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A Einleitung

Lebensmittel tierischer Herkunft sind haufig mit Salmonellen kontaminiert. Aufgrund man-
gelnder Hygiene in der Lebensmittelverarbeitung und —lagerung flihren solche Lebensmittel
Uber den Verzehr zu Salmonelleninfektionen. Aktuelle Zahlen des Robert-Koch-Instituts be-
legen, dass diese Infektionskrankheit auch in Industrielandern eine wichtige Rolle spielt. So
wurden im Jahr 2004 etwa 57.000 Salmonellosen gemeldet. Die Vergleichszahl fir das Vor-
jahr 2003 lag bei etwa 63.000 gemeldeten Infektionen (ANONYMUS, 2005a). Zwar ist ein riick-
laufiger Trend bei den Salmonellosen erkennbar, dennoch bleibt sie eine bedeutende Infekti-
onskrankheit. Wie hoch namlich die tatsachliche Zahl der Salmonellenerkrankungen liegt,
kann nur geschatzt werden. Das Nationale Referenzlaboratorium flir die Epidemiologie der
Zoonosen (NRZ) geht davon aus, dass die gemeldeten Falle nur 10 % der tatsachlich vor-
kommenden Erkrankungsfalle darstellen (MEHNERT ET AL., 2001). Dies zeigt die Notwendig-
keit eines selektiven, sensitiven und schnellen Nachweises von Salmonellen im Hinblick auf
die Lebensmittelsicherheit und einen praventiven Verbraucherschutz an. Konventionelle kul-
turelle Verfahren liefern jedoch erst nach 5-7 Tagen ein bestatigtes Ergebnis, so dass Inter-
ventionen im Sinne eines vorsorgenden Verbraucherschutzes kaum zu realisieren sind.
Deshalb sind Screeningmethoden notwendig, die innerhalb eines Tages ein Ergebnis liefern
und gleichzeitig die Qualitdt der erzielten Resultate denen des Referenzverfahrens ent-
spricht.

Ziel dieser Arbeit war es, die von SCHMID (2002) entwickelte IMS-real-time PCR-Methode
zunachst an die Vorgaben des Referenzverfahrens nach §35 LMBG anzupassen und zu
optimieren. Anschlieffiend wurde die Leistungsfahigkeit der Schnellmethode anhand des kul-
turellen Referenzverfahrens nach §35 LMBG mit artefiziell sowie nativ kontaminierten
Fleischproben validiert.

Da eine Gefahrdung des Verbrauchers nur von lebenden pathogenen Keimen ausgeht, muf}
ein Nachweisverfahren auch in der Lage sein, zwischen lebenden und toten Zellen zu diffe-
renzieren. Deshalb wurde auch die Fahigkeit der IMS-real-time PCR-Methode auf ihre Fa-

higkeit zur Unterscheidung von lebenden und toten Salmonella spp. hin tUberpriift.
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1 Taxonomie und Eigenschaften von Salmonella spp.

Die Gattung Salmonella gehort zur Familie der Enterobacteriacae (BRENNER, 1984). Sie sind
gram-negative, fakultativ anaerobe, nicht-sporenbildende Stabchen, von denen die Mehrzahl
durch eine peritriche Begeillelung beweglich ist (Ausnahme S. Gallinarum sowie S. Pullo-
rum) (LE MINOR, 1984; BELL UND KYRIAKIDES, 2002). Das Genus besteht aus zwei Spezies —
S. enterica und S. bongori. Die Spezies S. enterica wird dabei in sechs Subspezies unterteilt
(Tabelle 1). Zu dieser Subspezies zahlen die meisten Serovare. Sie gelten als obligat patho-
gen flr homoiotherme Tiere und den Menschen. Die Serovare der Subspezies salamae,
arizonae und diarzonae gelten selten als pathogen fur Warmbluter und treten vor allem bei
poikilothermen Tieren auf. Die Subspezies houtenae und indica sowie die Spezies S. bongori
haben ihren Standort primar in der Umwelt (GAREIS, 1995).

Tabelle 1: Taxonomie der Gattung Salmonella (verandert nach POPOFF ET AL., 2004).
Anzahl der
Familie Genus Spezies Subspezies Serovare e
Spezies und
Subspezies
Enterobacteriaceae Salmonella enterica subsp. enterica 1504
subsp. salamae 504
subsp. arizonae 95
subsp. diarizonae 333
subsp. houtenae 72
subsp. indica 13
bongori 22
Gesamtzahl 2541

Die in Tabelle 1 angegebene Einteilung stellt die gegenwartig glltige Nomenklatur der Gat-
tung Salmonella dar (LE MINOR UND POPOFF, 1987). Die Gliederung des Genus erfolgt auf
Basis der O- und H-Antigene und wird durch das Kauffmann-White Schema zusammenge-
fasst. Dieses Schema stellt die international verbindliche Grundlage fir die Ordnung der

Salmonellen dar. Fir die Aktualisierung dieses Schemas ist das WHO Collaborating Centre
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for Reference and Research on Salmonella (Institut Pasteur, Paris) verantwortlich (BRENNER
ET AL., 2000; ROLLE UND MAYR, 2002).

Fir epidemiologische Betrachtungen werden Salmonellen nach serologischen, biochemi-
schen und molekularbiologischen Eigenschaften eingeteilt.

Die Antigenformeln der serologischen Einteilung in das Kauffmann-White-Schema beinhalten

die O-Antigene sowie H-Antigene der 1. und 2. Phase (LE MINOR, 1984). Das thermostabile
O-(somatische) Antigen ist Bestandteil des LPS-Komplexes der duReren Membran. Dessen
O-spezifische Polysaccharidkette wird dabei als O-Antigen bezeichnet. Aufgrund der chemi-
schen Feinstruktur resultiert eine grofe Zahl von Antigenvarianten, die schliellich zur Typi-
sierung der Salmonellen verwendet wird (KAYSER ET AL., 1998). Die O-Antigene werden wei-
ter in Haupt- und Minor-O-Antigene eingeteilt. Sogenannte S-(Smooth)-Formen stellen Sero-
vare mit vollstdndig ausgepragtem LPS-Antigen dar. Sie agglutinieren mit Salmonella-
spezifischen Antikérpern. Im Gegensatz dazu existieren R-(Rough)-Formen. Dies sind Vari-
anten, die unvollstdndiges LPS-Antigen in die Agglutinationsreaktion einbringen. Daraus re-
sultiert eine schwache oder gar keine Agglutination mit Salmonella-spezifischen Antikdrpern
(D’AousT, 1997). Die H-Antigene sind thermolabile, aus Proteinen bestehende GeilRelanti-
gene (Flagellin) (KAYSER ET AL., 1998). Die einzelnen Salmonella Stdmme kdénnen ein (mo-
nophasisch) oder zwei (diphasisch) H-Antigene bilden. Haufig liegen sie in zwei Phasen vor,
wobei die Kultur einer diphasischen Serovar sowohl aus Zellen mit der 1. als auch Zellen mit
der 2. Phase besteht. Die einzelne Zelle exprimiert jeweils nur H-Antigen einer Phase. Dies
liegt darin begrindet, dass H-Antigene aus zwei genetisch unterschiedlichen Strukturen vor-
kommen. Die Primarstruktur des Flagellins ist durch zwei Gene auf dem Chromosom festge-
legt, von denen immer nur eines abgelesen wird. Durch spontane Inversion einer DNA-
Sequenz vor dem Gen H2 wird dieses abgelesen oder nicht. Ausschliellich monophasisch
sind z.B. S. Typhi und S. Dublin (D’A0OUST, 1997; KAYSER ET AL., 1998; ROLLE UND MAYR,
2002). Der Nachweis der O- und H-Antigene erfolgt durch Objekttrageragglutination mittels
Salmonella-spezifischen Antiseren.

Neben der serologischen Einteilung bedient man sich zur Identifizierung von Salmonella spp.

ihrer biochemischen Eigenschaften. Die charakteristischen Stoffwechseleigenschaften fasst

Tabelle 2 zusammen.
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Tabelle 2: Charakteristische Stoffwechseleigenschaften des Genus Salmonella (basie-
rend auf BRENNER, 1984; LE MINOR, 1984; ROLLE UND MAYR, 2002).

Stoffwechselreaktion allgemeine Reaktion
Katalase +

Oxidase -

Urease -

Lysin Decarboxylase +

Ornithin Decarboxylase +

Saureproduktion von Laktose' -

Gasproduktion aus Glukose? +
Nutzung von Citrat als alleinige Kohlenstoffquelle? +
Bildung von H,S aus Dreizucker-Eisen-Agar +
Reduktion von Nitrat zu Nitrit +
Indol -

oxidative Deaminierung von Phenylalanin und Trypthophan -

positive Reaktion

negative Reaktion

Eine Ausnahme bilden die Subspezies arizonae und diarizonae.
Eine Ausnahme bildet S. Typhi.

e

Serovare koénnen im weiteren durch Bakteriophagen kategorisiert werden. Es erfolgt eine
Unterteilung der Salmonella-Serovare in Lysotypen. Ein Phagentyp ist determiniert durch die
Sensitivitat der Zelle gegentliber der lytischen Aktivitat eines selektierten Bakteriophagen. Zur
Bestimmung der Lysotypen von S. Typhimurium wird hdufig das erweiterte Schema nach
ANDERSON ET AL. (1977) genutzt. Fir S. Enteritidis hat sich das Schema von WARD ET AL.
(1987) durchgesetzt (BELL UND KYRIAKIDES, 2002; ROLLE UND MAYR, 2002). Zur Typisierung

von Salmonella spp. verwendet man auch molekularbiologische Methoden, die sich auf die

Festsetzung von DNA-Mustern auf Basis von Plasmid-DNA oder chromosomaler DNA stiit-
zen (ROLLE UND MAYR, 2002).
Eine weitere epidemiologische Klassifikation von Salmonella spp. erfolgt aufgrund ihrer

Wirtsanpassung und Virulenz in vier Gruppen. Zum einen unterscheidet man wirtsspezifische

Serovare, die sich zum einen an den Menschen adaptiert (z.B. S. Typhi oder S. Paratyphi)
oder an das Tier angepasst haben (S. Dublin (Rind), S. Choleraesuis (Schwein)). Zur dritten
Gruppe zahlen Serovare ohne spezielle Wirtsanpassung und geringer Virulenz. Sie bilden
die grote Gruppe und spielen als Erreger von Enteritiden und Lebensmittelvergiftungen eine
bedeutende Rolle. In die vierte Gruppe fallen Serovare ohne Wirtsspezifitdt aber hoher Viru-
lenz (S. Enteritidis und S. Typhimurium). Sie verursachen bei Risikogruppen lebensbedrohli-
che Infektionen (GRAY UND FEDORKA-CRAY, 2002; ROLLE UND MAYR, 2002).
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Beide Salmonella-Spezies gelten als pathogen flir Mensch und Tier. Erst nach entsprechen-
der Prifung durfen Serovare oder Stamme als avirulent eingestuft werden (ROLLE UND MAYR,
2002). Das Adhasionsvermégen, die Fahigkeit zur systemischen Ausbreitung im Wirt sowie
das Toxinbildungsvermdgen bestimmen die Virulenz von Salmonellen (VARNAM UND EVANS,
1991).

Wirkung auf den Darm

Bakterielle Virulenz ist abhangig von Virulenzgenen, die speziell fir die Auslésung einer In-
fektion verantwortlich sind (COTTER UND DIRITA, 2000; CLEMENTS ET AL., 2001). So sind S.
Typhimurium Virulenzgene oft in Clustern beinhaltet (HANSEN-WESTER UND HENSEL, 2001;
ZHOU UND GALAN, 2001). Der initiale Pathogeneseschritt von nicht-tyhpoiden Salmonella spp.
besteht in der Fahigkeit, intestinales Epithel zu penetrieren. Der Prozel} der Invasion ist so-
wohl fur die auf das Intestinum begrenzte Form der Salmonellose als auch fur die systemi-
sche Form erforderlich. Dabei ist die Invasion keine passive Konsequenz aus einem Kontakt
des Bakteriums mit der Epithelzelle, sondern vielmehr eine aktive Beteiligung mit der Ex-
pression zahlreicher bakterieller Virulenzgene (ALTIER, 2005). Folglich ist diese Invasion as-
soziiert mit der Induktion einer Vielzahl von Genen (COLLAZO UND GALAN, 1997). Zwei Viru-
lenz-assoziierte Typ lll Proteinsekretionssysteme in Salmonella spp. sind durch sogenannte
Salmonella pathogenicity islands, SPI-1 und SPI-2, auf dem bakteriellen Chromosom kodiert
(GALAN, 2001). Die SPI-1 Gene kodieren fiir ein Typ Il Proteinsekretionsystem (TTSS). Das
TTSS ist von supramolekularer, Organell-ahnlichen Struktur, das fir den Transport bakteriel-
ler Virulenzfaktoren in die Wirtszelle verantwortlich ist (KIMBROUGH UND MILLER, 2002). Der
Apparat umspannt die innere und au’ere Membran des Bakteriums (KUBORI ET AL., 1998).
Das SPI-1 kodierte Typ lll Sekretionssystem ist spezialisiert auf die Invasion von Epithelial-
zellen, die durch die Abgabe von bakteriellen Effektor-(Virulenz)-Proteinen direkt in das Cy-
toplasma der Wirtszelle erreicht wird. Dadurch werden biochemische Funktionen der Wirts-
zelle, wie z.B. Signaltransduktion, Zytokinproduktion oder die Struktur des Aktin-Cytoskeletts
manipuliert (LILIC UND STEBBINS, 2004). Diese Veranderung des Cytoskeletts der Eukaryon-
tenzelle beinhaltet eine Umordnung der Aktinfilamente und ein Umschlief3en des in die Zelle
eingedrungenen Bakteriums, das innerhalb der Vakuolen bleibt (GALAN, 2001). Innerhalb
dieser Vakuole kénnen Salmonellen Uberleben und in tieferes Gewebe vordringen. Dieser
Vorgang induziert eine starke Entzindungsantwort. Eine intestinale Salmonellose endet an
dieser Stelle und wird durch das regionale Lymphgewebe im Intestinaltrakt begrenzt (ALTIER,
2005).

Die Kontrolle der Invasion beinhaltet eine Zahl an genetischen Regulatoren und Umweltsti-

muli, die miteinander in einer komplexen Beziehung stehen (ALTIER, 2005). So ist der Code
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fur die Regulationsproteine HilA, HIlC, HilD und invF auf dem SPI-1 lokalisiert (LOSTROH UND
LEE, 2001). Zu den Umweltbedingungen, die die Invasion regulieren, zahlen pH-Wert, Osmo-
laritat, Galle, Mg?*-Konzentration sowie kurzkettige Fettsauren (ALTIER, 2005).

Im Falle der Septikdmie vermehren sich die Salmonellen in lymphatischem Gewebe und
verbreiten sich Uber die Blut- und Lymphbahnen in grofiere Organe (ALTIER, 2005).

Eine der Hauptfunktionen der SPI-1 Pathogenitatsinsel ist folglich, die bakterielle Transloka-
tion vom intestinalen Lumen zur basolateralen Seite der intestinalen Mukosamembran zu
ermoglichen. In dieser intrazellularen Infektionsphase wird die Transkription spezieller Viru-
lenzgene wichtig, die die Ingestion durch phagozytische Zellen verhindern (RHEN UND DOR-
MAN, 2005).

Dies schliel3t die zweite grolte Pathogenitatsinsel, SPI-2, ein, die fur ein Typ Il Proteinsekre-
tionssystem und Effektorproteine kodiert (HANSEN-WESTER UND HENSEL, 2001; WATERMANN
UND HOLDEN, 2003), die das Uberleben und die Replikation der Salmonellen im Inneren der
Vakuole ermdglichen. Dies ist erforderlich fur die Entwicklung einer systemischen Infektion
(GALAN, 2001). Parallel dazu aktiviert das intrazellulare Milieu auch die Transkription des
spv(Salmonella plasmid virulence)-Virulenzgen-Clusters (RHEN ET AL., 1993; ROLLE UND
MAYR, 2002 ERIKSSON ET AL., 2003). Beide, das SPI-2 und das spv-Gen-Cluster sind wichtig
fur die Induktion der bakteriellen Proliferation in phagozytischen Zellen, und beide Determi-
nanten sind notwendig fur die vollstdndige Virulenz in Mausen (GULIG ET AL., 1993; LUCAS
UND LEE, 2000; HANSEN-WESTER UND HENSEL, 2001).

Wirkung von Toxinen

Die invasive Fahigkeit der Salmonellen ist verantwortlich fiir die Diarrhoe und Enteritis, ver-
bunden mit einer hohen Flissigkeitssekretion. Die Invasivitat kann aber nicht allein fir die
Symptomatik verantwortlich sein (VARNAM UND EVANS, 1991).

Zum einen wird ein Diarrhoe-erzeugendes Enterotoxin (thermolabiles Protein) gebildet, das

in das Cytoplasma der Wirtszelle abgegeben wird und die normale Funktion des Enterozyten
stort. Es stimuliert die Adenylatcyclase, wodurch die Konzentration an cAMP erhoht wird. Der
massive Elektrolyt- und Wasserverlust resultiert aus einer Nettosekretion von Cl-lonen in der
kryptischen Region der intestinalen Mukosa und einer unterdriickten Na*-Absorption im Be-
reich der intestinalen Villi (FROMM ET AL., 1974). Im weiteren produzieren Salmonella-Spezies
ein thermolabiles Enterotoxin, das funktionell und immunologisch dem Choleratoxin und den
thermolabilen E. coli (LT) Enterotoxinen ahnelt. Es wird leicht durch das Cholera Antitoxin
neutralisiert (PETERSON UND SANDEFUR, 1979). Das Salmonella Enterotoxin wird von dem
chromosomalen Gen stx kodiert (CHOPRA ET AL., 1987).
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Zudem bilden Salmonellen ein thermolabiles Cytotoxin, das an der duleren Membran lokali-
siert ist (ASHKENAZI ET AL., 1988; D’AousT, 1991a). Es hemmt die Proteinbiosynthese und
veranlasst damit verbunden die Lyse der Wirtszelle. Dadurch wird die Verbreitung von le-
benden Salmonellen in das Gewebe bewerkstelligt (KOO ET AL., 1984; D’AOUST, 1991a; KAY-
SERETAL., 1998).

Endotoxine kommen wie bei allen Enterobakterien auch bei Salmonellen vor. Die toxische
Wirkung wird durch das Lipoid A (Region Ill des LPS) des LPS-Komplexes verursacht. Endo-
toxin entfaltet seine Wirkung nach der Lyse der Bakterienzelle. Die Bedeutung des LPS als
Virulenzfaktor sollte allerdings nicht nur auf das Endotoxin beschrankt bleiben. Denn Defekte
in den Regionen | und Il fihren zur Ausbildung von sogenannten R-Formen (Rauformen), die
einen unterschiedlich starken Virulenzverlust verursachen. AuRerdem schutzt das Zellwand-
LPS vor der antibakeriellen Wirkung der lysomalen Enzyme im phagozytierenden Leukozy-
ten (KAYSER ET AL., 1998; ROLLE UND MAYR, 2002). Die Salmonellen-Resistenz gegen die
Iytische Aktivitdt der Komplementkaskade varriert direkt mit der Lange der serotypischen (O)
Seitenkette des LPS-Molekils (D’AousT, 1991a). S-(Smooth) Phanotypen sind resistenter
gegen die Lyse als isogenetische Varianten, weil ein dauerhafter Einschub des C5b-9 Kom-
plementkomplexes sterisch verhindert ist. Deshalb erfolgt bei S-Phanotypen im Gegensatz
zu R-(Rough)-Phanotypen keine durch den Komplementfaktor vermittelte Bakterienlyse (JOI-
NER, 1985; GROSSMANN ET AL., 1987).

Infektionsdosis

Bei Neugeborenen, Kleinkindern, alten und immunsuppremierten Menschen kann eine durch
Salmonella spp. ausgeloste Gastroenteritis eine lebensbedrohliche Septikamie auslésen
(ALTIER, 2005). Durch das unreife bzw. schwache Immunsystem dieser Personengruppen
reagieren sie empfindlicher auf diese Krankheitserreger als gesunde Erwachsene (D’AOUST,
1989). Die determinierenden Faktoren fir eine Salmonellose sind jedoch nicht nur limitiert
durch die immunologische Heterogenitat der Menschen und der Virulenz der infizierenden
Stdmme, sondern beinhalten auch die chemische Zusammensetzung des Lebensmittels. So
fihren fetthaltige Lebensmittel bereits bei einer Infekionsdosis von 10" bis 10? Erregerzellen
zu einer Salmonellose (MULLER, 2002). Durch das lebensmitteleigene Fett werden die Sal-
monellen von einer hydrophoben Mizelle umschlossen, die verhindert, dass die Bakterien mit
der bakterioziden Magensaure in Berlhrung kommen. Dadurch erreichen sie unbeschadet
das Intestinum, wo sie nach einer Galle-vermittelten Dispersion der Mizellen frei werden und
am Darmlumen adharieren konnen (BLASER UND NEWMAN, 1982). Dagegen steigt die Infekti-
onsdosis bei Speisen mit nachweislich langer Verweildauer im Magen auf 10° bis 10" KBE
(MULLER, 2002).
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2 Verankerung von Salmonella spp. in der Umwelt

Umwelt

Salmonellen zeigen eine komplexe Verankerung in der Biozoenose (BAUER UND HORMANS-
DORFER, 1995). Sie bewohnen den Intestinaltrakt einer grofen Zahl von Tieren, Voégeln und
Reptilien (VARNAM UND EVANS, 1991).

Um diese Verankerung weiter verstehen zu kénnen, mufd man den Charakter des Erregers
und sein Lebensmilieu betrachten. So wachsen Salmonellen unter aeroben und anaeroben
Bedingungen in einem Temperaturbereich von 5 °C bis 47 °C (Optimum: 37 °C); gegenuber
Hitze sind sie relativ empfindlich; der Dgs-Wert liegt bei 0,02 min bis 0,25 min. Sie tolerieren
aber speziesabhangig pH-Werte im Bereich von 4 bis 9 (Optimum: 6,5 bis 7,5) (LE MINOR,
1984; KRAMER, 1992).

Diese Eigenschaften tragen mit dazu bei, dass Salmonellen eine grof3e Tenazitat aufweisen.
Aufgrund der Unempfindlichkeit und Widerstandskraft gegeniber auleren Faktoren, die
auch durch die hohe genetische Variabilitdt gegeben ist, kbnnen Salmonellen an den ver-
schiedensten Standorten siedeln und kommen somit ubiquitéar vor (BAUER UND HORMANS-
DORFER, 1995; GAREIS, 1995; ALTIER, 2005).

Futtermittel

Die Rolle der Futtermittel bei der Verbreitung von Salmonellosen wird immer wieder disku-
tiert (BAUER UND HORMANSDORFER, 1995).

Neben Fischmehl spielen vor allem andere eiweildreiche Mehle tierischen Ursprungs, wie
z.B. Tiermehl, aber auch Futtermittel pflanzlicher Herkunft, wie z.B. Pressriickstande olhalti-
ger Samen und Sojamehl eine besondere Rolle. Das Vorkommen von Salmonellen in Fut-
termitteln ist fast immer die Folge einer Rekontamination, z.B. wahrend des Transports, der
Lagerung und der Verarbeitung zu Mischfuttermitteln (BISPING, 1993).

Im Futtermittel selbst kommen die das derzeitige Seuchengeschehen beim Menschen domi-
nierenden Serovare S. Typhimurium und S. Enteritidis selten vor (BISPING, 1993; HARTUNG,
2004). Die 2003 am haufigsten aus Futtermitteln, v.a. aus Fischmehl, isolierten Serovare
waren S. Anatum, S. Senftenberg, S. Tennessee sowie S. Havanna (SCHROETER ET AL.,
2004).

Trotzdem kommt den Futtermitteln fur die Verbreitung der Salmonellen Bedeutung zu. Auch
wenn die aus Futtermitteln isolierten Serovare epidemiologisch nicht relevant erscheinen,
kann eine von ihnen und damit vom Futtermittel ausgehende, Uber das Tier zum Menschen
fuhrende Infektkette in Gang gesetzt werden (BISPING, 1993). Untersuchungen von DANIELS
ET AL. (2003) zeigten, dass in gelagerten Futtermitteln sowohl Nager- als auch Vorgelfaeces

gefunden werden konnten. Daraus ergibt sich eine potenzielle Infektion des Tierbestandes,
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da auch im Jahre 2003 in Wildtieren hauptsachlich S. Enteritidis und S. Typhimurium nach-
gewiesen wurde, und Wildtiere ein Reservoir fur die beiden genannten Serovare darstellen.
(HARTUNG, 2004).

Neben den Futtermitteln stellt auch das Trankewasser eine Kontaminationquelle fiir die Nutz-
tiere dar. So konnten nach HARTUNG (2004) in 125 untersuchten Trankewasserproben
4,00 % Salmonella spp. nachgewiesen werden, wovon 1,60 % dem Serovar S. Typhimurium

zugerechnet werden konnten.

Nutztier

Salmonellen sind in Bestanden landwirtschaftlicher Nutztiere weit verbreitet (GAREIS, 1995).
Wahrend bei den Sauger-Nutztieren Rind und Schwein der dominierende Serovar S. Typhi-
murium war, konnte bei den Legehennen 2003 mit 0,81 % haufiger S. Enteritids als S.
Typhimurium (0,23 %) nachgewiesen werden (HARTUNG, 2004). Daraus wird ersichtlich,
dass landwirtschaftliche Nutztiere ein Erregerreservoir darstellen, von dem aus sich die Sal-
monellen verbreiten kénnen.

Von besonderer Bedeutung sind klinisch inapparent verlaufende Salmonellen-Infektionen
beim Nutztier. Diese Tiere zeigen keine klinischen Symptome, scheiden jedoch Salmonellen
aus und stellen dadurch eine standige Infektionsquelle fur Tier und Mensch dar (BAUER UND
HORMANSDORFER, 1995).

Die Verbreitung der Salmonellen findet auf vielféltige Weise statt. So scheiden akut und la-
tent infizierte Tiere Salmonellen mit dem Kot sowie Harn aus und Ubertragen auf diese Wei-
se den Erreger direkt auf gesunde Tiere oder kontaminieren ihre Umwelt, wie z.B. Futter,
Wasser, Stalle oder Weiden. So konnten im Jahr 2003 aus Stallungen und Gehegen in
5,15 % der 2600 untersuchten Proben Salmonellen nachgewiesen werden. In 0,23 % der
Falle konnte S. Typhimurium und in 0,15 % der Falle S. Enteritidis isoliert werden. Die restli-
chen 4,77 % gehdrten anderen Salmonella-Serovaren an (HARTUNG, 2004). Weitere Konta-
minationsquellen stellen Schadnager, Siedlungswéasser und importierte Futtermittel dar
(BAUER UND HORMANSDORFER, 1995). Auch 2003 dominierte bei S. Typhimurium der Pha-
gentyp DT 104, wobei die Nutztiere Rind (57 %) sowie Schwein (56 %) und in geringerem
MaRe das Gefligel (36 %) die Hauptherkunftsquellen darstellten. Bei den S. Enteritidis-
Isolaten gehdrten 2003 53 % der Isolate zum Phagentyp PT4, der zu 48 % aus Lebensmit-
teln (Geflugelfleisch) und 40 % vom Tier (Huhn) stammte (SCHROETER ET AL., 2004).
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3 Vorkommen von Salmonella spp. wahrend des Schlachtpro-
zesses

Dem aktuellen Bericht zur epidemiologischen Situation der Zoonosen kann entnommen wer-
den, dass Schlachttierkorper mit Salmonella spp. kontaminiert sein kdbnnen. Auch bei Unter-
suchungen von Fleischsaft-ELISA bei Schweinen wahrend der Schlachtung wurden bei
6,59 % der Schlachtschweine im Jahr 2003 Salmonella-Titer festgestellt (HARTUNG, 2004).
Die Ergebnisse des Fleischsaft-ELISA zeigen, dass die Tiere bereits vor der Schlachtung mit

Salmonellen infiziert sein mussten.

Es gibt vielfaltige Moglichkeiten einer Kontamination der Schlachttiere sowie der Schlacht-
korper. So kann ein Schlachtkérper primar kontaminiert sein, weil das Tier bereits Salmonel-
lentrager war sowie sekundar durch Kreuzkontamination infiziert werden. Bereits im Vorsta-
dium des Schlachtens kann eine Infektion oder Kontamination der Schlachttiere gegeben
sein (GISSEL, 1993). Diesen Sachverhalt belegt auch BERENDS ET AL. (1997), die herausge-
funden haben, dass lebende Tiere, die Salmonellen tragen, eine drei- bis viermal héhere
Wahrscheinlichkeit haben, als positive Schlachtkérper zu enden als Salmonellen-freie Tiere.
Nach diesen Untersuchungen resultieren 70 % aller Schlachtkérperkontaminationen vom
Tier selbst, weil es Salmonellentrager war, und nur 30 % durch Kreuzkontamination, weil
andere Tiere Trager waren. Bestimmte Bedingungen im Vorfeld des Schlachtens kénnen zur

Kontamination des Schlachtkérpers beitragen.

So untersuchten SEIDLER ET AL. (2001) die Konsequenz von Transportstref flir die bakterielle

Translokation, endogene Kontamination und die bakterizide Aktivitat im Serum von Schlacht-
schweinen. Dabei wurden in den Untersuchungen verschiedene Strellsituationen, wie z.B.
Transportdauer, Temperatur, Luftfeuchtigkeit sowie intensives Treiben bertcksichtigt. Es
zeigte sich, dass intensive Stresituationen nicht nur die Translokationsrate von Bakterien
durch die Darmwand steigern und dadurch die Gehalte an freien Endotoxin erhéhten, son-
dern gleichzeitig die Immunabwehr im Serum schwachten. Dies wiederum flihrte zu einer

hoheren Kontaminationsrate unterschiedlicher Organe.

Auch von den Wartestallen der Schlachthéfe geht eine Kontamination der angelieferten Tiere
aus (HURD ET AL., 2001). So besitzen Tiere von Salmonellen-freien Herden ein Risiko mit
Salmonellen kontaminiert zu werden, wenn sie in Kontakt mit Faeces oder anderen Tieren
kommen, die Salmonellen tragen (BOES ET AL., 2001). Dies bestatigen auch SWANENBURG ET
AL. (2001), indem sie mit ihren Untersuchungen nachweisen konnten, dass Schweine in War-
testallen Uber Aerosole oder Wassertropfen mit Salmonella-Serovaren infizierter Tiere kon-

taminiert wurden, ohne dass ein direkter Kontakt bestanden hatte.
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Aber nicht nur das Schlachttier selbst, sondern auch die Schlachthofumgebung birgt ein Ri-
siko der Keimubertragung. VON ALTROCK ET AL. (1999) konnten in ihren Untersuchungen

zeigen, dass der Salmonellennachweis in der Schlachtumgebung am haufigsten von Tupfer-

proben, die von den Abflissen genommen wurden, gelang. Im Vergleich zum Produktions-
abschnitt ,Eviszeration® (22,2 %) kamen auf dem Abflul® im Bereich der Kuhlung (8,3 %) we-
niger Salmonellen vor. Da bei der Eviszeration, insbesondere bei nicht abgebundenem
Darm, Intestinalinhalt nach auf3en tritt, konnen in diesem Bereich am Abflul® mehr Samonel-
len nachgewiesen werden. Wahrend der Zwischensauberung mit Hochdruckreinigern legen

sich keimhaltige Aerosole und Wasserspritzer auf den Schlachtkdrper nieder (GISSEL, 1993).

Auch vom Schlachtprozel} selbst geht ein Kontaminationsrisiko aus (BOES ET AL., 2001). So

stellten BERENDS ET AL. (1997) fest, dass 5-15 % der Schlachtkdrperkontamination auf die
Entborstung zurtickzufihren ist und 55-90 % der Kontamination auf die Eviszerationspraxis
zurtckgehen. Auch HALD ET AL. (2003) wiesen nach, dass die Bereiche Entborstung und E-
viszeration signifikant zur Kontamination des Schlachtkorpers beitragen. Die Varianz der
Serovare an den verschiedenen Untersuchungstagen unterstitzt die Annahme von VON ALT-
ROCK ET AL. (1999), dass der Eintrag von Salmonellen in den Schlachthof vom Tier ausgeht

und ein sogenannter ,Hauskeim®“ ausgeschlossen werden kann.

Auch die BetriebsgrofRe scheint einen Einflul? auf die Kontamination der Schlachtkdrper zu
haben. WICHMANN-SCHAUER ET AL. (2000) verglichen den Kontaminationsgrad von Mast-
hahnchen aus selbstschlachtenden Kleinbetrieben und groRen Gefligelmast- und -
schlachtanlagen. Bei 14,5 % der untersuchten Herden aus Kleinbetrieben und 28,1 % der
Herden aus groRen Geflliigelmastbetrieben wurden Salmonellen aus Gazekotproben isoliert.
Bei der Untersuchung von Halshautproben waren lediglich 9,7 % der Herden aus Kleinbe-
trieben sowie 74,3 % der Herden aus grof3en Geflugelschlachtbetrieben Salmonella-positiv.
Diese hohe Anzahl deutet weiterhin darauf hin, dass ein grofder Anteil der in diesen Betrie-
ben geschlachteten Herden mit Salmonellen kontaminiert war, auch wenn in deren Gazekot-

proben keine Salmonellen gefunden wurden.
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4  Vorkommen Salmonella spp. im Lebensmittel Fleisch

Die Kontamination von Fleisch und Fleischprodukten erfolgt bereits wahrend der Erzeugung,
am Schlachthof sowie der weiterverarbeitenden Industrie oder durch mangelnde Kuchenhy-
giene (GISSEL, 1993).

Die im Verkehr befindlichen Lebensmittel werden regelmaRig tber von Lebensmittelkontrol-
leuren gezogene Planproben auf Salmonellen nach der Amtlichen Sammlung von Untersu-
chungsverfahren nach §35 des Lebensmittel- und Bedarfgegenstindegesetzes (LMBG, L-
00.00.20) oder vergleichbaren Methoden untersucht (HARTUNG, 2004). Ein Teil der Untersu-

chungsergebnisse fiir das Jahr 2003 fasst Tabelle 3 zusammen.

Tabelle 3: Vorkommen von Salmonella spp. in Fleisch (Auszug aus HARTUNG, 2004).

. . o sonstige
untersuchte | Salmonella- | S. Typhimurium [ S. Entertidis
Fleischart N Salmonella-
Proben n positiv [%] [%] [%]

Serovare [%]
Rind 494 1,01 1,01 n.n. n.n.
Schwein 1734 3,00 1,73 0,06 1,21
Rohfleisch,
zerkleinert 2868 3,59 1,78 n.n. 1,60
(HFIV)
Geflugel 2132 16,46 3,56 4,22 5,35
n.n.:  nicht nachweisbar

Mit Ausnahme von Gefligel wurden im Jahr 2003 aus Fleisch vor allem S. Typhumurium
isoliert (HARTUNG, 2004).

Es werden nicht nur im Verkehr befindliche Lebensmittelproben (Planproben) gezogen, son-
dern auch amtliche Hygieneproben untersucht. In Abhangigkeit von der Betriebshygiene
kénnen sich bei der Herstellung von Lebensmitteln durch die Lagerung bzw. wahrend der
weiteren Verarbeitung bis zur Fertigstellung hohere Keimbelastungen entwickeln. Ein Teil
der Vor- und Zwischenprodukte wird wahrend der Verarbeitung Prozessen unterzogen (z.B.
Hitze), wodurch auch eine Verminderung der Keimzahlen erreicht werden kann. Dennoch
wurden auch in hitzebehandelten Lebensmitteln im Jahr 2003 bei 0,1 % der untersuchten
Proben Salmonellen nachgewiesen. Bei anders stabilisierten Fleischerzeugnissen konnten
sogar in 1,44 % der untersuchten Proben Salmonellen detektiert werden (HARTUNG, 2004).
Das Risiko einer Kontamination vergrofRert sich mit der steigenden Zahl von Produktions-
und Bearbeitungsschritten (GAREIS, 1995).



Literatur 17

Der Mensch stellt das schwachste Glied der Hygienekette dar. Im Lebensmittel kommt es oft
durch ungentgende Kihlung, eine inkonsequente Trennung von reinem und unreinem Be-
reich oder mangelnder Personalhygiene zur Keimkontamination bzw. -vermehrung (GISSEL,
1993). Um eine Unterbrechung der Infektkette zu erreichen, missen die Bedingungen im
Lebensmittel von den Anspriichen der Salmonellen an optimales Wachstum abweichen. So
totet eine 5-minttige Erhitzung bei 74 °C Salmonellen ab. Eine Keimreduktion bzw. Wachs-
tumshemmung kann durch Temperaturen um -2 bis -5 °C, einem pH-Wert von 4,5 und einem
ay-Wert unter 0,93 erreicht werden. Durch die Anwendung von Kalte fallt die Keimabnahme
bei niedrigeren Temperaturen (-20 °C) weniger deutlich aus als bei Temperaturen um den
Gefrierpunkt (VARNAM UND EVANS, 1991). Verpackung mit CO,-Atmosphare hat nur einen
bakteriostatischen Effekt und hemmt damit zwar das Wachstum, bt aber keinen Effekt auf
das Uberleben der Keime aus (D’A0OUST, 1991b).

5 Salmonella spp. als Zoonoseerreger des Menschen

Eine Salmonellen-Infektion des Menschen kann ausgeldst werden durch typhoide und nicht-
typhoide Salmonellen der Spezies und Subspezies enterica. Zu den typhoiden Salmonellen
zahlen S. Typhi und S. Paratyphi. Diese Art der Salmonellose ist charakterisiert durch eine
systemische Ausbreitung und Invasion von extraintestinalem Gewebe (D’AousT, 1991a).
Eine Infektion des Menschen mit nicht-typhoiden Salmonellen wird ausgeldst durch Enteriti-
dis—Salmonellen. Dies sind Salmonellen der Spezies und Subspezies enterica mit der Aus-
nahme der Serovare Typhi und Paratyphi. Die Enteritidis-Salmonellen zahlen zu den Zoono-
seerregern, das heilt sie werden vom Tier auf den Menschen Ubertragen (ROLLE UND MAYR,
2002). Den Status als Zoonoseerreger unterstreichen Untersuchungen aus dem Jahr 2003,
wonach bei den Herkunftsarten Tier und Lebensmittel die Serovare S. Typhimurium und S.
Enteritidis dominierten (SCHROETER ET AL., 2004).

Das Reservoir dieses Zoonoseerregers sind u.a. Haus- und Wildtiere, besonders Gefllgel,
Schweine und Rinder. Eine direkte Ubertragung von Mensch zu Mensch spielen bei den En-
teritis-Salmonellen nur eine sehr untergeordnete Rolle und sind vor allem im Kleinkindesalter
von Bedeutung (MEHNERT ET AL., 2001). Als besonders gefahrdet gelten Fleisch, Fleischpro-
dukte, Ei und Eiprodukte (RABSCH ET AL., 2001). Als Ursache fiur eine Infektion des Men-
schen gilt das Vorkommen von Salmonellen bei Nutztieren und die Kontamination von Le-
bensmitteln tierischen Ursprungs (D’AOUST, 1989).

Im allgemeinen beschrankt sich eine nicht-typhoide Salmonellose auf den Intestinaltrakt, in
welchem sie Entzindungsreaktionen hervorrufen kann. Diese Form der Salmonellose stellt

eine selbst-limitierende Enterocolitis dar (D’AOUST, 1991a). Eine systemische Infektion ist bei
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wirtsadaptierten Serovaren die Regel, kann aber bei nicht-typhoiden Salmonellen nicht ganz-
lich ausgeschlossen werden (VARNAM UND EVANS, 1991).

