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1 Einleitung 
 
Laut Weltgesundheitsorganisation (WHO) zählen Lebensmittelinfektionen und -vergiftungen 

zu den häufigsten Erkrankungen des Menschen. So wurde im Jahr 2000 von 199.183 

Krankheitsfällen berichtet. Die meisten Vergiftungen entstehen beim Verzehr von 

Lebensmitteln tierischer Herkunft, also Fleisch, Wurst, Eier oder Milchprodukten. 

Lebensmittel können kontaminiert sein, wenn entweder das Nutztier erkrankt ist oder wenn 

der Rohstoff unhygienisch verarbeitet wurde. Neben den vielfach bekannten mikrobiellen 

Erregern wie Salmonellen und Campylobacter zählen auch die Yersinien, im Besonderen 

Yersinia enterocolitica (Y. e.), zu denjenigen Keimen, die den Menschen durch kontaminierte 

Lebensmittel infizieren können.  

 

Kommt es durch Aufnahme von Yersinia enterocolitica zu einer Yersiniose, zeigen sich 

zunächst Durchfälle, krampfartige Bauchschmerzen, Erbrechen und Fieber. Darüber hinaus 

ist es möglich, dass sich in der Folge auch extraintestinale Reaktionen, wie zum Beispiel 

Arthritis, Uveitis oder Erythema nodosum, anschließen. Im Jahr 2008 hat das Robert-Koch-

Institut 4344 Fälle von humaner Yersiniose registriert. Im Jahr davor waren 4987 Fälle 

bekannt geworden. Damit zählt die Yersiniose nach der Salmonellose und der 

Campylobakteriose zu den wichtigen Infektionskrankheiten des Menschen. 

 

Im Sinne eines vorbeugenden gesundheitlichen Verbraucherschutzes ist es wichtig, die 

Kontaminationsquellen von Lebensmitteln mit Yersinia enterocolitica zu kennen oder zu 

identifizieren, um so früh wie möglich mit der Bekämpfung zu beginnen. Bei Geflügel besteht 

insoweit eine Schwierigkeit, als bei diesen Tieren bisher kein klinisches Bild einer Yersiniose 

beschrieben werden konnte. Auch über das Ausscheidungsverhalten gibt es nur spärliche 

Informationen.  

 

Ein zusätzliches Risiko auf dem Weg zum Verbraucher liegt in den psychrotrophen 

Eigenschaften von Y. enterocolitica, da eine Vermehrung auch bei Kühllagerung möglich ist.  

 

Ziel dieser Arbeit war es, einen Beitrag zur Diagnostik von Yersinien zu leisten, um den 

Eintrag besonderes von Y. enterocolitica in die menschliche Nahrung so früh wie möglich zu 

erkennen, damit gegebenenfalls rechtzeitig vorbeugende Maßnahmen eingeleitet werden 

können. Dazu wurden Legehennen experimentell mit Y. enterocolitica infiziert, ihr klinisches 

Verhalten beobachtet sowie Kot-Harngemisch und Eier mikrobiologisch und immuno-

chemisch untersucht. 
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2 Literaturübersicht 

 

2.1 Geschichte 

Einem schweizerisch-französischen Arzt und Bakteriologen zu Ehren erhielt die Gattung 

Yersinia 1944 ihren Namen. Bei dem Mediziner handelt es sich um Alexander Yersin (1863 – 

1943), der 1884 den Erreger der Pest, Yersinia pestis, erstmalig beschrieb (MOLLARTET 

und BROSSOLLET, 1987; ROLLE und MAYR, 1993). Mehr als ein halbes Jahrhundert 

später wiesen im Jahre 1934 Mc IVER und PIKE einen Erreger nach, der später als Yersinia 

enterocolitica (Y. e.) bezeichnet wurde. Aus zwei Facialisabszessen eines Landwirtes 

isolierten sie einen kleinen, gramnegativen und kokkoiden Erreger, dem sie den Namen 

Flavobacterium pseudomallei gaben (BOTTONE, 1997). 

 

1939 fanden dann SCHLEIFSTEIN und COLEMAN im Untersuchungsmaterial von fünf 

klinisch an Enteritis erkrankten Menschen ein bewegliches, gramnegatives 

Stäbchenbakterium (NAKTIN und BEAVIS, 1999). Über einen langen Zeitraum bestand 

hinsichtlich der Systematik Unsicherheit. Zunächst wurde dieses Bakterium als Bakterium 

enterocoliticum oder Pasteurella X beschrieben. In den 60-iger Jahren (1964) konnte 

Pasteurella X als Yersinia klassifiziert werden. FREDERIKSEN schlug den bis heute 

bestehenden Namen Yersinia enterocolitica vor (NAKTIN und BEAVIS, 1999). 

 
2.2 Taxonomie von Yersinia enterocolitica  

Die Gattung Yersinia wird in der Familie der Enterobacteriaceae geführt. Ausschlaggebend 

dafür sind das negative Gram-Verhalten, die Morphologie und die metabolischen 

Eigenschaften (BERCOVIER und MOLLARET, 1984). 

 

Mittlerweile zählen vierzehn Spezies zur Gattung Yersinia, wovon drei auf Grund ihrer 

Human- und Tierpathogenität eine besondere Bedeutung besitzen. Es handelt sich um Y. 

enterocolitica, Y. pestis und Y. pseudotuberculosis. Als ubiquitär vorkommend charakterisiert 

und beschrieben sind die anderen Spezies: , Y. aldovae, Y. bercovierie, Y. frederiksenii, Y. 

intermedia, Y. kristensenii, Y. mollaretii, Y. rohderi, Y. ruckeri der als Erreger der „enteric 

redmouth disease“ bei Salmoniden zu hohen Verlusten führen kann (TOBBACK et al., 2007), 

stellt eine Sonderfall dar. Diese Spezies weist nämlich eine nur geringe DNA-Homologie zu 

den anderen Vertretern der Gattung Yersinia auf und soll zukünftig laut HEESEMANN (1997) 

nicht mehr zu diesem Genus gezählt werden.  

 

Innerhalb der Spezies Yersinia enterocolitica gibt es insbesondere zwischen den 

europäischen und amerikanischen Stämmen Sequenzunterschiede im 16 S-rRNA Gen. Da 
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die Differenzen nicht größer als 3% ausfallen, wird die Speziesgrenze nicht überschritten 

(IBRAHIM et al., 1993; NEUBAUER et al., 1999). Auf Grund der Unterschiede im 16 S-rRNA 

Gen sowie dem Auftreten von Hybridisierungen schlagen NEUBAUER et al. (2000a) eine 

Teilung der Spezies Y. enterocolitica vor. Befürwortet werden Y. enterocolitica subsp. 

enterocolitica für die amerikanischen Stämme und Y. enterocolitica subsp. paleartica für die 

europäischen Stämme. Mit Blick auf weitere DNA-Aufschlüsselungen wird die Einführung 

neuer Spezies und Subspezies erwartet (FENWICK et al., 1996; IBRAHIM et al., 1997a; 

NEUBAUER et al. 2000b, 2001c). So wurden kürzlich die Yersinia-Spezies Y. aleksiciae 

(SPRAGUE und NEUBAUER, 2005) sowie Y. similis und Y. massiliensis als Yersinia-

Spezies erkannt (MERHEJ et al., 2008; SPRAGUE et al., 2008). 

 

2.3 Eigenschaften von Yersinia enterocolitica  

Yersinien kommen vorwiegend in Regionen der gemäßigten Klimazone vor. Das 

Hauptreservoir sind wilde und domestizierte Vögel sowie verschiedene Säugetiere, im 

Besonderen das Schwein. Hinsichtlich der Gramfärbung zeigt Yersinia enterocolitica 

negatives Verhalten und stellt sich rot dar. Das pleomorphe, peritrich begeisselte 

Stäbchenbakterium verhält sich fakultativ anaerob. Die Länge beträgt 1,0 bis 5,0 µm und die 

Breite 0,5 bis 0,8 µm. Auf Grund des Fehlens der Cytochrom-c-Oxidase fällt der Test auf 

Oxidase negativ aus. Yersinia enterocolitica besitzt das Enzym Katalase, dass heißt, der 

durchgeführte Katalasetest erbringt ein positives Resultat. 

 

Der Keim ist in der Lage, Nitrat zu Nitrit umzusetzen (ALEKSIC und BOCKEMÜHL, 1990). 

Kapseln oder Sporen (KNAPP, 1988) werden nicht produziert, eine Geißelbildung geschieht 

lediglich bei Temperaturen unter +30°C. Bei +37°C d agegen sind Yersinien unbeweglich. 

Yersinia enterocolitica erweist sich als mesophile Bakterie mit psychrotrophem Verhalten, 

was bedeutet, dass eine Vermehrung bei Kühltemperaturen bis 0°C erfolgen kann. Diese 

Eigenschaft macht man sich bei der Kälteanreicherung zu Nutze. Während die minimale 

Wachstumstemperatur von Yersinia enterocolitica -1°C bis 0°C beträgt, liegen das 

Wachstumsoptimum zwischen +28° – +32°C und das Temp eraturmaximum bei +42°C. Eine 

Inaktivierung des Keimes erfolgt bei +70°C für 10 M inuten, weshalb eine küchenübliche 

Erhitzung bei der Zubereitung von Speisen den Erreger inaktiviert. Bei Temperaturen 

unterhalb +30°C wird ein hitzestabiles Enterotoxin gebildet, dessen pathogenetische 

Bedeutung jedoch noch unklar ist. Yersinia enterocolitica benötigt einen aW-Wert von 

mindestens 0,96.  

 

Wie nachfolgend beschrieben, lassen sich die Yersinia spp. jeweils in verschiedene Typen 

einteilen. 
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2.3.1 Biovare 

Die Yersinia spp. unterscheiden sich in ihrem Stoffwechselverhalten deutlich, weshalb man 

die Metabolisierung verschiedener Substrate zur Unterscheidung der Arten heranziehen 

kann. NILEHN (1969a) nahm eine erste Biotypisierung von Y. enterocolotica vor. WAUTERS 

(1970) modifizierte diese Klassifizierung und beschrieb zu dem Zeitpunkt insgesamt fünf 

Biovare an Hand der Reaktionseigenschaften. Eine Darstellung der Ergebnisse findet sich in    

Tabelle 1. 

 

Tabelle 1 : Biovare von Yersinia enterocolitica nach WAUTERS (1970). 

Substrate Reaktionseigenschaften der verschiednen Biovare 

 Biovar 1 Biovar 2 Biovar 3 Biovar 4 Biovar 5 

Lecithinase + (+) - - - 

Indol  + + + - - 

D-Xylose + + + - - 

Nitratreduktion + + + + - 

Trehalose + + + + - 

Ornithin-

Decarboxylase 
+ + + + - 

ß-Galactosidase + + + + + 

Erläuterung: + = Umsetzung des Substrates, - = keine Umsetzung, (+) = fragliches Ergebnis  

 

BERCOVIER et al. wiesen 1978 in Bodenproben Yersinia enterocolitica -Typen nach, die 

nicht eindeutig in das bisherige Schema passten. Aus diesem Grund führten sie zum Biovar 

3 zwei Erweiterungen ein, die Biovare 3A und 3B. Diese wurden von WAUTERS et al. (1987) 

insoweit verändert, als sie die Biovare 3A und 3B zum Biovar 6 zusammenfassten. Auch 

eine spätere Ergänzung von WAUTERS (1988b), nämlich das Biovar 6 in die zwei neuen 

Yersinia- Spezies Yersinia bercovieri und Yersinia mollaretii aufzuteilen, fand Zustimmung. 

Es folgt eine weitere Unterteilung des Biovar 1 in 1A und 1B. Damit gelang es, apathogene 

Yersinia-Stämme von pathogenen Isolaten zu trennen. Ursprünglich fasste das Biovar 1A 

apathogenen Stämme zusammen, wobei dieser Biotyp vor allem in der Umwelt sowie in der 

Vegetation vorkommt und weitverbreitet (ALEKSIĆ und BOCKEMÜHL, 1990; BOCKEMÜHL 

und ROGGENTIN, 2004; BOTTONE, 1999; NEUBAUER et al. 2001a; WAUTERS et al., 

1987;). Inzwischen wurden jedoch sporadische Fälle und einzelne nosokomiale Ausbrüche 
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mit Biotyp 1A-Stämmen beschrieben, deren Pathogenese noch weiterer Klärung bedarf 

(BOCKEMÜHL und ROGGENTIN, 2004; TENNANT et al., 2003). 

 

Die humanpathogenen Yersinia enterocolitica Stämme, die erstmals in den USA entdeckt 

wurden, sind hauptsächlich in Biovar 1B versammelt. Die Biovare 2 bis 5 enthalten alle 

humanpathogenen Y. enterocolitica, welche in Europa isoliert wurden (NEUBAUER et al., 

2001 c). Die Tabelle 2 zeigt die biochemischen Eigenschaften der unterschiedlichen Biovare. 

 

Tabelle 2: Modifizierte Biovareinteilung von Yersinia enterocolitica nach WAUTERS et al. 

(1987 und 1988b)  

Kriterien Biochemische Eigenschaften der Biovare 1 - 5  

1A 1B 2 3 4 5 

Lipase (Tween-

Esterase)  
+ + - - - - 

Äskulin  + - - - - - 

Salicin  + - - - - - 

Indol  + + (+) - - - 

Xylose  + + + + - w 

Trehalose  + + + + + - 

Pyrazinamidase  + - - - - - 

ß-Glucuronidase  + - - - - - 

Voges-

Proskauer-

Reaktion  

+ + + + + (+) 

Prolinpeptidase  w - - - - - 

Erläuterung: + = Umsetzung des Substrates, - = keine Umsetzung, (+) = fragliches Ergebnis, 

w = wechselnde Reaktion. 

 
2.3.2 Serovare 

Durch eine Serotypisierung lassen sich die unterschiedlichen Varianten innerhalb der 

Spezies Yersinia enterocolitica näher definieren. Die Einteilung in Serovare beruht 

überwiegend auf Oberflächen- (O-) Antigenen, außerdem aber auch auf Geißel- (H-) oder 

Fimbrien- (F-) Antigenen. O-Antigene werden mit arabischen Zahlen abgekürzt, H-Antigene 

mit lateinischen Buchstaben (SCHIEMANN, 1989). O-Antigene bestehen aus hitzestabilen, 
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nicht speziesspezifischen Lipopolysaccariden. Liegen H-Antigene in bestimmten 

charakteristischen Kombinationen vor, kann eine Abgrenzung zwischen pathogenen und 

apathogenen Stämmen vorgenommen werden (ALEKSIC und BOCKEMÜHL, 1990). Die 

Bestimmung von Kapsel- (K-) Antigenen besitzt derzeit keine diagnostische Bedeutung. 

 

Bis heute wurden 60 O-Gruppen (WAUTERS, 1981) für Y. enterocolitica inklusive der früher 

als “Y. enterocolitica- like” bezeichneten Arten (Y. frederiksenii, Y. intermedia, Y. kristensenii, 

Y. aldovae, Y. rohdei, Y. mollaretii, Y. bercovieri) gefunden. 28 davon entfallen auf Y. 

enterocolitica (ALEKSIC und BOCKEMÜHL, 1990). O-Antigene sind, wie bereits dargelegt, 

nicht Spezies-spezifisch, während H-Antigene arttypisch sind und sich zur direkten 

Identifizierung der Yersinia-Arten heranziehen lassen. Bisher sind 18 H-Faktoren bei Y. 

enterocolitica definiert worden, die zum Teil charakteristisch für pathogenen Serovare sind. 

Die pathogenen Serovare von Y. enterocolitica sind nach Befunden von ALEKSIC und 

BOCKEMÜHL (1990) immer mit den H-Antigenen a,b; a,b,c; a,b,c,v; a,c; c oder b,c 

kombiniert. Bei in den USA auftretenden pathogenen Serovaren kommt nahezu 

ausschließlich der H-Antigenkomplex b, e, f, i vor. 

 

Aus europäischer Sicht sind die Serovare O:3, O:9 und O:5,27 in der Humanmedizin 

bedeutsam, in Nordamerika handelt es sich um die Serovare O:3, O:8, O:13, O:20 und O:21. 

Das Serovar O:3 wurde über weite Strecken nur im europäischen Raum nachgewiesen, 

mittlerweile wird es jedoch auch in Nordamerika gefunden. Das Serovar O:8, der häufigste 

der nord-amerikanischen Vertreter, konnte in Europa zunächst kaum isoliert werden (N. N., 

2000). 2007 ließ sich jedoch das Serovar O:8 11-mal mit einer humanen Yersiniose in Polen 

in Verbindung bringen (NAPIÓRKOWSKA et. al., 2009). 

 

Auch bei Säugetierarten wurden unterschiedliche Serovare nachgewiesen: O:1 bei 

Chinchillas, O:2 bei Hasen und Ziegen, O:3 bei Affen, Hunden und Katzen und O:9 bei 

Rindern. Aus Schweinen können fast alle Serovare isoliert werden, darunter die Serovare 

O:3 und O:9. Nicht alle Tiere, bei denen der Keim nachgewiesen wurde, zeigten klinische 

Symptome (SELBITZ, 1992). KEMPER befasste sicht 2004 mit Y. enterocolitica als 

potentiellen Zooanthroponose-Erreger im Kot von Rentieren. Nachgewiesen wurden die 

Serovare O:5, O:6 und O:9. 

 

2.4 Pathogenitätsfaktoren 

Die pathogenen Eigenschaften von Y. enterocolitica sind abhängig von unterschiedlichen 

Faktoren. Insbesondere differenziert man dabei zwischen chromosomal und 
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extrachromosomal (plasmid) kodierten Pathogenitätsfaktoren. Beide sind notwendig, um eine 

volle Virulenz auszubilden (BOTTONE, 1997). 

 

2.4.1 Chromosomal kodierte Pathogenitätsfaktoren 

Bei Y. enterocolitica sind zwei Gene verantwortlich für die chormosomal kodierte Virulenz: 

das inv (invasin)-Gen und das ail (attachment invasion locus)-Gen (MILLER und FALKOW, 

1988). Das inv-Gen kodiert für ein 92 kDa Außenmembranprotein (Invasin), welches durch 

Anheftung an einen Rezeptor des ß1-Integrins der M-Zellen die Zellpenetration initiiert 

(GRASSL et al., 2003; ISEBERG und LEONG, 1990). Dieser Schritt ist ausschlaggebend für 

die Aktivierung einer Signalkaskade, die in der Produktion von Adhäsionsmolekülen und 

chemotaktischen Zytokinen endet (Bohn et al., 2004). 

 

Erstmalig wiesen ISEBERG und FALKOW (1985) das inv-Gen in Y. pseudotuberculosis 

nach. Die Wissenschaftler transferierten das inv-Gen in nichtinvasive Escherichia (E.) coli K-

12 Stämme, wodurch sie die Fähigkeit zur Zellinvasion erlangten. Alle Yersinia-Spezies 

verfügen über das inv-Gen, jedoch wird das Protein nur bei pathogenen Vertretern exprimiert 

(PIERSON und FALKOW, 1990). Stämme, aus denen das inv-Gen entfernt wurde, sind nicht 

in der Lage, die Peyerschen Platten zu kolonisieren, wie entsprechenden Versuche an 

Mäusen zeigten (PEPE und MILLER, 1993). 

 

Eine entscheidende Rolle für die Zelladhärenz und auch die Invasivität spielt ein 17kDa 

großes Oberflächenprotein. Es wird durch das ail-(attachment invasion locus)-Gen kodiert 

(PIERSON und FALKOW, 1993). Eine Expression dieses ail-Gens erfolgt nur in der 

stationären Wachstumsphase bei +37°C (PEDERSON et a l., 1997,). Das ail-Gen ließ sich 

bisher lediglich bei Y. enterocolitica-Isolaten nachweisen, die aus einer klinischen 

Erkrankung isoliert wurden (MILLER et al., 1989, NEUBAUER et al., 2001a). Die Tatsache, 

dass die Pathogenität mit zunehmender Invasion - vermittelt durch das Vorhandensein des 

ail-Protein - steigt und dass dieses Gen nur in pathogenen Yersinien vorkommt, lassen eine 

besondere Bedeutung des ail-Gens bei der Virulenz vermuten. Um die exakten 

Wirkungsmechanismen zu identifizieren, bedarf es weiterer Forschung (CARNIEL, 1995; 

BOTTONE, 1997).  

 

Ebenfalls chromosomal kodiert ist das Lipopolysaccharid (LPS), ein Oberflächenbestandteil 

gramnegativer Bakterien. Das LPS setzt sich aus drei Teilen zusammen, dem 

Oligosaccharidkern sowie den Lipid-A und O-Antigenen (Polysaccharidseitenketten). Ihnen 

werden bestimmte Eigenschaften bei der Überwindung des wirtseigenen Abwehrsystems 

zugeschrieben. Diese Mechanismen sind noch nicht bis ins Detail geklärt (SKURNIK und 
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ZHANG, 1996; SKURNIK et al., 1996; WAUTERS et al., 1991). Der Kern und das Lipid-A-

Antigen sind hoch konservierte Strukturen eines Genus, anders die O- Antigene, denn diese 

können beträchtlich variieren (JANSSON et al., 1981; ZHANG et al., 1997), was zur 

Serotypisierung genutzt wird (WAUTERS et al., 1991). Ein innerer Kern in Form eines 

Heptasaccharids sowie ein äußerer Kern in Form eines Hexasaccharids bilden den 

Oligosaccharidkern (RADZIEJEWSKA-LEBRECHT et al., 1994). Im Tierexperiment an 

Mäusen wurde gezeigt, dass die Hexasaccharid-Komponente entscheidend die Virulenz 

beeinflusst. Intragastral infizierte Mäuse werden von dem Erreger getötet, während Tiere, die 

mit einer Mutation ohne den äußeren Kern infiziert wurden, nicht sterben (SKURNIK et al., 

1999). Weiter wurde anhand von Versuchen mit Mäusen bewiesen (AL-HENDY et al., 1992), 

dass für die Virulenz des Serotyps O:3 die O-Seitenketten eine entscheidende Rolle spielen. 

