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1 Einleitung

1 Einleitung

Die Aquakultur befasst sich mit der kontrollierten Aufzucht von aquatischen, im Wasser
lebenden Organismen. Diese umfassen per definitionem nicht nur Fische, sondern
auch Muscheln, Krebstiere und Pflanzen, insbesondere Algen. Seit 1970 ist die Aqua-
kultur - im Vergleich zur Fischerei auf der einen Seite und der traditionellen Landwirt-
schaft auf der anderen Seite - der am schnellsten wachsende Sektor in der Nahrungs-
mittelproduktion. Auch Austern aus Aquakulturen stellen einen wichtigen Wirtschafts-
zweig dar und die Produktionszahlen in diesem Bereich steigen weltweit stetig weiter.
Die Spezies mit dem grofdten, globalen Produktionsvolumen in der Aquakultur ist die
Pazifische Felsenauster Crassostrea gigas. Gerade ihre Vermehrung in grolem Um-
fang birgt in vielen Fallen ernsthafte mikrobiologische Risiken, zum einen wegen der
hohen Kontaminationsgefahr und zum anderen wegen der der leichten Verderblichkeit
von Schalentieren. Als mikrobiologische Hazards kommen bakterielle und virale Erre-
ger in Frage. Eine Kontamination ist sowohl im Erzeugungsgebiet, aber auch beim

Transport, der Weiterbehandlung und der Lagerung der Tiere denkbar.

Erst die Entwicklung der PCR-Technik ermdglichte es, in den letzten Jahren auch Vi-
rusnachweise in grolkerem Umfang durchzufihren. Mit Hilfe solcher Statuserhebungen
kénnen epidemiologisch relevante Daten zu Vorkommen und Bedeutung virusassozi-
ierter Lebensmittelvergiftungen gewonnen werden. Dabei stehen sowohl Infektionen
mit Hepatitis A-Viren als auch Norovirusinfektionen im Mittelpunkt des Interesses, zu-
mal Infektionen mit diesen Erregern in Deutschland als meldepflichtige Erkrankungen
durch das Infektionsschutzgesetz (IfSG) erfasst werden. Seit der Einfiihrung der Mel-
depflicht fir Noroviruserkrankungen beim Menschen weisen die steigenden Zahlen der

nachgewiesenen Falle auf die erhebliche Bedeutung dieses pathogenen Agens hin.

Angesichts des hohen Risikos galt die vorliegende Erhebung sowohl dem Nachweis
von Noro- und Hepatitis A-Viren, als auch der Erfassung des bakteriellen Keimstatus in
Pazifischen Felsenaustern (Crassostrea gigas). Gleichzeitig wurden beim Nachweis
der Noroviren verschiedene PCR Nachweismethoden gegenubergestellt und bezuglich

ihrer Sensibilitat und Sensitivitat miteinander verglichen.



2 Literaturtbersicht

2 Literaturubersicht

2.1 Vorkommen ausgewahlter Erreger in Austern

2.1.1 Virale Erreger

2.1.1.1  Noroviren als Ausloser von Gastroenteritiden beim Menschen

Gastroenteritiden stellen weltweit eines der wichtigsten Gesundheitsprobleme dar. Mit
der EinfUhrung neuer, sensitiver Untersuchungsmethoden zeigte sich, dass Noroviren
Hauptverursacher von Ausbriichen akuter, nichtbakterieller Gastroenteritiden beim
Menschen sind. Bis zu 93 % dieser Erkrankungen bei Erwachsenen, etwa 30 % bei
Kindern und 60-85 % aller Ausbriiche humaner Gastroenteritiden innerhalb der Verei-
nigten Staaten, Europa und Japan konnten auf Noroviren zurlckgefiihrt werden
(LOPMAN et al. 2003, FANKHAUSER et al. 2002, INOUYE et al. 2000). Besonders Einrich-
tungen der Gemeinschaftsverpflegung, Gemeinschaftseinrichtungen wie Altenheime,
Schulen, Kranken- und Waisenhauser, Kindertagesstatten und im besonderen Male
auch Kreuzfahrtschiffe sind von den Ausbriichen gefahrdet (WIDDOWSON et al. 2004,
GREEN et al. 2002, FANKHAUSER et al. 2002, GLASS et al. 2000). Anders als bei Infekti-
onen mit Rotaviren sind alle Altersgruppen betroffen (DE WIT et al. 2001, SETHI et al.
1999). Nach den Daten des Infektionsschutzgesetzes in Deutschland erkranken jedoch
Kinder unter 5 Jahren und &ltere Personen Uber 70 Jahre besonders haufig (RKI
2007). Das Virus ist hochkontagits und hinterlasst nur eine kurze Immunitat. Des Wei-
teren schitzen die Antikdrper gegen einen Stamm nicht zwangslaufig auch vor einer
Infektion mit einem anderen, heterologen Stamm (MATSUI und GREENBERG 2000,
PARRINO et al. 1977). Wiederholt auftretende Norovirus-Infektionen bei Erwachsenen
sprechen ebenfalls dafir, dass es nicht zu einer dauerhaften und belastbaren Immuni-
tat kommt (FANKHAUSER et al. 2002, ROCKX et al. 2002). Derzeit ist keine Vaccine er-
haltlich, die Schutz vor einer Infektion bietet (ESTES et al. 2000).

Noroviren verfligen Uber eine ausgepragte Umweltstabilitat, bleiben auf Oberflachen
fur Wochen bis Monate lebensfahig und besitzen nur eine eingeschrankte Empfindlich-
keit gegenuber Desinfektionsmitteln. Der Erreger Uberlebt 0°C, 60°C und Chlorierung

von 10 ppm.
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2.1.1.1.1 Erreger

Noroviren, vor 2004 noch als ,Norwalk-Like“-Viren bezeichnet, wurden 1972 entdeckt
(DOLIN et al. 1972 und KAPIKIAN et al. 1972) und gehdren zur Familie der Caliciviridae
(VAN REGENMORTEL et al. 2000). lhr Familienname leitet sich vom griechischen
KaAukag fur Kelch ab und weist auf die tassenformig vertieften Strukturen der lkosae-

derseitenflachen hin (s. Abbildung 1).

Abbildung 1: Noroviren im elektronenmikroskopischen Bild. © 1994 Veterinary Scien-
ces Division, F.P. Williams, US EPA

Die Familie wird in vier Genera unterteilt: Die Genera Vesivirus und Lagovirus umfas-
sen nur tierpathogene Erreger. Humanpathogene Viren sind gemaR einer Festsetzung
des ,International Committee on Taxonomy of Viruses* (ICTV) den Gattungen Norovi-
rus (NV) und Sapovirus (SV) zugeordnet. Die Genera unterscheiden sich vor allem in
ihrem Genomaufbau. Eine direkte Serotypisierung ist nicht mdglich, da die Zuchtung in
Zellkultur bei den humanpathogenen Caliciviren zurzeit noch nicht méglich ist (DUIZER
et al. 2004).

Noroviren besitzen einen Durchmesser von 35 bis 39 nm. Im elektronenmikroskopi-
schen Bild weisen sie eine unscharfe, fast runde Struktur auf. Sie besitzen, wie alle
Vertreter der Familie, ein unbehiilltes, ikosaedrisches Kapsid, welches aus 180 Einhei-
ten eines Proteins besteht und ein Molekulargewicht von 59 kD besitzt. Neben diesem
Kapsidprotein kann man von den Partikeln ein l8sliches Polypeptid mit einem Moleku-
largewicht von 30 kD gewinnen. Hierbei handelt es sich um ein proteolytisch erzeugtes

Fragment des Kapsidproteins, dessen Funktion unbekannt ist.

Das Genom der Noroviren besteht aus einer einzelstrangigen RNA mit positiver Polari-
tat. Es ist an den 3" Enden polyadenyliert und weist eine Lange von etwa 7,5 kB auf.
An den 5°-Enden der RNA ist kovalent ein kleines, viruscodiertes Protein gebunden,
das dem VPG der Picornaviren entspricht (VPG = virales Protein, genomassoziiert) (s.
21.1.2.1).
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In den 5°- und 3 -Bereichen der genomischen RNA befinden sich kurze, nicht transla-
tierbare Sequenzfolgen. Die Anordnung der offenen Leserahmen unterscheidet die
Vertreter der unterschiedlichen Gattungen. Bei den Noroviren findet man drei getrennte
ORF (Open Reading Frames). ORF1 ist fur die Synthese des Vorlauferproteins der
Nichtstrukturproteine verantwortlich. Es wird durch die Aktivitdt einer Serinprotease
autokatalytisch gespalten, wodurch neben der Protease fir das VPG-Protein auch eine
Helicase und die RNA-abhangige RNA-Polymerase entstehen. Letztere ist flr die Syn-
these der Negativstranggenome verantwortlich, von denen im Replikationszyklus die
RNA-Genome der Nachkommenviren abgelesen werden. ORF2 und ORF3 codieren
das Major (VP1) und Minor (VP2) Kapsidprotein (GREEN et al. 2001). Das VP1-Protein
bildet zwei Domanen: P (protruding, P1 und P2) und S (shell). Die meisten zellularen
Interaktionen und immunologischen Reaktionen finden dabei wohl an der P2 Subdo-
mane statt, die Uber die virale Oberflache hinausragt (CHAKRAVARTY et al. 2005). Das
Kapsidprotein bildet also nicht nur ein aulieres Stlitzgerust fir das Virus, sondern ent-
halt darGber hinaus Bindungsstellen und Determinanten zur viralen Pheno- und Sero-
typisierung. Die Funktion des VP2 steht mit der up-Regulierung der VP1 Expression
und der Stabilisation des VP1 in der Virusstruktur in Verbindung (BERTOLOTTI-CIARLET
et al. 2003).

Wie die meisten einzelstrangigen RNA-Viren weisen Noroviren eine ausgepragte Ge-
nomvariabilitdt auf (KATAYAMA et al. 2002, ANDO et al. 2000, GREEN et al. 2000). Sie
zeigen Antigendrift und auch Antigenshift durch genetische Rekombination zwischen
den unterschiedlichen Stdmmen. Antigenshift bezeichnet den Austausch genetischer
Informationen zwischen verschiedenen Virusarten oder -subtypen. Dazu missen die
Viren ein segmentiertes Genom besitzen, damit einzelne Segmente zwischen den Vi-
ren innerhalb der gleichen Zelle wahrend der Vermehrung ausgetauscht werden kon-
nen; der genetische Vorgang selbst wird reassortment bzw. Reassortierung genannt.
Antigendrift ist die langsame, kontinuierliche und punktuelle Veranderung von immuni-
tatsbildenden Oberflachenstrukturen (Antigenen) von Viren. Im Gegensatz zur
Antigenshift passiert die Antigendrift zufallig und in kleinerem Rahmen durch Kopier-
fehler (Punktmutationen) wahrend der Replikation. Als Folge der Entwicklung der Re-
verse Transkription Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR) und Gensequenzierung ist
es heute moglich, die Viren voneinander zu unterscheiden und Verwandtschaftsgrade
zwischen den einzelnen Stdmmen zu erkennen und zu verstehen (KATAYAMA et al.
2002, ANDO et al. 2000).
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Bisher konnten flnf Norovirus Genogruppen durch molekulare Charakterisierung der
kompletten Kapsid-Gensequenzen unterschieden werden (KARST et al. 2003, OLIVER
et al. 2003, FANKHAUSER et al. 2002). Die Noroviren der Genogruppen Il und V wurden
in Mausen und Kuhen gefunden. Die Stamme der Genogruppen |, Il und IV wurden mit
Ausnahme des Stammes GIlI/11 (porciner Stamm) beim Menschen nachgewiesen.
Dabei sind ausschlielRlich Genotypen der Genogruppe | und insbesondere der Ge-
nogruppe |l am Norovirus-Infektionsgeschehen beteiligt. Die Erfassung der Zirkulation
von Genotypvarianten ist Gegenstand weltweiter Untersuchungen. Besonders auffal-
lend war, dass der Anstieg in den Saisons 2002/03, 2004/05, 2006/07 fast ausschlief3-
lich mit dem Auftreten antigener Driftvarianten des Genotyps Gll/4 korrelierte. In den
Wintern mit niedrigerer Norovirus-Aktivitat wurde das Ausbruchsgeschehen stets durch
die Kozirkulation differenter Genotypen der Genogruppe | und Il bestimmt. Fir Januar
2008 zeigen die bisherigen Daten des RKI, dass fast ausschlief3lich nur noch Drift-
Varianten des Genotyps GGllI/4 das Infektionsgeschehen bestimmen. Somit sind er-
neut antigene Driftvarianten des Genotyps Gll/4 fir die erhéhten Norovirus-Infektionen
verantwortlich (RKI 2008). Der Mensch stellt fur alle genannten Norovirus-Stamme das
einzige Reservoir dar. Wie in Abbildung 2 dargestellt, wurden bisher 14 verschiedene
Genotypen in der Genogruppe Gl und 17 Genotypen in der Genogruppe GIl anhand
von Kapsid-Gensequenzen identifiziert (KAGAYAMA et al. 2004).
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Abbildung 2: Phylogenetisches Dendrogramm der Norovirus Genogruppen | und Il. Die
Einteilung basiert auf der genetischen Variabilitdt in der Kapsid N-terminal/shell (N/S)
Doméne (KAGAYAMA et al. 2004).
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Den initialen Schritt im Vermehrungszyklus bildet die Translation der Nichtstrukturpro-
teine unter Verwendung des Plusstrang-RNA-Genoms als mRNA. Durch autokatalyti-
sche Spaltung desselben entsteht die virale RNA-abhangige RNA-Polymerase mit Hilfe
derer dann vom Virusgenom zwei unterschiedliche Kopien des Negativstrangs gebildet
werden: ein Gegenstrang zur genomischen RNA, der als Matrize fur die Synthese der
neuen Virusgenome dient, sowie eine Kopie, welche die Bereiche zum 3’-Ende des
Genoms orientierten Leserahmen lberspannt und etwa 2.500 Basen umfasst. Von
diesen subgenomischen RNA-Negativstrangen werden die subgenomischen mRNAs
gebildet, von denen dann die Kapsidproteine und das Protein des Leserahmens ORF3
translatiert werden. Die Kapsidproteine verbinden sich zu Vorstrukturen der Virusparti-

kel, in welche dann die virale RNA eingelagert wird (MODROW et al. 2003a)

2.1.1.1.2 Vorkommen und Auftreten in Deutschland

Noroviren sind weltweit verbreitet. Infektionen treten ganzjdhrig mit einer saisonalen
Haufung in den Monaten Oktober bis Marz auf. Nach der Einfihrung des IfSG wurden
dem RKI bis Ende 2006 293.994 Norovirus-Infektionen nach Referenzdefinition Gber-
mittelt. In der Saison 2001/2002 waren es 14.423 gemeldete Infektionen. In der folgen-
den Saison 2002/2003 wurden dem RKI bereits S5mal so viele Infektionen berichtet (n =
72.329). 2003/2004 ist die Fallzahl dann auf mehr als die Halfte zuriickgegangen, lag
jedoch doppelt so hoch wie in der Saison 2001/2002 (n = 29.918). Das RKI fuhrte die
Haufung in diesem Jahr auf die neu zirkulierende Virusvariante Jam(boree)-Il/4 zurlck
(RKI 2004).

Wie schnell sich hocheffektive Infektionsketten beim Menschen ausbilden konnen, zei-
gen die Zahlen des Robert-Koch-Instituts aus dem Jahre 2006 (s. Abbildung 3). Hier
kam es ab der 40. Kalenderwoche binnen drei Wochen zu einer Verdreifachung der
Ausbriche in Deutschland. Zwischen der 40. und 43. Meldewoche ist die Zahl der wo-
chentlich Gbermittelten Erkrankungen von 378 auf 1.315 gestiegen (RKI 2007). Zudem
ist von einer erheblichen Untererfassung der Erkrankungen auszugehen, da die Zahl
der Patienten, die keinen Arzt aufsuchen oder deren Erkrankung nicht labordiagnos-
tisch abgeklart wird, sehr hoch ausfallt. Die ausgepragte Variabilitdt des Virus-Genoms
erschwert zudem den Nachweis und tragt zu einer raschen Verbreitung des Erregers in

der Bevdlkerung bei.
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Abbildung 3: Gemeldete Norovirus-Falle in Deutschland (Daten: RKI 2001-2006)

2.1.1.1.3 Reservoir und Ubertragung

Der Mensch stellt das einzige Reservoir fir die humanpathogenen Norovirus-Stamme
dar (DE WIT et al. 2001, SETHI et al. 1999). Ein Zusammenhang zwischen den tier-
pathogenen Caliciviren Vesivirus und Lagovirus und den Erkrankungen beim Men-
schen besteht bisher nicht (RKI 2007).

Die Viren werden von den Erkrankten sehr zahlreich mit dem Stuhl oder Vomitus aus-
geschieden (HOHNE und SCHREIER 2004). Auch nach Abklingen der klinischen Sym-
ptome scheiden die Patienten flr etwa 48 Stunden, im Einzelfall auch bis zu drei Wo-
chen, Virusteilchen aus. Die haufigste Kontaminationsquelle stellen somit fakale Parti-
kel und Vomitusteilchen dar (MADE et al. 2006). Die infektidse Dosis liegt bei etwa 10-
100 Viruspartikeln (BREESE et al. 2002, KRUSE et al. 2002).

Neben der Ubertragung von Mensch zu Mensch z&hlen kontaminierte Lebensmittel
und Trinkwasser zu den moglichen Infektionsquellen (MEAD et al. 1999, CLIVER 1997).
Die Zahl der Erkrankungen, die sich auf eine Infektion mit kontaminierten Lebensmit-
teln oder Trinkwasser zuruckzufuhren Iasst, ist nicht genau bekannt (CROEMANS 1997).
Man rechnet jedoch mit 16 % bis zu 57 % der Gesamtfallzahl (FANKHAUSER et al. 2002,
MEAD et al. 1999).
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2.1.1.1.4 Klinische Symptomatik

Die durch humanpathogene Caliciviren verursachten Gastroenteritiden verlaufen tber-
wiegend mild und transient. Die Krankheitsdauer betragt zwei bis drei Tage (MODROW
et al. 2003a). Die Infektionen zeichnen sich zudem durch eine kurze Inkubationszeit (6-
50 Stunden), schwallartiges Erbrechen und heftige Diarrhée in hoher Frequenz aus
(GoTz et al. 2001, KAPLAN et al. 1982, ADLER et al. 1969). Die Koérpertemperatur ist
dabei meist normal oder nur leicht erhdht, haufig treten Kopfschmerzen, Mattigkeit und
abdominale Schmerzen auf. Es sind zudem leichte und asymptomatische Verlaufe

dokumentiert.

2.1.1.1.5 Diagnostik

Far den Nachweis von Noroviren stehen heute drei verschiedene Methoden zur Verfu-
gung:

e Amplifikation viraler Nukleinsguren (RT-PCR)

¢ Nachweis viraler Proteine (Antigen-EIA)

o Elektronenmikroskopischer Nachweis von Viruspartikeln

Die RT-PCR bietet ein ausreichend sensitives und spezifisches System zur Detektion
von Noroviren in humanen Stuhlproben sowie auch in Umgebungs- und Lebensmittel-
proben. Durch die Einfihrung entsprechender Nachweise mittels der Real-Time PCR
kdnnen Diagnosen heute auch innerhalb kirzester Zeit erbracht werden, was gerade
bei einem Ausbruch von entscheidender Bedeutung ist. Zudem besteht die Moglichkeit,
PCR Produkte zu sequenzieren und so wichtige epidemiologische Zusammenhange zu

erfassen.

Generell sollten alle Patienten, die unter akuter Diarrhée leiden (auch ohne Erbrechen)
auf Noroviren untersucht werden, sofern keine andere Ursache flr die Symptome be-
kannt ist. Insbesondere bei Haufungen von Durchfall und Erbrechen in Gemeinschafts-
einrichtungen, Krankenhausern, Kindertagesstatten und Altenheimen sollte eine
schnellstmdgliche Diagnose erfolgen um die unter 2.1.1.1.2 beschriebene rasche Aus-

breitung der Viren zu verhindern.
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2.1.1.1.6 Praventive Mallnahmen

Da eine Impfung nicht zur Verfliigung steht, ist die konsequente Einhaltung der allge-
meinen Hygieneregeln im Falle einer Infektion mit Noroviren von besonderer Bedeu-
tung. Gerade in der symptomatischen Phase sind diese Hygienemalinahmen laut Rat-
geber des RKI auszuweiten: Absonderung erkrankter Personen, ggf. Kohortenisolie-
rung, Tragen von Handschuhen, Schutzkittel, ggf. geeigneter Atemschutz zur Vermei-
dung einer Infektion in Zusammenhang mit Erbrechen, konsequente Handehygiene,
Handedesinfektion, Desinfektion von Oberflachen, Bedarfsgegenstanden, Toiletten,
Waschbecken und Tirgriffen. Bei der Desinfektion ist darauf zu achten, dass es sich
um ein Praparat mit nachgewiesener viruzider Wirksamkeit handelt (RKI 2007). Um
eine Infektion mit kontaminierten Nahrungsmitteln zu verhindern, sollten alle zu erhit-
zenden Speisen gut durchgegart sein. Roh zu verzehrende Nahrungsmittel sollten
grundlich gewaschen werden. Auch eine Rekontamination der Speisen nach der Zube-
reitung durch infiziertes Klichenpersonal und kontaminierte Bedarfsgegenstande muss

unbedingt vermieden werden.

2.1.1.1.7 Gesetzliche Grundlagen

Eine Meldepflicht fir humane Noroviruserkrankungen besteht in Deutschland seit dem
01. Januar 2001. Fur Leiter von Laboratorien ist somit nach § 7 IfSG der direkte Nach-
weis von Noroviren meldepflichtig. Fiir Arzte sind nach § 6 IfSG Krankheitsverdacht
und Erkrankung an einer akuten infektidsen Gastroenteritis meldepflichtig, wenn der
Patient eine Tatigkeit im Sinne des § 42 IfSG auslbt oder wenn zwei oder mehr
gleichartige Erkrankungen auftreten, bei denen ein epidemiologischer Zusammenhang
wahrscheinlich ist oder vermutet wird. Nach § 34 Abs. 1 IfSG dlrfen Kinder unter 6
Jahren, die an einer infektiosen Gastroenteritis erkrankt sind oder im Verdacht stehen,
erkrankt zu sein, Gemeinschaftseinrichtungen nicht besuchen. Friihestens zwei Tage
nach dem Abklingen der klinischen Symptome braucht die Offentlichkeit nicht mehr

gemieden werden.

Ebenso dirfen erkrankte Personen nicht in Lebensmittelberufen (It. § 42 IfSG) tatig

sein.
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2.1.1.2 Virale Hepatitis A

Die virale Hepatitis A wird unter dem Synonym der ,Gelbsucht® (gr. ikrepog, engl. jaun-
dice), bereits in antiken griechischen, romischen und chinesischen Schriften erwahnt.
Der Begriff der Hepatitis A wurde durch KRUGMAN et al. 1967 eingefiihrt. Das Virus
selbst wurde erstmals 1973 aus den Stuhl infizierter Personen isoliert und elektronen-
mikroskopisch dargestellt (FEINSTONE et al. 1973). Seit diesem Zeitpunkt haben sich
die diagnostischen Verfahren zur Detektion des Virus kontinuierlich weiterentwickelt
(NAINAN et al. 2006).

In unzéhligen Studien konnten Infektionen mit HAV mit dem Konsum fakal kontaminier-
ter Nahrungsmittel und Trinkwasser in Verbindung gebracht werden (KURITSKY et al.
1985, ROSENBLUM et al. 1990, WARNER et al. 1991, HERNANDEZ et al. 1997, GAULIN et
al. 1999, NYG4RD et al. 2001). Infektionen treten sporadisch, endemisch oder in Form
von Epidemien auf. Obwohl das Virus weltweit verbreitet ist, hangt die Inzidenz in den
einzelnen Landern stark von der soziodkonomischen Entwicklung ab. Studien haben
gezeigt, dass die Pravalenz eine Variationsbreite von 15 % in den Industrienationen
und bis nahezu 100 % in einigen Entwicklungslandern aufweist (s. Abbildung 4). In
letzteren machen nahezu alle Menschen die Infektion bereits im Kindes- oder Jugend-
alter durch und erwerben so eine lebenslange Immunitat (WHO 2003). Im Gegensatz
dazu weisen, trotz einer verfiigbaren Schutzimpfung, immer mehr Menschen in den
Industrienationen keine Immunitat gegen HAV auf. Diese Personen sind bei Reisen in
Lander mit hoher HAV Verbreitung stark infektionsgefahrdet. Die Krankheit hat sich
somit in den letzten Jahren laut den Daten des RKI in Deutschland zu einer typischen
Reiseerkrankung entwickelt, die in 40-50 % aller gemeldeten Falle lag vorlag (RKI
2005).

11
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Abbildung 4: Pravalenz von Hepatitis A-Erkrankungen im weltweiten Vergleich
(Quelle: CDC)

2.1.1.21 Erreger

Das Hepatitis A-Virus, einziger Vertreter des Genus Hepatovirus, ist ein einzelstrangi-
ges, unbehdillites RNA-Virus mit einem Durchmesser von 27-28 nm aus der Familie der
Picornaviridae (HOLLINGER und EMERSON 2001). Durch die Plusstrangorientierung des
Genoms konnen Virusproteine direkt, d.h. ohne einen Zwischenschritt, von der RNA
translatiert werden Die bisher unbenannten "Avian encephalomyelitis-like viruses* wur-
den zunachst voriibergehend in diesem Genus eingruppiert. Eine endglltige Klassifika-

tion steht noch aus.

Abbildung 5: Hepatitis A-Virus 225,000fach vergréflert (Quelle: Custom Medical Stock)

12
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Alle Picornaviren haben einen sehr dhnlichen Aufbau: sie sind unbehllt und verfliigen
Uber ein ikosaedrisches Nukleokapsid mit einem Durchmesser von etwa 30 nm. Die
Kapside bestehen aus vier Virusproteinen: VP1, VP2, VP3 und VP4. Ein flnftes Virus-
protein, VPO, findet sich nur unregelmaiig. Es stellt einen Vorlaufer von VP2 und VP4
dar, die erst durch proteolytische Spaltung aus diesem entstehen. Die Virionen beste-
hen aus je 60 Einheiten der Proteine VP1-4 (MODROW et al. 2003b), wobei das VP4,
welches an der Innenseite der Partikel lokalisiert ist, bei den Hepatoviren sehr klein ist
(21-23 Aminosauren) und bisher noch nicht direkt nachgewiesen werden konnte
(MARTIN und LEMON 2006). VP1-3 bilden die Oberflache des |Ikosaeders. Neuere Stu-
dien geben allerdings Anlass zu der Vermutung, dass Hepatitis A-Viren signifikante
Strukturunterschiede gegenliber anderen Vertretern der Familie Picornaviridae aufwei-
sen (MARTIN und LEMON 2006). HAV kann, im Gegensatz zu anderen Hepatitisviren,
erfolgreich in konventionellen Zellkultursystemen vermehrte werden (LEMON 1997).
Allerdings bleiben die Mdglichkeiten in der Diagnostik sehr beschrankt, da bei Feld-
stdmmen meist mehrere Passagen notwendig sind, um die Viren an das Wachstum in
Kultur zu adaptieren. Bei verschiedenen HAV Varianten hat im Zuge dieser Adaption
die Virulenz stark abgenommen, weshalb sie fir die Produktion von Lebend- und To-

timpfstoffen eingesetzt worden sind (LEMON 1997).

Die Virionen der Entero- und Hepatoviren weisen eine sehr hohe Stabilitat auf. pH
Werte von 3 und darunter fihren zu keiner Beeintrachtigung. Auch gegentber Deter-
genzien erweisen sich diese Viren als sehr stabil. Freie Viruspartikel kdnnen in der
Umwelt relativ lange Uberleben (MODROW et al. 2003b)

Das Genom selber weist eine Lange von etwa 7500 Nukleotiden auf (CRISTINA und
CosTA-MATTIOLI 2007). Durch die Positivstrangorientierung kénnen Virusproteine di-
rekt, d.h. ohne einen Zwischenschritt, von der RNA translatiert werden. Das Genom ist
also per se infektids und schon die Aufnahme der gereinigten Nukleinsaure in die Zelle
kann eine Erkrankung auslésen (MODROW et al. 2003b). Das Genom enthalt einen ein-
zelnen, groflen ORF, welcher fir ein Polyprotein codiert, das bei allen Virustypen etwa
2100 Aminosaurereste umfasst (MODROW et al. 2003b, LEMON 1997). Man teilt das
Polyprotein in drei Bereiche (s. Abbildung 6).

Die Proteine, die durch Spaltung entstehen, ordnet man mit GroRbuchstaben den ein-
zelnen Abschnitten zu. Im aminoterminalen Bereich finden sich die Vorlaufersequen-
zen der Kapsidproteine (1A bis 1D), wahrend sich in der Mitte die Nichtstrukturproteine
2A bis 2C befinden. Am carboxyterminalen Ende werden im weiteren Verlauf die en-
zymatisch aktiven Teile und einige weitere Nichtstrukturproteine gebildet, welche fiir
die RNA Replikation notwendig sind (MODROW et al. 2003b):

13
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es handelt sich um 2B, 2C, 3A und 3B (kovalent an das 5’Ende der genomischen RNA
gebunden und wahrscheinlich als Protein Primer fur die RNA-Synthese dienend),
3Cpro (eine Cystin Protease, die verantwortlich flr die meisten post-translationalen
Spaltvorgange innerhalb des Polyproteins ist) und 3Dpol (die virale RNA-abhangige
RNA Polymerase) (CRISTINA und COSTA-MATTIOLI 2007). Gewohnlich entstehen aus
dem Polyprotein elf virale Proteine. An den Bereich der Strukturproteine schlief3t sich
im Polyprotein eine Aminosauresequenzfolge mit proteolytischer Aktivitat an (2A-
Protease). Die Protease entfaltet ihre Aktivitat cotranslational. Der aminoterminale Teil
des Vorlauferproteins wird von dem noch nicht fertig translatierten corboxyterminalen
Bereich abgespalten und so das Protomer, der Vorlaufer der Strukturproteine, gebildet

(MODROW et al. 2003b).

5'NTR VP4 2A 3A 3B
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Abbildung 6: Anordnung des HAV Genoms (CRISTINA und COSTA-MATTIOLI 2007)

Abbildung 6 zeigt das HAV Genom. Das RNA Genom mit positiver Polaritat enthalt
einen einzelnen ORF, der fir ein Polyprotein codiert, welches dann proteolytisch durch
die virale Protease 3Cpro gespalten wird. Eine noch zu identifizierende zellulare Pro-
tease spaltet VP1-2A, markiert durch die roten Pfeile. Strukturproteine (P1) sind blau,
Nicht-Struktur-Proteine (P2 und P3) gelb dargestellt (CRISTINA und COSTA-MATTIOLI
2007).

Das Protomer umfasst die Aminosauren der Kapsidproteine 1A-D; sie entsprechen den
Strukturproteinen VP1-4 (MODROW et al. 2003b). Die proteolytische Spaltung durch die
am carboxyterminalen Ende des Polyproteins gelegene 3Cpro Protease lauft ebenfalls
parallel zur Translation ab. Die Synthese der RNA erfolgt nach dem Zusammensetzen
eines grofRen, makromolekularen Replikase-Komplexes, der die viralen Nicht-Struktur-
Proteine enthalt, welche das 2B-3Dpol Segment des Polyproteins Uberspannen. Fir
diese Vorgange werden Membranen des zellularen Endoplasmatischen Retikulums
genutzt (GOSERT et al. 2000).

14
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Die erste Spaltung des Polyproteins erfolgt an der 2A/2B Verbindungsstelle. Dieser
Vorgang wird, anders als bei den ubrigen Picornaviren, durch die 3cpro Protease ver-
mittelt (MARTIN et al. 1995). Das daraus entstehende P1-2A Vorlaufermolekil wird
dann durch die virale Protease weiter gespalten. Es entstehen zwei Kapsid-
Vorlauferproteine: VPO (Vorlaufer fir VP4-VP2), VP1-2A und das bereits ausgereifte
VP3 Kapsidprotein. Die Spaltung von VPO erfolgt dabei erst im Verlauf der Virusreifung
(CRISTINA und COSTA-MATTIOLI 2007). VP1-3 bilden die Seitenflachen des ikosaedri-
schen, infektidsen Viruspartikels. Die Proteine bestehen dabei aus acht antiparallel
angeordneten B-Faltblattstrukturen, die durch Aminosaureschleifen miteinander ver-
bunden und so angeordnet sind, dass die einzelnen Proteine einen keilférmigen Auf-

bau bekommen.

Fivefold axis

Threefold axis

a) Protomer b} Pentamer c) Capsid

Abbildung 7: Aufbau eines Picornaviruspartikels (CRISTINA und COSTA-MATTIOLI 2007)

a) Jedes Protomer, Vorlaufer der Strukturproteine ist aus den proteolytischen Spaltpro-
dukten eines Vorlauferpolyproteins aufgebaut. Die Oberflache des Virions wird dabei

von VP1-3 gebildet, wahrend VP4 an der Innenseite liegt.

b) Je 5 Protomere setzen sich zu einem Pentamer zusammen. Die Faltachse ist durch

den Pfeil gekennzeichnet.

c) Ein ikosaedrisches Kapsid setzt sich aus 12 Pentameren zusammen. Eine der 20

Faltachsen ist durch den Pfeil markiert.
(CRISTINA und COSTA-MATTIOLI 2007)

Wahrend des Replikationszyklus von Picornaviren wird eine Abschrift des RNA-
Positivstranggenoms in negativer Ausrichtung vorgenommen. Dieses dient dann als
Matrize fur die Produktion von neuen RNA-Molekilen. Da ein solcher Prozess nicht zur
Nukleinsauresynthese der Zelle gehért, finden sich in ihr auch keine entsprechenden

Enzyme, welche diese Reaktion durchfuhren kénnen.
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Das Virus muss dementsprechend fur das bendtigte Enzym selbst codieren und im
Verlauf des Infektionszyklus die Aktivitat einer RNA-abhangigen RNA-Polymerase ent-
falten. Die bereits erwdhnte 3D-Polymerase (3Dpol) besitzt eine Lange von 491 Ami-
nosauren. 3Dpol weist eine relativ hohe Fehlerrate auf, die bei etwa einer Abweichung
pro 2200 anpolymerisierten Basen liegt. Hieraus |asst sich folgern, dass jeder neu syn-
thetisierte RNA-Strang etwa vier Mutationen aufweist (MODROW et al. 2003b).

2.1.1.2.2 Verbreitung und Haufigkeit

Verschiedene HAV Genotypen haben eine unterschiedliche geographische Verbreitung
(s. Abbildung 8) (NAINAN et al. 2006). Genotyp | besitzt die weltweit hochste Pravalenz,
und Sub-Genotyp IA ist weiter verbreitet als IB. In Nord- und Stidamerika, Europa, Chi-
na und Japan herrschen diese Sub-Genotypen vor (COSTA-MATTIOLI et al. 2001a,
CosTA-MATTIOLI et al. 2001b, ROBERTSON et al. 1991). Der Stamm PA21 des Sub-
Genotyps I[lIA (BROWN et al. 1989) wurde urspriinglich aus in Panama gefangenen
Nachtaffen isoliert, und man dachte lange, dass sich dieser Stamm ausschlie3lich bei
niederen Primaten findet. Dass er in seinem Aminosauremuster keine nennenswerten
Unterschiede gegenuber den humanen Stdmmen aufweist, erkannte man Jahre spater
bei einer Analyse der Gensequenz (ROBERTSON et al. 1992, NAINAN et al. 1991).

Uber eine Co-Zirkulation einzelner Genotypen oder Sub-Genotypen wird aus verschie-
denen Regionen berichtet: 1A und IB in Sudafrika (TAYLOR 1997), Brasilien (VILLAR et
al. 2004) und Frankreich (COSTA-MATTIOLI et al. 2001a, COSTA-MATTIOLI et al. 2001b)
sowie IA und IlIA in Indien (HUSSAIN et al. 2005).

Fruhere Studien an HAV Isolaten aus Zellkulturen zeigten nur eine geringe genetische
Variation zwischen den einzelnen Stammen, was wohl mit einer Kreuzkontamination
innerhalb der Zellkulturen zusammenhangt. Neuere Studien an Isolaten von klinisch
erkrankten Personen (Stuhl, Leber-Suspension und Serum) zeigen hingegen eine
deutlichere genetische Heterogenitat (CRISTINA und COSTA-MATTIOLI 2007).

In Deutschland werden die Daten entsprechend der Meldepflicht gemal IfSG erfasst.
Der aktuelle Datenstand wird wochentlich im  Epidemiologischen  Bulletin
(http://www.rki.de>Infektionsschutz>Epidemiologisches Bulletin) veroffentlicht. Bis zum
Jahre 2003 zeigte sich die Zahl der Erkrankungen stets riicklaufig. 2004 hingegen stieg
sie mit 1.932 Fallen um 41 % gegenuber dem Vorjahr deutlich an. Diese temporare
Zunahme konnte mit zwei grofen Ausbriichen im slidlichen NRW und im nérdlichen
Rheinland-Pfalz in Verbindung gebracht werden (RKI 2005). 2005 und 2006 bestand

wiederum eine rucklaufige Tendenz (s. Abbildung 9).
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Abbildung 8: Geographische Verbreitung von HAV Genotypen. Humane Genotypen
sind dabei schwarz, Genotypen, die beim Affen isoliert wurden, rot dargestellt. Der
Stamm PA21 ist grin dargestellt (CRISTINA and COSTA-MATTIOLI 2007)

Ubermittelte Hepatitis A-Infektionen in
Deutschland 2000-2006

2500

2000

Anzahl der 1200
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Abbildung 9: Ubermittelte Hep. A-Infektionen in Deutschland (Daten: RKI 2000-2006)
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2.1.1.2.3 Reservoir und Ubertragung

Der Mensch ist Hauptwirt und bildet das einzige Reservoir fur HAV (NAoumov 2007).
Die Ubertragung erfolgt fakal-oral durch Kontakt oder Schmierinfektion. In Landern mit
niedrigem Hygienestatus findet die Ubertragung hauptsachlich Uber Trinkwasser und
Lebensmittel statt. Dabei bilden vor allem Muscheln eine wichtige Ubertragungsquelle,
aber auch durch kiinstliche Bewasserung mit Fakalien kontaminierte Gemuse und Sa-
late stellen ein Risiko dar. Besonders gefahrdet sind in diesem Zusammenhang Touris-
ten, die in abgelegene Regionen reisen, sowie Entwicklungshelfer und medizinisches
Personal in Entwicklungslandern. In den Industrienationen stellt die Ubertragung von
Mensch zu Mensch den Hauptinfektionsweg dar (NAoumov 2007).

