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Vorwort

Sehr geehrte Kollegen und Kolleginnen,
sehr geehrte Gaste,

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

Auch in diesem Jahr wird die Bedeutung von Zoonoseerregern durch eine besondere Vielfalt
nationaler und internationaler Tagungen deutlich gemacht.

Neben vielen BfR-Fachveranstaltungen im Range von Fachgesprachen oder Workshops zu
einzelnen Zoonosethemen, mdéchte das BfR die Gelegenheit ergreifen, kinftig in regelmanBi-
gen Abstanden ein Symposium zum Stand der Zoonosenforschung und deren Bedeutung fir
die Lebensmittelsicherheit anzubieten.

In den nachsten zwei Tagen wird Ihnen mit 30 Vortragen eine Ubersicht (iber bedeutsame
und aktuelle Fragestellungen und Bewertungen zu Zoonosen im Kontext der Lebensmittelsi-
cherheit vorgestellt. Hierzu konnten wir eine Vielzahl von externen Experten und Expertin-
nen von Universitaten und anderen Forschungseinrichtungen aus dem deutschsprachigen
Raum gewinnen, aber auch engagierte Mitarbeiter und Mitarbeiterinnen aus dem BfR und
anderen Bundes- und Landesinstituten werden ihre aktuellen Daten prasentieren.

Einerseits deuten sinkende Fallzahlen fir Salmonelloseerkrankungen beim Menschen in
Deutschland und Europa an, dass Bek&dmpfungs- und HygienemaBnahmen in der Primar-
produktion ihre positive Wirkung zeigen. Auf der anderen Seite steigen seit einigen Jahren
die Fallzahlen flr Campylobakteriose eher an. Die Griinde dafir gilt es zu erforschen. Im
Lichte eines zunehmend globalen Handels von Lebensmitteln, verstérkter Reisetatigkeit und
damit verbunden auch illegalen Einfuhren von Lebensmitteln aus entfernten Regionen sowie
legalem aber auch illegalem Import von exotischen Tieren nimmt die Bedeutung der Zoono-
sen zu. Nicht zuletzt fiihren messbare Auswirkungen des Klimawandels direkt oder indirekt
Uber neue Vektoren zu einer standigen und teils verstarkten Auseinandersetzung mit den
Erregern. Die eben genannten Faktoren und Wege sind in unseren Breiten auch nicht uner-
heblich an der Entstehung und Verbreitung von Mehrfach-Resistenzen gegeniber antibakte-
riellen Wirkstoffen verantwortlich.

Nicht unerwéahnt bleiben soll, dass auch der Verbraucher zukinftig noch starker durch ver-
besserte Aufklarung Uber HygienemaBnahmen in die Verhltung von alimentér-bedingten
zoonotischen Erkrankungen eingebunden werden muss. Hierzu sollten alle zustandigen In-
stitutionen sowie Verbéande verstarkt die Grundprinzipien guter hygienischer Praxis ,unter
das Volk* bringen.

Dem aufmerksamen Betrachter wird nicht entgangen sein, dass auf diesem Symposium vira-
le Erreger in Zusammenhang mit Lebensmitteln scheinbar keine Erwédhnung finden. Der
Grund dafir liegt in einer Aufteilung bzw. Konzentrierung dieses Schwerpunkts in einem ei-
genstandigen BfR-Symposium, welches sich unmittelbar an diese Tagung am 4.November
im BfR anschlieBt.

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

Bernd Appel
Leiter der Abteilung 4, BfR
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Kurzfassungen der Beitrage

Einfahrung in die Thematik

Ziele und Schwerpunkte der europaischen und nationalen Zoonosenpréavention und -
bekampfung aus Sicht des BMELV

Bernhard Kuhnle
Bundesministerium fir Ernahrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz (BMELV), Bonn

Kontrolle und Pravention von Zoonosen in der Lebensmittelkette gehéren auf europaischer
und auf nationaler Ebene zu den wichtigsten MaBnahmen zur Wahrung und Verbesserung
der Lebensmittelsicherheit. Basis fir erfolgreiche Strategien in diesem Bereich ist es, Risiken
friihzeitig zu erkennen, zu quantifizieren und auf der Basis wissenschaftlicher Erkenntnisse
zu bewerten.

Fur die Beurteilung méglicher MaBnahmen sind grundsétzliche Uberlegungen anzustellen:
Ziel jeglicher Zoonosenpolitik des nationalen und europaischen Gesetzgebers im Bereich der
Lebensmittelsicherheit ist es, den Verpflichtungen der Charta der Grundrechte der Europai-
schen Union vom 14. Dezember 2007 gerecht zu werden. Hier heiBt es in Artikel 38: Die Eu-
ropéische Union stellt ein hohes Verbraucherschutzniveau sicher. Dabei sollten die Regelun-
gen und Strategien zur Zoonosenkontrolle und —pravention jedoch auch ékonomische Gege-
benheiten und die Grenzen des fir die beteiligte Wirtschaft aktuell Machbaren und Erreich-
baren in geeigneter Weise berlcksichtigen. Klarer Auftrag an das politische Management ist
es daher, sich fur verhaltnisméaBige Losungen einzusetzen.

Vielfaltige Einflussfaktoren und SteuerungsgréBen, die die Entwicklung und Ausbreitung von
Zoonosen in der Lebensmittelkette beeinflussen, stellen an das Risikomanagement der Zoo-
nosenproblematik sehr komplexe Anforderungen. Im Sinne einer pragmatischen und zweck-
orientierten Strategie hat der europaische Gesetzgeber mit der Verordnung

(EG) Nr. 2160/2003 deshalb zunachst MaBnahmen und Konzepte gestaltet, die auf die Sen-
kung der Pravalenz der wichtigsten Salmonellenserovare bei den wichtigen Nutztierkate-
gorien Gefligel und Schwein abzielen. An der konsequenten Durchsetzung dieses Ziels ar-
beiten Europaische Kommission und Mitgliedstaaten gemeinsam.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Europaische Gemeinschaft und Deutschland
im Hinblick auf die Kontrolle und Pravention von Salmonellen in der Lebensmittelkette Gber
ein geschlossenes Regelungswerk und MaBnahmen und Instrumente zur Durchsetzung der
Regelungen verflgen. Erste Erfolge dieses Konzeptes sind erkennbar.

Neben den MaBnahmen zur Salmonellenpravention spielt auch die Erfassung und Bewer-
tung zahlreicher weiterer Krankheitserreger bei der Erarbeitung umfassender Zoo-
nosenpraventionsstrategien eine bedeutende Rolle. Aus Sicht des BMELYV sollten insbeson-
dere die Erreger Campylobacter, lebensmittelrelevante Viren, Listerien und Vibrionen in Zu-
kunft vermehrt untersucht und geprtft werden. Ebenso ist das Thema der Antibiotika-
resistenz von groBer Bedeutung. Die Bundesregierung hat dieser Bedeutung Rechnung ge-
tragen durch die Etablierung einer umfassenden Deutschen Antibiotikaresistenzstrategie
(DART), in der MaBnahmen und Ziele formuliert worden sind, die die Humanmedizin und den
Bereich der Tierhaltung, der Lebensmittelkette und der tierarztlichen Tétigkeit betreffen. Ein
Beispiel flr die Untersuchung des Themenkomplexes der Antibiotikaresistenzen ist die Be-
arbeitung der MRSA-Problematik.
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Zoonosenbekampfung und das ,,One World, One Health“- Konzept

Karin Schwabenbauer, Katinka de Balogh und Jan Slingenbergh
Food and Agriculture Organisation of the United Nations, Animal Health Service
Rom, ltalien

Zusammenfassung

Beim Menschen sind 60 % aller Infektionen, und 75 % aller neuartigen Infektionen Zoonosen
oder haben ihren Ursprung in der Tierwelt (Taylor et al., 2001). Prominente Beispiele sind
HIV/AIDS, Ebola, Nipah, BSE, SARS, und Aviare Influenza H5N1. Aber auch alte Bekannte
wie Brucellose, Tuberkulose, und Tollwut sind in einigen Regionen der Welt wieder auf dem
Vormarsch (WHO, 2009).

Zoonosen entstehen an den Schnittstellen der Lebensraume von Tier (Haus- und Wildtieren)
und Mensch. Diese verschiedenen ,Biotope® sind in den letzten Jahrzehnten immer néher
aneinander gerlckt, so dass sie sich starker Uberlappen.

Zoonosen stellen die Gesundheitssysteme vor besondere Herausforderungen. Die ,siloarti-
ge” Unterteilung der Disziplinen — Humanmedizin, Tiermedizin und Okologie — stellt eine be-
sondere Hlrde bei der Friherkennung und Bekampfung von Zoonosen dar, insbesondere
wenn die klinische Symptomatik beim Tier milde oder unspezifisch ist.

In diesem Papier sollen einige Ursachen flr die aktuelle Entwicklung beleuchtet und Vor-
schlage fir Lésungsansatze unterbreitet werden.

Einfiihrung

Das Konzept einer einheitlichen Medizin (One World One Health) ist nicht neu. Es wurde
bereits von Calvin Schwabe (5) in den 80er Jahren des letzten Jahrhunderts propagiert. Der
HPAI H5N1 Seuchenzug, aber auch SARS, haben diesem Konzept in jlingster Zeit Beach-
tung in der internationalen Diskussion beschert. Auf einer Internationalen Ministeriellen Kon-
ferenz in Sharm-el-Sheik (Agypten) im Oktober 2008 haben sich die Teilnehmer auf ein von
den Internationalen Institutionen, FAO, WHO, UNICEF, OIE, WB und UNSIC vorbereitetes
Papier verstandigt, das das One World One Health Konzept als Strategie der Zukunft bei der
Bek&mpfung von Zoonosen vorstellt (1). Auch die Europaische Kommission hat dieses Prin-
zip in einer aktuellen Offentichkeitskampagne aufgegriffen (3). Diese neueren Aktivitaten
wurden ausgeldst durch immer haufiger auftretende neue Zoonosen, die spat erkannt viele
Menschen in Mitleidenschaft ziehen kénnen und hohe Kosten verursachen. Friherkennung
bei den Tieren ist daher aus vielerlei Griinden anzustreben.

Faktoren fiir (neu)-auftretende Zoonosen
Folgende Faktoren beglnstigen das Entstehen neuer Zoonosen:

e Eine wachsende Weltbevdélkerung, insbesondere in den urbanen Zentren.

e Hohere Einkommen, verbunden mit einem zunehmenden Konsum tierischer Proteine in
den sich entwickelnden Okonomien des Sidens.

¢ Intensivierung und Homogenisierung der Agrarproduktion, verbunden mit einer Verénde-
rung der Agrar-Okosysteme.

¢ Die Globalisierung von Handel und Reisen.

Diese Faktoren flihren dazu, dass die Lebensraume von Menschen, Haustieren, und Fauna
immer mehr enger aneinander riicken, wodurch ein Austausch von Pathogenen erleichtert
wird (Abb. 1). Wenn es sich um neue Krankheiten handelt, werden diese meistens zunachst
bei Menschen entdeckt, und es kann lange dauern, bis der Zusammenhang mit der Tierwelt
entdeckt wird. So war es z.B. bei HIV/AIDS, Ebola, Nipah, aber auch bei BSE.
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Durch den Klimawandel entstehen darlber hinaus neue Biotope flr Vektoren, so dass heute
das Auftreten von vektoriell Gbertragenen Zoonosen in neuen geographischen Regionen, wie
z.B. Rift Tal Fieber in Europa, nicht mehr ausgeschlossen werden kann.

Abb. 1 Interaktionen zwischen den verschiedenen Okosystemen (Slingenbergh, 2008)

1. Zwischen wildlebenden Tieren und
landwirtschaftlichen Nutztieren werden
Pathogenen entweder durch direkten
Kontakt oder indirekt Gber Vektoren aus-
getauscht

Siedlungsraume
von Menschen

2 2

2. Infektionen des Menschen mit zoonoti-
schen Erregern kénnen auf direkten
Kontakt mit infizierten Tieren, auf Vektor-
Ubertragung, oder auf den Verzehr kon-
taminierter Lebensmittel zurlickgefihrt
werden

Nahrungsmittel
Fauna produktionund
Landwirtschatft

1
L

Die institutionellen Voraussetzungen

Um diesen neuen Herausforderungen effizient zu begegnen, ist ein multidisziplindrer Ansatz
notwendig. Dies wird zunehmend berucksichtigt, wie z.B. in der von der Bundesregierung
2006 beschlossenen Forschungsvereinbarung zu Zoonosen (2). Auch in der von FAO, OIE
und WHO errichteten gemeinsamen Plattform (GLEWS) mit dem erklarten Ziel, Frihwarn-
und Frihreaktion der drei Organisationen bei Zoonosenausbriichen zu verbessern (4), wird
dieses Prinzip verfolgt. Auch die Arbeitsgruppen ,Veterinary Public Health* der WHO und
FAO bemuhen sich seit langem die Disziplinen zusammenzufihren. In Deutschland hat Zes-
sin (2008) kurzlich die Diskussion zu dieser Thematik mit einem Artikel im Deutschen Tier-
arzteblatt angeschoben (8).

Die Zusammenarbeit mit den Umweltbehdrden steckt dagegen noch in den Anféangen, wenn
auch beim OIE schon lange eine Arbeitsgruppe ,Wildlebende Tiere® existiert und im Zuge
der HPAI-Krise FAO eine Gruppe ,Wildlife* innerhalb der Tiergesundheitsgruppe eingerichtet
hat, die fachUbergreifend Fragestellungen die die Fauna betreffen aufgreift.

Dennoch bleiben die Fachinstitutionen in der taglichen Arbeit meist siloartig voneinander
getrennt. Dies hat viele Grunde, die auch in der traditionellen Ausbildung von Arzten und
Tierarzten begrundet sind. Hinzu kommt die weitgehende Spezialisierung innerhalb der Dis-
ziplinen, die dazu fihren kann, dass der Blick fir das groBe Bild verstellt wird (Zinsstag et al.,
2009). Der oftmals enge Rechtsrahmen sowie der Kampf um Ressourcen spielen ebenfalls
eine wesentliche Rolle.

Diese Problematik wird sich nicht schnell [6sen lassen.
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Neue institutionelle Regelungen?
Um diesen Herausforderungen zu begegnen sind neue institutionelle Regelungen win-
schenswert.

Erste Losungsansatze kénnten bei Risikobewertung und Risikomanagement von Zoonosen
geschaffen werden. Im Ansatz ist dies bei GLEWS realisiert, denn neben dem Sammeln von
Ausbruchsdaten, hat GLEWS auch die Aufgabe Risikobewertungen im Hinblick auf die Friih-
reaktion (Risikomanagement) der beteiligten Institutionen FAO, OIE und WHO vorzubereiten.
Dies geschieht derzeit nur punktuell, insbesondere wegen der dirftigen Datenlagen aus den
betroffenen Landern. Aus unserer Sicht sollte das Modell aber weiterverfolgt werden, um
dem Anspruch der ,Einen Medizin“ gerecht zu werden.

Wichtige Voraussetzung fur den Erfolg dieses Modells ist das Bestehenbleiben der existie-
renden Institutionen auf den Gebieten der Veterindrmedizin, der Humanmedizin, sowie des
Umweltschutzes. Diese mussen ihre bisherigen Funktionen vollumfénglich behalten, denn
nur dann werden sie die notwendigen Daten in der gewtinschten Qualitat fir die Risikobe-
wertungen von potentiellen Zoonosen sichern kénnen.

Wir schlagen daher vor, als Erganzung zu den bestehenden Institutionen der Gesundheits-
dienste eine multidisziplinare Arbeitsgruppe ,Risikobewertung” sowie eine ebenfalls multidis-
ziplinér besetzte Taskforce ,Risikomanagement* zu schaffen. Beide Einrichtungen sollten auf
Dauer angelegt sein. Die Arbeitsgruppe Risikobewertung sollte flr ihre Arbeit auf Expertise
und Daten der bestehenden Institutionen zurickgreifen, um jeweils interdisziplinar abge-
stimmte Risikobewertungen zu erstellen. Diese wirden dann der ebenfalls multidisziplinar
zusammengesetzten Taskforce ,Risikomanagement® zur Verfligung gestellt (Abb.2).

Abb. 2: Multidisziplinidre Risikoanalyse und Risikomanagement

Risikoanalyse | MA Die Risikoanalyse wird von
einer multidisziplindr zusam-
mengesetzten Arbeitsgruppe
(mAG) anhand der von den
Gesundheitseinrichtungen (A)
gesammelten Daten erstellt.

= ar c
z 3 3
@ D % Diese interdisziplinar abge-
g 3 . stimmte Stellungnahme dient
Z o 5 einer multidisziplinar zusam-
= 5 % mengesetzten Taskforce
= g o (mTF) als Grundlage fr die zu

& = treffenden Risikomanagement
A A MaBnahmen.

Risikomanagement
mTF

Wichtig ist dabei, dass aufféllige Ereignisse gemeinsam erdértert werden. So kénnte es zu
einer Umkehr der bisherigen Praxis kommen, wo Menschen haufig als Sentinels fir Tier-
krankheiten dienen, oder Krankheitsgeschehen bei Wildtieren langere Zeit unbeachtet blei-
ben, weil ihre Relevanz fir Mensch und Haustiere nicht erkannt werden.

Im Zuge der Vorbereitung auf HPAI-Ausbriiche haben FAO und WHO in den vergangenen
Jahren gemeinsame Notfallibungen in verschiedenen Landern entwickelt und durchgefihrt.
Die dabei gewonnenen Erfahrungen sollten bei der Weiterentwicklung multidisziplinérer Risi-
komanagement-Strukturen genutzt werden.
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Schlussfolgerungen

Zonosen stellen die Gesundheitsdienste vor besondere Herausforderungen, die eine enge
Zusammenarbeit erforderlich machen. Aufgrund globaler Entwicklungen (rapide wachsende
Weltbevélkerung, Urbanisation, globaler Handel, Klimawandel) werden immer haufiger neue
Zoonosen auftreten. Diesen zu begegnen erfordert neue Instrumente, die jedoch die beste-
henden nicht geféahrden. Daher sollten auf der Ebene der Risikobewertung und des Risiko-
managements multidisziplindre Arbeitseinheiten geschaffen werden, die integriert abge-
stimmt arbeiten. Hilfreich ware es, wenn bereits in der Ausbildung von Arzten und Tierarzten
der Blick fur das jeweils ,Andere” gescharft wirde.
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Pravalenzsenkungen im Hinblick auf eine integrierte Strategie zur Reduzierung des
Zoonoseerregereintrags in die Lebensmittelkette

Rolf Kamphausen und Friedhelm Jaeger
Ministerium fir Umwelt und Naturschutz, Landwirtschaft und Verbraucherschutz des Landes
Nordrhein-Westfalen

Zielsetzung der Verordnung (EG) Nr. 2160/2003 zur Bekdmpfung von Salmonellen und an-
derer Zoonoseerregern ist es, durch wirksame MaBnahmen zur Feststellung und Bekamp-
fung von Salmonellen und anderen Zoonoseerregern auf allen Lebensmittelstufen die Prava-
lenz dieser Erreger und das von ihnen ausgehende Risiko flr die 6ffentliche Gesundheit zu
senken. Dabei kann diese Verordnung nur ein Element einer umfassenden Strategie zur
Minderung des Eintrags von Zoonoseerregern in die Lebensmittelkette sein, wie es im stra-
tegischen Ziel IV des Mehrjahrigen Nationalen Kontrollplans Deutschlands aufgefihrt ist.
Sucht man im WeiBbuch fir die Lebensmittelsicherheit nach entsprechenden Formulierun-
gen, so fallt auf, dass nur wenige Aussagen zur Senkung des Eintrages von Zoonoseerre-
gern gemacht werden und eine umfassende durchgehende Konzeption fir alle Stufen der
Lebensmittelkette anscheinend fehlt. Es wird lediglich auf die zum Zeitpunkt der Verabschie-
dung des WeiBbuchs bereits in der Beratung befindlichen Verordnungen (EG) Nr. 2160/2003
und Nr. 2073/2005 Uber mikrobiologische Kriterien fur Lebensmittel abgestellt.

Die Fragestellung BSE war eine der Grinde fiir die Erstellung des WeiBbuchs zur Lebens-
mittelsicherheit. Zur BSE-Problematik wurde eine Gesamtkonzeption vorgelegt, die von For-
schungsaktivitaten Gber die Senkung der Pravalenz, intensiven Untersuchungs- und Monito-
ringprogrammen bis hin zur Rindfleischetikettierung und damit einer eingehenden Informati-
on der Verbraucher besteht. Eine solche Gesamtkonzeption lasst sich fiir die Fragestellung
mikrobiologische Belastung mit zoonotischen Erregern nicht feststellen. Insbesondere die
Information der Verbraucher lber entsprechende mégliche mikrobiologische Belastungen
und deren Wissen Uber den richtigen Umgang mit Lebensmitteln werden nicht behandelt,
obwohl dies in Anséatzen in Art. 14 der Verordnung (EG) Nr. 178/2002, der Basis-Verordnung
Uber sichere Lebensmittel, abgehandelt ist.

Die bisherige Umsetzung der Verordnung (EG) Nr. 2160/2003 hat sicherlich einen wichtigen
Beitrag zur Verbesserung der Zoonosesituation geleistet. In Nordrhein-Westfalen war von
Beginn an klar, dass eine konsequente Umsetzung der Ziele dieser Verordnung bedeutet,
dass erhebliche Anstrengungen in der Primarproduktion, insbesondere in der Geflligelhal-
tung, ergriffen werden missen. Gemeinsam mit den Beteiligten hat das Verbraucherschutz-
ministerium des Landes NRW in den Jahren 2007 bis 2009 zwei Programme, das Untersu-
chungs- und Hygieneprogramm und das Hygieneprogramm 2009, auf den Weg gebracht, um
die Primarproduzenten in diesen Anstrengungen zu unterstiitzen. Ansonsten hatte die Imp-
lementierung der VO (EG) Nr. 2160/2003 zu einem Aus fir diese Produktionszweige flhren
kénnen. Denn die Senkung der Gesamtpravalenz wird letztendlich nur lber die Eradikation
einer jeweils Salmonellen positiven Herde erreicht. Eine Pravalenzsenkung im eigentlichen
Sinne, in der Herde ist aufgrund der festgelegten MaBnahmen bei Salmonellennachweis im
Tier oder in der Stallumgebung nicht vorgesehen.

Deutlich geworden bei den MaBnahmen ist, dass trotz der Zielsetzung nur wenige Salmonel-
len-Serotypen zu bekampfen, dieses Ziel nur mit umfassenden HygienemaBnahmen in den
Betrieben zu erreichen ist. Daraus ergibt sich sicherlich ein positiver Nebeneffekt auch fr
andere, insbesondere zoonotische Keimbelastungen.

Eine Bewertung der Gesamtsituation in Bezug auf Salmonellen wird von der Kommission
erst jetzt auf Grund der Zusagen bei der Verabschiedung der VO (EG) Nr. 2073/2005 durch-
geflhrt. Eine vorlaufige Aussage dazu ist, dass den Mitgliedstaaten noch mehr Zeit zur Er-
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reichung der Ziele der VO (EG) Nr. 2160/2003 gegeben werden soll, ehe endgiltig Gber
strengere Grenzwerte fir Salmonellen in Gefllgelfleisch im Rahmen der VO (EG) Nr.
2073/2005 entschieden werden kann.

Die EU liegt trotz alledem mit ihrem Zoonosereduzierungsprogramm in etwa im Zeitplan. Die
weitere Vorgehensweise fiir die nachsten Jahre ist soweit festgelegt, dass auch hier der
Zeitplan wahrscheinlich eingehalten wird. Dies unterscheidet dieses Programm deutlich von
den jahrelangen Uberlegungen zur Reduzierung des Eintrags von Salmonellen in die Le-
bensmittelkette Uber die Schweineproduktion. Hier wurden erst nach langen Diskussionen
entsprechende MaBnahmen ergriffen. Beim Gefligel war deutlich, dass ein derartig langer
Zeitraum einfach nicht zur Verfligung steht.

EU-weit scheint es notwendig, die Bekdmpfungsprogramme auf der Stufe der Primarproduk-
tion verstarkt mit den Lebensmittelsicherheitskriterien und den MaBnahmen in der weiteren
Lebensmittelkette abzustimmen. Diese Notwendigkeit zeigt sich insbesondere in der Beruck-
sichtigung unterschiedlicher Erregerspektren in der 0.a. Verordnung. Eine entsprechende
Gesamtkonzeption sollte im Rahmen der Programme Tiergesundheit und Lebensmittelsi-
cherheit zumindest auf nationaler Ebene erarbeitet werden. Die Arbeiten im Rahmen der
AVV Zoonosen Lebensmittelkette kdnnen dabei allenfalls ein wenn auch wichtiges Begleitin-
strument sein. Es bleibt abzuwarten, ob z.B. mit der gednderten Rinder-
Tuberkuloseverordnung eine engere Verknipfung zwischen den MaBnahmen gegen Zoono-
sen in der Primarproduktion und den anderen Stufen der Lebensmittelkette erreicht werden
kann.

Wenn sich durch die Programme zur Umsetzung der VO (EG) Nr. 2160/2003 die Hygienesi-
tuation zwar insgesamt gebessert hat, so geben diese Instrumente aber trotzdem keine Ant-
worten z.B. auf Campylobacterbelastung von Gefllugelfleisch. Das heiBt, die Verbraucher
werden zukinftig vielleicht mit weniger Salmonellen aber méglicherweise weiterhin im glei-
chen MaBe wie bisher mit anderen pathogenen Keimen im Geflugelfleisch rechnen kénnen.
In diesem Zusammenhang hilft bis jetzt auch das andere Element des WeiBbuchs zur Le-
bensmittelsicherheit, ndmlich die Verordnung Uber mikrobiologische Kriterien von Lebensmit-
teln nichts. Denn Campylobacter wurde aus vielen Griinden nicht mit in diesen Verordnungs-
text aufgenommen. Insoweit stellt sich die Frage, ob tatsachlich die einfache Aussage ,Pré-
valenzsenkung einiger pathogener Keime bei der Primarproduktion flihrt zu mehr Lebensmit-
telsicherheit* aufrecht erhalten werden kann. Neben der Zusammenflihrung der Programme
aus der Tiergesundheit und Lebensmittelsicherheit muss verstarkt das Instrument ,Informati-
on der Verbraucher genutzt werden. Dabei sind sowohl die Lebensmittelwirtschaft als auch
die Uberwachungsbehérden gefordert.

Insgesamt missen die einzelnen guten Ansatze und Werkzeuge zur Senkung der Pravalenz
von Zoonoseerregern noch starker zu einer integrierten Strategie zusammengefiihrt werden.



Zoonosen und Lebensmittelsicherheit 15

Epidemiologie, Monitoring, Kontrolle

Ausbreitung von Erregern in Tierbestanden

Franz J. Conraths, Jirgen Teuffert, Matthias Kramer, J6rn Gethmann, Claudia Schoene,
Hartmut Lentz, Maria Kasper und Thomas Selhorst
Friedrich-Loeffler-Institut, Institut fir Epidemiologie, Wusterhausen

Die Ausbreitung von Infektionserregern in Tierbestanden hangt von den Determinanten ab,
welche die Wechselwirkungen von Erreger, Wirt und Umwelt bestimmen. Die fir die Aus-
breitung wesentlichen Einflussfaktoren missen daher fir jede Infektionskrankheit, ihren Er-
reger, die Wirte sowie die Umweltbedingungen, denen Erreger und Wirt ausgesetzt sein
kdénnen, gesondert betrachtet werden.

Bezlglich der Eintragsquellen von Infektionserregern in Tierbesténde liegen Daten in unter-
schiedlicher Qualitat vor. Haufig gelingt es nicht, die Eintragsquelle der Erreger von anzeige-
pflichtigen Tierseuchen und Zoonosen nach Feststellung des Ausbruchs eindeutig zu identi-
fizieren. So lieB sich bei Geflugelpestausbriichen mit hochpathogenem Influenzavirus vom
Subtyp H5N1 zwar aufgrund der vorliegenden Nukleinsdure-Sequenzdaten die enge Ver-
wandtschaft von Viren zeigen, die man mehr oder weniger zeitgleich bei Wildvogeln und in
den betroffenen Hausgefligelbestanden fand, der unmittelbare Eintrag des Virus durch einen
infizierten Wildvogel in einen Hausgefligelbestand konnte bisher allerdings nicht nachgewie-
sen werden (Schoene et al., 2009). Jedoch gelang es, nach Geflligelpestausbriichen, die
sich bei Kleinhaltungen in Brandenburg im Dezember 2007 ereigneten, in mindestens zwei
Fallen zu zeigen, dass das betroffene Gefligel Zugang zu Abféllen von Schlachtenten ge-
habt hatte und dass das Virus, welches in den Kleinbestanden nachgewiesen wurde, iden-
tisch war mit dem Erreger, der bereits im Spatsommer 2007 zu Gefligelpestausbriichen in
Entenmastbetrieben in Bayern geflihrt hatte. Es ist daher in diesem Fall von einer direkten
epidemiologischen Verbindung zwischen den Gefligelpestausbriichen bei Mastenten in
Bayern und den Fallen in Brandenburg auszugehen (Harder et al., 2009).

Das Gefligelpest-Ausbruchsgeschehen des Jahres 2007 veranschaulicht zugleich, dass
Faktoren, die den Wirtsarten (z.B. Enten, Hihner, Puten) zuzuordnen sind, fir die Ausbrei-
tung von Erregern von entscheidender Bedeutung sein kbnnen. Wahrend das Influenzavirus
vom Subtyp H5N1 bei Mastenten allenfalls in geringem AusmaB zu Verlusten flhrte, gingen
die Infektionen bei Hihnern, die Zugang zu Abfallen von mutmaBlich mit dem Virus infizier-
ten Schlachtenten gehabt hatten, mit einer extrem hohen Letalitat einher.

Aufschlussreiche Daten liegen zur Einschleppung und Ausbreitung der Klassischen Schwei-
nepest vor. Beziglich der Ausbriiche, die sich in Deutschland in den Jahren 1993 bis heute
ereigneten, wurde bei 60,0 % der Primarausbriiche Kontakt zu Schwarzwild, welches dem
Virus als Reservoir dient, als gesicherte oder begriindet vermutete Einschleppungsursache
festgestellt (Abb. 1). In 22,0 % der Félle waren unzureichend erhitzte Speiseabfalle verfittert
worden, eine Praxis, die nur in den ersten Jahren des Untersuchungszeitraums noch verbrei-
tet war. Inzwischen spielt sie — nach Durchsetzung der entsprechenden Verbote und Hygie-
nemaBnahmen — in Deutschland keine Rolle mehr als Einschleppungsursache fur die Klassi-
sche Schweinepest.

Betrachtet man die Folgeausbriiche von Klassischer Schweinepest (Abb. 1), d.h. die Verbrei-
tung des Erregers aus dem Bestand mit dem Indexfall in weitere Betriebe, so sind die Ein-
tragsquellen vielfaltiger und reichen unter den aufgeklarten oder begriindet vermuteten Ein-
schleppungsursachen vom Tierverkehr (Handel; 28,1 %) tber Nachbarschaft (24,1 %), Per-
sonen- (15,7 %) bis hin zu Fahrzeugkontakten (8,4 %).
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Abb. 1: Klassische Schweinepest. Gesicherte oder begriindet vermutete Einschleppungsursachen der
Ausbriiche seit 1993

Prim&rausbriiche (n = 111) Folgeausbriiche (n = 249)

Schwarzwild Tierverkehr
unbekannt /

60,0 %

28,1 %

AN

unbekannt Nachbarschaft

Speiseabfall Fahrzeugkontakt Personenkontakt

Wie dieses Beispiel zeigt, kann dem Handel mit Tieren auch Uber weite Distanzen bei der
Verbreitung von Krankheitserregern eine groBe Bedeutung zukommen. Es bietet sich daher
an, die raumliche und zeitliche Dynamik von Infektionskrankheiten in solchen Netzen durch
Modellierung zu untersuchen. In diesem Zusammenhang kann es von besonderer Bedeu-
tung sein, in einem Handelsnetz ,natirliche Cluster” zu identifizieren, die sich durch starke
Handelsaktivitdten innerhalb der Cluster und geringe Handelsaktivitdten aus den Clustern
heraus auszeichnen. Die Kenntnis der Strukturen des Netzes, insbesondere der natdrlichen,
in sich mehr oder weniger abgeschlossenen Kompartimente (Cluster), kénnte genutzt wer-
den, um MaBnahmen zu optimieren, die der Ausbreitung von Erregern entgegenwirken.

Derzeit wird als Beispiel das Handelsnetz der Betriebe analysiert, die in den Jahren 2006-
2008 in Deutschland Schweine hielten. Das Netzwerk bestand aus ca. 121.000 Betrieben
und mehr als 5 Millionen Handelsaktivitaten im betrachteten Zeitraum. Fir dieses Handels-
netz wurde eine Clusteranalyse durchgeflihrt. Dabei ergab sich, dass ein GroBteil der Betrie-
be, die in Deutschland Schweine halten (ca. 98%), einem von 10 Clustern zugeordnet wer-
den kénnen. Interessanter Weise stellten sich die ermittelten Cluster mehr oder weniger
raumlich getrennt dar, obwohl die Information Uber die geografische Lage der Betriebe bei
der Clusteridentifizierung nicht verwendet wurde (Lentz et al., 2009).

Weitere hinsichtlich der Ausbreitung von Infektionskrankheiten relevante KenngréBen des
Netzes sind die ,Reichweite’ und die ,stark zusammenhangende Komponente'.

Die Reichweite gibt an, wie viele Betriebe von einem Bestand aus durch Handelskontakte
erreicht werden kdnnen. Bei der Analyse der Daten zur Reichweite fir alle Betriebe im Netz
der Schweine haltenden Betriebe in Deutschland ergaben sich lediglich zwei Reichweiten-
klassen. Von den Betrieben der einen Klasse konnten ca. 50.000 Betriebe erreicht werden,
wohingegen von Betrieben der anderen Klasse nicht mehr als 100 Betriebe erreichbar wa-
ren. Nur die Hélfte der Schweine haltenden Betriebe in Deutschland fiel in die erste Katego-
rie und nur diese ware von einem Seuchenzug gréBeren Umfangs im Falle der ausschlieBli-
chen Ausbreitung tber den Handel betroffen.

Die stark zusammenhangende Komponente umfasst Betriebe, die jeden anderen Betrieb
innerhalb dieser Komponente mit einer geringen Anzahl von Schritten erreichen kann. Fur
die Schweine haltenden Betriebe in Deutschland umfasste diese Komponenten ca. 30.000
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Betriebe. Diese Bestéande kénnten aufgrund der engen Verknipfung zu anderen Betrieben
eine Infektionskrankheit in kurzer Zeit weiterverbreiten. Mit Hilfe der Netzwerkanalyse kon-
nen sowohl die Betriebe mit hoher Reichweite als auch die Bestande, die zur stark zusam-
menh&ngenden Komponente gehdren, identifiziert werden.

Die weitere Analyse der Daten wird Wege aufzeigen, um das Risiko einer Ausbreitung von
Erregern tber den Handel wirksam zu verringern.
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Monitoring von Salmonella in der Lebensmittelkette — Ausgangspunkt fiir Reduktions-
strategien

Annemarie Kasbohrer, Bernd-Alois Tenhagen, Kirsten Heckenbach, Matthias Hartung und
Bernd Appel
Bundesinstitut fir Risikobewertung, Berlin

Einleitung

Die Salmonellose des Menschen ist seit vielen Jahren eine der haufigsten lebensmittelbe-
dingten Infektionskrankheiten in Deutschland und in der Européischen Union. Im Jahr 2008
wurden in Deutschland insgesamt 42.909 Salmonellenerkrankungen gemeldet, die Inzidenz
lag bei 52,2 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner. Gegenliber dem Vorjahr nahm die Inzi-
denz in allen Bundesléandern ab (RKI, 2009). Vergleiche der nachgewiesenen Serovare und
Phagentypen in den lebensmittelliefernden Tieren, tierischen Lebensmitteln sowie bei den
Erkrankungen des Menschen ergaben, dass insbesondere Lebensmittel vom Gefliigel und
vom Schwein als wichtigste Infektionsquellen des Menschen angesehen werden missen
(Kéasbohrer et al., 2007).

Monitoringprogramme und ihre rechtlichen Grundlagen

Auf der Grundlage der Richtlinie 92/117/EG wurde 1994 begonnen, jahrlich die Ergebnisse
der Uberwachungsaktivitdten der Lander in Deutschland in einem Bericht zusammenzufas-
sen. Diese Ergebnisse wurden auf EU-Ebene von 1994 bis 2003 vom Gemeinschaftlichen
Referenzlabor flr die Epidemiologie der Zoonosen am BfR, und seit 2004 von der EFSA im
EU-weiten Zoonosenbericht zusammengefasst.

Far die Bewertung der Situation in der Europaischen Gemeinschaft werden vergleichbare
und reprasentative Daten zu den Entwicklungstendenzen und Quellen von Zoonosen und
Zoonoseerregern benétigt. Diesen Anforderungen wurde durch die Richtlinie 2003/99/EG
und die Allgemeine Verwaltungsvorschrift (AVV) Zoonosen Lebensmittelkette Rechnung ge-
tragen.

Im Rahmen von EU-weit durchgefthrten Monitoringprogrammen wurde anhand reprasentati-
ver Stichproben eine Schatzung der Prévalenz von Salmonellen in ausgewahlten Stufen der
Lebensmittelkette ,Geflliigel’ und ,Schwein’ vorgenommen. Seit Oktober 2004 wurden vier
EU-weite einjahrige Grundlagenstudien zum Vorkommen von Salmonellen beim Gefligel
(Legehennen, Masthdhnchen und Puten) sowie zwei Studien beim Schwein (Zuchtschweine,
Mastschweine) durchgeftihrt (Tabelle 1). Die detaillierten Anforderungen wurden jeweils in
Entscheidungen der Kommission festgelegt.

Ergénzend hierzu wird national seit 2008 jahrlich ein Zoonosen-Stichprobenplan geman AVV
Zoonosen Lebensmittelkette in enger Zusammenarbeit mit den Landern erarbeitet und
durchgefuhrt. Eine Ubersicht Uber die fir 2008 freiwilligen Programme zur Pravalenz von
Salmonella in der Lebensmittelkette ist in Tabelle 2 zusammengefasst.

