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1. Einleitung

Yersinia (Y.) ssp. sind gram-negative Stidbchenbakterien aus der Familie der
Enterobacteriaceae. Die durch Y. enterocolitica hervorgerufene Yersiniose des Menschen ist
die dritthdufigste bakterielle durch Lebensmittel iibertragene gastrointestinale Erkrankung in
Deutschland und eine bedeutende Zoonose. Nur die Campylobacteriose und Salmonellose
treten laut der statistischen Erhebung des Robert-Koch-Institutes (2019) haufiger auf. Der bei
der humanen Yersiniose in Europa am haufigsten isolierte Y. enterocolitica Bio/Serotyp ist
4/0:3 (Bottone 1999). Als Erregerreservoir und Hauptinfektionsquelle gilt vor allem
kontaminiertes Schweinefleisch (Bockemiihl und Roggentin 2004). Wilde Saugetiere konnen
ebenfalls als Erregerreservoir fiir Y. enterocolitica dienen und gewinnen in Zeiten zunehmender
Kritik an Massentierhaltung und durch steigenden Wildfleischkonsum deutlich an Bedeutung.
Laut dem Handbuch 2019 des Deutschen Jagdverbandes fielen im Jagdjahr 2017/2018
Wildbretmengen (ohne Decke oder Schwarte) von knapp 36.000 Tonnen (t) an und steigerten
sich damit im Vergleich zur Vorsaison um etwa ein Drittel. Wildschweinfleisch wurde mit
19.737t am meisten verzehrt, gefolgt von 12.368t Rehfleisch und 2.633t Rotwildfleisch
(Deutscher-Jagdverband 2019).

Dass auch Wildschweine (Sus scrofa L.) Trager von Y. enterocolitica sind und diese
ausscheiden kdnnen, wurde in zahlreichen Untersuchungen gezeigt (Bancerz-Kisiel et al. 2015,
von Altrock et al. 2015, Arrausi-Subiza et al. 2016). Wild birgt zum einen als Reservoir und
Vektor die Gefahr der Verbreitung von Y. enterocolitica und stellt zum anderen als
Lebensmittel eine potentielle Infektionsquelle fiir den Menschen dar (Fredriksson-Ahomaa et
al. 2011, Bancerz-Kisiel et al. 2015). Uber die Verbreitung von Y. enterocolitica in Rotwild
(Cervus elaphus L.), Rehwild (Capreolus capreolus L.) und Fiichsen (Vulpes vulpes L.) ist
hingegen nur wenig bekannt. Tierische Ubertriiger von Yersinia sind meist symptomlos. Bei
der Lebend- und Fleischuntersuchung von Wild wird bei Fehlen von bedenklichen Merkmalen
keine mikrobiologische Untersuchung durchgefiihrt. Folglich ist es wichtig, die Verbreitung
von Y. enterocolitica in den verschiedenen Wildarten zu kennen, um das Risiko fiir den
Verbraucher abschitzen zu konnen. Wildtiere sind aufgrund ihrer Lebensweise und ihres
Lebensraumes vermutlich besonders pradisponiert, Yersinia-Spezies (spp.) aufzunehmen und

zu lbertragen. Zusdtzlich steigt die Jahresstrecke von Schwarzwild stetig an und ldsst den
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Riickschluss auf eine steigende Populationsdichte zu (Deutscher-Jagdverband 2019), welche
den Eintrag von Zoonoseerregern wie Y. enterocolitica, in Hausschweinbestdnde, vor allem

iiber Freilandschweinehaltung, begiinstigen kann.

Ziel dieser Studie ist es, die Prdvalenz von Y. enterocolitica in Wildbestdnden im stidostlichen
Brandenburg zu ermitteln. Untersucht wurden die Tonsillen von erlegtem Schwarzwild,
Rehwild, Rotwild und Fiichsen in den Jahren 2015-2017 in ausgewihlten Revieren der
Landkreise Oder-Spree (LOS), Dahme-Spreewald (LDS) und Spree-Neile (SPN) in
Brandenburg. Die Tonsillenproben wurden auf das Vorhandensein von Y. enterocolitica
untersucht und die Isolate hinsichtlich ihres Bio-/Serotyps charakterisiert. Da die systemische
humane Yersiniose einer antibiotischen Behandlung bedarf (Fabrega und Vila 2012) und die
Resistenzentwicklung von Bakterien in den letzten Jahren stark an Bedeutung zugenommen
hat, stellt die Ermittlung der antimikrobiellen Resistenzen durch einen Agardiffusionstest einen

weiteren Schwerpunkt dieser Studie dar.



2. Literaturibersicht

2.1 Charakteristika von Yersinia spp.

Taxonomie und Historie

Yersinia gehort zur Familie der Enterobacteriaceae und umfasst derzeit 18 Spezies, die in
Tabelle 1 aufgefiihrt sind (Euzéby 1997, Parte 2014). Von besonderer Bedeutung fiir den
Menschen sind die drei humanpathogenen Spezies Y. pestis, Y. pseudotuberculosis und
Y. enterocolitica. Die Spezies Y. ruckeri ist fischpathogen und gilt als Erreger der ,.enteric
redmouth disease” der Salmoniden (Ewing et al. 1978). Die iibrigen Spezies gelten als
apathogen und sind allenfalls fiir immungeschwiéchte Patienten von Bedeutung (Bockemiihl

und Roggentin 2004).

Tabelle 1: Spezies und Pathogenitit von Yersinia (Fredriksson-Ahomaa und Wacheck 2011, Parte 2014)

Spezies Pathogenitiit

Y. pestis pathogen, nicht-enterale Yersiniose
Y. enterocolitica ssp. enterocolitica

Y. enterocolitica ssp. palearctica

Y. pseudotuberculosis ssp. pestis

Y. pseudotuberculosis ssp. pseudotuberculost.
Y. ruckeri fischpathogen
Y. aldovae, Y. aleksiciae, Y. bercovieri,

Y. entomophaga, Y. frederiksenii,

Y. intermedia, Y. kristensenii,

pathogen, enterale Yersiniose

] . . apathogen
Y. massiliensis, Y. mollaretii, Y. nurmii, P g

Y. pekkanenii, Y. rohdei,
Y. similis, Y. wautersi

Die Gattung Yersinia ist durch van Loghem (1944) nach dem Schweizer Alexandre Yersin
benannt, welcher neben S. Kitasato 1894 erstmalig den Erreger der ,,schwarzen Pest* (Y. pestis)
in Hongkong kultiviert und beschrieben hat (Bibel und Chen 1976). Die durch Y. pestis

hervorgerufene Pest der Nagetiere und des Menschen ist eine vor allem durch Flohe und
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Aerosole libertragene, hochinfektiose Erkrankung, welche zurzeit in Europa keine Rolle spielt.
In vielen Gebieten Afrikas, Asiens und Amerikas ist sie endemisch und es kommt hin und
wieder zu Ausbriichen (Stenseth et al. 2008). Nach WHO-Angaben infizierten sich im Zeitraum
von 2010 bis 2015 weltweit 3248 Menschen mit Y. pestis und 584 von ihnen starben (World-
Health-Organisation 2017).

Y. pseudotuberculosis gilt primér als tierpathogen. Der Nachweis beim Menschen ist sehr
selten, jedoch kann es bei einer Infektion neben terminaler Ileitis, mesenterialer Lymphadenitis
und Pseudoappendizitis (Bockemiihl und Roggentin 2004) zu einem septisch-typhosen, teils
todlichen Verlauf kommen (Dedié¢ et al. 1993). Einzeltiererkrankungen und latente Infektionen
sind die Regel und kommen bei vielen Sdugetieren und Vogeln vor. Seuchenhafte Verldufe sind
selten und vor allem bei Nagetier-, Zootier-, Gefliigel- und Ziervogelhaltungen zu beobachten
(Aleksic und Bockemiihl 1990). Die durch Y. pseudotuberculosis und pathogene
Y. enterocolitica Biovar-Serovar-Kombinationen hervorgerufenen Infektionen des Menschen
werden als Yersiniose bezeichnet und sind zumeist oral erworbene, meist enterale Infektionen

wie im Kapitel 2.4.1 beschrieben (Aleksic und Bockemiihl 1990).

Die Spezies Y. enterocolitica wurde 1934 von Mclver und Pike in den USA zum ersten Mal
beschrieben. Damals noch unter dem Namen Flavobacterium pseudomallei isolierten sie das
Bakterium aus einem Gesichtsabszess eines Farmarbeiters (Bottone 1999). Dieses und vier
weitere undefinierte Bakterienisolate aus vornehmlich an Enteritis erkrankten Menschen
untersuchten Schleifstein und Coleman (1939) erneut. Kulturelle sowie biochemische
Eigenschaften erinnerten sie an Bacillus lignieri und Pasteurella pseudotuberculosis und

nannten das Bakterium in Bacterium enterocoliticum.

In der Folge wurde das Bakterium in der Literatur unter verschiedenen Namen beschrieben, wie
Pasteurella X (Knapp und Thal 1963), bis schlieBlich Frederiksen (1964) das Bakterium als
neue Spezies in die Gattung Yersinia tiberfiihrte und als Y. enterocolitica benannte. Aufgrund
von Sequenzunterschieden im 16S rRNA-Gen wurde Y. enferocolitica in 2 Subspezies
unterteilt: die sogenannten ,,amerikanischen™ Isolate Y. enterocolitica ssp. enterocolitica
Stammtyp ATCC-9610 und die europdischen Isolate Y. enterocolitica ssp. palearctica

Stammtyp Y-711 (Neubauer et al. 2000).
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2.2 Morphologie und Erregereigenschaften von Yersinia enterocolitica

Yersinia spp. sind gramnegative, nicht sporenbildende, kokkoide bis pleomorphe Stédbchen. Sie
sind etwa 0,8-1 pm breit und 1-3 pm lang (Holt et al. 1994). Mit Ausnahme von Y. pestis und
einigen Stimmen von Y. ruckeri sind Yersinien bei Temperaturen unter 30 °C peritrich
begeilelt und damit beweglich. Bei hoheren Temperaturen sind sie unbeweglich (Aleksic und
Bockemiihl 1990). Manche Yersinia spp. wie Y. enterocolitica sind psychrotolerante Bakterien
und wachsen in einem Temperaturspektrum von -5 bis 44 °C (Hanna et al. 1977, Bergann et al.
1995). Ein Uberleben und Wachsen ist somit auch im Kiihlschrank méglich und wird im Labor
bei der sogenannten ,,Kilteanreicherung®, Inkubation bei 4 °C {iber mehrere Tage, genutzt, um
Yersinien selektiv zu fordern und die Begleitflora, die nicht oder schlechter in diesem

Temperaturbereich wachsen kann, zu hemmen. Das Wachstumsoptimum von Yersinien liegt

bei 28-30 °C.

Yersinien sind fakultativ anaerob, alkalistabil und reduzieren Nitrat zu Nitrit. Sie sind oxidase-
negativ, katalase-positiv, homofermentativ und meist urease-positiv. Letzteres ist ein wichtiges
Differenzierungsmerkmal innerhalb der Gattung, da alle Yersinia-Spezies auler Y. pestis,
Y. nurmii und Y. ruckeri zur Spaltung von Harnstoff fahig sind (Bercovier und Mollaret 1984,

Aleksic und Bockemiihl 1990, Holt et al. 1994).

Y. enterocolitica wird in mehrere Bio- und Serotypen eingeteilt. Die von Niléhn (1969)
vorgeschlagene Einteilung in 5 Biotypen (1-5) anhand ihrer Indolbildung, Askulin- und
Salicinfermentation, Laktosefermentation, der Séaurebildung aus Xylose, Trehalose,
Saccharose, Sorbose und Sorbitol, o-Nitrophenyl-B-galactopyranosid (ONPG)-Hydrolyse,
Ornithindecarboxylase, Voges-Proskauer-Reaktion und Nitratreduktion wurde von Wauters
(1970) modifiziert, um Stdmme aus dem Biotyp 1 weiter zu differenzieren. Wauters hat das
Schema weiter iiberarbeitet und schlieBlich mit Kandolo und Janssens (1987) ein
Biotypisierungsschema (Tabelle 2) entwickelt, welches die Einteilung nach ihrer Pathogenitit
zuldsst und um den hauptsidchlich apathogenen Biotyp 1A vom pathogenen Biotyp 1B zu
differenzieren. = Diese = Unterscheidung  gelang durch die = Verwendung  der
Salicin/Askulinreaktion und Pyrizinamidasereaktion, welche beim Biotyp 1A stets positiv
ausfallen (Aleksic und Bockemiihl 1990). Biovar 1B umfasst alle humanpathogenen

Y. enterocolitica, die erstmals in Amerika isoliert wurden. Die Biovare 2, 3, 4 und 5 enthalten
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alle humanpathogenen Y. enterocolitica, die erstmals in Europa isoliert wurden (Neubauer et
al. 2000). Die Differenzierung in amerikanische und europdische Stimme in Anlehnung an den
Isolierungsort ~ wurde  spdter in  eine  FEinteilung in  zwei  Subspezies,
Y. enterocolitica ssp. enterocolitica (ehemals »American strains‘) und
Y. enterocolitica ssp. palearctica (ehemals ,European strains*) gedndert, weil nach der
Isolierung eines europdischen Stamms in den USA diese Einteilung nicht mehr sinnvoll

erschien (Neubauer et al. 2000).

Tabelle 2: Biotypisierungsschema von Y. enterocolitica durch spezifische Stoffwechseleigenschaften

(Wauters et al. 1987)

Biochemischer Nachweis 1B 2 3 4 5
Aeskulinhydrolyse 24 h
Salicin 24 h

Pyrazinamidase
B-Glucoronidase
Prolinpeptidase
Tween-Esterase

Indol

Xylose (Séure Produktion)
Nitratreduktion

Sorbose

Trehalose (Sidure Produktion)
Ornithin Decarboxylase
Inositol
Voges-Proskauer-Reaktion + + (+)

48 h Inkubation bei 28 °C, + Reaktion positiv, (+) Reaktion schwach positiv, - Reaktion
negativ, v Reaktion variabel

O .

+ o+ o+ o+

LR e e R |~
+ 4+ + + o+

+
+

Die Einteilung in Serovare erfolgt auf Grundlage eines Schemas der Oberflichenantigene (O-
Antigene, bezeichnet mit arabischen Ziffern) und Geilelantigene (H-Antigene, bezeichnet mit
lateinischen Buchstaben), die auch diagnostische Bedeutung haben (Schiemann 1989). Die H-
Antigene sind speziesspezifisch und konnen somit auch zur Identifizierung der Spezies
herangezogen werden. Die O-Antigene sind nicht speziesspezifisch. Bisher sind 28 O-Gruppen
und 18 H-Gruppen von Y. enterocolitica bekannt. Anhand der O-Antigene konnen, mit
Beachtung der Biotypeneinteilung (Bottone 1999), Aussagen iiber die Pathogenitit getroffen
werden (Aleksic und Bockemiihl 1990). In Europa stellen vornehmlich O:3, O:9 und O:5,27
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die humanpathogenen Y. enterocolitica Serovare dar und in den USA insbesondere die Serovare

0:8, 0:4,32, 0:18, 0:20 und O:21 (Aleksic und Bockemiihl 1990).

Die Beziehungen zwischen Biotyp und Serotyp sind in Tabelle 3 dargestellt (Tennant et al.
2003).

Tabelle 3: Zuordnung der Biotypen zu den Serotypen von Y. enterocolitica (Tennant et al. 2003)

Biotyp Serotyp(en)

1A 0:4; 0:5; 0:6,30; 0:6,31; 0:7,8; 0:7,13; 0:10; O:14; O:16; O:21;
0:22; O0:25; O:37; O:41,42; O:46; O:47; O:57; NT

1B 0:4,32; O0:8; O:13a; O:13b; 0O:16; 0:18; 0:20; O:21; O:25;
0:41,42; NT

2 0:5,27; 0:9; O:27

3 0:1,2,3; O:3; O:5,27

4 03

5 0:2,3

NT: nicht typisierbare

2.3 Pathogenitatsfaktoren

Zur Uberwindung der Abwehrmechanismen des Wirtes besitzt Y. enterocolitica mehrere
Pathogenititsfaktoren, welche sich in chromosomalkodierte- und plasmidkodierte
Pathogenititsfaktorenfaktoren einteilen lassen (Heesemann 1990). Durch diese Faktoren ist das
Bakterium in der Lage, in den Wirt einzudringen, in ihm zu iiberleben und sich zu vermehren.
Die Expression dieser Faktoren ist temperaturabhédngig. Bei niedrigen Temperaturen werden
vor allem chromosomalkodierte Faktoren, welche die Besiedlung ermoglichen, gebildet und
nach einer Anpassung an hohere Temperaturen, wie sie in den warmbliitigen Wirten
vorherrschen, werden vor allem plasmidkodierte Faktoren synthetisiert, um die unspezifische
Immunabwehr des Wirtes auszuschalten (Bottone 1997). Die Virulenzfaktoren, der Genort, die

Funktion und die optimale Expressionstemperatur sind in Tabelle 4 dargestellt.
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Tabelle 4 Virulenzfaktoren von Y. enterocolitica

Protein Funktion/Wirkung codiert auf
Attachment-invasion Locus (Ail) duleres Membranprotein, fiir Adhdsion und ~ Chromosom
v=237°C Invasion der Epithelzellen verantwortlich,

Serumresistenz

Yersinia heatstable toxin (Yst) unter anderem Schddigung des Darmepithels, Chromosom
v=28°C dadurch intestinale Fliissigkeitssekretion in das
Darmlumen, Diarrh6

Invasin duBeres Membranprotein, Adhision und Chromosom
v=28°C Invasion der Oberflichenepithelzellen

Yersinia adhesion A (YadA) fimbrielles dulleres Membranprotein, fiir Plasmid
v=37°C Adhision- und Invasionsvermdgen

verantwortlich, bindet an Kollagen oder auch
Fibronektin der Epithelzellen, Schutz vor
komplementvermittelter Phagozytose und

Opsonierung
Yersinia outer protein (Yop) werden in Wirtszelle injiziert, hemmen unter ~ Plasmid
v=37°C anderem die Phagozytoseaktivitit von

Makrophagen und neutrophilen Granulozyten,
somit wird Entgehen der unspezifischen
Immunabwehr ermdglicht, zytotoxisch

v= Mindesttemperatur fiir Synthese; entnommen von Cornelis et al. 1987, Skurnik und
Toivanen 1992, Bottone 1997, Bottone 1999, Neubauer et al. 2001, Bucher et al. 2002

2.3.1 Chromosomalkodierte Pathogenititsfaktoren

Fiir die Adhdsion und Invasion pathogener Y. enterocolitica-Staimme sind die beiden
chromosomalkodierten AuBBenmembranproteine Inv (Invasin) und Ail (Attachment invasion

locus) verantwortlich.

Das inv-Gen kodiert fiir ein duBeres Membranprotein (92 kDa) und ermdglicht das Eindringen
in das Epithel, indem es an Integrin bindet und die Zellpenetration einleitet. Somit ist Inv an
der bakteriellen Invasion im Anfangsstadium der Infektion beteiligt (Heesemann 1990, Bottone
1997). Eine maximale Expression bei neutralem pH-Wert erfolgt um 28 °C, aber bei einem pH-

Wert 6, wie im Diinndarmmilieu {iblich, fiihrt die Absenkung des pH-Wertes auch bei 37 °C zu
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einer vermehrten Expression und damit hoher Pathogenitit im Diinndarm (Pepe et al. 1994).
Das Invasin-Gen kann auch bei apathogenen Y. enterocolitica-Stammen vorhanden sein, wird

bei apathogenen Isolaten jedoch nicht funktional exprimiert (Pierson und Falkow 1990).

Das ail-Gen wird hingegen nur bei pathogenen Y. enterocolitica-Stimmen nachgewiesen
(Heesemann 1990). Es kodiert fiir ein 17 kDa &dufleres Membranprotein, welches ebenfalls fiir
die Zellpenetration ndtig ist (Bottone 1997) und bei 37 °C maximal exprimiert wird (Bottone
1999). Des Weiteren vermittelt das Ail-Protein die Resistenz gegeniiber der
komplementvermittelten Abwehr und flihrt so zu einer Serumresistenz von Y. enterocolitica

(Pierson und Falkow 1990, Carniel 1995).

Das yst-Gen, welches fiir das hitzestabile Enterotoxin Yst (Yersinia heatstable toxin) kodiert,
stellt einen weiteren chromosomalkodierten Faktor dar und wird bei 28 °C exprimiert
(Heesemann 1990). Dieses aus 30 Aminoséduren bestehende Peptid verfiigt {iber eine sehr grofle
Temperaturtoleranz und ist sowohl gegen Hitze (121 °C fiir 30min) als auch gegen Kilte
(- 40 °C fiir 5 Monate) unempfindlich (Boyce et al. 1979). Es wird vermutet, dass Yst fiir die
Primérschédigung des Darms verantwortlich ist, eine intestinale Fliissigkeitssekretion in das
Darmlumen auslost und somit an der Ausbildung einer Diarrhoe beteiligt sein konnte (Revell
und Miller 2001). Das yst-Gen ist sowohl bei pathogenen als auch bei apathogenen
Y. enterocolitica-Stimmen im Genom kodiert (Neubauer et al. 2001), wobei unterschiedliche
Yst-Proteine unterschiedlichen Bioserotypen zugeordnet werden konnten: YstA den

pathogenen und YstB den apathogenen Stimmen (Bhagat und Virdi 2007).

Als gramnegatives Bakterium besitzt Y. enterocolitica die ebenfalls chromosomalkodierten
Lipopolysaccharide (LPS) der Zellmembran (Heesemann 1990). Die LPS variieren im Aufbau
in Abhdngigkeit von der Temperatur und enthalten die zur Serotypisierung verwendeten O-
Antigene. Sie sind an der Resistenz gegeniiber den Abwehrsystemen des Wirtes beteiligt (Al-

Hendy et al. 1992).

Der Genkomplex ure ermoglicht es Yersinien, das Enzym Urease zu bilden, welches Harnstoff
zu Ammoniak und Kohlensdure hydrolysiert. Dies erleichtert die Darmpassage, indem es den
pH-Wert des Darms alkalisiert und somit die Uberlebenschance des Bakteriums in saurem
Milieu erhoht (de Koning-Ward und Robins-Browne 1997). Im Rattenmodell wurde die
Bedeutung bei oralen Infektionen untermauert und festgestellt, dass die Virulenz bei Urease-

negativen Stimmen deutlich verringert ist (Gripenberg-Lerche et al. 2000).
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Auf der chromosomalen, sogenannten Hochpathogenititsinsel (HPI, high-pathogenicity island)
kodieren hochpathogene Yersinen, insbesondere Stimme des Biotyps 1B, Gene fiir die
Synthese von Siderophoren und Yersiniabactin und sind somit in der Lage, Eisen aus der
Umgebung und Eisen, welches an eukaryontischen Zellen gebunden ist, aufzunehmen. Eisen
stellt einen wichtigen Faktor fiir das Wachstum und die Vermehrung von Y. enterocolitica dar

(Carniel 2001).

2.3.2 Plasmidkodierte Pathogenitiitsfaktoren

Das etwa 70 kb groe Virulenzplasmid pYV (plasmid for Yersinia virulence) kodiert fiir
zahlreiche Gene und wurde bisher nur bei pathogenen Yersinien gefunden, wodurch es
diagnostisch eine gro3e Bedeutung hat (Carniel 1995). Das Vorhandensein des pYV ermoglicht
es Y. enterocolitica-Stammen, im lymphatischen Gewebe zu iiberleben und sich zu vermehren,
ohne eliminiert zu werden (Cornelis et al. 1998). Zu weiteren plasmid-kodierten Eigenschaften
gehoren das calciumabhéngige Wachstum, die Serumresistenz (Perry und Brubaker 1983), die
Mannose-resistente Himagglutination und Expression zahlreicher duBlerer Membranproteine
(Kapperud et al. 1987). Letztere haben besondere Bedeutung. Diese Polypeptide oder Yops
(Yersinia outer proteins) werden bei Kontakt mit einer Wirtszelle in diese injiziert (Bockemiihl
und Roggentin 2004) und spielen eine wichtige Rolle in der Phagozytose- und Serumresistenz
(Dedié et al. 1993). Die Yops werden temperaturabhédngig bei 37 °C exprimiert. Das Adhésin
YadA (Yersinia adhesin A) wird ebenfalls nur bei 37 °C exprimiert und ist ein fimbrielles
duBeres Membranprotein, welches die Adhdsion der Bakterienzelle an die Epithelzelle durch
Bindung an Fibronektine und Kollagene vermittelt (Neubauer et al. 2001). Sowohl die Yops als
auch YadA werden durch den Transkriptionsfaktor virF (Virulence Factor) reguliert. VirF wird
ebenfalls nur bei 37 °C exprimiert, was die starke Temperaturabhangigkeit von Yops und YadA

unterstreicht (Cornelis et al. 1998).

Die diagnostische Evaluierung der Pathogenitit von Y. enterocolitica anhand des
Vorhandenseins des pYV kann zu falsch negativen Ergebnissen fiihren, da bei der in- vitro-
Vermehrung das Plasmid verloren gehen kann (Bercovier und Mollaret 1984, Bottone 1997).
Aufgrund dessen werden in PCR-Untersuchungen (Fredriksson-Ahomaa et al. 2007) und in
Kolonie-Hybridisierungen (Kwaga et al. 1992) auch chromosomale Virulenzfaktoren zur

Pathogenititseinschitzung herangezogen.
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2.4 Epidemiologie

Die Epidemiologie von Y. enterocolitica ist komplex und bis heute noch nicht vollkommen
geklart. Der Erreger ist weltweit verbreitet, zeigt allerdings ein gehduftes Vorkommen in
gemaBigten und subtropischen Gebieten Europas, Nord-, Zentral- und Ostasiens, Australiens,
Stidafrikas, Nord- und Siidamerikas. In den tropischen Gebieten Siidasiens und Afrikas ist das
Bakterium hingegen nur sehr selten zu finden (Bockemiihl und Roggentin 2004). Der Nachweis
von Y. enterocolitica gelingt sowohl aus der belebten als auch aus der unbelebten Umwelt. Wie
zahlreiche Studien belegen, wurde das Bakterium sowohl im Erdreich und Oberflachenwasser
(Kapperud 1981, Bockemiihl und Roggentin 2004) als auch in Nahrungsmitteln (Fredriksson-
Ahomaa et al. 2007, Gupta et al. 2015, Jamali et al. 2015) sowie in kaltbliitigen (Shayegani et
al. 1986) und warmbliitigen Tieren (Fredriksson-Ahomaa et al. 2011, Bancerz-Kisiel et al.
2015) und mit ihnen auch beim Menschen (Burnens et al. 1996, Lafleur et al. 2018)

nachgewiesen.