Die Struktur des Lipopolysaccharids verhält sich temperaturabhängig. So beschreibt ein 

Bericht des ROBERT KOCH INSTITUTES (2000), dass bei +25°C langkettige, glatte Formen 

gebildet werden. Sie können sich von der Membran lösen und als freie Endotoxine wirksam 

werden. Eine raue, kurzkettige, sich nicht lösende Form wird hingegen bei +37°C 

ausgebildet.  

 

Der Gen-Komplex, der für das Urease-Enzym bei allen klinischen Isolaten von Y. 

enterocolitica kodiert, ist ebenfalls chromosomal gebunden (DE KONING-WARD et al., 1994, 

YOUNG et al., 1996). Da Urease Harnsäure zu Kohlensäure und Ammoniak hydrolysiert, 

erhöht sich der lokale pH-Wert. Hierin besteht die Beteiligung von Urease an der Virulenz 

von Y. enterocolitica, indem das Ferment eine Toleranz des Erregers gegenüber saurem 

Milieu ermöglicht und auf diese Weise das Überleben bei der Magenpassage fördert (DE 

KONING-WARD und ROBINS-BROWNE, 1995; GRIPENBERG-LERCHE et al., 2000). 

 

Die Kodierung für ein hitztestabiles Enterotoxin geschieht durch ein weiteres chromosomal 

gelegenes Gen, das Yst-Gen. Bei 51 apathogenen Isolaten konnten DELOR et al. (1990) 

dieses Gen nicht nachweisen, wohl aber bei 89 pathogenen Isolaten. E. coli K-12 Stämme, 

in die das Gen transferiert wurde, vermochten das Toxin zu produzieren. Sowohl das Biovar 

1A von Y. intermedia als auch andere Enterobacteriaceae beherbergen das Gen (KWAGA et 

al., 1992). Die Exprimierung des Yst-Gen findet überwiegend am Anfang der stationären 

Phase statt, wobei Umweltfaktoren einen Einfluss auf die Expression nehmen. Das Yst-Gen 

wird in vitro nur bei Temperaturen < +30°C gebildet  (BOTTONE, 1999; NEUBAUER et al. 

2001). Jedoch konnte durch eine Senkung des pH-Wertes des umgebenden Milieus eine 

Expression bei +37°C erzielt werden. (CORNELIS, 199 4). Das Enterotoxin aktiviert die 

Guanylatcyclase, dadurch steigt der cGMP-Spiegel im Darm. Die Folge ist eine 

Flüssigkeitsansammlung im Darm. Es wird vermutet, dass Yst durch diese Kaskade am 
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Durchfall vor allem von Kindern bei einer Y. enterocolitica Infektionen beteiligt ist (REVELL 

und MILLER, 2001). Humane Intoxikationen sind dann möglich, wenn die Menschen mit 

präformierten Enterotoxinen kontaminierte Lebensmittel aufnehmen. (KAPPERUD, 1982; 

KAPPERUD und LANGELAND, 1981). Hitzestabile Toxine verlieren ihre Aktivität nicht, trotz 

Magensaftbarriere und vorherigen Verarbeitungsprozesse der Lebensmittel bei höheren 

Temperaturen (BOYCE et al., 1979). 

Eine Rolle im Pathogenitätsgeschehen spielt auch das Eisen, welches für die Vermehrung 

notwendig ist. Um dieses Metall aus der Umgebung aufzunehmen, besitzen viele Bakterien 

besondere Mechanismen. Wie unterschiedlich die Fähigkeiten verschiedener Serovare von 

Y. enterocolitica ausfallen, wurde intensiv untersucht (N. N., 2000). Zunächst ist davon 

auszugehen, dass sich im Blutserum nur sehr geringe Mengen an freiem Eisen (10 – 15 µM) 

befinden. Um dies nutzen zu können, wird ein spezifisches Eisenaufnahmesystem benötigt, 

das offensichtlich nur mausletale Stämme besitzen. Im Gegensatz zu den nicht mausletalen 

Stämmen sezernieren sie Eisenkomplexone (Siderophore) (HEESEMANN, 1990). Des 

Weiteren konnte ein membranständiger Rezeptor identifiziert werden, der die 

eisenbeladenen Siderophore aufnimmt. 

 

Y. enterocolitica-Serovare O:8 und O:21 sind sowohl mit Siderophoren als auch 

Siderophorenrezeptoren ausgestattet. Dagegen verfügen die Angehörigen der Serovare O:3, 

O:9, O:5,27, O:1,2,3 und O:20 nur über die Siderophorenrezeptoren. Durch Zufügen von 

Desferrioxamin, einem von Streptomyceten gebildeten Siderophorin, ließ sich in infizierten 

Mäusen das Wachstum von Keimen des Serovars O:8 nur geringfügig, das der Serovare O:3 

hingegen um das 105–fache steigern. Dazu passend wurde die klinische Beobachtung 

gemacht, dass Patienten unter Behandlung mit Desferrioxamin, welches zur 

Ausschwemmung von pathologisch erhöhtem Eisen im Blut eingesetzt wird, vermehrt an 

schwer verlaufenden Infektionen mit Y. enterocolitica Serovar O:3, erkrankten (N.N., 2000). 

Mutanten mit einem Defekt im Siderophorenaufnahmesystem sind weiterhin weniger virulent 

als der Mutterstamm. Die Siderophor-Determinante gehört somit zu den wenigen, bisher 

bewiesenen chromosomalen Pathogenitätsfaktoren von Yersinien (HEESEMANN, 1990). 

 

2.4.2 Plasmid kodierte Pathogenitätsfaktoren  

Bei den humanpathogenen Yersinien sind die hauptsächlichen Pathogenitätsfaktoren 

extrachromosomal auf Plasmiden lokalisiert (HEESEMANN, 1994). Alle Y. enterocolitica- 

Stämme mit voller Virulenz besitzen nur ein einziges Plasmid von 70 kb Größe (CORNELIS 

et al., 1998; HEESEMANN et. al., 1983; SKURNIK et al., 1983; VESIKARI et al., 1981). 

Dagegen beherbergt Y. pestis  insgesamt drei Plasmide von 10 kb, 70 kb sowie 100 kb 
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Größe. Der Verwandtschaftsgrad des 70 kb-Plasmids der verschiedenen Yersinia-Arten 

beträgt 50 – 90% DNS- Sequenzhomologie (HEESEMANN, 1994).  

 

Das Virulenzplasmid (pYV = plasmid for Yersinia virulence) beeinflusst die Pathogenität 

eines Y. enterocolitica-Isolates entscheidend (BOCKEMÜHL und ROGGENTIN 2004; 

PORTNOY und ARTINEZ, 1985), indem es pathogenen Y. enterocolitica-Stämmen das 

Überleben sowie die Replikation im Lymphgewebe gestattet. Es kodiert für viele Proteine, die 

im Zytosol, der äußeren Membran oder als sezernierte Exoproteine vorkommen, sowie für 

das Außenmembranprotein YadA (= Yersinia adhesin A), für verschiedene sekretorische 

Proteine, so genannte Yops (= Yersinia outer membrane protein), und auch für den 

Sekretionsapparat Ysc (= Yop secretion). YadA ist Kollagen bindend und von maßgeblicher 

Bedeutung für die Enteropathogenität. Bei Y. pestis ist das yadA-Gen durch eine 

Punktmutation inaktiviert. Deshalb zeigt Y. pestis keine Darminvasivität (WREN, 2003). Wird 

das YadA Protein von Y. pseudotuberculosis in Y. pestis exprimiert, verliert Y. pestis sogar 

an Virulenz (SKURNIK und Wolf-Watz, 1989; el TAHIR et al., 2000). 

 

Das bei +37°C exprimierte yadA-Gen (DE ROUVROIT et al., 1992) verursacht die Adhäsion 

an der Bürstensaummembran, wie Versuche mit Kaninchendärmen zeigten 

(PAERREGAARD et al., 1991). Zu den funktionellen Eigenschaften von YadA zählt das 

Inhibieren der Phagozytose (BIEDZKA-SAREK et al., 2005; NEUBAUER et al., 2001a). Des 

Weiteren zählen zu den Merkmalen die Oberflächenhydrophobizität (LACHICA et al., 1984), 

die Autoagglutination (SKURNIK et al., 1984), die Adhäsion an epitheliale Zellen 

(HEESEMANN et al., 1987), die Expression von Fibrillen und Hämagglutination (KAPPERUD 

et al., 1987), die Resistenz gegenüber polymorphkernigen Leukozyten, die Bindung an 

Neutrophile (RUCKDESCHEL et al., 1996) sowie die Bindung an Kollagen (EL TAHIR und 

SKURNIK, 2001). Anders als bei den Yops hängt die Expression der YadA nicht vom 

Kalizumgehalt des Mediums ab (MICHIELIS et al., 1991; SKURNIK und TOIVANEN, 1992). 

Kontrovers diskutiert wird, in welchem Umfang YadA die Bakterienzelle vor der Zerstörung 

durch Phagozytose bewahren kann, da insbesondere die zugrunde liegenden Mechanismen 

noch unklar sind (CHINA et al., 1994; VISSER et al., 1996). EITEL und DRESCH (2002) 

zeigten, das Y. pseudotuberculosis ebenso YadA exprimiert und mittels Bindung an 
�

1-

Integrine zu einer effektiven Aufnahme der Bakterien in eukaryotische Zellen führt. Den 

YadA-Molekülen von Y. enterocolitica fehlt diese Eigenschaft. Ursächlich für dieses 

Phänomen ist eine kürzlich ermittelte spezifische N-terminale Aminosäuresequenz, die 

ausschließlich bei Y. pseudotuberculosis vorkommt (HEISE und DERSCH, 2006). 
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1981 beschrieben PORTNOY et al. erstmals Yops in der Außenmembran-Fraktion des 

Bakterienextraktes, was auch zur Bezeichnung Yersinia-Außenmembran-proteine /Yersinia 

outer Protein Anlass gab. Für 14 verschiedene Proteine (CHENG und SCHNEEWIND, 1999) 

kodieren die Yop-Gene des Virulenzplasmids von Y.enterocolitica. Heute werden Yops als 

Sekretionsproteine bezeichnet. Eine Expression der Yops geschieht bei +37°C und wird 

durch niedrige Kalziumkonzentrationen (< 0,5 mM) intensiviert (BOLIN et al., 1982; 

CORNELIS et al., 1998; HEESEMANN et al., 1986; MICHIELIS et al., 1990; MURIANA, 

2002). Zugleich wurden verschiedene Untersuchungen zur Lokalisation der Yops während 

der Infektion anhand von HeLa-Zellen (Henrietta Lacks-Zellen) und kultivierten Makrophagen 

durchgeführt (LEE et al., 1998; ROSQVIST et al., 1994; SORY und CORNELIS, 1994). Die 

YopE, YopH, YopM, YopN, YopO, YopP und YopT werden in das Zytosol der eukaryotischen 

Zelle injiziert (BOLAND et al., 1996; IRIARTE und CORNELIS, 1998 ROSQVIST et al., 

1994). Die anderen Yops, nämlich YopB, YopD und YopR, findet man im extrazellulären 

Milieu (LEE und SCHNEEWIND, 1999). Zu Beginn liegen die Yops im Zytoplasma vor, zum 

Teil stabilisiert durch Yop-spezifische Chaperone (HEESEMANN und HENSEL, 2000). Die 

Einschleusung in die eukaryotische Zelle resultiert aus einem Proteinsekretionssystem vom 

Typ III, dessen Ysc (Yop secretion)-Gene auch auf dem Virulenzplasmid lokalisiert sind. Am 

Aufbau des Typ III-Proteinsekretionssystems von Y. enterocolitica sind 20 Proteine beteiligt 

(ÖLSCHLÄGER und HACKER, 2000). Das Typ III-Proteinsekretionssystem wird bei +37°C 

so weit präformiert, dass es bei einem Kontakt von Y. enterocolitica mit der eukaryotischen 

Zelle die Yops als Effektorproteine in das Zytoplasma der Zielzelle injiziert.  

 

Yops inhibieren in verschiedene Weise die Signalinduktionskaskade, welche die 

Abwehrzellen üblicherweise nach bakteriellem Kontakt aktiviert und die Yersinien somit vor 

Immunantwort der Wirtszelle schützt (CORNELIS, 2002). YopH hemmt die 

Tyrosindephosphorilierung der Komponenten des fokalen Adhäsionskomplexes und somit 

die Phagozytose sowie den „oxidative burst“ der polymorphkernigen Granulozyten und 

Makrophagen (HEESEMANN und HENSEL, 2000). YopE und YopT steigern den Effekt von 

YopH, indem sie das Zytoskelett schädigen (CORNELIS und WOLF-WATZ, 1997). 

 

2.5 Nachweisverfahren von Yersinia enterocolitica 

 

2.5.1 Mikrobiologische Verfahren 

Im Gegensatz zu verschiedenen anderen Bakterienspezies gibt es in Deutschland gemäß § 

64 amtlicher Sammlung von Untersuchungsverfahren des Lebensmittel-, Bedarfs-

gegenstände- und Futtermittelgesetzbuch (LFGB) noch keine verbindliche Untersuchungs-

methode für Y. enterocolitica. International stehen zwei normierte Standards zur Verfügung:  
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a) der Internationaler Standard ISO 10273 (DRAFT INTERNATIONAL STANDARD 

1993)  

b) die Methode NMKL Nr. 117 (1987) vom Nordic Commitee of Food Analysis (NCFA) 

Daneben existieren weitere kulturelle (nicht standardisierte) Verfahren zum Nachweis von Y. 

enterocolitica. 

 

Internationaler Standard ISO 10273 

Wie viele kulturelle Techniken, die bei Y. enterocolitica zur Anwendung kommen, gliedert 

sich der internationale Standard ISO 10273 in Vor- und Selektivanreicherungsstufen. Diese 

schrittweise Abfolge ist notwendig, da Y. enterocolitica in geringer Keimzahl in der Umwelt 

angetroffen wird und ihr Nachweis häufig einer Anreicherung bedarf (STENGEL, 1983). 

 

Nach dem Standard ISO 10273 ist es vorgesehen, 10 g des Untersuchungsmaterials in 100 

ml Pepton-Sorbit-Gallensalz-Bouillon (PSB) zu geben und bei +25°C zwei bis drei Tage unter 

Bewegung zu bebrüten. Wenn Schütteln oder ähnliches nicht möglich ist, verlängert sich die 

Bebrütungszeit um zwei Tage. Es folgt ein Direktausstrich mit einer Öse auf einen Yersinia-

Selektivagar, den Cefsulodin-Irgasan-Novobiocin-Agar (CIN-Agar) nach SCHIEMANN 

(1979). Anschließend folgt eine Bebrütung bei +30°C  für 24 h. Zeitgleich wird ein Teil der 

Voranreicherung mit 0,25 %iger Kalilauge für 20 Sekunden behandelt und erst dann auf CIN-

Agar gegeben, um danach gleichfalls 24 h bei +30°C inkubiert zu werden. Neben der PSB- 

Anreicherung findet eine weitere Anreicherung des nativen Probenmaterials mit Irgasan-

Ticarcillin-Kaliumchlorat-Bouillon (ITC) statt. Dazu wird eine Mischung von 

Untersuchungsmaterial und ITC-Bouillon im Verhältnis 1:100 für 48 h bei +25°C bebrütet. Im 

Anschluss daran erfolgt ein Ausstrich auf Salmonella-Shigella-Desoxycholat-Citrat-Agar 

(SSDC) und eine Inkubation für 24 – 48 Stunden bei +30°C. Nach der Kultivierung auf CIN- 

bzw. SSDC-Agar werden fünf typische Kolonien, also solche mit dem spezifischen 

„Kuhauge“ (rotes Zentrum umgeben von einer opaken Randzone), auf Standard-II-Agar 

überimpft. Es folgt eine Bebrütung für 24 Stunden bei +30°C. Nun schließt sich eine 

biochemische Identifizierung und Prüfung auf Pathogenität an. Abb.1 fasst den 

Untersuchungsgang schematisch zusammen. 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des mikrobiologischen Nachweises von Yersinia 

enterocolitica nach ISO 10273 (DRAFT INTERNATIONAL STANDARD 1993) 

 

Tabelle 3 gibt einen Überblick der weiterführenden biochemischen  Untersuchungen, um 

präsumtiv pathogene Yersinia enterocolitica zu identifizieren. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Untersuchungsmaterial 

PSB-Anreicherung (Inkubation für 2 bis 3 d bei +22 bis 
+25°C  mit Bewegung oder für 5 d ohne Bewegung)  

ITC-Anreicherung 
(Inkubation für 2 d bei 25°C)  

Laugenbehandlung  
(4,5 ml KOH für 20 h) 

CIN-Agar (Inkubation bei +30°C 
für 24 h)  

CIN-Agar  (Inkubation bei 
+30°C für 24 h)  

SSDC-Agar (Inkubation bei 
+30°C für 24 bis 48 h) 

je 5 typische Kolonien  

Reinigen auf CASO-Agar, 
Inkubation bei +30°C für 24 h  

Biochemische Identifizierung  

Pathogenitätstest  

Verdünnung 1:10 Verdünnung 1:100 
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Tabelle 3: Diagnostische Reaktionsereignisse von präsumptiv pathogenen Yersinia 

enterocolitica nach ISO 10273,  

Testsystem Reaktion Ergebnis 

Biochemische Verdachtstests Urease + 
Trytophandesaminase - 
Glukose + 
Gasbildung aus Glucose - 
Laktose - 
Hydrogensulfit - 
Oxidase - 

Biochemische Bestätigungstests Lysindecarboxylase - 

 Ornithindecarboxylase + 

 Saccarose - 

 Rhamnose - 

 Citrat - 

Pathogenitätstests Salizin - 

 Askulin - 

 Pyrainamidase - 

 Kalziumabhängiges Wachstum bei 

37° C  

+ 

+ = Umsetzung des Substrates, - = keine Umsetzung 

 
Methode NMKL Nr. 117 (1987) vom Nordic Committee of Food Analysis (NCFA)  

Die Methode NMKL Nr. 117 ist insbesondere durch eine zwischengeschaltete 

Kälteanreicherung charakterisiert. Zu Beginn der Untersuchung wird das Material in eine 

Lösung PBS (phosphat-buffered saline) verbracht, die mit 1 % Sorbitol und 0,15 % 

Gallensalze bei einem pH-Wert von 7,6 supplementiert wurde. Bei +25°C wird zunächst drei 

Stunden inkubiert, ein Ösenausstrich auf CIN- Agar angefertigt und die PBS-Anreicherung 

dann die kommenden 21 Tage bei +4°C gelagert. Jewei ls am 8., 12., 14. und 21. Tag 

werden CIN-Platten durch einen Ösenausstrich beimpft. Zur Selektivanreicherung wird am 8. 

Tag 0,1 ml des ursprünglichen PBS-Probenansatzes in 10 ml modifiziertes 

Rappaportmedium (modified Rappaport broth; MRB) überführt und dort vier Tage bei +25°C 

inkubiert. Die Modifikation der MRB besteht darin, dass zusätzlich 80 g MgCl2 pro Liter 

enthalten sind, während auf das Carbenicillin verzichtet wird. Am vierten Tage wird das 

bebrütete Medium auf CIN-Nährböden ausgebracht. Je fünf Kolonien, die das typische 

„Kuhauge / bull´s eye“ zeigen, werden auf Bromthymolblau-Sucrose-Agar (BS-Agar) 

überimpft. Die Sucrose-positiven Kolonien werden weiteren biochemischen Tests und 

Verfahren zum Plasmidnachweis unterzogen. 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung zum mikrobiologischen Nachweis von Yersinia 

enterocolitica nach NMKL Nr. 117 (Nordic Commitee of Food Analysis 1987) 

 

Weitere kulturelle Nachweismethoden  

Abgesehen von diesen beiden standarisierten Verfahren gibt es noch eine Reihe weiterer 

Anreicherungstechniken und Selektivanreicherungen für pathogene Yersinia enterocolitica. 

Die Methoden sind aber nicht für alle Probenmaterialen gleichermaßen geeignet.  

