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1 Einleitung

1 Einleitung

Salmonellen zdhlen weltweit zu den am héufigsten vorkommenden bakteriellen
Krankheitserregern Lebensmittel-assoziierter Infektionen. Sie besitzen
dementsprechend eine akute Okonomische und gesundheitspolitische Bedeutung.
Aufgrund longitudinaler Bekdmpfungs- und UberwachungsmaBnahmen auf allen Stufen
der Lebensmittelkette sowie strengen EU-Rechtsnormen, lassen epidemiologische
Studien derzeit einen steten Riickgang der Fallzahlen von Enteritis-Salmonellosen in

den westlichen Industrieldndern erkennen.

Die traditionellen Referenzverfahren zum Nachweis von Salmonellen gemill der
amtlichen Methode nach § 64 Lebensmittel- und Futtermittel-Gesetzbuch (LFGB),
vormals § 35 Lebensmittel- und Bedarfsgegenstindegesetz (LMBG), oder der
International Organization of Standardization (ISO), beruhen auf einem mehrstufigen
kulturellen Nachweisverfahren, bestehend aus einer Voranreicherung, zwei parallelen
Selektivanreicherungen sowie Subkultivierung auf zwei festen Selektivndhrmedien und
einer abschlieBenden vorldufigen serologischen und biochemischen Bestitigung. Diese
Methodenkaskade ist sehr zeit- und materialaufwendig und wird in fiinfjadhrigem Turnus

von den Normierungskomitees iiberpriift und gegebenenfalls revidiert.

In der vorliegenden Arbeit sollte der seinerzeitige letzte Anderungsentwurf im Rahmen
der Horizontalisierung der Norm zum Nachweis von Salmonellen aus Lebensmitteln
und Futtermitteln ISO/DIS 6579:2000 (nunmehr: DIN EN ISO 6579:2003) mit dem
seinerzeit noch geltenden Referenzverfahren nach § 35 LMBG (nunmehr: § 64 LFGB)
kritisch ~ verglichen werden. Gleichzeitig sollten dabei neue chromogene
Selektivndhrmedien, u.z. die sogenannte AES-Salmonellen-Agar-Platte (ASAP), das
Oxoid Salmonella Chromogen-Medium (OSCM) und der Miller-Mallinson-Agar (MM)
hinsichtlich ihrer Leistungsfdhigkeit und Eignung als Subkultivierungsmedium gepriift

werden.



2 2 Literaturiibersicht

2 Literaturubersicht

2.1 Charakteristische Eigenschaften von Salmonellen

Salmonellen sind Gram-negative, fakultativ anaerob wachsende Stidbchenbakterien mit
einer GroBe von 0,7-1,5 x 2-5 um. AuBler S. Gallinarum und S. Pullorum sind alle
Salmonellen aufgrund ihrer peritrichen Begeisselung beweglich. Thre charakteristischen
Stoffwechselleistungen sind die Nitratreduktion, die Gasbildung aus Glukose
(ausgenommen S. Typhi), gemeinhin die Schwefelwasserstoftbildung auf
Dreizuckereisenagar (ausgenommen S. Choleraesuis und S. Paratyphi A), eine negative
Indol-Reaktion, die Nutzung von Zitrat als alleinige Kohlenstoffquelle (ausgenommen
S. Typhi und S. Paratyphi A), die Lysin- (ausgenommen S. Paratyphi A) und Ornithin-
Dekarboxylierung (ausgenommen S. Typhi) und eine negative Urease-Reaktion. Mit
wenigen Ausnahmen sind Salmonellen nicht in der Lage, Laktose zu fermentieren (LE

MINOR, 1984).

2.2 Taxonomie und Nomenklatur

Nach dem Bestimmungsschliissel des ,,Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology*
wird die Gattung Sal/monella LIGNIERES 1900 dem Stamm Gracilicutes GIBBONS und
MURRAY 1978 aus dem Reich Procaryotae MURRAY 1968 zugeordnet (MURRAY, 1984).
Die Gattung Salmonella LIGNIERES 1900 gehdrt zur Familie der Enterobacteriaceae. Der
genetische Verwandschaftsgrad innerhalb dieser Familie ist recht hoch. Die DNA-
DNA-Ubereinstimmung von Citrobacter spp. und Salmonella spp. betrigt
beispielsweise 40-50 % (BRENNER, 1984).

TINDALL et al. (2005) kommentierten die aktuelle Entscheidung ,,Opinion 80 (JUDICAL

COMMISSION OF THE INTERNATIONAL COMMITEE ON SYSTEMATICS OF PROKARYOTES,
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2005), um die bestehenden Missverhéltnisse in der Nomenklatur der Salmonellen zu
klaren. Die Autoren schlugen den Gebrauch einer einheitlichen Nomenklatur vor, die
sowohl auf der ,,Opinion 80 als auch auf den taxonomischen Interpretationen von LE

MINOR und POPOFF (1987) und REEVES et al. (1989) beruht (Tabelle 2-1).

Tabelle 2-1: Nomenklatur und Taxonomie des Genus Salmonella (nach LE
MINOR und PopoFF, 1987; REEVES et al., 1989; JuDICIAL
COMMISSION OF THE INTERNATIONAL COMMITTEE ON SYSTEMATICS OF
PROKARYOTES, 2005 und TINDALL et al., 2005)

Genus Art Unterart
Salmonella enterica enterica
Salmonella enterica salamae
Salmonella enterica arizonae
Salmonella enterica diarizonae
Salmonella enterica houtenae
Salmonella enterica indica

Salmonella bongori
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In der ,,Opinion 80“ (JUDICAL COMMISSION OF THE INTERNATIONAL COMMITEE ON
SYSTEMATICS OF PROKARYOTES, 2005) wird das Ziel einer einheitlichen Nomenklatur
befiirwortet, jedoch nicht verbindlich festgelegt. Es wird eine Vereinfachung
empfohlen, die die zwei Arten der Gattung Salmonella LIGNIERES 1900 als ,,Salmonella
enterica (ex KAUFFMANN und EDWARDS, 1952) LE MINOR und POPOFF (1987)“ und
,walmonella bongori (LE MINOR et al., 1985; REEVES et al., 1989)* bezeichnet. Das
Epitheton enterica, eine Wortneuschdpfung nach KAUFFMANN und EDWARDS (1952),
sollte in Zukunft anstatt der Speziesbezeichnung choleraesuis verwendet werden, weil
die Speziesbezeichnung choleraesuis bisher synonym fiir den Referenzstamm LT2"
(Lillengen Referenzstamm 2) und Irre fithrender Weise zugleich als Epitethon einer
Subspezies und eines Schweine-adaptierten Serovars verwendet wurde. Aufgrund der
molekularbiologischen Untersuchungen von REEVES et al. (1989) zur genetischen
Divergenz von S. enterica ssp. bongori soll der Stamm international als eigene Art
anerkannt werden. Die Schreibweise der sechs Unterarten der Spezies enterica ist in

Tabelle 2-1 wiedergegeben.

Die Vergabe von romischen Ziffern zur Benennung der ehemals sechs Subspezies
(Subsp.) von Salmonella enterica, d.h. I fiir Subsp. enterica, 11 fiir Subsp. salamae, 11 a
fiir Subsp. arizonae, 111 b fiir Subsp. diarizonae, IV fiir Subsp. houtenae, VI fiir Subsp.
indica und V fiir Subsp. bongori, ist zwar noch verbreitet, aber als tiberholt anzusehen
(SELBITZ et al., 1995). TINDALL et al. (2005) verwiesen auch auf die Tatsache, dass die
Nomenklatur einiger Referenzstimme, die bereits vor 1987 erstbeschrieben und im
Bakteriologischen Code gelistet wurden, weiterhin giiltig ist. In dem Kommentar von
TINDALL et al. (2005) zur ,,Opinion 80 wird darauf verwiesen, dass die Nomenklatur
einiger Stimme, die bereits vor 1987 erstbeschrieben und im Bakteriologischen Code

gelistet wurden, weiterhin giiltig ist (Tabelle 2-2).
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Tabelle 2-2: Zulassige Nomenklatur einiger Salmonella enterica ssp. enterica-
Serovare (nach TINDALL et al., 2005)

Nomenklatur Referenzstamm Erstbeschreibung
Salmonella ATCC 13312 SMITH (1894)
choleraesuis

Salmonella ATCC 13076 GARTNER (1888)
enteritidis

Salmonella NCTC 5702 KAYSER (1902)
paratyphi

Salmonella ATCC 19430 SCHROTER (1886)
typhi

Salmonella ATCC 13311 LOFFLER (1892)

typhimurium
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Neu entdeckte Serovare, die der Unterart enferica angehoéren, wurden frither
iiblicherweise nach dem geographischen Ort ihrer Erstbeschreibung benannt. Der Name
des Serovars beginnt mit einem Kapitidlchen und wird in nicht-kursiven lateinischen
Buchstaben geschrieben. Serovare der anderen Unterarten werden mit Antigenformel
und Subspeziesnamen bezeichnet. Die Antigenformeln der Salmonella-Serovare sind im
so genannten KAUFFMANN-WHITE-Schema gelistet. Eine jéhrliche Aktualisierung
erfolgt durch das ,,WHO Collaborating Centre for Reference and Research on
Salmonella®. Derzeit sind 2.541 Salmonella-Serovare beschrieben (POPOFF et al., 2004).
Dabei sind im KAUFFMANN-WHITE-Schema nur die diagnostisch und epidemiologisch
bedeutenden Antigene aufgefiihrt. Die Formeln sind nicht als vollstdndig anzusehen (LE
MINOR, 1984). Auf Grundlage der serologischen Analysen von WHITE im Jahr 1926 und
KAUFFMANN im Jahr 1966 zur antigenetischen Spezifitdt der Salmonellen-O-, Vi- und
H-Antigene entwickelte KAUFFMANN die ,,Ein-Serovar-ein-Spezies““-Hypothese. Die
Klassifizierung der Salmonellen-Lipopolysaccharide stellte KAUFFMANNs Lebenswerk

dar (LE MINOR und POPOFF, 1987; SCHLEGEL, 2004).

Anfanglich wurden Salmonellen hinsichtlich ihrer klinischen Bedeutung, d.h. nach Wirt
(z. B. S. Abortusovis) oder Krankheitsbild (z.B. S. Enteritidis), taxonomisch benannt
und unterschieden. Auf Grundlage von Beobachtungen in den Jahren 1944 bis 1966 zu
gattungsspezifisch-biochemischen Reaktionen wurden von BORMANN, KAUFFMANN und
EDWARDS, EWING und KAUFFMANN erstmals taxonomische Einteilungen fiir die
Salmonellen vorgenommen. Auf Basis der DNA-Vergleichsuntersuchungen von CROSA
und STOLERU in den Jahren 1973 und 1976 wurden schlieBlich alle Salmonella-Serovare

taxonomisch als Angehdrige einer Art betrachtet (LE MINOR und POPOFF, 1987).
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2.3 Geschichte

Der erste mikroskopische Nachweis von Salmonellen gelang CARL EBERTH im Jahr
1880 (SCHLEGEL, 2004). Zunichst wurde die neue Bakterienart als Bacillus typhosus,
Bacterium typhi, Eberthella typhi oder Eberthella typhosa bezeichnet. Die
Gattungsbezeichnung Salmonella wurde von LIGNIERES im Jahr 1900 eingefiihrt und
ersetzte die Bezeichnung ,,hog-cholera bacillus®. LIGNIERES Wortschopfung geht auf
den Leiter des amerikanischen Bureau of Animal Industry DR. D. E. SALMON zuriick

(SELBITZ et al., 1995). 1885 wurde S. Choleraesuis als ,,hog-cholera bacillus* aus dem

Dickdarm eines an Schweineseuche (,,swine plague®, engl.) erkrankten Tieres von
SMITH isoliert. 1886 wies SMITH ,,swine-plague bacteria® in der Schweinelunge nach.
1887 und 1891 konnte SMITH jedoch beweisen, dass Hog Cholera und Schweineseuche
zwei eigenstidndige Krankheitsbilder darstellen, deren Erreger héufig als Mischinfektion
beim Schwein auftreten (SMITH, 1891). 1888 wurde von GARTNER erstmals S.
Enteritidis, ein Stamm von auch heutzutage unverdndert groer humanmedizinischer
Bedeutung, beschrieben. GARTNER gelang der Nachweis von S. Enteritidis sowohl aus
dem als genieflbar beurteilten Fleisch einer notgeschlachteten Kuh, als auch aus der
Milz des verstorbenen Patienten. Zuvor waren nach Verzehr von grofleren Mengen
rohen Fleisches in Frankenhausen/Thiiringen 57 Personen erkrankt. Eine &ltere Person
erkrankte nach fédkal-oraler Infektion (GARTNER, 1888). LOFFLER beschrieb 1891
erstmals den auch heutzutage humanmedizinisch bedeutsamen Stamm S.

Typhimurium. In den Jahren 1890 und 1891 starben zahlreiche Laborméiuse des

Hygieneinstituts Greifswald an einer typhusdhnlichen Erkrankung. Aufgrund dessen
nannte LOFFLER den neuartigen Erreger ,,Bacillus typhi murium*. LOFFLER sah in dem
von ihm gefundenen Erreger ein wirksames Mittel zur Bekdmpfung der Feldmausplage

(LOFFLER, 1892).
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2.4 Virulenz

Es ist derzeit nicht geklart, warum von tiiber 2.500 Salmonella-Serovaren nur einige
wenige Serovare und Varianten sowie innerhalb dieser nur wenige Klone klinisch und
epidemiologisch im Vordergrund stehen (FOocCk, 1995). Salmonellen sind invasive,
fakultativ intrazelluldre Erreger. Salmonella enterica kann dabei sowohl wirtsadaptierte
systemische Infektionen (sog. primdre Salmonellosen wie z. B. die Krankheitsbilder
Typhus, Paratyphus oder Kiikenruhr) als auch lokal begrenzte Enteritiden (sog.
sekunddre Salmonellosen wie z. B. die Gastroenteritis infectiosa) bei Mensch und Tier
verursachen. Viele wichtige Virulenzgene von Salmonella enterica befinden sich
innerhalb des Genoms auf sogenannten Pathogenititsinseln (,,Sa/monella Pathogenicity
Island®, engl.). Bisher sind die Invasionsloci ,,Salmonella Pathogenicity Island 1 (SPI
1) sowie SPI 2, SPI 3, SPI 4 und SPI 5 erforscht. SP1 und SP2 kodieren Typ III-
Sekretionssysteme, die zum einen die Translokation von Proteinen in die
eukaryontische Wirtszelle und zum anderen das Uberleben in Makrophagen
ermoglichen. SPI 3, SPI 4 und SPI 5 entsprechen unterschiedlichen Definitionen von
Pathogenititsinseln. Eine gemeinsame Eigenschaft von Pathogenitétsinseln von S.
enterica ist vermutlich die genetische Stabilitdt, die mdglicherweise auf die lange
zuriickliegende Integration der Elemente und deren Bedeutung fiir die Spezies S.

enterica hinweist (HENSEL, 2001).

Nach MOAT et al. (2002) ist die Auffiltelung der Enterozytenmembran, das so genannte
»-membrane ruffling“ (engl.), nach einer Fimbrien-vermittelten Adhésion der
Salmonellen fiir die Pathogenese charakteristisch. Dabei erfolgt innerhalb weniger
Minuten iiber Makropinozytose eine rasche Invasion des Erregers. Salmonella Serovare
iiberstehen das saure Milieu in den Phagolysosomen und gelangen schlieBlich iiber die
epithelialen M-Zellen in die Makrophagen der Submukosa. Dort vermehrt sich
Salmonella enterica und induziert zeitgleich eine Apoptose der Makrophagen. Die
systemische Ausbreitung des Erregers ist somit von dessen Pathogenitdtsinseln

respektive Virulenzplasmiden abhingig.
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Das spv (,,Salmonella plasmid virulence®, engl.)-Operon ist gemeinsames Merkmal aller
Salmonellen-Virulenzplasmide und stellt eine hoch konservierte 7,8 kBp gro3e Region
dar. Die spv-vermittelte Virulenz konnte bisher nicht vollstindig aufgeklart werden. Das
pef-Operon von S. Typhimurium und S. Enteritidis kodiert eine Fimbrien-vermittelte
Adhision. Die Genloci traT, rsk und rck sind an der Serumresistenz beteiligt (BARTH
und BAUERFEIND, 2005). In prozessierten Lebensmitteln wie Schokolade liegen
Salmonellen in einem Ruhezustand vor, in dem sie lebensfahig (VBNC), aber nicht
kultivierbar sind (,,viable but not culturable®, engl.). Die durch den Herstellungsprozess
bedingten Stressfaktoren bewirken moglicherweise sogar eine erhohte Infektiositit des

Erregers (KUHN, 1995; TSCHAPE und BOCKEMUHL, 2002).

2.5 Verbreitung und Reservoir bei Lebensmittel-liefernden Tieren

Salmonellen zdhlen zu den Erregern, die ein breites Spektrum an 6kologischen Nischen
besiedeln konnen (TSCHAPE und KUHN, 1995). Als Reservoir dienen Sdugetiere,
insbesondere die landwirtschaftlichen Nutztiere und der Mensch, Vogel, Reptilien,
Insekten und speziell Fliegen. Bemerkenswert ist dabei die hohe Tenazitit der
Salmonellen in der belebten und unbelebten Umwelt, besonders in

Oberflichengewéssern und im Erdreich (WINFIELD und GROISMAN, 2003).

Gegenwirtig wird vor der Gefahr einer invasiven Salmonellose durch die Haltung von
Heimtierreptilien gewarnt. Etwa 90 % der exotischen Reptilien sind Trdger und
Ausscheider von Salmonellen. Einzelne tddlich verlaufende Erkrankungsfille bei
Kleinkindern wurden bereits beschrieben (ANONYMUS, 2000a). Salmonellosen werden
tiberwiegend durch kontaminierte Lebensmittel tierischen Ursprungs verursacht. Die
Tierbestdinde konnen {iber Futtermittel, belebte Vektoren oder mangelnde

Betriebshygiene neu oder reinfiziert werden (HARTUNG, 2004).

Im Rahmen der Zoonoseerhebung fiir Deutschland im Jahr 2003, basierend auf einem
passiven Uberwachungsstatus, ergaben sich fiir die Tierbestéinde folgende Zahlen: hohe
Salmonellenraten von bis zu 16,9 % waren bei Enten und Ginsen feststellbar. In
Legehuhnherden waren nur 2,59 % der untersuchten Herden Salmonellen-positiv. Bei

Salmonellen-positiven Reisetauben (10,58 %) {iiberwog die humanmedizinisch
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unbedeutende Variatio ,,Copenhagen* des Stamms Salmonella enterica Serovar
Typhimurium. Bei Anlassproben in klinisch verdichtigen Rinderherden wurde eine
Salmonellenrate von 15,35 % und in Schweineherden eine riickldufige Rate von 8,39 %
ermittelt. Weiterhin galten als Reservoir Pferde, kleine Wiederkduer, Heimtiere sowie
auch Reptilien und Wildtiere. Sowohl tierische wie pflanzliche Futtermittel waren zu 7
% mit Salmonellen kontaminiert. Ebenso konnte gezeigt werden, dass ein latentes

Infektionsrisiko in der Umgebung von Tierbestdnden besteht (HARTUNG, 2004).

Der erste gemeinsame Zoonosentrendbericht der EU zeigte, dass im europdischen
Vergleich deutsche Legehennen-Herden eine geringe Salmonellenrate von 2,3 %
aufwiesen. Belgien, Spanien und Zypern konnten hingegen fiir das Jahr 2004 bis zu
32,2 % Salmonella-positive Legehennen- und Broilerherden nachweisen. In Danemark
wurde bei Génsen eine bemerkenswerte Salmonellen-Kontaminationsrate von 57,2 %
ermittelt. Die Putenherden in der Slowakei wiesen 35,6 % positive Herden auf

(ANONYMUS, 2005).

Im Jahr 2003 ergaben nur 0,91 % der bakteriologischen Fleischuntersuchungen (BU)
von Schlachttieren an deutschen Schlachthofen ein Salmonella-positives Resultat
(HARTUNG, 2004). Im Jahr 1999 wurden vom Bundesinstitut fiir gesundheitlichen
Verbraucherschutz und Veterindrmedizin (BgVV) bundesweit 121 Herden in 40
deutschen grofBen Hihnchenmastbetrieben gezielt auf das Vorkommen von Salmonellen
untersucht. In den Stéllen konnte mittels Sammelkotproben eine Befallsrate von 22,3 %
ermittelt werden. Anhand von Halshautproben konnte gezeigt werden, dass nach der
Schlachtung 74,3 % der Tierkorper mit Salmonellen kontaminiert waren. Dies ldsst die
Schlussfolgerung zu, dass insbesondere die Schlachttechnik optimiert werden sollte. Die
Bertiicksichtigung einer logistischen Schlachtung von Herden aus Salmonellen-freien

Bestidnden erscheint unabdingbar (WICHMANN-SCHAUER et al., 2001).

Desweiteren wurden innerhalb der gleichen Studie im Jahr 1999 bundesweit 62 Herden
in 24 deutschen, direkt vermarktenden Gefliigelmastbetrieben anhand von
Gazekotproben und Halshautproben gezielt auf Salmonellen untersucht. Dabei wurden
aus Halshautproben von frisch geschlachtetem Gefliigel weniger Salmonellen isoliert
(7,7 %) als aus Gazekotproben (9,6 %). Nur in zwei Betrieben konnten wiederholt

Salmonellen gefunden werden. Somit scheint die in der Gefliigelfleischhygiene-
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verordnung genannte Ausnahmeregelung fiir selbst schlachtende direkt vermarktende

Betriebe gerechtfertigt zu sein (ELLERBROEK et al., 2001).

VON ALTROCK et al. (2000) untersuchten im Jahr 1997 innerhalb einer Woche an einem
deutschen Schlachthof 1.200 Schweineschlachttierkérper und Brauchwasserproben im
Rahmen des EU-Projektes ,,.Salmonella in Pork (Salinpork)“. Dabei konnte gezeigt
werden, dass am Tierkorper weniger die Oberflichen, sondern der Zungenbereich (5,3
%) und die Lebern (2,7 %) Salmonellen-positiv waren. Bei der Untersuchung von
Umgebungsproben lieBen sich keine Salmonellen im Brithwasser nachweisen. Dafiir

waren hauptsédchlich die Knochensdgenproben mit 6,7 % Salmonella-positiv.

Die niederldndische Studie zu ,,Salinpork® von SWANENBURG et al. (2001) belegt
ebenso, dass der Schlachtprozess bedeutend fiir eine Salmonellen-Kontamination von
Schweineschlachttierkdrpern sein kann. Salmonellen, die in Leber, Zunge, Rektum und
Mesenteriallymphknoten nachgewiesen werden konnten, entstammten von intra vitam
infizierten Tieren. Schweine aus serologisch positiven Herden infizieren sich bereits im
Ursprungsbetrieb. Tiere aus serologisch negativen Herden konnen sich nach der
Anlieferung durch stalleigene Keime oder Exkremente von Salmonella-ausscheidenden
Tieren im Schlachthofviehstall infizieren. Dabei ist der pridmortalen Belastung der
Schlachttiere, wie z. B. durch Transportstress, eine besondere Bedeutung beizumessen.
Je stirker der prdmortale Strel, umso hiufiger finden Translokationsvorginge von
Mikroorganismen aus besiedelten Korperregionen, wie z. B. dem Darm oder von
infizierten, lokalen Herden, in die normalerweise keimfreien Organe und Muskulatur
statt. Die prdmortale Schlachttierbelastung fiihrt offenbar zu einer verminderten

Serumbakterizidie der Tiere (FEHLHABER und ALTER, 1999).

Die Europdische Lebensmittelsicherheitsbehérde EFSA (,,European Food Safety
Authority”, engl.) empfahl fiir eine EU-weite Datenerhebung zur Bestimmung der
Salmonella-Pravalenz von Schlachtschweinen Lymphknoten und Oberflaichentupfer als
Probenmaterial. Die Untersuchung von Lymphknoten stellt ein einfaches und sensitives
Verfahren dar, um den Sa/monella-Status im Tierbestand riickverfolgen zu kdnnen. Das
Tupferverfahren gibt Auskunft iiber die Salmonellen-Kontamination des Tierkorpers

nach der Herrichtung. Als Probenahmestellen ist eine Fliche von insgesamt 1.400 cm®
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vorgesehen, die sowohl die Aussenseite von Riicken und Bauch sowie die Innenseiten

der Keulen erfasst (ANONYMUS, 2006c¢).

2.6 Bedeutung der humanen Salmonellose

Die Salmonellose des Menschen ist aufgrund des hohen volkswirtschaftlichen Schadens
von besonderer Bedeutung. Die tatsdchliche Morbiditdt belduft sich dabei auf eine
Dunkelziffer von etwa dem 12-fachen der gemeldeten Salmonellosefille (KRUG und
REHM, 1983). Ende der 70er Jahre wurde der volkswirtschaftliche Schaden mit 240
Millionen DM beziffert. 55 % der volkswirtschaftlichen Kosten entstanden dabei im
Tierproduktionsbereich. LOPALCO et al. (2000) berechneten als materielle Folgekosten
pro hospitalisierten Salmonellose-Patienten eine Summe von 1.896 $§ US. In der
Europdischen Union =zdhlt die humane Salmonellose zu den bedeutendsten
Lebensmittelinfektionen. Im Jahr 2004 wurden in 25 Mitgliedstaaten insgesamt 192.703
Neuerkrankungen gemeldet (ANONYMUS, 2006a).

In Deutschland wurden mit 195.400 Erkrankungsféllen im Jahr 1992 der Hohepunkt der
Salmonelleninfektionen des Menschen erreicht (KUHN, 1995). Trotz sinkender Inzidenz
in den Folgejahren, war die Salmonellose die mit am haufigsten an das Robert-Koch-
Institut iibermittelte Erkrankung. In nur 10 % der Félle wurden typisch europiische
Urlaubslédnder wie Tiirkei, Spanien, Griechenland oder Italien als Infektionsort
angegeben (ALPERS und JANSEN, 2004). Im Jahr 2005 sank die Fallzahl weiter auf
52.245 Salmonellose-Erkrankungen und war erstmalig hinter der Fallzahl der
Campylobacteriose  platziert —und somit die  zweithdufigste  gemeldete

Lebensmittelinfektion (ANONYMUS, 2006b).

Die Salmonellose des Menschen gehort zu den bedeutendsten Erkrankungen des
Gastrointestinaltraktes, die durch Lebensmittel {ibertragen werden. Fiir eine langfristige
Reduktion  des  Salmonellenrisikos  miissen  komplexe und  effiziente
Bekidmpfungsstrategien in den Tierbestinden angestrebt werden, die Hygiene in der
Schlacht- und Lebensmitteltechnologie verbessert und die Bevdlkerung hinsichtlich
kiichenhygienischer Fehler im Privathaushalt aufgekldart werden (TSCHAPE und

BOCKEMUHL, 2002).



2.7 Infektionsdosis und Erkrankungsbild 13

Dabei wird das epidemische Geschehen iiberwiegend von einzelnen Stammen, den so
genannten Epidemieklonen, beherrscht. Zwischen 1984 und 1986 entwickelte sich der
Salmonella enterica-Stamm PT 4 des Serovars Enteritidis zum dominierenden
Epidemietyp. Es ist jedoch prognostiziert worden, dass der Klon zunehmend an
epidemiologischer Bedeutung verlieren wird. Seit dem Jahr 1992 ist der Epidemieklon
S. Typhimurium DT 104 auf dem Vormarsch. S. Typhimurium DT 104 bildet dhnlich
groe Mengen an Salmonella-Enterotoxin (Stn) wie S. Enteritidis PT 4 und weist ein
breites Spektrum an Antibiotika-Multiresistenzen auf (LIESEGANG et al., 1997). S.
Typhimurium DT 104 ist sowohl in West- und Osteuropa als auch in Nord- und
Mittelamerika weit verbreitet. Eine neunfache Resistenz konnte bei einzelnen Isolaten
nachgewiesen werden. Haufig treten jedoch fiinffache Resistenzen auf. Eine weitere
Besonderheit des neuen Epidemietyps ist seine hdhere Tenazitit gegeniiber
lebensmitteltechnologischer Verfahrensschritte wie Hitzebehandlung, Tieffrieren oder
Trocknen (HUMPHREY, 2001). In der Europdischen Union lieB sich die Mehrheit der
durch  Schweinefleisch  verursachten = Salmonellosen auf S. Typhimurium

zuriickzufiihren (ANONYMUS, 2006a).

2.7 Infektionsdosis und Erkrankungsbild

Das Krankheitsbild der Salmonellose wird durch das Leitsymptom ,,Durchfall*
dominiert. Daneben sind Symptome wie Bauchschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen oder
Fieber moglich, die in der Regel nach wenigen Stunden oder Tagen wieder abklingen.
Infektionen mit Salmonellen treten hiufig in den wiarmeren Monaten des Jahres auf
(ALPERS und JANSEN, 2004). Der Schweregrad der einzelnen Symptome einer
Salmonellose hdngt unmittelbar von der Immunkompetenz des Patienten und einigen
weiteren Faktoren ab. Als schwerwiegende Komplikationen nach S. Enteritidis-
Infektionen wurden akutes Nierenversagen, Osteomyelitis und Meningitis beschrieben.
Insbesondere bei dlteren und sehr jungen Patienten sind solche Komplikationen zu

befiirchten (MANSFIELD und FORSYTHE, 2000).

Im Allgemeinen werden die Menschen, die dem Risiko einer Infektion durch pathogene

Mikroorganismen ausgesetzt sind, als so genannte YOPIS-Gruppe (,,young, old,
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pregnant, immunocompromised segments of the public®, engl.) bezeichnet. Dazu zdhlen
Kinder unter zehn, besonders unter sechs Jahren, sowie alte Menschen iiber 60 Jahre,

Schwangere und immunsupprimierte Personen (MOSSEL und STRUUK, 1993).

Salmonelleninfektionen treten als sporadische Félle, als Familienerkrankungen oder als
epidemische Ausbriiche im Sinne von Lebensmittelinfektionen auf. Der Kinderanteil
am Patientenkollektiv betrdgt dabei circa 30 %. Knapp 50 % der Salmonella-
Infektionen treten in der Altersgruppe von 15 bis 64 Jahren auf. Der Riickgang der
Salmonellose-Inzidenz seit 1993 ist auf Verbraucheraufklirung und gesetzliche
Interventionen, wie beispielsweise die Hiithner-Salmonellen-Verordnung oder die
Hiihnereier-Verordnung zuriickzufithren. Etwa 5 % der enteritischen Salmonellosen
konnen bei vorgeschddigten Patienten systemisch verlaufen (KUHN, 1995). Eine
Dauerausscheidung des Erregers, d.h. nach drei oder mehr als drei Monaten (evtl.
Jahren) nach Uberstehen der Krankheit, ist typisch fiir den Verlauf der typhosen
Salmonellose. Das Auftreten von sog. Rekonvaleszenzausscheidern, d. h. die
Ausscheidung des Erregers nach Uberstehen der Krankheit, ist typisch fiir enteritische
Salmonellosen (KAYSER, 1998). Beim gesunden, erwachsenen Menschen liegt die
Infektionsdosis bei > 10° Salmonellen, wenn der Erreger in wissrigen Lebensmitteln die
Gelegenheit hatte, sich aufgrund kiichenhygienischer Fehler zu vermehren. Geringere
Infektionsdosen von etwa 10° Salmonellen sind z. B. bei Aufnahme des Erregers mit
dem Trinkwasser oder durch protein- und fetthaltige Nahrung moglich. Vor der
Magensdure durch die Fettmizellen geschiitzt, iiberstechen Salmonellen so die

Magenpassage (KUHN, 1995).

2.8 Lebensmittel als Infektionsquelle

Aufgrund der EU-Zoonosen-Richtlinie (92/117/EWG) und der Zoonosen-Monitoring-
Richtlinie (2003/99/EC) miissen die Mitgliedstaaten einen jdhrlichen Trendbericht iiber
Anzahl und Quellen von Zoonose-Infektionen verfassen. In Deutschland werden dabei
auch die Mitteilungen der einzelnen Bundeslidnder iiber Planproben-Untersuchungen

von im Verkehr befindlichen Lebensmitteln beriicksichtigt (HARTUNG, 2006).
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Bei Planproben von Fleisch - auBler Gefliigel - wurde im Jahr 2004 eine
Kontaminationsrate von 2,95 % nachgewiesen (Tabelle 2-3). Der dominierende
Serovartyp ist ebenfalls in Tabelle 2-3 angegeben. Dabei betrug die Nachweisrate flir
Salmonellen bei  Schweinefleisch 3,67 %. Rohfleisch im Sinne der
Hackfleischverordnung zeigte im Vergleich zu den Vorjahren riickldufige Raten von
2,69 %. Mit 8,74 % zeigte Gefliigelfleisch insgesamt einen ebenso riicklaufigen Trend
an Salmonellen-kontaminierten Planproben. Die hochste Kontaminationsrate lag bei
Entenfleisch mit 18,82 %, gefolgt von Hiihnerfleisch mit 12,98 %. Bei Konsumeiern, zu
0,44 % mit Salmonellen kontaminiert, war ebenso ein riicklaufiger Trend im Vergleich
zu den Vorjahren zu beobachten. In Milch und Milcherzeugnissen wurden nur geringe
Salmonellenbelastungen festgestellt. Auch die sonstigen, verarbeiteten Lebensmittel

wiesen kaum Salmonellenbelastungen auf (HARTUNG, 2006).
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Tabelle 2-3: Salmonella-kontaminierte Lebensmittel-Planproben mit Befallsrate
und den entsprechenden Anteilen an S. Enteritidis und S.
Typhimurium fur das Jahr 2004 (modifiziert nach HARTUNG, 2006)

Lebensmittelproben (n) Befallsrate Salmonella enterica Serovare (%)
o Enteritidis Typhimurium Sonstige
Fleisch aulRer Geflugel (2.816) 2,95 0,07 1,24 1,31
Rindfleisch (433) 0,69 - - 0,69
Schweinefleisch (1.581) 3,67 - 1,64 1,77
Wildfleisch (351) 3,70 0,57 1,14 1,99
Rohfleisch, zerkleinert, nach 2,69 0,04 1,29 1,29
Hackfleischverordnung (2.568)
Rohfleischerzeugnisse, nach 1,77 0,05 0,83 0,78
Hackfleischverordnung (6.392)
Geflugelfleisch, insgesamt 8,74 1,05 1,66 6,00
(2.768)
Entenfleisch (85) 18,82 1,18 4,71 12,94
Hahnerfleisch (285) 12,98 4,21 1,05 7,72
Gansefleisch (132) 12,12 0,76 9,09 2,27
Masthahnchenfleisch (1.123) 11,04 0,71 1,07 6,06
Fleisch von Truthihnern/Puten 6,33 0,22 1,22 4,88
(901)
Konsum-Eier, Huhn (10.179) 0,44 0,39 0,01 0,03
Milchprodukte, ohne Rohmilch 0,01 0,01 - -
(6.694)
Fische, Meerestiere, 0,09 - 0,02 0,05

Erzeugnisse, gesamt (4.359)
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In der Europdischen Union zdhlt Schweinefleisch neben Eiern und Gefliigelfleisch zur
Hauptinfektionsquelle der Lebensmittel-assoziierten Salmonellose. Spanien, Danemark,
Osterreich und Deutschland bilden die Gruppe der Mitgliedstaaten mit dem hochsten
Pro-Kopf-Verzehr an Schweinefleisch (ANONYMUS, 2006a). Salmonellen in
Hackfleisch sind daher ein bedeutendes Problem der Lebensmittelhygiene. Dies ist
insbesondere  bedenklich, als dass dieses Lebensmittel aufgrund der
Verzehrsgewohnheiten hiufig in rohem Zustand konsumiert wird (SWANENBURG et al.,
2001).