Beim Krankheitsbild steht Durchfall im Vordergrund. Daneben sind Bauchschmerzen, Ubel-
keit, Erbrechen und Fieber mdglich. Die Symptome dauern in der Regel nur wenige Stunden
oder Tage an. Infektionen mit Salmonellen haufen sich typischerweise in den warmeren Mo-
naten des Jahres (Spatsommer/Herbst). Auch im Jahr 2003 war die Salmonellose die am
haufigsten an das Robert-Koch-Institut Gbermittelte Krankheit (ALPERS UND JANSEN, 2004).
Das die Salmonellose beim Menschen dominierende Serovar ist S. Enteritidis (67 % der Fal-
le), gefolgt von S. Typhimurium mit 19 % der Falle (HARTUNG, 2004).

Die nicht-typhoide Salmonellose wird bisweilen durch seltene Serovare ausgelost (ALPERS
UND JANSEN, 2004). Im Jahr 2003 war eine mit S. Agona assoziierte bundesweite Haufung
von Erkrankungen von Sauglingen und Kleinkindern auffallig. Als Ursache dieses Ausbruchs
konnte durch eine Fall-Kontroll-Studie sowie durch mikrobiologischen Nachweis eine Konta-
mination von Krautertee bzw. Teezusatzen (Anis) durch S. Agona ermittelt werden (ANONY-
MUS, 2003a). Eine ungewdhnliche Zunahme der Inzidenz eines ansonsten seltenen Salmo-
nellen-Serovars zeigte sich hinsichtlich von Infektionen mit S. Anatum, wobei der Grund da-
fur unklar blieb (ANONYMUS, 2004). Seit Ende des Jahres 2004 wird ein gegenuber den Vor-
jahren verstarktes Auftreten von Durchfallerkrankungen durch den seltenen Serovar S. Bo-
vismorbificans beobachtet. Dabei stehen Produkte aus rohem Schweinefleisch als Vehikel
unter Verdacht. Dies muf} jedoch in weiteren Untersuchungen geklart werden (ANONYMUS,
2005b).

6 Nachweisverfahren

6.1 Kulturelles Referenzverfahren nach § 35 LMBG

Fur den Nachweis von Salmonellen wurden standardisierte Verfahren entwickelt, mit denen
neue alternative Methoden verglichen werden muissen. Diese standardisierten Verfahren
zum Nachweis von Salmonella spp. aus Lebensmitteln findet man z.B. in der Amtlichen
Sammlung fir Untersuchungsverfahren des §35 LMBG oder der International Organization
for Standardization (ISO 6579). Standardverfahren sind traditionell kulturelle Verfahren, die
aus den vier Stufen nicht selektive Voranreicherung, selektive Anreicherung, Isolation bzw.
Identifizierung und Bestatigung bestehen (BLACKBURN, 1993; VAN DER ZEH, 1994).

Die Voranreicherung findet in der Regel in nicht selektivem Medium statt (D’AOUST ET AL.,

1992b). Salmonellen sind im Lebensmittelherstellungsprozel® bzw. durch intrinsische Fakto-

ren des Lebensmittels subletal geschadigt (BAYLIS ET AL., 2000a). Deshalb wird ein Voranrei-
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cherungsschritt notwendig, um die Resuszitation von gestressten Zellen sowie das Wachs-
tum von ungestressten Keimen vor der Selektivanreicherung zu erméglichen. Weitere Auf-
gaben des Voranreicherungsmediums liegen in der Abpufferung von pH-Veranderungen
durch Wachstum und Metabolismus von Mikroorganismen wahrend der Anreicherung (BAY-
LIS ET AL., 2000a).

Gepuffertes Peptonwasser ist das gebrauchlichste Voranreicherungsmedium. Manche Le-
bensmittel bendtigen jedoch spezifische Medien oder Zusatze. Dies wird in den jeweiligen
Standardverfahren angegeben (ANONYMUS, 1998; DE BOER, 1998).

Die unterschiedliche Zusammensetzung der nutritiven Komponenten der Voranreicherungs-
medien hat weniger EinfluR auf die Wiedergewinnung der Salmonellen (VAN SCHOTHORST
UND VAN LEUDSEN, 1975; D’AOUST UND MAISHMENT, 1979; D’AouUsT, 1981). Bedeutenderen
EinfluR auf die Methodensensitivitat haben die Inkubationszeit sowie die Bebriitung des Vor-
anreicherungsmediums bei erhohten Temperaturen (41-43 °C) (MULINDWA UND PIETSCH,
1979; WILSON ET AL., 1980; D’AousT, 1981; ANDREWS, 1986). So wurden Untersuchungen
zur Verkirzung der Voranreicherungszeit durchgefihrt (D’AOUST ET AL., 1990a), wobei sich
jedoch herausstellte, dass fiir eine befriedigende Resuszitation eine Voranreicherung von
16-20 h erforderlich ist (D’AOUST ET AL., 1992b).

Der nicht selektiven Voranreicherung folgt ein selektiver Anreicherungsschritt. Fir die erfolg-

reiche Wiederherstellung von Salmonellen im Lebensmittel ist es wichtig, die Anreicherungs-
bedingungen so zu wahlen, dass das Verhaltnis von Nicht-Salmonellen zu Salmonellen, das
sich wahrend der nicht selektiven Voranreicherung etabliert hat, reduziert wird. In der Regel
werden bei Standardverfahren zwei Selektivmedien verwendet (D’AOUST ET AL., 1992b). Die
Selektivitdt von Anreicherungsmedien bei erhéhten Temperaturen (42-43 °C) ist groRer als
bei niedrigeren Temperaturen (35-37 °C) (DE BOER, 1998). Eine Verlangerung der Voranrei-
cherung (48 h) fihrt in der Regel nicht zu einer substantiellen Erhéhung der Wiederfindung
von Salmonellen (D’AOUST ET AL., 1992a).

In der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach §35 LMBG sind die Rappa-
port-Vassiliadis-Bouillon sowie die Selenit-Cystin-Bouillon vorgeschrieben. Andere standar-
disierte Verfahren schreiben die Verwendung von Tetrathionat-Bouillon nach Miller-
Kauffman vor (ANONYMUS, 2003b).

Die Rapapport-Vassiliadis-(RV)-Bouillon wurde ursprunglich von RAPPAPORT ET AL. (1956)

entwickelt und von VASSILIADIS ET AL. (1976) modifiziert. Die selektive Wirkung des Mediums
beruht auf seiner hohen Osmolaritat (MgCl,), dem niedrigen pH-Wert sowie der Anwesenheit
von Malachitgriin, an welches sich Salmonellen besser adaptieren kénnen als die kompetiti-
ve Begleitflora (RAPPAPORT ET AL., 1956). Auch die Inkubation bei 43 °C statt 37 °C wirkt sich
hemmend auf die Begleitflora aus (OBOEGBULEM, 1993)
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Die bessere Leistungsfahigkeit des RV-Mediums im Vergleich zu anderen Selektivmedium
ist in zahlreichen Studien belegt worden (ALLEN ET AL., 1991; MAIJALA ET AL., 1992; JUNE ET
AL., 1996). Selbst geringe Mengen an S. Enteritidis konnten in Anwesenheit einer grofen
Zahl an kompetitiver Begleitflora mittels RV-Medium nachgewiesen werden (FRIES UND
STEINHOF, 1997). Signifikante Unterschiede in der Leistungsfahigkeit kommerzieller RV-
Medien liegen in der MgCl,-Konzentration und der Peptonart begriindet. Um eine optimale
Leistungsfahigkeit des Medium zu erzielen, wird eine standardisierte MgCl,-Konzentration,
sowie die Verwendung von Sojapepton anstelle von Trypton empfohlen (VAN SCHOTHORST
UND RENAUD, 1983; MAIJALA ET AL., 1992).

Das zweite vorgeschriebene Selektivmedium ist die Selenit-Cystin-(SC)-Bouillon. Das dem

Medium zugesetzte Cystin fordert das Wachstum der Salmonellen, wahrend das Selenit die
Begleitflora hemmt (NORTH UND BARTRAM 1953; VARNAM UND EVANS, 1991). Die Hemmwir-
kung des Selenits in Bezug auf das Wachstum coliformer Bakterien und Enterokokken ist in
den ersten 6 bis 12 h nach Beginn der Bebrutung am effektivsten. Danach nimmt sie lang-
sam ab. Salmonella spp., Proteus spp. und Pseudomonas spp. werden dagegen kaum ge-
hemmt (ANONYMUS, 1996). So resultiert der zusatzliche Gebrauch des SC-Mediums oft nicht
in mehr positiven Ergebnissen (O’DONOGHUE UND WINN, 1993). Aufgrund der hohen toxi-
schen Wirkung des Selenits wird der Gebrauch des Mediums kritisiert (DE BOER, 1998). Des-
halb versucht man, dieses durch weniger toxische Medien zu ersetzten. Haufig wird dann auf
Tetrathionat-(TT)-Bouillon nach Muller-Kauffmann zurtickgegriffen. KAUFFMANN (1930; 1935)

entwickelte das Nahrmedium durch Kombination der Tetrathionat-Bouillon nach MULLER
(1923) mit Brilliantgrin-Galle-Bouillon. Die selektiven Komponenten stellen das Tetrathionat
dar, das Coliforme und andere Darmbakterien im Wachstum unterdriickt. Salmonella spp.,
aber auch Proteus spp., reduzieren Tetrathionat und werden dadurch nicht gehemmt. Galle
wirkt auf Salmonellen wachstumsférdernd, hemmt jedoch die Begleitkeime. Brilliantgriin un-
terdriickt vor allem Gram-positive Keimarten (ANONYMUS, 1996). Durch die Zugabe von No-
vobiocin kann nach JEFFRIES (1959) Proteus spp. unterdriickt werden.

In zahlreichen Studien wurde die Leistungsfahigkeit der verschiedenen Selektivmedien mit-
einander verglichen. In diesen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass bei der Isolati-
on von Salmonellen aus Faeces oder natlrlich kontaminierten Fleischprodukten oder Ab-
wasserproben das RV-Medium eine héhere Zahl an positiven Ergebnissen erzielte als SC-
Medium oder TT-Bouillon nach Miuller-Kauffmann (VASSILIADIS ET AL., 1979; VASSILIADIS,
1983; HARVEY UND PRICE, 1981; VAN SCHOTHORST UND RENAUD, 1983). OBOEGBULEM (1993)
stellte nach der Untersuchung von 477 Hahnchenproben eine Sensitivitat von 96 % fur das
RV-Medium und von 29 % fir das SC-Medium fest und unterstreicht damit das Ergebnis der

vorangegangenen Studien.
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Wichtig fur die Isolation (Identifizierung) ist es, die Salmonellen-Kolonien inmitten von Kolo-

nien der Begleitflora, z.B. Proteus spp., Citrobacter spp. oder E. coli. zu erkennen (DE BOER,
1998). Zu diesem Zweck verwendet man feste Selektivnahrbdoden, die verdachtige Kolonien
erkennbar machen. (VAN DER ZEH, 1994). Fur die Identifizierung von Salmonella spp. bedient
man sich charakteristischer Stoffwechselleistungen. Im Referenzverfahren nach §35 LMBG
ist der Brilliantgrin-Phenolrot-Laktose-Saccharose-Agar (BPLS-Agar) vorgeschrieben. Zu-
satzlich ist ein Medium freier Wahl verpflichtend.

Konventionelle Medien zur Isolation von Salmonellen haben meist eine geringe Spezifitat, so
dass sie eine hohe Falsch-Positiv-Rate generieren (v.a. durch Citrobacter spp. und Proteus
spp.). Daraus ergibt sich fir die Isolation von Salmonella spp. ein hoher Arbeitsaufwand.
Deshalb wurden in den letzten Jahren neue chromogene und fluorogene Medien entwickelt,
die die Salmonellendiagnostik einfacher und schneller machen (MANAFI, 2000). Die Schlis-
selreaktionen des vorgeschriebenen BPLS-Agars und eine Auswahl neuerer Medien sind in

Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4: Feste Selektivmedien zur Isolation von Salmonella spp. (nach VARNAM UND
EVANS, 1991; DE BOER, 1998; MANAFI, 2000; SCHONENBRUCHER ET AL., 2004).
. Selektive bzw. diagnosti- Salmonellen-

Bezeichnung Referenz
sche Charakteristik typische Reaktion

herkdmmliche Nahrmedien

BS Reduktion von Sulfit zu Sul- schwarz WILSON UND BLAIR,
fid 1927

BPLS Fermentation von Laktose rot EDEL UND KAMPELMA-
und Saccharose CHER, 1969

XLT4 Fermentation von Laktose, rot mit schwarzem MULLER UND TATE,
Xylose und Saccharose; Zentrum 1991

Decarboxylierung von Lysin
(Alkalisierung durch Cada-
verin); H,S-Produktion
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Fortsetzung Tabelle 4: Feste Selektivmedien zur Isolation von Salmonella spp. (hach
VARNAM UND EVANS, 1991; DE BOER, 1998; MANAFI, 2000;
SCHONENBRUCHER ET AL., 2004).

. Selektive bzw. diagnosti- Salmonellen-
Bezeichnung o _ _ Referenz
sche Charakteristik typische Reaktion

chromogene Nahrmedien

Rambach Saurebildung aus Propy- rot RAMBACH, 1990
lenglycol; chromogener
Nachweis der Abwesenheit
von B-Galaktosidase

CSE Fermentation von Laktose; rot COOKETAL., 1999
Chromogen (Ester aus Cg-
Fettsaure und phenolischer

Chromophore)
MM H>S-Produktion; chromoge- schwarz MILLER UND MALLISON,
ner Nachweis der Abwe- 2000

senheit der B-Galaktosidase

BS: Bismuth-Sulfit-Agar; BPLS: Brilliantgriin-Phenolrot-Laktose-Saccharose-Agar; XLT4: Xylose-
Lysin-Tergitol 4; CSE: Chromogener-Salmonellen-Esterase-Agar; MM: Miller-Mallison-Agar

Man nimmt an, dass ca. 1 % der Salmonella Subspezies | Laktose-positiv ist (DEVENISH ET
AL., 1986). Infektionen des Menschen durch diese Stamme wurden beschrieben (POISSON,
ET AL., 1988; RuIz ET AL., 1995). Um diese Laktose-positiven Salmonellen zu detektieren,
sollte auf ein Laktose-unabhangiges Medium zurlckgegriffen werden (FAGERBERG UND A-
VENS, 1976; D’AOUST ET AL., 1992b; RUIZ ET AL., 1996).

Salmonellen-verdachtige Kolonien werden im vierten Schritt der serologischen und bioche-
mischen Bestatigung zugeflhrt. Zur serologischen Bestatigung und endgultigen Identifzie-
rung verwendet man polyvalente Seren (D’AOUST ET AL., 1992b). Fir die biochemische Bes-
tatigung werden konventionelle R6hrchenmedien oder kommerzielle Diagnostik-Kits (COX ET
AL., 1984) verwendet.

6.2 Moglichkeiten zur Reduktion der Versuchsdauer

Konventionelle kulturelle Verfahren sind arbeits- und zeitintensiv. Es vergehen 4 bis 5 Tage
bis zur prasumptiven Diagnostik (D’AOUST, 1984; VERMUNT ET AL., 1992). Es herrscht ein
Bedarf an Salmonellennachweismethoden, die schneller sind, mit einer dhnlichen oder gré-

Reren Sensitivitat als die konventionellen Methoden. Die Schnellverfahren missen robust
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und reliabel sein und eine hohe Spezifitadt besitzen, um falsch-positive Ergebnisse zu mini-
mieren und Kosten zu sparen (BLACKBURN, 1993).

So haben sich mehrere Schnellmethoden entwickelt, die die Versuchszeit reduzieren. Dies

schliel3t mit ein die Enzym-Immunoassay-Technik (ECKNER ET AL., 1987; BECKERS ET AL.,
1988; LEE ET AL., 1990; BAILEY ET AL., 1991; JUNE ET AL., 1992), die Impezanzmessung
(EASTER, 1985; DONAGHY UND MADDEN, 1993; JOOSTEN ET AL., 1994; BLIVET ET AL., 1998),
~Motility enrichment“ Technik (DE SMEDT ET AL., 1986), Immunodiffusion (D’AOUST UND SE-
WELL, 1988b; FLOWERS UND KLATT, 1989) sowie DNA-Hybridisierungstechniken (FITTS ET AL.,
1983; FLOWERS ET AL., 1987; HILL UND KEASLER, 1991; WOLLCOTT, 1991).

Die in den vergangenen Jahren in besonderer Weise weiterentwickelten Mdglichkeiten der

Reduktion der Versuchszeit werden nachfolgend dargestellt.

6.2.1 Reduktion der Voranreicherungszeit durch Wachstumsstimulantien

In der Vergangenheit wurden bereits Versuche unternommen, um die Wachstumshemmung
der Eisenlimitierung im Lebensmittel aufzuheben (GARIBALDI, 1960; CLAY UND BOARD, 1991).
Eingesetzt wurden Eisensulfat bzw. Eisenammonium-Citrat beim Nachweis von Salmonella
spp. aus Hiuhnerei, um den bakteriostatischen Effekt des Ovotransferrins im Eiweil aus-
zugleichen (CUDJOE ET AL., 1994a). Der Nachteil in der Verwendung von Eisensalzen liegt in
ihrer Unselektivitdt begriindet, weil sie auch das Wachstum der Konkurrenzflora beginsti-
gen. (REISSBRODT ET AL., 1996). Auflerdem wirken die Hydroxylradikal- oder Superoxidanio-
nen dieser Salze hemmend auf geschadigte Zellen (REISSBRODT, personliche Mitteilung).

Ferrioxamin E

Eisen ist fir die meisten Organismen essentiell. Es fungiert als Katalysator bei Elektronen-
transportprozessen, beim Transport von Sauerstoff sowie als Enzymkomponente (z.B. Ribo-
nukleotid-Reduktase), die fir die Biosynthese von Makromolekilen (z.B. DNA) bendétigt wer-
den (KINGSLEY ET AL., 1994; RABSCH ET AL., 1999). Unter aeroben Bedingungen und einem
neutralen bis alkalischen pH-Wert liegt Eisen in schwer I6slicher Form vor oder ist extrazellu-
l&r an Transferrin und Laktoferrin sowie intrazallular an Hamosiderin und Ferritin gebunden
(KINGSLEY ET AL., 1995; FINLAY UND FALKOW, 1997). Somit liegt Eisen fur Mikroorganismen
als limitierter Faktor vor. Deshalb bilden Salmonellen und andere pathogene Bakterien Side-
rophore, um ihren Eisenbedarf zu decken. Durch spezifische Aufnahme- und Verwertungs-

mechanismen konnen sie dreiwertiges Eisen in die Zelle aufnehmen und ihrem Stoffwechsel
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zuganglich machen. Die intrazelluldre Eisenkonzentration steuert die Expression des Auf-
nahmesystems, das neben anderen Komponenten aus eisenregulierten AuRenmembranpro-
teinen (IROMPs), dem TonB-Protein zwischen duflerer und zytoplasmatischer Membran so-
wie Eisen spaltenden Enzymen besteht. Die Gene, die diese Proteine kodieren, sind durch
das Fur-(ferric iron uptake regulation) Protein reguliert (KINGSLEY ET AL., 1994). Das Pheno-
latsiderophor Enterobactin bilden ca. 99 % der Salmonellen-Isolaten. Einige Salmonella-
Stamme exprimieren das plasmidkodierte Hydroxamatsiderophor Aerobactin (KINGSLEY ET
AL., 1994). Im Gegensatz zu E. coli und der Proteus-Providencia-Morganella-Gruppe besit-
zen Salmonellen (nur die Subspezies |, Il und IlIb) durch das foxA-Gen die Fahigkeit, das
Fremdsiderophor Ferrioxamin E zu nutzen (KINGSLEY ET AL., 1994; KINGSLEY ET AL., 1999).
Etwa 99 % der klinisch relevanten Isolate gehéren diesen Subspezies an (KINGSLEY ET AL.,
1999). In Bezug auf die genannten Bakterien wirkt Ferrioxamin E als selektiver Wachstums-
faktor, der die lag-Phase auch geschwachter Salmonellen reduziert, dadurch die Sensitivitat
vor allem geringer Zahlen an Salmonellen erhdht und somit eine schnelle Isolation zulasst
(REISSBRODT UND RABSCH, 1993; REISSBRODT, 1995; REISSBRODT ET AL., 1996).

Die Zugabe von Ferrioxamin E zum Voranreicherungsmedium (gepuffertes Peptonwasser)
erhoht die Sensitivitdt und ermdglicht das Wachstum von weniger als 10 Zellen S. Typhimu-
rium in 10 ml Albumin auf 2 x 10° Zellen/ml bereits nach 6 h Inkubation aus HiihnereiweiR.
Auch die Supplementierung von Selektivmedien, wie z.B. SC, TT, RVS oder MSRV mit Fer-
rioxamin E fihrten innerhalb von 6 h zu einer nachweisbaren Zahl an Salmonellen. Jedoch
sind Schattelkulturen Standkulturen vorzuziehen (PLESS UND REISSBRODT, 1995; REISSBRODT
ET AL., 1996).

Bei dem Einsatz von Ferrioxamin E sollte bedacht werden, dass Citrobacter spp., Klebsiella
spp., Pseudomonas spp., Enterobacter spp. und Yersinia enterocolitica ebenfalls Ferrioxa-
min E als Eisenquelle nutzen koénnen. Deshalb sollte man einen zusatzlichen selektiven
Schritt, durch Kultivierung oder neuere Schnellmethoden, in Betracht ziehen, um diese Kon-
kurrenzflora zu unterdriicken (REISSBRODT, 1995).

Bereits KINGSLEY ET AL. (1994) stellten fest, dass der Einsatz von selektiven Siderophor-
wachstumssupplementen in Kombination mit Konzentrationsmethoden (IMS) einen entschei-
denden Fortschritt in der Salmonellen-Diagnostik ermoglichen wirde. Weitere Studien sind
allerdings notwendig, um die Effektivitdt der Ferrioxamin E Supplementierung in Verbindung
mit Schnellmethoden zu bestatigen (PLESS UND REISSBRODT, 1995).

Autoinducer

Bakterien sind einer Vielzahl von sich dndernden Umweltbedingungen ausgesetzt, an die sie

sich anpassen mussen, wenn sie Uberleben mdchten. Da Bakterien auch nicht allein vor-
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kommen, sondern in Gemeinschaften leben (WHITEHEAD ET AL., 2001), kommunizieren sie
miteinander Uber chemische Signalmolekiile, sogenannten ,Autoinducern (SCHAUDER UND
BASSLER, 2001).

Die Detektion von ,Autoinducern® erlaubt Bakterien zwischen niedriger und hoher Zellpopula-
tionsdichte zu unterscheiden und in Abhangigkeit dieser die Genexpression einer ganzen
Bakteriengemeinschaft koordinativ zu kontrollieren. Dieser Prozel} der interzellularen Kom-
munikation wird ,quorum sensing“ genannt. Viele bakterielle Verhaltensweisen werden durch
»quorum sensing“ reguliert, einschliellich Symbiose, Virulenz, Antibiotika-Produktion und die
Bildung von Biofilmen (SCHAUDER UND BASSLER, 2001).

Gegenwartige Studien zeigen, dass hoch spezifische genauso wie universelle ,quorum sen-
sing“ Sprachen existieren, die es Bakterien ermoéglichen, innerhalb und zwischen den Spe-
zies zu kommunizieren (SCHAUDER UND BASSLER, 2001). Es werden zwei Hauptkategorien
von Signalmolekilen unterschieden. Gram-negative Bakterien verwenden vor allem N-Acyl
Derivate der Homoserin-Laktone, wahrend sich Gram-positive Bakterien hautsachlich tber
Aminosauren bzw. Peptide miteinander ,unterhalten” (WHITEHEAD ET AL., 2001).

Die Regulierung von physiologischen Prozessen, die durch N-Acyl Homoserin-Lactone kon-
trolliert werden, vollzieht sich in einer Zelldichte- und Wachstumsphasen abhangigen Weise.
Deshalb wurde die Bezeichnung ,quorum sensing® gepragt, um diese Fahigkeit von Bakteri-
en zu bezeichnen, die Zelldichte vor der Expression eines Phanotyps zu kontrollieren (WHI-
TEHEAD ET AL., 2001). Aber nicht nur die Zelldichte, sondern auch Umweltbedingungen, wie
die Lebensmittelart, Inkubations- oder atmosphéarische Bedingungen haben einen EinfluR auf
die Bildung von Autoinducern (CLOAK ET AL., 2002).

Auch die Kultivierung von Gram-negativen Bakterien mit physiologisch relevanten Konzent-
rationen von Noradrenalin hat gezeigt, dass ein Anstieg des bakteriellen Wachstums resul-
tiert, der nicht nutritiv-vermittelt war (LYTE UND ERNST, 1992; LYTE UND ERNST, 1993). RAH-
MAN ET AL. (2000) zeigten in ihren Untersuchungen, dass S. Typhimurium in Anwesenheit
von Noradrenalin in Serum basiertem Medium ein 10-fach starkeres Wachstum in Vergleich
zur Kontrolle aufwies. Im Falle vieler Gram-negativer Bakterien ist ein solches Wachstum
durch die Bildung eines Autoinducers begleitet, der selbst bakterielles Wachstum unter
StrelRbedingungen in Abwesenheit von Noradrenalin stimulieren kann (LYTE ET AL., 1996;
FREESTONE ET AL., 2000).

LYTE ET AL. (1996) konnten in ihren Untersuchungen eine Noradrenalin-vermittelte Produkti-
on eines ,Autoinducers of Growth“ nachweisen, der von E. coli O157:H7 gebildet wurde. Die
Charakterisierung dieses Autoinducers, der von mehreren Enterobakterienspezies gebildet
wird, deutet auf eine Familie von strukturell nah verwandten, aber funktionell identischen
Molekuilen hin (FREESTONE ET AL., 2000). Zusammengefasst werden diese Substanzen unter
dem Namen ,enterobacterial Autoinducer of Growth* (REISSBRODT ET AL., 2002). Die Struktur
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des gefundenen ,enterobacterial Autoinducer of Growth* (Al) weicht von den bisher charak-
terisierten Autoinducern ab. Wahrend die Homoserin-Laktone optimal in der stationdren
Phase des Wachstums produziert werden (SWIFT ET AL., 1994), wird der Al in der exponen-
tiellen Wachstumsphase bzw. frihen logarithmischen Phase gebildet (LYTE ET AL., 1996;
FREESTONE ET AL., 1999). Ebenso wie die Produktion von Homoserin-Laktonen vor allem in
nahrstoffreichen Medien erfolgt, wird der Al hauptsachlich in nahrstoffarmen Medien gebildet
(SWIFT ET AL., 1994).

Al ist fahig, schwer gestresste Populationen von S. Typhimurium und E. coli O157:H7 sowie
von anderen pathogenen Mikroorganismen wiederzubeleben. Im Vergleich zu Ferrioxamin E
und Oxyrase war Al effektiver, das Wachstum zu stimulieren. Er veranlasst bakterielles
Wachstum auch in nahrstoffarmem SAPI-Medium. Der Mechanismus ist noch ungeklart,
scheint aber hdchstwahrscheinlich unterschiedlich von dem der Katecholamine zu sein
(REISSBRODT ET AL., 2002).

Aullerdem besitzt Al eine semiselektive Wirkung, da nicht alle Bakterienspezies mit einer
Wachstumsstimulierung reagieren. REISSBRODT ET AL., (2002) belegten die Fahigkeit des Al,
dass die Resuszitation von gestressten Populationen auf S. Typhimurium, E. coli O157:H7,
C. freundii und E. agglomerans begrenzt ist. Der Al zeigte keinen messbaren Effekt in der
Wachstumsstimulierung von 8 getesteten Gram-negativen (P. vulgaris, P. mirabilis, P. rettge-
ri, P. stuartii, M. morganii, A. hydrophila, P. aeruginosa, B. cepacia) und 4 Gram-positiven

Spezies (S. aureus, S. epidermidis, E. faecalis, L. monocytogenes).

Oxyrase

Ein wachstumsfordernder Effekt wird auch dem kommerziell erhaltlichen Antioxidans Oxyra-
se zugeschrieben (STEPHENS ET AL., 2000). Oxyrase besitzt die Fahigkeit, Sauerstoffradikale
zu zerstéren und anaerobe Bedingungen im Medium zu schaffen. Gestresste Bakterien stel-
len Energie vor allem aus einem anaeroben Metabolismus bereit, um das Risiko einer endo-
genen Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies zu vermeiden. Deshalb ist es wichtig, ag-
gressive Sauerstoffradikale in der Voranreicherung zu eliminieren, um eine Resuszitation
von gestressten Populationen zu erreichen (STEPHENS ET AL., 2000). Oxyrase wurde bereits
erfolgreich in der Resuszitation von gestressten (Hitzestre3) Salmonella spp. angewendet
(BAILEY ET AL., 2000; STEPHENS ET AL., 2000). Bei einem Vergleich der Effektivitat von Ferrio-
xamin E, Al und Oxyrase war letztgenannte Substanz ahnlich fahig wie Ferrioxamin E, ge-
stresste S. Typhimurium Zellen wiederherzustellen (REISSBRODT ET AL., 2002). Oxyrase zeig-
te gute Eigenschaften als effektives Wachtumssupplement in der schnellen Resuszitation
von gestressten Zellen. Im Gegensatz zu Ferrioxamin E ist es aber nicht selektiv bei einer

Mischflora aus sowohl pathogenen als auch nicht pathogenen Bakterien. Somit wirde sie in
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Situationen, in denen die Detektion eines bestimmten Bakteriums erforderlich ist, nicht
brauchbar sein (REISSBRODT ET AL., 2002).

6.2.2 Reduktion der Zeitdauer fur die selektive Anreicherung

Zur Verkurzung der selektiven Voranreicherung wurden Separations- und Konzentrations-
techniken angewendet. Dabei wird die Selektivanreicherungsstufe mit einer nicht wachs-
tumsbezogenen Technik ersetzt. Dies kann erreicht werden durch spezifische Magnetsepa-
ration aus dem Voranreicherungsmedium (SAFARIK ET AL., 1995).

Immunomagnetische Separation (IMS) wurde als Methode zur selektiven Anreicherung vor-
geschlagen (LUK UND LINDBERG, 1991; SKJERVE UND OLSVIK, 1991). Sie stellt eine Alternative
zur kulturellen selektiven Anreicherung von Salmonella spp. dar (MANSFIELD UND FORSYTHE,
1993).

In den letzten Jahren hat sich zur Immunomagnetischen Separation der Gebrauch von Dy-
nabeads® anti-Salmonella zur Konzentrierung und Separierung von Salmonella spp. aus
Lebensmitteln durchgesetzt. Dynabeads® anti-Salmonella sind uniforme, aus magnetisierba-
rem Material (y-Fe,O5; und Fe;O,4) bestehende und von einer Polymerschale (Polystyrol) 0-
berzogene monodisperse Partikel. Sie besitzen superparamagnetische Eigenschaften, d.h.
sie zeigen nur dann magnetische Eigenschaften, wenn sie einem Magnetfeld ausgesetzt
sind und haben keine Remanenz, wenn sie vom magnetischen Feld entfernt werden. Ein
Gemisch aus affinitdtsaufgereinigten mono- und polyvalenten Antikdrpern gegen Salmonella
spp. ist kovalent an der Oberfliche der Beads gebunden (HENSIEK, 1994; ANONYMUS,
2005c). Die Antikorper reagieren mit mehr als 1.400 Serovaren. Die untersuchten Teststam-
me decken 99,4 % aller menschlichen und tierischen Isolate in Europa und den USA Uber
die letzten 10 Jahre ab (HENSIEK, 1994).

Die IMS-Methode mit Dynabeads® beruht auf der Kombination zweier Trennprinzipien. Zum
einen ermdglichen die Antikorper die spezifische Bindung der Zielzellen und zum anderen
kann der Zielorganismus physikalisch aus einer Mischkultur durch ein auferes Magnetfeld
abgetrennt werden. Dadurch wird dieser von anderen Mikroorganismen und/oder inhibieren-
den Stoffen befreit (HENSIEK, 1994).

Zudem besteht durch IMS die Mdglichkeit, subletal geschadigte Keime zu detektieren, die im
kulturellen Verfahren nicht wachsen kénnen (MANSFIELD UND FORSYTHE, 1993).

Der Grad der selektiven Anreicherung ist mit dem konventioneller Methoden gleichzusetzen
(HENSIEK, 1994). Dynabeads® anti-Salmonella erhdhen die Sensitivitdt und Spezifitat der
Salmonellen-Detektion im Vergleich mit konventionellen kulturellen Methoden (MANSFIELD
UND FORSYTHE, 1993; CUDJOE ET AL., 1994a,b; CUDJOE ET AL., 1995; CUDJOE UND KRONA,
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1997; COLEMAN ET AL., 1995a,b; MANSFIELD UND FORSYTHE, 1996; MOLLA ET AL., 1996). Zu-
dem separieren die Beads Salmonellen-Zellen aus einer gemischten Suspension ohne Ver-
lust der Lebensfahigkeit. Dadurch bleibt ein vitales Isolat zur weiteren Bestatigung erhalten
(FAVRIN ET AL., 2001).

Im Vergleich zur konventionellen Anreicherung wird durch die IMS mindestens ein Untersu-
chungstag eingespart (MANSFIELD UND FROTHYSE, 1993).

Die Anwendung von IMS zur Separation von lebensmittelrelevanten Keimen fasst Tabelle 5

zusammen.

Tabelle 5: Einsatz der IMS zum Nachweis von lebensmittelrelevanten Keimen.
Keimart Referenz

Campylobacter spp. DOCHERTY ET AL., 1996; YU ET AL., 2001

Escherichia coli LUND ET AL., 1988; WRIGHT ET AL., 1994

Listeria monocytogenes SKJERVE ET AL., 1990
Salmonella spp. LUK UND LINDBERG, 1991; SKJERVE UND OLSVIK, 1991;
WIDJOJOATMODJO ET AL., 1991; VERMUNT ET AL., 1992;

DzIADKOVIEC ET AL., 1995

Staphylococcus aureus JOHNE UND JARP, 1988

Mit Hilfe von IMS separierte und konzentrierte Keime kénnen unterschiedlichen Detektions-

moglichkeiten zugefihrt werden. Eine Ubersicht gibt Tabelle 6.
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Tabelle 6: Detektionssysteme in Verbindung mit IMS.

Detektionssystem Referenz

Kulturelle Verfahren

Kultivierung CUDJOE ET AL., 1994b; COLEMAN ET AL.,
1995a,b; CUDJOE UND KRONA, 1997

MSRV POPPE ET AL., 1996
Immunologische Verfahren
ELISA CUDJOE ET AL., 1991; CUDJOE ET AL., 1995;

HOLT ET AL., 1995; MOLLA ET AL., 1996;
MANSFIELD UND FORSYTHE, 2000

Nukleinsaureverfahren

PCR WIDJOJOATMODJO ET AL., 1991; FLUIT ET AL.,
1993; BAUMLER ET AL., 1997; EROL ET AL.,
1999; RIJPENS ET AL., 1999; JENIKOVA ET AL.,
2000; JENIKOVA ET AL., 2001; SPANOVA ET
AL., 2001; DE MEDICI ET AL., 2003;
MERCANOGLU UND GRIFFITHS, 2005

Sonstige Verfahren

Mikroskopie JOHNE ET AL., 1989; VERMUNT ET AL., 1992;
MOLLA ET AL., 1994;

Leitfahigkeitsmessung BIRD ET AL., 1989; PATEL UND BLACKBURN,
1991; PARMAR ET AL., 1992

Biolumineszenz BLACKBURN ET AL., 1991

Bakteriophage/optische Dichte FAVRIN ET AL., 2001

Die Separation und Konzentration von Salmonella spp. wurde auch durch mit Lektinen be-
schichteten Partikeln aus Reinkulturen und Ei durchgefuhrt (PAYNE ET AL., 1992). Da Lekti-
nen die genus- sowie speziesspezifischen Eigenschaften fehlen, kénnen sie nicht die Zielzel-
len-Anreicherung erreichen, die mit Antikdrper-basierten Systemen maoglich ist (BLACKBURN,
1993).

6.2.3 Reduktion der Zeitdauer fur die ldentifizierung und Bestéatigung

Vielen Schnellmethoden fehlt es an Spezifitat (D’AOUST UND SEWELL, 1988a,b; D’AOUST ET
AL., 1990b; ST. CLAIR UND KLENK, 1990), woraus sich auch ihre begrenzte Akzeptanz erklart.
So gewann unter den Schnellmethoden die PCR fliir den Nachweis von Salmonella spp. an

Bedeutung. Die PCR verkiirzt konventionelle kulturelle Methoden sowohl durch den Ersatz
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der konventionellen biochemischen und serologischen Identifizierung als auch ihre direkte
Anwendung aus dem Voranreicherungsmedium oder Lebensmittel (RIJPENS UND HERMAN,
2002). Die Spezifitat der PCR ist durch die Einzigartigkeit der DNA-Zielsequenz fiir den
nachzuweisenden Keim festgelegt (RAHN ET AL., 1992). Die Hauptunterschiede der fur den
Nachweis von Salmonella spp. entwickelten PCR-Systeme liegen in der Spezifitat der aus-
gewahlten Zielsequenzen (BAUMLER ET AL., 1997). So sind manche Gensequenzen spezi-
fisch fur den Nachweis von S. enterica und S. bongori (RAHN ET AL., 1992), wahrend manche
nur spezifisch flr S. enterica (BAUMLER ET AL., 1997) oder flr bestimmte Serotypen von S.
enterica Subspezies | (MAHON UND LAX, 1993; REXACH ET AL., 1994; CHEVRIER ET AL., 1995;
HASHIMOTO ET AL., 1995; LIN UND TSEN, 1999) kodieren (gekiirzt nach BAUMLER ET AL., 1997).
Das Ziel der PCR ist es, die spezifische DNA-Sequenz des gesuchten Mikroorganismus auf
eine detektierbare Menge zu vermehren. Sie lauft als ein sich wiederholender Prozel} ab, in
welchem je Zyklus drei Reaktionen zu unterschiedlichen Temperaturen ablaufen (WITTWER,
2001). Zuerst wird der DNA-Doppelstrang durch eine Temperatur von 95 °C in seine beiden
komplementaren Einzelstrange getrennt (Denaturierung). Wahrend der Annealingphase wird
den fur die DNA-Sequenz spezifischen Primern durch die Absenkung der Temperatur auf ca.
52-54 °C ermdglicht, sich an die Einzelstrange, deren Basensequenz ihnen komplementar
ist, anzulagern. Im Elongationsschritt vervollstandigt die Tag Polymerase, beginnend an den
Primern, durch die dem Reaktionsgemisch zugegebenen dNTPs die Einzelstrange wieder zu
Doppelstrangen. AnschlieRend kann ein neuer Zyklus beginnen. Durch die exponentielle
Vervielfaltigung der Zielsequenz erreicht diese Methode neben der Spezifitat auch eine hohe
Sensitivitdt und ein Ergebnis liegt in kurzer Zeit vor.

