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1 1 Einleitung

1 Einleitung

Im Jahr 2009 wurden in Deutschland vom Robert-Koch-Institut 31.185 Falle von
Salmonellose, 62.269 Falle von Campylobacteriose und 3.699 Falle von
Yersiniose beim Menschen gemeldet (RKI, 2010).

Vertreter der Spezies Salmonella, Campylobacter und Yersinia sind bakterielle
Krankheitserreger = humaner  Gastroenteritiden und  werden  den
Zoonoseerregern zugerechnet. Da kontaminiertes Schweinefleisch einen
wichtigen Vektor zur Ubertragung dieser Zoonoseerreger auf den Menschen
darstellt, wird dem Uberwiegend symptomlos infizierten Schlachtschwein als
Erregerreservoir besondere Bedeutung beigemessen (Borch et al., 1996;
Mataragas et al., 2008; Fosse et al., 2009).

Vor dem Hintergrund, dass solche symptomlos verlaufenden Zoonosen und
andere Gefahren fir die menschliche Gesundheit im Rahmen der klassischen
Schlachttier- und Fleischuntersuchung nicht zu erkennen sind, wurde mit dem
Erlass der Verordnungen (EG) Nr. 852-854/2004 die Grundlage fir die
Einflhrung einer risikoorientierten Fleischuntersuchung geschaffen. Mit der
Verordnung (EG) Nr. 1244/2007 wurden erganzende Durchfliihrungsvorschriften
getroffen, die es erméglichen die Fleischuntersuchung beim Mastschwein auf
eine Besichtigung zu beschréanken, sofern bestimmte Bedingungen erfillt sind.
Diese Bedingungen beinhalten eine regelmaBige serologische und/oder
mikrobiologische Untersuchung ausgewahlter Tiere deren Ergebnisse dem
Schlachthof vor der Schlachtung vorliegen missen.

Im Rahmen dieser Arbeit wird das Vorkommen humanpathogener
Salmonella spp., Campylobacter spp. und Yersinia spp. beim Mastschwein
untersucht. Ziel der Untersuchungen ist das Aufzeigen von Zusammenhangen
zwischen den Ergebnissen der Probenentnahmen im Betrieb und am
Schlachthof unter Berlicksichtigung der angewandten diagnostischen Methodik.
Gleichzeitig soll der Probenentnahmezeitpunkt im Betrieb bestimmt werden,
dessen Ergebnisse am deutlichsten mit denen am Schlachthof korrelieren. Des
Weiteren werden mdgliche Zusammenhange zwischen Betriebsstrukturen und

Vorkommen der jeweiligen Erreger untersucht.
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2 Literaturiubersicht

2.1 Salmonellen

2.1.1 Atiologie

Salmonellen gehéren zu den gramnegativen fakultativen Anaerobiern und
werden  der Familie der  Enterobacteriaceae @ zugeordnet.  Die
0,7-1,5x2,0-5,0 um groBen Stabchenbakterien sind bis auf wenige
Ausnahmen beweglich.

Die international verbindliche Grundlage fir die Einteilung der Salmonellen
bildet das Kauffmann-White-Schema. Diese Zuordnung auf Basis der O- und H-
Antigene wird vom WHO Collaborating Centre for Reference and Research on
Salmonella am Pariser Pasteur-Institut regelm&Big aktualisiert.

Aufgrund von DNA-Analysen lasst sich das Genus Salmonella in die zwei
Spezies S. bongori und S. enterica einteilen. Die Spezies S. enterica gliedert
sich weiter in die sechs Subspezies enterica, salamae, arizonae, diarizonae,
houtenae und indica (Selbitz, 2007b). Eine neue Spezies S. subterranea wird
seit 2004 diskutiert (Shelobolina et al., 2004).

EinschlieBlich der Erganzungen durch das Supplement No. 47 sind im
Kauffmann-White-Schema 2610 Serovaren definiert (Guibourdenche et al.,
2010). Far Serovaren der Subspezies enterica wird zur korrekten Bezeichnung
erst der Gattungsname, gefolgt von Subspeziesbezeichnung und Serotyp
genannt. Im Sinne einer Ubersichtlicheren Schreibweise wird aber in der Regel
nur der Gattungsname Salmonella, gefolgt von der Serovarenbezeichnung,
beginnend mit einem Grossbuchstaben, verwendet. So wird beispielsweise aus
der eigentlich korrekten Schreibweise S. enterica spp. enterica ser.
Typhimurium, die Kurzbezeichnung S. Typhimurium. FUr alle anderen Serovare,
auBer der Subspezies enterica, wird nur die Antigenformel angegeben (Selbitz,
2007b; Truper und Euzeby, 2009).
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2.1.2 Epidemiologie

Die Vertreter der Gattung Salmonella kommen aufgrund ihrer hohen Tenazitat
ubiquitdr in der Umwelt vor und sind weltweit verbreitet. Bei warmblitigen
Tieren kommt hauptsachlich S. enterica spp. enterica vor (Brenner et al., 2000).
Ferner kann eine gewisse Wirtsadaption beobachtet werden. Man unterscheidet
wirtsadaptierte Serovaren wie beispielsweise S. Typhi und S. Paratyphi beim
Menschen oder S. Choleraesuis und S. Typhisuis beim Schwein. Daneben gibt
es  wirtsunspezifische, krankheitserregende  Serovaren, wie etwa
S. Typhimurium und S. Enteritidis und wirtsunspezifische, nicht invasive
Serovaren. Grundsatzlich muss aber davon ausgegangen werden, dass alle
Spezies fir Mensch und Saugetiere infektids sein kdnnen. Demnach muss
jedes tierische Salmonellenisolat als humanpathogen und somit als potenzieller
Zoonoseerreger betrachtet werden (Selbitz, 2007b).

Der Serovar S. Enteritidis ist nach wie vor der dominierende Erreger bei
humanen Erkrankungen. Der Anteil des zweithdufigsten Serovars
S. Typhimurium hat sich in den letzten Jahren verringert. Trotz leichter
jahrlicher Verschiebungen in der Haufigkeit der Nachweise dieser beiden
wichtigsten Serovaren hat sich seit langerem ein gemeinsamer Anteil von 90%

als stabil erwiesen (Heise, 2004).

2.1.3 Salmonellen-Infektion beim Menschen

Bei der Salmonellose des Menschen unterscheidet man zwischen zwei
verschiedenen Krankheitsbildern. Zum einen das des Typhus und Paratyphus,
verlaufend als fieberhafte Allgemeininfektion, zum anderen das der
Salmonellenenteritis.  Typhus und Paratyphus werden durch die
humanadaptierten Serovaren S. Typhi und S. Paratyphi A, B und C ausgeldst,
sind jedoch in vielen Industrielandern stark zurlckgedrangt worden. Die
Salmonellenenteritis gehért zum Komplex der infektidsen Gastroenteritis und
wird hauptsachlich durch nicht wirtsadaptierte Serovaren, unter denen
S. Typhimurium und S. Enteritidis an der Spitze stehen, ausgeldst (Selbitz,
2007b).
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Eine Infektion mit Salmonellen erfolgt GOberwiegend durch den Verzehr
kontaminierter Lebensmittel tierischen Ursprungs, wie Eier, Fleisch und Wurst.
Dabei kdnnen Lebensmittel direkt oder indirekt kontaminiert sein. Eine direkte
Kontamination findet intravital (Milch, Eier, Fleisch) statt. Zu einer indirekten
Kontamination kommt es postmortal Uber Geratschaften, Wasser, infizierte
Personen, Nagetiere oder Insekten als Vektoren. Vergleichsweise selten gehen
Infektionen des Menschen von salmonellosekranken oder salmonelleninfizierten
Tieren in der Landwirtschaft, am Schlachthof oder von Heimtieren aus (Blaha,
1992; Heise, 2004). Weniger als 10% der Infektionen kommen durch eine
direkte Ubertragung von Mensch zu Mensch zustande (Péhn, 1983).

Die Inkubationszeit nach einer Salmonellen-Infektion betragt hdchstens sieben
Tage. Erregereigenschaften und Disposition des Empfangers bestimmen das
klinische Bild. Haufig kommen milde oder symptomlose Verlaufe vor.

Die ersten Symptome einer akuten Salmonellose sind plétzlich einsetzende
Abdominalschmerzen und wassrige Durchfélle. Blutbeimengungen treten nur
selten im Verlauf der Erkrankung auf. Weitere Symptome kénnen Fieber,
Ubelkeit, Erbrechen und Kopfschmerzen sein. Uberwiegend halten die
Symptome nur wenige Stunden oder Tage an. Eine immunologische
Komplikation stellt die reaktive Arthritis dar, die etwa zehn Tage nach Beginn
der Enteritis auftritt und langer als diese bestehen kann.

Im Regelfall Iauft eine Salmonellose als Lokalinfektion im Darm ab. Bei etwa 5%
der Erkrankten kommt es durch das Eindringen der Salmonellen in den
Blutkreislauf zum Ubergang in eine systemische Infektion. Die daraus
resultierende Bakteridmie ist durch Fieber, Schuttelfrost, SchweiBausbriche,
Muskelschmerzen und allgemeine Schwéache gekennzeichnet.

Sowohl bei den an Enteritis erkrankten als auch bei den symptomlos infizierten
Patienten kommt es zu einer Keimausscheidung Uber den Kot. Diese dauert in
der Regel drei bis sechs Wochen, nur auBerst selten langer als sechs Monate
an. Nach einer Salmonellose kommt es zu einer begrenzten Immunitat

gegenluber dem verursachenden Serovaren (Heise, 2004).
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2.1.4 Salmonellen-Infektion beim Schwein

Bei der Salmonelleninfektion des Schweines muss man zwischen zwei
Problembereichen unterscheiden. Einerseits die relativ seltenen Faélle der
klinischen Salmonellose, ausgelést durch einige wenige Serovaren. Auf der
anderen Seite die haufig vorkommenden subklinischen Krankheitsverlaufe, die
von lebensmittelhygienischer Bedeutung sind und an denen die gesamte
Vielfalt der Serotypen beteiligt ist (Waldmann, 2004; Heinritzi, 2006; Selbitz,
2007b). Latent infizierte, klinisch unauffallige Tiere stellen so eine standige
Infektionsquelle fir den Menschen dar (Blaha, 1993; Griffith, 2006).

2.1.4.1 Bedeutung von Salmonellen in der Schweineproduktion

Bei der klinischen Salmonellose des Schweines wird eine septikdmische
Verlaufsform von einer als Enterocolitis verlaufenden Form der Erkrankung
unterschieden. Die septikdmische Verlaufsform wird den schweineadaptierten
Serovaren S. Choleraesuis oder S. Typhisuis zugeschrieben. Bei der
enterocolitischen, oft subklinisch verlaufenden Form sind wirtsunspezifische
Serovaren, wie S. Typhimurium, S. Derby, S. Enteritidis, S. Agona, S. Infantis
aber auch die wirtsadaptierte Serovar S. Choleraesuis beteiligt (Selbitz et al.,
1995).

Eine Infektion mit S. Choleraesuis kann von perakut septikdmisch bis chronisch
latent verlaufen. Saugferkel, altere Mastschweine und Sauen sind meist nur
latente Keimtrager. Die septikdmisch verlaufende Salmonellose tritt vor allem
bei Absatzferkeln und Jungschweinen bis zu 60 kg Kdérpergewicht auf. Das
Krankheitsbild ist gekennzeichnet durch Inappetenz, Lethargie und Fieber bis
tber 41°C. In seltenen Faéllen kann ein leichter, feuchter Husten mit
geringgradiger exspiratorischer Dyspnoe beobachtet werden. Zusatzlich zeigen
die Schweine Zyanosen an den Ohren, der Russelscheibe und dem
Unterbauch. Wassriger, gelber Durchfall tritt bei dieser Verlaufsform fir
gewodhnlich erst am dritten oder vierten Tag der Erkrankung auf. Nach
Uberstandener akuter Salmonellose kdnnen sich unter Umstédnden weitere

klinische Erkrankungen in Form von Pneumonie, Hepatitis, Enterocolitis und in
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seltenen Fallen Meningoencephalitis entwickeln (Turk et al., 1992; Waldmann,
2004; Griffith, 2006; Selbitz, 2007b).

Infektionen mit nicht wirtsadaptierten Serovaren verlaufen beim Schwein
Uberwiegend subklinisch und sind von lebensmittelhygienischer Bedeutung
(Selbitz, 2007b). Von klinisch  manifesten Infektionen mit  nicht
schweineadaptierten Serovaren sind vor allem Tiere zum Zeitpunkt des
Absetzens bis zu einem Alter von vier Monaten betroffen. Die Erkrankung kann
sowohl akut, als auch chronisch verlaufen und wird in den meisten Fallen
S. Typhimurium zugeschrieben. Als erstes Symptom tritt gelber, wassriger
Durchfall auf, der meist drei bis sieben Tagen anhélt. Innerhalb weniger Tage
breitet sich die Krankheit aus und betrifft dann haufig alle Tiere einer Bucht. In
wiederkehrenden Durchfallperioden kann Blut im Kot auftreten. Die erkrankten
Tiere zeigen neben Durchfall auch Fieber, eine verminderte Futteraufnahme
und sind dehydriert. Zuséatzlich kann es durch die Schadigung periproktaler
GefaBe im Rektum zu Narbenbildungen kommen. Die Mortalitatsrate ist gering
und Todesfalle treten erst nach mehreren Tagen Durchfall als Folge von
Hypokalidmie und Dehydratation auf. Die meisten Schweine Uberstehen die
Erkrankung, bleiben aber latente Keimtrager und Ausscheider mit einer Dauer
bis finf Monaten (Waldmann, 2004; Griffith, 2006; Heinritzi, 2006).

Die Ubertragung der Salmonellen findet hauptsachlich indirekt durch
fakal-oralen Kontakt mit kontaminiertem Kot statt. Sind die Tonsillen mit
Salmonellen besiedelt, kann es in Folge der Ausscheidung Uber Nasen- oder
Speichelsekret zur Infektion durch direkten Tierkontakt kommen. Auch die
Ubertragung durch Staubpartikel (iber kurze Entfernung wird beschrieben
(Griffith, 2006). Schadnager, Insekten, kontaminierte Futtermittel und der
Mensch fungieren als weitere wichtige Eintragsquellen von Salmonellen in den
landwirtschaftlichen Betrieb (Harris et al., 1997). Strenge HygienemaBnahmen,
wie das Wechseln der Kleidung kénnen die Ubertragung von Salmonellen durch
den Menschen verhindern (Beloeil et al., 2007). Auch die vertikale Ubertragung
von Muttersauen auf ihre Ferkel ist méglich, wobei diese bis zu sieben Wochen
nach der Geburt durch maternale Antikérper vor einer Infektion geschutzt sind
(Proux et al., 2000; Griffith, 2006). Eine besondere Rolle in der Ubertragung von
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Salmonellen spielen latent infizierte Tiere. Salmonellen haben die F&higkeit sich
Entziindungs- und Immunreaktionen zu entziehen und so eine Persistenz im
Wirt zu erreichen. Durch Stress kann es bei persistent infizierten Tieren zu einer
vermehrten Ausscheidung des Erregers und zum Auftreten klinischer
Symptome kommen (Marg et al., 2001). Sowohl die Persistenz des Erregers in
Tonsillen, kaudalen Darmabschnitten und Lymphknoten, als auch die
intermittierende fékale Ausscheidung weisen Wood et al. (1989) bis 28 Wochen
im Anschluss an eine Infektion nach. Die Zeitspanne zwischen Erregerkontakt
und Serokonversion wird in der Literatur unterschiedlich angegeben. Die
Angaben reichen von ein bis fiinf Wochen (Nielsen et al., 1995) bis mindestens
acht Wochen (Proux et al., 2000). Beloeil et al. (2003) kdnnen eine
Serokonversion erst im letzten Drittel der Mast nachweisen, wobei 52% der
Tiere Antikérper bilden. Allerdings kommt es bereits in der ersten Halfte der
Mast bei 11,6% der Tiere zu einer Ausscheidung des Erregers. Als
Risikofaktoren, die zur Serokonversion von Mastschweinen flihren, gelten unter
anderem die Gabe von Antibiotika und eine steigende Anzahl an Tieren pro
Bucht (Beloeil et al., 2007). Untersuchungen von Kranker et al. (2001) ergeben,
dass das Risiko fir eine erhdhte Seropravalenz bei Endmastschweinen steigt,
wenn diese schon beim Absetzen Salmonellen ausscheiden. Allerdings kénnen
Davies et al. (1998) die bei Mastschweinen am héaufigsten isolierten Serotypen
weder bei Zuchtsauen noch bei Aufzuchferkeln isolieren und messen deshalb
dem Eintrag von Salmonellen durch Absatzferkel in die Mastbetriebe nur
geringe Bedeutung bei. Berends et al. (1996) bestéatigen, dass die Infektion im
Zuchtbestand von untergeordneter Bedeutung ist und sind der Meinung, dass
der Maststall selbst die vorherrschende Infektionsquelle fir Mastschweine
darstellt. Bei der Salmonellenbekdmpfung im Stall bereitet die hohe Tenazitat
des Erregers in der Umwelt groBe Probleme (Linton et al., 1970). In
Untersuchungen von Baggesen et al. (1997) konnten Salmonellen in den
Buchten, auf Strukturen der Stalleinrichtung, in der Liftung, im Staub und im
Kot nachgewiesen werden. Davies et al. (1997) konnten zeigen, dass Stélle
auch nach intensiver Reinigung und Desinfektion noch mit Salmonellen

kontaminiert waren.
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2.1.4.2 Bedeutung von Salmonellen im Schlachtprozess

Gegenlber der auf schweinepathogene Serovaren beschrankten und selten
auftretenden klinischen Salmonellose ist die weitverbreitete symptomlose
Infektion von Schweinen mit Salmonellen verschiedenster Herkunft ein ernstes
lebensmittelhygienisches Problem (Waldmann, 2004).

In einer Studie des Bundesinstitutes fir Risikobewertung werden 12,7% der
Schlachtschweine im kulturellen Nachweis positiv auf Salmonellen getestet. Bei
der Typisierung der positiven Proben wird S. Typhimurium mit 55,2% am
haufigsten isoliert (BfR, 2008).

Im Rahmen des Salinpork-Projektes werden in Schleswig-Holstein 50% der
Zuchtherden, 15% der Ferkelerzeuger und 28,3% der Mastherden serologisch
positiv getestet, wobei die Pravalenz der Gesamtheit der Tiere unter 10% liegt
(von Altrock et al., 2000). Daraus kann geschlossen werden, dass ein gewisser
Prozentsatz an Keimtragern in fast jedem Bestand vorkommt. Unter
Stressbedingungen, wie beispielsweise beim Transport zum Schlachthof
kénnen diese symptomlosen Trager erneut Salmonellen ausscheiden und somit
auch gesunde Tiere bei langerem Transport oder Aufenthalt am Schlachthof
infizieren (Marg et al., 2001; Wang et al., 2007). Die Erregerisolation aus
Darminhalt und Lymphknoten gelingt bei diesen exponierten Tieren schon nach
wenigen Stunden Aufenthalt am Schlachthof (Hurd et al., 2001a; Hurd et al.,
2001b; Marg et al., 2001; Boughton et al., 2007).

Im Laufe des Schlachtvorganges findet eine weitere gegenseitige
Kontamination der Schlachtkérper statt. Daher sind Schlachtkérper und
Fleischwaren vom Schwein erheblich von einer indirekten Kontamination mit
Salmonella spp. bedroht. Boes et al. (2001) stellen heraus, dass es besonders
wichtig ist, dass Tiere, die aus einem Bestand kommen, der Salmonella-positiv
ist, getrennt von Tieren transportiert und geschlachtet werden, die aus einem
Bestand kommen, der als Salmonella-negativ eingestuft ist. Daher sollten
Schlachtpartien von verdachtigen Betrieben als letztes geschlachtet werden,
gefolgt von einer intensiven Reinigung und Desinfektion des Schlachtbetriebes
(Nowak et al., 2007).
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2.1.5 Diagnostik von Salmonellen

GemaB Infektionsschutzgesetz (IfSG) ist ein Nachweis von Salmonella spp. im
Zusammenhang mit einer akuten humanen Infektion durch das untersuchende
Labor unverziglich dem Gesundheitsamt zu melden. Eine Erkrankung an
akuter infektiéser Gastroenteritis ist (einschlieBlich des Verdachts) unabhangig
von der Atiologie ebenfalls an das zustidndige Gesundheitsamt zu melden,
wenn eine Person betroffen ist, die eine Tatigkeit im Lebensmittelbereich
ausubt.