SToCcK und STOLLE (2001) untersuchten in einem zugelassenen Schlacht- und
Zerlegungsbetrieb 1.485 Hackfleischproben und konnten in 6,3 % der Fille
Salmonellen, davon hauptsichlich das Serovar Typhimurium zu 69,6 %, nachweisen. Es
bestand ein unmittelbarer Zusammenhang zwischen der Herkunft der Schlachttiere und
der Salmonellennachweishdufigkeit. Eine mogliche Salmonellen-Kreuzkontamination
von verzehrsfertigen Lebensmitteln durch Hackfleisch-Umverpackungen spielt dabei

eine untergeordnete Rolle (BURGESS et al., 2005).

Im Jahr 2004 verzeichnete Tschechien die meisten enteritischen Salmonellose-Fille
innerhalb der EU. Zu den grofiten Salmonellose-Ausbriichen kam es in Tschechien, bei
denen 906 Patienten, und in Polen, bei denen 823 Patienten hospitalisiert werden
mussten. Als Ursache wurde in Tschechien eine ,,Lebensmittelinfektion” angegeben, in
Polen der Verzehr von u. a. Majonése, Kuchen, Eier, Fisch und auch rohem Hackfleisch

(ANONYMUS, 2005).

Mit der Einfiihrung eines generellen Erhitzungszwangs fiir Milch im Jahre 1983 ging
die Meldezahl der durch Rohmilch verursachten Salmonellose-Ausbriiche drastisch
zuriick. In den Jahren zuvor, im Zeitraum 1975 bis 1982, wurden in Schottland noch 27
Rohmilch-assoziierte Salmonellose-Ausbriiche mit 2.446 Erkrankten beschrieben. Auch
aus anderen Lidndern lagen &hnliche Berichte hinsichtlich der Bedeutung der
Wirmebehandlung von Milch vor. Ein grofler Salmonelloseausbruch im US-Staat
Illinois im Jahr 1985 war hingegen auf eine Rekontamination von pasteurisierter Milch

zuriickzufiihren (BECKER et al., 1993).

Tabelle 2-4 gibt eine Literaturauswahl zu Ausbriichen Lebensmittel-assoziierter

Salmonella-Infektionen der letzten Jahre wieder. Dabei wurden insbesondere
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Meldungen des europdischen Uberwachungsprogramms (,,Eurosurveillance*) und auf

nationaler Ebene Meldungen des Robert-Koch-Instituts (,,Epidemiologisches Bulletin®)

beriicksichtigt.
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Tabelle 2-4:

Literaturauswahl Uber aktuelle lebensmittelbedingte Salmonellose-
Ausbriche in Europa

Land Jahr Lebensmittel Zahl der Serovaren Quelle
Erkrankten
Deutschland 2004 Buffet, Kreuzfahrt 86 S. Enteritidis MACDONALD
und COWDEN
(2004)
Deutschland 2004 Fleischerzeugnisse 76 S. ANONYMUS
Brandenburg (2004a)
Deutschland 2004 Hackfleisch 72 S. Give ANONYMUS
(2004b)
England 2004 Convenience- 83 S. WILSON
Produkte Typhimurium  (2004)
DT 104
Deutschland 2003 Donerfleisch 9 S. Hadar ANONYMUS
(2003a)
Deutschland 2003 Teigtaschen 16 S. Enteritidis  ANONYMUS
(2004c)
Deutschland 2003 Krautertee 26 S. Agona ANONYMUS
(2003b)
Niederlande 2003 Eier 540 S. Enteritidis VAN PELT et
al. (2004)
Osterreich 2002 Eier 70 S. Enteritidis BERGHOLD et
PT5 al. (2003)
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Fortsetzung Tabelle 2-4: Literaturauswahl Uber aktuelle lebensmittelbedingte
Salmonellose-Ausbriiche in Europa

Land Jahr Lebensmittel Zahl der Serovaren Quelle
Erkrankten
Deutschland 2001 Fleischerzeugnisse 38 S. Goldcoast ANONYMUS
(2002a)
Deutschland 2001 Schweinefleisch 189 S. Minchen BUCHHOLZ et
al. (2005)
Deutschland 2001 Schokolade 373 S. ANONYMUS
Oranienburg (2002b)
Frankreich 2001 Rohmilchkase 215 S. Enteritidis HAEGHEBAERT
et al. (2003)
Deutschland 2000 Tiramisu 57 S. Enteritidis ANONYMUS
(2000Db)
Deutschland 1998 Speiseeis 28 S. Enteritidis ANONYMUS
LT4/6 (1998a)
Deutschland 1998 VanillesoRRe 179 S. Enteritidis ANONYMUS
(1998b)
Deutschland 1997 Hartkase 17 S. Bareilly ANONYMUS
(1998c)
Deutschland 1997 Fleischerzeugnisse 36 S. ANONYMUS
Typhimurium (1997a)
Deutschland 1997 Speiseeis 90 S. Enteritidis ANONYMUS

(1997D)
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2.9 Mikrobiologische Kriterien fur Salmonellen in Lebensmitteln

Im Zuge der Harmonisierung des europdischen Lebensmittelrechts wurde am 15.
November 2005 die Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 iiber mikrobiologische Kriterien
fiir Lebensmittel durch die Europédische Kommission erlassen. Die Verordnung (EG)
Nr. 2073/2005 gilt seit dem 01.01.2006. Der Begriff ,,mikrobiologisches Kriterium*
wurde dabei definiert als ein Kriterium, dass die Akzeptabilitit eines Erzeugnisses,
einer Partie Lebensmittel oder eines Prozesses anhand des Nichtvorhandenseins, des
Vorhandenseins oder der Anzahl von Mikroorganismen und/oder anhand der Menge
threr Toxine/Metaboliten je Einheit Masse, Volumen, Fliache oder Partie festlegt. Der
Anhang I der Verordnung 2073/2005 gliedert sich in drei Kapitel. In Kapitel eins
werden sog. Lebensmittelsicherheitskriterien tabellarisch gelistet. In Kapitel zwei
werden Prozesshygienekriterien fiir herstellende Betriebe aufgelistet. In Kapitel drei
werden die Art der Probenahme und —hdufigkeit fiir Schlachthofe und Hackfleisch
herstellende Betriebe festgelegt (KYPRIANOU, 2005). In Tabelle 2-5 werden die
mikrobiologischen Kriterien fiir Salmonellen anhand ausgewéhlter Lebensmittel

dargestellt.
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Tabelle 2-5: Mikrobiologische Kriterien flr Salmonellen in ausgewahlten
Lebensmitteln (modifiziert nach KyPRIANOU, 2005)

Lebensmittelkategorie

Verordnung (EG) 2073/2005

Salmonella-Grenzwerte

Kapitel 1: Lebensmittelsicherheitskriterien

Fleischzubereitungen

Rohverzehr:n=5;¢c=0

m=n.n.in25g

Garverzehr:n=5;¢c=0

m=n.n.in10g

Hackfleisch

Rohverzehr:n=5;¢c=0

m=n.n.in25g

Garverzehr:n=5;¢c=0

m=n.n.in10g

Fleischerzeugnisse

Rohverzehr:

n=5c¢c=0

m=n.n.in25¢g

Geflugelfleischhackfleisch, -
zubereitungen, -erzeugnisse

Garverzehr:
n=5;c=0
m =n. n. in 10 g (ab dem Jahr 2010 in 25 g)

Legende: siehe unten
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Fortsetzung Tabelle 2-5: Mikrobiologische Kriterien fur Salmonellen in
ausgewahlten Lebensmitteln (modifiziert nach
KYPRIANOU, 2005)

Verordnung (EG) 2073/2005

Lebensmittelkategorie Salmonella-Grenzwerte

Kapitel 1: Lebensmittelsicherheitskriterien

Rohmilch n=5c¢c=0

m=n.n.in25¢g

Kapitel 2: Prozesshygienekriterien

Schlachttierkorper n = 50;
Wiederkauer und Pferd: ¢ = 2;
Schwein: ¢ = 5;
m = n. n. je Schlachttierkorper
Geflugel: c =7

m = n. n. in 25 g Halshaut

Legende:

n Anzahl der Probeneinheiten je Stichprobe

c Anzahl der Probeneinheiten, deren Werte Uber m liegen

m Grenzwert (es gilt: m = M): Salmonellen nicht nachweisbar (,n. n.“)

Rohverzehr Lebensmittel, die zum Rohverzehr bestimmt sind

Garverzehr Lebensmittel, die zum Verzehr in durcherhitztem Zustand bestimmt sind
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2.9.1 Lebensmittelsicherheitskriterien

Gemadll Kapitel 1, Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 gilt als Lebensmittelsicherheits-
kriterium fiir die Lebensmittelkategorie ,,Hackfleisch/ Faschiertes, Fleischzubereitungen
und Fleischerzeugnisse — in Verkehr gebracht, wihrend der Haltbarkeitsdauer — * eine
Nulltoleranz fiir Salmonellen (Tabelle 2-5). Die Einwaagemenge hédngt unmittelbar
vom Verzehrszustand, roh oder durcherhitzt, ab. Als Analysemethode ist das
Referenzverfahren DIN EN ISO 6579 zu verwenden. Gemdll Kapitel 3.2 sind
Hackfleisch/Faschiertes und Fleischzubereitungen mindestens einmal wochentlich zu
untersuchen. Die Probenahmehéufigkeit kann auf eine 14-tdgige Untersuchung
verringert werden, wenn in 30 aufeinander folgenden Wochen befriedigende Ergebnisse
erzielt wurden. Die Probenahmehéufigkeit kann noch weiter verringert werden, wenn in
einem nationalen bzw. regionalen Salmonellen-Kontrollprogramm gezeigt wird, dass

die Salmonellenpriavalenz bei den vom Schlachthof gekauften Tieren gering ist.

Gemdfl Kapitel 1, Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 gilt als Lebensmittel-
sicherheitskriterium  fiir die  Lebensmittelkategorie  ,,Hackfleisch/Faschiertes,
Fleischzubereitungen und Fleischerzeugnisse aus Gefliigelfleisch — zum Verzehr in
durcherhitztem Zustand, in Verkehr gebracht, wihrend der Haltbarkeitsdauer — * eine

Nulltoleranz ~ fiir  Salmonellen (Tabelle 2-5). Die Analysemethode und

Probenahmehdufigkeit sind gleich mit den Vorgaben fiir Hackfleisch, hergestellt aus

anderen Tierarten.

Gemidll Kapitel 1, Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 gilt als Lebensmittel-
sicherheitskriterium flir die Lebensmittelkategorie ,,Rohmilch und Rohmilchprodukte,
Milch- und Molkepulver sowie Speiseeis — in Verkehr gebracht, wéhrend der
Haltbarkeitsdauer — “ eine Nulltoleranz fiir Salmonellen (Tabelle 2-5). Als
Analysemethode ist das Referenzverfahren DIN EN ISO 6579 anzuwenden.
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2.9.2 Prozesshygienekriterien

Gemdll Kapitel 2.1., Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 wird der Nachweis von
Salmonellen  als  Prozesshygienekriterium  fir  die  Lebensmittelkategorie
Schlachttierkorper angewendet. Im Sinne eines attributiven Zweiklassenplans gilt ein
Salmonellen-Ergebnis als ,,unbefriedigend”, wenn die Bedingung fiir ¢ nicht erfiillt
wird, d.h. der Wert fiir ¢ wird {berschritten. So gilt folgendes Ergebnis als
,befriedigend”: beim Rind, kleinen Wiederkduer und Pferd diirfen bei einer
Stichprobeneinheit aus 50 Tierkdrpern (definiert als Anzahl n, d. h. finf Tierkorper aus
je zehn Probenerhebungen) hochstens zwei Proben Salmonella-positiv (definiert als c)
sein. Fiir die Tierart Schwein gilt die Bedingung n = 50, ¢ = 5; fiir die Tierart Gefliigel
gilt die Bedingung n = 50, ¢ = 7 (Tabelle 2-5). Gemil Kapitel 3.2 wird der Tierkdrper
von Haussiugetieren anhand einer Fliche von 100 cm® mittels sog.
»Kratzschwidmmchentechnik beprobt. Dem Gefliigelschlachttierkérper sind 10 g
Halshautprobe zu entnehmen. Je Stichprobeneinheit werden 5 Sammelproben 4 25 g
gebildet, die aus 5 x 3 Gefliigelschlachttierkdrpern, dies entspricht 150 g
Probenmaterial, gezogen werden. Als Analysemethode ist das Referenzverfahren DIN
EN ISO 6579 anzuwenden. Die Probenahmehdufigkeit kann auf eine 14-tigige
Untersuchung verringert werden, wenn in 30 aufeinander folgenden Wochen
befriedigende Ergebnisse erzielt wurden. Die Probenahmehéufigkeit kann noch weiter
verringert werden, wenn in einem nationalen bzw. regionalen Salmonellen-
Kontrollprogramm gezeigt wird, dass die Salmonellenprdavalenz der vom Schlachthof

gekauften Tiere gering ist.
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2.10 Kulturelle Verfahren zum Nachweis von Salmonellen aus
Lebensmitteln

2.10.1 Referenzverfahren

Der Nachweis von Salmonellen aus Lebensmitteln erfolgt nach standardisierten
Verfahren. Die Referenzverfahren fiir den Nachweis von Salmonellen aus
Lebensmitteln beruhen auf einer kulturellen Voranreicherung zur Resuszitation
moglicherweise vorgeschidigter Zellen, einer anschlieBenden selektiven Anreicherung
in ein oder mehreren fliissigen Ndhrmedien sowie einer nachfolgenden Subkultivierung
auf ein oder zwei festen Selektivndhrmedien. Salmonellen verdédchtige Kolonien
miissen serologisch und biochemisch bestitigt werden. Solche kulturellen
Referenzverfahren sind langwierig und arbeitsaufwendig.  Aufgrund der
Lebensmittelkonservierung liegen Salmonellen héufig in subletal geschédigter Form vor
(D’AousT, 1981; BEUMER et al., 1991; BECKER et al., 1993; BLACKBURN, 1993;

REISSBRODT, 1995; MANSFIELD und FORSYTHE, 2000; VAN DER ZEE, 2003).

Generell sind Salmonellen in Lebensmittel- und Umgebungsproben in nur geringer Zahl
vorhanden, so dass ein Nachweis iiber ein Direktanreicherungsverfahren mit
Selektivndhrboden nicht gelingt (MACKEY, 1985). Auch die Direktanreicherung der
Probenmatrix mit anschlieBender Zéhlung der Salmonellen gelingt nur selten, da z. B.
auf Gefliigelbroilern in der Regel nur wenige Salmonellen zu finden sind (JORGENSEN
et al., 2002). Das direkte Anreicherungsverfahren wurde zundchst von der
amerikanischen Gesundheitsbehérde APHA (,,American Public Health Association®,
engl.) fiir die Untersuchung von rohen oder stark kontaminierten Lebensmitteln
iibernommen. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass mit einer Voranreicherung von
rohem Fleisch oder Abwasserproben die Nachweisraten auf bis zu 100 % gesteigert
werden konnten (D"A0UST, 1981). So empfahlen auch VAN LEUSDEN et al. (1982) eine
Kombination aus gepuffertem Peptonwasser (,,Buffered Peptone Water (BPW)*, engl.),
Tetrathionatanreicherung nach Muller-Kauffmann (MKTT) bei 43 °C und Brillantgriin-

Phenolrot-Laktose-Saccharose-Agar (BPLS) als Referenzmethode zum Nachweis von
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Salmonellen aus Lebensmitteln, Futtermitteln, Fdzes und Wasser. In &lteren Studien
konnten EDEL und KAMPELMACHER (1973) bereits zeigen, dass in vergleichenden
Untersuchungen von artifiziell und nativ kontaminierten Hackfleischproben ein
Voranreicherungsverfahren hohere Nachweisraten erzielte als ein

Direktanreicherungsverfahren.

Gegenwirtig findet man in der Literatur sowohl im européischen, als auch im
internationalen Raum standardisierte Verfahren zum Nachweis von Salmonellen in
Lebensmitteln beschrieben (Tabelle 2-6). Die Auswahl der Ndhrmedien kann vor allem
in Abhéngigkeit vom Untersuchungsmaterial variieren. Im europdischen Raum sind
Referenzverfahren in der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren (ASUV)
nach § 64 Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuch (LFGB), vormals § 35
Lebensmittel- und Bedarfsgegenstindegesetz (LMBG), im Schweizerischen
Lebensmittel-Buch, in den Methoden des Britischen Institut fiir Normung BSI (,,British
Standards Institute®, engl.) und in den Methoden des Nordischen Methoden-Komites
(,,Nordisk Metodik Komite*, norw.) beschriecben worden. International werden
Referenzverfahren verdffentlicht durch die Internationale Normierungsorganisation ISO
(,,International Organization for Standardization®“, engl.), durch den Internationalen
Milchwirtschaftsverband IDF (,International Dairy Federation®, engl.), durch die
Weltgesundheitsbehorde WHO bzw. Welterndhrungsbehérde FAO und durch die
Internationale Kommission flir mikrobiologische Lebensmittelspezifikationen ICMSF

(,,International Commission of Microbiological Specifications for Foods®, engl.).

Nach SCHMIDT-LORENZ (1980), REISSBRODT (1995), TIETJEN und FUNG (1995) werden
im US-amerikanischen Raum Referenzverfahren im Handbuch fiir bakteriologische
Lebensmitteluntersuchungen BAM (,,Bacteriological Analytical Manual for Foods®,
engl.) der Lebensmittel- und Arzneimittelbehorde FDA (,Food and Drug
Administration®, engl.) sowie durch die Vereinigung der Lebensmittelchemiker AOAC
(,,Association of Official Analytical Chemists”, engl.) und die Amerikanische

Gesundheitsbehorde APHA (,,American Public Health Association, engl.) beschrieben.
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Tabelle 2-6: Auswahl an kulturellen Referenzverfahren zum Nachweis von
Salmonellen aus Lebensmitteln (modifiziert nach SCHMIDT-LORENZ,
1980"; ANDREWS, 1992%; BECKER et al., 1993%; TIETJEN und FUNG,

1995%)

Voranreicherung Selektivanreicherung

Subkultivierung Referenz/Jahr

LB, TSB SC, TT nach USP, RV  HE, XLD, BS FAO/WHO?

LB, TSB, SC, TT HE, XLD, BG AOAC/FDA*

Nahrbouillon

LB SC, TT SS, BS, HE APHA*

BPW RV, TT XLD DIN EN ISO
6579:2003

- MKTT, SC BPLS, BS IDF 93A:1985°

BPW RV, SC BG IDF 93:2001

BPW RV BG Nordisk Metodik
Komitee (1991)

BPW SC, TT BG § 7, Anlage 4,
Entwurf AVV

Lebensmittelhygiene
(2005)

Peptonnahrbouillon TT, SC, Selenit-
Brillantgriin-
Sulfapyridin-Bouillon

Salmonellen-
Shigellen-Agar,
BS, Desoxy-
cholat-Citrat-
Laktose-Saccha-
rose-Agar, BG

Schweizerisches
Lebensmittelbuch’

BPW RV, SC

BG

BSI*

Legende:

LB, Laktose-Bouillon; TSB, Trypton-Soja-Bouillon; BPW, Buffered Peptone Water; SC,
Selenit-Cystin-Bouillon; TT, Tetrathionat-Bouillon; USP, United States Pharmakopeia;
RV, Rappaport-Vassiliadis-Bouillon; MK, Muller Kauffmann; HE, Hektoen-Enteric-Agar;
XLD, Xylose-Lysin-Desoxycholat-Agar; BS, Bismut-Sulfit-Agar; BG, Brillantgrin-Agar;
SS, Salmonella-Shigella-Agar; FDA, Food and Drug Administration; AOAC, Association

of Official Analytical Chemists;
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Fortsetzung Legende:
FAOQO, Food and Agriculture Organization of the United Nations; WHO, World Health

Organization; APHA, American Public Health Association; ISO, International
Organization for Standardization; IDF, International Dairy Federation; AVV, Allgemeine

Verwaltungsvorschrift; BSI, British Standards Institute

2.10.1.1 Neues Referenzverfahren nach ASUV § 64 LFGB

In der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren (ASUV) § 64 LFGB,
Ausgabe Dezember 2004 ist derzeit unter der Lebensmittelmethode L 00.00-20 ein
horizontales Verfahren nach DIN EN ISO 6579:2003 zum Nachweis von Salmonellen
in Lebensmitteln und Futtermitteln beschrieben. Die endgiiltige Bestdtigung der
Salmonellen erfolgt nach der Lebensmittelmethode L 00.00-20a, Ausgabe Dezember
2004 und wird im nationalen Referenzlabor Salmonellen (NRL-Salm) in Berlin
durchgefiihrt. In den vertikalen Lebensmittelmethoden L 01.00-13 (Milch), L 02.00-8
(Milchprodukte), L 03.00-7 (Kése), L 04.00-11 (Butter), L 05.00.9 (Eier), L 06.00-11
(Fleisch), L 07.00-11 (Fleischerzeugnisse), L 08.00-13 (Wurstwaren), L 20.01-9
(Majonésen und Soflen), L 39.05.02-5 (Laktose), L 42.00-4 (Speiseeis) und L 48.01-16
(Sauglings- und Kleinkindernahrung) wird unmittelbar auf die horizontale Methode

nach L 00.00-20 verwiesen.

Nach MOOIMAN (2004) erscheint das horizontale ISO-Referenzverfahren nicht immer
geeignet, um Salmonellen auch aus anderen Matrizes zu isolieren, insbesondere aus
Gefliigelkot. Daher wird derzeit an einem Entwurf zur Ergénzung des Protokolls nach
ISO 6579:2002 gearbeitet, der den Ersatz einer selektiven Anreicherung durch ein
halbfestes Anreicherungsmedium wie ,Modified Semisolid Rappaport Vassiliadis

Medium* (MSRYV) oder ,,Diasalm* vorsieht.

Die grundsitzlichen Untersuchungsschritte der horizontalen Referenzmethode sind
beispielhaft unter Angabe der Nidhrmedien und Inkubationsbedingungen in der

Abbildung 2-1 aufgefiihrt. Das Ausgangsmaterial wird in einem 1:10-Verhiltnis in

gepuffertem Peptonwasser (,,Buffered Peptone Water (BPW)“, engl.), einem nicht-

selektiven, fliissigen Nahrmedium, fiir 16 bis 20 Stunden vorangereichert. Daraus wird
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ein Inokulum in zwei selektive, fliissige Nédhrmedien iiberfithrt und bei 37 °C in
Tetrathionatanreicherung nach Muller-Kauffmann mit Novobiocin (MKTTn) und bei
41,5 °C in Rappaport-Vassiliadis-Sojamehlpepton-Bouillon (RVS) bebriitet. Nach 24
Stunden  Inkubation  erfolgt eine  Subkultivierung auf dem  festen
Referenzselektivndhrboden Xylose-Lysin-Desoxycholat-Agar (XLD) und einem
zweiten Medium nach Wahl. Sa/monella-verdichtige Kolonien werden nach einer 24-
stiindigen Bebriitung identifiziert und auf einem N&ihragar ausgestrichen. Nach einer
weiteren 18 bis 27-stiindigen Inkubation werden die Reinkulturen vorldufig bestétigt.
Demnach dauert es vier Tage, um ein Salmonellen-negatives Ergebnis mit dem
Referenzverfahren nach ASUV § 64 LFGB diagnostizieren zu konnen. Die vorlaufige
Bestétigung eines Salmonella-positiven Ergebnisses anhand einer prasumtiven Kolonie
verldngert die Untersuchungsdauer um zwei weitere Arbeitstage auf ein bis zu

sechstidgiges Verfahren.
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VORANREICHERUNG

Im 1:10-Verhaltnis, z. B. 25 g + 225 ml BPW
16-20h,37%1°C

\d

SELEKTIVE ANREICHERUNG

0,1 ml der 1 ml der
Voranreicherung Voranreicherung
10 ml RVS 10 ml MKTTn
21-27h, ‘ 21 -27 h,
41,5%1°C 37+£1°C
SUBKULTIVIERUNG AUF ZWEI
FESTE NAHRMEDIEN NACH 24 h
XLD + Zweites festes
Selektivnahrmedium
nach Wahl

21-27h,37x1°C

v

VORLAUFIGE BESTATIGUNG

Von jedem festen Nahrmedium
Auswahl von mindestens einer
prasumtiven Kolonie. Bei negativem
Test vier weitere Kolonien testen.

Ausstreichen auf Nahragar
21-27h,37%1°C

\

Serologische und biochemische
Bestatigung

\

Interpretation der Ergebnisse

Abbildung 2-1: Referenzverfahren zum horizontalen Nachweis von Salmonellen
in Lebensmitteln und Futtermitteln gemal® L 00.00-20, ASUV §
64 LFGB (entspricht DIN EN ISO 6579:2003)
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2.10.1.2 Altes Referenzverfahren nach ASUV § 64 LFGB

In der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren (ASUV), nunmehr § 64
LFGB, Ausgabe Februar 1998 wurde unter der Lebensmittelmethode L 00.00-20 das
abgeloste Referenzverfahren beschrieben. Die endgiiltige Bestitigung der Salmonellen
erfolgte nach der Lebensmittelmethode L 00.00-20a, Ausgabe November 1999. Die
damalige L 00.00-20 entsprach dabei der DIN EN 12824:1998. Die grundsétzlichen
Untersuchungsschritte der alten Referenzmethode nach DIN EN sind beispielhaft unter
Angabe der Ndhrmedien und Inkubationsbedingungen in der Abbildung 2-2 aufgefiihrt.

Im Gegensatz zum neuen Referenzverfahren nach DIN EN ISO war eine
Selektivanreicherung bei einer verldngerten Anreicherungszeit um weitere 24 Stunden
in Rappaport-Vassiliadis (RV)-Medium und Selenit-Cystin (SC)-Medium vorgesehen.
Als festes, selektives Referenzndhrmedium wurde Brillantgriin-Phenolrot-Laktose-
Saccharose -Agar (BPLS) eingesetzt, der ebenso 24 Stunden und bei negativem
Ergebnis weitere 24 Stunden bebriitet wurde. Demnach dauerte es sechs Tage, um ein
Salmonellen-negatives Ergebnis mit dem alten Referenzverfahren bestétigen zu kdnnen.
Die vorldufige Bestitigung eines Salmonella-positiven Ergebnisses anhand von flinf
prasumtiven Kolonien verlidngerte die Untersuchungsdauer um zwei weitere Arbeitstage

auf ein bis zu achttigiges Verfahren.
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VORANREICHERUNG

Im 1:10-Verhaltnis, z.B. 25 g + 225 ml BPW
16 - 20 h, 35 °C oder 37 °C

SELEKTIVE ANREICHERUNG

0,1 ml der 10 ml der
Voranreicherung Voranreicherung
10 ml RV 100 ml SC
24 h und weitere 24 h und weitere 24 h,
24h,41,5°C ‘ 37°C
SUBKULTIVIERUNG AUF ZWEI

FESTE NAHRMEDIEN NACH 24 h
UND 48 h BEBRUTUNG

BPLS + Zweites festes
Selektivnahrmedium
nach Wahl

20 - 24 h, bei Bedarf weitere 18 h
bis 24 h, 37 °C

¥

VORLAUFIGE BESTATIGUNG

Von jedem festen Nahrmedium
Auswahl von mindestens funf
prasumtiven Kolonien.

Ausstreichen auf Nahragar
18-24 h, 37 °C

\

Serologische und biochemische
Bestatigung

i

Interpretation der Ergebnisse

Abbildung 2-2: Horizontaler Nachweis von Salmonellen in Lebensmitteln bzw.
Milch und Milchprodukten gemaf DIN EN 12824:1998 bzw. ISO
6785:2001 IDF 93:2001
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Aus Tabelle 2-7 ist ersichtlich, dass im Rahmen der Anderung des Normenwerkes die
Rezeptur des BPW modifiziert wurde. Nach DIN EN ISO 6579:2003 wird nun konkret
Caseinpepton als Nahrbodengrundlage gefordert. Peptone im Allgemeinen sind
Eiweisskorper, die fast allen iiblichen Néhrsubstraten als Stickstoffquelle zugesetzt
werden. Ein enzymatischer Verdau durch Pepsin oder Trypsin metabolisiert die Peptone
in Zwischen- und Endprodukte wie Peptide, Tryptophan und freie Aminosduren

(HALLMANN, 1953).

Tabelle 2-7: Rezeptur des gepufferten Peptonwassers (BPW) gemall DIN EN
12824:1998 und DIN EN ISO 6579:2003

Nach DIN Nach DIN

Zusammensetzung von EN EN ISO
BPW (g/l) 12824:1998 6579:2003
Pepton 10,0 -

Casein, enzymatisch

verdaut - 10,0
NaCl 5,0 5,0
NaHPO, 9,0 9,0

KHPO, 1,5 1,5
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Aus Tabelle 2-8 ist ersichtlich, dass im Rahmen der Anderung des Normenwerkes die
Rezeptur des RV-Mediums modifiziert wurde. Nach DIN EN ISO 6579:2003 wird nun
konkret Sojamehlpepton als Grundlage gefordert und somit wird RVS-Medium
eingesetzt. Trypton oder Trypsin-verdaute Peptonsubstrate dienen als Ersatz fiir
Nahrboden auf Fleischwasserbasis. Sojamehl-Grundsubstrate sind ebenso ein geeigneter
Ersatz fiir Fleischwasser und werden bei der Anziichtung anspruchsvoller
Bakterienarten (z. B. Milchsdurebakterien, Bifidobakterien) sogar bevorzugt

(HALLMANN, 1953).

Tabelle 2-8: Rezeptur von RV(S)-Medium gemafly DIN EN 12824:1998 und DIN
EN ISO 6579:2003

Nach DIN Nach DIN
EN EN ISO
12824:1998 6579:2003

Zusammensetzung von
RV bzw. RVS (g/l)

Trypton oder Sojapepton 4,5 -

Sojamehlpepton - 5,0
NaCl 8,0 8,0
KH,PO4 1,6 1,4
KoHPO4 - 0,2

Magnesiumchlorid-
Hexahydrat 40,0 40,0

Malachitgrin 0,04 0,04
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2.10.1.3 Alternatives Verfahren zur Untersuchung von Milch und
Milchprodukten

Die DIN EN 12824:1998 geht konform mit der internationalen, vertikalen Methode fiir
die Untersuchung von Milch und Milchprodukten geméfl ISO 6785:2001 und IDF
93:2001 (vgl. Abbildung 2-2). BECKER et al. (2003) konnten zeigen, dass bei

vergleichenden Untersuchungen von artifiziell kontaminierten Rohmilchproben weder
mit dem alten Referenzverfahren gemil DIN EN 12824:1998 noch mit dem neuen
Referenzverfahren geméd3 DIN EN ISO 6579:2003 eine Steigerung der Sensitivitdt
erzielt werden konnte. Bei der Untersuchung von artifiziell kontaminiertem Kése
erzielte die revidierte Methode eine um 5 % niedrigere Sensitivitit. Demnach
schlussfolgerten die Autoren, dass mit der revidierten Methode tendentiell vermehrt

falsch-negative Ergebnisse auftreten konnten.

Nach BECKER et al. (1993) finden sich im Schrifttum jedoch nur sehr wenig Daten zu
Untersuchungen von Rohmilch auf Salmonellen. Dabei wurden bisher nur Verfahren
mit Voranreicherung und Direktanreicherungsverfahren verglichen. Somit lassen sich
keine mehrfach eindeutig belegten Schlussfolgerungen iiber die Effizienz verschiedener
Anreicherungsmethoden zum Nachweis von Salmonellen aus Milch und
Milchprodukten ziehen. VAN LEUSDEN et al. (1982) empfahlen fiir die Untersuchung
von Milchpulver eine 30-miniitige Vorinkubation bei Raumtemperatur von 25 g der
Probe in 50 ml BPW mit einer anschlieBenden Verdiinnung durch Zugabe von weiteren
175 ml BPW. Das langsame Aufldsen des Milchpulvers in der Voranreicherung durch
vorsichtiges Schwenken erzielte dabei keine vergleichbaren, da nicht reproduzierbaren
Ergebnisse. MOHAMMED et al. (1996) verglichen verschiedene kulturelle
Anreicherungsverfahren gemé3 Standardprotokoll anhand von 57 artifiziell
kontaminierten Rohmilchproben. Es wurden die Selektivanreicherungen SC (37 °C),
RV, RVS und MKTT (alle 42 °C) miteinander verglichen. Eine Subkultivierung
erfolgte nach 24 und 48 Stunden auf den Nahrboden Mannit-Lysin-Kristallviolett-
Brillantgriin-Agar (MLCB), BPLS, XLD, Salmonella-Shigella-Agar (SS) und
Rambach-Agar (RA), die fiir 24 h inkubiert wurden. Die erzielte Sensitivitdt und

Spezifitit der einzelnen Nédhrmedienkombinationen wurde vergleichend betrachtet. Die
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Autoren erzielten bei der Untersuchung von artifiziell kontaminierten Rohmilchproben
die beste Wiederfindungsrate mit einer Anreicherung in RVS und Subkultivierung auf
MLCB sowie XLD. Die niedrigste Wiederfindungsrate wurde bei der Kombination
MKTT mit RA festgestellt. Ein tatsdachlicher methodischer Vergleich anhand einer
abhingigen Stichprobe wurde jedoch nicht abgeleitet.

