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EINLEITUNG

Den Bakterien Yersinia (Y.) enterocolitica wird in den letzten Jahren vermehrt Bedeu-
tung beigemessen. Gastrointestinale Infektionen durch diesen Erreger stehen derzeit
nach Salmonellen und Campylobacter spp. an dritter Stelle der meldepflichtigen Le-
bensmittelinfektionen. Die Dunkelziffer durfte vermutlich, wie bei den Salmonellen,
wesentlich héher liegen. Je nach Alter und Konstitution der erkrankten Person nimmt
die Erkrankung einen unterschiedlichen Verlauf. Kinder und Jugendliche, aber auch
Senioren und immungeschwachte Personen, leiden an starken Durchfallen. In die-
sem Zusammenhang sei bei den Jugendlichen auch die Pseudoappendizitis ge-
nannt. Beim Auftreten einer Septikdmie kann eine Infektion sogar mit dem Tod en-
den. Bei ansonsten gesunden Erwachsenen tritt meist nur milde Durchfallsymptoma-
tik auf. Von Bedeutung bei dieser Personengruppe sind vor allem eventuelle Spatfol-
gen, wie sie beispielsweise in Form einer reaktiven Arthritis oder dem Erythema no-

dosum, zu beobachten sind.

Die Ubertragungswege scheinen derzeit noch nicht ausreichend aufgeklart, die In-
fektionsquelle bleibt zumeist unerkannt. Das Schwein wird als Reservoir fur
Y. enterocolitica 4/0:3 immer wieder an erster Stelle genannt. Dabei zeigten Unter-
suchungen an Schlachthéfen, dass zu den Kontaminationsquellen stets Tonsillen,
Zungen und der Kot der geschlachteten Tiere zahlten. Uber den Verbreitungsweg
von pathogenen Y. enterocolitica 4/0:3 von Schlachthéfen in Metzgereien, welche
die letzte Kontrollstelle vor der Abgabe an den Verbraucher darstellen, ist wenig be-
kannt. Eine weitere Problematik stellen die haufig unsensitiven Nachweismethoden

dar, die den Nachweis des Erregers erschweren.

Mit dieser Arbeit sollte die Verbreitung pathogener Y. enterocolitica 4/0:3 in den ver-
schiedenen Arbeitsbereichen von Metzgereien untersucht werden. Zielsetzung hier-
bei war es, zu eruieren, ob Kontaminationgefahren bestehen, wo diese liegen sowie
Losungsvorschlage zur Verminderung derselben zu unterbreiten. Des Weiteren sollte
durch die Anwendung verschiedener kultureller Nachweismethoden die Verfahrens-

kombination ermittelt werden, welche die hdchste Nachweisrate erbringt.
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LITERATUR

1 Yersinia enterocolitica

1.1 Historie

Die Gattung Yersinia ist nach Alexandre Jean Emil Yersin (1863 — 1943) benannt,

einem in der Schweiz geborenen und in Paris ausgebildeten Mediziner und Bakterio-
logen. Die meiste Zeit seines Lebens verbrachte er in Slidostasien. Als Angehdriger
des franzosischen Medizin-Korps fur Forschungsarbeiten nach Hongkong abgeordert
(NAKTIN und BEAVIS 1999), entdeckte er 1894 den Erreger der Pest, Yersinia (Y.)
pestis (MOLLARET und BROSSOLLET 1987; ROLLE und MAYR 1993).

Die erste Erwahnung in der Literatur fand der spater als Yersinia enterocolitica be-
zeichnete Erreger im Jahre 1934 durch MCIVER und PIKE. Sie beschrieben unter dem
Namen Flavobacterium pseudomallei einen kleinen, gramnegativen, kokkoiden Erre-
ger, den sie aus zwei Facialabszessen eines Landwirtes isoliert hatten (BOTTONE
1997). Funf Jahre spater, 1939, beschrieben SCHLEIFSTEIN und COLEMAN funf Patien-
ten, von denen ein bewegliches, gramnegatives Stabchen mit bipolarer Anfarbarkeit
isoliert worden war. Die klinischen Erscheinungen wurden als Enterocolitis und

Weichteilinfektion beschrieben (NAKTIN und BEAVIS 1999).

Die zunachst bestehende Unsicherheit in der Systematik wurde auch in der Nomen-
klatur deutlich: Das Bakterium erhielt zunachst verschiedene Bezeichnungen, ein-
schliel3lich Bacterium enterocolitica und Pasteurella X, die Gattung Yersinia wurde
1944 schlielBlich von VAN LOGHEM vorgeschlagen. Mitte der 60-iger Jahre wurde
Pasteurella X als Yersinia klassifiziert, als FREDERIKSEN den Namen Yersinia entero-

colitica vorschlug (NAKTIN und BEAvIS 1999).
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1.2 Systematik

Yersinien besitzen die typischen Eigenschaften der Familie Enterobacteriaceae.

Sie sind gram-negative, oxidase-negative, peritrich begeillelte, kapsellose Stabchen,
mit einer durchschnittichen Lange von 1 bis 3 um und einer Breite von 0,5 bis
0,8 um. Geildeln werden bei Temperaturen unter +30°C ausgebildet (CovER und A-
BER 1989; SCHIEMANN 1989; ALEKSIC und BOCKEMUHL 1990; HEESEMANN 1994; Bo-
CKEMUHL 1999). Das Wachstum ist aerob oder fakultativ anaerob bei Temperaturen
zwischen 0°C (psychrotolerant) und +45°C, optimal bei ca. +30°C. An die Nahrbéden

werden keine besonderen Anspriche gestellt (DEDIE et al. 1993).

Zum Genus Yersinia gehoren derzeit 11 verschiedene Species:

- Yersinia pestis

- Yersinia pseudotuberculosis
- Yersinia enterocolitica

- Yersinia frederiksenii

- Yersinia intermedia

- Yersinia kristensenii

- Yersinia rohdei

- Yersinia aldovae

- Yersinia mollaretii

- Yersinia bercovieri

- Yersinia ruckeri

Klinisch besitzen drei Species flir Mensch und Tier (Nr. 1-3) und eine Species (Nr. 4)

speziell fur Fische Bedeutung:

Yersinia pestis
Yersinia pseudotuberculosis

Yersinia enterocolitica

A0 D~

Yersinia ruckeri
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Diese Vertreter sind pathogen und somit als Krankheitserreger anzusehen (ALEKSIC
und BOCKEMUHL 1990).

1. Yersinia pestis:

Pest der Tiere:

Die Pest stellt eine unter Nagern verbreitete Zoonose dar. Die Krankheit verlauft
bei diesen Tieren septikdmisch und endet haufig todlich. Die Weiterverbreitung
erfolgt durch infizierte Flohe. Tiere, die die Krankheit Uberleben, bilden das Re-
servoir fur den Erreger (ROLLE und MAYR 1993).

Pest des Menschen:

Bis zum Mittelalter war die Pest in Asien, Afrika und Europa weit verbreitet. Unter
der Bezeichnung ,Schwarzer Tod" forderte sie unzahlige Todesopfer. Bis heute
gibt es endemische Herde in Teilen Asiens, Afrikas, Sud- und Nordamerikas. Die
Ubertragung erfolgt meist vom Tier auf den Mensch (Reservoir v.a. Ratten, Uber-
trager: Rattenfloh). Beim Menschen werden zwei Verlaufsformen unterschieden:
Die Beulenpest und die Lungenpest. Die sich bei der Beulenpest entwickelnden
Beulen heilen entweder ab, brechen nach auf3en auf oder enden in einer Septi-
kamie. Diese kann schon nach Stunden tddlich enden. Breitet sich der Erreger
uber die Blutbahn aus, besteht die Gefahr einer Lungenpest (Letalitat 100%), die,
aufgrund der Tropfcheninfektion und der damit verbundenen hohen Kontagiositat,
besondere Bedeutung hat (ROLLE und MAYR 1993).

2. Yersinia pseudotuberculosis:

Pseudotuberculose (Rodentiose):

Die Pseudotuberculose ist eine Infektionskrankheit, die vorwiegend einen subaku-
ten bis chronischen Verlauf nimmt. Sie kommt bei kleinen Nagern vor, aber auch
bei Vogeln, anderen Haus- und Zootieren. Die klinisch unauffallige Krankheit
kann nach einigen Wochen todlich enden. Die Erkrankung ist weltweit verbreitet
und auch in Europa vertreten (ROLLE und MAYR 1993).
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Pseudotuberculose des Menschen:

Die Inkubationszeit bei einer Infektion mit Y. pseudotuberculosis ist unbekannt.
Neben Fieber, Ubelkeit und Erbrechen, kommt es zu Schmerzen im rechten Un-
terbauch. Klinisch ist die Pseudoappendizitis (Bauchschmerzen und Fieber) das
haufigste Krankheitsbild. Die septisch-typhose Form tritt selten auf, ist jedoch
immer lebensbedrohlich. Die Letalitat liegt bei ca. 50 % (DEDIE et al.1993).

3. Yersinia enterocolitica:

Eine Infektion mit Y. enterocolitica fuhrt primar zu wassrigen, unter Umstanden
auch zu wassrig-blutigen Durchfallen mit kolikartigen Bauchschmerzen. Die Er-
krankung tritt bei allen Altersgruppen auf, bevorzugt aber bei Kindern und Ju-

gendlichen (FEHLHABER und JANETSCHKE 1992; DEDIE et al. 1993).

In Kapitel 4.2 bis 4.4 wird genauer auf die Symptomatik bei Mensch und Tier ein-

gegangen.

4. Yersinia ruckeri:

Y. ruckeri oder ERM-Bakterium (Enteric Redmouth Bacterium) ist ein fischpatho-
gener Krankheitserreger. Im Jahre 1950 wurde er aus Regenbogenforellen iso-
liert. Die Infektion wird vermutlich Uber das Wasser ubertragen. Ein besonderes
Problem sind asymptomatische Trager, die eine Bestandsgefahrdung darstellen.
Nach Krankheitsausbruch kommt es zu langsam zunehmenden Verlusten von
Regenbogenforellen. Damit verbunden sind hochgradige Kongestion und tiefsit-
zende Hamorrhagien im Kopfbereich. Eine Erosion des Unterkiefers, die als Fol-
ge ein rotes hamorrhagisches Ulcus hat, kann vorliegen. Des Weiteren treten

Nekrosen der Darmschleimhaut auf (ROBERTS 1985).
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1.3 Biotyp

Die Gruppe der Y. enterocolitica-Bakterien lasst sich anhand zahlreicher biochemi-
scher Reaktionen in verschiedene Biotypen einteilen (ALEKSIC und BOCKEMUHL 1990).
In Tabelle 1 ist das Biotypisierungsschema nach WAUTERS et al. (1987) dargestellt.
Zurzeit werden die Biotypen 1-5 unterschieden. Der Biotyp 1 wird in den apathoge-
nen Typ 1A und den pathogenen Typ 1B eingeteilt (ALEKSIC und BOCKEMUHL 1990).

Tab. 1: Biotypisierung von Y. enterocolitica-Stammen (nach WAUTERS et al. 1987)

Test Biotyp | Biotyp | Biotyp | Biotyp | Biotyp | Biotyp
1A 1B 2 3 4 5
Lipase (Tween-Esterase) + + - - - -
Askulin + - - - - -
Salicin + - - - - -
Indol + + (+) - - -
Xylose + + + + - %
Trehalose + + + + + -
Pyrazinamidase + - - - - -
B-Glucuronidase + - - - - -
Voges-Proskauer + + + + + (+)
Prolinpeptidase % - - - - -
Inkubation bei 28°C, 48 h
(+): schwach positive Reaktion +: positive Reaktion
v: variabel -: negative Reaktion

Die fur den Menschen pathogenen Y. enterocolitica-Stamme, gehoren in Europa zu
den Biotypen 2, 3 oder 4, in den USA zu dem Biotyp 1B (ALEKSIC und BOCKEMUHL
1990).
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1.4 Serotyp

Die Einteilung der Yersinia spp. in Serotypen erfolgt durch verschiedene Antigene.
Hierbei erlangten vor allem die O-Antigene (Oberflachenantigene) und die H-
Antigene (GeilRelantigene) diagnostische Bedeutung. Die O-Antigene werden dabei
mit Zahlen, die H-Antigene mit Buchstaben bezeichnet (SCHIEMANN 1989). Die O-
Gruppen sind auf derzeit 60 erweitert worden. Dabei entfallen 28 Serogruppen auf
Y. enterocolitica, zwOIf auf Y. frederiksenii, elf auf Y. intermedia und neun auf Y.
kristensenii (ALEKSIC und BOCKEMUHL 1990). In Europa zahlen zu den Erregern der
enteralen Yersiniosen die Serogruppen O:3, O:9 und 0:5,27 (ALEKSIC et al. 1988), in
den USA die Serogruppen 0:4,32, O:8, 0:13, 0:18, 0:20 und O:21 (ALEKSIC 1995).

Wahrend bestimmte O-Antigene bei verschiedenen Species vorkommen konnen,
sind H-Antigene speciesspezifisch (ALEKSIC 1995) und kdnnen aus diesem Grunde
zur direkten ldentifizierung der Yersinia-Arten herangezogen werden (ALEKSIC und
BockEMUHL 1990). Unter den O-Antigenen sind bestimmte O-Gruppen in Kombinati-
on mit verschiedenen H-Antigenen von diagnostischer Bedeutung, da sie auf unter-
schiedlichen Kontinenten als Krankheitserreger bei Mensch und Tier auftreten (ALEK-
sic und BOCKEMUHL 1987, 1990). Bis heute konnten mindestens 18 H-Faktoren bei
Y. enterocolitica, elf bei Y. frederiksenii, sechs bei Y. intermedia und neun bei
Y. kristensenii abgegrenzt werden. Durch die Kombination der 44 H-Antigenfaktoren
mit den 60 O-Serogruppen kann man mindestens 214 Serotypen unterscheiden (A-
LEKSIC und BOCKEMUHL 1990).

Tabelle 2 (S. 8) gibt einen Uberblick Uber die verschiedenen Antigenkombinationen,
die zugehdrigen Biotypen, die Herkunft und das Vorkommen humanpathogener

Y. enterocolitica-Stamme.
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Tab. 2: O- und H-Antigene, Biotypzugeharigkeit, Herkunft und geographische Ver-

breitung humanpathogener Y. enterocolica-Stamme (nach ALEKSIC und

BOCKEMUHL 1990)

O-Antigene | H-Antigene | Biotyp Herkunft Vorkommen
1,2,3 a,b,c Chinchilla Europa, USA
2,3 b, c Hase, Ziege, Europa
Kaninchen, Affe
3 a,b,c 4 Mensch, Schwein Europa, Sudafrika
a,b,cv Hund, Katze, Ratte Kanada, Japan, USA
a, c Siddamerika, Austra-
lien
c 4 Mensch, Schwein, Deutschland, Norwe-
Hlhnerfleisch gen
4,32 b, e, fi 1B Mensch, Lebensmittel | USA
5,27 a,b,c 2 oder 3 |Mensch, Hund, Affe, |Deutschland, Nieder-
Wildtiere, Milch lande
b, c 2 oder 3 | Milchprodukte, Ober- | USA, Kanada, Japan,
flachenwasser Australien
8 b, e, fi 1B Mensch, Schwein USA
b,e f i v Milch, Milchprodukte, |Kanada, (ltalien),
Trinkwasser (Niederlande)
9 a, b 2 Mensch, Schwein Europa
a,b,c selten Hund, Katze Japan
a,b,cv 3 Ratte
a,c
13 a,b,i 1B Mensch, Affe, Milch USA
18 b, e fi 1B Mensch USA
20 b,ef,i 1B Mensch, Hund, Ratte |USA
21 b, e fi 1B Mensch USA

Zur Bestimmung des Serotyps sind zwischenzeitlich kommerzielle Testsets erhaltlich,

die auf einer Agglutinationsreaktion basieren.




LITERATUR Yersinia enterocolitica

1.5 Pathogenitat

Bei den Yersinien lassen sich plasmid- und chromosomal-kodierte Pathogenitatsfak-
toren unterscheiden (HEESEMANN 1990). Tabelle 3 (S. 11) fasst diese Faktoren zu-

sammen.

1.5.1 Plasmid-kodierte Pathogenitat

Die fir den Menschen pathogenen Yersinien (Biotyp 1B-5) tragen alle ein ca. 70 Ki-

lobasen grofRes Virulenzplasmid (DEDIE et al. 1993; KWAGA und IVERSEN 1993; HEE-

SEMANN 1990). Dieses Virulenzplasmid (pYV) kodiert fur die Produktion l6slicher Po-
lypeptide, die als ,yersinia outer proteins” bzw. als Yops bezeichnet werden. Die Auf-
gaben dieser Polypetide sind u.a. Phagozytoseresistenz, Serumresistenz und zytoto-
xische Funktionen (DEDIE et al. 1993; HEESEMANN 1990). Die Produktion der Yops
wird durch eine 20 kb umfassende Region des pYV reguliert und umfasst vier Loci,
die mit Vir A, Vir B, Vir C und Vir F bezeichnet werden. Vir F scheint hierbei der
Schlusselaktivator flr die Yop Gene zu sein. Die Yops sind nicht an die Membran
gebunden, sondern konnen in das Kulturmedium abgegeben werden (KWAGA und
IVERSEN 1993).

Neben den oben genannten sezernierten Proteinen wurden auch zwei plasmid-
kodierte aullere Membranproteine identifiziert. Das eine, ein fibrillares Protein mit
einer Grofde von ca. 200 kd, wird als ,Yersinia adhesin A“ oder Yad A bezeichnet. Es
bildet dimere und tetramere Fibrillen und ist als wichtiger Pathogenitatsfaktor anzu-
sehen. Seine Ausschaltung fuhrt zur Reduktion der Virulenz im Mausmodell, zum
Verlust der Phagozytoseresistenz und zum Verlust der Uberlebensfahigkeit im Se-
rum (HEESEMANN 1990). Das zweite plasmid-kodierte Membranprotein ist ein 20 kd
groRes Lipoprotein. Seine pathogene Bedeutung ist jedoch nicht nachgewiesen
(HEESEMANN 1990). Alle oben aufgefuhrten Polypeptide werden nur bei +37°C im cal-
ciumfreien Milieu gebildet (BOTTONE 1997; DEDIE et al. 1993; HEESEMANN 1990).



LITERATUR Yersinia enterocolitica

1.5.2 Chromosomal-kodierte Pathogenitat

Als ein chromosomal determinierter Faktor wurde u.a. das Invasin identifiziert. Dabei
handelt es sich um ein ca. 100 kd groles aulleres Membranprotein, welches von
allen enteropathogenen Yersinien exprimiert wird. Das inv-Gen konnte zwar auch bei
nichtpathogenen Y. enterocolitica-Stammen nachgewiesen werden, allerdings han-
delte es sich hier um ein nicht funktionstichtiges Gen. Das Invasin bindet spezifisch
an Integrin, ein Zelladhasionsprotein, wodurch ein phagozytotischer Prozess indu-
ziert wird. Die pathogenetische Bedeutung des Invasins wird jedoch aus zwei Grun-
den angezweifelt: zum einen findet eine signifikante Transkription nur bei Temperatu-
ren unter +30°C statt, zum anderen fuhrt eine Ausschaltung des inv-Gens nicht zur
Verminderung der Virulenz. Als ein Gen, das ebenfalls fur Zelladharenz und Invasivi-
tat kodiert, wurde das ail (attachment-invasive-locus)-Gen, beschrieben. Dieses Gen
konnte bei pathogenen Y. enterocolitica nachgewiesen werden und wird bei +37°C

transkribiert (HEESEMANN 1990).

Das yst-Gen kodiert flr ein hitzestabiles Enterotoxin (GRANT 1998; HEESEMANN
1990). Ahnlich dem inv-Gen handelt es sich um eine temperaturabhéngige Expressi-
on (HEESEMANN 1990). Die Rolle des Toxins bei der Pathogenitat wurde schnell in
Frage gestellt, da es nur bei Temperaturen unter +30°C exprimiert wird — also nicht
im Darmlumen (CovVeR et al. 1989) — und sowohl bei pathogenen als auch bei a-
pathogenen Stammen gefunden wurde (DEDIE et al. 1993; SCHIEMANN 1989). Ein e-
benfalls chromosomal-kodierter Faktor ist das Eisenaufnahmesystem der Yersinien.
Bei Fyu A handelt es sich um einen membranstandigen Rezeptor fir die Aufnahme
von Eisen (DEDIE et al. 1993; HEESEMANN 1990). Ferner ist die Lipopolysaccha-
ridstruktur (LPS-Struktur) der Yersinien chromosomal determiniert (HEESEMANN
1990). Die LPS spielen eine wichtige Rolle bei der reaktiven Arthritis — die Antikor-
per-Antwort ist meistens gegen die LPS gerichtet (DI GENARO 2000) — auf’erdem
kénnen sie, abhangig von der Temperatur, ihre Struktur verandern (BOTTONE 1997).
Der Urea-Gen-Komplex ist ebenfalls chromosomal-kodiert (GRANT 1998).
Y. enterocolitica gehort zu den ureasepositiven Bakterien. Dieses Enzym katalysiert
die Hydrolyse von Harnstoff zu Ammoniak und Carbamat. Durch eine weitere Reak-
tion entsteht nochmals ein Molekidl Ammoniak und Carbonsaure. Durch die Alkalisie-

rung des Magensaftes wird den Yersinien die Magenpassage erleichtert. Des Weite-
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ren spielt die Urease auch eine Rolle bei der reaktiven Arthritis (DE KONING-WARD et
al. 1994).

Tab. 3: Plasmid- und chromosomal-kodierte Pathogenitatsfaktoren in Abhangigkeit

von der Temperatur (nach BOTTONE 1997)

L . Expression bei
Lokalisation Eigenschaft
+37°C +24°C
Chromosom | Struktur der Lipopoly- kurzkettig langkettig
saccharide (Kolonieform) | (rauh) (glatt)
Zellmorphologie pleomorph kokkoid
Phagozytenbindung schwach stark
Geildeln nein ja
Invasin (inv) gering stark
attachment invasion stark gering
locus (ail)
Enterotoxin nein ja
Yersiniabactin ja nein
Plasmid Membranproteine ja nein
Hydrophobizitat der Zell- | ja nein
oberflachen
Kalziumabhangigkeit des | ja nein
Wachstums
Autoagglutination ja nein
Phagozytoseresistenz ja nein
Makrophagenresistenz gut schlecht
Resistenz gegen ja nein
Serumbakterizide

11
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2 Nachweismethoden fiir Yersinia enterocolitica

Bei dem Nachweis von Yersinien wird in der Literatur meist eine Kombination ver-
schiedener Verfahren empfohlen (ALDOVA et al. 1990). Welche Methode bzw. welche
Kombination von Methoden angewandt wird, ist abhangig vom vorliegenden Pro-
benmaterial und dem Grad der Kontamination (ALEKSIC und BOCKEMUHL 1990). Eine
amtliche Methode nach § 35 Lebensmittel- und Bedarfsgegenstandegesetz (LMBG)
gibt es fur den Yersinien-Nachweis nicht. Im Folgenden sollen Nachweisverfahren
besprochen werden, die von verschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben oder emp-
fohlen wurden (BOCKEMUHL 1999).

2.1 Anreicherungsverfahren

Einen Uberblick tiber die verschiedenen Anreicherungsmedien gibt Tabelle 4 (S. 13).

Eine Form der Anreicherung ist die Kalteanreicherung. Bei ihr hat man sich die

psychrotrophe Natur von Y. enterocolitica zu Nutze gemacht (SCHIEMANN 1989). Sie
erfolgt meist in 0,15 molarer phosphatgepufferter Kochsalzlésung uber eine Dauer
von 14 oder mehr Tagen bei +4°C (SCHIEMANN 1989; ALEKSIC und BOCKEMUHL 1990;
DeDIE et al. 1993). Das Prinzip beruht darauf, dass durch die niedrigen Temperaturen
das Wachstum der Begleitflora verlangsamt wird, nicht aber das der Yersinien. An-
wendung findet diese Methode beispielsweise beim Nachweis des Erregers aus dem
Stuhl von Rekonvaleszenten oder symptomlosen Tragern, da durch die Kalteanrei-
cherung die lIsolationshaufigkeit von pathogenen Serovaren zunimmt (SCHIEMANN
1989).