2.4.1 Yersiniose des Menschen

Als Yersiniose bezeichnet man die Infektion mit den enteropathogenen Yersinien-Spezies
Y. pseuotuberculosis und Y. enterocolitica. Die Yersiniose ist in Deutschland eine
meldepflichtige Zoonose. Der Infektionsweg des Menschen verlduft vor allem oral-alimentér
iiber kontaminierte Lebensmittel (Schiemann 1989, Kapperud 1991) und Trinkwasser (Aldova
et al. 1981) oder iiber direkten Kontakt zu Tieren, insbesondere Hunden und Katzen
(Fredriksson-Ahomaa et al. 2006) und selten iiber kontaminierte Bluttransfusionen (Strobel et
al. 2000). Wildtiere bilden ein natiirliches Reservoir des Bakteriums und tragen zum einen zur
Zirkulation von Y. enterocolitica zwischen Haus- und Wildtieren bei und zum anderen kénnen
Wildtiere beim Verzehr von belastetem Wildbret direkt als Ubertriiger fungieren (Fredriksson-
Ahomaa et al. 2011, Avagnina et al. 2012, Syczylo et al. 2018). Als Hauptreservoir fiir die
human-pathogenen Y. enterocolitica-Staimme O:3 und O:9 gelten Schweine (Fredriksson-
Ahomaa et al. 2006). Als wichtigster Vektor und somit Hauptinfektionsquelle fiir den
Menschen gilt rohes oder nicht vollstindig gegartes Schweinefleisch (Bockemiihl und
Roggentin 2004, Rosner et al. 2012). Einen Uberblick iiber die Verteilung von den

bedeutendsten Serotypen aus Isolaten verschiedener Herkunft gibt Tabelle 5. Eine bedeutende
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Kontaminationsquelle fiir Lebensmittel stellen Schlachthéfe und Verarbeitungsbetriebe dar,
weil Y. enterocolitica durch seine psychrophilen Eigenschaften Bestandteil der Kiihlhausflora
sein und sich somit in unverpackten und verpackten, gekiihlten Lebensmitteln anreichern kann

(Kapperud 1991).

Tabelle 5 Verteilung einiger Serotypen auf Isolate verschiedener Herkunft

Anzahl
Probenherkunft der 0:3 (%) 0:9 (%) 0:527 (%) 0:8(%) k.A. Referenz
Isolate

klinische Proben von an

Yersiniose erkr R al.
ersiniose erkrankten o) a3y 977) 277 (72) 30 (0.8) 18 (0.5) 145 (3.8) Rosneretal,

Menschen in Deutschland, 2010
2008
und 2016 2774 2080 (75,0) 277 (10,0) 55 (2,0) 28 (1,0) 334 (12,0) BFR,2018
. Bancerz-Kisiel
Rehfleisch 20 0 (0) 0 (0) LG 2000 17 @50 T
Rotwildfleisch 1 2 (182) 0 (0) 1(9,1) 1 ©91) 7 (63,6 ODrcerzKisiel
© eise . . . ’ etal., 2015
Wildschweinfleisch 21 0 (0) 0 (0) 6 (28.6) 5 (238) 10 (47,6) DoncerzKisiel
etal., 2015
Schweinefleisch 32 13,0 1 G, 6 (188) 7 (21,9 15 (46,8) Bonazrg;gt al,
Hackfleisch vom Schwein 9 5 (55.,6) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 4 (44,4) [Fredriksson-
Ahomaa et al.,
Schweinezunge 94 92 (97,9) 0 (0) 0 (0) 00 2@ 1699
Terech-
Flusswasser 4 1 (25,0) 0 (0) 1 (25,0) 1 (2500 1 (25,0) Majewskaet
al., 2016

k.A.: keine Angabe

Besonders empfinglich fiir Yersiniose sind Bevdlkerungsgruppen, die zu den sogenannten
,»YOPIS* (Young, Old, Pregnant, Immunosuppressed), also immungeschwichte Personen wie
alte Menschen, Kinder, Schwangere und chronisch kranke Menschen, gehdren. Aufgrund der
seit 2001 bestehenden Meldepflicht gemall §7 des Infektionsschutzgesetzes labordiagnostisch
nachgewiesener Yersiniosen in Deutschland konnten laut dem Infektionsepidemiologischen
Jahrbuch des RKI (2019) unter den meldepflichtigen Krankheiten fiir 2018 2384 Yersiniose-
Fille registriert werden, was einer Inzidenz von 2,9 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner
entspricht. Damit ist die Yersiniose nach der Campylobacteriose (67.872 Fille) und
Salmonellose (13.529 Fille) die dritthdufigste meldepflichtige, bakterielle gastrointestinale
Erkrankung in Deutschland. Die Fallzahlen nahmen von 2002 bis 2014 mit Ausnahme von 2011

12
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deutlich ab (Abbildung 1), verzeichneten danach leichte Anstiege bei nahezu gleichbleibender

Inzidenz.
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Anzahl der Erkrankungen
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Abbildung 1: Gemeldete Yersiniosen in Deutschland in den Jahren 2001-2018 (Robert-Koch-Institut 2019)

Wie Abbildung 2 zeigt, haben Kinder unter fiinf Jahren, mit deutlichem Peak bei ein- und
zweijdhrigen, die hochste Inzidenz. Mit steigendem Alter stagniert die Inzidenz und bleibt auch
im hohen Alter niedrig. Im Geschlechtervergleich erkranken mehr ménnliche (54%, 3,1
Erkrankungen/100.000 Einwohner) als weibliche (46%, 2,6 Erkrankungen/100.000
Einwohner) Personen. Der filir Erkrankungsfille vorherrschende Serotyp, sofern {ibermittelt, ist
mit Abstand O:3 (85%), gefolgt von den Serotypen O:9 (8,5%), 0:5,27 (3,6%) und O:8 (2,4%).
Die Yersiniose ist eine Einzelfallerkrankung und nur sehr selten wird von Ausbriichen mit
mehreren Personen berichtet. In Deutschland wurden 2018 nur 11 Ausbriiche gemeldet, wobei

pro Ausbruch nur 2-3 Personen erkrankten (Robert-Koch-Institut 2019).
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Abbildung 2: Ubermittelte Yersiniosen pro 100.000 Einwohner nach Alter und Geschlecht in 2018 (Robert-
Koch-Institut 2019)

Zwischen den Bundesldndern sind hohe Inzidenzunterschiede zu verzeichnen. Die Inzidenz in
Hessen (3,3 Erkrankungen/100.000 Einwohner), Rheinland-Pfalz (3,1 Erkrankungen/100.000
Einwohner) und in den ostdeutschen Fliachenlindern liegt deutlich iiber dem
Bundesdurchschnitt (2,9 Erkrankungen/100.000 Einwohner) und ist in Thiiringen (10
Erkrankungen/100.000 Einwohner) am hochsten. Die Inzidenz in Brandenburg liegt 2018 bei
4,4 Erkrankungen/100.000 Einwohnern (Abbildung 4). Die Verteilung von Y. enterocolitica-
Infektionen in Deutschland im Zeitraum 2001-2008 ist in Abbildung 3 dargestellt (Rosner et al.
2010).
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Abbildung 3: Mittlere jihrliche Inzidenz gemeldeter Y. enterocolitica-Infektionen in Deutschland von 2001-

2008 (Rosner et al. 2010)
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Abbildung 4: Ubermittelte Yersiniosen 2018 nach Bundesland im Vergleich zu den Vorjahren (Robert-
Koch-Institut 2019)
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Anhand der von der EFSA (European Food Safety Authority) erhobenen Daten der gesamten
Européischen Union bestitigt sich, dass sich der abnehmende Trend in den letzten Jahren auf
gleichbleibendem Niveau stabilisiert. Insgesamt wurden 2017 6.823 Félle in der EU gemeldet.
Die Inzidenz liegt damit bei 1,77 Erkrankten/100.000 Einwohner und ist damit deutlich geringer
als die Inzidenz in Deutschland (2,9 Erkrankte/100.000 Einwohner). Die Yersiniose ist,
genauso wie in Deutschland, die dritthdufigste bakterielle lebensmittelassoziierte Zoonose und
forderte im Jahr 2017 drei Todesopfer. Die hochste Inzidenz in der EU hat Finnland (7,69
Erkrankte/100.000 Einwohner) gefolgt von der Litauen (6,11 Erkrankte/100.000 Einwohner)
(EFSA 2018).

Skjerve et al. (1998) gehen aufgrund von héufig milden Verldufen von Yersiniose-
Erkrankungen ohne Arztbesuch und Erfassung sowie fehlender oder mangelhafter Diagnostik

von einer enormen Dunkelziffer aus. Sie nehmen bis zu zehnfach hohere Fallzahlen an.

Pathogenese und Klinik der humanen Yersiniose

Der klinische Verlauf der Erkrankung ist vom Alter des Wirts abhingig, vor allem bei
Kleinkindern ist die Yersiniose durch gastrointestinale Symptome gekennzeichnet, wobei
Y. enterocolitica unter bestimmten Voraussetzungen und iiberwiegend bei Erwachsenen zur

Streuung im Kdorper neigt (Bottone 1999).

Nach einer oral-alimentiren Aufnahme kommt es nach einer Inkubationszeit von etwa 3 bis 10
Tagen bei Kleinkindern zu einer fiebrigen Enteritis mit mesenterialer Lymphadenitis,
abdominalen Schmerzen, Pharyngitis, Nausea, Vomitus und wéssriger, selten blutiger
Diarrhoe, wobei Teenager meist von einer Pseudoappendizitis und Erwachsene eher von
Enteritis und Arthritis betroffen sind. Bei dlteren Menschen stehen immunitédtsbedingte
Folgeerkrankungen im Vordergrund wie reaktive Arthritis, Erythema nodosum,
Glomerulonephritis und Myokarditis (Bottone 1997, Neubauer et al. 2001, Bockemiihl und
Roggentin 2004). In den meisten enteralen Féllen ist die Yersiniose selbstlimitierend und klingt
nach einigen Tagen ab. In der Regel dauert die klinische Phase der Erkrankung bei Kindern 3
bis 28 Tage und bei Erwachsenen 1 bis 2 Wochen (Bottone 1997).

Die reaktive Arthritis kann etwa 1 bis 3 Wochen nach einer Infektion mit Y. enterocolitica

auftreten und manifestiert sich vor allem in den distalen GliedmaBen. Die Arthritis heilt nach 4

16



Literaturiibersicht

bis 12 Wochen aus, kann aber auch persistieren und ist gekennzeichnet durch allgemeine
Entziindungsanzeichen und teilweise durch serdse Gelenksergiissen (Dedié et al. 1993).
Pradisponiert fiir die reaktive Arthritis sind Patienten mit dem Histokompatibilitdtsantigen

HLA-B27 (Hoogkamp-Korstanje 1990).

Eine weitere extraintestinale Verlaufsform ist die Septikdmie, welche zwar eher selten auftritt
aber lebensbedrohlich sein kann. Pradisponiert sind Menschen mit immunsupprimierenden
Vorerkrankungen, zum Beispiel HIV, Krebs, Diabetes mellitus und Leberzirrhose (Aleksic und
Bockemiihl 1996), mit gestortem Eisenhaushalt durch Blutkrankheiten wie aplastische Anémie,
Sichelzellenkrankheit. Auch die therapeutische Gabe von Desferrioxamin im Rahmen einer
Dialysebehandlung kann zu einer hoheren Wahrscheinlichkeit, an Yersiniose zu erkranken,
fiihren (Heesemann et al. 1993, Bottone 1997). Die Verwendung kontaminierter Blutkonserven
kann auch zu einer extraintestinalen Symptomatik mit Septikdmie fithren und betrifft vor allem
erwachsene Personen (Hoogkamp-Korstanje 1990). Bei einer Septikdmie kann es in diversen
Organen aufgrund der Streuung der Erreger zu Abszessbildung und metastatischen Arthritiden,
Pneumonien, Meningitiden und Endokarditiden kommen, welche klinisch von Fieber,
Erbrechen sowie Kopf- und Gliederschmerzen begleitet werden (Dedi¢ et al. 1993). Vereinzelt
konnen Infektionen mit Y. enterocolitica infolge einer Sepsis z.B. durch kontaminierte

Bluttransfusionen auch zum Tod fiihren (Frati et al. 2015).

Die Behandlung von Yersiniosen richtet sich nach dem jeweiligen Krankheitsbild. Bei leichten
enterischen Verldufen ist eine symptomatische Therapie ohne Antibiotikumeinsatz indiziert.
Bei schweren Verldufen oder einer Septikdmie sollten nach der Erregerdiagnostik und
Resistenztest wirksame Antibiotika angewendet werden. Gut wirksam und empfehlenswert ist
die kombinierte Anwendung von Aminoglykosiden und Cephalosporinen der dritten

Generation (Galindo et al. 2011, Fabrega und Vila 2012).

2.4.2 Yersinia enterocolitica bei Tieren

Bockemiihl und Roggentin (2004) beschreiben, dass bei den meisten warmbliitigen Tieren und
auch bei Reptilien, Fischen, Muscheln und Insekten ein Nachweis von Y. enterocolitica gelingt,
jedoch meistens keine Krankheitssymptomatik auftritt. Manifeste Infektionen treten zumeist,
wie beim Menschen, im juvenilen Lebensabschnitt auf und duBlern sich bei Schweinen,

Wiederkduern, Hunden und Katzen durch Diarrhoe, Enteritiden, Enterokolitiden und Sistieren
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der korperlichen Entwicklung. Ebenso treten gelegentlich mesenteriale Lymphadenitis und
intestinale Mikroabszesse auf (Fredriksson-Ahomaa et al. 2001, Neubauer et al. 2001).
Ublicherweise dienen Kot- oder Tonsillenproben als Probenmaterial. Untersuchungen bei
experimentellen Infektionen von Schweinen =zeigen, dass die Nachweisrate von
Y. enterocolitica in Tonsillen hoher ist als in Kotproben (Fukushima et al. 1984, Nielsen et al.
1996) und dass das Bakterium dort noch lange persistieren kann, auch wenn keine Yersinien
mehr iiber den Kot ausgeschieden werden (Kapperud 1991). Persistent infizierte Schweine
sowie verschiedene andere Nutz- und Haussduge und Wildtiere spielen eine wichtige Rolle als
natiirliches Reservoir von Y. enterocolitica. In Tabelle 6 sind Prdvalenzen verschiedener

Tierarten dargestellt.

Zu den Privalenzen im Hausschweinebestand gibt es zahlreiche Untersuchungen, die das
Hausschwein bzw. dessen Erzeugnisse als Hauptiibertrager der Yersiniose des Menschen
herausstellen (Fredriksson-Ahomaa et al. 2001, Fredriksson-Ahomaa et al. 2011, Bonardi et al.
2014, Rasbick et al. 2018). Die Pridvalenzen bei Wildtieren wurden im Vergleich selten
untersucht und die vorhandenen Daten weisen auf eine nicht zu unterschitzende Bedeutung als
Reservoir und Ubertriiger von Y. enterocolitica in die Lebensmittelkette, direkt iiber Wildbret

und indirekt durch Ubertragung in den Hausschweinebestand, hin.

Fredrikksson-Ahomaa et. al. (2009) konnten in der Schweiz bei 35% (53/153) der beprobten
Wildschweine Y. enterocolitica aus Tonsillenmaterial mittels PCR-Untersuchung nachweisen,
hingegen nur 9% (14/153) mittels kultureller Nachweismethode. In Polen wurden in 25,3%
(110/434) der Rektalabstriche erlegter Wildschweine Y. enterocolitica isoliert. In der selben
Studie war die Pridvalenz von Rotwild mit 21,6% (63/293), Rehwild mit 9,4% (11/117) und
Damwild mit 13,3% (2/15) deutlich geringer als die von Schwarzwild (Syczyto et al. 2018).
Nowakiewicz et. al. konnten in 2,09% (6/286) Rotfiichsen Y. enterocolitica nachweisen (2016).
Eine weitere Studie aus Polen zeigt, dass 26,5% (40/151) der beprobten Wildschweine Trager
von Y. enterocolitica sind (Bancerz-Kisiel et al. 2015). In Niedersachsen wurden 17,1%
(19/111) der erlegten Wildschweine als kulturell positiv identifiziert (von Altrock et al. 2015).
Sannd et al. (2018) konnten in 31% (28/90) erlegter schwedischer Wildschweine
Y. enterocolitica nachweisen. (Arrausi-Subiza et al. 2016) kamen bei erlegten Wildschweinen
in Spanien zu mit 33,35% (24/72) zu einem dhnlichen Ergebnis. Diese hohen Privalenzen

lassen auf ein bedeutsames Potential von Kontaminationen mit Wildbret schlief3en.
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Tabelle 6 Privalenzen von Y. enterocolitica bei Tieren

. Anzahl der Anzahl der Nachweis-
Tierart Proben Positiven 7o Land Referenz methode

Fredriksson-Ahomaa

Hausschwein 50 30 60 Deutschland kulturell
et al., 2001
105 32 30,5 Schweden Rasbiack 2018 kulturell
212 72 34 Schweiz Fredriksson-Ahomaa molekular
etal, 2011
150 23 15,3 Italien Bonardi et al., 2014  kulturell
Wildschwein 434 110 253 Polen Syczyto et al., 2018 molekular
153 53 35 Schweiz Fredrikksson- molekular
153 14 9 Ahomaa et. al., 2009 kulturell
Bancerz-Kisiel et al.,
151 40 26,5 Polen 2015b kulturell
11 19 17,1 Deutschland *°" Al;r(‘)’lcsk etal, yuiturell
90 28 31 Schweden  Sanno et al., 2018 molekular
) Arrausi-Subiza et al.,
72 24 33,3 Spanien 2016 molekular
Rotwild 293 63 21,6 Polen Syczylo et al., 2018 molekular
77 8 10,4 Schweiz  Joutsen et al., 2013 kulturell
Rehwild 117 11 9,4 Polen Syczylo et al., 2019 molekular
55 7 12,7 Schweiz  Joutsen et al., 2013 kulturell
Damwild 15 2 13,3 Polen Syczylo et al., 2020 molekular
Rotfuchs 286 6 2,09 Polen Nowak“;‘gi‘;z et AL olekular
Ziege 575 17 3 Deutschland Arnold et al., 2006  kulturell
Hund 4325 198 4,6 Europa Stamm et al., 2013 MALDI
Katze 2624 8 0,3 Europa Stamm et al.,, 2013 MALDI

2.4.3 Y. enterocolitica in Lebensmitteln und der Umwelt

Yersinien kdnnen bis zu einem Jahr in der Umwelt iiberleben. Die wenigsten Y. enterocolitica-
Isolate aus Umweltproben wie Oberflichen-, Brunnen-, Abwasser, Trinkwasser und

Klarschlamm (Tabelle 7) gehoren den pathogenen Bio/Serotypen an (Langeland 1983, Falcao
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et al. 2004, Cheyne et al. 2010, Terech-Majewska et al. 2016). Vereinzelt wurden Isolate
gefunden, welche mit Magendarminfektionen in Zusammenhang gebracht werden (Aleksi¢ und

Bockemiihl 1988, Massa et al. 1988, Bockemiihl und Roggentin 2004).

Tabelle 7 Y. enterocolitica in der Umwelt

Probenursprung Land Referenz
Flusswasser Polen Terech-Majewska et al., 2016
Oberflachenwasser Kanada
h tal., 201
Trinkwasser Kanada Cheyne et al,, 2010
Abwasser Brasilien Falcao et al., 2004
Kliarschlamm Norwegen Langeland, 1983

Bedeutender und zahlreicher sind die Berichte iiber den Nachweis von Y. enterocolitica in
diversen Lebensmitteln. In Deutschland werden nach dem nationalen Riickstandskontrollplan
Lebensmittel- und Futtermittelplanproben diverser Herkunft durch die zustindigen Veterinir-
und Lebensmitteliiberwachungsdmter entnommen und auf Riickstinde, Kontaminanten,
unerwiinschte Stoffe und Zoonoseerreger untersucht und die Ergebnisse an das BfR {ibermittelt.
Ebenso werden Ergebnisse aus diagnostischen Proben und Monitoringprogrammen erhoben.
Die Ergebnisse, unter anderem im Hinblick auf den Nachweis von Y. enterocolitica in diesen
Proben, flieBen in den jdhrlichen Zoonosebericht des BfR ein. Eine Auswahl der Ergebnisse

des Zoonoseberichts der Jahre 2011-2016 ist in Tabelle 8 dargestellt.

Unabhingig davon existieren viele Publikationen zum Nachweis von Yersinien in
verschiedenen Lebensmitteln (Tabelle 9). Das Vorkommen pathogener Yersinien in Milch und
Milchprodukten ist selten und von geringer Bedeutung fiir humane Infektionen (Bonardi et al.
2018), ebenso in Rind- und Gefliigelfleisch, Fisch und Tofu (Fredriksson-Ahomaa et al. 1999,
Fredriksson-Ahomaa et al. 2001, Vishnubhatla et al. 2001, Fredriksson-Ahomaa und Korkeala
2003, Bucher et al. 2008, Li et al. 2018).
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Tabelle 8 Auszug aus den Zoonoseberichten des BfR von 2013 bis 2016 (2015) (2016) (2017) (2018)

Anzahl der
Lebensmittel Probenanzahl Y. enterocolitica - %
positiven
Fleisch ohne Gefliigel, gesamt 2013 250 4 1,6
2014 370 4 1,08
2015 181 12 6,63
2016 125 24 19,2
Schweinefleisch 2013 190 4 2,11
2014 280 4 1,43
2015 105 11 10,48
2016 73 22 30,14
Wildfleisch 2013 k.A. k.A. k.A.
2014 32 0 0
2015 17 0 0
2016 30 2 6,67
Hackfleisch vom Schwein 2013 174 9 5,17
2014 92 3 3,26
2015 103 5 4,85
2016 119 16 13,45
Hackfleischzuberietungen 2013 281 15 5,34
2014 805 59 7,33
2015 734 89 12,13
2016 272 14 5,15
k.A.= keine Angabe
Tabelle 9 Y. enterocolitica in Lebensmitteln
Anzahl
Lebensmittel Probenanzahl Y. enterocolitica- % Land Referenz
positive
Tankmilch 509 17 31 Italien ~DOmardictal,
2018
Rindfleisch 101 0 0 Deutschland Bucher et al.,
Gefliigelfleisch 102 1 1 2008
Vishnubhatla
Tofu 50 6 12 USA et al.. 2001
Fisch 200 0 0 ) Fredriksson-
. Finnland
griiner Salat 101 3 3 Ahomaa et al.,
Meeresfriichte 220 6 2,7 Deutschland Liet al., 2018
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Der Eintrag von pathogenen Y. enterocolitica in nicht-porzine Lebensmittel erfolgt am
wahrscheinlichsten liber Kreuzkontaminationen zum Beispiel wéhrend des Schlachtprozesses
oder durch direkten Kontakt mit rohen Schweineerzeugnissen (de Boer 1995, Bockemiihl und
Roggentin  2004). Rohes oder unzureichend erhitztes Schweinefleisch gilt als
Hauptinfektionsquelle der Yersiniose des Menschen. Entlang des Schlachtprozesses und der
Fleischuntersuchung ergeben sich zahlreiche Mboglichkeiten der Kontamination von
Erzeugnissen durch Schlachtkdrperbestandteile mit potentiell hohem Erregerdruck, wie
lymphatischem Gewebe und Darminhalt. Besonders bei Tatigkeiten wie Anusumschneiden,
Rachenringldsen und Lymphknoteninzisionen besteht ein hohes Risiko der Kontamination. Das
Risiko, dass durch verunreinigte Messer oder Tropfwasser der Erreger auf weitere Karkassen
verschleppt wird, ist hoch (Kapperud 1991, Fredriksson-Ahomaa et al. 2001). Inzwischen wird
im Rahmen der Fleischuntersuchung weitestgehend auf Inzisionen verzichtet. In zahlreichen
Studien wurden Prévalenzen von pathogenen Y. enterocolitica in rohem Schweinefleisch und
dessen Erzeugnissen ermittelt und sind in Tabelle 10 dargestellt (Fredriksson-Ahomaa et al.
1999, Fredriksson-Ahomaa et al. 2000, Johannessen et al. 2000, Boyapalle et al. 2001,
Vishnubhatla et al. 2001, Bonardi et al. 2010, Messelhdusser et al. 2011, Laukkanen-Ninios et
al. 2014, Ozdemir und Arslan 2015). Deutlich wird, dass die Nachweisraten mittels
molekularbiologischer Methoden hoher ausfallen als beim kulturellen Nachweis. Durch den
Nachweis mittels PCR wurden auch in anderen Lebensmitteln Y. enterocolitica nachgewiesen
(Tabelle 11). Diese geringen Privalenzen  bestitigen jedoch, dass rohe
Schweinefleischprodukte als wichtigste Quelle von Y. enterocolitica gelten (Fredriksson-
Ahomaa et al. 2001). Bei Erzeugnissen wie Rohwiirsten wirken auf Y. enterocolitica
wachstumshemmende Faktoren wie die Absenkung des pH-Werts, eine aw-Wert-Senkung
durch Wasserverlust und erhohten Salzgehalt sowie steigende Konkurrenz der mikrobiellen
Flora mit den Starterkulturen. In ungereiften Rohwiirsten sind Y. enterocolitica hingegen
iberlebensfahig, da die zuvor benannten Faktoren hierbei noch nicht zum Tragen kommen

(Kleemann und Bergann 1996, Mitrovic et al. 2019).
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Tabelle 10 Y. enterocolitica in Lebensmitteln vom Schwein

kuturell- molekularbiologisch-

Refi
Positive (%) Positive (%) CICECILZ

Lebensmittel Probenanzahl

Laukkanen-Ninios et

155 k.A. 60 (38,7) al.. 2014
Schweinefleisch 125 19 (15,2) k.A. Bonardi et al., 2010
Johannessen et al.
2 1 ’
300 6(2) 50 (16,7) 2000,
Ozdemir und Arslan,
60 3(9) k.A. 2015
Hackfleisch vom Schwein 102 k.A. 5(5) Messelhza(l)llsjer etal,
Fredriksson-Ahomaa
255 4(1,6) 63 (24,7) et al., 1999
100 32 (32) 47 (47) Vishnubhatla et al.,
. . 2001
Hackfleischzubereitungen Boyapalle et al
350 0(0) 133 (38) 2001
51 40 (78.4) 47 (92.2) Fredriksson-Ahomaa
Schweinezunge et al,, 1999
Vishnubhatla et al.,
15 7 (46,7) 10 (66,7) 2001
. . Fredriksson-Ahomaa
Innereien vom Schwein 34 17 (50) 21 (61,8) et al., 2000

k.A.= keine Angabe

Tabelle 11 Vergleichende Darstellung von Nachweismethoden von Y. enterocolitica-Nachweisen in

Lebensmitteln

kuturell- molekularbiologisch-

Lebensmittel Probenanzahl Positive (%) Positive (%) Referenz
43 0(0) 0(0) Fredriksson-Ahomaa et al., 2001b
Gefliigel 108 0(0) 1(0,9) Lindblad et al., 2006
98 00 99 Grotzbach, 2007
Salat 101 0(0) 33 Fredriksson-Ahomaa et al., 2001b
200 0(0) 6 (3) Johannessen et al., 2002
Tofu 50 00 6 (12) Vishnubhatla et al., 2001
Fisch 200 0(0) 0(0) Fredriksson-Ahomaa et al., 2001b
Hackfleisch 100 23 (23) 31 31) Vishnubhatla et al., 2001
vom Rind
Salami 97 0(0) 11 (11) Thisted Lambertz et al., 2007
Dsaﬁvve?;n 350 28 (8) 278 (79) Boyapalle et al., 2001
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2.4.4 Y. enterocolitica in Wildbret

Pravalenzen von Y. enterocolitica in Wildbret sind speziesdifferenziert zu betrachten, weil sehr
unterschiedlich (Tabelle 12). Generell ist die Datenlage je nach Wirtsspezies gering und oft
wenig allgemeingiiltig. Der mikrobiologische Status von Muskelfleisch ist bei einem gesunden
und ausgeruhten Tier als keimarm einzustufen (Fehlhaber 1992). Eine Kontamination des
Fleisches erfolgt groBtenteils auf dem sekundiren Weg, bei dem das Fleisch wihrend des
Schlachtvorganges/ Erlegens, der Fleischgewinnung und —verarbeitung mit Mikroorganismen
aus seiner Umwelt kontaminiert wird (Wachek 2008). Da Wildbret oft in risikoreichem
ungiinstigem hygienischem Umfeld erlegt und aufgebrochen wird, besteht eine besonders hohe
Gefahr der Kontamination der Karkasse. Des Weiteren begiinstigen schlechte Schiisse und eine

langere Dauer zwischen Schuss und Aufbrechen die Gefahrenlage (Avagnina et al. 2012).

