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3. EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 Material
311 Betriebe

Direktvermarktungsbetriebe aus folgenden Bundeslandern wurden von der Untersuchung
erfal3t:

Baden-Wirttemberg, Bayern, Bremen, Hessen, Mecklenburg-Vorpommern, Niedersach-
sen, Nordrhein-Westfalen, Rheinland-Pfalz, Schleswig-Holstein.
Insgesamt wurden 709 Proben untersucht und ausgewertet.

3.1.2 Proben

Die Proben wurden auf dem Markt oder in den Betrieben genommen oder zugesandt. Die
Probennahme und Verschickung erfolgte Uberwiegend durch Veterinaruntersuchungsam-
ter. Ein Teil der zugesandten Proben wurde im Rahmen des Kundenservices von den Be-
trieben selber verschickt. Die Proben wurden nach der Probennahme gekunhlt transportiert.
Selbst genommene Proben wurden innerhalb von 24 h verarbeitet. Zugesandte Proben
wurden innerhalb von 48-72 h nach Probennahme verarbeitet.

Durch den Einkauf auf dem Markt lie3 sich nicht in jedem Fall der Betrieb zweifelsfrei
feststellen. In diesem Fall la3t sich nur die Minimalzahl der Betriebe angeben. Haufig ist
eine Hofkaserei auf eine Kaseart (z.B.: Gouda) spezialisiert, die durch Beigabe verschie-
dener Gewirze oder z.B. durch Rauchern variiert wird, um die Angebotspalette zu verviel-
faltigen. Bei der Zuteilung von Kasen zu Produktgruppen (Weich-, Schnitt-, Hartkase)
wurden die Angaben des Herstellers tbernommen.

Vorzugsmilch-Tankmilch: 74
Einzelhandel (Reformhauser, Markt): 13
direkt von Erzeugerbetrieben: 61

Die Proben stammten aus 35 Betrieben.

Vorzugsmilch-Einzelgemelke: 91

direkt von Erzeugerbetrieben: 91

Die Proben stammten aus sechs Betrieben.

Milch-ab-Hof: 149
direkt von Erzeugerbetrieben: 149

Die Proben stammten aus 115 Betrieben.
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Frischkase: 35
Markt: 6
direkt von Erzeugerbetrieben: 29

Die Proben stammten aus 17 Betrieben.

Weichkase: 89
Markt: 18
direkt von Erzeugerbetrieben: 71

Die Proben stammten aus mehr als 26 Betrieben.

Schnitt- und Hartkése: 245
Markt: 65
direkt von Erzeugerbetrieben: 180

Die Proben stammten aus mehr als 39 Betrieben.

Sonstige Produkte: 26
Markt: 1
direkt von Erzeugerbetrieben: 25

Die Proben stammten aus 16 Betrieben.

3.1.3 Nahrmedien und Reagenzien

Die genaue Beschreibung der eingesetzten Puffer und Losungen erfolgt im Anhang. Alle
verwendeten Reagenzien sind, soweit nicht anders vermerkt, zur Analyse geeignet.

3.1.3.1 Somatische Zellen

- Kalium-dichromat (Merck 4862)
- Ethidiumbromid (Foss Electric)
- Triton X-100 (Merck)

- Pufferlésungen

3.1.3.2 Gesamtkeimzahl
- Plate count agar (Difco 0479-17)
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3.1.3.3 Staphylococcus aureus

Bakteriologie

BAIRD-PARKER-Agar-Basis mit Eigelb-Tellurit-Supplement (Oxoid)
= BAIRD-PARKER-Agar (ETGPA)

Toluidinblau O-DNA-Reaktionsmedium hergestellt nach der Methode L 01.00-33 der
Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 35 LMBG (im folgenden 8§ 35
LMBG)

Coagulase-Plasma EDTA (Difco 0803-46)

Blutagar

Hirn-Herz-Glucose Bouillon = Brain-Heart-Infusion (BHI) (Oxoid CM 225)
Caseinpepton-Sojamehlpepton Bouillon = Trypticase soy broth (TSB) (Difco 0370-17-3)

NaCl-Pepton-Ldsung (1 g Casein-Pepton (Merck 7213 oder Oxoid L 42), 8,5 g NaCl ad
11A. dest. pH 7,0-7,2)

viertelstarke Ringerlosung (Merck 15525)
Glycerin (Merck), 50% in A. dest., autoklaviert
API-Staph-Test (bio-Mérieux 20500)

Enzymimmunoassay

RIDASCREEN?® SET A, B, C, D, E (R-Biopharm, R 4101)
Waschpuffer: PBS/Tween

3.1.3.4 Listeria monocytogenes

Bakteriologie

FDA-Medium:

TSB + Hefeextrakt, granuliert (Merck 1.03753), Actidione (Fluka 01810), Acriflavinium-
chlorid (Sigma A-8252), Nalidixic acid sodium salt (Fluka 70126)

PALCAM-Agar:

PALCAM-Listeria-Selektivagar (Basis), (Merck 1.11755.0500) + PALCAM-Listeria-Se-
lektiv-Supplement (Merck 1.12122)

Blutagar

D(+)-Xylose (Merck 1.08689)-Bouillon
L(+)-Rhamnose (Merck 1.04736)-Bouillon
SIM-Agar (Merck 5470)
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3.1.3.5 Bacillus cereus

Bakteriologie

Polymyxin-Eigelb-Mannit-Bromthymolblau-Agar (PEMBA) (Oxoid CM 617, SR 99)

TSB normal und doppelt konzentriert + Polymyxin B: Polymyxin B-Losung 50 mg/60 ml
A. dest., steril filtriert (Oxoid SR 99) vor Gebrauch dem Medium zugeben (0,1 mi/10 ml
einfach konz. TSB, 0,2 ml/10 ml doppelt konz. TSB)

Blutagar
viertelstarke Ringerlésung (Merck 15525)
Glycerin (Merck), 50% in A. dest., autoklaviert

Zellkultur

Zellen:
VERO-B,, Niere, afrikanische Griine Meerkatze (DSM ACC 33)
Nahrmedien:

Kulturmedium: RPMI 1640 (Biochrom) + 10 % foetales Kéalberserum BHI-Bouillon mit
0,1 % Glucose (pH 7,4) (BHIG)

Reagenzien

Sigma LH 340 (Testkit zum Nachweis der Laktatdehydrogenase)