Als die erfolgreichsten selektiven Anreicherungsbouillons werden das modifizierte
Rappaport-Medium (MRB) (NCFA 1996) und das Irgasan-Ticarcillin-Kaliumchlorat-
Medium (ITC) (ISO/DIS 10273 1994) beschrieben. Sie zeigen die hochste Selektivitat
fur die Serovare 0:3 und 0:9 und konnen bei stark kontaminiertem Untersuchungs-

material verwendet werden (ALEKSIC und BOCKEMUHL 1990). Die Uberlegenheit von
MRB und ITC gegenuber der Kalteanreicherung ergibt sich aus den darin enthalte-

nen selektiven Substanzen (WAUTERS et al. 1988).

12
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Tab. 4: Zusammenstellung verschiedener Anreicherungsmedien

Anreicherungsmedien Quelle
Trypton-Soja-Bouillon SCHIEMANN 1989
Modifiziertes Rappaport-Medium SCHIEMANN 1989

WAUTERS 1988

ALEKSIC und BOCKEMUHL 1990
DEDIE et al. 1993

WEBER 1982

Galle-Oxalat-Sorbose-Bouillon SCHIEMANN 1989
SCHIEMANN 1982

Irgasan-Ticarcillin-Kaliumchlorat ALEKSIC und BOCKEMUHL 1990
DEDIE et al. 1993
WAUTERS et al. 1988

Hirn-Herz-Bouillon GRANT et al. 1998
FUKUSHIMA 1986

2.2 KOH-Behandlung

Die von AuLisio et al. (1980) publizierte Alkalibehandlung der Anreicherungskultur
wirkt ebenfalls hemmend auf die Begleitflora. Hierbei werden 0,5 ml der inkubierten
Anreicherungskultur mit 0,25-0,5%iger Kalilauge gemischt und nach 20 Sekunden
auf festen Selektivhahrboden ausgestrichen. SCHIEMANN (1989) bezeichnete jedoch

die hieraus gewonnenen Ergebnisse zum Teil als ent-, zum Teil als ermutigend.

2.3 Isolierung auf festen Nahrmedien

Die ersten Nahrboden fur die Isolierung von Y. enterocolitica waren von den bereits
bekannten Enterobacteriaceae-Agars abgeleitet (SCHIEMANN 1989). Dabei handelte
es sich zum Beispiel um Salmonella-Shigella-Agar (SSA), MacConkey (SCHIEMANN
1980; ALEKSIC und BOCKEMUHL 1990; DEDIE et al. 1993; HEESEMANN 1994), Deoxy-
cholat-Citrat-Lactose (DCL) (SCHIEMANN 1989; BOCKEMUHL 1999) und Xylose-Lysin-
Deoxycholat (XLD) (SCHIEMANN 1989). Tabelle 5 (S. 15) soll einen Uberblick lber die

verschiedenen Selektivnahrmedien geben. Im Laufe der Yersinien-Forschung ver-
13
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suchte man, diese bereits existierenden Agars zu modifizieren, das heif’t, ihnen Se-
lektivitat fur Yersinien zu verleihen. Daneben wurden einige wenige speziell fur die
Isolierung von Y. enterocolitica entwickelt. Hierzu gehort auch der Cefsulodin-

Irgasan-Novobiocin (CIN)-Agar. Dieser hat sich als die beste Alternative bei dem

Nachweis von Yersinien aus Stuhl- und aus Lebensmittelproben erwiesen. Aufgrund
der enthaltenen Antibiotika ist er selektiv, liefert ein gutes Koloniewachstum innerhalb
von 18-24 Stunden bei +32°C und die darauf wachsenden Kolonien zeigen ein typi-
sches Wachstum (ScHIEMANN 1989). Die pathogenen Isolate sind <1 mm grol3, be-
sitzen ein rotes Zentrum und einen klaren farblosen Rand, das sog. ,Kuhauge® oder
,oulleye” (BOCKEMUHL 1999; SCHIEMANN 1989). FUKUSHIMA et al. (1987a) entwickelten
den Virulent-Yersinia enterocolitica-Agar (VYE). Zusatzlich zu Cefsulodin und Irga-
san enthalt dieser Agar Josamycin, Oleandomycin und Asculin. Nach einer Bebri-
tungsdauer von 1-2 Tagen bei +32°C zeigen pathogene Stamme ein Wachstum von
roten Kolonien, die apathogenen Stdmme wachsen aufgrund der Asculinhydrolyse

als dunkle Kolonien.

14
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Tab. 5: Verschiedene Selektivnahrmedien, deren Bebrutungstemperatur und -dauer

Medien Temperatur Zeit Quelle
Cefsulodin-Irgasan-Novobiocin-Agar 32°C 24 h SCHIEMANN 1989
Cellobiose-Arginin-Lysin-Agar 25°C 40 h DUDLEA und SHOTTS 1979
Desoxyribonuclease-Agar mit Sorbit 25°C 48 h LEE 1977
und Tween 80
Natriumdesoxycholat-Citrat-Mannit- 25°C 48 h SAARI und JANSEN 1979
Agar
MacConkey-Agar mit Tween 80 25°C 48 h LEE 1977
SSDC-Agar 25-29°C 48 h WAUTERS 1973
VYE-Agar 32°C 24 h FUKUSHIMA 1987a
Wismut-Sulfit-Agar 25°C 3-5d HANNA et al. 1977
"Y" Medium 29°C 48 h SOLTESZ et al. 1980

2.4 Biochemische und serologische ldentifizierung von Y. enterocolitica

FUr eine weitere Identifizierung von Y. enterocolitica werden in der Literatur Kligler-
Eisen-Agar (KIA) (SCHIEMANN 1989; ALEKSIC und BOCKMUHL 1990; DEDIE et al. 1993)
und Christensen’s Urea-Agar beschrieben (SCHIEMANN 1989). Mittels Kligler-Agar,
bei dem es sich um einen Eisen-Il haltigen Nahrboden handelt, werden verdachtige
Kolonien auf Harnstoff-Hydrolyse (positiv), Beweglichkeit bei +22 bis +28°C (positiv)
und +37°C (negativ) vorgepruft und im Anschluss daran weiter differenziert (DEDIE et
al. 1993). Mittels Christensen’s Urea Agar wird die Hydrolyse von Harnstoff beurteilt,
wobei es zu einem Farbumschlag aufgrund des enthaltenen Indikators kommt
(BAUMGART 1993). Zwischenzeitlich existieren auch spezielle Testsysteme fur
Y. enterocolitica. Dazu gehoren unter anderem API 20E, APl Rapid 32 DIE und Mic-
ronaut (NEUBAUER 2000). Eine positive Identifikationsrate von 93% kann mit dem API
20E erreicht werden, wenn bei +28°C anstatt bei +37°C inkubiert wird (ARCHER et al.
1987).
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2.5 Pathogenitatstests

Wie bereits erwahnt beruht die Pathogenitat von Y. enterocolitica entweder auf
chromosomal- oder auf plasmid-kodierten Faktoren (HEESEMANN 1990). Zu den
plasmidabhangigen Faktoren gehoren u.a. das calciumabhangige Wachstum bei
+37°C, die Kongorot-Bindungsfahigkeit bei +37°C (SCHIEMANN 1989), die Serumre-
sistenz (DEDIE et al. 1993) und die Autoagglutination (SCHIEMANN 1989; DEDIE et al.
1993). Die zwei zuerst genannten Eigenschaften koénnen mittels  Kongorot-
Magnesium-Oxalat (CRMOX)-Agar uberpruft werden. Dieser enthalt Kongorot, Mag-
nesium und Oxalat und wird 48 h bei +37°C inkubiert. Liegt ein plasmidtragender
Stamm vor, wird Kongorot aufgenommen, was eine dunkelorange-rote Farbung der
Kolonien bewirkt. Da aber kein bzw. sehr wenig Calcium vorhanden ist, wachsen nur
sehr kleine Kolonien. Die von den plasmidpositiven Stammen produzierten Outer-
Membrane-Proteine vermitteln die Fahigkeit zur Autoagglutination (SCHIEMANN 1989).
Um diese zu bestimmen, werden die zu untersuchenden Yersinien-Stamme in einer
Bouillon nach Clark und Lubs (HALLMANN 1953) inkubiert. Eine negative Reaktion
wird durch eine gleichmaRige Trubung angezeigt, eine positive Reaktion durch eine
Verklumpung des Niederschlags und dessen Absenkung auf den Boden. Die Serum-
resistenz kann z.B. mit Hilfe von Pferdeserum getestet werden. Dazu wird das zu
untersuchende Material auf eine Dextrose-Platte Gbertragen und anschlielRend Pfer-
deserum aufgetragen. Zur Kontrolle wird der Test auch mit inaktiviertem Serum
durchgefuhrt. Ein ungestortes Wachstum im Bereich des nicht inaktivierten Serums

zeigt einen serumresistenten Stamm an (KERBER 1997).

Die Untersuchungen auf die chromosomal-kodierten Pathogenitatsfaktoren werden
zum Teil durch die im Rahmen der Biotypisierung durchgefuhrten Untersuchungen
abgedeckt. In der Literatur wird der Nachweis mittels Salicin-Fermentation, Asculin-
Hydrolyse und Pyrazinamidase-Aktivitat als schnelle und einfache Methode angege-
ben (CHIESA et al. 1993). Bei pathogenen Isolaten fallt der Pyrazinamidasenachweis
negativ aus, Asculin kann nicht hydrolysiert werden und bei +25°C findet keine Sali-
cin-Fermentation statt (BOTTONE 1997).
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2.6 Serologische Nachweisverfahren

Antikorper gegen Antigene von Y. enterocolitica treten ca. sieben Tage nach einer
Erkrankung auf. Dabei werden haufig die Antigene O:3, 0:5,27, O:9 und O:8 nach-
gewiesen (ALEKSIC und BOCKEMUHL 1990). Zu deren Nachweis hat sich die Lang-
samagglutination (Widal-Reaktion) als brauchbar erwiesen (KRAuss 1997, DEDIE et
al. 1993, HEESEMANN und KARCH 1995). Fur die wichtigsten europaischen pathoge-
nen O-Antigene existieren Agglutinationsseren (NEUBAUER 2001c). Zunehmend wird
fur die serologische Diagnostik aber auch der ELISA und der Immunoblot verwendet
(KRAUSS 1997; DEDIE et al. 1993; HEESEMANN und KARCH 1995). Dabei wird der Im-
munoblot als ein der Widal-Reaktion in der Sensitivitdt und Spezifitat Gberlegener

Test beschrieben (NEUBAUER 2001c¢).

2.7 Standardisierte Nachweisverfahren

Der Versuch, einen normierten Untersuchungsgang zur Isolierung von pathogenen
Y. enterocolitica-Stammen fur Nahrungs- und Futtermittel zu etablieren, flhrte zu
dem Internationalen Standard 1SO 10273. In Abbildung 1 (S. 18) und Tabelle 6
(S. 19) ist das Vorgehen nach der ISO 10273-Methode dargestellt.

Eine weitere Referenzmethode ist die Methode des Nordic Committee On Food Ana-

lysis (des Nordischen Komitees fur Lebensmitteluntersuchung — NCFA). Der Unter-
suchungsgang wurde speziell fir pathogene Y. enterocolitica, die in Europa vor-
kommen, entwickelt. Das Prinzip des NCFA ist eine Kombination von selektiver An-
reicherung, Kalteanreicherung und Subkultivierung auf Selektivagar (NCFA 1996).
Der Unterschied zur ISO 10273 besteht in dem selektiven Anreicherungsmedium:
Wahrend bei der ISO-Methode Irgasan-Ticarcillin-Kaliumchlorat (ITC) verwendet
wird, wird hier modifizierte Rappaport Bouillon (MRB) genutzt. Zusatzlich beinhaltet

die ISO-Methode keine Kalteanreicherung.
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Abb. 1: Internationales Standardverfahren (ISO 10273) zum Nachweis pathogener

Y. enterocolitica

Untersuchungsmaterial

Verdinnung 1:10 Verdinnung 1:100
PBS-Anreicherung ITC-Anreicherung
(Inkubation bei + 22-25°C fir (Inkubation bei +25°C fiir 2 d)

2-3 d mit Bewegung oder fir 5 d

ohne Bewegung)

\>

Laugenbehandlung
(4,5 ml KOH (0,25%ig) fiir 20 s)

v
v

CIN-Agar CIN-Agar SSDC-Agar
(Inkubation bei +30°C flr 24 h)  (Inkubation bei +30°C flir 24 h)  (Inkubation bei +30°C flr

\ v 24-48 h)
je 5 typische Kolonien 4/

v

Reinigen auf Standard Il-Agar,
Inkubation bei +30°C fir 24 h

Biochemische Tests

v

Pathogenitatstests

PBS: Phosphate-Bile-Sorbitol Buffer

ITC: Irgasan-Ticarcillin-Kaliumchlorat

CIN: Cefsulodin-Irgasan-Novobiocin

SSDC: Salmonella-Shigella-Desoxycholate-Calcium-Chlorate-Agar
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Tab. 6: Reaktionsergebnisse diagnostischer Tests von pathogenen Y.enterocolitica
gemald 1ISO 10273

Testsystem Reaktion Ergebnis

Biochemische Urease +

Verdachtstests Tryptophandesaminase -
Glukose +

Gasbildung aus Glukose -
Laktose -
Hydrogensulfit -

Oxidase -

Biochemische Lysindecarboxylase -
Bestatigungstests | Ornithindecarboxylase +
Saccharose -
Rhamnose -
Citrat -
Pathogenitatstests | Salicin -
Askulin -

Pyrazinamidase -

kalziumabhangiges
Wachstum bei +37 °C +

Wie anhand des Untersuchungsschemata leicht ersichtlich ist, ist die Durchfihrung
aufgrund der zahlreichen Einzeltests sehr arbeits- und zeitaufwendig. Sie stellt aber

eine wertvolle Methodensammlung dar (NEUBAUER 2001c).
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2.8 Moderne Nachweisverfahren

2.8.1 PCR

Basierend auf der Polymerasekettenreaktion (PCR), ist die Detektion von spezifi-
schen Genen verschiedener Virulenzfaktoren moglich. Dabei kann es sich sowohl
um plasmid-kodierte Gene, als auch um chromosomal-kodierte Gene handeln (NEuU-
BAUER et al. 2001c). Mit dieser Methode kénnen selbst kleinste Mengen DNA nach-
gewiesen werden, was zu einer hoheren Empfindlichkeit fihrt. FREDRIKSSON-AHOMAA
et al. (1999) zeigten beispielsweise, dass bei Untersuchungen von Hackfleisch mit
PCR die Pravalenz von yad A-positiven Y. enterocolitica deutlich hoher war als bei

Untersuchungen mit kulturellen Methoden.

2.8.2 DNA-Hybridisierung

Mit der Methode der Nukleinsaure-Hybridisierung kdnnen pathogene Y. enterocolitica
direkt, ohne vorherige Anreicherung oder Anzichtung in Reinkulturen, identifiziert
werden. Fur die Durchfihrung wird ein Filter auf einen herkdmmlichen selektiven
Nahrboden aufgelegt und die Bakterien angezichtet. Durch eine gezielte chemische
Behandlung wird die DNA aus dem Zellkern freigesetzt und im Anschluss die
Y. enterocolitica-Sonde aufgebracht. Bei der folgenden Hybridisierung bindet die
DNA-Sonde an ihr komplementares Gegenstlck (HiLL 1983).
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3 Lebensmittelhygienische Bedeutung von Yersinia enterocolitica

3.1 Vorkommen von Y. enterocolitica in Lebensmitteln

3.1.1 Vorkommen in Fleisch und Fleischerzeugnissen

Lebensmittelinfektionen und -intoxikationen des Menschen werden in einem wesent-
lichen Umfang durch Fleisch und Fleischerzeugnisse verursacht, wobei Schweine-
fleisch sehr haufig in das Kontaminationsgeschehen involviert ist. Besondere Gefahr
geht dabei vom Verzehr von rohen Produkten wie Hackfleisch, aber auch von ande-

ren Rohfleischerzeugnissen aus (HARTUNG 1996).

Rohe Schweinefleischprodukte sind umfassend auf das Vorhandensein von
Y. enterocolitica untersucht worden (DOYLE et al. 1981; DE BOER und Nouws 1991;
DE BOER 1995; FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 1999, 2001d). Die Nachweisrate patho-
gener Y. enterocolitica in rohnem Schweinefleisch war dabei, mit Ausnahme von
Schweinezungen und -innereien, gering (DOYLE et al. 1981; BULTE et al. 1991; DE
BOER 1995; FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 1999, 2001d), die Pravalenz von
Y. enterocolitica des Bioserotyps 4/0:3 in Hackfleisch, fur welches Kopffleisch und
Tonsillen verwendet wurden, war jedoch hoch (TAUXE et al. 1987). Rind- und Ham-
melfleisch sowie Geflugelprodukte wurden ebenfalls auf Y. enterocolitica untersucht
(DE BOER 1994, 1995; KARIB und SEEGER 1994; KHARE et al. 1996; FREDRIKSSON-
AHOMAA et al. 2001d). In diesen Studien konnten nur apathogene Stamme nachge-
wiesen. FUKUSHIMA et al. (1997) berichteten Uber pathogene Y. enterocolitica in Rind-
und Geflugelfleisch. Als wahrscheinliche Ursache hierflr ist die Kreuzkontamination
durch Schweinefleisch anzusehen, da pathogene Y. enterocolitica nur sehr selten bei

Rind und Geflugel nachgewiesen werden konnten (FUKUSHIMA et al. 1997).

KHALAFALLA et al. (1995) untersuchten Fleischfertiggerichte auf das Vorkommen von
Y. enterocolitica und kamen zu dem Ergebnis, dass haufig eine Rekontamination der
Gerichte, zum Beispiel durch andere rohe Lebensmittel, durch Mitarbeiter in Le-
bensmittelbetrieben, durch falsche Temperatur- und Luftfeuchtigkeitsbedingungen

als Ursache anzusehen ist.
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Bei Untersuchungen von frischer Rohwurst durch KLEEMANN und BERGANN (1994),
konnten zwar in 13,4% der Proben Y. enterocolitica nachgewiesen werden, jedoch

weder der pathogene Serotyp O:3 noch O:9.

3.1.2 Vorkommen in Wasser

Auch Wasser wird als mdgliche Infektionsquelle angesehen (STENGEL 1986). Von
HIGHSMITH et al. (1977) wurden Krankheitsausbriche dokumentiert, die mit verunrei-
nigtem Wasser in Verbindung gebracht wurden. Die Kontamination des Wassers mit
Yersinien erfolgt vermutlich Gber tierische Ausscheider, wie zum Beispiel Vogel, Na-
ger und Kleinwild (STENGEL 1986). Bei den Untersuchungen von Oberflachenwasser
und Wasser aus Strallenbrunnen durch STENGEL (1986) konnte in keiner der ge-
nommenen Proben Y. enterocolitica nachgewiesen werden, dagegen wurden drei
Mal Y. intermedia und ein Mal Y. frederiksenii gefunden. Die in friheren Untersu-
chungen durch andere Forscher nachgewiesenen Yersinien fuhrte der Autor auf die
regional unterschiedliche Infektionshaufigkeit bei den tierischen Ausscheidern und
deshalb auf ein nicht regelmaRiges Vorkommen des Erregers in Wasser zurtick. Eine
Studie, die von Oktober 1988 bis Januar 1990 in Norwegen durchgefuhrt wurde, er-
gab, dass die an Gastroenteritis erkrankten Personengruppen neben nicht ausrei-
chend erhitztem Schweinefleisch und Wursten zum Teil auch unbehandeltes Wasser

konsumiert hatten (OSTROFF et al. 1994).

3.1.3 Vorkommen in Milch und Milchprodukten

Trotz Vorliegen einiger Berichte von Y. enterocolitica beim Rind, geht man davon
aus, dass diese Species kein Reservoir fur den Erreger darstellt. Nur selten werden
pathogene Serovare in Rohmilch gefunden. Es wird davon ausgegangen, dass Milch
nachtraglich durch andere Quellen, wie z.B. Schweine, menschliche Ausscheider
oder Wasser kontaminiert wird. Die Ursache groRerer Ausbriche, die zum Beispiel in
den USA vorkamen, ist in rekontaminierter pasteurisierter Milch, Schokoladenmilch

und anderem zu suchen (BECKER 1991).
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Bei einer Untersuchung von 211 Rohmilchproben im Jahre 1999 in Ankara, wurden
acht Mal (3,79%) apathogene Y. enterocolitica und sechs Mal (2,84%) andere Yersi-
nia-Species gefunden (URAz und YUCEL 1999). In anderen Versuchen konnten bei
250 Proben von pasteurisierter Milch und 50 Rohmilchproben Y. intermedia und Y.
frederiksenii nachgewiesen werden, Y. enterocolitica jedoch nicht (PADHILA et al.
2001).

3.1.4 Vorkommen in Fischen und Fischprodukten

Von LOTSCH et al. (1986) wurden Untersuchungen an Fischen und Fischprodukten
durchgefuhrt. In den untersuchten SuRwasserfischen konnten zwar Y. enterocolitica
nachgewiesen werden, jedoch gehorten sie den apathogenen Serotypen O:6 und
O:5 an. Bei den aus Fischsalatproben isolierten Y. enterocolitica handelte es sich um
die Serotypen O:10 und O:7, 8. Gleiches wurde von FREDRIKSSON-AHOMAA et al.
(2001d) und PULLELA et al. (1998) bestatigt. Hier wurden ebenfalls keine pathogenen
Y. enterocolitica in Fischen nachgewiesen.

3.2 Ubertragungswege

In der Literatur wird eine Infektion mit Y. enterocolitica meist als ,food-borne®, also
als eine Uber die Nahrung erfolgte Infektion, bezeichnet (ScCHIEMANN 1982; KAPPERUD
1991). Die oral-alimentare Infektion durch kontaminierte Lebensmittel erfolgt meist
durch den Verzehr von rohnem Schweinefleisch (TAUXE et al. 1987; ALEKSIC und Bo-
CKEMUHL 1990; FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 2001b), ist aber auch Uber Milchproduk-
te, Trinkwasser und andere Lebensmittel moglich (ALEKSIC und BOCKEMUHL 1990). In
Tabelle 7 (S. 24) sind Krankheitsausbriche im Zusammenhang mit dem Land, dem
Monat, der Anzahl der Falle, der vermuteten Ursache und dem Serotyp zusammen-
gestellt. Bisher gelang es allerdings ausgesprochen selten, den ursachlichen Zu-
sammenhang zwischen der menschlichen Erkrankung und dem kontaminierten Le-

bensmittel herzustellen (SCHIEMANN et al. 1989).
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Tab. 7: Y. enterocolitica bedingte Krankheitsausbriiche aufgegliedert nach Land,

Monat, Anzahl der Falle vermuteter Ursache und Serotyp (nach CovER und

ABER 1989)
Ort Monat Anzahl der Ursache Serotyp
Falle

Finnland April 7 Krankenhauspatient |0:9
North Carolina | April 16 Hund 0:8
Kanada April 138 rohe Milch (?) 05, 27
New York September 38 Schokoladenmilch 0:8
Japan April 1051 Milch 0:3
Neufundland | Juli 9 Krankenhauspatient |O:5
New York Juli 159 Trockenmilch 0O:8
Washington Dezember 50 Tofu, Quellwasser 0:8
Pennsylvania |Februar 16 Bohnen 0:8
Stdamerika Juni 172 pasteurisierte Milch 0:13a, 13b
Tschechien September 15 nicht identifiziert 0:3
Japan Januar 189 nicht identifiziert 0O:3
Japan Juli 544 nicht identifiziert 0:3
Japan Juli 198 nicht identifiziert 0:3
Japan April 296 nicht identifiziert 0O:3
Japan Juni 145 nicht identifiziert 0:3
Japan Januar 6 nicht identifiziert 0:3
Japan November 184 nicht identifiziert 0:3
Japan Mai 641 nicht identifiziert 0:3
Japan Juni 102 nicht identifiziert 0:3
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4 Bedeutung von Yersinia enterocolitica fur Mensch und Tier

4.1 Geographische Verbreitung

Y. enterocolitica findet man in den gemafigten und subtropischen Klimazonen Euro-
pas, Nord- und Stdamerikas, Nord- und Ostasiens. In Australien und Sudafrika trifft
man den Erreger vor allem in den kuhleren Jahreszeiten an (KAPPERUD 1981; DEDIE
et al. 1993).