Neben der intrafamilidren Ubertragung sind hier als Risikofaktoren der Kontakt zu infi-
zierten Personen in einer Tagesstatte und homosexuelle Praktiken unter Mannern zu
nennen (LEMON 1997). Weiterhin sind auch Falle bekannt geworden, bei denen Dro-
genabhangige in der Viramiephase, welche mehrere Wochen andauern kann, den Er-
reger Uber kontaminierte Spritzenbestecke an andere Benutzer weitergegeben haben.
Diese Ubertragung auf dem Blutweg wurde erstmals in Schweden (WIDELL et al. 1983),
spater auch in anderen Landern beschrieben. In den Jahren 1989 bis 1992 wurden
mehrere Falle bekannt, bei denen sich Hamophilie A-Patienten an Faktor VIII-
Plasmakonzentraten mit Hepatitis A infizierten. Zur Inaktivierung von durch Blut Uber-
tragbaren Viren wurde das Konzentrat mit einer Mischung aus Tri-(n-butyl)-phosphat
und einem Detergenz (Polysorbat 80) behandelt. Diese Methode inaktiviert behillte
Viren wie Hepatitis B oder C und HIV zuverlassig. Die Infektiositat der unbehliliten He-
patitis A-Viren wird hingegen nicht vermindert (MANUCCI et al. 1992).

2.1.1.2.4 Klinische Symptomatik

Das Risiko, nach einer Infektion mit HAV klinisch apparent zu erkranken, steht in direk-
ter Korrelation mit dem Alter der infizierten Person. Bei Kindern unter 6 Jahren verlauft
die Infektion normalerweise asymptomatisch. Nur 10 % von Personen dieser Altersstu-
fe entwickeln klinische Symptome. Bei alteren Kindern und Erwachsenen ruft die Infek-
tion meist auch klinische Symptome hervor: ungefahr 70 % der Infizierten erkranken an
einer Gelbsucht. Somit sind Regionen mit einem sehr hohen Durchseuchungsgrad
generell durch asymptomatische Infektionen in der Kindheit gekennzeichnet. Klinisch

apparente Falle treten nur gelegentlich auf (WHO 2003).

Hepatitis A-Viren vermehren sich in vivo vornehmlich in den Hepatocyten (NAOUMOV
2007), wobei die Viren in groBer Menge in die bilidren Canaliculi abgegeben werden
(NAoumov 2003).
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Neben der fakalen Ausscheidung zeigt sich eine ausgedehnte Viramie, welche vom
Beginn der Infektion bis zum Auftreten der Leberschadigung anhalt. HAV selbst hat
dabei keinen cytopathischen Effekt; die Leberzellschadigung entsteht durch die zell-
vermittelte Immunantwort. Die Inkubationszeit schwankt zwischen 2 und 6 Wochen.
Ihre Dauer scheint von der Infektionsdosis abzuhangen. Fir ein paar Tage zeigen die
Patienten Prodromalsymptome: Krankheitsgefiihl, Appetitlosigkeit, Ubelkeit, Erbrechen
und Fieber. Das Ausscheiden von dunkel gefarbtem Urin ist dann normalerweise das
erste klinische Zeichen, welches spezifisch auf die Erkrankung hinweist. Es folgt dann
haufig eine ikterische Phase. Neben einer Leberschwellung kommt es bei etwa einem
Viertel der Patienten auch zu einer MilzvergréRerung, bei einigen auch zu Zeichen ei-
ner Cholestase. Haufig zeigt sich Juckreiz am gesamten Korper. Der Stuhl ist blass
gefarbt. Farbe und Konsistenz des Stuhls normalisieren sich nach etwa 2-3 Wochen,

was meist ein Zeichen der Rekonvaleszenz darstellt (NAOUMOV 2007).

Generell verlauft die Erkrankung unkompliziert. In etwa 10 % aller Falle treten protra-
hierte Verlaufsformen auf, die unter Umstanden mehrere Monate andauern, dann je-
doch ohne Komplikationen ausheilen (RKI 2006). Das Risiko an einer fulminanten, oft-
mals letalen Hepatitis zu erkranken, liegt bei etwa 0,14-0,35 %. Auch hier bildet das
Alter den entscheidenden Faktor: bei Erkrankten tber 49 Jahren liegt die Sterberate
bei 2,7 % und hdher, wenn die Patienten an einer chronischen Lebererkrankung leiden
(NAoumov 2007).

2.1.1.2.5 Diagnostik

Bei den Hepatitis A-Patienten ist in der Regel eine deutliche Erhéhung der Transami-
nasen, des direkten und indirekten Bilirubins im Serum, sowie des Urobilinogens im
Harn zu beobachten. Die spezifische Diagnose der frischen Erkrankung geschieht Gber
den Nachweis von anti-HAV-IgM im Serum. Nach dem Auftreten der klinischen Sym-
ptome sind die Antikorper fir 3-6 Monate im Blut nachweisbar. Ein positiver Nachweis
von anti-HAV-IgG, in Abwesenheit von anti-HAV-IgM, zeigt einen Kontakt mit HAV in
der Vergangenheit und eine erworbene Immunitat an (s. Abbildung 10) (RKI 2006).

Die Amplifikation von HAV-RNA mittels PCR bietet ein ausreichend sensitives und
spezifisches System zur Detektion von HAV in humanen Stuhl- und Blutproben sowie
auch in Umgebungs- und Lebensmittelproben. Durch die Einfihrung entsprechender
Nachweise mittels der Real-Time PCR kann die Diagnose heute innerhalb kirzester
Zeit erfolgen. Zudem besteht die Moglichkeit, PCR Produkte zu sequenzieren und so
wichtige epidemiologische Zusammenhange zu erfassen. Der Nachweis von HAV-
Antigen mittels ELISA im Stuhl ist ebenfalls méglich (RKI 2006).
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Abbildung 10: Diagnose der Hepatitis A-Infektion. (HAV = Hepatitis A-Virus; ALT = Ala-

nin Transaminase; Ig = Immunoglobulin.) Quelle: CDC 2004a

2.1.1.2.6 Praventive Mallnahmen

An erster Stelle der PraventivmalRnahmen steht sicherlich die Verbesserung der hygie-
nischen Verhaltnisse. Die Erkrankung ist seit 1951 im Gebiet der ehemaligen DDR
meldepflichtig und seit 1962 in den alten Bundeslandern (RKI 2004). In der Vergan-
genheit bestand die weitere Prophylaxe vor allem in der passiven Immunisierung mit
humanem Immunglobulin. Die hierdurch erworbene Immunitat hielt fir etwa 2-6 Mona-
te an. Mit der Entwicklung effektiver und sicherer Impfstoffe auf Basis von formaldehyd-
inaktivierten HAV setzte sich dann mehr und mehr die aktive Immunisierung durch.
Durch sie werden hdhere Antikorpertiter erreicht, die dann eine langer anhaltende Im-
munitat (12-15 Jahre) gewahrleisten (NAoumov 2007).

Eine Indikation fur eine Impfung besteht in erster Linie fur Reisende in Gebiete mit ho-
her Hepatitis A-Pravalenz. DarlUber hinaus wird die Impfung gemaR den Impfempfeh-
lungen der Standigen Impfkommission, STIKO, am Robert Koch-Institut
(http://www.rki.de>Infektionsschutz>Impfen>Empfehlungen der STIKO) fir folgenden

Personenkreis empfohlen:
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2.1.1.2.6.1 Indikationsimpfung
o Homosexuell aktive Manner
e Personen mit substitutionspflichtiger Hamophilie

e Personen in psychiatrischen Einrichtungen oder vergleichbaren Fursorgeeinrich-

tungen flr Zerebralgeschadigte oder Verhaltensgestorte

e Personen, die an einer chronischen Leberkrankheit einschlielBlich chronischen

Krankheiten mit Leberbeteiligung leiden und keine HAV-Antikérper besitzen

21.1.2.6.2 Impfungen aufgrund eines erhohten beruflichen Risikos, z.B. nach
Gefahrdungsbeurteilung entsprechend Biostoffverordnung und G 42

(Tatigkeiten mit Infektionsgefahrdung) sowie aus hygienischer Indikation

o HA-gefahrdetes Personal im Gesundheitsdienst, z.B. in der Padiatrie und Infekti-

onsmedizin
o HA-gefahrdetes Personal in Laboratorien
e Personal in Kindertagesstatten und —heimen

e Personal in psychiatrischen Einrichtungen oder vergleichbaren Fursorgeeinrichtun-

gen flr Zerebralgeschadigte oder Verhaltensgestorte

e Kanalisations- und Klarwerksarbeiter mit direktem Kontakt zu Abwasser

2.1.1.2.6.3 Postexpositionelle Prophylaxe/Riegelungsimpfungen

Personen mit Kontakt zu Hepatitis A-Erkrankten (Riegelungsimpfung: vor allem in Ge-
meinschaftseinrichtungen und Schulen). Bei einer aktuellen Exposition von Personen,
fur die eine Hepatitis A ein besonderes Risiko darstellt, kann zeitgleich mit der ersten

Impfung ein Immunglobulinpraparat gegeben werden.

Beim Umgang mit an Hepatitis A-Erkrankten und ihren Kontaktpersonen ist zu bertck-
sichtigen, dass der Hohepunkt der Virusausscheidung und damit der Gipfel der Infekti-
ositat in der spaten Inkubationsphase, d.h. 1-2 Wochen vor Beginn des lkterus liegt. Im
Krankenhaus sind die Benutzung einer eigenen Toilette sowie die Belehrung Gber eine
sorgfaltige Hygiene notwendig. Eine Isolierung der Patienten ist bis zu 2 Wochen nach
Auftreten der ersten klinischen Symptome bzw. eine Woche nach Auftreten des Ikterus

angezeigt. Im Ubrigen gelten die Regeln der Standardhygiene (RKI 2006).
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2.1.1.2.7 Gesetzliche Grundlagen

Gemal dem IfSG ist laut § 6 Abs. 1 der feststellende Arzt verpflichtet, sowohl den Ver-
dacht als auch Erkrankung und Tod an akuter Virushepatitis an das zustandige Ge-

sundheitsamt zu melden.

Leiter von Untersuchungsstellen (Laboratorien) sind nach § 7 IfSG verpflichtet, den
direkten oder indirekten Nachweis des Hepatitis A-Virus zu melden, soweit dieser auf

eine akute Infektion hinweist.

Entsprechend § 34 Abs. 1 Satz 1 Nr. 19 des IfSG dirfen Personen, die an Virushepati-
tis erkrankt oder dessen verdachtig sind, in Gemeinschaftseinrichtungen keine Lehr-,
Erziehungs-, Pflege-, Aufsichts- oder sonstigen Tatigkeiten ausliben, bei denen sie
Kontakt zu den dort Betreuten haben, bis nach arztlichem Urteil eine Weiterverbreitung

der Krankheit durch sie nicht mehr zu beflirchten ist.

Fir die in Gemeinschaftseinrichtungen Betreuten gilt, dass sie, falls sie an Hepatitis A
erkrankt oder dessen verdachtig sind, die dem Betrieb der Gemeinschaftseinrichtung
dienenden Raume nicht betreten, Einrichtungen der Gemeinschaftseinrichtung nicht
benutzen und an Veranstaltungen der Gemeinschaftseinrichtung nicht teilnehmen duar-

fen.

Die in § 34 Abs. 1 Satz 1 und 2 getroffenen Regelungen gelten entsprechend fir Per-
sonen, in deren Wohngemeinschaft nach arztlichem Urteil eine Erkrankung oder ein

Verdacht auf Hepatitis A aufgetreten ist.

Nach § 42 IfSG durfen Personen, die an Hepatitis A erkrankt oder dessen verdachtig

sind, nicht tatig sein oder beschaftigt werden:

e beim Herstellen, Behandeln oder Inverkehrbringen der in § 42 (2) genannten

Lebensmittel, wenn sie dabei mit diesen in Berihrung kommen oder

e in Kiichen von Gaststatten und sonstigen Einrichtungen mit oder zur Gemein-

schaftsverpflegung
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Lebensmittel gemal § 42 (2) sind:
e Fleisch, Gefllgelfleisch und Erzeugnisse daraus
e Milch und Erzeugnisse auf Milchbasis
e Fische, Krebse oder Weichtiere und Erzeugnisse daraus
o Eiprodukte
e Sauglings- oder Kleinkindernahrung
e Speiseeis und Speiseeishalberzeugnisse
e Backwaren mit nicht durchgebackener oder durcherhitzter Fiillung oder Auflage

o Feinkost-, Rohkost- und Kartoffelsalate, Marinaden, Mayonnaisen, andere e-

mulgierte SoRen, Nahrungshefen

In Gemeinschaftseinrichtungen sollte bei Kontaktpersonen fur 1-2 Wochen nach einer
postexpositionellen Impfung ein Ausschluss erfolgen. Auferdem sollten fir mindestens
vier Wochen strikte hygienische Bedingungen eingehalten werden. Ansonsten sind
Kontaktpersonen vier Wochen nach dem letzten Kontakt zu einer infektiosen Person
vom Besuch von Schulen und anderen Gemeinschaftseinrichtungen auszuschlie3en,
sofern nicht die strikte Einhaltung von hygienischen MaRnahmen zur Verhitung einer
HAV Ubertragung gewahrleistet ist (§ 34 Abs. 7 IfSG). Dazu gehért vor allem eine um-
fassende Handehygiene (RKI 2006).
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2.1.2 Salmonella spp.

Das Genus Salmonella aus der Familie der Enterobacteriaceae umfasst drei Spezies:
Salmonella bongori, Salmonella enterica und Salmonella subterranea. S. enterica wird
in die sechs in Tabelle 1 aufgefihrten Subspezies unterteilt. Innerhalb der Subspezies
ordnet man individuelle Isolate einem der mehr als 2500 verschiedenen Serovare zu,
wobei Salmonella enterica subsp. enterica die groRte Vielfalt aufweist. Die Serovare
werden nach dem Kauffmann-White-Schema aufgrund des Vorkommens von unter-
schiedlichen O- und H-Antigenen klassifiziert. Zusatzlich verfiigen einige Arten Uber ein
Kapselantigen (= K-Antigen). Da durch das Kauffmann-White-Schema nur eine H-
Phase nachweisbar ist und zur Typisierung aber auf jeden Fall beide H-Phasen bend-
tigt werden, muss die zweite H-Phase durch eine Schwarmplatte nach Sven-Gard zur
Ausbildung gebracht werden (Hirsh 1999c).

Tabelle 1: Salmonella enterica Subspezies

Gruppe  Gruppe

(nach (nach ) . Galaktu- _
Malonat ONPG Dulcit Salicin ) Gelatine

Subspe- Nummer) ronsaure

zies)

S. ente-
rica ssp. | negativ  negativ | positiv negativ | negativ | negativ
enterica

S. ente-
rica ssp. |l positiv negativ | positiv negativ | positiv positiv
salamae

S. ente-
rica ssp.
arizonae,
und S. Il positiv positiv negativ | negativ | schwach | positiv
enterica
ssp. dia-

rizonae
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Tabelle 1: Salmonella enterica Subspezies

Gruppe  Gruppe

(nach (nach ) o Galaktu- _
Malonat ONPG Dulcit Salicin ) Gelatine

Subspe- Nummer) ronsaure

zies)

S. ente-
rica ssp. IV negativ | negativ  negativ | positiv positiv positiv

houtenae

S. ente-

rica ssp. VI negativ | variabel | variabel | negativ | positiv positiv
indica

Erlauterungen: Malonat: Verwertung von Malonat als Kohlenstoffquelle (C-Quelle); ONPG: Hydrolyse von
O-Nitrophenyl-B-D-galactopyranosid (ONPG); Dulcit: Verwertung von Dulcit (einem Zuckeralkohol) als C-

Quelle; Salicin: Verwertung von Salicin als C-Quelle, Galakturonsaure: Verwertung von Galakturonsaure,

Gelatine: Hydrolyse von Gelatine (nach HALLANDER et al. 2002).

Salmonellen sind gram-negative, oxidase-negative, katalase-positive Stabchenbakteri-
en, die Kohlenhydrate sowohl oxidativ als auch fermentativ verstoffwechseln kénnen.

Die meisten Salmonellen sind beweglich (ICMSF 1996a).

Salmonellen sind jedes Jahr fur rund 10 % der lebensmittelassozierten Erkrankungen
und fur etwa 30 % der durch Lebensmittel verursachten Todesfalle in den USA verant-
wortlich (MEAD et al. 1999) Gem. § 6 Abs. 1 Nr. 2 Infektionsschutzgesetz (IfSG) ist der
Verdacht auf oder die Erkrankung an akuter infektiéser Gastroenteritis in Deutschland
meldepflichtig, wenn eine Person betroffen ist, die im Lebensmittelbereich tatig ist oder
zwei oder mehr gleichartige Erkrankungen auftreten, bei denen ein epidemiologischer
Zusammenhang wahrscheinlich ist oder vermutet wird. Nach § 7 ist jeglicher Nachweis
von Salmonellen unverziglich, spatestens jedoch innerhalb von 24 Stunden, durch das
untersuchende Labor dem flir den Einsender zustandigen Gesundheitsamt zu melden.
Bis zur 42. Meldewoche 2007 wurden dem Robert-Koch-Institut in Deutschland 46.127

Infektionen mit Salmonellen Gbermittelt.

Die minimale infektiose Dosis hangt neben der unterschiedlichen Virulenz der Stamme
sowie dem Substrat stark von der Allgemeinkonstitution der betroffenen Personen ab.
Die Infektion erfolgt in der Regel durch den Verzehr kontaminierter Lebensmittel. Die
Infektionsdosis fiir erwachsene Menschen liegt bei 10* bis 10° Keimen. Wenn sich die

Salmonellen in stark fetthaltigen Lebensmitteln oder auch in Gewurzen befinden, oder
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bei besonderer Disposition, z.B. bei Abwehrschwache (Sauglinge, Kleinkinder, alte
Menschen), sind jedoch Erkrankungen bereits bei Infektionsdosen unter 100 Keimen
beobachtet worden. Weiterhin kdnnen die sich aus der Infektion ergebenden Krank-
heitsbilder sehr unterschiedlich ausfallen: neben einer lokalisierten Enterocolitis kann
es zu systemischen Infektionen (5 % der Infizierten) und Typhuserkrankungen kom-
men. Die letztgenannte Form tritt besonders haufig bei multiresistenten Salmonella-
Serovaren auf, die als Hospitalinfektionen bei besonders disponierten Personen oder

unter ungunstigen hygienischen Bedingungen erfolgen (RKI 2002).

Die Inkubationszeit betragt 6-72 Stunden und ist abhangig von der Infektionsdosis. Die
Salmonellose beginnt meist plotzlich mit zahlreichen wassrigen Stihlen (im Verlauf der
Erkrankung zunehmend mit Blutbeimengungen), Leibschmerzen, teilweise mit Fieber,
Ubelkeit, Erbrechen und Kopfschmerzen. Die Symptome dauern in der Regel nur we-
nige Stunden oder Tage an. Bei schweren klinischen Fallen treten zusatzlich Schittel-
frost, hoheres Fieber, Kollaps und weitere systemische Krankheitsbilder mit typhoidem
Verlauf auf. Oft kommt ein leichter oder symptomloser Verlauf vor, der u.a. auch von
der Anzahl der aufgenommenen Keime abhangig ist. Die Keimausscheidung von Ente-
ritis-Salmonellen dauert im Mittel 3-6 Wochen, bei Sauglingen aber auch Monate (RKI
2002).

In Deutschland wurden die meisten Salmonellen-Ausbriiche durch Eier und Eiprodukte,
Kuchen und Speiseeis, Fleisch und Fleischprodukte, Gefligel und Geflugelfleischpro-
dukte sowie Salate, Dressings und Mayonnaisen verursacht. Lediglich 1,3 % aller le-
bensmittelassoziierten Krankheitsausbriche und etwa 1 % aller Salmonellose-
Ausbriiche konnten in den Jahren 1999 bis 2000 mit Fischprodukten und Muscheln in
Verbindung gebracht werden (WHO 2003). Diese niedrigen Werte sind méglicher Wei-
se durch den vergleichsweise geringen Konsum an Fischprodukten und Muscheln im
Vergleich zu anderen europaischen Landern zu begrinden. In Frankreich wurden im
gleichen Zeitraum etwa 18 % aller lebensmittelbedingten Erkrankungen und 4 % aller

Salmonellosen durch Fisch und Meeresfriichte ausgeldst (WHO 2003).

Eine 2004 von MARTINEZ-URTAZA et al. verdffentlichen Studie Uber die Pravalenz von
Salmonella spp. in Miesmuscheln zeigte, dass der Erreger in 3,1 % aller untersuchten
Proben nachgewiesen werden konnte. BRANDS et al. konnten 2004 in 7,4 % der von
ihnen untersuchten amerikanischen Austern (Crassostrea virginica) Salmonella spp.
nachweisen. Beide Studien haben gezeigt, dass der Grad der Kontamination signifikant
mit verschiedenen Umwelteinflissen korreliert. Hier sind vor allem saisonale Einflisse
(Veranderungen der Wassertemperatur und Sonneneinstrahlung), Wetterphanomane

wie Herbst- und Winterstirme im stdlichen Europa sowie die in den Sommermonaten
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in den USA immer wieder auftretenden Hurricanes zu nennen, die die Nutzung der
Kistengewasser durch den Menschen beeinflussen. Eine Studie von BRANDS et al.
(2004) zeigte, dass in den trockenen Wintermonaten Floridas keine Salmonellen in den

Austern aus dieser Region nachgewiesen werden konnten.

Ein Zusammenhang zwischen der Belastung der Muscheln mit Fakalcoliformen und
der Belastung mit Salmonella spp. besteht nach Aussage der beiden oben genannter
Studien nicht. MARTINEZ-URTAZA et al. konnten 67 % der Salmonella spp.-Isolate in
Proben mit einer Konzentration von <300 Fakalcoliformen pro 100 g nachweisen
(Grenzwert vgl. 2.1.11.2).

2.1.3 Unspezifischer Keimgehalt und Indikatorkeime

2.1.3.1  Mesophile Gesamtkeimzahl

Durch die Ermittlung des aeroben mesophilen Gesamtkeimgehaltes kann die hygie-
nisch-mikrobiologische Qualitat eines Lebensmittels festgestellt werden. Der Gesamt-
keimgehalt wird dabei durch den Ausgangskeimgehalt sowie Kontaminationen und
Keimvermehrung wahrend Verarbeitung und Vertrieb beeinflusst (MIESCIER et al.
1992). Eine hohe mesophile Gesamtkeimzahl (>10°> KbE/g) kann somit auf ein eventu-
elles Gesundheitsrisiko flr den Verbraucher hinweisen (JAY 1996, COLBY et al. 1995).
Weiterhin hangt auch die Lagerfahigkeit direkt von der bakteriellen Kontamination der
Produkte ab. Die aerobe mesophile Gesamtkeimzahl kann somit auch zur Abschat-
zung dieser Lagerfahigkeit dienen (KHAN et al. 2005).

Der mikrobielle Verderb gekuhlter Meeresfrichte hangt vor allem mit der Prasenz und
Vermehrung psychrotropher, gram-negativer Bakterien wie Pseudomonas spp., Vibrio
spp., Flavobacterium und Moraxella zusammen (JAY 1996, HAYES 1992), wobei die
Keime des Genus Pseudomonas hier den groten Einfluss (90-100 %) haben (JAY
1996). Sehr hohe mikrobielle Kontaminationsgrade (>10” KbE/g) fiihren zur Geruchs-
bildung und zwar aufgrund der Produktion unerwiinschter Metaboliten wie Trimethyla-
min, anderer Amine und Ammoniak, Schwefelwasserstoff und Carbonylverbindungen,
(CoLBY et al. 1995)

Die VO (EG) Nr. 2073/2005 der Kommission Uber mikrobiologische Kriterien fiir Le-
bensmittel enthalt keine Angaben zu Grenzwerten fir die mesophile aerobe Gesamt-
keimzahl bei lebenden Muscheln. Die Arbeitsgruppe "Mikrobiologische Richt- und
Warnwerte" der Fachgruppe "Lebensmittelmikrobiologie und -hygiene" der DGHM in
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe "Lebensmittelmikrobiologie" der SVUA/CVUA

NRW geben als Richtwert fur die mesophile aerobe Gesamtkeimzahl bei frischem See-
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fisch 5 x 10° KbE/g an. Dies entspricht in etwa der allgemeinen Empfehlung, dass der
Wert bei Verwendung eines PC-Agars mit 1%igem NaCl Zusatz 10° KbE/g nicht iiber-
schreiten sollte (ANONYMUS 1992).

2.1.3.2 Bakterien als Indikatoren viraler Kontaminationen

Da enterale Viren in den meisten Fallen fakal-oral ibertragen werden, hat es verschie-
dene Versuche gegeben, den fakalen Kontaminationsgrad als Indikator flir die Anwe-
senheit dieser Erreger in Lebensmitteln und Wasser zu nutzen. Dabei wurden sowohl
chemische als auch mikrobiologische Indikatoren in Betracht gezogen. Zu den chemi-
schen Indikatoren, die eine fakale Verschmutzung anzeigen kdnnen, zahlt beispiels-
weise Coprostanol (DUTKA et al. 1974). Chemische Tests haben jedoch neben einer
oftmals nur geringen bis maRigen Sensitivitdt der Methoden den Nachteil, dass eine
umfassende und kostspielige Laborausstattung benétigt wird. Die meisten mikrobiolo-
gischen Tests hingegen kénnen nur eine einzelne Gruppe von Keimen detektieren,
dies aber mit einer hohen Sensitivitat und Spezifitat. Des Weiteren bendtigen diese
Tests meist nur minimales technisches Equipment und sind leicht durchzufGhren. Aus
diesen Grinden werden in den meisten Fallen Bakterien als Indikatoren flr die virale
Kontamination von Lebensmitteln und Wasser benutzt. BERG und METCALF haben
1978 verschiedene Anforderungen, die an solche Keime zu stellen sind, diskutiert: das
Hauptkriterium fir die Auswahl des Indikatorkeims ist demnach die Korrelation des
Auftretens von Bakterien und Viren in einem bestimmten Milieu; Virusmaterial sollte
nicht in Abwesenheit oder bei nur sehr geringer Pravalenz des Indikatorkeims gefun-
den werden; auf der anderen Seite sollten immer dann auch Viren gefunden werden,
wenn die Anzahl der Indikatorkeime hoch ist; die Indikatorkeime sollten nach Maéglich-
keit selbst nicht humanpathogen sein, um das Handling im Labor méglichst einfach zu
gestalten und die Gefahren fir das Personal zu minimieren. Ein weiterer wichtiger
Punkt ist die Persistenz der Indikatorkeime: sie sollten unter den gleichen Umweltbe-
dingungen etwa die gleichen Uberlebensraten haben wie die Viren, die sie anzeigen.
Wenn sich die Uberlebenszeiten von Indikatorkeim und Virus zu sehr unterscheiden, ist
das gewahlte Bakterium in seiner Funktion als Indikator nutzlos. Verschiedene Bakteri-
enspezies sind als Indikatorkeime flir enterische Viren, wie Noro- und Hepatitis A-
Viren, untersucht worden. Im Folgenden wird die Bedeutung von Escherichia coli, En-

terococcus spp. und Clostridium perfringens besprochen.
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2.1.3.2.1 Escherichia coli

Schon in den Anfangen der mikrobiologischen Diagnostik lieR sich feststellen, dass
bestimmte Bakterien wie Eschrichia coli als Kommensalen in der physiologischen
Darmflora und im Kot von Menschen und verschiedenen Tieren nachgewiesen werden
kénnen (ESCHERICH 1885). Sie kommen hier in Mengen von etwa 10°-10%g Stuhl vor.
Eschrichia coli ist ein gram-negatives Stabchen aus der Familie der Enterobacteria-
ceae. Der Keim eignet sich aus verschiedenen Grinden gut als Indikator flir eine faka-
le Kontamination: er ist normalerweise nicht humanpathogen und tritt meist in viel ho-
heren Konzentrationen auf als die Organismen, die er anzeigen soll (SCOTT 2002).
Neben den apathogenen E. coli Stammen gibt es jedoch verschiedene pathogene
Stamme, die fiir drei verschiedene Infektionen beim Menschen verantwortlich sind:
Harnwegsinfektionen, neonatale Meningitiden und Gastroenteritiden. Die Pathogenitat
der einzelnen Stamme hangt dabei von verschiedenen Faktoren wie beispielsweise
Adhaesinen, Invasinen, Motilitat/Chemotaxis, Toxinen und Oberflachenantigenen ab.
Funf verschiedene Stdmme sind fir das Auftreten von Gastroenteritiden beim Men-
schen verantwortlich: Enterotoxigene E. coli (ETEC), enteroinvasive E. coli (EIEC),
entrohaemorrhagische E. coli (EHEC), enteropathogene E. coli (EPEC) und entero-
aggregative E. coli (EAggEC). Unter ihnen ist es vor allem der EHEC Stamm O157:H7,
der immer wieder zu teilweise letalen Erkrankungen beim Menschen fuhrt. Neben hef-
tigen gastrointestinalen Symptomen wie Bauchschmerzen, blutigen Durchfallen, Ubel-
keit und Erbrechen kann es zu einem durch Toxine ausgeldsten, akuten Nierenversa-
gen (hamolytisch urdmisches Syndrom HUS), hamolytischer Anamie und Thrombozy-
topenie kommen (ICMSF 1996a).

Der Nutzen von E. coli als Markerorganismus in tropischen und subtropischen Gebie-
ten ist heute wegen der Vermehrungsfahigkeit des Keims in kontaminierten Abwassern
umstritten (SOLO-GABRIELE et al. 2000, DESMARIS et al. 2002).
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2.1.3.2.2 Enterococcus spp.

Enterokokken sind gram-positive Kokken, die friher zu den fakalen Streptokokken ge-
zahlt wurden und heute als Untergruppe derselben gefuhrt werden. Angehorige dieser
Untergruppe sind Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus durans,
Enterococcus gallinarum und Enterococcus avium. Die Hauptunterscheidungsmerkma-
le zu anderen Streptokokken bilden ihre Fahigkeit zum Wachstum in 6,5 % NaCl-
Lésung, bei hohen Temperaturen (45°C) und hohem pH (9,6). Dabei sind E. faecalis
und E. faecium die am haufigsten beim Menschen gefundenen Vertreter (BAUMGART
2007).

Enterokokken sind bereits erfolgreich als Indikatorkeime fiir fakale Verunreinigungen
benutzt worden. Dies gilt insbesondere fiir die Bewertung gesundheitlicher Risiken in
verschiedenen marinen Habitaten und Badeseen (CABELLI 1983, CABELLI et al. 1982).
Allerdings haben neuere Studien gezeigt, dass es Enterokokken-Reservoire in der
Umwelt gibt und das die Keime sich hier unter geeigneten Bedingungen weitervermeh-
ren konnen (DESMARIS et al. 2002).

2.1.3.2.3 Clostridium perfringens

Clostridium perfringens ist ein stabchenférmiges, gram-positives, sporenbildendes,
anaerob wachsendes, unbewegliches Bakterium der Gattung Clostridium. Der Orga-
nismus kann im Boden, Staub und Schmutz, aber auch im Kot von Menschen und
Tieren (10°-10* KbE/g Fézes) nachgewiesen werden. Clostridium perfringens ist in der
Lage 13, verschiedene Toxine zu produzieren, wobei das Muster der Toxine je nach
Bakterium sehr unterschiedlich ausfallt. Die einzelnen Stamme werden anhand ihrer
Fahigkeit, vier letale Toxine (a-, B-, €-, I-Toxin) zu produzieren, in die Typen A, B, C, D
und E eingruppiert (CHINA et al. 2003, BRYNESTAD und GRANUM 2002). Einzelne, den
Typen A und C angehoérige Stamme sind zudem in der Lage, ein sog. Enterotoxin zu
bilden, welches beim Menschen Lebensmittelvergiftungen hervorruft. Die groRte Be-
deutung innerhalb der Gruppe kommt dem A-Typ zu. Nach Aufnahme der minimalen
infektidsen Dosis von 10° bis 10° Keimen pro Gramm Lebensmittel kommt es nach
einer Inkubationszeit von 6 bis 24 Stunden zu Bauchkrampfen und Diarrhde. Ubelkeit
und Erbrechen sind selten. Die Erkrankung ist in der Regel selbstlimitierend und dauert
etwa 24 Stunden. Wie bei allen gastrointestinalen Erkrankungen, die mit Durchfall as-
soziiert sind, kommt es auch hier bei kleinen Kindern, alten und geschwachten Perso-
nen gelegentlich zu Todesfallen durch Dehydration (BRYNESTAD und GRANUM 2002,
FEHLHABER 1992).
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Clostridium perfringens kann 13 der 20 essentiellen Aminosauren nicht selber bilden;
der Erreger ist somit vor allem mit proteinreichen Lebensmitteln assoziiert. 75 % der
lebensmittelbedingten Erkrankungen beim Menschen konnten mit Fleisch und Fleisch-
produkten in Zusammenhang gebracht werden (BRYNESTAD und GRANUM 2002). E-
benso wurden Erkrankungen nach dem Verzehr von kontaminierten Muscheln und
Fisch beobachtet (CHINA et al. 2003).

Der Nutzen von C. perfringens als Indikatorkeim ist umstritten. Dies liegt neben seiner
Humanpathogenitat vor allem an der Fahigkeit des Bakteriums Sporen zu bilden, die
dann viel spater auskeimen kénnen, weshalb der Zeitpunkt einer erfolgten Kontamina-
tion somit nicht oder nur sehr ungenau angegeben werden kann. Einige Wissenschaft-
ler empfehlen jedoch, gerade bei langer zurickliegenden fakalen Kontaminationen
oder Fragestellungen, welche Vorhersagen Uber das Auftreten verschiedener Viren in
der Umwelt betreffen, C. perfringens als Indikator zu nutzen (PAYMENT und FRANCO
1993, FUJIOKA et al. 1985).
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2.1.4 Verdebserreger

2.1.4.1 Pseudomonas spp.

Pseudomonaden sind obligat aerobe, gram-negative Stabchen mit einer GréRe von
etwa 0,5-1,0 x 1,5-5,0 um. Alle Mitglieder der Gattung sind aufgrund einer polaren Be-
geilelung beweglich. Sie sind ubiquitar verbreitet und zeichnen sich durch eine ausge-
pragte Umweltstbilitat, sowie die Fahigkeit Biofilme zu bilden, aus. Man findet sie im
Boden, Wasser, auf Pflanzen und im Kot von Tieren. Beim Menschen treten die Keime
nahezu ausschliefdlich als opportunistische Krankheitserreger bei Patienten mit ge-
schwachtem Immunsystem auf. Nach Angaben der CDC liegt die Inzidenz der P. aeru-
ginosa Infektionen in U.S. Krankenhausern bei durchschnittlich 0,4 % (4 pro 1000 Ent-
lassungen). Das Bakterium ist der am viert haufigsten isolierte nosokomiale Keim und

verantwortlich fir 10,1 % aller im Krankenhaus erworbenen Infektionen (CDC 2004b).

Pseudomonaden machen aufgund ihrer weiten Verbreitung im Meer- und Sisswasser-
den gréfiten Teil der Primarflora von Fischen aus und bilden auch beim proteolytischen
bzw. lipolytischen Verderb von kihlgelagerten See- und SuRwasserfischen die Haupt-

verderbsflora.

Innerhalb der Gattung Pseudomonas finden sich einige flir den Menschen pathogene
Arten. Die humanmedizinisch bedeutsamste ist P. aeruginosa. Der Keim produziert
eine Reihe von Exotoxinen: die Exotoxine A und S inhibieren die Proteinsynthese der
Wirtszelle durch Ribolysierung der G-Proteine oder des Elongationsfaktors 2 (EF2).
Damit gleicht die Wirkungsweise des Exotoxins A der des Diphterietoxins (aus
Corynebacterium diphtheriae). Infektionen mit P. aeruginosa kénnen sich v.a. bei Per-
sonen mit Defekten in der spezifischen und unspezifischen Abwehr in Form von Wund-
und Augeninfektionen manifestieren. Die orale Aufnahme kann bei Kindern zu Brech-
durchfallen fihren. P. aeruginosa ist in der Lage, sich im feuchten Milieu, das nur Spu-
ren von Nahrsubstraten enthalt, zu vermehren und ist duRerst resistent gegen Umwelt-
einflisse. Besondere Bedeutung haben die Mitglieder der Gattung als
Hospitalismuskeime, da sie Resistenzen gegen verschiedene Antibiotika aufweisen
(HIRSH 1999b).
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2.1.4.2 Aeromonas spp.

Die Mitglieder des Genus Aeromonas sind fakultativ anaerob und haben eine mo-
notrich-polare Begeillelung. Die meisten Arten sind psychrotroph und kénnen sich
noch bei Temperaturen von 0°C bis + 5°C vermehren. Das Wachstumsoptimum der
Aeromonaden liegt bei 28°C. Man unterscheidet die beweglichen und die unbewegli-
chen Arten. Zu letzteren gehéren A. media und A. salmonicida, wahrend zur Gruppe
der beweglichen Aeromonaden folgende Arten gezahlt werden: A. hydrophila, A. cavi-
ae, A. sobria, A. veronii, A. schubertii, A. eucrenophila und A. ichthiosmia. Sie sind
ubiquitar in Gewassern zu finden und kénnen im SiRwasser in relativ hohen Konzent-

rationen vorkommen (HuUss 1995).