2.10.2 Herkommliche flussige Nahrmedien zur Voranreicherung

Bei der Kultivierung von Bakterien in kiinstlichen Néhrsubstraten kommt es, analog den
Vorgéingen in der Natur, zu komplizierten Stoffwechselprozessen. Im Rahmen dieser
mikrobiellen chemischen Synthese beobachtet man einerseits einen dissimilierenden,
vorwiegend enzymatischen Abbau und andererseits eine Assimilation der im N&ihragar
angebotenen Substrate (HALLMANN, 1953). Mikroorganismen konnen in Lebensmitteln
durch Herstellungsprozesse wie Trocknung, Sduerung oder Einfrieren unterschiedlich
stark geschéddigt werden. Die Voranreicherung dient daher der Wiederbelebung bzw.
Resuszitation subletal geschédigter Salmonellen (EDEL und KAMPELMACHER, 1973;
D’AouSsT und MAISHMENT, 1979). Subletal geschidigte Zellen sind zwar in Hinblick auf
Enzymaktivitit, Metabolismus und Atmung intakt, aber sie zeigen auf iiblichen
Kulturmedien kein Wachstum (R0OSZAK und COLWELL, 1987; MANSFIELD und
FORSYTHE, 2000). Nach VAN LEUSDEN et al. (1982) stellt die Voranreicherung somit

den kritischsten Schritt der Referenzmethode dar.

Gepuffertes Peptonwasser wurde erstmalig von VAN SCHOTHORST und VAN LEUSDEN
(1972) beschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass Kohlenhydrate fiir eine
Resuszitation nicht erforderlich sind. BPW behilt im Lauf der Bebriitung einen stabilen
pH-Wert, der fiir das Wachstum der Salmonellen giinstig ist. SADOVSKI (1977) konnte
zeigen, dass der pH-Wert des inkubierten BPWs nach null bis acht Stunden bei ca. 7,1
liegt und bereits nach 22 Stunden auf unter 5,0 abfillt. Dabei ist zu bedenken, dass
durch eine Tieffrierung geschédigte Salmonellen besonders sdureempfindlich reagieren.
Daher darf eine 20-stiindige Inkubationsdauer nicht iiberschritten werden und der

Einsatz von Laktose-Bouillon ist nicht zu empfehlen. Es ist aber auch bekannt, dass bei
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einer Voranreicherung in BPW ein hoher Anteil der nicht geschidigten Begleitflora zu

einem Uberwuchern der Salmonellen fiihren kann (BEUMER et al., 1991).

Laktose-Bouillon wurde von NORTH (1961) erstmals als ein laktosehaltiges
Voranreicherungsmedium fiir den Nachweis von Salmonellen aus Ei und Eiprodukten
beschrieben. Im europdischen Bereich hat sich der Einsatz von gepufferten
Peptonwasser durchgesetzt oder wird der Laktose-Bouillon als gleichwertig angesehen.
Laktose-Bouillon wird vor allem in den USA noch vielfach auch fiir andere
Untersuchungsmaterialien verwendet (BECKER et al., 1993). D"AOUST und MAISHMENT
(1979) verglichen mehrere Voranreichungsmedien miteinander und stellten fest, dass
die Inkubationszeit einen grofleren Einfluss auf die Nachweisrate von Salmonellen in
Lebensmitteln und Futtermitteln hat, als die unterschiedliche Zusammensetzung der von
thnen gepriiften Néhrmedien. Bei einer 24-stiindigen Inkubationszeit wird die
Nachweisrate von der Menge des tiberfiihrten Inokulums nicht beeinflusst. Nach einer
sechsstlindigen Voranreicherung hingt die Salmonellen-Nachweisrate unter anderem
direkt vom Inokulationsvolumen ab, welches in die Selektivanreicherung tiberfiihrt wird

(D’AOUST, 1981).

Tabelle 2-9 zeigt eine Ubersicht international verbreiteter Standardnihrmedien, die zur
Voranreicherung von Salmonellen in Lebensmitteln eingesetzt werden. Gepuffertes
Peptonwasser BPW (,,Buffered Peptone Water, engl.) kann fiir jede Matrix genutzt
werden, Laktose-Bouillon LB (,,Lactose Broth®, engl.) empfiehlt sich fiir Lebensmittel
mit einem pH groBer als 6,0 wie z. B. Eiern, und Trypton-Soja-Bouillon (TSB) wird bei
der Untersuchung von Gewiirzen, Krautern oder Trockenhefe verwendet (REISSBRODT,

1995).
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Tabelle 2-9: Flussige Standardnahrmedien fur die

Salmonellen (nach D"AousT, 1981)

Voranreicherung von

Standard Nahrmedium
AOAC/APHA Laktose-Bouillon
Brillantgriin mit Wasser
FDA Laktose-Bouillon
Trypton-Soja-Bouillon
Brillantgriin mit Wasser
Magermilch mit Brillantgriin
Nahrbouillon
HPB Nahrbouillon
Brillantgriin mit Wasser
Trypton-Soja-Bouillon
Magermilch mit Brillantgrin
ICMSF Laktose-Bouillon
BPW
Brillantgriin mit Wasser
Magermilch mit Brillantgrin
ISO BPW
Ringerldsung mit Brillantgrin
NAS Laktose-Bouillon
Brillantgriin Wasser
USDA Laktose-Bouillon
Legende:

AOAC, Association of Official Analytical Chemists; APHA, American Public Health
Association; FDA, Food and Drug Administration; HPB, Health Protection Branch;
ICMSF, International Commission on Microbiological Specifications for Foods; ISO,
International Organization for Standardization; NAS, National Academy of Sciences;
USDA, United States Department of Agriculture
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2.10.3 Herkommliche flissige Nahrmedien zur Selektivanreicherung

Fliissige Selektivmedien haben ihre besondere Berechtigung als Anreicherungsmedien
oder fiir die Bestimmung niedriger Keimgehalte. Generell entsteht beim Einsatz von
Selektivndhrboden die Diskrepanz zwischen einem erwiinschten hohen Grad an
Selektivitit und einem unerwiinschten Mal3 an zu geringer Anwachsrate (REUTER,
1970). Dabei beeinflussen die Bebriitungstemperaturen nachhaltig die Produktivitit der
Selektivanreicherung, weil nur das Wachstum der Begleitflora, jedoch nicht das
Wachstum der Salmonellen unterdriickt werden sollte. Generell fiihrt eine Erh6hung der
Inkubationstemperatur zu einer Erhohung der Salmomnella-Nachweisrate (D”AOUST,

1981).

Im Anschluss an die Voranreicherung erfolgt eine selektive Anreicherung in fliissigen
Medien, wobei sich von den zahlreichen Selektivmedien im europdischen Raum die
folgenden drei im Lebensmittelbereich durchgesetzt haben: das Selenit-Cystin-Medium
(SC) nach NORTH und BARTRAM (1953), das Tetrathionat-Medium (MKTT) nach
MULLER (1923) und KAUFFMANN (1935) sowie das Rappaport-Vassiliadis-Medium
(RV) nach RAPPAPORT et al. (1956) und VASSILIADIS et al. (1976). Beim
Standardverfahren werden unter Berlicksichtigung der Tatsache, dass einige
Salmonellenstimme auf bestimmte Selektivstoffe empfindlich reagieren, zwei
Selektivmedien auf unterschiedlicher Hemmstoftbasis bei unterschiedlichen
Bebriitungstemperaturen parallel eingesetzt. Eine vollstindige Unterdriickung der
Begleitflora wird in der Praxis jedoch nicht erreicht (VASSILIADIS et al., 1984; BUSSE,
1995).

LEIFSON (1936) bezeichnete die Selenitbouillon als preiswertes Ndhrmedium, das eine
einfache Zusammensetzung aufweist und dessen Inhaltsstoffe mit Ausnahme des
Peptons eine bekannt gleich bleibende Qualitdt haben. Die erste Selenitbouillon wurde
im Jahr 1916 von GUTH beschrieben. Selenitsalze dienen dem Nachweis der bakteriellen
Reduktase, was zu einem dunkelroten Niederschlag fiihrt. S. Paratyphi A und B lassen
sich aufgrund ihrer unterschiedlichen Reduktaseaktivitit differenzieren. Selenitsalze

erhdhen gleichzeitig die Selektivitdit der Bouillon. Natriumselenit reagiert stark
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alkalisch und Natriumhydrogenselenit leicht alkalisch. Alle Selenitsalze sind stark
toxisch, wobei die Toxizitdt bei zunehmend saurem pH ansteigt. In Gegenwart von
Natriumchlorid, Natriumphosphat, Fleischextrakt oder Casein verringert sich die
Toxizitdt. LEIFSON unterteilte die Bakterien in fiinf Gruppen und beschrieb, dass S.
Typhi und S. Paratyphi sowie der ,,Cholerabacillus“, der Gruppe eins zugeordnet,
gegeniiber Natriumselenit am unempfindlichsten seien. Hingegen wurden grampositive
Erreger der Gruppe vier und fiinf zugeordnet, weil bereits bei geringen Konzentrationen
von Natriumselenit das Wachstum stark beeintrachtigt wurde. LEIFSON (1936) beschrieb
drei verschiedene Selenitanreicherungsbouillons: Das ,,Selenite-F(eces)-Medium* zur
Anziichtung von typhoiden Erregern aus Fizes, das ,,Selenite-S(ewage)-Medium* zur
Anziichtung von typhoiden Erregern aus Abwissern und das ,,Selenite-M(ilk)-Medium*
zur Anziichtung von typhoiden Erregern aus Milch. Der Zusatz von 1,0 pg/l Cystin und
die Reduktion des Phosphatgehalts auf 0,25 % erhoht die Salmonellennachweisrate der

Selenitanreicherung deutlich (NORTH und BARTRAM, 1953).

MULLER beschrieb 1923 ein neuartiges Ndhrmedium zur Anreicherung von typhoiden
Bazillen. Auf Grundlage von Tetrathionat, welches aus der Reaktion von
Natriumthiosulfat mit Kaliumjodidlésung entsteht und durch Kalziumkarbonat
abgepuffert wird, konnen Typhus- und Paratyphuserreger angeziichtet und das
Wachstum von E. coli um den Faktor fiinf bis sechs verringert werden. Eine mit
Brillantgriin und Galle kombinierte Tetrathionat-Anreicherungsbouillon wurde von
KAUFFMANN (1935) erstmalig beschrieben. Nach den Untersuchungen von KAUFFMANN
wurden die giinstigsten Ergebnisse bei der Anreicherung von ,Enteritisbacillen*
verzeichnet, weil die Nachweisraten um 600 % beim ,,Méausetyphusbacillus* und um
700 % beim ,,Gértnerbacillus* gesteigert werden konnten. Um eine wirksame
Ausschaltung von Proteus spp. zu erzielen, empfahl der Autor nicht nur das Schwérmen
in der Anreicherung mittels Antiserum zu unterdriicken, sondern auch das Schwarmen
auf den festen Nahrboden zu verhindern. Die Hemmung der Begleitflora geht nicht
allein von Tetrathionat aus. Sowohl Tetrathionat als auch Thiosulfat reagieren mit
Sulfhydrylgruppen von Enzymen. Dies beeinflusst sowohl die Syntheseleistung und
Aktivitdt der Enzyme als auch die Zellwand- und Membranbestandteile (PALUMBO und
ALFORD, 1970). Die Tetrathionatreduktase wird nicht nur von Salmonellen, sondern

auch von Proteus spp. exprimiert. Um das Wachstum von Proteus spp. zu unterdriicken
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wurde daher von JEFFRIES (1959) vorgeschlagen, dem Medium Novobiocin zuzusetzen.
Die Rezeptur des so genannten MKTTn konnte sich jedoch nicht durchsetzen (VAN DER
ZEE, 2003). In einer Untersuchung von Umgebungsproben aus der Gefliigelproduktion
von TATE et al. (1990) erwies sich hingegen die Substitution von Novobiocin in festen
Néhrmedien als vorteilhaft, weil die Nachweisrate um 32 % gesteigert werden konnte.
Nach VAN DER ZEE (2003) werden in der Literatur zahlreiche Variationen von
Tetrathionat (TT)-haltigen Ndhrmedien beschrieben. So wurde von HAINA im Jahr 1965
eine TT-Modifikation vorgeschlagen, die zusitzlich Hefeextrakt als Wachstumsfaktor
enthilt. Bekannt wurde diese Monographie als United States Pharmacopeia (USP)-
Rezeptur. Nach VAN LEUSDEN et al. (1982) haben zahlreiche Untersuchungen
verschiedener Labore gezeigt, dass die Formulierung nach Muller Kauffmann als die
beste Tetrathionat-Rezeptur anzusehen ist. ANDREWS (1992) verwies darauf, dass die
Tetrathionat-Anreicherung Kalziumkarbonat und Natriumthiosulfat enthilt, was zur
Bildung eines Niederschlags im Grundmedium fiihrt. Daher ist ein griindliches Mischen

des Ndahrmediums vor Gebrauch unabdingbar.

Das Rappaport-(R) Medium wurde erstmals von RAPPAPORT et al. (1956) beschrieben.
Die Vorteile des Mediums liegen darin, dass einerseits Salmonellen angereichert
werden konnen und andererseits die coliforme Begleitflora abgetdtet wird. Das Medium
enthilt 4 % Magnesiumchlorid und 0,012 % Malachitgriin. Magnesiumchlorid wurde
eingesetzt, weil bekannt ist, dass intestinale Bakterien unterschiedlich empfindlich auf
eine Dehydrierung reagieren. Dabei ist Magnesiumchlorid das am stidrksten selektiv
wirkende Salz, denn in einer 4 %-igen Losung werden E. coli und Proteus spp. bereits
vollstindig in threm Wachstum gehemmt. Malachitgriin, als Hemmstoff verwendet,
wurde bereits von LOFFLER beschrieben. Malachitgrin hemmt die coliforme
Begleitflora, aber auch S. Typhi-Stdimme und wirkt in Kombination mit
Magnesiumchlorid toxischer als bei Verwendung als Einzelkomponente. Rappaport-
Medium enthilt ferner Trypsinpepton, weil dies entscheidend fiir das Wachstum der
Salmonellen ist. In einer erstmaligen Evaluierung anhand von 3.391 klinischen Proben
konnten RAPPAPORT et al. (1956) zeigen, dass das Rappaport-Medium sensitiver als
Selenitbouillon oder Tetrathionat-Anreicherung ist und am besten fiir eine

Salmonellenanreicherung mit Ausnahme von S. Typhi geeignet ist.
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Nach VASSILIADIS et al. (1984) wurde ein modifiziertes Rappaport-Medium im Jahr
1970 als so genanntes R25-Medium in der Literatur erwdhnt und in einer zweiten
Modifikation im Jahr 1976 als so genanntes R10-Medium von VASSILIADIS et al.
erstmals beschrieben. Die fiir R10-Medium alternative Bezeichnung ,,Rappaport-
Vassiliadis (RV)-Medium®™ wurde von PAPADAKIS und EFSTRATIOU im Jahr 1980
eingefiihrt. Im Gegensatz zu Rappaport-Medium und R25, die auch bei 37 °C bebriitet
werden konnen, muss RV stets bei 43 °C inkubiert werden. RV-Medium erwies sich bei
der Untersuchung von 409 Proben von Fleisch und Fleischerzeugnissen als sensitiver

als R-Medium.

VASSILIADIS et al. (1985) empfahlen ein Inokulum von 0,1 ml der Voranreicherung in
10 ml RV als giinstigstes Verhéltnis. Bei der Untersuchung von 497 Gefliigel- und
Schweinefleischproben wurden damit signifikant bessere Ergebnisse erzielt als mit
einem Inokulum von 0,5 oder 1,0 ml in 100 ml RV. Nach VASSILIADIS et al. (1985)
kann je nach Empfindlichkeit der Serovaren ein grof3eres Inokulum von 0,5 ml bessere
Ergebnisse erzielen, wie die Untersuchungen von Abwéssern von HARVEY und PRICE

im Jahr 1983 gezeigt haben.

Nach VAN DER ZEE (2003) wurde eine Modifikation von VAN SCHOTHORST und RENAUD
Ende der 80er Jahre vorgeschlagen, als sie herausfanden, dass ein Ersatz des Tryptons
durch Sojamehlpepton die Nachweisrate von Salmonella spp. erhoht. Auch in den
Untersuchungen von MAUALA et al. (1992) konnte gezeigt werden, dass
Sojamehlpepton im Vergleich zu Caseinpepton signifikant besser fiir eine

Salmonellenanreicherung geeignet ist.

2.10.4 Herkommliche feste Nahrmedien zur Subkultivierung

TAYLOR (1965) beschrieb erstmalig eine Gruppe von Xylose-Lysin-Agar als neuartige
Néhrmedien fiir die Isolierung von pathogenen Darmbakterien. Nach TAYLOR (1965)
bestehen die Vorziige des Xylose-Lysin-Desoxycholat-Agar (XLD) darin, dass ohne
Sensitivitdtsverlust Desoxycholat zur Hemmung der coliformen Begleitflora eingesetzt

wird und damit insbesondere die klinische Diagnostik von Shigellen, anderen
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pathogenen Darmbakterien und empfindlichen Salmonellen-Stimmen gelingt. Die
Vorziige des Xylose-Lysin-Brillantgriin-Agar (XLBG) bestehen darin, dass Brillantgriin
als Hemmstoff eingesetzt wird und damit insbesondere der Nachweis von non-
typhoiden Salmonellen im Bereich der Lebensmitteldiagnostik gelingt. Die Vorziige
beider XL-Agar bestehen ferner darin, dass eine 24-stiindige Inkubation ausreichend ist.
Shigellen werden {iiber ihre negative Xylose-Reaktion prasumtiv erfasst. Um
Salmonellen, die Xylose-positiv sind, von apathogenen Bakterien abzugrenzen, wurde
als alkalisierender Stoffwechselschritt die Salmonellen-spezifische Dekarboxylierung
von Lysin eingefiigt. Als weiteres Indikatorsystem des XL-Agars wird das H,S-
Bildungsvermogen von Salmonellen genutzt. Demnach stellen sich Salmonellen auf
XL-Agar kulturell als rote Kolonien mit schwarzem Zentrum dar. Shigellen und H,S-
negative Salmonellenstimme erscheinen als rote Kolonien. E. coli und coliforme Keime

erscheinen als gelbe Kolonien.

Nach BECKER et al. (1993) gehen alle brillantgriinhaltigen festen Selektivndhrbdden auf
KRISTENSEN et al. aus dem Jahr 1925 zuriick. Inzwischen liegen zahlreiche
Modifikationen vor, von denen sich im internationalen Bereich vor allem der von EDEL
und KAMPELMACHER im Jahr 1969 beschriebene BPLS-Agar durchsetzen konnte.
Brillantgriin-Phenolrot-Laktose-Saccharose-Agar (BPLS) enthédlt als Selektivum
Brillantgriin, was zu einer Wachstumshemmung der grampositiven Keime fiihren soll.
Das enthaltene Zucker-Indikator-System aus Laktose, Saccharose und Phenolrot dient
der Differenzierung von Laktose-fermentierenden Keimen. Ein Farbumschlag von
Nahrmedium und Kolonien entsteht bei einer Alkalisierung (rot) oder Ansduerung
(gelb). Mikroorganismen wie Salmonellen, die in der Regel keine Laktose oder
Saccharose fermentieren, bauen die im Medium enthaltenen Peptone ab, was zu einer
Alkalisierung fiihrt. Die coliforme Begleitflora fermentiert hingegen Laktose. Diesen
Vorziigen einer einfachen prasumtiven Erfassung von Salmonellen stehen einige
Nachteile gegeniiber. Atypische, Laktose-fermentierende Salmonella spp. werden von
BPLS nicht detektiert. Auf BPLS kann zudem ein iiberwucherndes Wachstum von
Proteus spp. und anderen gramnegativen Keime auftreten (EDEL und KAMPELMACHER,
1969).
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Cox (1993) wies auf die Problematik hin, dass manche Laktose-fermentierenden und
typhoiden Salmonellen auf Selektivndhrbéden wie Rambach-Agar (RA) oder Mannit-
Lysin-Kristallviolett-Brillantgriin-Agar (MLCB) nicht erfasst werden konnen. Daher
beschrieb CoX erstmalig Lysin-Mannitol-Glycerol-Agar (LMG), eine Komposition aus
XLD nach TAYLOR (1965) und dem von INNOUE im Jahr 1968 erstmals beschriebenen
MLCB. Typische und atypische Salmonellen werden anhand der entstehenden
Alkalisierung des Nihrbodens, bedingt durch primidren Mannitolabbau, gefolgt von
Lysin- und Peptonabbau, und anhand der H,S-Bildung detektiert. Die H,S-Bildung von
Citrobacter freundii wird durch eine bis zu sieben Tage anhaltende Ansduerung des
Nahrbodens unterdriickt, die bei der Metabolisierung sowohl von Mannitol als auch
Glycerol entsteht. Typhoide Salmonellen konnen auf LMG wachsen, da hemmendes
Brillantgriin im Ndhrboden nicht enthalten ist. Im Vergleich zu MLCB hat LMG den

weiteren Vorteil, dass mit dem Ndhrboden eine hohere Spezifitit erreicht wird.

BECKER et al. (1993) empfahlen den Einsatz von BPLS in Kombination mit MLCB,
wenn stark kontaminiertes Untersuchungsmaterial vorliegt oder die Anwesenheit von
Laktose-positiven Salmonella spp. zu erwarten ist. VAN LEUSDEN et al. (1982) merkten
jedoch an, dass ein Uberschwirmen der festen Nihrmedien durch Proteus spp. auch

durch ein sorgfaltiges Vortrocknen der Platten verhindert werden kann.

MILLER et al. (1991) beschrieben erstmalig die Evaluierung des Xylose-Lysin-Tergitol
4-Mediums (XLT4) anhand von Typenstimmen und Gefliigelstall-Umgebungstupfern.
XLT4 stellt eine Verbesserung der Rezeptur von XL-Ndhrboden dar. Als Hemmstoff
werden 4,6 ml/l Tergitol 4 (Fa. Sigma) eingesetzt, welches eine starke Hemmung von
Proteus, Pseudomonas und Providencia spp. erzielt. Nach 24-stlindiger Inkubation
stellen sich H,S-bildende Salmonellen als glatte, weiche, schwarze Kolonien oder
Kolonien mit einem schwarzem Zentrum dar, die aufgrund des Xylose-Abbaus einen
gelben oder aufgrund des Lysinabbaus einen roten Rand aufweisen. MILLER et al.
(1994) beschrieben, dass die Substitution der Rezeptur mit 1,2 g/l Proteosepepton Nr. 3
(Fa. Difco) zu einer schnelleren und intensiveren H,S-Bildung auf XIL.T4-Agar fiihrt.
Demnach konnen auch schwache (,,weak*, engl.) H,S-bildende Stimme nachgewiesen

werden. Atypische Salmonellen erscheinen als rotlich-gelbe Kolonien. Demnach eignet
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sich der Nédhrboden fiir die Untersuchung von Lebensmitteln, Umgebungsproben und

klinischen Proben.

DuscH und ALTWEGG (1995) verglichen XLT4 mit Hektoen-Enteric-Agar (HE),
Rambach-Agar (RA), ,,Salmonella Detection and Identification Medium*“ (SM ID),
Novobiocin-Brillantgriin-Laktose-Medium und ,,Modified Semisolid Rappaport
Vassiliadis Medium* (MSRV) hinsichtlich ihrer Eignung, non-typhoide Salmonellen
aus  Stuhlproben  nachzuweisen.  Uberpriift ~ wurden 593  Proben im
Direktausstrichverfahren und nach Anreicherung in Tetrathionat. Alternativ zu dem
empfehlenswerten, hochsensitiven MSRV-Medium wird XLT4 empfohlen, weil der
Néhrboden eine hohe mit HE vergleichbare Sensitivitdt bei einer nahezu 100 %-igen

Spezifitit aufweist.

2.10.5 Chromogene Nahrmedien

Die in diesem Kapitel beschriebenen chromogenen Ndhrmedien sind in der Tabelle
2-10 hinsichtlich der enthaltenen chromogenen Substrate, dem zu erfassenden
Keimspektrum und der spezifischen Enzyme sowie der kulturellen Merkmale

zusammenfassend dargestellt.

Die Substitution mit synthetischen fluorogenen oder chromogenen Substraten in
Selektivndhrboden ermdglicht den direkten qualitativen Nachweis von Kolonien oder
ein quantitatives Auszéhlverfahren auf der Platte. Gleichzeitig wird die Genauigkeit
(,,Accuracy®, engl.) des Nachweisverfahrens verbessert und die Untersuchungsdauer
verkiirzt (MANAFI, 1996). Nach MINET et al. (2001) wurden in jlingerer Zeit
chromogene Néhrmedien entwickelt, um den spezifischen Nachweis der Aktivitit von

Salmonellen-spezifischen Enzymen zu ermdglichen.

Nach AAMLID et al. (1989) ist das ideale chromogene Substrat wasserloslich, farblos,
leicht zu metabolisieren und ergibt ein stabiles, farbintensives Spaltungsprodukt. Diese
Eigenschaften haben phenolische Chromophore, die aus Phenyl-, Naphtyl- oder
Nitrophenylderivaten abgespalten werden. Chromogene Substrate wurden erstmalig im

Bereich der Immunologie eingesetzt. Das Chromogen reagiert mit dem gebundenem
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Antikorper-Enzym-Komplex, was zur Bildung einer Farbstoffkonzentration fiihrt,
anhand derer die Konzentration des Ziel-Antigens indirekt nachgewiesen werden kann.
Zur Spaltung der Chromogenen in Immunoassays werden am haufigsten stabile Enzyme
wie Meerettich-Peroxidase, alkalische Phosphatase oder E. coli-p-Galaktosidase

eingesetzt.

Chromogene Nihrmedien wurden erstmals von RAMBACH (1990) zur Differenzierung
von Salmonellen und Enterobacteriaceae beschrieben sowie von DUSCH und ALTWEGG
(1993) anhand von klinischen Stuhlproben verglichen. RAMBACH beschrieb im Jahr
1990 als eine neuartige, biochemische Charakteristik von Salmonellen die Féhigkeit
Propylenglycol abzubauen (PG+). Die dabei entstehende Ansduerung des sogenannten
Rambach-Agars (RA) wird durch Neutralrot nachgewiesen. Daher erscheinen non-
typhoide Salmonellen (PG+) phénotypisch als rote Kolonien. Die Aktivitit der -
Galaktosidase (Pgal+) coliformer Keime wird durch das chromogene X-Gal
nachgewiesen. Phinotypisch erscheinen coliforme Keime (Bgal+) blau. Stimme, die
sowohl Bgal+ als auch PG+ sind, erscheinen auf Rambach-Agar violett. Zur Hemmung
der Begleitflora wird Desoxycholat eingesetzt. In den von RAMBACH durchgefiihrten
Untersuchungen konnte an 100 non-typhoiden Salmonella-Stimmen gezeigt werden,
dass 97 % der Stamme nach 16-24 h Bebriitung Propylenglycol abbauen. Die
Untersuchung von 70 Wasser- und Lebensmittelproben mittels Rambach-Agar

erbrachte im Vergleich mit Brillantgriin-Agar identische Ergebnisse.

FREYDIERE und GILLE beschrieben 1991 den ,,C8-Esterase-Spot-Test* als spezifisches
fluorogenes Bestitigungsverfahren zum Nachweis von Salmonellen einschlieBlich S.

Typhi und anderen atypischen Salmonellen.

Nach COOKE et al. (1999) liessen RICHARDSON et al. und RICHARDSON und COOKE in
den Jahren 1993 und 1998 ihre neu entwickelten chromogenen C4- bis Cjo-
Esterasesubstrate patentieren. COOKE et al. (1999) beschrieben dann erstmalig das
»Chromogenic Salmonella Esterase-Medium* (CSE). Als chromogenes Substrat enthélt
CSE 4-2-4-Octanoyloxy-3,5-Dimethoxyphenyl-Vinyl-Quinolinium-1-Propan-3-yl-
Carboxylat-Bromid (SLPA-Octanoat), ein Ester aus einer Cg-Fettsdure und einem
phenolischem Chromophor, welches von der Cg-Esterase der Salmonellen abgespalten

wird. Das Phenol reichert sich innerhalb der Sal/monella-Kolonien an und fihrt zu einer
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sichtbaren, burgunderroten Verfarbung. Bei einigen Laktose-fermentierenden Stimmen,
die eine Absenkung des Nadhrboden-pHs bewirken, verfarbt sich das Koloniezentrum
schwach rétlich wie z. B. bei Klebsiella spp., Enterobacter spp. und Laktose-
fermentierenden Salmonellen. Non-Salmonella spp. lassen sich jedoch iliberwiegend
aufgrund ihrer weilen, cremefarbenen, gelben oder transparenten Koloniefirbung von

Salmonellen unterscheiden.

PERRY et al. (1999) beschrieben erstmalig das ,,aB-chromogenic-Medium (ABC)*.
ABC-Medium enthdlt zwei chromogene Substrate. 3,4-Cyclohexenorsculetin-3-D-
Galaktosid (CHE-Gal) dient zum Nachweis der o-Galaktosidase von Salmonellen.
Typische Kolonien erscheinen auf ABC-Medium schwarz. 5-Bromo-4-Chloro-3-
Indolyl-a-D-Galaktopyranosid (X-a-Gal) dient zum Nachweis der B-Galaktosidase

coliformer Keime. Typische Kolonien erscheinen auf ABC-Medium griin.

GAILLOT et al. (1999) beschrieben erstmalig ,,CHROMagar Salmonella Medium
(CAS)* fiir die Untersuchung von Stuhlproben. Im Vergleich zu Hektoen Enteric-Agar
weist CAS eine vergleichbare Sensitivitit bei hoherer Spezifitit auf. Auf CAS-Medium
erscheinen Salmonellen, einschlieflich der H,S-negativen Stamme, hellviolett. Non-

Salmonellae wachsen als blaue oder farblose Kolonien auf CAS.

MILLER und MALLINSON (2000) beschrieben erstmalig das gleichnamige
Selektivndhrmedium. ,Miller-Mallinson-Agar (MM)*“ wurde als Salmonellen-
Spezialndhrboden US-patentiert (MILLER und MALLINSON, 1999) und stellt eine
Verbesserung der Rezeptur von XLT4-Nédhrboden dar. Mit MM gelingt der Nachweis
sowohl von S. Typhi als auch von non-typhoiden Stammen, weil die fein abgestimmte
Rezeptur aus vier Zuckern und Proteinen besonders das Wachstum von Salmonellen
begilinstigt. Insbesondere Trehalose und Mannitol begiinstigen ein initiales Wachstum
aller Salmonella spp.. Laktose und Zellobiose sollen die H,S-Bildung von Non-
Salmonella-Staimmen unterdriicken. Polypeptonpepton begilinstigt insbesondere die
erwiinschte H,S-Bildung von Salmonellen. Als zusétzliches, pH-unabhingiges
Nachweissystem fiir die Laktosespaltung wurde 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-
Galaktopyranosid (X-Gal) eingesetzt. X-Gal ist ein chromogenes Substrat zum
Nachweis der Permease-unabhidngigen B-Galaktosidase coliformer Keime. MM wirkt

desweiteren stark selektiv auf die enterische Begleitflora. MM-Medium ist sensitiver als
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XLT4 ohne dessen hohe Spezifitit einzubiilen, weil mit MM auch der Nachweis von
atypischen Salmonellen wie den schwachen (,,weak®, engl.) und sehr schwachen
(,,ultra-weak®, engl.) H,S-bildenden Stimmen gelingt. Im Bereich der US-
amerikanischen Gefliigelwirtschaft sind dies immerhin 15 % der Salmonellen-Isolate.
Nach MALLINSON et al. (2000) erscheinen E. coli und coliforme Keime als deutlich
blaugriine Kolonien auf MM. Salmonellen zeichnen sich generell durch ein starkes
Wachstum aus und erscheinen in Abhéngigkeit ihres H,S-Bildungsvermdgens als

cremefarbene, silbermetallisch glinzende, graue oder schwarze Kolonien.

MINET et al. (2001) beschrieben erstmalig die ,,AES-Salmonellen-Agar-Platte (ASAP)*
als ein zeitsparendes chromogenes Selektivmedium. ASAP ermdglicht aufgrund der
hohen Selektivitdit nur ein schwach ausgeprigtes Wachstum der Begleitflora und
benotigt aufgrund der hohen Spezifitdt weniger Bestdtigungsreaktionen zum Ausschluf3
falsch-prasumtiver Kolonien. Bei der Untersuchung von 485 Stuhlproben im
Direktausstrich- und Anreicherungsverfahren konnten mit ASAP im Vergleich zu SM-

ID und HE-Agar die meisten Salmonellen-positiven Proben nachgewiesen werden.

EIGNER et al. (2001) beschrieben erstmalig ,,BBL CHROMagar Salmonella (BCAS)*
als eine Modifikation des CAS-Mediums. BCAS weist gegeniiber CAS eine verbesserte
Selektivitdt auf und reduziert die Anzahl falsch-positiver Ergebnisse. BCAS enthilt drei
chromogene Substrate. Salmonellen erscheinen als hellviolette Kolonien mit violettem
Hof. Non-Salmonellae erscheinen als blaugriine Kolonien mit oder ohne violetten Hof.
Bakterienkolonien, die keines der Substrate abbauen kdnnen, erscheinen transparent,

weil} oder grau.
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Tabelle 2-10: Identifizierung von Salmonellen und weiteren
Enterobacteriaceae anhand von spezifischen chromogenen
Substraten als Bestandteil verschiedener neuartiger
Selektivnahrmedien (modifiziert nach Ruiz et al., 1996a;
PEREZ et al., 2003)
Jahr  Autor(en) Akronym Koloniefarbung Zielkeime
(Enzym [Substrat])
1990 RAMBACH RA* Blaugrin Coliforme
(R-Galactosidase [X-Gal]) Keime
1991 POUPART et al. SM ID** Blau Coliforme
(R-Galactosidase [X-Gal]) Keime
Grin Begleitflora
(B-Glucosidase [X-Glu])
1996a Ruizetal. SMID 2 Hellviolett Salmonellen
(Esterase [Patent])
Blau Begleitflora
(R-Galactosidase [X-Gal])
(RB-Glucosidase [X-Glu])
1999 COOKE et al. CSE Burgunderrot Salmonellen
(Ce-Esterase [SLPA-
Octanoat))
1999 GAILLOT et al. CAS Hellviolett Salmonellen
(Esterase [Patent])
Blau Non-
R-Galactosidase [Patent]) Salmonellae
1999 PERRY et al. ABC Schwarz Non-
(R-Galactosidase [CHE- Salmonellae
Gall])
Grin Salmonellen
(a-Galactosidase [X- a-
Gal))
2000 MILLER und MM~ Blaugriin Coliforme
MALLINSON Keime

(B-Galactosidase [X-Gal])

Kombinierter Nahrboden: detektiert zusatzlich Propylenglycol-Abbau

Kombinierter Nahrboden: detektiert zusatzlich Glucuronat-Abbau

Kombinierter Nahrboden: detektiert zusatzlich H,S-Bildungsvermdgen
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Fortsetzung Tabelle 2-10:

|dentifizierung von Salmonellen und weiteren
Enterobacteriaceae anhand von spezifischen
chromogenen Substraten als Bestandteil
verschiedener neuartiger Selektivnahrmedien
(modifiziert nach Ruiz et al., 1996a; PEREZ et
al., 2003)

Jahr Autor(en) Akronym Koloniefarbung Zielkeime
(Enzym [Substrat])
2001 EIGNERet BCAS Hellviolett mit Hof Salmonellen
al (Esterase [Patent])
Blau mit/ohne Hof Non-Salmonellae
(B-Galactosidase [Patent])
2001 LANGetal. OSCM Hellviolett Salmonellen
(Esterase [Patent])
Blau Non-Salmonellae
R-Galactosidase [Patent])
2001 MINET et ASAP Magentarot Salmonellen
al. (Cg-Esterase [5-Bromo-6-
Chloro-3-Indolyl-Caprylat])
Blau Klebsiella spp.,
(R-Glucosidase [X-B-D- Enterobacter spp.
Glucopyranosid])
Violett Serratia spp.
(beide Enzyme)
2001 RIOUREet COMPASS Magentarot Salmonellen
al.