Ergebnisse der koordinierten Uberwachungsprogramme beim Gefliigel

Die Salmonella-Pravalenz bei den verschiedenen Geflligelpopulationen unterschied sich
erheblich (Tabelle 3). In knapp 30% der Legehennenherden wurde Salmonella spp. nachge-
wiesen. Beim Mastgefligel lag die Pravalenz niedriger: In 17,5% bzw. 10,3% der untersuch-
ten Herden von Masthahnchen und Mastputen wurden Salmonellen festgestellt (BfR 2005,
2006, 2008a).
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Tab. 1: Grundlagenstudien zum Vorkommen von Salmonella spp. beim Gefliigel und Schwein

Tierart Population und Zeitpunkt der Geplante/ Anzahl und Art
(Rechtsgrundlage) Probenahmeort Beprobung tatséachliche der Proben
Zeitraum Stichprobenzahl
Legehennen Kommerzielle Betriebe | Innerhalb der letzten 533 /563 | 5 Kot-Pools
(2004/665/EG) mit mindestens 1000 9 Wochen vor Aus- 2 Staubproben
10/2004-09/2005 | Tieren stallung
Masth&hnchen Kommerzielle Betriebe | Innerhalb der letzten 373 /378 | 5 Kot-Pools
(2005/636/EG) mit mindestens 5000 | 3 Wochen vor Aus-
10/2005-09/2006 | Tieren stallung
Mastputen Kommerzielle Betriebe | Innerhalb der letzten 336 /300 | 5 Kot-Pools
(2006/662/EG) mit mindestens 500 3 Wochen vor Aus-
10/2006-09/20007 | Puten stallung
Masth&hnchen Schlachtcharge in zum Zeitpunkt der 384 /432 | 10 Blinddarme
(2007/515/EG) einer Herde im MS Eviszeration bzw. vor (freiwillig)
01/2008-12/2008 | aufgezogen und ange- | der Verarbeitung 1 Karkasse
liefert
Mastschweine Schlachtschweine, in | zum Zeitpunkt der 2400 /2659 | Mind.
(2006/668/EG) D in den letzten 3 Eviszeration 5 Lymphknoten
10/2006-09/2007 | Monaten gemastet
Zuchtschweine Betriebe mit mindes- Tier mindestens 6 220 /201 | 10 Kot-Pools
(2008/55/EG) tens 50 Zuchttieren Monate alt
01/2008-12/2008
Tab. 2: Auszug aus Zoonosen-Stichprobenplan 2008
Tierart, Matrix Ebene der Beprobung | Erreger Probenumfang
Hahnchenfleisch | Einzelhandel Salmonella spp., Campylobacter spp., 384
Methicillin-resistente Staphylococcus aureus
Schweinefleisch | Einzelhandel Salmonella spp., Campylobacter spp., 457
Yersinia enterocolitica,
Methicillin-resistente Staphylococcus aureus
HUhnereier Packstellen* und Salmonella spp. 4800
Einzelhandel 4800

*Die Entnahme der Eier konnte auch in einer Sammelstelle oder im Vorraum des Legebetriebes erfolgen

Auch das Serovarspektrum unterschied sich deutlich. Wahrend bei Legehennen

S. Enteritidis mit fast 80 % dominierte, war bei Masthahnchen die monophasische Variante
4,12:d:-. mit 30,3 % das haufigste Serovar. Dieser monophasische Typ dominierte auch auf
den Karkassen von Masthahnchen. Im Gegensatz zur Studie auf Betriebsebene wurde bei
den freiwillig teilnehmenden Landern in den Blinddarmproben am Schlachthof S. Ohio und
S. Paratyphi B (dT+) am haufigsten nachgewiesen. Bei Mastputen wurden am haufigsten
S. Typhimurium, S. Saintpaul und S. Hadar isoliert (BfR 2005, 2006, 2008a, 2009a).

Dieses unterschiedliche Serovarspektrum flhrt zu Unterschieden in der Pravalenz fir die

bekédmpfungsrelevanten Serovare S. Enteritidis und S. Typhimurium. Wahrend fast ein Vier-
tel der Legehennenherden betroffen sind, waren jeweils nur ca. 3 % der Mastgefligelherden
mit S. Enteritidis oder S. Typhimurium kontaminiert.

Dass der Eintrag tber die Tiere in den Schlachthof zu einer deutlichen Steigerung der Kon-
taminationsraten der Tierkérper fuhrt, zeigt der Vergleich der Untersuchungsergebnisse von
Zaekumproben und Karkassen der selben Schlachtchargen von Masthahnchen. Bei 65 %
der Schlachtgruppen mit Nachweis von Salmonella spp. im Zaekum und bei 16 % der
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Schlachtgruppen ohne Nachweis von Salmonella spp. im Zaekum konnte eine Salmonella
Kontamination auf der Karkasse ermittelt werden.

Ergebnisse der koordinierten Uberwachungsprogramme beim Schwein

Es waren 326 (12,7 %) der untersuchten 2.569 Schlachtschweine bakteriologisch positiv fur
Salmonella spp. (BfR, 2008b). Bei Zuchtschweinen waren 6,2 % der untersuchten 2.010
Sammelkotproben positiv. Von den 201 untersuchten Zuchtschweinebestédnden waren

22,6 % mit Salmonellen kontaminiert (BfR, 2009b).

Wahrend bei den Lymphknotenproben von Schlachtschweinen S. Typhimurium deutlich do-
minierte, wurde bei Zuchtschweinen am haufigsten S. Derby, noch vor S. Typhimurium
nachgewiesen (BfR, 2008b, 2009b).

Tab. 3: Ergebnisse der koordinierten Uberwachungsprogramme

Tierart N Salmonella positive Betriebe/Herden (%)

positive Proben Salmonella spp. S.Enteritidis/

(%) S.Typhimurium
Legehennen 563 | Sammelkot: 12,5 29,3 24,7
(Herden) 18,7% Staub: 18,7
Masthahnchen 378 | Sammelkot:11,7 17,5 2,9
(Herden)
Masthahnchen 432 |Karkassen: 17,6 17,6 4,6
(Schlachtchargen) 307 | gepoolte Zaeka: 7,5 7,5 0,7
Mastputen (Herden) 300 | Sammelkot: 7,2 10,3 3,0
Zuchtputen (Herden) 98 0
Mastschweine 2569 | Lymphknoten: 12,7 (12,7) 7.4
(Tiere am Schlachthof)
Zuchtschweine 201 | Sammelkot: 6,2 22,6 4,5
(Herden)

Ergebnisse des Zoonosen-Stichprobenplans 2008 nach AVV Zoonosen Lebensmittel-
kette

Bereits vor Verabschiedung der AVV Zoonosen Lebensmittelkette wurde fiir 2008 in 10 Lan-
dern begonnen, den vorgeschlagenen Zoonosen-Stichprobenplan auf freiwilliger Ebene um-
zusetzen.

Bei der Untersuchung von Salmonella in Konsumeiern wurden in 4 Pools Salmonellen nach-
gewiesen. Dabei wurden Salmonellen in drei Pools von den Schalen der Eier und in zwei
Pools aus dem Eigelb isoliert. Ein positiver Nachweis gelang bei Eiern, die beim Erzeuger
entnommen wurden, drei weitere Nachweise gelangen bei Eiern aus dem Einzelhandel. Legt
man der Berechnung die in den Pools enthaltenen Eier (5 bis 10 Eier je Pool) sowie die An-
nahme zugrunde, dass nur ein Ei im Pool positiv war, so ergibt sich eine Nachweisrate von
0,12%. Bei den vier positiven Nachweisen handelte es sich jeweils um zwei S. Enteritidis und
zwei S. Typhimurium Isolate. Bei zwei Eier-Poolproben wurden Salmonellen nur auf der
Schale nachgewiesen (1x S. Enteritidis, 1x S. Typhimurium), bei einem Pool wurde

S. Enteritidis auf der Schale und im Eigelb isoliert und bei einem Ei wurde S. Typhimurium
nur im Eigelb isoliert. Insgesamt wurden also bei 3 Pools von Eischalen und 2 Pools von
Eigelb Salmonellen nachgewiesen.
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Tab. 4: Nachweis von Salmonella spp. in Hilhnereiern

Art der Probe untersuchte | Positive Positive Eier
Eier Poolproben | (%)
HUhnereier, gesamt 3362 4 0,12
- Schale 2500 3 0,12
- Eigelb 2500 2 0,08
- EiweiBB 320 0 0

Bei der Untersuchung von Hahnchenfleisch und Schweinefleisch, das vorwiegend im Einzel-
handel entnommen wurde, wurden bei 12,1 % der Hahnchenfleischproben und 1,7 % der
Schweinefleischproben Salmonellen nachgewiesen.

Tab. 5. Nachweis von Salmonelia spp. in frischem Fleisch

Matrix Hahnchenfleisch Schweinefleisch
Untersuchungen | Positiv Positiv(%) | Untersuchungen | Positiv Positiv (%)
Gesamt 331 40 12,1 118 2 1,7
- Hersteller 46 5 10,9 15 0 0,0
- Einzelhandel 285 35 12,3 103 2 1,9

Fir den Uberwiegenden Anteil der Isolate aus Hahnchenfleisch wurde nur die Sero-Gruppe
angegeben. Am haufigsten wurde S. D1-monophasisch nachgewiesen, alle 12 Isolate wur-
den aus einer Untersuchungseinrichtung berichtet. S. Enteritidis (ebenfalls Serogruppe D)

wurde bei Hdhnchenfleisch nicht berichtet. Der Nachweis von S. Typhimurium wurde in ei-
nem Fall berichtet. Bei den zwei Isolaten aus Schweinefleisch handelte es sich jeweils ein-
mal um S. Typhimurium und einmal um S. Derby.

Bewertung der derzeitigen Situation

Dank der Grundlagenstudien liegt nun fir Legehennen, die beiden Mastgefliigelarten sowie
Schweine ein Ausgangswert fur die Bewertung kinftiger BekdmpfungsmaBnahmen vor. Die
Studien ermdglichen erstmals einen EU-weiten Vergleich der Salmonellensituation bei wich-
tigen lebensmittelliefernden Tierarten. Wahrend die Pravalenz von S. Enteritidis/

S. Typhimurium bei Legehennen in Deutschland Gber dem EU-Mittel lag, lag dieser Wert fir
Masthahnchen und Mastputen unter dem EU-Durchschnitt. Insbesondere bei Masthahnchen
war im EU-Mittel eine deutlich héhere Pravalenz von S. Enteritidis/S. Typhimurium berichtet
worden (EFSA, 2007a, 2007b, 2008a). Bei Schlachtschweinen lag die Pravalenz geringfligig
Uber dem Vergleichswert der EU (EFSA, 2008b). Fir Masthdhnchen am Schlachthof und
Zuchtschweine befindet sich die EU-weiten Auswertung in Vorbereitung.

In den freiwillig teilnehmenden Landern konnte der Zoonosen-Stichprobenplan 2008 erfolg-
reich durchgefuhrt werden. Dabei wurden wichtige Daten und Erfahrungen gesammelt. Die
fir Salmonella spp. erhobenen Daten bestatigen bisherige Erkenntnisse aus der Zoonosen-
berichterstattung des BfR zur Verbreitung des Erregers.

Aus beiden Studienreihen wird deutlich, dass eine flachendeckende repréasentative Bepro-
bung sowie eine umfangreiche Erhebung von begleitenden Daten erforderlich ist, um die
Ergebnisse im Sinne der Zusammenhénge entlang der Lebensmittelkette interpretieren und
den Einfluss verschiedener Faktoren hierauf berlicksichtigen zu kénnen.
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Ausblick

Die im Rahmen der vorgeschriebenen Bekampfungsprogramme erhobenen Angaben und
Ergebnisse missen kontinuierlich fir eine umfassende Auswertung und Bewertung der ak-
tuellen Situation sowie der Wirkung der BekdmpfungsmaBnahmen zusammengetragen wer-
den. Nur so kénnen die richtigen Prioritaten fur BekdmpfungsmaBnahmen gesetzt und Emp-
fehlungen fir verbesserte MaBnahmen abgeleitet werden. Mit der AVV Zoonosen Lebens-
mittelkette kdnnen diese Bemuhungen zielgerichtet ergénzt werden zur Verbesserung des
gesundheitlichen Verbraucherschutzes.

Erster Erfolg des seit 2007 bundesweit eingefliihrten Salmonellen-Bekdmpfungsprogramms
bei Legehennen kdnnte die Senkung der Pravalenz von S. Enteritidis und S. Typhimurium in
den Legehennenherden sein. In 2008 wurden auch deutlich seltener Salmonella spp. in Kon-
sumeiern im Einzelhandel nachgewiesen (Hartung, 2009a, 2009b, 2009c). Beim Menschen
nahm die Inzidenz der Salmonellose 2008 um 23% gegeniber 2007 ab. Dies wird vor allem
durch sinkende S. Enteritidis -Infektionszahlen erklart.
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Gefligel und Mastschweine sowie die aus ihnen hergestellten Lebensmittel sind fir den
Menschen eine bedeutende Quelle fiir Gastroenteritiden (Salmonellose) (EFSA, 2008). Die
Belastung von Salmonellen beim Gefligel und Schwein konnte in den vergangenen Jahren
aufgrund der Durchfiihrung mehrer Grundlagenstudien zur Erhebung der Pravalenz von
Salmonellen in Legehennen, Masthdhnchen, Puten und Mastschweinen nach der Verord-
nung 2160/2003 vom 17 November 2003 und nachgeordnete Entscheidungen flr die Mit-
gliedsstaaten der Europaischen Union erfasst werden (Anonymous, 2003). Ein Vergleich der
in den Studien nachgewiesenen Salmonella Serovare in Deutschen Bestanden zeigte, dass
verschiedene Serovare mit unterschiedlicher Haufigkeit bei Legehennen, Masthdhnchen und
Puten sowie bei Schweinen isoliert wurden. Wahrend das am h&ufigsten nachgewiesene
Serovar bei Legehennen Enteritidis mit 64 % war, gefolgt von einer rauhen Subspezies |
Variante, konnte bei Masthdhnchen das Serovar 4,12:d:- (23 %), gefolgt von Anatum und
Paratyphi B d-Tartrat positiv (je ca. 15 %) isoliert werden. Bei Mastputen ist das h&ufigste
isolierte Serovar Typhimurium, gefolgt von Hadar und Saintpaul. Bei Mastschweinen wurde
das Serovar Typhimurium (55 %) und eine monophasische Variante 4,[5],12:i:- (20 %), ge-
folgt vom Serovar Derby und Enteritidis am haufigsten isoliert (genauere Angaben zu den
Grundlagenstudien siehe Beitrag von A. Kasbohrer ,Monitoring von Salmonella in der Le-
bensmittelkette - Ausgangspunkt fiir Reduktionsstrategien).

Viele der vom Gefligel und Schwein isolierten Serovare gehéren in Deutschland auch zu
den zehn haufigsten beim Menschen vorkommenden Serovaren. Dies legt den Schluss na-
he, dass solche Serovare Uber die Lebensmittelkette den Menschen erreichen. Im Gegen-
satz dazu wird das Serovar 4,12:d:- trotz seiner hohen Préavalenz beim Masthahnchen nur
sehr selten vom Menschen isoliert. AuBer Zweifel steht die Bedeutung der Serovare Enteriti-
dis und Typhimurium, die im Jahr 2008 mit 62 % und 30 % am haufigsten von Menschen
isoliert wurden (Anonymous, 2009).

Warum sich bestimmte Salmonella Serovare oder spezifische Subtypen so erfolgreich lokal
oder weltweit, ausbreiten kdnnen, ist ungeklart. Beispiele fur die erfolgreiche Verbreitung
sind die Phagentypen des PT4 und PT8 Serovars Enteritidis in Gefliigel und Menschen. Ein
weiteres Beispiel ist das multiresistente Serovar Typhimurium DT204 und DT193 beim Rind
und Menschen, und seit Anfang der 1990er Jahre der Phagentyp DT104, der zun&chst in
Rind und Schwein auftrat, aber spater auch in verschiedenen anderen Spezies isoliert wur-
de, und damals einer der Haupttypen fir Salmonellose beim Menschen war. Mdglicherweise
haben bestimmte Serovare bzw. Subtypen einen Vorteil, den Menschen bzw. das Tier zu
infizieren, der im Genom des Stammes/Serovar begrindet liegt. Dabei spielen wahrschein-
lich Gene, die einen Einfluss auf die Virulenz haben, eine wesentliche Rolle.

Im folgendem werden die genetischen Eigenschaften dreier Serovare néher beschrieben, die
aktuell haufig in der Gefligel bzw. Schwein-Lebensmittelkette gefunden werden. Es wird
eine Einschatzung des Gefahrenpotentials der Serovare fir den Menschen gegeben. Die
Serovare Enteritidis und Typhimurium werden aufgrund des bereits guten Wissenstandes
bezlglich ihres pathogenen Potentials fir Mensch und Tier als Vergleichs-Serovare betrach-
tet.
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Salmonella enterica Serovar 4,12,:d:-

Das Serovar 4,12:d:- wurde in den vergangenen zehn Jahren eher selten vom Menschen
isoliert. Das Nationale Referenzzentrum fir Salmonellen und andere Enteritiserreger (NRZ-
Wernigerode) verzeichnete 55 humane Isolat-Einsendungen, wahrend das Nationale Refe-
renzlabor fir Salmonellen am BfR (NRL-Salm) 818 Isolate, die hauptsachlich vom Mast-
hahnchen isoliert wurden, zahlte. Man kann daher von einem Gefligel-assoziierten Serovar
sprechen. Eine kurzlich veréffentlichte Studie des Serovars offenbarte, warum der vom
Masthahnchen isolierte Typ eher selten beim Menschen vorkommt (Huehn et al., 2009a).
Dem Serovar fehlen im Vergleich zu epidemiologisch bedeutenden Serovaren wie Enteritidis
und Typhimurium viele Virulenzgene, insbesondere mit Prophagen vorkommende Virulenz-
gene. Weiterhin sind Isolate des Serovars bisher sensibel gegeniber einer Reihe von anti-
mikrobiell wirksamen Substanzen wie Sulfonamide, Tetracyclin, Streptomycin, Chloramphe-
nicol oder Spectinomycin. Eine enge Verwandtschaft mit einem Serovar, das zusétzlich ein
Phase 2-Antigen exprimieren kann, wie Duisburg oder Schwarzengrund, konnte nicht nach-
gewiesen werden. Dies lasst auch darauf schlieBen, dass sich das Serovar eigenstandig
entwickelt hat und nicht erst kirzlich durch eine Deletion der Phase 2 kodierenden Gene
entstanden ist. Aufgrund der molekularbiologischen Beobachtungen, des Fehlens einer Rei-
he von Virulenzgenen und der Epidemiologie des Serovars kann daher das Gefahrenpoten-
tial des Serovars fir den Menschen momentan als gering eingestuft werden.

Salmonella enterica Serovar Paratyphi B (d-Tartrat positiv)

Ein epidemiologisch interessantes Serovar, das sowohl haufig beim Gefliigel (besonders
Masthahnchen) in Deutschland, Belgien und den Niederlanden als auch beim Menschen
isoliert wird, ist Paratyphi B (Seroformel 4,[5],12:b:1,2). Das White-Kauffmann-Le Minor
Schema empfiehlt, das Serovar hinsichtlich seiner Fahigkeit zur d-Tartrat Fermentation zu
differenzieren. Es wurde beobachtet, dass die nicht d-Tartrat fermentierende Variante (dT-)
typhoid-ahnliche Erkrankungen beim Menschen verursachen kann, wahrend die d-Tartrat
fermentierende Variante (dT+) nicht invasiv ist. Wesentlich hdufiger wird in industrialisierten
Landern die d-Tartrat fermentierende Variante isoliert. Es wird vermutet, dass diese Variante
im wesentlichen durch Gefligel auf den Menschen tbertragen wird. Eine Studie aus unse-
rem Labor zeigt jedoch, dass es zwei Abstammungslinien des Serovars Paratyphi B (dT+)
gibt, die phanotypisch durch die Expression des O5-Antigens unterscheidbar sind (Huehn et
al., 2009b). Wéhrend die O5-negative Variante hochklonal ist und ein Tn7-ahnliches Klasse
2 Integron besitzt, das eine dfrA1-sat1 -aadA1 Resistenzgenkassette enthalt (Miko et al.,
2003), die Resistenz gegenulber Trimethoprim, Streptomycin und Spectinomycin kodiert, sind
Stamme der O5-positiven Variante eher heterogen und besitzen teilweise eine Salmonella
Genomic Island 1, die Resistenzen kodiert (Weill et al., 2005; Huehn et al., 2009b). Aus Ge-
fligel aus Westeuropa (Deutschland, Belgien, Niederlande) wird ausschlieBlich nur die O5-
negative Variante isoliert. Sie hat sich seit 2000 massiv in Masthahnchenbesténden etabliert
(Miko et al., 2002). Berichte Uber Infektionen beim Menschen mit dieser Variante sind jedoch
sehr selten. Bedeutendere Ausbriiche werden beim Menschen wahrscheinlich ausschlieBlich
durch die O5-positive Variante verursacht (Desenclos et al., 1996; Levings et al., 2006). Ob
die Gefllgel-assoziierte Variante fir den Menschen als geféhrlich eingestuft werden kann, ist
bisher noch nicht abschlieBend aufgeklart und wird in der Zukunft umfangreicher untersucht
werden. Ein Vergleich beider Varianten hinsichtlich ihrer Virulenzgenprofile zeigte, dass sie
ein unterschiedliches Repertoire an Virulenzgenen besitzen und trotz derselben Serovarbe-
zeichnung nicht miteinander eng verwandt sind. Sie unterscheiden sich mindestens in vier
Fimbrienklustern LPF, STC, STJ und STK und einer Reihe von weiteren hauptsachlich in
Prophagen lokalisierten Virulenzgenen, die nur in der O5-positiven Variante auftreten (Huehn
et al., 2009b). Aufgrund der Abwesenheit vieler Virulenzgene bei der O5-negativen Variante
wird sie gegentiber der O5-positven als eher weniger gefahrlich eingestuft. Mit Sorge wird
aber die durchgehende Multiresistenz der Stamme gesehen, die seit kurzem auch gegen die
dritte Generation der Cephalosporine resistent sein kénnen. Beachtung muss aber der O5-
positiven Variante gegeben werden, deren Reservoir und Ubertragungswege noch relativ
unbekannt sind. Méglicherweise stehen Reptilien, besonders Schlangen in Verdacht, es ist
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aber unklar, ob die aus Schlangen und Menschen isolierten Subtypen genotypisch ahnlich
bzw. identisch sind. lhr Virulenzgenrepertoire ahnelt eher dem des Serovars Typhimurium.

Salmonella enterica Serovar 4,[5],12:i:-

In den letzten Jahren gibt es vermehrt Isolate, die eine monophasische Variante des Sero-
vars Typhimurium zuzuordnen sind. Sie exprimieren nicht mehr die zweite H-Antigen-Phase,
besitzen aber sonst die Seroformel des Serovars Typhimurium. Ein Vergleich des Virulenz-
genrepertoires zeigte, dass die monophasische Variante mit Typhimurium (biphasisch) ein
identisches Repertoire an Fimbrienkluster (auBer PEF, Plasmid-kodierte Fimbriae) besitzt
und auch andere chromosomal kodierte Gene Ubereinstimmen. Das in Isolaten des Serovars
Typhimurium haufig vorkommende Virulenzplasmid fehlt jedoch in der monophasischen Va-
riante. Der Haupttyp ist vierfach-resistent gegentiber Ampicillin, Streptomycin, Sulfonamid
und Tetracyclin und gehért dem Phagentypen DT193 an. Sie werden durch die Resistenzge-
ne bla__,,, strA/strB, sul2 und tet(B) kodiert. Das Serovar wird seit 2002/2003 in Deutschland

TEM’
immer haufiger von Schweinen und Rindern isoliert. Zeitgleich stiegen auch die Isolations-
zahlen beim Menschen an. Interessanterweise erfolgt die Verbreitung des Serovars auf Kos-
ten des Serovars Typhimurium, dessen Isolationszahlen mit dem Anstieg der monophasi-
schen Variante bei Schweinen und Menschen zurlickgehen. Fiir 2008 betragt der Anteil der
monophasischen Variante bezogen auf alle Typhimurium Isolate beim Menschen ca. 40%
und beim Tier und Lebensmittel ca. 33 %. Aufgrund der hohen Ahnlichkeit des Virulenzgen-
profils der monophasischen Variante zu Typhimurium und seiner engen Verwandtschaft so-
wie Infektionsraten beim Menschen kann es als ebenso gefahrlich wie das Serovar Typhimu-
rium eingestuft werden. Seit der erstmaligen Beschreibung einer monophasischen Typhimu-
rium Variante in Spanien (Echeita et al., 1999), die dem Phagentypen U302 angehdrte, er-
folgt inzwischen die Verbreitung weltweit (Switt et al., 2009).

Der weltweite Anstieg der monophasischen Typhimurium Variante 4,[5],12:i:- kann mit der
explosionsartigen Verbreitung des Serovars Typhimurium Phagentyp DT104 verglichen wer-
den. Der Subtyp hat sich von einem niedrigen Niveau aus im Nutztier Rind und Schwein ver-
breitet und verursachte mit geringer zeitlicher Verzégerung beim Menschen immer haufiger
Salmonellosen. Bereits 1996 belegte er Rang 2 nach Enteritidis PT4 in der Haufigkeitsskala
der vorkommenden Erregertypen (Liesegang et al., 1997). Vergleichbar ist auch die bisher
relative hohe Klonalitat zwischen der aufkommenden monophasischen Variante und dem
damals sich verbreitenden Phagentyp DT104, der eine Antibiotika-Mehrfachresistenz gegen-
Uber Chloramphenicol/Florfenicol, Streptomycin, Sulfonamid, Tetracyclin und die B-Lactam
Antibiotika besitzt (Baggesen et al., 2000). Geht man davon aus, dass die monophasische
Variante sich &hnlich erfolgreich wie der Phagentyp DT 104 weiter verbreiten wird, ist in den
nachsten Jahren noch mit steigenden Isolationszahlen zu rechnen. Die Ursache fur die Ver-
drangung bzw. Explosion einer Variante sind vielfaltig. Einerseits kann es mit verédnderten
Haltungsbedingungen bei Tieren in Zusammenhang stehen, die der Variante einen Vortell
geben. Andererseits kann eine Nutztierpopulation und auch humane Population einen ge-
wissen Grad an Immunitat erlangt haben, wodurch eine lang anhaltend persistierende Vari-
ante zuriickgedrangt wird und Platz fir den nédchsten Subtypen macht. In diesem Zusam-
menhang mégen auch die in Deutschland laufenden Salmonella Impfprogramme einen Ein-
fluss auf den Serovarwechsel haben.
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Risiko orientierte Untersuchungs- und Uberwachungssysteme fiir Lebensmittel
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Seit Jahrzehnten werden in Deutschland Lebensmittel kontrolliert und untersucht, ob sie oh-
ne Schaden fir den Menschen verzehrt werden kénnen und ob sie entsprechend den recht-
lichen Vorgaben gekennzeichnet wurden. Die Untersuchungseinrichtungen der Lander und
Kommunen berichten auf regionaler Basis regelmaBig Gber Mangel und Beanstandungen
sowie Uber "risikoreichere" Lebensmittel, die bei den wiederkehrenden Untersuchungen auf-
gefallen sind. Schon seit Jahren gleichen sich die amtlichen Berichte. Es sind kaum Veran-
derungen und Verbesserungen festzustellen. Auch kommen aus dem sehr vielfaltigen und
komplexen Lebensmittelangebot immer wieder andere Produkte oder Produktvariationen zur
Untersuchung. Gleichzeitig hat sich der Lebensmittelmarkt in den vergangenen Jahren dra-
matisch verandert: Es ist eine zunehmende Konzentration auf wenige Hersteller mit hoher
Produktionskapazitat und vor allem Uberregionalem Vertriebsnetz festzustellen.

Diese neue Konstellation hat das alte Prinzip der regionalen Untersuchungspraxis und die
Auswahl der Lebensmittelproben in Frage gestellt. Daher hat die Europaische Union mit der
Einfihrung des neuen gemeinschaftlichen Lebensmittelrechts entschieden, dass zukunftig
Lebensmittelkontrollen in den Mitgliedsstaaten auf Risikobasis durchzuflihren sind. Ziel ist es
demnach, Lebensmittel und deren Herstellung um so intensiver und h&ufiger zu Uberprifen,
je hdher das betreffende Risiko beim Verzehr des Lebensmittels fir den Menschen einzustu-
fen ist. Im Rahmen dieser neuen Strategie sind Lebensmittel hinsichtlich unterschiedlicher
Gefahren einer Risikobewertung im Sinne der so genannten Basis-Lebensmittel-Verordnung
(EG) Nr. 178/2002 zu unterziehen.

Mit dem neuen EU-Hygienerecht wird in den kommenden Jahren auch eine flexibilisierte
Praxis der Schlachttier- und Fleischuntersuchung Wirklichkeit werden. Moderne land-
wirtschaftliche Produktionsbedingungen, insbesondere fir Mastschweine, haben zu einer
verbesserten Tiergesundheit gefihrt. Starre Untersuchungsschemata kénnen unter bestimm-
ten Voraussetzungen gelockert werden. Um MiBverstandnissen vorzubeugen: Nach wie vor
muB jedes (lebende) Schlachttier jeder Schlachtkdrper einzeln untersucht werden. Aber wie?
Wird nur etwas weggelassen oder kommt etwas an anderer Stelle hinzu?

Risikobewertung

Mit der systematischen Risikobewertung steht nunmehr ein spezialisiertes Verfahren zur
Verfligung, um aktuelle wissenschaftliche Daten und Informationen zu verschiedenen Ge-
sundheitsgefahren in Lebensmitteln klar, folgerichtig und logisch zu bewerten. Sie stellt ein
wertvolles Werkzeug im Dienste sowohl von Bewertungsinstituten, wie z.B. EFSA, das Bun-
desinstitut fir Risikobewertung (BfR) als auch fir Behérden dar, die fur die Lebensmittel-
Uberwachung zustandig sind. Risikobewertungen liefern dem Risikomanagement der Lander
eine Entscheidungsgrundlage fur die Auswahl von Proben zur Untersuchung.

Im Rahmen der Risikobewertung werden mikrobiologische Gefahren, wie pathogene Mikro-
organismen beispielsweise in Gefllgelfleisch in verschiedene Gefahrenklassen eingeteilt. So
muss z.B. aufgrund der groBen Zahl humaner Erkrankungsfalle infolge von Salmonella spp.
oder Campylobacter spp. beiden Mikroorganismen die hdchste Prioritat in Europa einge-
raumt werden. Andere Bakterien, wie z.B. Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Shigella
spp. und Staphylococcus aureus, deren Pathogenitat fir den Menschen bekannt ist, kdnnen
ebenfalls durch Gefligelfleisch Ubertragen werden. Eine Kontamination mit diesen pathoge-
nen Mikroorganismen geschieht hauptsachlich wahrend der Gewinnung und hauslichen Zu-
bereitung. Viele weitere pathogene Mikroorganismen werden im Zusammenhang mit Gefl-
gelfleisch genannt, sind jedoch nach bisheriger Kenntnis von untergeordneter Bedeutung. Im
Rahmen der Farm-to-fork-Strategie kommt es darauf an, pathogene Mikroorganismen an der
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am besten geeigneten Produktionsstufe zu eliminieren oder zumindest ihre Keimzahl zu re-
duzieren (HACCP-gestiitzte Verfahren).

Die Risikodefinition verlangt eine Risikokategorisierung von Lebensmitteln. Danach sind zu-
nachst die Gefahren im Zusammenhang mit einem Lebensmittel oder einem unter gleicharti-
gen Bedingungen produzierten und verzehrten Lebensmittel zu identifizieren, um daraus das
entsprechende Risiko unter Berticksichtigung der Wahrscheinlichkeit des Vorkommens von
unerwlnschten gesundheitlichen Auswirkungen in hoch, mittel oder niedrig einzustufen. Das
Ziel dieser Kategorisierung in verschiedene Risikostufen ist es, die ermittelten Risiken ange-
messen im Lebensmitteliiberwachungssystem berlicksichtigen zu kénnen. Bei der Auswahl
von Lebensmitteln fir die Kontrollplane sollen die Lebensmittelherstellungskette (mit den
sog. kritischen Produktionsstufen) und das AusmaB der Gefahren, die mit dem entsprechen-
den Rohmaterial, mit méglichen Zwischenprodukten oder auch mit den Herstellungs-
gegebenheiten verbunden sind, berticksichtigt werden.

Einstufung des Gefahrdungspotentials im Rahmen der Schlachttier- und Fleischunter-
suchung

Schweinefleisch kann Keime enthalten, die fir den Menschen eine Gesundheitsgefahr dar-
stellen. Um belastetes Fleisch frihzeitig zu erkennen, wurde Anfang des 20. Jahrhunderts
die obligatorische Fleischbeschau von Schlachttieren eingefiihrt. Dies war ein Durchbruch fir
den gesundheitlichen Verbraucherschutz. Durch die konsequente Anwendung genormter
Fleischuntersuchungsprozeduren konnten die sogenannten ,klassischen“ Zoonosen, wie
Tuberkulose und Brucellose, grdBtenteils getilgt werden. Diese Anstrengungen und verbes-
serte Haltungsbedingungen haben in den letzten 100 Jahren zu einem deutlich besseren
Gesundheitszustand der Schlachttiere gefiihrt. Allerdings wird heutzutage diese patholo-
gisch-anatomisch orientierte Fleischuntersuchung den aktuellen Gefahren fir die menschli-
che Gesundheit nicht mehr gerecht.

Auf die heute vorherrschenden, beim Tier subklinisch verlaufenden Zoonosen weisen (eben-
so wie auf mégliche Rickstéande) keine sichtbaren Veranderungen an Tierkdrpern und Orga-
nen hin. Zoonosen gehdren zu den wichtigsten Verursachern von Durchfallerkrankungen
beim Menschen. So sind es die bei den Schlachttieren vorkommenden inapparenten Zoono-
sen, die heute im Vordergrund stehen und eine wichtige Ursache humaner Durchfaller-
krankungen sind. Die bisherigen Fleischuntersuchungsverfahren sind nur ungentigend auf
die Diagnose von Zoonosen, wie Salmonellen, Mykobakterien und Yersinien, eingerichtet.
Auch die PraventionsmaBnahmen im Bereich des Schlachthofes zur Kontamina-
tionsminderung von Fleisch mit diesen Zoonoseerregern sind unzureichend. Diese Er-
kenntnisse sollten bei modernen Verfahren der Schlachttier- und Fleischuntersuchung be-
ricksichtigt werden.

Die Européische Union hat bereits im Friuhjahr 2004 mit der Verordnung (EG) Nr. 854/2004
die Grundlagen fur die Einfihrung einer Risiko orientierten Fleischuntersuchung geschaffen.
Mit der Verordnung (EG) Nr. 1244/2007 wurden erganzende Durchflihrungsvorschriften hier-
zu getroffen, um eine gemeinschaftsweit méglichst einheitliche Anwendung sicherzustellen.
Darin ermdglicht sie der zustandigen Behdrde ein Verfahren, in dem die Fleisch-
untersuchung bei Mastschweinen auf eine Besichtigung beschrankt werden kann. Dies gilt,
sofern die Schlachttiere unter kontrollierten Bedingungen und in integrierten Produktionssys-
temen gehalten wurden, der Lebensmittelunternehmer entsprechende Informationen zur
Lebensmittelkette zur Verfligung gestellt hat und eine Anzahl an ausgewahlten Tieren re-
gelmaBig serologisch und/oder mikrobiologisch tGberwacht wird. Dieser Ansatz will insbeson-
dere die inapparenten Zoonosen und andere mdgliche Gefahren fiir die menschliche Ge-
sundheit berticksichtigen, die bislang im Rahmen der sogenannten klassischen Schlachttier-
und Fleischuntersuchung nicht oder nicht ausreichend erkannt werden konnten. Es sind wei-
tergehende Informationen nétig, wie sie in den Verordnungen (EG) Nr. 852-854/2004 vorge-
schrieben werden. Zuklnftig missen demnach bestimmte Vorabinformationen des Her-
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kunftsbetriebs zu den Schlachtschweinen vor deren Anlieferung an den Schlachthof vorlie-
gen.

Kommen Mastschweine, die seit dem Absetzen in integrierten Produktionssystemen in kon-
trollierter Haltung gehalten werden, mit diesen Lebensmittelketteninformationen zum
Schlachthof, so kann die zustandige Behérde auch dartber entscheiden, ob die traditionelle
Untersuchungsprozedur fir die jeweilige Lieferpartie noch angemessen ist, oder ob eine vi-
suelle Fleischuntersuchung ausreicht. Dabei wird nach wie vor nicht stichprobenartig son-
dern jeder Schlachtkdrper untersucht, da es sich um eine nicht zerstérende (visuelle) Pri-
fung und zahlenmaBig auch erfaBbare Stlickzahl handelt. Risiko orientiert bedeutet, der Un-
tersuchungsgang wird an die veranderten Risiken bei der Aufzucht und Mast der Tiere sowie
dem Schlachtvorgang angepaft.

Einstufung des Gefahrdungspotentials von relevanten Lebensmitteln fiir die Lebens-
mitteluntersuchung

Anders als bei der Schlachttier- und Fleischuntersuchung werden bei der Risiko orientierten
Lebensmitteluntersuchung aus der Vielzahl der angebotenen Lebensmittel von den fir die
Lebensmitteliiberwachung zustéandigen Behdrden Stichproben entnommen und deren Unter-
suchung veranlaBt. Dabei werden Produkte ausgewahlt, bei denen entweder Gefahren, die
mit gesundheitlichen Beeintrachtigungen einhergehen kénnen, vermutet werden oder deren
Gefahrdungspotential noch unbekannt ist und daher Uberprift werden soll.

Sofern die einzelnen Gefahrenarten nicht gleichermaBen in allen Produktarten (Endprodukte)
einer Produkigruppe vorkommen, sind die einzelnen Erzeugnisarten hinsichtlich der be-
treffenden Gefahr differenziert einzustufen. So ist z.B. das Auftreten mikrobiologischer Ge-
fahren wie Salmonellen, Listerien, Staphylococcus aureus oder Campylobacter in Rohmilch-
frischkase aufgrund des fehlenden Erhitzungsschrittes bei der Herstellung weitaus wahr-
scheinlicher, als in erhitzten Milchprodukten. Im Rahmen der empirischen Einschatzung der
Gefahrenauswirkung kdnnen nur bereits festgestellte Risiken beriicksichtigt werden, da fir
unbekannte Gefahren keine Erfahrungswerte vorliegen. Dabei sollten die die Gesundheit
beeintrachtigenden Auswirkungen der bekannten Gefahren nach derzeitigem Stand des
Wissens einheitlich als ,schwer” angenommen werden, da eine Abstufung unterschiedlicher
Schweregrade, z. B. nach kurz- oder langfristigen Auswirkungen nicht sinnvoll erscheint. Des
Weiteren ist auch die Eintrittswahrscheinlichkeit der Gefahr durch den Verzehr eines be-
lasteten Lebensmittels einzubeziehen. Sofern das Vorkommen einer konkreten Gefahr in
einem in einem Erzeugnis wahrscheinlich ist, kdnnte dazu als ,MaB" fir die Eintrittswahr-
scheinlichkeit der Gesundheitsbeeintrachtigung beim Menschen entweder die Gesamt-
Verzehrsmenge oder die im Inland produzierte (Teil-) Verzehrsmenge, importierte Mengen
oder die aus anderen Mitgliedsstaaten verbrachte Menge der am Markt befindlichen Produk-
te zu Grunde gelegt werden. Ist es dagegen unwahrscheinlich, dass eine Gefahr in einem
Lebensmittel Gberhaupt vorkommt, ist es folglich auch ,ungefahrlich®, dieses Produkt zu ver-
zehren. Was nicht vorkommt, kann nichts auslésen, egal wie viel man davon iBt.
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Mikrobiologie |

Pradiktive Mikrobiologie — verfiigbare Ressourcen sowie Moglichkeiten und Grenzen
ihrer Anwendung

Matthias Filter, Annemarie Késbohrer und Bernd Appel
Bundesinstitut fir Risikobewertung, Berlin

Zusammenfassung

Der Begriff ,pradiktive Mikrobiologie* steht fur einen Forschungsbereich an der Schnittstelle
zwischen experimenteller Mikrobiologie, Lebensmitteltechnologie, Mathematik, Statistik und
Informationstechnologie. Zielstellung aller Arbeiten in diesem Bereich ist die Entwicklung von
Prognosemodellen mit denen das Verhalten oder die Eigenschaften von Mikroorganismen
unter bestimmten Umweltbedingungen vorhergesagt werden kdnnen. Im Idealfall liefern die-
se Modelle zudem Riickschliisse auf zu Grunde liegende biologische Prozesse.