Das Endprodukt oder Amplikon wird in der ftraditionellen PCR durch Agarose-Gel-

Elektrophorese aufgetrennt, durch Ethidiumbromid-Farbung sichtbar gemacht und mittels
Sondenhybridisierung bestatigt (RIRIE ET AL., 1997; MCKILLIP UND DRAKE, 2004; PERELLE ET
AL., 2004). Die Amplifikation der Zielsequenz und die PCR-Produktanalyse laufen in zwei
getrennten Arbeitsgangen ab (DE SILVA ET AL., 1998). Da diese Art der Auswertung zeitauf-

wendig ist, haben sich real-time PCR-Verfahren entwickelt, bei denen die amplifizierte DNA

Fluoreszenz-markiert wird. Durch dieses Fluoreszenz-basierte Verfahren wird die real-time
Detektion des Ziel-Templates erlaubt (MCKILLIP UND DRAKE, 2000). Die Menge des erzeug-
ten PCR-Produktes ist proportional zur Intensitat des Fluoreszenzsignals (RASMUSSEN,
2001). Die Zunahme des Signals wird von Zyklus zu Zyklus aufgezeichnet und real-time, d.h.
noch wahrend die Reaktion ablauft, am Bildschirm (online) sichtbar gemacht. Im Gegensatz
zur Endpunktanalyse der traditionellen PCR, in der nur die Plateau-Phase augewertet wer-
den kann, erlaubt die real-time PCR die Aufzeichnung der exponentiellen Phase. Diese

quantitative Information der PCR kommt nur von ein paar Zyklen, in welchen die DNA-Menge
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logarithmisch zunimmt. Oft fallen nur 4-5 Zyklen von 40 Gesamtzyklen in diese ,log linear”
Phase der Kurve (RASMUSSEN ET AL., 1998).

Da die Amplifizierung und Fluoreszenzmarkierung bzw. Sondenhybridisierung innerhalb des
gleichen Reaktionsgefales stattfinden, ist die Amplikon-Visualisierung durch Agarose-Gel-
Elektrophorese und Bestatgung durch Southern Blotting unnétig. Dies ermdéglicht die Mes-
sung grofRer Probenmengen und reduziert zugleich das Kontaminationsrisiko der Proben
durch den Wegfall von post-PCR Analyseschritten (MCKILLIP UND DRAKE, 2000).

Fur die Fluoreszenzmarkierung der DNA stehen verschiedene Techniken zur Verfligung.
Allgemein unterscheidet man Sequenz-unspezifische von Sequenz-spezifischen Detekti-

onsmoglichkeiten (MCKILLIP UND DRAKE, 2004).

Sequenz-unspezifische Detektion

Dazu zahlt der Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green, der sequenz-unspezifisch an dsDNA
bindet. Im ungebundenen Zustand besitzt SYBR® Green eine relativ niedrige Fluoreszenz,
die umso heller wird, wenn er an dsDNA gebunden hat. Da die DNA-Menge wahrend der
PCR ansteigt, nimmt auch die Fluoreszenzintensitat durch den Farbstoff proportional zu.
Dadurch ist die Quanzifizierung der DNA-Menge moglich (RASMUSSEN ET AL., 1998). Die
Bestatigung des amplifizierten Produktes erfolgt durch Schmelzkurvenanalyse im Anschluf3
an die PCR (RIJPENS UND HERMANN, 2002). In Abhangigkeit der Lange und des Gua-
nin/Cytosin-Gehaltes des Amplikons erfolgt der Schmelzvorgang in einem fir dieses charak-
teristischen Temperaturbereich. Die spezifische Schmelztemperatur wird durch den abrupten
Fluoreszenzabfall angezeigt (WITTWER ET AL., 1997; MCKILLIP UND DRAKE, 2004).

Sequenz-spezifische Detektion

Zur Sequenz-spezifischen Detektion der DNA werden fluoreszenzmarkierte Sonden verwen-
det. Dabei kommt es zum sogenannten Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)
zwischen einer spezifischen Fluorophore und einem Quencher oder Donor, wenn die Bin-
dung der Sonde an den spezifischen DNA-Abschnitt der Zielsequenz erfolgt ist. Die FRET-
Sonden, die in der real-time PCR benutzt werden, um die DNA-Amplifizierung aufzuzeich-
nen, werden entweder wahrend der Reaktion hydrolysiert (durch die 5 nach 3’ Nuklease-
Aktivitdt der Taq Polymerase bei TagMan®-Sonden), in die amplifizierte DNA inkorporiert
(Scorpion Primer), unterliegen einer Konformitatsdnderung in Anwesenheit der komplemen-
taren Ziel-DNA (Molecular Beacon) (DIDENKO, 2001) oder hybridisieren in unmittelbarer Nahe
auf dem spezifischen DNA-Abschnitt der zu amplifizierenden Zielsequenz (Hybridisierungs-
sonden) (DE SILVA ET AL., 1998). Das erzeugte Signal ist direkt proportional zur Menge an

amplifizierter Ziel-DNA wahrend der exponentiellen Phase des PCR-Zyklus. Sonden beinhal-
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ten den Vorteil der Sequenzspezifitat, die dsDNA interkalierende Farbstoffe nicht bieten kdn-
nen (McCKILLIP UND DRAKE, 2004). Sequenz-spezifische Sonden bieten somit nicht nur die
Moglichkeit der Quantifizierung, sondern ermdglichen in Verbindung mit der Schmelzkurven-
analyse auch die Detektion von Mutationen (DE SLIVA ET AL., 1998).

Die Anwendung von konventioneller PCR (BEJ ET AL., 1994; MAHON ET AL., 1994; AABO ET
AL., 1995; JITRAPAKDEE ET AL., 1995; KWANG ET AL., 1996; LIN UND TSEN, 1999; MAKINO ET
AL., 1999) sowie real-time PCR (CHEN ET AL., 1997; JENIKOVA ET AL., 2001; DE MEDICI ET AL.,
2003; ELLINGSON ET AL., 2004; MALORNY ET AL., 2004; PERELLE ET AL., 2004; WANG ET AL.,
2004) zum Nachweis von Salmonella spp. aus Lebensmitteln wurde in zahlreichen Studien
vorgestellt.

Die Kopplung von PCR mit IMS zum Nachweis von Salmonella spp. aus Lebensmitteln ist in
verschiedenen Studien durchgeflihrt worden. Tabelle 7 fasst den aktuellen Stand der For-

schung zusammen.
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Tabelle 7: IMS-PCR zum Nachweis von Salmonella spp. aus Lebensmitteln tierischen Ursprungs.
. Aliquot aus
) ) Zeitdauer der Voran- o )
Zielgen Probenmatrix ) Art der IMS der VA fir Dauer Sensitivitat Detektionssystem Referenz
reicherung
IMS
IMS-konventionelle PCR
mit monoklona-
: N . 6h len AK beschich- 100 CFU/g FLUIT ET AL.,
OriC Gefliigelfleisch 1mi 30h Gelelektroph
" eligetiieise 24 h tete Magnetpar- m 0,1 CFU/g CIEICKITOPNOTESE 1993
tikel
_ 16h (Supplem entie- Dynabeads® 10° Bakteri- BAUMLER ET
IroB Eiweil3 rung mit Ferrioxamin X 1ml 24 h Gelelektrophorese
E) anti-Salmonella en/ml AL., 1997
®
oriC Hackfleisch 20 h Dynabeads 1ml 24 h 1-4 KbE/g Gelelektrophorese EROLETAL.,
anti-Salmonella 1999
Salmonella 16 h (Supplementie- Dynabeads® RIJPENS ET
spezifische Ei p.p . y 1ml 20 h 10* Zellen/ml Gelelektrophorese
rung mit Eisen) anti-Salmonella AL., 1999
Sequenz
invA und . Dynabeads® 1-5 x 10° JENIKOVA ET
Hackfleisch 16 h X 1ml 24 h Gelelektrophorese
spvC ! anti-Salmonella CFU/25¢g P AL., 2000
Salmonella Ei Dynabeads® SPANOVA ET
spezifische 16 h y 1 ml KA. KA. Gelelektrophorese
Sequenz (getrocknet) anti-Salmonella AL., 2001

AK: Antikorper; bp: base pair; k.A.:

keine Angabe; VA: Voranreicherung
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Fortsetzung Tabelle 7: IMS-PCR zum Nachweis von Salmonella spp. aus Lebensmitteln tierischen Ursprungs.
_ Aligquot aus
) ) Zeitdauer der Voran- o )
Zielgen Probenmatrix ) Art der IMS der VA fur Dauer Sensitivitat Detektionssystem Referenz
reicherung
IMS

IMS-real-time PCR

Dynabeads® JENIKOVA ET
invA, 119 bp Hackfleisch 16-18 h DNA Direct 0,5 mi k.A. k.A. TagMan®-Sonden AL 2001

System b

Dynabeads® De MEDICIET

sefA Geflugel 24 h anti- 1 ml KA. 10° CFU/m SYBR® Green
AL., 2003

Salmonella

Dynabeads® MERCANOGLU
invA, 284 bp Hackfleisch 10h anti- 1ml 13h 25CFU/25¢ SYBR® Green UND GRIF-

Salmonella FITHS, 2005

AK: Antikorper; bp: base pair; kK.A.:

keine Angabe; VA:

Voranreicherung
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7 Bestimmung der bakteriellen Lebensfahigkeit durch molekular-
biologische Methoden

Eine Gesundheitsgefahrdung fir den Verbraucher geht von lebenden pathogenen Keimen
aus. Um festzustellen, ob ein pathogener Keim eine aktuelle Bedrohung darstellt, mul® des-
sen Lebensfahigkeit bestimmt werden (KEER UND BIRCH, 2003).

Klassische Methoden zur Erfassung der Lebensfahigkeit schlieRen die DurchfluRzytometrie
(CARON ET AL., 1998; TURNER ET AL., 2000) sowie Nukleinsaure-basierte Verfahren (MCKILLIP
ET AL., 1998; SHERIDAN ET AL., 1998) ein.

Klassische Methoden zur Feststellung der Lebensfahigkeit sind zeitaufwendig. Deswegen
haben sich molekulare Methoden entwickelt, die Schnelligkeit, Spezifitat sowie Sensitivitat
ermoglichen. Sowohl DNA als auch RNA wurden durch molekulare Amplifikationsmethoden,
wie PCR, RT-PCR, NASBA (CHAN UND FOX, 1999; SIMPKINS ET AL., 2000) oder RT-SDA
(HELLYER, 2001) zur Bestimmung der Lebensfahigkeit herangezogen. Der Vorteil von NAS-
BA gegenuber RT-PCR liegt in der hoheren Sensitivitat. Bei NASBA wird eine Fille von ein-
zelstrangigen RNA-Transkripten von einem mRNA Template gebildet. Um falsch-positive
Ergebnisse durch DNA-Kontamination bei RT-PCR auszuschliel3en, wird diese durch DNA-
sen beseitigt oder ,Intron-flanking“ Primer verwendet, um zwischen RNA-und DNA-
abgeleiteten Amplikons unterscheiden zu kénnen (TONG ET AL., 1994). Fiur Prokaryonten ist
jedoch die Verwendung von ,Intron-flanking“ Primern nicht geeignet (SIMPKINS ET AL., 2000).
Beim Vergleich der Leistungsfahigkeit von PCR, RT-PCR und NASBA stellten BIRCH ET AL
(2001) die groRte Sensitivitat flir NASBA bei der Detektion persistierender Nukleinsauren
hitzeinaktivierter E. coli Stamme fest. PCR und NASBA waren in der Lage, auch 30 h nach
der Inaktivierung, verbliebene DNA bzw. mRNA nachzuweisen.

Aufgrund der variablen Persistenz von Nukleinsauren in toten Zellen besteht jedoch keine
eindeutige Korrelation zwischen der Anwesenheit von DNA bzw. RNA und der Lebensfahig-
keit des Bakteriums. Deshalb kénnen die Auswahl des Zielgens und die Sensitivitdt der Me-
thode die Validitat der Untersuchung signifikant bestimmen (KEER UND BIRCH, 2003).

Das Prinzip zur Unterscheidung zwischen lebenden und toten Keimen durch molekularbiolo-
gische Methoden liegt darin begriindet, dass man eine Nukleinsdure (DNA oder RNA) findet,
die nur in lebenden Zellen zu finden ist, die Kinetik ihres Abbaus mit dem Verlust an Lebens-
fahigkeit verbunden ist und die nach dem Tod der Zelle rasch abgebaut wird (SHERIDAN ET
AL., 1998). Da die DNA toter Zellen in fur die PCR detektierbarer Form erhalten bleibt (JO-
SEPHSON ET AL., 1993; MASTERS ET AL., 1994; HERMAN, 1997), ist es mdglich, durch dieses
Verfahren ein falsch-positives Ergebnis von toten Zellen zu erhalten. PCR ist folglich nicht in
der Lage, zwischen der DNA toter und lebender Keime zu unterscheiden (RIJPENS UND HER-
MAN, 2002). Auch nicht alle drei RNA-Gruppen (tRNA, rRNA, mRNA) sind geeignet, lebende
von toten Bakterien zu unterschieden (RIJPENS UND HERMAN, 2002).
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So gibt es geringe Informationen zur Persistenz von tRNA in geschadigten oder toten Zellen.
DAvIS ET AL. (1986) stellten in ihren Untersuchungen fest, dass tRNA einige Zeit langer in
verhungerten E. coli Zellen fortbesteht als rRNA und deshalb als Indikator fir die Lebensfa-
higkeit ungeeignet ist.

Auch rRNA wurde als Indikator fir die Lebensfahigkeit untersucht (TOLKER-NIELSEN ET AL.,
1997; UYTTENDAELE ET AL., 1997; MCKILLIP ET AL., 1998; SHERIDAN ET AL., 1998; MCKILLIP ET
AL. 1999). rRNA ist ein universeller Bestandteil bakterieller Ribosomen, in hoher Copyzahl
verfigbar und kann, ahnlich wie DNA, in toten Zellen flir eine bestimmte Zeitdauer persistie-
ren (MCKILLIP ET AL., 1998). MCKILLIP ET AL. (1998) untersuchten an E. coli O157:H7 und
Staphylococcus aureus die Eignung von 16S rRNA als Indikator fiir die Lebensfahigkeit. Die
16S rRNA wurde unter extremen Hitzebedingungen (121 °C; 15 min) inaktiviert. Bei modera-
ter Hitzeinwirkung (80 °C; 20 min) und UV-Bestrahlung dagegen konnte rRNA noch bis zu
48 h nach der Inaktivierung mittels RT-PCR nachgeweisen werden. Die Anwesenheit von
rRNA ist deshalb nicht korreliert mit der Lebensfahigkeit im Anschlul® an moderate Hitzeinak-
tivierung (80 °C; 20 min) oder UV-Bestrahlung der Zellen. 16S rRNA hitzeinaktivierter E. coli
0157:H7 ist sowohl in Reinkultur als auch Magermilch gleichermalen stabil. Die Begleitflora
sowie die Bestandteile der Milch beschleunigen nicht den rRNA-Abbau. Obwohl rRNA insta-
biler ist als DNA, kann sie nicht als Indikator fur die Lebensfahigkeit von Bakterien in gering
verarbeiteten Lebensmitteln (z.B. Hitzebehandlung 60 °C bis 80 °C) verwendet werden
(MCKILLIP ET AL., 1998).

In Untersuchungen von SHERIDAN ET AL. (1998) war 16S rRNA von hitze- oder Ethanol-
inaktivierten E. coli noch nach 16 h Lagerung bei Raumtemperatur nachweisbar. Aufgrund
ihrer variablen Persistenz in Bezug auf zahlreiche bakterielle Stressbedingungen wurde sie
deshalb als wenig geeigneter Indikator fiir die Bestimmung der Lebensfahigkeit betrachtet
TOLKER-NIELSEN ET AL., 1997).

Von den drei RNA-Gruppen wurde die mRNA-Analyse als geeignet betrachtet, einen Hinweis
auf die bakterielle Lebensfahigkeit zu geben, da die meisten mRNA-Spezies nur flr kurze
Zeit (Halbwertszeit von Sekunden bis Minuten) in aktiv metabolisierenden Bakterien per-
sistieren (KUSHNER, 1996).

Um als Indikator fir die Lebensfahigkeit geeignet zu sein, mu® mRNA spezifisch fir den
Zielorganismus sein, unabhangig von physiologischen und umweltbedingten Veranderungen
sowie reichlich exprimiert werden und eine von post-Inaktivierungsbedingungen unabhangi-
ge kurze Halbwertszeit in toten Zellen aufweisen (SzABO UND MACHEY, 1999; YARON UND
MATTHEWS, 2002). Der Transkript-Pool von Bakterien variiert jedoch Uber den gesamten
Wachstumszyklus hinweg. SZABO UND MACKEY (1999) untersuchten die Auswirkung von ver-
schiedenen pH-Werten und Temperaturen auf die Transkription des sefA Gens von S. Ente-

ritidis in Hackfleisch und Hihnerei. Sie berichteten von groRen Unterschieden in der sefA
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Expression von S. Enteritidis in Abhangigkeit von Wachstumsphase, -medium sowie
-temperatur. Da der physiologische Status eines Bakteriums im Lebensmittel nicht bekannt
ist, ist der Gebrauch der RT-PCR Amplifizierung der sefA mRNA fir die Detektion von S.
Enteritidis in Lebensmittel limitiert (SzABO UND MACKEY, 1999). Hinzu treten bei der Detektion
von pathogenen Mikroorganismen in Lebensmittel durch RT-PCR, dass sie nicht nur abhan-
gig vom ausgewahlten Zielgen ist, sondern auch von Inhibitoren der Lebensmittelmatrix, die
eine ausreichende Extraktion des Templates flr die Amplifikation verhindert oder den Ampli-
fikationsprozeld hemmt, beeinflusst wird (MCINGVALE ET AL., 2002).

Auch SHERIDAN ET AL. (1998) fanden eine Limitierung von RT-PCR fir die Bestimmung der
Lebensfahigkeit von E. coli heraus. Die Persistenz der mRNA toter Zellen ist abhangig von
den mRNA-Spezies, der Inaktivierungsmethode und den anschlielenden Lagerungsbedin-
gungen. In mehreren Studien wurde gezeigt, dass auch mRNA in einer detektierbaren Form
mehrere Stunden nach dem Zelltod persistieren kann (SHERIDAN ET AL., 1998; SHERIDAN ET
AL., 1999; BIRCH ET AL., 2001).

Aus diesen Studien geht hervor, dass es schwierig ist, ein mMRNA-Zielgen zu finden, das die
genannten Eigenschaften erfullt. So ist z.B. ein Transkript, das unabhangig von physiologi-
schen und umweltbedingten Einflissen in groRer Zahl exprimiert wird, selten. Verwendet
man mRNA als Indikator fur die Bestimmung der Lebensfahigkeit, wird dies immer ein Kom-
promil zwischen Sensitivitat und Reliabilitat sein (MCINGVALE ET AL., 2002). Aul3erdem sind
die Abbauwege der bakteriellen mRNA sehr komplex und erst in den letzten Jahren aufge-
klart worden (STEEGE, 2000). Deshalb ist es erforderlich, die Persistenz und die Zerfallscha-
rakteristik des jeweiligen mMRNA Targets zu kennen, wenn man uUber mRNA eine Aussage

zur Lebensfahigkeit des untersuchten Bakteriums treffen will (KEER UND BIRCH, 2003).
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Material und Methoden

C Material und Methoden

1 Material

Nachfolgend sind die fir die Arbeit benétigten Gebrauchslésungen, Gebrauchs- und

Verbrauchsmaterialien, sowie Chemikalien und Nahrmedien zusammengestellt.

1.1 Gebrauchslésungen

Physiologische NaCl-L6sung

7,65 g Natriumchlorid ,reinst*
0,724 g di-Natriumhydrogenphosphat
0,21 g Kaliumhydrogenphosphat

ad 1 Liter aqua dest.

PBS-Tween
9,55 g Phosphate Buffered Saline (PBS)
500 pl Tween 20

ad 1 Liter aqua dest.

Lysispuffer fir die DNA-Extraktion
1790 pl steriles Reinstwasser
200 ul TE-Puffer

10 pl Tween 20

TE-Puffer

10 mM Tris

1 mM EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
in aqua dest.

mit HCI (Salzsaure)

auf pH 8 einstellen

Merck, Nr. 1.06400
Merck, Nr. 1.06586
Merck, Nr. 4873

Biochrom, Nr. L 182-50
Merck, Nr. 8.22184

Merck, Nr. 8.22184

Merck, Nr. 8382
Sigma, Nr. ED-225

Merck, Nr. 0319
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1.2 Gebrauchsmaterial

Technisches Gerat

Hersteller, Typ-Bezeichnung

Magnet MPC-L®

Thermoschttler

Magnetrihrer, temperierbar

Laborschattler

LightCycler

Kahlblock mit Zentrifugenadaptern

Pipetten (0,5-10 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl)

Zentrifugen
Tischzentrifuge

Waage

Sterilwerkbank Herasafe

Ultra-Turrax

Ultra-Turrax Regler
Dispergierwerkzeug S 25 N - 18 G
Horizontalschuttler

Brutschrank

Kahlbrutschrank

Dynal, Nr. 120.21

Eppendorf, Nr. 5355 02652

Heidolph, MR 3001K

Vortex Genie 2 Scientific Industries G-560 E;
Roche, Nr. 2 011 468

Roche, Nr. 1 909 321

Brand, Nr. 7041-02; 7041-70; 7041-80
Hettich EBA 12 R

Hereaus Biofuge 28 RS

Polylabo Centrifuge, PMC - 060

Eppendorf, MiniSpin®

Sartorius, Typ 3716, Nr. 2604193

Hereaus (Kendro Laboratory Products) Typ
HS 12

IKA Werke, Typ 18-10, Nr. 8254

IKA Werke, Thyristor 18-10

IKA Werke, Ident-Nr. 05934.00

IKA Labortechnik, KS 250

Memmert, Modell 500

Memmert, Modell ICE 500

1.3 Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

Hersteller und Katalognummer

Dynabeads® M-280 anti-Salmonella
15 ml PP-Roéhrchen

50 ml PP-Réhrchen

Kryordéhrchen

Filterpipettenspitzen (10 pl; 100 pl; 1000 pl)

Dynal, Nr. 710.02

Greiner, Nr. 188.271

Greiner, Nr. 227.261

Brand, Nr. 114832

Greiner, Nr. 121279

Brand, Nr. 702-100; 702-104; 702-108
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Bezeichnung

Hersteller und Katalognummer

Reaktionsgefale 0,5 ml

1,0 mi

2,0ml
LightCycler Kapillaren
LightCycler-FastStart DNA Master Hybridiza-
tion Probes
High Pure PCR Product Purification Kit
PCR-grade Wasser
Petrischalen
Salmonella Polyvalent | Serum
Salmonella Polyvalent Il Serum

BBL Crystal® Enteric/Nonfermenter

Eppendorf; Nr. 0030 121.023
Eppendorf, Nr. 0030 120.086
Eppendorf, Nr. 0030 120.094
Roche, Nr. 1 909 339
Roche, Nr. 2 239 272

Roche, Nr. 1 732 668

Roche, Nr. 3 315 959
Greiner, Nr. 633180
Diagonal, Nr. ORMT 11
Diagonal, Nr. ORMU 11
Becton Dickinson, Nr. 245000

1.4 Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller und Katalognummer

Proteinase K (20 mg/ml)

Kaliumhydroxid Platzchen zur Analyse
Perhydrol® 30 % H,0,
N,N,N’,N’-Tetramethyl-p-Phenylendiamin-
Dihydrochlorid

Kovacs Indolreagenz

Ferrioxamin E'

“enterobacterial Autoinducer of Growth™

Sigma, Nr. P-2308
Merck, Nr. 1.05033
Merck, Nr. 1.07209
Sigma, Nr. T-3134

Merck, Nr. 1.09293

1.

freundlicherweise zur Verfligung gestellt.

Beide Substanzen wurden von Dr.

Reissbrodt (Robert-Koch-Institut,

Wernigerode)
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1.5 Nahrmedien

Gepuffertes Peptonwasser

50 g Peptonwasser aus Casein

25 g Natriumchlorid

17,85 g di-Natriumhydrogenphosphat
7,5 g Kaliumhydrogenphosphat

ad 5 Liter aqua dest. (pH 7,0)

Selenit-Cystin Anreicherungsbouillon

23 g Selenit-Cystin Anreicherungsbouillon

ad 1 Liter aqua dest.

Rappaport-Vassiliadis Anreicherungsbouillon

43 g Rappaport-Vassiliadis-Anreicherungsbouillon

ad 1 Liter aqua dest.

Standard-I-Bouillon
25 g Standard-I-Bouillon

ad 1 Liter aqua dest.

Nutrient Broth (zur Kryokonservierung)
12,5 g Nutrient Broth No. 2

75 g Glycerin zur Analyse (15 %)

ad 0,5 Liter aqua dest.

BPLS-Agar
51,5 g BPLS-Agar (modifiziert)

ad 1 Liter aqua dest.

XLT4-Agar
59 g XLT4-Agar-Basis
4,6 ml XLT4-Agar-Supplementlésung

ad 1 Liter aqua dest.

Merck, Nr
Merck, Nr
Merck, Nr
Merck, Nr

Merck, Nr

Merck, Nr

Merck, Nr

Oxoid, Nr.

Merck, Nr

Merck, Nr

Merck, Nr
Merck, Nr

.1.07213
. 1.06400
. 1.06586
. 4873

.1.07709

.1.07700

. 1.07882

CM 67
. 1.04092

. 1.10747

.1.13919
. 1.08981
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Normalagar
60 g Blutagar-Basis Nr. 2 Oxoid, Nr. CM 271

ad 1,5 Liter aqua dest.

Blutagar
60 g Blutagar-Basis Nr. 2 Oxoid, Nr. CM 271
100 ml defibriniertes Schafsblut Fiebig Nahrstofftechnik, 65510 Id-

stein/Ts.

ad 1,5 Liter aqua dest.

Gassner Agar
77 g Gassner Agar Merck, Nr. 1.01282

ad 1 Liter aqua dest.

1.6 Biologisches Material

1.6.1 Referenzkeim

Als Referenzkeim und als Keim fiir die Positivkontrolle diente S. Enteritidis DSM 9898.

1.6.2 Probenmaterial und —lagerung

Zur Untersuchung der Leistungsfahigkeit der IMS-real-time PCR-Methode wurden insgesamt
491 Feldproben, d.h. nativ kontaminierte Fleischproben, parallel mit dem kulturellen Verfah-
ren nach §35 LMBG in einem Monitoring auf eine Kontamination mit Salmonella spp. unter-
sucht. Es wurden vier verschiedene Matrizes in den Betrachtungen berucksichtigt. Tabelle 8

fasst diese und die beprobten Fleischstiicke zusammen.
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Tabelle 8: Darstellung der vier untersuchten Matrizes.
Fleischart beprobtes Fleischstlick
Rind Huftsteak
Schwein Bauchfleisch mit Schwarte
Geflugel (nur Hdhnchen) Schenkelfleisch mit Haut
Hackfleisch Rinder-, Schweine- und gemischtes Hackfleisch

Die Proben wurden aus Supermarkten und Metzgereien in Freising und Umgebung bezogen.
Es wurde frische und verpackte Ware untersucht. Sowohl frische als auch verpackte Ware
lagerte bis zur Untersuchung im Kuhlschrank bei 2-4 °C. Die Lagerungszeit betrug fir die

frischen Produkte 1 Tag und fir die verpackten Proben 2 Tage.

2 Methoden

2.1 Allgemeine mikrobiologische Methoden

2.1.1 Kontrollstamm und dessen Anzucht

Die Kulturen des Referenzkeimes S. Enteritidis DSM 9898 lagerten in der lehrstuhleigenen
Sammlung kryokonserviert bei -70 °C. Vor Gebrauch wurde der Keim auf Blutagar sowie
parallel auf XLT4-Agar mittels Dreidsenausstrich aufgetaut und 24 h bei 37 °C bebrttet. Der
aufgetaute Keim wurde bei 4 °C aufbewahrt und im Abstand von 4 Wochen auf Blutagar und

XLT4-Agar unter den oben angegebenen Bedingungen subkultiviert.

2.1.2 Ermittlung der Keimkonzentration von Salmonella-
Suspensionskulturen

Fur die artefizielle Kontamination von Probenmaterial ist ein definierter Keimgehalt Vorraus-
setzung. Zu dessen Ermittlung wurde Koloniematerial von kulturell angeziichteten S. Enteri-
tidis DSM 9898 in 10 ml Standard-I-Bouillon suspendiert und 18 h bei 37 °C inkubiert. Aus
dieser Suspensionskultur wurde eine Verdinnungsreihe mit dem Faktor 1:10 erstellt. Die
Verdiinnungsstufen 10° bis 10® wurden im Doppelansatz auf Normalagar und parallel im
Einfachansatz auf XLT4-Agar mittels Oberflachenspatelverfahren (0,1 ml Keimsuspensi-
on/Platte) aufgebracht. Die Platten wurden anschlieRend 24 h bei 37 °C inkubiert und da-

nach ausgezahlt. Zur Ermittlung des Keimgehalts je Verdiinnungsstufe wurde der Mittelwert
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der Keimzahlen, der sich durch die Auszahlung der beiden Normalagarplatten ergab, be-

rechnet und auf 0,1 ml bzw. 1 ml je Verdinnungsstufe oder eingewogenem Fleisch bezogen.

2.1.3 Artefizielle Kontamination von Probenmaterial

Zum Nachweis definierter Keimgehalte wurde Fleisch artefiziell kontaminiert. Um standardi-
sierte Bedingungen zu erhalten, wurde als Probenmaterial Schweineschnitzelfleisch, das
vom Metzger bezogen wurde, verwendet. Dieses wurde mit unterschiedlich konzentrierter
Bouillonkultur des Referenzkeims (ca. 1 KBE/25g; 10 KBE/25g; 100 KBE/25 g) beimpft. Die
gewlnschten Keimgehalte wurden, wie unter 2.1.2 beschrieben, erhalten. In den Betrach-
tungen mitberlicksichtigt sind Schwankungen, die sich bei der Einstellung der Keimkonzent-
rationen ergeben. Die Inokulation des Probenmaterials erfolgte stets nach dessen Zerkleine-
rung.

Fur die bei den Versuchen angelegte Positivkontrolle wurde zerkleinertes Schweineschnitzel-
fleisch verwendet und mit einer definierten Konzentration des Salmonella-Referenzkeims, die
nach den Angaben von 2.1.2 ermittelt wurde, beimpft. Die bei der Untersuchung der Feld-
proben mitgefuhrte Positivkontrolle wurde stets mit ca. 100 KBE/25 g des Referenzkeims

inokuliert.

2.2 Real-time PCR-Einstellungen

Im Folgenden werden die flir die Versuche verwendeten PCR-Einstellungen zusammenge-
fasst. Sie stlitzen sich auf die Arbeit von SCHMID (2002).

DNA-Zielsequenz: Salmonella-Invasionsgen (457 bp)
Primer: invE-A (STONE ET AL., 1994)
Detektionsformat: Hybridisierungssonden

Die Geréteinstellungen des LightCycler® fasst Tabelle 9 zusammen.
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Tabelle 9: Einstellungen des LightCycler® (SCHMID, 2002).

Einstellungen der PCR-Reaktion

Programmschritt Temperatur Zeit Fluoreszenzmessung
Preinkubation 95 °C 10 min

PCR-Reaktion (60 Zyklen)

Denaturierung 95 °C 15s

Annealing 62 °C 10s single
Elongation 72°C 18 s

Einstellungen der Schmelzkurvenanalyse

0,1 °C/s bis zum Er-
von 45 °C

Schmelzkurve . reichen der Zieltem- continous
bis 75 °C
peratur

Die Zusammensetzung des MasterMix gibt Tabelle 10 wieder.

Tabelle 10:  Zusammensetzung des MasterMix der real-time PCR (SCHMID, 2002).

Bestandteile Konzentration' Menge/Probe [ul]
MgCl, 25 mM 1,6
H,O (PCR-grade) - 8,4
FastStart DNA Master 10-fach 2,0
Primer InvE 20 uM 0,5
Primer InvA 20 uM 0,5
Hybridierungssonde (Fluoreszein) 4 uM 1,0
Hybridierungssonde (LC-640) 4 uM 1,0
Gesamt 15
: Ausgangskonzentration

2 enthalt Taq Polymerase, Puffer, dNTPs, MgCl,

Zu 15 pl MasterMix wurden 5 pl DNA-Probe in die LightCycler® Kapillaren pipettiert. Diese

wurden anschlieend bei 700 x g zentrifugiert und standen der Messung zur Verfligung.

Die Basenabfolge der Primer und Hybridisierungssonden stellt Tabelle 11 zusammen.
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Tabelle 11:  Basensequenz der Primer und Hybridisierungssonden.

Bezeichnung Basesequenz der Primer (5" > 3’) Referenz

InvE (forward) TGC CTA CAA GCA TGA AAT GG STONE ET

InvA (reverse) AAA CTG GAC CAC GGT GAC AA AL., 1994
Basensequenz der Hybridisierungssonden (5’ > 3’)

FL' CGT CTT ATC TTG ATT GAA GCC GAT GCC-Fluo SCHMID,

LC? LCRed-640-TGA AAT TAT CGC CAC GTT CGG GCA-Pho 2002

1.

, Hybridisierungssonde Fluoreszein

Hybridisierungsssonde LC-640

2.3 Untersuchungen zum Wachstumsverhalten von S. Enteritidis DSM
9898

2.3.1 Untersuchungen zur Wachstumskinetik und —stimulation von S. Enteri-
tidis DSM 9898

Zunachst wurde untersucht, welches Wachstumsverhalten S. Enteritidis DSM 9898 unter
optimalen Bedingungen zeigt. Gleichzeitig wurde geprift, inwieweit sich die Voranreiche-
rungszeit durch eine Verkirzung der lag-Phase von S. Enteritidis DSM 9898 reduzieren
Iasst. Dies sollte durch Wachstumsstimulantien erreicht werden.

Zur Untersuchung der Wachstumskinetik wurde gepuffertes Peptonwasser mit 10 KBE/ml S.
Enteritidis artefiziell kontaminiert. Die unverdiinnte Keimsuspension wurde vor Erstellung der
Verdunnungsreihe (2.1.2) 12 h bei 4 °C einem Kaltestrel® ausgesetzt. Zum Anreicherungs-
medium wurden die Wachstumsstimulantien Ferrioxamin E (50 ng/ml) und/oder ein ,entero-
bacterial Autoinducer of Growth® (1 % v/v) hinzugefiigt. Unsupplementiertes gepuffertes Pep-
tonwasser diente als Kontrolle. Die Proben je Wachstumsstiumlans sowie die unsupplemen-
tierte Vergleichsprobe wurden im Vierfachansatz angelegt. Die Probennahme erfolgte jede
halbe Stunde wahrend eines Zeitraumes von 4 h und nach 6 h. Die Auswertung der Proben
erfolgte Uber kulturelles Verfahren und mittels real-time PCR. Fir die Auswertung Uber das
kulturelle Verfahren wurden bei jeder Probennahme 0,1 ml der Voranreicherung auf Norma-
lagar im Spatelverfahren aufgebracht. Nach 24 h bei 37 °C erfolgte die Auszahlung der Ko-
lonien. Parallel wurden fiir die DNA-Extraktion 1 ml der Voranreicherung in ein 1,5 ml steriles
Reaktionsgefal Uberfiihrt und 10 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde ver-
worfen und 30 pl Lysispuffer sowie 2 pl Proteinase K (20 mg/ml) auf das Bakterienpellet ge-
geben. Es folgte eine Inkubation der Proben bei 56 °C fiir 1 h im Thermoschiittler (300 Upm)

sowie eine abschlieRende Erhitzung auf 100 °C fir 10 min. Die Proben wurden bis zur Mes-
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sung bei 4 °C gelagert. AnschlielRend erfolgte die Messung mittels real-time PCR nach den
in 2.2 angegebenen Einstellungen. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Mann-

Whitney-Rangsummen-Test (SigmaStat, Version 3.1).

2.3.2 Untersuchungen zur Unterscheidung von lebenden und toten S. Enteri-
tidis DSM 9898

Zunachst wurden zwei verschiedene Mdglichkeiten getestet, lebende und tote S. Enteritidis
mittels real-time PCR zu unterscheiden. Nachfolgend werden die Methoden beider Varianten

vorgestellt.

a) mittels Immunomagnetischer Separation (IMS)

Dieser Versuchsanordnung lag die Uberlegung zugrunde, durch die Einwirkung von Hitze die
Oberflachenstruktur des Referenzkeims in der Weise zu schadigen, dass keine Bindung
mehr zwischen dem Antigen des Bakteriums und dem Antikérper des Beads mdglich ist. Zu
diesem Zweck wurde physiologische NaCl-Lésung mit einer Ausgangskonzentration von
10% KBE/ml, 10° KBE/mI und 10® KBE/mI mit lebenden bzw. hitzeinaktivierten (96 °C; 10 min)
S. Enteritidis artefiziell kontaminiert. Zur Kontrolle der vollstandigen Inaktivierung der Zellen
wurden 0,1 ml der jeweiligen Verdiinnungsstufe auf Normalagar im Spatelverfahren aufge-
tragen, 24 h bzw. 48 h bei 37 °C inkubiert und anschlieRend auf Kolonienwachstum hin un-
tersucht. Fiir die IMS wurden zu 4 ml Probenldsung jeweils 32 pl Dynabeads® anti-
Salmonella hinzugefligt und 10 min in horizontaler Lage (250 Upm) inkubiert. Zur Separation
der Beads wurden die Proben in den Magneten MPC-L® eingesetzt und 10 min durch Dreh-
bewegung mit Seitenwechsel bewegt. Anschliellend ruhten sie 5 min. Im weiteren folgten
drei Waschschritte mit je 9 ml 0,05 % PBS-Tween 20. Nach einer Zugabe von 30 pl Lysispuf-
fer wurden die Beads in ein steriles 1,5 ml Reaktionsgefaly uberfuhrt und 2 pl Proteinase K
(20 mg/ml) zugegeben. Anschlielend wurden die Proben 1 h bei 56 °C auf dem Thermo-
schattler (300 Upm) inkubiert und danach 10 min bei 100 °C erhitzt. AbschlieRend lagerten
sie bis zur real-time PCR Analyse bei 4 °C. Die PCR-Bedingungen entsprachen den unter

2.2 dargestellten Angaben.
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b) mittels quantitativer real-time PCR (qPCR)

In diesem Versuch wurden lebende und hitzeinaktivierte S. Enteritidis DSM 9898 vorangerei-
chert und anschlieBend der DNA-Gehalt mittels real-time PCR ermittelt. Wahrend dieses
Anreicherungsschrittes, so die Uberlegung, wiirden sich die lebenden im Gegensatz zu den
toten Zellen vermehren. Diese Zunahme an Zellmasse und damit DNA-Menge wirde sich
bei den lebenden Bakterien durch einen niedrigen Crossing Points bemerkbar machen. Fir
die Untersuchungen wurde gepuffertes Peptonwasser mit einer Anfangskonzentration von
10° — 10° KBE/ml lebender bzw. toter (96 °C; 10 min) S. Enteritidis artefziell kontaminiert.
Nach einer Inkubationszeit von 4 h bei 37 °C wurden Proben zur DNA-Extraktion gezogen.
Die DNA-Aufreinigung und real-time PCR Messung erfolgte wie unter 2.3.1 angegeben. Der
Versuchsaufbau wurde fiinfmal durchgefiihrt. Da in einer Lebesmittelprobe lebende und tote
Keime gemeinsam auftreten, wurden in einem zweiten Schritt unterschiedliche Mischverhalt-
nisse (100 % tot; 75 % tot/25 % lebend; 50 % tot/50 % lebend; 25 % tot/75 % lebend; 100 %
lebend) aus lebenden und hitzeinaktivierten (96 °C; 10 min) S. Enteritidis (100 KBE/ml gepuf-
fertes Peptonwasser) untersucht. Dadurch sollte geprift werden, ob nach der Bildung der
Differenz der Crossing Points auch bei Mischverhaltnissen ein Unterschied feststellbar ist.
Die Inkubationszeit betrug ebenfalls 4 h bei 37 °C. Die DNA-Aufreinigung und real-time PCR
Analyse erfolgte wie unter 2.3.1 angefuhrt. Diese Versuchsanordnung wurde dreimal durch-
gefuhrt.