(Esterase [5-Bromo-6-Chloro-
3-Indolyl-Caprylat])

Blau Non-Salmonellae

(r-Glucosidase
[Glucopyranosid])
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Das Versagen von chromogenen Nidhrmedien, aber auch die zu hohe Selektivitit von
Selektivanreicherungen, wird mehrfach in der Literatur beschrieben. Chromogene
Néhrmedien haben zwar im Allgemeinen eine hohere Spezifitit, weisen jedoch
gleichzeitig eine geringere Sensitivitit auf (RAMBACH, 1990; DUSCH und ALTWEGG,
1993; Ruiz et al., 1996b; GAILLOT et al., 1999). Auch PEREZ et al. (2003) beschrieben,
dass sich chromogene Nédhrmedien im Vergleich zu Hektoen Enteric-Agar in der

klinischen Diagnostik als weniger sensitiv erwiesen haben.

In den Untersuchungen zum Nachweis von 170 non-typhoiden Salmonella-Stimmen
von FREYDIERE und GILLE (1991) konnte gezeigt werden, dass sich mit Rambach-Agar
die Serovare S. Agona, S. Paratyphi A und S. Typhi nicht nachweisen lassen. Der C8-
Esterase-Spot-Test erwies sich hingegen als spezifisch fiir den Nachweis von S. Typhi
und atypischen Salmonellen. Auch in den Untersuchungen von MANAFI und WILLINGER
(1994) konnte gezeigt werden, dass mit Rambach-Agar nur 61 und mit SM ID 65 von
69 Priifstimmen nachgewiesen werden konnten. Mit beiden chromogenen Néhrmedien
misslang der Nachweis von Stimmen der Subspezies Illa und IIIb sowie mit Rambach-

Agar der Nachweis von S. Paratyphi, S. Typhi, S. Moscow und S. Wassenaar.

Ruiz et al. (1996b) iiberpriiften zehn herkdmmliche und chromogene Selektivmedien
sowie den MUCAP-Test anhand von 14 Laktose-fermentierenden Salmonella-Stammen
und 16 Stdimmen von Salmonella arizonae. Einzig das herkdmmliche Nahrmedium
Bismut- Sulfit-Agar detektierte 100 % der 30 zu iiberpriifenden atypischen Sa/monella-
Stimme. Das zweitbeste Resultat mit 27 detektierten Stimmen erzielte Novobiocin-
Brillantgriin-Glucose-Agar. Demnach gelang es weder mit dem Cg-Esterase-Test
MUCAP noch mit den chromogenen Néhrboden Rambach-Agar und SM ID atypische

Salmonella-Stamme vollstindig nachzuweisen.

PERRY et al. (1999) untersuchten 1.022 Salmonellen-Priifstimme und 300 weitere gram-
negative Non-Salmonellae sowie 283 Stuhlproben mit dem chromogenen ABC-
Medium. Dabei konnte gezeigt werden, dass auf ABC-Medium die Stdmme der
Serovare Salmonella arizonae, S. Branderup und S. Saintpaul eine falsch-negative

Reaktion zeigten.

COOKE et al. (1999) haben beschrieben, dass mit dem chromogenen CSE-Medium keine

falsch-positiven Ergebnisse durch Proteus spp. und H,S-bildende Citrobacter freundii-
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Stamme auftreten. Mit CSE-Medium gelang der Nachweis von Salmonella diarizonae
und S. Pullorum. Als problematisch erwiesen sich hingegen Stimme von Enterobacter
cloacae, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa und S. Indiana. In den
Untersuchungen von COOKE et al. (1999) konnte ferner gezeigt werden, dass mit den
chromogenen Nidhrmedien Rambach-Agar und SM ID Agar Salmonella diarizonae
nicht nachgewiesen werden konnte. S. Pullorum fiihrte zu falsch-negativen Reaktionen
auf XLD, HE und Rambach-Agar. S. Indiana konnte von keinem der eingesetzten
Néhrmedien nachgewiesen werden. Ein einzelner Stamm von S. Typhimurium fiihrte zu

falsch-negativen Ergebnissen auf Rambach-Agar.

EIGNER et al. (2001) evaluierten den BBL CHROMagar Salmonella (BCAS) anhand
von 176 Stimmen und 439 Stuhlproben und konnten zeigen, dass Salmonella arizonae
und Salmonella diarizonae nicht als prasumtive Kolonien erscheinen und somit zu
falsch-negativen Ergebnissen fithren. S. Gallinarum zeigte nur ein schwaches bis kein

vorhandenes Wachstum auf BCAS.

211 Polymerasekettenreaktion zum Nachweis von Salmonellen aus
Lebensmitteln

RAHN et al. (1992) beschrieb erstmalig die Evaluierung des invA-Gens als Salmonellen-
spezifischen Genombereich fiir die konventionelle Polymeraseketten-reaktion
(,,Polymerase chain reaction (PCR)*, engl.). Anhand von 630 Salmonella-Stammen mit
100 Serovaren, isoliert von Tier und Mensch, sowie anhand von 142 Non-Salmonellae
aus 21 anderen Genera wurde die DNA-Sequenz gescreent. Das Amplifikat ist ein 284
Bp groBBes DNA-Fragment. Bei 99,4 % der iiberpriiften Salmonella-Staimme konnte
invA nachgewiesen werden. Desweiteren zeigte inv4 eine 100 %-ige Spezifitit und ist

somit von hohem diagnostischem Wert.

BULTE und JAKOB (1995) stellten eine Digoxigenin-markierte invA4-Gensonde fiir ein
Koloniehybridisierungsassay mit Nitrozellulose-Filter auf modifiziertem Rambach-Agar
her. Anhand von 312 Positivkontrollstimmen und 268 Negativkontrollstimmen konnte

eine 100 %-ige Sensitivitit und Spezifitdt des Verfahrens demonstriert werden. In 11
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artifiziell kontaminierten Rindfleischproben gelang eine Quantifizierung des
Teststamms mittels dieser invA4A-Gensonde. Bei der Untersuchung von 104
Lebensmittelproben tierischen Ursprungs wurden bereits nach 48 h mit dem invA-
Gensonden-Assay 29 Salmonella-positiven Proben nachgewiesen. Mit dem kulturellen

Referenzverfahren waren es nur 27 Proben.

RIJPENS et al. (1999) beschrieben ein zeitsparendes PCR-IMS-Verfahren zum Nachweis
von hitzegestressten Salmonellen in Milch- und Eiprodukten. Bereits nach 16-stiindiger
Voranreicherung in BPW gelang eine Aufkonzentrierung und Aufbereitung des
Erregers mittels immunomagnetischer Separation (IMS) und Lysispuffer. Milchpulver-
und Rohmilchkédseproben wurden zusitzlich in RVS fiir die Dauer von 4 Stunden
verkiirzt angereichert. Fiir die PCR wurde das von AABO et al. im Jahr 1993 entwickelte
invA-spezifische Primerpaar ST 11 und ST 15 eingesetzt. Um eine Hemmung der PCR
auszuschlieBen, wurde versucht, eine interne Amplifikationskontrolle fiir PCR-

Untersuchungen in Voranreicherungsmedien zu entwickeln.

In ASUV § 64 LFGB L 00.00-52, Ausgabe Juli 2000, wurde die DIN-Methode
10135:1999 ibernommen, welches ein Verfahren zum Nachweis von Salmonellen in
Lebensmitteln mit der Polymerase-Kettenreaktion darstellt. Das invA-Gen wird als

Salmonellen-spezifische DNA-Sequenz aufgefiihrt.

MALORNY et al. (2003a) leiteten als ,,Task-Manager* den Salmonellen-Ringversuch des
»~Buropdischen Food-PCR-Projekts* zur Untersuchung der diagnostischen Genauigkeit
der Salmonellen-spezifischen PCR. Die Nachweisgrenze bei der Untersuchung
artifiziell kontaminierter Proben lag bei weniger als fiinf Kolonien-bildenden Einheiten
pro 25 g bzw. 100 ml. Anhand von 435 nativ kontaminierten Proben konnte eine 97,5
%-ige Sensitivitdit und Spezifitit ermittelt werden. ZIEMER und STEADHAM (2003)
tiberpriiften die Spezifitit verschiedener Sal/monella-spezifischer Primerpaare fiir die
Untersuchung der intestinalen Flora in Fazesproben. Als Zielsequenzen wurden unter
anderem 16S rDNA, SOP 1-Virulenz-Gen, stn-Enterotoxin-Gen, inv4-Gen und das
Histidintransport-Operon iiberpriift. Nur drei Primerpaare erwiesen sich fiir die
Untersuchung der intestinalen Flora in Fézesproben als Salmonellen-spezifisch.
Geeignete Primerpaare miissen immer unter Beriicksichtigung der zu analysierenden

Matrix sorgfiltig ausgewihlt und intern iiberpriift werden.
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3 Eigene Untersuchungen

3.1 Ziel der Untersuchungen

Im ersten Teilversuch wurden 36 ausgewaihlte Priifstimme auf drei herkdmmlichen und
drei chromogenen Salmonella-Selektivnidhrmedien fraktioniert ausgestrichen und
bebriitet, um die Leistungsfahigkeit der einzelnen Selektivndhrboden miteinander zu
vergleichen. Die Koloniemorphologie der einzelnen Stimme wurde beurteilt und die

Produktivitit und die Selektivitdt der Ndhrbdden berechnet.

Ziel des zweiten Teilversuchs war die Bestimmung der Reisolierungsraten von
Salmonella Typhimurium aus Schweinehackfleisch nach unterschiedlichen kulturellen
Anreicherungsmethoden im Modell. So wurden in jeweils 25 g Schweinehackfleisch (n
= 92) unterschiedliche Konzentrationen des Laborstammes Sa/monella Typhimurium
164/93 (BgVV) artifiziell eingemischt und gemill der Referenzverfahren DIN EN
12824:1998 und parallel dazu gemiB3 prEN ISO 6579:2000 (nunmehr: DIN EN ISO
6579:2003) zweistufig angereichert. Drei chromogene Selektivndhrmedien wurden

hinsichtlich ihrer Eignung als Subkultivierungsmedium gepriift.

Im dritten Teilversuch wurden die zwei kulturellen Referenzverfahren anhand einer
Untersuchung von 286 nativen Lebensmittelproben methodisch verglichen. Dabei
wurde jeweils zusitzlich die aerobe mesophile Keimzahl bestimmt. Zusdtzlich wurde
zur vorldufigen Bestétigung ein kolorimetrischer Schnelltest angewendet. Das Serovar-
und Resistenzspektrum der aus dem Ausgangsmaterial isolierten Sa/monella-Stimme
wurde durch das Nationale Referenzlabor Salmonellen (NRL-Salm), Standort:
Bundesinstitut fiir Risikobertung (BfR) Berlin, Direktor und PROF. DR. REINER

HELMUTH, erfasst.
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3.2 Material

3.2.1 Bakterienkulturen

Fir die Untersuchungen des ersten Teilversuchs wurden 27 Stdmme der Gattung
Salmonella sowie acht weitere Stimme aus der Familie der Enterobacteriaceae und
zusdtzlich ein Pseudomonas aeruginosa-Stamm einbezogen. Beriicksichtigt wurden
insbesondere lebensmittelhygienisch bedeutsame Salmonella-Serovaren. Sie sind unter

Angabe ihrer Bezeichnung und Herkunft in der Tabelle 3-1 gelistet.

Fiir die Untersuchungen im zweiten Teilversuch wurde im Modell der Laborstamm
Salmonella Typhimurium 164/93 (BgVV) eingesetzt. Eine Gebrauchskultur des
Teststamms wurde auf Plate-Count-Agarschragrohrchen (PC, Fa. Merck, Darmstadt,
Artikelnummer 1.05463) bei + 4 °C aufbewahrt und konnte so fiir die Dauer von sechs
Wochen genutzt werden. Das PC-Medium wurde als Trockennidhrboden bezogen und

gemél Herstellerangaben zubereitet.
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Tabelle 3-1: Herkunft ausgewahlter Prufstamme (n = 36)

Lfd. Nr. Serovar bzw. Spezies Stammbezeichnung
1 Salmonella arizonae AES' 8.1.

2 Salmonella Bovismorbificans IFTN? H 217
3 Salmonella Derby BgVV° 1454/61
4 Salmonella Dublin x-O 162/98*
5 Salmonella Dublin x-O 163/98*
6 Salmonella Enteritidis ATCC® 13076
7 Salmonella Enteritidis BgVV 164/93
8 Salmonella Enteritidis IFTN W 28/8
9 Salmonella Give IFTN W 37/8
10 Salmonella Goldcoast IFTNH9

11 Salmonella Hadar IFTN W 30/1
12 Salmonella Infantis IFTN H 21

13 Salmonella 1-Rauhform IFTN H 59

14 Salmonella Livingstone IFTN H 19

15 Salmonella London IFTN H 74

16 Salmonella Manhattan IFTN W 33/4
17 Salmonella Newport IFTN W 30/11
18 Salmonella Ohio IFTN H 103
19 Salmonella Oranienburg ATCC 3592
20 Salmonella Panama IFTN H 100
21 Salmonella Paratyphi B IFTN W 30/11
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Fortsetzung Tabelle 3-1: Herkunft ausgewahlter Prifstamme (n = 36)

Lfd. Nr. Serovar bzw. Spezies Stammbezeichnung
22 Salmonella Paratyphi B IFTN W 35/11
23 Salmonella Senftenberg DSM® 10062
24 Salmonella Thompson IFTN SV 4/7
25 Salmonella Typhimurium O:5 IFTN H 273
26 Salmonella Typhimurium BgVV 2260/93
27 Salmonella Virchow BgVV 174
28 Ciobacterfreundi | AES12.
29 Citrobacter freundii IFTN M 50b
30 E. coli ATCC 25922
31 Enterobacter aerogenes BgVV 1799/89
32 Hafnia alvei NCTC’ 8105
33 Proteus mirabilis NCTC 11938
34 Proteus morganii BgVV 696/84
35 Shigella sonnei BgVV 7887/89
36 Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442

AES Laboratoire, Combourg, France

BULTE, Institut fur Tierarztliche Nahrungsmittelkunde (IFTN), JLU Gielen

Bundesgesundheitsministerium flr gesundheitlichen Verbraucherschutz und
Veterinarmedizin (BgVV), Berlin

4 BAUERFEIND, Institut fir Hygiene und Infektionskrankheiten der Tiere, JLU

Giel3en

American Type Culture Collection (ATCC), Virginia, USA

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSM),
Braunschweig

7 National Collection of Type Cultures (NCTC), London, UK
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3.2.2 Probenmatrix

Fir die Einmischversuche des zweiten Teilversuchs (n = 92) wurde frisches
Schweinehackfleisch verwendet. In Tabelle 3-2 sind die einzelnen Anteile der
verschiedenen Probenmatrizes aus 286 Untersuchungen nativ kontaminierter
Lebensmittelproben aufgeschliisselt. So wurden fiir den dritten Teilversuch insgesamt
286 Hackfleisch- (n = 206) und Gefliigelfleischproben (n = 80) untersucht. Davon
entfielen 132 Proben auf frisches Hackfleisch (Schwein n = 71, Rind und Schwein
gemischt n = 61) und 74 tiefgefrorene Proben auf Rinder- (n = 27), Schweine- (n = 20)
und gemischtes Hackfleisch (n = 27). Es wurden desweiteren 74 frische
Gefliigelfleischproben, einschlieBlich marinierten Gefliigelfleischzubereitungen (n = 12)
und Innereien wie Hihnchenleber, -magen und —herzen (n = 7), untersucht sowie sechs
tiefgefrorene Proben Gefliigelfleisch. Die Lebensmittelproben wurden als lose sowie
fertig abgepackte Ware aus dem Filial- und Einzelhandel bezogen und in Mengen von
circa 500 g gekauft, gekiihlt transportiert und unmittelbar untersucht. Von den
tiefgefrorenen Lebensmittelproben waren 58 Proben bereits als Salmonella-positiv
bestétigt worden und wurden in Mengen von jeweils 200 g nachuntersucht, um die
Nachweisraten der zu vergleichenden Methoden in den eigenen Untersuchungen zu
erhéhen. Im dritten Teilversuch wurden sowohl Einzelansétze als auch Poolproben

untersucht.
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Tabelle 3-2: Anteile verschiedener Probenmatrizes aus Untersuchungen
nativer Lebensmittelproben (n = 286)

Untersuchungsmaterial

Lebensmittel Tierarten Anzahl (n)

Frisches Hackfleisch Schwein 71

Frisches Hackfleisch gemischt, aus Rind und 61
Schwein

Tiefgefrorenes Hackfleisch Rind 27~

Tiefgefrorenes Hackfleisch  Schwein 20 **

Tiefgefrorenes Hackfleisch gemischt, aus Rind und 27 **
Schwein

Frischfleisch  Gefligel ss

Frischfleisch, tiefgefroren Geflugel 6 **

Fleischzubereitungen Geflugel 12

Innereien Geflugel 7

*

Darin wurden 5 Nachuntersuchungen einbezogen

*%

Es handelte sich ausschliel3lich um Nachuntersuchungen zuvor Salmonella-
positiver Proben
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3.2.3 Nahrmedien

Fir die eigenen Untersuchungen wurden die nachfolgend beschriebenen
Anreicherungsmedien und  Subkultivierungsmedien  beriicksichtigt (vgl. auch

Abbildung 3-2, Tabelle 3-3, Tabelle 3-4).

3.2.3.1 Anreicherungsmedien und Probenvorbereitung

Zur Anziichtung der Priif- und Teststimme wurde Hirn-Herz-Bouillon/ Brain-Heart-
Infusion broth (BHI-Bouillon, Fa. Merck, Darmstadt, Nr. 1.10493) gemal
Herstellerangaben  eingesetzt. Um fiir den Einmischversuch verschiedene
Konzentrationsstufen einzustellen, wurde die Ubernachtkultur des jeweiligen
Teststamms in Verdiinnungslosung mit Agarzusatz (Drop-Losung) dekadisch verdiinnt.
Die Verdiinnungslosung wurde gemall § 64 LFGB, L 00.00-54, Ausgabe Juli 2000
(entspricht DIN EN ISO 6877-1:1999) zubereitet — d. h. mit 1,0 g/l Pepton aus Casein
(Fa. Merck, Artikelnummer 1.07213; 8,5 g/l Natriumchlorid, Fa. Merck, Artikelnummer
1.06404) - und mit 0,75 g/1 Agar-Agar Nr. 1 Neutral (Fa. Oxoid, Wesel, Artikelnummer
L11) substituiert, um eine einfache Handhabung des Tropfplattenverfahrens zu

gewdhrleisten (REUTER, 1970).

Zur Bestimmung der aeroben mesophilen Keimzahl in Lebensmitteln gemill § 64
LFGB, L 06.00-19, Ausgabe Mai 1984 (entspricht DIN 10161) wurde ebenso
Verdiinnungslosung benotigt. Die Gefliigelfleischproben wurden mit einer definierten
Menge Verdiinnungslosung  gespiilt. Sowohl das artifiziell kontaminierte
Schweinehackfleisch als auch die nativen Lebensmittelproben wurden in gepuffertem
Peptonwasser (Buffered Peptone Water, BPW, Fa. Merck, Artikelnummer 107228)
vorangereichert. Anschlieend erfolgte eine parallele Selektivanreicherung in Selenit-
Cystin-Medium (SC, Fa. Oxoid, Wesel, Selenit-Cystin-Losung-Basis, Artikelnummer
CM699 und Natrium-Biselenit, Artikelnummer L121), Rappaport-Vassiliadis-Bouillon
mit Sojamehlpepton (RVS, Fa. Merck, Darmstadt, Artikelnummer 107700) und
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Tetrathionatanreicherung nach Muller-Kauffmann mit Novobiocinzusatz (MKTTn, Fa.
Biokontrol,  Frankreich, Artikelnummer BKI135HA und BS03308). Die
Anreicherungsmedien wurden als Trockenndhrbdoden bezogen und geméR

Herstellerangaben zubereitet.

3.2.3.2 Subkultivierungsmedien

Fir die Untersuchungen wurden sechs Salmonella-Selektivnihrmedien zur
Subkultivierung eingesetzt, die in Tabelle 3-3 und Tabelle 3-4 unter Angabe des
Akronyms, des Herstellers, der Artikelnummer und der Né&hrbodenbestandteile
vergleichend aufgelistet sind (vgl. auch Kapitel 2.10.4 und Kapitel 2.10.5).

Im ersten Teilversuch wurden die Stimme neben der tiblichen Reinheitskontrolle und
zur Bestimmung des ,,Absolute Growth Index (AGI)*, d. h. des Wachstumsverhaltens,

zusitzlich auf Keimzihlagar als Referenzndahrboden ausgestrichen.
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Tabelle 3-3: Herkdmmliche Subkultivierungsmedien zum Nachweis von
Salmonellen

Bezeichnung Brillantgrin- Xylose-Lysin- Xylose-Lysin-
Phenolrot- Desoxycholat- Tergitol 4-
Laktose- Medium Medium
Saccharose-
Medium

Akronym BPLS XLD XLT4

Hersteller Fa. Oxoid, UK Nr.  Fa. Sifin, Berlin Fa. Merck,
CM 0329B Nr. TN 1196 Darmstadit,

Nr. 1.13919

Bestandteile g/l Aqua
dest.

a) Nahrstoffe

Pepton aus Casein

Pepton aus Fleisch 10,0

Proteose Pepton Nr. 3 1,6
Fleischextrakt 5,0

Hefeextrakt 3,0 3,0
Laktose 10,0 7,5 7,5
D(+)-Xylose 3,5 3,75
Saccharose 10,0 7.5 7.5
L+)Lysin .90 50 .
b) Salze

Natriumchlorid 5,0 5,0
di- 1,0

Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydrogenphosphat 0,6

Ammoniumeisen(lll)-Citrat 0,8 0,8
Natriumthiosutfat 68 68 .
c) Indikatoren

Neutralrot

Phenolrot 609 ... 008 . 008 .
d) Selektivstoffe

Natriumdesoxycholat 2,5

Brillantgrin 0,0047

Tergitol (Niaproof)4 46
Agar-Agar 12,0 13,5 18,0

End-pH bei 25 °C 6,9+0,2 7,4+0,2 74+0,2
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Tabelle 3-4: Chromogene Subkultivierungsmedien zum Nachweis von

Salmonellen

Bezeichnung AES- Oxoid

Miller-Mallinson- = Salmonella
. Salmonellen-
Medium A Chromogen-
Agar-Platte Medi
Medium

Akronym MM ASAP OSCM

Hersteller Nach MILLER und AES Fa. Oxoid,
MALLINSON (2000), Laboratoire, Wesel
seit 2003 bei Becton France, Nr. CM1007 und
Dickinson, USA AEB 520090 SR0194

Bestandteile g/l A. dest.

a) Nahrstoffe

Pepton 10,0

Spezialpepton 10,0

»,Opaque agents® 10,0

Polypeptonpepton 3,5

Fleischextrakt 3,0

a-Laktose 10,0

D(+)-Zellobiose 50

D(+)-Trehalose-Dihydrat 1,33

D-Mannitol 1,2

b) Salze

Natriumchlorid 3,0

Ammoniumeisen (lIl)- 0,8

Citrat

Natriumthiosulfat 6,8

c) Chromogene 13,0 * 28,0 **

5-Bromo-4-Chloro-3- 0,1

Indolyl-R-D-

Galaktopyranosid (X-Gal)

5-Bromo-6-Chloro-3-

Indolyl-Caprylat (Mag-

Caprylat)

X-R-D-Glucopyranosid

d) Selektivstoffe

Cefsoludin 12,0

Novobiocin 5,0

Tergitol (Niaproof) 4 4.6

e) Puffer

Trizma Lauge 0,7

Trizma Hydrochlorid 2,3

Agar-Agar 15,0 15,0 12,0

End-pH bei 25 °C 74+0,2 72+0,2 7,2+0,2

* »,Chromogene Substanzen und Hemmstoffe*, keine genaueren Mengenangaben

durch den Hersteller
~-Chromogene Substanzen®, keine genaueren Mengenangaben durch den
Hersteller

*%
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Tabelle 3-5 stellt die Inkubationsbedingungen und das laut Herstellerangaben zu
erfassende Keimspektrum von sechs Sa/monella-Selektivndhrmedien zusammenfassend

dar.

Tabelle 3-5: Inkubationsbedingungen und Keimspektren verschiedener
Salmonella-Subkultivierungsmedien

Bezeichnung Akro- Inkuba- Keimspektrum
nym tion
Brillantgriin- 37 °C. 24- Salmonella spp. auler S. Typhi,
Phenolrot-Laktose- ’ Laktose- und Saccharose-positive
BPLS 48 h, .
Saccharose- Keime, Proteus spp., Pseudomonas
; aerob
Medium spp.
Xylose-Lysin- 37 °C, 24-  Salmonella spp., Shigella spp.
Desoxycholat- XLD 48 h,
Medium aerob
Xylose-Lysin- 37 °C, 24-  Salmonella spp, Citrobacter spp.,
Tergitol 4-Medium XLT4 48 h, Enterobacter spp., E. coli
aerob

Salmonella spp, Citrobacter spp.,
37 °C, 24- Enterobacter spp., E. coli, Klebsiella
MM 48 h, spp., Proteus spp., Providencia
aerob spp., Morganella spp.,
Pseudomonas spp.

Miller-Mallinson-
Medium

Salmonella spp, Serratia spp.,

AES-Salmonellen- 37°C, 24- Klebsiella spp., Enterobacter spp.,
ASAP 48 h, Ry
Agar-Platte E. coli, Citrobacter spp., Proteus
aerob
spp.
Oxoid  Salmonella 37°C, 24-  Saimonella spp., E. coli,
Enterobacter spp., Klebsiella spp.,
Chromogen- OSCM 48h, Citrobacter spp., Shigella s
Medium aerob PP, g PP

Proteus spp., Pseudomonas spp.
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3.2.4 Reagenzien

Im zweiten und dritten Teilversuch wurde zur vorldufigen, serologischen Bestdtigung
der prasumtiv verdichtig erscheinenden Kolonien omnivalentes Salmonella-Antiserum
(Enteroclon Anti-Salmonella A-67, Fa. Sifin, Berlin) eingesetzt. Dabei handelt es sich
um eine Mischung aus 48 monoklonalen Antikdrpern, die gegen die
gruppenspezifischen Salmonellen-O-Antigene bzw. das Vi-Antigen gerichtet sind. Die
vorldufige, biochemische Identifizierung wurde mit kommerziell erhiltlichen
biochemischen Schnelltests fiir Enterobakteriaceae (Typ ,.api“20E*, Fa. bioMérieux,
Frankreich) durchgefiihrt. Zusitzlich wurde eine molekularbiologische Bestétigung des
invA-Gens mittels konventioneller Polymerasekettenreaktion (PCR) nach RAHN et al.
(1992) gemiB § 64 LFGB, L 00.00-52, Ausgabe Juli 2000 (entspricht DIN 10135)
durchgefiihrt.

3.2.4.1 Kolorimetrischer Schnelltest

Desweiteren wurden im dritten Teilversuch prasumtive Kolonien mittels dem
kolorimetrischen Schnelltest ,,Oxoid Biochemisches Identifizierungs-System (O.B.I.S.)
Salmonella Test “ (Fa. Oxoid, Wesel) bestitigt. Der ,,0.B.L.S. Salmonella Test*
bestimmt die Pyroglutamyl-Aminopeptidase-(PYRase)-Aktivitit und die Phenylalanin-
Deaminase-(NPA)-Aktivitit. Das Fehlen einer PYRase- und einer NPA-Aktivitit bei
Salmonellen (PYR-NPA-) ermoéglicht die Differenzierung von den Gattungen
Citrobacter spp. (PYR+), Proteus spp. (PYR-NPA+) und Morganella spp. (PYR-
NPA+), die haufig als Hintergrundflora in Fleisch auftreten bzw. in der klinischen
Enteritis-Diagnostik ~ auf  Selektivndhrmedien  eine  Salmonella-prasumtive
Koloniemorphologie aufweisen. Die zwei Reaktionsfelder der Testkarte sind mit einem
PYRase- bzw. NPA-spezifischen Substrat beschichtet. Wird das PYRase-Substrat
mikrobiell hydrolysiert bzw. das NPA-Substrat deaminiert, wird durch Zugabe

spezieller Farbentwickler der enzymatische Abbau sichtbar gemacht.
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3.2.5 Laborgerate und Verbrauchsmaterial

Fiir die mikrobiologische Untersuchungen wurden folgende Gerdte, Glaswaren und

Verbrauchsmaterialien genutzt:

Dampfsterilisator, Typ ,,H+P S00EV*, Fa. Varioklav, Oberschleiheim
Automatischer Ndhrmediensterilisator und Tischautoklav, Typ ,,Agarclav
5/10%, Fa. Integra Bioscience, Fernwald

Abfiillgerit fiir Nahrbdden, Typ ,,Tecnomat 125%, Fa. Integra Bioscience,
Fernwald

Mikrowelle Typ ,,Dimension 4, Fa. Panasonic, Hamburg
Trocknungsschrank (+ 60 °C), Fa. Memmert, Schwabach, Seriennummer
967010

Brutschrank (+ 37 °C), Typ ,,BE 800%, Fa. Memmert, Schwabach,
Seriennummer €895.0107

Brutschrank (+ 42 °C), Typ ,,T340%, Fa. Heraeus, Hanau

Gefriertruhe (- 25 °C), Typ ,,Comfort“, Fa. Liebherr Deutschland
Elektronische Prézisionswaage, Typ ,,BP 4100S*, Fa. Sartorius, Gottingen
Beutelwalk-Mischgerit, Typ ,,Lab Blender 400*; Modell No BA 6021, Fa.
Seward, Europa

Bunsenbrenner, Typ ,,Gasi®, Fa. Schiitt Labortechnik, Gottingen,
Artikelnummer 3.340102

Reagenzglasschiittler, Typ ,,Reax Top*, Fa. Heidolph, Kelheim
Reagenzglasgestell, Fa. VWR International, Darmstadt, Artikelnummer 212.64
Platinésen, Volumen 0,5 ul, Fa. VWR International, Darmstadt,
Artikelnummer 631.712

Impthaken, Fa. VWR International, Darmstadt, Artikelnummer 631711
Impfosenhalter, Fa. VWR International, Darmstadt, Artikelnummer 231.2572
Pipettierball, Fa. VWR International, Darmstadt, Artikelnummer 6122006
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Messpipetten 1 ml und 10 ml, Fa. VWR International, Darmstadt,
Artikelnummer 6121125 und 6121134

Kulturrohrchen mit Kapsenbergkappe, Fa. VWR International, Darmstadt,
Artikelnummer 391.018 und 391.091

Weithals-Erlenmeyerkolben, Fa. VWR International, Darmstadt,
Artikelnummer 391.0260

Aluminiumfolie im Dispenser, Fa. VWR International, Darmstadt,
Artikelnummer 293.4186

Petrischalen, Fa. Nerbe plus, Winsen, Artikelnummer 09.0131.000

Sterile Probenbeutel 400, Typ ,,P“ mit Filterstreifen, Fa. Meintrup DWS
Laborgerite, Lahden, Artikelnummer ME 001006

Fiir die molekularbiologischen Untersuchungen wurden folgende Gerdte, Glaswaren

und Verbrauchsmaterialien genutzt:

Tischzentrifuge, Fa. Eppendorf, Modell 5415C

Kochwasserbad, 100 °C

UV-Kabinett 825-UCV/22, Fa. Plas-Labs

Thermocycler ,,Perkin Elmer GeneAmp 9600, Fa. Applied Biosystems,
Darmstadt

Gelelektrophoresekammer, Typ Blue Manne 100 und 200, Fa. Blueline
Fotoanlage MP 4"; Fa. Polaroid

Eisblock

Vortexer, Typ MS1, Ika-Werke

ReagenzgefaBstander

Reagenzgefifle fiir PCR (100 pl, 200 pl)

Pipetten, Typ Research®, Varipip”, Referenz der Fa. Eppendorf, 100-1000 pl
Pipettenspitzen, Fa. Eppendorf, Volumina 10 pl, 200 pl und 1000 pl

Einmalhandschuhe
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3.3 Methoden

3.3.1 Aufbewahrung und Anziichtung von Prufstammen

Die Lagerung und Konservierung der Priifstimme erfolgte in zwei Systemen. Einerseits
wurde eine Kolonie in 1 ml BHI-Bouillon in einem Kryordhrchen (Typ ,,Cryovial
sterile Rohrchen, 2 ml, Nr. 309-2a“, Fa. VWR, Darmstadt) fiir 18 h angereichert und
mit 200 pl Glycerin (Fa. Merck, Darmstadt), entsprechend einer 20 %-igen Losung,
versetzt. Dieses Gemisch wurde vorgekiihlt und anschlieBend bei -25 °C tiefgefroren.
Andererseits wurde Kolonien von Referenzmaterial in  Kiigelchen des
Microbanksystems (Fa. MAST DIAGNOSTIKA, Reinfeld) eingerieben und bei -25 °C
eingelagert. Vor Versuchsbeginn wurden die tiefgefrorenen Stamme bei 37 °C fiir 18 h
in BHI-Bouillon resuszitiert und zur Reinheitskontrolle auf Plate-Count-Néhrboden
ausgestrichen. Zur mittelfristigen Lagerung von Arbeitskulturen wurden die

resuszitierten Bakterienstimme auf Plate-Count-Agarschrigrohrchen aufbewahrt.

