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Vorwort

Sehr geehrte Kollegen und Kolleginnen,
sehr geehrte Géste,

wir heiBen Sie im BfR recht herzlich zum Symposium
,Zoonosen und Lebensmittelsicherheit willkommen!

Zwei groBe lebensmittelassoziierte Krankheitsbriiche in den letzten zwei Jahren haben die
Bedeutung von Zoonoseerregern und mikrobiellen Kontaminationen von Lebensmitteln ein-
drucksvoll unterstrichen.

Neben vielen BfR-Fachveranstaltungen im Range von Fachgesprachen oder Workshops zu
einzelnen Zoonosethemen, méchte das BfR die Gelegenheit ergreifen, wie im Jahr 2009 ein
Symposium zum Stand der Zoonosenforschung und deren Bedeutung fir die Lebensmittel-
sicherheit anzubieten.

In den n&chsten zwei Tagen wird Ihnen mit 25 Vortragen eine Ubersicht liber bedeutsame
und aktuelle Fragestellungen und Bewertungen zu Zoonosen im Kontext der Lebensmittelsi-
cherheit vorgestellt. Hierzu konnten wir eine Vielzahl von Experten und Expertinnen von
Universitaten und anderen Forschungseinrichtungen aus dem deutschsprachigen Raum ge-
winnen, aber auch engagierte Mitarbeiter und Mitarbeiterinnen aus dem BfR und anderen
Bundes- und Landesinstituten werden ihre aktuellen Daten prasentieren.

Waéhrend die Fallzahlen fir Salmonelloseerkrankungen beim Menschen in Deutschland und
Europa in den letzten Jahren deutlich gesunken sind und sich andeutet, dass Bekampfungs-
und HygienemaBnahmen in der Prim&rproduktion ihre positive Wirkung zeigen haben die
beiden groBen lebensmittelassoziierten Krankheitsausbriiche in den Jahren 2011 (EHEC in
Sprossen) und 2012 (Noroviren in Schulessen) gezeigt, dass Gefahren nicht nur von Le-
bensmitteln ausgehen kénnen, die aus Tieren gewonnen wurden. Im Lichte eines zuneh-
mend globalen Handels von Lebensmitteln, verstarkter Reisetatigkeit und damit verbunden
auch illegalen Einfuhren von Lebensmitteln aus entfernten Regionen sowie legalem aber
auch illegalem Import von exotischen Tieren nimmt die Bedeutung der Zoonosen zu. Aus-
briiche sind daher haufig nicht nur Gberregional sondern sie kommen auch grenziberschrei-
tend vor. Auch multiresistente Erreger, wie der NDM1-bildende Entero-bacteriaceae werden
nicht zuletzt durch Reisetétigkeit Uber Grenzen hinweg verbreitet.

Nicht unerwéahnt bleiben soll, dass Verbraucherinnen und Verbraucher auch zuklnftig durch
verbesserte Aufklarung Uber HygienemaBnahmen in die Verh(itung von alimentér-bedingten
zoonotischen Erkrankungen eingebunden werden muissen. Hierzu sollten alle zustandigen
Institutionen sowie Verbéande verstarkt die Grundprinzipien guter hygienischer Praxis ,unter
das Volk* bringen.

Dem aufmerksamen Betrachter wird nicht entgangen sein, dass auf diesem Symposium vira-
le Erreger in Zusammenhang mit Lebensmitteln scheinbar keine Erwahnung finden. Der
Grund dafir liegt in einer Aufteilung bzw. Konzentrierung dieses Schwerpunkts in einem ei-
genstandigen BfR-Symposium, welches unmittelbar vor dieser Tagung am 12.November im
BfR stattfand.

Alle Mitarbeiter der Abteilung Biologische Sicherheit des BfR wiinschen Ihnen eine erfolgrei-
che Tagung und angenehme Tage in Berlin.

Bernd Appel
Leiter der Abteilung 4, BfR
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Programm
Dienstag, 13. November 2012, 09:00-18:00 Uhr

BegriiBung
Professor Dr. Dr. Andreas Hensel,
Prasident des BfR, Berlin

Chair: Professor Dr. Thomas Alter,
Freie Universitat, Berlin

9:15-9:40 Uhr Mdglichkeiten und Grenzen der Lebensmittelketten-Verantwortung
bei der Bekdmpfung von Zoonosen
PD Dr. Luppo Ellerbroek,, BfR Berlin

9:40-10:05 Uhr Gesundheits- und Hygienestrategien in der Gefligelhaltung als
Grundlage der Lebensmittelsicherheit
Professor Dr. Hafez Mohamed Hafez, Freie Universitat Berlin

10:05-10:30 Uhr Salmonellenbekampfung beim Schwein
Dr. Jurgen Harlizius, Landwirtschaftskammer Nordrhein-Westfalen,
Tiergesundheitsdienste, Bonn

10:30 — 11:00 Uhr Kaffeepause

11:00-11:25 Uhr Hygiene bei der Gefligelfleischgewinnung
Professor Dr. Reinhard Fries, Freie Universitat Berlin

11:25-11:50 Uhr Dekontamination bei Gefligel als Option fir sichere Lebensmitel?
Prof. Dr. Uwe Truyen, Universitat Leipzig

11:50-12:15 Uhr Campylobacter — quo vadis?
Dr. Kerstin Stingl, BfR, Berlin

12:15-12:40 Uhr Livestock-associated MRSA als Besiedler und Krankheitserreger des
Menschen-ein update
Dr. Robin Kéck, Universitat Minster

12:40 — 14:00 Mittagspause
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Chair: Professor Dr. Bernd Appel, BfR,

Berlin

14:00-14:40

14:40-15:05

15:05-15:30

Evolution und Infektionsbiologie der
enterohamorrhagischen E. coli
Professor Dr. Helge Karch, Universitat Minster

EHEC — Konsequenzen fiir die Lebensmittelhygiene nach dem Aus
bruch 2011
Dr. Juliane Braunig, BfR, Berlin

Krankheitsausbriche durch pflanzliche
Lebensmittel
Dr. Petra Hiller, BfR, Berlin

15:30 — 16:00 Uhr Kaffepause

16:00-16:25 Uhr

16:25-16:50 Uhr

16:50-17:15 Uhr

17:15-17:40 Uhr

Fallbeispiel Salmonella Montevideo:

Eintritt in die Lebensmittelkette und Vertrieb durch online-shopping -
ein Ausbruch der modernen Art

Dr. Annette Reinecke, BfR, Berlin

3 Jahre Zoonosen-Monitoring
Dr. Annemarie Kasbohrer, BfR, Berlin

Enteropathogene Yersinien: eine Vorliebe fir Schweine?
Professor Dr. Petra Dersch, Technische
Universitat Braunschweig

Pathogene Vibrionen in Lebensmitteln und Umwelt
Dr. Eckhard Strauch, BfR, Berlin
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Mittwoch, 14. November 2012, 09:00-17:30 Uhr

Chair: Dr. Annemarie Kasbohrer, BfR, Berlin

9:00-9:30 Uhr

9:30-10:00 Uhr

10:00-10:30 Uhr

Ist die klassische Salmonella Typisierung noch zeitgeman?
Dr. Burkhard Malorny, BfR, Berlin

Listeria monocytogenes in Lebensmitteln-Aufdeckung von Kontamina
tionswegen mit Hilfe molekularer Tools
Dr. Sylvia Kleta, BfR, Berlin

Quantifizierende molekularbiologische Methoden in der Lebensmittel-
analytik
Professor Dr. Martin Wagner, Veterindrmedizinische Universitéat Wien

10:30 — 11:00 Uhr Kaffeepause

11:00-11:25 Uhr

11:25-11:50 Uhr

11:50-12:15 Uhr

,Community-Ressourcen® zur effizienten Expositionsabschatzung und
Warenstromanalyse in Lebensmittelkrisen
Matthias Filter, BfR, Berlin

Mikrobiologische Risikobewertung der Kuhlung von Eiern im Hinblick
auf Salmonellen
Dr. Annette Johne, BfR, Berlin

Wer ist schuld? Source Attribution fir humane Salmonellosefalle in
Deutschland
Hannah Sharp, BfR, Berlin

12:15 — 14:00 Uhr Mittagspause

Chair: Dr. Juliane Braunig, BfR, Berlin

14:00-14:25 Uhr

14:25-14:50 Uhr

14:50-15:15

Kupfer- und Zinkresistenz in Salmonella-l1solaten vom Schwein und
Schweinefleisch
Dr. Andreas Schroeter, BfR, Berlin

Hoch Ciprofloxacin resistente S. Kentucky Isolate bei Tier und Mensch
Dr. Janine Beutlich, BfR, Berlin

Typisierung von Salmonella enterica serovar Infantis Stdmmen aus
Ausbruchsgeschehen in Deutschland (1973-2011)
Dr. Tatjana Miller, RKI, Wernigerode

15:15 — 16:00 Uhr Kaffepause
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16:00-16:25 Uhr

16:25-16:40 Uhr

16:40-17:05 Uhr

17: 05 Uhr

ESBL produzierende E. coli bei Tieren und Lebensmitteln
Dr. Beatriz Guerra, BfR, Berlin

ESBLs und AmpC, nur ein Problem bei Nutztieren?
Dr. Sebatian Glinther, FU Berlin

3 Jahre Resistenz-Monitoring
PD Dr. Bernd-Alois Tenhagen, BfR, Berlin

Schlusswort
Prof. Dr. Bernd Appel, BfR, Berlin
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Kurzfassungen der Beitrage

Moglichkeiten und Grenzen der Lebensmittelketten-Verantwortung bei der Bekamp-
fung von Zoonosen

LUppo Ellerbroek
Bundesinstitut fir Risikobewertung, Berlin

Einleitung

Salmonellen, Campylobacter, EHEC und andere Mikroorganismen kénnen beim Menschen
schwere Krankheiten auslésen. Verbraucher vertrauen darauf, dass im Handel angebotene
Lebensmittel frei von krankheitserregenden Keimen sind. Es werden deshalb auf allen Stu-
fen der Herstellungs- und Vertriebskette von Fleisch Anstrengungen unternommen, um eine
Infektion von Tieren und eine Kontamination der Schlachttierkdrper und Lebensmittel mit
krankmachenden Keimen zu vermeiden — oder die Kontamination auf ein so geringes Niveau
zu reduzieren, dass Erkrankungen des Menschen nicht mehr zu erwarten sind. Dies gelingt
jedoch auch bei sorgfaltiger Anwendung einer guten Lebensmittelhygienepraxis niemals voll-
standig. Denn Zoonoseerreger sind trotz der Bemuhungen in der Aufzucht und Haltung von
Nutztieren weiterhin verbreitet. Wenn die Tiere geschlachtet werden, findet eine Ein-
schleppung der Erreger in den Schlachthof statt. Ursache dafiir sind die technischen und
hygienischen Bedingungen des Schlachtprozesses, die zur Kontamination von er-
schlachtetem Fleisch fihren. Auch urspringlich nicht kontaminierte Tiere kbnnen mit Zoono-
seerregern kontaminiert werden, wenn diese Keime mit den Geréatschaften und Techniken
Ubertragen werden. Uber frisches Fleisch findet dann eine Exposition des Verbrauchers mit
Zoonoseerregern statt.

Diese (negativen) Erfahrungen waren der Ausgangspunkt eines Grundgedankens des Euro-
paischen Lebensmittelsicherheitskonzeptes: So wurde die Verantwortung der gesamten Le-
bensmittelkette bereits im Jahr 2000 im WeiBbuch zur Lebensmittelsicherheit der EU' formu-
liert. Der Ansatz ,From-Farm-to-Fork® hat einen Paradigmenwechsel eingeleitet. Leitgedanke
dieses WeiBbuchs ist der Grundsatz, dass die Politik der Lebensmittelsicherheit auf einem
umfassenden und einheitlichen Konzept beruhen muss. Damit ist gemeint, dass dieses Kon-
zept die gesamte Lebensmittelherstellungskette (vom Erzeuger zum Verbraucher) ebenso
abdeckt wie samtliche Sektoren der Ernahrungswirtschaft. Dies hat auch seinen Nieder-
schlag in der Rechtssetzung fir die Fleischgewinnung gefunden. Dazu flihrt der Abschnitt Il
der Verordnung (EG) Nr. 853/2004% aus:

.Lebensmittelunternehmer, die Schlachthéfe betreiben, missen gegebenenfalls in Bezug auf
alle Tiere auBer frei lebendem Wild, die in den Schlachthof verbracht worden sind oder ver-
bracht werden sollen, die Informationen zur Lebensmittelkette geméafB diesem Abschnitt
einholen, entgegennehmen und prifen sowie diesen Informationen entsprechend handeln.*

Um eine Kontamination von Fleisch mit Campylobacter- und Salmonella-Bakterien vorzu-
beugen, sind strenge HygienemaBnahmen und Kontrollen entlang der gesamten Lebens-
mittelkette, z.B. im Rahmen der Guten Hygiene-Praxis (GHP)/Guten Landwirtschaftlichen
Praxis (GAP) und von HACCP-Konzepten, erforderlich.

Trotz dieser Vorgaben und dieses Anspruches zeigt es sich auch in der Praxis nach Ein-
fihrung des sog. Hygienepaketes 2004 (mit den Verordnungen [EG] Nr. 852-854/2004),

' EU 2000: WeiBbuch zur Lebensmittelsicherheit. http:/europa.eu/legislation_summaries/other/132041_de.htm

2 EU 2004: VO (EG) NR. 853/2004 des Européischen Parlamentes und des Rates vom 29. April 2004 mit spezifischen Hygie-
nevorschriften fir Lebensmittel tierischen Ursprungs

http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri = OJ:L:2004:139:0055:0205:DE:PDF
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dass es in der Lebensmittelgewinnung weiterhin zu Kontaminationen mit pathogenen Kei-
men und Zoonoseerregern kommt. Die 2004 erlassenen und seit 2006 in Kraft befindlichen
rechtlichen Vorgaben waren in dieser Beziehung wenig erfolgreich. Daraus leitet sich weite-
rer Handlungsbedarf fir die Lebensmittelhygiene ab, der von humaner Seite unterstitzt wird:
Dort registriert man eine zunehmende Anzahl an alimentar bedingten Infektionskrankheiten.

Ausgewahlte Zoonosen in der Lebensmittelkette: Bedeutung und Eintrag

Von den genannten Zoonosen spielen Salmonellen im Infektionsgeschehen des Menschen
seit Jahrzehnten eine herausragende Rolle. Trotz des zahlenmaBigen Rlckgangs der ge-
meldeten Salmonella-Erkrankungen des Menschen (2001: 24.516°) und trotz der Erfolge bei
der Bekdmpfung des Vorkommens von Salmonellen bei Nutztieren verdienen die Salmonel-
len auch weiterhin eine hohe Aufmerksamkeit.

Verfolgt man die Statistik der gemeldeten Zoonosenerkrankungen in Deutschland fir weitere
Erreger, so zeichnet sich seit Jahren ein deutlicher Anstieg der Erkrankungen mit Campylo-
bakter-Bakterien ab (2011: 71 318°%). Wahrend gleichzeitig die Anzahl der Salmonellosen
stetig zuriickgeht, ist die gemeldete Anzahl der Campylobakteriosen in Deutschland seit
2001 um ca. 20 % gestiegen. Die EFSA schéatzt aufgrund zahlreicher molekularbiologischer
Studien, dass ca. 20—-30 % der Campylobacter-Infektionen des Menschen auf den direkten
Konsum bzw. die Verarbeitung von Huhnerfleisch und sogar 50-80 % auf die Ubertragung
des Keims aus dem Reservoir ,Huhn“ zurtickzufihren sind. Eine quantitative Reduktion von
Campylobacter auf Hahnchenfleisch ist daher essentiell.

Unter den Zoonoseerregern haben in jlingster Zeit auch Methicillin-resistente Staphylo-
coccus aureus (MRSA) aufgrund ihres pathogenen Potentials eine groBe Beachtung ge-
funden. Aufgrund mittlerweile umfangreicher Statuserhebungen konnten MRSA entlang ver-
schiedener Lebensmittelketten ausgehend von der Primarproduktion bis zum Lebensmittel
(Rohfleisch und -Zubereitungen) im Einzelhandel nachgewiesen werden. Uberwiegend han-
delte es sich dabei um einen bestimmten Typ, der auch als livestock-associated (la)-MRSA
bezeichnet wird. Trotz ihrer eher geringen Ausstattung mit Virulenzdeterminanten ist die hu-
manmedizinische Bedeutung der la-MRSA aufgrund der Resistenz und Infektiositat des Er-
regers grundsatzlich gegeben. Auch wenn die Bedeutung des Expositionswegs Uber die Le-
bensmittelkette aus der Sicht des gesundheitlichen Verbraucherschutzes zurzeit als gering
angesehen ist, bleibt das Unterbinden der Verschleppung des Erregers im Rahmen der
Schlachtung und Verarbeitung (neben der konsequenten Reduktion des Vorkommens von
MRSA in der Priméarproduktion) ein vordringliches Ziel.

In der Gruppe der Escherichia coli zeichnet sich ein sehr kleiner Teil von Zoonoseerregern
durch ein auBerordentlich hohes pathogenes Potential aus. Diese Gruppe der Shigatoxin-
produzierenden Escherichia coli (STEC) ist sehr heterogen. Mehr als 400 Serotypen von
STEC wurden bereits aus menschlichen Patienten isoliert und noch mehr STEC-Varianten
konnten aus Lebensmitteln, Tieren und der Umwelt isoliert werden. 2011 wurden 4.908
EHEC/STEC-Erkrankungsfalle des Menschen dem RKI gemeldet®.

Lebensmittelkettenverantwortung bei der Bekampfung von Zoonosen

Landwirte und Lebensmittelbetriebe tragen die Lebensmittelkettenverantwortung bei der Be-
kampfung von Zoonosen. Die von der EFSA eingeforderte Verantwortung fir sichere Le-
bensmittel auf allen Stufen der Gewinnung ist mittlerweile zum festen Bestandteil der Le-
bensmittelhygiene geworden: Sie beginnt bei der Mast, schlieBt den Transport, die Schlach-

% RKI 2012: http://www3.rki.de/SurvStat/
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tung, die Verarbeitung, den Lebensmittel-Einzelhandel und den Verbraucher ein®. Wenn
auch der Verbraucher in der eigenen Kuche seinen Beitrag zur Lebensmittelsicherheit leisten
muss, so steht an herausgehobener Stelle der Lebensmittelunternehmer in der Pflicht. Er
bringt die Lebensmittel in den Verkehr, er bleibt der unmittelbare Ansprechpartner flr den
Verbraucher. Die EU-Rechtsetzung verlangt von ihm beispielsweise das (Nicht-)Vorkommen
von Salmonellen in Fleisch® gegeniiber dem Verbraucher — obwohl wesentliche Defizite bei
der Bekampfung von Zoonosen in den ihm vorgelagerten Bereichen der Lebensmittelkette
liegen. Wie die Ergebnisse von Kontrollen zeigen, gelingt es ihm mit den bisherigen In-
strumenten (GAP, GHP, HACCP etc.) bislang nur schwer, seiner Verantwortung fur ein si-
cheres Lebensmittel nachzukommen. Daher sind zur Verbesserung der Lebensmittel-
sicherheit zusatzliche KontrollmaBnahmen in der Lebensmittelkette erforderlich. Dies hat die
die EFSA im Jahr 2011 veranlasst, eine Liste von mdéglichen Reduktionsstrategien flr das
Vorkommen von Campylobacter auf Gefligelfleisch in der Prim&rproduktion und im Schlacht-
prozess aufzustellen. Eine MaBnahme ist beispielsweise das Einfrieren von Hahnchenfleisch
far 3 Wochen, mit der eine Campylobacter-Reduktion von zwei Zehnerpotenzen erreicht
werden kann. Bei der Dekontamination mit Milchsdure, NaCl/Citronenséure, Chlordioxid,
Trinatriumphosphat oder Peroxysauren kann man eine Reduktion zwischen 0,5 und 1,8 Zeh-
nerpotenzen erreichen.

Im Hinblick auf STEC zeigt sich, dass die meisten Lebensmittel mit STEC der Erzeugertiere
kontaminiert sein kdnnen. Als Ursache der Kontamination von Lebensmitteln mit STEC sind
die hygienischen Bedingungen beim Schlachten (oder Melken) anzusehen. Rindfleisch ist im
Vergleich zu Fleisch anderer Tierarten am haufigsten mit EHEC verunreinigt. Wegen der
maoglichen dramatischen Krankheitsverlaufe aufgrund von Infektionen mit STEC verfolgt man
in den USA die Strategie der sog. ,Zero-Tolerance® fir fékale Kontaminationen (und damit
far pathogene E. coli) auf Schlachtkdrpern — weil die Bemihungen zur Reduktion im vorge-
lagerten Mastbereich bislang erfolglos blieben.

Lebensmittelketteninformationen, Diagnostik und Dekontamination — Ausblick auf
neue Mdglichkeiten

Unbestritten, und trotz aller Defizite an ihrer Umsetzung, werden die jetzigen Verfahren der
Lebensmittelsicherheit durch die Lebensmittelketteninformationen aufgewertet. Die Erklarung
zu den angelieferten Tieren enthélt u.a. Informationen zum Besitzer der Tiere (seine Adres-
se, seine Betriebsnummer), zu der benutzten Tatowiernummer, zum zustandigen Hoftierarzt,
zur angemeldeten Stlickzahl und Ankunftszeit und zum QS-Status des Lieferbetriebes. Die
Informationen missen 24 Stunden vorab einsehbar sein. Der amtliche Tierarzt in der
Schlachttieruntersuchung erhalt Zugang zu diesen Informationen und pruft sie auf Vollstén-
digkeit und Rechtskonformitdt. Er entscheidet Uber die Zulassung der Mastpartie zur
Schlachtung. Falls sich aus dieser Prifung Anhaltspunkte ergeben, die eine weitergehende
Fleischuntersuchung notwendig macht, werden die Mastpartien entsprechend logistisch fri-
her oder spater geschlachtet.

Eine Aufwertung der Lebensmittelketteninformation geschieht auch durch innovative Tech-
niken zur Multi-Diagnostik. Sie erméglichen eine zeitnahe Information zu relevanten Ge-
fahren, die fiir die menschliche Gesundheit eine Rolle spielen und als Tierkrankheit bedeut-
sam sein kdénnen. Diese Verfahren sind bislang noch in der Entwicklung und basieren z.B.
auf Fleischsaftproben von Schlachtkdrpern. Aus den Ergebnissen der Multi-Diagnostik las-
sen sich (retrospektive) Information zu Schlachttieren aus einem bestimmen Herkunfts-
bestand ableiten. Wichtig ist dabei vor allem eine hohe Sensitivitat und Spezifitat solcher

* EFSA 2010: Modernisierung der Fleischbeschau. http://www.efsa.europa.eu/de/topics/topic/meatinspection.htm
% EU 2004: VO (EG) Nr. 2073/2005 des Europaischen Parlamentes und des Rates vom 15. November 2005 tiber mikrobiologi-
sche Kriterien fur Lebensmittel
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Verfahren. Ziel sollte es sein, die Ergebnisse dieser Diagnostik bereits zum Zeitpunkt der
Schlachtung der untersuchten Tiere flr die Beurteilung zu nutzen.

Als zusétzliche kontaminationsverhitende MaBnahme gegenilber unerwiinschten Zoonose-
erregern wird in der EU der Einsatz von DekontaminationsmaBnahmen diskutiert. Die Anzahl
der Bakterien und Krankheitserreger kbnnen durch derartige MaBnahmen verringert werden.
Dazu gehéren zum Beispiel antibakterielle Behandlungen von Lebensmitteln, wie z.B. mit
chemischen Substanzen, ionisierenden Strahlen oder mit UV-Licht.

In den USA darf das Gefligel nach der Schlachtung zur Dekontamination unter anderem mit
chlorhaltigen Substanzen oder Peroxysauren bespriht oder in Tauchklihlbader eingebracht
werden, die ebenfalls chlorhaltige Substanzen enthalten kénnen. Die Behandlung von Le-
bensmitteln mit ionisierenden Strahlen wird in einigen EU-Landern zum Zwecke der Kon-
servierung von Lebensmitteln und der Verringerung von lebensmittelbedingten Infektionen
angewendet. Chemische Dekontaminationsverfahren sind in der EU bislang nicht zuge-
lassen. Die Vorschlage der EU-Kommission, vier antimikrobielle Stoffe (Chlordioxid, saures
Natriumchlorit, Trinatriumphosphat und Peroxysduren) fir die Dekontaminierung von Ge-
fligelschlachtkérpern zuzulassen, wurden bislang von den Mitgliedstaaten nicht unterstitzt.
Diskutiert wird ebenfalls der Einsatz von Milchsdure zum Bespriihen der Oberflachen von
Rinderschlachtkérpern.

Wenn der Nutzen der Anwendung der Dekontamination gréBer ist als die damit verbundenen
Risiken, dann wird den Lebensmittelherstellern in der EU derzeit mdglicherweise ein po-
tentiell geeignetes, unbedenkliches Verfahren zur Gewinnung sicherer Lebensmittel vor-
enthalten und damit eine Optimierung des Gesundheitsschutzes der Verbraucher verhindert.
Denn die berechtigte Verbrauchererwartung nach sicheren und hygienischen Lebensmitteln
ist nicht vereinbar mit der Tatsache, dass Gefligelfleisch in Europa mit Zoonoseerregern,
wie Salmonellen und Campylobacter, kontaminiert sein kann.

Schlussfolgerungen

Defizite bei der Bekampfung von Zoonosen in der Lebensmittelkette zeigen sich an den nach
wie vor hohen Nachweisraten z.B. von Salmonellen und Campylobacter in Lebensmitteln.
Die Verantwortung flr das Vorkommen dieser Zoonoseerreger tragen alle Beteiligten der Le-
bensmittelkette. Die Verantwortung beginnt in der Mast von Tieren, beim Transport, bei der
Schlachtung, Verarbeitung und endet im Lebensmitteleinzelhandel.

Dabei kommt dem Lebensmittelunternehmer eine herausragende Verantwortung zu. An ihn
richtet sich die EU-Rechtsetzung mit hohen hygienischen Anforderungen in der Lebens-
mittelkette u.a. fir das (Nicht-)Vorkommen von Salmonellen in Fleisch. Diese sind mit den
bisherigen Instrumenten (GAP, GHP, HACCP etc.) nur schwer einzuhalten. Zwar kénnen
Zoonoseerreger, wie z.B. Salmonellen, bereits durch eine Reihe von MaBnahmen in der
landwirtschaftlichen Produktionsstufe eingeddmmt, aber nicht véllig eliminiert werden. Ande-
re Zoonoseerreger wie z.B. Campylobacter entziehen sich in der Praxis bislang jedoch sol-
chen, gegen Salmonellen ausgerichteten BekdmpfungsmaBnahmen und erfordern gezielte
Strategien.

Wenn es zu einer Kontamination von Fleisch mit Zoonoseerregern infolge von Fakalkonta-
mination im Schlachtprozess kommt, dann kann diese bislang nur in maBigem Umfang (und
evil. nicht sicher) reduziert werden. Nach wie vor ist die Vermeidung von Fékalkontamination
im Schlachtprozess nicht nur beim Gefligel, sondern auch bei anderen Tierarten besonders
wichtig. Da die Verbraucher Lebensmittel von hoher Qualitét erwarten, die gesundheitlich
unbedenklich sind, missen aber auch alle zusatzlich zur Verfligung stehenden Hygiene-
maBnahmen entlang der gesamten Lebensmittelkette von der Priméarproduktion bis zum
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Haushalt des Verbrauchers auf ihre Wirkung hin Oberprift werden. Diese Minimierungs-
strategie schlieBt auch den Einsatz von Dekontaminationsmitteln ein, wenn sie im Zu-
sammenhang mit den vorausgehenden und nachfolgenden Schritten bewertet werden.
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Gesundheits- und Hygienestrategien in der Geflligelhaltung als Grundlage der Le-
bensmittelsicherheit

Hafez Mohamed Hafez,
Institut flir Gefligelkrankheiten, Freie Universitat Berlin

In Gefligelbestanden kann der Ausbruch verschiedener Krankheiten durch Optimierung der
Haltungsbedingungen sowie durch ein optimal ausgewogenes, dem Leistungsstadium des
Tieres angepasstes Futter vermieden werden. Neben den oben genannten MaBnahmen ge-
héren die Schutzimpfungen gegen verschiedene Krankheiten zu den wichtigsten und erfolg-
reichsten Mitteln zur Gesunderhaltung des Geflligels. Kommt es trotz aller bisher erwahnten
MaBnahmen zu Krankheitsausbriichen, so muss eine Behandlung eingeleitet werden.

Die Grundséatze der Bekdmpfungsstrategien von Infektionskrankheiten beim Gefligel sind:

Fortlaufende Bestandsbetreuung zur Gesunderhaltung der Tiere durch Routineentnahme
von Proben zur Friherkennung von Krankheiten, Erstellung von Impfprogrammen, Uberwa-
chung des Impferfolges, Diagnose und Einleitung von Behandlung zur Qualitatssicherung wer-
den zurzeit im Rahmen verschiedener qualitatsorientierter Managementkonzepte verstérkt in
der Geflligelproduktion eingesetzt. Fortlaufende Betreuung und Monitoring sind sinnvolle MaB-
nahmen zur Erstellung von prophylaktischen Programmen fir die nachfolgenden Durchgéange.

