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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 KONTAMINATION VON LEBENSMITTELN DURCH MIKROORGANISMEN

Viren, Bakterien und Pilze, bzw. deren Toxine sind hdufig an der Kontamination von Lebensmitteln beteiligt
und konnen durch ihre Aufnahme Gastroenteritiden auslosen. lhre Gegenwart fihrt zum Verderb des
Lebensmittels und im Folgenden meist zur Erkrankung des Menschen. Es wird hier zwischen
Lebensmittelinfektion und Lebensmittelintoxikation unterschieden. Ersteres erfolgt direkt Uber die
Mikroorganismen, die dann im Koérper des Menschen spezifische Symptome auslosen (Fieber, Erbrechen,
Durchfall, usw.) [1]. Lebensmittelintoxikationen werden durch die produzierten Toxine des
Mikroorganismus ausgeldst. Diese sind meist hitzestabil und werden bei der Zubereitung der Lebensmittel
nicht zerstort. Die Symptome sind hier ahnlich und kénnen auBerdem noch Krampfe und Halluzinationen

(z. B. bei Pilzen) hervorrufen [2].

Oft sind Eier und Eiprodukte, Fleisch und Fleischerzeugnisse, aber auch Milch und Milchprodukte sowie
Fisch bzw. Meerestiere Ausloser von Lebensmittelvergiftungen. Kontaminationen dieser Nahrungsmittel
kénnen durch die Tiere selbst oder durch Ubertragung bei der Schlachtung der Tiere entstehen. Eine
Kontamination der genannten Nahrungsmittel kann durch eine Infektion des Tieres selbst, des Menschen
oder durch Hygienemangel bei der Schlachtung der Tiere oder der Verarbeitung der Produkte entstehen.
Die o.g. Produktgruppen bieten fiir eine Vermehrung, vor allem von Bakterien und Pilzen, geeignete

Bedingungen [1-3].

Ob eine Spezies bzw. ein Stamm humanpathogene Eigenschaften besitzt und Uber Lebensmittel
Infektionen verursachen kann, hangt von verschiedenen Faktoren ab. Einerseits muss sich das Bakterium
auf dem oder im Lebensmittel vermehren kdnnen, andererseits muss es die Fahigkeit besitzen, in den
Wirtsorganismus einzudringen und sich gegen das wirtsspezifische Abwehrsystem zu behaupten. Auch die
Infektionsdosis beeinflusst den Verlauf der Erkrankung. Abgesehen von der Virulenz, dem
Auspragungsgrad der pathogenen Eigenschaften des Erregers, ist die Starke der sich darstellenden

Symptomatik von der Immunkompetenz bzw. der Abwehrlage des Infizierten abhangig [2, 4].

Besondere Aufmerksamkeit gilt in dieser Arbeit der Bakterienspezies Yersinia enterocolitica, die der Erreger

der dritthdufigsten Zoonose in Deutschland ist [5]. Zoonosen sind Infektionskrankheiten, die vom Tier auf
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den Mensch bzw. von Mensch zu Tier Ubertragen werden kénnen [2, 6]. Zur Spezies Yersinia enterocolitica

gehoren humanpathogene, aber auch fiir den Menschen nicht relevante Stamme [2, 7, 8].

1.2  YERSINIA ENTEROCOLITICA

Abbildung 1-1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Yersinia enterocolitica
PEI-A-101-02 (Aufnahmen: BOLLER, EBERLE, Paul-Ehrlich-Institut, 2015)

Die Gattung Yersinia gehort zu den gramnegativen, fakultativ anaeroben Enterobacteriaceae, die sich unter
dem Mikroskop als kokkoide Stdbchen darstellen. Es gibt drei humanpathogene (Y. pestis, Y.
pseudotuberculosis, Y. enterocolitica) und acht weitere Arten, die medizinisch fir den Menschen nicht
relevant sind (Y. intermedia, Y. frederiksenii, Y. aldovae, Y. kristensii, Y. rohdei, Y. mollaretii, Y. bercovieri, Y.
ruckeri) [9, 10]. Seit 2008 sind noch sechs weitere Spezies benannt worden: Y. entomophaga (2011), Y.
massiliensis (2008), Y. nurmii (2011), Y. pekkanenii (2011), Y. similis (2008) und Y. wauterii (2014). Sie
wurden genotypisiert und als ,, Yersinia enterocolitica dhnliche” Spezies bezeichnet, da sie zwar zur Gattung

Yersinia gehoren, aber dennoch abweichende biochemische Eigenschaften besitzen [11-18].

Yersinia enterocolitica ist ein Oxidase negatives, Katalase- und Nitrat-Reduktase positives Bakterium.
Zwischen 22°C und 28°C ist es peritrich begeiRelt. Bei Kérpertemperatur (37°C) werden keine Flagellen
ausgebildet. Das Bakterium stellt sich abhdngig vom Nahrmedium pleomorph da, d.h. es kann nahezu
kokkoid sein, aber auch als langliches Stabchen in Erscheinung treten [19] und misst 0,5 bis 0,8 x1-3 um.
Sein Temperaturoptimum liegt bei 28°C. Aber auch bei Temperaturen knapp tber 0°C findet Stoffwechsel

einschliellich Vermehrung statt (Psychrotoleranz) [20].
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Serologisch werden Yersinia enterocolitica-Stamme aufgrund ihrer unterschiedlichen Lipopolysaccharid-
Strukturen in iber 60 Serogruppen unterteilt. Die am haufigsten von Patienten isolierten Serogruppen sind
0:3, 0:9, 0:8 und 0:5,27. In Europa werden meist die Serotypen 0O:3 und 0:9 gefunden. Serovar 0:8
hingegen ist bis vor einigen Jahren nur in den Vereinigten Staaten nachgewiesen worden [2, 21, 22]. Der
Serotyp 0:3, der ca. 90% der humanen Yersiniosen in Deutschland und auch in Europa verursacht,

exprimiert verstarkt ein proteolytisch stabileres Invasin im Vergleich zu anderen Serotypen [21].

Biochemisch wird in flinf pathogene Biotypen (1B, 2, 3, 4 und 5) unterschieden [12]. Biovar 1A tragt die
relevanten Pathogenitatsfaktoren nicht [8, 23, 24], besitzt dennoch Resistenzmechanismen gegen das
menschliche Komplementsystem [7]. Die Beteiligung an einer Erkrankung der Variation 1A wird kontrovers
diskutiert. Die Heterogenitat dieses Biotyps schlieBt zumindest mogliche Pathogenitatmechanismen nicht
aus [7, 25, 26]. Die Biotypen 1B, 2, 3, 4 und 5 besitzen chromosomale und plasmidstandige Virulenzfaktoren

und kénnen Infektionen beim Menschen auslosen [19, 27, 28].

1.2.1 PATHOGENITATSMECHANISMEN

Pathogene Stamme von Yersinia enterocolitica weisen Virulenzfaktoren auf, die auf Pathogenitatsinseln
liegen und die Infektion des Wirtes triggern. Diese Inseln sind sowohl chromosomal lokalisiert als auch

plasmidstandig [23, 28].

Ail (Attachment and invasion locus) ist ein 17 kDa groRes integrales Membranprotein der dufleren
Zellmembran, das gemeinsam mit dem Protein Invasin (Inv) die Anheftung und das Eindringen von
Bakterien in Wirtszellen vermittelt. Ail ist chromosomal lokalisiert und wird bei 37°C optimal exprimiert.
Zusammen mit YadA spielt es eine wichtige Rolle bei der Serumresistenz [25, 29, 30]. In Experimenten

konnte die Funktionalitdt auch ohne YadA gezeigt werden. [7, 25, 29, 31, 32].

Inv (Invasin) ist ebenfalls ein chromosomal kodiertes Protein, das auf der duBeren Zellmembran lokalisiert
ist und fiir die effektive Einwanderung der Bakterienzellen in die Gewebe verantwortlich ist. Durch die
hochaffine Bindung von Inv an das Transmembranprotein B1-Integrin der M-Zellen (spezialisierte
immunkompetente Darmepithelzellen der Peyer’schen Plaques) wird der Transzytosetransport der

Bakterienzellen liber die M-Zellen ausgelost [33-37].

Durch Zell-Zell-Kontakt im Gewebe wird die Aufnahme von Y. enterocolitica in das tiefer liegende Gewebe
vermittelt. Insbesondere bei Temperaturen zwischen 23 und 26°C produzieren die Bakterien viel Invasin.

Im Gegensatz zu anderen enteropathogenen Yersinia Stammen wird in Serotyp O:3 die Expression von inv
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nicht temperaturabhangig geregelt und erfolgt konstant. Deshalb wird dieser Serotyp als virulenter

betrachtet als die tibrigen Vertreter anderer Serogruppen [21, 38].

Yersinia adhesin A (YadA) ist ein plasmidkodiertes Protein der AuBenmembran von Yersinia-Zellen. Es wird
als mulitfunktionaler Virulenzfaktor gesehen, da es sich sowohl an extrazellulare Matrixproteine von
Wirtszellen anheften kann, aber auch Komplement-Faktoren (C3-Faktoren) des Wirtes binden und somit
die Bakterienzelle vor Lyse schitzen [39]. Yersinia-Mutanten, die dieses Gen nicht mehr besitzen, sind in
lhrer Virulenz stark eingeschrankt [28, 40]. Das membran-assoziierte Protein bildet eine fibrillare Struktur
auf der Oberflaiche der Bakterienzelle aus, die fiir die verbesserte Anheftung an Korperzellen

verantwortlich sein konnte [41].

Abbildung 1-2: Yersinien (in blau) dringen in Hep2-Zellen ein. Foto: Manfred Rohde / HZI

Die Anwesenheit des Plasmids pYV (plasmid for Yersinia Virulence) ist obligatorisch flr die Virulenz. Neben
dem yadA sind auf dem Plasmid auch die Gene fir Yersinia outer proteins (Yops) und des Typ IlI-Protein-
Sekretions-Systems (TTSS oder Yersinia secretion complex (Ysc)-TTSS) kodiert. Die Yops sind befdhigt,
strukturelle Anderungen der Wirtszelle vorzunehmen und in deren Regulationsmechanismen einzugreifen.
Das TTSS ist ein konservierter Multiproteinkomplex und bildet eine Nadel (Injectisom) aus, durch die
sogenannte Effektor-Yops in die Zielzelle geleitet werden [42]. Nach Einschleusen in die Wirtszelle hemmen
die Effektor Yops die proinflammatorische Zytokinproduktion und wirken Makrophagen gegeniiber
apoptotisch und pyroptotisch, um der Phagozytose zu entgehen [28]. Die sogenannten Translokations-Yops
bilden Poren in der eukaryotischen Zellmembran, um den Transport in die Zielzelle zu gewahrleisten. Die
Produktion der Yops wird durch das virF-Operon (Virulence regulon transcriptional activator) gesteuert
[43]. Es ist eine Region auf dem pYV Plasmid, die bei 37°C die Transkription von YadA und der Yops aktiviert

[44, 45]. Sie wird durch Temperatur und Wirtszell-Kontakt gesteuert [46]. Der Genort des Ysc-TTSS von
4
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Yersinia enterocolitica liegt auf dem Virulenzplasmid pYV, das nur in pathogenen Yersinia-Bakterienzellen

vorkommt [28, 45, 47].

Die Expression dieser Proteine ist abhangig von duBeren Bedingungen, wie Temperatur (37°C) und
niedriger Kalzium-Konzentration [48]. Eine niedrige Konzentration an Kalzium spiegelt die Situation in der
Wirtszelle wider. Wachstumsexperimente von Y. enterocolitica ohne Kalzium und bei einer Temperatur von
37°C simulieren die Bedingungen im Blut und die Virulenzproteine werden exprimiert. Diese Situation
erfahrt Y. enterocolitica auch beim Eintritt in den Wirt und die Erh6hung der Umgebungstemperatur ist fiir
viele pathogene Mikroorganismen ein sicheres Signal fir die Aufnahme in den Korper. Beide Faktoren
zusammen flhren zur notwendigen Produktion der Proteine und zur Hemmung der Signalkaskade [47, 49—
51]. Stamme, denen das Plasmid fehlt oder die es verloren haben, konnen sich im Wirt nicht vermehren

und sind somit apathogen [23, 25].

Das pYV-Plasmid scheint aulRerhalb der Bakterienzelle in der Umwelt stabil zu sein, was durch verschiedene
Publikationen belegt wurde [49, 52]. Fir die Kultivierung von pathogenen Y. enterocolitica im Labor

hingegen mussen verschiedene Parameter eingehalten werden, um das Plasmid zu stabilisieren [49].

Bei Temperaturen unter 25°C erhalt die virulente Yersinia enterocolitica das pYV-Plasmid, die darauf
codierten Proteine werden jedoch nur in geringen Mengen synthetisiert und im Zytoplasma gelagert.
Durch den Anstieg der Temperatur, nach einer Aufnahme von Y. enterocolitica durch kontaminierte
Nahrungsmittel (z. B. Eis, Schweinefleisch), werden die Virulenzfaktoren in groBer Menge exprimiert, die

fiir den pathogenen Verlauf notwendig und verantwortlich sind [25, 47, 53-55].

Phanotypisch kann man das Ca-abhangige Wachstum bei 37°C auf geeigneten Nahrboden erkennen. Die
Verknappung an Ca%*-lonen wirkt sich auf die Proliferationsgeschwindigkeit aus. Aufgrund des langsameren
Wachstums kann man die plasmidhaltigen kleineren von den plasmidlosen grofReren Kolonien
differenzieren. Da die Produktion der plasmidkodierten Virulenzfaktoren stark induziert ist, wird das

Wachstum der Bakterien durch die begrenzt zu Verfligung stehenden Metabolite einschrankt [56].

Die Hemmung des Wachstums durch Kalzium-Mangel und die massive Produktion der Virulenzfaktoren bei
37°C wird als Anpassung des Bakteriums auf den Wirtsorganismus, insbesondere auf die

Zusammensetzung des Zytosols der Leukozyten verstanden [57].

Lipopolysaccharide (LPS) sind integrale Bestandteile der gramnegativen duReren Bakterienzellmembran.
Es sind Kohlenhydratstrukturen, die das angeborene Immunsystem als ,,fremd“ erkennt (PAMP=pathogen
associated molecular pattern). LPS bildet mit dem LPS-Bindungsprotein (LBP) einen Komplex und gilt als

starker Aktivator von Makrophagen und Komplementsystem [58].
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Die Struktur des LPS ist temperaturabhdngig. Bei Temperaturen zwischen 35 und 37°C sind molekulare
Verdanderungen in der Zucker und Fettsdurezusammensetzung zu beobachten. Bakterienzellen, die bei
25°C wachsen, haben die O-Antigen-Seitenketten vollstdndig ausgebildet (smooth). Diese kdnnen sich von
der Membran ablésen und als freies Endotoxin wirksam werden. Die rauhe kurzkettige Form, die bei
Koérpertemperatur gebildet wird, ist in der Zellmembran fest integriert. Dies konnte die fehlende

Symptomatik bei infizierten Personen erklaren, die fiir eine gramnegative Sepsis typisch ist [8, 25, 48].

1.2.2 KULTIVIERUNG

Bei einigen Bakterienspezies ist auf ihrem Plasmid eine Resistenz gegen bestimmte Antibiotika verankert.
Der Selektionsdruck zwingt diese Bakterien bei Zugabe der jeweiligen Antibiotika das Plasmid zu erhalten.
Im Fall von Yersinia enterocolitica liegt auf dem Virulenzplasmid pYV kein Genort fir eine Antibiotika-

Resistenz vor [59, 60].

Zum Erhalt des Virulenz-Plasmids bzw. zum Exprimieren der Pathogenitdtsfaktoren miissen in der
Umgebung der Bakterien verschiedene duBere Bedingungen eingehalten werden, um ein Uberleben im
Menschen zu ermoglichen. Durch bestimmte Medienzusatze und Bedingungen wahrend der Kultivierung
kann der Verlust des extrachromosomalen DNA-Molekiils vermieden werden. Auf diesem befinden sich
die Genorte der Proteine, die zur Invasion in den Wirt und zur Abwehr der wirtsspezifischen Immunabwehr
benotigt werden [42, 51, 61-65]. Die Arbeitsgruppe von Li untersuchte das Wachstum, den Erhalt des
Plasmids und die Expression der Proteine bei unterschiedlichen Bedingungen (Koérpertemperatur,
Kalziumkonzentration, pH). Der pH-Wert hatte einen stabilisierenden Einfluss auf den Erhalt des Plasmids
im Medium. Im Vergleich wuchsen die Yersinien bei neutralem pH schneller. Dennoch war die Stabilitat zur
Erhaltung des Plasmids deutlich vermindert. Maximale Stabilitdt konnte mit einem pH von 5,5 erreicht
werden. In Untersuchungen mit unterschiedlichen Kalziumkonzentrationen [Ca%*] konnte bei einer [Ca%*]
Uber 245 uM und einer Temperatur von 32°C die Plasmidstabilitat in Kultur gewahrleistet werden. Bei
Werten von 745uM und 37°C konnte kein Verlust des Plasmids aber die Exprimierung der Yops beobachtet
werden [49].

Zum phéanotypischen Nachweis des Virulenzplasmids kénnen verschiedene Verfahren eingesetzt werden.
Zum Beispiel kdnnen plasmidhaltige von plasmidlosen Yersinia enterocolitica bei Anzucht auf festen
Nahrboéden unterschieden werden. Durch das mit verlangsamte Wachstum der plasmidhaltigen Bakterien
auf Kalziummangelmedien erscheinen diese als winzige, stecknadelkopfgrofRe Kolonien im Vergleich zu den

groBeren milchigen plasmidlosen Vertretern [66]. Der Nachweis des Virulenzplasmids pYV von Yersinia
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enterocolitica in Kultur kann auch mit Kongorot oder Kristallviolett erfolgen. Es ist ein Test zur
Differenzierung von plasmidhaltigen und plasmidlosen Zellen in Kultur. Der Nachweis erfolgt auf
Nahrmedium, das mit Kongorot bzw. Kristallviolett versetzt ist. Plasmidtragende Yersinia enterocolitica
Kolonien nehmen den Farbstoff auf und erscheinen nach Aufnahme und Inkubation bei 35°C-37°C fir 24
bis 48 Stunden als stecknadelkopfgroRe, runde, konvexe, undurchsichtige rote/violette Kolonien. Die
apathogenen Vertreter wachsen als groRe weille, etwas ungleichmaRigere, flache und durchscheinende
Kolonien [12, 66—70]. Als weiterer Test flir plasmidhaltige Y. enterocolitica wird der Agglutinationstest
angewendet, der auf der Reaktion von Agglutinin mit dem plasmidkodierten YadA Protein beruht und zu
einer sichtbaren Verklumpung fihrt. Auch Tierversuche kdnnen zum Pathogenitatsnachweis eingesetzt
werden (Yersinia enterocolitica-vermittelte Konjunktivitis bei Meerschweinchen oder in Mausen) [12, 66].
Weiterhin sind molekularbiologische Verfahren etabliert. Diese beruhen auf dem Nachweis von
spezifischen Genregionen des pYV Plasmids und Pathogenitdtsfaktoren auf dem Chromosom von

pathogenen Yersinia enterocolitica Spezies und gelten als sicher, schnell und recht sensitiv [71-74].

1.2.3 VORKOMMEN UND UBERTRAGUNGSWEGE

Yersinia Arten kommen weltweit vor, sind aber vornehmlich in Europa, Asien, Australien, Stdafrika und
Amerika zu finden. In tropischen Gebieten findet man sie selten. Die Spezies ist in der Umwelt weit
verbreitet [75]. Dementsprechend gelangt es oral-alimentar Gber die Nahrungskette in Tier bzw. Mensch.
Das Hauptreservoir ist das Schwein, das Bakterium wurde aber auch aus anderen tierischen und
pflanzlichen Nahrungsmitteln, sowie Trinkwasser isoliert. Da Yersinia enterocolitica psychrotolerant ist,
kommt diesem gramnegativen Bakterium auch hier besondere Bedeutung zu, denn die Vermehrung kann

auch bei gekiihlt gelagerten Lebensmitteln stattfinden [76].

Es sind ausdauernde und anspruchslose Mikroorganismen, die liber einen langen Zeitraum die Fahigkeit
besitzen in der natiirlichen Umwelt zu Gberleben. Auch bei extrem niedrigen Temperaturen kdnnen sie
ihren Stoffwechsel aufrechterhalten, was sehr vorteilhaft fiir die méglicherweise lange Uberdauerungszeit

bis zur oralen Aufnahme ist [48].

Als vornehmliche Quelle von humanpathogenen Yersinia enterocolitica werden Hausschweine
beschrieben. Sie sind mehr oder weniger haufig infiziert und scheiden den Erreger auch nach mehreren
Wochen noch liber den Darm aus. Die Erreger werden in den Tonsillen und der Zunge, sowie in Darm und
Faeces infizierter Schweine gefunden. Es wird vermutet, dass sich die Bakterien in den Tonsillen der

Schweine anreichern [26]. Yersinia enterocolitica disseminiert im menschlichen Korper Uber das
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Lymphsystem, was die Aussage von Nesbakken untermauert [28, 75]. Bei einer Untersuchung von
Schweinefleisch, bei dem Kopffleisch (Schweinebackchen und Tonsillen) mitverarbeitet wurde, konnten

vermehrt pathogene Stimme nachgewiesen werden [77, 78].

Die Infektion kann bei Schweinen, wie auch beim Menschen, asymptomatisch bzw. latent verlaufen. Unter
unglinstigen Bedingungen kann es auch zur Erkrankung der Tiere (Yersiniose) kommen [77]. Aufgrund der
intensiven Tierhaltung, der industriellen Fleisch- und Nahrungsmittelproduktion mit langen Lagerzeiten
und Kihlketten, sind Ubertragungen von einem Tier auf das andere bzw. die Anreicherung von

psychrophilen Mikroorganismen im Lebensmittel wahrscheinlich [26].

Uber nicht ausreichend durchgegartes oder roh verzehrtes Schweinefleisch werden die Bakterien oral
aufgenommen [5]. In Belgien wurde eine Reihe erkrankter Patienten untersucht und sowohl O:3, also auch

0:9 Stamme isoliert. Alle Infektionen wurden mit der Aufnahme von rohem Schweinefleisch assoziiert [79].

Rind- und Lammfleisch kann durch Kreuzkontamination mit Yersinia enterocolitica belastet sein. Durch die
Zubereitungsweise wird das Fleisch nicht immer durchgegart und mogliche Kontaminationen werden
dadurch nicht eliminiert. Auch aus Ziegen, Schafen und Wildtieren wurden pathogene Stamme von Yersinia

enterocolitica isoliert [26].

Mit Yersinia enterocolitica kontaminierte Milch und Milchprodukte werden ebenfalls in der Literatur als
ibertragende Lebensmittel beschrieben. Rinder kdnnen an Yersiniose erkranken und somit Ubertrager
sein, werden aber nicht als urspriingliche Kontaminationsquelle gesehen, da diese Stamme nicht
humanpathogen sind [26]. Es wird vermutet, dass die betroffenen Lebensmittel im Laufe der Verarbeitung
mit dem Erreger in Kontakt kommen [78].

Im Jahr 2011 wurde in den USA ein Ausbruch mit 22 Infektionen Yersinia enterocolitica registriert. Die
Infektion wurde durch ungeniigend pasteurisierte Milch und Milchprodukte einer Molkerei libertragen
[80]. Ausbriiche durch Schokoladenmilch und Sojaprodukte wurden bereits in friiheren Jahren beschrieben
[26]. Auch in anderen Landern (Australien, Kanada, Tschechien/Slowakei) konnten pathogene Stamme von
Yersinia enterocolitica aus pasteurisierter Milch isoliert werden. Auch hier wurde ungentigende Erhitzung
der Milch fur die Kontaminationen verantwortlich gemacht [71]. Nichtdestotrotz wurden in Milch und
Milchprodukten auch immer wieder apathogene Stamme gefunden, die fir den Konsumenten keine

Gefahr darstellen [26].

Yersinia enterocolitica kann aus Boden und Oberflachenwasser isoliert werden. Es wird angenommen, dass
die Mikroorganismen Uber Ausscheider tierischen Ursprungs in den Boden und in Wasserreservoirs

gelangen, wie z.B. Uber infizierte Vogel oder Wild [78].
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Fiir die Kontamination von Gemiise (Salat, Karotten, verzehrfertiges Gemiise) werden unterschiedliche
Infektionsursachen angegeben, zum Beispiel Diingung, Transport, Verarbeitung sowie Kontakt mit
infizierten Lebensmitteln und/oder Tieren) [71, 81, 82]. Die Kontamination erfolgt bei diesen
Lebensmitteln allerdings sekundar [71, 75]. Die meisten der auf und in Lebensmitteln gefundenen Stamme

gehorten zu Biovar 1A [25].

Es finden auch Transmissionen von Mensch zu Mensch statt. Dieser Ubertragungsweg ist sehr selten. Es
sind einzelne Falle beschrieben, in denen die Infektion durch mangelnde Hygiene auf andere
Familienmitglieder tGbertragen wurde.

Bottone zitiert mehrere nosokomiale Ausbriiche durch Yersinia enterocolitica, von denen vermutet wird,
dass sie von Mensch zu Mensch Uibertragen wurden. Allerdings wurde die Kasuistik nicht eindeutig geklart.
Die erkrankten Personen waren entweder gesundheitlich oder durch ihr Alter beeintrachtigt. Das Risiko

einer Infektion ist bei diesen Personengruppen im Vergleich zu gesunden Menschen erhéht [7, 25].

Auch eine Ubertragung von Mensch zu Mensch durch Transfusion ist moglich [25, 83]. Gelangt Yersinia
enterocolitica in eine Blutspende, ist die Symptomatik der Yersiniose beim Spender meist inapparent
verlaufen. Beim Spender-Screening fallt der Infizierte durch fehlende Symptome (Bauchschmerz oder
Durchfall) nicht auf und kann die Bakterien durch eine Bluttransfusion weitergeben [28], [8, 25, 84]. Die
Folgen sind meist fatal fir den Empfanger der mit Yersinia enterocolitica kontaminierten Blutkomponente

und fuhrt in Gber der Hélfte der Fille zum Tode [85].

1.2.4 INFEKTIONSABLAUF

Voraussetzung fir einen Krankheitserreger ist, dass er sich, sobald er vom Wirt aufgenommen wird, schnell
an seine neue Umgebung adaptiert. Er muss Schutzbarrieren Giberwinden, in den Organismus eindringen
und sich gegen die vorhandenen Abwehrmechanismen durchsetzen, um sich vermehren zu kénnen [51,

86].

Yersinia enterocolitica gelangt nach der oralen Aufnahme in den Magen. Um das saure Milieu zu
Uberstehen, produziert es das chromosomal kodierte Enzym Urease [87]. Dieses spaltet den mit der
Nahrung aufgenommenen Harnstoff in Ammoniak und CO,. Die Bakterienzelle kann so den pH- Wert des

direkten Umfeldes etwas erhohen [86].

Im Diinndarm adharieren die Bakterien an die intestinale Mukosa des terminalen lleums und dringen mit
Hilfe der Anlagerung von Invasin an B1-Integrin durch die M-Zellen des follikel-assoziierten Epithels ein. Sie
besiedeln die Peyer Plaques, proliferieren extrazelluldr und breiten sich, moglicherweise auch innerhalb

9
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von Phagozyten Uber das lymphatische System aus. Sie sind in den mesenterialen Lymphknoten, Milz,
Leber und in der Blutbahn zu finden und vermehren sich dort extrazellular. Sie bilden Mikrokolonien und
sind so vor Phagozytose durch Makrophagen und neutrophile Granulozyten geschitzt [19, 47, 53, 65, 88,
89, 90].

Durch die Adhasions- und Invasionsgene von pathogenen Yersinien ist das Anlagern an die Epithelzellen im
Darm maoglich. Sie liegen teilweise chromosomal (ail, inv), aber auch plasmidkodiert vor (yadA) [19]. Die
Exprimierung der plasmidkodierten Proteine erfolgt bei 32°C bis 37°C [49]. Es wird vermutet, dass diese
auch bei 25°C schon exprimiert werden bzw. in kleiner Kopienzahl im Zytoplasma vorliegen, der Einbau in
die duBere Zellmembran aber erst bei hoheren Temperaturen erfolgt [25]. Die starke Immunantwort des
Wirtes fihrt zur Zerstdérung der proximalen Mukosa. So gelangen neu gebildeten Yersinia-Zellen ins
Darmlumen, wo sie sich durch Infektion weiterer Epithelzellen ausbreiten [28]. In den Peyer’schen Plaques
muss sich Yersinia enterocolitica gegen dort lokalisierte Immunzellen des Wirtes behaupten. Es bildet
Cluster bzw. Mikrokolonien und bindet Invasin-vermittelt an die Zielzellen der unspezifischen Abwehr
(Makrophagen, neutrophile Granulozyten, dendritische Zellen). Die Bakterien hemmen deren Autolyse,
indem sie mit Hilfe des Typ llI-Protein-Sekretions-Systems (TTSS) Yersinia outer proteins (Yops) in das
Zytoplasma der Wirtszelle einschleusen [91]. Im Blut bleibt Ail- und YadA-reguliert bei 37°C die
Komplementaktivierung aus und resultiert in einer erhdhten Serumresistenz der Bakterienzellen [29, 37,
72]). Die betroffenen phagozytierenden Immunzellen werden in den programmierten Zelltod geschickt [19,

25, 53, 88].

Das zur Enzymbildung notwendige freie Eisen, das durch die niedrige Konzentration im Blut einen
limitierenden Wachstumsfaktor von Mikroorganismen darstellt, nimmt Yersinia durch die hochaffinen

Siderophoren-Rezeptoren auf [8, 28].

Der dargestellte Invasionsmechanismus ist nur bei plasmidhaltigen Stdmmen (= pathogenen Stdmmen)
vorhanden. Diese Virulenz von Yersinia wird nicht selten Sero- bzw. Biovaren zugeordnet, wobei die
eigentlichen Pathogenitdtsfaktoren (Besitz des Plasmids, ail) und nicht nur die Zugehdrigkeit zu einem

bestimmten Serotyp bzw. das biochemische Verhalten von Bedeutung ist [92].

1.2.5 SYMPTOMATIK/SEQUELAE

Enteropathogene Yersinia-Stamme sind fiir ein breites Spektrum von Krankheiten verantwortlich, die sich
je nach Alter des Patienten, Immunstatus, Anzahl der aufgenommenen Keime und pathogener Serogruppe

unterschiedlich auswirken [28]. Es kann zu einer Enterokolitis kommen, zu einer terminalen lleitis bzw.

10
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einer mesenterialen Lymphadenitis fihren oder sich in einer Septikdmie manifestieren. Haufiges Symptom
bei Erwachsenen ist eine wassrige, evtl. auch blutige Diarrh6. Kinder reagieren eher mit Fieber, Erbrechen
und Bauchschmerz. Systemische Verlaufe sind selten und treten vor allem bei mit schweren
Grunderkrankungen vorbelasteten Patienten auf. Postinfektiose Folgeerkrankungen (Sequelae) missen

antibiotisch behandelt werden [8].

Insbesondere Patienten mit erhéhtem Eisenspiegel im Blut (hdmolytische Andmie, therapeutische
Eisensubstitution), die die uneingeschrankte Versorgung des Bakteriums mit Eisen gewahrleisten, sind
anfallig fiir Septikdmien [28, 75]. Hier liegt die Mortalitatsrate bei ca. 50%, da meist Organe wie Milz, Leber,

Lunge, Herz mitbetroffen sind [28].

Ein Spender mit symptomloser, unerkannter Yersiniose kann ein Risikofaktor fiir eine Ubertragung mit Blut
sein, da sich der psychrotolerante Keim bei einer Lagertemperatur von 4°C im Erythrozytenkonzentrat (EK)
anreichern kann und durch die Transfusion eine groBe Menge von Bakterien und Endotoxin in den

Empfanger gelangt, was fur diesen lebensbedrohlich ist [75].

1.2.6 SONDERFALL IN DER TRANSFUSIONSMEDIZIN

In der Transfusionsmedizin ist VYersinia enterocolitica aufgrund ihrer Psychrotoleranz und
Adaptionsfahigkeit an die Umgebung von besonderer Bedeutung. Bis zur Jahrtausendwende war diese
Spezies an knapp der Halfte der transfusionsbedingten Zwischenfalle durch Erythrozytenkonzentrate
beteiligt [93, 94]. Die dadurch entstehenden Komplikationen verlaufen nicht selten todlich [25, 95-97]. Die
Inzidenz einer Ubertragung von Yersinia enterocolitica durch EK wird von der WHO auf 1: 6 Millionen EK-

Transfusionen geschatzt [98].

Um in ein EK zu gelangen, muss Yersinia enterocolitica mehrerer Hirden Uberwinden: Die Bakterien
gelangen Uber kontaminierte Nahrungsmittel in den Darm des Spenders, entziehen sich der
wirtsspezifischen Abwehr, vermehren sich in den Peyer Plaques und disseminieren (iber die Lymphbahnen.
Durch die erfolgreiche Hemmung der Immunantwort verlauft die Infektion mit Yersinia enterocolitica
inapparent und aufgrund fehlender Diagnostik und ausbleibender Symptomatik erfolgt die Freigabe zur
Blutspende. So ist es moglich, dass auch bei sorgsamer vorheriger Befragung und Untersuchung des
Spenders eine Yersinia-Bakteridmie nicht immer erkannt wird. In der Literatur werden fir bakteriamische
Spender Keimzahlen von 1 bis 100KBE/ml Blut angegeben, teilweise sogar 0,03 bis 0,3KBE/ml [8, 83, 94,

99]. Durch die initial niedrige Keimzahl im Blut und die fehlende Freisetzung von Entziindungsmediatoren
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kdnnen erwartete Symptome (Enterokolitis, Abdominalschmerz) ausbleiben, schon Tage bis Wochen

zuriickliegen oder erst nach der Spende auftreten [8, 83, 100].

Auch die anfanglich geringe Endotoxinbelastung verursacht beim Spender keine symptomatischen
Beschwerden und gibt somit keinen Hinweis auf eine Erkrankung. Dies ist durch die kurzkettige Struktur
der Endotoxine bedingt, die in dieser Form als membranstdndige Lipopolysaccharide der gramnegativen

Bakterien vorkommen [8, 101].

Der Erreger gelangt durch das Blut des Spenders in das Beutelsystem. Nach der Blutseparation proliferieren
die Bakterien - durch die niedrige Lagertemperatur etwas verzogert - innerhalb von zwei bis drei Wochen
in der EK-Komponente, da die Teilungsrate der Bakterien bei kalten Temperaturen eingeschrankt ist [102].
Der Eisenbedarf von Yersinia enterocolitica wird durch den beginnenden Zerfall der Erythrozyten und dem

somit frei werdenden Hamoglobin-Eisen gedeckt [8].

Bedingt durch die niedrige Lagertemperatur der EKs wird die langkettige Form der Lipopolysaccharide
gebildet. Diese kdnnen sich von der duReren Bakterienmembran ablésen und als freies Endotoxin wirksam
werden. In der Absterbephase der Bakterien werden die Lipopolysaccharide vermehrt aus der Membran
freigesetzt und reichern sich mit zunehmender Lagerdauer im EK an [8, 25]. Die hohen Konzentrationen an
LPS und die grofle Menge an Bakterien fiihren bei einer Transfusion zur einer sehr schweren, oft tédlich
verlaufenden Sepsis des Rezipienten [8, 48, 97, 101, 103]. Die Stimulation der phagozytierenden Zellen
durch das LPS und die daraus resultierende Zytokin-Ausschittung, die in einer systemischen und
unkontrolliert inflammatorischen Antwort miindet, wird als auslésender Faktor des septischen Schocks

angesehen [28, 83].

Bei diesen fatalen Verlaufen wurde die Lagerdauer der Komponenten von 21 Tagen meist iberschritten
[104]. Potentiell gefahrliche Konzentrationen an Endotoxin kdnnen aber auch in kiirzerer Zeit entstehen

und eine verkiirzte Haltbarkeit von EK schiitzt nicht in jedem Fall vor fatalen Verldaufen [105].

Die Zahl der fatalen verlaufenden Transfusionsreaktionen durch Yersinia enterocolitica wird mit ca. 1: 10°
bis 1: 10’ transfundierter EKs angegeben [83]. Von 1975 bis 2007 wurden weltweit 55 Falle einer
Ubertragung durch Erythrozytenkonzentrate publiziert. Die Mortalitdtsrate wurde mit 54,5% berechnet.
Bottone berichtete in seiner Publikation 1997 im Zeitraum zwischen 1975 und ca. 1996 von 27 (64%)
todlich verlaufenen Fillen [25, 83]. Da die Daten zu Transfusionsreaktionen weltweit bis Ende des letzten
Jahrtausends nicht systematisch erfasst wurden, kénnen die Zahlen fiir diese Zwischenfélle nur geschéatzt
werden [8]. Auch heutzutage ist die Ruckverfolgbarkeit von bakteriell assoziierten

Transfusionszwischenfallen durch fehlende Spenderbeutel nicht immer gegeben. Im SHOT-Report von 2012
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werden beispielsweise zwei Falle von bakteriell kontaminierten EKs aufgefiihrt, bei denen die Bakterien
aufgrund dieser Tatsache nicht identifiziert werden konnten [106]. Im Jahr 2005 wurden in Frankreich zwei
Fille einer Ubertragung mit Yersinia enterocolitica bekannt, die einen fatalen Ausgang hatten [83, 107]. In
Italien starb im Jahr 2015 eine Frau an einer kontaminierten unfiltrierten EK-Komponente. Die

Leukozytendepletion wurde dort indikationsbezogen durchgefiihrt [108, 109].

1.2.7 NACHWEIS VON YERSINIA ENTEROCOLITICA IM BLUT

Die Kultivierung in geeigneten Flissigmedien ist eine sehr empfindliche Methode zum Nachweis von
Bakterien. Hierzu wird eine zu untersuchende Probe in Kulturmedium inokuliert und bei geeigneten
Temperaturen Uber einen gewissen Zeitraum bebriitet. Der visuelle Nachweis erfolgt iber Triibung und
Subkultur zur Identifizierung. Die theoretische Nachweisgrenze liegt bei einer KBE/ml. Der Nachteil dieser
sehr sensitiven Methode ergibt sich aus der langen Zeitspanne bis zur Freigabe der Blutkomponente, da
erst bei einer recht hohen Keimzahl eine Detektion moglich ist [110]. Durch die oftmals vorhandene geringe
Anfangskeimzahl im Blut des Spenders muss, im Vergleich zu Proben fiir den Nachweis von Viren, ein relativ
groRes Probenvolumen sowohl aerob als auch anaerob inkubiert werden. Die Beprobung sollte so spat wie
moglich erfolgen, damit sich im Blut befindliche Bakterien vermehren kdnnen, um den Probenfehler so
klein wie moglich zu halten (,Sampling Error). Da die Inkubationsmethoden, abhingig von der
Adaptionsphase der Bakterien aber einen gewissen Zeitvorlauf benoétigen, misste die Probenahme sehr

friih erfolgen, um ein Ergebnis vor Freigabe zu erhalten [111, 112].

Zur mikrobiologischen Kontrolle werden fir die Testung von Blutkomponenten heutzutage in den
Blutspendediensten Kulturautomaten verwendet, da das Beimpfen der Kulturmedien mit Blut bereits zu
einer Tribung flhrt und eine visuelle Bewertung von mikrobiologischem Wachstum unmaoglich macht.
Dazu wird das Blut in Kulturflaschen injiziert und in einer speziell dafiir vorgesehenen Inkubationseinheit
bebriitet. Die Detektion im Kulturautomaten erfolgt iber die Vermehrung der Bakterien pro Zeiteinheit

durch kolorimetrische Messung der CO,-Produktion von Mikroorganismen [113, 114].

In den letzten Jahrzehnten hat sich neben den Kulturverfahren die PCR zum Nachweis von Yersinia
enterocolitica in Blut etabliert [23, 31, 32, 66, 115]. Es hat sich gezeigt, dass diese Spezies mit diesem
Nachweisverfahren auch in Lebensmitteln detektiert werden kann [116-118]. Der Vorteil der
molekularbiologischen Methoden besteht einerseits in der kurzen Detektionszeit, andererseits in der

Diskriminierung von pathogenen und apathogenen Stammen durch den Nachweis von plasmidkodierten
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Zielgenen in der Probe [23, 31, 32, 66, 72, 119]. Vielversprechend ist auch der sensitive Nachweis aus

Schweinefleisch, das als hauptsichliche Quelle fiir die Ubertragung auf den Menschen gilt [120].

Zur lsolierung aus Lebensmitteln wurde friiher die zeitaufwandige Kalteanreicherung auf Agarplatten
angewandt. Da diese Spezies bei Kihlschranktemperaturen vermehrt werden kann, allerdings langsamer
als bei hoheren Temperaturen, wird das Wachstum der Begleitflora (beispielsweise in Faeces) unterdriickt
[8]. Auch selektive Nahrboden mit und ohne Antibiotikazusatze kommen zur Anwendung um diese Spezies

anzureichern. Einige dieser Medien erlauben eine Aussage Uber den Plasmidbesitz der Zellen [67, 70, 119].

Die Serogruppenbestimmung erfolgt immunologisch Uber Agglutination, die Biogruppen werden

biochemisch bestimmt [12, 229, 230].

1.2.8 SPENDERSCREENING HINSICHTLICH EINER INFEKTION MIT YERSINIA ENTEROCOLITICA

Die VYersinia-Bakteridmie eines unauffalligen Spenders ldsst sich methodisch nicht eindeutig
diagnostizieren. Serologische Untersuchungen durch Antikérpernachweis-Verfahren sind aufwendig und
teuer. Bei einer Infektion bildet der Kérper zunachst IgM-Antikérper gegen die Erreger. Dies geschieht in
den ersten Tagen. Generell lassen sich IgM-Antikorper erstmals etwa nach einer Woche nachweisen. Im
weiteren Verlauf sinkt die Konzentration der IgM-Antikorper wieder und wird durch den Anstieg von IgG-
und IgA-Antikorpern abgeldst. Nach etwa 6-8 Wochen sind keine IgM-Antikérper mehr nachweisbar.
Serologische Blutuntersuchungen kénnen also gleich zu Anfang der Infektion, d.h. innerhalb der ersten
Woche noch ,falsch-negativ’ oder nach 6-8 Wochen schon wieder ,falsch-negativ“ sein. Bei einem
positiven IgM-Nachweis misste der Spender ein zweites Mal auf einen Anstieg des AK-Titers (IgM)

untersucht werden.

Die Haufigkeit positiver Serotyp-unabhdngiger Tests (Kreuzreaktionen mit anderen gramnegativen
Bakterien) und das haufige Vorkommen von Antikorpern in der deutschen Bevdlkerung stehen hier im
Kontrast zu den sehr seltenen Yersinia-spezifischen Transfusionsreaktionen. Die serologische

Untersuchung der Spender wird deshalb in der Transfusionsmedizin nicht praktiziert [8, 25, 121].