 

Bei der Zweischritt-Anreicherung nach SCHIEMANN (1982) (zit. WALKER und GILMOUR, 

1986) werden im ersten Schritt 25 g Probe in 225 ml Trypticase Soja Bouillon (TSB) für 30 s 

homogenisiert und einen Tag bei +22°C bebrütet. Im zweiten Schritt wird 1 ml aus der 

Anreicherung in 100 ml Bile Oxalate Sorbose Bouillon (BOS) gegeben und fünf Tage bei 

Untersuchungsmaterial 

PBS 3h bei +25°C 

Voranreicherung 

PBS bei +°4C 

Selektivanreicherung 

 
8 21 14 12 

d 

CIN 24 h +30°C 

MRB 4 d 
+25°C 

CIN 24h +30°C 

Pathogenitätstest 

Ösenausstrich 

Ösenausstrich 

Anreicherungs- 
dauer 
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+22°C belassen. Dieses zweistufige Verfahren eignet  sich gut, um Lebensmittelproben auf 

die Anwesenheit von Yersinia spp. zu untersuchen. 

 

Bei der Anreicherung nach OSSMER (SCHIEMANN, 1979; WAUTERS, 1973) werden 10 g 

einer Probe in 90 ml OSSMER-Bouillon gegeben. Das Medium enthält Irgasan und 

Bacitracin zum Hemmen der Begleitflora. Die Probe bleibt 24h bei +30°C in der Bouillon. 

 

Zur Anreicherung im Kälteverfahren mit PBS (EISS, 1975; VAN NOYEN et al., 1980) werden 

25 g Probe in 225 ml PBS (0,15 mol; pH 7,6) gegeben, homogenisiert und anschließend für 

7 – 21 Tage bei +4°C gelagert. Verschiedene Autoren  empfehlen diese Kälteanreicherung 

zur Untersuchung einer Vielzahl von Probenarten wie Kot, Material von Schlachtschweinen 

sowie Lebensmitteln (FUKUSHIMA et al., 1984; KOTULA u. SHARAR, 1993; MAIR und 

FOX, 1986; MILCZEWSKI, 1993). 25 g Probenmaterial werden bei der Anreicherung im 

Kälteverfahren mit Tryptose-Soja-Bouillon (TSB) nach VAN PEE und STRAIGER (1979) in 

225 ml TSB gegeben und homogenisiert. Die Inkubation erfolgt für 7 – 21 Tage bei +4°C. 

Nach DELMAS und VIDON (1985) sowie WALKER und GILMOUR (1986) eignet sich dieses 

Verfahren für den Nachweis von Yersinia spp. aus unterschiedlichsten Lebensmitteln. 

 

Bei der Anreicherung nach WEAGANT et al. (1995) werden 25 g Probenmaterial in 225 ml 

Pepton Sorbitol Bile Bouillon (PSBB) für 30 Sekunden homogenisiert und danach für zehn 

Tage bei +10°C im Brutschrank aufbewahrt. Dieses Ve rfahren stellt eine Modifizierung der 

Kälteanreicherung dar und umfasst ein ähnliches Probenspektrum. 

 

Eine Selektion auf MacConkey-Agar (NILEHN, 1969b; EISS, 1975) findet bei +30°C für einen 

Tag statt. Die flachen und farblosen Kolonien von Yersinia enterocolitica haben Durchmesser 

von ca. 1 mm.  

 

Für die Selektion auf Virulent-Yersinia enterocolitica-Agarmedium (VYE) nach FUKUSHIMA 

(1987) zur Isolierung pathogener Yersinia enterocolitica verwendet man verschiedene 

Zusätze. Die Antibiotika Cefsulidom-Irgasan, Josamycin und Oleandomycin sollen die 

Begleitfora unterdrücken. Weiterhin wird Äskulin zugesetzt, wobei pathogene Yersinia 

enterocolitica stets Äskulin-negativ sind und auf dem Medium rote Kolonien bilden. 

Apathogene Yersinien können Äskulin hydroliysieren und stellen sich als dunkle 

Bakterienkolonien dar. Diese phänotypischen Reaktionen verlaufen bei +30°C innerhalb von 

zwei Tagen ab.  
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Verdächtige Kolonien, die bei der Selektion ein charakteristisches Erscheinungsbild zeigen, 

werden stets weiter auf biochemische und pathogenitätskorrelierte Eigenschaften geprüft. 

Am Anfang steht eine Beimpfung auf Kligler-Agarmedium (Eisen-III-Zucker-Schrägagar). Der 

Nährboden wird für 48 h bei +30° C bebrütet. Die im  Substrat enthaltene Laktose wird von 

Yersinia enterocolitica nicht verstoffwechselt, wodurch sich andere Laktose positive 

Enterobacteriacea eliminieren lassen. Zur weitern Abgrenzung kann ein Test auf Harnstoff- 

und Mannitolverwertung durchgeführt werden. Yersinia enterocolitica ist Urease-positiv und 

zeigt keine oder eine nur sehr gering Gasbildung mit Mannitol (ATLAS, 1995). Auch der 

Einsatz von kommerziell erhältlichen biochemischen Test-Kits kann in Betracht gezogen 

werden, wie z. B. das bewährte System API 10 S von bioMérieux (bioMérieux sa., Marcy-

l´Etoile, Frankreich)  (NEUBAUER et al., 1998). Weiterführende Untersuchungen von 

präsumptiv pathogenen Yersinia enterocolitica nach ISO 10273 (DRAFT INTERNATIONAL 

STANDARD, 1993) wurden weiter oben bereits tabellarisch aufgelistet. 

 

2.5.2 Molekularbiologische Verfahren  

Als sehr effiziente Methode zum Nachweis von pathogenen Yersinia enterocolitica hat sich 

die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) erweisen (BHADURI, 2002; NEUBAUER et al., 2000c; 

VISHNUBHATLA et al., 2000). Die PCR bedeutet gegenüber den mikrobiologischen 

Verfahren trotz nötiger Voranreicherung eine deutliche Arbeitserleichterung (BOYAPALLE et 

al., 2001; JOHANNESSEN et al., 2000; LAMBERTZ et al., 1996; NESBAKKEN et al., 

1991a). Entsprechende Genorte von Yersinia enterocolitica, die zur Amplifikation und somit 

zur Identifizierung benötigt werden, sind bekannt.  

 

Generell werden die DNS-Abschnitte gemäß ihrer Lokalisation in chromosomale und 

plasmidiäre Strukturen unterteilt. Weil auf beiden Bereichen Pathogenitätsfaktoren 

verschlüsselt liegen können, sind sie geeignet, pathogene Yersinia enterocolitica 

nachzuweisen. Bei der PCR-Methode kann indessen das Plasmid im Verlauf der nötigen 

Voranreicherungen verloren gehen (BHADURI et al., 1991; RAVANGNAN u. CHIESA, 1995). 

Um das Plasmid zu stabilisieren, haben LI et al. (1998) eine Kultivierungsmethode 

entwickelt, die sich einer Nährbouillon mit Gewebebestandteilen von Hirn und Herz und einer 

exakt definierten Kalziummenge bedient. Als Kultivierungstemperatur wird +32°C empfohlen. 

Diese Technik vermag den Verlust der Plasmid DNS zu minimieren, ihn jedoch nicht in 

Gänze auszuschließen. Ein Nachweis von pathogenen Yersinia enterocolitica, der sich 

lediglich auf plasmidäre Genorte beschränkt, ist wegen der Gefahr falsch negativer 

Ergebnisse nicht sinnvoll (NEUBAUER et al. 2001a). Bei einer PCR sollten folglich 

chromosomale und plasmidäre Primerpaare kombiniert werden.  
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Für die eindeutige Isolierung von pathogenen Yersinia enterocolitica kommen folgende 

chromosomale Genorte in Betracht: ail (attachment invasion locus), inv (Invasin), yst 

(Yersinia enterocolitica heat-stable enterotoxin). KWAGA et al. (1992) konnten zeigen, dass 

das ail-Gen, welches für Anheftung und Invasion kodiert, spezifisch für pathogene Yersinia 

enterocolitica ist. Inv kommt dagegen bei allen Yersinia enterocolitica-Stämmen vor. Somit 

kann es zum Nachweis von Yersinia enterocolitica herangezogen werden. NAKAJIMA et al. 

(1991) wählten die Primer für die Genloki inv, ail und virF so, dass ein genauer Nachweis 

von Yersinia pseudotuberculosis und pathogenen Yersinia enterocolitica möglich war. Das 

Yst-Gen für das Enterotoxin eignet sich zur Identifizierung von pathogenen Yersinia 

enterocolitica, wobei bestimmte Abschnitte aus der variablen Region für die Entwicklung von 

geeigneten Primern zu wählen sind (IBRAHIM et al. 1997a). Entscheidet man sich für 

Startpunkte in anderen Bereichen von yst, sind Kreuzreaktionen mit apathogenen Yersinia 

enterocolitica-Stämmen, Yersinia intermedia, Eschericha coli O:157:H7, Campylobacter 

freundii, Salmonella typhimurium und Salmonella flexneri möglich (KWAGA et al., 1992).  

 

Bei den plasmidären Gensequenzen von pathogenen Yersinia enterocolitica werden 

folgende Strukturen als spezifisch beschrieben: VirF (virulence faktor), LcrV (V-antigen) und 

YadA (Yersinia adhesin A) (NAKAJIMA et al., 1991; NEUBAUER et al., 2000d; WREN u. 

TABAQCHALI, 1990). 

 

Zur Unterscheidung von Yersinia enterocolitica und Yersinia pestis eignet sich VirF nicht, da 

es beiden Arten zu Eigen ist (NAKAJIMA et al. 1991; WREN und TABAQCHALI 1990). Als 

weiterer Nachteil gilt, dass VirF in der PCR nicht alle pathogenen Isolate von Yersinia 

enterocolitica erfasst (NEUBAUER et al., 2001a). Mit LcrV besteht die Möglichkeit, Yersinia 

enterocolitica, Yersinia pestis und Yersinia pseudotuberculosis zu detektieren, jedoch nicht, 

sie zu unterscheiden (NEUBAUER et al., 2000b). Einzig YadA kann zur tatsächlichen 

Erkennung von Yersinia enterocolitica herangezogen werden, denn es kommt lediglich bei 

dieser Spezies vor (JOURDAN et al., 2000). All dies sind Gründe, um parallel nach 

chromosomalen DNS-Abschnitten zu suchen. BLAIS und PHILLIPPE (1995) beschreiben 

beispielsweise eine PCR mit einer praktikablen Kombination des plasmidgebundenen yadA-

Gens und einer chromosomal kodierten ail-Struktur. Die Tabelle 4 gibt eine Darstellung über 

empfohlene Genortkombinationen sowie PCR-Methoden zur Identifizierung nach 

Literaturangaben. 
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Tabelle 4: Zusammenstellung empfohlener Genortkombinationen und PCR-Methoden zur 

Identifizierung von pathogenen Yersinia enterocolitica nach Literaturangaben 

Zielgenkom-

binationen 

PCR-Methode Probenmateri

al 

Kreuzreaktionen Autoren 

ail+yadA einfache PCR  

-hot start 

Reinkultur Keine BLAIS u. 

PHILLIPPS 

1995 

ail+virF Multiplexe-PCR Schweine-

fleisch 

Keine NILSSON et 

al. 1997 

 Multiplexe-PCR Zungen-

abstrich,  

Schweine-

fleisch,  

Käse, 

Zucchini 

Keine BHADURI 

und 

COTTRELL 

1997 

 Multiplex-PCR,  

fluoreszens 

5‘Nuklease PCR 

Schweinekot Keine BHADURI 

2002 

ail+yst+inv Multiplex-PCR Reinkultur yst von 

Y. intermedia 

KWAGA et 

al. 1992 

ail+yst+virF Multiplex-PCR Reinkultur, 

Stuhlproben 

virF von  

Y. pseudotuberculosis 

HARNETT et 

al. 1996 

yadA+  

16S-rRNS  

Multiplex-PCR Schweine-

fleisch 

16S-rRNS v.  

Y. kristensenii,  

Y. fredriksenii.  

Y. intermedia,  

 

LANTZ et al.  

1998 

Ail+virF Real-Time-PCR Reinkultur, 

Schweine-

fleisch 

virF von  

Y. pseudotuberculosis 

Hartmann 

2007 

 

Die DNS-Hybridisierung ist ein weiteres molekularbiologisches Verfahren. Zu untersuchende 

Proben werden auf einer Membran aufgebracht, die ihrerseits auf einem der oben genannten 

selektiven Kulturmedien liegt. Sind Kolonien angewachsen, unterzieht man die Membran 

einer chemischen Behandlung mit dem Ziel, die bakterielle chromosomale DNS freizusetzen. 

Wird jetzt die komplementäre Gensonde zugefügt, kann diese an die nun freien 

Nukleinsäuresequenzen binden. Die jeweilige Sonde lässt sich ihrerseits z. B. radioaktiv 
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markieren, wodurch das Hybridisierungsprodukt nachweisbar wird (HILL et al., 1983). Mit 

diesem Vorgehen ist es möglich, eine selektive Bestimmung von Yersinia enterocolitica in 

Proben mit vielen verschieden Bakterien (HILL u. KEASLER, 1991) vorzunehmen. 

 

2.5.3 Immunhistochemie 

Einen vollkommen anderen Ansatz, Y. enterocolitica im Kot von Tieren nachzuweisen, stellt 

die Anwendung einer immunologischen Methode dar. LOUIS untersuchte 2005 

beispielsweise Kot von Mastschweinen mittels Immunfluoreszenztest zum Nachweis von 

Yersinia enterocolitica. Der Begriff Immunhistochemie (IHC) charakterisiert in der Medizin 

einer Methode, um Proteine mit Hilfe von Antikörpern sichtbar zu machen. 

 

Grundprinzip direkter und indirekter immunhistochemischer Färbetechniken 

Immuno-chemische Färbemethoden basieren alle auf einer Komplexbildung zwischen dem 

gesuchten Antigen (AG) und einem spezifisch bindenden Antikörper (AK). Die Spezifität 

eines AKs richtet sich gegen eine bestimmte Stelle auf dem AG, die „antigene Determinante“ 

oder das „Epitop“ (STRYER, 1996). Zur Sichtbarmachung der entstandenen Antigen-

/Antikörper-Komplexe werden die eingesetzten AK mit unterschiedlichen Markersystemen 

gekoppelt (AVRAMEAS, 1972). Man unterscheidet zwischen einer direkten und einer 

indirekten Nachweismethode. Bei der direkten Methode wird nur ein für das gesuchte AG 

spezifischer AK, der mit einem Marker gekoppelt ist, verwendet. Die indirekte Methode ist ein 

Verfahren, bei dem mindestens zwei Antikörpern zur Signalverstärkung eingesetzt werden, 

um die Zielantigene mittels unterschiedlicher Methoden sichtbar zu machen (NOLL und 

SCHAUB-KUHNEN, 2000). 

 

Prinzip des Immunenzym-Verfahren 

Um das gesuchte Antigen zu lokalisieren, werden enzymgekoppelte Antikörper verwendet. 

Zugegebenes Chromogen wird durch das Enzym zu einem Farbkomplex umgesetzt und 

macht so die Antigen-Antikörper-Reaktion sichtbar (NAKANE und PIERCE, 1967). Als 

Marker kann jedes mittels histochemischen Methoden darstellbares Enzym eingesetzt 

werden, sofern es den AK sowie die Zellstruktur des Zielgewebes nicht negativ beeinflusst 

(PEARSE, 1961).  

 

Prinzip des Immunperoxidase-Verfahren 

Als Standardverfahren hat sich die Kopplung des Antiköpers an ein Peroxidaseenzym, 

welches aus Meerrettich gewonnen wird, oder an alkalische Phosphatase durchgesetzt. Die 

Meerrettich-Peroxidase zeichnet sich zudem durch die preiswerte Handhabung aus 

(NAKANE und PIERCE, 1966 und 1967). Peroxide existieren je nach Zielgewebe in 
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verschiedenen Konzentrationen. Durch die Peroxidase kommt es zur Freisetzung von 

Sauerstoffmolekülen aus den vorliegenden Peroxiden. Fügt man Wasserstoffperoxid im 

Überschuss hinzu, wird die endogene Peroxidaseaktivität beseitigt, was letztlich zu einer 

Verringerung der unspezifischen Färbung des Hintergrunds führt (TAYLER, 1978).  

 

Der Farbstoff muss spezifisch für das jeweilig verwendete Enzymsubstrat sein und ein 

stabiles, farbiges Endprodukt erzeugen, welches bei der Lichtmikroskopie erkennbar ist. Eine 

histologisch gängige Gegenfärbung, deren Farbintensität weder bei der Trocknung noch 

nach dem Eindecken nachlässt, muss mögliche sein. Des Weiteren sollte die Enzymaktivität 

nicht beeinträchtigt werden (TAYLER, 1978). Um die Meerrettichperoxidase darzustellen, 

wird am häufigsten 3,3´-Diaminobenzidin-tetra-hydrochlorid (DAB) verwendet. DAB reagiert 

bei Zugabe von Peroxidase zu H2O2 und einem unlöslichen brauen Farbprodukt (DELELLIS 

et al., 1979; HEYDERMAN, 1979).  

 

Verschiedene Immunperoxidase-Techniken 

Übliche Verfahren umfassen die direkte und die indirekte Methode, zu denen die Peroxidase-

Anti-Peroxidase (PAP)-, und die (Strept)- Avidin-Biotin-Complex (ABC)-Methode gehören. 

 

Direkte Methode 

Hier ist der primäre, spezifisch gegen das Zielantigen gerichtete Antikörper enzymatisch mit 

Peroxidase bzw. Phosphatase konjugiert. Diese AK´s lässt man im Präparat mit 

vorhandenen Antigenen reagieren und durch Zugabe eines Substrates das Reaktionsprodukt 

einfärben. Ein Nachteil dieser schnellen Methode ist, dass jedes Antiserum gesondert 

konjugiert werden muss (BOENISCH, 2001). Die direkte Methode ist zudem auch weniger 

empfindlich als indirekte Methoden, da eine Potenzierung des Signals ausbleibt. 

 

Indirekte (Sandwich-) Methode 

Die indirekte Methode bedient sich zweierlei Antikörper. Der unkonjugierte 1. AK bindet 

zunächst an das Antigen. Anschließende wird ein 2. AK zugegeben. Dieser ist mit 

Peroxidase gekoppelt und gegen die Immunglobulinfraktion der Spezies gerichtet, von der 

der 1. AK stammt. Der 2. AK lagert sich an den zuvor entstandenen Antigen-Antikörper-

Komplex an (DELELLIS et al., 1979; HEYDERMAN 1979). Wie auch schon bei der direkten 

Methode wird abschließen ein Farbstoff zur Färbung des Endproduktes eingesetzt. Mit 

Einfügen eines weiteren Inkubationschrittes in den Reaktionsablauf verlängert sich die Dauer 

gegenüber der direkten Methode um ungefähr das Doppelte, außerdem sind unspezifische 

Anfärbungen möglich (BOENISCH, 2001). 
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Peroxidase-Anti-Peroxidase-Methode (PAP-Methode) 

Zum Einsatz kommen hier zwei unkonjugierte Antikörper sowie ein Immunkomplex aus 

Peroxidase-Anti-Peroxidase (STERNBERGER et al., 1970). Es kommt zu Bindung von 

jeweils ungekoppeltem 1. AK und 2. AK. Der 2. AK fungiert als Brücke, denn er bindet 

zusätzlich den löslichen Komplex aus Peroxidase und Anitperoxidase. Erster und zweiter AK 

müssen dabei aus derselben Tierspezies stammen (DELELLIS et al., 1978; HEYDERMAN, 

1978; STERNBERGER, 1970). 

 

(Strept-) Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC-Methoe) 

Die Avidin-Biotin-Methode bzw. Streptavidin-Biotin-Methode ist ein hochempfindliches 

Verfahren (HSU et al., 1981). Diese Technik nutzt die Eigenschaft von Avidin, einem 

Eiweißglykoprotein, vier Moleküle Biotin mit hoher Affinität zu binden (BOENISCH, 2001). 

Der 1. AK ist unkonjugiert, während and den 2. AK Biotin gekoppelt ist, weiter kommt ein 

löslicher Komplex aus biotinylierter Peroxidase und Avidin hinzu. Freie Bindungsstellen des 

Avidins ermöglichen die Bindung an das Biotin des Sekundärantikörpers. Somit wird eine 

höhere Sensitivität erlangt (sogenannte „signal amplification“) (HAINES u. CHELAK, 1991; 

RAMOS-VARA et al., 1999). Bei der enzymmarkierten Streptavidin-Biotin-Methode (LSAB-

Methode) sind Streptavidin und Peroxidase direkt gekoppelt, so dass die Bindung an den 

biotinylierten 2. AK direkt, d h. ohne Komplexbildung geschieht. Die Sichtbarmachung des 

gesuchten Antigens erfolgt wieder über die Umsetzung von Chromogensubstrat durch 

Peroxidase. Das ABC-Verfahren wurde in der vorliegenden Arbeit angewendet. Einen 

schematischen Ablauf der Reaktionen nach BOENISCH et al. (2001) zeigt Abbildung 3. 

 

 
 

Abbildung 3: Reaktionsschema bei der ABC-Methode (nach BOENISCH et al., 2001) 
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2.6 Epidemiologie von Yersinia enterocolitica 

Infektionen mit Yersinia enterocolitica gehören zu den sog. Anthropozoonosen und bilden 

eine Gefahr für die menschliche und tierische Gesundheit (NEUBAUER et al., 2001a, b). 