Strenge Hygiene (Biosecurity) und das Rein-Raus-System waren bislang gut bewahrte
MaBnahmen zur Reduzierung von Infektionsrisiken beim Gefligel. Der Anstieg der Produkti-
onskosten sowie die zunehmende Diskussion Uber artgerechte Haltung flihrten zu der Ent-
wicklung unterschiedlicher Arten von Integrationen innerhalb der Gefligelindustrie. Es entwi-
ckelten sich Betriebe, in denen Gefligel unterschiedlicher Altersstufen gehalten werden —
und auch unterschiedliche Haltungsformen. In diesen Systemen ist jedoch eine grindliche
Reinigung und Desinfektion der Anlagen nicht méglich. Das Management von Tieren mit
unterschiedlicher Herkunft ist problematisch, Krankheiten breiten sich schneller und leichter
aus. Zweifelsohne sind Haltungsbedingungen und die genetische Dispositionen der Tiere am
Auftreten und Verlauf verschiedener Gesundheitsschaden und Krankheiten beteiligt. Daher
ist eine Verbesserung der verschiedenen Komponenten der Geflligelproduktion und geneti-
sche Selektion, die in Richtung erhdhter Resistenz gegentber bestimmten Infektionen fihrt,
notwendig. Dies hat nicht nur die Verminderung der Resistenzprobleme, sondern auch die
Steigerung der Produktivitdt und damit die Erhéhung der Profitabilitat zur Folge.

Schutzimpfungen: Der Einsatz von Lebend- und inaktivierten Impfstoffen wird h&ufig und
mit Erfolg zur Verhltung von Krankheiten eingesetzt. Dabei treten folgende Probleme auf:
Neben dem Vorkommen von Varianten (Mutanten) bzw. Steigerung der Virulenz der Erreger
(neue Pathotypen) sind leider fir bestimmte Gefllgelarten (Puten, Wassergeflligel) in
Deutschland nur wenige Impfstoffe zugelassen. Ursachen hierflr sind die strengen Zulas-
sungsbestimmungen. Um den Einsatz von Impfstoffen zu férdern, muss der Anwendung von
bestandsspezifischen Impfstoffen in Zukunft mehr Beachtung geschenkt werden. DarlUber
hinaus muss die Harmonisierung in der EU im Hinblick auf die Zulassung und das Inver-
kehrbringen von Impfstoffen beschleunigt werden.

Der Einsatz sogenannter normaler Darmflora ,Competitive Exclusion” (CE) bei Kiken zur
Reduzierung der Kolonisation des Geflligels mit verschiedenen pathogenen Erregern fihrt in
verschiedenen Landern zur Reduzierung des Einsatzes von Arzneimitteln und stellt eine
vielversprechende Alternative zur Einstallungsprophylaxe dar, was in einem Verzicht auf
diese ungezielte prophylaktische Antibiose resultiert. Eine Zulassung der CE-Praparate ist
zurzeit in Deutschland nicht méglich, da die meisten wirksamen Praparate aufgrund ihrer
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nicht vollstédndig definierten Zusammensetzung weder als Impfstoff noch als Medizinalpro-
dukt klassifiziert werden kdnnen.

Therapie: Beim Gefllgel ist die Behandlung aller Tiere einer Herde unumganglich, weil die
Trennung von kranken und in der Inkubationszeit befindlichen Tieren von den gesunden Tie-
ren nicht durchfihrbar ist. Bei sachgemaBem Einsatz leisten Arzneimittel gegen Infektions-
krankheiten in der Veterindrmedizin einen unverzichtbaren Beitrag zur Lebensmittelqualitat
und damit fir die menschliche Gesundheit. Daher stellt der Einsatz von antimikrobiellen
Wirkstoffen zweifellos eine wichtige S&ule des tierarztlichen Handelns dar und ist in der
Betreuung von Gefligelbestanden unverzichtbar. Da die gesundheitlichen Probleme beim
Gefligel in der Regel multifaktorielle Ursachen haben und die klinischen Erscheinungen bzw.
die anatomisch-pathologischen Veranderungen nicht pathognomonisch sind, kénnen in aku-
ten Fallen in der Praxis die Therapiegrundséatze bei der Anwendung von Arzneimitteln, wie
richtige Diagnose, strenge Indikation und Prifung der Wirksamkeit, nicht eingehalten wer-
den. Darlber hinaus stehen fir das Gefligel nur wenige zugelassene Praparate zur Verfl-
gung. Diese sind meist auch nicht fir alle Gefllgelarten und/oder Anwendungsgebiete zuge-
lassen. Jedoch fuhrt der unsachgeméaBe Einsatz von Antibiotika zwangslaufig zur Resistenz-
bildung. Deshalb muss der Einsatz solcher Stoffe auf das medizinische notwendige MaB
reduziert werden.

Da Verarbeitungsbetriebe wenige Mdglichkeiten haben, eine Kreuzkontamination mit patho-
genen Keimen effektiv zu verringern, liegen die Schwerpunkte der Bekdmpfung in der Ver-
hinderung der Infektion bzw. Reduzierung der Ausbreitung in den lebenden Tierbestéanden.
Deshalb wird beim Mastgefligel in den letzten Jahren vermehrte die logistische Schlachtung
und Verarbeitung mit Erfolg praktiziert.

Darlber hinaus missen bei der Gewinnung und beim Transport der Eier MaBnahmen zur
Senkung des Verschmutzungsgrades der Eioberflache getroffen werden, um eine Reduzie-
rung der Keimbelastung zu erreichen. Auch bei Lagerung bzw. Aufbewahrung von Eiern
muss neben der Einhaltung von strikter Hygiene auf die Lagerungsbedingungen (Dauer,
Temperatur, Luftfeuchtigkeit) geachtet werden, um die Vermehrung von Keimen zu verhin-
dern bzw. zu reduzieren. Darliber hinaus soll bei der Verarbeitung die Kontamination des
Eiinhaltes durch die kontaminierte Schale verhindert werden. Dies kann durch die Verwen-
dung sauberer, unbeschadigter Eier erreicht werden. Um einer Lebensmittelvergiftung durch
aus kontaminierten Eiern hergestellten Eiprodukten prophylaktisch entgegenzuwirken, ist das
Pasteurisieren der einzige Weg, wobei die Rekontamination pasteurisierter Eiprodukte ver-
hindert werden muss.

Schlussfolgerungen

Die wichtigste Aufgabe der betreuenden Tierarzte in Gefllgelbetrieben ist die Verhitung von
Krankheiten und Gesundheitsschaden. Zusétzlich kénnen die zustédndigen Behdrden einen
bedeutsamen Beitrag zur Reduzierung des Einsatzes von Arzneimitteln leisten, wenn die
Harmonisierung in der EU im Hinblick auf Tierhaltung, Tierschutz sowie Zulassung und das
Inverkehrbringen von Impfstoffen und Préparaten beschleunigt wird.
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Salmonellenbekampfung beim Schwein

Jurgen Harlizius, Landwirtschaftskammer Nordrhein-Westfalen, Tiergesundheitsdienste,
Bonn

Klinische Salmonellenerkrankungen beim Schwein sind in Deutschland sehr selten zu sehen.
Bei der Salmonellenbekdmpfung in Schweinebetrieben geht es in erster Linie um jene Infek-
tionen, die bei den Schweinen selbst keine Krankheitssymptome auslésen. Die Schlachtung
klinisch unauffalliger jedoch infizierter Tiere kann zu einem Eintrag in die Lebensmittelkette
fihren. Nach der EU-Verordnung 2160/2003 sind ,MaBnahmen zur Bekdmpfung und Uber-
wachung von Salmonellen auf allen Stufen, insbesondere auf der Ebene der Primarprodukti-
on®, durchzufthren.

In Deutschland ist die Untersuchung von Schlachtschweinen seit dem 24.03.2007 durch die
Schweine-Salmonellen-Verordnung gesetzlich geregelt. In der Regel werden Fleischsaftpro-
ben, die bei der Schlachtung gewonnen werden, nach einem festgelegten Probenschlissel
auf Salmonellenantikérper untersucht. Aber auch die Untersuchung von Blutproben der End-
mastschweine sind mdglich. Alle Betriebe die mehr als 200 Mastschweine missen 60 Pro-
ben oder mehr untersuchen. Positive Ergebnisse Hinweise auf eine erhdhte Belastung. Ein
Schwein, das Antikérper gegen Salmonellen gebildet hat, muss aber nicht zwangslaufig zum
Zeitpunkt der Schlachtung noch infiziert sein.

Alle Routinetests basieren derzeit auf dem Nachweis von Antikérpern gegen bestimmte
Zellwandbestandteile der Salmonellen (Lipopolysaccharide; LPS) und weisen neben Antikor-
pern gegen die beim Schwein am hdufigsten vorkommende Serovar Salmonella (S.) typhi-
murium auch solche gegen weniger oft beim Schwein isolierte Salmonellen (z.B. S. infantis
und S. choleraesuis) nach. Es werden Antikdrper gegen Salmonellen der Serogruppen B, C1
und D nachgewiesen.

Hinsichtlich der vergleichbaren Auswertung der Probenergebnisse aus den unterschiedlichen
Tests hat sich ein prozentualer Wert optischer Dichte (OD%) bewahrt, der einen zu den posi-
tiven und negativen Kontrollen ins Verhéltnis gesetzten Messwert sowie einen Umrech-
nungsfaktor enthalt. Der OD%-Wert dient als Grundlage zur Einstufung einer Probe als posi-
tiv oder negativ. Fir eine Bestandsbewertung sind Proben mit OD%-Werten unterhalb von
40 als negativ, solche dariiber als positiv einzustufen. Abhangig vom Fortschritt des nationa-
len Sanierungsverfahrens kann dieser Wert aber abgesenkt werden, um eine bessere Uber-
wachung zu ermdglichen. Bereits Proben mit einem OD%-Wert von 20 sind Anzeichen einer
Salmonelleninfektion.

Abhangig von der Haufung positiver Probenergebnisse in einer Stichprobe erfolgt eine Kate-
gorisierung des Bestandes nach QS bzw. nach der Schweine-Salmonellen-Verordnung in die
Belastungskategorien niedriger (Kat. I: 0 bis 20 % positive Proben pro Stichprobe), mittlerer
(Kat. Il: mehr als 20 bis 40 % positive Proben) und hoher (Kat. Ill: mehr als 40 % positive
Proben) Status der Salmonellenverbreitung. Dabei wird das so genannte ,gleitende Jahres-
mittel“, eine quartalsweise Auswertung des jeweils zurlick liegenden Jahreszeitraumes, fir
die Kategorisierung heran gezogen.

Aus diesem Grunde sind Landwirte, deren Betriebe in die Kategorie Il und Ill eingestuft sind,
aufgefordert, in ihrem Betrieb MaBnahmen zu ergreifen, um den Salmonellendruck im Be-
stand zu reduzieren. In betroffenen Betrieben sollte im Rahmen eines Bestandsbesuches
durch den Schweinegesundheitsdienst oder den Hoftierarzt eine griindliche Untersuchung
und Beratung erfolgen, um mdégliche Schwachstellen im Hygiene und Gesundheitsmanage-
ment aufzudecken und zu beheben.
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Betriebe mit einer hohen Antikdrperpravalenz (Kategorie Ill) sind verpflichtet, dies dem zu-
standigen Veterinaramt zu melden und MaBnahmen zur Bek&dmpfung einzuleiten. An erster
Stelle steht die Untersuchung der Eintragsquellen und gleichzeitig muss mit innerbetriebli-
chen MaBnahmen zur Erregerreduktion begonnen werden:

Untersuchung der Eintragsquellen:

v Frisch eingestallte Ferkel

v Erfolgskontrolle Reinigung und Desinfektion: Bucht, Treibwege, Stallumgebung
v Futter: Trog, (FlUssig)futterung, Mahl-und Mischanlage, Lager

v' Vektoren: Schadnager, Fliegen, Katzen, Hunde

MaBnahmen zur Erregerreduktion

v" Vermeidung des Eintrages und Verhinderung der Querkontamination im Bestand durch
jeweils spezifische MaBnahmen:
v' Striktes abteilweises Rein-Raus-System
v" Reinigung + Desinfektion (Abteile, Treibwege, Stallumgebung)
v Schadnagerbekampfung, ,Abdichtung” von Stallgebauden und Futterlagern ge-
gen Katzen, Hunde und Végel
v Trankewasserhygiene

» FutterungsmaBnahmen:

v" Hitzebehandlung beim Pelletiervorgang tétet Salmonellen ab, aber pelletiertes
Futter fOhrt zu einer schnelleren Futteraufnahme und Magenpassage.
S&ureeinsatz im Futter
Es kénnen auch gekapselte Sauren oder kristalline Produkte eingesetzt werden
Kraftfutterhersteller kbnnen auch fllissige Sauren auf pelletiertes Futter spriihen
Eine grobere Vermahlung kann die Salmonellenbelastung reduzieren
Bei Hofmischung ist eine Getreideration mit hohem Gerstenanteil mit gebrésel-
tem (hitzebehandeltem) Erganzer ideal
v Auch der Einsatz von Probiotika ist von Vorteil

AN NN NN

Darliberhinaus besteht insbesondere flir Sauenbetricbe mit einer hohen Salmonel-
lenprévalenz die Méglichkeit der Schutzimpfung.

Obwohl in der Diskussion um Salmonellenbelastung von Schweinebestanden sehr viel von
Hygiene gesprochen wird, kann eine erhdhte Salmonellenbelastung in sehr sauber gefihrten
Betrieben ebenso vorkommen wie in hygienisch problematischen Betrieben.

Weitere Informationen finden Sie auf der folgenden Internetseite:

http://www.schweinegesundheitsdienste.de/arbeitsgruppen.html
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Hygiene in der Gefligelfleischgewinnung

Reinhard Fries
Institut flr Fleischhygiene und -technologie, Freie Universitat Berlin

1 Einleitung

Auf dem Geflligelsektor werden in Deutschland jahrlich ca. 350 Mio. Tiere geschlachtet, als
Frischware vermarktet oder als Fleischerzeugnis weiterverarbeitet. Die groBtechnische Ge-
winnung von Gefllgelfleisch bringt technische Vorteile, birgt jedoch hygienisch auch Risiken.
Der derzeitige Ansatz ist dem traditionellen Verfahren entlehnt, dies bei einer Schlacht- und
Verarbeitungsfrequenz von bis zu 13.000 Tieren (Broiler)/h in den industrialisierten Landern
mit nur geringem Personaleinsatz.

Unter Hygiene wird hier die technische Sicherung des Prozessablaufes so verstanden, dass

e eine Vermehrung von Agentien im Prozessablauf ausgeschlossen,

e ein Eintrag aus dem vorangegangenen Stufen der Primarproduktion minimiert,

e ein Ubertrag im Prozessablauf an méglichst zahlreichen Stellen des technischen Prozes-
ses unterbunden wird.

2 Die Gegebenheiten

2.1 Technisch-hygienische Daten und resultierende mikrobiologische Profile im Pro-
zess

Mit Gefieder, Haut und dem Darmtrakt-Inhalt Gbertragt der Vogel eine hohe mikrobielle Last
in den Schlachtbetrieb. Gelegenheit zum Ubertrag und zur Kreuzkontamination bieten die an
zahlreichen Stellen des Gewinnungsprozesses eingesetzten Flissigkeiten (Briihwasser,
zahlreiche Duschen, Innen-AuBenwéscher) sowie die Oberflaichen der Gerate, die intensiv
auf die geschlachteten Tiere einwirken (Rupffinger, Bligel des Nackenbrechers, Kloaken-
schneider, vent-cutter, Eviszerationsbligel). Damit wird die mikrobiologische Belastung von
den Karkassen im Prozess Ubernommen.

In Untersuchungen zur Belastung der Rupffingeroberflachen wurde eine Gesamtbelastung
von 7,49 (Ig) pro Rupffinger oder 5,19 pro ml Spulflussigkeit festgestellt (Fries 1992 und un-
publ.). Dies spricht fur eine potentiell starke Belastung der Rupffinger.

2.1.1 Beispiel Zoonoseerreger

In einer Institutsuntersuchung von 14 unterschiedlichen Betriebswéasser-Proben in einem
Geflugelschlachtbetrieb wurden vor allem (und in ansteigendem MaBe) Campylobacter-
Keime, gefolgt von Salmonellen (absinkend im Lauf des Prozesses) gefunden, finf L. mono-
cytogenes-Isolate wurden gesichert (anfangs), Yersinia trat nicht auf. Institutsuntersuchun-
gen in zwei Putenschlachtbetrieben zeigten identische Klone tUber Zeit und Raum der Betrie-
be: Sind die Erreger einmal im Schlachtbetrieb, erfolgt offenbar zeitlich und raumlich ein
Transfer innerhalb des Betriebes.
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2.1.2 GKZ als Beispiel fur die allgemeine Hygiene im Prozessablauf

Die Mikroflora (GKZ) auf der Haut der Tiere und der Schlachttierkdrper reflektiert die techni-
schen Ablaufe reproduzierbar, wie die Gesamtkeimzahl an bestimmten Punkten der techni-
schen Kette der Geflugelfleischgewinnung (Broiler) ausweist:

A

Waage Entbluten Brihen Entfedern  Duschen nach d. Kihlung Endproduﬁt

Abb. 1: Aerobe Gesamtkeimzahl auf der Broilerhaut an Positionen der Gefliigelfleischgewinnung

2.1.3 Taxonomische Differenzierung als Beispiel fur die Vielfalt der auftretenden Taxa

Auf der gesamten vertikalen Linie ist mit einer horizontalen (innerhalb der Herde und von
auBen in die Herde hinein) sowie mit einer vertikalen Ubertragung zu rechnen. Auf dem Ge-
fieder, damit auch auf der Haut vor dem Brihen oder auf dem Fell der Tiere befindet sich
noch die Mikroflora der Herkunft.

Im Einzelnen treten auf: Micrococcaceae, Streptococcus, grampositive, unregelmaBige
Stabchen und Filamentbildner, Lactobacillus, Bacillus, Enterobacteriaceae.

2.2 Methodik (Mikrobiologie) in der Erfassung und Bewertung von Hygiene
2.2.1 Die Geflugelhaut (,Probenmaterial Gefliigel)

Im Gegensatz zur Muskulatur als Oberflache (Wiederkauer) oder der einer Schweinehalfte
ist die Gefligelhaut stark gefaltet incl. der ins Gewicht fallenden Federfollikel, in die sich die
Keine einbetten kdnnen. Geflligelhaut ist das Untersuchungsmaterial der Wahl (unterliegt
dem &uBeren Einfluss). Muskulatur als Untersuchungsmaterial ist nur bei der Frage nach
einer Besiedlung nach Infektion verwendbar.

2.2.2 Beprobung

In der quantitativen mikrobiologischen Analyse sind Spll- und Tupfermethoden, auch die
(Ganzkorper-)Schittelung bei der Anwendung auf Gefligelhaut wenig aussagekraftig, da
eine vollstdndige Entnahme nicht méglich ist. Somit ist bei Geflligelhaut ein Vergleich von
Ergebnissen, die mittels unterschiedlicher Beprobungstechniken erarbeitet wurden, mit Vor-
sicht zu bewerkstelligen. Das destruktive Vorgehen bietet sich an.

2.2.3 Qualitative versus quantitative Analyse

Wahrend die GKZ (auch die EB-Zahl) als rein quantitativer Parameter aussagekraftig einge-
setzt werden kann, ist fir Salmonellen die Ja-/Nein-Analyse nur beschrankt aussagekraftig.
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Dies gilt insbesondere fiir Aussagen auf dem Bereich der Technologie, die unter den Ge-
sichtspunkten der Hygiene korrigiert/verbessert werden soll: Eine Verringerung der quantita-
tiven Belastung mit einem Zoonoseerreger (v.a. Salmonella) ist so kaum darstellbar.

3 MaBnahmen zur Sicherung/Verbesserung der Prozesshygiene

Zahlreiche MaBnahmen wurden vorgeschlagen, diese lassen sich kategorisieren in zuséatzli-
che Gerate oder MaBnahmen im Prozess, Anderung der Technologie an speziellen Positio-
nen, Unterlassen von Eingriffen oder eine Intensivierung der VorsichtsmaBnahmen bzw. Ein-
fihrung von SOP.

4 Diskussion
4.1 Vertikaltransfer

Einmal eingespeist, ist eine Eliminierung einkommender Agentien in der laufenden Prozess-
dauer nicht mehr méglich. Dies gilt fur alle Mikroorganismen, auch fir zoonotische Agentien.
Erst schrittweise treten die technologischen Prozesse des Schlachtbetriebes in den Vorder-
grund, sodass sich der mikrobiologische Status der Tierkdrper durch die Aufnahme weiterer
Keime aus dem Umfeld der Produktion verschiebt.

Der Prozess beinhaltet keine MaBnahme oder technischen Eingriff, der eine nachhaltige
Hurde flr mikrobiologische Besiedlung darstellen kénnte. Jede MaBnahme als solche kann
keine durchschlagende Wirkung entfalten, in der Summe jedoch kénnen die punktuellen
Verbesserungen eine Verbesserung der Gesamtsituation bewirken.

Wasser ist ein direkter Carrier, die Technologie der Gewinnung bietet an keiner Position ei-
nen CCP. Fir die im Brihtank (Gefliigel, Jungmasthuhn) realisierten Temperaturen zeigen
die Daten der Predictive Microbiology, dass eine nachhaltige Barrierefunktion nicht zu erwar-
ten ist.

4.2 In-house-Flora

Es kommt offenkundig auch zu einer eigenen Betriebsflora (,in house-flora“), belegt fir Sal-
monella und seit LaAngerem bereits fur Staphylococcus.

4.3 Problempositionen

Brihtank: Da die Tier nicht gereinigt werden kénnen, trégt jeder Vogel mikrobielle Last in den
Brihtank ein. Die mikrobiologische Balance zwischen Abtétung und Neueintrag im Brihwas-
ser ist schwer kalkulierbar und abhangig von der Temperatur, der einkommenden Mikroflora
und der Dauer des Brihvorganges.

Entfedern: In den Rupfmaschinen kann sich in den Betriebspausen eine gerateeigene Mikro-
flora aufbauen, die sich am nachsten Morgen auf die einkommenden Tierkdrper Gbertragt.
Dies zwingt in der taglichen Betriebshygiene zu einer bewussten und sachgerechten Reini-
gung und Desinfektion.

FlUssigkeiten: Der intensive Wassereinsatz (Benetzung der Oberflaichen) muss als Risikofak-
tor angesehen werden. Dies gilt auch und gerade fir den in Wasser auftretenden Campylo-
bacter.
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4.4 Technische SicherungsmaBnahmen

Denkbare PraventivmaBnahmen beziehen sich auf die gesamte Kette der Produktion von
Geflugelfleisch, jede Stufe bietet Mdglichkeiten zur Einddmmung (,Lines of Defense”). Ko-
operation und Austausch mit bestandsbetreuenden Tieréarzten und anderem Beratungsper-
sonal ist erforderlich.

Die erste ,,Verteidigungslinie“ ist in der Haltung angesiedelt (Biosecurity). Hier gilt es, den
Transfer unterschiedlicher Agentien in vertikaler und horizontaler Richtung mdglichst weitge-
hend zu verhindern.

Die zweite ,,Verteidigungslinie® ist der Prozessablauf in der Fleischgewinnung.

Die dritte ,,Verteidigungslinie“ beinhaltet die Verarbeitungsschritte im Anschluss an die
Fleischgewinnung. Hier gibt es deutlich mehr Eingriffoptionen (Lebensmittelbe- und Verarbei-
tungstechnologien).

Die vierte ,,Verteidigungslinie“ ist der einzelne Haushalt oder die GroBkliche mit Zuberei-
tung der Mahlzeit mit den eigenen zu beachtenden Intern-Gegebenheiten.

Prozess im Gefliigelschlachtbetrieb:

Zu beachten sind das Design des Maschinenparks, eventuelle Hirden in der Linie (Tempera-
turanwendungen), auch die in der EU nicht zugelassene Behandlung des Wassers oder die
Verschiebungen im pH von Flissigkeiten, zusatzliche technische Installationen (z.B. Gegen-
strom-Tauchbrihen, internes und externes Abflammen) oder die korrekte Planung der Reini-
gung und Desinfektion und eine starkere Beachtung der Nebenlinien.

An keiner Stelle findet sich ein technischer Eingriff, der als Barriere im Sinne einer Eliminie-
rung von Erregern verstanden werden kénnte. Auch die Ublichen Temperaturen im Brihpro-
zess sind ohne hygienisierenden Effekt (die anzulegenden D-Werte lassen hier keinen Zwei-
fel). Die beim Gefligel Ublicherweise gefahrenen Temperaturen zwischen 52 °C und 58 °C
haben keine Barrierewirkung zur Folge.
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Dekontamination bei Geflligel als Option fiir sichere Lebensmittel?

Uwe Truyen )
Institut far Tierhygiene und Offentliches Veterindrwesen, Universitat Leipzig

Die Dekontamination von Schlachtkérpern kann dazu dienen, die Keimbelastung an der Ober-
flache zu reduzieren, und somit zu der Herstellung keimarmeren und dadurch risikoarmeren
Lebensmitteln beitragen.

Die Kontamination von Schlachtkérpern wahrend des Schlachtprozesses ist technologisch
nicht vollkommen auszuschlieBen und wird durch zahlreiche Faktoren beeinflusst, nicht zu-
letzt durch den Gesundheitsstatus und mikrobiologischen Status des Schlachttieres vor der
Schlachtung.

Der Einsatz von chemischen Substanzen zur Dekontamination von Schlachtkérpern wurde
im Rahmen eines vom BfR organisierten Forums von verschiedenen Seiten beleuchtet.

Folgende Punkte fir die Einstufung dieser Verfahren konnten dabei herausgearbeitet wer-
den:

Die Dekontamination von Schlachtkérpern kann einen wertvollen (zusatzlichen) Beitrag zur
Lebensmittelsicherheit leisten, wenn sichergestellt ist, dass

« die Mittel wirksam sind, und Mikroorganismen tatsachlich abtéten

« die Mittel den Zustand des Schlachtkérpers (gesundheitliche, sensorische,
« ernahrungsphysiologische Eigenschaften) nicht nachteilig beeinflussen

« keine Rickstande auf dem Schlachtkérper verbleiben

« eine Akzeptanz durch den Verbraucher gegeben ist.

Wesentliche technische Voraussetzungen sind eine ausreichende Kenntlichmachung der
behandelten Schlachtkérper, eine stringente Wirksamkeitsprifung der Mittel sowie eine ver-
bindliche detaillierte Anwendungsanweisung.

Verschiedene Substanzen (Peroxysaure, Milchsaure, SAN-PEL, CIO,, NaOCl,, NazPO,, Mi-
schung von Peroxysauren, Listex P100 und Cecure) sind durch die EFSA in der Vergangen-
heit geprift worden. Keine der Substanzen konnte dabei uneingeschrankt empfohlen wer-
den.

Das mdgliche Auftreten von Resistenzen gegen Desinfektionsmittel beziehungsweise das
Auftreten von Kreuzresistenzen gegen bestimmte Antibiotika muss besonders aufmerksam
beobachtet werden, obwohl bisher solche Resistenzen bei Desinfektionsmitteln fir den Ein-
satz im Lebensmittelbereich nicht nachgewiesen werden konnten.

Die Etablierung eindeutiger Kriterien zur Wirksamkeitsprifung der chemischen Mittel sowie
die Entwicklung alternativer nichtchemischer Verfahren werden als wichtig angesehen.

® 12. BfR-Forum Verbraucherschutz: Verbesserung der Lebensmittelhygiene durch Dekontamination? — Standortbestimmung
und Perspektiven, 4.-5. Juni 2012, Berlin






Zoonosen und Lebensmittelsicherheit 27

Campylobacter — quo vadis?

Kerstin Stingl, Marie-Theres Knlver, Petra Vogt, Christiane Buhler, Nora-Johanna Krlger,
Katja Alt, Bernd-Alois Tenhagen, Matthias Hartung, Andreas Schroeter, Lippo Ellerbroek,
Bernd Appel und Annemarie Kasbohrer

Bundesinstitut fir Risikobewertung, Berlin

Das pathogene Bakterium Campylobacter ist seit einigen Jahren die haufigste Ursache von
lebensmittelbedingten Durchfallerkrankungen in Deutschland und Europa. Campylobacter
Bakterien verursachen beim Menschen wassrige und blutige Durchfélle, die meist 4—7 Tage
anhalten. In ca. 1 von 1.000 Féllen werden Komplikationen, wie reaktive Arthritis und peri-
phere Neuropathien wie z.B. das Guillain-Barré Syndrom berichtet, welches zu L&hmungen
der GliedmaBen fahrt. Im letzten Jahr in Deutschland wurden Gber 70.000 Campylobacterio-
se-Falle berichtet. Die Dunkelziffer wird auf ein Vierfaches geschatzt.

Campylobacter gehért zu den e-Proteobakterien, die relativ anspruchsvolle Wachstumsbe-
dingungen im Labor verlangen. Sie wachsen unter mikroaeroben Bedingungen und nur bei
Temperaturen zwischen 30 und 42 °C. Natirlicherweise kommen sie im Darm von Warmbli-
tern vor, insbesondere bei Gefligel, aber auch bei Saugetieren. Die Kolonisierung von Cam-
pylobacter in Tieren ist symptomlos, sodass sich der Keim ohne &uBere Anzeichen einer
Infektion verbreiten kann. Daten aus den Jahren 2004 bis 2010 lassen erkennen, dass Ge-
fligel (Masthahnchen, Pute und Ente) in Deutschland im Mittel zu 30-40 % mit Campylobac-
ter belastet sind. Allerdings werden Campylobacter mit ahnlicher Haufigkeit bei Schweinen
nachgewiesen. Rinder und Mastkalber sind zu ca. 15 % mit Campylobacter besiedelt, wah-
rend Milchkihe das Bakterium nur sehr selten aufweisen. Haustiere, wie Katze und Hund,
tragen den Keim zu ca. 5 %.