3.1.3.6 Escherichia coli

Bakteriologie

FluorocultO Lauryl-Sulfat-Trypton-Bouillon/MUG (LST/MUG), (Merck 12588)
FluorocultO Plate-Count-Agar (Merck 4033)

FluorocultO 0157:H7-Agar (Merck 4036)

Blutagar

viertelstarke Ringerlosung (Merck 15525)

NaCl-Pepton-L6sung

KOVACS-Reagens (Merck 1.09293.0100)

Glycerin (Merck), 50% in A. dest., autoklaviert

Kryoréhrchen, 1,8 ml (Nunc)

Verotoxin-Enzym-Immunoassay (VT-EIA)

modifizierte TSB (m-TSB)
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- Novobiocin (Sigma N-1628)
- Mitomycin C (Sigma M-0503)
- VT-EIA (Premier EHEC, HIiSS 608096V)

Isolierung der Verotoxinbildner

a.: DNA-DNA-Hybridisierung (KNAPPSTEIN, 1996)

Zubehor:

- Nitrozellulosefilter BA 85, Porengrof3e 0,45 pum, @ 82 mm (Schleicher & Schuell)

- Nylonmembran, Porengréf3e 0,45 um (Sartorius)
- Whatman 3MM Chr-Papier (Whatman)

- Polypropylen-Wannen, 18 x 24 cm, autoklavierbar

Stammldsungen:

- 20 x SSC (standard saline-citrate): 3,0 M NaCl (Merck), 0,3 M Na-Citrat (Merck),
pH 7,0, autoklaviert

- 20 x SET: 3,0 M NaCl, 0,02 M EDTA, 0,4 M Tris-HCL (Merck), pH 7,8

- Proteinase K-L6sung: Proteinase K (Boehringer), 1 %, Lagerung bei -20 °C

- Natrium-dodecylsulfat (SDS)-L6sung: Na-dodecylsulfat (Serva), 10 %

- N-Lauroylsarkosin-L6sung: N-Lauroylsarkosin, Na-Salz (Sigma), 10 %

- Maleinsaurepuffer: 0,1 M Maleinsaure (Merck), 0,15 M NacCl, pH 7,5, autoklaviert

- Blockierungsreagens-Ldsung: Blockierungsreagens (Boehringer, 1096766), 10 % in
Maleinsaurepuffer, [6sen bei 50-70 °C, autoklavieren, Lagerung bei 4 °C

Koloniehybridisierungsverfahren:

- LOsung 1: 10 % SDS

- Lodsung 2: 0,5 M NaOH, 1,5 M NacCl, autoklaviert

- Loésung 3: 1,0 M Tris-HCI, 1,5 M NaCl, pH 7,5

- LoOsung 4: 4 x SET

- Proteinase-K-Gebrauchslésung: 2 x SSC, 0,1 % SDS, 0,01 % Proteinase K
- Waschlosung 1: 2 x SSC, 0,1 % SDS

- Waschlosung 2: 2 x SSC
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Hybridisierung:

Hybridisierungslésung: 5 x SSC, 1 % Blockierungsreagens, 0,1 % N-Lauroylsarkosin,
0,02 % SDS

Waschpuffer 1: 2 x SSC, 0,1 % SDS
Waschpuffer 2: 0,1 x SSC, 0,1 % SDS (fur Polynukleotid-Sonden)

Digoxigenin-markierte DNA-Sonden:

Polynukleotid-Sonden (institutseigene Herstellung)

Enzymimmunologische Detektion der gebundenen Sonden:

Anti-Digoxigenin-Antikorper, Fab-Fragmente, konjugiert mit alkalischer Phosphatase
(Anti-Dig-AP-Konjugat) (Boehringer, 1093274)

N,N-Dimethylformamid (DMF) (Sigma)

Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT) (Boehringer): 70 mg/ml in 70 % DMF, Lagerung bei
-20 °C

5-Brom-4-chlor-3-indolylphosphat, 4-Toluidinsalz (X-Phosphat) (Boehringer): 50 mg/ml
in 100 % DMF, Lagerung bei -20 °C

Maleinsaurepuffer: s. Stammlésungen

Blockierungspuffer: 1 % Blockierungsreagens in Maleinsaurepuffer

Substratpuffer: 0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NacCl, 0,05 M MgCl,, pH 9,5

Substratldsung: pro 10 ml Substratpuffer 45 pl NBT, 35 pl X-Phosphat, frisch zubereitet
TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0

b.: Immunoblot, Dessauer Verfahren (ANONYM, 1996)

Probenvorbereitung:

Verdunnungsflussigkeit fur Probenvorbereitung

Syncase-Agar mit Mitomycin C-Zusatz

Immunoblotreagenzien:

phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS)
PBS/Tween

Blocklosung

Puffer zum Nachweis alkalischer Phosphatase
Farbreagens

Stoppldsung
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monoklonale Antikérper:

Zellkulturuberstande der Hybridomazellinien:
VT1: 13C4 (ATCC CRL-1794) (zum Gebrauch verdinnen 1:20 in Blocklésung)
VT2: 11E10 (ATCC CRL-1907) (zum Gebrauch verdinnen 1:160 in Blocklésung)

Konjugat: Goat-Anti-Mouse-lgG1-AP (Fa. Biozol, 1070-04), (zum Gebrauch verdinnen
1:4000 in Blocklésung)

Nitrocellulosemembran, Optitran BA-S 85/20, 0,45 um, A 82 mm (Schleicher & Schuell
439900) (NC-Membran)

Celluloseacetatmembran, OE 67/20, 0,45 um, A 82 mm (Schleicher & Schuell
19404088) (CA-Membran)

Petrischalen, £90 mm (Sarstedt 821473)

LT/ST-Nachweis

a.