Um die Inaktivierung der erhitzen Keime zu kontrollieren, wurden 0,1 ml der jeweiligen Ver-
dinnungsstufe bzw. des jeweiligen Mischungsverhaltnisses auf Normalagar mittels Spatel-
verfahren ausgebracht. Nach 24 h bzw. 48 h bei 37 °C wurden die Platten auf Wachstum hin
untersucht.

Die Differenz der Crossing Points vor und nach dem Voranreicherungsschritt wurden statis-

tisch mittels Mann-Whitney Rangsummen Test (SimgaStat, Version 3.1) verglichen.

2.4 Anpassung und Optimierung der IMS-real-time PCR-Methode an die
Vorgaben des amtlichen Verfahrens nach 835 LMBG

Zur Anpassung und Optimierung der IMS-real-time PCR-Methode wurden verschiedene Vor-
versuche durchgefiihrt, die nachfolgend beschrieben werden. Die Bewertung der einzelnen
Methoden erfolgte nach den Kriterien Entfernung von den Nachweis stdrender Bestandteile

der Probenmatrix sowie DNA-Wiederfindung nach artefizieller Kontamination.
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2.4.1 Probenaufbereitung vor IMS

Die Basis der IMS-real-time PCR-Methode bildet die Arbeit von ScHMID (2002). Um einen
Vergleich mit dem kulturellen Referenzverfahren zu erméglichen, musste die Einwaage von
bisher 5 g Fleisch (+ 40 ml gepuffertes Peptonwasser, entspricht 1:9, w/v) auf 25 g (+ 225 ml
gepuffertes Peptonwasser, entspricht 1:10, w/v) angeglichen werden. Zunachst wurde die
Basismethode — die Einwaage wurde auf 25 g erhéht — auf ihre Durchfihrbarkeit hin unter-
sucht. Um die groben Fasern, die sich infolge der Zerkleinerung bildeten zu entfernen, wur-
den die Schritte Filtraton, Sedimentation sowie Zentrifugation angewendet. Zur Behebung
der Schwankungen in der Sedimentauspragung nach der Zentrifugation durch die Matrixef-
fekte wurde ein steriler Edelstahlstempel (Abbildung 1) zur Hilfe genommen, der es ermdg-
lichte, ein schwach ausgebildetes Sediment nach unten zu dricken und anschlieRend das
Aliquot vom Uberstand abzunehmen. Jede untersuchte Keimgehaltsstufe der einzelnen Ver-
suchsdurchfihrungen wurde im Doppelansatz angelegt. Die Versuchsanordnungen der Pro-
benaufbereitungsarten Filtration und Zentrifugation in Verbindung mit der Stempelanwen-
dung wurden dreimal durchgeflhrt. Die Versuchsprotokolle der Optimierungsschritte sind in

Tabelle 12 zusammengestellt. Die real-time PCR wurde nach den unter 2.2 angegebenen

Einstellungen durchgefuhrt.

Abbildung 1: Edelstahlstempel schrage Seitenansicht (Abbildung links) und Ansicht von
oben (Abbildung rechts)
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Tabelle 12:  Optimierungsschritte zur Anpassung der IMS-real-time PCR-Methode an die Vorgaben des amtlichen Verfahrens.
Optimierungsschritt
Methodenschritt Basismethode Filtration Sedimentation Zentrifugation VEREEESEMIT _Qer el
mentauspragung
Einwaage 25 g Schweinefleisch + 225 ml gepuffertes Peptonwasser
Zerkleinerung Zerkleinerung mittels Ultra-Turrax auf Regelstufe 7
Artefizielle Kon- 1 KBE/25 g 1 KBE/25 g
tamination 10 KBE/25 g 100 KBE/25 g 100 KBE/25 g 100 KBE/25 g 10 KBE/25 g
100 KBE/25 g 100 KBE/25 g
Inkubation 4 h bzw. 6 h bei 37 °C 4 h bzw. 6 h bei 37 °C
als Schiittelkultur 4 h bei 37 °C als Schuttelkultur 6 h bei 37 °C als Schittelkultur (150 Upm)
(150 Upm) (150 Upm)
Optimierung Teilung der Suspension | Teilung des Ansatzes in | Zentrifugation: Zentrifugation:
in je zwei 125 ml Aliquo- |je zwei 125 ml Aliquote | Enthnahme eines 20 ml Entnahme eines 20 ml
te - ein Aliquot wird -> ein Aliquot wird bis Aliquots - Zentrifugati- | Aliquots - Zentrifugati-
filtriert (Suspension in zur Probennahme ge- on fUr je 2 min bei 91 x g | on fir je 2 min bei
sterilem Sieb mit einla- [ schiittelt, das andere bzw. 136 x g. 91 xg.
giger Gaze filtrieren; Aliquot der gleichen Sedimentation:
Filtrationsrickstand mit | Probe 30 min vor Pro- 30 min vor Probennah- | Stempelanwendung:
10 ml 0,05 % PBS- bennahme nicht ge- me Sedimentation gro- | Entnahme eines 20 ml
Tween 20 waschen); schattelt (konnte sedi- ber Matrixpartikel Aliquots - Zentrifugati-
das zweite Aliquot wird | mentieren). onfirje 2 minbei91 xg
nicht filtriert. - Auflegen des sterilen
Edelstahlstempels
Entnahme des Entnahme eines 10 ml des Filtrats bzw. Jeweils Entnahme eines 10 ml Aliquots
Aliquots 10 ml Aliquots 10 ml der Suspension
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Fortsetzung Tabelle 12: Optimierungsschritte zur Anpassung der IMS-real-time PCR-Methode an die Vorgaben des amtlichen Verfahrens.

Optimierungsschritt
Verbesserung der Sedi-

Methodenschritt Basismethode Filtration Sedimentation Zentrifugation .
mentauspragung

IMS 80 ul Dynabeads® anti-Salmonella
Inkubation bei 250 Upm fir 10 min auf dem Horizontalschiittler
Separation der Beads mit dem Magneten MPC-L®: 10 min Drehbewegung mit Seitenwechsel, 5 min ruhen lassen

3 x Waschen mit je 9 ml 0,05 % PBS-Tween 20: je 2 min Drehbewegung mit Seitenwechsel, 3 min ruhen lassen

DNA-Extraktion Beads in steriles 1,5 ml Reaktionsgefald tberflihren
Zugabe von 30 pl Lysispuffer
Zugabe von 2 pl Proteinase K (20 mg/ml)
Inkubation 1 h bei 56 °C
Kochen fur 10 min bei 100 °C
Abklhlung bei 4 °C

PCR Real-time PCR
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2.4.2 DNA-Aufreinigung

Um die negativen Einflusse der Matrixeffekte auf das PCR-Ergebnis zu unterbinden, wurde
der bisherigen IMS-real-time PCR-Methode ein DNA-Aufreinigungsschritt angeschlossen. Zu
diesem Zweck wurden Fleischproben mit unterschiedlichen Keimgehalten artefiziell kontami-
niert und im Doppelansatz angelegt. Davon wurde anschlieRend ein Ansatz nur der DNA-
Extraktion und der zweite Parallelansatz einem zusatzlichen Aufreinigungsschritt unterzogen.
In die Untersuchung mit einbezogen wurden die beiden Probenaufbereitungsarten Zentrifu-
gation sowie Zentrifugation in Verbindung mit Stempelanwendung. Der Versuchsansatz wur-
de sechs Mal durchgefiihrt. Die einzelnen Methodenschritte fasst Tabelle 13 zusammen. Die

real-time PCR erfolgte unter den in 2.2 angegebenen Einstellungen.

Tabelle 13:  Methodenschritte der IMS-real-time PCR-Methode zur Verbesserung der

DNA-Aufreinigung.
Methodenschritte Zentrifugation | Zentrifugation + Stempelanwendung
Einwaage 27 g Schweinefleisch + 243 ml gepuffertes Peptonwasser
(vorgewarmt auf 37 °C)
Zerkleinerung Zerkleinerung mittels Ultra-Turrax auf Regelstufe 7
Artefizielle Kontami- 1 KBE/25 g
niation' 10 KBE/25 g
Inkubation 6 h bei 37 °C als Schittelkultur (150 Upm)
Probenbearbeitung |Entnahme eines 20 ml Aliquots; | Entnahme eines 20 ml Aliquots;
Zentrifugation fur je 2 min bei Zentrifugation fur je 2 min bei 91 x
91 xg g; Auflegen des Edelstahlstempels

Entnahme des Ali-

Jeweils Enthahme eines 10 ml Aliquots
quots

IMS 80 pl Dynabeads® anti-Salmonella
Inkubation bei 250 Upm fur 10 min auf dem Horizontalschittler
Separation der Beads mit dem Magneten MPC-L®: 10 min Drehbewe-
gung mit Seitenwechsel, 5 min ruhen lassen
3 x Waschen mit je 9 ml 0,05 % PBS-Tween 20: je 2 min Drehbewe-
gung mit Seitenwechsel, 3 min ruhen lassen

DNA-Extraktion Beads in steriles 1,5 ml Reaktionsgefal} tGberflihren
30 ul Lysispuffer zugeben
2 yl Proteinase K (20 mg/ml) zugeben
Inkubation 1 h bei 56 °C
10 min bei 100 °C kochen
Abklhlung bei 4 °C

DNA-Aufreinigung Aufreinigung der PCR-Probe aus dem DNA-Extraktionsschritt mittels
High Pure PCR Product Purification Kit

PCR Real-time PCR

K S. Enteritidis DSM 9898 wurde als Testkeim verwendet. Vor Einstellung der angegebenen
Keimgehalte wurde die Keimsuspension 24 h bei 37 °C inkubiert und anschlieRend 12 h bei
4 °C einem Kaltestreld ausgesetzt.
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2.5 In house-Validierung der IMS-real-time PCR-Methode anhand des kul-
turellen Referenzverfahrens nach 835 LMBG durch artefiziell kontami-
nierte Fleischproben

Nachfolgend werden die Methoden zur Uberpriifung der Leistungsfahigkeit der IMS-real-time
PCR-Methode an artefiziell mit S. Enteritidis DSM 9898 kontaminierten Fleischproben darge-
stellt. Diese erfolgte anhand des kulturellen Referenzverfahrens nach §35 LMBG. Beide Me-
thoden und das Vorgehen werden in diesem Abschnitt der Arbeit beschrieben. Im weiteren
wird eine Moglichkeit dargestellt, eine Kontamination von lebenden und toten Salmonellen

mittels IMS-real-time PCR zu unterscheiden.

2.5.1 Uberprifung der Leistungsfahigkeit der IMS-real-time PCR-Methode im
Vergleich zum amtlichen Verfahren nach 835 LMBG an artefiziell kon-
taminiertem Fleisch

Im Folgenden werden die Methodenschritte des kulturellen Verfahrens nach §35 LMBG
(L 00.00 20) sowie der IMS-real-time PCR-Schnellmethode dargestellt. Fleischproben
(Schweineschnitzelfleisch) wurden mit aufsteigenden Keimgehalten (ca. 1 KBE/25 g;
10 KBE/25 g; 100 KBE/25 g) von S. Enteritidis DSM 9898 artefiziell kontaminiert. Die fir die
Inokulation benotigte Ausgangskeimsuspension wurde fir 12 h bei 4 °C einem Kaltestrel
ausgesetzt. Die Keimgehaltsstufen 1 KBE/25 g und 10 KBE/25 g wurden im Doppelansatz
angelegt, die Keimgehaltsstufe mit 100 KBE/25 g nur im Einfachansatz. Auflerdem wurde
eine Negativkontrolle mitgefihrt. Um die Funktionsfahigkeit der Medien zu kontrollieren, wur-
den 270 ml gepuffertes Peptonwasser mit 100 KBE S. Enteritidis DSM 9898 inokuliert und
nur mit dem kulturellen Verfahren getestet. Die Versuche wurden sechs Mal durchgefuhrt.
Nach einer sechsstindigen Voranreicherungszeit bei 37 °C wurde ein Aliquot fur die IMS-
real-time PCR-Methode entnommen und nach den Angaben von Tabelle 14 bearbeitet. In
die Untersuchungen mit einbezogen wurde als Probenbearbeitungsart vor IMS nur die
Zentrifugation. Die real-time PCR wurde nach den unter 2.2 angegebenen Einstellungen
durchgefiihrt. Nach 16-20 h bei 37 °C wurde die gleiche Voranreicherung fir die Referenz-
methode nach §35 LMBG weiterverwendet. Das heil3t, beide Methoden wurden aus einem
Ansatz bedient. Dadurch wurden gleiche Versuchsbedingungen fiir beide Methoden erreicht
und ein exakter Vergleich ermdglicht.

Nachfolgend werden die Methodenschritte beider Verfahren im Einzelnen dargestellt.
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2.5.1.1 Methodenschritte der Referenzmethode nach 835 LMBG

Die Anleitung fir das Referenzverfahren ist der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsver-
fahren nach §35 LMBG entnommen. Im Speziellen wurde das Horizontale Verfahren fir den
Nachweis von Salmonellen aus Lebensmitteln in der Ausgabe vom September 1998

(L 00.00.20:1998) angewandt. Daraus ergeben sich folgende Methodenschritte.

Einwaage und Ausgangssuspension

Zu 27 g Fleisch wurden 243 ml gepuffertes Peptonwasser (vorgewarmt auf 37 °C) gegeben.

Dies entspricht einem Verhaltnis von 1:10 (w/v).

Nicht selektive Voranreicherung

Die Ausgangssuspension wurde mindestens 16 h und hochstens 20 h bei 37 °C inkubiert.
Wahrend der Bebritungszeit wurden die Proben bei 150 Upm auf dem Horizontalschttler

geschdttelt.

Selektive Anreicherung

Als Selektivmedien wurden Selenit-Cystin-Anreicherungsbouillon (SC-Medium) und Rappa-
port-Vassiliadis-Anreicherungsbouillon (RVS-Medium) verwendet. Zu 100 ml SC-Medium
pipettiert man 10 ml der Voranreicherung (Verhaltnis von 1:10). Aus der Voranreicherung
wurden 0,1 ml zu 10 ml RVS-Medium gegeben (Verhaltnis von 1:100). Beide Medien wurden
24 h sowie 48 h bei 37 °C (SC-Medium) bzw. 42 °C (RVS-Medium) inkubiert.

Identifizierung
Zur ldentifizierung von Salmonellen-verdachtigen Kolonien erfolgte ein Ausstrich aus den

beiden selektiven Anreicherungsmedien mit der Impfése auf der Oberflache zweier Selektiv-
nahrmedien. Die Verwendung des Brilliantgriin-Phenolrot-Laktose-Saccharose-Agars (BPLS-
Agar) ist vorgeschrieben. Als Nahrboden der freien Wahl wurde Xylose-Lysin-Tergitol 4-Agar
(XLT4-Agar) gewahlt. Nach 24 h sowie 48 h Bebriitungszeit wurden sowohl aus dem SC- als
auch dem RVS-Medium die Selektivnahrbdéden mittels Dreidsenausstrich beimpft und 24 h
bzw. 48 h bei 37 °C inkubiert. Eine Kontrolle auf Salmonellen-verdachtiges Wachstum erfolg-
te nach 24 h und 48 h Bebritung der Selektivnahrboden. Die endgliltige Auswertung wurde
stets nach 48-stundiger Inkubationszeit vorgenommen. Salmonellen-verdachtige Einzelkolo-
nien wurden zur Bestatigung auf Normalagar subkultiviert und 24 h bei 37 °C inkubiert. La-
gen Salmonellen-verdachtige Kolonien ohne Einzelkolonien oder uneindeutige Kolonien vor,
wurden diese nochmals auf XLT4-Agar subkultiviert und 24 h, bei uneindeutigem Wachstum

weitere 24 h, bei 37 °C bebritet. Aus diesen Subkultivierungen isolierte Salmonellen-
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verdachtige Einzelkolonien wurden auf Normalagar im Dreidsenausstrich aufgetragen, 24 h

bei 37 °C bebrutet und anschlieBend der Bestatigung zugefuhrt.

Bestatigung
Fir die getesteten Keimgehaltsstufen 1 KBE/25 g, 10 KBE/25 g, 100 KBE/25 g sowie die

Medienkontrolle wurde jeweils 1 Salmonellen-verdachtiges Isolat pro Selektivagarplatte bes-
tatigt. Vor der serologischen und biochemischen Bestatigung wurden die Salmonellen-
verdachtigen Keime auf ihr Verhalten bei Anwesenheit von Kaliumhydroxid (3 % (w/v) KOH),
von 3 % (w/v) Hy,O, (Katalase-Aktivitdt), von 0,5 % (w/v) N,N,N’,N’-Tetramethyl-p-
Phenylendiamin-Dihydrochlorid (Oxidase-Aktivitat) sowie von Kovacs Indolreagenz (Produk-
tion von Indol) untersucht. Abschlielsend wurde eine Gram-Farbung angeschlossen. Keime,
die bei diesen Tests bereits Salmonellen-untypische Reaktionen zeigten, wurden weder se-

rologisch noch biochemisch weiter bestatigt.

Serologisch

Die Anwesenheit der Salmonellen-typischen O-Antigene wurde durch Polyvalent | Serum
sowie Polyvalent Il Serum mittels Objekttragerschnellagglutination tberprift. Um Selbstag-
glutination auszuschliel3en, wurde jeder Keim parallel in NaCl-Losung suspendiert und auf

Agglutinatbildung hin kontrolliert.

Biochemisch
Fir die biochemische Bestatigung wurde das kommerziell erhéltliche BBL Crystal® System
(Enteric/Nonfermenter) von Becton Dickinson verwendet.

Die einzelnen Arbeitsschritte der Referenzmethode fasst Abbildung 2 graphisch zusammen.
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Nicht selektive
Voranreicherung

Selektive Anreicherung

Identifizierung

27 g Fleisch + 243 ml gepuffertes Peptonwasser (vorgewarmt auf 37 °C)

16 -20 h; 37 °C
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Abbildung 2:  Graphische Darstellung der Methodenschritte des amtlichen Verfahrens nach 835 LMBG.

*: Die endgultige Auswertung erfolgte stets nach 48 h.




Material und Methoden 57

2.5.1.2 Methodenschritte des IMS-real-time PCR-Verfahrens

Aufgrund der Vorversuche ergab sich die in Tabelle 14 dargestellte Versuchsdurchfilihrung
fur IMS-real-time PCR-Methode.

Tabelle 14:  Methodenschritte der IMS-real-time PCR-Methode zur Validierung anhand des
amtlichen Verfahrens nach §35 LMBG.

Methodenschritt Durchfiihrung
Einwaage 27 g Schweinefleisch + 243 ml gepuffertes Peptonwasser
(vorgewarmt auf 37 °C)
Zerkleinerung Zerkleinerung mittels Ultra-Turrax auf Regelstufe 7
Artefizielle Kon- 1 KBE/25 g
taminiation’ 10 KBE/25 g
100 KBE/25 g
Inkubation 6 h bei 37 °C als Schuttelkultur (150 Upm)
Art d.er Probenbe- Entnahme eines 20 ml Aliquots; Zentrifugation fiir je 2 min bei 91 x g
arbeitung
Er]tnahme des Jeweils Enthahme eines 10 ml Aliquots
Aliquots
IMS 80 pl Dynabeads® anti-Salmonella Inkubation

bei 250 Upm flr 10 min auf dem Horizontalschuttler
Separation der Beads mit dem Magneten MPC-L®: 10 min Drehbewe-
gung mit Seitenwechsel, 5 min ruhen lassen
3 x Waschen mit je 9 ml 0,05 % PBS-Tween 20: je 2 min Drehbewegung
mit Seitenwechsel, 3 min ruhen lassen

DNA-Extraktion Beads in steriles 1,5 ml Reaktionsgefald Gberfliihren
Zugabe von 30 ul Lysispuffer
Zugabe von 2 pl Proteinase K (20 mg/ml)
Inkubation 1 h bei 56 °C
Kochen fir 10 min bei 100 °C
Abkiihlung bei 4 °C

DNA- Aufreinigung der PCR-Probe aus dem DNA-Extraktionsschritt mittels
Aufreinigung High Pure PCR Product Purification Kit
PCR Real-time PCR

K S. Enteritidis DSM 9898 wurde als Testkeim verwendet. Vor Einstellung der angegebenen

Keimgehalte wurde die Keimsuspension 24 h bei 37 °C inkubiert und anschlieRend 12 h bei
4 °C einem Kaltestrel} ausgesetzt.

2.5.2 Darstellung der Validierungsparameter beider Methoden

Im folgenden Kapitel der Arbeit werden die Validierungsparameter zur Bewertung der IMS-
real-time PCR-Methode im Vergleich zum kulturellen Referenzverfahren nach §35 LMBG
zusammengefasst. Die Darstellungen nehmen ihren Bezug auf Ausfihrungen von HUBNER
ET AL (2002) zur Bewertung mikrobiologischer Prufverfahren.

Allgemein folgt die Auswertung der Leistungsgré3en dem Schema aus Tabelle 15.
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Tabelle 15:  Auswertungsschema fur qualitative mikrobiologische Nachweisverfahren
(HUBNER ET AL., 2002).

Zu validierende Methode

+ - Summe
Referenzmethode oder + a b a+b
reelle Kontamination - c d c+d
Summe atc b+d atb+c+d=n

a = Anzahl der bei beiden Methoden positiven Analysenergebnisse
b = Anzahl der falsch negativen Analysenergebnisse

¢ = Anzahl der falsch positiven Analysenergebnisse

d = Anzahl der bei beiden Methoden negativen Analysenergebnisse

Nachfolgend werden die zur Bewertung hinzugezogenen Validierungsparameter definiert
und formelmaRig dargestellt. Die Definitionen sind der Arbeit von HUBNER ET AL. (2002) ent-
nommen.

Die Spezifitdt wird mit d/(c+d) -100 berechnet und druickt aus, wieviel % aller sicher negati-
ven Proben als negativ erkannt wurden. Die Sensitivitat der zu validerenden Methode wird
als a/(a+b) -100 dargestellt. Sie gibt an, wieviel aller sicher positiven Proben als positiv er-

kannt wurden. Die relative Richtigkeit gibt bei mikrobiologischen Prufverfahren den Grad der

Ubereinstimmung der Resultate, welche mit der zu validierenden Methode und der Refe-
renzmethode an gleichen Proben erhalten wurde. Sie berechnet sich aus (a+d)/n -100. Die

Nachweisgrenze (limit of detection) stellt die kleinste Konzentration an Mikroorganismen dar,

bei der alle Resultate positiv ausfallen. Die Anzahl der Resultate mit positiver Abweichung

(Falsch-Positiv-Rate) errechnen sich nach c/(c+d) -100. Die Falsch-Negativ-Rate, die die

Anzahl der Resultate mit negativer Abweichung angibt, wird mit b/(a+b) -100 berechnet. Die

statistische Ubereinstimmung zweier zu vergleichender Prifverfahren wird mit dem Konkor-
danzindex k ausgedrickt. Dieser errechnet sich nach der Formel k = 2-(ad-
be)/((a+c)(c+d)+(a+b)(b+d)). Die Ubereinstimmung zweier Priifverfahren wird als gentigend

bezeichnet, wenn k = 0,81 ist.

2.5.3 Unterscheidung einer Kontamination von lebenden und toten Salmonel-
len mittels IMS-real-time PCR aus Fleisch

Mit dieser Versuchsanordnung sollte geprift werden, ob durch IMS und einem sechsstlindi-
gen Voranreicherungsschritt eine Unterscheidung von lebenden und toten S. Enteritidis aus
der Probenmatrix Fleisch moglich ist. Zu diesem Zweck wurden Fleischproben mit aufstei-
genden Keimgehalten (ca. 1 KBE/25 g; 10 KBE/25 g; 100 KBE/25 g) von lebenden und
hitzeinaktivierten (96 °C; 10 min) S. Enteritidis DSM 9898 artefiziell kontaminiert. Zur Kontrol-
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le der vollstandigen Inaktivierung der Zellen wurden 0,1 ml der jeweiligen Verdinnungsstufe
auf Normalagar und XLT4-Agar im Spatelverfahren aufgetragen, 24 h bzw. 48 h bei 37 °C
inkubiert und jeweils auf Kolonienwachstum hin untersucht. Alle Keimgehaltsstufen wurden
im Doppelansatz angelegt. AulRerdem wurde eine Negativkontrolle mitgefihrt. Die Versuche
wurden dreimal durchgefiihrt. Direkt nach der artefiziellen Kontamination wurde ein Aliquot
entnommen und wie in Tabelle 16 dargestellt, bearbeitet. Nach einer sechsstiindigen Voran-
reicherungszeit bei 37 °C wurde ein weiteres Aliquot fur die IMS-real-time PCR-Methode
entnommen. Die einzelnen Methodenschritte fir die Probenbearbeitung vor und nach dem
Anreicherungsschritt sind Tabelle 16 zu entnehmen. Die real-time PCR wurde nach den un-

ter 2.2 angegebenen Einstellungen durchgefihrt.

Tabelle 16:  Methodenschritte zur Unterscheidung einer Kontamination von lebenden und
toten Salmonella spp. mittels IMS-real-time PCR.

. Durchfiihrun Durchfiihrun
HEUTERERE eI vor der Anreiche?ung nach der Anreichgru ng
Einwaage 27 g Schweinefleisch + 243 ml gepuffertes Peptonwasser
(vorgewarmt auf 37 °C)
Zerkleinerung Zerkleinerung mittels Ultra-Turrax auf Regelstufe 7
Artefizielle Kontami- 1 KBE/25 g
niation 10 KBE/25 g
100 KBE/25 g
Inkubation 6 h bei 37 °C als Schuttelkultur
(150 Upm)

Probenbearbeitung Entnahme eines 20 ml Aliquots; Zentrifugation fur je 2 min bei 91 x g

Entnahme des Ali-

Entnahme eines 10 ml Aliquots
quots

IMS 80 ul Dynabeads® anti-Salmonella
Inkubation bei 250 Upm flir 10 min auf dem Horizontalschittler
Separation der Beads mit dem Magneten MPC-L®: 10 min Drehbe-
wegung mit Seitenwechsel, 5 min ruhen lassen
3 x Waschen mit je 9 ml 0,05 % PBS-Tween 20: je 2 min Drehbewe-
gung mit Seitenwechsel, 3 min ruhen lassen
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Fortsetzung Tabelle 16: Methodenschritte zur Unterscheidung einer Kontamination von
lebenden und toten Salmonella spp. mittels IMS-real-time PCR.
. Durchflihrung Durchfiihrung
HEITEEENEEIS vor der Anreicherung nach der Anreicherung
DNA-Extraktion Beads in steriles 1,5 ml Reaktionsgefal} tberflihren

Zugabe von 30 pl Lysispuffer
Zugabe von 2 pl Proteinase K (20 mg/ml)
Inkubation 1 h bei 56 °C
Kochen fr 10 min bei 100 °C
Abkiihlung bei 4 °C

DNA-Aufreinigung Aufreinigung der PCR-Probe aus dem DNA-Extraktionsschritt mittels
High Pure PCR Product Purification Kit

PCR Real-time PCR

2.6  Uberprifung der Leistungsfahigkeit der IMS-real-time PCR-Methode
anhand nativ kontaminierter Feldproben — ein Vergleich mit dem amt-
lichen Verfahren nach 835 LMBG

Nattrlich kontaminierte Fleischproben wurden parallel mit dem kulturellen Referenzverfahren
nach §35 LMBG und der IMS-real-time PCR-Methode untersucht. In diesem Vergleich mit
dem amtlichen Verfahren soll die Leistungsfahigkeit und Durchflihrbarkeit der Schnellmetho-

de Uberpruift werden.

2.6.1 Methodisches Vorgehen

Im nachfolgenden Punkt werden die einzelnen Verfahrensschritte zur Untersuchung naturlich
kontaminierter Fleischproben dargestellt. Pro Ansatz wurden eine Negativ- und eine Positiv-
kontrolle mitgefuhrt. Als Testkeim fur die Positivkontrolle diente S. Enteritidis DSM 9898. Der
Keim wurde, anders als in der Validierung, keinem Kaltestrel3 ausgesetzt. Auch im DNA-
Aufreinigungsschritt und der PCR wurde jeweils ein Leerwert mitgefuhrt. Ein Ansatz umfass-
te 10 Proben sowie jeweils eine Negativ- und Positivkontrolle. Bei den Matrizes Schwein und
Geflugel wurden jeweils von der Gesamteinwaage (27 g) 2/3 Schwarte bzw. Haut und 1/3
Fleisch eingewogen. Nach einer sechsstiindigen Voranreicherungszeit bei 37 °C wurde ein
Aliquot fur die IMS-real-time PCR-Methode entnommen. Die Einstellungen fir die real-time
PCR entsprechen den Angaben von 2.2. Eine Ubersicht (iber die Methodenschritte der IMS-

real-time PCR-Methode im einzelnen gibt Tabelle 17.
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Tabelle 17:  Methodenschritte des IMS-real-time PCR-Verfahrens zur Untersuchung von
nativ kontaminierten Fleischproben.

Methodenschritt Durchfiihrung
Einwaage 27 g Fleisch + 243 ml gepuffertes Peptonwasser
(vorgewarmt auf 37 °C)
Zerkleinerung Zerkleinerung mittels Ultra-Turrax auf Regelstufe 7
Inkubation 6 h bei 37 °C als Schattelkultur (150 Upm)
Art d_er Probenbe- Entnahme eines 20 ml Aliquots; Zentrifugation fur je 2 min bei 91 x g
arbeitung
'lilr.ltnahme des Jeweils Entnahme eines 10 ml Aliquots
iquots
IMS 80 ul Dynabeads® anti-Salmonella Inkubation

bei 250 Upm fir 10 min auf dem Horizontalschttler
Separation der Beads mit dem Magneten MPC-L®: 10 min Drehbewe-
gung mit Seitenwechsel, 5 min ruhen lassen
3 x Waschen mit je 9 ml 0,05 % PBS-Tween 20: je 2 min Drehbewegung
mit Seitenwechsel, 3 min ruhen lassen

DNA-Extraktion Beads in steriles 1,5 ml Reaktionsgefald tberflihren
Zugabe von 30 pl Lysispuffer
Zugabe von 2 pl Proteinase K (20 mg/ml)
Inkubation 1 h bei 56 °C
Kochen fir 10 min bei 100 °C
Abkiihlung bei 4 °C

DNA- Aufreinigung der PCR-Probe aus dem DNA-Extraktionsschritt mittels
Aufreinigung High Pure PCR Product Purification Kit
PCR Real-time PCR

Die Proben wurden nach der DNA-Extraktion bei -20 °C eingefroren und nach Abschluf® der
Probennahme aufgereinigt. Anschlielend folgte jeweils die PCR-Analyse. Die PCR-Produkte
ausgewahlter, aus den nativ kontaminierten Feldproben isolierten Salmonella spp. wurden
an die Firma Sequiserve GmbH zur Sequenzierung eingesandt. Die Basenabfolge der Pro-
ben wurde mit den sequenzierten Nukleotiden der Gendatenbank BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) verglichen.

Nach 16-20 h bei 37 °C wurde die gleiche Voranreicherung fiir die Referenzmethode nach
§35 LMBG weiterverwendet. Das heillt, beide Methoden wurden, wie in der Validierung
auch, aus einem Ansatz bedient. Dadurch wurden gleiche Versuchsbedingungen fiir beide
Verfahren erreicht und ein exakter Methodenvergleich erméglicht. Das weitere methodische
Vorgehen fiir das kulturelle Verfahren entspricht den Angaben unter 2.5.1.1. Fir die Feld-
proben wurden 3 Salmonellen-verdachtigen Isolate je Selektivagarplatte und fur die Positiv-
kontrolle 1 Salmonellen-verdachtiges Isolat je Selektivagarplatte serologisch und bioche-
misch bestatigt. Die aus den Feldproben isolierten Keime wurden bis zur serologischen Typi-
sierung bei -70 °C kryokonserviert. Die serologische Typisierung der als Salmonella spp.
bestatigten Keime wurde vom Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR) in Berlin durchge-
fuhrt.

Wie bereits erwahnt, wurden je Ansatz eine Positiv- und eine Negativkontrolle mitgefiihrt. Bei

der IMS-real-time PCR-Methode wurde wahrend des DNA-Aufreinigungsschrittes ein Leer-
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wert mitgefuhrt, der nur mit den Reagenzien des kommerziellen Kits behandelt wurde. Far
den DNA-Nachweis wurde ebenfalls ein Leerwert, der die PCR-Reagenzien enthielt und dem
statt der Probe Wasser zugegeben wurde, mitgefiihrt. Das heil3t, fir die IMS-real-time PCR-

Methode wurde zu jedem Verfahrensschritt eine Negativkontrolle mitgefuhrt.

2.6.2 Vergleich beider Methoden

Die statistische Auswertung der Ergebnisse und der Vergleich der IMS-real-time PCR-

Methode mit dem kulturellen Referenzverfahren erfolgte nach den Angaben von 2.5.2.
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D Ergebnisse

1 Untersuchungen zum Wachstumsverhalten von S. Enteritidis
DSM 9898

1.1 Untersuchungen zur Wachstumskinetik und —stimulation von S. Ente-
ritidis DSM 9898

Durch die Untersuchung der Wachstumskinetik sollte geprift werden, ob und inwieweit die
lag-Phase und dadurch die Gesamtversuchsdauer durch Wachstumsstimulantien reduziert
werden kann. Die Tests zum Wachstumsverhalten erfolgten auf kulturellem Weg (Oberfla-
chenspatelverfahren) und durch die Bestimmung des DNA-Gehaltes (real-time PCR). Be-
trachtet man die unsupplementierten Proben und damit das Wachstumsverhalten von S.
Enteritidis ohne Zugabe von wachstumsfordernden Substanzen, zeigt sich bei der Auswer-
tung des kulturellen Verfahrens, dass der Keim die lag-Phase nach einer Inkubationszeit von
2,5 h Uberwunden hat (Abbildung 3). Eine Inkubationszeit von 4 h ermoglicht es den Bakteri-
en, die exponentielle Phase zu erreichen. Dadurch kann die Versuchszeit auf ein Minimum

reduziert werden.

logKBE/0,1 ml
w

0 T 1
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0
Zeitpunkt der Probennahme [h]
& unsupplementierte Kontrolle Ferrioxamin E (FE) A Autoinducer (Al) mFE + Al

Abbildung 3: Wachstumskinetik von S. Enteritidis DSM 9898 mit und ohne Wachstumssti-
mulierung (MW; n = 4).
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Statistisch wurden die Werte nach Kolonieauszahlung mit SigmaStat, Version 3.1 ausgewer-
tet. Zunachst wurden sie mittels Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung getestet.
Dabei ergab sich, dass sowohl die unsupplementierte Kontrolle als auch die supplementier-
ten Proben nicht normalverteilt (a = 0,001) waren. Aufgrund dieses Ergebnisses wurde mit-
tels Mann-Whitney-Rangsummen-Test geprift, ob ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den Werten der supplementierten Proben im Vergleich zur nicht supplementierten
Kontrolle besteht. Auf einem Signifikanzniveau von o = 0,05 besteht kein signifikanter Unter-
schied zwischen beiden Gruppen. Folglich konnte durch die kulturelle Methode kein Unter-
schied im Wachstumsverhalten zwischen den supplementierten und unsupplementierten
Proben nachgewiesen werden. Deshalb sollte im weiteren Gber die Bestimmung des DNA-
Gehaltes festgestellt werden, ob ein wachstumsstimulierender Effekt beobachtet werden
kann. Nach einer Voranreicherungszeit von 4 h sowie 6 h wurden deshalb parallel zum kultu-
rellen Verfahren die Proben fir den PCR-Nachweis gezogen. Die Ergebnisse in Tabelle 18
zeigen, dass auch auf DNA-Ebene beim Vergleich der unsupplementierten Kontrolle mit den
supplementierten Proben keine Verschiebung der Crossing Points nach links und damit eine
Zunahme des DNA-Gehalts festgestellt werden konnte. Die hohe Standardabweichung der
unsupplementierten Probe nach 4 h lasst sich durch Effekte in der Keimvermehrung erkla-
ren. Durch die Sensitivitdt des Nachweisverfahrens der real-time PCR kdénnen diese
Schwankungen detektiert werden. Die spaten Crossing Points der mit Ferrioxamin E + Au-
toinducer supplementierten Proben nach 4 h (45,89) sowie der Ferrioxamin E supplementier-
ten Proben nach 6 h (44,33) lassen auf eine mogliche Hemmung des Keimwachstums

schlief3en.

Tabelle 18:  Crossing Points nach Supplementierung des Voranreicherungsmediums mit
Ferrioxamin E und/oder eines ,enterobacterial Autoinducer of Growth".

. Crossing Point [Zyklen]; MW (STAW); n = 2
Zeitpunkt der
Ferrioxamin E + Nicht supple-
Probennahme [h] | Ferrioxamin E Autoinducer _ _
Autoinducer mentiert
4,0 35,81 (0,37) 36,41 (0,08) 45,89 (2,92) 38,79 (6,43)
6,0 44,33 (1,77) 37,81 (0,28) 27,44 (1,07) 30,09 (2,11)

Zusammenfassend lasst sich aus den Untersuchungen zur Wachstumskinetik und -
stimulierung festhalten, dass eine Reduktion der Voranreicherungszeit durch eine Verkir-
zung der lag-Phase von S. Enteritidis durch die Supplementierung des Voranreicherungs-
mediums aufgrund der Ergebnisse (Abbildung 3 und Tabelle 18) nicht moéglich zu sein

scheint. Die weiteren Versuche wurden deshalb ohne Supplementierung durchgeflhrt.
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Aus Tabelle 18 4Rt sich noch ein weiteres wichtiges Ergebnis ableiten. Das Voranreiche-
rungsmedium wurde fir die Untersuchungen mit 10 KBE/ml des Referenzkeims inokuliert.
Diese geringe Keimzahl wurde deshalb gewahlt, um festzustellen, ob nach einer relativ kur-
zen Anreicherungszeit (4 h bzw. 6 h) genigend DNA zum Nachweis zur Verfugung steht.
Der Crossing Point der unsupplementierten Proben erscheint nach einer Voranreicherungs-
zeit von 6 h mit 30,09 um 8,69 Zyklen friher als nach 4 h (38,78) (Tabelle 18). Durch die
Verschiebung des Crossing Points nach links wird eine gréfiere DNA-Menge angezeigt, die
sich durch die Verlangerung der Voranreicherungszeit und der sich daraus ergebenden Zu-
nahme des Keimgehalts erklaren Ialt. Sowohl nach 4 h als auch nach 6 h ist somit bei der
unsupplementierten Kontrolle so viel DNA vorhanden, dass ein sensitiver Nachweis aus
Reinkulturen gelingt. Beachtet man jedoch, dass beim Nachweis aus Fleisch Matrixeffekte
und ein gewisser Verlust durch die Immunomagnetische Separation vorliegen, werden in den
weiteren Vorversuchen zur Methodenoptimierung beide Voranreicherungszeiten (4 h und

6 h) untersucht.

1.2  Untersuchungen zur Unterscheidung von lebenden und toten S. Ente-
ritidis DSM 9898

Im Folgenden werden die Ergebnisse zweier Mdglichkeiten, lebende und tote S. Enteritidis
DSM 9898 liber real-time PCR zu unterscheiden, dargestellt.

a) Immunomagnetische Separation (IMS)

Mit Hilfe dieser Versuchsanordnung wurde geprift, ob eine Unterscheidung von lebenden
und toten S. Enteritidis Uber IMS und anschlieRender real-time PCR mdglich ist. Durch Hit-
zeeinwirkung (96 °C; 10 min) sollte die Oberflachenstruktur der Bakterien geschadigt wer-
den, so dass die Ausbildung eines Antigen-Antikérper-Komplexes nicht mehr mdglich ist. Die
Mittelwerte der Crossing Points verschiedener Keimkonzentrationen an lebenden und toten

Zellen fasst Tabelle 19 zusammen.
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Tabelle 19:  Crossing Points lebender und toter S. Enteritidis nach IMS.

