, |2 ul je 200 umol/l
dCTP, dGTP, dTTP)
Primer MD 1651/S2 je 1 ul 0,125 pmol/l
Primer MD mapA1 /A2 je 1 ul 0,5 pmol/L
MD COL2/COL3
Taqg-DNA-Polymerase 0,2 ul 1 U pro Reaktionsansatz

Zum Ausschluss einer PCR-Inhibition sind externe Amplifikationskontrollen (DNA der Typstamme C. jejuni
DSMZ 4688 und C. coli DSMZ 4689) mitzufiihren. Tabelle 4 gibt Details zum PCR-Assay.
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Tabelle 4: Target-Gene und Primer-Sequenzen der Multiplex-PCR

Target Primer Primersequenz (5°- -37) Amplikon | Spezifitat
16SrRNA MD1651 ATC TAA TGG CTT AAC CAT TAA AC
Genus
857 bp
MD1652 GGA CGG TAA CTAGTT TAG TAT T Campylobacter
mapA MDmapA1 CTATTTTATTTT TGA GTG CTT GTG

589 bp C. jejuni
MDmapA2 GCT TTATTT GCC ATT TGT TTT ATT A

ceut COoL3 AAT TGA AAATTG CTC CAACTATG

462 bp C. coli
MDCOL2 TGA TTT TAT TAT TTG TAG CAG CG

Folgendes Temperatur-Zeit-Programm wird fur die Multiplex-PCR verwendet:

Initiale Denaturierung der DNA 60 Sek. bei 95 °C
35-maliger Durchlauf des folgenden Zyklus 30 Sek bei 95 °C (Denaturierung)
90 Sek bei 59 °C (Annealing)
60 Sek bei 72 °C (Elongation)
abschlieBende Elongation 5 min. bei 72 °C

Die PCR-Produkte werden auf einem 1,5%igem Agarose-Gel charakterisiert.

C. jejuni und C. coli gelten als identifiziert, wenn in der PCR das genusspezifische Amplikon (857 bp) und
das speziesspezifische Amplifikat (589 bp fiir C. jejuni bzw. 462 bp fur C. coli) detektiert werden.

Fir alle thermophilen Campylobacter-Arten sind in der Literatur spezifische und ,real-time“-PCRs be-
schrieben. Diese Methoden wurden vom NRL fiir Campylobacteriose (thermophile Campylobacter) vali-
diert.

Der Nachweis von thermophilen Campylobacter-Spezies in Hackfleisch mittels ,,real-time“-PCR-Verfahren
ist in der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach 864 LFGB unter L 06.32-1 (2013-08) ver-
offentlicht (Anonymous 2013).

3.6 Gesamtgenomsequenzierung und Bioinformatik

Gesamtgenomsequenzierung von Campylobacter jejuni-Isolaten mit anschlieBender bioinformatorischer Da-
tenanalyse ist in vielen Landern bereits Standard bei der Isolat-basierten Feintypisierung, bei Ausbruchsana-
lysen und zur Detektion genetischer Marker fiir bestimme Phanotypen (Antibiotikaresistenz, Virulenz) pha-
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notypischen-Charakterisierung-von-Campylobacterjejuni (El-Adawy et al., 2023). Wahrend die Sequenzie-
rung mittels Verfahren der zweiten-Generation-{hext Next generationGeneration Sequenzing) etabliert ist,

befinden sich Verfahren der dritten Generation erst in der Validierungsphase. Fur Sequenzierung und Da-
tenanalyse sollte der Leitfaden ISO: 23418 in der jeweiligen aktuellen Fassung beachtet werden. DNS- Iso-
lierung und Erstellung von Sequenzierbibliotheken (engl. Libraries) sollten nach Herstellerangaben durchge-
fuhrt werden. Die Datenanalyse beginnt mit einer Qualitatskontrolle. Dabei sollten 70 % 80-% der Basen einer
Probe einen Qualitatswert (Phred Score) von mindestens 30 aufweisen. Quantitativ sollte eine Coverage von
mindestens 30 angestrebt werden, wobei moglichst mindestens 70 % der Reads taxonomisch dem Genus
Campylobacter zugeordnet werden sollten. In der Datenanalyse folgt nun meist die Assemblierung der Reads
zur Vorhersage von Contigs. Die assemblierten Genome sollten eine GroBe von 1,4 bis 1,7 MB und einen N50-
Wert von 15 kB aufweisen. Basierend auf den assemblierten Genomen konnen genetische Faktoren fur Re-
sistenz gegen Antibiotika, Virulenz und mobile genetische Elemente durch Vergleich mit entsprechenden
Datenbanken detektiert werden (z.B. AMRFinderPlus, VFDB, Plasmidfinder). Zur groben Typisierung ist das
klassische Multi Locus Sequence Typing (MLST, 7 Gene), basierend-auf-der Genomsegquenz; moglich. Hoch-
auflosende Phylegenie-ist Typisierung kann einerseits durch die Bestimmung von Einzelnukleotidanderungen
Single Nucleotide Polymorphism (SNPs) durchgefiihrt werden. Andererseits haben sich Verfahren basierend
auf Kerngenom-MLST etabliert. Hier bietet sich die kostenfreie Software Chewiesnake (Deneke et al., 2021)
oder die lizenzierte Software Ridom SeqSphere+ (Jinemann et al., 2013) an. Eine Linux-basierte Pipeline
zur automatischen Analyse von Gesamtgenomdaten fir Campylobacter jejuni ist kostenfrei verfiigbar:
https://gitlab.com/FLI_Bioinfo/ WGSBAC