Beim Fischverderb bilden Aeromonaden haufig einen Teil der Verderbsflora. So zeigte
sich, dass Aeromonaden beim Verderb von SiURwasserfischen, welche bei hdheren
Temperaturen gelagert wurden, eine Rolle spielen (GORCZzYCA et al. 1985). Zum Zeit-
punkt der Feststellung sensorischer Abweichungen bestand die Keimflora zu 49 % aus
A. hydrophila.

Als pathogen fur den Menschen gelten insbesondere A. hydrophila, A. sobria und A.
caviae, die bei hospitalisierten, schwerkranken Patienten Infekte verursachen kénnen.
Durch ein Enterotoxin werden vereinzelt Gastroenteritiden ausgeldst (KAYSER, 1993).
Die Infektion kann sowohl von Oberflachenwasser als auch von kontaminierten Le-
bensmitteln ausgehen. Entscheidend fur die Pathogenitat der A. hydrophila- und A.
sobria-Stamme sind ihre Fahigkeit zur Adhasion und die Bildung von Enterotoxinen
(SCHUBERT, 1992).

2.1.4.3 Enterobacteriaceae

Angehérige der Familie der Enterobacteriaceae sind fakultativ anaerobe, 2—6 um lan-
ge, teils bewegliche, teils unbewegliche, sporenlose gram-negative Stabchen, die Glu-
kose und andere Kohlenhydrate unter Saure- und Gasbildung metabolisieren. Inner-
halb der einzelnen Gattungen und Spezies ist eine weitere Unterteilung aufgrund un-
terschiedlicher Antigenstrukturen (O-, H-, K-Antigene) moglich. Einige Angehdrige der
Familie der Enterobacteriaceae produzieren Exotoxine. Diese Toxine sind Virulenzfak-
toren, welche die Invasivitat der Mikroorganismen in die Mucosa férdern und fur die
Pathogenese der Durchfallerkrankung verantwortlich sind. Die Fahigkeit zur Enteroto-
xinbildung wird von Plasmiden kodiert. Sie ist nicht an bestimmte Spezies, Sero- oder
Biotypen gebunden (HIRSH 1999a).

Enterobacteriaceae kénnen Einfluss auf den Verderb von Fischen und Fischerzeugnis-

sen nehmen. Es kann bei der Verarbeitung dieser Produkte zu Kreuzkontamination
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zwischen Haut und Darm sowie dem Filet kommen oder eine Kontamination durch das

Personal erfolgen.

Enterobakteriazeen sind als fakultativ pathogen zu betrachten. Bei einer bereits beste-
henden Grunderkrankung oder bei schlechter allgemeiner Abwehrlage des Patienten
kénnen die Keime zu z.T. schweren Erkrankungen fuhren. Zu diesen Erkrankungen

zahlen:
e Enteritiden
e Harnwegsinfektionen
e postoperative Wundinfektionen und Peritonitis
e Entziindungen der Gallenwege
e Pneumonie, chronische Bronchitis
e Gehirnhautentziindung

Bei einer Infektion mit gramnegativen Bakterien besteht weiterhin die Gefahr, da® das
in der Zellwand lokalisierte Endotoxin bei Bakteriolyse freigesetzt und in die Blutbahn
eingeschwemmt wird. Es besteht dann die Gefahr eines Endotoxinschocks, bei dem
vasoaktive Mediatoren freigesetzt werden. Reaktionen sind Fieber, akute Senkung des
Blutdrucks, Aktivierung des Gerinnungssystems, Stérungen der Mikrozirkulation, Stoff-
wechsel-stérungen insbesondere des Glucosestoffwechsels, die schliellich zum Tode

fuhren kénnen (HIRSH 1999a).
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2.1.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die PCR ist ein in vitro-Verfahren zur selektiven Vermehrung von Nukleinsaureberei-
chen definierter Lange und Sequenz aus einem Gemisch von Nukleinsduremolekilen.
Das Prinzip der Methode basiert auf der enzymatischen Amplifikation eines DNA-
Abschnitts, der von zwei Oligonukleotiden (Primer) flankiert wird, die jeweils am Ende

des zu amplifizierenden DNA-Bereichs liegen (IBELGAUFTS 1993).

Die zyklisch verlaufende thermische Reaktion besteht aus drei Schritten. Im ersten
Schritt wird die doppelstrangige DNA durch Temperaturerhdhung denaturiert, d.h. in
ihre Einzelstrange gespalten. Schnelles Abkihlen verhindert die Reassoziation der
Einzelstrang-DNA zum Doppelstrang. Schon wahrend des Abkuhlens lagern sich die
im Reaktionsansatz vorliegenden, entgegengesetzt orientierten Primer (sense und an-
tisense) bei einer fir sie charakteristischen Temperatur an die entsprechend komple-
mentaren Strangabschnitte des Templates an (= Primerhybridisierung, annealing). Die
Spezifitat der Primer-Template-Wechselwirkung ist abhangig von der Lange der ver-
wendeten Primer. So kommt die Sequenz eines 10 Nukleotide langen Primers statis-
tisch gesehen nur einmal in einer 10° (= 4'°) Nukleotiden langen Sequenz vor, die ei-
nes 20 Nukleotiden langen Primers sogar nur einmal in einer 10" (= 4%°) Nukleotiden
langen Sequenz. Diese kurzen basengepaarten Regionen werden im dritten Schritt von
der hitzeresistenten Taq-DNA-Polymerase als Ausgangspunkt fur die DNA-
Neusynthese genutzt. Ausgehend von den 3’-Enden der angelagerten Primer an den
Einzelstrangen wird ein komplementarer DNA-Strang synthetisiert. Dieser dient dann in
einem folgenden Zyklus nach Denaturierung wieder als Matritze. Auf diese Weise Iasst
sich die Anzahl der Ziel-DNA-Fragmente, solange Primer und freie Nukleotide als Bau-
steine in ausreichender Menge vorhanden sind, theoretisch in jedem Durchgang ver-
doppeln. So koénnten im optimalen Fall aus einem einzigen DNA-Molekil nach 30
durchlaufenen Zyklen 2*° Molekiile einer bestimmten Region neu generiert werden. Da
jedoch die Effizienz der Amplifikation variiert, kann die Zunahme der Amplifikate (N)
entsprechend der Formel N = No(1+E)" berechnet werden. Dabei ist N, die initiale An-
zahl von Molekilen, n die Anzahl der Zyklen und E die Amplifikationseffizienz, die ei-
nen Wert zwischen 0 und 1 annehmen kann (0 = keine Amplifikation, 1 = maximale

Amplifikation (Verdopplung aller Molekiile in jedem Zyklus)).
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In der Regel liegt der Wert fur die Amplifikationseffizienz E zwischen 0.6 und 0.8. Der
Wert wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst. Neben der Konzentration von Po-
lymerase, dNTP und MgCI, spielen Sequenz und Lange der Primer, eine eventuelle
Renaturierung der PCR-Produkte, Sekundarstrukturen, Lange und C/G-Gehalt der
Target-Sequenz, suboptimale PCR-Bedingungen und Inhibitoren der PCR eine wichti-

ge Rolle.

2.1.6 RT-PCR

Bei der Amplifikation von DNA durch die PCR werden spezifische DNA-abhangige
DNA-Polymerasen verwendet. Der Nachweis von RNA-Viren ist somit nicht ohne einen
Zwischenschritt mdglich, da diese Polymerasen nicht in der Lage sind, RNA zu amplifi-
zieren. Der notige Zwischenschritt besteht im Einsatz der Reversen Transkriptase
(RT). Die Reverse Transkriptase ist eine RNA-abhangige DNA-Polymerase, mit deren
Hilfe die RNA in cDNA umgeschrieben werden kann. Die cDNA kann im Anschluss als
Ausgangsmaterial in einer PCR verwendet werden, um spezifische Sequenzen aus

dieser zu amplifizieren.

2.1.7 Primer

Wie schon unter 2.1.4 beschrieben dienen die in der PCR verwendeten Primer als
Ausgangspunkt flr die DNA Replikation. Die DNA Polymerasen kénnen neue Nukleoti-
de nur an einen bereits bestehenden DNA Strang anfiigen. Die Auswahl der Primer ist
von entscheidender Bedeutung fir die Spezifitdt und Amplifikationseffizienz des PCR-

Systems.
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2.1.7.1  Primer Design

Die Konstruktion der Oligonukleotide folgt bestimmten Richtlinien. Dartber hinaus gibt
es diverse Computerprogramme, die die Primerentwicklung unterstiitzen. Nach INNIS

und GELFAND (1990) sollten beim Primerdesign folgende Punkte beriicksichtigt werden:

e Der Primer sollte eine Lange von 17-28 Basenpaaren aufweisen und zu 50-60

% aus Cytosin (C) und Guanin (G) bestehen

o Der Primer sollte nach Méglichkeit in einer G, C, CG oder GC Sequenz enden.

Dies erhoht die Effektivitat bei der Bindung des Primers

e Schmelzpunkte zwischen 55-80°C sollten bevorzugt werden. Die Schmelztem-
peratur eines Primers (T,,) ist diejenige Temperatur, bei der der Primer sich von
seiner Template-DNA 16st. Die bendtigte Temperatur hangt dabei vor allem von
der Lange des Primers ab. Dies bedeutet, dass bei der Verwendung sehr lan-
ger Primer die Schmelztemperatur steigt und die verwendeten Enzyme wie z.B.
die DNA-Polymerase denaturieren kdnnen. Die Schmelztemperatur eines Pri-
mers hangt allerdings nicht nur von seiner Lange ab, sondern auch von seiner
Nukleotidzusammensetzung. G-C-Basenpaarungen werden durch drei Wasser-
stoffbrickenbindungen stabilisiert, T-A-Basenpaarungen verfiigen nur Uber
zwei Wasserstoffbriicken. G-C-Basenpaarungen sind somit ,stabiler” und die
Schmelztemperatur nimmt mit der Anzahl an G-Nukleotiden und C-Nukleotiden

ZU

e Die 3'-Enden der verwendeten Primer sollten nicht komplementar zueinander

sein da sonst bevorzugt Primer-Dimere gebildet werden

e Die Bildung von Sekundarstrukturen (,Hairpins®) innerhalb der Sequenz des

Primers kann die Bindung beeintrachtigen und ist zu vermeiden

e Sequenzen mit drei oder mehr G-Nukleotiden und C-Nukleotiden am 3'-Ende
kdnnen das sog. ,Mispriming“ an C- und G-reichen Sequenzen férdern und sind

somit zu vermeiden

2.1.8 Spezifitat

Die Spezifitdt einer Untersuchungsmethode ist die (bedingte) Wahrscheinlichkeit bei
Anwendung der Methode ein ,negatives® Ergebnis zu erhalten, wenn die untersuchte
Probe tatsachlich auch negativ ist. Sie gibt also den Anteil der richtig als negativ (richtig
negativ) erkannten Sachverhalte an der Gesamtheit der in Wirklichkeit negativen
Sachverhalte an (KREIENBROCK und SCHACH 2005).
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Neben den unter 2.1.7.1 beschriebenen Richtlinien zum Primerdesign kdnnen auch
andere Faktoren Einfluss auf die Haufigkeit von falsch positiven Signalen und damit auf

die Spezifitat des Systems haben.

Neben speziellen PCR-Methoden (,nested“-PCR, ,touchdown® PCR) ist eine Verbesse-
rung der Spezifitdt durch die Reduktion verschiedener Reaktionskomponenten (Primer,
Magnesiumionen, Taqg-Polymerase, dNTP’s) oder auch die Anzahl der Zyklen méglich.
Diese Faktoren und die Minimierung der Inkubationszeit wahrend des Annealing- und
Syntheseschrittes kénnen die Mdoglichkeit fur Mispriming und die Synthese anderer
Molekiile begrenzen und somit die Spezifitdt des Systems steigern (SAIKA 1989). Es
muss allerdings erwahnt werden, dass alle Veranderungen des PCR Protokolls zu-

gunsten der Spezifitat die Sensitivitat beiinflussen kénnen.

2.1.8.1  Vermeidung von falsch positiven Signalen

Eine sehr empfindliche Nachweismethode wie die PCR birgt die Gefahr, dass es be-
reits durch geringste Kontaminationen des Probenmaterials zu falsch positiven Ergeb-
nissen kommt und die Spezifitdt somit zugunsten einer sehr hohen Sensitivitat herab-
gesetzt wird. In der Litaratur werden verschiedene Quellen einer solchen Kontaminati-
on beschrieben (LONGO et al. 1990): der so genannte ,cross-over® entsteht durch den
Transfer von Ziel-DNA von einem Probengefal® zum nachsten. Eine Kontamination
durch aus der Laborumgebung stammende rekontaminante Plasmide, welche die Ziel-
DNA enthalten, wird als Plasmidkontamination bezeichnet. Der sog. ,carry-over be-
zeichnet eine Kontamination durch das eigentliche PCR Produkt. Dieses reichert sich
bei unsachgemalier Durchfiihrung der Untersuchung in der Laborumgebung an und

stellt die haufigste Quelle fur falsch positive Signale dar.

KwoK und HIGUCHI beschrieben 1989 verschiedene Strategien zur Vermeidung von
solchen Kontaminationen. Die Probenaufbereitung sowie die Vorbereitung und Durch-
furung der PCR werden in voneinander komplett getrennten Raumen durchgefihrt. Mit
dieser raumlichen Isolierung geht die Trennung von Arbeitsmaterialien und Reagenzien
einher. Dabei sollen in jedem Raum ausschlieRlich die dort verwendeten Arbeits- und
Verbrauchsmaterialien zur Verfligung stehen. Die Bestrahlung der Arbeitsplatze mit
UV-Licht ist ebenso wie die Aliquotierung der verwendeten Reagenzien obligatorisch.
Dies gilt auch fir das Autoklavieren der Verbrauchsmaterialien. Der Anforderungskata-
log des Sektorkomitees Lebensmittelanalytik zur Qualitatslenkung in der Melekularbio-
logischen Diagnostik sieht ferner das Mitfiihren einer Praparationsnegativkontrolle vor.
Diese sollte, wenn moglich, aus dem gleichen Material bestehen, wie die zu untersu-
chenden Proben, dabei aber targetfrei sein (DAP 2006).
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2.1.9 Sensitivitat

Die Sensitivitat einer Untersuchungsmethode ist die (bedingte) Wahrscheinlichkeit bei
Anwendung der Methode ein positives Ergebnis zu bekommen, wenn die untersuchte
Probe tatsachlich auch positiv ist. Sie gibt also den Anteil der richtig als positiv (richtig
positiv) erkannten Sachverhalte an der Gesamtheit der in Wirklichkeit positiven Sach-
verhalte an (KREIENBROCK und SCHACH 2005).

Die Grundlage fir eine hohe Sensitivitdt des gewahlten PCR-Asseys ist wiederum die
korrekte Auswahl der verwendeten Primer sowie die entsprechend eingesetze Menge
der verschiedenen Reaktionskomponenten. Auch das Temperaturprofil und die Anzahl
der Zyklen spielen hier eine grofde Rolle. Der Anforderungskatalog des Sektorkomitees
Lebensmittelanalytik zur Qualitatslenkung in der Melekularbiologischen Diagnostik
sieht weiterhin das Mitflihren einer Praparationspositivkontrolle vor. Diese sollte aus
dem gleichen Material wie die zu untersuchenden Proben bestehen (Organprobe, An-
reicherungsmedium, Zellkulturiiberstand), welches eine Targetzahl nahe der Nach-
weisgrenze des Verfahrens aufweist (DAP 2006).

2.1.9.1 Vermeidung von falsch negativen Signalen

Als Ursache flr falsch negative Ergebnisse spielen bei der Anwendung der PCR inhibi-
torisch wirkende Substanzen eine groRe Rolle. Inhibitorische Effekte ergeben sich zum
einen aus einer direkten Interaktion der betreffenden Substanz mit der DNA zum ande-
ren aus Wechselwirkungen mit den thermostabilen DNA-Polymerasen. Dabei kann die
direkte Bindung des Inhibitors an die einzel- oder doppelstrangige DNA eine Amplifika-
tin derselben verhindern und eine gleichzeitige Aufreinigung von DNA und Inhibitor
ermaoglichen. Die Interaktion mit den DNA-Polymerasen kann zu einer Blockierung ihrer
enzymatischen Aktivitat fihren. Weiterhin bendtigen die Polymerasen Co-Faktoren um
enzymatisch wirksam zu sein. Der wichtigste Co-Faktor, Mg?*, stellt ein weiteres Ziel
fur eine Inhibition dar. Verschiedene Susbtanzen filhren zu einer Komplexbildung der
Magnesiumionen oder stbéren ihre Bindung an die Polymerasen, was zu einer Inhibiton
der Reaktion fihren kann. Andere wichtige Quellen fir Inhibitoren sind die Materialien
und Reagenzien die wahrend der Aufbereitung und DNA- bzw. RNA-Extraktion der
Proben mit diesen in Beriihrung kommen. Beispiele hierfiir sind KCI Uberschuss, NaCl
und andere Salze, ionische Detergenzien wie Natriumdesoxycholat, Natrium-Lauryl-
Sarcosinat (Sarkosyl), Natrium-Dodecylsulfat (SDS), Ethanol, Isopropanol und Phenol.
Die Aufreinigung der DNA stellt eine Mdglichkeit dar, Inhibitoren aus dem Reaktions-
ansatz zu entfernen. Zu diesem Zweck steht heute ein breites Spektrum kommerziell
erhaltlicher Kits zur Aufreinigung von RNA und DNA zur Verfigung (BESSETTI 2007).
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Zur Erkennung von moglichen Fehlern, die wahrend der DNA- oder RNA-Praparation
auftreten kénnen und einem eventuellen Vorhandensein von Inhibitoren in der Pro-
benmatrix setzt der Anforderungskatalog des Sektorkomittees Lebensmittelanalytik zur
Qualitatslenkung in der molekularbiologischen Diagnostik neben den obligatorischen
Praparationspositiv- und negativkontrollen die Durchflihrung einer Inhibitionskontrolle

voraus. Dabei wird mindestens eine der folgenden MaRnahmen erwartet:
e interne Amplifikationskontrolle
o externe Amplifikationskontrolle
o Verwendung geeigneter Praparationskits zur Entfernung von Inhibitoren

e der Nachweis, dass mit Matrix- oder verfahrensbedingten Inhibitoren nicht zu

rechnen ist
(DAP 2006)

Mit einer Amplifikationskontrolle werden dem Reaktionsgemisch in definierter Konzent-
ration hinzugegebene Nukleinsduren amplifiziert. Bei der internen Amplifikati-
onskontrolle wird die zugefligte RNA oder DNA in einem Reaktionsansatz mit der ei-
gentlichen Nachweisreaktion gemeinsam amplifiziert. Es entstehen, fallt die eigentliche
Nachweisreaktion positiv aus, in der Regel zwei PCR Produkte. Bleibt die Nachweisre-
aktion negativ, so entsteht nur ein PCR-Produkt, das der Amplifiktionskontrolle. Die
interne Amplifikationskontrolle kann entweder eine komplett andere Nukleinsdurese-
quenz aufweisen, in diesem Fall wird ein weiteres Primerpaar in die Reaktion einge-
fuhrt, oder sie kann die gleichen Primerbindungstellen aufweisen. Der Nachweis erfolgt
dann mit den gleichen Primern. Im zweiten Fall wird zwischen den Primerbindungsstel-
len modifizierte RNA oder DNA als Amplifikationskontrolle verwendet (SCHWARZ et al.
2002).

Fir den Nachweis von RNA-Viren muss als Amplifikationskontrolle eine RNA verwen-
det werden, um eine Inhibition der reversen Transkription zu erkennen. Als externe
Amplifikationskontrolle wurde ein System von DREIER (2002) entwickelt, welches auf
dem Nachweis der RNA des Phagen MS2 beruht. Das System kann sowohl, wie bei
der vorliegenden Untersuchung, als konventionelle PCR als auch als Real-Time PCR
durchgefihrt werden. Es ist als Amplifikationskontrolle fir RNA-Viren einzusetzen und
zeigt eine Inhibition der Reaktion an (MADE 2005). Die Reaktionsbedingungen fur die

durchgeflhrte Amplifikationskontrolle sind der Tabelle 6 zu entnehmen.
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2.1.10 Die Auster

2.1.10.1 Einleitung

Austern (Ostreidae, von lateinisch ostreum, aus griechisch oo16 flir Knochen) existie-
ren seit 250 Millionen Jahren. Sie kommen weltweit in den Klistengewassern warmer
und maRig warmer Meere mit mehr als 100 Arten wild lebend vor. Der Stamm Mollus-
ca, zu dem die Auster gehort, ist eine der groften, vielfaltigsten und wichtigsten Grup-
pen im Tierreich und beinhaltet tGber 50.000 beschriebene Spezies, von denen etwa
30.000 Wassertiere sind. Die meisten Mollusken werden durch eine harte Schale ge-
genuber auleren Einflissen geschiitzt (GOSLING 2003a). Unter den Organisations-
merkmalen der Mollusken sticht zunachst die Zurlickbildung der Coelomsegmentierung
und zum Teil auch des Coeloms selbst hervor. Die Coelomhdhle bleibt auf den hinte-
ren Kdérperabschnitt beschrankt, wo sie Herz, Nephriden und Gonaden umhillt, d.h. als
Pericard, Nierensack und Gonocoel ausgebildet ist. Weiterhin findet sich bei allen Mol-
lusken auRer den Cephalopoden eine Spiralfurchung und eine Trochophora ahnliche
Larve (Prevaeliger). Diese beiden Merkmale weisen auf die Beziehung zwischen den
Mollusken und den metameren Anneliden hin (WEHNER UND GEHRING 1995). Durch
den Wegfall des als Hydroskelett dienenden Coeloms haben die Tiere eine besondere
Kdrperarchitektur entwickelt: die Schale beinhaltet den stark geféltelten Mantel (Palli-
um) und den von ihm Uberwachsenen Eingeweidesack (Visceralkomplex), in dem sich
die inneren Organe befinden. Zwischen Mantel und Eingeweidesack liegt die Mantel-
hohle, in welche die Kiemen hineinragen und die Geschlechts- und Exkretionsorgane
muinden. Eine weitere Besonderheit des Stammes ist der groRe, muskulése Fuly, der
zur Verankerung und Lokomotion des Tieres dient (GOSLING 2003a). Mollusken wer-
den in sechs Hauptklassen untergliedert. Die Klasse Gastropoda (Schnecken) ist mit

etwa 40.000 Spezies die groflte und vielfaltigste. Zu ihr gehéren:
e Prosobranchia (Vorderkiemer): Haliotis (Seeohr); Patella (Napfschnecke)

o Opistobranchia (Hinterkiemer): Aplysia (Seehase); Nudibranchia (Nacktschnecken)

ohne Schale
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e Pulmonata (Lungenschnecken): Helix pomatia (Weinbergschnecke); Lymnea

(Schlammschnecke); Planorbis (Posthornschnecke)
o Die Klasse Bivalvia mit etwa 7500 Spezies beinhaltet:
e marine Formen: Mytilus (Miesmuschel); Ostrea (Auster)

e limnische Formen: Unio (FluBmuschel); Anodonta (Teichmuschel); Dreisse-

na (Wandermuschel)

Die Klasse der Cephalopoda (KopffuRler = Tintenschnecken = ,Tintenfische®) beinhal-
tet etwa 650, zum Teil sehr hoch entwickelte Arten. Die Klassen Polyplacophora (Ka-
ferschnecken) und Scaphopoda (KahnfiiRler) umfassen zusammen etwa 1000 Spe-
zies. Die primitive Klasse der Monoplacophora enthalt rezent nur das Genus Neopilina
(WEHNER und GEHRING 1995). Die Muscheln, zu denen die Auster gehort, sind in vie-
lerlei Hinsicht die am hochsten modifizierten Mollusken. Im Laufe der Evolution haben
sie sich zu beiden Seiten hin abgeflacht. Der Ful} ist bei vielen Spezies teilweise oder
vollig zurtckgebildet. Der Nahrungsaufnahme dienen wegen der veranderten Korper-
anatomie, bei der die Mundoffnung vom Substrat weggerichtet ist, hauptsachlich die
Kiemen, nicht mehr der Mund (GOSLING 2003a).

2.1.10.2 Morphologie

2.1.10.2.1 Schale

Austern verfligen Uber eine ovale bis birnenformige Schale mit rauer Oberflache, die
beiden Schalenhalften sind dabei verschieden geformt. Die Schale erflillt verschiedene
Funktionen: sie dient als Skelett, schiitzt das Tier vor Raubern und bildet den Veranke-
rungspunkt der Muskeln (GOSLING 2003a). Meist liegen die Tiere mit der rechten Scha-
lenhalfte dem Boden auf. Die im Ful} befindlichen FuRRdriisen scheiden eine Flussigkeit
aus, die bald zu festen Strangen erstarrt und chemisch der Seide sehr nahe steht
(Byssus). Der Fuss liegt in einer Eindellung der rechten Schalenhalfte und ist oftmals
verkalkt (Anomia). Mittels dieses Haftapparates ist das Tier am Substrat anzementiert.
Tiere, die frei auf dem Substrat liegen, sind durch Offnen und SchlieRen der Schale in
der Lage, sich nach dem Rickstossprinzip aktiv fortzubewegen. Die Schale ist von
grauer, gelblicher oder cremefarbener Grundfarbe und zeigt auf der rechten Seite hau-
fig hellbraune bis blauliche konzentrische Bander. Die Schalen bestehen aus drei La-
gen: dem dldnnen, duReren Periostracum, das dazu dient, die Bruchsicherheit zu erh6-

hen und die Schale gegen den Einfluss des Wassers zu schitzen.
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Diese Schicht besteht aus einer Lage des chinongegerbten Proteins Conchin (auch:
Conchiolin) (WEHNER und GEHRING 1995). Es schlief3t sich in der Mitte die so genannte
Prismenschicht an, welche aus Argonit oder Calcit besteht. Innerhalb dieser Schale
folgt eine dunne, kreideartige oder perimuttene Schicht (Ostracum). Das Conchin liegt
nicht nur als auf3erste Schicht auf der Schale, sondern befindet sich auch zwischen
den Kalkkristallen der Gbrigen Schalenschichten und dient als Bindemittel der Arago-
nitkristalle, die das Perlmutt im Inneren der Auster bilden. (REMANE et al. 1986). Argonit
ist eine Modifikation des Calciumcarbonats. Es wird in die Mineralklasse der wasser-
freien Carbonate ohne fremde Anionen eingeordnet. Das Calcium wird dabei der Nah-
rung oder dem Meerwasser entzogen, wahrend das Carbonat aus dem CO,/Bikarbonat
Pool aus dem tierischen Gewebe bereitgestellt wird. Die Energie, die flir den Schalen-
aufbau benétigt wird, macht einen nicht unerheblichen Teil des gesamten Energiebud-
gets des Tieres aus. Austern gehoren zu den so genannten Rudisten, bei denen sich,
bedingt durch das Anhaften am Untergrund, eine meist flache, untere Schale und ein
Deckel ausbilden (REMANE et al. 1986). Farbe und Form der Schale variieren je nach
Art: die Europaische Auster (Ostrea edulis) besitzt eine nahezu runde Schale. Die
rechte Schalenhalfte zeigt sich flach, wahrend die Linke gewdlbt ist. Die Pazifische
Felsenauster (Crassostrea gigas) und die Amerikanische Auster (Crassostrea virginica)
besitzen ebenfalls ungleiche Schalenhélften, die aber langer ausgezogen sind und
deren linke Schalenhalfte sehr viel tiefer ist als bei Ostrea edulis. Die Schale ist bei
allen drei Arten dick und fest und weist typische, konzentrische Ringe auf, welche sich
auf der tiefen” Seite starker ausgepragen. Die Ringe eigenen sich allerdings nicht fur
eine Altersbestimmung des Tieres (GOSLING 2003a). Die beiden Schalenhalften sind
durch ein Scharnier (Schlossband bzw. Ligament) miteinander verbunden. Das Liga-
ment bewirkt das Spreizen der Schalen und bildet somit den Antagonist zu den
SchlieBmuskeln. Ein aufieres Ligament (Resilium) ragt oft wulstartig empor und gerat
bei Schalenschluss unter Spannung, wahrend die inneren Ligamente gleichzeitig unter
Druck geraten. Das Schlieen der Schale erfolgt dann nach Kontraktion der Schliel3-
muskulatur. Die Bewegungen der Schalen gegeneinander werden durch ein Schloss
geleitet: Hocker (Zahne) und Leisten einer Schalenhalfte greifen in die Gruben und
Rinnen der anderen. Der Bau des Schlosses dient als taxonomisches Merkmal
(REMANE et al. 1986). Die Schale wird embryonal als einheitliches Plattchen angelegt
und wahrend der Larvenentwicklung median zu einer paarigen Klappe geknickt
(WEHNER und GEHRING 1995, REMANE et al. 1986). Die Verkalkung beginnt paarig an
den Wirbeln der Schale, die durch Anlagerung an den Randern wachst, wobei die Lar-
venschale an den Wirbeln erhalten bleibt. Austern werden je nach Sorte bis zu 110 mm

lang (? 50-110 mm; & 2-110 mm), langere Exemplare sind selten.
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2.1.10.2.2 Weichkdrper

2.1.10.2.2.1 Mantel

Der Weichkorper der Auster ist komplett in den dinnen Mantel eingebettet. Er ist bei
der gedffneten Auster als randnaher Lappen oder Bart zu erkennen. Die Mantellappen
berthren sich ventral und verwachsen streckenweise, so dass nur noch drei (")ffnungen
bleiben: eine fir den Ful}, eine fir den Einstrom und eine fiir den Ausstrom. Cilien, die
sich an der Innenseite der Mantellappen befinden, beférdern Nahrungspartikel in Rich-
tung der Kiemen wo sie dann abgefiltert werden. Durch den so regulierten Wasser-
strom werden gleichzeitig grofiere, unverdauliche Partikel wieder aus der Ausstromoff-
nung hinausbefordert. Der Mantel besteht aus Bindegewebe und beinhaltet neben
HamolymphegefalRen auch Nerven und Muskeln. Der Mantel spielt auch eine unterge-
ordnete Rolle bei der Bioakkumulation von Schwermetallen und organischen Kontami-

nanten.

2.1.10.2.2.2 Mantelrander

Die Mantelrander sind dreifach gefaltet. An der duf3ersten Falte, die sich direkt an der
Schale befindet, findet die Sekretion der Schalenbestandteile Calciumcarbonat und
Conchin durch die im Mantel befindlichen Epithelzellen statt. Je nach ,Mischungsver-
haltnis“ dieser beiden Stoffe konnen die unter 2.1.10.2.1 beschriebenen, verschiede-
nen Lagen der Schale produziert werden. Sie werden in einem schmalen Spalt zwi-
schen Mantelrand und Schale eingelagert. Die mittlere Falte (Velum) verflgt tber
schmale sensorische Tentakeln oder Papillen und besitzt einen groRen muskularen
Anteil. Das Velum spielt somit eine entscheidende Rolle bei der Regulation des Was-
serein- und ausstroms und der Flucht- bzw. Abwehreaktion. Die innere Mantelfalte ist
ebenfalls muskulds und kontrolliert den Wasserstrom in der Mantelhdhle (GOSLING
2003a).

2.1.10.2.2.3 Kiemen

Austern zadhlen zu den Pseudo-Eulamellibranchiern, besitzen also eine weiterentwi-
ckelte Form der Fadenkiemen. Fadenkiemen sind eine primitive Form der Lamellen-
kiemen. Die Kiemenblattchen sind zu langen Faden ausgezogen, die V-férmig durch
Cilien miteinander verbunden sind und mit ihrem aufsteigenden Schenkel an die Kor-
perwand herantreten (Filibranchier). lhre Mittelrippe verwéachst jedoch bald mit dem
Korper. Austen besitzen anstelle der fiir die Filibranchier typischen Cilienverbindung
eine Verbindung aus Bindegewebe, die jedoch nicht ganz so ausgepragt ist wie bei

den echten Eulamellibranchiern. Durch die V-férmige Anordnung und die Anheftung an
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der Mittelrippe entstehen drei Rdume: einer ventral von den Kiemen, in den das Was-
ser einstromt, und jederseits zwei zwischen den Schenkeln der Kiemenfaden und der
Kérperwand, in die das Wasser nach Passieren des Kiemenfilters gelangt und zur
Ausstromdffnung geleitet wird. Austern besitzen zusatzlich stark gefaltelte Kiemen, was
zu einer erheblichen OberflachenvergroRerung fihrt (GOSLING 2003c). Der Wasser-
strom wird dabei durch die Wimpern der Kiemen und der inneren Mantelflache erzeugt
und geleitet. Die zahlreichen Faden der Kiemen bendtigen einen gegenseitigen Halt.
Ab- und aufsteigender Ast werden durch Gewebsbricken verfestigt, nebeneinander
liegende Faden bekommen Halt durch starre Wimpern, die auf Polstern befestigt sind.
Werden die Faden getrennt, so beginnen die Wimpern zu schlagen, bis sie wieder in
Kontakt geraten und sich starr verzahnen. Die von den Kiemen abgefangenen Partikel
werden in Schleimfaden oder —netzen eingebettet und durch Wimpernstralten an die
Basis der Kiemen oder deren ventralen Rand transportiert. Von hier aus erfolgt der
Weitertransport zum Mund. Meist geschieht dies in einer Furche am ventralen Rand
der Kiemen. Schon auf den Kiemen werden dann ,unerwinschte” Partikel durch be-
sondere Wimpern in den Einstromraum zuriickgeworfen und durch Schleim zu Pseudo-
faeces verklebt. Diese werden durch die Einstroméffnung ausgeworfen, gelangen also

nicht in die dorsalen Raume der Mantelhéhle (REMANE et al. 1986).

Weiterhin dienen die Kiemen der Atmung. lhre groRe Oberflache und die starke Ver-
sorgung mit Haemolymphe befahigen sie zum Gasaustausch. Sauerstoffarme Haemo-
lymphe wird Uber afferente Gefalde von den Nieren aus zu den Kiemen geleitet. Jedes
Kiemenfilament enthalt einen Ast dieser Gefalle. An der diinnen Wand der Filamente
findet dann der Gasaustausch statt. Die sauerstoffreiche Haemolymphe wiederum wird

Uber efferente GefalRe zur Niere und zum Herz geleitet.
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Abbildung 11: Crasssostrea, Querschnitt, nach GALTSOFF (1964)
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2.1.10.2.2.4 Mundlappen und Verdauungskanal

Jede Kieme endet in einem Paar etwa dreieckiger Mundlappen (Palpen) die sich beid-
seitig an der Mundéffnung befinden. Sie Ubernehmen die Nahrungsstrome, die von den
Kiemen kommen, und sortieren noch einmal durch Wimpernstrome das Material. So
verhindern sie ein Verstopfen der Kiemen. Kiefer, Radula und Speicheldriisen fehlen
stets. Der Mund fiihrt in einen schmalen Osophagus. Beide Organe sind mit Cilien be-
stlickt, welche die Nahrungspartikel weiter in den Magen beférdern. Dieser ist recht
kompliziert aufgebaut: in einem Blindsack befindet sich ein groRRer Kristallstiel. Er be-
steht aus Mucoproteinen und enthalt verschiedene Enzyme (Amylase, Glykogenase,
z.T. Cellulase). Der Kristallstiel nimmt den Nahrungsstrom aus dem Osophagus auf.
Dieser wird dann im Magen, z.T. mechanisch, am festen Magenschild, z.T. durch den
hier herrschenden niedrigen pH-Wert, zerkleinert und verdaut. Die Nahrungspartikel
werden zunachst extrazellular, dann intrazellular nach Phagocytose in den Mitteldarm-
drisenzellen verdaut. Im Magen werden durch eine dritte Sortierung unverwertbares
Material aus dem Nahrungsstrom und die Restbestdnde aus der Mitteldarmdrise in
das Intestinum uberfuhrt (REMANE et al. 1986).
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Abbildung 12: Verdauungstrakt der Auster nach NEWELL und LANGDON (1996), nach
GALTSOFF (1964)
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2.1.10.2.2.5 Nervensystem

Das Nervensystem besteht nur aus sechs Hauptganglien. Das paarige Kopfganglion
enthalt die verschmolzenen Cerebral- und Pleuralganglien. Die Pedalganglien liegen
im Ful}, die Eingeweideganglien am hinteren Schliellmuskel. Im letzteren sind Viszeral-
und Branchial-(Parietal-, Pallial-)ganglien verwachsen. Die Kopfganglien innervieren
die Palpen, Teile des Mantels, die Statocysten und Uber den Pleuralstrang die Osphra-
dien. Die Eingeweideganglien innervieren Kiemen, Herz, Pericard, den SchlieBmuskel
und einen grofien Teil des Mantels. Von den Ubrigen Nerven sind besonders die Man-
telrandnerven stark entwickelt (REMANE et al. 1986). Im Laufe der Evolution und infolge
des Verlustes eines einstmals ausgepragten Kopfes, haben sich die meisten sensori-
schen Organe vom vorderen Ende hin zum Rand des Mantels zuriickgezogen. Die
meisten sensorischen Rezeptoren befinden sich in der mittleren Mantelfalte. Diese
Falte ist dick und beinhaltet eine groRe Zahl von Tentakeln, deren Lange und Anzahl je
nach Spezies variieren und die mit berihrungsempfindlichen Epithelzellen ausgestattet
sind. Bei taktilen Reizen stimulieren sie eine Kontraktion der Muskulatur im Mantel.
Diese Kontraktion stellt einen Reflex dar und steht nicht unter der Kontrolle des Ner-
vensystems. Bei einem starken Stimulus zieht sich das gesamte Tier in die Schale zu-
ruck. Diese adaptive Form der Kontraktion steht unter der Kontrolle des Viszeralgangli-
ons (GOSLING 2003a).
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Den groften Anteil an der Kérpermasse der Auster macht mit bis zu 40 % der Ge-
samtmasse der Schlieldmuskel aus. Bei den sog. Monomyomariern, zu denen die Aus-
ter zahlt, fehlt der vordere SchlieBmuskel komplett. Der hintere Schliemuskel ist an
der oberen und unteren Schalenhélfte verankert und fallt so kraftig aus, dass eine Aus-
ter nur unter Zuhilfenahme entsprechender Werkzeuge gedffnet werden kann. Der
SchlieBmuskel kann die Schale nur schlief3en, nicht aber 6ffnen. Funktionell zerfallt der
SchlieBmuskel in zwei Anteile: der tetanische Anteil schliel3t unter hohem Energie-
verbrauch die Schalen schnell; der tonische Anteil halt unter geringem Energie-
verbrauch die Schalen geschlossen. Hierdurch vermag die Auster z.T. monatelang in

geschlossenem Zustand zu verharren (REMANE et al. 1986).