Ein Erregernachweis im Stuhl durch Kalteanreicherung ist langwierig. Neben Y. enterocolitica werden dabei
auch die apathogenen Vertreter dieser Gattung oder andere psychrophile, nicht relevante Bakterien
vermehrt [8]. Die einzige Moglichkeit zur Prophylaxe besteht in der anamnestischen Erhebung von
Durchfall innerhalb der letzten vier Wochen. Diese Vorgehensweise wird in den ,Hamotherapie-

Richtlinien” berlicksichtigt [122].
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1.2.9 EPIDEMIOLOGISCHE SITUATION IN DEUTSCHLAND

Die Yersiniose ist eine durch hauptsachlich tierische Lebensmittel auf den Menschen lbertragene Infektion
mit Yersinia enterocolitica oder Yersinia pseudotuberculosis. Seit 2001 ist diese Erkrankung in Deutschland
meldepflichtig. Der iberwiegende Anteil der Yersiniosen kann auf Yersinia enterocolitica zurtickgefiihrt

werden. Yersinia pseudotuberculosis ist nur in geringem Mal3e beteiligt [50, 75].

Sie wurde 2010 im RKI Jahresbericht noch als die dritthaufigste bakterielle Zoonose in Deutschland
beschrieben [123]. In der EU lag sie 2015 mit 6471 Fallen auch auf Platz drei, die Zahlen sind aber riicklaufig
[124]. Auch in Deutschland wurden 2014 weniger als 2500 Neuinfektionen an das Robert-Koch-Institut
gemeldet. Im Jahr 2002 (hochster Infektionsrate) dagegen lag die Zahl noch bei 7515 Féllen. Im Jahr 2011
stieg die Anzahl der gemeldeten Fille wieder etwas an. Vermutlich war die Bevolkerung durch den
damaligen HUS/EHEC-Ausbruch sensibilisiert und es erfolgten mehr Arztbesuche. Die Zahl fiel dann weiter
bis 2014 ab und hat in diesem Jahr den niedrigsten Wert seit Erfassung erreicht (s. Abbildung 1-3). Im Jahr

2015 stieg die Zahl der Yersiniosen wieder leicht an.
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Yersiniosen in Deutschland in den Jahren 2001 bis 2015 aufgeteilt nach Serogruppen
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Abbildung 1-3: Gemeldete Erkrankungen verursacht durch Yersinia enterocolitica in Deutschland.

Nach *Rosner 2010, **Epidemiologisches Bulletin 2004, 43. 2001 trat erstmals in Deutschland eine Infektion des
Serotyp 0:8 auf [5]. In den Jahren 2002 und 2003 wurde keine Infektion mit dem Serotyp 0:8 gemeldet. Darauffol-
gend gab es jahrlich Neuerkrankungen [125].

In den infektionsepidemiologischen Berichten liegt die Inzidenz der Erkrankung bei einjdhrigen Kindern am
hochsten, nimmt mit zunehmendem Alter ab und ist in allen Bundeslandern recht konstant. Unterschiede
in der Inzidenz zwischen den Bundesldndern lassen sich hauptsachlich auf Schwankungen in der

Altersgruppe , Kinder unter 5 Jahren” zuriickfihren [5, 126].

Die Infektion wird vor allem durch ungeniigend erhitztes Schweinefleisch Gbertragen. Im Jahr 2014 kon-
sumierten im Durchschnitt Manner doppelt so viel Fleisch wie Frauen. Aufgetrennt in verschiedene Al-
tersgruppen liegen die 19- bis 24-jahrigen weiblichen Deutschen unter dem Durchschnitt, die Gruppe der
65- bis 80-jahrigen etwas dariiber, was wahrscheinlich an der steigenden Mortalitatsrate der Manner in
dieser Altersgruppe liegt [127]. Auch 2015 lag die Infektionsrate von Yersiniosen bei Frauen in der Alters-
gruppe von 20 bis 39 Jahren unter der von Madnnern. Erst ab einem Alter von 50 Jahren und élter ist ein

leichter Trend nach oben zu verzeichnen [126].
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Abbildung 1-4: Fleisch- und Wurstverzehr nach Bundeslandern und Geschlecht in Deutschland im Jahr 2015 in
Gramm pro Tag. Quelle: Deutscher Fleischatlas 2016 (Heinrich Boll Stiftung und BUND)

In Thiringen, Sachsen und Sachsen-Anhalt ( *) ist nach Angabe des Robert-Koch-Instituts die Rate der
Neuansteckungen pro 100 000 Einwohner am hochsten. Im Fleischatlas 2016 ist die Verteilung des
Fleischverzehrs nach Bundesldndern aufgefiihrt (s. Abbildung 1-4). Die drei 0.g. Bundeslander liegen auch
hier an der Spitze des Fleischkonsums. Allerdings ist nicht aufgefiihrt, welche Art von Fleisch, in welchem
Stadium der Verarbeitung und von welcher Altersgruppe konsumiert wurde [128]. Generell ist der
Schweinefleischkonsum von 39,4 kg im Jahr 2011 auf 38,2 kg im Jahr 2014 pro Kopf leicht gefallen (s.
Abbildung 1-5). Auch der Verbrauch ist seit 2001 recht konstant hat erst 2012 leicht abgenommen [129].
Schweinefleisch ist das am haufigsten konsumierte Fleisch in Deutschland. Daraus koénnte die
vergleichsweise hohe Pravalenz fiir Yersiniose in Deutschland im Vergleich zu anderen europdischen
Landern resultieren. Aber auch andere Faktoren wie Untersuchungs- und Isolationsmethoden,
Meldehaufigkeit, Unterschiede in der Diagnostik, Underreporting, Lebensmittelverarbeitung,

Durchseuchungsraten der Schweine, Verzehrgewohnheiten kénnen hierbei eine Rolle spielen [5, 50, 130].
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*2014 vorlaufig. Verbrauch: Nahrung, Verfiitterung an Tiere, industrielle Verwertung, Verluste, einschlieBlich Knochen.
Verzehr: Nahrung; darin sind etwa 4,3 Kilogramm Fleisch- und Wurstabfalle im Endverbrauch enthalten.

Abbildung 1-5: Fleischatlas regional 2016: Verbrauch und Verzehr von Fleisch in Deutschland von 2011 bis 2014
(angegeben in Kilogramm). Urheber: Heinrich-Boll-Stiftung, BUND / Dieses Bild steht unter einer Creative Commons
Lizenz [129].

Es wird vermutet, dass verbesserte Lebensmittelkontrollen und HygienemalRnahmen wahrend der
Lebensmittelverarbeitung fiir die sinkenden Zahlen der Neuerkrankungen verantwortlich sind [5]. Dennoch
ist die Yersiniose eine Zoonose mit einer recht hohen Gesundheitsrelevanz beziglich der

Neuerkrankungsrate und den méglichen Folgeerkrankungen [5].

Aufgrund der oftmals leicht verlaufenden Symptomatik nach der Infektion ist eine Untererfassung der Falle

von Infektionen wahrscheinlich [131].

1.3  VOLLBLUT UND SEINE BLUTKOMPONENTEN

Blutprodukte sind Arzneimittel im Sinne des Arzneimittelgesetzes (AMG) bzw. des Transfusionsgesetzes
(TFG). Ihre Anwendung und Kontrolle und sind national geregelt. Sie unterliegen den Vorschriften des
Arzneimittelrechtes [132]. Die Herstellung von Blutkomponenten ist transfusionsmedizinischer Standard.

Ihre Gewinnung erfolgt durch Vollblutspenden oder durch die jeweiligen Apherese-Verfahren. Die Her-
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stellung von Blutkomponenten durch Apherese erfolgt Giber Zellseparatoren, die eine ausschlieRliche Ge-
winnung einer Komponente erlauben. Es werden je nach Zellart 500 bis 750 ml Aphereseblut gewonnen

[122]. Im Weiteren wird auf die Verarbeitung von Vollblut in Deutschland eingegangen.

Bei der Vollblutspende werden 450 ml bis 500 ml Vollblut entnommen und in ein steriles, geschlossenes
Beutelsystem mit einer Stabilisatorldsung Gberfiihrt [122]. Die meist eingesetzte CPD-Stabilisatorlsung
besteht aus den Komponenten Citrat, Phosphat und Dextrose. Das Citrat wirkt antikoagulierend, die
Phosphatverbindung verhindert das Absenken des pH-Wertes, das durch die anaerobe Glykolyse der
Erythrozyten erfolgt und als Stoffwechselprodukt Milchsaure freisetzt. Die Dextrose wird zur Energiebe-

reitstellung benoétigt [122, 133].

Das Beutel-System besteht aus mehreren Einzelbeuteln, die tber Schlduche verbunden sind, sodass eine

keimfreie Auftrennung und Separation in die Lagerbeutel (EK und Plasma) moglich ist.

Wird bei der Herstellung auf das TK verzichtet, findet die Leukozytenfiltration vor der Zentrifugation der
Vollblutspende statt. Hierbei bleibt ein Grofteil der Thrombozyten im Filter hdngen. Nach Zentrifugation

wird das Plasma von der EK-Komponente abgetrennt.

Die Herstellung der Komponenten Plasma, EK und TK aus Vollblut erfolgt im ersten Schritt durch

Zentrifugation. Die Blutkomponenten werden nach ihrem spezifischen Gewicht aufgetrennt [134].

Wahrend des Zentrifugationsvorgangs wird die Zellsedimentation zunachst vom Zellradius bestimmt, d.h.
die Leukozyten erreichen als erste den Beutelboden. Durch die hohe Dichte der Erythrozyten werden die
Leukozyten dann aber verdrangt und bilden den Buffy-Coat gemeinsam mit den sehr langsam
sedimentierenden Thrombozyten in der Mittelschicht des Beutels. Dieses Phdanomen wird nur bei 20°C

erreicht [134, 135].
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EINLEITUNG

Blutbestandteile spezifisches Gewicht  GroRe der Blutzellen Lebensdauer
Plasma 1,026g/ml Gelbste Proteine -
Thrombozyten 1,058g/ml 2-3,5um; 0,5-0,8um 5-10d
Monozyten 1,062g/ml bis 20 um 1-3d
Lymphozyten 1,070g/ml Inaktiv 6-9 um; aktiviert 9-15 um 12 d bis Jahre
Granulozten 1,082g/ml 10-17 um h bis wenige d
Erythrozyten 1,100g/ml @ 7-8 um, 2,4 um dick, Mitte 1 pum  120d

[136] GroRe: [137], Lebensdauer: [138, 139]

AnschlieBend werden die Komponenten EK und Plasma in die entsprechenden Beutel abgetrennt. Das

Plasma wird innerhalb von 24 Stunden eingefroren. Um ein Thrombozytenkonzentrat (TK) herzustellen

wird der im Vollblutbeutel verbliebene Buffy-Coat (BC=Trennschicht mit Leukozyten und Thrombozyten)

mit drei bis vier anderen blutgruppenidentischen Buffy-Coats aus anderen Vollblutspenden in einem

Beutel unter Zugaben von Thrombozyten-Lagerlésung oder Plasma vereinigt, zentrifugiert und abgepresst.

TABELLE 1-2: LAGERUNG UND HALTBARKEIT VON BLUTKOMPONENTEN IM UBERBLICK

EK Pool-TK Plasma
Gehalt an Blutzellen >2x 10**/Einheit k.A.
Lagerung 4°C £2°C 22°C+2°C -30 bis -40°C
unter Agitation (tiefgefroren),
+2 bis 25°C
(lyophilisiert)
Haltbarkeit 28-49d 4x 24h ab Mitternacht 2-3a
des Entnahmetags
Volumen Ca. 300 ml 260-360 ml 220-360 ml
Restleukozyten < 1x 10° Leukozyten/EK  <1x 10° Leukozyten/TK  <0,1x 10%!I

Quelle: [122, 133, 135]
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Nach der Herstellung der zellhaltigen Komponenten findet eine Reduktion der Leukozyten durch Filtration
statt. Diese Abreicherung wird vor der Lagerung der Blutkomponenten durchgefiihrt und soll
unerwiinschte  Nebenwirkungen  vermeiden. Dazu  gehoren  febrile  nicht-hdmolytische
Transfusionsreaktionen, Alloimmunisierung gegen HLA-Antigene, Immunsuppression des Empfangers, die
Graft-versus-Host-Krankheit und die Ubertragung von leukozytenstandigen Erregern von Viren, aber auch

von Yersinia enterocolitica [133, 140-142].

1.3.1 ERYTHROZYTENKONZENTRAT (EK)

Die Filtration von EKs erfolgt nach den ,Leitlinien zur Therapie mit Blutkomponenten und Plasmaderivaten’
der Bundesirztekammer (BAK) und kann an unterschiedlichen Stellen im Herstellungsprozess durchgefiihrt

werden:

a) Das Vollblut wird vor der Zentrifugation filtriert. Der Filter halt Leukozyten und Thrombozyten
zuriick. Nach Zentrifugation und Separation erhalt man ein leukozytendepletiertes EK und ein

Gefrorenes Frischplasma.

b) Das Vollblut wird zentrifugiert, Plasma und Buffy-Coat (zur TK-Gewinnung) werden abgetrennt und

das EK wird iber einen Leukozytenfilter gegeben.

c) Apheresepraparate werden entweder wahrend der Herstellung oder nach der Blutgewinnung

filtriert.

In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen wurde zur Herstellung der EK-Komponenten

ausschlieBlich nach Methode b) gearbeitet.

Dazu wird das EK nach der Zentrifugation in einen Zwischenlagerbeutel gepresst, der mit einem
Leukozytenfilter und dem Lagerbeutel verbunden ist. Das Erythrozytenkonzentrat wird mit Hilfe der
Schwerkraft durch Aufhdngen von Leukozyten befreit und im Lagerbeutel (mit Additividsung) bei
Kihlschranktemperatur aufbewahrt [142, 143]. Die Additiviésung (z.B. SAG-M, PAGGS-M) enthélt Glukose
als Nahrstoff fir die Erythrozyten, Mannitol zur Reduktion der Hamolyse-Rate und Adenin zur ATP-
Produktion. Sie werden zur Verlangerung der Haltbarkeit und Erhalt der Qualitdt der Erythrozyten

eingesetzt.

Die Haltbarkeit der Praparate betragt 28 bis 49 Tage je nach Verfahren nach den Angaben des Herstellers.

Die Lagerungstemperatur ist bei +4°C +2°C definiert [133].
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Auch kryokonservierte, gewaschene und bestrahlte EK werden fiir spezielle Indikationen hergestellt [122,
135], die bedingt durch die geringen Produktionszahlen und die Art der Herstellung in dieser Arbeit nicht

weiter erwahnt werden.

Additivlosungen werden seit Mitte der 80er Jahre verwendet. Deutlich vor der Einfliihrung der
Leukozytendepletion (s. Kapitel 1.5 ) nahm die Haufigkeit von Transfusionszwischenféllen durch mit
Yersinia enterocolitica kontaminierte EKs zu [85]. Der Verdiinnungseffekt des Plasmas durch die
Additiviosung konnte die Wachstumsbedingungen von Yersinia enterocolitica verbessert haben.
Experimente der Arbeitsgruppe Gibb konnten zeigen, dass sich das Bakterium in 20%igem Plasma
vermehren konnte [144]. Allerdings fanden die Experimente nicht in EK-Komponenten statt, in denen

andere Umgebungsbedingungen herrschen als in mit Additividsung verdiinntem Plasma.

1.3.2 THROMBOZYTENKONZENTRAT (TK)

Leukozytendepletierte Pool-TK werden im geschlossenen System aus vier bis sechs Buffy coats oder
fertigen Einzelspender-TK zusammengefiihrt und anschlieRend durch Filtration von den Leukozyten befreit.
Das kleine Zellvolumen der Thrombozyten ermoglicht die Trennung von den anderen Blutzellen bei
niedrigen Umdrehungszahlen und kurzer Laufzeit [122, 133]. Die bei der Zentrifugation entstehende obere
thrombozytenhaltige Schicht wird Gber einen Leukozytenfilter in einen TK-Lagerbeutel abgepresst und bei
22°C +2°C unter Agitation gelagert [135]. Einige Blutspendedienste verwenden zur Lagerung der TKs

Plasmaersatzlésung, um die Qualitdt der Thrombozyten zu erhalten [145].

Apherese-TK werden im Anschluss an die Gewinnung leukozytendepletiert oder direkt wahrend der
Separation filtriert. Die Lagertemperatur betragt +22°C +2°C bei standiger Agitation. Die Dauer ist mit 4
Tagen (4 x 24 h) angegeben, gerechnet ab 24:00 Uhr des Entnahmetages. Fiir gammabestrahlte TKs gelten
dieselben Lagerbedingungen wie flr nicht bestrahlte Ausgangsprdparate. Von dieser Regel sind
pathogeninaktivierte Thrombozytenkonzentrate ausgenommen. Sie diirfen bis maximal 5 Tage nach der

Spende verwendet werden [122, 146].

1.3.3 GEFRORENES FRISCHPLASMA (GFP)

Die Plasmakomponente entsteht im ersten Schritt der Separation von Vollblut nach der Zentrifugation
durch Abpressen der einzelnen Schichten in den im Beutelsystem integrierten Lagerbeutel. Das Plasma

wird bei -40°C schockgefroren und dann bei -30°C gelagert. Nach einer Quarantdnezeit von 4 Monaten
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muss der Spender erneut auf virologische Infektionsparameter getestet werden, damit das Plasma zur

Spende freigegeben werden kann [135].

1.4  ANTIMIKROBIELLE EIGENSCHAFTEN DES BLUTES

Zur Abwehr von Mikroorganismen besitzt das Immunsystem zwei verschiedene effektive Mechanismen,
die sich gegenseitig in einer konzertierten Aktion ergidnzen, die antigenunabhangige angeborene

Immunitat und die spezifische, gegen bestimmte Fremdstrukturen gerichtete Abwehr [147, 148].

Bei Erstinfektion mit Yersinia enterocolitica werden die Komponenten der unspezifischen Abwehr
(humorale und zelluldare Antwort) aktiviert [29, 147-149]. Sie arbeiten antigenunspezifisch und sorgen
dafiir, dass der Wirtsorganismus bei einem Zweitkontakt schnell auf den Erreger reagieren kann [29, 147—

150].

Im fortgeschrittenen Stadion der Infektabwehr oder bei Zweitkontakt mit dem Antigen ibernimmt die
adaptive, also die durch den Erstkontakt gebildeten Immunzellen die Hauptaufgabe. Dazu muss es mit
antigenprasentierenden Zellen in Kontakt getreten sein und Gedachtniszellen gebildet haben, bevor es
Antigene erkennen und eliminieren kann. Hierzu gehoren die B- und T-Lypmphozyten. B-Zellen sind die
Trager der spezifischen humoralen Immunitat. Sie besitzen Antikorper gegen spezifische Antigene auf ihrer
Oberflache und bilden bei Kontakt Plasmazellen, die dann vermehrt diese Antikorper nachproduzieren. Die
T-Zellen gehoren zur zelluldaren Abwehr und lassen sich in verschiedene Effektorzelltypen differenzieren,
die wiederum unterschiedliche Funktionen ausiliben. Sie binden an infizierte antigenprasentierende Zellen
und aktivieren durch Zytokinausschiittung die B-Zellen, Makrophagen und Neutrophile. Sie stimulieren
zytotoxische T-Zellen, die apoptotisch auf virusinfizierte Zellen, intrazelluldre Bakterien und Tumorzellen
wirken. Auch sind sie an einer kontrollierten Stimulierung und Beendigung der Immunantwort beteiligt

[139, 150].

Die humorale Abwehr wird durch das Komplementsystem bereitgestellt, ein System aus Uber 20
Serumproteinen, die in ihren Vorstufen im Blutplasma zirkulieren. Es reagiert einerseits mit an Antigene
gebundenen Antikérpern auf dem klassischen Weg und gehoért somit zur adaptiv-humoralen
Immunantwort. Eine weitere und schnellere Aktivierung erfolgt durch den alternativen Weg (ber die
Bindung des Proteins C3b an die Oberflachenstruktur eines Mikroorganismus, der PAMPs (pathogen
associated molecular patterns), wie zum Beispiel dem LPS von Yersinia enterocolitica. Dies |6st eine
Signaltransduktionskaskade aus, die dann zur Opsonierung und zum Lysieren des Erregers fihrt.

Gramnegative Bakterien kdnnen durch den gebildeten Membran-Angriffs-Komplex (MAC) lysiert werden,
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die Mureinschicht der grampositiven Bakterien allerdings schiitzt die zytoplasmatische Membran vor
Perforierung durch MAC. Grampositive Erreger werden durch Opsonierung von C3b (Komplement) durch
Phagozytose eliminiert [136, 143, 147, 148, 150, 151]. Der Faktor C3b des Komplementsystems wird im
Plasma dauerhaft gebildet. Kann sich C3b nicht an PAMPs anlagern und bleibt frei, wird es von Faktor H

gebunden und von Faktor | inaktiviert. Dieses Kontrollsystemverhindert die Anhdaufung von C3b.

Die zelluldren Komponenten der unspezifischen Abwehr werden aus Leukozyten rekrutiert und bestehen
aus Monozyten/Makrophagen, Neutrophilen und dendritischen Zellen. Sie eliminieren die
Mikroorganismen durch Phagozytose. Die Rekrutierung der phagozytierenden Zellen in das infizierte
Gewebe wird durch Chemokine (I6sliche Lockstoffe) vermittelt. Die Opsonierung der Fremdkdrper erfolgt

durch Antikorper bzw. durch das Komplement [148, 150].

Neutrophile polymorphkernige Granulozyten (auch PMN oder Neutrophile genannt) sind 12-15 um groR
und haben nach ihrer Reifung im Gewebe eine Lebensdauer von 2 bis 3 Tagen. Sie zirkulieren im Blut und
wandern bei Infektion in das geschadigte Gewebe ein. Bei einer Infektion (durch Freisetzung am
Infektionsort) wandern sie zur Infektionsstelle und phagozytieren den Erreger. Ohne Kontakt mit

Infektionen werden sie nach einigen Stunden (6-8h) apoptotisch und durch Makrophagen abgebaut.

Monozyten sind im Gegensatz zu den PMN mit 50-70% nur mit 2-6% an der Anzahl der Leukozyten
vertreten. Nach der Bildung im Knochenmark zirkulieren Monozyten wenige Stunden bis Tage in der
Blutbahn, bevor sie ins Gewebe wandern und dort zu Makrophagen ausreifen. Sie bilden zusammen das
Monozyten-Makrophagen-System (MMS). Mit 20 um sind sie etwas groer als die Neutrophilen und
kdnnen Monate bis Jahre im Gewebe liberleben. Ihre Hauptaufgabe ist die Phagozytose und Abtétung,
aber auch die Prdsentation von Antigenen. Sie sezernieren Zytokine, um die Zellen der adaptiven

Immunabwehr zu stimulieren [139, 150].

Auch die dendritischen Zellen sind zur Antigenprdsentation befdhigt. Sie bilden Verastelungen im Gewebe
aus. Sie Uberwachen das Gewebe durch die standige Aufnahme von Substanzen aus ihrer Umgebung und
aktivieren das Immunsystem aufgrund von peripheren Signalen. Mikrobielle Strukturen werden von
dendritischen Zellen identifiziert und Zytokine ausgeschittet. Sie nehmen den Erreger durch Phagozytose
auf und wandern zu den Lymphknoten, wo sie den dort befindlichen T-Zellen die antigenen Strukturen
prasentieren. So spielen sie eine zentrale Rolle in der Verbindung der beiden Immunabwehrmechanismen

[58, 150, 152].

Enteropathogene Yersinia enterocolitica-Stamme besitzen Mechanismen um die Immunantwort zu

deaktivieren. Das plasmidkodierte Membranprotein YadA bindet Faktor H des Komplementsystems, der
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sich an C3b anlagert. C3b wird durch Faktor | inaktiviert, was die Komplementkaskade deaktiviert [153].
Neueste Studien zeigen, dass YadA auch C3b bzw. die inaktivierte Form von C3b bindet und so die Bildung
von Faktor H fordert. Faktor H lagert sich wiederum an C3b an und lasst somit weitere inaktivierte Proteine

entstehen, die die Komplementaktivierung des alternativen Wegs hemmen [39].

Um die Zellen der unspezifischen Immunabwehr auszuschalten, werden von Y. enterocolitica
Effektorproteine (Yops) Uber das Type Three Secretion System (TTSS) in die Wirtszellen geleitet, die dort
die Signalausschittung zur Erkennung von ,Fremd” hemmen [65, 90]. Ob dieser Mechanismus zur
Beseitigung der Bakterien in Blut beitragt, konnte bisher noch nicht eindeutig geklart werden [85, 143]. In
Untersuchungen wurde gezeigt, dass immunkompetente Zellen keinen Effekt auf das plotzliche
Verschwinden der Bakterien in initial kontaminiertem (frischem vs. 2-Wochen altem) Blut hatten [85]. Dies
deutet darauf hin, dass das Komplement oder eine andere Plasmakomponente fir die Eliminerung der
Bakterien im Blut verantwortlich gewesen sein kdnnten. Die Leukozyten hatten keinen Einfluss auf das

Verschwinden des Erregers [85].

In Kontaminationsstudien mit Yersinia enterocolitica konnte beobachtet werden, dass sich Bakterienzellen
in frisch beimpften Blut nicht mehr wiederfinden lassen [85]. Erst nach einer lag-Phase von 7 bis 10 Tagen
wurde bakterielles Wachstum nachgewiesen. Die Uberlebenschancen der Bakterienzellen (Inokula von 5
bis 10 KBE/ml Blut) bei sofortiger Lagerung nach Kontamination bei 4°C waren groRer als mit 24 Stunden

Vorinkubation bei 20°C [85, 154].

Es wurde vermutet, dass sich Yersinia enterocolitica in Phagozyten vermehren kann. Ob diese Fahigkeit nur
zu Beginn der Infektion oder auch spater im Blut noch vorhanden ist, wurde nicht beschrieben. Die Invasion
in die Fresszellen durch virulente Yersinia enterocolitica-Zellen wird durch die plasmidkodierten Yops
vermittelt, die das spezialisierte Sekretionssystem TTSS rekrutieren. Allerdings werden enteropathogene
Yersinia als vornehmlich extrazelluldr standige Bakterien beschrieben. Ob und wie Yersinia enterocolitica

in Makrophagen eindringt, muss noch untersucht werden [28, 48, 90, 149, 155].

Auch Thrombozyten kénnen antimikrobiell wirksam sein. Kraemer et al konnte zeigen, dass aktivierte
Plattchen S. aureus abgegrenzt und Cluster gebildet haben, sodass das Bakterium in seiner Proliferation
beeintrachtigt wurde. Die Blutplattchen setzten ein Defensin frei, das fur die Hemmung des Wachstums

von S. aureus verantwortlich gemacht werden kann [Kraemer 2011].
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1.5 LEUKOZYTENFILTRATION (LF)

Seit dem 01.10.2001 dirfen in Deutschland ausschlieRlich Vollblute, Erythrozytenkonzentrate und
Thrombozytenkonzentrate in Verkehr gebracht werden, deren Gehalt weniger als 1 x 108 Leukozyten pro
Transfusionseinheit betragt (10% der hergestellten Komponenten diirfen mit 1x10” Leukozyten/ Einheit
abgegeben werden) [122, 156]. Auch in anderen europdischen Landern (GroRbritannien, Frankreich,
Niederlande, Portugal) und in Kanada und Neuseeland ist die Leukozyten-Depletion eingefiihrt worden

(s. Tabelle 1-3). In USA ist die Durchfiihrung optional und wird aufgrund 6konomischer Gesichtspunkte

indikationsbezogen durchgefiihrt [157-160].

Ubertragungen von Yersinia enterocolitica durch die Verwendung von leukozytendepletierten EKs sind in
Deutschland stark zuriickgegangen. Seit der Einfihrung wurde keine tddliche transfusionsbedingten
bakteriellen Infektionen mehr bekannt, an der Yersinia enterocolitica beteiligt war. Im Jahr 2007 wurde ein
Fall einer Ubertragung durch ein kontaminiertes EK an das Paul-Ehrlich-Institut gemeldet, bei dem der
Patient rekonvaleszierte [161]. Davor waren es drei fatal endende Falle in den Jahren 1995, 1997 und 1998

[162, 163].

In welchem MaRe die Leukozyten-Depletion an der Absenkung der Ubertragungen von Yersinia
enterocolitica durch Blutkomponenten beteiligt ist, scheint noch unklar zu sein. In einigen Studien, in
denen Blut artifiziell kontaminiert wurde, konnte die Effektivitdt der Filter zur Verminderung dieser
Bakterienspezies gezeigt werden [155]. Publizierte Falle nach Einfihrung sind selten. Ob die
Ubertragungen in anderen Liandern zuriickgegangen sind, ist unklar. Aufgrund der Himovigilanz-Daten des
Paul-Ehrlich-Instituts kann diese Aussage fir Deutschland getroffen werden (s. Tabelle 1-3). Bassuni
veroffentlichte in seinem Review ,Universal Leukoreduction’ die Anzahl der in Frankreich gemeldeten
bakteriellen Transfusionsreaktionen mit EKs 18 Monate vor und nach Einflihrung der MaRnahme. Die Zahl
fiel um 66% von 71 auf 24 Transfusionszwischenfalle. Inwiefern Yersinia enterocolitica daran beteiligt war,

wurde nicht erwdhnt [157].

In Italien kam es 2015 zu einem todlichen Transfusionszwischenfall durch ein nicht filtriertes EK. In diesem

Land ist die Leukozytendepletion optional geregelt [108].

In Tabelle 1-3 sind die Lander aufgelistet, in denen die Leukozytendepletion eingefiihrt wurde und Félle
von Ubertragungen publiziert worden sind. Aufgrund dieser Datenlage kann angenommen werden, dass
transfusionsbedingte bakterielle Infektionen durch Yersinia enterocolitica, vor allem die fatalen Ausginge

zurlickgegangen sind.
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TABELLE 1-3: TRANSFUSIONSASSOZIIERTE UBERTRAGUNGEN VON YERSINIA ENTEROCOLITICA VOR UND NACH
EINFUHRUNG DER LEUKODEPLETION

Land vorher Leukodepletion seit nachher
fatal rekonvaleszent fatal rekonvaleszent
Frankreich 1982, 1988, 1989 1988 04/1998 2005 1993, 2005

(3x), 1992, 2005

Kanada 1985 07/1999
Osterreich 1994 01/1999
GroBbritannien 1993, 1994 1988, 1996 10/19991
08/19992
Spanien/Portugal 1986 05/2001
Neuseeland 1989, 1991, 1992- 1991 07/2001 2008, 2010
1997 (4x)
Deutschland 1995, 1997, 1998, 1990, 2000 10/2001 2007
20017
Katar 01/2002
Niederlande 1975 01/2002 2007, 2009
Norwegen 1984 01/2002

*Zwischen 1997 und 2010 wurden 4 Fille einer Ubertragung von Yersinia enterocolitica durch EK an das Paul-Ehrlich-
Institut gemeldet. Zwei davon endeten tddlich, zwei Patienten rekonvaleszierten. ?= das Jahr der Publikation [83,
156, 157, 160-162, 164-168], [169, 170] 1=England, 2= Wales und Schottland.

Auch in den folgenden Landern wurde die Leukozytendepletion eingefiihrt: Luxemburg (12/1998), Irland
(01/1999), Schweiz (09/1999), Nord-Irland (10/1999), Malta (01/2001), Vereinigte Arabische Emirate
(07/2001), Katar (01/2002), Finnland (11/2002) und Australien (wahrscheinlich 10/2004) [160, 171].

Zur Filtration der Blutkomponenten werden i.d.R. Tiefenfilter mit unterschiedlichen PorengréfRen zwischen
10 und 50um eingesetzt, die liber mechanische und adhasive Eigenschaften eine Abreicherung von
Leukozyten erreichen [172]. Sie bestehen aus mehreren Schichten nicht gewebten Fasern aus Polyester
oder Polyurethan. Zur Erhéhung der Filtrationsleistung werden die Fasern ionisiert und chemisch

vorbehandelt. lhre Effektivitat hdangt von den physikochemischen Eigenschaften des Filtertyps und der
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Zusammensetzung der Blutkomponente ab. Eine Reduktion der Leukozyten bis zu 5 log-Stufen wird
erreicht [133]. Eine fiir die Vorgaben der Richtlinien ,,Hamotherapie” hinreichende Leukozytenfiltration
findet durch einmaliges Passieren des Blutes durch den Filter statt, der ein Bestandteil des geschlossenen
Beutelsystems ist. Die Leukozytendepletion ist prinzipiell vor oder nach der Zentrifugation méglich und
schlieBt sich auch an die Apherese an. Der genaue Wirkmechanismus der Retention ist bisher nicht

gekannt, wird aber sowohl durch mechanische und biochemische Prozesse hervorgerufen [173].

Die Entfernung der Leukozyten sollte erst 6 bis 24 Stunden nach der Blutentnahme bei Raumtemperatur
erfolgen, um moglichen Mikroorganismen die Anlagerung oder das Eindringen in bzw. die Beseitigung
durch die phagozytierenden Zellen des Blutes zu ermoglichen. Insbesondere fiir Yersinia enterocolitica
wurden systematische Untersuchungen mit unterschiedlichen Temperaturen und Inkubationszeiten
durchgefiihrt. Bei einer Vorinkubation von drei Stunden bei 20°C war die Abreicherung der inokulierten

Bakterienzellen am effektivsten [96, 157].

Verschiedene Autoren vermuteten, dass durch diese MalRnahme nicht nur ein Grofteil an Leukozyten,
sondern auch Yersinia enterocolitica aus dem Blut eliminiert werde. Allerdings wurde die vermutete
Reduktion der Bakterienzellen durch die Filtration von Blut bisher nur in Experimenten beschrieben, die
nicht die Bedingungen im Spenderblut wiedergespiegelt haben [105, 174, 175]. Dazu wurden mehrere

Hypothesen aufgestellt [154]:

e Yersinia enterocolitica befindet sich in phagozytierenden Zellen und wird dadurch im Filter
zuriickgehalten [48, 174].

e Die Bakterien adhdrieren an den Leukozyten entweder direkt oder durch mit C3b oder
antikérpermarkierte Bakterien und werden deshalb zurlickgehalten. Auch andere Proteine
kdénnten diesen Vorgang triggern [154, 176].

e Yersinia enterocolitica bindet direkt an Leukozytenfilter aufgrund der Oberflichenladung,
hydrophober Eigenschaften, mechanischen Kraften oder durch biologische Eigenschaften [154,
177, 178].

e Komplement inaktiviert die Bakterienzellen, verbessert das Adhasionsverhalten der Bakterien

zum Filtermaterial oder die Bakterien werden durch das Filtrieren abgetotet [143, 179, 180].

Es wird ein Einfluss der Plasmaproteine auf die Filtrationsleistung beschrieben. Versuche mit EKf und
Albumin zeigten eine geringere Reduktion von Bakterien im Gegensatz zu Saline bzw. Additiviésung [154,

179, 180]. AuBuchon beschreibt in seinen Experimenten die 100%ige Reduktion von Yersinia enterocolitica
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(Initialkeimzahl 25 KBE/ml) in EK durch Leukozytenfiltration, wohingegen die gleiche Menge an

Bakterienzellen in einer 5%igen Albuminlosung keine Abreicherung durch die Filtration erbrachte [105].

Viele Ergebnisse sprechen dafiir, dass die Reduktion von Y. enterocolitica vor allem durch das Komplement
im direkten Kontakt zu den Bakterien vermittelt wird (komplementvermitteltes Abtéten). Obwohl Yersinia
enterocolitica Abwehrmechanismen besitzt, scheint temperaturabhangig eine Eliminierung bzw. Reduktion

durch Plasmaproteine des Komplements mdglich zu sein [154].

Die Anheftung der Bakterienzellen an Leukozyten und deren Eliminierung durch die Filtration scheint
plausibel. Aber auch die Beseitigung der Bakterien durch die hydrophoben Wechselwirkungen mit dem

Filtermaterial ist wahrscheinlich [83, 105, 154].

Extrazellular Uberlebende Y. enterocolitica missen sich vor dem Komplement schiitzen um im Blut

Uberleben zu kdnnen. Innerhalb von Leukozyten oder anderen Kérperzellen sind sie geschiitzt.
Diese Spezies wird als fakultativ intrazellular beschrieben, lebt aber hauptsachlich extrazellular [48, 90].

Es wurden viele Studien zur Effektivitit der Abreicherung von Yersinia enterocolitica durch
Leukozytenreduktion durchgefiihrt [85, 96, 105, 143, 157, 181, 181]. Da die Vorgehensweise zur
Herstellung von Blutkomponenten in den verschiedenen Landern unterschiedlich ist, unterscheiden sich
auch die gepruften Parameter (Vollblut/EK, Initialkeimzahl, Temperatur und Zeitspanne der Vorinkubation,

Uberpriifung der Virulenz der eingesetzten Stimme, unterschiedliche Serotypen, Probenahmezeitpunkte).

1.6 TRANSFUSIONSBEDINGTE BAKTERIELLE INFEKTIONEN (TBBI)

Transfusionsbedingte bakterielle Infektionen sind nach dem erfolgreich eingefiihrten Viren-Screening fiir
HIV, HBV, HCV nun die haufigsten durch Blut lbertragenen Infektionen [83]. Damit eine TBBI gesichert ist,
muss der Erreger sowohl in der transfundierten Blutkomponente als auch im Empfangerblut nachgewiesen

werden [182].

Bakterien, die durch das Blut des Spenders oder wahrend der Spende in den Beutel gelangen, sind durch
eine geringe Anfangskeimzahl erst nach einer Latenzzeit im Blut nachweisbar und bleiben deshalb oft
unerkannt. Erst nach einer langeren lag-Phase kdnnen sie detektiert werden. Durch die Gabe dieser hoch
kontaminierten Komponenten verursachen die Bakterien schwerwiegende Transfusionszwischenfille, die
bis zum Tod des Patienten fiihren kdnnen [8, 100, 104]. Das Anfang der Jahrtausendwende eingefiihrte

»predonation sampling” kann zwar die durch Punktion der Haut eingebrachten Keime weitgehend
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verhindern. Endogene Erreger, wie zum Beispiel Yersinia enterocolitica, die sich schon vor der Spende im

Blut befanden, kdnnen allerdings nicht eliminiert werden.

Da der Eintrag der Mikroorganismen bei einer Transfusion intravenos erfolgt, wird die (berwiegende
Mehrzahl von Abwehrbarrieren (Haut, Magen, Darm) umgangen. Deshalb ist die Virulenz der Bakterien
sekundadr um einen Zwischenfall auszulésen [183]. Der Erreger muss sich gegen die natirlichen
Abwehrmechanismen des Spender- und Empfangerblutes zur Wehr setzen kénnen. Klinisch relevant sind
die Stamme, die im Blut vermehrungsfahig sind und dadurch zum Transfusionszwischenfall flihren kdnnen

[111, 184].

Der Grad der bakteriellen Transfusionsreaktion hdangt von der Virulenz und der Anzahl der transfundierten
Bakterien ab. Besonders gramnegative Bakterien, aber auch hohe Keimzahlen (> 10° KBE/ml) von weniger
virulenten Bakterien in der Transfusionseinheit sind fir das Auftreten und die Schwere der
Transfusionsreaktion verantwortlich [185]. Abhdngig von der Blutkomponente und deren Lagerung werden

unterschiedliche Bakterienspezies gefunden [183].

1.6.1 TRANSFUSIONSBEDINGTE BAKTERIELLE INFEKTIONEN DURCH THROMBOZYTENKONZENTRATE

Das Erregerspektrum von kontaminierten TKs besteht meist aus Kommensalen der Haut. Nach einer
Adaptionsphase von zwei bis drei Tagen Lagerzeit kdnnen vermehrungsfahige Bakterien im TK sehr hohe
Keimzahlen erreichen. Dadurch sind die Verldufe trotz der normalerweise geringen Pathogenitat der

residenten und transienten Hautbakterien schwerwiegend [183, 186].

Von den gefundenen Stammen sind 56% grampositiv, die meisten davon aerob. Die Mehrheit der tédlich
verlaufenden Zwischenfélle (60%) in TK ist durch gramnegative Bakterien induziert. Das Alter der
transfundierten TKs liegt bei einer TBBI in der Regel am Ende der Haltbarkeit [186—190]. Deshalb wurde
die maximale Haltbarkeitsfrist von finf Tagen auf vier Tage ab Mitternacht des Entnahmetages verkiirzt

(Votum 38 des Arbeitskreises Blut) [146, 191].

In der Literatur wurden erst zwei Transfusionszwischenféalle beschrieben, die auf mit Yersinia enterocolitica
kontaminierte TKs zurlickzufiihren waren. Die Patienten konnten in beiden Fillen wiederhergestellt

werden. Die Gaben der assoziierte EK Komponenten verliefen dagegen todlich [8, 192, 193].

30



EINLEITUNG

1.6.2 TRANSFUSIONSBEDINGTE BAKTERIELLE INFEKTIONEN DURCH PLASMA

Da Plasma nach der Herstellung eingefroren und erst kurz vor Gabe wieder aufgetaut wird, geht von dieser
Komponente ein vergleichsweise niedriges Risiko einer Ubertragung aus. Aufgrund der
Lagerungstemperatur bei -30°C, den Quarantanelagerungsbedingungen und des hohen Gehaltes an
Komplement bietet es den Mikroorganismen wenig Gelegenheit sich zu vermehren. Einzelne Falle wurden
in Verbindung mit dem Auftauvorgang im kontaminierten Wasserbad und einer verlangerten Zeitperiode
nach dem Auftauen bis zur Transfusion beschrieben [183, 194]. Der Hamovigilanz-Bericht von 2013-2014
dokumentiert finf Falle von bakteriell kontaminierten GFP zwischen 1997 und 2010, bei denen es zu
Zwischenfadllen mit nicht fatalem Ausgang gekommen ist [182]. Yersinia enterocolitica wurde bisher noch
in keiner Plasmakomponente gefunden, obwohl durch die Zentrifugation bei der Herstellung nicht alle

Bakterien aus einer kontaminierten Vollblutspende eliminiert werden kdnnen [8, 183].

1.6.3 TRANSFUSIONSBEDINGTE BAKTERIELLE INFEKTIONEN DURCH ERYTHROZYTENKONZENTRATE

Erythrozytenkonzentrate sind die am haufigsten transfundierten Blutkomponenten [83]. In den Jahren
2013 und 2014 wurden in Deutschland ca. 7,75 Millionen EKs verbraucht. Innerhalb dieser Zeit wurden
flinf bestéatigte nicht fatale Transfusionsreaktionen gemeldet. In zusatzlich neun Verdachtsfélle waren EKs

involviert [182].

Hauptsachlich werden gramnegative Bakterien (vor allem Enterobacteriaceae) in kontaminierten EKs
gefunden. Die Lagertemperatur von Erythrozytenkonzentraten schrankt die Auswahl der
kontaminierenden Bakterienspezies stark ein. Psychrophile Bakterien kénnen unter diesen Bedingungen
jedoch Uberleben und sich vermehren. Die Adaptionsphase betragt ca. zwei bis drei Wochen. Im Verlauf

der Lagerung bei 4°C kdnnen bis zu 10%°Kolonie bildende Einheiten (KBE) pro ml EK erreicht werden [8].

