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Zum Nachweis von Salmonellen
in Eiprodukten und anderen Lebensmitteln

. (]
Von 1. Emmenegger

(Mitteilung aus dem kantonalen Laboratorium Basel, Vorstand: Dr. R. Miiller)

Allgemeine Gesichtspunkte

Die nach dem Entdecker Salmon benannten Keime der Typhus-Paratyphus-
Enteritis-Gruppe (Salmonellen- oder T.P.E.-Gruppe) sind vor allem Krankheits-
erreger des Menschen und der Haustiere. Da bekanntlich nach einer Paratyphus-
Epidemie ein Teil der Erkrankten jahrlang, oft sogar lebenslidnglich, Bakterien-
trager (Dauerausscheider) bleibt, diese latent infizierten Personen nach iiber-
standener Krankheit sich bester Gesundheit erfreuen konnen und daher keine
Ahnung haben, dass sie Triger und Ausscheider dieser pathogenen Organismen
sind, gewinnt der schnelle und sichere Nachweis obgenannter Bakterien an Be-
deutung.

Die Uebertragung von Salmonellen auf den Menschen durch Milch und
Milchprodukte kann nach Kdstl: ') nur vom infizierten Menschen stammen.

Die Moglichkeit einer Infektion durch Salmonellen aus dem Wasser scheint
nach Steiniger '?) erst gegeben zu sein, wenn ein gewisser Schwellenwert an Ty-
phus- oder Paratyphus-Bakterien iiberschritten wird. Diese Tatsache gilt nach
Kastli 1) auch fiir die Krankheitsanfilligkeit durch infizierte Milchprodukte fir
Brucella abortus Bang.

Salmonellen halten sich nach Steiniger 12) im Wasser nicht nur am Leben,
sondern konnen sich bei Anwesenheit von Eiweisstotfen mit Tyrosin- und Tryp-
tophanringkorper vermehren. Gefrieren schiadigt Salmonellen nicht, im Gegen-
teil vermehren sie sich in feuchten Eisschrianken schnell und verderben Lebens-
mittel (fauliger Geruch und Geschmack).

Untersuchungen tber die Thermostabilitat der Paratyphus-Enteritis-Erreger
und ihrer Toxine wurden von Reuter ?2) beschrieben. Danach totete eine 80 Mi-
nuten lange auf 70° C, eine 20 Minuten lange auf 75° C und eine wenige Augen-
blicke auf 80° C-Erhitzung 35 untersuchte Paratyphus-Enteritis-Stamme ab (21
Breslau-, 10 Gértner-, 2 Newport-Stamme, 1 Suipestifer- und 1 Schottmuller-
Stamm). Durch 2stiindiges Kochen oder durch 10stindige Erhitzung auf 75° G
verloren die 35 Versuchsstaimme jede im Tierversuch oder im menschlichen Ge-
nussversuch nachweisbare toxische Wirkung.

In der ganzen Schweiz wird seit 1957 gemadss Kreisschreiben des Fidg. Ge-
sundheitsamtes vom 11. Juli und 12. November 1957 (s. auch Mitteilung des
Kantonschemikers Basel-Stadt '7)) von Eierimporteuren gefordert, dass bakteriell
verunreinigte Eikonserven zur Kaltpraparation nicht benititzt werden und nur
mit folgender Kennzeichnung in den Verkehr gelangen diirfen: «Nur fiir Lebens-
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mittel zu verwenden, welche vor dem Konsum gut durchgebacken oder durchge-
kocht werden (mindestens 80° C)».

Hie und da stellten wir bei garantiert pasteurisierten Eikonserven, die zur
Untersuchung an unser Laboratorium eingesandt wurden, eine hohe Keimzahl
und das Vorhandensein von Escherichia coli fest, niemals aber die Anwesenheit
von Salmonellen. Bei der Herstellung von Eikonserven ist es vor allem wichtig,
dass die betreffende Ware an Ort und Stelle pasteurisiert wird, d.h. die Ent-
stechung von Toxinen verhindert wird, bevor das Produkt den Weg zum Ver-
braucher antritt.

Nach einer Mitteilung von P.D. Dr. H. Fey, Vet.-bakt. Institut der Universi-
tat Zirich (heute Professor und Vorsteher des Vet.-bakt. Instituts Bern, ab Jan.
1959 Leiter der Schweiz. Salmonella-Zentrale) sind die Endotoxine der Salmo-
nellen thermostabil. O-Antigene (= Korper Antigene) ertragen 3stiindiges Er-
- hitzen von 100° C. Vi (Virulenz)- und H (Geissel)-Antigene sind thermolabil.
Pasteurisation zerstort Salmonella-Bakterien, die O-Antigene und die Endoto-
xine aber bleiben erhalten.