Die Basis der Diagnostik der Salmonllose stellt der kulturelle Nachweis in
Kombination mit klinischen Symptomen dar (Griffith, 2006). Allerdings gelingt
der Nachweis haufig erst nach mehrmaligen Untersuchungen (Heinritzi, 2006).
Zum serologischen Nachweis einer Salmonellen-Infektion wird vor allem der
ELISA verwendet. Dieser eignet sich gut fir ein Screening auf Herdenbasis und
zur Identifikation positiver Herden, jedoch nicht zur Einzeltierdiagnostik.
Problematisch ist, dass nicht alle Tiere serokonvertieren und dass die Aussage
ob eine Probe positiv oder negativ ist auch von der Wahl des cut-off abhangt
(Nielsen et al., 1995; Nowak et al., 2007). Einen Vorteil des ELISA sieht Harris
(2003) darin, dass auch subklinische Infektionen nachgewiesen werden
kénnen, die fir das Schwein klinisch irrelevant sind, aber mdglicherweise zur
Kontamination des Fleisches beitragen. Umgekehrt kénnen Tiere, die in der
bakteriologischen Untersuchung positiv sind, serologisch negativ sein (Nollet et
al., 2005). Vergleiche von ELISA und kulturellem Nachweis ergeben eine gute
Ubereinstimmung der Tests auf Herdenebene, jedoch eine deutliche
Abweichung bezlglich des Einzeltierstatus (Davies et al., 2003; Farzan et al.,
2007; Nowak et al, 2007). Auf Schlachthéfen stellt der ELISA aus
Fleischsaftproben zum Nachweis des Salmonellen-Risikos eine Alternative zum
Serum dar (Nielsen et al., 1998). Es besteht die Mdglichkeit Serum- und
Fleischsaftproben kosteneffektiv gepoolt zu untersuchen (Davies et al., 2003).
Zusatzlich gilt fir Kotproben, dass Untersuchungen mit gepoolten Proben eine
héhere Sensitivitat aufweisen, als die Untersuchung von Einzelproben (Arnold
et al., 2005).
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Es wird auch die PCR zur Diagnostik von Salmonellen herangezogen. Nach
Voranreicherung der Proben erreicht diese Methode eine vergleichbare oder
héhere Nachweisrate als der kulturelle Nachweis (Feder et al., 2001). Aufgrund
hoher Kosten kommt die PCR bislang gréBtenteils in der Forschung zum
Einsatz. Zusatzlich ergibt sich bei der Diagnostik der Salmonellose das
Problem, dass mit dem Nachweis von Salmonellen nicht zwingend eine
Erkrankung einhergeht (Griffith, 2006). In der Gefligelproduktion wird der
Einsatz von Sockentupfern zur bakteriologischen Untersuchung auf
Salmonellen beschrieben. Die Vorteile sehen Skov et al. (1999) in einer
vergleichbaren Sensitivitdt wie bei handgesammelten Kotproben und in der
einfachen Durchfihrung im Rahmen von Bestandsbegehungen. Diese Methode
beschreiben Beloeil et al. (2004) auch =zur Uberwachung von

Schweinebestanden.

2.2 Campylobacter

2.2.1 Atiologie

Das Genus Campylobacter beherbergt mehrere Spezies, von denen die
wichtigsten in Subspezies, Bio- und Serovaren differenziert werden. Es handelt
sich dabei um gramnegative, sporenlose, gebogene oder gelegentlich gerade
Stabchen. Die beweglichen Bakterien sind 0,2-0,9 x 0,5-5,0 ym groB und
wachsen unter thermo- und mikroaerophilen Bedingungen (Selbitz, 2007a). Von
besonderer Bedeutung sind C. jejuni, C. coli, C. lari und C. upsaliensis, da von
ihnen eine direkte oder indirekte Ubertragung von Tieren auf den Menschen
moglich ist (Krauss, 2004). Als Durchfallerreger beim Menschen spielen
C. jejuni spp. jejuni und C. coli eine wichtige Rolle. Seltener kommt es durch
Infektionen mit C. jejuni spp. doylei, C. lariund C. upsaliensis zu Erkrankungen.
Eine Infektion mit C. jejuni spp. jejuni kann bei verschiedenen Tierarten zu
Diarrhoe fuhren. Im Gegensatz zur Spezies C. coli, die beim Tier zur normalen
Darmflora gehdrt, ist die Tierpathogenitat von C. lari nicht geklart. Sie kommt

hauptsachlich bei Mdwen vor, wird jedoch ebenfalls aus dem Kot von
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Saugetieren isoliert (Selbitz, 2007a). Bei den jeweiligen Tierarten werden
unterschiedliche humanpathogene Campylobacter-Spezies isoliert. So findet
man beim Schwein in Gber 90% der Félle C. coli, beim Gefligel und beim Rind
dagegen hauptsachlich C. jejuni. Diese Wirtsspezifitdt der Isolate wird auch in
Infektionsversuchen mit Ferkeln bestatigt. Nach einer Infektion sowohl mit
C. jejuni- und C. coli-Stammen vom Gefllgel, als auch mit einem porcinen
C. coli-Stamm scheiden die Ferkel nach 80 Tagen nur noch den C. coli-Stamm

porcinen Ursprungs aus (Leblanc Maridor et al., 2008).

2.2.2 Epidemiologie

Die Spezies der Gattung Campylobacter, insbesondere C. jejuni gehdren zu
den wichtigsten Durchfallerregern beim Menschen, wobei die Aufnahme
kontaminierter Lebensmittel den haufigsten Infektionsweg darstellt (Selbitz,
2007a). Dass neben C. jejuni auch C. coli eine wichtige Rolle spielt konnten
Gartler et al. (2005a) bei Patienten mit Enteritissymptomen nachweisen. In
ihren Untersuchungen handelte es sich bei 18,6% der Isolate um C. coli. 2009
wurden in Deutschland 62.269 Falle von Campylobacteriose beim Menschen
gemeldet (RKI, 2010).

Der klinischen Erkrankung von Tieren nach einer Infektion mit C. jejuni oder
C. coli wird nur eine geringe Bedeutung beigemessen. Allerdings spielen die
Tierbestande als Erregerreservoir flr Lebensmittelinfektionen eine wichtige
Rolle (Selbitz, 2007a). Campylobacter spp. kommen im Rahmen einer
Uberwiegend symptomlosen Infektion im Darminhalt verschiedenster Haus- und
Wildtierarten in unterschiedlicher Haufigkeit vor (Humphrey et al., 2007). Das
Hauptreservoir fur C. jejuni bilden wild lebende Végel, Nutz- und Zuchtgefligel.
Als Trager und Ausscheider von C. coli kommt von den landwirtschaftlichen
Nutztieren dem Schwein die gréBte Bedeutung zu. Ferner sind beide Spezies
bei Hunden, Katzen, Goldhamstern, Meerschweinchen und Mausen

nachgewiesen worden (Krauss, 2004).
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2.2.3 Campylobacter-Infektion beim Menschen

Die Ubertragung der beiden wichtigsten humanpathogenen Spezies der
Gattung Campylobacter, C. jejuni und C. coli erfolgt meist Uber kontaminierte
Lebensmittel (Tam et al., 2003; Humphrey et al., 2007). Da Erhitzungsprozesse
im Rahmen der Produktion oder Zubereitung vorhandene Erreger zerstéren,
kommen lebensmittelbedingte Infektionen durch Campylobacter spp. besonders
durch den Verzehr roher oder rekontaminierter und nicht ausreichend erhitzter
Lebensmittel ~ zustande.  Hauptvektor fir eine  Ubertragung von
Campylobacter spp. auf den Menschen ist Gefllgelfleisch (Butzler, 2004). Auch
der Konsum von rohem Schweinefleisch erhéht das Risiko, an einer
Campylobacteriose zu erkranken (Studahl und Andersson, 2000). Des Weiteren
kann es durch direkten Kontakt mit erkrankten Haustieren zu einer Ubertragung
kommen. Zum Auslésen einer Kklinischen Erkrankung ist eine geringe
Erregermenge von ungefahr 500 Keimen ausreichend (Black et al., 1988;
Selbitz, 2007a).

Die Inkubationszeit betragt ein bis zehn Tage. Eine klinische
Campylobacteriose bietet das Bild einer akuten Enteritis, die nicht von
Enteritiden anderer Genese zu unterscheiden ist. Die Symptome sind Diarrhoe,
Ubelkeit, Abdominalschmerzen, Fieber und Midigkeit. Die Diarrhoe variiert
zwischen breiigem bis wéassrigem, selten auch blutigem Kot. Die Erkrankung
dauert nicht langer als zehn Tage an (Humphrey et al., 2007). Der Verlauf ist
gutartig und selbstlimitierend und auch bei schwereren Verlaufen durch die
Gabe von Antibiotika gut beherrschbar. Unterbleibt eine antibiotische Therapie,
kann es zu einer Erregerausscheidung Uber einen Zeitraum von zwei bis vier
Wochen kommen. Erkrankte gelten solange als infektios, wie Erreger im Kot
nachgewiesen werden kénnen. Als Spatfolge kann es selten zu einer reaktiven
Arthritis kommen. In Einzellféllen kann sich eine postinfektiése Beteiligung des
Nervensystems als Guillan-Barré-Syndrom oder als Bickerstaff-Enzephalitis
manifestieren. Im Verlauf einer Campylobacter-Infektion werden spezifische
Antikérper (1gG, IgM, IgA) gebildet, zu einer langer andauernden Immunitat
kommt es nicht (Heise, 2004).
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2.2.4 Campylobacter-Infektion beim Schwein

Beim Schwein gehoért C. coli zur Normalflora im Darm und klinische
Erkrankungen nach einer Infektion mit C. jejuni sind von geringer Bedeutung
(Selbitz, 2007a). Daher besteht bei einer Infektion mit Campylobacter spp. in
erster Linie ein fleisch- und lebensmittelhygienisches Problem. Dieses entsteht
durch den sehr hohen Anteil symptomloser Ausscheider im Laufe des

Schlachtprozesses.

2.2.4.1 Bedeutung von Campylobacter in der Schweineproduktion
Campylobacter spp. sind beim Schwein weit verbreitet. Bei Mastschweinen
werden Pravalenzen Uber 80% nachgewiesen (Weijtens et al., 1993; von
Altrock et al., 2006). In einer Untersuchung von Alter et al. (2005) wird
ausschlieBlich C. coliisoliert. Beim Anteil von C. jejuni schwanken die Angaben
deutlich von 2,9% bis 29% der Isolate (von Altrock et al., 2006; Wehebrink et
al., 2008).

Ferkel stecken sich wahrend den ersten Lebenswochen bei der Muttersau an.
Nach Weijtens et al. (1997) sind bereits 90% der vier Wochen alten Ferkel mit
dem Erreger infiziert. Alter et al. (2005) bestatigen die haufige Infektion der
Ferkel. Sie vergleichen die Isolate der Ferkel mit denen der Muttersauen und
stellen Ubereinstimmungen fest. Allerdings werden in dieser Untersuchung bei
Einstallung in die Mast noch weitere Subtypen isoliert, die das Bild am Ende der
Mast dominieren. Die serologische Untersuchung von 30 Mastbetrieben in
Niedersachsen weist bei allen Betrieben Antikérper gegen Campylobacter spp.
nach. Ein Drittel der gewonnenen Umweltproben enthélt Campylobacter spp.-
Isolate. Neben der direkten fakal-oralen Ubertragung von Tier zu Tier tragt auch
die Kontamination der Umgebung mit Kot zur Verbreitung des Erregers im
Bestand bei (von Altrock et al., 2006). Berndtson et al. (1996) zeigen auf, dass
die auf einem Betrieb vorkommenden Campylobacter spp. durch die im
Bestand auftretenden Schadnager beeinflusst werden kénnen. Andere
Faktoren, wie die Anzahl an Tieren, oder die unterschiedlichen
Haltungsbedingungen, haben jedoch flir die Anzahl Campylobacter spp.-
positiver Tiere kaum eine Bedeutung (Gaull, 2002). Ebenso stellen Futtermittel
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und die Anzahl der schweineliefernden Betriebe keine Risikofaktoren dar
(Weijtens et al,, 1993). Anhand von Vergleichsuntersuchungen in
Schweinezuchtbestdnden konnte nachgewiesen werden, dass Betriebe mit sehr
hohem Hygienestandard bakteriologisch frei von Campylobacter spp. bleiben
kénnen (Weijtens et al., 2000). Daraus ergibt sich die Schlussfolgerung, dass
die Hauptinfektionsquelle fir das Mastschwein bereits in den Zuchtbetrieben
liegt. Interventionsprogramme erscheinen daher nach Young et al. (2000) auf
dieser Ebene der Produktion am sinnvollsten.

2.2.4.2 Bedeutung von Campylobacter im Schlachtprozess

Nach Weijtens et al. (1993) sinkt die Ausscheidung von Campylobacter spp. mit
steigendem Alter der Schweine. Auch bei negativem Untersuchungsergebnis
von Kotproben konnte in der Untersuchung der Erreger nach der Schlachtung
im lleuminhalt nachgewiesen werden. Untersuchungen Uber den Einfluss von
Futterentzug und Transport auf die Campylobacterkonzentration im Caecum
zeigen, dass der Futterentzug, der im Allgemeinen mit dem Transport zur
Schlachtung einhergeht, zu einer steigenden Konzentration von
Campylobacter spp. im Intestinaltrakt fihrt (Harvey et al., 2001). In ihrer Studie
untersuchen Sorensen et al. (1997) 600 Schweine auf dem Schlachthof. Davon
wiesen 568 Tiere Campylobacter spp. im Kot auf. Bei 66,2% der Tiere gelang
eine Isolierung von der Schlachtkdrperoberflache. In frischem Schweinefleisch
konnten die Erreger in bis zu 3,7% der Falle nachgewiesen werden. Spatere
Untersuchungen bestatigen den Nachweis auf dem frischen Schlachtkérper,
allerdings liegen die Nachweisraten dort unter 22% (Gaull, 2002; von Altrock et
al., 2004). Die anschlieBende Kihlung und Abtrocknung der Oberflache fihrt zu
einem weiteren Rlckgang der Nachweisrate auf 0,8% (Alter et al., 2005).
Wehebrink et al. (2008) kbénnen nach zwdlf Stunden Kihlung der
Schlachtkérper keinerlei Campylobacter spp. mehr nachweisen. Dies deckt sich
mit den Ergebnissen und der Schlussfolgerung von Pearce et al. (2003).
Obwohl Campylobacter spp. bei Schlachtschweinen hoch pravalent sind,
werden sie beim Schlachtvorgang nicht weiter verbreitet und sind nach

nachtlicher Kiihlung nicht mehr nachweisbar.
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2.2.5 Diagnostik von Campylobacter

Flr Labore besteht eine Meldepflicht gemaB § 7 des Infektionsschutzgesetzes,
die sich auf den direkten oder indirekten Nachweis akuter humaner
Darminfektionen hervorgerufen durch C. jejuni bezieht. Nach § 6 Abs. 1 Ziff. 2
sind akute infektidse Enteritiden jeder Atiologie durch den feststellenden Arzt
dann zu melden, wenn sie Personen im Lebensmittelbereich (Téatigkeiten nach
§ 42 IfSG Abs. 1) betreffen, oder zwei oder mehr gleichartige Erkrankungen mit
einem vermuteten Zusammenhang aufgetreten sind.

Beim Menschen empfiehlt sich im akuten Krankheitsfall eine Direktkultur aus
Kotproben. Die Anzucht erfolgt beispielsweise auf
Aktivkohle-Cefoperazon-Desoxycholat-Agar  (CCDA) bei  37°C  unter
mikroaerober Atmosphére flr 44 Stunden. Fir den Fall, dass nur geringe
Erregermengen  ausgeschieden  werden, wie bei Patienten  mit
Guillan-Barré-Syndrom, sind im Vorfeld flissige Anreicherungsverfahren
hilfreich (Kist, 2002). Im Rahmen epidemiologischer Untersuchungen ist die
weitere Differenzierung der einzelnen Spezies von groBer Bedeutung. Bei der
Typisierung von C. jejuni werden die Serotypen aufgrund ihrer hitzestabilen
Antigene, die mithilfe der passiven Hamagglutination nachgewiesen werden,
differenziert (Penner und Hennessy, 1980). Lior (1984) schlagt fur einige
Spezies die Einteilung anhand ihrer hitzelabilen Antigene in Biovaren vor.
Demnach kann C. jejuni in vier Biovare, C. coli und C. lari in jeweils zwei
Biovaren eingeteilt werden. Neben diesen serologischen
Differenzierungsmethoden gibt es mehrere Methoden der Genotypisierung. Mit
ihrer Hilfe lassen sich Stdamme unterscheiden, die serologisch nicht typisierbar
sind. Es kommen vor allem die Flagellin-Typisierung, die PFGE (pulsed-field gel
electrophoresis), die RAPD (random amplified polymorphic DNA) und die
Ribotypisierung zum Einsatz (Wassenaar und Newell, 2000). Zur sicheren und
schnellen Differenzierung der Spezies wird beim Menschen auch eine
Kombination aus PCR und nachgeschaltetem ELISA vorgeschlagen. Diese
Methode ist einfach in der Handhabung, spart weitere PCR-Tests zur
Speziesdifferenzierung und kann mit DNA-Extrakten aus Stuhlproben
durchgefiihrt werden (Metherell et al., 1999). Die Kombination aus PCR und
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ELISA eignet sich aufgrund der Zeitersparnis auch fiir die Untersuchung von
Lebensmittelproben (Bolton et al., 2002). Beim Vergleich der herkémmlichen
kulturellen Anzucht und kommerziellen ELISA- und PCR-Testkits ergibt sich
kein statistischer Unterschied bei der Nachweishaufigkeit (Nesbakken et al.,
2003). Eine einfache, schnelle und sichere Methode stellt die PCR dar, die in
verschiedenen Formen beschrieben wird. Neben der Zeitersparnis lassen sich
die haufig vorkommenden Spezies nicht nur nachweisen, sondern auch
gleichzeitig differenzieren (Giesendorf und Quint, 1995; Gonzalez et al., 1997;
Wang et al., 2002). Mithilfe eines Protokolls zur DNA-Extraktion gelingt der
Nachweis direkt aus Kotproben (Linton et al., 1997). Hier muss jedoch beachtet
werden, dass Campylobacter spp. intermittierend ausgeschieden werden
(Leblanc Maridor et al., 2008).

2.3 Yersinien

2.3.1 Atiologie

Die Vertreter der Gattung Yersinia werden der Familie der Enterobacteriaceae
zugeordnet. Es handelt sich hierbei um gramnegative kokkoide
Stébchenbakterien mit einer GréBe von 0,8-1,0 x 3,0 um. Von medizinischer
Relevanz sind die drei tier- und humanpathogenen Spezies Y. enterocolitica,
Y. pseudotuberculosis und Y. pestis. Des Weiteren gibt es die fischpathogene
Spezies Y. ruckeri deren Einordnung in den Genus Yersinia, aufgrund geringer
DNA-Homologie, umstritten ist. Die Ubrigen bekannten Spezies Y. kristensenii,
Y. intermedia, Y. mollarettii, Y. bercovieri, Y. frederiksenii und Y. rhodei gelten
als apathogen (Selbitz, 2007b).

Von besonderem Interesse ist Y. enterocolitica, da der Erreger vor allem im
Darminhalt gesunder Schweine vorkommt, aber auch bei Hunden und Katzen
isoliert wird. Zusatzlich werden in unterschiedlicher Haufigkeit humanpathogene
Stdmme von Y. enterocolitica in Nahrungsmitteln tierischen Ursprungs

nachgewiesen (Bottone, 1999).
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Eine Einteilung der Y. enterocolitica-Stamme erfolgt anhand charakteristischer
serologischer und biochemischer Reaktionen. Es sind 60 O-Antigene und 44
H-Antigene bekannt, das entsprechende Antigenschema schliet die
apathogenen Yersinien mit ein (Selbitz, 2007b). Eine Definition von Biovaren ist
moglich. Wauters et al. (1987) grenzen sechs Biovaren (1A, 1B, 2-5)
voneinander ab, wobei Stdmme der Biovar 1A avirulent sind. Die
humanpathogenen Stdmme gehéren zu den Serotypen 0O:3, 0:8, O:9 und
0:5,27 und zu den Biotypen 1B, 2, 3 und 4. Wichtige Pathogenitatsfaktoren sind
plasmiddeterminiert. Y. enterocolitica besitzt ein 70kb umfassendes
Virulenzplasmid (pYV), dessen Produkte die Virulenz wesentlich bestimmen.
Die von ihm gebildeten Yops (Yersinia-outer-proteins) schalten zellulare
Abwehrleistungen aus, damit die Erreger extrazellular im Wirt besser Uberleben
kénnen (Heise, 2004). Weitere wichtige Virulenzmarker sind die chromosomal
determinierten ail (attachment invasion locus)- und inv (invasion)-Gene, die an
der Penetration der Darmwand beteiligt sind. Das ai-FGen kommt dartber

hinaus nur in humanpathogenen Biotypen vor (Miller et al., 1990).