3.7 Antibiotikaresistenz-Testung

Entsprechend den gesetzlichen Vorgaben (TAHAV § 12c, d), ist bei Einsatz eines Antibiotikums ein Antibio-
gramm des isolierten Erregers nach qualifizierter Probennahme zu erstellen.

Die Empfindlichkeitspriifung der Campylobacter gegenuber antibakteriellen Wirkstoffen kann nach verschie-
denen national oder international anerkannten Verfahren wie der Agardiffusion, der Bouillondilution oder
mittels Epsilometer (E) Test durchgefiihrt werden. Die Methoden und die Interpretationskriterien orientie-
ren sich am Standard fur antimikrobielle Empfindlichkeitstestung flir Bakterien des Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2018).

Allgemeine Richtwerte konnen Tabelle 1, 2 und 3 entnommen werden (Anhang 6).
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Anhang

1. mCCDA-Selektivndhrboden, blutfrei:

Campylobacter- Blood-Free Selective Agar-Basis (z.B. CM0739B, Oxoid, Basingstoke, Hampshire,
UK)

Zusammensetzung g/l
Nahrbouillon Nr. 2, CM 67 25,0
Bakteriologische Kohle 4,0
Casein-Hydrolysat 3,0
Natriumdesoxycholat 1,0
Eisen(ll)-sulfat 0,25
Natriumpyruvat 0,25
Agar 12,0
pH 7,4 +0,2

CCDA-Selektiv-Supplement (SRO155E, Oxoid):
Zusammensetzung je Rohrchen (1 Rohrchen je 500ml):

Cefoperazon 16,0 mg
Amphotericin B 5,0 mg
Zubereitung

45,5 g Campylobacter-Agar-Basis, blutfrei in 1000 ml Aqua dest. suspendieren und bis zum vollstan-
digen Losen erhitzen. 15 min bei 121 °C autoklavieren und auf 50 °C abkihlen. Den Inhalt von 2
Rohrchen CCDA-Selektiv-Supplement aseptisch in 10 ml sterilem Aqua dest. losen. Jeweils 2 ml der
Losung aseptisch zu 200 ml abgekiihlter Campylobacter-Agar-Basis, blutfrei, geben. Gut mischen
und Platten gieBen.

Lagerung und Haltbarkeit

Trockennahrboden:

fest verschlossen, lichtgeschitzt 10-25 °C

Supplement:

2-8 °C

Haltbarkeit:

s. Etikett

Gebrauchsfertige Platten:

2-8 °C bis zu zwei Wochen

2. Modifiziertes Skirrow-Medium:

Campylobacter-Agar-Basis (CM0689B, Oxoid):

Zusammensetzung g/l
Fleischextrakt "Lab-Lemco* 10,0
Pepton 10,0
Natriumchlorid 5,0
Agar 12,0
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pH7,5+0,2

Campylobacter-Selektiv-Supplement Skirrow (SRO069E, Oxoid):
Zusammensetzung je Rohrchen (1 Rohrchen je 500ml):

Vancomycin 5,0 mg
Polymyxin B 1250 1. E.
Trimethoprim 2,5 mg

Weiterhin Zusatz von 30 pg/ml Cefoperazon (Sigma C-4292) und 10 pg/ml Amphotericin B (ICN
Biomedicals 1-800-854-0530) s. Zubereitung.