4.2 Y. enterocolitica beim Tier

Beim Rind:

Rinder kénnen Trager pathogener Y. enterocolitica-Isolate sein und diese mit dem
Stuhl ausscheiden. Vorherrschend scheint dabei der Serotyp O:9, Biotyp 2 oder 3 zu
sein (ALEKSIC und BOCKEMUHL 1996). Bei experimenteller Infektion von Jungtieren
kann es zu intermittierenden Durchfallen, Hyperplasie der Peyerschen Platten und
der entsprechenden Darmlymphknoten kommen (GARIN-BASTUJI et al. 1999). Als sel-
tene Komplikationen wurden Mastitiden, mesenteriale Lymphadenitiden und Aborte
beschrieben. Bei Untersuchungen von NATTERMANN et al. (1986) wurden bei 11% der
untersuchten Aborte von Rindern Y. enterocolitica nachgewiesen. Eine potentielle
Gefahr der Kontamination von Schlachttierkdrpern scheint daher gegeben, jedoch
wurden bei Untersuchung von Kot- und Tonsillenproben durch BUCHER et al. (2001)

am Munchener Schlacht- und Viehhof keine pathogenen Yersinien nachgewiesen.

Bei kleinen Wiederkauern:

In Europa tritt bei Schaf und Ziege Uberwiegend der pathogene Y. enterocolitica-Typ
0:2, 3 Biotyp 5 auf. In Deutschland wurden klinische Ausbriiche bisher selten be-
schrieben (WUTHE und ALEKSIC 1997). Die Erkrankung tritt Gberwiegend beim Jung-
tier auf. Die typische Symptome Kimmern und Durchfall standen in Verbindung mit
Stressfaktoren, wie z.B Futterumstellung, Absetzen, Scheren und Aufzucht sowie
feuchtem Klima (SLEE und BUTTON 1990; SLEE und SKILBECK 1992; BIN-KUN et al.
1994). Bei Untersuchungen von 13 Aborten durch NATTERMANN et al. (1986) wurden
in 30,8% der Falle Y. enterocolitica nachgewiesen.

Bei Hasen und Kaninchen:

25



LITERATUR Bedeutung von Yersinia enterocolitica fur Mensch und Tier

In Frankreich sind in den funfziger Jahren todliche Erkrankungen von Hasen durch
Y. enterocolitica aufgetreten. Die isolierten Stamme wurden als sog. ,Hasentyp® der
Serovar-Biovar-Kombination O:2, 3 5 zugeordnet (WUTHE und ALEKSIC 1997). Typi-
sche Symptome bei Hasen und Kaninchen sind (hamorrhagische) Enterocolitis, fibri-
nose Pleuritis und mesenteriale Lymphadenitis. Ebenso kdnnen granulomatdse

Splenomegalie und Kachexie auftreten (NEUBAUER et al. 2001a).

Bei Chinchillas:

Infektionen von Chinchillas durch die Serovare O:1, 2a, 3 Biovar 3 wurden in ver-
schiedenen Landern beschrieben (NEUBAUER et al. 2001a; DEDIE et al. 1993). In
Zuchten kann sich der Erreger vermutlich Uber Jahre subklinisch halten. Typisches
Krankheitsbild ist eine fibrinése Enterocolitis und die Ausbildung von Granulomen in
verschiedenen Organen (NEUBAUER et al. 2001a). Akut-septikdmisch erkrankte Tiere
verenden nach 1-2 Tagen (DEDIE et al. 1993).

Bei Pferden:

Untersuchungen zu Vorkommen und Klinik der Yersiniose beim Pferd liegen zurzeit
nicht vor. Es existieren nur Beschreibungen von Einzelbeobachtungen (NEUBAUER et
al. 2001a). So konnten NATTERMANN et al. (1986) bei neun abortierten Pferdefohlen
drei Mal Y. enterocolitica nachweisen.

Beim Nutzgeflugel:

Auch vom Geflugel fehlen genauere Untersuchungen. Vereinzelte Erkrankungen und
die Isolierung von pathogenen Yersinien (O:3 und O:9) aus sezierten Hihnern wur-
den beschrieben (NATTERMANN et al. 1986). Bei Untersuchungen von Kot und Abstri-
chen aus der Schnabelhohle durch BUCHER et al. (2002) konnten keine pathogenen

Y. enterocolitica nachgewiesen werden.

Bei Hund und Katze:

Hunden wird vor allem eine Rolle bei der Einbringung von Yersinien in die Haushalte
zugeschrieben. Eine Infektion erfolgt zum einen Uber infizierte frei lebende Nager,
zum anderen, ebenso wie beim Menschen, durch die Aufnahme von rohem oder
nicht vollstandig erhitztem Schweinefleisch (CHRISTENSEN 1987a; FREDRIKSSON-
AHOMAA et al. 2001c). Zumeist wird der Serotyp O:3, Biotyp 4 isoliert (CHRISTENSEN
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1987a; FANTASIA et al. 1993; FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 2001c). Der Verlauf ist
groldtenteils asymptomatisch, es wird aber auch Uber Durchfalle (FANTASIA et al.
1993), Infektionen der Analdriisen, mesenteriale Adenitis u.&. berichtet. Eine Uber-
tragung innerhalb der Gruppe erfolgt durch das typische Sozialverhalten (NEUBAUER
2001a). Bei der Untersuchung von 200 Facesproben vom Hund betrug die Nach-
weishaufigkeit fur humanpathogene Y. enterocolitica 1,0% (WEBER und LEMBKE
1981).

Bei Katzen verhalt es sich ahnlich wie bei Hunden. Infizierte Katzen konnen asymp-
tomatische Trager sein, es werden aber auch vereinzelte Falle von Durchfallsym-
ptomatik beschrieben. In 0,8% von 252 Kotproben konnten humanpathogene

Y. enterocolitica nachgewiesen werden (WEBER und LEMBKE 1981).

4.3 Y. enterocolitica speziell beim Schwein

Schweine wurden in der Literatur wiederholt als Hauptreservoir von Y. enterocolitica
des Bioserotyps 4/0:3 beschrieben (BOTTONE 1997). Pathogene Y. enterocolitica
wurden haufig von Tonsillen und Kot geschlachteter Schweine isoliert (CHRISTENSEN
1987a; DE BOER and Nouws 1991; BULTE et al. 1991; FUNK et al. 1998; FREDRIKSSON-
AHOMAA et al. 2000a). Bei Untersuchungen von Schlachtschweinen im Raum Mun-
chen war die Pravalenz des Y. enterocolitica Bioserotyps 4/0:3 in Tonsillen deutlich

hoher als im Kot (FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 2000c).

Bei experimenteller Infektion von Schweinen traten neben Enteritis, Arthritis, Pneu-
monie und der damit verbundenen Minderleistung, Entwicklungsstérungen und Jung-
tierverluste, Fruchtbarkeitsstorungen und Aborte auf (NATTERMANN et al. 1985). THI-
BODEAU et al. (1999) zeigten, dass Y. enterocolitica nach einer Infektion langer in

den Tonsillen als im Kot nachweisbar ist.

4.4 Y. enterocolitica — Infektionen beim Menschen

Bei der Y. enterocolitica-Infektion des Menschen kann man eine Einteilung in einen

gastrointestinalen und einen extraintestinalen Verlauf vornehmen.
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4.4.1 Gastrointestinaler Verlauf:

Die Inkubationszeit bei einer Y. enterocolitica Infektion betragt 3-10 (durchschnittlich
3-7) Tage (N.N. 2002a). Die am haufigsten genannten klinischen Symptome sind
Fieber, abdominale Schmerzen und Durchfall (SCHIEMANN 1989; DEDIE et al. 1993).
Da das klinische Bild haufig einer Appendizitis ahnelt, spricht man auch von Pseudo-
appendizitis (COVER und ABER 1989). Die Erkrankung kann in jedem Alter auftreten,
bevorzugt sind aber Kinder und Jugendliche betroffen (FEHLHABER und JANETSCHKE
1992). Bei Untersuchungen von HOOGKAMP-KORSTANJE et al. (1995) wurde festge-
stellt, dass Kinder unter 5 Jahren meist an Gastroenteritis erkrankten, wahrend die
Pseudoappendizitis haufiger bei Kindern tber 5 Jahren und bei jungen Erwachsenen

auftrat.

4.4.2 Extraintestinaler Verlauf:

Bei alteren oder immungeschwachten Patienten kann eine Infektion mit
Y. enterocolitica neben der oben angesprochenen Symptomatik auch einen septika-
mischen Verlauf aufweisen. Neben Alter und Immunschwache gelten auch Diabetes,
Lungenentzundung und Leberzirrhose als pradisponierende Faktoren (COvER und
ABER 1989; SCHIEMANN 1989; NEUBAUER et al. 2001b). Die Septikamie kann einen
lebensbedrohlichen Verlauf nehmen (CoVvER und ABER 1989).

Verschiedene Studien identifizierten eine Yersiniose auch als Ursache einer Arthritis
und des Reiter-Syndroms (CovER und ABER 1989; SCHIEMANN 1989). Beim Reiter-
Syndrom handelt es sich um eine Kombination von Arthritis, Urethritis und Konjunkti-
vitis (N.N. 1990). Die Yersinien-Arthritis gehort zur Gruppe der infektreaktiven Arthri-
tiden. Nach einem Zeitraum von 1-3 Wochen kommt es dabei zu einer Arthritis vor
allem in den Gelenken der unteren Korperhalfte, also den Knien, aber auch den
Sprung- und Zehengelenken. Ebenfalls werden haufig tiefsitzende Kreuzschmerzen
beschrieben, die auf eine Entziindung des Kreuz-Darmbein-Gelenkes hindeuten
(N.N. 2001b).

Ebenfalls findet das Erythema nodosum in der Literatur Erwahnung (COvER und A-
BER 1989; SCHIEMANN 1989). Dabei handelt es sich um eine Erkrankung, die mit dem
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Auftreten von roten, erbsen- bis walnussgro3en, unscharf begrenzten druck-
schmerzhaften Knoten vor allem im Bereich der Unterschenkelstreckseiten, Knie-
und Fulgelenke verbunden ist (N.N. 1990).

Des Weiteren werden mit einer Y. enterocolitica-Infektion Endocarditis, Glomerulo-
nephritis, Lebererkrankungen und viele andere Erkrankungen in Verbindung ge-
bracht (CoVvER und ABER 1989; SCHIEMANN 1989).

4.5 Volkswirtschaftliche Schaden

Nach den Angaben der WHO (N.N. 1991) fuhren Lebensmittel-Kontaminationen zu
erheblichen wirtschaftlichen Kosten. Die Berechnung der entstehenden Kosten rich-
tet sich in erster Linie nach den offiziell gemeldeten Erkrankungsfallen, allerdings
werden nur ein Bruchteil der Falle registriert, wie aus dem Bereich der Salmonellen-
infektionen bekannt ist (KRUG und REHM 1983). Ab 1990 wurden in Deutschland Kos-
ten in Héhe von 712 DM pro erkrankte Person flr Behandlung und Arbeitsausfall
aufgewendet. Der Gesamtschaden durch Salmonelleninfektionen belief sich fur das
Jahr 1991 auf etwa 1,2 Milliarden. DM (KoLB 1993). Fur die Yersiniose liegt kein e-

benso umfangreiches Datenmaterial vor.

Nach TAUXE et al. (1987) ist bei einer humanen Yersiniose mit einer Erkrankungs-
dauer von durchschnittlich 22 Tagen zu rechnen. Bei einem Grof3teil der Patienten
konnte im Rahmen dieser belgischen Studie auch durch Medikamenteneinnahme der
Verlauf der Erkrankung nicht wesentlich beeinflusst werden. Ungefahr 20% der Be-
troffenen wurden in eine Klinik Uberwiesen, der Krankenhausaufenthalt lag durch-
schnittlich bei neun Tagen (TAUXE et al. 1987). Da es sich bei den Erkrankten Uber-
wiegend um Kinder handelte, muss der Arbeitsausfall der pflegenden Personen, zu-
meist der Eltern, gerechnet werden. Schatzungen Uber die Kosten liegen jedoch

nicht vor (NEUBAUER 2001b).

Laut NEUBAUER et al. (2001b) liegen entsprechende Angaben fur Deutschland nicht
vor. Die Autoren vermuten jedoch eine erhebliche volkswirtschaftliche Bedeutung, da
eine relativ hohe Seropravalenz (ca. 40%) an Yop-Antikérpern in der Normalbevolke-

rung vorliegt.
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NESBAKKEN et al. (1991) wiesen auf die arbeitsmedizinische Bedeutung dieser Er-
krankung hin. Diesen Untersuchungen zufolge hatte Personal, welches direkt in den
Schlachtvorgang involviert war, hohere IgG-Konzentrationen als Personal, das in an-

deren Bereichen des Schlachthofs arbeitete.

Die wesentlichen Punkte fur die Kostenanalyse scheinen allerdings klar. Neben den
konkreten Kosten fur Staat und Gesellschaft, wie Einbul3e der Produktionskraft (N.N.
1991), qilt es auch die schwer messbaren Kosten zu erfassen, die durch Freizeitver-

lust, Schmerzen und Tod entstehen (SOCKETT 1991).
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5 MaBRnahmen zur Bekampfung von Yersinien

5.1 Staatliche MaBRnahmen

Die Lebensmittelsicherheit wird in Deutschland durch Rechtsvorschriften geregelt.
Als Rahmenvorgabe kann hierbei das Lebensmittel- und Bedarfsgegenstandegesetz
(LMBG) (N.N. 1997) angesehen werden. Eine direkte Yersinien-Bekampfung - wie
zum Teil fur andere Erreger - ist vom Gesetzgeber in Deutschland nicht vorgeschrie-
ben. Vorhandene Sicherungsstrategien beziehen sich meist nur auf die Gesamtheit
der Krankheitserreger oder ganz allgemein auf die Unschadlichkeit bzw. Unbedenk-
lichkeit eines Lebensmittels. Nach § 8 LMBG darf beispielsweise kein Lebensmittel in
den Verkehr gebracht werden, welches zu einer Schadigung der menschlichen Ge-
sundheit fuhren konnte. Dabei ist die Eignung des Erregers zur Gesundheitsschadi-
gung entscheidend, tatsachlich muss die Schadigung noch nicht eingetreten sein
(MEYER 1998).

In § 5 der Fleischhygieneverordnung (FIHV) (N.N. 2001) ist als prophylaktische
Malinahme festgelegt, dass jedes Tier einer amtlichen Schlachttier- und Fleischun-
tersuchung unterzogen werden muss. Als praventive Schutzmalinahme vor Yersi-
nien kann man die Forderungen in Anlage 1 Kapitel Il der FIHV ansehen. Hier wird
die Vorgehensweise bei der Fleischuntersuchung dargestellt und in Nummer 5.4.1 ist
festgelegt, dass die Tonsillen, die, wie bereits erwahnt, ein Reservoir flur Yersinien
darstellen, nach der fleischhygienerechtlichen Untersuchung entfernt werden mus-
sen. Nur in Anlage 2a der Fleischhygieneverordnung (Hygienische Anforderungen an
das Gewinnen, Zubereiten und Behandeln von Fleisch in zugelassenen Betrieben)
und in der Hackfleischverordnung wird auf bestimmte Keimarten bzw. Keimgruppen
eingegangen. Die Yersinien finden jedoch keine ausdrickliche Nennung. Ebenso
wurden sie nicht in die Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 35
LMBG mit einbezogen. Spezielle Erwahnung findet Y. enterocolitica dagegen im In-
fektionsschutzgesetz (IfSG) (N.N. 2001). Seit 2001 ist der direkte oder indirekte
Nachweis des Erregers beim Menschen, sobald er im Zusammenhang mit einer aku-
ten Infektion steht, laut § 7 IfSG (N.N. 2001) meldepflichtig.
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5.2 Freiwillige MaBnahmen am Beispiel des Systems der QS - Qualitit und Si-
cherheit GmbH

Die Sorgfaltspflicht ist im Lebensmittelrecht nicht ausdrucklich festgelegt. Doch aus
der Verpflichtung der Verantwortlichen, den Schutz des Verbrauchers vor Gesund-
heitsschaden und Irrefuhrung zu gewahrleisten, ergibt sich eine Sorgfaltspflicht
(TERNES und QUINT 1994). In der Bundesrepublik Deutschland wurde zur Verbesse-
rung des Verbraucherschutzes und zur Erhéhung der Transparenz der Lebensmittel-
gewinnung das sogenannte ,QS" ins Leben gerufen. Trager dieses Zeichens ist eine
eigens von allen Teilnehmern der Lebensmitteproduktion ins Leben gerufene GmbH,
die ihre Tatigkeit bereits auf allen Ebenen der Lebensmittelgewinnung und -

verarbeitung aufgenommen hat (HENTSCHKE 2002).

Das Ziel von QS ist es, dem Verbraucher Qualitat und Sicherheit zunachst von
Fleisch und Fleischprodukten zu gewahrleisten. Um dieses Ziel zu erreichen, wurde
ein System zur Qualitatssicherung eingefuhrt. Es umfasst alle Produktionsprozesse,
von der Geburt uber die Mast, Schlachtung, Zerlegung und Verarbeitung bis hin zu
Transport und Lagerung. Zusatzlich soll die Herkunft der Rohstoffe ruckverfolgbar
gemacht werden und dem Tierschutz Rechnung getragen werden. Dadurch soll eine
Transparenz auf allen Ebenen der Herstellung, von der Geburt bis in den Handel er-
reicht werden. Die genannten Standards sollen ebenso fur Inland- wie fur Importpro-
dukte gelten. Unabhangige Prufinstitute kontrollieren, ob der jeweilige Betrieb die
Vorgaben der QS erfullt, ein unabhangiger Sanktionsbeirat entscheidet Uber notwen-
dige Malknahmen. Werden samtliche Anforderungen, die zum Teil Uber die gesetzli-
chen Bestimmungen hinausgehen, erflllt, wird ein Zeichennutzungsvertrag mit dem
Zeichengeber, der CMA (Centrale Marketing-Gesellschaft der deutschen Agrarwirt-
schaft mbH), geschlossen und das Prufzeichen vergeben (N.N. 2002b).
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5.3 Mogliche MaBnahmen im Rahmen der Fleischgewinnung und -verarbeitung

5.3.1 Kiritische Bereiche der Schweineschlachtung

Das Schwein gilt nach wie vor als Hauptreservoir fur pathogene Y. enterocolitica
(SCHIEMANN 1989; BOTTONE 1997; KAPPERUD 1991). Hinzu kommt, dass es das am
haufigsten zur Lebensmittelgewinnung dienende Tier ist, welches pathogene Stam-
me von Y. enterocolitica beherbergt und oftmals symptomloser Trager ist (SCHIEMANN
1989). In diesem Kapitel soll die Schweineschlachtung im Hinblick auf ihre Hygiene-
risiken betrachtet und nach maoglichen Ursachen fur die Kontamination mit pathoge-

nen Y. enterocolitica gesucht werden.

Bereits vor der Schlachtung bestehen erste Moglichkeiten der au3eren Kontaminati-
on und der horizontalen Ubertragung. Wenn die Tiere bis zu diesem Zeitpunkt noch
nicht infiziert bzw. kontaminiert sind, so kann dies zum Zeitpunkt der Aufstallung mit
Tieren aus Fremdbesténden durch horizontale Ubertragung (Koprophagie, direkten
Korperkontakt) geschehen (FUKUSHIMA et al. 1989). Ein entsprechendes Geschehen
wurde unlangst beim Schwein anhand der Salmonellen dokumentiert (GREIL 2001).
Ein bestandsweites Programm zur Reduzierung des Eintrags von Salmonellen Uber
Schlachtschweine in die Fleischerzeugung (STEFFL 1998) wurde bereits modellhaft
vorgestellt und konnte entsprechend fur Yersinien adaptiert werden. Alternative
Fleischuntersuchungsmodelle bieten die hierfur nétige Moglichkeit, die Primarproduk-
tion fest in Qualitatssicherungssysteme einzubinden (DAvID 1994). Damit wird der
Landwirt zum verantwortungsvollen Lebensmittelproduzenten (BOLLWAHN 1994) als

Voraussetzung fur eine kontaminationsrisikoarme Schlachtung (STOLLE 1989).
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Die Schweineschlachtung beinhaltet als wesentliche Prozessstufen (nach PRANDL et
al. 1988):

- Aufstallung

- Betaubung

- Entbluten

- Bruhen und Enthaaren
- Ausweiden

- Spalten der Tierkorper
- Kuhlung

Besonders kritische Bereiche im Schlachtprozess sind nach STOLLE (1989) aus nach-

folgender Auflistung ersichtlich:

- Bruststich/Herz

- Blutgewinnung

- Bruhwasser < +60°C

- ungenugende Wasserzufuhr

- Aufnahme von Wasser in den Schlachtkorper (> 1%)
- Entborsten

- Kreuzkontakt Organe/Tierkorper

Um die Kontamination so gering wie mdglich zu halten, sollten vor allem die stark
keimbelasteten Tonsillen und der Pharynx so frih wie mdglich entfernt werden
(CHRISTENSEN 1987). In Deutschland wird Ublicherweise das Geschlinge, dazu geho-
ren Zunge, Tonsillen, Trachea, Oesophagus, Lunge, Herz, Zwerchfell und Leber,
wahrend des Schlachtvorganges als Ganzes aus dem Schlachttierkdrper entfernt
und aufgehangt. Eine Kontamination der anderen Organe Uber Tonsillen und Zunge
ist also mdglich, aber auch die des restlichen Tierkdrpers, da eine vollstandige Ent-
fernung der Tonsillen am Kopf nicht in vollem Umfang gewahrleistet ist (BUCHER
2001). Somit ist eine Ausbreitung von Y. enterocolitia nicht zu verhindern (NIELSON
und WEGENER 1997; FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 2000c, 2001a). Des Weiteren sollte

das Rektum vor dem Ausweiden stets mit einem Plastikbeutel verschlossen werden,
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da Kot als eine der wichtigen Ursachen fur die Kontamination anzusehen ist (NES-

BAKKEN et al. 1994).