Tabelle 12 Y. enterocolitica in Wildbret

Wildbret Probenanzahl Anzahl Positiver Region Referenz  Nachweis-
(%) methode
Wildbret, nicht 60 23 (38,3) Stiddeutschland Bucher et al.,
. . . PCR
weiter differenziert 2008
51 3(6) Deutschland  Messelhdusser PCR
etal., 2011
Wildwiederkduer 34 16 (47,1) Stiddeutschland Wachek, 2008 PCR
Rehfleisch 78 349 Italien Avagnina et al., wulturell
2012
20 12 (60%) Polen Bancerz-Kisiel A
etal., 2015 o
Wildschweinfleisch 14 4 (28,6) Stiddeutschland Wachek, 2008 PCR
72 10 (15.,4) Italien Avagnina et al., tulturell
2012
20 11 (55) Polen Bancerz-Kisiel KA
etal., 2015 o
Rotwildfleisch 56 4(7,1) Italien Avagnina et al., wulturell
2012
16 7 (43.8) Polen Bancerz-Kisiel A
etal., 2015 o
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2.5 Wild und Jagd in Brandenburg

Im Jagdjahr 2016/17 wurden in Brandenburg auf 2.573.714 Hektar bejagbarer Fliache insgesamt
168.766 Stiick Schalenwild (Rot-, Reh-, Schwarz-, Dam-, Muffelwild) erlegt. Die
Rotfuchsstrecke liegt im gleichen Jagdjahr bei 25.020 Stiick. Die Rehwildstrecke betrug 68.550
Stiick. Im Vergleich der Bundeslédnder wurden in Brandenburg in dieser Saison mit Abstand
die meisten Stiicken Schwarzwild (76.512) erlegt und nach Bayern die zweitmeisten Stiicken
Rotwild (10.667) laut Landesjagdbericht Brandenburg 2016/17. Diese Zahlen unterstreichen
den groflen Stellenwert der Jagd in Brandenburg und lassen Riickschliisse auf eine hohe
Wilddichte zu. Insbesondere die Wildschweinpopulation wichst sowohl deutschlandweit als
auch in Brandenburg und flihrt zu immer gréferen Streckenzahlen (Abbildung 5 und Abbildung
6). Die Anzahl der Jagdscheininhaber steigt deutschlandweit stetig an und liegt 2019 bei
388.281, davon kommen 13.740 aus Brandenburg (Deutscher-Jagdverband 2019). Der Jéger
kommt in der Regel als erster in Kontakt mit erlegtem Wild und ,,bricht das Stiick auf*, darunter
wird in der Jagersprache das Eroffnen der Bauch- und Brusthohle und der Entnahme ihrer
Organe verstanden. Das Tier wird von der kundigen Person sowohl vor als auch nach dem
Schuss auf sogenannte bedenkliche Merkmale, wie z. B. abnorme Verhaltensweisen und
Storungen des Allgemeinzustandes, Verklebungen an Organen, Abweichungen von der
Muskulatur oder der Organe in Farbe, Geruch oder Konsistenz und fremder Inhalt in
Korperhdhlen, untersucht und beurteilt. Die rechtliche Grundlage hierzu gibt die ,,Verordnung
iiber Anforderungen an die Hygiene beim Herstellen, Behandeln und Inverkehrbringen von
bestimmten Lebensmitteln tierischen Ursprungs™ (Tier-LMHYV, Tierische Lebensmittel-
Hygieneverordnung vom 18. April 2018 (BGBI. I S. 480 (619) und im Falle der Abgabe
groBerer Mengen im Sinne des Gesetzgebers oder bei Abgabe von Wild an
Wildverarbeitungsbetriebe die VO (EG) Nr. 853/2004 sowie VO (EG) 178/2002 Art.18. Der
Pro-Kopf-Wildbretverzehr liegt in Deutschland bei ca. 1.400g pro Jahr (Bvdf 2018), wobei
dieser laut einer nicht reprdsentativen Umfrage des Deutschen Jagdverbandes in
Jagerhaushalten bei ca. 13.200g pro Jahr liegt (Hoffmann 2013). Zu beachten ist jedoch, dass
die Bewertung der tatsdchlichen Verzehrsmengen nicht zu ermitteln sind, da ein hoher Anteil
von Wildbret direkt vom Jidger an den Verbraucher abgegeben wird und somit nicht in die
Statistik einfliefit. Laut Apelt (2007) verbleiben circa zwei Drittel des bei der Jagd gewonnenen
Wildbrets im Jagerhaushalt oder werden von diesem direkt an den Endverbraucher oder lokale

Gaststdtten abgegeben.
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2.6 Nachweis von Y. enterocolitica

Die Auswahl der Nachweismethode richtet sich nach dem Ausgangsmaterial und dem
Untersuchungsziel. In der nachfolgenden Darstellung wurden aus der Vielzahl beschriebener

Nachweisverfahren nur die gebrauchlichsten ausgewéhlt.

26



Literaturiibersicht

2.6.1 Kulturelle Nachweisverfahren

Kulturelle Nachweisverfahren sind direkte Verfahren, die meist aus einem
Anreicherungsverfahren, Kultivierung und Vereinzelung auf Selektivndhrboden und einer
biochemischen Untersuchung verdédchtiger Kolonien bestehen. Dieser mehrstufige Ansatz
resultiert aus der Tatsache, dass Y. enterocolitica oft nur in geringer Keimzahl vorhanden ist
und somit leicht durch die Begleitflora unterdriickt bzw. iiberlagert wird, wodurch die
Sensitivitit des Nachweises von Yersinien erheblich reduziert ist (Schiemann 1982).
Insbesondere bei persistent Infizierten und Rekonvaleszenten wird ein fliissiges

Anreicherungsverfahren empfohlen (Aleksic und Bockemiihl 1990).

Fir den Nachweis von Y. enterocolitica in Futtermitteln oder Produkten, die fiir den
menschlichen Verzehr vorgesehen sind, sowie fiir Umgebungsproben im Herstellungsbereich

von Lebensmitteln existiert die amtliche Methode ISO Norm 10273:2017.
Voranreicherung

Um die meist geringe Ausgangskeimzahl von Y. enterocolitica zu erhdhen und gleichzeitig die
Begleitflora zu minimieren oder an der Vermehrung zu hemmen, wurden mehrere selektive als

auch nicht-selektive Nahrmedien zur Anreicherung entwickelt.

Als selektive Anreicherungsmedien werden die modifizierte Rappaport-Bouillon (MRB) und
die Irgasan-Ticarcillin-Kaliumchlorat-Bouillon (ITC) verwendet. Diese unterdriicken das
Wachstum der unerwiinschten Begleitflora durch die Verwendung der Antibiotika Irgasan,
Ticarcillin (beide in ITC-Bouillon) und Carbencillin (in MRB) und ermdglichen so den
Nachweis von Y. enterocolitica auch in stark kontaminierten Proben (Aleksic und Bockemiihl
1990). Die MRB ist eine Weiterentwicklung des zur Salmonellendiagnostik eingesetzten
Rappaport-Mediums und enthélt im Unterschied dazu mehr Magnesiumchlorid und weniger
Malachitgriin. Die mit MRB versetzten Proben werden zwischen 22-29 °C fiir 2-4 Tage zur
Voranreicherung inkubiert (Wauters 1973). Die ITC-Bouillon wird 48h bei 25 °C inkubiert und
gilt als besonders geeignet zum Nachweis von Y. enterocolitica O:3 (Wauters et al. 1988). Die

Verwendung von ITC-Bouillon ist auch Teil der ISO Norm 10273:2017.

Die wenig- oder nicht-selektiven Ndhrmedien werden in der Regel bei der Kilteanreicherung

verwendet. Dabei wird die Psychrotoleranz von Y. enterocolitica ausgenutzt, um das Wachstum
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der Begleitflora zu hemmen. Zur Verwendung kommen verschiedene phosphatgepufferte
Losungen wie phosphatgepufferte Kochsalzlosung, (PBS = phosphate buffered saline), die
Phosphatpufferlosung nach Sorensen oder die phosphatgepufferte Pepton-Sorbit-Galle-
Bouillon (PSB)(Schiemann 1982, Doyle und Hugdahl 1983, Bonardi et al. 2010, Bonardi et al.
2018). Die Proben werden bei 4 °C fiir zwei bis drei Wochen inkubiert. Damit ist die
Kilteanreicherung ein sehr zeitaufwéndiges Verfahren. Allerdings werden apathogene
Yersinien nicht unterdriickt und konnen die Probe mit zunehmender Kilteanreicherungsdauer

iiberwuchern (de Boer 1992, Fredriksson-Ahomaa und Korkeala 2003, Bonardi et al. 2010).

Eine weitere Moglichkeit, die Begleitflora zu minimieren, stellt die Behandlung mit 0,25-
0,5%iger Kalilauge vor dem Ausstrich dar (Aulisio et al. 1980). Y. enterocolitica ist im
Vergleich zur Begleitflora relativ alkalistabil und somit ldsst sich die Isolierungsrate des
Bakteriums durch eine Behandlung mit Kalilauge im Anschluss an eine Anreicherung erhéhen

(de Boer 1995).
Feste Nahrmedien

Zur Isolierung von Y. enterocolitica aus Kot- oder Lebensmittelproben sind nicht-selektive
Néhrmedien, wie z.B. Trypton-Soja-Agar, ungeeignet. Zwar wachsen Yersinien auch auf
diesen Ndhrmedien gut, werden aber zumeist von der Begleitflora iiberdeckt (Swaminathan et
al. 1982). Aus diesem Grund modifizierte Wauters (1973) den Salmonella-Shigella (SS)-Agar
durch Zugabe von Natriumdesoxycholat und Calciumchlorid zum SSDC-Agar. Durch die hohe
Toleranz von Y. enterocolitica gegeniiber Desoxycholat eignet sich dieser Agar besonders gut
fiir die Anzucht und Y. enterocolitica bildet charakteristische graue Kolonien mit unscharfem
Rand. Spezies wie Proteus, Morganella, Serratia und Aeromonas kdnnen ebenfalls auf SSDC

wachsen und erschweren die Identifizierung (de Boer 1992).

Der in der Routinediagnostik am haufigsten verwendete Selektivndahrboden ist der Cefsulidon-
Irgasan-Novobiocin-Agar (CIN) (Petsios et al. 2016). Der CIN-Agar wurde von Schiemann
(1979) entwickelt und hemmt durch die antimikrobiellen Substanzen Cefsulidon, Irgasan und
Novobiocin viele andere Enterobacteriaceae zum Vorteil von Y. enterocolitica. Die
Fermentation von Mannit fiihrt zu einer himbeerfarbenen zentralen Koloniefarbung und tragt
wesentlich zur fiir Y. enterocolitica typischen Koloniemorphologie bei. Nach einer Bebriitung
von 24h-48h bei 28°-30°C wird das Aussehen der Kolonien aufgrund des klaren Hofes und des

roten Zentrums oft mit Kuhaugen verglichen. Eine &hnliche Koloniemorphologie zeigen
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Stamme von einigen Enterobacteriaceae wie Serratia, Aeromonas, Proteus und Morganella,
sie erschweren somit die eindeutige Differenzierung (de Boer und Seldam 1987, Laukkanen et

al. 2010).
Biochemische Identifizierung von Y. enterocolitica

Die auf dem Selektivndhrboden angeziichteten verddchtigen Kolonien werden auf eine weitere
nicht-selektive oder selektive Agarplatte iiberimpft, erneut inkubiert (Schiemann und Wauters
1992) und dann weiterfithrend untersucht. Als erste orientierende Untersuchungen zur
Selektion verdidchtiger Kolonien gilt der Ureasenachweis. Der Abbau von Harnstoff zu
Ammoniak und Carbamat wird durch das Enzym Urease Kkatalysiert, welches bei
Y. enterocolitica-Stimmen vorkommt (Aleksic und Bockemiihl 1990). Weitere biochemische
Vorpriifungen wie die Testung auf Beweglichkeit, Lysindecarboxylase und Oxidase sind

beschrieben (Kerber 1997).

Zur genauen biochemischen Identifizierung und Differenzierung von Y. enterocolitica stehen,
neben der aufwéndigen Einzeltestung, mehrere kommerzielle Testsysteme zur Verfligung. Das
API® 20E System (Fa. BioMérieux, Niirtingen) stellt ein immer noch hiufig genutztes System
(Neubauer et al. 1998, Arnold et al. 2004) dar. Weitere Testsysteme sind API® Rapid 32 IDE
(Fa. BioM¢érieux, Niirtingen) und Micronaut E (Merlin Diagnostika GmbH, Bornheim-Hersel).
Diese kommerziellen Systeme sind praktisch, unterscheiden aber nicht zwischen allen 18
zurzeit bekannten Yersinia-Spezies. Das API® 20E unterscheidet zum Beispiel nur zwischen

sechs Spezies (Hallanvuo 2009).

Eine neuere Moglichkeit der Identifizierung stellt die Kombination der Matrix-assistierten-
Laser-Desorption-lonisierung (MALDI) mit der Flugzeitanalyse (TOF, time of flight)
freigesetzter lonen zur Massenspektrometrie dar. Diese erlaubt die Identifikation von
Y. enterocolitica nach Spezies und Biotyp (Ayyadurai et al. 2010, von Altrock et al. 2015). Das
Proteinprofil der isolierten Reinkulturen wird mit einer Datenbank abgeglichen und stellt eine
sehr schnelle, sichere und kostengiinstige Methode dar, welche in der Routinediagnostik der
Lebensmittelmikrobiologie eingesetzt wird (Gupta et al. 2015). Rizzardi et al. (2013) berichten
von Problemen bei der Unterscheidung von Biotyp 1A und Biotyp 1B und empfehlen hierzu

klassische biochemische Methoden.
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Bio- und Serotypisierung und biochemisch erfassbare Pathogenitat

Die Biotypisierung erfolgt {iblicherweise nach der von Wauters (1987) beschriebenen
Einteilung von Y. enterocolitica in die Biotypen 1A, 1B, 2-5 und beinhaltet die in Kapitel 2.2,
Tabelle 2, aufgefiihrten Reaktionen. Die Biotypen 1B und 2-5 werden mit human- und
tierpathogenen Erkrankungen in Zusammenhang gebracht, Stimme des Biotyp 1A hingegen
gelten als nicht pathogen, wenngleich seit einiger Zeit vermehrt dartiber diskutiert wird, ob das

weiterhin so gilt (Tennant et al. 2003, Huovinen et al. 2010).

Die Differenzierung in Serotypen erfolgt anhand der Unterscheidung der LPS O-Antigene. Eine
einfache Methode stellt die Objekttrageragglutination mit spezifischen Antiseren dar, welche
kommerziell erhiltlich sind (Neubauer et al. 2001). Den Antigenen O:3, 0:5,27, O:8 und O:9
werden oft pathogene Y. enterocolitica zugeordnet (Bottone 1999). Eine eindeutige Aussage
iiber die Pathogenitét eines Y. enterocolitica-Stammes ist jedoch nicht moglich, da die Antigene
0:3, 0:5, O:8 und O:9 auch bei apathogenen Y. enterocolitica und anderen Yersinia spp.
vorkommen (Aleksic und Bockemiihl 1990), allerdings wird der Verdacht auf ein

moglicherweise pathogenes Isolat bestérkt.

Die Bestimmung der Pathogenitit eines Y. enterocolitica-Stammes sollte aufgrund der
Biotypisierung und der Serotypisierung geschehen (Bottone 1999, Fredriksson-Ahomaa und

Korkeala 2003).

2.6.2 Molekularbiologische Nachweisverfahren

Zur Identifizierung der verschiedenen Serotypen und deren Pathogenitdt Y. enterocolitica-
verddchtiger Isolate aus Lebensmittelproben sind die beschriebenen kulturellen
Nachweismethoden nicht fiir alle Serotypen optimal und aufBlerdem, durch die

Inkubationszeiten, sehr zeitaufwindig (Petsios et al. 2016).

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR), als molekularbiologisches Verfahren, wird inzwischen
tiblicherweise zum Pathogenitidtsnachweis von Y. enterocolitica aus Lebensmittelproben
genutzt und stellt im Vergleich zu kulturellen Nachweisverfahren ein wesentlich schnelleres
und sensitiveres Verfahren dar (Fredriksson-Ahomaa und Korkeala 2003). Es existiert eine
Vielzahl von unterschiedlichen PCR-Protokollen zum Nachweis von Y. enterocolitica-

Pathogenititsfaktoren. Ein potentieller Pathogenitdtsnachweis ist iiber die Detektion
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verschiedener chromosomal- und plasmidkodierter Gene von Virulenzfaktoren moglich
(Neubauer et al. 2001). Bei Protokollen, welche plasmidkodierte Zielgene detektieren, besteht
die Moglichkeit fiir falsch-negative Ergebnisse durch den Verlust des Plasmids wihrend der
Subkultivierung oder wéhrend der Lagerung (Neubauer et al. 2000, Thoerner et al. 2003).
Falsch-positive Ergebnisse kdnnen z.B. durch Kontamination wéihrend des Ansatzes der PCR
vorkommen oder durch die Wahl zu unspezifischer Primer entstehen (Fredriksson-Ahomaa und
Korkeala 2003). Bei der Multiplex-PCR werden mehrere Zielgene gleichzeitig detektiert und
zumeist plasmid- und chromosomalkodierte Virulenzgene kombiniert (Bhaduri und Cottrell
1998, Boyapalle et al. 2001, Myers et al. 2006). Virulenzgene sind als Zielgene besonders gut
geeignet, weil sie zum einen zur Identifikation von Yersinien in Lebensmitteln dienen und zum
anderen eine Pathogenitétsbestimmung zulassen. Gebrauchliche Zielgene sind ail (attachment
invasion locus, Adhédsin), inv (invasion, Invasin) und ys/B (Enterotoxin). Das 16S rRNA-Gen
wird, je nach verwendetem Primer, zur Spezies- und auch Gattungsbestimmung von Yersinia
spp. genutzt. Das Vorhandensein des ail Genes in Kombination mit dem inv Gen ist typisch fiir
die Biotypen 1B und 2-5. Charakteristisch fiir den Biotyp 1A ist der Nachweis vom Virulenzgen
ystB. Um eine sichere Aussage hinsichtlich der Pathogenitit zu erreichen, ist die Kombination
mehrerer Zielgene aus chromosomal- und plasmidkodierten Virulenzgenen entscheidend
(Petsios et al. 2016). Neben den beschriebenen Virulenzgenen kdonnen auch einige Serogruppen
mittels PCR bestimmt werden. Hierflir werden die Genregionen wbbU, per, wbcA und wzt in
einer von Garzetti et al. (2014) entworfenen Multiplex-PCR verwendet, um Stdimme von
Y. enterocolitica den Serotypen O:3 (wbbU), O:9 (per), O:8 (wbcA) und 0:5,27 (wzt)
zuzuordnen (Abbildung 7).

1000 bp —»|

per
500bp

wzt

wbbU
200bp —» whbcA
100bp —»

Abbildung 7 Schema zur molekularbiologischen Serotypisierung von Y. enterocolitica (Garzetti et al. 2014)
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Die Real-Time-PCR stellt ein weiteres schnelles und sensitives molekularbiologisches
Verfahren dar und ist bei der Untersuchung von Lebensmittelproben, basierend auf dem ail-
Gen weit verbreitet (Lambertz et al. 2008). Sie ist gekennzeichnet durch geringen Zeit- und
Arbeitsaufwand.  Um  falsch-negative = Ergebnisse = zu  vermeiden, ist eine
Amplifikationskontrolle Bestandteil der Untersuchung. Eine kulturelle Isolierung der Bakterien
ist jedoch bei positiven PCR-Ergebnissen notwendig, um die Lebensfahigkeit zu belegen und

die weitere Charakterisierung durchzufiihren (Prohaska 2009).

Die 16S-rDNA Gensequenzierung ist ein modernes Verfahren zur Identifikation von Bakterien,
indem speziesspezifische Genorte amplifiziert und sequenziert werden. Die Sequenzen der
variablen Genorte kdnnen mit Datenbanken verglichen werden und dienen der Identifizierung

der Bakterienspezies (Woo et al. 2008).

2.7 Antimikrobielle Resistenzen von Y. enterocolitica

Infektionen des Menschen mit Y. enterocolitica werden, je nach Verlaufsform, antimikrobiell
therapiert. Eine Indikation besteht immer bei schwerem klinischen Verlauf, Manifestationen in
Gelenken oder einer Septikdmie (Bockemiihl und Roggentin 2004). Die Zunahme von
bakteriellen Resistenzen ist ein weltweit beobachtetes Problem, welches eine Gefahr fiir die
offentliche Gesundheit darstellt und gesamtgesellschaftlich viel diskutiert wird. Mehrere
Studien haben sich mit der antimikrobiellen Resistenzlage von Y. enterocolitica beschéftigt und
verschiedene Resistenzen, mitunter auch Multiresistenzen nachweisen konnen (Terentjeva und
Bérzins 2010, Bonke et al. 2011, Fredriksson-Ahomaa et al. 2011, Bonardi et al. 2014, Ozdemir
und Arslan 2015). Die verbreitete Resistenz gegeniiber Penicillin, Ampicillin und
Cephalosporinen der ersten Generation liegt an dem hdufigen Vorhandensein der Gene blaA
und blaB, welche fiir die Enzyme B-Lactamase A (Breitspektrum-Lactamase) bzw. B
(Cephalosporinase) vieler Y. enterocolitica-Isolate kodieren (Pham et al. 2000, Stock et al.
2000, Bonke et al. 2011). Laut CLSI Dokument M100-S24 2014 sind Y. enterocolitica im
Wesentlichen resistent gegeniiber Ampicillin, Amoxicillin-Clavulansiure, Ticarcillin und
einigen Cephalosporinen der ersten Generation. Enterobacteriaceae im Allgemeinen gelten als
resistent gegeniiber Clindamycin, Daptomycin, Fuzidinsdure, Glykopeptide, Linezolid,
Rifampizin und den meisten Makroliden, wie Erythromycin (Pham et al. 2000, Rastawicki et
al. 2000, CLSI 2014)).
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2.7.1 Agardiffusionstest

Der Agardiffusionstest ist eine weit verbreitete Untersuchungsmethode in human- und
veterindrmedizinischen Labors. Diese Methode ist kostengiinstig und einfach durchzufiihren,

jedoch nicht vollstidndig automatisierbar.

In einem standardisierten Verfahren, durch z.B. das Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) oder European Committee on Antimicrobial Susceptebility Testing (EUCAST)

beschrieben, lassen sich verldssliche Ergebnisse erzielen.

