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1. EINLEITUNG

In jiingster Zeit erschienen auch im deutschsprachigen Raum Berichte iiber Krankheitsfélle
beim Menschen durch Salmonellen, die von als Haustiere gehaltenen Reptilien {ibertragen
wurden. Sogenannte Reptilien-assoziierte Salmonellosen sind in den USA seit tiber 30 Jahren
bekannt, wo sie aufgrund der weitverbreiteten Reptilienhaltung ein beachtliches Gesundheits-
problem darstellten. Vor allem Kleinkinder, dltere Leute und anderweitig immunsupprimierte
Personen sind — wie bei den meisten Infektionskrankheiten — besonders anfillig.

Reptilien beherbergen sehr hdaufig Salmonellen, ohne daran zu erkranken; sie bilden ein natiir-
liches Reservoir fiir diese Bakterien, scheiden sie unbemerkt aus und sind eine Infektionsquel-
le fiir den Menschen. Versuche, Salmonellen aus infizierten Reptilien und deren Umgebung
zu eliminieren, scheiterten. Die einzige wirkungsvolle Mdglichkeit, sich vor Ansteckung zu
schiitzen, ist angemessene Hygiene bei der Reptilienhaltung allgemein und bei salmonellen-
positiven Tieren im Besonderen.

Die meisten Reptilien zeigen bei einer Salmonelleninfektion keine Krankheitssymptome und
erregen deshalb keinen Verdacht; die einzige sinnvolle Maflnahme zur Abkldrung ist eine
bakteriologische Kotuntersuchung.

In der Literatur wurde sehr viel geschrieben liber Nachweismethoden fiir Salmonellen aus
Wurst, Hackfleisch, Eiern, Milch, Wasser und anderen Lebensmitteln; fiir den Salmonellen-
nachweis daraus gibt es sogar genaue Anweisungen. Auch {iber Salmonellenisolierung aus
menschlichen und tierischen Fizes, Einstreu und Abwasser liegen viele Hinweise in der Lite-
ratur vor. Studien, die sich mit der Nachweismethode von Salmonellen bei Reptilien befassen,
gibt es jedoch nur wenige.

So stellt sich hier nun die Frage, ob Salmonellen aus den poikilothermen Reptilien mit den
gleichen Nachweisverfahren diagnostiziert werden konnen, die fiir die Isolierung von Salmo-

nellen aus den homoiothermen Sdugern oder Vogeln angewendet werden.

Ziel dieser Arbeit ist es, fiir die Salmonellendiagnostik allgemein iibliche Methoden und
Néhrmedien auf ihre Eignung fiir die Isolation von Salmonellen aus Reptilien zu priifen und

Verbesserungsvorschldge zu machen, insbesondere in Hinblick auf eine geeignete Bebrii-
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tungstemperatur und die Verwendung von Nihrmedien, die das Entdecken von solchen Sal-
monellen ermdglichen, die speziell bei Reptilien hdufig vorkommen.

Dazu werden Erkenntnisse, die im Labor durch Untersuchung von Salmonellenstimmen, die
aus Reptilien isoliert worden waren, gewonnen wurden, in einer Feldstudie vertieft und ver-
glichen.

Die vorliegende Untersuchung von 167 Landschildkréten soll eine Aussage iiber die Salmo-
nelleninzidenz dieser Tiere in Privathand und Zoohandel sowie bei Nachzuchttieren und

Wildfédngen ermdglichen.
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2. SCHRIFTTUM

2.1 SALMONELLEN

2.1.1 Allgemein

Salmonellen sind 2-3 pum lange, plumpe und normalerweise aufgrund peritricher Begeiflelung
lebhaft bewegliche, fakultativ anaerobe, gramnegative Stibchen. Ausnahmsweise kann bei
einzelnen Typen der GeiB3elapparat dauernd oder voriibergehend verloren sein; diese sind
dann unbeweglich.

Verbreitet sind Salmonellen weltweit. Thr natiirliches Habitat ist der Darmtrakt von homoio-
thermen und vielen poikilothermen Tieren, bei denen sie mehr oder weniger schwere Enteriti-
den hervorrufen konnen. Sie werden mit dem Kot in die Umwelt ausgeschieden, wo sie — vor
Sonnenlicht geschiitzt — sehr lange iiberleben und sich auch noch vermehren kénnen. Zum
Beispiel werden fiir die Uberlebenszeit in Giille {iber neun Monate, in Erde {iber 16 Monate
und in getrocknetem Kot sogar iiber 30 Monate angegeben (BLOBEL & SCHLIESSER,
1981; ROLLE & MAYR, 1993; GEUE & LOSCHNER, 2002).

Die Ansteckung erfolgt normalerweise oral durch Aufnahme kontaminierter Lebens- bzw.
Futtermittel oder durch Schmierinfektion. Je nach der Gro3e der aufgenommenen Keimdosis,
der Virulenz des Erregers und der korpereigenen Abwehr kommt es zu einer latenten Infekti-
on oder zum Krankheitsausbruch.

Latente Infektionen konnen jederzeit durch belastende Einfliisse wie Stress, Transport,
ungiinstige Witterung, andere Krankheiten, Trachtigkeit, Futterumstellung, zu dichte Haltung
o0.4. manifest werden; latente Tréger scheiden iiber ldngere Zeit oder dauernd Salmonellen aus
und stellen somit eine stindige Infektionsquelle fiir andere Tiere und den Menschen dar.
Genesene Individuen scheiden die Salmonellen ebenfalls noch {iber einen gewissen
Zeitraum hinweg aus; sie konnen auch zu Dauerausscheidern werden.

Im Krankheitsfall werden die Erreger massenhaft ausgeschieden, normalerweise iiber den

Kot, manchmal aber auch iiber Harn und Sperma, bei einer Salmonellenpneumonie iiber
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Bronchialschleim und bei einem Salmonellenabort iiber Eihdute, Fetus und Fruchtwasser. Des
weiteren wurden Salmonellen auch schon aus Abszesseiter isoliert (ROLLE & MAYR, 1993).
Ubertriger sind auBer an Salmonellose erkrankten Individuen latent infizierte Tiere im
Bestand oder neu eingestallte Tiere. Doch auch Kleintiere wie Ratten und Méause, Vogel wie
verwilderte Haustauben, Enten, Mowen, Krdhen und Spatzen und — vor allem in Lebensmit-
telbetrieben — Insekten wie Schaben, Fliegen und Ameisen konnen Salmonellen beherbergen
und weiterverbreiten. Sogar aus Igeln, Froschen und Fischen konnten Salmonellen schon
nachgewiesen werden. Der Infektionsgrad solcher Ubertriigertiere ist umso hdher, je enger ihr
Kontakt zu Schlacht- und Viehhofen, Miillhalden, Kldranlagen und abwasserfiihrenden Ha-
fenbecken ist (ANG et al., 1973; ROLLE & MAYR, 1993; TSCHAPE & KUHN, 1995;
WOODWARD et al., 1997).

Die Bedeutung der Salmonellen besteht auler in finanziellen Verlusten bei seuchenhaften
Ausbriichen in Viehherden hauptsidchlich in der Infektionsgefdhrdung des Menschen durch
die Kontamination von Nahrungsmitteln; diese konnen entweder direkt von infizierten Tieren
stammen oder bei der weiteren Verarbeitung sekundédr kontaminiert werden (CHIODINI &

SUNDBERG, 1981; BLOBEL & SCHLIESSER, 1981; ROLLE & MAYR, 1993).

2.1.1.1 Taxonomie

Die Gattung Sal/monella gehort mit mehreren anderen Gattungen zur Familie der Enterobacte-
riaceae. Es handelt sich dabei um sporenlose, fakultativ anaerobe, gerade, gramnegative Stéb-
chen. Derzeit sind iiber 2400 Salmonellenserovare bekannt. Uber Nomenklatur und Einteilung
der Salmonellen sind sich Wissenschaftler bis heute nicht ganz einig, schon in der Vergan-
genheit unterlagen sie zahlreichen Verdanderungen.

Durch DNA-Hybridisierung stellte man fest, dass alle Salmonellen in zwei Spezies einzuord-
nen sind. Nach der heute allgemein gebrduchlichen, wissenschaftlich fundierten und
von den meisten Bakteriologen verwendeten, offiziell aber nicht anerkannten Nomenklatur
werden diese zwei Spezies Salmonella enterica und Salmonella bongori genannt. Die Spezies
Salmonella enterica ldsst sich biochemisch und genotypisch weiterhin in sechs Subspezies

unterteilen (BOCKEMUHL, 1992; BRENNER et al., 2000):
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o Subspecies enterica (1) enthdlt die meisten fiir Menschen und homoiotherme Tiere be-
deutsamen Serovare

e Subspecies salamae (11)

o Subspecies arizonae (111a)

e Subspecies diarizonae (111b)

e Subspecies houtenae (IV)

o Subspecies indica (V1)

Die Spezies Salmonella bongori war frither die Subspezies V der einzigen Spezies Salmonella
enterica, erst vor einigen Jahren wurde sie in den Rang einer Spezies erhoben. Zur Vermei-
dung von Verwirrung wird die Nummerierung Salmonella bongori (V) und Salmonella indica
(VI) beibehalten, obwohl Salmonella bongori jetzt eine eigene Spezies ist.

Nach dieser Nomenklatur lautet der volle Name des Erregers des Typhus des Menschen bei-
spielweise: Salmonella enterica Subspezies enterica Serovar Typhi, oder Salmonella enterica

Subsp. enterica Ser. Typhi. Die Kurzform Salmonella Typhi ist zugelassen.

Die im Bacteriological Code von 1990 offiziell festgelegte, aber kaum benutzte Nomenkla-

tur lautet folgendermaBen (EUZEBY, 1999):

e Salmonella bongori

e  Salmonella choleraesuis Subspez. arizonae

e Salmonella choleraesuis Subspez. choleraesuis
e Salmonella choleraesuis Subspez. diarizonae

o Salmonella choleraesuis Subspez. houtenae

o Salmonella choleraesuis Subspez. salamae

e Salmonella enteritidis

e Salmonella typhi

o Salmonella typhimurium

Die letzten drei ,,Spezies* stellen eigentlich Serovare dar; wegen ihrer grolen Bedeutung fiir
den Menschen wurden sie aber offiziell in den Speziesrang erhoben. Der Name Salmonella
choleraesuis wurde, obwohl er schon fiir ein Serovar vergeben ist, deshalb als Speziesname
gewdhlt, weil es der Referenzstamm des Genus Salmonella ist. Der Vorschlag, den Spezies-

namen in Salmonella enterica zu dndern, um Verwechslungen zu vermeiden, da dieser noch
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an kein Serovar vergeben ist, wurde von der Judicial Comission abgelehnt; ebenso wurde ab-
gelehnt, den Serovaren Salmonella enteritidis, Salmonella typhi und Salmonella typhimurium
den Speziesrang abzusprechen und sie in die Subspezies Salmonella enterica einzureihen, wo

sie nach wissenschaftlichen Erkenntnissen stehen miissten.

Weiterhin wurden friither alle neu entdeckten Serovare mit einem eigenen Namen belegt, da
man sie fédlschlicherweise fiir neue Spezies gehalten hat; dieser Name gibt meistens den Ort
der Erstisolierung an, z.B. Salmonella Dublin oder Salmonella Heidelberg; selten beschreibt
er aber auch ein Symptom, z.B. Salmonella Typhimurium, Salmonella Choleraesuis oder
Salmonella Abortusequi. So existierten sehr viele verschiedene ,,Spezies“~-Namen. Um deut-
lich zu machen, dass die Serovare keinen Speziesrang besitzen, sollen sie mit einem Grof3-
buchstaben beginnen und nicht kursiv geschrieben werden.