2.3.2 Epidemiologie

Y. enterocolitica ist weltweit verbreitet. Viele Tierarten sind mit dem Erreger
infiziert, meist ohne selbst zu erkranken (Bottone, 1999). Allerdings spielt vor
allem das Schwein eine wichtige Rolle, da es als einzige lebensmittelliefernde
Tierart humanpathogene Y. enterocolitica-Stamme beherbergt (Kapperud,
1991; Fredriksson-Ahomaa et al., 2006). Die geographische Verbreitung der
Serotypen und Biotypen ist unterschiedlich und verandert sich. In Europa sind
Stamme der Serotypen O:9 (Biovar 2), O:3 (Biovar 4) und O:5,27 (Biovaren 2
und 3) epidemiologisch und klinisch bedeutsam. In Nordamerika steht
traditionell die Biovar 1B mit den Serovaren O:8, O:13, 0:20 und 0O:21 im
Vordergrund. Allerdings findet in den USA eine Verschiebung hin zu O:3 statt.
Diese bei Erkrankten nachgewiesenen Stamme entsprechen den Nachweisen
bei Tieren und in tierischen Lebensmitteln (Heise, 2004; Selbitz, 2007b).
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2.3.3 Yersinien-Infektion beim Menschen

Die Ubertragung von Y. enterocolitica erfolgt in der Regel iber kontaminierte
Lebensmittel tierischer Herkunft, ist aber auch Uber kontaminiertes Wasser oder
direkt von Mensch zu Mensch mdglich. Wichtige Vektoren sind rohes oder
ungenltgend erhitztes Schweinefleisch sowie Rohmilch. Sowohl bei der
Schlachtung der Tiere, als auch bei der Verarbeitung von Lebensmitteln kénnen
die Erreger Uber kontaminierte Gerate, Arbeitsflachen oder die Hande verbreitet
werden. Auch direkter Kontakt mit Nutz-, Haus- und Heimtieren, insbesondere
Hunden und Katzen, kann zu einer Infektion fuhren (Bottone, 1999;
Fredriksson-Ahomaa et al., 2006). Y. enterocolitica bleibt bei Temperaturen um
4°C und unter mikroaeroben Bedingungen infektiés und vermehrt sich. Deshalb
kann es in abgepackten kontaminierten Lebensmitteln zu einer kritischen
Anreicherung der Keime kommen. Dartiber hinaus Uberlebt der Erreger langere
Zeit in tiefgefrorenen Nahrungsmitteln (Kapperud, 1991). Nosokomiale
Infektionen und Ubertragungen durch Blutkonserven infizierter Spender sind
moglich. Maki-lkola et al. (1997) kdénnen bei gesunden Blutspendern eine
serologische Pravalenz von etwa 40% feststellen, was eine Vielzahl
subklinischer Infektionen beim Menschen vermuten lasst.

Das klinische Bild einer Infektion mit Y. enterocolitica stellt sich im Regelfall als
unspezifische Enteritis dar. Die Inkubationszeit betragt zwei bis finf Tage. Es
treten neben dinnbreiigem Durchfall Ubelkeit, starke Bauchschmerzen und
Fieber auf. Der Kot kann selten Schleim oder Blut enthalten. Die Enteritis halt
Uberwiegend ein bis zwei Wochen an und der Erreger wird bis zu drei Wochen
ausgeschieden. Die begleitende Lymphadenitis der mesenterialen
Lymphknoten kann schmerzhaft sein und sich als Pseudoappendicitis
prasentieren. In der Regel verlauft die Erkrankung als Lokalinfektion im Bereich
des Darmes ab, es sind aber auch extraintestinale Krankheitserscheinungen
moglich. Bei immunsuprimierten Patienten kann es zu einer Septikamie
kommen. In Einzelfdllen werden Meningitiden oder Harnwegsinfektionen
beschrieben. Etwaige Folgeerkrankungen, die bis zu einem Monat nach den
akuten Symptomen auftreten kénnen, sind Erythema nodosum, reaktive

Arthritis, Uveitis, Glomerulonephritis und Myocarditis.
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Bereits wenige Tage nach einer Infektion mit Y. enterocolitica werden
Antikdrper gebildet, die fur ungefédhr sechs Monate persistieren und eine

serologische Diagnostik ermdglichen (Bottone, 1999; Heise, 2004).

2.3.4 Yersinien-Infektion beim Schwein

Viele Schweine sind symptomlose Trager von Y. enterocolitica, insbesondere
der humanpathogenen Stamme O:3 und O:9 (Kapperud, 1991; Nesbakken et
al., 2003). Sie kdnnen beim Menschen, der sich Uber kontaminiertes Fleisch
infiziert, Enteritiden hervorrufen. Da enterische Erkrankungen in diesem
Zusammenhang zunehmend diagnostiziert wurden, gewinnt die subklinische
Yersinia-Infektionen des Schweins eine ahnliche fleischhygienische Bedeutung,

wie die Kontamination mit Salmonellen (Waldmann, 2004).

2.3.4.1 Bedeutung von Yersinien in der Schweineproduktion

Y. enterocolitica wird als fakultativ-pathogen angesehen und Schweine gelten
als symptomlose Trager verschiedener Serotypen. Im Experiment sind bei
Ferkeln Enteritiden, Serositiden, Arthritiden, Meningoencephalitiden und
nekrotisierende Tonsillitiden provozierbar. Der Erreger wird vereinzelt auch als
Verursacher von fieberhaftem, blutigem Durchfall nachgewiesen. Bei Sauen
werden Fruchtbarkeitsstérungen und Aborte beschrieben (Nattermann et al.,
1986; Waldmann, 2004; Selbitz, 2007b).

Die Tonsillen eignen sich fiir den Nachweis einer Infektion am besten. Bereits
kurz nach einer Infektion lasst sich der Erreger dort nachweisen (Thibodeau et
al., 1999). Er kann Uber Monate in den Tonsillen persistieren, wahrend eine
Ausscheidung tber den Kot nicht sicher nachzuweisen ist (Kapperud, 1991). Zu
ahnlichen Ergebnissen kommen Nesbakken et al. (2006), die zu verschiedenen
Zeitpunkten wahrend der Mastperiode den kulturellen Nachweis von
Y. enterocolitica Bioserotyp 4/0:3 aus Kot und Tonsillen und den serologischen
Nachweis aus Blutproben miteinander vergleichen. Aufgrund der zeitlich sehr
unterschiedlichen Nachweisraten kommen sie zu dem Schluss, dass bei
Schweinen, die ab dem 135. Lebenstag geschlachtet werden die Tonsillen ein
signifikant gréBeres Erregerreservoir darstellen als der Kot.
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Serologische Untersuchungen in Norwegen zeigen, dass 86% der untersuchten
reinen Mastbestande positiv sind, wohingegen die Herdenpravalenz bei
geschlossenen Systemen mit 53,1% erheblich niedriger liegt (Skjerve et al.,
1998). Gdartler et al. (2005b) kbénnen bei ihren Untersuchungen in
geschlossenen Systemen zeigen, dass Kotproben von Saug- und Absetzferkeln
negativ sind und erst in der angeschlossenen Mast der Erreger nachzuweisen
ist. Wehenbrink et al. (2008) bestatigen dies mit &hnlichen Ergebnissen.
Infizierter Kot und schlecht gereinigte Maststélle stellen die wichtigste
Infektionsquelle dar (Fukushima et al., 1983). Insbesondere die intensive
Haltung von Schweinen fihrt zur Verbreitung von Y. enterocolitica in den
Betrieben. Es kann festgestellt werden, dass groBe Mastbetriebe, die ihre
Mastlaufer aus unterschiedlichen Betrieben beziehen, auch die hbéchste
Erregerpravalenz aufweisen. Schwierig ist die Bekdmpfung von Y. enterocolitica
in Schweinebestédnden insbesondere durch die haufig auftretenden persistent
infizierten Tragertiere und das gleichzeitig in Mastbestédnden weit verbreitete
Vorkommen des Erregers (Skjerve et al., 1998; Fosse et al., 2009). In der
direkten Umgebung kontaminierter Schweinebestédnde kann nur ein geringes
Vorkommen von Y. enterocolitica gleichen Genotyps nachgewiesen werden
(Pilon et al., 2000). Zur Prophylaxe, vor allem zur Zuriickdrdngung subklinischer
Infektionen, sind Trennung der Altersgruppen in der Aufzucht und lickenloses
Rein-Raus-Verfahren angebracht (Waldmann, 2004). Nach Nesbakken et al.
(2007) muss eine erfolgreiche Y. enterocolitica-Sanierung von der Spitze der
,<Zuchtpyramide® beginnen, um eine niedrigere Erregerpravalenz in allen

Betrieben zu erreichen.

2.3.4.2 Bedeutung von Yersinien im Schlachtprozess

In den meisten Fallen wird die Yersiniose des Schweines durch die
Fleischuntersuchung nicht erfasst, da die Tiere in der Schlachttieruntersuchung
keine klinischen Symptome zeigen und pathologische Veranderungen im Laufe
des Schlachtprozesses makroskopisch nicht sichtbar werden. Die gr6Bte
Kontaminationsgefahr am Schlachthof geht von dem Kot und den Tonsillen der
Schweine aus (Kapperud, 1991; Borch et al., 1996; Skjerve et al., 1998). Es
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kommt insbesondere durch Evisceration, Heraustrennen des Geschlinges
inklusive  Tonsillen und Anschnitt der Mandibularlymphknoten zu
Kreuzkontaminationen (Kapperud, 1991).

In  Siddeutschland wurden Untersuchungen zum Vorkommen von
Y. enterocolitica Bioserotyp 4/0:3 durchgefihrt. Es konnte eine Pravalenz von
60% in Tonsillen und 10% in Kotproben festgestellt werden. Diese Studie
bestatigt die Vermutung, dass die Hauptkontaminationsquelle far
Y. enterocolitica am Schlachthof die Tonsillen infizierter Tiere sind (Fredriksson-
Ahomaa et al., 2001). Andere Studien kommen zu &hnlichen Nachweisraten
und bestéatigen diese Ergebnisse (Nesbakken et al., 2003; Nesbakken et al.,
2006). De Boer et al. (2008) dagegen kénnen in einer niederlandischen Studie
diese hohen Pravalenzen nicht bestatigen. Sie weisen in 9,3% der Tonsillen
und 3,3% der Kotproben humanpathogene Stamme von Y. enterocolitica nach.
Fukushima et al. (1990) zeigten, dass Y. enterocolitica auch am Schlachthof
horizontal von Schwein zu Schwein Ubertragen wird. Die Infektion der Tiere
erfolgt kurz vor der Schlachtung Uber den Kot infizierter Ausscheider, in
kontaminierten Transportfahrzeugen oder im Wartestall.

2.3.5 Diagnostik von Yersinien

Auch Y. enterocolitica ist gemdB §7 nach dem  geltenden
Infektionsschutzgesetz bei nachgewiesener akuter Infektion meldepflichtig (IfSG
2000). Eine sichere atiologische Diagnose der enteralen Yersiniose ist nur
durch  gezielten bakteriologischen Erreger-  oder  serologischen
Antikérpernachweis moglich.

Bei Enteritiden werden Yersinia spp. sowohl beim Menschen als auch beim Tier
direkt aus Kot standardmaBig auf Cefsulodin-lrgasan-Novobiocin-(CIN)-Agar
bei 28-30°C kulturell angezichtet. Die Diagnostik bei gesunden Ausscheidern
oder Verdachtsfallen erfolgt anhand einer Kalteanreicherung in
phosphatgepufferter NaCl-Lésung (drei Wochen bei 4°C) mit anschlieBender
Subkultur auf Yersinia-Selektivndhrmedien. Es kénnen prinzipiell aber auch
solche Nahrmedien genutzt werden, die allgemein flir Enterobacteriaceae
eingesetzt werden. In Frage kommen beispielsweise MacConkey (MAC)- und
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Salmonella-Shigella-Agarmedium mit Desoxycholat-Zusatz (SSDC). Die
anschlieBende Identifizierung erfolgt anhand biochemischer Kriterien und einer
Serotypisierung auf Basis der O-Antigene. Fir den Yersinien-Nachweis
geeignete Untersuchungsmaterialien sind mesenteriale Lymphknoten, Darm,
Eiter oder Blutkulturen (Heise, 2004; Selbitz, 2007b). Die Nachteile der
kulturellen Anzucht sind die lange Dauer und die geringe Sensitivitat
(Fredriksson-Ahomaa und Korkeala, 2003).

Daher wurden in den letzten Jahren verschiedenste PCR-Methoden entwickelt,
um Y. enterocolitica aus klinischem Material, Lebensmitteln und Umweltproben
nachzuweisen. Die zentralen Ansatzpunkte fir einen spezifischen Nachweis
von Y. enterocolitica mittels PCR gestitzter Verfahren bilden das
Virulenzplasmid (pYV), das hitzestabile Enterotoxin-Gen (yst) und die an der
Invasion beteiligten Gene ail und inv (Arnold, 2002; Fredriksson-Ahomaa und
Korkeala, 2003).

Zum serologischen Nachweis von Antikérpern gegen Y. enterocolitica hat sich
die Langsamagglutination (Widal-Reaktion) bewahrt. In Serumverdinnungen
sind Agglutinintiter gegen OH-Antigene von 1:160 und héher beweisend fiir das
Vorliegen einer Infektion. Antigengemeinschaften von Y. enterocolitica Serovar
0O:9 zu Brucella suis, B. abortus und B. melitensis missen jedoch bei der
Beurteilung serologischer Befunde mitberiicksichtigt werden.

Ein ELISA erfasst IgM-, IgA- und IgG-Antikérper. Bei einem Immunblot unter
Verwendung eines Virulenzassoziierten 70 kb Plasmids (Yops) lassen sich so
serologische Kreuzreaktionen mit Brucella spp. ausschlieBen (Heise, 2004;
Krauss, 2004; Selbitz, 2007b). Der Antikérpernachweis mittels ELISA ist ein
einfaches und schnelles Verfahren um den Infektionsstatus einer ganzen Herde
einzuschatzen und in infiziert und nichtinfiziert zu kategorisieren. Er sagt jedoch
wenig Uber den Status des Einzeltieres aus und es ist keine Aussage zu treffen,
ob die Tiere den Erreger zum untersuchten Zeitpunkt ausscheiden (Skjerve et
al., 1998; Thibodeau et al., 2001; Nesbakken et al., 2006).



23 2 LiteraturlUibersicht

2.4 Gesundheitsiiberwachung

Zoonoseerreger wie Salmonellen, Campylobacter und Yersinien gehéren zu
den haufigsten Verursachern von Durchfallerkrankungen beim Menschen (RKI,
2010). Diese und andere heute vorherrschenden Zoonosen haben teilweise
ihren Ursprung in den Produktionsphasen vor der Schlachtung. Sie kénnen
ohne erkennbare klinische Symptomatik beim lebenden Tier und ohne
pathologisch-anatomische Veranderungen in Organen und an Schlachtkérpern
auftreten. Somit wird die klassische pathologisch-anatomisch orientierte
Fleischuntersuchung den aktuellen Gefahren fiir die menschliche Gesundheit
nicht mehr gerecht (Meemken, 2006). Tulloch (1997) kommt zu dem Schluss,
dass die vorgeschriebene Inzision und Palpation verschiedener Organe und
Lymphknoten eher zu einer Kreuzkontamination des Fleisches mit pathogenen
Keimen fihrt, als dass dadurch ein Vorteil im Sinne des Verbraucherschutz
entsteht.

Daher hat die EU bereits im Jahre 2004 mit dem Erlass der Verordnungen
(EG) Nr. 852/2004, 853/2004, und speziell 854/2004 die Grundlage fir die
Einflhrung einer risikoorientierten Fleischuntersuchung geschaffen. Um eine
gemeinschaftsweit einheitliche Anwendung sicherzustellen, wurden mit der
VO (EG) Nr. 1244/2007 erganzende und konkretisierende
Durchfihrungsvorschriften  zur VO (EG) Nr. 854/2004  getroffen.  Darin
ermoglicht sie den zustédndigen Behérden ein Verfahren, in dem die
Fleischuntersuchung bei Mastschweinen auf eine Besichtigung beschrankt
werden kann, sofern folgende Voraussetzungen erflllt sind. Die Haltung der
Schlachttiere muss seit dem Absetzen unter kontrollierten Bedingungen und in
integrierten Produktionssystemen erfolgt sein. Der Lebensmittelunternehmer
muss festgelegte Informationen zur Lebensmittelkette zur Verfligung gestellt
haben und eine Anzahl an ausgewahlten Tieren muss regelmaBig serologisch
oder mikrobiologisch auf Ebene des Haltungsbetriebes Gberwacht sein.

Die gesetzlichen Anforderungen nach VO (EG) Nr. 1244/2007 zu ,integrierten
Produktionssystemen®  wurden in  die Bewertungsprotokolle  des

privatwirtschaftlich organisierten Qualitatssicherungs (QS) Systems
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aufgenommen. Damit ist eine Auditierung bei Betrieben, die dem QS-System
angeschlossen sind, mdglich (QS, 2010).

Die im Vorfeld der Schlachtung durch den Lebensmittelunternehmer zu
liefernden Lebensmittelketteninformationen werden in der
VO (EG) Nr. 853/2004 spezifiziert.

Das einzige gesetzliche serologische Uberwachungsprogramm auf Ebene des
Haltungsbetriebes, dass auch im Rahmen der risikoorientierten
Fleischuntersuchung momentan in Deutschland durchgefihrt wird, ist das
Salmonellen-Monitoring gemaB der Verordnung zur Verminderung der
Salmonellenverbreitung durch Schlachtschweine (Schweine-Salmonellen-VO).
Weitere, umfassendere gesetzliche Monitoringprogramme werden von
wissenschaftlicher Seite angestrebt, die neben der Lebensmittelsicherheit auch
die Tiergesundheit im Blick haben sollen (Meemken et al., 2009).

Neben dieser staatlichen ,<aesundheitsiberwachung®, die
Lebensmittelsicherheit im Rahmen des Verbraucherschutzes gewahrleisten
soll, gibt es auch eine Reihe privatwirtschaftlich  organisierter
Uberwachungsprogramme. Diese zielen auch auf eine Verbesserung der
Tiergesundheit ab, im Vordergrund stehen hier jedoch handelswirtschaftliche
und -politische Aspekte.

2.4.1 Salmonellen-Monitoring in Deutschland

Im Jahr 2002 wurde aufgrund des Salmonelleneintrags durch Schweine in die
Lebensmittelkette das freiwillige QS-System von Seiten der Wirtschaft in
Deutschland eingefiihrt (Weber, 1996). Dieses System basiert auf einer
stufenlbergreifenden Qualitats-, Prozess- und Riickverfolgbarkeitssicherung
bei der Erzeugung, Verarbeitung und Vermarktung von Lebensmitteln.
Mastschweine liefernde  Betriebe werden mittels  stichprobenartiger
Untersuchungen in drei Kategorien mit niedrigem, mittlerem und hohem Risiko
fir den Eintrag von Salmonellen in den Schlachthof und in der Folge in die
Lebensmittelkette eingestuft (Kategorie I: 0-20%, Kategorie Il: 21-40%,
Kategorie Ill: >40% positive Proben). Das Ziel ist eine stetige Verringerung der
Salmonellenbelastung in Schweinefleisch (Blaha, 2004).
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Im Jahr 2007 wurde die Schweine-Salmonellen-VO rechtskraftig. Aufgrund
dieser ist jetzt jeder Endmastbetrieb gesetzlich dazu verpflichtet eine
festgelegte Anzahl an Blutproben oder Fleischsaftproben je Schlachtpartie
untersuchen zulassen. Die Bestimmung der Kategorien | bis Ill erfolgt analog
der des QS-Systems. Unterschiede gibt es nicht nur in der Freiwilligkeit der
Teilnahme am QS-System, sondern auch in der Verantwortlichkeit und der
Kategorisierung. Beim QS-System werden die Proben immer am Schlachthof
entnommen und automatisch zur Untersuchung weitergeleitet. Die
Kategorisierung erfolgt durch eine unabhangige Datenbank. Im Gegensatz dazu
Ubertragt die  Schweine-Salmonellen-VO  die  Verantwortung  fir
Probenentnahme, Untersuchung und Kategorisierung dem Landwirt. Betriebe
der Kategorie Il missen MaBnahmen wie Reinigung, Desinfektion und
Schadnagerbekampfung durchfihren und nachweisen, um den Eintrag von
Salmonellen zu reduzieren (Blaha, 2004).

Nowak et al. (2007) zeigen jedoch, dass die Ergebnisse der Untersuchungen
am Schlachthof mit denen im Mastbetrieb nicht immer Ubereinstimmen.
Nachdem zwei Betriebe mit Kategoriel und Il im Stall serologisch
nachuntersucht wurden, ergaben sich umgekehrte Kategorien. Deshalb sollte
laut den Autoren anhand der Ergebnisse am Schlachthof nicht auf den Status
einzelner Tiere oder Gruppen geschlossen werden. Sie fordern Mastschweine
bereits im Betrieb zu untersuchen.