Bei Lebensmitteln kommen Campylobacter als Féakalverunreinigung vor allem auf Gefllgel-
fleisch vor. Detektionsraten variieren zwischen knapp 20 % bei Putenfleisch in den Jahren
2009 und 2010, Uber ca. 45 % bei Masthahnchenfleisch im Jahr 2009 bis tUber 60 % bei En-
tenfleisch im Jahr 2009. Auffélligerweise ist die Kontaminationskette bei der Produktion von
Schweinefleisch aus ahnlich haufig mit Campylobacter kolonisierten Schweinen unterbro-
chen, sodass Schweinefleisch nur sehr selten mit Campylobacter belastet ist. Im Einklang
mit dieser Beobachtung wird vorrangig C. jejuni als Hauptvertreter der Campylobacter spp.
beim Gefligel auch als Hauptausléser der Campylobacteriose beim Menschen beschrieben.
C. coli hingegen, die hauptséachlich bei Schweinen vorkommende Spezies, tragt nur mit ca.
8 % zu den menschlichen Campylobacter-Infektionen bei. Eine signifikante Reduktion der
Campylobacteriose-Félle beim Menschen kénnte daher vor allem durch Reduktion der Kon-
tamination von Schlachtkérpern wahrend der Gefligelfleischgewinnung erfolgen.

Das NRL fur Campylobacter hat eine differenzierte Auswertung qualitativer und quantitativer
Daten von Geflligelkarkassen (Schlachthof) bzw. Gefligelfleisch (Supermarkt) in Deutsch-
land angefertigt (Stingl et al. 2012). Wahrend 55 % der Hihnerkarkassen auf dem Schlacht-
hof Campylobacter-positiv waren (ISO 10272-1), wurden 43 % auch mit der quantitativen
Methode detektiert (ISO 10272-2). Beide Methoden zusammen detektierten 62 % der Kar-
kassen als positiv. Die qualitative Methode ist der quantitativen hinsichtlich Sensitivitat Gber-
legen. Wenn allerdings Begleitflora die Campylobacter-Bakterien in den Anreicherungsme-
dien Uberwachst, ist die quantitative Methode Uberlegen, die eine sofortige raumliche Tren-
nung der Bakterien auf der Agarplatte garantiert. Dies kénnte als Erklarung dienen, warum
12 % der positiv befundeten Karkassen lediglich mittels der quantitativen Methode detektiert
wurden. Interessanterweise variiert dieser Anteil an Karkassen, die nur durch die quantitative
Methode als positiv detektiert wurden, deutlich innerhalb der EU-Mitgliedsstaaten. In Belgien
betragt er 68 %, gefolgt von den Niederlanden mit 32 % und Portugal mit 16 %. Eine unter-
schiedlich stark vorkommende resistente Hintergrundflora, wie z.B. ESBL- (extended p-
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lactamases) produzierende Escherichia coli, in den verschiedenen Landern kdnnte diese
Daten erklaren. ESBL E. coli wachsen in den in der ISO 10272-1 vorgeschlagenen Anreiche-
rungsmedien und erschweren die Detektion von Campylobacter. Daher wird derzeit die 1SO
10272 Uberarbeitet und die Verwendung alternativer Medien (z.B. Preston broth mit Polymy-
cin B als wirksames Antibiotikum gegeniiber ESBL E. coli) fir Proben mit erwarteter resisten-
ter Hintergrundflora empfohlen.

AuBerhalb des Darms, z.B. auf Lebensmitteln, kbnnen Campylobacter nicht wachsen und
sind insbesondere oxidativem Stress ausgesetzt. Stresssituationen verandern das Bakterium
so0, dass es im Labor auf Agarplatten nur noch eingeschrankt detektierbar ist. Das infektiése
Potential kann aber im Gegensatz dazu fir eine Infektion durchaus noch ausreichen. Daraus
resultiert wahrscheinlich die Diskrepanz zwischen der Anzahl kulturell detektierbarer Bakteri-
en auf Gefllgelfleisch aus dem Supermarkt in Deutschland und der EFSA-Einschatzung,
dass 20-30 % der Campylobacteriose-Félle auf den direkten Konsum bzw. die Verarbeitung
von Hahnchenfleisch bzw. sogar 50-80 % der Falle auf das ,Reservoir Huhn* zurlickgehen
(EFSA 2011). Entlang der Lebensmittelkette ist aufgrund der Datenlage deutlich geworden,
dass quantitative mikrobiologische Untersuchungen auf Campylobacter mit frischen Proben
(aus dem Schlachthof) aussagekréftig sind. Ein mikrobiologisches Kriterium von z.B. 500 bis
1.000 CFU/g Huhnerhaut kénnte sinnvollerweise auf dem Schlachthof Anwendung finden
und mittels der derzeit verfligbaren 1ISO 10272:2006-2 Uberprift werden. Fir Proben aus
dem Supermarkt sollte derzeit die qualitative ISO 10272:2006-1 verwendet werden. Trotz-
dem besteht der Bedarf an kultivierungsunabhangigen Verfahren zur Detektion von Campy-
lobacter.

Es existieren diverse Real-time-PCR-Methoden zum Nachweis von thermophilen Campylo-
bacter. 2003 wurden von Lubeck et al. (Lubeck et al. 2003) geeignete Primer zum spezifi-
schen Nachweis des 16S rRNA Gens von Campylobacter spp. (C. jejuni, C. coli, C. lari) ent-
wickelt, die 2004 von Josefsen et al. (Josefsen et al. 2004) im Real-time-PCR-Ansatz ver-
wendet wurden. Mittlerweile wurde diese PCR von NordVal (National Veterinary Institute,
Norwegen; NMKL 017: 2011 nach Anreicherung mittels 1SO 10272-1:2006) validiert. In
Deutschland wird eine Veroffentlichung dieser Methode im Rahmen der §64-Methoden des
LFGB Ende des Jahres erwartet, die Validierung ist bereits abgeschlossen. Diese Methode
ist derzeit nur qualitativ validiert und Bedarf eines Voranreicherungsschritt nach
ISO 10272-1.

Das 16S-rRNA Gen liegt bei Campylobacter in drei Kopien pro Chromosom vor und ermég-
licht damit eine sehr sensitive Detektion. Flr eine quantitative Detektion des pathogenen
Bakteriums mussen verschiedene Bedingungen erflillt werden. Zunachst muss eine quantita-
tive DNA-Isolation, z.B. Uber das Mitfihren einer internen DNA-Kontrolle, sichergestellt wer-
den. Dartber hinaus muss die Detektion relativ sensitiv sein, da ein mikrobiologisches Krite-
rium von 1.000 CFU/g Gefliigelhaut zur Diskussion steht. SchlieBlich darf nur DNA von intak-
ten und potentiell infektidsen Campylobacter, nicht aber von toten Zellen nachgewiesen wer-
den.

Das Prinzip der Unterscheidung von lebenden und toten Campylobacter basiert grundsatz-
lich darauf, dass DNA-Farbstoffe in tote Zellen, nicht aber in lebende Zellen eindringen kén-
nen. Nach Bindung der Farbstoffe an die DNA toter Zellen, reagieren diese mit der DNA
nach Lichtanregung und verhindern den Nachweis mittels PCR. Damit soll sichergestellt
werden, dass nur DNA von lebenden Zellen mit der Real-time PCR detektiert wird. In ver-
schiedenen Studien wurden zwei Farbstoffe, Ethidium-Monoazid (EMA) und Propidium-
Monoazid (PMA), fur die Detektion von Campylobacter eingesetzt (Josefsen et al. 2010; Rudi
et al. 2005). Um festzustellen, inwieweit die Farbstoffe, PMA und EMA, lebende von toten
Campylobacter unterscheiden kénnen, haben wir zunachst die Membranpermeabilitdten der
Analoga Ethidiumbromid (EtBr) und Propidiumiodid (PI) im Fluorimeterexperiment getestet.
Die Ergebnisse weisen eindeutig darauf hin, dass EtBr je nach metabolischem Zustand der
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Zelle bzw. zusatzlich auch abhéngig von der Membranfluiditat zeit- und konzentrationsab-
hangig in lebende Zellen penetriert. Pl hingegen konnte sehr gut zwischen intakten und
membrangeschadigten Campylobacter unterscheiden. Mikroskopisch wurden die Ergebnisse
auch mit EMA und PMA bestatigt. Fir eine Standardisierung der Methode ist es wichtig, ge-
eignete Kontrollen fur die Funktionalitat von PMA im Kontext der Lebensmittelmatrix zu be-
sitzen. Normalerweise werden Bakterien hitzeinaktiviert, um als Kontrolle fir tote Zellen zu
dienen. Unsere Ergebnisse weisen darauf hin, dass durch Hitzeinaktivierung relativ viel DNA
aus den Zellen austritt. Da der ,physiologische Tod“ von Campylobacter vorrangig durch
oxidativen Stress ausgeldst wird, verwenden wir Zellen nach Behandlung von Wasserstoff-
peroxid als Kontrolle toter Zellen, die sich im Experiment als geeignet erwiesen haben.

Die quantitative Real-time-PCR-Methode ist noch nicht abschlieBend standardisiert. Weitere
Experimente bzgl. der Stabilitdt bzw. des Detektionslimits sind erforderlich, bevor diese Me-
thode als Standard zur kultivierungsunabhangigen Detektion von Campylobacter routinema-
Big eingesetzt werden kann. Zudem mussen Abweichungen zwischen den quantitativen Da-
ten aus der PMA/Real-time PCR relativ zum derzeitigen ,Goldstandard” ISO 10272-2 akzep-
tiert werden. Diese spiegeln die derzeitige Diskrepanz zwischen den quantitativen (mikrobio-
logischen) Daten von Proben aus dem Supermarkt und ihrem realen Infektionsrisiko fir den
Verbraucher wider.
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Livestock-associated MRSA als Besiedler und Krankheitserreger des Menschen — ein
Update

Robin Kdck
Institut fir Hygiene, Universitat Minster

Die Verbreitung von MRSA bei landwirtschaftlichen Nutztieren wurde in den vergangenen
Jahren umfangreich dokumentiert. In Deutschland dominieren bei Nutztier-assoziierten (,li-
vestock-associated”, LA) MRSA vor allem (>90 %) Isolate die zur klonalen Linie CC398
(MLST Sequenztypen ST398, ST752, ST753) gehéren. MRSA CC398 sind vor allem mit den
S. aureus-Protein-A- (spa-)Typen t011, t034, 108 assoziiert. Allerdings wurden auch andere
klonale Linien bei LA-MRSA beschrieben. Hierbei wurden in Deutschland MRSA CC9/ST9
(t1430), CC97/ST97 (13992, t5487) und CC30/ST39 (t007) in 3,9 % der Isolate aus Schwei-
nebestanden gefunden; CC9 (t11430) und CC5 (t002) wurden bei Gefligel und bei Rindern
nachgewiesen (van Loo et al. 2007; European Food Safety Authority 2009; Fessler et al.
2011; BfR 2012; Richter et al. 2012).

Es wurde gezeigt, dass Personen mit direktem Kontakt zu Nutztieren sich haufig mit LA-
MRSA besiedeln. So sind in Deutschland 77-86 % der Landwirte im Bereich Schweinehal-
tung durch MRSA CC398 kolonisiert (Cuny et al. 2009; Koéck et al. 2012). Eine Ubertragung
von Mensch zu Mensch wird bei engem (Haushalts-)Kontakt beobachtet. So wurden bei Fa-
milienangehdrigen von Landwirten, die selbst keine direkte Exposition gegeniber den Tieren
haben, MRSA-Besiedlungsraten gefunden, die zwar deutlich geringer sind als die der Perso-
nen mit Tierkontakt (4-5 %) allerdings auch deutlich héher als in der Allgemeinbevdlkerung
(Cuny et al. 2009). In der Allgemeinbevélkerung im landlichen Raum (Niedersachsen und
Munsterland) wurde eine Pravalenz von LA-MRSA CC398 von ca. 1 % bei Personen gefun-
den, die keinen direkten Kontakt zu Nutztieren hatten. Dabei wurde gezeigt, dass fir Men-
schen, die nicht selbst tierexponiert waren, die folgenden Risikofaktoren signifikant mit Be-
siedlung durch LA-MRSA assoziiert waren: Personen mit Nutztierkontakt im selben Haushalt
(OR 3,8) und private Besuche auf nutztierhaltenden Héfen (OR 3,2) (Bisdorff et al. 2011).
Derzeit deutet wenig darauf hin, dass sich LA-MRSA effektiv durch Abluft aus Tierstallen
(aerogen oder durch Sedimentation auf stallnahe Flachen) (Schulz et al. 2012) oder durch
Lebensmittelkontaminationen in der Allgemeinbevélkerung ausbreiten, eine abschlieBende
Risikobewertung hierzu liegt aber noch nicht vor. Ungeklart ist zudem, warum LA-MRSA
CC398 im Hospitalbereich in den Niederlanden zunehmend bei Personen gefunden werden,
die keinen Kontakt zu landwirtschaftlichen Nutztieren haben (Lekkerkerk et al. 2011; Wulf et
al. 2012).

LA-MRSA CC398 sind humanpathogen. Das epidemiologische AusmaB von ambulanten
Infektionen (z.B. kutane Abszesse) durch LA-MRSA, besonders in exponierten Gruppen (be-
rufsbedingte Infektionen bei Landwirten, Veterindren) ist bislang nicht abzuschatzen. Konkre-
te Zahlen zu LA-MRSA-Infektionen in Deutschland liegen derzeit vor allem fir Krankenhaus-
assoziierte Infektionen vor: Daten des Nationalen Referenzlabors fir Staphylokokken am
Robert Koch-Institut zeigen, dass MRSA ST398 einen Anteil von ca. 2 % an allen im Jahr
2010 typisierten MRSA-Isolaten (Uberwiegend aus dem Krankenhausbereich) ausmacht
(Witte et al. 2011). In 39 minsterlandischen Krankenhdusern des Netzwerks EUREGIO
MRSA-net reprasentierten 2011 MRSA ST398 ca. 31 % der MRSA-Isolate, die bei Patienten
aus Screeningmaterialien (n = 1.077) nachgewiesen wurden (www.eursafety.eu). Dort wur-
den MRSA CC398 auch zunehmend aus klinischen Untersuchungsmaterialien (Wundabstri-
che, respiratorische Sekrete, Blutkulturen) isoliert (Anteil ca. 10—15 % aller MRSA aus diesen
Materialien). Zur Haufigkeit des Vorkommens von LA-MRSA CC9, CC97 oder CC5 beim
Menschen ist nichts veréffentlicht.
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Aus Sicht der Krankenhaushygiene bedeutet dies, dass Personen mit direktem Nutztierkon-
takt (Schweine, Gefligel, Rinder) als Risikopatienten fir MRSA-Kolonisationen und —Infek-
tionen gelten sollten. Im Krankenhaus sollten fir Patienten, die mit LA-MRSA besiedelt sind,
dieselben erweiterten HygienemaBnahmen etabliert werden wie fir andere MRSA-Patienten.
Dies gilt, obwohl mathematische Modelle auf eine geringere Transmissibilitdt von LA-MRSA
im Vergleich zu klassischen humanen MRSA hindeuten (Wassenberg et al. 2010), da andere
Daten eine nosokomiale Verbreitung nicht ausschlieBen (Kéck et al. 2011; Lekkerkerk et al.
2011; Wulf et al. 2012).

Aktuelle Informationen zum Thema LA-MRSA finden sich auf der Homepage des For-
schungsverbundes MedVet-Staph (www.medvetstaph.net).
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EHEC - Konsequenzen fiir die Lebensmittelhygiene nach dem Ausbruch 2012

Juliane Braunig
Bundesinstitut fir Risikobewertung, Berlin

Von Mai bis Juli 2011 kam es in Deutschland zu einem Ausbruch mit Escherichia (E.) coli
0O104:H4, einem bis zu diesem Zeitpunkt beim Menschen extrem selten beschriebenen und
noch nicht mit kontaminierten Lebensmitteln in Verbindung gebrachten Stamm. Von einer
Erkrankung betroffen waren Gber 3.400 Personen sowie Uber 850 Personen, die ein hamoly-
tisch uramisches Syndrom (HUS) entwickelt hatten. Damit war dieser Ausbruch der gréBte
bekannt gewordene bakterielle Ausbruch mit E. coli in Deutschland und weltweit der groBte
Ausbruch hinsichtlich des Auftretens von HUS. Epidemiologische Studien aus dem humanen
Krankheitsgeschehen sowie der Rick- und Vorwértsverfolgung der Sprossen und Samen
hatten Sprossen aus Bockshornkleesamen als wahrscheinliche Ursache identifiziert. In den
mikrobiologisch untersuchten Sprossen- und Samenproben konnte der Erreger nicht nach-
gewiesen werden. Letztendlich lieBen sich die Ursachen und Zusammenhénge des Aus-
bruchs nicht vollstandig aufklaren.

Auf Seiten der Européischen Union hat die Dimension dieses Ausbruchs dazu geflhrt, Gber
erganzende rechtliche MaBnahmen hinsichtlich der Produktion von Sprossen nachzudenken.
Eine Verabschiedung der Rechtsvorschriften steht unmittelbar bevor. Zukinftig soll eine Zu-
lassung von Betrieben, die Sprossen herstellen, die Rickverfolgung der Produkte sowie das
Ausstellen eines Zertifikats bei Importen geregelt werden. Der Anhang | der Verordnung
(EG) Nr. 2073/2005 tber mikrobiologische Kriterien fir Lebensmittel wird um ein Lebensmit-
telsicherheitskriterium fir finf Serovare Shigatoxin-bildender Escherichia coli (STEC) er-
ganzt.

Lfd. Nummer | Kriterium ni{c | mM Nachweismethode Stelle in der
Lebensmittelkette

1.29 Shigatoxin-bildende | 5 | 0 | Abwesenheitin | CEN ISO 13136 Produkte auf
E. coli (STEC) 25¢ dem Markt wéh-
Sprossen 0157, 026, O111, rend der Haltbar-
0103, 0145 and keit
0104:H4

Mit diesem zusatzlichen Kriterium wurden auch Vorschriften zur Probenahme verbunden.
Demnach missen von allen eingehenden Chargen an Samen in Sprossenproduktionsbetrie-
ben 0,5 % des Gewichts mikrobiologisch untersucht werden. Diese Untersuchung erfolgt 48
Stunden nach dem Beginn des Prozesses der Sprossung oder alternativ durch die Analyse
des verwendeten Beregnungswassers. Die mikrobiologischen Tests missen monatlich wie-
derholt werden. Bei einwandfreier Beschaffenheit der Sprossen kann die Frequenz firr die
Untersuchungen reduziert werden.
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Krankheitsausbriiche durch pflanzliche Lebensmittel

Petra Hiller
Bundesinstitut fir Risikobewertung, Berlin

Seit dem Jahr 2005 fihrt das Bundesinstitut fir Risikobewertung (BfR) ein Erfassungssystem
fir Lebensmittel, die an Krankheitsausbriichen beteiligt sind. Die zustandigen Behérden der
Lander Gbermitteln hierfir jéhrlich Informationen zu den an Ausbriichen beteiligten Lebens-
mitteln. FUr die meisten dieser Ausbriiche liegt die Ursache im Verzehr von Lebensmitteln
tierischer Herkunft. Bis zum Jahr 2011 wurden hierin 21 Meldungen erfasst, bei denen ein
pflanzliches Lebensmittel aus Ursache fir den Krankheitsausbruch ermittelt werden konnte.
Am héaufigsten konnten Bacillus cereus und Noroviren (je sechs Ausbriche) dabei als ur-
sachliches Agens festgestellt werden. Als Lebensmittelvehikel wurden hauptsachlich zube-
reitete Speisen, einschlieBlich gekochter Reis, identifiziert.

Obst und Gemiise wurde bis zum Jahr 2011 nur sehr selten als Ausléser von Erkrankungen
erkannt. Dies anderte sich im Jahr 2011, als auch Obst und Gemuse als Ursache fir Krank-
heitsausbriiche weltweit groBe Aufmerksamkeit erlangte. Im Frithsommer 2011 kam es vor
allem in Norddeutschland zu einem gehauften Auftreten von Erkrankungsfallen mit dem ha-
molytisch-uramischen Syndrom (HUS) und blutigen Durchféllen im Zusammenhang mit einer
Infektion durch EHEC O104:H4. Nach Angaben des RKI handelte es sich um den bisher
groBten Krankheitsausbruch durch EHEC-Infektionen in Deutschland und bezogen auf die
Anzahl der HUS-Félle um den grdBten weltweit beschriebenen derartigen Ausbruch. Durch
den Verzehr roher Sprossen wurde der Ausbruchserreger Ubertragen. Als Ursache des Aus-
bruchs werden aus Agypten importierte Bockhornkleesamen angesehen, die in einem nie-
dersachsischen Gartenbaubetrieb und von Privatpersonen zur Sprossenproduktion verwen-
det wurden. Wo und wie die Samen mit dem Ausbruchserreger in Kontakt kamen, lieB3 sich
nicht ermitteln.

Im Herbst 2011 kam es zu einem weiteren Sprossen-assoziierten Uberregionalen Ausbruch
durch Samonella Newport mit Gber 100 Fallen in Deutschland. Erkrankungsfélle traten auch
in einem anderen EU-Mitgliedsstaat auf. Die Befragungen durch die Gesundheitsbehdrden
ergaben, dass mehrere erkrankte Personen im Inkubationszeitraum in Asia-Restaurants in
verschiedenen Bundeslandern gegessen hatten. AuBerdem konnte ein Cluster von Erkran-
kungen in einer Reha-Klinik ermittelt werden. Die umfassende Ausbruchsuntersuchung ein-
schlieBlich der Riickverfolgungen von Lieferketten fiihrte zu dem Schluss, dass der Verzehr
von Mungobohnensprossen, die in einem anderen Mitgliedsstaat produziert worden waren,
diesen Ausbruch ausgel6st hatte. Nach den im BfR vorliegenden Informationen wurden die
Mungobohnensprossen nur in der Reha-Klinik zum Rohverzehr angeboten. Die involvierten
Asia-Restaurants haben die Sprossen als Zutat bei erhitzten Gerichten verwendet. Offen-
sichtlich reichte diese kurze Erhitzungszeit jedoch nicht aus, die Salmonellen abzutéten.

Ende 2011 I6ste der Verzehr von Wassermelonen, die aus Stdamerika in die EU importiert
und in mehreren Mitgliedsstaaten vertrieben wurden, einen zweiten tberregionalen Ausbruch
von Salmonella Newport mit 17 gemeldeten Fallen in Deutschland aus. Die Ermittlungen in
Deutschland haben ergeben, dass alle Erkrankten Wassermelonen erworben hatten, die vor
Abgabe an den Verbraucher aufgeschnitten wurden (halbe Melonen, Melonenscheiben oder
Melonenstickchen, die in Plastikboxen verkauft wurden). Erkrankungsfélle traten im Rahmen
dieses Ausbruchs auch in anderen Mitgliedsstaaten auf. Die Ergebnisse zeigen, dass auch
der Verzehr pflanzlicher Lebensmittel zu lebensmittelbedingten Infektionen flhren kann.

Um die Bedeutung von pflanzlichen Lebensmitteln als Ubertrager von Krankheitserregern
zuklnftig besser abschatzen zu kénnen, ist es notwendig, dass insbesondere Obst und Ge-
muse zum Rohverzehr haufiger auch auf das Vorkommen von Zoonoseerregern untersucht
werden.
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Fallbeispiel Salmonella Montevideo: Eintritt in die Lebensmittelkette und Vertrieb
durch Online-Shopping — ein Ausbruch der modernen Art

Annette Reinecke
Bundesinstitut fir Risikobewertung, Berlin

Im Frihjahr 2010 kam es zu steigenden Erkrankungszahlen mit dem seltenen Serovar Sal-
monella Montevideo (S. Montevideo). Die epidemiologische Spurensuche erfolgte in mehre-
ren Etappen und konnte schlieBlich ein lickenloses Abbild vom Herstellungsprozess Uber
Handelsbeziehungen bis zum Endverkauf des kontaminierten Produktes reproduzieren.

Zunachst wurde eine auffallige Bevdlkerungsgruppe identifiziert. Es erkrankten insgesamt
37 Personen, hauptsachlich weiblich und mit einem durchschnittlichen Alter von 56 Jahren.
Die Falle wurden aus sechs Bundeslandern gemeldet. Erste Hinweise auf ein gemeinsames
Vehikel gelangen durch eine erkrankte &ltere Dame, die ein bestimmtes Nahrungsergan-
zungsmittel in Form von Kapseln eingenommen hatte. Sie hatte von diesen Kapseln noch
Vorrate und konnte sie zur mikrobiologischen Untersuchung abgeben. In diesen Kapseln
wurde dann S. Montevideo festgestellt. Bei der folgenden Ermittlung konnte ein Zusammen-
hang von Kapseln einer bestimmten Charge zu weiteren Erkrankten gesichert werden. Es
erfolgte schlieBlich eine mikrobiologische Bestatigung beim Hersteller aus vorratigen Kap-
seln sowie einer Zutat fr die Herstellung. Bei der sich anschlieBenden Vorwaérts- und Rlck-
verfolgung der Kapseln sowie der kontaminierten Zutat kam eine Verbindung zu weiteren
Mitgliedsstaaten sowie eines weiteren Kontinentes hinzu.

Der Verkauf der Kapseln erfolgte fast ausschlieBlich via Online- bzw. Tele-Shopping.

Den Vertriebsfirmen gelang es daher, eine punktuelle, personenorientierte Ruckrufaktion
beim Endverbraucher durchzufihren. Jeder ,Klick* konnte zurlickverfolgt und damit eine wei-
tere Ausdehnung des Ausbruches akkurat verhindert werden. Flankierend wurden mittels
RASFF und der Presse vor dem Produkt gewarnt.

Die Aufklarung dieses Uberregionalen Ausbruches war durch interdisziplinare und behérden-
Ubergreifende Kooperation gepragt und zeigt eindrucksvoll, welche Kaskaden nétig waren,
um den Ursprung einer Kontamination sowie die Verteilung in der Bevoélkerung zu stoppen.
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Drei Jahre Zoonosen-Monitoring in Deutschland

Annemarie Kéasbohrer, Bernd-Alois Tenhagen, Katja Alt, Istvan Szabo, Reiner Helmuth,
Kerstin Stingl, Lothar Beutin, Angelika Miko, Sylvia Kleta, Alexandra Fetsch, Andreas
Schroeter, Bernd Appel

Bundesinstitut fir Risikobewertung, Berlin

Zielstellung

Mit der AVV Zoonosen Lebensmittelkette wurde 2008 die rechtliche Basis geschaffen, um in
Deutschland durch aktive Monitoringprogramme (Zoonosen-Monitoring) reprasentative Da-
ten zu generieren. Die Monitoringprogramme dienen der Schétzung der Pravalenz eines
Erregers in der untersuchten Population sowie der Gewinnung von Isolaten flr die weiterge-
hende Charakterisierung einschlieBlich Resistenztestung in den am BfR angesiedelten Nati-
onalen Referenzlaboren.

Damit soll die Datenbasis fur die umfassende Bewertung der Entwicklungstendenzen von
Zoonosen und Zoonoseerregern einschlieBlich deren Antibiotikaresistenzen sowie der mogli-
chen Quellen menschlicher Erkrankungen gemaB Richtlinie 2003/99/EG geschaffen werden.

Organisation des Zoonosen-Monitorings

Vom BfR wird jahrlich der Zoonosen-Stichprobenplan (ZSP) erarbeitet und im Ausschuss
Zoonosen beraten und abgestimmt. Dieser Plan legt das bundesweit einheitliche Vorgehen
im Monitoring fest. Dementsprechend nehmen die zustandigen Stellen der Lander die Vertei-
lung der Probenahme auf die Vor-Ort-Behérden vor. Diese veranlassen die Probenahme, die
dann von den Untersuchungseinrichtungen der Lander mit den vorgegebenen, standardisier-
ten Verfahren untersucht werden. Vorschlage fur weitere Probenentnahmeverfahren werden
ggaf. in den technischen Programmbeschreibungen angefihrt. Soweit verfligbar, werden in-
ternational standardisierte mikrobiologische Nachweisverfahren verwendet. Es kdnnen aber
auch andere, die mit den vorab genannten Verfahren vergleichbar sind, eingesetzt werden.
Die zu den Proben erhobenen Daten sowie die Ergebnisse der Untersuchung werden von
der regionalen Behérde an das BVL Ubermittelt, die diese in einem Ergebnisbericht zusam-
menstellen. Die Nationalen Referenzlabore am BfR flihren die Typisierung der Erreger sowie
die Resistenzbestimmung der Isolate durch. Diese Ergebnisse nebst denen vom BVL Uber-
mittelten Daten werden vom BfR bewertet und daraus ein gemeinsamer Bericht von BfR und
BVL verdéffentlicht.

