DIPLOMARBEIT

Der Vergleich verschiedener chromogener Nihrmedien fiir den
Nachweis von Listeria monocytogenes in Lebensmittel unter
Verwendung von Chromoplate Listeria Selektiv Agar, PALCAM Agar

sowie Ottaviani Agosti ready-to-use agar plates.

angestrebter akademischer Grad

Magistra der Naturwissenschaften (Mag. rer. nat.)

Verfasserin: Elisabeth Lintner
Matrikel-Nummer: 0205060
Studienrichtung: Erndhrungswissenschaften

Betreuer: Univ. Prof. Dr. M. Manafi

Wien, 01.02.2010



Danksagung

Diese Diplomarbeit wurde am Hygiene Institut der Medizinischen Universitit Wien, in
der Abteilung Lebensmittelhygiene, unter der Leitung von Univ. Prof. Dr. M. Manafi,
durchgefiihrt.

Hiermit moéchte ich mich bei Univ. Prof. Dr. M. Manafi fiir die Zuweisung des
Diplomarbeitsthemas und fiir die Betreuung bedanken. Wihrend der gesamten

Aufarbeitung der Diplomarbeit stand er mir stets mit kompetenten Rat zur Seite.

Danke an das gesamte Personal des Hygiene Instituts, die mir mit Rat und Tat zur Seite

gestanden sind.



Inhaltsverzeichnis

1. Einleitung und Fragestellung ............cccooiiiiiiiiiiiiiieieeee et 1
2. LiteraturliberbIiCk .........cooiiiiiiiiiiiiieiee e e e 3
2.1 EINFURIUNG. ...ttt e e staee e s e nnna e e e e e ennnnnees 3
2.1.1 GESCIICRLE. ...t e 3
2.1.2 Der Organismus Listeria monocytogenes und seine Charakteristiken............ 4

2.1.3 Verbreitung von Listeria MonoCYtOZENES.........ccuevveerreeeveerieenieerrienreeeeenens 11

2.2 Pathogenese und Erkrankungen............ccecvueeeriieeiiieeiiieeiiie e eeiee e e 14
2.2.1 LAStEIIOLYSIN. .eeiiiieiiiieeiieeeieeeeiteeeiee e tee e et e e e tee e saeeessaaeessseeessaeesseeessaeannes 14
2.2.2 LASTETIOSE. ¢ttt ettt ettt ettt sttt ettt et bt et et s bt et et e e niteeeaeees 17
2.2.2.1 EpidemiolOgie ......eccvieiiieiiiiieeiieciie ettt ettt 17

2.2.2.2 CharakteriStIKeN. ......ccoueiiiiiiieiieeieeete et 22

2.2.2.3 L.monocytogenes wihrend der Schwangerschaft.................ccoccceen 24

2.2.2.4 L.monocytogenes bei immunsupprimierten Personen.............cc.c.cc...... 27

2.3 L. monocytogenes in Lebensmittel.............ccceeviiiiiieniieiiienieiieieeeeeeee e 29
2.3.1 L.monocytogenes in Milch und Milchprodukten............c.ccoooeniiiiniinn. 29
2.3.2 L.monocytogenes in Fischprodukten............cccooceiiiiiiiiiiniiiiiieeieeee 31

2.3.3 L.monocytogenes in ,,ready-to-eat* Produkten (RTE).......ccccccceveriinnnnnnnne. 34

3. Material und MethOAN ........cceeiuiiiiiiiiiieieeieeee e 36
3.1 Untersuchun@smaterial...........cccueeeriiieiiieeiieecieeciee et e e e e iaree e e e e e 36
3.1.1 Lebensmittelproben...........ccceieiiiiiiiiiiiiiece et 36

3.2 MEthOGIK. ..ottt ettt sttt 37
3.2.1 Nachweisverfahren fiir L.monocytogenes in Lebensmittel........................... 37

3.2.2 Entwicklung verschiedener Methoden...........cccoeeveeveieeniieeicieecieeeieee. 37
3.2.2.1 NARIMEAICN. ...ttt e 37

3.2.2.2 Aktuelle konventionelle Methoden..............coceveeiiiiiniininicnienenee 40

3.2.2.3 Rapid - Test SYStEME......cccueerriirieeiieeieeiieeieeieeeee e sveeereeeeereee e 43

3.2.2.4 Konventionelle Methoden zum Nachweis von L.monocytogenes........ 44

3.2.2.5 NARIMEAICN. ..cueviiiiieiiieiie et e e 45
3.2.2.5.1 Fraser-Anreicherungsbouillon (}2)........cccoeeeeviiiiieniieniienieeieeee, 45

3.2.2.5.2 Voll-Fraser—Anreicherungsbouillon ..............cccoceeveiienienirenieennen. 47

3.2.2.5.3 PALCAM -Listeria-Selektiv Agar.........ccccoeevveerciieeeeniiieieee e, 48



3.2.2.5.4 Chromoplate Listeria Selektiv Agar Basis nach OTTAVIANI und

AGOSTI (ISO T1290)...ccueieneeeieeieeieeeee ettt 50
3.2.2.5.5 BIUPlatten...c.ceeeieiiieiieieeeee e 52
3.2.2.5.0 ALOA = AZAT...cuiiiiiiiiiieeieeieeestee ettt 53
3.2.3 Verwendete Nahrboden und Gerate..........cceeveviereeniieienienienienceieeeeneeeen 57
3.2.4 PrODENtCIIUNG.....cuviieiiie ettt et e e e et e e e e e e ennanaaeas 58
3.2.5 Kontamination mit Referenzstimmen............c.cccccveeeviieeiiiesiieecieecee e 58
3.2.5.1 Referenzstamme..........cceeuerieriieiienieniieiest ettt 59
3.2.5.2 KontaminationSVOTIZANG. .........cceeeveerrrenreerreenreereenseeesseenseeesseesssessseeens 60
3.2.5.3 Erstellen einer Verdinnungsreihe..........cccoevevieeiiieeniieeniieeciieciieee e 61
3.2.6 Konventionelle Methode.............cooiieiiiiiiiiiiiiieeeeceeeee e 62
3.2.6.1 Untersuchung der Lebensmittelprobe — grafischer Uberblick .............. 62
3.2.6.2 Die Methode mit Ottaviani Agosti ready-to-use agar plates und
Chromoplate Listeria agar — grafischer Uberblick.............cccococvveeviovieeenennnne. 64
3.2.6.3 API Listeria Identifikationssystem...........cccceeveiriiieniiiiieiniiee e 67
4. EIZEDIISSE ..eveiiieiiieiiieciie ettt ettt ettt et et e e b e sbae e be et eenbe e taeeateenneeenraeeas 70
4.1 Auswertung der Lebensmitteluntersuchungen ............cceceevieeeiienieeiieeneeeniieeenns 70
4.1.1 Probenverteilung..........cccueeeiuieeeiiiieeiie ettt ettt ete e te e e e e e e e e e 70
4.1.2 Probenbeurteilung...........cooouiiiiiiiieie e 71
4.1.3 Auswertung der nativen Lebensmittelproben............ccccoeevieviiniiieniincininnens 73
4.1.3.1 GeSAMIAUSWEITUNG. ... .vveeerieeeiieeriieenieeeiieeerreeestteeeeesnraeeeeesesnnnsareeeens 73
4.1.3.2 ROhMIIChKASE. ......oiiuiiiiiiiiiiiee e 74
4.1.3.3 Gemischtes Faschiertes..........ccoooieriiiiiiiiiiiiieieeeeeee e 75
4.1.4 Auswertung der absichtlich kontaminierten Lebensmittelproben................. 75
4.1.5 Auswertung der Referenzstimme...........cceeeveeeriieiniieeiiiiiieee e 76

4.1.5.1 Erscheinungsbild von Listeria monocytogenes auf den verschiedenen

NARTMEAIETL. ..ttt ettt ettt e e s e e aaaeee s 76

4.2 Auswertung der Wiederfindungsraten .............ccceevevienieeiiieniieiiieieeeece e 79
4.2.1 Wiederfindungsrate mit ATCCS5579.....ccccoviieiiiiiieieeieeieeee et 79
4.2.2 Wiederfindungsrate mit ATCCT7O044......cccueeeiiiieiieeieeeee e 81
4.2.3 Wiederfindungsrate mit DSM20600............ccccocerieninniinieneenieeeeceneeeeeen 82

5. DISKUSSION eeeeiiiieiieiieeeeeeeeeee ettt ettt ee e eeeeeeeeeeeeeee et e e e e e e eeee et et et eeee e aeseeeeaaaaeeeerannans 83



7. SUIMIMATY ...evviieeieiiieeeeeieeeeeeit e e eeitteeeesabeeeesstteeeeaaseeeeeanssseeseansseeessnsssaeesannsaeessansssnnes 87
8. Verzeichnis der Abbildungen und Tabellen ............cocceeviiiiiiiiiiniiiiee e 88
0. ANNANG ..ottt ettt e et eeabe e beentaeenbeeeeans 91
LO. LIEETALUL ..covtiiiiiiiiiieiieiteteet ettt st et e e 93



1. Einleitung und Fragestellung

Der Mikroorganismus Listeria monocytogenes ist seit mehr als 100 Jahren bekannt.
Seither kommt es weltweit immer wieder zu Erkrankungen und Infektionen. Dieses
grampositive, stdbchenformige Bakterium ist unter den insgesamt 6 Species Listeriae
fiir Mensch und Tier pathogen, kiltetolerant und resistent, kommt ubiquitér in der Natur

vor und stellt daher auch ein erh6htes Gefahrenpotential fiir eine Infektion dar.

Diagnostisch genutzt wird seine Eigenschaft zur B-Hamolyse, welche bei allen Listeria
monocytogenes-Staimmen nachweisbar ist. Dieses auch Listeriolysin O genannte

Héamolysin ist auch der Hauptvirulenzfaktor fiir seine Pathogentitit.

Das Krankheitsbild der durch Listeria monocytogenes hervorgerufenen Listeriose
betrifft vor allem Individuen mit erhohter Abwehrschwiche, Siduglinge und Kleinkinder,
Personen im hohen Alter, Schwangere und auch Immunsupprimierte wie bsp. bei einer
HIV-Infektion. Weiters betroffen sind Diabetiker, Alkoholkranke, Mangelernihrte,

sowie auch Transplantationspatienten.

Die Mehrheit der Menschen jedoch entwickelt eine natiirliche Immunitét gegen diesen

Erreger.

Listeriose Ausbriiche duBlern sich in einzelnen Féllen durch eine grippedhnliche
Symptomatik, bei mit hoher Keimzahl verunreinigten Lebensmittel kann es auch zu
Gastroenteritiden, in schweren Fillen auch zu Stérungen des Zentralnervensystems

kommen, manchmal sogar mit Todesfolge.

Dokumentiert sind in Deutschland 2006 508 Listeriosefille und 2007 510. In Osterreich
wurden im Zeitraum von 2000 bis 2006 insgesamt 85 Krankheitsausbriiche gezéhlt,
2007 20 Erkrankungen und 2008 31, wobei NO mit 7 Fillen am hiufigsten betroffen
war. Bei Schwangeren gab es 2008 4 Listerioseerkrankungen, davon verstarb eine
Mutter am dritten Tag nach der Entbindung. Insgesamt betrug die Letalitdt 2008 19%
[WEWALKA, 2008].

Trotz aller gesetzten priaventiven Malnahmen ist es von grofiter Wichtigkeit Listeria
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monocytogenes schnell und eindeutig aufzuspiiren, nachzuweisen und zu identifizieren

um Kontaminationen bzw. eine Erkankung zu verhindern.

Die vorliegende Studie sollte daher priifen, ob sich im Handel frei erhiltliche
Lebensmittel, wie Rohmilchkdse und gemischten Faschiertem L.monocytogenes

nachweisen lasst.

Dazu wurden insgesamt 50 der Lebensmittelproben zu gleichen Teilen untersucht. Drei

verschiedene Listeria monocytogenes-Stimme standen als Kontrolle zur Verfiigung.

Zur Detektion wurden die Nahrbdden PALCAM Agar, Ottaviani Agosti ready-to-use
agar plates und Chromoplate Listeria Selektiv Agar verwendet und auf Anwuchs und

Anwachsverhalten getestet.



2. Literaturiiberblick

2.1 Einfiihrung

Beim Mikroorganismus Listeria monocytogenes handelt es sich um ein Bakterium,
welches hauptsédchlich durch verunreinigte Lebensmittel zu einer Reihe von spontanen

und oftmals auch lebensbedrohenden Krankheitsausbriichen fiithren kann.

Innerhalb der bekannten 6 Arten des Genus Listeria, ist Listeria monocytogenes
lebensmittelhygienisch die bedeutendste humanpathogene Art. Der ausschlaggebende
Grund ist die extreme Kéltetoleranz des Erregers. Listerien konnen sich auch bei
Temperaturen unter 0° Celsius vermehren, sie sind psychrophil (kilteliebend). Dabei ist
wichtig zu wissen, dass sich der Mikroorganismus im Kiihlschrank vermehren und
somit Infektionen wie die bekannte Listeriose beim Menschen verursachen kann

[BULTE, 2008].

Um spontane oder lebensbedrohende Infektionen von Listeria monocytogenes zu
vermeiden, ist es von besonderer Bedeutung die Charakteristika des Erregers
(Listeriose), wie die Verbreitung des Erregers in der Natur und das Verhalten in

Lebensmittel zu verstehen.

2.1.1 Geschichte

Listeria monocytogenes trat erstmals im Jahre 1891 in der wissenschaftlicher Literatur
auf, in Frankreich wurden kleine, grampositive, stabformige Mikroorganismen in
menschlichen Geweben untersucht. 1911 berichtete HULPHERS [HULPHERS, 1911]
in Schweden liber die Anwesenheit von grampositiven, stabformigen Mikroorganismen

in der Leber von Kaninchen und nannte sie Bacillus hepatis.

1926 wurde der Organismus Listeria monocytogenes an der Cambridge Universitit in
England komplett von MURRAY [MURRAY et al., 1926] charakterisiert. Wahrend der

Untersuchung einer Epidemie bei Kaninchen und Meerschweinchen wurden auch



4

Versuchstiere mit dem Erreger infiziert. Die Infektion induzierte eine ausgeprigte
Monozytose und fiihrte zu hepatischen Lésionen. Somit wurde dem Erreger der Name

Bacterium monocytogenes gegeben.

Ein Jahr spéter isolierte PIRIE [1940] in Siid Afrika einen kleinen, grampositiven
Bazillus aus der Leber von afrikanischen Wiistenrennmédusen (Gerbil), den er Listerella

hepatolitica, zu Ehren von Lord Lister, einem anerkannten Arzt, nannte.

Im selben Jahr wurde wurde der Name Listeria monocytogenes als Gattungsname fiir

diesen Mikroorganismus vorgeschlagen [GRAY und KILLINGER, 1926].

2.1.2 Der Organismus Listeria monocytogenes und seine
Charakteristiken

Listerien sind grampositive, relativ kurze, Katalase-positive und Oxidase-negative
Stabchenbakterien, die fakultativ aerob wachsen. Sie sind peritrich begeisselt, welches
es ihnen ermoglicht, sich in einer relativ engen Spanne von 20° bis 25° Celsius
,taumelnd“ zu bewegen. Sobald die Temperatur mehr als 30° Celsius betrégt, ist die
Produktion der sogenannten Flagellaten vermindert und sind sie somit wenig bzw.

unbeweglich.

Unter dem Mikroskop erscheinen Listerien in einer Grofle von 0,5 x 0,5 bis 2,5 um, sie
bilden weder Sporen noch Kapseln und kdnnen entweder einzeln, in Gruppen oder auch
in kurzen Ketten vorliegen. In Cerebrospinalfliissigkeiten neigen sie auch zu einer
kokkoide Form (0,5 x 0,5 bis 0,6 um) oder kdnnen auch gramnegativ erscheinen, wenn

Kulturen ilter sind und eine GroBe von 10um aufweisen [BULTE, 2008].
Es gibt in der Gattung Listeria 6 Spezies:

L.monocytogenes, L.innocua, L.ivanovii, L.welshimeri, L.seeligeri und L.grayi.
L.ivanovii hat zusétzlich 2 Unterarten, ndmlich L.ivanovii subsp. ivanovii und L.
ivanovii subsp. iondoniensis. Wihrend L.monocytogenes pathogen in Menschen und
Tieren ist, ist L.ivanovii pathogen in Tieren. Die anderen Arten gelten als apathogen.
L.seeligeri gehort eigentlich zu den apathogenen Stdmmen, allerdings besitzt es einen

Teil des Virulenz Gen Klusters, der in L.monocytogenes und L.ivanovii enthalten ist.
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Generell sollten jedoch alle der genannten Stimme als potenziell pathogen angesehen
werden, allerdings existieren deutliche Unterschiede in ihrer Virulenz. Die Kriterien
einer Pathogenitit oder Apathogenitit wird diagnostisch durch die f-Hémolyse (auch
Listeriolysin O genannt) gekennzeichnet, die bei allen bedenklichen Stimmen
nachweisbar ist und das Hauptvirulenz der pathogenen Stimme darstellt. Sind Stimme
nicht-hdmolysierend, konnen sie als apathogen eingestuft werden. L. monocytogenes hat
13 deutlich O-antigenetische Muster, die folgende Serovare beinhalten: 1/2a, 1/2b, 1/2c,
3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 4c, 4d, 4e, 4ab und 7. L.monocytogenes werden in drei Linien
eingeteilt, basierend auf den Zusammenhédngen mit Erkrankungen. Linie I, dazu gehéren
die Serovare 1/2b, 3b, 4b und 4e, hat die hochste Pathogenitit und ist mit 98% am
hiufigsten fiir epidemische Erkrankungen verantwortlich. Serotyp 4b ist am
deutlichsten virulent und fiihrt mit 33-50% am héufigsten zu Listeriose Erkrankungen
verantwortlich. Linie II, dazu gehdren die Serovare 1/2a, 1/2c, 3a und 3c, hat ein
dazwischenliegendes pathogenes Potential und ruft sporadische Erkrankungen hervor.
Schlussendliche Linie III, dazu gehoren die Serovare 4a und 4c, haben eine niedrige

Pathogenitit [BULTE, 2008; BHUNIA, 2008; CLIVER und RIEMANN, 2002].

Da Listeria monocytogenes keinerlei hohe Nahranspriiche stellt, gilt er als oligotroph.
Es handelt sich um einen relativ resistenten und widerstandsfahigen Mikroorganismus,
wobei es ihm mdglich ist unter aeroben als auch anaeroben Bedingungen zu wachsen.
Erwidhnenswerte Beispiele wiren stehende Gewdésser, tiefe Erdbodenschichten, Stroh

und trockener Fizes [BULTE, 2008].

Wie resistent dieser Erreger ist, zeigt eine Studie von CONE et al. aus dem Jahr 2008.
Riickblickend auf diese Studie ist zu erwidhnen, dass in den letzten 22 Jahren 14
hauptséchlich éltere Patienten mit dieser Infektion in ein Wiistenspital siidwestlich von
Stidkalifornien gebracht wurden. Blutagar wurde mit dem Blut, Cerebrospinalfliissigkeit
oder Gelenkfliissigkeit dieser Patienten beimpft und tdglich auf ein Erregerwachstum
beobachtet. Durch weitere biochemische Reaktionen konnte der Erreger identifiziert

werden.

Die Ergebnisse der genannten Studie zeigten, dass im Gegensatz zu anderen Autoren,

welche Meningitis und Bakteridmie in 75% fanden, die Infektion mit Meningitis und
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Bakteridimie in lediglich 36% auftrat. Betroffen waren vor allem Patienten, welche an
Erkrankungen wie Gehirnabszesse, prosthetischen Gelenksentziindungen und
Aneurysmen litten. 35% der Patienten starben an Listeriose. Bei Patienten mit
Bakteridmie oder Meningitis gab es keine Todesfille. In der Wiiste Siidkaliforniens
zeigt sich die Listeriose gewOhnlich als Bakteridmie oder Meningitis, hervorgerufen

durch verunreinigte Lebensmittel [CONE et al., 2008].

Listerien konnen bei Temperaturen zwischen - 4° und bis + 50° Celsius wachsen, wobei
die Maximaltemperatur bei 24° und das Optimum zwischen +30° und +37° liegt.
Wichtig ist, dass die nicht nur bei Kiihl-und Gefriertemperaturen iiberdauern, sondern

unter diesen Bedingungen auch wachsen.