ST-ELISA:

Escherichia coli heat-stable Enterotoxin STa (SIGMA E 5763)
Mikrotiterplatte (MT-NUNC, Maxisorp)

EEB (Enterobacteriaceae Enrichment Broth) (Oxoid CM 317)
Faltenfilter 595 , ££150 mm (Schleicher & Schuell, Ref. No. 311645)

CAYE-2-Bouillon (CAYE-Casamino Acid-Yeast-Extract-Salts-Medium (nach FRANKE
1982))

Verdunnungspuffer fir Absattigung-, Antitoxin- und Konjugatverdiinnung: PBS 0,01 M
in 0,24 M NacCl, pH 7,4 + 0,001 M MgCl,

Substrat (4-Nitrophenylphosphat Dinatriumsalz (NPP) (Merck)), l6sen in Substratpuffer
(NPP-Puffer) (0,05 M Bicarbonatpuffer, ph 9,8)

Waschlosung: Tween-NacCl (0,5% Tween 20 in 0,5 M NacCl)

Tween-Stocklésung (6,15 g Tween 20/100 ml): 1 ml Tween-Stocklésung/l entspricht
0,05 mM Tween 20/

. LT-ELISA:

Choleratoxin B Subunit (SIGMA)
Mikrotiterplatte (MT-NUNC, Maxisorp)
PBS: 0,1 Min 0,14 M NaCl,pH 7,0
EEB
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- Faltenfilter 595 , £150 mm (Schleicher & Schuell, Ref. No. 311645)

- CAYE-2-Bouillon

- GM;-Gangliosid (SIGMA)

- Cholera-Toxin-Rabbit-Antikdrper (1:2000 in PBS) (SIGMA)

- humanes Serumalbumin (HSA) (SIGMA)

- Anti-Kaninchen-Ig (Schwein), konjugiert mit AP (1:1000 in PBS) (DAKO)
- NPP

- NPP-Puffer (0,05 M Bicarbonat-Puffer, pH 9,8)

- Waschlosung: Tween-NaCl (0,5% Tween 20 in 0,5 M NacCl)

3.1.3.7 Salmonella spp.

Bakteriologie
- Rappaport-Vassiliadis-Sojapepton (RVS)-Medium (Oxoid CM 866)
- Xylose-Lysin-Desoxycholat (XLD)-Medium (Difco 0788-17)

- doppelt gepuffertes Peptonwasser (PW); (20 g/l Casein-Pepton (Oxoid CM 509) + 3,5 g
NagHPO4, 1,5 g KH2PO4, autoklaviert)

- Blutagar

- omnivalentes und polyvalentes (I, Il, lll) Salmonella-Antiserum (Behring-Werke)
- API-20E-Test (bio-Mérieux 20100)

3.1.3.8 Campylobacter jejuni

Bakteriologie
- BBLa CampyPak Plusa (BECTON DICKINSON 437104510)

Anreicherung:

- Nahrbouillon Nr. 2 (CM 67)

- Campylobacter-Anreicherungs-Supplement (SR 84)

- Campylobacter-Selektiv-Supplement (Preston) (SR 117)
- Pferdeblut, lysiert (SR 48)

Selektion:
- Campylobacter-Agar-Basis (CM 689)
- Campylobacter-Selektiv-Supplement (Preston) (SR 117)
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- Pferdeblut, lysiert (SR 48)

3.14 Gerate
Zellzahlung:

- Fossomatic F 360 (Foss Electric A/S, Danemark)

Bakteriologie:

- Stomacher 400 (Colworth)

- UV-Lampe, 366 nm (Heraeus)

- Mikroskop (Axiolab,Zeiss)

- Tiefkuhltruhe, -79 °C (Gesellschatft fur Labortechnik mbH)
- Filtropur S 0,2, steril (Sarstedt, USA)

- Anaerobiertopfe

Immunchemie:

- ELISA (enzyme-linked-immuno-adsorbent-assay)-Reader: EAR 400 AT
(SLT-Labinstruments, Austria)

- Mikrozentrifuge: 5415 C (Eppendorf)
- Schuttler: AM 69 Microshaker (Dynatech)
- Zentrifuge (W. Stock, Marburg)

DNA-DNA-Hybridisierung:
- Hybridisierungsofen OV2 (Biometra)
- Hybridisierungsflaschen, 15 x 3,5 cm (Biometra)

- Transilluminator/UV-Crosslinker: Fluolink™, 312 nm (Froebel)

Zellkultur:

- Filtropur S 0,2, steril (Sarstedt, USA)

- Cellstar®, Makroplatte mit Abdeckplatte, TC, steril (Greiner labortechnik)

- Gewebekulturplatte, 24 Kavitaten, TC, steril (Greiner labortechnik)

- Gasbrutschrank 7,5 % CO,, 37° C (zur Inkubation)

- Umkehrmikroskop (Carl Zeiss, Germany)

- Stock-Zentrifuge (Wilhelm Stock Maschinenbau KG, Marburg/L., Germany)
- MSE 150 Watt Ultrasonic Disintegrator Mk2
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- Shimadzu Spectralphotometer (340 nm)

3.15 Referenzstamme

Die Referenzstamme wurden, soweit nicht anders angegeben, der hauseigenen
Stammsammlung entnommen.

3.1.5.1 Staphylococcus aureus
- S. aureus WOOD 46

- S. epidermidis

- S. aureus CAMP

3.1.5.2 Listeria spp. (Listeria Referenz-Labor, Univ. Wirzburg)
- L. monocytogenes

- L.innocua

- L. ivanovii

- L. seeligeri

- L. grayi

3.1.5.3 Bacillus cereus

- Toxin-bildender Bacillus cereus

3.1.5.4 Escherichia coli
E. coli (ICB 4004)
Enterobacter cloacae

E. coli (C600J1): VT 1 (Prof. Dr. H. Karch, Institut fir Hygiene und Mikrobiologie, Uni-
versitat Wirzburg)

E. coli (C600W34): VT 2 (Prof. Dr. H. Karch, s.0.)

E. coli (B 2391): VT-negativ (Dr. M. Biilte, Institut fir Fleischhygiene, Freie Universitat
Berlin)

E. coli (H10407): LT/ST (Dr. habil. Perlberg, BgVV Dessau)

E. coli (O137K-): LT/ST-negativ ( Dr. van Leeuwen, RIVM Bilthoven, Holland)
E. coli (O45): LT/ST-negativ

3.1.5.5 Campylobacter jejuni (Hygiene-Institut Hamburg)
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Lior 011
Lior 016
Lior 029
Lior 036

3.2 Methoden
3.21 Somatische Zellen

Die Zellzahlung erfolgte nach Methode L 01.01-01 der Amtlichen Sammlung von Untersu-
chungsverfahren nach § 35 LMBG (8§ 35 LMBG).