Desgleichen muss eine mogliche Keimverschleppung durch verschmutzte Gerate in
Betracht gezogen werden (ANDERSEN 1988; FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 2000c).
Wahrend des gesamten Schlachtprozesses ist haufiges Beruhren der Tierkorper mit
bloRen Handen, ebenso wie haufiges Einstechen von Messern in die Tierkdrper zu
vermeiden. Bei Missachtung dieser Grundlagen hygienischer Aspekte erhdht sich mit
Sicherheit eine Gefahr der Kreuzkontamination (SCHUTz 1991). Das permanente Auf-
rechterhalten eines strikten Hygieneregimes ist daher im Bereich Personal, Produkti-
onsprozess und Ausstattung Grundlage jedes bewussten Handelns (FEHLHABER und
JANETSCHKE 1992). Inwieweit die Zerlegung der Tierkdrper, die Produktion von Flei-
scherzeugnissen sowie der Transport und Vertrieb die Ausbreitung von
Y. enterocolitica fordern, ist in Deutschland bisher noch nicht untersucht (NEUBAUER
et al. 2001b).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Kontrollmaf3nahmen bereits im Rah-
men der Primarproduktion eingefuhrt werden sollten (BOLLWAHN 1994; NEUBAUER
2001b). Als hilfreich werden hierbei Qualitatssicherungssysteme angesehen, von der
Zucht, Aufzucht und Mast einerseits, bis zur Fleischgewinnung und Verarbeitung an-
dererseits (BLAHA 1995). Die Bemuhungen des Prufzeichens des Systems ,Qualitat
und Sicherheit” in Deutschland decken diesen Bereich ab (STOLLE und BABBEL 2002).
Ein Problem stellt allerdings der hohe Durchseuchungsgrad der Schweinebestande
mit Yersinien dar (CHRISTENSEN 1987a). Ob Muttertierimpfungen zur Minimierung der
Erregerpersistenz der richtige Weg sind, muss erst noch Uberprift werden (NEUBAU-
ER et al. 2001b). Da sich Y. enterocolitica jedoch sehr schnell durch Zukauf infizierter
Tiere (SKEJERVE et al. 1998), durch infiziertes Sperma oder Abortmaterial nach intra-
uteriner Infektion etablieren und ausbreiten kann (NATTERMANN et al. 1986), sollte vor
allem Augenmerk auf kontrollierten Tierzukauf, bei Kauf von Sperma und eine kon-
sequente Stallhygiene als bestimmende Mallinahmen in den Mittelpunkt gertckt wer-
den (NEUBAUER et al. 2001b).
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Zusatzlich sollten bessere Kontrollma3nahmen im Bereich des Handels eingefuhrt
werden. Bereits 1997 konnten FUKUSHIMA et al. aus nach Japan importiertem Fleisch
pathogene Y. enterocolitica isolieren. Das Schweinefleisch stammte aus Danemark,
USA, Taiwan und Kanada.

5.3.2 MaBnahmen bei der Fleischverarbeitung

5.3.2.1 Verfahren der Haltbarmachung im Uberblick

Fleisch nimmt wegen des sensorischen und ernahrungsphysiologischen Wertes ei-
nen wichtigen Platz in der Ernahrung des Menschen ein. Seit jeher hat der Verbrau-
cher dabei Lebensmittel geschatzt, die er unabhangig von Temperatur, Klima und
Marktschwankungen zur Verfligung hat. Dieses Thema einer sachgerechten Be-
handlung zur Verlangerung der Haltbarkeit besitzt ungebrochene Aktualitat und hat
eine Fille von Methoden hervorgebracht, die im folgenden Uberblick, unter Beriick-
sichtigung des Verhaltens von Y. enterocolitica, kurz zusammengestellt sind.

Grundsatzlich wird zwischen physikalischen und chemischen Methoden der Haltbar-
machung unterschieden. Zu den physikalische Methoden zahlen unter anderem Kal-
tebehandlung, also Kuhlen und Gefrieren, Hitzebehandlung wie Pasteurisieren und
Sterilisieren, Trocknen mittels partiellem Wasserentzug oder Gefriertrocknung und
Bestrahlung durch UV-Strahlen oder ionisierende Strahlen. Zu den chemischen Me-
thoden zahlen Salzen mittels Kochsalz, Pokeln, entweder als Nitratpokelung mit
Fermentation oder als Nitritpokelung, Rauchern, entweder als direkte Anwendung
(Holzrauch) oder als indirekte Anwendung (Rauchkondensate und -extrakte), Sauern
mittels organischer Genusssauren (pH-Wert Senkung) und die Nutzung von Konser-

vierungsstoffen (PRANDL et al. 1988; FEHLHABER und JANETSCHKE 1992; SINELL 1992).
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5.3.2.2 Physikalische Methoden

+ Kaltebehandlung

Kalte wird haufig zur Verlangerung der Haltbarkeit von leicht verderblichen Lebens-
mitteln verwendet. Das Prinzip beruht darauf, dass durch das Absenken der Tempe-
ratur das Wachstum der Mikroorganismen kontinuierlich abnimmt, bis eine minimale
Wachstumstemperatur erreicht wird (PRANDL et al. 1988). Unterhalb dieser minimalen
Wachstumstemperatur kommt das Wachstum zum Stillstand (SINELL 1992). Durch
das Gefrieren werden schliel3lich Mikroorganismen madglicherweise letal geschadigt

und bestimmte empfindliche Species abgetdtet (PRANDL et al. 1988).

Yersinien gehoren zur Gruppe der psychrotrophen Keime, sie konnen sich also im
Temperaturbereich von 0 bis +37°C noch vermehren (SINELL 1992), zusatzlich Uber-
leben sie unbeschadet den Gefriervorgang. Durch eine Lagerung im Kuhlschrank
kann also eine Vermehrung der Yersinien nicht unterbunden werden und selbst

durch den Tiefgefriervorgang bei -18°C erfolgt keine Abtotung (TOORA et al. 1992).

* Hitzebehandlung

Das Erhitzen von Fleisch und Fleischwaren dient zum einen dem Erreichen eines
genussfahigen Zustandes, zum anderen werden Fleischwaren durch Erhitzen haltbar
gemacht. Prinzipiell unterscheidet man Erhitzungsverfahren, die der Zubereitung von
Fleisch dienen (,Garverfahren®), von Erhitzungsverfahren als Teil des Herstellungs-

verfahrens bei Fleischwaren, z.B. bei Kochwirsten (PRANDL et al. 1988).

Nach den Untersuchungen von HEIM et al. (1984) handelt es sich bei Y. enterocolitica
um einen Keim mit sehr geringer Hitzestabilitat. Tabelle 8 (S. 38) fasst die Ergebnis-
se der Studien dieser Autoren zusammen. Wie hieraus ersichtlich, fuhrt bereits eine
15 minutige Erhitzung auf +57°C bzw. eine 5 minltige Erhitzung auf +60°C zur Inak-

tivierung des Erregers.
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Tab. 8: Anzahl der Uberlebenden Y. enterocolitica-Stamme bei verschiedenen

Erhitzungsbedingungen (n = 79) (HEIM et al. 1984)

Erhitzungs- | Temperaturen in °C (+)

dauer 43 45 48 51 54 57 60
5 min 79 79 79 79 79 29 0
10 min 79 79 79 79 n.b. 2 0
15 min 79 79 79 79 9 0 0
30 min 79 79 79 75 0 0 0
1h 79 79 79 49 0 0 0
2h 79 79 79 2 0 0 0
3h 79 79 76 0 0 0 0
4 h 79 79 72 0 0 0 0
5h 79 78 61 0 0 0 0
1d 79 0 0 0 0
2d 79 0 0 0 0

n.b.: nicht bekannt

Eine Erhitzung von Lebensmitteln auf weniger als +100°C wird als Pasteurisierung
bezeichnet. Dabei werden Uberwiegend vegetative Mikroorganismen abgetotet. Bei
der Sterilisation wird das Produkt einer Hitzebehandlung unterzogen, die sowohl die
vegetativen Mikroorganismen als auch Sporen abtotet. Dadurch wird eine lange
Haltbarkeit ohne Kihlung oder andere haltbar machende Prozessfaktoren ermoglicht

(PRANDL et al. 1988; FEHLHABER und JANETSCHKE 1992).

Nach Untersuchungen von HEIM et al. (1984) durften nach sachgemal} durchgefuhr-
ter Pasteurisierung, abhangig von der Ausgangskeimzahl lebender Mikroorganismen
und den Bedingungen im Lebensmittel, keine lebenden Y. enterocolitica-Keime mehr

vorhanden sein.
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e Trocknen

Beim Trocknen wird das Lebensmittel durch teilweisen oder volligen Wasserentzug
haltbar gemacht. Durch die Senkung des Wassergehaltes wird der Lebensraum fur
Mikroorganismen eingeschrankt und ihnen gleichzeitig Wasser entzogen. Daraus
resultierend wird ihr Stoffwechsel reduziert und die Vermehrung zum Teil sogar ein-
gestellt (PRANDL et al. 1988). Allerdings ist zu bedenken, dass durch schonende
Trocknung Mikroorganismen eventuell konserviert werden und bei erneuter Wasser-
aufnahme neue Aktivitat erlangen konnen. Die Palette der Verfahren ist weit ge-
spannt, von der Trocknung in der Sonne (SINELL 1992) bis zur Verwendung moder-

ner Klimakammern (FEHLHABER und JANETSCHKE 1992).

Spezielle Angaben Uber das Verhalten von Y. enterocolitica gibt es hierzu nicht. Y-
ersinien gehoren jedoch zur Familie der Enterobacteriacea. Es kann somit von einem
ahnlichen Verhalten ausgegangen werden. Die minimale Wasseraktivitat fur diese

Gruppe liegt nach Angaben von FEHLHABER und JANETSCHKE (1992) bei 0,95.

 Bestrahlen

Durch das Bestrahlen von Lebensmitteln will man eine lange Haltbarkeit erreichen
und gleichzeitig den Frischezustand des Produkts erhalten (PRANDL et al. 1988).
Strahlen, die im Rahmen der Lebensmittelbehandlung verwendet werden, sind ioni-
sierend. Zum einen konnen elektromagnetische Wellenstrahlen mit Wellenlangen
von 10 (UV-), 10? (Réntgen) und 10" cm (Gamma-Strahlen) verwendet werden,
zum anderen Korpuskularstrahlen, wobei nur Elektronenstrahlen Einsatz finden (Si-
NELL 1992). Ausgedrickt wird die Bestrahlungsdosis durch die je Masseneinheit des
bestrahlten Lebensmittels absorbierte Energie. Je nach Dosis werden unterschiedli-
che Effekte erreicht. Geringe Dosen verhindern beispielsweise unerwunschtes Aus-
keimen von Kartoffeln oder Zwiebeln, wahrend eine hdhere Dosierung zum Abster-

ben von Mikroorganismen flhrt (SINELL 1992; STOLLE und SCHALCH 1993).

Bei Untersuchungen von SHENOY et al. (1998) waren Bestrahlungen mit 1,0 kGy aus-
reichend, um Y. enterocolitica vollstandig abzutoten.
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5.3.2.3 Chemische Methoden

e Salzen und Pokeln

Unter Salzen versteht man die Zugabe von Kochsalz zu Fleisch oder anderen tieri-
schen Produkten zum Zwecke der Haltbarmachung (PRANDL et al. 1988). Das Prinzip
beruht auf der Senkung der Wasseraktivitat (SINELL 1992). Beim Pokeln werden spe-
zielle Pokelstoffe (Nitrat oder Nitrit) eingesetzt, um das Produkt haltbar zu machen
und um ihm Pdokelfarbe und -aroma zu verleihen (PRANDL et al. 1988).

Laut HEIM et al. (1984) fordern steigende Nitritkonzentrationen, insbesondere in
Kombination mit erhdhtem Kochsalzgehalt und saurem pH-Wert, die Hemmwirkung
auf Y. enterocolitica. In Untersuchungen von NOPPINGER et al. (2000) zeigte nur ein
untersuchter pathogener Y. enterocolitica-Stamm bei Erh6hung der Kochsalz-
Konzentration von 0,5% auf 5% und einer Wachstumstemperatur von +5°C ein ver-

andertes Wachstumsverhalten.

* Rauchern

Beim Rauchern wirken die Gase und Dampfe nicht vollstandig verbrannter Pflanzen-
teile, zumeist Holz, auf Lebensmittel. Dadurch wird das Geflige, die Farbe, sowie
Geschmack und Geruch beeinflusst und die Haltbarkeit erhoht (PRANDL et al. 1988).
Der Dekontaminationseffekt wird hierbei durch direkte Wirkung verschiedener
Rauchinhaltsstoffe, durch die damit einhergehende Trocknung und die eventuell ein-
wirkende Hitze erzielt (SINELL 1992).

e Sauerung

Die Senkung des pH-Wertes von Fleischerzeugnissen erfolgt entweder im Verlauf
der Reifung oder durch direkte Zugabe von Genusssauren, wie z.B. Essigsaure. In
erster Linie dient sie der Geschmacksbeeinflussung. Eine starke Sauerung wirde
zwar eventuell vorhandene bedenkliche Mikroorganismen abtdéten und auch Ver-
derbniskeime hemmen, das Produkt ware dann aber nicht mehr fur den Verzehr ge-
eignet (PRANDL et al. 1988). Die antimikrobielle Wirkung der pH-Wert Senkung beruht
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auf einer Wachstumshemmung der Keime. Da eine zu starke Sauerung eines Le-
bensmittels aus den oben angegebenen Grunden nicht moglich ist, wird diese Art der
Haltbarmachung meist in Kombination mit anderen Verfahren, wie zum Beispiel Kuh-
lung und Erhitzung, eingesetzt. Grol3technisch wurden bereits Versuche mit dem Be-
spruhen von Schlachttierkorpern (Rind, Schwein, Geflugel) mit Milchsaure in Kombi-
nation mit anderen Genusssauren durchgefuhrt. Allerdings ist diese Art der Oberfla-
chenbehandlung in der EU nicht zugelassen (STOLLE 1999).

Bei Untersuchungen von NOPPINGER et al. (2000) wurde festgestellt, dass die Sen-
kung des pH-Wertes eine hemmende Wirkung auf das Wachstum von pathogenen
Y. enterocolitica hat.

* Konservierungsstoffe

Durch die Anwendung von Konservierungsstoffen wird der Stoffwechsel und das
Wachstum von Bakterien, Schimmelpilzen und Hefen gehemmt. Ebenso wie man
verschiedene Konservierungsstoffe gemeinsam anwenden kann, kdonnen sie auch
mit physikalischen Verfahren der Haltbarmachung kombiniert werden (FEHLHABER
und JANETSCHKE 1992). Die heutzutage Verwendung findenden Konservierungsstoffe
sind in Anlage 3 Liste A der Zusatzstoff-Zulassungsverordnung (ZZulVO) des Le-
bensmittelrechts aufgefuhrt. Dazu gehoren beispielsweise Sorbinsaure, Benzoesaure
und andere. (N.N. 1997a)

5.3.3 Anwendung von GMP und HACCP in registrierten Betrieben

5.3.3.1 Grundlagen

Unter hygienischer Sicherheit ist v.a. die Abwesenheit mikrobiell bedingter Gesund-
heits- und Verderbsgefahrdungen zu verstehen. Solche Produkteigenschaften sind
nur durch weitgespannte VorbeugemalRnahmen zu erreichen (SINELL 1997), die dem
Gesundheitsschutz des Menschen dienen. Schon immer gehorte zu den Aufgaben
der Veterinarmedizin neben der kurativen Tatigkeit eben auch dieser Gesundheits-
schutz des Menschen (STOLLE 1999). Wichtige Grundsatze stellen hierbei die ,Gute-

Herstellungs-Praxis® (GHP) bzw. ,good manufacturing practice® (GMP) und das
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“Hazard analysis and critical control point“-(HACCP)-Konzept dar. Diese Prinzipien
sind als internationale Empfehlungen produkt- oder verfahrensbezogen in den “Co-
des of Hygienic Practice” der Codex Alimentarius-Kommission der FAO/WHO zu-
sammengefasst (N.N. 2002). Neben nationalen Rechtsvorschriften sind sie auch in
ubergeordneten EU-Normen einbezogen, zum Beispiel in der Lebensmittelhygiene-
Richtlinie 93/43 EWG (N.N. 1993).

5.3.3.2 Gute-Herstellungs-Praxis — GHP

Die ,Gute-Herstellungs-Praxis“ gehort ebenso wie das HACCP-Konzept zu den Qua-
litatssicherungsstrategien. Verfahrensgrundsatz der GHP ist es, Ubliche Herstel-
lungsweisen mit neuen wissenschaftlichen Erkenntnissen bei der Herstellung und
Weiterbehandlung von Lebensmitteln zu kombinieren, um somit die Einhaltung

grundlegender Hygieneprinzipien sicherzustellen (PRANDL et al. 1988).

Das Prinzip ist sehr einfach: Bestimmte Grundanforderungen mussen eingehalten
werden. Dabei sind Hygiene und der Herstellungsvorgang mit Hilfe organisatorischer
Malinahmen so zu verbinden, dass die Hygiene einen untrennbaren Bestandteil des
Produktionsprozesses darstellt (FEHLHABER und JANETSCHKE 1992).

5.3.3.3 Hazard Analysis and Critical Control Point - HACCP

Das HACCP-System beschreibt ein Konzept, welches Gefahren (hazards) biologi-
scher, chemischer oder physikalischer Art in Lebensmitteln identifiziert, verifiziert und
unter Kontrolle bringt (CORLETT 1997). Die Entwicklung des HACCP-Konzeptes be-
gann bereits im Jahre 1959. Fur die NASA sollte ein Lebensmittel hergestellt werden,
das unter den Bedingungen der Schwerelosigkeit in Raumkapseln verwendet werden
und gleichzeitig absolute Lebensmittelsicherheit gewahrleisten konnte (UNTERMANN et
al. 1990; CoRrRLETT 1997). Der Versuch der systematischen Fehlervermeidung wurde
schlieRlich weiterentwickelt und als HACCP-System veroffentlicht (CORLETT 1997).

Bei Einsatz des HACCP-Prinzips geht es um ,Wissen, Messen und Machen*

(EISGRUBER und STOLLE 1994). Voraussetzung hierfur sind grundlegende mikrobiolo-
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gische und technische Fachkenntnisse und der korrekte Gebrauch der definierten
Begriffe, welche nachfolgend aufgelistet sind.

HACCP-Begriffe (N.N. 2002):

Hazard: Gefahrdung, Gefahr fur die Gesundheit
(hierbei handelt es sich um einen Umstand oder ein Ereignis, so
dass dadurch eine Gesundheitsgefahrdung des Verbrauchers
besteht)

Analysis: Analyse, Untersuchung der Gefahrdung

Critical:  kritisch, entscheidend fur die Beherrschung

Control:  Lenkung, Uberwachung der Bedingungen

Point: Punktstelle im Verfahren

Im Mittelpunkt stehen dabei die ,Critical control points“ (CCP’s), die risikotrachtigen
kritischen Punkte. Hierbei handelt es sich um Stufen, Schritte oder Phasen in der
Produktion, an denen eine Gefahrdung erkannt und durch kontrollierte Malihahmen
beseitigt oder zumindest auf ein annehmbares Niveau reduziert werden kann, um so
die Gefahrdung zu beherrschen. Das HACCP-System zur Beherrschung spezieller
Gefahrdungen besteht aus sieben Grundsatzen (N.N. 2002).
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Gemall Codex Alimentarius Kommission (N.N. 2002) sind diese sieben Grundsatze
des HACCP-Konzeptes:

Grundsatz 1:
Auflistung aller potentiellen Gefahren im Prozessablauf, Durchfuhrung einer Gefah-
renanalyse und Festlegung von MalRnahmen zur Beherrschung der erkannten Ge-

fahren

Grundsatz 2:
Festlegung der ,Critical Control Points” (CCP’s); Bestimmung der Verfahrensschritte,
deren Uberwachung eine Gefahr eliminieren bzw. auf ein annehmbares Niveau re-

duzieren kann

Grundsatz 3:
Festlegen von kritischen Grenzwerten fur jeden CCP um diese unter Kontrolle zu

halten

Grundsatz 4:
Erstellen eines ,Monitoring-Systems* (Uberwachungssystems), das durch gezielte

Messungen und Beobachtungen die Kontrolle tber die CCP’s gewahrleistet

Grundsatz 5:

Bestimmung von KorrekturmalRnahmen bei Abweichungen vom Zielniveau

Grundsatz 6:
Festlegung der Verifikationsschritte, die die Wirkkraft des eingesetzten HACCP-
Systems sowie das Uberwachungssystem Uberprifen

Grundsatz 7:

Erstellung der Dokumentation aller Vorgange, Fuhren von Aufzeichnungen

Die betriebsintern festgelegten Werte mussen sich also immer im sicheren Bereich
bewegen. Bei dem biologischen Substrat ,Fleisch® erscheint dies besonders schwie-

rig, da es immer mit einem unvermeidlichen Keimgehalt (biolog. Hazard) belastet ist,
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zu dem auch pathogene Mikroben gehdren konnen (STOLLE und MARTLBAUER 1995).
Inzwischen ist das HACCP-Konzept international als ein praventives System bei der
Produktion sicherer Lebensmittel erprobt. In der EG-Richtlinie 93/43 (N.N. 1993)
wurde dieses System fur die Gewinnung und Herstellung aller Lebensmittel vorge-
schrieben. In der Milch-, Fleisch- und Fischhygiene-Richtlinie wird auf die EinfUhrung
eines HACCP-Konzeptes als vorbeugende, qualitatssichernde MalRnahme verwie-
sen. Neu ist, dass ab Juni 2002 registrierte Betriebe (nach FIHV) (N.N. 2001) ein
HACCP-Konzept vorweisen mussen. Wie im Einzelfall in kleinen Herstellerbetrieben
ein HACCP-Plan einzurichten oder zu etablieren ist, kann nur auf Grund der konkre-
ten Situation entschieden werden (STOLLE 1995; STOLLE et al. 2002).

5.4 Innerbetriebliche Kontrollsysteme

5.4.1 Voraussagende Mikrobiologie — Predictive Microbiology

Bei der Gewinnung und dem Herstellen von Lebensmitteln wurde schon immer auf
die fur die Qualitat und Sicherheit wichtigen Faktoren geachtet. Mit Beginn der indus-
triellen Gewinnung und Fertigung wurden wie oben erlautert entsprechende Sicher-
heitssysteme eingefuhrt (STOLLE 1995). Eine zunehmend wichtige Rolle spielt hierbei
auch die voraussagende Mikrobiologie bzw. Predictive Microbiology. Sie leitet aus
Laborversuchen mathematische Formeln ab, die das Verhalten der zu untersuchen-
den Keime in Lebensmitteln abhangig von verschiedenen einwirkenden Faktoren
(inneren und auferen) quantitativ beschreiben. Der Beginn des Einsatzes dieses
Verfahrens reicht bis in die 60er Jahre zurlick, eine zunehmende Beachtung der vor-

aussagenden Mikrobiologie fand jedoch erst in den letzten 20 Jahren statt.

Die Modellerstellung erfolgt tiber mehrere Stufen. Zunachst werden Anderungen der
Keimdichte Uber die Zeit und unter verschiedenen Bedingungen (a,-Wert, pH-Wert)
in Versuchen aufgezeichnet und danach in mathematische Formeln gefasst. Im
nachsten Schritt, der als Modelling bezeichnet wird, werden Gleichungen aufgestellt,
die den Einfluss der verschiedenen inneren und aul3eren Faktoren (Control Factors)
auf die Vermehrungsparameter charakterisieren. Aus diesen Formeln kdnnen nun
Voraussagen abgeleitet werden, indem verschiedene Controlling Factors eingesetzt

werden und so die Vermehrungsparameter berechnet werden. Da die erstellten For-
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meln zumeist sehr unhandlich sind, gibt es zwischenzeitlich Anwendersoftware, die
das Arbeiten mit der Predictive Microbiology wesentlich erleichtert. Neben Salmonel-
len, Staphylococcus aureus und Escherichia coli O157/H7 ist auch Y. enterocolitica
Bestandteil der dadurch verfligbaren Wachstumsmodelle. Zuletzt erfolgt die Validie-
rung der Modelle durch Vergleich mit Angaben aus der Literatur oder durch aus ei-
genen Untersuchungen gewonnenen Ergebnissen mit den Resultaten im Modell.
Dass die voraussagende Mikrobiologie eine Vereinfachung der biologische Vorgange
ist, muss dem Anwender allerdings bekannt sein (Einfluss verschiedener Stamme,
Saure mit der die pH-Wert-Einstellung erfolgte, kompetitiver Antagonismus etc.), a-
ber trotz der dadurch gesetzen Grenzen stellt die Predictive Microbiology u.a. ein
hilfreiches System bei der Einrichtung von HACCP-Konzepten dar (KLEER und HILDE-
BRANDT 2002).
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EIGENE UNTERSUCHUNGEN

6 Material

6.1 Probenmaterial

Im Rahmen dieser Arbeit wurden im Jahr 2001 Uber einen Zeitraum von 3 Monaten
insgesamt acht Metzgereien im Raum Munchen beprobt. Dabei erfolgte die Auswahl
der Geschafte zufallig, unabhangig von deren GroRRe, Lage oder anderen Kriterien.
Es handelte sich um kleine bis mittelstandische Betriebe (siehe Tabelle 20 im An-

hang).