Abhidngig von extrinsischen sowie intrinsischen Faktoren vermehren sich Listerien
unterschiedlich ~ stark.  Lebensmittel  sollten  daher  generell bis zum
Mindesthaltbarkeitsdatum verzehrt werden, um eine mikrobiclle Kontamination zu
vermeiden. Mit steigender Lagerungsdauer wichst auch die Gefahr des Verderbs und
steigt drastisch an, wenn Lebensmittel mit Erregern kontaminiert sind. Um eine
eventuelle Kontamination mit Listeria monocytogenes zu vermeiden, ist bsp. ein

niedriger pH-Wert sinnvoll [BULTE, 2008].

Aus Tabelle 1 ist ersichtlich, dass Listeria monocytogenes oft bei Kiihltemperaturen und
auch Gefriertemperaturen iiber das Mindesthaltbarkeitsdatum hinaus iiberleben kann.

Dies zeigt deutlich, wie resistent der Mikroorganismus ist.

Lebensmittel Lagerung (°C) Uberlebenszeit Literatur
Rinderhackfleisch |4 > 14 Tage ICMSEF (1996)
Hackfleisch -18 > 6 Monate BULTE (2008)
Leber 4 > 40 Tage BULTE (2008)
Rohwurst 4,4 > 42 Tage BULTE (2008)
Eiscreme -18 > 5 Monate LUND (2000)
Butter 6,5-7,2 > 120 Tage MAIJALA (2001)

Tabelle 1: Uberlebenszeiten von Listeria monocytogenes in Lebensmittel bei

unterschiedlichen Lagerungstemperaturen [BULTE, 2008]

Die Generationszeit ist bei Listerien im Gegensatz zu anderen psychrophilen Bakterien
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relativ lange, sie betrdgt bei +5° Celsius 13 bis 25 Stunden (psychrophile
Enterobacteriaceae betrdgt sie 8 bis 12 Stunden). Bei 10° Celsius bis 13° Celsius
betrdgt sie noch 5 bis 9 Stunden, bei 35° Celsius, ab der das Bakterium unbeweglich ist,
nur mehr 0,6 Stunden. Bei kiihleren Temperaturen wie 0° bis +1° Celsius betragt sie 62

bis 131 Stunden [KRAMER, 2007].

Listerien konnen bei einem relativ breiten pH-Bereich wachsen, zwischen pH 4,5 bis
9,6. Das Optimum liegt bei pH 7,0. Betrdgt der pH-Wert < 3,5 wird der

Mikroorganismus abgetdtet.

RITZ et al. [2008] ermittelten in einer Studie den Effekt von Temperaturen unter 0°
Celsius, pH-Wert und Hochdruck auf das Uberleben von Listeria monocytogenes in
gerduchertem Lachs. In den letzten 15 Jahren wurden neue Technologien entwickelt, um
den Lebensmittelverderb und die Anzahl an pathogenen Mikroorganismen durch die
Anwendung von Hochdruck zu verhindern. Da Listeria monocytogenes bei
Kiihlschranktemperaturen iiberleben kann, fiihrt der Gefrierprozess zu keiner Abnahme
des Erregers. Ziel dieser Studie war eine Aussage zu treffen, ob die Kombination von
Hochdruck und Temperaturen unter 0° Celsius deren Anzahl in gerduchertem Lachs
vermindern kann. Dazu wurden die Effekte von Hochdruck (100, 150 und 200 MPa)
kombiniert mit -10° Celsius, -14° Celsius und -18° Celsius und pH-Wert 7,0 und 4,5
untersucht. Die Resultate zeigten, dass 200 MPa, -18° Celsius und pH 4,5 am

effektivsten waren Listeria monocytogenes zu inaktivieren [RITZ et al., 2008].

Fleischwaren und Fleischerzeugnisse mit einem pH-Wert 5,0 bis 5,6 sind in der Lage,
die Saureempfindlichkeit von Listerien zu reduzieren, also die Sauretoleranz zu

steigern.

Durch Adaptionsprozesse ist es dem Mikroorganismus moglich auch bei relativ
niedrigen pH-Werten zu iiberleben. Dieses Phinomen wird auch als stress hardening
bezeichnet und , tritt nach Anpassung der Erregerzellen an unwirtliche

Umgebungsbedingungen auf [BULTE, 2008].

Auch durch Zusatz von Salz, beim Kiihlen oder bei Trocknungsvorgédngen kann stress

hardening auftreten. Dadurch ist es Listerien moglich auch in sdurehaltigen
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Lebensmittel iiber einen ldngeren Zeitraum zu iiberleben. Séureresistente Listerien

zeigen auerdem eine hohere Virulenz als Sdureempfindliche.

HILL und GAHAN [1996] haben schon im Jahre 1966 gezeigt, dass die Exposition von
Listeria monocytogenes bei pH 5,5 in einer relativ kurzen Zeit (1 Stunde) dazu fiihren
kann, dass die Zellen bei einem pH von 3,5, welcher unter diesen Umstinden
normalerweise zum Absterben fithren konnen, iiberleben konnen. Bakterien, auch jene,
die durch Lebensmittel iibertragen werden, haben im Laufe der Zeit ein ausgekliigeltes
genetisches System entwickelt, welches Proteine kodiert, die dann den Bakterien das
Uberleben in einer unwirklichen Umgebung erlaubt. In der oben genannten Studie
wurde das Uberleben von adaptierten und nicht-adaptieren Bakterien in
unterschiedlichen sdurehaltigen Lebensmittel wie Joghurt und Hiittenkdse untersucht.
Es zeigte sich, dass sdure-adaptierte Bakterien ein verbessertes Uberleben gegeniiber
Lebensmittel hatten, die einen niedrigen pH-Wert aufwiesen, wie bsp. Orangensaft oder
Salat Dressing. In Lebensmittel, die einen hoheren pH-Wert aufwiesen, darunter
Mozarella oder Hiittenkdse, traten keine Siure-Adaptionsprozesse auf, welche das

Uberleben gesteigert hitten [HILL et al., 1996; LABBE und SANTOS, 2001].

Eine weitere wichtige Rolle in der Vermehrung von pathogenen Mikroorganismen wie
Listeria monocytogenes spielt der aw-Wert. Laut Definition handelt es sich beim aw-
Wert, dem Acitivity of Water, um das MaB fiir frei verfiigbares Wasser in einem Material.
Potentiell gefdhrliche Bakterien bendtigen fiir ihre Stoffwechselvorginge frei
verfiigbares Wasser. Das optimale Wachstum fiir Mikroorganismen liegt bei einem aw-
Wert zwischen 0,9 bis 1,0. Dadurch kann das Lebensmittel schneller verderben und/oder

einen Wachstumsherd fiir potentiell gefédhrliche Bakterien darstellen.
Listeria monocytogenes benotigt einen aW-Wert von 0,92.

Der Wasseranteil von Weichkise liegt bei ca. 50-60%, zudem kann Weichkdse unter
anderem aus Rohmilch hergestellt werden, das eine weitere wichtige Infektionsquelle
fiir Listeria monocytogenes darstellen kann. Wihrend der Reifeperiode von Weichkése,
der einen hohen aw-Wert hat, sinkt der pH-Wert stetig und in weiterer Folge zu einer
Entsduerung. Sind Listerien enthalten, konnen sie sich unter solchen Umstdnden relativ

leicht vermehren. Weichkédse wird oft mit einer speziellen Bakterienkulturen wie
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Rotschmiere behandelt bzw. ,geschmiert“ und entwickeln dann auch einen

AuBenschimmel.

Grundsitzlich sind alle geschmierten Weichkisesorten besonders anféllig, auch jene, die
eine schmierige Oberfliche aufweisen. Wegen der Sdureempfindlichkeit von Listerien
und ihrer Féahigkeit unter aeroben und anaeroben Bedingungen zu wachsen, besiedeln
sie hauptsédchlich oder ausschlielich die Késerinde. Auf den Genuss dieser sollte aus

diesem Grund eventuell verzichtet werden [BULTE, 2008].

Eine Studie aus Italien von CATALDO et al. aus dem Jahr 2007 untersuchte unter
anderem die Uberlebensmoglichkeiten von Listerien in italienischen Weichkise mit
hohen Salz-und niedrigen pH-Wert. Listerien sind relativ widerstandsfahig gegeniiber
Salzen und erst ab einer Konzentration von > 10% Natriumchlorid werden sie gechemmt.
Beurteilt wurde erstens in vitro das Uberleben, Sauretoleranz, Produktion von
Biofilmen und die Moglichkeit in Zellen des Intestinaltrakts einzudringen, in einem
zweiten Schritt wurde wihrend einer Lagerung bei +4° Celsius das Uberleben von
sdure-adaptierten und nicht-adaptierten Listerien in einen kiinstlich kontaminierten
italienischen Weichkédse kontrolliert. Die Ergebnisse zeigten, dass durch die
Kontamination mit sdure-adaptierten und nicht-adaptierten Bakterien gute
Uberlebenschancen auftraten. Auch der pH-Wert oder der Salzgehalt des Lebensmittels
filhrten nicht dazu, dass sich keine Listerien finden lieBen. Aus dieser Studie ging
hervor, dass manche italienische Weichkésesorten eine potentielle Gefahr darstellen

konnen, mit Listerien kontaminiert zu sein [CATALDO et al., 2007].

Heutzutage ist es moglich gezielt Kulturen zu verwenden, die das Wachstum von
Listeria monocytogenes verhindern kdnnen, also eine bakterizide oder bakteriostatische
Wirkung aufweisen. Diese sogenannten Bakterizide sind proteinogene Toxine oder
antimikrobielle aktive Proteine und Peptide, die ubiquitdr vorkommen und natiirliche
Antibiotika darstellen, um infektiose Erkrankungen zu bekdmpfen. Sie werden von
Bakterienstimmen abgesondert, um das Wachstum anderer Arten zu unterdriicken. In
Einzellern haben sie die Funktion, konkurrierende Spezien zu unterdriicken, um deren

Wachstum zu hemmen [SANG, 2008].

Die wesentliche Wirkung von Bacteriocinen besteht darin, die bakteriellen Zellwidnde
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zu schidigen oder auch wie im Falle des peptidantibiotischen Bacitracins, die
Biosynthese der Zellwand zu hemmen. Generell kdnnen Bacteriocine in drei Gruppen

eingeteilt werden:
* Klasse I: Lantibiotika (ungeféhr 3 kDa wie bsp. das Nisin)
* Klasse II: kleine, hitzestabile Peptide (<30 kDa)

» Klasse III: groBe, hitzeempfindliche Proteine (>30 kDa)
[BULTE, 2008; BIERBAUM, 1999]

Nisin wird vom Milchsdurebakterium Lactococcus lactis erzeugt und ist der Prototyp
der lantobiotischen Gruppe antimikrobieller Peptide. Es weist ein breites
Wirkungsspektrum auf und ist in der Lage grampositive Bakterien zu hemmen, das in
Bezug auf pathogene Mikroorganismen sowie klinisch relevante Antibiotika-resistente
Bakterien eine wichtige Rolle spielt. Nisin wird in vielen Léndern als
Konservierungsmittel mit der Nummer E234 in verschiedensten Lebensmittel eingesetzt

und gilt als nicht-toxisch fiir den Menschen [BIERBAUM, 1999; FIELD et al., 2008].

In einer Studie von OLASUPO et al. [2004] wurde die antimikrobiclle Aktivitidt von
Nisin allein und in Kombination mit natiirlichen organischen Verbindungen wie
Carvacrol, Zimtsdure, Eugenol, Diacetyl und Thymol u.a. beziiglich des Wachstums von
L.innocua untersucht. Es zeigte sich, dass es durchaus sehr effektiv ist, all die
Komponenten zusammen mit Nisin zu verwenden, um das Wachstum pathogener

Mikroorganismen in Lebensmittel zu verhindern.

Es gibt zudem weitere Indikationen, dass auch Gewiirze antimikrobielle Wirkungen
gegen pathogene Mikroorganismen wie L.monocytogenes haben. Darunter zum Beispiel

Pfeffer, Knoblauch, Paprika.
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2.1.3 Verbreitung von Listeria monocytogenes

Aufgrund der Tatsache, dass Listeria monocytogenes iiberall in der Natur vorkommt
bsp. im landwirtschaftlichen Nutzungsbereich wie Erdboden, Wasser, mit Luftsauerstoff
reagierenden Silagen, Pflanzen wie im Wald oder auf Feldern, auch in Abwasser,
Lebensmittel wie Milch, menschlichen und tierischen Féazes sowie morscher Vegetation,
ist es nicht verwunderlich, dass der Erreger auch seinen Weg in landwirtschaftliche
Nutztiere wie Rinder, Schafe, Gefliigel, Fische, Ziegen, auch Schweine, findet. Sogar
bei Haustieren wie Hund, Katze, Kaninchen kann der Erreger vorkommen und eine
grofle Gefahr darstellen. In Wildtieren (Fuchs, Hirsch u.s.w.) hingegen wird der Erreger
eher seltener gefunden. Weitere mogliche Wirtstiere wiaren Vogel, Gefliigel wie Ente,
Gans, Pute, sogar Insekten wie Ameisen oder Fliegen. Listeria monocytogenes gelangt
mit dem Kot von infizierten Tieren auf die Felder und kann sodann aufgrund seiner
relativ grofBen Widerstandskraft fiir lange Zeit dort verweilen und sich auch vermehren

[BULTE, 2008].

Da Listeria monocytogenes iiberall auf der Erde vorkommt, ist er auch in allen rohen

Lebensmittel zu finden (Meerestiere wie Muscheln, Fleisch, Milch, Gemiise, Gefliigel).

Insbesondere Silagen stellen eine grofle Infektionsquelle fiir Nutztiere dar und in
weiterer Folge eine Gefahr fiir den Menschen, sobald der Erreger seinen Weg in die
Nahrungsmittelkette gefunden hat. Die Anwesenheit von Listerien in Silagen sind stark
pH abhingig, Proben mit einen pH-Wert von 5,0-6,0 oder hoher sind stirkere Quellen
fiir Listerien als Proben mit einen pH-Wert unter 5,0 [LABBE und SANTOS, 2001].

Das Kontaminationsrisiko in Silagen ist besonders hoch, wenn Erde darin enthalten ist.
Betridgt der Aschegehalt mehr als 70 mg/kg Trockenmasse weist das auf eine
Kontamination der Silage hin. Die Erde kann auch durch Maulwurfshiigel auf den
Feldern eingebracht werden oder wenn die Ernte zu kurz wéhrend regnerischen Wetter
geschnitten wird. Eine Kontamination der Silage durch die Erde wird oft in der Néhe
von Bodengruben beobachtet, wenn Traktoren mit erdigen Reifen fiir den Abtransport

der Masse verwendet wird. Wegen der geringeren Dichte und hdéheren Risiko einer
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mechanischen Schidigung der Plastikhiille, stellen gro3e Ballen von Silagen ebenso
eine grofe Infektionsquelle dar. An der Oberfliche der Ballen konnen sich die
Mikroorganismen besser vermehren, da dort die aeroben Bedingungen fiir das
Wachstum gegeben sind. Listerioseausbriiche konnen allerdings auch dann auftreten,
wenn auch nicht mit Silagen gefiittert wird, sondern mit Futter niedriger Qualitdt oder

verrotteter Vegetation [BRUGERE-PICOUX, 2008].

BRUGERE-PICOUX [2008] berichtet in einer Studie aus 2008, dass Listeria
monocytogenes in Silagen und Fizes gesunder Tiere vorkommen und unter bestimmten
Bedingungen der Erreger pathogen werden kann und Listeriose auslOst. Listeriose
kommt vor allem bei Wiederkduern vor, die Tiere infizieren sich hauptsédchlich durch
kontaminierte Silagen. Der Erreger breitet sich vor allem entlang der Hirnnerven V
(Nervus trigeminus) und XII (Nervus hypoglossus) und den Lymphgefaen aus und
zeigt durch die entstehende Listeriose typischen Symptome wie vestibuldre Ataxie,
Kreise ziehen, Schieflage des Kopfes und Defizite der Schidelnerven. Andere klinische
Symptome der Listeriose wiren Sepsis, Fehlgeburt, Mastitis und Gastroenteritis.
Wichtig ist, dass eine Diagnose nicht nur bei schon erkrankten Tieren mit typischen
Symptomen gestellt wird, sondern auch bei gesund erscheinenden Tieren, welche den
pathogenen Erreger iiber Fazes, Urin, Fehlgeburten und Milch ausscheiden konnen.
Entscheidend ist, mit der Behandlung sehr frith zu beginnen, um ein grobes
Fortschreiten der Erkrankung zu verhindern. Antibiotika sollten iiber einen langeren
Zeitraum verabreicht werden. Am besten wére es die Tiere bereits vor dem Ausbruch

einer Krankheit zu impfen um sie zu immunisieren [BRUGERE-PICOUX, 2008].
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Abbildung 1: Atiologie und Pathogenese der Listeriose bei Schafen [DENNIS,

1993]
In Abbildung 1 wird deutlich, dass sich durch die ubiquitidren Verbreitung von Listerien
der Erreger wie in einer Kettenreaktion immer weiter verbreiten kann. Es wurde auch
beobachtet, dass die Krankheit Listeriose eher im warmen (Europa, Australien, Nord
Amerika) als in kalten Klima auftritt. Kommt Listeriose in kélteren Gebieten vor, dann
ist das meistens auf die Verwendung von Silagenfutter zuriickzufiihren. Allein in
Frankreich enthielten 4,9% der Fédzes Proben von Schafen und Ziegen Listeria
monocytogenes. Wilde Vogel konnen ebenfalls relativ hohe Mengen an Listerien
beinhalten und vor allem leben diese Tiere hdufig in landwirtschaftlichen Gebieten.
Dadurch koénnen sie den Erreger mit dem Fézes auf die Felder, Wiesen, Silagen, Wasser
verbreiten. Schafe, die dem Erreger gegeniiber exponiert sind, sind Ubertriger und
konnen ihn iiber die Milch, Urin etc. weitergeben. Sind bsp. Schafe von dem Erreger
befallen, stellen sie eine Gefahr dar, die landwirtschaftliche Farm zu kontaminieren. Bei
der gastrointestinalen Form, sowie bei einer septikdmischen Erkrankung betrigt die
Inkubationszeit 1-2 Tage, bei einer Encephalitis liegt sie bei 4-6 Wochen [BRUGERE-
PICOUX, 2008].
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Bei Ziegen verlduft die Listeriose meist dramatischer als bei Schafen.

Bei der meningoencephalitischen Form oder der zentralnervose Form kommt es
aufgrund einer Gehirn-Haut-Entziindung zu neurologischen Ausfillen. Die Symptome
wiren Drehbewegungen, Herabhéngen der Ohren, zitternde Lippen, Zittern der Augen
und im fortgeschrittenen Stadium Festliegen in Seitenlage mit Ruderbewegungen. Bei
der metrogenen Form, ausgelost von L.ivanovii, kommt es zu Fehlgeburten von
trichtigen Mutterschafen. Bei der septikdmischen Form erfolgt eine Ausbreitung der
Erreger im Blut und ist durch Fieber, Schwiche, Saugunlust und Durchfall
gekennzeichnet. Meistens tritt sie nur sporadisch auf. Es konnen auch die Milchdriisen
von Muttertieren betroffen sein, fithren aber eher selten zu einer klinischen Mastitis.
Fehlgeburten ereignen sich meistens im letzten Monat der Trachtigkeit. Es konnen

Fieber, Depressionen oder auch Endometritis auftreten [BRUGERE-PICOUX, 2008].

2.2 Pathogenese und Erkrankungen

2.2.1 Listeriolysin

Das pathogene Potential von L.monocytogenes wird assoziiert mit der Produktion von
Lysteriolysin O (a-Listeriolysin). Listeriolysin ist ein Sulthydryl (SH-) aktivierendes,
porenbildenes Toxin und ist dhnlich zu Streptolysin O und Pneumolysin. Es hat ein
Molekulargewicht von 58-60 kDa. Cholesterol dient als Rezeptor und ca. 30-40
Molekiile von Listeriolysin sind notwendig, um eine Erythrozytenzelle zu lysieren.
Durch seine lysierende Wirkung auf die Erythrozyten wird es auch Hdmolysin genannt

und ruft auf einem bluthaltigen Ndhrboden eine B-Hédmolyse hervor [BHUNIA, 2008].