Heute hat man sich darauf geeinigt, bei der Befundiibermittlung nur bei der Subspezies I bei
einer Namensnennung zu bleiben, z.B. Salmonella enterica Subsp. enterica Ser. Typhimuri-
um; die iibrigen Subspezies werden mit romischen Zahlen von II-VI nach dem Artnamen und
der Antigenformel gekennzeichnet (BOCKEMUHL, 1992; ROLLE & MAYR, 1993; BREN-
NER et al., 2000).

Aufgrund der im folgenden Schrifttum verwendeten &lteren Literatur miissen noch zwei Hin-
weise gegeben werden:

1. Verstindlicherweise konnten sich Autoren vor 40 Jahren nicht an Regeln halten, die
erst vor zehn Jahren aufgestellt wurden. Deshalb stimmen alte Bezeichnungen und die
frithere Einteilung der Salmonellen nicht vollkommen mit der heute giiltigen Taxono-
mie {iberein; dadurch wird es schwieriger, einen Uberblick iiber das Vorkommen der
verschiedenen Salmonellen bei Reptilien zu bekommen. Aus diesem Grund werden —
nur zur Information — noch zwei weitere veraltete Salmonelleneinteilungen vorgestellt,
die fiir das Verstidndnis im weiteren Verlauf dieser Arbeit wertvoll sind:
KAUFFMANN (1964) spricht von drei Subgenera im Genus Sal/monella, die er fol-
gendermallen einteilt:

e Subgenus = typische Salmonella-Bakterien
e Subgenus II = atypische Sa/monella-Bakterien

e Subgenus IIl = Arizona-Bakterien = Salmonella arizonae
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LIE (1968) zahlt vier Subgenera auf, die sich biochemisch unterscheiden:
e SubgenusI = typische Salmonellen
e Subgenus II = atypische Salmonellen
e Subgenus III = Arizona-Bakterien
e Subgenus IV = atypische Subgenus II-Salmonellen, die in biochemischer und
serologischer Hinsicht von typischen Subgenus II-Salmonellen

abweichen

2. Weiterhin muss erwihnt werden, dass Arizonakeime friiher eine eigenstdndige Gruppe
innerhalb der Enterobacteriaceae darstellten, die mit Salmonellen zwar eng verwandt
ist, sich aber biochemisch von diesen unterscheidet (EDWARDS et al., 1959).

Die erste Isolierung eines Arizonakeimes geschah 1939 von CALDWELL &
RYERSON aus Echsen aus Arizona. Er wurde ,,Salmonella sp. (Dar-es-Salaam type,
var. from Arizona)* genannt, weil er — wie der ,,echte Dar-es-Salaam Typ* — Gelatine
verfliissigt, obwohl er antigenetisch mit diesem wenig gemeinsam hat (EDWARDS et
al., 1959).

Spéater wurde er, trotz der Fahigkeit, Gelatine zu verfliissigen und Laktose zu spalten,
wegen der engen Antigenverwandtschaft zu den H-Antigenen der Salmonellen in das
Genus Salmonella aufgenommen und ,,Salmonella arizona* genannt (HINSHAW &
MCNEIL, 1944; EDWARDS et al., 1959).

Im Lauf der Zeit wurden mehrere dhnliche Organismen in den USA und anderen Lan-
dern entdeckt, z.B. aus Gefliigel, Eipulver, Reptilien — v.a. Schlangen, aber auch Ech-
sen und Schildkréten — anderen Tieren und dem Menschen; bei diesem kann er bei
Vorkommen im Stuhl akute Diarrhoe und Gastroenteritis, bei Invasion in die Blutbahn
enterisches Fieber verursachen. Dreiflig Prozent der menschlichen Arizona-Isolate
stammen nicht aus Stuhlproben, sondern aus Organen und Kdorperfliissigkeiten.

Das bringt die Frage mit sich, ob diese Keime wirklich so invasiv sind, oder ob sie
wegen ihrer Fahigkeit, Laktose zu spalten, in Stuhlproben oft ilibersehen werden
(EDWARDS et al., 1959). HABERMALZ & PIETZSCH (1973) stimmen in Hinblick
auf die Pathogenitit der Arizonakeime ihrer Integration in das Genus Salmonella zu,
erwarten aber Schwierigkeiten bei der Diagnose wegen ihrer Féhigkeit zur Laktose-

spaltung.
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Aufgrund dieser biochemischen Unterschiede waren Arizonakeime frither nicht in das
Genus Salmonella aufgenommen, und noch lange nach ihrer Integration sprechen viele
Autoren von Arizonakeimen und Salmonellen und erwéihnen sie getrennt.

In der vorliegenden Arbeit wird der Einfachheit halber der Ausdruck ,,Arizonakeime*
als Synonym fiir ,,Subspezies III-Salmonellen” libernommen, wenn betont werden

soll, dass diese Subspezies gemeint ist.

Morphologisch sind Salmonellen untereinander und von anderen Enterobacteriaceae nicht zu
unterscheiden. Die Differenzierung erfolgt kulturell-biochemisch in einer ,,Bunten Reihe* und
serologisch aufgrund unterschiedlicher Antigenstrukturen (BLOBEL & SCHLIESSER, 1981,
ROLLE & MAYR, 1993):

O-Antigen:  somatisches Antigen, zellwandstindiges, hitzestabiles Lipopolysaccharid; ,,0*
bedeutet Wachstum ,,ohne Hauch*
H-Antigen:  GeiBlelantigen, in den Geilleln sitzendes, hitzelabiles Proteinantigen; ,,H* be-

deutet ,,hauchférmiges Wachstum*

Die Bezeichnung ,,0“- und ,,H“-Antigen geht historisch auf die Beobachtung zuriick, dass
Bakterien der Gattung Proteus wegen ihrer starken Beweglichkeit aufgrund ihrer Begeiflelung
einen Ndhrboden vollstindig mit einem diinnen Bakterienrasen — gleichsam ,,hauchférmig* —
tiberziehen. Der Ausdruck ,,H-Antigen* fiir die Geielantigene beruht auf der Beobachtung
des hauchformigen Wachstums bei begeiflelten Bakterien. Unbegeifielte und somit unbeweg-
liche Varianten wachsen in umschriebenen Kolonien ,,ohne Hauch*. Diese Bakterien besitzen
nur zellwandstdndige Antigene, flir die die Bezeichnung ,,O-Antigen* fiir Wachstum ,,0hne

Hauch* abgeleitet wurde.

AuBerdem konnen bei Salmonellen noch folgende Antigene vorkommen:

Vi-Antigen: gehort zu den Kapselantigenen, ist als Bauelement der Mikrokapsel der eigent-
lichen Zellwand aufgelagert, besitzt Polysaccharidstruktur und kann den
Nachweis des O-Antigens storen, kommt aber nur bei wenigen Stimmen vor,
z.B. Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi C oder Salmonella Dublin; ,,Vi*

wurde von ,,Virulenz* abgeleitet
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F-Antigen:  ist ein Hiillantigen, das ebenfalls die O-Agglutination stéren kann; kommt auch

nur bei wenigen Stimmen vor; ,,F* steht flir ,,Fimbrien*

2.1.1.2 Serologische Differenzierung und Kauffmann-White-Schema

Jedes Serovar besitzt mehrere Partialantigene.

Die O-Antigene werden mit arabischen Ziffern bezeichnet (1, 2, 3 usw.). In der Regel wei-
sen Salmonellen mehrere verschiedene O-Antigene auf. Stimme mit gleichem Haupt-O-
Antigen werden in O-Antigengruppen zusammengefasst, die mit groen lateinischen Buch-
staben von A bis Z und im Weiteren mit arabischen Zahlen von 51 bis 67 gekennzeichnet
werden; zur Zeit existieren 51 Serogruppen und -untergruppen. Die sog. Minor-O-Antigene
treten bei mehreren Gruppen auf und sind deshalb fiir die serologische Differenzierung nicht
geeignet.

Salmonellen der gleichen serologischen Gruppe, die also gleiche Haupt-O-Antigene besitzen,
konnen anhand der H-Antigene weiter differenziert werden; diese konnen in zwei unter-
schiedlichen serologischen Zustandsformen vorliegen: Die H-Antigene der Phase 1 sind die
sogenannte spezifische Phase, weil sie die Identifizierung des einzelnen Serovars ermdgli-
chen; sie werden mit kleinen lateinischen Buchstaben bezeichnet (a, b, ¢ usw.). Die H-
Antigene der Phase 2 sind die sogenannte unspezifische Phase, da sie bei mehreren Serovaren
nachweisbar und somit fiir die serologische Differenzierung nicht geeignet sind; sie werden
mit arabischen Ziffern bezeichnet (1, 2, 3 usw.). Neben biphasischen kdnnen auch mono- oder
triphasische Varianten auftreten.

Mittels spezifischer Antigenseren gegen die O- und H-Antigene ergibt sich eine Antigen-
formel, die zusammen mit der lateinischen Bezeichnung der heute bekannten Serovare im
Kauffmann-White-Schema niedergelegt ist (POPOFF & LE MINOR, 1997). Das Kauffmann-
White-Schema ist eine vereinfachte diagnostische Antigentabelle und kein Verzeich-
nis aller nachweisbaren Antigene (KAUFFMANN, 1964).

Es existieren Serovare, die sich trotz gleicher Antigenformeln biochemisch unterscheiden und
somit unterschiedlichen Subspezies zugeordnet werden miissen (BLOBEL & SCHLIESSER,
1981).

In der Antigenformel werden die O-Antigene und die H-Antigene der Phasen 1 und 2 durch
Doppelpunkt getrennt dargestellt. Die vollstindige Antigenformel fiir Sa/lmonella Paratyphi B
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beispielsweise lautet demnach: 1,4,5,12:b:1,2. Durch diese Antigenformeln ist jedes Serovar
einwandfrei identifiziert. Bisher sind im Kauffmann-White-Schema 51 Serogruppen mit {iber
2400 Serovaren erfasst (HALLMANN & BURKHARDT, 1974; BLOBEL & SCHLIESSER,
1981; ROLLE & MAYR, 1993; BRENNER et al., 2000).

2.1.2 Salmonellen bei homoiothermen Tieren

2.1.2.1 Salmonellen beim Menschen

Beim Menschen treten zwei ganz verschiedene Krankheitsbilder auf:

Die primér fiir den Menschen pathogenen, an ihn angepassten Serovare Salmonella
Typhi und Salmonella Paratyphi B, seltener auch Sa/monella Paratyphi A und C, verursachen
zyklisch verlaufende, schwere Allgemeininfektionen mit ldnger anhaltendem, hohem Fieber,
Septikédmie, Benommenheit und Organmanifestation, und nur sekunddr Darmsymptome. Die
Inkubationszeit betrigt zwischen zehn und 21 Tage, die Infektionsdosis ist mit ca. 10° Keimen
relativ gering. Die Ubertragung kann auBer iiber kontaminierte Lebensmittel auch direkt von
einem Erkrankten auf einen Gesunden erfolgen. Nach der Genesung bleiben viele Menschen
Dauerausscheider.