Die Erstellung pradiktiver Modelle basiert auf der Integration von Expertenwissen und expe-
rimentellen Daten unter Nutzung mathematischer Algorithmen und ist i.d.R. an die spezifi-
schen Nutzeranforderungen angepasst. Anwendungsbereiche sind z.B.: Teilfragen bei der
Identifikation von CCPs in HACCP-Analysen oder bei Expositionsabschatzungen, Prognosen
zu Produkteigenschaften und zur Produktsicherheit, Unterstiitzung von Versuchsplanungen
etc..

Ziel dieser Arbeit ist es, den im Bereich ,Zoonosen und Lebensmittelsicherheit® tatigen Wis-
senschaftlern einen Uberblick Uber die derzeit verfugbaren Ressourcen sowie Anwen-
dungsmdglichkeiten und -grenzen zu geben.

Entwicklung pradiktiver mikrobieller Modelle

Der Einsatz pradiktiver mikrobieller Modelle (PMM) hat sich seit den Anféangen in den 20-er
und 30-er Jahren des letzten Jahrhunderts (Bigelow, 1921; Scott, 1937) auf viele Bereiche
der Lebensmittelproduktion und insbesondere auf den Bereich der Lebensmittelsicherheit
(Legan, 2007; McMeekin et al., 2006; Membre und Lambert, 2008) ausgeweitet. Modelle
kénnen einerseits von experimentellen Daten abgeleitet (empirische Modelle) oder auf Basis
von Hypothesen entwickelt werden, die Expertenwissen Uber die dem betrachteten System
zu Grunde liegenden biologischen Prozesse integrieren (mechanistische Modelle) (McKellar
und Lu, 2003; Ratkowsky et al., 2005). Zur Erstellung empirischer Modelle kénnen Standard-
verfahren aus dem Bereich der Statistik und Mustererkennung eingesetzt werden, z.B. Reg-
ressionsanalysen, Bayes’sche oder neuronale Netze, Entscheidungsbdume u.v.m.. Mecha-
nistische Modelle sind heutzutage ebenfalls in zahlreichen Varianten etabliert (McMeekin et
al., 2008); die Schatzung der jeweiligen Modellparameter erfolgt auch hier durch das Anpas-
sen der Modellfunktion an experimentelle Daten (Brul et al., 2007; Lebert und Lebert, 2006).

Méglichkeiten und Grenzen der Anwendung von PMMs:

Beim Einsatz von PMMs sind einige grundsatzliche Hinweise zu beachten (USDA-FSIS,

2005):

e PMNMss liefern nur fur die experimentellen Bedingungen, auf deren Basis sie erstellt wur-
den, valide Vorhersagen. Die Verwendung unter veranderten Rahmenbedingungen sollte
nur nach vorheriger experimenteller Validierung erfolgen.

e PMNMs berucksichtigen stets nur eine begrenzte Zahl von Einflussfaktoren. Die Entschei-
dung, ob das jeweilige Model trotz der nicht berilcksichtigten EinflussgréBen (z.B. physio-
logischer Zellstatus, evtl. vorhandene protektive Matrixeffekte, die Kultivierungshistorie
oder die genetische Ausstattung der Mikroorganismen) im fraglichen Kontext anwendbar
ist, muss der Nutzer treffen (Janssen et al., 2008).
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e PMNMs bertcksichtigen in der Regel keine kompetitiven Effekte zwischen verschiedenen
Mikroorganismen oder Selektionseffekte durch die Matrix.

e Die Art und die Hohe der mit dem PMM verbundenen Variabilitdt und Unsicherheit sind
vielfach nicht vollstandig klar. In einigen Fallen kénnen Vertrauensintervalle falsch oder
gar nicht vorhanden sein.

Folglich sollten Einschatzungen zur Sicherheit von Lebensmitteln oder von Produktionsanla-
gen nicht alleinig auf den PMM-Vorhersagen beruhen.

Verfligbare Ressourcen:

Die Verbreitung pradiktiver mikrobieller Modelle in der Wissenschaft und Produktionspraxis
war in der Vergangenheit einerseits durch die limitierte Abdeckung relevanter Einflussfakto-
ren oder lickenhafter Kenntnisse zur Physiologie und Genetik der betroffenenen Mikroorga-
nismen und andererseits durch das Fehlen einfach bedienbarer Softwarelésungen begrenzt.
Geschulte Wissenschaftler kbnnen mit Hilfe statistischer Softwarelésungen (z.B. SAS,
SPSS, R) aus experimentellen Daten Modelle ableiten oder publizierte Modelle re-
implementieren. Fir die Uberwiegend experimentell arbeitenden Nutzer wurden insbesonde-
re in den letzten Jahren Softwareldsungen entwickelt, um unter Verwendung eigener oder
offentlich zuganglicher Daten neue pradiktive mikrobielle Modelle zu erstellen:

e DMFit
http://ifrsvwwwdev.ifrn.bbsrc.ac.uk/CombasePMP/DMFit/.

e Peleg’s Excel-Pluginns (Peleg, 2007)
http://www-unix.oit.umass.edu/~aew2000/ExcelLinks.html

e Sym’Previus (kostenpflichtig (Leporq et al., 2005))
http://www.symprevius.org/index.php?rub=access_software

Dartber hinaus haben sich Systeme (sogenannte Tertiar-Modelle) etabliert, die bereits verof-
fentlichte PMM enthalten und diese mit einer intuitiven Benutzeroberflache zur Vorhersage
von mikrobiellen Parametern verbinden:

e Pathogen Modeling Program (Buchanan, 1993)
http://portal.arserrc.gov/

e ComBase (Baranyi und Tamplin, 2004)
www.combase.cc

e Sym’Previus (Leporq et al., 2005)
WWW.Symprevius.org

e Seafood Spoilage and Safety Predictor (Dalgaard et al., 2002)
www.dfu.min.dk/micro/sssp/

e Refrigeration Index Calculator (McMeekin et al., 2008)
http://www.foodsafetycentre.com.au/refrigerationindex.php

¢ Microbial Response Viewer (MRV) (Koseki, 2009)
http://cbnfri.dc.affrc.go.jo/MRV/Welcome.html

e Shelf Stability Predictor (Ingham et al., 2009)
http://meathaccp.wisc.edu/ST_calc.html

Ausblick

Die pradiktive Mikrobiologie hat sich innerhalb der letzten 30 Jahre zu einem anerkannten
Teilbereich im Forschungsgebiet der Mikrobiologie von Lebensmitteln entwickelt. Fir viele
Fragestellungen im Bereich der Lebensmittelqualitat und —sicherheit wurden Algorithmen
und Methoden entwickelt, die mit wenig Aufwand an neue Daten, Fragestellungen und
Einsatzbereiche angepasst werden kénnen. Durch die internationale Vernetzung der fachli-
chen Kompetenzen und wissenschaftlicher Ressourcen - insbesondere durch den freien Zu-
gang zu experimentellen Daten (z.B. ComBase-DB) - ist es mdglich geworden, neuartige
Modelle und Vorhersagen zu generieren, die unter Beachtung der 0.g. Hinweise fir viele
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Mikroorganismen anwendbar sind (Koseki, 2009; van Asselt und Zwietering, 2006). Techno-
logische Neuentwicklungen im Bereich der Nachweis- und IT-Systeme werden diese Ent-
wicklung weiter beschleunigen.

Durch das BfR werden pradiktive Modelle insbesondere zur Erstellung qualitativer/
quantitativer Risikobewertungen von Zoonoseerregern entlang der Lebensmittelkette ge-
nutzt, die letztendlich eine Abschatzung des Gesundheitsrisikos fiir den Verbraucher erlau-
ben. Darlber hinaus kénnen diese Modelle dazu beitragen, um a priori den Effekt von Inter-
ventionsmaBnahmen zu bewerten. Intensive Forschungsarbeiten werden am BfR derzeit
auch zu pradiktiven Modellen fir hochpathogene Erreger oder bakterielle Toxine durchge-
fahrt.
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Bekampfung von Campylobacter - aktuelle Entwicklung und Forschungsansatze

Thomas Alter und Greta Golz
Bundesinstitut fir Risikobewertung, Berlin

1. Campylobacter - Bedeutung fir den gesundheitlichen Verbraucherschutz

Thermophile Campylobacter (C.) spp. stellen neben den Salmonellen eine der haufigsten
Ursachen flr bakteriell bedingte Magen-Darm-Erkrankungen beim Menschen dar. In zahlrei-
chen L&ndern ist die Zahl der an Campylobacteriose erkrankten Menschen héher als die
Anzahl von humanen Salmonellen-Infektionen. Es kann beobachtet werden, dass Campylo-
bacter-Infektionen in den letzten Jahren auch in der 6ffentlichen Wahrnehmung an Bedeu-
tung gewinnen. Dies verstarkt die Notwendigkeit, zligig geeignete Handlungsstrategien zur
Préavention und Kontrolle von thermophilen Campylobacter spp. in der Lebensmittelkette zu
erarbeiten.

Ein nationales Masthdhnchenmonitoringprogramm (2004—-2007) bezifferte die Pravalenz von
thermophilen Campylobacter in deutschen Mastgefliigelbestanden auf ca. 40 % (Alter und
Reetz, 2008). Eine starke Saisonalitat war dabei erkennbar. Die héchsten Pravalenzen fan-
den sich in den Sommermonaten. Jedoch lag auch in den Wintermonaten der Anteil Campy-
lobacter-positiver Herden immer Uber 20 % (Abb. 1).

Abb. 1: Campylobacter-Pravalenzen in deutschen Masthdhnchenherden
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2. BekampfungsmaBnahmen

Die Uberwachung von thermophilen Campylobacter spp. ist in der Richtlinie 2003/99/EG zur
Uberwachung von Zoonosen und Zoonoseerregern geregelt. Hierbei wird in Anhang | der
Richtlinie 2003/99/EG die Campylobacteriose und ihre Erreger als Gberwachungspflichtige
Zoonose bzw. Zoonoseerreger gelistet. Anhang Il weist auf die Verpflichtung der EU-
Mitgliedstaaten hin, Informationen zur Antibiotikaresistenz zumindest Uber eine reprasentati-
ve Anzahl von Isolaten von C. jejuni und C. colivon Rindern, Schweinen und Gefligel sowie
aus diesen Tieren gewonnenen Lebensmitteln zu liefern.

Zahlreiche Studien weisen darauf hin, dass derzeit eine komplette Elimination von Campylo-
bacter aus der Lebensmittelkette in Mitteleuropa praktisch nicht erreichbar ist. Zur Eradikati-
on von Campylobacter aus der Lebensmittelkette fehlen weiterhin effektive und praxisnahe
Lésungen. Gegenwartiges Ziel sollte es daher sein, BekdmpfungsmaBnahmen zur Minimie-
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rung des Vorkommens von Campylobacter spp. in den Bestanden zu etablieren und die
quantitative Belastung von Tieren und Lebensmitteln mit Campylobacter zu senken. Hierzu
erscheint eine Kombination mehrerer Verfahren auf verschiedenen Stufen der Lebens-
mittelkette (schwerpunktmaBig im Geflligelsektor) am erfolgversprechendsten.

2.1 MaBnahmen im Primarproduktionsbereich

InterventionsmaBnahmen im Primarproduktionsbereich missen darauf gerichtet sein, den
Eintrag von thermophilen Campylobacter in die Bestande und die Infektion der Tiere zu ver-
hindern sowie die Ubertragungsrate innerhalb einer Herde zu senken.

Aufgrund des breiten Wirtsspektrums und des h&ufigen Vorkommens von thermophilen
Campylobacter spp. ist jedoch eine Reduktion der Pravalenz im Primarproduktionsbereich
schwierig. Haufig konzentrierten sich die InterventionsmaBnahmen in der Primarproduktion
auf die Salmonellen-Bekampfung, wahrend es kaum praktische Erfahrungen bei Campylo-
bacter gibt. Erschwerend kommt die geringe minimale Infektionsdosis (< 3 logi Zellen) von
Campylobacter spp. fur Gefligel hinzu (Chen et al. 2006). Als mdgliche Eintragsquellen von
Campylobacter spp. in die Bestande gelten die unterschiedlichsten belebten und unbelebten
Vektoren, von denen das Betreuungspersonal und kontaminiertes Trankwasser die groBte
Bedeutung besitzen. Die vertikale Ubertragung wird von den meisten Autoren weitgehend
ausgeschlossen (Chuma et al. 1997).

2.1.1 Aligemeine HygienemaBnahmen

Die intestinale Kolonisation des Gefligels mit Campylobacter kann selbst durch ein gutes
Hygiene-Management (u.a. Personalhygiene, Insektenbekdmpfung, Fernhalten von Nagern
und Wildvégeln, keine gemeinsame Haltung mit anderen Nutztieren, grindliche Reinigung
und Desinfektion der Stallungen vor Neubesatz) nicht vollstandig verhindert werden. Jedoch
werden Verzégerungen bei der Infektion der Bestédnde durch die Starkung allgemeiner Hy-
gienemaBnahmen erreicht. Dies kann sich in sinkenden Pravalenzen oder niedrigeren Erre-
gerkonzentrationen zum Zeitpunkt der Schlachtung widerspiegeln. Erfahrungen aus den
skandinavischen Landern demonstrieren, dass unter spezifischen Umweltbedingungen und
einer speziellen landwirtschaftlichen Struktur im Geflligelbereich eine massive Senkung der
Infektion von Gefligelherden (Norwegen erreicht Préavalenzen von 7 % in den Geflugel-
herden) Uber strikte ,biosecurity“-MaBnahmen méglich ist. Es erscheint notwendig, diese
Erfahrungen auf nationale Bedingungen zu tbertragen und deren Wirksamkeit (einzelne
MaBnahmen bzw. die Kombination mehrerer Verfahren) unter Praxisbedingungen zu verifi-
zieren (Adkin et al. 2006).

2.1.2 Spezifische BekampfungsmaBnahmen

Der Einsatz spezifischer MaBnahmen zur Bekdmpfung von thermophilen Campylobacter ist
derzeit auBerst limitiert. Bisher sind keine wirksamen Impfstoffe einsetzbar. Dies scheiterte
vor allem an der antigenetischen Vielfalt der Stdmme. In Forschungsanséatzen konnte eine
Antikérperbildung zwar nachgewiesen werden, jedoch konnten verschiedene Tot- oder Le-
bendvakzine nicht vor einer Infektion schitzen. Andererseits deuten Entwicklungen in der
Human- und Veterindrmedizin darauf hin, dass unter Einsatz neuer Verfahren erfolg-
versprechendere Ansatze nunmehr vorliegen.

Der in der Literatur beschriebene Einsatz von lytischen (virulenten) Bakteriophagen zur

Senkung der quantitativen Belastung mit Campylobacter erscheint interessant. Bisher konnte
im Hihnerdarm und auf Geflligelkarkassen nachgewiesen werden, dass die Campylobacter-
Zahl unter Anwesenheit virulenter Bakteriophagen um bis zu zwei Zehnerpotenzen reduziert
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werden kann. Die in vitro gewonnenen Ergebnisse missen jedoch in vivo unter praxisnahen
Bedingungen verifiziert werden.

Nur wenige Studien (und zudem mit voneinander abweichenden Ergebnissen) untersuchen
die Wirkung der Applikation von Probiotika auf die Campylobacter-Besiedlung bei Hihnern
(Hakkinen und Schneitz, 1999). Der Einsatz von Probiotika (z.B. Lactobacillus acidophilus
und Streptococcus faecium) zeigte zwar in einzelnen Untersuchungen eine Verringerung der
Besiedlung des Kikendarms mit Campylobacter spp., jedoch konnten diese Ergebnisse bis-
her von anderen Forschungsgruppen nicht verifiziert werden (Wagenaar et al. 2006).

Uber die Bedeutung von weiteren Verfahren zur Starkung der Widerstandsfahigkeit der Tiere
gegen eine Campylobacter-Infektion (z.B. Einsatz von antikérperhaltigem Eipulver, Ubertra-
gung maternaler Antikdrper) existieren wenig belastbare Daten in der Literatur (Sahin et al.
2001). Jedoch weist die Abwesenheit von Campylobacter in den ersten Lebenstagen von
Kuken darauf hin, dass protektive Effekte in dieser Zeit vorliegen. Cawthraw und Newell
(2007) konnten in einer Studie belegen, dass die experimentelle Infektion und Kolonisation
von Kiken Campylobacter-belasteter Elterntiere in den ersten Lebenstagen signifikant
schlechter erfolgte als bei Kilken Campylobacter-negativer Elterntiere. Mit zunehmendem
Alter glichen sich diese Unterschiede. Dies werten die Autoren als einen Hinweis, dass ma-
ternale Antikérper eine Rolle bei der Verhinderung der Kolonisation von jungen Kiken spie-
len kénnen.

2.2 Schlachthygiene

Die Wirkung der logistischen Schlachtung auf die Campylobacter-Belastung von Geflligel-
karkassen wird kontrovers diskutiert. Zahlreiche Autoren und alle bisher hierfir erstellten
Risikobewertungen stimmen jedoch Uberein, dass diese MaBnahme nur bei sehr niedrigen
Campylobacter-Pravalenzen in den Schlachtchargen wirksam ist (Rosenquist et al. 2003).

Die Erh6hung der Brithwassertemperatur bei der Gefligelschlachtung von 50 °C auf 55 °C
fihrt zu einer Reduktion der Campylobacter-Zahl. Andererseits kann es durch das Brihbad
sowie den Rupfer und die Eviszeration zur Kreuzkontamination kommen (sowohl innerhalb
eines Schlachtpostens als auch zwischen verschiedenen Schlachtposten an einem Schlacht-
tag). Rupfen und Eviszeration kbnnen zudem zur Rekontamination mit fakalen Campylobac-
ter-Stdmmen flhren. Bemerkenswert ist die beobachtete Einschrankung der Stammvielfalt
wéahrend des Schlachtprozesses: Spezifische Genotypen besitzen offensichtlich ein héheres
Uberlebenspotential unter solchen Stressoren (Alter et al. 2005).

Eine Reduktion der Campylobacter-Konzentration auf Geflligelkarkassen um den Faktor 100
kann durch die Prozessschritte der Schlachtung erfolgen (Rosenquist et al., 2003). Bei
durchschnittlichen Campylobacter-Konzentrationen von 6-7 log:o KbE/g Fazes, wie sie in
einer danischen und einer britischen Risikobewertungsstudie ermittelt wurden, finden sich
nach der Kihlung noch 5-6 logo KbE/Karkasse.

2.3 Behandlungen des Schlachtkorpers bzw. des Lebensmittels

Eine MaBnahme zur Senkung der Campylobacter-Belastung von Schlachtkérpern, die in
verschiedenen Landern bereits erprobt und teilweise routinemaBig eingesetzt wird, ist das
Einfrieren Campylobacter-positiver Karkassen (haufig wird das sogenannte ,crust-freezing”
angewendet). Hierbei werden Reduktionsraten von 1-2 logo-Stufen erreicht. Island fUhrte
sogar ein obligatorisches Einfrieren von Karkassen aus Campylobacter-positiven Schlacht-
chargen ein (Stern et al. 2003).

Die Behandlung von Geflligelkarkassen mit Ultraschall und Dampf (Sonosteam-Verfahren;



40 Tagungsband

in Danemark und Deutschland in Testung), die eine durchschnittliche Senkung der Campy-
lobacter-Kontamination von 2,5 logo KbE/ml ermdglicht, oder die Dekontamination mit orga-
nischen Sauren bzw. die Bestrahlung der Gefligelprodukte kénnen ebenfalls die Campylo-
bacter-Belastung senken.

Organische Sauren, einzeln oder in Kombinationen angewendet, zeigen auf Campylobac-
ter spp. eine starke bakterizide Wirkung. So kénnen Applikationen von organischen S&uren,
z.B. als Trankwasserzusatz auf Gefligelfarmen, praventiv eingesetzt werden. Ansatzweise
kommen Milchsauresprays wahrend des Schlachtprozesses zur Anwendung, welche den
Kontaminationslevel von Campylobacter auf Gefligelkarkassen reduzieren. Allerdings be-
steht fur Campylobacter, wie fur viele andere pathogene Mikroorganismen auch, die Még-
lichkeit der Adaptation an Sauren oder andere Stressoren. Flr thermophile Campylobacter
spp. wurden diese Effekte bisher nur in vitro beobachtet (Bori et al. 2006).

Campylobacter zeigen sich empfindlich gegenlber verschiedenen MaBnahmen der Konser-
vierung, wie beispielsweise Sauerung, Trocknung oder Salzung. Hohe Temperaturen, wie
sie beim Kochen oder Braten erreicht werden, téten Campylobacter wirkungsvoll und schnell
ab. Temperaturen im Bereich von 52 °C bis 60 °C senken die Keimzahl. Jedoch kénnen
hierbei Campylobacter unter Umstanden Uberleben (z.B. im Brihwasser in der Gefligel-
schlachtung). Zu einer raschen Abtétung kommt es erst zwischen 60 °C und 74 °C. Auch
Reifungsprozesse in Putenrohwirsten flihren rasch zu einer starken Senkung des Campylo-
bacter-Levels in diesem Produkt (Alter et al. 2006).

Unter Kiithlung tberleben thermophile Campylobacter gut. Das Gefrieren von Fleisch senkt
die quantitative Belastung von Campylobacter, fihrt aber nicht zu einer vollstandigen Elimi-
nierung. Diese Mikroorganismen kénnen mehrere Monate auf und in gefrorenen Produkten
Uberleben und sind nach dem Auftauen von kontaminierten Produkten vor allem im Tauwas-
ser vorhanden. Dieses Tauwasser verbessert die Uberlebensfahigkeit von Campylobacter
unter verschiedenen Stressoren.

Letztendlich kommt dem Verbraucher bei der Unterbrechung der Infektkette eine groBBe Be-
deutung zu: Quantitative Risikoschatzungen kamen zu dem Schluss, dass eine gute K-
chenhygiene und die Vermeidung von Kreuzkontaminationen in der Kiiche als wichtige Vor-
sorgemaBnahmen zur Vermeidung humaner Campylobacter-Infektionen anzusehen sind
(Luber und Bartelt, 2007). Insbesondere bei der Zubereitung von rohem Gefllgelfleisch ist
eine besondere hygienische Sorgfalt erforderlich.
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Epidemiologie und Nachweis enteropathogener Yersinien
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Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis kdnnen eine enterale Yersiniose hervorrufen. In
Europa sowie in Deutschland steht die Yersiniose nach der Campylobacteriose und der Sal-
monellose an dritter Stelle der bakteriell bedingten Gastroenteritiden (3). Jedoch sind direkte
Vergleiche der Inzidenzen der Yersiniose in den verschiedenen Landern aufgrund uneinheit-
licher Uberwachungssysteme nicht méglich. Die Gesamtinzidenz der Yersiniose in Europa
betrug 2,8 Falle pro 100.000 Einwohner im Jahr 2007. Die héchsten Inzidenzen wurden aus
Litauen (16,8), Finnland (9,1), Schweden (6,2) und Deutschland (6,1) (3) gemeldet. Die
Mehrheit der Félle treten bei Kindern unter flinf Jahren auf und sind heimisch erworben. Ein
saisonales Auftreten der Erkrankung konnte in Europa bisher nicht festgestellt werden (3).

Y. enterocolitica ist die haufigste Yersinia Spezies, die an der humanen Yersiniose beteiligt
ist (4). Ausbriiche sind jedoch selten und die meisten Falle kommen ohne eine eindeutig
identifizierbare Infektionsquelle sporadisch vor. Nur bestimmte Bioserotypen wurden mit hu-
manen Y. enterocolitica Infektionen in Zusammenhang gebracht. Der Bioserotyp 4/0:3
kommt beim Menschen weltweit am haufigsten vor, gefolgt vom Bioserotyp 2/0:9 und
2/0:5,27. Vor kurzem wurde in Polen von einem drastischen Anstieg an Y. enterocolitica
O:8-Infektionen berichtet.

Auch Infektionen mit Y. pseudotuberculosis wurden aus allen Kontinenten gemeldet, wobei
die Inzidenz niedriger ist als bei Y. enterocolitica. In Frankreich wurde in den Jahren 2004
und 2005 ein Anstieg humaner Y. pseudotuberculosis Infektionen berichtet. Obwohl die
meisten Infektionen sporadisch auftreten, wurden in den letzten Jahren mehrere Ausbriche
in Finnland und Russland gemeldet, bei denen am haufigsten Kinder in Kindertagesstatten
und Schulen betroffen waren (4). Im Gegensatz zu Y. enterocolitica sind alle Y. pseudotu-
berculosis Stdamme humanpathogen. In Europa herrschen unter den aus Menschen isolierten
Stammen die Serotypen O:1 und O:3 vor.

Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis kdnnen eine Vielzahl an intestinalen und extrain-
testinalen Erkrankungen hervorrufen, die von milder Enteritis bis hin zu Septiké&mie reichen
(4). Typische Symptome sind Fieber, Durchfall sowie abdominaler Schmerz, hervorgerufen
durch eine mesenteriale Lymphadenitis, der oft klinisch nicht von einer Appendizitis differen-
zierbar ist. Insbesondere bei Kleinkindern kann der Durchfall blutig und das Fieber hoch sein.
Durchfall ist das dominierende Symptom bei Infektionen mit Y. enterocolitica, wéhrend Fie-
ber und Bauchschmerzen die haufigsten Symptome bei Infektionen mit Y. pseudotuberculo-
sis darstellen. Postinfektidse Komplikationen wie Gelenkschmerzen (reaktive Arthritis) oder
Hautausschlag (Erythema nodosum) sind haufig. Die Inkubationszeit der gastrointestinalen
Symptome liegt bei ca. 1 Woche mit einer Zeitspanne von 1 bis 11 Tagen. Die Symptome
bleiben meist fir 5 bis 14 Tage bestehen, kénnen aber auch mehrere Monate andauern. In
den meisten Fallen ist die Erkrankung selbstlimitierend, so dass eine antimikrobielle Thera-
pie nicht notwendig ist.

Die Epidemiologie enteraler Yersiniosen ist komplex und immer noch nicht geklart (4). Lange
Zeit wurden Tiere verdachtigt, ein Reservoir flr pathogene Y. enterocolitica und Y. pseudo-
tuberculosis zu sein, und hieraus resultierend eine Infektionsquelle fir den Menschen darzu-
stellen (1,2). Der Nachweis dieser Bakterien gelang sporadisch aus unterschiedlichen Tierar-
ten. Schweine werden als das Hauptreservoir fiir humanpathogene Y. enterocolitica 4/0:3
Stdmme angesehen. Denn dieser Bioserotyp wurde haufig aus den Tonsillen von Mast-
schweinen isoliert (2). Tabelle 1 zeigt die Isolierungsrate von Y. enterocolitica 4/0:3 aus ver-
schiedenen Proben in Stiddeutschland. Auch fir Y. pseudotuberculosis O:3 stellen Schweine
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ein Reservoir in Europa dar. Es wird jedoch angenommen, dass das Hauptreservoir Wildtie-
re, insbesondere Vdgel und Nagetiere sind. Humanpathogene Y. enterocolitica Stamme
wurden nur sporadisch aus anderen Tieren als Haustieren, Wiederkduern, Végeln und Wild-
tieren isoliert. Meist sind Tiere asymptomatische Trager, jedoch kénnen sie aufgrund von
Stress wie kaltes und feuchtes Wetter sowie bei Futtermangel erkranken und das Bakterium
ausscheiden. Beim Feldhasen wurden Infektionen mit Y. pseudotuberculosis in Deutschland
beschrieben.

Obwohl angenommen wird, dass Lebensmittel und Trinkwasser die Hauptinfektionsquellen
pathogener Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis Stamme darstellen, wurden diese
Bakterien bislang nur selten daraus isoliert (4). Jedoch gelang es mittels PCR pathogene Y.
enterocolitica haufig in Schweinezungen, -hackfleisch und -wlrsten nachzuweisen. Darlber
hinaus wurden pathogene Y. enterocolitica sporadisch in Hahnchen, grinem Salat und
Trinkwasserproben nachgewiesen. Tabelle 2 zeigt Pravalenzen pathogener Y. enterocolitica
in unterschiedlichem Probenmaterial aus Siddeutschland. Y. pseudotuberculosis wurde in
Finnland aus Eisbergsalat und rohen Mohrriben, die mit lebensmittelbedingten Ausbriichen
in Verbindung gebracht wurden, isoliert. In Japan und Korea gelang die Isolierung von Y.
pseudotuberculosis aus Frischwasser wie beispielsweise Fluss-, Brunnen- oder Bergwasser.

Die Ubertragungswege von Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis sind weitestgehend
unbekannt (4). Der wahrscheinlichste Ubertragungsweg ist fékal-oral Gber kontaminierte Le-
bensmittel oder kontaminiertes Trinkwasser. Eine fakal-orale Ubertragung kann ebenso di-
rekt von Tier zu Mensch oder von Mensch zu Mensch erfolgen, seltener auch Uber Bluttrans-
fusionen. Ein Zusammenhang zwischen Infektionen mit Y. enterocolitica und dem Verzehr
von nicht ausreichend erhitztem Schweinefleisch und Rohwurstprodukten konnte in Fall-
Kontroll-Studien festgestellt werden. In einer vor kurzem verdffentlichten Studie wurde ge-
zeigt, dass die Verwendung von Schnullern bei Sduglingen und der Kontakt mit Haustieren
wichtige Risikofaktoren fir heimisch erworbene Y. enterocolitica Infektionen bei Kindern in
Schweden darstellen. In Japan wird nicht gechlortes Trinkwasser wie Brunnen-, Quell- oder
Bergwasser, das mit Fakalien von Wildtieren kontaminiert ist, als ein wichtiger Ubertra-
gungswegq flr Y. pseudotuberculosis angesehen. In Finnland wurde der Eisbergsalat wahr-
scheinlich mit Wasser aus Bewasserungsanlagen kontaminiert.

Die Isolierung von Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis ist herausfordernd, da diese
Pathogene langsam wachsen und leicht von anderen Bakterien Gberwachsen werden. Bei
asymptomatischen Tieren sowie bei kontaminierten Lebensmittel- und Umweltproben ist die
Anzahl an pathogenen Yersinien oft niedrig, jedoch die der Begleitflora hoch, so dass eine
direkte Isolierung nur selten erfolgreich ist. Um die Anzahl an Yersinien zu erhéhen, ist eine
Anreicherung in flissigem Medium erforderlich. Fir Y. enterocolitica ist hierflr eine 2tagige
Selektivanreicherung und fur Y. pseudotuberculosis eine 1 bis 3wdchige Kalteanreicherung
geeignet (Tabelle 3). Der selektive CIN-Agar, der fir die Isolierung von Y. enterocolitica ent-
wickelt wurde, wird auch fur die Isolierung von Y. pseudotuberculosis verwendet. Das API
25E System hat eine hohe positive Identifizierungsrate fiir Y. enterocolitica und fur Y. pseu-
dotuberculosis, wenn es bei 25-30 °C anstatt 37 °C inkubiert wird. Zuséatzlich muss die Pa-
thogenitat von Y. enterocolitica |solaten beurteilt werden, da die Mehrheit nichthumaner Iso-
late apathogen ist. Dies kann durch die Bestimmung des Biotyps oder des Nachweises des
chromosomal kodierten ail Gens geschehen. Die Serotypisierung kann mit handelsiblichen
Antiseren durchgefihrt werden.

Mehrere PCR-Methoden wurden bisher etabliert, um das Vorkommen wichtiger Virulenzgene
von Y. enterocolitica und Y. pseudotuberculosis zu erforschen (5). Vor kurzem wurden fr
den Nachweis von Y. enterocolitica (6) und Y. pseudotuberculosis (7) in Lebensmitteln zwei
real-time PCR Methoden entwickelt, die auf der TagMan Sonde basieren, welche zielgerich-
tet das ail Gen auf dem Chromosom detektiert. Ein Grund flr die niedrigen Pravalenzen die-
ser pathogenen Bakterien in nichtmenschlichen Proben kénnen ineffiziente Isolierungsme-
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thoden sein. PCR kénnte somit eine sinnvolle Methode parallel zu kulturellen Methoden dar-

stellen, um tierische Proben sowie Lebensmittel- und Umweltproben zu untersuchen (5).

Tab. 1: Isolierungsrate von Yersinia enterocolitica 4/0:3 in Stiddeutschland

Proben Isolierungs- | Anzahl | Anzahl pos. o
jahr Proben | Proben °
Mensch ? Stuhl 2002 | 22835 44| 0.2
Schwein Tonsillen 2000 50° 30| 60
Schwein Tonsillen 2003 50° 28| 56
Schwein Tonsillen 2004 64° 43 67
Truthahn Schnabelhdhle und Kot 2001 100° 0 0
Rind Tonsillen und Kot 2002 101 0 0
Pferd Kot 2003 98 0 0
Schaf Kot 2006 200 0 0
Schweinefleisch  Zunge 2000 20 17 85
Schweinefleisch  Essbare Innereien °© 2000 80 36 45
Schweinefleisch  Rohes Hackfleisch 2000 178 16 9
Schweinefleisch  Erhitzte Produkte 2000 85 0 0
Schweinefleisch  Rohes Fleisch 2001 115 14 12
Schweinefleisch  Rohes Fleisch 2007-8 100 6 6
Schweinefleisch  Rohwiirste 2003 100 0 0
Rindfleisch Rohes Fleisch 2006 101 0 0
Geflugel Rohes Fleisch 2006 102 0 0

@ zusétzlich: Isolierung der Bioserotypen 2/0:9 und Biotyp 1A aus 2 Menschen

® Anzahl Tiere

° Lunge, Herz, Leber, Nieren

Tab. 2. PCR-Nachweis ail-positiver Y. enterocolitica in Stiddeutschland und in der Schweiz*

Proben Isolie- Anzahl | Anzahl pos. o
rungsjahr Proben | Proben °

Schwein* Tonsillen 2006 200 175 88
Wildschwein* Tonsillen 2007-8 153 53 35
Schaf Faeces 2006 200 0 0
Schaf * Tonsillen 2008-9 100 1 1
Ziege* Tonsillen 2008-9 100 0 0
Hund Kot 2006 100 5 5
Katze Kot 2006 100 3 3
Heimtier Nagerkot 2006 100 3 3
Schweinefleisch  Rohes Fleisch 2005 100 7 7
Schweinefleisch  Rohes Fleisch 2006 140 13 9
Schweinefleisch  Rohes Fleisch 2007-8 100 17 17
Schweinefleisch  Rohwirste 2006 75 0 0
Schweinefleisch  Fertigprodukte 2005 50 2 4
Rindfleisch Rohes Fleisch 2006 101 0 0
Rindfleisch Rohwirste 2006 55 0 0
Geflugel Rohes Fleisch 2006 102 1 1
Geflugel Rohwdirste 2006 6 0 0
Wild Rohes Fleisch 2006 60 23 38
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Tab. 3. Nachweis enteropathogener Yersinien mittels kultureller und PCR-Methoden

Bouillon Anreicherung PCR [Nahrboden |Zeit(h) |YE |YP
nein nein |CINd, MACe | 18241 X
TSBa 1:10 SN SSOET | ooea | x|
20-22°C, 16-18 h )8 [CIN,MAC | 36-48 X
. CIN,SSDC | 1824 | «x
PMBb 1:10 |4°C: 18 Wochen 2 TCINMAC | 36-48 X
TCc1:10 |25°C, 48 h CIN 1824 | «x

2TSB, Tryptose-Soja-Bouillon

® PMB, Phosphat gepufferte Salzlésung angereichert mit Mannitol und Gallensalzen
°ITC, Irgasan-Ticarcillin-Kaliumchlorat-Bouillon

4CIN, Cefsulodin-lrgasan-Novobiocin Nahrboden

°MAC, MacConkey Nahrboden

'SSDC, Salmonella-Shigella Agar mit Natriumdesoxycholat und Calciumchlorid
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Mikrobiologie Il

Was lernen wir aus der molekularen Epidemiologie von Escherichia coli?

Lothar H. Wieler
Freie Universitat Berlin, Institut fir Mikrobiologie und Tierseuchen, Berlin

Vielfalt von Escherichia coli

Escherichia (E.) coli stellt bei Sdugetieren die dominante aerobe intestinale Population der
Enterobacteriaceae dar. Eine Besonderheit der Spezies E. coliist ihre hohe Diversitéat. So
existieren neben den mehrheitlich kommensalen Vertretern der intestinalen Mikrobiota auch
pathogene Typen, die als Pathotypen oder Pathovare bezeichnet werden. Hier wird unter-
schieden zwischen solchen, die im Darm fur die Ausldsung von Krankheiten verantwortlich
sind, die intestinal-pathogenen E. coli (InPEC), und jenen, die auBerhalb des Darmes Krank-
heiten hervorrufen, die extraintestinal-pathogenen E. coli (ExPEC). Das Verstandnis dieser
unterschiedlichen Typen beruhte urspringlich darauf, das bestimmte Serotypen vermehrt bei
bestimmten Krankheiten nachgewiesen wurden. So wurden in den 1960er Jahren als erstes
die enteropathogenen E. coli (EPEC) definiert. Heute unterscheiden wir eine Vielzahl von
Pathotypen, Tabelle 1. gibt einen Uberblick Uber die tiermedizinisch relevanten Pathotypen.
Mit zunehmender Kenntnis Uber die Pathogenitdtsmechanismen der einzelnen Pathotypen
wurde aber deutlich, dass der bloBe Nachweis von Serotypen flir den Nachweis eines Patho-
typs nicht ausreicht. Leider besteht zwischen dem Nachweis bestimmter Serotypen und dem
Vorkommen bestimmter Pathotypen namlich haufig keine enge Assoziation. So kénnen zwar
— z.B. bei der Odemkrankheit des Schweins — durch die Verwendung von diagnostischen
Antiseren zum Nachweis der in Tabelle 1 genannten Serotypen EDEC mit guter Spezifitat
nachgewiesen werden, aber leider kommen auch EDEC vor, die anderen Serotypen angehd-
ren (9). Bei anderen Krankheiten ist die diagnostische Aussagekraft der Serotypisierung
noch schwécher.