Bei einer Hamolyse wird durch das B-Hadmolysin die Erythrozytenwinde geschédigt,
Hamoglobin tritt aus und diffundiert in die Umgebung. Der Blutfarbstoff ist dann
abgebaut und dadurch entsteht eine relativ scharf begrenzte klare Zone im sonst
undurchsichtigen Agar. Mit Hilfe der Untersuchung der Anwesenheit des Listeriolysins

kann man zwischen pathogenen und apathogenen Stimmen unterscheiden. Apathogene
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Stamme sind nicht-hdmolysierend.

Listerien dringen durch eine gerichtete Phagozytose in die Wirtszelle ein (bsp.
Epithelzellen der Schleimhaut wie Mund, Nase, Augen, Haut und vor allem auch
Darmzellen) und verbleiben zunichst in einer Vakuole. Der Erreger befindet sich nun
nach Induktion einer eigenen Endozytose im Inneren der Zelle und dadurch versagen
samtliche Abwehrreaktionen der Wirtszelle. Das Listeriolysin spielt in der Pathogenese
vor allem fiir das Uberleben der Bakterien im Inneren der Phagozyten eine wesentliche
Rolle und hat seine grofBte Aktivitit im sauren Milieu innerhalb der Makrophagen. Das
Listeriolysin bildet Poren in den Membranen der Phagosomen und bahnt den Bakterien
dadurch einen freien Weg zum Zytoplasma, wo sie sich vermehren koénnen. Gleich im
Anschluss kommt es zu einer Polymerisation des Aktins der betroffenen Zelle und mit
Hilfe dieses Mechanismus bildet das Bakterium Ausstiilpungen und induziert die
Aufnahme durch die Nachbarzelle. Somit kommt es zu einer Zell-zu-Zell-Verteilung des
Erregers und durch hierbei gebildeten Zellfortsitzen konnen Listerien sdmtliche
Barrieren iiberwinden, intrazelluldr weiterwandern und in Folge Darmwand, Blut-Hirn-
Schranke, Plazenta durchdringen und schlussendlich kann die humorale Abwehr nicht

mehr wirken [BULTE, 2008].

1 LLO monomer @ Hhypothetical bacterial protein(s)
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Abbildung 2: Schematic representation of the regulation and
activities of LLO during infection [SCHNUPF und
PORTNOY, 2007]
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(1) Die Aktivitit von LLO beeinflusst den Eintritt von L.monocytogenes in die
Wirtszelle. (2) Regulatorisch vermehrte Expression von LLO bei einer Infektion. Die
Aktivitdt von LLO hemmt die Reifung von Phagosomen und fiihrt zu einem Riss in der
phagosomen Membran (3). (4) Im Zytosol der Wirtszelle ist die Translation von LLO
limitiert. Die Aktivitdt von LLO im Zytosol der Wirtszelle wird durch das pH-Optimum
von LLO (5) und Ubiquitin-vermittelte Abbau von Wirtsproteosomen kontrolliert (6).
(7) Der Abbau von LLO fiihrt zu der Bildung und Présentation des LLO 91-99 Epitops
durch MHC Molekiile der Klasse 1 an der Zelloberfliche. Andere Mechanismen, die
eventuell die Toxizitdt von LLO kontrollieren konnen wéren (8) Denaturierung und die
Aggregation von LLO im Zytosol (neutraler pH Wert) und (9) Inaktivierung von LLO
Monomeren oder Inaktivitit von LLO Monomeren oder Poren (10). LLO vermittelt

auch den Riss der sekundiren Phagosome nach der Zell-zu-Zell Verteilung (11).

LLO Poren fithren zu intrazelluliren Ca®" Schwankungen und Stimulationen des
phosphoinositidischen Metabolismus und kann PI-PLC durch das Plasma und
phagosomalen Membran translozieren (12). Schlussendlich zeigen LLO Monomere,
Oligomere und Poren, dass sie hdufig zelluldire Antworten in einer Vielzahl von
Zelltypen auslosen konnen (13). Somit stellen L.monocytogenes und L.ivanovii
fakultativ intrazelluldre Parasiten dar, welche sich in den Makrophagen vermehren

konnen.

“N” = Nukleus der Zelle

L.monocytogenes produziert zwei Typen der Phospholipase C:

1. phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase C (PI-PLC)
2. phosphatidylcholin-spezifische Phospholipase C (PC-PLC)

Die Phosphatidylinositol-spezifische Phospholipase (PI-PLC) ist an der Lysis der
phagosomalen Vakuole beteiligt. Sie stellt keinen eigenstdndigen Virulenzfaktor dar,
korreliert aber gleich stark mit der Produktion des LLO und somit kann der Nachweis

des Enzyms ein Hinweis auf einen weiteren moglichen Pathogenititsfaktor sein.

Beide Typen sind verantwortlich Risse in der Membran hervorzurufen.
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PI-PLC ist ein 33-36 kDa groBles Enzym und wird zusammen mit Hadmolysin
exprimiert. Es arbeitet synergistisch mit LLO um die Lipid-Doppelschicht der
Phagosomen zu zerstoren, sodass L.monocytogenes entflichen kann. Das Substrat fiir
PI-PLC ist Phosphatidylinositol, es hat allerdings keine Aktivitit an
Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylcholin oder Phosphatidylserin [BHUNIA, 2008;
BULTE, 2008].

2.2.2 Listeriose

2.2.2.1 Epidemiologie

Aufgrund der weiten Verbreitung von L.monocytogenes besteht die erhohte Gefahr einer
Infektion, welche sporadisch und in kleinen Epidemien weltweit vorkommt. Die
Listeriose gehort zu den Krankheiten, die eine der groBten Raten an Todesféllen aller
lebensmittelbedingten Infektionen hat (20-30%). Man kann sogar von einem
epidemischen Potential sprechen. Die Verdnderung der Lebensmittelproduktion, deren
Verbreitung und Lagerung haben dazu gefiihrt, dass sich die Listeriosefélle in vielen

Landern der Welt verstreut und ausgebreitet haben [De VALK et al., 2005].

In Deutschland ist eine Listeriose Erkrankung seit 2001 meldepflichtig und die
Listeriose Inzidenzen (Neuerkrankungen an Listeriose pro 1,000,000 Bewohner pro
Jahr) sind von 0,26 pro 100,000 Einwohner (217 Fille) im Jahr 2001 auf 0,62 pro
100,000 Einwohner (519 Fille) im Jahr 2005 angestiegen. Allerdings trat dieser Anstieg
nur bei Schwangerschaft-assoziierten Féllen und in Altersgruppen > 60 Jahren auf. Die
hiufigsten Neuerkrankungen wurden bei Neugeborenen sowie Erwachsenen > 70
Jahren verzeichnet. Es dominierte hier vor allem das méannliche Geschlecht, aufler bei
Erwachsenen und im gebihrfahigen Alter. Die Griinde fiir das Auftreten der Listeriose
in Deutschland sind soweit noch unklar, denn neu installierte Uberwachungseinheiten
und das erhohte diagnostische Bewusstsein alleine, konnen nicht den grolen Anstieg

der Inzidenzen von 2004-2005 erklaren [KOCH und STARK, 2006].
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Age and sex distribution of listeriosis cases, Germany, 2001-
2005
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Abbildung 3: Age and sex distribution of listeriosis cases,

Germany, 2001-2005 [KOCH und STARK, 2006]

2006 wurde Listeriose in 23 EU Mitgliedsstaaten gemeldet und war nach
Campylobacter, Salmonellen, Yersinien und VTEC Infektionen die fiinft haufigste
Infektionskrankheit. Es traten 0,3 Fille pro Jahr pro 100,000 Einwohner der gesamten
EU auf, was darauf hindeutet, dass Listeriose eine eher seltene Krankheit ist.
Charakteristisch sind die hohen Todesfille, die ungefahr 30% ausmachen und 91% der
Patienten miissen lange Krankenhausaufenthalte auf sich nehmen. Am meisten betroffen
sind Patienten mit geschwichten Immunsystem, éltere Personen > 65 Jahre, schwangere
Frauen, Kinder und Neugeborene. L.monocytogenes kam 2006 am hiufigsten in ready-
to-eat Produkten vor, ndmlich zu 2,4% in Rindfleisch, 3,9% in Schweinefleisch, 2,7% in
anderen Fleischarten, 1,3% in Kése und 12,6% in Fischprodukten. Mehr als 54% der
gemeldeten Féllen betrafen Ménner [DENNY und McLAUCHLIN, 2008].



Seasonal distribution of human cases of listeriosis in
the European Union in 2005 and 2006
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Abbildung 4: Seasonal distribution of human cases of listeriosis in
the European Union in 2005 and 2006 [DENNY und McLAUCHLIN,
2008]
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2006 trat Listeriose erst relativ spdt im Jahr auf, hingegen im Jahr 2005 war sie

gleichmiBig verteilt.
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Human cases of listeriosis reported in Europe in 1999-2006

Number confirmed cas

Country

Austria 10 9 19 a 16 9 14 i3
Belgium &7 62 70 TG dd 57 A8 G
Cyprus 1
Czech Republict 78 15 16
Denmark 56 46 41 29 28 28 3o a4
Estonia™ 1 2 2 1
Firnlard 45 36 a5 4 20 28 8 46
France 290 221 236 220 218 187 261 275
Genmany 508 510 06 256 240 216 33 31
Greece ] 3 5 3 2 1
Hungary™® 14 10 16

L]
Ireland r 1 11 6 & 7 7 L]
Italy 51 51 25 4] 13 17
Latvia*® 2 3 5 a 16 36
Lithuania™ 4 2 1 2
Luxembourg 4
Malta™t o
Metherands 64 96 55 52 32 16
Polandt 28 22 1Lt 5 31
Portugal 38
Slovakia™ 12 5 B & 7
Slovenia® rd 1 &
Spain 78 -3 100 52 49 s7 35 32
Sweden 42 35 A4 48 39 &7 46 27
United Kingdom 208 223 232 255 158 156 115 ita
EU Total 1583 1427 1264 1070 909 872 586G 66T
Bulgaria® ]
Iceland
Liechtenstein
Morsay 27 14 b 8" LA 18*

All data from 2006 Zoonoses Community Summary Report, except:
* Data from 2004 Zoonoses Community Summary Report

* European Union Member State since 2007

+ European Union Member State since 2004

Abbildung 5: Human cases of listeriosis reported in Europe in 1999-2006
[DENNY und McLAUCHLIN, 2008]
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Abbildung 5 zeigt die menschlichen Listeriose Fille in den europidischen Léndern
zwischen 1999 und 2006. 2006 wurde menschliche Listeriose von 23 EU
Mitgliedsstaaten gemeldet, auch von Bulgarien und Norwegen. Alle Fille wurden im
Labor nachgewiesen. Die Daten wurden fallbasiert von allen Landern gemeldet, in

Osterreich und Litauen lagen die Daten gesammelt vor.

Erst im Jahr 2008 kam es zu einem relativ grolen Krankheitsausbruch von Listeriose in
Kanada (Toronto) an der zahlreiche Menschen starben. Die Public Health Agency of
Canada berichtet, dass die erkrankten Personen durch kontaminierte Lebensmittel
(Fertigprodukte) infiziert wurden. Dies betraf in erster Linie verseuchtes Fleisch durch
hygienische Méngel in einem Erzeugerbetrieb. In der folgenden Tabelle sind die

bestitigten und verdichtigen Félle aufgelistet:

Province Confirmed Cases Deaths where Listeriosis
was underlying or
contributing cause *
Ontario 41 7
BC 5 1
Alberta 2 0
Saskatchewan 2 0
Manitoba 1 1
Quebec 5 1
New Brunswick 1 0
Total 57 10

Tabelle 2: Listeria monocytogenes outbreak [ANONYMOUS 1, 2009]

*As recorded on death certificate or as assessed by attending physician.

Es wird insbesondere risikoreichen Gruppen empfohlen vorbeugende MaBBnahmen bei
der Zubereitung von Nahrungsmittel zu treffen, bevor die Lebensmittel verzehrt werden.
Das betrifft vor allem rohe, unpasteurisierte Milch und rohes Gemiise (sollte sorgfaltig
gewaschen werden). Die Personen zeigten Symptome wie Erbrechen, heftige

Kopfschmerzen, Nackensteifheit, Ubelkeit und anhaltendes Fieber [BRIDEAU, 2008].

Ebenso 2007 wurden in Massachusetts 5 Listeriose Fille identifiziert und es gab 3
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Todesfdlle. Die sofort angeordneten Untersuchungen bezogen pasteurisierte und
geschmacksneutrale Milch mit ein, wobei letztendlich die Quelle fiir die
Krankheitsausbriiche in einer ortlichen Molkerei gefunden wurde. Dieser Ausbruch
zeigt das grofle Potential einer Kontamination von Milch nach Pasteurisierung an

[KNOX et al., 2007].

2.2.2.2 Charakteristiken

Exposition allein bedeutet nicht, dass daraus eine Erkrankung resultieren wird. Am
hiufigsten wird Listeria monocytogenes mit dem Stuhl gesunder Menschen
ausgeschieden, die keine Anzeichen einer Krankheit aufweisen. Ungefihr 1-10%
gesunder Menschen, so wird geschitzt, tragen symptomlos Listerien in ihren

Gastrointestinaltrakt mit sich [BUBERT, 2006].

Fiir eine Reduzierung von Listerien sorgt, abhingig vom Gesundheitszustand, Menge
und Art des aufgenommenen Lebensmittels, die Magenséure des Menschen. Aus diesem
Grund kann nur mehr eine kleine Menge von Listerien in den Diinndarm, dem
eigentlichen Angriffsort, gelangen. Weiter erwidhnenswert ist auch die menschliche
Darmflora, die nicht nur Listerien sondern auch andere pathogene Mikroorganismen vor
einer Ansiedlung hindert. Erkrankt ein gesunder Mensch an Listeriose, dann diirfte eine
sehr groBe Menge von Listerien Zellen und/oder ein besonders virulenter Stamm

Ursache sein [BULTE, 2008].

Beziiglich der Inkubationszeit gibt es in der Literatur unterschiedliche Angaben. Es
wurde Listeriose bei Patienten beobachtet, die 3 bis 70 Tage das ursdchliche
Nahrungsmittel zu sich genommen hatten. Drei Wochen soll eine mediane
Inkubationszeit betragen. Manche Autoren [HANDRICK et al., 2005] geben an, dass
Listeriose keine zyklische Infektionskrankheit ist und dadurch eine Inkubationszeit
nicht genau angegeben werden kann. Allerdings kann es nach der Aufnahme eines
kontaminierten Lebensmittels mit hoher Keimdosis nach 1 bis 6 Tagen zu einer Enteritis
kommen. 10 Zellen/g Lebensmittel sollen bei Hochrisikogruppen fiir eine Infektion

geniigen [KRAMER, 1999]. CLIVER und RIEMANN [2002] berichten, dass die
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Inkubationszeit von der Dosis sowie von der Pradisposition der Person abhéngt, es
wurde jedoch eine Spanne von 24 Stunden bis 91 Tagen dokumentiert [CLIVER und
RIEMANN, 2002].

Das Robert Koch Institut in Deutschland berichtet, dass aufgrund der langen
Inkubationszeit (3 bis 70 Tage) die Erregermenge zum Zeitpunkt einer Infektion nicht
mehr ermittelt werden kann und es schwer ist, Aussagen iiber die infektiose Dosis zu
treffen. AuBlerdem héngt die fiir eine Infektion erforderliche Dosis stark vom
Gesundheitszustand der jeweiligen Person ab. Dokumentiert sind infektiosen Dosen von
10° bis 10° KBE pro ml bzw. g Lebensmittel bei gesunden Erwachsenen und weniger
als 10 bis 10* KBE pro ml bzw. g Lebensmittel bei Risikopersonen. Erwdhnenswert ist
auch, dass Tierexperimente nicht weiterhelfen, da bsp. Mause im Darm nicht {iber die

entsprechenden Rezeptoren verfligen [ANONYMOUS 2, 2006].

Bei Erwachsenen wird bei der Listeriose zwischen 2 primédren Syndromen

unterschieden:
1. Invasive Form

Diese Form der Listeriose ist charakterisiert durch den Ausbruch gleich mehrerer ernster
Symptome (Nicht-Schwangerschaft assoziiert) wie Meningitis, Sepsis, primaire
Bakteridimie, Endokarditis, nicht-meningitische Zentralnervensystem Infektion,
Konjunktivitis und grippedhnliche Erkrankung wie Fieber, Miidigkeit, Ubelkeit,

Erbrechen, Diarrhoe, Unwohlsein.

Schwangerschaft-assoziierte Symptome wiren grippedhnliche Symptome: Fieber,
Kopfschmerzen, Muskelschmerzen, Riickenschmerzen, Friihwehen, Amnionitis,

spontaner Abbruch, Totgeburt,

e frither Ausbruch einer neonatalen Infektion: Sepsis, Granulomatosis

infantiseptica
und
» spiter Ausbruch einer neonatalen Infektion: Meningitis

Die mittlere Inkubationszeit betrdgt ungefdhr 30 Tage. Die invasive Form der Listeriose
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tritt zwar meistens nur sporadisch auf, ist aber aufgrund der hohen Mortalitétsrate (20-

30%) besonders gravierend [LABBE und SANTOS, 2001].
2. Nicht- Invasive Form

Im Gegensatz zu der Invasiven Listeriose betrdgt die mittlere Inkubationszeit der
invasiven Form wungefdhr 18-20 Stunden. Es handelt sich um eine fiebrige
Gastroenteritis mit Symptomen wie Fieber, Miidigkeit, Unwohlsein, Kopfschmerzen,
Neusea, Krimpfe, Erbrechen und Diarrhoe. Wird eine Gastroenteritis festgestellt,
werden Kliniken und o6ffentliche Gesundheitsbehorden angeraten den Stuhl auf die
Anwesenheit von Listeria monocytogenes zu untersuchen [LABBE und SANTOS,

2001].

Listeria monocytogenes wird zu 90% in der Leber, 10% in der Milz, Galle und die
regionalen Lymphknoten innerhalb von 24 Stunden verbreitet und sind es insbesondere
Schwangere, immungeschwéchte Personen (AIDS Patienten, Krebs Patienten mit
Chemotherapie Behandlung, Transplantationspatienten, Alkoholkranke, Diabetiker und
Patienten mit Herzerkrankungen), Séuglinge und Kleinkinder, dltere Menschen und
auch Mangelernihrte, die gegeniiber diesem Erreger besonders anfillig sind. Ebenso
Patienten, die magensdurechemmende Medikamente einnehmen, sowie Personen mit
Leberzirrthose und chronischen Darmentziindungen sind stark gefdhrdet [BHUNIA,
2008; BULTE, 2008].

2.2.2.3 L.monocytogenes wiahrend der Schwangerschaft

Listeria monocytogenes ist in der Lage wihrend der Schwangerschaft die plazentare
Barriere zu durchbrechen, trophoblastische Zellen in der Plazenta zu infizieren, dann
schnell in trophoblastische Strukturen wie Syncytiotrophoblast, ein maternales
Endothel, auszustreuen und den Fo6tus im Mutterleib zu infizieren. Die auch als
konnatale Listeriose bezeichnete Erkrankung kann grundsitzlich in jedem Stadium der
Schwangerschaft auftreten, doch insbesondere im letzten Drittel kann es zu
Komplikationen wie Totgeburt, Frithwehen, spontaner Abbruch, ein infizierter Fotus

oder ein infizierter Sdugling kommen. Die Plazenta ist grundsatzlich relativ gut gegen
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eine Kolonisation von Listerien geschiitzt, doch es reicht schon ein einziges Bakterium
aus, um in die Plazenta einzudringen, sich dort eine Nische zu suchen, zu vermehren
und stellt somit auch die Quelle einer Infektion fiir die Mutter dar. Aus diesem Grund
konnen Frithwehen oder ein spontaner Abbruch als protektive Mafnahmen fiir die
Mutter angesehen werden. Wahrend der Schwangerschaft werden selektive Faktoren der
zelluldren Immunitét unterdriickt, um die AbstoBung des Foten zu verhindern. Folglich
resultiert dies in einer verminderten miitterlichen Widerstandsfahigkeit und in einem 12-
fach erhohten Risiko der Schwangeren an Listeriose zu erkranken. Solch selektiven
Faktoren wiren Verdnderungen des Hormonspiegels oder Serum Faktoren, welche die
Synthese oder Aktivierung von Lymphozyten oder Makrophagen bewirken. Im letzten
Drittel der Schwangerschaft gibt es fiir gewohnlich 3 mogliche Wege:

1. eine asymptomatische maternale Infektion und resultierend ein infizierter

Saugling

2. eine erkrankte Mutter, bei der frithzeitig die Geburt stattfindet und sie entweder

eine Totgeburt erleidet oder ein krankes Kind bekommt
3. ein uninfizierter Fotus, doch Tod der Mutter.