In Deutschland werden fiir EKs keine mikrobiologischen Kontrollen durchgefiihrt. In Kanada und Grol3-
Britannien gilt die ,30 minute rule”. EKs diirfen danach nur eine halbe Stunde vor Transfusion bei
Temperaturen Uber Lagertemperatur aufbewahrt werden, da sonst die Proliferation von Bakterien
ermoglicht wirde. Durch diese Einschrankung werden einige Komponenten verworfen. Kanada hat die
Lagerzeit von EKs ohne Kiihlung auf 60 Minuten erhéht, um diesem Problem zu entgegnen [195, 196].
Yersinia enterocolitica war bis zur Einflihrung der Leukozytendepletion der am meist gefundene Erreger in

EKs weltweit [8, 83, 93, 183, 185, 194, 197, 198].
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1.6.4 IN DEUTSCHLAND EINGEFUHRTE PRAVENTIVMARNAHMEN

PraventivmaRnahmen sind MalBnahmen zur Vorbeugung von Krankheiten und gesundheitlichen

Komplikationen. In diesem Zusammenhang sind dies Vorkehrungen, die getroffen werden um vor und

wahrend der Blutspende eine Kontamination des zu spendenden Blutes zu minimieren.

Neben dem Transfusionsgesetz (TFG) und den Richtlinien zur Hdmotherapie, die die Grundlage fiir eine

sichere und gesicherte Versorgung sowohl der Spender als auch Empfanger darstellen, gab es seit 1997

zusatzliche Bestrebungen zur Verbesserung der bakteriellen Sicherheit von Blutprdaparaten in der

Transfusionsmedizin flr Hersteller und Anwender. Einige der eingefiihrten MaRnahmen sind fiir bereits im

Spenderblut existierende Mikroorganismen nicht relevant. Folgende Punkte kdnnen das Risiko der

Ubertragung von Yersinia enterocolitica durch die Transfusion von EKs allerdings minimieren:

Mit den ,Mindestanforderungen zur Sterilitdtstestung (Votum 16)° wurde eine Basis geschaffen,
grundsatzliche Voraussetzungen fir die Sterilitdtstestung von Blutkomponenten (z.B. Anzahl der zu
testenden Blutpraparate, Vereinheitlichung der HygienemaRnahmen) in den Blutspendediensten zu
etablieren. Dieser Bedarf wurde fiir die Hersteller und die Anwender von Blutprodukten durch die
Verabschiedung des Votum V16 gedeckt. Weiterhin kénnen durch die einheitlich gestaltete
gualitatsgerechte Kontrolle, die in den Mindestanforderungen festgeschrieben ist und an denen sich
die Blutspende-Einrichtungen orientieren, exakte Daten Uber die Kontaminationsraten der
Blutkomponenten generiert werden. Zur Weiterentwicklung der Blutsicherheit sind diese Ergebnisse
obligatorisch. Die Mindestanforderungen wurden im Jahr 2012 aktualisiert [199, 200].

Der Zusatz in den Hamotherapie-Richtlinien zur Spenderauswahl, Spender auszuschliefRen, die
innerhalb der letzten vier Wochen an einer Durchfallerkrankung unklarer Ursache erkrankt waren/sind
[122].

Die Einfihrung der Filtration von zellularen Blutpraparaten zur Verminderung der Leukozytenzahl und
die dadurch stattfindenden Reduktion der Anzahl an Bakterienzellen von Yersinia enterocolitica [8,

154].
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1.7  ZIEL DER ARBEIT

Transfusionsbedingte Reaktionen, ausgelost durch Yersinia enterocolitica, kommen weltweit vor.
Uberwiegend sind bei der Ubertragung kontaminierte Erythrozytenkonzentrate beteiligt. In Deutschland
wurde seit einer Ubertragung im Jahr 2007 kein weiterer Zwischenfall mehr an das Paul-Ehrlich-Institut

gemeldet.

In dieser Arbeit sollte das Risiko einer Ubertragung von Yersinia enterocolitica, Serotyp 0:3 durch Blut
herausgearbeitet werden. Dabei soll geklart werden, in welchem Umfang die PraventionsmaRnahmen,
insbesondere die Leukozytenfiltration einen Beitrag zur Vermeidung geleistet haben. Yersinia
enterocolitica, Serotyp 0:3 ist der am haufigsten vorkommende pathogene Serotyp in Deutschland und

wurde deshalb fiir diese Arbeit ausgewahlt.

Da das Plasmid nicht in jeder Zelle des von der DSMZ bezogenen Stammes vorlag, musste die Rate an
plasmidhaltigen Bakterienzellen bestimmt werden, um eine definitive Aussage Uber die Virulenz zu
erhalten. Es war erforderlich geeignete Kultivierungsbedingungen zu finden um das Plasmid in den Zellen
zu erhalten. Mit dieser Kultur sollte eine plasmidhaltige Referenzkultur von Yersinia enterocolitica

hergestellt werden um Aliquots fiir standardisierte Kontaminationen zu produzieren.

Zur Klarung der Frage, weshalb hauptsachlich Erythrozytenkonzentrate an den Transfusionsreaktionen mit
Yersinia enterocolitica beteiligt sind, musste die Verteilung von Yersinia enterocolitica im aufgetrennten

Vollblut und deren Uberleben in den Komponenten evaluiert werden.

Um die Effektivitdit der Leukozytenfiltration beziiglich der Abreicherung der Bakterien in den
Blutkomponenten zu Uberpriifen, sollten verschiedene Matrizes und auch ein Referenzstamm ohne
Plasmid zum Vergleich eingesetzt werden und die Retentionsraten der Bakterien im Leukozytenfilter

bestimmt werden.

Ziel dieser Arbeit war es auch aufzuklaren, inwiefern die zelluldre unspezifische Immunabwehr des
Menschen bei der Eliminierung der Yersinia enterocolitica aus dem Blut eine Rolle spielt. Hierfir sollten

Wachstumsversuche mit Yersinia enterocolitica in den verschiedenen Komponenten durchgefiihrt werden.

Um ein Risiko der Ubertragung von Yersinia enterocolitica durch Blutkomponenten fiir die gegenwirtige
Situation ableiten zu kénnen, sollten auch epidemiologische Gesichtspunkte bericksichtigt und die bisher
generierten Hamovigilanzdaten vor und nach Einfiihrung der Leukozytenfiltration in die Risikoabschatzung

miteinbezogen werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 MIKROORGANISMEN

TABELLE 2-1: UBERSICHT DER VERWENDETEN MIKROORGANISMEN

PEI Nummer |Spezies DSMZ Nummer, Spezifikation Herstellungsdatum
PEI-A-101 Yersinia enterocolitica DSM 11502, plasmidhaltig 15.03.2005
PEI-A-102 Yersinia enterocolitica DSM 9676, plasmidlos 20.03.2003

Beide Bakterienstimme wurden bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSMZ) bestellt. Sie wurden aufgrund ihrer Herkunft und des Plasmidbesitzes ausgewdhlt. Beide

Stamme gehoren zur Risikogruppe 2.

DSM 11502 Yersinia enterocolitica subsp. palearctica (Serovar O:3, Biotyp 4) ist ein klinisches Isolat und ist
durch seinen Plasmidbesitz als virulent und pathogen einzustufen. Es wurde von Neubauer et al untersucht

und beschrieben (Herkunftsland Deutschland) [201].

DSM 9676 Yersinia enterocolitica subsp. palearctica (Serovar 0O:3, Biotyp 4) wurde aus mesenterischen
Lymphknoten isoliert. Da dieser Stamm kein Plasmid aufweist, wurde er als Kontroll-Mikroorganismus

eingesetzt. Neubauer et al hat diesen Stamm untersucht und beschrieben (Herkunftsland Schweden) [201].

Die Bakterienstamme wurden in die PEI-Stammsammlung aufgenommen. Die genauen Bezeichnungen
sind in Tabelle 2-1 aufgefiihrt. Vom plasmidhaltigen Stamm sind zwei Chargen produziert worden (PEI-A-

101-01 und PEI-A-101-02), von der plasmidlosen Variante eine Charge (PEI-A-102).

2.2  KULTIVIERUNG VON MIKROORGANISMEN

Die Kultivierung der in Tabelle 2-1 gelisteten Mikroorganismen erfolgte auf Festndhrboden sowie in

Flissigmedien. Diese wurden zur Keimzahlbestimmung, Keimisolierung bzw. zur Anreicherung verwendet.
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2.2.1 FEST- UND FLUSSIGNAHRMEDIEN

Zur Herstellung der Nahrboden wurde Standard-I-Nahragar (in g/l: Pepton aus Casein 15,0; Hefeextrakt
3,0; Natriumchlorid 6,0; D(+)-Glucose 1,0; Agar-Agar 12,0) von MERCK, Darmstadt, Deutschland und
Standard-I-Blutagar (siehe Zusammensetzung Standard-I-Agar, versetzt mit 5 % sterilem, defibriniertem

Schafblut von ACILA, Morfelden-Walldorf, Deutschland) verwendet.

Die N&hrboden wurden in der N&hrbodenkiiche des Paul-Ehrlich-Institutes (PElI) mit einem
vollautomatischen Ndhrmediensterilisator (MediaClave von Integra, Fernwald, Deutschland) hergestellt
und autoklaviert. Die Abfillung der Agarplatten erfolgte vollautomatisch mit der Petri Swiss Abfllllinie

Biomedis, GieRen, Deutschland.

Das Flussig-Nahrmedium, Soja-Casein-Pepton-Medium (TSB) wurde von heipha diagnostica, Heidelberg,

Deutschland bezogen (die Nahrmedien werden nun von MerckMillipore, Darmstadt vertrieben).

Fiir die Erhaltung des Plasmids wurde Caso-Bouillon mit Kalzium versetzt. Der Kalziumgehalt des Mediums
wurde durch Zugabe von Kalziumchlorid (CaCly) erhéht. Dazu wurde Kalziumchlorid (CaCl; x 2 H,0, Pulver)
von der Firma Fluka Biochemika (Buchs, Schweiz) verwendet. Das Pulver wurde abgewogen, in 0,85%iger
Kochsalzlésung gel6st und anschlieBend steril filtriert. Die entstandene Stammldsung hatte eine Molaritat
von 8 mM. Zur Anwendung wurden 100 ml TSB-Medium mit 10 ml der Stammldsung versetzt, so dass sich

eine Endkonzentration von 727 umol/l im Wachstumsmedium ergab.

2.2.2 KULTIVIERUNG IN AUTOMATISCHEN KULTURSYSTEMEN

2.2.21 Kultivierung im BacT/ALERT® 3D System

Zur Wachstumskontrolle von Yersinia enterocolitica wurde das BacT/ALERT® 3D Kultivierungssystem
(BioMérieux, Nurtingen, Deutschland) verwendet. Beimpfte, speziell dafiir entwickelte Kulturflaschen
werden in einen Schittel-Inkubator mit Reflexionsmessung eingestellt und alle 10 min auf Wachstum
Uberprift: Pro Zeiteinheit wird eine definierte Lichtmenge von einer Diode ausgesendet und die Reflexion
gemessen. Die daflir vorgesehenen Kulturmedien sind am Flaschenboden mit einem
Flissigemulsionssensor versehen, der auf pH-Wert Anderungen reagiert. Durch die proportional zum
Bakterienwachstum entstehenden Wasserstoffionen und der damit sinkende pH-Wert dandert sich die
Farbe des Indikators. Daraus resultiert eine veranderte Reflexion des ausgesandten Lichts der Photodiode,
die von der Messeinheit des BacT/ALERT detektiert wird. Durch vorgegebene Algorithmen wird die Probe

nach einer bestimmten Zeit als positiv erkannt und ein Signal an die Computereinheit weiter gegeben.

35



MATERIAL UND METHODEN

Fir den Nachweis von Yersinia enterocolitica kamen aerobe Kulturflaschen (SA und iAST, BioMérieux,
Nirtingen, Deutschland) zum Einsatz, die bei 37°C fur 14 Tage im BacT/ALERT® 3D inkubiert wurden. Zur
mikrobiologischen Kontrolle von Blut wurden zusatzlich die anaeroben Medien (SN und iNST, BioMérieux,
Nirtingen, Deutschland) verwendet. Hier fand eine Inkubation der aeroben Flaschen bei 20-25°C und der
anaeroben Flaschen bei 30-35°C statt. Positive Kulturflaschen wurden nach Detektion des
Bakterienwachstums entnommen und auf Reinkultur (Drei-Osen-Ausstrich) auf Standard-I-Blutagar

Uberpruft.

\ Positive

Negative / :

Abbildung 2-1: Indikatorboden der BacT/ALERT Kulturflaschen. Quelle: http://www.biomerieux.de

2.2.2.2 Kultivierung im BacTrac 4300

Das BacTrac 4300 Kultivierungssystem (Sy-Lab, Neupurkersdorf, Osterreich) fand bei der Herstellung der
Bakterien-Standards Einsatz. Die BacTrac-Messzellen (Fertigmesszellen 4 Elektroden, M+E Messung, SY-
LAB, Neupurkersdorf, Osterreich) wurden mit 10 ml Caso-Bouillon gefiillt und mit 100 pul
Bakteriensuspension beimpft. Die vorbereiteten Messzellen wurden im BacTrac 4300 bei 37°C bis zum

Erreichen des vorher definierten Erntezeitpunktes inkubiert.

Pro Ansatz wurden Positivkontrollen (BacTrac-Messzelle mit 10 ml Medium mit 100 pl der
Bakteriensuspension) und Negativkontrollen (BacTrac-Messzelle mit 10 ml Medium ohne Zusatz)

mitgefihrt.

Der BacTrac4300 analysiert bakterielles Wachstum durch die Anderung der elektrischen Impedanz in
Quantitat und Qualitat. Die Stoffwechselprodukte der eingebrachten Mikroorganismen verandern die
Leitfahigkeit des Mediums in der Messzelle. Bakterien verstoffwechseln ungeladene oder schwach
leitfahige Stoffe zu ihren Endprodukten, die eine starkere Leitfahigkeit besitzen. Dies liegt an der
Entstehung ionisierter Metabolite und auch an der verminderten GréRe dieser Stoffwechselprodukte. Sie

sind beweglicher und besitzen eine bessere Leitfahigkeit. Beim Anlegen einer Wechselspannung an die
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Elektroden im leitfahigen System entsteht dann ein Stromfluss, der von dem Widerstand der
Elektrolytlosung, der Elektrodenkapazitit und der Frequenz des Stromkreises abhdngt [202]. Dieser

gesamte Wechselstromwiderstand wird als Impedanz bezeichnet.

Die Anderung der Impedanz, d.h. die verdnderte lonenkomposition wird durch Elektroden innerhalb der

Messzelle in bestimmten Abstanden detektiert und auf dem Bildschirm angezeigt.

Die angezeigten Kurven sind vergleichbar mit bakteriellen Wachstumskurven. In der initialen Phase des
BacTrac4300 adaptieren sich die Bakterien an das Substrat und starten ihre exponentielle
Wachstumsphase. In dieser Phase kann noch keine Reduktion von Substrat gemessen werden. Erst bei

einer Zellzahl von 10°-107 KBE/ml ist der Start der exponentiellen Phase der Detektionskurve erreicht.

Der Ubergang zur stationdren Phase resultiert aus der Limitierung eines Nahrstoffs oder der Anreicherung

an toxischen Stoffwechsel-Endprodukten [203, 204].

Wihrend der M-Wert (Medienimpedanz) die Anderungen der Impedanz im fliissigen Medium selbst misst,
zeichnet der E-Wert auch bei hohen lonenkonzentrationen (Selektivmedien) Wachstumsanderungen auf.
Der M-Wert detektiert die lonenkomposition, wohingegen der E-Wert die Anderung der

elektrochemischen Doppelschicht der Elektrode erfasst.

Die Darstellung erfolgt dabei in relativen GréRen. So bedeutet die Anderung des Impedanz-Messwertes die

relative Anderung der Abnahme der Impedanz bezogen auf den Anfangswert.

Abbildung 2-2: Boden einer BacTRac Messzelle mit 4 Elektroden. In griin dargestellt sind Mikroorganismen, in rot
Substrate und in blau Produkte. Quelle: http://microbiology.sylab.com

37


http://microbiology.sylab.com/

MATERIAL UND METHODEN

2.3 BESTIMMUNG DER LEBENDZELLZAHL VON MIKROORGANISMEN

Zum Nachweis von bakteriellem Wachstum und zur quantitativen Bestimmung der Mikroorganismen

wurde die konventionelle Keimzahlbestimmung mittels Spatelverfahren angewandt.

Unter der Keimzahl wird die gesamte Anzahl an Kolonie bildenden Einheiten (KBE, Gesamtkeimzahl) einer
bestimmten Spezies verstanden, die in einem definierten Volumen unter definierten Kulturbedingungen
ermittelt wird. Die Keimzahlbestimmung erfolgte Gber das Anlegen einer dekadischen Verdiinnungsreihe

und Beimpfung von Agarplatten mittels Drigalski-Spatel.

Hierzu wurde 1 ml der Probe in 9 ml Verdiinnungsmedium (NaCl 0,85%) lberfiihrt und eine dezimale
Verdiinnungsreihe hergestellt. Die Kochsalzlosung wurde hausintern von der Ndhrbodenkiiche hergestellt.
Aus den letzten drei Verdiinnungsstufen wurden je 100 ul auf drei Agarplatten aufgebracht und mit einem
sterilen Einwegspatel gleichmaRig verteilt. Die Inkubation erfolgte bei 37°C fiir 24h-48h. Nach visueller
Beurteilung der Bakterienkolonien wurden alle Agarplatten mit einer Koloniezahl zwischen 15 und 250
Kolonien pro Platte ausgezahlt. Fiir jede Verdiinnungsstufe wurde zunachst das arithmetische Mittel

bestimmt. Daraus wurde dann die tatsdchliche Keimzahl errechnet:
Arithmetisches Mittel einer Verdiinnungsstufe:

- _¢
v (n)d

Arithmetisches Mittel der Ausgangskeimzahl:

N,
Ngesamt = h
n‘li
Ny Arithmetisches Mittel der Verdiinnungsstufe
C Gesamtanzahl der Kolonien auf allen Petrischalen
n Gesamtanzahl der ausgewerteten Petrischalen

d Verdiinnung der ausgewerteten Zahlung

ny Anzahl der ermittelten Mittelwerte der Verdiinnungsstufen

24 STAMMHALTUNG

Zur Aufbewahrung der Isolate wurde eine Master-Bacteria-Bank (MBB) angelegt. Diese

Konservierungsmethode erlaubt ein schnelles Nachproduzieren von Bakterien-Standards mit definierten
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Keimzahlen. In den Cryoréhrchen des verwendeten Cryobank™-Stammhaltungs-Systems von Mast
Diagnostica, Reinfeld, Deutschland sind Trypticase-Soja-Bouillon (TSB-Medium) und 25 Keramikkiigelchen
enthalten. Zur Konservierung wurden die Stimme auf die Oberflache der Kiigelchen gebracht und bei -

80°C tiefgefroren (Herstellung MBB).

Dazu wurden die Bakterien auf einer Standard-I-Agarplatte ausgestrichen und bei 37°C inkubiert. Nachdem
die Kolonien in ausreichender Zahl und GrofRe (ca. 2 mm Durchmesser) gewachsen waren, wurden einige
Kolonien mit einem sterilem Tupfer abgenommen und in ein Stammbhaltungs-Kryoréhrchen tberfihrt. Pro
Stamm wurden insgesamt 6 Réhrchen MBB des Cryobank™-Stammhaltungs-Systems iberimpft und bei -

80°C gelagert.

Zur Charakterisierung und Uberpriifung der eingefrorenen Mikroorganismen wurde ein Kiigelchen {iber
Nacht in 10 ml Caso-Bouillon (s. 2.2.1 ) bei 37°C inkubiert und im Anschluss daraus ein fraktionierter
Ausstrich auf Standard-I-Agar angelegt. Zur Kontrolle fand eine Gramfarbung statt und die Identitdt wurde

mit dem API-Test (s. 2.6.4 ) festgestellt.

Um schnell und unkompliziert Standards aus demselben Material herzustellen, wurden
Stammsuspensionen (MBB+1) hergestellt und eingefroren, die bereits definierte Keimzahlen an Bakterien
enthielten. Je eine dieser Ausgangskulturen wurde zur Herstellung einer neuen Charge an Yersinia

enterocolitica-Standards verwendet.

2.5 HERSTELLUNG DER STANDARDS

Zur schnellen und unkomplizierten Anwendung wurden Bakterienstandards mit definierten Keimzahlen
hergestellt. Diese waren durch die im Paul-Ehrlich-Institut etablierte Konservierung bei -80°C {iber Jahre in

ihrer Keimzahl stabil.

Dazu wurden die ausgesuchten Stamme von Yersinia enterocolitica kultiviert, zu einem definierten
Zeitpunkt geerntet, eingefroren und in aliquotierten ReaktionsgefaRen bei -80°C gelagert. Vor und nach
dem Einfrieren wurde die Keimzahl bestimmt und Uber einen langeren Zeitraum Stabilitdtskontrollen

durchgefihrt.

2.5.1 BESTIMMUNG DES OPTIMALEN ERNTEZEITPUNKTES

Zur Herstellung des Standards wurde der Erntezeitpunkt der Bakterien im BacTrac (s. 2.2.2.2 ) ermittelt.

Ziel war es, die Ernte so zu legen, dass moglichst wenig tote Zellen und Zelldebris in den Bakterien-
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Standards enthalten waren. Dazu wurden 20 BacTrac-Messzellen mit je 10 ml Caso-Medium gefullt und mit
100 pl einer ausgewahlten Verdiinnungsstufe eines Bakterienstammes mittig mit einer Pipette beimpft.
Die Messzellen wurden nach der Inokulation weder geschittelt noch gestiirzt. Die Inkubation erfolgte im
BacTrac bei 37°C. Um eine definierte Aussage Uber die Keimzahl nach einer bestimmten Inkubationsdauer
im BacTrac zu erhalten, wurden ab dem Zeitpunkt von 4 Stunden Vorinkubation stlindlich je zwei
Messzellen aus dem Inkubator genommen und daraus eine konventionelle Keimzahlbestimmung
durchgefiihrt. Durch die parallelen Keimzahlbestimmungen konnte anhand der erfassten Impedanzkurve
der Zeitpunkt der Beprobung den ermittelten Keimzahlen zugeordnet und eine Aussage Uber das
tatsidchliche Wachstum gemacht werden. Die Ernte erfolgte im Bereich zwischen ca. 10° und 10’ KBE/ml

nach einer definierten Inkubationszeit im BacTrac.

2.5.2 KULTIVIERUNG UND ERNTE

Die Bakteriensuspension zur Herstellung des Repository wurde mit Caso-Bouillon angesetzt. Fiir die
Produktion der Bakterienstandards wurde eine ausreichende Anzahl an Messzellen mit 10 ml Caso-Bouillon
gefiillt und mit je 100 ul der aus den Vorversuchen definierten Verdiinnungsstufe einer Bakterienkultur
inokuliert. Die Inkubation erfolgte bei 37°C. Um zu gewahrleisten, dass das Medium steril war, wurde es

24 Stunden vor Beginn abgefiillt, bei Raumtemperatur gelagert und am nachsten Tag auf Eintribung

kontrolliert. Zwei verbleibende BacTrac-Messzellen wurden als Medien-Kontrolle mitgefihrt.

Nach Erreichen des festgelegten Schwellenwertes und unauffalligen Impedanzkurven wurden die
Messzellen aus dem Gerat entnommen und in einem sterilen Becherglas vereinigt. In einem Verhaltnis von
1:1 wurde 20%iges Humanalbumin hinzugegeben und die Mischung homogenisiert. Dabei sollte
Schaumbildung vermieden werden. Je 1,5 ml der homogenisierten Suspension wurden mit einer
Multipette (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) in vorher etikettierte KryogefdalRe mit einem Volumen von
1,5 ml (Nunc GmbH&Co.KG, Langenselbold, Deutschland) abgefiillt. Wahrend der Abfillung bzw. vor jedem
Aufziehen der Multipette wurde die Suspension immer wieder sorgfaltig durchmischt. Die aliquotierten
Kryoréhrchen wurden im Anschluss direkt in Kryoboxen sortiert und bei -80°C eingefroren. Zur Feststellung

der Keimzahl wurden Proben zuriickgestellt. Eine Charge umfasste 81 Réhrchen a 1,5 ml.

Fiir die Experimente wurden zwei Chargen des plasmidpositiven Stammes (YEP+) produziert. Sie wurden
mit der Endung -01 und 02 gekennzeichnet. Der Standard wurde nach Herstellung in die PEl interne
Stammsammlung aufgenommen und wird als PEI-A-101 gefiihrt. Die plasmidlose Variante (YEP-) ist als PEI-

A-102 angelegt.
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253 AUFTAUEN EINES STANDARDS

Die tiefgefrorenen Bakterien-Standards wurden unter definierten Bedingungen aufgetaut. Um die korrekte
Keimzahl zu erhalten, fand die Verarbeitung direkt nach dem Auftauen des Standards statt. Dazu wurde
ein Kryoréhrchen des jeweiligen Bakterienstammes direkt bei 37°C im Brutschrank fir 10 min aufgetaut

und kurz vor der Verwendung 10 s auf einem Vortexer gemischt.

2.5.4 BESTIMMUNG DER ZELLZAHL EINER HERGESTELLTEN CHARGE

Mindestens 24 h nach dem Einfrieren wurde ein Standard aufgetaut und die Gesamtkeimzahl der
Bakteriensuspension bestimmt (s. 2.3 ). Anhand der Keimzahlbestimmung vom Vortag wurde die
Verdiinnung bis zu einer Verdiinnungsstufe weitergefiihrt, bei der mit einer Bakterienzahl zwischen 15 und
250 KBE pro 100 pl zu rechnen war. Diese Verdiinnungsstufe wurde auf 3 Standard-1-Agar Platten
ausgestrichen und bei 37°C 24 h bis 48 h inkubiert.

2.5.5 STABILITATSTESTUNG DER BAKTERIENZAHL

Zur Uberpriifung der Bakterienzahl {iber eine lingere Lagerperiode bei -80°C im Tiefkiihlschrank wurden
im Anschluss an die Bestimmung der Zellzahl innerhalb von drei Monaten zwei weitere Stabilitdtskontrollen
durchgefiihrt. Die Stabilitidtstests wurden unregelmalig weitergefiihrt und ergaben sich meist aus der

Bestimmung der Initialkeimzahl der eingesetzten Inokula der beiden Stamme.

2.6 IDENTIFIZIERUNG VON YERSINIA ENTEROCOLITICA

Um sicher zu stellen, dass der eingesetzte Stamm kultiviert wurde, um mogliche Kontaminationen zu
erkennen und die Differenzierung der virulenten Bakterienzellen vorzunehmen, wurden verschiedene

Methoden verwendet.

2.6.1 MAKROSKOPISCHE CHARAKTERISIERUNG

Bei der Einschatzung mit bloBRem Auge wurde die Koloniemorphologie kontrolliert. Einheitliche

Koloniefarbe und -form gab Hinweise darauf, dass eine Reinkultur vorlag.
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2.6.2 KULTURELLE DIFFERENZIERUNG VON YERSINIA ENTEROCOLITICA

2.6.2.1 Vergleich der Zellpopulationen mit und ohne Plasmid in PEI-A-101-02

Die KoloniegréRe des Stammes PEI-A-101-02 wurde auf Standard-I-Blutagar nach 24 h und 48 h Gberprift.
Nach 24 h waren groRe Kolonien schon eindeutig zu erkennen und wurden markiert. Nach 48 h waren alle
Kolonien so groR, dass die Endablesung und die Auszahlung durchgefiihrt werden konnte. Zur Bestimmung
des Plasmidgehaltes anhand der KoloniegrofRe wurden die markierten Kolonien mit Einmal-Impfésen

abgepickt und eine Plasmidbestimmung durchgefiihrt (s. 2.7 ).

2.6.2.2 Statistische Auswertung der beobachteten Haufigkeiten in PEI-A-101-02

Die statistische Auswertung wurde mit der Unterstlitzung des Biostatistikers Kay-Martin Hanschmann,
Paul-Ehrlich-Insitut, durchgefiihrt. Die Ergebnisse zur Feststellung des Plasmidgehaltes anhand der

KoloniegroRe wurden mit dem Exakten Test nach Fisher ausgewertet.

2.6.3 MIKROSKOPISCHE DIFFERENZIERUNG

Bakterienzellen wurden zur mikroskopischen Differenzierung entsprechend ihres Gram-Verhaltens
charakteristisch mit der Gramfarbung angefarbt. Von einem fraktionierten Ausstrich auf Standard-I-Agar
wurde eine vereinzelte Kolonie entnommen und in 100 uL NaCl (0,85%) suspendiert. Ein Objekttrager
wurde mit einer sterilen Impfése bestrichen und bei Raumtemperatur luftgetrocknet. Zur Hitzefixierung
wurde der Objekttrager dreimal durch eine Bunsenbrenner-Flamme gezogen. In Tabelle 2-2 sind die

Farbeschritte dokumentiert:

TABELLE 2-2: FARBESCHRITTE DER GRAMFARBUNG

Einwirkzeit Behandlungsschritt

1 3 min Kristallviolett-Oxalat-L6sung im Uberschuss auf den OT auftragen, mit Lugolscher

Losung absplilen

2 2 min mit Lugolscher Lésung Gberdecken, mit 90%igem Alkohol/Aceton Gemisch (3:1))

entfarben, neutralisieren mit Aqua dest.

3 1 min mit Safranin-Losung gegenfarben, mit Aqua dest. waschen
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Nach dem Trocknen wurde die mikroskopische Differenzierung mit dem Axioskop von ZEISS, Jena,
Deutschland durchgefiihrt. Gramnegative Bakterien erschienen im Lichtfeld des Mikroskops rosarot
(Abbildung 2-3), grampositive dagegen dunkelviolett bis blau. Zusatzlich wurde auch die Zellmorphologie

der Yersinia Kulturen kritisch kontrolliert.

Abbildung 2-3: Yersinia enterocolitica im Gramprédparat

2.6.4 BIOCHEMISCHE CHARAKTERISIERUNG

Fir die biochemische Charakterisierung kam der Analytischer-Profil-Index (API) Test von BioMérieux,
Nirtingen, Deutschland zum Einsatz. Der API-Test ist ein Schnellbestimmungssystem zur Identifizierung
von Bakterienspezies basierend auf dem Nachweis biochemischer Reaktionen des Mikroorganismus. Die

Auswahl des Teststreifens erfolgte anhand der Ergebnisse der mikroskopischen Differenzierung.

Aus einer frischen Bakterienkolonie wurde eine Bakterien-Suspension hergestellt, die der geforderten
Keimdichte (nach Mc Farland) des API-Tests entsprach und anschliefend in die Reaktionsgefalle des
Teststreifens pipettiert wurde. GemaR den Herstellerangaben erfolgte ggf. eine Uberschichtung mit
Paraffindl sowie die Inkubation und Auswertung. Die genaue ldentifizierung der untersuchten Spezies

wurde online (apiweb.BioMérieux.com) mit einer Auswertungs-Software durchgefihrt.

In dieser Arbeit wurden das Testsystem APl 20E verwendet. Es dient zur ldentifizierung von Spezies und

Subspezies der Enterobacteriaceae und von nicht-fermentierenden gramnegativen Bakterien.
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2.6.5 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

Die ldentifizierung auf molekularbiologischer Ebene der eingesetzten Stimme von Yersinia enterocolitica

wurde von Accugenix, Newark, USA durchgefiihrt.

2.7 MOLEKULARGENETISCHER NACHWEIS DES VIRULENZPLASMIDS VON
YERSINIA ENTEROCOLITICA

Das Plasmid von Yersinia enterocolitica kodiert fiir die Pathogenitatsfaktoren des Bakteriums. Zum
Nachweis des Virulenzplasmids in den Bakterienzellen wurde eine PCR mit spezifischen Primern fiir DNA

und Plasmid (s. Tabelle 2-3) etabliert.

Dieser Nachweis umfasste die Schritte der DNA Extraktion, der PCR und abschlieBend der Auftrennung und

Detektion der Amplifikationsprodukte mittels Agarose-Gelelektrophorese.

2.7.1 DNA-EXTRAKTION

Zum Plasmdnachweis im Standard wurde der DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet.
Dazu wurde die Bakteriensuspension (1 ml) bei 11357 x g (13000 rpm) mit der Zentrifuge (Minispin von
Eppendorf, Hamburg, Deutschland) zentrifugiert, um die Bakterienzellen zu pelletieren. Danach erfolgten

der Aufschluss der Zellen und die Extraktion nach Protokoll.

Fir den Nachweis des Plasmids zur Differenzierung durch die KoloniegrofRe wurde die DNA wie folgt
extrahiert: Die Kolonien wurden in 50ul PCR-Wasser resuspendiert und bei 94°C fiir 10 min aufgekocht.
Das Zelldebris wurde bei 11357 x g (13.000 rpm) mit der Minispin-Zentrifuge fiir 5 min zentrifugiert. Vom

Uberstand wurden 10ul als PCR Template verwendet.

2.7.2 POLYMERASEKETTENREAKTION (PCR)

Zur Etablierung einer klassischen PCR wurde nach Bhaduri and Pickard (1995), WREN und Tabaqchali (1990)
und Feng et al (1992) gearbeitet [31, 32, 74]. Hierbei erfolgte ein direkter Nachweis der virF-Region auf
dem Plasmid pYV. Zur Kontrolle wurde in jedem PCR-Ansatz auch die ail-Region nachgewiesen, die auf dem

Bakterienchromosom liegt.

Die Plasmid-Stabilitdt musste auch wéahrend des Einfrierens bzw. Auftauens gewdhrleistet sein. Dazu

wurden verschiedene Ansatze untersucht. Getestet wurde

44



MATERIAL UND METHODEN

o Bakteriensuspension im reinen Kulturmedium,

. Bakteriensuspension pelletiert,

J Bakteriensuspension mit Humanalbumin (20%) 1:2 verdiinnt,
. Bakteriensuspension pelletiert und in Albumin resuspendiert.

Die PCR wurde eingesetzt, um das Virulenzplasmids von Yersinia enterocolitica nachzuweisen. Hierbei
wurden durch die verwendeten Primer genau definierte Teile der genomischen (ail) und der Plasmid-DNA
(virF) vervielfaltigt. Das Primerpaar aill amplifiziert einen Teil des ail-Gens auf dem Chromosom, wahrend
das virF Primerpaar das Virulenzgen virF auf dem Plasmid nachweist. Die unterschiedlich grolen DNA-
Fragmente konnten auf dem Elektrophorese-Gel durch Ethidiumbromid bzw. Midori Green Direct sichtbar

gemacht werden.

TABELLE 2-3: VERWENDETE PRIMER ZUR DURCHFUHRUNG DER PCR FUR YERSINIA ENTEROCOLITICA

Bezeichnung Lokus Sequenz (5'-> 3') Lange [bp] Quelle

ail1-FOR? DNA ACTCGATGATAACTGGGGAG (20mer)

ail1-REW? DNA CCCCCAGTAATCCATAAAGG (20mer) Bhaduri s,
Pickard AR,

virF-FORY Plasmid  TCATGGCAGAACAGCAGTCAG (21mer) 1995 [74]

virF-REW? Plasmid  ACTCATCTTACCATTAAGAAG (21mer)

Die Primer wurden von eurofins Genomics, Ebersberg, Deuschland (ehemals MWG) bezogen.

Die Reaktionszyklen wurden in folgendem Thermocycler Touchgene Gradient Thermocycler (Touchgene

Gradient, Techne Incorporated, Burlington, USA) durchgefiihrt.

Fir die Vorbereitung der Proben wurde der Taq PCR Core Kit von Qiagen, Hilden, Deutschland eingesetzt.
Um Kreuz- und Fremdkontaminationen zu vermeiden, wurden ausschlieBlich RNAse/DNAse- und DNA-
freie Pipettenspitzen mit integriertem Filter und Reaktionsgefdle mit 1,5 ml und 0,5 ml Volumen

verwendet.

In der Tabelle 2-4 und Tabelle 2-5 sind die Zusammensetzungen der PCR- Proben zum Nachweis des

Virulenzplasmids und des Bakterienchromosoms aufgefiihrt.
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TABELLE 2-4: PIPETTIERSCHEMA FUR DIE SPEZIFISCHE PCR ZUM NACHWEIS DES PLASMIDS VON YERSINIA

ENTEROCOLITICA

Reagenzien PCR

dNTPs

Primer Plasmid (virF)

reverse + forward

10x PCR-Puffer

Tag-Polymerase

Volumen MasterMix

Probe

+ H:0 (DEPC)

Volumen

insgesamt 1 plL

JelpuL

5uL

0,3 uL

8,3 uL/Ansatz
50 ng DNA

variabel

Gesamtvolumen:

50 uL

Konzentration

je 10 mM gel6st in H,0; pH 7,5

10 pmol/pL

1x (15 mM MgCl,)

1,5 U/Reaktion

TABELLE 2-5: PIPETTIERSCHEMA FUR DIE SPEZIFISCHE PCR ZUM NACHWEIS DES CHROMOSOMALEN GENS A/L VON

YERSINIA ENTEROCOLITICA

Reagenzien PCR

dNTPs

Primer Genom (aill)

reverse + forward
10x PCR-Puffer
Tag-Polymerase
Volumen MasterMix
+ Probe

+ H?0 (DEPC)

Gesamtvolumen:

Volumen

insgesamt 1 pL

jelupl

5puL

0,3 uL

8,3 uL/Ansatz
50 ng DNA
variabel

50 uL

Konzentration

je 10 mM gelést in H20; pH 7,5

10 pmol/pL
1x (15 mM MgCl2)

1,5 U/Reaktion
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In der folgenden Tabelle 2-6 ist das Programm des Thermocyclers zusammengestellt. Die PCR wurde direkt

im Anschluss an die Herstellung der PCR-Probe gestartet.

TABELLE 2-6: TEMPERATURZYKLEN DER PLASMID SPEZIFISCHEN PCR

Deckel 1 Zyklus 35 Zyklen 1 Zyklus Cihlen
beheizt Initiale Denaturierung Elongation Finale Extension

94°C 94°C 55°C 72°C 72°C 4°C
100°C

300s 30s 30s 60s 60 s oo

2.73 AGAROSEGELELEKTROPHORESE

Um die negativ geladenen DNA-Fragmente im Anschluss an die PCR nach ihrer GréRe zu trennen und ihre
GrofRe bestimmen zu kénnen, wurden die PCR-Produkte im elektrischen Feld durch das Agarosegel
gezogen. Die Wanderungsgeschwindigkeit durch die Gelmatrix hiangt von der GroRe der Molekiile ab
(kleine Fragmente wandern schneller als groRe Molekile) und durch mitgefiihrte Marker bekannter

MolekiilgroRen kann deshalb auf die Anzahl der Basenpaare bzw. auf die GroRe geschlossen werden.

Die Aufkonzentrierung der Reaktionsansidtze aus der Extraktion auf 10ul erfolgte in 1,5 ml

ReaktionsgefdlRen in der Zentrifuge Speed Vac®Plus, SC 110A von Savant, Ramsey, Minnesota, USA.

Das 1,4%ige Agarosegel wurde folgendermalien hergestellt: 1,4g Agarose (ROTH, Karlsruhe, Deutschland)
wird durch Kochen in 100 ml 1x TAE-Puffer (0,04 M TRIS; 89 mM Acetat; 0,001 M EDTA-Na; ad 1000 ml; pH
8,0; hausintern hergestellt) gelost. Zur Detektion der Banden erfolgt die Zugabe von 10 ul Ethidiumbromid
(Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe, Deutschland), das mit der DNA interkaliert und dadurch auf einem UV-
Transilluminator eine sichtbare Fluoreszenz erzeugt. Das leicht abgekiihlte Gel wurde in die Gelkammer
gegossen und der vorher eingesteckte Kamm wurde nach dem Polymerisieren entfernt. Nach Zugabe des
Laufpuffer (TAE-Puffer) wurden die mit je 5 ulL Auftragspuffer gemischten Proben in die Geltaschen
pipettiert und mit einem Amperemeter (BioRad Power-Supply) bei 95 V (= 0,04/0,05 A) ca. 2,5 h
aufgetrennt. Das Ergebnis wurde anschlieRend unter UV-Licht betrachtet (Biometra, biomedizinische
Analytik GmbH, Gottingen Deutschland) und zur weiteren Auswertung fotografisch dokumentiert
(Alphalmager™2200 & 1220 Documentation & Analysis Systems, Alpha Innotech Corporation,

Alphaease™StandAloneSoftware).

Die Proben fiir die Koloniedifferenzierung wurden in einer kleineren Agarose-Gel-Kammer aufgetrennt.

Dazu wurde ein 1,4%iges Gel hergestellt, die Proben aufgetragen, mit TAE-Puffer abfgefillt und mit einer
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MUPID ONE Elektrophorese Einheit (NIPPON Genetics EUROPE, Diiren, Deutschland) aufgetrennt. Die
Proben (7 ul des PCR-Produkts) wurde vor dem Auftragen mit 1 ul Midori Green direct (NIPPON Genetics
EUROPE, Diiren, Deutschland) versetzt. Die Auftrennung erfolgte bei 100 mA fiir 30min. Die Banden
wurden im dazugehdrenden Illuminator kontrolliert. Das Gel wurde mit der FastGene GelPic LED Box

(NIPPON Genetics EUROPE, Diiren, Deutschland) fotografiert und digitalisiert.

Als GroRenstandards wurden folgende Marker zur Einordnung der MolekiilgroBe verwendet:
- Ready-Load™ 100 bp DNA Ladder von Invitrogen, Carlsbad, California, USA

- Ready-Load™ 1 Kb DNA Ladder von Invitrogen, Carlsbad, California, USA

- GelPilot®DNA Molecular Weight Marker Mid-Range Ladder (100), Hilden, Germany

2.8  WACHSTUM VON YERSINIA ENTEROCOLITICA IN BLUT

Die Mehrzahl der Versuche fand in den Lagerbeuteln der Blutkomponenten statt. Es wurde ein
verschlieBbarer Zugang eines leeren sterilen Blutbeutels (GURX0061) von Baxter, UnterschleiBheim,
Deutschland mit einem Sterile-Connecting-Device (TSCD Terumo® Deutschland GmbH, Eschborn,
Deutschland) an den mit Blut gefillten Beutel steril angeschweilt, um den Zugang wahrend der

Probenahme zu erleichtern.