2.4.2 Uberwachungsprogramme in Niedersachsen

In Kooperation mit dem Schweinegesundheitsdienst Niedersachsen und
Erzeugergemeinschaften bzw. Beratungsringen im Landkreis Emsland werden
Gesundheitsscreening-Programme erstellt. Ziel ist es, dass alle teilinehmenden
Betriebe Ferkel mit einem definiertem Gesundheitsstatus liefern kénnen. Dies
soll den Ferkelabsatz am deutschen Markt gegentber der Konkurrenz aus
Nachbarlandern wie Danemark oder den Niederlanden stéarken, die &hnliche
MaBnahmen durchfihren. Seit dem Jahr 2007 lassen die beteiligten
Erzeugergemeinschaften oder Beratungsringe zweimal jahrlich  die
Aufzuchtferkel vor dem  Verkauf kontrollieren. Im  Zuge dieser
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Gesundheitsscreenings werden jeweils zehn Blutproben auf PRRSV, PCV2,
APP und Salmonellen untersucht.

Im Rahmen des Gesundheitsscreenings der Erzeugergemeinschaft flr
Qualitatsferkel (EGF) im Raum Osnabrick werden die beteiligten
Ferkelerzeugerbetriebe ebenfalls zweimal jahrlich untersucht. Die Anzahl der
Proben wird in Abhangigkeit von der BestandsgréBe gewahlt. Bei
Ferkelerzeugern mit mehr als 120 Sauen werden 15 Blutproben von den Sauen
entnommen, bei einem Bestand unter 120 Sauen zehn Stick. Die
Untersuchung auf PRRS findet in Abhangigkeit des Impfstatus statt. Bei
geimpften Ferkeln erfolgt der direkte Erregernachweis aus zehn Blutproben, bei
ungeimpften Ferkeln werden 15 Blutproben entnommen und auf Antikdrper
untersucht. Die Basisuntersuchungen beschranken sich auf Salmonellen und
PRRSV. Es besteht aber die Mdglichkeit bei Bedarf die Untersuchungen auf
zusatzliche Erreger wie APP, PCV2, Lawsonien, Influenza und Mycoplasmen

auszuweiten (Diekmann-Lennartz, 2008; Schulte-W(lwer, 2008).

2.4.3 Das Tiergesundheitsmanagementsystem der ZNVG e.G. in
Schleswig-Holstein

Die Vermarktungsgemeinschaft flr Zucht- und Nutzvieh e.G. (ZNVG) flhrt seit
2004 ein veterinaramtlich anerkanntes Gesundheitskontrollprogramm durch.
Das zustandige Veterindramt hat sowohl das Probenschema als auch die
Labore zertifiziert. Es werden stichprobenweise Kontrollen  durch
Supervisor-Tierarzte durchgefiihrt und das Veterindramt dartber informiert.
Teilnehmer an diesem System sind Betriebe, die ihre Tiere Uber die ZNVG
vermarkten. Bei den UberwachungsmaBnahmen wird zwischen den
Betriebsstrukturen unterschieden. Hierbei unterliegen die Vermehrerbetriebe
strengeren  Gesundheitskontrollen als die Ferkelerzeugerbetriebe. Die
bestandsbetreuenden Tierarzte fohren im Rahmen der quartalsweisen
Betriebsbesuche Probenentnahmen durch und beurteilen den
Gesundheitszustand der Herde. Anhand einer Checkliste werden weitere
Parameter wie Produktionsmanagement, Bestandserganzung, Stallklima,
Tierseuchen sowie Abferkelungs- und Belegungsmanagement inklusive der



27 2 LiteraturlUibersicht

Parameter der Schweinehaltungshygieneverordnung beurteilt. Die einzelnen
Parameter werden anhand vorgegebener Punkte und eines zusatzlichen
Gewichtungsfaktors bewertet. Mit Hilfe dieser Bewertung erfolgt die Einteilung
in vier Kategorien A bis D. Als zusatzliches Instrument sind in der Checkliste
Eingriffsschwellen festgelegt. Werden Mangel festgestellt, missen diese bis
zum néchsten Betriebsbesuch behoben werden. Bei massiven Mangeln, erfolgt
die Einteilung in Kategorie D und die Vermarktung wird dann bis zur Behebung
der Méangel eingeschrankt. Unterbleibt eine Mangelbehebung wird die weitere
Vermarktung abgelehnt (ZNVG, 2008).

2.4.4 Salmonellen-Monitoring in Danemark

Bereits seit dem Jahr 1995 wird in Danemark ein Salmonellen Uberwachungs-
und Kontrollprogramm durchgefthrt. Der Aufbau ist mit dem des deutschen
Salmonellen-Monitoring  vergleichbar, umfasst jedoch alle Stufen der
Schweineproduktion. Vor 2005 wurden in Zuchtbetrieben monatlich zehn
Blutproben entnommen und serologisch untersucht. Bei Vorliegen eines
positiven Ergebnisses wurden Kotproben zur Nachuntersuchung und
Spezies-Differenzierung entnommen. Von Mastbetrieben wurden quartalsweise
Fleischsaftproben am Schlachthof entnommen und mittels ELISA untersucht.
Die Probenanzahl richtete sich dabei nach der BetriebsgroBe. Betriebe mit
weniger als 200 geschlachteten Schweinen pro Jahr wurden vernachlassigt, die
restlichen Betriebe mussten zwischen 60 und 100 Tiere pro Jahr untersuchen
lassen. Seit dem Jahr 2005 wird risikoorientiert untersucht. Betriebe mit einem
Salmonellen-Index von Null missen nur noch eine Fleischsaftprobe pro Monat
untersuchen lassen. Sauenbestédnde werden nur untersucht, wenn sich der
belieferte Méaster auf Niveau zwei oder drei befindet. Zusatzlich werden
quartalsweise Futterproben untersucht.

Die Kategorisierung dient der Risikoeinschatzung und erfolgt anhand des
Salmonellen-Index, der sich aus den Ergebnissen der letzten drei Monate
errechnet. Daraufhin erfolgt die Gruppierung in drei Niveaus. Flr den Fall, das
die Anzahl der positiven Proben 10% Uberschreitet, werden Kotproben
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nachuntersucht und individuelle MaBnahmenplane erstellt (Rautiainen et al.,
2001; Wegener et al., 2003; Danske-Slagterier, 2009).

Seit der Einfihrung dieses Programmes hat sich in Danemark der Nachweis
von Salmonellen im Schweinefleisch und die Anzahl der Salmonellosen beim
Menschen deutlich verringert (Nielsen et al., 2001).

2.4.5 Das danische SPF-System

Das danische SPF-System (Specific-Pathogen-Free) besteht seit 1971. Das
Ziel des SPF-Systems ist, die Ubertragung von Krankheiten, die in der
Schweineproduktion zu wirtschaftlichen Schaden fihren kénnen, zu
unterbinden. Deshalb werden die Schweine dieser Betriebe in Danemark nur
unter Berlicksichtigung des Gesundheitsstatus gehandelt oder transportiert. Die
derzeit ca. 3700 registrierten SPF-Betriebe sind fir bestimmte
Krankheitserreger unverdachtig, oder weisen zumindest einen bekannten
Gesundheitsstatus auf. Diese SPF-Erreger sind Mycoplasma hyopneumoniae,
Actinobacillus pleuropneumoniae (APP), Pasteurella multocida, PRRSV,
Brachyspira hyodysenteriae, Sarcoptes suis und Haematopinus suis (SPF-SUS,
2008). Die  Organisation und die Fuhrung einer  zentralen
Gesundheitsdatenbank erfolgt durch die DMA (Danish Meat Association), die
durch den Zusammenschluss der drei gréBten danischen Fleischfachverbande
im Jahr 2006 entstand. Sie umfasst im Einzelnen die fir die
Schweineproduktion zustandige Danske Slagterier (DS), die Kedbranchens
Feellesrad (Rindfleischwirtschaft) und  die Danske Fjerkreeraad
(Geflugelfleischwirtschaft). Die Danske Slagterier, auch als Danish Bacon &
Meat Council bezeichnet, besteht aus den beiden groBen
Schlachthofgesellschaften  Danemarks, die sich im Besitz einiger
Schweineproduzenten befindet, und mehreren angeschlossenen Unternehmen.
Die Teilnahme am SPF-System ist freiwilig und erfordert regelméaBige
Gesundheitskontrollen. AuBerdem missen stallbauliche und hygienische
MaBnahmen umgesetzt werden. Zur Registrierung in der Datenbank wird die
bereits bestehende CHR-Nummer des Centralt Husdyrbrugregister verwendet.

Dieses Zentralregister unterliegt dem danischen Ministerium fir Lebensmittel,
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Landwirtschaft und Fischerei und garantiert die Rlckverfolgbarkeit in der
Fleischproduzierenden Kette (Danish-Qualitdtshandbuch, 2007).

Das SPF-System ordnet samtlichen Betrieben Déanemarks einen
Gesundheitsstatus zu. Demnach werden verschiedene Sicherheitsniveaus, die
farblich gekennzeichnet sind, unterschieden. Auf dem hdchsten, roten
Sicherheitsniveau befinden sich die Zucht- und Vermehrungsbetriebe. Diese
Betriebe werden monatlich durch einen Tierarzt der DMA Klinisch kontrolliert.
Monatlich entnommene Blutproben werden serologisch auf die APP-Serotypen
2 und 4, auf Mycoplasmen und auf PRRSV untersucht. Die Untersuchung auf
andere APP-Serotypen erfolgt quartalsweise bzw. jahrlich serologisch. Zur
Absicherung der Rhinitis-Freiheit werden Nasentupfer enthommen. Das blaue
Niveau umfasst die Schlachtschweineproduktion mit Ferkelerzeuger- und
Mastbetrieben. Hier erfolgen die klinischen Kontrollen mindestens alle 15
Wochen durch den Betriebstierarzt. Einmal jéhrlich werden Blutproben
entnommen, wobei serologisch auf Antikérper gegen APP, Mycoplasmen und
PRRSV untersucht wird. Die anderen SPF-Krankheiten werden klinisch beurteilt
und im Verdachtsfall durch Proben verifiziert. Daneben gibt es herkémmliche
Betriebe, die nicht am SPF-System teilnehmen. Es besteht allerdings die
Méglichkeit, z.B. durch Bestandssanierung SPF-Status zu erlangen (SPF-SUS,
2008; Danske-Slagterier, 2009).
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3 Material und Methoden

3.1 Zielsetzung

Im Rahmen des Forschungsvorhabens ,Visuelle Fleischuntersuchung in
Bayern®, gefdrdert durch das Bayerische Staatsministerium fir Umwelt,
Gesundheit und Verbraucherschutz (StmUGV) wurden auf zehn Mastbetrieben
und den jeweils belieferten Schlachtbetrieben Proben entnommen, die nach
einem festgelegten Probenplan untersucht wurden.

Ziel dieser Arbeit ist es, im Rahmen einer Verlaufsuntersuchung auf
lebensmittelrelevante  Zoonoseerreger, die Eignung der angewandten
Nachweis- und Untersuchungsverfahren, in Bezug auf den zeitlichen Ablauf und
die Methodik hin zu beurteilen.

3.2 Untersuchte Betriebe

Die zehn beprobten Betriebe wurden im Vorfeld ausgewéahlt und nahmen
freiwillig und im Einvernehmen mit den bestandsbetreuenden Tierdrzten an
dem Forschungsvorhaben teil. Als Grundvoraussetzungen fir die Auswahl der
Betriebe wurden die Teilnahme am QS-System und eine BetriebsgréBe von
mehr als 500 Mastplatzen festgelegt. Die Betriebe waren bayernweit verteilt,
befanden sich jedoch produktionsbedingt mit Schwerpunkt in den
Regierungsbezirken Schwaben und Niederbayern.

Bei einem Betrieb handelte es sich um einen geschlossenen Betrieb mit eigener
Mast, die Ubrigen neun waren reine Mastbetriebe. Die aufgestallten Ferkel
kamen entweder aus einer (geschlossenes System/ein Ferkelerzeuger) oder
aus mehreren (zwei bis elf Ferkelerzeuger) Herklinften. Die GréBe der Betriebe
erstreckte sich von 720 bis zu 2800 Mastplatzen (Abbildung 1). Acht Betriebe
stallten ihre Mastschweine in Kleingruppen von zehn bis 40 Tieren pro Bucht
auf. Ein Master betrieb eine reine GroBgruppenhaltung mit 450 Tieren je Abteil
und in einem Betrieb wurden beide Haltungsformen durchgefiihrt. Sowohl die
Probenentnahmen in den zehn Versuchsbetrieben, als auch die in den drei

belieferten Schlachtbetrieben konnten vollstandig und bis zum Abschluss der
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Versuche durchgeflihrt werden, so dass die Ergebnisse aller Betriebe in die
Auswertung mit einbezogen werden konnten. Allerdings konnten von den
urspringlich 600 Versuchstieren nur 545 bis zum Ende verfolgt werden. Die
Datensatze der Ubrigen 55 Schweine wurden nicht ausgewertet, da sie

aufgrund von Ohrmarkenverlust unvollstandig waren.

=10)
N

Anzahl Betriebe (n

<1000 1001-1500 1501-2000 22001
Anzahl Mastplatze

Abbildung 1: Verteilung der BetriebsgroBen

3.3 Erfassung von Betriebsdaten

Mit Hilfe eines Fragebogens wurden Daten zu der allgemeinen Betriebsstruktur,
der baulichen Gestaltung, der Fitterung, dem Hygienemanagement und der
Tiergesundheit erhoben. Die so gewonnenen Informationen wurden statistisch

ausgewertet und flossen mit in die Ergebnisse ein.

3.4 Durchfuhrung der Probenenthahmen

Insgesamt wurden an 600 Mastschweinen drei Probendurchgange
durchgefuhrt. Davon erfolgten die Probenentnahmen zweimal im
landwirtschaftlichen Betrieb und einmal am Schlachthof.

Im Rahmen der ersten Probenentnahme wurden pro Betrieb 60 Tiere einer
Altersgruppe (40. bis 60. Masttag) zufallig ausgewéhlt. Diese bildeten eine
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Versuchsgruppe und wurden mittels fortlaufend nummerierter Ohrmarken
(Primaflex, Fa. Schippers GmbH, 47647 Kerken) gekennzeichnet, so dass bis
zur Schlachtung eine eindeutige Identifizierung des Einzeltieres gewahrleistet
war. Im Anschluss an die Kennzeichnung wurden je Tier eine Blutprobe und ein
Kottupfer entnommen.

Die zweite Probenentnahme fand innerhalb der letzten 14 Tage vor der
Schlachtung statt und umfasste den gleichen Probenumfang, wie beim ersten
Durchgang. Zusétzlich wurden jedoch alle Versuchstiere einer standardisierten
klinischen Untersuchung unterzogen.

Aus den Blutproben sollten mittels ELISA Antikérper gegen Salmonella spp.
und Yersinia spp. nachgewiesen werden. Mit den Kottupfern wurde ein direkter
Erregernachweis auf Salmonella spp. und Campylobacter spp. mittels PCR
durchgefihrt (siehe Tabelle 1).

Bei dem abschlieBend am Schlachthof stattfindenden dritten Probendurchgang
wurden je Schlachtkérper ein Oberflachentupfer und eine Fleischsaftprobe
entnommen.

Die Fleischsaftproben wurden analog den Blutproben aus den ersten beiden
Probendurchgéngen auf Salmonellen- und Yersinien-Antikérper untersucht. Aus
den Oberflachentupfern sollten Campylobacter spp. isoliert werden und mittels

PCR nachgewiesen werden (siehe Tabelle 2).

3.4.1 Probenentnahme im landwirtschaftlichen Betrieb

Tabelle 1: Probenplan fiir den Betrieb

Erreger Probenanzahl | Probenmaterial | Untersuchungsmethode
Salmonella 60 Blutproben ELISA

SpP. 60 Kottupfer PCR

g;gp ylobacter 60 Kottupfer PCR

Yersinia spp. 60 Blutproben ELISA
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3.4.1.1 Blutproben

Far den Nachweis von Antikérpern gegen Salmonella spp. und Yersinia spp.
musste bei allen Versuchstieren Blut entnommen werden. Die Blutentnahme
erfolgte aus der rechten V. jugularis externa, dazu wurden die Schweine mit
einer Oberkieferschlinge fixiert und von einer Hilfsperson gehalten. Fir die
Blutprobenentnahmen wurden je Probe drei Serum (Z)-Primavetten (7,5 ml
Primavette, KABE Labortechnik GmbH, 51588 NuUmbrecht-Elsenroth) mit
Einmalkanilen Sterican (1,10 x50 mm der Fa. B. Braun Melsungen AG,
34209 Melsungen) oder Supra Einmalkandlen (1,20 x 75 mm der Fa. Ehrhardt
Medizinprodukte GmbH, 73312 Geislingen) verwendet. In der Klinik fir
Schweine der LMU Minchen wurde das Blut bei 3000 U/min, 4°C, 10 Minuten
lang zentrifugiert. Das so gewonnene Serum wurde in zwei groBe
(16 x 100 mm, Inhalt 12 ml, Rundboden, Polysterol) Zentrifugenréhrchen und
ein  kleines (12x55 mm, Rundboden, Polysterol) Zentrifugenréhrchen
aufgeteilt. Bis zur weiteren Untersuchung wurde das Serum bei -22°C
tiefgekUhlt gelagert.

3.4.1.2 Kottupfer

Far den Nachweis von Salmonella spp. und Campylobacter spp. wurden sterile
Abstrichbestecke mit Kunststoff-Watte-Trager und Cary-Blair-Transportmedium
(Fa. Copan ltalia S.p.A, Via F. Perotti 10, 25125 Brescia, ltalien) verwendet.
Dem mit der Oberkieferschlinge fixierten Versuchstier wurde der Tupfer rektal
eingeflihrt und unter drehender Bewegung flir ca. 1-2 Sekunden im Rektum
belassen.
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3.4.2 Probenentnahme am Schlachthof

Tabelle 2: Probenplan fiir den Schlachthof

Erreger Probenanzahl | Probenmaterial | Untersuchungsmethode
Salmonella | g, Fleischsaft ELISA

spp.

Campylobacter 60 Oberflachen- PCR

spp. tupfer

Yersinia spp. 60 Fleischsaft ELISA

3.4.2.1 Fleischsaftproben

Der Nachweis von Antikdrpern gegen Salmonella spp. und Yersinia spp. im
Schlachtkérper erfolgte aus dem Fleischsaft. Die Entnahme der
Fleischsaftproben fand am Schlachtband nach Halbierung der Tierkdrper statt.
Es wurde ein etwa 3x1x1cm groBes Stiick Muskulatur aus einem der
Zwerchfellpfeiler entnommen und in einen Fleischsaftbehalter (Salmostore®,
Labor Diagnostik Leipzig, 04103 Leipzig, Deutschland) verbracht und bei -22°C
eingefroren. Der durch das Auftauen entstandene Fleischsaft wurde in
Zentrifugenréhrchen (12 x 55 mm, Rundboden, Polysterol) dberfihrt und
anschlieBend serologisch untersucht.

3.4.2.2 Oberflachentupfer

FOr den Nachweis von Campylobacter spp. wurden sterile Abstrichbestecke mit
Kunststoff-Watte-Trager und Cary-Blair-Transportmedium (Fa. Copan ltalia
S.p.A, 25125 Brescia, Italien) verwendet. Mit dem Tupfer wurde Uber die
inneren Oberflachen (Pleura und Peritoneum) des unmittelbar zuvor

gespaltenen Schlachtkdrper gestrichen, bis dieser vollstandig durchtrankt war.

3.5 Probentransport und Labore

Alle Proben wurden nach Entnahme und wéahrend des Transports zurtick in die
Klinik fir Schweine der LMU Minchen in einer Klhlbox gelagert. Die

entnommenen Blutproben wurden im dortigen Labor abzentrifugiert. Das so
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gewonnene Serum wurde zu Rickstellproben und Proben zur Untersuchung im
LGL (Landesamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, 85764
OberschleiBheim) aufgeteilt. Fir das LGL bestimmte Proben wurden in der

Regel dort noch am Tag der Entnahme bearbeitet.

3.6 Angewandte Untersuchungsmethoden

3.6.1 Diagnostik von Salmonellen

3.6.1.1 Diagnostik mittels ELISA

Zum Nachweis von Antikérpern gegen S. Typhimurium und S. Choleraesuis
wurde der SALMOTYPE® Pig Screen ELISA im Mikrotiterplattenformat der
Firma Labor Diagnostik Leipzig (04103 Leipzig, Deutschland) verwendet.