Die Lebensfahigkeit von Salmonellen kann nach Mitscherlich '8) und Berg-
ner *%) in Kot bis 2 Jahre, in Jauche bis 90 Tage, in Wasser 32 Tage, in getrock-
netem Klarschlamm 180 Tage betragen. Nach Broek und Mom ') ist ein Fall
eines Paratyphustragers beschrieben worden, der pro Gramm Fakalien minde-
stens 450 Millionen S. Schottmiller-Bakterien abschied.

In stark verunreinigtem Wasser mit hoher Sauerstoffzehrung, ferner mit dem
Auftreten von Bacteriophagen und gewissen Ciliaten, gehen Salmonellen nach
einiger Zeit zugrunde.

Sumpf- und Wasservigel, insbesondere Mowen, Enten, ferner Schweine,
Fische u.a. sind oft Trager von S. typhi murium (Breslau), S. enteritidis (Gért-
ner) und S. paratyphi B (Schottmiiller).

Die im Februar 1956 im Sanatorium St. Anna in Luzern aufgetretene Epi-
demie vom Typus S. typhi murium und neuerdings im Juni/Juli 1958 in Basel
epidemisch aufgetretenen bakteriellen Lebensmittelvergiftungen vom Typus S.
paratyphus B (Schottmiiller) haben deutlich gezeigt, dass immer mit einem spo-
radischen Auftreten von Salmonellen-Infektionen zu rechnen ist.

Von den 311 Salmonella-Typen, deren biochemisches Verhalten von Kauff-
mann 4) im Standard-Werk der Enterobacteriaceae beschrieben wird, sind nach
Prof. Dr. H. Fey samtliche fiir den Menschen kontagios und kénnen septikdami-
sche, z.T. gastro-enteritische Erkrankungen hervorrufen.

Die wichtigsten Paratyphus-Enteritis-Erkrankungen des Menschen werden
nach Kolle-Hetsch ), Miiller ®) und Hallmann ') durch folgende Salmonellen

erzeugt:

Paratyphus A-Bakterien: S. paratyphi A; sie sind vor allem in den Tropen,
Ost- und Kleinasien heimisch.

Paratyphus B-Bakterien: S. paratyphi B (S. Schottmiilleri),
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S. typhi murium (Typ Breslau) sind die wichtigsten Vertreter der Lebens-
mittel- und Wasservergiftungen. Die Uebertragung erfolgt hauptsachlich
durch Kontaktinfektion (sog. Schmierinfektion) oder durch infizierte Nah-
rungsmittel, wie z.B. Milch, Wasser, Gemiise, Obst, infizierte Enteneier, Au-
stern usw. Sie verursachen hauptsachlich Gruppen- oder Massenerkrankun-
gen. Die Inkubationszeit betragt nur wenige Stunden. Die Letalitat betragt:
1 bis 4 %/o. Viele Enteritisbazillen sind bei Tieren, insbesondere bei Rindern,
Schweinen, Enten und anderem Gefliigel als Erreger sporadischer oder seu-
chenhaft auftretender Infektionen festgestellt worden.

Paratyphus CG-Bakterien: S. paratyphi C sind Vertreter typhoser Fieber.
Der Typus S. cholerae suis (Suipestifer) wurde in Amerika bei der Schweine-
pest nachgewiesen und kann als Erreger gastro-enteritischer und paratypho-
ser Erkrankungen beim Menschen angetroffen werden.

S. thompson, S. oranienburg, S. montevideo u.a. kommen gelegentlich in Ei-
produkten vor, z.B. in aus China und den USA importiertem Hithnereiweiss.
Demeter 2') erwdhnt von ithm beobachtete Nahrungsmittelvergiftungen durch
S. cholerae suis nach Gebrauch von importiertem chinesischem Eigelb.