Die Bestimmung der Empfindlichkeit von Erregern gegeniiber Chemotherapeutika erfolgt auf
festen Nihrmedien, wie etwa dem Mueller-Hinton-Agar. Zur Qualitétssicherung werden
Kontrollstimme wie z.B. E. coli ATCC® 25922 und/oder S. aureus ATCC® 25923 bei jeder
Versuchsreihe mit untersucht. Auf dem Agar wird eine Bakteriensuspension, mit 0,5
McFarland Triibungsstandard, in Reinkultur, homogen durch einen Spatel oder Wattetupfer
verteilt. AnschlieBend werden handelsiibliche Wirkstofftrager, die das zu testende
Chemotherapeutikum enthalten, auf die Platten gelegt und bebriitet. Das Antibiotikum verteilt
sich durch Diffusion in das Kulturmedium mit zum steigenden Abstand des Pléttchens
sinkender Konzentration (Wirkstoffgradient). Das Wachstum der empfindlichen Bakterien wird
ab einer gewissen Konzentration gechemmt und es bleiben wachstumsfreie Hemmhdofe um die
Testbldttchen. Die Durchmesser der Hemmhofe werden ausgemessen und nach einem
Bewertungsschliissel in die Kategorien ,,sensibel® (S), ,,intermediar (I) und ,,resistent” (R)
eingeteilt. Aufgrund der Korrelation zwischen der minimalen Hemmkonzentration und dem
Hemmbhofdurchmesser wurden Tabellen erarbeitet, welche eine Beurteilung iiber das in-vitro
Verhalten von Bakterien gegeniiber einem Chemotherapeutikum erlauben und in der weltweit

giiltigen ISO 20776-1 definiert sind:

Sensibel (S): Als sensibel gegen ein bestimmtes Antibiotikum wird ein Bakterienstamm dann
bezeichnet, wenn er in vitro von einer Konzentration dieses Wirkstoffs inhibiert wird, die mit

einer hohen therapeutischen Erfolgswahrscheinlichkeit assoziiert ist.

Intermedidr (I): Als intermediér gegen ein bestimmtes Antibiotikum wird ein Bakterienstamm
dann bezeichnet, wenn er in vitro von einer Konzentration dieses Wirkstoffs inhibiert wird, die

mit einem unsicheren therapeutischen Ergebnis assoziiert ist.
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Resistent (R): Als resistent gegen ein bestimmtes Antibiotikum wird ein Bakterienstamm dann
bezeichnet, wenn er in vitro von einer Konzentration dieses Wirkstoffs inhibiert wird, die mit

einer hohen Wahrscheinlichkeit des Therapieversagens assoziiert ist.

2.7.2 Bouillon- Mikrodilutionsverfahren

Dieses Verfahren stellt die Methode der Wahl bei in-vitro Empfindlichkeitspriifungen dar, ist
jedoch im Vergleich zum Agardiffusionstest kostenintensiv und aufwendig. Im Unterschied
zum Agardiffusionstest erlaubt es das Bouillon-Mikrodilutionsverfahren neben der qualitativen
auch eine quantitative Aussage fiir die Empfindlichkeit von Bakterien durch ein
Reihenverdiinnungsverfahren zu treffen (Meyer et al. 2011). Eine standardisierte Menge an
Bakterien wird in Gegenwart unterschiedlicher Konzentrationen des betreffenden
Chemotherapeutikums in kommerziellen Mikrotiterplatten inkubiert. Als minimale
Hemmkonzentration wird die niedrigste Wirkstoffkonzentration bezeichnet, bei welcher kein

sichtbares Wachstum der Bakterien mehr feststellbar ist (CLSI 2014).
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3 Material und Methoden

3.1 Probenmaterial

In dieser Arbeit wurden von Oktober 2015 bis Januar 2017 von 782 erlegten Stiicken Wild
(Schwarzwild, Rehwild, Rotwild, Fiichsen) Tonsillen als Untersuchungsmaterial gewonnen.
Insgesamt wurden aus 41 Revieren in drei verschiedenen Landkreisen, Landkreis Dahme-
Spreewald (LDS), Landkreis Oder-Spree (LOS), Landkreis Spree-Nei3e (SPN), Brandenburgs
auf einer Gesamtflaiche von 6325km? Proben gesammelt (Abbildung 8). Die Entnahme der
Tonsillen erfolgte zum Teil direkt nach dem Aufbrechen oder in gekiihlten (max. 4 °C)
Wildsammelstellen bis maximal 13 Tage nach dem Erlegungsdatum. Fiir die sterile Entnahme
der Tonsillen erfolgte ein Hautschnitt vom Kinnwinkel (Angulus mentalis) zom Halsansatz
(Regio praesternalis), insofern der Schnitt nicht schon durch das Aufbrechen vorhanden war.
Caudodistal vom harten Gaumen (Palatum durum) wurden die Tonsillen mit einem Skalpell
heraus prépariert und in einem Kunststoffgefal bis maximal 13 Tage bei 4 °C gelagert und bei
gleicher Temperatur zur Untersuchung ins Labor transportiert. Die Tonsillen wurden qualitativ

auf das Vorkommen von Y. enterocolitica wie in Kapitel 3.3 beschrieben untersucht.
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Abbildung 8 Geographische Ubersicht der Probenherkunft bezogen auf die Landkreise, Karte nach

Brandenburgviewer, https://bb-viewer.geobasis-bb.de/

3.2 Verwendete Materialien und Geriite

Die Tabellen 13 und 14 enthalten eine Auflistung der verwendeten Materialien und Gerite,

wobei auf eine Auflistung von Standard-Laborausstattung weitgehend verzichtet wurde.
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Tabelle 13 Verwendete Materialien

Material Hersteller

10 mM dNTP Mix Fermentas, Waltham, USA
96-Well Platte, Low-Profile Bio-Rad, Miinchen, D
Agarose Biozym, Wien, A

Antimikrobielle Testblattchen
Anti-Y. enterocolitica Testseren
BagFilter

Chelex® 100 Resin

Coral load PCR Buffer
Cryobank

Gene Ruler, 100 bp

GRGreen

Impfnadel

Impfose

Oxidase Teststreifen

PCR Buffer 10x
Pipettenspitzen; 10, 100, 1000 pl
Primer

Purification Kit

Rotiphorese® 10x TBE-Puffer
Safelock-Reaktionsgefdl3e; 2 ml

Mast Diagnostica; Reinfeld, D
Sifin Diagnostics GmbH, Berlin, D
Intersience, St Nom la Bretéche, FR
Bio-Rad, Miinchen, D

Qiagen, Hilden, D

Mast Diagnostica; Reinfeld, D
Thermo Scientific, Bonn, D
Excellgen, Rockville, USA

VWR, Dresden, D

VWR, Dresden, D

Merck, Darmstadt, D

Qiagen, Hilden, D

Nerbe plus, Winsen/Luhe, D
Metabion, Miinchen, D
Fermentas, Waltham, USA

Carl Roth, Karlsruhe, D

Sarstedt, Niimbrecht, D

Tabelle 14 Verwendete Gerite und Hersteller

Gerit Hersteller

Alphalmager® Alpha Innotec Corporation, Montreal, KDN

Inkubator VWR International GmbH, Darmstadt, D

Eppendorf, Hamburg, D

Magnetriihrer Heidolph Instruments GmbH & CO. KG, Schwabach, D
MALDI-TOF MS, Mikroflex Bruker Daltonics, Billerica, USA

NanoDrop Thermo Fisher Scientific, Bonn, D

bioMérieux Industry, Hazelwood, USA

Kolbenhubpipetten

Stomacher-Smasher

Thermocycler Bio-Rad, Miinchen, D

Thermomixer Eppendorf, Hamburg, D

Vakuumtrockner Eppendorf, Hamburg, D

Vortexer Scientific Industries Bohemia, New York, USA
Zentrifuge Eppendorf, Hamburg, D

Zentrifuge Eppendorf, Hamburg, D
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3.3 Isolierung von Y. enterocolitica aus Tonsillenproben

In Abbildung 9 wird der Ablauf der Isolierung von Y. enterocolitica aus den Tonsillenproben

schematisch dargestellt.

Probenentnahme und Lagerung bei 4°C fiir 1-13 Tage

J

Zerkleinerung der Proben und Verdiinnung mit PSB 1:10

Kilteanreicherung bei 4°C fiir 14 Tage

Kultivierung des angereicherten Materials auf CIN-Agar,

Bebriitung bei 30°C fiir 24h

|

Isolierung von 3 verdiichtigen Kolonien und ausstreichen auf
CIN-Agar, Bebriitung bei 30°C fiir 24h

|

Vorselektion der verdichtigen Kolonien durch Oxidase- und

Ure asetestung

|

Identifizierung mittels mPCR nach Garzetti et al.

J

Bestitigung durch MALDI-TOF

|

Uberpriifung der nicht
Y.enterocolitica-Stimme durch
16s Gensequenzierung

Charakterisierung
molekularbiologis ch durch PCR nach Garzetti et. al.
Serologisch durch
Objekttrigeragglutination(s tichpunktartig)
biochemisch nach Wauters durch das BFR

Abbildung 9 Modifiziertes Verfahrensschema zur Isolierung von Y. enterocolitica aus tierischem

Probenmaterial in Anlehnung an die DIN EN ISO 10273:2017
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3.3.1 Kalteanreicherung

Die Tonsillen wurden steril mit einer Schere in etwa linsengrofie Stiicke zerkleinert, 1:10 mit
Pepton-Sorbit-Gallensalz-Bouillon (Tabelle 15) verdiinnt und in FilterBags mit einem
Stomacher 2 min homogenisiert. Danach wurden die Proben 14 d bei 4°C fiir die

Kilteanreicherung gelagert.

Tabelle 15 Zusammensetzung Pepton-Sorbit-Gallensalz-Bouillon

verwendete  Hersteller Artikelnummer
Menge
Casein, enzym. Verdaut 5g Merck, Darmstadt, D 1.072.131.000
Sorbit 10g Merck, Darmstadt, D M180458
NaCl S5g
Di-Natriumhydrogenphosphat 8,23g Merck, Darmstadt, D 1.065.860.500
Natriumhydrogenphosphat-
Monohydrat 1,2g
Gallensalze (No.3) 1,5g Oxoid, Wesel, D LP0056
Wasser 1000ml

3.3.2 Kulturell bakteriologische Untersuchung der Tonsillen

Aus der Kilteanreicherung wurde mittels Einwegimpfosen ein fraktionierter
Verdiinnungsausstrich auf Cefsulidon-Irgasan-Novobiocin Agar (Tabelle 17) angelegt und bei
30 °C 20-24 h inkubiert. Y. enterocolitica-Kolonien wachsen auf CIN-Agar nach 24 h in
typischer ,,Kuhaugenmorphologie®“. Die Kolonien sind etwa 1 mm grof3, glatt und mit einem
klaren bis rosa Hof mit dunkelrotem Zentrum. Pro Probe wurden drei makroskopisch
verdichtige Kolonien mit typischer Morphologie zur Anzucht von Reinkulturen auf CIN-Agar
ausgestrichen und 24 h bei 30 °C inkubiert. Die Testung verdichtiger Kolonien auf Oxidase-
Aktivitdt erfolgte mittels eines Oxidase-Tests. Zur Untersuchung der Urease-Aktivitit wurde
Urea-Schriagagar-Rohrchen mit Koloniematerial beimpft und 72 h bei 28 °C bebriitet (Tabelle
18). Von oxidase-negativen und urease-positiven Kulturen wurde mithilfe der Chelex-Methode

DNA isoliert (Kapitel 3.3.3).
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Zur Lagerung der Y. enterocolitica-Isolate wurden alle Stdimme nach endgiiltiger Isolation und
Identifikation in die Stammsammlung des Institutes fiir Lebensmittelsicherheit und -hygiene
der Freien Universitdt Berlin aufgenommen und mithilfe von Cryobanks bei -80 °C
cryokonserviert. Sowohl fiir die Inkubation der verwendeten Stimme bei 4 °C und 28 °C als
auch fiir die jeweiligen dekadischen Verdiinnungen wurde Brucella-Bouillon (Tabelle 16)

verwendet.

Tabelle 16 Zusammensetzung Brucella-Bouillon

verwendete Menge [g/1] Hersteller Artikelnummer
pankreatisch verdautes
Casein 10
peptisch verdautes BD, Franklin Lakes,
Tiergewebe 10 New Jersey, USA 211088
Dextrose 1
Hefeextrakt 2
Natriumchlorid 5
Natriumbisulfit 0,1
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Tabelle 17 Zusammensetzung CIN-Agar (nach Schiemann, ISO-Norm 10273

verwendete Menge [g/]] Hersteller Artikelnummer

YERSINIA SELECTIVE
AGAR BASE: Oxoid, Wesel, D CMO0653
D-Mannitol 20,0
Spezial Peptone 20,0
Hefeextrakt 2,0
Natriumpyruvat 2,0
Natriumchlorid 1,0
Magnesiumsulfat 0,01
Natriumdesoxycholat 0,5
Neutralrot 0,03
Kristallviolett 0,001
Agar 12,5
pH 7.4 £ 0.2 bei 25°C
YERSINIA SELECTIVE
SUPPLEMENT 2 Vials/l Oxoid, Wesel, D SR0109
Cefsulodin 0,015
Irgasan 0,004
Novobiocin 0,0025
Tabelle 18 Zusammensetzung Urease-Schriigagar-Rohrchen

verwendete Menge Hersteller Artikelnummer
Phenolrot 0,012 g Merck, Darmstadt, D 1370380100
Hefeextrakt 0,1g BD Franklin Lakes, New Jersey, US0127-17
Kaliumdihydrogenphosph: 7,63 g Merck, Darmstadt, D 104871
di-Natriumhydrogen-phos; 9,59 ¢ Merck, Darmstadt, D 106574
Harnstoff 20g Merck, Darmstadt, D 1084887
Aqua dest. 1000ml

3.3.3 DNA-Isolierung (Chelex-Methode)

In einem 1,5ml-Reaktionsgefdl wurde Koloniematerial von CIN-Agar Platten mit 250 pl 0,1%
Tris-EDTA -Puffer (Tabelle 19) vermischt und 10 min bei 16.800 x g zentrifugiert. Der

Uberstand wurde dekantiert und verworfen. Das Pellet wurde in 500 pl 5%iger Chelexlésung
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(Tabelle 20) resuspendiert und fiir 60 min bei 56 °C und anschlieend bei 95 °C fiir 15 min in
einem Thermomixer inkubiert. Nach anschlieBender Zentrifugation (siehe oben) wurden 100 pl
Uberstand fiir die Amplifikation mittels PCR entnommen und bis zur weiteren Verwendung bei

4 °C aufbewahrt.

Tabelle 19 Tris-EDTA (TE), pH 8

Menge Hersteller Artikelnummer
Aqua dest. 990 ml
Tris-HCI 1,21 g Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, D T3253
EDTA 0,292 g Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, D E5134
Salzsdure bis erreicher Merck, Darmstadt, D 1090571000
Tabelle 20 Chelexlosung

Menge Hersteller Artikelnummer

Chelex® 100Resin 5S¢ Bio-Rad, Miinchen, D 142-1253
Aqua dest. 100ml

3.4 Bestitigung und Charakterisierung der Y. enterocolitica-Isolate

Mittels einer Multiplex-PCR in Anlehnung an Garzetti et al. (2014) wurden zur Identifikation
die fiir Y. enterocolitica spezifische 16S rRNA, die Gene fiir das Adhésin ail, das Invasin inv
und das Enterotoxin-Gen ystB amplifiziert. Alle dadurch identifizierten Y. enterocolitica-
Isolate wurden anschlieBend mittels MALDI-TOF bestétigt und zusitzlich wurden die durch
MALDI-TOF nicht bestitigten Proben mittels einer 16S rRNA-Gensequenzierung iiberpriift.
Biotypisiert wurden die Stimme nach Wauters et al. (1987) im Bundesinstitut fiir
Risikobewertung, Berlin. Die Serotypisierung erfolgte in Anlehnung einer von Garzetti et al.
beschriebenen mPCR, welche auf Amplifikation der O-Antigene beruht und zusétzlich
stichpunktartig durch Objekttrageragglutination mit monospezifischen Testseren der O-
Antigene. Zur Unterscheidung der Serotypen O:5 und O:5,27 schloss sich eine Singleplex-PCR
an (Garzetti et al. 2014).
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3.4.1 Bestitigung der Y. enterocolitica-Isolate

MALDI-TOF

Die Identifikation der Y. enterocolitica-Isolate erfolgte mittels Massenspektrometrie (nach
Murugaiyan et al. 2014). Mit dem MALDI-TOF Verfahren ist die Speziesdiagnostik von
Mikroorganismen schnell und sicher durch eine stetig aktualisierte Referenzdatenbank
moglich. Von frischen Kulturen (24 h bebriitet) wurde Koloniematerial mit einer Nadel direkt
auf zwei Spots einer Microflex-Platte (MSP 96 target polished steel) auf die vorgesehenen
Targetbereiche aufgetragen (Triplikat). Danach wurde 1 pl Matrix-Losung hinzugefiigt und
luftgetrocknet. Bis zur Messung am Institut fiir Tier- und Umwelthygiene der FU Berlin,
erfolgte die Lagerung der Platte bei Raumtemperatur im Dunkeln. Die Ergebnisse werden
einem Score von 0-3 zugeteilt und wie in Tabelle 21 eingestuft. Werte mit einem Score > 1,99

wurden als positiv bewertet.

Tabelle 21 Bedeutung der Scorewerte im MALDI-TOF

Range Interpretation

2.00 - 3.00 High-confidence identification
1.70 - 1.99 Low-confidence identification
0.00 - 1.69 No organism identification possible

16S rRNA-Gensequenzierung

Die 16S rRNA-Gensequenzierung wurde mit den Stimmen durchgefiihrt, die zwar in der PCR
eine 16S-Bande aufwiesen, jedoch kein Y. enterocolitica-positives Ergebnis im MALDI-TOF-
Verfahren zeigten, um deren Spezies sicher zu bestimmen. Fiir diesen PCR-Ansatz wurden die
Primerpaare wie in Tabelle 22 eingesetzt. Das Temperaturprotokoll ist in Tabelle 23 und der
PCR-Mastermix in Tabelle 24 dargestellt. Die Agarosegel-Elektrophorese und Bildentwicklung
wurden wie im Kapitel 3.4.2.2 durchgefiihrt, mit dem Unterschied, dass fiir die Visualisierung
der PCR-Produkte ein 1,5%iges-Agarosegel verwendet wurde. Die anschlieende
Aufreinigung der Amplifikate erfolgte mithilfe eines Purification Kit. Die DNA-Konzentration

wurde mittels Nanodrop bestimmt und gegebenenfalls mithilfe eines Vakuumtrockners auf 10-
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50 pg/ul eingestellt. Die Sequenzierung erfolgte durch die Firma GATC Biotech AG, Konstanz

unter Verwendung der Primer dargestellt in Tabelle 25. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit

der NCBI (National Center for Biotechnology Information) BLAST (Basic Local Alignment

Search Tool)-Datenbank verglichen.

Tabelle 22 Verwendete Primer fiir die PCR von 16S rRNA

Fragmentlinge

Target Primer Primersequenzen (5' - 3") (bp) uMol
16S-rRNA 16SrRNA F1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG ca. 1500 0,5

16SrRNA R1 AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 0,5
Tabelle 23 Temperaturprofil fiir die PCR von 16S rRNA
Schritt Temperatur in °C Dauer in sek
Denaturierung 94 300
Denaturierung 94 30
Primer-Annealing 62 60 } 30x wiederholen
Elongation 72 60
Finale Elongation 72 300
Kiihlung 12

Tabelle 24 Mastermix fiir die PCR von 16S rRNA

Reagenzien Volumen je Ansatzin pl
10x Puffer 2,5

MgCI2 [25mM] 1,5

dNTPs [10mM] 1

Taq-Pol [5U/ul] 0,1

DNA 1

Primer R [S0uM] 0,25

Primer F [50um] 0,25

H20 18,4

gesamt 25
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Tabelle 25 Verwendete Primer fiir die Sequenzierung der 16S rRNA

Target Primer Primersequenzen (5' - 3')
16S-rRNA 16SrRNA S1 CTC CTA CGG GAG GCA GCA GT
16SrRNA S8 GTT GCG CTC GTT GCG GGA CT

3.4.2 Biotypisierung

Konventionelle Biotypisierung

Die biochemische Biotypisierung wurde vom BfR, Berlin im Konsiliarlabor fiir Yersinien nach

Wauters et al. (1987) durchgefiihrt.

Biotypisierung mittels multiplex-PCR

Die molekularbiologische Bestétigung, dass es sich bei der durch die Chelex-Methode
isolierten DNA um Y. enterocolitica-DNA handelt, erfolgte durch die Amplifikation des
ribosomalen 16S Genfragments mit einer Liange von 330 bp (Garzetti et al. 2014). Zur
Differenzierung der Biotypen der Stamme wurden die Gene ail/ (attachment invasion locus,
Adhisin) und ys/B (Enterotoxin) amplifiziert. Das Vorhandensein des ail Gens ist typisch fiir
den Biotyp 1B oder 2-5. Charakteristisch fiir den Biotyp 1A ist der Nachweis vom Virulenzgen
ystB. Das Temperaturprotokoll ist in Tabelle 26, der PCR-Mastermix in Tabelle 27 und die

Zusammensetzung der Primer in Tabelle 28 beschrieben.

Tabelle 26 Temperaturprofil multiplex-PCR Identifizierung und Serotypisierung

Schritt Temperatur in °C Dauer in sek

Denaturierung 95 300

Denaturierung 95 40

Primer-Annealing 58 40 } 30x wiederholen
Elongation 72 60

Finale Elongation 72 480

Kiihlung 12
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Tabelle 27 Mastermix fiir die multiplex-PCR zur Identifikation bzw. molekularbiologischen Biotypisierung

Reagenzien Volumen je Ansatz in pl
10x Puffer 2,5

MgCI2 [25mM] 1,3

dNTPs [10mM] 0,25

Tag-Pol [5U/ul] 0,1

DNA 2

Primermix 1,1

H20 17,75

gesamt 25

Tabelle 28 Primermix fiir die multiplex-PCR zur Identifikation bzw. molekularbiologischen Biotypisierung

(Garzetti et al. 2014)

Fragmentlinge
Target Primer Primersequenzen (5'-3") (bp) 1Mol
inv inv_F TGGCATCAATCTCGTGATTTCG 1009 0,8
inv_R GTTGCCCCTGAATATCTAAAGTGAC 0,8
ail ail F TGTTAATGTGTACGCTGCGAGT 431 0,4
ail R GTTTGGAGTATTCATATGAAGCGTC 0,4
16STRNA  16S F AATACCGCATAACGTCTTCGGA 330 0,2
16S R CTTCTTCTGCGAGTAACGTCAAT 0,2
ystB ystB F AACTTTTTGGACACCGCACAG 208 0,8
ystB R GTCTGAGTATCGCACGCT 0,8

Die PCR-Produkte wurden mittels Agarosegel-Elektrophorese aufgetrennt (Tabelle 29). Je
Probe wurden 8 pl PCR-Produkt mit 2 pl GRGreen-Mix (Tabelle 30) aufgetragen. Die
Auftrennung erfolgte unter einer Spannung von 80 V fiir 45 min. AnschlieBend wurden die
PCR-Produkte unter UV-Licht mithilfe des Alphaimagers® sichtbar gemacht und

dokumentiert.

Tabelle 29 Agarosegel 3%

Menge Hersteller Artikelnummer
Agarose 3g Biozym, Wien, A 840004
Rotiphorese® 10x TBE-Puffer 10ml Carl Roth, Karlsruhe, D 3061.2
Aqua dest. 90ml
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Tabelle 30 GRGreen-Mix

Anteil Hersteller ArtikeInummer
Coral load PCR Buffer 98% Qiagen, Hilden, D 1032517
GRGreen 2% Excellgen, Rockville, USA EG-1071

3.4.3 Serotypisierung

Serotypisierung mittels Objekttrageragglutination

Zusétzlich zur Serotypisierung durch die multiplex-PCR (Kapitel 3.3.3.2) wurde die
Objekttrageragglutination stichprobenhaft bei 10 Y. enterocolitica-Isolaten zur Bestitigung der
Serotypen durchgefiihrt. Fiir diese Antigen-Antikorper-Reaktion wurden die monospezifischen
Testseren Anti-Y. enterocolitica O:3, O:5, 0:8, 0:9 und O:27 eingesetzt. Die Durchfiihrung und
Auswertung erfolgten gemidB3 der beigelegten Gebrauchsanweisung. Ein Tropfen des
entsprechenden Testserums wurde auf einen Objekttrager gegeben und mit Koloniematerial
vermengt bis sich eine homogene, milchige Suspension bildete. Nach mehrmaligem
Schwenken kam es bei positiven Reaktionen zu fein- bis grobflockigen, mit bloem Auge
erkennbaren Agglutinationen. Blieb die Suspension milchig-triib wurde das Ergebnis negativ

beurteilt.

Serotypisierung mittels multiplex-PCR

Die molekularbiologische Bestitigung und Serotypisierung der Yersinia-Isolate erfolgte mittels
Multiplex-PCR in Anlehnung an das von Garzetti et al. (2014) beschriebene Protokoll, welches
in Tabelle 31 dargestellt ist. Es wurde mit Modifikationen in Bezug auf die eingesetzte

Konzentration der Primer (Tabelle 32) durchgefiihrt (Garzetti et al. 2014).

Zur Differenzierung der am hiufigsten auftretenden Serotypen O:3, 0:9, O:8, O:5 und O:5,27
wurden wie von Garzetti et al. (2014) beschrieben, spezifische Gene ausgewihlt. Serotyp O:3
wird iiber die Amplifikation des Gens wbbU nachgewiesen. Der Serotyp O:9 wird durch per
detektiert. Charakteristisch fiir den Serotyp O:8 ist wbcA und fiir O:5 bzw. 0:5,27 wzt.
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Die multiplex-PCR wurde in einem Thermocycler C1000 mit in Tabelle 26 Kapitel 3.4.2.2
beschriebenem Temperaturprofil durchgefiihrt. Um die Serotypen O:5 und 0O:27 zu
unterscheiden, folgte eine Singleplex PCR unter Verwendung der Primer dargestellt in Tabelle

33 (Garzetti et al. 2014).

Die PCR-Produkte wurden wie bereits in Kapitel 3.4.2.2 beschrieben behandelt und sichtbar

gemacht.