Steriles lysiertes Pferdeblut: z.B. Oxoid (Art. Nr. SR0048C)

Zubereitung

37 g Campylobacter-Agar-Basis in 1000 ml Aqua dest. suspendieren und bis zum vollstandigen Losen
erhitzen. 15 min bei 121 °C autoklavieren und auf 50 °C abkihlen. Den Inhalt von 2 Rohrchen
Selektiv-Supplement Skirrow, 30 mg Cefoperazon und 10 mg Amphotericin B aseptisch jeweils in
10 ml Aqua dest. losen. 2 ml jeder Losung aseptisch zu 200 ml abgekihlter Campylobacter-Agar-
Basis geben. Zusatz von 10 % sterilem lysierten Pferdeblut (SR0048) Katberblut. Gut mischen und
Platten gieRen.

Lagerung und Haltbarkeit s. mCCDA-Medium
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3. Mueller-Hinton mit 10 % Rinderblut

Mueller-Hinton Agar Base; z.B. Sifin: LOT:7260819

Zusammensetzung g/l
Caseinhydroysat 17,5
Rindfleisch getrocknete Infusion aus 300 g 2,0
Starke 1,5
Agar 17,0
destilliertes Wasser 1000 ml
pH 7,4 + 0,2 bei 25 °C

steriles Rinderblut 50 ml
Zubereitung

Die Grundbestandteile bzw. das vollstandige Trockengrundmedium unter Erwarmen im destillierten
Wasser losen. AnschlieBend den pH-Wert prifen und ggf. einstellen. 15 min bei 121 °C autoklavie-
ren.

Zu dem auf 44 °C bis 47 °C abgekihlten Grundmedium wird steril das Rinderblut gegeben und
gemischt. AnschlieBend die Platten gieBen.

Aufbewahrung: im Dunkeln bei 5 °C (Platten zuvor nicht trocknen) bzw. laut Herstellerangaben

Verwendbarkeit: 8 Wochen bzw. laut Herstellerangaben

4, Amies Agar Gel

zum Transport von Reinkulturen

- Amies-Agargel z.B. OXOID (10 x 50 Art. Nr.: TSO001A)

- Amies-Agargel mit Aktivkohle z.B. OXOID (10 x 50 Art. Nr.: TS0002A)
Herstellerangaben beachten! Bei -2 bis 25 °C lagern
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5. Bolton-Bouillon

Bolton Broth (CM0983B) (Oxoid Ltd, Basingstoke, Hampshire, United Kingdom)

Zusammensetzung g/l
Tierisches Gewebe, enzymatisch verdaut 10,0
Lactalbuminhydrolysat 5,0
Hefeextrakt 5,0
Natriumchlorid 5,0
Natriumpyruvat 0,5
Natriumdisulfit 0,5
Natriumcarbonat, wasserfrei 0,6
A-Ketoglutarsaure, Monokalium-Salz 1,0
Hamin (gelost in 0,1 % Natriumhydroxid) 0,01
destilliertes Wasser 945
pH 7,4 + 0,2 bei 25 °C

steriles lysiertes Pferdeblut: z. B. Laked Horse Blood; Oxoid Ltd, Basingstoke, | 50 ml
Hampshire, UK (SR0048C)

antibiotische Losung: z.B. Modified Bolton Broth Selective Supplement; Oxoid Ltd, Basingstoke,
Hampshire, UK (SRO208E)
Zusammensetzung je Rohrchen (1 Rohrchen je 500 ml):

Cefoperazon-Natriumsalz 10,0 mg
Vancomycin-Hydrochlorid 10,0 mg
Trimethoprimlactat-Salz 10,0 mg
Amphotericin B 5,0 mg

Zubereitung

Die Grundbestandteile bzw. das vollstandige Trockengrundmedium, bei Bedarf durch Erwarmung,
im destillierten Wasser losen. Anschliefend den pH-Wert prifen und gegebenenfalls einstellen. 15
min bei 121 °C autoklavieren. Die Bestandteile der antibiotischen Losung in der angegebenen Mi-
schung losen.

Zu dem auf unter 47 °C abgekihlten Grundmedium werden steril zuerst das sterile lysierte Pferde-
blut und dann die antibiotische Losung gegeben und gemischt.

Aufbewahrung: im Dunkeln bei 5 °C bzw. laut Herstellerangaben

Verwendbarkeit: 7 Tage bzw. laut Herstellerangaben; Oxoid: 14 Tage
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6. Preston-Selektiv Anreicherungsbouillon

z.B. Nutrient Broth No.2; Oxoid Ltd, Basingstoke, Hampshire, United Kingdom (CM0067