Bakterielle Lebensmittelvergiftungen

Hieher gehoren vorwiegend Erreger, die fahig sind, beim Menschen Infek-
tionen oder Intoxikationen herbeizufithren besonders im Zusammenhang mit
dem Genuss von Lebensmitteln.

a) Gruppe der Enteritis-Gdértner-Bakterien: durch sie werden 20 bis 30 %/
der bakteriellen Lebensmittelvergiftungen verursacht. Infiziert sind meistens
Schlachthausprodukte. Die haufigsten Vertreter sind: S. typhi murium (Bres-
lau) 50 bis 70 %0 und S. enteritis (Gartner) 20 bis 30 %/o. Sie wirken zundchst
durch die Ausscheidung der Toxine in die betreffenden Speisen, ausserdem durch
das Vorhandensein lebender Bakterien. Massenerkrankungen durch roh genos-
senes Hackfleisch und Milchepidemien treten nicht selten auf. Enteneier konnen
S. typhi murium und S. enteritis enthalten und rufen die typischen Entenei-In-
fektionen hervor nach Genuss roher oder ungentigend erhitzter Enteneier, z.B.
als Mayonnaise in Kartoffelsalat. Nach einer kurzen Inkubationszeit von 2 bis
16 Stunden rufen sie heftig auftretende gastroenteritische Erkrankungen hervor.

b) Lebensmittel konnen ferner von Botulinus-, Typhus-, Cholera-, Ruhr-
und Bang-Bakterien befallen sein.

Die Haufigkeit des Auftretens von
Paratyphus-Enteritis-Bakterien bei Tieren

Folgende Tiere konnen nach Drdger *) mit Enteritis-Bakterien befallen sein:
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Tabelle 1

Pferd Rind Kalb Schweir! Schaf Ente Taube Summe

/o /o % 0/a } /o /o U 0/o

Gartner 0.6 15,0 48.6 1.0 0,4 65,6
Breslau 2,3 10.4 5,8 2,0 0,2 0,6 0,3 216
Paratyphus B 0,3 ! 0,3
Abortus equi 2.4 : 24
Suipestifer 4,2 | 4,2

Lebensmittelschddigungen durch S. typhi murium (Breslau) sind nach Ver-
zehren von Enteneiern in Deutschland hiufig vorgekommen. So diirfen nun z.B.
in Deutschland nach behérdlicher Anordnung und Verfiigung *) seit 1954 zum
menschlichen Genuss bestimmte Enteneier nur dann zum Verkauf vorratig ge-
halten, verkauft oder in den Verkehr gebracht werden, wenn sie die deutlich
lesbare Aufschrift tragen: Entenei!, vor Gebrauch mindestens 10 Minuten kochen
oder in Backofenhitze durchbacken! Die eidg. Lebensmittelverordnung verlangt
seit 1946, dass Behalter, in welchen Enteneier zum Verkauf gelangen, die Auf-
schrift «Enteneier, nur gut gekocht zu geniessen» tragen missen.

Enteneier sollen zur Verhiitung von Gesundheitsschidigungen nicht roh oder
weichgekocht verzehrt und nicht zur Herstellung von Puddings, Mayonnaise,
Rithrei, Pfannkuchen, Torten, Créme, Speiseeis und ahnlichen Zubereitungen
verwendet werden, bei deren Herstellung nicht eine die ganze Masse durchdrin-
gende Erhitzung auf mindestens 100° C wihrend mindestens 10 Minuten lang
gewahrleistet ist.

Zeman **) berichtet von einer Paratyphus C- Infektlon in Ludwigsburg (1947)
nach dem Genuss von Riihreiern, die aus Trockeneipulver zubereitet wurden.
Die Salmonellen entstammten dem Hithnerkot. 45 Personen wurden von einer
Gastroenteritis befallen.

Wichtig erscheint der Hinweis, dass Trockeneispeisen, die sofort nach dem
Anrthren mit Wasser gekocht oder gebraten werden, praktisch frei von Salmo-
nellen oder deren Toxinen sind. Ueber das Eindringen von pathogenen Bak-
terien in das Hithnerei durch die Eischale liegen zahlreiche Abhandlungen vor.
Hier werden kurz die Befunde von Lange %), Grossfeld 2°) und Sachs-Miike *%)
beschrieben.