- Milch konservieren mit Kalium-dichromat (0,2 % Endkonzentration), _ h im Wasserbad
bei 40 °C inkubieren: automatische Zahlung

3.2.2 Gesamtkeimzahl
- modifiziert nach Methode L01.00-00 (§ 35 LMBG)

- Modifizierung: 1 ml Probe zu 99 ml Verdlinnungsflissigkeit, daraus Entnehmen von
0,1 mlund 1 ml

3.23 Staphylococcus aureus

3.2.3.1 Isolierung und Keimzahlbestimmung
Untersucht wurde 1 g bzw. 1 ml pro Probe.

Die Isolierung von S. aureus aus Milch und Milchprodukten erfolgte modifiziert nach den
Methoden L01.00-24 bzw. L03.00-1 (§ 35 LMBG).

Probenaufbereitung:

- Entnahme von 10 g bzw. 1 ml Probe unter sterilen Bedingungen (Lagerung des restli-
chen Materials bei -20 °C)

- bei festen Proben Homogenisierung mit 90 ml Ringer-L6sung im Stomacher, 2 min

- Herstellung von dezimalen Verdiinnungsreihen aus fliissigen Proben von u.v. bis 107
mit NaCl-Lésung

- Herstellung von dezimalen Verdinnungsreihen von in Ringer-Losung homogenisierter
Probe von 10 bis 10 mit NaCl-Lésung

- Beimpfung von ETGPA nach BAIRD-PARKER im Doppelansatz mit je 0,1 ml der Probe,
damit Verdinnungsstufe auf Agar:

10110 (flussige Produkte)
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10210 (homogenisierte Produkte)
- Inkubation 48 h/37 °C
- Auswertung der Kolonien auf ETGPA:

- Einteilung und Zahlung der Kolonien aufgrund morphologischer Eigenschaften:
Typ A: schwarzglanzend, Préazipitationszone mit Aufhellung
Typ B: schwarzglanzend, Prazipitationszone o h n e Aufhellung
Typ C:  schwarzgrau, rauhe Oberflache, trocken
Typ D: schwarz, glatt, ohne Aufhellung, ohne Prazipation
Typ E: grau, glatt, ohne Aufhellung, ohne Préazipation

- Uberimpfen von bis zu drei Kolonien je Typ pro Probe in Brain Heart Infusion broth
(BHI), Auszahlen der verschiedenen Kolonietypen

- Durchfuhrung Thermonuklease (TNase)-, Koagulase- und Clumpingfactor-Test

- Berechnung der Zahl Koagulase-positiver Staphylokokken (Typ A,B, C, D, E)

3.2.3.2 Identifizierung und Charakterisierung der Keime

Der TNase-Nachweis erfolgte nach der Methode L01.00-33 und der Koagulase-Nachweis
nach der Methode L01.00-24 (8 35 LMBG) wie im Anhang beschrieben.

Zur weiteren Charakterisierung TNase- und Koagulase-positiver S. aureus-Stamme wur-
den folgende Tests durchgefuhrt:

Clumping factor:
- Ausstrich isolierter Stamme auf Blutagar und Inkubation (24 h/37 °C)
- Verreiben des Koloniematerials in 30 pl Kaninchenplasma

- Auswertung: positive Reaktion = deutliche Klumpenbildung

Hamolyse:

- Beurteilung der Kolonien auf Blutagarplatte: vollstindige Hamolyse (a-Hamolyse), un-
vollstdndige Hamolyse (b-Hamolyse) bzw. Kombination (a/b-Hamolyse)

Noch fragliche Stamme wurden mit dem API-Staph-Test Uberpruft.
Konservierung geprufter Stamme, die den Hochstwert (M) entspr. MVO’95 lberschreiten:

- Anzlchtung eines Stammes in 10 ml TSB

- Lagerung bebruteter TSB-Bouillon mit 10 % Glycerin bei -79 °C
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3.2.3.3 Enterotoxin-Nachweis

Der Enterotoxin-Nachweis wurde mit dem RIDASCREEN?SET entsprechend der Anlei-
tung der Herstellerfirma durchgefthrt.

3.24 Listeria monocytogenes

3.2.4.1 Isolierung

Untersucht wurden 25 g bzw. 25 ml pro Probe nach IDF Standard 143A:1995.

Entnahme von 25 ml flissigem Probenmaterial bzw. 25 g festem Probenmaterial unter
sterilen Bedingungen (Lagerung des restlichen Materials bei -20 °C)

Homogenisierung von festem Probenmaterial mit 225 ml FDA-Medium im Stomacher,
2 min

Anreichern von Probenmaterial in 225 ml FDA-Medium

Inkubation 48 h/30 °C

Drei-Osen-Ausstrich auf PALCAM-Agar

Inkubation 48 h/37 °C

3.2.4.2 Identifizierung und Charakterisierung der Keime

Dunkelbraune bis schwarze Kolonien mit napfférmiger Vertiefung = verdachtige Listeria
spp.-Kolonien

Subkultur von 5 Kolonien auf Blutagar

Inkubation 24 h/37 °C

Hamolyse unter der Kolonie auf Blutagar = prasumtive L. monocytogenes
GRAM-Farbung

SIM-Agar

CAMP-Test

Test: Xylose (neg.) und Rhamnose (pos.)

3.25 Bacillus cereus

3.2.5.1 Isolierung und Keimzahlbestimmung

Untersucht wurde 1 g bzw. 1 ml pro Probe.

Der Nachweis erfolgte nach der Methode L 01.00-53, § 35 LMBG.

Entnahme von 10 g bzw. 1 ml Probe unter sterilen Bedingungen (Lagerung des restli-
chen Materials bei -20 °C)
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Homogenisierung von festem Probenmaterial mit 90 ml Ringer-L6ésung im Stomacher,
2 min

flissiges Probenmaterial:

1,0 mlin 10 ml TSB + Polymyxin B

homogenisierte Proben:

10 ml Homogenat in 10 ml doppelt konzentrierte TSB + Polymyxin

Inkubation 48 h/30 °C

Subkultur aus jedem Roéhrchen auf PEMBA durch fraktioniertes Ausstreichen

Inkubation 24 h/30 °C

3.2.5.2 Identifizierung und Charakterisierung der Keime

typische Koloniemorphologie auf PEMBA: etwa 5 mm grol3, auffallig turkis bis pfauen-
blau gefarbt, umgeben von einer ausgepragten Eigelb-Prazipitation mit gleicher Far-
bung

typische Koloniemorphologie auf Blutagar

Sporen-/Lipidfarbung nach Holbrook und Anderson mit nachfolgender mikroskopischer
Beurteilung

Anzichtung von B. cereus-Stdammen in BHI

Lagerung bebriteter BHI-Bouillon mit 10 % Glycerin bei -79 °C

3.2.5.3 Zytotoxizitdtsnachweis

Nachweis in Zellkulturversuchen:

Die allgemeinen Methoden zum Arbeiten mit Zellkulturen sind in zahlreichen Lehrbiichern
veroffentlicht. Im folgenden werden stichwortartig nur die fir die hier vorgestellten Versu-
che wichtigen Bedingungen aufgefihrt.