Tabelle 31 Mastermix fiir die multiplex-PCR zur molekularbiologischen Serotypisierung

Reagenzien Volumen je Ansatzin pl
10x Puffer 2,5

MgCI2 [25mM] 1,3

dNTPs [10mM] 0,25

Taq-Pol [5U/ul] 0,1

DNA 2

Primermix 1,04

Aqua dest. 17,81

gesamt 25

Tabelle 32 Primermicx fiir die multiplex-PCR zur molekularbiologischen Serotypisierung

Fragmentlinge
Target Primer Primersequenzen (5'-3") (bp) KMol
per (0:9) per F TCCTTCTCCAAATATATAGGTGCCA 837 1,2
per R ATGCGGCATTAGATGAGATGGA 1,2
wzt (0:5,27) wzt F GTTAGTTCCTGCATCTGATCGCC 662 0,4
wzt R ATCCAGCATCCATGGCTCC 0,4
wbbU (0O:3) wbbu F ACCTCGTATTTTTGAAGATGATCGC 463 0,4
wbbu R GTACTCAATAACTTGCTGTTCGGA 0,4
wbc A (O:8) wbca F TGATGAACGAGGCGAGTTTGTT 269 0,08
wbca R TACTCCGTCTGTTATGCGGATTTAG 0,08
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Tabelle 33 Primermix fiir die Singleplex PCR zur Differenzierung von O:5 und O:27 (Garzetti et al. 2014)

Fragmentlinge
Target Primer Primersequenzen (5'-3") (bp) KMol
05,27 05,27 F TTCCAGCACACGTCGAACAAGTTC 627 100

05,27 R AGGAAGATATCCAGTGCCGCT

3.5 Antimikrobielle Empfindlichkeitspriifung

Die Yersinia-Isolate wurden gegeniiber 17 antibiotischen Wirkstoffen auf ihre Empfindlichkeit
getestet. Zur Qualitdtssicherung wurden die Stimme Staphylococcus aureus ATCC 25923 und
Escherichia coli ATCC 25922 als Kontrollstimme verwendet. Beide Stimme wurden bei 37 °C
bebriitet.

Die Auswahl der eingesetzten antimikrobiellen Wirkstoffe erfolgte anhand von in anderen
Studien verwendeten Wirkstoffen (Bonardi et al. 2010, Terentjeva und Bérzins 2010, Meyer et
al. 2011, Fabrega und Vila 2012, Novoslavskij et al. 2013, Ozdemir und Arslan 2015), welche
sich mit der Empfindlichkeitspriifung von Y. enterocolitica befassten und im Hinblick auf deren
Zulassung in human- sowie veterindrmedizinischen Préparaten und/oder deren besonderen
Resistenzlage als aussagekréftig erachtet wurde. Die verwendeten Wirkstoffe mit Angabe der
jeweiligen Konzentration der Testbldttchen sind in Tabelle 34 dargestellt und die

Konzentrationen entsprechen den Vorgaben des CLSI (2014).
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Tabelle 34 Beschickung verwendeter Testblittchen (Mast Diagnostica GmbH, Reinfeld, D)

Antimikrobieller Wirkstoff ng/Testbliittchen Artikelnummer
Kanamycin 30ug 111112
Sulfamethoxazol/Trimethoprim 23,75/1,25ug 113122
Cefuroxim 30ug 113050
Cefalotin 30ug 113012
Aztreonam 30ug 110146
Trimethoprim Sug 112026
Ciprofloxacin Spg 113142
Streptomycin 10ug 111946
Chloramphenicol 30ug 113016
Ampicillin 10ug 110122
Tetracyclin 30ug 112010
Amoxicillin/Clavulansiure 20/10pg 110116
Erythromycin 15pug 110515
Cefotaxim 30ug 113018
Nalidixinséure 30png 111426
Cefazolin 30ug 113054
Gentamicin 10ug 110712

Die Empfindlichkeitstestung wurde {iber einen Agardiffusionstest nach der Kirby-Bauer-
Methode auf Miiller-Hinton-Agar durchgefiihrt und entspricht mit leichten Abweichungen,
welche im folgenden Text erldutert sind, den Vorgaben des CLSI (Clinical And Laboratory
Standards Institute) (CLSI 2014).

Schritt 1: Die zu untersuchenden Isolate und die Kontrollstimme wurden aus dem Cryobank-

Rohrchen auf Plate Count- Agarplatten (Tabelle 35) fiir 24 h bei 30 °C bebritet.

Tabelle 35 Zusammensetzung Plate Count Agar

verwendete Menge [g/l]  Hersteller Artikelnummer
Pepton aus Casein 5,0
Hefeextrakt 2.5 Merck, Darmstadt, D 1054630500
D(+)-Glucose 1,0
Agar-Agar 14,0

Schritt 2: Von jeder Platte wurden mit einer Ose 5 Kolonien enthommen, in 5 ml Miiller-

Hinton-Bouillon (Tabelle 36) suspendiert und 16-20 h bei 30 °C bebriitet. Im Unterschied zu
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CLSI wurde keine CAMHB (Kationenadjustierte Miiller-Hinton-Bouillon) verwendet.
Vorversuche zeigten, dass die Auswahl des Mediums keinen signifikanten Einfluss auf die

Untersuchungsergebnisse hat.

Tabelle 36 Miiller-Hinton-Bouillon

Menge in g/l
Rindfleisch, getrocknete Infusion aus 300 g 2
Caseinhydrolysat 17,5
Stirke 1,5

pH7.3+0.,1

Schritt 3: Das CLSI empfiehlt, die Bakteriensuspensionen der Ubernachtkultur auf einen
Triibungsstandard von 0,5 McFarland einzustellen. Dies entspricht einer optischen Dichte von
0,125 bei 550 nm und einer Bakteriendichte von etwa 1-4x10% KbE/ml. Mit einem Photometer
wurde die optische Dichte der Bakteriensuspension bestimmt und entsprechend dem Ergebnis

mit MHB verdiunnt und fiir das weitere Verfahren verwendet.

Schritt 4: Auf jeweils drei Miiller-Hinton-Agarplatten (Tabelle 37) wurden pro Stamm 100 pl

Bakteriensuspension mit einem sterilen Spatel ausplattiert.

Tabelle 37 Miiller-Hinton-Agar

Menge in g/l
Rindfleisch, getrocknete Infusion aus 300 g 2
Caseinhydrolysat 17,5
Stirke 1,5
Agar 17

pH73+0.1

Schritt 5: Nach dem Abtrocknen der Agarplatte wurden mithilfe eines Dispensers 6
Testbléttchen pro Platte der verschiedenen antimikrobiellen Wirkstoffe auf die Agaroberfldache

gestempelt und anschlieBend bei 37 °C fiir 16-20 h bebriitet.
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Schritt 6: Nach der Inkubation wurde der maximale und minimale Diameter pro Hemmhof mit
einem Lineal gemessen und der Durchschnitt dieser beiden Durchmesser in einer Tabelle

erfasst.

Die Bewertung der Hemmhofe wurde anhand des Bewertungsschliissels fiir
Enterobacteriaceae des CLSI durchgefiihrt, da fiir Yersinia explizit keine Grenzwerte

vorhanden sind (Tabelle 38). Die Bewertung der Kontrollstimme ist in Tabelle 39 dargestellt.

Die Stimme wurden je nach ermittelten Diametern in ,,sensibel (S), ,,intermediar* (I) und
Hresistent (R) eingestuft, wobei in der Auswertung die intermedidren und die resistenten

Stimme zusammengefasst wurden.

Tabelle 38 Hemmbhofbewertungsschliissel fiir Enterobacteriaceae bei parenteraler Anwendung

(entsprechend den Vorgaben des CLSI (2014))

Antimikrobieller Wirkstoff  pg/Testbléittchen Durchmesser in mm
R 1 S

Kanamycin 30pug <13 14-17 >18
Sulfamethoxazol/Trimethoprim 23,75/1,25pug <10 g 11-15 >16
Cefuroxim 30ug <14 15-17 (oral 15-22) >18 (oral >23)
Cefalotin* 30pg <14 15-17 >18
Aztreonam 30ug <17 18-20 >21
Trimethoprim Sug <10 g 11-15 >16
Ciprofloxacin Sug <21 22-25 >26
Streptomycin 10pug <117 12-14 >15
Chloramphenicol 30ug <12 13-17 >18
Ampicillin 10ug <13 14-16 >17
Tetracyclin 30ug <11 g 12-14 >15
Amoxicillin/Clavulansdure 20/10pg <13 14-17 >18
Erythromycin** 15ng <23 14-22 >13
Cefotaxim 30ug <22 23-25 >26
Nalidixinsdure 30ug <13 14-18 >19
Cefazolin 30ug <19 20-22 >23
Gentamicin 10ug <12 13-14 >15

*aus CLSI M100-S24 (2014)
**aus Meyer et al. (2007), bezieht sich auf CLSI Dokument von 2002
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Tabelle 39 Hemmhofbewertungsschliissel fiir Qualititskontrollstimme (entsprechend den Vorgaben des
CLSI)

Antimikrobieller Wirkstoff = pg/Testbldttchen  Escherichia coli ~ Staphylococcus aureus

ATCC 25922 ATCC 25923

Kanamycin 30ug 17-25 19-26
Sulfamethoxazol/Trimethoprim 23,75/1,25ug 23-29 24-32
Cefuroxim 30ug 20-26 27-35
Cefalotin 30png 15-21 29-37
Aztreonam 30ug 28-36 -

Trimethoprim Sug 21-28 19-26
Ciprofloxacin Spg 30-40 22-30
Streptomycin 10ug g 12-20 14-22
Chloramphenicol 30png 21-27 19-26
Ampicillin 10pg 16-22 27-35
Tetracyclin 30ug 18-25 24-30
Amoxicillin/Clavulansdure 20/10pg 18-24 28-36
Erythromycin 15ug - 22-30
Cefotaxim 30ug 29-35 25-31
Nalidixinsédure 30ug 22-28 -

Cefazolin 30png 21-27 29-35
Gentamicin 10pg 19-26 19-27

3.6 Statistische Auswertung

Die Analysen wurden mithilfe der Software SPSS Version 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
durchgefiihrt. Die logistische Regression wurde benutzt um mehrere Merkmale und mogliche
Einflussfaktoren fiir den Nachweis von Y. enterocolitica aus einer Probe zu ermitteln. Als

signifikant wurde ein p-Wert < 0,05 angesehen.

In die logistische Regression wurden die Merkmale Wildart, Altersklasse, Geschlecht,
Jagdbezirk und Lagerungsdauer der Probe berticksichtigt.
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4  Ergebnisse

4.1 Probenbearbeitung und Identifizierung

Die Proben wurden im Zeitraum von Oktober 2015 bis Januar 2017 entnommen und bearbeitet.
Sie stammen aus wildreichen Regionen mit rdumlichem Schwerpunkt in Stid-Ost Brandenburg
aus den Landkreisen Oder-Spree, Dahme-Spreewald und Spree-Neifle (Abbildung 8). Der
iiberwiegende Teil der Proben wurde in den Revieren der Landeswaldoberforsterei Peitz und
dem kommunalen Eigenbetrieb Stadtforst Fiirstenwalde akquiriert. Die Tonsillen wurden zum
Teil von frisch erlegtem Wild im Rahmen von Gesellschafts- oder Einzeljagden direkt
entnommen oder stammen von erlegten Tieren, welche in Wildsammelstellen zwischengelagert
wurden und der Erlegungszeitpunkt maximal 12 Tage zuriicklag. Von den insgesamt 782
untersuchten Proben (Tabelle S 1) stammten 316 Proben von Rehen, 310 Proben von
Schwarzwild, 110 Proben von Rotwild und 46 Proben von Fiichsen. Die Probenverteilung unter
den Wildarten ist in Abbildung 10 dargestellt. Um potentielle Einfliisse auf die Yersinia-
Privalenz zu ermitteln, wurde fiir jedes beprobte Tier neben dem Landkreis auch das
Geschlecht, das Alter und die Lagerungsdauer bis zur Bearbeitung der Proben dokumentiert.
Die Zusammensetzung der Probengesamtheit ist nach Wildart, Geschlecht und Altersklasse in

Tabelle 40 und Tabelle 41 dargestellt.

Fiir die Prévalenzstudie wurden die 782 Tonsillenpaare von den Wildarten Reh-, Schwarz-,
Rotwild und Fiichsen qualitativ auf das Vorkommen von Y. enterocolitica unter Anwendung

einer modifizierten DIN EN ISO-Norm 10273:2017 (Abbildung 9) untersucht.

Tabelle 40 Probenverteilung nach Altersklassen und Geschlecht von Reh- und Schwarzwild

Altersklassen Rehwild n (%) Schwarzwild n (%)
m 4 m A4

0 (ca. 0-12 Monate) 34 (10,8%) 44 (13,9%) 74 (23,9%) 72 (23,2%)

1 (ca. 12-24 Monate) 52 (16,5%) 73 (23,1%) 56 (18,1%) 54 (17,4%)

2 (>24 Monate) 30 (9,5%) 83 (26,3%) 9 (2,8%) 45 (14,5%)

Gesamt 316 (100%) 310 (100%)

m= miénnliche Individuen, w= weibliche Individuen
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Tabelle 41 Probenverteilung nach Altersklassen und Geschlecht von Rotwild und Fiichsen

Altersklassen Rotwild n (%) Fiichse n (%)

m w m W
0 (ca. 0-12 Monate) 9 (8,2%) 22 (20,0%) 2 (4,3%) 3 (6,5%)
1 (ca. 12-24 Monate) 13 (11,2%( 21 (19,1%) 10 (21,7%) 12 (26,1%)
2 (>24 Monate) 11 (10,0%) 34 (30,9%) 14 (30,4%) 5(10,9%)
Gesamt 110 (100%) 46 (100%)

m= ménnliche Individuen, w= weibliche Individuen

Abbildung 10 Wildartenverteilung der Probengesamtheit
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Im Gegensatz zur Methodik der DIN EN ISO 10273:2017 wurde dabei auf die alkaline
Behandlung mit KOH verzichtet. Die zusdtzlich im Anhang der DIN EN ISO 10271:2017
beschriebene Kaélteanreicherung wurde in dieser Arbeit standardmiBig verwendet. Zur
Identifikation und Charakterisierung wurde ein multiplex PCR-Protokoll nach Garzetti et al.
(2014) verwendet (Tabelle 27). Anhand dieser Methodik wurden 126 Proben (Tabelle S 2) als
Y. enterocolitica positiv getestet. Von diesen 126 PCR-positiven Isolaten konnten 95 Isolate
mittels Massenspektrometrie als Y. enterocolitica bestitigt werden. Das entspricht einer
Gesamtprdvalenz von 12,1% (95/782). Die Proben, die nicht durch MALDI als
Y. enterocolitica bestitigt werden konnten, wurden mittels 16S-Gensequenzierung iiberpriift.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 42 den Ergebnissen aus MALDI gegeniibergestellt. Die
Mehrzahl der Proben wurde als Serratia (28) identifiziert und je eine Probe als zugehorig zu
Rhanella, Pseudomonas und Y. enterocolitica. Die Ergebnisse der 16S-Gensequenzierung
bestétigten in 27 Féllen das MALDI-Ergebnis, vier Proben (36, 111, 419, 743) stimmen nicht

uberein.
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Tabelle 42 Ergebnisse der 16S-Gensequenzierung MALDI-negativer Proben im Vergleich zum MALDI

Ergebnis
Proben-ID 16s-Gensequenzierung MALDI
23 Serratia Serratia
27 Serratia Serratia
36 Rhanella Serratia
82 Serratia Serratia
85 Serratia Serratia
88 Serratia Serratia
89 Serratia Serratia
108 Serratia Serratia
109 Serratia Serratia
111 Serratia Morganella
114 Serratia Serratia
118 Serratia Serratia
130 Serratia Serratia
155 Serratia Serratia
162 Serratia Serratia
222 Serratia Serratia
250 Serratia Serratia
260 Serratia Serratia
262 Serratia Serratia
268 Serratia Serratia
328 Serratia Serratia
419 Serratia Morganella
535 Serratia Serratia
553 Serratia Serratia
562 Pseudomonas Pseudomonas
635 Serratia Serratia
698 Serratia Serratia
743 Y. enterocolitica Pseudomonas
766 Serratia Serratia
781 Serratia Serratia
782 Serratia Serratia

Die 95 jeweils durch MALDI bestétigten Proben bilden die Grundlage der folgenden

Priavalenzberechnungen.
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4.2 Privalenz von Y. enterocolitica im Wild

Abbildung 11 zeigt die Verteilung der Probengesamtheit und der positiven Proben auf die
Landkreise. Fiir den Landkreis SPN wurde eine Yersinia-Pravalenz von 13,6% (45/332), fiir
den Landkreis LOS von 11,9% (36/302) und fiir den Landkreis Dahme-Spreewald von 9,5%
(14/148) ermittelt. Aus welchem Landkreis die Proben stammen, hat keinen signifikanten

Einfluss auf die Y. enterocolitica-Pravalenz.
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Abbildung 11 Verteilung der Probengesamtheit und der Y. enterocolitica-Positiven Proben auf die

Landkreise

Die Yersinia-Privalenz betrug beim beprobten Schwarzwild 21,94% (68/310), beim Rehwild
6,01% (19/316), beim Rotwild 2,73% (3/110) und bei Fiichsen 10,87% (5/46) (Abbildung 12).
Anhand der logistischen Regression ldsst sich feststellen, dass Rotwild und Rehe eine statistisch

signifikante niedrigere Wahrscheinlichkeit haben, Y. enterocolitica-positiv zu sein als

58



Ergebnisse

Schwarzwild (Rotwild 0,112-fach [95% CI: 0,033-0,378; p < 0.001] und Rehe 0,095-fach
[95%CI: 0,042-0,2177; p < 0.001]). Der Unterschied zwischen den Geschlechtern trotz des
Odds-Ratio von 0,564 (0,318 — 1,000, minnliche Tiere hatten eine niedrigere
Wahrscheinlichkeit als weibliche) mit p = 0,06 konnte knapp als nicht signifikant belegt
werden. Wird das Geschlecht abhiingig von der Wildart analysiert, so zeigt sich auch hier
formal kein signifikanter Unterschied (p=0,062), aber zumindest fiir das Rehwild ergab sich ein
deutlicher Hinweis, dass ménnliche Rehe eine 4,5-mal hohere Wahrscheinlichkeit hatten

Y. enterocolitica-positiv zu sein, als weibliche (95%CI: 1,49-13,58; p < 0,05).

Weitere Einflussfaktoren wie Altersklasse, Jagdbezirk und Lagerungsdauer zeigten in der
logistischen Regression keine signifikanten Zusammenhdnge mit der Y. enterocolitica-
Pravalenz (p=0,099, p=0,061, p=0,472). Um einen moglichen Einfluss der physikalischen
Grenze durch die Autobahn A12 zu untersuchen, wurden die Ergebnisse der Proben der
Jagdbezirke der Stadtforst Fiirstenwalde (nordlich der Autobahn A12) mit denen der restlichen
Jagdbezirke (slidlich der Autobahn A12) mithilfe der logistischen Regression tiberpriift. Die
Privalenz in den Fiirstenwalder Jagdbezirken lag bei 12,0% (31/258) und in den iibrigen
Jagdbezirken bei 12,2% (64/524). Auch wenn die Pravalenzen in beiden Gebieten mit 12,0 bzw.
12,2% recht dhnlich waren, war in der logistischen Regression der p-Wert mit p=0,061 recht

niedrig, wenn auch nicht signifikant.

Pravalenz von Y. enterocolitica der einzelnen Tierarten

25,00%
21,94% (68/310)
20,00%
15,00%
10,87% (5/46)
10,00%
6,01% (19/316)
5,00%
R 2,73% (3/110)
oo i

Schwarzwild Rehwild Rotwild Flichse

Abbildung 12 Privalenz von Y. enterocolitica der einzelnen Wildarten
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4.3 Bio- und Serotypisierung

Zur molekularbiologischen Biotypsierung wurde das Protokoll von Garzetti et al. (2014), wie
in Kapitel 3.4.2.2 beschrieben, verwendet. Die Ergebnisse der Amplifikation der Zielgene sind
in Tabelle 43 dargestellt. In allen 95 Stdmmen erfolgte eine Amplifikation mit den fiir
Y. enterocolitica spezifischen 16S rRNA Primern. Bei 12 der 95 Yersinia-Isolate konnte das ail
Gen mittels PCR nachgewiesen werden, welches als Marker fiir Y. enterocolitica vom Biotyp
1B und 2 bis 5 anerkannt ist. ystB wurde bei 73 Stimmen nachgewiesen, bei welchen kein ail
Gen nachgewiesen wurde. Das Gen ys/B gilt als Marker von Y. enterocolitica-Stimmen des
Biotyps 1A. Das inv Gen wurde in 53 Stimmen nachgewiesen. In 48 davon konnte ebenfalls

das ysfB Gen und in drei Stimmen das ail Gen nachgewiesen werden.

Tabelle 43 Ergebnisse der multiplex-PCR nach Garzetti (2014). Die Ergebnisse der multiplex-PCR der 95 Stimme wurden

mit positiv (+) und negativ (-) im Hinblick auf die Amplifikation des Zielgens bewertet

PCR-Ergebnis Anzahl Biotyp
ail inv ystB
- + + 48 1A
- - + 25 1A
+ - - 9 1B oder 2 bis 5
- - - 8 nicht zuzuordnen
+ + - 3 1B oder 2 bis 5
+ - 2 nicht zuzuordnen

Die Ergebnisse der biochemischen Untersuchung der 95 Isolate nach Wauters et al. (1987)
durch das BfR sind in Tabelle 44 dargestellt. Bei 61 Isolaten wurde die Spezies Y. enterocolitica
bestitigt. 59 davon wurden dem Biotyp 1A, ein Isolat dem Biotyp 1B und ein Isolat dem Biotyp
2 zugeordnet. 34 Isolate konnten anhand der biochemischen Analyse keinem Y. enterocolitica

Biotypen zugeordnet werden.
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Tabelle 44 Ergebnisse der biochemischen Untersuchungen der im MALDI bestiitigten Y. enterocolitica-

positiven Isolate durch das BfR

Ergebnis biochemischer Untersuchung Anzahl
Y. enterocolitica Biotyp 1A 59

Y. enterocolitica Biotyp 1B 1

Y. enterocolitica Biotyp 2 1

nicht typisierbar 34

Die molekularbiologische Serotypisierung, wie in Kapitel 3.4.3.2 beschrieben, wurde
stichprobenartig mittels Objekttrigeragglutination tiberpriift. In allen neun Proben stimmen die
Ergebnisse der Objekttrigeragglutination mit denen der molekularbiologischen

Serotypisierung iiberein. Die Ergebnisse sind in Tabelle 45 dargestellt.

Tabelle 45 Stichprobenartige Uberpriifung der molekularbiologischen Serotypisierung mittels

Objekttrigeragglutination mit spezifischen Antiseren

Probennummer PCR Serologie
317 0:3 0:3
371 0O:5 0:5
403 0:5 0:5
638 0:3 0:3
662 0:5 0:5
706 O:5 0:5
729 0:5 0:5
765 0:8 08
767 0:8 0:8

Beim Rehwild war O:8 der am Haufigsten vertretene Serotyp (15/19). Zwei Isolate lieBen sich
dem Serotyp O:3 und ein Isolat dem Serotyp O:5 zuordnen. Die Isolate gehorten, soweit

nachweisbar, nur zum Biotyp 1A.

Von den 68 Isolaten aus Schwarzwildproben lieen sich 55 dem Serotyp O:8, neun Isolate dem
Serotyp O:5 und zwei Isolate dem Serotyp O:3 zuordnen, wohingegen zwei Isolate keiner der
getesteten Serotypen zugeordnet werden konnten. Die Isolate gehdrten mehrheitlich zu dem
Biotyp 1A, jedoch konnte auch ein Isolat des Serotyp O:8 dem Biotyp 2 sowie ein Isolat dem
Biotyp 1B zugeordnet werden.
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Beim Rotwild wurden zwei Isolate dem Serotyp O:8 zugeordnet und ein Isolat dem Serotyp

O:3. Die drei Isolate gehdren alle zum Biotyp 1A.

Von den 5 Isolaten aus Fuchstonsillen wurde ein Isolat dem Serotyp O:5 zugeordnet und vier

dem Serotyp O:8.

Eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der Privalenzen, Sero- und Biotypen der einzelnen

Wildarten bietet Tabelle 46.

Tabelle 46 Privalenzen, Verteilung der Serotypen und biochemisch identifizierte Biotypen der einzelnen

Wildarten

. . Serotypen biochemisch identifizierte
Wildart Privalenz 0:3 05 0:8 nicht zuzuordnen Biotypen
Rehwild 19/316; 6,0% 2 1 15 1 1A

Schwarzwild  68/319; 21,9% 2 9 55 2 1A, 1B, 2
Rotwild 3/110; 2,7% 1 / 2 / 1A
Fiichse 5/48; 10,8% / 1 4 / 1A

4.4 [Ergebnisse der Antibiotikaresistenzbestimmung der Isolate

Die Antibiotikaresistenztestung wurden mittels Agardiffusionstest nach den CLSI-Vorgaben
durchgefithrt. Dabei wurde die Empfindlichkeit gegeniiber den 17 antimikrobiellen
Wirkstoffen, welche in Tabelle 34 mit der jeweiligen Konzentration dargestellt sind, getestet.
Als Qualititskontrolle wurden die Stimme E. coli ATCC25922 und S. aureus ATCC25923
verwendet. Die Empfindlichkeitsbewertung erfolgte anhand der vom CLSI fiir
Enterobacteriaceae angegebenen Grenzwerte fiir die parenterale Einnahme antimikrobieller
Wirkstoffe (Tabelle 38), wobei in den folgenden Ausfiihrungen resistent und intermediér

zusammengefasst wurden und als resistent bezeichnet werden.