Primér fiir Tiere pathogene Salmonellen oder solche ohne spezielle Wirtsanpassung, En-
teritis-Salmonellen oder auch Lebensmittelvergifter genannt, rufen gastroenteritische Krank-
heitssymptome hervor, die mit Erbrechen, Durchfall und mehr oder weniger hohem Fieber
einhergehen. Die Inkubationszeit ist kurz, sie betrdgt nur wenige Stunden bis 3 Tage, die In-
fektionsdosis mit ca. 10° Keimen jedoch groB. Die Krankheit dauert meist nur einige Tage
und ist selbstlimitierend, bendtigt daher in der Regel keine antibiotische Behandlung. Bei
kleinen Kindern konnen allerdings typhdse Krankheitsbilder auftreten. (HALLMANN &
BURKHARDT, 1974; HRUZIK, 1983; BOCKEMUHL, 1992).
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2.1.2.2 Salmonellen bei Siiugetieren

Auch hier kann man unterscheiden zwischen Serovaren, die an die einzelnen Tierarten an-
gepasst sind und dort spezifische Erkrankungen hervorrufen, wiahrend sie fiir andere Tierar-
ten nahezu bedeutungslos sind, und anderen, die an keinen Wirt besonders angepasst
sind und bei allen Tierarten Enteritiden verursachen.

Generell sind alle Sdugetierarten fiir Salmonelleninfektionen empfanglich, wenn auch Hund
und Katze eine relativ grof3e Resistenz dagegen besitzen. Jede Altersstufe ist betroffen, jedoch
erkranken Jungtiere haufiger und schwerer als ausgewachsene Tiere, bei denen eher latente
Infektionen vorliegen.

Beim akuten Verlauf einer Salmonelleninfektion stehen Symptome wie hohes Fieber, Septi-
kidmie, Fressunlust, Atembeschwerden und iibelriechender Durchfall z.T. mit Blutbeimengun-
gen und Fibrinfetzen im Vordergrund. Nach raschem Krifteverfall sterben die Tiere schon
nach wenigen Tagen. Die subakute und chronische Verlaufsform mit Nachlassen der
Munterkeit, herabgesetzter Fresslust, méaBiger Temperaturerh6hung, Durchfall und Salmonel-
lenpneumonie kann infolge allméhlicher Erschopfung erst nach Wochen zum Tod fiihren oder
in Genesung iibergehen. Gelegentlich werden Gelenk- und Sehnenscheidenentziindungen,
Abszesse und Aborte beobachtet.

Bei Pferd und Schaf rufen die tierartspezifischen Serovare Salmonella Abortusequi und Sal-
monella Abortusovis bei den trichtigen Muttertieren Aborte, Friihgeburten und Geburten
lebensschwacher Nachkommen hervor, die nach wenigen Tagen sterben. Nach einer Fehlge-
burt genesen die Muttertiere meist komplikationslos. Mitunter treten jedoch Nachgeburtsver-
haltungen und Gebédrmutterentziindungen auf, die zu Sterilitdt fiihren, wenn sie nicht ausrei-
chend behandelt werden. Auch nicht triachtige weibliche Tiere, ménnliche Tiere und Kastraten
ebenso wie Jungtiere jeden Alters konnen an der septikdmischen Allgemeininfektion oft tod-

lich erkranken.

2.1.2.3 Salmonellen beim Gefliigel

Die Infektion geschieht auller oral auch aerogen iiber erregerhaltigen Staub und kongenital
durch Einwandern der Salmonellen in die Eifollikel oder durch schnelles Durchwandern der
kotverschmutzten Eischale nach dem Legen. Beim Deckakt kann der Erreger mit dem Sperma

iibertragen werden.
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In infizierten Bruteiern sterben die Embryonen héufig ab.

Krankheitssymptome bei Kiiken und Jungtieren sind starker Durst, Appetitlosigkeit,
Mattigkeit, Warmebediirfnis, Durchfall, Konjunktivitis, Blaufarbung des Schnabels, Gleich-
gewichtsstorungen, Abmagerung, Arthritiden und Septikdmie. Die Tiere sterben nach weni-
gen Tagen. In chronischen Fillen entwickeln sich Gelenkschwellungen mit Lihmungser-
scheinungen.

Bei ausgewachsenen Vogeln stehen latente Infektionen im Vordergrund. Akute Verlaufs-
formen mit Durchfall, Fieber, Septikdmie, Konjunktivitis, Futterverweigerung, Abgeschlagen-
heit und Durst sind selten. Héufiger tritt die chronische Form mit Nachlassen der Lege-
leistung, Gewichtsabnahme, Legenot und Ablegen von deformierten Eiern bei Eileiterent-
zlindung, Peritonitis, langer anhaltende Durchfille, Gelenkschwellungen und Gleichgewichts-

storungen auf (KOSTERS, 1993).

2.1.3 Salmonellen bei Reptilien

2.1.3.1 Allgemein

Salmonellen kdnnen bei allen Reptilien vorkommen. Die Salmonelleninzidenz ist bei ihnen
sehr hoch; besonders hdufig werden Salmonellen auch aus gesunden Tieren nachgewiesen. Es
treten viele verschiedene und vor allem auch seltene Serovare auf. Eine kurze Einteilung der

Reptilien ist in Abbildung 1 gegeben:

Klasse Reptilia (Kriechtiere)
e Ordnung Squamata (Schuppenkriechtiere)
o Unterordnung  Sauria (Echsen)
o Unterordnung  Serpentes (Schlangen)
e Ordnung Crocodylia (Krokodile)
e Ordnung Chelonia (Schildkroten)
o Unterordnung  Pleurodira (Halswender-Schildkroten)
o Unterordnung  Cryptodira (Halsberger-Schildkroten)

Abb. 1: Einteilung der rezenten Reptilien nach COOPER (1997)
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Im Gegensatz zu den Reptilien kommen bei den homoiothermen Tieren in Deutschland
von den iiber 2400 momentan bekannten Salmonellenserovaren nur 40 regelmiflig vor.
Die zehn haufigsten werden jedes Jahr ermittelt; sie machen seit Jahren ca. 85 % aller Salmo-
nellenisolate aus, allein rund 70 % entfallen auf die beiden Serovare Sa/monella Typhimurium
und Salmonella Dublin (ROLLE & MAYR, 1993). Nach einer Einschitzung von
KELTERBORN (1979) konnen nur 16 Serovare als sehr hiufig eingestuft werden, das ent-
spricht etwa 0,9 %; dabei steht Sa/monella Typhimurium weltweit an der Spitze. Zu diesem
Ergebnis kommt auch SCHRODER (1970 und 1990). SELBITZ et al. (1984) und SELBITZ
(1986) identifizieren in Untersuchungen an Vogeln, Sdugern und Reptilien im Leipziger Zoo
67 % aller Salmonellenisolate als Sa/monella Typhimurium; bei Végeln macht dieses Serovar
84 % und bei Sdugern 65 % aus, bei Reptilien dagegen nur 28 %. ELZE et al. (1977) geben
ebenfalls fiir Reptilien im Leipziger Zoologischen Garten fiir dieses Serovar 22 % an, und bei
SCHRODER (1990) betriigt sein Anteil bei Reptilien sogar nur 2 %. IVESON et al. (1969)
und FRICK (1987) betonen das Nichtvorhandensein von Salmonella Typhimurium bei wilden
Reptilien aus entlegenen Gegenden. Nach KUHN (1995) hat seit einigen Jahren Salmonella
Enteritidis weltweit bei allem Untersuchungsmaterial die Spitzenposition eingenommen.

Bei Reptilien nimmt nun aber nicht etwa ein anderes Serovar den Rang 1 der Haufigkeit
ein, vielmehr ist ein auBlerordentlich breites Spektrum charakteristisch fiir diese Tierklasse
(SCHRODER, 1970; SELBITZ & ENGELMANN, 1984; SELBITZ et al., 1984; SELBITZ,
1986; SCHRODER, 1990).

Es wird darauf verzichtet, alle bisher aus Reptilien isolierten Salmonellenserovare aufzu-
zdhlen, da es den Rahmen dieser Arbeit sprengen wiirde. So eine Aufstellung koénnte auch
niemals vollstdndig sein, weil immer wieder neue Serovare entdeckt werden (BOYCOTT et
al., 1953; KAMPELMACHER et al., 1962; LIE, 1968; SCHRODER, 1970; HABERMALZ
& PIETZSCH, 1973; ROGGENDORF & MULLER, 1976; SCHRODER, 1990). Absichtlich
werden auch nicht einige evtl. doch hdufigere oder fiir Reptilien typische Serovare genannt,
damit der Leser denen nicht eine besondere Bedeutung zumisst, z.B. beziiglich der Pathogeni-
tit, der Verbreitung oder der Ubertragbarkeit. AuBerdem werden in der z.T. schon ilteren
verwendeten Literatur auch Serovare aus anderen Subspezies als Subspezies I mit den damals
noch iiblichen Serovarnamen genannt, wihrend die gleichen Serovare in neuerer Literatur nur

noch mit der Antigenformel bezeichnet werden. Man konnte sich daher wundern, warum frii-
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her evtl. hdufiger vorkommende Serovare in jlingerer Zeit nicht mehr auftauchen. Sicher tre-
ten manche Serovare hdufiger auf als andere, aber dies variiert innerhalb enger Regionen ei-
nes Landes ebenso sehr wie bei verschiedenen Tierarten innerhalb einer Gattung (DIMOW,
1966a; WUTHE et al, 1979; FRICK, 1987).

Vielmehr soll die grofe Variabilitdt der Salmonellen bei Reptilien dargestellt und das
hdufige Auftreten sogenannter seltener oder exotischer Serovare veranschaulicht wer-
den, des weiteren die hohe Inzidenz der Salmonellen allgemein in dieser Tierklasse betont
und die Bedeutung ihrer Anwesenheit aufgezeigt werden.

Als ,,seltene Salmonellen* werden diejenigen Salmonellen bezeichnet, die neben den Erregern
spezifischer Menschen- und Tiersalmonellosen und den nicht wirtsspezifischen, bodensténdi-

gen Typen vereinzelt nachgewiesen werden (LANG, 1961).

2.1.3.2 Salmonellennachweise bei Reptilien

Die frithesten Berichte tiber Salmonellen bei Reptilien erscheinen Mitte des 20. Jahrhun-
derts in den USA und sind eigentlich Zufallsbefunde. CALDWELL & RYERSON (1939)
isolieren das ersten Mal Arizonakeime aus Echsen. ,,Echte” Salmonellen werden zum ersten
Mal von HINSHAW & MCNEIL (1944) bei Schlangen und von MCNEIL & HINSHAW
(1946) bei Schildkréten und Echsen nachgewiesen. In England berichten zum ersten Mal
BOYCOTT et al. (1953) iiber Salmonellen bei Maurischen Landschildkréten, Testudo graeca;
diese Autoren stellen auch schon gezielte Nachforschungen an und entdecken, dass bei eini-
gen Tieren mehrere verschiedene Serovare gleichzeitig vorkommen. Auch die Daueraus-
scheidung bzw. lang anhaltende Ausscheidung von Salmonellen bei Schildkroten fallt ihnen
auf: Bei zwei von ithnen mehrmals untersuchten Tiere konnen sie die gleichen Serovare {iber
mindestens drei Monate immer wieder nachweisen. Spater werden Dauerausscheidung und
Doppel- und Mehrfachinfektionen bei allen Reptilien von anderen Autoren bestitigt (BOVRE
& SANDBU, 1959; GEBAUER, 1954; WILLIAMS et al., 1965; DIMOW, 1965a und b,
1966b; LIE, 1968; IVESON et al., 1969; SCHRODER, 1970; KOOPMAN & JANSSEN,
1973; IPPEN & SCHRODER, 1977; CAMBRE et al., 1980; SCHRODER, 1990). ANG et al.
(1973) beispielsweise konnen bei mehreren Schildkroten sogar Vierfachinfektionen, d.h. In-

fektionen mit vier verschiedenen Serovaren, feststellen.
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Seitdem wurden auch zahlreiche gezielte Untersuchungen auf Salmonellen bei Reptilien
angestellt, mittlerweile existieren sehr viele Berichte iiber Salmonellennachweise bei Schild-
kroten, Echsen und Schlangen aus fast allen Landern, z.B. Schweiz (RUDAT et al., 1966),
Niederlande (KAMPELMACHER et al, 1962; KOOPMAN & JANSSEN, 1973;
DORRESTEIN et al., 2000), Norwegen (BOVRE & SANDBU, 1959), Bulgarien (DIMOW et
al., 1961), Tirkei (ANG et al., 1973; FRICK, 1987), Isracl (GREENBERG & SECHTER,
1992), Siidamerika (KALVIG et al., 1991), Australien (IVESON et al., 1969; IVESON, 1971)
und Neuseeland (DE HAMEL et al., 1971), um nur einige zu nennen. Naturgeméil stammen
vor allem in den nordlicheren Léndern die untersuchten Reptilien meistens aus Gefangen-
schaftshaltung, in wiarmeren Gegenden werden auch vermehrt Studien an freilebenden Tieren
durchgefiihrt.