2.8.1 KONTAMINATION VON BLUTBEUTELN

Um eine definierte Keimzahl fiir die Kontamination der jeweiligen Blutkomponente zu erhalten, musste fir
jeden Bakterienstamm aus einem gefrorenen Standard eine Verdiinnungsreihe angesetzt werden

(s. 2.3 ). Es wurde 1 ml eines aufgetauten definierten Bakterienstandards in einer dekadischen
Verdiinnungsreihe mit 9 ml kalter NaCl (0,85%) verdiinnt, bis die gewtlinschte Inokulationskeimzahl pro
Milliliter erreicht war. Zwischen jedem Verdiinnungsschritt wurde 15 s mit dem Vortexer homogenisiert.
Von der erwiinschten Verdinnungstufe wurde 1 ml Suspension folgendermallen unter sterilen

Bedingungen in den Beutel injiziert:

Nach Offnen des Luer-Lock Zugangs und Entnahme von 5 ml Blut (5 ml Spritze zur Spiilung des Zugangs)
aus dem Blutbeutel wurde die Bakteriensuspension injiziert. Direkt im Anschluss wurde das vorher zum

Spllen des Zugangs entnommene Blut zurlick in den Beutel gespritzt. Um unkontrollierten Austritt und
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eventuelle unerwiinschte Kontamination aus dem Beutel zu verhindern, wurde bei Entnahme aus oder
Injektion in den Beutel eine Klemme am Schlauch befestigt. Nach jeder Entnahme wurden die

Blutkonserven wieder unter den jeweiligen Bedingungen gelagert.

2.8.2 ENTNAHME VON PROBEN AUS KONTAMINIERTEN BEUTELSYSTEMEN

Die Entnahme von Blut zur Testung auf bakterielles Wachstum wurde folgendermafien durchgefiihrt: Zur
Spulung wurden mit einer Einmalspritze 5 ml aufgezogen, dann die Probenmenge entnommen und direkt
im Anschluss wurde die Spulflissigkeit wieder in den Beutel injiziert. War eine sehr geringe Keimzahl zu
erwarten, wurde eine definierte Menge der Blut-Bakteriensuspension entnommen und unverdiinnt auf
einer Agarplatte ausgestrichen. Nach langerer Inkubationszeit wurde die Probe so verdiinnt, dass eine
auszahlbare Menge an Kolonien zu erwarten war. Je nach Versuch wurde eine aerobe BacT/ALERT-Flasche
mit einer Probe beimpft und in den Automaten eingestellt. AbschlieRend wurden die Detektionskurven

kontrolliert und die Flasche auf mogliche Kontaminanten tberprift.

Vor jedem Experiment wurde eine mikrobiologische Kontrolle mit je 10 ml aerob und anaerob im
BacT/ALERT durchgefiihrt. Die verwendeten Kulturflaschentypen sind bei dem jeweiligen Experiment
aufgefiihrt. Blut fur Versuchszwecke im kleineren MaRstab wurde in kleinere Blutbeutel (GURX0061) von

Baxter, Unterschleifheim, Deutschland umgefullt.

Die SchweilRverbindungen wurden mit dem Terumo Sterile Connecting Device (TSCD) hergestellt. Zum
AbschweiRen von Beuteln und Schlduchen wurde eine SchweiRzange (Composeal Mobilea, Fresenius Kabi,

Bad Homburg, Deutschland) verwendet.

2.8.3 WACHSTUM IN ERYTHROZYTENKONZENTRATEN

Zur  Uberpriifung der Wachstumseigenschaften von Yersinia enterocolitica wurde mit

Erythrozytenkonzentraten (EK) gearbeitet.

Die verwendeten EKs stammten aus Vollblutspenden. Vorversuche fanden mit am Ende der Laufzeit
befindlichen oder Uberlagerten EKs vom DRK-Blutspendedienst Baden-Wirttemberg-Hessen gGmbH,
Institut Frankfurt/Main statt. Die Blutkonserven wurden gemaR der ,Richtlinien zur Gewinnung von Blut
und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten (Hamotherapie) Novelle 2010“ bei +4°C +/-

2°C aufbewahrt.
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Zielkeimzahl 10 KBE/ml EK kontaminiert mit
Yersinla enterocolitica

Zielkeimzahl 100 KBE/ml EK kontaminiert mit
Yersinla enterocolitica

Zielkeimzahl 10 KBE/ml EK kontaminiert mit
Yersinia enterocolitica DSM 9676

Zielkeimezahl 100 KBE/m! EK kontaminiert mit
Yersinla enteracolitico DSKM 9676

Abbildung 2-4: Aufteilung eines aullerhalb der Lagerzeit befindlichen EK zur Bestimmung des Wachstums von
Yersinia enterocolitica.

EK-Versuch Nr.1:

Um das Wachstumsverhalten der beiden Yersinia enterocolitica-Stémme im Erythrozytenkonzentrat bei
niedrigen Lagertemperaturen zu testen, wurden an zwei Tagen je ein leukozytenabgereichertes,
abgelaufenens EK in vier Baxterbeutel (Volumen 40-50 ml) aufgeteilt und mit einer Zielkeimzahl von je ca.
10 und 100 KBE/ml je Stamm (PEI-A-101-01, PEI-A-102) inokuliert (Abbildung 2-4). Uber einen Zeitraum
von 14 Tagen wurden Keimzahlbestimmungen durch das Ausplattierungsverfahren durchgefiihrt. Die

Lagertemperatur der kontaminierten Beutel betrug 4°C.

EK-Versuch Nr. 2:

Zur Kontrolle der Wachstumsfahigkeit bei sehr geringen Keimzahlen wurden drei Standards der 2. Charge
(PEI-A-101-02) aufgetaut und gleichermalien verdiinnt. Drei EKs wurden parallel mit je einer hergestellten
Verdiinnung inokuliert, um Anfangskeimzahlen von ca. 100 KBE/Beutel zu erhalten. Dies entsprach etwa
0,3KBE/ml EK bei einer Komponente mit ca. 300 ml Volumen. Die Beutel wurden bei 4°C inkubiert und

innerhalb von 21 Tagen mehrfach beprobt (Keimzahlbestimmungen an den Tagen 0, 2, 4, 7, 14, 21). Die
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EKs waren filtriert, hatten das Ende der Haltbarkeit erreicht und stammten aus der Fraktionierung von
Vollblutspenden.
2.8.3.1 Wachstum in Additiviésung (PAGGS-M)

PAGGS-M wurde im Filtrationsexperiment und im Vollblutexperiment eingesetzt. Hier sollte der Einfluss

auf das bakterielle Wachstum von Yersinia enterocolitica untersucht werden.

Um die Entwicklung der Keimzahl tGber einen Zeitraum von einer Woche zur tUberpriifen, wurden das Filtrat
aus dem PAGGS-M Leukozytendepletionsversuch mit Stamm PEI-A-101-02 bei 4°C inkubiert und nach

48 h und 168 h eine Keimzahlbestimmung durchgefihrt.

TABELLE 2-7: ZUSAMMENSETZUNG VON PAGGS-M (MACOPHARMA, LANGEN, DEUTSCHLAND)

Inhaltsstoffe PAGGS-M
Adenin 0,194 mg
Guanosin 0,408 mg
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat 1,255 mg
Mannitol 10,00 mg
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat 1,432 mg
Glucose-Monohydrat 9,400 mg
Natriumchlorid 4,210 mg
Aqua ad injec. ad 1,000 ml

2.8.4 WACHSTUM IN THROMBOZYTENKONZENTRATEN

Flir Wachstumsuntersuchungen wurden gepoolte Thrombozytenkonzentrate (PTK) verwendet. Sie wurden
vom DRK-Blutspendedienst Baden-Wirttemberg-Hessen gGmbH zur Verfligung gestellt. Direkt im
Anschluss an den Transport wurden die Thrombozytenkonzentrate auf einem Schittler gemaR der
»Richtlinien zur Gewinnung von Blut und Blutbestandteilen und zur Anwendung von Blutprodukten
(Hamotherapie) Novelle 2010“ bei +22°C + 2°C gelagert, um die Sauerstoffversorgung zu gewahrleisten

und die Agglutination zu verhindern (Schiittler von HELMER PLATELET INCUBATION, Noblesville, USA).

Um das Wachstum in TK festzustellen, wurde in zwei aufeinanderfolgenden Versuchen je ein TK in 50 ml
Einheiten aufgeteilt und in Blutbeutel (Baxter) abgefiillt. Daraufhin wurden die Beutel mit Yersinia

enterocolitica kontaminiert. Es wurde eine Zielkeimzahl von 10 und 100 KBE/ml eingesetzt (s. Abbildung
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2-5). Ein Beutel wurde mit 65 ml TK (Restvolumen des TKs) gefillt und mit einem Inokulum von 6,6x 10°

KBE/ml beimpft. Die theoretische Keimzahl wurde mit 1,02x 10* KBE/ml TK bestimmt.

Zielkeimzahl 10 KBE/ml TK kontaminiert mit
Yersinia enterocolitica

Zielkeimzahl 100 KBE/ml TK kontaminiert mit
Yersinia enterocolitica

Zielkeimzahl 10 KBE/ml TK kontaminiert mit
Yersinla enterocolitica DSK 95676

Zielkeimzahl 100 KBE/m| TK kontaminiert mit
Yersinia enterocolitica DSK 9676

Abbildung 2-5: Schema der Kontamination von TK zur Feststellung des Wachstums von Yersinia enterocolitica in TK.

2.8.5 WACHSTUM IN GEFRORENEM FRISCHPLASMA

Zur Wachstumskontrolle von Yersinia enterocolitica wurden pro Ansatz 10 ml Plasma in sterile
Schraubdeckelréhrchen (15 ml) gefiillt, mit 100l Bakteriensuspension (Endkeimzahl im Réhrchen ca.

100 KBE/ml) inokuliert und bei 4°C, Raumtemperatur und 37°C inkubiert. Es wurden vier Plasmen (A bis D)
untersucht, die sich aus je zwei Spendern zusammensetzten. Die Wachstumskontrolle fand im
Doppelansatz statt. Nach einer Woche erfolgte ein mikrobiologischer Test auf Standard-I-Agar. Nach zwei
Wochen wurde eine abschlieBende Wachstumskontrolle ausplattiert. Zur Uberpriifung wurde bei jeder

Temperatur einer Negativkontrolle mitgefiihrt. Die Ergebnisse wurden semiquantitativ ausgewertet.
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Spender 1 Spender 2 Spender3 Spender 4

37°C

RT

4°C

Abbildung 2-6: Schema der Kontamination von Blutplasma. Die Endkeimzahl von PEI-A-101-02 in den Réhrchen
betrug 100KBE/ml.

2.8.6 ARTIFIZIELLE KONTAMINATION VON VOLLBLUT

Die Kontamination und Auftrennung des Vollblutes, zur Verfliigung gestellt und ermdglicht vom DRK-
Blutspendedienst NSTOB gGmbH (Niedersachsen-Sachsen-Anhalt-Thiiringen-Oldenburg-Bremen), wurde
mit frisch gespendetem Blut durchgefiihrt und sowohl in Gera als auch in Springe in den dort ansassigen

Instituten realisiert.

VB-Versuch Nr. 1:

In einem ersten orientierenden Versuch wurde frisches Vollblut (500 ml) mit 1 ml eines aufgetauten
plasmidhaltigen Bakterienstandards (PEI-A-101-02) inokuliert (Keimzahl des Standards: ca. 2,5x 10’
KBE/ml). Nach der Kontamination mit Yersinia enterocolitica wurde das Vollblut tiber Nacht (12 h) bei 4°C
+/-2°C gelagert. Im Anschluss erfolgte die Auftrennung in die Komponenten. Die zelluldren Bestandteile
(EK, TK) wurden moglichst gleichvolumig getrennt und als leukozytendepletierte und unfiltierte

Komponente beprobt.

Wachstum und Verteilung in den Komponenten wurden abhangig von den Lagerbedingungen untersucht
und dokumentiert Die Keimzahlbestimmung (KZB) erfolgte indirekt Uber Detektion im BacT/ALERT bzw.
durch Ausplattieren. Nach Abschluss der Experimente wurden die , sterilen” Komponenten 14 Tage bei
37°C im Brutschrank gelagert und abschlieRend im BacT/ALERT (Probenvolumen 10 ml, aerobe

Kultivierung) auf Sterilitat tiberprift. Die Messergebnisse der Kulturflaschen wurden durch Ausstrich auf
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Standard-I-Blut-Agar verifiziert. Die Abbildung 2-7 zeigt das Beprobungsschema von Versuch |. Wachstum
wurde je nach Volumen der Blutkomponente und Dauer entweder mit der klassischen
Keimzahlbestimmung bestimmt (300 ul Probenvolumen) oder es wurden 10 ml Blut in eine BioMérieux SA-
Kulturflasche injiziert und im BacT/ALERT bei 37°C kultiviert. Die abschlieRende mikrobiologische Kontrolle

wurde bei allen Komponenten mit dem BacT/ALERT durchgefiihrt.

VOLLBLUT

MIKROBIOLOGISCHE KONTROLLE BACT/ALERT (JE 10 ML AEROB UND ANAEROB)

KONTAMINATION MIT YERSINIA ENTEROCOUTICA [2,62X107KBE/ML] — 1IKZB
— KZB 1
LAGERUNG UBER NACHT BEI RT
- — KZB 2
AUFTRENNUNG IN DIE KOMPONENTEN
. PLASMA
LAGERUNG BEI 4°C LAGERUNG BEI 22°C LAGERUNG BEI4°C — KZB3

BEPROBUNG (KZB, BACT/ALERT)
Mo, Di, MiI, Do 1X WOCHENTLICH,

TAGLICH, 5 TAGE
3 WOCHEN LANG J 3WOCHEN LANG

Abbildung 2-7: Schema der Vollblutpraparation.

Vollblut wurde mit 1 ml des plasmidhaltigen Yersinia enterocolitica Standards kontaminiert, in die Komponenten
aufgetrennt und regelmaRig auf bakterielles Wachstum Uberprift. In der Abbildung rechts sind die durchgefiihrten
Keimzahlbestimmungen (KZB) dargestellt (iKZB= Bestimmung der Initialkeimzahl, KZB 1 bis 3 sind chronologisch
nummeriert und fanden mit kontaminiertem Blut statt).

Zur Auftrennung wurde das Vollblut zentrifugiert (s. Tabelle 2-8). Plasma und EK wurden im Anschluss
durch Pressen (BagPress von Bioelettronica, Pall medical, Dreieich, Deutschland) in die am Beutelsystem
integrierten Beutel abgetrennt. Zur Herstellung des TKs wurde der Buffy Coat mit Plasma aufgefiillt, bei
22°C und 498 x g (1225 U/min) zur Auftrennung zentrifugiert und mit einem Separator von Biotrans,

Dreieich, Deutschland in einen Lagerbeutel abgepresst. Das gewonnene Plasma wurde bis zur
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mikrobiologischen Kontrolle (Beprobung) im BacT/ALERT im Kihlschrank bei 4°C gelagert und nicht, wie in
der Routine Ublich, bei -30°C eingefroren. Die zellularen Komponenten wurden unter Routinebedingungen

(TKs bei 22°C unter Agitation, EKs bei 4°C) aufbewahrt.

TABELLE 2-8: HERAEUS CRYOFUGE 6000I, SEPATECH, HANAU, DEUTSCHLAND, VERSUCH | ZUR ZENTRIFUGATION
VON VOLLBLUT UND BUFFY COAT IM DRK BSD GERA

Fir Vollblut zur Herstellung von GFP, EK und BC Fur Buffy Coat zur Herstellung von TK
Drehzahl: 4000 x g (3530 U/min) Drehzahl: 498 x g (1225 U/min )
Zeit: 10 min Zeit: 7,5 min
T: 22°C T: 22°C

In Tabelle 2-9 ist der Beprobungszeitraum der Komponenten dargestellt. Da das hergestellte TK-Volumen
sehr klein war, wurde 1 ml in die BacT/ALERT Medienflaschen eingespritzt. Das Injektions-Volumen der EK
betrug 2 ml. Nachdem sich die Nachweiszeit im BacT/ALERT nicht verdnderte, wurde das Probenvolumen
auf 1 ml begrenzt um Probenmaterial zu sparen. Das Plasma wurde (hier 10 ml Probevolumen pro Ansatz)
im BacT/ALERT untersucht. In den filtrierten Komponenten und im GFP wurde kein Wachstum von Yersinia

enterocolitica beobachtet.

TABELLE 2-9: PROBENAHMEN DER AUFGETRENNTEN KOMPONENTEN
0 1 2 3 Sa So 6 7 8 9 Fr Sa So 13 14 15 16 Fr Sa So 20

EK X X X X X X X X X X X X X
EKf X X X X X X X X
TK X X X X X X X X
TKf X X X X X X X
GFP X X X X X X X
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VB-Versuch Nr. 2:

In einem weiteren, groBer angelegten Versuch wurde Vollblut von 18 Spendern fiir die Kontamination
verwendet. Die Blutspenden wurde in Beutelsystemen von MacoPharma fir EK-In-line Filtration mit

PAGGS-M Additivlésung fir EK, Referenznummer LQT7247LC gesammelt (Abbildung 2-8).

B e @
— F 1

\ N - Ll )

http://www.macopharma.com/wp

Abbildung 2-8: Schema eines Blutbeutelsystems fiir die Vollblutspende. Bild 1: Beutel fiir das Vollblut mit
Entnahmesystem und Predonation-Sampling. Nach Zentrifugation fungiert der 2. Beutel oben zur Lagerung des
Plasmas. Nach unten wird das EK abgepresst, das dann leukozytendepletiert im Endbeutel verbleibt. Bild 2: Die
entstandenen Komponenten. Aus dem Buffy-Coat wird durch Zentrifugation und Abpressen des Uberstandes das TK
hergestellt.

Es wurden drei Versuchsansatze (A bis C, D bis F und G bis I) nach Schema in Abbildung 2-9 durchgefiihrt.
Pro Keimzahl und Stamm wurden je drei Parallellaufe durchgefiihrt, wobei der plasmidlose Stamm nur mit
der héheren Keimzahl inokuliert wurde (s.

Tabelle 2-10).

Tabelle 2-10: STAMME UND INOKULATIONSKEIMZAHLEN ZUR KONTAMINATION DES VOLLBLUTES.

Yersinia enterocolitica Ausgangskeimzahl SOLL-Keimzahl
Beutel Bezeichnung [KBE/ml] [KBE/Beutel]
A bis C PEI-A-102 (pYV-) * 6,9x10° 10

D bis F PEI-A-101 (pYV+)* 2x107 10*

G bis | PEI-A-101 (pYV+)* 2x107 10*
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*Der plasmidlose Yersinia enterocolitica-Stamm ist mit pYV-, der plasmidhaltige mit pYV+ markiert.

Jedes Vollblut zur Kontamination bestand aus dem Vollblut von zwei Spendern, um filtrierte und unfiltrierte
Proben im Originalvolumen vergleichen zu koénnen. Dazu wurden fir jeden Lauf je zwei
blutgruppenidentische Vollblute gepoolt (insgesamt 9 Vollblutpools, Anzahl der Vollblute = 18),
durchmischt und wieder in die Beutel verteilt. Es wurde darauf geachtet, dass die Blutvolumina in den neu
entstandenen Vollbluten moglichst gleich waren, um eine vergleichbare Endkeimzahl in den Beuteln
herzustellen. Je 10 ml wurden aus dem Pool fiir die aerobe und anaerobe mikrobiologische Kontrolle zur

Beimpfung von iAST- und iNST-Kulturflaschen entnommen und bei 37°C im Kulturautomaten (BacT/ALERT)

inkubiert.

VOLLBLUT-EXPERIMENTE DRK BSD SPRINGE miT Yersivia ENTEROCOLITICA

. .

MIKROBIOLOGISCHE KONTROLLE BACT/ALERT {JE 10 ML AEROB UND ANAEROB)

B \/B-Pool A E o VB-Pool B = am VVB-Pool C &
VB Al VB B1 @l VB B2 VBC1l | VB C2

KONTAMINATION MIT YERSINIA ENTEROCOLITICA UNTERSCHIEDLICHE KEIMZAHLEN ﬁ

VB Al VB B1 |l VB B2 VB Cl | VB C2

Abbildung 2-9: Schema der Herstellung der VB-Pools, Kontamination mit Yersinia enterocolitica und Probenahme.
Alle Versuchsansadtze A bis | wurden gleich behandelt.

T 924

Nach der Beimpfung der Vollblute und anschlieBender Keimzahlbestimmung wurden die Beutel Giber Nacht
bei Raumtemperatur gelagert. Am nachsten Tag (Tag 1) erfolgte erneut eine Bestimmung der Keimzahl und

die Weiterverarbeitung in die Komponenten (s. Abbildung 2-10).

Die EK- und TK-Komponenten mit der Ziffer 1 wurden nicht filtriert, die Komponenten mit der Ziffer 2

wurden filtriert gelagert.
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INKUBATION UBER NACHT BEI RT

s
VB Al VB B1 @ VB B2 VB Cl @ VB C2 %
AUFTRENNUNG IN DIE KOMPONENTEN
EK &1 Tk &1 EK &2 TE &2 EK B1 TK B1 EK BZ TK B2 K o1 Tk C1 ,EJS,C? Tk C2 5
iz nicht nicht
filtri=rt filtriert filtriert
GFP & GFP B GFP C

Abbildung 2-10: Schema der Weiterverarbeitung des tGiber Nacht inkubierten Vollblutes. Vor der Auftrennung wurde
eine Keimzahlbestimmung durchgefiihrt. Die Anzahl der Leukozyten wurde aus dem VB-Pool, nach der Inkubation
tiber Nacht und nach der Herstellung der EKs bestimmt.

Die automatische Separation des Vollblutes in Plasma, Buffy Coat und Erythrozytenkonzentrat erfolgte mit
der MACOPRESS® SMART, MacoPharma, Langen, Deutschland. Zur Herstellung der TK-Komponenten
wurden die Buffy-Coats mit drei weiteren blutgruppenidentischen Buffy-Coats gepoolt, mit 250 ml SSP+
Additiviésung (MacoPharma, Langen, Deutschland) aufgefillt und mit dem automatischen Separator

MacoPress Smart Evo (MacoPharma, Langen, Deutschland) nach Zentrifugation abgepresst.

Zur Herstellung der unfiltrierten TKs wurden eine Handpresse von Fenwal (Plasma Extractor FDR4414,
Fenwal, Minchen, Deutschland) verwendet, um einen Abbruch bei der automatisierten Abtrennung durch

den fehlenden Leukozytenfilter zu vermeiden.

Nach der Herstellung der Komponenten fand eine regelmaRige Beprobung bis zum Keimnachweis statt. Die
gefundenen Kolonien wurden tber Gramfarbung und API-Test identifiziert. Zu Beginn der Versuchsreihen
wurden aus Kapazitdtsgriinden Keimzahlbestimmungen durchgefihrt (im DRK BSD Springe). Nach Tag 2
wurden alle TK und EK Proben D bis | im BacT/ALERT getestet. Da die Proben A bis C friher angesetzt
wurden, war die Testung im Kulturautomaten erst ab Tag 6 moglich (Paul-Ehrlich-Institut). Das Plasma
konnte direkt nach Herstellung aufgrund der niedrigen Flaschenzahl im BacT/ALERT untersucht (10 ml bei
37°C) werden, bei —40°C eingefroren und dann bei -30°C gelagert. Da im Paul-Ehrlich-Institut kein
Tiefkiihler fiir -30°C zu Verfligung stand, wurden die Plasmen bei -80°C aufbewahrt und nach ca. 3 Monaten

auf mikrobielles Wachstum untersucht.
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10%CFU/Beutel: Beprobung tagl. zu Beginn, dann alle 2 bis 4 Tage bis positiv

filtriert

101 CFU/Beutel; Beprobung tagl. zu Beginn, dann alle 2 bis 4 Tage bis positiv

EK 1 EK 2
I 10%CFU/Beutel:: tagliche Beprobung bis positiv bzw. bis Ablauf der Haltharkeit (5d)
filtriert | | TTIEM
10t CFU/Beutel: tégliche Beprobung bis positiv bzw. bis Ablauf der Haltbarkeit {5d)
TE 1 Tk 2
o 10%CFU/Beutel: je 1y BacT/ALERT vor Einfrieren und nach Auftauen
filtriert
101 CFU/Beutel: je 1y BacT/ALERT vor Einfrieren und nach Auftauen
GFP

Abbildung 2-11: Beprobungsplan fiir die mikrobiologische Kontrolle der hergestellten Blutkomponenten.

Die Leukozytenzahlen vor und nach Filtration wurden mit dem Durchflusszytometer FACSCalibur bestimmt.
Zellen bzw. Zellpopulationen kénnen mit dem FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) nach ihrer GréRe
und Granularitat und aufgrund von bestimmten Oberflaichenmerkmalen oder intrazellularen Molekilen im

Vorwarts- und Seitwartsstreulicht von Laserstrahlen unterschieden und charakterisiert werden.

Zur Zellzahlbestimmung der Leukozten wurde der BD Leucocount Kit verwendet. Das enthaltende
Propidiumiodid farbt die DNA der Leukozyten spezifisch. So kénnen sie von den kernlosen Erythrozyten

und Thrombozyten unterschieden werden.

Zur Bestimmung der Anzahl der gezihlten Zellen wurden BD Trucount™ Tubes (LOT 15121) mit der Probe
gemischt und als Referenz mitgemessen. Bei der Messung wurden die fluoreszenzmarkierten Zellen in
einer TragerflUssigkeit vereinzelt und durch die Emission von optischen Signalen nach Passage eines Lasers

detektiert. Das Ergebnis lag nach wenigen Minuten vor.

Die verwendete Software hieR BD CellQuest™ Pro, Version 5.2.1. Das Gerit wurde vor den Messungen mit
BD Calibrite TM Beads kalibriert (Gerdat und alle verwendeten Reagenzien von BectonDickinson,

Heidelberg, Deutschland).

Zur Auftrennung der Vollblute in die Komponenten wurden die in Tabelle 2-11 aufgefiihrte Zentrifuge mit

den dokumentierten Programmeinstellungen verwendet.
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TABELLE 2-11: ZENTRIFUGE HETTICH ROTO SILENTA 630 RS, EINSTELLUNGEN ZUR ZENTRIFUGATION VON VOLLBLUT
UND BUFFY COAT IM DRK BSD SPRINGE

Fir Vollblut zur Herstellung von GFP, EK und BC ~ Fir Buffy Coat zur Herstellung von TK

Anlauf:in <120 s (ca. 112 s) auf 4068 x g Anlauf:in ca. 5 min auf 527 x g
Drehzahl: 3530 U/min Drehzahl: 1300 U/min

Zeit: 10 min Zeit: 7,5 min

Bremse: 3 (siehe Profil) Bremse: 2 (siehe Profil)
T:18-23°C T:18-23°C

Zentrifugationsprafile der & Kauptprogramme Rotosilenta 630 RS

4000

3500 —

3000 —

Drahzahl (U/Minute}
o
>
(=]
-

1000 > -

500 +———~2 .

Zeit [Minuten)

Pregramm 8, Vollzlut w—— Programm 5, GTK Fregramm 10, Rete Plasmen Programm 7, GEW £X

Abbildung 2-12: Zentrifugationsprofile der Zentrifuge Hettich Roto Silenta 630 RS. Es wurden Programm 8 (blau) und
Programm 5 (rot) zur Zentrifugation von Vollblut und Buffy Coat verwendet.
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2.9 LEUKOZYTENFILTRATION VON BLUTKOMPONENTEN

Die Leukozytenfiltration fand mit folgenden Beuteln bzw. Filtern statt:

e Blutbeutel (GURX0061) von Baxter, UnterschleiBheim, Deutschland (Einzelbeutel ohne Filter) mit
drei verschlieBbaren Zugangen.

e Filter BIOR 01 PLUS BBS PF mit Lagerbeutel aus PVC (Diethylhexylphthalat DEHP),
40 Einheiten/Karton (9009711), Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland.

e MacoPharma System fiir EK-In-line Filtration mit Additividsung PAGGS-M (Referenznummer:

LQT7247LC), von Vollblutentnahme-Beutelsystem abgeschweifter Filter mit Lagerbeutel.

|
1 ‘ mncom:) 2.95.€
alloﬁl
) P !
" UL IR I L
www fresenius-kabi.de < www.mar_nnLurma

Abbildung 2-13: Filter zur Leukozytenfiltration.

A —Trockenfilter mit Beutel von Fresenius Kabi, B - Feuchtfilter von Macopharma

Die Leukozytenfiltrations-Versuche fanden nach dem in Abbildung 2-14 gezeigten Schema statt:

Im_ersten Schritt wurde ein Bakterienstandard 1: 10 verdinnt und in das jeweilige zu filtrierende

Produktprobenmaterial inokuliert. Nach Durchmischung fand eine Keimzahlbestimmung (KZB) statt (A-vor
Filtration). Es erfolgte das AnschweiRen der Beutel A an Leukozytenfilter mit Beutel B. Die Halfte des
Beutelinhalts wurde filtriert und in Beutel Bo, aufgefangen. Im Anschluss wurde Beutel Bo, abgeschweil3t

und die Keimzahl daraus bestimmt.
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Im zweiten Schritt wurde Beutel A fiir 4 Stunden bei RT gelagert. Nach 4 h Lagerzeit wurde erneut eine KZB

in Beutel Asn durchgefiihrt, ein weiterer Leukozytenfilter mit Beutel (Beutel Ban) an Beutel Asn angeschweilSt

und der Rest des Beutels filtriert. Aus Beutel Bay wurde erneut eine KZB durchgefiihrt.

Aus den beiden Keimzahlbestimmungen, sowohl im ersten als auch im zweiten Schritt, wurden die
Retentionsraten des Filters bestimmt, um die Ergebnisse vergleichen zu kénnen. Die Retention beschreibt
die Riickhaltung der Bakterien im Filtermaterial. Dazu wurden die im Beutel B aufgefangenen Bakterien
bestimmt und mit der Anfangskeimzahl (vor Filtration) ins Verhaltnis gesetzt. Daraus wurde dann der Anteil

der Bakterien berechnet, der im Filter zuriickgehalten wurde.

Beutel A, B )
Beutel Ay,
Leukozytenfilter -
0 [} 0 \
Beutel By, (direkt nach Filtration) |

|

T BUYdS

|

ZnYds

Beutel B, (Filtrat nach 4 h Inkubation in Beutel
A und anschlieBender Filtration)

Abbildung 2-14: Schema der Vorgehensweise zur Filtration von Flussigkeiten kontaminiert mit Yersinia enterocolitica
durch einen Leukozytenfilter. Schritt 1 beschreibt die Aktion direkt nach Kontamination (Oh), Schritt 2 die
Vorgehensweise nach 4h.
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2.9.1 FILTRATION MIT DER MATRIX NACL

MATERIAL UND METHODEN

Es wurden 3 Baxter-Beutel mit 100 ml NaCl (0,85%) geflllt und je 1 ml der vorverdiinnten

Bakteriensuspension inokuliert. Zur Filtration wurden Filter und Beutel der Firma Fresenius Kabi

verwendet, die zur Herstellung von leukozytendepletierten EKs geeignet waren. In diesen Filtern befand

sich keine Additivlosung zur Befeuchtung des Materials.

T
100ml
101 NaCl
A
— — '
£ £ Je 1ml von Verdiinnung 101
£ £ &7 | 100ml
m o0
= o NaCl
S g N
& & Y
100ml
NacCl
A

Erwartete Keimzahl
2x10*KBE/ml EK

Tatsdchliche Keimzahl
3,5x10*KBE/mI EK

Abbildung 2-15: Inokulationsschema des plasmidhaltigen Stammes von Yersinia enterocolitica in NaCl (Mittelwert

aus n=3).

Die Durchfiihrung erfolgte nach Schritt 1 des Schema (Beprobung Beutel Agn und Bon)

Yersinia enterocolitica PEI-A-102 ( )
100ml
101 NacCl
~_
= = S
£ £ Je 1ml Verdi 101
£ £ e 1ml von Verdinnung 100ml
[aa} o D >
e = NacCl
= S -/
S S )
100ml
NacCl
—_

Erwartete Keimzahl
7x102KBE/ml EK

Tatsdchliche Keimzahl
1,2x103KBE/ml EK

Abbildung 2-16: Inokulationsschema der plasmidlosen Variante von Yersinia enterocolitica in NaCl

(Mittelwert aus n=3).
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2.9.2 FILTRATION MIT DER MATRIX ADDITIVLOSUNG

Das verwendete Filtersystem von Macopharma wird zur Herstellung von filtrierten EK-Komponenten aus
Vollblut verwendet und ist Bestandteil des gesamten Beutelsystems. Im EKf-Lagerbeutel befindet sich

Additivlosung, die den Filter wahrend der Lagerung feucht halt.

Nicht verwendete Filter mit Lagerbeutel (vom DRK Springe) wurden von VB-Spenden steril abgeschweilit,
aus denen keine EKs hergestellt wurden. Vor Beginn des Versuchs wurden die Beutel an ein Stativ gehangt,
sodass der Filter mit Additividsung volllaufen konnte. 5 min vor Kontamination wurde die Lésung wieder
in den Beutel laufen lassen und der Filter anschlieBend ab und andersherum wieder angeschweif3t, um die
Laufrichtung des Filters zu berlicksichtigen. Nach Kontamination wurde nach Schritt 1 gearbeitet, Beutel B

war in diesem Fall ein Baxter-Beutel.

Yersinia enterocolitica PEI-A-101-02

10t e N ™
100ml 100ml Erwartete Keimzahl
— — . PAGGS-M| | PAGGS-M 4
£ = Je 1ml von Verdiinnung 10! 2x10°KBE/mI EK
or oy N AN J
o o0
Ve o\ L )

Ec; ‘g ( h Tatsachliche Keimzahl
— =1 100ml 100ml "

AN DARN J

Abbildung 2-17: Inokulationsschema des plasmidhaltigen Stammes von Yersinia enterocolitica fir Additividsung
PAGGS-M (Mittelwert aus n=4).
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2.9.3 FILTRATION MIT LEUKOZYTENDEPLETIERTEM ERYTHROZYTENKONZENTRAT (EKF)

Um den Einfluss von EK auf das Filtrationsverhalten von Yersinia enterocolitica zu untersuchen, wurde der
Bakterienstandard 1:10 verdiinnt. Es wurden 3 Beutel (Baxter) mit je 100 ml EKf gefiillt und mit 1 ml der
Bakterienverdiinnung versetzt. Die Komponenten befanden sich bereits auSerhalb des Lagerzeitraums. Die

Durchfiihrung erfolgte nach beiden oben beschriebenen Schritten (s. 2.9.1).

Yersinia enterocolitica PEI-A-101-02
100ml
101 EKf Erwartete Keimzahl:
2x10*KBE/ml EK

£ = U -1
£ £ Je 1ml von Verdiinnung 10 100ml o .
) Q o > EKf Tatsdchliche Keimzahl
S E 1,32x10*KBE/ml EK
& &

Abbildung 2-18: Inokulationsschema des plasmidhaltigen Stammes von Yersinia enterocolitica (Mittelwert von n=3).

Yersinia enterocolitica PEI-A-102
100ml

101 EKf Erwartete Keimzahl
7x102KBE/ml EK

Je 1ml von Verdiinnung 101

100ml

EKf Tatsdchliche Keimzahl

1,46x10°KBE/mI| EK

7x10°KBE/ml
7x10°KBE/ml

100ml
EKf

Abbildung 2-19: Inokulationsschema fir den plasmidlosen Stamm Yersinia enterocolitica (Mittelwert von n=3).

Fiir die Versuche zum Retentionsverhalten von Yersinia enterocolitica in Gegenwart von EKf wurden

Trockenfilter mit Lagerbeutel (Abbildung 2-13, Bild A) verwendet.
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29.4 FILTRATION MIT NICHT LEUKOZYTENDEPLETIERTEM ERYTHROZYTENKONZENTRAT (EK)

Der Einfluss von Monozyten auf Bakterienzahl und Retention des virulenten Stammes wurde mit frischen,
unfiltrierten EKs untersucht. Dazu wurden von DRK BSD Baden-Wiirttemberg-Hessen die benétigten EKs
zur Verfligung gestellt. Die EKs stammten aus Vollblutspenden, die im BSD nicht weiterverarbeitet wurden,
da sie die Kriterien zur Herstellung von Blutkomponenten nicht erfillten. Das EK-Volumen pro Beutel
betrug ca. 300 ml. Nach der Separation wurden sie bis zum Versuchsbeginn gekihlt (Versuch 1: bei 4°C
max. 48h, Beutel 1 bis 4) oder bei Raumtemperatur (Versuch 2: max. 24h, Beutel 5-8) gelagert. Zur
Inokulation wurden 2 Standards aufgetaut, gemischt und verdiinnt. Die Kontaminationskeimzahlen der
eingesetzten Standards wurden bestimmt. Ein Beutel wurde als Negativ-Kontrolle mitgefiihrt. Die

Versuchsdurchfiihrung ist nach den Schritten 1 und 2 erfolgt.

Zur Bestimmung der Leukozytenzahlen vor (bei allen EKs) und nach der Filtration (nur bei der
Negativkontrolle) wurde das Sysmex XS-1000i (Sysmex, Norderstedt, Deutschland) eingesetzt. Die
Raumlichkeiten erlaubten die Messung einer kontaminierten Probe nicht. Abbildung 2-14 zeigt die

schematische Darstellung des Versuchsablaufes.

Das Sysmex ist ein Fluoreszenz-Durchfluss-Zytometer, das die Blutzellen wahrend des Durchtritts durch
eine Messzelle vermisst. Uber das emittierte Streulicht kdnnen die Blutzellen differenziert und quantifiziert

werden.

Abbildung 2-20 zeigt das Inokulationsschema.

Yersinia enterocolitica PEI-A-101-02

-1
Je 1ml von Verdiinnung 21 m m

Abbildung 2-20: Inokulationsschema fiir den plasmidhaltigen Stamm von Yersinia enterocolitica
(Mittelwert von n=4).

N

Erwartete Keimzahl
3,3x10*KBE/mI EK

Tatsachliche Keimzahl
2,3x10%*KBE/ml EK

2x107KBE/ml
2x108KBE/ml
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2.10 FRAKTIONIERUNG VON VOLLBLUT

Vollblut von drei Spendern (je 40 ml) wurde gleichmaRig (8 ml) in vier 15 ml Falcon-Réhrchen verteilt und
mit einer definierten Keimzahl kontaminiert. Nach Durchmischung wurden die Rohrchen bei 4000 x g (4400
rpm) in einer Heraeus Zentrifuge (Multifuge 3 S-R Rotor Sorvall mit Ausschwenkeinsatz fir 12 Falcon-
Réhrchen) flir 10 min zentrifugiert und ungebremst auslaufen lassen. Die entstandenen Schichten wurden
durch Ausplattieren (Standard-I-Agar) auf bakterielles Wachstum untersucht. Die getesteten Volumina

lagen bei 300 pl, wobei 3 Platten mit jeweils 100 pl inokuliert wurden

Flasma Thrombozyten-Konzentrat
Buffy Coat
Erythrozyten-Konzentrat Buffy Coat Rest

Abbildung 2-21: Fraktionierung des Vollblutes durch Zentrifugation (A) und anschlieRende Herstellung der
Komponente TK (B).

Zur Herstellung der TK Fraktion wurden drei Buffy Coats (bezogen vom DRK BSD Baden-Wiirttemberg-
Hessen, Institut fir Transfusionsmedizin und Immunhamatologie Frankfurt/Main), jedes gleichmaRig auf 4
Falcon-Réhrchen verteilt und mit 1,75x10° KBE/ml BC kontaminiert. Nach der Keimzahlbestimmung wurde
bei 527 x g (1600 rpm) mit obiger Zentrifuge zentrifugiert und die obere thrombozytenreiche Schicht ab
pipettiert. Aus beiden Fraktionen (TK und BC-Rest) wurden die Keimzahlen bestimmt. Die Abbildung 2-21

zeigt die Phasen nach der Zentrifugation des Vollblutes (A) bzw. des Buffy-Coats (B).
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3 ERGEBNISSE

3.1 HERSTELLUNG EINES PLASMIDHALTIGEN BAKTERIENSTANDARDS VON YERSINIA
ENTEROCOLITICA

Aus den vom Leibniz-Institut DSMZ- Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
bezogenen Stammen wurden Stammkulturen in Cryoréhrchen (s. Kapitel 2.5 ) und im Anschluss
MasterCellBanken hergestellt, die ein plasmidhaltiges und ein plasmidloses Ausgangsprodukt
gewahrleisteten (Kontrolle durch PCR). Aus den MasterCellbanken wurden die Standards (PEI-A-101, YEP*
und PEI-A-102, YEP') hergestellt.

3.1.1 KULTIVIERUNG VON PLASMIDHALTIGER YERSINIA ENTEROCOLITICA

Zur Erhaltung des Plasmids in vitro und fir die Produktion der Proteine mussten die
Umgebungsbedingungen flr das Bakterium angepasst werden, da auf dem Plasmid keine Antibiotika-

Resistenz vorliegt. Dazu waren verschiedene Faktoren zu berticksichtigen:

3.1.2 KALZIUMGEHALT IM KULTURMEDIUM

Um die Wirkung des Kalziumgehalts auf die Stabilitdt des Plasmids zu untersuchen, wurde eine Kultur des
plasmidhaltigen Teststammes ohne Ca%*-Zusatz weitergefiihrt und die ersten vier Passagen auf

plasmidhaltige Yersinia enterocolitica Zellen untersucht.
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M = MARKER

1=TSB + CA%*, DANACH ERFOLGTE EINE
KULTIVIERUNG IN TSB-MEDIUM

2 =TSB OHNE CA%, 1. PASSAGE

3 = TSB OHNE CA%, 2. PASSAGE

4 =TSB OHNE CA%*, 3. PASSAGE

5 =TSB OHNE CA%, 4. PASSAGE

Abbildung 3-1: Einfluss der Passagen (Subkultivierung) ohne Kalzium auf die Plasmidexprimierung (PEI-A-101-01).

Wachstumsexperimente wurden sowohl mit als auch ohne Ca%-Zusatz durchgefiihrt. Die virF-Bande der
plasmidhaltigen Stamme in TSB-Medium ohne Ca?* wird mit der Zunahme an Passagen immer schwicher

(s. Abbildung 3-1).

Dauerhafte Zugabe von Kalzium im Medium dagegen ergibt bei mehreren Passagen nacheinander keine
Verdnderungen bei der PCR-Amplifikation. Auch nach der 5. Passage mit Ca% ist die Plasmidbande noch
deutlich sichtbar und unterscheidet sich in der Starke nicht von der Bande des zum Vergleich aufgetauten

Inokulums.

VirF
8 = PEI-A-101-01 INOKULUM
ail 9 = PEI-A-101-01 5. PASSAGE (+CaCly)
- e o 10 = DSM PEI-A-102
11 = NEGATIV-KONTROLLE (H,0)
8 9 1011 M M =100 BP LADDER

Abbildung 3-2: Agarose-Gel der beiden verwendeten Standards.
Der plasmidhaltige aufgetaute Standard ist in Spur 8, der plasmidhaltige Stamm nach 5 Passagen in Spur 9 und der
plasmidlose Stamm in Spur 10 auftragen.
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Auf dem Gel in Abbildung 3-2, Spur 9 ist das Extrakt von Yersinia enterocolitica PEI-A-101-01 nach der 5.
Passage in kalziumhaltigem Medium aufgetragen. Sowohl die ail-Bande bei 170 bp als auch die
Plasmidbande bei 591 bp sind sichtbar. Zum Vergleich ist in Spur 8 ein aufgetauter Standard derselben

Charge und in Spur 10 der plasmidlose Stamm aufgetragen worden (Abbildung 3-2).