Anziichten der VERO-B, Zellen in Cellstar® Makroplattten (6er-Feld, Anzuchtphase:
1 Woche)

Durchfiihrung aller Versuche auf Gewebekulturplatten (24er-Feld) im Doppelansatz und
auf jeweils zwei Platten

Anzuchten von B. cereus in Brain Heart Infusion + 0,1 % Glucose (BHIG); 24 h/30 °C
(modifiziert nach GLATZ und GOEPPERT 1976)

Zentrifugation der Bouillon 15 min/ 2200 x g
Sterilfiltration des Uberstandes durch Spritzenvorsatzfilter (0,22 pum)

Aufbringen von 250 pl des Filtrates je Feld der Zellkultur
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Auswertung nach 48 h:

a. mikroskopische Beurteilung mit Umkehrmikroskop (25-160fache Vergrol3erung):
Beurteilungskriterien (HAMMER und WALTE 1996):
Grad der Abrundung der polygonalen Zellen
Grad der Vakuolisierung

b. photometrische Bestimmung der Freisetzung von Lactatdehydrogenase (LDH): LDH
wird nur bei Schadigung der Zellmembran in den Zellkulturiiberstand freigesetzt.

LDH-Messung im Spektralphotometer, Wellenl&ange: 340 nm
Abgleichen der Absorptionsanzeige auf Null mit 1 ml A.dest.
Pipettieren und Mischen von 1,0 ml LDH-L und 50 pl Probe
Messung der Absorptionsdnderung innerhalb von 60 sec
Positivkontrolle: Toxin-bildender B. cereus Referenzstamm

positiver Referenzwert (Freisetzung = 100 %): Mittelwert der MeBwerte zweier Kultur-
felder mit abgeschwemmten und mit Ultraschall desintegrierten Zellen (HAMMER und
WALTE 1996)

Berechnung der LDH-Freisetzung der Proben (GRANUM 1985): LDH-Freisetzung
> 20 % = positiv fur B. cereus

- Grundlage Evaluierung: 12 x Kulturiberstand Negativkontrolle (BHI)

12 x Kulturtiberstand Positivkontrolle

3.2.6 Escherichia coli

3.2.6.1 Isolierung, Keimzahlbestimmung und Identifizierung

Untersucht wurde der E. coli-Gehalt von 1 g bzw 1 ml Probe.

Die Untersuchung der Proben auf den Gehalt von E. coli erfolgte mit dem Most Probable
Number (MPN)-Verfahren entsprechend der Methode L01.00-54, § 35 LMBG.

Probenaufbereitung:

Entnahme von 10 g bzw. 3 x 1 ml Probe unter sterilen Bedingungen (Lagerung des
restlichen Materials bei -20 °C)

bei festen Proben Homogenisierung mit 90 ml Ringer-Losung im Stomacher, 2 min

Herstellung von dezimalen Verdiinnungsreihen aus fliissigen Proben bis 10 bzw. von
Homogenat bis 107 mittels NaCl-Lésung

Beimpfung von je 3 LST/MUG-RoOhrchen aus jeder Verdinnungsstufe mit 1 ml (bei
flissigen Proben: 1. Verdinnungstufe = u.v.)

Inkubation 48 h/30 °C
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Auswertung:

Gasbildung: positiv = deutliche Gasblase im Durham-Rohrchen

Fluoreszenz: positiv = hellblaue Fluoreszenz bei Bestrahlung der Roéhrchen mit lang-
welligem UV-Licht

Indolbildung: positiv = kirschrote Farbung der Alkoholschicht nach Zugabe von
KOVACS-Reagenz

zur Isolierung von Keimen aus einem Rohrchen sind vor Zugabe von KOVACS- Rea-
genz 2 ml Bouillon in ein separates Rohrchen zu tGberfuhren

coliforme Keime positiv: R6hrchen mit Gasbildung
E. coli-positiv: Rohrchen zusatzlich mit Fluoreszenz und Indolbildung
Bildung einer Indexziffer aus der Anzahl positiver R6hrchen

Ermittlung der MPN (most probable number) fur jede Probe (Mc Grady-Tabelle)

3.2.6.2 Verotoxin-Nachweis

Voranreicherung von 25 ml flissiger Probe in 225 ml vorgewarmter m-TSB bzw. Ho-
mogenisation (Stomacher, 2 min) und Voranreicherung von 25 g fester Probe in 225 ml
m-TSB unter Zusatz von je 225 pl sterilfiltriertem Novobiocin (20 mg/ml A.dest.)

Inkubation 5 h/37 °C auf Schuttler (~100 U/min)

Anreicherung von 1 ml vorangereicherter Probe in 4 ml m-TSB unter Zusatz von
Mitomycin C (50 ng/ml m-TSB)

Inkubation 16-18 h/37 °C auf Schuttler (~180 U/min)

Durchfuhrung VT-EIA: (entsprechend Produktanleitung Premier EHEC, HiSS) Modifika-

tion: Entnahme und Zentrifugation von 1 ml je Probe (14.000 g, 4 min), Verwendung
des klaren Uberstandes

im Falle einer Verotoxin-positiven Probe: Probenvorbereitung entsprechend 3.2.6.3

3.2.6.3 Isolierung und Identifizierung der Verotoxinbildner

Um die Verotoxinbildner zu isolieren, wurden zwei Methoden angewendet:
a. DNA-DNA-Hybridisierung (KNAPPSTEIN, 1996)
b. Immunoblot (ANONYM, 1996)
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zu a.:
Probenvorbereitung:

Herstellung von dezimalen Verdiinnungsreihen bis 10° aus der Anreicherungsbouillon
dieser Probe in NaCl-Pepton-Ldsung

- Beimpfung von Fluorocult® 0157:H7-Agar im Doppelansatz mit je 0,1 ml der Verdiin-
nungsstufen (10°3-10" auf Agar)

- Inkubation 16-18 h/42 °C

DNA-DNA-Hybridisierung:

Hierzu sind grundsatzlich drei Schritte notwendig. Zuerst muf3 die zu untersuchende DNA
auf eine Membran Ubertragen werden. Im zweiten Schritt erfolgt die eigentliche Hybridi-
sierung und anschliel3end eine Reaktion zum Nachweis der gebundenen Gensonden.