2.1.10.2.2.6 Herz und Gefalisystem

Austern verfiigen Uber einen offenes Zirkulationssystem. Das Herz liegt ventral des
Darmes, eingebettet in das Pericard. Es besteht aus einer einzelnen, muskuldsen
Hauptkammer und den paarigen Vorhofen. Die Haemolymphe wird von den Vorhoéfen
in den Ventrikel und von hier in die Aorta gepumpt, die sich dann in die Arterien auf-
zweigt, von denen die Mantel- und Viszeralarterien, Gastrointestinalarterie, Leberarte-
rie und Terminalarterie die wichtigsten sind. Diese Hauptarterien verzweigen sich dann
weiter und formen ein dichtes Gefalinetz, aus welchem sich im weiteren Verlauf die
Venen formen. Die Venen ihrerseits minden in die drei offenen Hauptlakunen. Die
Haemolymphe steht also im direkten Kontakt mit den inneren Organen. Aus den Laku-
nen wird sie zu den Nieren weitertransportiert, wo die Filtration der harnpflichtigen

Substanzen erfolgt.

Die Haemolymphe spielt eine wichtige Rolle in der Physiologie der Auster: sie ist betei-
ligt am Gasaustausch, der Osmoregulation, der Nahrstoffversorgung, der Ausschei-

dung von Stoffwechselprodukten und an der kérpereigenen Abwehr.

Sie dient demnach als eine Art Hydroskelett, das dem Mantel und den Mundlappen
eine gewisse Stabilitat gewahrt. Sie enthalt Haemocyten, die sich in einem farblosen
Plasma befinden. Die Abwesenheit eines Blutfarbstoffes hangt mit der Tatsache zu-
sammen, dass die Sauerstoffkonzentration der Haemolymphe gleich der des Seewas-
sers ist (BAYNE et al. 1976) und somit durch die grof3e respiratorische Oberflache und
die sessile Lebensweise die Aufnahme des Sauerstoffs vereinfacht ist (GOSLING
2003a).

48



2 Literaturtbersicht

common pallial a.—{#7—

T
cephalic a 7 v labial palp a.
; ~——— labial palp
,'_ i
/4 —Xri—gastric aa.
I8 / —yh—visceral a.
anterior aorta |/ Ng? —\— renogonadial a.
| TR

postericraorta | |
rectala_—
adductor muscle a.—

o) . gill
—i mantle

Abbildung 14: Das arterielle System von Crassostrea, nach GALTSOFF (1964)

2.1.10.2.2.7 Exkretionsorgane

Austern verfigen Uber zwei Typen von Exkretionsorganen: die braunen Pericardial-
driisen und die paarigen Nieren. Die Pericardialdriisen entwickeln sich aus dem epithe-
lialen Uberzug des Pericards und liegen tber den Vorhofwanden. Hier sammeln sich in
bestimmten Zellen dieser Driisen Abfallprodukte, die in regelmaRigen Abstanden in die
Pericardhohle entleert und von hier zu den Nieren transportiert werden. Andere Zellen
filtern die Haemolymphe und erzeugen so einen Primarurin. Dieser wird dann zu den
Nieren weitergeleitet wo er dem Prozess der Sekretion und Reabsorption der lonen

unterzogen wird. Hieraus entsteht als Endprodukt ein ammoniakreicher Urin.

2.1.10.2.2.8 Gonaden

Neben dem Herz liegen die - entsprechend der hohen Eizahl (50-100 Millionen Eier bei
der Pazifischen Felsenauster, 0,5-2 Millionen Eier bei der Europaischen Auster) — sehr
grol3en, paarigen Gonaden. Das Reproduktionssystem der Auster ist sehr simpel auf-
gebaut und besteht aus sich stark verzweigenden Tubuli, an deren epithelialer Oberfla-
che die Gameten ,knospen®. Die Tubuli vereinen sich zu kleinen Gangen, welche ihrer-
seits wieder in groeren Gangen und schliel3lich im so genannten Gonoduct minden.
Dieser 6ffnet sich Uber Poren in die Mantelhdhle. Die Befruchtung erfolgt dann, aulRer
bei Ostrea spp., extern (GOSLING 2003a).
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2.1.10.2.3 Vermehrung

Alle Muscheln unterliegen einem jahrlichen Reproduktionszyklus, welcher eine Periode
der Gametogenese, gefolgt von der Befruchtung und einer sich anschlieRenden Erho-
lungsphase, umfasst. Im Gegensatz zu den meisten anderen Muscheln, die getrennt
geschlechtlich leben, sind Austern alternierende Hermaphroditen, was bedeutet, dass
sie ihr Geschlecht im Laufe des Lebens mehrfach wechseln kdnnen. Die konkrete Aus-
formung dieser Zweigeschlechtlichkeit ist jedoch bei den verschiedenen Austenarten
sehr unterschiedlich. Die Pazifische Felsenauster (Crassostrea gigas) wachst zunachst
ein Jahr lang als Mannchen heran. Im zweiten Jahr wandelt sich ein Teil der Population
zu Weibchen um. Die Geschlechteraufteilung wird dann so beibehalten. Die Europai-
schen Auster (Ostrea edulis) hingegen wechselt das Geschlecht mehrfach (konsekutiv
rhythmische Hermaphroditen). In der Austenpopulation findet sich haufig ein unausge-
wogener Quotient zwischen mannlichen und weiblichen Tieren. Dieses Verhaltnis wird
von exogenen Faktoren, insbesondere dem Nahrungsangebot, bestimmt. Ist dieses
reichlich, so bilden sich vermehrt weibliche Tiere aus, die dann fiir eine gréRere Nach-
kommenschaft sorgen. Die Phase der Vermehrung beginnt unter naturlichen Verhalt-
nissen im Fruhjahr, wenn die Wassertemperaturen steigen. In ndrdlichen Gebieten
erfordert dies Wassertemperaturen zwischen 15,5 und 20°C, wahrend sldliche Aus-
tern, wie die aus Asien stammende Pazifische Felsenauster (Crassostrea gigas), erst
bei Wassertemperaturen ab 20°C mit der Fortpflanzung beginnen. Diese Temperaturen
werden in den européischen Kistengewassern oftmals nicht erreicht, weshalb die Aus-
ternbanke mit Saataustern aus Zuchtbetrieben bestickt werden. Auch ein Einfluss der
Mondphasen auf das Vermehrungsverhalten ist beobachtet worden. Eier und Spermien
der Pazifischen Felsenauster werden gleichzeitig abgegeben und die Befruchtung er-
folgt im freien Wasser. Die Europaische Auster hingegen halt ihre Eier in der Schale

zwischen Mantel und Perlmuttschicht.

Durch den Wasserstrom ins Innere der Auster gelangt auch das Sperma hierhin. Die
Larven schlipfen dann innerhalb kurzer Zeit in der Schale und werden nach etwa 10
Tagen ins freie Wasser ausgestoflen. Bei der Pazifischen Felsenauster schliipfen die
Larven (Trocophoren) innerhalb von 48 Stunden im offenen Meer. Nach 24 bis 48 h
entwickeln sich aus ihnen die so genannten Veliger-Larven. Zu diesem Zeitpunkt hat
die Larve bereits eine dinne Schale und ernahrt sich von winzigen Algen. Nach 12 bis
20 Tagen entwickelt die Larve einen Full und Augenpunkte. Sie ist zum Pediveliger
geworden. Pediveliger lassen sich am Boden nieder und kénnen sich, auf der Suche
nach einem geeigneten Untergrund, Uber kurze Strecken fortbewegen. Wenn sie die-
sen gefunden hat, zementiert sie sich auf ihrem Untergrund fest und wird somit zur

Jungauster (engl. spat, franz. naissain) (s. Abbildung 15). Kérperteile wie Fuld, Auge
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und Wimpern bilden sich wahrend dieser Entwicklung zuriick und werden durch die
Kiemen und schlief3lich durch den Weichkérper ersetzt (GOSLING 2003b, MATTHIESSEN
2001).
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Abbildung 15: Lebenszyklus der Auster (Quelle: SENCKENBERG 2007)

Unter glinstigen Bedingungen kann die Geschlechtsreife in stdlichen Gewassern be-
reits ab einem Alter von vier Monaten eintreten. Bis die Austern dann eine Gré3e von
etwa 75 mm erreicht haben und von kommerziellem Interesse sind, dauert es je nach
Temperatur, Salzgehalt und Futterangebot etwa 12 bis 36 Monate (MATTHIESSEN
2001). Austern leben in einer Tiefe von 0-80 m, bevorzugen jedoch die Gezeitenzone.
Die von ihnen als Substrate genutzten Untergrinde konnen recht verschieden sein:
Felsen, flache Steine und Kieselsteine, Kies und Schlick (auch mit Kies- oder Sand-
beimischung). Auch kinstlich geschaffene Untergriinde, wie etwa Holz oder Metall,
werden angenommen. Festen Untergrinden wird in jedem Fall der Vorzug gegeben.
Austern tolerieren Salzgehalte von 10-30 ppt (optimal 15-18 ppt), die Strdbmung sollte
moderat sein und genidgend Futterpartikel herbeifiihren. Der optimale Sauerstoffgehalt
liegt Uber 3 ppm und darf 5 ppm nicht dauerhaft unterschreiten (GOSLING 2003b).
Durch ihre hohe Filterleistung von etwa 240 | pro Tag klaren die Austern das Wasser in
ihrer Umgebung sehr effektiv und sind somit auch ékologisch sehr wertvoll. Der hohe
Wasserdurchsatz bedingt jedoch auch, dass Schadstoffe und Mikroorganismen jegli-
cher Art sich stark in den Tieren anreichern. Dies hat zum einen Konsequenzen fir die
Muschel selbst: Schadstoffkonzentrationen im Wasser, die fir andere Meeresbewoh-
ner unbedenklich sind, kbnnen wegen der Aufkonzentration bei Austern zum Tode flih-
ren. Zum anderen stellt schadstoffbelastetes oder mikrobiologisch kontaminiertes Mu-
schelfleisch eine Gefahr fir den Konsumenten dar, insbesondere dann, wenn das Mu-

schelfleisch, wie bei der Auster Ublich, nicht oder nur unzureichend erhitzt wird.
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Beispiele fur Kontaminationen mit Mikroorganismen sind neben den hier besprochenen
Viren auch Polymyelitis- und Coxsackieviren, Cholerabakterien und Vibrionen. Erwah-
nung verdient auch die durch Schadstoffe bedingte japanische Minamata-Krankheit.
Sie wird durch den Verzehr von quecksilberhaltigem Muschelfleisch ausgeldst (AHNE
2000).

2.1.10.3 Austernzucht

2.1.10.3.1Geschichte

Austern gelten seit der Antike als Delikatesse. 350 v. Chr. beschrieb Aristoteles die
Kultur von Austern auf Tonscherben, die man im Meer versenkte, in Griechenland.
Zugleich leitet sich der lateinische Name Ostreidae vom griechischen ooT6 fliir Knochen
ab. Im antiken Rom wurde die die Technik der Kultivierung weiterentwickelt und verfei-
nert. Die Jungaustern wurden eingesammelt und in geeigneten Buchten aufgezogen.
Nach dem Untergang des romischen Reichs geriet die Technik der Austernkultivierung
in Vergessenheit und wurde in Europa erst im 19. Jahrhundert wiederentdeckt, wah-
rend sie in Japan bereits im 17. Jahrhundert eingefihrt wurde. Im Mittelalter und in der
friihen Neuzeit wurden in Europa lediglich Bestande wilder Austern eingesammelt, spa-
ter dann mit Booten und Schurfnetzen, seltener mit Rechen, abgefischt. Besonders die
franzésische Stadt Cancale erlangte als bedeutendes Zentrum der Austernfischerei

Bedeutung.

Die zunehmenden Fangmengen lieen die natlrlichen Ressourcen schnell schwinden.
1750 wurde die Austernfischerei in der Bucht von Arcachon fir drei Jahre komplett
verboten und 1759 wurde in ganz Frankreich die Austernfischerei in den Monaten Mai
bis Oktober untersagt. Diese und weitere Verordnungen sorgten flir eine geringe Erho-
lung der Bestande, es war jedoch klar, dass der Bedarf aus den natlrlichen Bestanden
nicht gedeckt werden konnte. Deshalb wurde ab der Mitte des 19. Jahrhunderts die
antike Kunst der Austernkultivierung erneut genutzt. Traditionell wurden in Europa die

einheimischen Europaischen Austern (Ostrea edulis) geziichtet bzw. gefischt.
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Abbildung 16: Vorkommen der einheimischen Auster (Ostrea edulis); Karte: Olsen,
1883 (Quelle: SENCKENBERG 2007)
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Abbildung 17: Ausbreitung der Pazifischen Auster nach der Drift-Hypothese (Karte: A.
WEHRMANN et al. 2000, Quelle: SENCKENBERG 2007)

In Portugal kam es wahrend dieser Zeit erstmals zur Einfiihrung der Austernart Cra-
sostrea angulata aus dem Fernen Osten. Diese, im Vergleich zur Europaischen Auster,
groliere und widerstandsfahigere Art vermehrte sich rasch und gelangte durch Bioin-
vasion bald auch in die franzdsischen Kistengewasser, wo sie 1900 bereits die Halfte
der gesamten Produktionsmenge ausmachten (MATTHIESSEN 2001).
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Durch die in den 20er Jahren des 20. Jahrhunderts in Japan entwickelte Langleinen-
zucht wurde es mdglich, Austern auch aul3erhalb der Gezeitenzone zu kultivieren und

die Produktionsraten stiegen kontinuierlich an.

Der Winter 1962/63 war in Europa der kalteste seit Beginn der meteorologischen Auf-
zeichnungen. Die Kustengewasser Nordeuropas waren monatelang zugefroren. Es
folgten Virusepidemien (,maladie des branchies®) in den Jahren 1966 und 1976, die
den Bestand der Portugiesischen Felsenauster komplett zugrunde richteten. Studien
zufolge konnten zwei Virusarten fur das Massensterben verantwortlich gemacht wer-
den: das ,gill necrosis virus“ (GNV) sowie das ,hemocytic infection virus® (HIV). In den
70er Jahren ging dann auch der Restbestand an Europaischen Austern durch Epide-
mien zugrunde. In beiden Fallen wurden die Protozoen Marteilia refringens und Bona-
mia ostreae als Ubertrager der Viren identifiziert. Die Viren verbreiteten sich nach und
nach in ganz Europa; vor allem traditionell auf die Zucht von Ostrea edulis spezialisier-
te Nationen wie Spanien, die Niederlande, Danemark und GroRbritannien konnten sich
nie mehr ganz von den Folgen der Epidemie erholen (MATTHIESSEN 2001). An der
deutschen NordseekUlste war die Europaische Auster bereits in den 40er Jahren durch
permanente Uberfischung im Zusammenspiel mit kalten Wintern und Parasitenbefall
ausgerottet , in der Deutschen Bucht gab es bereits in 18. Jahrhundert keine Austern
mehr. Hier schlugen auch die Versuche exotische Austern, wie die Portugiesische Fel-
senauster, zu kultivieren fehl, da die Wassertemperaturen an der deutschen Kiiste sich
als zu niedrig erwiesen (WEHRMANN und SCHMIDT 2005). Durch die Einfuhrung der Pa-
zifischen Felsenauster (Crassostrea gigas) konnten die Probleme der Austernzucht
geldst werden. Die Spezies scheint gegenlber den oben erwahnten Parasiten und
Viren resistent zu sein und zeichnet sich - anders als andere tropische Austern - durch
eine hohe Resistenz gegenliber Umwelteinflissen und eine enorme Anpassungsfahig-

keit aus.

Der erste Erfolg in der Austernkultivierung gelang mit der Einfihrung dieser Spezies
1965 in der Oosterschelde (Holland). In Deutschland gibt es mit dieser Art eine Aus-
ternzucht seit 1986 auf der Insel Sylt. Durch Brutfalle nach warmen Sommern entstan-
den in den oben genannten Gebieten seit etwa 1975 (Oosterschelde) bzw. 1991 (Sylt)
erste Wildpopulationen auf festem Untergrund. Von dort aus gelangte die Pazifische
Auster im Laufe der folgenden Jahrzehnte Schritt flr Schritt Gber die westfriesische
Kiste auch ins ostfriesische Wattenmeer. Eine ahnliche Ausbreitung war im nordfriesi-
schen Wattengebiet zu beobachten. Aufgrund der in Nord-Sid-Richtung verlaufenden
Kistenstromung erfolgte hier aber die Drift in entsprechend anderer Richtung (s.
Abbildung 17).
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Seit 2003 wird die Bioinvasion der Pazifischen Auster innerhalb des Nationalparks Nie-
derséchsisches Wattenmeer und die Auswirkung auf das Okosystem (iber drei Jahre in
einem von der Niedersachsischen Wattenmeerstiftung geférderten Projekt untersucht
(WEHRMANN und SCHMIDT 2005). In Folge der Einfuhrung dieser Spezies konnte sich
Frankreich relativ rasch von den grofl3en Epidemien erholen und produziert heute Uber

90 % der europaischen Gesamtvolumens an Austern.

2.1.10.3.2 Austernzucht heute

Gegenwartig werden ca. 300 Fisch-, Krebs- und Weichtierarten in Aquakulturen ge-
zichtet (FAO 1999), wobei hochwertige Erzeugnisse bevorzugt werden. Nach FAO-
Statistiken ist seit 1970 die Aquakultur im Vergleich zur Fischerei oder Landwirtschaft
der am schnellsten wachsende Sektor der Nahrungsmittelerzeuger. Wahrend 1980
gegeniiber 3.750 Mio. Tonnen tierischer Produkte aus der Landwirtschaft sowie 71
Mio. Tonnen aus der Fischerei nur 8 Mio. Tonnen aus der Aquakultur stammten (0,21
%), wurden 1997 schon 36 Mio. Tonnen aquatischer Organismen produziert. Hierbei
nehmen Fisch und Muscheln ca. 75 % der Produktion ein (KINNE 1991, TACON 1998).
80 % dieses Ertrages stammen aus Dritte-Welt-Ladndern oder Schwellenlandern, ange-
fuhrt von China, Indien, Philippinen und Indonesien. Das gesamte Asien, gefolgt von
Sudamerika und Afrika, besitzt einen Anteil von 89 % an dieser Produktion, wobei Ja-
pan mit marinen Aquakulturen im Inshore-Bereich filhrend ist (LEE und TURK 1998,
RANA 1997).

Durch ihr hohes Potential zu schnellem Wachstum und ihre hohe Toleranz gegeniber
verschiedenen Umweltbedingungen wurde die Pazifischer Felsenauster (Crassostrea
gigas) zur weltweit bevorzugten Austernspezies fur Aquakulturen. Urspringlich in Ja-
pan beheimatet, wo diese Spezies schon seit Jahrhunderten geziichtet wird, wurde sie
von hier in viele Teile der Welt verbracht: in den 20er Jahren des 19. Jahrhunderts
wurde die Auster erstmals an der Westkiiste der USA eingefiihrt, 1966 kam sie nach

Frankreich.
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Eine Liste der bekannten Einfuhrungen zum Zweck der Kultivierung in anderen Lan-
dern findet sich unter http://www.fao.org/fi/website/MultiQueryAction.do. Die Austern
wurden dabei entweder neu eingefilhrt, um bestehende heimische Austernbestande,
welche durch Krankheit oder Uberfischung stark geschadigt waren, zu ersetzen oder
Austernzuchten an Orten, wo es diesen Erwerbszweig bisher nicht gab, neu aufzubau-
en. In vielen Gebieten erfolgte zudem eine zufallige Einschleppung der Larven, die im
Ballastwasser von Schiffen mitgefuhrt wurden (MATTHIESSEN 2001).

2004 wurden nach Angaben der FAO weltweit 4,4 Mio. Tonnen Pazifischer Felsenaus-
tern (Crassostrea gigas) in Aquakulturen produziert. Das entspricht einem Gegenwert
von 2,6 Milliarden US$. Sie ist damit die Spezies mit dem gréRten, weltweiten Produk-
tionsvolumen in Aquakultur, gefolgt von drei Arten von Karpfenfischen. Nach offiziellen
Statistiken ist China der weltweit grofRte Produzent, gefolgt von Japan, Korea und
Frankreich.

3 i Japan
China Rep. of Korea

Tamwan PC

Alstralia

Mew. Zealand

Abbildung 18: Hauptproduzenten von Crassostrea gigas (FAO Fishery Statistics 2002)
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Abbildung 19: Crassostrea gigas: weltweite Produktion (FAO Fishery Statistics 2002)
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An zweiter Stelle der gefarmten Austernarten folgt die Amerikanische Auster (Cras-
sostrea virginica) mit 5,1 % Weltmarktanteil. Sie herrscht heute im amerikanischen
Raum vor. |hr Herkunftsgebiet reicht vom Golf v. St. Lawrence in Kanada bis zum Golf
v. Mexiko und den Kuisten von Brasilien bis Argentinien. Sie wurde an der Westklste
Nordamerikas eingefihrt und macht heute mit etwa 30 Mio. Pfund Austernfleisch etwa
75 % der gesamten Austerproduktion in den USA aus.

Canada

United Statesiof Amernica

Abbildung 20: Hauptproduzenten von C. virginica (FAO Fishery Statistics 2002)
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Abbildung 21: C. virginica: weltweite Produktion (FAO Fishery Statistics 2002)
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Die bei Verbrauchern hoch geschatzte heimische Europaische Auster (Ostrea edulis)
findet sich heute sehr selten (0,2 %).

Abbildung 22: Hauptproduzenten von Ostrea edulis (FAO Fishery Statistics 2002)
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Abbildung 23: Ostrea edulis: weltweite Produktion (FAO Fishery Statistics 2002)

Die Europaische Auster wird in Europa in verschiedenen Zuchtgebieten kultiviert und
nach ihnen benannt:
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Frankreich: Marennes, Bouzigue, Gravettes d’Arcachon, Belon-Austern
Niederlande: Imperial- und Zeeland-Auster

Belgien: Ostender Auster

Danemark: Limfjordauster

GroRbritannien: Colchester und Whitestables

Irland: Galway und Cork
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Nahezu alle weltweit auf den Markt gelangenden Austern entstammen heute Aquakul-
turen. Die Methoden der Kultivierung dieser Muscheln sind ausgesprochen verschie-
den und reichen von einfachen Verfahren, mit sehr geringer Einflussnahme und Kon-
trolle, bis zu hoch intensiven Zuchtmethoden. Die Aquakulturanlagen kénnen je nach
wirtschaftlichem Interesse, Aufwand und Machbarkeit traditionell oder extensiv, semi-
intensiv oder intensiv bzw. ultraintensiv betrieben werden (RONNEBACK 2001, BAKER
und JIA 2000). Bei einer extensiven Anlage ernahren sich die kultivierten Organismen
von dem in ihrer Umgebung natirlich vorhandenem Futterangebot, kein zusatzliches
Futter wird verabreicht. Eingriffe in das vorhandene Okosystem beschréanken sich
meist auf die Abwehr von Fressfeinden und einem gelegentlichen Umsetzen zur Siche-
rung der Ernahrung und zur Vorbeugung moglicher Wasserverschmutzungen
(RONNEBACK 2001, KINNE 1991). Das Input-Output-Verhaltnis ist gering. Die Austern-
und anderen Muschelzuchten werden noch heute hauptsachlich extensiv betrieben. Je
mehr Kontrolle und Management in eine Kultur einflief3t, um so mehr rickt sie Gber
eine semi-intensive Betreibung hin zu einer intensiven bzw. ultra-intensiven Aquakultur.
Bei einer intensiv betriebenen Aquakulturanlage ist das Input-Output-Verhaltnis sehr
grof. Der Technologieaufwand gestaltet sich komplexer und moderner, Besatzdichten
sind grofier und der gesamte Lebenszyklus eines Organismus vom Ei Uber das Lar-

valstadium bis hin zum ausgewachsenen Tier wird bewacht (Buck 2002).

Die einfachste Form der Kultivierung besteht darin, Austernschalen, Muschelschalen
oder andere Untergrundmaterialien in einem Gebiet abzulegen, in dem sich die Larven
bevorzugt niederlassen. In etwa ein bis drei Jahren kdnnen die Austen dann, abhangig
von ihrer Wachstumsrate, geerntet werden. In einigen Fallen werden die Jungaustern
auch in Gebiete umgesetzt, die durch bessere Umweltbedingungen ein schnelleres
Wachstum versprechen. In den intensiven Kulturen werden Austern, welche sich in der
Phase der Fortpflanzung befinden, in Pools plaziert. Die Larven werden dann in spe-
zielle Becken verbracht, in denen ihnen sehr nahrstoffreiches Futter (Algen wie bei-
spielsweise Isochrysis, Chaetoceros oder Tetraselmis) zugefihrt wird. Der Zucht dieser
Algen wird dabei sehr grol’e Bedeutung beigemessen. Die Larven werden dann im
Alter von 14 bis 16 Tagen aus den Becken abgefischt und in Becken uberflihrt, in de-
nen sie sich auf Austerschalen, die sich in groRen Gittertaschen befinden, ansiedeln
kénnen. Die Austernschalen sind hierbei grindlich gereinigt und etwa 6 Monate abge-
lagert. In jede Gittertasche werden etwa 40 Pfund Austernschalen verbracht Diese Ta-
schen werden in helle, belliftete Tanks eingesetzt, die gefiltertes Seewasser enthalten.
Pro Austernschale werden 100 Larven eingesetzt. Das Ziel ist eine Besiedelungsdichte
von 20-30 Jungaustern pro Schale. Die Tanks werden dann flir 48 Stunden verdunkelt.

Die Gittertaschen werden dann den Tanks entnommen und in Austernparks gebracht.

59



2 Literaturtbersicht

Hier werden sie dann auf Paletten, an FI6Ren oder an speziellen Gestellen befestigt.
Die Aufzuchtparks sind abgesteckte, durch Gitter geschitzte Parzellen in der Gezei-
tenzone, durch die planktonreiches Wasser flief3t. Nachdem die Austern eine Lange
von 25 mm erreicht haben, werden sie aus den Gittertaschen genommen und in abge-
grenzte Gebiete umgesiedelt, in denen das weitere Wachstum erfolgt. Hier ergibt sich
auch ein gewisser Schwund durch Rauber wie Krabben und Austernwirmer vor allem
dann, wenn die Brut beim Umsetzen beschadigt wurde. Unter guten Bedingungen er-
reichen drei bis finf Austern pro Schale die Marktreife. In Frankreich geschieht das
Méasten und Verfeinern in so genannten Claires, flachen Becken oder ehemaligen Mee-
ressalinen, in denen das Wasser sehr planktonreich aber nicht mehr so salzig ist wie in

den Austenparks.

Ein durchschnittlicher Claire ist etwa 40 m lang, 12 m breit und mindestens 0,5 m tief.
Der Boden besteht aus Ton. Er wird in einem jahrlichen Rhythmus nach dem Ablassen
des Wassers durch Luft und Sonne ausgetrocknet. Diese Trocknung bewirkt nach dem
Wiederbefiillen des Beckens eine bevorzugte Besiedelung desselben mit speziellen
Planktonpartikeln (Navicula ostrearia), die den Austern spater ein typisches Aroma und
einen grunlichen Farbton verleihen. Beides steigert den Marktwert betrachtlich. Inner-
halb von zehn bis zwdlf Monaten erreichen die Austern ihre optimale Qualitat. Die be-

riuhmtesten Claires sind jene im franzdsischen Marennes-Oleron.

Am Schluss werden die Austern noch flr einige Tage in saubere Bassins verbracht, in
denen sie Sand und andere Verunreinigungen ausscheiden (MATTHIESSEN 2001). Eine
alternative Methode besteht darin, die Larven auf winzigen Stickchen von Austern-
schalen anzusiedeln, welche sich auf feinen Filtern befinden. Dies geschieht in eimer-
bis fassgrof’en Containern. Normalerweise setzt sich bei dieser Methode nur eine Lar-

ve auf ein Stiickchen Austern fest. Es werden somit Einzeltiere produziert.
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Innerhalb Europas besitzt Frankreich die bei weitem groRten Marktanteile an der Aus-

tenproduktion. Die jahrliche Produktionsmenge der franzdsischen Erzeuger, die haupt-

sachlich fur den einheimischen Markt bestimmt ist, betragt mehr als 100.000 Tonnen

Austen. Hauptabnehmer fur franzésische Austern in Europa ist Italien (FAO 2005,

MATTHIESSEN 2001).

Tabelle 2: Franzdsische Austern Exporte Januar-September (in Tonnen). Quelle: FAO

Land 2003 2004 Zuwachs/Abnahme in %
Italien 2.860 2.930 +2
Belgien 310 280 -10
Deutsch- 250 260 +4
land
Spanien 210 250 +19
Andere 390 410 +5
Gesamt 4.020 4130 +3

Die deutschen Importmengen sind, wie die Tabelle zeigt, gering und liegen unter 1000

Tonnen im Jahr. Frankreich ist, wie auch in Italien, Marktfihrer.

Tabelle 3: Gesamtmenge der Austernimporte in Deutschland (in Tonnen). Quelle: FAO

Herkunft 2001 2002 Zuwachs/Abnahme %
Frankreich 470 520 +11

Andere 360 230 - 36

Gesamt 830 750 -10
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2.1.11 Rechtliche Rahmenbedingungen

2.1.11.1 Anforderungen an Muschelerzeugungsgebiete

Alle Muschelerzeugungsgebiete in der Europaischen Union befinden sich in sog. Mu-
schelgewassern. Die Qualitatsanforderungen an solche Gewasser sind durch die
Richtlinie des Rates vom 30. Oktober 1979 beschrieben; es wurden Parameter festge-
legt, fur die Richtwerte und/oder imperative Werte in den entsprechenden Gewassern
eingehalten werden mussen. Neben Grenzen flir pH-Wert, Temperatur, Salzgehalt und
geléstem Sauerstoff wurden unter anderem Farbung und Schwebstoffgehalt sowie die
Konzentration bestimmter Metalle festgelegt. Diese Richtlinie des Rates wurde im Fol-

genden in das nationale Recht der einzelnen Erzeugerlander Gbernommen.

Kommerziell genutzte, europaische Muschelerzeugungsgebiete werden des Weiteren,
je nach Grad ihrer fakalen Verunreinigung in drei Kategorien (A, B oder C) eingeteilt.
Die Klassifizierung wurde, basierend auf der Richtlinie Nr. 91/492/EWG des Rates vom
15. Juli 1991, im dritten Abschnitt der Verordnung Uber die hygienischen Anforderun-
gen an Fischereierzeugnisse und lebende Muscheln (FischHV) geregelt. Im Kapitel 1
der Anlage 2 dieser Verordnung unterscheidet der Gesetzgeber zwischen Gebieten,
aus denen die Muscheln zum unmittelbaren Verzehr geerntet werden dirfen (Klasse
A), und solchen Gebieten, aus denen die Muscheln erst nach einer entsprechenden
Aufbereitung in einem Reinigungszentrum oder nach Umsetzen in andere Gewasser in
den Verkehr gebracht dirfen (Klasse B und C).

Grundlage fiur die Klassifizierung bildet der Gehalt an Fakalbakterien im Fleisch der
aus den jeweiligen Gebieten stammenden Muscheln. Demnach missen lebende Mu-
scheln aus Gebieten der Klasse A, die zum sofortigen Verzehr bestimmt sind, in einem
5-tube-3-dilution MPN-Test (oder in einem anderen bakteriologischen Verfahren mit
entsprechender Genauigkeit) mit weniger als 300 Fakalcoliformen oder weniger als
230 E. coli je 100 g Muschelfleisch und Schalenfliissigkeit kontaminert sein. Weisen 90
von 100 Muschelproben in dem oben genannten Testverfahren einen Gehalt von ma-
ximal 6.000 Fakalcoliformen oder 4.600 E. coli je 100 g Muschelfleisch auf, so diirfen
die Tiere zwar geerntet werden, missen aber vor dem Inverkehrbringen in einem Rei-
nigungszentrum aufbereitet bzw. in ein Umsetzungsgebiet verbracht werden. Bei Mu-
scheln aus Erzeugergebieten der Klasse C liegt der Hochstwert an Fakalcoliformen bei
60.000 je 100 g Muschelfleisch. Schalentiere aus solchen Gebieten dirfen zwar eben-
falls geerntet werden, mussen aber zuvor fur mindestens zwei Monate in ein entspre-

chendes Umsetzungsgebiet verbracht werden.
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Far Muscheln aus den letztgenannten Gebieten gilt, dass nach der Aufreinigung alle

Anforderungen von Kapitel V des Anhangs erflllt sein missen.

Seit dem 01. Januar 2006 ist die Richtlinie Nr. 91/492/EWG durch die Richtlinie Nr.
2004/41/EG aufgehoben. Somit bildet nun die Verordnung (EG) Nr. 854/2004 des Eu-
ropaischen Parlaments und des Rates mit besonderen Verfahrensvorschriften flir die
amtliche Uberwachung von zum menschlichen Verzehr bestimmten Erzeugnissen tieri-
schen Ursprungs die Grundlage fur die Klassifizierung der Muschelerzeugungsgebiete.
Die Verordnung Ubernahm in weiten Teilen die oben beschriebene Klassifizierung der
Gebiete. Die Einteilung in die Klassen A, B oder C geschieht nun jedoch ausschlie3lich
auf der Grundlage des Gehaltes an E. coli in Muschelfleisch und Schalenflissigkeit.
Als Referenzmethode dient weiterhin der 5-tubt-3-dilution MPN-Test nach ISO/TS
16649-3 (ISO 2005). Danach mussen Muscheln aus Gebieten der Klasse A die Anfor-
derungen an lebende Muscheln, die fiir den unmittelbaren Verzehr bestimmt sind, er-
fullen. In Muscheln aus Gebieten der Klasse B dirfen maximal 4.600 E. coli je 100 g
Muschelfleisch und Schalenfliissigkeit nachgewiesen werden, in Muscheln aus Gebie-
ten der Klasse C max. 46.000 E. coli je 100 g Muschelfleisch und Schalenfliissigkeit.
Die letztgenannten Muscheln missen vor dem Inverkehrbringen weiterhin mit entspre-

chenden, oben genannten Aufreinigungsverfahren hygienisiert werden.

2.1.11.2 Anforderungen an lebende Muscheln, die flr den unmittelbaren

menschlichen Verzehr bestimmt sind

Lebende Muscheln, die innerhalb der EU in den Verkehr gebracht werden mussen aus
Erzeugergebieten stammen, die den unter 2.1.11.1 genannten Anforderungen genu-
gen, sowie den Anforderungen der Anlage 4 Kapitel V Nr. 1.2 der VO zur Durchfiihrung
von Vorschriften des gemeinschaftlichen Lebensmittelhygienerechts entsprechen. Die
Tiere missen demnach sichtbare Merkmale aufweisen, die auf ihren Frischezustand
und Lebensfahigkeit schlieRen lassen. Hierzu gehdren eine schmutzfreie Schale, eine
Klopfreaktion und ausreichende Mengen an Schalenfliissigkeit. Neben den bereits ge-
nannten Grenzwerten flr E. coli durfen in 25 g Muschelfleisch keine Salmonellen

nachgewiesen werden.
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2 Literaturtbersicht

Die seit dem 01. Januar 2006 in Kraft getretenen VO (EG) Nr. 853/2004 des Europai-
schen Parlaments und des Rates mit spezifischen Hygienevorschriften flr Lebensmittel
tierischen Ursprungs und VO (EG) Nr. 2073/2005 der Kommission Uber mikrobiologi-
sche Kriterien fur Lebensmittel sehen vor, dass funf Proben a 25 g auf Salmonellen
untersucht werden; in keiner der Proben darf der Erreger nachgewiesen werden. Wei-
terhin durfen in einer Sammelprobe aus mindestens 10 einzelnen Tieren die genannten
Grenzwerte an E. coliin 100 g Muschelfleisch und Schalenflissigkeit nicht Uberschrit-
ten werden. Weiterhin mussen die Tiere auf von Dinoflagellaten produzierte Algentoxi-
ne, Radionukleotide, Schwermetalle (Hg, Pb, Cd, Ag, und Ni) und organische Stoffe

untersucht werden.

64



3 Materialien und Methoden

3 Materialien und Methoden

3.1 Probenmaterial

Uber einen Zeitraum von 16 Monaten (Marz 2005 bis Juli 2006) wurden, allerdings mit
Unterbrechungen wegen Lieferproblemen, bis zu vier Chargen lebender Pazifischer
Felsenaustern (Crassostrea gigas) pro Monat aus verschiedenen europaischen Ur-
sprungsgebieten erfasst. Von jeder Charge wurden je 12 Austern auf Noroviren und

unter dem Vorbehalt einer ausreichenden Probenmenge auch auf HAV untersucht.