Zusammensetzung g/l
Tierisches Gewebe, enzymatisch verdaut 10,0
Pepton 10,0
Natriumchlorid 5,0
destilliertes Wasser 945
pH 7,4+ 0,2 bei 25 °C

steriles lysiertes Pferdeblut: z.B. Laked Horse Blood; Oxoid Ltd, Basingstoke, | 50 ml
Hampshire, United Kingdom (SR0048C)

singstoke, Hampshire, United Kingdom (SR0204)
Zusammensetzung je Rohrchen (1 Rohrchen je 500 ml):

antibiotische Losung: z. B. Modified Preston Campylobacter Selective Supplement; Oxoid Ltd, Ba-

Polymyxin B-Sulfat 2,500 I. E.
Rifampicin 5 mg
Trimethoprimlactat-Salz 5 mg
Amphotericin B 5 mg

Aufbewahrung: im Dunkeln bei 5 °C bzw. laut Herstellerangaben

12,5 g Nahrbouillon Nr. 2 in 475 ml Aqua dest. losen und 15 Minuten bei 121 °C autoklavieren. Auf
50 °C oder tiefer abkiihlen (pH 7,4 + 0,2 bei 25 °C). Zur abgekiihlten Bouillon (unter 47 °C ) asep-
tisch 25 ml lysiertes Pferdeblut (OXOID, Art.-Nr. SR0048C) sowie den gelosten Inhalt je eines Rohr-
chens Campylobacter-Selektiv-Supplement (Preston) (Art.-Nr.
Campylobacter-Anreicherungs-Supplement (Art.-Nr. SR0232) geben und gut mischen. Je 5 ml auf
sterile Rohrchen mit Schraubverschluss verteilen. Es ist wichtig, die Luftsaule Uber dem Flissignahr-
boden so niedrig wie moglich zu halten, um mikroaerophile Bedingungen zu gewahrleisten.

Verwendbarkeit: 7 Tage bzw. laut Herstellerangaben; Oxoid: 7 Tage

SRO117E oder SR0204E) und

Allgemeine Richtwerte der antimikrobiellen Resistenztestung.

Tabelle 1. Standardmethoden fiir die Empfindlichkeitspriifung von Camp

lobacter (CLSI VETO1S, 3 ED), (ISO, 2019):

Method Medium Inkubation

Anmerkungen

Agar-Dilution MHA* mit 5% defibrinier- | 36 bis 37°C/48 Stunden oder
tem Schafsblut Blut 42°C/24 Stunden; 10% CO2, 5%
02 und 85% N oder eine mikro-
aerobische Umgebung

Da einige Isolate von C. jejuni ssp. doylei,
Campylobacter fetus,

und Campylobacter lari moglicherweise
nicht bei 42°C nicht wachsen, sollte die
Empfindlichkeitspriifung dieser Isolate bei
36 bis 37°C durchgefiihrt werden.

Mikrodilution CAMHB**  2.5% bis 5% | 36 bis 37°C/48 Stunden oder
LHB*** 42°C/24 Stunden; 10% COz, 5%
02 und 85% N2 oder eine mikro-
aerobische Umgebung
Diskdiffusion MHA with 5% 36 bis 37°C/24
defibrinated sheep Stunden, sonst wie oben
blood

*MHA, Mueller-Hinton Agar, **CAMHB, Kationen-adjustierte Mueller-Hinton-Bouillon, *** LHB, Lysiertes Pferdeblut
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Tabelle 2. Zonendurchmesser und MHK-Auslegungsstandards fiir Campylobacter jejuni (CLSI, M45, 3™ Ed., 2015;

VETO06, 2017)

Antimikrobielle | Antimikrobieller | Disken- sl e 1] MHK (ug/mL)
Klasse Wirkstoff inhalt (mm) ShimekkAeel
S I R S | R
MACROLIDE
Empfanglichkeit und Resistenz
. gegeniiber Azithromycin kon-
Erythromycin 15 pg > 16 13-15 | <12 <8 16 | 232 | nen durch Tests auf Erythro-
mycin vorhergesagt werden
FLUOROQUINOLONE
Ciprofloxacin 5 pg > 24 21-23 | =20 <1 2 >4
TETRACYCLINES
Tetracycline 30 pg > 26 23-25 | <22 <4 8 > 16
Organismen, die fur Tetracyc-
. lin empfindlich sind, gelten
Doxycycline - <2 4 >8

auch als empfindlich fur
Doxycyclin

Tabelle 3a. Annehmbare Qualitdtskontrollbereiche fiir den Zonendurchmesser des Tests auf Empfindlichkeit gegen-
tiber antimikrobiellen Substanzen (mm) fiir den Test auf Campylobacter jejuni ATCC® 33560 (CLSI VETO1S, 3rd ED):

Antimikrobieller Wirkstoff Disketteninhalt C. ]eélér;l ATCC®
60
Ciprofloxacin 5 pg 32-45
Erythromycin 15 pg 26-38
Nalidixic acid 30 pg 25-34