3.3.2 Teilversuch 1: Leistungsprufung der Salmonella-
Selektivhahrmedien

Die Anziichtung der Priifstimme (n = 36) erfolgte in Hirn-Herz-Bouillon bei 37 °C fiir
18 & 2 h unter aecroben Bedingungen. AnschlieBend wurden die Subkultivierungsmedien

im Drei-Osen-Verfahren entsprechend Abbildung 3-1 beimpft. Um einen

Verdiinnungseffekt von Ausstrich zu Ausstrich auf der Agarplatte zu erzielen, wurde
die Ose nach jedem Impfstrich ausgegliiht. Der Winkel zwischen Impfése und
Agaroberfliche betrug ungefahr 30 °. AnschlieBend erfolgte die Inkubation bei 37 °C
fir 24 h unter aeroben Bedingungen. Zur Beschreibung der kulturellen Merkmale
einzelner Kolonien wurden die folgenden Kriterien nach BAUMGART (1997)
herangezogen: Oberflidche, Form, GroBe, Farbe, Pigmentbildung, Profil, Rand und ggf.

Konsistenz. Kolonien unter 1 mm wurden als ,,Pinpoints (engl.)* bezeichnet. Nach
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WEENK (2003) wurde die Produktivitét eines Selektivndhrbodens ausgedriickt durch den
»Absolute Growth Index (AGI)“ (absoluter Wachstumsindex, engl.) der Priifstimme,
angegeben als arithmetischen Mittelwert. Die Selektivitit wurde als ,,Relative Growth
Index (RGI)“ (relativer Wachstumsindex, engl.) der Priifstimme ausgedriickt, indem
der Quotient aus dem AGI resminboden : AGI Referenznihrboden €rrechnet wurde. Das
Wachstum der Priifstimme wurde semiquantitativ beurteilt: ein geringes Wachstum von
1-4 Kolonien wurde mit ,,1* bewertet, ein miBiges Wachstum von 5-10 Kolonien mit
»2, ein gutes Wachstum auf dem 1. und 2. Impfstrich mit ,,3* und ein sehr gutes
Wachstum auf allen drei Impfstrichen mit ,,4* . Dieses Bewertungsschema entsprach

der Methode nach MALLINSON et al. (2000) wie unter Kapitel 3.3.4 beschrieben.

Dritter Impfstrich Erster Impfstrich

Zweiter Impfstrich

Abbildung 3-1: Schema zum Drei-Osen-Verdiinnungsausstrich mit
dreimaligem Ausglihen der Impfése (nach BAUMGART,
1997)
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3.3.3 Kulturelle Referenzverfahren zum Nachweis von Salmonellen aus
Lebensmitteln

3.3.3.1 Teilversuch 2: Einmischversuche

Der schematische Versuchsaufbau ist der Abbildung 3-2 zu entnehmen. Zur

artifiziellen Kontamination wurden 25 g Schweinehackfleisch mit dem Teststamm
Salmonella Typhimurium 164/93 (BgVV) in drei unterschiedlichen Konzentrationen,
und zwar mit 1-10 Kolonie-bildenden Einheiten (KbE) pro 25 g, 11-50 KbE/25 g und
51-150 KbE/25 g beimpft. Hierzu wurde der Salmonella-Stamm in 10 ml BHI-Bouillon
bei 37 °C fir 18 £ 2 h inkubiert. An dem darauf folgenden Tag wurde gemilBl § 64
LFGB, L 00.00-54 eine dekadische Verdiinnungsreihe der frisch angereicherten
Salmonella-Ubernachtkultur in Kulturréhrchen mit Drop-Losung angelegt. Vor der
Einwaage in einen sterilen Stomacherbeutel wurde das Hackfleisch unter aseptischen
Kautelen sorgfiltig durchmischt. Dann wurden die 25 g Hackfleisch mit einer
errechneten Anzahl von Zellen aus der Ubernachtkultur (UNK) beimpft, manuell, im
Beutel befindlich durchgeknetet und anschlieBend in 225 ml gepuffertem Peptonwasser
(BPW) in einem Beutelwalkmischgerét fiir zwei Minuten homogenisiert. In Anlehnung
an § 64 LFGB, L 06.00-19 wurden jeweils 0,1 ml der dezimalen Verdiinnungsstufen
1:10° (,,-5%) bis 1:10° (,,-8%) im Doppelansatz auf vorgetrocknete, in vier Sektoren
unterteilte PC-Ndhrboden im Tropfplattenverfahren (Drop-Technik) ausgebracht. Nach
einer 24-stiindigen Inkubation bei 37 °C wurde die Salmonella-Keimzahl (KbE/ml)
ermittelt. Die tatsdchliche Einmischkonzentration an Salmonellen in 25 g Hackfleisch
konnte anhand dieser Ergebnisse zuriickgerechnet werden. Die Voranreicherung in 225
ml BPW wurde fiir 16-20 h bei 37 °C statisch inkubiert. AnschlieBend wurden jeweils
0,1 ml der Voranreicherung in 10 ml Rappaport-Vassiliadis-Sojamehlpepton-Bouillon
(RVS) tberimpft und fiir 18-24 h bei 41,5 °C inkubiert. 10 ml der Voranreicherung
wurden in 100 ml Selenit-Cystin-Medium (SC) liberimpft und fiir 18-24 h bei 37 °C
inkubiert. GemiR der neuen ISO/DIS 6579:2000 wurde parallel zum Referenzverfahren
1 ml der Voranreicherung in 10 ml Tetrathionat-Medium nach Muller-Kauffmann mit
Novobiocin (MKTTn) tiberimpft und fiir 24 h bei 37 °C inkubiert. Nach 24 h erfolgte

eine erstmalige Subkultivierung (,,24 h-Ausstrich®) aus den drei Selektivanreicherungen
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auf jeweils sechs Ndhrboden, u. z. den Referenzniahrboéden BPLS und XLD sowie auf
XLT4 und den chromogenen Niahrmedien MM, ASAP und OSCM. Nach weiteren 24 h
Inkubation der Selektivanreicherungen erfolgte eine zweite Subkultivierung (,,48 h-
Ausstrich®) auf diese Selektivmedien. Insgesamt wurden also ausgehend von einer
vorangereicherten Probe 2 x 18 Selektivndhrmedien beimpft. Somit wurden in eigenen
Untersuchungen artifiziell kontaminierter Hackfleischproben (n = 92) 3.312 Einzeldaten

generiert.

Die festen Selektivmedien wurden jeweils bei 37 °C fiir 24 h inkubiert, ausgewertet
(sog. 1. Auswertung, d. h. Beurteilung des ,,24 h-Ausstrich® nach 24 h Inkubation bzw.
2. Auswertung, d. h. Beurteilung des ,,48 h-Ausstrichs* nach 24 h Inkubation) und bei
negativem Ergebnis weitere 24 h bebriitet und ausgewertet (sog. 2. Auswertung, d. h.
Beurteilung des ,,24 h-Ausstrichs* nach 48 h Inkubation bzw. 3. Auswertung, d. h.
Beurteilung des ,,48 h-Ausstrichs* nach 48 h Inkubation). Das kulturelle Ergebnis galt
als Salmonellen-positiv, wenn mindestens eine oder bis zu fiinf pridsumtive Kolonien
auf mindestens einem Selektivndhrboden zu beobachten waren. Prasumtive Kolonien
wurden serologisch bestdtigt. Das serologische Ergebnis galt als Salmonellen-positiv,
wenn nach 1- bis 20-maligem Schwenken eine makroskopisch sichtbare Prézipitation
eintrat und eine Autoagglutination ausgeschlossen werden konnte. Pro Versuchsansatz
wurde jeweils zusitzlich ein rekultiviertes Isolat molekularbiologisch bestitigt. Das
PCR-Ergebnis galt als Salmonellen-positiv, wenn die Bande des Zielgens mit einer
Grofle von 284 Bp nachgewiesen wurde. Der PCR-Lauf galt als auswertbar, wenn die
Bande des Zielgens sowohl bei der Positiv- als auch der Aufbereitungskontrolle
darstellbar war und der Leerwert keine Bande zeigte. Bei jedem Versuchsansatz wurde
zusitzlich eine Nativkontrolle der Hackfleischprobe in die kulturellen Untersuchungen
einbezogen, um zeitgleich eine natiirliche Salmonella-Kontamination der Matrix

auszuschlief3en.
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Tag Ubernachtkultur
0 des Salmonella-Prufstammes
in BHI,
37 °C,16-20 h
Tag Dekadische ~ » Keimzahlbestimmung der
1 Verdiinnungsreihe Ubernachtkultur,
der Ubernichtkultur 37°C,24h
Artifizielle Kontamination <« Einwaage
von 25 g Hackfleisch von 25¢g

jeweils 1-10 KbE; 11-50 KbE; 51-150 KbE; Nativkontrolle

Voranreicherung

+ 225 ml BPW
37 °C, 16-20 h
/ \ | Selektivanreicherung
Tag \
i LI
RVS, 41,5 °C, MKTTn, 37 °C, 24 und 48 h SC, 37 °C,24und 48 h
24 und 48 h
Tag BPLS, XLD, XLT4, MM, ASAP  37°C, | sybkultivierung nach
3 @ und OSCM 24 und 24 h
48 h
Tag BPLS, XLD, XLT4, MM, ASAP  37°C, [ subkultivierung nach
4 @ und OSCM 24 und 48 h
48 h
1. Auswertung
ng 2. Auswertung
ng 3. Auswertung

Abbildung 3-2: Versuchaufbau zur Wiederfindung und kulturellen Anreicherung
von Salmonella Typhimurium in artifiziell kontaminierten
Hackfleischproben
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3.3.3.2 Teilversuch 3: Untersuchung nativer Proben

Der schematische Versuchsaufbau entspricht ebenso der Abbildung 3-2 und erfiillte die
methodischen Verfahrensschritte gema3 DIN EN ISO 6579:2003 bzw. ISO 6579:2002
bzw. ISO/DIS 6579:2000 sowie DIN EN 12824:1998. Die Untersuchungen begannen

am ,,Tag 1“ mit der Einwaage von 25 g Hackfleisch unter sterilen Kautelen und
Voranreicherung der Proben in gepuffertem Peptonwasser. Zusitzlich wurde zur
Bestimmung der aeroben mesophilen Keimzahl (AKZ) von frischem Hackfleisch 10 g
Probenmaterial zwecks Herstellung einer Erstverdiinnung eingewogen. Die
Gefliigelfleischproben wurden in einem sterilen Probenahmebeutel mit jeweils 200 ml
Verdiinnungslosung gespiilt und 3 Minuten lang manuell geknetet (sog. ,.Carcass
Rinsing®, engl.). Davon wurde ein Aquivalent von 10 ml fiir die Bestimmung der
aeroben mesophilen Keimzahl (AKZ) und ein Aquivalent von 25 ml fiir die
Salmonellenuntersuchung abgenommen. Die Bestimmung der aeroben mesophilen
Keimzahl erfolgte gemdl3 § 64 LFGB, L 06.00-19, Ausgabe Mai 1984 (entspricht DIN
10161) und wurde im Tropfplattenverfahren angelegt.

So wie unter Kapitel 3.3.3.1 bereits erldutert, wurden im dritten Teilversuch ebenso
drei Selektivanreicherungen, d. h. SC, RVS und MKTTn, und sechs feste
Selektivndhrmedien, d. h. BPLS, XLD, XLT4, MM, ASAP und OSCM, fiir ein

zweistufiges 24-stiindiges bzw. 48-stiindiges Anreicherungsverfahren eingesetzt.
Insgesamt wurden also, ausgehend von einer vorangereicherten Probe, 2 x 18
Selektivndhrmedien beimpft. Somit wurden in eigenen Untersuchungen nativ
kontaminierter Hackfleisch- und Gefliigelfleischproben (n = 286) 10.296 Einzeldaten
generiert. Zur vorldufigen Bestitigung wurden die Reinkulturen jeweils serologisch,
biochemisch und molekularbiologisch bestitigt. Das biochemische Ergebnis galt als
Salmonellen-positiv, wenn anhand der abzulesenden Farbreaktionen der einzelnen
Testkit-Becherchen (,,Tubes®, engl.) ein Salmonellen-typischer Zahlencode mit dem
Auswerteschliissel des Herstellers ermittelt werden konnte. Zusétzlich wurde der
kolorimetrische Schnelltest ,,0.B.1.S. Salmonella* iiberpriift. Dazu wurde das isolierte

Koloniematerial mit der Ose auf die zwei Reaktionsfelder der Testkarte verrieben.
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Durch Zugabe eines PYR- (,,Violettfarbung*) bzw. NPA-Farbentwicklers (,,Orange-
Farbung®) wurde ein moglicher mikrobiell enzymatischer Abbau sichtbar gemacht.
Sédmtliche pridsumtiven und vorldufig bestdtigten Isolate wurden zur endgiiltigen
Bestitigung gemidBl § 64 LFGB, L 00.00-20a dem Nationalen Referenzlabor
Salmonellen (NRL-Salm) im Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR), Berlin,

zugesandt.

In sieben  Versuchsansitzen = wurden zur Erhdhung der  Salmonella-
Nachweiswahrscheinlichkeit Sammelproben aus verschiedenen Hackfleischteilproben
angelegt und untersucht. Dazu wurden in zwei Versuchsansétzen 50 Einzelproben, die
in fiinf Filialen gekauft wurden, in zehn Sammelproben (Einwaage 5 x 5 g)
zusammengefasst. In einem dritten Versuchsansatz wurden aus zehn Einzelproben, die
in finf Filialen gekauft wurden, je fiinf Teilmengen gewonnen und in zehn
Sammelproben (Einwaage 5 x 5 g) zusammengefasst. In vier weiteren
Versuchsansédtzen wurden 30 Einzelproben, die in drei Filialen gekauft wurden, in zehn

Sammelproben (Einwaage 3 x circa 8,35 g) zusammengefasst.
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3.3.4 Statistische Methoden

Die Ergebnisse aus den eigenen Untersuchungen nativer Lebensmittelproben
(Teilversuch drei) wurden anhand eines verteilungsunabhingigen Tests als
nichtparametrische Hypothese iiberpriift. Die Datenauswertung erfolgte unter
Verwendung des Statistikprogrammpakets BiAs 7.07 (ACKERMANN, 1998) auf den
Rechnern im lokalen Rechnernetzwerk der Arbeitsgruppe ,,Biomathematik und
Datenverarbeitung™ des Fachbereiches Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Universitit
GieBen unter der Leitung von Dr. Klaus Failing. Um eine verbundene Stichprobe
zweimal auf ein bestimmtes alternatives Merkmal untersuchen zu konnen, wurde eine
Vierfeldertafel aufgestellt. Das Héaufigkeitsverhiltnis, welches aus der Intensitdt der
Merkmalsénderungen entsteht, wurde hinsichtlich der Signifikanz mit dem MCNEMAR-
Vorzeichentest (MCNEMAR, 1947) iiberpriift (,,Test auf Unterschiede®). Fiir den
methodischen Vergleich des alten und neuen Referenzverfahrens wurde ein

»Statistischer Nachweis auf Unterlegenheit® durchgefiihrt.
Hierbei lautete die Nullhypothese:
Hy: P> P, Pp=Nachweisrate der neuen Methode
P,= Nachweisrate der alten Methode
d. h. die neue Methode ist nicht schlechter als die alte Methode.
Als Alternativhypothese wurde die Aussage formuliert:
H;: Pg< P, Pp=Nachweisrate der neuen Methode
P,= Nachweisrate der alten Methode
d. h. die neue Methode ist zu erwarten schlechter als die alte Methode.

Demnach kann die Nullhypothese abgelehnt werden, wenn in der Vierfeldertafel die
sog. ,,Zahl der Wechsler®, d. h. die Anzahl der Falsch-Negativen signifikant grof3er als
die Anzahl der Falsch-Positiven ist. Bei einem Konfidenzbereich mit P = 95 % = 0,95
und einer Irrtumswahrscheinlichkeit o = 5 % = 0,05, wurde p < 0,05 als signifikant und

p > 0,05 als nicht signifikant angesehen.
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Um das Leistungsvermdgen der verschiedenen Salmonella-Néhrmedien im dritten
Teilversuch unabhidngig voneinander bewerten zu konnen, wurden die Sensitivitét, die
Spezifitit und die Produktivitit ermittelt. Die Berechnung der Sensitivitdt und Spezifitit
wurde aus einer Datenmatrix abgeleitet, die zunidchst als unabhingige Stichprobe
betrachtet wurde. Dabei haben alle Proben die gleiche Wahrscheinlichkeit und werden
einmal untersucht. Eine Probe galt statistisch gesehen als diagnostisch Salmonella-
positiv, wenn eines der sechs eingesetzten Ndhrmedien einen endgiiltig bestétigten
Salmonellennachweis erbrachte. Als falsch-positives Resultat wurde das Wachstum von
Salmonella-prasumtiven Kolonien gezéhlt, die serologisch ausgeschlossen werden

konnten.

Die Berechnung der Sensitivitit erfolgte nach der Formel:

Sensitivitat (%) = Anzahl tatsdchlich positiver Proben x 100

Anzahl tatséchlich positiver Proben + Anzahl falsch-negativer Proben

Die Berechnung der Spezifitit erfolgte nach der Formel:

Spezifitat (%) = Anzahl tatsdchlich negativer Proben x 100

Anzahl tatséchlich negativer Proben + Anzahl falsch-positiver Proben

Die Berechnung der Produktivitit erfolgte nach einer praxisnahen Methode in
Anlehnung an MALLINSON et al. (2000). Aus einzeln beobachteten Daten wurde die
Produktivitit in Form des arithmetischen Mittelwerts unter Beriicksichtigung der
Standardabweichung angegeben. So wurde das Bakterienwachstum von subkultivierten
nativen Lebensmittelproben auf jeder einzelnen Petrischale subjektiv beobachtet und
semiquantitativ bewertet. Mit ,,1* wurde ein geringes Wachstum von 1-4 Kolonien
bewertet. Mit ,,2“ wurde ein médBiges Wachstum von 5-10 Kolonien bewertet. Mit ,,3*
wurde ein gutes Wachstum auf dem 1. und 2. Impfstrich bewertet. Mit ,,4* wurde ein
sehr gutes Wachstum auf allen drei Impfstrichen ohne das Auftreten von Begleitflora

bewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Teilversuch 1: Produktivitat und Selektivitat

Die Ergebnisse aus dem ersten Teilversuch sind in Tabelle 4-1 und Tabelle 4-2
dargestellt. Die Produktivitidt (WEENK, 2003) oder der absolute Wachstumsindex (AGI)
von 27 Salmonella-Priifstimmen auf sechs ausgewihlten festen Selektivndhrmedien lag
im Durchschnitt bei einem ,,médfBigen bis gutem Wachstum* (MALLINSON et al., 2000,
vgl. Kapitel 3.3.4). So erreichte BPLS im Mittel einen AGI-Wert von 2,7, XLD einen
AGI-Wert von 2,6, XLT4 einen AGI-Wert von 2,5, MM cinen AGI-Wert von 2.4,
ASAP einen AGI-Wert von 2,5 und OSCM einen AGI-Wert von 2.4.

Nach WEENK (2003) liegt der relative Wachstumsindex (RGI) fiir unerwiinschte Keime
bei 0 und fiir erwiinschte Keime bei 0,7 auf Selektivndhrmedien. So erwies sich die
Selektivitét der sechs ausgewdhlten festen Selektivnahrmedien als sehr gering. Fiir neun
ausgewahlte Non-Salmonella-Prifstimme wurde auf BPLS im Mittel ein RGI-Wert von
0,8 erzielt, auf XLD ein RGI-Wert von 1,0, auf XLT4 ein RGI-Wert von 0,4, auf MM
ein RGI-Wert von 0,7, auf ASAP ein RGI-Wert von 0,6 und auf OSCM ein RGI-Wert

von 0,7.



4.1 Teilversuch 1: Produktivitat und Selektivitat

Tabelle 4-1: Produktivitat [AGI] von Salmonella-Prufstammen (n = 27) auf
sechs Salmonella-Selektivnahrmedien

Selektivhahrboden Absoluter Wachstumsindex*(x[s])
BPLS 2,7 (0,49)
XLD 2,6 (0,49)
XLT4 2,5(0,43)
MM 2,4 (0,24)
ASAP 2,5(0,43)
OSCM 2,4 (0,24)

* nach MALLINSON et al. (2000) und WEENK (2003)
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Tabelle 4-2: Selektivitat [RGI] von neun ausgewahlten Non-Salmonella-
Prafstammen auf sechs Salmonella-Selektivnahrmedien

Selektivhahrboden Relativer Wachstumsindex*
BPLS 0,8
XLD 1,0
XLT4 0,4
MM 0,7
ASAP 0,6
OSCM 0,7

AGI Testndhrmedium
* nach WEENK (2003): RGI =

AGI Referenznahrmedium
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4.2 Teilversuch 1: Koloniemorphologische Charakterisierung

4.21 Typisch erscheinende Salmonella-Stamme

In Tabelle 4-3 sind die kulturellen Merkmale im Sinne biochemisch typischer
Salmonella spp. auf unterschiedlichen Selektivmedien tabellarisch zusammengefasst.
Als typische Salmonellen erwiesen sich die unter Tabelle 3-1 genannten Priifstimme
mit Ausnahme von S. Derby 1454/61, S. Dublin x-O162/98, Salmonella arizonae AES
8.1. und S. Senftenberg DSM 10062. 25 Stdmme der Gattung Salmonella enterica ssp.
enterica konnten biochemisch als H,S-positiv bestétigt werden. Der Senftenberg-Stamm
DSM 10062 zeigte sich als sehr schwach-H,S-positiv (,,ultra weak producer®, engl.), d.
h. H,S-negativ auf Dreizuckereisenagar oder Lysin-Eisen-Agar, aber H,S-positiv auf
Gelatine-Cystein-Thiosulfat-Eisenammoniumcitrat-Agar (nach VERON und GASSER,
1963; MALLINSON et al., 2000 und MALLINSON und MILLER, 2003). Der Vertreter der
Subspezies arizonae konnte als Laktose-negativ, B-Galaktosidase-positiv und H,S-
positiv bestitigt werden. Bei einigen Stimmen (n = 6) war ferner ein Wachstum von
rauen Kolonien, d. h. von Kolonien in der so genannten R-Form (,,rough®, engl.) zu

beobachten.
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Tabelle 4-3: Koloniemorphologie typischer Salmonella spp. auf Selektivmedien

Nahrmedien Koloniemorphologie

BPLS 2-3 mm grolde, runde, erhabene, glatte, glanzende,
transparente Kolonien vor leuchtendrotem Hintergrund

XLD 3-4 mm grole, runde, erhabene, glatte, glanzende, schwarze
Kolonien mit farblosem Randsaum und hellrotem Hof

XLT4 Stecknadelkopfgrol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende,
schwarze Kolonien mit farblosem Randsaum und gelbrotem Hof

MM Stecknadelkopfgrol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende,
schwarze Kolonien

ASAP 2 mm grol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende, rosafarbene
Kolonien
OSCM 2 mm grol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende,

purpurfarbene Kolonien

4.2.2 Atypisch erscheinende Salmonella-Stamme

S. Derby

Der im Versuch gepriifte Sa/monella Derby-Stamm BgVV 1454/61 erwies sich als H,S-
positiv, Laktose-negativ, C8-Esterase-positiv und negativ fiir die Salmonellen-
spezifische Hydrolase. Somit gelang der Nachweis prasumtiv charakteristischer
Kolonien mit dem BPLS-, XLD-, XLT4-, MM- und ASAP-Medium. Mit dem
Néhrboden OSCM gelang hingegen kein prasumtiver Nachweis von S. Derby. In
Tabelle 4-4 wird das charakteristische Aussehen von S. Derby BgVV 1454/61
dargestellt.
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Tabelle 4-4: Koloniemorphologie eines S. Derby-Stammes (BgVV 1454/61) auf
Selektivmedien

Nahrmedien

Koloniemorphologie

BPLS 2-3 mm grole, runde, erhabene, glatte, glanzende,
transparente Kolonien vor leuchtendrotem Hintergrund

XLD 3-4 mm grol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende, schwarze
Kolonien mit farblosem Randsaum und hellrotem Hof

XLT4 2 mm grol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende, schwarze
Kolonien mit farblosem Randsaum und gelbrotem Hof

MM Stecknadelkopfgrol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende,

schwarze Kolonien
ASAP 2 mm grol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende, rosafarbene
Kolonien
OSCM Blassviolette Pinpoints
S. Dublin

Der im Versuch gepriifte Sa/monella Dublin-Stamm x-0162/98 erwies sich als H,S-

positiv und Laktose-negativ. Die Salmonellen-spezifische Hydrolase sowie die C8-

Esterase konnten nicht nachgewiesen werden. Nach GRAY et al. (2003) exprimieren

solche Stimme innerhalb der ersten 24 h der Kultivierung das Enzym C8-Esterase in zu

geringen Konzentrationen. So gelang der prdsumtive Nachweis charakteristischer
Kolonien mit dem BPLS-, XLD-, XLT4- und MM-Medium, hingegen nicht mit den
Néhrboden ASAP und OSCM. In Tabelle 4-5 wird das charakteristische Aussehen von
S. Dublin x-O162/98 dargestellt.
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Tabelle 4-5: Koloniemorphologie eines S. Dublin-Stammes (x-0162/98) auf
Selektivmedien

Nahrmedien Koloniemorphologie

BPLS 2-3 mm grolde, runde, erhabene, glatte, glanzende, transparente
Kolonien vor leuchtendrotem Hintergrund

XLD 3-4 mm grol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende, schwarze
Kolonien mit farblosem Randsaum und hellrotem Hof

XLT4 2 mm grol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende, schwarze
Kolonien mit farblosem Randsaum und gelbrotem Hof

MM Stecknadelkopfgrol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende,
schwarze Kolonien

ASAP 2 mm grol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende, weille
Kolonien

OSCM 1-2 mm grolde, runde, erhabene, glatte, glanzende, blassviolette
Kolonien

Salmonella arizonae

Der im Versuch gepriifte Salmonella arizonae-Stamm AES 8.1. erwies sich als H,S-
positiv, PB-Galaktosidase-positiv und Laktose-negativ. So gelang der prasumtive
Nachweis charakteristischer Kolonien mit dem BPLS-, XLD,-, MM- und ASAP-
Medium. Mit XLT4 gelang kein prasumtiver Nachweis. Der gleichzeitige Nachweis der
B-Galaktosidase und der Salmonellen-spezifischen Hydrolase auf dem OSCM-Medium
fiihrte zu einer Uberlagerung des purpurfarbenen Chromogens mit dem blauen
Chromogen. Somit gelang kein eindeutig pridsumtiver Nachweis von Salmonella
arizonae mit dem OSCM-Medium. In Tabelle 4-6 wird das charakteristische Aussehen

von Salmonella arizonae AES 8.1 dargestellt.
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Tabelle 4-6: Koloniemorphologie eines Salmonella arizona-Stammes (AES
8.1.) auf Selektivmedien

Nahrmedien Koloniemorphologie

BPLS 2-3 mm grolde, runde, erhabene, glatte, glanzende, transparente
Kolonien vor leuchtendrotem Hintergrund

XLD 3-4 mm grolde, runde, erhabene, glatte, glanzende Kolonien mit
stecknadelspitzgroRem, schwarzen Zentrum, farblosem
Randsaum und hellrotem Hof

XLT4 3-4 mm grole, runde, erhabene, glatte, glanzende, transparente
Kolonien vor gelbem Hintergrund

MM Stecknadelkopfgrol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende,
schwarze Kolonien mit blauem Randsaum

ASAP 2 mm grol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende, rosafarbene
Kolonien
OSCM 2 mm grol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende, blaue Kolonien

S. Senftenberg

Der im Versuch gepriifte Sa/monella Senftenberg-Stamm DSM 10062 erwies sich als
schwach H,S-positiv, Laktose-negativ, C8-Esterase-positiv und positiv fiir die
Salmonellen-spezifische Hydrolase. So gelang der priasumtive Nachweis
charakteristischer Kolonien mit dem BPLS-, MM-, ASAP- und OSCM-Medium. Mit
XLD und XLT4 misslang ein prasumtiver Nachweis (Tabelle 4-7). Mit der
aullerordentlichen Hilfe des Autors Dr. Edward T. Mallinson, Professor emeritus am
»IThe Avrum Gudelsky Veterinary Center” der Universitit Maryland, USA, wurden
zusétzliche Untersuchungen anhand von weiteren Sal/monella-Priifstimmen und nativ

kontaminierten Hackfleischproben durchgefiihrt. So konnte gezeigt werden, dass der



86 4 Ergebnisse

von uns hergestellte MM-Nadhrboden der Qualitdt des kommerziellen Fertigndhrbodens,
der zum Zeitpunkt der Untersuchungen nur im US-amerikanischen Raum vertrieben
wurde, entsprach. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass auf Basis von organischen
Schwefelverbindungen, wie z. B. Cystein, das Serovar Senftenberg (DSM 10062) die
Féhigkeit besitzt, Schwefelwasserstoff zu bilden. Auf dem MM-Medium stellen sich
morphologisch grof3e, gelbliche Kolonien mit eingesunkenem Zentrum dar, die nach 24
bis 48 h einen silbermetallischen Glanz (,,silver metallic sheen (sms)®, engl.) entwickeln

(Tabelle 4-7).