25 g des verbleibenden Probenmaterials wurden zur Erstellung eines mikrobiologi-
schen Profils verwendet. Es wurden insgesamt 477 Einzelproben auf Noroviren und
372 Einzelproben auf HAV getestet. Die Proben stammten von einem Importeur, der
seine Produkte deutschlandweit vertreibt. Es handelte sich sowohl um Ware, die aus
Frankreich, Irland und den Niederlanden eingeflhrt wurde, als auch um Deutsche Aus-

tern von der Insel Sylt (s. Tabelle 4).

Tabelle 4: Verteilung der Austernproben nach Herkunft

Herkunft Menge
Frankreich (Joguet, Dublaix) 432
Deutschland (Sylter Royal) 206
Irland (Donegal Rock Oysters) 154
Niederlande (Zeeuwse Oesters) 24
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3.2 Methoden

3.2.1 Probennahme im Betrieb

In einem Zeitraum von 16 Monaten wurden insgesamt 12 Probennahmen durchgefihrt.
Die Proben wurden dabei zufallig aus dem Angebot in der Hauptniederlassung des
Importeurs in Bremerhaven ausgewahlt, verpackt und gekuhlt bei + 4°C in die Berliner
Niederlassung verschickt. Von dort erfolgte am selben Tag der Transport der gekuhlten
Ware mittels Kurier zum Labor. Alle Austern wurden lebend versand. Die Proben
stammten direkt vom Erzeuger und waren in handelsublichen Verpackungen und Ge-

bindegrdlien verpackt.

3.2.2 Molekularbiologische Untersuchungen

3.2.2.1 Probennahme im Labor fur die molekularbiologische Untersuchung

Jede Auster wurde mittels eines sterilen Austernmessers gedffnet und danach je 10 g
Probenmaterial entnommen. Bei der Probennahnme wurde darauf geachtet, dass die
Schalen der Tiere fest geschlossen waren und sich eine ausreichende Menge Flissig-
keit in diesen befand. Weiterhin wurden die Organe optisch auf ihre Unversehrtheit
untersucht sowie deren Geruch direkt nach dem Offnen beurteilt. Kleine Austern wur-
den in toto verwendet, bei grélReren Tieren wurde der Verdauungstrakt prapariert und
eventuell noch fehlendes Probenmaterial gleichmaRig aus allen Teilen der Auster pra-
pariert. Die in den Austern enthaltene Flussigkeit wurde mit einer sterilen Spritze abge-
saugt und dem entnommenen Probenmaterial zugefiigt. Die Proben wurden anschlie-
Rend in sterile Stomacherbeutel verbracht und bis zu ihrer weiteren Bearbeitung ver-

schlossen bei + 6°C aufbewahrt.

3.2.2.2 Probenaufbereitung fiir die Molekularbiologische Untersuchung"?

Die zuvor enthommene Probe wurde im Stomacherbeutel mit Phosphatpuffer (PBS
DULBECCO, Rezept s. 10.2.2) 1:10 verdiinnt und anschlief3end in einem elektrome-

chanisen Mixgerat (Stomacher) homogenisiert (Erstverdiinnung).

' Ein Schema zur Probenaufbereitung zeigt Abbildung 24
? Die Aufbereitung der Proben erfolgte in Anlehnung an ein Protokoll des ILAT, Berlin
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Danach wurde das so verdinnte Probenmaterial 48 Stunden im Puffer belassen und
wahrend dieser Zeit mindestens dreimal 1 min lang manuell gewalkt. 10 ml des flussi-
gen Bestandteils wurden dann in ein Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt und 10 min bei
1000 x g sedimentiert. Der Uberstand wurde danach durch einen 0,45 ym Spritzenfilter
gereinigt. 4 ml der gereinigten Probe wurden auf einen Vivaspin®-Konzentrator Vi-
vaspin 4® (50000 MWCO) gegeben und bei 3000 x g und 15°C so lange zentrifugiert,
bis ein Endvolumen von 150 ul erreicht war. Die RNA-Extraktion wurde direkt im An-
schluss mit dem QiAmp Viral RNA Minikit®, der Firma Qiagen, Hilden durchgefiihrt.

‘ 10 g Probenmaterial

|

Verdiunnung 1:10 mit
Phosphatpuffer
(PBS DULBECCO)

1 min walken im Stomacher, danach 48 Stunden im Puffer
belassen und mehrmals walken

Entnahme von 10 ml
flissigem Uberstand

Zentrifugation 10 min bei 1000 x g, danach Reinigung des
Uberstands durch einen 0.45 pm Spritzenfilter

4 ml des Uberstandes werden
auf den Vivaspin Konzentrator
(5 000 MWCO) gegeben

Zentrifugation bei 3000 x g bis ein Endvolumen von
150 pl erreicht ist

‘ RNA Extraktion ’

Abbildung 24: FlieRschema zur Probenaufbereitung®
3.2.2.3 Norovirus-PCR

Die aus den Austern extrahierten Nukleinsduren wurden im nachsten Schritt durch re-
verse Transkription und PCR nachgewiesen. Im Fall der Noroviren wurde die Untersu-
chung sowohl als konventionelle RT-PCR als auch als Real-Time PCR durchgefihrt. In
der konventionellen PCR kam dazu das MON Primer System nach BEURET et al.
(2002, nach MONROE) und RICHARDS et al. (2004) zur Verwendung. Als Amplifikati-
onskontrolle, welche in der konventionellen PCR durchgefiihrt wurde, diente die RNA
des Phagen MS2 DSM13767 (DREIER et al. 2005). Die Reaktionsbedingungen sind der
Tabelle 6 zu entnehmen. Das Real-Time System benutzte das Primer-Sonden-System
nach HOHNE und SCHREIER (2004).

® Aufbereitung der Proben in Anlehnung an ein Protokoll des ILAT, Berlin
67



3 Materialien und Methoden

Alle Untersuchungen der konventionellen RT-PCR wurden mit dem Qiagen® OneStep
RT-PCR Kit durchgefiihrt. Fiir die Real-Time PCR wurde das QuantiTect® Probe RT-
PCR Kit der Fa. Qiagen, Hilden verwendet. Die Reaktionsbedingungen sind der Tabel-

le 5 zu entnehmen.

Tabelle 5: Reaktionsansatz und Durchfiihrung der Norovirus RT-PCR und Real-Time

PCR

System

Reaktionsansatz

Programm

Konventionelles No-
rovirus Nachweissys-
tem fur GGI und GGlI

20 ul RNA Template

10 pl 5 x Qiagen One Step RT — Puffer
mit 12,5 mmol/l MgCI2

400 pmol/l je dNTP
0,25 pmol/l je Primer
2 yl One Step RT Enzyme Mix

Wasser ad 50 pl

30 min Rev. Transkription, 50°C

15 min init. Denaturierung und

Aktivierung der Polymerase, 95°C

50 Zyklen mit je:

Denaturierung (94°C-30 s)
Annealing (56°C-60 s)
Extension (72°C-60 s)

10 min abschlielende Exten-
sion, 72°C

Real-Time System flr
Norovirus GGl

10 ul RNA Template

5 pl 5 x Qiagen One Step RT — Puffer
mit 12,5 mmol/| MgCI2

400 pmol/l je dNTP

0,4 pmol/l je Primer

0,5 ymol/l Sonde TM6

1 pl One Step RT Enzyme Mix

Wasser ad 25 pl

30 min Rev. Transkription, 50°C

15 min init. Denaturierung und

Aktivierung der Polymerase, 95°C

50 Zyklen mit je:

Denaturierung (94°C-15 s)
Annealing (56°C-60 s)
Extension (72°C-60 s)

10 min abschliefende Exten-
sion, 72°C

Real-Time System fiir
Norovirus GGlI

10 ul RNA Template

5 pl 5 x Qiagen One Step RT — Puffer
mit 12,5 mmol/l MgCI2

400 pmol/l je INTP

0,4 pmol/l je Primer

1,5 ymol/l Sonde TM3

1 pl One Step RT Enzyme Mix

Wasser ad 25 pl

Datenaufnahme bei 56°C u. 72°C

Tabelle 6: Reaktionsansatz und Durchflihrung der Amplifikationskontrolle
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System Reaktionsansatz Programm
Amplifikationskontrolle e 10 pyl RNA Template ¢ 30 min Rev. Transkription, 50°C
MS2 o i
¢ 1,5 ul RNA Template MS2 e 15 min init. Denaturierung und

Aktivierung der Polymerase,
95°C

e 5yl 5 x Qiagen One Step RT —
Puffer mit 12,5 mmol/l MgCI2

50 Zyklen mit je:
e 400 pymol/l je INTP * y t

Denat. (94°C-15
¢ 0,2 pmol/l je Primer * enat. ( s)

Annealing (56°C-60
e 1yl One Step RT Enzyme Mix * Annealing ( s)

Extension (72°C-60
e Wasser ad 25 pl o xtension ( s)

e 10 min abschlieBende Ex-
tension, 72°C

Die PCR Produkte der konventionellen PCR wurden mit Hilfe der Powerpack p 25
Elektrophorese in einem 2%igen Agarosegel aufgetrennt und die Ergebnisse anschlie-
Rend mit dem Alphalmager® Dokumentationssystem dokumentiert (s. Abbildung 25).
Die Daten der Real-Time PCR wurden durch die Software des Biorad® iCycler iQ aus-
gewertet (s. Abbildung 26).

Die als Positivkontrolle dienenden humanen Stuhlproben wurden in PBS-Pufferldsung
seriell verdiinnt und in einer Verdiinnung von 10 der RNA-Extraktion und anschlie-

fenden RT-PCR unterzogen. Hierzu wurden 140 pul der verdinnten Probe verwendet.
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N—
———

—
242 bp,

190 by YN S— — S - SR S SR N S— — T f— -

Amplifikationskontrolle Phage MS2, 203 bp

Proben PKGGI NK PKGGIl Marker
212 bp 212bp  pUC19

Abbildung 25: Konventionelle RT-PCR, MON Primersystem (PK=Positivkontrolle,
NK=Negativkontrolle)
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Abbildung 26: Real-Time PCR, Primer-Sondensystem nach HOHNE und SCHREIER
(2004). Dargestellt sind die NV GGll Positivkontrollen und die Negativkontrollen (Was-
ser)
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3.2.24 HAV-PCR

Die Untersuchung auf HAV erfolgte ausschlieBlich mit Hilfe der Real-Time PCR. Alle
Reaktionen wurden mit dem RealArt® HAVLC RT-PCR Kit auf einem LightCycler® 2.0
Instrument der Fa. Roche Diagnostics durchgefiihrt. Das System enthielt ein zusatzli-
ches heterologes Amplifikationssystem, wodurch eine mégliche PCR-Inhibition erkannt
werden konnte. Die externen Positivkontrollen flir die Untersuchung auf HAV waren
dem verwendeten Kit in vier unterschiedlichen Verdiinnungen beigefligt. Sie bedurften
keiner weiteren Aufbereitung. Die aufgereinigt RNA sowie die Positivkontrollen und die
interne Amplifikationskontrolle wurden nach einem vorgegebenen Schema (s.
Abbildung 27) pipettiert, anschlieRend die Real-Time PCR im LightCycler® Instrument

2.0 durchgefiihrt und durch die zugehorige Software ausgewertet.

Tabelle 7: Reaktionsbedingungen fir die HAV Real-Time PCR

Schritt Temperatur Zeit

Reverse Transkription 50°C 10 min
Aktivierung d.Hot Start-Enzyms 95°C 10s
Amplifikation der cDNA 95°C 1s
55°C 20s
72°C 15s
Kihlen 40°C 30s
2 ul I 0,5 ul 13 W

Mg-Sol Int. Kontr. | | Mastermix

V.~

15,5 pl
Mastermix

/

Aufreinigung

15 ul
Mastermix

15 pl
Mastermix

-l
-k

l Glaskapillare

|

| LightCycler®

Abbildung 27: Pipettierschema (nach Arbeitsanleitung RealArt® HAV LC RT-PCR Kit)
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3.2.3 Bakteriologische Untersuchungen * °

3.2.3.1 Probennahme im Labor fur die bakteriologische Untersuchung

Die zu untersuchenden Austern wurden mittels eines sterilen Austernmessers geéffnet,
danach 25 g Probenmaterial entnommen und in sterile Stomacherbeutel verbracht.
Dabei wurde darauf geachtet, dass ungefahr gleiche Anteile aus allen Organen der
Austern verwendet wurden. Die in den Austern enthaltene FlUssigkeit wurde mit einer

sterilen Spritze abgesaugt und dem entnommenen Probenmaterial zugefugt.

3.2.3.2 Aufarbeitung der Proben fir die bakteriologische Untersuchung

Das entnommene Probenmaterial (25 g) wurde 1:10 mit gepuffertem 1%igen Pepton-
wasser (Rezept s. 10.1.2.1) verdinnt und anschlieend fiir eine Minute im Stomacher
(Stufe normal) homogenisiert. Aus dieser Erstverdiinnung wurde dann eine dezimale
Verdiinnungsreihe bis 10 unter Verwendung von mit Agar versetztem Peptonwasser
(PW) (Rezept s. 10.1.2.2) hergestellt.

3.2.3.3 Isolierung und Differenzierung der einzelnen Keimarten

3.2.3.3.1 Aerobe mesophile Gesamtkeimzahl

Die Bestimmung der aeroben mesophilen Gesamtkeimzahl erfolgte gemal dem Unter-
suchungsverfahren L 06.00 — 18, welches in der amtlichen Sammlung von Untersu-
chungsverfahren nach § 64 LFGB aufgefihrt ist.

Es wurde je eine Plate Count-Agarplatte (PC) (Rezeptur s. 10.1.2.3) in finf Sektoren
aufgeteilt und mit 0,05 ml des Probenansatzes und seiner Verdiinnungsstufen tropfen-
weise beimpft (Drop plating Technik). Nach dem Trocknen der Tropfen wurden die
Platten bei 30°C aerob bebritet. Nach 72 + 4 Stunden wurden die sichtbaren Kolonien
ausgezahlt und nach Multiplikation mit dem Verdlinnungsfaktor die aerobe mesophile

Gesamtkeimzahl pro Gramm Probenmaterial angegeben.

3.2.3.3.2 Aerob wachsende Milchsaurebakterien

Die Bestimmung der aeroben wachsenden Milchsaurebakterien erfolgte nach dem Un-
tersuchungsverfahren L 06.00 — 35, gemall der amtlichen Sammlung von Untersu-
chungsverfahren nach § 64 LFGB.

* Die Rezepturen fiir die einzelnen Nahr- und Differenzierungsmedien finden sich im Anhang

® Eine Ubersicht iiber die Bebritungszeiten und —temperaturen der verwendeten Nahrbdden
gibt Tabelle 13
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Es wurde je eine Lactobacillus-Agarplatte (LA) (Rezeptur s. 10.1.2.4) in funf Sektoren
aufgeteilt und mit 0,05 ml des Probenansatzes und seiner Verdiunnungsstufen tropfen-
weise beimpft. Nach dem Trocknen der Tropfen wurden die Platten bei 30°C aerob
bebritet. Nach 48 + 4 Stunden wurden die sichtbaren Kolonien ausgezahlt und nach
Multiplikation mit dem Verdinnungsfaktor die aerob wachsenden Milchsaurebakterien

pro Gramm Probenmaterial angegeben.

3.2.3.3.3 Laktobazillen

Die Bestimmung der Laktobazillen erfolgte gemald dem Untersuchungsverfahren L

06.00 — 31 der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB.

Es wurde je eine Lactobacillus-Agarplatte (LS) (Rezeptur s. 10.1.2.5) in finf Sektoren
aufgeteilt und mit 0,05 ml des Probenansatzes und seiner Verdiinnungsstufen tropfen-
weise beimpft. Nach dem Trocknen der Tropfen wurden die Platten bei 30°C anaerob
bebritet. Nach 48 + 4 Stunden wurden die sichtbaren Kolonien ausgezahlt und nach
Multiplikation mit dem Verdiinnungsfaktor die Laktobazillen pro Gramm Probenmaterial

angegeben.

3.2.3.3.4 Pseudomonaden und Aeromonaden

Es wurde je eine Glutamat-Starke-Phenolrot-Agarplatte (GSP) (Rezeptur s. 10.1.2.6) in
funf Sektoren aufgeteilt und mit 0,05 ml des Probenansatzes und seiner Verdinnungs-
stufen tropfenweise beimpft. Nach dem Trocknen der Tropfen wurden die Platten bei
30°C aerob bebritet. Nach 48 + 4 Stunden wurden die der jeweiligen Koloniemorpho-
logie entsprechenden Kolonien ausgezahlt und nach Multiplikation mit dem Verdin-

nungsfaktor die Pseudomonaden pro Gramm Probenmaterial angegeben.

3.2.3.3.5 Koagulase-positive Staphylokokken

Die Bestimmung der koagulase-positiven Staphylokokken erfolgte gemal dem Unter-
suchungsverfahren L 06.00 — 22 der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfah-
ren nach § 64 LFGB.

Es wurde je eine Staphylokokken-Selektivagarplatte nach Baird-Parker (BP) (Rezeptur
s. 10.1.2.11) in funf Sektoren aufgeteilt und mit 0,05 ml des Probenansatzes und seiner
Verdinnungsstufen tropfenweise beimpft. Nach dem Trocknen der Tropfen wurden die
Platten bei 37°C aerob bebritet und nach 40-48 Stunden die typischen Kolonien aus-
gezahlt. Anschlieliend wurden die Koagulase Bildung der verdachtigen Kolonien getes-
tet. Dazu wurden die ausgewahlten Kolonien in mit 5 ml Brain-Heart-Infusion (BHI)
(Rezeptur s. 10.1.2.10) geflllten Reagenzrohrchen Uberimpft und bei 37°C 20-24 Stun-

den bebritet. Nach Ablauf der Bebritungszeit wurden 0,1 ml der Kultur in ein steriles,
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kurzes Reagenzréhrchen verbracht, 0,3 ml Koagulase-EDTA-Kaninchenplasma Bacti-
dent® Merck zugegeben, vermischt und bei 37°C aerob bebrutet. Nach vier bis sechs
Stunden wurde der Roéhrcheninhalt auf Koagulation Uberprift und aus den positiven
Kolonien nach Multiplikation mit dem Verdinnungsfaktor die Anzahl koagulase-

positiver Staphylokokken pro Gramm Probenmaterial ermittelt.

3.2.3.3.6 Listeria monocytogenes

Die Bestimmung von Listeria monocytogenes erfolgte gemafll dem Untersuchungsver-
fahren L 00.00 — 22, welches in der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren
nach § 64 LFGB aufgeflihrt ist.

Es wurde je eine PALCAM-Selektivagarplatte (Rezeptur s. 10.1.2.12) in finf Sektoren
aufgeteilt und mit 0,05 ml des Probenansatzes und seiner Verdiinnungsstufen tropfen-
weise beimpft. Nach dem Trocknen der Tropfen wurden die Platten bei 37°C aerob
bebritet. 48 Stunden spater wurden von den Platten, auf welchen fir Listerien charak-
teristische Kolonien gewachsen waren, flnf dieser Kolonien ausgewahlt. Bei weniger

als funf charakteristischen Kolonien wurden alle Kolonien verwendet.

3.2.3.3.6.1  Subkultur

Jede der ausgewahlten Kolonien wurde mit einer Impfose auf TSYEA-Agar (Rezeptur
s. 10.1.2.13) ausgestrichen und 20-24 h bei 37°C bebrutet.

3.2.3.3.6.2 Bestatigungsreaktionen

3.2.3.3.6.2.1 Katalase-Test

Von dem beimpften TSYEA-Agar wurde eine typische Kolonie auf einen Objekttrager
ibertragen und mir einem Tropfen Bactident® Katalase-Lésung iberschichtet. Listerien

reagieren Katalase-positiv.

3.2.3.3.6.2.2 CAMP-Test

Der verwendete S. aureus Teststamm wurde strichférmig quer Uber die Blutagar-Platte
geimpft. Von dem beimpften TSYEA-Agar wurde dazu Koloniematerial im rechten Win-
kel so aufgeimpft, dass der Impfstrich knapp neben dem Staphylokokken-Impfstrich
endete. Als Positiv-Kontrolle wurde ein bestatigter L. monocytogenes Stamm verwen-
det. Die Bebriitung erfolgte fiir 24 h bei 37°C. Ein positives Ergebnis lag bei einer voll-
standigen Haemolyse im Bereich der B-Haemolysezone des Staphylokokkenstammes

Vor.
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3.2.3.3.6.2.3 Kohlenhydratspaltung

Von dem beimpften TSYEA wurde jeweils ein xylose- sowie ein rhamnosehaltiger Koh-
lenhydratndhrboden beimpft und 7 Tage bei 37°C bebritet. Als positiv wurde eine deut-

liche Gelbfarbung des Mediums bewertet.
Die Identifizierung der einzelnen Listerien Spezies erfolgte nach Tabelle Tabelle 8.

Listeria monocytogenes Kolonien wurden gezahlt und nach Multiplikation mit dem Ver-

dinnungsfaktor als KbE/Gramm Probenmaterial angegeben.

Tabelle 8: Identifizierungs-Reaktionen flr Listeria spp. (nach BAUMGART 2007)

Spezies Saurebildung CAMP-Test Haemolyse
Rhamnose Xylose (S. aureus)
L. monocytogenes + - + +
L. innocua v - - -
L. ivanovii - + - +
L. seligeri - + (+) (+)
L. welshimeri \Y + - -
L. grayi v - - -
v = variabel + = positive Reaktion
(+) = schwache Reaktion - = negative Reaktion

3.2.3.3.7 Sulfitreduzierende Anaerobier

Die Bestimmung der sulfitreduzierenden Anaerobier erfolgte gemafl dem Untersu-
chungsverfahren L 06.00 — 20 der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren
nach § 64 LFGB.

Es wurde je 1 ml des Probenansatzes auf einer Tryptose-Sulfit-Cycloserin-Agarplatte
(TSC) (Rezeptur s. 10.1.2.17) ausgespatelt und nach dem Abtrocknen mit verflissig-
tem Nahrmedium Uberschichtet. Nach dem Trocknen wurden die Platten bei 37°C an-
aerob bebritet. Nach 24 Stunden wurden die entsprechenden Kolonien ausgezahlt und

die sulfitreduzierenden Anaerobier pro Gramm Probenmaterial angegeben.
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3.2.3.3.8 Enterokokken

Die Bestimmung der Enterokokken erfolgte gemald dem Untersuchungsverfahren L
06.00 — 32, welches in der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach §
64 LFGB aufgeflihrt ist.

Es wurde je eine CATC Selektivagarplatte (Rezeptur s. 10.1.2.14) in flinf Sektoren auf-
geteilt und mit 0,05 ml des Probenansatzes und seiner Verdinnungsstufen tropfenwei-
se beimpft. Nach dem Trocknen der Tropfen wurden die Platten bei 42°C aerob bebri-
tet. Nach 48 £ 4 Stunden wurden die entsprechenden Kolonien ausgezahlt und nach
Multiplikation mit dem Verdiunnungsfaktor die Enterokokken pro Gramm Probenmateri-

al angegeben.

3.2.3.3.9 Enterobakteriazeen

Die Bestimmung der Enterobakteriazeen erfolgte gemaf dem Untersuchungsverfahren

L 06.00 — 25 der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB.

Es wurde je eine VRBD-Selektivagarplatte (Rezeptur s. 10.1.2.8) in funf Sektoren auf-
geteilt und mit 0,05 ml. des Probenansatzes und seiner Verdlinnungsstufen tropfen-
weise beimpft. Nach dem Trocknen der Tropfen wurden die Platten bei 30°C anaerob
bebritet. Nach 48 Stunden wurden die entsprechenden Kolonien ausgezahlt und nach
Multiplikation mit dem Verdiinnungsfaktor die Enterobakteriazeen pro Gramm Proben-

material angegeben.

3.2.3.3.10 Coliforme Keime

Die Bestimmung der coliformen Keime erfolgte gemal dem Untersuchungsverfahren L

01.00 — 3 der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB.

Es wurde je eine VRB-Selektivagarplatte (Rezeptur s. 10.1.2.9) in flinf Sektoren aufge-
teilt und mit 0,05 ml des Probenansatzes und seiner Verdiinnungsstufen tropfenweise
beimpft. Nach dem Trocknen der Tropfen wurden die Platten bei 30°C anaerob bebri-
tet. Nach 48 Stunden wurden die entsprechenden Kolonien ausgezahlt und nach Multi-
plikation mit dem Verdinnungsfaktor die coliformen Keime pro Gramm Probenmaterial

angegeben.
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3.2.3.3.11  Escherichia coli
Wiederbelebungsverfahren

Die Bestimmung von Escherichia coli schlief3t ein Wiederbelebungsverfahren ein, wel-
ches unter L 06.00 — 36 der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach §
64 LFGB aufgeflihrt ist.

3.2.3.3.11.1 Wiederbelebungsverfahren

Der mir einem Celluloseacetat-Membranfilter belegte Wiederbelebungsnahrboden
(Glutaminat Agar) (Rezeptur s. 10.1.2.16) wurde mit 1 ml der Erstverdiinnung beimpft
und nachfolgend bei 37°C flir 4 h bebrtet.

3.2.3.3.11.2 Bestimmung von Escherichia coli

Der vorbebrutete Membranfilter wurde auf Escherichia-coli-Direkt-Agar (ECD) (Rezep-
tur s. 10.1.2.15) Ubertragen und 16 bis 18 h bei 44°C bebrutet. Aus dem Anteil der
blau-fluoreszierenden und durch den Indoltest bestatigten Kolonien liel sich die Anzahl

von Escherichia coli je Gramm Probenmaterial errechnen.

3.2.3.3.12 Bacillus cereus

Die Bestimmung prasumptiver Bacillus cereus erfolgte gemals dem Untersuchungsver-
fahren L 00.00-25, welches in der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren
nach § 64 LFGB aufgeflihrt ist.

Es wurde je eine PEMBA -Selektivagarplatte (Rezeptur s. 10.1.2.18) in funf Sektoren
aufgeteilt und mit 0,05 ml des Probenansatzes und seiner Verdiinnungsstufen tropfen-
weise beimpft. Nach dem Trocknen der Tropfen wurden die Platten bei 37°C aerob
bebritet, 24 Stunden spater die entsprechenden Kolonien ausgezahlt und nach Multi-
plikation mit dem Verdinnungsfaktor die prasumptiven Bacillus cereus pro Gramm

Probenmaterial angegeben.
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3.2.3.3.13 Hefen und Schimmelpilze

Die Bestimmung von Hefen und Schimmelpilzen erfolgte gemall dem Untersuchungs-
verfahren L 01.00-37, welches in der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfah-
ren nach § 64 LFGB aufgefuhrt ist.

Es wurde je eine Bengalrot-Chloramphenicol-Selektivagarplatte (Rezeptur s. 10.1.2.7)
in finf Sektoren aufgeteilt und mit 0,05 ml des Probenansatzes und seiner Verdln-
nungsstufen tropfenweise beimpft. Nach dem Trocknen der Tropfen wurden die Platten
bei 25°C aerob bebritet. 72 Stunden danach wurden die entsprechenden Kolonien
ausgezahlt und nach Multiplikation mit dem Verdinnungsfaktor die Hefen und Schim-

melpilze pro Gramm Probenmaterial angegeben.

3.2.3.3.14 Salmonellen

Die Identifizierung von Salmonellen erfolgte gemall dem Untersuchungsverfahren L

00.00-20 der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB.

Die Stomacherbeutel mit dem Probenansatz wurden unter aeroben Bedingungen 18-
24 Stunden lang bei 37°C bebritet. Aus der bebruteten Anreicherungsbouillon wurden
0,1 ml enthommen, zu 10 ml Rappaport-Vassiliadis (RV)-Anreicherungslésung (Rezep-
tur s. 10.1.2.19) hinzugefugt, mit Hilfe eines Reagenzglasschittlers kurz durchmischt
und aerob bei 42°C bebritet. Parallel dazu wurden 10 ml des vorangereicherten Pro-
benansatzes in 100 ml Selenit-Cystein-Medium (Rezeptur s. 10.1.2.20) tberfuhrt, die-
ses kurz geschwenkt und aerob 18-24 bei 37°C bebritet.

Nach 18-24 h wurden die angereicherten Probenansatze kurz durchmischt und mit
einer sterilen Ose auf Xylose-Lysin-Desoxycholat (XLD)-Agar (Rezeptur s. 10.1.2.22)
und modifiziertem Brilliantgrin-Phenolrot-Lactose (BPLS)-Agar (Rezeptur s. 10.1.2.21)
ausgestrichen. Die so beimpften Platten wurden 24 Stunden bei 37°C aerob bebritet.
Nach der Inkubation wurden die Platten auf salmonellenverdachtige Kolonien unter-
sucht. Prasumptive Kolonien wurden dann durch biochemische und serologische Un-

tersuchungen identifiziert.
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3.2.3.3.14.1 Biochemische Identifizierung

3.2.3.3.14.1.1 Oxidase Test

Von jeder der auf dem Selektivagar ausgewahlten Kolonien wurde mit einer sterilen
Platindrahtose ein Teil der zu prifenden Kolonie aufgenommen, auf die Reaktionszone
des Teststabchens aufgebracht und dort mit der Impfése verrieben. Nach 45 Sekunden
wurde die Farbe der Reaktionszone mit der zu verwendenden Farbskala verglichen.
Eine negative Reaktion liegt vor, wenn es zu keiner Verfarbung der Reaktionszone

kommit.

3.2.3.3.14.2 Enterotube™ Il ID-Testkit

Die oxidase-negativen Kolonien wurden mit einer sterilen Platindrahtése auf Nahragar
Uberimpft und aerob 18-24 Stunden bei 37°C bebritet. AnschlieRend wurde ein Entero-
tube™ Il ID-Testkit nach den Anweisungen des Herstellers beiimpft und nachfolgend
20-24 Stunden bei 37°C bebritet. Nach der Bebritung und Auswertung (einschlief3lich
Indol und Voges-Prosgauer-Test) lie} sich der Keim anhand der erhaltenen, funfstelli-
gen Schlusselzahl durch Nachschlagen in den zugehdrigen Tabellen (Tabellensamm-

lung: ,Computer-Codiertes Identifikations-System*) bestimmen.
3.2.3.3.14.3 Serologische Identifizierung

3.2.3.3.14.3.1 Ausschluss selbstagglutinierender Stamme

Ein Tropfen physiologische Kochsalzlésung wurde auf einen sauberen Objekttrager
aufgebracht. In diesen Tropfen wurde ein Teil der zu untersuchenden Kultur eingerie-
ben, so dass eine triibe und homogene Suspension entstand. Der Objekttrager wurde
fur 30-60 s vorsichtig kreisformig bewegt; danach wurde die Reaktion gegen einen
dunklen Hintergrund beobachtet. Stdmme wurden als selbstagglutinierend angesehen,
wenn die Bakterien zu mehr oder weniger deutlichen Einheiten zusammengeklumpt
waren. Die serologische ldentifizierung dieser selbstagglutinierenden Stdmme mit den

im Weiteren aufgefuhrten Verfahren ist nicht méglich.
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3.2.3.3.14.3.2 Prifung mit Salmonella-Antiserum |

Die serologische ldentifizierung salmonellenverdachtiger, nicht selbstagglutinierender
Kolonien erfolgte zunachst mit dem polyspezifischen Enteroclon Salmonella-Antiserum
I (A-E), mit welchem mehr als 90 % aller Salmonella-Isolate im mitteleuropaischen
Raum erfasst werden kénnen. Die Untersuchung wurde wie unter 3.2.3.3.14.3.1 be-
schrieben durchgefiihrt, anstelle der physiologischen Kochsalzlésung wurde jedoch

das Salmonella-Antiserum | verwendet.

3.2.3.3.14.3.3  Prufung mit Salmonella Antiserum Il

Bei einer negativen Reaktion mit Salmonella-Antiserum | erfolgte weiterhin eine Pri-
fung mit dem polyspezifischen Enteroclon Salmonella-Antiserum Il (F-67). Die Unter-
suchung wurde wie unter 3.2.3.3.14.3.1 beschrieben durchgefiihrt, anstelle der physio-

logischen Kochsalzlésung kam jedoch das Salmonella-Antiserum Il zur Anwendung.
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3.2.3.3.14.4 Auswertung

3.2.3.3.14.4.1

Auswertungsschema

Die Auswertung der biochemischen und serologischen Untersuchung ist in Tabelle 9

dargestellt.

Tabelle 9: Auswertungsschema fir die Untersuchung auf Salmonellen

Biochemische Selbstagglutina- Serologische Interpretation
Reaktion tion Reaktion
A typisch nein Antiserum | oder | Stamme sind
ll-positiv wahrscheinlich
Salmonellen
B typisch nein alle Reaktionen |es kann sich um
negativ Salmonellen han-
C typisch ja nicht getestet deln
D nicht typisch nein Antiserum | oder
lI-positiv
E nicht typisch nein alle Reaktionen | Stamme werden
negativ nicht als Salmo-
nellen angesehen

3.2.3.3.14.4.2 Endgultiger Nachweis

Stamme nach Buchstabe A (Tabelle 9) wurden als Salmonellen angesehen. Bei
Stdmmen nach Buchstabe B bis D konnte es sich um Salmonellen handeln. Alle isolier-
ten Stdmme nach Buchstabe A bis D wurden zur endgiltigen ldentifizierung an das
Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR) gesandt. Dabei wurden die vom BfR geforder-
ten Voraussetzungen fir die Art und Weise der Einsendung zu identifizierender Keime

eingehalten. Stamme nach Buchstabe E wurden nicht als Salmonellen angesehen.
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4 Ergebnisse

4.1 Bakterieller Kontaminationsstatus der untersuchten
Proben®

4.1.1 Aerobe Gesamtkeimzahl

Die Bestimmung der aeroben Gesamtkeimzahl (GKZ) ergab Belastungen fiir die unter-
suchten Austernproben von <10? bis 3,0 x 10° KBE pro Gramm. Hierbei wiesen die
meisten Proben (22 von 38) Kontaminationen im Bereich von 10? KbE/g Untersu-
chungsmaterial auf, wie Abbildung 28 ausweist.
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Abbildung 28: Aerobe Gesamtkeimzahl der untersuchten Austernproben

Lediglich in fiinf Proben wurde eine Belastung von mehr als 1,0 x 10° KbE/g ermittelt
(s. Tabelle 10). Hierbei stammten je zwei Proben aus Deutschland und Frankreich und
eine Probe aus Irland. Die héchsten Werte erreichte die Probe aus Irland (3,0 x 10°
KbE/g). Die drei am hdchsten belasteten Austernproben entfielen auf den dritten Un-
tersuchungsmonat (Juli 2005). Tabelle 10 enthalt die entsprechenden Ergebnisse.

® Alle Ergebnisse fir die mikrobiologische Untersuchung finden sich in Tabelle 20
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Tabelle 10: Proben mit aeroben Gesamtkeimzahlen (iber 10° KbE pro Gramm Pro-
benmaterial

Probennummer Ursprungsgebiet Verpackungsdatum GKZ
8 Frankreich, 18.07.2005 1,6 x 10°
L"Houmeau
9 Irland, Donegal 15.07.2005 3,0 x 10°
10 Deutschland, Sylt 15.07.2005 1,6 x 10°
19 Deutschland, Sylt 25.11.2005 1,0 x 10°
23 Frankreich, Oléron 30.12.2005 2,2x10°

4.1.2 Aerob wachsende Milchsaurebakterien

Die Belastung der untersuchten Proben mit aerob wachsenden Milchsaurebakterien
lag bei 31 Proben unter 10?> KbE pro Gramm Probenmaterial. Vier Austern wiesen Wer-
te von weniger als 10° KbE/g auf, weitere drei Proben Werte im Bereich von 10° KbE/g
auf.

4.1.3 Laktobazillen

Die Belastung der untersuchten Proben mit Laktobazillen lag in 30 Fallen unter 102
KbE pro Gramm Probenmaterial. Vier Austern wiesen Werte von weniger als 10° KbE/g
auf, weitere vier Proben bewegten sich im Bereich von 10° KbE/g.

4.1.4 Enterobakteriazeen

Die Gehalte an Enterobakteriazeen wurden nach den Richt- und Warnwerten der
DGHM fir Seefische beurteilt. Es muss hier allerdings angemerkt werden, dass Seefi-
sche, im Gegensatz zu Austern, nicht zum Rohverzehr vorgesehen sind. Bei der Un-
tersuchung der Proben traten bei der (berwiegenden Zahl keine auffalligen Befunde
bzw. Normabweichungen auf. Die Richtwerte fiir Enterobakteriazeen (10* KbE/g) wur-
den von einer Probe Uberschritten und von finf Proben nur knapp unterschritten (s.
Tabelle 11). Es ist anzumerken, dass die drei am hdchsten belasteten Proben alle aus
dem dritten Untersuchungsmonat (Juli 2005) stammten.
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Tabelle 11: Proben, die die Richt- bzw. Warnwerte der DGHM fur Enterobakteriazeen
Uberschritten oder knapp unterschritten

Probennummer Ursprungsgebiet Verpackungsdatum | Enterobakteriazeen
8 Frankreich, 18.07.2005 3,6 x 10*
L"Houmeau
9 Irland, Donegal 15.07.2005 6,0 x 10°
10 Deutschland, Sylt 15.07.2005 54 x 10°
19 Deutschland, Sylt 25.11.2005 1,6 x 10°
23 Frankreich, Oléron 30.12.2005 3,5x10°

4.1.5 Pseudomonaden

Auch die Gehalte an Pseudomonaden wurden, mit den gleichen Einschrankungen wie
unter 4.1.4 angefiihrt, nach den Richt- und Warnwerten der DGHM fiir Seefische beur-
teilt. Bei der Untersuchung waren auch hier bei der Uberwiegenden Zahl der Proben
keine auffalligen Befunde bzw. Normabweichungen zu erheben. Die Richtwerte flr
Pseudomonaden (10° KbE/g) wurden von drei Proben nur knapp unterschritten. Wie
Tabelle 12 zeigt, stammten auch hier alle drei Proben aus dem dritten Untersu-
chungsmonat (Juli 2007).