Aus den US A liegen hauptséichlich Untersuchungen iiber die Isolierung von Salmonellen aus
Wasserschildkroten aus Aquarienhaltung vor (WILLIAMS & HELSDON, 1965;
KAUFMANN, 1966; KAUFMANN & MORRISON, 1966; KAUFMANN et al., 1972 ; OTIS
& BEHLER, 1973; SIEBELING et al., 1984); Ursache dafiir ist die Tatsache, dass junge
Wasserschildkroten frither beliebte Heimtiere in den USA darstellten, wahrend Landschild-
kroten eher selten gehalten wurden (WILLIAMS & HELSDON, 1965). Am haufigsten war
die Rotwangenschmuckschildkrote, Trachemys scripta elegans, ehemals als Pseudemys scrip-
ta elegans bezeichnet; sie wurde vor allem kleinen Kindern oft als Spielzeug geschenkt. Doch
auch andere Schildkrotenarten waren iiblich (WILLIAMS & HELSDON, 1965;
KAUFMANN & MORRISON, 1966). Nach Angaben von LAMM et al. (1972) wurden jahr-
lich ca. 15 Millionen Schildkréten in den USA verkauft, die meisten davon starben schon
nach zwei Monaten (LAMM et al., 1972; ANONYMUS, 1975). Sie stammten entweder aus
Zuchtfarmen in Arkansas, Florida, Louisiana und Mississippi, oder es wurden freilebende
Tiere in Siidamerika gefangen und importiert (WILLIAMS & HELSDON, 1965). Aber auch
aus Landschildkroten, Schlangen und Echsen sind Salmonellennachweise bekannt
(JACKSON & JACKSON, 1971; CAMBRE et al., 1980; KALVIG et al., 1991; WEIL et al.,
1995; MERMIN et al., 1997).

In Kanada wurden Salmonellen ebenfalls oft aus Rotwangenschmuckschildkréten isoliert,
die von Zuchtfarmen in den USA importiert wurden (D"AOUST et al., 1990); WOODWARD
et al. (1997) berichten {iber Salmonellen bei Schildkréten, Echsen und Schlangen.
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In Deutschland beruhen die meisten Berichte {iber Salmonellen bei Reptilien auf Untersu-
chungen von Tierbestdnden in zoologischen Gérten, zum Teil auch aus Zoohandlungen und
vereinzelt aus Privathaltungen. Studien an freilebenden, wilden Reptilien gibt es nur wenige.
Dementsprechend ist das Untersuchungsgut recht vielfdltig, da Zoos oft iiber eine buntge-
mischte Reptiliensammlung verfiigen. So werden Salmonellen aus Reptilien aus dem Frank-
furter Zoologischen Garten (LIE, 1968), dem Berliner Aquarium (HABERMALZ &
PIETZSCH, 1973), dem Kélner Zoo, dem Tierpark Hellabrunn (ROGGENDORF & MUL-
LER, 1976) und dem Leipziger Zoologischen Garten (ELZE et al., 1977; SELBITZ et al.,
1984) isoliert. KIESEWALTER et al. (1960) weisen sie bei Schildkréten aus Zoohandlungen
in Berlin und Rostock nach, WEBER & PIETZSCH (1974) bei Schildkréten aus Zoohand-
lungen und Privathaltungen im Raum GieBlen. Schlieflich findet sich ein Beitrag iiber das
Vorkommen von Salmonellen bei freilebenden Schlangen in Norddeutschland: WUTHE et al.
(1979) berichten von Kreuzottern, Vipera berus L., und Ringelnattern, Natrix natrix L., aus

Schleswig-Holstein und dem nordlichen Niedersachsen, die Salmonellen beherbergen.

2.1.3.3 Das breite Keimspektrum der Salmonellen bei Reptilien

Bei all diesen Untersuchungen beeindruckt das breite Keimspektrum, das bei Reptilien vor-
liegt, und das gehdufte Vorkommen von ungewdhnlichen Serovaren. Bereits im Jahr
1953 weisen BOYCOTT et al. darauf hin, dass es nicht die iiblichen Salmonellen sind, die sie
bei ihrer Untersuchung aus Maurischen Landschildkrdten nachgewiesen haben, und dass eine
auffallend grofle Variabilitit der Serovare besteht. Ebenfalls einen seltenen Salmonellentyp
isoliert auch GEBAUER (1954) aus einer Maurischen Landschildkrote. KIESEWALTER et al
(1960), RUDAT et al. (1966) und IVESON et al. (1969) beschreiben bei Reptilien viele ver-
schiedene Salmonellentypen, die hauptséchlich zu den selteneren hohen Serogruppen geho-
ren. SCHRODER (1970 und 1990) betont die auBerordentliche Vielfalt und den hiufigen
Nachweis ungewohnlicher und seltener Salmonellentypen und Subspezies III-Salmonellen.
Auch GEUE & LOSCHNER (2002) finden eine groBe Typenvielfalt und mit 40 % viele sel-
tene oder exotische Serovare bei dieser Tierklasse; bei ithnen sind alle Serovare aus Salmonel-
la enterica, v.a. aus Subspezies I (45 von 103 Isolaten) und IIIb, aber auch aus I, I1la und IV.
Die Verteilung der Salmonellen auf die einzelnen Subspezies ist bei DORRESTEIN et al.
(2000) dhnlich: Von 1156 im Zeitraum von 1971-1998 aus Reptilien isolierten Salmonellen-
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stimmen gehoren 37 % zu I, 10 % zu 11, 37 % zu [l und 11 % zu IV; 6 % sind unbekannt und
lassen sich nicht zuordnen. LIE (1968), HABERMALZ & PIETZSCH (1973) und MAYER &
FRANK (1974) finden bei allen Reptiliengruppen Serovare aus allen vier damals bekannten
Subspezies, wobei Subspezies I am héufigsten vorkommt, an zweiter Stelle Subspezies III,
dann II und am seltensten IV. Die genaue Verteilung bei HABERMALZ & PIETZSCH
(1973) ist: 68 % Subspezies I, 12 % Subspezies II, 18 % Il und 1 % IV.

Ein recht bezeichnendes Beispiel fiir die grole Variabilitit, aber auch fiir die hohe Inzidenz
der Salmonellen bei Reptilien stellt das Ergebnis der Untersuchung von BOYCOTT et al.
(1953) dar: Aus 13 Maurischen Landschildkrdten isolieren sie 18 verschiedene Serovare, dar-
unter auch sieben neue. Eines davon wird spéter als Salmonella Sofia identifiziert; Salmonella
Sofia gehort in die Subspezies II und ist antigenetisch identisch mit Sa/monella Paratyphi B
(LIE, 1968). Salmonella Paratyphi B selbst wurde auch schon mehrfach bei Reptilien nach-
gewiesen (DIMOW et al., 1961; DIMOW, 1966a; KAUFMANN, 1966; JEPHCOTT et al.,
1969; SCHRODER, 1970; BAKER et al., 1972; ELZE et al., 1977).

Ein ebenfalls sehr eindrucksvolles Beispiel ist bei DORRESTEIN et al. (2000) gegeben: Sie
finden 1156 Salmonellenstimme, diese gehdren zu 524 Serovaren; nur 14 werden iiber 10 mal
isoliert, 338 Serovare treten nur einmal auf. Die bei Menschen iiblichen Serovare Salmonella
Typhimurium und Sa/monella Enteritidis kommen 27 bzw. 8 mal vor.

Die Untersuchung von BOVRE & SANDBU (1959) bestitigt die groBe Vielfalt der Salmo-
nellen bei Schildkréten: Sie finden unter 30 Isolaten 19 verschiedene Serovare. Bei RUDAT
et al. (1966) gehoren 35 Isolate aus Reptilien 15 unterschiedlichen Serovaren an, von denen
14 in seltene Serogruppen einzuordnen sind. LIE (1968) kann 52 verschiedene Serovare bei
124 Isolaten unterscheiden, HABERMALZ & PIETZSCH (1973) 72 bei 163, MAYER &
FRANK (1974) 43 bei 56 und ROGGENDORF & MULLER (1976) 21 Serovare bei 54 Isola-
ten; ELZE et al. (1977) finden bei 27 salmonellenpositiven Reptilien im Leipziger Zoologi-
schen Garten 15 verschiedene Salmonellentypen.

Weiterhin tauchen bei KALVIG et al. (1991) exotische Serovare auf, die mit den {iblicherwei-
se getesteten polyvalenten Antiseren fiir die O-Gruppen A-E und F-I nicht erfasst werden
konnen und deshalb weiter hinten stehenden Serogruppen zugeordnet werden miissen; bei
KOOPMAN & JANSSEN (1973) sind von 95 Isolaten 21 in den Niederlanden bisher noch

nie beschrieben.
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Sehr hidufig werden Salmonellen isoliert, die in dem jeweiligen Land sehr selten oder noch nie
nachgewiesen wurden, und immer wieder werden auch neue Serovare entdeckt
(KAMPELMACHER et al., 1962; BREDE, 1963; ANG et al., 1973; HABERMALZ &
PIETZSCH, 1973; MAYER & FRANK, 1974; MAYER & FRANK, 1977; ROGGENDORF
& MULLER, 1976; WUTHE et al., 1979; SCHRODER, 1990; GREENBERG & SECHTER,
1992).

Eine Verbindung zwischen bestimmten Reptilienspezies und Salmonellenserovaren sehen
GEUE & LOSCHNER (2002) nicht; ebenso kénnen IVESON et al. (1969) keinen Unter-
schied bei Salmonellen von wilden oder gefangenen Reptilien erkennen, auBer dass Salmonel-
la Typhimurium bei wilden Tieren aus abgelegenen Regionen nicht vorkommt, weder bei
Reptilien noch bei Vogeln oder Sdugern.

Zahlreiche andere Untersuchungen demonstrieren weiterhin die groe Variabilitit der Salmo-
nellen bei Reptilien und den hohen Anteil seltener Serovare; aus den aufgefiihrten Beispielen
wird aber schon deutlich, wie vielféltig das Keimspektrum der Salmonellen bei dieser Tier-
klasse ist, wie hdufig ungewohnliche Serovare auftreten, und dass auller Subspezies I auch oft

Salmonellen aus den Subspezies II, IIIa und IIIb und IV vorkommen.

2.1.3.4 Hiufigkeit der Salmonellen bei Reptilien allgemein

Alle Autoren sind sich iiber die hohe Salmonelleninzidenz bei Reptilien einig und be-
tonen den hiufigen Salmonellennachweis. So sprechen SELBITZ & ENGELMANN (1984)
von ,,erschreckend hohen Befallsraten auch bei klinisch gesunden Reptilien®, beit BOYCOTT
et al. (1953) ist der ,,Anteil der Salmonellen bei Maurischen Landschildkréten auffallig®,
RUDAT et al. (1966) unterstreichen die ,,Vielzahl der Salmonellenfunde®, bei KOOPMAN &
JANSSEN (1973) enthalten 94 % der Proben von gesunden Reptilien Salmonellen, und
WOODWARD et al. (1997) schitzen, dass 90 % aller Reptilien Salmonellentrdger sind,
DIMOW (1966a) findet bei freilebenden Landschildkréten in Bulgarien 100 % Salmonel-
lenausscheider.