Insgesamt betrachtet waren die meisten Y. enterocolitica-Stimme gegen die antimikrobiellen
Wirkstoffe empfindlich, mit Ausnahme von Ampicillin, Erythromycin, Amoxicillin-
Clavulansdure, Cefalotin und Cefazolin. Alle Stimme waren gegen Kanamycin und
Nalidixinsdure empfindlich. Gegen Erythromycin war kein Stamm empfindlich. Eine Ubersicht

der Ergebnisse zeigt Abbildung 13.
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Im Hinblick auf die Antibiotikaklassen zeigt sich eine verminderte Empfindlichkeit bei den
Cephalosporinen der ersten Generation mit nur 2 sensiblen Stimmen gegeniiber Cefalotin und
5 sensiblen Stimmen gegeniiber Cefazolin. Gegen die Cephalosporine der zweiten und dritten
Generation waren die untersuchten Isolate iiberwiegend empfindlich mit nur sechs resistenten
Isolaten gegen Cefuroxim und 4 resistenten Isolaten gegen Cefotaxim. Bei den Vertretern der
Penicilline zeigt sich eine gemischte Resistenzlage mit 13 sensiblen Isolaten bei Ampicillin und
29 sensiblen Isolaten bei Amoxicillin-Clavulansdure. Gegen die Gruppe der
Aminoglykosidantibiotika mit Kanamycin, Gentamicin und Streptomycin waren jeweils nur 0,
1 bzw. 3 Isolate resistent. Gegen die Chinolone Nalidixinséure und Ciprofloxacin waren 0 und
5 Isolate resistent. Gegeniiber den antimikrobiellen Wirkstoffen Tetracyclin,
Sulfamethoxazol/Trimethoprim, Trimethoprim und Chloramphenicol waren 92, 94, 91 und 90

Isolate empfindlich.
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Abbildung 13 Prozentuale Verteilung der Empfindlichkeit der Y. enterocolitica-Isolate gegeniiber
Antimikrobiellen Wirkstoffen. Die Empfindlichkeit gegeniiber den antimikrobiellen Wirkstoffen wurde anhand
des Agardiffusionstest getestet. Die Einteilung in resistent bzw. sensibel erfolgt anhand der vom CLSI (2014) fiir
Enterobacteriaceae angegebenen Grenzwerte fiir die parenterale Einnahme antimikrobieller Wirkstoffe (Tabelle

38)
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91 der 95 (95,8%) Isolate sind gegen drei oder mehr als drei antimikrobielle Wirkstoffe
resistent. Die hdufigste Kombination von Resistenzen (38/95) besteht gegen Erythromycin,
Ampicillin, Amoxicillin/Clavulansdure, Cefazolin und Cefalotin. Gegen diese Gruppe von
Antibiotika gelten Y. enterocolitica als intrinsisch resistent. Trotz intrinsischer Resistenz sind
29 Isolate sensibel gegen Amoxicillin/Clavulansdure, 13 gegen Ampicillin, vier gegen
Cefalotin und fiinf gegen Cefazolin. Betrachtet man nur die Resistenzlage der iibrigen 12
Antibiotika bestehen bei 66 Isolaten keine, bei 19 Isolaten eine, bei sechs Isolaten zwei, und
bei zwei Isolaten je drei Resistenzen. Zwei Isolate sind neben der oben genannten intrinsischen
Resistenz sogar gegen vier weitere antimikrobielle Wirkstoffe resistent und stammen beide von
Schwarzwild. 15 Isolate sind gegen Ciprofloxacin resistent, sechs gegen Cefuroxim, fiinf gegen
Chloramphenicol Trimethoprim und Cefotaxim, drei gegen Tetracyclin und Streptomycin, zwei

gegen Aztreonam und ein gegen Gentamicin und Sulfamethoxazol/Trimethoprim.

Die Resistenzlage der einzelnen Stimme findet sich im Anhang in Tabelle S 3.
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5 Diskussion

Die Abschusszahlen der letzten Jahre vom Schalenwild in Brandenburg, vor allem vom
Schwarzwild, lassen auf eine hohe Wilddichte schlieBen. Brandenburg verzeichnet laut dem
Jagdbericht des Landes Brandenburg (2018) in der Jagdsaison 2016/2017 die meisten
Abschiisse im bundesweiten Léndervergleich beim Schwarzwild und liegt auch bei den
Wildarten Rotwild, Rehwild und Fiichsen auf den vorderen Plitzen. Bei steigendem
Wildbretverzehr und steigender Zahl von Jagdscheininhabern in Deutschland ist die Bedeutung
von Wild als potentieller Ubertriiger von Zoonosen ebenfalls ansteigend und nicht unbedeutend.
Zusitzlich sind Verzehrsgewohnheiten, wie der Verzehr von nicht ausreichend erhitztem
Fleisch und ,dry aged Reifung*“ zurzeit im Trend und lebensmittelhygienisch nicht
unbedenklich. Auch die Herstellung frischer Rohwiirste oder nicht lange gereifter Rohschinken
aus Wildbret ist dabei zu beachten. Zu beriicksichtigen ist fiir die Risikobewertung weiterhin,
dass der Wildbretverzehr pro Kopf im Vergleich mit anderen Fleischarten zwar gering ist, dies
aber ein Durchschnittswert ist, der von Wildbretliebhabern um ein Mehrfaches iiberschritten

wird.

Die Yersiniose ist in Europa die dritthdufigste durch Lebensmittel {ibertragene bakterielle
Magen-Darm-Erkrankung des Menschen und wird au8er durch Y. pseudotuberculosis vor allem

durch Y. enterocolitica verursacht (Fredriksson-Ahomaa und Wacheck 2011).

Wild birgt zum einen als Reservoir und Vektor die Gefahr der Verbreitung von Y. enterocolitica
und ist zum anderen als Lebensmittel eine potentielle Infektionsquelle fiir den Menschen
(Fredriksson-Ahomaa et al., 2011, Bancerz-Kisiel et al., 2015). Uber die Privalenz von
Y. enterocolitica in brandenburgischen Wildpopulationen ist jedoch bisher wenig bekannt. Die
Erweiterung des Wissens dazu stellt ein wichtiges Ziel dieser Studie dar. Die gewonnenen
Isolate wurden zudem im Hinblick auf ihr potentielles pathogenes Potential charakterisiert. Des
Weiteren wurden die isolierten Y. enterocolitica-Stimme auf mogliche antimikrobielle

Resistenzen untersucht.

In der vorliegenden Studie wurden Tonsillen als Probenmaterial gewéhlt, weil in Tonsillen
Y. enterocolitica nach einer Infektion bzw. Kolonisation noch wochen- bis monatelang

nachweisbar ist (Kapperud 1991, Nesbakken et al. 2006) und die Tiere in der Regel zu klinisch
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gesunden Triagern des Erregers werden (Schiemann 1989), wihrend der Nachweis von
Y. enterocolitica iiber den Kot oft nicht mehr mdglich ist (Thibodeau et al. 1999). Zusitzlich
besteht ein Tropismus von Y. enterocolitica zu lymphatischem Gewebe (Najdenski et al. 1998).
Daneben ergeben sich entlang des Schlachtprozesses und der Fleischuntersuchung zahlreiche
Moglichkeiten der Kontamination von Fleisch und Fleischerzeugnissen durch
Schlachtkorperbestandteile mit potentiell hohem Erregerdruck, insbesondere durch
lymphatisches Gewebe und Darminhalt. Besonders bei Tatigkeiten wie Anusumschneiden,
Rachenringlésen und Lymphknoteninzisionen besteht ein hohes Risiko der Kontamination. Das
Risiko, dass durch verunreinigte Messer oder Tropfwasser der Erreger auf weitere Karkassen
verschleppt wird, ist hoch (Kapperud, 1991, Fredriksson-Ahomaa et al., 2001a). Inzwischen

wird im Rahmen der Fleischuntersuchung allerdings weitestgehend auf Inzisionen verzichtet.

5.1 Pravalenzuntersuchung von Y. enterocolitica aus Wild in Brandenburg

Als Hauptverursacher der humanen Yersiniose kommt dem Vorkommen von Y. enterocolitica
in Lebensmitteln nach wie vor weltweit eine grole Bedeutung zu und wurde vielfach
untersucht. Aktuelle Studien, die sich mit dem Nachweis von Y. enterocolitica in Wild
beschéftigen, sind selten, insbesondere mit Probenherkunft von deutschem Territorium (Bucher
et al. 2008, Wachek 2008, von Altrock et al. 2015, Loock 2018). Fiir das Bundesland

Brandenburg liegen keine diesbeziiglichen Untersuchungen vor.

Es wurde eine Prdvalenz-Studie zum Vorkommen von Y. enterocolitica in Tonsillen von
Wildschweinen, Rehen, Rotwild und Fiichsen durchgefiihrt. Fiir die vorliegende Studie wurden
wildartiibergreifend 782 Tonsillenpaare entnommen und auf das Vorhandensein von
Y. enterocolitica untersucht. Die Proben wurden aus 41 Jagdrevieren der Landkreise LDS, LOS
und SPN akquiriert, wobei die Verteilung der untersuchten Tiere {iber die Landkreise nicht
gleichmaBig ist, da der Abschuss der Tiere nicht im Hinblick auf diese Studie erfolgte. Im
Vergleich zu den gesamten Abschusszahlen Brandenburgs ist die hier eingeschlossene
Probenanzahl klein und bildet nur einen geringen Anteil der Gesamtstrecke ab, tibertrifft aber
die Anzahl der Proben in den meisten vergleichbaren Studien (Fredriksson-Ahomaa et al. 2009,
Joutsen et al. 2013, Bancerz-Kisiel et al. 2015, von Altrock et al. 2015, Arrausi-Subiza et al.
2016, Sannd et al. 2018, Syczyto et al. 2018). Die vorliegende Studie zeigt, dass

Y. enterocolitica in den untersuchten Populationen in unterschiedlichen Privalenzen vorhanden
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ist. Die Probennahme wurde nur von einer Person durchgefiihrt, um eventuelle
Verfahrensunterschiede bei der Entnahme zu vermeiden. Fiir jede Probe wurden sterile
Einmalprodukte sowohl zur Entnahme (Skalpell, Handschuhe) als auch Lagerung
(Plastikbecher) verwendet. In vergleichbaren Studien werden die Proben hidufig durch
unterschiedliche Personen oder vom Erleger selbst entnommen. Das kann dazu fiihren, dass,
wie bei Sannd et al. (2018) beschrieben, falsches Probenmaterial entnommen wurde oder
unsachgeméfBe Probenbehandlung, falsche Dokumentation und Kreuzkontaminationen nicht

ausgeschlossen werden konnen.

Beim Schwarzwild konnte in den eigenen Untersuchungen bei 21,94% (68/319) der Proben
Y. enterocolitica nachgewiesen werden. Prdvalenzen anderer européischer Studien liegen
zwischen 9,0% bis 33,3% (Fredriksson-Ahomaa et al. 2009, Bancerz-Kisiel et al. 2015, von
Altrock et al. 2015, Arrausi-Subiza et al. 2016, Sanné et al. 2018, Syczyto et al. 2018) und

damit rangiert die Pridvalenz vom Schwarzwild der eigenen Untersuchungen in diesem Bereich.

Die Priavalenz von Y. enterocolitica beim Rehwild liegt in den eigenen Untersuchungen mit
6,01% (19/316) deutlich unter der hier ermittelten Pravalenz bei Wildschweinen. In Studien aus
Polen und der Schweiz wurden etwas hohere Prdvalenzen (9,4% und 12,7%) in Rehwild

ermittelt (Joutsen et al. 2013, Syczylo et al. 2018).

Nur 2,73% (3/110) der Proben vom Rotwild waren in den eigenen Untersuchungen positiv fiir
Y. enterocolitica und liegen damit unter den Werten von Syczyto et al. (2018) mit 21,6%

(63/293) und Joutsen et al. (2013) mit 10,4% (8/77).

10,87% (5/46) der untersuchten Fiichse waren Y. enterocolitica-positiv. Nowakiewicz et al.

(2016) ermittelten eine Privalenz von 2,09% (6/286) in polnischen Rotfiichsen.

Die Diskrepanz in den Untersuchungsergebnissen kann z.B. an geographischen Unterschieden
sowie an einem geringeren Probenumfang und an den unterschiedlichen eingesetzten
Untersuchungsverfahren liegen. Zum Nachweis enteropathogener Yersinien existiert zwar die
DIN EN ISO 10273:2017, diese ist jedoch sehr zeitaufwidndig und materialintensiv, so dass
meist eine modifizierte Variante der DIN EN ISO10273:2017 angewendet wird. Dabei folgen
die Autoren verschiedener Studien auch verschiedenen Ansitzen. Arrausi-Subiza et al. (2016)
und die vorliegende Studie verzichten auf die Kaliumhydroxid (KOH)-Behandlung (20s + 5s
mit einer 0,25% igen - 0,5% igen Kalilauge) der Proben nach der Anreicherung, welche laut

der DIN EN ISO 10273:2017 obligatorisch fir den Nachweis enteropathogener
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Y. enterocolitica ist, fiihren aber eine Kélteanreicherung durch, die laut der DIN EN ISO 10273
als fakultatives Verfahren aufgefiihrt ist. Fredriksson-Ahomaa et al. (2009) und Sanné et al.
(2018) verzichten hingegen sowohl auf die Alkalibehandlung als auch auf eine
Kiélteanreicherung der Proben und plattieren nach einer kurzen Anreicherung (18-24h) mit
Irgasan-Ticarcillin-Kaliumchlorat-Bouillon (ITS), Caseinpepton-Sojamehlpepton-Bouillon
(CASO) oder PBS auf CIN-Agarplatten. Syczylo et al. (2018) kombinieren eine lange
Kilteanreicherung (21d bei 4°C) mit einer Alkalibehandlung. Laukkanen et al. (2010) haben in
threr Studie mehrere verschieden Methoden zum Nachweis pathogener Y. enterocolitica aus
Darminhalt von Hausschweinen verglichen und stellten Verfahren mit Kélteanreicherung und
Verfahren mit Kélteanreicherung und KOH-Behandlung kombiniert als sensitivste Verfahren
mit dhnlichen Nachweisraten zur Isolation pathogener Y. enterocolitica heraus. Des Weiteren
ergab sich bei Laukkanen et al. (2010) ein Trend zum vermehrten Nachweis von
nichtpathogenen Yersinien, wenn mild selektive Medien wie PSB verwendet wurden.
Fredriksson-Ahomaa und Korkeala (2003) beschreiben die Nachteile der Kélteanreicherung mit
vermehrtem Wachstum nichtpathogener Yersinien und anderen psychrotrophen Bakterien
wihrend der Inkubationszeit, welches zu einer stdrenden bis iberwuchernden Begleitflora und
somit verminderten Nachweisraten pathogener Yersinien fiihren kann. Die Proben der
vorliegenden Studie wurden nach der Entnahme direkt und unbearbeitet fiir O bis 13 Tage bei
4°C gelagert. Die Lagerungsdauer zwischen Probenentnahme und Weiterbearbeitung im Labor
zeigt keinen signifikanten Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit Y. enterocolitica-positiv zu sein

(p=0,472).

Im Folgenden enthélt die Probenbehandlung einen klassischen Kilteanreicherungsschritt mit
einer Inkubationszeit von 14 Tagen bei 4°C in PSB. In der vorliegenden Studie wurde ein
kulturelles Nachweisverfahren angewendet. Danach erfolgte eine Bestitigung der Spezies
durch molekularbiologische und biochemische Verfahren, um moglichst genaue Ergebnisse zu
erzielen. Bei einer kulturellen Nachweismethodik ist es nur mdglich, Yersinien nachzuweisen,
wenn diese auch in der Probe noch vermehrungsfihig sind. Fredriksson-Ahomaa und Korkeala
(2003) schlussfolgerten in ihrer Studie, dass die niedrigen Nachweisraten pathogener
Y. enterocolitica auf ineffektiven Isolierungsmethoden beruhen konnen. Obwohl die
verwendeten Selektiv-Medien das Wachstum anderer Bakterien nicht génzlich verhindern,
unterdriicken sie z. T. das Wachstum einiger pathogener Y. enterocolitica-Stimme. Damit kann
auch in der vorliegenden Studie eine hohere Prdvalenz pathogener Y. enterocolitica nicht

ausgeschlossen werden. Molekularbiologische Methoden fiihren zwar zu einer sichereren
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Bewertung des Vorhandenseins pathogener Y. enterocolitica im Untersuchungsmaterial jedoch
kann so keine Aussage getroffen werden, ob die Probe mit lebensfdhigen Yersinien

kontaminiert war und bedarf einer kulturellen Abklarung.

Das europdische Gremium fiir biologische Gefahren (BIOHAZ 2007) empfiehlt eine
Kombination aus kulturellen und molekularbiologischen Methoden zum Nachweis

humanpathogener Y. enterocolitica aus Lebensmitteln.

In den eigenen Untersuchungen konnten deutliche Unterschiede in den Prévalenzen der
Tierarten Schwarzwild im Vergleich zum Rotwild und Rehwild festgestellt werden. Reh- und
Rotwild haben demnach eine signifikant geringere Wahrscheinlichkeit (Rotwild 0,112-fach
[95% CI: 0,033-0,378; p < 0.001] und Rehe 0,095-fach [95%CI: 0,042-0,2177; p < 0.001]),
Y. enterocolitica-positiv zu sein, als Wildschweine. Die Griinde hierfiir liegen wahrscheinlich
in der unterschiedlichen Anatomie und/oder der Lebensweise. Wildschweine suhlen sich von
den hier untersuchten Tierarten am Héufigsten und wiihlen stindig zur Nahrungssuche im
Erdreich, was zu hoheren Keimzahlen auf der Haut (Scherling 1989, Casoli et al. 2005) fiihrt.
Daraus ergibt sich ein hoheres Kontaktrisiko des Tieres mit Y. enterocolitica und ein hoheres
Kontaminationsrisiko des Wildkdrpers durch den Schuss oder das Ausweiden. Der Trend, dass
ménnliche Rehe zudem eine ca. 4,5-mal hohere Wahrscheinlichkeit haben, Y. enterocolitica
positiv zu sein als weibliche, konnte nicht erklart werden und bedarf weiterer Untersuchungen.
Die anndhernde physikalische Abgrenzung verschiedener Populationen, z.B. durch die
Autobahn Al2 in den eigenen Untersuchungen, ergab kein eindeutiges Ergebnis. Die
Gesamtpridvalenzen, unabhéngig von den Tierarten der beiden Populationen dhneln sich mit
12% (21/258) in Fiirstenwalde und 12,2% (64/524) im restlichen Gebiet sehr, der p-Wert in der
logistischen Regression ist jedoch nur knapp nicht signifikant (p=0,061). Die Verhéltnisse der
Wildarten am gesamten Probenpool unterscheiden sich in den beiden Regionen in den Anteilen
von Reh- und Schwarzwild und kdnnten Ursache der fast identischen Gesamtpréivalenz sein.
Die Probenzahlen sind jedoch zu klein, um sichere Schlussfolgerungen zu ziehen. Die
Moglichkeit, dass getrennte Populationen unterschiedliche Prdvalenzen aufweisen konnen,

sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass verschiedene
Wildarten ein bemerkenswertes Potential an Reservoiren fiir Y. enterocolitica darstellen.
Inwieweit diese Ergebnisse auf andere Regionen oder Tierarten extrapoliert werden konnen, ist

fraglich und sollte in weiteren Studien untersucht werden.
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5.2 Charakterisierung der Isolate

Im Anschluss an die Identifizierung der Y. enterocolitica-1solate aus den Tonsillen wurden
diese mittels MALDI-TOF-Analyse bestdtigt. Im Anschluss wurden die Isolate anhand ihrer
Bio- und Serotypen charakterisiert. Das BIOHAZ-Gremium (2007) sieht in der Einteilung in
Biotypen die verldsslichste Methode zur Einteilung in pathogen oder apathogen. Der Serotyp
ist hierfir nicht aussagekréftig, weil verbreitete Serotypen sowohl pathogene als auch
apathogene Staimme unter sich vereinen. Die Biotypisierung erfolgte am Konsiliarlabor fiir

Yersinien (BfR) und die Serotypisierung mittels PCR nach Garzetti et al. (2014).

Die Serotypisierung in den eigenen Untersuchungen (Tabelle 46) flihrte zu dem Ergebnis, dass
beim Schwarzwild 80,9% (55/68) der Isolate dem Serotyp O:8 zugeordnet wurden, 13,2%
(9/68) wurden dem Serotyp O:5 und nur 0,3% (2/68) dem Serotyp O:3 zugeordnet. In den
Untersuchungen von Bancerz-Kisiel et al. (2015) bei Wildschweinen und von Bonardi et al.
(2010) bei Hausschweinen dominiert ebenfalls der Serotyp O:8 (Tabelle 5), wenn auch nicht
mit so hohen Prozentzahlen wie in den eigenen Untersuchungen, allerdings auch mit einer
geringeren Anzahl an Isolaten und somit gréBerer statistischer Unsicherheit. Diese Studien
verhalten sich dhnlich im Vergleich zur eigenen Studie mit den Serotypen O:5 und O:3.
Zusitzlich féllt bei den beiden genannten Studien auf, dass bei liber 40% der Isolate keine

Angabe iiber die Serotypen gemacht wurde oder gemacht werden konnte.

Beim Rehwild ist die Verteilung der Serotypen in den eigenen Untersuchungen dhnlich dem
Schwarzwild: 78,9% (15/19) wurden dem Serotyp O:8 zugeordnet und nur 0,5% (1/19) dem
Serotyp O:5 und 1% (2/19) dem Serotyp O:3. Die Anzahl der isolierten Stimme ist beim
Rehwild mit 19 viel geringer als vom Schwarzwild. Bei Bancerz-Kisiel et al. (2015) wurden
85% (17/20) keinem Serotyp zugeteilt, 10% (2/20) dem Serotyp O:8 und nur ein Isolat (5%)
dem Serotyp O:27. Damit wurden in den eigenen Untersuchungen prozentual wesentlich mehr
Stamme dem Serotyp O:8 zugeordnet als in der polnischen Studie und deutlich weniger Isolate
konnten keinem Serotyp zugeordnet werden. Die Datenlage ist gerade bei dieser Wildart sehr

gering und bedarf weiteren Untersuchungen.

Die Vergleiche der Serotypisierung beim Rotwild mit Daten aus der Literatur sind ebenso

schwierig, wie die der anderen Wildarten, da die Datenmenge zu gering ist, um allgemeine
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Trends ablesen zu konnen oder belastbare Aussagen zu treffen. Sie bediirfen weiterer

Forschung in anderen Studien auf diesem Gebiet.

Im Vergleich zu klinischen Proben von an Yersiniose erkrankten Menschen in Deutschland in
den Jahren 2008 (Rosner et al.) und 2016 (BfR) ist der Serotyp O:3, im Gegensatz zum Wild,

der mit Abstand hiufigste nachgewiesene Serotyp und O:8 mit 0,5% sowie 1,0% eher selten.

Die Ergebnisse der Biotypisierung durch das BfR zeigen 7 ail positive Isolate die dem Biotyp
1A zugeordnet werden konnten. Der Biotyp 1A gilt als apathogen fiir den Menschen. Es
existieren jedoch Berichte iiber Y. enterocolitica-Stamme vom Biotyp 1A, welche Triger des

ail Genes sind (Sihvonen et al. 2011).

Ein Isolat wurde dem Biotyp 1B und dem Serotyp O:8 zugeordnet und gilt damit als
humanpathogen (Fredriksson-Ahomaa 2017). Frither wurde dieser Stamm vor allem in
Amerika isoliert, wird aber seit einiger Zeit auch sporadisch in humanen klinischen Proben in
Europa nachgewiesen (Martini et al. 1989, Schubert et al. 2003, Szych et al. 2004) Ein weiteres
Isolat wurde dem Biotyp 2, damit ebenfalls humanpathogen und Serotyp O:8 zugeordnet. Beide

Isolate stammen von Schwarzwildproben.

34 der 95 Y. enterocolitica positiven Proben konnten, trotz einer Bestitigung durch PCR und
MALDI-TOF, keinem Y. enterocolitica- Biotyp zugeordnet werden. Anhand der
biochemischen Typisierung wurden fiir 23 Isolate eine Zugehorigkeit zur Spezies
Y. frederiksenii, fir 3 Isolate eine Zugehorigkeit zur Spezies Y. kristensenii und fiir 3 Isolate
eine Zugehorigkeit zur Spezies Y. intermedia nachgewiesen, welche zu den Y. enterocolitica-
like Spezies gehoren und biochemisch sehr &hnliche Reaktionen wie Y. enterocolitica
aufweisen. Eine finnische Studie zeigte, dass 50% von Y. enterocolitica-like Spezies anhand
der biochemischen Untersuchungen in der Routinediagnostik fdlschlicherweise als
Y. enterocolitica identifiziert wurden (Sihvonen et al. 2009). Da die biochemischen
Bestitigungsreaktionen eine gewisse Unsicherheit bergen und die 34 Isolate durch zwei andere
Methoden, PCR und MALDI-TOF, als Y. enterocolitica bestétigt wurden, wurden sie dennoch
als Y. enterocolitica-Isolate in die Analysen eingeschlossen. Diese Isolate sollten weiter
untersucht werden, da nicht komplett ausgeschlossen ist, dass es sich doch um Y. enterocolitica-
like Spezies handelt. Ebenso kann, trotz sorgfiltiger Arbeit nach den allgemeinen

Laborstandards, das Vorhandensein von Mischkulturen zu solchen Ergebnissen fiihren.
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Mit der Studie konnte gezeigt werden, dass eine nicht unerhebliche Anzahl der beprobten
Wildtiere im siidostlichen Brandenburg Trager von Y. enterocolitica sind und ein Risiko fiir
den Menschen darstellen konnen. Im Hinblick darauf, dass die in dieser Studie angewendete
Methode wahrscheinlich zu einem vermehrten Nachweis von nichtpathogenen Yersinien fiihrt,
ist eine hohere Prévalenz der pathogenen Y. enterocolitica in den untersuchten Proben nicht
auszuschlieBen (Fredriksson-Ahomaa und Korkeala 2003, Laukkanen et al. 2010). Zusétzlich
wird die Pathogenitit von Stimmen des Biotyp 1A diskutiert. Mehrere Untersuchungen
humaner, klinischer Proben weisen den Biotyp 1A als Krankheitsursache aus (Batzilla et al.
2011, Stephan et al. 2013). Des Weiteren zeigen mehrere Studien, dass auch der Biotyp 1A das
ail Gen tragen kann, dies unterstiitzt die Ergebnisse der eigenen Untersuchungen (Falcao et al.
2006, Cheyne et al. 2010, Sihvonen et al. 2011). Somit scheint die auf dem ail Gen basierende
Pathogenititseinschdtzung nicht ausreichend zuverldssig zu sein und bedarf eines

vertrauenswiirdigeren Markers.

Insgesamt betrachtet, ist die Pravalenz von Y. enterocolitica vor allem beim Schwarzwild nicht
zu unterschitzen. Wenn man die Zahlen auf die Jahresstrecke der Saison 2016/2017
Brandenburgs hochrechnet, kann man von einer errechneten Anzahl von 16.756
Y. enterocolitica- belasteten Wildkorpern ausgehen. Auch wenn nur ein kleiner Teil der Isolate
pathogen ist bzw. nicht zu dem bei humanen Infektionen hiufigsten Serotyp O: 3 gehort,
veranschaulicht diese Hochrechnung das zoonotische Potential von Wildtieren. Ob sich ein
Verbraucher oder eine Person, die Kontakt zum Wildbret hat, z.B. Jiger oder Fleischer,
tatsdchlich mit Y. enterocolitica infiziert, hingt von zahlreichen Faktoren ab, wie z.B.
geeigneten Hygienemalinahmen wahrend des Aufbrechens oder Zerteilens von Wildkorpern
oder der gewihlten Art der Zubereitung. Eine Zugehorigkeit zu einer der Risikogruppen

(YOPIS) erhoht sicherlich das Risiko einer Yersiniose.