Typisierung von Escherichia coli

Die fachgerechte Serotypisierung ist wenigen Referenzlaboratorien vorbehalten, denn sie ist
eine anspruchsvolle Technik. Sie bedarf der Herstellung und Distribution von tierischen Se-
ren, unspezifische Bindungen missen bedacht werden und ausgebildete Kapseln kénnen
das O-Antigen markieren. Ein weiterer Nachteil der Serotypisierung ist, dass Stdmme im
Zusammenhang mit Krankheiten isoliert werden, die selbst von Referenzlaboren mit dem
Serotypisierungsschema nicht typisierbar sind (O nicht typisierbar; Ont), da nur gegen eine
endliche Anzahl von O-Typen Seren erhaltlich sind. Auch muss bedacht werden, dass der
Nachweis identischer O-Antigene prinzipiell suggeriert, dass die so typisierten Stamme mit-
einander verwandt sind, teilweise wird sogar davon ausgegangen, das Stdmme derselben
Serotypen verwandte Klone sind. Diese Annahme ist i.d.R dann korrekt, wenn es sich um ein
Ausbruchsgeschehen handelt. Vergleicht man jedoch Stdamme, die epidemiologisch in kei-
nem Zusammenhang miteinander stehen, so kann ein identischer Serotyp eine Verwandt-
schaft vortauschen. In diesem Falle fihren diese Untersuchungen zu Fehlschlissen.
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Tab. 1: Zusammenfassung der wichtigsten tiermedizinisch relevanten E. coli-Pathotypen und einiger ihrer
typischen Eigenschaften.

Intestinal pathogene E. coli (InPEC)

Pathotyp Typische Eigenschaften Typische
Krankheit
Virulenzfaktoren Haufige Serotypen*
Adhasine Toxine
Entero- E. coli-secreted protein; A | Lymphostatin (LifA) 02, 05, 013:H2 Diarrhoe (Ka-
pathogene (EsPA); Intimin; Serinprotease (EspP) O15:NM, 025:H11 ninchen, Kalb,
E. coli (E- Long polar fimbriae(Lpf) E. coli secreted proteins | O26:NM**/H11 Schwein,
PEC) Adherence fimbriae / (EsP) F,G,H 045, 0103:H2 Hund, Katze)
rabbit 1 (AF/R1) O111:NM/H2,
Porcine attaching and 0119, 0128, 0145
effacing associated (Paa)
Entero- Fimbrien (F4, F5, F6, Hitzelabile Enterotoxine | 08, 09, 045, 064, Sekretorische
toxische F17b, F18ac, F41) (LT-I; LT-11) 020, 0101, 0108, Diarrhoe
E. coli (E- Porzine Attaching and Hitzestabile Entero- 0138, 0139, 0141, | (Kalb, Saugfer-
TEC) Effacing associated (Paa) | toxine (ST-la, ST-Ib, 0147, 0149, 0157 | kel, Lamm,
Adhasin fir diffuse Adha- | ST-II) Ziege, Hund,
renz (AIDA-I) Hitzestabiles E. coli- Katze)
Enterotoxin (EAST1)
a-Hamolysin (a -Hly)
Shiga Toxin | E. coli-secreted Protein A | Shiga Toxine (Stx; Stx1, | O5:NM, O91:NM, (osmotische)
bildende (EspA) Stx2) 026:NM/H11, Diarrhoe
E. coli Intimin Enteroh&amolysin (EHly) | O111:NM,/H2/H8, (Kalb, Lamm,
(STEC) EHEC factor of adhesion Serinprotease (EspP) 0103:H2, Ziege, Damm-
1 (Efa-1) E. coli secreted proteins | O145:H28 wild; spora-
Long polar fimbriae (Lpf) (Esp) F,G,H O118:NM/H16 disch Hund,
0157:NM/H7 Katze)
Odemkrank- | F18ab Shiga Toxin 2e (Stx2e) 0138, 0139, 0141, | Absetzferkel
heits-E. coli | Adhésin fir diffuse Adha- | a-Hamolysin (a-Hly) 0147, 0157
(EDEC) renz (AIDA-I)
Extraintestinal pathogene E. coli (ExPEC)
Uro- P-Fimbrien (Pap) a-Hamolysin (a-Hly) 01, 02, 04, O6, Zystitis, Pyelo-
pathogene Typl-Fimbrien (Fim) Zytonekrose-Faktor 018, 025, 074 nephritis Hund,
E. coli (U- S-Fimbrien (Sfa) (CNF1) Katze, CM
PEC) Secreted auto- beim Schwein
transporter toxin (Sat)
Aviare pa- Typl-Fimbrien (Fim) Vakuolisierendes O1:H1/H2, System. Infek-
thogene Temperatur-sensitives Autotransporter Toxin 0O2:H1/H2/H5 tio-nen beim
E. coli (A- Hamagglutinin (Tsh) (Vat) 018, 078 Wirt-
PEC) P-Fimbrien (Pap) schaftsgefligel
Septikami- Fimbrien (F17b, F17¢c) 078:K80 Septikamie bei
sche E. coli | CS31A Kalb und
(SEPECQC) Lamm

*.

sche Diagnostik i.d.R. den zuséatzlichen Nachweis von Virulenzfaktoren erfordert.

**: NM: non-motile (nicht beweglich)

Der Nachweis des jeweiligen Serotyps hat keine sichere Assoziation mit dem genannten Pathotyp, weshalb eine atiologi-
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Seit einigen Jahren existiert mit der Multilocus-Sequenztypiserung eine DNA-Sequenz-
basierte Methode, die erstmals die weltweit vergleichbare Typisierung aller E. coli-Stdmme
ermdglicht, gleichgultig, aus welcher Tierart und von welcher Krankheit die jeweiligen Stam-
me isoliert wurden (1, 8, 9). Diese Methode ermdglicht nach einem einheitlichen Schema mit
hoher Genauigkeit — der DNA-Sequenzierung — die exakte Typisierung von E. coli-Stdmmen
weltweit, und zwar jedem Labor, das mittels PCR DNA amplifizieren kann und diese dann
z.B. bei einem kommerziellen Anbieter sequenzieren 1&Bt. Da es eine online verfligbare Da-
tenbank gibt, in der die Daten kuriert eingetragen werden (www.mlst.net), kbnnen alle Wis-
senschaftler und Diagnostiker E. coli-Isolate mit allen anderen transparent vergleichen. Der
Wissenszuwachs, der durch diese Mdéglichkeit generiert wurde, ist enorm, und bleibt nicht
auf Referenzlabore beschréankt.

Uber diese fiir jedes diagnostische Labor sehr praktibale Nutzung hinaus bietet die MLST
aber auch die Mdglichkeit, Aussagen Uber die Phylogenie von E. coli zu treffen. So werden
unter Verwendung frei verfligbarer Software unmittelbar die tatsachlichen Verwandt-
schaftsverhaltnisse von serotypisierten Stdmmen sichtbar, also auch jener, die als Ont typi-
siert wurden. Weiterhin lassen sich Aussagen zu Pathotypen machen, die bislang nur durch
aufwendige Analysen mdglich waren.

Einige dieser Mdglichkeiten werden derzeit im Rahmen des BMBF-geférderten Zoonosen-
Verbundes FBI-Zoo (www.fbi-zoo.net) erforscht, hier liegt der Schwerpunkt auf der Analyse
von Shiga-Toxin-bildenden E. coli, die beim Menschen zu teilweise schwerwiegenden
extraintestinalen Komplikationen fihren kénnen, wie z.B. dem H&molytisch urdmischen Syn-
drom (HUS) oder der thrombotisch thrombozytopenischen Purpura (TTP)(2, 6, 7). Im Vortrag
werden anhand einiger Beispiele der Nutzen sowie Vor- und Nachteile der MLST von E. coli
besprochen. So konnten wir erstmals eine Verwandtschaft zwischen animalen und humanen
EPEC-Isolaten belegen, die aufgrund der Ont-Serotypisierung verhindert wurde. Aber auch
die Diagnostik tiermedizinisch relevanter Krankheitserreger konnten wir verbessern. So kén-
nen wir heute mit gréBerer Sicherheit Stdmme des APEC-Pathotyps identifizieren. APEC-
Infektionen kénnen in der Gefligelwirtschaft zu hohen Verlusten fihren, eine fundierte Impf-
Prophylaxe ist aber nur méglich, wenn die atiologisch relevanten Stamme diagnostiziert wer-
den, was mit der Serotypisierung aufgrund der geringen Sensitivitdt kaum mdglich ist (3-5).
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Bewertung von Shiga (Vero) Toxin-produzierenden Escherichia coli aus Wildfleisch-
proben als potenzielle Krankheitserreger fir den Menschen

Lothar Beutin und Angelika Miko
Bundesinstitut fir Riskobewertung, Berlin

Einleitung

Problemstellung: Shiga Toxin-produzierenden Escherichia coli (STEC) gehéren zu den
lebensmittelassoziierten Zoonose-Erregern, die bei Menschen Durchfall, hAmorrhagische
Colitis (HC) und das lebensbedrohliche Hamolytisch Uramische Syndrom (HUS) hervorrufen
(1). STEC produzieren Zytotoxine, die als Shiga Toxine (Stx) bzw. Vero Toxine (VT) be-
zeichnet werden und als Hauptvirulenzfaktoren am Krankheitsprozess beteiligt sind. Entero-
hamorrhagische E. coli (EHEC) sind eine Untergruppe der STEC und gelten als Hauptverur-
sacher von HC und HUS. Neben Stx sind bei den EHEC weitere Virulenzfaktoren vorherr-
schend, die die Zerstérung der Darmmukosa verursachen (LEE Lokus, Merkmal eae) und
gewebeschéadigend wirken (Enterohamolysin, Merkmal E-hlyA). E. coli Stdmme der Se-
rogruppen 0157, 026, 0103, O111 und 0145 sind die am haufigsten isolierten EHEC bei
Menschen mit HC und HUS (2).

STEC und EHEC sind haufig Bestandteil der Darmflora bei verschiedenen Tierarten. Wie-
derkduer, wie Rinder, Schafe und Ziegen, stellen ein bedeutendes Reservoir fir diese Keime
dar. Studien konnten zeigen, dass diese Keime von Tieren auf Menschen Gbertragen wer-
den, haufig durch den Verzehr von STEC/EHEC-kontaminierten Lebensmitteln und Wasser,
aber auch durch Kontakt mit ausscheidenden Tieren und Menschen (3). Auch Wildtiere spie-
len eine wichtige Rolle als Uber(Trager). STEC und EHEC wurden bereits in Kotproben von
Rotwild nachgewiesen. Wildtiere als Ausscheider von STEC kdnnen die Keime durch Kon-
tamination von Weideland mit ihnren Fazes indirekt auf grasende landwirtschaftliche Nutztiere
Ubertragen. Zugvdgel spielen als STEC-Ausscheider eine wichtige Rolle, denn sie verbreiten
diese Keime Uber weite Entfernungen (4).

Auch Wildfleisch ist haufig mit STEC kontaminiert. Nach einer belgischen Studie lagen bei
ca. 50% der untersuchten Wildfleischproben STEC vor (5). In den USA wurden aus Fleisch
vom Rotwild EHEC O157 isoliert und mit einem Erkrankungsgeschehen in Zusammenhang
gebracht (6). Erhebungen aus dem Nationalen Referenzlabor fir Zoonosen am BfR ergaben
flr 2005 und 2006 Kontaminationsraten fir STEC von 9,0 bzw. 14.8% bei Wildfleisch-
Proben. Der Anteil von STEC-kontaminiertem Wildfleisch war damit in diesem Zeitraum be-
deutend héher als der von STEC-kontaminiertem Rindfleisch (1,3% bis 4,5%) (7, 8).

Wildfleisch ist in Deutschland beliebt, da es als qualitativ hochwertiges Produkt gilt, und der
pro-Kopf-Verbrauch ist stetig gestiegen (9). Aus der Jagdsaison 2005/2006 ergab sich eine
Gesamtmenge von 36.126 Tonnen Wildfleisch: 19.000 Tonnen vom Wildschwein (461.881
Tiere), 11.300 Tonnen vom Reh (905.387) und etwa 4.000 Tonnen vom Rotwild (60.664)
(10). Far Deutschland hochgerechnet liegt der durchschnittliche j&hrliche Wildfleisch-Konsum
bei ca. 0,45 kg/Person, was 0,8% des gesamten Fleischkonsums entspricht (11). Uber 62%
des im Handel verkauften Wildfleischs stammt von Tieren, die in Deutschland in der freien
Natur gejagt wurden. Nur 3% stammen aus landwirtschaftlicher Produktion (Gatterwild) und
35% sind importiert (12). Nach den Hygienevorschriften muss das Wild méglichst unmittelbar
nach dem Erlegen ausgenommen werden. Vom Jager als einwandfrei begutachtete Tierkor-
per kdnnen direkt vermarktet werden. Nur ein kleiner Teil des Wildfleisches passiert die amt-
liche Fleischbeschau vor der Vermarktung (12).

Ziel der Arbeit: Bisher wurden Uber 400 STEC-Serotypen mit Humaninfektionen in Verbin-
dung gebracht (13). Gegenwartig ist wenig zur Rolle von STEC aus Wildfleisch als Quelle
von Humaninfektionen bekannt. Um abzuschéatzen, ob STEC aus Wildfleisch eine mégliche
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Quelle far Erkrankungen bei Menschen sein kénnen, haben wir 140 STEC-Stdmme aus
Fleischproben von Rotwild, Wildschwein und Hasen untersucht. Hierbei wurden die Seroty-
pen bestimmt sowie Virulenzfaktoren, die beim Krankheitsprozess eine Rolle spielen. Dar-
Uber hinaus wurden STEC aus Wildfleischproben auf ihre genetische Verwandtschaft mit
STEC aus Nutztieren, deren Produkten (Fleisch, Milch, Kase) und mit STEC aus Patienten
verglichen, um Ahnlichkeiten zu ermitteln. Die Ergebnisse zeigen, das Wildfleisch eine po-
tenzielle Quelle von humanpathogenen EHEC und STEC darstellt.

Material und Methoden

Herkunft und Typisierung von STEC: 140 STEC-Stdmme aus Wildfleisch wurden unter-
sucht, 110 vom Rotwild, 18 vom Wildschwein, acht vom Hasen und vier anderer Herkunft.
Die STEC-Stdmme waren im Rahmen der Lebensmitteliberwachung in Deutschland zwi-
schen 1998 und 2006 isoliert und das NRL-E.coli zur Typisierung geschickt worden. Am
NRL-E.coli wurden alle STEC auf ihre Serotypen und ihre Virulenzmerkmale untersucht (14).
Zum Vergleich wurden 101 STEC-Stdmme aus anderen Quellen herangezogen. Vierund-
vierzig STEC stammten von Nutztieren: Rinder (n=21), Schafe (n=22) und Ziege (n=1). Drei-
undzwanzig STEC stammten aus Nahrungsmitteln bovinen, ovinen und porcinen Ursprungs.
VierunddreiBig STEC waren von Humanpatienten mit Durchfall, HC oder HUS.

Genetische Verwandtschaftsbestimmungen bei STEC: Xbal-Makrorestriktionsmuster der
Gesamt-DNA der jeweiligen STEC-Stamme wurden mit der Pulsfeld-Gelelektrophorese
(PFGE) nach standardardisiertem PulseNet-Protokoll untersucht (15). Die Daten wurden mit
der Software BioNumerics analysiert und Dendrogramme erstellt, um klonale Verwandtschaf-
ten zu ermitteln. Zusatzlich wurden EHEC O103:H2-Stamme mittels MLST auf ihre klonale
Verwandtschaft geprift, wobei die Nukleotidsequenz von sieben Stoffwechsel-assoziierten
Genen miteinander verglichen wurden (16).

Ergebnisse

Eigenschaften von STEC aus Wildfleisch: Die 140 STEC-Stamme gehérten zu 26 O-
Gruppen und 23 H-Typen. Mehr als zwei Drittel der Stdmme gehdérten zu acht O-Gruppen
(021, 0146, 0128, 0113, 022, 088, 06, O91) (100 Stdmme=71.4%) und vier H-Typen
(H21, H28, H2, H8) (106 Stdmme=75,7%). Insgesamt lagen 38 O:H-Serotypen vor, 18 von
diesen sind bereits mit Humaninfektionen in Zusammenhang gebracht worden (13). Sieben
Stamme (5,0%) gehdrten zu den klassischen EHEC-Typen O103:H2 (N=4) und O26:[H11]
(N=3). Bei den STEC wurden ein bis drei verschiedene Shiga Toxine nachgewiesen. Diese
unterteilten sich in zwei Subtypen der Stx1-Familie, Stx1 (17,1%) und Stx1c (20,0%), sowie
finf Subtypen der Stx2-Familie, namlich Stx2 (7,9%), Stx2d-activ (22,9%), Stx2-0118
(56,4%), Stx2e (2,9%) und Stx2g (2,1%). Zytotoxische Aktivitat und Produktion von Stx lag
bei 138 Stdmmen (98,6%) vor. EHEC-typische Virulenzmerkmale, wie eae (Intimin) und E-
hlyA (Enterohamolysin) waren bei acht (5,7%) beziehungsweise 77 (55,0%) der 140 STEC
nachweisbar.

Vergleich von STEC aus Wildfleisch mit STEC anderer Herkunft: Zum Vergleich wurden
Isolate von klassischen EHEC O103:H2 und O26:H11 sowie von STEC von Serotypen, die
haufig aus Humanpatienten isoliert werden (O113:H21, 091:H21, O128:H2, O146:H28,
0146:H21) herangezogen. Insgesamt wurden 155 STEC-Stamme aus Wildfleisch, landwirt-
schaftlichen Nutztieren, deren Produkten (Fleisch, Milch, K&se) und aus Patienten vergli-
chen. Hinsichtlich der Virulenzgene fanden sich keine Unterschiede beim Vergleich von Ver-
tretern des jeweiligen Serotyps, unabhangig aus welcher Quelle (Wild, Nutztier, Lebensmit-
tel, Mensch) die STEC stammten. Stx2 und Stx2d-activ waren am haufigsten mit STEC
0113:H21 und 091:H21-Stdmmen assoziiert. Stx1c und Stx2-O118 lagen bei den STEC
0128:H2 und O146:H21-Stammen vor. Die Kombination der Virulenzmarker stx;, E-hlyA und
eae war charakteristisch fir EHEC O103:H2 und O26:H11.
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Genetische Verwandtschaftsuntersuchungen mit PFGE: Der Vergleich der PFGE-Profile
bei EHEC/STEC Isolaten eines Serotyps zeigte hohe Ubereinstimmungen zwischen Isolaten,
die aus verschiedenen Quellen stammten (Wildfleisch, Nutztiere, Lebensmittel, Mensch). Die
Clusteranalyse ergab bei EHEC O103:H2-, 026:H11-, und STEC O113:H21-, 0128:H8- und
0146:H28-Stammen Ahnlichkeiten von 90-100% zwischen Isolaten aus Wildfleisch und aus
Humanpatienten (Abbildung 1 + 2). Ahnlich hohe Ubereinstimmungen ergaben sich beim
Vergleich von STEC aus Wildfleisch mit STEC, die aus landwirtschaftlichen Nutztieren sowie
deren Produkten stammten (Abbildung 1 + 2).

Klontypenbestimmung bei EHEC O103:H2: Durch MLST konnten die vier EHEC O103:H2-
Stdmme aus Wildfleisch dem Klontyp ,MLST-1* zugeordnet werden. ,MLST-I* ist vorherr-
schend bei EHEC O103:H2-Stdmmen, die aus Durchfallerkrankungen, HC und HUS bei
Menschen isoliert worden sind (16). Auch die aus landwirtschaftlichen Nutztieren und deren
Produkten zum Vergleich herangezogenen EHEC O103:H2 gehérten zum Klontyp ,MLST-I*.

Diskussion

Mit Ausnahme von EHEC O157 wurden STEC aus Wildfleisch bisher noch nicht als Erreger
von lebensmittelbedingten Infektionen beim Menschen identifiziert. Jedoch gehéren 57,1%
der 140 STEC Wildfleisch-Isolate aus unserer Studie zu 18 Serotypen, die einen human-
pathogenen Bezug haben (2,13). Virulenzmerkmale, die mit schweren klinischen Verlaufen
(HC und HUS) verbunden sind (stx,, Stxoq.aciiv UNd €ae), lagen bei 32,8% der STEC vor. Dar-
unter fielen klassische EHEC O26:H11 und O103:H2 (isoliert aus Hirsch-, Wildschwein- und
Hasenfleisch), die zu den finf Serotypen gehdren, die in Europa am haufigsten aus Human-
patienten isoliert werden (2). Unseres Wissens ist dies der erste Bericht Uber den Nachweis
von EHEC 026 und O103 aus Wildfleisch. Mit wenigen Ausnahmen waren STEC aus Wild-
fleisch hinsichtlich ihrer Virulenzmerkmale mit entsprechenden STEC aus Nutztieren, Le-
bensmitteln und Patienten identisch. Die genetische Ahnlichkeit von STEC-Isolaten eines
Serotyps, die aus verschiedenen Quellen stammen, wurde durch Untersuchungen mittels
PFGE und MLST bestétigt.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass Wildtiere als natirliches Reservoir fir humanpathogene
EHEC und STEC eine Rolle spielen. Es ist anzunehmen, dass die aus Wildfleisch isolierten
EHEC/STEC auf fakale Kontamination durch das jeweilige Erzeugertier zurlickzufiihren sind.
Fékale Kontamination von Schlachtkérpern durch das Erzeugertier gilt als die wichtigste Ein-
tragsquelle von STEC in Fleischerzeugnisse von Nutztieren. Sie kann durch einen hohen
Hygienestandard reduziert werden, der im Schlachthaus unter kontrollierten Bedingungen
eher gegeben ist als beim Erlegen und Ausweiden von Wild bei der Jagd.

Die Tatsache, dass STEC aus Wildfleisch, landwirtschaftlichen Nutztieren und deren Produk-
ten starke Gemeinsamkeiten aufweisen, deuten auf eine Ubertragung dieser Stimme zwi-
schen Wild-und Nutztieren. Das naturliche Reservoir der EHEC/STEC beschréankt sich somit
nicht, wie urspriinglich angenommen, nur auf landwirtschaftliche Nutztiere, wie Rinder, Scha-
fe und Ziegen.

Weitere Studien sind notwendig, um zu klaren, ob die hohe Inzidenz von STEC bei Wild-
fleisch auf mangelnde Hygiene bei der Fleischverarbeitung zuriickzufihren ist, oder ob einer
gréBerer Anteil der Wildtiere mit STEC kolonisiert ist. Spezifische Empfehlungen fiir Jager,
fir Wildfleisch-verarbeitende Betriebe und fur Verbraucher sollten entwickelt werden, um das
Risiko von lebensmittelbedingten EHEC/STEC-Infektionen beim Menschen zu minimieren.
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Abbildung 1: Dendrogramm der PFGE Profile von EHEC O0103:H2-Stammen (MLST-I Klon) aus verschie-
denen Quellen; die Isolate aus Wildfleisch sind fett gedruckt
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Abbildung 2: Dendrogramm der PFGE Profile von EHEC 026:H11-Stammen aus verschiedenen Quellen;
die Isolate aus Wildfleisch sind fett gedruckt
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Pathogene Vibrio spp. in Fischen und Fischereierzeugnissen: Bedeutung, Nachweis
und Vorkommen

Edda Bartelt
Niedersachsisches Landesamt fir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES),
Institut far Fische und Fischereierzeugnisse (IFF), Cuxhaven

1. Bedeutung pathogener Vibrio spp. als Erreger von Lebensmittelinfektionen
Wahrend das Fangvolumen der Meeresfischerei seine Grenzen erreicht hat, nimmt seit 1970
der Anteil der Aquakultur an der globalen Versorgung mit Fisch, Krusten-, Schalen- und
Weichtieren mit einer jahrlichen Wachstumsrate von 8,7% kontinuierlich zu. Die Aquakultur
liefert derzeit 76% der weltweiten StBwasserfischproduktion und 65% der Weichtierprodukti-
on (FAQO, 2007). Mit der Entwicklung der Aquakultur wachsen die Herausforderungen an die
Umweltvertraglichkeit, Produktqualitat und Lebensmittelsicherheit (pathogene Erreger, che-
mische Kontaminanten, Rickstdénde von Chemotherapeutika, Antibiotikaresistenzent-
wicklung). Pathogene Erreger in Fischen und Fischereierzeugnissen aus Aquakulturen sind
aquatischen, allgemeinen und/oder humanen und tierischen Ursprungs, wobei das Vorkom-
men pathogener Erreger tierischen und humanen Ursprungs wie Salmonellen, Listeria spp,
Staphylococcus aureus und Noro-Viren von entscheidender Bedeutung ist. Relevante Erre-
ger marinen Ursprungs oder aus Estuaren sind Vibrionen.

Das Genus Vibrio (V.) enthalt mindestens zwdlf pathogene Spezies, wobei acht mit Le-
bensmittelinfektionen assoziiert sind. Die Mehrzahl der Lebensmittelinfektionen wird durch
V.cholerae, V.parahaemolyticus oder V.vulnificus verursacht (Oliver and Kaper, 1997; Dals-
gaard, 1998). Einige Spezies sind primar mit Gastroenteritiden assoziiert (V. cholerae and V.
parahaemolyticus), wahrend andere (V. vulnificus) nicht intestinale Erkrankungen, wie Septi-
k&mien verursachen kénnen. V. parahaemolyticus ist der hauptsachliche, mit Fischereier-
zeugnissen assoziierte Lebensmittelinfektionserreger in Asien (FAO, 2001). Der neue V.
parahaemolyticus Klon vom Serotyp O3:K6 trat erstmals 1996 in Indien auf (Calcutta) und
wurde Uber Asien und die USA verbreitet (Matsumoto u.a., 2000). Die der Berechnung von
Dosis-Wirkungsbeziehungen zugrunde liegenden Daten zeigten, dass die Aufnahme von
2x10° to 3x107 Zellen zur Auslésung der Erkrankung erforderlich sind, wobei epidemiologi-
sche Analysen in den USA von einer 10fach héheren MID ausgehen (FAO, 2001). Der Viru-
lenzmechanismus von V. parahaemolyticus ist noch nicht geklart. Der Erreger produziert vier
Hamolyse-Komponenten, wobei zwei, das thermostabile direct hemolysin (TDH) und ein
TDH-related hemolysin (TRH) sehr eng mit der Virulenz assoziiert sind. V. vulnificus verur-
sacht Wundinfektionen, aber auch weitere schwer verlaufenden Infektionen (Bakteriamie,
Septikamie), vor allem bei Risikogruppen (chronische Lebererkrankungen, Hepatitits o.a.
Vorerkrankungen). Die Aufnahme von pathogenen V. parahaemolyticus wird oft mit dem
Verzehr von rohen oder unzureichend erhitzten Fischereierzeugnissen oder rekontaminierten
Lebensmitteln nach dem Zubereiten in Zusammenhang gebracht. In den USA waren Erkran-
kungen haufig mit dem Verzehr von Krabben, Austern, Shrimps und Lobster assoziiert (De-
Paola u.a., 2000).

2. Vorkommen in Fischen und Fischereierzeugnissen

In tropischen und warmeren Regionen kommen pathogene Vibrionen in der marinen Umwelt,
in Kiistengewassern und Estuaren vor. Vibrio Spezies sind autochthon in der aquatischen
Umwelt und ihre Anwesenheit und Keimdichte wird von Faktoren wie Temperatur, Salinitat
und Algendichte beeinflusst. Vibrionen benétigen NaCl (2-3%) zur Vermehrung und sie wer-
den oft bei Fischen und Krusten-, Schalen und Weichtieren nachgewiesen. Die meisten Spe-
zies sind mesophil und die héheren Keimzahlen werden von daher in der warmen Jahreszeit
nachgewiesen. V.parahaemolyticus wird haufig in marinen Fischereierzeugnissen nachge-
wiesen, insbesondere in zweischaligen Muscheln. Die Mehrzahl der aus der Umwelt isolier-
ten Stdmme (ca. 95-99%) sind nicht pathogene Stdmme. Die Keimzahlen von
V.parahaemolyticus schwanken je nach Temperatur, wobei die héheren Keimzahlen in den
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warmeren Monaten nachgewiesen werden. Wéhrend der kalteren Jahreszeit tberlebt der
Erreger vermutlich im Sediment und wird mit dem Plankton mit steigenden Temperaturen
verbreitet (EC, 2001). Die Keimzahlen in Austern kénnen von 1 bis 10* cfu/g schwanken.
V.parahaemolyticus kommt in europaischen Erzeugnissen weniger haufig vor, wobei in den
Sommermonaten auch Uber positive Funde in Muscheln berichtet wurde (Lhafi und Kihne,
2007). Als mesophiler, halotoleranter Keim vermehrt sich V. parahaemolyticus in Fischerei-
erzeugnissen, sofern sie bei Umgebungstemperatur gelagert werden. Die sehr niedrige Ge-
nerationszeit (z.B. 12-18 Minuten bei 30°C) ermdglicht die schnelle Vermehrung. Auch in
lebenden Austern ist die Vermehrung wahrend der Lagerung mdglich. Sehr niedrige Tempe-
raturen fihren in Abhangigkeit von der Lebensmittelmatrix, der Salintédt und weiterer Fakto-
ren zur Keimverminderung. V.parahaemolyticus ist sehr hitzeempfindlich und wird durch Ko-
chen abgetétet (D-Werte bei 50-60°C: 0.3-0.8 min (Kaysner, 2000)). V. vulnificus vermehrt
sich kaum unter 15°C, bei Temperaturen um 20°C in Fischereierzeugnissen dagegen sehr
schnell (lebende Austern!). Der Erreger ist sehr sensitiv gegenlber Gblichen Behandlungs-
verfahren fir Lebensmittel (D-Wert bei 47°C: 78 Sek.), sehr empfindlich gegentiber Kaltela-
gerung und sehr sensitiv gegeniber niedrigem pH (kein Wachstum bei pH<5).

3. Nachweisverfahren

Neben den klassischen kulturellen Verfahren nach ISO/TS 21872-1:2006 und ISO/TS 21872-
2:2006 zum qualitativen Nachweis von Vibrio spp. in Lebensmitteln werden zunehmend
PCR-Verfahren beschrieben. Die konventionellen Verfahren, selbst in Kombination mit der
Kolonieblot-Hybridisierung sind allerdings zeit- und arbeitsintensiv. Die Anwendung spezifi-
scher PCR-Verfahren erfordert angesichts der Vielfalt potentiell pathogener Vibrio-Stamme
den Einsatz einer optimierten Multiplex-PCR fir mindestens zehn nachzuweisende Gene. In
den letzten Jahren sind hierzu zahlreiche Publikationen erschienen, um den Nachweis und
die Differenzierung zwischen apathogenen und pathogenen Stdmmen von V. vulnificus, V.
parahaemolyticus, und V. cholerae zu fUhren. Ein routinefédhiges Untersuchungsverfahren fur
den Nachweis der Amplicons von allen potentiell pathogenen Vibrio spp. in einem Untersu-
chungsgang, beispielsweise unter Anwendung der Microarray-Technik (Panicker u.a., 2004),
wirde signifikant die Effizienz der Untersuchung von Fischereierzeugnissen erhdhen.

4. Ergebnisse aus der amtlichen Untersuchung von Fischen und Fischereierzeug-
nissen

In der amtlichen Untersuchung von Fisch und Fischereierzeugnissen in Niedersachsen wur-
den Fischereierzeugnisse, insbesondere Krusten-, Schalen- und Weichtiere unter Anwen-
dung der ISO-Verfahren qualitativ auf Vibrio spp. untersucht. Da fir die quantitative Bestim-
mung derzeit in kein standardisiertes Verfahren fr Vibrio spp. verflgbar ist, wurde ein MPN-
Verfahren fir den differenzierten Nachweis der Vibrio spp. unter Verwendung mehrerer Se-
lektivmedien und weitergehender Differenzierungen eingesetzt.

In einer Schwerpunktuntersuchung von GroBgarnelen in 2008 waren Vibrio spp. nur zu 9%
nachweisbar, wobei in den positiven Garnelen-Proben der Nachweis von V. alginolyticus, V.
parahaemolyticus als auch V.vulnificus gelang (LAVES, 2009). Nach den Niederséchsischen
Ausflihrungshinweisen zur Durchfiihrung der Muschelhygieneliberwachung werden Miesmu-
scheln aus den Muschelerzeugungsgebieten regelmaBig mikrobiologisch untersucht. Die
Ergebnisse einer Studie in 2007 an insgesamt N=209 Proben zur monatlichen bakteriellen
und viralen Belastung werden vorgestellt. Gleichwohl die Miesmuscheln niedersachsischer
Erzeugungsgebiete grundsétzlich von mikrobiologisch einwandfreier Beschaffenheit waren
und zumeist der Klassifizierung in ,A-Gebiete“ entsprachen, waren das Vorkommen héherer
E. coli- Befunde als 230 MPN/100g sowie Salmonellenfunde nicht auszuschlieBen. Die
Miesmuscheln waren zudem sehr haufig mit Vibrionen kontaminiert. In den Sommermonaten
wurden in allen untersuchten Proben Vibrionen nachgewiesen. V. parahaemolyticus -
allerdings nur sehr selten Kanagawa-positive Stdmme- war mit 54% aller Vibrionenisolate die
dominierende Vibrionenspezies. Zum Teil waren die Proben mit mehreren Vibrionenarten
kontaminiert. Der Nachweis von V. fluvialis, V. vulnificus und V. cholerae (Non-O1, non-
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0139) waren zwar selten, aber dennoch méglich. Es wurde mit den Untersuchungen besta-
tigt, dass keine Korrelation zum Vorkommen und zur Keimzahl von E.coliin Muscheln, dem
derzeit anzuwendenden Kriterium fir die Klassifizierung von Muschelerzeugungsgebieten,
besteht. Weitere Untersuchungsergebnisse von Muscheln in 2008 und 2009, insbesondere
zum quantitativen Nachweis von Vibrio spp. werden dargestellt.

(Literatur: beim Verfasser)
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Untersuchungen der Uberlebensfihigkeit von Brucellen in Lebens- und Futtermitteln

Alexander Falenski', Anne Mayer-Scholl', Falk Melzer® und Karsten Néckler'
'Bundesinstitut fiir Risikobewertung, Berlin
®Friedrich-Loeffler-Institut, Jena

Die Produktion von sicheren Lebensmitteln ist eine wichtige Voraussetzung fir den Schutz
des Verbrauchers vor Krankheit und Krankheitsausbriichen. Durch die Zentralisierung der
Futtermittel- und Lebensmittelproduktion ist die Erzeugung sicherer Lebensmittel 6konomi-
scher und effizienter geworden. Gleichzeitig sind jedoch solch zentralisierte Strukturen anfél-
lig fir Bedrohungen durch terroristische Anschlage. Ein solcher Anschlag kénnte schnell zu
einer Krise im Bereich der Lebensmittelversorgung der Bevolkerung fuhren.

Die mdglichen wirtschaftlichen und gesundheitlichen Folgen einer absichtlichen Ausbringung
werden insbesondere bei der Betrachtung der Schaden deutlich, die durch die unabsichtliche
Kontamination von Futter- oder Lebensmitteln entstanden sind. So erkrankten 1994 in den
USA mehr als 200 000 Menschen an Salmonellose durch mit S. enteritidis kontaminierte,
Flissigeiscreme.

Brucella ist ein zoonotischer Erreger, welcher von den Centres of Disease Control and Pre-
vention in den USA als Agenz der Kategorie B eingestuft wird. Diese Kategorie beinhaltet
Erreger, die einfach auszubringen sind, mittlere Morbiditatsraten und geringe Sterblichkeits-
rate aufweisen und eine Erweiterung der Laborkapazitaten und Krankheitstiberwachung er-
fordern.

Brucella kommt endemisch in den Mittelmeerlandern, der Arabischen Halbinsel, Afrika, Asien
und in Mittel- und Stidamerika vor. Es sind derzeit zehn Spezies beschrieben, von welchen
besonders B. melitensis, B. suis und B. abortus als humanpathogen gelten. Zu den Sympto-
men einer Infektion gehéren unter anderem undulierendes Fieber, Gelenk- und Muskel-
schmerzen, Bauch- und Kopfschmerzen sowie Persdnlichkeitsdnderungen. Eine Brucellose
wird am haufigsten durch den Verzehr kontaminierter Lebensmittel und den Kontakt mit infi-
zierten Tieren verursacht.

Aufgrund der hohen Virulenz und Infektiositat des Erregers, sowie der schwierigen Therapie
und eines fehlenden Impfstoffes sind Brucellen in der Vergangenheit zur Entwicklung biolo-
gischer Waffen von mehreren Landern verwendet worden.

Mit dem vom Bundesamt fir Landwirtschaft und Ernahrung geférderten Projekt ,Brucellakon-
tam’ soll die Relevanz mdglicher Szenarien zur absichtlichen Einbringung von Brucellen in
die Futtermittel- und Lebensmittelkette zum Zweck bioterroristischer Aktivitaten unter expe-
rimentellen Bedingungen untersucht werden. In diesem Zusammenhang sollte das tatsachli-
che Gefahrdungspotential hinsichtlich der notwendigen Erregermenge und deren Uberle-
bens- und Vermehrungschancen unter den herrschenden Bedingungen Utberprift werden,
um an den entscheidenden Stufen der Lebensmittelerzeugung zielgerichtet diagnostische
Untersuchungen durchfiihren zu kénnen.

Lebensmittel

Hierzu wurden am Bundesinstitut fur Risikobewertung stilles Mineralwasser, H-Milch, Vor-
zugsmilch, Rohmilch und drei verschiedene Joghurtsorten unterschiedlicher Fettstufen mit
dem Brucella abortus Stamm 1119-3 kontaminiert und bis zum Ende der Haltbarkeit des Le-
bensmittels unter gewdhnlichen Lagerbedingungen aufbewahrt.

Von den am jeweiligen Tag zu untersuchenden Proben wurden Verdinnungsreihen erstellt
und diese auf Nahragar ausgespatelt, so dass nach einer Bebritung bei 37°C aus den ge-
wachsenen Kolonien auf die Gesamtkeimzahl geschlossen werden konnte.
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Dabei stellte sich heraus, dass der Modellkeim Brucella in stillem Mineralwasser 60 Tage, in
H-Milch Gber 88 Tage, in Vorzugs- und Rohmilch Gber 4 Tage und in Joghurt 1-4 Tage Gber-
lebte. Die kurze Uberlebenszeit in dem wesentlich 1anger haltbaren Joghurt kann aller Wahr-
scheinlichkeit nach auf den niedrigen pH-Wert, der mit 4,0-4,2 deutlich unter dem flr Brucel-
len (bei 37 °C) optimalen Bereich zwischen pH 6,6 und pH 7,5 liegt, zurlickgefihrt werden.
Alle anderen Lebensmittel hatten einen pH-Wert im fur Brucellen optimalen Bereich.