Dabei sind die Tierarten Schwein, Wildschwein und Rind häufige Träger dieses Keims und 

von ihnen gewonnenen Lebensmittel gelten primär als Übertragungsquelle auf den 

Menschen. Für das Jahr 2008 wurden in Deutschland insgesamt 4344 durch Yersinia 

enterocolitica bedingte Erkrankungen gemäß Referenzdefinition an das RKI übermittelt, 

während es 2007 4963 Fälle waren. Diese Zahlen illustrieren, dass Yersiniose als Zoonose 

eine Gefahr für die Gesundheit von Mensch und Tier bildet, wie bereits NEUBAUER et al., 

(2001a, b) hervorhoben. Kontaminierte Lebensmittel gelten primär als Übertragungsquelle 

auf den Menschen.  

 

Bei Infektionen des Menschen wurde in erster Linie das Bioserovar 4/O:3 isoliert. Vor 1999 

wurde dieses Bioserovar laut ALEKSIC und BOCKEMÜHL (1996) vergleichsweise selten 

gemeldet. In dem Bericht für 2001 des ROBERT KOCH-INSTITUTs (2002) wird erstmalig 

über eine Infektion mit dem Y. enterocolitica Bioserovar 1B/O:8 berichtet, wobei es für 89,9% 

aller gemeldeten Fälle in Deutschland verantwortliche war. Daneben wurden pathogene Y. 

enterocolitica des Bioserovars 2/O:9 (5,8%) sowie 2/O:5,27 (0,7%) mit menschlichen 

Erkrankungen in Verbindung gebracht. Bei der Interpretation der Daten ist zu beachten, dass 

die Meldepflicht zunächst auf einzelne Länder in Deutschland begrenzt war. Erst im Januar 

2001 trat das Infektionsschutzgesetzes (IfSG) in Kraft, weshalb eine Meldung von da an 

auch bundesweit vorgeschrieben war. 
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Dem Robert-Koch-Institut gemeldeten Yersiniose Fälle
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Abbildung 4: Übersicht über die dem Robert-Koch-Institut (RKI) gemeldeten Yersiniose-Fälle 

in Deutschland in den Jahren 2001 bis 2008 (RKI Epidemiologisches Bulletin Nr. 3 2002 – 

2009) 

 

Aus Abbildung 4 lässt sich ein leichter Rückgang der Erkrankungsfälle von 2001 bis 2008 

herauslesen. Da trotz Meldepflicht von einer zehnfach höheren Dunkelziffer ausgegangen 

werden kann, bildet der Erreger Yersinia enterocolitica immer noch eine ernstzunehmende 

gesundheitliche Gefahr (ANONYMUS, 2007). In Deutschland steht der Keim nach 

Campylobacter und Salmonella auf Platz 3 der häufigsten Erreger gastrointestinaler 

Infektionen. Darüber hinaus konnte in der Bundesrepublik bei gesunden Blutspendern eine 

serologische Prävalenz von ca. 40% festgestellt werden. Dies lässt eine Vielzahl 

subklinischer Infektionen beim Menschen vermuten (MÄKI-IKOLA et al., 1997). Früher blieb 

Y. enterocolitica in der Humanmedizin weitgehend unbeachtet (KNAPP, 1983). Mittlerweile 

wird der Erreger dank verbesserter Diagnostik immer mehr im Zusammenhang mit 

Darmerkrankungen isoliert. Auf Grund der unterschiedlichen Pathogenität einzelner Stämme 

ist eine Typisierung der Isolate unbedingt erforderlich.  

 

Beim Menschen treten Y. enterocolitica-Infektionen in Form einer akuten Enteritis auf. Als 

mögliche Komplikationen kommen reaktive Enteritis, Erythema nodosum, Uveitis und 

Thyreoiditis in Betracht (NEUBAUER et al., 2001b).  
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2.7 Übertragungswege von Yersinia entrocolitica 

Eine menschliche oder tierische Infektion mit Y. enterocolitica kann durch kontaminierte 

Nahrungsmittel geschehen. Dafür sprechen Erregernachweise in Tonsillen und Kot von 

latent infizierten Tieren, außerdem der Ort des menschlichen Primäreffektes, das heißt die 

Schleimhaut des Darms (ALEKSIC und BOCKEMÜHL, 1990). Es scheint, als treten 

Infektionen mit Y. enterocolitica bei Menschen häufiger als beim Tier auf (SELBITZ, 1992), 

auch wenn das Tier als Träger pathogener Y. enterocolitica Stämme und somit als humane 

Infektionsquelle zu betrachten ist. Y. enterocolitica des Typs 4/O:3, können regelmäßig aus 

der Mundhöhle, insbesondere den Tonsillen und der Zunge, von Schlachtkörpern und aus 

Kotproben von Schweinen isoliert werden (BHADURI und WESLEY, 2006; BHADURI et al., 

2005; BOWMAN et al., 2007; DE BOER und NOUWS, 1991; FREDRIKSSON-AHOMAA et 

al., 1999, 2000, 2001b, 2004, 2007; TAUXE et al., 1987). So spielt ätiologisch der Verzehr 

kontaminierten Schweinefleisches bzw. -zungen und -innereien (ARNOLD et al. 2004; 

FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2001a TAUXE et al., 1987,) eine große Rolle. Y. 

enterocolitica-Stämmen, welche in Schweinen und Schweinefleisch gefunden wurden, 

unterschieden sich genotypisch nicht von Stämmen humanen Ursprungs (FREDRIKSSON-

AHOMAA et al., 2006). Basierend auf epidemiologischen Studien werden aber auch Milch- 

und Sojaprodukte sowie Quellwasser in Betracht gezogen (ALEKSIC und BOCKEMÜHL, 

1990). FALCAO et al. (2004) gelang es, aus Wasserproben unterschiedlichen Ursprungs 

pathogene Yersinien isolieren. Die psychrophile Eigenschaft von Y. enterocolitica spielt 

häufig dann eine Rolle, wenn Lebensmittel oberhalb der minimalen Wachstumstemperatur 

im Kühlschrank gelagert werden (NESBAKKEN, 1992).  

 

Neben dem alimentären Weg gibt es weitere Übertragungsmöglichkeiten. Zunächst ist die 

direkte Ansteckung von Mensch-zu-Mensch (SCHIEMANN, 1989, STROBEL et al. 2000) zu 

berücksichtigen. Kleinkinder können sich beispielsweise mit Y. enterocolitica O:3 im 

Zusammenhang mit erkranktem Pflegepersonal infizieren (LEE et al. 1990). Für eine 

indirekte Übertragung können weiterhin infizierte Blutkonserven verantwortlich sein. Obwohl 

bislang noch nicht vollständig wissenschaftlich abgesichert, darf ein enger (Haus-)Tier 

Kontakt als weitere mögliche Quelle einer Infektion angesehen werden.  

 

Zwischen Tieren erfolgt die Übertragung von Yersinien meist bei einer gemeinsamen 

Aufstallung infizierter und nicht infizierter Individuen durch erregerhaltigen Kot. Bei 

Karnivoren ist daneben eine Ansteckung über infizierte Beute- und Futtertiere denkbar 

(ALEKSIC und BOCKEMÜHL, 1990). So hat sich rohes Schweinefleisch als eine 

bedeutende Quelle für Y. enterocolitica Infektionen bei Hunden und Katzen 

herauskristallisiert (FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2001b). Insgesamt treten Erkrankungen 



 

26 

bei Tieren jedoch nur gelegentlich auf; wobei Y. enterocolitica bei praktisch allen 

warmblütigen Wild-, Nutz- und Heimtieren zu finden ist (BOCKEMÜHL und ROGGENTIN 

2004).  

  

2.8 Epidemiologie von Yersinia enterocolitica beim Geflügel 

Auch wenn das Schwein die Übertragung von Y. enterocolitica auf dem Menschen als 

hauptsächliches Reservoir gilt, fanden SAMADI et al. (1982) in Hühnerfleisch neben 

apathogenen Yersinia spp. auch pathogene Y. enterocolitica. Die positiven Befunde führten 

sie auf fäkale Kontaminationen zurück. Aus dem Kot von verschiedensten Wildvögeln 

konnten Yersinien ebenfalls isoliert werden. 

 

Serovare von Y. enterocolitica, die humane gastrointestinale Komplikationen, Septikämien 

und Arthritiden hervorrufen, besitzen beim Geflügel keine pathogenetische Bedeutung. Zwar 

wurde Y. enterocolitica des Öfteren im Darminhalt von Mastgeflügel nachgewiesen, 

humanpathogene Serovare konnten jedoch nicht ermittelt werden. Bei Untersuchungen von 

Kot und Abstrichen aus der Schnabelhöhle von Puten durch BUCHER et al. (2002) ließen 

sich ebenfalls keine pathogenen Y. enterocolitica nachweisen. Humanpathogene Yersinia 

enterocolitica des Serovars O:3 und O:9 fanden sich jedoch in zur Sektion gelangten 

Hühnern (NATTERMANN et al., 1986b). Aus sog. Eibruchmasse konnten NATTERMANN et 

al. (1985) sechs Yersinia-Serovare isolieren. NGUYEN untersuchte 2003 künstlich mit 

pathogenen Yersinia enterocolitica infizierte Hühnereier, mit dem Ergebnis einer massiven 

Vermehrung der Keime bei ungekühlter Lagerung der Eier. 

 

Ausreichend detaillierte Untersuchungen zu Vorkommen und Klinik der Yersiniose bei 

Nutzgeflügel und anderen Tieren liegen bisher nicht vor (HAFEZ, 2003; NEUBAUER et al., 

2001a). Die Rolle des Nutzgeflügels als Infektionsquelle ist somit in Zukunft noch genauer 

abzuklären.  

 

Kurze Erwähnung verdient die Pseudotuberkulose (Y. pseudotuberkulosis). Obwohl 

Menschen hieran erkranken können, ließ sie sich bislang nicht auf den Verzehr von 

Geflügelfleisch zurückführen. Das wichtigste Reservoir für Y. pseudotuberculosis stellen 

Wildtiere dar (FREDRIKSSON-AHOMAA, M., 2009). Besonders Wildvögel sind häufig 

infiziert. Aus dem Kot solcher Tiere lässt sich der Erreger häufig isolieren (PFEIFFER, 1991). 
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3 Material und Methoden 

3.1 Allgemeiner Versuchsaufbau 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Auswirkungen einer experimentellen oralen Infektion 

mit Yersinia enterocolitica O:3/4 auf Legehennen zu erfassen und zu charakterisieren. Dazu 

wurden 30 Tiere der Rassen Leghorn (weiße Tiere) und ISA Brown (braune Tiere) mit 

diesem Keim infiziert und in einem definierten Versuchszeitraum von 4 Wochen nach 

verschiedenen Aspekten beobachtet und untersucht. 30 weitere Tiere dienten als 

Negativkontrolle. Die infizierten Tiere wurden, je ein braunes und ein weißes Huhn, zu zweit 

in Käfigen aufgestallt (Abb. 5). So gelang die eindeutige Zuordnung der gelegten Eier. 

 
 

Abbildung 5: Aufstallung der infizierten Tiere Abbildung 6: Aufstallung der Kontrolltiere 

Die Kontrolltiere wurden in einer Gruppe gehalten (Abb. 6). Den Tieren wurden Legehennen- 

Alleinfutter, das mit Kalk angereichert war, und frisches Wasser in Trinkwasserqualität ad 

libitum angeboten. 

Der erste Teil der Arbeit galt der Erfassung möglicher klinischer Symptomen der Yersiniose 

bei Legehennen. Dazu wurden täglich klinische Untersuchungen der 30 infizierten Tiere und 

der Kontrollgruppe durchgeführt. Dabei wurden auch Parameter wie Gewicht, Futter- und 

Wasseraufnahme sowie das Legeverhalten erfasst. Die hier gewonnenen Erkenntnisse 

sollten helfen, solche Tiere, die mit Yersinien infiziert sind, möglichst frühzeitig zu erkennen 

und aus der Lebensmittelkette zu entfernen.  

Der zweite Teil der Arbeit umfasste verschiedene mikrobiologische Erhebungen. Als 

Untersuchungsmaterial dienten regelmäßig im Versuchszeitraum mittels Kloakentupfer 

genommene Kotproben, die gelegten Eier der infizierten Tier sowie eine randomisierte 

Auswahl von Kontrolltieren. 
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Die Kloaktentupfer wurden zunächst auf einem für Yersinia-selektiven Agar direkt 

ausgestrichen, gleichzeitig erfolgte vergleichend die Anreicherung in Flüssigmedien. 

Eingesetzt wurden ITC, PBSSB und zur Kälteanreicherung die Lösung PBS. Es gab 

insgesamt 16 Untersuchungsdurchgänge. Dabei wurden pro Ansatz alle infizierten Tiere 

sowie jeweils 10 zufällig ausgewählte Tiere aus der Kontrollgruppe überprüft, woraus 

insgesamt 640 Proben resultierten. 

Eischale, Eiklar und Eidotter der im Versuchszeitraum gelegten Eier wurden mittels 

Direktausstrich auf CIN-Nährboden sowie vergleichend im Anreicherungsverfahren mit ITC 

auf das Vorhandensein von Yersinien überprüft. Verdächtige Kolonien wurden 

weiterführenden biochemischen Untersuchungen unterzogen. Die mit der kulturellen Technik 

erzielten Ergebnisse wurden mittels PCR verifiziert. Die Ergebnisse sollen Aufschluss über 

das Risiko einer Ausscheidung mit lebensfähigen Erregern geben. Unabhängig von den 

epidemiologischen Daten war beabsichtigt, durch den Einsatz verschiedener 

bakteriologischer Methoden die geeignete Technik für eine sichere Routinelabordiagnostik 

zu ermitteln.  

Der dritte Teil der Arbeit befasste sich mit der diagnostischen Eignung einer immuno-

chemischen Untersuchung. Während der Sektionen der Versuchstiere wurden insgesamt 40 

Kotproben genommen und mittels ABC-Methode immuno-chemisch analysiert. Es sollte 

überprüft werden, ob dieses Verfahren sich für einen Nachweis von Y. enterocolitica eignet. 

Zusätzlich galt es festzustellen, inwieweit die Ergebnisse mit den mikrobiologischen Daten 

übereinstimmen. 

 

3.2 Material 

Infektionsstamm 

Für den Infektionsversuch an Legehennen mit Yersinia enterocolitica wurde der Bioserotyp 

O:3/4 (Isolat vom Menschen) eingesetzt. Bezogen wurde der Stamm von der Deutschen 

Sammlung von Mikroorganismen unter der Bezeichnung DSM 13030. 

Infektionsbouillon 

Die Herstellung der Infektionsbouillon geschah wie folgt: Der Yersinien DSM-Stamm 13030 

wurde zunächst auf 60 Schafblutplatten angezüchtet. Die Bebrütung erfolgte aerob bei 

+30°C für 24 h. Die gewachsenen Kolonien wurden mit einem sterilen Tupfer von den Platten 

abgenommen und in einer BHI-Bouillon ausgeschüttelt. Die Koloniezählung ergab einen 

Keimgehalt von 109  Mikroorganismen/ml. 
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Infektionsversuch 

Mittels einer Knopfkanüle wurde jeder der 30 Legehennen 1 ml der bakterienhaltigen 

Bouillon in den Kropf applizierte. Die Kontrolltiere erhielten parallel 1 ml Trinkwasser. 

Dieses Tierversuchsvorhaben ist als Teil des Projektes zur Charakterisierung der Yersinia-

Infektion beim Nutzgeflügel vom Landesamt für Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und 

technische Sicherheit (heute Landesamt für Gesundheit und Soziales, Berlin mit der 

Nummer G 0168/03 genehmigt worden. 

 

Kontrollstämme /Referenzstämme 

Zur Positiv- und Negativkontrolle der verschiedenen eingesetzten Agarplatten sowie 

biochemischen Medien wurden verschiedene Stämme eingesetzt, wie aus Tabelle 5 

hervorgeht. 

Tabelle 5: Übersicht der Bakterienstämme, die zur Kontrolle der Nährmedien eingesetzt 

wurden 

Medien Positivkontrolle Negaitvkontrolle 

Cefsulodin-Irgasan-

novobiocin (CIN-) 

Agar 

Y. enterocolitica ATCC 9610 und 

Y. enterocolitica DSM 13030 

E. coli ATCC 25922 

ITC Y. enterocolitica ATCC 9610 und 

Y. enterocolitica DSM 13030 

E. coli ATCC 25922 (nach 

Abimpfen auf CIN-Platte 

negativ) 

Harnstoff nach 

Christensen (Urease) 

Y. enterocolitica ATCC 9610 und 

E. enterocolitica DSM 13030 

E. coli ATCC 25922 und  

S. Typhimurium DSM 11320 

Kligler-Agar 
 
H2S positv = S. Typhimurium 
DSM 11320 

Lactose positiv = E. coli ATCC 
25922 

Glucose pos. =  E. coli ATCC 

25922 und Y. enterocolitica DSM 

13030 

Lactose negativ = Y. 

enterocolitica DSM 13030 
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3.2.1 Erfassung der klinischen Parameter 

Eine Charakterisierung der Yersiniose auf Grund von Symptombeschreibungen bei 

Legehennen existiert bisher nicht. Meist sind die Tiere „stumme Ausscheider“ des Keims. 

Um das Auftreten möglicher klinischer Symptome zu erfassen, wurden alle Versuchstiere 

tägliche klinisch untersucht. Zusätzlich wurde sowohl der Futter- als auch der 

Wasserverbrauch der paarweise im Käfig gehaltenen Tiere sowie der in Gruppe gehaltenen 

Kontrolltiere ermittelt. Jeden zweiten Tag wurden die Tiere gewogen. Täglich wurde die 

Eiablage protokolliert. 

 

3.2.2 Probenmaterial aus dem Infektionsversuch von Legehennen mit Y. enterocolitica 

O:3/4 

 
Probenmaterial für die Mikrobiologie  

Zur kulturellen Analyse standen Proben aus dem Infektionsversuch zur Verfügung. 

Die mikrobiologischen Untersuchungen schlossen neben Faecesproben auch die gelegten 

Eier ein.  

 

Kloakentupfer 

Tabelle 6 zeigt das Probenahmeraster für Kloakentupfer. 

Um eine Erregerausscheidung sowie deren Dauer zu ermitteln und verschiedene 

mikrobiologische Methoden miteinander zu vergleichen, wurden von den infizierten Tieren 

pro Durchgang je zwei Kloaktentupfer genommen. Bei den Kontrolltieren wurden jeweils 10 

Tiere zufällig ausgewählt und untersucht. Die erste Probennahme geschah vor -

Versuchsbeginn, um sicherzustellen, dass die Tiere nicht bereits von vornherein mit 

Yersinien infiziert waren. Die weiteren Kloakentupfer für die mikrobiologischen 

Untersuchungen wurden im Abstand von zwei Tagen, also insgesamt 15-mal entnommen.  
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Tabelle 6: Probenahmeplan für Kloakentupfer  

Tag post  
Infectionem 

Zahl der 
Kloakentupfer der 
infizierten Tiere (je 
zwei pro Durchgang) 

Zahl der 
Kloaktentupfer der 
Kontrolltiere (je zwei 
pro Durchgang) 

Tupferzahl gesamt 

0 60 60 120 

Tag der Infektion 

2.  60 20 80 

4. 60 20 80 

6. 60 20 80 

8. 60 20 80 

10. 60 20 80 

12. 60 20 80 

14. 60 20 80 

16. 60 20 80 

18. 58 20 78 

20. 58 20 78 

22. 58 20 78 

24 58 20 78 

26. 58 20 78 

28. 58 20 78 

Sektion 58 60 118 

Ei  

Auch die innerhalb dieses Versuches gelegten Eier der infizierten Tiere wurden 

mikrobiologisch untersucht. Hier wurde ebenfalls von jedem Tier vor der Infektion ein Ei auf 

das Vorhandensein von Y. enterocolitica hin überprüft. Eier der Tage, an denen die 

Kloakentupfer anfielen, wurden morgens gesammelt und bis zum Zeitpunkt der 

Untersuchung (die später am Tag stattfand) bei +4°C im Kühlschrank gelagert. Um zu 

prüfen, wo sich Y. enterocolitica angesiedelt hatte, wurden Eischale, Eiklar und Eidotter 

separat untersucht. 

 

Probenmaterial für die immunhistochemische Untersuchung 

Am letzten, das heißt 28. Versuchstag, wurden die Tiere getötet. Bei der Sektion wurden 

Kotproben direkt aus dem Enddarm mittels Tupfer genommen und in 3 ml BHI 

ausgeschüttelt. Beprobt wurden alle Tiere aus dem Infektionsversuch sowie 10 zufällig 

ausgewählte Kontrolltiere. Damit standen 40 Proben zur immunhistochemischen 

Untersuchung zur Verfügung. 



32 

3.3  Methoden 

Nachfolgende werden die eingesetzten Methoden schematisch dargestellt. Die Rezepturen 

der mikrobiologischen Substrate und Reagenzien sind im Anhang aufgeführt. 

 

3.3.1 Aufbereitung der Proben für die mikrobiologische Untersuchung 

 

 

Abbildung 7: Fließdiagramm zum Nachweis von Y. enterocolitica im Hühnerkot nach 

experimenteller Infektion. 