Konzeption des Zoonosen-Stichprobenplans

Insgesamt soll die gesamte Lebensmittelkette betrachtet werden. Innerhalb der Produktions-
ketten wird das Vorkommen der Erreger ggf. auf verschiedenen Stufen der Lebensmittelkette
geschatzt. Betrachtet werden hierbei die Primarproduktion, der Eintrag in den Schlachthof
sowie die Verschleppung der Erreger wahrend des Schlachtprozesses und der Eintrag in die
Lebensmittelverarbeitung. Auf der Stufe des Einzelhandels wird abgeschéatzt, mit welchem
Kontaminationsstatus das Lebensmittel in den Haushalt des Endverbrauchers gelangt. Im
ZSP wird jahrlich der Schwerpunkt auf ausgewéhlte Lebensmittelketten gelegt. Es werden
dann die relevanten Stufen der jeweiligen Kette fir die Probenahme ausgewahlt. In einem
Zeitraum von drei Jahren sollen die wichtigsten Lebensmittel liefernden Tierarten und die von
ihnen stammenden Lebensmittel zumindest einmal betrachtet werden.
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Der Probenumfang ist so berechnet, dass mit einer akzeptablen Genauigkeit und einer Ver-
trauenswahrscheinlichkeit von 95 % die Pravalenz des Erregers geschatzt werden kann.
Hierbei wird bei den meisten Programmen von einer unendlich groBen Population ausge-
gangen.

Ergebnisse

Im Zeitraum 2009 bis 2011 wurde die Verbreitung von Salmonella spp., Campylobacter spp.,
Listeria monocytogenes, verotoxinbildenden Escherichia (E.) coli (VTEC) sowie Methicillin-
resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) betrachtet. Die Auswahl der Erreger erfolgte
anhand ihrer Bedeutung (Haufigkeit und/oder Schwere von Erkrankungsféllen beim Men-
schen). MRSA wurde mit aufgenommen, um Daten zum Vorkommen des Erregers entlang
der verschiedenen Lebensmittelketten erstmalig zu generieren sowie um Verdnderungen
entlang der Kette einschlieBlich des Neuauftretens oder des Ausbreitens von Klonen mit neu
erworbenen Virulenzfaktoren und/oder Resistenzdeterminanten frihzeitig zu erkennen.

« Pravalenzen entlang der Lebensmittelketten

Bei Legehennen wurden in der Primarproduktion Campylobacter spp. recht haufig, dagegen
kaum MRSA nachgewiesen. In Konsumeiern wurde bei 0,7 % der Poolproben von Hihner-
eierschalen Salmonella spp., insbesondere S. Enteritidis, nachgewiesen.

In der Hahnchenfleischkette wurde das Vorkommen von Salmonella spp., Campylobacter
spp. und MRSA beobachtet. Wahrend der Nachweis von Campylobacter spp. bei ca. 10 %
der Sockentupferproben aus Mastbetrieben gelang, war MRSA nur in 0,7 % der Staubproben
nachweisbar. Dagegen waren die Erreger (Salmonella spp., Campylobacter spp. und MRSA)
im Schlachthof mit einer deutlich hdheren Kontaminationsrate bei den Schlachtkdrpern
nachweisbar. Mehr als 40 % der Schlachtkdrper waren mit Campylobacter spp. und/oder
MRSA kontaminiert. Flr Salmonella spp. war die Nachweisrate deutlich geringer, aber eben-
falls Uber der Nachweisrate im lebenden Tier. In frischem Hahnchenfleisch lagen die
Nachweisraten fur alle drei Erreger unter den Nachweisraten auf den Schlachtkérpern, am
haufigsten wurden Campylobacter spp. auf Hahnchenfleisch nachgewiesen.

Bei der Putenfleischkette lag der Nachweis von Campylobacter spp. in Blinddarmproben im
Schlachthof und das Ausmaf der Kontamination der Schlachtkérper fir Campylobacter und
MRSA Uber den Nachweisraten in der Hahnchenfleischkette. Auf frischem Putenfleisch aus
dem Einzelhandel wurden im Vergleich zum Schlachtkérper deutlich geringere Raten der
betrachteten Erreger nachgewiesen. Dieser Abfall war bei Putenfleisch deutlicher im Ver-
gleich zum Hahnchenfleisch. Wahrend bei frischem Hahnchenfleisch und Zubereitungen am
haufigsten Campylobacter spp. hachgewiesen wurden, war bei Putenfleisch MRSA am hau-
figsten.

In der Schweinefleischkette wurde vorrangig das Lebensmittel betrachtet. Schweine-
fleisch wurde auf Salmonella spp. und Campylobacter spp. in 2009 und 2011, auf VTEC und
MRSA nur in 2009 untersucht. 2011 wurden zusatzlich das Vorkommen von Salmonellen bei
Mastschweinen im Bestand und auf Schlachtkdrpern betrachtet. Hierbei konnte bei 9,4 % der
Proben im Tierbestand und 4 % der Schlachtkérperproben Salmonella spp. nachgewiesen
werden. Im Unterschied zur Gefligelschlachtung gelingt es im Rahmen der Schweine-
schlachtung, die Verschleppung von eingetragenen Keimen auf den Schlachtkérper zu be-
grenzen. Wahrend Salmonella spp., Campylobacter spp. und VTEC im Bereich von 0,3—
5,0 % in Schweinefleisch, Hackfleisch und Fleischzubereitungen nachweisbar waren, lagen
die Nachweisraten fir MRSA mit 11,7-24,3 % deutlich dartber. Vergleicht man die Ergeb-
nisse der Untersuchungen 2009 und 2011, so lag die ermittelte Pravalenz fir Salmonella
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spp. in frischem Schweinefleisch und Hackfleisch vom Schwein 2011 mit 0,4 % bzw. 1,3 %
deutlich unter den 2009 ermittelten Werten (1,4 % bzw. 5,0 %).

Beim Mastrind wurden VTEC bei 18,5 % der Kotproben im Bestand und MRSA bei 8,7 %
der Nasentupfer am Schlachthof nachgewiesen. Bei 2,3 % der untersuchten Schlachtkérper
wurde eine Kontamination mit VTEC ermittelt. In frischem Rindfleisch und Rinderhackfleisch
konnten Salmonella spp., VTEC und MRSA in geringem Umfang nachgewiesen werden, die
héchsten Nachweisraten betrafen VTEC (1,8 bzw. 3,8 %) sowie MRSA (8,1 %).

Beim Mastkalb im Betrieb lagen die Nachweisraten von VTEC im Kot deutlich Gber den am
Schlachthof (Dickdarminhalt) ermittelten Raten (26,5 % vs. 13,5 %). Hier scheinen Altersun-
terschiede eine Rolle zu spielen. Fir VTEC und MRSA konnte gezeigt werden, dass die Er-
reger wahrend des Schlachtprozesses auf die Schlachtkérper Ubertragen werden. Im Kalb-
fleisch wurden im Vergleich zum Rindfleisch deutlich héhere Nachweisraten fir Salmonella
spp., VTEC und MRSA ermittelt. Die héchsten Nachweisraten bei Kalbfleisch betreffen
VTEC (5,8 bzw. 3,1 %) sowie MRSA (12,4-19,4 %).

Beim Milchrind wurde anhand von Tankmilch das Vorkommen von Salmonella spp. (kein
Nachweis), Campylobacter spp. (0,9-1,9 %), VTEC (1,4 bzw. 1,5 %), MRSA und Listeria
monocytogenes (je 4,1-4,7 %) untersucht. In Weichkdse und halbfestem Schnittkase
wurden Listeria monocytogenes, VTEC und MRSA nachgewiesen. Im Fokus der Untersu-
chung standen dabei Kése aus Rohmilch.

« Ergebnisse der Typisierung

Salmonella. Die Ergebnisse der Serotypisierung von Salmonellen zeigen, dass Uber meh-
rere Jahre hinweg bestimmte Serovare relativ haufig entlang der einzelnen Produktionsket-
ten nachgewiesen werden und sich diese zwischen den Produktionsketten z. T. deutlich un-
terscheiden. Spezifische Serovare im Hahnchenfleisch waren S. Paratyphi B dT+ und das
monophasische Serovar S. 4,12:d:-. Auch S. Infantis war haufig. Im Putenfleisch dominier-
ten dagegen S. Saintpaul, S. 4, [5],12:i:- und S. Newport. Der gehaufte Nachweis von S.
Kentucky aus Putenfleisch in 2010 war insofern bemerkenswert, als dieses Serovar in den
letzten Jahren nur selten nachgewiesen worden war und eine internationale Verbreitung ei-
nes hochresistenten Klons von S. Kentucky beschrieben wurde.

Aus Schweinefleisch wurden 2009 und 2011 vor allem S. Typhimurium und seine monopha-
sische Variante S. 4,[5],12:i:- isoliert. Auch S. Derby, das nachsthdufigste Serovar bei den
Mastschweinen, wurde im Rahmen friiherer Untersuchungen haufig bei Schweinen nachge-
wiesen. Bei dem Isolat vom Kalbfleisch handelte es sich um S. Dublin.

Campylobacter. C. jejuni und C. coli sind beim Masthdhnchen und Legehennen weit ver-
breitet. Insgesamt Uiberwogen in den Geflugelfleischketten und beim Rind C. jejuni, wahrend
beim Schwein C. coli klar dominierte.

VTEC. Insgesamt wurde bei verotoxinbildenden E. coli bei allen betrachteten Tiergruppen
(Mastkalb, Mastrind, Milchrind, Schwein) eine groBe Variabilitdt bzgl. des Serotyps beobach-
tet. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Fllle unterschiedlicher Stdamme von E. coli Uber
entsprechende Gene verfligt. Von den in 2011 typisierten 245 Isolaten gehérten 7,3 % auch
zu den beim Menschen in der EU am hé&ufigsten mit einer EHEC-Infektion in Verbindung
gebrachten O-Gruppen (z.B. 0103, O111, O113). Von diesen wiesen einige, aber nicht alle
das eae-Gen auf. Weitergehende Analysen haben gezeigt, dass bei Rindern und ihren Pro-
dukten signifikant haufiger humanpathogene EHEC isoliert wurden als aus Erzeugnissen
anderer Tierarten.
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MRSA. Die MRSA-Isolate von Mastrindern, Milchviehbestanden und Mastkalberbestéan-
den waren alle dem Clonalen Complex (CC) 398 zuzuordnen. Es ist davon auszugehen,
dass eine Ubertragung der Stdmme nicht nur zwischen Tieren derselben Tierart, sondern
auch zwischen verschiedenen Tierarten mdglich ist.

Die Isolate von der Pute und vom Hahnchen gehdrten auch Uberwiegend dem CC398 an.
Es wurden aber auch non-CC398-Isolate nachgewiesen (CC9 beim Hahnchen, CC5 bei der
Pute). Die Verteilung der eingesandten Isolate vom Fleisch auf die spa-Typen ahnelte sehr
der von den Schlachtkdrpern, die Heterogenitat war jedoch gréBer.

AbschlieBende Bewertung und Ausblick

Die Ergebnisse aus den ersten drei Jahren des nationalen Zoonosen-Monitoring zeigen den
Eintrag der betrachteten Erreger Uber verschiedene Tierarten aus der Primarproduktion in
Deutschland in die Lebensmittelkette. Sie zeigen auch die Exposition der Verbraucher ge-
genlber den untersuchten Zoonoseerregern Uber die verschiedenen Arten tierischer Le-
bensmittel. Die Ergebnisse liefern eine wichtige Basis fur die Risikobewertung. Zudem kén-
nen Hypothesen bzgl. der ursachlichen Zusammenhénge und Einflussfaktoren auf die ermit-
telte Pravalenz der einzelnen Erreger auf den verschiedenen Stufen der Lebensmittelkette
abgeleitet und ggf. in weiterflihrenden Studien geprift werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass die betrachteten Zoonoseerreger auf den verschiedenen Stufen
der unterschiedlichen Lebensmittelketten mit deutlich unterschiedlicher Pravalenz nachge-
wiesen werden kénnen. Die Ergebnisse der Typisierung der Erreger zeigen, dass die Keime
entlang der Produktionsketten verschleppt werden, dass aber auch neue Erreger im Rahmen
der Verarbeitung eingetragen werden.

Wahrend bisher vorrangig Konsumeier fir Infektionen des Menschen mit Salmonellen ver-
antwortlich gemacht wurden, zeigen sich kontinuierlich die Erfolge der Bekampfungsmap-
nahmen in einer Reduktion der Salmonella-Prévalenz bei den jeweiligen Tierarten. Vorlaufi-
ge Analysen am BfR bestétigen die Berichte der EFSA, dass Schweinefleisch zunehmend
eine Rolle als Infektionsquelle der insgesamt ruckldufigen menschlichen Salmonellosefalle
darstellt.

Geflugelfleisch ist haufig mit Campylobacter spp. belastet und kann somit eine Infektions-
quelle fur den Menschen sein. Aber auch Schweinefleisch kann zu einer Infektion beitragen,
da es im Gegensatz zum Hahnchenfleisch auch roh verzehrt wird. Es kommt damit als Quel-
le menschlicher Campylobacter-Infektionen, v.a. durch C. coli, durchaus in Betracht. Nach
Schatzung der EFSA kénnen ca. 20-30 % der Erkrankungen des Menschen mit Campylo-
bacter der Handhabung, Zubereitung und dem Verzehr von Hahnchenfleisch zugeordnet
werden.

Die Ergebnisse beim Mastrind und Kalb belegen, dass VTEC regelmaBig im Darm nachge-
wiesen werden kann. Der Nachweis des eae-Gens bei diesen und anderen Isolaten unter-
streicht die Rolle von Rind- und Kalbfleisch, aber auch Schweinefleisch und Milch als poten-
tielle Quelle virulenter VTEC Stamme.

Der bei allen Nutztiergruppen festgestellte Typ von MRSA (CC398) wird bei beruflich expo-
nierten Personen h&ufig als Besiedler nachgewiesen, es werden aber zunehmend auch
schwerwiegende Infektionen mit diesem als livestock-associated (la) MRSA bezeichneten
Typ beschrieben, insbesondere in viehdichten Regionen. In der Gesamtbevolkerung sind
CC398 MRSA bisher eher selten zu finden. Das es derzeit keine Hinweise auf eine Ubertra-
gung der [aMRSA auf den Menschen Uber kontaminiertes Fleischs gibt, wird dieser Expositi-
onsweg flr die Humangesundheit aktuell als gering eingeschatzt.
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Die Ergebnisse des Zoonosen-Monitoring bei Milchrindern belegen, dass Rohmilch eine
potentielle Quelle fir verschiedene Zoonoseerreger sein kann. Dies betont die Wichtigkeit
der Hitzehandlung von Milch vor Abgabe an den Verbraucher bzw. dem direkten Verzehr.
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Enteropathogene Yersinien: eine Vorliebe fiir Schweine?

Petra Dersch
Institut fir Mikrobiologie, Technische Universitat Braunschweig

Eine Infektion mit enteropathogenen Yersinien und die daraus resultierende Erkrankung, die
Yersiniose, ist die dritthaufigste Ursache lebensmittelbedingter bakterieller Erkrankungen in
Europa. Verursacht werden sie durch die beiden enteropathogenen Spezies Yersinia ente-
rocolitica und Yersinia pseudotuberculosis, die meistens Uber kontaminierte Lebensmittel
aufgenommen werden.

Entdeckung und taxonomische Einteilung

Y. pseudotuberculosis wurde im Jahr 1883 erstmals isoliert und als Bacillus pseudotuber-
culosis rodentium beschrieben, was sich auf die haufige Assoziation mit Meerschweinchen
begrindet. Spater wurde das Bakterium auch Pasteurella pseudotuberculosis genannt und
galt viele Jahre als rein tierpathogen. Dies @nderte sich erst in den 1950er-dahren als sich
Falle erkrankter Kinder hauften, denen falschlicherweise der Blinddarm entfernt wurde, ob-
wohl sie in Wahrheit aber an einer mesenterialen Lymphadenitis litten. Y. enterocolitica wur-
de 1934 in den USA aus einem fazialen Abszess eines Farmers und wenig spater auch aus
Patienten isoliert, die an einer Enterocolitis erkrankten. Diese Spezies wurde zunachst Bacil-
lus enterocoliticum genannt, 1964 erhielt diese Erregergruppe zusammen mit der als Pasteu-
rella bekannten Gruppe den Gattungsnamen Yersinia (Bottone 1999; Putzker et al. 2001).
Die Gattung Yersinia gehért aufgrund ihrer 16S rRNA Homologien, eines G+C-Gehalts von
46-50 % und ihrer metabolischen Eigenschaften zu den Enterobacteriaceae in der Klasse
der y-Proteobakterien. Zurzeit umfasst die Gattung nur drei human- und tierpathogene Spe-
zies: Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis (enterale Yersiniosen) und Y. pestis, der
Erreger der Beulen- und Lungenpest. Multilocus Sequenzanalysen und DNA-DNA-Hybridi-
sierungsanalysen weisen darauf hin, dass die enteropathogenen Yersinia-Spezies sich vor
etwa 200 Millionen Jahren auseinanderevolviert haben. Y. pestis ist ein eng verwandter Klon
von Y. pseudotuberculosis (97 % DNA-Sequenzhomologie), der sich in den letzten 1.500—
20.000 Jahren entwickelt hat (Achtmann et al. 1999). Im Gegensatz hierzu ist die DNA-
Sequenz von Y. enterocolitica nur 50 % homolog zu Y. pseudotuberculosis und Y. pestis und
unterteilt sich in zwei Subspezies: Y. enterocolitica subsp. enterocolitica und Y. enterocolitica
subsp. palearctica (Neubauer et al. 2000).

Eigenschaften und Epidemiologie von enteropathogenen Yersinien

Yersinien sind gramnegative, pleomorphe Stdbchenbakterien (1-3 pum), die bei Temperatu-
ren von 0—44 °C unter aeroben und anaeroben Bedingungen wachsen. Bei Temperaturen
unter 30 °C bilden sie Flagellen und sind beweglich. Y. enterocolitica susp. enterocolitica um-
fasst alle hochpathogenen Stamme des Biotyps 1B, wohingegen die Y. enterocolitica subsp.
palearctica die apathogenen Stamme des Biotyps 1A und die schwacher pathogenen Stam-
mes der Biotypen 2-5 einschlieBt. Pathogene Stdmme des Biotyps 1B werden hauptsachlich
in USA, Japan und seltener in Europa gefunden, wo vorwiegend Stdmme des Biotyps 2, 3
und 4 vorliegen. Von diesen Stammen I6sen nur bestimmte Serotypen beim Menschen und
Tieren eine Erkrankung aus. Weltweit ist vor allem der Serotyp O:3, zu einem geringeren
Anteil auch 0:5,27 und O:9 vorherrschend. In den USA wurden Uber viele Jahre hinweg vor
allem Stdmme des Serotyps O:8 isoliert, die jedoch in den letzten Jahren mehr und mehr
vom Serotyp O:3 verdrangt wurden (Bissett 1990; Bottone 1999; Fredriksson-Ahomaa und
Wacheck 2011). In Deutschland sind mehr als 89 % der gemeldeten Yersinia-Infektionen auf
Serotyp O:3 Stdmme zurlickzufiihren (Rosner et al. 2010). Ein geringer Anteil wird durch O:9
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(6 %), 0:5,27 (0.7 %) und O:8 (0.6 %) hervorgerufen. Diese pathogenen Serotypen werden
neben dem Menschen aus Schweinen/Wildschweinen, Nagern, Rind, Hund, Katze und Wild-
tieren isoliert (Fredriksson-Ahomaa und Wacheck 2011). Allein tierpathogen sind nur wenige
Spezies. Zu diesen zahlen die Serotpyen O:1,2,3 (Chinchilla — Europa, USA) und O:2,3 (Ha-
se, Ziege, Schaf, Kaninchen — Europa, Australien). Bei Y. pseudotuberculosis werden derzeit
vier verschiedene Biotypen (1B, 2, 3 und 4) unterschieden. Bei den Serotypen sind vor allem
O:1, und O:3 in Europa weit verbreitet. Sie werden hauptsachlich aus Menschen, Schwei-
nen/Wildschweinen, Végeln, Katzen, Wild, Hasen und Schafen isoliert (Aleksic et al. 1995;
Fredriksson-Ahomaa et al. 2006, 2011; Fredriksson-Ahomaa und Wacheck 2011).

Pathogenitéat von enteropathogenen Yersinien

Alle humanpathogenen Yersinia Spezies besitzen ein 70 Kb groBes Plasmid, das Yersinia
Virulenzplasmid pYV, auf dem wichtige Virulenzgene kodiert sind. Sie sind fur die Abwehr
der angeborenen Immunantwort — Angriff von Neutrophilen, Makrophagen und dendritischen
Zellen auf eindringende Yersinien — absolut essentiell. Zu den kodierten Virulenzfaktoren
zahlen das Oberflachenadhésin YadA, das Typ-lll-Sekretionssystem (Ysc) und die durch die-
ses sezernierten Yersinia-Oberflachenproteine (Yops) (Cornelis 1998; El Tahir und Skurnik
2001). Zu den Letzteren zahlen die Translokatorproteine YopB, YopD und LcrV, die die
Translokationspore in der Wirtszellmembran ausbilden und den Transfer der Yop-
Effektorproteine durch den Typ-Ill-Sekretionsapparat erméglichen. Die Yop-Proteine YopE,
YopH, YopO/YpkA und YopT blockieren nach Ubertragung auf phagozytierende Wirtszellen
die Induktion der Phagozytose durch professionelle Phagozyten. YopP/Yopd l6st zudem die
Apoptose der Phagozyten aus und YopM fiihrt zur Suppression nattrlicher Killerzellen (Cor-
nelis 2002). Des Weiteren bewirken verschiedene Yops immunomodulatorische Effekte, in-
dem sie die Freisetzung proinflammtorischer Zytokine unterdriicken. Das pYV-kodierte trime-
re Oberflachenprotein YadA vermittelt die Adhasion und Invasion von enteropathogenen
Yersinien in Wirtszellen durch die Bindung an extrazellulare Matrixproteine wie Fibronektin,
Kollagen und Laminin. Zudem fUhrt YadA zur Autoaggregation der Bakterien, wodurch die
Ausbildung von Mikrokolonien im infizierten Gewebe induziert wird, und blockiert die Aktivie-
rung des Komplementsystems, was zur Serumresistenz fuhrt (El Tahir und Skurnik 2001).

Auch verschiedene chromosomal kodierte Virulenzgene sind fir die Pathogenese von Be-
deutung. Das Genom beider enteropathogener Yersinia Spezies ist nahezu gleich groB3 (4,6—
4,7 Mb) und kodiert fiir etwa 4.000-5.000 Gene (Fredriksson-Ahomaa und Wacheck 2011).
Darunter sind verschiedene Gene, die Oberflachen-exponierte Proteine kodieren, wie das
afimbrillare Adhasin PsaA und die Myf-Fimbrien, die die Adh&sion an Wirtszellen vermitteln,
sowie das Invasin und das Ail Protein, die beide, neben YadA, die Internalisation in eukaryo-
tische Zellen induzieren. Das Invasin ist der effizienteste und bisher bestcharakterisierte In-
vasionsfaktor von enteropathogenen Yersinien. Es bindet mit hoher Affinitait an B;-
Integrinrezeptoren die auf der apikalen Oberflache von M-Zellen in der Darmepithelschicht
der Peyer-Platten im lleum zu finden sind. Dies ermdglicht die effiziente Aufnahme und die
Uberquerung der Darmepithelschicht in das darunter liegende lymphatische Gewebe, wo sie
sich ausschlieBlich extrazelluldr vermehren. Zudem vermittelt das Invasin die Adh&sion und
Aufnahme in Makrophagen, bevorzugt zu Beginn der Infektion, da die Expression des inv-
Gens bei moderaten Temperaturen (bei Aufnahme und Infektionsbeginn) maximal induziert
ist, wogegen die Invasin-Synthese bei 37 °C reprimiert ist (Ellison et al. 2004). Das Ail-
Protein wird vor allem bei 37 °C produziert und vermittelt Zelladharenz und -invasion, wobei
die Effizienz gegenuber dem Invasin deutlich geringer ist. Zudem vermittelt es eine Resis-
tenz gegenltber dem Komplementsystem (Miller et al. 2001). Neben diesen Virulenzfaktoren
werden von verschiedenen Vertretern des Spezies auch Toxine produziert, u.a. das Yersinia-
Enterotoxin Yst (in Y. enterocolitica) und das zytotoxisch-nekrotisierende Toxin CNFy (einige
Y. pseudotuberculosis-Isolate), deren Funktion bei der Pathogenese im Detail aber noch
nicht bekannt ist (Delor und Cornelis 1992). Zudem werden Eisenaufnahme- und Speicher-
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systeme (Yersiniabactin, Bfr, Bfd) produziert, mit welchen sich die Bakterien die Fe?*/Fe®-
Zufuhr sichern, um in dem sonst Fe**/Fe**-armen Wirtsgewebe (berleben zu kdnnen. Die
Lipopolysaccharide (LPS) der enteropathogenen Yersinien variieren stark in Abh&ngigkeit
von der Temperatur, was bei der Pathogenitat eine groBe Rolle spielt (Bengoechea 2003).

Pathogenese beim Mensch und Tier

Y. pseudotuberculosis und Y. enterocolitica kbnnen ahnliche Darm-assoziierte Erkrankungen
auslésen. Zu den akuten und wenig komplizierten Symptomen zahlen Enterocolitis (Entzind-
ung des lleums und Kolons), Enteritis (mesenteriale Lymphadenitis) mit Bauchschmerzen,
wassrige Diarrhdé mit Erbrechen und maBigem Fieber, Pseudoappendizitis und Lymphadeno-
pathie. Die Symptome einer Enterocolitis bzw. Enteritis dauern meist 5—-14 Tage (selten
mehrere Monate) (Koornhof et al. 1999; Neubauer et al. 2001). Neben den akuten Erkran-
kungsformen kénnen Yersinien auch zu immunpathologischen und chronischen Kom-
plikationen fihren, z.B. in 1-3 % der Falle zu reaktiver Arthritis. Folgeerkrankungen treten
mit einer Latenz von einigen Tagen bis zu mehreren Wochen nach der Akutsymptomatik der
Yersiniose auf. Als Folgeerkrankungen werden insbesondere bei HLA-B27-positiven Patien-
ten das Erythema nodosum, lleitis ,Pseudo Crohn®, Myocarditis und andere Symptome des
rheumatischen Formenkreises beobachtet. Die reaktive Arthritis tritt akut oder subakut auf,
bevorzugt an den Gelenken der unteren Extremitaten (Knie- und Sprunggelenke) (Koornhof
et al. 1999; Neubauer et al. 2001).

Die Diagnose erfolgt bei der akuten Erkrankung durch den Nachweis der Erreger im Stuhl
der Patienten (2-12 Wochen nach Infektion). Zudem kann die Serologie — Nachweis von
spezifischen 1gG, IgA und IgM Antikdrpern gegenlber Yersinia-spezifischen Antigenen wie
den Yops mittels ELISA — zur Aufkldrung von Folgeerkrankungen herangezogen werden.
Insbesondere IgA Antikérper persistieren bei Folgeerscheinungen wie der reaktiven Arthritis
oft langer als bei unkomplizierten Verlaufsformen.

Klinische Erkrankungen wurden auch bei verschiedenen Tieren beschrieben. Bei Nagern
und Hasen tritt eine Enterocolitis auf, die oft mit der Formation von Granulomen in der Darm-
mukosa, Milz und Leber begleitet wird. Bei akut erkrankten Tieren kann es zu septischen
Verlaufen kommen, die zum Tod der Tiere flhrt (Neubauer et al. 2001). Bei anderen Tieren,
z.B. bei Hunden, wurde blutiger Durchfall und eine mesenteriale Adenitis nachgewiesen.
GroBe und kleine Wiederkauer sind wenig haufig von einer Yersinia-induzierten Erkrankung
betroffen; sie kénnen mesenteriale Lymphadenitis, und Enterocolitis mit Mikroabszessen
ausbilden (Neubauer et al. 2001).

Reservoire und Ubertragung durch Lebensmittel

Beide enteropathogene Yersinien sind Zoonose-Erreger. Das Hauptreservoir fir die in
Deutschland am haufigsten vorkommenden Y. enterocolitica, vor allem der O:3-Serotypen,
ist das Schwein. Dort besiedeln die Bakterien insbesondere die Mundhéhle, Tonsillen und
den Darmtrakt, wo sie in der Regel keine Symptome hervorrufen (Fredriksson-Ahomaa 2012;
Funk et al. 2000). Die Bakterien bleiben so meist unentdeckt und die Schweine sind Uber
lange Zeit Trager und Ausscheider, wodurch sie ein standiges krankheitsauslésendes Poten-
tial fir den Menschen darstellen. In der Tat haben Untersuchungen von Schweineherden auf
die Anwesenheit von Y. enterocolitica verdeutlicht, dass in fast allen untersuchten Herden Y.
enterocolitica in unterschiedlicher Haufigkeit zu finden war (Virtanen et al. 2012). Um die Be-
siedelung von Schweinen durch Y. enterocolitica naher zu untersuchen und fir die Koloni-
sierung essentielle Virulenzfaktoren zu identifizieren, haben wir in enger Zusammenarbeit mit
der Tiermedizinischen Hochschule Hannover ein ,Minipig“-Modell etabliert. Dabei konnte
gezeigt werden, dass die Kolonisation durch bestimmte Y. enterocolitica-Serotypen deutlich
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unterschiedlich ist und von einem Adhasionsfaktor abhangig ist, der auch fiir die Besiedelung
im Menschen von Bedeutung ist.