) . Crossing Points [Zyklen]; MW (STAW); n =3
Keimkonzentration [KBE/m]

lebend tot
10° 23,92 (0,70) 33,01 (10,91)
10° 28,31 (0,85) 30,96 (0,78)
102 38,99 (0,36) 36,68 (9,75)

Daraus geht hervor, dass mittels IMS unabhangig von der Keimkonzentration sowohl leben-
de als auch hitzeinaktivierte S. Enteritidis detektiert werden. Bei einer Konzentration von
10® KBE/ml erscheint der Crossing Point der toten Zellen um 9,09 Zyklen spéter als bei den
lebenden Zellen. Fiir die Konzentration 10° KBE/ml zeigen die lebenden Zellen einen um ca.
2 Zyklen friiheren Crossing Point als die toten Zellen. Umgekehrt verhalt es sich bei einer
Keimkonzentration von 10?> KBE/ml. Hier erscheint der Crossing Point der lebenden Zellen
um ca. 2 Zyklen spater als fiir die toten Zellen. Bei einer Keimkonzentration von 10® KBE/m
und 10? KBE/ml ergibt sich fiir die toten Bakterien auch eine relativ hohe Standardabwei-
chung von + 10,91 bzw. + 9,75 Zyklen. Dies deutet auf Schwankungen im DNA-Gehalt der
Proben hin. Ein mdglicher Erklarungsansatz geht dahin, dass durch die Hitzeeinwirkung die
Zellen lysiert werden, wodurch die DNA frei wird und durch die Waschschritte wahrend der
IMS abgespult wird und somit fur den Nachweis mittels PCR nicht mehr zur Verfigung steht.
Die durch Oberflachenspatelverfahren auf Normalagar aufgebrachte Keimsuspensionen der
hitzeinaktivierten Bakterien zeigten nach 48-stlindiger Inkubation bei 37 °C kein Wachstum
an. Die Oberflachenstruktur des Testkeims wird durch die Hitzeinaktivierung offensichtlich
nicht in dem Malde geschadigt, dass eine Antigen-Antikdrper-Bindung unterbunden wird.

Das Ergebnis aus Tabelle 19 zeigt, dass eine Unterscheidung von lebenden und toten S.

Enteritidis durch IMS alleine (ohne Voranreicherungsschritt) nicht moglich ist.

b) Quantitative real-time PCR (qPCR)

In diesem Versuch wurde die Mdglichkeit einer Unterscheidung von lebenden und toten S.
Enteritidis mittels real-time PCR getestet. Zu diesem Zweck wurden die DNA-Gehalte abge-
stufter Keimgehalte lebender und toter S. Enteritidis vor und nach einem Voranreicherungs-
schritt bestimmt. Die arithmetischen Mittelwerte der Crossing Points aus dieser Messreihe

stellt Tabelle 20 zusammen.
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Tabelle 20:  Arithmetische Mittelwerte der Crossing Points nach DNA-Extraktion von le-
benden und toten S. Enteritidis vor und nach Anreicherung (4 h; 37 °C; n = 5).

Art der Pro- Keimkonzentration [KBE/ml]
benbe- 10° 10* 10° 10° 10’ 10°
arbeitung Crossing Points [Zyklen]; MW (STAW), n =5
lebend/ohne 29,92 34,33 37,75 40,73 41,47 46,77
Anreicherung  (2,22) (2,32) (1,59) (3,06) (1,73) (6,35)
tot/ohne 29,71 33,58 37,04 39,63 42,19 41,91
Anreicherung (0,98) (1,40) (1,09) (1,45) (2,16) (4,86)
lebend/mit 18,55 20,57 24,05 29,32 33,55 37,26
Anreicherung  (0,59) (0,36) (1,02) (2,24) (1,97) (2,49)
tot/mit 29,42 33,41 36,87 38,29 41,25 41,65
Anreicherung  (1,67) (1,16) (1,05) (1,01) (1,05) (2,48)

Daraus ist ersichtlich, dass die Crossing Points der nicht erhitzten und der erhitzten Proben
vor und nach der Anreicherung zwischen 29 (10° KBE/ml) und 46 (10° KBE/ml) lagen. Nach
dem Voranreicherungsschritt sinken die Crossing Points der nicht erhitzten Proben auf 18,5
(10° KBE/mlI) bis 37 (10° KBE/ml) ab. Durch die mit der Anreicherung verbundene Zellver-
mehrung und daraus resultierende Zunahme der DNA-Menge verschiebt sich der Crossing
Point im Mittel um ungefahr 10 Zyklen nach links. Die Crossing Points der inaktivierten Pro-
ben blieben nach der Voranreicherung zwischen 29 (10° KBE/ml) und 41 (10° KBE/ml). Weil
tote Zellen nicht mehr vermehrungsfahig sind, kann auch die Zellmasse und damit die DNA-
Menge durch die Anreicherung nicht zunehmen. Aus diesem Grund nehmen die Crossing
Points nach der Anreicherung toter Zellen die Ausgangswerte von vor dem Anreicherungs-
schritt an.

In einem nachsten Schritt wurde die Differenz der Crossing Points vor und nach der Anrei-
cherung gebildet. Da die Differenz bei lebenden Zellen durch die Verschiebung der Crossing
Points nach links gréRRer ausfallen wird als bei den toten Zellen, kann Uber diese Information
eine Entscheidung dartber gefallt werden, ob es sich in der betreffenden Probe um eine le-
bende oder tote S. Enteritidis gehandelt hat. Die Differenz der Crossing Points der Werte aus

Tabelle 20 vor und nach der Anreicherung stellt Tabelle 21 dar.
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Tabelle 21:  Differenz der Crossing Points lebender und toter S. Enteritidis vor und nach
Anreicherung (4 h; 37 °C; n = 5).

Keimkonzentration [KBE/ml]

Lebens-
fahigkeit

10° 10* 10° 10° 10" 10°

Differenz der Crossing Points [Zyklen]; [IMW| (STAW), n =5

lebend 11,37 (2,71) 13,76 (2,50) 13,70 (1,56) 11,41 (3,79) 7,92(2,36) 8,40 (8,76)

tot 1,12 (1,19)  0,19(0,34)  0,23(0,21)  1,38(1,39) 2,09 (1,61) 2,18 (1,94)

Erwartungsgemal sind die Differenzen der Crossing Points der lebenden Zellen (zwischen
13 und 8) héher als der toten Keime (zwischen 0,2 und 2) (Tabelle 21). Mit abnehmendem
Keimgehalt sinkt bei den lebenden Zellen auch die H6he der Differenz. So betragt der Unter-
schied zwischen den Crossing Points vor und nach der Anreicherung bei einer Keimzahl von
10° KBE/ml 11 und bei einer Konzentration von 10" KBE/ml nur noch knapp 8. Es ist auch
erkennbar, dass die Standardabweichung bei abnehmendem Keimgehalt zunimmt. Dies
lasst sich dadurch erklaren, dass sich Effekte und Schwankungen in der Keimvermehrung
bei den niedrigen Keimgehalten in hdherem Male auspragen als bei den hohen Konzentra-
tionen. Die Differenzen der Crossing Points der toten Zellen liegen aufgrund ausbleibender
Vermehrung und der damit verbundenen niedrigeren Zellzahl und DNA-Menge deutlich unter
denen der lebenden Zellen. Auffallig sind auch die hohen Werte fiir die Standardabweichung,
die sich Uber das gesamte getestete Keimgehaltsspektrum ziehen. Sie weisen auf Schwan-
kungen im DNA-Gehalt der gemessenen Proben hin. Dieser Sachverhalt kann dadurch er-
klart werden, dass durch die Hitzeeinwirkung ein Teil der Zellen lysiert wird und durch diesen
Vorgang die DNA aus den Zellen frei wird. Daraus resultieren die Schwankungen bei wie-
derholenden Messungen, die durch die hohe Standardabweichung zum Ausdruck kommen.
Die statistische Auswertung der Differenzen der Crossing Points wurde mit SigmaStat, Ver-
sion 3.1 durchgefuhrt. Zunachst wurden die Werte der Differenzen der Crossing Points vor
und nach der Anreicherung lebender und toter Zellen auf Normalverteilung gepruift. Auf ei-
nem Signifikanzniveau von o = 0,001 sind die Werte nicht normalverteilt (Kolmogorov-
Smirnov-Test). Aufgrund dieses Ergebnisses wurde zur Feststellung eines Unterschiedes
zwischen den Differenzen der Crossing Points lebender und toter Zellen der Mann-Whitney-
Rangsummen-Test verwendet. Danach besteht bei den Keimgehalten von 10° KBE/ml bis
10" KBE/ml ein signifikanter Unterschied (a = 0,05) zwischen den Werten der Differenz le-
bender Zellen zu den Werten toter Keime nach einem Anreicherungsschritt von 4 h bei
37 °C. Kein signifikanter Unterschied (o = 0,05) ist bei einer Konzentration von 10° KBE/m

gegeben.
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Aufgrund dieses Ergebnisses kann man Uber die Hohe der Differenz der Crossing Points vor
und nach der Anreicherung bis zu einem Keimgehalt von 10" KBE/ml und unter den gegebe-
nen Bedingungen eine Aussage dariber machen, ob es sich bei den untersuchten Salmonel-
len um lebende oder tote Zellen gehandelt hat.

Fur die Untersuchung von Mischverhaltnissen aus lebenden und toten S. Enteritidis wurde
das Anreicherungsmedium mit 100 KBE/ml des Referenzkeims artefiziell kontaminiert. Die

Crossing Points nach DNA-Extraktion fasst Tabelle 22 zusammen.

Tabelle 22:  Arithmetische Mittelwerte der Crossing Points nach DNA-Extraktion unter-
schiedlicher Mischverhaltnisse von lebenden und toten S. Enteritidis vor und
nach Anreicherung (4 h; 37 °C; n = 3).

Mischverhaltnisse, bezogen Crossing Points [Zyklen]; MW (STAW); n = 3
auf 100 KBE/ml vor Anreicherung nach Anreicherung
100 % tot 41,52 (0,6) 42,81 (2,5)

75 % tot; 25 % lebend 41,83 (1,5) 35,79 (0,6)

50 % tot; 50 % lebend 42,77 (1,4) 33,16 (1,6)

25 % tot; 75 % lebend 45,17 (4,7) 32,11 (0,8)
100 % lebend 41,05 (1,8) 31,49 (0,9)

Aus Tabelle 22 geht hervor, dass die Crossing Points der Mischverhaltnisse, unabhangig von
der Zahl an inaktivierten Zellen, vor der Anreicherung bei ungefahr 42 lagen. Nach dem An-
reicherungsschritt blieben die Crossing Points der vollstdndig inaktivierten Zellen aufgrund
ausbleibender Vermehrung, wie erwartet, bei 42. Mit zunehmender Zahl an lebenden Zellen
und der damit verbundenen Zunahme der DNA-Menge sanken die Crossing Points von 36
(75 % tot/25 % lebend) auf 31 (100 % lebend). Abbildung 4 stellt die Verschiebung der Cros-

sing Points graphisch dar.
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Abbildung 4: Amplifikationskurven verschiedener Mischverhéltnisse lebender und toter S. Enteritidis vor und nach einem Anreicherungsschritt
(4 h; 37 °C).
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Die Differenz der Crossing Points unterschiedlicher Mischverhaltnisse aus lebenden und

toten S. Enteritidis vor und nach Anreicherung stellt Tabelle 23 dar.

Tabelle 23:  Differenz der Crossing Points nach DNA-Extraktion unterschiedlicher Misch-
verhaltnisse von lebenden und toten S. Enteritidis vor und nach Anreicherung
(4 h; 37 °C; n = 3).

Mischverhaltnisse, bezogen auf Differenz der Crossing Points [Zyklen];
100 KBE/ml IMW| (STAW); n=3

100 % tot 1,29 (2,2)

75 % tot; 25 % lebend 6,04 (1,3)

50 % tot; 50 % lebend 9,61 (2,3)

25 % tot; 75 % lebend 13,06 (4,2)

100 % lebend 9,56 (2,1)

Mit zunehmender Zahl an lebenden und damit vermehrungsfahigen Keimen steigt auch er-
wartungsgemal die Differenz der Crossing Points. Im Vergleich zu den Untersuchungen an
nur lebenden und toten Zellen treten die Unterschiede in den Differenzen weniger deutlich
hervor. Die Entscheidung, ob es sich bei der vorliegenden Probe um eine lebende oder tote
Zelle gehandelt hat, kann in diesem Fall nicht ohne weiteres gefallt werden.

Die durch Oberflachenspatelverfahren auf Normalagar aufgebrachten Keimsuspensionen der
hitzeinaktivierten Bakterien zeigten nach 48-stiindiger Inkubation bei 37 °C kein Wachstum
an. Durch diese Kontrolle der Inaktivierung mit Hilfe von kulturellen Methoden (C/2.3.2) kann
ausgeschlossen werden, dass die aus den toten Zellen nachgewiesene DNA von nicht voll-
standig abgetdteten Keimen stammte.

Aufgrund der Ergebnisse der Versuchsanordnung kann bis zu einem Keimgehalt von
10° KBE/ml bis 10" KBE/ml bei 100 % lebenden und 100 % toten Keimen aus Reinkultur -
ber die Hohe der Differenz der Crossing Points vor und nach einem Anreicherungsschritt
(4 h, 37 °C) eine Aussage Uber die Vermehrungsfahigkeit gemacht werden. Berticksichtigt
man ein Mischverhaltnis aus lebenden und toten Zellen bei einer Keimkonzentration von
100 KBE/ml (Reinkultur), so tritt der Unterschied in der Hohe der Differenz der Crossing
Points nicht mehr in so hohem Malie hervor wie bei nur lebenden und toten Keimen. Bei ei-
ner graphischen Darstellung der Crossing Point ist die durch die Vermehrung bedingte Ver-

schiebung des Crossing Points nach links jedoch deutlich sichtbar (Abbildung 4).
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2 Anpassung und Optimierung der IMS-real-time PCR-Methode
an die Vorgaben des amtlichen Verfahrens nach 835 LMBG

Die Ergebnisse der Abstimmung und Optimierung der bereits bestehenden IMS-real-time
PCR-Methode an die Vorgaben des amtlichen Verfahrens werden im nachfolgenden Teil der

Arbeit dargestellt.

2.1 Probenaufbereitung vor IMS

Zunachst wurde die Basismethode (25 g Einwaage) auf ihre Durchfiihrbarkeit hin untersucht.
Wahrend der Vorversuche galt es weiterhin, die den Nachweis stdrenden groben Fasern, die
sich nach der Homogenisierung der Fleischprobe bildeten, abzutrennen. Dieses Problem
wurde durch die Schritte Filtration, Sedimentation, Zentrifugation und Zentrifugation in Ver-
bindung mit der Stempelanwendung zu I6sen versucht.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Optimierungsschritte, die sich aus der Anpassung

der IMS an das amtliche Verfahren ergaben, dargestellt.

Uberpriifung der Basismethode

In einem ersten Versuch wurde die Einwaage der Basismethode von 5 g (+ 40 ml gepuffertes
Peptonwasser) auf 25 g (+ 225 ml gepuffertes Peptonwasser) erhéht und dadurch auf die
Anforderungen des amtlichen Verfahrens abgestimmt. Wie aus Tabelle 24 ersichtlich ist,
fihrte eine alleinige Erhdhung der Einwaage nicht zu dem gewiinschten Ergebnis eines
Salmonellen-Nachweises. Auch eine Anhebung der Voranreicherungszeit von 4 h auf 6 h bei
37 °C zeigte ein unbefriedigendes Ergebnis. Der Grund fiir einen ausbleibenden DNA-
Nachweis liegt in der Matrixbeschaffenheit begriindet, da die Methode bei Proben ohne
Fleischmatrix den Nachweis zumindest nach 6 h Voranreicherungszeit und einem Keimge-
halt von 100 KBE/25 g ermdglicht (Tabelle 24).
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Tabelle 24: Detektion abgestufter Konzentrationen von S. Enteritidis in Abhangigkeit
verschiedener Voranreicherungszeiten.

Konzentration Crossing Points [Zyklus]
[KBE/25 ¢] Ansatz 1 Ansatz 2 & (STAW)
Inkubationszeit: 4 h
1 n.n. n.n. -(-)
10 49,82 n.n. -(-)
100 n.n. n.n. -(-)
100’ 50,58 n.n. - ()
Inkubationszeit: 6 h
1 n.n. n.n. -(-)
10 47,93 n.n. -(-)
100 48,02 n.n. -(-)
100’ 39,68 42,12 40,90 (1,73)

Ansatz ohne Fleisch, nur mit gepuffertem Peptonwasser
n.n.:  nicht nachweisbar

Deshalb wurden Separationsschritte zur Aufreinigung hinzugezogen, um stérende Proben-
bestandteile auszuschalten. Fur den Ausgleich von Matrixschwankungen wurde die Eignung

von Filtration, Sedimentation und Zentrifugation als Aufreinigungsméglichkeiten getestet.

Filtration

In einem nachsten Schritt wurde versucht, die groben Fasern Uber ein mit Gaze ausgelegten
sterilen Sieb zu entfernen. Aus Tabelle 25 ist ersichtlich, dass der Crossing Point der filtrier-
ten Proben im Mittel um ca. 1 Zyklus friiher erscheint und dadurch einen héheren DNA-
Gehalt anzeigen als die nicht filtrierten Proben. Auch die Standardabweichung der filtrierten
Proben liegt mit 1,8 etwas niedriger als bei den nicht filtrierten Proben (2,1). Durch die Filtra-
tion sinken offensichtlich die Schwankungen wahrend der Wiederholungen der Versuchsan-
ordnung. Wahrend der Versuchsdurchfiihrung erwies sich die Handhabung des Filtrations-
schrittes jedoch als technisch nicht moglich. Aus diesem Grund wurde nur eine vierstlindige

Inkubation getestet und im weiteren auf eine Filtration der Proben verzichtet.
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Tabelle 25:  EinfluR der Probenfiltration auf die Resultate der IMS-real-time PCR-Methode
(Keimkonzentration 100 KBE/ml).

Art der Probenbearbeitung
Crossing Points [Zyklus]; MW (STAW); n =3

vor IMS
mit Filtration 38,73 (1,8)
ohne Filtration 40,04 (2,1)

Sedimentation

In den Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass ein Sedimentationsschritt keine Verbesse-
rung im Hinblick auf eine Reduktion der groben Bestandteile erbringt. Selbst eine Erhéhung
der Voranreicherungszeit von 4 h auf 6 h bei 37 °C brachte keine Verbesserung flir den
DNA-Nachweis.

Zentrifugation
Im weiteren Vorgehen wurde zur Aufreinigung ein Zentrifugationsschritt gewahlt, um die gro-

ben Bestandteile und Fasern in das Sediment zu verschieben, zugleich aber die Bakterien
nicht abzuzentrifugieren, sondern im Uberstand zu halten. Vorausgegangene visuelle Beur-
teilungen des Uberstandes haben gezeigt, dass im Vergleich zu einer 30-minitigen Sedi-
mentation eine Zentrifugation bei 91 x g bzw. 136 x g fir 2 min den Faseranteil im Uberstand
reduzieren. Zur Beurteilung der DNA-Gehalte im Uberstand nach einem Zentrifugati-
onsschritt wurden die Proben mittels PCR nach den Angaben von C/2.2 und C/2.4.1 unter-
sucht. Die Ergebnisse der DNA-Detektion nach Zentrifugation im Vergleich zur Sedimentati-
on bei einer Keimkonzentration von 100 KBE/25 g des Referenzkeims sind in Tabelle 26

dargestellt.

Tabelle 26:  Crossing Points nach Zentrifugation im Vergleich zur Sedimentation (Keim-
konzentration 100 KBE/ml).

Art der Probenbe- Crossing Points [Zyklus]

arbeitung vor IMS Ansatz 1 Ansatz 2 € (STAW)
91xg' 39,42 45,80 42,61 (4,51)
136 x ¢’ 48,45 47,49 47,97 (0,68)
Sedimentation? n.n. 48,58 -

Zentrifugationsdauer 2 min.
30 min Sedimentation vor Probenentnahme
n.n.: nicht nachweisbar

2,

Aus Tabelle 26 geht hervor, dass die bei 91 x g zentrifugierten Proben mit 42,61 im Mittel
einen fruheren Crossing Point aufweisen als die bei 136 x g aufbereiteten Proben mit 47,97.

Ein Teil der Bakterien wird durch die Anhebung der Umdrehungszahl offensichtlich in das
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Sediment verschoben. Dies macht sich durch eine Erhdhung des Crossing Points um im Mit-
tel 5,4 Zyklen bemerkbar. Die Ergebnisse der Sedimentation bestatigen, dass dieser Schritt
nicht ausreicht, um die den Nachweis stdrenden groben Bestandteile zu beseitigen und da-
durch die Matrixschwankungen auszugleichen. Durch die hohe Viskositat und Faserigkeit der
Matrix wird sowohl die Bindung der Keime an die Beads als auch die Separation der Beads
an den Magneten unterbunden. Von zwei Ansatzen kann deshalb nach Sedimentation in

einem keine DNA nachgewiesen werden.

Verbesserung der Sedimentauspragung

In weiteren Versuchen hat sich herausgestellt, dass die Auspragung des Sediments matrix-
bedingt in erheblichem Malle schwanken kann. Um einen von groben Bestandteilen mdg-
lichst freien Uberstand zu gewinnen, wurde zur Sedimentverbesserung nach der Zentrifuga-
tion ein steriler Edelstahlstempel angewendet, mit dessen Hilfe ein schwach ausgebildetes
Sediment nach unten gedriickt wurde. Die Anwendung des Stempels wurde anhand abge-
stufter Gehalte (ca. 1 KBE/25 g; 10 KBE/25 g; 100 KBE/25 g) des Referenzkeims Uberprift.
Die Ergebnisse der Zentrifugation in Verbindung mit der Stempelmethode im Vergleich zur

Zentrifugation stellt Tabelle 27 zusammen.
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Tabelle 27:

stahlstempels zur Verbesserung der Sedimentauspragung.

Vergleich der Crossing Points abgestufter Gehalte des Referenzkeims nach Zentrifugation mit und ohne Anwendung des Edel-

Art der Probenbe-

Crossing Points [Zyklus]

arbeitung vor IMS; Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Wiederfind i
Keimkonzentration MW (STAW); n =6 | VVIEder |r(1) ungsrate
[KBE/25 g] Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 Ansatz 4 Ansatz 5 Ansatz 6 (%]

1 KBE/25 g
Zentrifugation 39,24 n.n. n.n. n.n. n.n. 51,99 - 33,3
Zentrifugation +

40,29 41,38 n.n. n.n. n.n. n.n. - 33,3
Edelstahlstempel
10 KBE/25 g
Zentrifugation 35,01 35,59 40,65 44,27 49,39 46,09 41,83 (5,80) 100,0
Zentrifugation +

38,34 40,65 48,45 49,14 49,89 53,63 46,68 (5,89) 100,0
Edelstahlstempel
100 KBE/25 g MW (STAW); n=3
Zentrifugation 28,51 36,73 43,80 36,35 (7,65) 100,0
Zentrifugation +

29,29 42,37 n.n. 35,83 (9,25) 66,7

Edelstahlstempel

n.n.:

nicht nachweisbar
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Aus Tabelle 27 ist ersichtlich, dass bei einer Keimkonzentration von 1 KBE/25 g von drei
Versuchsdurchfiihrungen im Doppelansatz der Salmonellen-Nachweis sowohl nach der
Zentrifugation als auch nach der Zentrifugation in Verbindung mit der Stempelanwendung in
zwei Fallen gelang. Bei einer Anfangskonzentration von 10 KBE/25 g gelang der Nachweis
bei Zentrifugation und Zentrifugation mit Stempelanwendung in allen sechs Wiederholungen.
Bei einer dhnlichen Standardabweichung von ca. 5,8 Zyklen erscheint nach der Zentrifugati-
on der Crossing Point um im Mittel 5 Zyklen friher als nach der Stempelanwendung
(MW = 46,68). Die durch den friheren Crossing Point angezeigte héhere DNA-Menge ist ein
Indiz dafir, dass durch diesen Aufreinigungsschritt storende Matrixeffekte ausgeschalten
werden kénnen. Berechnet man eine prozentuale Wiederfindungsrate aus den in Tabelle 27
dargestellten Werten, ergibt sich fir die Zentrifugation ein tendenziell besseres Ergebnis flr
eine Keimkonzentration von 100 KBE/25 g. Bei einem Keimgehalt von 10 KBE/25 g gelang
mit beiden Aufreinigungsmoglichkeiten der DNA-Nachweis aus allen artefiziell kontaminier-

ten Proben.

2.2 DNA-Aufreinigung

In den vorangegangenen Vorversuchen hat sich gezeigt, dass die groben Fasern, die sich
infolge der Zerkleinerung bildeten, durch einen Zentrifugationsschritt am besten entfernt
werden konnten. Da die Auspragung des Sediments jedoch matrixbedingt stark schwanken
konnte, wurde nach der Zentrifugation ein steriler Stempel aufgelegt und das schwach aus-
gebildete Sediment nach unten gedriickt. Dadurch war es moglich, einen von groben Be-
standteilen méglichst freien Uberstand zu gewinnen. In weiteren Versuchen konnte jedoch
festgestellt werden, dass sowohl nach der Zentrifugation als auch nach der Stempelanwen-
dung das PCR-Ergebnis in erheblichem MalRe schwankte und dadurch die Reproduzierbar-
keit des Ergebnisses nicht mehr gegeben war. Durch einen zusatzlichen DNA-
Aufreinigungsschritt sollten nun die den PCR-Nachweis stérenden Bestandteile entfernt wer-
den. Es folgte ein Vergleich, bei dem ein Ansatz nur der DNA-Extraktion und der Parallelan-
satz zusatzlich einem Aufreinigungsschritt unterzogen wurde. Der Versuchsansatz wurde
sechs Mal durchgefuhrt. Damit sollte festgestellt werden, ob durch die zusatzliche DNA-
Aufreinigung eine Verbesserung der PCR-Resultate und deren Reproduzierbarkeit erzielt

werden konnte. Die Ergebnisse sind in Tabelle 28 zusammengefasst.
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Tabelle 28:

Vergleich der Crossing Points nach Anwendung von DNA-Extraktion bzw. einer zusétzlichen DNA-Aufreinigung.

Konzentration des Refe-

Art der Probenaufberei-

Crossing Points der posi-

tiven Proben [Zyklus]

_ Art der DNA-Gewinnung Wiederfindungshaufigkeit
renzkeims [KBE/25 g] tung vor IMS

MW (STAW); n=6

1 Zentrifugation + Stempel Extraktion 3/6* 31,46 (2,16)

1 Zentrifugation + Stempel Extraktion + Aufreinigung 6/6 35,77 (2,77)

1 Zentrifugation Extraktion 5/6 38,24 (3,22)

1 Zentrifugation Extraktion + Aufreinigung 3/6 34,68 (0,23)
MW (STAW); n=5

10 Zentrifugation + Stempel Extraktion 4/5 31,21 (4,69)

10 Zentrifugation + Stempel Extraktion + Aufreinigung 5/5 33,21 (2,50)

10 Zentrifugation Extraktion 5/5 33,51 (4,60)

10 Zentrifugation Extraktion + Aufreinigung 5/5 31,57 (1,28)

Anzahl der Proben mit positivem Befund/Anzahl der untersuchten Proben
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Aus Tabelle 28 ist ersichtlich, dass nach einer Zentrifugation in Verbindung mit einer Stem-
pelanwendung der DNA-Aufreinigungsschritt bei den getesteten Salmonellen-Gehalten keine
Verbesserung bringt. Bei einer Keimkonzentration von 1 KBE/25 g erscheint der Crossing
Point um 4,31 Zyklen spater und weist zudem mit 2,77 Zyklen eine héhere Standardabwei-
chung auf als nach alleiniger Anwendung der DNA-Extraktion. Ein ahnliches Ergebnis er-
kennt man auch bei einer Keimkonzentration von 10 KBE/25 g. Zwar liegt die Standardab-
weichung nach Anwendung des Aufreinigungsschrittes niedriger als nach alleiniger DNA-
Extraktion, der Crossing Point fallt aber mit 33,21 Zyklen um 2 Zyklen héher als nach alleini-
ger DNA-Extraktion. Anders liegt das Ergebnis nach Anwendung der Zentrifugation. Durch
den zusatzlichen Aufreinigungsschritt erscheint bei einer Keimkonzentration von 1 KBE/25 g
der Crossing Point um 3,56 Zyklen friiher. Die Standardabweichung von 0,23 liegt deutlich
unter jener, wenn die DNA nicht zusatzlich aufgereinigt wird (3,22). Auch bei 10 KBE/25 g
artefizieller Kontamination liegt der Crossing Point nach einem Aufreinigungsschritt mit 31,57
Zyklen niedriger als nach alleiniger DNA-Extraktion (33,51 Zyklen). Nach Anwendung der
Zentrifugation und einer zusatzlichen DNA-Aufreinigung ergibt sich bei einem Keimgehalt
von 1 KBE/25 g zwar eine tendenziell niedrigere Wiederfindungshaufigkeit als nach Zentrifu-
gation in Verbindung mit einer Stempelanwendung. Bei einer Keimkonzentration von
10 KBE/25 g lieferen jedoch sowohl die Zentrifugation als auch die Zentrifugation mit Stem-
pelanwendung die gleiche Wiederfindungshaufigkeit nach Anwendung eines zuséatzlichen
DNA-Aufreinigungsschrittes.

Daraus lasst sich folgern, dass ein DNA-Aufreinigungsschritt nur bei Anwendung der Zentri-
fugation zu einer Verbesserung des PCR-Ergebnisses und dessen Reproduzierbarkeit fuhr-
te. Diese zeigt sich in einem friheren Crossing Point nach einem zusatzlichen Aufreini-
gungsschritt, der wiederum eine héhere DNA-Ausbeute anzeigt sowie in einer niedrigeren
Standardabweichung. Nach Zentrifugation mit Stempelanwendung dagegen weist der hdhe-
re Crossing Point nach einer Aufreinigung einen niedrigeren DNA-Gehalt bei gleichem Keim-
gehalt aus als nach alleiniger DNA-Extraktion. Dies kann zum einen dadurch erklart werden,
dass der Aufreinigungsschritt mit DNA-Verlusten verbunden ist und zum anderen, dass st6-
rende Matrixeffekte durch die Stempelanwendung nicht in dem erhofften Malle ausgeschal-
ten werden konnten.

Von den Uberpriften Varianten, stérende Matrixeffekte zu entfernen, lieferte die Zentrifugati-
on das beste Ergebnis fur den DNA-Nachweis. In der internen Validierung wird deshalb die
Zentrifugation als Probenaufbereitungsart vor IMS gewahlt sowie ein DNA-

Aufreinigungsschritt nach DNA-Extraktion durchgefuhrt (vgl. 3.1).
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3 In house-Validierung der IMS-real-time PCR-Methode anhand
des kulturellen Referenzverfahrens nach 835 LMBG durch arte-
fiziell kontaminierte Fleischproben

Im nachfolgenden Kapitel der Arbeit werden die Ergebnisse der internen Validierung der
IMS-real-time PCR-Methode anhand des kulturellen Referenzverfahrens nach §35 LMBG
durch artefiziell kontaminierte Fleischproben dargestellt. Im weiteren werden die Resultate
einer Moglichkeit, lebende von toten S. Enteritidis mit Hilfe von IMS und real-time PCR zu

unterscheiden vorgestellt.

3.1 Uberpriifung der IMS-real-time PCR-Methode im Vergleich zum amtli-
chen Verfahren nach 835 LMBG an artefiziell kontaminiertem Fleisch

Zunachst werden die Ergebnisse der Validierung der IMS-real-time PCR-Methode darge-

stellt. AnschlieRend folgt der Vergleich mit dem Referenzverfahren.

3.1.1 IMS-real-time PCR-Verfahren

Die Leistungsfahigkeit der IMS-real-time PCR-Methode wurde anhand artefiziell kontaminier-
ter Fleischproben Uberpriift. Parallel dazu wurden die Proben mit dem Referenzverfahren
untersucht. Die arithmetischen Mittelwerte der Crossing Points sowie die prozentualen Wie-
derfindungsraten der ,Schnellmethode® nach artefizieller Kontamination sind Tabelle 29 zu

entnehmen.

Tabelle 29:  Darstellung der Crossing Points nach artefizieller Kontamination abgestufter
Keimgehalte von S. Enteritidis.

Konzentration des Refe- Crossing Points [Zyklen]
Wiederfindungshaufigkeit
renzkeims [KBE/25 g] MW (STAW); n = 12
1 33,22 (1,65) 10/12"
10 29,50 (0,87) 12/12
MW (STAW); n =6
0 n.n. 0/6
100 25,58 (0,98) 6/6

Anzahl der Proben mit positivem Befund/Anzahl der untersuchten Proben
n.n.:  nicht nachweisbar
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In Tabelle 29 sind die arithmetischen Mittelwerte der Crossing Points nach DNA-Extraktion
abgestufter Keimgehalte aus zwdlf bzw. sechs Durchfuhrungen dargestellt. Die Keimkon-
zentrationen von 1 KBE/25 g und 10 KBE/25 g wurden je Versuchsdurchfiihrung im Doppel-
ansatz angelegt. Die Keimgehaltsstufe von 100 KBE/25 g nur im Einfachansatz. Jeder An-
satz wurde sechs Mal durchgefiihrt. Aus Tabelle 29 ist ersichtlich, dass der Nachweis von
1 KBE S. Enteritidis in 25 g Fleisch nach einer sechsstiindigen Voranreicherungszeit durch
die IMS-real-time PCR-Methode in 10 von 12 der untersuchten Proben gelang. Nach einer
artefiziellen Kontamination von 10 KBE/25 g sowie 100 KBE/25 g kann S. Enteritidis in allen

Versuchsdurchfiihrungen mittels IMS-real-time PCR nachgewiesen werden.

3.1.2 Vergleich der Wiederfindungsraten beider Methoden

Der Kernpunkt dieser Arbeit ist die Uberprifung der Leistungsfahigkeit der IMS-real-time
PCR-Methode anhand des kulturellen Referenzverfahrens nach §35 LMBG. Wie unter
C/2.5.1 bereits ausgefuhrt, wurden beide Methoden aus einem Ansatz bedient. Dadurch
wurden gleiche Versuchsbedingungen und ein exakter Methodenvergleich gewahrleistet. Als
Vergleichsmal3stab gilt die 48-stiundige Bebrutung des SC- und RVS-Mediums
(SC 48 h/RVS 48 h). Die Wiederfindungsraten unterschiedlicher Keimgehalte beider Verfah-

ren sind in Tabelle 30 zusammengefasst.

Tabelle 30:  Vergleich der prozentualen Wiederfindungshaufigkeit der IMS-real-time PCR-
Methode und des kulturellen Verfahrens nach § 35 LMBG
(SC 48 h/RVS 48 h).

Wiederfindungshaufigkeit [%]
Keimgehalt [KBE/25 ¢] n=12
IMS-real-time PCR-Methode Kulturelles Verfahren §35 LMBG
1 83 67
10 100 100
n=6
0 n.n. n.n.
100 100 100
n.n.:  nicht nachweisbar

Daraus geht hervor, dass die IMS-real-time PCR-Methode bei einem Keimgehalt von
1 KBE/25 g mit 83 % eine tendenziell bessere Wiederfindungshaufigkeit aufweist als das
kulturelle Verfahren. Fur Keimkonzentrationen von 10 KBE/25 g sowie 100 KBE/25 g kann

unabhangig von der Methode in allen Versuchsdurchfiihrungen S. Enteritidis nachgewiesen



82 Ergebnisse

werden. Aus diesem Ergebnis Idsst sich als Fazit zusammenfassen, dass das IMS-real-time
PCR-Verfahren bei den angegebenen Keimgehalten in Bezug auf die Wiederfindungshaufig-
keit die gleiche Leistungsfahigkeit zeigt wie das kulturelle Referenzverfahren nach §35
LMBG.

3.1.3 Darstellung der Validierungsparameter der IMS-real-time PCR-Methode

Im nachfolgenden Teil der Arbeit erfolgt die Darstellung der Leistungsgroflen der IMS-real-
time PCR-Methode im Vergleich zum kulturellen Referenzverfahren nach §35 LMBG. Die
Ergebnisse errechnen sich nach den in C/2.5.2 aufgefihrten Formeln. Als Auswertungs-
schema diente die 48-stlindige Bebriitung des SC- sowie RVS-Mediums. Speziell fir die
Validierung beider Methoden ergibt das in Tabelle 31 zusammengefasste Auswertungs-

schema.

Tabelle 31:  Auswertungsschema zur Bewertung der IMS-real-time PCR-Methode anhand
des Referenzverfahrens nach §35 LMBG (SC 48 h/RVS 48 h).

IMS-real-time PCR-Methode

+ - Summe
Referenzmethode nach + 26 0 26
§35 LMBG - 2 8 10
Summe 28 8 36

Die IMS-real-time PCR-Methode erkennt 80 % aller sicher negativen Proben als negativ
(Spezifitat). Fir die Sensitivitat errechnet sich ein Wert von 100 %. Dieser gibt an, dass kein

falsch-negatives Ergebnis durch diese Methode geliefert wurde. Die relative Richtigkeit

nimmt einen Wert von 94 % an. Dieser driickt aus, bei wie vielen Messungen die Referenz-
methode und die IMS-real-time PCR-Methode zum gleichen Ergebnis fiihrten. Die Nach-
weisgrenze der ,Schnellmethode® liegt bei 10 KBE S. Enteritidis in 25 g Fleisch, da ab dieser
Keimkonzentration alle artefiziell kontaminierten Proben Salmonella-positiv waren (Tabelle

30). Fir die Falsch-Positiv-Rate erhalt man einen Wert von 20 %. Die Falsch-Negativ-Rate

resultierte in einem Wert von 0 %. Dieser bringt zum Ausdruck, dass das neue Verfahren
keinen falsch-negativen Befund gewertet hat. Obwohl nur 6 negative Proben getestet wur-
den, sind in Tabelle 31 8 Proben, die in beiden Methoden ein negatives Ergebnis lieferten,
aufgezeichnet. Dies lasst sich daraus erklaren, dass sowohl das Referenzverfahren als auch
die IMS-real-time PCR-Methode 2 mit ca. 1 KBE/25 g inokulierte Proben Ubereinstimmend

als Salmonella-negativ auswiesen. Aufgrund der geringen Keimkonzentration fur die artefi-
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zielle Kontamination und der sich daraus ergebenden Schwankungen ist es moglich, dass in
den beiden Fallen keine Salmonelle in die Probe gelangt war.

Fir die statistische Ubereinstimmung ergibt sich ein Wert von k = 0,85. Da dieser Wert gro-

Rer als 0,81 ist, herrscht zwischen beiden Prufverfahren eine fast vollstandige statistische
Ubereinstimmung.
Aufgrund dieses Ergebnisses wurde die Untersuchung der Feldproben auf Basis der Validie-

rungsmethoden durchgefihrt.