Tabelle 4-7: Koloniemorphologie eines S. Senftenberg-Stammes (DSM 10062)
auf Selektivmedien

Nahrmedien Koloniemorphologie

BPLS 2-3 mm grolde, runde, erhabene, glatte, glanzende, transparente
Kolonien vor leuchtendrotem Hintergrund

XLD 3-4 mm grole, runde, erhabene, glatte, glanzende, gelbe
Kolonien mit hellrotem Hof

XLT4 3-4 mm grole, runde, erhabene, glatte, glanzende, gelbe
Kolonien mit hellrotem Hof

MM 4 mm grol3e, runde, erhabene, im Zentrum eingesunkene, glatte,
glanzende, gelbliche Kolonien mit silbermetallischem Glanz

ASAP 2 mm grol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende, rosafarbene
Kolonien
OSCM 2 mm grol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende, purpurfarbene

Kolonien
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4.2.3 Non-Salmonella-Priifstamme

Die Koloniemorphologie der im Versuch eingesetzten Citrobacter-Stimme (n = 2)
erschien auf BPLS-Néhrmedium Salmonella-prasumtiv. Das Wachstum von
Pseudomonas aeruginosa erschien ebenso auf dem BPLS-Medium als prasumtiv
Salmonella-verdiachtig (Tabelle 4-8). Auch auf XLD-Nédhrmedium erschien Citrobacter
freundii als Salmonella-prasumtiv verddchtig. XLD unterdriickte das Schwéirmen von
Proteus mirabilis nicht (Tabelle 4-9). Auch auf XLT4-Ndhrmedium erschien
Citrobacter freundii prasumtiv Salmonella-verdachtig. Mit XL.T4 konnte jedoch eine
vollstindige Hemmung von Hafnia alvei und Proteus mirabilis erzielt werden (Tabelle
4-10). Citrobacter spp. liessen sich auf dem MM-Medium zusitzlich durch ihre
Konsistenz von Salmonella spp. differenzieren. Nach MALLINSON et al. (2000) weisen
Citrobacter spp. bereits nach 18-stiindiger Inkubation haufig eine fadenziehende
(,,stringy*, engl.) Konsistenz auf, gegeniiber der charakteristisch weichen (,,buttery®,
engl.) Konsistenz von Salmonella spp.. Der Grund dafiir sind das raschere Wachstum
und somit das schnellere Absterben von Citrobacter spp. auf MM-Nidhrboden (Tabelle
4-11). Mit dem ASAP-Medium gelang die vollstindige Hemmung von Proteus
mirabilis und Pseudomonas aeruginosa (Tabelle 4-12). Mit dem OSCM-Medium

gelang die vollstaindige Hemmung von Proteus mirabilis (Tabelle 4-13).
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Tabelle 4-8: Koloniemorphologie von Non-Salmonella-Prufstammen auf BPLS

Stamm Koloniemorphologie auf BPLS
Citrobacter 2-3 mm grole, runde, erhabene, glatte, glanzende,
freundii (n=2) transparente Kolonien vor leuchtend rotem

Hintergrund

E. coli Transparente Pinpoints vor gelbgrinem Hintergrund
Enterobacter 3 mm grol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende,
aerogenes schleimig-gelbe Kolonien auf gelbem Nahrboden
Hafnia alvei Transparente Pinpoints auf braunem Nahrboden
Proteus mirabilis Transparente Pinpoints auf gelbrotem Nahrboden
Proteus morganii Transparente Pinpoints auf gelbrotem Nahrboden
Shigella sonnei Transparente Pinpoints auf rotbraunem Nahrboden
Pseudomonas 2-3 mm, grolde, runde, erhabene, glatte, glanzende,
aeruginosa transparente Kolonien vor leuchtend rotem

Hintergrund
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Tabelle 4-9: Koloniemorphologie von Non-Salmonella-Prufstammen auf XLD

Stamm

Koloniemorphologie auf XLD

Citrobacter freundii
(n=2)

2 mm grol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende,
schwarze Kolonien

E. coli 2-4 mm grol3e, runde, gelbe Kolonien vor gelbem
Hintergrund

Enterobacter 3 mm grol3e, runde, opake Kolonien mit

aerogenes transparentem Randsaum und gelbem Hof

Hafnia alvei

3 mm grolde, erhabene, glanzende, gelbe Kolonien
mit gelbem Hof

Proteus mirabilis

Uberschwarmt

Proteus morganii

3 mm grol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende,
transparente Kolonien

Shigella sonnei

2-3mm grole, runde, transparente Kolonien vor
rotem Hintergrund

Pseudomonas
aeruginosa

2 mm grol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende
Kolonien vor rotem Hintergrund
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Tabelle 4-10: Koloniemorphologie von Non-Salmonella-Prufstammen auf XLT4

Stamm

Koloniemorphologie auf XLT4

Citrobacter
freundii (n=2)

2 mm grol3e, runde bis unregelmafig begrenzte
erhabene, glatte, glanzende, schwarze Kolonien

E. coli 3 mm grol3e, unregelmafige, gelbe Kolonien vor
gelbem Hintergrund

Enterobacter 3 mm grol3e, runde, opake Kolonien mit

aerogenes transparentem Randsaum und gelbem Hof

Hafnia alvei

Gehemmt

Proteus mirabilis

Gehemmt

Proteus morganii

Transparente Pinpoints

Shigella sonnei

Transparente Pinpoints

Pseudomonas
aeruginosa

2 mm grol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende
Kolonien vor rotem Hintergrund




4.2 Teilversuch 1: Koloniemorphologische Charakterisierung 91

Tabelle 4-11: Koloniemorphologie von Non-Salmonella-Prufstammen auf MM

Stamm

Koloniemorphologie auf MM

Citrobacter freundii
(n=2)

4-6 mm grol3e, unregelmalige, flache, raue,
schwarze Kolonien

E. coli 1-2 mm grolde, runde, blaue Kolonien
Enterobacter 3 mm grolde, runde, erhabene, raue, blaue
aerogenes Kolonien

Hafnia alvei

1 mm grol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende,
weille Kolonien

Proteus mirabilis

Gehemmt

Proteus morganii

Transparente Pinpoints

Shigella sonnei

Blaue Pinpoints

Pseudomonas
aeruginosa

3 mm grolde, runde, weild-opake Kolonien
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Tabelle 4-12: Koloniemorphologie von Non-Salmonella-Prufstammen auf ASAP

Stamm Koloniemorphologie auf ASAP
Citrobacter freundii 3-4 mm grole, runde, farblose oder blaugrine, raue
(n=2) Kolonien

E. coli 1-2 mm grol3e, runde, weille Kolonien
Enterobacter 2 mm grol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende,
aerogenes blaue Kolonien

Hafnia alvei

1 mm grol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende,
blaue Kolonien

Proteus mirabilis

Gehemmt

Proteus morganii

2 mm grol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende,
transparente Kolonien

Shigella sonnei

Weilde Pinpoints

Pseudomonas
aeruginosa

Gehemmt
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Tabelle 4-13: Koloniemorphologie von Non-Salmonella-Prifstammen auf

OSCM

Stamm

Koloniemorphologie auf OSCM

Citrobacter freundii
(n=2)

3 mm grol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende,
blaue bis blassviolette Kolonien

E. coli 2-3 mm grolde, runde, blaue Kolonien
Enterobacter 3 mm grol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende,
aerogenes violette Kolonien mit blauem Zentrum

Hafnia alvei

1 mm grol3e, runde, erhabene, glatte, glanzende,
blaue Kolonien

Proteus mirabilis

Gehemmt

Proteus morganii

Transparente Pinpoints mit blassviolettem Zentrum

Shigella sonnei

1-2 mm grol3e, runde, blaue Kolonien

Pseudomonas
aeruginosa

1-2 mm grolde, runde, erhabene, glatte, glanzende
blassviolette Kolonien
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Mit keinem der eingesetzten Selektivndhrmedien gelang die vollstindige Hemmung von
Citrobacter freundii, E. coli, Enterobacter aerogenes, Proteus morganii oder Shigella

sonnei (Tabelle 4-14). In Tabelle 4-15 sind in einer zusammenfassenden Ubersicht die

sechs im Versuch eingesetzten Salmonella-Selektivmedien und die nicht-detektierten
Priifstimme dargestellt. Nur mit dem Miller-Mallinson-Medium gelang nach 24-
stiindiger Subkultivierung ein zuverldssiger Nachweis charakteristischer Kolonien aller
getesteten Priifstimme (n = 35) und. Hemmung des Wachstums von Proteus mirabilis
(n=1). Mit den iibrigen festen Selektivmedien wurden die Bakterienstimme von S.
Senftenberg, S. Derby, S. Dublin, Salmonella arizonae, Citrobacter freundii und
Pseudomonas aeruginosa hingegen fehlerhaft im Sinne von falsch-positiv bzw. falsch-

negativ detektiert.
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Tabelle 4-14: Wachstumsverhalten von Non-Salmonella-Prifstammen auf
sechs verschiedenen Salmonella-Selektivnahrmedien

Wachstum auf Selektivhahrboden

Stamm BPLS XLD XLT4 MM ASAP OSCM

Citrobacter + + + + + +
freundii (n=2)

E_ coli + + + + + +
Enterobacter + + + + + +
aerogenes

Hafnia alvei + + - + + +
Proteus + + - - - -
mirabilis

Proteus + + + + + +
morganii

Shigella + + + + + +
sonnei

Pseudomonas + + + + - +
aeruginosa

+ Wachstum vorhanden (Pinpoints, Kolonien oder Schwarmphanomen)

- Vollstandige Hemmung des Wachstums
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Tabelle 4-15: Fehlerhafte

Detektion von Salmonella- und Non-

Salmonella-Prufstammen (n = 7) auf sechs verschiedenen

Selektivmedien

Festes Salmonella-
Selektivhahrmedium

Fehlerhaft detektierter Prifstamm
(nach 24-stundiger
Subkultivierung)

BPLS Citrobacter freundii (n=2),
Pseudomonas aeruginosa

XLD Citrobacter freundii (n=2), S.
Senftenberg, Salmonella arizonae

XLT4 Citrobacter freundii (n=2), S.
Senftenberg, Salmonella arizonae

MM -

ASAP S. Dublin

OSCM S. Derby, S. Dublin, Salmonella

arizonae
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4.3 Teilversuch 2: Artifiziell kontaminierte Lebensmittelproben

Fiir den kulturellen Nachweis von Salmonella spp. aus Fleisch sollten sowohl
empfehlenswerte Inkubationsbedingungen als auch Kombinationen aus Anreicherungs-
und Subkultivierungsmedien gefunden werden. Die Ergebnisse der dazu durchgefiihrten
Modellversuche (n = 92) mit artifiziell kontaminierten Schweinehackfleischproben

werden in den nachfolgenden Abschnitten beschrieben.

4.3.1 Vergleichende Untersuchungen zur Verlangerung der
Inkubationsdauer um weitere 24 Stunden

In Abbildung 4-1, Abbildung 4-2 und Abbildung 4-3 werden die Wiederfindungsraten

von S. Typhimurium in Abhéngigkeit von der Kultivierungsdauer und den Néhrmedien
als Sdulendiagramme gezeigt. Die Darstellung der Einzeldaten als Sdulendiagramme

erfolgte kumulativ (vgl. auch Tabelle 9-1, Tabelle 9-2 und Tabelle 9-3). Die

Wiederfindungsrate definiert sich als prozentualer Anteil der nachgewiesenen
Salmonella-positiven Proben in Bezug auf die Gesamtheit der artifiziell kontaminierten
Hackfleischproben. Die Einmischversuche wurden in drei Gruppen durchgefiihrt. In der

ersten Gruppe wurden Konzentrationen von 1-10 (n = 25, vgl. Abbildung 4-1), in der

zweiten Gruppe Konzentrationen von 11-50 (n = 41, vgl. Abbildung 4-2) und in der

dritten Gruppe Konzentrationen von 51-200 (n = 26, Abbildung 4-3) Kolonie-

bildenden Einheiten (KbE) §. Typhimurium pro 25 g Schweinehackfleisch
beriicksichtigt.



4 Ergebnisse

98
100 Y I @ BPLS
i mXD
‘ i i a OXLT4
Wiederfindungs- | .I i/ OSCM 2 MM
rate (%) s #/ ASAP B ASAP
8 0SCM
Feste
T~ Nihrb6den
 c @
E - c ¥
X b - c «
S X E FF o0
=Lz
Anreicherung =
Legende:
SC 1 24-stundige Selektivanreicherung und 24-stundige Subkultivierung
SC2 24-stlindige Selektivanreicherung und 48-stiindige Subkultivierung
SC3 48-stlindige Selektivanreicherung und 24-stiindige Subkultivierung
SC4 48-stundige Selektivanreicherung und 48-stiindige Subkultivierung
MKTTn 1 24-stlindige Selektivanreicherung und 24-stiindige Subkultivierung
MKTTn 2 24-stiindige Selektivanreicherung und 48-stiindige Subkultivierung
MKTTn 3 48-stlindige Selektivanreicherung und 24-stiindige Subkultivierung
MKTTn 4 48-stundige Selektivanreicherung und 48-stiindige Subkultivierung
RVS 1 24-stiindige Selektivanreicherung und 24-stiindige Subkultivierung
Abbildung 4-1: Wiederfindungsrate (%) von Salmonellen aus artifiziell

kontaminierten Hackfleischproben (n = 92) in Abhangigkeit
von der Kultivierungsdauer und der Nahrmedien:
Ausgangsinokulum (n = 25) von 1-10 KbE S. Typhimurium
/25 g Hackfleisch
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Legende:
SC 1 24-stundige Selektivanreicherung und 24-stindige Subkultivierung
SC2 24-stiindige Selektivanreicherung und 48-stiindige Subkultivierung
SC3 48-stlindige Selektivanreicherung und 24-stiindige Subkultivierung
SC4 48-stundige Selektivanreicherung und 48-stiindige Subkultivierung

MKTTn 1 24-stiindige Selektivanreicherung und 24-stiindige Subkultivierung
MKTTn 2 24-stiindige Selektivanreicherung und 48-stlindige Subkultivierung
MKTTn 3 48-stlindige Selektivanreicherung und 24-stiindige Subkultivierung
MKTTn 4 48-stundige Selektivanreicherung und 48-stiindige Subkultivierung
RVS 1 24-stiindige Selektivanreicherung und 24-stiindige Subkultivierung

Abbildung 4-2: Wiederfindungsrate (%) von Salmonellen aus artifiziell
kontaminierten Hackfleischproben (n = 92) in Abhangigkeit
von der Kultivierungsdauer und der Nahrmedien:
Ausgangsinokulum (n = 41) von 11-50 KbE S. Typhimurium
/25 g Hackfleisch
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Abbildung 4-3:

24-stiindige Selektivanreicherung und 24-stiindige Subkultivierung
24-stiindige Selektivanreicherung und 48-stiindige Subkultivierung
48-stlindige Selektivanreicherung und 24-stiindige Subkultivierung
48-stundige Selektivanreicherung und 48-stiindige Subkultivierung
24-stlindige Selektivanreicherung und 24-stiindige Subkultivierung
24-stiindige Selektivanreicherung und 48-stiindige Subkultivierung
48-stundige Selektivanreicherung und 24-stindige Subkultivierung
48-stundige Selektivanreicherung und 48-stiindige Subkultivierung

24-stlindige Selektivanreicherung und 24-stiindige Subkultivierung

Wiederfindungsrate (%) von Salmonellen aus artifiziell
kontaminierten Hackfleischproben (n = 92) in Abhangigkeit
von der Kultivierungsdauer und der Nahrmedien:
Ausgangsinokulum (n = 26) von 51-200 KbE S.
Typhimurium /25 g Hackfleisch
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4.3.2 Selenit-Cystin-Medium

Unabhédngig von der eingemischten Konzentration fiihrte eine Verldngerung der
Inkubationsdauer um weitere 24 Stunden bei einer Selektivanreicherung mit Selenit-
Cystin-Medium in 100 % der Félle zu einer Erhdhung der Salmonella-
Wiederfindungsrate. In Gruppe eins (Tabelle 9-1) konnten die Wiederfindungsraten
von 24,0 % bis 48,0 % (Prozentsatz nach 24-stiindiger Selektivanreicherung und 24-
stiindiger ~ Subkultivierung), nach Verlingerung der Inkubationsdauer auf
Wiederfindungsraten zwischen 40,0 % und 60,0 % gesteigert werden. In der Gruppe
zwei (Tabelle 9-2) konnten die Wiederfindungsraten von 12,0 % bis 29,3 %
(Prozentsatz  nach  24-stiindiger ~ Selektivanreicherung  und  24-stiindiger
Subkultivierung), nach Verldngerung der Inkubationsdauer auf Wiederfindungsraten
zwischen 22,0 % und 51,2 % gesteigert werden. In der Gruppe drei (Tabelle 9-3)
konnten die Wiederfindungsraten von 30,8 % bis 61,5 % (Prozentsatz nach 24-stiindiger
Selektivanreicherung und 24-stiindiger Subkultivierung), nach Verlingerung der
Inkubationsdauer auf Wiederfindungsraten zwischen 50,0 % und 84,6 % gesteigert
werden. Dabei erwies sich eine Kombination von Selenit-Cystin-Selektivanreicherung
mit Subkultivierung auf MM-Agar als iiberlegen, denn unabhéngig der eingemischten
Konzentration wurden hiermit die hochsten Wiederfindungsraten erzielt (60,0 %; 51,2

% und 84,6 %).
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4.3.3 Tetrathionat-Anreicherung nach Muller Kauffmann mit Novobiocin

Eine Verldngerung der Inkubationsdauer um weitere 24 Stunden erwies sich bei einer
Selektivanreicherung mit MKTTn in 98,6 % der Félle als unabdingbar. In Gruppe eins
(vgl. Tabelle 9-1) wurden die Salmonella-Wiederfindungsraten von 36,0 % bis 84,0 %
(Prozentsatz nach 24-stiindiger Selektivanreicherung und 24-stiindiger Subkultivierung)
durch eine Verldngerung der Inkubationsdauer auf Wiederfindungsraten zwischen 44,0
% und 96,0 % gesteigert. Dabei erwies sich eine Kombination von MKTTn-
Selektivanreicherung mit Subkultivierung auf XLT4-Agar oder ASAP-Agar als
iberlegen, denn hiermit wurden die hochsten Wiederfindungsraten von 96,0 % erzielt.
In hoéheren Einmischkonzentrationen, wie in Gruppe zwei und drei durchgefiihrt,
wurden die hochsten Wiederfindungsraten bereits ohne eine Verldngerung der
Inkubationsdauer erzielt. Eine Kombination mit MKTTn-Selektivanreicherung und den
chromogenen Ndhrmedien OSCM-Agar bzw. OSCM-Agar und MM-Agar erwies sich
bereits nach 24-stiindiger Selektivanreicherung und 24-stiindiger Subkultivierung als

tiberlegen (jeweils 100 %; vgl. Tabelle 9-2, Tabelle 9-3). Desweiteren wurden in der

zweiten Gruppe Wiederfindungsraten zwischen 58,5 % und 92,7 % bzw. nach
Verlidngerung der Inkubationsdauer zwischen 70,7 % und 95,1 % erzielt. In Gruppe drei
konnten die Wiederfindungsraten von 84,6 % bis 96,2 % (Prozentsatz nach 24-stiindiger
Selektivanreicherung und 24-stiindiger Subkultivierung) durch eine Verlingerung der

Inkubationsdauer um weitere 24 Stunden auf 96,2 % bis 100 % gesteigert werden.

4.3.4 Rappaport-Vassiliadis-Anreicherung mit Sojamehlpepton

Eine Verldngerung der Inkubationsdauer um weitere 24 Stunden erwies sich bei einer
RVS-Selektivanreicherung als entbehrlich. Sowohl unabhingig der eingemischten
Salmonella-Konzentration als auch der im Versuch eingesetzten festen Ndhrmedien
konnten bereits nach 24-stiindiger Selektivanreicherung in RVS und 24-stiindiger
Subkultivierung zu 100 % die hochste Salmonella-Wiederfindungsrate von jeweils 100

% erzielt werden (vgl. Tabelle 9-1, Tabelle 9-2, Tabelle 9-3).
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4.3.5 Vergleichende Untersuchungen zu den Referenznahrboéden

Beim Vergleich der Referenzndhrboden gemil DIN EN 12824:1998 und DIN EN ISO
6579:2003 konnte folgender Trend beobachtet werden: Unabhingig von der
Einmischkonzentration erbrachten eine 48-stiindige Selektivanreicherung mit SC-
Medium und 48-stiindige Subkultivierung auf dem Referenznihrboden BPLS deutlich
geringere Salmonella-Wiederfindungsraten. So wurden Wiederfindungsraten von nur
40,0 %, 51,0 % und 61,5 % erzielt. Im Vergleich dazu erbrachte eine 24-stiindige
Selektivanreicherung mit MKTTn-Medium und eine 24-stiindige Subkultivierung auf
dem Referenznihrboden XLD gemid3 DIN EN ISO 6579:2003 deutlich hohere
Wiederfindungsraten von 68,0 %, 95,0 % und 96,2 % (vgl. Tabelle 9-1, Tabelle 9-2
und Tabelle 9-3).

4.4 Teilversuch 3: Untersuchungen anhand nativer Lebensmittelproben

Fiir den kulturellen Nachweis von Salmonella spp. aus Fleisch sollten die bisher
geltende Referenzmethode nach § 64 LFGB mit dem neuen Verfahren nach DIN EN
ISO 6579:2003 anhand eines statistischen Tests auf Unterlegenheit methodisch
verglichen werden. Desweiteren wurden die festen Nahrmedien unabhédngig zueinander
hinsichtlich ihrer Effizienz beschrieben. Die Ergebnisse aus den Untersuchungen von
286 nativ kontaminierten Fleischproben werden in den nachfolgenden Abschnitten

dargestellt.
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4.4.1 Aerobe mesophile Keimzahl der Hackfleisch- und
Geflugelfleischproben

Im dritten Teilversuch wurden insgesamt 286 Hackfleisch- (n = 206) und
Gefliigelfleischproben (n = 80) aus dem Einzelhandel untersucht. Davon entfielen 132
Proben auf frisches Hack- und 74 Proben auf frisches Gefliigelfleisch (Tabelle 3-2).
Von den Lebensmittelproben aus frischen Matrizes wurde die aerobe mesophile
Keimzahl bestimmt. Der aerobe mesophile Keimgehalt der Hackfleischproben (n = 132)
lag zu 42 % (n = 55) oberhalb des Grenzwertes m gemill Verordnung (EG) 2073/2005
(Abbildung 4-4). In Abbildung 4-5 sind die Einzeldaten fiir den aeroben mesophilen
Keimgehalt der Gefliigelfleischproben (n = 74) dargestellt. 30 % (n = 22) der

Gefliigelfleischproben wiesen einen aeroben mesophilen Keimgehalt oberhalb des
empfohlenen Grenzwertes m fiir frisches Gefliigelfleisch gemif der mikrobiologischen
Spezifikationen der FAO bzw. des empfohlenen Grenzwertes m fiir mariniertes
Gefliigelfleisch gemédll der Empfehlung der Foderation der Schweizerischen
Nahrungsmittelindustrie auf (BAUMGART, 2002). Somit wiesen die aus dem
Einzelhandel bezogenen Hackfleisch- und Gefliigelfleischproben einen iiberwiegend

guten hygienischen Zustand auf.
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Abbildung 4-4: Aerobe mesophile Keimzahl von frischem Hackfleisch

(n = 132)
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4.4.2 Anteil Salmonella-positiver Hackfleisch- und Gefliigelfleischproben

Von den 286 Hackfleisch- und Gefliigelfleischproben waren insgesamt 39 (13,6 %) mit
Salmonellen kontaminiert. Davon entfielen 19 Proben auf frisches Hack- und
Gefliigelfleisch und 20 Proben auf nachuntersuchte, d. h. tiefgefrorene, bereits als

Salmonella-positiv bestitigte Lebensmittelproben (vgl. Kap. 3.2.2, Tabelle 4-16).

Demnach lag die Salmonella-Kontaminationsrate, bezogen auf die Gesamtheit der
Untersuchungen der jeweiligen frischen Matrix (vgl. Tabelle 3-2) bei 11,3 % fiir
frisches Schweinehackfleisch (Salmonella-positive Proben: n = 8), bei 9,8 % fiir
gemischtes Hackfleisch (Sal/monella-positive Proben n = 6) und bei 6,8 % fiir frisches
Gefliigelfleisch (Salmonella-positive Proben n = 5).

Bei 58 (Hackfleisch n = 52, Gefliigel n = 6) der tiefgefrorenen Lebensmittelproben (n =
80) handelte es sich um eine Nachuntersuchung zwischenzeitlich tiefgefroren gelagerter
Salmonella-positiver Einzelproben. Von den nachuntersuchten Proben erwiesen sich
Schweinehackfleisch (n = 5), gemischtes Hackfleisch (n = 8), Rinderhackfleisch (n = 5)
sowie Gefliigelfleisch (n = 2) als Salmonella-positiv. Dies entsprach, bezogen auf die
Gesamtheit der Untersuchungen der jeweiligen nachuntersuchten Matrix (vgl. Tabelle
3-2), einer Salmonella-Wiederfindungsrate von 34,6 % fiir nachuntersuchte Salmonella-
positive Hackfleischproben und einer Salmonella-Wiederfindungsrate von 33,3 % fiir

nachuntersuchte Salmonella-positive Gefliigelfleischproben.
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Tabelle 4-16: Teilversuch 3: Salmonella-positive Proben (n = 39) aus
Untersuchungen nativer Lebensmittelproben

Anzahl der Salmonella-positiven Proben

Untersuchungsmaterial Frische Nachuntersuchte Summe

Lebensmittelproben Lebensmittelproben

Hackfleisch, Schwein 8 5 13
Hackfleisch, gemischt 6 8 14
Hackfleisch, Rind 0 5 5
Geflugelfleisch 5 2 7
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4.4.3 Salmonella-Nachweishaufigkeit in Abhangigkeit von
Kultivierungsdauer und -nahrmedium

In Abbildung 4-6 und Abbildung 4-7 sind fiir die kulturelle Untersuchung von 39

Salmonella-positiven Hackfleisch- und Gefliigelfleischproben die Nachweisraten in
Abhingigkeit von der Kultivierungsdauer und den Ndhrmedien als Sdulendiagramme
dargestellt. Die Darstellung der Einzeldaten als Séulendiagramme erfolgte kumulativ
(vgl. Tabelle 9-4). Die hochste Nachweisrate gelang mit einer Selektivanreicherung in

RVS (97,4 %), gefolgt von MKTTn (94,9 %) und SC (38,5 %).

Eine Verldngerung der Inkubationsdauer um weitere 24 Stunden bei einer
Selektivanreicherung mit SC war unabdingbar, denn es fiihrte in allen Fillen zu einer
Erhohung der Salmonella-Nachweisrate. Dabei war XLT4 zur Subkultivierung den
anderen festen Nidhrmedien iiberlegen, weil hiermit die hochste Nachweisrate von 38,5

% erzielt wurde.

Eine Verldngerung der Inkubationsdauer um weitere 24 Stunden bei einer
Selektivanreicherung mit MKTTn war vorteilhaft, denn auch hier fiihrte es — mit
Ausnahme des ASAP-Mediums — zu einer Erhohung der Salmonellen-Nachweisrate.
Dabei erwies sich eine Kombination mit XLT4 auch hier als tiberlegen, weil damit die

hochste Nachweisrate von 94,9 % erzielt wurde.

Eine Verldngerung der Inkubationsdauer um weitere 24 Stunden bei einer
Selektivanreicherung mit RVS fiihrte zwar zu einer Erhohung der Salmonella-
Nachweisrate. Es erwies sich jedoch eine Kombination mit ASAP als iiberlegen, weil
bereits nach verkiirzter Anreicherungszeit die hochste Nachweisrate von 97,4 % erzielt
wurde. Desweiteren wurden Salmonella- Nachweisraten von 97,4 % mit XLT4 und MM
nach einer verldngerten Anreicherungszeit in RVS erzielt. Im Vergleich zu den
herkommlichen Né&hrmedien BPLS, XLD und XLT4 gelang mit den neuen
chromogenen Nihrmedien MM, ASAP und OSCM bereits nach verkiirzter
Anreicherungszeit in RVS — d. h. eine Verldngerung um weitere 24 h entfiel - eine
insgesamt hohere Nachweisrate (94,9 %; 97,4 % und 92,3 % gegeniiber 82,1 %; 89,7 %
und 89,7 %).
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Abbildung 4-6: Nachweisrate (%) von Salmonellen aus Salmonella-

positiven Hackfleisch- und Geflugelfleischproben (n = 39) in
Abhangigkeit von der Kultivierungsdauer und den
Nahrmedien: 1. Herkommliche Nahrmedien
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Nachweisrate (%) von Salmonellen aus Salmonella-
positiven Hackfleisch- und Gefligelfleischproben (n = 39)
in Abhangigkeit von der Kultivierungsdauer und den
Nahrmedien: 2. Chromogene Nahrmedien
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Desweiteren wurden die Nachweisraten hinsichtlich eines signifikanten Unterschieds
gepriift. Dabei blieben die Resultate einer Subkultivierung auf chromogenen
Néhrmedien - im Sinne eines zweiten Néhrbodens frei nach Wahl — unberiicksichtigt,
weil in Kombination mit einer Selektivanreicherung in RVS insgesamt die hochsten
Salmonella-Nachweisraten erzielt wurden. Dadurch entstand kein Unterschied mehr

zwischen altem und neuem Referenzverfahren.

Eine statistische Priifung mit dem MCNEMAR-Vorzeichentest ermittelte eine signifikant
hohere Nachweishdufigkeit (p = 0,000003) von Salmonellen mit einer verldngerten
Anreicherung in RVS und nachfolgender Subkultivierung auf BPLS im Vergleich zu

einer verlidngerten Anreicherung in SC (Tabelle 4-17).

Tabelle 4-17: Vierfeldertafel zum Vergleich einer verlangerten
Anreicherung in RVS und in SC-Medium anhand des
McCNEMAR-Vorzeichentests (MCNEMAR, 1947)

SC/BPLS (24
und 48 h
+ : >
RVS/BPLS (24 + 12 23 35
und 48 h)
. 1 250 251
s 13 273 286

p=
0,000003
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Die Nachweishdufigkeit von Salmonellen mit einer verkiirzten Anreicherung in RVS
und nachfolgender Subkultivierung auf XLD war hingegen nicht signifikant hoher (p =
0,375) als mit einer verkiirzten Anreicherung in MKTTn (Tabelle 4-18).

Tabelle 4-18: Vierfeldertafel zum Vergleich einer verkurzten Anreicherung
in RVS und in MKTTn anhand des MCNEMAR-
Vorzeichentests (MCNEMAR, 1947)

MKTTn/XLD (24
h)
+ : 2
RVS/XLD (24  + 31 4 35
h)
- 1 250 251
s 32 254 286

p=0,375
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Zwischen einer verkiirzten und einer verldngerten Anreicherungszeit in SC mit
nachfolgender Subkultivierung auf BPLS konnte ebenso keine statistisch signifikant

héhere Nachweishdufigkeit (p = 0,250) ermittelt werden (Tabelle 4-19).

Tabelle 4-19: Vierfeldertafel zum Vergleich einer verkirzten und einer
verlangerten Anreicherung in SC anhand des MCNEMAR-
Vorzeichentests (MCNEMAR, 1947)

SC/BPLS (24 h)
+ : y
SC/BPLS (24  + 9 3 12
und 48 h)
- 0 274 274
s 9 277 286

p=0,250
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Zwischen einer verkiirzten und einer verldngerten Anreicherungszeit in MKTTn mit
nachfolgender Subkultivierung auf XLD konnte ebenso keine statistisch signifikant

hohere Nachweishdufigkeit (p = 0,500) ermittelt werden (Tabelle 4-20).

Tabelle 4-20: Vierfeldertafel zum Vergleich einer verkirzten und einer
verlangerten Anreicherung in MKTTn anhand des
MCNEMAR-Vorzeichentests (MCNEMAR, 1947)

MKTTn/XLD (24
h)
+ : 2
MKTTn/XLD + 31 2 33
(24 und 48 h)
- 0 253 253
s 31 255 286

p=0,500
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Zwischen einer verkiirzten und einer verlingerten Anreicherungszeit in RVS mit

nachfolgender Subkultivierung auf XLD konnte ebenso keine statistisch signifikant

hohere Nachweishdufigkeit (p = 0,500) ermittelt werden (Tabelle 4-21).

Tabelle 4-21:

Vierfeldertafel zum Vergleich einer verkirzten und einer
verlangerten Anreicherung in RVS und Subkultivierung auf
XLD anhand des MCNEMAR-Vorzeichentests (MCNEMAR,
1947)

RVS/XLD (24 h)
+ : >
RVS/XLD (24  + 35 2 37
und 48 h)
- 0 249 249
s 35 251 286

p = 0,500
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Auch die statistische Priifung der Ergebnisse flir eine verkiirzte Anreicherung in RVS

mit nachfolgender Subkultivierung auf XLD erbrachte keine statistisch signifikant

hohere Nachweishédufigkeit (»p = 1,000) im Vergleich mit einer verlangerten
Anreicherung in RVS und nachfolgender Subkultivierung auf BPLS (Tabelle 4-22).

Tabelle 4-22:

Vierfeldertafel zum Vergleich einer verkurzten und einer
verlangerten Anreicherung in RVS und Subkultivierung auf
XLD und BPLS anhand des MCcNEMAR-Vorzeichentests
(MCNEMAR, 1947)

RVS/XLD (24 h)
+ : 2
RVS/BPLS (24 + 33 2 35
und 48 h)
] 2 249 251
5y 35 251 286

p=1,000
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Eine verkiirzte Anreicherung in RVS mit nachfolgender Subkultivierung auf BPLS
erbrachte keine statistisch signifikant hohere Nachweishdufigkeit (p = 0,250) im
Vergleich mit einer verlingerten Anreicherung in RVS und nachfolgender

Subkultivierung auf BPLS (Tabelle 4-23).

Tabelle 4-23: Vierfeldertafel zum Vergleich einer verkurzten und einer
verlangerten Anreicherung in RVS und Subkultivierung auf
BPLS anhand des MCNEMAR-Vorzeichentests (MCNEMAR,

1947)
RVS/BPLS (24 h)
+ : >
RVS/BPLS (24 + 32 3 35
und 48 h)
- 0 251 251
3 32 254 286

p=10,250
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4.4.4 Vergleich der kulturellen Referenzmethoden: Statistischer Test
auf Unterlegenheit

Anhand einer Stichprobe von 286 Hackfleisch- und Gefliigelfleischproben mit
insgesamt 39 Salmonella-positiven Proben wurden folgende Bedingungen iiberpriift:
Als Bedingung fiir die Testwahrheit oder alte Referenzmethode (,,Alte Methode*)
galten die Ergebnisse, die mit den Selektivanreicherungen SC und RVS mit verlidngerter
Anreicherungszeit (d.h. 24 Stunden und weitere 24 Stunden bei negativem Ergebnis),
Subkultivierung auf BPLS-Ndhrboden und Nachweis von mindestens flinf Kolonien
erzielt wurden. Als Bedingung fiir die Testvariante oder neue Referenzmethode (,,Neue
Methode*) galten die Ergebnisse, die mit den Selektivanreicherungen MKTTn und RVS
mit verkiirzter Anreicherungszeit, Subkultivierung auf XLD und Nachweis von
mindestens einer Kolonie erzielt wurden. Tabelle 4-24 zeigt die dazugehorige
Vierfeldertafel. 37 der positiven Proben erfiillten die oben genannten Bedingungen. Je
eine Probe konnte sowohl mit der ,,alten Methode* als auch der ,,neuen Methode* nicht
nachgewiesen werden. Die relative Genauigkeit oder ,,Accuracy®, definiert nach DIN

EN ISO 16140:2003, der verglichenen Verfahren lag demnach bei 89,7 %.

Statistisch betrachtet konnte zwischen der alten und der neuen Referenzmethode kein
signifikanter Unterschied gezeigt werden (p = 1,000). Die Anzahl der Wechsler
zwischen Falsch-Negativen und Falsch-Positiven war nicht signifikant grof. Daher muf3
die Nullhypothese, formuliert als Aussage ,,Die neue Methode ist nicht schlechter als
die alte Methode®, unberechtigterweise beibehalten werden. Die aufgestellte
Nullhypothese beizubehalten, bedeutet jedoch eine statistisch schwache Aussage zu
formulieren, weil die sogenannte Teststirke oder Trennschirfe (,,Power”, engl.) des
durchgefiihrten Tests zu gering ist. Nach WALLIS (1980) ist die Power eines Tests
definiert als die Wahrscheinlichkeit, die der Nullhypothese H, gegeniibergestellte

richtige Alternativhypothese H, als solche zu erkennen.
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Tabelle 4-24: Vierfeldertafel zum Vergleich der Salmonella-
Referenzmethoden anhand des MCNEMAR-Vorzeichentests
(MCNEMAR, 1947)

Neue Methode
+ - 2
Alte Methode + 35 1 36
- 1 249 250
> 36 250 286

p =1,000
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4.4.5 Sensitivitat, Spezifitat und Produktivitat der Selektivnahrmedien

Das Leistungsvermodgen der Selektivndhrmedien wurde sowohl im ersten Teilversuch
anhand des Wachstums von Priifstimmen (vgl. Kap. 4.1) als auch im dritten
Teilversuch anhand von Einzelbeobachtungen aus der Untersuchung nativer
Lebensmittelproben beurteilt. So wurde fiir die Berechnung der Sensitivitdt von der
Option ausgegangen, dass mindestens fiinf Kolonien bestitigt werden mussten.
Demnach wurde fiir BPLS eine Sensitivitit von 90,7 %, fiir XLD und OSCM von 95,1
% sowie fir XLT4, MM und ASAP von 97,5 % ermittelt. Verringerte man die Vorgabe
auf eine Bestitigung von mindestens einer Kolonie, dann konnte die Sensitivitdt der
Néhrmedien gesteigert werden, u.z. fiir BPLS auf 95,1 %, fiir OSCM auf 97,5 % und fiir
XLT4, MM und ASAP auf 100 %. Fiir die Spezifitidt wurden geringere Werte ermittelt.
So wurde demnach fiir XLD eine Spezifitit von 79,9 %, fir OSCM von 82,9 %, fiir
MM von 85,8 %, fiir BPLS von 87,9 % sowie fiir XLT4 und ASAP von 93,6 %
berechnet. Eine besonders hohe Produktivitét erzielten die Elektivmedien BPLS (n =
75; x = 3,0; s = 0,67) und MM (n = 88; x = 3,0; s = 0,5). Die herkdmmlichen
Nihrmedien XLD (n=79;x=2,6; s = 0,77) und XLT4 (n = 90; x = 2,6; s = 0,79) sowie
die chromogenen Nihrmedien OSCM (n = 83; x = 2,6; s = 0,5) und ASAP (n = 86; x =

2,5; s =0,5) erzielten eine geringere Produktivitét.
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4.4.6 Anzahl und Verteilung der isolierten Salmonella-Serovare

Aus 39 Salmonella-positiven Hackfleisch- und Gefliigelfleischproben konnten 43
Salmonellen-Stimme isoliert werden, unter denen sich 8 unterschiedliche Serovare und
2 nicht weiter typisierbare Salmonellen-Stimme befanden. Unter den 43 Isolaten
dominierte der Serovar S. Typhimurium (n = 21) mit den Subtypen DT 104 B low, DT
104 L, DT 012 und RDNC. In abnehmender Haufigkeit wurden die Serovare S. Infantis
(n=28), S. Saintpaul (n = 3), S. Senftenberg (n = 1), S. Derby (n = 1), S. [-Rauhform (n =
1), S. Paratyphi B d-Tartrat-positiv (n = 1) und S. Enteritidis PT1 (n = 1) sowie nicht
weiter typisierbare Salmonellen der Gruppe B (n = 1) und Gruppe D1 (n = 5) gefunden.
In einigen Féllen konnten mehrere Serovare in einer einzigen Probe nachgewiesen

werden (Tabelle 4-25).