Die Probenmenge umfasste zwischen 30 und 48 Einzelproben pro Betrieb, so dass
insgesamt 298 Proben untersucht wurden. Tabelle 9 (S. 48) bietet eine Ubersicht
uber Probenzahlen und Entnahmeorte in den jeweiligen Metzgereien. Im Ganzen
fielen 183 Proben auf die Untersuchung der Umgebung, 115 Proben stammten aus
tierischem Untersuchungsmaterial, wie rohem Schweinefleisch und Schlachtneben-

produkten.
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Tab. 9: Probenzahlen und Entnahmeorte der Umgebungsproben und des tierischen

Probenmaterials in den einzelnen Betrieben

Betrieb F.’robenzahl Entnahmeort
insgesamt Umgebungsproben tierisches Probenmaterial
A Zerlegung 15|Zerlegung 4
Herstellung 4|Herstellung 1
Kuhlung 0[KUhlung 3
Vorbereitung 1{Vorbereitung 0
Verkauf 4 |Verkauf 5
37 24 13
B Kuhlung 4|Kuhlung 7
Vorbereitung 11|Vorbereitung 0
Verkauf 5|Verkauf 3
30 20 10
C Anlieferung 3|Anlieferung 3
Herstellung 13|Herstellung 2
Kuhlung 4|Kuhlung 8
Verkauf 4|Verkauf 1
Gang 1{Gang 1
40 25 15
D Herstellung 10|Herstellung 0
Kahlung 3|Klhlung 7
Verkauf 8|Verkauf 5
33 21 12
E Herstellung 9[Herstellung 0
Kahlung 6|Kuhlung 13
Verkauf 6|Verkauf 6
40 21 19
F Herstellung 10|Herstellung 0
Kahlung 7|KUhlung 10
Verkauf 7|Verkauf 6
40 24 16
G Herstellung 16|Herstellung 3
Kahlung 3|Klhlung 11
Verkauf 8|Verkauf 7
48 27 21
H Zerlegung 11|Zerlegung 0
Kahlung 4|Kuhlung 5
Verkauf 6|Verkauf 4
30 21 9
Summe 298 183 115
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Wie aus Tabelle 9 ersichtlich, wurden an den charakteristischsten Standorten Pro-
ben entnommen. Dabei konnte je nach Betrieb zwischen Anlieferung, Zerlegung,

Herstellung, Kihlung, Vorbereitung und Verkauf unterschieden werden.

Die Tabellen 10 bis 13 (S. 49-52) geben einen Uberblick tiber die gesammelten Pro-
ben. Aus den Gegebenheiten vor Ort und den jeweiligen Moglichkeiten in den einzel-
nen Betrieben ergab sich ein vielfaltiges Probenspektrum. Dies lag zum einen an
dem zum Zeitpunkt der Probennahme zur Verfigung stehenden Material, zum ande-

ren an der Kooperationsbereitschaft der beprobten Metzgereien.

Tab. 10: Beprobtes, ortsveranderliches Arbeitsmaterial

Betrieb| A B C D E F G H
ortsvera.
Arbeitsmaterial

Messer

Fleischhaken
Fleischwolf
Reinigungsburste
Waage
Kettenhandschuhe
Abzieher
Arbeitsschurze
Knochensage
Knochenbeil
Wurstschneidemaschine
Eisloffel
Verwurstungsmaschine
Kasse (Tastatur)
Wourstfullmaschine
Fleischzerkleinerer
Kutter

Aufbewahrungs- und
Transportgefalle

Sl [=][=][=][=]EN[=][=1EN [V ] EN EN EN =] (=] =Y FN
o |o|o|o|o|o|o|=|o|=|o|=|o|N]=]=]w|N
g le (=] [=][=1EN[=]EN[=][=][=][=] EN (=] [V ] BN (=]
o |o|o|o|o|lo|o|o|=|o|o|=|o|=|=|N]=]w
S N I [=] EN[=][=][=][=][=][=][=1EN V] (=] =Y =N N
N fe] =1 BN =] [=][=][=][=][=] EN[=] (=] BN ENEFN NI N}
- |o|=|o|olo|o|o|=|=|o|=|=|=]|=|-|w|w
N fe =] =] [=][=][=][=] EN =] EN =] (=] (=] Y I JN

-
F N
-
N
-
-
-
o
-
o
-
w
-
a
©

Summe

Aus Tabelle 10 sind die ortsveranderlichen beprobten Gegenstande zu entnehmen.
Wie ersichtlich, wurden in allen Betrieben Messer beprobt. Es folgten Wischtupfer-

proben an Haken und an Fleischwolfen in je sieben Betrieben. In absteigender Rei-
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henfolge schlossen sich Blrsten und Waagen (in sechs Betrieben), Kettenhand-
schuhe und Abzieher in je vier Betrieben, Schurzen, Sagen und Beile in je drei Metz-
gereien und die Wurstschneidemaschine in nur zwei Betrieben an. Bei den anderen
beprobten Gegenstanden handelte es sich jeweils um Einzelproben, die sich aus der
Situation ergaben. Dazu gehorte ein Eisloffel, eine Verwurstungs- und eine Wurst-
fullmaschine, eine Kasse, ein Fleischzerkleinerer, ein Kutter und diverse Aufbewah-

rungs- und Transportgefale.

Tab. 11: Beprobtes, ortsunveranderliches Material

Betrieb A B C D E F G H
ortsunver.
Arbeitsmaterial
Arbeitsflache 5 2 3 3 3 3 5 4
Boden 4 4 6 3 2 3 3 3
Turgriffe 1 1 1 5 4 5 3 4
Wand 0 1 0 0 0 0 1 0
Schwenktlren 0 0 2 0 1 0 0 0
Wasserhahn 0 0 1 0 1 0 0 0
Spulbecken 0 0 1 0 0 0 0 0
Seifenspender 0 0 0 0 0 0 0 1
Summe 10 8 14 11 11 1 12 12

Tabelle 11 gibt die ortsunveranderlichen Materialien wider. Dabei handelt es sich um
fest verankerte Gegenstande und Oberflachen. In allen acht Betrieben wurden dabei
Arbeitsflachen, Béden und Turgriffe beprobt. In zwei Betrieben wurden Wischtupfer-
proben an Wanden, Schwenktiren und Wasserhahnen genommen. Ein Spulbecken
und ein Seifenspender wurden in je einem Betrieb beprobt.
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Tab. 12: Beprobte Innereien pro Betrieb

Betrieb A B C D E F G H
Innereien
Leber 2 0 2 2 2 0 1 0
Zunge 1 0 0 0 0 0 2 2
Niere 1 0 0 0 1 0 1 0
Herz 1 0 0 0 0 0 1 0
Hirn 1 0 0 0 0 0 0 0
Summe 6 0 2 2 3 0 5 2

Wie Tabelle 12 zeigt, wurden in sechs der acht Metzgereien (Betrieb Nr. A, C, D, E,
G, H) Schlachtnebenprodukte beprobt. Am haufigsten war dabei das Schlachtneben-
produkt Leber vertreten. In funf Betrieben wurde es insgesamt neun Mal beprobt.
Nacheinander folgten Zunge (flnf in drei Betrieben), Niere (drei in drei Betrieben),

Herz (zwei in zwei Betrieben) und Hirn (ein Mal).
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Tab. 13: Tierisches Probenmaterial

Betrieb A B C D E F G H
tier. Material
FuRe, z.T mit Schlegel 1 1 0 2 2 1 1 1
Speck 0 1 3 1 1 3 1 2
Keule 1 2 1 2 1 0 2 0
Kotelett 0 1 1 2 2 1 3 0
Filet 0 1 0 0 1 1 1 1
Kopfe 1 0 2 1 1 1 0 0
Bauch 0 1 1 0 1 0 0 1
Fleisch .zur Weiter- 0 0 1 1 0 > 5 0
verarbeitung
Schweinhalfte 2 0 0 0 1 3 0 0
Bauchspeck 0 0 1 1 0 0 1 0
Schulter 0 0 0 0 1 0 3 1
Ferkel 2 0 0 0 1 0 0 0
Schnitzel 0 1 0 0 0 0 0 1
Fleischsud 0 1 0 0 1 0 0 0
Schwarte 0 1 1 0 0 0 0 0
Hals 0 0 0 0 1 2 0 0
Hackfleisch 0 0 0 0 1 0 1 0
Brat 0 0 0 0 1 1 0 0
Fleischzubereitung 0 0 1 0 0 0 0 0
Leberkasebrat 0 0 1 0 0 0 0 0
Schwanz 0 0 0 0 0 1 0 0
Konfiskat 0 0 0 0 0 0 1 0
Summe 7 10 13 10 16 16 16 7

Tabelle 13 zeigt eine Auflistung des tierischen Probenmaterials. Das Probenspekt-
rum war je nach Vorliegen der Ware in den Metzgereien vielfaltig bzw. reglementiert.
FUfRe und Speck konnten in sieben der acht Metzgereien beprobt werden. In sechs
Betrieben wurden Keulen, Koteletts, Filets und Kopfe vorgefunden. Alle anderen be-
probten Materialien tierischen Ursprungs sind aus oben stehender Tabelle ersicht-
lich.

Die Aufbereitung und mikrobiologische Untersuchung der Proben fand in einem akk-

reditierten Priflabor statt. Noch am Tag der Probennahme wurde ein Direktausstrich
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auf CIN (Cefsulodin-lIrgasan-Novobiocin)-Agar durchgefuhrt, die Tupfer selbst wur-
den bei -18°C fur ca. 3 Monate tiefgefroren, wahrend der CIN-Agar sofort bebrutet
wurde (s.u.).

6.2 Arbeitsmaterial

Alle fur diese Arbeit verwendeten Materialen sind im Anhang aufgelistet.
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7 Methodik

Die Probennahme erfolgte mittels steriler Handschuhe und mit Leitungswasser ange-
feuchteter 5 x 5 cm groRRer steriler Tupfer, die anschlieBend mit Trypton-Soja-
Bouillon (TSB) getrankt wurden und in den Probennahmehandschuh verpackt wur-
den. Bei jeder Probennahme wurde versucht, eine moglichst gro3e Flache zu bepro-
ben. In jedem Betrieb wurde auch eine Negativkontrolle - dabei handelte es sich um
einen ausschliel3lich mit Leitungswasser getrankten Tupfer - genommen, die dassel-
be Programm wie die anderen Proben durchlief. Im Anschluss an die Probennahme
wurde das Material in einer handelsiblichen Kihlbox mit Kiihlaggregaten zum Labor
transportiert. Die Transportdauer betrug maximal eine Stunde, so dass eine ununter-

brochene Kuhlung gewahrleistet werden konnte.

Eine Zusammenfassung der Isolierung von Y. enterocolitica zeigt Abbildung 2
(S. 55). Die Nachweismethode basiert auf einer Kombination aus dem bereits er-
wahnten Internationalen Standard ISO 10273 und der Methode des NCFA (Nordic

Committee On Food Analysis).
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Abb. 2: |solierung von Y. enterocolitica

frische Tupferproben

tiefgefroren bei -18°C

Inkubation der gefrorenen Tupferprobe in 90 ml TSB

1-3 h bei Zimmertemperatur

Direkt-

100 pl

Ausstrich

1ml

9mlITC

Selektiv-Anreicherung
48 h bei +25°C
100 pl

Uber-Nacht-Anreicherung
bei +25°C

TSB-Uber-Nacht-Anreicherung

100 pl 0,5ml
4.5 ml
10 ml MRB KOH (0,25%)
20s
100 pl 10 pl
v v

CIN-Agar

Bebritung ca. 20 h bei +30°C
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7.1 Isolierung von Y. enterocolitica

Tag der Probennahme:

Noch am Tag der Probennahme wurden die Tupfer steril aus dem Probenhandschuh
entnommen und ein Direktaustrich auf CIN-Agar durchgefuhrt. Die Bebrutung erfolg-
te bei +30 °C fur ca. 20 Stunden, die Tupfer selbst wurden nach Verbringen in einen

neuen sterilen Handschuh bei -18°C flur ca. drei Monate tiefgefroren.

Die Beurteilung der auf CIN-Agar gewachsenen Kolonien erfolgte anhand der Farbe
und Gréle. Typische Kolonien (klein, dunkelrot mit schmalem hellen Hof, sogenann-
te ,bulleyes®) wurden auf unspezifischen Trypton-Soja-Agar (TSA)-Platten ausgestri-
chen und konnten so kurzzeitig im Kuhlschrank bei +4°C gelagert werden und zu

einem spateren Zeitpunkt weiter differenziert werden.

1. Tag:

Die noch tiefgefrorenen Tupferproben wurden steril aus dem Handschuh enthommen
und in jeweils 90 ml TSB gegeben, abgedeckt und 1-3 Stunden bei Zimmertempera-
tur inkubiert. Im Anschluss daran wurde mit 100 pl der Suspension ein Drei-
Osenausstrich auf einer CIN-Platte durchgefiihrt, die bei +30°C fiir ca. 20 Stunden
bebrutet wurde.

Des Weiteren wurde 1 ml der inkubierten TSB in 9 ml des ITC-Anreicherungs-
mediums pipettiert und flr 48 Stunden bei +25°C bebrutet. Die Tupferproben in der
TSB wurden zur Anreicherung uber Nacht bei +25°C bebritet.

2. Tag:

Mit der Uber Nacht bebruteten TSB wurde ein zweites Anreicherungsmedium be-

impft: 100 pl der TSB wurden in 10 ml MRB-Anreicherungsmedium pipettiert. Die
Bebritung erfolgte fur 48 Stunden bei +25°C.
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Zudem wurden 0,5 ml der TSB in 4,5 ml einer 0,25%igen KOH-LOsung gegeben,
durchmischt und nach 20 Sekunden eine Ose der Proben-KOH-Lésung auf eine hal-
be CIN-Platte ausgestrichen. Bebritet wurden die Platten bei +30°C flr ca. 20 Stun-

den.

Die Auswertung der CIN-Platte vom vorigen Tag erfolgte durch die Beurteilung von
Koloniegréfde und -farbe. Wurden typische Kolonien gefunden (s.o.), erfolgte ein
Ausstrich auf TSA-Platten.

3. Tag:

Die Auswertung der KOH-CIN-Platte erfolgte wieder aufgrund der Beurteilung von
Koloniegroflde und -farbe. Die typischen Kolonien wurden auf TSA-Platten ausgestri-
chen.

Die flr zwei Tage bebrutete ITC-Bouillon wurde nochmals durchmischt, 100 ul wur-
den auf eine CIN-Platte pipettiert, mittels Drei-Osenaustrich ausgestrichen und bei
+30°C fur ca. 20 Stunden bebrutet.

4. Tag:

Es erfolgte die Auswertung der am Vortag beimpften ITC-CIN-Platten. Mit den typi-

schen Kolonien wurde wie bereits oben angeflihrt vorgegangen.

Die fur zwei Tage bebrutete MRB wurde nochmals durchmischt und 100 pl auf einer

CIN-Platte ausgestrichen. Diese wurde bei +30°C fur ca. 20 Stunden bebrutet.

5. Tag:

Die Auswertung und das weitere Vorgehen bei den MRB-CIN-Platten erfolgte nach

den bereits oben erwahnten Kriterien.
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7.2 ldentifizierung von Y. enterocolitica

Die Identifizierung von Y. enterocolitica erfolgte nach dem in Abbildung 3 dargestell-

ten Schema.

Abb. 3: Identifizierung von Y. enterocolitica

Urea-Test
Urea-Schragagar; Bebrutung flr
24 h bei +30°C

UREA-positive Kolonien

API 20E
Bebrutung fur 20-24 h bei +30°C

als Yersinien identifizierte Isolate

Biotypisierungstests
Pyrazinamidase (48 h bei +25°C)
Asculin (24-48 h bei +25°C)

Salicin (24-48 h bei +25°C)

Tween-Esterase (24-48 h bei +25°C)

Xylose (24-48 h bei +25°C)

Trehalose (24-48 h bei +25°C)
Serotypisierung

mittels Objekttrageragglutination
Pathogenitatstest

mittels Asculin-, Pyrzinamidase-, Salicin-

test (s.0.) und CRMOX-Agar (Bebrutung

24 h bei +37°C)
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7.2.1 Urea-Test

Yersinien gehdren zu den ureasepositiven Bakterien. Sie katalysieren die Hydrolyse
von Harnstoff. Hierbei entsteht Ammoniumcarbonat, welches in Ammoniak und Koh-
lendioxid zerfallt. Dadurch kommt es zu einer alkalischen Reaktion, die durch Farb-

umschlag des dem Agar zugesetzten pH-Indikators nachgewiesen werden kann.

Ein Harnstoff-Schragagar wurde fur diesen Versuch mit einer von der TSA-Platte ab-
genommenen typischen Kolonie beimpft und bei +30°C fur 24 Stunden bebritet. Bei
einer positiven Reaktion kommt es durch die bereits oben erwahnte Alkalisierung des
Mediums zu einem Farbumschlag nach rosa. Bei positiver Reaktion erfolgte die wei-

tere Identifizierung Uber den API 20E-Test.

7.2.2 API 20E

Das Testsystem API 20E (bioMérieux SA) ist ein System zur Identifizierung von En-
terobacteriaceae. Der Test besteht aus 20 Mikrorohrchen, die dehydrierte Substrate
enthalten. Beim Beimpfen mit der zu untersuchenden Bakteriensuspension werden
die Substrate geldst. Zum Teil geschieht die anschlieRende Bebrutung aerob, zum
Teil unter Luftabschluss. Die wahrend der Inkubation entstehenden Stoffwechselpro-
dukte bewirken entweder einen direkten oder einen indirekten Farbumschlag nach
Zugabe entsprechender Reagentien. Die Auswertung der Reaktionen erfolgt anhand
einer vorgegebenen Tabelle (Tabelle 14, S. 60), die Identifizierung der Isolate mit

Hilfe entsprechender Software.

Fir den API 20E wurden ca. 3-5 typische Einzelkolonien von einer TSA-Platte ge-
wonnen und in 5 ml sterilem Wasser vollstandig gelost. AnschlieRend wurden die
Mikroréhrchen mit der entstandenen Suspension nach Vorgabe der Anleitung befullt
und zum Teil mit Paraffin luftdicht verschlossen. Die Bebrutung erfolgte bei +30°C fur
20-24 Stunden. Die Reaktionen wurden entsprechend Tabelle 14 (S. 60) ausgewer-
tet.
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Tab. 14: Ablesetabelle des API 20E
Ergebnis
Test Reaktion . "
negativ positiv Y. e
ONPG |B-Galactosidase farblos gelb gelb
ADH Arginindehydrolase gelb rot/orange gelb
LDC Lysindecarboxylase gelb orange gelb
ODC Ornithindecarboxylase |gelb rot/orange orange
CIT Citratabbau blalgrun/gelb [blau/blaugrun|blalgrin/blau
H2S H2S-Produktion farblos Niederschlag |farblos
URE Urease gelb rot/orange rot/orange
TDA Tryptophandesaminase|gelb dunkelbraun |gelb
IND Indolproduktion gelb rosa gelb/rosa
VP Acetoinproduktion farblos rosa rosa
GEL Gelatinase keine Diffusion |Diffusion keine Diffusion
GLU Glucose blau/blaugrun |[gelb gelb
MAN Mannit blau/blaugrin |[gelb gelb
INO Inosit blau/blaugrun |[gelb blau
SOR Sorbit blau/blaugrin |[gelb gelb
RHA Rhamnose blau/blaugrun |[gelb blau
SAC Saccharose blau/blaugrin |gelb gelb
MEL Melibiose blau/blaugrin |[gelb blau
AMY Amygdalin blau/blaugrin |gelb gelb/blau
ARA Arabinose blau/blaugrin |[gelb gelb/blau
NOs3-NO2 |NO2-Produktion gelb rot rot

Y.e.: Yersinia enterocolitica

7.3 Lagerung der identifizierten Yersinia-Kulturen

Nach der Identifizierung der Yersinia-Stamme wurden diese bis zum weiteren
Gebrauch in der Mikrobank gelagert. Dazu wurden Kolonien dieser Stamme auf
TSA-Platten ausgestrichen und Uber Nacht bei +30°C bebrutet. Am folgenden Tag
wurde das gesamte gewachsene Material unter der Sicherheitsbank in das vorgese-
hene Mikrobank-Rohrchen verbracht. Nach ca. 30 Minuten Wartezeit wurde die ent-
haltene Flussigkeit entfernt und die an den Keramikklgelchen fixierten
Y. enterocolitica-Stamme eingefroren. Fir spatere Untersuchungen wurde ein Kera-
mikkugelchen unter sterilen Bedingungen aus der Mikrobank enthommen, auf einer
unspezifischen TSA-Platte ausgestrichen und fir 24 Stunden bei +30°C bebritet.

7.4 Weitere Untersuchungen
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Die als Yersinien identifizierten Isolate wurden bio- und serotypisiert und auf plasmid-
und chromosomal-kodierte Pathogenitatsfaktoren getestet.

7.4.1 Biotypisierung

Im Rahmen der Biotypisierung wurden die Tests auf Pyrazinamidase, Asculin- und
Tween-Esterase-Spaltung durchgefuhrt und die Fermentation von Salicin, Xylose
und Trehalose beurteilt. Die weiteren Tests, die in Tabelle 15 aufgefihrt sind (Indol-
Bildung und NO3-Reduktion), wurden bereits bei der Durchfiihrung des APl 20E un-
tersucht. Aus der Kombination der Ergebnisse der verschiedenen Tests wurde der
Biotyp ermittelt.

Tab. 15: Biotypisierungstests fur Y. enterocolitica

Test 1A 1B ZBIOtyp3 4 5
Pyrazinamidase + - - - - -
Asculin + - - - i i
Salicin + - - - - -
Tween-Esterase + + - - - -
Indol + + + - - -
Xylose + + + + - -
Trehalose + + + + + .
NOs-Reduktion + + + + + +

Pyrazinamidase
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FUr diesen Test wurde ein Pyrazinamid-haltiger Schragagar in Reagenzrohrchen
hergestellt. Mit Hilfe einer Ose wurden frische Kulturen auf dem Agar ausgebracht
und flr 48 Stunden bei +25°C bebrttet. Nach Zugabe von einprozentigem Ammoni-
umferrosulfat bis zum oberen Rand des Agars wurde nach 10 min der Pyrazinamid-

Abbau beurteilt. Eine rosa-braune Farbe zeigt eine positive Reaktion an.

Asculin-Spaltung

Mit einigen Kolonien wurde auf einem Viertel eines Asculin-Agars ein einfacher Ose-
nausstrich durchgefihrt. Nach einer Bebrutungsdauer von 24-48 Stunden bei +25°C
wurde die Asculin-Spaltung beurteilt. Farbt sich die Umgebung um den Ausstrich

dunkel, so ist das Ergebnis positiv.

Tween-Esterase-Agar

Auf einem Tween-Esterase-Agar wurden mit Hilfe einer Ose einige Kolonien als ge-
rade Linie ausgestrichen und fur 24-48 Stunden bei +25°C bebrutet. Bei der Bildung
einer milchig-triben Zone um den Ausstrich handelt es sich um eine positive Reakti-
on.

Fermentation von Salicin, Xylose und Trehalose

Fir diese Tests wurde jeweils eine Ose mit der zu untersuchenden Bakterienkultur in
ein Reagenzglas mit Salicin-, Xylose- bzw. Trehalose-haltigem Nahrmedium ver-

bracht. Die Bebrutung erfolgte jeweils fur 24-48 Stunden bei +25°C. Durch eine Gelb-

farbung wurde eine positive Reaktion angezeigt.

7.4.2 Serotypisierung
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Die Serotypisierung von Y. enterocolitica O:3 wurde mittels kommerziell erhaltlicher
Testsets (SIFIN) durchgefuhrt. Hierzu wurde eine Bakterienkolonie unter Zuhilfe-
nahme einer Ose mit einem Tropfen monospezifischen Testserums vermengt und
vorsichtig geschwenkt. Im Falle eines positiven Nachweises von Y. enterocolitica
vom Serotyp O:3 kam es zu einer Agglutination, die durch eine deutliche Trubung

erkennbar war.