In den meisten Fillen weisen die Miitter grippedhnliche Symtpome wie Fieber oder
Riickenschmerzen auf. Lediglich eine positive Blutkultur ist ein sicherer Beweis fiir
eine Erkrankung. Neonatale Mortalitdt und Morbiditdt kommen aber mit bis zu 36%
relativ haufig vor [LABBE und SANTOS, 2001; BHUNIA, 2008; BULTE, 2008].

Es existieren 2 Formen der neonatalen Listeriose:

Die charakteristische Erkrankung einer ,early onset neonatal listeriosis umfasst
Neugeborene in der ersten Lebenswoche. Die Infektion erfolgt im Uterus iiber das
miitterliche Blut und es resultiert eine Erkrankung wéhrend der Geburt oder kurz
danach. In etwa 45 bis 70% der neonatalen Listeriose ist eine ,,early onset listeriosis®.
Die  hidufigsten  Symptome  wiren Atemnot, Zyanosen, Atemstillstand,
Lungenentziindung, neurologische Abnormalitdten, Fieber und Sepsis. Eine Meningitis
kommt in diesem Fall seltener vor. Neugeborene mit einer ,early onset neonatal

listeriosis® konnen auch eine Granulomatosis infantiseptica ausbilden. Bei dieser
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Erkrankung handelt es sich um ein Syndrom ausgestreuter Abszesse oder granulomatdse
Entziindungen in verschiedenen inneren Organen, inkludiert Leber, Milz, Lungen,
Nieren, sowie das Gehirn. Das Neugeborene erscheint generell krank, in manchen
Fillen gar schwach und kann respiratorische oder zirkuldre Insuffizienzen entwickeln.
Die Letalitétsrate betrdgt ca.15 bis 50%. Listeria monocytogenes kann aus dem Blut,
Cerebrospinalfliissigkeiten, Plazenta, Fruchtwasser, Urin oder extern aus der Bindehaut,

Ohr, Nase oder Rachen isoliert werden.

Im Gegensatz zur ,early onset neonatal listeriosis® tritt eine ,late onset neonatal
listeriosis*“ eine bis mehrere Wochen nach der Geburt ein. Die Kinder werden gesund
geboren und auch die Miitter hatten eine unkomplizierte Schwangerschaft. Das
Krankheitsbild einer Meningitis dominiert in dieser Form der Listeriose hdufiger als
eine Sepsis. Da die ursdchliche Infektionsquelle bei der ,,early onset neonatal listeriosis*
iiber transplazentire Transmission bekannt ist, ist der Infektionsweg bei der ,,late onset
neonatal listeriosis* nicht ganz gekldrt. Es wird allerdings angenommen, dass die
Infektion {iber den kontaminierten Geburtskanal oder iiber externe Quellen erfolgen

kann. Die Sterblichkeitsrate liegt bei ca. 10 bis 20% [RYSER und MARTH, 2007].

Eine neonatale Infektion mit Listeria monocytogenes kann durch die Gabe von

entsprechenden Antibiotika verhindert werden.

In einer Studie detektierten NORIEGA et al. [2008] in der Klinik von Alemana,
Santiago, 15 Félle von neonatalen Listeriosen zwischen 2007 und 2008. Sieben der
Schwangerschaft-assoziierten Félle werden hier aufgezeigt. Es handelte sich bei den
schwangeren Frauen um Erstgebdrende, mit &hnlichen Lebensstilen und
Erndhrungsangewohnheiten. In einem Fall handelte es sich um eine 31 jihrigen Frau in
der 18.Schwangerschaftswoche. Sie klagte liber Kopfschmerzen, hatte 39,5° Grad
Fieber und fiihlte sich generell unwohl. Sie wirkte jedoch gesund und hatte auch keine
Beschwerden im Unterbauch. Das Blutbildes zeigte 8,700 Leukozyten/mm’, 9% waren
stabchenformig. Durch weitere Untersuchungen wurde erkannt, dass die Frau an
Listeria monocytogenes Serotyp 4 erkrankt war. Ihr wurde Ampicillin und Gentamicin
iiber 21 Tage verabreicht und konnte eine weitere Gefdhrdung fiir das ungeborene Kind

abgewendet werden [NORIEGA et al., 2008].
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2.2.24 L.monocytogenes bei immunsupprimierten Personen

Besondere Wichtigkeit fiir die Widerstandsfahigkeit und Empfindlichkeit einer Person
gegeniiber Listeria monocytogenes spielt die zelluldre Immunitét, denn Listeriose tritt
meistens bei Menschen auf, die eine beeintrichtigte zelluldre Immunitdt haben. Die
zelluldre Immunitét hangt oft von der Aktivitét einkerniger Phagozyten als Erstantwort,
nicht-spezifischen Effektoren und spezifischen T-Zellen als Zweitantwort, ab.
Eine Anderung in der Funktion von T-Zellen oder Makrophagen durch eine
Immunsuppression wiirde zu einer Beeintrdchtigung der zelluldren Immunitét fiihren
und somit eine Listerien Infektion nach der ersten Infektion oder nach weiteren Kontakt
mit Listerien auszuldsen. Transplantationspatienten (Niere, Leber..), Alkoholkranke,
AIDS  Patienten, é&ltere Personen, Diabetiker und Krebspatienten mit
Steroidbehandlungen oder Gabe von zytotoxischen Arzneien gehdren zu jener Gruppe
an Personen, die besonders gefihrdet ist an Listeriose zu erkranken [LABBE und

SANTOS, 2001].

ORTEGA et al. [2000] berichtet in einer Studie tiber den eher seltenen Auftritt einer
Listeriose bei HIV-Patienten. Bisher sind ungefdhr 50 Fille bekannt, an denen Personen
mit einer HIV Infektion an Listeriose erkrankt sind. Obwohl normalerweise eine intakte
Funktion der T-Zellen fiir die Immunitét wichtig wire, sind erst zwei HIV Patienten mit
Listeria monocytogenes seit Beginn der AIDS Epidemie im Jahre 1981 in ein Spital
eingeliefert worden. Der erste Fall betraf einen HIV-infizierter Mann, welcher mit 364
CD4+ Zellen/'mm®, Fieber und Kopfschmerzen im Hinterkopfbereich eingeliefert
wurde. Die Computertomographie Untersuchung des Schidels bzw. Gehirns
zeigte keine  Abnormalititen, Listeria monocytogenes wuchs jedoch in
Fliissigkeitskulturen (Cerebrospinalfliissigkeit). Der Patient konnte nach einer
erfolgreichen Behandlung mit Ampicillin und Tobramycin entlassen werden. Im zweiten
Fall wurde ebenfalls ein 47 jahriger HIV-infizierter Mann, mit 44 CD4+ Zellen/mm?®und
einer Zirrhose verursacht durch Hepatitis C Virus mit Symptomen wie Fieber und
Bauchschmerzen hospitalisiert, iiberdies war der Patient gegenwértig wegen einer

Pneumocystis carinii pneumonia (PCP) in Behandlung. Diagnostiziert wurde eine
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bakterielle Peritonitis und dem Patienten Ceftriaxon verabreicht. Trotz dieser
MaBnahmen verstarb der Patient 72 Stunden spédter an hepatischer Encephalopathie.

Post mortem konnte festgestellt werden, dass Listeria monocytogenes ein weiteres

Wachstum zeigte [ORTEGA et al., 2000].

Das die Behandlung mit Ampicillin ein erfolgreicher Weg ist, zeigen die ndchsten

Studien.

LEVIDIOTOU et al. [2004] zeigten, dass insbesondere Erwachsene Patienten mit
malignen Tumoren einem hohen Risiko ausgesetzt sind von Listeria monocytogenes
infiziert zu werden. Das mikrobiologische Laboratorium des Universititsspitals in
Ioannina, Griechenland, forschte in einem Zeitraum von Jianner 1990 bis Dezember
2002 nach Fiéllen, in denen L.monocytogenes involviert war. Es zeigte sich, dass durch
Listerien hervorgerufene Meningitiden bei drei Patienten auftraten. Der erste Patient litt
an einem Gehirn Tumor, der Zweite an chronisch lymphatischer Leukdmie und der
Dritte an einem Non-Hodgkin Lymphom. Alle diese Patienten waren iiber 70 Jahre alt
und in Therapie. Aus dem Blut und der Cerebrospinalfliissigkeit wurde schlussendlich
L.monocytogenes Typ 4b isoliert. Es wurden alle Patienten mit Ampicillin und
Gentamicin behandelt, verstarben jedoch kurze Zeit spdter. Die in dieser dargestellten
Fille zeigen deutlich die hohe Mortalitdtsrate bei immunsupprimierten Personen durch
L.monocytogenes auf. Patienten mit Meningitis und malignen Tumoren sollten daher
besonders wegen einer moglichen Listerien Infektion beobachtet werden

[LEVIDIOTOU et al., 2004].

PATIL et al. [2007] berichten, dass Ampicillin bei HIV-Patienten mit durch Listerien
hervorgerufener Meningitis verabreicht werden soll. So zeigte ein offensichtlich gesund
wirkender HIV-positiver 45 jihriger Mann atypische Symptome einer Meningitis.
Blutproben sowie Cerebrospinalfliissigkeit wurden fiir biochemische und
mikrobiologische Tests herangezogen. Die Ergebnisse gaben Aufschluss dariiber, dass
die Cerebrospinalfliissigkeit eine Pleozytose mit Lymphozyten als dominierenden Teil
aufwiesen. Eine durchgefiihrte Gramfarbung erwies sich als negativ, allerdings ergab
das Kulturwachstum grampositive Bakterien mit taumelnder Bewegung. Schlussendlich

konnte mit Hilfe biochemischer Untersuchungen Listeria monocytogenes identifiziert
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werden. Darauthin wurde der Patient erfolgreich mit Ampicillin behandelt. Als Fazit
kann angemerkt werden, dass atypische klinische -und laborchemische Befunde eine
Diagnosefindung erschweren konnen, da solche Infektionen auch unbemerkt
fortschreiten. Besonders wichtig ist, die Patienten so friih wie mdglich mit dem
entsprechenden Antiobiotikum zu behandeln, um einen Erfolg zu erzielen [PATIL et al.,

2007].

2.3 L. monocytogenes in Lebensmittel

Listerien sind primére Erdbewohner und durch ihre auergewdhnliche Resistenz gibt es
eine Reihe von Ubertragungsmoglichkeiten fiir  L.monocytogenes in  der
Lebensmittelproduktion. Uber Pflanzen, Erdboden, Schlamm und Silagen (Fahrzeuge),
iiber Nutztiere (Milch, Fleisch), iiber Fazes/Diinger (Personal bsp: Schuhwerk, Insekten,
Nager), liber Boden und Wasser als auch iiber Felder und Wiesen (Staub, Insekten etc.)
kann L.monocytogenes einen Weg in die Lebensmittelproduktion finden. Weiters kommt
hinzu, dass durch eine unsachgeméife Desinfektion und Reinigung von Geréten in
Betrieben, wie Dichtungen von Maschinen, Kondenswasserbereiche, Innenseite von
Rohrleitungen und Gullys, Mikroorganismen wie L.monocytogenes schleimige Biofilme
bilden und sie besiedeln konnen. Prinzipiell sind auch andere Bakterien in der Lage

Biofilme zu bilden und sich zu vermehren.

2.3.1 L.monocytogenes in Milch und Milchprodukten

Listerien konnen direkt in die Milch gelangen, wenn bsp. entziindliche Erkrankungen
des Euters (Mastitis) vorliegen. Besonders gefahrlich sind hier jene Produkte, die nicht
mehr erhitzt werden, wie Rohmilch und Rohmilchkése (Brie, Camembert, Roquefort,
Mont d'Or, Reblochon). Dies ist allerdings eine gelegentlich und selten auftretende
Erscheinung aber auch ein Beleg fiir eine sekunddre Kontamination wihrend der

Milcherzeugung durch kontaminiertes Einstreu, Futter oder Silagen.

Trotz Pasteurisierung, kann es durchaus vorkommen, dass die Produkte mit Listerien

kontaminiert sein konnen. Der Grund dafiir ist entweder eine unzureichende
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Pasteurisierung oder eine sekundire Belastung der Milch durch kontaminierte
Leitungen oder Gerdte im Betrieb. Besonders gefdhrdet sind Weichkidsesorten
(Rotschmierkése, Camembert, Blauschimmelkdse) mit einem hohen Wasser und einem
hohen pH-Wert. Bei linger gereiften halbfesten oder Hartkdsesorten, Frischkdse und
Sauermilchkise (Harzer, Roller, Quargel, Olmiitzer) sinkt der Wassergehalt sowie der
pH-Wert ab und es besteht dadurch seltener die Gefahr an einer Listerieninfektion zu
erkranken. Ein besonderes Augenmerk gilt hier vor allem Késesorten, bei welchen
wihrend der Fermentation der pH-Wert ansteigt wie bsp. Weichkdsesorten mit
Rotschmiere. Wie schon erwdhnt, wird L.monocytogenes sehr haufig an der Oberflache
von Weichkise gefunden und dies in relativ hohen Konzentrationen (10°bis 10"’ KBE/g).
Im Inneren des Késes kommt es wegen des niedrigen pH-Wertes (< 5,5) zu keiner
Vermehrung von L.monocytogenes, allerdings konnen diese Bakterien iiberleben. Reift
der Kise langer (Weissschimmelkdse) kann es auch im Inneren zu einem pH-Wert
Anstieg und zu einer Ansiedlung und Vermehrung von L.monocytogenes kommen. Das
niedrigste Risiko einer Listerienkontamination geht von Emmentaler, Frischkése, Quark

und Schmelzkise aus [KRAMER, 2007; BULTE, 2008].

KALOREY et al. [2008] sammelten 2060 Proben von Milchkiihen in Indien ein und
untersuchten sie auf Listeria monocytogenes. Die Anreicherung auf Selektivagar Platten
und die resultierende Befunde basierten auf biochemischen Tests gefolgt von Christie,
Atkins, CAMP Test, PI-PLC Assay. Listeria spp. wurde aus 139 Proben (6,75% )
isoliert, 105 Proben (5,1% ) zeigten einen positiven Befund. Die restlichen positiven
Befunde betrafen L.seeligeri, L.innocua, L.welshimeri. Alle 105 Proben positiv fiir
L.monocytogenes zeigten eine Hdmolyse und waren CAMP positiv. 90 Isolate waren
positiv bei PI-PLC Assay. Diese Studie hat gezeigt, dass es von enormer Wichtigkeit ist,
strikte hygienische Mallnahmen zu treffen, Rohmilch sehr sorgfiltig und ordentlich zu

pasteurisieren um eine Infektion zu minimieren [KALOREY et al., 2008].

In einer Studie von MATAK et al. [2005] wird auf die Verwendung von UV-Licht bei
Schafmilch hingewiesen um die Anzahl von L.monocytogenes zu verringern. Eine Reihe
von Schafmilchkdsesorten wurden unter Verwendung von unpasteurisierter Milch unter

UV-Bestrahlung produziert. Durch dieser Anwendung kann die Lebensmittelsicherheit
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enorm erhoht werden. Die Nachfrage sowie die Popularitit von Schafmilch ist in den
letzten Jahren deutlich gestiegen und wird Schafmilchkdse im Handel reichlich

angeboten.

Wie MATAK et al. zeigen konnten wurde frische Schafmilch mit L.monocytogenes mit
10 KBE/ml beimpft und UV Licht ausgesetzt (Benutzung der CiderSure 3500
Apparatur, FPE Inc., Macedon, NY). Die beimpfte Milch wurde dem UV Licht bei
Dosen zwischen 0 und 20 mJ/cm? ausgesetzt um die optimale UV Dosis zu eruieren.
Eine groBere als 5-log Reduktion wurde dann erreicht, wenn die Milch eine UV Dosis
von 15,8 +/- 1,6 mJ/cm? erhielt. Somit resultiert das Ergebnis, dass eine Behandlung mit
UV Licht durchaus fiir die Reduzierung von L.monocytogenes in Schafmilch
herangezogen werden kann. Allerdings kann UV Licht bei einer Wellenlénge von 254
nm die Sensorik sowie die chemischen Eigenschaften der Schafmilch verdndern.
Allerdings sprechen die U.S. Code of Federal Regulations und die Pasteurized Milk
Ordinance auch die Moglichkeit an alternative Temperaturbehandlungen gegeniiber UV

Licht zu entwickeln [MATAK et al., 2005].

2.3.2 L.monocytogenes in Fischprodukten

Listeria monocytogenes wird oft an Oberflichengewisser, Seen und in Kiistengewasser
angetroffen. Unverschmutztes Wasser sowie Grund und Quellwasser sind generell frei
von Listerien. Wird in verschmutzten Gewdssern gefischt, so kann es durchaus
vorkommen, dass eine Kontamination eintritt noch bevor das rohe Fischmaterial die

Verarbeitungsbetriebe erreicht.

Im Allgemeinen wird Fisch als ein gesundes Lebensmittel angesehen, doch wie bei allen
anderen Tierprodukten besteht beim Verzehr roher Teilen erhdhte gesundheitliche
Gefahr aufgrund von pathogene Bakterien oder Parasiten. Bei Fisch und Fischprodukten
ist es hdufig der Fall, dass vor allem vakuumverpackter gerducherter Lachs oder
Forellen belastet sind. Ahnlich wie bei Milch und Milchprodukten ist dies auf eine
primdre Kontamination der Fische, schlecht desinfizierte Gerdte und Maschinen,
Lagerung bei zu hohen Temperaturen, sowie auch auf unzureichende Betriebshygiene

zuriickzufithren. Gerducherte Fischprodukte sind besonders betroffen, da sie nicht
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eingesalzen werden, somit ein hoher aW-Wert herrscht und sich Listerien unter solchen
Bedingungen gut vermehren kdnnen. Wird der Fisch gerduchert und eingesalzen,

besteht diese Gefahr jedoch nicht.

In den letzten Jahren wurde Sushi, ein japanisches Gericht mit rohem oder gerducherten
Fisch, immer beliebter. ATANASSOVA et al. [2008] untersuchten in einer Studie aus
dem Jahr 2008 die mikrobiologische Qualitit von Sushi aus Sushi Lokalen und vom
Einzelhandel. 250 Sushi Proben wurden auf ihren mikrobiologischen Status und die
Priavalenz pathogener Bakterien getestet. Weiters wurde zwischen gefrorenen Sushi vom
Supermarkt und frisch zubereitetem Sushi in Sushi Lokalen verglichen. Listeria
monocytogenes wurde in drei Proben (1,2%) nachgewiesen. Escherichia coli und
Staphylococcus aureus wurden am meisten in den frisch zubereiteten Produkten
analysiert. Uberraschenderweise geht aus dieser Studie hervor, dass die
mikrobiologische Qualitdt bei industriell gefertigtem Sushi hoher als bei frisch
zubereitetem Sushi war. Auflerdem héngt die Qualitét stark von den Féhigkeiten und
Gewohnheiten der Sushi-Koche ab, sodass es dadurch auch eine grofle Variation

zwischen den einzelnen Sushi Lokalen gibt [ATANASSOVA et al., 2008].

Beim Umgang mit rohen Fischmaterial ist die Einhaltung und Beriicksichtigung des
HACCP-Konzeptes besonders unumgénglich. Die Personalschulung in Sachen Hygiene

ist besonders wichtig.

Eine Studie von RORVIK [2000] sagt aus, dass speziell gerducherter Lachs von
Listerien befallen wird. Kaltrduchern eliminiert Listerien bei Temperaturen zwischen
17,1° bis 21,1° Celsius, widhrend das Bakterium hingegen zwischen 22,2° bis 30°
Celsius tiberlebt. Unter natiirlichen kaltrduchernden Bedingungen zwischen 19° bis 22°
Celsius nimmt die Dichte und die Anzahl von Listeria monocytogenes ab. Werden die
Produkte unter Hitze gerduchert, so wird Listeria monocytogenes eliminiert, sobald
wihrend des gesamten Riucherungsprozesses Rauch zugefiigt wird. Listerien konnen
sich auch wahrend der Lagerung in gerducherten Lachs stark vermehren, daher sollten
angegebenen Haltbarkeitsdaten bei Kiihlschranklagerung kiirzer sein, da Listerien auch
im  Kihlschrank iiberleben konnen. Roher Lachs ist eine  wichtige

Kontaminationsquelle, dennoch sollten sédmtliche hygienische MaBnahmen, sowie



33

Beriicksichtigung des HACCP-Konzepts eingehalten werden [RORVIK, 2000].