Das Eindringen der Keime in das Ei geschieht entweder vor der Ausbildung
der Eischale durch den Eileiter bei der Begattung oder nachtraglich' durch die
Poren der Kalkschale des gelegten Eies. Als Hauptinfektionsweg gilt die Keim-
durchlassigkeit der Eischale. Alte Eier werden von Bakterien und Pilzen leichter
und schneller befallen als ganz frische, deren Schalen gegen das Eindringen von
Fremdkeimen ausserordentlich widerstandsfahig sind. Das Eiweiss frischer Eier
erweist sich als stark keimtotend, wahrend Dotter ein gtunstiger Nahrboden ist.
Bei linger gelagerten Eiern andert sich jedoch die Bactericidie des Eiweisses.
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Eier, die mit- Hithnerkot beschmutzt sind, bedeuten eine grosse Infektions-
gefahr. Ein Teil der Keime findet bald den Weg durch die Poren der Eischale.
Die Lagerfdhigkeit der Eier, also ihr Widerstand gegen Infektion, ist in hohem
Masse eine individuelle Eigenschaft der einzelnen Henne. Mit dem Alter der
Henne nimmt die Schutzwirkung des Hithnereiweisses ab, d.h. die Zahl der infi-
zierten Eier zu. Coli-, Typhus-, Paratyphus B-, Gartner- und Botulinus-Bak-
terien besassen nach Lange *°) die Fahigkeit, die intakte Eiwand eines Hihner-
eies zu durchdringen und gelangten bis in das Eigelb hinein. Eine Temperatur
von 100° C vermag obgenannte Bakterien (mit Ausnahme des Bac. botulinus)
erst nach 8§ Minuten 1im Eigelb abzutoten.

Besonders gross ist die Infektionsgefahr durch pathogene Keime bei Enten-
eiern, wenn die Enten mit infiziertem Teichwasser in Bertihrung kommen. Beim
Begattungsakt der Enten auf verschmutztem Wasser kénnen leicht pathogene
Keime in den Eileiter und damit in das Ei selbst gelangen.

Eigene Untersuchungen

Im kantonalen Laboratorium Basel-Stadt wurden im Zeitraum von etwa
11/> Jahren folgende, uns von privater Seite oder von Zollamtern zur bakterio-
logischen Untersuchung eingesandte Eiprodukte auf das Vorhandensein von E.
coli und Salmonellen untersucht: |

Tabelle 2

Einzesandte Proben Herkunfesland
Trockeneiklar in Kristallen Holland, Japan, USA, China
Gefriervollei Argentinien, Polen, Kanada
Hiihnereigelb, gefroren Frankreich
Hiuhnereiweiss, gefroren West-Deutschland
Hiuhnervollei, gefroren Argentinien
Trockeneigelb Eritrea, Aethiopien, China, USA
Hithnervolleipulver Polen, USA, China

Insgesamt wurden in unserem Laboratorium bis Ende 1958, in einem Zeit-
raum von etwa 1'/2 Jahren, 353 Salmonellen-Untersuchungen durchgefiihrt, wo-
bei sich 42 Produkte (= 11,9 %) als mit Salmonellen infiziert erwiesen.

Ferner wurden anschliessend an die aufgetretenen bakteriellen Lebensmittel-
- vergiftungen in Basel (Juni/Juli 1958), bei denen der Typus S. Schottmiiller
isoliert werden konnte, etwa 132 Proben von Milch, Gemiise (in- und auslan-
disch), Glacen, Kise und Wasser der Salmonellen-Untersuchung unterzogen,
mit negativem Erfolg.

Die von uns mit biochemischen und serologischen Methoden als positiv mit
Salmonellen infizierten Eiprodukte wurden zur Typenbestimmung an das Vet.-
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bakt. Institut der Universitat Zirich eingesandt: Dabei wurden folgende Salmo-
nellen nachgewiesen:

Tabelle 3
Hithnervolleipulver aus China enthielt S. potsdam
Trockeneigelbpulver aus Aethiopien enthielt S. eastburne
Trockeneigelbpulver aus Eritrea enthielt S. typhi murium
Trockeneiklar in Kristallen aus USA enthielt S. oranienburg
enthielt S. montevideo
enthielt S. tennessée
enthielt S. thompson

Seit der Einfihrung der Pasteurisation fiir Eiprodukte in Polen und China
sind die importierten Produkte meistens frei von Salmonellen, was hingegen bei
amerikanischen Eiprodukten, die nicht pasteurisiert sind, nicht der Fall ist. In
letzter Zeit wird vom Kaufer immer mehr die Forderung aufgestellt, dass die
Eiprodukte sowohl frei von Salmonellen als auch von E. coli sein sollen. Aus
diesem Grunde bestimmen wir jeweils, ob in 0,1 g der betreffenden Ware E. coli
vorhanden ist.