Die Durchfiihrung einer Resistenzbestimmung gemill § 64 LFGB L 00.00-20a (vgl.
Kap. 3.3.3.2) zeigte, dass sich einzelne Stimme der Serovare S. Paratyphi B d-Tartrat-
positiv und S. Saintpaul, die aus der Matrix ,,Gefliigelfleisch* isoliert wurden, durch den
Besitz multipler Resistenzen auszeichneten. Einzelne Stimme der Serovare S.
Typhimurium Phagentyp DT 012 und RDNC, die mehrfach aus der Matrix ,,Rinder-
und Schweinehackfleisch® isoliert werden konnten, zeichneten sich ebenso durch eine

Multiresistenz aus (Abbildung 4-8).
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Tabelle 4-25: Anzahl und Verteilung der Salmonella-Isolate (n = 43) aus

39 Hackfleisch- und Geflugelfleischproben

Salmonellen-Isolate aus Hackfleisch und
Geflugelfleisch

Anzahl positiver Tierart Anzahl Staimme  Serovar bzw.
Proben (n) Gruppe

(n)

13 Schwein 17 S. Typhimurium
DT 012 (n=5), S.
Typhimurium DT
1041 (n = 2), S.
Derby (n=1), S.
Subspezies I-
Rauhform (n = 1),
S. Infantis (n = 2),
S. der Gruppe D
1(n=25), S.der
Gruppe B (n=1)

5 Rind 5 S. Typhimurium
RDNC (n = 5)

14 Schwein und Rind 14 S. Typhimurium
DT 104B low (n =
7), S. Infantis (n =
5), S.
Typhimurium DT
012(n=1), S.
Typhimurium DT
104 low (n=1)

7 Geflugel 7 S. Saintpaul (n =
3), S. Infantis (n =
1), S. Paratyphi B
d-Tartrat positiv
(n=1),S.
Enteritidis PT 1 (n
=1), S.
Senftenberg (n =
1)
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Resistenzen

S. Paratyphi B d-Tartrat positiv S. Saintpaul
(n=2) (n=3)
Geflugelfleisch
Resistenzen
CHL CHL CHL
GEN AUG2
STR STR
FFN FFN

SMX

S. Typhimurium DT 012
(n=1)

S. Typhimurium RDNC

(n=2)

Hackfleisch aus Rind- und
Schweinefleisch

Legende:

SMX
SPE
SXT
TMP

Sulphamethoxazol
Spectinomycin

Trimethoprim

Sulphamethoxazol/Trimethoprim

STR
AMP
NAL
FFN

Abbildung 4-8:

Streptomycin
Ampicillin
Nalidixinsaure
Florfenicol

Rinderhackfleisch

GEN Gentamycin
AUG2 Amoxicillin:Clavulansaure 2:1

TET Tetracyclin

CHL Chloramphenicol

Multiresistente Salmonella-Stamme (n = 8), isoliert aus 39

Salmonella-positiven Hackfleisch- und Geflugelfleisch-

proben
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4.4.7 Kolorimetrische Bestatigung mit O.B.I.S.

Es sollte tiberpriift werden, ob mit ,,0.B.L.S. Sa/monella Test* (Fa. Oxoid) die in der
Routinediagnostik  erforderliche = Anzahl der vollstindigen  biochemischen
Identifikationen Salmonella-prisumtiver Kolonien gesenkt werden konne (Kap.
3.2.4.1). So wurden 180 einzelne, prasumtive Kolonien getestet und es konnte gezeigt
werden, dass der ,,0.B.1.S. Salmonella Test* (Fa. Oxoid) ein zuverldssiges Screening-
Verfahren darstellt. Sowohl einzelne Isolate von Sal/monella spp. als auch Citrobacter
spp. und Proteus spp. konnten, unabhingig der zu untersuchenden Matrix Hackfleisch
oder Gefliigelfleisch, eindeutig identifiziert werden. Im Vergleich mit den
biochemischen, serologischen und molekularbiologischen Bestitigungsverfahren

wurden zu 100 % tibereinstimmende Ergebnisse erzielt (Kap. 3.3.3).

Tabelle 4-26: Kolorimetrische Bestatigung mit dem O.B.I.S. Salmonella
Test

Prasumtive | NPA* PYR** Salmonella- | invA- Api20E*****

Kolonien Antiserum*** | PCR****

(n)

60 - - + + Salmonella
spp.

60 + - - - n. d.

60 - + - - n. d.

* Phenylalanin-Deaminase-(NPA)-Aktivitat

** Pyroglutamyl-Aminopeptidase-(PYRase)-Aktivitat
b Serologische Bestatigung

****  Molekularbiologische Bestatigung

***** Biochemische Bestatigung

n.d. Nicht durchgefiihrt
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5 Diskussion

5.1 Methodische Aspekte

5.1.1 Zusammensetzung der Nahrmedien

Die in den eigenen Untersuchungen eingesetzten Fertigndhrmedien sollten in ihrer
Zusammensetzung den in den Referenzverfahren zitierten Rezepturen entsprechen.
Daher musste auf Produkte unterschiedlicher Hersteller zuriickgegriffen werden. So
entsprach die Zusammensetzung des gepufferten Peptonwassers (Fa. Merck, Kapitel
3.2.3) der Rezeptur gemill der amtlichen Standardmethode nach DIN EN 12824:1998.

Zum Zeitpunkt der Versuchsdurchfiihrung im Jahr 2001/2002 war ein im Sinne der
horizontalen Norm modifiziertes BPW mit Caseinpepton kommerziell noch nicht zu
beziehen. Dabei scheint Caseinpepton nicht unbedingt eine hdhere biologische
Wertigkeit als z. B. Proteosepepton aufzuweisen, zumal die Qualitdt eines Nahrbodens
im Allgemeinen trotz identischer Rezeptur von Hersteller zu Hersteller schwanken kann

(REISSBRODT et al., 1995; BAYLIS et al., 2000).

Auch die Zusammensetzung des Selenit-Cystin-Mediums (Fa. Oxoid, Kapitel 3.2.3)
entsprach der Rezeptur gemidfl DIN EN 12824:1998. Die Salmonella-

Anreicherungsbouillon nach Rappaport und Vassiliadis mit Sojamehlpepton (Fa.

Merck, Kapitel 3.2.3) entsprach hingegen einer Rezeptur der veralteten Norm ISO
6579:1993. Zum Zeitpunkt der Versuchsdurchfiihrung im Jahr 2001/2002 war ein im
Sinne der horizontalen Norm modifiziertes RVS kommerziell noch nicht zu beziehen.

Die Tetrathionat-Anreicherung nach Muller Kauffmann mit Novobiocin (Fa.

Biokontrol, Kapitel 3.2.3) war hingegen vergleichbar mit der Rezeptur des
Normentwurfs ISO/DIS 6579:2000. Desweiteren wurde der MKTTn-Fertigndhrboden

der Fa. Biokontrol im Jahr 2000 im internationalen Ringversuch des europdischen
Projektes SMT CT 96 2018 (Anhang C, DIN EN ISO 6579:2003) eingesetzt
(personliche Mitteilung, PD DR. HEINZ BECKER, Lehrstuhl fiir Hygiene und
Technologie der Milch, LMU Miinchen, 2001). Auch die Zusammensetzung des BPLS-
Agars (Fa. Oxoid, Kapitel 3.2.3) entsprach der Rezeptur gemédfl DIN EN 12824:1998.
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Der XLD-Agar (Fa. Sifin, Kap.3.2.3) entsprach der Rezeptur einer APHA-Empfehlung
von 1992, die wiederum vergleichbar ist mit der XLD-Rezeptur gemi3 dem neuen

Standard DIN EN ISO 6579:2003.

5.1.2 Neues horizontales Referenzverfahren

In eigenen Untersuchungen sollte die Hypothese gepriift werden, ob ,die neue
Referenzmethode zu erwarten schlechter sei”. Der Entwurf ISO/DIS 6579:2000 war
mehrfach diskutiert und iiberarbeitet worden, bevor im Jahr 2002 eine Ubernahme

dieser ISO-Norm durch CEN erfolgte.

Der Entwurf zur ISO/DIS 6579:2002 war ein ,,Final Draft International Standard
(engl.)*, was bedeutet, dass keine iiber redaktionelle Fragen hinausgehende
Kommentare und Anderungswiinsche der Mitgliedstaaten mehr beriicksichtigt wurden.
Dem Entwurf hatten zwei Lander, darunter Deutschland, aus folgenden Griinden nicht
zugestimmt: bemédngelt wurde der Verzicht auf einen zweiten Ausstrich nach 48 h, die
Empfehlung MKTTn bei 37 °C anstatt 43 °C zu bebriiten, die Empfehlung ein
Shigellen-Selektivndhrmedium einzusetzen und die Tatsache, dass der Nachweis
typhoider Stimme nicht gewéhrleistet ist. Desweiteren gelang es nicht, im Rahmen der
Revision einen Ringversuch zu starten, der tatsdchlich das alte mit dem neuen
Verfahren verglich. Auch der internationale Milchwirtschaftsverband (IDF) lehnte
diesen Entwurf ab und entschloss sich im Jahr 2001 eine eigene Methode — die ISO
6785:2001 IDF 93 - zu empfehlen, die inhaltlich weitestgehend identisch mit der Norm
DIN EN 12824:1998 ist (BECKER und MARTLBAUER, 2002).

Der XLD-Néhrboden erscheint als Referenznihrboden fiir die revidierte ISO-Methode
6579:2002 ungeeignet, weil er von TAYLOR (1965) XLD urspriinglich fiir den Bereich
der klinischen Mikrobiologie entwickelt wurde, um Shigellen und andere pathogene
Darmbakterien nachzuweisen. Fiir den spezifischen Nachweis von Salmonellen aus
Lebensmitteln beschrieb TAYLOR zudem einen eigenstindigen Selektivndhrboden, den

XLBG.
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Auch VAN DER ZEE (2003) diskutierte die Problematik, dass XLD-Medium, eingesetzt
als Referenzndhrboden, keine atypischen Stimme wie H,S-negative oder Laktose- und
Saccharose-positive Stimme als Sa/monella-prasumtive Kolonien nachweist. Daher
wurde durch den Autor empfohlen, diese diagnostischen Liicken bei der Auswahl des
zweiten Selektivndhrbodens zu beachten und nach Moglichkeit einen geeigneten

Nahrboden auszuwahlen.

Desweiteren ist zu beriicksichtigen, dass auch aus fliissigen Selektivanreicherungen
einzelne Serovaren nicht detektiert werden konnen. So beschrieben bereits RAPPAPORT
et al. (1956) die Besonderheit, dass S. Typhi im sog. R-Medium nicht wéchst. Ebenso
ist beschrieben worden, dass S. Paratyphi in Tetrathionat-Anreicherung nicht wichst
und S. Anatum-Stimme empfindlich auf eine Anreicherung in Selenit-Bouillon
reagieren. Demnach empfahlen die Autoren die Selenit-Bouillon, weil sie am besten

geeignet sei, um S. Typhi anzureichern.

Ferner beschrieben PETERZ et al. (1989), dass in RV-Medium sowohl aus eigener
Herstellung als auch in Form von Fertigndhrbdden das Wachstum des Stamms S. Dublin
bei Inkubationstemperaturen von 43 °C vollstdndig unterdriickt wurde. Auch bei 42 °C
konnte bei Fertigndhrmedien einzelner Hersteller eine Hemmung von S. Dublin

beobachtet werden.

So bewerteten BECKER et al. (2003) das Protokoll nach ISO 6579:2002 und haben die
Standardselektivanreicherungen RVS und MKTTn als nicht geeignet erachtet, um auch
typhoide Stimme nachzuweisen. Die Autoren bezeichneten es als widerspriichlich, dass
der ,,Scope‘ des ISO-Protokolls einerseits den Nachweis von S. Typhi und S. Paratyphi
einschlieft und andererseits vor der geringen Sensitivitdt zum Nachweis von typhoiden

Stammen warnt.
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5.1.3 Optimale Inkubationstemperaturen fiir die Tetrathionat-
Anreicherung

In den eigenen Untersuchungen wurde nicht vom methodischen Vorgehen der ISO-
Norm abgewichen, obwohl die empfohlene Inkubationstemperatur von 37 °C fiir
MKTTn in der Literatur kontrovers diskutiert wird. Aus Griinden der Arbeitsersparnis
wurde darauf verzichtet, eine parallele MKTTn-Anreicherung bei zwei
unterschiedlichen Temperaturen (37 °C und 43 °C) zu priifen. In der Literatur finden

sich unterschiedliche Empfehlungen und Erfahrungswerte.

Urspriinglich empfahl KAUFFMANN (1935) fiir die Anreicherung von Fézes in MKTT-
Medium eine 16 bis 20-stiindige Inkubationsdauer bei 37 °C. D"A0UST (1981) sprach
sich gegen eine Inkubationstemperatur von 43 °C speziell fiir MKTT aus, weil mit einer
zu starken Hemmung des Salmonellen-Wachstums zu rechnen sei. In Untersuchungen
anhand verschieden konzentrierter Inokula von Salmonella-Priifstimmen, durchgefiihrt
in den Jahren 1974 und 1977 sowohl von VASSILIADIS et al. als auch von VAN
SCHOTHORST et al., konnte demonstriert werden, dass eine Inkubationstemperatur von
37 °C anstatt von 43 °C die Nachweisrate bei der Kultivierung in MKTT-Bouillon um
bis zu 30 % erhoht (MACKEY, 1985). Auch die Food and Drug Administration (FDA)
empfahl im Jahr 1992 eine Inkubationstemperatur von 35 °C fiir TT-Bouillon (BECKER
et al, 1993). Zur Erh6éhung der Sensitivitit bei Untersuchungen von gering
kontaminierten Proben empfahl REISSBRODT (1995) die Inkubationstemperatur auf 37

°C abzusenken.

Andererseits bewerteten BECKER et al. (2003) das Protokoll nach ISO 6579:2002 und
erachteten den Ersatz der Selenit-Cystin-Bouillon durch MKTTn als nicht
gerechtfertigt, weil die bisher vorhandenen Daten aus dem Bereich der
mikrobiologischen Lebensmitteldiagnostik keinerlei Riickschliisse iliber die Effizienz
der modifizierten Tetrathionat-Anreicherung zulassen. Weder die Verringerung der
Inkubationstemperatur auf 37 °C noch die Novobiocin-Substitution nach JEFFRIES
(1959) sind ausreichend wissenschaftlich untersucht worden. PIETZSCH et al. (1975)
erzielten bei der Untersuchung von 180 Volleiproben im Vergleich mit Selenit-Cystin-

Anreicherung die einheitlichsten Resultate mit einer Tetrathionat-Anreicherung nach
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Muller Kauffmann bei 43 °C {iber 48 Stunden. Auch VAN LEUSDEN et al. (1982)
empfahlen fiir eine MKTT-Anreicherung eine 24 bis 48-stiindige Anreicherung bei 43
°C. Bei zu niedrigen Bebriitungstemperaturen kann sich ansonsten die Begleitflora zu
stark vermehren. In der Untersuchung an 97 Vollei- und Eigelbproben von YDE und
GHYSELS (1984) erzielte eine MKTT-Anreicherung bei 43 °C im Vergleich zu SC- und
RV-Medium die hochste Nachweisrate von 96 %. MULLER et al. (1997) konnten anhand
eines Monitorings von 5.000 Umgebungsproben aus dem Bereich der
Gefliigelproduktion zeigen, dass eine Anreicherung in MKTT (42 °C) eine Sensitivitét
von 99,1 % im Vergleich zu RV-Bouillon mit einer Sensitivitdt von nur 74,9 % erzielt.
HOORFAR und MORTENSEN (2000) konnten anhand von 183 untersuchten
Schweinekotproben belegen, dass eine Anreicherung in MKTTn (41,5 °C) gemél ISO
6579-Rezeptur im Vergleich zur SC-Bouillon (41,5 °C) die Sensitivdt eines 24-

stiindigen Anreicherungsverfahrens signifikant erhoht.

5.1.4 Verschiedene Methoden zur artifiziellen Kontamination von
Lebensmittelmatrizes

Die Methode der artifiziellen Kontamination ist fiir die Evaluierung von
mikrobiologischen Methoden von grof3er Bedeutung. Haufig liegen nativ kontaminierte
Proben nicht in ausreichender Menge vor, um verschiedene Verfahren daran zu
iiberpriifen. So entwickelten die Labore des ,,National Institute of Public Health* in
Bilthoven in Zusammenarbeit mit der Europdischen Kommission fiir ,,Standards,
Measurements and Testing Programs® zur Evaluierung des ISO 6579-Verfahrens
Referenzmaterial in Form von Gelatinekapseln mit Milchpulver. Das Milchpulver
wurde kiinstlich mit 5 KbE S. Typhimurium kontaminiert. Der Nachteil der artifiziellen
Kontamination besteht im Allgemeinen jedoch darin, dass Labor-adaptierte Priifstimme
eingesetzt werden. So wurden alternativ subletal geschéddigte Stimme in die Matrix

eingeimpft, um Feldisolate zu imitieren (IN'T VELD et al., 1996).

Das eigene Vorgehen entsprach einer neueren Methodik einer gemeinsamen Studie der
kanadischen Untersuchungsamter (,,Health Protection Branch®, engl.) zur Validierung
von Salmonella-Schnellnachweismethoden anhand des HPB-Referenzverfahrens

(WARBURTON et al., 1994). Die Autoren wéhlten eine zweimalige Anreicherung des



5.1 Methodische Aspekte 131

Priifstamms in Tryptose-Phosphat-Bouillon, um anschlieend die Kultur dekadisch zu
verdiinnen und mit 0,5 ml der 10®-Verdiinnungsstufe 25 g Probe zu kontaminieren. Der

erwartete Salmonella-Keimgehalt lag bei unter 1 KbE/g.

In der Literatur werden jedoch zahlreiche Variationen zum methodischen Vorgehen
beschrieben. In élteren Studien von EDEL und KAMPELMACHER (1973) wurden 10 g
Hackfleisch sowohl mit der hohen Dosis von 10° KbE einer kiinstlichen Begleitflora-
Kultur als auch mit 0,1 g Milchpulver, welches wiederum einen subletal geschidigten S.
Utrecht-Stamm enthielt, dotiert. Die Proben wurden drei Tage vor Untersuchungsbeginn
vorbereitet und gekiihlt gelagert. In neueren Studien wurden vorzugsweise geringe
Einmischkonzentrationen pro g Lebensmittel gewéhlt. FELDSINE und FALBO-NELSON
(1995) kontaminierten Proben von Fleischwaren und Meeresfriichte mit lyophilisierten
Stimmen und berechneten die Anzahl der eingemischten Zellen pro Gramm
Lebensmittel mittels MPN-Verfahren. RICHTER at al. (2000) kontaminierten 223 Milch-
und Weichkédseproben mit zum Teil hitzegeschiddigten Priifstimmen. Es wurden 1 bis
10 und 10 bis 100 KbE/25 g eingemischt. Eine erfolgreiche Hitzeschiddigung der
Stimme wurde iiber ein Anwachsen der Kontrollen in BPW sowie einer gleichzeitigen

Wachstumshemmung in RVS bestitigt.

5.1.5 Probenahmeverfahren am Gefliigelschlachttierkorper: ,,Broiler
Carcass Rinsing“

Die gingigen Probenahmetechniken fiir die mikrobielle Untersuchung von
Gefliigelschlachttierkorpern oder Broilern sind das Abspiilen (,,Carcass Rinsing®, engl.),
die Hautexzision und das Tupfer-Verfahren. Das Abspiilen wurde in der Literatur in
vielen verschiedenen Varianten beschrieben (Cox et al., 1981). In dlteren Studien
beschreiben VAN LEUSDEN et al. (1982) ein Verfahren nach VAN SCHOTHORST et al.
(1972), bei dem der aufgetaute Gefliigelbroiler im gepufferten Peptonwasser geschiittelt
wird. Dabei kann das Auftauwasser wahlweise in die Voranreicherung iiberfiihrt
werden. VASSILIADIS et al. (1984) nutzten fiir die Untersuchung von Gefliigel die
Methode des Abspiilens in 500 ml BPW. Danach wurde das Gefliigel entnommen und
die Bouillon bei 37 °C fiir 18-22 h inkubiert.
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Fiir die eigenen Untersuchungen wurde die Abspiilmethode gewéhlt, weil sie vor allem
in neueren Studien als vorteilhaft bewertet wird. So verglichen MCEvOY et al. (2005)
die Abspiilmethode mit destruktiven Verfahren und Tupfermethode. Dabei erzielte eine
modifizierte Abspililmethode eine hohere Nachweisrate als einseitig oder zweiseitig
eingesetzte Tupfer. Durch das Abspiilen des gesamten Tierkdrpers wurde im Gegensatz
zum Abtupfern von Teilbezirken die Salmonella-Wiederfindungsrate optimiert.
JORGENSEN et al. (2002) verglichen auch die unterschiedlichen Probenahmetechniken
am Gefliigelschlachttierkdrper und erzielten differierende Ergebnisse hinsichtlich der
Salmonellen-Nachweisrate. Der Broiler wurde in 310 ml BPW gespiilt, und davon
wurde ein Aliquot von 25 ml zur weiteren Untersuchung entnommen. Dabei erwies sich
die Abspiilmethode in ihren Untersuchungen als signifikant schlechter wie die Methode

der Halshautexzision.

Die eigene Methode entspricht einem neueren Vorgehen nach AHO (1992). Der Autor
empfahl bei der Untersuchung von hergerichteten Tierkorpern das Abspiilen und
Kneten von ganzen Broilern. Der Tierkorper wird in 200 bis 500 ml 1 %-igem BPW
gespiilt und von Hand fiir 3 Minuten geknetet. Diese Methode imitiert ndmlich eine
mogliche Kontamination sauberer Oberflachen in Betrieben oder Privathaushalten bei

der Verarbeitung oder Zubereitung.

5.1.6 Berechnung der Ergebnisse

Die eigene Methode zur Priifung der sechs verschiedenen selektiven
Subkultivierungsmedien ist mit dem neuen Standardverfahren geméfl DIN EN ISO/TS
11133-2:2004 vergleichbar und demnach als ausreichend und aussagekriftig zu
bewerten. Die Methode zur ,,Leistungspriifung von Ndhrmedien* nach DIN EN ISO/TS
11133-2:2004 beschreibt ein quantitatives und ein qualitatives Verfahren zur Erfassung
der Produktivitit und Spezifitdt von fliissigen und festen Ndhrmedien. Fiir selektive

Subkultivierungsmedien wie XLD ist ein rein qualitatives Verfahren vorgesehen.

Gemadll SHERROD et al. (1995) wurde in den eigenen Untersuchungen das Auftreten
einer prasumtiv erscheinenden Kolonie als falsch-positive Reaktion gewertet, wenn sie

nicht als Salmonella spp. bestitigt werden konnte. Als falsch-negative Reaktion wurde
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das Fehlen von Salmonella-Kolonien auf einem einzelnen Selektivndhrboden gewertet,
wenn zeitgleich Salmonellen mit einem oder mehreren Selektivndhrboden

nachgewiesen werden konnten.

Die Berechnung der Sensitivitit und Spezifitit fiir die Ndhrmedien wurde aus der
Datenmatrix der Untersuchungen nativer Lebensmittelproben abgeleitet, die zunichst
als unabhédngige Stichprobe betrachtet wurde. Alle Proben haben die gleiche
Wabhrscheinlichkeit und werden einmal untersucht. Nach BEUMER et al. (1991) werden
dabei die Sensitivitdt und die Spezifitit einer Methode nachteilig von der Zahl der

Falsch-Negativen und der Zahl der Falsch-Positiven beeinflusst.

Die Ergebnisse aus den Untersuchungen nativer Lebensmittelproben (n = 286) wurden
deweiteren anhand eines verteilungsunabhédngigen Tests als nichtparametrische
Hypothese  iiberpriift. Auch in aktuellen Arbeiten werden zunehmend
Forschungsergebnisse  anstatt mit einer deskriptiven Auswertung anhand
nichtparametrischer Hypothesen gepriift und aufbereitet. So priiften CHAMPAGNE et al.
(2005) eine Nullhypothese mit der  Aussage, ob verschiedene
Direktanreicherungsverfahren fiir den Nachweis von Salmonellen aus Schweinekot die

gleiche Nachweisrate erbringen.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

5.2.1 Fehlerhafte Detektion einzelner Serovaren

In eigenen Untersuchungen wurde anhand von ausgewihlten typischen (n = 23),
atypischen (n = 4) Salmonella-Priifstimmen sowie Non-Salmonella-Prifstimmen (n =
9) gezeigt, dass die sechs Selektivndhrmedien im Mittel eine maiBige bis gute
Produktivitit aufwiesen und eher als elektiv, weniger als selektiv zu bewerten waren.
Hingegen relativierte sich diese Beobachtung bei der Untersuchung nativ kontaminierter
Proben (n = 286). So erwiesen sich BPLS und MM als besonders produktive
Néhrmedien (,,Salmonellen-Wachstum auf dem 1. und 2. Impfstrich®) im Vergleich zur

Produktivitit von XLD, XLT4, ASAP und OSCM (,,Wachstum von 5-10 Kolonien*).
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Von den 23 Salmonella-Priifstimmen, die typische kulturelle Merkmale aufwiesen,
zeigten einige Stimme (n = 6) ein Wachstum von rauen Kolonien, d. h. von Kolonien in
der so genannten R-Form (,,rough®, engl.). Werden die O-spezifischen Seitenketten an
der Oberfliche der Zellwand gramnegativer Bakterien nicht entwickelt, fiihrt dies zu
einer verdnderten Morphologie, d. h. zu unregelméaBig begrenzten, flachen Kolonien im
Gegensatz zu den sonst glatten Kolonien in S (,,smooth®, engl.)-Form. Anzumerken ist,
dass sich serologische und kulturmorphologische Rauformen nicht immer decken.
Serologische Rauformen konnen mit den gegen die Antigendeterminanten der Glattform
gerichteten, spezifischen Antiseren nicht mehr reagieren (BURKHARDT, 1992). Nur mit
dem Miller-Mallinson-Medium gelang nach 24-stiindiger Subkultivierung ein
zuverldssiger Nachweis charakteristischer Kolonien aller getesteten Priifstimme (n =
36). Auf den tibrigen festen Selektivmedien wurden die Priifstimme von S. Senftenberg,
S. Derby, S. Dublin, Salmonella arizonae, Citrobacter freundii und Pseudomonas
aeruginosa hingegen fehlerhaft im Sinne von Falsch-Negativ bzw. Falsch-positiv
detektiert. Die uneingeschriankte Einsatzfdhigkeit von MM konnte somit in den eigenen

Untersuchungen bestitigt werden.

Miller-Mallinson-Medium wurde entwickelt, um sowohl non-typhoide als auch
typhoide Salmonellen-Stimme in klinischen und lebensmitteldiagnostischen Proben
nachzuweisen (MILLER und MALLINSON, 2000). Der Einsatz von MM-Agar ist insofern
von groflem diagnostischem Interesse, als dass in der neuen horizontalen
Referenzmethode explizit auf die Notwendigkeit eines effizienten Selektivndhrmediums
verwiesen wird. In der Norm DIN EN ISO 6579:2003 wird unter Punkt 4.4 gefordert,
dass ein zweites festes Selektivndhrmedium ausgewdhlt werden sollte, welches
insbesondere zur Isolierung von Laktose-positiven Salmonellen einschlieBlich

Salmonella Typhi und H,S-negativen Paratyphi A-Stimmen geeignet ist.

Kein fester Selektivndahrboden ist fiir den alleinigen Gebrauch idealer Weise geeignet.
Daher wird auch in der Literatur empfohlen, immer zwei unterschiedliche Nahrmedien
einzusetzen, um anhand der unterschiedlichen Nachweissysteme eine mdgliche Vielzahl
von unterschiedlich empfindlichen Serovaren nachzuweisen (REISSBRODT, 1995; VAN
DER ZEE, 2003).
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Der Priifstamm S§. Senftenberg (DSM 10062) konnte die im MM-Agar enthaltenen

organischen Schwefelverbindungen, wie z. B. Cystein, sichtbar zu Schwefelwasserstoff
abbauen. Aus anorganischen Schwefelverbindungen, wie z. B. Thiosulfat, welches
ausschlieflich in XLD und XLT4 enthalten ist, wird hingegen kein Schwefelwasserstoff
freigesetzt. Nach MALLINSON et al. (2000) werden solche Salmonella spp. als sehr
schwache (,,ultraweak®, engl.) H,S-Bildner bezeichnet. Salmonella spp. , die sowohl aus
anorganischen als auch organischen Schwefelverbindungen Schwefelwasserstoff
freisetzen, werden je nach Koloniemorphologie als starker (,,strong®, engl.) oder
schwacher (,,weak®, engl.) H,S-Bildner bezeichnet. Der Bakterienstamm Salmonella
Senftenberg (DSM 10062) wurde bisher auf cysteinhaltigen Nahrbdden nicht iiberpriift
(personliche Mitteilung, DR. ELKE LANG, Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen
und Zellkulturen, Braunschweig, 2002). Die non-typhoiden ,,weak* und ,ultraweak*
H,S-bildenden Stdmme lassen sich im nordamerikanischen Raum zunehmend im

Bereich der Gefliigelfleischproduktion nachweisen (MILLER und MALLINSON, 2000).

Atypische Salmonella-Stimme, wie Stimme der Serovaren S. Indiana und S.
Senftenberg, die kein H,S bilden, zeigten auch in umfangreichen Untersuchungen von
WARBURTON et al. (1994) atypische kulturelle Merkmale auf XLD. In Untersuchungen
von GARRICK und SMITH (1994) konnten mit XLD-Agar verschiedene H,S-negative
Stimme von S. Bredeney, S. Havana, S. Senftenberg und S. Typhimurium auch nicht

nachgewiesen werden.

ZEWDE (2001) untersuchte 221 Gefliigelfleischproben anhand eines 24-stiindigen
Anreicherungsverfahrens in RV-Medium mit Subkultivierung auf XLD und dem
chromogenen Rambach-Agar sowie dem OSCM. Es wurde kein zweites selektives
Anreicherungsmedium verwendet. Mit Rambach-Agar konnten 28,95 % positive
Proben nachgewiesen werden. Das entsprach einer Sensitivitdt von 100 % und einer
Spezifitdt von 83,44 %. XLD und OSCM erwiesen sich als spezifischer, jedoch weniger
sensitiv im Nachweis von Salmonellen. Dabei wurde das Serovarspektrum dieser Isolate
nicht  angegeben. Anhand  ausgewihlter = Laborstimme  wurden  die
Wachstumseigenschaften tiberpriift. S. Indiana konnte mit keinem der eingesetzten

Nahrmedien nachgewiesen werden.
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In eigenen Untersuchungen zeigte ein ausgewdhlter atypischer S. Dublin-Stamm kein
charakteristisches Wachstum auf ASAP und OSCM. Auch in den Untersuchungen von
GRAY et al. (2003) wurde das Wachstum von S. Dublin-Priifstimmen (n = 30) auf
ASAP getestet und es konnte gezeigt werden, dass alle S. Dublin-Stamme, die
unterschiedlicher genetischer Herkunft waren, auf ASAP keine typischen pinkfarbenen
Kolonien bildeten. Dies ldsst die Schlussfolgerung zu, dass die meisten Stimme von S.
Dublin eine Cg-Esterase innerhalb von 24 h nicht in ausreichend groBer Menge
exprimieren konnen. Einige Stimme zeigten blass-rosafarbene Kolonien erst nach 72-
stiindiger Inkubation. Nach PEREZ et al. (2003) ldsst es sich damit erkldren, dass
verschiedene Stamme aufgrund ihrer geographischen Herkunft - im Sinne der

Erstisolierung - einige Enzyme nicht exprimieren.

In eigenen Untersuchungen zeigte ein ausgewdhlter Laktose-fermentierender

Salmonella arizonae-Stamm kein charakteristisches Wachstum auf XLT4 und OSCM.

Den Laktose-positiven Stammen wird in der Literatur eher eine geringe Bedeutung
beigemessen. D"AOUST (1981) beschreibt die Inzidenz von Biovaren, die Laktose
fermentieren konnen oder Ureaseaktivitit zeigen, zwar als zunehmend. Aber nach
REISSBRODT (1995) ist nur mit bis zu 5 % atypischen Salmonella-Stimmen in der
Diagnostik zu rechnen. Atypische seltene Stidmme, die der Subspezies II bis VI
angehoren, konnten theoretisch in Probenmaterial von Schaf, Pute oder heterothermen
Tieren vorkommen. KUHN et al. (1994) konnten 98,4 % von 1.663 Lebensmittelisolaten,
die im Jahr 1992 im nationalen Referenzlabor fiir Salmonellen untersucht wurden, der
Subspezies | zuordnen. Auch wenn demnach sehr selten Stimme der Subspezies II bis

VI nachgewiesen werden, miissen falsch-negative Ergebnisse einkalkuliert werden.

Die Spezies Citrobacter freundii und Pseudomonas aeruginosa fiihrten zu falsch-
positiven Ergebnissen auf BPLS, XLD und XLT4. Citrobacter spp. sind hédufig in der
Begleitflora von Hackfleisch enthalten. Die angeziichteten Kolonien lassen sich jedoch
durch ihre Konsistenz auf dem MM-Medium von Sal/monella spp. gut differenzieren.
Nach MALLINSON et al. (2000) weisen Citrobacter spp. bereits nach 18-stiindiger
Inkubation hiufig eine fadenziehende (,,stringy®, engl.) Konsistenz auf gegeniiber der
charakteristischen weichen (,,buttery*, engl.) Konsistenz von Salmonellen. Der Grund

dafiir sind das raschere Wachstum und somit schnellere Absterben von Citrobacter spp.
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auf MM. Anhand von 1.622 nativ und 1.271 artifiziell kontaminierten Lebensmittel-
und Umgebungsproben einschlieBlich der Nachuntersuchungen daraus, konnten auch
WARBURTON et al. (1994) zeigen, dass Citrobacter freundii zu falsch-positiven
Reaktionen auf XLD fiihrt.