In den folgenden Tabellen sind die Nachweisraten einiger Autoren von Salmonellen bei Rep-
tilien allgemein und bei Schildkroten, Echsen, Schlangen und Krokodilen im Einzelnen dar-

gestellt.
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Die Literaturangaben tliber die Nachweishdufigkeit der Salmonellen schwanken zum Teil be-
trachtlich. Sie reichen von 100 % bei DIMOW (1966a) bis hin zu nur 3 % bei CAMBRE et al.
(1980). Fiir diese Differenzen gibt es mehrere Griinde: Da ist zunichst einmal das Proben-
material selbst, dann die Art und Weise der Probennahme, die Anzucht der Salmonel-
len und schlieBlich die weitere Untersuchung der Kulturen.

So werden beispielsweise bei manchen Studien Kotproben genommen (PRUKSARAJ, 1967;
ANG et al., 1973; ROGGENDORF & MULLER, 1976), meist von Einzeltieren, teils jedoch
auch Sammelproben (GEUE & LOSCHNER, 2002), manchmal Kloakentupfer
(KIESEWALTER et al.,, 1960; IVESON et al., 1969; IVESON, 1971; JACKSON &
JACKSON, 1971; OTIS & BEHLER, 1973), manchmal auch beides (BOVRE & SANDBU,
1959; WEBER & PIETZSCH, 1974); in anderen Féllen stammt das Untersuchungsgut aus
Sektionen (SCHRODER, 1970; IPPEN & SCHRODER, 1977; ELZE et al., 1977, CAMBRE
et al, 1980; ONDERKA & FINLAYSON, 1985; GOBEL & SCHILDGER, 1990;
SCHRODER, 1990; DORRESTEIN et al., 2000).

Auch macht es einen Unterschied, ob die Proben nur von dufBlerlich gesund erscheinenden
(WILLIAMS et HELSDON, 1965; KOOPMAN & JANSSEN, 1973; OTIS & BEHLER,
1973; DORRESTEIN et al., 2000; IVESON, 1971; JACKSON & JACKSON, 1971) oder
klinisch kranken Tieren (GOBEL & SCHILDGER, 1990) oder wiederum von beiden herriih-
ren (ELZE et al., 1977), ob die Probennahme und -untersuchung einmalig (BOVRE &
SANDBU, 1959; DIMOW et al., 1961; DIMOW & RHODE, 1965; WEBER & PIETZSCH,
1974) oder mehrfach (DIMOW, 1966a; PRUKSARAJ, 1967; ANG et al. 1973) durchgefiihrt
wird, und wie schnell das Material weiterverarbeitet wird. Zum Beispiel lieBen GEUE &
LOSCHNER (2002) sich ihre Proben mit der normalen Post schicken und hatten eventuell
aufgrund von Austrocknung wihrend des langen Transportes einen gewissen Anteil an steri-
len Kotproben, aus denen sie keinerlei Keime anziichten konnten; dies war bei 30 von 189
Proben der Fall. JACKSON & JACKSON (1971) vermuten, dass ihre Ergebnisse hoher aus-
gefallen wiren, wenn sie statt des mobilen ein permanentes Labor zur Verfiigung gehabt hét-
ten.

Bei der Untersuchungsmethode selbst spielt es eine grofle Rolle, ob eine Selektivanreicherung
durchgefiihrt wird (KIESEWALTER et al.,, 1960; PRUKSARAJ, 1967; IVESON, 1971;
WEBER & PIETZSCH, 1974; SELBITZ et al., 1984; FRICK, 1987; SCHRODER, 1990)
oder nicht (OTIS & BEHLER, 1973; ROGGENDORF & MULLER, 1976), auf welchen
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Nahrboden ausgestrichen wird, welche Kolonien als verddchtig gelten und wie viele davon
weiteruntersucht werden. GEUE & LOSCHNER (2002) fiihren z.B. eine Zweifachanreiche-
rung, WUTHE et al. (1979) sogar eine Dreifachanreicherung durch. KOOPMAN &
JANSSEN (1973) verwenden drei, IVESON et al. (1969) fiinf verschiedene Anreicherungs-
medien. In manchen Studien werden durch die Untersuchungsmethode nur laktosenegative
Salmonellen erfasst (SCHRODER, 1970; KOOPMAN & JANSSEN, 1973; WEBER &
PIETZSCH, 1974; SELBITZ et al., 1984; SCHRODER, 1990), wodurch Laktose prompt oder
verzogert spaltende, sogenannte laktosepositive Salmonellen iibersehen werden. Andere Au-
toren untersuchen laktoseunabhingig (WUTHE et al., 1979; FRICK, 1987), und bei
ROGGENDORF & MULLER (1976) werden alle Kolonien weiterdifferenziert.

Auch die Anzahl der weiteruntersuchten und enddifferenzierten Kolonien entscheidet {iber die
Nachweishdufigkeit von Salmonellen und vor allem {iber das Auffinden von mehreren Sero-
varen in einer Probe. So werden von verschiedenen Autoren zwischen drei und 50, manchmal
sogar noch mehr verdichtige Kolonien oder alle gut isolierten Einzelkolonien weiterunter-
sucht (BOYCOTT et al., 1953; IVESON, 1971; FRICK, 1987; ROGGENDORF & MULLER,
1976; GEUE & LOSCHNER, 2002) und auf diese Weise selbst Vierfachinfektionen festge-
stellt (DIMOW et al., 1961; ANG et al., 1973; ROGGENDORF & MULLER, 1976; DOR-
RESTEIN et al., 2000).

SchlieBlich beriicksichtigen manche Autoren in ihren Angaben {liber Salmonellenisolate auch
Arizonakeime (JACKSON & JACKSON, 1971), also Subspezies III-Salmonellen, manche
schlieBen sie aus oder erwdhnen sie zusitzlich (KIESEWALTER et al., 1960; ANG et al,
1973; ROGGENDORF & MULLER, 1976).

HABERMALZ & PIETZSCH (1973) schitzen den Anteil der Salmonellenisolate in ihrer
Studie als zu niedrig ein, da auch Amphibien mituntersucht wurden, die relativ selten Salmo-

nellen beherbergen.

Vergleiche der Ergebnisse der einzelnen Untersuchungen sind daher nur bedingt moglich und
diirfen nur unter Beriicksichtigung der vielféltigen Einflussfaktoren vorgenommen werden. In
Tabelle 1 sind Nachweisraten von Salmonellen bei Reptilien allgemein zusammenge-

stellt:
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Tab. 1: Hdufigkeit von Salmonellen bei verschiedenen Reptilien ohne Angabe bestimmter

Tierarten
Herkunft n_ | % pos. Probenart Untersuchung Autor
Niederlande; einmal; erfasst nur
importierte w’L 169 94 Kot laktos’enegative KOOPMAN &
. o : JANSSEN, 1973
ein heimisches Kolonien
dvermutlich einmal;
Berliner Aqua- 167 61 Kot, Bassinwasser, | laktoseunabhingig | HABERMALZ &
rium einige Amphibien | mehrere verschiede- | PIETZSCH, 1973
ne Einzelkolonien
De.:.utschla.lnd + einmal; Voranrgl- GEUE &
Osterreich; 159 54 Kot cherung + Zwei- LOSCHNER. 2002
Ziichter + ZH fachanreicherung ’
Frankfurter Zoo i 194 50 Kot mehrfach LIE, 1968
Be: 42
Schweiz; Zoos | 191 = Ba: 30 Kloakentupfer einmal RUDAT et al., 1966
Zii: 26
USA;Zoo | 317 | 37 Kloakentupfer + 2.T. mehrfach CAMBRE ctal,
Organe 1980
Deutschland;
privat, Zoos, | 2067 32 Organe *vermutlich einmal | SCHRODER, 1970
ZH
. ] Organe, Kot u.a.;
I\;s(()lse r?ﬁdi’ - ! gesunde * kranke *vermutlich einmal DORRESTEIN et
privat 806 26 Organe al., 2000
181 17 gesunde
N *vermutlich einmal;
éeorllljlaerrkzgglj- 73 238 Kot keine Anreicherung; | ROGGENDORF &
. jede gut isolierte MULLER, 1976
labrunn, privat 5A . .
Einzelkolonie
Deutschland; | 5000 29 Organe *vermutlich einmal | SCHRODER, 1990
prlvaé,HZ 0% 4000 27 Organe *vermutlich einmal S CHII{P ggglfj 1977
Deutschland; 146 20 Organe *yermutlich einmal GOBEL &
Zoos + privat | 152 10 kranke SCHILDGER, 1990
Zoologischer | 326 12 Organe + Kot; ge- SELBITZ et al,,
Garten Leipzig sunde + kranke kKA. 1984
347 11 SELBITZ, 1986
Zoologlsghe.r 215 8 gesunde, kranke + *vermutlich einmal | ELZE et al., 1977
Garten Leipzig Organe

Abkiirzungen: A: Arizonakeime; Ba: Basel, Be: Bern; k.A.: keine Angaben, n: Anzahl der untersuch-
ten Tiere; S: Salmonellen; ZH: Zoohandlungen; Zii: Ziirich, % pos.: Anteil der salmonellenpositiven
Tiere; “: keine eindeutigen Angaben in der Literatur

2.1.3.5 Salmonellen bei Schildkroten

Die Héufigkeit des Salmonellennachweises bei Landschildkroten liegt bei bis zu 100 %,

Mehrfachinfektionen kommen bei bis zu 60 % vor, Arizonakeime konnen bei 12 % nachge-
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wiesen werden. Dies ist das Ergebnis einer mehrmaligen Untersuchung freilebender Land-
schildkréten der Arten Testudo graeca und Testudo hermanni in Bulgarien (DIMOW, 1966a).
Bei einer vorangegangenen Studie kommt der gleiche Autor nur auf 56 %, allerdings ohne
Arizonakeime, schitzt diese Zahl aber als zu niedrig ein, da von jedem Tier nur eine Kotprobe
untersucht und nur eine geringe Anzahl verdichtiger Kolonien weiterdifferenziert wurde
(DIMOW et al., 1961). Uber eine ebenfalls recht hohe Salmonelleninzidenz berichten
BOVRE & SANDBU (1959) bei aus dem Mittelmeerraum nach Norwegen importierten
Landschildkréten mit 81 % und ANG et al. (1973) bei freilebenden Schildkréten in Istanbul
mit 77 %; von einer hédufigen Kontamination bei Wasserschildkrdten sprechen
WILLIAMS & HELSDON (1965).

Bei anderen Autoren finden sich zum Teil wesentlich niedrigere Angaben. So bestitigen
JACKSON & JACKSON (1971) und CAMBRE et al. (1980) Schildkroten mit 12 % bzw. 3 %
eine nur méBig hohe bzw. niedrige Salmonelleninzidenz. Auch bei GEUE & LOSCHNER
(2002) ist der Anteil der Salmonellenausscheider unter den Schildkréten deutlich niedriger als
unter den Echsen und Schlangen. Nur eine einzige von 24 ist salmonellenpositiv; bei dieser
kann jedoch eine Doppelinfektion nachgewiesen werden. Die Autoren vermuten, dass der
Sammelzeitraum in den Monaten November und Dezember, in denen sich die meisten Schild-
kroten auf den Winterschlaf vorbereiten und ihre Aktivitdt herabgesetzt ist, die Ursache fiir
die niedrige Nachweisrate von Salmonellen bei Schildkréten in ihrer Studie ist.