Schweine kénnen im Betrieb, aber auch beim Transport zum Schlachbetrieb bzw. auf der
Warteaufstellung des Schlachtbetriebs andere Schlachtschweine mit dem Erreger Uber den
Kot infizieren. Von den Tonsillen kénnen Yersinien in der Schlachtroutine (Entborstung, Aus-
weidung, Eviszeration, Zerteilung/Verkleinerung des Tierkorpers) tber den Tierkorper verteilt
werden (Fredriksson-Ahomaa et al. 2009). Die Ubertragung auf den Menschen erfolgt dann
meist Uber kontaminierte Nahrungsmittel, vor allem durch rohes oder unvollstandig gebra-
tenes Schweinefleisch und Milchprodukte. Da die Yersinien sich bei 4 °C im Kihlschrank
noch weiter vermehren kénnen und in gefrorenen Lebensmitteln mehrere Wochen Uberleben
und infektiés bleiben, ist eine vollstandige Durcherhitzung der Fleischspeisen von Bedeu-
tung. Bei Untersuchungen zum Vorkommen von Yersinien im Schweinefleisch wurden be-
sonders in Hackfleischproben, aber auch in Kopffleisch und Speck die Erreger nachgewie-
sen (Fredriksson-Ahomaa et al. 2006, 2012). Léangere Lagerung, Fleischreifung sowie der
weitreichende Handel mit den damit verbundenen langen Transportwegen in gekihltem Zu-
stand beglnstigen das Uberleben und die Vermehrung von Yersinien. Die psychrotoleranten
Yersinien kénnen sich gegenlber einer etwaigen Begleitflora, die weniger gut an solche ex-
tremen Bedingungen angepasst ist, behaupten. Als Beispiel sei hier das erste Vorkommen
von Y. enterocolitica O:8 in Japan genannt, das eindeutig auf importiertes Schweinefleisch
zurtckgefuhrt werden konnte (Ichinohe et al. 1991).

Y. enterocolitica war friher auch in Fisch, Gefligel, Milch, Eiprodukten und Gemuse nachge-
wiesen worden, doch in neueren Studien war der Nachweis in Fisch und Gefligel negativ
und im Falle anderer kontaminierter Lebensmittel (z.B. Milch) war eine Kontamination als
Sekundarkontamination erfolgt (Fredriksson-Ahomaa 2012).

Apathogene Y. enterocolitica des Bioserovars 1A vermehren sich auch in der Umwelt und
auch pathogene Biovare kénnen in der Umwelt langere Zeit Gberleben, wodurch konta-
minierte Oberflaichengewasser, Vegetation und Boden zu Infektionsquellen fiir Mensch und
Tier werden kénnen. Y. pseudotuberculosis konnte aus Grundwasser, Boden, Pflanzen (Ka-
rotten, Salat) und aus Fakalien von Tieren isoliert werden (Fredriksson-Ahomaa 2009; Fred-
riksson-Ahomaa und Wachek 2011). Die Annotation der beiden enteropathogenen Yersinia-
Spezies-Genome hat gezeigt, dass beide Erreger eine hohe Anzahl an Stoffwechselwegen
aufweisen, die es ihnen erlaubt, diverse C- und N-Quellen aufzunehmen und als Energie-
quelle zu nutzen. Zudem sind sie in der Lage diverse Umweltstresse und Nahrstofflimitatio-
nen zu Oberstehen, was ihnen ein Uberleben in der Umwelt Gber eine langere Zeit ermdgli-
chen kann. Welche Stoffwechselwege zum Uberleben in Schweinefleisch bei moderaten
Temperaturen und 4 °C beitragen, wird gerade in unserem Labor untersucht.
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Einfiihrung

Vibrionen sind aquatische Bakterien, die vorwiegend in Kiistengewassern und Astuargebie-
ten weltweit verbreitet sind. Weltweit kdnnen Vibrionen als Krankheitserreger fur den Men-
schen in Lebensmitteln und in der marinen Umwelt vorkommen und Durchfallerkrankungen
und extraintestinale Erkrankungen wie Wund- und Weichteil- Infektionen hervorrufen. Die
humanmedizinisch bedeutendsten Vibrio-Erreger sind die Vibrio cholerae Stdmme der Se-
rogruppen O1 und O139, die als Erreger der Cholera aufgrund ihres pandemischen Potenzi-
als eine groBe gesundheitspolitische Bedeutung haben. Cholera-Erkrankungen kommen
heute in der Regel nur noch in Endemie-Gebieten (Stidamerika, Zentralafrika, Indien, Siid-
ostasien u.a.) vor. GroBe Cholera-Ausbriche erfolgten in den letzten Jahren in Landern, in
denen aufgrund von Naturkatastrophen oder politischen Unruhen sanitare Einrichtungen und
Versorgung mit sauberem Trinkwasser nicht den erforderlichen hygienischen Standards ent-
sprachen (z.B. Simbabwe, 2008, Haiti, 2010).

Infektionen durch Nicht-Cholera-Vibrionen (NCV)

Aufgrund des Klimawandels und der damit verbundenen Erwarmung der Oberflachen-
gewasser wird befurchtet, dass NCV-Infektionen, die auch unter dem Begriff Vibriosen zu-
sammengefasst werden, auch in gemaBigten Klimazonen zunehmen werden. Insgesamt
sind 12 Spezies der Familie Vibrionaceae als potentiell humanpathogen beschrieben wor-
den, von denen in nordeuropéischen Kistengewassern und Astuaren die Spezies Vibrio pa-
rahaemolyticus, Vibrio vulnificus, V. alginolyticus und V. cholerae (non-O1, non-O139) am
haufigsten vorkommen. In ihrem naturlichen Habitat kommen Vibrionen frei in der Wasser-
saule, im Sediment sowie in Verbindung mit Plankton, Fischen, Krusten- und Schalentieren
Vor.

Vibrio parahaemolyticus ruft in der Regel einen milden, selbstlimitierenden Durchfall hervor
und wurde erstmals 1950 als Krankheitserreger in Japan identifiziert. V. parahaemolyticus ist
der haufigste Kontaminant von Meeresfriichten und Fischprodukten weltweit. In Deutschland
kommen V. parahaemolyticus Bakterien in Muscheln und Austern vor, die in Kistengewas-
sern erzeugt werden. Dies gilt auch fir importierte Meeresfriichte und Fisch und Fischerei-
produkte aus allen Regionen der Welt. Nach dem gegenwartigen Wissensstand sind nur
solche Isolate als humanpathogen einzuschéatzen, die bestimmte Toxine (Hamolysine TDH
und TRH) bilden kénnen. Diese toxinbildenden Isolate sind in Muscheln aus nordeuropai-
schen Gewassern sehr selten zu finden (ca. 1- 3 %), sie kdnnen aber auch in der Handels-
ware vorhanden sein.

Vibrio vulnificus ist ein weiterer gefahrlicher Krankheitserreger, der in den USA fir die meis-
ten Todesfélle durch Verzehr von ,Seafood”, insbesondere kontaminierten roh verzehrten
Austern, verantwortlich ist. Dieser Erreger kommt auch in der Ostsee im Brackwasser haufig
vor und kann sich nach Hitzeperioden im Sommer stark vermehren. In Deutschland erfolgen
Erkrankungen im Wesentlichen durch den direkten Kontakt mit Seewasser. Die von
V. vulnificus-Infektionen betroffenen Patienten sind in der Regel altere, abwehrgeschwachte
Menschen. Zur Zeit ist die Erforschung, ob sich klinische Isolate von den vielen, méglicher-
weise apathogenen Umwelt-lsolaten unterscheiden lassen, Gegenstand intensiver For-
schung weltweit.
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V. cholerae (non-O1, non-O139) Isolate sind ebenfalls haufige Verursacher von Diarrhéen
und gelegentlich auch bei Wundinfektionen beschrieben worden. Auch diese Isolate sind in
den Badegewdssern der Ostsee nachweisbar und kénnen haufig in Meeresfriichten und
Fischprodukten des Handels nachgewiesen werden.

V. alginolyticus ist sehr haufig in der Nordsee nachzuweisen und ebenfalls regelmaBig in
,Seafood” aufzufinden. Es sind allerdings nur selten Durchfallerkrankungen mit diesem Erre-
ger beschrieben worden, V. alginolyticus ist gelegentlich bei Weichteilentziindungen (z. B.
Ohrentziindungen) nach Baden im Meer aufgetreten.

Aktivititen des Nationalen Referenzlabors (NRL) fiir die Uberwachung bakterio-
logischer Kontamination von zweischaligen Weichtieren zur Vibrio Diagnostik

Auf Grundlage der Entscheidung 1999/313/EG ist festgelegt, dass in jedem EU-Mitgliedsland
ein Referenzlaboratorium fir die Kontrolle bakterieller und viraler Muschelkontaminationen
benannt wird. Dieses NRL wurde im Jahr 2000 am BfR eingerichtet. Hintergrund der Rats-
Entscheidung war, dass Muscheln und Austern in vielen EU-Landern fir den Handel produ-
ziert werden und von den Konsumenten haufig roh verzehrt werden. Da zweischalige Weich-
tiere aufgrund ihrer Lebensweise groBe Mengen Meerwasser filtrieren, sind die Méglichkei-
ten, dass in ihnen pathogene Bakterien vorhanden sind, insbesondere dann gegeben, wenn
die Muschelerzeugungsgebiete in der Nahe von Abwassereinleitungen, Flussmindungen
etc. liegen. Aus diesem Grund wird das Vorhandensein von Fakal-Bakterien, wie Escheri-
chia coli und Salmonella spp., schon seit vielen Jahren Uberwacht.

In den letzten Jahren hat sich gezeigt, dass auch die autochthone Mikroorganismenflora in
den Kistengewéssern und zwar insbesondere die Vibrionenflora bei der bakteriologischen
Uberwachung von Weichtieren zu beachten ist. Insgesamt ist die Belastung mit Vibrionen
hoch einzuschatzen, da Untersuchungen z.B. aus dem Jahre 2011 zeigten, dass 82 % der
Miesmuscheln aus den Anbaugebieten im deutschen Wattenmeer Vibrionen enthielten (LA-
VES, Cuxhaven). Alle vier oben erwahnten NCV waren nachweisbar, wobei am haufigsten
V. alginolyticus und an zweiter Stelle V. parahaemolyticus stand. Da alle deutschen Anbau-
gebiete nur geringe Konzentrationen an Fakalbakterien aufweisen, sind diese Muscheln zum
Rohverzehr freigegeben. Es ist daher fur das NRL notwendig, diagnostische Verfahren zu
entwickeln und bereitzustellen, um eine Diskriminierung von pathogenen Isolaten und Um-
weltisolaten der in den Muscheln gefundenen Vibrio-Bakterien zu ermdglichen. Im Moment
werden z.B. in Multiplex-PCR Ansatzen mittels geeigneter Primer und Sonden das Vorhan-
densein von Toxingenen in Isolaten von V. parahaemolyticus und V. cholerae untersucht, um
pathogene Isolate zu identifizieren.

Neben den Vibrio-Isolaten aus der Uberwachung von Muschelerzeugungsgebieten, die z.B.
vom LAVES (Niedersachsen) und dem Landeslabor Neumiinster (Schleswig-Holstein) ein-
gesandt werden, erhalt das NRL regelmaBig von verschiedenen Lebensmittel-
Untersuchungsamtern Vibrio-Isolate aus Seafood (z.B. Weichtiere, Fische, Fischprodukte,
etc) zur diagnostischen Bestatigung und zur Toxincharakterisierung. .

Aufbau eines Kompetenznetzwerkes VibrioNet

Um die Vibrionenforschung national und international zu stdrken und zu vernetzen, hat das
BFR das interdisziplindre Forschungsnetzwerk VibrioNet initiiert, das sich seit Ende 2010 mit
finanzieller Férderung durch das BMBF mit den mdglichen Risiken durch Vibrionen in Le-
bensmitteln und der Umwelt in Deutschland beschéftigt. Dabei begriindet sich der For-
schungsansatz auf folgende Annahmen:
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e Infektionen mit Vibrionen (insbesondere V. parahaemolyticus und V. vulnificus) nehmen
durch die globale Erwarmung zu. Insbesondere regionale klimatische Perioden mit sehr
warmen Wassertemperaturen erhdéhen die Gefahr von Vibrio-Infektionen.

e Der globale Handel mit Meeresprodukten und Fischereiwaren wéchst. Dies bedeutet,
dass durch eine Belastung von Handelsware mit Vibrionen eine gesundheitliche Ge-
fahrdung fur den Verbraucher vorhanden ist. Herkunft (Risikolander) und Handhabung
der Handelsware (Lagerung, Zubereitung) haben entscheidenden Einfluss auf die Vibri-
onenbelastung im Lebensmittel.

e Eine Reihe von epidemiologischen Faktoren, wie die Zunahme des Verzehrs von Fi-
schen und Meeresprodukten und die Veréanderung der gesundheitlichen Situation der
Bevélkerung durch den demographischen Wandel steigert die Exposition und Anfallig-
keit flr Vibrio-Infektionen.

Vor diesem Hintergrund hat sich das Forschungsnetzwerk VibrioNet aus verschiedenen wis-
senschaftlichen Disziplinen mit Experten aus der marinen Mikrobiologie, Human- und Veteri-
narmedizin, Molekularbiologie und Epidemiologie gebildet. Das BfR koordiniert den Verbund
und beteiligt sich - neben zentralen Aufgaben wie Stammsammlung und dem Aufbau einer
Datenbank-Plattform - an Forschungen zur Pathogenitat und Virulenz von Vibrionen und
ihrer Diagnostik (qualitativ und quantitativ) in Lebensmitteln und Umwelt. Das Alfred-
Wegener-Institut untersucht am Standort Helgoland die Okologie und Saisonalitat von Vibrio-
Populationen in Nord- und Ostsee. Das LAVES, Cuxhaven, widmet sich der Vibrio-Belastung
in der deutschen Muschel- und Austernproduktion. Das Institut flir Lebensmittelhygiene der
FU Berlin analysiert einerseits die Vibrio-Belastung von Handelsware, andererseits aber
auch inwieweit Vibrionen in Abhangigkeit von Faktoren in der Lebensmittelkette (Transport,
Lagerung etc.) in sog. Ruhezustédnde eingehen kénnen (VBNC, viable but non-culturable),
die die Detektion im Lebensmittel erschweren. Das Robert Koch Institut untersucht zusam-
men mit der Medizinischen Mikrobiologie der TU Dresden und zukiinftig mit der Universi-
tatsmedizin Greifswald in epidemiologischen Studien die Haufigkeit von NCV-
Durchfallerkrankungen und Wundinfektionen in Deutschland.

Gestarkt wird der Verbund durch internationale Partner aus Landern mit hoher Inzidenz von
Vibrio-Infektionen (Stidostasien, Afrika, Stidamerika). Aufgaben des Verbund bestehen in der
Erfassung der Vibrionen in Umwelt, Handelsware und bei humanen Erkrankungen in
Deutschland, der Erforschung der Pathogenese und Atiologie sowie der Etablierung und
Verbesserung diagnostischer Verfahren [1,2].

[1] T. Alter, B. Appel, E. Bartelt, R. Dieckmann, C. Eichhorn, R. Erler,C. Frank, G. Gerdts, F.
Gunzer, S. Hihn, J. Neifer, B. Oberheitmann, E. Strauch (2011). Vibrio-Infektionen durch
Lebensmittel und Meerwasser: Das Netzwerk ,VibrioNet” stellt sich vor. Bundesgesundheits-
blatt-Gesundheitsforschung-Gesundheitsschutz 54 (11), 1235-1240.

[2] Informationsbroschiire zu Nicht-Cholera-Vibrionen in Deutschland, Janina Neifer, Christi-
na Frank; Robert Koch Institut (RKI), Mai 2012.






Zoonosen und Lebensmittelsicherheit 57

Ist die klassische Salmonella-Typisierung noch zeitgeman?

Burkhard Malorny
Bundesinstitut fir Risikobewertung, Berlin

Die Nomenklatur und Differenzierung von Salmonellen ist sehr komplex und wurde in den
letzten Jahrzehnten immer wieder angepasst. Zurzeit wird das Genus Salmonella in zwei
Spezies, Salmonella enterica und Salmonella bongori, unterteilt (Grimont und Weill 2007).
Salmonella enterica wird weiter in sechs weitere Subspezies, S. enterica subsp. enterica
(bezeichnet Subspezies 1), S. enterica subsp. salamae (Subspezies Il), S. enterica subsp.
arizonae (Subspezies llla), S. enterica subsp. diarizonae (Subspezies llIb), S. enterica
subsp. houtenae (Subspezies IV) und S. enterica subsp. indica (Subspezies VI), unterteilt.
Spezies und Subspezies werden aufgrund ihrer biochemischen Eigenschaften klassifiziert
(Farmer 11 2003).

Klassisch serologische Differenzierungsmethode

Im Jahr 1934 hat das International Salmonella Subcommittee ein serologisches Typisie-
rungsschema fir Salmonellen eingefiihrt, das Isolate durch Reaktion mit monovalenten Anti-
seren unterscheidet (International Salmonella Subcommittee 2012). Das System wurde von
Kauffmann und spater von Le Minor weiterentwickelt und ist aktuell als White-Kauffmann-Le-
Minor-Schema verdffentlicht (Grimont und Weill 2007). Danach werden Salmonellen auf-
grund von 46 verschiedenen Lipopolysaccharid-Zusammensetzungen (Oberflachen [O]-
Antigene) und 114 verschiedenen filamente Struktureinheiten der GeiBelantigene (H-
Antigene) eingeteilt. Aus der Kombination der positiven Seren fir das O-Antigen, H1-Antigen
und H2-Antigen wird eine Seroformel nach dem Schema O:H1:H2 (z.B. 4,12:i:1,2) definiert,
die das Serovar (oder den Serotyp) eines Isolats beschreibt. Soweit vorhanden, wird auch
ein Kapsel-Polysaccharid (Vi-Antigen) bestimmt. Derzeit sind in dem Schema Uber 2.600
verschiedene Serovare beschrieben.

Salmonellen kodieren in ihrem Genom zwei unterschiedliche Orte, die jeweils die Struktur-
einheiten des GeiBel H1- (fliC-Gen) bzw. H2-Antigens (fljB-Gen) kodieren. Durch einen Pha-
senwechsel-Mechanismus kann es jedoch nur zur Expression eines der zwei H-Antigene
kommen. Die phanotypischen Eigenschaften des O-Antigens werden hauptséchlich durch
Gene kodiert, die im rfb-Kluster zusammengefasst sind. Alle drei Gene/Kluster (rfb, fliC, fljB)
sind fur ihre Mosaikstruktur der DNA-Sequenz bekannt. Mosaikstrukturen entstehen durch
horizontalen Gentransfer homologer Sequenzabschnitte, insbesondere wenn die Oberfla-
chenproteine einem Selektionsdruck unterliegen. Die Folge ist ein Austausch von Aminoséau-
ren bzw. Polysacharideinheiten in den drei Antigenen, die zu Veranderungen in der Reaktivi-
tat mit den Seren und damit zur Anderung des Serovars fiihren. Genetisch verwandte Isolate
kénnen dadurch zu verschiedenen Serovaren zugeordnet sein bzw. genetisch unverwandte
Isolate dasselbe Serovar teilen. Die Phylogenie der Salmonellen wird somit durch die Sero-
typie mdglicherweise nicht mehr richtig abgebildet. Trotzdem hat sich das Kauffmann-White-
Schema zur Beschreibung der Epidemiologie von Salmonellen aufgrund der historischen
Bedeutung und langjahrigen Entwicklung als die Referenzdifferenzierungsmethodik weltweit
durchgesetzt. Von Vorteil ist dabei der geringe apparative Aufwand bei der Durchflihrung der
Methode. Monitoring- und Bekampfungsprogramme zur Reduzierung von Salmonellen in
Tierbestanden in Europa haben z.B. die Serotypie als Referenzmethode zur Charakterisie-
rung der Salmonella-lsolate festgelegt.
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DNA-sequenzbasierte Differenzierungsmethode

Mit Einfiihrung der DNA-Sequenzierung Mitte der 1980er erdffnete sich eine neue Ara in der
Taxonimie und Populationsgenetik von Bakterien. Die Sequenzierung von sog. Housekee-
ping-Genen erlaubte die Einschatzung von genetischer Verwandtschaft von Isolaten zuein-
ander. Housekeeping-Gene gelten als geeignet, die Phylogenie von Bakterien widerzuspie-
geln, da man davon ausgeht, dass sie keinem Selektionsdruck unterliegen, wie etwa an der
Oberflache von Bakterien befindliche Antigene. Die genetische Verwandtschaft der Salmo-
nella-Spezies und -Subspezies abgeleitet aus einer Kombination von finf Nukleotidsequen-
zen der Gene putP (Prolin-Permease), gapA (Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase),
mdh (Malat-Dehydrogenase), gnd (Phosphoglukonat-Dehydrogenase) und aceK (Isocitrat-
Dehydrogenase-Kinase/Phosphatase) erwies sich als komplett Ubereinstimmend mit DNA-
DNA-Hybridisierungen (Le Minor et al. 1982).

Die systematische Anwendung von DNA-Sequenzen zur Bestimmung der genetischen Ver-
wandtschaft flhrte schlieBlich zur Entwicklung der Multilocus-Sequenztypisierung (MLST)
(Maiden et al. 1998). Das Prinzip der MLST beruht auf der DNA-Sequenzierung von Frag-
menten einer begrenzten Anzahl von Housekeeping-Genen des zu untersuchenden Orga-
nismus und deren Vergleich hinsichtlich ihrer Sequenzunterschiede. Jeder unterschiedlichen
Sequenz eines Gens wird eine Allelnummer zugeordnet. Aus der Zusammensetzung aller
Allele der verschiedenen untersuchten Housekeeping-Gene lasst sich schlieBlich der Se-
quenztyp ableiten. Da die MLST nur Sequenzen von hochkonservierten Genen analysiert,
bietet sie nur limitierte genetische Information und begrenzte Diskriminierfahigkeit bei nah
verwandten Stdmmen, ist jedoch geeignet, bakterielle Phylogenie und die Evolution von Po-
pulationslinien zu untersuchen. MLST-Daten erlauben auBerdem einen einfachen elektroni-
schen Austausch und sind eindeutig. Dies ist ein groBer Vorteil, da Daten zwischen den La-
boren schnell und zuverlassig zu interpretieren sind.

Fiar Salmonellen wurden verschiedene MLST-Schemata beschrieben (Fakhr et al. 2005;
Kotetishvili et al. 2002; Sukhnanand et al. 2005). Die gréBte Kollektion von Salmonella-MLST-
Daten wird durch die Universitat Kolleg Cork, Irland (http:/mlst.uss.ie/mlist/dbs/Senterica) zur
Verfugung gestellt. Die Datenbank hat aktuell mehr als 4.000 Eintrage. Das Schema beruht auf
einer Publikation von Kidgell et al. 2002 (Kidgell et al. 2002). Danach werden interne DNA-
Sequenzfragmente der sieben Housekeeping-Gene thrA, purE, sucA, hisD, aroC, hemD und
dnaN verglichen. Eine kiirzlich erschienene Publikation (Achtman et al. 2012) fasst die vorlie-
genden MLST-Daten, die nach dem Schema von 4.257 untersuchten Salmonella-lsolaten er-
hoben wurden, zusammen und vergleicht sie mit Daten der Serotypie. Danach korrespondie-
ren viele sog. eBurst-Gruppen (eBGs) mit einem Serovar. Eine eBurst-Gruppe wird definiert als
eine Gruppe von zwei oder mehr Sequenztypen, deren Sequenz in mindestens sechs der sie-
ben Genfragmente Ubereinstimmt. Viele eBGs bestehen jedoch aus mehr als einem Serovar.
AuBerdem finden sich viele Serovare in mehreren unverwandten eBGs wieder. Ein Beispiel ist
das Serovar Paratyphi B (4,[5],12:b:1,2), das in drei verschiedene eBGs aufgeteilt ist. Be-
stimmte eBGs kénnen mit der Herkunft der Stdmme assoziiert werden (Toboldt et al. 2012).
Das epidemiologisch wichtige Serovar Typhimurium (4,[5],12:i:1,2) korrespondiert hauptsach-
lich zu eBG1, enthalt aber auch die epidemiologisch an Bedeutung zunehmende monophasi-
sche Variante (4,[5],12:i:-) und die Serovare Hato (4,[5],12:g,m,s:[1,2]) und Farsta
(4,12:i:e,n,x), die unterschiedliche H1- und H2-Antigene aufweisen. Umgekehrt sind nicht alle
Serovar-Typhimurium-Isolate in eBG1 prasent. Es gibt eine unverwandte eBG (eBG138), die
nur drei identische Allele mit eBG1 teilt.
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Weitere Subtypisierungsmethoden

Zur Subtypisierung von Salmonella-Isolaten, die zum selben Serovar gehdren, gibt es traditi-
onell weiterhin die Lysotypie. Hier wird ein Phagentyp (Lysotyp) bestimmt, bei der die Reak-
tion eines Isolates bei Anwendung eines definierten Phagensatzes bestimmt wird (Rabsch
2007). Die Methode hat fiir die Serovare Typhimurium und Enteritidis eine epidemiologische
Bedeutung erlangt. Ahnlich wie bei der Serotypie ist der apparative Aufwand zur Durchfiih-
rung des Systems gering. GroBe Nachteile erkennt man aber bei der Standardisierung der
Methode zwischen den Laboren. Hier kann eine Reihe von Interpretationsschwierigkeiten
entstehen, sodass die Vergleichbarkeit der Ergebnisse nicht mehr gewahrleistet ist. Die Qua-
litdt und Konzentration der eingesetzten Phagensuspensionen spielen dabei eine wichtige
Rolle.

Alternativ wurde in den letzten Jahren die ,Multiple-locus variable-number tandem-repeats*-
Analyse (MLVA) zur Subtypisierung von Salmonella-lsolaten, insbesondere fir die Aufkla-
rung von Ausbrichen, weiterentwickelt. Bei dieser Technologie wird die Anzahl von kurzen
aufeinanderfolgenden Sequenzwiederholungs-Motiven (VNTRs) bestimmt, die innerhalb des
bakteriellen Genoms vorliegen. Die Auftrennung der VNTRs erfolgt idealerweise mittels Ka-
pillarelektrophorese (Lindstedt et al. 2004; Malorny et al. 2008), sodass der apparative Auf-
wand als hoch bezeichnet werden kann. Eine internationale Standardisierung der MLVA fir
die Durchfiihrung bei dem Serovar Typhimurium ist abgeschlossen und erfolgt nun fir das
Serovar Enteritidis. Die Methodik hat den Vorteil, dass Daten eindeutig interpretierbar und
elektronisch austauschbar sind. Damit hat sie das Potential, sich bei Lander Ubergreifenden
Ausbruchuntersuchungen als Referenzmethode durchzusetzen.

Als eine universelle molekulare Typisierungsmethode (z.B. bei Ausbruchsuntersuchungen)
hat sich bereits die Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) weltweit durchgesetzt (Ribot et al.
2006). Trotz standardisiertem Protokoll ist jedoch der Austausch der Daten schwierig, da es
sich um ein bildgebendes Verfahren handelt (PFGE-Muster), das zu Interpretationsfehlern
und Schwierigkeiten bei der Vergleichbarkeit von PFGE-Mustern flihren kann.

Fazit

Die Serotypie nach de White-Kauffmann-Le-Minor-Schema wird weltweit praktiziert und gilt
als universelle Sprache. Sie gibt durch den geringen apparativen Aufwand zur Durchfihrung
Entwicklungsldandern Zugang zur Epidemiologie von Salmonellen. Alternative, DNA-
sequenzbasierte Methoden sind aufwendiger in der Durchflhrung, aber wesentlich informati-
ver in ihren Ergebnissen. Sie kdnnen besser die Phylogenie bzw. genetische Verwandtschaft
einer Population reflektieren.

Dem wissenschaftlichen Stand nach sollten daher in Zukunft bei der Typisierung von Salmo-
nellen standardisierte, in ihrer Interpretierbarkeit eindeutige, DNA-sequenzbasierte Methoden
wie MLST den Vorrang haben. Die Serotypie sollte aber weiterhin in der Routinediagnostik
Beriicksichtigung finden, um weltweit die Epidemiologie der Salmonellen vergleichbar zu
halten. Der Austausch einer universellen Sprache (hier Serotypie) braucht Zeit und kann
nicht kurzfristig erwartet werden. Dies sollte aber nicht dazu ausgelegt werden, keine An-
strengungen in Richtung DNA-sequenzbasierter Salmonella-Typisierung zu unternehmen
und damit die Vorteile zu nutzen. Mit Entwicklung der Genomsequenzierung und vertretba-
ren Analysekosten eréffnen sich in Zukunft weitere Mdéglichkeiten, die Differenzierung und
Diskriminierbarkeit der Salmonellen zu verbessern.
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Listeria monocytogenes in Lebensmitteln — Aufdeckung von Kontaminationswegen
mit Hilfe molekularbiologischer Tools

Sylvia Kleta,
Bundesinstitut fir Risikobewertung, Berlin

Das Bakterium Listeria monocytogenes kann bei Mensch und Tier die lebensbedrohende
Infektionskrankheit Listeriose auslésen Mit einigen hundert Erkrankten pro Jahr gehért die
Listeriose zu den selteneren Infektionen, zeigt aber unter den meldepflichtigen Erkrankungen
neben der invasiven MRSA-Infektion und der Meningokokken-Meningitis die hdchste Letali-
tat. Im Jahr 2011 wurden in Deutschland 337 humane Listeriosefélle an das RKI gemeldet,
dies entspricht einer durchschnittlichen Inzidenz von 0,4 Erkrankungen/100.000 Einwohner,
darunter 23 Félle mit fatalem Ausgang (9%). Insbesondere alte Menschen sind h&ufiger be-
troffen, bei den Uber 69-jahrigen betrug die Inzidenz 1,4 (RKI, 2012).