1. SCHRITT: TRANSFER VON DNA AUF MEMBRANEN

Bei der Kolonie-Hybridisierung wird die gesamte DNA aus Bakterienkolonien auf einer
Membran fixiert. Dazu sind folgende Arbeitsschritte erforderlich:

1. fur Mischkulturen: Ubertragung von Kolonien auf Nitrozellulosefilter im Abklatschverfah-
ren

2. Lysis der Bakterien und Fixierung der DNA

3. Proteinase K-Behandlung zur Entfernung von Bakterienresten

zu 1: Abklatschverfahren (Mischkulturen) (modifiziert nach SAMBROOK et al., 1989).
- Anzichtung von Mischkulturen auf E. coli 0157:H7-Agar

- Positivkontrolle: Aufbringen von Koloniematerial auf freie Flache des bewachsenen
Agars mit steriler Ose

- Vorbereitung der Nitrozellulosefilter wie oben

- vorsichtiges Auflegen der Filter auf die Platten
- Filter mit sterilem Glasspatel leicht andriicken
- asymmetrische Markierung von Filter und Agar

- Filter 5 min liegen lassen, dann vorsichtig abnehmen

zu 2. Lysis der Bakterien und Fixierung der DNA:

- Losungen 1,2,3,4 (s. Kap. 3.1.3.6.) zur Bakterien-Lyse jeweils in eine Polypropylen-
Wanne flllen, Whatman-Papier damit trénken, Uberschissige Flissigkeit abgiel3en
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Uberfiihren der bewachsenen bzw. abgeklatschten Filter auf das getrankte Whatman-
Papier, Kolonieoberseite nach oben, nacheinander Lésung jeder Wanne 10 min einwir-
ken lassen

UV-Crosslinking zur Fixierung der DNA, 300 mJ/cm?

zu 3. Proteinase-K-Behandlung zur Entfernung von Bakterienresten:

Inkubation der Filter im Schittelwasserbad mit Proteinase K-Gebrauchslosung, 60 min
bei 60-62 °C, mind. 30 ml pro Filter

Schwenken der Filter fur 10 min in Waschlésung 1 bei Raumtemperatur (Schittler)
Abreiben von Kolonieresten mit Handschuhen
Waschen der Filter in Waschlésung 2 fir 10 min bei RT (Schttler)

2. Schritt: HYBRIDISIERUNG MIT DIGOXIGENIN-MARKIERTEN SONDEN:

(nach Produktanleitung der Fa. Boehringer Mannheim)

Hybridisierung mit Polynukleotid-Sonden:

3.

Préahybridisierung: Inkubation der Filter mit vorgewarmter Hybridisierungslésung, mind.
10 ml pro 100 cm? Filter, 2 h bei 68 °C im Hybridisierungsofen

10 min vor Ende der Prahybridisierungszeit parallel dazu Denaturierung der Polynu-
kleotid-Sonde durch Erhitzung mit frischer Hybridisierungslésung im kochenden Was-
serbad (10 min): 5 pl Dig-markiertes PCR-Amplifikat (DNA-Sonde) pro 10 ml Hybridisie-
rungslésung

Ersetzen der Prahybridisierungslésung durch Sonden-haltige Losung, mind. 3-5 ml pro
100 cm? Lésung

Hybridisierung Gber Nacht/68 °C

Abgiessen der Sonden-haltigen Losung, Aufbewahrung bis zur Wiederverwendung bei -
20 °C

Waschen der Filter: 2 x 5 min mit Waschpuffer 1 bei RT, 2 x 15 min mit vorgewarmtem
Waschpuffer 2 bei 68 °C

Schritt: ENZYMIMMUNOLOGISCHE DETEKTION DER GEBUNDENEN SONDEN

(nach Produktanleitung der Fa. Boehringer)

Der Nachweis von gebundenen Digoxigenin-markierten Sonden erfolgt durch einen Anti-
korper gegen Digoxigenin, der an alkalische Phosphatase gekoppelt ist. Diese setzt ein
chromogenes Substrat (NBT und X-Phosphat) zu einem blauschwarzen Prazipitat um.
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Alle Schritte der Detektion werden bei RT auf einem Schittler mit 40 U/min durchgefuhrt.
Die angegebenen Volumina beziehen sich auf eine Filterflache von 100 cm?, bei kleineren
Filtern wird entsprechend reduziert.

Waschen der Filter eine Minute in Maleinsaurepuffer
Inkubation der Filter 30 min in Blockierungspuffer (100 ml)

Verdinnung des Anti-Digoxigenin-AP-Konjugats (kurz anzentrifugieren) 1:5000 in
Blockierungspuffer, Inkubation der Filter in 20 ml verdinnter Antikérper-Konjugat-Lo-
sung fir 30 min

Entfernung ungebundenen Antikérper-Konjugates durch zweimaliges Waschen der
Filter fur 15 min mit je 100 ml Maleinsaurepuffer

Aquilibrierung 2 min in Substratpuffer (20 ml)

Inkubation der Filter mit 10 ml Substratlésung an dunklem Ort ohne Schiutteln fur 18-
24 h.

Abstoppen der Farbreaktion mit TE-Puffer

positiv = deutliche dunkle Farbreaktion

Anhand der Farbmarkierung auf den Filtern wurden die entsprechenden Kolonien isoliert
und durch EIA und Immunoblot Gberprift.

zu b.: Immunoblot (ANONYM, 1996)

Hierzu erfolgt nach der Probenvorbereitung die Bakterienkultivierung und anschlie3end
der Immunoblot.