Es besteht keine Parallelitat zwischen dem Vorkommen von Salmonellen und
E. coli in Eiprodukten. Es scheint vielmehr so zu sein, wie dies Steiniger 12) fiir
pathogene Wassermikroorganismen beschreibt: «Der Coli-Titer kann dazu die-
nen, die Moglichkeit einer Verunreinigung mit pathogenen Darmkeimen mehr
qualitativ zu beurteilen. Doch ist schon im Trinkwasser keineswegs wahrschein-
lich, dass die Gefahr einer solchen Verunreinigung um so grosser ist, je hoher
der Coli-Titer liegt. Im Abwasser vollends kann sogar die umgekehrte Beziechung
bestehen, da Bacterium coli, wie man schon aus der bakteriologischen Kultur
weiss, die Salmonellen iiberwuchern kann. Nach Bail wachsen Coli-Bakterien
schneller als Typhus-Bakterien, gegentiber Paratyphus B-Bakterien wachsen sie
gleich schnell; eine Begriindung dafiir, dass man Salmonellen paratyphi B in den
meisten Fallen zahlreicher als andere Salmonellen im Wasser vorfindet».

Experimentelles zum Nachweis von Salmonellen
in Eiprodukten und anderen Lebensmitteln

a) Der Nachweis in (Wasser:

Nach Grossmann und Beling 1°)31), Miiller 7)?), Beger®), Hallmann ') pag.
547 und eigenen Untersuchungen mit S. typhi murium und S. enteritis gelingt
der Nachweis von Keimen der Typhus-Paratyphusgruppe mit Hilfe des Mem-
branfilterverfahrens sehr gut in Wasser und Abwasser bei Filtration von einigen
Litern Wasser, je nach dem vermuteten Verunreinigungsgrad.

Die Membranfilter werden nach der Filtration auf den elektiven Wismut-
Sulfitagar nach Wilson und Blair gelegt und 20 bis 24 Stunden bei 37° C be-
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britet. Typhus- und Paratyphuskolonien wachsen so dhnlich, dass sie nur durch
serologische und biochemische Nachweismethoden differenziert werden konnen.

Typhus- und Paratyphusbakterien wachsen als silberschwarze Kolonien, die
von einem silberglinzenden metallischen Hof umgeben sind. Es treten nach
Grosmann und Beling 3') auch griine Kolonien mit hellem Hof, braun-grine
Kolonien mit schwarzem Zentrum auf. Als diagnostisch wichtigstes Merkmal
gilt fiir Stimme der Salmonellagruppe die Ausbildung von mehr oder weniger
schwarz bis braunen Flecken auf dem Agar an Stelle des Koloniewachstums.

Begleitbakterien wie Coli, Proteus usw. werden entweder gehemmt oder
wachsen, da ihnen die Fahigkeit der Reduktion von Wismutsulfit zu schwarzem
Sulfid fehlt, in farblosen Kolonien.

b) Der Nachweis in Eiprodukten und anderen Lebensmatteln:

Im kantonalen Laboratorium Basel-Stadt verwenden wir seit Juli 1957 mit
Erfolg folgenden Nachweisgang: nach Osborne und Stokes 3°), Stokes und Os-
borne?®’), Hajna und Damon *®) und Byrne, Rayman und Schneider 3%), siehe
auch bei Wells, Bergquist und Forsythe 3%) Taylor, Silliker und Andrews 33), Sil-
liker und Taylor **), Taylor und Silliker ).

2 g der zu untersuchenden Substanz (=1/10 Inocculum), die evtl. in sterili-
siertem Morser mit Pistill fein zerrieben wird, fiihrt man in je einmal wochent-
lich frisch zubereitetes Tetrathionatbouillon-(Tetrathionat-Broth-Base, Difco)-
bzw. Selenit-Brillantgriin-Bouillonréhrchen nach Stokes und Osborne *7) unter
aseptischen Bedingungen iiber. Die Bouillonréhrchen enthalten etwa 10 ccm der
entsprechenden Anreicherungsbouillon. Diese beiden Anreicherungskulturen fir
Salmonellen, die das Wachstum der Begleitbakterien (Coli, Proteus u.a.m.) hem-
men, bebriitet man bei 37° C wihrend 18 bis 24 Stunden.

Aus den Anreicherungskulturen werden mit abgeflammter Kapillarpipette
oder mit einer Platinose je ein Tropfen auf vorher getrocknete Endo-, Mc Kon-
key-, SS- und Wilson-Blair-Agarplatten tiberimpft und verstrichen (alles Difco-
Nihrboden). Diese Elektivnahrboden werden 24 Stunden bei 37° C bebriitet
(Wilson-Blairagar evtl. 48 Stunden lang).

Helle, transparente, glasige Oberflachenkolonien auf Endo-, Mc Konkey-
und SS-Agar, sowie auf Wilson-Blairagar schwarze, metallisch glanzende Kolo-
nien sind Salmonella-verdachtig.