Tabelle 3b. Qualitdtskontrollbereiche fiir Campylobacter jejuni (Mikrodilution MHK- Bestimmung) (Kationen-adjus-

tierte Mueller-Hinton-Bouillon mit lysiertem Pferdeblut [2,5% bis 5% v/v])

C. jejuni ATCC® 33560

Antimikrobieller Wirkstoff

MHK QC Bereich (ug/mL)

36 - 37°C/48 Stunden 42°C/24 Stunden
Azithromycin 0.03-0.25 0.03-0.12
Chloramphenicol 1-8 1-4
Ciprofloxacin 0.06-0.25 0.03-0.12
Clarithromycin 0,5-2 0,5-2
Clindamycin 0,12-1 0,12-0,5
Doxycycline 0.12-0.5 0.12-0.5
Erythromycin 0.5-2 0.25-2
Florfenicol 1-4 0,5-2
Gentamicin 0.5-2 0.25-2
Levofloxacin 0.06-0.25 0.03-0.25
Meropenem 0.008-0.03 0.008-0.03
Nalidixic acid 4-16 4-16
Telithromycin 1-4 0,5-2
Tetracycline 0.25-2 0.25-1

Tabelle 3c. Diskus-Diffusion: Qualitdtskontrollbereiche fiir S. aureus ATCC® 25923 (unsupplementiertes Mueller-Hin-

ton-Medium)

Disk-Diffusion QC Bereich (mm)

Antimikrobieller Wirkstoff

35 -37°C fur 16 - 18 in der Umgebungsluft

Azithromycin 21-26
Ciprofloxacin 22-30
Doxycycline 23-29
Erythromycin 22-30
Gentamicin 0.5-2
Levofloxacin 19-27
Meropenem 29-37
Tetracycline 24-30
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Campylobacteriose (thermophile Campylobacter)

Falldefinition - Campylobacteriose (thermophile Campylobacter)

Klinisches Bild

Geflugel, Schweine, Rinder, Haustiere wie Hunde und Katzen sowie Vogel konnen Trager von Campylobacter
sein. Es handelt sich bei diesen Keimen um natiirliche Darmbewohner dieser Tiere, bei denen sie nur selten
Erkrankungen hervorrufen. Die thermotoleranten C. upsaliensis spielen bei Durchfallen von Hunden und
Katzen eine Rolle und konnen ebenfalls ein Zoonoseerreger sein. Andere Campylobacter spp. spielen bei
kleinen Heimtieren in der Regel keine Rolle.

Erregernachweis

Der Erregernachweis aus den unterschiedlichen Ausgangsmatrizen erfolgt nach den Festlegungen von
ISO 10272-1: 2017 ,,Mikrobiologie der Lebensmittelkette - Horizontales Verfahren zum Nachweis und zur
Zahlung von Campylobacter spp. - Teil 1: Nachweisverfahren und Teil 2 Koloniezahlverfahren (Deutsche
Fassung EN I1SO 10272-1:2017)“.

Voraussetzung fur den Verdacht

Klinischer Verdacht, der durch den bakteriologischen Nachweis von thermotoleranten Campylobacter spp.
(C. jejuni, C. coli, C. lari und C. upsaliensis) bestatigt wird.

Durch TSN zu ubermittelnder Fall

Keine Angaben
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Rechtsgrundlagen (in der jeweils geltenden Fassung)
Campylobacteriosen bei verschiedenen Tierarten, verursacht durch die thermophilen Spezies C. jejuni, C.
coli, C. lari und C. upsaliensis sind meldepflichtig

= Verordnung iiber meldepflichtige Tierkrankheiten

= Richtlinie 2003/99/EG des europaischen Parlaments und des Rates zur Uberwachung von Zoonosen und
Zoonose-Erregern und zur Anderung der Entscheidung 90/424/EWG des Rates sowie zur Aufhebung der
Richtlinie 92/117/EWG des Rates.

=  Verordnung (EG) 2160/2003 des Europaischen Parlaments und des Rates vom 17. November 2003 zur
Bekampfung von Salmonellen und bestimmten anderen durch Lebensmittel tibertragbaren Zoonose-
Erregern in der jeweils giltigen Fassung.

=  Verordnung (EU) 2016/429 des Europaischen Parlaments und des Rates vom 9. Marz 2016 zu Tierseu-
chen und zur Anderung und Aufhebung einiger Rechtsakte im Bereich der Tiergesundheit

Friedrich-Loeffler-Institut, Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit
Stidufer 10, D-17493 Greifswald - Insel Riems, www.fli.de
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