Probenvorbereitung:

Entnahme von 1 ml der Voranreicherungskultur (s. 3.2.6.2)

3 min Zentrifugieren, 10000 g, Uberstand entfernen, Fett am GefaRinnenrand mit Wat-
testdbchen abnehmen

Resuspendieren des Bakteriensedimentes in 1 ml PBS mittels Mikrohandrihrer

Zugabe von 950 pl Verdunnungsflissigkeit

Bakterienkultivierung:

Auflegen einer NC- und sodann dariiber deckungsgleich einer CA-Membran luftblasen-
frei auf dem Syncase-Agar (Markierungen vornehmen)

Auftragen von 0,1 ml der vorbereiteten Probenvoranreicherung mittels Verdinnungs-
ausstrich

Auftragen der Referenzstamme im oberen Bereich der Membran als Dots
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- Inkubation 16-18 h/37 °C/feuchte Kammer

Immunoblot:

Die CA-Membran mit den gewachsenen Kolonien wird abgehoben, die darunterliegende
NC-Membran vom Agar abgenommen und die CA-Membran wieder auf den Agar gelegt
(Lagerung der Agarplatte bei +4 °C). Alle nachfolgenden Schritte erfolgen bei
Raumtemperatur unter Schutteln (<50 U/min) in Petrischalen (1 Filter/Petrischale). Sofern

nicht anders beschrieben, wurden immer je 10 ml Reagenzien pro Filter bei den einzelnen
Reaktionsschritten eingesetzt.

- Waschen der NC-Membran mit PBS/Tween, 3 x 3 min

- Behandlung der NC-Membran mit Blocklésung, 1 h

- Inkubation mit monoklonalen Antikérpern, 1,5 h

- Waschen mit PBS/Tween, 4 x 3 min

- Inkubation mit Konjugat, 1 h

- Waschen mit PBS/Tween, 5 x 3 min

- Zugabe Substrat

- Abstoppen nach 5-10 min (entsprechend visueller Bewertung)

- Verwerfen des Substrates, Inkubation der Stopplésung, 2 X 15 min
Auswertung: rot-violette Farbung = positiv

Wenn positive Einzelkolonien isolierbar sind, Abnahme derselben und Bestéatigung durch
EIA, DNA-DNA-Hybridisierung und mit API-Teststreifen.

Die Feindifferenzierung und serologische Bestéatigung der VTEC-Isolate wurde im Bundes-
institut fir gesundheitlichen Verbraucherschutz und Veterindrmedizin (BGVV) durchge-
fuhrt.

3.2.6.4 LT/ST-Nachweis

Zwei Frischkase, je sieben Weich- und Schnittkédse sowie funf sonstige Produkte, die mehr
als 10° cfu/m E. coli enthielten, wurden auf das Vorhandensein von LT- und ST-Bildnern
untersucht (siehe S. 92 vorletzter Absatz).

Die entsprechenden Ruckstellproben und die betroffenen Stamme wurden schonend auf-
getaut und mit folgenden Verfahren gepruft.

a. Die ST-Bildung wurde mit einem kompetitiven ELISA (enzyme-linked-immuno-adsor-
bent-assay) untersucht (HAHN und BONNIKSEN, 1996).

b. Die LT-Bildung wurde mit einem ELISA untersucht (FRANKE et al., 1984).
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zu a.) ST-ELISA

Die Methodik entspricht einem Antibody-Capture-Test, bei dem das Toxin in der Probe, fur
den Standard in Verdunnungsstufen, mit einer eingestellten Antitoxin-Verdinnung
(Antitoxin: institutseigene Herstellung) separat ,neutralisiert” wird.

Probenvorbereitung:

Homogenisieren von 10 ml flissigem Probenmaterial mit 90 ml vorgewarmter EEB
(festes Probenmaterial: 10 g 2 min stomachen in 90 ml vorgewarmter EEB)

Inkubation 4 h/37 °C

Filtration des Homogenisats durch einen Faltenfilter

Subkultur von 4 und 50 pl des Filtrats in 4 ml CAYE-2-Bouillon
Inkubation 18 h/37 °C

Entnahme und Zentrifugation von 1 ml je Probe (4 min, 14.000 g), Verwendung des
klaren Uberstandes

Verdiinnen des Uberstandes 1:5 in CAYE-2-Bouillon zur Vermeidung von unspezifi-
schen Reaktionen

Durchfihrung ELISA:

Coat: 20 ng/ml STa in PBS 0,1M in 0,14M NaCl, pH 7,0, 1,5 h oder Uber Nacht/37 °C
4 x waschen mit Tween-NacCl
Absattigung: 15 min/37 °C mit 0,5 % Ovalbumin (SIGMA) in PBS + 0,5 mM Tween 20
4 x waschen mit Tween-NacCl

Neutralisation von 0,3 ml Probe bzw. der Standardverdiinnung + 50 pl Antitoxinverdin-
nung (1:750 Endverdinnung) in PBS-Tween, 30 min/37 °C

100 pl Probe/Kavitat in vorbereitetem MT-Tablett, Inkubation 1,5 h/37 °C
6 x waschen mit Tween-NaCl

100 pl Anti-Kaninchen-lg-AP-Konjugat/Kavitat in PBS-Tween (1:200), Inkubation
1 h/37 °C

6 x waschen mit Tween-NaCl
150 pl NPP/Kavitat (1mg/ml NPP-Puffer), Inkubation 1 h/37 °C
Messung mit ELISA-Reader bei 405 nm Wellenlange

Inkubation immer im Wasserbad

Standards: Die auf jeder Mikrotiter-Platte mitgefiihrten Standards zur quantitativen Be-

rechnung der Proben bestehen aus in CAYE-2-Bouillon geléstem STa in Konzentrationen
von 25,0-12,5-6,25-3,13-1,56 und 0 ng/ml.
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zu b.) LT-ELISA

Probenvorbereitung:

Homogenisieren von 10 ml flissigem Probenmaterial mit 90 ml vorgewéarmter EEB
(festes Probenmaterial: 10 g 2 min stomachen in 90 ml vorgewarmter EEB)

Inkubation 4 h/37 °C

Filtration des Homogenisats durch einen Faltenfilter
Subkultur von 330 pl des Filtrats in 4 ml CAYE-2-Bouillon
Inkubation 18 h/37 °C

Entnahme und Zentrifugation von 1 ml je Probe (4 min, 14.000 g), Verwendung des
klaren Uberstandes

