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1. Zusammenfassung

Campylobacter ist ein bedeutender Infektionserreger des Menschen. Der Einsatz
antimikrobiell wirksamer Kulturen gehort zu den biologischen Verfahren, die zur
Bekampfung von Campylobacter auf allen Produktionsstufen eingesetzt werden
kénnen. Eine weitere Moglichkeit zur Bekdmpfung von Campylobacter ist der Einsatz
von Bakteriophagen. Der Einsatz von Bakteriophagen und/oder antimikrobiellen
Kulturen als Alternative zur Antibiotikaanwendung wird auch fur andere bakterielle
Erreger diskutiert. In diesem Projekt wurden Bakteriophagen und Bakteriozine zur
Bekampfung von Campylobacter jejuni und coli isoliert und untersucht. Fur die
Auswahl antimikrobiell wirksamer Bakterienkulturen wurden Bakterien von
Wurstprodukten sowie aus Darminhalt vom Huhn auf ihre Hemmwirkung untersucht.
Die bisher bekannten Labormethoden fir die Auswahl wurden weiterentwickelt, um
zukunftig effektiver nach antimikrobiellen Kulturen gegen Campylobacter suchen zu
kénnen. Um die ausgewahlten, wirksamen Kulturen und Bakteriophagen zuklnftig in
der Lebensmittelkette anwenden zu konnen, sind weitere Forschungsarbeiten

notwendig.

2. Hintergrund

Campylobacter ist ein bedeutender Infektionserreger des Menschen. In Deutschland
ist der Nachweis des Krankheitserregers in Stuhlproben nach dem
Infektionsschutzgesetz (IfSG) meldepflichtig. Mit mehr als 60.000 Ubermittelten
Erkrankungen im Jahr 2018 ist die Campylobacter-Enteritis zweithaufigste
meldepflichtige Durchfallerkrankung in Deutschland. Gefligel und Hahnchenfleisch
gelten als die wichtigsten Infektionsquellen (RKI 2019). Die Bekdmpfungsansatze
zielen daher auf eine Bekampfung der Campylobacter-Belastung in der
Lebensmittelkette ab (EFSA 2011). Durch Aufnahme von Campylobacter als
mikrobiologisches Prozesshygienekriterium in die Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 gibt
es nun auch rechtliche Vorgaben zur zulassigen Konzentration in der Produktion von
Hahnchenfleisch. Seit Januar 2018 sind alle Produzenten von H&ahnchenfleisch
verpflichtet, am Ende der Schlachtung Nackenhaut-Proben auf Campylobacter
untersuchen zu lassen. Bei wiederholter Uberschreitung einer Konzentration von 1000
KbE/g Nackenhaut sind Mal3nahmen zur Verbesserung der Schlachthygiene, bis hin

zu Uberpriifungen in den Herkunftsbetrieben, erforderlich (EG 2017).



Die Mdoglichkeiten der Bekampfung von Campylobacter im Schlachtprozess sind
begrenzt. Eine Entfernung am Ende des Schlachtprozesses ist schwierig, well
chemische Verfahren in der Broiler-Schlachtung in Europa nicht zugelassen sind und
physikalische MalRnahmen im Schlachtprozess haufig die Eigenschaften der
Lebensmittel so verandern, dass diese vom Verbraucher abgelehnt werden. Daher
wird versucht, vor der Schlachtung die Konzentrationen von Campylobacter gering zu
halten (Lin 2009).

Antibakteriell wirksame Kulturen werden bereits in der Lebensmittelindustrie
eingesetzt (Messaoudi et al. 2013). Fur die Minimierung von Campylobacter wurden
bereits einige Studien durchgefuhrt, die wirksame Bakterienstamme identifizieren
konnten (Svetoch and Stern 2010; Messaoudi et al. 2011; Messaoudi et al. 2012).
Insbesondere Svetoch und Stern untersuchten verschiedene Bakterienkulturen auf
ihre Wirksamkeit zur Bekdmpfung von Campylobacter (Svetoch et al. 2005). Das
Stoffwechselprodukt (Bakteriozin) eines Bakterienstammes der Gattung Paenibacillus
wurde in Tierversuchen mit sehr guten Ergebnissen zur Bekampfung von
Campylobacter eingesetzt (Stern et al. 2005). Dartber hinaus liegen
Untersuchungsergebnisse zum Einsatz von einem Lactobacillus salivarius-Stamm
vor, der erfolgreich als Probiotikum zur Bekdmpfung von Campylobacter im
Broilerdarm eingesetzt wurde (Messaoudi et al. 2011; Messaoudi et al. 2012). Der
Einsatz von Kulturen als Probiotika oder im Sinne einer ,Competitive Exclusion®, also
dem Verdrdngen unerwinschter Bakteriengruppen durch erwinschte, zur
Reduzierung von Campylobacter sowie der direkte Nutzen gegen Campylobacter
gerichteter antibakterieller Substanzen (z.B. Bakteriozine) sind vielversprechende
Anséatze, die weiter untersucht werden sollten (Meunier et al. 2016)

Eine weitere, viel diskutierte Mdglichkeit zur Bekdmpfung von Campylobacter in der
Lebensmittelkette ist der Einsatz von Bakteriophagen. Bakteriophagen sind im
biologischen Sinne Viren, die sehr spezifisch Bakterienzellen infizieren, mit Hilfe des
Bakterienstoffwechsels ihre Nachkommen produzieren und diese durch Lyse der
infizierten Zelle freisetzen. Zur Anwendung von Bakteriophagen gegen Campylobacter
in H&hnchen wurden bereits vielversprechende Versuche durchgefuhrt (Kittler et al.
2013). Auch auf Geflugelfleisch und zur Bekdmpfung von Campylobacter in Biofilmen
wurden Versuche durchgefuhrt (Siringan et al. 2011).