3.1.3 INKUBATIONSTEMPERATUR

In der Literatur wird ein optimaler Temperaturbereich zur Konservierung des Plasmids beschrieben, der
zwischen 26°C und 37°C liegt [49]. In der vorliegenden Studie wurden Experimente bei 28°C und 37°C
durchgefiihrt, die die Angaben aus der Literaturstelle bestatigten. Um die Effektorproteine nachzuweisen
ist laut Li et al 1998 eine Temperatur von mindestens 32°C notwendig. Der Fokus lag in erster Linie auf der
Erhaltung des Plasmids. Weiterfliihrende Versuche wurden deshalb bei einer Temperatur von 28°C
angesetzt, so dass die Produktion der Effektorproteine nicht in groRem MaRe stattfand (Stressreduktion)

[49].

3.1.4 PH-WERT DES MEDIUMS

Der zur Stabilisierung des Plasmids ausreichende pH-Wert eines mit CaCl, versetzten TSB-Mediums betrug
6,7 bis 6,9. Es wurde auf die dauerhafte pH-Wert-Einstellung der neu angesetzten Medien verzichtet, um
Fremdkontaminationen der angesetzten Medien durch die nicht sterilisierbare Messelektrode bzw.
Probenahmen ausschliefen zu kdnnen. Die Kulturmedien wurden regelmaRig der Qualitatskontrolle durch

den Hersteller unterzogen. Deshalb war eine gréRBere Schwankung im pH-Bereich nicht zu erwarten [205].

3.1.5 ANZUCHT UND STAMMHALTUNG

Die beiden Referenzstdmme von Yersinia enterocolitica DSM 11502 und DSM 9676 wurden lyophilisiert
bezogen, kultiviert und mikroskopisch, biochemisch und molekularbiologisch iberpriift, um spater ggf.

Mutationen oder Adaptionen durch langere Kultivierung und Passagen erkennen zu kénnen.
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3.2  STABILITAT DER HERGESTELLTEN BAKTERIENSTANDARDS VON YERSINIA
ENTEROCOLITICA

Zur Uberpriifung des Bakterienstandards von Yersinia enterocolitica wurde neben der Bakterienzahl auch

der Plasmidgehalt bestimmt.

3.2.1 EINFRIERVERSUCHE

Da die Lagerung der Bakterien-Standards bei -80°C stattfand, musste die Stabilitat des Plasmids wahrend

des Gefrier- bzw. des Auftauvorgangs und auch bei der Rekultivierung gewahrleistet sein.

GemaR Standardprotokoll (s. 2.5 ) zur Herstellung des plasmidhaltigen PEI-A-101-01 Standards wurden
jeweils 1,5 ml der Bakteriensuspension mit und ohne Zusatz von Albumin (im Verhéltnis 1:1) eingefroren
(Bande 2 und 4). Als Vergleich diente eine 24-h-Kultur, die nicht eingefroren wurde (Bande 1). AuRerdem
wurden einmal 1,5 ml der Bakteriensuspension durch Zentrifugation pelletiert und mit Uberstand

eingefroren (Bande 3), einmal mit Aloumin resuspendiert und eingefroren (Bande 5).

Anschliefend wurde anhand einer PCR {iberprift, ob das Plasmid noch in den aufgetauten Bakterienzellen
vorlag. Sowohl das ail-Gen, als auch die virF-Bande konnten bei allen Ansatzen wiedergefunden werden

(Abbildung 3.3).

M12345 NM

M = 1KB

1=24 H KULTUR UNBEHANDELT

2 =1,5 ML BAKTERIENSUSPENSION IN TSB-MEDIUM

3=1,5 ML BAKTERIENSUSPENSION IM PELLET

4 =750 pL BAKTERIENSUSPENSION + 750 pL ALBUMIN

5=1,5 ML BAKTERIENSUSPENSION PELLETIERT, IN 1ML
ALBUMIN RESUSPENDIERT

N = WASSER, REINST

Abbildung 3-3: Einfrierversuch mit und ohne Albumin und mit und ohne Pellet (PEI-101-01).

Zur Uberpriifung der Stabilitit der Standards und der Reproduzierbarkeit der Bakterienzahlenwurde die
Keimzahl der beiden Yersinia enterocolitica-Stamme Gberprift. In Abbildung 3-4 und Abbildung 3-5 sind
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die Ergebnisse der Keimzahlbestimmungen der Teststimme PEI-A-101-02 und PEI-A-102 seit Herstellung
und Lagerung bei -80°C bis Ende 2015 gezeigt.
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Abbildung 3-4: Stabilitdtsdaten von Yersinia enterocolitica Standard PEI-A-101-02 (n=17), hergestellt am 15. Mérz
2005

Der Mittelwert der 17 durchgefiihrten Keimzahlbestimmungen lag bei 2,34 x10” KBE/ml im Standard PEI-
A-101-02, die Standardabweichung wurde mit 7,37 x 10 KBE/ml ermittelt.
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Abbildung 3-5: Stabilitdtsdaten des Standards PEI-A-102 (n=8), hergestellt am 20. M&rz.2003
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Im Standard PEI-A-102 lagen im Durchschnitt 4,91x 10° KBE/ml vor, die Standardabweichung betrug

9,77x 10*KBE/ml. Es wurden acht Keimzahlbestimmungen in die Auswertung miteinbezogen.

Die Keimzahl der Yersinia enterocolitica-Standards blieb Gber Jahre weitgehend konstant.

3.3 NACHWEIS DES VIRULENZPLASMIDS PYV WAHREND DER STANDARDHERSTELLUNG

Um den Einfluss des Einfrier- und Auftauvorgangs auf das Plasmid zu untersuchen, wurden die Genorte
virF und ail zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Herstellung des Bakterienstandards anhand von
Multiplex-PCR nachgewiesen. Der Nachweis fand vor Herstellung im SylLab, direkt vor dem Einfrieren und
nach einer Einfrierzeit von mindestens 24 Stundenbei -80°C statt. Es wurde bei keinem der
unterschiedlichen Ansatze ein Verlust der Plasmidbande festgestellt (s. Abbildung 3-6). Auch nach
Kultivierung im geeigneten Medium war kein Verlust des Plasmids festzustellen. Die Banden 2 bis 4 waren

durch die Herstellung der Standardinokula mit Albumin im Verhaltnis 1:1 verdiinnt.

M MARKER (100 BP DNA LADDER)

1 BAKTERIENSUSPENSION DIREKT WOR DER
HERSTELLUMNG (37°C)

2 ABGEFULLTER STANDARD 1:1 MIT ALBUMIN
VERSETIT

3.4 AUFGETAUTE BAKTERIENSTANDARDS

5 1. PASSAGE ZUR REKULTIVIERUNG DES
STANDARDS
IN TSEB BEI 2B°C

& FPLASMIDLOSER STAMM (YERSINIA

ENTEROCOLITICA, DSM 9676
M MEGATIVKOMTROLLE, WASSER REINST

Abbildung 3-6: Plasmid Stabilitdt wahrend der Herstellung des Standards PEI-101-02
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3.4 QUANTIFIZIERUNG DER PLASMIDTRAGENDEN ZELLEN

Um die Anzahl der plasmidpositiven Bakterienzellen im Standard PEI-A-101-02 festzustellen, wurden zwei

unterschiedliche Verfahren verwendet.

3.4.1 DIFFERENZIERUNG DER PLASMIDHALTIGEN UND PLASMIDLOSEN ZELLEN ANHAND DER
KOLONIEGRORE IM STANDARD PEI-A-101-02

Nach dem Auftauen eines Standards wurde auf Standard-I-Blutagar eine geeignete Verdinnungsstufe
ausplattiert. Nach 24 Stunden wurden die gut sichtbaren Kolonien markiert. Nach 48 Stunden konnten
auch die kleinen Kolonien mit bloRem Auge gut abgegrenzt und umkreist werden (Abbildung 3-7). Die

markierten Kolonien wurden mit Einmal-Impfésen abgepickt und auf Plasmidbesitz untersucht.

Nach 24 h Nach48 h 58 _

Abbildung 3-7: GréRendifferenzierung der Kolonien auf Standard-I-Blutagar

Sag 58

68
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18 19 20 21 22 23 24

GelPilot Mid Range
Laddar (100} 9 44 45 46 47 48 49 S0 S1 52 S3 M 55 56 57 60 61 62 63 64 65 67

eot. no. 239135)

Abbildung 3-8: Nachweis des Virulenzplasmids von Yersinia enterocolitica

Die Plasmidbanden wurden in einem Agarosegel sichtbar gemacht. Bei alle groRen Kolonien konnte keine
Bande bei 571 kb festgestellt werden (griine Rahmen in Abbildung 3-8). Bei 77 kleinen Kolonien waren
die Pasmid-Banden sichtbar. In Kolonie 73 (kleine Kolonie) konnte kein Plasmid nachgewiesen werden

(roter Rahmen in Abbildung 3-8).

3.4.2 BESTIMMUNG DER RATE AN PLASMIDHALTIGEN ZELLEN IM STANDARD

Zur Bestimmung der Anzahl von groRen plasmidlosen und kleinen plasmidhaltigen Kolonien in den
eingefrorenen Standards wurden Keimzahlbestimmungen auf Standard-I-Blutagar durchgefiihrt. Anhand

dieses Agars konnten groRe und kleine Kolonien gut unterschieden werden.

Kolonien werden als grol definiert, wenn sie nach 24 Stunden gut sichtbar auf der Blutplatte vorhanden

sind. Die kleinen Kolonien sind teilweise auch zu erkennen, die Anzahl der gewachsenen kleinen Kolonien
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Iasst sich sicher aber erst nach 48 Stunden definieren. Man kann sie zusatzlich auch an einem weillen

Zentrum erkennen, das bei den grofRen Kolonien nicht vorhanden ist (Abbildung 3-9).

Kleine Kolonien mit
weilkem Zentrum

Grof3e Kolonien

Abbildung 3-9: Blutagarplatte mit groRen und kleinen Kolonien aus PEI-A-101-02

Das Verhaltnis von groRen und kleinen Kolonien lag im Mittel bei 1:12 und wurde aus 9 Differenzierungs-
Keimzahlbestimmungen des Standards PEI-A-101-02 errechnet. Die Ergebnisse von sind in Abbildung 3-10
zusammengefasst. Die Standardabweichung fir den Anteil an groRen Kolonien wurde mit einem
Schwankungsbereich von 1,07% angegeben. Fiir die kleinen Kolonien lag die Abweichung bei 1,21%. In

jedem der hier untersuchten Inokula wurden < 9,5% plasmidlose bzw. groRe Kolonien gefunden.

0,
100%  9se  8A%  Gs%  65%  83%  80%  63%  69%  67%  7.5%

90%
80%
70%
60%
50% 7%
40%
30%
20%
10%
1 2 3 4 5 6 7 8 9 Mw

M kleine Kolonien groRe Kolonien

Rate an grof3en und kleinen Kolonien

Abbildung 3-10: Verhaltnis von grofRen zu kleinen Kolonien im Standard PEI-A-101-02.
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3.4.3 STATISTISCHE AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE

Im Versuch (Kapitel 3.4.1 ) wurden die abgepickten Kolonien auf Plasmidgehalt untersucht. Es wurden
98,7% der kleinen Kolonien plasmidpositiv getestet und bei alle groBen Kolonien konnte kein Plasmid
nachgewiesen werden. Das Ergebnis des ,Exakten Tests nach Fisher’ von P<0,0001 ist signifikant, d.h. durch
die kulturelle Differenzierung kann eine Aussage liber den auf Plasmidbesitz anhand der Koloniegrof3e

getroffen werden.

TABELLE 3-1: EXTAKTER TEST NACH FISHER ZUR BESTIMMUNG DER BEOBACHTETEN HAUFIGKEITEN IN DER

STICHPROBE
Kolonie Plasmidbande Total
F
requency  Row ja nein total
Pct
gro 0 6
6
0,00% 100,00%
Klein 76 1
77
98,70% 1,30%
total 76 7 83

Ergebnis: P<0,0001

3.5 WACHSTUM VON YERSINIA ENTEROCOLITICA IN BLUTPRODUKTEN

Um festzustellen, ob Yersinia enterocolitica in verschiedenen Blutkomponenten ein geeignetes
Wachstumsmilieu findet, wurden definierte Zellzahlen von Yersinia enterocolitica inokuliert und unter den
in der Himotherapie-Richtlinien vorgegeben Bedingungen inkubiert. Der Beprobungszeitraum fiir jeden

Versuch ist im jeweiligen Kapitel dokumentiert.

3.5.1 WACHSTUM IN ERYTHROZYTENKONZENTRATEN

Im ersten Schritt wurde das Wachstum von Yersinia enterocolitica in zu 50 ml aliquotierten EKs Gberprift.
Zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns hatten alle hier verwendeten EKs ihre Haltbarkeit um 1 bis 3 Tage

Uberschritten.
Die inokulierten Keimzahlen sind in den Legenden von

Abbildung 3-11 und Abbildung 3-12 dokumentiert und liegen zwischen 7,7 und 124 KBE/Beutel. Der
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eingesetzte Stamm mit Plasmid gehorte zu der ersten Charge der Standardherstellung (PEI-A-101-01).

Nach einer Adaptionszeit von wenigen Tagen (zwischen Tag 2 und 6 wurden keine Proben genommen)
konnte bei PEI-A-101-01 ein Anstieg der Bakterienzellzahl festgestellt werden. Die Komponenten mit den
héheren Initialkeimzahlen erreichten nach > 22 Tagen eine Keimzahl von bis zur 10’KBE/m| EK (Abbildung

3-11).

1.00E+08
Yersinia enterocolitica PEI-A-101-01
1.00E+07 i
1.00E+06 i ®
o
1.00E+05
« @
w ®
< 1.00E+04
~ ® L 4
L
2 1.00E+03 L
v®°
1.00E+02 4.50E+02
o
1.00E+01 ® 12,4 KBE/ml EK 124 KBE/ml EK
—e— 7,7 KBE/ml EK 77 KBE/ml EK
1.00E+00 £ 3 ;E ;E
0 5 10 15 20 25 30 35

Probenahme nach Tagen [d]

Abbildung 3-11: Wachstum von Yersinia enterocolitica PEI-A-101 (plasmidhaltig) in EK mit unterschiedlichen
Startinokula. Die roten und blauen bzw. die gelben und griinen Markierungen stellen zwei zeitlich unabhéangige
Versuchsansatze dar.

(i1 =tberwachsen, Platte war nicht mehr auszdhlbar-geschatzte Keimzahl; **kein Koloniewachstum in den ersten 6
Versuchstagen nachgewiesen).

Die Keimzahlbestimmung an Tag 8 ergab bei beiden Ansdtzen mit niedrigen Inokulationskeimzahlen
ibereinstimmende Ergebnisse (Uberlagerung der Messpunkte, s. Abbildung 3-11). Die Entwicklung der
Keimzahlen in den Parallelansdtzen mit jeweils einer niedrigen und einer hohen Keimzahl zeigt bei beiden

Stammen einen weitgehend parallelen Verlauf.

Der Stamm ohne Virulenzplasmid (PEI-A-102) erreichte die Keimzahlen im Vergleich spéater als die pYV
positiven Bakterien (Abbildung 3-12). Auch hier ist ein parallel verlaufendes Wachstum bei

unterschiedlicher Inokulationskeimzahl zu beobachten.
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Abbildung 3-12: Wachstum von VYersinia enterocolitica PEI-A-102 (plasmidlos) in EK mit unterschiedlichen
Startinokula.

Mit dem plasmidhaltigen Stamm PEI-A-101-02 wurde ein weiterer Wachstumsversuch durchgefiihrt. Es

wurden geringe Zellzahlen von Yersinia enterocolitica in 3 EKs mit Volumina von ca. 300 ml inokuliert.

Die Initialkeimzahl von 100 KBE/Beutel war im Vergleich zum Experiment mit 50 ml EK-Volumen (185 und
2400 KBE/Einheit) teilweise deutlich niedriger, was sich auch in der Entwicklung zu Beginn der Beprobung
zeigt. Die ersten Probenahmen zeigten kein Wachstum von Yersinia enterocolitica. Erst nach ca. einer

Woche konnte auf den Nahrbéden Wachstum nachgewiesen werden.
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Abbildung 3-13: Entwicklung der Keimzahl von Yersinia enterocolitica PEI-A-101-02 in EK bei 4°C.

Nach der Adaptationsphase werden die hochsten Keimzahlen schneller erreicht als bei geringeren EK-
Volumina und hoherer Initialkeimzahl. Zum gleichen Zeitpunkt lagen die Werte mindestens eine
Zehnerpotenz héher als beim ersten Inokulationsexperiment. Der sigmoidale Verlauf der Wachstumskurve
ist nicht erkennbar, da die Abstdnde zwischen den Beprobungen wdhrend der logarithmischen
Wachstumsphase jeweils mehrere Tage betrugen. In allen drei EKs konnte kein Wachstum von Yersinia
enterocolitica direkt nach Kontamination nachgewiesen werden. An Tag 2 wurden im unverdiinnten EK1
drei Kolonien gefunden, dann erst wieder an Tag 14 (8,8 Kolonien in der ersten Verdiinnung). EK 3 wies an
Tag 4 eine Kolonie in der unverdinnten Probe auf. An Tag 7 wurde sowohl in EK2 eine Kolonie als auch in
EK3 bakterielles Wachstum beobachtet. Nach 14 Tagen war in allen EK-Beuteln Wachstum zu verzeichnen.
Die Keimzahlen entwickelten sich anschlieBend schnell. EK3, inokuliert mit 145 KBE/Beutel, konnte nach
Versuchsende die hochste Keimzahl verzeichnen. Die Beprobung wurde nach 3 Wochen aufgrund technisch

bedingter Probleme bei der Lagerung der eingestellt (Abbildung 3-13).

3.5.2 WACHSTUM IN ADDITIVLOSUNG (PAGGS-M)

Um den Einfluss der verwendeten Additividsung auf den plasmidhaltigen Stamm PEI-A-101 von Yersinia
enterocolitica zu untersuchen, wurde die Anzahl an Bakterienzellen in der PAGGS-M Losung aus Versuch
3.6.2 (Leukozytenfiltration mit der Matrix PAGGS-M) bestimmt, die Additiviosung anschlieBend bei 4°C
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inkubiert und das Wachstum nach zwei und sieben Tagen Uberpriift. Die Entwicklung der Keimzahl stellt

sich in Abbildung 3-14 folgendermalien dar:

0
® 77 KBE/ml
® 50 KBE/ml

17 KBE/ml

10

KBE/ml AL

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Wachstum nach Stunden [h]

Abbildung 3-14: Wachstum von Yersinia enterocolitica PEI-A-101 in PAGGS-M

Wachstum von Yersinia enterocolitica konnte in Additiviosung nicht festgestellt werden. Die eingebrachte

Keimzahl reduzierte sich im Rohrchen innerhalb von einer Woche um 88%.

3.5.3 WACHSTUM IN THROMBOZYTENKONZENTRATEN

Um das Wachstum in TK festzustellen, wurde in zwei aufeinanderfolgenden Versuchen je ein TK in 50 ml
Einheiten aufgeteilt und in Blutbeutel (Fa. Baxter) abgefillt und kontaminiert. Die Inokulationskeimzahlen

sind in Tabelle 3-2 und betrugen zwischen 3,54 und 1,02x 10* KBE/ml TK.

TABELLE 3-2: INOKULATIONSKEIMZAHLEN DES PLASMIDHALTIGEN STAMMES PEI-A-101-01

Inokulationskeimzahl (in 1 ml der Volumen TK Berechnete Keimzahl Wachstum
Verdlinnung des Standards) im TK

185 KBE 50 3,54 KBE/ml TK nein
1930 KBE 50 35,40 KBE/ml TK nein
386 KBE 50 7,77 KBE/mI TK nein
3865 KBE 50 77,70 KBE/mI TK ja
6,6x10° KBE 65 1,02x10* KBE/ml TK ja
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Die Entwicklung der Keimzahlen ist in Abbildung 3-15 dargestellt. Nur in den Ansdtzen mit den
Initialkeimzahlen 1,02x 10% KBE/ml TK und 7,7x 10! KBE/ml TK konnte eine Zunahme der Bakterienzahl

festgestellt werden.

Im Beutel mit der Anfangskeimzahl von 77 KBE/mI TK wurde erstmalig nach 15 Tagen trotz mehrmaliger
vorheriger Beprobung an den Tagen 1, 2, 6, 7 und 8 eine Keimzahl von 8,75x 10* KBE/ml TK nachgewiesen.
Eine Lag-Phase von mindestens 8 Tagen kann aus den Ergebnissen abgeleitet werden. In den Beuteln

7,7 KBE/ml TK (31 Tage beprobt) bzw. 3,54 und 35,4 KBE/ml TK (beprobt bis Tag 23) wurde kein Wachstum
festgestellt.

Im Beutel mit der héchsten Keimzahl (>10* KBE/mI TK) war kein Abfall der Keimzahl zu beobachten, wobei
zwischen Tag 1 und 7 keine Beprobung stattfand. Der 7-Tage-Wert der héchsen Keimzahl ist ein Schatzwert,

da die Platten tiberwachsen waren (s. lila Markierung).

1.00E+07
Yersinia enterocolitica DSM 11502
1.00E+06 [
)
1.00E+05 © PY
)
¥ 1.00E+04
=
= @ 7,7 KBE/ml TK
D 1.00E+03
@ 77 KBE/ml TK
1.00E+02 3,54 KBE/ml TK
© 35,4 KBE/ml TK
1.00E+01
@ 1,02E+04 KBE/ml TK
1.00E+00 @@ o0
0 5 10 15 20 25 30

Probenahme nach Tagen [d]

Abbildung 3-15: Wachstum des plasmidhaltigen Stammes von Yersinia enterocolitica (PEI-A-101-01) im TK.
Die nicht ausgefiillte Markierung ist ein Schatzwert, da die Platten Uberwachsen waren bzw. nur orientierend
ausgezahlt wurden.

Der plasmidlose Stamm konnte im TK zu keinem Zeitpunkt (letzte Kontrolle nach 24 Tagen) wiedergefunden

werden. Die Kontaminationskeimzahlen sind in Tabelle 3-3 aufgefiihrt.
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TABELLE 3-3: INOKUATIONSKEIMZAHLEN DES STAMMES PEI-A-102 (OHNE PLASMID)

Inokulationskeimzahl (in 1 ml Volumen TK Berechnete Keimzahl Wachstum
der Verdiinnung des Standards) im TK

185 KBE 50 3,70 KBE/ml TK nein
1930 KBE 50 38,60 KBE/mI TK nein
177 KBE 50 3,54 KBE/ml TK nein
1770 KBE 50 35,40 KBE/ml TK nein

3.5.4 WACHSTUM IN FRISCHPLASMA

Zur Wachstumskontrolle von Yersinia enterocolitica wurden je 10 ml Plasma in Falcon-Réhrchen (4 Plasmen
aus je zwei Spendern) in Doppelbestimmung untersucht. Die Endkeimzahl in den Rohrchen wurde mit 100
KBE/ml berechnet. Eine regelméaRige Tribungskontrolle fand statt, eine Beurteilung zur Feststellung von
Keimwachstum war durch die natiirliche Triibung des Plasmas allerdings nicht ausreichend méglich.
Deshalb wurden nach 7 und 14 Tagen Wachstumskontrollen durchgefiihrt. Fir jeden Ansatz wurden je 100

pl auf 2 Standard-I-Agarplatten ausplattiert und bei 37°C flir 24 bis 48 Stunden inkubiert.

TABELLE 3-4: ERGEBNISSE DER WACHSTUMSKONTROLLE VON YERSINIA ENTEROCOLITICA PEI-A-101-02
(PLASMIDHALTIG) IN PLASMA (N=4) MIT DOPPELBESTIMMUNG

Lagerung PEIFA- 1a 1b NK1 2a 2b NK2 3a 3b NK3 4a 4b NK4
bei 101-02

4°C 7Tage n.n. n.n. n.n. n.n. nn nn ++ ++ n.n. n.n. on.no n.n.
14Tage n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. nn +++ +++ n.n. n.n. n.n. n.n.
RT 7Tage n.n. n.n. n.n. n.n. nn. nn + n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
14Tage n.n. n.n. n.n. nn. nn. nn.  ++ nn. nn. nn nnn.n
37°C 7Tage  n.n. n.n. n.n. n.n. nnN. n.n. .. n.n. NN n.ne n.ne n.n.
14Tage n.n. n.n. n.n. nn. nn. n.n. nn. nn. nn. nn. n.n n.n

n.n. = kein Wachstum, + = leichtes Wachstum, ++ = maRiges Wachstum, +++ = starkes Wachstum,
NK = Negativkontrolle

AusschlieRlich in einem Spenderpool konnte Wachstum festgestellt werden. Bei 4°C war nach 7 Tagen die
Platte sehr gut bewachsen (++). Kolonieabgrenzungen waren nur noch schwer zu erkennen. Nach 14 Tagen
war ein dichter Zellrasen (+++) auf den Platten zu beobachten.

Bei Raumtemperatur konnte Yersinia sich nur in einem der beiden Ansatze vermehren. Nach 7 Tagen waren
einige Kolonien gewachsen (+), sie waren gut auszdhlbar (ca. 30 KBE/Platte). Nach 14 Tagen war die

Keimzahl angestiegen und die Kolonien konnten nicht mehr ausreichend differenziert (++) werden. In den
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Ubrigen Plasmen wurde keine Kontamination mehr nachgewiesen (n.n.).Yersinia enterocolitica PEI-A-102

(plasmidlos) konnte in Plasma nicht nachgewiesen werden (s. Tabelle 3-5).

TABELLE 3-5: ERGEBNISSE DER WACHSTUMSKONTROLLE VON YERSINIA ENTEROCOLITICA
PEI-A-102 (PLASMIDLOS) IN PLASMA (N=4) MIT DOPPELBESTIMMUNG

Lagerung PEI-A- la 1b NK1 2a 2b NK2 3a 3b NK3 4a 4b NK4
bei 102

4°C 7 Tage n.n. n.n. n.n. n.n. n.N. NN, NN, NN, NN, NN, h.neon.n.
14Tage n.n. n.n. n.n. n.n. nnh. .. NN nnh. .. n.ne n.n. nan.
RT 7 Tage n.n. n.n. n.n. n.nN. NN, NN, NN, NN, NN, NN, h.neon.n.
14Tage n.n. n.n. n.n. n.n. nn. .. nN.n. nn. .. n.n. n.n. nan.
37°C 7 Tage n.n. n.n. n.n. n.nN. n.N. NN, NN, NN, NN, NN, h.neon.n.
14Tage n.n. n.n. n.n. n.n. nn. NN, NN, nn. .. n.n. n.n. nn.

n.n. = kein Wachstum

3.6 ABREICHERUNG VON YERSINIA ENTEROCOLITICA DURCH LEUKOZYTENFILTRATION MIT
UNTERSCHIEDLICHEN MATRIZES

Um das Retentionsverhalten von Yersinia enterocolitica in speziell fir EK-Komponenten konzipierten Filtern
zu untersuchen, wurden verschiedene Probenmaterialien mit einer moglichst groRen Anzahl von Bakterien
inokuliert und Uber den Filter gegeben. Vor und nach Filtration wurden die Keimzahlen bestimmt. In

Abbildung 3-16 ist die Filterart abgebildet, die auch im VB-Versuch in Springe eingesetzt wurde.

] .
| LCRD
n 3 ‘ ‘ LEUCOFLEN
v

wophgm:\ \.|5.Q25§3“~L-
1.’ il 4 A A AR
Abbildung 3-16: Verwendete Leukozytenfilter von Macopharma fiir die Experimente mit Additividsung und EK.

EKs wahrend der Inkubationszeit (4h) in Versuch 2 (A). Ein noch unbenutzter Leukozytendepletionsbeutel der Fa.
MacoPharma (B).
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Da die Leukozytenfiltration mit unterschiedlich behandelten Blutkomponenten, Losungen und zwei

Yersinia enterocolitica Stimmen durchgefiihrt wurde, ist in eine Ubersicht der Versuche zu sehen.

TABELLE 3-6: UBERSICHT UBER DIE VERSUCHSKOMPONENTEN DER LEUKOZTENFILTRATIONS-EXPERIMENTE
Matrix Stamm
Experiment NaCl PAGGS-M  EKf EK  PEI-A-101-02 PEI-A-102
(plasmidhaltig)  (plasmidlos)

Leukozytenfiltration Nr. 1

X X X
(Trockenfilter Fresenius)
Leukozytenfiltration Nr. 2
X X
(Feuchtfilter Macopharma)
Leukozytenfiltration Nr. 3
X X X
(Trockenfilter Fresenius)
Leukozytenfiltration Nr. 4
X X

(Feuchtfilter Macopharma)

3.6.1 LF1-LEUKOZYTENFILTRATION MIT DER MATRIX NACL (0,85%)

Die Ergebnisse der drei Parallelansédtze (= drei Beutel) mit Stamm PEI-A-102 und dem Trockenfilter von
Fresenius Kabi sind in Abbildung 3-17 dargestellt. Es ist deutlich zu sehen, dass fiir die Bakterien ohne
Plasmid ein groRer Schwankungsbereich bei der Filtrationsleistung besteht. Da in der Ausgangssuspension
eine Keimzahl von ca. 7x 10°KBE/ml vorlag, die zur Anwendung vorverdiinnt werden musste, und die
Bakterien in 100 ml NaCl 0,85% fiir die Filtration inokuliert wurden, lagen die Anfangs-Keimzahlen bei
Beginn des Versuchs in einem recht niedrigen Bereich von 8x 102KBE/ml bis 1,83x 103KBE/ml.

Die ausgefiillten Saulen zeigen die Keimzahlen vor und nach Filtration. Die Anzahl und Rate der durch den

Filter entfernten Bakterienzellen ist in der gestrichelten Sdule dargestellt.
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1.00E+05

1.00E+04

1.00E+03

40%

1.00E+02

Keimzahl [KBE/ml]

1.00E+01

1.00E+00 — —_—
Beutel 1 Beutel 2 Beutel 3

B A - vor Filtration 1.83E+03 8.00E+02 9.67E+02
M B - nach Filtration 2.57E+02 5.90E+02 5.77E+02
= Retention Oh 1.57E+03 2.10E+02 3.90E+02

Abbildung 3-17: Retention des plasmidlosen Stammes PEI-A-102 in der Matrix NaCl (n=3).

Im Gegensatz zum plasmidlosen Stamm zeigten die Ergebnisse der Experimente mit PEI-A-101
(plasmidhaltiger Stamm) mit dem Trockenfilter von Fresenius Kabi sehr dhnliche Werte. Es wurden 95% bis

97% der Bakterien im Filter zuriick gehalten (Abbildung 3-18).

. 70
1.00E+05 95% 97%
= 1.00E+04
S~
@
I~ 1.00E+03
<
~ 1.00E+02
=
]
< 1.00E+01
1.00E+00 = =
Beutel 1 Beutel 2 Beutel 3
B A - vor Filtration 2.68E+04 3.37E+04 4.47E+04
M B - nach Filtration 1.31E+03 1.40E+03 1.19E+03
= Retention Oh 2.55E+04 3.23E+04 4.35E+04

Abbildung 3-18: Retention des plasmidhaltigen Stammes PEI-A-101 in der Matrix NaCl (n=3).
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Differenziert man groRe und kleine Kolonien des Stammes PEI-A-101 und verfolgt die Retention, fallt auf,
dass sich im NaCl-Filtrat (s. Abbildung 3-18 und Abbildung 3-19Abbildung 3-18) das Verhéltnis von
plasmidhaltigen Bakterienzellen (YEP+) und plasmidlosen Bakterienzellen (YEP-) etwas dndert. Im Mittel
bestand die Bakteriensuspension aus 8,3% grof3en, plasmidlosen Kolonien vor Filtration. Nach der Filtration

war ein leichter Anstieg auf 12% zu verzeichnen.

10%
Vor Filtration I

(Nacl)

V%

u Beutel 1 groR  ® Beutel 1 klein m Beutel 2 groR  ® Beutel 2 klein u Beutel 3 grofR  ® Beutel 3 klein

I 13% | 119 ' 12%

® Beutel 1 groR  m Beutel 1 klein W Beutel 2 groR  m Beutel 2 klein ® Beutel 3 gro®  m Beutel 3 klein

Nach Filtration
(Nacl)

Abbildung 3-19: Anteil von grofRen und kleinen Kolonien in drei untersuchten Beuteln 1, 2 und 3 vor und nach
Filtration in NaCl.

3.6.2 LF2-LEUKOZYTENFILTRATION MIT DER MATRIX ADDITIVLOSUNG (PAGGS-M)

Um die Wechselwirkung des plasmidtragenden Stammes mit dem Filtermaterial bzw. den im EK
befindlichen Leukozyten besser einschatzen zu kdnnen, wurde die Additiviosung PAGGS-M kontaminiert
und mit den Feuchtfiltern von Macopharma filtriert. Es wurden vier Parallelansatze

(= vier Beutel) durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-20 zu sehen.
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1.00E+05
= 1.00E+04
€
~
@
3 1.00E+03
<
S
g 1.00E+02
Q
~
1.00E+01
1.00E+00 _— —— -
Beutel 1 Beutel 2 Beutel 3 Beutel 4
M Vor Filtration 2.31E+04 2.31E+04 2.31E+04 2.31E+04
M nach Filtration 4.33E+01 7.67E+01 4.00E+01 3.67E+01
= Differenz (Retention) 2.31E+04 2.30E+04 2.31E+04 2.31E+04

Abbildung 3-20: KBE von Yersinia enterocolitica PEI-A-101-02 in Additiviosung (n=4) vor und nach Filtration mit dem
Macopharma Filter. Die Filtration reduzierte die KBE um mindestens 99,7%.

Die Yersinia-Zellen wurden im feuchten Macopharma-Filter fast vollstindig zurickgehalten. Die
Retentionszahlen lagen im Mittel bei 99,8% anstatt bei 97% in NaCl fiir den Trockenfilter von Fresenius. Die

Initialkeimzahlen lagen in der gleichen GroRenordnung.

Auch hier wurde die KoloniegroRe auf Standard-I-Blutagarplatten zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl
differenziert, aber ein sehr inhomogenes Ergebnis beobachtet. Zwei der vier Beutel zeigten eine erhohte
Rate an zuriick gehaltenen YEP+ Zellen nach der Filtration, bei den (ibrigen Beuteln konnte kein Unterschied
festgestellt werden. Die Keimzahlen nach Filtration waren allerdings so gering, dass auf allen Agarplatten
durch das geringe Probenvolumen von 100 pl im Mittel (n=3) weniger als 10 Kolonien wuchsen und der

statistische Fehler dadurch sehr hoch war (Abbildung 3-21).
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Vor Filtration (PAGGS-M) Nach Filtration (PAGGS-M)
0,
31% 9%
10%
69%
91%
90% Beutel 1 groR Beutel 1 klein Beutel 2 grolR Beutel 2 klein
8%
27%
grol © klein
929% 73%
Beutel 3 groR Beutel 3 klein Beutel 4 grolk Beutel 4 klein

Abbildung 3-21: Anteil von grofRen und kleinen Kolonien in der Additiviosung PAGGS-M vor und nach Filtration mit
dem Macopharma Filter.

3.6.3 LF 3 -LEUKOZYTENFILTRATION MIT LEUKOZYTENDEPLETIERTEM
ERYTHROZYTENKONZENTRAT

Um das Adhasionsverhalten von Yersinia enterocolitica im Erythrozytenkonzentrat in Abhangigkeit von der
Inkubationszeit zu untersuchen, wurden je 100 ml leukozytenfiltriertes EK (am Ende bzw. auRerhalb der
Lagerzeit) mit beiden Yersinia enterocolitica-Stammen kontaminiert (Beutel A). Fir den plasmidlosen
Stamm betrug das Inokulum 7x 10*KBE/ml, fiir den virulenten Stamm 2x 10° KBE/ml. Abweichend von der
in Kapitel 3.6.1 beschriebenen Vorgehensweise wurde zusatzlich nach der Filtration der ersten Halfte der
im Beutel A verbliebene Rest fiir vier Stunden bei Raumtemperatur gelagert und anschlieRend durch einen
weiteren Filter geleitet (Schritt 2, Abbildung 2-14). Vor (Beutel Asn) und nach Filtration (Beutel Ban) wurde

eine Keimzahlbestimmung aus dem EK durchgefiihrt.
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1.00E+05
£ 1.00E+04
@
1.00E+03
= 89% 91% 69% 93% 83%
S 1.00E+02 = 36% = =
o - - -
O | E E I E I
>~ = = =
1.00E+00 = = =
Beutel 1 Beutel 2 Beutel 3
B A - vor Filtration 1.73E+02 1.17E+02 1.47E+02
M B - nach Filtration 2.00E+01 1.00E+01 1.00E+01
= Retention Oh 1.53E+02 1.07E+02 1.37E+02
A - 4h vor Filtration 8.33E+01 1.50E+02 2.40E+02
M B - 4h nach Filtration 5.33E+01 4.67E+01 4.00E+01
Retention 4h 3.00E+01 1.03E+02 2.00E+02

Abbildung 3-22: KBE von leukozytendepletiertem EK kontaminiert mit plasmidlosem Stamm PEI-A-102 nach Oh und
4h Inkubation und nach Filtration mit dem Trockenfilter von Fresenius Kabi (n=3).

In Beutel 1 des Experiments mit dem plasmidlosen Stamm PEI-A-102 war das EK-Volumen in Beutel Ban
(Filtrat) so gering, dass eine ordnungsgemaRe Probenahme nicht durchgefiihrt werden konnte. Der Filter

wurde mit NaCl nachgespiilt, um den im Filter verbliebenen Rest in den Beutel B zu spiilen (Abbildung
3-22).

In Abbildung 3-23 ist die Entwicklung der Keimzahl von Yersinia enterocolitica PEI-A-101-02 (plasmidhaltig)

vor und nach Leukozytenfiltration in EK mit und ohne Inkubationszeit von vier Stunden im Dreifachansatz

gezeigt.
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1.00E+05 .
96% 99,_60
89% 93% =
— 1.00E+04
1S
or
=) 1.00E+03
X,
< 1.00E+02
N
E
N 1.00E+01
1.00E+00 = = —
Beutel 1 Beutel 2
M A - vor Filtration 1.32E+04 1.26E+04 1.38E+04
M B - nach Filtration 1.52E+03 8.53E+02 1.89E+03
= Retention Oh 1.17E+04 1.17E+04 1.19E+04
A - 4h vor Filtration 2.57E+04 2.37E+03 2.89E+04
H B - 4h nach Filtration 1.16E+03 8.37E+02 1.10E+02
= Retention 4h 2.46E+04 1.53E+03 2.88E+04

Abbildung 3-23: KBE von Yersinia enterocolitica PEI-A-101-02 vor und nach Filtration in der Matrix EKf nach
0 und 4 h Inkubationszeit.

Die Werte der umrandeten Balken vor und nach Filtration wurden vertauscht. Wahrscheinlich hat eine Verwechslung
bei der Auszdhlung der Keimzahl stattgefunden. Die gestrichelten Balken sind die Retentionswerte (n=3).

Die Gesamtkeimzahl in allen drei Beuteln reduzierte sich durch die Filtration um fast eine log-Stufe ohne
Inkubationszeit. Vor der Inkubationszeit hatte Beutel 2 die beste Retentionsrate. In zwei von drei Beuteln
konnte nach einer Inkubationszeit von vier Stunden eine erhdhte Retention von Yersinia enterocolitica PEI-
A-101 gegenliber der Filtration direkt nach Kontamination beobachtet werden. Nach vier Stunden wurde
nur in Beutel 2 eine verminderte Retention detektiert. Die Keimzahl war hier nach der Lagerung bei RT
Uber vier Stunden vor Filtration um fast eine log-Stufe reduziert. In den anderen beiden inkubierten
Parallelansatzen (Beutel 1 und Beutel 3) konnte eine Zunahme um 100% an lebenden Zellen registriert

werden.

91



ERGEBNISSE

9% %
Vor Filtration
(EKF) Oh
9%, 91% 93%
Beutel 1 grof Beutel 1 Kein Bewutel 2 grof Beutel 7 Kein Beutel 3 grof Beutel 3 Kein
1% 12% s
MNach Filtration
(Exf) Oh
9% HE%: 2%
Beutel 1 grof Beutel 1 klein Beutel 2 grof Beutel 2 lein Beutel 3 grof Beutel 3 kein

Abbildung 3-24: Anzahl der groRen plasmidlosen und kleinen plasmidhaltigen Kolonien direkt vor und nach Filtration
ohne Inkubationszeit in der Matrix EKf im Standard PEI-A-101

Bei der Auszdhlung der Agarplatten wurde das Verhaltnis an groRen und kleinen Kolonien bestimmt. In

Abbildung 3-24 ist eine leicht erh6hte Anzahl an groBen Kolonien nach Filtration zu erkennen.

Nach 4 Stunden Inkubationszeit konnte in Beutel 2 vor Filtration eine deutliche Zunahme der grofRen,
plasmidlosen Kolonien von 9% auf 25% beobachtet werden (Abbildung 3-25). In den Beuteln 1 und 3 lag
der Anteil an plasmidlosen Bakterien vor Depletion unverdndert bei 7%. In diesen Ansatzen ist nach diesem
Inkubationszeitraum eine deutlich schlechtere Retention der plasmidnegativen Zellen zu erkennen, obwohl
sich in diesen Beuteln nach 4h die Keimzahlen verdoppelt hatten und das Verhaltnis von grof3 zu klein vor

und nach einer Inkubationszeit von 4 Stunden nicht verandert war.
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7% 7%
25%
vor Filtration
(EKf) 4h
93% 75% 93%
Beutel 1 groRR Beutel 1 klein Beutel 2 groR Beutel 2 klein Beutel 3 groRR Beutel 3 klein
27%
nach Filtration 0% 45%
(EKf) 4h )
50% 55%
73%
Beutel 1 groR Beutel 1 klein Beutel 2 groR Beutel 2 klein Beutel 3 groR Beutel 3 klein

Abbildung 3-25: Anteil der groRen plasmidlosen und kleinen plasmidhaltigen Kolonien vor und nach Filtration mit 4h
Inkubationszeit in der Matrix EKf.