3.2 Unterscheidung einer Kontamination von lebenden und toten Salmo-
nella spp. mittels IMS-real-time PCR aus Fleisch

In den Vorversuchen wurden Untersuchungen zur Unterscheidung von lebenden und toten
S. Entertidis aus Reinkulturen angestellt (1.2). Dazu wurde sowohl mittels IMS als auch ei-
nem Anreicherungsschritt (4 h; 37 °C) versucht, lebende von toten Zellen zu differenzieren.
In dieser Versuchsanordnung wurde nun durch IMS und einem sechsstiindigen Voranreiche-
rungsschritt gepriift, ob eine lebend-tot-Unterscheidung auch aus der Probenmatrix Fleisch
moglich ist. Die Probenbearbeitung und DNA-Extraktion erfolgte nach den Vorgaben der
Validierung (C/2.5.1). Die Durchfuhrung war in drei Versuchen mit insgesamt sechs Ansat-
zen je getesteter Keimgehaltsstufe angelegt. Die Negativkontrollen (n = 3) lieferten weder vor
noch nach der Anreicherung ein Salmonella-positives Ergebnis. Die Haufigkeit eines erfolg-
reichen DNA-Nachweises von lebenden und toten Zellen vor und nach der Anreicherung

stellt Tabelle 32 zusammen.

Tabelle 32:  Haufigkeit des DNA-Nachweises von lebenden und toten S. Enteritidis vor und
nach einem Anreicherungsschritt (6 h; 37 °C; n = 6).

Konzentration des Re- Haufigkeit des DNA-Nachweises (n = 6)
ferenzkeims vor Anreicherung nach Anreicherung (6 h; 37 °C)
[KBE/25 g] lebend tot lebend tot
1 0/6' 0/6 5/6 0/6
10 0/6 0/6 6/6 0/6
100 0/6 1/6 6/6 0/6

Anzahl der Proben mit positivem Befund/Anzahl der untersuchten Proben

Aus Tabelle 32 ist ersichtlich, dass, mit einer Ausnahme, weder von lebenden noch toten S.
Enteritidis vor der Anreicherung DNA aus den sechs Ansatzen je untersuchter Keimgehalts-

stufe nachgewiesen werden konnte. Nur bei einer Keimkonzentration von 100 KBE/25 ¢
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hitzeinaktivierter Zellen gelang in einem von sechs Ansatzen die Detektion des spezifischen
Amplifikats. Aufgrund der Vermehrung lebender Zellen durch die Anreicherung (6 h; 37 °C)
und der daraus resultierenden Zunahme der Zellzahl sowie DNA-Menge, konnte von den
lebenden Zellen Uber alle getesteten Keimgehaltsstufen hinweg DNA nachgewiesen werden.
Im Gegensatz zu den anderen getesteten Keimkonzentrationen wurde allerdings bei
1 KBE/25 g nur in flinf von sechs Ansatzen DNA detektiert. Die toten Zellen zeigten nach
dem Anreicherungsschritt infolge ausbleibender Vermehrung keinen Fluoreszenzanstieg, der
die Anwesenheit von DNA anzeigen wirde.

Die durch Oberflachenspatelverfahren auf Normalagar aufgebrachten Keimsuspensionen der
hitzeinaktivierten Bakterien zeigten nach 48-stiindiger Inkubation bei 37 °C kein Wachstum
an. Dadurch konnte ausgeschlossen werden, dass nachgewiesene DNA toter S. Enteritidis
von vermehrungsfahigen Zellen stammte.

Die arithmetischen Mittelwerte der Crossing Points der lebenden Zellen nach der Anreiche-

rung sind Tabelle 33 zu enthehmen.

Tabelle 33:  Arithmetische Mittelwerte der Crossing Points lebender S. Enteritidis nach
Anreicherung’ (6 h; 37 °C).

Konzentration des Refe- Crossing Points [Zyklen] nach Anreicherung
renzkeims [KBE/25 g] MW (STAW); n =6
1 32,07 (2,68)
10 29,45 (1,55)
100 25,19 (2,08)

Vor der Anreicherung gelang bei keinen der Proben mit lebenden S. Entertidis der DNA-
Nachweis (siehe Tabelle 32).

Als Fazit lasst sich zusammenfassen, dass auf Basis der beschriebenen IMS-real-time PCR-
Methode die Mdglichkeit einer lebend-tot-Unterscheidung im Rahmen des Leistungsvermo-

gens des Verfahrens besteht.

4  Uberprifung der IMS-real-time PCR-Methode anhand nativ kon-
taminierter Feldproben — ein Vergleich mit dem amtlichen Ver-
fahren nach 835 LMBG

Nachdem die Leistungsfahigkeit der IMS-real-time PCR-Methode im Vergleich zum kulturel-
len Referenzverfahren anhand artefiziell kontaminierter Fleischproben getestet wurde, sollte
diese an natirlich mit Salmonella spp. kontaminierten Feldproben untersucht werden. Die

Ergebnisse dieses Methodenvergleichs werden im folgenden Kapitel der Arbeit dargestellt.
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4.1 Auswertung des Probenmaterials

4.1.1 Probenumfang

Insgesamt wurden 491 nativ kontaminierte Fleischproben auf die Anwesenheit von Salmo-
nella spp. hin untersucht. Die Feldproben wurden dabei parallel mit dem kulturellen Verfah-
ren und der IMS-real-time PCR-Methode untersucht und ausgewertet. Die Aufteilung der

Gesamtprobenzahl auf die einzelnen Fleischarten stellt Abbildung 5 graphisch dar.

c 300 ~ 252
o 250 A
o)
a 200 -
B 150 - 118 134
= 100 | 75 57 83 g 81
< 0
Rind Schwein Geflugel Hackfleisch

Art der Probenmatrix

Ofrisch B verpackt Ogesamt

Abbildung 5: Aufteilung der Gesamtprobenzahl auf die untersuchten Fleischarten.

Die hohe Gesamtprobenzahl von Hackfleisch im Vergleich zu den Ubrigen Probenmatrizes
erklart sich aus der Untersuchung aller drei Hackfleischarten (Rinder-, Schweine- und ge-
mischtes Hackfleisch). Alle drei Arten wurden mit jeweils ca. 80 Proben berilicksichtigt (Rin-
derhackfleisch: 82 Proben; Schweinehackfleisch: 86 Proben; gemischtes Hackfleisch:
84 Proben).

4.1.2 Anteil positiver Proben und deren Serovarverteilung im kulturellen Re-
ferenzverfahren nach 835 LMBG

Insgesamt waren im kulturellen Verfahren nach §35 LMBG 43 von 491 untersuchten
Fleischproben Salmonella-positiv. Dies entspricht einem Anteil von ca. 9 %. Die Aufteilung

positiver Proben auf die Gesamtprobenzahl je Fleischart gibt Tabelle 34 wieder.
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Tabelle 34:  Anteil positiver Proben an der Gesamtprobenzahl je Fleischart (§35 LMBG).

Gesamtprobenzahl prozentualer Anteil

Probenart _ _ davon positiv

je Fleischart [%]
Rind 75 1 1,3
Schwein 83 2 2,4
Geflugel 81 28 34,5
Hackfleisch 252 12 4.8
Summe 491 43

Geflugel weist mit ca. 35 % den Hauptteil an Salmonella-positiven Proben aus. An zweiter
Stelle folgt die Probenmatrix Hackfleisch mit knapp 5 % positiver Proben. Rind- und Schwei-
nefleisch zeigen mit ca. 1 % bzw. 2 % eine ahnliche Kontamination mit Salmonella spp..

Aus den 43 positiven Proben wurden 8 Serovare identifiziert (Tabelle 35). Von den detektier-
ten positiven Isolaten konnten 74 % S. Typhimurium zugerechnet werden. Jeweils 7 % der
Isolate entfielen auf S. Subspezies | Rauform. Knapp 5 % der Isolate gehérten den Serova-
ren S. der Gruppe B sowie S. Thompson an. Jeweils 2 % konnten den Serovaren S. der

Gruppe D 1, S. Brandenburg, S. Kentucky und S. Kimuenza zugerechnet werden.

Tabelle 35:  Haufigkeit und Verteilung der Serovare nativ kontaminierter Feldproben.

) absolute Haufigkeit der Se- prozentuale Haufigkeit der
Serovarbezeichnung
rovare (n = 43) Serovare (n = 43)

S. Typhimurium 32 74,4 %
S. Subspezies | Rauform 3 7,0 %
S. der Gruppe B 2 4,7 %
S. Thompson 2 4,7 %
S. der Gruppe D 1 1 2,3%
S. Brandenburg 1 2,3%
S. Kentucky 1 2,3%
S. Kimuenza 1 2,3%

Betrachtet man die Serovarverteilung in Abhangigkeit von der Fleischart (Abbildung 6), konn-
ten die im Rind- und Schweinefleisch nachgewiesenen lIsolate S. Typhimurium zugerechnet
werden. Neben 24 S. Typhimurium wurden aus Gefliigel zusatzlich jeweils 1 S. Kentucky
und 1 S. Kimuenza sowie 2 S. Thompson isoliert. Aus Hackfleisch wurden jeweils 3 S. Sub-
spezies | Rauform, 2 S. der Gruppe B, 1 S. der Gruppe D 1, 1 S. Brandenburg und 5 S.

Typhimurium isoliert.
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n=43
o 907 24
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B S. Thompson OS. Typhimurium

Abbildung 6: Serovarverteilung in Abhangigkeit von der Fleischart.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass Uber alle Probenmatrizes hinweg der Hauptteil
der Isolate dem Serovar S. Typhimurium angehdérten. Erwdhnenswert sind die im Hackfleisch
nachgewiesenen 3 Isolate S. Subspezies | Rauform, von denen 2 Isolate Mehrfachresisten-

zen aufweisen.

4.2 Vergleich der IMS-real-time PCR-Methode mit dem kulturellen Refe-
renzverfahren nach 835 LMBG

Im folgenden Kapitel der Arbeit wird die IMS-real-time PCR-Methode mit dem Referenzver-
fahren nach §35 LMBG verglichen. Zunachst werden die Ubereinstimmungen beider Metho-

den vorgestellt. AnschlielRend folgt die Darstellung der Abweichungen.

4.2.1 Darstellung der Ubereinstimmung beider Methoden

Die IMS-real-time PCR-Methode wurde mit zwei verschiedenen Aspekten der Referenzme-
thode verglichen. Den Vergleichsmalstab fiir die Auswertung setzten das Selenit-Cystin-
und das Rappaport-Vassiliadis-Medium  nach  einer  48-stlindigen  Inkubation
(SC 48 h/RVS 48 h). Die Wahl dieser Inkubationsbedingungen ergab sich deshalb, weil da-
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durch die meisten Salmonella-positiven Proben detektiert werden konnten. Die Vorgaben der
kulturellen Methode nach §35 LMBG sehen eine 48-stiindige Bebritung des RVS-Mediums
nur optional vor. Verpflichtend ist folglich eine Inkubation des SC-Medium fiir 48 h sowie eine
Bebritung des RVS-Mediums fur 24 h. Deshalb wird die IMS-real-time PCR-Methode auch
mit diesen Inkubationsbedingungen (SC 48 h/RVS 24 h) verglichen. Die Berechnung der
Validierungsparameter erfolgte nach den Ausfihrungen in C/2.5.2. Das Auswertungsschema
sowie die Darstellung der LeistungsgroRen fir den Vergleichsmalistab (SC 48 h/RVS 48 h)

sind Tabelle 36 sowie Tabelle 37 zu enthehmen.

Tabelle 36:  Auswertungsschema zur Bewertung der IMS-real-time PCR-Methode anhand
des Referenzverfahrens nach §35 LMBG (SC 48 h/RVS 48 h).

IMS-real-time PCR-Methode

+ - Summe
Referenzmethode: + 36 7 43
SC 48 h/RVS 48 h - 3 445 448
Summe 39 452 491

Fur diese Vergleichsbedingungen ergeben sich die in Tabelle 37 dargestellten Parameter.

Tabelle 37:  Validierungsparameter der IMS-real-time PCR-Methode im Vergleich zum
kulturellen Verfahren nach §35 LMBG (SC 48 h/RVS 48 h).

Validierungsparameter Wert
Spezifitat 99,3 %
Sensitivitat 83,7 %
Relative Richtigkeit 98,0 %
Falsch-Positiv-Rate 0,7 %
Falsch-Negativ-Rate 16,3 %

Konkordanzindex k 0,87

Legt man eine 48-stiindige Inkubation sowohl des SC- als auch des RVS-Mediums einem
Vergleich zugrunde, ergibt sich fir die ,Schnellmethode, dass sie 99,3 % der negativen
Proben als negativ (Spezifitdt) erkannt und 83,7 % der positiven Proben als positiv (Sensitivi-
tat) gewertet hat. In 98 % der untersuchten Proben stimmten die Resultate der IMS-real-time

PCR-Methode mit denen der Referenzmethode Uberein (relative Richtigkeit). Mit 0,7 % lag

die Anzahl der Resultate mit positiver Abweichung deutlich unter dem Wert fiir die Anzahl

der Resultate mit negativer Abweichung (16,3 %). Der Konkordanzindex k nahm mit 0,87
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einen Wert deutlich Gber 0,81 ein. Somit kann beiden Prifverfahren eine fast vollstandige
statistische Ubereinstimmung attestiert werden.

In einer weiteren Uberlegung wurden die Ergebnisse des Referenzverfahrens nach der im
LMBG vorgeschriebenen Inkubationszeit der Medien (SC-Medium 48 h; RVS-Medium 24 h)
mit der IMS-real-time PCR-Methode verglichen. Das Auswertungsschema und die Validie-

rungsparameter stellen Tabelle 38 und Tabelle 39 zusammen.

Tabelle 38:  Auswertungsschema zur Bewertung der IMS-real-time PCR-Methode anhand
des Referenzverfahrens nach §35 LMBG (SC 48 h/RVS 24 h).

IMS-real-time PCR-Methode

+ - Summe
Referenzmethode: + 33 5 38
SC 48 h/RVS 24 h - 6 447 453
Summe 39 452 491

Unter diesen Inkubationsbedingungen ergeben sich die in Tabelle 39 zusammengefassten

Werte flr die Leistungsparamter.

Tabelle 39:  Validierungsparameter der IMS-real-time PCR-Methode im Vergleich zum
kulturellen Verfahren nach §35 LMBG (SC 48 h/RVS 24 h).

Validierungsparameter Wert
Spezifitat 98,7 %
Sensitivitat 86,8 %
Relative Richtigkeit 97,8 %
Falsch-Positiv-Rate 1,3 %
Falsch-Negativ-Rate 13,2 %

Konkordanzindex k 0,84

Fur die Leistungsparameter Spezifitat, Sensitivitat und relative Richtigkeit errechnen sich fir
die Inkubationsbedingungen SC 48 h/RVS 24 h &hnliche Werte wie fur den Auswertungs-
mafstab (Tabelle 39). Wahrend die Falsch-Positiv-Rate mit 1,3 % Uber den Angaben des

Vergleichmalistabs liegt, ergibt sich fur die Falsch-Negativ-Rate ein etwas niedrigerer Wert.

Die statistische Ubereinstimmung fallt zwar mit 0,84 etwas geringer aus als beim Vergleich

der IMS-real-time PCR-Methode mit dem Auswertungsmalstab (0,87), zeigt aber eine statis-

tische Ubereinstimmung an.
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4.2.2 Darstellung der Abweichungen beider Methoden

In diesem Kapitel werden die Abweichungen zwischen beiden Methoden herausgestellt. Die-
se ergeben sich durch falsch-positive bzw. falsch-negative Ergebnisse im Vergleich zur Re-
ferenzmethode. Fir beide Auswertungsvarianten sind sowohl die falsch-positiven als auch

die falsch-negativen Resultate zusammengefasst.

Abweichungen der IMS-real-time PCR-Methode vom Referenzverfahren (Vergleichsmaf}-
stab: SC 48 h/RVS 48 h)

Die in Tabelle 40 angegebenen Proben lieferten im Referenzverfahren, wenn beide Selek-

tivmedien 48 h inkubiert wurden, ein negatives Ergebnis, in der IMS-real-time PCR-Methode
allerdings ein positives Ergebnis. Das Resultat wurde durch die PCR deshalb als Salmonel-
la-positiv gewertet, weil mit spezifischen Hybridisierungssonden ein Fluoreszenzanstieg er-
folgte und der Schmelzpeak bei der fliir den amplifizierten DNA-Abschnitt charakteristischen
Temperatur ausgebildet wurde. Bei allen drei Abweichungen handelte es sich im Hack-
fleischproben, wobei zwei der verpackten (410; 459) und eine der frischen (436) Ware zuzu-

weisen waren.

Tabelle 40: Im Vergleich zum Referenzverfahren nach §35 LMBG (SC 48 h/RVS 48 h) in
der IMS-real-time PCR-Methode falsch-positive Ergebnisse.

Probennummer Fleischart Verpackungsart
410 Hackfleisch verpackt
436 Hackfleisch frisch
459 Hackfleisch verpackt

Da alle drei Proben nur nach Anwendung der IMS-real-time PCR-Methode ein Salmonella-
positives Ergebnis ergaben, wurden die Amplifikate sequenziert. Ein Vergleich der Basenab-
folge des DNA-Abschnittes mit den sequenzierten Nukleotiden der Gendatenbank BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST/) ergab eine vollstandige Ubereinstimmung mit dem

amplifizierten Zielgen. Somit konnte bewiesen werden, dass es sich bei den in Tabelle 40
dargestellten Proben tatsachlich um Salmonella spp. gehandelt hatte.

Wahrend der Untersuchungen hat sich herausgestellt, dass die in Tabelle 41 zusammenge-
fassten Proben im kulturellen Referenzverfahren als Salmonella-positiv, nach Anwendung

der IMS-real-time PCR-Methode jedoch als Salmonella-negativ erkannt wurden.
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Tabelle 41:  Im Vergleich zum Referenzverfahren nach 35 LMBG (SC 48 h/RVS 48 h) in
der IMS-real-time PCR-Methode falsch-negative Ergebnisse.

Probennummer Fleischart Verpackungsart Serovar
155 Geflugel frisch S. Typhimurium
157 Hackfleisch frisch S. Typhimurium
164 Schwein verpackt S. Typhimurium
211 Rind frisch S. Typhimurium
288 Hackfleisch verpackt S. Subspezies | Rauform
316 Geflugel frisch S. Typhimurium
369 Hackfleisch verpackt S. Subspezies | Rauform

Alle in Tabelle 41 dargestellten Proben wurden als Reinkultur nochmals der DNA-Extraktion
und DNA-Aufreinigung sowie der PCR-Analyse unterzogen. Die untersuchten Proben zeig-
ten ohne Ausnahme ein Salmonella-positives Ergebnis. Dies wurde bestatigt durch die Ver-
wendung von Hybridisierungssonden und die Schmelztemperatur, die fir alle Proben Sal-

monella-typisch ausfiel.

Abweichungen der IMS-real-time PCR-Methode vom Referenzverfahren (SC 48 h/RVS 24 h)
Reduziert man die Inkubationszeit des RVS-Mediums auf 24 h, steigt die Zahl der falsch-

positiven Ergebnisse auf sechs Proben an, weil die Referenzmethode drei mit Salmonella
spp. kontaminierte Proben nicht detektierte. Zu den in Tabelle 40 dargestellten Proben kom-
men drei (Probennummern: 188; 236; 253) weitere hinzu, die jedoch in der IMS-real-time
PCR-Methode ein Salmonella-positives Ergebnis (spezifische Hybridisierungssonden, fir
das Amplifikat charakteristischer Schmelzpeak) ergaben. Die einzelnen Probennummern

sind Tabelle 42 zu entnehmen.

Tabelle 42:  Im Vergleich zum Referenzverfahren nach §35 LMBG (SC 48 h/RVS 24 h) in
der IMS-real-time PCR-Methode falsch-positive Ergebnisse.

Probennummer Fleischart Verpackungsart Serovar
188 Hackfleisch verpackt S. Brandenburg
236 Gefllugel frisch S. Typhimurium
253 Geflugel frisch S. Typhimurium
410 Hackfleisch verpackt
436 Hackfleisch frisch

459 Hackfleisch verpackt
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Durch die reduzierte Inkubationszeit sinkt die Zahl der in der IMS-real-time PCR-Methode

falsch-negativen Ergebnisse von sieben auf funf Proben ab (Tabelle 43).

Tabelle 43:  Im Vergleich zum Referenzverfahren nach §35 LMBG (SC 48 h/RVS 24 h) in
der IMS-real-time PCR-Methode falsch-negative Ergebnisse.

Probennummer Fleischart Verpackungsart Serovar
155 Geflugel frisch S. Typhimurium
157 Hackfleisch frisch S. Typhimurium
164 Schwein verpackt S. Typhimurium
288 Hackfleisch verpackt S. Subspezies | Rauform
316 Geflugel frisch S. Typhimurium

Die Proben mit den Nummern 211 und 369 konnten unter den gewahlten Bedingungen fur
beide Methoden weder mit dem kulturellen Verfahren noch mit der ,Schnellmethode® als

Salmonella-positiv gewertet werden (Tabelle 44).

Tabelle 44:  Im Vergleich zum Referenzverfahren nach §35 LMBG (SC 48 h/RVS 48 h) in
der IMS-real-time PCR-Methode sowie nach einer Inkubationsdauer von
SC 48 h/RVS24 h des kulturellen Verfahrens falsch-negative Ergebnisse.

Probennummer Fleischart Verpackungsart Serovar
211 Rind frisch S. Typhimurium
369 Hackfleisch verpackt S. Subspezies | Rauform

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die IMS-real-time PCR-Methode im Vergleich
zum kulturellen Referenzverfahren (SC 48 h/RVS 48 h) insgesamt sieben Salmonella-
positive Proben nicht detektieren konnte (Tabelle 41). Dagegen wurden die in der ,Schnell-
methode* falsch-positiven Proben durch Sequenzierung als eindeutig Salmonella-positiv ein-
gestuft (Tabelle 40). Somit konnten durch das Referenzverfahren, unabhangig von der Be-
britungsdauer der Selektivmedien, drei mit Salmonella spp. kontaminierte Fleischproben

nicht nachgewiesen werden.
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E Diskussion

Konventionelle kulturelle Verfahren zum Nachweis von Salmonella spp. aus Lebensmitteln
gestalten sich sehr zeitaufwendig, so dass ein schnelles Eingreifen im Sinne eines vorsor-
genden Verbraucherschutzes nicht méglich ist. Deshalb war es Ziel dieser Arbeit, eine Me-
thode zu entwickeln, die nicht nur innerhalb eines Tages ein bestatigtes Ergebnis liefert,
sondern auch, dass deren Qualitat der Resultate der des kulturellen Referenzverfahrens
nach §35 LMBG entspricht. Nach der Anpassung der bestehenden IMS-real-time PCR-
Methode nach ScHMID (2002) an die Vorgaben des kulturellen Referenzverfahrens, wurde
die Leistungsfahigkeit der Schnellmethode sowohl an artefiziell als auch nativ kontaminierten
Fleischproben getestet. Aulerdem wurde als wichtiges Kriterium die Fahigkeit der IMS-real-
time PCR-Methode Uberprift, zwischen lebenden und toten Salmonella spp. zu differenzie-

ren.

1 Reduktion der Voranreicherungszeit durch Wachstumsstimu-
lantien

In der vorliegenden Arbeit sollte die lag-Phase wahrend der Voranreicherungszeit der IMS-
real-time PCR-Methode mit Hilfe von Wachstumsstimulantien reduziert werden. Zum Einsatz
kamen das Siderophor Ferrioxamin E und/oder ein ,enterobacterial Autoinducer of Growth*
(Al). Weder die Supplementierung des gepufferten Peptonwassers mit den beiden Einzel-
substanzen noch eine Kombination aus beiden fiihrte nach kultureller Auswertung sowie der
Bestimmung des DNA-Gehaltes mittels real-time PCR zu einer signifikanten Reduktion der
lag-Phase im Vergleich zur unsupplementierten Kontrolle.

Verschiedene Arbeiten zeigen jedoch, dass Ferrioxamin E die Anpassungs- bzw. lag-Phase
verkirzt, dadurch die Voranreicherungszeit reduziert sowie die Methodensensitivitat erhdht.
Aulerdem beglnstigt es die Resuzitation geschadigter Zellen. In den meisten Studien wurde
Huhnereiweil® als Matrix verwendet (REISSBRODT UND RABSCH, 1993; PLESS UND
REISSBRODT, 1995; REISSBRODT ET AL., 1996). In Hlhnereiweil® sind sehr geringe Salmonel-
len-Zahlen vorhanden sowie das Bakterienwachstum durch Lysozyme, Enzyminhibitoren
(Ovomucoid, Avidin), Ovotransferrin sowie einem hohen pH-Wert limitiert. Vor allem das O-
votransferrin verhindert durch die Bindung von Eisen in besonderem Malle das Bakterien-
wachstum (REISSBRODT UND RABSCH, 1993). Somit finden Salmonellen im Huhnereiweil}
widrige Wachstumsbedingungen vor.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt von Wachstumsstimulantien anhand von Reinkul-

turen (S. Enteritidis DSM 9898) getestet. Diese wurden als Suspensionskulturen 12 h bei
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4 °C gelagert. Kalte wurde deshalb als Stressbedingung gewahlt, da sie den Lagerungsbe-
dingungen von rohem Fleisch am nahesten kommt. REISSBRODT ET AL. (1996) dagegen la-
gerten artefiziell mit S. Enteritidis kontaminiertes Huhnereiweil® bis zu 11 Tage bei Raum-
temperatur und konnten bereits nach 6 h signifikant mehr Keime nachweisen als aus un-
supplementiertem gepuffertem Peptonwasser. Dies stellt rigidere Stressbedingungen dar als
in den eigenen Untersuchungen, zumal die Suspensionskulturen in nahrstoffreicher Stan-
dard-I-Bouillon bei 4 °C gelagert wurden und somit keine Nahrstofflimitierung wie z.B. im
Huihnereiweild vorlagen. Eine Nahrstofflimitierung wie im Hihnereiweiy wird man jedoch im
Fleisch nicht vorfinden. Trotzdem kénnte man davon ausgehen, dass auch in diesem Le-
bensmittel eine Eisenlimitierung gegeben ist, da Eisen meist proteingebunden vorliegt und
somit fir Salmonellen nicht verfiigbar ist (KINGSLEY ET AL., 1995). Aus diesem Grund kénnte
man davon ausgehen, dass die Supplementierung mit Ferrioxamin E zu einer Verbesserung
der Eisenversorgung von Salmonellen im Lebensmittel Fleisch flhrt.

Die Frage beim Einsatz von Ferrioxamin E scheint sich darauf zu richten, ab welchem
Stressausmal} der Wachstumsfaktor in der Resuszitation von Salmonellen aus Lebensmit-
teln seine Wirkung, d.h. die Wiederherstellung von geschadigten Zellen, die Verklrzung der
lag-Phase und den Schutz gestresster Zellen vor reaktiven Sauerstoffspezies wahrend der
Voranreicherung, entfaltet (REISSBRODT ET AL., 2000). So war Ferrioxamin E in Untersuchun-
gen von REISSBRODT ET AL. (2000) in der Lage, stark gestresste S. Typhimurium Zellen aus
Boden im Gegensatz zu unsupplementierten Proben (84 Tage) noch nach 455 Tagen wie-
derherzustellen. Solch rigide Stressbedingungen wird man jedoch in rohen Lebensmitteln
kaum vorfinden.

Fur die eigenen Untersuchungen flof3en bei der Auswahl der Stressbedingungen flir Salmo-
nellen die in Fleisch relevanten Lagerungsbedingungen ein. Salmonellen werden in Fleisch
hauptsachlich durch die Wirkung von Kalte, Hitze oder Konservierungsmitteln gestresst. Ro-
hem Fleisch kommt jedoch Kaltestre am nahesten, da solches vom Schlachtprozess bis zur
Abgabe an den Verbraucher gekuhlt gelagert werden mull. Das heif’t jedoch auch, dass
Stressbedingungen wie in Hihnereiweill im rohen Fleisch weniger vorherrschen werden.

Die Effektivitat von Ferrioxamin E wurde an verschiedenen Lebensmitteln untersucht. RICH-
TER ET AL. (2000) kontaminierten Rohmilch und Weichkase (aus hitzebehandelter Milch) mit
subletal geschadigten (durch Hitzebehandlung) Salmonella Serovaren. Auch in diesen Un-
tersuchungen ergab sich fur die kulturelle Methode nach ISO 6579 durch die Supplementie-
rung des Voranreicherungsmediums mit Ferrioxamin E keine Verbesserung in der Detektion
von Salmonellen. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu den Untersuchungen von HATTEN-
DORF UND BULTE (1997). Sie erzielten nach einer 20-stlindigen mit Ferrioxamin E supplemen-
tierten Voranreicherung in Verbindung mit einer verkirzten Selektivanreicherung (5 h) in
RVS-Medium mittels IMS bzw. PCR eine Wiederfindungsrate von 100 % fir einen Bereich
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von 10-50 KBE/10 g. In dieser Studie verbesserte Ferrioxamin E die Sensitivitdt des Salmo-
nellennachweises.

Deshalb sollte an dieser Stelle die Uberlegung mit einbezogen werden, ob Salmonellen in
Lebensmitteln tatsachlich in solchem Male gestresst werden, dass Wachstumsstimulantien
zur Resuszitation geschadigter Keime in ihrer Wirkung greifen kénnen.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit resultiert flir den Einsatz von Ferrioxamin E bei Lebens-
mitteln weiterer Forschungsbedarf. Durch das zunehmende Angebot von schutzgasverpack-
ter Frischfleischware ergeben sich im Vergleich zu loser Frischfleischware veranderte Le-
bensbedingungen flr Salmonellen. Wahrend frisches Fleisch nur einer Lagerungszeit von 1
bis 2 Tagen ausgesetzt ist, kann schutzgasverpacktes Fleisch Uber mindestens eine Woche
kihl gelagert werden. Durch die veranderten atmospharischen Bedingungen in der Verpa-
ckung sowie die verlangerte Lagerungsdauer bei Kalte erzeugen ein hoéheres Stressniveau
als dies in unverpackter Ware der Fall ist. Somit besteht durchaus ein Interesse, die Effektivi-
tat von Ferrioxamin E in Bezug auf schutzgasverpackte Fleischware in weiteren Studien zu
testen.

Als weiterer Wachstumsfaktor wurde ein hitzestabiler ,enterobacterial Autoinducer of

Growth* (Al) verwendet, der von verschiedenen Enterobakterien-Spezies in ndhrstoffarmem
Serum-SAPI Medium in Anwesenheit von Noradrenalin gebildet wird (LYTE ET AL., 1996;
FREESTONE ET AL., 1999). Die Effektivitat des Al in der Wiederherstellung von S. Typhimuri-
um wurde bisher von REISSBRODT ET AL. (2002) untersucht. In dieser Studie wurden S.
Typhimurium Zellen mehrere Monate in sterilem Reinstwasser bei Raumtemperatur gelagert
und anschlieBend die Fahigkeit des Wachstumsfaktors getestet, diese geschadigten Zellen
in gepuffertem Peptonwasser wiederherzustellen. In dieser Studie war Al in der Lage, die
Resuszitation schwer gestrefter S. Typhimurium Populationen auch dann noch zu begunsti-
gen, wenn Ferrioxamin E keinen positiven Effekt mehr zeigte. Fir den Al gilt ebenso wie
bereits flr Ferrioxamin E erwahnt, die Frage, ab welchem Stressniveau dieser Wachstums-
faktor einen positiven Effekt flr die Detektion von Salmonella spp. zeigt. Im Lebensmittel
Fleisch herrschen, wie bereits erwahnt, weniger rigide Stressbedingungen wie in den Unter-
suchungen von REISSBRODT ET AL. (2002). In weiteren Untersuchungen mul} die Effektivitat
von Al bei der Resuszitation von Salmonella spp. in Lebensmitteln weiter getestet werden,
vor allem im Hinblick auf schutzgasverpackte Frischfleischwaren.

Ein kombinierter Einsatz von Ferrioxamin E mit Al fihrt, ebenso wie in den Untersuchungen
von REISSBRODT ET AL. (2002), zu keiner signifikanten Reduktion der Anpassungsphase.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt einer Supplementierung von artefiziell mit Rein-
kulturen kontaminiertem gepuffertem Peptonwasser mit Ferrioxamin E und/oder Al unter-

sucht. Da sich Salmonella spp. aus Reinkulturen in anderen physiologischen Verhaltnissen
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befinden wie aus nativ kontaminierten Lebensmitteln, muf® in weiteren Untersuchungen die

Wirkung der beiden Wachstumsstimulantien anhand von Feldproben getestet werden.

2 Unterscheidung von lebenden und toten Salmonella spp.

Eine Gesundheitsgefahrdung des Verbrauchers geht von lebenden pathogenen Keimen aus.
Deshalb ist die Differenzierung von lebenden und toten Zellen durch ein mikrobiologisches
Prifverfahren wichtig. Konventionelle kulturelle Verfahren basieren auf dem Wachstumsver-
mogen lebender Zellen, so dass tote Zellen nicht detektiert werden. Neben der Zeitintensitivi-
tat kultureller Methoden (KEER UND BIRCH, 2003) bleiben auch VBNC-Keime aufgrund man-
gelnden Wachstums durch kulturelle Methoden undetektiert (MCKILLIP UND DRAKE, 2004).
Deshalb wurde die IMS-real-time PCR-Methode dieser Arbeit auf ihr Vermogen hin getestet,
lebende von toten Salmonella spp. zu unterscheiden.

Zunachst wurde versucht, lebende von toten S. Enteritidis mittels IMS aus Reinkulturen (oh-

ne Voranreicherung) zu unterscheiden. Es lag die Uberlegung zugrunde, dass Zellen mit
beschadigter Antigenstruktur nicht mehr an die Antikérper der Beads binden kénnen und
somit einem DNA-Nachweis mittels real-time PCR entzogen werden. Als Inaktivierungsme-
thode wurde eine fur das Lebensmittel relevante Temperatur (96 °C; 10 min) gewahlt. Die
Ergebnisse zeigen, dass nach IMS die DNA sowohl lebender als auch hitzeinaktivierter S.
Enteritidis mittels real-time PCR nachgewiesen werden konnte. Dies setzt voraus, dass die
Antigenstruktur durch die Hitzeinaktivierung bei den toten Zellen intakt blieb und somit eine
Bindung mit dem Antikérper der Beads erfolgen konnte. Die O-spezifische Seitenkette des
LPS-Komplexes definiert die O-Antigene von Salmonella spp.. Es wird davon ausgegangen,
dass sie als Antigen die spezifische Bindungsstelle der Antikorper der Beads in der IMS dar-
stellen. LPS ist sehr hitzeresistent (TSUJI UND HARRISON, 1978). FUJIl ET AL. (2002) zeigen in
ihrer Untersuchung, dass Nalsterilisation bei einer Temperatur von 121 °C fiir 15 min inef-
fektiv flr die Inaktivierung von LPS ist. Mit 96 °C lag die in der vorliegenden Arbeit ange-
wandte Inaktivierungstemperatur deutlich unter 121 °C. Deshalb kann davon ausgegangen
werden, dass LPS noch intakt war, und eine Bindung mit dem Antikorper stattgefunden hat.
Die Detektion von lebenden Mikroorganismen mittels IMS ist moglich (FLUIT ET AL., 1993).
HORNES ET AL. (1991) zeigten jedoch, dass ohne einen vorangegangenen Anreicherungs-
schritt auch nicht-lebende Zellen mit intakten Zelloberflachenantigenen durch IMS angerei-
chert werden kénnen. Deshalb kénnen mit IMS angereicherte tote Zellen durch den Nach-
weis von PCR-basierten Methoden ohne Voranreicherungsschritt zur Erfassung falsch-
positiver Ergebnisse flhren (SCHEU ET AL., 1998).

UYTTENDAELE ET AL. (1999) konnten hitzeinaktivierte (80 °C; 10 min) E.coli O157:H7 unab-

hangig von der Probenmatrix (Rinderhackfleisch) oder einem Voranreicherungsschritt bis zu
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einer Keimkonzentration von < 10® KBE/g mittels IMS-PCR nicht nachweisen. Die Autoren
fuhren dies darauf zurlick, dass die Keime durch die Hitzeeinwirkung lysiert werden, dadurch
die DNA frei und durch zwei Waschschritte abgespult wird und somit fir die Detektion nicht
mehr zur Verfigung steht. Obwohl UYTTENDAELE ET AL. (1999) Uber mikroskopische Analy-
sen nachweisen konnten, dass unmittelbar nach der Hitzeinwirkung nicht alle Zellen lysiert
waren, erhielten sie dennoch bis zur angegebenen Keimkonzentration von hitzeinaktivierten
Zellen kein falsch-positives Ergebnis durch die PCR. Sie gehen davon aus, dass die zwei
Waschschritte der IMS der kritische Faktor flir die Eliminierung falsch-positiver Ergebnisse
ist. In der vorliegenden Untersuchung konnten jedoch trotz Anwendung von drei Wasch-
schritten wahrend der IMS tote Salmonella-Zellen mittels real-time PCR detektiert werden.
Dieses Ergebnis bestatigt die Untersuchung von HORNES ET AL. (1991), dass nicht-lebende
Zellen mit intakten Zelloberflachenantigenen in der IMS angereichert werden kdnnen. Es ist
auch unwahrscheinlich, dass in den Untersuchungen von UYTTENDAELE ET AL. (1999) die
Antigenstruktur von E.coli O157:H7 durch die Hitzeinaktivierung zerstort wurde, so dass kei-
ne Antigen-Antikdrperbindung mehr stattfinden konnte. Die vorliegende Arbeit kann deshalb
nicht bestatigen, dass wiederholte Waschschritte wahrend der IMS ausreichen, die DNA to-
ter Zellen zu entfernen und somit der PCR-Detektion zu entziehen.

Im weiteren wurde untersucht, inwieweit sich ein Unterschied der Differenz der Crossing

Points vor und nach einem Anreicherungsschritt (4 h; 37 °C) lebender und hitzeinaktivierter

(96 °C; 10 min) S. Enteritidis aus Reinkulturen ergibt. Der Versuchsanordnung lag die Uber-
legung zugrunde, dass sich nur lebende Zellen vermehren kénnen. Diese Zellvermehrung,
die mit einer DNA-Zunahme verbunden ist, &ulert sich in einer Linksverschiebung des Cros-
sing Points und einer VergréRerung der Differenz der Crossing Points vor und nach dem
Anreicherungsschritt. Bei Keimgehalten von 10° KBE/ml bis 10" KBE/ml besteht ein signifi-
kanter (a = 0,05) Unterschied zwischen der Differenz der Crossing Points lebender und toter
Zellen. Selbst bei bestimmten Mischverhaltnissen aus lebenden und toten S. Enteritidis
kann, wenn auch kein signifikanter, aber doch erkennbarer Unterschied in der Differenz der
Crossing Points festgestellt werden. Durch die Spezifitat und Sensitivitat der angewandten
real-time PCR ist es moglich, nach einem vierstiindigen Voranreicherungsschritt lebende von
toten S. Enteritidis aus Reinkulturen zu unterscheiden.