Einige verdidchtige Kolonien werden mit der Platindse auf einem Objekt-
trager verrieben und mit je einem Tropfen Salmonella-O-Antiserum (polyva-
lent anti= 111, 111 TV V; VI, VIL VI EX X0 X1 XV, XXV, bezogen bei
Veterinaria AG, Ziirich, oder Schweiz. Serum- und Impfinstitut Bern) durch-
mischt. Tritt Agglutination nach spatestens 3 Minuten auf, so kontrolliert man,
ob die Kolonie mit einem Tropfen physiologischer Kochsalzlosung oder mit
einem Tropfen Normalserum des Rindes Agglutination erzeugt. Ware dies der
Fall, so nennt man diese Art der Agglutination: Spontanagglutination ohne Ge-
genwart von Antikorpern. Das Salmonella-O-Antiserum (polyvalent) aggluti-
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niert etwa 200 Stamme der Gruppen A, B, C, D, E. Tritt mit Salmonella-O-
Antiserum keine Agglutination auf, wiederholt man das Prozedere mit Shigella-
Antiserum (poly\f'l ent). Shigella (Ruhr) ist zwar fir Tiere fremd, doch kénnte
moglicherweise eine Infektion durch den Menschen stattgefunden haben.

Welche Kolonien von den vier verwendeten Elektivnahrboden zur Aggluti-
nation herangezogen werden, spielt keine Rolle.

Bei aufgetretener Agglutination mit Salmonella-O-Antiserum ist eine wei-
tere Differenzierung und Reinkultivierung mit folgenden vier biochemischen
Nahrmedien unerlasslich:

1. Anlegen einer Stich- und Strichkultur auf Triple-Sugar-Iron-Agar (Difco).
Ablesen der Reaktion (Gasbildung, Verfarbung, H2S-Bildung) nach 8, 16
und 24 Stunden bei 37 C Bebriitung.

2. Beimpfen eines Urea-Bouillonréhrchens (Difco Urea-Broth- Concentrate ver-
dinnt). Die Kolonie wird zu diesem Zweck an der Innenwand des Rohrchens
verrieben. Tritt nach 24 Stunden bei 37° C Bebriitung eine Rotfarbung auf,
herrtthrend vom Abbau des Harnstoffes zu Ammoniak, so ist die Kolonie mit
Proteus infiziert.

3. Beimpfen eines Indolbouillonréhrchens mit der verdachtigen Kolonie und
Bebriitung 24 Stunden bei 37° C. Nachher Zugabe von p-dimethylamino-
benzaldehyd. Tritt eine Rotfarbung auf, so ist E. coli vorhanden (Indol posi-
tiv). Salmonellen sind Indol-negativ.

4. Beimpfen eines Milchzuckerbouillon-Garréhrchens. Tritt nach 48 Stunden

bei 37° C Bebriitung Gasbildung auf, so spricht dies fir die Anwesenheit von
E. coli.

Zur Beurteilung der auftretenden Reaktionen dieser biochemischen Unter-
suchungsreihe, 31ehe auch im Difco Manual 1) pag. 160/161.

Das Wachstum von glasigen, farblosen, transparenten Kolonien auf SS- und
Mec Konkeyagar, Agglutination mit polyvalentem Antiserum und Wachstum mit
H=S-Bildung auf Triple-Sugar-Ironagar ist fiir Salmonellen typisch.

Zur weiteren Typenbestimmung mit monovalentem Antiserum werden aus
den verdachtigen Kolonien Reinkulturen angelegt entweder auf Fleischwasser-
peptonagar oder auf Blauagar und die gewachsenen Kolonien zur Typenbestim-
mung an die Salmonella-Zentrale Bern, z.H. von Prof. Dr. H. Fey, eingesandt.

Urea-Bouillon und Triple-Sugar-Ironagar sollten wenn moéglich nur mit
Remkulturen von Salmonellen beimpft werden, da sonst unsichere Resultate
entstehen. Eine Ruckimpfung in Selenitbouillon unter vorheriger Verdinnung
in physiologischer Kochsalzlosung und mit weiterer Behandlung wie oben be-
schrieben, erlaubt oft eine Reinziichtung der Salmonellen; andernfalls ist auch
eine Passage iiber Blauagar nttzlich.

Obwohl sicherheitshalber zur Isolierung von Salmonellen zwei Anreiche-
rungsbouillons verwendet werden sollten, bentitzen wir seit langerer Zeit nur
noch die Selenit-Brillantgriin-Anreicherungsbouillon, da es sich gezeigt hat,
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dass in den meisten Féllen bei Paralleluntersuchungen der Nachweis von Sal-
monellen aus dem Tetrathionat-Broth-Base -Medium (Difco) nicht gelingt, wie
ibrigens auch von Taylor, Silliker und Andrews *3) beschrieben wird.