Die Listeriose ist eine lebensmittelassoziierte Infektionskrankheit, bei der die Ubertragung
des Erregers auf den Menschen in den meisten Féllen durch den Verzehr von kontaminier-
ten Lebensmitteln tierischer und pflanzlicher Herkunft stattfindet.

Die hdéchsten Nachweisraten von L. monocytogenes sind bei Hackfleisch, rohen Fleischzu-
bereitungen, gerauchertem und graved Fisch, Weichkase (sowohl aus Rohmilch als auch
aus pasteurisierter Milch) und Feinkostsalaten zu verzeichnen. Das weit in der Umwelt ver-
breitete Pathogen gelangt mitunter direkt Uber das tierische oder pflanzliche Rohmaterial ins
Lebensmittel, z. B. durch bodennahen Anbau von Gemdise und Salaten, beim Melken in
Rohmilch oder beim Schlachten auf rohes Fleisch. Sehr viel haufiger jedoch wird der Erreger
durch unzureichende Hygiene wahrend der Lebensmittelherstellung und -verarbeitung tber-
tragen. Deshalb geht ein erheblich gréBeres Risiko von Rohprodukten und verzehrfertigen
Lebensmitteln aus, die nach der Verarbeitung in der Regel keiner keimabtdtenden Behand-
lung mehr unterzogen werden. Haufig persistiert das Pathogen in der Produktionsumgebung
und fahrt kontinuierlich zu Kontaminationen von Lebensmitteln. Hygieneschwachstellen so-
wohl bei der Prozesskontrolle als auch Reinigung und Desinfektion sind z. B. Siele, Gitter,
Schnittkanten und sogenannte Totpunkte technischer Anlagen. Spezifische, auf die Produk-
tionsanlage abgestimmte Kontrollstrategien flr L. monocytogenes kénnen dem entsprechend
die Pravalenz des Pathogens im Lebensmittel und damit das Infektionsrisiko fir den Men-
schen erheblich reduzieren.

Fir die Aufdeckung von Kontaminations- und Infektionswegen insbesondere in Ausbruchssi-
tuationen und flr die Identifizierung der Persistenz von L. monocytogenes in Lebensmittel
verarbeitenden Betrieben ist der stammspezifische Nachweis des Erregers entscheidend.
Hierzu werden genetische Subtypisierungsmethoden in Kombination mit epidemiologischen
Daten herangezogen.

Die Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) stellt momentan den Goldstandard zur Subtypisie-
rung von L. monocytogenes dar. Sie ist eine gut zu reproduzierende, hoch diskriminierende
und effektive genetische Typisierungsmethode, in der das bakterielle Genom mit Hilfe von
Restriktionsenzymen geschnitten wird. Nach GréBenauftrennung der Fragmente Uber die
Gelelektrophorese stehen individuelle Bandenmuster (Fingerprints) zur Verfugung, die einen
Stammvergleich Gber Pulsotypen zulassen.

Far L. monocytogenes steht dabei ein auf PulseNet International basierendes Protokoll zur
Verfligung (CDC; Graves & Swaminathan, 2001), deren Anwendung in den vergangenen 3
Jahren durch die Arbeit des Europaischen Referenzlabors (EU-RL) fiir Listeria monocytoge-
nes auf Lebensmittelseite weitestgehend harmonisiert wurde (Félix et al., 2012a). Dariiber
hinaus wurden vom EU-RL Standard Operating Procedures (SOP) fir die softwaregestitzte



62 Tagungsband

PFGE-Profilanalyse in Bionumerics (Applied Math) erarbeitet, welche die Vergleichbarkeit
der PFGE-Ergebnisse zwischen verschiedenen Laboren und Datenbanken gewahrleistet
(Felix et al., 2012b). Die in Kirze zur Verfigung stehende EU-RL Datenbank fir L. monocy-
togenes-Isolate aus Lebensmitteln wird neben Typisierungsdaten auch entsprechende epi-
demiologische Informationen zur Verfligung stellen, die sowohl von Experten der Lebensmit-
telseite als auch der Humanseite in Europa abgerufen werden kénnen.

Weitere haufig angewendete Genotypisierungsmethoden zeigen im Vergleich zur PFGE der-
zeit meist eine geringere Differenzierbarkeit von L. monocytogenes-Stammen. Sie bieten
jedoch den Vorteil, dass sie im Gegensatz zur PFGE einfacher zu standardisieren und we-
sentlich schneller und kostenginstiger durchzufiihren sind. Sie sind damit gut als Screening-
Verfahren geeignet, an die sich gegebenenfalls dann gezielt die PFGE-Analyse anschlieBen
kann.

Zu nennen sind hier z. B. PCR-basierte Typisierungsmethoden wie die MLVA, REP-PCR
oder HRM-Analyse. Die Multiple-Locus Variable-Number Tandem-Repeat (VNTR)-Analyse
(MLVA) unterscheidet Stdmme hierzu anhand der Kombination von Variationen in der Anzahl
von Tandem Repeats in verschiedenen Loci im Genom. Je nach Anzahl der Sequenzwie-
derholung variiert die GréBe des entsprechenden PCR-Produktes, welche z.B. (iber die Ka-
pillar-Elektrophorese sehr akkurat bestimmt werden kann. Derzeit zur Verfligung stehende
MLVA-Protokolle fir L. monocytogenes nutzen oft unterschiedliche Loci, so dass die Typisie-
rungsergebnisse nur in Abhangigkeit der verwendeten Loci vergleichbar sind. Das EU-RL
strebt auch hier in Zusammenarbeit mit den Nationalen Referenzlaboren und dem Pasteur-
Institut (MLVA-Datenbank: http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlva/; Lindsted et
al., 2008) eine Harmonisierung des MLVA-Protokolls an.

Eine ebenfalls sehr verlassliche PCR-basierte Typisierungsmethode wurde von Pietzka et al.
2011 publiziert. Dabei wird ein spezifischer Locus des Internalin B-Genes (inIB) amplifiziert
und im AnschluB3 einer hochauflésenden Schmelzkurven-Analyse zugefihrt (High-Resolution
Melting (HRM) curve analysis).

Darlber hinaus geben sequenzbasierte Verfahren die Mdglichkeit, Typisierungsergebnisse
sehr standardisiert zu erzeugen und diese schnell und verlasslich miteinander zu verglei-
chen. Die Multilocus-Sequenztypisierung (MLST) beispielsweise weist Stdmmen anhand von
Sequenzunterschieden in mehreren hochkonservierten Housekeeping-Genen fir jedes die-
ser Gene ein Allel zu, die in Kombination den Sequenztyp eines Stammes bestimmen. Fur L.
monocytogenes steht hierfir auf der Grundlage der Gene abcZ, blgA, cat, dapE, dat, ldh,
IhkA (Parisi et al., 2010) die MLST-Datenbank des Pasteur-Institutes zur Verfligung
(http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlist/Lmono.html).

Da Housekeeping-Gene aufgrund ihrer Bedeutung fir grundlegende Stoffwechselprozesse
in der Zelle nur geringen genetischen Anderungen unterliegen, kann die MLST zwar genutzt
werden, um Stdmme phylogenetisch zu vergleichen und zu klassifizieren. Sie ist aber nicht
geeignet, sehr nah verwandte Stdmme voneinander zu unterscheiden, wie bei der Aufde-
ckung von Kontaminations- und Infektionswegen notwendig.

Eine sehr vielversprechende Methode hingegen stellt die Sequenzierung des gesamten Ge-
noms eines Stammes dar. Die Genomsequenzierung stellt schon heute ein Hochdurchsatz-
verfahren dar, welches bei Reduzierung der Kosten die bisher gebrauchlichen Genotypisie-
rungsmethoden weitestgehend ersetzen kénnte.

Molekularbiologische Methoden zur Subtypisierung von L. monocytogenes-Stammen geben
uns ein wichtiges Werkzeug fur Bekédmpfungsstrategien in den Lebensmittel verarbeitenden
Betrieben in die Hand und helfen in Kombination mit epidemiologischen Daten Kontaminati-
onen vom rohen Lebensmittel bis hin zur Infektion des Menschen aufzudecken und zu ver-
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hindern. Eine Schlisselfunktion nimmt dabei die Harmonisierung der Methoden auf Lebens-
mittelseite und Humanseite ein. Nur wenn Isolate aus Lebensmitteln, Umgebung und
Mensch mit gleichen und standardisierten Verfahren typisiert werden, sind sie miteinander
vergleichbar und liefern brauchbare Kenntnisse zur Aufdeckung der Kontaminations- und
Infektionswege.

Grundlegende Voraussetzung ist jedoch auch, dass die Stamme nach ihrer Isolation aus
dem Lebensmittel oder Umgebung auch tatsachlich der Typisierung zugefliihrt werden. Das
Nationale Referenzlabor flr Listeria monocytogenes am Bundesinstitut fir Risikobewertung
stellt hierfir eine nationale Stammdatenbank bereit. Bisher geht jedoch nur ein Bruchteil der
in Deutschland im Rahmen der Lebensmitteliberwachung isolierten L. monocytogenes-
Stamme ein. Gerade im Hinblick auf die Erkennung und Vermeidung von Krankheitsgesche-
hen und Ausbrichen reichen diese Daten nicht aus. Es ist deshalb zwingend anzustreben,
ahnlich wie in benachbarten Europaischen Staaten alle Isolate einer Stammtypisierung zuzu-
fahren.
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Rapid detection and subsequent identification of contaminants in food production has be-
come a major topic since both health risks and financial loss are connected with such events.
Risk assessments, however, require quantities of microbial contaminations to obtain the
necessary data for sufficient evidence. Moreover time to result plays a key role in analyzing
complex matrices. Therefore the prerequisites for state of the art detection methods for mi-
crobial contaminants are (1) quantitative detection, (2) sensitive detection limit, (3) non com-
plex and time-saving approaches, (4) cost effectiveness.

Why should culture-based technology get advanced?

Microbiological testing has been a major subject since the discovery of microbes in the sec-
ond half of the nineteenth century. Although improvements have been made over the last
century, the principles of target cell enrichment, target cell isolation and target cell identifica-
tion have remained unchanged.

Traditional microbiological methods are limited to cells capable of growing on nutrient-rich
media. Many pathogens such as Campylobacter or Mycobacteria are fastidious in growth.
Other pathogens such as foodborne viruses do not grow at all. Although culture-based meth-
ods are reliable and widely standardised, they are time consuming and expensive to perform,
especially in presumed positive cases where species identification by biochemical profiling is
warranted. Enrichments, aside from saving time, share the disadvantage of being inappropri-
ate for microorganisms locked in a non-cultivable state. Some rapid methods have been de-
veloped to shorten detection time by the use of chromogenic media, DNA hybridization or
enzyme immunoassay. However, these methods still require bacterial target enrichment and
are not quantitative.

DNA amplification via the polymerase chain reaction (PCR) amplifies a nucleic acid se-
quence instead of proliferating a cell and thus leads to specific detection of the target on the
basis of species-specific genetic signatures. Further development of DNA based methods
has been made and quantitative PCR (gqPCR; or real-time PCR) microarrays, on-chip PCR
and parallel sequencing in particular have established their applicability as scientific tools.
Nevertheless, the advantages of these methods have stipulated new prerequisites. The theo-
retical or “in vitro” performance of these methods is challenged when environmental (matrix
based) influences or sample-dependent interferences come into play.

PCR in particular and molecular biological methods in general are essentially derived from
basic research efforts, where these methods have had a long history of applicability. Unfor-
tunately the scientific questions addressed in that field do not extend to the requirements of
bio monitoring (e.g. food pathogen detection). For example, in basic research bacteria target
numbers are invariably controllable by the researcher, which are simply dependent on the
size of his overnight culture. In food pathogen detection the actual contamination of the food-
stuff is not predictable. Most of the molecular biological methods used are in vitro methods,
which work perfectly in a standardised environment, which is practically under perfect labora-
tory conditions. In food testing, the heterogeneous micro-environment of the sample has to
be matched to the requirements of highly sophisticated enzymatic assays. We and others
concluded that sample preparation is the crucial link between the sample matrix and the
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necessary stable laboratory conditions required by molecular biological methods if those
methods should be used directly on food commodities without any enrichment step in be-
tween.

Therefore gPCR must be preceded by efficient sample preparation steps and DNA isolation
and purification, in order to establish a standard of purity suitable for reliable measurement.
The entirety of these processes comprises a detection chain, which is defined by numerous
elements connected in a logical sequence.

There are three major aspects to be considered for optimal performance and unique deter-
mination of such a system: (i) best possible sample preparation (meaning almost entire ac-
cess to the microbial cell), (ii) process controls for the crucial steps of the analytical chain
and (iii) thorough validation and specification of every step of the protocol, especially of the
core detection method per se.

Direct molecular biological
quantification of foodborne pathogens

Validation of the Separation of Process controls
detection method target bacteria for al steps

per s from food matrix

Fig. 1: The analytical trihydron in culture independent quantification of pathogens

Sample preparation decides!

As outlined the topic of sample preparation is very crucial in culture-independent quantifica-
tion and has received increased attention from both academia as well as industry, mirrored
by an increase in publications as well as applications of such methods. However, so far the
topic remains a challenge as there are manifold prerequisites for a sufficient sample prepara-
tion method. Most methods have drawbacks, such as the insufficient size of the processed
sample volume, missing calibration standards, lack in reference material etc. (Brehm-Stecher
et al. 2009; Rossmanith & Wagner 2010; Rossmanith & Wagner 2011; Stevens & Jaykus
2004).

Based on the requirements for direct qPCR quantification of bacteria in food, a rapid (<5
hours) and inexpensive sample preparation protocol for the separation of Gram-positive or-
ganisms from various food matrices and blood was recently developed. This protocol, called
“Matrix-Lysis” involves solubilisation of the food matrix followed by concentration of intact
bacteria through centrifugation to detect as few as <10 CFU/g target, while free target DNA
was eliminated by the protocol by 5 log units (Mayrl et al. 2009; Rossmanith et al. 2007;
Aprodu et al. 2011). So far four different buffer systems have been successfully introduced,
two of them exclusively for gPCR quantification while the latest two buffer systems, based on
a novel chemical substance class called “lonic liquids” or on MgCl,, also allowed for the ap-
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plication of microbiological methods after Matrix-Lysis (Mayrl et al. 2009; Mester et al. 2010;
Mester et al. 2012; Rossmanith et al. 2007).

Fig. 2: The total bacterial community in a vial after matrix lysis of 6.26 g of Mozzarella

Matrix lysis is a concept that can be used on allmost all animal food commodities and fulfills
the criteria as mentioned in the intorduction section: it allows to (1) directly quantify the
pathogen without enrichment down to the (2) single cell contamination level, it is (3) rapid (<8
hours of analytical time) and (4) costs a fortune.

References

Aprodu, I., Walcher, G., Schelin, J., Hein, I., Norling, B., Radstrom, P., Nicolau, A., Wagner,
M. (2011). Advanced sample preparation for the molecular quantification of Staphylococ-
cus aureus in artificially and naturally contaminated milk. Int J Food Microbiol 145 Suppl 1:
S61-65.

Brehm-Stecher, B., Young, C., Jaykus, L.A., Tortorello, M.L. (2009). Sample Preparation:
The Forgotten Beginning. J Food Prot 72:1774—1789.

Mayrl, E., Roeder, B., Mester, P., Wagner, M., Rossmanith, P. (2009). Broad range evalua-
tion of the matrix solubilization (matrix lysis) strategy for direct enumeration of foodborne
pathogens by nucleic acids technologies. J Food Prot 72 (6): 1225—-1233.

Mester, P., Wagner, M., Rossmanith P. (2010). Use of ionic liquid-based extraction for re-
covery of Salmonella Typhimurium and Listeria monocytogenes from food matrices. J
Food Prot 73: 680-687.

Mester, P., Wagner, M., Rossmanith, P. (2012). lonic liquids designed as chaotrope and sur-
factant for use in protein chemistry. Sep Pur Technol, in press.

Rossmanith, P., Wagner, M. (2010). Sample preparation for the detection of foodborne
pathogens by molecular biological methods. In: Tracing pathogens in the food chain. Brul,
S., Fratamico, P.M., McMeekin, A. (eds.). Woodhead, Cambridge: 237-262.

Rossmanith, P., Wagner, M. (2011). Aspects of systems theory in the analysis and validation
of innovative molecular-biological based food pathogen detection methods. Trends Food
Sci Technol 22: 61-71.



Zoonosen und Lebensmittelsicherheit 67

Rossmanith, P., Siss, B., Wagner, M., Hein, I. (2007). Development of matrix lysis for
concentration of gram positive bacteria from food and blood. J Microbiol Meth 69: 504—
511.

Stevens, K.A., Jaykus, L.A. (2004). Bacterial separation and concentration from complex
sample matrices: a review. Crit Rev Microbiol 30: 7—24.






Zoonosen und Lebensmittelsicherheit 69
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Zusammenfassung

In Lebensmittelkrisen sind zeitnahe und wissenschaftlich fundierte Risikobewertungen von
hdchster Relevanz flr alle von der Krise betroffenen Parteien. Sie dienen sowohl dem be-
hérdlichen als auch dem privatwirtschaftlichen Sektor als Orientierung und kénnen sogar
internationale Handelsbeziehungen beeinflussen. Insbesondere die immer starker globali-
sierten Warenstrome der Lebensmittelindustrie schaffen die Notwendigkeit, neue effiziente
Datenerfassungs-, Modellierungs- und Analysesysteme fir Krisensituationen zu entwickeln.

In diesem Vortrag werden Softwarelésungen vorgestellt, die vom BfR im Rahmen mehrerer
nationaler und internationaler F&E-Projekte aus dem Sicherheitsforschungsbereich entwi-
ckelt bzw. weiterentwickelt wurden. Zudem wird am Beispiel von realen Lebensmittelver-
kaufszahlen aus Deutschland demonstriert, wie derartige Open-Source-Modellierungs- und
Datenanalysesoftware die Warenstromanalysen und Expositionsabschatzungen im Krisenfall
unterstitzen kann. Im Rahmen des Ausblicks werden Uberlegungen vorgestellt, wie eine
Verstetigung und kontinuierliche Erweiterung derartiger ,Community-Ressourcen* zum Nut-
zen aller Krisenbeteiligten ermdglicht werden kdnnen.

1 Einleitung

Innerhalb der letzten Dekaden haben sich weltweit die 6konomischen Strukturen einschlie3-
lich des deutschen Lebensmittelsektors durch die Globalisierung des Handels dramatisch
verandert (Wilkinson 2008). Als Konsequenz dieser Entwicklung ist festzustellen, dass die
Risiken (gesundheitlich und 6konomisch), die mit nattrlichen oder absichtlichen Lebensmit-
telkontaminationen verbunden sind, erheblich gestiegen sind Krause und Hendrick 2010).
Durch die zunehmend Uberregionalen Ausbruchsgeschehen, wie z.B. beim EHEC O104:H4-
Ausbruch in Deutschland (BfR 2011), wird darGber hinaus im Krisengeschehen zusatzlich
erheblicher 6ffentlicher Druck auf alle am Geschehen beteiligten Parteien erzeugt.

Da die Globalisierungstendenzen fortschreiten werden, entsteht fir 6ffentliche als auch pri-
vatwirtschaftliche Organisationen die Notwendigkeit, sich auf zunehmend komplexere Aus-
bruchssituationen einzustellen. Insbesondere fir den behérdlichen Bereich ist dies aufgrund
der eng begrenzten personellen und finanziellen Ressourcen eine Herausforderung.

Ein mdglicher Lésungsansatz, der zudem allen an Lebensmittelkrisen beteiligten Parteien
zugute kommt, ist die gemeinschaftliche Entwicklung, Pflege und Nutzung von Open-Source-
Softwarelésungen, von denen hier drei Beispiele vorgestellt werden.

2 Ergebnisse

2.1 Open-Source-Software zur Datenintegration und -analyse

Datenerfassung, -integration und -verarbeitung sind in Lebensmittelkrisen haufig die zeitauf-
wendigsten Arbeitsschritte, die der eigentlichen Datenanalyse und -exploration vorangehen.

Auch wenn kontinuierlich Anstrengungen zur Standardisierung von Datenubermittlungsfor-
maten zwischen den beteiligten behdérdlichen Einrichtungen unternommen werden, sind mit
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den derzeit bestehenden Rahmenbedingungen in Krisensituationen umfangreiche Datenvor-
verarbeitungs- und Qualitatssicherungsschritte unvermeidbar. Daher ist es sinnvoll, derartige
Arbeitsschritte so weit wie mdglich zu standardisieren und als jederzeit einsatzbereite vali-
dierte Datenverarbeitungs-,Workflows* der behérdlichen ,Community” zur Verflgung zu stel-
len.

Zur Umsetzung dieser Aufgabe ist in besonderem MaBe die Open-Source-Software KNIME
(Konstanz Information Miner, www.knime.org) (Michael et al. 2006) geeignet, die diesbezlg-
lich vom BfR bereits erfolgreich eingesetzt wird. KNIME bietet dartber hinaus auch die Még-
lichkeit, durch die ,KNIME R Statistics Integration”-Erweiterung ,R“-Skripte (R Development
Core Team 2008) zur Visualisierung und statistischen Datenanalyse einzubinden.

2.2 Open-Source-Software zur Simulation der raumlichen und zeitlichen Ausbreitung
von Krankheitserregern

Die Fahigkeit, die Ausbreitung der Krankheitserreger sowohl Uber Lebensmittelwarenstrome
als auch den direkten Kontakt zwischen Populationsmitgliedern (Ansteckung) zu modellieren,
ist von erheblicher Bedeutung fir die Expositionsabschatzung im Krisengeschehen. So kon-
nen Simulationsmodelle bei Vorliegen adaquater Daten genutzt werden, um:

« raumliche und zeitliche Expositionsmodelle und valide Ausbruchverlaufsprognosen zu
erstellen,

« Produktverteilungsmuster mit Ausbruchsmustern zu vergleichen und so die klassische
Ursachenforschung im Ausbruchsfall (i.d.R. durch Waren-Ruckverfolgung) zu beschleuni-
gen,

« den Effekt von Management-Optionen (z.B. SchulschlieBungen) abzuschéatzen.

Die Umsetzung dieser Aufgabe kann mithilfe der Open-Source-Software STEM (Spatiotem-
poral Epidemiological Modeler, http://www.eclipse.org/stem) erfolgen, die vom BfR mitentwi-
ckelt und bereits erfolgreich auf Eignung getestet wurde. STEM bietet darliber hinaus diverse
Mdglichkeiten zur Visualisierung von Warenstrdomen und kann dank seiner modularen Struk-
tur schnell an spezifische Erregereigenschaften und Warenketten angepasst werden.

2.3 Open-Source-Software zur pradiktiven mikrobiellen Modellierung

Im Falle mikrobieller oder viraler Lebensmittelkontaminationen ist eine modellbasierte Ab-
schatzung der Vermehrung/Inaktivierung von Kontaminanten auf allen Stufen der Produkt-
herstellung, -verbreitung und -zubereitung vorzunehmen. Dies ist insbesondere dann még-
lich, wenn die zu betrachtenden Lebensmittelverarbeitungsprozesse und Erreger bereits im
Vorfeld in experimentellen Versuchen untersucht und auf Basis der gewonnenen experimen-
tellen Daten sogenannte pradiktive mikrobielle Modelle (PMM) erstellt wurden.

Die Umsetzung dieser mathematischen Modellierungsaufgabe kann mithilfe der am BfR ent-
wickelten Open-Source-Software PMM-Lab (http://sourceforge.net/projects/pmmlab/) erfol-
gen. PMM-Lab ist eine Erweiterung zu KNIME und bietet auch die Méglichkeit, erstellte Mo-
delle in einer integrierten Datenbank zu speichern und mit anderen Einrichtungen auszutau-
schen.
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3 Ausblick

Im Rahmen dieses Vortrags wurden mehrere Open-Source-Softwareressourcen vorgestellt,
die fur effiziente Expositionsabschatzungen und Warenstromanalysen in Lebensmittelkrisen
von erheblichem Nutzen sind. Fir den erfolgreichen Einsatz ist es jedoch notwendig, organisa-
torische Strukturen aufzubauen, die eine langfristige Pflege, Weiterentwicklung, Verbreitung
und Endnutzerschulung der behérdlichen und privatwirtschaftlichen Krisenbeteiligten gewahr-
leisten kénnen. Diesbeziglich kénnte ein durch ein Public-Private-Partnership- (PPP-)Modell
getragenes ,Kompetenzzentrum Warenstromanalyse® eine zielfihrende Handlungsoption dar-
stellen.
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Referenzen

BfR (2011). http://www.bfr.bund.de/cm/350/ehec-ausbruch-2011-aufklaerung-des-ausbruchs-
entlang-der-lebensmittelkette.pdf.

Krause, D. O. Hendrick, S. (2010). Zoonotic pathogens in the food chain. CABI, Wallingford.

M.R. Berthold., N Cebron, F.Dill, G. di Fatta,, T.R. Gabriel, F. Georg, T. Meinl, P. Ohl,
C.Sieb, B, Wiswedel (2006). Knime: The Konstanz Information Miner.
http://www.knime.org.

R Development Core Team (2008). R: A language and environment for statistical computing.
http://www.r-project.org.

Wilkinson, J. (2008). The Food Processing Industry, Globalization and Developing Countries.
In: The Transformation of Agri-Food Systems: Globalization, Supply Chains and Small-
holder Farmers. Food & Agriculture Org., New York: 87—108.






Zoonosen und Lebensmittelsicherheit 73

Einfluss der Lagertemperatur auf das Wachstumsverhalten von Salmonella Enteritidis
in Hihnereiern

A. Johne, S. GroB, J. Adolphs, H. Sharp, M. Greiner, K. Stingl, A. Kasbohrer, J. Braunig, B.
Appel
Bundesinstitut fir Risikobewertung, Berlin

Die Salmonellose zahlt zu den haufigsten lebensmittelbedingten Erkrankungen des Men-
schen, die vor allem bei Sauglingen, Kleinkindern, alteren Menschen und immungeschwach-
ten Personen mit einem sehr schweren Verlauf einhergehen kann. Bei dieser empfindlichen
Personengruppe kann bereits eine sehr geringe Infektionsdosis (< 100 Keime) zur Manifesta-
tion einer schweren Erkrankung, vereinzelt mit Todesfolge, fihren. Bei gesunden Erwachse-
nen hingegen ruft erst eine hohe Infektionsdosis von 10* bis 10° Keimen klinische Erschei-
nungen hervor und die Erkrankung ist in der Regel selbstlimitierend.

Die Zahl der gemeldeten Salmonellosefélle in Deutschland ist zwar noch betréchtlich hoch
(zweithaufigste Zoonose), hat sich aber in den letzten Jahren deutlich verringert (Robert
Koch-Institut 2012).

Als haufige Infektionsquelle wurden Konsumeier und roheihaltige Produkte identifiziert. Trotz
des tendenziell steigenden Pro-Kopf-Verbrauchs an Eiern weist jedoch die Salmonelloserate
in Deutschland eine deutlich sinkende Tendenz auf. Dies kann auf abnehmende Pravalenz-
zahlen von Salmonellen in den Legebetrieben (1,9% in 2009; 0,6% in 2010 [Hartung und
Késbohrer 2012]) durch entsprechende BekampfungsmaBnahmen und folglich auf sinkende
Pravalenzen in den Eiern zurtickzuflihren sein. Aber auch eine verbesserte Verbraucherauf-
klarung bezuglich der Gefahr, die von méglichen kontaminierten Eiern ausgehen kann, kénn-
te zur Senkung der Salmonelloserate beigetragen haben.

Eine Klhllagerung von Konsumeiern wird als effektive MaBnahme betrachtet, das Wachstum
von pathogenen Erregern wie Salmonella spp. zu limitieren (EFSA 2004). In der EU ist die
Kuhlung von Eiern nicht einheitlich geregelt. Nach VO (EG) Nr. 853/2004 missen Eier bis
zur Abgabe an den Endverbraucher bei einer — vorzugsweise konstanten — Temperatur auf-
bewahrt und beférdert werden, die die hygienische Beschaffenheit am besten gewahrleistet.
In Deutschland wird derzeit vom Gesetzgeber ab dem 18. Tag nach dem Legen eine Kiih-
lung von Eiern bei 5-8 °C vorgeschrieben.

Das BfR hat geprift, ob die derzeitige Verpflichtung zur Kihlung von Eiern als MaBnahme
einzuschéatzen ist, die das Wachstum von Salmonellen im Ei vermindern kann. Hierbei wur-
den Erkenntnisse aus Sachverstandigengesprachen und Literaturangaben sowie Erkennt-
nisse aus Simulationsergebnissen eines mathematischen Modells unter Berlcksichtigung
von Daten aus der Literatur und aus eigenen Studien miteinbezogen.

Beim Vergleich verschiedener Kiihlszenarien bezuglich des Wachstums von Salmonellen im
Ei erweist sich eine durchgehende Kiihlung als wachstumshemmende MaBnahme jedoch als
am effektivsten. Dies steht im Konsens zu internationalen Expertenmeinungen, wonach die
Kihlung als Methode der Wahl zur Einschrankung der Vermehrung von Salmonellen be-
trachtet wird; vorausgesetzt sie beginnt bereits im Legebetrieb und die Kihlkette wird strikt
eingehalten (EFSA 2007). Wird hingegen die Kiihlung nicht konsequent eingehalten, so sind
Kondensationen auBen auf der Eischale mdglich, welche wiederum die Uberlebensfahigkeit
von Salmonellen, die der Schale anhaften, erhéhen.