Die durch die IMS und den Voranreicherungsschritt gewonnene Information zur lebend-tot-

Unterscheidung wurde nun verwendet, um diese Differenzierung auf Probenmatrix zu Uber-

tragen und dadurch einen Bezug zum Lebensmittel herzustellen. Es ging daher um die Fra-
ge, ob eine Differenzierung lebender und toter Zellen nicht nur aus Reinkulturen, sondern
auch aus dem Lebensmittel moglich ist und dadurch ein Praxisbezug abgeleitet werden
kann. Deshalb wurde IMS mit dem Voranreicherungsschritt zur lebend-tot-Unterscheidung

kombiniert. Die IMS, die zwar alleine nicht zur Differenzierung in der Lage ist, sollte dabei die
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Keime konzentrieren und aus der Mischflora des Lebensmittels separieren. Die eigentliche
Differenzierung erfolgte durch den Anreicherungsschritt, in welchem sich nur die lebenden
Zellen vermehren konnten, sowie durch die Spezifitdt und Sensitivitat der real-time PCR, die
auch geringe DNA-Mengen nachweisen kann. Im Vergleich zum Test der Differenzierung
lebender von toten Zellen aus Reinkulturen wurde ein Anreicherungsschritt von 6 h (37 °C)
gewahlt. Aus den Vorversuchen ergab sich, dass Matrixeffekte, die sich nachteilig auf die
Nachweisrate auswirkten, durch die Verlangerung der Voranreicherungszeit ausgeglichen
wurden. Die IMS wurde vor und nach dem Anreicherungsschritt durchgefihrt. Aus der Pro-
benmatrix Fleisch konnte vor der Anreicherung fir die getesteten Keimgehaltsstufen
(ca. 1 KBE/25 g; 10 KBE/25 g; 100 KBE/25 g) bis auf eine Ausnahme weder flir die lebenden
noch fir die toten Keime ein spezifisches Amplifikat nachgewiesen werden. Die getesteten
Keimkonzentrationen lagen unterhalb der Nachweisgrenze der IMS-real-time PCR-Methode.
Lediglich bei einer Konzentrationsstufe von 100 KBE/25 g hitzeinaktivierter Zellen gelang der
DNA-Nachweis. Dies bestatigt das Ergebnis, dass wahrend IMS auch hitzeinaktivierte, d.h.
tote und vermehrungsunfahige Zellen mit intakter Antigenstruktur durch die Antikorper der
Beads gebunden werden und aus diesen toten Zellen DNA nachgewiesen werden kann.
Nach dem Anreicherungsschritt war, bis auf eine Ausnahme (bei 1 KBE/25 g) in allen sechs
Ansatzen die DNA der lebenden Salmonellen nachweisbar, wahrend fir die inaktivierten
Zellen keine DNA detektierbar war. Weil sich die toten Zellen wahrend des Anreicherungs-
schrittes nicht vermehren konnten, blieben die Keimkonzentrationen unterhalb der detektier-
baren Menge von vor dem Anreicherungsschritt.

Bei der Beurteilung dieser Ergebnisse muf® man sich im Klaren sein, dass IMS, die bei der
Differenzierung aus Fleischmatrix zur Konzentrierung und selektiven Anreicherung einge-
setzt wurde, fahig ist, auch Keime zu binden, die zwar nicht mehr lebensfahig sind, aber iber
eine intakte Antigenstruktur verfiigen. Liegen in einem Lebensmittel nun in hohem Malie tote
Keime vor, kann weder IMS noch PCR alleine eine Unterscheidung treffen, ob ein potenziell
positives Ergebnis nun von lebensfahigen oder toten Zellen stammt. Dieses Problem, das
sich nicht zuletzt aus der langen Persistenz der DNA in toten Zellen (HERMAN, 1997) sowie
ihrer Resistenz gegenuber Erhitzung (MASTERS ET AL., 1994) ergibt, wurde durch den Anrei-
cherungsschritt umgangen. Dieser erméglicht die ,Verdlinnung® von toten Zellen, die durch
die Vermehrung der lebenden Zellen Gberwachsen werden. Auch SCHEU ET AL. (1998) emp-
fehlen einen Voranreicherungsschritt vor der PCR-Analyse, um das Problem der Detektion
toter Zellen durch PCR auszuschalten.

Im Gegensatz zu eukaryontischen Zellen erfolgt in prokaryontischen Zellen, wie z.B. bakteri-
ellen Zellen, keine stabile Expression von Houskeeping Genen (FEY ET AL., 2004). Die Ge-
nexpression bakterieller Zellen unterliegt sehr stark dem physiologischen Status des Bakteri-
ums sowie Umwelteinflissen (SzABO UND MACKEY, 1999). Die Persistenz von mRNA in toten
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Zellen ist zusatzlich abhangig von der Inaktivierungsmethode und den Lagerungsbedingun-
gen (SHERIDAN ET AL., 1998). Diese, die Anwesenheit von mRNA beeinflullienden GréfRen,
sind jedoch im Lebensmittel nicht bekannt (SzABO UND MACKEY, 1999). Diese Probleme sind
nicht vorhanden, wenn man DNA als Indikator fiir die Differenzierung von lebenden und toten
Zellen wahlt. Unabhangig von inneren und aufieren Faktoren, die das Bakterium beeinflus-
sen, ist DNA immer vorhanden und von genetisch regulierter Expression unbeeinfluft.

Die Verwendung von mRNA oder DNA als Marker flr die Unterscheidung von lebenden und
toten Bakterien ist von einem gewissen Grad an Unsicherheit verbunden. Der Nachweis von
mRNA beruht auf der Uberlegung, dass das instabile Molekdl in toten Zellen in Korrelation
mit dem Verlust an Lebensfahigkeit abgebaut und somit nur in lebenden Zellen als Zeichen
eines intakten Metabolismus gebildet wird. Man wirde, hatte man ein geeignetes mRNA
Transkript gefunden, folglich nur die lebenden Zellen detektieren. Da aber, wie bereits er-
wahnt, die Genexpression in Bakterien sowohl von physiologischen Parametern als auch von
Umwelteinflissen bestimmt wird und eine stabile Expression des mRNA-Targets, die unab-
hangig von den EinfluRgréRen, in detektierbarer Menge erfolgen und zuséatzlich noch spezi-
fisch fur den Mikroorganismus sein muf3te (MCINGVALE ET AL., 2002), selten zu finden ist,
besteht auch bei der Verwendung von mRNA als Marker die Gefahr von falsch-negativen
Ergebnissen, wenn ein lebendes Bakterium das Gen nicht exprimiert (RIJPENS UND HERMAN,
2002). Far die Verwendung von DNA als Marker zur Bestimmung der Lebensfahigkeit be-
steht aufgrund der hohen Stabilitdt des Molekils allerdings die Moglichkeit, falsch-positive
Ergebnisse von toten Zellen zu erhalten (JOSEPHSON ET AL., 1993).

Durch die vorliegende Arbeit wurde gezeigt, dass durch einen Voranreicherungsschritt die
Unterscheidung von lebenden und toten Salmonella spp. mittels IMS und PCR, die beide
separat betrachtet nicht in der Lage sind, eine Differenzierung vorzunehmen, erméglicht
wird. Der Voranreicherungsschritt bedeutet auch keinen Zeitverlust, da dieser in mikrobiolo-
gischen Methoden zur Resuszitation sowie Vermehrung von Keimen und dadurch zur Erho-
hung der Methodensensitivitat vorgesehen ist (SCHEU ET AL., 1998; BAYLIS ET AL., 2000b).
Auch SHERIDAN ET AL. (1999) empfehlen fir die Verwendung von tufA mRNA von E. coli die
Anwendung eines Voranreicherungsschrittes, da sich die Persistenz der mRNA durch héhe-
re Temperaturen verringert und dadurch die mRNA toter Zellen schneller abgebaut wird. Im
Gegensatz zur Verwendung von DNA ist fur tufA mRNA aus E. coli der Abbau von den Inku-
bationsbedingungen abhangig.

Da die Detektion von DNA weniger vom physiologischen Status des Bakteriums sowie von
umweltbedingten GroRRen beeinflusst werden kann als die von mRNA, ergibt sich deshalb im
Moment als unkompliziertester und sicherster Weg der lebend-tot-Unterscheidung prokary-

notischer Zellen der Gebrauch eines Anreicherungsschrittes in Verbindung mit einer DNA-
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basierten Methode. Diese Bewertung der Ergebnisse schlie3t sich den Ausfiihrungen von
RIJPENS UND HERMAN (2002) an.

In der vorliegenden Arbeit erfolgt die Differenzierung von lebenden und toten Salmonella
spp. durch einen sechsstlindigen Voranreicherungsschritt, der nur den lebenden Zellen die
Vermehrung ermdglicht. Deshalb kann in diesem Fall eine spezifische und sensitive DNA-
basierte Nachweismethode, wie die real-time PCR angewendet werden. Zudem liegt der
Vorteil in der Verwendung von DNA als Indikator zur Bestimmung bakterieller Lebensfahig-
keit in ihrer hoheren Stabilitat gegenuber Einflussfaktoren begriindet. Die Steigerung der

Sensitivitat wurde durch die Konzentrierung der Keime mittels IMS erreicht.

3 Anpassung und Optimierung der IMS-real-time PCR-Methode
an das amtliche Referenzverfahren nach 835 LMBG

Durch eine im Vergleich zum Referenzverfahren verkirzte Voranreicherungszeit (6 h; 37 °C)
sowie die Kombination von Immunomagnetischer Separation mit real-time PCR wird die Re-
duktion der Versuchszeit erreicht. Die durch die Inkubation zunehmende Viskositat der Vor-
anreicherung sowie die Fasern und das Fett der Probenmatrix Fleisch stellt erhéhte Anforde-
rungen an die Probenaufbereitung. Die PCR ist zwar spezifisch, sensitiv und schnell, kann
aber durch mehrere Faktoren, wie z.B. komplexen Lebensmittelmatrizes mit einem hohen
Fett- und Proteingehalt inhibiert werden (ROSSEN ET AL., 1992; LANTZ ET AL., 1994). Inhibito-
ren reduzieren oder hemmen die Amplifikationseffizienz (WILSON, 1997). Dies und die Bin-
dung von DNA an die Lebensmittelmatrix (UYTTENDAELE ET AL., 1999) kann zu falsch-
negativen Ergebnissen fiihren (WILSON, 1997). Die Entfernung dieser stérenden Komponen-
ten ist der wichtigste Schritt der Probenaufbereitung PCR-basierter Detektionsmethoden
(JENIKOVA ET AL., 2000).

Die Immunomagnetische Separation dient nicht nur der spezifischen und selektiven Anrei-
cherung des Zielorganismus aus Mischkulturen der Voranreicherung, sondern separiert den
nachzuweisenden Keim auch aus die PCR stérenden und inhibierenden Matrizes (FLUIT ET
AL., 1993; BAUMLER ET AL., 1997; SPANOVA ET AL., 2001).

Frihere Studien belegen jedoch, dass sowohl ein hoher Fettgehalt des Lebensmittels
(SKJERVE UND OLSVIK, 1991; COLEMAN ET AL., 1995a,b) als auch eine hohe Viskositat (UYT-
TENDAELE ET AL., 2000) sowie Lebensmittelpartikel (JENIKOVA ET AL., 2000) die Immuno-
magnetische Separation stéren. Lebensmittelpartikel blockieren die Antikérper und verhin-
dern deshalb die Bindung der Bakterien und deren Separation (BENOIT UND DONAHUE, 2003).
Deshalb ist es Ziel der Probenaufbereitung, diese sowohl die IMS als auch die PCR stérende
Bestandteile aus der Voranreicherung zu entfernen. In der vorliegenden Arbeit konnten

durch die Zentrifugation vor Anwendung der IMS die besten Ergebnisse zur Entfernung von
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Fasern und groben Fleischbestandteilen erzielt werden. Die Anwendung des sterilen Edel-
stahlstempels wurde deshalb nicht weiter verfolgt, da das Sediment, das nach der Zentrifu-
gation relativ instabil ist, dadurch wieder zerstort wurde und die abzentrifgierten Fasern in
den Uberstand aufgewirbelt wurden. Vor allem die Entfernung von fettigen Bestandteilen
erwies sich als schwierig. Die Eliminierung von Fett ist durch Zentrifugation nicht gegeben,
da Fett in der oberen Phase verbleibt und sich nicht in das Sediment verschieben laf3t. Co-
LEMAN ET AL. (1995a) versuchten, ein Aliquot der Voranreicherung bei 4 °C flr 1 h zu kihlen,
um Matrixpartikeln die Sedimentation zu erleichtern sowie die Verfestigung des Fetts zu er-
zielen und somit die stérende Wechselwirkung mit den Antikérpern der Beads zu unterbin-
den. Die Kuhlung Ioste das Problem des Bakterienverlustes wahrend des Separationsschrit-
tes (SKJERVE UND OLSVIK, 1991) durch den hohen Fettgehalt jedoch nur partiell. Zudem ist
ein einstindiger Kihlungsschritt wahrend der Probenaufbereitung zu zeitaufwendig und flr
die Anwendung auf eine Schnellmethode ungeeignet.

In der vorliegenden Arbeit gliedert sich die DNA-Gewinnung in zwei Schritte. Im ersten
Schritt erfolgte mittels Lysispuffer-Proteinase K die Lyse der durch IMS konzentrierten Sal-
monella spp.. Das Kochen des Lysats im Anschluf® an den Proteinase K-Verdau inaktiviert
nicht nur die, die PCR stérende Proteinase K (Cul ET AL., 2003), sondern auch hitzelabile
PCR-Inhibitoren (LANTZ ET AL., 2000). AuRerdem erfolgt eine Aufspaltung unvollstandig ly-
sierter Salmonellenzellen. Durch die Saulenaufreinigung mit Hilfe eines kommerziell erhaltli-
chen Kits werden der Zelldetritus und andere niedermolekulare Bestandteile aus dem Extrakt
im zweiten Schritt entfernt und ein fur die real-time PCR sehr reines Eluat erhalten. Diese Art
der DNA-Extraktion und —Aufreinigung ist nicht nur einfach zu handhaben, sondern auch
schnell durchgefiihrt (Abbildung 7).

Der IMS und DNA-Extraktion sowie -Aufreinigung angeschlossen wird zur spezifischen, sen-
sitiven und schnellen Identifizierung von Salmonella spp. die real-time PCR. Der Vorteil der
real-time PCR dieser Arbeit liegt in der Verwendung Sequenz-spezifischer Hybridisierungs-
sonden. Bisher kombinieren zwei weitere Studien IMS mit real-time PCR (DE MEDICI ET AL.,
2003; MERCANOGLU UND GRIFFITHS, 2005). In beiden Untersuchungen wird jedoch der Se-
quenz-unspezfiische Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green verwendet.

Es besteht auch ein Unterschied in der Inkubationsdauer der Voranreicherung. In der vorlie-
genden Arbeit wird die Voranreicherung 6 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wird ein 20 ml
Aliquot zentrifugiert und daraus ein 10 ml Aliquot fir IMS verwendet. MERCANOGLU UND
GRIFFITHS (2005) inkubieren 10 h bei 37 °C und verwenden fur die IMS ein 1 ml Aliquot der
Voranreicherung. Ein geringeres Aliquot fur die IMS muf3, mdchte man die gleiche Sensitivi-
tat erreichen, durch eine langere Inkubationzeit kompensiert werden und umgekehrt. Durch
die Verwendung eines grofReren Aliquots fur die IMS kann die Inkubationszeit unter Bertick-

sichtigung der Sensitivitat verklrzt werden. Gleichzeitig wird die Viskositat der Voranreiche-
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rung verringert, wodurch ein Vorteil fir die IMS geschaffen wird. Nach artefizieller Kontami-
nation von Fleisch liegt die Nachweisgrenze der vorliegenden Arbeit bei 10 KBE/25 g im
Vergleich zu 2,5 KBE/25 g in den Untersuchungen von MERCANOGLU UND GRIFFTHS (2005).
Die Unterschiede kénnen auch im gewahlten Detektionsformat der real-time PCR begrindet
liegen. Es ist deshalb ein Kompromif3 zwischen Sensitivitdt und Spezifitdt zu finden. Der
Zeitbedarf ist mit ca. 13 h fir beide Methoden gleich.

4  Vergleich der IMS-real-time PCR-Methode mit dem kulturellen
Referenzverfahren nach 835 LMBG

Die Leistungsfahigkeit der IMS-real-time PCR-Methode wurde anhand des kulturellen Refe-
renzverfahrens nach §35 LMBG getestet. In diesen Vergleich einbezogen wurden artefiziell
kontaminierte Proben sowie nativ kontaminierte Feldproben. Fir die Uberprifung der Leis-
tungsfahigkeit ist es wichtig, beide Moglichkeiten der Kontamination zu testen, da sich Sal-
monellen in Lebensmitteln (native Kontamination) nicht im gleichen physiologischen Stadium
befinden wie im Labor angezichtete Reinkulturen (artefizielle Kontamination). Deshalb be-
steht durch den Nachweis einer ausschlieBlich artefiziellen Kontamination die Gefahr, die
Sensitivitdt der zu testenden Methode zu Uberschatzen (FLUIT ET AL., 1993; RIJPENS ET AL.,
1999; SPANOVA ET AL., 2001).

Sowohl die IMS-real-time PCR-Methoden als auch die Referenzmethode wurden aus jeweils
der gleichen Voranreicherung bedient, wodurch ein exakter Methodenvergleich gewahrleistet

wurde.

4.1 Artefiziell kontaminiertes Probenmaterial

Durch die Untersuchung artefiziell kontaminierter Proben wurde die Nachweisgrenze und
Ubereinstimmung der Schnellmethode mit dem Referenzverfahren anhand definierter Keim-
zahlen von S. Enteritidis DSM 9898 bestimmt. Die Vorgabe der Referenzmethode lautet,
dass in 25 g Probenmaterial keine Salmonelle nachweisbar sein darf. Folglich muf3 durch
beide Methoden 1 KBE/25 g detektierbar sein. Definiert man nun nach HUBNER ET AL. (2002)
die Nachweisgrenze eines mikrobiologischen Prifverfahrens als kleinste Konzentration an
Mikroorganismen, die mit genlgender statistischer Sicherheit nachgewiesen werden kann,
so ergibt sich fir beide Methoden eine Nachweisgrenze von 10 KBE/25 g, da bei dieser
Keimkonzentration 100 % der inokulierten Proben als Salmonella-positiv erkannt wurden.
Man muf} jedoch beachten, dass lebende Organismen gemessen werden, die sich dyna-

misch verhalten. Deshalb ware es praziser, von einer theoretischen Nachweisgrenze zu
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sprechen, da aufgrund der Dynamik der Mikroorganismen eine praktische Nachweisgrenze
schwer festgestellt werden kann (HUBNER ET AL., 2002). Auch im kulturellen Verfahren kann
die Detektion durch die Anwesenheit anderer Mikroorganismen, die mit den Salmonellen
wahrend der Anreicherung konkurrieren, verhindert werden (BECKERS ET AL., 1987).

Wie bereits eingangs erwahnt, befinden sich Salmonellen aus Lebensmitteln nicht in den
gleichen physiologischen Verhaltnissen wie Reinkulturen. Sie sind meist geschwacht oder
gar subletal geschadigt. Dieser Umstand wurde in der Arbeit beachtet, indem die Keime, die
zur artefiziellen Kontamination verwendet wurden, vor der Inokulation 12 h bei 4 °C gelagert
wurden. Diese Stressbedingung wurde deshalb gewahlt, weil sie Lagerungsbedingungen von
Fleisch am besten widerspiegelt. RIJPENS ET AL. (1999) untersuchten Milch- und Eiprodukte
und wahlten sprihgetrocknete Salmonella spp. flir die artefizielle Kontamination. Diese
Stressbedingung kommt Milch- und Eiprodukten, die selbst getrocknet werden, sehr nahe.
FLUIT ET AL. (1993) wahlten fir ihre Untersuchungen von Fleisch mittels IMS-PCR den Ge-
frier- und Auftau-Zyklus, um die Salmonellen zu schadigen. In dieser Arbeit kam eine Scha-
digung durch Einfrieren und Auftauen jedoch nicht in Frage, da frisches, gekuhlt angebote-
nes Fleisch untersucht werden sollte.

Als Malstab fur den Vergleich beider Methoden diente das Ergebnis der Referenzmethode,
wenn das SC- sowie das RVS-Medium 48 h inkubiert wurde. Wahrend die IMS-real-time
PCR eine Sensitivitat von 100 % aufweist und damit zum Ausdruck bringt, dass sie kein
falsch-negatives Ergebnis geliefert hat, liegt die Falsch-Positiv-Rate bei 20 % (Spezifitat: 80
%). Dieser Wert ergibt sich deshalb, weil bei einer Keimkonzentration von 1 KBE/25 g die
Referenzmethode im Gegensatz zur Schnellmethode bei 2 von 12 Anséatzen kein Ergebnis
erhalten hat, obwohl die Probe mit der angegebenen Keimmenge inokuliert worden war. Die
Referenzmethode hatte an dieser Stelle folglich zu einem Salmonella-positiven Ergebnis
kommen mussen. Vor diesem Hintergrund muf} deshalb bei der Beurteilung falsch-positiver
Ergebnisse die Differenzierung des erhaltenen Resultats mit beachtet werden (HUBNER ET
AL., 2002).

Fir die statistische Ubereinstimmung ergab sich ein Wert von k = 0,85. Somit kann in Bezug
auf artefiziell kontaminierte Proben von einer vollstandigen statistischen Ubereinstimmung
beider Methoden ausgegangen werden (HUBNER ET AL., 2002). Wie in anderen Arbeiten
(HATTENDORF UND BULTE, 1997; EROL ET AL., 1999) hat sich auch in der vorliegenden Arbeit
die Kopplung von IMS mit PCR fir einen schnellen, spezifischen und sensitiven Nachweis
von Salmonella spp. aus artefiziell kontaminierten Proben bestatigt. Wahrend die Kombinati-
onen aus IMS mit konventioneller PCR nach 20-30 h ein Ergebnis vorlegt (Tabelle 7), ist dies
mit einer IMS-real time PCR-Methode, wie man auch aus den Untersuchungen von MERC-
NOGLU UND GRIFFITHS (2005) erkennbar ist, in 12-13 h moglich.
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4.2 Nativ kontaminiertes Probenmaterial

Die Prifung der Leistungsfahigkeit erfolgte anhand von 491 nativ kontaminierten Feldproben.
Den Auswertungsmalstab setzten SC- sowie RVS-Medium nach 48-stiindiger Inkubation,
weil mit diesen Bebrutungsbedingungen die meisten Salmonella-positiven Resultate durch
die Referenzmethode erzielt wurden. Wahrend die Versuchsvorschrift des Referenzverfah-
rens die Inkubation des SC-Mediums fir 48 h verpflichtend vorschreibt, sieht sie eine 48-
stindige Inkubation des RVS-Mediums nur optional vor. Deshalb wurden die Ergebnisse der
IMS-real-time PCR-Methode auch mit den Ergebnissen des Referenzverfahrens nach
SC 48 h/RVS 24 h verglichen. Beim Vergleich der IMS-real-time PCR-Methode mit den bei-
den Inkubationsbedingungen der Selektivmedien im kulturellen Verfahren ergeben sich un-
terschiedliche Falsch-Positiv- sowie Falsch-Negativ-Raten.

Im Vergleich zu einer 48-stundigen Inkubation des RVS-Mediums ergeben sich fur die
Schnellmethode drei falsch-positive Resultate. Nach der Differenzierung der erhaltenen
Amplifikate durch Sequenzierung ergab sich, dass in den Proben die Salmonellen-
spezifische Zielsequenz nachgewiesen wurde. Alle drei falsch-positiven Proben gehéren zur
Probenmatrix Hackfleisch, die bekanntlich eher fett ist. Der Erfolg der Isolation und Identifika-
tion vor allem niedriger Zahlen an Salmonella spp. aus Lebensmitteln ist jedoch abhangig
vom Lésen der Keime aus der Fettphase, damit sie sich auf ein detektierbares Mal} sowohl
in nicht selektiven als auch selektiven Medien vermehren kénnen (D’AOUST ET AL., 1982).
Ebenso kann es mdglich sein, dass vor allem wuchernde Spezies der Begleitflora, wie Citro-
bacter spp. oder Proteus spp. nach 16-20 h die nachzuweisenden Salmonella spp. Uber-
wachsen haben, wahrend dies nach 6 h Voranreicherungszeit noch nicht gelungen ist, so
dass der Nachweis durch die IMS-real-time PCR-Methode erfolgreich war. Durch die sechs-
stindige Voranreicherung und der damit verbundenen Vermehrung lebender Zellen, ist es
unwahrscheinlich, dass das Salmonellen-spezifische Signal in der PCR von toten Salmonella
spp. stammte.

Im weiteren erkannte die Schnellmethode im Vergleich zum Referenzverfahren bei einer
Inkubation des RVS-Mediums fiir 48 h sieben positive Proben als negativ (falsch-negative
Resultate). Funf der Isolate gehorten dabei dem Serovar S. Typhimurium und zwei Isolate S.
Subspezies | Rauform an. Alle sieben Isolate ergaben als Reinkultur in der real-time PCR ein
eindeutig Salmonella-positives Ergebnis (Sequenz-spezifische Hybridisierungssonden). Weil
aus den Reinkulturen in der PCR ein positives Resultat erhalten wurde, muf3 in den vorheri-
gen Verfahrensschritten der Schnellmethode der Grund fur den ausbleibenden Nachweis
gesucht werden.

So haben Studien belegt, dass sich eine kiirzere Inkubationszeit (6h) nachteilig auf die Sen-
sitivitdt der Methode aufgrund unzureichender Resuszitation gestresster oder geschadigter
Keime auswirken kann (D’AousT, 1981; D’AOUST ET AL., 1990a). Dies kann zu falsch-
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negativen Ergebnisse flhren. Grundsatzlich mufd man die mdglicherweise nachteilige Aus-
wirkung einer reduzierten Voranreicherungszeit auf die Methodensensitivitat differenziert
bewerten. Die Dauer der Voranreicherung ist auch immer abhangig von der Sensitivitat des
nachgelagerten Detektionsverfahrens. Deshalb mag diese Aussage in Bezug auf rein kultu-
relle Methoden zutreffen. Je sensitiver ein Nachweisverfahren ist, desto weniger Keime sind
fur eine erfolgreiche Detektion nétig. Legt man in einer Modellrechnung fir Salmonella spp.
optimale Wachstumsbedingungen (Generationszeit von 20 min) ohne EinfluR der Begleitflora
und Probenmatrix zugrunde und nahme man weiter an, es ware in der Probe 1 KBE enthal-
ten, waren nach 6 h Voranreicherung ca. 131.000 Keime vorhanden. Fir die real-time PCR
der vorliegenden Arbeit sind aus Reinkulturen 3 bis 0,15 KBE/PCR-Ansatz flr ein positives
Resultat erforderlich (SCHMID, 2002). Berlcksichtigt man nun den Einflu® von Matrixeffekten
und Verluste durch die IMS sowie DNA-Extraktion und —Aufreinigung, sollten dennoch nach-
weisbare DNA-Mengen vorhanden sein. Es kann jedoch durch den Einflul von Matrixeffek-
ten die Resuszitation und Vermehrung der Salmonellen im Voranreicherungsmedium behin-
dert werden, so dass ein Nachweis nach 6 h noch nicht moglich ist.

Aullerdem kann die IMS durch das Fett (SKJERVE UND OLSVIK, 1991) und die Fasern der
Probenmatrix behindert worden sein und somit keine detektierbaren Mengen an Salmonella
spp. separiert haben. Aber nicht nur die Probenmatrix, auch die Begleitflora kann die IMS
stéren. So berichten COLEMAN ET AL. (1995b), dass mucoide Coliforme, wie Citrobacter
freundii, Pseudomonas spp. sowie Proteus spp. mit den Salmonellen in der Bindung an die
Beads interferieren. MOLLA ET AL. (1994) wiesen zwar nach, dass eine unspezifische Bindung
an die Beads nicht die Extraktion der Salmonellen stort. Dennoch ist es vorstellbar, dass
gerade mucoide Spezies die Bindungsstellen fiir die Salmonellen besetzten. RIPABELLI ET AL.
(1997) erklaren die Koloniebildung von nicht-Salmonellen auf Selektivagar durch die Zu-
sammenlagerung von mehreren Zellen zu Beadclustern.

Die ausbleibende Detektion der zwei S. Subspezies | Rauform Isolate (Probennummern 288
und 369) ist mit hoher Wahrscheinlichkeit durch die IMS verursacht. Rauformen entstehen
aufgrund von Veranderungen in der O-spezifischen Seitenkette (O-Antigen) des LPS-
Komplexes. Diese besteht aus repetitierenden Einheiten. Durch Mutationen haben Raufor-
men die fir sie spezifische O-Antigenstruktur verloren. Weil diesen Isolaten die spezifische
Antigenstruktur fehlt, kann auch der Antikérper nicht mehr binden und somit erfolgt keine
Separation dieser Keime. Trotzdem kdénnen Ausnahmen auftreten. Aus Probe 428 konnte
ebenfalls eine S. Subspezies | Rauform isoliert werden, die jedoch auch mit der Schnellme-
thode nachweisbar war. Offensichtlich besteht die Mdglichkeit der Bindung, wenn Teile die-
ser sich repetitierenden Einheiten der O-spezifischen Seitenkette vorhanden sind. Denn
wahrend die nicht detektierten Raufom-Isolate serologisch negativ blieben und nur bioche-

misch bestatigt werden konnten, zeigte das detektierte Rauform-Isolat der Probe 428 eine
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biochemische sowie eine, wenn auch schwache, Agglutinationsreaktion mit dem eingesetz-
ten Polyvalent | Serum.

Auch wahrend der Extraktion und Aufreinigung der DNA kann es zu Verlusten kommen.
Nach der Lysispuffer-Proteinase K-Aufreinigung sind neben dem Zelldetritus auch durch die
Waschschritte der IMS nicht entfernte Bestandteile der Probenmatrix, wie Fett und Fasern
enthalten. Deshalb besteht in diesem Schritt der Schnellmethode die Moglichkeit, dass die
DNA an diese Lebensmittelbestandteile bindet und fir den Nachweis nicht mehr zur Verfu-
gung steht (UYTTENDAELE ET AL., 1999).

Wendet man die im Referenzverfahren geforderten Inkubationsbedingungen
(SC 48 h/RVS 24 h) an, steigt die Zahl der in der IMS-real-time PCR-Methoden falsch-
positiven Resultate auf sechs an. Unter der reduzierten Inkubation des RVS-Mediums konnte
die Referenzmethode im Gegensatz zur Schnellmethode drei Proben (Probennummern 188;
236; 253) nicht als Salmonella-positiv detektieren. Dies verdeutlicht wieder, dass bei der Be-
urteilung von abweichenden Ergebnissen deren Differenzierung fur eine korrekte Wertung
unerlasslich ist. Eine Verlangerung der Bebritungszeit des RVS-Mediums auf 48 h ermdg-
licht die Detektion von finf mit Salmonella spp. kontaminierten Proben, die nach einer 24-
stindigen Inkubationszeit unerkannt geblieben waren. Somit ist aus den Ergebnissen dieser
Arbeit eine verlangerte Bebritung des RVS-Mediums zur Erzielung einer erhdhten Sensitivi-
tat des kulturellen Verfahrens zu empfehlen. Diese Empfehlung steht im Gegensatz zu den
Untersuchungen von D’AOUST ET AL. (1992a), die keine Effizienzsteigerung durch eine ver-
langerte Bebritung von Selektivmedien finden konnten, jedoch im Einklang mit den Ergeb-
nissen von HARVEY UND PRICE (1981), die auch eine erhdhte Salmonella-Isolationsrate nach
einer 48-stiindigen Inkubationsdauer des RVS-Mediums erhielten.

Unter den angegebenen reduzierten Inkubationsbedingungen des RVS-Mediums hatte das
Referenzverfahren zwei nach SC 48 h/RVS 48 h Salmonella-positiven Proben (211 und 369)
ebenso wie die IMS-real-time PCR-Methode nicht detektiert. Das heil’t, dass diese beiden
Proben nicht nur in der IMS-real-time PCR-Methode negativ waren, sondern auch nach einer
48-stliindigen Inkubation des SC-Mediums sowie 24-stiindigen Inkubation des RVS-
Mediums. Die fette Lebensmittelmatrix erschwert nicht nur die Isolation und Detektion von
Salmonella spp. durch die Schnellmethode, sondern auch das Wachstum der Keime im Se-
lektivmedium des kulturellen Verfahrens (D’AOUST ET AL., 1982).

Nach Uberpriifung der Leistungsfahigkeit der IMS-real-time PCR-Methode anhand des kultu-
rellen Referenzverfahrens nach §35 LMBG besteht sowohl bei artefizieller (k = 0,85) als auch
bei nativer Kontamination (k = 0,87, wenn SC 48 h/RVS 48 h) eine statistische Ubereinstim-

mung.
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4.3 Zeitbedarf

Der Hauptunterschied beider Methoden ergibt sich aus dem unterschiedlichen Zeitbedarf fiir
ein Ergebnis. Bei Anwendung des kulturellen Verfahrens liegt das serologisch bzw. bioche-
misch bestatigte Ergebnis, unter Beriicksichtigung des Subkultivierungsschrittes nach der
Identifizierung, fir Salmonella-negative Proben nach 6-7 Tagen und fiir Salmonella-positive
Proben nach 7-8 Tagen vor. Mit dem IMS-real-time PCR-Verfahren liegt das Ergebnis so-
wohl fir negative als auch positive Proben nach ca. 12-13 h vor. Den unterschiedlichen Zeit-

anspruch beider Methoden veranschaulicht Abbildung 7 graphisch.

IMS-real-time PCR ]

Kulturelles
§35 LMBG

Zeitbedarf [d]

H Probenvorbereitung O nicht selektive Voranreicherung

Ml selektive Anreicherung M Identifizierung/Bestatigung

Abbildung 7: Gegenuberstellung des Zeitbedarf der IMS-real-time PCR-Methode im Ver-
gleich zum kulturellen Referenzverfahrens nach §35 LMBG.

Aus der graphischen Darstellung (Abbildung 7) ist eindeutig ersichtlich, dass die Schnellme-
thode nach einem geringeren Zeitaufwand ein mittels Hybridisierungssonden bestatigtes
Ergebnis liefert als das kulturelle Referenzverfahren. Ein Anspruch an eine Schnellmethode
liegt jedoch auch in ihrer Moglichkeit zur Automatisierung (MALORNY ET AL., 2003). Die Im-
munomagnetische Separation als zeit-und personalintensivster Arbeitsschritt der Schnellme-
thode hat deshalb das gréRte Einsparungspotenzial. Von der Firma Dynal wird der soge-
nannte BeadRetriever™ angeboten, der die automatisierte IMS (AIMS) ermdglichen soll.
Vergleichende Untersuchungen zwischen AIMS und manueller IMS (MIMS) wurden am Pro-
totyp des Gerates bereits durchgefiihrt. MASSING UND BULTE (2000) stellten fest, dass AIMS

im Vergleich zu MIMS zu einem reduzierten Zeit- und Arbeitsaufwand bei einfacher Handha-
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bung fuhrt. Dennoch stellten sie fest, dass die Zuverlassigkeit dieser Methode von der Pro-
benmatrix abhangig war. Wahrend sie fur die Untersuchung von Schweinehackfleischproben
zuverlassig einsetzbar war, ergab sich fur die Untersuchungen von Gefligelfleischproben
eine schwach signifikante Uberlegenheit von MIMS im Vergleich zu AIMS. CHAPMAN UND
CUDJOE (2001) stellten zwar keinen signifikanten Unterschied zwischen MIMS und AIMS,
aber die Moglichkeit einer Kreuzkontamination zwischen negativen und artefiziell kontami-
nierten Proben wahrend AIMS fest. In den Untersuchungen von DUNCANSON ET AL. (2003),
die AIMS mit einem Enzym-Immunoassay (AIMS-EIA) zum Nachweis von Salmonella spp.
kombinierten, fihrt AIMS zu einer Reduktion der Versuchszeit im Vergleich zur kulturellen
Methode. LYNCH ET AL. (2004) stellten neben einer 15,5 % hohere Sensitivitat von AIMS im
Vergleich zur kulturellen Methode auch eine geringere Arbeitsintensivitat von AIMS fest.

Der BeadRetriever™ von Dynal ist jedoch nur fiir 15 x 1 ml Proben konzipiert. Fiir die IMS in
der vorliegenden Untersuchung wurde ein 10 ml Aliquot verwendet. Um die theoretische
Nachweisgrenze von 1 KBE/25 g zu erreichen, muf® entweder fir die Enthahme eines klei-
nen Aliquots fur die IMS die Voranreicherung langer bebritet werden oder, wie in der vorlie-
genden Arbeit, ein groReres Aliquot nach kirzerer Inkubationszeit enthommen werden. Da
jedoch fir die Entwicklung einer Schnellmethode der Faktor Zeit die entscheidende Grole
ist, ware es wunschenswert, wenn AIMS auch fur gréReres Volumina (z.B. 10 ml) entwickelt

werden wirde.

5 Diagnostische PCR

In den vergangenen Jahren hat sich eine Fille von PCR-basierten Methoden zum Nachweis
von pathogenen Mikroorganismen aus Lebensmitteln entwickelt. Nicht selten liegt die
Schwierigkeit bei der Anwendung darin, dass die veroffentlichten Verfahren zeitaufwendig
auf die jeweiligen Bedingungen der einzelnen Labore angepasst werden miissen (HOORFAR
ET AL., 2004). Deshalb wird die Erarbeitung international anerkannter Standards fir PCR-
basierte Methoden notwendig (HOORFAR UND COOK, 2002). Die Vorraussetzung fir die Aner-
kennung einer PCR als Standard, ist, dass sie nicht patentiert und durch einen ,multicenter
collaborative trial“ entsprechend internationaler Kriterien validiert wurde (HOORFAR ET AL.,
2003). Nur IAC (internal amplification control) enthaltende PCRs werden einem ,multicenter
collaborative trial* unterzogen, der wieder Voraussetzung flr eine Standardisierung ist
(HOORFAR ET AL., 2003).

CEN hat in Zusammenarbeit mit ISO eine allgemeine Richtlinie fir PCRs zum Nachweis von
pathogenen Mikroorganismen aus Lebensmitteln vorgeschlagen, die die Verwendung einer
IAC in der PCR als verpflichtend vorsieht (ANONYMUS, 2005d). Gemal} Definition ist die IAC

eine nicht-Target DNA-Sequenz, die im gleichen Reaktionsgefall wie die Zielsequenz enthal-
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ten ist und gleichzeitig mit dieser amplifiziert wird (HOORFAR ET AL., 2004). Mit einer reliabel
arbeitenden IAC ist es mdglich, falsch-negative Resultate, die sich z.B. aufgrund einer
Hemmung der PCR ergeben, zu erkennen (PERELLE ET AL., 2004). Der Ausschluf® falsch-
negativer Ergebnisse ist wichtig, um eine Gefahrdung der Bevélkerung zu verhindern.

Das Design der IAC lasst CEN allerdings offen (HOORFAR ET AL., 2004). Nach HOORFAR ET
AL. (2004) missen deshalb in Abhangigkeit der verwendeten |IAC-Strategie fir die diagnosti-
sche PCR verschiedene Kriterien beachtet werden. Verwendet man die kompetitive IAC
(Target-DNA und IAC werden mit einem Primersatz amplifiziert) ergeben sich aufgrund der
Konkurrenz durch die IAC neben einer niedrigeren Amplifikaitonseffizienz der PCR auch eine
niedrigere Nachweisgrenze. AuRerdem kann es bei hohen IAC-DNA Konzentrationen durch
die Uberdeckung des Target Signals oder durch die ausbleibende Detektion einer schwa-
chen Hemmung zu falsch—negativen Resultaten kommen (HOORFAR ET AL., 2004). Bei Ver-
wendung der nichtkompetitiven IAC (Target-DNA und IAC werden durch zwei verschiedene
Primersatze amplifiziert) besteht die Schwierigkeit darin, dass die Amplifikation des Targets
aufgrund der Unterschiede in der Primersequenz nicht exakt wiedergegeben wird und zwei
PCRs optimiert werden mussen, wobei eine von beiden weniger effizient sein wird (HOORFAR
ET AL., 2004). Wenn eine PCR-basierte Methode in der Routinediagnostik verwendet wird,
zeigt nur eine IAC, deren Konzentration korrekt eingestellt ist, falsch-negative Ergebnisse an
(HOORFAR ET AL., 2004). Es ist jedoch bekannt, dass es nicht nur durch die kompetitive PCR
zu einer suboptimalen IAC-Template Amplifikation kommen kann, sondern auch Instrument-
abhangige Analysemethode, wie z.B. die real-time PCR durch verschiedene Fluoreszenz-
markierung, zu unterschiedlichen Ct-Werten der gleichen IAC fihren kdnnen (MALORNY ET
AL., 2004).