 

Direktausstrich des Kloakentupfer  
auf Cefsoludin-Irgasan-Novobiocin  
(CIN) Agar. Bebrütung für 24 h bei 

+30°C 

  

Anreicherung in der  
verschiedenen Medien 
1. ITC für 48 h bei +25°C   

2. PBSSB für 21 d bei +4°C 
3. PSB für 5d bei +25°C 

 

Ausstreichen der Anreicherungsmedien auf  
CIN-Agar, Bebrütung für 24 h bei +30°C 

 

von jedem Direktausstrich sowie den Ausstrichen der Anreicherungsmedien  
auf CIN-Agar werden bis zu drei verdächtige Kolonien zur Reinkultivierung  

auf TSA überimpft. 
Bebrütung für 24 h bei +30° C 

Überimpfen von weiterhin verdächtigen Kolonien auf Kliglermedium und 
Harnstoffagar 

 Überprüfung der Reinkulturen mittels Oxidase und Katalase 

Bestätigung der Ergebnisse mittels PCR am Bundesinstitut für 
Risikobewertung 
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3.3.2 Kulturelle Untersuchung der Kloakentupfer 

Direktausstrich auf CIN-Agar 

Die Tupferproben wurden alle nach dem gleichen Schema untersucht. Der erste Tupfer 

wurde als Direktausstrich auf einem selektiven CIN-Agar ausgerollt. Diese CIN-Platte wurde 

für 24 h bei +30° C bebrütet. Der gleiche Tupfer wurde anschließend zur Anreicherung in die 

ITC-Bouillon überführt. Diese wurde für 48 h bei +25°C bebrütet. Daraufhin wurde die 

Bouillon aufgeschüttelt und im Drei-Ösen-Ausstrich auf CIN-Agar verbracht. Die Bebrütung 

erfolgte analog wie oben. Durch die im Agar enthaltenen Antibiotika (Cefsoludin, Irgasan, 

Novobiocin) sowie Kristallviolett und Gallensalze wird das Wachstum von störender 

Begleitflora weitgehend unterdrückt, während die hochwertige Nährstoffbasis die 

Vermehrung von Yersinien fördert. Im Agar vorhandenes Mannit wird unter Säurebildung 

abgebaut, weshalb die Kolonien infolge des Farbumschlages des Indikators Neutralrot eine 

rote Farbe annehmen. So zeigen Yersinien ihre typischen „Kuhaugen / bully eye„ Form. Das 

Keimzentrum ist himbeerrot und scharf begrenzt, der Rand durchscheinend. 

In Anlehnung an die DIN EN ISO 10273 „Mikrobiologie von Lebensmitteln und Futtermitteln - 

Horizontales Verfahren zum Nachweis von präsumtiv pathogenen Yersinia enterocolitica“ 

wurden drei verdächtige Kolonien zur Reinkultivierung auf einen TSA-Agar überimpft und für 

24 h bei +30° C bebrütet. Der zweite Tupfer wurde mit 3 ml BHI-Bouilloin + 3% Glycerin 

versetzt und sofort bei -18°C eingefroren. 

 

Anreicherung in PSB-Lösung  

Die eingefrorenen zweiten Tupferproben wurden vier Wochen nach dem Einfrieren aus dem 

Tiefkühlfach genommen und im Kühlschrank über Nacht bei +4°C aufgetaut. Auf dem Rüttler 

wurden die Proben gut durchmischt. 1 ml dieser Kot-Lösung wurde zu 9 ml einer PSB-

Lösung (Phosphatgepufferte Salzlösung; pH 7,6; mit 2% Sorbitol und 0,15% Gallensalzen) 

gegeben. Es erfolgte ein Mischen mit dem Rüttler, anschließend wurden die Reagenzgläser 

zur Bebrütung für 5 Tage ohne Bewegung bei +25°C im Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf 

der Zeit wurde mit einer sterilen Öse ein Verdünnungsausstrich auf CIN-Agar angefertigt, 

dieser wurde bei 30°C für +24 h bebrütet. Anschließend wurden verdächtige Kolonien - wie 

bereits beschrieben - weiter differenziert. 

 

Kälteanreicherung in PBSSB-Lösung  

Des Weiteren wurden von der aufgetauten Probe 1 ml des Kot-BHI-Gemisches zwecks 

Kälteanreicherung in 9 ml einer PBSSB-Lösung (Phosphatgepufferte Salzlösung; pH 7,6; mit 

1% Sorbitol und 0,15% Gallensalzen) gegeben und gut durchmischt. Diese wurde für 5 

Wochen bei +4°C aufbewahrt. Es folgte dann erneut ein gutes Durchmischen der Probe 

(Rüttler). Mit einer sterilen Öse wurde nun ein Verdünnungsausstrich auf CIN-Agar erstellt 
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und dieser bei 30°C für +24 h bebrütet, worauf sich eine weitere Differenzierung der Keime 

anschloss. 

 

3.3.3 Kulturelle Untersuchung der Eier  

Jeden zweiten Tag wurden alle Eier, die in der Versuchsgruppe an diesem Tag gelegt 

worden waren, sowie zehn zufällig ausgewählte Eier aus der Kontrollgruppe untersucht. 

Mikrobiologisch wurden Eischale, Eiklar und Eidotter analysiert. 

Eischale 

Jedes Ei wurde mit zwei Fingern an den Polen angefasst, um dann einen steriler Tupfer, der 

mit 0,9 %iger NaCl Lösung befeuchtet worden war, über die eine Eischalenhälfte 

gleichmäßig abzurollen. Anschließend wurde dieser Tupfer auf einer CIN-Platte ausgerollt. 

Die beimpfte CIN-Platte wurde für 24 h bei +30°C bebrütet. Das Ei wurde danach in eine 

sterile Plastiktüte überführt und 10 ml ITC-Lösung zugefügt. Das Ei wurde vorsichtig in der 

Flüssigkeit gewendet. Mit einer sterilen Zange wurde das Ei aus der Tüte genommen und in 

Spiritus getaucht. Dieser Schritt diente zur Desinfizierung der Eioberfläche. Es sollte 

verhindert werden, dass beim anschließenden Aufschlagen mögliche vorhandene Keime ins 

Eiinnere verschleppt werden. Die Flüssigkeit aus dem Beutel wurde zurück in das 

Reagenzglas gegossen und für 48 h bei +25°C in den Brutschrank gestellt. Mittels einer 

sterilen Öse wurde nach Ablauf der Zeit ein Verdünnungsausstrich auf einer CIN-Platte 

angefertigt. Es folgte eine erneute Bebrütung bei +30°C für 24 h und Ausstreichen auf CIN-

Agar. Alle CIN-Platten wurden nach dem gleichen Schema wie bei den Kottupfern weiter 

bearbeitet. Verdächtige Kolonien wurden auf TSA überimpft und anschließenden 

biochemisch überprüft. 

Eiklar 

Die mit Spiritus oberflächlich desinfizierten Eier wurden auf eine keimfreie Unterlage zum 

Trocknen gelegt. Danach wurde jedes Ei aufgeschlagen und sein Inhalt in eine separate 

sterile Petrischale verbracht. Pro Aufschlag wurden neue sterile Handschuhe angezogen. Mit 

einem sterilen Tupfer wurde nun durch alle Phasen des Eiklar gefahren und die 

aufgenommene Masse anschließend auf CIN ausgestrichen. Die Platten wurden bei +30°C 

für 24 h bebrütet. Derselbe Tupfer wurde nochmals durch das Eiklar geführt und dann in ein 

Reagenzglas mit 10 ml ITC-Lösung gestellt. Diese Anreicherung wurde für 48 h bei +25°C in 

den Brutschrank gestellt, worauf Verdünnungsausstriche auf CIN-Agar folgten. Alle CIN- 

Platten wurden nach genau demselben Schema wie bei den Kottupfern weiter bearbeitet. 

Verdächtige Kolonien wurden zur Gewinnung von Reinkulturen auf TSA überimpft, gefolgt 

von einer biochemischen Prüfung. 
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Eidotter 

Um Proben aus dem Eidotter zu entnehmen, wurde die Dotteroberfläche jedes 

aufgeschlagenen Eies solange mit dem Bunsenbrenner abgeflammt, bis das Dotter deutlich 

sichtbar koagulierte. Mit einer sterilen Pinzette wurde diese denaturierte Stelle vorsichtig 

angehoben, ein Tupfer ohne Randberührung in das Dotter getaucht und vorsichtig durch das 

Dotter geführt. Dieser Tupfer wurde dann auf einer CIN-Platte ausgestrichen und für 24 h bei 

+30°C bebrütet. Nach erneutem Eintauchen wurde der Tupfer in 10 ml ITC Flüssigkeit 

gestellt und für 48 h bei +25°C bebrütet, woran sich ein Ausstrich auf CIN-Agar anschloss.  

Alle CIN-Platten wurden nach genau demselben Schema wie bei den Kottupfern weiter 

behandelt, dass heißt verdächtige Kolonien wurden auf TSA überimpft, um Reinkulturen für 

die anschließende biochemische Prüfung zu erhalten. Nach Ablauf der vorgesehenen 

Bebrütungszeit wurden alle CIN-Platten für einen weiteren Tag bei Raumtemperatur gelagert 

und abschließend auf Wachstum von Kolonien hin kontrolliert. Bei dieser nachträglichen 

Kontrolle wurde kein zusätzliches Wachstum weiterer Mikroorganismen beobachtet. 

3.3.4 Biochemische Überprüfung 

Oxidase 

Yersinien reagieren Cytrochrom-c-Oxidase negativ, d. h. sie verfügen nicht über dieses 

Enzym. Zur konkreten Testung wurde der Oxidase Bactident®-Teststreifen (Firma Merck) 

verwendet, wobei alle Kolonien, die auf TSA-Agar in Reinkultur angewachsen waren, geprüft 

wurden. Die jeweilige Kolonie wurde mit der Öse auf die reaktive Zone des Streifens 

aufgetragen. Nach 20-60 s entwickelte sich im Oxidase-positiven Fall eine blaue bis 

purpurrote Farbe. 

 

Katalase 

Eine weitere Selektion fand anhand des Katalasetests statt. Yersinien verhalten sich 

Katalase-positiv. Alle Oxidase-negativen Kolonien wurden mittels Wasserstoffperoxid (H2O2) 

auf das Vorhandensein dieses Enzymes überprüft, indem eine Kolonie mit Hilfe einer sterilen 

Öse in einem Tropfen H2O2, der auf einen Glasobjektträger gebracht worden war, verrieben 

wurde. Eine Gasproduktion in Form von Bläschenbildung zeigt an, ob die untersuchte 

Kolonie über dieses Enzym verfügt. 

 

Kligler-Nährmedium (Hochschräg Agar) 

Mit dem Kligler-Nährboden können gleichzeitig mehrere biochemische Eigenschaften 

abgefragt werden. Im unteren Teil der Hochschicht wird durch Gelbfärbung angezeigt, ob es 

zur Säurebildung auf Grund einer Laktoseumsetzung kommt. Sofern Gas entstanden ist, 

manifestiert sich dies in Gasblasen, Spalten in der Agarsäule oder einem 
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Auseinanderreißen des Nährbodens. Eine Schwarzfärbung, die meistens in der unteren 

Schicht auftritt, zeigt eine H2S-Produktion an.  

Die Reaktionen von Yersinia spp. sind folgendermaßen: Im Stichkanal kommt es mit Glucose 

zu einer typischen Säure- und auf der Oberfläche zu einer Alkalibildung. Sichtbar wird dieses 

Reaktionsmuster durch eine Gelbfärbung des Einstichkanals. Gas- und H2S-Bildung treten 

bei Yersinia spp. nicht auf. Zur Beimpfung wurden zuvor ausgeglühte Ösen verwendet. Um 

den Nährboden zu inokulieren, wurde zuerst auf der Schrägagaroberfläche meanderförmig 

ausgestrichen, anschließend wurde in die Hochschicht eingestochen. Bei +30°C für 48 h 

wurden die Röhrchen dann im Brutschrank inkubiert, danach folgte die Ablesung. Pro 

Durchgang wurden jeweils Kontrollen mitgeführt, und zwar ein unbeimpfter Nährboden, ein 

S. Typhimurium DSM 11320 zum Nachweis der Umsetzung von Na-Thiosulfat zu H2S, ein E. 

coli ATCC 25922 für den positiven Test auf Lactose und Glucose und ein Medium mit dem 

Versuchs-Keim Y. enterocolitica DSM 13030. 

Harnstoffnährmedium 

Kolonien, die alle typischen Reaktionen zeigten, wurden mittels Harnstofftest auf das 

Vorhandensein des Enzyms Urease überprüft. Yersinien verfügen über dieses Enzym. 

Mittels einer sterilen Platinöse wurde eine verdächtige Kolonie von der TSA-Platte 

abgenommen und auf einen Harnstoffnährboden aufgetragen. Es folgte eine Bebrütung für 

24 h bei +30°C. Pro Durchgang wurden Kontrollen mitgeführt. Es handelte sich um einen 

unbeimpften Nährboden, eine Positivkontrolle beimpft mit Y. enterocolitica O:3/4 sowie zwei 

Negativ-Kontrollen beimpft mit E. coli ATCC 25922 und S. Typhimurium DSM 11320. Bei der 

Auswertung wurde überprüft, ob ein Farbumschlag von ursprünglich gelb nach pink 

eingetreten war.  

 

3.4 Immunenzym-Verfahren nach ABC-Methode 

Die immuno-chemische Untersuchung stellt im Gegensatz zur kulturellen Diagnostik eine 

zeitsparende Methode dar, denn die Ergebnisse liegen innerhalb eines Tages vor. Als 

immuno-chemisches Verfahren wurde bei dieser Arbeit die so genannte ABC-Methode 

angewendet. Diese Technik nutzt eine hohe Affinität zwischen Avidin und Biotin. Ein 

biotinylierter Ziege-Anti-Kaninchen-Antikörper und eine Streptavidin-Peroxidase fungierten 

als Detektionssystem. Inkubiert man das Probenmaterial mit Antikörpern, werden sie dort 

binden, wo sich das passende Antigen befindet. Um diese Bindung nachzuweisen, müssen 

die Antikörper sichtbar gemacht werden. Bei der ABC-Methode dienen dazu markierte 

"sekundäre" Antikörper, worunter Antikörper zu verstehen sind, deren Antigen 

Immunglobuline einer bestimmten Tierart darstellen. Werden die gesuchten Antigene im  
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Probenmaterial mit einem primären Antikörper aus der Maus inkubiert, lässt sich die Bindung 

nun mit markierten Anti-MausIg-Antikörpern sichtbar machen. Der kommerziell erhältliche 

sekundäre Antikörper kann für alle primären Antikörper aus der Maus verwendet werden. Als 

Erst- oder Primärantikörper wurde ein monospezifisches Testserum Anti-Yersinia 

enterocolitica O:3 (Institut für Immunpräparate und Nährmedien GmbH Berlin) verwendet. 

Während der Sektion wurden Kotproben für die Immuno-chemie direkt aus dem Darm 

entnommen und in jeweils 3 ml BHI ausgeschüttelt. Es wurden alle Tiere der Gruppe I, also 

29 Proben, sowie zehn zufällig ausgewählte Tiere aus der Gruppe K beprobt. 

 

Ermitteln der Primärantikörperverdünnung 

Um festzustellen, welches die geeignete Primär- und Sekundär-Antikörperverdünnung für 

optimales Ergebnisse war, wurden vor Aufbringen der Original-Proben zunächst mit 

Verdünnungsreihen in den Stufen von 1:200, 1:250, 1:300, 1:350 und 1:400 mit PSB + 1% 

BSA für den Erstantikörper und 1:15, 1:16, 1:17, 1:18 und 1:19 für den Sekundärantikörper 

und die ExtrAvidin Peroxidase mit PBS/BSA angelegt. Gestestet wurde ein Gemisch aus 

dem Original-Infektionskeim Yersinia enterocolitica DSM 13030 als Positivkontrolle und E. 

coli ATCC 25922 als Negativkontrolle. Beide Stämme waren auf Schafblutplatten bei +28°C 

für 24 h als Reinkulturen angezüchtet worden. Eine Verdünnung von 1:300 für den 

Primärantikörper und 1:17 für den Sekundärantikörper sowie die ExtrAvidin Peroxidase 

stellten sich als optimal heraus. 

 

Immuno-chemische Untersuchung der Kotproben 

Mit einer sterilen Öse wurde etwas Probenmaterial von jedem Tier in einem zuvor auf einen 

Objektträger aufgebrachten Tropfen NaCl kreisrund verrieben und bei Raumtemperatur 

trocknen gelassen. Es folgte die Bearbeitung der Proben gemäß dem in Tabelle 7 stehenden 

Protokoll. Nachdem die Proben mittels Deckgläschen eingedeckt waren, wurden sie alle mit 

dem Lichtmikroskop auf das Vorhandensein von Y. enterocolitica hin durchgemustert. 
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Tabelle 7: Protokoll der Durchführung der immunhistochemischen Färbung der Kotproben 

aus dem Tierversuch 

Untersuchungsschritte Dauer 

• Probenmaterial im Zentrum eines Objektträgers aufbringen und trocknen 
lassen 

 

• Vorsichtig mit H2O2 Überschichten 5 Min 

• Mit PBS aus einer Waschflasche abspülen  

• Material wieder trocknen lassen  

• Überschichten der Probe mit ausreichend (100 µl) 
Primärantikörperverdünng (1:300) 

 

• Inkubation der Proben in einer feuchten Kammer 60 Min. 

• Abwaschen in PBS Waschbad, dabei vorsichtig bewegen 5 Min 

• Überschüssige Flüssigkeit entfernen und Ränder vorsichtig trocken tupfen 5 Min. 

• Überschichten der Probe mit ausreichend (100 µl), 

Sekundärantikörperverdünng (1:17) 

30 Min. 

• Inkubation in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur  

• Vorsichtiges Abwaschen mit PBS aus der Waschflasche  

• Objektträger in das PBS Waschbad legen 5 Min. 

• Überschüssige Flüssigkeit entfernen und Ränder vorsichtig trocken tupfen  

• Überschichten der Probe mit ausreichend ExtrAvidin Peroxidase 
(1:17),vorsichtiges Schwenken für eine gleichmäßige Verteilung 

 

• Inkubation in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur 30 Min. 

• Vorsichtiges Abwaschen mit PBS aus der Waschflasche  

• Überschichten der Probe mit ausreichend Substratmix (ACE Stammlösung 
mit Acetat Puffer) 

5 Min. 

• Um die Reaktion abzubrechen, Vorsichtiges Spülen mit destilliertem 
Wasser aus der Waschflasche 

 

• Die Objektträger in ein Bad mit Mayer´s Haematoxilin Farbe bringen 25 Sek. 

• Waschen mit destilliertem Wasser aus der Waschflache und anschließend 
mit Leitungswasser 

 

• Eindeckeln der Probe mit Glycerol-Gelatine  
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4  Ergebnisse 

Die Ergebnisse wurden getrennt nach den angewendeten klinischen, mikrobiologischen und 

immunhistochemischen Untersuchungsverfahren aufgeführt. 

 

4.1 Klinische Untersuchungen 

Während der gesamten Versuchsphase wurden alle Tiere täglich klinisch überprüft. Zu 

keinem Zeitpunkt ließen sich Veränderung im Allgemeinzustand bei einer der Hennen 

feststellen. Besondere Aufmerksamkeit lag auf einer Kontrolle der Kloakenregion. Die Vögel 

zeigten keinerlei Durchfallsymptome, das Federkleid war stets geschlossen.  

 

Tier Nr. 27 aus der Gruppe der infizierten Tiere verstarb 14 Tage nach der Infektion, ohne 

zuvor klinisch manifeste Symptome einer Krankheit entwickelt zu haben. Eine Sektion ergab 

folgendes Befundbild: In den Köperhöhlen lag eine Polyserositis vor, die Leber war 

marmoriert und gestaut sowie komplett mit den umliegenden Organen verklebt. Milz, Drüsen- 

und Muskelmagen blieben ohne besonderen Befund, ebenso der gesamte Darmtrakt. In der 

Niere fanden sich Uratablagerungen, die Harnleiter zeigten sich gestaut und der Herzbeutel 

war entzündet (Pericarditits). Zur Analyse auf Chlamydien wurden Organproben an das 

Institut für Lebensmittel, Arzneimittel und Tierseuchen Berlin (ILAT; jetzt LLBB, Landeslabor 

Berlin-Brandenburg) gesandt und dort auf das Vorhandensein von Chlamydien-Antigenen 

untersucht. Der Antigen-ELISA führte zu einem negativen serologischen Resultat. Weiterhin 

wurden von Herz, Lunge, Niere, Leber, Harnleiter und Ileum Abklatschprobe auf CIN-Agar 

angelegt, um diese Organe auf die Anwesenheit von Y. enterocolitica zu überprüfen. Die 

Auswertung der CIN-Platten nach Bebrütung ergab 100 Kolonie bildende Einheiten (KbE) auf 

der Herz-CIN-Platte, 53 KbE auf der Lungen-CIN-Platte und 12 KbE auf der Ileum-CIN- 

Platte. Die anderen Abklatsch-CIN-Platten blieben unbewachsen. Jeweils drei verdächtige 

Kolonien wurden einer biochemischen Untersuchung unterzogen, in keinem Fall konnte Y. 

enterocolitica identifiziert werden. 