Das Testsystem dient der quantitativen Bestimmung von Antikdrpern gegen
Salmonellen in Fleischsaft- oder Serumproben von Schweinen. Es werden
Antikdrper gegen die O-Antigene 1, 4, 5, 6, 7 und 12 erfasst. Die Mikrotiterplatte
wird mit Salmonellenantigen beschichtet. Um eine Interpretation der
Testergebnisse vornehmen zu kbénnen, werden sowohl Negativ- als auch
Positivkontrollen mitgefihrt. Die spezifischen Antikérper gegen Salmonellen
bilden wahrend der Inkubation der Probe in der beschichteten Vertiefung einen
Komplex mit dem Antigen. Nichtgebundenes Antigen wird durch Waschen
entfernt. Das hinzugefligte Antikérper-Enzymkonjugat bindet an die
antigengebundenen Proben-Antikérper. AnschlieBend wird ungebundenes
Konjugat  herausgewaschen.  Nach  Zugabe der  Enzymsubstrat-
Chromogenlésung  (TMP)  erfolgt eine  Farbreaktion durch das
antikérpergebundene Enzym. Das AusmalB der Farbentwicklung korreliert mit
der Konzentration der anti-Salmonella-Antikérper in der Probe. Die Proben in
den Mikrotiterplatten werden im Photometer bei 450 nm auf ihre optische Dichte
(OD) untersucht. Der Proben-OD%-Wert errechnet sich nach der vom Hersteller
angegebenen Formel unter Einbeziehung der Mittelwerte (MW) der
gemessenen OD der Positiv- (PK) und Negativkontrollen (NK):
Proben-OD%-Wert = (ODprope — MW ODnk)/(MW ODpk — MW ODnk)x 72,1 OD%
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Die Bewertung erfolgte zum einen, wie vom Hersteller vorgeschlagen nach dem
Vorbild der ersten Stufe des danischen und deutschen Monitoring-Programmes,
bei dem OD%-Werte von 240 als positiv galten. Zum Vergleich wurden die
Ergebnisse auch nach dem zur Herdendiagnostik empfohlenen Schema
eingeteilt, wobei OD%-Werte von 220 als positiv bewertet wurden.

3.6.1.2 Diagnostik mittels PCR

Zum Nachweis der spezifischen DNA-Sequenzen von Salmonellen wurde eine
real-time PCR durchgefliihrt. Die Kottupfer wurden im Verhaltnis 1:10 in
gepufferten Peptonwasser flr 24 Stunden bei 37°C im Brutschrank inkubiert,
um die vorhandenen Erreger anzureichern. Danach wurde 1 ml der
Anreicherungslésung entnommen und erhitzt, um durch Denaturierung der
Matritzen-DNA die Doppelstrange aufzuspalten. Die gesuchten DNA-Fragmente
wurden, falls vorhanden, durch Zugabe von Tag-Polymerase, Primern, Basen
und farblichen Sonden vervielfaltigt und photometrisch die Konzentration
ermittelt. Hierflr wurden real-time PCR Thermocycler (Fa. Agilent Technologies
Inc. Headquarters, SantaClara CA95051, United States) verwendet.

3.6.2 Diagnostik von Campylobacter

3.6.2.1 Diagnostik mittels PCR

Zum Nachweis der spezifischen DNA-Sequenzen von Campylobacter spp.
wurde eine real-time PCR durchgefihrt. Sowohl die Kot-, als auch die
Oberflachentupfer wurden im Verhéltnis 1:10 in Preston-Anreicherungslésung
fir 48 Stunden bei 42°C im Brutschrank unter anaeroben Bedingungen in
CO,-Atmosphére inkubiert, um die vorhandenen Erreger anzureichern.
AnschlieBend wurde 1 ml der Anreicherungslésung entnommen und erhitzt, um
durch Denaturierung der Matritzen-DNA die Doppelstrange aufzuspalten. Die
gesuchten DNA-Fragmente wurden, falls vorhanden, durch Zugabe von
Tag-Polymerase, Primern, Basen und farblichen Sonden vervielfaltigt und
photometrisch die Konzentration ermittelt. Hierfir wurden real-time PCR
Thermocycler (Fa. Agilent Technologies Inc. Headquarters, SantaClara
CA95051, United States) verwendet.
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3.6.3 Diagnostik von Yersinien

3.6.3.1 Diagnostik mittels ELISA

Alle Serum- und Fleischsaftproben wurden mit dem kommerziell verfligbaren
PIGTYPE® YOPSCREEN Pig ELISA (Labor Diagnostik Leipzig, 04103 Leipzig,
Deutschland) untersucht.

Dieser isotypspezifische (IgG), indirekte Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) im Mikrotiterplattenformat bedient sich als Antigen vierer rekombinanter
Yersinia-outer-proteins (Yops) des Referenzstammes DSM 13030 von
Y. enterocolitica Bioserovar 4/0:3. Die verwendeten Yop-Antigene werden von
allen Serotypen der pathogenen plasmidtragenden Stamme gebildet. Damit ist
eine Detektion aller pathogenen Yersinien, einschlieBlich Y. pseudotuberculosis
und Y. pestis mdglich. Kreuzreaktionen mit apathogenen Stdmmen und
anderen Enterobakterien kdnnen ausgeschlossen werden. Die Mikrotiterplatte
ist mit diesen spezifischen Yersinien-Antigenen beschichtet. Wahrend der
Probeninkubation binden Yersinia-spezifische Antikérper an die immobilisierten
Antigene, nichtgebundenes Material wird durch Waschen entfernt. Die
anschlieBende Detektion der gebundenen Antikérper erfolgt durch den
Peroxidase-konjugierten Anti-Schwein-IgG-Antikérper. Ungebundenes Konjugat
wird heraus gewaschen und die Farbreaktion durch Zugabe der
Enzymsubstrat-Chromogenlésung (TMP) gestartet. Nach dem Stoppen der
Reaktion wird die optische Dichte bei 450 nm im Photometer gemessen. Diese
ist proportional zu der Konzentration der anti- Yersinia-Antikérper in der Probe.
Der Proben-OD%-Wert errechnet sich nach der vom Hersteller angegebenen
Formel unter Einbeziehung der Mittelwerte (MW) der gemessenen OD der
Positiv- (PK) und Negativkontrollen (NK):

Proben-OD%-Wert = (ODpope — MW ODnk)/(MW ODpx — MW ODpk)x 100

Die Beurteilung der Proben fand nach den Vorgaben des Herstellers statt.
Proben mit einer Aktivitdt 220 OD% wurden als positiv beurteilt, d.h. es wurden

spezifische Antikdrper gegen pathogene Yersinien nachgewiesen.
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3.7 Einteilung der Betriebe

3.7.1 Einteilung nach Schweine-Salmonellen-VO

Die Mastbetriebe wurden anhand der Ergebnisse der
Salmonellen-Untersuchungen  mittels ELISA, nach den gesetzlichen
Bestimmungen der Schweine-Salmonellen-VO in drei Kategorien eingeteilt.
OD%-Werte =40 galten als positives Ergebnis. Die Anzahl der entnommenen
Proben je Betrieb entsprach denen der Schweine-Salmonellen-VO. Die
positiven Ergebnisse wurden in Prozent der 60 pro Betrieb entnommenen
Proben errechnet. Dieser Prozentsatz wurde dann in die entsprechenden
Kategorien I-lll  eingeordnet.  Kategorie | entsprach  1-20%  positiven
Ergebnissen, Kategorie Il wurde bei 21-40% positiven Proben erreicht und in
Kategorie Il wurden Betriebe eingeteilt, deren Anteil positiver Proben bei >40%
lag. Zusatzlich wurde eine dem QS-System entsprechende ,Kategorie 0
bertcksichtigt. Dieser ,Kategorie 0“ entsprachen Betriebe, bei denen die
Ergebnisse aller drei Probenentnahmen negativ waren. Zum Vergleich wurden
die Ergebnisse noch mit dem cut-off von 20 OD% bewertet. Dieser cut-off
entspricht dem vom Hersteller empfohlenen Wert flr die Diagnostik auf
Herdenebene.

3.7.2 Einfiihrung eines Score-Punkte Systems zur Bewertung der
Betriebsstruktur

Die auf dem Betrieb erfassten Angaben zu der allgemeinen Betriebsstruktur,
der baulichen Gestaltung, der Fitterung und dem Hygienemanagement wurden
mit Score-Punkten bewertet (siehe Tabelle 3). Demnach wurden die
verschiedenen MaBnahmen, die auf den Betrieben durchgefihrt wurden nach
ihrem madglichen Einfluss auf den Infektionsdruck und die Verbreitung von
Krankheitserregern im Betrieb gewichtet. MaBnahmen, die einen erwartet
starkeren Einfluss auf die Tiergesundheit hatten, wurden mit einer héheren
Anzahl von Punkten bewertet, als maoglicherweise weniger einflussreiche

MaBnahmen. Fiir Faktoren, die erwartungsgemaB zur Ubertragung beitrugen,
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anstelle zu verhindern, wurden Punkte abgezogen. Daraus ergab sich fir jeden
Betrieb eine Gesamtpunktzahl, die dann auf Korrelationen mit dem
Gesundheitsstatus der Betriebe hin untersucht wurde.

Tabelle 3: Scorepunkteverteilung fiir die Betriebsstruktur

Bereich Faktoren Punkte
1 Herkunft 2
Anzahl Ferkelbezug
>1 Herkunft -2
Dusche oder 9
schwarz/ weiBB
Hygieneschleuse Umkleideraum ohne 1
schwarz/ weiBB
kein Umkleideraum 0
Personen mit 1-2
Tierkontakt >0 -1
) Ja 2
Schadnagerbekéampfung :
nein )
Vollspalten
Aufstallung :
Teilspalten 0
Reinigung und o
Reinigung und Desinfektion
Desinfektion nur Reinigung 1
weder noch -2
>1d
Stall steht leer vor 1d
Neueinstallung
nein -2
kontinuierlich -2
Belegung .
rein-raus
. ja
stabile Gruppen :
nein )
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3.8 Statistische Auswertung

Die deskriptive Statistik wurde mit Microsoft Excel (2007) erstellt. Die
statistischen Analysen und deskriptiven Grafiken wurden unter der frei
verfligbaren Statistiksoftware ,R“, Version 2.10.1 durchgefiihrt. Die Haupt-
Analysen waren das Auffinden von Wirkungszusammenhangen einzelner
EinflussgréBen auf die verschiedenen Zielvariablen. Diese wurden auf
Individuen-Basis mit generalisierten linearen Modellen (GLMs) und auf
Betriebsebene zum Nachweis betriebsbedingter Effekte mit generalisierten
linearen gemischten Modellen (GLMMs) gerechnet. Die unterschiedlichen
Erklarungsguten der EinflussgroBen auf die Zielvariablen wurden mit Akaikes
Informations-Kriterium (AIC) verglichen. Die Signifikanz der geschéatzten
Regressions-Parameter wurde mit Score-Tests zum Signifikanzniveau 0,05
getestet. Die statistische Auswertung der Daten fand mit Hilfe des STABLAB
(Statistisches Beratungslabor, Institut flr Statistik, LMU Mlnchen) statt.
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4 Ergebnisse

Die Anzahl der Versuchstiere lag bei 600 untersuchten Schweinen verteilt auf
zehn Versuchsgruppen a 60 Tiere. Ausgewertet wurden nach Abschluss der
Versuche die Daten von 545 Tieren. Aufgrund ihrer Unvollstandigkeit flossen
die Daten der Ubrigen 55 Schweine nicht in die Auswertung mit ein.

Alle 545 Tiere wurden im Rahmen von drei Untersuchungsdurchgéangen
beprobt. Dabei fanden die ersten beiden Probenentnahmen (PE) im
landwirtschaftlichen Betrieb am lebenden Schwein statt. Die dritte
Probenentnahme wurde im Schlachthof am halbierten Schlachtkérper
durchgefihrt.

Die Zeitpunkte der Probenentnahmen wurden vorab festgelegt. Die erste
Beprobung erfolgte zwischen dem 40. und 60. Masttag. Die zweite
Probenentnahme fand innerhalb von 14 Tagen vor dem Schlachttermin statt,
gefolgt vom dritten Untersuchungsdurchgang unmittelbar nach der Schlachtung.

41 Salmonellen

4.1.1 Erfassung des Betriebsstatus mittels ELISA

Wie in Tabelle 4 dargestellt wurden in den drei Untersuchungsdurchgangen
jeweils dieselben Schweine (n=545) von zehn Betrieben serologisch mittels
ELISA auf Salmonella spp. untersucht.
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Tabelle 4: Nachweis Salmonella spp. (ELISA)

1. Probenentnahme 2. Probenentnahme 3. Probenentnahme
Be- | Anzahl (Serum) (Serum) (Fleischsaft)
i R R e
A 56 2 (36)| 0 (0,0 0 (01| 0 (0,0 7 (12,5)] 0 (0,0
B 56 2 (36)| 0 (0,0 3 (4| 0 (0] 183 (23,2 1 (1,8)
Cc 51 1 (2,001 0 (0,0) 4 (78| 0 (0,0 6 (11,8)| 0 (0,0
D 59 3 (1) 0 (0,0 0 (0| 0 (0,0 1 (1,77 0  (0,0)
E | 59 3 G| o 0ol 1 @7 o 0ol 2 @4 o (00
F 56 3 (B4)| 0 (0,0 3 (B4)| 0 (0,0 6 (10,7 0 (0,0
G 55 8 (145)| 2 (3,6) 0 (00| 0 (00 0 (00| 0 (0,0
H 50 14 (28,0)] 3 (6,0) 7 (14,0)| 1 (2,001 17 (34,00| 4 (8,0
1 53 1 (1,99 0 (0,0) 5 (9,4) 1 (1,9) 6 (11,3)| 1 (1,9)
K 50 0 (01| 0 (0,0 1 (2,00 0 (0,0 1 (2,00 0 (0,0
Ges.| 545 37 (68)| 5 (09| 24 (44| 2 (04| 59 (10,8)| 6 (1,1)

Die Einteilung der Ergebnisse erfolgte nach den Vorgaben des Herstellers bzw.

der Schweine-Salmonellen-VO in drei Kategorien (Kategoriel: 0-20%,
Kategorie Il: >20-40%, Kategorie lll: >40% positive Proben). Betriebe, bei
denen in keiner der insgesamt 60 Proben Salmonellen-Antikérper

nachgewiesen werden konnten, wurden in eine zusatzliche ,Kategorie 0
eingeteilt. Es wurde zum einen nach dem wissenschaftlich cut-off 220 OD% und
zum anderen nach dem gesetzlichen cut-off 240 OD% eingeteilt.

Bei Anwendung des cut-off 240 OD% (siehe Abbildung 2) konnten im ersten
Untersuchungsdurchgang acht Betriebe in die ,Kategorie 0“ eingeteilt werden.
Zwei Betriebe befanden sich in Kategorie |. Bei der zweiten Probenentnahme
kam es zur gleichen prozentualen Verteilung in der Kategorisierung der
Betriebe, allerdings wechselten zwei Betriebe den Status. Im Rahmen des
dritten Durchganges &nderte ein Betrieb den Salmonellenstatus. Bei drei
Betrieben erfolgte eine Einteilung in Kategorie I. Alle Gbrigen Betriebe wurden in
,Kategorie 0“ eingeteilt. Kein Betrieb wurde in Kategorie Il oder Ill eingestuft.
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cut-off 40 OD%
100
2 80
& 80 80
X 60 70 Kategorie 0
§ Kategorie |
‘= | Kategorie Il
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©
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< 20 20
0 0 0 O 0 O
0 ‘ ‘
1. PE 2. PE 3. PE

Abbildung 2: Einteilung der Betriebe in Kategorien aufgrund des
Nachweises von Salmonellenantikérpern (cut-off 240 OD%)

Wourde der cut-off 220 OD% angewandt (siehe Abbildung 3), so befand sich bei
der ersten Probenentnahme ein Betrieb in ,Kategorie 0“. In Kategorie | wurden
acht und in Kategorie Il ein Betrieb eingeteilt. Im Verlauf der zweiten
Probenentnahme fand bei drei Betrieben eine Einteilung in ,Kategorie 0 statt.
Die restlichen sieben Betriebe wurden in Kategorie | eingestuft. Es kam bei der
Halfte der Betriebe zu einer Anderung der Kategorisierung. Im Rahmen des
dritten Untersuchungsdurchganges erfolgte bei einem Betrieb die Einteilung in
.Kategorie 0“. Sieben Betriebe wurden der Kategorie | und zwei der Kategorie Il
zugeordnet. Bei keinem Betrieb erfolgte die Einteilung in Kategorie Ill. Bei vier
Betrieben &nderte sich der Salmonellenstatus.



4 Ergebnisse 44

cut-off 20 OD%
100
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Abbildung 3: Einteilung der Betriebe in Kategorien aufgrund des
Nachweises von Salmonellenantikérpern (cut-off 220 OD%)

4.1.2 Veranderung des Betriebsstatus (ELISA)

In Abhangigkeit des angewandten cut-off veranderte sich der Salmonellenstatus
der Betriebe Uber den Beprobungszeitraum unterschiedlich stark (siehe
Abbildung 4). Insgesamt konnten bei einem cut-off 220 OD% vier Betriebe in
drei Untersuchungsdurchgangen ihren Betriebsstatus beibehalten. Wurde der
cut-off 240 OD% angewandt waren es sechs Betriebe.

Lasst man die zusatzliche ,Kategorie 0“ weg und kategorisiert nach Vorgabe
der Schweine-Salmonellen-VO kommt man zu folgenden Ergebnissen. Bei
einem cut-off 240 OD% wurden alle Betriebe in Kategorie | eingeteilt und der
Salmonellenstatus veranderte sich wahrend des Beprobungszeitraumes nicht.
Erfolgte die Einteilung dagegen nach cut-off 220 OD%, so behielten acht
Betriebe die Kategorie | Uber den gesamten Probenzeitraum bei und zwei
veranderten sich. Der eine Betrieb wechselte seinen Status zwischen zweiter
und dritter Probenentnahme von Kategorie | zu Il. Der Andere befand sich bei
der ersten Beprobung in Kategorie Il, wechselte bei der zweiten Untersuchung
in Kategorie | und wurde bei der dritten Probenentnahme erneut in Kategorie |l
eingestuft.
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Abbildung 4: Anderung des Salmonellenstatus in Abhangigkeit des
gewahlten cut-off

4.1.3 Erfassung des Betriebsstatus mittels PCR

In den ersten beiden Untersuchungsdurchgangen wurden von allen Tieren

(n=545) Kottupfer entnommen und mittels real-time PCR auf Salmonella spp.

untersucht. Im Falle des Erregernachweises aus mindestens einer Probe erhielt

der betroffene Betrieb den Status Salmonellen-positiv.

Wie in Tabelle 5 dargestellt, konnten bei der ersten Probenentnahme in einer

Probe (1,8%) des Betriebes A Salmonella spp. nachgewiesen werden. In den

dbrigen neun Betrieben konnten keine Erreger direkt nachgewiesen werden.

Infolgedessen erhielt Betrieb A einen positiven, alle anderen einen negativen

Status. Bei der zweiten Probenentnahme wurden in den Betrieben | und K zwei

(3,8%) bzw. drei (6,0%) Proben positiv getestet. Die restlichen acht Betriebe

waren negativ.
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Tabelle 5: Vergleich Nachweismethoden Salmonella spp.

1. Probenentnahme

2. Probenentnahme

SN p— ELISA PCR ELISA PCR
wieh | Tiere (Serum) (Kottupfer) (Serum) (Kottupfer)
e =R e
Al se | 2 @6l o 0ol1 @8] o 0o o ©of o (00
B| 5 [ 2 @6 0 000 00| 3 (4| 0 (00] 0 (00
c | 5 1 20| 0 ©oflo ©o| 4 @8] o ©of o (00
D 5 |3 G110 ©olo ©o| o 00| o 0] 0 (00
E 5 |3 G| 0 ©0olo ©0o| 1 @7 o ©00o]o (00
F| 56 | 3 54| 0 (00]lo ©of| 3 4| o 00| o (00
G| 5 | 8 (145 2 @36l o ©o| o 00| o ©o| o (00
H 50 |14 (280 3 600 00 | 7 (140] 1 (20] 0 (0,0
1| 88 |1 (19 0 oo ©0ol| 5 @ 1 192 @8
K| 50 [ o ©o0| 0o ©olo ©0] 1 @0] 0 (00] 3 (0
Ges.| 545 | 37 (68)| 5 (0,9 1 (02 | 24 44| 2 (04| 5 (09

4.1.4 Veranderung des Betriebsstatus (PCR)

Sieben Betriebe behielten ihren Status Salmonellen-negativ bei und drei

wechselten den Status (siehe Abbildung 5). Betrieb A wechselte von positiv in

der ersten zu negativ in der zweiten Probenentnahme. Bei den Betrieben | und

K verhielt es sich umgekehrt, ihr Betriebsstatus wechselte von negativ zu

positiv.
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Abbildung 5: Veranderung Betriebsstatus Salmonellen PCR

4.1.5 Betriebsstatus im Vergleich: ELISA und PCR

Wie bereits vergleichend in Tabelle 5 dargestellt, wurde zusatzlich zu den
serologischen Untersuchungen auf Salmonella spp. bei der ersten und zweiten
Probenentnahme der bakteriologische Nachweis mittels PCR aus Kottupfern
geflhrt.