Durchfiihrung ELISA:

Coat: 100 pyl GM;-Gangliosid (1,5 uM)/Kavitat, Inkubation Gber Nacht 37 °C
Absattigung: 300 pl/Kavitat, 30 min/37 °C mit 1 % HSA in PBS, pH 7,0 + 5 % Tween
100 pl Probe/Standard, Inkubation 1 h/37 °C

100 pl Cholera-Toxin-Rabbit-Antikorper, Inkubation 30 min/37 °C

100 pl Anti-Kaninchen-lg (Schwein), konjugiert mit AP, Inkubation 30 min/37 °C

150 pl NPP/Kavitat (1 mg/ml NPP-Puffer), Inkubation 1 h/37 °C

Messung mit ELISA-Reader bei 405 nm Wellenlange

Inkubation immer im Wasserbad

Waschen: 6 x vor NPP, sonst 4 x zwischen allen Arbeitsschritten mit Tween-NacCl

Standards: Die auf jeder Mikrotiter-Platte mitgefihrten Standards zur quantitativen Be-
rechnung der Proben bestehen aus in CAYE-2-Bouillon gelsten Choleratoxin in Konzen-
trationen von 16, 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125 und 0 ng/ml.

3.2.7 Salmonella spp.

3.2.7.1 Isolierung

Untersucht wurden 25 g bzw. 25 ml pro Probe.

Der Nachweis erfolgte nach der Methode L00.00-20, § 35 LMBG.

Homogenisierung von 25 g bzw. 25 ml steril entnommener Probe in 225 ml PW (feste
Proben: Stomacher, 2 min)

Inkubation 18-24 h/37 °C
aus in PW bebriteter Probe 0,1 ml in 10 ml RVS
Inkubation 18-24 h/42 °C
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- aus RVS 2 Osen auf XLD ausstreichen (nicht fraktioniert);
- Inkubation 18-24 h/37 °C

3.2.7.2 ldentifizierung und Charakterisierung der Keime
Die meisten Salmonellen zeigen auf XLD-Agar schwarze Kolonien (H,S-Bildung).

Zur Bestatigung werden diese auf Blutagar Uberimpft, 18-24 h/37 °C bebritet, mit
API 20 E und in der Agglutination gegen omni- und polyvalentes Serum gepruift.

3.2.8 Campylobacter jejuni

3.2.8.1 Isolierung

Untersucht wurde 1 g bzw. 1 ml pro Probe. Eine Standardmethode fiir C. jejuni ist nicht
festgelegt. Die Proben wurden mit PRESTON-Medien untersucht.

- unter sterilen Bedingungen Entnahme von 1,0 ml aus flissigem Probenmaterial, Ent-
nahme und Homogenisation von 10 g festem Probenmaterial in 90 ml Ringerldsung
(Stomacher, 2 min)

- Anreicherung des fllissigen Probenmaterials in 9 ml einfach konzentrierter Anreiche-
rungsbouillon nach PRESTON sowie von 10 ml Homogenat in 10 ml zweifach konzen-
trierter Anreicherungsbouillon nach PRESTON

- 24h /42 °C aerob bebriiten
- Subkultur auf Selektivmedium, 1 x fraktioniert und 1 x 0,1 ml ausgespatelt
- 48 h/42 °C mikroaerob bebriuten

3.2.8.2 Identifizierung und Charakterisierung der Keime

- Mikroskopische Beurteilung von Morphologie und Beweglichkeit
- Cytochromoxidasetest

- Katalasetest

- Gramfarbung

- Hippuratnachweis (siehe Anhang)

3.3 Ergebnisse
3.3.1 Vorzugsmilch

Bundesweit wurden 74 Bestandsmilchproben aus Vorzugsmilchbetrieben und 91
Vorzugsmilch-Einzelgemelke untersucht.
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Die 74 Bestandsmilchproben stammten aus 35 Betrieben und die 91 Vorzugsmilch-
Einzelgemelke aus sechs Betrieben.

Einige Betriebe wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten wiederholt beprobt.

Die qualitativen und quantitativen Ergebnisse zu den einzelnen Parametern sind in den
Tabellen 22-25 und den Abbildungen 1-10 dargestellt.

Tab. 22: Krankheitserreger in Vorzugsmilch (Bestandsmilch)

Krankheitserreger Anzahl/Proben positive Proben Prozent
L. monocytogenes 74 12 16,21
B. cereus 74 0 0
VTEC 72 0 0
Salmonella spp. 74 0 0

C. jejuni 74 0 0

1 Alle 12 positiven Proben stammen aus einem Betrieb

Tab.23:  Quantitative Parameter zur Vorzugsmilch (Bestandsmilch): Keimzahl/ml, Zellzahl/ml, S.
aureus/ml, E. coli/ml, Coliforme/ml
Parameter Keimzahl Zellzahl S. aureus E. coli Coliforme
Anzahl 73 74 74 74 74
Positiv 73 74 40 (54,0 %) 44 (59,5 %) 65 (87,8 %)
M (cfu bzw. 50.000 400.000 500 M (-) 100
Zellen/ml)
>M 17 % 17 % 17 % - 22 %
Min 1,0 x 10 1,5 x 10* 0 0 1,0x10°
5% 6,8 x 10 3,4 x 10* 0 1,0x10° 1,0x10°
25 % 2,2x10° 1,1x10° 0 1,0x10° 2,3x10°
Median 5,1 x 10° 1,5x10° 2,4 x 10 3,6 x10™ 2,2 x 10
Mittelwert! 8,7 x 10° 1,6 x 10° 8,6 x 10 8,3 x 107 1,0 x 10
75 % 2,1x 10 2,4 x10° 2,9 x 10 2,3 x 10° 9,3x 10
95 % 5,8 x 10° 5,7 x 10° 9,0 x 10 9,3 x 10° 1,1x10*
Max 43 x10° 6,5 x 10° 1,1 x 10° 4,6 x 10" 1,1 x 10°
! geometrisches Mittel (Xg), M (-): Héchstwert gesetzlich nicht festgelegt
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Abb.1: Produktgruppe: Vorzugsmilch (n=74)
Summenprozent: Zelizahi/mi (log)
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Abb. 2: Produktgruppe: Vorzugsmiich (n=73)
Summenprozent: Keimzahi/mi (log)
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