 

 

 

 

 



40 

Gewicht der Tiere  

Jeden zweiten Tag wurden die Tiere bei der Tupfernahme gewogen und die Daten 

protokolliert. Eine tabellarische Übersicht der einzeln ermittelten Werte ist im Anhang 

(Tabelle A1)zu finden. 
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Abbildung 8: Gewichtsentwicklung der mit Y. enterocolitica infizierten Tiere während der 

Versucheszeit  

Im Versuch wurden zwei unterschiedliche Rassen eingesetzt. Bei den weißen Tieren handelt 

es sich um die Rasse Leghorn, bei den braunen Tieren um die Rasse Isa Brown. Die 

Hennen waren bei Versuchsbeginn 30 Wochen alt. Insgesamt wurde jedes Tier 16 Mal 

gewogen. Die Gewichtsverläufe für die infizierten  Hennen sind in Abbildung 8 aufgezeigt. 

Die Kurve des Tieres Nr. 27 endet mit seinem Tod.  

Das Gewicht adulter Hühner (> 40 Lebenswochen) lag überwiegend zwischen 1500 und 

2000 Gramm mit einer Spannweite von 1230 bis 2290 Gramm. Im Durchschnitt waren die 

Leghorntiere etwas leichter. Die in den Kurven erkennbaren Schwankungen der 

Gewichtsentwicklung lassen sich auf kurzzeitigen Stress der Tiere zurückgeführt. Als 

Stressoren sind besonders die wiederholte Umstallung während der Käfigreinigung, die 

regelmäßige Entnahme der Kloaktentupferproben sowie eine Blutentnahme am 26.05.2005 

anzusehen.  
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Das infizierte Tier Nr. 25 verlor zum Ende der Versuchzeit kontinuierlich an Gewicht. Sein 

Anfangsgewicht lag bei 1600 Gramm, um zunächst auf 1780 Gramm anzusteigen. 22 Tage 

nach der Infektion wog das Huhn nur noch 1610 Gramm und bei der Sektion 1240 Gramm. 

Abbildung 9 gibt eine Übersicht der Gewichtsentwicklung der Kontrolltiere (Tier Nummer 31 – 

Tier Nummer 60). Eine Tabelle mit den ermittelten Gewichten findet sich im Anhang (Tabelle 

A2). Auch hier finden sich deutliche Schwankungen im Körpergewicht. 
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Abbildung 9: Gewichtsentwicklung der nicht infizierten Tiere während der Versucheszeit  

Futterverbrauch der Tiere  

Die infizierten Tiere erhielten täglich 650 g Futter pro Käfig á zwei Tieren, die Kontrolltiere 

4050 g Gesamtfuttermenge. Der Futterverbrauch der Tiere wurde täglich durch Rückwiegen 

der tags zuvor gegebenen Futtermenge ermittelt. Bei den infizierten Hennen handelt es sich 

um das Mittel der Durchschnittswerte von je zwei Vögeln, bei der Kontrollgruppe wurde der 

Durchschnittswert der gesamten Gruppe ermittelt werden. Der durchschnittliche Futterbedarf 

von adulten Legehennen lag bei 110 g – 130 g pro Tag. Es zeigt sich jedoch, dass die 

Infektionsgruppe im Mittel weniger Futter aufnahm, ohne ein systematisches Muster 

erkennen zu lassen (Abbildung 9) 
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Durchschnittlicher Futterverbrauch pro Tier in g 
(n = 30 Tiere pro Gruppe)
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Abbildung 10: Durchschnittlicher Futterverbrauch der Gruppen vergleichend dargestellt. Rot 

die infizierten Tiere schwarz die Kontrolltiere  

Wasserverbrauch der Tiere  

Pro Käfig mit zwei Hennen wurden täglich 1000 ml frisches Trinkwasser zur Verfügung 

gestellt. Für die Tiere der Kontrollgruppe standen täglich insgesamt 10000 ml frisches 

Wasser bereit. Am Folgetag wurde die Restwassermenge gemessen und so der Verbrauch 

abgeschätzt. Bei den infizierten Tieren handelt es sich um das Mittel der Durchschnittswerte 

von je zwei Tieren, bei der Kontrollgruppe konnten nur die Durchschnittswerte der 

Gesamtgruppe ermittelt werden. Regelmäßig lag der Wasserverbrauch der Versuchstiere 

unter dem der Kontrolltiere, wie Abb. 10 ausweist. Inwieweit weit die Daten durch 

unterschiedliche Verdunstung verzerrt sind, muss offen bleiben. 
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Durchschnittlicher Wasserverbrauch pro Tier 
 in ml (n=30 Tiere pro Gruppe)
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Abbildung 11: Durchschnittlicher Wasserverbrauch der Gruppen vergleichend dargestellt. 

(Rot: infizierten Tiere; schwarz: Kontrolltiere)  

 

Eiablage 

Die Eiablage der Tiere wurde während des gesamten Versuchszeitraums (37 Tage) erfasst. 

Bei den infizierten Tieren wurden je ein Tier, das braune Eier legt, und ein Tier, das weiße 

Eier legt, in einem Käfig gehalten. So ließ sich exakt ermitteln, welches Tier wie viele Eier 

gelegt hatte. Im Fall der als Gruppe aufgestallten Kontrolltiere konnte hier nur die 

Gesamtmenge der täglich gelegten Eier ermittelt werden. Insgesamt legten die infizierten 

Hennen in der Versuchszeitspanne 966 Eier, im Mittel 26 Eier pro Tier. In Abbildung 11 ist 

dargestellt, wie viele Eier die einzelnen Tiere gelegt haben. Die Hennen der Kontrollgruppe 

legten eine Gesamtmenge von 1081 Eiern, also durchschnittliche eine höhere Quote von 29 

Eiern pro Tier. Während die Qualität aller Eier aus der Kontrollgruppe andauernd gut war, fiel 

in der Gruppe der infizierten Tiere das Tier Nummer 15 auf. Zwar konnte eine regelmäßige 

Eiablage verzeichnet werden, jedoch waren ausnahmslos alle Eier auf Grund fehlender 

Kalkschale unbrauchbar.  
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Gelegte Eier pro Tier / Infektionsgruppe
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Abbildung 12: Zahl der Eier, die von den infizierten Tieren während des Versuchszeitraumes 

gelegt wurden. Braune Balken repräsentieren dabei braune Tiere und Eier, weiße Balken die 

weißen 

 

4.2 Ergebnisse aus den kulturellen Untersuchungen 

An Kottupfern und Eiern der Versuchstiere wurde anhand verschiedener Methoden 

überprüft, inwieweit sich der Erreger im Probenmaterial nachweisen ließ. 

 

4.2.1 Ergebnisse der Kotuntersuchungen 

Um die Ausscheidung mit dem Kot zu erfassen, wurde entsprechend dem Probenplan 

Kloakentupfer zur Untersuchung herangezogen. 

 

Direktausstrich auf CIN-Agar 

Den ersten Untersuchungsschritt bildete ein Direktausstrich der Kloaktentupfer auf CIN-Agar. 

Dieses Medium kam zum Einsatz, da es als selektiv für Yersinia enterocolitica und andere 

Yersinia spp. gilt. E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis und P. aeruginosa sowie grampositive 

Bakterien werden auf dem CIN-Agar gehemmt. Yersinien wachsen mit himbeerrotem 

Zentrum (1-2 mm Durchmesser), scharf begrenzt, umgeben von einer gewöhnlich 

durchscheinenden Zone („Kuhaugen“). Diese Farbe ist durch den Abbau von Mannitol zu 

Säuren und den daraus folgenden Farbumschlag des Indikators Neutralrot bedingt.  
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Es gab insgesamt 16 Probennahmen im Abstand von zwei Tagen. Begonnen wurde mit 

einer Untersuchung aller Tiere vor der Infektion (Durchgang a). Nach der Infektion wurden 

die infizierten Tiere ohne Ausnahme sowie jeweils 10 zufällige Kontrolltiere pro Durchgang 

beprobt. Insgesamt wurden in 16 Durchgängen 473 Tupfer der infizierten Tiere und 200 der 

Kontrolltiere direkt auf CIN-Agar ausgestrichen und bebrütete. Die Ergebnisse der infizierten 

Tiere finden sie in Abbildung 13. 

 

Wachstum von Kolonien nach Direktausstrich auf CIN-Agar
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Abbildung 13: Anteil der CIN- Platten, die im Versuchszeitraum vor und nach der Infektion im 

Direktausstrichvefahren ein Koloniewachstum zeigten 

 

Von den insgesamt 86 CIN-Platten (18,1 %) infizierter Tiere, auf denen es zum Wachstum 

gekommen war, wurden jeweils drei - also insgesamt 258 - Kolonien auf TSA reinkultiviert, 

um anschließend biochemisch weiter untersucht zu werden. Ein Problem bei der Auswahl 

verdächtiger Kolonien war, dass einige Stämme von Enterobacter, Aeromonas, Proteus und 

Citrobacter ähnliche Koloniemorphologie wie Yersinien zeigen (DE BOER und SELDAM, 

1987). 

Die 258 Kolonien wurden biochemische differenziert. Yersinia spp. sind Oxidase negativ, 

Katalase positiv, Glucose wird ohne Gasbildung abgebaut, Laktose nicht metabolisiert, H2S 
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nicht gebildet. Entsprachen die untersuchen Kolonien am Ende dem biochemischen Profil 

von Y. enterocolitica, so wurden sie mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit dem 

Infektionskeim verglichen und bestätigt. Letztlich konnten mittels Direktausstrich lediglich in 

vier Fällen Y. enterocolitica nachgewiesen werden. Es handelt um folgende Tiere und 

Versuchstage: Nr. 15 zwei Tage nach Infektion, Nr. 26 sechs Tage nach Infektion, Nr. 11 

acht Tage nach Infektion und nochmals Nr. 15 zwölf Tage nach Infektion. Gemessen an der 

Gesamtmenge an Platten mit Wachstum ergeben sich 0,84 % durch die PCR bestätigte 

positive Nachweise. Von den 200 Direktausstrichen der Kontrolltiere fand sich auf 33 CIN-

Platten ein Wachstum. Keine der jeweils drei Kolonien wurde als Yersinie bestätigt.  

 

Selektiv-Anreicherung in Irgasan-Ticarcillin-Chlorat (ITC)-Bouillon mit anschließendem 

Ausstrich auf CIN 

Ein weiterer Untersuchungsansatz galt der Eignung verschiedener Anreicherungsmedien. 

Jeder Kloakentupfer, der für den Dirketausstrich herangezogen worden war, wurde 

anschließend in ITC-Bouillon verbracht und für 48 h bei +25°C bebrütet. Es folgte ein 

Ösenausstrich auf CIN-Agar mit nachfolgender Bebrütung für 24 h bei +30°C. Die ITC-

Anreicherung enthält als Selektivfaktoren Irgasan, Ticarcillin und Kaliumchlorat. Dieses 

Medium wurde von WAUTERS et al. (1988) vor allem für die Isolierung von Y. enterocolitica 

Bioserotyp O:3/4 entwickelt. In Evaluierungsstudien zeigte sich, dass Stämme des Serotyps 

O:9 mit der ITC-Anreicherung nur vereinzelt isoliert werden konnten, da sie nach 48 h 

Inkubation ein schwächeres Wachstum im Vergleich zu Stämmen von O:3 aufwiesen (DE 

ZUTTER et al. 1994). 

 

Insgesamt wurden 473 Kloakentupfer von infizierten Hennen aus den 16 Durchgängen in 

ITC-Bouillon angereichert, anschließend auf CIN-Agar ausgestrichen und bebrütet. Auf 25 

CIN-Platten, was 5,1 % der Gesamtmenge an untersuchten Platten entspricht, kam es 

während des Versuchszeitraumes zu sichtbarem Koloniewachstum. Dieser positive Anteil ist 

in Abbildung 14 graphisch durch die pinkfarbenen Balkenanteile dargestellt. Zur weiteren 

Differenzierung wurden je drei verdächtige Kolonien, insgesamt 75 Stück, zur 

Reinkultivierung auf TSA-Agar überimpft. Die Abbildung 14 gibt Aufschluss über die 

Häufigkeit des Wachstums an den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten. 
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Wachstum auf CIN-Agar nach Anreicherung in ITC-Bouillon
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Abbildung 14: Anteil der CIN-Platten nach Anreicherung des Probenmaterials in ITC-Bouillon 

mit sichtbarem Koloniewachstum vor und nach der Infektion 

 

Die 75 Reinkulturen wurden einer biochemischen Differenzierung unterzogen (vergl. 3.3.4). 

Nach Anreicherung in ITC- Bouillon und anschließendem Ausstrich auf CIN-Agar konnten in 

vier Fällen Y. enterocolitica bei folgenden Tieren identifiziert werden: Tiere Nr. 9 zwei Tage 

nach Infektion, Tier Nr. 11 acht Tage nach Infektion, Tier Nr. 27 acht Tage nach Infektion und 

Tier Nr. 15 zwölf Tage nach Infektion. Die auch hier durchgeführte PCR-Untersuchung 

bestätigte die Übereinstimmung mit dem Infektionskeim.  

Von den 200 Kontrolltieren konnte auf 10 CIN-Platten ein Wachstum verzeichnet werden. 

Die weiteren Untersuchungen von jeweils drei Kolonien blieben ergebnislos.  

 

Selektivanreicherung mit PSB-Lösung sowie PBSSB-Lösung mit anschließendem 

Ausstrich auf CIN-Agar 

Zwei weitere Anreicherungsmethoden wurden vergleichend im Versuchsablauf mit dem 

zweiten Kloakentupfer als Probe überprüft. Das Material wurde zunächst mit 3 ml BHI-

Bouilloin + 10% Glycerin versetzt und sofort bei -18° C eingefroren. Zur Untersuchung wurde 

dieses Gemisch über Nacht im Kühlschrank bei +4°C a ufgetaut und anschließend 

durchmischt. 1 ml des Gemisches wurde in 9 ml PSB- Lösung zur Voranreicherung gegeben 

und 5 Tage ohne Bewegung bei +25° C bebrütet. Im Ga nzen wurden 473 PSB-



48 

Anreicherungen von infizierten Tieren in 16 Durchgängen durchgeführt. Nach 5 Tagen 

wurden die Anreicherungen auf CIN- Agar ausgestrichen und für 24 h bei +30°C bebrütet. 

Wie in Abb. 15 dargestellt, entwickelten sich auf 65 CIN-Platten (13,7 %) Kolonien, je drei 

verdächtige wurden auf TSA reinkultiviert. 

 

Wachstum auf CIN-Agar nach Anreicherung des Probenmaterilas 
in PSB-Bouillon
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Abbildung 15: CIN-Platten im Versuchszeitraum nach fünftägiger Anreicherung in PSB-

Bouillon. Farbig markiert ist der Teil der CIN-Platten, die Koloniewachstum zeigten vor und 

nach der Infektion  

 

195 Reinkulturen wurden biochemisch differenziert und in keinem Fall als Y. enterocolitica 

bestätigt. Mit diesem Anreicherungsverfahren konnte demnach Y. enterocolitica überhaupt 

nicht nachgewiesen werden. Ebenso verhielt es sich mit der Testung der Kolonien der 27 

bewachsenen CIN-Platten von den 200 Kontrolliere. 

 

Selektiv- Anreicherung in PBSSB-Lösung mit anschließendem Ausstrich auf CIN-Agar 

Von der oben beschriebenen BHI-Bouillon des zweiten Tupfers wurden weitere 1 ml in 9 ml 

einer PBSSB–Lösung überführt und zwecks Kälteanreicherung 3 Wochen bei +4°C 

aufbewahrt, um anschließend auf CIN-Agar ausgestrichen und bebrütet zu werden. Auf 20 

CIN Platten (4,2 %) der infizierten Hennen wuchsen Bakterienkolonien (Abbildung 16: 

pinkfarben markiert), von denen je drei d. h. insgesamt 60, auf TSA reinkultiviert wurden. 
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Keine davon ließ sich als Y. enterocolitica bestätigen. Auf 3 CIN-Platten der Kontrolltiere 

wurde zwar ein Wachstum verzeichnet, jedoch kein Yersinienfund. 

Abbildung 16: CIN-Platten im Versuchszeitraum nach fünftägiger Anreicherung in PBSSB-

Bouillon. Farbig markiert ist der Teil der CIN-Platten die Koloniewachstum zeigten vor und 

nach der Infektion 

 

Vergleichende Übersicht 

Um festzustellen, ob Y. enterocolitica nach oraler Infektion mit dem Kot von Legehennen 

ausgeschieden kamen die in Tabelle 8 aufgeführten mikrobiologischen Methoden zum 

Einsatz. Aufgezeigt wird die Gesamtzahl der genommenen Kloalkentupfer. Daneben 

erscheint die Anzahl der CIN-Agar Platten auf denen es zum Wachstum von 

Mikroorganismen kam und die Anzahl der tatsächlichen Yersinien Funde (siehe auch  

Abb. 17). 

Wachstum auf CIN Agar nach Anreicherung des Probenmaterials in 
PBSSB Bouillon
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Abbildung 17: Absolute Häufigkeit positiver Y. enterocolitica-Befunde bei vier 

Nachweisverfahren 

CIN = Direktausstrich des Probenmaterials auf CIN-Agar 

ITC+CIN = Anzüchtung des Probenmaterials in ITC, anschließend Ausstrich auf CIN-Agar 

PSB+ CIN = Anzüchtung des Probenmaterials in PSB, anschließend Ausstrich auf CIN-Agar 

PBSSB + CIN = Kälteanreicherung in PBSSB, anschließend Ausstrich auf CIN-Agar 

 

Tabelle 8: Übersicht der mikrobiologischen Ergebnisse der Kotuntersuchungen; gleiche 

Ergebnisse bei verschiedenen Methoden sind grau hinterlegt 

 Gesamtzahl 

der Proben 

CIN-Platten 

mit 

Koloniebildung  

daraus verifizierte Y. enterocolitica  

Direktausstrich 

auf CIN-Agar 

 

473 

 

86 (18,1 %) 

4 (0,84 %) 

2 d p. I  2 d p. I. 8 d. p. I. 12 d p.I. 

Tier 15 Tier 26 Tier 11 Tier 15 

Ausstrich nach 

Anreicherung in 

ITC 

 

473 

 

25 (5,3%) 

4 (0,84%) 

2 d p. I  8 d p. I. 8 d. p. I. 12 d p.I. 

Tier 9 Tier 11 Tier 27 Tier 15 

Ausstrich nach 

Anreicherung in 

PSB 

 

473 

 

65 (13,7%) 

 

0 (0%) 

Ausstrich nach 

Anreicherung in 

PBSSB 

 

473 

 

20 (4,2%) 

 

0 (0%) 
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Die abschließende Bestätigung, dass es sich bei den im Rahmen der Kotuntersuchungen 

gefundenen Yersinien tatsächlich um den eingeimpften Keim handelte, erfolgte mit Hilfe 

einer PCR-Untersuchung.  

 

4.2.2 Ergebnisse der Eiuntersuchungen 

Insgesamt wurden von den infizierten Versuchstieren 1013 Eier und 996 Eier von den nicht 

infizierten Tieren (Kontrollgruppe) gelegt. Um festzustellen, ob durch die Infektion der Tiere 

möglicherweise Yersinien auf und in die Eier gelangt waren, wurden die an jedem zweiten 

Tag gelegten Eier während des Versuchszeitraum mikrobiologisch untersucht. Die Abbildung 

18 zeigt die Zahl der untersuchen Eier. Jeweils ein Ei pro Tier wurde vor Infektion überprüft. 

Weiterhin wurden 337 Eier, die nach der Infektion mit Y. enterocolitica von den infizierten 

Tieren gelegt worden waren, in die Erhebung einbezogen, wobei Eischale, Eiklar und 

Eidotter getrennt analysiert wurden. Aus der Gruppe der Kontrolltiere wurden pro Unter-

suchungszeitpunkt je zehn Eier untersucht, insgesamt 140 Stück. 
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Abbildung 18: Anzahl der Eier, die im Versuchzeitraum zur Untersuchung herangezogen 

werden wurden. (Pinkfarben = infizierten Tiere, Graufarben= Kontrolltiere) 
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Direktausstrich auf CIN-Agar 

Wie in Kapitel 3.3.3 beschrieben, wurde ein Direktausstrich von Eischale, Eiklar, Eidotter auf 

CIN-Agar durchgeführt und das inokulierte Medium bebrütet. 

 

Eischale: Wachstum nach Direktausstrich auf CIN-Agar
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Abbildung 19: Anteil der CIN-Platten, die nach dem Direktausstrich von Eischalentupfern der 

infizierten Tiere ein Koloniewachstum zeigten 

 

Insgesamt wurden 372 Eier infizierter Tiere untersucht. In 27 Fällen (7,3 %) war bei Material 

von der Eischale ein Koloniewachstum festzustellen, wie auch aus Abb. 19 hervorgeht. Je 

drei Kolonien (insgesamt 81 Kolonien) wurden ausgewählt und auf TSA-Agar reinkultiviert. 

Anschließend fand eine biochemische Untersuchung statt. Auf keiner der CIN- Platten, die 

mit Material aus Eiklar und Eidotter beimpft waren, fanden sich Kolonien, die sich 

biochemisch als Y. enterocolitica erwiesen, weshalb weitere Untersuchungen entfielen.  