Tabelle 12: Proben, die die Richt- bzw. Warnwerte der DGHM fiir Pseudomonaden
Uberschreiten oder knapp unterschreiten

Probennummer Ursprungsgebiet Verpackungsdatum | Pseudomonaden
8 Frankreich, 18.07.2005 2,6 x10°
L"Houmeau
9 Irland, Donegal 15.07.2005 2,5x 10°
10 Deutschland, Sylt 15.07.2005 2,9x10°

4.1.6 Aeromonaden

Die Belastung der untersuchten Proben mit Aeromonaden lag bei 35 Proben unter 102
KbE pro Gramm Probenmaterial. Drei Proben wiesen Werte im Bereich von 10° KbE/g
auf. Dabei handelte es sich um die in Tabelle 12 aufgeflihrten Proben, welche eben-
falls grenzwertige Gehalte an Pseudomonaden aufwiesen.
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4.1.7 Clostridium perfringens

Die Belastung der untersuchten Proben mit Clostridium perfringens lag stets unter 10
KbE pro Gramm Probenmaterial.

4.1.8 Koagulase positive Staphylokokken

Bei allen Proben lag die Belastung mit Koagulase positiven Staphylokokken bei weni-
ger als 102 KbE pro Gramm Probenmaterial.

4.1.9 Enterokokken

Die Kontamination der untersuchten Proben mit Enterokokken uberschritt nie die
Nachweisgrenze von 10 KbE pro Gramm Probenmaterial.

4.1.10 Coliforme Keime

Die Belastung der untersuchten Proben mit Coliformen Keimen lag bei 31 Proben unter
10? KbE pro Gramm Probenmaterial. Sieben Proben wiesen Werte von weniger als 10°
KbE/g auf.

4.1.11 Bacillus cereus

Bei einer Nachweisgrenze von 102 KbE pro Gramm Probenmaterial konnte aus keiner
der untersuchten Proben mit Bacillus cereus isoliert werden.

4.1.12 Hefen

Die Zahl der Hefen blieb immer unterhalb der Nachweisgrenze von 10% KbE/g Proben-
material.

4.1.13 Schimmelpilze

Die Belastung der untersuchten Proben mit Schimmelpilzen lag bei 30 Proben unter
102 KbE pro Gramm Probenmaterial. Vier Proben wiesen Werte von weniger als 10°
KbE/g auf, weitere vier Proben erreichten Werte im Bereich von 10° KbE/g.
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4.1.14 Belastung der Proben mit Escherichia coli

Alle untersuchten Proben lagen unterhalb der Nachweisgrenze von 10 KbE pro Gramm
Probenmaterial.

4.1.15 Salmonella spp.

Salmonella spp. konnten aus keiner der untersuchten Proben isoliert werden.

4.1.16 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes war in keiner der untersuchten Proben nachzuweisen.
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4.2 \Viraler Kontaminationsstatus der untersuchten Proben’

4.2.1 Nachweis von Norovirus-RNA

In keiner der untersuchten Proben konnte Norovirus-RNA nachgewiesen werden

4.2.2 Nachweis von Hepatitis A-Virus-RNA

In keiner der untersuchten Proben konnte Hepatitis A-Virus-RNA nachgewiesen wer-
den.

" Alle Ergebnisse fiir die molekularbiologischen Untersuchungen finden sich in Tabelle 21
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5.1 Mikrobielle Belastung der untersuchten Proben

Die Belastung von Schalentieren mit Bakterien kann Auskunft Gber den Frischegrad
und damit verbunden den Genusswert der untersuchten Proben liefern. Gramnegative,
psychrotrophe Bakterien wie Pseudomonas spp., Aeromonas spp. und Shewanella
spp. fuhren zum Verderb gekihlter, eiweilreicher Lebensmittel (BAUMGART 2007).
Gleichzeitig besitzen diese Keime als opportunistische Krankheitserreger eine grof3e
Bedeutung, da sie bei immunologisch supprimierten Menschen zu Wundinfektionen,
Infektionen der Atemwege, Harnwegsinfekten und Menigitiden fuhren konnen (s.
2.1.4).

Auf der anderen Seite kdnnen Bakterien als Indikatoren einer fakalen Kontamination
dienen. Sie bilden somit eine Grundlage zur Uberwachung des Biotops bei Seafood

aus Aquakulturen (s. 5.2).

5.1.1 Verderbserreger

5.1.1.1  Pseudomonas spp.

Dieser Keim macht den grof3ten Teil der Primarflora von Fischen aus und bildet auch
beim proteolytischen bzw. lipolytischen Verderb von kihlgelagerten See- und StiRwas-
serfischen die Hauptverderbnisflora. Ein erhohter bzw. grenzwertig erhdhter Gehalt im
Bezug auf die Richtwerten der DGHM fur Pseudomonaden in frischen und gefrorenen

Seefischen ist somit als beginnender Verderb der Proben zu bewerten.

Bei der Untersuchung der Proben waren bei der Uberwiegenden Zahl keine auffalligen
Befunde bzw. Normabweichungen zu erheben. Andererseits wurden die Richtwerte der
DGHM fiir Pseudomonaden in frischen und gefrorenen Seefischen (10° KbE/g) von
drei Proben nur knapp unterschritten (s. Tabelle 12). Es muss hier allerdings ange-
merkt werden, dass Seefische, im Gegensatz zu Austern, nicht zum Rohverzehr vor-

gesehen sind.

5.1.1.2 Aeromonas spp.

Beim Fischverderb bilden Aeromonaden haufig einen Teil der Verderbsflora. So zeigte
sich, dass Aeromonaden beim Verderb von SiRwasserfischen, welche bei hoheren

Temperaturen gelagert wurden, eine Rolle spielen (GORCzYCA et al. 1985). Ein erhoéh-
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ter bzw. grenzwertig erhdhter Gehalt an Aeromonaden ist somit ebenfalls als begin-

nender Verderb der Proben zu bewerten (s. 5.1.1.1).

Die Belastung der untersuchten Proben mit Aeromonaden lag bei 35 Proben unter 10?
KbE pro Gramm Probenmaterial. Drei Proben wiesen Werte im Bereich von 10° KbE/g
auf. Dabei handelte es sich um die Proben, welche ebenfalls grenzwertige Gehalte an

Pseudomonaden aufwiesen (s. 5.1.1.1).

5.1.1.3 Enterobakteriazeen

Die Gehalte an Enterobakteriazeen wurden ebenfalls nach den Richt- und Warnwerten
der DGHM fur Seefische beurteilt. Es gelten die gleichen Einschrankungen wie unter
5.1.1.1. Bei der Untersuchung der Proben waren bei der Uberwiegenden Zahl keine
auffalligen Befunde bzw. Normabweichungen zu ermitteln. Die Richtwerte fur Entero-
bakteriazeen (10* KbE/g) wurden von einer Probe (iberschritten und von fiinf Proben

nur knapp unterschritten (s. Tabelle 11).

Neben ihrer Bedeutung bei der Uberwachung des Biotops (s. 5.2.1.3) nehmen Entero-
bacteriaceae Einfluss auf den Verderb von Fischen und Fischerzeugnissen. Es kann
bei der Verarbeitung dieser Produkte zu Kreuzkontamination zwischen Haut und Darm

sowie dem Filet kommen oder eine Kontamination durch das Personal erfolgen.

Eine solche Kreuzkontamination zwischen der Schale und dem Probenmaterial ist
auch bei Austern denkbar. Auf der anderen Seite kann die Kontamination bereits wah-
rend der Aufzucht der Tiere stattgefunden haben und wirde in diesem Fall auf eine

maogliche Belastung des Biotops mit Enterobakteriazeen hinweisen.

5.2 Nachweis von Indikatorkeimen

Der unmittelbare Nachweis infektidser Viruspartikel in Lebensmitteln oder Trinkwasser,
noch bevor diese zum Verbraucher gelangen, ist zunachst der nachstliegende Weg
diese Erreger zu erfassen und ihre Verbreitung zu unterbinden. In der Praxis stellt sich
dieser direkte Virusnachweis jedoch oftmals als sehr schwierig dar: einige Viren, wie
z.B. Noroviren, lassen sich nicht oder nur sehr schlecht in Zellkulturen vermehren. Mo-
derne molekulardiagnostische Methoden wie PCR und Real-Time PCR sind nunmehr
in der Lage, virales Genom im Lebensmittel zu detektieren. Wegen der sehr unter-
schiedlichen Lebensmittelmatrices kénnen jedoch die oftmals in der Humanmedizin
etablierten Testsysteme nicht ohne weiteres in diesen Bereich Ubertragen werden und
sind zudem an einen hohen finanziellen Aufwand und entsprechende Laborausstattung
gebunden. Weiterhin sagt der Nachweis von viralem Genom mittels der PCR nichts

Uber die Anwesenheit infektidser Viruspartikel aus. GASSILLOUD et al. berichteten 2003,
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dass sich in Mineralwasser das virale Genom sehr viel langer nachweisen lasst, als der
infektidse Viruspartikel. Aufgrund dieser Schwierigkeiten wurden Versuche unternom-
men, einen geeigneten Indikatorkeim zu finden, der eine virale Kontamination anzeigt,

wenn er im Lebensmittel vorliegt.

5.2.1 Bakterien als Indikatorkeime

5.21.1 Aerobe Gesamtkeimzahl

Die aerobe Gesamtkeimzahl in frisch gewonnenen Meeresfriichten liegt im Durch-
schnitt zwischen 102 und 10° KbE pro Gramm (ICMSF 1986). Die Daten der vorliegen-
den Austenproben zeigten Belastungen von <10? bis 3,0 x 10° KBE pro Gramm. Hier-
bei wiesen die meisten Proben (22 von 39) Kontaminationen im Bereich von 10? KbE/g
Untersuchungsmaterial auf. Lediglich in drei Proben wurden Werte von mehr als 1,0 x
10° KbE/g ermittelt (s. Tabelle 10).

Diese Resultate entsprechen denen anderer Erhebungen: WRIGHT et al. (1996) beo-
bachteten in Austern Keimzahlen zwischen 8,5 x 10? und 4,6 x 10° KbE/g. ARIAS et al.
(1999) ermittelten Keimzahlen in Muscheln, die zwischen 3,0 x 10° und 1,9 x 10” KbE/g
lagen. Die letztgenannten, hohen Keimzahlen wurden bei dieser Untersuchung parallel

zu einer ungewdhnlichen Belastung mit Fakalcoliformen beobachtet.

Im vorliegenden Fall konnten bei den drei Proben, welche eine aerobe, mesophile Ge-
samtkeimzahl von >10° KbE/g aufwiesen, ebenfalls erhéhte Gehalte an Enterobakte-
riazeen (>10* KbE/g), Pseudomonaden(>10° KbE/g) und Aeromonaden festgestellt

werden.

5.2.1.2  Clostridium perfringens

Die Belastung der untersuchten Proben mit Clostridium perfringens lag bei weniger als
10 KbE pro Gramm Probenmaterial. Die in der Literatur haufig beschriebenen, hohen
Kontaminationsgrade von Fisch, Meeresfriichten und insbesondere auch von Muscheln
mit diesem Keim (WEN und MCCLANE 2004, INAL et al. 1973) konnten hier nicht besta-
tigt werden. Ein Grund hierfir ist sicherlich in den verschiedenen Kulturverfahren fiir
Miesmuscheln und Austern zu suchen. Miesmuscheln werden oftmals in so genannten
Bodenkulturen gefarmt, was bedeutet, dass die Saatmuscheln direkt auf einem geeig-
neten Untergrund ausgebracht werden, wo sie sich dann anheften und bis zur Ernte
wachsen. Gerade diese Kulturform kénnte verantwortlich fir eine erhéhte Belastung
mit C. perfringens sein. C. perfringens, der als Keim ubiquitar vorkommt und am hau-
figsten im Boden zu finden ist (10° bis 10* KbE/g), wurde in geringeren Konzentratio-

nen auch in marinen Sedimenten nachgewiesen, wobei hier von einer Verunreinigung
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ausgegangen werden kann (LABBE 1989). Der direkte Kontakt mit diesen kontaminier-
ten Sedimentschichten konnte in Verbindung mit der hohen Filtrationsrate von Mu-
scheln und entsprechenden Stromungsverhaltnissen zu einer erhdhten Belastung mit
C. perfringens fuhren. Im Gegensatz zu der beschriebenen Kulturmethode fir Miesmu-
scheln werden Saataustern, welche auf entsprechend praparierte Dachziegel verbracht
wurden, in einer Art ,Regal“ aufgereiht. Wenn die Austern eine gewisse Grofe erreicht
haben, werden sie in Sacke aus einem Netzmaterial verbracht und wachsen dort bis
zur Marktreife heran (MATTHIESSEN 2001). Die Austern haben in der gesamten Zucht-
periode keinen direkten Kontakt mit dem Boden, was, neben anderen Faktoren, die

geringe Belastung mit C. perfringens erklaren kénnte.

5.2.1.3 Escherichia coli

Als Indikator flir die Fakalkontamination der untersuchten Austern wurde entsprechend
der Empfehlung des Scientific Committee on Veterinary Measures relating to Public
Health (2002) E. coli als Parameter gewahlt. Es muss an dieser Stelle angemerkt wer-
den, dass die Untersuchung nicht mittels des empfohlenen MPN-Verfahrens, sondern
mithilfe der fluoreszenzoptischen Technik zur Bestimmung von E. coli durchgefiihrt
wurde. Die Nachweisgrenze dieser Methode liegt bei 10 KbE pro Gramm. Alle hier un-

tersuchten Proben erbrachten Kontaminationen unterhalb dieser Nachweisgrenze.

Wie auch schon unter 2.1.11 aufgefiihrt, wird E. coli standardmaRig als Indikatorkeim
fur verschiedene Viren genutzt, da ersterer meist in sehr viel hdheren Konzentrationen
auftritt als die anzuzeigenden Viren und zudem normalerweise nicht humanpathogen
ist. Die erwinschte Korrelation zwischen diesem Keim und den Viren, die er anzeigen
soll, besteht jedoch in vielen Fallen nicht (LODDER-VERSCHOOR et al. 2005, LEES 2000,
CHRISTENSEN et al. 1998). Der Nutzen von E. coli als Markerorganismus in tropischen
und subtropischen Gebieten ist heute wegen der Vermehrungsfahigkeit des Keims in
kontaminierten Abwassern ohnehin stark umstritten (DESMARIS et al. 2002, SOLO-
GABRIELE et al. 2000). HAZEN und TORNAZOS konnten 1990 E. coli sogar in einigen
nicht fakal kontaminierten Gewassern in tropischen Gebieten nachweisen. Es ist somit
zu Uberlegen, ob es nicht andere, besser geeignete Bakterien gibt, die eine fakale Kon-

tamination - gerade in marinen Habitaten - anzeigen.

5.3 Art und Herkunft des Probenmaterials

Alle untersuchten Proben Pazifischer Felsenaustern stammen aus kommerziell genutz-
ten Austernzuchtgebieten innerhalb Europas. Diese Regionen werden nach der seit
dem 01. Januar 2006 geltenden Richtlinie Nr. 2004/41/EG des Rates in drei Kategorien

(A, B oder C) eingeteilt. Die Klassifikation richtet sich dabei nach der Anzahl von E. coli
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in 100 g Muschelfleisch und Schalenflissigkeit. Lebende Muscheln, die zum unmittel-
baren Verzehr bestimmt sind, durfen nicht mehr als 230 E. coli je 100 g Muschelfleisch
und Schalenflissigkeit enthalten. Weisen 90 % der untersuchten Muscheln max. 4.600
E. coli je 100 g Muschelfleisch auf (Klasse B), so durfen die Tiere erst nach Aufberei-
tung in einem Reinigungszentrum oder nach Umsetzen in andere Gewasser in den
Verkehr gebracht werden. Nach der Reinigung oder dem Umsetzen miissen dann alle
Anforderungen an Muscheln der Kategorie A erflllt sein. Weisen die Muscheln mehr
als 46.000 E. coli pro 100 g Muschelfleisch auf (Klasse C), so dirfen sie erst nach Um-
setzen Uber einen langen Zeitraum (mindestens zwei Monate), eventuell in Verbindung
mit einer weitergehenden Reinigung in einem Reinigungszentrum, geerntet und in den
Verkehr gebracht werden. Da in der vorliegenden Untersuchung die Auswahl der Aus-
tern stichprobenartig durch den Importeur erfolgte, sind Muscheln einiger Herkunfts-
lander nur in sehr geringem Umfang in der Erhebungsmenge enthalten.

Es ware insofern sinnvoll gewesen, sich auf bestimmte Herkunftslander zu beschran-
ken, um anhand einer groferen Stichprobenzahl eine genauere Aussage treffen zu

koénnen.

Uber den Zusammenhang zwischen fakalen Verunreinigungen der Muscheln und dem
Ausbruch viral bedingter Gastroenteritiden beim Menschen nach Verzehr derselben ist
bereits haufig berichtet worden (LEES 2000, CHRISTENSEN et al. 1998, PERRET et al.
1995, HELLER et al. 1986).

Die bakteriologische Untersuchung der Austern zeigte, dass in keiner der Proben er-
héhte Gehalte an Fékalcoliformen oder E. coli vorlagen. Die Nachweisgrenze fur E. coli
lag bei dem hierfur gewahlten Verfahren mit 10 KbE/g Probenmaterial zwar Gber der
fur Gebiete der Klasse A geforderten Héchstmenge, Muscheln mit héheren Kontamina-
tionsgraden kdnnen erfahrungsgenal® mit der Methode jedoch sicher identifiziert wer-
den. Alle untersuchten Proben wiesen Gehalte an E. coli von <10" KBE/g auf. Diese
Werte korrelieren deutlich mit den negativen Ergebnissen der Untersuchung auf Noro-
viren und Hepatitis A. Dass diese Korrelation nicht immer gegeben ist, zeigen die Stu-
dien von LODDER-VERSCHOOR et al. (2005), LEES (2000) und CHRISTENSEN et al.
(1998). Hier fanden sich humanpathogene Viren in Proben, die den Klasse A Stan-
dards entsprachen. Fir diesen Befund kann es unterschiedliche Griinde geben: zum
einen werden Muscheln, die aus fakal kontaminierten Zuchtgebieten der Klasse B
stammen, zur Selbstreinigung in unbelastete Gewasser (berfihrt oder in Reinigungs-
zentren behandelt. Dadurch wird die Belastung mit Fakalcoliformen und E. coli deutlich
verringert, was vor allem durch einen ,Spuleffekt® zu begriinden ist. Gerade Austern
der Gattung Crassostrea haben - abhangig von der Wassertemperatur und anderen

Umweltfaktoren - mit 200 bis 1680 ml pro Stunde, eine enorm hohe Filtrationsrate. Im
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Vergleich hierzu liegt der Wasserdurchfluss der Europaischen Auster Ostrea edulis bei
100-700 ml pro Stunde (MATHERS 1974). Die hohen Filtrationsraten der Pazifischen
Felsenaustern bedingen jedoch gleichzeitig eine erhéhte Wahrscheinlichkeit, pathoge-
ne Viren aus dem Umgebungswasser herauszufiltern und zu akkumulieren (LODDER-
VERSCHOOR et al. 2005). Durch die ausgepragte Umweltstabilitdt und die niedrige in-
fektiose Dosis der hier untersuchten Viren kann es somit trotz einer niedrigen Belas-
tung mit den als Indikatorkeimen genutzten E. coli zu viral bedingten humanen Infek-
tionen und Erkrankungen kommen.

Auf der anderen Seite ist die Uberlebensfahigkeit der meisten humanpathogenen Viren
bei hdheren Temperaturen stark eingeschrankt. So Gberleben die meisten Viren Tem-
peraturen von 20°C nur fir Stunden. Gerade im Sommer ware eine Reduktion der Vi-

renlast in den Austern im warmen Wasser also durchaus denkbar.

5.4 Materialien und Methoden

Bei der Diskussion der Resultate unter methodologischen Aspekten soll zunachst fest-
gehalten werden, dass sich die Aufbereitung der Probenmatrix unproblematisch gestal-
tete. Die Austern wurden bei der Aufbereitung, abhangig von ihrer GroRe, entweder in
toto zerkleinert oder es wurde der Verdauungstrakt der Muschel, in welchem das Tier
eventuell vorhandenes Virusmaterial akkumulieren wirde, prapariert und anschlielend
wie unter 3.2.2.2 beschrieben weiterverarbeitet. Trotz einer optimalen Durchfiihrung
dieses Aufbereitungsvorgangs kann ein geringer Verlust von Virus RNA nicht vollstan-
dig ausgeschlossen werden. Dieser resultiert vor allem aus einem unvollstandigen Auf-
schluss der Zellwande wahrend der Zerkleinerung und Homogenisierung des Proben-
materials. Weiterhin kann es bereits durch Verzégerungen warend des Probentrans-
ports zu Verlusten kommen. Vor allem bei suboptimalen Transportbedingungen kann
es rasch zu einem Abbau der viralen RNA kommen. Gleiches gilt flir Verzégerungen
bei der Durchfliihrung der Probenaufbereitung. Diese Verluste wiegen umso schwerer,
da im Regelfall von einer sehr geringen Kontaminationsdosis der Muscheln ausgegan-
gen werden muss (MADE 2005). Auch ein zu starkes Walken wahrend der Aufbereitung
kann sich als problematisch erweisen. Bei einer hohen mechanischen Belastung wer-
den die Probenbestandteile weiter zerstort und die dabei austretende Flissigkeit kann
die sich anschlieBenden Konzentrationsschritte behindern. Das hier durchgeflihrte
mehrfache manuelle Walken (s. 3.2.2.2 u. Abbildung 24) ist somit der mechanischen

Variante vorzuziehen.

Fir die RNA-Extraktion wurde ein kommerziell erhaltliches Kit benutzt. So konnten

laborspezifische Einflussfaktoren weitgehend ausgeschlossen werden.

93



5 Diskussion

Entsprechend dem Anforderungskatalog des Sektorkomitees Lebensmittelanalytik zur
Qualitatslenkung in der molekularbiologischen Diagnostik (2006) wurden als qualitats-
sichernde MalRnahmen bei allen PCR-Untersuchungen (RealTime- und konventionelle
RT-PCR) Praparationspositiv- und negativkontrollen mitgefuhrt. Die als Positivkontrolle
dienenden humanen Stuhlproben der Genogruppen | und Il wurden in PBS-
Pufferldsung seriell verdiinnt und in einer Verdiinnung von 102 der RNA-Extraktion und
anschlieBRenden RT-PCR unterzogen. Hierzu wurden 140 pl der verdinnten Probe
verwendet. Als Negativkontrolle diente Wasser. Die in der konventionellen RT-PCR
durchgefihrte externe Amplifikationskontrolle mit der RNA des Phagen MS2 zeigte
eine Hemmung der Reaktionen zuverlassig an (s. 2.1.9.1). Einschrankend muss aller-
dings erwahnt werden, dass bei einer suboptimalen Zusammensetzung des Reakti-
onsgemisches keine vollstandige Inhibition auftritt. Die Inhibitionskontrolle reagiert in
diesem Fall positiv, die Reaktion lauft jedoch mit geringerer PCR Effizienz ab, was sich
in einer verminderten Sensitivitat wiederspiegelt. Diese verminderte Sensitivitat kdnnte
dazu flhren, dass das System die hier erwarteten geringen Kontaminationsdosen der
Austern nicht erfassen konnte. Falsch negative Ergebnisse lassen sich deshalb nicht

vollkommen ausschlief3en.

Nach Ergebnissen von MADE et.al. (2006) sowie von VINJE et al. (2003) und BEURET et
al. (2002) zeigte sich der konventionelle Nachweis von Noroviren mit dem MON-
Primersystem als ausreichend sensitiv. Die Nachweisgrenze liegt laut den Untersu-
chungen von MADE et al. (2006) bei 20 PCR-U, was bei einer Infektionsdosis von 10-
100 infektidsen Viruspartikeln (BREESE et al. 2002, KRUSE et al. 2002) als ausreichend
gelten darf. Beim Nachweis von Noroviren der Genogruppe Il erbringt auch das Real-
Time System eine befriedigende Sensitivitat, welche derjenigen einer konventionellen
RT-PCR entspricht (MADE 2005). Einschrankend muss allerdings erwahnt werden,
dass nicht alle in Deutschland auftretenden Genotypen durch das System erfasst wer-
den (MADE et al. 2006). Noroviren der Genogruppe | lieRen sich mit der hier verwende-
ten Primer-Sonden Kombination nicht nachweisen. Die Empfindlichkeit dieser Methode
ist somit nicht ausreichend um Lebensmittel und Tupferproben mit einer hinreichenden
Sensitivitat auf Noroviren zu untersuchen (MADE 2005). Dies liegt wohl auch an den -
im Vergleich zum GG Il System - erheblich schwacheren Fluoreszenzsignalen. Aus
diesem Grund missen die Primer-Sonden Systeme flir die Real Time PCR noch weiter
entwickelt werden, um in Zukunft auch die Real Time PCR in der Routinediagnostik
einsetzen zu konnen. Dies gilt insbesondere flir die Noroviren der Genogruppe |, auch
wenn sie von wesentlich geringerer epidemiologischer Bedeutung sind als die der Ge-

nogruppe II.
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Fir die Untersuchung auf HAV wurde komplett auf ein kommerziell erhaltliches Testkit
zurtckgegriffen, um laborspezifische Einflussfaktoren weitestgehend auszuschlief3en.
Bei der Aufbereitung der Proben und der RNA-Extraktion gelten jedoch die gleichen
Einschrankungen, wie oben beschrieben. Neben der Verwendung der dem Kit in vier
unterschiedlichen Verdinnungen beigefligten Positivkontrollen wurde auch hier als
Negativkontrolle Wasser verwendet. Das System enthielt ein zusatzliches heterologes
Amplifikationssystem, wodurch eine mdgliche Inhibition der Reaktion (s. 2.1.9.1) er-

kannt werden konnte.

Die analytische Nachweisgrenze des verwendeten HAV PCR Kits wurde unter Ver-
wendung des LightCycler® Instruments mit dem vorlaufigen internationalen HAV-
Standard bestimmt. Dieser wurde einer RNA-Aufreinigung mit dem QIAmp® Viral RNA
Mini Kit der Fa. Qiagen unterzogen. Von dem extrahierten Standard wurde eine Ver-
dinnungsreihe von 1 bis nominal 0,000316 1U/ul erstellt und mit dem Testkit analysiert.
Die Untersuchungen wurden an drei verschiedenen Tagen in Form von Achtfach-
Bestimmungen durchgefiihrt. Die analytische Nachweisgrenze des artus® HAV LC RT-
PCR Kits liegt danach bei 56 IU/ml (p=0,05) unter Beriicksichtigung des oben genann-
ten Aufreinigungsverfahrens. Somit kénnen 56 IU/ml mit einer Wahrscheinlichkeit von
95% detektiert werden.
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6.1 Belastung der Austern mit Noro- und Hepatitis A-Viren

Im Hinblick auf die Virus-Pravalenz zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Studie,
dass sich die uberpruften Proben, die zeitlich unabhangig von Norovirusausbrichen in
Deutschland und den drei Importlandern gesammelt worden waren, frei von Noroviren
erwiesen. Gleiches galt fur die Untersuchung auf Hepatitis A-Viren. Fir die Interpretati-
on der Resultate ist dabei zu beachten, dass alle Muscheln direkt vom Importeur bzw.
GroRRhandler stammten. Proben bei Abgabe an den Endverbraucher wurden nicht un-
tersucht. Dieser Umstand ist insofern von Bedeutung, als die Rekontamination durch
Verkaufs- und Kichenpersonal, neben der Verunreinigung durch unbelebte Vektoren
wie Bedarfsgegenstande, die groBte Rolle bei der Ubertragung von Virusmaterial
spielt. Aufbauend auf dieser Arbeit ware somit die Untersuchung von Proben, welche

direkt aus dem Einzelhandel stammen, aussagekraftiger.

Weiterhin muss angemerkt werden, dass die Proben im Rahmen der betriebsinternen
Qualitatsstandarts des GroRhandlers einer ersten Kontrolle im Ursprungsgebiet unter-
zogen und erst dann in die Hauptniederlassung Uberfihrt werden. Auch die Kontrollen
von Transport- und Lagertemperatur unterliegen den Maligaben dieser internen Quali-
tatssicherung. Dementsprechend weisen nahezu alle untersuchten Proben eine sehr
niedrige mikrobiologische Belastung auf. Dies gilt sowohl fur die Indikatorbakterien als
auch fur die Verderbserreger. Die gleichzeitige Abwesenheit von Noro- und Hepatitis
A-Viren spiegelt somit die in der Literatur haufig beschriebene Korrelation von mikro-
bieller Belastung und der Anwesenheit von humanpathogenen enteralen Viren wieder
(LEES 2000, CHRISTENSEN et al. 1998, PERRET et al. 1995, HELLER et al. 1986). Wegen
der geringen Pravalenz der Noroviren und Hepatitis A-Viren bei Anlieferung der Ware
scheint diese Stelle in der Kette von der Austernbank zur Oysterbar fur ein Gefahren-
monitoring wenig geeignet zu sein. Hier bieten eine Uberwachung des Biotops einer-
seits sowie des Einzelhandels andererseits wahrscheinlich gréere Sicherheit bei der
Beherrschung des Risikos. In einigen anderen Erhebungen an Austern konnten durch-
aus Noro- und Hepatitis A-Viren nachgewiesen werden. So fanden BOXMAN et al.
(2006) in 4,8 % der untersuchten Austernproben aus niederlandischer Aquakultur No-
roviren. Weiterhin konnten die Untersucher in einer von acht importierten Proben Noro-
viren ermitteln (12,5 %). Die Probe stammte aus Irland. Es ist anzumerken, dass die

Detektion der Viren, die dem Genotyp Gll/4 angehorten, mit dem Primersystem nach
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HAFLINGER et al. (1997) durchgefuhrt wurde. Dieses System wurde fur die Untersu-
chung von Noroviren aus Muscheln optimiert. Der Nachteil hierbei ist jedoch, dass die
PCR Produkte dieses Assays nicht mit denen Ubereinstimmen, die flr die Norovirusdi-
agnostik im humanen Bereich eingesetzt werden. Dadurch gestaltet sich die Aufkla-
rung epidemiologischer Zusammenhange als sehr schwierig. Das System wurde aus

diesem Grund nicht in der vorliegenden Arbeit genutzt.

CRocI et al. (2007) konnten bei einer Biotopuntersuchung in der Adria eine vergleichs-
weise hohe Belastung der Proben mit Noroviren und HAV feststellen. So enthielten
12 % der Proben mit weniger als 230 E. coli/100 g Noroviren. In 5 % konnte HAV nach-
gewiesen werden. 2 % der Proben enthielten sowohl Noro- als auch Hepatitis A-Viren.
Noch starker ist die Belastung bei Proben, die mehr als 230 E. coli/100 g aufwiesen.
Hier konnten in 29 % der Proben Noroviren und in 12 % der Proben HAV detektiert
werden. Die Wasserqualitat der Adria als ein halb umschlossener Teil des Mittelmee-
res ist stark durch den Zustrom des Po beeinflusst. Mit einer Durchflussmenge von
1585 m* s™' stammt aus ihm rund 5 % der Frischwasserzufuhr. Die Po-Ebene ist sehr
dicht besiedelt und das Wasser dieses Flusses dementsprechend stark mit industriel-
len und kommunalen Abwassern belastet. Die Wasserqualitat wird weiterhin mageb-
lich durch die Wind- und Stdmungsverhaltnisse in diesem Gebiet beeinflusst (GACIC et
al. 2001). Obwohl 93 % der untersuchten Proben den Anforderungen der Richtlinie
2004/41/EG im Bezug auf E. coli entsprachen, ist eine virale Belastung von Meeres-
frichten aus Zuchtgebieten, die zumindest zeitweise durch entsprechende Umweltfak-
toren mit fakal kontaminiertem Wasser belastet sind somit durchaus nachvollziehbar.
Weiterhin ist E. coli - wie schon unter 5.2.1.3 beschrieben - nicht immer ein zuverlassi-

ger Indikator einer viralen Kontamination.

LODDER-VERSCHOOR et al. (2005) fihrten ein einjahriges Monitoring verschiedener
kommerzieller und nicht kommerzieller Austernzuchtgebiete in der Oosterschelde (NL)
durch. Neben der Untersuchung der mikrobiellen Belastung wurden alle 36 kommer-
ziellen und 28 nichtkommeriellen Proben auf verschiedene humanpathogene Viren
(Noroviren, Rotaviren, Enteroviren, Astroviren und HAV) untersucht. In insgesamt 14
Proben konnten die Untersucher Enteroviren detektieren. Andere humanpathogene
Viren lieRen sich nicht nachgeweisen. Man muss einschrankend hinzufligen, dass mit
dem PCR Assay, welches hier verwendet wurde, auch bovine Enteroviren nachgewie-
sen werden konnen. Der Ursprung der hier in den Austern gefundenen Viren muss
somit als ungeklart betrachtet werden. Weiterhin gibt es heute keine Erkenntnisse Uber
einen kausalen Zusammenhang zwischen dem Verzehr von kontaminierten Meeres-

frichten und einer Enterovirusinfektion.
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Auch in diesem Fall beschreiben die Autoren die Korrelation zwischen einer viralen
Kontamination und der E. coli Belastung der Proben als ungentigend und stellen den

Wert dieses Bakteriums als Indikator stark in Frage.

Es bleibt festzuhalten, dass die Belastung des Biotops mit humanpathogenen Viren
stark von verschiedenen Umwelteinflissen abzuhangen scheint. Neben jahreszeitli-
chen Einflissen wie Temperatur, Wind- und Stréomungsverhaltnissen spielen die Kon-
tamination von Frischwasser zuleitenden Flissen und die Durchflussraten innerhalb
des Biotops sicher eine entscheidende Rolle bei der Verteilung von infektidsem viralem

Material.

6.2 Nachweis von Indikatorkeimen

Dass sich der Zusammenhang zwischen einer fakalen Belastung und dem Auftreten
viral bedingter Gastroenteritiden nicht immer so deutlich darstellt wie in dieser Studie,
zeigen die Ergebnisse von LODDER-VERSCHOOR et al. (2005), LEES (2000) und CH-
RISTENSEN et al. (1998). Die Autoren konnten darstellen, dass Muscheln, welche keine
erhéhte Belastung mit E. coli aufwiesen, humanpathogene Viren enthielten. CABELLI et
al. (1982) berichteten, dass zwischen der Anzahl der Fakalcoliformen in Badegewas-
sern und dem Auftreten viral bedingter Gastroenteritiden bei den Schwimmern nur eine
sehr geringe Korrelation festzustellen sei. In dieser Studie erwiesen sich Enterokokken
als der am besten geeignete Indikator. Es zeigte sich, dass Enterokokken die Klarung
von Abwassern weitgehend Uberleben und auch héhere Uberlebensraten in marinen
Habitaten zeigen als beispielsweise E. coli. Allerdings liegt die Anzahl der Enterokok-
ken in geklarten und ungeklarten Abwassern um ein bis zwei Zehnerpotenzen unter
der von E. coli. Vor allem Enterococcus faecalis zeichnet sich durch eine hohe Salzto-
leranz und eine ausgepragte Umweltstabilitdt aus. So zeigt der Keim Wachstum in ei-
nem Temperaturbereich von 10°C bis 45°C in Anwesenheit von 6,5 % NaCl bei pH 9,6
(BAUMGART 2007). Weiterhin gehen einige Autoren davon aus, dass Enterococcus fae-
calis - im Gegensatz zu Escherichia coli - Gber ein recht eingeschranktes Wirtsspekt-
rum verfiigt; POURCHER et al. (1991) fanden den Erreger im Darm von Menschen,
Huhnern und Méwen, jedoch nicht oder nur in sehr geringer Zahl bei Rindern, Pferden,
Kaninchen, Schafen und Schweinen. Diese Ergebnisse konnten 2002 in einer Untersu-
chung von WHEELER et al. bestatigt werden. Die Untersucher wiesen den Keim eben-
falls nur im Darm von Menschen, Hihnern und Hunden nach (POURCHER et al. haben
1991 keine Kotproben von Hunden untersucht). Wiederum konnte Enterococcus faeca-
lis nicht im Darm von Rindern, Rotwild (wild und in Gehegehaltung) und Schweinen

nachgewiesen werden.
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Ein derart eingeschranktes Wirtsspektrum wurde den Nutzen von Enterococcus faeca-
lis als Indikatorkeim flr die hier besprochenen Viren noch steigern, da so eine Konta-
mination durch humane Fakalien leichter nachzuweisen ware und sich die Quelle einer

solchen Kontamination schneller identifizieren liel3e.

6.2.1 Bakteriophagen als Indikatoren einer fakalen Kontamination

Wie unter 5.2.1 beschrieben, sind in den vergangenen Jahren verschiedene Bakterien,
darunter Fakalcoliforme, Escherichia coli und Enterokokken, als Indikatoren fur eine
fakale Kontamination vorgeschlagen und genutzt worden. Einige Studien haben jedoch
wiederholt gezeigt, dass diese bakteriellen Indikatoren eine Kontamination durch fakal-
oral Ubertragbare, humanpathogene Viren in den untersuchten Gewassern nicht immer
sicher anzeigen (DURAN et al. 2003, GERBA 1987; BERG et al. 1978). Mehrere Autoren
haben in diesem Zusammenhang bereits die Vorteile von Bakteriophagen als Indikato-
ren einer fakalen Kontamination beschrieben (COLE et al. 2003, ENDLEY et al. 2003a,
HOT et al. 2003, Hsu et al. 2002, HAVELAAR 1993, GERBA 1987, HAVELAAR et al. 1986).