7.4.3 Pathogenitatsnachweis

Zum Nachweis der chromosmal-kodierten, pathogenen Eigenschaften wurden die
Testergebnisse des Pyrazinamidase-Nachweises, der Asculin-Spaltung und der Sa-
licinfermentation herangezogen. Konnten weder Pyrazinamid abgebaut, Asculin ge-
spalten, noch Salicin fermentiert werden, so waren pathogenitatsbestimmende chro-

mosomale Faktoren vorhanden.

Mittels der Calciumabhangigkeit bei +37°C und der Adsorption von Kongorot konnte
der indirekte Nachweis der plasmid-kodierten Eigenschaften erfolgen. Fir diesen
Test wurde eine Kolonie auf einem entsprechenden CRMOX-Agar (Kongorot-
Magnesium-Oxalat-Agar) ausgestrichen und im Anschluss fur 24 Stunden bei +37°C
bebrutet. Sehr kleine Kolonien von dunkeloranger Farbe entsprachen einer positiven

Reaktion, wogegen grof3e und helle Kolonien auf eine negative Reaktion hinweisen.

63



ERGEBNISSE Vorkommen von Y. enterocolitica in den untersuchten Betrieben

ERGEBNISSE

8 Vorkommen von Y. enterocolitica in den untersuchten Betrieben

8.1 Nachweis von Yersinien in der Gesamtheit der Proben

Mit der oben beschriebenen Versuchsanordnung konnten aus den insgesamt 298
genommenen Proben in 23 Fallen Yersinien, hiervon 16 Mal (5,4%) pathogene
Y. enterocolitica 4/0:3 isoliert und identifiziert werden. In Tabelle 16 (S. 65) sind die
Ergebnisse zusammengefasst, aufgegliedert nach Betrieb, Ort und Material der Pro-
bennahme. Bei der Unterteilung des Probenmaterials in produktspezifisches Unter-
suchungsmaterial und Umgebungsproben sind folgende Ergebnisse zu erhalten: Aus
insgesamt 115 Proben tierischen Materials konnten vierzehn Mal pathogene
Y. enterocolitica 4/0:3 nachgewiesen werden. Dies entspricht einem prozentualen
Wert von 12,2%. Bei den 183 Umgebungsproben wurden in zwei Fallen pathogene
Y. enterocolitica 4/0:3 nachgewiesen, was einem Prozentsatz von 1,1% gleichzuset-

zen ist.
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Tab. 16: Ergebnisse der Probennahme

Betrieb/Probe| Entnahmeort Material Ergebnis
A/1 Klhlung Ferkel Y. enterocolitica 4/0:3
A/2 Kdhlung Schweinhalfte Y. enterocolitica 4/0:3
A/3 Verkauf Hirn Y. enterocolitica 1A
B/1 Vorbereitung Fleischhaken Y. kristensenii
B/2 Klhlung Schweineschwarte Y. kristensenii
B/3 Verkauf Filet Y. kristensenii
C/1 Anlieferung Boden Y. intermedia
C/2 Kuhlung Bauchspeck Y. enterocolitica 4/0:3
C/3 Herstellung Arbeitsflache Y. enterocolitica 4/0:3
C/4 Herstellung | Kettenhandschuhe | Y. enterocolitica 4/0:3
C/5 Verkauf Messer Y. rohdei
D/1 Klhlung Keule Y. enterocolitica 4/0:3
D/2 Klhlung Leber Y. enterocolitica 4/0:3
D/3 Verkauf Leber Y. enterocolitica 4/0:3
E/1 Kahlung FuRe mit Schlegel | Y. enterocolitica 4/0:3
E/2 Kdhlung FURe mit Schlegel | Y. enterocolitica 4/0:3
E/3 Klhlung Ferkel Y. enterocolitica 4/0:3
E/4 Klhlung Schwein Y. frederiksenii
F/1 Klhlung Schweinehalfte Y. enterocolitica 4/0:3
F/2 Klhlung Fleisch, roh Y. enterocolitica 4/0:3
G/1 Verkauf Leber Y. enterocolitica 4/0:3
G/2 Verkauf Niere Y. enterocolitica 4/0:3
G/3 Verkauf Zunge Y. enterocolitica 4/0:3

In sechs der acht Metzgereien (Betrieb A, C, D, E, F, G) konnten pathogene
Y. enterocolitica 4/0:3 nachgewiesen werden. Y. enterocolitica-positive Proben wur-
den zwei Mal im Betrieb A gefunden. Dabei handelte es sich in beiden Fallen um tie-

risches Probenmaterial (Ferkel, Schweinhalfte), welches in der Kihlung beprobt wur-
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de. In Metzgerei C wurden drei Mal pathogene Y. enterocolitica 4/0:3 isoliert. Eine
Probe stammte von im Kihlraum entnommenem tierischem Material (Bauchspeck),
bei zwei Proben handelte es sich um Umgebungsproben (Kettenhandschuhe und
Arbeitsplatte) aus der Herstellung. Betrieb D lieferte drei der positiven Proben. Sie
stammten jeweils von Schlachtprodukten vom Schwein. Bei zwei handelte es sich
um Schlachtnebenprodukte (Leber), einmal aus einem Kuhlraum, einmal aus dem
Verkauf, bei der dritten Probe um eine Keule, die in einem Kuihlraum gelagert wurde.
In Metzgerei E wurden ebenfalls drei Mal pathogene Y. enterocolitica 4/0:3 nachge-
wiesen. Bei dem beprobten Material handelte es sich jeweils um Produkte vom Tier,
namlich zwei Mal um Fufe mit Schlegel und einmal um ein Ferkel. Im Betrieb F wur-
den positiveTupferproben von einer Schweinehalfte und von rohen Fleischstlicken
gewonnen. In Betrieb G stammten die drei positiven Proben von Schlachtnebenpro-
dukten. Jeweils ein Mal konnte der Erreger in Leber, Niere und Zunge nachgewiesen

werden.

Zusatzlich wurde im Betrieb A ein apathogener Y. enterocolitica-Stamm aus dem
Probenmaterial Hirn nachgewiesen. In Betrieb B wurde Y. kristensenii zwei Mal aus
den tierischen Probenmaterialien Schweineschwarte und Filet und ein Mal aus Tup-
ferproben von Fleischhaken gewonnen. In Betrieb C wurden je ein Mal Y. rohdei
(Messer) und Y. intermedia (Bodenprobe) und in Betrieb E ein Mal Y. frederiksenii
(Oberflache Schwein) isoliert.

8.2 Nachweis von pathogenen Y. enterocolitica 4/0:3 in gekiihlten und unge-

kiihlten Raumen

Von den 298 Gesamtproben wurden insgesamt 95 Proben aus gekuhlten Raumen
entnommen. Zehn Mal (10,5%) konnten dabei pathogene Y. enterocolitica 4/0:3
nachgewiesen werden. Die restlichen 203 Proben aus ungekihlten Raumlichkeiten
erbrachten sechs Mal (3,0%) ein positives Resultat fur pathogene Y. enterocolitica
4/0:3.

FiUr die insgesamt gefundenen pathogenen Y. enterocolitica 4/0:3 ergibt sich damit
folgendes Ergebnis: Zehn von sechzehn pathogenen Y. enterocolitica 4/0:3 wurden
in Kdhlraumen gefunden (62,5%), sechs der positiven Ergebnisse stammten aus un-
gekuhlten Raumen (37,5%).
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8.3 Nachweis von pathogenen Y. enterocolitica 4/0:3 in den Einzelbetrieben

Bezogen auf die Anzahl der Proben wurden im Betrieb D am haufigsten pathogene
Y. enterocolitica 4/0:3 nachgewiesen. In dieser Metzgerei wurden insgesamt 33 Pro-
ben genommenen, wovon drei einen positiven Nachweis erbrachten (9,1%). Mit 7,5%
Nachweishaufigkeit folgten Betrieb C und E. Von den in beiden Betrieben genomme-
nen jeweils 40 Proben erwiesen sich jeweils drei als Y. enterocolitica 4/0:3-positiv.
Betrieb G schlief3t sich mit 6,3% an. Dieser Wert ergibt sich aus den 48 Proben, von
denen drei Y. enterocolitica 4/0:3-positiv waren. Danach reihen sich die Metzgereien
A mit 5,4% (von insgesamt 37 Proben enthielten zwei pathogene Y. enterocolitica
4/0:3) und F mit 5,0% (40 Proben, davon 2 positiv) ein. In Betrieb B und H konnten
keine pathogenen Y. enterocolitica 4/0:3 nachgewiesen werden.

8.4 Nachweis von pathogenen Y. enterocolitica 4/0:3 in tierischem Proben-

material

Abbildung 4 gibt die prozentuale Nachweishaufigkeit von pathogenen

Y. enterocolitica 4/0:3 aus tierischem Probenmaterial wider.

Abb. 4: Nachweis pathogener Y. enterocolitica 4/0:3 aus tierischem Probenmaterial
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Der haufigste Nachweis aus tierischem Probenmaterial erfolgte in Metzgerei D mit
25,0%. Von den aus diesem Betrieb stammenden zwolf Proben tierischer Herkunft,
erwiesen sich drei als Y. enterocolitica 4/0:3-positiv. Von den im Betrieb E genom-
menen 19 Proben vom Tier erbrachten drei einen positiven Nachweis fur pathogene
Y. enterocolitica 4/0:3, was 15,8% entspricht. Mit 15,4% positiver Ergebnisse aus
tierischem Probenmaterial lag Betrieb A ebenfalls in diesem Bereich. Bei den drei-
zehn vom Tier stammenden Proben wurden zwei Y. enterocolitica 4/0:3-positiv ge-
testet. In absteigender Reihenfolge reihten sich die Betriebe G (14,3%; drei von 21
Proben positiv), F (12,5%; zwei von 16 Proben positiv) und C (6,7%; eine von funf-

zehn Proben positiv) ein.

8.5 Vergleich des Nachweises von pathogenen Y. enterocolitica 4/0:3 in rohem

Fleisch und Schlachtnebenprodukten

Abb. 5: Nachweishaufigkeit von pathogenen Y. enterocolitica 4/0:3 aus rohem

Schweinefleisch und Schlachtnebenprodukten
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Bei den insgesamt 115 Proben vom Tier handelte es sich in 95 Fallen um Schweine-
fleisch und in 20 um Schlachtnebenprodukte. Von den 95 rohen Schweinefleischpro-
ben erwiesen sich neun (9,5%), von den 20 rohen Schlachtnebenprodukten funf

Stick (25,0%), bezogen auf das entsprechende Probenmaterial, positiv bezuglich
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des Nachweises pathogener Y. enterocolitica 4/0:3. Bei den positiven Schlachtne-

benprodukten handelte es sich um Zunge, Niere und Leber.

In Betrieb A, C, E und F wurden pathogene Y. enterocolitica 4/0:3 ausschliel3lich aus
Fleisch, nicht jedoch von Innereien nachgewiesen, wahrend in Betrieb D sowohl aus
Schweinefleisch und Schlachtnebenprodukten und in Betrieb G der gesuchte Erreger
nur aus Schlachtnebenprodukten isoliert werden konnte. In Betrieb A erwiesen sich
zwei der insgesamt 13 Proben vom Tier als Y. enterocolitica 4/0:3-positiv. Sechs
beprobte Innereien waren negativ bezlglich pathogener Y. enterocolitica 4/0:3. Bei
Betrieb C wurden insgesamt funfzehn Proben vom Schwein untersucht. Die unter-
suchten Innereien erbrachten ein negatives Ergebnis, wahrend aus dem untersuch-
ten Fleisch ein Mal pathogene Y. enterocolitica 4/0:3 nachgewiesen werden konn-
ten. Betrieb D erbrachte sowohl positive Resultate beim untersuchten Fleisch als
auch bei den untersuchten Schlachtnebenprodukten. Von den insgesamt zwolf Pro-
ben vom Tier erwiesen sich eine Fleischprobe und zwei Innereien als positiv. In
Metzgerei E waren drei der untersuchten 19 Proben vom Schwein positiv. Der Erre-
ger konnte nur aus rohem Schweinefleisch nachgewiesen werden. Bei keiner der
positiven Proben handelte es sich um Schlachtnebenprodukte. Ebenso verhielt es
sich bei Betrieb F. Von den untersuchten 16 Proben vom Tier konnte der positive
Nachweis nur aus zwei Fleischproben erbracht werden. Bei Betrieb G erbrachten
dagegen aus insgesamt 21 Proben vom Schwein drei Mal Innereien ein positives
Ergebnis, wahrend das untersuchte Schweinefleisch negativ war.

8.6 Nachweis von Y. enterocolitica 4/0:3 in den Umgebungsproben

Insgesamt wurden im Untersuchungszeitraum 183 Umgebungsproben aus der ge-
samten Produktionslinie gesammelt und untersucht. Lediglich zwei der
Y. enterocolitica 4/0:3-positiven Ergebnisse aller Proben stammten aus den Umge-
bungsproben (1,1%). Dieser positive Nachweis wurde nur im Betrieb C ermittelt.

In diesem Betrieb wurden 25 Umgebungsproben genommen, wovon zwei (von einer

Arbeitsflache bzw. von Kettenhandschuhen) ein positives Ergebnis erbrachten.
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8.7 Ergebnis der Negativkontrollen

In keiner der Negativkontrollen konnten im Verlauf der verschiedenen Untersu-

chungsschritte Yersinien nachgewiesen werden.
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9 Ergebnisse der verwendeten Testverfahren

9.1 Ergebnisse der verschiedenen Isolierungsverfahren

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Isolierungsmethoden fur
Y. enterocolitica angewandt. Tabelle 17 und Abbildung 6 (S. 72) zeigen die mit Hilfe

der verschiedenen Kultivierungsmedien erzielten Nachweisraten.

Tab. 17: Ergebnisse der verschiedenen Nachweisverfahren fur gefundene
pathogene Y. enterocolitica 4/0:3

Nachweisverfahren
D1 D2 KOH ITC MRB

Betrieb/Probe

Betrieb A, Probe 1
Betrieb A, Probe 2
Betrieb C, Probe 1
Betrieb C, Probe 2
Betrieb C, Probe 3
Betrieb D, Probe 1
Betrieb D, Probe 2 - - -
Betrieb D, Probe 3
Betrieb E, Probe 1
Betrieb E, Probe 2
Betrieb E, Probe 3
Betrieb F, Probe 1
Betrieb F, Probe 2
Betrieb G, Probe 1
Betrieb G, Probe 2
Betrieb G, Probe 3

+|+
+
1
+ |1

+|+]|
+ |
1
+
1

+[+]
1

+[+]
1
1
1

1

1

+
+[+]

++[+]+]+]
1
1
1
1

Summe 11 X pos.|2 x pos.|0 x pos.| 6 x pos. | 4 x pos.

D1: Direktausstrich

D 2: Ausstrich nach Inkubation der gefrorenen Probe bei Zimmertemperatur

KOH: Vorbehandlung der aufgetauten Probe mit 25%iger Kalilauge nach Uber-Nacht-Anreicherung
ITC: selektive Anreicherung in Irgasan-Ticarcillin-Kaliumchlorat-Bouillon

MRB: selektive Anreicherung in Modifizierter Rappaport-Bouillon

Wie aus Tabelle 17 deutlich wird, konnte der Uberwiegende Teil der pathogenen

Y. enterocolitica 4/0:3 (11 Stuck) bereits durch den Direktausstrich (D1) nachgewie-
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sen werden. lhm folgte die selektive Anreicherung in ITC (sechsmaliger Nachweis),
die selektive Anreicherung in MRB (viermaliger Nachweis) und dann der Ausstrich
nach Inkubation der tiefgefrorenen Probe in TSB (zweimaliger Nachweis). Durch die
Vorbehandlung der Uber-Nacht-Anreicherung mit KOH konnten in dieser Arbeit keine

pathogenen Y. enterocolitica 4/0:3 nachgewiesen werden.

Abb. 6: Nachweisrate von pathogenen Y. enterocolitica 4/0:3 in Abhangigkeit von

der Nachweismethode und deren Kombination

16 X
4 x MRB 2xD2 D1+ITC+MRB

6xITC

11 x D1

14 x
D1+D2+ITC

13 x D1+ITC

D1: Direktausstrich

D 2: Ausstrich nach Inkubation der gefrorenen Probe bei Zimmertemperatur

KOH:  Vorbehandlung von der aufgetauten Probe mit 25%iger Kalilauge nach Uber-Nacht-Anreicherung
ITC: selektive Anreicherung in Irgasan-Ticarcillin-Kaliumchlorat-Bouillon

MRB: selektive Anreicherung in Modifizierter Rappaport-Bouillon

In Abbildung 6 sind die Ergebnisse in einem Kreisdiagramm zusammengefasst, wo-
bei deutlich wird, welche Nachweismethode und welche Kombinationen am erfolg-
reichsten waren. Die Identifizierung aller sechzehn pathogenen Y. enterocolitica

4/0:3 war ausschlieBlich durch den Gebrauch von Direktausstrich (D1), selektiver

Anreicherung in MRB und selektiver Anreicherung in ITC madglich. In vierzehn Fallen

konnte der Nachweis durch Kombination von Direktausstrich und selektiver Anreiche-
rung in MRB, in dreizehn Fallen durch Verbindung des Direktausstriches mit der se-

lektiven Anreicherung in ITC erreicht werden. EIf Mal konnten pathogene
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Y. enterocolitica 4/0:3 durch den alleinigen Direktausstrich nachgewiesen werden.
Durch die Anwendung der selektiven Anreicherung in ITC konnten sechs Mal, durch
die alleinige Verwendung von MRB nur vier Mal pathogene Y. enterocolitica 4/0:3

isoliert werden.

9.2 Ergebnisse des Testsystems APl 20E

Die typischen Kolonien auf CIN-Agar (,Kuhaugen®), die im Urea-Test positiv reagier-
ten, wurden einer Differenzierung mit dem APl 20E unterzogen. Letztere wurde mit
insgesamt 42 Isolaten aus 36 Proben durchgefihrt. Die fur Y. enterocolitica typische
Zahlenkombination wurde 18 Mal (aus 18 Proben) nachgewiesen. Dabei handelte es
sich, wie bei der spateren Differenzierung festgestellt wurde, siebzehn Mal um pa-
thogene Y. enterocolitica-Isolate und ein Mal um ein apathogenes Y. enterocolitica-
Isolat. Zusatzlich konnten mittels des APl 20E drei Mal Y. kristensenii (aus drei Pro-
ben), und je ein Mal Y. intermedia, Y. rohdei und Y. frederiksenii (jeweils aus einer
Probe stammend) identifiziert werden (siehe Tabelle 19 im Anhang). Die anderen 16
untersuchten Isolate (von zwolf Proben stammend) ergaben eine fur Yersinien unty-

pische Zahlenkombination und wurden nicht weiter untersucht.

9.3 Ergebnisse der Biotypisierung

Die Biotypisierung wurde insgesamt in 46 Mal durchgeflhrt. Diese Zahl ergab sich
durch Testung von 46 Isolaten aus 23 Proben, die sich im APl 20E als der Species
Yersinia zugehorig erwiesen hatten (siehe Tabelle 19 im Anhang). Bei den unter-
suchten 46 Kolonien konnte 33 Mal der Biotyp 4 aus 16 verschiedenen Proben und
zwei Mal der Biotyp 1A aus einer Probe nachgewiesen werden. Dabei handelte es
sich 33 Mal um pathogene Y. enterocolitica und zwei Mal um apathogene
Y. enterocolitica. Bei den restlichen elf untersuchten Isolaten (von sechs Proben
stammend) ergab die Bestimmung des Biotyps kein charakteristisches Resultat. Da-

bei handelte es sich um die anderen gefundenen Yersina-Species.
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9.4 Ergebnisse der Untersuchung auf Pathogenitat

Insgesamt 46 Isolate wurden auf plasmid- und chromosomal-kodierte Patho-
genitatseigenschaften untersucht. Die Anzahl der Isolate ergab sich aus den gleichen
Grunden wie bereits unter 9.3 dargestellt. Von den untersuchten Isolaten konnten bei
29 die Aufnahme von Kongorot und ein Calcium-abhangiges Wachstum auf CRMOX-
Agar festgestellt werden. Die anderen 17 Isolate zeigten ein negatives Ergebnis. Bei
den 29 positiven Ergebnissen handelte es sich in allen 29 Fallen um Y. enterocolitica
4/0:3. Vier untersuchte Kolonien (von zwei unterschiedlichen Proben), die als
Y. enterocolitica 4/0:3 identifiziert worden waren, erbrachten ein negatives Tester-
gebnis. Bei den restlichen dreizehn negativ getesteten Kolonien handelte es sich um

die apathogenen Yersinia-Species.

Die Untersuchungen auf chromosomal-kodierte Eigenschaften wurden bereits im
Rahmen der Biotypisierung durchgefuhrt. Als Nachweis der chromosomal-kodierten
Pathogenitatsfaktoren dienten hierbei die Abwesenheit von Pyrazinamidase und die

Unfahigkeit zur Asculinspaltung und zum Salicinabbau.

Tab. 18: Ergebnisse der Testung auf chromosomal-kodierte Eigenschaften

Ergebnis positiv negativ
Test
Pyrazinamidase 13 33
Asculin 7 39
Salicin 7 39

Aus Tabelle 18 ist ersichtlich, dass bei der Untersuchung von insgesamt 46 Kolonien
(von 23 Proben stammend) 33 ein negatives Ergebnis bei der Testung auf Pyrazi-
namidase zeigten. Dabei handelte es sich um die pathogenen Y. enterocolitica 4/0:3.

Bei den dreizehn positiv getesteten Kolonien handelte es sich sechs Mal um Y.
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kristensenii (aus drei Proben) und je zwei Mal um Y. intermedia, apathogene
Y. enterocolitica und Y. frederiksenii (jeweils aus einer Probe stammend). Ein Mal
wurde der positive Nachweis von Y. rohdei erbracht (von einer Probe). Bei der Tes-
tung auf Asculinspaltung erbrachten 39 Kolonien ein negatives Ergebnis. Darunter
fielen 33 Mal die pathogenen Y. enterocolitica 4/0:3 (aus 16 Proben stammend) und
sechs Mal Y. kristensenii (von drei Proben). Das siebenfache positive Ergebnis wur-
de je zwei Mal von Y. intermedia, Y. frederiksenii und den apathogenen
Y. enterocolitica erbracht und ein Mal von Y. rohdei (jeweils von einer Probe stam-
mend). Die Untersuchung auf die Fahigkeit zum Salicinabbau fiel ebenso wie der
Asculinabbau aus. 39 getestete Kolonien reagierten negativ, sieben dagegen positiv.
Die Verteilung der einzelnen Yersinia-Species entsprach ebenfalls der bei der Ascu-

linspaltung.

9.5 Ergebnisse der Serotypisierung

Die Serotypisierung wurde in 46 Fallen (aus 23 Proben) zur endgultigen Bestimmung
und Identifizierung durchgefuhrt. In 33 Fallen ergab die Testung auf den Serotyp mit-
tels Objekttrageragglutination ein positives Ergebnis hinsichtlich des Serotyps O:3.
Die Isolate stammten aus 16 Proben. Da diese Isolate bereits als Biotyp 4 identifiziert
worden waren, handelte es sich somit um Y. enterocolitica 4/0:3. Bei dreizehn unter-
suchten Kolonien (von 7 Proben) erbrachte die Agglutination ein negatives Ergebnis.

Dabei handelte es sich um die apathogenen Yersinia-Species.
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DISKUSSION

10 Pravalenz

10.1 Y. enterocolitica 4/0:3 in der Gesamtheit der Proben

Im Rahmen dieser Erhebung wurden insgesamt 298 Proben sowohl vom Schwein
(rohes Fleisch und Schlachtnebenprodukte), als auch von Geratschaften und Ober-
flachen (Umgebungsproben) gewonnen. Wie viele Proben jeweils genommen wur-
den, ergab sich aus den Gegebenheiten und der moglichen Relevanz und Aussage-
kraft der Proben vor Ort. Von den 115 Proben vom Tierkdrper und den Schlachtne-
benprodukten erwiesen sich vierzehn Proben als positiv fur pathogene
Y. enterocolitica 4/0:3 (12,2%). Nur 1,1% der pathogenen Y. enterocolitica 4/0:3
stammte in dieser Untersuchung aus den Umgebungsproben (zwei der 183 unter-
suchten Proben waren positiv). Bezogen auf die einzelnen Metzgereien lag die

Verbreitung von pathogenen Y. enterocolitica 4/0:3 zwischen 0 und 9,1%.