Die Arbeiterkammer Wien hat im Jahr 2005 diverse verpackte Réaucherlachsprodukte
auf die Richtigkeit der Haltbarkeitsangaben untersucht. Es ist oft der Fall, dass solche
Produkte gekauft und ungeoffnet im Kiihlschrank iiber einen langeren Zeitraum gelagert
werden oder auch auf Vorrat gekauft werden. Eine &dhnliche Untersuchung wurde von
der Arbeiterkammer Wien bereits 2002 durchgefiihrt, welche zeigt, dass sich bereits vor
Ende des Ablaufdatums (Haltbarkeitsdatums) rund ein Drittel der untersuchten Produkte
in einem qualitativ schlechten Zustand befanden und schon als verdorbene Lebensmittel
zu bezeichnen waren, da hier bereits Listerien nachgewiesen werden konnten. Aus
dieser Studie geht auch heraus, dass im Sommermonat Juni 19 verpackte Produkte wie
Réucherlachs oder Wildlachs untersucht wurden. Darunter befanden sich 3 Produkte als
»gefangen im Nordwestatlantik® etikettiert, der Rest der Produkte stammten aus
Aquakulturen. Die Proben wurden bis zum angegebenen Mindesthaltbarkeitsdatum
gekiihlt gelagert und dann untersucht. Daraufhin wurden die Proben sensorisch
iiberpriift (Geruch, Geschmack, Aussehen, Farbe etc.) und mikrobiologisch untersucht.

Die Ergebnisse zeigten folgendes Bild:

Qualitat Riucherlachs 2005 und 2002

2005 2002
Gesamtanzahl 19 Produkte 30 Produkte
Beanstandet(verdorben bzw |6 Produkte (31,6%) 10 Produkte (33%)
Listerien nachgewiesen)
Erhohte Keimzahl, aber|5 Produkte (26,3%) (nicht extra beurteilt)
noch nicht beanstandet
Nicht beanstandet 8 Produkte (42,1%) 20 Produkte (67%)

Tabelle 3: Verpackter Riucherlachs [Arbeiterkammer Wien, SCHOFFL, 2005]

Aus dieser Untersuchung ging ebenfalls hervor, dass eine Verpackung unter
Schutzatmosphére keine absolute Sicherheit gewéhrleistet, da von sieben untersuchten
Produkten nur vier Produkte einwandfrei waren. Bei drei Produkten wurden Listerien
nachgewiesen. Sinnvoll wire es daher, die Produkte ungefiahr zwei Wochen vor Ablauf

des Mindesthaltbarkeitsdatums zu verbrauchen [SCHOFFL, 2005].
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2.3.3 L.monocytogenes in ,ready-to-eat“ Produkten (RTE)

Eine Kontamination von ,,ready-to-eat* Produkten (RTE) durch Listerien kann bereits
vor der Konsumation passieren. Die Offentliche Erreichbarkeit und die begrenzte
Kontrolle im Einzelhandel sowie in Restaurants erhoht die fortlaufende Vermehrung

und das Auftreten von Listerien in RTE Produkten.

LIANOU und SOFOS [2007] dokumentierten, das Auftreten und die Weitergabe von
Listeria monocytogenes in ,ready-to-eat“ Produkten im Einzelhandel sowie in
Restaurants. Die potentielle Quelle dieses pathogenenen Bakteriums schlieft die
Umwelt, Lebensmittelhédndler, eintreffende rohe Inhaltsstoffe oder verarbeitete Produkte
die wéhrend des Verarbeitungsprozesses durch ungeniigende Hygiene und Desinfektion
im Betrieb mit Listeria monocytogenes kontaminiert wurden, mit ein. L.monocytogenes
kommt in verschiedensten vorgepackten oder verpackten RTE Produkten vor, oft auch
in sehr hohen Konzentrationen. Besonders wichtig ist, dass exakte Kontrollen
durchgefiihrt ~ werden.  Ausgezeichnete = Fabrikationspraktiken,  einwandfreie
Desinfektion, angebrachte Reinigung sdmtlicher Gerdte die mit dem Produkt in
Beriihrung kommen, Sanierungen und Hygiene Programme, Kontrollen der
Temperaturen sind alles bedeutende Punkte hervorzuheben, um eine Kontamination und
das Wachstum von L.monocytogenes zu verhindern. Einhaltung des HACCP-Konzepts,
Schulung des Personals und des Leiters sind unumginglich [LIANOU und SOFOS,
2007].

WAGNER et al. [2007] berichten in einer Studie iiber das Uberleben von Listerien in
,ready-to-eat” Produkten in Wiener Haushalten. 1585 Proben wurden in 103 (n=946)
Supermérkten und 61 Haushalten (n=640) gesammelt und untersucht.
124 Proben (13,1%) und 45 Proben (4,8%) von 946 gesammelten Proben im
Lebensmitteleinzelhandel wurden positiv auf L.monocytogenes und Listeria spp.
getestet, darunter gab es 5 Proben von gerduchertem Fisch, welche die Toleranzgrenze
von 100 KBE/g Lebensmittel tiberschritten. Die hochsten Konzentrationen wurden in
Fisch und Meeresfriichte (19,4%) gefunden, gefolgt von rohen Fleischwiirsten (6,3%),
Weichkise (5,5%) und gekochte Fleischprodukte/Pasteten (4,5%).
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Bezogen auf den Haushalt gab es nur eine Familie, bei denen die Kiiche und
Lebensmittel mit Listerien kontaminiert waren. Auch in den Féazesproben der Familie
konnten Listerien nachgewiesen werden. Dies beweist, dass auch beim Verzehr von
gering belasteten Lebensmittel (< 100 KBE/g) Listerien durch den GIT passieren
konnen [WAGNER et al., 2007]. Relativ hdufig kommt es auch vor, dass Listerien vor
allem in ,,ready-to-eat* Produkten (RTE) nachgewiesen werden koénnen. RTE Produkte
wie gefiillte Sandwiches mit Milchprodukten wie Weichkdse oder halbfesten
Schnittkdse, gerduchertem Fisch, Salaten und Fleisch wie Faschiertes, Roastbeef,
aufgeschnittene Wurstwaren werden bei Temperaturen von +2 Grad Celsius bis +4 Grad
Celsius gelagert. Allerdings kdnnen auch unter diesen Bedingungen Listerien auftreten.
Die EFSA (European Food Safety Authority) hat im Jahr 2006 Daten iiber RTE
Produkte verschiedener Fleischsorten zusammengestellt. Hier ein Auszug {ber

Rindfleisch:

A T :
52 8
AN i
g8 eg| g5 55 €3
S& de |50 a3 4%
Details N |%Pos| N | % | %
Single samplas
Balgium Meat preparation intended to be eaten raw, at retail - - 117 0.9 0
Minced meat intended to ba eaten raw, at processing 67 140
Minced meat intended to be eaten raw, at retail - - 36 0 0
France Meat products, cocked - - 57 203 7.0
Iraland Meat products, cooked, at ratail 44 159 44 23 0
Meat products, cocked, at retail - - 208 0 0
[taly Meat products, cooked 350 0
Matherlands Meat products, cooked a51 0.8 a51 0.4 0
Batch
Balgium Meat products, cooked 122 270
Czech Republic  Meat products, cooked ara 0
[taly Meat products, cooked Qg 7.3
Poland Meat products, cooked 79 1041 8 125 0
EU Total 2,082 35 142 20 03

1. Deta are onlv oresented for samole size =25

Abbildung 6: L.monocytogenes in ready-to-eat products and meat
preparations of bovine meat [EFSA, 2006]
In 5 Proben wurde L.monocytogenes in 25g gefunden, doch nur Frankreich wurde {iber

positive Proben mit mehr als 100 KBE/g berichtet.



36

3. Material und Methoden

3.1 Untersuchungsmaterial

Fiir die Untersuchung wurden Proben von gemischten Faschierten (Schweine -und
Rindfleisch) und aus Rohmilch hergestellter Kédse herangezogen. Die Proben wurden in
erster Linie im fertig abgepackten Zustand gekauft, ein Teil der Proben wurde offen

gekauft. Die Proben wogen zwischen 50 und 150g.

Referenzstimme, die von der Veterindrmedizinischen Universitit in Wien bereitgestellt
wurden konnten zur Untersuchung herangezogen werden. Die Eigenschaften und
Wachstumsmuster der Referenzstimme wurden auf verschiedenen Nidhrboden getestet,

um Listeria monocytogenes nachzuweisen.

3.1.1 Lebensmittelproben

Die getesteten Lebensmittelproben wurden in folgenden Geschiften gekautft:

* Zielpunkt — 1010 Wien

*  Spar Gourmet — 1010 Wien
* Penny Markt — 1010 Wien
* Lidl Markt — 1010 Wien

* Lidl Markt — 1030 Wien

* Hofer — 1040 Wien

* Billa— 1040 Wien

* Naschmarkt — 1040 Wien
e Zielpunkt — 1040 Wien

* Spar — 1040 Wien

* Spar - 1050 Wien
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* Penny Markt — 1050 Wien
*  Merkur — 1070 Wien

* Hofer— 1070 Wien

* Spar— 1090 Wien

*  Merkur — 1140 Wien

e Spar — 1140 Wien

3.2 Methodik

3.2.1 Nachweisverfahren fiir L.monocytogenes in Lebensmittel

Eine schnelle Identifikation von Listeria monocytogenes in Lebensmittel ist besonders

wichtig um die Konsumenten vor einer Infektion zu schiitzen.

Eine schnelle Detektion und Auszdhlung pathogener Listerien in Lebensmittel ist
aufwendig und zeitintensiv vor allem wenn konventionelle Methoden angewendet
werden. Fiir den Nachweis einer geringen Anzahl von Listeria monocytogenes in
Lebensmittel benotigt man Anreicherungsschritte, Anreicherungskulturen und eine

selektive Plattierung [REISSBRODT, 2004].

3.2.2 Entwicklung verschiedener Methoden

3.2.2.1 Nihrmedien

Im Laufe der Zeit wurden mehrere Isolationsmedien entwickelt um L.monocytogenes

nachweisen zu konnen.

McBRIDE und GIRARD [1960] entwickelten 1960 das erste feste Medium, um
L.monocytogenes aus gemischten Kulturen nachweisen zu koénnen [McBRIDE und

GIRARD, 1960].

LOVETT [1988] berichtet, dass nach einem Listerioseausbruch in Massachusetts 1983
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ein weiteres Medium (Modified McBride Agar, MMA) durch Zugabe von
Cycloheximiden, Acriflavine und Nalidixinsdure als selektive Reagenzien verwendet

wurde, der McBrides Agar [LOVETT, 1988].

In der Methode von HENRY [1933] wird der Mikroorganismus zunichst fiir 18-24
Stunden bei 30° Celsius auf einem durchsichtigen Medium kultiviert und weiters von
einem Stereomikroskop unter Verwendung schrig einfallenden Lichts gescannt.
Listerien Kolonien weisen charakteristische blau bis griine Kolonien auf [HENRY,

1933; VARDAR-UNLU et al., 1998].

1986 entwickelten LEE und McCLAIN den LPM Agar zum Nachweis von
L.monocytogenes in Proben mit reichlich gemischter Mikroflora. Der LPM Agar war
eine Modifikation des McBride Agars und er war das erste Medium, das ein
Breitbandantibiotikum als Wirkstoff enthielt — Moxalactam. Moxalactam ist sehr
wirksam gegen eine Reihe von grampositiven und gramnegativen Bakterien, Glycerin
Anhydride, Lithium Chloride und Phenylethanol sind weitere Bestandteile des Agars.
Listerien Selektive Supplemente werden dem LPM Agar nach der Autoklavierung

zugegeben [ANONYMOUS 3].

VAN NETTEN et al. entwickelten 1988 ein neues Medium RAPAMY fiir die
Gewinnung und Isolierung Listeria spp. in Lebensmittel. Die leicht hemmende
Eigenschaften des Mediums wurde durch die Verwendung von Columbia Blutagar
anstatt Tryptose Agar und durch das Hinzufiigen von 0,05% Eisenammonium Citrat und
2,5% Eidotter Emulsion vermieden. Neben Listeria spp. konnen auch Enterokokken auf
RAPAMY Agar wachsen. Spiter wurde auch der PALCAM Agar entwickelt [VAN
NETTEN et al., 1988].

Viele Studien wurden zur Auswertung der einzelnen Ndhrmedien durchgefiihrt,

zusammenfassend kann folgendes ausgesagt werden:
* Der ,,Modified McBride Agar* (MMA) wies keine geniligende Selektion auf.

* Der LPM Agar hemmte andere Mikroorganismen in ihrem Wachstum, forderte

sie jedoch bei Listeria monocytogenes.

* PALCAM und OXFORD Agarplatten wurden bis 2005 fiir die Kultivierung von
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Listerien eingesetzt und zeigten auch gute positive Ergebnisse, doch konnte
anhand der Morphologie der Kolonien nicht auf die Art zuriickgeschlossen

werden.

DONELLY und BAIGENT entwickelten 1986 das heute oft verwendete Medium
,Listeria Enrichment Broth* (LEB). LEB enthélt Nalidixinsdure, welche das Wachstum
gramnegativer Bakterien hemmt, sowie Acriflavine hydrochloride, welche vor allem
grampositive Bakterien in ihrem Wachstum hemmen [DONELLY und BAIGENT,
1986].

Nalidixinsdure und Acriflavine hydrochloride wurden ebenfalls fiir den ,,Enrichment
Broth* (EB) der US Food and Drug Administration (FDA), welches Cycloheximid
enthdlt, welches Schimmelpilze sowie Hefen in ihrem Wachstum unterdriickt,
herangezogen. Diese Organismen kommen relativ hdufig in Lebensmittel vor.

Zu den Proben wird der ,,Enrichment Broth* hinzugefiigt und bei 30° Celsius fiir 24 bis
48 Stunden bebriitet. Nach der Inkubation werden die Kulturen auf OXFORD und LPM
Agar ausgestrichen [CORRY et al., 1995].

Der OXFORD Agar wurde von CURTIS et al. [1989] fiir die Isolierung
L.monocytogenes aus Fizesproben oder Spitalsproben entwickelt. Der Agar enthélt
selektiv. hemmende Bestandteile wie Lithium Chloride, Colistin, Fosfomycin,
Acriflavine, Cefotetane, Cyclohexamide sowie das Indikatorsystem Asculin und Eisen
fiir die Differenzierung der Listerien Arten. Listeria spp. hydrolisiert Asculin und
erzeugt schwarze Zonen um die Kolonien. Gramnegative Bakterien werden komplett
gehemmt. Grampositive Bakterien werden ebenfalls unterdriickt, jedoch kdnnen manche
Staphylokokken als Asculin-negativ erscheinen. Listerien sind normalerweise nach 24
Stunden bei 30° Celsius Inkubation sichtbar, doch nach 48 Stunden erscheinen die

Kolonien grofler [CORRY et al., 1995].
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3.2.2.2 Aktuelle konventionelle Methoden

In den Sommermonaten des Jahres 1983 brach in Massachusetts (USA) Listeriose aus.
Sieben Fille ereigneten sich bei Kindern, 42 Félle bei immunsupprimierten Patienten,
14 Menschen (29%) starben. Als Quelle der Infektion wurde pasteurisierte Milch
ausfindig gemacht, welche von infizierten Milchkiihen stammte. In dem betroffenen
Betrieb wurden Inspektionen durchgefiihrt und diese zeigten, dass die Milch
unsachgemal pasteurisiert wurde. Somit wurde bestitigt, dass Listeria monocytogenes
in roher wie in pasteurisierter Milch iiberleben und sich vermehren kann [FLEMING,

1985].

Seit diesem Ereignis wurde eine Bouillon fiir die Anreicherung herangezogen, welche
Nalidixinsdure, Cycloheximide und Acriflavine enthielt, die verhindern sollten, dass es
zu einer Uberwucherung von Listeria monocytogenes Kulturen mit Begleitflora kommt.
Um L.monocytogenes zu isolieren wurde der modifizierte McBride's Agar (MMA)

verwendet.

Bis heute sind aufgrund der guten Erfahrungen PALCAM, OXFORD und LPM
Agarplatten in Verwendung. Sie werden sogar von der US Food and Drug
Administration (FDA), dem US Department of Agriculture (USDA) in der ISO
Detektion als Gewinnungsmethode empfohlen. Nationale Empfehlungen wie bsp. in
Deutschland basieren auf diesen ISO Standards. Listeria spp. wachsen auf diesen
Agarplatten und werden durch die Aktivitit der B-D-Glucosidase, die in pathogenen und
apathogenen Arten auftritt, detektiert. Das Enzym Asculinase spaltet Asculin, welches
sich als grdulich bis griinliche Kolonien niederschlégt und bei der Reaktion dieses
Produkts mit Eisen entsteht Asculetin und Glucose, wobei sich schwarze bis braune

Hofe um Kolonien aller Listeria spp. zeigen [REISSBRODT, 2004].

L.monocytogenes, L.innocua, L.grayi, L.seeligeri und L.welshimeri konnen kleine
Kolonien bilden, wenn sie auf einem 0,2-1,0 prozentigen Asculin Agar wachsen.
L.ivanovii und L.murrayi konnen dies allerdings nicht. Das Phinomen wurde in einer

Studie beobachtet, wenn nur Agarplatten verwendet wurden, die Asculin enthielten. Ein
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Medium enthielt 0,5% Asculin und Eisen, wodurch Listeria Arten Kulturen mit
Durchmessern zwischen normal und klein wachsend produzierten. Wurden den
Kulturen jedoch zuvor in einer Glucose Bouillon gegeben, zeigten alle kleinen Isolate
innerhalb von 5 Minuten Asculinase Aktivitit, wihrend die normal gewachsenen Isolate

erst nach 20-70 Minuten Asculinase Aktivitit zeigten [SIRAGUSA et al., 1990].

Es kann allerdings dann zu Komplikationen in der Differenzierung kommen, wenn nur
Asculin als Differenzierungsmerkmal zur Detektion herangezogen wird, denn auch die
meisten grampositiven Organismen wie Staphylokokkus aureus, Enterokokkus faecium
and E.faecalis sind in der Lage Asculin zu hydrolisieren und schwarze Kolonien zu
bilden. Durchaus kann es dazu kommen, dass sich die gesamte Petrischale schwarz farbt
und eine Beurteilung, welche Kolonie Asculinase Aktivitit aufweist unmdglich ist

[FIRSTENBERG-EDEN und SHELEF , 2000].
Fiir Routinemethoden wurde aus diesem Grund der PALCAM-Agar verwendet.

Ceftazidim und Acriflavine unterdriicken das Wachstum gramnegativer Bakterien und
der meisten grampositiven Bakterien. Listeria monocytogenes hydrolisiert Asculin zu
Asculetin und Glucose. Asculetin zeigt schwarze Komplexe mit Eisen (III) Ionen und
L.monocytogenes bildet grau-griine Kolonien mit schwarzen Zentren und Hofe.
Mannitol positive Bakterien wie Staphylokokken und Enterokokken zeigen gelbe
Kolonien. Die gelbe Farbe wird durch die Anderung des pH-Wertes wihrend der
Fermentation wegen dem Indikator Phenolrot hervorgerufen [ANONYMOUS 4].
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Detection systems of Listeria spp. plating media®

Plating medium Substrate for detection of Colony colour
B-o-Clucosidase PIPLC! non-pathogenic L. monocytogenes/
Listeria spp. L. ivanovii
PALCAM; - Oxford Esulin - grey, with brown-black grey, with brown-black
LPM; - MOX surround surmound
Harlequin ™ Listeria CHE-B-I- - black black
glucopyranoside
(Lab m)
BCM® Lizieria S-Bromo-4-chloro-3- white blue-turquoise
manacytagenes (Biosynth) indoxy l-myo-inositol-
|-phosphate (X-IF)
Rapid'L. mono (Bio-Rad) - X-Ip white L monocytogenes:
blue-turquaeise
L. ivanovii: blue-green
with a yellow halo
LIMONO-ldent-Agar - X-Ip white blue-tumuoise, surrounded
(Heipha) by a white precipitate
ALOA (AES, Biolife) 5-Bromo-4-chloro- L-gi-Phosphatidyl- blus-turquoise blus-tumquaise, surrounded
CHROMagar™ Listeria Lndoeyl-p-n- inasitol by a white precipitate
(CHROMagarBBL ™) glucopyranoside
CHROMagar ™ Listeria
(BI)

OCLA ({Oxoid)

Abbildung 7: Detection systems of Listeria spp. plating media [REISSBRODT, 2004]

a: Listeria monocytogenes blood agar (LMBA) uses haemolysis of sheep blood for

detection of pathogenic Listeria spp.

b: Phosphatidylinositol-phospholipase C

Die Identifikation von Listeria spp. ist in der Routineuntersuchung sehr zeitaufwendig,
zeitintensiv und manchmal auch aufgrund unverldsslicher biochemischer und
phénotypischer Standardmethoden wie Zuckerfermentation und der CAMP Test,
unzuverldssig. Seitdem allerdings die meistens Listeria Arten auch in Lebensmittel
gefunden werden und daher auch ein potentielles Risiko einer Kontamination mit
Listeria monocytogenes muss ihre Anwesenheit schnell und zuverldssig von den

jeweiligen Lebensmittelfirmen aufgedeckt werden [REBUFFO et al., 2006].