Die zusammengefassten Ergebnisse (Tabelle 1) zeigen, dass bei einer absichtlichen Konta-
mination der untersuchten Lebensmittel Mineralwasser, H-Milch, Vorzugsmilch und Rohmilch
bei den angegebenen Temperaturen der Genuss solcher Produkte innerhalb des Mindest-
haltbarkeitsdatums mit hoher Wahrscheinlichkeit zu einer Infektion mit Brucella fiihren wiirde

Tab. 1: Ergebnisse der Tenazitatsuntersuchungen von Brucella abortus 1119-3 in ausgesuchten Lebens-
mitteln

Matrix Lagerungs- | Fettgehalt | pH-Wert | Haltbarkeit | Ermittelte Uber-
temperatur (%) (Tage) lebensdauer
(C) (Tage)
Wasser 20 0,0 7,31 365 60
H-Milch 20 1,5 6,59 84 > 88*
. 6,68 *
Vorzugsmilch 5 3,5 675 4 >4
Rohmilch 5 3,2 4 > 4*
1,5 4,26 2
Joghurt 5 3,5 4,21 30 4
10,0 4,10 1
*Brucella abortus 1119-3 lberlebte bis zum Ende der Untersuchungszeit.

In einem zweiten Versuch konnte gezeigt werden, dass bei Kontamination von H-Milch mit
einer geringen Konzentration von Brucella abortus 1119-3 ein exponentielles Wachstum in-
nerhalb der ersten Woche einsetzt und dadurch fur die Dauer der Haltbarkeit des Produkts
eine deutliche Anreicherung des Erregers im Lebensmittel stattfindet.

Futtermittel

Am Friedrich-Loeffler-Institut werden im Rahmen desselben Projektes Untersuchungen zur
Tenazitat von Brucellen am Beispiel von Brucella abortus 1119-3 in ausgewahlten Futtermit-
teln durchgefuhrt. Die vorliegenden Ergebnisse sind in Tabelle 2 dargestellt. Es wurde
Trankwasser in Trinkwasserqualitat bei Kiihlschranktemperatur (KS, ca. 8°C) und bei Raum-
temperatur (RT, ca. 22-24°C) untersucht, welches mit ca. 10 KbE/ml kontaminiert wurde.
Die Ergebnisse zeigen, dass Brucellen im kiihleren Milieu, welches Leitungswasser bzw.
tiefes Brunnenwasser imitieren soll, deutlich Ianger vermehrungsfahig und damit infektidés
bleiben, als bei Raumtemperatur.

Als weiteres Referenzfuttermittel wurde Kraftfutter (Getreideschrot) ausgewahlt, wie es in der
Schweinemast Ublicherweise Anwendung findet. Nach aufwandigen Voruntersuchungen hin-
sichtlich einer auch unter BSL3-Bedingungen praktikablen Experimentieranordnung wurden
bisher folgende Untersuchungsergebnisse (siehe Tabelle 2) erzielt. Die am Tag 0 in das
Probenmaterial eingebrachte Zahl von ca. 10® KbE/g Futter war auch bei sofortiger Untersu-
chung des Probenmaterials nach Einbringung der Bakteriensuspension nur in geringerer
Menge (Reduzierung um eine logarithmische Stufe) nachweisbar. Entsprechend sind alle
erzielten Ergebnisse zu bewerten, d.h. entweder stirbt direkt nach Einbringung ein gewisser
Prozentsatz der Erreger ab oder es gibt eine experimentell bedingte verminderte Nachweis-
rate. Vermehrungsféhige Brucellen konnten bis zu 2 Wochen nach Einbringung in das Kraft-
futter nachgewiesen werden.
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Tab. 2: Ergebnisse der Tenazitatsuntersuchungen von Brucella abortus 1119-3 in ausgesuchten Futter-
mitteln

Matrix Lagerungs- |pH-Wert |Ermittelte

temperatur Uberlebensdauer

(°C) (Wochen)
Trankwasser 21-24 17,3 ca.3
Trankwasser 6-8 |7,3 ca. 6
gepuffertes Trankwasser 6-8 |7,5 > 15
Kraftfutter 21-24 |trocken ca.2
Ausblick

Als weiteres relevantes Futtermittel soll Silage, wie sie als Futter fir Rinder und Schafen ein-
gesetzt wird, Verwendung finden. Die dazu bereits durchgefihrten Untersuchungen mit ge-
puffertem Wasser verschiedener pH-Werte (zwischen 4 und 8), zeigten, dass die Brucellen
lediglich bei einem pH-Wert von 4 im Vergleich zu allen anderen Pufferlésungen relativ
schnell absterben. Ansonsten ist im Vergleich zu ungepufferten Lésungen (normales Trink-
wasser) die Uberlebensfahigkeit der Brucellen in gepufferten Lésungen (Phosphat-
Zitratpuffer) deutlich erhéht. Wir gehen davon aus, dass der relativ niedrige pH-Wert von 4
bis 5 bei Silage nicht zwangslaufig zu einem friihzeitigen Absterben der eingebrachten Bru-
cellen fuhrt. In ersten Vorversuchen wird derzeit die unter den nétigen Sicherheitsvorkehrun-
gen sinnvollste Experimentieranordnung ermittelt.
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Mikrobiologie lll

Mycobacterium paratuberculosis in der Lebensmittelkette

Bedeutung und Minimierungsoptionen

Philipp Hammer
Max Rubner-Institut, Kiel

Tierkrankheit/Morbus Crohn

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) ist seit Anfang des 20. Jahrhunderts als
Erreger der Paratuberkulose vor allem bei Wiederkauern bekannt. Beim Rind erfolgt die In-
fektion in den ersten Lebenswochen tberwiegend durch Aufnahme von sekretorisch oder
fakal kontaminiertem Kolostrum bzw. von Milch. Klinische Symptome in Form von unstillba-
rem Durchfall treten ca. ab dem 3-4 Lebensjahr oder spater, manchmal auch gar nicht auf.
Die Krankheit gilt als unheilbar und endet bei klinischen Fallen fast immer tédlich. Infizierte
Tiere kébnnen lange vor dem Auftreten klinischer Symptome den Erreger mit dem Kot aus-
scheiden. Dies erfolgt oft intermittierend, d. h. es gibt Phasen mit und ohne Ausscheidung
und auch die Keimzahlen kénnen stark schwanken. Bei klinischen Fallen kénnen sehr hohe
Keimzahlen erreicht werden. Extremfall sind hier die sog. ,Supershedder®, bei denen 10%°
KbE/g Kot vorkommen kdnnen.

In Bezug auf eine Beteiligung von MAP an der Crohnschen Erkrankung des Menschen, und
damit auch auf die Bedeutung als moglicher Zoonoseerreger, gibt es nach wie vor wider-
sprichliche Auffassungen. Es besteht mit groBer Sicherheit ein Zusammenhang zwischen
dem Vorkommen des Erregers bei Menschen und der Erkrankung Morbus Crohn (1). Die
Diskussion tber dessen Rolle bei der Atiologie oder gar eine Kausalitat ist aber nach wie vor
offen. Unterstutzer der Kausaltheorie fuhren neben Erkenntnissen aus genetischen For-
schungen u.a. Befunde aus Biopsiematerial und Serologie sowie teilweise erfolgreiche The-
rapieversuche mit anti-mykobakteriellen Antibiotika als Begriindung auf. Zu diesem Themen-
komplex hat 2007 eine Expertenrunde auf Einladung der American Academy of Microbiology
getagt und Forschungsbedarf wie folgt formuliert (2):

e an infiziertem Gewebe ist zu prifen, ob MAP nur als Opportunist vorhanden ist und die
eigentliche Ursache der Infektion ein anderer Erreger ist, dies gilt auch in Bezug auf die
Wirksamkeit einer Antibiotikatherapie

e um Untersuchungsergebnisse vergleichbar und vor allem belastbar zu machen muss eine
standardisierte, in Laborvergleichsuntersuchungen geprufte, auf einem Goldstandard ba-
sierende Methodik etabliert werden — dies wird als AusschluBkriterium gesehen

Vor dem Hintergrund der noch offenen Fragestellungen sollte unter dem Gesichtspunkt des
vorbeugenden Verbraucherschutzes eine Exposition des Menschen gegentber diesem Er-
reger vermieden oder wenigstens reduziert werden.

Eintrag und Verhalten in der Nahrungskette

Der Eintrag von MAP in die Umwelt und damit auch in die Nahrungskette erfolgt Gberwie-
gend durch Kot subklinisch und klinisch erkrankter Tiere. Hauptaugenmerk soll hier auf Rin-
dern liegen, die auf Grund der Bestandszahlen und der abgesetzten Kotmenge die grdBte
Bedeutung haben dirften. Der Erreger ist sehr widerstandsféhig gegentber Umwelteinflis-
sen und kann jahrelang auBerhalb des Wirtskdrpers Uberleben. Ein groBer Vorteil aus hygie-
nischer Sicht ist dabei, dass eine Vermehrung nur im Wirt erfolgen kann, das Geschehen in
Umwelt und Nahrungskette daher von stetiger Verminderung der Keimzahlen gekennzeich-
net ist. Dies geschieht einerseits durch Absterben, andererseits durch Verdinnung z.B. in
Wasser oder bei der Milchsammlung. Ein wichtiges Problem in der Lebensmittelverarbeitung,
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dass Erreger in die Betriebe einwandern, haften und sich dort vermehren, was dann eine
Rekontaminationsgefahr fir die Produkte darstellt, ist durch die fehlende Vermehrungsfahig-
keit praktisch auszuschlieBen.

Vorkommen von MAP in Lebensmitteln

Die umfangreichsten Untersuchungen zum Vorkommen von MAP in Lebensmitteln sind bis-
her an Milch und Milchprodukten durchgefihrt worden (Tab.1).

Tab. 1: Kultureller Nachweis von MAP in Milchprodukten aus dem Handel

Produkt Prozessbedingungen Proben ins- Land | Autor
ges./positiv

Vollmilch mindestens 71,7 °C fir 15 s 244/4 Cz (3)

Vollmilch “Pasteurisiert”, keine Details 702/20 USA (4)
angegeben

Vollmilch 72-74 °C fir 15-28 s 228/3 GB (5)

Trinkmilch, 1,5 % 72-75 °C fur 14-25 s 179/5 GB (5)

Fett

Magermilch 72 °C fur 15-17 s 160/2 GB (5)

Voll- und Magermilch | “Pasteurisiert”, keine Details 124/2 D (6)
angegeben

Trinkmilch “Pasteurisiert”, keine Details 18/1 RA (7)
angegeben

Trinkmilch 138 °C fiir 30 s 30/1 RA (7)

Weichkase Feta, keine Angabe ob Milch 42/1 GR (8)
erhitzt

Babynahrungspulver | keine Information 511 Cz (9)

Zunehmend werden auch Ergebnisse von Studien an Schlachttieren veréffentlicht. Hier zeigt
sich, dass neben Organen auch muskelassoziierte Lymphknoten und die Muskulatur betrof-
fen sein kdnnen (10, 11). Eine disseminierte Infektion kann schon bei klinisch unauffalligen
Tieren vorliegen (38 %), d.h. diese wirden ,gesund“ zur Schlachtung gelangen (13). Erwar-
tungsgeman scheint fékale Kontamination in Bezug auf Schlachtkérperoberflachen ein Prob-
lem zu sein (14) und auch Kreuzkontamination zwischen Schlachtkérpern eine Rolle zu spie-
len (15).

Die Tenazitat von MAP und das dadurch bedingte nahezu ubiquitare Vorkommen in der
Umwelt fihren auch zur Kontamination von Oberflachengewéassern (16). Inwieweit dies Be-
deutung fir daraus gewonnenes Trinkwasser hat ist in der Diskussion.

Technologische Optionen zur Reduktion von MAP in Lebensmitteln

Bei Trinkmilch lag der Schwerpunkt der Forschung naturgemé&f auf dem Feld der Hitzeinak-
tivierung. Die Literaturdaten sind hier uneinheitlich. Zusammenfassend, unter Einschluss
eigener Untersuchungen, zeigt sich fur die Reduktion von MAP folgendes Bild (17):

e Dauererhitzung (30 min/63 °C): Reduktion 5 — 6 log1o Stufen
o Kurzzeiterhitzung (15-30 s/72-75 °C):  Reduktion 4 — 6 log;, Stufen
¢ Hocherhitzung (z.B. 1 s/127 °C): Reduktion 4 — 6 logqo Stufen

Ultrahocherhitzung (> 1 s/> 135 °C): Reduktion bis 7 logy Stufen

In Abhéngigkeit von der kulturellen Untersuchungsmethode und dem Probenvolumen, konn-
ten nach allen Erhitzungsprozessen immer wieder tberlebende MAP in geringer Keimzahl
nachgewiesen werden. Die theoretisch fir Erhitzungsprozesse immer zu erwartende Uberle-
bensrate liegt hier selbst bei der Ultrahocherhitzung, die normalerweise eine sog. ,kommer-
zielle Sterilitat” auch in Bezug auf Abtétung von Sporen erreicht, noch im messbaren Be-
reich. Neueste Erkenntnisse zur Sporenbildung bei M. marinum und M. bovis BCG kénnten
hier in Zukunft vielleicht eine Erklarung geben (18). Weitere Optionen zur Reduktion von
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Bakterien und somit auch von MAP bei der Milchbearbeitung wie Homogenisierung, Reini-
gungszentrifugation, Bactofugation und Mikrofiltration fihren zur Reduktion um 90 %, 50 %,
90 % bzw. 99 %. Inwieweit dies fir MAP tatsachlich zutrifft wird derzeit in dem EU-
Forschungsvorhaben ParaTBTools bearbeitet. Die Reduktion bei der Kaseherstellung wird
bestimmt durch die Summe der Effekte die Milcherhitzung, Salzgehalt, pH-Wert und Rei-
fungskultur bewirken. Bei Herstellung von Kase aus Rohmilch wird durch die drei letzten
Faktoren eine Reduktion der Keimzahl um 90 % bei Frischkase nach 40-50 Tagen, bei Tilsi-
ter nach 45 Tagen, bei Emmentaler nach 28 Tagen und bei Cheddar nach 90-107 Tagen
beschrieben (19, 20, 21). Weitere Untersuchungen zum Verhalten bei der Kase- und Jo-
ghurtherstellung werden ebenfalls im Rahmen von ParaTBTools durchgefiihrt
(http://wwwe.vigilanciasanitaria.es/paratbtools/index.php ).

Minimierungsoptionen

Das Vorkommen und die Keimzahl von MAP in der Nahrungskette, lassen sich durch eine
Reihe von MaBnahmen in der Primarproduktion und bei der Lebensmittelherstellung reduzie-
ren.

In der Primarproduktion sind MaBnahmen des vorbeugenden Infektionsschutzes und des
Herdenmanagements geeignet, das Problem gar nicht erst entstehen zu lassen. Bei bereits
infizierten Rinderherden kann vor dem Hintergrund der hohen Ausscheidungsmenge eine
sofortige Merzung klinisch kranker Tiere den Gesamteintrag erheblich reduzieren. In die glei-
che Richtung zielt eine Verbesserung der Melkhygiene zur Minimierung der fakalen Konta-
mination der Milch. Diese beiden MaBnahmen sind kurzfristig umsetzbar und wirksam woge-
gen Sanierungsprogramme fir betroffene Herden nur langfristig eine Wirkung zeigen kén-
nen. Einen Beitrag zur Herdensanierung kann auch die schonende Kolostrumerhitzung leis-
ten, bei der MAP abgetétet, die Immunglobuline aber erhalten bleiben. Hierzu liegen erste
eigene Untersuchungsergebnisse vor. Zu beachten ist, dass Kolostrum auch fir den
menschlichen Verzehr zugelassen ist.

Eine weitere Abreicherung bei der Lebensmittelherstellung durch entsprechende Prozess-
technologie ist mdglich, die entsprechenden Optionen sind Uberwiegend kurzfristig anwend-
bar. Zu beriicksichtigen ist hierbei die hohe Tenazitat des Erregers und das Ausbleiben einer
Vermehrung auBerhalb eines Wirtes. Fur eine Minimierung steht an erster Stelle die Warme-
behandlung. Dies Verfahren zeigt bei Milch eine gute Wirkung, fir andere Lebensmittel soll-
ten bei Temperaturen tber 60 °C ebenfalls positive Effekte zu erwarten sein, auch wenn der
empirische Nachweis noch aussteht. Weitere erprobte Verfahren bei der Milchbearbeitung
sind Homogenisierung und Fermentation. Fir Milch haben die bereits kommerziell genutzten
Technologien der Bactofugation und Mikrofiltration bei anderen Bakterienarten gezeigt, dass
eine Reduktion der Keimzahl um bis zu 99 % erreicht werden kann, dies sollte auch fir MAP
zutreffen. Erste Ergebnisse aus dem Bereich Schlachtung zeigen, dass eine verbesserte
Schlachthygiene zur Vermeidung von fékaler Kontamination des Schlachtkérpers und eine
getrennte Schlachtung infizierter Tiere zu einer Reduktion des Eintrages flihren sollten. Prob-
lematisch ist, dass Tiere mit bereits disseminierter Infektion nicht immer als krank erkannt
werden.

Schlussfolgerungen
Bezuglich einer eventuellen Relevanz von MAP fur die Lebensmittelkette 1&sst sich folgendes
feststellen:

MAP wird in die Nahrungskette eingetragen, das Vorkommen von kleinen Keimzahlen in
Milch und Milchprodukten aus dem Handel ist nachgewiesen. Bei anderen Lebensmitteln,
insbesondere bei verarbeitetem Fleisch und Fleischprodukten, fehlt dieser Nachweis, ein
Vorkommen ist jedoch wahrscheinlich. Durch sofortige Merzung klinisch kranker Rinder kann
der Eintrag ganz erheblich reduziert werden.
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Im Bereich Milch sind eine Reihe von Prozessoptionen geprft, die zu einer starken Redukti-
on fuhren, allen voran die Warmebehandlung. Eine Anwendbarkeit fir andere Lebensmittel
bedarf noch der Prlfung.

Derzeitige Bemuhungen MAP von der Nahrungskette fernzuhalten, bzw. innerhalb dieser auf
eine Minimierung hinzuwirken, haben vorbeugenden Charakter, solange die Rolle des Erre-
gers als méglicher Zoonoseerreger nicht abschlieBend geklart ist.
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Listeria monocytogenes — a re-emerging phenomenon?
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Combatting L. monocytogenes, a pathogen causing severe invasive infections in mammals
and now known for almost a century, is still one of the most challenging problems in food
hygiene.

Still fascinating is the clinical manifestation of the disease in the human body that comprises
either the central nervous system or the gravid reproduction system. The clinical manifesta-
tions in humans are very similar to the manifestation in the animal body. A further parallel is
the cause of infection, since both humans and animals attract the infection via contaminated
food or feed. Still unknown is if the infection, as in humans, is facilitated when animals suffer
from an immunsupression due to stress or underlying disease.

Human prevalences of listeriosis have been raising in some EU member states in the recent
years. France reported an increase from 3.5 to 5.7 cases per million persons within 3 years
(Goulet et al., 2009). Other member states such as Germany (Koch and Stark, 2005), Austria
(Kasper et al., 2009) and the UK (Cairns and Payne, 2009) observed similar increases, al-
though the peak in case accumulations seem to be passed and the numbers started to drop
again in 2008. The French data emphasize age being the most substantial parameter in at-
tracting the disease. In the French study it was shown that most cases occurred in persons
>60, with those over >75 being the most vulnerable group (Goulet et al., 2008). These find-
ings are, although not surprising, irridating since L. monocytogenes was found most preva-
lent in households of elderly what was obviously a result of the consumption patterns since
food commodities known for vulnerability with regard to Listeria contamination were more
often present in this social context (Wagner et al., 2007). The presence of underlying disease
in the patients suffering from listeriosis, as a factor pointing towards an immunocomprised
state, did not seem to have a great influence on the outcomes. This was in line with oberser-
vations from Austria, where the presence of a particular genoype that was closely related to
the types having caused most of the outbreaks woldwide was correlated with unusual high
fatalities in 1996. The underlying disease status obviously did not have a similar impact
(Wagner and Allerberger, 2003). In a study from the UK, bacteraemic cases presented more
frequently with gastrointestinal symptoms and were more likely to have underlying medical
conditions than CNS cases. Gastroenteric listeriosis has been considered as a mild form of
listeriosis but the numbers of outbreak reports are increasing. The authors also stressed the
point that medical treatment with regard to lowering the acid barrier in the stomach could
have an impact on the outcome of the disease

At least until now, no outbreak episode was unravelled in the accumulation of listeriosis in
Europe. Most cases of listeriosis occur spradically and the reason for that phenemenon is not
really understood. It is however likely that the probability of attracting the infection is lowered
by limiting factors such as the virulence of isolate (virulence heterogeneity, most clincial
cases are attributed to a few serovars), level of contamination (contaminated foods are usu-
ally spoiled at low levels), stress response towards food chain (Listeriae are good adaptors to
stresses but bad competitors to the commensal flora) and the response of the host (some
degree of immunocompromised status is facilitating the disease onset).

According to a statement recently published by the European Food Safety Authority (EFSA),
the transmission of Listeria should be a matter of increased and intensified research. Listeria,
both the pathogenic and the apathogenic species, are usually transmitted from environments
into food processing plants. Interestingly, the scientific information on the survival capabilities
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of listeriae outside foodchains is rather poor. Listeria can be isolated from plant
rhizospheres, soil samples and primitive organisms such as acanthamoeba (Kutter et al.,
2006). Soil moisture seems to have some impact on the survival. Introduction of listeriae into
the food plants is certainly facilitated by having insufficient hygienic barriers in place. A strin-
gent and widely ununderstood phenomenon is the persistence of Listeriae in food processing
plants. Since 1996, reports have been many showing that indistinguishable genetic types of
listeriae are frequently recoverable from various materials and surfaces within dairies, fish,
meat or produce processing plants. A conclusion is that listeriae survive in niches where the
sanitation measures lead to inefficient results. From there, listeriae can contaminate the food
under processing through crosscomtmination by inappropriate trafficking, workers and ma-
nipulations, aerosols or when a contaminated equipment is getting into direct contact with the
food under processing (Pappelbaum et al., 2008). In many outbreaks, slicers, smear robots,
packaging machines and other equipment that is often hard to decontaminate was shown to
transfer the pathogen to the product. In cheese making, smearing could transfer the con-
tamination efficiently when the process of smearing is started on the almost finished cheeses
since cheeses at a latter stage of ripening are usually contaminated at higher levels than
cheese at the beginning of the smearing cycle. An innovative element of the Austrian Listeria
monitoring is to use a very sensitive method (about 1000ml of smear liquid is tested evey two
to four weeks). Such an approach allows to detect very few, even stressed Listeria cells thus
allowing to unravel a starting contamination cycle very timely. In about 65% of the cases
where we isolated the organism once we were not capable of detecting it in follow-up investi-
gations. However, if the chance of early sanitation response is missed, plant surfaces could
be persistently colonized.

Literatur
Cairns BJ, Payne RJH. (2009) Sudden increases in listeriosis rates in England and Wales,
2001 and 2003. Emerg Infect Dis 15: 465-468.

Gillespie 1A, McLaughlin J, Little CL, Penman C, Mook P, Grant K, O"Brian SJ (2009) Dis-
ease presentation in relation to infection foci for non pregnancy-associated human listeriosis
in England and Wales, 2001-2007: observational study. J Clin Microbiol Aug Epub ahead.

Goulet V, Hedberg C, le Monnier A, de Valk H. (2008) Increasing incidence of listeriosis in
France and other European countries. Emerg Infect Dis 14: 734-740.

Kasper S, Huhulescu S, Auer B, Heller I, Karner F, Wiirzner R, Wagner M, Allerberger F.
(2009) Epidemiology of listeriosis in Austria. Wien Klin Wochenschr 121: 45-51.

Koch J, Stark K. Significant increase of listeriosis in Germany — epidemiological patterns
2001-2005 (2006) Euro Surveill 11:85-88.

Kutter S, Hartmann A, Schmid M. (2006) Colonization of barley (Hordeum vulgare) with Sal-
monella enterica and Listeria spp. FEMS Microbiol Ecol. 56, 262-271.

Pappelbaum K, Grif K, Wirzner R, Hein |, Ellerbroek L, Wagner M. (2008) Contamination
chains of Listeria monocytogenes in a produce processing plant. J Food Prot. 71, 735-741.

Wagner M, Auer B, Trittremmel C, Hein |, Schoder D. (2007) Survey of the Listeria contami-
nation of ready-to-eat food products and household environments in Vienna, Austria.
Zoonoses Public Health 54: 16-22.

Wagner M, Allerberger F (2003) Characterization of L. monocytogenes by serotyping and
pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) to investigate 41 cases of sporadic listeriosis in Aus-
tria. FEMS Med. Immun. Micro. 35, 227-234.



Zoonosen und Lebensmittelsicherheit 73

Vorkommen von Trichinella in Deutschland: Anséatze fiir eine risikobasierte Untersu-
chung beim Schwein

Karsten Nockler, Sabine Reckinger und Anne Mayer-Scholl
Bundesinstitut fir Risikobewertung, Berlin

Die Trichinellose ist eine Zoonose, die durch Fadenwirmer der Gattung Trichinella verur-
sacht wird und beim Menschen mild bis t6dlich verlaufen kann. Die Infektion erfolgt durch
den Verzehr von Fleisch oder daraus hergestellten Produkten (z.B. Rohwurst) welche infek-
tidse Stadien dieses Parasiten (Muskellarve 1) enthalten. In Deutschland sind Trichinellose
Féalle beim Menschen eher selten und zumeist importiert. In der Vergangenheit traten jedoch
auch gréBere autochthone Ausbriiche mit mehreren an Trichinellose erkrankten Personen
auf. Deshalb muss das Fleisch aller Tiere, die potentiell mit diesem Parasiten infiziert sein
kdénnen (insbesondere Schwein, Wildschwein und Pferd), einer Trichinenuntersuchung un-
terzogen werden.

Nach den an das Statistische Bundesamt Gbermittelten Daten wurden zwischen 1999 und
2008 mehr als 445 Mio. Schlachtschweine in Deutschland untersucht und lediglich 4
Schweine waren in der Trichinenuntersuchung positiv. In allen positiven Fallen ( Trichinella
spiralis) handelte es sich um Schweine aus Freilandhaltung mit 1 Tier im Jahr 2003 aus
Nordrhein-Westfalen und 3 Tieren im Jahr 2008 aus Mecklenburg-Vorpommern. Als Infekii-
onsquelle kommt der Eintrag Uber infizierte Wildtiere bzw. die Verfitterung von Fleisch die-
ser Tiere in Betracht. Somit ist die Exposition maBgeblich vom Haltungssystem abhéngig,
wobei das Risiko einer Trichinella-Infektion bei Schweinen aus geschlossenen Haltungssys-
temen als vernachlassigbar eingeschatzt wird. Alle bisher in Deutschland untersuchten
Schlachtpferde waren in der Trichinenuntersuchung negativ.

Im Vergleich zu den Haustieren kommt Trichinella bei Wildtieren in Deutschland eine gréBe-
re Bedeutung zu. Bei Wildschweinen liegt die durchschnittliche Trichinella-Pravalenz
deutschlandweit bei etwa 0,004%. Wahrend in der Vergangenheit die meisten Trichinella-
Funde beim Wildschwein aus Stiddeutschland (Bayern, Baden-Wrttemberg) kamen, haufen
sich in letzter Zeit die positiven Befunde aus Nord-Ostdeutschland (Mecklenburg-
Vorpommern). Offenbar besteht hier ein Zusammenhang mit der Marderhundpopulation,
welche in dieser Region seit den letzten Jahren drastisch angewachsen ist. Regional in
Mecklenburg-Vorpommern beim Marderhund durchgefiihrte Untersuchungen ergaben eine
Trichinella-Pravalenz (T. spiralis und T. pseudospiralis) von bis zu 5%. Fir den Fuchs wurde
in verschiedenen Regionen Deutschlands eine Befallshaufigkeit (T. spiralis, T. pseudospiralis
und T. britovi) von 0,03 bis 1% ermittelt.

Durch die Verordnung (EG) Nr. 2075/2005 wurde die Trichinenuntersuchung fur den inner-
gemeinschaftlichen Handelsverkehr und den Import aus Drittldndern neu geregelt. Mit dieser
Verordnung, die auch national unmittelbar rechtswirksam ist (Ausnahme lokal vermarktete
Wildschweine und Schweine aus Hausschlachtungen), wurden die vorher existierenden ver-
schiedenen rechtlichen Vorgaben (Richtlinien 64/433/EWG, 77/96/EG, 92/45/EG und Ent-
scheidung 92/120/EG) gebtindelt. Oberster Grundsatz ist, dass das Fleisch aller Tiere, die
sich mit Trichinellen infizieren kdnnen, einer Untersuchung unterzogen werden muss, wobei
fir Schweine auch eine risikoorientierter Ansatz méglich ist. Im Vorfeld der neuen Gesetzge-
bung wurden verschiedene Risikobewertungen zum Vorkommen, der Epidemiologie, Dia-
gnostik und Uberwachung der Trichinellose durch den wissenschaftlichen Ausschuss der
Kommission und spater durch die Europaische Lebensmittelbehérde durchgefihrt.

Nach dieser Verordnung ist nunmehr eine systematische Trichinenuntersuchung nicht mehr
notwendig, sofern es sich um Mastschweine aus einem zertifizierten Betrieb handelt oder die
Schweine aus einer Region stammen, in der das Risiko einer Trichinella-Infektion zu ver-
nachlassigen ist. Flr alle anderen Schweine aus Haltungen mit einem héheren Risiko (Sau-
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en, Eber, Tiere aus Freilandhaltung) ist die Trichinenuntersuchung weiterhin vorgeschrieben.
Diese Untersuchungspflicht betrifft natdrlich auch Pferde, Wildschweine und andere Tiere,
die zur Fleischgewinnung dienen und mit Trichinellen infiziert sein kénnen.

Die vom BfR im Jahr 2007 durchgefliihrte Risikobewertung ergab, dass eine Anerkennung
Deutschlands als Region mit einem vernachlassigbaren Trichinella-Risiko beim Schwein
aufgrund des Trichinella-Vorkommens bei Wildtieren derzeit nicht méglich ist. Unter Bertck-
sichtigung der in Deutschland vorliegenden Bedingungen, d.h. einem hohen Anteil von Mast-
schweinen aus geschlossenen Intensivhaltungen, wird jedoch die Méglichkeit zur Zertifizie-
rung entsprechender Betriebe gesehen. Vom Lebensmittelunternehmer missen dazu ver-
schiedene Voraussetzungen fir den Bestand (wie geschlossenes Haltungssystem mit Bar-
rieren, Schadlingsbekéampfung, Futtermittelkontrolle, Ferkel aus kontrollierter Haltung, Kenn-
zeichnung der Tiere, etc.) erfillt sein. Die Zertifizierung des Betriebes erfolgt durch die zu-
stéandige Behdrde, wobei zuvor zwei Kontrollbesuche innerhalb von 12 Monaten durchzuflh-
ren sind. Mit der Zertifizierung von Betrieben hat das Mitgliedsland jéahrlich einen Bericht an
die Kommission abzugeben. Dieser umfasst u.a. die Anzahl der humanen Trichinellose-
Félle, die Testergebnisse fir die Schweine aus den nicht zertifizierten Betrieben, die Tester-
gebnisse fur Pferde, Wild und Indikatortiere (z.B. Fuchs), und die Anzahl verdachtiger und
Trichinella-positiver Falle (autochthon, importiert).

Im Rahmen der Zertifizierung ist von der zustindigen Behérde auBerdem ein Uberwa-
chungsprogramm mit dem Ziel zu veranlassen, den Status von Betrieben oder einer Region
mit vernachlassigbarem Risiko einer Trichinella-Infektion beim Schwein anhand von Stich-
probenuntersuchungen zu Gberwachen. Zu diesem Zweck kann sowohl die Methode flr die
Trichinenuntersuchung (Verdauungsmethode) als auch serologische Tests (ELISA) einge-
setzt werden. Im Verbund des Europaischen und der Nationalen Referenzlabors fir Trichi-
nellose konzentrieren sich gegenwartig die Aktivitdten auf die Standardisierung der serologi-
schen Methoden und die Ausarbeitung geeigneter Probenahmeplane. Ein weiterer Schwer-
punkt liegt auf der Planung und Durchfiihrung von Ringversuchen zur Uberprifung der Un-
tersuchungsqualitat der Labors.
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Lebensmittelbedingte Ausbriiche

Lebensmittelbedingte Infektionen durch Zoonoseerreger

Klaus Stark, Susanne Behnke, Helen Bernard, Christina Frank, Judith Koch, Dirk Werber
Robert Koch-Institut, Abt. fir Infektionsepidemiologie, Berlin

Lebensmittelbedingte Zoonosen gehdren in Deutschland zu den haufigsten Krankheiten, die
im Rahmen der bundesweiten Surveillance gemaR Infektionsschutzgesetz (IfSG) erfasst
werden. Unter diesen dominieren Bakterien (Salmonellen, Campylobacter, STEC, Yersinien,
Listerien), aber auch Viren (z. B. Hepatitis E) und Parasiten (z. B. Giardia lamblia) spielen
eine wichtige Rolle. Bei vielen Infektionen ist von einer hohen Dunkelziffer auszugehen.

Wahrend sich die Anzahl der Campylobacter-Falle weiterhin auf einem hohen Niveau bewegt
(2008: 65.000 gemeldete Falle), ist bei den Salmonellosen in den letzten Jahren ein kontinu-
ierlicher Ruckgang zu beobachten (2008: 43.000 Falle). Dieser Trend ist besonders ausge-
pragt bei S. Enteritidis [1]. Allerdings sind die Salmonellen weiterhin verantwortlich fir die
Mehrzahl der entdeckten lebensmittelbedingten Krankheitsausbriiche durch Zoonoseerreger
(Abb. 1).

Seit 2004 werden im Rahmen der integrierten Ausbruchserfassung bei den Surveillance-
Daten (IfSG) auch Daten zur Bedeutung von Lebensmitteln als Infektionsvehikel in Ausbri-
chen erhoben. Diese Daten sind wichtig fur die epidemiologische Bewertung lebensmittel-
bedingter Ausbriiche in Deutschland sowie fiir den resultierenden Praventions- und For-
schungsbedarf.

Ausbriiche durch potenziell lebensmitteliibertragene Erreger

Zu den meldepflichtigen Erregern (Erkrankungen), die durch Lebensmittel Ubertragen wer-
den kénnen, gehéren: Clostridium botulinum, Brucella spp., Campylobacter spp., Coxiella
burnetii, Cryptosporidium parvum, Escherichia coli, inklusive enterohdmorrhagische Escheri-
chia coli (EHEC), Francisella tularensis, Giardia lamblia, Hepatitis A-Virus, Hepatitis E-Virus,
Listeria monocytogenes, Norovirus, Salmonella enterica Serovar Paratyphi A bis C, Salmo-
nella enterica Serovar Typhi, Salmonella spp., Shigella spp., Trichinella spiralis, Yersinia
enterocolitica und Vibrio cholerae. Im Folgenden werden Ausbriiche durch diese Erreger als
potenziell lebensmittelbedingte Ausbriiche bezeichnet.

Im Jahr 2008 wurden insgesamt 11.636 potenziell lebensmittelbedingte Ausbriche an das
RKI Gbermittelt. Betroffen waren insgesamt 133.470 Personen (s. Tab. 1). Abgesehen von
den Norovirus-Ausbriichen, die eher selten lebensmittelbedingt sind, hatten Salmonella spp.
mit 1.233 (2007: 1.844) Ausbrlichen und Campylobacter spp. mit 730 Ausbriichen (6 %) den
gréBten Anteil. Bemerkenswert ist der deutliche Rickgang der Zahl der Salmonellenaus-
briiche parallel zum Rickgang der Meldungen zu S. Enteritidis-Infektionen.

Bei 1.061 (9 %) Ausbrichen (bzw. 36 % ohne Berucksichtigung der Norovirus-Ausbriche)
Ubermittelte das Gesundheitsamt Angaben zum verdachtigten Lebensmittel und stufte diese
somit als lebensmittelbedingt ein; sie betrafen insgesamt 6.373 Erkrankte (s. Tab. 1). Darun-
ter waren 526 Ausbriiche durch Salmonella spp. (50 %) mit 2.935 Fallen und 235 Ausbriiche
durch Campylobacter spp. (22 %) mit 707 Fallen.

Bei 562 (53 %) der insgesamt 1.061 vom Gesundheitsamt als lebensmittelbedingt eingestuf-
ten Ausbriche wurde eine Mahlzeit als Infektionsvehikel verdachtigt, es konnte aber kein
bestimmtes Lebensmittel sicher eingegrenzt werden. Unter den Ubrigen 499 Ausbriichen
wurden bei 211 (42 %) Eier oder Eiprodukte als Infektionsvehikel angegeben, bei 193 (39 %)
Fleisch oder Fleischprodukte, bei 50 (10 %) Milch oder Milchprodukte und bei 22 (4 %) Fisch
oder Meeresfriichte. Bei den Salmonellen-Ausbriichen wurden als Infektionsvehikel Gberwie-
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gend Eier und Eiprodukte gefolgt von Fleisch und Fleischprodukten angegeben und fir
Campylobacter-Ausbriiche waren primar Fleisch und Fleischprodukte sowie Milch und
Milchprodukte verantwortlich.

Bei der Interpretation der Daten muss berutcksichtigt werden, dass die Informationen, die die
integrierte Ausbruchserfassung liefert, zum Teil unvollstdndig sind und bisher nur stichpro-
benartig evaluiert wurden. So ist insbesondere der Anteil lebensmittelbedingter Ausbriiche
an allen Salmonellen- und Campylobacter-Ausbriichen mit Sicherheit zu niedrig, da davon
auszugehen ist, dass der GroBteil dieser Infektionen Uber kontaminierte Lebensmittel erfolgt.

Abb.1: Ausbriiche durch die vier am haufigsten fiir Ausbriiche ursachlichen Erreger nach Meldejahr,
Deutschland, 2003 bis 2008
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Ausbriiche mit bestatigtem Lebensmittelbezug

Nur fUr eine geringe Anzahl der Ausbrliche konnte ein Lebensmittel als verantwortliches Ve-
hikel tatsachlich verifiziert werden (durch eine epidemiologische Fall-Kontroll-Studie oder
Kohortenstudie oder Uber den Erregernachweis im verzehrten Lebensmittel).

Im Jahr 2008 betraf dies in den Surveillance-Daten 27 Ausbriiche mit insgesamt 661 Er-
krankten (Median: 20, Min.:2, Max.:105) und zwei Todesfallen. Der Erreger bzw. das Toxin
war in 22 (81 %) Ausbriichen Salmonella spp., und jeweils einmal Campylobacter spp.,
Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, EHEC und Staphylococcus. Bei 22 Ausbri-
chen erfolgte die Bestétigung des Lebensmittels als Infektionsvehikel Gber den Erreger-
nachweis im Lebensmittel, flinfmal wurde der Zusammenhang Uber eine analytische epide-
miologische Studie hergestellt. Die mittlere Ausbruchsdauer betrug vier Tage (Median) und
als Ausbruchssettings wurden am haufigsten ,Gaststéatte, Kantine, Imbisstand” (9), ,Alters-
heim, Reha“ und ,Haushalt“ (je 3) angegeben. Dies deutet an, dass es sich zumeist um lokal
begrenzte Ausbruchsgeschehen handelte. Die am haufigsten Ubermittelte Lebensmittelkate-
gorie war ,Fleisch, Fleischprodukte® (9), gefolgt von ,Ei, Eiprodukte® (7).