 

Ausstrich auf CIN- Agar nach Anreicherung in ITC-Bouillon 

Im Weiteren fand eine Anreicherung in ITC-Bouillon von Eischale, Eiklar, Eidotter statt. 

Anschließende wurde die Anreicherungsbouillon auf CIN-Agar ausgestrichen und bebrütet.  
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Eischale: Wachstum nach Anreicherung in ITC und Ausstrich auf 
CIN- Agar
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Abbildung 20: Untersuchungsergebnisse nach Anreicherung in ITC-Bouillon und 

anschließendem Direktausstrich von der Eischale  

 

Insgesamt wurden 372 Eier untersucht. Von 37 CIN- Platten (9,9 %) der Eischale konnte 

jeweils drei, d. h. insgesamt 111 Kolonien, durch Übertragen auf TSA-Agar reinkultiviert 

werden. Die weitere biochemische Differenzierung ergab jedoch, dass keines der 

gefundenen Isolate das biochemische Profil von Y. enterocolitica aufwies. Auch Eiklar und 

Eidotter wurden, wie weiter oben in diesem Kapitel beschrieben, in ITC-Bouillon 

angereichert. Koloniewachstum nach Ausstrich auf CIN-Agar konnte nicht festgestellt 

werden.  

 
4.3. Ergebnisse der Immuno-chemischen Untersuchungen 

Zum immuno-chemischen Nachweis wurde zunächst an hand einer Testreihe in den 

Verdünnungsschritten 1:200, 1:250, 1:300, 1:350 und 1:400 mit PSB + 1% BSA die beste 

Einstellung für den Erstantikörper und 1:15, 1:16, 1:17, 1:18 und 1:19 die beste Relation für 

den Sekundärantikörper und die ExtrAvidin Peroxidase mit PBS/BSA ermittelt. Als optimale 

Verdünnung stellte sich ein Quotient von 1:300 für den ersten Antikörper und von 1:17 für 

den zweiten Antikörper heraus. Die Yersinien färbten sich deutlich rötlich und waren gegen 

die Umgebung klar abzugrenzen (Abb. 21). 



54 

 

 

Abbildung 21: Färbung mit 1. Antikörper: 1:300 und  

 

Alle Kotproben der infizierten Tiere sowie von zehn zufällig ausgewählten Kontrolltieren 

wurden mit dieser Antikörperkombination auf  das Vorkommen von Y. enterocolitica 

untersucht. 

 

 
 

Abbildung 22: Immuno-chemischer 

Nachweis von Y. enterocolitica im Kot  

(Tier 2) 

 
 

Abbildung 23: Immuno-chemischer 

Nachweis von Y. enterocolitica im Kot  

(Tier 28) 

 
Bei jedem der zuvor mit Y. enterocolitica infizierten Hennen wurden nach immuno-

chemischer Färbung im Kot Y. enterocolitica gefunden. Exemplarisch stellen die beiden 

Abbildungen 22 und 23 die immuno-chemischen Befunde dar. Die Untersuchung der 10 

Kontrolltiere verlief für alle Proben negativ. 

 

 

2. Antikörper 1:17. Die Pfeile markieren die gefunden Yersinien  
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5  Diskussion  

Y. enterocolitica belegt nach Campylobacter und Salmonella in der deutschen Liste der 

bakteriellen lebensmittelbedingten Erkrankungen Platz drei. Hinsichtlich der Ätiologie ist 

wissenschaftlich belegt, dass für das Vorkommen und die Verbreitung humanpathogener 

Yersinia enterocolitica die Erzeugerkette von Schweinefleisch verantwortlich ist (DE BOER u. 

SELDAM, 1987; FREDRIKSSON-AHOMAA et al., 2001a, 2001c; FUNK et al., 1997; 

NIKOLOVA et al., 2001). Folglich stellt nach wie vor rohes oder ungenügend erhitztes 

Schweinefleisch die Hauptinfektionsquelle dar (TAUXE et al. 1987). Über die Bedeutung der 

anderen landwirtschaftlichen Nutztiere, insbesondere Geflügel, ist vergleichsweise wenig 

bekannt. Ziel der Arbeit war es daher, einen qualitativen Beitrag zur Rolle des Huhns als 

mögliche Infektionsquelle für den Menschen zu leisten. 

 

In einem Infektionsversuch wurden 60 Legehennen über einen Zeitraum von 28 Tagen mit 

unterschiedlichen Methoden auf das Vorhandensein von Yersinia enterocolitica O:3/4 in Kot 

und Eiern untersucht. Die Versuchstiere wurden in zwei Gruppen geteilt. 30 Tiere wurden mit 

Yersinia enterocolitica DSM 13030 (O:3/4) über den Kropf mittels Knopfkanüle infiziert, die 

übrigen 30 Hühner bildeten die Negativkontrollen. Während der 4-wöchigen Aufstallung nach 

der Infektion erfolgte eine regelmäßige klinisch Adspektion der Hühner. Darüber hinaus 

wurde das Gewicht der Hühner sowie ihr Futter- und Wasserverbrauch ermittelt. 

 

Laut ALEKSIC und BOCKEMÜHL (1990) kann Y. enterocolitica am häufigsten in Tonsillen 

und Kot latent infizierter Tiere nachgewiesen werden. Angesichts dieser Prädilektionsstellen 

diente neben dem Lebensmittel Ei auch der Kot der Tiere als Testmaterial. Für die 

mikrobiologische Analysen wurden an jedem zweiten Tag Kloakentupfer genommen sowie 

die gelegten Eier untersucht. Bei den Kloaktentupfern kamen außer einem Direktausstrich 

auf CIN-Agar weiterhin drei Anreicherungsverfahren zum Einsatz, und zwar das Anzüchten 

in ITC-Bouillon, in PSB-Bouillon und die Kälteanreicherung in PBSSB-Lösung. Die Eier 

wurden mittels Direktausstrich auf CIN-Agar und Anreicherung in ITC-Bouillon auf das 

Vorkommen von Y. enterocolitica überprüft. Ein weiterer Untersuchungsansatz sollte klären, 

ob sich die Immuno-chemie zum Nachweis dieses Keims in Kotproben eignet. Zu diesem 

Zweck wurde jedes infizierte Tier so wie zehn Tiere aus der Kontrollgruppe abschließend 

mittel ABC-Methode untersucht. 

 

5.1. Klinische Untersuchungen 

Bei der klinischen Untersuchung galt das Augenmerk der Frage, inwieweit sich Symptome 

einer Yersiniose bei infizierten Legehennen ausbilden. Von besonderem Interesse dabei war, 

ob Einzeltiere betroffen sind, ob gleichzeitig mehrere Tiere befallen sind, ob die Symptomatik 
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sich gleicht oder ähnelt und ob sich Hinweise auf gewissen Regelmäßigkeiten finden lassen. 

Bei Schweinen sind es hauptsächlich Jungtiere, die Anzeichen einer klinischen Yersiniose 

entwickeln, während adulte Tiere sich häufig latent infizieren. NATTERMANN et al. (1985, 

1986) berichteten über natürliche Krankheitsausbrüche in Schweinebeständen: Bei Ferkeln 

wurden katarrhalische Enteritis, Serositis und Arthritis sowie Pneumonien beobachtet, bei 

Sauen kam es zu Fruchtbarkeitsstörungen und Aborten. Abdominale Zysten, blutig-

schleimiger Durchfall, Infektion der Analdrüsen und mesenteriale Adenitis wurden für Hund 

und Katze - dabei wiederum vermehrt Jungtiere betreffend - geschildert. Aber auch klinisch 

symptomlose Verläufe kommen vor (FANTASIA et al., 1993; FENWICK et al., 1994; 

FUKUSHIMA et al., 1984 b; HAYASHIDANI et al., 1995). Laut NEUBAUER et al. (2001b) 

liegen detaillierte Untersuchungen zum Vorkommen und Klinik der Yersiniose beim 

Nutzgeflügel nicht vor.  

 

Die tägliche Adspektion im Rahmen einer klinischen Untersuchung ergab über den 

gesamten 4-wöchigen Zeitraum keinerlei Auffälligkeiten bei den Versuchstieren. Futter- und 

Wasseraufnahme verliefen normal, die Gewichtsentwicklung blieb ohne prägnante 

Auffälligkeiten, ebenso das Legeverhalten. Demnach lassen sich allein am klinischen 

Erscheinungsbild mit Yersinien infizierter Tiere keine Merkmale einer Infektion feststellen. 

Besondere Beachtung verdient Tier Nummer 27, das am 11. Tage nach der Infektion ohne 

vorherige Krankheitsanzeichen verstarb. Anhand der Kotuntersuchungen konnte einmalig 

am 8. Tag post infectionem eine Erregerausscheidung bei dieser Henne festgestellt werden. 

Nach durchgeführter Infektion hatte das Tier nur noch ein Ei gelegt. Am Tag vor Infektion 

wog die Henne Tier 1740 Gramm, am Ende betrug das Gewicht lediglich 1480 Gramm. 

Somit hatte das Huhn während des Versuchsverlaufes bis zu seinem Tod 260 Gramm an 

Gewicht (25 %) verloren. Die bei der Sektion gefundene Polyserositis in Zusammenhang mit 

der gestauten Leber und Niere müssen als Todesursache gelten. Somit besteht die 

Vermutung, dass es sich bei Legehennen ähnliche wie beim adulten Schwein (NEUBAUER 

et al. 2001b) um asymptomatische Träger des Keims handelt. Eine solche subklinische 

Infektion kann aber durchaus tödlich verlaufen, wie vorliegender Versuch zeigt. 

 

5.2 Kulturelle Kotuntersuchungen 

473 Kloakentupfer aus insgesamt 16 Untersuchungsdurchgängen wurden mit Hilfe von vier 

unterschiedlichen mikrobiologischen Methoden auf das Vorhandensein von Y. enterocolitica 

untersucht. Isolate, die dem biochemischen Profil von Y. enterocolitica entsprachen, wurden 

abschließend durch eine PCR-Untersuchung bestätigt. 
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Direktausstrich auf CIN-Agar 

Für die Isolierung von Y. enterocolitica aus unterschiedlichem Probenmaterial wurde speziell 

der Cefsulodin-Irgasan-Novobiocin (CIN-)Agar entwickelt (SCHIEMANN, 1979) und bei 

verschiedenen Gelegenheiten zur Isolierung von Y. enterocolitica aus klinischen Proben 

eingesetzt. (DAVEY et al., 1983; HARMON et al., 1983; HEAD et al., 1982; WEBER et al., 

1983). Weitere Autoren (JIANG et al., 2000; KLEEMANN, 1994; SCHIEMANN, 1989) 

empfahlen den CIN-Agar als geeignetes Medium für die Anzucht von Y enterocolitica nicht 

nur aus klinischem Material sondern auch aus Lebensmittelproben. TOUTUNIAN (2007) 

führte seine Untersuchungen von Kot-Proben aus Masthähnchen mit diesem Medium durch.  

 

Im hier durchgeführten Tierversuch wurden insgesamt 473 Kloakentupfer auf CIN-Agar 

ausgestrichen. Von 86 CIN-Platten wurden dann je drei verdächtige Kolonien weiter 

differenziert. Bei den Tieren aus der Gruppe der infizierten Hühner ließen sich insgesamt in 

vier Fällen Y. enterocolitica im Zeitraum zwischen zwei bis zwölf Tagen nach der Infektion 

isolieren. Der Nachweis mittels Direktausstrich gelang bei Tier 15 zwei Tage nach Infektion 

und beim selben Tier dann noch einmal 10 Tage später. Einmalige positive Nachweise von 

Y. enterocolitica O:3/4 ergaben sich bei Tier 26 sechs Tage sowie bei Tier 11 acht Tage 

nach der oralen Infektion. Ob mit der gewählten Methode des Direktausstriches auf CIN-Agar 

in der vorliegenden Untersuchung tatsächlich alle vorhanden Yersinien gefunden worden 

sind, lässt sich nicht mit abschließender Sicherheit sagen. Allerdings korrespondiert diese 

geringe Nachweisrate mit Ergebnissen von VON ALTROCK et al. (2006), die sie bei der 

Untersuchung von Schweinen, die (jedoch nicht) künstlich infiziert waren, erhielten. Die 

Autoren verglichen in dieser Studie die Ergebnisse serologischer und kulturell-

bakteriologischer Nachweise von Yersinia enterocolitica. Kulturell konnte aus Kotproben von 

8,4 % der Mastschweine Y. enterocolitca isoliert werden, serologisch waren 66,8 % der Tiere 

positiv. Deutlich andere Resultate publizierten NIELSEN et al. (1996). Für alle Schweinen 

der mit Yersinia enterocolitica O:3 experimentell infizierten Gruppe berichteten die Autoren 

von einer Ausscheidungsdauer mit dem Kot von 30 Tagen.  

 

Der Internationaler Standard ISO 10273 gibt vor, dass fünf Kolonien je Untersuchung 

ausgewählt werden, um zu überprüfen, ob es sich um präsumtiv pathogene Yersinien 

handelt oder nicht. In der hier vorliegenden Untersuchung konnten (aus arbeitstechnischen 

Gründen) nur drei Kolonien pro Ansatz weiter bearbeitet werden. Hieraus resultierte ein 

erhöhter Unsicherheitsfaktor, weil bei der Auswahl von Einzelkolonien eine 

Verwechslungsgefahr mit anderen Keimen, die ähnliche Kolonienmorphologie bilden,  
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bestehen kann. Beispielsweise erscheinen Enterobacter cloacae und Serratia marcescens 

als mukoide, diffuse, pinkfarbene und erhabene Kolonien. Citrobacter spp., Enterobacter 

agglomerans und Serratia liquefaciens wachsen sogar ähnlich wie Y. enterocolitica-Kolonien, 

meist aber etwas größer. Pseudomonaden hingegen bilden farblose Kolonien, Acinetobacter 

alcoaceticus blassgelbe. Aeromonaden wachsen als rote Kolonien ähnlich Y. enterocolitica, 

jedoch mit trüber Zone. Es besteht also bei geringer Yersinien-Dichte durchaus die 

Möglichkeit, dass vom Versuchstier spärlich ausgeschiedene Yersinien bei der großen Zahl 

koloniemorphologisch verwechselbarer Keime nicht erfasst wurden.  

 

Die Yersinienfunde zwei Tage nach der Infektion könnten auf den ersten Blick als reines 

Passagieren des Keimes durch den Magen-Darm-Trakt der Tiere interpretiert werden. Da 

jedoch auch sechs, acht und zwölf Tage nach Eingabe des Keimes eine erneute Isolierung 

von Y. enterocolitica gelang und bei einem Tier (Huhn 15) immerhin zweimalig im Abstand 

von 10 Tagen gelang, können diese Befunde als Indiz dafür gewertet werden, dass die 

Infektion der Legehennen tatsächlich stattgefunden hat. 

 

Falsch negative Ergebnisse der kulturellen Untersuchungen können neben 

Verwechselungen auch auf Grund von inhomogener Verteilung des Erregers zu Stande 

kommen. Besonders bei dieser Form der Untersuchung, nämlich dem Direktausstrich ohne 

Suspension in einer Trägerflüssigkeit, erfolgt keine Durchmischung des 

Untersuchungsmaterials. Es ist möglich, dass Kotpartien auf Grund von partieller 

Entmischung ohne Erreger auf dem Agar ausgestrichen wurden.  

 

Anreicherung in ITC- Bouillon 

Die eingesetzte ITC-Anreicherung, die als Selektivfaktoren Irgasan, Ticarcillin und 

Kaliumchlorat enthält, wurde von WAUTERS et al. (1988) vor allem für die Isolierung von Y. 

enterocolitica Bioserotyp 4O:3/4 entwickelt. In Evaluierungsstudien hatte sich gezeigt, dass 

Stämme des Serotyps O:9 mit der ITC-Anreicherung nur vereinzelt erfasst wurden, da die 

Stämme nach 48 h Inkubation ein schwächeres Wachstum im Vergleich zu Stämmen von 

O:3 aufwiesen. Dieses verminderte Wachstum wurde auf die hohe Konzentration von 

Kaliumchlorat (1 g/l) zurückgeführt, welche weit oberhalb der minimalen Hemmkonzentration 

für den Serotyp O:9 liegt (DE ZUTTER et al. 1994). KWAGA et al. (1990) konnten in ihrer 

Vergleichsstudie neben Y. enterocolitica O:3 auch die Serotypen O:1, 2, 3 und O:5,27 mittels 

einer Anreicherung in ITC nachweisen. In der vorliegenden Untersuchung gelang es durch 

Voranreicherung in ITC-Bouillon ebenfalls, in vier Fällen den Keim im Material infizierter 

Hühner wiederzufinden. Zwei Ergebnisse deckten sich mit den Befunden nach 

Direktausstrich auf CIN-Agar, nämlich bei Henne 27 acht Tage nach Infektion und bei Henne 
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15 zwölf Tage nach Infektion. Des Weiteren konnte bei zwei weiteren Tieren - und zwar bei 

Tier 9 zwei Tage nach Infektion und bei Tier 11 acht Tage nach Infektion - ein Nachweis 

geführt werden. Eine Übereinstimmung der Ergebnisse von Direktausstrich auf CIN-Agar und 

Anreicherungsverfahren mit ITC-Bouillon gelang zweimal. Die verwandte ITC-Bouillon ist 

stark selektiv für pathogene Yersinien, besonders für das Serovar O:3 (WAUTERS et al 

1988). 

 

LAMPERT entwickelte 2006 einen selektiven Urea-Agar zum raschen Nachweis von Y. 

enterocolitica. Als Probenmaterial wurde unter anderem auch Kot von 34 Schlachtschweinen 

untersucht. Der Autor empfiehlt eine 48-stündige Anreicherung in ITC-Bouillon in 

Kombination mit Agar I C, der als Selektivfaktoren 5,0 g/l Gallensalz sowie 1,0 mg/l Irgasan, 

1,0 g/l Kaliumchlorat und 1,0 mg/l Ticarcillin enthält, als effektivste Methode zum Nachweis 

von Y. enterocolitica. KASIMIR (2005) nutzte in ihren Verlaufsuntersuchungen zum 

Vorkommen von Y. enterocolitica in Schweinebeständen ebenfalls erfolgreich die 

Voranreicherung in ITC-Bouillon mit anschließendem Ausstrich auf CIN-Agar zur Detektion. 

 

Aus den eigenen Untersuchungen geht hervor, dass der Direktausstrich auf CIN-Agar sowie 

eine vorherige Anreicherung in ITC-Bouillon geeignet waren, Yersinien aus Hühnerkot 

qualitativ zu bestimmen. 

 

Anreicherung in Pepton-Sorbit-Gallensalz- (PSB-) Bouillon und Kälteanreicherung  

Mit der Anreicherung in Pepton-Sorbit-Gallensalz- (PSB-) gelang es in keinem Fall, Y. 

enterocolitica nachzuweisen. Dieses Ergebnis steht in Übereinstimung mit Ergebnissen von 

CASPARI (2005). Er untersuchte Darminhalt von Schlachtschweinen mittels 

unterschiedlicher mikrobiologischer Verfahren auf das Vorhandensein von Y. enterocolitica. 

Dabei nahm er auch eine Anzucht in PSB-Bouillon vor und konnte mit dieser Methode Y. 

enterocolitica nicht identifizieren.  

 

Anreicherung in PBSSB- Bouillon Kälteanreicherung  

Insgesamt wurden 673 Kälteanreicherungen angesetzt. Dieses Vorgehen war aus zweierlei 

Hinsicht gerechtfertigt. Zum einen handelt es sich bei Hühnerkot um stark kontaminiertes 

Ausgangsmaterial. Zur Untersuchung dieser Art von Probenmatrices halten verschiedene 

Autoren (DEDIE et al., 1993; VARNAM und EVANS, 1991) den Einsatz eines 

Anreicherungsverfahrens für notwendig. Zum anderen sind Yersinien in der Lage, sich auch 

bei niedrigen Temperaturen (0 bis +5° C) zu vermehren. Bei diesen Temperaturen ist 

zugleich das Wachstum der Begleitflora herabgesetzt (DE BOER, 1992; SCHIEMANN, 

1989). Innerhalb der vorliegenden Untersuchung konnte durch die Kälteanreicherung keine 
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Yersinien in Kotproben von Legehennen identifiziert werden. Auf Grund dieser Ergebnisse 

scheint es wenig sinnvoll zu sein, für die Isolation aus Kotproben die Kälteanreicherung zu 

nutzen, zumal das Verfahren einen hohen Zeitaufwand verlangt. Ein verwertbares Ergebnis 

liegt frühestens 23 Tage nach Untersuchungsbeginn von.  