Daher gibt es eine Reihe von Rapid Test Systemen, die schnell und einfach ein positives

oder negatives Ergebnis fiir den Nachweis von L.monocytogenes liefern.
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3.2.2.3 Rapid - Test Systeme
[ANONYMOUS 5.; HITCHINS, 2002].

1.

API Listeria System (Fa. bioM¢érieux)

Der API Listeria ist ein Teststreifen mit unterschiedlichen biochemischen Reaktionen,

mit dem nach 24 Stunden eine Identifikation von Listeria Isolaten erfolgen kann. Dieser

Teststreifen reduziert die bendtigte Identifizierungszeit, welche normalerweise fiir eine

konventionelle Identifikation bendtigt wird auf einen wesentlich kiirzeren Zeitraum

[BILLE et al., 1992].

2.

8.

9.

AccuProbe™ Listeria monocytogenes culture confirmation test (Gen-Probe, Inc,

San Diego, CA; 10, 19).

GeneTrak Listeria monocytogenes test kit (Organon Teknika Corp.)
Probelia Listeria monocytogenes test kit (BioControl)

VIDAS Listeria monocytogenes test kit (bioMérieux)

Transia Plate Listeria monocytogenes (Diffchamb SA, Lyon, France)(38)

FDA, SRL application of Niederhauser et al. method for PCR detection and

identification of L. monocytogenes
BAX Listeria monocytogenes test. (Qualicon, Wilmington, DE)

Micro ID test strip (Fa. Organon Technica)

10. ELISA kits (enzyme-linked immunosorbent assay)

11. Nucleic acid assay kits
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3.2.2.4 Konventionelle Methoden zum Nachweis von L.monocytogenes

Der Nachweis von Listeria monocytogenes erfolgt in einer Reithe von
Aufarbeitungsstufen, die den in den USA angewandten Methoden sehr @hnlich ist.
Zuniachst werden die Bakterien angereichert, sodann erfolgt ein erster Ausstrich auf
einem Selektivmediun und ein zweiter Ausstrich auf einer Blutplatte, der sogenannte
CAMP Test (Christie-Atkins—Munch—Peterson Test). Der CAMP Test ist eine sehr
niitzliche Methode um Listeria spp. Isolate zu identifizieren. Nach einer Inkubation von
28 bis 48 Stunden bei 35° Celsius werden die Platten auf Hamolyse untersucht. Listeria
monocytogenes ist im CAMP Test gegen Staphylokokkus aureus stark, gegen
Rhodokokkus schwach positiv. Der CAMP Test wird in den ISO und der AOAC
Protokollen verwendet und wird von der FDA und der USDA-FSIS Methoden als
optional angesehen [HITCHINS, 2002].

Das Prinzip des CAMP Tests ist, dass sich dadurch der Nachweis von Streptococcus sp.
erbringen ldsst. Aufgrund des S.aureus-B-Hamolysins (Sphingomyelinase) erfolgt eine
verstiarkte Hamolyse durch B-Streptokokken, das durch eine schiissel- oder keilférmigen
Authellung der Blutplatte erkennbar wird. Es wird eine Blutplatte in der Mittellinie mit
S.aureus ausgeimpft. Eine bekannte B-Streptokokke wird auf der einen Seite
ausgeimpft, darunter eine bekannte D-Streptokokke (Enterococcus sp.). Beide
Impfstriche diirfen die Mittellinie nicht beriihren. Der zu testenden Keim wird darauthin
auf der gegeniiberliegenden Seite ausgeimpft, auch hier muss sorgsam vorgegangen
werden, um die Mittellinie nicht zu beriihren. Darauthin wird fiir 24 Stunden bei 37°

Celsius aerob bebriitet.

Positiv erscheint der Test, wenn die bekannte B-Streptokokke einen pfeildhnlichen
Héamolysehof zum S.aureus Stamm bildet. Enterokokken bilden hingegen keinen

Hiamolysehof, somit erscheint der Test negativ.
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3.2.2.5 Niahrmedien

3.2.2.5.1 Fraser-Anreicherungsbouillon (%)

Hersteller: Firma Merck, Deutschland

Artikelnummer: 1.10398.0500

Typische Zusammensetzung (g/Liter):

Proteose Pepton 5
Caseinpepton 5
Hefeextrakt 5
Fleischextrakt 5
Natriumchlorid 20
di-Natriumhydrogenphosphat 9,6
Kaliumhydrogenphosphat 1,35
Asculin 1
Lithiumchlorid 3
pH7,2+0,2

Beschreibung:

Der Fraser-Anreicherungsbouillon (’2) dient zur selektiven Voranreicherung von
Listerien aus Lebensmittel oder Umweltproben. Er ist leicht gelblich gefarbt und licht-
undurchldssig. Durch den hohen Anteil von Lithiumchlorid und Kochsalz werden
Enterokokken und die gramnegative Begleitflora gehemmt. Seine Zusammensetzung
entspricht den Vorgaben der DIN EN ISO 11290-1:2005, welche nach ,,der EG-
Verordnung 2073/2005 iiber mikrobiologische Kriterien fiir Lebensmittel als
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Referenzmethoden vorgeschrieben sind “[HEIPHA] .

Fiir die Untersuchung des Nachweises nach der DIN EN ISO 11290-1:2005 wird die
Lebensmittelprobe in Fraser-Anreicherungsbouillon (%2) suspendiert und bei 30° Celsius
fiir 24 Stunden inkubiert. Dann wird aus der Voranreicherung 0,1ml in den 10ml Fraser-

Anreicherungsbouillon iiberimpft.

Abbildung 8: Fraser-Listeria-
Selektiv-Anreicherungsbouillon

Zubereitung:

55,0g der Fraser-Anreicherungsbasis werden in 1 Liter demineralisierten Wasser gelost
und anschlieBend 15 Minuten bei 121° Celsius autoklaviert. Fiir die Zubereitung des
Fraser-Anreicherungsbouillons (}2) muss nach dem Autoklavieren und Abkiihlen auf
ungefdhr 50° Celsius 1 Flischchen Fraser-Listeria-Selektivsupplement sowie 1

Flaschchen Ammoniumeisen(Ill)-citrat hinzugefiigt werden.

Zusammensetzung Fraser-Listeria-Selektivsupplement:

* 1 Fldaschchen Natrium-1-ethyl-1,4-dihydro-7-methyl-4-oxo-1,8-naphthyridin-3-

carboxylat

* 1 Flaschchen Ammoniumeisen(III)-citrat



47

Artikelnummer: 1.10399.0001

-

Abbildung 9: Fraser-Listeria-Selektivsupplement

3.2.2.5.2 Voll-Fraser—Anreicherungsbouillon

Hersteller: Merck, Deutschland
Artikelnummer: 1.10398.0500

Typische Zusammensetzung des Bouillon (g/Liter):

Proteose Pepton 5
Caseinpepton 5
Hefeextrakt 5
Fleischextrakt 5
Natriumchlorid 20
di-Natriumhydrogenphosphat 9,6
Kaliumhydrogenphosphat 1,35
Asculin 1
Lithiumchlorid 3

pH 7,202
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Beschreibung:
Der Voll-Fraser—Anreicherungsbouillon ist ebenfalls leicht gelblich gefarbt, licht-
undurchlissig und dient als weitere selektive Voranreicherung von Listeria spp. aus

Lebensmittel oder Umweltproben.

Dem Bouillon muss nach dem 15 miniitigen Autoklavieren bei 121° Celsius und
Abkiihlen auf ungefdhr 50° Celsius 2 Fldschchen Fraser-Listeria-Selektivsupplement
sowie 1 Fldschchen Ammoniumeisen(Ill)-citrat hinzugefiigt werden. Bebriitung fiir 48

Stunden bei 35° oder 37° Celsius.

Listerien hydrolisieren Asculin zu Asculetin und Glucose, das gebildete Asculetin bildet
mit Eisen(Ill)-Ionen unldsliche und braun-schwarze Produkte. Das gewonnene
Bakterienmaterial aus dem Fraser-Anreicherungsbouillon wird weiters auf einem ALOA
und einen weiteren Selektivagar wie bsp. PALCAM ausgestrichen. Ist die Keimdichte

von Listerien allerdings zu niedrig, kann eine Schwarzfarbung ausbleiben.

3.2.2.5.3 PALCAM -Listeria-Selektiv Agar

Hersteller: Merck, Deutschland

Artikelnummer:1.11755.0500

Typische Zusammensetzung (g/Liter):

Peptone 23
Hefeextrakt 3
Stirke 1
Asculin 0,8
Ammoniumeisen(III)-citrat 0,5
Lithiumchlorid 15

D(-)-Mannit 10
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Glucose 0,5
Natriumchlorid 5
Agar-Agar 13
Phenolrot 0,08
PH 7,0+ 0,2

Beschreibung:

Der klar und leicht rétlich gefarbte Nédhrboden dient der selektiven Anreicherung von
Listerien aus Lebensmittel wie Milch und Milchprodukte oder Umweltproben. Er

entspricht auch der DIN EN ISO 11290-2.

Der PALCAM-Listeria-Selektiv Agar baut auf dem mit Glucose angereicherten
Columbia Agar auf, sodass Listerien optimalste Wachstumsbedingungen vorfinden. Es
ist moglich, quantitative Ziichtungen von L.monocytogenes zu erzielen, gleichzeitig aber
die unerwiinschte gramnegative und auch zum Teil grampositive Begleitflora durch
Lithitumchlorid, Acriflavin und das Antibiotikasupplement zu hemmen. Die typische
Asculinhydrolyse durch Listerien fithrt zur Bildung von braun-schwarzen Eisen(III)-
dsculetin und zur braun-schwarzen Verfirbung des Nédhrbodens um die grau-griinen
Listerien Kolonien herum. Mannitol-positive Keime wie bsp. Staphylokokken wachsen,
sofern sie nicht gechemmt werden, als gelbe Kolonien (Phenolrot-Indikator). Mannitol-
negative L.monocytogenes konnen von anderen Listeria spp. deutlich unterschieden

werden. Der Nidhrboden wird bei 30° Celsius fiir 48 Stunden inkubiert.
Verdédchtige Kolonien konnen mittels Gramfirbung (positiv), Katalase (positiv),
Séurebildung aus Glucose (positiv) und H,S-Bildung (negativ) als charakteristische

Listerien bestitigt werden. Allerdings weist nur L.monocytogenes eine typische

B-Hamolyse auf und ist auch positiv im CAMP Test.
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Zubereitung:

35,9¢ der Basis werden in 500ml demineralisierten Wasser und weiters in einem
Wasserbad geldst. Dann erfolgt eine 15 miniitige Autoklavierung bei 121° Celsius. Nach
dem Abkiihlen auf ungefihr 50° Celsius wird 1 Fldschchen PALCAM-Listeria-
Selektivsupplement mit 1ml demineralisierten Wasser versetzt und geschwenkt. Dieses
wird dann dem Nédhrboden hinzugefiigt und gut gemischt. AnschlieBend werden die

Platten unter dem Abzug gegossen und im Kiihlschrank gelagert.

Zusammensetzung PALCAM-Listeria-Selektivsupplement nach van Netten et al.[1988]:

¢  Hemmhofmischung (Lyophilsat)

Artikelnummer: 1.12122.0001

Abbildung 10: PALCAM-Listeria-
Selektivsupplement nach van Netten et al.
[1988]

3.2.2.5.4 Chromoplate Listeria Selektiv Agar Basis nach OTTAVIANI und
AGOSTI (ISO 11290)

Hersteller: Merck, Deutschland

Artikelnummer: 1.00427.0500
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Typische Zusammensetzung (g/Liter):

Pepton aus Fleisch 18
Pepton aus Casein 6
Hefeextrakt 10
Natriumpyruvat 2
Glucose 2
Magnesiumglycerophosphat 1
Magnesiumsulfat 0,5
Lithiumchlorid 10
di-Natrium-hydrogenphosphat 2,5

5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Glucopyranosid 0,05

Agar-Agar 13

pH 7,0+ 7,4

Beschreibung:

Chromoplate Listeria Selektiv Agar hat eine hohe und reichhaltige Grundlage, die das
Wachstum vieler Bakterien begiinstigt. Durch die Zugabe von Hemmstoffen kann das
Wachstum von Hefen und Pilzen, sowie grampositiven und gramnegativen
Begleitkeimen reduziert werden. Durch 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-B-D-Glucopyranosid
ist eine Differenzierung von [B-D-Glucosidase-positiven und -negativen Bakterien
moglich. Da Listerien B-D-Glucosidase-positiv sind, wachsen sie als blaugriine, tiirkise
Kolonien. Dem Néhrboden wird zum Nachweis von Listeria monocytogenes L-o-
Phosphatidylinosit hinzugefiigt, da Listeria monocytogenes als Virulenzfaktor das
Enzym Phosphatidylinosit-Phospholipase C (PI-PLC) besitzt und bilden sich durch
diese Phospholipase-Aktivitit sich undurchsichtige Hofe um L.monocytogenes

Kolonien.
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Zubereitung:

35g Basis werden in 300ml demineralisierten Wasser gelost und gut geschwenkt.
Zugabe von weiteren 176ml demineralisierten Wasser und gut mischen. Danach wird
ein Wasserbad (ca. 90° Celsius) hergerichtet und die Basis vollstindig darin gelost.
Danach wird der Bouillon auf 50° Celsius abgekiihlt und 1 Flaschchen Listeria Agar
Selektiv-Supplement (Hersteller: Merck, Deutschland) hinzugegeben.

Zusammensetzung Listeria Agar Selektiv-Supplement: Artikelnummer: 1.00432.0010
* Natrium-1-ethyl-1,4-dihydro-7-methyl-4-oxo-1,8-naphthyridin-3-carboxylat

Abbildung 11: Listeria Agar
Selektiv-Supplement

3.2.2.5.5 Blutplatten

e Blutagar (Columbia Agar): bioMérieux; Zusatz von defibrinisiertem

Hammelblut (5%); Artikelnummer: 43 041
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3.2.2.5.6 ALOA - Agar

Hersteller: bioMérieux, Frankreich

Artikelnummer: 43 641

NOTERMANS et al. [1991] wendete als Erster das plcA Genprodukt PI-PLC fiir die
Detektion von L.monocytogenes an. Die Spaltung durch PI-PLC produzieren
wasserunldsliche Fettsduren rund um die Kolonien mit klaren, lichtundurchlidssigen
hofdhnlichen Zonen. OTTAVIANI et al. [1997] kombinierte dieses Detektionssystem
mit der Detektion der B-D-glucosidase Aktivitit von Listeria spp., indem das
chromogene Substrat 5-bromo-4-chloro-3-indoxyl-B-glucopyranoside verwendet wurde.
Das Medium, welches beide Substrate beinhaltet heifit ,,Agar Listeria according to

Ottaviani and Agosti“ (ALOA) [REISSBRODT, 2004]. Abkiirzung: OAA

Mit dem ALOA-Medium ist es moglich L.monocytogenes und L.ivanovii eindeutig
gegen andere Listerien Arten zu unterscheiden. Der Ndhrboden ist gelb gefarbt und

leicht triib.

Zusammensetzung des ALOA-Agars (g/1):

Fleischpepton 18
Caseinpepton 6
Hefeextrakt 10
Natriumpyruvat 2
Glucose 2
Magnesiumglycerophosphat 1
Natriumchlorid 5

Lithiumchlorid 10
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Magnesiumsulfat 0,5
Dinatriumhydrogenphosphat 2,5

X-Glucosid (5-bromo-4-chloro-3-indolyl- 0,05
D-glucopyranosid)

Ceftazidim 20 mg
Nalidixinsdure 20 mg
Polymyxin B 76700 U
Amphotericin B 10 mg
L-a-Phosphatidylinositol 2

Agar 5
pH7,2+0,2

Das virulente PI-PLC wird von L.monocytogenes und L.ivanovii gebildet und die
Aktivitdit der PI-PLC dann durch den Abbau von L-a-Phosphatidylinositol
nachgewiesen, welches sich durch die Ausbildung eines triiben Hofs rund um die
Kolonien duflert. B-D-Glucosidase wird von den gesamten Listerien gebildet und spaltet
das im Nihrboden enthaltene chromogene X-Glucosid. Somit erscheinen die Kolonien
auf dem Agar blau. Bei den blauen Kolonien mit triiber Hofbildung kann es sich sowohl

um L.monocytogenes als auch um L.ivanovii handeln.

BECKER et al. [2006] haben in einer Studie 2 selektive chromogene Néhrboden, ALOA
und RAPID L.monocytogenes fiir den Nachweis von L.monocytogenes in Lebensmittel
mit einer kulturellen Methode entsprechend der EN DIN 11290-01 und -02 Protokollen
(gemdl § 35LMBG) verglichen. Insgesamt wurden 310 vorgepackte RTA-Produkte,
hauptsichlich kaltgerducherter Lachs auf L.monocytogenes untersucht, welcher in 52
Lachsproben gefunden wurde. Unter Verwendung der zwei chromogenen Néhrboden
wurden 50 Lebensmittelproben als positiv bewertet, verglichen mit Referenzmethoden
wurden keine falsch-positiven Ergebnisse geliefert. Bei der kulturellen Methode geméf

EN DIN 11290-01 gab es 12 positive Ergebnisse aus 130 Wurstproben fiir
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L.monocytogenes. Auf dem chromogenen RAPID L.monocytogenes Medium waren
diese 12 Wurstproben ebenfalls positiv, auf dem ALOA Medium war nur ein falsch
negatives Ergebnis zu verzeichnen. Beide chromogene Néhrmedien erlauben vor allem
eine schnelle und spezifische Detektion von L.monocytogenes innerhalb von 24
Stunden. Auch der visueller Nachweis von L.monocytogenes und anderen Listeria spp.
gestaltete sich unter der Verwendung chromogener Ndhrmedien wesentlich einfacher

[BECKER et al., 2006].

GREENWOOD et al. [2005] beurteilten in einer Studie die Effizienz chromogener
Nihrmedien, ALOA und Rapid'L.mono Agar, verglichen mit Oxford Agar fiir die
Auszihlung und den Nachweis von Listeria Spezies in Lebensmittel. Aus 63 Proben
wurden Listeria Arten isoliert und in Gegensatz zum Oxford Agar war der Nachweis
von Listeria Kolonien auf den chromogenen Nahrmedien nach 24 Stunden Inkubation
genau so effizient wie nach 48 Stunden. Hinsichtlich der Gewinnung von
L.monocytogenes auf den drei beschriebenen Nidhrmedien gab es keinen signifikanten
Unterschied, hingegen war die Gewinnung von anderen Listeria Arten signifikant
schlechter auf Rapid'L.mono verglichen mit Oxford und ALOA Agarplatten. Die
Resultate zeigten, dass bei der Verwendung chromogener Nédhrmedien -eine
Identifikation von L.monocytogenes nach 24 stiindiger Inkubation moglich ist,
verglichen mit drei bis vier Tagen bei der Verwendung des Oxford Agars. Anzumerken
ist, dass der schlechte Nachweis von anderen Arten als L.monocytogenes auf
Rapid’'L.mono einen wesentlichen Nachteil darstellt. In dieser Studie wird auch darauf
hingewiesen, dass sie neue Informationen beziiglich der Isolation anderer Arten als
L.monocytogenes unter Verwendung chromogener Ndhrmedien liefert. Es ist insofern
von wichtiger Relevanz, da apathogene Listeria Arten als Marker fiir das Vorhandensein
von L.monocytogenes angesehen werden konnen und dies erlaubt préventive

MafBnahmen zu setzen, um dies zu verhindern [GREENWOOD et al., 2005].