Die eigenen Untersuchungen verdeutlichen das Risiko, gerade bei hdaufigem Umgang mit Wild
(Jager, Fleischer) in Kontakt mit humanpathogenen Y. enterocolitica zu kommen und dass
SchutzmaBnahmen im Umgang mit Wild durchaus wichtig sind. Zwar sind bisher noch keine
Berichte iiber Yersiniosen durch Verzehr von kontaminiertem Wildbret bekannt, aber durch
steigendes Verbraucherinteresse nach Alternativen zur konventionellen Fleischwirtschaft und
steigenden Streckenzahlen, vor allem von Schwarzwild, kann Wildbret eine zunehmende Rolle
in der Verbreitung von Y. enterocolitica spielen. Ein weiteres Risiko stellt die heute {ibliche

Zubereitung von Fleisch dar. Immer oOfter wird Fleisch, zur Steigerung des

72



Diskussion

Geschmackserlebnisses, ,,rosa” oder ,blutig” zubereitet und damit, im Hinblick auf die
Keimzahlminimierung, nur ungeniigend erhitzt. Im Vergleich zu den Verzehrgewohnheiten von
Hausschwein und Wildbret erscheint diese Rolle sehr klein, aber in Jidgerhaushalten wird um
ein Vielfaches mehr Wildbret (13,2kg) verzehrt als im Schnitt der Gesamtbevolkerung (1,4kg)
(Hoffmann 2013). Demnach konnten Jager besonders gefdhrdet sein, durch den vermehrten
Umgang und Verzehr von Wildbret durch dieses an Yersiniose zu erkranken. Dazu liegen bisher
keine Daten vor, sollten aber im Rahmen einer zukiinftigen Studie untersucht werden.
Hackfleisch vom Hauschwein gilt als grofite Risikoquelle fiir die humane Yersiniose.
Lebensmittelhygienische Daten fiir Hackfleisch aus Wildbret liegen keine vor, jedoch ist mit
z.B. Wildburgern ein Trend zu vermehrtem Wildhackkonsum vorhanden und sollte im Hinblick
auf mogliche Zoonoseerreger untersucht werden. Fiir eine Risikobewertung liegen insgesamt
nicht geniigend Daten zum Vorkommen von Y. enterocolitica in Wildbret vor. Unklar ist
aullerdem immer noch, wie hoch die minimale Infektionsdosis fiir Menschen ist. Generell
werden in den Studien meist qualitative Aussagen iiber Nachweise von Yersinien gemacht,
quantitative Aussagen zur Keimzahl fehlen héufig. Oft wurden die Erreger im Fleisch, wenn
iiberhaupt, nur nach Anreicherung nachgewiesen, was fiir eine geringe Keimzahl spricht.
Andererseits konnte kiihl gelagertes Fleisch eine Art Anreicherung erfahren da Yersinien sich

auch bei Kiihltemperaturen vermehren kénnen.

Wihrend der Probenakquise auf den Jagden konnte vielfach beobachtet werden, dass einfachste
Hygienemaflnahmen zum Selbstschutz nur unzureichend umgesetzt wurden. Handschuhe
wurden wihrend des Versorgens des Wildes meistens nur bei groBangelegten Forstamtsjagden
getragen und das Vorhandensein von Wasser in guter Qualitit zum Handewaschen war auch
nicht immer gegeben. Wie wichtig Hygienemallnahmen, nicht zuletzt auch bei der Gewinnung
von einwandfreien Lebensmitteln sind, sollte vermehrt propagiert und gelehrt werden, um

diesbeziiglich Wissen bei den betroffenen Personengruppen zu férdern.

5.3 Antimikrobielle Resistenzen

Die Ermittlung der antimikrobiellen Resistenzen erfolgte im Rahmen dieser Studie fiir alle 95
Y. enterocolitica-Isolate und unterscheidet nicht zwischen humanpathogenen oder apathogenen

Stimmen.
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Die Ergebnisse der antimikrobiellen Resistenzuntersuchung (Abbildung 13) bestétigen im
Wesentlichen die Ergebnisse anderer Autoren. Fredriksson-Ahomaa et al. (2009) beschreiben
eine generelle Resistenz von Y. enterocolitica gegen P-Lactamase-sensitive Penicilline wie
Ampicillin und gegen Cephalosporine der ersten Generation, wie Cefalotin und Cefazolin und
gegen Erythromycin und bestdtigen damit die Resultate der eigenen Untersuchungen. Andere
Autoren kamen auch zu dem Ergebnis einer weit verbreiteten Resistenz gegen Erythromycin,
Ampicillin (Terentjeva und Beérzins 2010, Novoslavskij et al. 2013) und Cefalotin als
Cephalosporin der ersten Generation (Terentjeva und Beérzin§ 2010, Bonardi et al. 2014).
Fredriksson-Ahomaa et al. (2011) beschreiben eine unterschiedliche Resistenzlage von
Y. enterocolitica gegen Amoxicillin/Clavulansdure, isoliert aus Wildschweinen im Vergleich
zu Isolaten aus Hausschweinproben. Wiahrend die Isolate aus Wildschweinproben resistent
waren, erwiesen sich die Isolate aus Hausschweinen als sensibel gegen
Amoxicillin/Clavulansédure. In den eigenen Untersuchungen zeigten sich wildartiibergreifend
29 der 95 Isolate sensibel gegen Amoxicillin/Clavulanséure. Davon stammen 21 Isolate von
Wildschweinen. Mit 47 resistenten Isolaten aus Wildschweinen kann die Beobachtung von
Fredriksson-Ahomaa et al. (2011) unterstiitzt werden, dass Y. enterocolitica-Isolate aus
Wildschweinen gegen Amoxicillin/Clavulansidure eine hohe Resistenzrate aufweisen. Eine
Ursache konnte in einem unterschiedlichen Aufbau der Zellmembranen von Y. enterocolitica-
Stimmen aus Haus- und Wildschweinen liegen. Die f-Lactamase A aus Wildschwein-Stimmen
wird eventuell nicht von der Clavulansidure gehemmt, im Gegensatz zu der B-Lactamase A der
Hausschweine-Stimme (Sharma et al. 2004). Eine andere Ursache konnte sein, dass sich die
verschiedenen Allel-Varianten der B-Lactamase A in ihrer Empfindlichkeit gegeniiber der
Clavulansdure unterscheiden (Singhal et al. 2015). Die gute Wirksamkeit der
Aminoglykosidantibiotika ~ (Kanamycin, = Gentamicin, Streptomycin),  Chinolone
(Nalidixinsdure und Ciprofloxacin), Tetracylin, Sulfamethoxazol/Trimethoprim, Trimethoprim
und Chloramphenicol wird von mehreren Autoren bestétigt und spiegelt auch die bei humaner
Yersiniose hdufig eingesetzten antimikrobiellen Wirkstoffe wider (Terentjeva und Beérzins

2010, Novoslavskij et al. 2013, Jamali et al. 2015, Ozdemir und Arslan 2015).
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Mit dieser Studie konnte das Vorkommen von Y. enterocolitica in brandenburgischen
Wildbestinden von Schwarzwild, Rehwild, Rotwild und Fiichsen nachgewiesen werden. Alle
untersuchten Wildarten bergen das Potential, Reservoire fiir Y. enterocolitica zu sein und
konnen eine Yersiniose auf Menschen iibertragen, wobei, durch die hohe Préivalenz, dem
Schwarzwild eine besondere Bedeutung zuteilwird. Derartige Untersuchungen sind im
Bundesland Brandenburg erstmals vorgenommen worden. Damit leistet die vorliegende Arbeit
zugleich einen Beitrag zur Bewertung des von Wild ausgehenden potenziellen Risikos in Bezug

auf eine mogliche Y. enterocolitica-Lebensmittelinfektion durch kontaminiertes Wildbret.

Obwohl keine Berichte zu Yersiniosen durch kontaminiertes Wildbret vorliegen, kann von
einem Risiko ausgegangen werden, welches durch steigenden Wildbretkonsum, steigende
Schwarzwildstrecken und veridnderte Verzehrsgewohnheiten vergrofert wird. Das Studium der
Literatur bestétigt das Erfordernis, diese Thematik zu bearbeiten. Die Datenlage zur Pravalenz
in Deutschen Wildbestdnden ist eher klein und bedarf weiterer Untersuchungen auch in anderen

Bundesliandern.

Die Einteilung der Isolate hinsichtlich ihres Bio-/Serotyps gelang zu einem groflen Teil, mit
dem Ergebnis, dass in dieser Arbeit mehrere Y. enterocolitica-Stamme isoliert wurden, die

potentiell humanpathogen sind, u.a. ein Stamm des Bio-/Serotyps 1B/O:8 und ein Stamm 2/0O:8.

Fiir weiterfiilhrende Untersuchungen wire eine Vereinheitlichung und Optimierung der
Untersuchungsmethoden  wiinschenswert, da  die  vorhandenen  Prédvalenzdaten
vorausgegangener Studien zeigen, dass diese durch unterschiedliche Methoden differieren und

es eines besseren Markers fiir pathogene Y. enterocolitica bedarf.

Die Ermittlung der Resistenzlage der isolierten Stimme bestétigte im Allgemeinen die
bestehenden Daten aus der Literatur und zeigt, dass die in der Humanmedizin verwendeten
antimikrobiellen Wirkstoffe zur Behandlung der Yersiniose weiterhin wirksam sind. Wenige

Stimme waren gegen eine Vielzahl der ausgewdhlten antimikrobiellen Wirkstoffe resistent.

Dennoch bleiben Fragen beziiglich der Epidemiologie ungeklart und sollten Thema weiterer

Untersuchungen sein. Weiterhin muss der Jager und auch der Verbraucher beziiglich der
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Gefahren im Umgang mit rohem Wildbret stirker sensibilisiert werden. Die hohe Rate an
erkrankten Kleinkindern scheint hier eine Nachldssigkeit der Personen- und Kiichenhygiene
aufzuzeigen, weil diese wohl eher kein rohes Fleisch verzehren, sondern wahrscheinlich
Kreuzkontaminationen von Kindernahrung durch unzureichende Sorgsamkeit verursacht

werden.

Fiir Jager sollte insbesondere gelten, dass das Versorgen von Wild ein hohes Mal} an Hygiene
verlangt, da die Verantwortung bei der Gewinnung von Nahrungsmitteln, sich selbst und dem

Verbraucher gegeniiber, sehr grof3 ist.
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7  Zusammenfassung

Felix Franz Henning

Untersuchung zur Privalenz, Charakterisierung und antimikrobieller Resistenz
von Y. enterocolitica in Wildbestinden von Schwarzwild, Rehwild, Rotwild und

Fiichsen im siidostlichen Brandenburg

Die Yersiniose, welche neben Y. pseudotuberculosis hauptsdchlich durch Y. enterocolitica
ausgelost wird, tritt nach Infektionen mit Campylobacter und Salmonella als dritthdufigste
bakterielle Magen-Darm-Erkrankung beim Menschen in Deutschland auf. Seit 2001 ist die
Yersiniose, nach Infektionsschutzgesetz, eine meldepflichtige FErkrankung, welche
vornehmlich alimentidr durch den Verzehr von kontaminiertem, rohen oder unzureichend
erhitztem Schweinefleisch auf den Menschen iibertragen wird. Wahrend umfangreiche Daten
zu Préivalenzen in Nutztieren vorliegen, wurde das Vorkommen von Y. enterocolitica bei

Wildtieren in Deutschland bisher nur wenig untersucht.

Ziel dieser Studie war, die Pravalenz von Y. enterocolitica bei unterschiedlichen Wildtierarten
im siidostlichen Brandenburg zu bestimmen, die Isolate hinsichtlich ihres Bio-/Serotyps zu

charakterisieren und ihre antimikrobielle Resistenz zu ermitteln.

Zu diesem Zweck wurden im Zeitraum von 2015 bis 2017 insgesamt 782 Tonsillenpaare von
erlegtem Rehwild (316), Schwarzwild (310), Rotwild (110) und Fiichsen (46) aus den
Landkreisen Oder-Spree, Dahme-Spreewald und Spree-Neifle entnommen und im Labor
untersucht. Die Proben wurden nach einer 14tagigen Kilteanreicherung in PSB auf CIN-Agar
kultiviert und verdichtige Kolonien isoliert. Die Spezieszugehorigkeit wurde mittels PCR
identifiziert und durch MALDI-TOF bestitigt. Weiterhin wurden die Serotypen der Stimme
mittels PCR nach Garzetti et al. (2014) bestimmt und die Stimme im BfR biochemisch

charakterisiert. Die antimikrobielle Resistenztestung erfolgte mittels Agardiffusionstest.

Insgesamt wurden 95 Y. enterocolitica Stamme isoliert. Die ermittelten Privalenzen liegen

beim Schwarzwild bei 21,94% (68/310), beim Rehwild bei 6,01% (19/316), beim Rotwild bei
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2,73% (3/110) und bei Fiichsen bei 10,87% (5/46). 12 der 95 Yersinia-Isolate trugen das ail
Gen, 73 Stdmme das ys/B und 53 Stdmme das inv Gen. Biochemisch wurden 59 Stimme dem
Biotyp 1A, ein Stamm dem Biotyp 1B und ein Stamm dem Biotyp 2 zugeordnet. 34 Stimme
konnten keinem Y. enterocolitica Biotypen zugeordnet werden. Am hdufigsten vertreten war
der Serotyp O:8 (76/95), gefolgt von O:5 (11/95) und O:3 (5/95). Drei Stdimme konnten keinem
Serotyp zugeordnet werden. Zwei von Wildschweinen stammende Isolate konnten den

humanpathogenen Bio-/Serotypen 1B/O:8 und 2/0:8 zugeordnet werden.

Die Testung auf antimikrobielle Resistenzen ergab, dass alle Stimme gegen Kanamycin und
Nalidixinsdure empfindlich sowie resistent gegen Erythromycin waren. Insgesamt betrachtet
waren die meisten Y. enterocolitica-Stimme gegen die untersuchten antimikrobiellen
Wirkstoffe empfindlich, aber resistent gegen Ampicillin, Erythromycin, Amoxicillin-
Clavulanséure, Cefalotin und Cefazolin. Im Hinblick auf die Antibiotikaklassen zeigt sich eine
verminderte Empfindlichkeit bei den Cephalosporinen der ersten Generation mit nur 2
sensiblen Stimmen gegeniiber Cefalotin und 5 sensiblen Stimmen gegeniiber Cefazolin. Gegen
die Cephalosporine der zweiten und dritten Generation waren die untersuchten Isolate
iiberwiegend empfindlich mit nur sechs resistenten Isolaten gegen Cefuroxim und 4 resistenten
Isolaten gegen Cefotaxim. Bei den Vertretern der Penicilline zeigt sich eine gemischte
Resistenzlage mit 13 sensiblen Isolaten bei Ampicillin und 29 sensiblen Isolaten bei
Amoxicillin-Clavulansdure. Gegen die Gruppe der Aminoglykosidantibiotika mit Kanamycin,
Gentamicin und Streptomycin waren jeweils kein, nur ein bzw. drei Isolate resistent. Gegen die
Chinolone Nalidixinsdure und Ciprofloxacin waren keine bzw. fiinf Isolate resistent.
Gegeniiber den antimikrobiellen Wirkstoffen Tetracyclin, Sulfamethoxazol/Trimethoprim,
Trimethoprim und Chloramphenicol waren 92, 94, 91 und 90 Isolate empfindlich. 91 der 95

(95,8%) Isolate sind gegen drei oder mehr als drei antimikrobielle Wirkstoffe resistent.

Die vorliegende Studie deutet darauf hin, dass beim Umgang mit Wild ein Risiko besteht mit
Y. enterocolitica in Kontakt zu geraten und somit eine Infektion mit Yersinia liber diesen Weg
moglich ist. Dies unterstreicht die Bedeutung der Einhaltung von Personal- und
Wildbrethygiene im Umgang mit potentiellen Lebensmitteln zum Verbraucherschutz aber auch
zum Eigenschutz. Die Personengruppen, Jager und Fleischer, welche in der Regel den ersten
und direkten Kontakt zum Tier haben, legen den Grundstein fiir ein hygienisches und qualitativ

hochwertiges Lebensmittel.
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8 Summary

Felix Franz Henning

Examination of the prevalence, characterization and antimicrobacterial resistance of Y.
enterocolitica in game populations of wild boars, roe deer, red deer, and foxes in south-

eastern Brandenburg

Yersiniosis, which is, besides Y. pseudotuberculosis, mainly caused by Y. enterocolitica, is the
third leading bacterial gastrointestinal disease subsequent to infections with Campylobacter and
Salmonella in Germany. Since 2001, yersiniosis is a notifiable disease according to the German
Protection against Infection Act and is mainly transmitted to humans via the consumption of
contaminated raw or insufficiently heated pork. While there are comprehensive data on
prevalences in livestock, the presence of Y. enterocolitica in German game has not been

examined in detail so far.

The objective of the present study was to determine the prevalence of Y. enterocolitica in
different game species in south-eastern Brandenburg, the characterization of the isolates with

regard to their bio-/serotypes, and the determination of their antimicrobial resistance patterns.

For this purpose, a total of 782 tonsil pairs of killed roe deer (316), wild boars (310), red deer
(110), and foxes (46) from the districts Oder-Spree, Dahme-Spreewald, and Spree-Neille were
collected and analyzed in a laboratory. After 14 days of cold enrichment in PSB, the samples
were streaked on CIN-Agar and suspect colonies were isolated. The Species of these isolates
were identified via PCR and confirmed by MALDI-TOF. Serotypes of the Y. enterocolitica
isolates were determined by PCR according to Garzetti et al. (2014) and the isolates were
biochemically characterized in the BfR. The antimicrobial resistance patterns were analyzed by

the agar diffusion method.

In total, Y. enterocolitica were isolated of 95 samples. The determined prevalences are 21.94%
(68/310) in the wild boars, 6.01% (19/316) in roe deer, 2.73% (3/110) in red deer, and 10.87%
(5/46) in foxes. In 12 out of the 95 Yersinia strains the ail gene, in 73 strains the ys/B and in 53
strains the inv gene were detected by PCR. Biochemically, 59 strains were categorized as

biotype 1A, one strain as biotype 1B, and one strain as biotype 2. For 34 strains no
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Y. enterocolitica biotype could be determined. Serotype O:8 was the most frequent one (76/95),
followed by serotype O:5 (11/95) and O:3 (5/95). Three of the strains could not be allocated to
one of the investigated serotypes. Two Y. enterocolitica strains, both isolated from wild boars,

belong to the human-pathogenic bio-/serotypes 1B/O:8 and 2/0:8.

The antimicrobial resistance testing revealed that most Y. enterocolitica strains were susceptible
to the antimicrobial active substances examined, but resistant to ampicillin, erythromycin,
amoxicillin clavulanic acid, cefalotin, and cefazolin. All strains were susceptible to kanamycin
and nalidixic acid and resistant to erythromycin. With regard to the antibiotics classes, there is
a reduced susceptibility to the cephalosporins of the first generation with only two strains being
susceptible to cefalotin and five strains to cefazolin. Regarding the cephalosporins of the second
and third generations, most isolates were susceptible with only six isolates being resistant to
cefuroxim and four isolates to cefotaxim. With the penicillins, a mixed resistance distribution
could be observed: 13 isolates were susceptible to ampicillin and 29 isolates were susceptible
to amoxicillin clavulanic acid. With the group of aminoglycoside antibiotics, only none, one,
and three isolates were resistant to kanamycin, gentamicin, and streptomycin, respectively.
Susceptible to the quinolones nalidixic acid and ciprofloxacin were none and five isolates,
respectively. 92, 94, 91, and 90 isolates were susceptible to the antimicrobial active substances
tetracycline, sulfamethoxazole/trimethoprim, trimethoprim, and chloramphenicol, respectively.
In total, 91 out of the 95 (95.8%) isolates were resistant to three or more antimicrobial active

substances.

The present study suggests that when handling game there is a risk of getting in contact with
Y. enterocolitica and thus an infection with Yersinia is possible. This underlines the importance
of complying with personal and game hygiene when handling potential food in order to ensure
consumer protection but also self-protection. The groups of persons who usually have the initial
and direct contact with the animal, i.e. hunters and butchers, lay the foundation for a hygienic

and high-quality product.
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Anhang

Tabelle S 1 Probenmerkmale
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SfFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
SfFi
SfFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
SfFi
SfFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
SfFi
SfFi
SfFi
StFi

::::::::::::::éé:::::::é:::é::s::é::::::::sss::sss

n.t.
nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
nt.
nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t
n.t
nt.
YE
n.t.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
Serratia
n.t.
nt.
nt.
Serratia
nt.
nt.
n.t.
nt.
n.t
n.t.
nt.
YE

Serratia
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t
n.t.
nt.
n.t.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
n.t.



Anhang

Fortsetzung der Tabelle S 1

Probe Wildart

Geschlecht® Altersklasse” Landkreis® Lagerungsdauer’ Jagdbezirk® PCR' MALDI'

51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
929
100

Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Fuchs
Fuchs
Fuchs
Reh
Reh
Reh
Reh
Rotwild
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Rotwild
Wildschwein
Wildschwein
Reh
Fuchs
Reh
Wildschwein
Wildschwein
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Fuchs
Rotwild
Wildschwein
Reh
Rotwild
Reh
Wildschwein
Rotwild
Reh
Rotwild
Fuchs
Rotwild
Rotwild
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein

s £ €€ <€£<£3€£<£38383 <€ €< £s£<€3BB33<E<££<€£pg<sggssgEgpgE3EBREsEBE <<

S OO OO P NN NP, NO R P NP, ODNDNDDNNDNOFR R~ ~P,OON NN~ F = ~)BNONDDND R~ N~~~ — O

LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
LDS
LOS
LDS
LOS
LDS
LDS
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
LDS
LDS
LDS
SPN
SPN
LDS
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
LOS
LDS
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN

111

7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6

StFi
StFi
StFi
StFi
SfFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere

:ss::::::::ssééésés:é::::ns::é:ss:énssssséés:ss:::s:

nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
n.t.
nt.
nt.
YE
YE
nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
nt.
YE
n.t.
nt.
nt.
n.t.
YE
nt.
n.t.
n.t.
nt.
nt.
nt.
nt.
nt.
Serratia
n.t.
n.t.
Serratia
n.t.
YE
Serratia
Serratia
nt.
nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
n.t.
nt.
nt.
n.t.



Anhang

Fortsetzung der Tabelle S 1

Probe Wildart

Geschlecht® Altersklasse” Landkreis® Lagerungsdauer’ Jagdbezirk® PCR' MALDI'

101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150

Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein

Reh

Reh

Rotwild

Wildschwein
Wildschwein

Reh

Reh
Wildschwein

Reh

Reh

Reh

Reh

Reh

Reh

Reh

Reh
Wildschwein

Reh

Reh

Reh
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein

B 28 £<€£38<€<s£s8Bs<s£g¥g3<g88<¢g<E€38<E<s<<g£s£<€£3£3<€838<£3888¢<€38¢¢< <€ ¢<£3+¢4

S O NV O NN OO NN O P NP~ NDNO RPN DNDNONNRFR PP, P NN OOODODO O, O~ M~P)FODNF~RDNR~RO~,DND~OOo -~

SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
LOS
LOS
LDS
LDS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS

112

0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6

0-6
0-6
0-6

andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
SfFi
SfFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi

é:ﬁ:ﬁQQDSDSDDDDDDBBDDDQDDDBBDDBBDDQSDéés:ﬁé:ﬁéés:ﬁ:ﬁéss:ﬁ

n.t.
nt.
nt.
YE
nt.
nt.
n.t.
Serratia
Serratia
nt.
Morganella
n.t.
nt.
Serratia
YE
nt.
nt.
Serratia
n.t.
n.t.
nt.
n.t.
nt.
nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
nt.
Serratia
n.t.
nt.
nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
nt.
nt.
nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
YE
YE
n.t.
nt.
YE



Anhang

Fortsetzung der Tabelle S 1

Probe Wildart

Geschlecht® Altersklasse” Landkreis® Lagerungsdauer’ Jagdbezirk® PCR' MALDI'

151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200

Wildschwein
Wildschwein
Reh
Reh
Reh
Wildschwein
Wildschwein
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Wildschwein
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Wildschwein
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Rotwild
Wildschwein
Reh
Wildschwein
Rotwild
Wildschwein
Reh
Wildschwein
Wildschwein
Rotwild
Rotwild
Wildschwein
Reh
Reh
Reh
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Reh

s £¥€3<€3£3<€38<€3B<E3 <€ £s£<£g3<€g8<s<s£s£<E3sEg83B8E €< <£3g<cg < g <€ <5< €

NNV OO OO DO P, NOND~E, P, NN ~R, O, NO R, ONONDNNAFR,ODNODODON~,DNFRO—~,O~,O O N~DNDOO

LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
LDS
LDS
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
LOS

113

0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6

StFi
StFi
StFi
SfFi
SfFi
SfFi
StFi
SfFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
SfFi
SfFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
SfFi
SfFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
SfFi
SfFi
SfFi
StFi
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere

BBBBBDQDSBDDDBDDééDBBBDDDDDBBDBDDDBBébéﬂbbséééz:ﬁ:ﬁﬂ

n.t.
nt.
nt.
n.t.
Serratia
YE
YE
n.t.
n.t.
n.t.
nt.
Serratia
nt.
YE
nt.
n.t.
n.t.
n.t
n.t.
nt.
nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t
n.t
nt.
nt.
nt.
nt.
n.t.
YE
YE
n.t
n.t
n.t.
n.t.
n.t.
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
YE
n.t.
nt.
nt.
nt.
nt.
nt.