In den folgenden Kreuztabellen sind die ELISA- und PCR-Ergebnisse der
ersten und zweiten Probenentnahme getrennt nach cut-off 220 OD% und
240 OD% vergleichend dargestellt. Mittels Kappa-Testes wurden mdgliche
Ubereinstimmungen berechnet und aufgezeigt. Dabei zeigt k>0,60 eine gute,
k>0,80 eine excellente Ubereinstimmung (jenseits des Zufalls) an.

Im Zuge der ersten Probenentnahme wurde ein Betrieb in der PCR positv auf
Salmonella spp. getestet. Bei der Einteilung nach cut-off 220 OD% war dieser
Betrieb auch in der Serologie positiv. Wendete man den cut-off 240 OD% an
war der Betrieb jedoch serologisch negativ. Bei den Ubrigen neun Betrieben
gelang kein direkter Erregernachweis mittels PCR. Nach cut-off 240 OD%
waren sieben von ihnen serologisch negativ und zwei positiv. Dagegen war bei
einer Einteilung nach cut-off 220 OD% nur einer der neun Betriebe serologisch
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und bakteriologisch negativ. Die restlichen acht waren alle serologisch positiv
und in der PCR negativ (siehe Tabelle 6).

Tabelle 6: Vergleich von ELISA und PCR fir die 1. Probenentnahme
eingeteilt nach cut-off 220 OD% (a) und cut-off 240 OD% (b)
a b

cut-off ELISA ELISA cut-off ELISA ELISA
220 OD% | positiv | negativ 240 OD% | positiv | negativ
P
CR 1 0 n=1 PC.B 0 1 n=1
positiv positiv
P
CR, 8 1 n=9 PCR, 2 7 n=9
negativ negativ
n=9 n=1 n=10 n=2 n=8 n=10
k=0,024 k=-0,154

Bei der zweiten Probenentnahme wurden auf zwei Betrieben mittels PCR
Salmonellen nachgewiesen. Der eine Betrieb war bei Einteilung mittels cut-off
240 OD% serologisch negativ, aber nach dem cut-off 220 OD% positiv. Der
andere Betrieb war bei beiden cut-off Werten serologisch positiv. Von den
verbliebenen acht in der PCR negativ getesteten Betrieben waren drei auch
serologisch negativ. Die Ubrigen finf waren serologisch alle nach cut-off
>20 OD% positiv und einer zusatzlich auch nach cut-off 240 OD% (siehe
Tabelle 7).

Tabelle 7: Vergleich von ELISA und PCR fiir die 2. Probenentnahme
eingeteilt nach cut-off 220 OD% (a) und cut-off 240 OD% (b)
a b

cut-off ELISA ELISA cut-off ELISA ELISA
220 OD% | positiv | negativ 240 OD% | positiv | negativ
positiv positiv
PCR_ 5 3 n=8 PCR, 1 7 n=8
negativ negativ
n=7 n=3 n=10 n=2 n=8 n=10
k=0,194 k=0,375
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Wie in den Kreuztabellen dargestellt konnten weder bei der ersten noch bei der
zweiten Probenentnahme Ubereinstimmungen zwischen den
Betriebseinteilungen nach ELISA- und PCR-Ergebnissen festgestellt werden.
Dabei spielte auch die Veranderung des cut-off im Rahmen der Beurteilung der
ELISA-Ergebnisse keine Rolle.

4.1.6 Zusammenhange zwischen den Probenentnahmen

Im Folgenden werden mogliche Korrelationen zwischen den Ergebnissen der
drei Probenentnahmen sowohl auf Einzeltier- als auch auf Betriebsebene
dargestellt.

Die Analyse erfolgte durch (generalisierte lineare) gemischte Modelle. Dabei
werden zu jeder EinflussgréBen-Zielvariablen-Kombination sechs verschiedene
Modelle (a-f) angepasst. Die Modellwahl, als Entscheidung welches Modell den
besten Kompromiss zwischen guter Anpassung an die Daten und geringer
Modell-Komplexitat liefert, wird tGber den AIC (Akaike's Information Criterion)
vollzogen. Dabei wird das Modell bevorzugt, welches bei gleicher ZielgréBe den
kleinsten AIC liefert.

Aufgrund der geringen Nachweisrate mittels PCR waren keine sinnvollen
Berechnungen mdglich. Daher beziehen sich die nachfolgenden Berechnungen

ausschlieBlich auf die ELISA-Ergebnisse.
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4.1.6.1 Einzeltierebene
In Abbildung 6 ist die Verteilung der ELISA OD%-Werte aller Tiere in den

einzelnen Probenentnahmen dargestellt.
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Abbildung 6: Vergleichende Verteilung der ELISA-Ergebnisse
(Salmonella spp.) aller Probenentnahmen ohne
Beriicksichtigung eines cut-off

Auf Basis dieser Daten wurden alle drei Probenentnahmen miteinander
verglichen und in Abbildung 7 dargestellt. Die Berechnungen ergaben, dass
grundsatzlich alle Probenentnahmen signifikant positiv korrelierten.
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Abbildung 7: Darstellung
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Korrelationen zwischen den
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Die deutlichste Korrelation bestand mit R?=0,232 und p<0,0001 zwischen der

zweiten und dritten Probenentnahme.

4.1.6.2 Betriebsebene
Die Ergebnisse der Probenentnahmen wurden unter Beriicksichtigung der
jeweiligen Betriebszugehdbrigkeit miteinander verglichen und in

Abbildung 8 dargestellt. Dabei ist jedem Betrieb eine der diinnen Geraden
zugeordnet.
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Abbildung 8: Darstellung von
Korrelationen der drei
Probenentnahmen
(Salmonellen-ELISA OD%) unter

besonderer Berucksichtigung der

einzelnen Betriebe

Es wurde fir jeden Vergleich ein AIC ermittelt. Aufgrund des niedrigsten AIC

wurde ersichtlich, dass die erste und zweite Messung (AlC=3520,39) am

deutlichsten korrelieren. Beim Vergleich von erster (AIC=3841,02) und zweiter

(AlC=3736,05) Probenentnahme als EinflussgréBe mit dritter Probenentnahme

als Zielgr6Be wurde berechnet, dass die zweite Messung starker mit der dritten

korreliert.

Es ist jedoch zu beachten, dass es in allen drei Vergleichen immer einige

Betriebe gab, deren Ausgleichsgeraden eine signifikant héhere oder niedrigere

Steigung hatten als die allgemeine Ausgleichsgerade.
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4.2 Campylobacter

4.2.1 Befunde im Betrieb

Es wurden pro Probendurchgang bei 545 Tieren Kottupfer entnommen und auf
Campylobacter spp. untersucht. Die verwendete real-time PCR unterschied die
Spezies C. coli, C. jejuni und C. lari. Die Ergebnisse der eigenen Untersuchung
sind in Tabelle 8 dargestellt. C. lari konnte in keiner Probe nachgewiesen
werden. C. jejuni konnte im ersten Probendurchgang auf zwei Betrieben aus
einer* (1,7%) bzw. zwei** (3,4%) Proben isoliert werden. Bei diesen Proben
lagen jeweils Koinfektionen mit C. coli vor. Im zweiten Durchgang konnte
C. jejuni in keinem der Betriebe nachgewiesen werden. Der Nachweis von
C. coli gelang sowohl im ersten als auch im zweiten Probendurchgang in allen
zehn Betrieben. Bei der ersten Probenentnahme lag der Anteil der positiven
Proben in den jeweiligen Betrieben zwischen 96,4% und 100%. Im zweiten
Durchgang gelang der Erregernachweis aus 100% der Proben.

Tabelle 8: Nachweis Campylobacter spp. (PCR)

1. Probenentnahme 2. Probenentnahme 3. Probenentnahme
e | szl (Kottupfer) (Kottupfer) (Oberflachentupfer)
trieb | Proben
PCR positiv (%) PCR positiv % PCR positiv %
A 56 56 (100) 56 (100) 6 (10,7)
B 56 56 (100) 56 (100) 6 (10,7)
C 51 51 (100) 51 (100) 13 (25,5)
D 59 59* (100) 59 (100) 13 (22,0)
E 59 59** (100) 59 (100) 3 (5,1)
F 56 54 (96,4) 56 (100) 4 (7,1)
G 55 55 (100) 55 (100) 9 (16,4)
H 50 50 (100) 50 (100) 8 (16,0)
1 53 53 (100) 53 (100) 34 (64,2)
K 50 50 (100) 50 (100) 27 (54,0)
Ges. 545 543 (99,6) 545 (100) 123 (22,6)
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4.2.2 Befunde am Schlachthof

Geschlachtet wurde in drei verschiedenen Schlachthéfen und immer alle Tiere
einer Versuchsgruppe zusammen. Die Wahl des Schlachthofes war den
Landwirten bzw. deren Vermarktern Uberlassen. Anstatt Kottupfer wurden
Oberflachentupfer von der Schlachtkérperinnenflaiche genommen. Die
verwendete real-time PCR zum Nachweis von Campylobacter spp. war analog
der in den beiden vorherigen Probenentnahmen.

C. lari und C. jejuni konnten in keiner der Proben nachgewiesen werden. Der
Nachweis von C. coli gelang aus Tieren aller zehn Versuchsbetriebe. Die
Nachweishaufigkeit pro Betrieb variierte zwischen 5,1% und 64,2% der Proben
(siehe Tabelle 8).

In Abbildung 9 ist der Vergleich der drei Schlachthéfe in Bezug auf die
durchschnittliche Nachweisrate von C. coli auf der Schlachtkérperoberflache
dargestellt. Das Ergebnis flr Schlachthof 2 ist der Vollstandigkeit halber mit
aufgefihrt, obwohl dort lediglich ein Betrieb mit 55 Tieren beprobt wurde. In den
folgenden Berechnungen wurde dieser Schlachthof nicht mehr berlicksichtigt.
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Abbildung 9: Nachweis von C. coli in Abhangigkeit vom Schlachthof
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In Abbildung 10 ist der gesamte Verlauf des Nachweises von
Campylobacter spp. der an Schlachthof1 (n=336) und 3 (n=154)
geschlachteten Tiere dargestellt.
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Abbildung 10: Verlauf der Nachweisrate von Campylobacter spp. der an
Schlachthof 1 und 3 geschlachteten Schweine

Das Aufzeigen mdglicher Zusammenhéange zwischen den Ergebnissen der
beiden ersten Probenentnahmen und den Ergebnissen an den Schlachthéfen
erfolgte mittels Berechnung durch generalisierte lineare gemischte Modelle.
Dabei zeigte es sich, dass fir den positiven Nachweis von C. coli auf
Schlachtkérpern in Schlachthof 3 eine signifikant héhere Chance (0,887:1) und
in Schlachthof 1 eine signifikant niedrigere Chance (0,139:1) bestand.

4.2.3 Betriebsstatus

Alle  zehn untersuchten  Betriebe erhielten den  Betriebsstatus
Campylobacter spp.-positiv, da bei ihnen ein Erregernachweis in allen drei
Untersuchungsdurchgangen gelang. Die in den Betrieben gewonnenen Proben
waren, mit einer Ausnahme (96,4%), zu 100% positiv auf C coli. Die
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Nachweisraten an den Schlachthéfen bewegten sich zwischen 5,1% und
64,2%. Zusatzlich wurde bei der ersten Probenentnahme in zwei Betrieben

C. jejuniisoliert.

4.3 Yersinien

4.3.1 Betriebsstatus

Wie in Tabelle 9 dargestellt, wurden insgesamt 545 Mastschweine von zehn
Betrieben mittels ELISA auf eine mdgliche Infektion mit pathogenen
Yersinia spp. untersucht. Der serologische Nachweis erfolgte im Zuge dreier
Probenentnahmen bei jeweils denselben Tieren. Ab einem cut-off 220 OD%
wurden die Proben als positiv gewertet. Demnach wiesen im ersten
Probendurchgang 42,2% aller untersuchten Tiere einen positiven Befund auf.
Bei der zweiten Probenentnahme wurden 56,1% als positiv gewertet und bei

der dritten waren es 60,0%.

Tabelle 9: Nachweis Yersinia spp. (ELISA)

1. Probenentnahme 2. Probenentnahme 3. Probenentnahme
Be- | Anzahl (Serum) (Serum) (Fleischsaft)
trieb Proben
n 220 OD% (%) n2200D% (%) n 220 OD% (%)
A 56 31 (55,4) 31 (55,4) 34 (60,7)
B 56 30 (53,6) 56 (100) 56 (100)
C 51 23 (45,1) 51 (100) 51 (100)
D 59 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (1,7)
E 59 59 (100) 56 (94,9) 58 (98,3)
F 56 56 (100) 56 (100) 54 (96,4)
G 55 0 (0,0) 1 (1,8) 5 (9,1)
H 50 29 (58,0) 49 (98,0) 49 (98,0)
I 53 2 (3,8) 6 (11,3) 16 (30,2)
K 50 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (6,0)
Ges. 545 230 (42,2) 306 (56,1) 327 (60,0)
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Auf Betriebsebene wurde eine Versuchsgruppe als positiv gewertet sobald der
Befund eines Tieres positiv war. Als Folge wurde dem betreffenden Betrieb der
Status Yersinia-positiv zugeteilt (siehe Abbildung 11). Im Rahmen der ersten
Probenentnahme wurden drei Betriebe als negativ und sieben als positiv
bewertet. Bei den positiven Betrieben gelang der Nachweis in 3,8% bis 100%
der Proben. Bei der zweiten Probenentnahme waren zwei Betriebe negativ und
acht Betriebe positiv mit Nachweishaufigkeiten von 1,8% bis 100%. Die
Ergebnisse des dritten Probendurchganges zeigten schlieBlich, dass alle zehn
Betriebe positiv waren. Es wurden Nachweish&ufigkeiten von 1,7% bis 100%

gefunden.
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Abbildung 11: Einteilung nach cut-off 220 OD% (Yersinia spp.)

4.3.2 Veranderung des Betriebsstatus

Im Laufe der drei Untersuchungsdurchgange behielten sieben Betriebe
wahrend aller drei Probenentnahmen ihren Betriebsstatus Yersinia-positiv bei.
Drei Betriebe wechselten den Status von negativ zu positiv (siehe Abbildung
12). Dabei kam es bei einem dieser Betriebe zwischen erster und zweiter
Probenentnahme zum Wechsel des Betriebsstatus und bei den anderen beiden
zwischen zweiter und dritter Probenentnahme. Keiner der untersuchten
Betriebe wechselte den Betriebsstatus in umgekehrter Richtung von

Yersinia-positiv zu -negativ.
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Abbildung 12: Veranderung Betriebsstatus (Yersinia spp.)

4.3.3 Zusammenhdnge zwischen den Probenenthahmen

Im Folgenden werden maogliche Korrelationen zwischen den Ergebnissen der
drei Probenentnahmen sowohl auf Einzeltier- als auch auf Betriebsebene
dargestellt.

Die Analyse erfolgte durch (generalisierte lineare) gemischte Modelle. Dabei
werden zu jeder EinflussgréBen-Zielvariablen-Kombination sechs verschiedene
Modelle (a-f) angepasst. Die Modellwahl, als Entscheidung welches Modell den
besten Kompromiss zwischen guter Anpassung an die Daten und geringer
Modell-Komplexitat liefert, wird tber den AIC (Akaike's Information Criterion)
vollzogen. Dabei wird das Modell bevorzugt, welches bei gleicher ZielgréBe den
kleinsten AIC liefert.

4.3.3.1 Einzeltierebene
In Abbildung 13 sind die Verteilungen der ELISA OD%-Werte aller Tiere
dargestellt.
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Abbildung 13: Vergleichende Verteilung der ELISA-Ergebnisse
(Yersinia spp.) aller Probenentnahmen ohne
Beriicksichtigung eines cut-off

Wie schon bei den Salmonellen wurden auf Basis dieser Daten alle drei
Probenentnahmen miteinander verglichen. Die Berechnungen ergaben, dass

grundsatzlich alle Probenentnahmen signifikant positiv korrelierten.
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Abbildung 14: Darstellung der
unterschiedlichen Korrelationen
zwischen den Probenenthnahmen
(Yersinien-ELISA OD%) mittels
einer Ausgleichsgeraden
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Wie aus der Abbildung 14 ersichtlich wird, bestanden mit R?=0,767 und
p<0,0001 die deutlichsten Korrelationen zwischen der zweiten und dritten
Probenentnahme.

4.3.3.2 Betriebsebene
Die Ergebnisse der Probenentnahmen wurden unter Berlicksichtigung der
jeweiligen Betriebszugehorigkeit miteinander verglichen und in Abbildung 15

dargestellt. Erneut ist jedem der zehn Betriebe eine diinne Gerade zugeordnet.
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Abbildung 15: Darstellung von
Korrelationen der drei
Probenentnahmen
(Yersinien-ELISA OD%) unter
besonderer Berlicksichtigung
der einzelnen Betriebe

Es wurde fUr jeden Vergleich ein AIC ermittelt. Aufgrund des niedrigsten AIC

wurde ersichtlich, dass die erste und zweite Messung (AlIC=4310,82) am

deutlichsten korrelieren. Beim Vergleich von erster (AlIC=4474,06) und zweiter

(AlC=4352,91) Probenentnahme mit dritter Probenentnahme wurde berechnet,

dass die zweite die dritte Messung besser erklart.

Ahnlich wie bei den Ergebnissen fiir die Salmonellen-Messungen ist zu

beachten, dass in allen drei Vergleichen Betricbe dabei waren, deren

Ausgleichsgeraden eine signifikant héhere oder niedrigere Steigung aufwiesen,

als die allgemeine Ausgleichsgerade.
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4.4 Einteilung der Betriebe anhand des Betriebsscore

4.4.1 Verteilung der Scorepunkte auf die Betriebe

Anhand der in Tabelle 3 genannten Parameter wurde ein Gesamtscore je
Betrieb berechnet. Dabei lag die geringste zu erreichende Anzahl von
Scorepunkten bei -13 und das Maximum bei 16. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 16 dargestellt.

Einer der Betriebe hatte einen sehr niedrigen Score von null Scorepunkten.
Zwei Betriebe wiesen einen niedrigen Gesamtscore von acht Punkten auf und
fir ebenfalls zwei Betriebe wurde ein mittlerer Gesamtscore von neun und zehn
Punkten berechnet. Die restlichen vier Betriebe hatten einen hohen
Gesamtscore zwischen 13 und 15 Punkten.
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Abbildung 16: Einteilung der Betriebe nach Betriebsscore

4.4.2 Korrelationen zwischen Betriebsscore und Erregernachweis

Die Berechnungen erfolgten abhangig von der jeweiligen Zielgr6Be mit linearen
oder generalisierten linearen Modellen. Als EinflussgroBe war immer der
Betriebsscore gesetzt. Es wurde getestet, ob die Einflussgr6Be einen
signifikanten Erklarungsanteil an der Zielgr6Be hatte.
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Zusatzlich wurden die Betriebe in solche mit einem niedrigeren und solche mit
einem hoéheren Score unterteilt, um sie dann in Kreuztabellen deskriptiv
einzuordnen und mittels Chi?-Test mdgliche Signifikanzen zu berechnen.
Zwischen dem Betriebsscore und den ELISA Ergebnissen (ohne cut-off) der
Salmonellen-Messungen als ZielgréBen bestanden bei allen drei
Probenentnahmen signifikante Zusammenhange. Die Berechnungen zur
zweiten (p<0,0001) und dritten (p=0,0151) Probenentnahme zeigten, dass bei
steigendem Betriebsscore, die erwarteten OD%-Werte der jeweiligen
Probenentnahme sanken. Bei der ersten (p=0,0296) Probenentnahme verhielt
es sich genau umgekehrt.