5.2.2 Ergebnisse aus dem Modellversuch

In eigenen Untersuchungen wurden 92 artifiziell kontaminierte
Schweinehackfleischproben ~ getestet. =~ Dabei  wurden  die = methodischen
Verfahrensschritte der neuen horizontalen Referenzmethode gemidfl DIN EN ISO
6579:2003 mit der alten horizontalen Referenzmethode § 64 LFGB L 00.00-20:1998
(gemdll DIN EN 12824:1998) unter besonderer Berlicksichtigung drei neuer
chromogener Selektivndhrboden verglichen. Sowohl unabhidngig von der eingemischten
Salmonella-Konzentration von 1-10, 11-50 oder 51-200 KbE S. Typhimurium/25 g
Hackfleisch als auch von den festen Selektivndhrmedien, konnten in eigenen
Untersuchungen bereits nach 24-stiindiger Selektivanreicherung in RVS mit
anschlieBender 24-stiindiger Subkultivierung Salmonella-Wiederfindungsraten von
jeweils 100 % erzielt werden. Eine Verldngerung der Inkubationsdauer um weitere 24 h
erhohte hingegen die Salmonella-Wiederfindungsraten von SC-Medium und MKTTn-
Medium.

Auch EDEL und KAMPELMACHER (1969) beobachteten, dass bei der Untersuchung
artifiziell kontaminierter Hackfleischproben im Gegensatz zu nativ kontaminierten
Proben mehr uniforme Ergebnisse erzielt werden. VAN LEUSDEN et al. (1982) haben
verschiedene Ursachen fiir das Auftreten von differierenden Ergebnissen bei der
Untersuchung von artifiziell und nativ kontaminierten Proben benannt. Insbesondere die
fachliche Kompetenz und die Sorgfalt des Laborpersonals sind entscheidend, weil

native Matrizes oft nur mit wenigen Salmonellen-Keimen kontaminiert sind.
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5.2.3 Nachuntersuchung tiefgefrorener Proben

Bei 58 Proben (Hackfleisch n = 52, Gefliigel n = 6) der tiefgefrorenen Matrizes (n = 80)
handelte es sich um eine Nachuntersuchung zwischenzeitlich tiefgefroren gelagerter
Salmonella-positiver Einzelproben. Die Salmonella-Wiederfindungsrate lag bei 34,6 %
fiir nachuntersuchte Salmonella-positive Hackfleischproben und bei 33,3 % fiir
nachuntersuchte  Salmonella-positive  Gefliigelfleischproben. Auch EDEL und
KAMPLEMACHER (1968) berichteten, dass nach Lagerung von Hackfleischproben bei —
18 °C die Salmonellen-Wiederfindungsrate von 100 auf 30 % verringert wurde. Fiir die
Nachuntersuchung tiefgefrorener Proben erwies sich in eigenen Untersuchungen eine
Kombination der Selektivanreicherungen RVS und MKTTn mit den chromogenen
Néhrmedien als besonders geeignet. So konnten bereits nach verkiirzter 24-stiindiger
Inkubationsdauer Salmonellen erneut nachgewiesen werden. Mit einer Anreicherung in

SC-Medium gelang oft gar kein Nachweis von Salmonellen aus tiefgefrorenen Proben.

5.2.4 Methodischer Vergleich kultureller Nachweisverfahren von
Salmonellen in frischem Fleisch und Innereien

In eigenen Untersuchungen wurden 286 nativ kontaminierte Hackfleisch- und
Gefliigelfleischproben einschlieBlich gewiirzten Gefliigelfleischzubereitungen und
Innereien wie Héhnchenleber, -magen und —herzen untersucht. Es wurden aus 39
Hackfleisch- und Gefliigelfleischproben Salmonellen isoliert. Verglichen wurden die
methodischen Verfahrensschritte der neuen horizontalen Referenzmethode § 64 LFGB
L 00.00-20:2004 (gemaB DIN EN ISO 6579:2003 bzw. ISO 6579:2002 bzw. ISO/DIS
6579:2000) mit der alten horizontalen Referenzmethode § 64 LFGB L 00.00-20:1998
(gemdfl DIN EN 12824:1998) unter besonderer Berlicksichtigung drei neuer
chromogener Selektivndhrbdden. In eigenen Untersuchungen konnte abschlieSend
gezeigt werden, dass die neue Referenzmethode nicht schlechter als die alte Methode ist
(H,), also als der alten Referenzmethode gleichwertig erscheint. Die Aussagekraft
dieser Hypothese ist jedoch einzuschrinken. Statistisch gesehen ist es eine
Fehlentscheidung, weil die aufgestellte Nullhypothese unberechtigterweise beibehalten

wird — im Sinne eines mathematischen Fehlers 2. Art - und somit die sogenannte
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Teststdarke oder Trennschérfe (,,Power, engl.) des durchgefiihrten Tests zu gering ist.
Nach WALLIS (1980) ist die Power eines Tests definiert als die Wahrscheinlichkeit, die
der Nullhypothese H) gegeniibergestellte richtige Alternativhypothese H, als solche zu

erkennen.

Dieses Restimee eigener Untersuchungen geht konform mit aktuellen Studien anderer
Untersucher. FELDSINE et al. (2003) verglichen im Rahmen einer Zusammenarbeit von
21 internationalen Laboren das kulturelle AOAC-Verfahren mit dem Protokoll nach
ISO 6579:2002. Bei der Untersuchung von Frischkise, Trockeneiprodukten, Hihnchen-
und Gefliigelfleisch konnten anhand von unabhingigen Stichproben keine statistisch

signifikanten Unterschiede beobachtet werden.

ARROYO und ARROYO (1995) untersuchten 264 Gefliigel- und Lamminnereien und
erzielten die besten Ergebnisse mit einer Selektivanreicherung in RV bei 42 °C und
einer Selektivanreicherung in MKTT bei 37 °C. In einer Selektivanreicherung in SC
erwies sich das starke Wachstum der Begleitflora sowohl bei einer Bebriitung von 37 °C
als auch 43 °C als storend. Mit MKTT gelang es auflerdem das groBte Serovar-

Spektrum nachzuweisen.

FELDSINE und FALBO-NELSON (1995) untersuchten 320 nativ und artifiziell
kontaminierte Rotfleisch-, Weillfleisch-, Froschschenkel-, Meeresfriichte- und
Tierfutter-Proben mittels einer kulturellen Anreicherung nach BAM-Protokoll und
einem Immundiffusionsverfahren nach AOAC-Standard und erzielten dabei eine
Ubereinstimmung von 96,9 %. Fiir die Untersuchung der einzelnen Matrizes konnten

keine statistisch signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Methoden ermittelt werden.

Desweiteren ist anzumerken, dass die bisher in der Literatur beschriebenen Studien zu
Vergleichsuntersuchungen von chromogenen Nihrmedien mit herkoémmlichen
Selektivndhrboden schwierig zu bewerten sind, weil immer wieder unterschiedliche
Referenznidhrboden, Priifstimme und Fragestellungen bearbeitet wurden (PEREZ et al.,
2003). PIETZSCH et al. (1975) resiimierten hingegen, dass bei mittelgradig und stark
infiziertem Material die Wahl der Nachweismethode eine weniger wichtige Rolle als bei
schwach infizierten Proben spielt. EDEL und KAMPELMACHER (1973) vertraten ferner

die Ansicht, dass die personelle Kompetenz im Hinblick auf die Auswertung der festen
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Selektivnahrmedien recht unterschiedlich sein kann und somit zu deutlich variierenden

Ergebnissen fiihrte.

In édlteren Studien zum Vergleich der Effizienz unterschiedlicher Referenzverfahren
finden sich ausschlieBlich nur deskriptive Ergebnisse. Ein tatsdchlicher methodischer
Vergleich anhand einer abhingigen Stichprobe wurde in den hier aufgefiihrten

Untersuchungen nicht abgeleitet.

So untersuchten ATANASSOVA et al. (1998) 2.016 frische und 240 kiinstlich
kontaminierte Gefliigelproben mittels einem kulturellen Verfahren gemi3 ISO
6579:1993 und § 64 LFGB-Methode in Kombination mit Rambach-Agar. Eine
Anreicherung in RVS (42 °C) und TBG (37 °C) erzielte beim Nachweis von
Salmonellen ein zu 82,1 % iibereinstimmendes Ergebnis. Die meisten Salmonellen

konnten bei der Kombination RVS mit RA oder XLD nachgewiesen werden.

D’AousT et al. (1992a) verglichen die ISO-Protokolle 6579:1981 und 3565:1975 mit
dem Standardverfahren nach HPB anhand von 195 nativ kontaminierten Proben, davon
tiberwiegend Fleisch- und Fleischerzeugnisse. In Kombination mit BPLS-Agar wurden
im Vergleich zu SC-Bouillon die meisten positiven Proben bereits nach 24-stiindiger
Inkubation mit MKTT (43 °C) nachgewiesen. Desweiteren bewertete BLOOD (1985) die
Beimpfungsverfahren gemifl den ISO-Protokollen 6579:1981 und 3565:1975 als
fragwiirdig, denn die Empfehlung nach EDEL und KAMPELMACHER (1969) den
Oberflichensaum der Selektivanreicherung mit der Ose abzuimpfen, wurde bisher
wissenschaftlich nicht belegt. Der Oberflichensaum zwischen Bouillon und Glaswand
soll den Autoren zu Folge die besten Wachstumsbedingungen fiir Salmonellen
gewihren. Desweiteren ist das FEin-Osen- Ausstrichverfahren iiber zwei feste

Néhrboden in der Literatur als nicht effizient belegt worden.

5.2.5 Eignung flissiger Anreicherungsmedien

In eigenen Untersuchungen waren von 286 nativ kontaminierten Hackfleisch- und
Gefliigelfleischproben insgesamt 39 (13,6 %) mit Salmonellen kontaminiert. Die
hochste Nachweisrate gelang mit einer Selektivanreicherung in RVS (97,4 %), gefolgt
von MKTTn (94,9 %) und SC (38,5 %). Die uneingeschrinkte Einsatzfahigkeit von
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RVS und MKTTn zur kulturellen Anreicherung verschiedenener Fleischmatrizes konnte

somit in eigenen Untersuchungen demonstriert werden.

Auch VAN DER ZEE (2003) erachtete das RVS-Medium als besonders geeignet fiir die
Untersuchung von Lebensmitteln. So ersetzte die International Organization of
Standardization (ISO) in neuerer Zeit im ISO-Nachweisverfahren RV durch RVS und
SC durch MKTTn. Ebenso plant die AOAC zukiinftig in ihrer Methode SC durch RV
zu ersetzen. Selenitbouillons werden hingegen am héufigsten in der
Salmonellendiagnostik verwendet und zwar insbesondere fiir die direkte Anreicherung

von klinischen Proben.

Andere Autoren konnten ebenso die Uberlegenheit des RVS-Mediums in eigenen
Untersuchungen demonstrieren. So konnten JORGENSEN et al. (2002) bei der
Untersuchung von 241 Gefliigelproben mit einer RV-Anreicherung mehr Salmonellen
nachweisen als mit SC-Bouillon. Insgesamt gesehen erachten die Autoren den Einsatz

von zwei Selektivanreicherungen als vorteilhafter.

HAMMACK et al. (2001) beschrieben die Ergebnisse aus einer Studie, an der eine
Kooperation von 23 Laboren teilnahm. Die Effizienz von RV (42 °C), TT (35 und 43
°C) und SC (35 °C) sollte anhand von gering artifiziell kontaminierten Eipulver-,
Trockenhefe-, Pfeffer-, Gummi- und Milchpulver-Proben untersucht werden. Von 870
Proben konnten insgesamt 269 positive Proben mit SC nachgewiesen werden, 268 mit
TT (35 °C), 265 mit TT (43 °C) und 249 mit RV. So empfahlen die Autoren RV
Medium in Kombination mit einer TT-Anreicherung (35 °C) einzusetzen. In einer
dlteren Studie von HAMMACK et al. (1999) wurden RV, SC und TT anhand von
artifiziell mit 0,04 bis 0,4 KbE Sal/monella/g kontaminierten Gewiirz-, Milchprodukte-
und Ei-Proben verglichen. Die Nachweisraten der drei Selektivanreicherungen zeigten
hierbei keinen signifikanten Unterschied. Mit einer bei 35 °C inkubierten TT-
Anreicherung konnten die meisten Salmonellen wieder gefunden werden. HAMMACK et
al. (1999) empfahlen fiir die Untersuchung von schwach kontaminierten Lebensmitteln

ebenso eine kombinierte Selektivanreicherung aus TT bei 35 °C und RV bei 42 °C.

Auch D’A0OUST und MAISHMENT (1997) konnten in Untersuchungen von 165

Lebensmittelproben zeigen, dass ein Wachstum der Begleitflora bei einer Anreicherung
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in Selenitbouillon signifikant stirker ausgeprdgt war als in einer Tetrathionat-

Anreicherung.

In &lteren Studien wurden vergleichbare Beobachtungen gemacht. JUNE et al. (1995)
tiberpriiften die Effizienz von SC-, TT- und RV-Medium anhand verschiedener
Rezepturen und Inkubationsbedingungen mittels nativ und artifiziell kontaminierter
Fleischrohware und anderen hochgradig kontaminierten Lebensmitteln. In einem ersten
Protokoll wurde die Produktivitit der Selektivanreicherungen mittels MPN-Verfahren
bestimmt. In einem zweiten Protokoll wurde die Nachweisrate verschiedener
Anreicherungsverfahren verglichen. Mit TT-Anreicherung bei 43 °C und RV-Medium
bei 42 und 43 °C konnten signifikant mehr Salmonellen aus Froschschenkeln und Salat
nachgewiesen werden. Hingegen wurden aus Wurst und Schweinefleisch signifikant
weniger Salmonellen mit einer SC-Anreicherung nachgewiesen. Auch bei der
Untersuchung von Gefliigel erwies sich sowohl die SC-Anreicherung als auch die TT-
Anreicherung bei 35 °C als schlechter geeignet. Die Autoren erzielten gegeniiber zwei
kommerziellen Trockenndhrboden von Difco und Oxoid insgesamt die besten
Ergebnisse mit RV-Medium aus eigener Herstellung, welches bei 42 °C inkubiert

wurde.

DAVIES und WRAY (1994) evaluierten SM ID Agar als Subkultivierungsmedium anhand
von 500 nativ kontaminierten veterindrmedizinischen = Umgebungs- und
Tierfutterproben. Unabhingig von dem eingesetzten Subkultivierungsmedium konnten
in Kombination mit einer RVS-Anreicherung die meisten positiven Proben
nachgewiesen werden. Die Nachweisrate verringerte sich in Kombination mit einer SC-

Anreicherung.

Bereits 1987 forderten BECKERS et al. im Rahmen einer Untersuchung der ,,Salmonella
Working Group* der Europédischen Union den Ersatz von MKTT durch RV-Medium.
RV-Medium sei einfacher herzustellen und Hand zu haben im Labor, kostengiinstiger

und wird in einem kleineren Volumen von 10 ml eingesetzt.

PATIL und PARHARD (1986) wiederum stellten fest, dass bei einer Begleitflora, die
tiberwiegend aus E. coli und anderen Coliformen Keimen besteht, ein Einsatz der

MKTT-Anreicherung bessere Ergebnisse erzielt, wobei der Salmonellennachweis aus
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einer von Proteus spp. dominierten Begleitflora mit der SC-Anreicherung erfolgreicher

war.

Schon 1983 beschrieb VASSILIADIS das RV-Medium als besonders geeignet fiir die
Untersuchung von Fleisch, Fleischerzeugnissen und Abwéssern. In verschiedenen
Studien konnte die signifikante Uberlegenheit von RV-Medium im Gegensatz zu MK T-
Medium gezeigt werden. Desweiteren wurde RV mit TT- und SC-Anreicherung anhand
von nativ kontaminierten Fleisch- und Tierfutterproben verglichen. Auch hierbei

erzielte eine RV-Anreicherung signifikant bessere Ergebnisse.

In einer dlteren Studie von RIPABELLI et al. (1997) wurden die Immunomagnetische
Separation (IMS) mit einer 24-stiindigen kulturellen Anreicherung in RV- und SC-
Medium verglichen. Bei der Untersuchung von 137 Proben rohem Fleisch und
Fleischerzeugnissen von Huhn und Schwein erzielte SC-Medium insgesamt die
hochsten Nachweisraten. Der Vergleich von SC, IMS und RV konnte jedoch statistisch
nicht abgesichert werden. Mit RV-Medium konnten einzelne Serovaren nicht

nachgewiesen werden.

TONGPIM et al. (1984) schlussfolgerten hingegen, dass der Einsatz von MKTT-Medium
gemill ISO-Rezeptur die Nachweisrate von Salmonellen in Fleisch erhoht. In ihren
Untersuchungen wurde jedoch sowohl fiir RV-Medium als auch fiir MK-Medium eine

gemeinsame Inkubationstemperatur von 43 °C gewihlt.

Fiir die Untersuchung von Hackfleischproben empfahlen EDEL und KAMPELMACHER
bereits 1973 eine 18-stiindige Voranreicherung in BPW mit nachfolgender
Anreicherung in Tetrathionatbouillon nach EDEL und KAMPELMACHER fiir 48 h bei 43
°C. Die Subkultivierung fiir 24 und 48 h erfolgte auf BPLS.

5.2.6 Eignung fester Subkultivierungsmedien

In eigenen Untersuchungen von 286 nativ kontaminierten Fleischproben erwies sich
eine Kombination mit ASAP als iberlegen, weil bereits nach verkiirzter
Anreicherungszeit eine absolute Salmonella- Nachweisrate von 97,4 % erzielt wurde.
Im Vergleich zu den herkommlichen Ndhrmedien BPLS, XLD und XLT4 gelang mit
den neuen chromogenen Nahrmedien MM, ASAP und OSCM bereits nach verkiirzter
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Anreicherungszeit in RVS eine relativ hohere Nachweisrate. Auch andere Autoren
konnen den Einsatz von chromogenen Selektivmedien fiir die Untersuchung von

Fleischproben empfehlen.

MILLER und MALLINSON (2000) erzielten bei der Untersuchung von 86 Proben von
Fleisch und Fleischerzeugnissen eine signifikant hohere Sensitivitit mit den
Selektivndhrbdéden XLT4 und MM im Vergleich zu BS, HE und XLD. Dabei erwies
sich MM als vergleichbar spezifisch wie XLT4, jedoch deutlich sensitiver, weil MM-

Medium auch atypische und typhoide Salmonellen erfasst.

Im Rahmen eines Forschungsvorhabens zum Vorkommen von Salmonellen bei
deutschem Nutzgefliigel und Gefliigelfleisch wurde eine Modifikation des Protokolls
nach ISO 6579 empfohlen. Um eine hohe Sensitivitit zu gewéhrleisten, wurde eine
Selektivanreicherung in TBG-Bouillon und in RV-Medium sowie zur Subkultivierung

XLD und Rambach-Agar eingesetzt (WICHMANN-SCHAUER et al., 2000).

In einer alteren Arbeit von SHERROD et al. (1995) konnte hingegen kein deutlicher
Vorteil aufgezeigt werden, der einen Ersatz der herkommlichen Selektivnidhrboden BS,
XLD und HEA gemdfl AOAC- und BAM-Empfehlung durch die neuen Ndhrboden
XLT4, Rambach-Agar oder EF-18 sinnvoll erscheinen ldsst. Die Autoren untersuchten
440 frische Rohwaren wie Waurst, Gefliigelteile, Froschschenkel und artifiziell

kontaminierte Shrimps, Austern, Eigelb und Salat.

5.2.7 Verlangerung der Anreicherungszeiten um weitere 24 Stunden

In eigenen Untersuchungen konnte statistisch betrachtet zwischen einer verldngerten
und verkiirzten Anreicherungszeit kein signifikanter Unterschied gezeigt werden.
Hinsichtlich des Einflusses der Inkubationszeit auf den Nachweiserfolg von
Salmonellen aus Lebensmittel- und Umgebungsproben bestehen widerspriichliche

Ansichten einzelner Autoren.

D’AousT et al. (1992b) konnten bei einem Vergleich der Produktivitit mehrerer
Selektivanreicherungen nach 24-stiindiger und 48-stiindiger Inkubation keinen
bedeutenden Anstieg der Salmonellen-Nachweisrate durch eine verlidngerte Inkubation

um weitere 24 h erreichen. Untersucht wurden 963 Lebensmittelproben mit hohem und
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niedrigem ay-Wert in TBG-, MKTT-, RV- und SC-Anreicherung bei 43 bzw. 37 °C
Inkubationstemperatur. In dlteren Studien von HARVEY und PRICE (1981) erhohte die
Verlidngerung der Inkubationszeit um weitere 24 Stunden bei Rappaport-Medium die
Nachweisrate nur um 4 %. Daher sahen die Autoren eine 24-stiindige Anreicherungszeit
als ausreichend an. Bereits 1936 beschrieb LEIFSON erstmalig, dass eine
Bebriitungsdauer von nur 18 bis 24 h bei 37 °C fir Selenit-Milk (M)-Medium

ausreichend sei.

Hingegen haben BECKER et al. (2003) eine verkiirzte Anreicherungszeit als fragwiirdig
erachtet, weil in der Literatur oftmals von einer Erhohung der Salmonella-Nachweisrate
nach Verlingerung um weitere 24 h berichtet wird. So untersuchten MULLER et al.
(2000) artifiziell kontaminiertes, gewolftes Schweinefleisch mittels MSRV-Medium, §
64 LFGB-Methode und BU-Methode. Die Autoren resiimierten, dass die hohe
Sensitivitit der § 64 LFGB-Methode im Vergleich zur BU-Methode nach Allgemeiner
Verwaltungsvorschrift bedingt wiirde durch eine verlangerte Anreicherungszeit in RVS.
Nach dlteren Studien von D’Aoust (1981) fiihrte eine Erhdhung der
Inkubationstemperatur und eine Verldngerung der Inkubationsdauer um weitere 24 h zu
einer Erhohung der Salmonella-Nachweisrate. Auch von VASSILIADIS et al. (1985)
wurde restimiert, dass es ein sicheres Verfahren darstellt, wenn bei der Untersuchung
von Abwasserproben sowohl fiir 24 h als auch fiir weitere 24 h inkubiert wird. PIETZSCH
et al. (1975) berichteten, dass durch die zweite Subkultur insbesondere das
Isolierungsergebnis kiinstlich infizierter Proben bei Verwendung der Selenit-Cystin-
Anreicherung entscheidend verbessert wurde. In &lteren Studien von EDEL und
KAMPELMACHER (1969, 1973) zu artifiziell und nativ kontaminierten Hackfleischproben
konnte gezeigt werden, dass eine 48-stiindige Verlingerung die Salmonellen-
Nachweisrate erhoht. Dies traf insbesondere fiir stark mit Begleitflora kontaminierte

Proben zu.
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5.2.8 Serovar- und Resistenzspektrum der Isolate

In eigenen Untersuchungen konnte ein reprédsentatives Serovar- und Resistenzspektrum
aus nativen Lebensmittelmatrizes im Laufe eines Jahres isoliert werden. Aus 39
Salmonella-positiven Hackfleisch- und Gefliigelfleischproben konnten 43 Salmonellen-
Stdmme isoliert werden, unter denen sich 8 unterschiedliche Serovare und 2 nicht weiter
typisierbare Salmonellen-Stdimme befanden. Unter den 43 Isolaten dominierte der
Serovar S. Typhimurium (n = 21) mit den Subtypen DT 104 B low, DT 104 L, DT 012
und RDNC. Die Durchfiihrung einer Resistenzbestimmung gemal3 § 64 LFGB L 00.00-
20a zeigte, dass sich einzelne Stimme der Serovare S. Paratyphi B d-Tartrat-positiv und
S. Saintpaul, die aus der Matrix ,,Gefliigelfleisch® isoliert wurden, durch den Besitz
multipler Resistenzen auszeichneten. Einzelne Stdamme der Serovare S. Typhimurium
Phagentyp DT 012 und RDNC, die mehrfach aus der Matrix ,,Rinder- und
Schweinehackfleisch® isoliert werden konnten, zeichneten sich ebenso durch eine

Multiresistenz aus.

Nach JORGENSEN et al. (2002) definiert sich ein Keim als multiresistent, wenn er
unempfindlich auf vier oder mehr Antibiotika reagiert. In den Arbeiten von JORGENSEN
et al. (2002) erwiesen sich 46 % der Stimme, die von 241 englischen Gefliigelbroilern
isoliert wurden, als multiresistent. In England und Wales ist der multiresistente Stamm
S. Typhimurium DT 104 nach S. Enteritidis PT 4 der am zweithdufigsten verbreitete
Stamm (MANSFIELD und FORSYTHE, 2000). Die erworbene Resistenz gegen
Ciprofloxacin ist dabei zuriickzufiihren auf die Verfiitterung von Enrofloxacin in der
Gefliigelproduktion. Das zunehmende Auftreten von resistenten Salmonellen ist auch

von humanmedizinischer Bedeutung (THRELFALL et al., 1996).

Hingegen konnte in Untersuchungen von BLAU et al. (2005) gezeigt werden, dass in
amerikanischen Milchviehherden nur 7,3 % von 3.709 Kotproben mit Salmonellen
kontaminiert waren. 12,2 % der Salmonella-Isolate waren resistent gegen ein einzelnes
Antibiotikum. Nur 4,8 % waren resistent gegen mehr als ein Antibiotikum. Die
Unempfindlichkeit gegen Tetracyclin war dabei am héufigsten anzutreffen. Auch in den
Niederlanden konnte in den Jahren 1996 bis 2000 die Zunahme von S. Paratyphi B
Biovar Java-Isolaten aus Gefliigelfleisch beobachtet werden. Der prozentuale Anteil

von Biovar Java-Isolaten stieg sprunghaft von 2 auf 60 %. Im humanmedizinischen
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Bereich wurden nur 0,3 % Biovar Java-Infektionen diagnostiziert. Dennoch lief sich
mittels PFGE-Profil eine genetische Ubereinstimmung von 50 % der Klone darstellen

(VAN PELT et al., 2003).

Auch DORN et al. (2001) beschreiben das gehdufte Auftreten von Biovar Java-Isolaten
aus Schlachtgefliigel, die dem Nationalen Referenzlabor fiir Salmonellen eingesendet
wurden. Dabei  bieten lange Produktions- und  Verteilungsketten von
Gefliigelerzeugnissen gute Bedingungen fiir die Verbreitung von S. Paratyphi B. Die
biochemische Differenzierung von Tartrat-fermentierenden Stimmen bereitet
methodische Schwierigkeiten. Es ist beschrieben worden, dass einige Stimme in
Abhingigkeit eines Permease-Mangels die Fahigkeit zur Tartrat-Fermentation verlieren.
Andere Stdmme exprimieren das Enzym erst nach 48-stlindiger Inkubation. Daher
entwickelten MALORNY et al. (2003b) eine Multiplex-PCR fiir den Nachweis der Gene
ttdA und ttdB, um die diagnostische Sensitivitit zu erhohen. Im Rahmen des
europdischen Surveillanceprogramms ,,Enter-net“ wurden die Resistenzspektren von
Isolaten, die in 27.000 Fillen im Jahr 2000 diagnostiziert werden konnten, verglichen.
40 % der Stimme wiesen eine einfache Resistenz auf, 18 % der Stimme waren
multiresistent. 51 % der multiresistenten Stimme gehorten zum Serovar Typhimurium.
20 % der resistenten Stimme wiesen eine Unempfindlichkeit gegen Ampicillin,
Streptomycin, Sulfonamid oder Tetracyclin auf. Eine Ciprofloxacin-Resistenz wurde
nur in 0,5 % der Félle beobachtet und war immer an eine Nalidixinsdureresistenz

gekoppelt. Nalidixinsdureresistenzen traten zu 14 % auf (THRELFALL et al., 2003).

In Untersuchungen von BULTE et al. (2000) wurden in einem Zeitraum von sechs Jahren
(1994 bis 2000) aus insgesamt 528 nativ kontaminierten Gefliigelfleischproben
Salmonellen nachgewiesen und bis zu 88,9 % der Isolate dem S. Paratyphi B-Stamm,
tiberwiegend Biovar Java, zugeordnet. Die Tartrat-positiven Varianten, die frither dem
Serovar Java zugeordnet wurden, jedoch nun serologisch zur Paratyphi B-Gruppe

gehoren, konnen typhdse Krankheitsverldufe auslosen.
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6 Schlussfolgerungen

Schlussfolgerungen

Statistisch betrachtet konnte zwischen der alten und der neuen Referenzmethode
kein signifikanter Unterschied gezeigt werden. Demnach ist die neue

Referenzmethode als gleichwertig anzusehen.

Rappaport-Vassiliadis-Sojamehlpepton-Medium (RVS) ist die am meisten
geeignete Selektivanreicherung, um Fleisch und Fleischerzeugnisse auf

Salmonellen zu untersuchen.

Die neuen chromogenen Salmonella-Nahrmedien AES-Salmonellen-Agar-Platte
(ASAP), Miller-Mallinson-Medium (MM) und Oxoid-Salmonella-Chromogen-
Medium (OSCM) ermoglichen eine sichere und zeitsparende Erfassung von
Salmonellen aus Hackfleisch- und Gefliigelfleischproben. Ein Einsatz dieser
Néhrboden als zweites festes Selektivndhrmedium bei Untersuchungen nach

ISO 6579:2002 ist somit zu empfehlen.

Nur mit dem MM-Medium gelang der Nachweis charakteristischer Salmonella-
Kolonien sowohl von den ausgewihlten Priifstimmen der Serovare S.

Senftenberg, Salmonella arizonae, S. Dublin als auch von S. Derby.



149

7 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollte der aktuelle und umstrittene Anderungsentwurf der
horizontalen Norm zum Nachweis von Salmonellen aus Lebensmitteln und
Futtermitteln ISO/DIS 6579:2000 mit dem noch geltenden Referenzverfahren nach § 64
LFGB kritisch verglichen werden. Gleichzeitig sollten die neuen chromogenen
Selektivndhrmedien =~ AES-Salmonellen-Agar-Platte (ASAP), Oxoid Salmonella
Chromogen-Medium (OSCM) und Miller-Mallinson-Agar (MM) hinsichtlich ihrer
Effizienz gepriift werden. Von 286 nativen Hackfleisch- und Gefliigelfleischproben
waren insgesamt 39 (13,6 %) mit Salmonellen kontaminiert. Die hochste Nachweisrate
gelang mit einer Selektivanreicherung in RVS (97,4 %), gefolgt von MKTTn (94,9 %)
und SC (38,5 %). Im Vergleich zu den herkdmmlichen Niahrmedien BPLS, XLD und
XLT4 gelang mit den neuen chromogenen Nédhrmedien MM, ASAP und OSCM bereits
nach verkiirzter Anreicherungszeit in RVS eine hohere Nachweisrate. Statistisch
betrachtet konnte zwischen der alten und der neuen Referenzmethode kein signifikanter
Unterschied gezeigt werden. Demnach ist die neue Referenzmethode als gleichwertig
anzusehen. Sowohl unabhéngig von der eingemischten Sa/monella-Konzentration von
1-10, 11-50 oder 51-200 KbE §. Typhimurium/25 g Hackfleisch als auch von den im
Versuch eingesetzten festen Selektivndhrmedien, konnte bereits nach 24-stiindiger
Selektivanreicherung in RVS mit 24-stlindiger Subkultivierung die hochste Salmonella-
Wiederfindungsrate von jeweils 100 % erzielt werden. Nur mit dem MM-Medium
gelang der Nachweis charakteristischer Salmonella-Kolonien sowohl von den
ausgewdhlten Priifstimmen der Serovare S. Senftenberg, Salmonella arizonae, S.
Dublin als auch von S. Derby. Drei Non-Salmonella-Priifstimme fiihrten zu falsch-
positiven Ergebnissen auf BPLS, XLD und XLT4. In eigenen Untersuchungen konnte
ein repriasentatives Serovar- und Resistenzspektrum aus nativen Lebensmittelmatrizes
im Laufe eines Jahres isoliert werden. Aus 39 Salmonella-positiven Hackfleisch- und
Gefliigelfleischproben konnten 43 Salmonellen-Stimme isoliert werden. Es dominierte
der Serovar S. Typhimurium (n = 21) mit den Subtypen DT 104 B low, DT 104 L, DT
012 und RDNC. Einzelne Stimme der Serovare S. Paratyphi B d-Tartrat-positiv und S.

Saintpaul, die aus der Matrix ,,Gefliigelfleisch* isoliert wurden, waren multiresistent.
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8 Summary

In this study the disputed draft ISO/DIS 6579:2000 of the horizontal method for the
detection of Salmonella from human food and animal feed was compared critically with
the standard method according to § 64 LFGB. The efficiency of three new chromogenic
plating media, AES Salmonella Agar plate (ASAP), Oxoid Salmonella Chromogen
Medium (OSCM) and Miller Mallinson Medium (MM) was also tested. About 39 (13,6
%) of 286 naturally contaminated samples of minced meat and fresh poultry were
Salmonella spp. positive. RVS broth yielded the highest recovery of Salmonella spp.
and was superior (97,4 %) to MKTTn broth (94,9 %) and SC broth (38,5 %). After
inoculating for 24 hours only in RVS broth the new chromogenic plating media MM,
ASAP and OSCM produced the best results compared with BPLS, XLD and XLT4. No
significant difference was obtained by comparing the ISO/DIS 6579:2000 draft to the
conventional cultural method. Therefore, the draft is no less effective than the
conventional method. A 24-hours-enrichment in RVS broth yielded a Salmonella
recovery of 100 % from artificially contaminated minced meat (1-10 cfu/11-50 cfu/51-
200 cfu S. Typhimurium into 25 g). Only MM could detect atypical Salmonella test
strains of S. Senftenberg, Salmonella arizonae, S. Dublin and S. Derby. BPLS, XL.D and
XLT4 failure to detect three non-Salmonella test strains. In own investigations a
representative spectrum of common serotypes and antimicrobial drug resistance was
isolated from food samples during the course of one year. From 39 naturally
contaminated minced meat and fresh poultry samples 43 Salmonella strains could
isolated. S. Typhimurium (n = 21) with the subtypes DT 104B low, DT 104 L, DT 012
and RDNC prevailed. Strains of serotype d-tartrate-positive Sa/monella Paratyphi B and

Salmonella Saintpaul which could isolated from fresh poultry, were multiresistent.
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Tabelle 9-4: Nachweishaufigkeit
Hackfleisch- und Geflugelfleischproben in

kontaminierten
Abhangigkeit von Kultivierungsdauer und -nahrmedium

(n) von Salmonellen

Selektivanreicherung

aus

39 nativ

SC MKTTn RVS

24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
Subkultivierung
24 und 48 h
BPLS 9 3 23 5 32 3
XLD 7 2 31 2 35 2
XLT4 9 6 35 2 35 3
MM 12 2 35 1 37 1
ASAP 8 4 36 0 38 0
OSCM 7 5 33 1 36 1
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