IVESON et al. (1969), CAMBRE et al. (1980) und GREENBERG & SECHTER (1992) kon-
nen bei Schildkréten keine Arizonakeime nachweisen, WEBER & PIETZSCH (1974) konnen
dies aufgrund ihrer Untersuchungsmethode nicht; sie erfassen nur laktosenegative Salmonel-
len, prompt Laktose spaltende Stimme entgehen ihnen. So gehdren von ihren 28 verschiede-
nen Serovaren 22 zur Subspezies I, fiinf zu II und eine zu IV. DORRESTEIN et al. (2000)
finden bei dieser Tiergruppe ebenfalls am hédufigsten Salmonellen aus Subspezies I, dann aus
IT und III, eher selten dagegen aus I'V. Nach ihren Ergebnissen tritt die Subspezies I von allen
Reptiliengruppen bei Schildkréten am hiufigsten auf.

Eine genauere Aufstellung der Nachweishédufigkeit von Salmonellen bei Schildkrdten ist
Tabelle 2 zu entnehmen; dabei ist zu beachten, dass nur selten konkrete Informationen iiber
die untersuchte Tierart vorlagen. Oft ist nicht einmal klar, ob es sich um Landschildkréten
oder um Wasserschildkroten handelt. Wenn Angaben gemacht wurden, so sind diese in Tabel-

le 2 wiedergegeben:
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Tab. 2: Hdiufigkeit von Salmonellen bei Schildkriten
Herkunft der n % Probenart isolierte Unter- Autor
SK pos. Bakterien  suchung
Australien 4 100 KT+ Org. | keine A bei SK = einmal IVESON et al., 1969
Bulgarien; wild 493 }j 8% Kot zusitzlich A mehrfach DIMOW, 1966a’
Norwegen; . . BOVRE & SANDBU,
PH + 7H 33 81 KT+ Kot k. A. iiber A einmal 19592
Istanbul; wild 31 77 Kot S+A mehrfach ANG et al., 1972
ges. 107 . 62 erfasst durch
3 verschiedene | ZH2:49| 79 Untersuchungs- 1
ZH in Hannover  ZH1:39 51 Kot + Org. methode nur mehrfach | PRUKSARAJ, 1967
ZH3:19, 42 laktosenegative
Bulgarien; wild 198 56 KT + Kot zusétzlich A einmal | DIMOW et al., 1961
USA; ZH 26 48 Bassin- S+A einmal | BAKER etal., 1972*
28 46 wasser
PH+ZH in ZH 74 47 KT + Kot | erfasst nur lak- cinmal WEBER &
GieBlen PH 51 41 tosenegative PIETZSCH, 1974
ZH in Berlin + . *vermutl. | KIESEWALTER et
Rostock 528 36 KT k.A. liber A einmal al., 1960°
Zoolog. Garten KT von . . *vermutl. | OTIS & BEHLER,
New York 127 32 gesunden keine A bei SK einmal 1973
USA; PH, ZH, 38 55 Organe zusatzlich cinmal WILLIAMS &
Schulen 31 KT haufig A HELSDON, 1965*
Frankfurter Zoo 26 30 Kot S+A z.T. LIE, 1968
mehrfach
Deutschland; *vermutl. -
PH, ZH, Zoos k. A. 20 Org. k.A. cinmal SCHRODER, 1990
Deutschland; dvermutl. IPPEN &
PH, ZH, Zoos = 1O 18 Org. KA. einmal | SCHRODER, 1977
Deutschland; erfasst vermutl. | *vermutl. -

PH, ZH, Zoos 529 15 Org. nur laktoseneg. einmal SCHRODER, 1970
England; ZH 39 14 | Bassinwas-erfasstnurlak- e JEPHCOTT, 1969°
ser + Org. tosenegative

) KT von ‘vermutl. JACKSON &
USA; Zoos 124 12 gesunden S+A einmal JACKSON, 1971
Deutschland; 56 14 kranke KA. iiber A *vermutl. GOBEL &
PH + Zoos 20 10 Org. o einmal SCHILDGER, 1990
Kot, Org.
Nierderlande; 283 10 u.a.; gesun- *vermutl. | DORRESTEIN et al.,
de + kranke S+A .
PH, ZH, Zoos einmal 2000
220 5 Organe
42 2 gesunde
Zoologischer = 5 o  kranke,ge- ) ibera | VMU | B eral, 1977
Garten Leipzig sunde, Org. einmal
Kanada; dvermutl. ONDERKA &
PH + ZH 14 7 Org. S+A einmal | FINLAYSON, 1985
PH, Koélner Zoo
. *vermutl. | ROGGENDORF &
+ Tierpark Hel- 15 7 Kot S+A cinmal MULLER, 1976

labrunn




SCHRIFTTUM 24

Fortsetzung Tab. 2: Hdiufigkeit von Salmonellen bei Schildkriten

[ - 3 3 -
Herkunft der SK n 0§ LTDLE 1soller.t N AL Autor
pos. art Bakterien suchung
" . GEUE &
Osterreich + Deutsch- | ¢ 1 5 Kot S+A cinmal | LOSCHNER,
land; Ziichter + ZH
2002 _
keine A bei CAMBRE et al.,
USA; Zoo 63 3 KT + Org. SK z.T. mehrfach 1980 |
. ] 61 3 Kot . . 5
Stiddeutschland; PH 63 15 RT S einmal MORK, 1997

Abkiirzungen: A: Arizonakeime,; ges.: gesamt; k.A.: keine Angaben; KT: Kloakentupfer, n: Anzahl
untersuchter Tiere; Org.: Organe; PH.: Privathaltung; RT: Rachentupfer, S: Salmonellen; WSK:
Wasserschildkroten;, ZH: Zoohandlung; SK: Schildkroten; % pos.: Anteil der salmonellenpositiven
Tiere,; “: keine eindeutigen Angaben in der Literatur; Lo, graeca und T. hermanni, 2. Tortoises“ aus
dem Mittelmeerraum;>: T. hermanni aus Albanien; *: gesunde, junge Wasserschildkréten, Trachemys
scripta elegans; °: T. graeca, T. hermanni, T. marginata und Agrionemys horsfieldii

2.1.3.6 Salmonellen bei Echsen

Die Héufigkeit von Salmonellennachweisen bei Echsen ist aus Tabelle 3 ersichtlich.
CAMBRE et al. (1980) schreiben Echsen eine mittlere Salmonelleninzidenz von 36 % zu.
DORRESTEIN et al. (2000) und GEUE & LOSCHNER (2002) bestitigen Echsen dagegen
eine hohe Inzidenz. Auch IVESON et al. (1969) und ROGGENDORF & MULLER (1976)
finden Salmonellen am haufigsten bei Echsen, wihrend Arizonakeime bei Schlangen hiufiger
vorkommen als bei Echsen.

Besondere Erwédhnung verdient die Untersuchung von MITCHELL et al. (2000), die 94 % der
Griinen Leguane, Iguana iguana, als Salmonellenausscheider enttarnt. Diese Beobachtung ist
umso bedeutungsvoller, als sich diese Tiere zunehmender Beliebtheit erfreuen.

Die Subspezies I-VI kommen bei Echsen relativ gleichméBig vor, evtl. tritt I etwas haufiger
auf. Der Anteil der Subspezies I betrdgt bei allen Reptilien um 30-50 %. Subspezies IV wird
insgesamt eher selten nachgewiesen, am haufigsten noch bei Echsen (DORRESTEIN et al.,
2000).

2.1.3.7 Salmonellen bei Schlangen

Nach MAYER & FRANK (1974) und ELZE et al. (1977) ist die Durchseuchung mit Salmo-
nellen bei Schlangen — besonders bei Riesenschlangen — am héchsten. Auch CAMBRE et al.

(1980) gestehen Schlangen mit 55 % die hochste Salmonelleninzidenz zu.
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Tab. 3: Hdiufigkeit von Salmonellen bei Echsen

Herkunft der % isolierte Unter-
n Probenart . Autor
Echsen pos. Bakterien  suchung
El Salvdor; 2 120 94 KT S cinmal MITCHELL et al.,
Zuchtfarmen 120 67 2000'
Australien 70 77 | KT + Organe S+A meist einmal | IVESON et al., 1969
Deutschland +
- ° . GEUE &
Osterreich; 59 61 Kot S+A einmal "
Ziichter + ZH LOSCHNER, 2002
Frankfurter Zoo | 90 52 Kot S+A z.T. mehrfach LIE, 1968
PH%’— I%?elill)e;rioo 36 >0 Kot zusdtzlich A aver'muthch ROQGENDORF &
einmal MULLER, 1976
Hellabrunn
Organe, Kot
Niederlande; 399 4l u.a.; gesunde dvermutlich | DORRESTEIN et al.,
PH, ZH, Zoos * kranke S+A einmal 2000
> 311 33 Organe
33 6 gesunde
USA; Zoo 129 39 | KT + Organe S+A z.T. mehrfach | CAMBRE et al., 1980
*vermutl.
Deutschland; 845 38 Organe nur laktose- . *vermutlich SCHRODER, 1970
PH, ZH, Zoos negative einmal
k.A. 35 k.A. SCHRODER, 1990
Deutschland; dyermutlich IPPEN & SCHRO-
PH, ZH, Zoos = 1°/8 31 Organe kA einmal DER, 1977
Deutschland; 92 21 Organe KA *vermutlich GOBEL &
PH + Zoos 60 8 kranke o einmal SCHILDGER, 1990
Zoologischer Organe, ge- dyermutlich
Gartenfieipzig 83 95 sun(éize, krfnke S einmal ELZE etal,, 1977

Abkiirzungen: A: Arizonakeime; k.A.: keine Angaben; KT: Kloakentupfer; n: Anzahl untersuchter
Tiere; PH.: Privathaltung, S: Salmonellen;, ZH: Zoohandlung, % pos.: Anteil der salmonellenpositi-
ven Tiere; °: keine eindeutigen Angaben in der Literatur; ' :Iguana iguana

Alle Autoren sind sich einig, dass Arizonakeime von allen Reptiliengruppen bei Schlangen
am hiufigsten vorkommen (DIMOW et al., 1961; LIE, 1968; HABERMALZ & PIETZSCH
1973; ROGGENDORF & MULLER, 1976), sogar hiufiger als Salmonellen aus anderen Sub-
spezies (IVESON et al., 1969; IVESON, 1971; WUTHE et al., 1979; CAMBRE et al., 1980;
FRICK, 1987; GREENBERG & SECHTER, 1992). Uberhaupt weisen diese Reptilien die

groflte Vielfalt an Salmonellenserovaren auf (HABERMALZ & PIETZSCH,

ROGGENDORF & MULLER, 1976).
Laut DORRESTEIN et al. (2000) macht die Subspezies III, in der viele laktosepositive
Stimme vorkommen (WUTHE et al., 1979), bei Schlangen 75 % aus; aber auch Subspezies |

tritt auf, Il und IV jedoch eher selten.