Teilte man die Betriebe einfach nach einem niedrigeren und einem hdéheren
Gesamtscore ein und verglich diese Kategorisierung mit der Einteilung jeweils
nach cut-off 220 und 240 OD% kam man zu folgenden Ergebnissen (siehe
Tabelle 10). Bei den Berechnungen zur ersten Probenentnahme erhielt man bei
beiden cut-off Werten mit p<0,0001 und p=0,028 einen signifikanten
Zusammenhang. Wie schon bei den vorherigen Ergebnissen flir die erste
Probenentnahme zeigte es sich, dass die Betriebe mit héherem Score auch
eine hohere Nachweisrate im ELISA hatten. Bei den beiden anderen

Probenentnahmen konnte kein signifikanter Zusammenhang berechnet werden.
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Tabelle 10: Zusammenhange zwischen einem héheren oder niedrigeren
Betriebsscore und einem hoheren oder niedrigeren cut-off bei
Salmonella spp. dargestellt mittels Kreuztabellen fir 1. (a), 2. (b)
und 3. (c) Probenenthnahme

a)
cut-off ELISA ELISA 1. PE cut-off ELISA ELISA 1. PE
220 OD% | negativ | positiv ; 240 OD% | negativ | positiv :
S
SCOre | 259 7 n=266 Seore | o66 0 n=266
niedriger niedriger
S
core 249 30 n=279 Score 074 5 =279
héher héher
p<0,0001 n=508 n=37 n=545 p=0,028 n=540 n=5 n=545
b)
cut-off ELISA ELISA 2 PE cut-off ELISA ELISA 2 PE
220 OD% | negativ | positiv ' 240 OD% | negativ | positiv |
S
Seore - ogg 16 | n=266 e 1 n=266
niedriger niedriger
Score Score
271 8 n=279 =
héher héher 278 1 n=279
p=0,073 | n=521 n=24 n=545 p=0,973 | n=543 n=2 n=545
c)
cut-off ELISA ELISA 3. PE cut-off ELISA ELISA 3. PE
220 OD% | negativ | positiv : 240 OD% | negativ | positiv |
S S
SC0T8 1 o3 32 | n=266 5008 - ogg 2 n=266
niedriger niedriger
S S
N 27 | n=279 core 1 o75 4 n=279
héher héher
p=0,377 n=486 n=59 n=545 p=0,446 n=539 n=6 n=545

Verglich man die Ergebnisse der Messungen auf Campylobacter spp. mit dem
Betriebsscore, waren aufgrund der geringen Varianz in den ersten beiden
Probenentnahmen keine  Berechnungen méglich. Bei der dritten
Probenentnahme hatte der Betriebsscore einen signifikanten (p<0,0001)

Erklarungsanteil an der ZielgréBe. Stieg der Betriebsscore um eine Einheit,
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sank die Chance auf einen Nachweis von Campylobacter spp. in der Erwartung
um den Faktor 0,926.

Bei den Berechnungen der Zusammenhange von Betriebsscore und den ELISA
Ergebnissen fur Yersinien konnte im Rahmen der ersten Probenentnahme
keine Signifikanz (p=0,0635) ermittelt werden. Bei den beiden folgenden
Probenentnahmen bestand zum Betriebsscore jeweils ein signifikanter
(p<0,0001) Zusammenhang. Wie schon bei den Untersuchungen zu den
Salmonellen, fielen die erwarteten OD%-Werte der zweiten und dritten
Probenentnahme mit steigendem Betriebsscore.

Wiederum wurden die Betriebe anhand ihres niedrigeren oder hdéheren
Gesamtscores eingeteilt und verglichen (siehe Tabelle 11). Hierbei waren die
ermittelten Ergebnisse ahnlich denen der vorherigen Berechnungen. Fir die
erste Probenentnahme konnte kein signifikanter Zusammenhang (p=0,827)
berechnet werden. Im Rahmen der beiden anderen Probenentnahmen konnten
jeweils mit p=0,001 und p<0,0001 signifikante Zusammenhange zwischen der
Hohe des Gesamiscores und den Ergebnissen des ELISA-Nachweises
berechnet werden.
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Tabelle 11: Zusammenhange zwischen einem héheren oder niedrigeren

Betriebsscore und der Einteilung nach cut-off 220 OD% bei

Yersinia spp. dargestellt mittels Kreuztabellen fiir 1. (a), 2. (b)

und 3. (c) Probenenthnahme

a) b)

cut-off ELISA ELISA 1. PE cut-off ELISA ELISA 2 PE
220 OD% | negativ | positiv ) 220 OD% | negativ | positiv )

Score

=co0 155 111 | n=266 Score 97 169 | n=266
niedriger niedriger

Score

C 160 119 | n=279 Score 142 137 | n=279

héher héher

p=0,827 n=315 n=230 n=545 p=0,001 n=239 n=306 n=545
C)

cut-off ELISA ELISA 3. PE

220 OD% | negativ | positiv :

Score

L 86 180 n=266

niedriger

S

core 132 147 | n=279
héher
p<0,0001 n=218 n=327 n=545
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5 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Vorkommen humanpathogener
Salmonella spp., Campylobacter spp. und Yersinia spp. beim Mastschwein
untersucht. Dabei war das Ziel der durchgeflhrten Untersuchungen das
Aufzeigen von Zusammenhdngen zwischen den Ergebnissen der
Probenentnahmen im Betrieb und am Schlachthof, unter Berlicksichtigung der
angewandten diagnostischen Methodik. Gleichzeitig sollte der
Probenentnahmezeitpunkt im Betrieb bestimmt werden, dessen Ergebnisse am
deutlichsten mit denen am Schlachthof korrelierten. Des Weiteren wurden
mogliche Zusammenhangen zwischen Betriebsstrukturen und Vorkommen der

jeweiligen Erreger untersucht.

5.1 Salmonellen

5.1.1 Diagnostik von Salmonellen

Der Nachweis von Salmonella-Antikdrper wurde in Bezug auf die Probenanzahl
nach den gesetzlichen Vorgaben der Schweine-Salmonellen-VO durchgefihrt.
Dabei wurde ein nach QS-System zertifizierter ELISA verwendet. Aus
Kottupfern erfolgte in den ersten beiden Probendurchgangen vergleichend ein
direkter Erregernachweis mittels PCR.

Der Anteil der mittels ELISA getesteten Tiere, die einen positiven Antikdrpertiter
gegen Salmonella spp. bei angewandtem cut-off 240 OD% aufwiesen war mit
durchschnittlich 0,8% gering. Im Zuge der ersten Probenentnahme lag die
Pravalenz im Serum bei 0,9%, gefolgt von 0,4% in der zweiten
Probenentnahme. Bei der dritten Probenentnahme am Schlachthof aus
Fleischsaft stieg die Seropravalenz auf 1,1% an. Im Vergleich mit den
Ergebnissen deutscher und dénischer Studien ist dies immer noch als sehr
gering einzustufen. Dort werden Nachweishaufigkeiten zwischen 6,1% und
7,7% festgestellt (Mousing et al., 1997; Kasbohrer et al., 1998; Nowak et al.,

2007). Auch in Untersuchungen aus Belgien und GroBbritannien werden
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deutlich héhere Pravalenzen gefunden, diese liegen zwischen 15% und 24%
(Davies und Wray, 1997; Botteldoorn et al., 2003). Als mdgliche Grinde far
diese Varianz der Ergebnisse kommen auf der einen Seite landerspezifische
Unterschiede in Bezug auf die Dichte der Schweinepopulation, sowie das
angewandte Betriebsmanagement und auf der anderen Seite Unterschiede in
den serologischen Testsystemen in Betracht (Nowak et al., 2007; Szabo et al.,
2008).

Im Rahmen der Kategorisierung (cut-off 240 OD%) auf Bestandsebene wiesen
in den ersten beiden Probenentnahmen acht Betriebe und in der dritten
Probenentnahme sieben von zehn Betrieben einen seronegativen Status auf.
Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Nowak et al. (2007), die 81,1% der
von ihnen untersuchten Betriebe als seronegativ beurteilten.

Um einen Vergleich mit anderen Untersuchungen herstellen zu kénnen, wurde
ein zusétzlicher cut-off 220 OD% zur Bewertung der Proben herangezogen. Bei
Anwendung dieses niedrigeren cut-off verzehnfachte sich in allen drei
Probendurchgangen die Nachweisrate. Am Schlachthof waren statt 1,1%,
10,8% der Proben positiv. Ein derart starker Anstieg kann in anderen
Untersuchungen nicht beobachtet werden. Dort verdoppeln sich die
Pravalenzen lediglich (Davies et al., 2004; Nowak et al., 2007). Auf
Bestandsebene verringerte sich der Anteil der seronegativen Betriebe bei der
ersten und dritten Probentnahme auf einen und bei der zweiten
Probenentnahme auf drei von zehn Betrieben. Aufgrund der Ergebnisse der
dritten Probenentnahme wurden zwei Betriebe in die Salmonellen-Kategorie Il
eingeteilt. Im Vergleich dazu erfolgte nach cut-off 240 OD% eine Einteilung aller
Betriebe in Kategorie |. Nollet et al. (2005) sehen die Wahl des cut-off als
entscheidend an. Sie kdénnen bei einigen Betrieben, in denen Salmonellen
bakteriologisch isoliert werden, bei einem cut-off 240 OD% keine AntikGrper
nachweisen. Die serologische Erfassung dieser Betriebe gelingt mit der Wahl
eines niedrigeren cut-off 220 OD% sicherer. Jedoch besteht einerseits bei
einem niedrigeren cut-off die Gefahr falsch-positiver Ergebnisse, andererseits
erhdlt man die Moglichkeit Salmonella-verdachtige Betriebe friher zu

detektieren. In Danemark wurde vor diesem Hintergrund bereits 2001 der
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niedrigere cut-off im staatlichen Uberwachungsprogramm etabliert (Alban et al.,
2002; Nowak et al., 2007).

Der Nachteil des serologischen Nachweises mittels ELISA besteht darin, dass
negative Ergebnisse nicht mit Sicherheit die Salmonellenfreiheit eines Betriebes
garantieren kdnnen, da es vom Beginn einer Infektion bis zur Serokonversion
ein bis acht Wochen dauern kann (Nielsen et al., 1995; Proux et al., 2000). Bei
Infektionen am Mastende, wahrend des Transportes oder im Wartestall kdbnnen
die Tiere bereits Salmonellen ausscheiden, aber noch nicht serokonvertiert
haben.

Farzan et al. (2007) zeigen in ihrem Vergleich von zwei kommerziellen
ELISA-Kits und der bakteriologischen Untersuchung von Kotproben, dass der
serologische Nachweis nicht alle Tiere erfasst, die kulturell positiv sind.

In den eigenen Untersuchungen mittels PCR aus Kottupfern wurde im Zuge der
ersten Probenentnahme bei einem Tier Erregergenom nachgewiesen. Im
Rahmen der zweiten Probenentnahme gelang der Nachweis bei flnf Tieren aus
zwei Betrieben. Dies entsprach fir die erste Probenentnahme einem Anteil
positiver Proben von 0,2%, bzw. 0,9% flir die zweite Probenentnahme. Bei
vergleichender Betrachtung der Ergebnisse der serologischen und
bakteriologischen Untersuchungen ergab sich weder bei der Wahl eines cut-off
220 OD% noch bei 240 OD% ein signifikanter Zusammenhang zwischen
diesen. Immerhin waren alle drei Betriebe in denen mittels PCR Erregergenom
nachgewiesen wurde auch im Antikérpernachweis nach cut-off 220 OD%
positiv. Lediglich ein Betrieb war zuséatzlich bei Anwendung des cut-off
240 OD% positiv. Die Betriebe wurden jeweils in Kategorie | eingeteilt.
Tendenziell stimmen die Ergebnisse mit denen von Scherer et al. (2008)
Uberein, die in ihrer Vergleichsuntersuchung mehr serologisch positive, als
Erreger ausscheidende Tiere finden. Daraus schlieBen sie, dass im Bestand
der Antikdrpernachweis mittels ELISA dem direkten Erregernachweis Uberlegen
ist. Nachteile des direkten Erregernachweises stellen persistent infizierte
Tragertiere und intermittierende Ausscheidung von Salmonellen dar (Wood et
al., 1989; Wang et al., 2007). Nowak et al. (2007) hingegen finden am

Schlachthof mittels PCR aus Tonsillen und anderem lymphatischen Gewebe
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deutlich mehr Salmonella-positive Schweine als in der Serologie. Ahnliche
Differenzen zwischen bakteriologischem und serologischem Nachweis finden
Nollet et al. (2005), die aber ebenfalls Organproben anstatt Kotproben
untersuchen. Diese Gewebeproben stehen jedoch zur Diagnostik am lebenden
Tier nicht zur Verflgung.

Im Rahmen eines Screenings im Bestand stellt der serologische Nachweis eine
geeignete Methode dar, um einen frihzeitigen Hinweis auf eine
Salmonellenbelastung zu erhalten. Dabei ist der gewahlte cut-off von Interesse,
da ein niedrigerer cut-off sensitiver ist und eine frihere Detektion ermdglicht.
Allerdings muss dieser Hinweis gegebenenfalls mittels eines bakteriologischen
Nachweises genauer abgeklart werden, mit dem Ziel Schweine mit einer
moglichst geringen Salmonellenbelastung zu liefern. Dabei sind regelmaBige
Untersuchungen von Bedeutung, da nach Rajic et al. (2005) Bestéande ihren
Status innerhalb weniger Monate 6fters wechseln kénnen.

5.1.2 Vergleich der Probenentnahmezeitpunkte

Aufgrund der besten Korrelation (R?=0,232) zwischen zweiter Probenentnahme
und Schlachthofbeprobung wird aufgezeigt, dass der glinstigste Zeitpunkt flr
ein serologisches Screening auf Salmonella spp. kurz vor der Schlachtung im
Betrieb ist. Vergleicht man die Zusammenh&nge auf Betriebsebene wird
festgestellt, dass die Ergebnisse der beiden Probenentnahmen in den
jeweiligen Betrieben am deutlichsten korrelieren. Fir den Zeitpunkt eines
Bestandsscreenings wird dennoch die zweite Probenentnahme favorisiert, da
die Korrelation mit den Ergebnissen der Probenenthahme am Schlachthof
deutlicher ist als die mit der friiheren Probenentnahme im Betrieb.
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5.2 Campylobacter

5.2.1 Diagnostik von Campylobacter

Die Untersuchung der Kottupferproben auf Campylobacter spp. wurde im ersten
und zweiten Probendurchgang durchgefiihrt. Die real-time PCR, die zum
Einsatz kam, weist die Spezies C. coli, C. jejuniund C. lari nach.

Der Nachweis von C. lari gelang in den eigenen Untersuchungen nicht. Beim
Schwein spielt diese Spezies nur eine untergeordnete Rolle und wird
hauptsachlich bei Mdéwen isoliert (Selbitz, 2007a). Auch Alter et al. (2005)
gelingt es nicht in ihrer Untersuchung C. lari nachzuweisen.

Der Nachweis von C. jejuni gelang im Verlauf der ersten Probenentnahme bei
0,6% der insgesamt beprobten Mastschweine. Bei den beiden folgenden
Probenentnahmen konnte C. jejuni nicht nachgewiesen werden. In der Literatur
schwanken die Angaben der Pravalenz von C. jejuni stark. Die Nachweisraten
bei Endmastschweinen aus Kot reichen in den unterschiedlichen Studien von
0,2% bis 4,7% (Boes et al., 2005; Schuppers et al., 2005; von Altrock et al.,
2006; Varela et al., 2007; Fosse et al., 2008). Diese Ergebnisse stimmen mit
den eigenen Befunden Uberein. Zu beachten ist, dass in der eigenen Studie
eine PCR zum Nachweis des Erregergenoms zur Anwendung kam. In den
anderen Untersuchungen dagegen wurden Campylobacterspp. kulturell
angezulchtet. Nesbakken et al. (2003) kénnen in ihren
Vergleichsuntersuchungen allerdings keinen statistischen Unterschied zwischen
dem Nachweis mittels PCR und kultureller Anzucht finden. Die Ergebnisse der
Studie von Wehebrink et al. (2008) kénnen durch die eigenen Untersuchungen
nicht bestatigt werden. Dort wird C. jejuni bei 12,1% der untersuchten
Saugferkel kulturell isoliert und bis zum Ende der Mast steigt die Pravalenz bis
auf 42,1% an.

Die eigenen Untersuchungen mittels PCR ergaben, dass im Zuge der ersten
beiden Probenentnahmen in allen Bestédnden C. coli bei anndhernd 100% der
Mastschweine aus Kottupfern nachgewiesen wurden. Auch von Altrock et al.
(2006) ermitteln eine Betriebspravalenz von 100% bei Mastschweinen,
allerdings werden Campylobacter spp. aus dem Kot von nur 69,7% der Tiere
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isoliert. Alter et al. (2005) finden C. coli bei 79,1% der untersuchten
Endmastschweine. Weitere Studien in denen Nachweisraten zwischen 95,3%
und 99,2% gefunden werden, bestatigen die hohen Pravalenzen der eigenen
Untersuchungen (Schuppers et al., 2005; Varela et al., 2007; Fosse et al.,
2008). Die hohen Nachweisraten erklaren sich durch das Vorkommen von
C. coli beim Schwein als Kommensale des Darmes und durch die Methode der
Untersuchung mittels PCR, bei der sowohl Genomfragmente von lebenden, als
auch von abgestorbenen Bakterien nachgewiesen werden (Selbitz, 2007a). Im
Gegensatz dazu bietet die kulturelle Anzucht den Vorteil, dass nur lebende
Erreger nachgewiesen werden. Ein Nachteil dieser Methode liegt jedoch in der
Empfindlichkeit des Erregers gegen auBere Umwelteinflisse. Ein
grundsatzlicher Nachteil des direkten Erregernachweises wird in der
intermittierenden Ausscheidung von Campylobacter spp. gesehen (von Altrock
et al., 2006; Leblanc Maridor et al., 2008). Aufgrund der hohen Nachweisrate in
der eigenen Untersuchung kann diese Problematik nicht bestatigt werden.

Bei der Verwendung von Oberflachentupfern im Rahmen der dritten
Probenentnahme am Schlachthof verringerte sich die Nachweisrate. Der
Erregernachweis in Abhangigkeit des jeweiligen Schlachthofes gelang von
11,9% bzw. 47,9% der Schlachtkérper. Dies deckt sich mit anderen Studien, die
Campylobacter spp. auf 21,1% bis 33% der frischen Schlachttierkdrper
nachweisen (Gaull, 2002; Pearce et al., 2003; von Altrock et al., 2004; Alter et
al., 2005). Da die Nachweisraten von Campylobacter spp. aus dem Darminhalt
von bereits geschlachteten Schweine in verschiedenen Studien mit 97,5% und
100% &hnlich hoch sind, lassen sich die signifikant unterschiedlichen
Isolationsraten  auf  der  Schlachttierkdrperoberflache  durch  eine
Schlachthofabhédngige Kreuzkontamination, in Folge Verbreitung von
Darminhalt erklaren (Nesbakken et al., 2003; Boes et al., 2005). Dies bestatigen
Malakauskas et al. (2006), die in ihren Untersuchungen mdgliche
Kontaminationswege am Schlachthof aufzeigen. Allerdings flihrt nach Pearce et
al. (2003), Alter et al. (2005) und Wehebrink et al. (2008) die anschlieBende
Kihlung und Abtrocknung der Oberflache zu einem deutlichen Rickgang der

Isolationsrate auf 0 bis 0,8%.



73 5 Diskussion

Die Tatsache, dass sich Ferkel bereits in den ersten Lebenswochen mit
Campylobacter spp. infizieren kdnnen und die hohe Pravalenz des Erregers in
den Bestanden, lassen eine erfolgreiche Bekdmpfungsstrategie auf der Ebene
der Primarproduktion fraglich erscheinen (Weijtens et al., 1997; Alter et al.,
2005). Untersuchungen von Weijtens et al. (2000) zeigten, dass in einem mit
SPF-Sauen sanierten Schweinezuchtbestand mit zunéachst
Campylobacter spp.-negativen Tieren die bakteriologische Pravalenz trotz
hoher Hygienestandards im Vergleich mit herkbmmlichen Betrieben lediglich
auf einem unwesentlich geringeren Niveau gehalten werden konnte. Daher
muss angenommen werden, dass die Schaffung Campylobacter spp.-freier
Bestande mit erheblichen wirtschaftlichen Belastungen verbunden waére. Das
Erhalten eines solchen Status ist jedoch durch die groBe Verbreitung des
Erregers kaum zu realisieren. Der Nachweis von Campylobacter spp. ist dann
von Interesse, wenn Campylobacter-Infektionen am Schlachthof kontrolliert und

gegebenenfalls auch gemaBregelt werden.

5.3 Yersinien

5.3.1 Diagnostik von Yersinien

Bei den eigenen Untersuchungen waren zunehmend ab dem ersten
Probenentnahmezeitpunkt zwischen 42,2% und 60,0% aller beprobten Tiere
serologisch Y. enterocolitica-positiv. In der ersten Probenentnahme waren drei
Betriebe und im zweiten Durchgang noch zwei Betriebe serologisch negativ. Bei
der dritten Probenentnahme waren alle zehn untersuchten Betriebe positiv. Das
heiBt, sowohl auf Einzeltier- als auch auf Bestandsebene stieg die Anzahl der
positiven Befunde kontinuierlich an. Die eigenen Ergebnisse werden durch die
Untersuchungen von Skjerve et al. (1998) am Schlachthof bestatigt. Der von
ihnen verwendete ELISA wies bei 54,1% der beprobten Schlachtschweine aus
unterschiedlichen Betrieben Antikérper gegen Y. enterocolitica O:3 nach.