3.6.4 LF4-LEUKOZYTENFILTRATION MIT NICHT LEUKOZYTENDEPLETIERTEM
ERYTHROZYTENKONZENTRAT

Es wurden frische, nicht leukozytendepletierte EKs (Volumen ca. 300 ml) verwendet. Nach der Herstellung
wurden sie bis zum Versuchsbeginn gekihlt (Versuch 1: bei 4°C max. 48h, Beutel 1 bis 4) oder bei
Raumtemperatur (Versuch 2: max. 24h, Beutel 5-8) gelagert. Die Kontaminationskeimzahlen der
eingesetzten verdiinnten Standards (Stamm PEI-A-101-02) wurden bestimmt. Im Versuch 1 wurde eine
Keimzahl von ca. 1,3x 107 KBE/ml inokuliert. Die Keimzahl des Inokulums von Versuch 2 wurde mit

1,7x 107 KBE/ml berechnet. Da sich die Volumina der EKs unterschieden, wurde nach Inokulation eine
weitere Keimzahlbestimmung jedes Beutels durchgefiihrt. Diese Werte sind in Abbildung 3-26 (A — vor
Filtration) aufgefiihrt. Im Anschluss wurde die Halfte der kontaminierten EKs filtriert, eine
Keimzahlbestimmung des Filtrats durchgefiihrt, der Rest im Beutel bei Raumtemperatur fir 4 Stunden
inkubiert, durch einen weiteren Filter geleitet und abschlieRend eine Keimzahlbestimmung des zweiten
Filtrats durchgefiihrt. Es wurde nach Schritt 1 und 2 (s. Abbildung 2-14) gearbeitet, wobei die Filter von
Beutel 5-8 nicht gewechselt wurden, sondern fiir den gesamten Beutelinhalt nur ein Filter zur Verfligung
stand (es wurde lediglich ein neuer Beutel unterhalb des Filters angeschweif3t). Die Retentionsraten der

Bakterien waren in den Beuteln 1 bis 4 sehr hoch und lagen bei fast 100%. Im zweiten Versuchsdurchgang
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mit Beutel 5 bis 8 konnten vor 4-stiindiger Inkubation 98,3% der Bakterien abgefangen werden. Nach

wiederholter Verwendung des Filters waren es im Mittel nur noch 94,6%.

1.00E+06 95 6%
99,3%  99,9%  998%  998%  99,8%  968%  97,5% gggo
= 1.00E+05 . ~ 99,9% . _.974% _90,8%, _ 947% =
£ = £ = £ = £ = £
wJ 1.00E+04 = = = = = = = =
2 =0t Sy Eoord Eoed EY N ELENELC | E
— 1.00E+03 = = = = = = = =
< = = = = = = = =
[ E E E E E E E E
£ 1.00E+02 = = = = = = = =
) = £ = £ = £ = £
> 1.00E+01 = Ig = = = = = =
1.ooe+00 MIEREE MRS = | Ell | B[ =N | E = = =
Beutel 1 Beutel2 Beutel3 Beutel4 Beutel5  Beutel6 Beutel 7 | Beutel 8
M A - vor Filtration 6.43E+04 | 6.13E+04 | 5.07E+04 5.87E+04 4.97E+04 5.17E+04 6.13E+04 7.00E+04
M B - nach Filtration 4.37E+02 1.67E+01 9.67E+01 1.10E+02 1.00E+02 1.67E+03 1.56E+03 8.03E+02
= Retention Oh 5.99E+04 6.13E+04 5.06E+04 5.86E+04  4.96E+04 5.00E+04 5.98E+04 6.92E+04

A -4hvor Filtration ' 1.61E+03 5.40E+04 1.11E+03 8.53E+02 5.53E+04 2.40E+04 4.00E+04  1.10E+05
M B - 4h nach Filtration 3.3 8.00E+01 3.33E+00 3.3 1.43E+03 2.21E+03 2.10E+03 5.00E+03
Retention 4h % 1.60E+03 | 5.39E+04 1.10E+03 8.50E+02  5.39E+04 2.18E+04 3.79E+04 1.05E+05

Abbildung 3-26: KBE von Yersinia enterocolitica PEI-A-101-02 in unfiltrierten und filtrierten EK (n=8) und nach 4 h
Inkubation (Filtermaterial von Macopharma).

3.7 VERTEILUNG VON YERSINIA ENTEROCOLITICA NACH FRAKTIONIERUNG DES
VOLLBLUTES (VF)

Die Wiederfindung der Bakterien in den Komponenten erfolgte in zwei Teilschritten. Nach der
Kontamination von Vollblut und der sich anschlieBenden Zentrifugation wurden die entstandenen
Schichten auf bakterielles Wachstum untersucht. Die Buffy-Coat Schicht war fiir die Herstellung von TK zu
diinn und konnte nicht weiter verarbeitet werden. Um die Verteilung der Bakterien im weiteren Verlauf zu
untersuchen, wurden Buffy-Coats vom BSD bezogen und nach Inokulation von Yersinia enterocolitica

weiter verarbeitet.

3.7.1 HERSTELLUNG VON EK UND PLASMA (VF NR.1)

Von je drei Spendern wurde vier Falcon-Réhrchen mit Vollblut befillt und kontaminiert, zentrifugiert und
die Schichten auf bakterielle Verteilung untersucht. Im ersten Durchgang wurde mit einer Keimzahl von ca.

1x 103 KBE pro Milliliter Vollblut beimpft. In den daraus gewonnenen Komponenten wurden keine
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Bakterien gefunden. Eine Aussage Uber die Verteilung konnte somit nicht getroffen werden. In der

Wiederholung betrug die Keimzahl pro ml VB bei 2,33 x10° KBE.

Insgesamt waren in VBon bei Spender 1 und 2 im Mittel ein prozentualer Anteil von 0,12% der initial
eingebrachte Bakterien zu finden, was einer Reduktion von drei logio-Stufen entspricht. Bei Spender 3
wurde eine geringere Abnahme um ca. 25% der inokulierten Bakterienzellen festgestellt. Nach vier
Stunden Inkubationszeit konnte jedoch in allen VB-Proben eine weitere deutliche Reduktion der Keimzahl
beobachtet werden. Das Vollblut von Spender 3 konnte die Keimzahl um drei weitere 3 log-Stufen

reduzieren, erreichte aber die Keimzahlen der Vollblute 1 und 2 nicht.

1.00E+06
2.33E+05 2.33E+05 2.33E+05
89E+05

1.00E+05

1.00E+04
£ 1,20E+03
o 1.00E+03 500
o 297 257 227
< 158 120 s 188

1.00E+02 53

27
10
1.00E+01
1.00E+00
Spender 1 Spender 2 Spender 3

Initialkeimzahl ®VB 0Oh VB 4h Plasma mBC EK

Abbildung 3-27: Nachweis von Yersinia enterocolitica in Vollblut und den danach aufgetrennten Komponenten
(VB=Vollblut, BC= Buffy Coat, EK= Erythrozytenkonzentrat), n=4 Parallelansatze jedes Spenders.

Bei Spender 1 und Spender 2 war nach der Zentrifugation und anschlieBender Keimzahlbestimmung kein
bakterielles Wachstum im Plasma zu finden (Abbildung 3-27). Im Plasma von Spender 3 konnten noch

188 KBE/ml gefunden werden. Im Buffy Coat der Spender 1 und 2 lag der Anteil noch vorhandener
Bakterien bei 0,06%. In der EK-Komponente wurden im Mittel noch 0,026% der initial eingebrachten

Yersinia Zellen wiedergefunden.
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3.7.2 HERSTELLUNG VON TK AUS BUFFY-COAT (VF NR. 2)

Zur Herstellung der TK-Fraktion wurden drei Buffy Coats (ca. 50 ml pro Beutel) in je 4 Falcon-R6hrchen
verteilt und mit 1,75x 10° KBE/ml von PEI-A-101-02 kontaminiert. Nach der Zentrifugation wurden die
entstandenen Phasen (TK und Buffy Coat Rest) auf Wachstum untersucht. Auch der Buffy-Coat wies noch
sehr gute bakterienreduzierende Eigenschaften auf. Die Reduktion von fast 2 logio-Stufenwar bei allen
Spendern deutlich sichtbar. Nach einer Inkubationszeit von 4 Stunden war die Bakterienzahl so niedrig,
dass auf Standard-I-Agar nur noch sehr wenige Kolonien gefunden wurden. Im TK war die Reduktion der

Bakterienzahlen am deutlichsten zu sehen (Abbildung 3-28).
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1.75E+05 1.75E+05 1.75E+05

1.00E+05

1.00E+04
34E+03

KBE/ml
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83E+02 33E402

1.00E+02
10 4
1.00E+01 5

1.00E+00
Spender 1 Spender 2 Spender 3

M Initialkeimzahl BC Oh BC 4h TK mBC-Rest

Abbildung 3-28: Verteilung der Bakterien im Buffy-Coat und nach anschliefender Auftrennung,
n=4 Parallelansatze/Spender in Falconréhrchen.

3.8 DARSTELLUNG VON YERSINIA ENTEROCOLITICA IN EINER VOLLBLUTSPENDE

Um Aussagen Uber das Wachstumsverhalten der ausgewahlten Bakterienstamme im Vollblut bzw. in den
einzelnen Komponenten machen zu kénnen, wurde in zwei Versuchsansdtzen mit Yersinia enterocolitica
PEI-A-101-02 kontaminiert, das Vollblut in die Blutkomponenten aufgetrennt und auf Keimwachstum
untersucht. Die positiven Ergebnisse wurden anhand der Gramfarbung der Re-Isolate (s. Abbildung 3-29)

und des API-Tests ( Abbildung 3-30) verifiziert.
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Abbildung 3-29: Gram-Praparat von Yersinia enterocolitica PEI-A-101-02

Abbildung 3-30: Ergebnis des Re-Isolates mit dem API 20E
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3.8.1 VOLLBLUT-VERSUCH VB NR. 1 (EIN VOLLBLUT)

Eine Vollblutspende wurde nach Eintreffen in den Blutspendedienst mit einem Milliliter des unverdiinnten
plasmidhaltigen Teststammes PEI-A-101-02 kontaminiert, fiir Keimzahlbestimmungen beprobt und tber
Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Am nachsten Tag wurde erneut die Keimzahl bestimmt. Die
Ergebnisse der Keimzahlbestimmungen sind in Tabelle 3-7 zu sehen. Im Anschluss daran wurde das Vollblut

in die Komponenten aufgetrennt und je eine Halfte unfiltriert und leukozytendepletiert gelagert.

TABELLE 3-7: ERGEBNISSE DER KEIMZAHLBESTIMMUNGEN IM VOLLBLUT VOR SEPARATION

errechnete Keimzahl des eingesetzten Standards = 2,62x 10’KBE/ml Standard
Keimzahl im VB direkt nach Kontamination 2,48x 10°KBE/ml Vollblut

Keimzahl im VB 12h nach Kontamination Kein Wachstum nachweisbar

In Tabelle 3-8 ist das Bakterienwachstum in den Blutkomponenten im Beprobungszeitraum von 20 Tagen
dargestellt. In den filtrierten Komponenten und im GFP konnte kein Wachstum von Yersinia enterocolitica

nachgewiesen werden.

TABELLE 3-8: UBERSICHT WACHSTUMSERGEBNISSE DER KOMPONENTEN AUS KONTAMINIERTEM VOLLBLUT.
0 1 2 3 Sa So 6 7 8 9 Fr Sa So 13 14 15 16 Fr Sa So 20
EK X X X X X X X X X X X X X

EK
filtriert

TK X X X X X X X X

TK
filtriert

GFP X

x = Wachstum  x = BacT/ALERT positiv, Ausstrich negativ

Aufgrund des groReren Volumens wurden an den jeweiligen Tagen EK- und Plasmaproben in
Blutkulturflaschen und TK auf Agarplatten kultiviert. Die Kulturflaschen der inokulierten Proben der
unfiltrierten Bestandteile waren bei jeder Messung positiv. Der Ausstrich ergab durchgehend Wachstum

von Yersinia enterocolitica. Am Ende des Versuchs wurden alle noch negativen Komponenten im
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Kulturautomaten (Probenvolumen 10 ml, aerobe Kultivierung) Gberpriift. Einen Uberblick gibt Abbildung

3-31.

S

WACHSTUM DIREKT NACH KONTAMINATION UND NACH 12H

INKUBATIONSZEIT BEI RT AUF STANDARD-I-AGAR
N

P
PosiTiv IMm BACT/ALERT (10ML AEROB)
PROBENAHME AM TAG DER HERSTELLUNG

G

NEGATIV BIS 3 WOCHEN NACH VERSUCHSBEGINN

PosITIV IM BACT/ALERT (10ML AEROB)
PROBENAHME AM TAG DER HERSTELLUNG

NEGATIV BIS 3 WOCHEN NACH VERSUCHSBEGINN

PLASMA NEGATIV BIS 3 WOCHEN NACH VERSUCHSBEGINN

Abbildung 3-31: Ergebnisse des kontaminierten Blutes und der einzelnen Komponenten im Uberblick.
In den unfiltrierten Blutkomponenten EK und TK konnte direkt am Tag der Herstellung, also am Tag nach der
Kontamination Wachstum von Yersinia enterocolitica nachgewiesen werden.

3.8.2 VOLLBLUT-VERSUCH VB NR. 2 (18 VOLLBLUTE)

Versuch Il wurde in drei Ansatze eingeteilt. Diese unterschieden sich entweder in Inokulationskeimzahl
oder Plasmidbesitz. Je zwei blutgruppenidentische Vollblute wurden gepoolt und zu gleichen Volumina (ca.
500 ml) zurick in die Ursprungsbeutel Gberfiihrt, um identische Ausgangsbedingungen fir parallel
hergestellte unfiltrierte (EK) bzw. leukozytenabgereicherte (EKf) Komponenten zu erreichen und deren
Ergebnisse vergleichen zu konnen (s. 2.8.6 , Abbildung 2-9, Abbildung 2-10). Die gemeinsam gepoolten
Beutel wurden identisch mit fortlaufenden Buchstaben beschriftet, wobei die unfiltrierte Komponente den
Zusatz 1, die leukozytenfiltrierte Komponente den Zusatz 2 erhielt. Die eingebrachten Keimzahlen,
ermittelt durch die Keimzahlbestimmung der hergestellten Verdiinnungsstufen, sind in Tabelle 3-9
dokumentiert. In der Spalte ,Ergebnis der KBE' sind die im unverdiinnten Standard vorhandene Anzahl an

Bakterien aufgefiihrt, die durch die initiale Keimzahlbestimmung errechnet wurden. Daraus ergibt sich die
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tatsachlich inokulierte Keimzahl pro Beutel in der Tabellenspalte ganz rechts: fiir die Beutel A bis C wurden
216 KBE/ml, fir D bis F 221 KBE/ml und fir G bis 1 0,02 KBE/ml Vollblut bei einem angenommenen Volumen
von 500 ml Vollblut pro Beutel inokuliert. Die Vollblute hatten Fillvolumina tGiber 500g. Ein Nachweis durch
das Ausstrichverfahren ware theoretisch zumindest bei den hohen Inokulationskeimzahlen moglich

gewesen.

TABELLE 3-9: ZUORDNUNG DER STAMME UND INITIALKEIMZAHLEN UND TATSACHLICHER INOKULIERTER KEIMZAHL

Yersinia enterocolitica  Ergebnis der KBE Inokulierte Keimzahl
Ansatz Beutel
Stamm [KBE/ml] [KBE/Beutel]
1 A bis C PEI-A-102 (pYV’) 7,57x 10° 1,08x 10*
2 D bis F PEI-A-101 (pYV¥) 2,7x 107 1,10x 10*
3 G bis | PEI-A-101 (pYV*) 2,21x 107 1,10x 10!

Im ersten Ansatz mit dem plasmidlosen Stamm von Yersinia enterocolitica wurden bei der Herstellung der
leukozytendepletierten EKs irrtimlich alle Komponenten filtriert, obwohl eines der beiden EKs zum
Vergleich dienen sollte. Als es bemerkt wurde, waren beide Beutel B bereits komplett filtriert. Die Beutel
A und C enthielten noch ca. die Halfte des unfiltrierten EKs. Einer der beiden Beutel von A und C wurden
in der Filtration gestoppt. Das verbliebene unfiltrierte Volumen war ausreichend um die Probenahme zu

beenden.

In der folgenden Tabelle 3-10 sind die Ergebnisse aus allen 9 Ansatzen A bis | bzw. 18 Spendern aufgefiihrt.

Jeweils 10 ml Probe wurden in aerobe BacT/Alert-Flaschen inokuliert und bei 37°C inkubiert.
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TABELLE 3-10: ERGEBNISSE AUS DER MIKROBIOLOGISCHEN KONTROLLE ALLER KOMPONENTEN IM BACT/ALERT

VB nach VB nach EK EKf TK TKf GFP
Kontamination 12h bei RT

A n.n n.n n.n. n.n n.n n.n n.n
B n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n
C n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n
D n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n
E n.n n.n n.n 0,99h* n.n n.n n.n
F n.n n.n 0,72h* n.n n.n n.n n.n
G n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n
H n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n
I n.n n.n n.n n.n n.n n.n n.n

* Nachweiszeit im BacT/ALERT. Beide EKs wurden nach Ankunft im PEI beprobt und wiesen nach drei
Tagen Wachstum auf (10 ml Probe und Inkubation im BacT/ALERT).

In den mit plasmidlosen Yersinia enterocolitica Stamm kontaminierten Beuteln A bis C konnte kein
Wachstum festgestellt werden, ebenso nicht in den Beuteln G bis |, die mit der niedrigen Keimzahl des
plasmidhaltigen Stammes kontaminiert waren. Einzig in Beutel EK E2 (filtriertes EK) und EK F1 (nicht
filtriertes EK) wurde Yersinia enterocolitica im Kulturautomaten nachgewiesen. Aus den positiv
detektierten Kulturflaschen wurde Y. enterocolitica reisoliert und per API-Test und Mikroskopie

(s. Abbildung 3-29, Abbildung 3-30) identifiziert.

Im Versuch mit Blutbeuteln wurde immer wieder beobachtet, dass sich die Farbe des Blutes verdanderte.
Es nimmt bei einer Anreicherung von Yersinia enterocolitica eine sehr dunkelrote bis schwarze Farbung an.
Eine Kontrolle der Farbe sollte deshalb immer durchgefiihrt werden, jedoch ist ohne einen direkten

Vergleich die Identifizierung problematisch (s. Abbildung 3-32).
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Abbildung 3-32: EK-Beutel aus dem Vollblutversuch Nr. 2 in Springe.

In Abbildung A sind die EK-Beutel D bis | zu sehen, die aus dem mit PEI-A-101-02 kontaminierten Vollblut
generiert wurden. Im direkten Vergleich in Abbildung B (Ansatz F) und C (Ansatz E) sind Unterschiede

in der Farbung der Komponente zu sehen. Die EKs, in denen Wachstum auftrat, sind mit F1 und E2 markiert.

Die Abreicherung der Leukozyten durch die Filtration ist in Abbildung 3-33 dargestellt. EK C2 und EK E2
wiesen nach der Filtration mit etwa 90% mehr Leukozyten auf als die verbleibenden filtrierten EKs (der

Ansatze A, B, D, F, G, H und 1), die im Mittel 1,21 Leukozyten/ul EK enthielten. Diese Komponenten
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entsprachen bzgl. der Leukozyten-Abreicherung nicht den Spezifikationen von 10° Leukozyten pro
Komponente der Richtlinien zur Himotherapie, blieben jedoch unter dem Wert von

10’ Leukozyten/Einheit. 10% dieser hergestellten Komponenten dirfen in den Verkehr gebracht werden.

Nach Fraktionierung des Vollblutes bzw. vor Leukozyten-Depletion waren in den nicht filtrierten
Komponenten im Mittel noch 2713 Leukozyten pro pl im EK zu finden. Dies entspricht einer Abreicherung

von 41,4% bei einer mittleren Leukozytenzahl im Vollblut von 6546 Leukozyten.
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B1 El E2 F1

Al A2 B2 C1 C2 D1 D2 F2 Gl G2 H1 H2 11 12
| Vollblut-Pool 4977 4977 5709 5709 8052 8052 6246 6246 7240 7240 6803 6803 5046 5046 5918 5918 7885 7885
m VB nach 12h 5001 5151 6675 6357 8665 8768 5782 6007 7202 7351 6828 7042 5072 5101 5787 5673 8034 7703
mEK 2727 0.83 4.57 3230 10.1 2079 1.6 2073 11.1 2317 1.13 1506 0.14 3493 0 4280 0.33

10000

9000

8000

7000

WBC/ul
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Abbildung 3-33: Leukozytenbestimmung zu unterschiedlichen Zeitpunkten.
Aus dem VB-Pool, nach Teilung, Kontamination und 12-stiindiger Inkubation bei RT, nach Separation aus EK.

Die Ziffer 1 markiert die unfiltrierte Komponente, Ziffer 2 das leukozytendepletierte EK. Komponente B1
wurde nicht gemessen, da versehentlich beide Komponenten filtriert wurden.
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4 DISKUSSION

4.1 DIE SPEZIES YERSINIA ENTEROCOLITICA

Die Pathogenitat bzw. Virulenz von Yersinia enterocolitica wird (iber die Exprimierung der Virulenzfaktoren
auf dem Plasmid gesteuert. Plasmidhaltige Stamme kdnnen sich so gegen die Abwehrmechanismen des
Wirtes schiitzen. Avirulente Stamme ohne Plasmid werden vom Wirt eliminiert. Um die unterschiedlichen
Eigenschaften von Yersinia-Stammen zu bericksichtigen, war es notwendig plasmidhaltige und

plasmidlose Bakterienzellen zu untersuchen.

Fiir die Versuche mit Yersinia enterocolitica wurden zwei Stamme ausgewahlt, die urspriinglich aus
Patientenproben isoliert wurden. Einer der Stamme wurde als plasmidhaltiger Stamm bezogen. Beim
anderen, als Kontrolle eingesetzte Stamm, konnte kein Plasmid nachgewiesen werden, weshalb dieser von
der DSMZ als ,,Autoagglutination negativ” klassifiziert wird. Dies beschreibt die fehlende Immunerkennung
des nicht vorhandenen Proteins Yersinia adhesin A (YadA, plasmidkodiert) in der duBeren Zellmembran
[206-208]. In dieser Arbeit konnte der fehlende Plasmidbesitz bestatigt werden. Beide Stamme gehoren

zum selben Serovar 0:3, das in Deutschland am haufigsten aus Patientenproben isoliert wird [5, 209].

In der Literatur gibt es keine definitiven Aussagen Uber eine Reetablierung eines verlorengegangen
Virulenzplasmids. Allerdings wurden sogenannte Helferplasmide isoliert, die fahig sind pYV in vitro zu
mobilisieren [210]. Die virulenten Komponenten (inv und ail) des Bakterienchromosoms sollten auch in
den plasmidlosen Bakterien noch vorliegen. Die ail-Region war bei beiden Stammen vorhanden und wurde

in dieser Arbeit als Kontrolle in der PCR nachgewiesen [12].

4.2 VIRULENZMARKER

Die Pathogenitatsmechanismen von Yersinia enterocolitica sind komplex. Sie sind sowohl chromosomal
lokalisiert. Pathogene Spezies besitzen aber auch zusatzlich ein Virulenzplasmid, von welchem in der Kultur
bei Temperaturen ab >32°C Proteine exprimiert werden und es den Bakterien ermoglicht, sich vor

phagozytierenden Zellen und dem Komplementsystem des Wirtes zu schiitzen.

Zum Nachweis der Pathogenitat sind biochemische und molekularbiolgische Untersuchungen maoglich [12].
In dieser Arbeit wurde eine PCR etabliert, mit der die beiden Virulenzfaktoren ail und virF nachgewiesen

werden konnten. Der Genort virF ist auf dem Virulenzplasmid lokalisiert und wurde zur Kontrolle des
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Plasmids eingesetzt. Da beide Stamme das ail-Gen auf dem Bakterienchromosom tragen, wurde Ail als
Positivkontrolle zum Nachweis von Yersinia enterocolitica verwendet [211]. Auch wenn das Plasmid
verloren gegangen sein sollte, konnte so der Nachweis fiir diese Spezies erbracht werden. Die PCR wurde
bei der Kultivierung des pathogenen Stammes und bei der Herstellung der Standardinokula eingesetzt, um
sicherzustellen, dass das Plasmid nicht verloren geht. Nach der Kontamination von Blut und seinen
Komponenten wurde bei positiven Ergebnissen Uberprift, dass plasmidhaltige Yersinia enterocolitica
isoliert wurde. Da hier keine Aussage Uber die Anzahl der pYV-positiven Zellen getroffen werden konnte,
wurde der Nachweis spater in Blut anhand der KoloniegréRendifferenzierung durchgefiihrt (s. 2.6.2 und

3.4).

4.3 QUANTIFIZIERUNG DER PLASMIDHALTIGEN BAKTERIENZELLEN

Um die tatsachliche Anzahl an virulenten Yersinia enterocolitica-Zellen im plasmidhaltigen Standard zu
bestimmen, wurde im ersten Schritt eine Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH) etabliert. Daflir wurden
die Bakterien auf Objekttragern fixiert. Die Hybridisierung mit Fluoreszenz markierten Sonden erlaubt die
Detektion der virF-Region von plasmidhaltigen Zellen, welche mikroskopisch durch ihre Fluoreszenz
sichtbar werden. Nach der Hybridisierung waren jedoch keine fluoreszierenden (plasmidhaltigen) Zellen zu
erkennen. Es ist davon auszugehen, dass das Plasmid in einer zu geringen Kopienzahl in der Bakterienzelle
vorgelegen hat und dadurch die Fluoreszenz zu gering war, um mit dem Auge detektiert zu werden. Die
Vermutung, dass es sich um ein Single-Copy-Plasmid handelt, wurde von Herrn Professor Heesemann
(emeritierter C4-Professor flir Bakteriologie und Vorstand am Max von Pettenkofer-Institut fiir Hygiene und
Medizinische Mikrobiologie der Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen) im E-Mail Kontakt bestatigt
[103]. Die Anzahl der Plasmide pro Zelle wurden nach seiner Aussage bisher nicht bestimmt bzw. es liegen

dazu keine publizierten Daten vor.

Mit der kulturellen Differenzierung lieRen sich verlassliche Aussagen (iber den Anteil plasmidhaltiger Zellen
erzielen. Bei einigen Keimzahlbestimmungen des YEP+ Standards wurde das Mengenverhaltnis von grofRen
und kleinen Kolonien bestimmt, jede Kolonie einzeln von der Platten entnommen und auf Plasmidbesitz
untersucht. In der Literatur gibt es eindeutige Aussagen von [56, 57, 66] zu der Beziehung von KoloniegroRRe

und Plasmidbesitz von Yersinia enterocolitica.

In dieser Arbeit konnte bestatigt werden, dass plasmidhaltige Kolonien langsamer wachsen und lber den
im Vergleich kleineren Durchmesser differenziert werden kénnen. Durch den ,Exakter Fisher-Test’ wurde
der Zusammenhang zwischen der Plasmidprdasenz und der KoloniegroRe bestatigt. Nur bei einer von 77
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untersuchten kleinen Kolonien wurde kein Plasmid gefunden. Beim Picken der kleinen Kolonien war das
mit der Impfose aufgenommene und ins Wasser Uberfiihrte Zellmaterial aufgrund der Menge
unzureichend zu sehen. Deshalb ist es moglich, dass in diesem Fall nur wenig oder kein Zellmaterial
Uberfiihrt wurde. Bei diesem Versuch wurde ail aufgrund der dazu notwendigen doppelten Anzahl an

Gelldufen nicht mitbestimmt.

Durch die kulturelle Differenzierung kann eine recht exakte Aussage Uber die Anzahl der virulenten Zellen
von Yersinia enterocolitica getroffen werden, wenn die groRBen Kolonien nach 24 Stunden und die kleinen
Kolonien nach 48 Stunden ausgezahlt werden. In keinem der neun untersuchten Standards von Charge PEI-

A-101-02 wurden weniger als 90% YEP*-Bakterienkolonien gefunden.

4.4 WECHSELWIRKUNGEN MIT DEM LEUKOZYTENFILTER

Die Abreicherung von Leukozyten im Erythrozytenkonzentrat (EK) wird als effektives Verfahren beurteilt,
um Bakterien aus der Komponente zu entfernen (auch Leukozytendepletion oder Leukozytenfiltration (LF)
genannt) [212]. Um die Wechselwirkungen der Bakterien mit dem Filtermaterial zu untersuchen, wurden
verschiedene Matrizes mit Yersinia enterocolitica (pYV * und pYV') kontaminiert und Uber zwei
verschiedene Leukozyten-Filter-Typen (trocken und feucht) geleitet. Das Retentionsverhalten wurde in

NaCl, Additiviésung und in ,EK filtriert’ (EKf) und ,EK unfiltriert’ (EK) bestimmt (s. Ubersicht Tabelle 4-1).

TABELLE 4-1: MITTLERE RETENTION DER IM FILTRATIONSEXPERIMENT EINGESETZTEN STAMME IN DEN
UNTERSUCHTEN MATRIZES

Mittlere Retention (LD) PEI-A-101-02 PEI-A-102
NaCl 96% 51%
Trockerlfllter . | EKfvor LD 89% 91%
Fresenius-Kabi
EKf nach LD 98% (81%)* 76% (63%)*
PAGGS-M 99,8% -
Feuchtfilter EK vor LD 99% (99,7/98,3)** -
Macopharma
EK nach LD 97% (99,8/94,6)** -

*Mittelwert aus zwei Beuteln (MW aus drei Beuteln)
**Mittelwert aus acht Beuteln (Beutel 1-4/Beutel 5-8)

Die ersten Experimente mit den Matrizes NaCl und EKf (auRerhalb der Lagerzeit) wurden mit beiden

Stammen und mit dem Trockenfilter von Fresenius durchgefiihrt. NaCl wurde eingesetzt, um die Adhasion

106



DISKUSSION

der Bakterien im Filter zu tiberprifen. EKf wurde als Matrix aufgrund der dhnlichen Zusammensetzung (wie
EKs nach der Herstellung) gewahlt, wobei sich am Ende der Lagerzeit Zelldebris (tote Blutzellen, Aggregate
aus Zellmaterial) angereichert haben kann, der die Filtrationsleistung beeinflusst haben kdnnte. Im EKf
waren aufgrund der vorherigen Filtration und der langen Lagerungszeit (> 5 Wochen) keine
funktionierenden Monozyten (Lebensdauer 1-3 Tage) mehr zu erwarten. Eine Abreicherung durch

Phagozytose kann somit ausgeschlossen werden.

Fiir das im Anschluss an den ersten Filtrationsversuch durchgefiihrte Vollblut-Kontaminations-Experiment
im DRK BSD Springe wurden zur Herstellung der filtrierten EK Komponenten ein im Beutelsystem
integrierter befeuchteter Filter eingesetzt. Auch die Beutelsysteme fiir die Vollblutspende von der Firma
Fresenius-Kabi werden vor Filtration der EKs befeuchtet. Daraufhin wurden weitere zusatzliche Filtrations-
Versuche mit den in der Routine verwendeten Feuchtfiltern, einzig mit dem virulenten Stamm PEI-A-101-
02 und frischen, noch nicht leukozytendepletierten EKs durchgefiihrt, um so realitdtsnah wie moglich zu
arbeiten. Die Wechselwirkung des Filters mit pathogener Yersinia enterocolitica wurde mit kontaminierter

Additivlosung untersucht.

Die Leukozytenfiltrations-Experimente mit Erythrozytenkonzentrat wurden, anders als mit NaCl und
Additivlosung, zusatzlich auch nach vierstiindiger Inkubation bei RT durchgefiihrt, um einerseits den
Phagozyten zu ermdglichen, die Bakterienzellen zu finden. Andererseits sollten die Bakterienzellen im
unfiltrierten EK die Chance bekommen sich an phagozytierende Blutzellen, insbesondere an Monozyten,
anzuheften und einzudringen um sich vor dem Komplement zu schitzen, bericksichtigt man die
aufgestellten Hypothesen in der Literatur [154]. Im EKf waren durch die kurze Lebensdauer der Phagozyten
im Blut und der Lagerzeit des EKs von mehreren Wochen keine Wechselwirkung mit den Bakterien mehr
zu erwarten, wurde aber eingesetzt, da diese Matrix eine sehr dhnliche Zusammensetzung hat wie das in

der Routine relevante unfiltrierte EK.

4.4.1 NACL (LF 1) UND ADDITIVLOSUNG (LF 2)

Fiir die Matrix NaCl wurde die Wechselwirkung von Stamm PEI-A-101-02 und Stamm PEI-A-102 im
Trockenfiltermaterial untersucht. PAGGS-M war im Feuchtfilter bereits integriert und wurde deshalb als
Matrix verwendet um das Retentionsverhalten des plasmidhaltigen Stammes PEI-A-101-02 in dieser Matrix

zu erfassen.

Die virulenten Bakterienzellen des Stammes PEI-A-101-02 zeigten ein gutes Adhdsionsverhalten in den

Ansatzen mit NaCl (95%, 96%, 97%) und mit Additivlosung (99,8%, 99,7%, 99,8%, 99,8%). Es ist davon
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auszugehen, dass die Bakterienoberflache starker als die der YEP-Zellen mit dem Filtermaterial in
Wechselwirkung tritt (s. Abbildung 4-1 und Abbildung 4-2) und die Bakterien keine Vehikel wie z.B.
Monozyten bendtigen, um im Filter haften zu bleiben. Auch AuBuchon konnte in der mit Yersinia
enterocolitica, Serotyp 0:3 kontaminierten Matrix NaCl Retentionsraten von 100% nach Filtration

beobachten [105].

Uliczka fand vor einigen Jahren heraus, dass inv bei Yersinia enterocolitica der Serogruppe 0:3
Uberexprimiert wird und diese Serogruppe durch die vermehrten Rezeptoren auf der Bakterienoberflache
ein erhohtes Adhadsionsverhalten ggii. Korperzellen zeigte [38]. Nach Uliczka wurde die Expression von Inv
in 0:3 Serotypen zwischen 23°C und 26°C siebenfach verstarkt, was die erhohte Adhdsion der
plasmidhaltigen Yersinia enterocolitica Zellen in den Experimenten dieser Arbeit erkldaren wiirde [21]. Ob
die erhohte Exprimierung plasmidabhangig verstarkt wird, also bei Verlust des Plasmids herabgesetzt sein

kann, wurde in der Arbeit von Uliczka nicht beschrieben.

Da der Bakterienstandard PEI-A-101-02 aus plasmidhaltigen und plasmidlosen Bakterienzellen besteht,
wurde der Einfluss des Filters auf die Plasmidprdasenz durch Bestimmung des Verhaltnisses der beiden
Populationen bestimmt. In NaCl war das Verhéltnis von kleinen zu groRen Kolonien nach der Filtration
geringfligig verdandert. Vor Depletion lag der Anteil an groBen Kolonien im Mittel bei 8,28%, danach bei
12,07%. Die Kolonien auf den Agarplatten lagen in einem gut auszdhlbaren Bereich und es kann davon
ausgegangen werden, dass die Keimzahl korrekt erfasst werden konnte. Betrachtet man die KoloniegrofRen

separat, ist die Retention bei beiden Populationen recht gleichmaRig (s. Abbildung 4-1).
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Abbildung 4-1: Retention von Yersinia enterocolitica PEI-A-101-02 im Leukozyten-Filter in der Matrix NaCl.

Die Schwankungen in der Retention fir den plasmidlosen Stamm PEI-A-102 in NaCl waren recht grof§ mit
Werten von 86%, 26% und 40%. Hierbei ist die geringe Anfangskeimzahl zu beriicksichtigen, die
moglicherweise zur veranderten Zahlen gefiihrt haben konnte. Die beiden eingesetzten Bakterienstimme
(YEP+ und YEP-) zeigten in NaCl unterschiedliche Ergebnisse. Bei Zellen mit Plasmid wurde anhand der

Daten eine hohere Filtrationsleistung bzw. eine bessere Adhasion mit dem Filtermaterial festgestellt.

In der Additividsung fand in allen vier parallel getesteten Beuteln eine sehr gute Retention des
plasmidhaltigen Stammes statt. Das Verhaltnis der beiden Populationen zueinander veranderte sich durch
die Filtration sehr unterschiedlich. In zwei von vier Beuteln war die Rate an grofRen, plasmidlosen Kolonien
nach Filtration etwas geringer als vor der Filtration, in den anderen beiden Beuteln verdreifachte sich der
Anteil. Durch die starke Abnahme der Keimzahlen nach der Filtration ist das Verhaltnis moglicherweise
nicht richtig abgebildet. GroRBe Kolonien waren in der Additividsung nach Filtration in Keimzahlen von

3,4 bis 13,4 KBE/ml, kleine Kolonien zwischen 26,7 und 70 KBE/ml vorhanden (s. Abbildung 4-2). Die
Keimzahlen pro 100 ul waren so gering, dass die Ergebnisse nicht mehr als valide bezeichnet werden
kdnnen. Um eine genaue Aussage zu erhalten, misste der Versuch mit hoheren Keimzahlen wiederholt

werden. Allerdings kdnnten zum wiederholten Mal der grofite Teil der Bakterien am Filtermaterial

109



DISKUSSION

adsorbieren und dhnliche Ergebnisse generieren oder die Kapazitat des Filters kdnnte ausgeschopft und

alle Zellen gleichermalen durchlassen werden.
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Abbildung 4-2: Retention von Yersinia enterocolitica Stamm PEI-A-101-02 durch Filtration in der Matrix
Additivlésung.

4.4.2 MATRIX ,EK FILTRIERT" (LF 3)

Fur die Matrix ,EK filtriert’ wurde das Adhasionsverhalten der Stamme PEI-A-101-02 und PEI-A-102 im

Trockenfilter untersucht.

In dieser Matrix wurden im Mittel 10,7% der plasmidhaltigen Bakterien im Filtrat wieder gefunden (s.
Abbildung 4-3). Verglichen mit den anderen Matrizes zeigten die pYV* Bakterien im EKf ein schlechteres
Adhasionsverhalten. Nach der vierstiindigen Inkubation konnte in den Beutel 1 und 3 eine mit NaCl
vergleichbare Retentionsrate von Yersinia enterocolitica PEI-A-101-02 beobachtet werden (96% und
99,6%). Im Ansatz mit Beutel 2 aus Filtration Nr. 3 sind die Bakterienzellen nicht wie in den Parallelans&tzen
gewachsen und wahrscheinlich vertauscht worden (s. Abbildung 4-4). Dieses Ergebnis wurde deshalb in
der Auswertung nicht berlicksichtigt. In den Beuteln 1 und 3 wurden doppelt so viele Bakterien

zurickgehalten wie bei der Filtration ohne Inkubation, allerdings waren auch die Keimzahlen doppelt so
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hoch. Somit zeigten die Bakterienpopulationen aus Stamm PEI-A-101-02 bei zwei verschiedenen Filtern

ahnliche Retentionsraten.
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Abbildung 4-3: Retention von Yersinia enterocolitica PEI-A-101-02 durch Filtration in der Matrix EKf nach 0 h
Inkubationszeit

Der Anteil an grolRen, plasmidlosen Kolonien stieg nach Filtration im Mittel von 7,6% vor auf 10,3%. Nach
vier Stunden Inkubation und anschlieBender Filtration sank die Gesamtkeimzahl um durchschnittlich 97,8%
(ohne Beutel 2), und der Anteil der plasmidnegativen Bakterienzellen stieg von vorher durchschnittlich 7%
auf 52,5%. In Beutel 2 war die Keimzahl nach der vierstlindigen Lagerung gefallen, wahrend sie sich in den
anderen Beuteln verdoppelt hat. Der Anteil der YEP-Bakterien lag vor Filtration im Beutel 2 schon bei 25%
und verdnderte sich danach nur noch geringfiigig. Die um 18,8 % gesunkene Keimzahl kann mit der
Eliminierung von plasmidlosen Bakterien durch moglicherweise noch intaktes Komplement im 4-Stunden-
Zeitraum erklart werden. Allerdings stellt sich dann die Frage, weshalb in den anderen beiden Beuteln

Proliferation stattgefunden hat (es handelte sich um die Komponente eines einzigen Spenders, die auf drei
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kleine Beutel aufgeteilt wurde). Insgesamt konnte ein Anstieg an plasmidlosen Yersinienzellen im Filtrat
beobachtet werden. In besonderem Malle wurden also die plasmidhaltigen Zellen durch die Filtration
entfernt, und dieser schon ohne Inkubationszeit ersichtliche Effekt wurde nach vier Stunden Inkubation

besonders auffillig.

Die Vermutung, dass plasmidhaltige Zellen besser am Filtermaterial adhérieren, konnte fir die Matrix EKf

bestatigt werden.
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Abbildung 4-4: Retention von Yersinia enterocolitica PEI-A-101-02 durch Filtration in der Matrix EKf nach 4 h
Inkubationszeit

Im filtrierten EK, das mit plasmidlosen Yersinien-Zellen kontaminiert wurde, konnte eine bessere
Wechselwirkung mit dem Trockenfilter ohne Inkubationszeit mit 89%, 91% und 93% festgestellt werden als
nach 4 Stunden und war somit vergleichbar mit den Filtrationsergebnissen des pathogenen Stammes (mit
und ohne Inkubation). Die Keimzahlen stiegen wahrend der Lagerung bei Raumtemperatur in den Beuteln
2 und 3 etwas an, in Beutel 1 fand eine Reduktion um fast die Halfte der Bakterien statt. Der Filter dieses
Beutels wurde nach 4h Lagerzeit am Ende der Filtration mit NaCl nachgespiilt, sodass die Werte nicht mit

in die Bewertung einbezogen und eine Aussage Uber die Keimkonzentration nicht exakt getroffen werden
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konnten. Die Spullung erfolgte von oben, sodass das EK weiter aus dem Filter in den Beutel B lief. Ein
Verdiinnungseffekt durch NaCl ist moglich und kdnnte die niedrige Retention von 36% im 1. Beutel
erklaren. Die Retention in den Beuteln 2 und 3 nach der vierstiindigen Inkubation schwankte stark mit
Werten zwischen 69% und 83%. Die Anzahl der inokulierten Keime war zu Beginn des Experiments bereits
sehr gering, bedingt durch die Vorverdiinnung in den Ausgangsbeuteln (1: 10 zur Herstellung der
Bakteriensuspension fir drei Parallelansatze und Verdiinnung in 100 ml NaCl als Matrix). Die ausgezadhlten
Kolonien zur Feststellung der Initialkeimzahl vor Filtration lagen teilweise unter 15 KBE pro Platte. Nach der
Leukozytendepletion lag die Anzahl der Kolonien auf den Platten durch das geringe Probenvolumen im

unteren auswertbaren Bereich (im Durchschnitt 5,3 KBE/ 4,7 KBE/ 4 KBE pro Platte).

Phagozytierende Zellen, an die sich Yersinia enterocolitica hatte anlagern kénnen, waren im EKf weder vor
noch nach Inkubation zu erwarten. Eine durch Stoffwechselprozesse im Beutel ausgeldste veranderte
Affinitat der Bakterienzelloberflache durch Ladungsdanderungen, pH-Abfall bzw. sterische Effekte oder
durch unterschiedliche Effekte von Mikropartikeln aus dem Blut auf die plasmidlosen und plasmidhaltigen
Bakterienzelloberflachen ist denkbar. Cognasse beschrieb die Bildung von Mikropartikeln, die durch
Lagerung von Blutkomponenten entstehen kdnnen. Sie sind an der Aktivierung von Blutzellen bzw. an der
Produktion von Entziindungsmediatoren beteiligt und konnten somit einen Einfluss auf das
Adhéasionsverhalten auf die Bakterien und auch die verschiedenen Komponenten im EK haben [231].
Dadurch kénnte das Filtermaterial mit Leukozyten bzw. entstandenen Mediatoren belegt und somit die

Adhérenz fir Bakterien herabgesetzt worden sein.