1973;
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Die Nachweisraten von Salmonellen bei Schlangen sind in Tabelle 4 dargestellt:

Tab. 4: Hdiufigkeit von Salmonellen bei Schlangen

Herkunft n | % pos. Probenart Untersuchung Autor
Anatolien; wild 28 100 KT einmal FRICK, 1987'
Australien: Einstreu + KT; z.T. mehrfach;
. ’ 60 98 gesunde, aktive, ges. 113 Proben IVESON, 19712
wild
adulte untersucht
Australien; 92 ..
. 40 KT + Organe meist einmal | IVESON et al., 1969
gefangen + wild
Deutschland + Oster- . GEUE &
reich; Ziichter +zH | > T3 Kot einmal LOSCHNER, 2002
31° 68
Norddeutschland, ges. 59 .
wild 49* SH 75 KT einmal WUTHE et al., 1979
NS 29
USA; Zoo 125 55 KT + Organe z.T. mehrfach CAM]IB;;% ctal,
Frankfurter Zoo 70 54 Kot z.T. mehrfach LIE, 1969
ONDERKA &
Kanada; PH + ZH 90 51 Organe k.A. FINLAYSON, 1985
398 37 Organe, Kot u.a.;
Niederlande; kranke + gesunde KA DORRESTEIN et
PH, ZH, Zoos 256 34 Organe o al., 2000
59 10 gesunde
618 36 Oreane KA SCHRODER, 1970
Deutschland; kKA. 27 8 o SCHRODER, 1990
PH, ZH, Zoos dyermutlich IPPEN &
1811 27 Organe einmal SCHRODER, 1977
Deutschland; 34 23 Organe *vermutlich GOBEL &
PH + Zoos 36 18 kranke einmal SCHILDGER, 1990
PH, Kolner Zoo + 24 16 S + Kot dyermutlich ROGGENDORF &
Tierpark Hellabrunn 12 A einmal MULLER, 1976
Zoologlsc.:he.r ’4 13 gesunde, kranke, Vemutllch ELZE et al., 1977
Garten Leipzig Organe einmal

Abkiirzungen: A: Arizonakeime; k.A.: keine Angaben; KT: Kloakentupfer; ges.: gesamt; n: Anzahl
untersuchter Tiere, NS: Niedersachsen, PH: Privathaltung; S: Salmonellen; SH: Schleswig-Holstein;
ZH: Zoohandlung; % pos.: Anteil der salmonellenpositiven Tiere; °: keine eindeutigen Angaben in der
Literatur; ': Streifenringelnattern, Natrix natrix persa [Pallas]; T igerottern, Notechis scutatus;

7. Kreuzottern, Vipera berus L ; *: Ringelnattern, Natrix natrix L

2.1.3.8 Salmonellen bei Krokodilen

Entsprechend dem selteneren Vorkommen von Krokodilen sind die Untersuchungen von

Salmonellen bei diesen Tieren ebenfalls weniger zahlreich. Eine Zusammenstellung ist in
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Tabelle 5 gegeben. IVESON et al. (1969) konnen aus den beiden von ihnen untersuchten
Krokodilen zwar Salmonellen, aber keine Arizonakeime isolieren. ROGGENDORF &
MULLER (1976) untersuchen zwei Krokodile, finden bei ihnen aber keine Salmonellen.
MADSEN (1994) untersucht wochentlich den Salmonellengehalt in Wasserproben von Bas-
sinwasser von vier Krokodilfarmen in Simbabwe. Nilkrokodile, Crocodylus niloticus, werden
in Afrika zur Fleisch- und Lederproduktion geziichtet. Da die einzelnen Farmen ihre Becken
mit Wasser verschiedener Herkunft und Qualitét befiillen und trotz intensiver Hygienemal3-
nahmen in allen Proben hohe Salmonellenzahlen entdeckt werden, liegt die Vermutung nahe,
dass die Krokodile selbst die Hauptquelle — wenn nicht gar die einzige iiberhaupt — filir die

Salmonellen sind, die in ihrem Teichwasser nachgewiesen werden.

Tab. 5: Hdufigkeit von Salmonellen bei Krokodilen

Herkunft n % pos. Probenart Untersuchung Autor
Australien 2 100 KT + Organe einmal IVESON et al., 1969
Deutschland; PH, @ 75 36 Organe “vermutlich SCHR(:)DER, 1970
ZH, Zoos k. A. 21 einmal SCHRODER, 1990
25 16 Organe, Kot u.a.; ‘
Niederlande; kranke + gesunde dyermutlich DORRESTEIN et al.,
PH, ZH, Zoos 19 11 Organe einmal 2000
18 5 gesunde
Pléfrggirg:f Tl . ot ‘vermutlich | ROGGENDORF &
einmal MULLER, 1976

labrunn

Abkiirzungen: k.A.: keine Angaben; KT: Kloakentupfer, n: Anzahl untersuchter Tiere; PH: Privathal-
tung; ZH: Zoohandlung, % pos.: Anteil der salmonellenpositiven Tiere; “: keine eindeutigen Angaben
in der Literatur

2.1.4 Pathogenitat der Salmonellen fiir Reptilien

Die Frage der Pathogenitét der Salmonellen fiir Reptilien ist letztendlich nicht geklart. In
der Literatur finden sich widerspriichliche Angaben dariiber, ob diese Keime fiir Reptilien
pathogen sind oder nicht. Manche Autoren vertreten die Meinung, dass Salmonellen bei Rep-
tilien zur normalen Darmflora gehoren (DIMOW, 1966b; MCCOY & SEIDLER, 1973;
ROGGENDORF & MULLER, 1976; KELLY et al., 1995; DORRESTEIN et al., 2000), ande-
re warnen vor dieser Einschitzung und bezeichnen sie als fakultativ pathogene Keime (LIE,

1968; WEBER & PIETZSCH, 1974; CAMBRE et al., 1980; KALVIG et al., 1991), und wie-
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der andere weisen bestimmte Erkrankungen oder Organverdnderungen eindeutig den Salmo-
nellen zu (RUDAT et al., 1966; ONDERKA & FINLAYSON, 1985). Fest steht, dass Repti-
lien zu einem hohen Prozentsatz mit Salmonellen infiziert sind und diese auch ihr ganzes Le-
ben lang dauernd oder zumindest intermittierend ausscheiden (BOVRE & SANDBU, 1959;
GEBAUER, 1954; DIMOW, 1965a und b, 1966b; IPPEN & SCHRODER, 1977; CAMBRE
et al., 1980; D’AOUST et al., 1990; DORRESTEIN et al., 2000), aber nicht oder nur selten
klinisch erkranken (BOYCOTT et al., 1953; OTIS & BEHLER, 1973; WEBER &
PIETZSCH, 1974; SELBITZ & ENGELMANN, 1984; KALVIG et al., 1991; GEUE &
LOSCHNER, 2002). Somit bilden sie ein natiirliches Reservoir fiir Salmonellen (IVESON et
al., 1969; COHEN et al., 1980; CHIODINI & SUNDBERG, 1981; WOODWARD et al.,
1997; GEUE & LOSCHNER, 2002), an dem sich andere Tiere anstecken konnen. Bei Belas-
tung durch negative Einfliisse konnen latente Trdger derart geschwicht werden, dass sie
schwere systemische Infektionen entwickeln (MARCUS, 1971; KALVIG et al.,, 1991,
SUEDERMEYER, 1999; DORRESTEIN et al., 2000); diese waren bisher jedoch nicht repro-
duzierbar, und es konnte noch nicht geklart werden, welche Faktoren dafiir verantwortlich

sind (WEBER & PIETZSCH, 1974).

Die meisten Untersuchungen wurden an wilden oder in Gefangenschaft lebenden, offensicht-
lich gesunden Tieren durchgefiihrt (LIE, 1968; DIMOW et al., 1961; DIMOW, 1966a, b
und ¢; KOOPMAN & JANSSEN, 1973); einige sind das Ergebnis von Sektionen, wobei die
Todesursache unterschiedlich ist und teilweise nicht einwandfrei gekldrt werden kann. Sal-
monellen sind oftmals nur Zufallsbefunde und tragen nach Ansicht von GEBAUER (1954)
und BOVRE & SANDBU (1959) nicht unmittelbar zum Tode bei.

2.1.4.1 Ubertragung und Infektionswege bei Reptilien

Schon die Frage, wo und auf welche Weise die Salmonelleninfektion stattfindet, ist nicht si-
cher geklirt (KAUFMANN & MORRISON, 1966). Vermutlich stecken sich die Reptilien
schon in ihrem Ursprungsland an (BOYCOTT et al., 1953; GEBAUER, 1954;
WILLIAMS & HELSDON, 1965; RUDAT et al. 1966; BOAM, 1970; MAYER & FRANK,
1974; WEBER & PIETZSCH, 1974; ONDERKA & FINLAYSON, 1985; SCHRODER,
1990). Hinweise dafiir seshen BOVRE & SANDBU (1959), LIE (1968) und GEUE &
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LOSCHNER (2002) im Vorkommen der gleichen seltenen Serovare in bestimmten Gegenden
und in Tieren, die von dort stammen. Die Tatsache, dass bei wilden Tieren aus entlegenen
Regionen Salmonella Typhimurium nicht nachgewiesen werden kann, wihrend dieses Sero-
var in der Nutztierhaltung weit verbreitet ist, schliet eine externe Kontamination solcher Ge-
biete aus und beweist das Vorhandensein natiirlicher Salmonellenreservoire, an denen sich
wilde Tiere infizieren konnen (IVESON et al., 1969; FRICK, 1987).

Fiir die hohe Inzidenz bei den vegetarischen Landschildkréten machen manche Autoren die
gerade bei diesen Tieren ausgepriagte Koprophagie verantwortlich (KIESEWALTER et al.
1960; SCHRODER, 1970; SELBITZ & ENGELMANN, 1984; IPPEN & SCHRODER, 1977;
SCHRODER, 1985; SCHRODER, 1990), die aber von anderen bestritten bzw. als unphysio-
logisch bezeichnet wird (BOYCOTT et al.,, 1953; ROGGENDORF & MULLER, 1976).
DALTON et al. (1995) und MERMIN et al. (1997) erklidren die hohen Nachweisraten von
Salmonellen bei Griinen Leguanen damit, dass die Schliipflinge Fézes von erwachsenen Tie-
ren aufnehmen, um die normale intestinale Flora fiir die Dickdarmfermentation zu etablieren.
Dies ist ein fiir vegetarische Echsen typisches Verhalten.

In den USA wurde bereits aus frisch geschliipften Wasserschildkréten, die weder Futter noch
Wasser aufgenommen hatten, in groBem Umfang Salmonellen isoliert. Da auch Schliipflinge
aus Eiern, die in sterilen Behéltnissen kiinstlich ausgebriitet wurden und noch niemals Kon-
takt zur kontaminierten Umgebung ihrer Eltern hatten, salmonellenpositiv getestet wurden, ist
eine Eiinfektion wahrscheinlich; diese kommt dadurch zustande, dass die Bakterien die
Eischale entweder schon wéhrend des Legevorganges in der Kloake des Weibchens oder kurz
nach der Eiablage in die kontaminierte Umwelt penetrieren (KAUFMANN & MORRISON,
1966; MICHAEL-MARLER et al., 1983; SCHRODER, 1984; D’AOUST et al., 1990). Auch
eine transovarielle Ubertragung wie beim Gefliigel wird diskutiert (KAUFMANN & MOR-
RISON, 1966; SCHRODER, 1985; D’AOUST et al., 1990; MERMIN et al., 1997). Nach
DORRESTEIN et al. (2000) wurden in den USA viele, wenn nicht alle Wasserschildkroten in
abwasserverschmutzten Teichen gezilichtet; KAUFMANN (1966) berichtet von einem
,besonders geschiftstiichtigen™ Ziichter, der einer Gemeinde vorschlug, ihre Versitzgruben
als Zuchtbecken fiir seine Schildkrdten zu benutzen.

Uberbesatz in Zuchtfarmen, in denen die Reptilien zu Tausenden in einem Gehege gehal-

ten werden, bietet eine gute Moglichkeit fiir fikal-orale Ubertragung von Salmonellen
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(KAUFMANN, 1966; CHIODINI & SUNDBERG, 1981; ACKMAN et al., 1995; DALTON
et al., 1995).