Das Ergebnis einer Modellierung, die zu dieser Thematik am BfR erarbeitet wurde, belegt
gleichermaBen, dass eine Kihlung von Eiern einen deutlich hemmenden Effekt auf das
Wachstum von Salmonella Enteritidis im Eiinneren ausibt. Voraussetzung hierfiir ist jedoch
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ebenfalls, dass die Kiihlung bereits friihzeitig beginnt und bis zur Abgabe an den Verbrau-
cher nicht unterbrochen wird. Bei dem Modell des BfR wurde das Wachstum von Salmonel-
len im Ei unter verschiedenen Temperatur- und Zeitbedingungen entlang der Lebensmittel-
kette vom Legebetrieb bis hin zum Supermarktregal vor Abgabe an den Verbraucher simu-
liert (Kihlung bei 4—6 °C, 8—12 °C und ungekihlt). Das Wachstum von Salmonellen auf der
Eischale wurde in dem Modell nicht bertcksichtigt. Eine der Modellannahmen war, dass bei
allen Simulationen jedes Ei mit mindestens einer Salmonellenzelle im Eiinneren kontaminiert
war. Hier konnte festgestellt werden, dass eine konsequent durchgehende Kihlung das
Wachstum von Salmonellen deutlich hemmt. Gleichzeitig wurde aber ermittelt, dass das
Wachstum von Salmonellen im Ei bei insgesamt ungekihlter Lagerung relativ gering ist (bei
89 von 50.000 kontaminierten Eiern war ein Wachstum zu verzeichnen; 0,16 %). Eine allei-
nige Kuhlung im Supermarktregal, &hnlich wie es derzeit vom Gesetzgeber vorgeschrieben
wird, hatte im Vergleich zu den anderen Szenarien des Modells den geringsten hemmenden
Effekt auf das Wachstum von Salmonellen im Ei.
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Wer ist schuld? Source Attribution fiir humane Salmonellosefille in Deutschland

L. Valentin, H. Sharp, A. Késbohrer
Bundesinstitut fir Risikobewertung, Berlin

Salmonellosen gehdéren noch immer zu den am haufigsten und am weitesten verbreiteten
Erkrankungen Uber die Nahrungsmittelkette, obwohl humane Infektionen mit Salmonellen in
den letzten 10 Jahren bereits um ein Drittel auf 24.500 Falle im Jahr 2011 gesenkt werden
konnten. Als Teil des deutschen RESET-Projektes sollen die Anteile an humanen Salmonel-
losen, die vermutlich durch die verschiedenen Tierarten bzw. Lebensmittel hieraus verur-
sacht wurden, anhand eines mathematischen Modells untersucht werden. Basis hierfar ist
ein Modell von Hald et al. (2004). In diesem Ansatz wurden die Subtypen von Isolaten aus
verschiedenen Quellen (z.B. Tierarten, Lebensmittel) mit der Verteilung der gleichen Subty-
pen beim Menschen verglichen. Die Anzahl der sporadischen humanen Infektionen, ausge-
|6st durch verschiedene Sero- und Phagentypen, wird als Funktion dieser Typen in tierischen
Quellen verrechnet und mit der Verzehrsmenge der Quelle gewichtet. Das Modell schéatzt so
den Beitrag der einzelnen Quellen an den humanen Salmonelloseféllen. Die Ergebnisse die-
ser Modelle kdnnen dazu beitragen, zielgerichtet Interventionsstrategien gegen Salmonellen
bei den einzelnen Quellen zu entwickeln und bereits vorhandene auf ihre Effektivitat hin zu
prufen.

Um fir Deutschland die wichtigsten Quellen der humanen Salmonellose zu identifizieren,
wurde das Modell an die deutschen Daten angepasst und anschlieBend mit aktuellen Daten-
satzen aus den nationalen Monitoringprogrammen gerechnet. Die Ergebnisse des Modells
werden prasentiert und diskutiert, sowie in den europédischen Kontext gestellt.
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Kupfer- und Zinkresistenz in Salmonella-lsolaten vom Schwein und Schweinefleisch

Janine Beutlich, Katharina Thomas, Istvan Szabo, Beatriz Guerra, Annemarie K&sbohrer,
Andreas Schroeter
Bundesinstitut fir Risikobewertung, Berlin

Die Spurenelemente Kupfer und Zink spielen eine wichtige Rolle im Stoffwechsel aller Orga-
nismen. Als essentielle Enzym-Kofaktoren oder bei der Aufrechterhaltung des osmotischen
Druckes der Zellen sind sie wichtige Wachstumsfaktoren sowohl beim Tier als auch bei den
Mikroorganismen. Zudem ist bekannt, dass beide Schwermetalle als Futterzusatz in adaqua-
ten Dosen zur besseren Futterverwertung und zu erhdhter taglicher Gewichtszunahme gera-
de bei der Mast von Schweinen und Gefllgel fihren. Die gesetzlich zugelassenen Konzent-
rationen in Futtermitteln regelt die EG-Verordnung 1334/2003. Aus der Literatur ist bekannt,
dass dieser Einsatz die Resistenzbildung, wie zum Beispiel den Erwerb von Resistenzgenen
bei Mikroorganismen, begunstigt. Fir die Zelle ist demnach ein effektives System der Selbst-
regulation des Kupfer- bzw. Zinkgehaltes (Homdostase) lebensnotwendig. Auch die Koselek-
tion von Antibiotikaresistenzen durch den Einsatz von Kupferverbindungen ist bereits be-
schrieben worden. Fir Deutschland liegen bisher kaum belastbare Daten einer Kupfer- und
/oder Zinkresistenz bei Salmonella-Isolaten vom Schwein und Schweinefleisch vor.

Basierend auf diesem Hintergrund wurden eine Studie zur Empfindlichkeit von porcinen
Salmonella-1solaten gegentber Kupfer und Zink initiiert. Dazu wurden aus der Stammsamm-
lung des Nationalen Referenzlabors fir Salmonellen (NRL-Salm) insgesamt 456 Isolate aus-
gewahlt, die aus folgenden Projekten stammten:

EU-Mastschweinestudie 2006/07 (120 Isolate); EU-Zuchtschweinestudie 2008 (50 Isolate);
Diagnostik des NRL-Salm in 2010 (147 Isolate vom Schwein, 68 Isolate vom Schweine-
fleisch und 71 Isolate vom Hackfleisch).

Kriterien fir die Auswahl der Isolate war die Beriicksichtigung von Isolaten aus allen Bundes-
landern, allen nachgewiesenen Salmonella-Serovaren und deren bereits vorhandenen Re-
sistenzprofilen.

Die Empfindlichkeit gegenlber Kupfer und Zink wurde im Agardilutionsverfahren nach Cava-
co (Technical University of Denmark [DTU], pers. Mitteilung) fUr jeweils neun bzw. acht ver-
schiedene Konzentrationen (Kupfersulfat 1-28 mM und Zinkchlorid 0,25-16 mM) ermittelt.
Zwei Salmonella-Stamme (72-21803-1 und 72-21804-1) bzw. zwei Staphylococcus aureus-
Stamme (21441-9B und 76-11995-1) wurden als Referenzstdmme verwendet, die uns
freundlicherweise von Hasman (DTU) zur Verfligung gestellt wurden. Im Gegensatz zu den
Antibiotika gibt es fir die Schwermetalle bisher keine allgemeingultigen Bewertungskriterien
bezlglich einer Resistenz und die dafir zu testenden Konzentrationen der Schwermetalle.
Deshalb wurde auf den BewertungsmaBstab nach Cavaco et al. (2011)” zuriickgegriffen,
nach dem alle Isolate mit MHK-Werten von > 12 mM fur Kupfersulfat und > 2 mM fir Zink-
chlorid als resistent betrachtet werden.

Insgesamt waren 98,7 % der Isolate resistent gegentber Kupfersulfat, wovon 97,8 % MHK-
Werte von = 20 mM aufwiesen. Der Anteil resistenter Isolate beim Tier (Zuchtschwein, Mast-
schwein und Diagnostik Schwein) und aus den Lebensmitteln Schweinefleisch und Hack-
fleisch war mit 96,9 % bzw. 100 % nur geringfligig unterschiedlich. Die Isolate der EU-
Zuchtschweinestudie sind, wie die der untersuchten Lebensmittel, alle resistent, gefolgt von
denen der EU-Mastschweinestudie mit 98,4 % und den Schweineisolaten aus der Diagnostik

" Cavaco et al. (2011). Vet Microbiol 150: 344-348.
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mit 94,5 %. Die Isolate der Zuchtschweine wiesen mit 42 % auch den hdchsten Anteil von
Isolaten mit einem MHK-Wert von 24 mM auf.

GegenUlber Zink waren die Isolate zu einem geringeren Anteil (60,0 %) resistent und wiesen
MHK-Werte zwischen 4 bis 8 mM auf. Das spiegelte sich auch in der Pravalenz der Resis-
tenz bei den Isolaten vom Tier (57,6 %) und den untersuchten Lebensmitteln (65,5 %) wider.
Beim Vergleich beider Herkunftsarten ergibt sich aber fir die Einzelherkinfte ein heteroge-
nes Bild. Wahrend der Anteil resistenter Isolate vom Tier bei Zuchtschweinen (2008) mit
84,0 % am hdchsten war, lag er bei den Isolaten vom Schweinen (Diagnostik 2010) mit
67,8 % bzw. bei den Mastschweinen (2006/07) nur bei 34,2 %. Dagegen war er in Lebens-
mitteln, hier Fleisch vom Schwein (Diagnostik 2010), mit 97,1 % am hdchsten und bei Hack-
fleisch (Diagnostik 2010) mit 35,2 % signifikant niedriger. Interessant ist der prozentuale An-
teil von Isolaten mit einem MHK-Wert von 8 mM. Dabei wiesen die Isolate von Zuchtschwei-
nen mit 52,0 % bzw. von Fleisch vom Schwein aus der Diagnostik mit 85,3 % die héchsten
Werte auf, wahrend sich die Isolate der anderen Herkiinfte zwischen 5,6 % (Hackfleisch) und
17,1 % (Schwein Diagnostik 2010) bewegten.

Far den weiterfihrenden Nachweis von Kupfer- und Zinkresistenzgenen wurden 124 Isolate
(EU-Mastschweinestudie 2006/07: 30 Isolate; EU-Zuchtschweinestudie 2008: 27 Isolate;
Diagnostik: 29 Isolate vom Schwein, 16 Isolate von Hackfleisch und 22 Isolate von Schwei-
nefleisch) ausgewahlt, die kryokonserviert und deren MHK-Wert nochmals bestimmt wurde.
Aus einer erstellten Primerliste zum Nachweis von Kupfer- und Zinkresistenzgenen (eigenes
Primerdesign 26 und sieben aus der Literatur) wurden 18 ausgewahlt, womit zehn Kupferre-
sistenzgene, funf Zinkresistenzgene und drei allgemeine Gene fir den Kupfer- und Zink-
stoffwechsel nachgewiesen werden konnten.

Die Gene copA, copR, cueO, cuiD, cutF, die fir eine Kupferresistenz kodieren, und zitB,
zntA, zntB, die flr eine Zinkresistenz kodieren, sowie cadA als allgemeines Gen fir den Kup-
fer- und Zinkstoffwechsel wurden in allen Isolaten nachgewiesen. Die Kupferresistenzgene
PCOA (24,2 %), pcoR (25,0 %) und pcoE (23,4 %) konnten nur in einem Teil der Isolate
nachgewiesen werden. Dagegen war das fur ein Kationeneffluxsystem notwendige cusA-
Gen bei 81,4 % der Isolate nachweisbar. Das fiir eine Cadmium-/Zinkresistenz kodierende
Gen czrC war nur bei einem Isolat vorhanden, das einen MHK-Wert fir Zink von 8 mM auf-
wies.

In keinem der Isolate waren die Kupferresistenzgene copB, tcrB, die bisher auch noch nicht
bei Salmonellen nachgewiesen wurden, und das Zinkresistenzgen czcA sowie das fur den
Kupfer-/Zinkstoffwechsel notwendige Gen sodClIl nachweisbar.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass der Anteil kupferresistenter Isolate héher
war (98,7 %) als der gegenuber Zink (60, 0 %), wenn man einen Bewertungsmafstab fur die
Resistenz von >12 mM bei Kupfersulfat und >2 mM bei Zinkchlorid zugrunde legt. Die bisher
nachgewiesenen Resistenzgene flr beide Substanzen stiitzen diese Ergebnisse.
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Hoch Ciprofloxacin-resistente S. Kentucky-Isolate bei Tier und Mensch

Janine Beutlich!, Beatriz Guerra', Andreas Schroeter’, M. Arvand®, Istvan Szabo', Reiner
Helmuth'

'Bundesinstitut fiir Risikobewertung, Berlin

®Hessisches Landespriifungs- und Untersuchungsamt im Gesundheitswesen, Zentrum fiir
Gesundheitsschutz, Dillenburg

Einleitung

Salmonella-lsolate mit Resistenzen gegen mehrere antimikrobiell wirksame Substanzen
(Multiresistenz) stellen ein zunehmendes Gesundheitsrisiko fiir den Menschen dar, da sie
immer haufiger Ursache humaner Einzelerkrankungen und Ausbriche sind (Alcaine et al.
2007). Insbesondere Lebensmittel-produzierende Tiere werden dabei als Reservoir flr nicht-
typhdse, multiresistente Salmonellen identifiziert. Diese pathogenen Erreger werden haupt-
sachlich durch den Verzehr kontaminierter Lebensmittel tGbertragen (Cray et al. 2000; Pires
et al. 2009). Multiresistenzen, insbesondere Resistenz gegen Ciprofloxacin, kénnen eine
Behandlung mit Fluorchinolonen oder B-Laktam-Antibiotika bei schwerem bzw. systemi-
schem Verlauf der Erkrankung oder bei Patienten mit besonderer Disposition unwirksam
machen (Anonym 2007). In der EU wurde das Auftreten des Serovars S. Kentucky beim
Menschen bisher nur selten beobachtet und trat normalerweise in Verbindung mit Auslands-
reisen auf (Weill et al. 2006; Collard et al. 2007). Nach Angaben von European Food Safety
Authority (EFSA) und European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) stand S.
Kentucky im Jahr 2009 erstmals an achter Stelle der haufigsten Ursachen humaner Salmo-
nellosen (European Food Safety Authority und European Centre for Disease Prevention and
Control 2011). Insgesamt wurden in Deutschland zwischen 2001 und 2011 insgesamt
554.122 Salmonellose-Félle an das Robert Koch-Institut Gbermittelt, davon wurden 880
(0,16 %) von S. Kentucky verursacht (http:/wwwa3.rki.de/SurvStat, Datenstand: 19.09.2012).
Nationale Salmonella-Uberwachungssysteme in Frankreich, England, Wales, Ddnemark und
den USA registrierten in den vergangenen Jahren ein vermehrtes Auftreten multiresistenter
S. Kentucky mit erhdhter Resistenz gegeniber Ciprofloxacin (MHK = 4 ug/ml) (Le Hello et al.
2011). Diese Isolate wurden dem Ciprofloxacin-resistenten S. Kentucky-Klon ST198 zuge-
ordnet, der in den oben genannten Landern zwischen 2000 und 2008 fir etwa 500 Félle von
Humaninfektionen verantwortlich war und der vermutlich durch Geflligel Ubertragen wurde
(Le Hello et al. 2011). Da diese ernstzunehmende Entwicklung erhdhter Aufmerksamkeit
bedarf, fihrte das Nationale Referenzlabor fir Salmonellen (NRL-Salm) eine Studie inner-
halb der laboreignen Stammsammlung durch, um zu ermitteln, ob Ciprofloxacin-resistente S.
Kentucky-Isolate bereits auch in Deutschland vorkommen und ob sie mit bestimmten Le-
bensmitteln assoziiert sind.

Material und Methoden

Fir diese Studie wurden aus den Einsendungen des NRL-Salm hoch Ciprofloxacin-resistente
(MHK =4 mg/l) S. Kentucky-Isolate deutscher Herkunft (insgesamt 15 Isolate) ausgewahit.
Sieben S. Kentucky stammten aus Putenfleisch aus Baden-Wirttemberg (1 Isolat), Nordrhein-
Westfalen (4), Sachsen (1) und Sachsen-Anhalt (1), zwei Isolate von Putenhaut aus Mecklen-
burg-Vorpommern (1) und Niedersachsen (1), zwei Isolate aus nicht spezifizierten Fleisch-
bzw. Hackfleischproben aus Berlin (1) und Mecklenburg-Vorpommern (1), ein Isolat aus HUh-
nerfleisch aus Niedersachsen, ein Isolat aus Reptilienorganen aus Bayern, ein Isolat aus einer
unspezifizierten Bakterienkultur aus Niedersachsen und ein Isolat aus einer Putenkotprobe
(ohne Herkunftsangabe). Alle Stdmme wurden zwischen Marz 2010 und Juli 2011 isoliert. Au-
Berdem wurde ein hoch Ciprofloxacin-resistentes (MHK = 8 mg/l) Humanisolat untersucht, das
am NRL-Salm zur molekularen Analyse vom Hessischen Landespriifungs- und Untersu-
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chungsamt im Gesundheitswesen (Dillenburg) eingesandt wurde. Als Vergleichsgruppe wur-
den zuséatzlich sieben sensible S. Kentucky-Isolate unterschiedlicher Herkunft der Jahre 2004
bis 2011 aus der NRL-Salm-Stammsammlung in die Studie mit einbezogen. Alle Isolate wur-
den in der Routinediagnostik des NRL-Salm einer phéanotyischen Typisierung unterzogen. Die
Serotypisierung erfolgte mittels Objekttrageragglutination nach den Vorgaben des White-
Kauffmann-Le-Minor-Schemas (Grimont und Weill 2007) und die Empfindlichkeitsprifung ge-
genliber verschiedenen antimikrobiellen Substanzen mittels Bestimmung der Minimalen
Hemmkonzentration (MHK) nach Vorgaben des Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) (Clinical and Laboratory Standards Institute 2009). In den Jahren 2000 bis 2007 wurde
das Plattenformat NLMV1A mit 17 antimikrobiellen Substanzen eingesetzt. Ab 2008 wurde das
europaische Plattenformat EUMVS mit 14 antimikrobiellen Substanzen verwendet (Bundesin-
stitut fir Risikobewertung 2010). Die Bewertung der Ergebnisse erfolgte auf Grundlage der in
der Entscheidung (EG) 2007/407 festgelegten Grenzwerte, die wiederum auf den vom Euro-
pean Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing 2001; www.eucast.org) festgelegten Grenzwerten und/oder epidemiolo-
gischen Cut-Off-Werten (ECOFFs) beruhen. Im Rahmen der molekularbiologischen Untersu-
chungen wurden die Fluorchinolon-Targets kodierenden Gene gyrA und parC mittels PCR
amplifiziert und anschlieBend bei der Firma Qiagen (Hilden) sequenziert. Ebenfalls mittels
PCR-Amplifikationen erfolgte der Nachweis der chromosomalen Resistenzregion Salmonella
Genomic Island 1 (SGI1) (Amar et al. 2008). Entsprechend ihres Resistenzphanotypen wurden
alle Isolate mittels PCR auf 30 verschiedene Resistenzgene sowie Klasse-1-Integrons getestet
(Beutlich et al. 2011). Die genomische DNA aller 23 S. Kentucky-Isolate wurde nach den Vor-
gaben des standardisierten PulseNet-Protokolls (http://www.pulsenet-europe.org) einer Makro-
restriktionsanalyse mit der Xbal-Endonuklease unterzogen. AuBerdem erfolgten Southern
Blots/Hybridisierungen der Xbal-PFGE-Gele mit einer Sonde fir das SGl1-lokalisierte Gen
aac(3)-le sowie Multilocus-Sequenztypisierung nach Kidgell et al. (2002) und dem MLST-
Protokoll fir Salmonella enterica der MLST Database des University College Cork, Irland
(http://mist.ucc.ie/mist/dbs/Senterica/documents/primersEnterica_html).

Ergebnisse und Diskussion

Zwischen 1998 und 2012 (Stand: 24.09.2012) identifizierte das NRL-Salm unter all seinen
Einsendungen (N = 67.953) insgesamt 176 S. Kentucky-Isolate, davon 122 aus Deutschland.
Unter allen Einsendungen entweder aus dem Nutztier- oder Lebensmittelbereich wiesen 62
(35,2 %) Isolate Resistenzen gegen zwei oder mehr antimikrobielle Substanzen auf. Von den
deutschen Isolaten wurden 40 (32,8 %) als multiresistent getestet, wobei die meisten aus
Geflligelproben isoliert wurden. Insgesamt wiesen 25 der insgesamt 122 deutschen S. Ken-
tucky-Isolate (20,5 %) einen MHK-Wert von mehr als 8 mg/l gegentber Ciprofloxacin auf und
gelten folglich sowohl nach EUCAST (clinical breakpoint MHK > 1 mg/I; ECOFF = 0,064) als
auch nach CLSI-Richtlinien (MHK = 4 mg/l) als hoch resistent (European Committee on An-
timicrobial Susceptibility Testing 2011; Clinical and Laboratory Standards Institute 2008).

In den 15 im Rahmen dieser Studie untersuchten Isolate wurden neben der hohen Chinolon-
(NAL, MHK > 64 mg/l) bzw. Fluorchinolon-Resistenz (CIP, MHK = 8 mg/l) zusatzliche Resis-
tenzen beobachtet. Das haufigste Resistenzmuster enthielt Resistenzen gegen Ampicillin,
Gentamicin, Streptomycin, Tetrazyclin und Sulfamethoxazol und wurde in 13 der insgesamt
15 Isolate nachgewiesen. Das Humanisolat trug diese Multiresistenz ebenfalls. Die Se-
quenzanalyse identifizierte als genetische Grundlage fir die Ciprofloxacin-Resistenz in allen
Isolaten Mutationen in den Genen gyrA und parC: eine Doppelmutation in gyrA (Serin83 und
Asparagin87) mit einem Aminosaurewechsel im Codon Ser83 zu Phenylalanin (Phe) und im
Codon Asp87 zu Tyrosin (Tyr) sowie eine Punktmutation in parC (Ser80) mit einem Wechsel
zu Isoleucin (lle). Die Untersuchungen auf eine mdgliche Insertion der Multiresistenz Uber-
tragenden Region SGI1 zeigten flr alle 16 Ciprofloxacin-resistenten Isolate ein positives Er-
gebnis, wobei 14 der Isolate die typischen Charakteristika der Variante SGI1-K und zwei die
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Eigenschaften der Variante SGI1-P zeigten. Alle Isolate wurden einer Feintypisierung mittels
MLST und PFGE zur Ermittlung ihrer genetischen Verwandtschaft unterzogen. Die MLST-
Analyse zeigte, dass alle Isolate unabhangig ihrer Herkunft und Isolationsmatrix ausnahms-
los dem Sequenztyp (ST) 198 angehdrten. Die PFGE-Untersuchung generierte fir alle
Ciprofloxacin-resistenten Isolate insgesamt zehn eng verwandte Profile. Die sieben sensib-
len Isolate zeigten von der klonalen Gruppe abweichende PFGE-Muster.

Verschiedene européische Lénder verzeichneten in den letzten Jahren ein Anstieg humaner
Salmonellose-Félle, die von dem hoch Ciprofloxacin-multiresistenten S. Kentucky-Klon
ST198-X1 verursacht wurden. Die ersten Infektionen wurden zwischen 2002 und 2005 als in
Agypten erworben identifiziert, doch die geographische Verbreitung des Klons hat mittlerwei-
le stark zugenommen. In Europa traten diese Humaninfektionen nach bisherigem Kenntnis-
stand nur reiseassoziiert auf, aber auch andere Infektionswege, wie z.B. der Verzehr konta-
minierter importierter Lebensmittel, waren denkbar (Le Hello et al. 2011).

In der hier vorgestellten Studie beschreiben wir das seit 2010 ebenfalls in Deutschland ver-
starkte Auftreten von hoch Ciprofloxacin-resistenten S. Kentucky-Isolaten, die vorrangig aus
in Deutschland gehandeltem Putenfleisch isoliert werden konnten. Die molekularbiologische
Analyse zeigte, dass alle Ciprofloxacin-resistenten Isolate zu dem von Le Hello et al. (2011)
beschriebenen ST198-X1, SGI1 positiven Kentucky-Klon gehdrten. Diese Ergebnisse zei-
gen, dass vom Geflliigel stammende Lebensmittel, insbesondere Putenfleisch, wichtige Uber-
tréager der Infektion mit diesem Klon sein kdnnen. In deutschen Putenmastbetrieben wurde S.
Kentucky unserer Kenntnis nach bis vor Kurzem noch nicht isoliert (Friedrich et al. 2011).
Das in diese Studie integrierte aus Putenkot stammende Isolat ist das erste und bisher auch
einzige in der Datenbank des NRL-Salm erfasste Ciprofloxacin-resistente S. Kentucky-Isolat,
das direkt beim Tier nachgewiesen wurde. Das Auftreten des hoch Ciprofloxacin-resistenten
Klons ST198-X1 in Deutschland kénnte vermutlich eine Folge des Imports kontaminierter
Lebensmittel sein. Beim Menschen wurde der Klon ST198 in Deutschland erstmalig im Au-
gust 2011 aus der Stuhlprobe eines an akuter Gastroenteritis erkrankten Patienten aus Bay-
ern nachgewiesen. Der Patient hatte keine Reiseanamnese in den letzten vier Wochen vor
der Erkrankung, sodass davon auszugehen ist, dass die Infektion in Deutschland erworben
wurde. Dieser Befund lasst vermuten, dass sich dieser Klon auch in Deutschland als Erreger
menschlicher Infektionen etablieren kénnte. Da die WHO die Fluorchinolone als Wirkstoffe
mit besonderer Bedeutung fir die Human- und Veterindrmedizin ansieht (World Health Or-
ganization 2001) und sie nach wie vor Mittel der Wahl bei der klinischen Behandlung syste-
mischer Salmonella-Infektionen sind (Anonym 2007; Helmuth und Hensel 2004), bedarf die-
se Entwicklung erhohter Aufmerksamkeit. AuBerdem erscheint die Implementierung geeigne-
ter Uberwachungssysteme zur Erfassung empfehlenswert.
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Salmonella (S.) Infantis-Infektionen des Menschen, oft durch Lebensmittel Gbertragen, sind
weltweit von wachsender Bedeutung. Das nicht wirtsadaptierte Serovar S. Infantis nimmt seit
2001 einen vorderen Platz unter den Top Ten der bei Patienten nachgewiesenen S. enterica-
Serovare deutschland- und europaweit ein (Galanis et al. 2006). Seit dem Ende der 1990er-
Jahre wurde eine Zunahme dieses Serovars in Ungarn, Japan und lIsrael beobachtet
(Négrady et al. 2007, Bassal et al. 2011; lwabuchi et al. 2011). S. Infantis kann auch als Er-
reger von Hospitalinfektionen vorwiegend bei Kleinkindern, aber auch bei Erwachsenen, die
teilweise einen septikdmischen Verlauf mit letalem Ausgang zeigten, vorkommen (Hasenson
et al. 1995). Besonders bemerkenswert ist die Tatsache, dass S. Infantis-Hospitalinfektionen
Uber langere Zeitrdume persistieren kdnnen (Pessoa-Silva et al. 2002; Fonseca et al. 2006).

Die Reservoire fur S. Infantis-Salmonellosen beim Menschen sind hauptsachlich bei den
Lebensmittel-liefernden Tieren zu finden. Die Daten der Europaischen Behérde fir Lebens-
mittelsicherheit (EFSA) belegen, dass S. Enteritidis und S. Infantis in den meisten Landern
das Hauptproblem in Geflligelbestanden darstellen. EU-weite epidemiologische Untersu-
chungen zum Vorkommen von Salmonella spp. identifizierten Masthdhnchen und daraus
gewonnene Lebensmittel als die hdufigsten Quellen fir S. Infantis-Infektionen des Menschen
(EFSA 2012). Das starkste Vorkommen des Serovars S. Infantis zeigte sich bei Masth&hn-
chen in Ungarn mit 87 % und in Polen mit 19 % (EFSA 2007a; 2007b). In Deutschland be-
tréagt der prozentuale Anteil von S. Infantis 3,9 % bei Legehennen bzw. 8,9 % bei Masthahn-
chen.

In einigen Landern, auch in Deutschland, wird bereits seit Jahren mit Lebendvakzinen gegen
S. Enteritidis und S. Typhimurium in Gefligelbestanden (Legehennen- und Elterntierbestan-
den) geimpft. Man muss davon ausgehen, dass durch eine Gabe des S. Enteritidis-
Lebendimpfstoffes gegen Salmonellen der Gruppe 0:9 (D1) und im Fall der Gabe des S.
Typhimurium-Lebendimpfstoffes gegen Salmonellen der Gruppe 0:4 (B) eine Immunitét er-
reicht wird. Offensichtlich haben nach erfolgreicher Bekampfung andere Serovare die Chan-
ce, in die 6kologische Nische der Geflugelbestande einzudringen und zu persistieren. Nach
der erfolgreichen Bekdmpfung des Serovars S. Gallinarum in Gefligelbesténden kam es
zum Eindringen von S. Enteritidis (Rabsch et al. 2000). Aus der Gruppe C1 ware das Sero-
var S. Infantis ein zukinftiger Kandidat fur solch einen Erregerwechsel. Fir Serovar S. Infan-
tis gibt es noch keinen zugelassenen Impfstoff. In Deutschland werden bestandsspezifische
Impfstoffe gegen S. Infantis in Gefligelbestadnden eingesetzt. In Ungarn, Japan und Israel ist
S. Infantis schon das h&ufigste Serovar bei Masthahnchen, was sich wiederum bei Human-
Isolaten in diesen Landern widerspiegelt (Nogrady et al. 2008; Shahada et al. 2008; Bassal
et al. 2011).