Vergleichsmoglichkeiten mit Angaben aus der Literatur gibt es kaum. Untersuchun-
gen zur Verbreitung von pathogenen Y. enterocolitica speziell an Schlachthéfen wur-
den zwar in den vergangenen Jahren durchgefuhrt und erbrachten stets hohe Nach-
weisraten pathogener Y. enterocolitica (FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 2000a, 2001a;
BUCHER 2001), Untersuchungen uUber das Vorkommen in Metzgereien wurden nur
vereinzelt durchgefuhrt. CHRISTENSEN (1987) flhrte in den Jahren 1982-1983 ein
Screening hinsichtlich Y. enterocolitica O:3 in Metzgereien in Danemark durch. Dabei
wurden sowohl mittels Abstrich die Umgebung und mittels Tampons das Abfluss-
wasser als auch verzehrsfahiges tierisches Material wie Kopf- und Nackenfleisch,
Zungen, Herz, Leber und Zwerchfell beprobt. Die Kontaminationsrate der untersuch-

ten Proben lag bei 10%.

Die hier vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass pathogene Y. enterocolitica 4/0:3
auch in Bayern in Metzgereien vertreten sind und somit ein Risiko fur den Verbrau-
cher darstellen. Ublicherweise werden die meisten ronen Produkte vor dem Verzehr
durch den Verbraucher durcherhitzt. In diesem Fall werden, wie durch Untersuchun-

gen von HEIM (1984) bereits bestatigt, Yersinien auch abgetotet. Jedoch darf die Ge-
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fahr einer Kreuzkontamination im Gewinnungs- und Herstellungsprozess nicht unter-
schatzt werden. Beruhrt der Metzger beispielsweise zunachst kontaminiertes rohes
Fleisch, unterzieht danach aber seine Hande keiner ausreichenden Reinigung und
Desinfektion, so besteht die Gefahr der Kontamination von Ware, die anschlielend
nicht bzw. nicht nochmals erhitzt wird, wie beispielsweise Wurstwaren. Ebenso ge-
hort heutzutage der Genuss von rohem Hackfleisch, zum Beispiel in Form von Ha-
ckepeter, zu den normalen Verzehrsgewohnheiten des Verbrauchers. Die Problema-
tik ergibt sich zum einen aus dem rohen Verzehrszustand, zum anderen aus dem
hohen Zerkleinerungsgrad (FEHLHABER und JANETSCHKE 1992). Wird also aus mit
Yersinien kontaminiertem Fleisch Hackfleisch gewonnen, besteht fur den Verbrau-
cher ebenfalls die Gefahr einer Infektion. Die gleiche Problematik besteht bei Roh-
wursten, wie beispielweise Mettwurst. Fur die Herstellung findet mehr oder weniger
stark zerkleinertes rohes Fleisch Verwendung (PRANDL et al. 1988). Da jedoch im
Anschluss, im Rahmen der Reifung, keine Durcherhitzung stattfindet, besteht auch
hier ein Risiko. Die Gefahr fur den Verbraucher ergibt sich aus der hier dargestellten
Situation: kontaminierte Ware gelangt Uber die Metzgereien in die einzelnen Haus-

halte und kann zu einer Infektion fihren.

Die aktuellen Zahlen des Robert-Koch-Institutes (RKI) bestatigen die Problematik
von Y. enterocolitica-Infektionen. Bis zur 36. Kalenderwoche 2002 wurden insgesamt
schon 5063 amtliche Falle gemeldet. Dies sind 270 mehr als im Vorjahr. Zusatzlich
sind in diese Statistik Daten der nicht erkannten Falle mit einzurechnen. Weder geht
jeder Betroffene mit milder Durchfallsymptomatik zum Arzt, noch leitet jeder behan-
delnde Arzt eine genaue Erregerabklarung ein. So wird beispielsweise die Dunkelzif-
fer bei Salmonelleninfektionen auf zehn bis zwdlf Mal hoher als die nachgewiesene
Fallzahl geschatzt. Es ist davon auszugehen, dass fur Yersinien Entsprechendes zu
erwarten ist, eventuell muss sogar mit hoheren Zahlen gerechnet werden. Bei Durch-
fallsymptomatik wird zunachst an eine Salmonellose, Campylobacteriose oder virale
Infektionserreger gedacht und darauf untersucht. Bei einem negativen Ergebnis wird
jedoch oft keine weitere Ursachenforschung betrieben. Somit kann der Erreger uner-

kannt bleiben.

Neben den pathogenen Y. enterocolitica 4/0:3 konnten drei Mal Y. kristensenii und je

ein Mal Y. frederiksenii, Y. rohdei, Y. intermedia und ein apathogener
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Y. enterocolitica-Stamm nachgewiesen werden. In dieser Arbeit wurde gezielt nach
pathogenen Y. enterocolitica gesucht, bei dem eingesetzten Nachweisverfahren
handelte es sich um eine Methode zur Isolierung von pathogenen Y. enterocolitica.
Zusatzlich wurde bei der Beurteilung der verschiedenen Medien explizit nach ent-
sprechenden Kriterien selektiert. Es ist davon auszugehen, dass bei weniger auf-
wendiger Selektionsmethode und Auswertung der Platten wesentlich mehr apatho-

gene Y. enterocolitica und andere Yersinia-Species gefunden worden waren.

10.2 Pathogene Y. enterocolitica 4/0:3 in gekiihlten und ungekiihlten Raumen

Y. enterocolitica gehort zu den psychrotrophen Keimen, das heif3t, eine Vermehrung
findet auch noch im Temperaturbereich bis 0°C statt. Der Uberwiegende Teil (62,5%)
der pathogenen Y. enterocolitica konnte in der vorliegenden Studie in gekuhlten
Raumen (< +7°C) nachgewiesen werden. Dadurch wird die besondere Problematik
dieses Erregers nochmals verdeutlicht. Eine Kihlung verlangsamt zwar das Wachs-
tum der Yersinien, bewirkt aber nicht deren Abtétung. Trotz dieses Wachstumsver-
haltens muss die Kuhlkette vom Transport in die Metzgerei und auf dem weiteren
Weg innerhalb des Betriebes konsequent eingehalten werden, um die rasche Ver-

mehrung des Erregers zu unterdriicken.

10.3 Y. enterocolitica 4/0:3 in den Einzelbetrieben

In sechs der acht Betriebe konnten pathogene Yersinien nachgewiesen werden. Bei
den Betrieben A, B, D, E, G und H handelte es sich um Betriebe mit einer Mitarbei-
terzahl unter zehn Personen. In Betrieb Betrieb B — einem kleinen Familienunter-
nehmen — wurden lediglich apathogene Y. enterocolitica gefunden. Bei Betrieb H,
einem ahnlich strukturierten Betrieb, wurden weder apathogene noch pathogene Y-
ersinien gefunden. Bei den anderen genannten Metzgereien (A, D, E, G) lag die
Verbreitung fur pathogene Y. enterocolitica 4/0:3 zwischen 5,4 und 9,1%. Bei den
Metzgereien C und F handelte es sich um Betriebe mit einer Mitarbeiterzahl Uber
zehn Personen. In beiden konnten pathogene Y. enterocolitica 4/0:3 mit einer Prava-
lenz von 7,5% bzw. 5,0% nachgewiesen werden.

Bei Untersuchungen von CHRISTENSEN (1987) waren pathogene Y. enterocolitica vor

allem in kleinen Metzgereien vertreten. Dies wurde mit geringer Durchlaufrate, Lage-
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rung von minderwertigem Fleisch (nicht im Sinne der Rechtsvorschriften, sondern als
Bezeichnung fur im Nahrungs- und Genusswert verminderte Teilsticke) wie zum
Beispiel Zwerchfellen und diversen Zutaten in den Kihlrdumen und fehlender Tren-
nung bei der Behandlung von rohem Fleisch und von Endprodukten erklart. Die ge-
ringere Nachweishaufigkeit in den grof3eren Metzgereien und Supermarkten wurde
damit begrundet, dass hier Durchlaufrate und Hygiene hoch waren, aul3erdem eine

deutliche Trennung zwischen rohen Produkten und Endprodukten stattfand.

In dieser Arbeit wurden pathogene Y. enterocolitica auch aus groReren Betrieben
nachgewiesen. Es kann also nicht davon ausgegangen werden, dass alleine die Auf-
teilung in verschiedene Arbeitsbereiche die Verbreitung von Yersinien vermindert,
sondern es muss auch eine strikte Einhaltung dieser Einteilung stattfinden. Ebenso
besteht durch eine gro3e Anzahl an Mitarbeitern die Gefahr, dass die Verbreitung
von Yersinien durch unbedachtes Handeln gefordert wird. Ahnliches wurde bereits
durch HoLMES (2002) beschrieben. Die Problematik bei groRen Betrieben ist haufig
ungeschultes Personal, das weniger Hygienebewusstsein als gelerntes Personal
zeigt. Im Gegensatz dazu muss bei der Betrachtung von Ein-Mann-Betrieben mit
einbezogen werden, dass eventuell gerade in diesen Betrieben oft eine bessere Hy-
giene herrscht. Dies ist darauf zurtickzufihren, dass die Verantwortung fur die Hy-

giene bei einer Person, die in dem Fall identisch mit dem Besitzer ist, liegt.

10.4 Y. enterocolitica 4/0:3 in tierischem Probenmaterial

Das Probenspektrum der vom Schweineschlachtkérper genommenen Proben verteil-
te sich wie folgt: 95 der Proben stammten von rohem Schweinefleisch und 20 von
rohen Schlachtnebenprodukten. Von den 95 Fleischproben erwiesen sich neun
(9,5%) als positiv, von den 20 Schlachtnebenprodukten funf (25%).

Bei Probennahmen durch BUCHER (2001) an einem Schlachthof erbrachte die Unter-
suchung von Geschlingen vom Schwein mit 54% eine noch hohere Nachweisrate an
pathogenen Y. enterocolitica 4/0:3. Als Ursache fur die Kontamination findet man in
der Literatur immer wieder Tonsillen, Zungen und Kot an erster Stelle. Diese sind
auch hier als Kontaminationsquelle zu vermuten. Der Nachweis von pathogenen

Y. enterocolitica 4/0:3 der hier untersuchten Proben lag unter den Angaben von Bu-

79



DISKUSSION Pravalenz

CHER (2001). Als Ursache hierfur konnte zum einen eine Yersinien-freie Charge an
Tieren in Betracht gezogen werden, das heil3t, die Tiere stammten aus einem Yersi-
nien-freien Bestand, eine andere Mdglichkeit ist die unterschiedliche Form der Pro-
bennahme. Wahrend von BUCHER (2001) Poolproben untersucht wurden, erfolgte in
dieser Studie eine Analyse von Einzelproben. Trotz der geringeren Nachweisrate
wird aber deutlich, dass ein Eintrag in die Metzgereien durchaus stattfindet und somit

ein Problem im Rahmen des Verbraucherschutzes besteht.

10.5 Y. enterocolitica 4/0:3 in den Umgebungsproben

Wie bereits oben erwahnt, liegt das Problem des Einbringens dieser Erreger in den
Betrieb bei unbehandeltem Fleisch und Schlachtnebenprodukten, die weitere Aus-
breitung im Betrieb sowohl bei Fleisch und Schlachtnebenprodukten als auch bei den
Gegenstanden, die mit diesen in Beruhrung kommen (Geratschaften, andere Aus-
stattung und Oberflachen, zusammenfassend als Umgebungsproben bezeichnet).
Bei den beiden positiven Umgebungsproben dieser Studie handelte es sich um Ket-
tenhandschuhe und um eine Arbeitsflache. Als Ursache derer Kontamination kann

frisches oder schon gelagertes kontaminiertes Tiermaterial angesehen werden.

Die nur geringe Nachweisrate von pathogenen Y. enterocolitica 4/0:3 aus Umge-
bungsproben ist sicherlich darauf zurickzufihren, dass die Probennahme zum Tell
erst nach der Reinigung und Desinfektion durchgefuhrt wurde (siehe Tabelle 20 im
Anhang) und dadurch im allgemeinen nur sehr geringe Keimzahlen bzw. im speziel-

len keine Yersinien mehr nachgewiesen werden konnten.
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11 Eignung der angewandten Methoden und Testverfahren

11.1 Beurteilung der verschiedenen Isolierungsverfahren

Der Nachweis pathogener Y. enterocolitica wurde in dieser Arbeit in Anlehnung an
die ISO DIN 10273 und an die Methode des NCFA durchgeflhrt. Er umfasste einen
Direktausstrich, einen Ausstrich der bei Zimmertemperatur angetauten Probe, Vor-
behandlung der aufgetauten Probe mit 0,25%iger KOH nach Uber-Nacht-
Anreicherung und die selektiven Anreicherungen in MRB und ITC. Am haufigsten
konnten pathogene Yersinien mit der Methode des Direktausstriches nachgewiesen
werden (insgesamt elf Nachweise). Ohne Direktausstrich waren in finf untersuchten
Proben keine pathogenen Y. enterocolitica 4/0:3 nachgewiesen worden. Dies ist au-
Rergewdhnlich, spricht jedoch fiir eine hohe Keimkonzentration (>4 bis 10°) (Vis-
NUBHATLA et al. 2001) im beprobten Ausgangsmaterial. Des Weiteren konnte in drei
Fallen der Erregernachweis nur Uber selektive Anreicherung in MRB und zwei Mal
nur Uber die selektive Anreicherung in ITC erbracht werden. Zusatzlich zeigten die
Ergebnisse, dass durch die Kombination von Direktausstrich und ITC 13 Mal, durch
die Verwendung von Direktausstrich und MRB 14 Mal der positive Nachweis erbracht
werden konnte. Analog zu diesen Beobachtungen wurde von verschiedenen Autoren
stets der Einsatz unterschiedlicher Methodenkombinationen beflrwortet, wie bei-
spielsweise der Gebrauch von selektiver Anreicherung in ITC und Direktausstrich auf
festen Nahrmedien, der u.a. von DE BOER et al. (1991) verwendet wurde, wahrend
FREDRIKSSON-AHOMAA et al. (1999) feste Nahrmedien und MRB bei ihren Untersu-

chungen einsetzten.

Hieraus wird ersichtlich, dass sowohl der Direktausstrich als auch die selektiven An-
reicherungen in MRB und ITC als unerlassliche Bestandteile des Verfahrens zur Iso-
lierung von pathogenen Y. enterocolitica, insbesondere 4/0:3, anzusehen sind. Bei
der Verwendung kutureller Methoden kann also erst durch die Kombination der ISO-
Methode und des Vorschlages des NCFA bei der Bestimmung von pathogenen
Y. enterocolitica die hochste Nachweisrate erzielt werden.
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11.2 Beurteilung des API 20E, der Bio- und Serotypisierung und der
Untersuchung auf Pathogenitat

Der API 20E hat sich in dieser Untersuchung als sehr gute Identifikationsmdglichkeit
fur die verschiedenen Yersinia-Species erwiesen. Er wurde flr die Differenzierung
bei 42 Kolonien eingesetzt und erbrachte 23 Mal ein positives Ergebnis fur die ver-
schiedenen pathogenen und apathogenen Yersinia-Species. Bei den restlichen 19
Isolaten konnten aufgrund der erhaltenen Zahlenkombination Yersinien eindeutig

ausgeschlossen werden.

Die Biotypisierung wurde an 46 Kolonien durchgefiihrt. Bei den gefundenen Biotypen
handelte es sich um den pathogenen Biotyp 4 und den apathogenen Typ 1A (siehe
Tabelle 19 im Anhang). Mittels Agglutinationsserum wurde die gleiche Anzahl an
Kolonien auf Vorliegen des Serotyps O:3 untersucht. In 33 Fallen kam es zu einer
Objekttrageragglutination, also einem positiven Ergebnis bezlglich des Serotyps
0O:3. Dementsprechende Ergebnisse findet man auch in der Literatur, wie beispiels-
weise bei FREDRIKSSON-AHOMAA et al. (2001d). Bei Untersuchungen verschiedenster
Organe und Fleisch war stets der Bioserotyp 4/0:3 bzw. der apathogene Biotyp 1A

vertreten.

Die plasmid-kodierten Pathogenitatsfaktoren wurden in dieser Arbeit mittels CRMOX-
Agar uberpruft. Dabei ergaben von den getesteten 46 Kolonien 29 ein positives Er-
gebnis. Es handelte sich hierbei um pathogene Y. enterocolitica 4/0:3. In vier Fallen,
durch die anderen Tests bereits als Y. enterocolitica 4/0:3 identifizierte Kolonien,
konnten keine fur plasmid-kodierte Pathogenitat sprechenden Ergebnisse gefunden
werden. Eine mogliche Erklarung hierfur ist, dass das Plasmid im Laufe der ver-
schiedenen Kultivierungsschritte verloren ging (SCHIEMANN 1989; KAPPERUD 1991).

Derartige Erreger missen als potentiell pathogen eingestuft werden.
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12 Vorschlage zur Risikominimierung

Bei der Bekampfung von Yersinien und der Verminderung derer Ausbreitung in den
Metzgereien steht Hygiene an erster Stelle. Hygienemalnahmen sollten bereits zum
frihestmaoglichen Zeitpunkt beginnen, also schon beim Erzeuger selbst. Anzustreben
waren Yersinien-freie Bestande, wobei sich die Schaffung derselben aufgrund sym-
ptomloser Trager aullerst schwierig gestaltet. Im Rahmen des neu eingeflhrten QS-

Systems (Qualitat und Sicherheit GmbH) wurde ein Schritt in diese Richtung getan.

Der weitere Weg in den Schlachthof und die dort herrschende Hygiene wurde bereits
von anderen Arbeiten beleuchtet. Hier kann auf BUCHER (2001) verwiesen werden.
Ein Ergebnis seiner Arbeit war, dass nur eine Optimierung der Hygieneverhaltnisse
und eine bessere Ausbildung der Mitarbeiter eine Verminderung der Kontamination
von Fleisch und Innereien mit Yersinien bewirken kann. Als weitere MaRnahme soll-
ten Anderungen in der Schlachttechnik angestrebt werden. Der Kopf einschlieRlich
der stark kontaminierten Mandeln und der Zunge sollte zu einem frihestmdglichen
Zeitpunkt entfernt werden, um so die Kontamination des Ubrigen Schlachttierkérpers
so gering wie moglich zu halten (CHRISTENSEN 1987; FREDRIKSSON-AHOMAA et al.
2001). Ist dies aus organisationstechnischen Grinden nicht méglich, muss eine kon-
sequente Reinigung und Desinfektion der Messer erfolgen, mit denen das Entfernen
der Tonsillen erfolgt, um die Gefahr einer Kreuzkontamination so gering wie maoglich
zu halten. Moglich ware auch, ein separates Messer fur die Entfernung der Tonsillen
zu verwenden. FUKUSHIMA (1989) sah jedoch eine gruindliche Waschung oder sogar
eine eventuelle Sterilisation der Tiere vor der Schlachtung als Lésung an. Eine Um-
setzung solch einer Forderung ist aber aufgrund der derzeitigen Gesetzeslage nicht
moglich. Leitfaden fur die Schlachtung und Zerlegung im Rahmen des QS-Systems
existieren bereits und umfassen neben den Anforderungen der FIHV auch Bestim-
mungen flr die Reinigungs- und Desinfektionsmalinahmen sowie Anforderungen an
die Eigenkontrolle u.a.. Des Weiteren beinhaltet das QS-System die Bekampfung
von lebensmittelassoziierten Infektionen auch auf Bestandsebene, wobei ein Salmo-
nellenmonitoring fir Schweine bereits vorgeschrieben ist. Dieses Konzept ist auch
auf Yersinien Ubertragbar.

Bei der Weiterverarbeitung des Fleisches durch die Metzgereien muss bereits beim
Transport zu denselben auf eine konsequente Einhaltung der Kuhlkette geachtet
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werden. Dadurch kann zwar die Vermehrung der Yersinien nicht verhindert, doch
zumindest verlangsamt werden. Ebenso sollte eine raumliche Trennung von rohem
Fleisch und Schlachtnebenprodukten bereits wahrend des Transports, aber auch in
der Metzgerei — beispielsweise in der Kuhltheke — gewahrleistet sein. Getrennte Ar-
beitsflachen beim Arbeiten mit rohem Fleisch, Schlachtnebenprodukten und Flei-
scherzeugnissen sind ebenfalls anzustreben. Keinesfalls sollte aus potentiell risiko-
reichem Material, bei dem eventuell Tonsillen enthalten sein kdnnten, wie es bei-
spielsweise bei Kopf- oder Backenfleisch der Fall ist, Ware zum rohen Verzehr her-
gestellt werden. Eigenkontrollen der Metzgereien, welche Reinigungsplane, Tempe-
raturkontrollen, bakteriologische Untersuchungen sowie Personalhygiene und Schu-
lungen beinhalten, mussen ein unerlasslicher Bestandteil bei der Bekampfung von
Krankheitserregern inklusive der Yersinien sein. Leitfaden bezuglich Y. enterocolitica
sollten in Betracht gezogen werden. Da die Metzgerei die letzte Stufe vor der Abgabe
an den Endverbraucher darstellt, ist sie somit auch die letzte Moglichkeit hygienisch
reglementierende MalRnahmen zu ergreifen und zu kontrollieren. Eine absolute Si-
cherheit kann jedoch, wie bei jedem anderen Keim auch, nicht gewahrleistet werden.
Da vom Verbraucher allerdings durchaus ein Mal® an Hygienebewusstsein erwartet
werden kann, durften die hier genannten Vorschlage, sofern sie Anwendung finden,

vorlaufig als ausreichend betrachtet werden.

Aus den besprochenen Endergebnissen ist ersichtlich, dass der Gesamtkomplex be-
triebseigener Qualitatssicherung ein wichtiger und unerlasslicher Bestandteil bei der
Herstellung von Fleischerzeugnissen sein muss. Die Einhaltung der Einzelschritte
Klihlung, Reinigung/Desinfektion und zusatzlicher Hygiene-maRnahmen ist unum-
ganglich und bildet die Grundlage fur das in der FIHV geforderte Eigenkontrollsystem
nach HACCP-Grundsatzen. Unter Beachtung und Anwendung dieser ,Betriebsphi-
losphie” konnen derartige Denkmodelle einen wichtigen Beitrag zur Reduzierung des

,Yersinien-Eintrages“ in die Nahrungskette liefern.
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Im Zeitraum von Juni bis August 2001 wurde in acht verschiedenen Metzgereien im
Raum Mdunchen eine Gesamtzahl von 298 Proben gesammelt. 115 Tupferproben
stammten von rohem Schweinefleisch und Innereien, 183 von Geratschaften und
Oberflachen, die mit Lebensmitteln, insbesondere rohem Fleisch, in Berlhrung
kommen. Die Proben wurden auf Yersina enterocolitica untersucht. Die Nachweis-
methode erfolgte in Anlehnung an die ISO DIN 10273: ,Microbiology — General gui-
dance for the detection of presumptive pathogenic Yersinia enterocolitica“ und an
den Vorschlag des NCFA (Nordic Committee On Food Analysis: ,Yersinia enterocoli-
tica — Detection in foods").