Die Selenit-Brillantgriin-Bouillon setzt sich wie folgt zusammen: (nach Sto-
kes und Osborne *”) und Osborne und Stokes *°))

Pepton (Difco) 0,5 %
Hefeextrakt (Difco) 0,5 %0
Mannit 0,5 %0

Na-Taurocholat (Difco) 0,1 %

Alle 4 Substanzen mischen wir gut und zerreiben sie im Morser zu einer
homogenen Masse. Wir bewahren sie dann im Kihlschrank vorratig auf. Von
dieser Mischung wagen wir bei der Herstellung der Selenit-Brillantgrin-Bouil-
lon 1,6 g pro 100 ccm Bouillon in einen sterilen Erlenmeyerkolben ab, der eine
Marke bei 100 ccm enthalt.

Dazu geben wir noch:

Na-Selenit 0,4 %0
Sulfapyridin 0,05 %o (= eine kleine Spatelspitze)

(Sulfapyridin beziehen wir bei der Veterinaria AG, Ziirich)

Etwa 80 bis 90 ccm steriles destilliertes Wasser wird beigefiigt, einige Tropfen
5n- HCI, bis das pH=7,0 (prifen mit pH-Papier!).
Brillantgriinlésung 1 ccm

(0,5 g Brillantgrin, Difco, pro Liter dest. Wasser, die Losung kann vorratig

halt den).
gehalten wer en) Phosphatpuffer (pH 7,0) 10 cem

Dieser wird hergestellt durch Mischen angemessener Menge von 0,25 molaren
Losungen von KH2PO4 und K:HPO4 zu einer Losung mit einem pH von 7,0.
Diese Lésung wird dem Medium in einem Verhiltnis von 1 : 10 zugesetzt.

34,01 g KH2PO4 und 43,54 g K2HPOu pro Liter dest. Wasser losen, !/ Stunde
im Dampftopf sterilisieren. Die Pufferlosung kann unter aseptischen Bedingun-
gen vorratig gehalten werden. Davon je 10 ccm pro 100 cem Bouillon mit steriler
Pipette geben.

Nachdem alle Substanzen und Losungen in den sterilen Erlenmeyerkolben
gebracht worden sind, fullen wir denselben mit sterilem dest. Wasser bis zur
Marke 100 ccm auf. Alle Substanzen 16sen sich durch kurzes Schiitteln gut auf.

Von dieser Selenit-Brillantgriin-Bouillon geben wir in sterile Réhrchen je
etwa 10 ccm sowie das entsprechende Untersuchungsmaterial (mindestens 1/10
hievon) und bebriiten die Réhrchen wéhrend 18 Stunden bei 37° C.

Der weitere Untersuchungsgang ist oben beschrieben.

Die nach dieser Art und Weise hergestellte Selenit-Brillantgriin-Bouillon
kann eine Woche im Kiithlschrank vorritig gehalten werden, muss also bei Ge-
brauch nicht jedesmal frisch hergestellt werden.
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Herstellung des Bromthymolblauagars (= Blauagarplatte)

. Diese Blauagarplatte dient zum Reinziichten von Salmonellen. Das Rezept
stammt aus dem Vet.-bakt. Institut der Universitat Ziirich.

Pro Liter dest. Wasser lost man:

Fadenagar 20 g
Liebigs Fleischextrakt 5g
Pepton Witte 5g
Dinatriumphosphat 2g
NaCl (jodfrei) 5g
pH = 7,4. Losen der Substanzen, aufkochen, durch Gaze
filtrieren. Zugabe von Natriumthiosulfat lg
Bromthymolblau 40 ccm

(1 g Bromthymolblau in 25 ccm 0,1-n NaOH und 475 ccm
dest. Wasser 16sen, kann vorritig gehalten werden).

Lactose 10 g
Kristallviolett 5 ccm

(1 g Kristallviolett pro Liter dest. Wasser, kann vorritig
gehalten werden).