Das vom BfR koordinierte Erfassungssystem fir Daten zu Lebensmitteln, die an Ausbriichen
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beteiligt sind (BELA), stellt zusatzliche wichtige Daten bereit, die in einem gemeinsamen
jahrlichen Bericht des RKI und des BfR zu lebensmittelbedingten Ausbrichen in Deutschland
an die Europdische Lebensmittelsicherheitsbehérde (EFSA) Ubermittelt werden.

Die im Rahmen der Surveillance gewonnenen Daten zu lebensmittelbedingten Infektionen
liefern eine wichtige Grundlage flr die Bewertung der epidemiologischen Situation. Aller-
dings sollten wesentlich mehr Ausbriiche untersucht werden, um die Bedeutung verschiede-
ner Lebensmittel als Infektionsvehikel valide einschatzen und Schlussfolgerungen fir geeig-
nete Praventions- und KontrollmaBnahmen ziehen zu kénnen. Dies betrifft sowohl lokal be-
grenzte Ausbriiche wie auch raumlich und zeitlich weit verteilte Geschehen. In den letzten
Jahren konnte eine Reihe von gréBeren Uberregionalen Ausbriichen durch die enge Zu-
sammenarbeit von Offentlichem Gesundheitsdienst und Veterinarbehdrden erfolgreich auf-
geklart werden (z. B. S. Agona bei Sauglingen durch Krautertee, Listeriose durch Sauer-
milchkase, S. Panama durch Minisalami, S. Bovismorbificans durch rohes Schweinehack-
fleisch).

Dartber hinaus sind verstarkt Studien notwendig zur Rolle von Lebensmitteln bei bisher eher
vernachlassigten Erregern. So mehren sich beispielsweise Hinweise, dass der Verzehr von
Wildschweinprodukten und Innereien ein wichtiger Risikofaktor fur autochthon erworbene
Hepatitis E-Falle ist [2, 3]. In einer Fall-Kontroll-Studie war der Verzehr von bestimmten Le-
bensmitteln (Salate) signifikant mit dem Risiko einer Giardia lamblia-Infektion assoziiert [4].

Gerade bei den durch Lebensmittel Gbertragenen Zoonoseerregern kommt der molekularen
Typisierung der Erregerisolate (Mensch, Lebensmittel, Tier, Umwelt) groBe Bedeutung zu.
Sie erlaubt Aussagen zu den Trends in der Populationsgenetik der Mikroorganismen, kann
aber insbesondere durch die zeitnahe Identifikation des verantwortlichen Erregerstammes
etnscheidend zur (Frih-) Erkennung und Aufklarung von Ausbriichen beitragen. In Zukunft
ist es verstarkt notwendig, dass in Ausbruchsuntersuchungen molekulare und epidemiologi-
sche Methoden in geeigneter Weise kombiniert werden.

Tab. 1: Ausbriiche insgesamt und lebensmittelbedingte Ausbriiche, Deutschland, 2008

Erreger Ausbriiche Erkrankungen im | Lebensmittel- |Erkrankungenim| Todesfille im
Rahmen von bedingte Rahmen von Rahmen von
Ausbriichen Ausbriiche lebensmittel- lebensmittel-

bedingten bedingten
Ausbriichen Ausbriichen

bakteriell

Salmonella spp. 1.233 5.393 526 2.935 2

Campylobacter spp. 730 1.904 235 707

Escherichia coli (ohne EHEC*) 98 267 22 56

Yersinia enterocolitica 34 85 10 25

Shigella spp. 26 69 6 18

EHEC* 21 51 3 6

HUS* 8 42 3 31

Coxiella burnetii 21 266

Salmonella Typhi 5 10

Salmonella Paratyphi 5 12 1 4

Clostridium botulinum 1 5 1 5

Francisella tularensis 1 2

Vibrio cholerae

Listeria monocytogenes 1 3

Brucella spp. 1 2

viral

Norovirus 9.287 124.854 225 2.481 1

Hepatitis A-Virus 80 227 10 24

Hepatitis E-Virus 1 2

parasitar

Giardia lamblia 63 198 15 62

Cryptosporidium parvum 20 78 4 19

Trichinella spiralis

Gesamt 11.636 133.470 1.061 6.373 3
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Lebensmittel als Ursache von Ausbriichen durch Zoonoseerreger

Heidi Wichmann-Schauer
Bundesinstitut fir Risikobewertung, Berlin

Lebensmittelbedingte Infektionen und Vergiftungen (Intoxikationen) des Menschen kénnen
von einer Vielzahl bakterieller, viraler und parasitarer Erreger bzw. durch sie gebildete Gifte
hervorgerufen werden. Meistens flhren sie zu Magen-Darm-Beschwerden, die oft einen mil-
den, selbstlimitierenden Verlauf nehmen; sie kénnen aber auch schwere, mitunter lebens-
bedrohliche Syndrome verursachen. Der Verdacht auf einen lebensmittelbedingten Krank-
heitsausbruch besteht bei Erkrankungen von zwei oder mehr Personen, welche im Zusam-
menhang mit demselben Lebensmittel aufgetreten sind.

Lebensmittelbedingte Ausbriiche kénnen als lokale Ereignisse beispielsweise in einer Ein-
richtung der Gemeinschaftsverpflegung oder im Privathaushalt auftreten, wenn durch Hand-
lungsfehler oder durch die Verwendung verunreinigter Zutaten verzehrsfertige Lebensmittel
kontaminiert werden. Dann kann es zu einem plétzlichen Auftreten von mehreren Erkran-
kungsfallen nach dem Verzehr dieser Speisen kommen. Lokale lebensmittelbedingte Aus-
briiche werden dadurch in der Regel schnell erkannt, an die zustandigen Behérden gemeldet
und von diesen untersucht.

Werden Lebensmittel hingegen schon auf vorgelagerten Stufen der Lebensmittelkette konta-
miniert, beispielsweise bei der Gewinnung oder bei der Verarbeitung, und anschlieBend tber
groBe Gebiete verteilt, dann werden die von diesen Lebensmitteln verursachten diffusen,
Uberregionalen Ausbriiche nur selten entdeckt. Zur Ausbruchserkennung werden von den
Gesundheitsbehérden aktuelle Fallzahlen seltener Erreger bzw. seltener Salmonella-
Serovare dem Erwartungswert vorangegangener Jahre gegenlbergestellt. Diffuse Gberregio-
nale lebensmittelbedingte Ausbriche erfordern in der Regel eine komplexe Ausbruchsunter-
suchung unter Beteiligung der Bundesbehdrden. Durch den langen Zeitverzug bis zur Aus-
bruchserkennung und Eingrenzung eines verdachtigen Lebensmittels bzw. eines Lebensmit-
telunternehmens ist der Nachweis des Ausbruchserregers in untersuchten Lebensmitteln bei
diesen Ausbriichen besonders schwierig. Die Identifizierung eines wahrscheinlichen Vehikels
stUtzt sich deshalb fast ausschlieBlich auf die Ergebnisse durchgefuhrter analytischer epide-
miologischer Studien.

Die Ziele der Untersuchung von lebensmittelbedingten Ausbrichen sind, den aktuellen Aus-
bruch zu beenden und Uber einen Erkenntnisgewinn weitere Ausbriiche zu verhindern. So
soll die Lebensmittelsicherheit in Deutschland und der Européaischen Union verbessert wer-
den, um die Anzahl von Lebensmittelinfektionen und -intoxikationen zuklnftig reduzieren zu
kdénnen.

Die Europaische Kommission hat daher in ihrer Richtlinie 2003/99/EG zur Uberwachung von
Zoonosen und Zoonoseerregern die Aufklarung von lebensmittelbedingten Krankheitsaus-
briichen und die regelmaBige Ubermittlung der daraus resultierenden Daten geregelt. Hierbei
werden neben Daten aus dem humanen Bereich auch Angaben zu den am Ausbruch betei-
ligten Lebensmitteln gefordert, insbesondere zur Art des Betriebes, in dem das verdachtige
Lebensmittel hergestellt, gekauft, bezogen oder konsumiert wurde und zu weiteren Faktoren,
wie etwa mangelnde Hygiene bei der Lebensmittelverarbeitung. Die Européische Behdrde
fir Lebensmittelsicherheit (EFSA) wertet die von den Mitgliedstaaten Gbermittelten Daten in
Zusammenarbeit mit dem Zoonoses Collaboration Centre (ZCC) auf Gemeinschaftsebene
aus und publiziert jahrlich den EU-Zoonosenbericht.

Far die Erfassung der epidemiologischen Daten von Ausbrichen Ubertragbarer Krankheiten
beim Menschen, so auch von lebensmittelbedingten Krankheiten, steht in Deutschland das
Meldewesen des Infektionsschutzgesetzes (I1fSG) zur Verfligung. Erganzend zu diesem vom
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Robert Koch-Institut (RKI) geflihrten System flihrt das Bundesinstitut fir Risikobewertung
(BfR) seit November 2005 ein bundesweites System zur einheitlichen Erfassung von Le-
bensmitteln, die bei Ausbriichen beteiligt sind (BELA). Es ist aus dem ZEVALI-System (Zent-
rale Erfassung von Ausbriichen lebensmittelbedingter Infektionen und Intoxikationen) her-
vorgegangen und dient der zentralen Sammlung von Daten zu Ursachen und epidemio-
logischen Zusammenhangen bei Lebensmittelinfektionen und -intoxikationen. Weiterhin sol-
len diese zusammengefihrten Daten fir eine Risikobewertung verschiedener Erreger-
Lebensmittel-Kombinationen verwendet werden. Am 18. Juli 2008 ist mit der Allgemeinen
Verwaltungsvorschrift Gber die Erfassung, Auswertung und Verdffentlichung von Daten Uber
das Auftreten von Zoonosen und Zoonoseerregern entlang der Lebensmittelkette (AVV Zoo-
nosen Lebensmittelkette) auch die Rechtsgrundlage fiir das BELA-System in Kraft getreten.
Mit dieser Vorschrift soll den Anforderungen der Richtlinie 2003/99/EG in Deutsch-land noch
besser entsprochen werden.

Far die Datenerhebung hat der Ausschuss ,Zoonosen® nach den Vorgaben der ,AVV Zoono-
sen Lebensmittelkette” im Dezember 2008 ein vom BfR gefiihrtes System beschlossen,
welches aus drei verschiedenen Dokumentationsbégen (Mantelbogen, Lebensmittel-
Dokumentationsbogen, Proben-Dokumentationsbogen) und einem Handbuch mit Erlaute-
rungen zum Ausfillen besteht. Diese Dokumentationsbdgen sind von den fur die Lebens-
mitteliberwachung zustéandigen Behérden nach dem Auftreten von lebensmittelbedingten
Krankheitsausbriichen auszufullen.

Die gewonnenen Daten zu den Lebensmitteln werden vom BfR in einer Datenbank erfasst
und insbesondere hinsichtlich der beteiligten Erreger, der Art und Herkunft der implizierten
Lebensmittel, der Verzehrsorte sowie der wesentlichen Einflussfaktoren analysiert. Die aus-
gewerteten Daten werden jahrlich in zusammenfassenden Berichten publiziert. Sie bilden die
Grundlage fur Stellungnahmen und Pressemitteilungen des BfR mit dem Ziel, die Anzahl von
lebensmittelbedingten Erkrankungen in Deutschland zu reduzieren. AuBerdem werden sie
mit den nach dem IfSG beim RKI erfassten Daten zu den menschlichen Erkrankungen abge-
glichen und zusammengefuhrt, um sie entsprechend den Vorgaben der AVV Zoonosen Le-
bensmittelkette in den EU-Zoonosenbericht nach Richtlinie 2003/99/EG integrieren zu kén-
nen.

Um eine zufriedenstellende Datenerfassung zu gewahrleisten, ist eine griindliche Untersu-
chung lebensmittelbedingter Ausbriiche durch die zustandigen Behérden notwendig. Fir
eine erfolgreiche Ausbruchsaufklarung bedarf es insbesondere einer schnellen Informations-
weiterleitung sowie einer guten Zusammenarbeit zwischen den Gesundheits- und Veterinar-
bzw. Lebensmitteliberwachungsbehdrden der Lander. Nur so kénnen Befragungen der Er-
krankten und Probenahmen in verdachtigen Betrieben zligig durchgefiihrt werden. Als Servi-
ce flr die Landesbehérden und zur Steigerung der Datenqualitat bietet das BfR auf Anfrage
Fortbildungen zur Ausbruchsuntersuchung entlang der Lebensmittelkette an. Im Rahmen
dieser Veranstaltungen kann unter anderem das BELA-System vorgestellt und das Ausflllen
der Dokumentationsbdgen an einem konkreten Beispiel getibt werden. Auf Wunsch unter-
stitzt das BfR auBerdem die fur die Lebensmitteliberwachung zustandigen Landesbehérden
bei laufenden Ausbruchsuntersuchungen hinsichtlich der Identifizierung von urséchlich betei-
ligten Lebensmit teln.

In den vergangenen Jahren wurden vor allem Salmonellen-Ausbriiche an das BfR gemeldet.
Bei diesen Ausbrichen gelingt auch relativ haufig der Nachweis des Erregers in untersuch-
ten Lebensmitteln, so dass auch die meisten vom BfR als ,verifiziert* klassifizierten Ausbru-
che durch Salmonellen ausgeldst worden waren. Als verifiziert gilt ein lebens-mittelbedingter
Ausbruch nach Definition der EFSA unter anderem, wenn der ursachliche Erreger bzw. das
Toxin in einem Lebensmittel nachgewiesen wurde, das aufgrund einer beschreibenden epi-
demiologischen Studie (Befragung von Patienten) mit den Erkrankungen in Verbindung ge-
bracht wird. Nur vereinzelt wurden verifizierte Ausbriiche durch Campylobacter, EHEC oder
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Parasiten an das BfR berichtet. Die Trichinellose ist in Deutschland selten geworden, seit
jedes Schwein bei der Schlachtung auf Trichinen untersucht wird. Vereinzelte Ausbriiche, die
in der jungeren Vergangenheit aufgetreten sind, standen in engem Zusammenhang mit dem
Verzehr von Fleischprodukten aus Risikogebieten in Osteuropa.

Far die Jahre 2007 und 2008 wurden insgesamt 46 durch Zoonoseerreger ausgeldste le-
bensmittelbedingte Ausbriiche an das BfR Ubermittelt, die als verifiziert angesehen werden
kénnen. Fleisch, Fleischerzeugnisse und Gefligelfleischerzeugnisse waren an insgesamt
zehn dieser Ausbriiche beteiligt. Eine bedeutende Lebensmittelkategorie war auch die
Gruppe der selbst hergestellten Desserts (n=9), die mit Salmonella Enteritidis kontaminiert
waren. Zusammengesetzte Mahlzeiten und Buffet-Speisen verursachten acht weitere Aus-
briiche von Salmonella Enteritidis. Diese Kategorie wurde auch gewahlt, wenn der Erreger in
diversen Ruckstellproben gefunden wurde, sich ein bestimmtes ursachliches Lebensmittel-
vehikel jedoch nicht identifizieren lieB. AuBerdem wurde Uber Ausbriiche von Salmonella
Enteritidis durch den Verzehr von unter Verwendung von Eiern hergestellten feinen Backwa-
ren (n=5) und Teigwaren (n=4) berichtet. Drei verifizierte Salmonellen-Ausbriiche wurden
nach dem Verzehr von Rohkost- und Feinkost-Salaten bzw. SalatsoBe ausgeldst.

Bei der Mehrzahl der verifizierten Ausbriiche lieB sich nur die verzehrte Speise als ursachli-
ches Vehikel identifizieren. Bei vier Ausbriichen konnte durch Nachweis von Salmonella En-
teritidis in und/oder auf untersuchten Eiern aber auch die Zutat ,Hihnerei“ als Vehikel be-
nannt werden. Die rohen Hiihnereier waren zu Spiegelei, Stockbrot-Teig und Zitronencreme
verarbeitet oder mit Hackepeter vermengt und roh verzehrt worden.

Der Verzehr von nicht erhitzter ,Rohmilch ab Hof* hatte im genannten Zeitraum zu zwei
Campylobacter- und einem EHEC-Ausbruch geflihrt, obwohl in Deutschland Rohmilch ab
Hof nur mit einem Hinweis abgegeben werden darf, dass die Rohmilch vor dem Verzehr ab-
zukochen ist.

Die an das BfR Ubermittelten Informationen zu Lebensmitteln, die an Ausbriichen beteiligt
sind, zeigen auf, dass Zoonoseerreger ausgehend von der Primarproduktion in die Lebens-
mittelkette gelangen und Erkrankungen beim Menschen verursachen. Der Durchfihrung von
geeigneten Zoonosen-BekdmpfungsmaBnahmen bei Lebensmittel liefernden Tieren kommt
somit weiterhin eine groBe Bedeutung zu. Die Meldungen an das BfR belegen aber auch,
dass sich lebensmittelbedingte Ausbriiche auf unterschiedliche Handlungsfehler zurlckflh-
ren lassen, welche auf mangelnde Sachkenntnis beim Verbraucher bzw. beim Kiichenperso-
nal schlieBen lassen. Dazu gehéren Hygieneméangel, Fehler in der Temperaturfihrung, aber
auch die Abgabe bzw. der Verzehr roher tierischer Lebensmittel. Deshalb ist im Hinblick auf
die Pravention lebensmittelbedingter Ausbriche auch die Aufklarung der Verbraucher be-
sonders relevant. Das BfR hat daher Merkblatter mit Verbrauchertipps zum Schutz vor le-
bensmittelbedingten Infektionen erstellt, die kostenlos aus dem Internet herunter geladen
oder in der Pressestelle des BfR angefordert werden kdnnen.
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Aufklarung eines Ausbruchs von lebensmittelbedingten Salmonella Panama-
Infektionen in Thiringen 2008

Heike Palla', Evelyn Jensen?, Arndt Fernekorn® und Katrin Kopp®
'"Thiiringer Ministerium fiir Soziales, Familie und Gesundheit, Erfurt; *Thiiringer Landesamt
fir Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz (TLLV), Bad Langensalza

In Thiringen kamen im Zeitraum vom 04.08. — 08.10.2008 82 Infektionen mit Salmonella
Panama, davon 66 Erkrankungen mit 16 Ausscheidern zur Meldung. Die Mehrzahl der Er-
krankungen lag im Monat August (42 Erkrankte). 13 Erkrankte mussten hospitalisiert werden,
davon sechs Kinder und sieben Erwachsene.

AuBerhalb Thiringens waren bundesweit seit Beginn des Ausbruchs vier Erkrankungen be-
obachtet worden (Bayern, Baden-Wrttemberg, Niedersachsen, Sachsen-Anhalt), von denen
drei Erkrankungen in epidemiologischem Zusammenhang mit dem Ausbruch in Thlringen
standen.

Durch einen engen Informationsaustausch zwischen Gesundheitsbehdrden und Veterinér-
und Lebensmittelliberwachungsbehérden gelang die Ermittlung der Ausbruchsursache und
konnten geeignete VorbeugemaBnahmen ergriffen werden.

Ermittlungen

Auf Grund der Ermittlungsergebnisse der Gesundheitsamter wurden die von den Erkrankten
genannten Fleischereien, Fleischereifilialen und Fleischabteilungen in Handelseinrichtungen
von den Veterinar- und Lebensmitteliberwachungsamtern kontrolliert. Hierbei wurden um-
fangreiche Tupfer- und Abklatschproben entnommen, weiterhin wurden Rohwdirste sowie
Schweined@rme beprobt.

Nahezu alle diese Fleischereien bezogen ihr Fleisch von einem bestimmten Schlachthof.
Dieser wurde daraufhin in die Beprobungen einbezogen.

Im genannten Schlachthof befindet sich eine eigenstandige Firma, die Darme von Schlacht-
tieren aufarbeitet und mit ihnen handelt.

Daneben wurden von den jeweilig zustandigen Gesundheitsamtern in den betroffenen Flei-
schereien, dem Schlachthof und der Darmabteilung im Schlachthof geprift, ob sich unter
den Beschaftigten Salmonellenausscheider befinden.

AuBerdem wurden im Zusammenhang mit den Uberpriifungen bei verschiedenen Erzeuger-
betrieben von Schlachtschweinen fiir den Schlachthof Kotproben bzw. Staubproben entnom-
men.

Ergebnisse

Tupfer- und Abklatschproben

Von den in 18 Fleischereien und Fleischereifilialen, in finf Fleischereiabteilungen in Handels-
einrichtungen, im Schlachthof und in der selbststdndigen Darmbearbeitung enthommenen
Tupfer- und Abklatschproben wurden in zwei Einrichtungen,

1. der Filiale einer Landfleischerei (Schneidbrett und Messer)
2. der Darmbearbeitung im Schlachtbetrieb (Turgriff)

Salmonella Panama bestimmt.
Im Darmbearbeitungsbetrieb konnte in der Salzkiste, der Darmreinigung und an Darmen
nach Spilung mit 35 %-iger Salzlake auch Salmonella Agona nachgewiesen werden.
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Produktproben

In finf Fleischereien wurden Rohwurstproben entnommen. In Erzeugnissen von zwei dieser
Betriebe, wurde in den Rohwirsten Salmonella Panama und in einer weiteren Rohwurst-
probe auch Salmonella Agona nachgewiesen.

Schweinedarme

In der Probe einer frischen Wursthdille, die vom zusténdigen Veterinar- und Lebensmittel-
Uberwachungsamt aus einer der zwei Fleischereien mit auffélligen Ergebnissen entnommen
wurde, konnten die Salmonellentypen Agona und Panama nachgewiesen werden. Die
Woursthillen waren als Frischdarme von dem Darmbearbeitungsbetrieb im betroffenen
Schlachthof bezogen worden.

Salmonellenausscheider bei den Beschaftigten

Die von den Gesundheitsamtern veranlassten Stuhluntersuchungen der Beschéftigten in
ausgewabhlten Betrieben flihrten zur Ermittlung von neun Ausscheidern von Salmonella Pa-
nama bzw. Salmonella Agona und Salmonella Goldcoast.

Untersuchung von Kotproben/Staubproben

Nach Bekanntwerden des positiven Salmonellenbefundes in einer Darmprobe der Darmbear-
beitungsfirma wurden die Schlachttage ermittelt, an denen die Darme gewonnen wurden und
daraus auf die Herkunftsbestande der Schweine zurlickgeschlossen. Nach den Angaben des
zustandigen Veterinar- und Lebensmittelliberwachungsamtes handelte es sich hierbei um
zwolf Erzeugerbetriebe, die alle in Salmonellenstatusklasse | gemal Schweine-Salmonellen-
Verordnung eingeordnet waren.

Es wurde eine anlassbezogene Prifung dieser zwdlf Bestédnde auf das Vorhandensein von
Salmonellen durch die amtliche Entnahme und Untersuchung von Kot- bzw. Staubproben
durchgefiihrt. Aus zwei weiteren Schweinebestanden, die Schweine an den betroffenen
Schlachthof lieferten, wurden ebenfalls Kotproben enthommen.

Mit diesen Proben wurde in einem Mastbestand Salmonella Panama und in einem weiteren
Salmonella Typhimurium nachgewiesen. In einem Sauenbetrieb lag eine Mischkultur der
Salmonellentypen Salmonella Typhimurium und Salmonella Panama vor.

Feintypisierung

Die Feintypisierung der Isolate von acht Patienten, aus finf Rohwurstproben, von drei Tup-
ferproben, von einer Schweinedarmprobe, aus zwei Staub- und einer Kotprobe am Nationa-
len Referenzzentrum flr Salmonellen des Robert Koch-Institutes in Wernigerode ergab ein
identisches Muster in der Pulsfeldelektrophorese, was fiir ein einheitliches Geschehen
spricht.

MaBnahmen in den Betrieben

MaBnahmen wurden von den Gesundheits- sowie Veterinar- und Lebensmitteliberwa-
chungsamtern durchgefihrt, in deren Uberwachungsbereichen Salmonellen in Produkten
und Fleischereien nachgewiesen wurden.

Durch die Veterinér- und Lebensmitteliberwachungsamter erfolgten Anweisungen zu einer
grundlegenden Reinigung und Desinfektion in den Betrieben. AuBerdem wurde veranlasst,
dass der gesamte Restbestand der beanstandeten Rohwurst entsorgt wurde. In den Her-
stellerbetrieben erfolgte eine Auswertung und Belehrung.

Die als Ausscheider von den Gesundheitsamtern identifizierten Beschaftigten erhielten ein
befristetes Tatigkeitsverbot. Nach Feststellung der Salmonellenfreiheit der Beschéftigten
konnten die betroffenen Personen wieder in der Produktion bzw. Verkauf eingesetzt werden.
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MaBnahmen zur Verhinderung eines Salmonelleneintrags in die Schlacht und Verar-
beitungsprodukte

Als wahrscheinliche Quellen des Salmonelleneintrags in die Darmbearbeitung waren die
Schlachttiere anzusehen. Nach den Ergebnissen der Kot- bzw. Staubprobenuntersuchungen
wurden drei Schweinebestande positiv auf Salmonellen getestet.

Mit den betroffenen Unternehmen wurden nach Absprache mit dem zustandigen Veterinar-
und Lebensmitteliberwachungsamt die folgenden weiteren MaBnahmen festgelegt:

Reinigungs- und DesinfektionsmaBnahmen

Schadnagerbek@mpfung

Futtermitteluntersuchungen

Klinische Untersuchung insbesondere auf Diarrhoe

In einem Mastbetrieb Einstallungsstopp fur vier Wochen, hier buchtenweise Reinigung

und Desinfektion, da kein Rein-Raus-Prinzip

Selektionsschweine werden komplett separiert und nicht wieder eingegliedert

e Minimierung von Stress durch Optimierung der Haltungsbedingungen und der Fltterung

¢ Nachfolgend in den positiv befundenen Mastbestdénden Nachkontrollen von Kot- und
Staubproben der Schweine im schlachtnahen Zeitraum

¢ Nachfolgende Bestandsuntersuchung in einem weiteren Mastbetrieb, in dem Laufer aus

dem betroffenen Sauenbetrieb gemastet werden

MaBnahmen in der Schlachtung

e Schlachtung der Schweine der betroffenen Bestande am Ende des Schlachttages
¢ AnschlieBend Reinigung und Desinfektion

e Verwerfen der Darmpakete dieser Schweine

MaBnahmen in den Verarbeitungsbetrieben

Hackfleisch und frische Rohwurst werden ausschlieBlich aus Fleisch hergestellt, welches
nicht aus den Salmonellen-positiven Bestdnden stammt. Zudem wird der Produktionsablauf
in beiden verarbeitenden Betrieben derart umgestellt, dass Fleisch aus Bestanden mit
Nachweis von Salmonella Panama am Ende des Herstellungstages verarbeitet wird und
Kreuzungswege beachtet werden, so dass eine Kontamination vermieden werden kann. Die
Reinigungs- und DesinfektionsmaBnahmen werden optimiert und vermehrt Eigenkontrollen
durchgefihrt. Die Rlckverfolgbarkeit muss gewahrleistet werden.

Fleisch aus Bestanden mit Nachweis von Salmonella Panama wird nur zur Herstellung lang
gereifter Rohwurst verwendet. Es missen mindestens folgende Grenzwerte erreicht werden:

a,-Wert: 0,92
pH-Wert: 5,5, besser 5,3

Die Freigabe jeder Charge fir den Verkauf erfolgt erst nach negativer Eigenkontrolle auf
Salmonellen.

MaBnahmen in dem Darmbearbeitungsbetrieb

Nach Bekanntwerden des positiven Nachweises von Salmonella Panama in einer vom zu-
standigen Veterinar- und Lebensmitteliiberwachungsamt gezogenen Probe Frischdarme von
der Darmbearbeitungsfirma, des Nachweises von Salmonella Panama in Tupferproben am
Targriff der Darmbearbeitung, Salmonellen vom Typ Agona an der Salzkiste und an mit

35 %-iger Salzlake gespulten Darmen sowie nach der Ermittlung eines Mitarbeiters dieser
Firma als Ausscheider von Salmonella Agona und Salmonella Goldcoast wurde ein Ver-
kehrsverbot fir frische Darme verfligt. Vom Gesundheitsamt war gegen den Salmonellen
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ausscheidenden Mitarbeiter ein Beschéaftigungsverbot erlassen worden. Die Darmbearbei-
tungsfirma wurde vorlaufig geschlossen.

Nach Anderung der Darmbearbeitungstechnologie (Salzung der Darme mind. 14 Tage), der
Durchfihrung von Reinigungs- und DesinfektionsmaBnahmen, der Vorlage von in Bezug auf
Salmonellen negativen Eigenkontrollergebnissen sowie amtlicher Betriebs- und Prozesskon-
trolle wurde das Verkehrsverbot durch das Veterinar- und Lebensmittelliberwachungsamt
wieder aufgehoben. Der ehemalige Ausscheider ist wieder im Betrieb tatig.

Resiimee

e Das Ergebnis der Feintypisierung von Patientenisolaten, Rohwurstproben, Tupferproben,
Staub- und Kotproben durch Pulsfeldelektrophorese zeigte ein identisches Muster. Es
handelte sich bei den Erkrankungen durch Salmonella Panama um ein einheitliches Ge-
schehen.

e Als Hauptursache fir die Infektionen ist auf Grund der Probenuntersuchungen, der Er-
mittlungsergebnisse in den Lebensmittelbetrieben, den Untersuchungen der Beschéftig-
ten, der Bearbeitungstechnologie und dem Vertrieb von Frischdarmen in der Darmbear-
beitung die Darmbearbeitungsfirma zu sehen. Die Firma hatte ihre Darme an 20 ver-
schiedene Fleischereien tGberwiegend in der Region verkauft. Nach der vorlaufigen Be-
triebsschlieBung und Umstellung auf ein Hirdenkonzept in der Darmbearbeitung wurde
nach dem 22.10.2008 keine Neuerkrankung, verursacht durch Salmonella Panama, be-
kannt.

e Der Nachweis von Salmonellen bei neun Mitarbeitern in flinf Lebensmittelunternehmen
konnte keinen Beitrag zur Verbreitung der Salmonella Panama-Infektionen geleistet ha-
ben. Die Infektionen blieben namlich nicht auf die zwei Thlringer Kreise begrenzt in de-
nen sich die betreffenden Fleischereien und deren Vermarktungsgebiete befanden, son-
dern waren Uber elf Thiringer Kreise verteilt.

e Neben der sehr guten Ermittlungsarbeit der Gesundheitsamter und der Veterinar- und
Lebensmitteliiberwachungséamter war der intensive Austausch der gewonnenen Ergeb-
nisse ausschlaggebend fur die Aufklarung des Infektionsgeschehens.
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Antibiotikaanwendung und -resistenz

Consumption of Antibiotics in Livestock in Germany: Feasibility and Outlook
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Matthias Robanus?®, Annemarie Kasbohrer®, Fritz-Rupert Ungemach?® und Lothar Kreien-
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Every application of antibacterial drugs in veterinary medicine may lead to a development of
resistant bacteria as a potential risk to human health. In Germany no valid data are available
which would be suitable for a species specific estimation of drug consumption especially re-
garding food producing animals.

A feasibility study was conducted to identify the technical preconditions and develop a con-
cept for a regular monitoring system within Germany. 24 veterinary surgeries and 67 farmers
were visited, and all applications of antibiotics to farm animals during the course of one year
(September 1, 2006 to August 31, 2007) were entered into a central database.

An estimation of the consumption per animal within each farm, surgery and district was car-
ried out based on structural data of the study regions. Consumption of antibiotics was calcu-
lated in kg, but also the number of doses applied to the animals was analysed to perform
comparisons of data with other countries or from year to year.

Correct and detailed data regarding the structures of the agricultures as well as of veterinary
surgeries are necessary to estimate the consumption of antibiotics trustworthy. Although
several information gaps were identified, e.g. the number of treated animals per surgery, the
system proposed is able to deal as a monitoring system for antibiotics consumption in Ger-
many.

Keywords: Antibiotics, consumption, farm animals, monitoring system

1 Introduction

The 2003/99/EC directive of the European Commission (2003) lays down that the member
states have to carry out monitoring of antibiotic resistance in zoonotic pathogens. The
amount of applied antibiotics may be linked to the development of bacterial resistances. The
drug’s dose and the application period are regarded as the most important factors affecting
the spread of bacterial resistances. Low doses given to large animal groups for a long time
may enhance the resistance development as well as the distribution of resistant bacteria.

Hence, it is necessary to control the resistance development and in addition the quantity of
antibiotics applied to farm animals. Some European member states already implemented
such monitoring systems (Bengtsson et al., 2007, Blix et al., 2007, Heuer et al., 2007). In
Germany, veterinarians are permitted to order and deliver drugs on their own. Therefore the
German monitoring system had to account for the German conditions — including the federal
state system. In a feasibility study, a concept to collect data on the antibiotics consumption in
farm animals was developed.
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2 Material and Methods

The general source for study data were the delivery and drugs application records to farm
animals, which veterinarians and farmers are forced to store by law. These documents in-
clude information regarding the date of delivery/application, number, type and identity of the
animals, drug’s name, drug’s volume, dosage per animal/day as well as the treatment dura-
tion.

The data were entered into a central database by the study personnel (see figure 1). 24 vet-
erinary clinics (pigs, cattle, poultry) in five districts and 66 farms (pigs, cattle, dairy cattle) of

one district took part at the survey. The dataset included all entries between September 1,

2006 and August 31, 2007.

Eingabemaske - Anwendung/Abgabe 21.02.2008 11:40 unr

Erhebungsort:
Betrieb/Praxis:

Art des Belegs:
Abgabedatum: (TT-MM-JJ.LJ)

Tierart und Nutzung:

Anzahl behandelter Tiere: ‘

Alter der behandelten Tiere: |—

Behandlungsanlass: [Gswarer O ©

Diagnose: e

Arzneimittel: Wirkstoff: AM-Name:
Hia wahinT # [ Btte vesierd [
Chargennummer: [

Abgabe- /Behandlungsmenge: [ [oewaen

Applikationsform: [ Gite warvert *

Anwendungsdauer (in Tagen): "

Bemerkung: [
Haltbarkeitsdatum AM: (TT-MM-JLLI) | B | P—

.......

! micht plausibel !
Grund: [Bms wahiet

Figure 1 data entry form

Data records were defined by forms per applied drug. Consumption of antibiotics was calcu-
lated in kg, but also the number of doses applied to the animals was analysed to perform
comparisons of data with other countries or from year to year. Following the concept of inci-
dence density (see e.g. Kreienbrock & Schach, 2005) a "therapeutical density" was calcu-
lated by

#single applications
#animals under care’

therapeutical density =

where a "single application" is the application of one single drug to one animal at one day,
and the "animals under care" are all animals at one farm or all animals supported by a vet-
erinary clinic by definition.

To evaluate the consumption data information on agricultural structures (number of animals
and number of farms per species) in the study districts were included into the analyses (Sta-
tistische Amter des Bundes und der Lander, 2008). Data on structures of the study clinics
(number of veterinarians, number of consulted farms, animal species, etc.) were evaluated
through a questionnaire. The software SAS®, Version 9.1 TS Level 1M3 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA) was used for statistical analyses.
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3 Results

74,427 records were included into the analyses, there under 5,862 data from farms (geomet-
ric mean: 58 records per farm) and 68,565 data from clinics (geometric mean: 2,015 records
per clinic).

The consumption of active substance groups as well as the number of daily doses per spe-
cies is displayed in table 1. Data of poultry are not shown. In both species, tetracyclines were
the most frequently used substances, followed by beta-lactames. In cattle, also the
trimethoprim/sulfonamid group was often applied. Regarding the number of applications, the
percentage of tetracyclines decreases, while macrolides and the sulfonamides/trimethoprim
group increase. Oral application is very common which is reflected in the predominance of
usage of substance classes where oral application is permitted (e.g. 4,229 record of beta-
lactames and 5,312 records of tetracyclines). Beta-lactames were also frequently applied
parenterally (16,815 records). But considering the number of daily doses (records multiplied
by days and number of animals), 93.9 % of all beta-lactames are applied orally.

Table 1 consumption of substance groups per species (mass in kg)

pigs cattle
substance group mass applications mass applications
kg % number % kg % number %
Makrolides 1,636 5.2 3,813,561 13.3 98 2.4 36,320 2.7
Beta-Lactames 7,275 23.0 6,354,797 221 663 16.5 212,480 15.8
Aminoglycosides 252 0.8 1,004,626 3.5 120 3.0 124,029 9.2
Fenicoles 29 0.1 43,051 0.1 28 0.7 12,832 1.0
Tetracyclines 17,156 54.3 7,391,674 25.7 1,940 48.1 363,979 271
Lincosamides 298 0.9 1,065,198 3.7 19 0.5 29,781 2.2
Polypeptides 619 2.0 3,249,793 11.3 35 0.9 46,785 3.5
Sulfonamides 2,859 9.0 2,794,841 9.7 627 15.6 218,939 16.3
Trimethoprim 1,156 3.7 1,757,300 6.1 461 11.4 214,162 16.0
Fluochinolones 22 0.1 263,435 0.9 19 0.5 40,093 3.0
Cephalosporines 8 0.0 200,414 0.7 21 0.5 42,590 3.2
Pleuromutilines 310 1.0 828,835 2.9 . . . .
All 31,622 | 100.0 28,767,525 | 100.0 4,031 100.0 1,341,990 | 100.0

Considering the agricultural structures, the average treatment frequency was analysed per
district by means of the treatment density. Non dairy cattle were treated rarely (less than one
application), and pigs were frequently treated species (table 2). The treatment frequency
varied between the farms, dependent on the farms’ health status.

Table 2 number of applications and treatment density per animal: geometric mean per farm

number of applications treatment densit
geometric lower limit upper limit geometric lower limit upper limit
mean std std mean std std
pigs 8,847 1,420 55,106 4.61 1.22 17.45
non dairy cattle 56 9 367 0.67 0.09 4.84
dairy cattle 124 45 342 2 0.86 4.66

’ lower/upper limit std = geom. Mean x/+ geom. std.dev.

The practitioners recorded the number of animals treated, but neither the number of farms
nor the farm sizes that were consulted per clinic were known. Therefore, the overall number
of animals within the study cohort, i.e. the animals under care, could not be determined and
the treatment density could not be calculated for data captured by veterinarians.
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4 Discussion and Conclusions

Although within the feasibility study no attempt to guarantee representativeness was made,
the results of the antibiotics consumption rates corresponded to the findings of other authors
(Bengtsson et al., 2007, Blix et al., 2007, Heuer et al., 2007). In farm animal husbandry, the
oral drugs are commonly used for the treatment of large animal groups. Therefore, sub-
stances that are available for oral application — like tetracyclines — are used in cases of con-
tagious diseases like respiratory or enteric diseases. Other substances like fenicoles and
cephalosporines are preferred at individual treatment, because no drugs for oral treatment
are registered.