Unmittelbar nach der Probennahme wurde ein Direktausstrich auf Cefsulodin-
Irgasan-Novobiocin (CIN)-Agar durchgefuhrt und die Proben anschlieRend fir ca.
drei Monate tiefgefroren. Nach diesem Zeitraum wurde ein CIN-Agar-Ausstrich nach
Inkubation der tiefgefrorenen Probe in Tryptose-Soja-Bouillon (TSB) durchgefihrt.
Ein Ausstrich wurde nach Vorbehandlung der Uber-Nacht-Anreicherung dieser Probe
mit 0,25%iger KOH angefertigt. Aullerdem erfolgten selektive Anreicherungen in Ir-
gasan-Ticarcillin-Kaliumchlorat-Nahrbouillon (ITC-Nahrbouillon) bzw. modifizierter
Rappaport-Bouillon (MRB-Bouillon) mit anschlieRendem Ausstrich auf CIN-Agar. Ty-
pische Kolonien auf CIN-Agar (sog. ,Kuhaugen®), die sich als Urea-positiv erwiesen,
wurden mit dem API 20E weiterdifferenziert. Die gefundenen Y. enterocolitica-Isolate
wurden bio- und serotypisiert und die Pathogenitat mit Hilfe des Kongorot-
Magnesium-Oxalat (CRMOX)-Agars bestatigt.

Die meisten der pathogenen Isolate (68,8%) wurden bereits nach Direktausstrich auf
selektive CIN-Agar-Platten gefunden, weitere pathogene Yersinien konnten erst nach
selektiver Anreicherung in ITC und MRB identifiziert werden. Pathogene
Y. enterocolitica 4/0:3 wurden in sechs der acht Metzgereien aus rohen Produkten
vom Schwein nachgewiesen. Insgesamt stammten 9,5% der positiven Ergebnisse
aus rohem Schweinefleisch (von 95 Proben erwiesen sich neun als positiv) und
25,0% aus Schlachtnebenprodukten (Zunge, Niere und Leber; von 20 Proben er-

brachten funf ein positives Ergebnis). In einem Betrieb konnten pathogene
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Y. enterocolitica auch in zwei Umgebungsproben gefunden werden. Alle pathogenen
Isolate gehodrten zum Bioserotyp 4/0:3. Neben den pathogenen Y. enterocolitica
konnten an apathogenen Yersinien drei Mal Y. kristensenii und je ein Mal Y. interme-
dia, Y. frederiksenii, Y. rohdei und ein apathogener Y. enterocolitica-Stamm nachge-

wiesen werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass pathogene Y. enterocolitica in Metzgerei-
en vorhanden sind, wobei der Grofteil der Nachweise in unbehandeltem Schweine-
fleisch und in Nebenprodukten der Schlachtung gelang. Der geringe Nachweis pa-
thogener Y. enterocolitica in den Umgebungsproben ist insofern nicht erstaunlich, als
die vorhergehende Reinigung und Desinfektion eine entscheidende Verminderung
der Keimflora bewirkt hatte. Die meisten Y. enterocolitica-Isolate wurden ohne Anrei-
cherung gefunden. Dies weist auf eine grol3e Menge an pathogenen Isolaten in den
untersuchten Proben hin. Damit wird deutlich, dass das Vorkommen und die Ausbrei-
tung von pathogenen Y. enterocolitica 4/0:3 in nicht selbstschlachtenden Metzgerei-

en ein nicht zu vernachlassigendes Problem darstellt.
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SUMMARY

A contribution to the epidemiology and distribution of pathogenic Yersinia en-
terocolitica 4/0:3 in butchers’ shops in the Munich area

Between June and August 2001 a total of 298 samples were collected in eight differ-
ent butchers’ shops in the Munich area. 115 swab samples were taken from raw pork
and offal and 183 swab samples from equipment and surfaces that get in contact
with food, particularly raw meat. The samples were examined for the presence of
pathogenic Y. enterocolitica. The examination of the samples was performed accord-
ing to the international standard ISO DIN 10273 (“Microbiology — General guidance
for the detection of presumptive pathogenic Yersinia enterocolitica“) and the method
of the NCFA (Nordic Committee On Food Analsysis: , Yersinia enterocolitica — Detec-

tion in foods®).

Immediately after sampling, direct plating on Cefsulodin-lIrgasan-Novobiocin agar
plates (CIN-agar) was carried out, afterwards the samples were frozen for three
months. After this period, a second plating on CIN-agars was performed after a 3 h
incubation of the frozen samples in Tryptic-Soya-Broth (TSB). In addition, CIN-agar
plates were inoculated after pre-treatment of the over-night-enrichment in TSB with
KOH (0.25%) and after selective enrichments in modified Rappaport-Broth (MRB) as
well as Irgasan-Ticarcillin-Potassium-Chlorate-Broth (ITC). The typical colonies of
Yersinia enterocolitica (“bulleyes”), which proved to be urea-positive, were further
bio- and serotyped and the pathogenicity was proved via Congo-Red-Magnesium-
Oxalat (CRMOX) agar plates.

Most (68.8%) of the positive samples were already discovered after direct plating on
selective CIN-agars, however, selective enrichment in both MRB and ITC broths was
needed to detect the remaining positive samples. Pathogenic Y. enterocolitica of bio-
serotype 4/0:3 were found in raw pork products in six of the eight butchers’ shops. In
all, 9.5% of raw pork (9 out of 95) and 25.0% of the edible offal samples (5 out of 20)
(tongue, kidney and liver) were contaminated with pathogenic strains. In one shop,
pathogenic Y. enterocolitica were also isolated from two environmental samples. Bio-

serotype 4/0:3 was the only pathogenic type found. Besides the pathogenic
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Y. enterocolitica , Y. kristensenii were identified three times, Y. intermedia, Y. rohdei

and apathogenic Y. enterocolitica 1A each once.

These results reveal that pathogenic Y. enterocolitica are distributed among butch-
ers’ shops in the Munich area. Raw pork and especially edible offal were shown to be
contaminated with pathogenic Y. enterocolitica 4/0:3. The low isolation rate from en-
vironmental samples is not surprising as cleaning and disinfection were performed
previous to sampling which lead to a significant reduction of bacterial counts. The
majority of the Y. enterocolitica isolates were detected without enrichment. This im-
plies the presence of a large number of pathogenic isolates in the samples. For this
reason, it is obvious that the occurrence and the spread of pathogenic
Y. enterocolitica in butchers’ shops that don’t perform their own slaughtering is a not

too underrating problem.
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ANHANG

13 Medien zur Anreicherung, Isolierung und Identifizierung von

Y. enterocolitica

13.1 Flussige Medien

TSB-Nahrbouillon
(Tryptone Soya Broth/Caseinpepton-Sojamehl-Pepton-Losung)

Caseinpepton-Sojamehl-Pepton-Lésung (CASO-Agar)
(OXOID, CM 129) 3049
Destilliertes Wasser ad 1000 mi

» Mischen und ggf. zum Ldsen erhitzen
» Abfillen zu je 90 ml in Erlenmeyerkolben

o Sterilisation fir 15 min bei +121°C

ITC- Nahrboullion

(Irgasan-Ticarcillin-Kaliumchlorat-Nahrbouillon)

Trypton (OXOID, L42) 109
Hefe Extrakt (OXOID, L21) 19
Magnesiumchlorid-Hexahydrat MgCl,x6H,0

(MERCK, 105833) 60 g
Natriumchlorid (NaCl) (MERCK, 106404)5 g

Kaliumchlorat (KCIO3) (MERCK, 104944 19
Malachitgrin (0,2%ige wassrige Losung)

(MERCK, 101398) 5ml
Destilliertes Wasser ad 1000 mi

» Einstellung des pH-Wertes bei ca. +25°C auf 7,1-7,6
» Verteilung von jeweils 9 ml in Reagenzglasrohrchen

o Sterilisation fir 15 min bei 121°C
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Zugabe von Supplementen:

Zugabe von jeweils 10 pl der folgenden Losungen zu jedem Reagenzglas:

Ticarcillin-Losung 0,1%
- Ticarcillin Disodium (DUCHEFA, T 0180)

- Steriles destilliertes Wasser

Irgasan-L6sung 0,1%
- Irgasan® DP 300 (CIBA)
- Ethanol absolut (vergallt) (MERCK, 100974)

MRB-Nahrbouillon
(Modifizierte Rappaport-Bouillon)

Trypton (OXOID, L42)
di-Natriumhydrogenphosphat (Na;HPO4x2H,0)
(MERCK, 106559)
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl, 6H,0)
(MERCK, 105833)

Malachitgrin (0,2%ige wassrige Losung)
(MERCK, 101398)

Destilliertes Wasser

» Abfullen von je 10 ml in Reagenzglasrohrchen

o Sterilisation fir 15 min bei +121°C

KOH-Losung

Potasiumhydroxid (KOH) (Sigma P-1767)
Natriumchlorid (NaCl) (MERCK, 106404)
Destilliertes Wasser

90

10 mg
10 ml

10 mg
10 ml

79

29

80g

6 ml
ad 1000 ml

25¢g
8,59
ad 1000 mi
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* Mischen der Komponenten
» Verteilung von jeweils 4,5 ml in Reagenzrohrchen
o Sterilisation fur 15 min bei +121°C

Medium fiir die Fermentation von Kohlenhydraten

Basismedium

Peptonwasser gepuffert (MERCK, 107228) 109
Natriumchlorid (NaCl) (MERCK, 106404) 59
Phenolrot (SIGMA, P-4133) 0,02¢g
Destilliertes Wasser ad 1000 mi

* Mischen der Komponenten, wenn nétig erhitzen
» Einstellen des pH-Wertes bei ca. +25°C auf 6,8
» Abfullen von je 5 ml in Reagenzglasrohrchen

o Sterilisation fur 15 min bei +121°C

Kohlenhydrat-Ldsung (Trehalose, Xylose und Salicin)

- D(+)-Xylose (SIGMA, X-3877-25G)
- Salicin (SIGMA, S-0625-25G)
- D(+)-Trehalose (SIGMA, T-5251)

* Zubereitung von Trehalose- und Xylose-Losung je 10%ig (10 g Zucker/100 ml
H,0) und Salicin 5%ig (10 g Zucker/200 ml H,0O)

» Sterilisation durch Filtration mit Sterilfilter

Gebrauchsfertige Losung:

o Sterile Zugabe der Xylose- oder Trehalose-Losung bzw. 1 ml der Salicin-
Losung zu 500 ul des Basismedium
* Rohrchen bei +30°C fur 2-3 Tage lagern, um eine Kontamination des Medi-

ums, die durch eine Farbveranderung erkennbar ware, auszuschlieRen
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13.2 Feste Medien

CIN-Agar
(Cefsulodin-Irgasan-Novobiocin-Agar)

Basismedium:
Yersinia Agar Basis (OXOID, CM 653) 299
Destilliertes Wasser ad 500 ml

e« Zum LoOsen erhitzen

o Sterilisation fir 15 min bei +121°C

zugefihrtes Supplement:

Yersinia Selektiv Supplement (gefriergetrocknetes Selektiv-Supplement zur Isolie-
rung von Yersinia-Spezies) (OXOID, SR 109E)
Ethanol absolut (vergallt) (MERCK, 100974) 1 ml

Destilliertes Wasser 1 ml

e Zugabe des Supplementes bei Abkihlung des Basismedium auf +50°C

» Abflllen zu je ca. 12,5 ml in sterile Petrischalen

TSA-Agar
(Tryptic soy agar/CASO-Agar)

Caseinpepton-Sojamehlpepton-Agar (CASO-Agar)
(MERCK, 105458) 409
Destilliertes Wasser ad 1000 ml

e Zum LoOsen erhitzen

» Serilisation fur 15 min bei +121°C

» Abflllen zu je ca. 15 ml in sterile Petrischalen
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UREA-Agar

Basismedium:

Harnstoff-Pepton-Agar-Basis nach Christensen
(OXOID, CM 53)
Destilliertes Wasser

e Zum LoOsen erhitzen

» Sterilisation fur 15 min bei +121°C

zugefuhrte Losung
Harnstoff-Losung 40% (OXOID, SR 020U)

* je 5mlin sterile Reagenzglasrohrchen abfillen

* zum Trocknen schrag lagern

Asculin-Agar

Nutrient Agar Bacto® (DIFCO, 213000)
Esculin (SIGMA, E-8250)
Destilliertes Wasser

* Mischen und erhitzen
o Sterilisation fir 15 min bei +121°C

* Abfiullen zu je ca. 15 ml in sterile Petrischalen

Tween-Esterase-Agar

Nutrient Agar Bacto® (DIFCO, 213000)

Destilliertes Wasser

e« Zum LoOsen erhitzen

Tween 80 zur Synthese (MERCK, 822187)
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2449
ad 95 ml

5ml

409

19
ad 1000 m|

14 g
ad 500 ml

5ml
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e Zugabe von Tween 80 und erneut flr 5 min erhitzen

o Sterilisation fir 15 min bei +121°C

Pyrazimamidase-Agar

CASO-Agar (MERCK, 105458)
Pyrazinamid (SIGMA, P-7136)
Tris-Hydrochlorid (SIGMA, T-3253)

Destilliertes Wasser

* Mischen der Komponenten mit ca. 800 ml destilliertem Wasser
» Einstellung des pH-Wertes auf 6,0

» Ggf. Angleichung des pH-Wertes mit 1IN NaOH

» Auffullen mit destilliertem Wasser auf 1 Liter

» Abfullen in Reagenzglasrohrchen zu je 5 ml

» Sterilisieren 15 min bei +121°C

» Abkuhlen in schrager Position

Indikator:
Ammoniumferrosulfat-Losung (NH4)2Fe(SO4),
(MERCK,103792)

Destilliertes Wasser

CRMOX-Agar
(Kongorot-Magnesium-Oxalate-Medium)

CASO-Agar (MERCK, 105458)
Natriumoxalat (SIGMA, S-9265)
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl,x6H,0)
(MERCK, 105833)

D(-+)-Glucose (MERCK, 108337)

Kongorot (100%) (SIGMA, C-6767)
Destilliertes Wasser

94

3049

19

31,5¢

ad 1000 mi

19
ad 100 ml

40 g
3g

449

29

50 mg

ad 1000 ml
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e Zum Loésen erhitzen
» Sterilisation fur 15 min bei +121°C
» Abfillen zu je ca. 15 ml in sterilen Petrischalen

13.3 Aufbewahrungsmedium

Mikrobank

Microbank® (PRO-LABDIAGNOSTICS, PL 160) zur Aufbewahrung von Keimen
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14 Testsysteme und Reagenzien

API1 20 E

Testsystem zur Identifizierung von Enterobacteriaceae

BioMéreux SA, Marcy-1 Etoile France

Beinhaltet folgende Tests :

B-Galactosidase; Arginindihydrolase; Lysindecarboxylase; Ornithindecarboxylase;
Citratabbau; H,S-Produktion; Urease; Tryptophandesaminase; Indolproduktion; Ace-
toinproduktion; Gelatinase; Fermentation/Oxidation von: Glucose, Mannit, Inosit,

Sorbit, Rhamnose, Saccharose, Melibiose, Amygdalin und Arabinose;

Zusatzlich bendtigte Reagenzien:

TDA Reagenz 70400 (bioMérieux)
JAMES Reagenz 70540 (bioMérieux)
VP 1 Reagenz 70420 (bioMérieux)
VP 2 Reagenz 70430 (bioMérieux)
NIT 1 Reagenz 70440 (bioMérieux)
NIT 2 Reagenz 70450 (bioMérieux)

Paraffin dickflissig (MERCK, 107160)

Serotypisierung

Monospezifisches Testserum “Anti-Yersinia enterocolitica”
Anti-Yersinia enterocolitica O:3 (TS 1701, SIFIN)
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15 Gerate und Hilfsmittel

Waagen

Laborwaage MC1 Typ LC 6200 D
Laborwaage Typ L 2200 P
Laborwaage BABA 200

Magnetriuhrer mit Heizplatte

Typ RCT JANKE & KUNKEL
Typ RCH JANKE & KUNKEL
Magnetrahrwerk MR 2002

Pipetten

Reference® fix 1000 pl
Reference® variabel 10-100 pl
Reference® variabel 100-1000 pl
Transferpipette 1000 pl

Pipettenspitzen

Standardtips 100 pl
Standardtips 1000 pl

Pipettierhilfe

Typ pipetus®-akku

Dispensierhilfe

Dispensette® 0-10 ml

Glaspipetten

Silberbrand-Eterna, Klasse B, 5 ml
Silberbrand-Eterna, Klasse B, 10 ml
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SARTORIUS
SARTORIUS
SARTORIUS

IKA-LABORTECHNIK
IKA-LABORTECHNIK
HEIDOLPH

EPPENDORF
EPPENDORF
EPPENDORF

BRAND

EPPENDORF
EPPENDORF

HIRSCHMANN

BRAND

BENDER & HOBEIN
BENDER & HOBEIN
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Reagenzglaser

* Reagenzglaser 160x16 mm

Reagenzglas-Schittelgerat
» Vibro-FixVF 2 JANKE & KUNKEL

Wattestopfen
o STERI-Wattestopfen Nr. 14

Messzylinder
* Messzylinder 20 ml
* Messzylinder 100 ml
* Messzylinder 500 ml
* Messzylinder 1000 ml

Aufbewahrungsgefafe
» Erlenmeyerkolben 100 ml
* Erlenmeyerkolben 200 ml
» Erlenmeyerkolben 500 ml

» Erlenmeyerkolben 1000 mi

Aludeckel
e Aludeckel @ 8 cm
e Aludeckel @ 10 cm
e Aludeckel @ 13 cm

Kiihlschranke

» Kuhl-Gefrier-Kombination Typ ,Premium®
* FKS 5000 Index 10C Typ 200071
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SCHOTT

IKA-LABORTECHNIK

SCHUBERT

BRAND
BRAND
BRAND
BRAND

MERCK
MERCK
MERCK
MERCK

MERCK
MERCK
MERCK

LIEBHERR
LIEBHERR
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Brutschranke
« Typ B 6060
« Typ B 6200
« Typ B 6420

Autoklav
» Tischautoklav Typ 3850EL
» Hochdruckdampf-Sterilisator Typ 112

Petrischalen
» Sterile Petrischalen Nr. 100

Sicherheitsbrenner
» Fireboy S 1000
» Gasi Fabrik-Nr.: 94113

Sterilbank
Sterilbank BSB

Mikrobank
MikrobankTM Product Code PL. 160

pH-Meter
* Typ pH 535 Miltical mit Temperaturabgleich

Objekttrager
» Objekttrager einfach 76 x 26 mm

Filter
» Sterilfilter Einmal Filterhalter 0,2 ul

Spritzen

* Injekt 10 ml Luer
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HERAEUS INSTRUMENTS
HERAEUS INSTRUMENTS
HERAEUS INSTRUMENTS

TUTTNAUER SYSTEC
KSG STERILISATOREN GmbH

WALDECK

TECNOMARA AG
SCHUTT

GELAIRE®

PRO-LAB DIAGNOSTICS

WTW

MENZEL-GLASER

SCHLEICHER & SCHUELL

BRAUN
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Osen

« Platin/Iridium-Osen 90/10 BENDER & HOBEIN
Handschuhe

+ Einmal-Handschuhe PE gehammert MERCK

Tupfermaterial

» Einfachtupfer, 16-lagig, 5x5 cm HOFFMANN
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16 Ergebnisse der untersuchte Wischtupferproben mit positivem Ergebnis
bezuglich Yersinia-Species

Tabelle 19: Ergebnisse der Wischtupferproben

Probe Urea API Xyl | Tre | Sal | Tw | Aes | MOX | Pyr| BT | O:3 | Yersinia...
1M1.1D + [10155231| - | + | - - - - -1 4]+ Y. e
Ferkel
1M5.1D + [10155211| - | + | - - - - -1 4]+ Y. e
Schweinehalfte
1M5.2D + - + | - - - - -1 4]+ Y. e
Schweinehalfte
1M5ITC + -+ - - - - -1 4]+ Y. e.
Schweinehalfte
1M32.1KOH + (11557230 + [ + | + | + | + - + |1A] - Y. e, ap
Hirn
1M32.2KOH + + [+ [+ )+ + - + |1A] - Y.e., ap
Hirn
2M2.1KOH + (11545031 + [ + | - | + - - + - Y. k.
Haken
2M2.2KOH + + |+ -]+ - - + - Y. k.
Haken
2M16.1MRB + (11545031 + [ + | - | + - - + - Y. k.
Schweineschw.
2M16.2MRB + + |+ -]+ - - + - Y. k.
Schweineschw.
2M25.1D + (13145031 + [ + | - | + - - + - Y. k.
Schweinefilet
2M25.2D + + |+ ] -1+ - - + - Y. k.
Schweinefilet
3M7.1D + |11557731| + | + | + | + | + - + - Y.
Bodenprobe
3M7.2D + + |+ [+ )+ ] + - + - Y. .
Bodenprobe
3M12.1MRB + 110155230 - | + | - - - + -1 4]+ Y. e
Bauchspeck
3M12.2MRB + - + | - - - + - 14|+ Y. e
Bauchspeck
3M23.4D + [10155230| - | + | - - - + - 14|+ Y. e
Arbeitsflache
3M23.1D2 + -+ - - - + -1 4]+ Y. e.
Arbeitsflache
3M23.2D2 + - + | - - - + -1 4]+ Y. e.
Arbeitsflache
3M23.1ITC + 110145231 - | + | - - - + -1 4]+ Y. e
Arbeitsflache
3M25.1D + [10155231| - | + | - - - + -1 4]+ Y. e
Kettenhandsch.
3M25.2D + - + | - - - + -1 4]+ Y. e.
Kettenhandsch.
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Tabelle 19 (Fortsetzung): Ergebnisse der Wischtupferproben

Probe Urea API Xyl | Tre | Sal | Tw | Aes [ MOX | Pyr | BT | O:3 | Yersinia...
3M39.1D + |13155631| + | + | + | + | + - + - Y.r.
Messer
4M12.1MRB + (00155231 - | + | - | - - + -1 4]+ Y. e
Keule
4M12.2MRB + -+ -] - - + - 14|+ Y. e
Keule
4M1411TC + (101585211 - | + | - | - - + -1 4]+ Y. e
Leber
4M14.2ITC + -+ -] - - + - 14|+ Y. e
Leber
4M22 11TC + (01015521 - | + | - | - - + -1 4]+ Y. e
Leber
4M22.2ITC + -+ -] - - + -1 4]+ Y. e
Leber
5M18.1D + (10155231 - | + | - | - - + -1 4]+ Y. e
Fiflde, Schlegel
5M18.2D + -+ -] - - + -1 4]+ Y. e
Fiflle, Schlegel
5M19.1D + 101015523 - [ + | - | - - + - 14|+ Y. e
Fiflde, Schlegel
5M19.2D + -+ |- - - + -1 4]+ Y. e
Fiflle, Schlegel
5M19.1MRB + -+ -] - - + - 14|+ Y. e
Fille,Schlegel
5M19.1ITC + -+ - - - + -1 4]+ Y. e.
Fiflle,Schlegel
5M25.1MRB + 101015523 - [ + | - | - - + - 14|+ Y. e
Ferkel
5M30.1D + [13545331| + | + | + | - + - + - Y. f.
Schwein
5M30.2D + + |+ ]+ | - + - + - Y. f.
Schwein
6M3.1D + (10155231 - | + | - | - - + -1 4]+ Y. e
Schweinhélfte
6M11.2D + 110155230 - [ + | - | - - + - 14|+ Y. e
Fleisch, roh
6M11.1ITC + -+ - - - + -1 4]+ Y. e
Fleisch, roh
7MV1.1D + 110155230 - [ + | - | - - + - 14|+ Y. e
Leber
7MV2.1D + (03175221 - | + | - | - - + -1 4]+ Y. e
Niere
7MV2.2D + -+ |- - - + -1 4]+ Y. e
Niere
7MV4.1D + (11155220 - | + | - | - - + - 14|+ Y. e
Zunge
7MV4.2D + -+ |- - - + -1 4]+ Y. e.
Zunge
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17 Angaben zu den einzelnen Betrieben

Tabelle 20: Angaben zu Mitarbeiterzahl und Zeitpunkt der Probennahme in den

einzelnen Betrieben

. . Zeitpunkt der Probennahme
Betrieb I\::ra_l;gﬁ'l' Produktion Reinigung/Desinfektion
wahrend nach vor nach

A <10 + +

B <10 + +
C >10 + +

D <10 + +
E <10 + +
F >10 + +

G <10 + +
H <10 + +
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