Die gleichzeitige Detektion von Zielsequenz und IAC ware durch den Einsatz von zwei unter-
schiedlich fluoreszenzmarkierten Hybridisierungssonden im LightCycler® méglich (HOORFAR
ET AL., 2004), aber durch die Verwendung der zweiten Sonde mit zusatzlichen Kosten ver-
bunden.

Vergleicht man die vorliegende IMS-real-time PCR mit den Kriterien einer standardisierten
diagnostischen PCR nach MALORNY ET AL. (2003), ergibt sich folgende Einschatzung: Ein
hohes Mal} an diagnostischer Richtigkeit ist dann gegeben, wenn der Zielmikroorganismus
richtig und prazise in Anwesenheit von biologischer Matrix ohne Interferenz von nicht Ziel-
komponenten nachgewiesen wird (MALORNY ET AL., 2003). Sie zeichnet sich durch eine nied-
rige Zahl an falsch-positiven (hohe Spezifitat) sowie falsch-negativen (hohe Sensitivitat) Re-
sultaten aus. Die vorliegende Arbeit weist nach der Untersuchung von nativ kontaminierten
Feldproben eine Falsch-Positiv-Rate von 0,7 % (Spezifitdt: 99,3 %) auf. Das hohe Mal} an
Spezifitdt wird nicht zuletzt durch den Einsatz von Sequenz-spezifischen Hybridisierungs-

sonden zum DNA-Nachweis von Salmonella spp. gewahrleistet. Die Sequenzierung der
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falsch-positiven Ergebnisse ergab, dass es sich bei dem nachgewiesenen DNA-Fragment
um die spezifische Salmonella Zielsequenz gehandelt hat. Die Wahrscheinlichkeit der Detek-
tion von toten Zellen wird durch den Anreicherungsschritt minimiert. Die falsch-negativen
Resultate (16,3 %) hatten vermutlich mit einer reliabel arbeitenden IAC ausgeschlossen wer-
den koénnen. Es mul} jedoch betont werden, dass der Einsatz einer IAC mit einem Kompro-
mil zwischen Sensitivitdt und Nachweisgrenze, die durch ihre Verwendung erhéht wird, ver-
bunden ist. Eine diagnostische PCR sollte allerdings ein Ausgangsinokulum von 10-100 Co-
pies an bakterieller Target-DNA nach einem Anreicherungsschritt nachweisen kénnen (MA-
LORNY ET AL., 2003). Die vorliegende Schnellmethode hat eine Nachweisgrenze von
10 KBE/25 g nach sechsstlindiger Anreicherung und wiirde dieses Kriterium erfiillen. Durch
den Einsatz der real-time PCR, bei der die gleichzeitige Detektion und Verifizierung des
PCR-Produktes stattfindet (MALORNY ET AL., 2004), wird die Kreuzkontamination auf ein Mi-
nimum reduziert. Die geforderte Flexibilitat in Bezug auf verschiedene Probenmatrizes wird
schwer zu realisieren sein, da es nicht méglich ist, eine Probenbearbeitung fiir alle Lebens-
mittelmatrizes zu entwickeln (PERELLE ET AL., 2004). Auch die Schnellmethode in dieser Ar-
beit ist auf die Probenmatrix Fleisch angepasst worden. Vor allem durch Lebensmittelbe-
standteile wie Fett treten Interferenzen mit der PCR auf, die durch die Probenaufbereitung
jedoch schwer auszuschalten sind. Die vorliegende Methode zeichnet sich durch Schnellig-
keit aus. Das mittels Hybridisierungssonden bestatigte Ergebnis liegt nach ca. 12-13 h vor.
Ein weiteres Kriterium fir eine standardisierte diagnostische PCR liegt in ihrer Moglichkeit
zur Automatisierung (MALORNY ET AL., 2003). Wie bereits erwahnt, besteht bis zum jetzigen
Zeitpunkt keine Mdglichkeit, grofdere Volumina von bis zu 10 ml durch automatisierte immu-
nomagnetische Separation (AIMS) zu bearbeiten. Dies ist noch verbunden mit einem relativ
hohen Personal- und Zeitaufwand, der sich in der Bearbeitung eines begrenzten Probenum-
fanges widerspiegelt. In den 12-13 h kénnen mit der Schnellmethode insgesamt 12 Proben
bearbeitet werden. Sowohl die IMS als auch die real-time PCR haben jedoch ein hohes Po-
tenzial zur Automatisierung, so dass sich auf diesem Gebiet sicher eine Weiterentwicklung
etablieren wird. Ein weiterer wichtiger Punkt, vor allem im Bezug auf eine quantitative PCR
ist die Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen. Nach den Ergebnissen dieser
Arbeit zur lebend-tot-Unterscheidung von Salmonella spp. ist diese nur durch einen der IMS
und PCR vorangehenden Anreicherungsschritt moglich. Ein Voranreicherungsschritt ermog-
licht nur lebenden Zellen die Vermehrung und damit auch die Detektion. Somit ist nicht nur
der Nachweis von lebenden Salmonella spp. in einem PCR-Ansatz mdéglich, sondern auch
eine von Umwelteinflissen und Genexpressionsregulationen unabhangige Detektion ge-
wahrleistet.

Die IMS-real-time PCR weist in einem Vergleich mit der kulturellen Referenzmethode nach

§35 LMBG eine durch den Konkordanzindex k definierte statistische Ubereinstimmung an
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artefiziell (k = 0,85) und nativ (k = 0,87) kontaminierten Fleischproben auf. Somit eignet sich
die vorgestellte Methode als ein spezifisches, sensitives und schnelles Screeningverfahren
zum Nachweis von Salmonella spp. aus Fleisch. Es ist jedoch anzumerken, dass durch die
Schnellmethode keine lebenden Salmonella spp. flr eine weitere Typisierung erhalten wer-
den. Dies ist jedoch fiir epidemiologische Aussagen wichtig. Deshalb ist eine parallele An-
wendung des kulturellen Verfahrens mit der Schnellemethode empfohlen. Liefert die IMS-
real-time PCR-Methode innerhalb von 12-13 h ein Salmonella-positives Ergebnis, ist ein
schnelles Eingreifen im Sinne eines vorsorgenden Verbraucherschutzes méglich. Durch die
parallele Anwendung des kulturellen Verfahrens wird das positive Screeningergebnis nicht
nur kulturell abgesichert (EROL ET AL., 1999), sondern es steht auch ein flr epidemiologische

Typisierungen lebensfahiges Isolat zur Verfligung.
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F Zusammenfassung

Zum Nachweis von Salmonella spp. aus Fleisch wurde eine IMS-real-time PCR-Methode
etabliert und anhand des kulturellen Referenzverfahrens nach §35 LMBG durch artefiziell

sowie nativ kontaminierte Fleischproben validiert.

Die Vorversuche zum Wachstumsverhalten von S. Enteritidis DSM 9898 in Anwesenheit von
Ferrioxamin E und einem ,enterobacterial Autoinducer of Growth“ (Al) ergaben fiir eine
Keimkonzentration von 10 KBE/ml (Reinkulturen) nach kultureller Auswertung keine signifi-
kante (a = 0,05) Wachstumsforderung im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch die Bestim-
mung des DNA-Gehaltes durch real-time PCR zeigte nach einer Inkubation von 4 h sowie
6 h keine deutliche Linksverschiebung der Crossing Points und eine damit angezeigte Zu-

nahme der DNA-Menge im Vergleich zur Kontrolle an.

Untersuchungen zur Unterscheidung zwischen lebenden und toten S. Enteritidis DSM 9898
wurde mittels IMS (ohne Voranreicherung) und real-time PCR (4 h Voranreicherung; 37 °C)
aus Reinkulturen vorgenommen. IMS ist in der Lage, hitzeinaktivierte (96 °C; 10 min) Zellen
zu separieren, die in der real-time PCR auch nachweisbar sind. Ein Voranreicherungsschritt
und der damit verbundenen Vermehrung von lebensfahigen Zellen erlaubt durch die Be-
stimmung der Differenz der Crossing Points vor und nach dem Anreicherungsschritt die Un-
terscheidung von lebenden und toten Zellen aus Reinkulturen. Fiur Keimkonzentrationen von
10° bis 10" KBE/ml besteht ein signifikanter Unterschied (a = 0,05) in der Differenz der Cros-
sing Points lebender und toter Zellen vor und nach der Anreicherung.

Fir Keimkonzentrationen von 1-100 KBE/25 g ist es nach einer sechsstiindigen Voranreiche-
rung moglich, durch die Kombination von IMS und real-time PCR lebende von hitzeinaktivier-
ten (96 °C; 10 min) S. Enteritdis DSM 9898 aus Fleisch zu unterscheiden.

Die exakte Vergleichbarkeit der IMS-real-time PCR-Methode mit dem Referenzverfahren
nach §35 LMBG wurde erreicht, indem beide Methoden aus einem Ansatz bedient wurden.
Die Verfahrensschritte der Schnellmethode schlielen eine sechsstiindige nicht selektive
Voranreicherung, eine immunomagnetische Separation, Lysispuffer-Proteinase-K DNA-
Extraktion sowie DNA-S&ulenaufreinigung mit anschlieBender real-time PCR (Detektions-
format: Hybridisierungssonden) ein. Das mittels Hybridisierungssonden bestatigte Ergebnis

liegt nach 12-13 h vor.



Zusammenfassung 113

Artefiziell kontaminierte Fleischproben

Die Leistungsfahigkeit der Schnellmethode wurde anhand des Referenzverfahrens durch
artefiziell (S. Enteritidis DSM 9898) kontaminierte Fleischproben Uberprift (6 Versuche mit
12 Ansatzen fir die Keimkonzentrationen 1 KBE/25 g und 10 KBE/25 g; 6 Versuche mit 6
Ansatzen fir die Keimkonzentration 100 KBE/25 g und 0 KBE/25 g). Den Auswertungsmal3-
stab setzten die Ergebnisse des kulturellen Verfahrens nach einer 48-stiindigen Inkubation
des SC- und RVS-Mediums (SC 48 h/ RVS 48 h). Die Nachweisgrenze fiir beide Methoden
lag bei 10 KBE/25 g (Wiederfindungsrate: 100 % fur beide Methoden). Fur die Schnellme-
thode ergab sich eine Spezifitat von 80 % (Falsch-Positiv-Rate: 20 %) sowie eine Sensitivitat
von 100 % (Falsch-Negativ-Rate: 0 %). Die relative Richtigkeit lag bei 94 %. Die durch den
Konkordanzindex k definierte statistische Ubereinstimmung lag bei 0,85, so dass eine Uber-

einstimmung beider Methoden nach statistischen Kriterien gegeben ist.

Nativ kontaminierte Feldproben

Fiur die Uberprifung der Leistungsfahigkeit der IMS-real-time PCR-Methode im Vergleich
zum Referenzverfahren erfolgte auch an nativ kontaminierten Fleischproben (n = 491). Legt
man im kulturellen Verfahren eine Inkubationsdauer von 48 h sowohl fur das SC- als auch
das RVS-Medium zugrunde (SC 48 h/RVS 48 h), ergab sich fur die Schnellmethode eine
Spezifitdat von 99,3 % (Falsch-Positive Rate: 0,7 %) und eine Sensitivitdt von 84 % (Falsch-
Negativ-Rate: 16 %). Die relative Richtigkeit lag bei 98 %. Der Konkordanzindex kK zeigte mit

einem Wert von 0,87 die Ubereinstimmung beider Methoden nach statistischen Kriterien an.

Die IMS-real-time PCR-Methode eignet sich als spezifisches, sensitives und schnelles
Screeningverfahren flr den Nachweis von Salmonella spp. aus Fleisch. Da die Schnellme-
thode kein lebendes Isolat zur epidemiologischen Typisierung liefert, wird die parallele An-
wendung des kulturellen Verfahrens mit der Schnellmethode empfohlen. Neben der kulturel-
len Absicherung eines Salmonella-positiven Screeningergebnisses erhalt man zusatzlich aus
dem kulturellen Verfahren ein lebensfahiges Isolat fiir weitere epidemiologische Untersu-

chungen.
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G Summary

For the detection of Salmonella spp. in meat an IMS-real-time PCR-method was established
and validated with the method L 00.00-20 of the Official Collection of Methods of Analysis
according to §35 of the German Law on Food and Commodities. The validation was carried

out with artificially and naturally contaminated meat samples.

Preliminary tests on the growth behaviour of S. Enteritidis DSM 9898 (10 cfu/ml; pure cul-
ture) in presence of ferrioxamine E and an “enterobacterial autoinducer of growth” (Al)
showed no significant (o = 0,05) growth promotion compared with the control group after cul-
tural analysis. After an incubation time of 4 hours as well as 6 hours, the determination of the
DNA content by real-time PCR didn’t show lower crossing points either and thus no indicated

increase of the DNA amount compared with the control.

Tests for the differentiation between viable and dead S. Enteritidis DSM 9898 were con-
ducted by IMS (without preenrichment) and real-time PCR (4 hours preenrichment; 37 °C)
from pure cultures. IMS was able to separate heat-inactivated (96 °C; 10 min) cells which
were detectable with real-time PCR. A preenrichment step and related with it a multiplication
of viable cells allows the differentiation between viable and dead cells from pure cultures by
the determination of the difference of the crossing points before and after the enrichment
step. For a bacterial concentration of 10°-10" cfu/ml there is a significant (a = 0,05) difference
in the differences of the crossing points of viable and dead cells before and after an enrich-
ment step.

It is possible to distinguish between viable and heat-inactivated (96 °C; 10 min) S. Enteritidis
DSM 9898 from meat by a combination of IMS with real-time PCR after an enrichment of

6 hours for bacterial concentrations of 1-100 cfu/25 g.

An accurate comparison of the IMS-real-time PCR-method with the reference method ac-
cording to §35 of the German Law on Food and Commodities was achieved because both
methods analysed the same preenrichment. The rapid method includes a non-selective pre-
enrichment for 6 hours, an IMS, lysis-buffer proteinase K DNA extraction as well as DNA
purification followed by real-time PCR analysis (detection format: hybridisation probes). A
result, which is confirmed with the help of hybridisation probes, is available after 12 to

13 hours.
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Artificially contaminated meat samples

The efficiency of the IMS-real-time PCR-method was controlled with the reference method
with artificially (S. Enteritidis DSM 9898) contaminated meat. For bacterial concentrations of
1 cfu/25 g and 10 cfu/25 g, the tests were carried out 12 times and for bacterial concentra-
tions of 100 cfu/25 g and 0 cfu/25 g, the tests were carried out 6 times. The detection limit of
both methods was 10 cfu/25 g (recovery rate: 100 % of both methods). Compared with the
reference method (SC 48 h/RVS 48 h) the IMS-real-time PCR-method achieved a specificity
of 80 % (false-positive-rate of 20 %) and a sensitivity of 100 % (false-negative-rate of 0 %).
The relative accuracy was 94 %. The concordance index k, that defines the statistical accor-
dance showed 0,85 what indicates that the IMS-real-time PCR-method and the cultural ref-

erence method agree on statistical criteria.

Naturally contaminated meat samples

The examination of the efficiency of the IMS-real-time PCR-method compared with the refer-
ence method was also carried out with naturally contaminated meat samples (n = 491). If an
incubation time of 48 hours is based on the reference method for both the Selenite-Cystine
medium and the Rappaport-Vassiliadis medium, the real-time PCR showed a specificity of
99,3 % (false-positive-rate of 0,7 %) and a sensitivity of 84 % (false-negative-rate of 16,3 %).
The relative accuracy was 98 %. The concordance index K indicated with a value of 0,87 that

both methods statistically agree.

The IMS-real-time PCR-method is suitable as specific, sensitive and rapid screening method
for the detection of Salmonella spp. from meat. The rapid method provides no viable isolate
for epidemiological typing. Therefore the parallel application of the cultural reference method
and of the IMS-real-time PCR-method is recommended. Besides the cultural assurance of
the Salmonella-positive screening results, you get additional viable isolates through the cul-

tural method for further epidemiological examinations.
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L Anhang

Die Befunde der untersuchten Feldproben werden nachfolgend im einzelnen tabellarisch aufgelistet.

Laufende | Datum des Befund

TR [ — Fleischart Verpackungsart 8§35 LMBG §35 LMBG IMS-real-time
SC 48 h/RVS 48 h | SC 48 h/RVS 24 h PCR

1 20.04.2004 Rinderhiftsteak frisch - - -

2 20.04.2004 Rinderhftsteak frisch - - -

3 20.04.2004 Schweinebauch frisch - - -

4 20.04.2004 Schweinebauch frisch - - -

5 20.04.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -

6 20.04.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -

7 20.04.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -

8 20.04.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -

9 20.04.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -

10 20.04.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -

11 21.04.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -

12 21.04.2004 Schweinebauch verpackt - - -

13 21.04.2004 Hahnchenschenkel verpackt - - -

14 21.04.2004 Hanchenschenkel verpackt - - -

15 21.04.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
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Laufende | Datum des _ Befund
NNV (A Fleischart Verpackungsart §35 LMBG §35 LMBG IMS-real-time
SC 48 h/RVS 48 h | SC 48 h/RVS 24 h PCR
16 21.04.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
17 21.04.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
18 21.04.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
19 21.04.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt + + +
20 21.04.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
21 27.04.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
22 27.04.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
23 27.04.2004 Schweinebauch frisch - - -
24 27.04.2004 Schweinebauch frisch - - -
25 27.04.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
26 27.04.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
27 27.04.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
28 27.04.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
29 27.04.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
30 27.04.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
31 28.04.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
32 28.04.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
33 28.04.2004 Schweinebauch verpackt - - -
34 28.04.2004 Schweinebauch verpackt - - -
35 28.04.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
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Laufende | Datum des _ Befund
NNV (A Fleischart Verpackungsart §35 LMBG §35 LMBG IMS-real-time
SC 48 h/RVS 48 h | SC 48 h/RVS 24 h PCR
36 28.04.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
37 28.04.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
38 28.04.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
39 28.04.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
40 28.04.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
41 04.05.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
42 04.05.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
43 04.05.2004 H&hnchenschenkel frisch - - -
44 04.05.2004 H&hnchenschenkel frisch - - -
45 04.05.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
46 04.05.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
47 04.05.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
48 04.05.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
49 04.05.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
50 04.05.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
51 05.05.2004 Rinderhuftsteak verpackt - - -
52 05.05.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
53 05.05.2004 Hahnchenschenkel verpackt - - -
54 05.05.2004 Hahnchenschenkel verpackt - - -
55 05.05.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
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Laufende | Datum des _ Befund
NNV (A Fleischart Verpackungsart §35 LMBG §35 LMBG IMS-real-time
SC 48 h/RVS 48 h | SC 48 h/RVS 24 h PCR
56 05.05.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
57 05.05.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
58 05.05.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
59 05.05.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
60 05.05.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
61 11.05.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
62 11.05.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
63 11.05.2004 H&hnchenschenkel frisch - - -
64 11.05.2004 H&hnchenschenkel frisch - - -
65 11.05.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
66 11.05.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
67 11.05.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
68 11.05.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
69 11.05.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
70 11.05.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
71 12.05.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
72 12.05.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
73 12.05.2004 Hahnchenschenkel verpackt - - -
74 12.05.2004 Hahnchenschenkel verpackt - - -
75 12.05.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
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Laufende | Datum des _ Befund
NNV (A Fleischart Verpackungsart §35 LMBG §35 LMBG IMS-real-time
SC 48 h/RVS 48 h | SC 48 h/RVS 24 h PCR
76 12.05.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
77 12.05.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
78 12.05.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
79 12.05.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
80 12.05.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
81 25.05.2004 Schweinebauch frisch - - -
82 25.05.2004 Schweinebauch frisch - - -
83 25.05.2004 H&hnchenschenkel frisch - - -
84 25.05.2004 H&hnchenschenkel frisch - - -
85 25.05.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
86 25.05.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
87 25.05.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
88 25.05.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
89 25.05.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
90 25.05.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
93 26.05.2004 H&ahnchenschenkel verpackt - - -
94 26.05.2004 Hahnchenschenkel verpackt - - -
95 26.05.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
96 26.05.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
97 26.05.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -




Anhang 163
Laufende | Datum des _ Befund
NNV (A Fleischart Verpackungsart §35 LMBG §35 LMBG IMS-real-time
SC 48 h/RVS 48 h | SC 48 h/RVS 24 h PCR
98 26.05.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
99 26.05.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
100 26.05.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
101 02.06.2004 Schweinebauch verpackt - - -
102 02.06.2004 Schweinebauch frisch - - -
105 02.06.2004 Hahnchenschenkel verpackt + + +
111 08.06.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
112 08.06.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
113 08.06.2004 Schweinebauch frisch - - -
114 08.06.2004 Schweinebauch frisch - - -
115 08.06.2004 H&ahnchenschenkel frisch + + +
116 08.06.2004 Hahnchenschenkel frisch - - -
117 08.06.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
118 08.06.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
119 08.06.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
120 08.06.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
121 09.06.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
122 09.06.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
123 09.06.2004 Schweinebauch frisch - - -
124 09.06.2004 Schweinebauch verpackt - - -




Anhang 164
Laufende | Datum des _ Befund
NNV (A Fleischart Verpackungsart §35 LMBG §35 LMBG IMS-real-time
SC 48 h/RVS 48 h | SC 48 h/RVS 24 h PCR
125 09.06.2004 Héahnchenschenkel verpackt + + +
126 09.06.2004 Héahnchenschenkel verpackt - - -
127 09.06.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
128 09.06.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
129 09.06.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
130 09.06.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
131 15.06.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
132 15.06.2004 Rinderhiftsteak frisch - - -
133 15.06.2004 Schweinebauch frisch - - -
134 15.06.2004 Schweinebauch frisch - - -
135 15.06.2004 H&ahnchenschenkel frisch + + +
136 15.06.2004 Hahnchenschenkel frisch - - -
137 15.06.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
138 15.06.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
139 15.06.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
140 15.06.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
141 16.06.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
142 16.06.2004 Rinderhiftsteak verpackt - - -
143 16.06.2004 Schweinebauch verpackt - - -
144 16.06.2004 Schweinebauch verpackt - - -




Anhang 165
Laufende | Datum des ) Befund
Nummer | Ansatzes Fleischart Verpackungsart §35 LMBG §35 LMBG IMS-real-time
SC 48 h/RVS 48 h | SC 48 h/RVS 24 h PCR
145 16.06.2004 Héhnchenschenkel verpackt - - -
146 16.06.2004 Héhnchenschenkel verpackt - - -
147 16.06.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
148 16.06.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
149 16.06.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
150 16.06.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
151 22.06.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
152 22.06.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
153 22.06.2004 Schweinebauch frisch - - -
154 22.06.2004 Schweinebauch frisch - - -
155 22.06.2004 Héhnchenschenkel frisch + + -
156 22.06.2004 H&hnchenschenkel frisch - - -
157 22.06.2004 Rinderhackfleisch frisch + + -
158 22.06.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
159 22.06.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
160 22.06.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
161 23.06.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
162 23.06.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
163 23.06.2004 Schweinebauch frisch - - -
164 23.06.2004 Schweinebauch verpackt + + -




Anhang 166
Laufende | Datum des _ Befund
NNV (A Fleischart Verpackungsart §35 LMBG §35 LMBG IMS-real-time
SC 48 h/RVS 48 h | SC 48 h/RVS 24 h PCR
165 23.06.2004 Héahnchenschenkel verpackt + + +
166 23.06.2004 Héahnchenschenkel verpackt - - -
167 23.06.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
168 23.06.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
169 23.06.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
170 23.06.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
171 29.06.2004 Schweinebauch frisch + + +
172 29.06.2004 Schweinebauch frisch - - -
173 29.06.2004 Héhnchenschenkel frisch - - -
174 29.06.2004 H&ahnchenschenkel frisch + + +
175 29.06.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
176 29.06.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
177 29.06.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
178 29.06.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
179 29.06.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
180 29.06.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
181 30.06.2004 Schweinebauch frisch - - -
182 30.06.2004 Schweinebauch verpackt - - -
183 30.06.2004 Hahnchenschenkel verpackt - - -
184 30.06.2004 Hahnchenschenkel verpackt + + +




Anhang 167
Laufende | Datum des _ Befund
NNV (A Fleischart Verpackungsart §35 LMBG §35 LMBG IMS-real-time
SC 48 h/RVS 48 h | SC 48 h/RVS 24 h PCR
185 30.06.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
186 30.06.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
187 30.06.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
188 30.06.2004 Schweinehackfleisch verpackt + - +
189 30.06.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
190 30.06.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
191 06.07.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
192 06.07.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
193 06.07.2004 Schweinebauch frisch - - -
194 06.07.2004 Schweinebauch frisch - - -
195 06.07.2004 Héhnchenschenkel frisch - - -
196 06.07.2004 Hahnchenschenkel frisch + + +
197 06.07.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
198 06.07.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
199 06.07.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
200 06.07.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
201 07.07.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
202 07.07.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
203 07.07.2004 Schweinebauch verpackt - - -
204 07.07.2004 Schweinebauch verpackt - - -




Anhang 168
Laufende | Datum des _ Befund
NNV (A Fleischart Verpackungsart §35 LMBG §35 LMBG IMS-real-time
SC 48 h/RVS 48 h | SC 48 h/RVS 24 h PCR
205 07.07.2004 Héahnchenschenkel verpackt + + +
206 07.07.2004 Héhnchenschenkel verpackt + + +
207 07.07.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
208 07.07.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
209 07.07.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
210 07.07.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
211 13.07.2004 Rinderhuftsteak frisch + - -
212 13.07.2004 Rinderhiftsteak frisch - - -
213 13.07.2004 Schweinebauch frisch - - -
214 13.07.2004 Schweinebauch frisch - - -
215 13.07.2004 H&ahnchenschenkel frisch + + +
216 13.07.2004 Hahnchenschenkel verpackt + + +
217 13.07.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
218 13.07.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
219 13.07.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
220 13.07.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
221 14.07.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
222 14.07.2004 Rinderhiftsteak verpackt - - -
223 14.07.2004 Schweinebauch frisch - - -
224 14.07.2004 Schweinebauch verpackt - - -




Anhang 169
Laufende | Datum des _ Befund
NNV (A Fleischart Verpackungsart §35 LMBG §35 LMBG IMS-real-time
SC 48 h/RVS 48 h | SC 48 h/RVS 24 h PCR
225 14.07.2004 Héhnchenschenkel verpackt - - -
226 14.07.2004 Héhnchenschenkel verpackt + + +
227 14.07.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
228 14.07.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
229 14.07.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
230 14.07.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
231 20.07.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
232 20.07.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
233 20.07.2004 Schweinebauch frisch - - -
234 20.07.2004 Schweinebauch frisch - - -
235 20.07.2004 Héhnchenschenkel frisch - - -
236 20.07.2004 H&hnchenschenkel frisch + - +
237 20.07.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
238 20.07.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
239 20.07.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
240 20.07.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
241 21.07.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
242 21.07.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
243 21.07.2004 Schweinebauch frisch - - -
244 21.07.2004 Schweinebauch verpackt - - -




Anhang 170
Laufende | Datum des _ Befund
NNV (A Fleischart Verpackungsart §35 LMBG §35 LMBG IMS-real-time
SC 48 h/RVS 48 h | SC 48 h/RVS 24 h PCR
245 21.07.2004 Héahnchenschenkel verpackt + + +
246 21.07.2004 Héhnchenschenkel verpackt + + +
247 21.07.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
248 21.07.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
249 21.07.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
250 21.07.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt + + +
251 27.07.2004 Schweinebauch frisch - - -
252 27.07.2004 Schweinebauch frisch - - -
253 27.07.2004 Héhnchenschenkel frisch + - +
254 27.07.2004 Héhnchenschenkel frisch - - -
255 27.07.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
256 27.07.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
257 27.07.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
258 27.07.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
259 27.07.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
260 27.07.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
261 28.07.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
262 28.07.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
263 28.07.2004 Hahnchenschenkel verpackt - - -
264 28.07.2004 Hahnchenschenkel verpackt - - -




Anhang 171
Laufende | Datum des _ Befund
NNV (A Fleischart Verpackungsart §35 LMBG §35 LMBG IMS-real-time
SC 48 h/RVS 48 h | SC 48 h/RVS 24 h PCR
265 28.07.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
266 28.07.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
267 28.07.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
268 28.07.2004 Schweinehackfleisch verpackt + + +
269 28.07.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt + + +
270 28.07.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
271 03.08.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
272 03.08.2004 Rinderhiftsteak frisch - - -
273 03.08.2004 Schweinebauch frisch - - -
274 03.08.2004 Schweinebauch frisch - - -
275 03.08.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
276 03.08.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
277 03.08.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
278 03.08.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
279 03.08.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
280 03.08.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
281 04.08.2004 Rinderhftsteak frisch - - -
282 04.08.2004 Rinderhiftsteak verpackt - - -
283 04.08.2004 Schweinebauch frisch - - -
284 04.08.2004 Schweinebauch verpackt - - -




Anhang 172
Laufende | Datum des _ Befund
NNV (A Fleischart Verpackungsart §35 LMBG §35 LMBG IMS-real-time
SC 48 h/RVS 48 h | SC 48 h/RVS 24 h PCR
285 04.08.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
286 04.08.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
287 04.08.2004 Schweinehackfleisch verpackt + + +
288 04.08.2004 Schweinehackfleisch verpackt + + -
289 04.08.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
290 04.08.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
291 10.08.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
292 10.08.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
293 10.08.2004 Schweinebauch frisch - - -
294 10.08.2004 Schweinebauch frisch - - -
295 10.08.2004 H&ahnchenschenkel frisch + + +
296 10.08.2004 Hahnchenschenkel verpackt - - -
297 10.08.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
298 10.08.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
299 10.08.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
300 10.08.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
301 11.08.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
302 11.08.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
303 11.08.2004 Schweinebauch frisch - - -
304 11.08.2004 Schweinebauch verpackt - - -




Anhang 173
Laufende | Datum des _ Befund
NNV (A Fleischart Verpackungsart §35 LMBG §35 LMBG IMS-real-time
SC 48 h/RVS 48 h | SC 48 h/RVS 24 h PCR
305 11.08.2004 Héahnchenschenkel verpackt + + +
306 11.08.2004 Héahnchenschenkel verpackt - - -
307 11.08.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
308 11.08.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
309 11.08.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
310 11.08.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
311 07.09.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
312 07.09.2004 Rinderhiftsteak frisch - - -
313 07.09.2004 Schweinebauch frisch - - -
314 07.09.2004 Schweinebauch frisch - - -
315 07.09.2004 Héhnchenschenkel frisch - - -
316 07.09.2004 Hahnchenschenkel frisch + + -
317 07.09.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
318 07.09.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
319 07.09.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
320 07.09.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
321 08.09.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
322 08.09.2004 Rinderhiftsteak verpackt - - -
323 08.09.2004 Schweinebauch frisch - - -
324 08.09.2004 Schweinebauch verpackt - - -




Anhang 174
Laufende | Datum des _ Befund
NNV (A Fleischart Verpackungsart §35 LMBG §35 LMBG IMS-real-time
SC 48 h/RVS 48 h | SC 48 h/RVS 24 h PCR
325 08.09.2004 Héhnchenschenkel verpackt - - -
326 08.09.2004 Héhnchenschenkel verpackt + + +
327 08.09.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
328 08.09.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
329 08.09.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
330 08.09.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
331 14.09.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
332 14.09.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
333 14.09.2004 Schweinebauch frisch - - -
334 14.09.2004 Schweinebauch frisch - - -
335 14.09.2004 Héhnchenschenkel frisch - - -
336 14.09.2004 Hahnchenschenkel verpackt - - -
337 14.09.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
338 14.09.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
339 14.09.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
340 14.09.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
341 15.09.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
342 15.09.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
343 15.09.2004 Schweinebauch frisch - - -
344 15.09.2004 Schweinebauch verpackt - - -




Anhang 175
Laufende | Datum des _ Befund
NNV (A Fleischart Verpackungsart §35 LMBG §35 LMBG IMS-real-time
SC 48 h/RVS 48 h | SC 48 h/RVS 24 h PCR
345 15.09.2004 Héhnchenschenkel verpackt - - -
346 15.09.2004 Héhnchenschenkel verpackt + + +
347 15.09.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
348 15.09.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
349 15.09.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
350 15.09.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
351 21.09.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
352 21.09.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
353 21.09.2004 H&hnchenschenkel frisch - - -
354 21.09.2004 Hahnchenschenkel verpackt - - -
355 21.09.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
356 21.09.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
357 21.09.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
358 21.09.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
359 21.09.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
360 21.09.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
361 22.09.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
362 22.09.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
363 22.09.2004 Hahnchenschenkel verpackt - - -
364 22.09.2004 Hahnchenschenkel verpackt - - -




Anhang 176
Laufende | Datum des _ Befund
NNV (A Fleischart Verpackungsart §35 LMBG §35 LMBG IMS-real-time
SC 48 h/RVS 48 h | SC 48 h/RVS 24 h PCR
365 22.09.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
366 22.09.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
367 22.09.2004 Schweinehackfleisch verpackt + + +
368 22.09.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
369 22.09.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt + - -
370 22.09.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
371 28.09.2004 Schweinebauch frisch - - -
372 28.09.2004 Schweinebauch frisch - - -
373 28.09.2004 Hahnchenschenkel verpackt - - -
374 28.09.2004 H&hnchenschenkel frisch - - -
375 28.09.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
376 28.09.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
377 28.09.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
378 28.09.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
379 28.09.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
380 28.09.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
381 29.09.2004 Schweinebauch frisch - - -
382 29.09.2004 Schweinebauch verpackt - - -
383 29.09.2004 Hahnchenschenkel verpackt - - -
384 29.09.2004 Hahnchenschenkel verpackt - - -




Anhang 177
Laufende | Datum des _ Befund
NNV (A Fleischart Verpackungsart §35 LMBG §35 LMBG IMS-real-time
SC 48 h/RVS 48 h | SC 48 h/RVS 24 h PCR
385 29.09.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
386 29.09.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
387 29.09.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
388 29.09.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
389 29.09.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
390 29.09.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt + + +
391 05.10.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
392 05.10.2004 Rinderhiftsteak frisch - - -
393 05.10.2004 Schweinebauch frisch - - -
394 05.10.2004 Schweinebauch frisch - - -
395 05.10.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
396 05.10.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
397 05.10.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
398 05.10.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
399 05.10.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
400 05.10.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
401 06.10.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
402 06.10.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
403 06.10.2004 Schweinebauch frisch - - -
404 06.10.2004 Schweinebauch verpackt - - -




Anhang 178
Laufende | Datum des _ Befund
NNV (A Fleischart Verpackungsart §35 LMBG §35 LMBG IMS-real-time
SC 48 h/RVS 48 h | SC 48 h/RVS 24 h PCR
405 06.10.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
406 06.10.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
407 06.10.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
408 06.10.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
409 06.10.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
410 06.10.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - +
411 12.10.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
412 12.10.2004 Rinderhuftsteak frisch - - -
413 12.10.2004 Schweinebauch frisch - - -
414 12.10.2004 Schweinebauch frisch - - -
415 12.10.2004 Héhnchenschenkel frisch - - -
416 12.10.2004 H&hnchenschenkel frisch - - -
417 12.10.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
418 12.10.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
419 12.10.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
420 12.10.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
421 13.10.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
422 13.10.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
423 13.10.2004 Schweinebauch frisch - - -
424 13.10.2004 Schweinebauch verpackt - - -




Anhang 179
Laufende | Datum des _ Befund
NNV (A Fleischart Verpackungsart §35 LMBG §35 LMBG IMS-real-time
SC 48 h/RVS 48 h | SC 48 h/RVS 24 h PCR
425 13.10.2004 Héahnchenschenkel verpackt + + +
426 13.10.2004 Héahnchenschenkel verpackt - - -
427 13.10.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
428 13.10.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt + + +
429 13.10.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
430 13.10.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
431 19.10.2004 Hahnchenschenkel verpackt + + +
432 19.10.2004 Héhnchenschenkel frisch - - -
433 19.10.2004 Schweinebauch frisch - - -
434 19.10.2004 Schweinebauch frisch - - -
435 19.10.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
436 19.10.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - +
437 19.10.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
438 19.10.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
439 19.10.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
440 19.10.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
441 20.10.2004 Hahnchenschenkel verpackt + + +
442 20.10.2004 Hahnchenschenkel verpackt - - -
443 20.10.2004 Schweinebauch verpackt - - -
444 20.10.2004 Schweinebauch verpackt - - -




Anhang 180
Laufende | Datum des _ Befund
NNV (A Fleischart Verpackungsart §35 LMBG §35 LMBG IMS-real-time
SC 48 h/RVS 48 h | SC 48 h/RVS 24 h PCR
445 20.10.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
446 20.10.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
447 20.10.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
448 20.10.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
449 20.10.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
450 20.10.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
451 03.11.2004 Schweinebauch verpackt - - -
452 03.11.2004 Schweinebauch frisch - - -
453 03.11.2004 Hahnchenschenkel verpackt + + +
454 03.11.2004 Hahnchenschenkel verpackt + + +
455 03.11.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
456 03.11.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
457 03.11.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
458 03.11.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
459 03.11.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - +
460 03.11.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
461 09.11.2004 Rinderhftsteak frisch - - -
462 09.11.2004 Rinderhftsteak frisch - - -
463 09.11.2004 Schweinebauch frisch - - -
464 09.11.2004 Schweinebauch frisch - - -




Anhang 181
Laufende | Datum des _ Befund
NNV (A Fleischart Verpackungsart §35 LMBG §35 LMBG IMS-real-time
SC 48 h/RVS 48 h | SC 48 h/RVS 24 h PCR
465 09.11.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
466 09.11.2004 Rinderhackfleisch frisch - - -
467 09.11.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
468 09.11.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
469 09.11.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
470 09.11.2004 gemischtes Hackfleisch frisch - - -
471 10.11.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
472 10.11.2004 Rinderhuftsteak verpackt - - -
473 10.11.2004 Schweinebauch frisch - - -
474 10.11.2004 Schweinebauch verpackt - - -
475 10.11.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
476 10.11.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
477 10.11.2004 Schweinehackfleisch frisch - - -
478 10.11.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
479 10.11.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
480 10.11.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
481 16.11.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
482 16.11.2004 Rinderhftsteak verpackt - - -
483 16.11.2004 Schweinebauch frisch - - -
484 16.11.2004 Schweinebauch verpackt - - -




Anhang 182
Laufende | Datum des _ Befund
NNV (A Fleischart Verpackungsart §35 LMBG §35 LMBG IMS-real-time
SC 48 h/RVS 48 h | SC 48 h/RVS 24 h PCR
485 16.11.2004 Héhnchenschenkel verpackt - - -
486 16.11.2004 Héhnchenschenkel verpackt - - -
487 16.11.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
488 16.11.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
489 16.11.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
490 16.11.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
491 24.11.2004 Schweinebauch verpackt - - -
492 24.11.2004 Schweinebauch verpackt - - -
493 24.11.2004 Hahnchenschenkel verpackt - - -
494 24.11.2004 Hahnchenschenkel verpackt - - -
495 24.11.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
496 24.11.2004 Rinderhackfleisch verpackt - - -
497 24.11.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
498 24.11.2004 Schweinehackfleisch verpackt - - -
499 24.11.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
500 24.11.2004 gemischtes Hackfleisch verpackt - - -
+: Salmonella-positiver Befund

- Salmonella-negativer Befund
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