Daraus resultierend erhielten 63,4% der Betriebe einen Yersinien-positiven
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Status. Im Gegensatz zu den eigenen Ergebnissen mit einem cut-off 220 OD%
lag hier jedoch der angewandte cut-off bei 210 OD%.

Nesbakken et al. (2003) fanden bei ihren Untersuchungen am Schlachthof
deutliche Korrelationen zwischen dem Auftreten von positiven Antikérpertitern in
der Serologie und dem bakteriologischen Nachweis von pathogenen Yersinien
aus den Tonsillen. Aus diesen Blutproben wurden mittels ELISA bei einem
cut-off 220 OD% bei 87,5% (n=21) der Proben Antikdérper gegen
Y. enterocolitica O:3 gefunden. Aus den Tonsillen von 17 dieser 21
ELISA-positiven Tiere, wurden mittels PCR pathogene Yersinia spp.
nachgewiesen. Bei 15 Tieren konnten mittels kultureller Anzucht ebenfalls
Y. enterocolitica O:3 isoliert werden. Dagegen konnten im Kot bedeutend
weniger Erreger nachgewiesen werden. Dies bestatigen andere Studien, die
eine zehnfach hdéhere Pravalenz von Y. enterocolitica in den Tonsillen als im
Kot aufzeigen (Fredriksson-Ahomaa et al., 2001; Nesbakken et al., 2006). Trotz
negativ verlaufender Kotuntersuchungen kann der Erreger im Organismus
insbesondere in den Tonsillen Uber Monate persistieren. Daher stellen
hauptséachlich die Tonsillen auf dem Schlachthof den Ausgangspunkt flr eine
Schlachtkérperkontamination dar, wodurch Schweinefleisch zur Infektionsquelle
fir den Menschen werden kann (Fredriksson-Ahomaa et al., 2007).

Vor diesem Hintergrund wird die Schlussfolgerung getroffen, dass die
Aussagekraft der serologischen Ergebnisse einen genaueren Hinweis Uber den
Infektionsstatus der Tiere gibt als die Untersuchung von Kotproben.
Experimentelle Infektionen von Ferkeln mit Y. enterocolitica O:3 zeigten, dass
bei allen Tieren erst ab dem 19. Tag post infectionem Antikérper gegen den
entsprechenden Serotyp nachgewiesen werden konnten (Nielsen et al., 1996).
Skjerve et al. (1998) bestatigen dies und kommen zu dem Schluss, dass ein
positiver Antikérpernachweis mittels ELISA ein guter Indikator fir eine
vorangegangene Infektion ist. Obwohl der serologische Nachweis auf
Einzeltierebene keinen Aufschluss darliber geben kann, ob ein Schwein zum
Zeitpunkt der Schlachtung den Erreger im Kot ausscheidet, so kann man
trotzdem sicher erkennen, ob dieses Tier aus einem Betrieb stammt in dem der

Erreger resident ist. Demnach deutet der Verlauf der Ergebnisse der eigenen
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Untersuchung auf eine bereits bestehende oder gerade beginnende Infektion
bei einem GroBteil der untersuchten Tiere hin.

Am Schlachthof sollten serologische Testverfahren als Mittel der Kontrolle von
Y. enterocolitica verwendet werden. Weiterhin sollten nur Schlachtschweine aus
Y. enterocolitica-freien Herden zusammen transportiert und im Wartestall
aufgestallt werden, bevor sie zusammen geschlachtet werden. Grundsatzlich
sollten Tiere aus positiven Betrieben zeitlich und raumlich getrennt von denen
geschlachtet werden, die aus negativen Betrieben stammen (Nesbakken et al.,
2003). Dies macht auch vor dem Hintergrund Sinn, dass die Mdglichkeit einer
Infektion wahrend des Transportes und im Wartestall besteht (Fukushima et al.,
1990).

5.3.2 Vergleich der Probenentnahmezeitpunkte

Es wurden die Ergebnisse der serologischen Untersuchung der drei
Probenentnahmen miteinander verglichen. Dabei kommt man aufgrund der
deutlichsten Korrelation (R?=0,767) zu dem Schluss, dass der giinstigste
Zeitpunkt fir ein serologisches Screening auf Y. enterocolitica entweder kurz
vor der Schlachtung im Betrieb oder im Zuge der Schlachtung am Schlachthof
ist. Nesbakken et al. (2006) kommen in ihrer Verlaufsuntersuchung zu
ahnlichen Ergebnissen und empfehlen als Basis fur eine Kategorisierung der
Betriebe die serologische Untersuchung mittels ELISA im Betrieb ab dem 100.
Lebenstag und am Schlachthof zwischen dem 150. und 180. Lebenstag. Der
bakteriologische Nachweis aus dem Kot kommt fiir Schweine im Alter zwischen
dem 85. und 135. Lebenstag in Frage.

5.4 Korrelationen zwischen Betriebsscore und
Erregernachweis

Management und Betriebsstruktur Gben einen wichtigen Einfluss auf die
Tiergesundheit aus (Schuh, 2001; Soerensen et al., 2006). Der verwendete

Betriebsscore bewertete die auf den Betrieben erfassten wichtigsten Angaben
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zur allgemeinen Betriebsstruktur, baulichen Gestaltung, Fatterung und
Hygienemanagement nach einem Punktesystem.

Beim Vergleich des Betriebsscores mit den serologischen
Salmonellen-Ergebnissen der letzten Probenentnahme im Betrieb und den
Ergebnissen am Schlachthof konnte folgender signifikanter Zusammenhang
festgestellt werden. Je besser der Betriebsscore ausfiel, desto niedriger wurde
der Antikérpertiter. Dies bestatigen indirekt andere Untersuchungen in denen
eine mangelhafte Reinigung und Desinfektion, mehrere Ferkelherkiinfte, das
Umstallen der Schweine wahrend der Mast und generell eine schlechte
Biosecurity als wichtigste Risikofaktoren fiir eine Infektion mit Salmonella spp.
benannt werden (Beloeil et al., 2007; Fosse et al., 2009). Berends et al. (1996)
fordern daher ein striktes und konsequentes Hygieneregime im Bestand.

Ein sinnvoller Vergleich von Betriebsscore und dem Vorkommen von
Campylobacter spp. in den Bestanden war aufgrund der allgemeinen
Nachweisrate von anndhernd 100% nicht mdglich. Allerdings beschreiben
Wehebrink et al. (2007) in ihrer Untersuchung beispielsweise Maststélle <1000
Einheiten als Risikofaktor. Zwischen den unterschiedlichen Nachweisraten am
Schlachthof und dem Betriebsscore konnte ein signifikanter Zusammenhang
analog den Salmonellen-Ergebnissen berechnet werden. Dieser Ansatz wurde
aber nicht weiter verfolgt, da dieser Befund bereits den jeweiligen hygienischen
Bedingungen und der damit verbundenen Kreuzkontamination an den
Schlachthéfen zugeordnet wurde.

Der Vergleich der Yersinia-Ergebnisse mit dem jeweils ermittelten
Betriebsscore ergab fur die zweite und dritte Probenentnahme einen
signifikanten Zusammenhang. Wie schon bei den Salmonella-Ergebnissen
konnte bei einem steigenden Betriebsscore ein sinkender Antikérpertiter
festgestellt werden. Dagegen kbénnen Andersen et al. (1991) Kkeinerlei
signifikante Zusammenhé&nge zwischen dem Vorkommen von Y. enterocolitica
und maoglichen Risikofaktoren wie BestandsgroBe, Rein-Raus-Verfahren,
Schadnagerbekampfung oder Personenzugang zum Stall feststellen. Pilon et al.
(2000) wiederum bestatigen die eigenen Ergebnisse, indem sie indirekt

mangelnde Hygiene fur die Erregerverbreitung von einem Mastdurchgang zum
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Nachsten verantwortlich machen. Des Weiteren benennen Fosse et al. (2009)
Stroheinstreu und Teilspaltenbéden, Kontakt mit Schadnagern und Végeln,
Masteinheiten <1000 Tiere, Umstallen wahrend der Mast und das gleichzeitige
Halten von anderen Nutztierarten als Risikofaktoren.

Zusammenfassend qilt flr alle drei Erreger, dass es zwei Kategorien von
Risikofaktoren gibt. Zum einen eine unzureichende Biosecurity und zum
anderen ein mangelhaftes Herdenmanagement (Fosse et al., 2009). Vor
diesem Hintergrund stellt die Einteilung von Mastbetrieben anhand eines
einfachen Betriebsscores eine Methode dar, Fehler im allgemeinen
Betriebsmanagement aufzuzeigen und eine erste Risikoeinschatzung

vorzunehmen.

5.5 Schlussfolgerungen

Beim Nachweis von Salmonella spp. im Rahmen eines Bestandsscreenings bei
Endmastschweinen ist die serologische Statusbestimmung mittels ELISA
gegenutber einem direkten Erregernachweis die Uberlegene Methode. Im
Verdachtsfall ist jedoch ergénzend eine kulturelle Anzucht aus Kotproben
notwendig. Der Nachweis von Salmonella spp. mittels PCR aus Kottupfern stellt
in den eigenen Untersuchungen keine sinnvolle Erganzung, oder gar Alternative
zur Serologie dar. Laut Literatur gelingt am Schlachthof der sicherste Nachweis
aus Tonsillen, dies ist am lebenden Tier jedoch nicht praktikabel. Gerade vor
dem Hintergrund der vergleichsweise geringen serologischen Nachweisrate in
den eigenen Ergebnissen, stellt sich die Frage nach einer Verringerung des
bestehenden cut-off OD% von 240 auf 220 mit dem Ziel salmonellenbelastete
Betriebe frihest méglich zu detektieren. Als geeigneter Zeitpunkt fir ein
Bestandsscreening kommt den eigenen Ergebnissen zufolge ein Termin kurz
vor der Schlachtung in Betracht, trotzdem besteht die Gefahr eine beginnende
Infektion nicht zu detektieren.

Es erfolgte in allen mittels PCR beprobten Betrieben ein positiver Nachweis von
Campylobacter spp.. Aufgrund der hohen Pravalenz des Erregers und den in

der Literatur angegebenen Erfahrungen mit der Erhaltung Campylobacter-freier
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Bestande erscheint die Entwicklung einer Bekdmpfungsstrategie auf der Ebene
der Primarproduktion fraglich. Da die Infektion der Ferkel bereits in den ersten
Lebenswochen erfolgt, ist der Aufbau und Erhalt Campylobacter-freier
Zuchtbestande Voraussetzung flir die Schaffung erregerfreier Mastbestande.
Der wirtschaftliche Aufwand sowie die Belastung durch strengere
HygienemaBnahmen und Kontrolluntersuchungen erscheinen im
Zusammenhang mit Campylobacter spp., auf Ebene der Primarproduktion nicht
angemessen, zumal durch die Bearbeitungsprozesse am Schlachttierkérper
eine Erregerfreiheit, oder zumindest eine starke Reduktion desselben erreicht
wird. Von weiterem Interesse sind Campylobacter spp. moglicherweise als
Indikator fir eine fakale Kreuzkontamination am Schlachthof.

Die serologischen Untersuchungen mittels ELISA zeigten eine hohe Pravalenz
von pathogenen Yersinia spp. in einem groBen Teil der untersuchten Betriebe.
Aufgrund der intermittierenden Ausscheidung des Erregers ist auch hier als
Basis eines Screenings der serologische dem bakteriologischen Nachweis
(iberlegen. Dabei ist den eigenen Ergebnissen nach und in Ubereinstimmung
mit Literaturangaben wiederum der Zeitpunkt flr eine Beprobung kurz vor der
Schlachtung am  gunstigsten. Eine Bekdmpfung auf Ebene der
Primarproduktion ist aufwendig, kann dann aber Erfolg haben. Laut
Literaturangaben ist es mdglich in Zuchtbetrieben, die den Ausgangspunkt fir
eine Infektion mit pathogenen Yersinia spp. darstellen, eine Erregerfreiheit zu
erreichen und Uber mehrere Jahre aufrecht zu erhalten.

Méngel im Betriebsmanagement haben einen groBen Einfluss auf die Pravalenz
von Salmonella spp., Campylobacter spp. und Yersinia spp.. Daher ist es
moglich mittels eines Betriebsscore, der die relevanten Risikofaktoren erfasst,
eine erste Risikoeinschatzung flr einen Betrieb vorzunehmen.

AbschlieBend lasst sich sagen, dass einer regelmaBigen Untersuchung auf
Campylobacter spp. und Yersinia spp. im Rahmen eines Bestandsscreenings
erst besondere Bedeutung beigemessen wird, wenn aufgrund der im Rahmen
der Richtlinie zur Uberwachung von Zoonosen und Zoonoseerreger
(RL 2003/99/EG) gewonnenen Daten reglementierende MaBnahmen &hnlich
wie bei Salmonella spp. eingefihrt werden. Ein Bestandsscreening stellt ein
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wichtiges  Hilfsmittel fir die  Risikoeinschatzung der  potentiellen
Erregerbelastung  einer  Tiergruppe am  Schlachthof  dar. Die
pathologisch-anatomische Untersuchung am Schlachthof kann es aber nicht

ersetzen.
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6 Zusammenfassung

Vergleichende Untersuchungen zum Vorkommen von Salmonella spp.,
Campylobacter spp. und Yersinia spp. bei Mastschweinen und deren
Schlachtkérpern, unter Beriicksichtigung von Haltungsfaktoren und
Betriebsmanagement

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Vorkommen humanpathogener
Salmonella spp., Campylobacter spp. und Yersinia spp. bei Mastschweinen
untersucht. Dabei war das Ziel der durchgeflhrten Untersuchungen das
Aufzeigen von Zusammenhangen zwischen den Ergebnissen der
Probenentnahmen im Betrieb und am Schlachthof, unter Berticksichtigung der
angewandten diagnostischen Methodik. Gleichzeitig diente der Versuchsaufbau
der Bestimmung des Probenentnahmezeitpunktes im Betrieb, dessen
Ergebnisse am deutlichsten mit denen am Schlachthof korrelierten. Des
Weiteren wurden mdgliche Zusammenhange zwischen Betriebsstrukturen und
Vorkommen der jeweiligen Erreger untersucht.

600 Mastschweine aus zehn bayerischen Mastbetrieben, wurden jeweils in der
Mittelmast, Endmast und am Schlachthof beprobt. Im Rahmen der ersten
beiden Probenentnahmen wurden alle Tiere serologisch mittels ELISA auf
Salmonella- und Yersinia-Antikérper untersucht. Parallel dazu wurde aus
Kottupfern ein direkter Erregernachweis mittels PCR auf Campylobacter spp.
und Salmonella spp. durchgeftihrt. Im Verlauf der dritten Probenentnahme
wurden von den entsprechenden Schlachttierkérpern Fleischsaftproben und
Oberflachentupfer der Innenflache gewonnen. Aus dem Fleischsaft erfolgte
wiederum der Nachweis von Salmonella- und Yersinia-Antikdrper mittels ELISA.
Die Oberflachentupfer wurden mittels PCR auf das Vorkommen von
Campylobacter spp. untersucht.

Der Anteil der mittels ELISA getesteten Tiere, die einen positiven Antikdrpertiter
gegen Salmonella spp. bei angewandtem cut-off 240 OD% aufwiesen, war mit
durchschnittlich 0,8% gering. Wurde der cut-off auf 220 OD% gesenkt,
verzehnfachte sich die durchschnittliche Nachweishaufigkeit. Vor dem
Hintergrund der vergleichsweise geringen serologischen Nachweisrate in den
eigenen Ergebnissen, stellt sich die Frage nach einer Verringerung des geman
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Schweine-Salmonellen-VO bestehenden cut-off mit dem Ziel
salmonellenbelastete Betriebe friihest mdglich zu detektieren. Der Nachweis
von Salmonella spp. mittels PCR aus Kottupfern stellt in den eigenen
Untersuchungen keine sinnvolle Erganzung oder gar Alternative zur
serologischen  Statusbestimmung mittels ELISA im Rahmen eines
Bestandsscreenings dar.

Bei den Untersuchungen auf Campylobacter spp. aus Kottupfern mittels PCR
erfolgten in allen beprobten Betrieben positive Nachweise von nahezu 100%.
Bei der molekularbiologischen Untersuchung von Oberflachentupfern der
Schlachttierkérper, kam es in Abhangigkeit des Schlachthofes zu
unterschiedlich hohen Nachweisraten. Daher sind Campylobacter spp.
moglicherweise als Indikator flr eine fakale Kreuzkontamination am Schlachthof
von zusatzlichem Interesse.

Die serologischen Untersuchungen mittels ELISA zeigten eine hohe Pravalenz
pathogener Yersiniaspp. in einem GroBteil der untersuchten Betriebe.
Insgesamt wurden je nach Probenentnahme zwischen 42,2% und 60,0% aller
untersuchten Tiere bei einem cut-off 220 OD% positiv auf Antikbrper gegen
Yersinia spp. getestet. Aufgrund der intermittierenden Ausscheidung des
Erregers ist auch hier als Basis eines Screenings der serologische dem
bakteriologischen Nachweis Uberlegen.

Der Vergleich der Ergebnisse der einzelnen Probenentnahmen miteinander
ergab als geeigneten Zeitraum fir ein Bestandsscreening einen Termin
entsprechend der zweiten Probenentnahme innerhalb von 14 Tagen vor der
Schlachtung. Da aufgezeigt werden konnte, dass die Erregerpravalenz
innerhalb der Betriebe mit dem jeweiligen Betriebsscore korrelierte, ist die
Verwendung eines solchen Scores im Rahmen eines Bestandsscreenings
zielfUhrend. AbschlieBend ist zu sagen, dass ein Bestandsscreening ein
wichtiges  Hilfsmittel fir die  Risikoeinschatzung der potentiellen
Erregerbelastung einer Tiergruppe am  Schlachthof darstellt. Die
pathologisch-anatomische Untersuchung am Schlachthof kann es aber nicht

ersetzen.
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7  Summary

Comparative investigations about the occurrence of Salmonella spp.,
Campylobacter spp., and Yersinia spp. in fattening pigs and their
carcasses depending on the housing conditions and farm management

In the course of this study, the occurrence of Salmonellaspp.,
Campylobacter spp., and Yersinia spp. in fattening pigs was investigated. For
this purpose, examinations were performed to identify any relationships
between the results of examinations carried out at the farm and at slaughter
while taking the diagnostic methods used into consideration. The study also
sought to determine the most suitable time to sample at the farm so that the
sample results would correlate with the results from the examinations at
slaughter. Furthermore, the possible relationships between the farm structure
and the occurrence of the three pathogens were investigated.

A total of 600 fattening pigs from ten Bavarian fattening farms were examined at
the middle and at the end of the fattening period including at slaughter. For the
examinations during both fattening periods, all animals were serologically
examined for Salmonella and Yersinia antibodies using the ELISA method. At
the same time when this serological examination was performed, faecal swabs
were examined for Campylobacter spp. and Salmonella spp. by PCR testing. At
slaughter, meat juice samples and swabs from the carcass surface were
collected. The detection of Salmonella and Yersinia antibodies in the meat juice
samples was done by ELISA and the surface swabs were examined for
Campylobacter spp. by PCR.

The proportion of animals with antibodies against Salmonella spp. based on an
ELISA cut-off value of 240 OD% was 0.8%. This proportion was relatively low,
however, if the ELISA cut-off value was lowered to 220 OD%, a tenfold increase
was observed. Due to the relatively low serological detection rate determined in
this study, it is questionable as to whether a reduction of the current European
Swine-Salmonella cut-off value would be more suitable to detect farms infected
with Salmonella. The detection of Salmonella spp. in the faecal swabs by PCR
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proved to be an unsuitable supplement or alternative to the serological status
determination by ELISA for the screening of a farm.

Campylobacter spp. was detected by PCR in all faecal swabs from the
examined farms. Various high detection rates were seen after PCR testing of
the surface swabs depending on which abattoir was examined. Therefore,
Campylobacter spp. are probably a suitable indicator for a faecal cross-
contamination at the abattoir.

Based on the serological examination by ELISA, a high prevalence for
pathogenic Yersinia spp. was seen in a vast majority of the examined farms.
Depending on the sampling collection, antibodies against Yersinia spp. were
found in approximately 42.2% - 60.0% of all animals according to a cut-off value
of 220 OD%. Due to the intermediate shedding of the pathogen, the serological
examination is superior to the bacteriological detection as the basis for a farm
screening.

After comparing the detection results from the individual sampling times, the
most suitable timeframe for a farm screening is within 14 days prior to
slaughter. Finally, a farm screening is a helpful and important aid to assess the
risk of potential pathogens present in a pig group at slaughter. Since a
correlation between the respective farm score and the prevalence of a pathogen
in a farm was determined, the use of such a score system would further the
aims of a farm screening. However, the farm screening cannot replace the meat

inspection at slaughter.
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