LONCAREVIC et al. [2008] organisierten eine kollaborative Studie um die Effizienz
der verbesserten NMKL Methode No.136 ,Listeria monocytogenes, detection and
enumeration in foods*“ zu erldutern. ALOA Medium wurde in dieser verbesserten

Methode miteinbezogen um die Sensitivitit und Spezifitdt zu verbessern und auch die
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Analysezeit zu verkiirzen. Die Effizienz von ALOA One Day (von AES), Listeria
Chromogenic Agar (von Lab M), Chromogenic Listeria Agar Plates (von Oxoid) und
L.monocytogenes Blutagar Medium LMBA (von Lab M) wurden getestet. Drei
Lebensmittelgruppen mit 24 Proben wurden daraufhin zum Test herangezogen.
Zundchst wurde der erste Anreicherungsschritt mit Fraser (}2) und danach in einem
zweiten  Anreicherungsschritt mit Voll-Fraser durchgefiihrt. Je hoher das
Beimpfungslevel war, desto besser war der Nachweis fiir L.monocytogenes. Die
verbesserte NMKL Methode No. 136 liefert somit exzellente Ergebnisse in der
Detektion von L.monocytogenes in Lebensmittel und wird zu Analyse von
L.monocytogenes in Lebensmittel empfohlen. Auch die Arbeitszeit, sowie die

Arbeitsintensitdt konnte ebenfalls vermindert werden [LONCAREVIC et al., 2008].

FALCAM Agar

CHROMOPLATE LISTERILA DAK kx
SELEKTIV AGAR S AT

Abbildung 12: Nihrboden von links nach rechts:
PALCAM Agar, Chromoplate Listeria Selektiv Agar,
OAA Agar. Aussehen der Platten ohne Bakterien.

PALCAM Agar sowie Chromoplate Listeria Selektiv Agar (Basis) wurden selber

gegossen, OAA wurde von der Firma bioM¢érieux geliefert.

Beschriftung der Platten:
L PAL“=PALCAM
,»CLA®“ = Chromoplate Listeria Selektiv Agar
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LOAA“
Teilung der Platten in zwei Hélften: ,,N“ = Native Probe, ,,K* = Kontaminierte Probe

,,P 37 = Probennummer

3.2.3 Verwendete Nihrboden und Geriite

Zur Untersuchung der Lebensmittelproben wurden folgende Nahrboden und Gerite

verwendet:

* Ottaviani Agosti ready-to-use agar plates (bioMérieux) — Abkiirzung: OAA
e Chromoplate Listeria agar (Merck) — Abkiirzung: CLA
*  PALCAM Agar (Merck)

* Blutagar (Columbia Agar)

* Stomacher Lab-Blender 400; Seward Labratory, London, Model No. BA6021
* Stomachersicke

*  Waage

* Sterile Wattestdbchen

e Impfose

* Gasbrenner

* Aqua dest.

» Steriles Besteck

* Gram-Firbung-Utensilien

e 250ml Glasflaschen

* 11 Glasflaschen

* leere Eprouvettenrohrchen

* Eprouvettenstinder

e 1ml, 10ml, 50ml Pipetten

* Paldusball

* Eppendorf Pipetten

* Glasspatel
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* Plastikpipette
¢ Flachendesinfektionsflasche
e Brutschrank

* Lichtmikroskop

3.2.4 Probenteilung

Die Lebensmittelproben wurden jeweils in 4 Teile zu je 25g aufgeteilt:

100-150g
Lebensmittel-
probe
50g 50g
Untersuchung Untersuchung
mit mit konventioneller
OAA und CL-Agar Methode
25g 25g 25g 25¢g

nativer kontaminierter nativer kontaminierter
Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz

Abbildung 13: Schema der Teilung der Lebensmittelproben

Jeweils zwei von diesen vier Teilen wurde mit OAA und Chromoplate Listeria Agar

untersucht, wobei ein Teil nativ belassen wurde und der zweite Teil kontaminiert wurde.

Die restlichen zwei Teile wurden nach der konventionellen Methode untersucht, bei der

ebenfalls ein Teil nativ belassen und der andere Teil kontaminiert wurde.

3.2.5 Kontamination mit Referenzstimmen

Ein Teil der Proben wurde mit bekannten und definierten Referenzstimmen in der
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ersten Anreicherungsstufe kontaminiert, um bessere Vergleichsmoglichkeiten zwischen

den verwendeten unterschiedlichen Nahrboden und Methoden zu erzielen.

3.2.5.1 Referenzstimme

Folgende Referenzstimme wurden verwendet:

Abbildung 14: ATCC7644 Abbildung 15: ATCC5579

L.monocytogenes L.monocytogenes

Abbildung 16: DSM20600

L.monocytogenes

Die Referenzstimme Punkt 1-3 wurde freundlicherweise von Prof. Schoder,

Veterindrmedizinischen Universitidt Wien, zur Verfligung gestellt.
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3.2.5.2 Kontaminationsvorgang

Die verwendeten oben genannten Referenzstimme wurden zu aller erst auf einem

kollektiven Medium wie Columbia Agar ausgestrichen und fiir 24 Stunden bei 37°

Celsius inkubiert.

Der nichste Schritt beinhaltete die Herstellung einer Keimsuspension:

Zwei bis drei sichtbare Finzelkolonien der unterschiedlichen Stimme wurden vorsichtig

mit einer Ose entnommen und in 7 ml Verdiinnungsmedium geldst und gut geschiittelt.

AnschlieBend wurden 1,25ml (=1250ul) mit einer automatischen Pipette zu dem zu

kontaminierenden Probenansatz ,,K* gegeben.

Die Kontamination erfolgte nur auf der Stufe der ersten Voranreicherung:

* Fraser - Anreicherungsbouillon (%2)
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3.2.5.3 Erstellen einer Verdiinnungsreihe

1 mi i mil 1 mil

W e | [EE |

11o® 17107 110t 1/10% 1/10%

-

g:

Spatelvarahren GuBkultur

!

o
g

Bebritung \\

Kolonien

Schematische Darstellung des Spatelverfahrens und der GuB-
kultur

Abbildung 17: Verdiinnungsreihe

Bei Untersuchungen von Lebensmittel muss stets eine Verdiinnungsreihe angelegt

werden, um die Keimzahl zu bestimmen.

Stufe 0 wurde vor Anlegen der Verdiinnungsreihe unter Verwendung einer Ose mit 2-3
Kolonien von Listeria monocytogenes (Blutagar) versetzt und gut geschiittelt. Dann

wurde jeweils 1ml in das ndchste Rohrchen pipettiert, bis Stufe 5.

0,Iml von Stufe 3, Stufe 4 und Stufe 5 wurde auf einem Columbia Agar pipettiert, mit
einem Glasspatel gut verteilt und bei 37° Celsius fiir 24 Stunden inkubiert. Es zeigte
sich im Verlauf der Probenuntersuchungen, dass ein Ausspateln von Stufe 0, Stufe 1 und

Stufe 2 nicht ndtig war, da die Kolonien nicht auszidhlbar waren.

Nach der Inkubation wurden die Kolonien ausgezéhlt, dokumentiert und ausgerechnet.



3.2.6 Konventionelle Methode

3.2.6.1 Untersuchung der Lebensmittelprobe — grafischer Uberblick

Einwiegen der Proben:

Nativer und kontaminierter Ansatz

Einwaage von 25g

Iy

Homogenisierung und erster Anreicherungsschritt:

Homogenisierung der Lebensmittelprobe in emem Stomacher

Zugabe von 250g Fraser- Anreicherungsbouillon ('2)

Iy

Teilen der Proben in 2 Ansétze zu je 125g¢:

Pro 250ml Glasflasche wurden 125g Probe eingewogen

]!

Kontamination eines der beiden Ansiétze:

Zugabe von 1,25ml Keimsuspension aus der Verdiinnungsstufe 0

Bebriitung: 30°Grad fiir 24 Stunden

Zweiter, seleMiveMicherungSSCMitt:
Entnahme von 0,1 ml aus jedem Ansatz

und

Transfer in Voll - Fraser — Anreicherungsbouillon (in 10ml Réhrchen)
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Fortsetzung:

Bebriitung: 37°Grad fiir 24 bis 48Stunde

Schwarze Farbung?

Selektionsschritt auf einem festen Nahrboden:

Verdiinnungsausstrich mit einer Ose aus dem Voll - Fraser — Anreicherungsbouillon auf

PALCAM - Agar

Bebriitung: 30°Grad fiir 24 bis 48Stunde

olivgriine-schwarze Féarbung?

%: Die olivgrine-schwarze Firbung nach Bebriitung des  Voll-Fraser-
Anreicherungsbouillons gibt keinen Aufschluss dariiber, ob die Probe bereits positiv
oder negativ zu bewerten ist. Eine Schwarzfirbung des bearbeiteten Voll-Fraser—
Anreicherungsbouillons gibt Aufschluss dariiber, dass Asculin hydrolisiert wurde,
jedoch hydrolisieren auch Enterokokken Asculin. Deshalb miissen beide Probenansitze,

auch wenn eines der beiden negativ erscheint, auf Agarplatten ausgestrichen werden,

um sie exakt beurteilen zu kénnen.
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Abbildung 18: Falsch positiv
erscheinende Lebensmittelprobe auf

PALCAM Agar

Linke Agarseite: ,,N* = falsch positiv

Rechte Agarseite: ,,K* = richtig positiv (absichtlich kontaminierte Probe)

3.2.6.2 Die Methode mit Ottaviani Agosti ready-to-use agar plates und
Chromoplate Listeria agar — grafischer Uberblick

Einwiegen der Proben:

Nativer und kontaminierter Ansatz

Einwaage von 25g

il

Homogenisierung und erster Anreicherungsschritt:

Homogenisierung der Lebensmittelprobe in einem Stomacher

Zugabe von 250g Fraser- Anreicherungsbouillon (%)

<L

Teilen der Proben in 2 Ansitze zu je 125¢:

Pro 250ml Glasflasche wurden 125g Probe eingewogen
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Fortsetzung:

Kontamination eines der beiden Ansétze:

Zugabe von 1,25ml Keimsuspension aus der Verdiinnungsstufe 0

Bebriitung: 30°Grad fiir 24 Stunden

Zweiter, selektiver Anreicherungsschritt:
Entnahme von 0,1 ml aus jedem Ansatz

und

Transfer in Voll - Fraser — Anreicherungsbouillon (in 10 ml Rohrchen)

Bebriitung: 37°Grad flir 24 bis 48Stunde

Schwarze Farbung?

Selektionsschritt auf einem festen Nihrboden:

Verdiinnungsausstrich mit einer Ose aus demVoll - Fraser — Anreicherungsbouillon auf

OAAund CLA - Agar

N
Bebriitung: OAA und CLA: 37° fiir 24 Stunden
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Fortsetzung:

Beurteilung der Farbung:
OAA: blaue Kolonien mit durchschemnender Hofbildung

CLA: blau-griine Kolonien

Positive Native Probe:

Endidentifikation mit API Listeria Testkit

N
Bebriitung: 37°Grad fiir 24 Stunden

Auswertung des API. Bewertung der Probe mit anschlieBender Protokollierun4

Abbildung 19: Falsch positiv

erscheinende Lebensmittelprobe auf OAA

Linke Agarseite: ,,N* = falsch positiv mit leicht triiber Hofbildung

Rechte Agarseite: ,,K*“ = richtig positiv mit deutlich sichtbarer Triibbung um den Hof

(absichtlich kontaminierte Lebensmittelprobe)
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Abbildung 20: Falsch positiv

erscheinende Lebensmittelprobe auf CLA

Rechte Agarseite: ,,N“ = falsch positiv (blau-griine Kolonien)

Linke Agarseite: ,,K* = richtig positiv (absichtlich kontaminierte Probe)

3.2.6.3 API Listeria Identifikationssystem

Im Zuge der konvetionellen Methoden wird fiir gewohnlich zur Endidentifikation das
Testkit ,,API Listeria 10 300“ von der Firma bioM¢éricux verwendet. Es ist ein
standardisiertes System zur Identifizierung von Listeria Species anhand von
minaturisierten Reaktionen und einer Datenbasis (Identifizierungssoftware apiweb™ ).

Dieses System ist fiir die in vitro Diagnostik geeignet.

In solch einer Verpackung befinden sich 10 Inkubationswannen, 10 API Listeria
Streifen, 10 Ampullen API Suspension Medium 2 ml, 1 Ampulle ZYM B Reagenz , 10
Ergebnisbldtter und 1 Arbeitsanleitung.

ZYM B Reagenz besteht aus:

Fast Blue BB (aktive Substanz) 0,12 ¢g
Methanol 40 ml
Dimethylsulfoxid (DMSO) 60 ml

Das Reagenz ist leicht entziindlich und giftig.
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Abbildung 21: ZYM B Reagenz

Prinzip:

API Listeria besteht aus 10 Mikrorohrchen, welche dehydrierte Substrate zum Nachweis
von Enzymaktivitit oder Kohlenhydratfermentation enthalten. Wahrend der Inkubation
entstehen Stoffwechselprodukte, welche Farbumschldge, entweder direkt oder nach
Zugabe der Reagenzien (Reagenz: ZYM B), bewirken. Nach einer Inkubation von 24
Stunden bei 37° Celsius wird der Streifen visuell mit Hilfe einer beiliegenden

Ablesetabelle ausgewertet [,,Arbeitsanleitung zu API Listeria*; Firma bioMérieux].
Arbeitsanleitung:

1. Herstellung einer Keimsuspension

Von den hidmolysierend-positiven Blutplatten werden einige typische Einzelkolonien
mit Hilfe eines Wattestdbchens entnommen und mit dem beiliegenden 2 ml
Suspensionsmedium aufgeschwemmt. Es sollte sich eher um junge Kolonien (18-24

Stunden) handeln.

2. Vorbereitung des Streifens

Zu Herstellung einer feuchten Kammer wird in die Inkubationswanne ungeféhr 2-3 ml
destilliertes Wasser eingefiillt und anschlieBend wird der Streifen mit den

Mikroréhrchen vorsichtig hineingelegt.

3. Beimpfen des Streifens

Mit einer Plastikpipette wird nun nach der Arbeitsanleitung die hergestellte

Keimsuspension in die Mikrordhrchen pipettiert. Man sollte vorsichtig arbeiten, damit
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keine Luftblasen in die Mikrorohrchen gelangen. Danach wird die Inkubationswanne
mit dem Deckel geschlossen und bei 37° Celsius fiir 18-24 Stunden in einer aeroben

Atmosphére inkubiert.

4. Ablesen des Streifens

Die Reagenzien werden hinzugegeben und innerhalb von 3 Minuten miissen die
Reaktionen mittels einer beiliegenden Ablesetabelle abgelesen werden, da spéter
Farbverdanderungen auftreten konnen. Die Reaktionen werden auf einem beiliegenden
Ergebnisblatt notiert und die Identifizierung erfolgt mit Hilfe eines numerischen Profils.

Die abschlieBende Identifizierung erhélt man durch Nachschlagen in der Profilliste.

Abbildung 22: API Listeria Testkit nach 24
stiindiger Bebriitung und Zugabe von ZYM B

Reagenz

Abbildung 23: API Listeria Ergebnisblatt
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4. Ergebnisse

4.1 Auswertung der Lebensmitteluntersuchungen

4.1.1 Probenverteilung

Probenverteilung

Roflml'Ch- Faschiertes
kase i
o (gemischt)
o 50%

Abbildung 24: Probenverteilung in Prozent (%)

Insgesamt 50 Lebensmittelproben wurden auf das Vorhandensein von Listeria
monocytogenes qualitativ untersucht. Es handelte sich hierbei zu 50% (n=25) um
Rohmilchkédse und zu 50% (n=25) um gemischtes faschiertes Fleisch. Das gemischte
faschierte Fleisch bestand aus gemischtem faschierten Rindfleisch und aus gemischtem
faschierten Schweinefleisch. Eine untersuchte Probe wurde dann als positiv beurteilt,
wenn Listeria monocytogenes auf mindestens einem Ndhrmedium identifiziert werden
konnte. Insgesamt wurden 36 richtig negative und 14 falsch positive Proben
ausgewertet. Von den insgesamt 25 Rohmilchkdseproben wurden 24% als richtig
negativ beurteilt und 1% als falsch positiv beurteilt. Es gab 0% richtig positive und 0%

falsch negative Rohmilchkiseproben.
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4.1.2 Probenbeurteilung

Probenbeurteilung

40
35 |
30 |

25
richtig negativ
20 B gneg

m falsch positiv
15

10 -

Probenanzahl

0 I

Insgesamt Rohmilchkase Faschiertes
(gemischt)

Abbildung 25: Probenbeurteilung der 50 Lebensmittelproben auf das

Vorkommen von Listeria monocytogenes

Die verschieden verwendeten Ndhrmedien zeigten unterschiedliche Zuverlédssigkeit

beim Nachweis von Listeria monocytogenes.

Probenbeurteilung auf PALCAM Agar

m falsch positiv
28%

@ richtig negativ
2%

Abbildung 26: Beurteilung der Proben auf PALCAM Agar
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Auf PALCAM Agar wurde der Mittelwert der falsch positiven und richtig negativen

KBE auf 25 mit einer Standardabweichung von gerundet 15,6 berechnet.

Probenbeurteilung auf OAA

m falsch positiv
28%

drichtig negativ
72%

Abbildung 27: Beurteilung der Proben auf OAA

Auf OAA wurde der Mittelwert der falsch positiven und richtig negativen KBE auf 25

mit einer Standardabweichung von gerundet 15,6 berechnet.

Probenbeurteilung auf Chromocult Listeria Selektiv Agar

m falsch positiv
26%

O richtig negativ
74%

Abbildung 28: Beurteilung der Proben auf Chromoplate Listeria Selektiv
Agar
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Auf Chromoplate Listeria Selektiv Agar wurde der Mittelwert der falsch positiven und
richtig negativen KBE auf 25 mit einer Standardabweichung von 16,97 berechnet (auf 2

Dezimalstellen gerundet).

4.1.3 Auswertung der nativen Lebensmittelproben

4.1.3.1 Gesamtauswertung

Bei den Untersuchungen der Lebensmittelproben konnte zwischen der konventionellen
Methode und der Methode nach Ottaviani Agosti ready-to-use agar plates und

Chromoplate Listeria Agar nicht all zu grof3e Unterschiede festgestellt werden.

Die konventionelle Methode wurde mit PALCAM Agar durchgefiihrt und zeigte bei
72% (n=36) ein richtig negatives Ergebnis. Bei 28% (n=14) wurde das Ergebnis als
falsch positiv bewertet. Es gab weder richtig positive noch falsch negative

Lebensmittelproben, weswegen auch keine Ergebnisse vorliegen.

Richtig Falsch Richtig Falsch
positiv positiv negativ negativ
Konv. - Methode 0 14,00% 36,00% 0
(PALCAM)

Von den 14 falsch positiven Kolonien wurden drei als grampositive Stdbchen, 13 als
grampositive Kokken (Mikrokokken), eins als grampositive Diplokokken und eins als
Bacillus cereus identifiziert. Es waren teilweise in einer Pobe verschiedene

Bakterienarten angesiedelt.

Aufgrund dieser Ergebnisse ergibt sich fiir PALCAM Agar eine Sensitivitdt von 0%,

eine Spezifitdt von 72% und eine Effizienz von 72%.

Bei der Methode nach Ottaviani Agosti ready-to-use agar plates und Chromoplate
Listeria Agar gab es bei den Untersuchungen der Lebensmittelproben nur geringe
Unterschiede. Wie auch bei der konventionellen Methode wurde bei der Methode nach

Ottaviani Agosti ready-to-use agar plates 72% (n=36) ein richtig negatives Ergebnis und
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bei 28% (n=14) ein falsch positives Ergebnis erzielt.

Bei der Methode nach Chromoplate Listeria Agar wurden 74% (n=37) der getesteten
Lebensmittelproben als richtig negativ bewertet und bei 26% (n=13) waren die
Ergebnisse falsch positiv. Ebenfalls bei diesen durchgefiihrten Methoden gab es weder

richtig positive noch falsch negative Ergebnisse.

Richtig positiv ~ Falsch positiv  Richtig negativ  Falsch negativ

Chromoplate 0 13,00% 37,00% 0
Listeria Agar

Wie auch bei PALCAM Agar und Ottaviani Agosti ready-to-use agar plates wurden bei
Chromoplate Listeria Agar bei den 13 falsch positive Kolonien 3 als grampositive
Stabchen, 13 als grampositive Kokken (Mikrokokken), 1 als grampositive Diplokokken
und 1 als Bacillus cereus identifiziert. Auch hier waren teilweise in einer Probe

verschiedene Bakterienarten angesiedelt.