Zur besseren Uberwachung des Serovars S. Infantis wurde am Nationalen Referenzzentrum
(NRZ) far Salmonellen des Robert Koch-Institutes ein neues Lysotypiesystem entwickelt.
Das etablierte Lysotypiesystem umfasst letztlich 17 Typisierphagen. Insgesamt wurden
1.110 S. Infantis-Stdmme in dieser Studie untersucht, die aus Ausbriichen und sporadischen
Féallen von Gastroenteritiden des Menschen, von Tieren, aus Lebensmitteln, Futtermitteln
und durch Umgebungsuntersuchungen in der Periode von 1973 bis 2011 isoliert wurden.
Von den 1.110 untersuchten S. Infantis-Stdmmen waren 1.087 Isolate durch das entwickelte
Lysotypiesystem typisierbar und in 61 Lysotypen (LT) zu differenzieren. 23 Stdmme konnten
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durch die Lysotypie nicht charakterisiert werden. Unter den 61 Lysotypen dominierten vor
allem die Lysotypen LT 29 (30 %), LT 1 (21 %), LT 11 (7 %) sowie LT 9 (7 %), die sowohl
beim Menschen als auch in Lebensmitteln und bei Tieren vorkamen und wahrscheinlich als
epidemisch relevante Stamme anzusehen sind.

Zur molekularen Subdifferenzierung wurden 346 S. Infantis-Isolate verschiedener Herkunft
ausgewahlt und durch Lysotypie und Xbal-Makrorestriktionsanalyse untersucht, wobei 32
Lyso- und 58 Xbal-Typen identifiziert wurden. Die Analyse von Stdmmen (n = 103), die zu
mehreren Ausbriichen gehdrten, zeigen innerhalb eines Geschehens einen einheitlichen
Lyso- bzw. Xbal-Typ, wie z.B. die Stdmme der Ausbriiche in Dobel (LT 29/Xbal 27), in Line-
burg (LT 8/Xbal 43a) und in Stolberg (LT 1/Xbal 34). Es gab darlber hinaus auch sporadi-
sche Isolate vom Mensch und von verschiedenen Tierarten (n = 157) mit den gleichen Lyso-
/Xbal-Typ-Kombinationen, die bei Ausbruchsstdmmen gefunden wurden. Das kdnnte auf
eine Verbreitung und lange Persistenz dieser Klone hindeuten. Andere sporadische Isolate
(n = 86) hingegen zeigten verschiedene Lyso- und Xbal-Typ-Kombinationen. Diese Ergeb-
nisse zeigen, dass durch die komplexe Typisierung eine bessere Diskriminierung von
S. Infantis-Stammen mdglich wird. Bei 66 untersuchten Ausbriichen (54 Lebensmittelvergif-
tungen und 12 Hospitalinfektionen, insgesamt 197 Stdmme) wurden 13 Lysotypen nachge-
wiesen.

Bei mehreren dieser Ausbriiche wurde der Klon LT 29/Xbal 27 identifiziert, der vermehrt bei
Masthahnchen vorkommt. Besonders bemerkenswert ist das Auftreten von S. Infantis als
nosokomialer Erreger von Hospitalausbriichen in deutschen Kliniken. Beispielsweise traten
in einer Klinik in Baden-Wurttemberg zwischen 2002 und 2009 immer wieder S. Infantis-
Stdmme des Klones (LT 29/Xbal 27) auf. Die fur Baden-Wirttemberg erwahnten S. Infantis-
Ausbriche scheinen sich von den in der Literatur genannten dadurch zu unterscheiden, dass
die Infektionen Uber einen Zeitraum von 17 Jahren immer wieder auftraten. Eine Aussage,
ob innerhalb von 17 Jahren ein identischer Klon persistierte, kann nicht getroffen werden, da
aus dieser Klinik keine Patientenisolate zwischen 1991 und 2001 an das NRZ eingesandt
wurden. Die epidemiologische Konstanz ergibt sich auch aus dem Befund, dass in einer Kili-
nik von verschiedenen Patienten zu verschiedenen Zeiten (2002—2009) isolierte Stamme
den gleichen Typ (LT 29/Xbal 27) aufwiesen. Die Tatsache, dass Isolate mit identischem
Muster Uber einen so langen Zeitraum (2002-2009) hinweg immer wieder nachgewiesen
wurden, kdnnte darauf hindeuten, dass S. Infantis durch mégliche Schwachstellen im Hygie-
nekonzept in der Klinik persistierte. Die Ergebnisse der retrospektiven Fall-Kontroll-Studie
von Ausbruchgeschehen im Jahr 2009 zeigten, dass Ausscheider und/oder Kreuzkontamina-
tion in der Kiiche als Infektionsursache identifiziert wurden. Offensichtlich gibt es bei diesem
Serovar einige Klone, die dauerhaft persistieren kénnen.

Bei zwei weiteren Ausbrichen in Nordrhein-Westfalen in den Jahren 2007 und 2008, die
durch Schweinebraten und Geflligeldéner verursacht wurden, sind die S. Infantis-Klone LT
1/Xbal 34a und LT 1/Xbal 34 identifiziert worden. Der Klon (LT 1/Xbal 34) wurde auch bei
Schwein, Masthadhnchen, Rind, Schweinefleisch und Wurst nachgewiesen. Die komplexe
Typisierung beweist, dass diese Tier-Spezies als Infektionsquellen fir S. Infantis dienen.

Eine Uberregionale Haufung von S. Infantis-Meldungen aus Thiringen, Niedersachsen und
Nordrhein-Westfalen fiel im Oktober 2007 auf, wobei alle S. Infantis-lsolate bezlglich des
Lyso-/Xbal-Typs (LT 29/Xbal 27a) identisch waren. Somit lassen sich durch kontinuierliche
komplexe Typisierung von S. Infantis-Isolaten auch diffuse Ausbrlche erfassen. Zwei Le-
bensmittelvergiftungen mit 188 Erkrankten in zwei Krankenhausern wurden im Jahr 2004 in
Bayern durch Backwaren verursacht. Mittels Lysotypie und PFGE konnten alle eingesandten
Stamme von Menschen und Lebensmitteln als Klon (LT 53/Xbal 6) charakterisiert werden.

S. Infantis-Stamme sind in Gefligelbestanden weit verbreitet. Isolate von Masthéahnchen, die
aus Deutschland und Ungarn stammten, wurden typisiert und in 24 Lysotypen eingeordnet.
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Der bei Masthahnchen nachgewiesene Klon (LT 29/Xbal 27) wurde bei mehreren dieser Aus-
briche identifiziert, was auf eine klonale Ausbreitung hindeutet. Neben diesem Klon wurden
noch weitere Klone beim Masthdhnchen gefunden, die deutschlandweit verbreitet sind, wie
z.B. LT 4/Xbal 4 und LT 29/Xbal 5, wobei der Klon (LT 29/Xbal 5) sowohl bei deutschem als
auch bei ungarischem Masthahnchen (durch Import aus Ungarn) gefunden wurde. In Deutsch-
land wurde dieser Klon nur bei Einzelerkrankungen beobachtet.

Es ist wichtig anzumerken, dass der Klon (LT 29/Xbal 27) aus Deutschland und der Klon (LT
29/Xbal 5) aus Deutschland/Ungarn einen identischen Lysotyp nach dem ,Wernigeréder
Schema“ besitzen. Die Unterschiede in den Xbal-Mustern weisen kleine Variabilitdten (zwei
Banden von ca. 70 kbp und 170 kbp) auf und sind sehr wahrscheinlich durch das Auftreten
von Plasmiden bedingt. Beispielweise konnte aus den Stdmmen 03-02419 und 04-91651
(Masthahnchen, Ungarn, LT 29/Xbal 5) ein Plasmid mit einer Gr6Be von 170 kbp isoliert
werden.

Die Lysotypieergebnisse zeigten, dass die Lysotypen 1, 4, 9, 11, 24, 29 sowohl fir Mensch
als auch fur Masthahnchen epidemiologisch relevant sind, was auch die Ergebnisse von an-
deren Autoren aus Ungarn, Israel, und Japan bestatigen (Nogrady et al. 2008; Shahada et al.
2008; Bassal et al. 2011). Die komplexe Typisierung durch Lysotypie und Makrorestriktions-
analyse erlaubt eine Feindifferenzierung der S. Infantis-Isolate und kann somit zur Aufkl&-
rung epidemiologischer Fragestellungen (Infektionsketten) beitragen.

Im Rahmen der Untersuchungen wurden auBerdem 14 Isolate (Mensch, Masthahnchen) des
Serovars S. Infantis gefunden, die lber eine Extended-Spectrum-Beta-Lactamase- (ESBL-)
vermittelte Resistenz gegen Cephalosporine der 3. Generation verflgten. Diese Isolate bil-
den die ESBL-Typen: CTX-M-1 (n = 11; blacrx.m-1), TEM-52 (n = 2; blargms2) als auch CTX-
M-14 (n = 1; blactxm-14) Und gehdrten zu den haufig vorkommenden Lysotypen LT 01, LT 04
und LT 29.
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Die veterindrmedizinischen und humanmedizinischen Studien der Nationalen Referenzlabore
des Bundesinstituts flr Risikobewertung, und des Robert Koch-Instituts (RKI) sowie die Stu-
dien des seit 2011 aktiven Forschungsverbundes RESET (www.reset-verbund.de) haben die
Erfassung der Ausbreitung neuer Resistenzeigenschaften bei gramnegativen Bakterien und
die Verhitung von Resistenzen gegen hochwirksame antimikrobielle Substanzen (Cepha-
losporine der 3. und 4. Generation und Carbapeneme) zum Ziel. Bei Enterobacteriacae ist
die Bildung von B-Laktam-spaltenden Enzymen, wie Extended-Spectrum B-Lactamasen
(ESBL) und AmpC pB-Laktamasen ein bedeutender Resistenzmechanismus, der seit der
Erstbeschreibung in den 1980er Jahren weltweit zunimmt. Bei den ESBL unterscheidet man
heute bereits mehrere hundert Enzymvarianten der TEM-, SHV- und CTX-M-Familie, deren
Gene zumeist plasmidlokalisiert sind und somit leicht zwischen verschiedenen enterobakte-
riellen Spezies ausgetauscht werden kénnen. Dies gilt auch fir Plasmid-kodierte AmpC B-
Lactamasen, insbesondere der CMY-, ACC- oder DHA-Familie.

Im Rahmen des RESET-Forschungsverbundes wurden seit 2011 in Longitudinal- (Freie Uni-
versitat Berlin) und Querschnittsstudien (Tiermedizinische Hochschule Hannover) Cefotaxim-
resistente Broiler-, Schweine- und Rinderisolate gewonnen. Diese Isolate wurden am BfR
bezuglich ihrer phanotypischen und molekularbiologischen Eigenschaften getestet. Insge-
samt wurden bislang 274 ESBL/AmpC-tragende Isolate (271 E. coli, drei Salmonellen) cha-
rakterisiert. Es konnten die B-Laktamase-Gene blactxm.1 (61 %), blactx-m-15 (8 %), blactx-m-14
(7 %), blactx-m-24 Und blactxm-o (1 % und 0,4 %) nachgewiesen werden. Darlber hinaus tru-
gen 4 % der Isolate blargy.s2, 3 % blasyy-12und 0,7 % der Isolate blargy.20. AuBerdem konnten
die AmpC-gene blacwy-2 (7 %), blancc-1 (2 %) und blacuy-222 (0,7 %) festgestellt werden. Alle
ACC-1-positiven Isolate (zwei E. coli, drei Salmonellen) trugen zuséatzlich das Carbapene-
mase-Gen VIM-1. Die Carbapenemase-kodierenden blaym.1-Gene waren in allen Fallen in
Klasse-1-Integrons auf groBen Plasmiden (Salmonella 300 kb und E. coli 220 kb) lokalisiert.
Dieses Ergebnis ist von besonderer Bedeutung, da dies die erste Beschreibung eines Car-
bapenemase-Gens in deutschen Tierbestéanden ist. Bei der Untersuchung aller CTX-M-15-
positiven Stamme (RESET-Studie und BfR-Routine) zeigte sich, dass die aktuelle Verbrei-
tung dieses Gens in Geflligel-, Schweine- und Rinderbetrieben mit einer klonalen E. coli-
Linie des MLST-Typs ST410 im Zusammenhang steht.

Die ESBL-bildenden E. coli-lsolate vom Nutztier und aus Lebensmitteln werden derzeit mit
humanen ESBL-E. coli-lsolaten, die in den humanmedizinischen Studien des RESET-
Verbundes gewonnen wurden, verglichen. Die ersten Ergebnisse des RKI zu ESBL in noso-
komialen bzw. ambulanten E. coli-Isolaten zeigen, dass zwei CTX-M-Varianten (CTX-M-1
und CTX-M-15, Anteil jeweils 30—40 % aller ESBL) dominieren. Insbesondere CTX-M-1 ist
auch die bei Nutztieren am haufigsten nachgewiesene ESBL-Variante (30—40 %); dagegen
ist die beim Tier sehr seltene Variante CTX-M-15 in humanen E. coli-Isolaten sehr haufig.
Ein zurzeit vom LGL Bayern durchgeflihrtes Screening von mehr als 3.000 gesunden Pro-
banden (Normalbevélkerung) zeigt auBerdem, dass bis zu 7 % der Studienteilnehmer mit
ESBL-E. coli besiedelt sind. Die insbesondere beim Gefligel hdufiger vorkommenden AmpC
B-Lactamasen vom CMY-Typ wurden auch in funf Salmonella Isolaten vom Mensch, mehre-
ren nosokomialen E. coli- und Klebsiella pneumoniae-Isolaten sowie in 22 Proteus mirabilis-
Isolaten aus Harnwegsinfektionen nachgewiesen. Weitere detailliertere Untersuchungen
sollen nun zeigen, inwieweit ein Austausch von ESBL-bildenden E. coli-Stdmmen oder
ESBL-Gen-tragenden Plasmiden zwischen Tier und Mensch tber die Nahrungskette erfolgt.
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ESBLs und AmpC, nur ein Problem bei Nutztieren?
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Extended-Spekirum Beta-Laktamase (ESBL) bildende E. coli, Klebsiella spec. und andere
gramnegative Bakterien sind ein weltweites Problem sowohl in der Human- als auch in der
Veterindrmedizin. Dabei stehen in der aktuellen Diskussion Uber die Verbreitung von multire-
sistenten Erregern vor allem Lebensmittel-produzierende Tiere im Vordergrund. Dort erga-
ben sich in einigen Studien Hinweise auf eine direkte Ubertragung von multiresistenten zoo-
notischen Erregern zwischen Mensch und Tier.

Die Rolle von Heim- und Hobbytieren wie Hunden, Katzen und Pferden und ihr méglicher
Beitrag zur Transmission multiresistenter Erreger ist jedoch nur unzureichend bekannt. Die
soziale Rolle von Heimtieren hat sich in den letzten Jahrzehnten extrem gewandelt und vor
allem Hunde und Katzen werden oft als Familienmitglieder angesehen. Dies hat zu einem
engeren Kontakt zwischen Tieren und ihren Besitzern gefuhrt, welcher sich auch anhand von
Studien, die sich mit ,Face to Fur contact” oder der Haufigkeit, mit der Heimtiere im Bett des
Halters schlafen, belegen lasst.

Diese soziale Entwicklung begiinstigt eine Ubertragung multiresistenter Erreger oder ihrer
Resistenz vermittelnden Gene, nicht nur von Lebensmittel-produzierenden Tieren auf den
Menschen, sondern verstarkt auch von Heimtieren. Daraus resultierend kénnten diese multi-
resistenten Erreger zu bakteriellen Infektionen mit nur noch eingeschrankten Therapieoptio-
nen fihren. Weiterhin ist dabei anzumerken, dass der umgekehrte Weg — also die Ubertra-
gung vom Menschen auf das Tier — hier méglicherweise eine gréBere Rolle spielt als bei
Nutztieren und so Heimtiere eine Reservoirfunktion fir humane multiresistente Erreger Uber-
nehmen kénnten.

Im Rahmen dieses Vortrags soll die zunehmende Belastung durch Extended-Spektrum Beta-
Laktamase (ESBL) bzw. AmpC bildende Enterobacteriaceae bei Heimtieren anhand der bis-
her bekannten Daten dargestellt werden. Unsere eigenen Ergebnisse zur molekularen phy-
logenetischen Charakterisierung von ESBL/AmpC produzierenden E. coli zeigen zudem,
dass Heimtiere und Menschen sehr oft identische Stamme dieser multiresistenten Erreger
tragen, was die eingangs erwahnte Moglichkeit einer Transmission zwischen Mensch und
Tier und vice versa unterstreicht.

Bei der Betrachtung des komplexen Problems der Transmission multiresistenter Erreger
muss, neben der Einbeziehung mdglicher neuer Infektionszyklen zwischen Haustieren und
deren Besitzern, aber auch die Verbreitung multiresistenter Erreger in der Umwelt betrachtet
werden. Innerhalb der letzten zehn Jahre zeigen Publikationen ein weltweites Auftreten
ESBL-produzierender E. coli in verschiedenen Wildtierpopulationen, welche als Indikator fur
die Belastung der Umwelt mit multiresistenten Keimen dienen kénnten. Die derzeit dazu vor-
handenen Daten werden im Rahmen des Vortrages zusammengefasst und durch eigene
Untersuchungen zur molekularen Typisierung von ESBL-E. coli aus Wildtieren erganzt. Auch
diese Daten zeigen das prinzipielle Vorkommen identischen Erreger bei Menschen, Nutz-,
Haus- und Wildtieren, was die enorme Komplexitat der Transmission multiresistenter Erreger
unterstreicht. Die derzeitige alleinige Fokussierung der Diskussion auf Lebensmittel-
produzierende Tiere als Ursache der Verbreitung multiresistenter Erreger erscheint bei Ein-
beziehung dieser Daten nicht angebracht, da sie nur einen Teilaspekt der Gesamtsituation
betrachtet.
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Einleitung

Die zunehmende Resistenz von Bakterien gegentber antimikrobiellen Substanzen wird seit
Jahren als eine der gr6Bten Herausforderungen im Public-Health-Bereich angesehen. In der
Européischen Union sind die Mitgliedsstaaten durch die Richtlinie 2003/99/EG gehalten, re-
prasentative Daten Uber die Resistenz von Zoonoseerregern gegentber antimikrobiellen Sub-
stanzen zu erheben, zu bewerten und an die Europaische Behorde flr Lebensmittelsicherheit
(EFSA) zu melden. Zu diesem Zweck wurden alle an das BfR im Rahmen der Uberwachung
eingesandten Isolate von Salmonella enterica und Campylobacter spp. sowie verotoxinbilden-
den Escherichia (E.). coli auf ihre Resistenz gegenlber antimikrobiellen Substanzen unter-
sucht, die Ergebnisse bewertet und die Daten an die EFSA Ubermittelt.

Mit der im Jahr 2009 in Deutschland wirksam gewordenen AVV Zoonosen Lebensmittelkette
steht dartber hinaus jetzt ein Instrumentarium zur Verfligung, um gezielt reprasentative Er-
hebungen zum Vorkommen von Zoonoseerregern entlang der verschiedenen Lebensmittel-
ketten durchzufiihren und die dabei gewonnenen Isolate dem BfR zur weiteren Differenzie-
rung und Resistenztestung zu Ubermitteln. Nach diesem neuen System wurden in den Jah-
ren 2009 bis 2011 insgesamt 11.736 Isolate der Spezies Salmonella enterica, Campylobac-
ter (C.) jejuni und C. coli, verotoxinbildende E. coli und Methicillin-resistente Staphylococ-
cus aureus sowie Isolate von kommensalen E. coli an das BfR Ubermittelt und getestet.
Kommensale E. coli gelten dabei als Spiegelbild fir den Selektionsdruck, der auf die Bakte-
rienpopulation von Nutztieren einwirkt, weil kommensale E. coli praktisch immer beim Tier
vorhanden sind und damit auch jeder Anwendung von Antibiotika ausgesetzt sind.

Fir die Gewinnung der Isolate wurden, soweit verflgbar, international standardisierte mikro-
biologische Nachweisverfahren eingesetzt. Details hierzu werden im Zoonosen-
Stichprobenplan sowie im Beitrag zu den Ergebnissen des Zoonosen-Monitorings beschrie-
ben.

Alle Untersuchungen zum Erregernachweis wurden in den akkreditierten Untersuchungsein-
richtungen der Lander durchgefiihrt. Alle ausgewabhlten Isolate von Salmonella spp., Campy-
lobacter jejuni, Campylobacter coli, E. coli (Kommensale und VTEC) sowie Methicillin-
resistenten Staphylococcus aureus (MRSA) wurden mittels eines international anerkannten,
quantitativen Verfahrens fir die Resistenzbestimmung (hier Mikrobouillonverdiinnungsme-
thode nach ISO 20776-1:2006 bzw. CLSI M31-A3) im Nationalen Referenzlabor (NRL) flr
Antibiotikaresistenz bzw. im NRL fir Campylobacter untersucht. Alle untersuchten Isolate
wurden dem vom BfR empfohlenen, erweiterten Untersuchungsspektirum antimikrobieller
Substanzen unterzogen. Hierfir wurden die fertig konfektionierten Plattenformate EUMVS2
(Salmonella spp. und E. coli), EUCAMP (Campylobacter spp.) und EUST (MRSA) der Firma
TREK Diagnostic Systems, Magellan Biosciences, Inc. verwendet.

Die Bewertung der minimalen Hemmkonzentrationen (MHK) erfolgte anhand der epidemio-
logischen Cut-Off-Werte (www.eucast.org). Diese Werte sind insbesondere dazu geeignet,
frihzeitig Resistenzentwicklungen zu erkennen, und wurden daher auch von der EFSA fir
die Bewertung empfohlen. Flir Salmonellen und Campylobacter wurden die Cut-Off-Werte
verwendet, wie sie im Rahmen der EU-Rechtssetzung (Entscheidungen 2007/407/EG bzw.
2007/516/EG) vorgegeben wurden. Wirkstoffe, die aufgrund nationalen Interesses zusatzlich
getestet wurden, ebenso wie die Ergebnisse flir kommensale E. coli und VTEC wurden auf



92 Tagungsband

der Grundlage der von EUCAST veréffentlichten Cut-Off-Werte bewertet. Die Bewertung von
MRSA erfolgte, soweit vorhanden, nach den von EUCAST publizierten Werten fir MRSA.
Standen keine Cut-Off-Werte fir MRSA zur Verfigung, so wurden die Cut-Off-Werte fur
Staphylococcus aureus verwendet.

Isolate wurden als mikrobiologisch resistent bewertet, wenn die minimale Hemmkonzentrati-
on oberhalb des angegebenen Cut-Off-Wertes lag. Als mehrfach resistent wurde ein Isolat
bezeichnet, wenn eine Resistenz gegeniber mehr als einer Wirkstoffklasse nachgewiesen
wurde. Die verwendeten epidemiologischen Cut-Off-Werte kbnnen den einschlagigen Berich-
ten des BfR und des BVL entnommen werden (Schroeter und Kasbohrer 2012; BVL 2012).
Die wesentlichen Ergebnisse dieses Monitorings sollen in diesem Beitrag kurz nach Le-
bensmittelketten getrennt skizziert werden.

1. Huhn

Aus den Lebensmittelketten vom Huhn wurden im Rahmen des Zoonosen-Monitorings ge-
trennt Isolate von Legehennen und Masthahnchen, sowie von Hahnchenschlachtkérpern und
aus Hahnchenfleisch beriicksichtigt. Vereinzelt wurden auch Isolate aus Eiern untersucht. Es
zeigte sich, dass sich die Resistenzraten zwischen Legehennen einerseits und Masthahn-
chen sowie Hahnchenfleisch andererseits deutlich unterscheiden. Isolate von Salmonellen
und E. coli von Masthahnchen, ihren Schlachtkérpern und aus Hahnchenfleisch waren deut-
lich haufiger resistent gegen eine oder mehrere Substanzklassen als solche von Legehen-
nen.

Isolate von MRSA standen von Legehennen kaum zur Verfigung. Auch bei Masthdhnchen
im Bestand konnten im Rahmen des Monitorings nur wenige MRSA-Isolate fir die Resistenz-
testung gewonnen werden. Isolate von Hahnchenschlachtkérpern und aus Hahnchenfleisch
fielen vor allem durch einen hohen Anteil an Stdmmen auf, die nicht dem Nutztier-
assoziierten LA-MRSA CC398 zugeordnet werden konnten und im Gegensatz zu LA-MRSA
haufig gegen Ciprofloxacin resistent waren.

2. Pute

Isolate von der Pute standen aus den Bestédnden, vom Schlachthof (Blinddarme und
Schlachtkdrper) sowie von Putenfleisch aus dem Einzelhandel zur Verfligung. Die Isolate
wiesen sehr hohe Resistenzraten gegen zahlreiche Substanzklassen auf. Besonders aufféllig
waren bei der Pute, wie schon bei den Masthahnchen, hohe Resistenzraten gegen das Flu-
orchinolon Ciprofloxacin. Diese sind aufgrund der herausragenden Bedeutung der Fluorchi-
nolone fir die Humanmedizin von besonderer Bedeutung. Sie finden sich bei Salmonellen,
E. coli und auch Campylobacter spp. Aber auch von der Pute stammende MRSA, insbeson-
dere wenn sie nicht dem klonalen Komplex CC398 angehdrten, wiesen oft Resistenzen ge-
gen das Fluorchinolon auf.

3. Schwein

Isolate aus Mastschweinebestanden, von Schweinen am Schlachthof sowie aus Schweine-
fleisch wiesen Resistenzraten auf, die insgesamt geringer waren als bei Mastgefligel, aber
héher als bei Legehennen oder Milchrindern. Bei den Salmonellen dominierten beim
Schwein S. Typhimurium und seine monophasische Variante S. 4,[5],12:i:-, die in den meis-
ten Fallen resistent gegen funf (S. Typhimurium) bzw. vier Substanzklassen (S. 4,[5],12:i:-)
sind. Auch von den E. coli-Isolaten waren viele mehrfachresistent. Vom Schwein stammende
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MRSA wiesen zwar Mehrfachresistenzen auf, waren aber insgesamt ebenfalls gegen weni-
ger Substanzklassen resistent als solche vom Mastgefligel.
4. Rind

Beim Rind mussen ahnlich wie beim Huhn unterschiedliche Kategorien klar unterschieden
werden. Wahrend bei den vom Milchrind eingesandten Isolaten von E. coli die Gberwiegende
Mehrheit gegen alle untersuchten Substanzen sensibel war, waren Isolate von E. coli vom
Mastkalb haufig mehrfachresistent. Interessanterweise wiesen Isolate von Mastrindern und
aus Rindfleisch, die 2011 untersucht wurden, &hnliche Resistenzraten auf wie die von Milch-
kihen. Damit hoben sie sich deutlich von den Masttieren der anderen Spezies und den
Mastkalbern ab. Auch bei MRSA zeigten sich deutliche Unterschiede, die sich aber weniger
auf die Resistenz der gewonnenen Isolate bezogen, sondern eher auf die Pravalenz von
MRSA in den Bestanden, den Tieren und in Lebensmitteln. Hier wiesen Mastkalber und ihr
Fleisch eine deutlich héhere Pravalenz auf als Milchkiihe und Mastrinder. Die Ahnlichkeit der
Resistenzraten bei diesen Isolaten lassen sich mdglicherweise dadurch erklaren, dass die
Kélber zu einem nicht unerheblichen Teil auch aus den Milchviehbetrieben stammten und
Uber den Tierhandel in die Masttierherden gelangen.

Ausblick

Im laufenden Jahr hat die EFSA neue Empfehlungen zum Resistenzmonitoring bei Zoono-
seerregern und Kommensalen sowie bei MRSA erarbeitet (EFSA 2012a; EFSA 2012b). Die-
se werden auch die Grundlage fur die Uberarbeitung der Entscheidung 407/2007/EG sein,
die in den vergangenen Jahren vor allem das Monitoring von Antibiotikaresistenzen bei Sal-
monellen vom Gefllgel und von Schweinen regelte. Die EFSA empfiehlt, zusatzlich zum Mo-
nitoring bei Salmonellen und Campylobacter spp. das Monitoring von Resistenzen bei kom-
mensalen Keimen (E. coli und Enterokokken) verbindlich festzulegen, da dieses Monitoring
sehr gut geeignet ist, die Entwicklungstendenzen von Resistenzen gegentber antimikrobiel-
len Substanzen zu erkennen und zu beschreiben. Auch das Monitoring von MRSA bei Nutz-
tieren wird von EFSA dringend empfohlen. Mit dem Monitoring nach der AVV Zoonosen Le-
bensmittelkette wird Deutschland diesen Forderungen in vielen Bereichen schon gerecht.
Andere Bereiche, wie das Monitoring bei Enterokokken, werden in Zukunft verstarkt bertck-
sichtigt werden mussen, woflr entsprechende Ressourcen bereitzustellen sind.
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