Anhang

Fortsetzung der Tabelle S 1

Probe Wildart

Geschlecht® Altersklasse” Landkreis® Lagerungsdauer’ Jagdbezirk® PCR' MALDI'

201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250

Wildschwein
Fuchs
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Reh
Reh
Reh
Reh
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Wildschwein
Wildschwein
Reh
Reh
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Reh
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Wildschwein
Reh
Wildschwein
Reh
Reh
Reh

£ g3 3<s<€3sppB8s8<s38888<<£<£<£<£<£s£p3<s £ 388<8¢%¢<¢<3g-¢g

N — = = N O N NN ODODONNNION OO R OO0~ P, OO FFDN~RL,DNDNDRFRP~P,O O~ OO~ N/ O~NOo N

LOS
LDS
SPN
LDS
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
LDS
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
LDS
LDS
LDS
SPN
LDS
LDS
LDS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS

114

0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6

andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
SfFi
SfFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
SfFi
SfFi

YE

n
n
n
n
n
n

YE

n

YE
n

YE
n
n
n
n
n
n
n
n

YE

YE
n
n
n
n
n
n
n
n
n
n

YE
n
n
n
n
n
n
n
n
n

YE
n
n
n
n
n
n

YE

YE
nt.
nt.
nt.
n.t.
nt.
n.t.
YE
n.t.
YE
n.t.
YE
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
n.t.
nt.
n.t.
YE
Serratia
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
n.t.
nt.
n.t.
nt.
nt.
nt.
YE
n.t.
n.t.
n.t.
nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
YE
n.t.
n.t.
nt.
nt.
nt.
n.t.
Serratia



Anhang

Fortsetzung der Tabelle S 1

Probe Wildart

Geschlecht® Altersklasse” Landkreis® Lagerungsdauer’ Jagdbezirk® PCR' MALDI'

251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300

Reh
Wildschwein
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Wildschwein
Fuchs
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Fuchs
Fuchs
Fuchs
Reh
Reh
Reh
Reh
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Reh
Reh
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein

£ £ £ €€ £33 <€£<€38383<€3<€<£83£<g£<£<£g83<c<ggs<ggsc£<Ez3Egs<E£g3E €< <€ €383 << <%

(=}

N —m m DO~ ) NN NDON R~ — O = = OO NN~ DNDNIONDNNPDND = ONO~,O =N~ O~ NDNDNDNDODN

LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LDS
LDS
LDS
LOS
LOS
SPN
SPN
SPN
SPN
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS

115

0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13

StFi
StFi
StFi
StFi
SfFi
SfFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
SfFi
SfFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
SfFi
SfFi
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere

ssés:sss::sscésés:::::::::::::::é:::::é:éés::sss:é

YE
nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
n.t.
YE

Serratia
nt.
Serratia
nt.
nt.
nt.
nt.
n.t.
Serratia
n.t.
nt.
nt.
nt.
nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t
nt.
n.t.
nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t
YE
nt.
YE
nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
n.t.
nt.
nt.
nt.
YE
nt.
n.t.



Anhang

Fortsetzung der Tabelle S 1

Probe Wildart

Geschlecht® Altersklasse” Landkreis® Lagerungsdauer’ Jagdbezirk® PCR' MALDI'

301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350

Reh
Reh
Wildschwein
Reh
Wildschwein
Fuchs
Wildschwein
Rotwild
Reh
Rotwild
Reh
Reh
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Rotwild
Reh
Reh
Reh

£ 3§35 psggsgcz3e£ppg £33 £33<E <<€ zx3E3388¢<8¢¢<

S O —m) NDNO =~ O, DNNDNODODO R~~~ NODNDNRFR OO ONOO OO N NDDNNDDNDNDNDNODONDDND—R,ONOO O N~

LOS
SPN
SPN
LOS
LDS
SPN
LDS
LDS
LDS
LDS
LDS
LDS
LDS
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
LDS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS

116

7-13
7-13
7-13
0-6
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13

andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
StFi
StFi
SfFi
SfFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
SfFi
SfFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
SfFi
SfFi
StFi
StFi
StFi

ééDBDDDBDDSDDDDDDDDDDDééDSSBBDDBQQBSSDDDBQBSSBBB’:SB

n.t.
nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
nt.
YE
n.t.
nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
nt.
YE
YE
nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
n.t.
n.t.
YE

Serratia
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
n.t.
nt.
n.t.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
n.t.
nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
YE

YE



Anhang

Fortsetzung der Tabelle S 1

Probe Wildart Geschlecht® Altersklasse” Landkreis® Lagerungsdauer’ Jagdbezirk® PCR' MALDI'
351 Rotwild w 0 LOS 7-13 StFi n n.t.
352 Reh w 0 LOS 7-13 StFi n n.t.
353 Reh m 0 LOS 7-13 StFi YE YE
354 Reh m 0 LOS 7-13 StFi n n.t.
355 Reh m 0 LOS 7-13 SfFi n n.t.
356 Rotwild w 0 SPN 0-6 andere n n.t.
357 Reh W 0 SPN 0-6 andere n n.t.
358 Fuchs m 2 LOS 0-6 andere n n.t.
359 Fuchs m 1 LOS 0-6 andere n n.t.
360 Fuchs w 1 LOS 0-6 andere n n.t.
361 Rotwild w 1 LDS 0-6 andere n n.t.
362 Wildschwein w 0 SPN 0-6 andere n nt.
363 Wildschwein W 0 SPN 0-6 andere n n.t.
364 Wildschwein m 0 SPN 0-6 andere n n.t.
365 Wildschwein m 0 SPN 0-6 andere n n.t.
366 Reh m 2 LDS 0-6 andere n n.t.
367 Reh w 0 LDS 0-6 andere n n.t.
368 Reh m 1 LDS 0-6 andere n n.t.
369 Reh m 1 LDS 7-13 andere n n.t.
370 Reh m 2 LDS 7-13 andere n n.t.
371 Reh m 2 LDS 7-13 andere n n.t.
372 Wildschwein m 1 SPN 7-13 andere YE YE
373 Reh W 1 LDS 7-13 andere n n.t.
374 Reh m 1 LDS 7-13 andere n n.t.
375 Reh m 1 LDS 0-6 andere n n.t.
376 Reh m 1 LDS 0-6 andere n n.t.
377 Reh m 1 LDS 0-6 andere n n.t.
378 Fuchs w 1 LDS 0-6 andere n n.t.
379 Reh w 1 SPN 0-6 andere n n.t.
380 Wildschwein m 1 SPN 0-6 andere YE YE
381 Wildschwein w 1 SPN 0-6 andere YE YE
382 Reh m 1 SPN 0-6 andere n n.t.
383 Wildschwein m 1 SPN 0-6 andere n n.t.
384 Wildschwein w 1 LDS 0-6 andere YE YE
385 Reh m 1 LOS 0-6 andere n n.t.
386 Reh m 2 LDS 0-6 andere n n.t.
387 Reh m 1 LOS 0-6 andere n n.t.
388 Reh w 1 LDS 0-6 andere n n.t.
389 Reh m 2 LOS 0-6 andere n n.t.
390 Rotwild w 1 SPN 0-6 andere n n.t.
391 Reh \4 1 SPN 0-6 andere n n.t.
392 Wildschwein m 0 SPN 0-6 andere n n.t.
393 Wildschwein m 1 SPN 0-6 andere n n.t.
394 Wildschwein m 1 SPN 0-6 andere YE YE
395 Wildschwein m 1 SPN 0-6 andere YE YE
396 Wildschwein w 1 SPN 0-6 andere n n.t.
397 Reh m 1 LDS 0-6 andere n n.t.
398 Rotwild w 1 LDS 0-6 andere n n.t.
399 Reh m 1 LDS 0-6 andere n n.t.
400 Fuchs A 2 SPN 7-13 andere n n.t.
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Fortsetzung der Tabelle S 1

Probe Wildart

Geschlecht® Altersklasse” Landkreis® Lagerungsdauer’ Jagdbezirk® PCR' MALDI'

401
402
403
404
405
406
407
408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449
450

Wildschwein
Reh
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Reh
Reh
Reh
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Reh
Rotwild
Reh
Reh
Reh
Fuchs
Fuchs
Wildschwein
Reh
Reh
Wildschwein
Wildschwein
Rotwild
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Rotwild
Wildschwein
Fuchs
Rotwild
Rotwild
Wildschwein
Reh
Reh
Reh
Wildschwein
Reh
Reh
Reh
Reh
Wildschwein
Wildschwein
Rotwild
Fuchs
Fuchs
Rotwild
Wildschwein
Rotwild
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N NN = =N O = =N == ON O O OO O ok N e e e e e N e e e e e e e e e N e e e e e e e e

SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
LDS
SPN
SPN
SPN
LDS
LDS
SPN
LDS
LOS
LOS
LOS
LOS
LDS
LDS
LDS
SPN
SPN
SPN
SPN
LDS
LDS
LDS
LDS
LDS
SPN
LOS
SPN
SPN
SPN
LDS
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
LDS
LDS
LDS
LDS
SPN
LDS
SPN
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7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
41456
41456
41456
7-13
0-6
7-13
0-6
0-6
0-6
0-6
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
0-6
0-6
7-13
0-6
0-6
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13

andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
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YE
nt.
YE
nt.
nt.
nt.
YE
n.t.
n.t.
n.t.
n.t.
n.t.
nt.
nt.
nt.
nt.
n.t.
nt.
Morganella
YE
n.t.
nt.
YE
nt.
nt.
nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
nt.
nt.
nt.
YE
nt.
nt.
YE
n.t.
n.t.
n.t.
nt.
nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
nt.
nt.



Anhang

Fortsetzung der Tabelle S 1

Probe Wildart Geschlecht® Altersklasse” Landkreis® Lagerungsdauer’ Jagdbezirk® PCR' MALDI'
451 Rotwild w 0 SPN 7-13 andere n n.t.
452 Wildschwein W 0 LDS 0-6 andere n n.t.
453 Rotwild W 0 LDS 0-6 andere n n.t.
454 Rotwild w 0 LDS 0-6 andere n n.t.
455 Rotwild m 2 LDS 0-6 andere n n.t.
456 Rotwild m 0 SPN 0-6 andere n n.t.
457 Rotwild W 2 SPN 0-6 andere n n.t.
458 Wildschwein w 0 SPN 0-6 andere n n.t.
459 Reh m 2 SPN 0-6 andere n n.t.
460 Reh w 0 SPN 0-6 andere n nt.
461 Wildschwein m 0 SPN 0-6 andere n n.t.
462 Reh W 1 LDS 0-6 andere n n.t.
463 Wildschwein w 1 SPN 7-13 andere n n.t.
464 Wildschwein W 2 SPN 7-13 andere n n.t.
465 Reh m 2 SPN 7-13 andere n n.t.
466 Reh w 1 SPN 7-13 andere n n.t.
467 Wildschwein m 1 SPN 7-13 andere n n.t.
468 Reh w 1 SPN 7-13 andere n n.t.
469 Reh w 1 SPN 7-13 andere n n.t.
470 Wildschwein m 0 SPN 7-13 andere n n.t.
471 Wildschwein m 0 SPN 7-13 andere n n.t.
472 Reh W 1 SPN 7-13 andere n n.t.
473  Wildschwein w 2 LDS 7-13 andere n n.t.
474 Reh w 1 LDS 7-13 andere n n.t.
475 Wildschwein w 2 LOS 7-13 andere n n.t.
476 Rotwild W 0 SPN 0-6 andere n n.t.
477 Rotwild m 0 SPN 0-6 andere n n.t.
478 Rotwild w 1 SPN 0-6 andere n n.t.
479 Rotwild w 1 LDS 0-6 andere n n.t.
480 Rotwild W 2 SPN 0-6 andere n n.t.
481 Wildschwein m 2 SPN 0-6 andere n n.t.
482 Reh w 1 SPN 0-6 andere n n.t.
483 Rotwild W 0 SPN 0-6 andere n nt.
484 Wildschwein m 1 SPN 0-6 andere n nt.
485 Wildschwein w 1 SPN 0-6 andere n n.t.
486 Reh W 2 SPN 0-6 andere n n.t.
487 Reh \ 0 SPN 0-6 andere n n.t.
488 Reh W 0 SPN 0-6 andere n n.t.
489 Reh w 2 LDS 0-6 andere n n.t.
490 Wildschwein w 1 SPN 0-6 andere n n.t.
491 Wildschwein m 0 LDS 0-6 andere n nt.
492 Wildschwein m 0 LDS 0-6 andere n n.t.
493 Wildschwein w 1 LDS 0-6 andere YE YE
494 Rotwild w 1 LDS 0-6 andere n n.t.
495 Rotwild W 2 LDS 0-6 andere n n.t.
496 Rotwild m 2 LDS 7-13 andere n n.t.
497 Wildschwein m 2 SPN 7-13 andere n n.t.
498 Wildschwein w 1 SPN 7-13 andere n n.t.
499 Wildschwein w 1 SPN 7-13 andere n n.t.
500 Reh w 2 SPN 7-13 andere n n.t.
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Fortsetzung der Tabelle S 1

Probe Wildart

Geschlecht® Altersklasse” Landkreis® Lagerungsdauer’ Jagdbezirk® PCR' MALDI'

501
502
503
504
505
506
507
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523
524
525
526
527
528
529
530
531
532
533
534
535
536
537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
547
548
549
550

Reh
Reh
Fuchs
Reh
Reh
Wildschwein
Wildschwein
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Wildschwein
Reh
Reh
Wildschwein
Wildschwein
Fuchs
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Reh
Wildschwein
Wildschwein
Reh
Rotwild
Wildschwein
Wildschwein
Rotwild
Wildschwein
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
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LDS
SPN
LDS
LDS
LDS
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
LDS
LOS
LOS
LDS
LDS
LDS
LDS
LDS
LDS
LDS
LDS
LDS
LDS
LDS
LDS
LDS
LDS
SPN
SPN
LDS
SPN
SPN
SPN
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
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7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
0-6
0-6
0-6
0-6

andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
SfFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
SfFi
SfFi
StFi
StFi
StFi
StFi
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nt.
nt.
nt.
nt.
nt.
YE
n.t.
YE
nt.
nt.
nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t
n.t
n.t.
nt.
nt.
nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
nt.
nt.
n.t.
YE
n.t.
n.t.
n.t
nt.
n.t.
Serratia
nt.
nt.
n.t.
nt.
n.t.
nt.
n.t.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
n.t.
nt.
nt.



Anhang

Fortsetzung der Tabelle S 1

Probe Wildart

Geschlecht® Altersklasse” Landkreis® Lagerungsdauer’ Jagdbezirk® PCR' MALDI'

551
552
553
554
555
556
557
558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
568
569
570
571
572
573
574
575
576
577
578
579
580
581
582
583
584
585
586
587
588
589
590
591
592
593
594
595
596
597
598
599
600

Fuchs
Fuchs
Fuchs
Rotwild
Rotwild
Reh
Reh
Reh
Reh
Wildschwein
Reh
Rotwild
Rotwild
Wildschwein
Wildschwein
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Reh
Wildschwein
Fuchs
Fuchs
Fuchs
Fuchs
Fuchs
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
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LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LDS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
SPN
SPN
LDS
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
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0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6

StFi
StFi
StFi
StFi
SfFi
SfFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
andere
StFi
SfFi
SfFi
SfFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
SfFi
SfFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
SfFi
SfFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
SfFi
SfFi
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
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nt.
nt.
Serratia
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
YE
nt.
nt.
Pseudomonas
nt.
nt.
YE
n.t.
n.t
n.t.
nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t
n.t
nt.
n.t.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
n.t.
nt.
nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
nt.
nt.
nt.
nt.
n.t.
nt.
n.t.
n.t.
nt.
nt.
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Fortsetzung der Tabelle S 1

Probe Wildart

Geschlecht® Altersklasse” Landkreis® Lagerungsdauer’ Jagdbezirk® PCR' MALDI'

601
602
603
604
605
606
607
608
609
610
611
612
613
614
615
616
617
618
619
620
621
622
623
624
625
626
627
628
629
630
631
632
633
634
635
636
637
638
639
640
641
642
643
644
645
646
647
648
649
650

Wildschwein
Wildschwein
Reh
Rotwild
Rotwild
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Reh
Rotwild
Reh
Reh
Reh
Reh
Rotwild
Rotwild
Rotwild
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Rotwild
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Reh
Reh
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
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SPN
LDS
SPN
SPN
SPN
LDS
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
LDS
LDS
SPN
SPN
SPN
SPN
LDS
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
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0-6
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13

0-6

0-6

0-6

0-6

0-6

0-6

0-6

0-6

0-6

0-6

0-6

0-6

0-6

0-6
7-13
7-13

0-6

0-6

0-6

0-6
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13

0-6

0-6

0-6

0-6

0-6

0-6

0-6

andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
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YE
nt.
nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
nt.
n.t.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
n.t.
nt.
nt.
nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
nt.
YE
nt.
nt.
nt.
YE
n.t.
nt.
YE
n.t
YE

Serratia
nt.
nt.
YE
nt.
YE
n.t.
n.t.
n.t.
YE
n.t
n.t.
nt.
YE
nt.
YE



Anhang

Fortsetzung der Tabelle S 1

Probe Wildart

Geschlecht® Altersklasse” Landkreis® Lagerungsdauer’ Jagdbezirk® PCR' MALDI'

651
652
653
654
655
656
657
658
659
660
661
662
663
664
665
666
667
668
669
670
671
672
673
674
675
676
677
678
679
680
681
682
683
684
685
686
687
688
689
690
691
692
693
694
695
696
697
698
699
700

Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Reh
Reh
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Fuchs
Fuchs
Fuchs
Fuchs
Fuchs
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Reh
Reh
Reh
Reh
Fuchs
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Reh
Reh
Wildschwein
Wildschwein
Reh
Reh
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
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LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
LOS
LOS
LOS
LOS
LOS
LDS
LDS
LDS
LDS
LDS
LDS
LDS
LDS
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
SPN
LDS
LDS
LDS
LDS
LDS
SPN
SPN
SPN
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0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
7-13
7-13
7-13
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
0-6
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13
7-13

StFi
StFi
StFi
SfFi
SfFi
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
andere
andere
andere
andere
andere
StFi
StFi
StFi
StFi
StFi
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
andere
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nt.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
YE
n.t.
n.t.
nt.
nt.
nt.
YE
n.t.
n.t.
n.t.
n.t.
YE
n.t.
YE
nt.
nt.
nt.
YE
n.t.
n.t
n.t.
nt.
nt.
nt.
nt.
YE
n.t.
n.t.
n.t
n.t
nt.
n.t.
nt.
nt.
n.t.
n.t.
n.t.
n.t
nt.
nt.
nt.
YE
Serratia
n.t.
YE
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Probe Wildart

Geschlecht® Altersklasse” Landkreis® Lagerungsdauer’ Jagdbezirk® PCR' MALDI'

701
702
703
704
705
706
707
708
709
710
711
712
713
714
715
716
717
718
719
720
721
722
723
724
725
726
727
728
729
730
731
732
733
734
735
736
737
738
739
740
741
742
743
744
745
746
747
748
749
750

Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Rotwild

Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein

Reh

Fuchs
Fuchs

Wildschwein

Reh
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein

Reh
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein
Wildschwein

Reh

Reh

Reh

Reh

Reh

Reh

Reh
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SPN
SPN
SPN
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Anhang

Fortsetzung der Tabelle S 1

Probe Wildart

Geschlecht® Altersklasse” Landkreis® Lagerungsdauer’ Jagdbezirk® PCR' MALDI'
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* = ménnlich; w= weiblich;

® Alterklasse 0= <12 Monate, Alterklasse 1= 12-24 Monate; Alterklasse 3= >24 Monate;
¢ LDS= Landkreis Dahme-Spreewald; SPN= Landkreis Spree-Neife; LOS= Landkreis Oder-Spree;

¢ Lagerungsdauer in Tagen

¢ SfFii= Stadtforst Fiirstenwalde;

"n= negativ, YE= Y. enterocolitica ; n.t.= nicht getestet
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Anhang

Tabelle S 2 Y. enterocolitica Isolate, Bio/Serotypen und PCR Gennachweise

Probe 16s iny ystB ail MALDI Serotyp Biotyp
17 + - - + YE 0:3 Y. frederiksenii
35 + - + - YE 0:8 Serratia
60 + - + - YE 0:8 Y. frederiksenii
61 + - - - YE 0:8 Y. frederiksenii
68 + - + - YE X Y. kristensenii
73 + - + - YE X Y. frederiksenii
87 + + + - YE 0:8 YE 1A
104 + + + - YE 0:3 YE 1A
115 + - + - YE 0:8 Y. frederiksenii
146 + + + - YE 0:8 YE 1A
147 + + + - YE 0:8 YE 1A
150 + + + - YE 0:8 YE 1A
156 + - + - YE 0:8 Y. intermedia
157 + - + - YE 0:8 YE 1A
164 + + + - YE 0:8 Serratia
183 + + + - YE 0:8 YE 1A
184 + + + - YE 0:8 YE 1A
194 + - - + YE 0:8 YE 1B
201 + + + - YE 0:5 nicht Yersinia
208 + - + - YE 0:8 YE 1A
210 + - + - YE 0:8 YE 1A
212 + - + - YE 0:8 nicht Yersinia
221 + - + - YE 0:8 YE 1A
233 + - + - YE 0:5 nicht Yersinia
243 + - + - YE 0:8 YE 1A
251 + - + - YE 0:8 Y. frederiksenii
259 + - + - YE 0:8 Y. frederiksenii
285 + + + - YE 0:8 YE 1A
287 + + + - YE 0:8 YE 1A
298 + + + - YE 0:8 YE 1A
309 + - + - YE 0:8 YE 1A
317 + + + - YE 03 YE 1A
318 + + + - YE 0:8 YE 1A
327 + - - - YE 0:5 Y. kristensenii
349 + - + - YE 0:8 YE 1A
350 + - + - YE 0:8 YE 1A
353 + - + - YE 0:8 YE 1A
372 + - + - YE 0:5 YE 1A
380 + - - + YE 0:8 YE 1A
381 + - - + YE 0:8 YE 1A
384 + - - + YE 0:8 YE 1A
394 + + + - YE 0:8 YE 1A
395 + + + - YE 0:8 YE 1A
401 + + + - YE 0:8 YE 1A
403 + + + - YE 0:5 YE 1A
407 + + + - YE 0:8 YE 1A
420 + + + - YE 0:8 YE 1A
423 + - + - YE 0:8 YE 1A
435 + - - - YE 0:8 YE 1A
438 + - - - YE 0:8 YE 1A
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Anhang

Fortsetzung der Tabelle S 2

Probe 16s iny ystB ail MALDI Serotyp Biotyp
493 + - + - YE 0:8 YE 2
506 + - + - YE 0O:8 YE 1A
508 + - + - YE 0O:8 YE 1A
529 + + + - YE 0:8 YE 1A
559 + + + - YE 0:8 YE 1A
565 + + + - YE 0:8 YE 1A
601 + - - + YE X Y. intermedia
625 + + - + YE 0:8 Y. frederiksenii
629 + - - + YE 0:8 YE 1A
632 + + + - YE 0:8 YE 1A
634 + + + - YE 0:8 YE 1A
638 + + + - YE 0:3 Y. frederiksenii
640 + - + - YE 0:3 Y. frederiksenii
644 + + + - YE 0:8 Y. frederiksenii
648 + + + - YE 0:8 Y. frederiksenii
650 + + + - YE 0:8 Y. frederiksenii
656 + + + - YE 0:8 Y. frederiksenii
662 + + - + YE 0:5 Y. frederiksenii
667 + + + - YE 0:8 YE 1A
669 + + + - YE 0:8 Y. frederiksenii
673 + + + - YE 0:8 YE 1A
681 + + + - YE 0:8 YE 1A
697 + + + - YE 0:8 YE 1A
700 + + + - YE 0:8 YE 1A
705 + + + - YE 0:5 YE 1A
706 + + + - YE 0:5 YE 1A
708 + + + - YE 0:8 Y. frederiksenii
717 + + + - YE 0:8 Y. frederiksenii
720 + - - - YE 0:8 Y. frederiksenii
722 + - - + YE 0:8 YE 1A
723 + + - + YE 0:8 YE IA
729 + - - - YE 0:5 YE 1A
731 + + - - YE 0:5 Y. intermedia
736 + - - + YE 0:8 YE 1A
741 + + - - YE 0:8 YE 1A
751 + + + - YE 0:5 Y. frederiksenii
753 + + + - YE 0:8 YE 1A
755 + + + - YE 0:8 Y. frederiksenii
756 + + + - YE 0:8 YE 1A
757 + + + - YE 0:8 YE 1A
765 + + + - YE 0:8 YE 1A
767 + - - - YE 0:8 Y. kristensenii
774 + + + - YE 0:8 YE 1A
777 + - - - YE 0:8 Y. frederiksenii
779 + + + - YE 0:8 Y. frederiksenii

'+ =PCR-Nachweis positiv; - = PCR-Nachweis negativ; YE = Y. enterocolitica ; X= nicht zuzuordnen
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Anhang

Tabelle S 3 Antimikrobielle Resistenztestung der Y. enterocolitica-Stimme

Anzahl der

™ C .
Resistenzen

TS

ATM GM K S CIP NA

AUG CZ CTX CXM KF T

E AP

Probe

17
35

60
61

68
73
87
104
115
146
147
150
156
157
164
183
184
194
201
208
210
212
221
233

T

r

T

r

243
251

259
285
287
298
309
317
318
327
349
350
353
372
380
381

384
394
395
401

403

407
420
423
435

438
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Anhang

Fortsetzung der Tabelle S 3

Anzahl der

™ C .
Resistenzen

TS

ATM GM K S CIP NA

AUG CZ CTX CXM KF T

E AP

Probe

493
506
508
529
559
565
601
625
629
632

634

638

640
644
648
650
656
662
667
669
673
681

697
700
705
706
708
717
720
722
723
729
731

736
741
751

753
755
756
757
765

767
774
777
779

Ampicillin 10pg, AUG= Amoxicillin/Clavulansdure 20/10

Erythromycin 15ug, AP
Cefalotin 30pg, CZ= Cefazolin 30nug, CTX= Cefotaxim 30pg, CXM= Cefuroxim 30ug, T

resistent, s= sensibel, E=
30ug, ATM= Aztreonam 30pg, GM= Gentamicin 10 pg, K= Kanamycin 30 pg, S
Ciprofloxacin 5 pg, NA= Nalidixinséure 30 pg, TS

ng, KF

I

Tetracyclin

Streptomycin 10 ug, CIP

Sulfamethoxazol/Trimethoprim 23,75/1,25 pg, TM=

= Chloramphenicol 30 pg

Trimethoprim 5 ug, C
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