Consumption results should be interpreted regarding the number of applications as well as
the substance volumes, because substance dosages differ and may serve as bias regarding
the distribution of the substance classes.

The analysis of the monitoring data requires parameters that are comparable to results of
other countries and from year to year. For this purpose, the treatment density was evaluated
because it offers a general categorisation of districts or farms. But, within this feasibility
study, this variable could not be determined by the data from veterinary clinics. The statistical
estimation of the overall number of animals per clinic through the analysis of the data ob-
tained on rural structures and clinics characteristics is not reliable at the moment. Therefore
the data should only be evaluated by clinics if the number of animals under care per veteri-
nary clinic is known.

On the other hand it was shown, that a documentation system may be set up to give a de-
tailed overview on the consumption of antibiotics in livestock in Germany. Correct and de-
tailed data regarding the structures of the agricultures as well as of veterinary clinics will be
necessary to generate a trustworthy estimation of the antibiotics consumption. Although sev-
eral information gaps were identified, e.g. the number of treated animals per veterinary clinic,
the proposed system is able to function as a monitoring system for antibiotic use in Germany.
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Resistenzmonitoring in der Veterindrmedizin als Teil von DART

Bernd-Alois Tenhagen, Andreas Schroeter und Annemarie Késbohrer
Bundesinstitut fir Risikobewertung, Berlin

Am 18. November 2008 hat die Bundesregierung ihre neue Antibiotikaresistenzstrategie ver-
offentlicht. Ziel der Strategie ist es, die Resistenz von Bakterien gegen antimikrobielle Sub-
stanzen zu Uberwachen und nach Mdglichkeit zuriickzudrangen. Die Strategie wurde ge-
meinsam von den Bundesministerien fiir Gesundheit, flr Ernahrung, Landwirtschaft und
Verbraucherschutz sowie fir Bildung und Forschung verklndet. Dies spiegelt die Breite der
Thematik wieder, denn die Wirksamkeit von Antibiotika ist sowohl fir das Gesundheitswesen
als auch fur die Erhaltung der Tiergesundheit von entscheidender Bedeutung.

Entsprechend werden antimikrobielle Substanzen aber auch in beiden Bereichen in erhebli-
chem AusmalB eingesetzt. Mit dem Einsatz verbunden ist ein kontinuierlicher Selektions-
druck, der auf die Bakterienpopulationen wirkt. Dieser Selektionsdruck entsteht bei jeder
Behandlung mit Antibiotika. Er betrifft einerseits die Bakterienpopulationen, die das Ziel der
Behandlung sind. Andererseits betrifft er aber auch alle anderen Keime, die im Kérper vor-
handen sind und in Kontakt mit unterschiedlichen Konzentrationen des Wirkstoffs kommen.
Die meisten dieser Keime sind harmlose Kommensalen, also Keime, die in einem Lebewe-
sen oder auf seiner Oberflache leben und ihren Wirt nicht oder doch zumindest nicht negativ
beeinflussen. In der Veterindrmedizin kommt zu diesen Kommensalen noch die Gruppe der
Zoonoseerreger hinzu. Viele dieser Erreger kdnnen Tiere ebenfalls ohne klinische Krank-
heitserscheinungen besiedeln, oder nur in Ausnahmeféllen zu klinischen Erkrankungen fih-
ren. Einige fihren aber auch regelmaBig bei Mensch und Tier zu Erkrankungen. Insgesamt
kénnen in der Tiermedizin also drei Gruppen von Bakterien unterschieden werden, die einem
Selektionsdruck ausgesetzt sind: Die Krankheitserreger der Tiere, die Zoonoseerreger und
die Kommensalen.

Fir das Resistenzmonitoring in der Veterinarmedizin ist es wichtig, alle diese Populationen
zu betrachten auch wenn die jeweilige Begriindung fir das Monitoring sehr unterschiedlich
ist. Bei den tierpathogenen Erregern haben Tierarztinnen und Tierarzte ein unmittelbares
Erkenntnisinteresse, weil sie wissen wollen, mit welchem Wirkstoff sie erkrankte Tiere sinn-
voll und effektiv behandeln kénnen.

Bei den Zoonoseerregern besteht dieses Interesse teilweise auch, weil diese auch zu Er-
krankungen bei Tieren fihren kénnen. Im Vordergrund steht hier aber schon der Aspekt des
Verbraucherschutzes. Spatestens wenn der Zoonoseerreger den Menschen beféllt, ist es
von herausragender Bedeutung zu wissen, gegeniber welchen Wirkstoffen er noch empfind-
lich ist. Da die meisten Zoonoseerreger nicht zu unmittelbar behandlungswirdigen klinischen
Erscheinungen bei Tieren flhren, ist es hier wichtig, Erreger zu untersuchen, die von klinisch
gesunden Tieren stammen.

Warum sollen kommensale Bakterien untersucht werden?

Das unmittelbare Erkenntnisinteresse der praktizierenden Tierarztinnen und Tierarzte entfallt
bei den Kommensalen. Diese sind nicht pathogen. Eine Behandlung mit dem Ziel ihrer Elimi-
nation ist nicht erforderlich. Warum also sollten Sie in das Monitoring einbezogen werden?
Dies hat mehrere Griinde, die im Folgenden erldutert werden sollen.

1. Im Gegensatz zu Pathogenen oder Zoonoseerregern sind kommensale Bakterien von
jeder antibiotischen Behandlung betroffen.

Daraus ergibt sich flr diese Bakterien ein wesentlich héherer und vor allem haufigerer Selek-

tionsdruck im Hinblick auf die Entwicklung und Verbreitung von Resistenzen gegen Antibioti-

ka.
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2. Die Empfindlichkeit der Kommensalen wird bei der Therapieentscheidung in aller Regel
nicht berticksichtigt.
Die Anwendung von Antibiotika erfolgt immer im Hinblick auf bestimmte Pathogene von de-
nen angenommen wird, dass sie flr die jeweilige Erkrankung ursachlich sind. Die Auswahl
des Wirkstoffs und der Dosierung erfolgt gezielt im Hinblick auf die (vermutete oder bestimm-
te) Empfindlichkeit des Pathogens. Dies ist auch in den Leitlinien der Bundestierarztekam-
mer niedergelegt (Bundestierarztekammer 2000). Auf die Empfindlichkeit der Kommensalen
wird dabei in aller Regel keine Riicksicht genommen. Aufgrund der Vielfalt der Organismen,
aus denen sich die kommensale Flora zusammensetzt, kann dies auch nicht sein. Dies be-
deutet, dass mit den meisten Behandlungen auch Kommensale mit Wirkstoffkonzentrationen
konfrontiert werden, die unterhalb der minimalen Hemmkonzentration liegen, was die Selek-
tion resistenter Populationen férdert.

3. Die Zahl der vorhandenen kommensalen Bakterien ist in der Regel um ein vielfaches
héher als die der Pathogene.

Bei einer gegebenen Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer Mutation oder eines Bakterien-

klons der gegen einen Wirkstoff oder eine Wirkstoffgruppe resistent ist, erhdht sich damit die

Wahrscheinlich, dass ein solcher Klon Teil der kommensalen Flora ist und durch die Anwen-

dung von Antibiotika optimierte Vermehrungsbedingungen erhalt.

4. Die Resistenz von Antibiotika beruht auf Genen, die teilweise auf mobilen Elementen
angesiedelt sind und daher u.a. von Kommensalen auf Pathogene Ubertragbar.
Damit kénnen kommensale Bakterien als Reservoir flir Resistenzgene fungieren. Sie kénnen
Sie von anderen Bakterien Gbernehmen, sie aber auch an andere Bakterien weitergeben und
zwar sowohl innerhalb der Spezies als auch von/zu anderen Spezies. Sie kdnnen die Resis-
tenzdeterminanten auch — ahnlich wie die Zoonoseerreger - vom Tier Uber das Lebensmittel
zum Menschen transportieren und dort wiederum auf potentielle pathogene Keime Ubertra-
gen. Da diese Fahigkeit grundsétzlich auch tierpathogene Erreger und Zoonoseerreger be-
sitzen, ist die Charakterisierung der Erreger und der genetischen Grundlagen ihrer Resis-
tenzeigenschaften von herausragender Bedeutung.

Wie wird die Antibiotikaresistenz in der Veterinarmedizin derzeit iiberwacht?

Seit den 90er Jahren wurden im damaligen BgVV und spater in seinen Nachfolgeinstituten
Konzepte zum Resistenzmonitoring entwickelt. Diese Konzepte fanden zum einen Eingang
in nationale Programme, aber auch in die von der EU entwickelten Programme zum Monito-
ring. In den Jahren 2003 und 2004 wurden in Berlin zwei groBe Konferenzen einerseits zur
Risikobewertung, andererseits zum Risikomanagement abgehalten, in denen diese Vorstel-
lung ebenfalls weiterentwickelt wurden (Kasbohrer und Heckenbach 2006).

Derzeit gibt es fir alle drei Gruppen von Bakterien (Tierpathogene, Zoonoseerreger und
Kommensalen) Uberwachungsprogramme, die die Bundesbehdrden in Zusammenarbeit mit
den Behérden der Lander kontinuierlich weiter entwickeln und durchfihren.

Die tierpathogenen Keime werden haufig im Interesse einer rationalen Therapieentscheidung
auf Initiative der behandelnden Tierarztinnen und Tierarzte auf inre Resistenz gegen anti-
mikrobielle Mittel untersucht. Diese Daten stehen aber in aller Regel nicht fir eine zentrale
Auswertung im Sinne eines Monitorings zur Verfliigung. Auch wird die Untersuchung oft mit
unterschiedlichen Methoden (z.B. Mikrodilutionsmethode oder Agar-diffusion) durchgefihrt,
so dass auch unter diesem Aspekt die Vergleichbarkeit der Daten eingeschrankt ist. Einen
wesentlichen Fortschritt bedeutet hier die Verstandigung auf einheitliche Untersuchungsstra-
tegien fir bestimmte Gruppen von Erregern, die eine Arbeitsgruppe der DVG erarbeitet hat
(Luhofer et al. 2004; Werckenthin et al. 2008). Durch die Verstéandigung auf die Mikrodilution
und ein spezifisches Konzentrationsspektrum fir bestimmte Wirkstoffe werden hier in zu-
nehmendem MafBe vergleichbarere Daten erhoben.
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Eine zentrale Erfassung dieser Daten erfolgt nach wie vor nicht. Allerdings wird durch das
Bundesamt flir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) ein Monitoring durchge-
fuhrt. FOr dieses Monitoring werden den beteiligten Laboren jahrlich Stichprobenpléne zur
Verfligung gestellt, die regeln, wie viele Erreger welcher Spezies und aus welcher Tierart an
das BVL zum Zweck der Resistenzbestimmung gegen eine breites Spektrum von Wirkstoffen
eingesandt werden sollen. Die Ergebnisse dieser und komplementarer Untersuchungen zu
Tier/Pathogen Kombinatioen, die von GERM Vet nicht erfasst wurden, werden in wissen-
schaftlichen Publikationen verdoffentlicht. Im Jahr 2008 erschien der Bericht GERMAP, der
eine Ubersicht Gber die in den Jahren 2004-2006 generierten Daten gibt (Anonymus 2008).

Flr die Zoonoseerreger geben die Richtlinie 2003/99/EG den Rahmen vor. Hier ist vorgese-
hen, dass nicht nur das Vorkommen der Zoonoseerreger Gberwacht werden soll sondern
auch deren Resistenz gegen antimikrobielle Mittel. Eine prazise Regelung findet sich in der
Kommissionsentscheidung 407/2007/EG (EU 2007), die regelt, welche und wie viele Isolate
von Salmonella und Campylobacter in das Monitoring einzubeziehen sind. Sie regelt auch,
welche antimikrobiellen Wirkstoffe in die Untersuchung einzubeziehen sind. Vorteil dieser
Regelung ist, dass EU-weit harmonisierte Daten erhoben werden. Die Umsetzung dieser
Regelung erfolgt in Deutschland in Zusammenarbeit der Landerbehérden mit dem Nationa-
len Referenzlabor fir Antibiotikaresistenz am Bundesinstitut fiir Risikobewertung. Die Be-
richterstattung erfolgt im Rahmen der jahrlichen Berichte der Européischen Behdrde fir Le-
bensmittelsicherheit (EFSA)(EFSA 2009).

Im Hinblick auf das Monitoring der Resistenz kommensaler Bakterien gibt es eine Empfeh-
lung der Europaischen Behdrde fir Lebensmittelsicherheit (EFSA), Escherichia (E.) coli als
Indikatorkeim fUr das Spektrum gramnegativer Keime zu testen und Enterococcus spp. als
Indikatorkeim fUr grampositive Spezies (EFSA 2008). Auf dieser Grundlage werden im aktu-
ellen Zoonosenstichprobenplan nach der AVV Zoonosen Lebensmittelkette, Tiere und Le-
bensmittel auf kommensale E. coli untersucht, die dann zentral im BfR auf ihre Resistenz
gegen antimikrobielle Mittel getestet werden. Erste Ergebnisse dieser flachendeckenden
Untersuchung sind im nachsten Sommer zu erwarten. Ahnliche Programme zur Untersu-
chung von Enterococcus spp. sind in Vorbereitung.

Herausforderungen

In Ubereinstimmung mit den Zielen von DART gilt es, die Kooperation der Beteiligten in der
Industrie, der Tierproduktion, der praktischen Tiermedizin, der Wissenschaft und in den Be-
hérden weiter zu verbessern. Ein positives Beispiel ist die konzertierte Arbeit dieser Gruppen
an der Problematik der Methicillin-resistenten Staphylococcus aureus bei Tieren. Hier haben
auf verschiedenen Ebenen Vertreter der unterschiedlichen Bereiche in enger Kooperation
einen enormen Erkenntniszuwachs geschaffen und damit die Grundlage fir die Bewertung
der von dieser Problematik ausgehenden Probleme fir den gesundheitlichen Verbraucher-
schutz geschaffen.

Auf methodischer Ebene sind in den letzten Jahren national und international erhebliche
Fortschritte bei der Harmonisierung der Methoden gemacht werden. Neben der technischen
Durchfihrung der Untersuchung gibt es auch Unterschiede in der Bewertung der Messwerte.
Aus Klinischer Sicht ist es entscheidend, welche Konzentration des Wirkstoffs tber welchen
Zeitraum im Zielgewebe erreicht werden muss, um Aussicht auf eine erfolgreiche Therapie
zu haben. Hierzu wurden und werden sogenannte klinische Breakpoints entwickelt, die spe-
zifisch fur den Keim, die Tierart und das Zielgewebe sind. Fir den Bereich der Veterinarme-
dizin fehlen diese Werte haufig noch, so dass Therapieentscheidungen nur auf der Grundla-
ge aus der Humanmedizin oder von anderen Tierarten abgeleiteter Werte getroffen werden
kénnen.

Aus epidemiologischer Sicht sind aber schon Resistenzentwicklungen unterhalb dieser
Schwelle interessant. Jede Abweichung vom ,Wildtyp“ einer Bakterienspezies im Hinblick auf
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die Empfindlichkeit, deutet auf die Entwicklung von Resistenzen hin. Dies muss nicht gleich
dazu fOhren, dass der Wirkstoff in der Therapie nicht mehr einsetzbar ist, ist aber ein Hinweis
darauf, dass sich die Resistenzlage des Erregers verschlechtert, was in der Folge irgend-
wann zu einer mangelhaften Wirksamkeit fiihren kann. Um diese Entwicklung zu erkennen,
wurden sogenannte epidemiologische cut offs entwickelt, deren Uberschreitung anzeigt,
dass sich ein Isolat nicht mehr wie der Wildtyp verhalt. Beide Interpretationen der Messwerte
haben ihre Relevanz fir die jeweilige Fragestellung, Es ist aber wichtig, klar festzuhalten,
welche Interpretation dem Begriff ,resistent” zu Grunde liegt.

Die Untersuchung von kommensalen Bakterien steht noch am Anfang. Die Empfehlung der
EFSA, kommensale E. coliund Enterococcus spp. zu untersuchen, stellt einen Schritt in die
richtige Richtung dar. Anhand der Untersuchung von kommensalen Bakterien lasst sich die
Entwicklung und Ausbreitung von Resistenzdeterminanten in Tierpopulationen friher erken-
nen und damit lassen sich GegenmaBnahmen ergreifen.

Eine wichtige Licke in den vorhandenen Daten stellt das Fehlen von konkreten Zahlen zum
Umfang der Anwendung von antimikrobiellen Substanzen in den verschiedenen Zweigen der
Tierproduktion, aber auch bei Haus- und Heimtieren dar. Da jede Anwendung mit der Ent-
wicklung eines Selektionsdrucks einhergeht, ist der Umfang des Einsatzes ein vermutlich
bedeutender Faktor bei der Bestimmung des Resistenzgeschehens. Das Wissen hiertiber
sollte eine wichtige Grundlage fir die Entscheidung tber Monitoringprogramme sein. Erste
vom BfR initiierte Pilotstudien hierzu sind abgeschlossen und werden im Rahmen des Sym-
posiums vorgestellt.

Weiterhin wird es wichtig sein, zu wissen, welche Faktoren die Anwendung von Antibiotika in
der Tierhaltung beeinflussen, anhand welcher MaBnahmen der Gesundheitsférderung in der
Tierhaltung die Anwendung von Antibiotika vermindert werden kann und wie die Anwendung
solcher MaBnahmen (Hygienemanagement, optimierte Fltterung, tiergerechte Haltung,
Impfprogramme) durch Tierhalter und Tierérzte geférdert werden kann.
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Aktuelle Daten zur Antibiotikaresistenz im humanen Bereich vom Projekt
Antibiotika-Resistenz-Surveillance in Deutschland (ARS)

Tim Eckmanns, Ines Noll, Brigitta Schweickert, Marcel Feig, Ozlem Gencaslan und Gérard
Krause
Robert Koch-Institut, Berlin

Antibiotikaresistenz ist ein zunehmendes Problem in Deutschland und vielen anderen Léan-
dern. Griinde sind eine Zunahme der Hochleistungsmedizin, die einen vermehrten Einsatz
von Antibiotika notwendig macht, inadaquater Antibiotikaeinsatz, unzureichende Hygiene.
Ein wichtiges Instrument um der zunehmenden Antibiotikaresistenz etwas entgegen zu set-
zen ist die Antibiotikaresistenzsurveillance. Nur wenn Resistenzraten und deren Entwicklung
bekannt sind, kann darauf richtig reagiert werden.

Im Rahmen der deutschen Antibiotika-Resistenzstrategie (DART) wurden zehn nationale
Ziele in vier Komponenten festgelegt. Teilziel 1.1 beinhaltet die Starkung der Surveillance-
systeme zur Erfassung und Bewertung der Antibiotikaresistenz. Der Bedarf ist ein représen-
tatives Surveillancesystem flir den ambulanten und stationaren Bereich, zur Beurteilung der
lokalen, regionalen und nationalen Antibiotikaresistenz in Deutschland mit zentraler Erfas-
sung und Analyse der Daten. Diese Eigenschaften erfiillt ARS (Antibiotika-Resistenz-
Surveillance in Deutschland).

Ziele von ARS
Représentativitat der Einsender hinsichtlich geographischer Verteilung und nach Struktur der
Gesundheitsversorgung.

Bereitstellung von Referenzdaten zur Resistenzlage in der stationdren und ambulanten Ver-
sorgung.

Mit ARS existiert eine laborgestutzte Surveillance mit umfassendem Erhebungsansatz, dies
beinhaltet Resistenzdaten fir alle klinisch relevanten bakteriellen Erreger aus allen Materia-
lien. Technisch gelést ist dies durch eine Schnittstelle zum automatisierten Datentransfer fir
teilnehmende Labore. Dabei werden die laborspezifischen Kodierungen auf eine standardi-
sierte Variablenstruktur abgebildet. Es erfolgt eine methodenspezifische Auswertung mit
Trennung von DIN- und CLSI-basierten SIR. Die ARS Netzwerkstruktur ist in Abbildung 1
dargestellt. Von den Laboren und Krankenh&ausern gehen die Proben zum Labor. Im Labor
werden die Ergebnisdaten im Laborinformationssystem abgespeichert. Uber die Schnittstelle
werden diese Daten an die zentrale ARS Datenbank am RKI gesendet.

Fir das Jahr 2008 wurden von funf Labore Resistenzdaten von 99 Krankenhausern und
3003 Praxen erfasst. Dies entspricht 145.499 stationaren Proben und 111.059 ambulanten
Proben. Uber 65 % der einsendenden Praxen sind Innere Medizin bzw. Allgemeinmedizin,
gefolgt von 11 % Gynakologie und 7 % Pé&diatrie. In Tabelle 1 sind Ergebnisse ausgewahlter
Erreger dargestellt.
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Abb. 1: Netzwerkstruktur ARS (Antibiotika-Resistenz-Surveillance in Deutschland)
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Tab. 1: Resistenzsituation ausgewahlter Erreger

Ambulant Stationar

Resistent | AnzahlN° | Resistent | Anzahl N°
E. coli
Amoxicillin/Clavulansdure 171 15.012 26,5 19.795
Piperacillin/Tacobactam 2,8 21.026 6,9 22.919
Cefotaxim 2,6 24.073 6,5 23.297
Ciprofloxacin 14,4 25.049 20,8 23.306
K. pneumoniae
Amoxicillin/Clavulans&ure 10,3 1.840 17,6 3.361
Piperacillin/Tacobactam 2,6 2.694 10,9 3.993
Cefotaxim 2.4 3.030 10,5 4.068
Meropenem 0 3.025 0,1 3.858
Ciprofloxacin 6,3 3.125 13,9 4.069
P. aeruginosa
Piperacillin/Tacobactam 1,8 2.685 5,3 5.212
Ceftazidim 2,0 3.119 6,4 5.286
Imipenem 2,8 3.139 6,9 5.049
Ciprofloxacin 10,6 3.148 15,8 5.287
A. baumannii
Ceftazidim 3,3 418 15,7 687
Imipenem 0 424 2,3 651
Meropenem 0 416 3,1 647
S. aureus
Oxacillin 16,5 | 11.307 | 25,7 | 14.222
E. faecalis
Teicoplanin 0,3 7.293 0,3 1.189
Vancomycin 0,2 7.400 0,3 1.568
E. faecium
Teicoplanin 1,9 158 3,0 203
Vancomycin 3,6 168 5,2 349
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Schlussfolgerung

Durchgehend liegt die Antibiotikaresistenz im stationéren Bereich héher als im ambulanten
Bereich. Die Ausdehung des Surveillancesystems wird eine stratifizierte Auswertung nach
Region, Krankenhausart und Disziplin erméglichen und damit wird eine representative Inter-
pretation von Antibiotikaresistenzdaten méglich sein.
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Diversitat der laMRSA in der Lebensmittelkette

Alexandra Fetsch, Bernd-Alois Tenhagen, Britta Kraushaar, Beatriz Guerra, Andreas Schroe-
ter, Jens-André Hammerl, Juliane Braunig, Annemarie Kasbohrer, Katja Alt und Bernd Appel
Bundesinstitut fiir Risikobewertung, Berlin

Einleitung

Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) werden in der Humanmedizin seit lan-
gem als bedeutende Infektionserreger beschrieben. Durch den Nachweis von MRSA bei
Haus- und Nutztieren ist in jingster Zeit ein weiterer Aspekt zu dieser komplexen Thematik
hinzugekommen. Insbesondere die Tatsache, dass MRSA aus Nutztierbestdnden Personen
mit unmittelbarem Kontakt zu diesen Tieren (hierzu zahlen Landwirte und Tierérzte) koloni-
sieren kénnen, gibt hierbei Anlass zur Sorge (Voss et al. 2005). Denn jede Zunahme der
Besiedlung in diesen Berufsgruppen flihrt auch zu einem verstarkten Eintrag des Erregers in
andere Bevdlkerungsgruppen und Risikobereiche wie Krankenhauser und Pflegeeinrichtun-
gen. Da die Uberwiegende Mehrheit dieser MRSA einem bestimmten klonalen Komplex
(CC398) zugeordnet werden konnten, der zudem bis dato nicht in der Humanmedizin be-
schrieben worden war, werden zu dieser Gruppe zugehdérige MRSA auch als livestock asso-
ciated (la)MRSA bezeichnet.

LaMRSA werden jedoch nicht nur in Nutztierbestanden von Schweinen, Rindern und Gefli-
gel detektiert, sondern von der Primarproduktion ausgehend auf allen Stufen entlang der
Lebensmittelkette bis zum Lebensmittel (Rohfleisch und -zubereitungen) im Einzelhandel
(Beneke et al. 2009; van Loo et al. 2007). Die genaue Bedeutung des Expositionswegs Le-
bensmittel aus der Sicht der Humangesundheit ist derzeit jedoch noch offen und bedarf wei-
tergehender, epidemiologischer Untersuchungen. Derzeit gehen die europaischen Behoérden
jedoch von einer geringen Bedeutung des Lebensmittels als Vektor fur die Ubertragung des
Erregers auf den Menschen aus (ECDC et al. 2009). Zum besseren Verstandnis der klonalen
Zusammenhange der laMRSA missen die Stdmme molekularbiologisch typisiert und hin-
sichtlich ihrer Virulenz- und Resistenzeigenschaften charakterisiert werden. Es ist denkbar,
dass sich die auf den verschiedenen Stufen der Lebensmittelkette isolierten laMRSA nicht
unerheblich voneinander unterscheiden. Neben MRSA mit Zugehdrigkeit zum CC398-
Komplex kénnten auch Stamme anderer klonaler Zugehdrigkeit (Non-CC398 MRSA) vor-
kommen und in der Konsequenz mdéglicherweise eine stammspezifische Risikocharakterisie-
rung erforderlich machen.

Ziel des hier vorgelegten Beitrags war es daher, in Abh&ngigkeit von der Herkunft der MRSA
aufzuzeigen, welche klonalen Linien in Deutschland entlang der Lebensmittelkette vorkom-
men und welches Resistenzspekirum diese Stdmme aufweisen. Im Fokus der Betrachtungen
stehen hierbei Isolate aus Lebensmitteln aus dem Einzelhandel (d.h. Rohfleisch und Roh-
fleischzubereitungen von Schwein, Huhn, Pute und Rind).

Material und Methoden

Im Nationalen Referenzlabor fir Koagulase positive Staphylokokken liegen MRSA-Stamme
unterschiedlichster Herklinfte vor, die im Rahmen nationaler und EU-weiter Monito-
ringprogramme und Forschungsprojekte isoliert wurden. Hierzu zahlen Isolate aus Nutztier-
bestédnden (Zucht- und Mastschweinebestande, Milchrinder), vom Schlachthof (Schweine),
und aus Lebensmittelproben aus dem Einzelhandel (rohes Schweine-, Kalb-, Hadhnchen- und
Putenfleisch sowie Zubereitungen daraus).

Alle Isolate wurden anhand des flr das Protein A codierenden Gens (spa) molekularbiolo-
gisch typisiert (so genannte spa-Typisierung) (Shopsin et al. 1999). Ein Isolat eines jeden
spa-Typs wurde zudem anhand der Polymorphismen seiner Nukleotikdsequenzen interner
Fragmente von sieben hochkonservierten ,housekeeping genes’ (yqiL, arcC, aroE, glpF,
gmk, pta und tpi) nach (Enright et al. 2000) typisiert (so genannte Multi Locus Sequenztypi-
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sierung, MLST). Zudem wurde die das Gen fir die Methicillin Resistenz (mecA) tragende
Genkassette SCCmec der Isolate typisiert (Zhang et al. 2005). Alle Isolate wurden mittels
Agardiffussion bzw. Bouillon-Mikrodilution auf ihre Resistenz gegentber antimikrobiellen

Substanzen untersucht.

Ergebnisse

Bisher gehért die Gberwiegende Mehrheit der laMRSA zu spa-Typen, die dem CC398-
Komplex zugeordnet werden kénnen. So dominieren in den Bestanden bei Zucht- und Mast-
schweinen die Typen t011, t034 und t108. Vereinzelte Isolate vom Schwein gehdrten den
spa-Typen 11250, t1451, 12510 und t2576 an. Der Anteil der Non-CC398 MRSA, wie ST9,
ST37 und ST97, lag hingegen unter finf Prozent. Auch am Schlachthof dominieren CC398
assoziierte MRSA beim Schwein, der Anteil der spa-Typen t011, t034 und t108 variierte aber
zum Teil erheblich (Tenhagen et al. 2009). In drei Milchkuhbestanden in Sidwestdeutsch-
land wurden aus Gemelks- und Staubproben MRSA des spa-Typs t011 detektiert (Spohr et
al. 2009). Aus Anlieferungsmilchproben konnten Uberwiegend der spa-Typ t034 und aus-
schlieBlich CC398 assoziierte MRSA (1011 und t1457) isoliert werden.

In den Bestanden und am Schlachthof Gberwiegen die SCCmec - Typen V und Ill. Weniger
h&ufig wurden die Typen IVa oder IVd nachgewiesen. Die Isolate aus Anlieferungsmilch hat-
ten ausschlieBlich die SCCmec Kassette des Typs V in ihr Genom integriert.

Isolate aus der Prim&rproduktion waren neben der beta-Laktam-Resistenz alle auch resistent
gegenlber Tetrazyklinen und haufig auch gegeniber Lincosamiden (Clindamycin) und Mak-
rolidantibiotika (Erythromycin). Zudem wiesen die Isolate Resistenzen gegen Aminoglykoside
(Gentamicin und Kanamycin) und Trimethoprim auf.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Untersuchungen in der Primérproduktion liegt bei
Lebensmittelproben aus dem Einzelhandel in Abhangigkeit von der Herkunft (d.h. Tierart)
eine zum Teil erhebliche Diversitat vor (Fetsch et al. 2009). So lieBen sich tber 15 Prozent
von 377 Isolaten nicht dem CC398 Komplex zuordnen., 49 dieser Isolate wurden in rohem
Gefliigel- und Putenfleisch bzw. deren Zubereitungen detektiert. Der Anteil der Non-CC398
MRSA war im Hahnchenfleisch am gréBten (27 %), wahrend aus Kalbfleisch ausschlieBlich
CC398 MRSA isoliert wurden (Abbildung 1). Bis auf finf, den MLST-Typen ST1 und ST5
zugehorige Isolate, handelte es sich bei den Non-CC398 aus Gefllgelfleisch ausschlieBlich
um MRSA des MLST-Typs ST9 und des spa-Typs t1430. Im Rohfleisch anderer Tierarten
wurde dieser klonale Komplex nicht nachgewiesen.

Bei den CC398 Isolaten aus Lebensmitteln dominierten dieselben spa-Typen, die auch in der
Primarproduktion vorherrschten: t011 und t034 mit einem Anteil von zusammen 93 %. Weite-
re zum CC398 Komplex zu zahlende spa-Typen (u.a. t1451, 2576, 1108, t11456) waren ent-
sprechend selten.

Hinsichtlich der bei MRSA aus Lebensmitteln vorkommenden SCCmec Kassetten gibt es
hingegen wieder deutliche Unterschiede zur Primarproduktion. Zwar dominiert auch hier der
SCCmec-Typ V (68 % aller Isolate), der Anteil der MRSA Isolate, die den SCCmec Typ IVa
in ihrem Genom integriert haben, ist mit knapp 20 Prozent jedoch im Rohfleisch bedeutend
héher. Der spa-Typ 11430 war fast ausnahmslos mit diesem SCCmec Typ assoziiert. Zudem
trugen nahezu 80 Prozent aller aus Gefligelfleisch (Huhn und Pute) isolierten MRSA eine
SCCmec Kassette des Typs IVa.

Das Resistenzspektrum der aus Lebensmitteln isolierten MRSA unterschied sich ebenfalls
deutlich von dem der Isolate aus der Primarproduktion (Abbildung 2). Insbesondere der hohe
Anteil Erythromycin (ERY) resistenter Isolate fallt hierbei auf. Neben der Resistenz gegen-
Uber Oxacillin (OXA) und Tetrazyklin (TET) waren Resistenzen gegenlber Clindamycin
(CLI), Kanamycin (KAN) und Synercid (SYN) haufig. In Abhangigkeit von der Herkunft vari-
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ierte zudem der Anteil der gegentiber Ciprofloxacin (CIP) resistenten Stamme: tber 30 %
aller Isolate vom Huhn aber nur zwischen zehn und zwolf Prozent der Isolate von Pute,
Schwein bzw. Kalb erwiesen sich hierbei als resistent.

Diskussion und Ausblick

Es konnte bestétigt werden, dass entlang der Lebensmittelkette eine erhebliche Diversitat
der MRSA vorliegt. Der Anteil der Non-CC398 MRSA ist in Lebensmitteln aus dem Einzel-
handel, insbesondere in Rohfleisch u. -zubereitungen vom Huhn, am gréBten. Bestimmte
klonale Linien mit bestimmten Resistenzeigenschaften scheinen in Abh&ngigkeit von der
Herkunft der Stdmme zu dominieren, wie z.B. der Typ 11430 und der SCCmec Kassette IVa
beim Gefllgel. Es ist zu prifen, ob diese Diversitat eine stammspezifische Risikocharakteri-
sierung erforderlich macht. Weiterfihrende molekularbiologische Untersuchungen, wie z.B.
zum Vorliegen von Genen, die fur Virulenzfaktoren (Panton-Valentin-Leukozidin, PVL bzw.
Superantigenen wie Staphylokokken-Enterotoxine, SET) oder fiir Resistenzen codieren,
kénnen hierbei wichtige Informationen liefern.

Abb. 1: Anteil der Non-CC398 MRSA im Lebensmittel
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Abb. 2: Resistenzspektrum der Isolate aus Lebensmitteln (n=359)
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Antibiotikaresistenz und Erregerbekampfung

Resistenzsituation bei Salmonella-Isolaten vom Schwein in Deutschland

Andreas Schroeter
Bundesinstitut fir Risikobewertung, Berlin

Die Salmonellose ist eine wichtige bakterielle Zoonose in Deutschland. Im Jahr 2008 wurden
im Rahmen des Infektionsschutzgesetzes 42.789 humanen Fallen gemeldet, so dass sie in
der Rangliste hinter Campylobacter-Enteritis den zweiten Platz einnahm.

Im Rahmen seiner Téatigkeit differenziert das Nationale Referenzlabor fir Salmonellen Sal-
monella-Isolate vom Tier, Lebensmitteln, Futtermitteln und der Umwelt. Das betraf im Zeit-
raum 2000 bis 2008 insgesamt 34.703 Isolate, die von Untersuchungsinstitutionen der Lan-
der, von Universitaten, zoologischen Garten und privaten Einsendern eingesandt wurden.

Davon stammten 50,9 % vom Tier, 31,3 % aus Lebensmitteln, 9,2 % aus Futtermitteln, 7,0 %
aus der Umwelt sowie 1,6 % aus sonstigen Herklnften.

Im genannten Zeitraum wurden 3.820 Salmonella-1solate vom Schwein (11,0 % aller Isolate)
eingesandt, wobei die jahrlich Anzahl zwischen 259 in 2002 und 548 in 2000 schwankte.
Insgesamt konnten 50 verschiedene Serovare einschlieBlich Subspezies beim Schwein
nachgewiesen werden. Der dominierende Serovar war Salmonella (S.) Typhimurium mit
67,9 %, wobei der prozentuale Anteil von 83 % in 2000 auf 44 % in 2008 bzw. 48 % in 2009
(11.09.2009) sank. Das hangt mit der Zunahme der Salmonella-lsolate mit der Seroformel
4,(5),12:i:- zusammen, deren Anteil von 0 % in 2000 auf 22 % in 2008 bzw. 32 % in 2009
anstieg und damit der zweithaufigste nachgewiesene Serovar beim Schwein wurde. Dieser
Serovar ist molekularbiologisch (Deletion im Gen, das fir die zweite H-Phase verantwortlich
ist) eine monophasische Variante von Salmonella Typhimurium (Switt et al. 2009, Malorny
unpubl. Resultate) und erklért somit die starke Abnahme von S. Typhimurium im genannten
Zeitraum. Weitere Serovare aber mit bedeutend geringerem, prozentualem Anteil waren

S. Derby mit durchschnittlich 8 %, S. Subspezies | raue Isolate und S Enteritidis mit jeweils
2 % und S. Infantis und S. London mit jeweils 1 %.

Die minimale Hemmkonzentration wurde mit Hilfe der Mikrobouillon-Verdiinnungsmethode
(NCCLS 2000/CLSI 2009) und fertig konfektionierten Mikrotiterplatten (TREK Diagnostics
Ltd., UK) der Plattenformate NLMV1A (2000-2007) mit 17 antimikrobiellen Substanzen und
ab 2008 mit dem europaischen Plattenformat EUMVS mit 14 antimikrobiellen Substanzen
ermittelt. Zur Bewertung wurden die epidemiologische “cut off* Werte nach EUCAST
(www.eucast.org) verwendet. Waren diese fur bestimmte antimikrobielle Substanzen noch
nicht evaluiert, wurden die Grenzwerte nach NCCLS 2000 (M7-A5) bzw. DANMAP 2001 ein-
gesetzt.

Von den 3.820 untersuchten Isolaten vom Schwein waren durchschnittlich nur 16,2 % sensi-
bel und 8,3 % einfach bzw. 75,5 % mehrfach (gegen mehr als eine antimikrobielle Substanz)
resistent. Trotz der unterschiedlichen Anzahl von untersuchten Salmonella-Isolaten vom
Schwein pro Jahr und dem Wechsel des Plattenformats in 2008 bleibt der prozentuale Anteil
der sensitiven, einfach- und mehrfach resistenten Isolate im genannten Zeitraum relativ kon-
stant (Abb. 1). Zwar sinkt der prozentuale Anteil resistenter Isolate von 94 % im Jahr 2000
auf 83 % in 2002, bleibt dann aber auf dem hohen Level fast konstant, was sowohl auf die
mehrfach resistenten wie einfach resistenten Isolate zutrifft. Das weist u.a. auf einen kontinu-
ierlichen Einsatz von antimikrobiellen Substanzen bei der Schweineproduktion hin. Von den
getesteten antimikrobiellen Substanzen weisen Sulfamethoxazol mit 76,7 %, Tetrazyklin mit
72,0 %, Streptomycin mit 70,7 %, Ampicillin mit 66,7 % und Spectinomycin (bis 2007 getes-
tet) mit 47,7 % hohe Resistenzraten auf. Die Gruppe der Phenicole mit Chloramphenicol und
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Florfenicol haben eine Resistenzrate von 36,0 % bzw 31,8 %. Geringere Resistenzraten zei-
gen die Aminoglycoside Kanamycin mit 8,5 %, Gentamicin mit 4,5 % und Neomycin (bis
2007 getestet) mit 8,6 %. Das Chinolon Nalidixinsaure und das Fluorchinolon Ciprofloxacin
weisen Resistenzraten von 3 bzw 4 % auf. Die untersuchten Cephalosporine Ceftiofur und
ab 2008 Ceftazidim und Cefotaxim haben eine geringere Resistenzrate von 0,2 % bzw. 0,4
und 0,8 % auf. Das trifft auch auf das Peptidantibiotikum Colistin zu, wo eine Resistenzrate
von 0,6 % ermittelt wurde.