Studien zur Kombination von Bakteriophagen mit anderen Maflinahmen zur
Bekampfung von Campylobacter, wie dem Einsatz antimikrobieller Kulturen, fehlen
bisher weitgehend (Brussow 2017). Beide Stoffe bek&mpfen sehr zielgerichtet
bestimmte Bakterienstimme und haben auf die normale Darmflora dariiber hinaus
kaum Auswirkungen (Balandin et al. 2019; Richards et al. 2019). Eine Kombination
dieser Wirkstoffe, wie sie in der nattrlichen Darmflora vorkommt, wurde nach unserem

Wissen bisher nicht untersucht.

3. Zielsetzung
Ziel des Projektes war es, Bakterienkulturen und Bakteriophagen auszuwéhlen, die

sich zur Bekampfung von Campylobacter eignen.

4. Ergebnisse, Schlussfolgerung und Diskussion

Fur die Untersuchung der Wirkung von den Bakterien aus Wurst und Blinddarm gegen
Campylobacter wurden die Bakterien angezichtet und dann durch Filtration aus der
Flissigkultur entfernt. Damit verblieben nur ihre Stoffwechselprodukte in dem
Wachstumsmedium und wurden auf ihre Wirkung gegen Campylobacter getestet. Fast
alle getesteten Bakterien aus den Gruppen der Milchsaurebildner und einige der
sporenbildenden Bakterien zeigten eine Hemmwirkung gegen Campylobacter-Isolate.
Dagegen zeigte nur eines der E. coli-Isolate eine Wirkung gegen die verwendeten
Campylobacter-Stamme. Alle Bakterien-Filtrate, die in diesen Tests eine Wirkung
gegenuber Campylobacter zeigten, wurden mit verschiedenen Substanzen versetzt
und erneut getestet, um genauer einzugrenzen, welche Stoffwechselprodukte der
Bakterien gegen Campylobacter gewirkt hatten. Die meisten Bakterienfiltrate aus der
Gruppe der Milchsaurebildner wirkten nicht mehr gegen Campylobacter, wenn der pH-
Wert des Filtrates vor der Testung in den neutralen Bereich verschoben wurde. Dies
deutet darauf hin, dass die Wirkung der milchsaurebildenden Bakterien meist
ausschlief3lich auf der Saurebildung basierte. Bei Sporenbildnern konnte man diesen

Effekt seltener beobachten.

Da bei mehrmaliger Anzucht der Bakterien sehr unterschiedliche Hemmwirkungen der
Filtrate beobachtet wurden, versuchten wir anschlielend herauszufinden, unter
welchen Bedingungen die Bildung der hemmenden Substanzen am gréf3ten war. Fir
diese Untersuchung wurden acht Isolate ausgewéhlt, deren Wirkung nicht auf
Saurebildung basierte.



Ein hoher Proteingehalt im Anzuchtmedium steigerte die antibakterielle Wirksamkeit
bei den sporenbildenden Bakterien und teilweise hatten auch die Anzuchttemperatur

und —dauer einen grof3en Einfluss auf die beobachtete Wirkung gegen Campylobacter.

Zusammenfassend wurden in diesem Projekt die bisher bekannten Methoden zur
Gewinnung und Prifung antimikrobiell wirksamer Kulturen gegen Campylobacter spp.
weiterentwickelt, um zukinftig schneller nach neuen antimikrobiellen Wirkstoffen
suchen zu koénnen. Es wurden acht vielversprechende Bakterienisolate fur die
Bekampfung von Campylobacter identifiziert und die Anzucht wurde so angepasst,
dass die Wirkung des Filtrats einiger Bakterienisolate deutlich verbessert werden
konnte. Die ausgewahlten Bakterien missen in zukunftigen Arbeiten vor der
Anwendung auf ihre Sicherheit Uberpruft werden. Hierbei musste insbesondere
sichergestellt werden, dass sie keine Stoffe bilden, die auf Lebensmitteln unerwiinscht
sind oder den Tieren schaden kdnnen. Diese Arbeiten sollen in einem Folgeprojekt

durchgeftuihrt werden.

5. Verwertung der Ergebnisse
Die Ergebnisse sollen als wissenschaftlicher Artikel in einer internationalen

Fachzeitschrift veroffentlicht werden.

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in die Antrage fir weitere
Forschungsvorhaben eingeflossen. Die Anwendung von antimikrobiellen Kulturen und
Bakteriophagen sollen im Institut fir Lebensmittelqualitat und —sicherheit auch tber

das Projektende hinaus weiterentwickelt und —untersucht werden.

6. Ausblick

Durch das gewonnene Wissen kann zukiinftig schneller nach antimikrobiellen Kulturen
zur Bekdmpfung von Campylobacter gesucht werden. Die in diesem Projekt
ausgewahlten Bakterien missen noch weiter untersucht werden, kdnnten aber in
Zukunft auch in Gefligelstéallen zum Einsatz kommen. Hierfiir sind insbesondere
weitere Arbeiten zur Sicherheit ihres Einsatzes und der Wirksamkeit unter
Praxisbedingungen im Stall oder auf Lebensmitteln von Bedeutung. Die Stabilitat auf
Lebensmitteln und im Tier sowie die Wirksamkeit unter den dort herrschenden

Bedingungen muissen weiter untersucht werden.
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