Bakteriophagen sind Viren, die Bakterienzellen infizieren. Sie wurden erstmals 1915
durch Frederick TWORT und 1917 durch Felix D'HERELLE beschrieben. Inzwischen hat
man eine Vielzahl verschiedener Bakteriophagen isoliert und kennt heute Phagen flr
alle bekannten Bakterienspezies. Bakteriophagen sind in der Natur weit verbreitet und
wurden bereits im Grundwasser (PILLAI und NWACHUKU 2000), Flusswasser (HOT et al.
2003), Berieselungswasser (CEBALLOS et al. 2003), Abwassern (NELSON et al. 2004),
im Meerwasser (JIANG und CHU 2004) und Bioaerosolen (ESPINOSA und PILLAI 2002)
nachgewiesen. Weiterhin fanden sie sich in Muscheln (CRocCI et al. 2000) und auf der
Oberflache verschiedener Gemuse (ENDLEY et al. 2003a, 2003b).

Die Verwendung von Coliphagen als Indikatoren einer fakalen Kontamination basiert
auf der Annahme, dass ihre Anwesenheit im Wasser gleichzeitig die Anwesenheit von
Bakterien anzeigt, welche die Phagen fir ihre Vermehrung bendtigen. Die Begriindung
zur Nutzung dieser Viren als Marker fur eine Kontamination mit fakal-oral Ubertragba-
ren, humanpathogenen Viren liegt in ihrer sehr dhnlichen Grée und Umweltstabilitat
sowie in nahezu identischen Transportwegen und Verbreitungs- und Verteilungsmus-
tern. Zusatzlich finden sich Coliphagen in recht hoher Anzahl in der Umwelt, vermehren
sich in dieser aber schwer und kdnnen mit einem Bruchteil des finanziellen Aufwandes

ermittelt werden, der flr den Nachweis von Noro- oder Hepatitis A-Viren noétig ware.

Coliphagen finden sich im Stuhl von Menschen, Rindern und Schweinen mit einer
Dichte zwischen 10" und 10’ pfu/g (HAVELAAR et al. 1986, OSAWA et al. 1981, DHILLON

et al. 1976). In nahezu allen ungeklarten Abwassern weisen sie eine Dichte zwischen
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10* und 10° pfu/ml auf. Generell vermehren sie sich nicht in der Umwelt, da sie, wie
alle Viren, einen Wirtsorganismus fiur die Replikation bendétigen. Eine Ausnahme kon-
nen hier solche Gewasser sein, in denen sich auch E. coli vermehrt (s. 2.1.3.2.1). Al-
lerdings wurde bis heute noch nie Uber eine solche Vermehrung in der Natur berichtet.
Ein Grund dafiir ist wohl die Tatsache, dass Phagen fir eine effektive Infektion des
Wirtsorganismus und die anschlieliende Vermehrung in demselben Temperaturen von
mehr als 30°C bendtigen. Auch weitere flr die Phagenvermehrung wichtige Parameter
(optimale Dichte von Bakterien und Phagen, physiologische Bedingungen flr die Bak-
terien) finden sich in einem natirlichen aquatischen Habitat kaum (MUNIESA und JOFRE
2004). Als Indikatoren fir enterale Viren in Gewassern wurden somatische Coliphagen,
F+ RNA Coliphagen (Leviviridae) und Bacteroides fragilis-infizierende Phagen (Sypho-
viridae) vorgeschlagen (JOFRE et al. 1995, HAVELAAR 1993, IAWPCR 1991).

Somatische Coliphagen gehdren zu einer sehr heterogenen Gruppe von Phagen mit
unterschiedlichen Charakteristika, die sich jedoch alle bestimmter Rezeptoren in der
Zellwand des Wirtsbakteriums bedienen. Die Wirtsstdmme sind E. coli bzw. Enterobac-

teriaceae.

Alle bekannten F+ RNA Coliphagen gehoéren zur Familie Leviviridae. Obwohl sie sich in
ihren Eigenschaften unterscheiden bilden sie eine homogene Gruppe (DURAN et al.
2003). Ihre Wirte sind Bakterien, die das F-Plasmid besitzen, welches urspriinglich bei
E. coli K12 entdeckt wurde. Die Infektion des Wirtsbakteriums erfolgt Uber andocken an
die F-Pili, fir die das F-Plasmid codiert.

Die meisten Bakteriophagen, die Bacteroides fragilis infizieren, gehéren zur Familie
Siphoviridae und scheinen ebenfalls eine homogene Gruppe zu bilden (PUIG et al.
1999).

Zahlreiche Studien belegen flr bestimmte Bedingungen eine héhere Resistenz, im
Vergleich zu den klassischen Indikatoren, vor allem fur Bacteroides fragilis-infizierende
Phagen, flr somatischen Coliphagen, insbesondere aus der Familie Siphoviridae, bzw.
fur F+ RNA Coliphagen. ALLWOOD et al. (2004) haben die Anwesenheit von F+ RNA
Coliphagen als starken Indikator flir die Anwesenheit von Noroviren in Wasserproben
postuliert. Ihre Ausfihrungen beruhen dabei auf Modellversuchen zur Uberlebensfa-
higkeit von E. coli, F+ RNA Coliphagen und Felinen Caliciviren in dechloriertem Was-
ser, welches fir 28 Tage bei 4°C, 25°C und 37°C gelagert wurde. Die Untersucher be-
richteten weiterhin tiber die hohe Korrelation bei den Uberlebensraten der Felinen Cali-
civiren und dem F+ Phagen MS2 auf der Oberflache von Blattsalaten. HUMPHREY und
MARTIN (1993) berichteten Giber den Wert somatischer Coliphagen als Indikatoren einer

fakalen Kontamination von Pazifischen Austern wahrend deren Reinigung in unbelaste-
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tem Wasser. DORE und LEES (1995) untersuchten die Persistenz von F+ RNA Phagen
im Verdauungstrakt fakal kontaminierter Muscheln und kamen hier zu dem Ergebnis,
dass sich die Phagen sehr gut zum Nachweis einer volligen Eliminierung der Kontami-

nanten eignen.

Auf der anderen Seite beobachteten CROCI et al. (2000), dass weder E. coli noch F+
Phagen verlassliche Indikatoren fir eine Kontamination von Muscheln aus der Adria
mit enteralen Viren darstellen. Nur in 3 von 36 untersuchten Proben (8 %) konnten F+
Bakteriophagen nachgewiesen werden. Obwohl alle drei Proben positiv auf HAV getes-
tet wurden, lieBen sich nur in einer Probe Enteroviren nachgeweisen. Ahnliche Ergeb-
nisse erbrachten die Studien von MUNIAIN-MUJIKA et al. (2003). Die Untersucher fan-
den jedoch eine hohe Korrelation beim Nachweis von Phagen des Bacteroides fragilis
Stamms RYC20 und enteralen Viren in Muscheln. Bereits 1994 berichteten LUCENA et
al. Uber die - gegeniiber anderen Indikatororganismen - hohen Uberlebensraten von
Bacteroides-Phagen in Muscheln. Weiterhin konnten die Autoren feststellen, dass die
Verteilungs- und Uberlebensmuster dieser Phagen denen von humanen Viren in einem

marinen Habitat am starksten ahneln.

Generell kann festgehalten werden, dass Bakteriophagen aufgrund ihrer Ahnlichkeit
mit humanen Viren - bezogen auf Umweltstabilitat und Verteilungsmuster - durchaus
als Indikatoren fur eine Kontamination mit enteralen Viren geeignet erscheinen. Weite-
re Vorteile bilden die Apathogenitat fur den Menschen und der recht einfache und kos-
tenglnstige Nachweis. Es sind jedoch weitere Untersuchungen notwendig, um Nutzen
und Vorteile der Bakteriophagen gegenuber den ,klassischen® Indikatororganismen zu

belegen.
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7 Zusammenfassung

7.1 Bakterieller und viraler Kontaminationsstatus von
Pazifischen Felsenaustern - einjahriges Monitoring des
»Berliner Angebots*

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Belastung mit relevanten bakteriellen und vira-
len Erregern am Beispiel von in Berlin vertriebenen Pazifischen Felsenaustern unter-

schiedlicher Herkunft zu bestimmen.

Hierzu wurden im Rahmen eines mehr als einjahrigen Monitoring pro Monat - aller-
dings mit Unterbrechungen wegen Lieferproblemen - jeweils drei Chargen pazifischer
Felsenaustern (Crassostrea gigas) aus verschiedenen europaischen Ursprungsgebie-
ten untersucht. Jede Charge enthielt dabei 24 Muscheln, von denen je Zwdlf auf Noro-
viren bzw. Hepatitis A-Viren (HAV) untersucht wurden. Es wurden insgesamt 477 Ein-
zelproben auf Noroviren und 372 Einzelproben auf HAV getestet. Weiterhin wurden
aus jeder Charge 25 g Probenmaterial flir den mikrobiologischen Gesamtstatus ent-
nommen. Die Proben stammten von einem Importeur, der seine Produkte deutsch-
landweit vertreibt. Es handelte sich sowohl um Ware, die aus Frankreich, Irland und

den Niederlanden eingefiihrt wurde, als auch um Deutsche Austern von der Insel Syilt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass in den Uberpriften Proben weder
Noroviren noch HAV nachgewiesen werden konnten. Auch Salmonellen, Listeria mo-
nocytogenes und E. coli lieken sich nicht isolieren. Lediglich 13 % der untersuchten
Proben zeigten eine erhdhte aerobe Gesamtkeimzahl, bei weiteren 13 % konnten er-
hoéhte bzw. grenzwertige Gehalte an Enterobakteriazeen nachgewiesen werden. In drei
der untersuchten Proben (7 %) lagen erhdhte bzw. grenzwertige Gehalte an Pseudo-

monaden und Aeromonaden im Bezug auf die Richtwerten der DGHM vor.

Fur die Interpretation der Resultate ist zu beachten, dass alle Muscheln direkt vom
Importeur bzw. Grol3handler stammten. Proben bei Abgabe an den Endverbraucher
wurden nicht untersucht. Dieser Umstand ist insofern von Bedeutung, als die Rekon-
tamination durch Verkaufs- und Kichenpersonal - neben der Verunreinigung durch
unbelebte Vektoren wie Bedarfsgegenstande - die grofte Rolle bei der Ubertragung
von Pathogenen spielt. Aufbauend auf dieser Arbeit ware somit die Untersuchung von
Proben, welche direkt aus dem Einzelhandel stammen, aussagekraftiger. Wegen der

geringen Pravalenz der Noroviren und Hepatitis A-Viren bei Anlieferung der Ware,
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scheint diese Stelle in der Kette von der Austernbank zur Oysterbar fur ein Gefahren-

monitoring wenig geeignet zu sein.

Hier bietet eine Uberwachung des Biotops einerseits sowie des Einzelhandles ande-

rerseits wahrscheinlich groRere Sicherheit bei der Beherrschung des Risikos.

Aus methodologischer Sicht kann festgestellt werden, dass sich die konventionelle RT-
PCR mit dem MON-Primer System sehr gut eignet, um Lebensmittelproben auf Norovi-
ren zu untersuchen. In der Real-Time PCR fehlte hierzu eine entsprechend sensitive
Primer-Sonden Kombination zur Detektion der Genogruppe |. Auch das GG Il System
muss trotz seiner guten Sensitivitat weiter verbessert werden, um der groRen Hetero-

genitat innerhalb der Noroviren gerecht zu werden.

Das artus HAV LC RT-PCR Kit® ist zurzeit das einzig kommerziell erhiltliche System
zur Detektion von HAV mittels der Real Time PCR. Es weist eine sehr gute Sensitivitat

auf, das Handling gestaltet sich einfach und unproblematisch.
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8 Summary

8.1 Bacterial and viral contamination of Pacific Rock Oysters
(Crassostrea gigas) — one year monitoring of the “Berlin-

Supply”
The present study aimed at determining the contamination of pacific rock oysters from

different origins with relevant bacterial and viral organisms.

For that purpose, oyster samples were taken regularly between March 2005 and July
2006 from different European origins (France, Netherlands, Ireland and Germany). A
total of 477 samples were analysed for norovirus and of 372 samples for HAV. In addi-
tion 25 g sample material from every charge was tested for the bacterial contamination.
The analysis included the compulsory microbiological parameters Escherichia coli and
Salmonella spp. as well as the determination of the total bacterial count and of the con-
tamination with Lactobacillus, Lactic Bacteria, Pseudomonas spp. Aeromonas spp.
coagulase-positive Staphylococci, Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Enterobac-

tericeae, Enterococci, Coliforms, Moulds and Yeasts.

The results of this study show that in the investigated samples norovirus and HAV
could not be detected. The same applies to Salmonella, E. coli and Listeria monocyto-
genes. Only 13% of the samples showed an increased total aerobic bacterial count,
with further 13% had elevated levels of Enterobacteriaceae. Three of the samples (7%)

showed increased levels of Pseudomonas spp. and Aeromonas spp.

For the interpretation of the results it is important to recognize that all samples were
collected at a local wholesaler. Recontamination through sale and kitchen staff plays
next to the pollution caused by abiotic vectors, such as customer goods, the largest
role in the transmission of the virus. The examination of retail samples is probably more
significant. Due to the low prevalence of noroviruses and Hepatitis A-viruses at the time
of delivery, other points in the chain, from oystersfarm to oysterbar, seems to be more

appropriate for a monitoring.

The conventional RT-PCR system with MON-primers is suitable to investigate food
samples for noroviruses. In the Real-Time PCR sensitive primer-probe combinations
for the detection of Genogroup | noroviruses were missing. The GG |l system has to be
improved further due to the great heterogeneity within the noroviruses, although it

showed a good sensitivity.
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The artus HAV LC RT-PCR Kit® is currently the only commercially available system for
the detection of HAV through the Real Time PCR. It has a very good sensitivity and the

handling is very easy and straightforward.
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10 Anhang

10 Anhang

10.1 Nahrmedien und Reagenzien fur die bakteriologische
Untersuchung

10.1.1 Herstellung der Nahrboden, Verwendung

Die Herstellung aller Nahrboden erfolgt aus kommerziell erhaltlichen Trockennahrbo-
den in Chargen zu je 1 Liter, Peptonwasser 5 Liter. Zur Herstellung wird dabei im Insti-
tut fur Lebensmittel bereitetes, demineralisiertes Wasser verwendet. Die autoklavierten
oder im Dampftopf sterilisierten Medien werden langsam im Wasserbad (eingestellt auf
47°C) auf 45-50°C abgekuhlt und anschlieRend in sterile Petrischalen (90 mm &) mit

einer Schichtdicke von ca. 2mm gegossen.

Jede Petrischale wird durch aufzuklebende Etiketten gekennzeichnet, das Etikett ent-
halt das Herstellungsdatum sowie ein Kirzel fur die Art des enthaltenden Mediums. Bei
langerer Lagerung der Agarplatten wurden diese in verschlossenen Kunststoffbeuteln
im Nahrbodenkuhlraum bei 4 +/- 2°C aufbewahrt.

Die Verwendung der Nahrbdden erfolgte erst nach Freigabe durch die Qualitatskontrol-
le (Uberpriifung von pH Wert, Schichtdicke, Gelstabilitat, Blasenbildung, Farbe und
Sterilitat). Direkt vor der Verwendung erfolgte eine Vortrocknung der Platten. Sie wur-
den entweder bei Raumtemperatur oder im Brutschrank bei 42°C fiir etwa 15 min vor-
getrocknet. Nach dem Beimpfen wurden die Platten dann, entsprechend der jeweiligen
Arbeitsanweisung, mit der Bodenseite nach oben inkubiert. Dabei wurden nicht mehr

als 10 Platten Ubereinander gestapelt.
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10.1.2 Nahr- und Differenzierungsmedien fiir die bakteriologischen
Untersuchungen
10.1.2.1 Peptonwasser, gepuffert

e Zur Voranreicherung von Bakterien, insbesondere von Enterobacteriaceae, aus
Lebensmitteln und anderem Untersuchungsmaterial

e Zusammensetzung (g/l):

e Pepton 10,00
e Natriumchlorid 5,00
e Dinatriumhydrogenphosphat 3,50
o Kaliumdihydrogenphosphat 1,50

e Zubereitung:
o 20 g Peptonwasser, gepuffert, in 1,0 | demineralisiertem Wasser auf dem

Magnetriihrer suspendieren
e 15 min bei 121°C autoklavieren

e das Medium wird immer in Chargen von 5,0 | hergestellt

e gebrauchsfertiges Peptonwasser ist hellbraun und klar, pH 7,2 +/- 0,2

e Validierung: das beschriebene Verfahren entspricht sachlich der Methode gem. L
00.00 — 20 der amtlichen Sammlung nach § 64 LFGB

e Wirkungsweise: Das Nahrstoffangebot des Mediums ermdglicht eine hohe Wieder-
belebungsrate von Zellen, die z.B. wahrend der Lebensmittelkonservierung subletal
geschadigt wurden

e Bebriutung: 16-20 h bei 37°C
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1.2.2 Peptonwasser mit Agarzusatz (PW)
Verdinnungslésung
Zusammensetzung (g/l):

o Pepton aus Casein, tryptisch 1,00
e Natriumchlorid 8,50
o Agar-Agar 0,75

Zubereitung:

e die Nahrbodenbestandteile werden in der jeweiligen Menge in
demineralisiertem Wasser auf dem Magnetrihrer suspendiert

e 15 min bei 121°C autoklaviert

e das Medium wird immer in Chargen von 5,0 | hergestellt, bei Abflllen in

Reagenzglaser wird es nochmals autoklaviert, danach erfolgt die pH-Kontrolle.

gebrauchsfertiges Peptonwasser ist klar und farblos (bei Kihlung leicht getribt),
pH 7,0 +/- 0,2

Validierung: das beschriebene Verfahren entspricht sachlich der Methode gem. L
06.00 — 16 der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach §64 LFGB
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10.1.2.3 Plate-Count-Agar (PC)

Nahrboden zur Bestimmung der aeroben Keimzahl in Lebensmitteln

Zuammensetzung (g/1):

e Pepton aus Casein 5,00
e Hefeextrakt 2,50
e Glucose 1,00
e Agar-Agar 14,00

Zubereitung:
e 22,5 g Trockennahrboden werden in 1,0 | demineralisiertem Wasser auf

Magnetrihrer suspendiert

e 15 min bei 121°C autoklavieren

gebrauchsfertiger Nahrboden ist klar und schwach gelblich bis farblos, pH 7,0 +/-
0,2

Validierung: das beschriebene Verfahren entspricht sachlich der Methode gem. L
06.00 — 18 der amtlichen Sammlung nach §64 LFGB

Wirkungsweise: hemmstoff- und indikatorfrei

Bebritung: 72 +/- 2 h bei 30°C
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10.1.2.4 Lactobacillus-Agar nach De Man, Rogosa und Sharpe (MRS-Agar)
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(LA)

Selektivagar zur Unterschuchung von Lebensmitteln auf aerob wachsende Milch-
saurebakterien

Zuammensetzung (g/l):

e Pepton aus Casein 10,00
e Fleischextrakt 10,00
¢ Hefeextrakt 4,00

o D(+)-Glucose 20,00

e di-Kaliumhydrogenphosphat 2,00
e Tween 80 1,00

e di-Ammoniumhydrogencitrat 2,00

e Natriumacetat 5,00
e Magnesiumsulfat 0,20
e Mangansulfat 0,04
e Agar-Agar 14,00

Zubereitung:
e 68,2 g Trockennahrboden werden in 1,0 | demineralisiertem Wasser auf dem

Magnetrihrer suspendiert
e 60 min bei 100°C im Dampftopf sterilisieren
gebrauchsfertiger Nahrboden ist klar und schwach gelblich bis farblos, pH 5,7 +/-
0,2

Validierung: das beschriebene Verfahren entspricht sachlich der Methode gem. L
06.00 — 35 der amtlichen Sammlung nach § 64 LFGB

Wirkungsweise: es sind die fur Laktobazillen als spezielle Wachstumsfaktoren be-
kannten Substanzen Polysorbat, Acetat, Magnesium und Mangan enthalten. Da
der Nahrboden nur eine geringe Selektivitat besitzt, kdnnen auch Pediococcus- und
Leuconostoc Spezies sowie andere Begleitkeime wachsen

Bebritung: 48 +/- 2 h bei 30°C, aerob
Kolonien sind klein, opak und weil3, @ 1-3 mm

die Begleitflora wachst nach Herstellerangaben als Mikrokolonien (& <1 mm).
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10.1.2.5 Sorbinsaure-Agar

Selektivagar zur Unterschuchung von Lebensmitteln auf aerob wachsende Milch-
saurebakterien

die Rezeptur entspricht, bis auf den Zusatz von 0,4 g Sorbinsaure je | Agar, der des
MRS-Agar.

der gebrauchsfertige Nahrboden ist klar und schwach gelblich bis farblos, pH 5,0
+/- 0,2

Bebritung: 48 +/- 2 h bei 30°C, anaerob

Kolonien sind klein opak und weil3, & 1-3 mm
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1.2.6 Glutamat-Starke-Phenolrot-Agar (GSP) (Pseudomonas-Aeromonas-
Selektivagar nach Kielwein, Basis)

Selektivagar zum Nachweis und zur Isolierung von Pseudomonaden und Aeromo-
naden in Lebensmitteln

Zusammensetzung (g/l):
e Starke, I8slich 20,00
¢ Natrium-L(+)-glutamat 10,00

e Kaliumdihydrogenphosphat 2,00

e Magnesiumsulphat 0,50

e Phenolrot 0,36

¢ Penicillin-G-Natrium 100.000 I.E.
e Agar-Agar 12,00

Herstellung der Penicillin-G-Lésung: 1 Mio. |.E. Penicillin-G als Natrium- oder Kali-
umsalz in 10 ml A. dest I6sen und durch Filtration sterilisieren, Haltbarkeit: 2 Wo-
chen bei 4-8°C, lichtgeschiitzt

Zubereitung:

e 45 g Trockennahrboden werden in 1,0 | demineralisiertem Wasser auf dem
Magnetruhrer suspendiert

e 15 min bei 121°C autoklavieren

e dem auf ca. 50°C abgekulhlten Nahrboden 1 ml sterile Penicillin-G-Losung zu-
gegeben, auf Magnetrithrer mischen und gief3en

gebrauchsfertiger Nahrboden ist opalescent und rot, pH 7,2 +/- 0,2

Validierung: angegebene Zusammensetzung und Art und Weise der Herstellung
entsprechen den Angaben des Herstellers der Fertigmischung (Merck)

Wirkungsweise: die Nahrgrundlage, Glutamat und Starke, kann von vielen Begleit-
keimen nicht verwertet werden. Durch die Zugabe von Penicillin wird die Selektivitat
weiter verbessert. Aeromonaden bauen Starke unter Saurebildung ab — Umschlag
des Indikators Phenolrot nach gelb (nicht bei Pseudomonaden)

Bebritung: 48 +/- 2 h bei 30°C

Kolonien: Pseudomonaden: gro3, @ 2-3 mm, blauviolett, Umgebung rotviolett, Ae-
romonaden zwar ebenso grof} aber gelb, Umgebung gelb
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10.1.2.7 Bengalrot-Chloramphenicol-Agar (Rose-Bengal-Chloramphenicol)
(RO)

o Selektivagar zum Nachweis und zur Isolierung von Hefen und Schimmelpilzen in
Lebensmitteln

e Zuammensetzung (g/l):

¢ Mycologisches Pepton 5,00

e Glucose 10,00

¢ di-Kaliumhydrogenphosphat 1,00

e Magnesiumsulfat 0,50

e Bengalrot 0,05

e Agar-Agar 15,50

e Chloramphenicol-Supplement: 50,00 mg je Réhrchen

e Zubereitung:

e 32 g Trockennahrboden werden in 1,0 | demineralisiertem Wasser auf dem
Magnetrihrer suspendiert

e pro 500 ml Basisndhrboden den Inhalt eines Rd&hrchens Chloramphenicol-
Selektiv-Supplement (geldst in 3 ml Ethanol) hinzufiigen

e 5 min bei 121°C autoklavieren
e gebrauchsfertiger Nahrboden ist klar und pink, pH 7,2 +/- 0,2

o Validierung: das beschriebene Verfahren entspricht sachlich der Methode gem. L
06.00 — 37 der amtlichen Sammlung nach § 64 LFGB

o Wirkungsweise: das selektiv wirkende Chloramphenicol unterdriickt das Bakterien-
wachstum. Bengalrot kann von Hefen und Schimmelpilzen intrazellular aufgenom-
men werden, dies erleichtert die Koloniezahlbestimmung vor allem kleiner Kolo-
nien, weiterhin begrenzt Bengalrot die Grofle von Schimmelpilzkolonien und ver-
hindert so, dass langsamer wachsende Stamme Uberwuchert werden

o dieser Agar wird vor allem fur frische, proteinhaltige Lebensmittel empfohlen, deren
kontaminierende Flora hauptsachlich aus gram-negativen Stabchen besteht

e Bebritung: 96 +/- 2 h bei 25°C
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1.2.8 Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Glucose-Agar (Violet Red Bile
Dextrose) (VRBD oder VG) nach Mossel

Selektivagar zum Nachweis und zur Keimzahlbestimmung von Enterobacteriaceae
in Lebensmitteln

Zuammensetzung (g/l):

e Pepton aus Fleisch 7,00
e Hefeextrakt 3,00
e Natriumchlorid 5,00
e Glucose 10,00
e Neutralrot 0,03
e Gallesalzmischung 1,50
e Kristallviolett 0,002
e Agar-Agar 13,00

Zubereitung:
e 39,5 g Trockennahrboden werden in 1,0 | demineralisiertem Wasser auf dem

Magnetrihrer suspendiert
e 60 min bei 100°C im Dampftopf sterilisieren, auf dem Magnetrihrer abkihlen

lassen

gebrauchsfertiger Nahrboden ist klar und dunkelrot (beerenlila), pH 7,3 +/- 0,2

Validierung: das beschriebene Verfahren entspricht sachlich der Methode gem. L
06.00 — 25 der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach §64 LFGB

Wirkungsweise: Kristallviolett und Gallensalze hemmen weitgehend die Begleitflo-
ra. Der Abbau von Glucose unter Saurebildung wird durch einen Farbumschlag
nach Rot und eventuell Ausfallung von Gallensauren um die betreffenden Kolonien
angezeigt. Da alle Enterobacteriaceae Glucose unter Saurebildung abbauen, sind
sie auf diese Weise komplett erfassbar.

Kolonien: rot mit rétlichem Prazipitathof

Bebritung: 48 +/- 2 h bei 30°C, anaerob
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10.1.2.9 Kiristallviolett-Neutralrot-Galle-Agar (Violet Red Bile Agar, VRB) nach
Davis

e Selektivagar zum Nachweis und zur Keimzahlbestimmung von Coliformen Keimen
in Lebensmitteln

e Zuammensetzung (g/l):

e Pepton aus Fleisch 7,00
e Hefeextrakt 3,00
¢ Natriumchlorid 5,00
e Lactose 10,00
e Neutralrot 0,03
e Gallesalzmischung 1,50
e Kristallviolett 0,002
e Agar-Agar 13,00

e Zubereitung:

e 39,5 g Trockennahrboden werden in 1,0 | demineralisiertem Wasser auf dem
Magnetruhrer suspendiert

e 60 min bei 100°C im Dampftopf sterilisieren und auf dem Magnetrihrer abkih-
len lassen

e gebrauchsfertiger Nahrboden ist klar und dunkelrot (beerenlila), pH 7,4 +/- 0,2

o Validierung: das beschriebene Verfahren entspricht sachlich der Methode gem. L
01.00 — 3 der amtlichen Sammlung nach §64 LFGB

o Wirkungsweise: Kristallviolett und Gallensalze hemmen weitgehend die Begleitflo-
ra. Der Abbau von Laktose unter Saurebildung wird durch einen Farbumschlag
nach Rot und Ausfallung von Gallensduren um die betreffenden Kolonien ange-
zeigt.

e Kolonien:
Aussehen der Kolonien Mikroorganismen
rot mit rétlichem Prazipitathof, @ 1-2 mm Lactose-positive Enterobacteriaceae,
Coliforme und E. coli
Pinke, stecknadelspitzgrofRe Kolonien Enterokokken, evtl. Klebsiellen
Farblos Laktose-negative Enterobacteriaceae

e Bebritung: 48 +/- 2 h bei 30°C, anaerob
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10.1.2.10 Hirn-Herz Bouillon (BHI)

Kulturmedium nach ROSENOW zur Anzucht zahlreicher, anspruchsvoller Keime wie
Streptokokken, Pneumokokken und Menigokokken. Die Bouillon ist insbesondere
fur die Anzucht von Staphylokokken, bei denen ein Koagulase-Test durchgefiihrt
werden soll, geeignet.

Zusammensetzung (g/l):

e Nahrsubstrat (Hirn-Extrakt, Herz-Extrakt und Peptone) 27,5

e D(+)-Glucose 2,00
e Natriumchlorid 5,00
e Dinatriumhydrogenphosphat 2,50

Zubereitung:

e 37 g BHI-Basis werden in 1,0 | demineralisiertem Wasser auf dem Magnetrih-
rer suspendiert

e 15 min bei 121°C autoklavieren
die gebrauchsfertige Bouillon ist klar und braun, pH 7,4+/-0,2

Validierung: das beschriebene Verfahren entspricht sachlich der Methode gem. L
06.00 — 22 der amtlichen Sammlung nach § 64 LFGB

Bebritung: 24-48 h bei 37°C, aerob
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10.1.2.11 Baird-Parker-Nahrboden-Basis (Staphylokokken Selektivagar Basis

nach BAIRD-PARKER)

Selektivagar zum Nachweis und zur Keimzahlbestimmung von Staphylokokken in
Lebensmitteln

Zusammensetzung (g/l):

e Pepton aus Casein 10,0
¢ Fleischextrakt 5,00
o Hefeextrakt 1,00
e Natriumpyruvat 10,0
e Glycine 12,0
e Lithiumchlorid 5,00
e Agar-Agar 15,0

e Eigelb-Tellurit Emulsion 50 ml
Zubereitung:

e 58 g Baird-Parker-Nahrbodenbasis werden in 0,95 | demineralisiertem Wasser
auf dem Magnetrihrer suspendiert

e 15 min bei 121°C autoklavieren
¢ nach dem Abkuhlen auf 45-50°C Eigelb-Tellurit Emulsion zufigen
der gebrauchsfertige Nahrboden ist opalescent und gelblich-braun, pH 6,8 +/- 0,2

Validierung: das beschriebene Verfahren entspricht sachlich der Methode gem. L
06.00 — 22 der amtlichen Sammlung nach § 64 LFGB

Wirkungsweise: Lithiumchlorid und Tellurit hemmen das Wachstum der Begleitflora
wahrend Pyruvat und Glycine das Wachstum der Staphylokokken stimulieren.

Wachstum: Staphylokokken, die auf diesem Medium wachsen, zeigen zwei typi-
sche Charakteristika:

1. charakteristische Hofe und Ringe werden infolge der Lipolyse und Proteolyse
rund um die Kolonie ausgebildet

2. die Reduktion von Tellurit zu Tellurium fihrt zu einer Schwarzfarbung der Kolo-

nien

die Eigelb- und Telluritreaktion findet sich im Allgemeinen parallel zu einer positiven
Koagulase-Reaktion und kann so als Indikator fur Letztere dienen.

Bebritung: 24-48 h bei 37°C, aerob
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10.1.2.12 PALCAM Listeria Nahrboden Basis (PALCAM Listeria Selektiv Agar

Basis nach VAN NETTEN et al.)

e Medium nach VAN NETTEN et al. (1989) zur Detektion, Isolation, Selektion und Diffe-
renzierung von Listeria monocytogenes aus Stuhlproben, Lebensmittelproben und
stark kontaminierten Umgebungsproben.

e Zusammensetzung (g/l):

Pepton 23,0
Hefeextrakt 3,00
Starke 1,00
Natriumchlorid 5,00
Agar-Agar 13,0
D(-)mannitol 10,0

Ammonium Eisen (lll) Citrat 0,50

Esculin 0,80
Glucose 0,50
Lithiumchlorid 15,0
Phenolrot 0,08

e PALCAM Listeria Selektiv Supplement nach VAN NETTEN et al. (mg/Einheit):

Polymixin-B-Sulfat 5,00
Ceftadizim 10,0
Acriflavin 2,50

e Zubereitung:

35,9 g PALCAM Listeria-Nahrbodenbasis in 0,5 | demineralisiertem Wasser auf
dem Magnetriihrer suspendieren

15 min bei 121°C autoklavieren

den Inhalt einer Einheit PALCAM Listeria Selektiv Supplement nach VAN
NETTEN et al. in 1 ml sterilem, demineralisiertem Wasser l6sen, zu dem auf
50°C abgekuhlten Medium geben und auf dem Magnetrihrer verteilen

o der gebrauchsfertige Nahrboden ist klar und dunkelrot, pH 7,2 +/- 0,2

e Validierung: das beschriebene Verfahren entspricht sachlich der Methode gem. L
00.00 — 22 der amtlichen Sammlung nach § 64 LFGB

e Wirkungsweise: PALCAM Agar gewahrleistet eine quantitative Kultivierung von

Listeria monocytogenes wahrend gleichzeitig die gram-negative und der Grofteil
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der gram-positiven Begleitflora gehemmt werden. Die Selektivitdt des Mediums re-
sultiert aus den Inhaltsstoffen Polymixin, Acriflavin, Ceftazidim und Lithiumchlorid.
L. monocytogenes verstoffwechselt das im Medium enthaltene Aesculin zu Glucose
und Aesculitin. Aesculetin formt mit Eisen(lll)-lonen olivgriine bis schwarze Kom-
plexe welche dann den Kolonien eine characteristische Farbung verleihen. Manni-
tol-positive Begleitflora (Enterokokken, Staphylokokken) wachst als gelbe Kolonien,
wenn sie nicht gehemmt werden.

Wachstum: L. monocytogenes wachst als grau-griine Kolonie mit einem schwarzen
Hof rund um die Kolonie. Wenn die Kolonien sehr dicht beieinander liegen, er-
scheint der gesamte Agar schwarz-braun.

Bebritung: 48 +/- 2 h bei 37°C, aerob
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10.1.2.13 Listeria-Anreicherungsnahrboden (TSYEA)

Medium zur Anreicherung von Listeria spp. aus Milch und Milchprodukten sowie
anderen Lebensmitteln.

Zusammensetzung (g/l):

e Caseinpepton-Sojamehlpepton-Lésung (CASO-Bouillon) 30,0
e Hefeextrakt 6,00
e Agar-Agar 16,0
Zubereitung:

e 36 g TSYEB-Trockennahrboden und 16 g Agar-Agar in 1,0 | demineralisiertem
Wasser auf dem Magnetriihrer suspendieren

e 15 min bei 121°C autoklavieren
der gebrauchsfertige Nahrboden ist klar und hellgelb, pH 7,3 +/- 0,2

Validierung: das beschriebene Verfahren entspricht sachlich der Methode gem. L
00.00 — 22 der amtlichen Sammlung nach § 64 LFGB

Bebritung: 20-24 h bei 37°C, aerob
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10.1.2.14 Citrate Azide Tween Carbonate (CATC) Nahrboden-Basis (CATC
Selektivagar Basis nach BURKWALL und HARTMANN (1964) modifiziert
durch REUTER (1968))

e Medium zur Identifikation von Enterokokken in Lebensmitteln

e Zusammensetzung (g/l):

e Pepton aus Casein 15,0
e Hefeextrakt 5,00
e Kaliumdihydrogenphosphat 5,00
e Natriumcitrat 15,0

e Polysorbat 80 (Polyoxyethylen(20)-sorbitanmono-Oleat) (Tween 80) 1,00
e Agar-Agar 15,0

e Zusatzlich:

e Natriumcarbonat 2,00
e 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid 0,10
e Natriumacid 0,40

e Zubereitung:

e 56 g Baird-Parker-Nahrbodenbasis in 1,0 | demineralisiertem Wasser auf dem
Magnetrihrer suspendieren

e 15 min bei 121°C autoklavieren

o 20 ml einer 10%igen Natriumcarbonat-Losung, 10 ml einer 1%igen 2,3,5-
Triphenyltetrazoliumchlorid-L6sung und 4 ml einer 10%igen Natriumacid-
Losung (alle Losungen filtersterilisiert) zu dem auf 50°C abgekiihlten Medium
hinzufigen und auf dem Magnetruhrer verteilen

o der gebrauchsfertige Nahrboden ist klar und hellgelb, pH 7,0 +/- 0,2

o Validierung: das beschriebene Verfahren entspricht sachlich der Methode gem. L
06.00 — 32 der amtlichen Sammlung nach § 64 LFGB

o Wirkungsweise: Die hohen Konzentrationen von Citrat und Acid hemmen das
Wachstum einer mikrobiellen Begleitflora nahezu vollstdndig. Enterokokken redu-
zieren das farblose 2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid zu rotem Formazan, was zur
Rotfarbung der Kolonien flhrt.

o Wachstum: Ent. faecalis, Ent. faecium, Str. zymogenes und Str. liquefaciens
wachsen als rote Kolonien. Begleitkeime wachsen als farblose Kolonien.

e Bebritung: 24 h bei 37°C, aerob
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1.2.15 Fluorocult ECD Agar (E. coli Direct Agar)

Zusammensetzung (g/l):

e Pepton aus Casein 20,0
e |actose 5,00
e Natriumchlorid 5,00
e (Gallensalze 1,50
e Di-Kaliumhydrogenphosphat 4,00
e Kaliumdihydrogenphosphat 1,50
o Agar-Agar 15,0
o Tryptophan 1,00

¢ 4-methylumbelliferyl-B-D-glucuronid 0,07

Zubereitung:

e 55,1 g ECD-Nahrbodenbasis in 1,0 | demineralisiertem Wasser auf dem
Magnetrihrer suspendieren

e 15 min bei 121°C autoklavieren

der gebrauchsfertige Nahrboden ist klar und gelblich-braun, pH 7,0 +/- 0,2

Validierung: das beschriebene Verfahren entspricht sachlich der Methode gem. L
06.00 — 36 der amtlichen Sammlung nach § 64 LFGB

Wirkungsweise: Die Gallensalzmischung hemmt weitestgehend das Wachstum
einer mikrobiellen Begleitflora. Durch das Vorliegen einer Fluoreszenz unter UV-
Licht und einer positiven Indol-Reaktion kann E. coli unter anderen Kolonien identi-
fiziert werden.