Aus diesen Ergebnissen berechnet sich eine Sensitivitdt von 0%, eine Spezifitdt von

74% und eine Effizienz von 74%.

4.1.3.2 Rohmilchkise

Bei der konventionellen Methode wie auch bei Ottaviani Agosti ready-to-use agar plates
konnten von den insgesamt 25 getesteten Lebensmittel lediglich 4% (n=1) als falsch
positiv bewertet werden. Bei 96% (n=24) der Proben handelte es sich um richtig

negatives Ergebnis.

Richtig positiv | Falsch positiv | Richtig negativ | Falsch negativ

Konv. - 0 1,00% 24,00% 0
Methode
(PALCAM)

Bei der Verwendung von Chromoplate Listeria Agar gab es zu 100% (n=25) ein richtig

negatives Ergebnis. 0% (n=0) der Proben gaben ein falsch positives, falsch negatives
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Richtig positiv

Falsch positiv

Richtig negativ

Falsch negativ

Chromoplate

0

0

25,00%

0

Listeria Agar

4.1.3.3 Gemischtes Faschiertes

Insgesamt wurden 25 native Fleischproben auf das Vorhandensein von Listeria
monocytogenes untersucht. Bei der konventionellen Methode sowie auch bei Ottaviani
Agosti ready-to-use agar plates und Chromoplate Listeria Agar zeigten 52% (n=13) ein
falsch positives und 48% (n=12) ein richtig negatives Ergebnis. Es konnte bei den
getesteten Fleischproben kein Listeria monocytogenes gefunden werden, somit gab es

keine richtig positiven und keine falsch negativen Ergebnisse.

4.1.4 Auswertung der absichtlich kontaminierten Lebensmittelproben

Bei 100% (n=50) aller durchgefiihrten Lebensmitteluntersuchungen konnte bei der
absichtlichen Kontamination mit Listeria monocytogenes ein richtig positives Ergebnis
erzielt werden. Da in den nativen Lebensmittelproben Listeria monocytogenes nicht
nachgewiesen werden konnte, wurde ein API Listeria mit einer kontaminierten

Lebensmittelprobe durchgefiihrt.

Richtig positiv

Falsch positiv

Richtig negativ

Falsch negativ

Gesamt-

auswertung

50,00%

0

0

0




76

4.1.5 Auswertung der Referenzstimme

4.1.5.1 Erscheinungsbild von Listeria monocytogenes auf den verschiedenen

Nihrmedien

* PALCAM Agar

Die getesteten Listeria monocytogenes - Stimme zeigten nach 24 stiindiger Bebriitung
bei 30° Celsius die fiir sie typische Morphologie sowie Fiarbung. In allen absichtlich
kontaminierten Lebensmittelproben konnte aufgrund der Anreicherung mit Glucose im
PALCAM Agar Listeria monocytogenes wachsen. Aufgrund der fiir Listerien typischen
Asculinhydrolyse mit der Bildung von schwarz-braunem Eisen (III)-dsculetin wurde der
Néhrboden schwarz gefarbt und die Listerien Kolonien erschienen in einem griin-grauen

Farbton.

Eine weitere Bebriitung fiir 24 Stunden zeigte keine starke Verdnderung im Wachstum.

Abbildung 29: Listeria monocytogenes auf
PALCAM Agar

,, K= Kontamination

»N“ = Nativ
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« OAA

Bei allen 50 durchgefiihrten Lebensmitteluntersuchungen mit absichtlicher
Kontamination mit Listeria monocytogenes konnte auf OAA das typische

Erscheinungsbild sowie Farbung und opaquer Hofbildung nachgewiesen werden.

Nach 24 stiindiger Bebriitung bei 37° Celsius farbten sich die Kolonien blau-griin
(tiirkis) und wiesen eine deutliche Hofbildung auf. Wurde der Néhrboden weitere 24
Stunden bebriitet, iiberlappten sich teilweise die Hofe miteinander, sodass es schwierig
war die typischen Hofe zu erkennen. Die Durchfiihrung einer Identifizierung war
demnach nicht mehr eindeutig moglich, da die Hofbildung ein &ulerst wichtiges
Erscheinungsmerkmal darstellt. Auch einige andere grampositiven Bakterien zeigten auf

diesem Agar tiirkise Kolonien mit typischer Hotbildung.

Abbildung 30: Listeria monocytogenes auf OAA

,, K = Kontamination

,»N“ = Nativ
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* Chromoplate Listeria Selektiv Agar

Listeria monocytogenes erschien nach 24 stlindiger Bebriitung bei 37° Celsius als
helltiirkise Kolonien mit einem undurchsichtigen Hof auf dem Nahrboden. Teilweise
waren die Kolonien schwach gewachsen, weswegen sich eine weitere 24 stiindige
Bebriitung bewihrte. Andere grampositive Bakterien, wie Mikrokokken, wuchsen

ebenfalls auf dem Ndhrboden blau-griin.

Abbildung 31: Listeria monocytogenes auf

Chromoplate Listeria Selektiv Agar
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4.2 Auswertung der Wiederfindungsraten

Um die Wiederfindungsraten zwischen den unterschiedlichen Néhrmedien
herauszufinden und auszuwerten, wurde eine Verdiinnungsreihe angelegt und jeweils
0,1 ml von Stufe 3 bis Stufe 5 mittels Oberflichenspatelverfahren auf den
verschiedenen Medien verteilt. Nach den jeweiligen Inkubationszeiten beinhaltete der

nichste Schritt die Ndhrmedien auszuwerten.

Als Referenzmedium diente Columbia Agar (Blutagar).

4.2.1 Wiederfindungsrate mit ATCCS5579

Wiederfindungsraten

Prozent

Columbia OAA
Agar

PAL

Abbildung 32: Prozentuelle Angabe der Wiederfindungsraten von
ATCC5579 auf den diversen Nahrmedien in Bezug auf Columbia
Agar

Die fiir die Wiederfindungsrate relevanten Kolonien wurden bei OAA, Chromoplate
Listeria Selektiv Agar und Columbia Agar nach 24 Stunden ausgezidhlt. PALCAM Agar

konnte erst nach 48 Stunden ausgewertet werden, da zu wenig Wachstum herrschte, um
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die Kolonien zu zdhlen. Im Vergleich zu Columbia Agar (n=100%; KBE: 146,3x10°)
zeigte OAA eine Wiederfindung von 138,1% (KBE: 202x10°), Chromoplate Listeria
Selektiv Agar 154,5% (KBE: 226x10°) und PALCAM 102,3% (KBE: 149,7x10°).

Aufgrund dieser Ergebnisse geht hervor, dass die Wiederfindungsrate auf OAA,
Chromoplate Listeria Selektiv Agar sowie PALCAM Agar bedeutend besser ist als auf
Columbia Agar (=Kollektiv), da diese speziellen Ndhrmedien Néhrstoffe beinhalten, die
das Wachstum von Listerien fordern. Im Durchschnitt ergibt sich aus den Werten eine

Wiederfindungsrate von 131,6%.

Abbildung 33: Wiederfindungsrate OAA ~ Abbildung 34: Wiederfindungsrate
Blutagar

Abbildung 35: Wiederfindungsrate Abbildung 36: Wiederfindungsrate CLA
PALCAM
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4.2.2 Wiederfindungsrate mit ATCC7644

Wiederfindungsraten
180
160 |
140 |
- 120 |
@ 100 +
N
© 80 |
o 60 L
40
20
0 | | |
Columbia OAA CLA PAL
Agar

Abbildung 37: Prozentuelle Angabe der Wiederfindungsraten von
ATCC7644 auf den diversen Nédhrmedien in Bezug auf Columbia Agar

Die fiir die Wiederfindungsraten auszuzdhlenden Kolonien konnten bei Columbia Agar,
OAA und Chromoplate Listeria Selektiv Agar bereits nach 24 Stunden Bebriitung
ausgewertet werden, PALCAM Agar musste weitere 24 Stunden bebriitet werden, da die
Kolonien fiir eine Auszdhlung zu schwach gewachsen waren, um sie auswerten zu

konnen.

OAA zeigte im Vergleich zu Columbia Agar (n=100%, KBE: 164,3x10°) eine
Wiederfindung von 139,5% (KBE: 229,2x10°), Chromoplate Listeria Selektiv Agar
155,3% (KBE: 255,2x10°) und PALCAM 150,8% (KBE: 247,7x10°).

Auch bei diesem Listeria monocytogenes Stamm herrschte auf den speziellen
Nédhrmedien ein deutlich besseres Wachstum als auf dem Kollektivmedium, aufgrund

der spezifischen fiir L.monocytogenes wachstumsfordernden Inhaltsstoffen.

Im Durchschnitt ergibt sich hier aus den verschiedenen Werten eine Wiederfindungsrate

von 148,5%.
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4.2.3 Wiederfindungsrate mit DSM20600

Wiederfindungsraten

Prozent
o))
o
|
I

Columbia OAA CLA PAL
Agar

Abbildung 38: Prozentuelle Angabe der Wiederfindungsraten von
DSM20600 auf den diversen Nahrmedien in Bezug auf Columbia Agar

Aus Abbildung 46 ist deutlich erkennbar, dass hier die Wiederfindungsrate stark unter
dem Kollektivmedium (n=100%) liegt.

OAA zeigt im Vergleich zu Columbia Agar (KBE: 80,1x10°) eine Wiederfindungsrate
von 20,7% (KBE: 16,6x10°), Chromoplate Listeria Selektiv Agar 15,2%(KBE:12,2x10°)
und PALCAM 20,2% (KBE: 16,2x10°).

Es zeigt sich durchschnittlich aus diesen Werten eine Wiederfindungsrate von 18,7%.

DSM20600 zeigte generell wihrend der 50 Probenaufbereitungen ein eher schlechtes
Wachstum.
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5. Diskussion

Chromogene Nédhrmedien sind besonders wichtig fiir mikrobiologische Detektionen

pathogener Mikroorganismen.

In dieser Arbeit wurden insgesamt 50 Lebensmittelproben auf das Vorhandensein von
Listeria monocytogenes untersucht. Es wurde ein Vergleich zwischen konventioneller
Methode, unter Verwendung von PALCAM Agar und der Methode nach Ottaviani
Agosti ready-to-use agar plates und Chromoplate Listeria Agar hergestellt.

Die konventionelle Methode stiitzt sich beim Nachweis von Listeria monocytogenes auf
biochemische Eigenschaften. Da allerdings diese bestimmten Eigenschaften auch einer
Reihe von anderen Bakterien zugeschrieben wird und nicht nur einem Einzigen, kann es
relativ oft zu falsch positiven Ergebnissen kommen. Beim Nachweis von Listeria
monocytogenes besteht oft eine Beeinflussung durch Enterokokken oder Bacillen, die

auf PALCAM Agar ebenfalls eine B-Glucosidase Aktivitdt aufweisen.

Dies war auch in der erfolgten Untersuchung der Fall. Es wurden insgesamt 14 falsch
positive Ergebnisse erzielt, aber keine der Proben war richtig positiv. 36 der
untersuchten Proben waren richtig negativ. ALOA Medien zeigten in verschiedenen
Studien eine relativ hohe Sensitivitidt, in dieser Arbeit lag sie aufgrund der

ausschlieBlich falsch positiven Ergebnissen bei 0%.

Zum exakten Vergleich wurde bei der Durchfiihrung der Probenaufbereitungen stets
eine native und eine kontaminierte Probe untersucht, um  bessere

Vergleichsmdglichkeiten zu bekommen.

ALOA Medien zeigten auf der kontaminierten Seite der Platte bereits nach 24 stiindiger
Bebriitung das typische Erscheinungsbild von Listeria monocytogenes mit tlirkisen
Kolonien und opaquer Hofbildung. Nach weiteren 24 Stunden Bebriitung iiberlappten
sich allerdings die Hofe. Bei der Untersuchung und Auswertung der Wiederfindungsrate
wies das Ndahrmedium bei ATCC5579 im Vergleich zu Columbia Agar (n=100%) eine
Wiederfindung von 138,1% auf, welches ein deutlich besseres und genaueres Ergebnis

darstellt. Bei ATCC7644 betrug die Wiederfindungsrate im Vergleich zu Columbia Agar
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(n=100%) 138,5%. Auch dieser Referenzstamm =zeigte auf ALOA Medien ein
wesentlich genaueres Ergebnis. Nur bei DSM20600 lag die Wiederfindungsrate im
Vergleich zum Kollektivmedium (n=100%) nur 20,7%. Hochstwahrscheinlich ist dieser
Wert auf die Schwiche des Referenzstammes zuriickzufiihren. Bei diesem chromogenen
Nihrmedium kam es nie zu einer Anderung der Eigenfarbe des Agars. Allerdings
wuchsen oft grampositive Bakterien wie bsp. Mikrokokken auf dem Medium, nach
Durchfiihrung einer Gramfirbung konnten sie allerdings schnell von Listeria

monocytogenes unterschieden werden.

Chromoplate Listeria Selektiv Agar zeigte ebenfalls nach 24 Stunden Bebriitung auf
der kontaminierten Seite der Platte ein deutliches, typisches Wachstum von Listeria
monocytogenes. Die Kolonien erschienen in helltiirkis ohne Hofbildung. Die Kolonien
waren allerdings anfangs klein und manchmal undeutlich zu sehen, weswegen die Platte
fiir weitere 24 Stunden bebriitet wurde. Da es bei diesem Medium keine Hofbildung
gibt und es somit auch zu keiner Uberlappung kommen kann, ist es besonders beim
Auszdhlen der Kolonien besonders einfach. Beziiglich der Wiederfindungsrate konnte
festgestellt werden, dass im Vergleich zu Columbia Agar (n=100%) bei ATCC5579 eine
Wiederfindung von 154,5%, bei ATCC7644 155,3% und bei DSM20600 nur 15,2%.
DSM20600 zeigte demnach sehr geringe Wachstumsintensitét innerhalb der dezimalen

Verdiinnungsschritte, da seine Wiederfindung stark unter der des Kollektivmediums lag.

PALCAM Agar musste selbst gegossen werden, wodurch manchmal der Néhrboden
anfangs zu diinn/wenig gegossen wurde. Aus dem Grund kam es beim fraktionierten
Ausstreichen einige male zu Rissen im Agar. Die Bakterien wiesen aber dennoch ein
natiirliches Wachstum auf. Seine Wiederfindungsrate zeichnet sich im Vergleich zu
Columbia Agar, aufler bei DSM2060 mit 20,2%, durch eine stets hdhere

Wachstumsintensitit aus.

Daraus geht hervor, dass zwei der verwendeten Referenzstimme ein sehr gutes und
deutliches Wachstum aufzeigten, DSM20600 wuchs oft sehr klein und schwach. Bei der

Kontamination der Lebensmittel konnte er dennoch einwandfrei identifiziert werden.

AbschlieBend geht aus der vorgelegten Untersuchung hervor, dass die verwendeten

chromogenen Medien alle eine ausgezeichnete Wiederfindungsrate aufwiesen und
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verldssliche und deutliche Ergebnisse brachten.
Sie sind damit sehr gut geeignet in die konventionelle Untersuchung miteinbezogen zu

werden. ALOA wird auch in einer Studie als erstes Medium in den neuen ISO

Standardmethoden empfohlen [REISSBRODT, 2004].
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6. Zusammenfassung

50 Lebensmittelproben bestehend aus 25 Rohmilchkédseproben und 25 gemischtem
Faschierten-Proben wurden auf das Vorhandensein von Listeria monocytogenes

untersucht.

Um das Anwuchsverhalten zu evaluieren konnten zwei verschiedene chromogene
Néihrmedien wie Chromoplate Listeria Selektiv Agar (CLA) und Ottaviani Agosti
ready-to-use agar plates (OAA) im Vergleich zum konventionellen PALCAM Agar

verwendet werden.

Zur Beurteilung wurden bei allen drei Ndhrmedien die Wiederfindungsraten

herangezogen. Als Referenzmedium diente Columbia Agar.
Bei keinen der untersuchten Lebensmittelproben wuchs L.monocytogenes an.
36 Proben wurden als richtig negativ und 14 Proben als falsch positive Proben bewertet.

Falsch positive Ergebnisse traten bei allen drei Medien durch das Wachstum von

anderen grampositiven Mikroorganismen wie Mikrokokken, Stdbchen oder Bacillen auf.

Die Wiederfindungsraten aller drei getesteten Néhrmedien erbrachten deutliche und
genaue Ergebnisse, aufler bet DSM20600 lagen sie allesamt iiber der von Columbia

Agar.

OAA zeigte bei ATCC5579 eine Wiederfindungsrate von 138,1% und bei ATCC7644
138,5%, Chromoplate Listeria Selektiv Agar bei ATCC5579 154,5% und ATCC7644
155,3%, wiahrend PALCAM Agar bei ATCC5579 102,3% und ATCC7644 150,8%

aufwies.

Die ausgetesteten Nahrboden verhielten sich gleichartiges bzw. zeigten ein

zuverlédssiges und gut vergleichbares Ergebnis.

Zusammenfassend kann somit ausgesagt werden, dass sich alle gepriiften Ndhrmedien
wie Chromoplate Listeria Selektiv Agar, Ottaviani Agosti ready-to-use agar plates und

PALCAM Agar zur Identifizierung von Listeria monocytogenes gut geeignet sind.
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7. Summary

50 food samples consisting of 25 raw milk cheese samples and 25 mixed minced meat

samples were explored to the existence of Listeria monocytogenes.

To evaluate the foulingbehavior two different chromogenic plating media, Chromoplate
Listeria Selective Plate (CLA) and Ottaviani Agosti ready-to-use agar plates (OAA),

were used and compared to the conventional used PALCAM plate.

In all three plating media the recovery rate had been adducted for estimation. As

reference medium Columbia plate was pulled up.
L.monocytogenes grew in no tested food sample.
36 samples were assessed right negative and 14 samples false positive.

False positive results appeared in all three media as a consequence of growth of

different grampositive microorganisms just as micrococcoids, rods or bacills.

In all three tested plating media the recovery rate provided explicit and exact results,

aside from DSM20600 they all lay beyond Columbia plate.

OAA demonstrated at ATCC5579 a recovery rate of 138,1% and at ATCC7644 138,5%,
Chromoplate Listeria Selective plate at ATCC5579 154,5% and ATCC7644 155,3%,
whereas PALCAM plate showed at ATCC5579 102,3% and ATCC7644 150,8%.

All tested plating media behaved similiar alternatively indicated a reliable and

comparable result.

In summary it can be said that all analyzed plating media like Chromoplate Listeria
Selective plate, Ottaviani Agosti ready-to-use agar plates und PALCAM plate are

adequate for idenfication of Listeria monocytogenes.
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9. Anhang

Verwendete Abkiirzungen

bsp.
etc.
U.S.W.
ca.

pm

L. monocytogenes

h
MPa
kDa
kg

g
LLO

Ca2+

EU
KBE

HIV

(A%
MIJ

cm?

nm
RTE

HACCP

MMA
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Beispiel

Et ceterea
Und so weiter
zirka

Mikrometer

Listeria monocytogenes
Stunde(n)

Megapascal

kiloDalton

Kilogramm

Gramm

ListeriolysinO

Calcium

Européische Union
Kolonien bildende Einheiten
Milliliter

Liter

Kubikmillimeter
Human immunodeficiency virus

Ultraviolett
Megajoule

Quadratzentimeter

Nanometer

ready-to-eat
Hazard Analysis and Critical Control Points

Modified McBride Agar
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LPM Lithium chloride Phenylethanol Moxalactam Plating Agar
LEB Listeria Enrichment Broth

EB Enrichment Broth

FDA Food and Drug Administration

USA United States of America

USDA US Department of Agriculture

ISO International Organisation of Standardization
LMBA Listeria monocytogenes blood agar

spp. species pluralis

Fa. Familie

Corp. Corporation

PCR Polymerase Chain Reaction

Inc. Incorporated

CAMP Christi-Atkins-Munch-Petersen

H.S Schwefelwasserstoff

ALOA Agar Listeria according to Ottaviani and Agosti
LMBG Lebensmittel Bundesgesetz

NMKL Nordic Committee on Food Analysis

ul Mikroliter

u.a. Unter anderem

GIT Gastrointestinaltrakt

Verwendete Rechnungen

Sensitivitét (%) = richtig positiv x 100/richtig positiv + falsch negativ
Spezifitit (%) = richtig negativ x 100/richtig negativ + falsch positiv

Effizient (%) = (richtig positiv + richtig negativ) x 100/Probenanzahl
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