Das Gen fiir das Membranprotein Ail liegt bei beiden sero-und biogruppengleichen Standards auf dem
Genom vor und kann durch den PCR-Ansatz nachgewiesen werden. Ob das Membranprotein jedoch in
gleichem MaRe von plasmidhaltigen und plasmidlosen Stammen in der duReren Zellmembran vorhanden
ist, kann durch den PCR-Ansatz nicht geklart werden. Dies wdre liber einen Ail-gerichteten Antikdrper
moglich. Somit kann der Einfluss des Ail-Proteins auf die unterschiedliche Retention der beiden Stamme

nach der Inkubationszeit mit dem Filtermaterial nicht ausgeschlossen werden.

Das membranstandige Protein YadA bildet auf der Oberflache von plasmidhaltigen Bakterien eine fibrilldre
Struktur aus, die fir die verbesserte Anheftung verantwortlich gemacht wird [41]. Es wird bei 37°C
exprimiert. Eine verminderte Produktion wird jedoch auch bei niedrigeren Umgebungsbedingungen als
Koérpertemperatur angenommen [25]. Da bei der Zellteilung nur Teile der Zellen neu generiert werden,
kdnnte sich in den ersten Generationen nach Auftauen des Standards, der bei einer Temperatur von 37°C
hergestellt wurde, noch YadA auf der halben Oberflache der plasmidhaltigen Bakterien befunden und die

verstarkte Adhéasion bzw. auch eine Komplementinaktivierung hervorgerufen haben. Da die plasmidlosen
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Bakterien keine Mechanismen besitzen, um der Opsonierung und Lyse durch das Komplement zu
entgehen, kann an dieser Stelle vermutet werden, dass eine gewisse Restaktivitdit dieses
Abwehrmechanismus vorhanden war, das die Mikroorganismen in unterschiedlichem Mal} geschadigt

haben konnte.

Li hat experimentell belegt, dass die Produktion der Yops, die die Invasion phagozytierende Zellen
vermitteln, erst bei hoheren Temperaturen angeschaltet (32°C) wird. Eine Aktivierung bei Raumtemperatur
und eine durch Konformitatsanderung der duBeren Zellmembran resultierende Verbesserung der Adhasion

scheint deshalb nicht denkbar [25, 49, 213, 214].

Ob die verstarkte Anlagerung der plasmidhaltigen Bakterienzellen an die Filtermembranen durch YadA
oder Inv induziert wurde oder andere Serovare von Yersinia ein verdandertes Filtrationsverhalten zeigen,

miisste mit weiteren Experimenten geklart werden.

4.4.3 MATRIX ,EK UNFILTRIERT‘ (LF 4)

Im Versuch mit der Matrix ,EK unfiltriert’ konnte keine Differenzierung zwischen groBen und kleinen
Kolonien durchgefiihrt werden, da das Ausplattieren mit unverdiinntem oder 1:10 verdiinntem EK
stattfand und die Kolonien sehr unregelmafig entlang der ausgetrockneten Blutzellen und Proteine
wuchsen. Hier wurden Feuchtfilter eingesetzt und die EKs ausschlieRlich mit dem plasmidhaltigen Standard

kontaminiert.

Die Retention von Yersinia enterocolitica in den Beuteln 1 bis 4 war mit 99,7% vor und 99,8% nach der
Inkubation etwas besser als in den Beuteln 5 bis 8. Beutel 1 bis 4 wurden nach der Herstellung bei 4°C
gelagert. Erst kurz vor Beginn des Experimentes wurden die Beutel bei Raumtemperatur aufbewahrt. Im
Unterschied dazu wurden Beutel 5 bis 8 von der Herstellung ab bei Raumtemperatur gelagert. Die mittlere
Retention betrug vor Filtration 98,3% und danach 94,6%. Da die Filter (Macopharma) aufgrund von
Filtermangel auch nach Inkubation verwendet wurden, kann dies die gesunkene Retentionsrate erklaren.
Nach Mizuno (2013) ist eine Aggregatbildung (aus Fibrin, Leukozyten und Thrombozyten) vorstellbar [172].
Eine andere Erklarung ware eine herabgesetzte Riickhaltung der Bakterien in den Totrdumen des Filters
oder ein verandertes Adhdsionsverhalten, da nach vier Stunden Inkubationszeit der hydrophile Charakter
des Filtermaterials durch Ladungsdnderung verdndert bzw. die Oberflache des Filters durch den ersten
Kontakt mit dem EK moglicherweise bereits reduziert war [133, 158, 215]. In einer Studie, in der Yersinia
enterocolitica mit der Matrix Albumin (5%) eingesetzt wurde, konnte eine schlechte Retention beobachtet

werden. Dieses Ergebnis wurde mit veranderten physikalischen Eigenschaften des Filtermaterials aufgrund
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der hohen Albuminkonzentration erklart [105]. Auch Druckdnderung oder die Bildung von Luftblaschen
kann die Filtrationsleistung herabsetzen [173]. Moglicherweise kann auch ein nicht einheitliches Handling

im Filtrationsexperiment zu unterschiedlichen Ergebnissen gefiihrt haben.

Bis auf die Beutel 5 und 8 wurde eine Abnahme der Keimzahlen nach Inkubationszeit festgestellt. Ob die
Temperatur einen Einfluss auf die Entwicklung von Yersinia enterocolitica hatte (moglicherweise
zusammen mit dem individuellen Spenderblut), kann mit den bisherigen Erkenntnissen nicht erklart
werden. Hier konnte das Komplement, das noch im EK vorhanden gewesen sein sollte, einen Einfluss auf
die gesunkenen Keimzahlen gehabt haben. Da die EKs alle von unterschiedlichen Spendern stammten,
besteht auch die Méglichkeit, dass andere spenderspezifische Eigenschaften wie Antikdrper gegen Yersinia

oder Leukozyten zur Reduktion der Keimzahlen in 6 Beuteln geflihrt haben.

Insgesamt zeigt die LF mit dem Feuchtfilter ein sehr gutes Ergebnis, sowohl mit PAGGS-M als auch mit EK.
Eine Verbesserung der Retention von Bakterien durch phagozytierende Zellen des Blutes konnte in diesem
Versuch nicht festgestellt werden, wodurch die Hypothesen von Hogman nicht unterstiitzt wird [174]. Die
Bakterienzelloberflache scheint adhasive Eigenschaften zu besitzen, die Yersinia enterocolitica im Filter
zuriick halten. Auch in der Matrix EKf, in der durch das Alter der Komponenten keine Leukozyten mehr

erwartet wurden, konnte ein gutes Filtrationsergebnis mit dem Trockenfilter erreicht werden.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Anteil an grofRen Kolonien von Stamm PEI-A-101-02
weniger als 10% betragt. Diese nachweislich plasmidnegativen Kolonien wurden im Trockenfilter mit NaCl
und ,EK filtriert’ schlechter zurlickgehalten als die Population, die die kleinen plasmidhaltigen Kolonien
bildeten. Dem Plasmid ist zumindest mittelbar eine verstarkte Wechselwirkung mit dem Filter durch die
pathogenen Oberflachenstrukturen zuzuschreiben. Die einzige Ausnahme bildet die Matrix PAGGS-M. Hier
waren vor Filtration 10% der Bakterien plasmidlos, danach war der Anteil der groBen Kolonien mit 31%,
8%, 9% und 27% in den vier Beuteln recht unterschiedlich, was aber an den niedrigen Keimzahlen im Filtrat

gelegen haben kann, die das Ergebnis unglinstig beeinflusst haben kénnten.

In der Literatur wird beschrieben, dass die Virulenzfaktoren, die auf der Oberflache von Enterobacteriaceae
exprimiert werden, die Adhdsion und Invasion unterstiitzen [154]. Diese Eigenschaften kdnnten sich auch
auf das Filtermaterial auswirken und die starke Rickhaltung der Bakterien mit Plasmid erkldaren. Um diese
Hypothese zu stiitzen, missten weitere Filtrations-Versuche mit apathogenen Stammen durchgefiihrt

werden, um festzustellen, ob sich hier das Retentionsverhalten andert.

115



DISKUSSION

Weiterhin ist zu vermuten, dass auch die Matrix eine Rolle spielt, da der plasmidlose Stamm PEI-A-102 in
NaCl schlechter vom Filter adsorbiert wurde als in EKf ohne Inkubation. Gong stellte fest, dass
unterschiedliche Serotypen von Yersinia enterocolitica in unterschiedlichen Matrizes (TSB, Plasma, PBS)
eine variable Retention durch das Filtermaterial zeigen [143]. Aber auch bei unterschiedlichen Spezies war

das Filtrationsverhalten im Vergleich sehr divergent [216].

Beide Filterarten (Trocken- und Feuchtfilter) trugen zu einer starken Abreicherung von Yersinia
enterocolitica PEI-A-101-02 bei, reichten aber nicht aus, um alle inokulierten Bakterien aus dem Blut zu
eliminieren. Hierbei schnitt der Feuchtfilter von Macopharma mit maximalen Retentionsraten von 99,8%
besser ab als der Trockenfilter, der in der Matrix EKf ohne Inkubationszeit nur im Mittel 89% Retention
erreichte. Da die Benetzungsfahigkeit fiir die optimale Filtration entscheidend ist, wird vermutet, dass der
vorher angefeuchtete Filter von Beginn an optimale Eigenschaften zur Retention von Zellen besitzt.
Adaquate Benetzung des Filtermaterials ist substantiell, um einen optimalen Kontakt mit den Blutzellen zu
erreichen [158, 217]. Heutzutage werden Inline-Filtersysteme (von beiden Herstellern) zur Herstellung von
leukozytendepletierten Blutkomponenten mit der bereits integrierten Lagerlésung verwendet, die vor
Beginn der Filtration zur Befeuchtung des Filter eingesetzt wird. Das hier verwendete trockene
Filtermaterial von Fresenius Kabi wurde durch das EKf erst angefeuchtet und so war moglicherweise zu
Beginn des Versuches die Filtrationsleistung eingeschrankt. Bis auf die Retentionsraten in den Beuteln 5
bis 8 im LD-Versuch Nr.4 (Feuchtfilter mit ,EK unfiltriert’), bei dem die Filter nach Inkubation nicht
gewechselt wurden und moglicherweise dadurch eine etwas schlechtere Adhéasion zeigten, lag die
Resorption bei nahezu 100%. Insgesamt wurden die YEP+-Bakterien vom befeuchteten Filtermaterial
besser adsorbiert als vom Trockenfilter, sowohl in nicht zellhaltiger (NaCl vs. PAGGS-M), als auch in

zellhaltiger Matrix (EK vs. EKf).

Aus mikrobiologischer Sicht ist eine Leukozytenfiltration von hergestellten EKs zu beflirworten, da
pathogene Vertreter von Yersinia enterocolitica, die sich im Blut des Spenders befinden, durch dieses
Verfahren, zumindest zum groflten Teil eliminiert werden konnen und so das Risiko fiir einen

Transfusionszwischenfall sinken kann.

4.5 WACHSTUM VON YERSINIA ENTEROCOLITICA IM BLUT

Ein Wachstum von Yersinia enterocolitica im Vollblut konnte in den hier durchgefiihrten Experimenten
nicht nachgewiesen werden. Allerdings waren die Kontaminationskeimzahlen gering und die
kontaminierten Vollblute wurden nach ca. 12 Stunden zu Blutkomponenten weiter verarbeitet. Die
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Bakterien sind aber in der Lage, im Spenderblut zu iberleben, da sie in zwei hergestellten EK-Komponenten
wiedergefunden wurden. Die plasmidhaltigen Yersinia-Zellen des Stammes PEI-A-101-02 iberstanden die
Inkubation in Vollblut tGber Nacht. Der plasmidlose inokulierte Stamm konnte weder im Vollblut noch
spater in den hergestellten Komponenten wiedergefunden werden. Dies ldsst den Schluss zu, dass es den

plasmidlosen Zellen nicht moglich war, sich gegen die humorale Immunantwort zu etablieren.

In verschiedenen Publikationen wird das voriibergehende ,Verschwinden” von Yersinia enterocolitica im
Vollblut beschrieben. Nach einer lag-Phase, deren Dauer von der Anzahl der inokulierten Bakterien und
der Temperatur abhangt, konnte Yersinia enterocolitica aus dem Blut isoliert werden [96, 174]. Hierzu
wurden Ergebnisse veroffentlicht, die zeigen, dass das Wachstum bestmoglichst gehemmt wird, wenn das
Blut vor Lagerung bei 4°C fiir einige Stunden bei einer Temperatur von 20°C inkubiert wird. Das Bakterium
muss sich an die veranderte Umgebung anpassen und den bakteriziden Effekt des Plasmas tberleben [85,

96].

Wie das plasmidhaltige Bakterium im Spenderblut Gberlebt und in die EK Komponente gelangt, bleibt
allerdings unklar. Moglicherweise tGberleben einige Bakterien im Blut und kénnen sich gegen Komplement
und Phagozyten behaupten, lagern sich an Blutzellen an oder dringen in die Zellen ein und lberleben dort.
Die Produktion und der Einbau von YadA (Komplementinaktivator) kdnnten durch die Interaktion mit
Blutzellen und Plasmaproteinen bei plasmidhaltigen Bakterienzellen bei RT getriggert werden und auf
diesem Wege evtl. nicht temperaturabhangig bei 37°C verlaufen. Die Temperatur spielt fir die Vermehrung
aber offenbar bei der Lagerung des Vollbluts eine Rolle, da das Wachstum von Yersinia enterocolitica bei
20°C im Vergleich zur 4°C und 37°C bestmoglich gehemmt wird [96]. Im Gegensatz zum VB wurde
Wachstum plasmidhaltiger Yersinien bei RT und auch bei 4°Cin GFP, hauptsachlich in abgelaufenen EKs bei

4°C und teilweise auch in abgelaufenen TKs bei RT nachgewiesen (eigene Ergebnisse s. 3.5 und [85]).

Eine Ubersicht tiber die Wachstumsversuche in den verschiedenen Blutkomponenten gibt Tabelle 4-2.
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TABELLE 4-2: UBERSICHT UBER DIE WACHSTUMSVERSUCHE IN DEN BLUTKOMPONENTEN MIT BEIDEN STAMMEN

VON YERSINIA ENTEROCOLITICA

Wachstum iiber 14 Tage

PEI-A-101

PEI-A-102

EKf am Ende der
Lagerzeit

(Kapitel 3.5.1

Wachstum, auch bei geringen
Inokula von 0,03 KBE/ml EK

Wachstum bei Inokula von
3,7 KBE/ml EK bis 48 KBE/ml EK

TKf am Ende der
Lagerzeit

(Kapitel 3.5.3

Nur bei Inokula ab 77 KBE/ml TK

Kein Wachstum

Gefrorenes Frischplasma

(Kapitel 4.5.3)

Wachstum bei 4°C in einem von 4
gepoolten Plasmen in beiden
Ansatzen der Doppelbestimmung,
bei RT nur in einem Ansatz desselben
Plasmas
Inokulum 100 KBE/ml GFP

Kein Wachstum

EK

(Kapitel 3.8.2)

Wachstum in 2 von 6 EK-
Komponenten mit einem sehr
geringen Inokulum von 20 KBE/ml
VB

Kein Wachstum

Vollblut

(Kapitel 3.7 und 3.8

Kein Wachstumsversuch, aber starke
Reduktion der Keimzahlen innerhalb
von wenigen Stunden

EKf=leukozytendepletiertes Erythrozytenkonzentrat (am Ende der Lagerzeit),
TKf=leukozytendepletiertes Thrombozytenkonzentrat (am Ende der Lagerzeit), EK=unfiltriertes
Erythrozytenkonzentrat (innerhalb der Lagerzeit)

4.5.1 WACHSTUM IN PLASMA (GFP)

Im Versuch wurde aufgetautes und aus zwei Vollbluten gepooltes GFP mit dem pathogenen Stamm von

Yersinia enterocolitica (100KBE/ml Plasma) kontaminiert. Dies entspricht der theoretischen maximalen

Keimzahl, die in der Literatur fiir bakteridmische Spender angegeben werden [8, 83, 183]. Lebende
phagozytierende Blutzellen waren in dieser Komponente durch das Einfrieren nicht mehr zu erwarten. Es
wurde vermutet, dass die bei Korpertemperatur ausgepragte Serumresistenz von Yersinia und auch das

Komplementsystem der Spenderplasmen vollstandig wirksam sind [25].
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Bei 37°C jedoch konnte in einem Zeitraum von einer Woche kein Wachstum von pathogenen Yersinia
enterocolitica Zellen nachgewiesen werden. Bei dieser Temperatur die Bakterien im Plasma nicht
Uberleben. Zwar exprimieren die Bakterienzellen die notwendigen Proteine um sich gegen das
Komplement zu schiitzen, wahrscheinlich sind aber die Komplementproteine dem Mikroorganismus aber
mengenmalig liberlegen und konnten ihn so eliminieren. Gibb 1996 hat das Wachstum von Yersinia
enterocolitica in verschiedenen Plasma-Verdiinnungen untersucht und fand heraus, dass bei einem Anteil
von 40% Plasma komplementresistente Bakterienzellen eliminiert werden konnten. Er konnte auch zeigen,
dass unverdiinntes Plasma bakterielles Wachstum von Yersinia enterocolitica vollkommen unterdriickt. Die
Arbeitsgruppe verwendete plasmidhaltige und —lose Yersinia enterocolitica Stamme der Serogruppen 0:9
und 0:3, wobei die Keimzahl der Serogruppe 0:3 etwas schlechter im verdiinnten Plasma abgereichert
wurde. Wie hoch der Anteil an eingesetzten YEP+-Bakterien (mit Serumresistenz) im Inokulum war, wurde

nicht beschrieben [144].

Bei Raumtemperatur wurde in einem von zwei Réhrchen (in einem von vier gepoolten Plasmen) eine
Tribung festgestellt und Yersinia isoliert (s. 3.5.4 ). In den Gbrigen R6hrchen konnte durch Ausstrich kein
Wachstum festgestellt werden. Moglicherweise waren in diesem Rohrchen die beiden Populationen von
Yersinia enterocolitica ungleichverteilt, so dass in einem der beiden Rohrchen auch nach 14 Tagen keine

Kolonien nach Ausstrich nachgewiesen werden konnten.

In 4°C gelagertem Plasma wuchs Yersinia enterocolitica in zwei von acht Réhrchen. Beide Rohrchen waren
mit demselben Plasma gefiillt. In den anderen drei Plasmen wurde auch nach Ausstrich keine Kolonie
gefunden. Vermutlich war das Komplement in Plasma 3 nicht mehr in der Lage die Bakterien zu eliminieren.
Der Einfluss durch spenderspezifische Antikdrper gegen Yersinia enterocolitica in drei von vier Plasmen
(jedes Plasma ist aus 2 Vollbluten entstanden) ist zwar moglich, dennoch recht unwahrscheinlich. Die
Anzahl der potentiellen Spender unter den Infizierten (20-69-Jdhrige) lag im letzten Jahr bei 1,86
Erkrankten pro 100.000 Einwohner [218]. Bei einer Bevolkerung von 82 Mio. Menschen wadren das 1525
potentielle Spender. Da sich diese Zahl theoretisch um 1525 Infizierte pro Jahr vergréert, hatten bei

maximal 50 Spendejahren 76560 Einwohner einen Antikdrpertiter (0,1%).

Wie im Fraktionierungsversuch bei Spender 3 beobachtet wurde, konnte durch einen leichten,
moglicherweise unbemerkten Infekt das Komplementsystem und die Leukozyten bereits aktiviert gewesen
sein und das Wachstum im Plasma-Ansatz 3 erklart werden. Der eingesetzte Yersinia enterocolitica
Standard PEI-A-101-02 bestand zu lber 90% aus plasmidhaltigen Bakterienzellen. Auf den positiven

Kontrollplatten waren beide Zelltypen zu sehen. Somit werden beide Réhrchen des Plasmas 3 einerseits
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bei den niedrigeren Temperaturen von 4°C die immunologische Funktionalitat verloren oder vermindert

haben (verlangsamte Molekilbewegung [219]).

In den Plasmen, die aus kontaminiertem Vollblut hergestellt wurden, war kein Wachstum von Yersinia
nachweisbar. Nur in einem Plasma aus dem Fraktionierungsversuch wurden nach Auftrennung noch einige
Bakterien gefunden. Plasma scheint Yersinia enterocolitica eliminieren zu kénnen und die Ergebnisse
sprechen dafiir, dass das Bakterium trotz seiner Virulenzfaktoren nicht in der Lage ist, sich im Vollblut durch

den hohen Plasmaanteil zu etablieren.

4.5.2 WACHSTUM IN ERYTHROZYTENKONZENTRAT

Das Wachstum von Yersinia enterocolitica wurde in zwei Versuchsansatzen untersucht. In EK-Versuch Nr. 1
wurden der plasmidhaltige Stamm PEI-A-101-01 und der plasmidlose Stamm PEI-A-102 getestet. In EK-
Versuch Nr. 2 wurde der plasmidhaltige Stamm PEI-A-101-02 verwendet, da dieser spater durchgefiihrt
wurde und die erste Charge des plasmidhaltigen Standards aufgebraucht war. Das Verhaltnis von

plasmidhaltigen zu plasmidlosen Bakterienzellen wurde in Charge 01 nicht bestimmt.

In allen filtrierten, allerdings schon aulRerhalb der Lagerzeit befindlichen Komponenten konnte bei 4°C eine
Vermehrung der Keimzahl vom virulenten und auch vom nicht plasmidhaltigen Stamm nachgewiesen
werden. Der avirulente Stamm erreichte eine maximale Keimzahl von fast 10° KBE/ml nach 30 Tagen bei
einem Startinokulum von 38 bis 48 KBE/ml EK. Die plasmidhaltige Variante erreichte im selben Zeitraum
eine Keimzahl von 107 KBE/ml, startete jedoch etwas hdher bei 77 und 124 KBE/ml EK. Damit lagen in
beiden Fillen die maximalen Keimzahlen unterhalb der maximalen Keimzahl von 5,1x107 KBE/ml im EK-
Versuch Nr. 2. Die inokulierten Keimzahlen lagen hier im Mittel bei ca. 0,4 KBE/ml. Bei einem
Plasmavolumenanteil von 25 ml (1/12 des Gesamtvolumens der EK-Komponente) und dem Alter der
Komponente wurde das Wachstum durch fehlende phagozytierende Leukozyten und geringe
Komplementaktivitat nicht behindert. Gibb publizierte Ergebnisse, die zeigen, dass der Plasmaanteil im EK

so gering war, dass dieser keinen bakteriziden Effekt aufwies [144].

Die unterschiedlich hohen Endkeimzahlen nach Kontamination mit dem plasmidhaltigen Stamm in EK-
Versuch Nr. 1 nach 30 Tagen und Nr. 2 nach 21 Tagen kénnten durch unterschiedliche Verhaltnisse von
plasmidhaltigen zu plasmidlosen Zellen im Inokulum zustande gekommen sein. Einerseits wurden
unterschiedliche Chargen von Stamm PEI-A-101 eingesetzt, wobei in EK-Versuch Nr. 1 das Verhaltnis von
YEP+ zu YEP- nicht bestimmt worden war. Die Anzahl der avirulenten Zellen kénnte in Charge 01 héher

gewesen sein. Da die avirulenten Zellen langsamer proliferieren und nicht die Endkeimzahlen der
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plasmidhaltigen Variante erreichten, kann ein veranderter Anteil an plasmidlosen Bakterien als Ursache

der unterschiedlichen Ergebnisse angenommen werden.

Das verwendete Volumen von 50 ml EK im EK-Versuch Nr. 1 wirkte offenbar limitierend auf die erreichbare
Endkeimzahl. Trotz ldngerer Inkubation erreichte die Keimzahl im YEP+ Stamm (Charge 01) nur knapp 10’
KBE/ml, wahrend im Versuch Nr. 2 und der verwendeten Charge 02 (des plasmidhaltigen Stammes) in den
EK-Beuteln mit 300 ml Keimzahlen zwischen 5x 107 KBE/ml und 6x108 KBE/ml nachgewiesen werden
konnten. Neben dem kleineren Blutvolumen kénnten auch das Alter der Blutkomponenten und das
Material der Beutel die Proliferation der Bakterien beeinflusst haben. Die Aliquots in EK-Versuch Nr. 1
wurden in speziell angefertigten Baxter-Beuteln (fiir Versuchszwecke, Material unbekannt) gelagert,
wohingegen die Komponenten aus EK-Versuch Nr. 2 in den Originalbeuteln blieben, die auf die Bedirfnisse
der Erythrozyten abgestimmt sind. Moglich ist eine starkere Senkung des pH-Wertes infolge des kleineren
Beutelvolumens bzw. schnellere Anreicherung von Stoffwechselprodukten im Beutel, wie z.B. Kohlendioxid

aufgrund der kleineren Oberflache.

Im Versuch VB Nr. 2 im frischen unfiltrierten EK jedoch war ein Einfluss des Blutes auf das bakterielle
Wachstum zu beobachten. Der Plasmaanteil war mit <25 ml im EK (ca. 300 ml) recht gering [122]. Dennoch
konnte im frischen, noch nicht filtrierten EK vier Stunden nach Kontamination in sechs von acht Beuteln
eine Reduktion der Yersinia Zellen um die Hélfte beobachtet werden. In den Ubrigen beiden EKs wurde ein
leichtes Wachstum festgestellt. Die Bakterien lieBen sich durch den hohen Anteil von ausgestrichenen
Blutzellen auf dem N&hrboden nicht eindeutig anhand der KoloniegroRe differenzieren, weshalb keine
Aussage Uber deren Plasmidgehalt getroffen werden konnte. Dass phagozytierende Zellen einen
wesentlichen Einfluss auf die Abnahme der Keimzahlen hatten, ist aber nicht anzunehmen, da im
untersuchten Plasma (s. 3.5.4 ), in dem durch den Einfrier- und Auftauprozess keine lebenden Leukozyten
mehr zu erwarten waren grofStenteils keine Bakterien wiedergefunden wurden und im TK (s. 4.5.4 ) eine

starkere Abreicherung der Bakterien stattfand als in den EKs vor LF.

Auch in den frischen EKs aus dem Fraktionierungsversuch (Labormalstab, s. 3.7.1 ) konnten die Bakterien
direkt nach Herstellung nicht vollstdndig abgetdtet werden. In diesem Versuch wurde frisches Vollblut im
Vierfachansatz (je 8 ml) kontaminiert, zentrifugiert und die entstandenen Phasen/Komponenten auf
Wachstum untersucht. Parallel wurde eine Positivkontrolle mitgefiihrt, um die Entwicklung der Keimzahlen
wahrend des Versuchs zu vergleichen. Im Buffy-Coat, in dem sich die Leukozyten nach der Zentrifugation
am starksten angereichert haben missten, war ebenfalls keine vollstandige Eliminierung der Bakterien zu
erkennen. Allerdings war die Keimzahl dort im Vergleich zum Vollblut direkt nach Inokulation um mehrere

log-Stufen (von 2,3x 10° KBE/ml auf 2,57x 10? KBE/ml und 2,97x 10% KBE/ml) reduziert. Diese Abnahme
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kann einerseits durch die Verteilung der Bakterien bei der Zentrifugation, aber auch durch Phagozytose
und/oder Komplementaktivierung stattgefunden haben. Ersteres ist unwahrscheinlich, da die
Gesamtkeimzahl der in den Komponenten erfassten Bakterien von Spender 1 und 2 um ein vielfaches
geringer war als bei Inokulation (s. Abbildung 3-27). Die Fraktionierung fand im LabormaRstab unter nicht
standardisierten Bedingungen statt. Diese Ergebnisse konnen deshalb nur orientierend mit in die

Auswertung einbezogen werden.

Im durchgefiihrten VB-Versuch Nr. 2 (s. 3.8.2 ) wurde im Ansatz 2 (mit hoher Keimzahl an plasmidpositiven
Bakterien, Tabelle 3-9) eines der drei hergestellten, vorher kontaminierten, nicht filtrierten EKs (F1) positiv.

Auch dieses Ergebnis spricht gegen eine funktionierende Phagozytose der Leukozyten im Medium EK.

Nach der Auftrennung des Vollblutes (VB-Versuch Nr. 2, Ansatz 2) wurde innerhalb von drei Tagen nicht
nur in Beutel F1 im Kulturautomaten Wachstum detektiert, sondern auch in E2, das filtriert gelagert wurde.
Zwei von sechs hergestellten EK-Komponenten wurden somit positiv. Nach Auftrennung muss deshalb
mindestens je eine intakte Yersinia enterocolitica-Zelle in die positiven EK-Komponenten verteilt worden
sein. Im Versuch VF Nr. 1 wurden im EK 0,026% der inokulierten Bakterien in der EK-Fraktion
wiedergefunden. Ubertragen auf den VB-Versuch Nr. 2 hitten hier nach Herstellung der EKs bei einer
Anfangskeimzahl von 1,1x 10* KBE/Beutel noch ca. 3 KBE die unfiltrierte Komponente erreicht.
Erwartungsgemal ware dann in den drei unfiltrierten Komponenten Wachstum aufgetreten. Zwei von drei
unfiltrierten EK-Komponenten blieben aber negativ. Stattdessen wurde ein leukodepletiertes (EK E2) von
drei positiv. Bei einer Retention von 96,8% (schlechtester Retentionswert mit dem Feuchtfilter) sind
theoretisch alle plasmidhaltigen Yersinia enterocolitica Zellen vom Filter entfernt worden (maximal 0,1 KBE
hatte in das filtrierte EK gelangen koénnen). Im unfiltrierten Partner-EK war jedoch kein Wachstum
nachweisbar. Eine Verwechslung der Beutel ist unwahrscheinlich, da die Beutel alle vor Beprobung den
Kulturflaschen ordnungsgemaR zugeordnet worden sind und mehrmals Giberprift wurden. Auch wurden
an unterschiedlichen Tagen mehrere Proben aus diesem Beutel gezogen, die alle dasselbe Ergebnis zeigten.
Da die Ergebnisse der beiden EKs F1 und E2 nach wenigen Tagen und kurzer Detektionszeit im Automaten
vorlagen, liegt die Vermutung nahe, dass die inokulierten Keimzahlen in den Beuteln bei Beimpfen der
Kulturflaschen bereits recht hoch waren. In einem hier nicht dokumentierten Versuch wurden definierte
Keimzahlen von Yersinia enterocolitica in EK im BacT/ALERT inokuliert. Eine Nachweiszeit von <1 Stunde
wurde hier mit einer Keimzahl tiber 107 KBE/ml korreliert. Das dritte Paar des plasmidhaltigen Ansatzes mit

hoher Keimzahl (Ansatz D, Tabelle 3-9) zeigte bis zum Ende der Untersuchungen kein Wachstum.

Vor und nach Filtration der EKs wurde in den Beuteln die Anzahl der Leukozyten bestimmt. Zwei von neun

filtrierten EK-Komponenten (C2 und E2) wiesen auch nach Leukozytendepletion noch recht hohe Werte
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auf, die die in den Richtlinien zur Hamotherapie festgelegte Grenze von 107 Leukozyten/Einheit nicht
Uberschritten [122]. Allerdings sollen 90% der gepriiften Priparate die Spezifikationen von 10°
Leukozyten/Einheit erfiillen. Im Experiment lag der Prozentsatz mit 22% somit Gber dem Sollwert. Die
Ursache kann durch das Poolen des Vollblutes die Bildung von Aggregaten im unbehandelten EK sein,
welche die Filterwirkung herabsetzen und dadurch die hoheren Leukozytenzahlen im Filtrat verursacht
haben kénnte [122]. Da in EK E2 erhdhte Leukozytenzahlen und bakterielles Wachstum gefunden wurden,
kann vermutet werden, dass die Wirkung des Filters herabgesetzt war. In der anderen Komponente EK C2
mit erhohtem Wert nach der LF war der plasmidlose Stamm verwendet worden, der sich im Vollblut nicht

durchsetzen konnte und auch in den unfiltrierten EKs nicht gefunden wurde.

4.5.3 WACHSTUM IN ADDITIVLOSUNG

Um den Einfluss der Additivliosung auf die Vermehrung von Yersinia enterocolitica PEI-A-101-02 zu
untersuchen, wurde das Filtrat aus Beutel 2 des Versuchs LF 2 tiber einen Zeitraum von einer Woche auf
bakterielles Wachstum getestet. Zu Beginn des Versuchs wurde eine Keimzahl von 76 KBE/ml im Filtrat von
Beutel 2 festgestellt (dies war der Versuchsansatz (n=4) mit der gréBten Anzahl an Bakterien im Filtrat).
Eine leichte Abreicherung auf 17 KBE/ml konnte Giber den Zeitraum von 7 Tagen festgestellt werden. Es ist
davon auszugehen, dass PAGGS-M weder einen wachstumsférdernden noch hemmenden Effekt bei 4°Cim
EK hat und dass das Wachstumsverhalten von Yersinia enterocolitica in EKs unabhangig von der

Additivlésung ist.

4.54 WACHSTUM IN THROMBOZYTENKONZENTRAT

Der Wachstumsversuch fand in zwei unterschiedlichen TKs statt. Jedes TK wurde in vier gleiche Teile zu je
50 ml aliquotiert und in Baxterbeutel abgefillt. Die Entwicklung von Yersinia enterocolitica wurde mit
verschiedenen Initialkeimzahlen (<10 KBE/ml, 10-100 KBE/ml) und den Stimmen PEI-A-101-01 und

PEI-A-102 Uberprift. Im zweiten Durchgang wurde der verbliebene Rest von 65 ml mit>10*KBE/ml beimpft
(s. 4.5.2). Aufgrund der im TK vorhandenen Proteine des Komplementsystems ist bakterielles Wachstum
von der inokulierten Bakteriendichte, der Temperatur und der vorhandenen Pathogenitatsfaktoren
abhangig, die es dem Bakterium ermoglichen im Blut zu Gberleben [85, 143, 216]. Der erhohte
Plasmaanteil im TK im Vergleich zum EK kann zur Eliminierung der in geringer Zahl inokulierten Bakterien
beigetragen haben [96, 143]. Der pathogene Stamm von Yersinia enterocolitica wuchs nur in den bereits

abgelaufenen TKs nach einer mindestens 8-tagigen lag-Phase und einer Mindestkeimzahl von 77 KBE/ml.
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In der Literatur werden Abwehrmechanismen der Thrombozyten beschrieben, die das Wachstum der
Bakterien beeintrachtigt haben kénnten [220]. Diese Blutzellen besitzen durch die Freisetzung eines
Defensins antimikrobielle Eigenschaften [220]. Zu Beginn der Versuche waren die Thrombozyten

vermutlich noch intakt, da die Lebensdauer der Blutplattchen 7-10 Tage betragt [135, 139].

Das nicht filtrierte TK im VB-Versuch Nr. 1, bei dem eine Keimzahl von 2,62x107 KBE/Beutel (ca. 5,24x 10°
KBE/ml VB) eingesetzt wurde, zeigte direkt nach der Auftrennung im BacT/ALERT (Probenvolumen 10 ml)
Wachstum. Im VB-Versuch Nr. 2 mit niedrigerem Inokulum (10! KBE/Beutel und 10* KBE/Beutel) konnte
sowohl in den unfiltrierten als auch in den leukozytendepletierten TKs der kontaminierten und
anschliefend fraktionierten Vollblute zu keinem Zeitpunkt der TK-Lagerperiode (bis 5 Tage nach
Herstellung) im BacT/ALERT Yersinia enterocolitica nachgewiesen werden. Dies ldsst vermuten, dass viele
Yersinia enterocolitica Zellen trotz ihrer Abwehrmechanismen im plasmareichen Blut abgetdtet wurden
und nur wenige Uberlebten. Diese konnten sich gegen die Immunabwehr behaupten oder moglicherweise
durch Zusammenlagerung von mehreren Bakterienzellen (mogliche Aggregatbildung) vor der Eliminierung

bzw. dem direkten Kontakt mit den Phagozyten/Komplement entziehen.

4.5.5 WACHSTUM IN FRISCHEM VOLLBLUT

Es gibt einige Publikationen lGber das Wachstum von verschiedenen pathogenen Yersinia enterocolitica-
Serovaren in Vollblut. Die Autoren beschreiben tUbereinstimmend, dass nach der Inokulation von Yersinia
enterocolitica in frischem Vollblut erst nach einer lag-Phase von mehreren Tagen Wachstum im Blut oder
in der EK-Komponente festgestellt werden [25, 85, 143, 216]. In diesem Versuch wurden &ahnliche
Beobachtungen gemacht wie im TK-Wachstums-Versuch. Bei sehr niedrigen Inokulationszahlen scheint es
zur Eliminierung der Bakterien (Serovar 0:3) zu kommen. Selbst bei hdheren Keimzahlen konnte direkt (im
VB-Versuch nach 12 Stunden) nach der Kontamination in den VB-Versuchen kein Wachstum mehr

nachgewiesen werden.

Im Vergleich zu einem frisch kontaminierten Vollblut verandert sich die Keimzahl im Vollblut eines bereits
bakteriamischen Spenders vermutlich nicht mehr stark. Moéglicherweise stellt sich ein Gleichgewicht
zwischen der aktivierten unspezifischen Immunabwehr und der Abwehrmechanismen von Yersinia
enterocolitica ein und ist bei der Blutspende bereits vorhanden. Die Phase nach der artifiziellen
Kontamination des Vollblutes im Versuch, in der Yersinia enterocolitica im Versuch nicht wieder gefunden
werden kann, ist dann im infizierten Spender wahrscheinlich schon voriiber oder hat nicht stattgefunden.

Wiirde das Vollblut eines bakteriamischen Spenders auf bakterielles Wachstum kontrolliert, misste der
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Spender mit der in der Transfusionsmedizin routinemaRig eingesetzten Blutkulturautomaten identifiziert
werden kénnen, da im Spenderblut Keimzahlen zwischen 1 und 100 KBE/ml vorhanden sein sollten [8, 83,

94].

Um diese Keimdichte im Versuch nachzuahmen, misste ein Inokulum gewahlt werden, das bei
Kontamination nicht sofort vollstandig eliminiert wird, aber auch nicht so hoch ist, dass es die Keimzahl

eines infizierten Spenders Ubersteigt.

Im ersten, orientierend durchgefiihrten Versuch wurde ein Vollblut mit einer Keimzahl von 5,24x 10°
KBE/ml mit PEI-A-101-02 infiziert, um eine Wiederfindung der Bakterien in den Komponenten zu
ermoglichen. Anschlielend fand die Fraktionierung statt. Hier wurde ein Ergebnis erzielt, wie es aufgrund
von Literaturdaten erwartet wurde: Die unfiltrierten Komponenten wiesen Wachstum von Yersinia
enterocolitica auf, das leukozytendepletierte TK und EK waren, wie auch das Plasma, ohne detektierbare
Bakterien. Die Abschlussuntersuchung der bisher unauffilligen Komponenten wurde im BacT/ALERT

durchgefiihrt und zeigten kein Wachstum.

Im zweiten Ansatz wurden sowohl die Wiederfindung des virulenten und des apathogenen Stammes als
auch unterschiedliche Keimzahlen der plasmidhaltigen Yersinia enterocolitica im Vollblut und den
fraktionierten sowohl unfiltrierten als auch leukozytendepletierten Blutkomponenten untersucht. Die
plasmidlosen Bakterien konnten nach einer Initialkeimzahl von 10* KBE/Beutel zu keiner Zeit im Plasma, TK
oder im EK wiedergefunden werden. Die plasmidlosen Vertreter der Serogruppe 0:3 wurden vom
Immunsystem der Spender in allen drei Parallelversuchen eliminiert. Bei PEI-A-102 war dies durch die
fehlenden Virulenzfaktoren zu erwarten. Der plasmidlose Stamm scheint nur mit den chromosomal
kodierten Mechanismen zur Verteidigung ohne die Plasmid kodierten Proteine keine Chance gegen die

Bakterizidie des Blutes zu besitzen.

Die plasmidhaltige Yersinia enterocolitica wurde bei der niedrigen Kontaminationskeimzahl von 0,02
KBE/ml VB weder im Vollblut noch in den Komponenten wieder gefunden. Da der Standard des Stammes
PEI-A-101-02 mehr als 90% virulente Zellen enthielt, war davon auszugehen, dass zumindest neun
plasmidhaltige Zellen in die Beutel gelangt sind. Bei einer so geringen Inokulationskeimzahl muss allerdings
mit groReren Abweichungen gerechnet werden, und so ist es moglich, dass beim Beimpfen keine Bakterien
bzw. keine plasmidhaltigen Bakterien in die Beutel inokuliert wurden. Allerdings hatten bei sechs parallel
inokulierten Vollbluten diese Schwankungen ausgeglichen werden missen. Bei 11 inokulierten Bakterien
und einem aus dem Fraktionierungsexperiment (s. 3.7 ) flir EK errechneten Verteilungsprozentsatz von

0,026% ist davon auszugehen, dass keine Bakterienzelle mehr den EK-Beutel erreichte.
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Im frisch gespendeten Vollblut und einer Inokulationskeimzahl von ca. 20 KBE/ml VB des virulenten
Stammes konnte direkt nach Kontamination und auch nach (ber-Nacht Lagerung keine Kolonie in der
Keimzahlbestimmung (getestet wurden je KZB 1,5 ml VB) gefunden werden. Bei einem Prozentsatz an

plasmidhaltigen Bakterien von 90% im Standard war mit 18 YEP* -Zellen/ml zu rechnen.

Eine Abreicherung der Yersinien im Vollblut ist aus den Ergebnissen des Fraktionierungsversuches mit
wesentlich hoherer Inokulationskeimzahl (geringerer Probenahmefehler) ablesbar. Ausgehend von einer
Initialkeimzahl von 2,33x 10° KBE/ml waren im Mittel noch 277 KBE/ml Vollblut direkt nach Kontamination
vorhanden. Ausgehend von der initialen Kontaminationskeimzahl entspricht dies einer Reduktion um
99,88% innerhalb von ca. 30 Minuten fiir das VB, die sich nach 4 Stunden noch leicht auf 99,99% erhohte.
Die Gesamtkeimzahl aus den aufgetrennten Komponenten betrug durchschnittlich noch 200 KBE/ml. Hier
wurden noch 0,09% der Bakterien wieder gefunden. Bei Anwendung dieser Reduktionsrate auf 18
inokulierte virulente Bakterienzellen wiirden theoretisch 0,02 Bakterien in der Spende lberlebt haben und
in die EK-Komponente gelangt sein. Dass tatsachlich einzelne Bakterien (iberleben, zeigt VB-Versuch Nr. 2,
denn in zwei (E2, F1) von sechs EK-Komponenten wurde nach Inokulation mit 20 KBE/ml VB und
anschlieRender Auftrennung Yersinia enterocolitica gefunden. Eine Zusammenlagerung von mehreren
Bakterien kdnnte die Detektion im EK trotz fehlender vorheriger Wiederfindung der inokulierten Bakterien
im kontaminierten Vollblut erkldren. Weiterhin war das Probenvolumen von 1,5 ml bei einem Blutvolumen
von 500 ml und einem Inokulum von 18 KBE/ml sehr klein. Durch inhomogene Verteilung der Bakterien im
Beutel ware deshalb eine Entnahme von Proben ohne Bakterien moglich gewesen. Es ist auch moglich,
dass sich die Bakterienzellen durch ihre Adhdsionseigenschaften an die Beutelinnenseite angelagert haben
und somit der Beprobung entgangen sind. In der Literatur ist eine Anlagerung an das Beutelmaterial nicht

beschrieben.