Identifikation: E. coli fluoresziert unter der UV-Lampe hellblau. Zur Bestatigung
werden die verdachtigen Kolonien mit 10-20 yl Kovacs Indol-Reagenz uberschich-
tet. Eine Rotfarbung nach 2-10 Sekunden zeigt die Indolbildung.

Bebritung: 18-24 h bei 44°C, aerob
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10.1.2.16 Glutamat-Nahrlésungs-Basis

Zusammensetzung (g/l):

e Lactose 10,0
¢ Natriumformiat 0,25
e L-Cystin 0,02
e L-Asparaginsdure 0,024
e L-Arginin 0,02
e Thiamin 0,001
¢ Nikotinsaure 0,001
e Panthotensaure 0,001
e Magnesiumsulfat 0,10
e Eisen(lll)-ammoniumcitrat 0,01
e Calciumchlorid 0,01
e Dikaliumhydrogenphosphat 0,90
e Bromkresolpurpur 0,01
Zusatzlich:

e Agar-Agar 16,0

Zubereitung:

e 2,5 g Ammoniumchlorid in 1 | demineralisiertem Wasser l6sen. 11,4 g Gluta-
mat-Nahrlésungs-Basis und 6,4 g Natriumglutamat zur Ammoniumchlorid-
Losung geben und vollstandig I6sen. Vor dem Autoklavieren Agar-Agar zufugen
und vollstandig l6sen.

e 10 min bei 116°C autoklavieren
der gebrauchsfertige Nahrboden ist klar und hellblau, pH 6,7 +/- 0,1

Validierung: das beschriebene Verfahren entspricht sachlich der Methode gem. L
06.00 — 36 der amtlichen Sammlung nach § 64 LFGB

Wirkungsweise: Der Agar dient der Wiederbelebung geschadigter Zellen aus gefro-
renen, getrockneten und hitzebehandelten Lebensmitteln und aus solchen mit nied-
rigem pH-Wert.

der mit einem Celluloseacetat-Membranfilter belegte Nahrboden wird mit 1 ml der
Erstverdinnung beimpft und nachfolgend 4 h bei 37°C aerob bebritet

143



10 Anhang

10.1.2.17 Tryptose Sulfit Cycloserin (TSC) Nahrbodenbasis nach HARMON et al.

Medium nach HARMON et al. (1971) zur Identifikation von vegetativen und sporulier-
ten Formen von Clostridium perfringens in Lebensmitteln

Zusammensetzung (g/l):

e Tryptose 15,0
e Pepton aus Sojamehl 5,00
e Hefeextrakt 5,00
e Natriumdisulfit 1,00
e  Ammonium Eisen(lll)citrat 1,000
e Agar-Agar 15,0
Zusatzlich:

e Cycloserin 4,00

Zubereitung:

e 42 g TSC-Nahrbodenbasis in 1,0 | demineralisiertem Wasser auf dem
Magnetrihrer suspendieren

e 15 min bei 121°C autoklavieren

e 0,4 g Cycloserin (10 ml einer filtersterilisierten 5%igen Lésung) zu dem auf
50°C abgekiihlten Medium hinzufigen und auf dem Magnetrihrer verteilen

der gebrauchsfertige Nahrboden ist opak und gelblich-braun, pH 7,6 +/- 0,2

Validierung: das beschriebene Verfahren entspricht sachlich der Methode gem. L
06.00 — 20 der amtlichen Sammlung nach § 64 LFGB

Wirkungsweise: Die Inhaltstoffe bieten Clostridium perfringens optimale Wachs-
tumsbedingungen. Kolonien, die Schwefelwasserstoff produzieren, zeigen durch
die Reaktion mit Sulfit und Eisensalz eine Schwarzfarbung. Cycloserin hemmt die
mikrobielle Begleitflora und begrenzt gleichzeitig das Wachstum der sich entwi-
ckelnden Kolonien. Weiterhin wird eine stérende Verteilung der geschwarzten Be-
reiche um die Kolonien herum verhindert.

Wachstum: Clostridium perfringens wachst als schwarze Kolonie. Zur genauen
Identifikation sind weitere Tests notwendig.

Bebritung: 18-24 h bei 37°C, anaerob
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10.1.2.18 Bacillus-Cereus-Selektivnahrboden (Polymyxin-Eigelb-Mannit-

Bromthymolblau-Agar, PEMBA)

Medium zur Isolierung und Koloniezahlbestimmung von Bacillus cereus

Zusammensetzung (g/l):

e Pepton 1,00
e Mannit 10,0
e Natriumchlorid 2,00
e Magnesiumsulfat 0,10
e Dinatriumhydrogenphosphat 2,50
e Kaliumdihydrogenphosphat 15,0
e Bromthymolblau 0,12
e Natriumpyruvat 10,0
e Zusatzlich:

Bacillus-Cereus-Selektiv-Supplement
Polymyxin B 50000 IE

Eigelb Emulsion 25 ml

Zubereitung:

41,0 g Bacillus-Cereus-Agar-Basis in 950 ml demineralisiertem Wasser auf dem
Magnetrihrer suspendieren und vorsichtig bis zum vollstandigen Lésen erhit-
zen

15 min bei 121°C autoklavieren

den Inhalt eines Rohrchens Bacillus-Cereus-Selektiv-Supplement aseptisch in 2
ml sterilem Aqua dest. I6sen. Den geldsten Inhalt und 25 ml Eigelb Emulsion
aseptisch zu dem auf 50°C abgekiihlten Medium hinzufiigen und auf dem
Magnetruhrer vermischen.

der gebrauchsfertige Nahrboden ist opak und gelb, pH 7,2 +/- 0,2

Validierung: das beschriebene Verfahren entspricht sachlich der Methode gem. L

06.00 — 20 der amtlichen Sammlung nach § 64 LFGB

Wirkungsweise: Der Peptonanteil von 0,1% und der Zusatz von Natriumpyruvat

sorgen fir eine gute Eigelb-Prazipitation und Sporenbildung. Der pH-Indikator
Bromthymolblau zeigt eine Mannit-Verwertung an. Die Endkonzentration von 100

IE Polymyxin B je ml gebrauchsfertigem Agar sorgt flir eine Hemmung der mikro-
biellen Begleitflora.
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o Wachstum: Bacillus cereus wachst als gezackte, etwa 5 mm grol3e, tirkis bis pfau-

enblau gefarbte Kolonie umgeben von einer ausgepragten Eigelb-Prazipitation mit
gleicher Farbung.

o Bebritung: 18-24 h bei 37°C, aerob
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10.1.2.19 Rappaport-Vassiliadis (RV)-Anreicherungslosung

zur selektiven Anreicherung von Salmonellen
Zusammensetzung (g/l):

e Sojapepton 5,00

e Natriumchlorid 8,00

e Kaliumdihydrogenphosphat 0,75

e Magnesiumchlorid x 6 H20 40,0

e Malachitgrin 0,04
Zubereitung:

e 30 g Rappaport-Vassiliadis (RV)-Anreicherungslésung in 1,0 | demineralisier-
tem Wasser suspendieren und bis zum vollstandigen Lésen vorsichtig erhitzen.

e je 10 ml Volumen in Endgefalie abfillen.
e 15 min bei 115°C autoklavieren

gebrauchsfertige Rappaport-Vassiliadis (RV)-Anreicherungslosung ist klar und tir-
kis-blau, pH 5,2 +/- 0,2

Validierung: das beschriebene Verfahren entspricht sachlich der Methode gem. L
00.00 — 20 der amtlichen Sammlung nach § 64 LFGB

Wirkungsweise: Die Zusammensetzung wurde entwickelt, um folgende Eigenschaf-
ten von Salmonellen im Vergleich mit anderen Enterobakteriazeen auszunutzen:

e Uberlebensfahigkeit bei relativ hohem osmotischen Druck
e Vermehrung bei niedrigen pH-Werten

¢ vergleichsweise hdhere Resistenz gegenuber Malachitgrin
¢ relativ niedrige Anspriche an das Nahrstoffangebot

Bebritung: 24 h bei 42°C +/- 1°C, aerob
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1.2.20 Selenit-Cystin-Losung-Basis

zur Anreicherung von Salmonellen aus Faeces, Lebensmitteln und anderen Mate-
rialien

Zusammensetzung (g/l):

e Caseinpepton 5,00

e Lactose 4,00

e Dinatriumhydrogenphosphat 10,0

e L-Cystin 0,01

Zubereitung:

e 4 g Natriumbiselenit in 1,0 | demineralisiertem Wasser [6sen

e 19 g Selenit-Cystin-Losung-Basis in der Basisldsung suspendieren und vorsich-
tig bis zum Ldsen erhitzen

e in Endgefalie zu 100 ml abfullen
e 10 min im Dampftopf (100°C) halten
gebrauchsfertige Selenit-Cystin-Lésung ist klar und gelblich, pH 7,0 +/- 0,2

Validierung: das beschriebene Verfahren entspricht sachlich der Methode gem. L
00.00 — 20 der amtlichen Sammlung nach § 64 LFGB

Bebritung: 18-24 h bei 36°C, aerob
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10.1.2.21 Brilliantgriin-Phenolrot-Lactose-Saccharose Agar

Selektivnahrmedium zur Isolation von Salmonellen

Zusammensetzung (g/l):

e Pepton aus Fleisch 5,00
e Pepton aus Casein 5,00
e Fleischextrakt 5,00
¢ Natriumchlorid 3,00

e Dinatriumhydrogenphosphat 2,00

e Lactose 10,0
e Saccharose 10,0
e Phenolrot 0,08
e Brilliantgrin 0,0125
e Agar-Agar 12,0

Zubereitung:

e 57,0 g BPLS-Agar-Basis in 1 | demineralisiertem Wasser auf dem Magnetrihrer
suspendieren

e 15 min bei 121°C autoklavieren
der gebrauchsfertige Nahrboden ist klar und rot, pH 6,9 +/- 0,2

Validierung: das beschriebene Verfahren entspricht sachlich der Methode gem. L
00.00 — 20 der amtlichen Sammlung nach § 64 LFGB

Wirkungsweise: Das Medium enthalt Laktose deren Aufspaltung durch den Um-
schlag des Indikators Phenolrot nach gelb angezeigt wird. Das Wachstum einer
gram-positiven mikrobiellen Begleitflora wird durch Brilliantgrin gehemmt. Salmo-
nellen verstoffwechseln weder Laktose noch Saccharose, was eine Unterscheidung
zu schwach Laktose-positiven oder Laktose-negativen, Saccharose-positiven Mik-
roorganismen ermaoglicht

Wachstum: Salmonella wachst als pinkfarbene Kolonie umgeben von einer roten
Zone

Bebritung: 24 h bei 37°C, aerob
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1.2.22 Xylose-Lysin-Desoxycholat-Agar (XLD-Agar)

Zur Isolierung von Salmonellen und Shigellen aus klinischem Untersuchungsmate-
rial und Lebensmitteln

Zusammensetzung (g/l):

e Hefeextrakt 3,00
e Lysin 5,00
e Xylose 3,75
¢ Natriumchlorid 5,00
e Natriumdesoxycholat 1,00
e |actose 7,50
e Saccharose 7,50
e Phenolrot 0,08
e Natriumthiosulfat 0,0125

e Eisen(lll)-ammoniumcitrat 0,80
e Agar-Agar 12,5
Zubereitung:

e 53,0 g XLD-Agar-Basis in 1,0 | demineralisiertem Wasser auf dem Magnetrih-
rer suspendieren

e unter Riuhren bis zum vollstandigen Lésen erhitzen
der gebrauchsfertige Nahrboden ist klar und rot, pH 7,4 +/- 0,2

Validierung: das beschriebene Verfahren entspricht sachlich der Methode gem. L
00.00 — 20 der amtlichen Sammlung nach § 64 LFGB

Wirkungsweise: Das Prinzip des Nahrbodens beruht auf der Xylose-Verwertung,
Lysin-Decarboxylierung und Schwefelwasserstoff-Bildung zur Differenzierung von
Salmonellen und Shigellen von nichtpathogenen Bakterien. Shigellen kénnen auf
diesem Nahrboden anhand der fehlenden Xylose-Verwertung (der Indikator Phe-
nolrot schlagt nicht um) identifiziert werden. Salmonellen kénnen von nichtpatho-
genen Xylose-Verwertern anhand des enthaltenen Lysins differenziert werden.
Salmonellen fermentieren Xylose vollstandig und decarboxylieren das Lysin. Der
pH-Wert verschiebt sich in den alkalischen Bereich (Reaktion wie bei Shigellen).
Die Unterscheidung zu den Shigellen erfolgt dann anhand des gebildeten Schwe-
felwasserstoffs. Als Inhibitor ist dem Nahrboden Desoxycholat zugefiigt. Die einge-
setzte Konzentration erlaubt die Hemmung der coliformen Keime, ohne Shigellen
und Salmonellen in ihrem Wachstum zu hindern.
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Wachstum: Salmonella und Edwardsiella spp. wachsen als rote oder gelborange
Kolonien mit schwarzen Zentren auf rotem Nahrbodenhintergrund. S. typhi (xylose-
positive Stdmme) wachsen als orangefarbene, leicht opake Kolonien. Shigella,
Providencia spp. und H,S-negative Salmonellen wachsen als rote, transparente
Kolonien.

Bebritung: 18-24 h bei 37°C, aerob
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Tabelle 13: Bebrutungstemperatur und —dauer der verwendeten Nahrbéden

Bebrutungs- Nahrboden Verwendung Bebrutungsdauer (h)
temperatur
25°C RO Hefen u. Schimmelpilze 4d
30°C GSP Aero-/Pseudomonaden 4812
30°C LA aerob wachsende 48+2
Milchs&urebakterien
30°C LS Laktobazillen 4812
30°C PC aerobe GKZ 7242
30°C VG Enterobakteriazeen 48+2
30°C VL Coliforme 48+2
37°C BP koagulase-positive 46+2
Staphylokokken
37°C BPLS Salmonellen 22+2
37°C ENDO E. coli 2442
37°C GLUTA E. coli
37°C PAL L. monocytogenes 48+2
37°C PEMBA B. cereus 2242
37°C TSC C. perfringens/sulfitred. 22+2
Anaerobier
37°C TSYEA L. monocytogenes 22+2
37°C XLD Salmonellen 2242
42°C ZATK Enterokokken 46+2
44°C ECD E. coli 16-
18
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Untersuchung
Anaerobiertopf 2,5 |
AnaeroGen™
Anaerobic Indicator™
Brutschrank 25°C
Brutschrank 30°C
Brutschrank 37°C
Brutschrank 42°C
Brutschrank 44°C
Enteroclon® Anti-Salmonella | (A-E)
Enteroclon® Anti-Salmonella Il (F-67)
Enterotube™ Il ID-Testkit
Impfésen
Indolreagenz (Kovacs)
Katalase Bactident®
Koagulase-EDTA-Kaninchenplasma Bactident®
Oxidase Bactident®-Teststreifen
Petrischalen (90 mm @)
Pipetten 1ml, 10 ml
Probenbeutel Bag Page™ R, 400 ml
Stomacher BagMixer™
Waage LP4200S
Wasserbad, W19

10.1.3 Gerate und Verbrauchsmaterialien fiir die bakteriologische

Oxoid, Wesel
Oxoid, Wesel
Oxoid, Wesel
Memmert, Schwabach
Memmert, Schwabach
Memmert, Schwabach
Memmert, Schwabach
Heraeus, Hanau
SIFIN, Berlin

SIFIN, Berlin
Becton Dickinson, USA
Sarstedt, Numbrecht
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Daemstadt
Greiner bio-one
Sarstedt, Nimbrecht
Interscience, Frankreich
Interscience, Frankreich
Sartorius, Gottingen

Haake, Karlsruhe
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10.2 Gerate und Materialien fur die molekularbiologischen
Untersuchungen

10.2.1 Probenaufbereitung
PBS-Pufferlosung (PBS-DULBECCO)

e 47,75 g PBS-DULBECCO (Trockensubstanz, Biochrom, Kat. Nr. L182-05)
e 0,59 MgCl, Merck, Art. Nr. 814733
e 0,5 g CaCl,Merck, Art. Nr. 102083

e 5,0 | Demineralisiertes Wasser (hauseigene Anlage)

10.2.2 RNA-Extraktion

e QiAmp Viral RNA Minikit® Qiagen, Hilden, Kat. Nr. 52904 u. 52906

10.2.3 RT-PCR

e MON Primer System (nach BEURET et al. (2002) und RICHARDS et al. (2004)),
e TIB MOLBIOL, Berlin
Tabelle 14: Primer fiir die Norovirus RT-PCR

Name des Oligonukleotid Sequenz
MON431 5°-TGG ACI AGR GGI CCY AAY CA-3’
MON432 5-TGG ACI CGY GGI CCY AAY CA-3’
MON433 5°-GAA YCT CAT CCA YCT GAA CAT-3’
MON434 5’-GAA SCG CAT CCA RCG GAA CAT-3’
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Der Mastermix wird wie folgt hergestellt:

Tabelle 15: Mastermix fur die Norovirus RT-PCR

Reagenz Konzentration Volumen/Reaktion
5x Qiagen One Step® RT-Puffer 1x 10 pl
12,5 mM MgCl,
dNTP-Mix (10 mM je dNTP) 400 uM je ANTP 2yl
Primer Mix MON 431-434, 0,25 uM je Primer 5ul
Je 10 pmol/ul
One Step® RT-PCR Enzymmix 2 ul
Wasser 11 ul

10.2.4 Amplifikationskontrolle

e MS2 RNA, Roche Diagnostics GmbH, Kat. Nr. 10 165 947 001

e Amplifikationskontrolle mit dem Phagen MS2 (nach DREIER et al. (2005)), TIB

MOLBIOL, Berlin

Tabelle 16: Primer fur die Amplifikationskontrolle

Name des Oligonukleotid Sequenz
MS2-TM3-F 5’-GGC TGC TCG CGG ATA CCC-3°
MS2-TM3-R 5-TGA GGG AAT GTG GGA ACC G-3°

e Qiagen OneStep® RT-PCR Kit, Qiagen, Hilden, Kat. Nr. 210210 u. 210212
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Der Mastermix wird wir wie folgt hergestellt:

Tabelle 17: Mastermix fur die Amplifikationskontrolle

Reagenz Konzentration Volumen/Reaktion
5 x Qiagen One Step® RT-Puffer mit 1x 5 ul
12,5 mM MgCl,
dNTP-Mix (10 mM de dNTP) 400 ymol/l je dNTP 1l
Primer Mix MS2 (MS2-TM3-F/ 0,2 ymol/l je Primer 0,5 ul

MS2-TM3-R, je 20 pmol/pl)

One Step® RT-PCR Enzymmix 1 ul
MS2-RNA 0,5 ul
Wasser 7 ul

e Agarose Standard, gbiogene, Kat. Nr. AGAH0500

e Marker pUC19 ready-to-use (pUC19/msp 1), Carl Roth GmbH&Co. Kat. Nr.
X901.1

¢ Qiagen OneStep® RT-PCR Kit, Qiagen, Hilden, Kat. Nr. 210210 u. 210212
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10.2.5 Norovirus Real-Time PCR

e Primer-Sonden-System (nach HOHNE und SCHREIER (2004)), TIB MOLBIOL,

Berlin

Tabelle 18: Primer und Sonden flr die Norovirus Real-Time PCR

Name des Oligonukleotid

Sequenz

NV65a 5-TGG ACA GGR GAT CGC RAT CT-3°

NV120 GGl 5-AYATCA CCG GGG GTATTRTT-3°

TM6probe 5-FAM-GCG TCC TTA GAC GCC ATC ATC ATT
TAC-TAMRA-3’

NV107a 5-AGC CAATGT TCA GAT GGA TG-3°

NV119 GaGill 5-TCG ACG CCATCT TCATTC AC-3°

TM3probe 5-FAM-TGG GAG GGC GAT CGC AAT CTG GC-

TAMRA-3’

e QuantiTect® Probe RT-PCR Kit, Qiagen, Hilden, Kat. Nr. 204443

Der Mastermix wird wie folgt hergestellt:

Tabelle 19: Mastermix fir die Norovirus Real-Time PCR

Reagenz Konzentration Volumen/Reaktion
2 x QuantiTect® Probe RT-PCR 1x 25yl
Mastermix
Primerlésung Real Time Je 400 nM Primer/100 2,5l
GGI (NV65a/NV120) und Sonde TM6 nM Sonde
(je 20 pmol/ul)
GGIl (NV107a/NV119, je20 pmol/ul)
und Sonde TM3 (10 pmol/ul)
Wasser 2 ul
QuantiTect® RT-Mix 0,5 ul
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10.2.6 HAV Real-Time PCR

10.2.7 Positivkontrollen

e artusHAV® LC RT-PCR Kit, Qiagen, Hilden, Kat. Nr. 4505063 und 4505065

Als Positivkontrollen fiir die Norovirus RT-PCR und Real Time PCR wurden Norovi-

russtdmme der Genogruppen | und Il, welche aus humanen Stuhlproben stammen

verwendet. Die Probe der Genogruppe |l stellte das ILAT, Berlin, die der Genogruppe |

das RKI zur Verfiigung. Die externen Positivkontrollen fir die Untersuchung auf HAV

waren dem verwendeten Kit in vier unterschiedlichen Verdinnungen beigeflgt.

10.3 Gerate und Verbrauchsmaterialien fur die
molekularbiologischen Untersuchungen
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Alphalmager®
Austernmesser
BagMixer W ®,
Bunsenbrenner
Centrifuge 5402

Einmalspritzen, 5 ml

iCycler 1Q®
Kettenhandschuh
Kolbenhubpipetten
o 0,1ul=254yl
e 20ul-20uyl

e 10 pl—100 pl
e 50 pl—200 pl

e 100 pl—1000 pl
Kihlschrank

LightCycler® 2.0 Instrument

Biometra, Gottingen
Westmark, Elspe
Interscience, F.
Roth, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
Braun, Melsungen
Biorad, USA

C. Mertens, Solingen

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Kirsch, Offenburg

Roche, Basel
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Pipettenspitzen

e 0,5ul—20yl

e 2ul-200 pl

e 50 pl—1000 pl

Powerpack p 25° Elektrophorese
Probenbeutel Bag Page® R, 400 ml,
Safe-Lock-Tubes (Eppendorfgefalie)
Spritzenfilter Minisart® Plus, 0,45 um
Trio Thermoblock®

Vivaspin ©4, 50.000 MWCO

Waage LP4200S

Zentrifuge Labofuge A

Zentrifuge Universal 25
Zentrifugenréhrchen

sowie laborubliche:

Einmalhandschuhe, Pinzetten, Pipetten, Scheren

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Biometra, Gottingen
Interscience, F.
Eppendorf, Hamburg
Sartorius, Géttingen
Biometra, Gottingen
Vivascience Ltd, UK
Sartorius, Gottingen
Heraeus, Hanau
Hettich, Tuttlingen

Roth, Karlsruhe
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10.4 Ergebnistabellen

Tabelle 20: Mikrobiologische Ergebnisse

Probe GKZ Milch- Lakto- Pseu- Aero- koag. L. mo- | sul- Ente- Entero- | Colifor- | E. coli B. Hefen Schim- | Salmo-
saure- bazillen | domo- mona- pos. nocyto- | fitred. rokken | bakt. me cereus mel nellen
bakt. naden | den. Staph. | genes | Anae-
aerob robier

Ig Koloniebildende Einheiten pro Gramm Probenmaterial

1 3,25 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

2 3,34 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 3,0 neg.

3 2,77 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

4 2,77 <2,0 <2,0 23 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

5 3,38 <2,0 <2,0 2,30 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

6 3,66 <2,0 <2,0 3,60 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

7 2,30 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

8 6,20 3,0 3,0 5,41 5,38 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 4,5 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 3,1 neg.

9 6,47 <2,0 <2,0 5,39 5,30 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 3,77 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 2,60 neg.

10 6,20 <2,0 <2,0 5,46 5,50 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 3,73 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 3,0 neg.
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Probe GKz Milch- Lakto- Pseu- Aero- koag. L. mo- | sul- Ente- Entero- | Colifor- | E. coli B. Hefen Schim- | Salmo-
saure- bazillen | domo- mona- pos. nocyto- | fitred. rokken | bakt. me cereus mel nellen
bakt. naden den Staph. genes Anae-
aerob robier

Ig Koloniebildende Einheiten pro Gramm Probenmaterial

11 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

12 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

13 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

14 2,30 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 3,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

15 2,30 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2 <2 <2 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

16 2,30 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

17 2,30 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

18 2,60 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

19 5,0 <2,0 2,60 3,55 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 3,20 2,60 <1,0 <2,0 <2,0 2,77 neg.

20 3,46 2,60 2,30 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

21 3,0 <2,0 2,60 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

22 3,11 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

23 5,34 <2,0 <2,0 4,07 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 3,45 2,30 <1,0 <2,0 <2,0 2,30 neg.

24 2,90 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.
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Probe GKZ Milch- Lakto- Pseu- Aero- koag. L. mo- | sul- Ente- Entero- | Colifor- | E. coli B. Hefen Schim- | Salmonel-
saure- bazillen | domo- mona- pos. nocyto- | fitred. rokken | bakt. me cereus mel len
bakt. naden den Staph. genes Anae-
aerob robier

Ig Koloniebildende Einheiten pro Gramm Probenmaterial

25 2,77 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

26 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

27 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

28 3,43 2,60 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 2,90 neg.

29 <2,0 <2,0 <2,0 2,3 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

30 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

31 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

32 2,30 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

33 2,6 <2,0 <2,0 2,6 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

34 3,2 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

35 2,3 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 2,3 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

36 3,04 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

37 2,6 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.

38 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 <1,0 <2,0 <2,0 <2,0 neg.
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Tabelle 21: Molekularbiologische Ergebnisse

Probennummer Charge vom Norovirus Norovirus Hepatitis A-
MON Real-Time Virus
178/1a 08.03.2005 neg. neg. nicht untersucht
178/1b 08.03.2005 neg. neg. nicht untersucht
178/1¢c 08.03.2005 neg. neg. nicht untersucht
178/1d 08.03.2005 neg. neg. nicht untersucht
178/1e 08.03.2005 neg. neg. nicht untersucht
178/2a 08.03.2005 neg. neg. neg.
178/2b 08.03.2005 neg. neg. neg.
178/2c 08.03.2005 neg. neg. neg.
178/2d 08.03.2005 neg. neg. neg.
178/2e 08.03.2005 neg. neg. neg.
178/2f 08.03.2005 neg. neg. neg.
178/2g 08.03.2005 neg. neg. neg.
178/2h 08.03.2005 neg. neg. neg.
178/2i 08.03.2005 neg. neg. neg.
178/2j 08.03.2005 neg. neg. neg.
178/2k 08.03.2005 neg. neg. neg.
178/2l 08.03.2005 neg. neg. neg.
178/2m 08.03.2005 neg. neg. nicht untersucht
178/2n 08.03.2005 neg. neg. nicht untersucht
178/3a 08.03.2005 neg. neg. nicht untersucht
178/3b 08.03.2005 neg. neg. nicht untersucht
178/3¢c 08.03.2005 neg. neg. nicht untersucht
178/3d 08.03.2005 neg. neg. nicht untersucht
178/3e 08.03.2005 neg. neg. nicht untersucht
178/3f 08.03.2005 neg. neg. nicht untersucht
178/3g 08.03.2005 neg. neg. nicht untersucht
178/3h 08.03.2005 neg. neg. nicht untersucht
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Probennummer Charge vom Norovirus MON Norovirus Hepatitis A-Virus
Real-Time

178/3i 08.03.2005 neg. neg. nicht untersucht
178/3] 08.03.2005 neg. neg. nicht untersucht
178/3k 08.03.2005 neg. neg. nicht untersucht
178/3l 08.03.2005 neg. neg. nicht untersucht
178/3m 08.03.2005 neg. neg. nicht untersucht
178/3n 08.03.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/1a 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/1b 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/1c 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/1d 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/1e 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/1f 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/1g 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/1h 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/M1i 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/1j 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/1k 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
28111 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/2a 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/2b 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/2c 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/2d 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/2e 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/2f 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/2¢g 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/2h 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/2i 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/2j 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/2k 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/2I 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
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Probennummer Charge vom Norovirus MON Norovirus Hepatitis A-Virus
Real-Time

281/3a 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/3b 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/3c 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/3d 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/3e 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/3f 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/3g 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/3h 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/3i 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/3j 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/3k 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
281/3l 15.04.2005 neg. neg. nicht untersucht
440/1a 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/1b 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/1c 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/1d 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/1e 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/1f 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/1g 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/1h 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/1i 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/1j 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/1k 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/11 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/2a 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/2b 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/2c 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/2d 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/2e 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/2f 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/2g 24.05.2005 neg. neg. neg.
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Probennummer Charge vom Norovirus MON Norovirus Hepatitis A-Virus
Real-Time
440/2h 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/2i 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/2j 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/2k 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/2 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/3a 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/3b 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/3c 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/3d 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/3e 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/3f 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/3g 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/3h 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/3i 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/3j 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/3k 24.05.2005 neg. neg. neg.
440/3I 24.05.2005 neg. neg. neg.
632/1a 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/1b 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/1c 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/1d 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/1e 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/1f 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/1g 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/1h 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/1i 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/1j 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/1k 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/11 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/2a 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/2b 22.07.2005 neg. neg. neg.
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Probennummer Charge vom Norovirus MON Norovirus Hepatitis A-Virus
Real-Time
632/2¢c 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/2d 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/2¢e 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/2f 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/2g 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/2h 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/2i 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/2j 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/2k 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/2 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/3a 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/3b 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/3c 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/3d 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/3e 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/3f 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/3g 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/3h 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/3i 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/3j 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/3k 22.07.2005 neg. neg. neg.
632/3l 22.07.2005 neg. neg. neg.
778/1a 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/1b 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/1c 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/1d 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/1e 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/1f 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/1g 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/1h 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/1i 08.09.2005 neg. neg. neg.
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Probennummer Charge vom Norovirus MON Norovirus Hepatitis A-Virus
Real-Time

778/1j 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/1k 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/11 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/2a 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/2b 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/2¢c 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/2d 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/2e 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/2f 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/2g 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/2h 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/2i 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/2j 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/2k 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/21 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/3a 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/3b 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/3c 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/3d 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/3e 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/3f 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/3g 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/3h 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/3i 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/3j 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/3k 08.09.2005 neg. neg. neg.
778/3l 08.09.2005 neg. neg. neg.
827/1a 19.09.2005 neg. neg. nicht untersucht
827/1b 19.09.2005 neg. neg. nicht untersucht
827/1c 19.09.2005 neg. neg. nicht untersucht
827/1d 19.09.2005 neg. neg. nicht untersucht
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Probennummer Charge vom Norovirus MON Norovirus Hepatitis A-Virus
Real-Time

827/1e 19.09.2005 neg. neg. nicht untersucht
827/1f 19.09.2005 neg. neg. nicht untersucht
827/1¢g 19.09.2005 neg. neg. nicht untersucht
827/1h 19.09.2005 neg. neg. nicht untersucht
827/1i 19.09.2005 neg. neg. nicht untersucht
827/1j 19.09.2005 neg. neg. nicht untersucht
827/1k 19.09.2005 neg. neg. nicht untersucht
827/1I 19.09.2005 neg. neg. nicht untersucht
827/2a 19.09.2005 neg. neg. neg.
827/2b 19.09.2005 neg. neg. neg.
827/2¢c 19.09.2005 neg. neg. neg.
827/2d 19.09.2005 neg. neg. neg.
827/2e 19.09.2005 neg. neg. neg.
827/2f 19.09.2005 neg. neg. neg.
827/29g 19.09.2005 neg. neg. neg.
827/2h 19.09.2005 neg. neg. neg.
827/2i 19.09.2005 neg. neg. neg.
827/2j 19.09.2005 neg. neg. neg.
827/2k 19.09.2005 neg. neg. neg.
827/2 19.09.2005 neg. neg. neg.
827/3a 19.09.2005 neg. neg. neg.
827/3b 19.09.2005 neg. neg. neg.
827/3c 19.09.2005 neg. neg. neg.
827/3d 19.09.2005 neg. neg. neg.
827/3e 19.09.2005 neg. neg. neg.
827/3f 19.09.2005 neg. neg. neg.
827/3g 19.09.2005 neg. neg. neg.
827/3h 19.09.2005 neg. neg. neg.
827/3i 19.09.2005 neg. neg. neg.
827/3j 19.09.2005 neg. neg. neg.
827/3k 19.09.2005 neg. neg. neg.
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827/3l 19.09.2005 neg. neg. neg.
1035/1a 01.12.2005 neg. neg. neg.
1035/1b 01.12.2005 neg. neg. neg.
1035/1c 01.12.2005 neg. neg. neg.
1035/1d 01.12.2005 neg. neg. neg.
1035/1e 01.12.2005 neg. neg. neg.
1035/1f 01.12.2005 neg. neg. neg.
1035/1g 01.12.2005 neg. neg. neg.
1035/1h 01.12.2005 neg. neg. neg.
1035/1i 01.12.2005 neg. neg. neg.
1035/1j 01.12.2005 neg. neg. neg.
1035/1k 01.12.2005 neg. neg. neg.
1035/11 01.12.2005 neg. neg. neg.
1035/2a 01.12.2005 neg. neg. neg.
1035/2b 01.12.2005 neg. neg. neg.
1035/2c 01.12.2005 neg. neg. neg.
1035/2d 01.12.2005 neg. neg. neg.
1035/2e 01.12.2005 neg. neg. neg.
1035/2f 01.12.2005 neg. neg. neg.
1035/2g 01.12.2005 neg. neg. neg.
1035/2h 01.12.2005 neg. neg. neg.
1035/2i 01.12.2005 neg. neg. neg.
1035/2j 01.12.2005 neg. neg. neg.
1035/2k 01.12.2005 neg. neg. neg.
1035/2I 01.12.2005 neg. neg. neg.
1035/3a 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/3b 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/3c 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/3d 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/3e 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/3f 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht

170




10 Anhang

Probennummer Charge vom Norovirus MON Norovirus Hepatitis A-Virus
Real-Time
1035/3g 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/3h 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/3i 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/3j 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/3k 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/3I 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/4a 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/4b 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/4c 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/4d 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/4e 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/4f 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/4g 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/4h 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/4i 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/4j 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/4k 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/41 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/5a 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/5b 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/5¢ 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/5d 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/5e 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/5f 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/5¢g 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/5h 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/5i 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/5j 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/5k 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
1035/5I 01.12.2005 neg. neg. nicht untersucht
211a 05.01.2006 neg. neg. neg.
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21/1b 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/1c 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/1d 05.01.2006 neg. neg. neg.
211e 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/1f 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/1g 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/1h 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/1i 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/1j 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/1k 05.01.2006 neg. neg. neg.
2111 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/2a 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/2b 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/2c¢ 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/2d 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/2e 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/2f 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/2g 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/2h 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/2i 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/2j 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/2k 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/2 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/3a 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/3b 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/3c 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/3d 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/3e 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/3f 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/3g 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/3h 05.01.2006 neg. neg. neg.
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21/3i 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/3j 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/3k 05.01.2006 neg. neg. neg.
21/3l 05.01.2006 neg. neg. neg.
94/1a 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/1b 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/1c 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/1d 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/1e 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/1f 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/1g 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/1h 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/1i 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/1j 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/1k 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/11 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/2a 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/2b 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/2¢c 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/2d 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/2e 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/2f 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/2g 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/2h 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/2i 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/2j 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/2k 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/2I 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/3a 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/3b 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/3c 02.02.2006 neg. neg. neg.
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94/3d 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/3e 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/3f 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/3g 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/3h 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/3i 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/3j 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/3k 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/3I 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/4a 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/4b 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/4c 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/4d 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/4e 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/4f 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/49g 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/4h 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/4i 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/4j 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/4k 02.02.2006 neg. neg. neg.
94/4] 02.02.2006 neg. neg. neg.
363/1a 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/1b 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/1c 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/1d 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/1e 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/1f 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/1g 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/1h 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/1i 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/1j 24.05.2006 neg. neg. neg.
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363/1k 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/11 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/2a 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/2b 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/2c 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/2d 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/2e 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/2f 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/2¢g 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/2h 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/2i 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/2j 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/2k 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/2I 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/3a 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/3b 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/3c 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/3d 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/3e 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/3f 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/3g 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/3h 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/3i 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/3j 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/3k 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/3I 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/4a 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/4b 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/4c 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/4d 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/4e 24.05.2006 neg. neg. neg.
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363/4f 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/49 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/4h 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/4i 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/4j 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/4k 24.05.2006 neg. neg. neg.
363/41 24.05.2006 neg. neg. neg.
425/M1a 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/1b 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/1c 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/1d 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/1e 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/1f 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/1g 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/1h 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/1i 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/1j 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/1k 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/11 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/2a 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/2b 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/2c 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/2d 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/2e 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/2f 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/2g 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/2h 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/2i 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/2j 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/2k 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/2] 15.06.2006 neg. neg. neg.
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425/3a 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/3b 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/3c 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/3d 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/3e 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/3f 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/3g 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/3h 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/3i 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/3j 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/3k 15.06.2006 neg. neg. neg.
425/3| 15.06.2006 neg. neg. neg.
526/1 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/1 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/1 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/1 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/1 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/1 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/1 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/1 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/1 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/1 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/1 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/1 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/2 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/2 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/2 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/2 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/2 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/2 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/2 14.07.2006 neg. neg. neg.
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526/2 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/2 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/2 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/2 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/2 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/2 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/2 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/2 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/2 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/2 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/2 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/2 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/2 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/2 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/2 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/2 14.07.2006 neg. neg. neg.
526/2 14.07.2006 neg. neg. neg.
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