Tabelle 4
Biochemische Reihe der Reinkulturen nach 24 Stunden Bebriitung bei 37° C
S. typhi- S. ente- Prot. Prot. E. coli Klebsiella
murium ritis vulg. mirab. 275 (A. aerog.)
Urea e piks} S 4 —~ )
Mll}({:h- a o bl 4 b -+
zucker
Indol = e + il o adl
Citrat — — — — - I
Stich schwarz | schwarz | gelb schwarz | gelb gelb
gé;ilre_- g)adhe]; rot rot gelb rot gelb gelb
| T TR LRSS i sl SVREC (RIS N R SR PRI RS
Agar Strich schwarz | schwarz | schwarz | schwarz | gelb gelb
Gas -+, = —- — — —
Aggluti- i i S L §is £
nation
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Im Dampftopf 30 Minuten sterilisieren.
Farbe des Agars: blaugriin. Kontrollieren und evtl. mit 10 %o HCI korrigie-
ren. Salmonellen wachsen blau, E. coli gelb.

Mit Reinkulturen, die wir von P. D. Dr. H. Fey, Vet.-bakt. Institut der Uni-
versitat Zurich erhalten haben, priften wir das biochemische Verhalten, die
Wachstumsaspekte und die serologische Agglutination auf den verwendeten

Nahrboden.

Tabelle 5

Die Elektivnihrbioden zeigten nach 24 Stunden Bebriitung bei 37° C folgende
makroskopische Wachstumsaspekte:

S. typhi- S. ente- Prot. Prot. E. coli Klebsiella
murium ‘ ritis ’ vulg. ‘ mirab. 275 (A. aerog.)
] [arblose,
Mc Konkey- farblose, helle, transparente l(;)ligrfl ) schleimige
Agar Oberflichenkolonien P Oberfl.-
Kolonien :
Kolonien
farblose, helle, Kein b rote Oberll.-Kolonien
SS-Agar transparente Ober- | Wachs- P o weniger
flachenkolonien tum Kolonien | iippig lippig
Wilson- schwarze Kolonien Kein e
Blair- mit metall. Hof. Wachs- g : Kein Wachstum
Agar Braune Umrandung | tum Rolonien
fast farblose, Fuchsin e Fuchsin rote
Endo-Agar | leicht rosarote glinzende| . v . glinzende | Kolonien,
Kolonien Kolonien alon Kolonien | schleimig
gelbe blaue
Blau-Agar | blaue Kolonien blaue Kolonien Kolonien, | Kolonien,
schleimig | schleimig
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Zusammenfassung

1. Eikonserven missen an Ort und Stelle der Herstellung pasteurisiert werden, um die
Entstehung von Toxinen zu verhindern.

2. Samtliche bisher isolierten Salmonellen-Stimme sind nach Kauffmann und Fey fir
den Menschen kontagids.

3. In den untersuchten Eiprodukten erwiesen sich etwa 1299 der Proben als mit Sal-
monellen infiziert. Wir isolierten: S. potsdam, S. eastburne, S. typhi murium, S. ora-
nienburg, S. montevideo, S. tennessée, S. thompson.

4. Es besteht keine Parallelitat zwischen dem Vorkommen von Salmonellen und E. coli
in Eiprodukten.

5. In Wasser und Abwasser gelingt der Nachweis von Keimen der Typhus-Paratyphus-
gruppe mit Hilfe des Membranfilterverfahrens.

6. Es wird ein fiir den Nachweis von Salmonellen in Eiprodukten gilinstiges Anreiche-
rungsmilieu (Selenit-Brillantgrin-Bouillon nach Osborne und Stokes) beschrieben.
Bei Verwendung weiterer biochemischer und serologischer Methoden — wie beschrie-
ben — gelingt der Nachweis von Salmonellen in Eiprodukten sehr gut.

7. Das biochemische Verhalten und die makroskopischen Wachstumsaspekte von einigen
Reinkulturen werden beschrieben.

Herrn Prof. Dr. H. Fey vom Vet.-bakt. Institut der Universitit Bern und Herrn H.
Gasser vom Laboratorium des Stadt-Chemikers Zirich danke ich bestens fiur die mir
erteilten guten Ratschlédge.

Résume
Examen de conserves d'ceufs et d’autres denrées alimentaires quant a la présence de
Salmonelles. 12 %o des conserves d’ceufs examinées étaient infectées par ces organismes.
Il n’y a pas de parallélisme entre la présence de Salmonelles et d’E. coli dans les ceufs
et les conserves d’ceufs.

Le milieu d’Osborne et de Stokes (bouillon au sélénite de Na et vert-brillant) con-
vient bien a la culture des Salmonelles car il freine le développement des bactéries (Coli,
Proteus, etc.) qui les accompagnent.

Summary

Bacteriological examination of egg products and other foodstuffs regarding the
presence of Salmonellas. These organisms have been found in 12 % of the examined egg
products.

The Osborne and Stoke’s medium (broth containing Na selenite and Brilliant Green)
has been found suitable for the culture of Salmonellas.
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