Abb. 1: Anteil resistenter Salmonella-lsolate beim Schwein 2000-08 im NRL-Salm
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Schaut man sich den zeitlichen Verlauf der Resistenzentwicklung an, so entspricht er bei
Sulfamethoxazol, Tetracyclin, Streptomycin und Ampicillin der Entwicklung der Gesamtresis-
tenz. Bei Chloramphenicol und Florfenicol zeigt sich eine sinkende Tendenz von resistenten
Isolaten, die von 48 bzw. 40 % im Jahr 2000 auf nunmehr 22 bzw. 17 % in 2009 zuriick geht.
Demgegenuber steigt der prozentuale Anteil resistenter Isolate bei Trimethoprim, Tri-
methoprim/Sulfamethoxazol und Kanamycin von 6 %, 5 % und 2 % auf jeweils 24 % bei Tri-
methoprim und Trimethoprim/Sulfamethoxazol bzw. auf 13 % bei Kanamycin im Jahr 2005
und bleibt dann annahernd konstant bis 2009* (Abb. 2).

Von den 50 nachgewiesenen Salmonella-Serovaren und Subspezies sind 19 sensitiv und
alle Gbrigen tragen eine oder meist mehrere Resistenzendeterminanten. Von dem beim
Schwein dominierenden Serovar S. Typhimurium (2.595 Isolate) sind 6 % einfach und 87 %
mehrfach resistent,. Hinzu kommen die 330 Isolate mit der Seroformel 4,(5),12:i:-, von denen
10 % einfach resistent und 87 % mehrfach resistent sind. Bei Salmonella Derby sind dage-
gen 19 % einfach und nur 34 % mehrfach resistent, so dass die Gesamtresistenz signifikant
unter der von S. Typhimurium liegt. Insgesamt betrégt der Anteil der drei Serovare an allen
resistenten Isolaten 90,2 % und damit bestimmen sie die Resistenzsituation bei den Salmo-
nella-1solaten vom Schwein.
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Abb. 2: Resistenzentwicklung bei Salmonella-lsolaten vom Schwein 2000-2009*
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Im Rahmen des Zoonosenmonitoring der EG (VO EG Nr. 2160/2003) wurden 2006/2007
Schlachtschweine (Entscheidung 2006/668/EG) und 2008 Zuchtschweine (Entscheidung
2007/636/EG) hinsichtlich des Vorkommens von Salmonellen in Deutschland untersucht und
die Beprobung nach statistischen Vorgaben vorgenommen. Das ermdglicht nun den Ver-
gleich zwischen den im NRL-Salm im Rahmen der Diagnostik erhobenen Werten mit denen

beider Studien.

Tab. 1: Vergleich der erhobenen Daten im NRL-Salm mit denen der EG-Studien

NRL-Salm NRL-Salm EG Mastschwein | EG Zuchtschwein

2000-2008 | 2006-2007 | 2006/2007 2008

(%) (%) (%) (%)
S. Typhimurium 67,93 60,31 55,35 16,95
S. 4,(5),12;:i:- 8,64 14,79 18,96 7,63
S. Derby 7,83 8,23 8,87 41,53
S. Subspez. | rau 2,02 2,50 1,22 1,69
S. Enteritidis 1,62 1,67 3,06 0
S. Infantis 1,39 1,67 2,45 0,85
S. London 1,39 2,08 1,22 0
Ubrige Serovare 9,18 8,75 8,87 31,35
Resistenz ges. 83,59 79,17 71,65 38,13
Sensitiv 16,41 20,83 28,35 61,86
Einfach resistent 8,30 6,15 3,43 2,54
Mehrfach res. 75,29 73,02 68,22 35, 59

Der Vergleich der beiden EG-Studien zeigt signifikante Unterschiede zwischen Schlacht- und
Zuchtschweinen hinsichtlich der Serovarverteilung und auch der daraus resultierenden Ge-
samtresistenz (Tab. 1). Der Anteil mehrfach resistenter Isolate liegt mit 36 % bei den Zucht-
schweinen fast um die Halfte niedriger als bei dem der Schlachtschweine, was vor allem an
dem signifikant niedrigerem Anteil an S. Typhimurium und S. 4,(5),12:i:- Isolaten liegt. Zu-
dem sind die S. Typhimurium-Isolate von den Zuchtschweinen nur zu 45 % resistent (mehr-
fach) im Gegensatz zu dem der Schlachtschweine, bei denen 81 % mehrfach resistenten
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Isolate nachgewiesen wurden. Des weiteren tragt der hohe Anteil von S. Derby Isolaten
(42 %) bei den Zuchtschweinen und deren geringe Resistenz (27 %) ebenso zu den signifi-
kanten Unterschied in der Resistenz im Vergleich zu dem bei den Schlachtschweinen bei.
Deren S. Derby Anteil ist mit 19 % signifikant niedriger, wobei der Prozentsatz resistenter
Isolate mit 25 % vergleichbar dem der Zuchtschweine ist.

Vergleicht man die im Rahmen der Diagnostik im NRL-Salm erhobenen Daten mit denen der
beiden Studien, so gibt es bezlglich der Schlachtschweine eine gute Ubereinstimmung, was
die prozentuale Serovarverteilung und die Gesamtresistenz betrifft. Dies wird besonders
deutlich, wenn man die Daten des Vergleichszeitraumes 2006/2007 im NRL-Salm dazu he-
ranzieht (Tab. 1). Im Gegensatz dazu unterscheiden sich die Daten der Zuchtschweine, ahn-
lich wie beim Vergleich mit denen der Schlachtschweine, signifikant hinsichtlich der Serovar-
verteilung und dem Anteil resistenter Isolate von denen im NRL-Salm erhobenen Daten.

SchluBfolgernd kann festgehalten werden, dass der hohe Prozentsatz resistenter Salmonel-
la-Isolate vom Schwein, die an das NRL-Salm eingesandt und untersucht wurden, durch die
EG-Studie zu den Schlachtschweinen eindrucksvoll bestatigt werden konnten. Bedingt wird

dies durch den hohen Anteil von multiresistenten S. Typhimurium und S. 4,(5),12:i:- Isolaten
sowohl bei der Studie als auch bei den Daten des NRL-Salm.

Bei den Zuchtschweinen zeigt sich ein anderes Bild. Deren geringerer Anteil resistenter Iso-
late wird durch den héheren Anteil (42 %) des Serovars S. Derby bedingt, das auch im Ge-
gensatz zu S. Typhimurium weniger (27 %) resistente Isolate aufweist.

Hingewiesen werden soll an der Stelle nochmals auf den hohen Anteil von multiresistenten
Salmonella-1solaten, die Uber den untersuchten Zeitraum mit durchschnittlich 75 % sehr hoch
ist und ein ernst zu nehmendes Risikopotential darstellt. Die EG-Studien weisen fast eine
Verdopplung des Anteils multiresistenter Erreger von den Zuchtschweinen zu den Schlacht-
schweinen aus, so dass verschiedene MaBnahmen zur Reduktion des Auftretens ergriffen
werden muassen.
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Molekularer Nachweis von Beta-Laktamasen (ESBLs und AmpC) bei Salmonella Isola-
ten

Beatriz Guerra, Irene Rodriguez, Silke Jahn, Belén Ruiz del Castillo, Janine Beutlich, Andre-
as Schroeter und Reiner Helmuth
Bundesinstitut fiir Risikobewertung, Berlin

In den letzten Jahren nahm die Zahl resistenter Mikroorganismen gegen antimikrobiell wir
ksame Substanzen, die von der Weltgesundheitsorganisation als klinisch wichtige Arzneimit-
tel in Human- und Veterinarmedizin eingestuft wurden, deutlich zu. Dazu gehért insbesonde-
re der Resistenzanstieg gegen Beta-Laktame mit erweitertem Wirkungsspektrum und gegen
Fluorchinolone. Die Resistenz gegen Beta-Laktame der letzten Generation entsteht norma-
lerweise durch Einwirkung von Beta-Laktamasen mit erweitertem Wirkungsspektrum
(ESBLs) oder AmpC-Enzymen.

Seit ihrer ersten Beschreibung in Deutschland in den friihen 1980er Jahren nahm die Zahl
der ESBL-produzierenden Bakterien in vielen Enterobacteriaceae Genera weltweit zu. Bei
den meisten dieser Enzyme handelt es sich um Derivate der TEM oder SHV Beta-Enzyme.
In den letzten Jahren jedoch konnte eine neue Familie von ESBLs, die CTX-M-Beta-
Laktamasen, beschrieben werden. Sie kdnnen auf Grund ihrer Aminosauresequenz in funf
Subgruppen unterteilt werden: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 und CTX-M-25. Ge-
ne, die fur diese Enzyme kodieren, sind normalerweise auf Plasmiden lokalisiert. In vielen
Fallen treten sie in Verbindung mit anderen verbreiteten Resistenzmechanismen auf, ein-
schlieBlich plasmid-lokalisierter Gene wie gnr, gepA oder aac(6)-Ib-cr, die eine niedrige
Flourchinolonen-Resistenz vermitteln, oder Methylase-kodierender Gene, die Aminoglykosid-
Resistenz hervorrufen (z.B. arm Gene). Diese Entwicklung ist besorgniserregend, da es bei
Anwendung verschiedener antimikrobiell wirksamer Substanzen zu einer Co-Selektion der
Resistenz kommen kann.

Die EFSA (Europaische Lebensmittelbehérde) meldet in ihrem jahrlichen Bericht das Auftre-
ten Cephalosporin resistenter E.coli Isolate in Schweinen, Rindern und Gefligel sowie gene-
rell das Auftreten von ESBLs in Bakterien tierischen Ursprungs. Obwohl die durch ESBLs
verursachte Cepalosporin-Resistenz in den nordeuropaischen Staaten eher selten auftritt,
wird in den Anrainerstaaten wie Deutschland, den Niederlanden, Ddnemark und Frankreich
insbesondere in Gefligel-Isolaten eine stetige Resistenzzunahme beobachtet. Da bei Geflu-
gel die Anwendung von Cephalosporinen jedoch nicht zuldssig ist, 1&sst sich diese Zunahme
nur, durch Co-Selektion aufgrund des Einsatzes anderer antimikrobiell wirksamer Substan-
zen oder durch illegalen Einsatz, erklaren.

In der Abteilung fur Biologische Sicherheit des BfRs, speziell in der Fachgruppe flir Antibio-
tikaresistenz und Resistenzdeterminanten (Fachgruppe 46) werden die Untersuchungen zu
den ph&no- und genotypischen Eigenschaften resistenter Isolate durchgefihrt. Diese Ar-
beitsgruppe gehdrt zum Nationalen Referenzlabor flr Antibiotikaresistenz (NRL-AR) und
zum Nationalen Referenzlabor fir Salmonellen (NRL-Salm). Im Durchschnitt werden hier
jahrlich um die 8.000 Isolate (Salmonella, E. coli und Staphylococcus aureus MRSA) unter-
sucht.

Bisherige Studien des NRL-Salm und des NRL-ARes zeigten, dass von den zwischen 2003
und 2007 isolierten 22.679 Salmonella-Isolaten, nur 0,4 % eine Resistenz gegen das Cepha-
losporin der dritten Generation Ceftiofur aufwiesen. ESBLs wurden nur sporadisch nachge-
wiesen (ohne Duplikate, 26 Isolate mit bla., . ,» bla 1y 1450 Plarey s, UND bl ). Thre
Verbreitung war meistens an die endemisch klonalen Linien von Salmonella Typhimurium,
Salmonella Pa ratyphi B dT+ und Salmonella Agona gebunden. Allerdings, wird beobachtet,
dass die Zahl positiver ESBL-Isolate seit 2008 stetig ansteigend ist (bis November 2009, 39
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Isolate), wobei es sich bei den meisten um aus Gefligel und Gefligelprodukten stammende
Salmonella Paratyphi B dT+ handelt, die unterschiedliche Beta-Laktamasen ausbilden. Diese
Salmonella Paratyphi B dT+ Isolate wiesen unterschiedliche Resistenz-Phanotypen auf, hat-
ten aber alle eine Ampicillin- und Trimethoprim-Resistenz gemeinsam. Siebzehn Isolate zeig-
ten ein gemeinsames Xbal-PFGE-Muster (Unterschiede nur in einer Bande) und alle bis auf
zwei Isolate, die sich in zwei Banden unterschieden, das gleiche Binl-Muster. Wobei bei letz-
terem einige Varianten im Bandenbereich <80 kb auftraten. Insgesamt wurden funf unter-
schiedliche Plasmidprofile gefunden. Alle Isolate besaBen ein 2300bp/dfrA1-sat1-aadA1
Klasse 2 Integron, das Resistenzen gegen Trimethoprim, Streptothrycin und Streptomycin
(bei einigen Isolaten nur intermediar) vermittelt. Sechs Isolate enthielten zusatzlich auch
Klasse 1 Integrons mit einer variablen Region von 1.000 bp, 1.600 bp und 1.900 bp. ESBLs
wurden in allen Isolaten nachgewiesen, wahrend AmpC nur in einem von ihnen (07-04825)
gefunden wurde. Acht Isolate waren sensibel fir Imipenem und Cefoxitin, aber resistent ge-
gendber Ampicillin, Piperacillin, Ticarcillin, Cefalotin, Cefuroxim, Cefotaxim, Ceftriaxon und
Cefpodoxim. Sie waren auBerdem intermediar oder resistent gegen Aztreonam, und inter-
mediér oder sensibel gegen Cefepime und Amoxicillin/Clavulansaure. Alle Isolate exprimier-
ten das Gen bla das auf selbst-transferierbaren Plasmiden ahnlicher GréBe (~100-85

CTX-M-1’
kb) der Inkompatibilitatsgruppe Incl1 lokalisiert war. Vier Isolate trugen bla_., ,, , Gene, die

auf selbst-transferierbaren IncHI2 Plasmiden mit einer GréBe von >300 kb (1 Isolat) und 240
kb (die anderen 2 Isolate) detektiert wurden. Das erste Isolat war ebenfalls positiv fur die
Gene AmpC und bla Tem-1-Varianten wurden in flnf Isolaten gefunden. Drei von ihnen

ACC-1"
Gruppe, aber mit intermediarer oder voll aus-

zeigten ahnliche Resistenzen wie die bla_, ,
gepragter Resistenz gegen Ceftriaxon, Cefotaxim und Ceftazidim und trugen das Gen bla,,,

5, Die anderen beiden Isolate waren sensibel gegen Ceftazidim und exprimierten das Gen

bla,,, .- Alle diese bla,_, Gene waren auf Incl1 Plasmiden lokalisiert und waren bis auf das

Plasmid des Stammes 03-03096 selbst-transferierbar. Die Gene qnrA, gnrB or gqnrS, aac(6)-
Ib-cr und armA konnten in diesen Isolaten nicht gefunden werden.

Diese Resultate zeigen, dass der in Deutschland von Miko et al. (JCM 2002; AAC 2003) be-
schriebene und weit verbreitete Salmonella Paratyphi dT+ Klon, der ein chromosomal lokali-
siertes Klasse 2 Integron enthélt, nun durch die Aufnahme von unterschiedliche ESBL kodie-
renden Plasmiden auch eine Cephalosporin-Resistenz entwickelt hat. Wie in anderen Mittel-
europdischen Staaten, so ist auch in Deutschland eine Zunahme der Resistenz gegen
Cephalosporine der dritten Generation und Flourchinolone in  Salmonella Paratyphi dT+ Iso-
laten festzustellen. Dies gilt besonders fir vom Gefligel stammende Lebensmittel-Isolate.
Innerhalb der Deutschen Gefligelbestande scheint ein und derselbe Klon mit identischen
Plasmiden und Resistenzen weit verbreitet zu sein.
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Einsatz von Bakteriophagen zur Bekampfung von Campylobacter in der
Lebensmittelkette

Stefan Hertwig, Thomas Alter, Jochen Reetz und Jens André Hammerl
Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR), Berlin

1. Campylobacter als Krankheitserreger

Infektionen mit thermophilen Campylobacter (C.)-Spezies (C. jejuni, C. coli, C. lari, und

C. upsaliensis) sind eine der haufigsten Ursachen fir bakteriell bedingte Magen-Darm-
Erkrankungen beim Menschen. Im Jahr 2005 Ubertrafen die in Deutschland gemeldeten hu-
manen Campylobacter-Infektionen (64.590) erstmalig die Zahl der durch Salmonellen her-
vorgerufenen Erkrankungen.

Thermophile Campylobacter-Spezies sind in der Umwelt weit verbreitet. Besonders hohe
Zahlen findet man im Darm warmblitiger Tiere, wo die Bakterien jedoch nur selten klinische
Symptome hervorrufen. Im Gefliigel und Rind dominiert C. jejuni, wahrend das Schwein oft
von C. coli befallen wird. Obwohl die Bedeutung von Umweltquellen fir humane Campylo-
bacter-Infektionen diskutiert wird, wird die Aufnahme dieser Bakterien Uber Lebensmittel tie-
rischer Herkunft als eine der Hauptursachen flir Campylobacter-Infektionen beim Menschen
betrachtet. Infektionsquellen sind hier vor allem unzureichend erhitztes oder rekontaminiertes
Geflugelfleisch und Gefligelfleischprodukte, aber auch nicht pasteurisierte Milch, kontami-
niertes Trink- und Oberflachenwasser sowie der Kontakt zu Haus- und Heimtieren. Die meis-
ten Campylobacter-Infektionen treten sporadisch als Einzelerkrankung auf, Ausbriiche sind
eher selten.

Aus Risikobewertungen geht hervor, dass etwa 30-50 % der humanen Campylobacteriosen
durch Hahnchenfleisch verursacht werden (Luber und Bartelt, 2005). Gefligelbestéande sind
hochgradig mit Campylobacter kolonisiert. Durchschnittlich liegt die Pravalenz von ther-
mophilen Campylobacter in deutschen Mastgefligelbestédnden bei ca. 40 % (Alter und Reetz,
2008). Meist werden die Kiiken in den ersten Lebenstagen infiziert und bleiben lebenslang
asymptomatische Trager von Campylobacter. Mehrere Studien zeigen, dass die Herdenpra-
valenz innerhalb einer Woche von unter 5 % auf tber 95 % ansteigen kann (Katsma et al.,
2005). Die Eintragsquellen fir Gefliigelbestéande sind vielfaltig (u.a. Trankwasser, Wildvdgel,
Nager, Fliegen oder Personal). Hohe Nachweisraten (bis zu 60 %) finden sich auch auf Ge-
fligelfleisch im Einzelhandel. Untersuchungen im Rahmen der amtlichen Lebensmittellber-
wachung zeigen, dass die Nachweisraten seit Jahren unverandert hoch sind. Im Jahre 2006
lag der Anteil positiver Proben bei 31,9 %. Bei etwa zwei Drittel der Isolate aus Gefligel-
fleisch handelte es sich um C. jejuni. Diese Gegebenheiten machen es dringend erforderlich,
geeignete Strategien zur Pravention und Kontrolle von Campylobacter in der Lebensmittel-
kette zu entwickeln.

2. Bakteriophagen zur Bekampfung pathogener Bakterien

Neben der Verbesserung der allgemeinen Hygienebedingungen und der Entwicklung eines
geeigneten Impfstoffes stellt der Einsatz von Bakteriophagen (Phagen) ein vielversprechen-
des Mittel dar, die Campylobacter-Belastung im Tier und in Lebensmitteln quantitativ zu sen-
ken. Phagen sind Viren, die ausschlieBlich Bakterien befallen. Sie besitzen ein begrenztes
Wirtsspektrum und infizieren in den meisten Fallen nur Stdmme einer Spezies. Berechnun-
gen gehen davon aus, dass es auf der Erde zehnmal so viele (10°') Phagen gibt als Bakteri-
en. Deshalb nimmt der Mensch auch jeden Tag viele Phagen mit der Nahrung auf. Die Be-
kampfung pathogener Bakterien mit Hilfe von Phagen wurde schon in der ersten Halfte des
20. Jahrhunderts erfolgreich praktiziert, insbesondere in der ehemaligen Sowjetunion. Mit
Entdeckung der Antibiotika wurden Phagen immer seltener eingesetzt. Durch die kontinuier-
lich ansteigenden Resistenzen gegenlber vielen Antibiotika hat die Forschung an Phagen
und ihre Nutzung jedoch in den letzten Jahren eine Renaissance erlebt. Auch bei einigen
lebensmittelassoziierten Zoonoseerregern (z.B. E. coli O:157, Salmonella Enteritidis) wurden
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Phagen bereits in zahlreichen Labor-Versuchsreihen erfolgreich getestet. Ein Phagenprapa-
rat (Listex) zur Bek&mpfung von Listeria monocytogenes hat in den USA bereits eine Zulas-
sung und den GRAS- (Generally Recognized As Safe) Status erhalten.

2.1 Campylobacter-Phagen

Campylobacter-spezifische Phagen wurden in der Vergangenheit haufig zur Differenzierung
(Bestimmung des Lysotyps) dieser Bakterien eingesetzt. Fir die Lysotypisierung werden
Uberwiegend Phagen verwendet, die eine hohe Wirtsspezifitéat aufweisen und nur wenige
Serovare von C. jejuniinfizieren. Zur Bekdmpfung einer méglichst groBen Zahl unterschiedli-
cher Campylobacter-Stamme sind solche Phagen eher ungeeignet. Hier sollten Phagen mit
einem moglichst breiten Wirtsspekirum eingesetzt werden. Zu diesem Zweck wurden insbe-
sondere in England und Dénemark bereits eine Reihe potentiell geeigneter Phagen aus Ge-
fligel und Umweltproben isoliert (Atterbury et al., 2003; Hansen et al., 2007). Es zeigte sich,
dass ein hoher Prozentsatz der mit Campylobacter infizierten Tiere auch Trager entspre-
chender Phagen waren. Die Keimzahl auf den Phagen-positiven Tieren lag dabei durch-
schnittlich zwei Zehnerpotenzen niedriger als bei Tieren ohne Phagen (Atterbury et al.,
2005). Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass auch unter nattrlichen Bedingungen Campy-
lobacter-spezifische Phagen die Keimzahl der Bakterien im Tier begrenzen. Interessanter-
weise zeigten fast alle bis jetzt isolierten Campylobacter-Phagen eine &hnliche Morphologie
mit einem isodiamentrischen Kopf und langem, kontraktilen Schwanz. Damit sind sie der
Familie der Myoviridae zuzuordnen. Mit Hilfe der Pulsfeld-Gelelektrophorese wurden die
GroéBen der Phagengenome abgeschatzt. Dadurch konnten die Phagen in drei Gruppen ein-
geteilt werden, welche Genome (doppelstrangige DNA) von ca. 138 kb, 185 kb bzw. 320 kb
besitzen. Genauere molekulargenetische Daten oder gesamte DNA-Sequenzen von Campy-
lobacter-Phagen wurden bis jetzt leider nicht publiziert. Das kann daran liegen, dafB3 die
DNAs vieler Campylobacter-Phagen Modifikationen aufweisen, welche eingehendere Unter-
suchungen (z.B.: Restriktionsanalysen, molekulare Klonierungen) erschweren.

Aus England und den Niederlanden liegen bereits einige Studien vor, bei denen Hihnern zur
Keimzahlreduktion von Campylobacter Phagen verabreicht wurden (Wagenaar et al., 2005,
Loc Carrillo et al., 2005). Die Phagen-Gabe erfolgte dabei auf oralem Weg entweder praven-
tiv oder ,therapeutisch®. Die Versuche ergaben, dass die Gabe von Phagen die Kolonisie-
rung der Hihner mit Campylobacter nicht verhindern konnte, dass es aber stets zu einer
Reduzierung der Keimzahl kam. Je nach Applikation konnte so die Zahl an Bakterien um 1-5
Zehnerpotenzen verringert werden. Resistenzen gegenlber den verabreichten Phagen tra-
ten nur sehr begrenzt auf. Von groBer Bedeutung ist hierbei die Beobachtung, dass die pha-
genresistenten Bakterien nicht eine Dominanz erlangten, sondern z. T. sogar wieder zu ei-
nem phagensensitiven Phanotyp revertierten, da dieser besser die Hihner kolonisieren
konnte (Connerton et al., 2004; Scott et al., 2007). Neben Studien am lebenden Tier wurden
auch Versuche unternommen, die Keimzahl von Campylobacter auf der Haut von Hihner-
fleischprodukten zu senken. Auch hier konnte die Zahl an Bakterien um bis zu 95 % gesenkt
werden (Goode et al., 2003).

2.1.1 BLE-Projekt ,,Campyquant*

In Deutschland liegen bis jetzt leider keine Daten Uber Phagen von Campylobacter und ihrer
Verwendung zur Bek&mpfung dieser Bakterien vor. Aus diesem Grund wurde von der Bun-
desanstalt fir Landwirtschaft und Erndhrung (BLE) im Rahmen der Innovationsférderung ein
Projekt (,Campyquant®) an das BfR und ein mittelstandisches Unternehmen vergeben, bei
dem das Potential von Campylobacter-Phagen untersucht werden soll.

In einem ersten Schritt wurde damit begonnen, Campylobacter-spezifische Phagen aus
HUhner- und Umwelt-Proben zu isolieren. Hierbei bestétigte sich, dass Campylobacter-
positive Proben deutlich hdufiger (bis zu 50 %) Phagen enthalten. Allerdings mussten wir
feststellen, dass Proben der gleichen regionalen und zeitlichen Herkunft oft sehr ahnliche
oder identische Phagen enthielten. Der Nachweis hierfiir wurde durch elektronenmikroskopi-
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sche Untersuchungen sowie der Bestimmung der Wirtsspektren und der Restriktionsmuster
der isolierten Phagen erbracht. Morphologisch gehéren alle von uns isolierten Phagen der
Familie Myoviridae an (Abb. 1). Sie infizieren ausschlieBlich C. jejuni, wobei jeweils nur eine
begrenzte Zahl unterschiedlicher Stdmme von den Phagen lysiert werden. Die aus den Pha-
gen isolierte DNA konnte nur mit wenigen Restriktionsendonukleasen gespalten werden, was
auch bei diesen Isolaten auf Modifikationen in der DNA hindeutet. Um erste Erkenntnisse
Uber das Genom von Campylobacter-Phagen zu erhalten, haben wir von einem unserer
Phagen (CP81, Abb. 1B) die gesamte Nukleotidsequenz (132.454 bp) bestimmt. Der GC-
Gehalt der CP81-DNA betréagt nur 26 %. Die bioinformatische Auswertung des Genomes
zeigte, dass der Phage CP81 zur Gruppe der T4-ahnlichen Phagen gehért, wobei die engste
Verwandtschaft zu Phagen mariner Bakterien (Prochlorococcus, Synechococcus) besteht.

3. Ausblick

In den nun folgenden Arbeiten sollen zunachst weitere Campylobacter-Phagen isoliert und
charakterisiert werden. Mit Hilfe neuer Phagen soll das Spektrum an sensitiven Campylobac-
ter-Stammen erweitert werden. Es werden dann einzelne Phagen ausgewahlt, mit denen
kinetische Untersuchungen zur Phagenvermehrung durchgefiihrt werden. Am Ende des Pro-
jektes sollen Infektionsversuche mit Hiihnern vorgenommen werden, um zu tberprifen, ob
sich die laborexperimentellen Ergebnisse im Tier bestatigen lassen.

Abb. 1: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Campylobacter-Phagen. (A) Campylo-
bacter-Zelle, die von Bakteriophagen infiziert wird. (B) Phage CP81 (Negativkontrastierung mit Uranylace-
tat).
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Dekontamination in der Lebensmittelkette

Gulnter Klein
Institut fir Lebensmittelqualitat und -sicherheit, Stiftung Tierarztliche Hochschule Hannover

In der Lebensmittelkette kbnnen DekontaminationsmaBnahmen unter zwei Aspekten einge-
setzt werden: 1. Reinigung und Desinfektion von Raumen, Oberflachen und Bedarfsgegens-
tdnden in Lebensmittelbetrieben; 2. Dekontamination von Tierkdrpern oder Oberflachen von
Lebensmitteln. Fir beide Bereiche gelten véllig unterschiedliche rechtliche Regelungen und

Anwendungsumsténde. Wéahrend die Desinfektion im Lebensmittelbereich seit Jahrzehnten

rechtlich verankert ist und Methoden und Uberprifung Gegenstand zahlreicher Normen und
Empfehlungen sind, ist die Dekontamination von Schlachttierkérpern in der EU erst seit der

Novellierung des Lebensmittelrechts zum 01.01.2006 theoretisch méglich. Die Europaische

Behorde fir Lebensmittelsicherheit (EFSA) muss aber vor einer Zulassung die Wirksamkeit

und Unbedenklichkeit einer solchen Dekontamination bestéatigen.

Desinfektion im Lebensmittelbereich

Das Ziel von Reinigung und Desinfektion in der Lebensmittelwirtschaft ist es, den Menschen
vor lebensmittelbedingten Erkrankungen, zu schiitzen. Eine sorgféltige und ordnungsgema-
Be Reinigung und Desinfektion ist die Basis fir die Erzeugung sicherer Lebensmittel, die den
Anforderungen an Produktqualitat, Haltbarkeit und mikrobiologische Unbedenklichkeit ent-
sprechen. Die Prozesse der Reinigung und Desinfektion im Lebensmittelbereich, speziell in
der Fleischverarbeitung, unterscheiden sich grundsatzlich von den entsprechenden MafB3-
nahmen im medizinischen Bereich oder in der Tierhaltung. Die DIN 10516 ,Lebensmittelhy-
giene — Reinigung und Desinfektion“ (2001) definiert die Desinfektion als Verfahren zur Abté-
tung von Mikroorganismen auf ein Niveau, welches weder gesundheitsschadlich ist noch die
Qualitat der Lebensmittel beeintrachtigt. Eine vorhergehende Reinigung ist maBgeblich an
der Effektivitat von DesinfektionsmaBnahmen beteiligt und ist daher eine unabdingbare Vor-
aussetzung fir eine erfolgreiche Desinfektion im Lebensmittelbereich.

Durch die Desinfektion soll die Zahl an Mikroorganismen auf ein méglichst geringes Niveau
reduziert werden. Die Reduktionsraten, die gewohnlich erreicht werden kdnnen, liegen zwi-
schen 5 und 8 Ig-Stufen pro cm?. Fiir den Lebensmittelbereich sind mehrere Desinfektions-
mittelwirkstoffe bedeutsam. An erster Stelle stehen die quaterndren Ammoniumverbindungen
(QAV). Gemische von QAV mit Aldehyden oder Biguaniden sind ebenfalls haufig eingesetzte
Kombinationen ebenso wie organische Sduren oder Amphotensid-Praparate. Alkohole wer-
den hauptséchlich zur Handedesinfektion und zur Luftdesinfektion eingesetzt. Peressigséure
und Halogene als Wirkstoff in Desinfektionsmitteln findet man insbesondere in geschlosse-
nen Kreislaufen (CIP-Anlagen). Der wichtigste Parameter eines Desinfektionsmittels ist die
Wirksamkeit, d.h. die Eigenschaft, Mikroorganismen in ihrer Anzahl mit breitem Wirkungs-
spektrum zu reduzieren. Eine kurze Einwirkzeit (< 30 min) ist von Vorteil, damit das zu desin-
fizierende Objekt schnell wieder fiir den Gebrauch zur Verfligung steht. Desinfektionsmittel
sollten auBerdem zuverlassig wirken, d. h. keine oder nur eine geringe und ausgleichbare
negative Beeintrachtigung der Wirkung durch &uBere Faktoren (Proteine, niedrige Tempera-
turen, Seifen, pH-Wert) aufweisen. Hierbei entstehen zwar keine Resistenzen, aber vermin-
derte Effektivitat unter Anwendungsbedingungen.

Das Biozid-Gesetz regelt die Zulassung von Desinfektionsmitteln. Bei der Beurteilung der
Zulassigkeit werden hierbei die Toxizitat, die Arbeitssicherheit und die Umweltsicherheit be-
ricksichtigt.
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Einflisse auf die Desinfektionsmittel-Wirksamkeit: EiweiBfehler und Kéltefehler
Verschmutzungen durch eiweiBhaltige Substanzen stellen fir Keime Hullsubstanzen dar, die
zu einer Erhdéhung ihrer Tenazitat und somit zu einer deutlichen Verminderung der Desinfek-
tionsmittelwirkung fiihren kénnen (EiweiBfehler). Da in bestimmten Bereichen keine vollstan-
dige Reinigung erzielt werden kann, muss der EiweiBfehler beriicksichtigt werden, das heiBt,
bei Wirksamkeitsverlusten durch Restverschmutzung mussen diese Verluste durch entspre-
chende Konzentrationserhohungen oder einer Erh6hung der Einwirkzeit ausgeglichen wer-
den. AuBerdem muss der Kéltefehler berlicksichtigt werden, da in Schlacht- und Verarbei-
tungsbetrieben viele Prozesse im Kihlbereich ablaufen. Viele Desinfektionsmittel zeigen
einen Wirksamkeitsverlust bei veranderter Umgebungstemperatur. EiweiB- und Kaltefehler
finden auch bei der Prifung von Desinfektionsmitteln nach den Richtlinien der Deutschen
Veterindrmedizinischen Gesellschaft (DVG) Berlicksichtigung. Als Basis flr eine vergleichba-
re Beurteilung von Desinfektionsmitteln verfasste der Ausschuss ,Desinfektion in der Veteri-
narmedizin“ der DVG die ,Richtlinien zur Prifung chemischer Desinfektionsmittel fur die Ve-
terindrmedizin®. Die sachgemaBe Prifung eines Desinfektionsmittels entsprechend dieser
Richtlinien durch zwei unabhangige Gutachten fihrt zur Aufnahme in die regelmaBig veréf-
fentlichten Listen der DVG. In den DVG-Listen werden bis zu 32 Anwendungskonzentratio-
nen far ein Produkt angegeben. Die Anwendungskonzentrationen beziehen sich auf die un-
terschiedlichen Gegebenheiten. Berlicksichtigung finden neben dem EiweiBfehler und dem
Kéltefehler auch die Einwirkzeiten und die verschiedenen Zielorganismen (Bakterien, Pilze,
Viren, Parasiten). So kénnen optimale Konzentrationsangaben fir das jeweilige Produkt un-
ter den verschiedensten Situationen angegeben werden. Die richtige Konzentration dient
auBerdem zur Vermeindung tUberhdhter Ruckstande, der Entstehung von Gefahrensituatio-
nen flr Reinigungspersonal, Vermeidung einer Schadigung von Anlagen und Geraten sowie
der Minimierung von Umweltbelastungen.

Jede Unterdosierung ist mit einer unzureichenden Wirkung verbunden. Eine laufende Unter-
dosierung wirde die Gefahr der Ausbildung einer selektierten Mikroflora hervorrufen und
damit das Entstehen einer Hausflora erméglichen. Auch die Bildung von Resistenzen bei
Mikroorganismen kann durch eine laufende Unterdosierung geférdert werden. Es handelt
sich in diesen Fallen jedoch nicht um eine erworbene Resistenz, wie sie gegenlber Antibioti-
ka eintreten kann, sondern um eine natdrlich vorhandene Toleranz. Bei Staphylokokken z. B.
sind Resistenzen gegenlber QAV festgestellt worden. Neben der richtigen Dosierung der
Desinfektionsmittel ist daher auch ein regelmaBiger Wechsel der Produkte angezeigt.

Dekontamination von Schlachttierkérpern und Lebensmitteln

Eine Dekontamination von Oberflachen ist in der EU durch die VO (EG) 853/2004 fir
Schlachttierkérper prinzipiell méglich, sofern die EFSA die Wirksamkeit und Unbedenklich-
keit der Anwendung bestatigt. In den USA besteht eine langere Tradition der Anwendung
von Dekontaminationsmitteln, sogenanntem ,post harvest treatment®. Als chemische Sub-
stanzen (auch physikalische Behandlungen sind denkbar) kommen v.a. Chlorverbindungen,
organische Sauren, Peroxide und Phospate in Betracht. Anwendungen in der EU sind bisher
nur im Gefligelbereich vorgesehen, stehen aber auch fir andere Lebensmittelgruppen zur
Verfligung (z.B. Karkassen vom Rind, Salate).

Resistenzen gegen Biozide galten lange Zeit als nicht méglich, da biozide Substanzen eine
unspezifische Wirkung entfalten. Es gibt jedoch Berichte zu einer ,acquired reduced suscep-
tibility“ von Mikroorganismen gegeniber diesen Substanzen sowie einer intrinsischen Resis-
tenz. Weiterhin ist abzuklaren, ob Resistenzen zu therapeutisch genutzten Substanzen ver-
mittelt wird, die anderen Substanzklassen angehéren als die Biozide. Die ,acquired reduced
susceptibility” ist laut EFSA (2008) definiert als ein Zustand, in dem das Bakterium eine Tole-
ranz gegen hdhere bakteriostatische oder bakteriozide Konzentrationen des Biozids entwi-
ckelt als phanotypisch verwandte Stdmme oder Wildstdmme.
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Als Resistenzmechanismen kommen u.a. Zellwandbarrieren (z.B. bei Sporen) sowie Efflux-
Pumpen in Frage sowie enzymatischer Abbau. Unterdosierung kann zur Ausbildung solcher
Mechanismen fuhren. Bisherige Untersuchungen stiitzen sich aber auf Laborversuche und
nicht auf Anwendungskonzentrationen und Feldversuche. Die EFSA-Stellungnahme (EFSA,
2008) kommt daher zu der Schlussfolgerung, dass keine Hinweise auf Resistenzentstehung
oder ,acquired reduced susceptibility“ gegen betimmte Biozide bestehen, dass jedoch eine
groBe Unsicherheit aufgrund fehlender Daten festgestellt werden muss. Vor einer Anwen-
dung mussen auch die Verbraucherakzeptanz und mégliche negative Auswirkungen auf die
Betriebs- und Produkthygiene bedacht werden. Letztere darf nicht vernachléssigt werden
trotz des Einsatzes von Bioziden, auBerdem kann durch Re-Kontamination eine Besiedlung
mit Pathogenen wieder erfolgen. Die Wirksamkeit schlieBlich ist sicherzustellen. Erfahrungen
aus den USA lassen sich nicht ohne weiteres Ubertragen, da in der EU z.T. erhebliche tech-
nologische Unterschiede in der Gewinnung und Verarbeitung bestehen.

Die Dekontamination in der Lebensmittelkette kann zusammenfassend in zwei Bereiche ein-
geteilt werden: DesinfektionsmaBnahmen in Lebensmittelbetrieben, die bereits jahrzehnte-
lang mit eingehend gepriften Substanzen durchgefiihrt werden, sowie Dekontamination von
Karkassen, fur die in der EU noch keine Anwendungserfahrungen vorliegen und die zumin-
dest potentiell die Gefahr der Resistenzbildung einschlieBen. Daher besteht insbesondere fur
Dekontaminationen an Schlachttierkdrpern noch erheblicher Forschungsbedarf.
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