Neben den Ansédtzen mit einer niedrigen Kontaminationskeimzahl (G bis I) von 11 KBE/Beutel VB gelang
auch in den Ansitzen D bis F mit der héchsten Inokulationszahl von 1,1x10* KBE/Beutel in 4 von 6 EKs kein
Bakteriennachweis. Deshalb wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass zwischen 10 und 10* YEP*-Zellen
pro Beutel VB (entspricht 0,02 bis 20 KBE/ml) vorliegen miissen, damit im daraus hergestellten EK

bakterielles Wachstum stattfinden kann.

Aufgrund der durchgefiihrten Experimente von Yersinia enterocolitica in Blut ist zu vermuten, dass das
Komplementsystem eine grolRe Rolle bei der Abreicherung der inokulierten Bakterien spielt. Im frischen
leukozytenhaltigen Vollblut/EK ist eine zusatzliche Reduktion der Bakterien durch Phagozytose der weilen
Blutzellen wahrscheinlich. Trotz der vorhandenen Abwehrmechanismen kénnen die Bakterien in VB und

seinen Komponenten tberleben. Allerdings sind zumindest fiir VB hohere Keimzahlen notwendig
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(2,33x 10°KBE in VF Nr. 1, s. Kapitel 3.7.1). Eine intrazelluldre Existenz in humanen Zellen wird bisher nur
vermutet, wurde fiir murine Makrophagen in vitro allerdings gezeigt [149, 154]. Auch aufgrund der
plasmidkodierten Virulenzfaktoren, die zum Untergang der Wirtszelle flihren, ist eine intrazelluldre Prasenz
recht unwahrscheinlich. Deshalb stellt sich die Frage, wie Yersinia enterocolitica sich extrazellular
behaupten kann. Eine Rolle konnte hierbei die Adhasion an die Oberflaichen von Beuteln oder Rohrchen
spielen, ebenso eine Anlagerung an Blutzellen oder Aggregieren der Bakterien, um sich vor Phagozytose
zu schiitzen. Vorhandene Fresszellen konnten die Bakterien voriibergehend internalisiert, aber nicht
abgetotet haben, was in weiteren Versuchen aber untersucht werden musste. Es ist davon auszugehen,
dass intrazellular Uberlebende Yersinia enterocolitica Zellen durch den Untergang der Blutzellen auf
Nahrboden nachzuweisen sind. Die Ergebnisse des untersuchten Vollblutes aus VB-Versuch Nr. 1 waren

negativ, die des VB-Versuchs nach 12 Stunden ebenfalls.

Die Pathogenitats-Mechanismen von Yersinia enterocolitica sind gut untersucht. YadA und Ail auf der
MembranaulRenseite vermitteln Serumresistenz, die Yops triggern die Apoptose der phagozytierenden
weillen Blutzellen und verhindern eine erste Immunantwort [28]. Die Mechanismen dieser
Bakterienspezies zur Abwehr der Immunantwort des Wirts sprechen fiir eine extrazelluldre Lebensweise
und Vermehrung im Blut. Fir die Etablierung im Vollblut ist hochstwahrscheinlich die Fahigkeit der
Bakterien zur Serumresistenz, aber auch die Anzahl der inokulierten Bakterienzellen von Bedeutung. In den
hier gezeigten Ergebnissen wurde in den stark plasmahaltigen Komponenten eine deutliche Abreicherung
der Bakterien beobachtet, was fiir eine Uberlegenheit des Komplements spricht. Wie sich hohe Keimzahlen

in Plasma entwickeln, misste in einem weiteren Versuch geklart werden.

Der Einbau von YadA in die dufere Membran findet bei Raumtemperatur nicht statt [25]. Wahrend der
Lagerung und Proliferation bei Raumtemperatur misste die Produktion der plasmidkodierten
Virulenzfaktoren unterbunden oder zumindest herabgesetzt gewesen sein. Da die Bakterienstandards bei
37°C hergestellt wurden, ist zu vermuten, dass YadA und die Yops in die Zellwand integriert waren und sich
die Zellen vermutlich direkt nach Inokulation in die bei anderen Temperaturen inkubierten Matrizes noch

vor der unspezifischen Antwort des Wirtes schiitzen konnten.

4.6 VERTEILUNG DER BAKTERIEN IN DEN KOMPONENTEN NACH FRAKTIONIERUNG

Im Versuch mit kontaminierten VB-Spenden (DRK BSD Springe) konnte direkt nach Kontamination des
Vollblutes kein Nachweis von Yersinia enterocolitica erbracht werden. Erst nach dreitagiger Beprobung der

Komponenten wurde in zwei EKs Wachstum festgestellt. In diesem Experiment sollte geklart werden, ob
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sich die Bakterien moglicherweise nach der Auftrennung in der EK-Phase anreichern, da diese Spezies
prinzipiell nur in dieser Komponente Transfusionszwischenfalle verursacht. EK-Komponenten stellen fir
Yersinia enterocolitica ein gutes Wachstumsmedium dar [8] und lberleben moglicherweise deshalb nur in
dieser Fraktion. Aufgrund der GroRe der Bakterien (1-3 um lang/0,5-0,8 um breit) wurde vermutet, dass
sie sich nach der Zentrifugation des Vollblutes in der Buffy-Coat Schicht anreichern, in der sich auch der
Hauptteil der Thrombozyten (GrofRe 1-3 um) befindet [133]. Die verschiedenen Blutzellen werden nach der
Auftrennung einer Vollblutspende trotz ihrer unterschiedlichen GroRe und des spezifischen Gewichts in
vergleichsweise geringen Mengen in allen Komponenten wiedergefunden [122]. Da postuliert wird, dass
pathogene Vertreter von Yersinia enterocolitica mit Monozyten in Kontakt treten bzw. phagozytiert werden
[8] bzw. vermutet werden kann, dass die Verteilung der Bakterien dhnlich wie der Blutzellen verlauft,
m{issten die Bakterien in allen Komponenten gefunden werden kénnen.

Um die Verteilung der Bakterien im Vollblut nach Zentrifugation zu erfassen, wurde Vollblut von drei
Spendern mit hohen Keimzahlen von Yersinia enterocolitica inokuliert und anschlieRend durch
Zentrifugation aufgetrennt. Der Versuch fand im LabormalRstab statt und nicht unter standardisierten
Bedingungen des Blutspendedienstes. Die Zentrifugationsvorgaben wurden bis auf den abschlieRenden
Bremsvorgang, der bei der zur Verfligung stehenden Zentrifuge nicht eingestellt werden konnte,
eingehalten.

In allen getesteten Komponenten, die leukozyten- und plasmareich waren, wurde ein starker Abfall bzw.
eine Eliminierung der Bakterien beobachtet. Besonders im Vollblut konnte ein rapider Riickgang der
Keimzahl des plasmidhaltigen Stammes von mehr als drei log-Stufen (um 98,7%) innerhalb von ca. 30
Minuten nach Kontamination des Vollblutes beobachtet werden (Abbildung 3-27).

Nach vier Stunden Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde eine Reduktion von einer weiteren log-Stufe
festgestellt. Insgesamt wurden nach dieser Zeit 99,8% der inokulierten Bakterien nicht wieder gefunden.
Im Plasma konnten bei Spender 1 und 2 keine Bakterien nachgewiesen werden. Es ist einerseits moglich,
dass die Bakterien aufgrund ihrer GroRe durch die Zentrifugation nicht mehr im Plasma prasent waren.
Allerdings wurde im Plasma des dritten Spenders bei einer nur leicht reduzierten Keimzahlim VB noch 11%
der nach Fraktionierung gefundenen Bakterien gefunden. In allen Komponenten sind nach Zentrifugation
noch alle Arten von Blutzellen zu finden [122]. Somit misste das im Plasma vorhandene Komplement die
Bakterien eliminiert haben. Um die theoretische Verteilung der zum Zeitpunkt Oh vorhandenen Bakterien
(297 KBE/ml fiir Spender 1; 257 KBE/ml fir Spender 2) ohne Beeinflussung durch die immunspezifische
Abwehr zu verdeutlichen, sind in Abbildung 4-5 die im Plasma angenommenen, aber eliminierten

Keimzahlen in Rot gekennzeichnet.
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In den hergestellten EKs wurden im Mittel 0,0026% der Bakterien aus dem direkt nach Inokulation
untersuchten Vollblut gefunden. Eine Ubertragung von Yersinia enterocolitica wire ohne
Leukozytenfiltration demnach rechnerisch bei 5 KBE/ml Vollblut (2500 KBE/500 ml VB) mdglich, da nur eine
Bakterienzelle in der Komponente Gberleben musste. Die in der Literatur postulierten Keimzahlen im Blut
eines Spenders reichen von 10 bis 100 KBE/Beutel bis zu 100 KBE/mI [8, 111, 221]. Im Buffy Coat war die
Keimzahl der Spender 1 und 2 im Durchschnitt mit ca. 140 KBE/ml etwas mehr als doppelt so hoch wie im
EK mit 60 KBE/ml (s. Abbildung 4-5).

Spender 3 klagte Gber Bauchschmerzen und aufgrund der wahrscheinlich geschwachten Immunabwehr
durch die Eliminierung einer angenommenen Virusinfektion wurde im Plasma Yersinia enterocolitica
nachgewiesen. Bei aktivierter Immunabwehr kénnen nicht nur Komplement und Antikorper, sondern auch
Makrophagen beteiligt sein [150], die dann bei Spender 3 eventuell fiir die Sekundarkontamination durch
Yersinia enterocolitica nicht mehr im ausreichenden MaRe zur Verfligung standen. Insgesamt waren die in
den Komponenten detektierten Keimzahlen ggii. Spender 1 und 2 erhéht (s. Abbildung 4-5). Es ist hier am
deutlichsten zu sehen, dass im BC mit Gber 60% der GroRteil der Bakterien verbleibt, gefolgt von der EK
Phase mit (iber 25%. Die Interaktion der Bakterien mit den Monozyten (Adhasion, Invasion) kdnnte fiir die
Anreicherung im BC eine Rolle spielen [154].

Im Plasma wurde nach Verteilung der Bakterien die geringste Bakteriendichte gefunden. Die Verteilung ist
dhnlich wie bei den anderen beiden Spendern. Die Ergebnisse bestdtigen die Vermutung, dass die
Bakterien sich in allen Phasen wiederfinden. Das Plasma, wie auch schon in vorherigen Versuchen belegt,
hat den groflten bakteriziden Effekt und kann auch hohe Keimzahlen von Yersinia enterocolitica
eliminieren.

Im ersten Versuch mit identischen Spendern und etwas geringerem Inokulum wurde in keiner der

ausplattierten unverdiinnten Komponenten bakterielles Wachstum von Yersinia enterocolitica beobachtet.
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Abbildung 4-5: Verteilung der Bakterien in den Blutphasen nach Zentrifugation.

Die schwarzen Zahlen zeigen ermittelte Keimzahlen, die rote Zahl ist jeweils die errechnete Differenz zwischen der
Keimzahl im Vollblut nach Oh und der Summe der in den Komponenten BC und EK wiedergefundenen
Mikroorganismen.

Die Buffy-Coat Schicht wurde bei allen drei Spendern aufgrund des geringen Volumens nicht zum TK
weiterverarbeitet. Um die Verteilung der Bakterien in der weiteren Verarbeitung der BCs zu TKs
beobachten zu konnen, wurden drei vom DRK Blutspendedienst Frankfurt bezogene Buffy-Coats mit einem
Volumen von je ca. 50 ml, in je vier 15 ml Falconréhrchen pro Spender aliquotiert, kontaminiert und daraus
die TK-Fraktionen durch Zentrifugation hergestellt. In den TK-Komponenten wurde eine Abreicherung der

Bakterien um 4 log-Stufen beobachtet.
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Abbildung 4-6: Verteilung von Yersinia enterocolitica in den Blutkomponenten nach Zentrifugation des
Vollblutes.

Die Verteilung der Bakterien in den Komponenten Plasma und EK ist in Abbildung 5.6 dargestellt. Im
gesunden Spenderblut kamen nach Inokulation mit Stamm PEI-A-101-02 noch 0,02% der Bakterien im EK
an. Im BC wurden 0,05-0,07% der initial inokulierten Bakterien wiedergefunden, also etwas mehr als das
Doppelte als im EK. Im Versuch VF Nr. 2 mit BC konnte in den TKs nur noch ein Prozentsatz von im Mittel

0,003% der initial in den BC eingebrachten Keime rechnerisch ermittelt werden.

Bei einer ermittelten mittleren Keimzahl von 140 KBE/ml im Buffy Coat von Spender 1 und 2 nach Vollblut-
Fraktionierung hatte die anschlieBende Weiterverarbeitung zum TK vermutlich zu einer sehr starken
Reduktion der Bakterien gefiihrt. In den hergestellten TKs wdre moglicherweise kein bakterielles
Wachstum mehr aufgetreten. Denn bei einer Abreicherung von 99,97% im TK aus Versuch VF Nr. 2 (von
1,75x 10°KBE/ml initial im BC wurden noch im Mittel fiinf KBE/ml im TK gefunden) wéren theoretisch noch
0,042 KBE/ml (also 0,003%) im TK aus Versuch VF Nr. 1 gefunden worden). Die Abreicherung im Buffy-Coat
und auch im Vollblut (abgesehen von Spender 3) lag mit einer Reduktion von drei log-Stufen in einem

vergleichbaren Bereich.

Die TK-Fraktionen wurden innerhalb von 30 min direkt nach Herstellung beprobt. Auf den Platten waren
nur vereinzelt Kolonien zu finden. Bei gleicher Verteilung der Bakterien in den Schichten waren rechnerisch
noch mindestens 116 KBE zu erwarten gewesen (niedrigste Keimzahl im BC Oh von Spender 3 im VF Nr. 2).
Durch den Plasmaanteil und die darin enthaltenen unspezifischen Abwehrstoffe kann von einer weiteren

Reduktion der Bakterien nach einer Ublichen Lagerung der TKs von vier bis flinf Tagen nach Herstellung
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[122] ausgegangen werden, da in den hergestellten TKs das Plasma unverdiinnt vorlag. Eine Ubertragung
dieser Annahme auf Routine TKs ist allerdings nur bedingt moglich, da diese mit Plasmaersatz-Losung
aufgefiillt werden und nur noch einen stark verdiinnten Plasmaanteil haben. Weitere Versuche waren zur

Klarung dieser Frage notwendig.

Ein Grofteil der inokulierten Bakterien wurde im VB bzw. BC eliminiert. Trotz maximal moglicher
Initialkeimzahl wurden in den abgetrennten Phasen der Spender 1 und 2 fiir eine exakte Bestimmung der
Keimzahl nicht genligend Kolonien gefunden. Eine Tendenz der Verteilung ist jedoch in allen Ansatzen klar
erkennbar. Nach der Zentrifugation des VBs reichern sich im BC in etwa doppelt bis dreimal so viele Yersinia
enterocolitica-Zellen an wie im EK. Nach der Auftrennung des BCs findet sich im BC-Rest in etwa das 5-
fache an KBE im Vergleich zum TK. Im VB wird der GroRteil der Bakterien durch Zentrifugation des VBs
gemeinsam mit den Leukozyten und Thrombozyten in den BC abgetrennt. Aber auch im EK befinden sich
noch ca. 25% der nach Oh Inkubation gefundenen Yersinia enterocolitica. Hier sind die Uberlebenschancen
fir den Erreger wahrscheinlich durch den geringen Anteil an Plasma besser als im TK, das nach der
Zentrifugation des BCs nur noch einzelne Bakterien enthielt (Wachstum in Plasma Kapitel 3.5.4 und 4.5.1
gezeigt, [Gibb 1996]). Hier befand sich der Hauptanteil der Bakterien im BC-Rest, der in der Routine
verworfen wird. Ob die Gegenwart der Leukozyten, die sich sowohl im bakterienreihen BC als auch im BC-
Rest befanden, ausschlaggebend fir die Verteilung war, moglicherweise durch Anlagerung der

Bakterienzellen an Leukozyten, bleibt hier ungeklart [232, 233].

Nach 4 Stunden Inkubation der Bakterien in Buffy-Coat, aus dem anschliefend die TKs hergestellt wurden,
lag die Anzahl der wiedergefundenen Bakterien im BC bei 13,3 KBE/ml im Mittel. Dieses Ergebnis fallt leicht
héher aus als im direkt nach Kontamination aufgetrennten TK mit durchschnittlich 5,3 KBE/ml. Da sich im
BC der Hauptanteil an Leukozyten anreichert, miisste bei einer wesentlichen Beteiligung von
phagozytierenden Zellen lber vier Stunden in dieser Komponente eine hohere Reduktion der Bakterien als
im TK stattgefunden haben und der Anteil an Plasma durch die Auftrennung im TK wahrscheinlich sogar
etwas geringer war. Deshalb spricht die starkere Abreicherung im TK fiir die Aktivitat des Plasmas, und

nicht fiir die Eliminierung durch die Leukozyten.

Da bei einer kontaminierten Vollblutspende die Initialkeimzahlen sehr viel niedriger liegen als im
Fraktionierungs-Versuch, nach der Auftrennung noch eine sehr effektive Leukozytendepletion erfolgt, ist
aus diesen Ergebnissen abgeleitet, die Ubertragung von Yersinia enterocolitica durch die EK-Komponente
sehr gering. Es bleibt aber zu bedenken, dass die Bakterien aus dem Blut eines Spenders schon langer in
dessen Korper persistieren und die Immunabwehr umgehen konnten, sodass die Abreicherung im Blut

nicht mehr in dem Malie stattfinden kann wie im Versuch gezeigt.
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4.7 AUSBLICK

Die Ubertragung von Yersinia enterocolitica tiber kontaminierte Lebensmittel und Trinkwasser ist oft
publiziert worden [26, 71, 75, 81, 82, 154]. Seit 2001 ist die Yersiniose in Deutschland meldepflichtig [75]
und die gemeldeten Fille werden jahrlich vom Robert-Koch-Institut im ,Infektionsepidemiologischen
Jahrbuch meldepflichtiger Krankheiten” veréffentlicht. Bis auf die Jahre 2011 und 2015 sind die Zahlen

stetig gesunken, wobei eine hohe Anzahl an nicht diagnostizierten Yersiniosen vermutet wird [131].

Im letzten Jahr (2015) erkrankten noch 991 Menschen in Deutschland im spendefidhigen Alter zwischen 20
und 69 Jahren an einer Yersiniose [218]. Bei einer durchschnittlichen Spenderate von 3% (ca. 30 Spender)
[222] und einem angenommenen subakuten oder symptomlosen Verlauf bei 10% der infizierten Personen
[8, 78, 223] haben schatzungsweise 3 infizierte Spender Blut gespendet. Der aktuelle Himovigilanzbericht
von 2015 ist noch nicht veroffentlicht. Dem Paul-Ehrlich-Institut liegen allerdings keine Meldungen einer
Ubertragung von Yersinia enterocolitica durch EK vor. Seit der Einfiihrung der Leukozytendepletion wurde
erst ein Transfusionszwischenfall im Jahr 2007 gemeldet, bei dem Yersinia enterocolitica auf den
Rezipienten Ubertragen wurde. Diesem Patienten wurde infolge einer Coxarthrose eine Hiftgelenks-
Prothese eingesetzt. Der Patient erholte sich, Folgeschaden sind nicht bekannt. Aus den Jahren 1995, 1997
und 1998 vor Einfiihrung der Leukozytenfiltration wird von drei Ubertragungen mit tédlichem Ausgang
berichtet. Die Wahrscheinlichkeit einer Ubertragung, vor allem nach Leukozytendepletion, ist deshalb als
sehr gering einzustufen. In Deutschland ist die Leukozytendepletion obligatorisch, in anderen Landern, wie
zum Beispiel in Italien oder den USA wird sie nur bei bestimmten Indikationen eingesetzt [158]. Eine
generelle Leukozytendepletion ist in diesen Landern aus logistischen, technischen und finanziellen
Grinden bzw. wegen der zusatzlichen Herstellung dieser Komponenten in den Blutspendediensten nicht
durchsetzbar. In der Literatur findet man den letzten nicht fatalen Zwischenfall aus USA im Jahr 2003. In
Italien verstarb eine Frau im Jahr 2015 an einer mit Yersinia enterocolitica kontaminierten EK-Komponente.
Eine Hiaufung an Ubertragungen durch Blut in diesen Landern ist in der Literatur nicht zu finden. In den
Landern, in den die Leukozytendepletion eingefiihrt wurde, wurden mehr Publikationen veréffentlicht. In
Tabelle 1-3 ist zu sehen, dass vor der Einfihrung der Leukozytendepletion mehr Komplikationen auftraten

als danach. Die dokumentierten Zeitraume vor und nach Leukozytendepletion sind in etwa gleich lang.

Eine starke Abreicherung von Yersinia enterocolitica wurde bisher nur mit artifiziell kontaminierten
Vollbluten und Blutkomponenten beobachtet (eigene Versuche und [96, 181]). Siblini konnte in seiner
Arbeit zeigen, dass Yersinia enterocolitica nach Kontamination der Vollblute bei 18-stlindiger Vorinkubation

bei RT nicht vollstandig eliminiert wurde. Bei einer kontaminierten Blutspende befindet sich das Bakterium
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bereits seit mehreren Stunden bis Tagen im Blut des Spenders (endogene Kontamination). Deshalb ist es
moglich, dass eine Vorinkubation eines mit Yersinia enterocolitica infizierten Vollblutes nicht zur Reduktion

der Bakterien beitragt.

Dagegen kdnnten wahrscheinlich Mikroorganismen, meist Kommensalen der Haut, die bei der Blutspende
durch die Punktion der Vene in den Vollblutbeutel gelangen (exogene Kontamination) durch die
Immunabwehr des Blutes/Spenders moglicherweise durch eine Prainkubation abgereichert werden. Dies
lasst sich auf die Aktivitat des Komplementsystems zurlickfiihren, was in dieser Arbeit indirekt gezeigt
werden konnte. Da Yersinia enterocolitica sich bereits im Blut des Spenders befindet, ware die

Leukozytendepletion die einzige Moglichkeit Yersinia enterocolitica aus dem Blut zu eliminieren.

Die Beobachtung der verminderten Abreicherung von Yersinia enterocolitica bei einer spenderspezifischen
voriibergehenden Immunschwichung (s. Spender 3, Abbildung 3-27) kdnnte die Ubertragung von Yersinia
beglinstigen. Die Bakterien werden bei diesen Spendern verzogert oder nicht vollstandig eliminiert.
Demnach besteht eine groRere Wahrscheinlichkeit, dass eine vitale Bakterienzelle durch den
Leukozytenfilter gelangt. Legt man Versuch VF Nr. 1 zugrunde und eine Verteilung der Bakterien von 25%
in die EK-Komponente, wiirden bei 10 KBE/ml VB (5000 KBE/Beutel VB) 1250 KBE in das EK gelangen und
nach LF mit Retentionsrate von 99,9% theoretisch noch eine Bakterienzelle im EKf zu finden sein. Die

Verteilung der Bakterien nach Auftrennung kann allerdings nur geschatzt werden.

Im Filtrationsversuch entsprach das Inokulum mit durchschnittlich 5,85x 10* KBE/ml nicht den in der
Literatur postulierten niedrigen Keimzahlen eines bakteridamischen Spenders [8, 83, 94, 111]. Es wurde
keine vollstandige Entfernung der Bakterien beobachtet. Ob wenige Bakterien effektiver im Filter
adsorbieren, misste mit weiteren Versuchen geklart werden. Mit den eingesetzten Keimzahlen im Versuch
war eine fast 100%ige Retention moglich. Da ein Bakterium jedoch ausreicht, um anschlieffend wieder zu
hohen Keimzahlen heranzuwachsen und einen Transfusionszwischenfall auszulosen, ist die
Leukozytendepletion nicht als Methode zur vollstandigen Eliminierung von Yersinia enterocolitica aus EKs
anzusehen. Die in der Literatur beschriebenen chromosomal- und plasmidkodierten Mechanismen [25, 28,
47, 62] von Yersinia enterocolitica werden fiir das Eindringen in den Wirtsorganismus verantwortlich
gemacht. Da sich Umgebungsbedingungen im Darm bzw. in den Peyer Plaques und im Blut unterscheiden,
kdnnte man vermuten, dass sich Yersinia enterocolitica in den beiden Matrizes mehr oder weniger gut
gegen die dort vorherrschende Wirtsabwehr schiitzen kann [139, 224], zumindest wenn das Bakterium
direkt ins Blut gegeben wird (was normalerweise nicht passiert). Allerdings kann das Bakterium auch im
Blut Gberleben, denn immer wieder werden systemische Verldufe und postinfektiose Folgeerkrankungen

durch eine Yersiniose beschrieben. In den hier durchgefiihrten Versuchen konnte der plasmidhaltige
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Stamm mit einer Keimzahl von 20 KBE/m! VB tiber Nacht im VB bei RT tiberleben und in zwei von sechs EKs

wiedergefunden werden.

Ob die zur Phagozytose befahigten Leukozyten eine Rolle bei der Abreicherung der Bakterien spielen,
konnte hier nicht ausreichend geklart werden, da keine Kontaminationsversuche mit isolierten Leukozyten
durchgefiihrt wurden. Gong vermutet, dass sich die Bakterien in die Leukozyten zuriickziehen und dann
nach Absterben dieser in plasmaarmem Medium (z.B. EK mit Additividsung) vermehren kénnen [143]. Gibb
fand heraus, dass Yersinia bei 37°C sowohl von polymorphkernigen Leukozyten als auch von Monozyten
aufgenommen wird, bei 20°C und 4°C jedoch keine Eliminierung der Bakterien stattfinden konnte [85].
Diese Blutzellen scheinen die Bakterien nur bei Kérpertemperatur phagozytieren zu kénnen. Allerdings
wurde der Plasmidgehalt der eingesetzten Stamme nicht Gberprift. Denn YEP+ Zellen besitzen durch das

Typ-3 Sekretionssystem einen Mechanismus, der sie vor Phagozytose schiitzt [62].

Bei der Reduktion von Yersinia enterocolitica durch Leukozytendepletion scheinen die Leukozyten nicht
malgeblich an der Eliminierung beteiligt zu sein. Die duBere Bakterienmembran scheint mit dem
Filtermaterial direkt in Wechselwirkung zu treten, was aus dem Versuch LF Nr. 4 mit frischen EK zu
schlussfolgern ist, in dem keine verbesserte Reduktion bei Anwesenheit von Leukozyten erkennbar war. In
den meisten leukozytenreichen Komponenten aus LF 4 fand eine Abreicherung der Bakterienzellzahl
wahrend der Inkubationszeit von 4 Stunden statt. Diese enthielten noch Anteile an Plasma bzw. waren

noch nicht mit Additivlosung verdiinnt. So kann das Plasma an der Reduktion beteiligt gewesen sein.

Aus den Versuchen ergibt sich das Bild, dass die Konzentration des Plasmas, die GroRe des Inokulums und
die Temperatur eine Rolle in der Entwicklung und fiir das Uberleben von plasmidhaltiger Yersinia

enterocolitica spielt.

Ein wichtiger Faktor bei der Minimierung des Risikos einer Ubertragung von Yersinia bei der Transfusion ist
die Aufklirung der Bevdlkerung und die verbesserte Hygiene bzw. Uberwachung bei der
Lebensmittelherstellung, v.a. beim Schlachten. Ein wichtiger Punkt hierbei ist die Verbesserung der
Nachweisverfahren, um Yersinia enterocolitica auch in geringer Keimzahl nachweisen und eine genaue
Charakterisierung der Spezies (Serogruppe, Biovar, Pathogenitat) vornehmen zu kénnen [116]. Die akuten
Symptome einer Yersiniose sind nicht immer eindeutig zuzuordnen. Da Durchfalle verschiedenste Ursachen
haben kénnen, bleibt der Besuch beim Arzt aus oder die Erkrankung wird nicht selten falsch diagnostiziert.
Die Dunkelziffer der Yersiniose wird deshalb héher eingeschétzt als die offiziell gemeldeten Falle [225—

227].
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Schnellmethoden kdnnten neue transfusionsmedizinische Ansdtze zur mikrobiologischen Testung von
Blutkomponenten aufzeigen. Durch nicht invasive Messung im Beutelinnern kdnnten biochemische
Verdanderungen detektiert werden. Immunmechanismen und Stoffwechselprozesse é&ndern die
Zusammensetzung im Blut geringfiigig. Inwiefern die daraus resultierenden Anderungen des Spektrums es
zulassen, zusatzliche Abweichungen aufgrund mikrobieller Kontaminationen sicher nachzuweisen, sollte
geprift werden. Diese Methoden koénnten die Moglichkeit eréffnen, alle Blutkomponenten kurz vor
Transfusion zu testen und das Risiko von transfusionsbedingten bakteriellen Reaktionen weiter zu

verringern.

Im Fraktionierungsversuch wurde eine Anreicherung von Yersinia enterocolitica im Buffy-Coat Rest bei der
TK-Herstellung von allen drei Spendern beobachtet. Der BC- Rest wird lblicherweise nach TK-Herstellung
verworfen. Die Testung eines des BC-Rest-Volumens ware moglich und kdnnte moglicherweise eine
Aussage Uber die bakterielle Ausgangslage geben und Kontaminationen identifizieren. Ein
kultivierungsabhangiger Nachweis von Yersinia enterocolitica aus BC-Resten mit geeigneten Nahrmedien
bzw. der Einsatz von Kulturautomaten waren fiir die Diagnostik geeignete Verfahren. Vermutlich reichern
sich auch andere relevante transfusionsassoziierte Mikroorganismen [228] in der BC- Phase an und
konnten ausreichend friih detektiert werden. Eine geeignete Vorgehensweise misste Inhalt weiterer

Untersuchungen sein.

Psychrotolerante Bakterien bendtigen in der Kélte eine gewisse Latenzzeit, bis sie in die logarithmische
Phase starten. Die Einflihrung eines mikrobiologischen Tests nach einer definierten Mindestlagerdauer zur
Haltbarkeitsverlangerung kdnnte auch fur EKs eine Methode sein, um die Sicherheit fiir die Empfanger des
Blutes zu erhéhen. Die fatalen transfusionsbedingten bakteriellen Infektionen durch Yersinia enterocolitica
traten meist durch 2 bis 3 Wochen alte EKs auf [83]. TKs werden in Deutschland nach Tag 4 einem
mikrobiologischen Schnelltest unterzogen. So kann bei negativem Testergebnis die Haltbarkeitsdauer auf
5 Tage verlangert werden (Votum 38). EKs kdnnen bis zu 49 Tagen gelagert werden. Ein Test nach 7 bis 10
Tagen im Kulturautomaten ware somit moglich. Die Beimpfung von lediglich einer anaeroben Kulturflasche
wirde fur die Untersuchung von EKs wahrscheinlich ausreichen (zur Einsparung von Kosten), da die
meisten gefundenen Spezies fakultativ anaerob sind [183]. Auch andere mikrobiologische Methoden sind

denkbar, deren Eignung im Vorfeld festgestellt werden miisste.

Anhand der Ergebnisse, der epidemiologischen Daten und der Anzahl an dokumentierten Ubertragungen
von Yersinia enterocolitica durch kontaminierte EKs in den letzten Jahren hat sich das Transfusionsrisiko
einer kontaminierten Blutspende so stark reduziert, dass in Landern, in denen die Leukozytendepletion

eingefihrt wurde, kein Handlungsbedarf besteht (s. Tabelle 1-3). Fir die Lander, die nur
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indikationsbezogen leukozytendepletierte EKs verabreichen, kénnte eine mikrobiologische Kontrolle
sinnvoll sein. Der letzte dokumentierte Fall hatte moéglicherweise durch eine mikrobiologische Kontrolle
des EK vermieden werden kdnnen [108]. Auch die Ubertragung von anderen relevanten psychrotoleranten
Mikroorganismen, die sich moglicherweise nicht im Filter zuriickhalten lassen [154] (Dzik berichtete Gber
schlechte Retentionsraten von Staphylococcus epidermidis in der Matrix TK) kdnnte dadurch vermieden

werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Yersinia enterocolitica wird durch den Verzehr von kontaminierten Nahrungsmitteln, vor allem durch
ungenigend durchgegartes oder rohes Schweinefleisch, aber auch durch verunreinigtes Wasser auf
Menschen (ibertragen. Seit 2001 ist die Yersiniose eine meldepflichtige Zoonose. Die Anzahl der
Neuerkrankungen hat sich bei Frauen und Mannern im blutspendefdhigen Alter seit Erfassung in 2001 von

2276 auf 991 Falle im Jahr 2015 reduziert.

Weiterhin kann diese Spezies durch die Transfusion von Blut asymptomatischer Spender weitergegeben
werden. Fiir die sinkenden Zahlen von transfusionsbedingten Ubertragungen durch Yersinia enterocolitica
in den letzten Jahren wird die in einigen Lindern eingefiihrte Leukozytenfiltration von zellhaltigen
Blutkomponenten verantwortlich gemacht. Griinde hierfiir waren einerseits die Ubertragung der
Creutzfeld-Jakob-Krankheit zu unterbinden und andererseits Immunreaktionen beim Empfanger durch
Spenderleukozyten zu begegnen. Da sich Y. enterocolitica an Leukozyten anlagert bzw. in Leukozyten
eindringt und dort Uberlebt, ist eine Abreicherung dieser Bakterien durch die Leukozytenfiltration in

Blutkomponenten méglich.

Bei Koérpertemperatur exprimiert Y. enterocolitica die notwendigen Proteine, um im Wirt tGberleben und
sich vermehren zu kénnen. Die Genloki hierfiir liegen auf dem Bakterienchromosom und auf einem
Virulenzplasmid (pYV), das essenziell fiir das Uberleben im Wirt ist. In vitro kann es verloren gehen. Die
exprimierten Virulenzproteine ermdéglichen dem Bakterium sich an Wirtszellen zu adhdarieren und
einzudringen. So kénnen sie sich gegen Phagozytose und Komplement behaupten. Apathogene Staimme

der Spezies kdnnen im Wirtsorganismus nicht Gberleben.

In der vorliegenden Arbeit wurden plasmidhaltiges und plasmidloses Referenzmaterial von Y. enterocolitica
des Serotyps 0:3 hergestellt. Die Anzahl der lebenden sowie plasmidhaltigen Bakterienzellen wurde
erfasst. Zur speziesspezifischen Kontrolle wurde ein plasmidloser Stamm mitgefiihrt, der chromosomal
kodierte Virulenzfaktor ail war hier noch vorhanden. Beide Referenzstimme wurden aliquotiert
tiefgefroren und zeigten Uber zehn Jahre hinweg stabile Keimzahlen und einen stabilen Plasmidbesitz.
Somit eignen sie sich zur Herstellung von standardisierten Bakteriensuspensionen. Die quantitative
Bestimmung plasmidhaltiger Zellen war auf Basis der KoloniegréRe moglich, da die erhéhte Produktion von
auf dem Plasmid kodierten und zur Pathogenitat bendtigten Yersinia outer Proteins (Yops) mit einem leicht
verzogertem Wachstum der plasmidhaltigen Kolonien einhergeht. In dieser Arbeit wurde erstmals ein

standardisierter pYV-positiver Referenzstamm eingesetzt, um den Einsatz von pathogenen Bakterien zu
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verifizieren. In bisher durchgefiihrten Studien wurden meist Patientenisolate von Y. enterocolitica

verwendet, die im Vorfeld nicht auf ihren Plasmidgehalt untersucht worden waren.

Die standardisierten Bakteriensuspensionen wurden zur Evaluierung der Leukozytenfilter mit
verschiedenen Matrizes  (Erythrozytenkonzentrat, Additiviosung fir  Erythrozytenkonzentrat,
physiologische Kochsalzlésung), zur Verteilung von Y. enterocolitica in Vollblut und seinen Komponenten

im Labormalistab sowie unter Routinebedingungen in den Blutspendediensten genutzt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass sich die Bakterien bei der Zentrifugation zur Herstellung
der Blutkomponenten in alle Phasen verteilen. Im Plasma wurden nur noch sehr wenige bis keine Bakterien
mehr gefunden. Es wird angenommen, dass die im Plasma enthaltene unspezifische Abwehr des Wirtes

(Komplementsystem) Y. enterocolitica eliminieren kann.

In Vollblutspenden, die mit dem plasmidhaltigen Referenzstamm von Y. enterocolitica kontaminiert worden
waren, konnte erst bei Inokulationskeimzahlen groRer 20 KBE/ml in zwei von sechs hergestellten
Erythrozytenkonzentraten Wachstum detektiert werden. Eine dieser positiven Komponenten war filtriert
worden und wies Uberraschenderweise Wachstum von Y. enterocolitica auf. Eine vollstandige Eliminierung

von Y. enterocolitica durch Leukozytendepletion kann demnach nicht erreicht werden.

Im Experiment zur Effektivitdt der Leukozytendepletion mit unterschiedlichen Matrizes wurde eine sehr
effektive Retention (99,8%) von plasmidhaltiger Y. enterocolitica mit Additividsung erreicht. In frischen
unfiltrierten Erythrozytenkonzentraten konnten Retentionsraten von ca. 98% erfasst werden. Im
Trockenfilter mit 0,85%iger NaCl-Losung wurde eine durchschnittliche Retention von 97% erzielt. Der zum
Vergleich eingesetzte plasmidlose Y. enterocolitica Stamm zeigte in Kochsalzldsung (26%-86%) und der
filtriertem roten Blutkomponente (69%-93%) sehr unterschiedliche und gleichzeitig schlechtere

Adhasionseigenschaften.

Transfusionszwischenfalle mit Y. enterocolitica durch kontaminierte Erythrozytenkonzentrate beruhen
wahrscheinlich auf den plasmaarmen und dadurch gilinstigen Umgebungsbedingungen fiir das Bakterium.
Die seit 2001 eingefiihrte Leukozytenfiltration kann zur Reduktion von Y. enterocolitica (Serotyp 0:3)
beitragen, bietet aber keinen vollstindigen Schutz vor einer Ubertragung. Diese tendenzielle Abnahme
transfusionsbedingter bakterieller Infektionen in Deutschland kann zusatzlich durch die sinkende Préavalenz
von Yersiniosen in Deutschland und die damit verbundene sinkende Wahrscheinlichkeit von
kontaminierten Blutspenden erklart werden. Eine nahezu 100-prozentige Sicherheit ware durch die
Einflhrung eines Bakterienscreenings der Blutkomponenten moglich (z.B. mit Blutkulturautomaten).

Hierbei kdnnten auch andere kontaminierende Mikroorganismen erfasst werden.
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6 SUMMARY

Yersinia enterocolitica is commonly transmitted to humans by contaminated food, especially by insuffi-
cient cooked or raw pork, but also via contaminated water. Since 2001, the Yersiniosis is a notifiable zo-
onosis. The number of new cases of women and men aged between 20 and 69 has been decreased dur-

ing the last 15 years from 2276 cases to 991 cases.

This species can also be transferred via transfusion of contaminated blood from asymptomatic donors.
The reduction of transfusion-transmitted infections due to Yersinia enterocolitica in the last years is asso-
ciated with the implementation of leukodepletion in different countries. Reasons for this implementa-
tion were to stop the transmission of Creutzfeld-Jacob-Disease as well as to avoid immune reactions
from donor leukocytes in recipients. Because these bacteria are able to adhere to or invade in leukocytes

and survive therein, it is possible to reduce the bacterial load in blood components via leukodepletion.

At body temperature Y. enterocolitica expresses the necessary proteins to survive and replicate in the
host. The genes for virulence are located on both the chromosome and on the plasmid pYV. The plasmid
is crucial for survival in the host. However, it can be lost in vitro. The expressed proteins for virulence en-
able the bacteria to adhere to and enter the host cell. They mediate the resistance to phagocytosis and
complement killing. In contrast, apathogenic strains of this species cannot prevent being killed from the

hosts’ immune defence.

In this thesis two bacterial reference strains of Y. enterocolitica, serotype O:3 were studied, one plasmid
containing virulent strain and one strain lacking the plasmid. Their viable bacterial count and the number
of plasmid containing bacterial cells were evaluated. For species specific control the plasmid lacking
strain was carried along, because in this strain the chromosomal located ail gene was present, too. Both
strains were stored deep-frozen in aliquots. They showed stable bacterial counts and plasmid containing
cells over ten years. These characteristics made them suitable for the application as standardized bacte-
rial suspensions. Due to the size of colonies, it was possible to quantify plasmid containing bacterial cells.
Based on the enhanced production of the plasmid coded Yersinia outer proteins (Yop) that are necessary
for pathogenicity the replication of these cells was prolonged. Therefore the plasmid containing colonies
appeared smaller. This is the first time that a standardized pYV-positive strain was used for experiments

to ensure the pathogenicity of the bacteria.
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The two reference strains were used to evaluate the leukocyte filters with different matrices (red blood
cells (RBCs)/ additive solution for RBCs/ saline) for distribution of Yersinia enterocolitica in whole blood
and its components in laboratory-scaled experiments as well as under conditions in the blood bank rou-

tine.

The results demonstrated the distribution of bacteria in all components. In plasma, only a few or no bac-
teria could be detected. It is assumed that the immune defence mechanism of the donor (complement)

has been eliminated Yersinia enterocolitica.

Whole blood, contaminated with the plasmid containing reference strain of Yersinia enterocolitica, growth
was detected at an initial colony count of 20 cfu/mL in two of six derived red blood components. Even
though one of these two components was leukodepleted, it showed bacterial growth. Therefore a com-

plete elimination of Yersinia enterocolitica cannot be achieved with this method.

The leukodepletion with a wet filter of plasmid containing Yersinia enterocolitica showed an effective
retention of 99.8% in additive solution. Together with fresh and not leukodepleted RBCs, Yersinia could
be retained with a percentage of 98%. Compared with the matrix saline filtered through a dry filter an
average retention of 97% could be achieved. The strain lacking the plasmid showed a divergent and

lower adhesion to this filter material in saline (26%-86%) as well as in leukodepleted RBCs (69%-93%).

It is assumed that transfusion-transmitted bacterial infections due to contaminated red blood cells with
Yersinia enterocolitica depend on the plasma poor RBCs and therefore suitable environmental conditions
for the bacteria. The leukodepletion, implemented in 2001 may have contributed to a decrease of trans-
fusion transmitted infections with Yersinia enterocolitica (serotype 0:3) but does not offer full protec-
tion. Additionally the downward trend might have been caused by the decreasing prevalence of Yer-
siniosis in Germany and the related declining likelihood of contaminated blood donations. An almost 100
percent safety might be achieved due to the implementation of a bacterial-screening method of blood
components (i.e. culture-automated systems). With this preventive measure other contaminating micro-

organisms could be detected, too.
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