 

5.3 Kulturelle Eiuntersuchungen 

Hühnereier sind als Lebensmittel vielseitig verwendbar. In Deutschland werden pro Person 

durchschnittlich 220 Eier im Jahr verzehrt, eine Zahl, in der auch eihaltige Fertigprodukte 

berücksichtigt sind. Es gibt nur weinige Studien über das Vorkommen von Y. enterocolitica 

auf und in Hühnereiern bzw. in Eiaufschlagmasse. In einer Untersuchung von 1870 

Hühnereiern durch WENDLAND (1980) konnten keine Yersinien identifiziert werden (zit. 

nach SCHEIBNER, 1986). Die von NATTERMANN 1982 und 1986 durchgeführten 

Erhebungen an 1000 bzw. 870 Hühnereiern erbrachten ebenfalls negative Resultate. In einer 

Studie zur Qualität ökologisch erzeugter Lebensmittel unter besonderer Berücksichtigung 

des gesundheitlichen Verbraucherschutzes wurden durch PALINSKY et al. (2004) insgesamt 

400 Hühnereier aus ökologischer und konventioneller Produktion unter anderem auf das 

Vorhandensein von Y. enterocolitica hin untersucht. Ein Nachweis von Yersinien gelang 

nicht. 

 

In die vorliegende Untersuchung wurden insgesamt 477 Eier, davon 337 Eier von Tieren die 

mit Y. enterocolitica infiziert worden waren sowie 140 Eier von Hennen aus der 

Kontrollgruppe, einbezogen. Eischale, Eiklar und Eidotter wurden getrennt überprüft. Im 

Versuchszeitraum ließen sich mittels Direktausstrich auf CIN-Agar weder von der Eischale 

und vom Eiklar noch vom Eidotter Yersinien detektieren. Auch die durchgeführte vorherige 

Anreicherung in ITC-Bouillon mit anschließendem Ausstrich auf CIN-Agar ergab keinen 

positiven Yersinienbefund. Insofern decken sich die Ergebnisse dieser Untersuchung mit 

denen anderer Autoren.  

 

5.4 Immuno-chemsiche Untersuchungen 

Ergebnisse aus den immuno-chemischen Untersuchungen 

Mit Durchführung der immuno-chemischen Analyse von Hühnerkot sollte der Frage geklärt 

werden, ob sich diese Form der Untersuchung grundsätzlich zur Befunderhebung eignet. Die 

Proben wurden von Legehennen gewonnen, die 30 Tage zuvor mit Y. enterocolitica O:3/4 

infiziert worden waren. Adspektorisch zeigten die Tiere bis zu diesem Zeitpunkt keine 

klinischen Symptome einer Yersinien-Erkrankung. Auf Grund der bakteriologisch 

vergleichenden Untersuchungen konnte mittels Direktausstrich auf CIN-Agar und durch 

Voranreicherung in ITC-Bouillon bei acht Tieren die Ausscheidung des eingeimpften Keimes 
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nachgewiesen werden. Letztmalig gelang die Isolierung 12 Tage nach der ursprünglichen 

Infektion. Beim immuno-chemischen Test des Hennenkotes zeigte sich jedoch, dass es bei 

allen zuvor infizierten Tieren möglich war, noch am 30. Tag nach Versuchsbeginn Y. 

enterocolitica mittels der eingesetzter ABC-Methode zu detektieren (100%). Die 

Untersuchung der 10 Tiere aus der Kontrollgruppe verlief negativ. 

  

Da die Infektion bei allen Tieren mit trotz eines Todesfalles inapparent verlief und mittels 

kultureller Analysenmethode die Nachweisrate bei 0,59 % lag, besteht die berechtigte Frage, 

ob die eingeimpften Erreger die Hennen nur kurzfristig passagiert haben oder ob tatsächlich 

eine Infektion stattgefunden hat. Der 100%-tige Nachweis des Erregers im Kot aller Hennen 

aus der Infektionsgruppe 30 Tage nach Infektion zeigt, dass die orale Applikation des 

hochkonzentrierten Erregers tatsächlich zu einer Infektion geführt hat. 

 

Bisher wurden immuno-chemische Kotuntersuchungen lediglich zur Diagnostik von Y. 

enterocolitica beim Schwein eingesetzt. LOUIS (2005) untersuchte native Kotproben von 

Mastschweinen mittels Immunfluoreszenztest auf Y. enterocolitica. Mittels indirektem 

Immunofluoreszenstest konnten 58 von 300 Proben (19,3 %) positiv auf Y. enterocolitica 

getestet werden. Mit der parallel durchgeführten kulturellen Untersuchung wurden 52 von 

300 Proben (17,3 %) als Yersinia positiv ermittelt. Anders als bei der eigenen Arbeit decken 

sich Hannoveraner Studie die kulturellen und immuno-chemischen Ergebnisse 

weitestgehend.  

 

Für die hier vorliegenden Untersuchungen muss überlegt werden, inwieweit es zu falsch 

positiven Ergebnissen gekommen sein kann. Eine Begründung liegt in einer mangelnden 

Spezifität des primären Antikörpers. Die große Vielfalt aller im Darm und damit dann auch im 

Kot sowie Kot/Harngemisch vorkommenden Bakterien macht es unmöglich, einen Antikörper 

an allen im Darm vorkommenden Keimen auf seine Spezifität zu testen. Eine Bindung des 

eingesetzten 1. Antikörpers an Mikroorganismen mit morphologischer Ähnlichkeit zu Y. 

enterocolitica lässt sich nicht ausschließen. LOUIS (2005) konnte eine Rate von 5,3 % 

(n=300) im Immunofluoreszenztest falsch positiver Ergebnisse ermitteln, sofern die kulturelle 

Bakteriologie als Referenzverfahren angesehen wird. Bei dieser Betrachtungsweise wären 

es im vorliegenden Versuch 100 % falsch positive immuno-chemische Resultate, wenn die 

Ergebnisse des 30. Tages miteinander verglichen werden. 

 

Eine weitere Erklärung für die große Diskrepanz der Ergebnisse der kulturellen und immuno-

chemischen Untersuchungen bietet die Vitalität des Erregers. Positive 
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Immunfluoreszenztest-Ergebnisse, die kulturell nicht nachvollziehbar sind, können durch die 

Detektion von toten Keimen zustande kommen. 

 

Das der Nachweis mittels Immunfluoreszentest der kulturellen Erregerisolierung im Hinblick 

auf die Spezifität und Sensitivität deutlich überlegen ist, berichten auch HENNIG et. al 

(1998). In Untersuchungen von Lungengewebe und bronchoalveolären Lavageflüssigkeiten 

mit Hilfe eines Immunfluoreszenztests auf Actinobacillus pleuropneumoniae konnte der 

Erreger in allen Proben der experimentell infizierten Tiere nachgewiesen werden. Dagegen 

ergab die bakteriologische Untersuchung derselben Proben lediglich eine Nachweisrate von 

20 % 

 

5.5 Schlussfolgerungen 

Die Yersiniose ist in Deutschland nach der Campylobacteriose und der Salmonellose die 

dritthäufigste Form der bakteriellen Enteritis infectiosa beim Menschen. Über das Verhalten 

von Y. enterocolitica bei Nutzgeflügel ist bisher wenig bekannt. Ziel dieser Arbeit war es, 

daher, Informationen über das Erregerverhalten bei Legehennen und deren Eier zu erhalten. 

Es konnte gezeigt werden, dass der Keim bei Legehennen eine subklinische Infektion 

auslöst.  

 

Von den eingesetzten Nachweismethoden erwiesen sich die mikrobiologischen Methoden 

als bedingt geeignet, den Erreger im Legehennenkot zu identifizieren. Anders hingegen die 

immuno-chemische Technik, die in ihrer Schnelligkeit zu überzeugen vermochte. Allerdings 

lässt sich bei dieser Methode der Verdacht, dass es zu falsch positiven Ergebnissen 

kommen kann, nichtvollständig ausräumen. Die Ergebnisse dieser Untersuchung können 

nun als Ausgangsbasis für Feldversuche dienen.  

 

Trotz Infektion und Ausscheidung des Erregers über den Tierkot dürfen Eier 

höchstwahrscheinlich als sicheres Lebensmittel eingestuft werden. 
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6.  Zusammenfassung 

Untersuchungen zum Ausscheidungsverhalten von Yersinia enterocolitica O:3/4 von 

Legehennen nach experimenteller oraler Infektion

 

Yersinia enterocolitica ist der Erreger einer weltweit häufig vorkommenden humanen 

enteralen Yersiniose. Bisher ist nur bekannt, dass Schweine ein wichtiges Reservoir für den 

in Europa bedeutendsten Serotyp O:3 darstellen. Detaillierte Untersuchungen zur 

Epidemiologie und Klinik der Yersiniose beim Nutzgeflügel fehlten bislang. Mit der 

vorliegenden Arbeit konnten erstmals Informationen über das Erregerverhalten bei 

Legehennen gewonnen werden.  

 

Von den insgesamt 60 Versuchstieren wurden 30 Legehennen mit 109 KbE/ml Y. 

enterocolitica O:3/4 oral infiziert. Die anschließenden adspektorischen Untersuchungen 

sprachen für einen subklinischen Verlauf der Infektion, wobei ein Tier ohne äußere 

Anzeichen verstarb. Zur Abklärung des Infektionsverlaufs wurden bei den Hühnern an 16 

Tagen Kotproben genommen und mikrobiologisch analysiert. Bei der Untersuchung der 473 

Proben mittels Direktausstrich auf dem selektiven CIN-Agar zeigte sich in 86 Fällen ein 

Bakterienwachstum. Davon wurden je 3 Kolonien/Platte abgenommen und insgesamt 258 

Isolate weiter untersucht. Es konnte in vier Fällen Y. enterocolitica bei drei verschiedenen 

Tieren (letztmalig 12 Tage nach Infektion) nachgewiesen werden. Dies entspricht 0,84 % 

positive Yersinia-Befunde gemessen am gesamten Untersuchungsvolumen. Ähnlich waren 

die Ergebnisse nach Voranreicherung in ITC-Bouillon. Auch hier konnten nur in vier Fällen 

an vier verschiedenen Tieren ein positiver Yersinienfund bestätigt werde, wobei sich die 

Ergebnisse lediglich zwei Mal mit denen der positiven Direktausstrich deckten. Die Identität 

der Erreger wurde mit PCR bestätigt. Eine Anreicherung in PSB sowie die Kälteanreicherung 

in PBSSB-Lösung führte bei allen 473 Proben zu keinem einzigen positiven Ergebnis.  

 

Bei der Untersuchung der 542 Eier wurden die drei Eibestandteile Schale, Eiklar und Dotter 

getrennt sowohl mittels Direktausstrich auf CIN-Agar als auch mit dem 

Anreicherungsverfahren in ITC-Bouillon untersucht. In keinem einzigen Fall konnten 

Yersinien nachgewiesen werden, weshalb Hühnereier in Bezug auf Y. enterocolitica als 

sicheres Lebensmittel angesehen werden dürfen. 
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Neben mikrobiologischen und genotypischen Methoden wurden auch immunologische 

Verfahren zum Nachweis von Yersinien eingesetzt. Noch am 30. Tag nach Infektion konnten 

bei allen infizierten Tieren der Erreger im Kot mittels immuno-chemischer ABC-Methode 

nachgewiesen werden. Alle 10 Kontrolltieren blieben ohne Yersiniennachweis. 
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7 Summary 
 
Examination of the excretion characteristics of Yersinia enterocolitica O:3/4 after an 

experimental oral infection

 

Yersinia enterocolitica is the pathogen of the human enteral yersiniosis, which appears 

worldwide. Currently it is only known that pigs are an important reservoir for the serotype 

O:3, which is the most important serotype in Europe. Up to now there have not been detailed 

examinations of the epidemiology and treatment of yersiniosis in poultry. With the present 

study, information has finally been gathered regarding the pathogen characteristics in hens. 

 

Out of the 60 total subject animals, 30 hens were orally infected with 109 KbE/ml Y. 

enterocolitica O:3/4. The subsequent external examinations showed a subclinical course of 

infection, whereby one animal died without any signs of disease. To clarify the course of the 

infection, stool samples were taken on 16 days and microbiologically analyzed. Of the 473 

samples that were taken using the direct smear method on a selective CIN Agar, bacterial 

growth was found in 86 cases. For each of these cases, 3 colonies per petri dish were taken 

and a total of 258 isolates were further examined. In four cases Y. enterocolitica was found in 

three different animals (the last case 12 days after infection). This corresponds to 0,84% 

positive Yersinia findings in the entire examination population. The results were similar after 

pre-enrichment in an ITC broth. In this case, Yersinia could also only be positively confirmed 

in four cases in four different animals, whereby the results corresponded twice with the 

results of the positive direct smear method. The identity of the pathogen was confirmed with 

PCR. An enrichment in PSB as well as a cold enrichment in PBSSB solution did not lead in 

all 473 samples to a single positive result. 

 

During the examination of the 542 eggs, the three egg components (shell, egg white, and 

yolk) were examined separately by means of direct smear on CIN agar as well as with the 

enrichment procedure in ITC broth. Yersinia was not found in any of the cases; for this 

reason, chicken eggs can be considered a safe food in terms of Y. enterocolitica. 

 

Besides microbiological and genotypical methods, an immunological procedure was also 

used to identify Yersinia. Even 30 days after the infection, the pathogens could be identified 

in the stool of all infected animals by means of an immunochemical ABC method. All 10 

control animals had no sign of a Yersinia infection. 
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9 Anhang 

Material Mikrobiologie 

In Alphabetischer Reihenfolge 

 

BHI- Bouillon (Brain Heart Infusion Bouillon) 

Oxoid, Art.-Nr.: CM225          37 g/l 

Kalbshirninfusion       12,5 g/l 

Rinderherzinfusion          5,0 g/l 

Proteose-Pepton         10,0 g/l 

Glucose           2,0 g/l 

Natriumchlorid          5,0 g/l 

di-Natriumhydrogenphosphat        2,5 g/l 

pH: 7,4 / +25°C       Toleranz: ±0,2 

Die Reagenzien wurden in einem Liter Aqua bidest. unter Rühren gelöst. Der pH- Wert 

wurde gemessen und gegebenenfalls korrigiert. Die Bouillon wurde 10 Minuten bei +121 °C 

im Autoklav sterilisiert. Die Abkühlung erfolgte einige Stunden bei Raumtemperatur 

belassen.  

 

CIN-Agar (Cefsulodin-Irgasan-Novobiocin-Agar) nach SCHIEMANN 

Basismedium (Merck 16434)      29,25g  

aqua dest.         ad 500 ml  

15 Minuten bei +121 °C autoklavieren 

 

Yersinia-(CIN)-Selektivsupplement (Merck 16466)  

Das Lyophilisat in Originalflasch durch Zugabe von 1 ml Ethanol und 1 ml aqua dest. lösen. 

Diese anschließend steril in das auf 50 °C abkühlet Basismedium geben und in 

anschließende Petrischalen gießen. Der pH Wert liegt bei 7,4 ± 0,2 bei 25 °C 

Irgasan-Ticarcillin-Kaliumchlorat-Nährbouillon (ITC-Bouillon) 

ITC-Bouillon (MERCK, 116723) 

Pepton aus Casein        10,0 g  

Hefeextrakt           1,0 g  

Magnesiumchlorid (wasserfrei) (MERCK 105833)   28,1 g  

Natriumchlorid          5,0 g  

Malachitgrün         0,01 g  

Destilliertes Wasser       ad 1000ml 
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Die Substanzen mischen und zum Lösen erhitzen und dann Abfüllen von je 9 ml in 

Reagenzglasröhrchen. Anschließend  Autoklavieren für 15 min bei +121°C, pH 6,9 ±0,2 bei 

+25°C. 

 

ITC-Selektiv-Supplement (MERCK, 1.16725.0001) 

Irgasan         0,5 mg  

Ticarcillin         0,5 mg  

Kaliumchlorat         500mg  

Lyophilisat durch Zugabe von 18ml sterilem demineralisiertem Wasser und 2 ml Ethanol 

absolut lösen.  

 

Wasserstoffperoxid (H2O2) 

Fa. Merck Artikelnummer 7201  

H2O2 Perhydrit R -Tabletten 1g Wasserstoffperroxid in fester Form. 

Je 1 Tablette mit 10 ml Wasser entspricht einer 3% H2O2-Lösung. 

 

Kligler-Hoch-Schräg Agar 

Fa.  Merck 03919 (Eisen-III-Zucker-Schrägagar) 

Kligler-Agar         55 g  

aqua dest.         ad 1000 ml  

Die Mischung in Kulturröhrchen abfüllen und bei 121 °C 15 Minuten autoklavieren, 

anschließend zum Erkalten schräg stellen, pH 7,4 ± 0,2 bei 25 °C. 

 

Phosphatgepufferte Salzlösung mit Sorbitol und. Gallensalzen (PBSSB,) zur 

Kälteanreicherung 

Phosphate buffered saline solution (pH 7,6) plus 0,15 % bile salts and 1 % sorbitol.  

Dinatriumgydogenphosphat       8,3 g 

Natriumdihydrogenphospatmonohadrat     1,2 g 

Natriumchlorid        5,0 g  

Sorbit          5,0 g  

Gallensalz         1,5 g 

aqua dest.         ad 1000 ml 

Diese Mischung zu je 9 ml in Reagenzglasröhrchen verteilen und für 15 Minuten bei 121° C 

autoklavieren. 
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Peptonwasser gepuffert nach ISO 6579 (Firma MERCK 107228)  

Pepton aus Casein        10,0 g  

Natriumchlorid        5,0 g  

Kaliumdihydrogenphosphat       1,5 g  

di-Natriumhydrogenphosphat-Dodecahydrat    9,0 g  

aqua dest.         ad 1000 ml  

Die Substanzen Mischen und zum Lösen erhitzen Abfüllen. Anschließend zu je 9 ml in 

Reagenzglasröhrchen und zu je 90 ml in kleine Erlenmeyerkolben füllen. Es folgt ein 

Autoklavieren für 15 min bei +121°C, pH 7,0 ± 0,2 bei +25°C. 

 

Phosphatgepufferte Salzlösung mit Sorbitol und. Gallensalzen (PSB,) zur 

Anreicherung 

Phosphate buffered saline solution (pH 7,6) plus 0,15 % bile salts and 2% sorbitol.  

Dinatriumgydogenphosphat       8,3 g  

Natriumdihydrogenphospatmonohadrat     1,2 g 

Natriumchlorid        5,0 g  

Sorbit           10,0 g 

Gallensalz         1,5 g  

aqua dest.         ad 1000 ml   

Diese Mischung zu je 9 ml in Reagenzglasröhrchen verteilen und für 15 Minuten bei 121° C 

autoklavieren. 

 

Trypton-Soja-Agar (TSA) Fa. MERCK, 105458 

Pepton aus Casein        15,0 g 

Pepton aus Sojamehl       5,0 g  

Natriumchlorid        5,0 g  

Agar-Agar         15,0 g  

aqua dest.         ad 1000 ml  

Die Substanzen mischen und zum Lösen erhitzen Autoklavieren 15 min bei +121°C ca. 15 ml 

in sterile Petrischalen pH 7,3±0,2 bei +25°C. 

 

Oxidaseteststreifen Bactident ® Oxidase,  

Diagnostika Merck KG, 64271 Darmstadt. Typ: 1.13300. - Mikrobiologie  
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Schafblutagar Fa. Merck 

Pepton         15,0 g 

Hefeextrakt        3,0 g 

Natriumchlorid       6,0 g 

D(+)-Glucose        1,0 g 

Agar         12,0 g 

aqua dest.         1000 ml  

Schafblut         50 ml 

Die Substanzen in Wasser lösen und 15 Min. bei 121° C autoklavieren. Dann auf +50 bis 

+45 °C abkühlen lassen und das defibriniertes Blut einmischen. Abschließend Platten 

gießen, pH: 6,8 ± 0,2 bei +25 °C. 

 

Urease-Agar nach CHRISTENSEN  Fa. Merck 

Basismedium (Fa. Merck 08492)      21 g 

aqua dest.         ad 1000 ml  

Das Basismedium in Wasser lösen und für 15 Minuten bei +121 °C autoklavieren. 

Anschließende Supplement Harnstoff-Löslung 40 % (OXOID SR 020 U) 50 ml in 

verflüssigtes Basismedium bei +45 – +50 °C geben und in Kulturröhrchen füllen und zum 

Erkalten schräg stellen, pH 6,8 ±0,2 

 

 

Material für die Immunhistochemie 

In Alphabetischer Reihenfolge 

ACE-Stammlösung (3-Amino-9-Ethyl-Carbazoltabletten)  

Fa. Sigma-Aldrich LOT 97-H8200 

Je 1 ACE-Tablette in 2,5 ml Dimethylformaid auflösen. Lagerung bei +4° C unmittelbar vor 

Gebrauch der Lösung 0,2 ml der Stammlösung mit 3,8 ml Acetat Puffer mischen. 

 

Bovine Serum Albumin (BSA Rinderserumalbumin)  

Fa. Sigma-Aldrich LOT 129F0136 

 

ExtrAvidinR Peroxidas Staining Kit Rabbit (Sekundärantikörper) 

Fa. Sigma-Aldrich Stock No. EXTRa-3 

3 ml Biotinylated Goat Anti-Rabbit IgG 

3 ml ExtrRAvidin Peroxidase, in buffer 
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Mayers Hämalaunlösung für die Mikroskopie 

Diagnostika Merck KG, 64271 Darmstadt. Typ: 1.09249.0500 

 

Primärantiköper 

Monospezifisches Testserum /Monospezific Test Serum Ch.-B/Lot 60 05 03 Anti-Yersinia 

enterocolitica O3 für Objektträger-AgglutinationInstitut für Immunpräparate und Nährmedien 

GmbH Berlin, Berliner Allee 317 / 321 in 12088 Berlin 
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