Eine weitere Ursache fiir die hohe Salmonelleninzidenz bei Reptilien besteht in Schmier- und
Kontaktinfektionen auf dem Transport oder bei der Zwischenlagerung bei GroBhidndlern
(BOYCOTT et al. 1953; KIESEWALTER et al., 1960; RUDAT et al., 1966; WEBER &
PIETZSCH, 1974; ACKMAN et al., 1995). Salmonellenausscheider konnen die Bakterien
leicht verbreiten, wenn die Tiere unter hygienisch vollig unzureichenden Bedingungen zu
Hunderten in engen Kisten zusammengepfercht sind (BAKER et al., 1972). Nach Angaben
von BOYCOTT et al. (1953) wurden Maurische Landschildkréten in groBer Zahl von der
Mittelmeerkiiste nach England importiert, allein im Jahr 1951 mindestens 300 000 Tiere; {iber
ein Viertel starb auf der Reise: Die Schildkréten wurden durch das Gewicht der iiber ihnen
liegenden Tiere erdriickt oder durch angesammelten Kot erstickt. Das iiblicherweise durchge-
fiihrte Besprithen der iibereinandergestapelten Transportbehdlter mit Wasser begiinstigt die
Keimausbreitung, da infolge des Durchtropfens des verunreinigten Sprithwassers Bakterien
aus oben liegenden Kisten in die unteren gespiilt werden. Wéhrend kranke Tiere frither auf
den oft wochen- bis monatelangen Transporten hiufig starben und somit als Infektionsquelle
in ihrer neuen Heimat ausschieden, erreichen heutzutage durch die kiirzeren Transportzeiten
auch immer mehr schwache und kranke Tiere ihren Bestimmungsort und tragen dort zur Aus-
breitung der Salmonellen bei (SCHRODER, 1970; BAKER et al., 1972). KIESEWALTER et
al. (1960) vermuten wegen der Schmierinfektion auf dem Transport eine hohere Inzidenz bei
Schildkrdten in Gefangenschaft als in der Natur.

Die gegenseitige Infektion bei Reptilien ist umstritten. Dafiir spricht, dass bei vielen seit
langem zusammenlebenden Tieren die gleichen Serovare nachgewiesen werden konnen
(KIESEWALTER et al., 1960; LIE, 1968; WEBER & PIETZSCH, 1974; ROGGENDORF &
MULLER, 1976; MERMIN et al., 1997; DORRESTEIN et al., 2000). Salmonellen mit identi-
schem Serovar, Plasmidprofil und Genotyp wurden bei verschiedenen Tieren innerhalb eines
Bestandes gefunden, niemals jedoch bei Tieren von verschiedenen Besitzern; dies bestdtigt
die Méglichkeit der horizontalen Ubertragung, wenn erst einmal ein Tier infiziert ist (GEUE
& LOSCHNER, 2002). Von anderen Autoren wird die Ausbreitungstendenz der Salmonellen
unter den Reptilien nur als méBig eingeschitzt (DIMOW, 1965a; PRUKSARAIJ, 1967; HA-
BERMALZ & PIETZSCH, 1973; WUTHE et al., 1979). Als Indiz dafiir sehen
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DORRESTEIN et al. (2000) die seltene Ubereinstimmung der Serovare: In groBeren Bestin-
den wurden viele verschiedene Serovare isoliert, die sich zu weniger als 8 % tiberlappten.

In Gefangenschaft stellen kontaminierte Futtermittel und Gerdtschaften, wiedereingesetz-
te Futtertiere, freilebende Vogel und Nagetiere, Schaben, Ameisen und Fliegen, in Zoos aber
auch Wasserliufe und das Personal Infektionsquellen dar (FRICK, 1987; SCHRODER,
1990). So konnen RUDAT et al. (1966) auler bei Zooreptilien auch bei Schaben Salmonellen
nachweisen. Dies ist deshalb interessant, weil es beweist, dass diese Schidlinge, die in Zoos
weit verbreitet sind und verschiedene Krankheitserreger {ibertragen wie z.B. Amoben, Enta-
moba invadens, die gerade fiir Reptilien eine besondere Gefahr darstellen (RUDAT et al.,
1966; IPPEN & SCHRODER, 1977), auch als Vektoren fiir Salmonellen in Frage kommen.
Bei ebenfalls mituntersuchten Ameisen konnen RUDAT et al. (1966) diese Bakterien nicht
feststellen, jedoch isolieren HABERMALZ & PIETZSCH (1973) sie aus einer Ameise aus
einem Reptilienkiifig im Berliner Aquarium. Eine weitere Ubertragungsmdglichkeit entsteht
durch Schadmaiuse, wie KULKA et al. (1994) anschaulich darlegen: Die Miuse infizierten
sich in der Futterkiiche einer Zooabteilung an kontaminiertem Eierbruch mit einem Salmonel-
lentyp, der flir Legehennenbestéinde charakteristisch ist; eben diesen Erreger verbreiteten sie
dann mit ihrem Kot im angrenzenden Tierbestand, in dem Erkrankungen und Todesfille auf-
traten. Aus den zum Verfiittern zubereiteten, gekochten Eiern konnte der Keim dagegen nicht
angeziichtet werden.

Die oft geduBlerte Ansicht, dass sich Reptilien durch Fiitterung von Schlachtabféllen mit Sal-
monellen infizieren (KAUFMANN, 1966; CHIODINI & SUNDBERG, 1981), wird von
DORRESTEIN et al. (2000) bezweifelt, da keine Ubereinstimmung der Serovare vorliegt.

2.1.4.2 Infektionsversuche

Um nun die tatsdchliche Pathogenitdt der Salmonellen fiir Reptilien zu erforschen,
wurden Infektionsversuche an Schildkréten, Eidechsen und Schlangen durchgefiihrt
(DIMOW, 1966b, ¢ und d; DIMOW et al., 1967).

Nach oraler Verabreichung wird das Agens bei allen Tieren bereits nach einigen Stunden
mit dem Kot ausgeschieden, doch in den Organen kdnnen weder makroskopische noch mik-

roskopische Verdnderungen festgestellt, noch die applizierten Keime isoliert werden; im Se-
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rum sind keine spezifischen Antikorper nachweisbar. Schildkréten behalten sogar unter
schlechten Haltungsbedingungen ihr gutes Allgemeinbefinden bis zum Versuchsende.

Nach intraperitonealer, intrakardialer oder subkutaner Infektion werden die Bak-
terien ebenfalls nach wenigen Stunden im Kot ausgeschieden. Nach einer gewissen Zeit kon-
nen im Serum spezifische Antikdrper gegen das applizierte Agens nachgewiesen werden. Bei
den Schildkréten sind in den Organen keinerlei Verdanderungen zu finden; Salmonellen kon-
nen aus Organen nicht, Arizonakeime bis zum Versuchsende aus der Leber angeziichtet wer-
den; es werden keine Krankheitsanzeichen beobachtet. Von den Eidechsen und Schlangen
sterben einige bereits nach kurzer Zeit, bei den anderen konnen weder Krankheitsanzeichen
noch Organverdnderungen festgestellt werden; die Bakterien konnen nach 24 Stunden bis zum
Versuchsende in der Leber und im Kot nachgewiesen werden, im Blut bis zum 60. Tag;
spezifische Antikorper werden gebildet.

Zu einem dhnlichen Ergebnis kommen auch CALDWELL & RYERSON (1939) bei ihren
Infektionsversuchen.

In einem weiteren Experiment hilt DIMOW (1965a und b) gesunde, salmonellenpositive
T. graeca und T. hermanni unter schlechten Bedingungen in engen Kisten in einem
feuchten Raum ohne Futter und Wasser, um ihre Widerstandskraft herabzusetzen und giinsti-
ge Voraussetzungen fiir die Erkrankung zu bieten. Die Tiere werden insgesamt 24 Monate
beobachtet. Immer wieder werden Kotproben untersucht, in gewissen Intervallen Tiere getotet
und seziert. Bei keinem einzigen Tier konnen klinische Krankheitsanzeichen oder morpholo-
gische Verdnderungen von Organen als Zeichen symptomlos verlaufener Erkrankungen ent-
deckt werden, in den Seren werden keine spezifischen Agglutinine gebildet, die bakteriologi-
sche Untersuchung von Leber und Blut bleibt stets negativ. Wihrend der ganzen Beobach-
tungszeit werden Salmonellen mit dem Kot ausgeschieden, bei jedem Tier aber immer nur die
Serovare, die es auch schon bei Versuchsbeginn hatte. Bei einer zweiten Versuchsgruppe, die
unter guten Bedingungen gehalten, gefiittert und getrankt wurde, schieden nach einiger
Zeit 12 % der Tiere Serovare aus, die vorher bei ihnen nicht entdeckt worden waren, wohl
aber bei anderen Schildkréten ihrer Gruppe.

Dimow kommt zu dem Schluss, dass Salmonellen und Arizonakeime fiir Schildkréten auch
unter schlechten Bedingungen nicht pathogen sind, die Keime die Darmbarriere nicht durch-
brechen und nicht in die inneren Organe einwandern; die gegenseitige Ansteckung ist bei ih-

nen nicht sehr weit verbreitet, die Salmonellenausscheidung aber dauerhaft.
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2.1.4.3 Klinische Erkrankungen und pathologisch-anatomische Verinderungen

Klinische Erkrankungen durch Salmonellen bei Reptilien sind sehr selten ausgepragt,
gelegentlich zeigen sich akute Enteritis und evtl. Septikdmie, Pneumonie, Peritonitis, schwere
Hepeatitis, Nephritis, Myo- und Perikariditis, hypovoldmischer Schock und Tod. Ab und zu
bilden sich Abszesse mit eitrigen Knocheneinschmelzungen und andere Veranderungen, die
den Tod des Tieres herbeifiihren. Manchmal wird das Absetzen von stinkendem, breiigem
Kot mit Schleim- und Blutbeimengungen beobachtet; evtl. konnen Aufzuchtprobleme auf eine
Salmonelleninfektion hinweisen (RUDAT et al., 1966; FRANK & LOOS-FRANK, 1977;
IPPEN & SCHRODER, 1977; SCHRODER, 1985 und 1990; GOBEL & SCHILDGER, 1990;
DORRESTEIN et al., 2000).

Pathologisch-anatomische Verdnderungen liegen am ehesten noch bei einer Bak-
teridmie vor. Deshalb findet man sie nicht in bestimmten Organen, sondern in mehreren
Organsystemen. Schildkroten weisen oftmals keine oder nur geringfiigige Verdnderungen auf.
Ublicherweise sind sie im Magen-Darm-Trakt, in Leber, Milz und den Arteriolen verschiede-
ner Organe nachzuweisen und reichen von akut fibronekrotisch bis granulomatds. Manchmal
existieren akute und chronische Prozesse nebeneinander im gleichen Gewebe. Auch diphte-
roide, kleieartige, gelbbraune Beldge auf der Magen- und Darmschleimhaut und eitrige Ent-
ziindungen in den Lungensicken werden beschrieben (CAMBRE et al., 1980; SCHRODER,
1985; FRICK 1987; GOBEL & SCHILDGER, 1990). Bei 50 % der an generalisierter Salmo-
nellose erkrankten Reptilien sind die Lungen mitbeteiligt, wobei die Verdnderungen unspezi-
fisch sind (IPPEN, 1968). Aus pathologisch verdnderten Lebern wurden Salmonellen und
Arizonakeime isoliert (WILL, 1975). PRUKSARAJ (1967) findet sehr dhnliche histologische
Verdnderungen bei salmonellenpositiven und -negativen Schildkroten. CAMBRE et al.
(1980) konnen Salmonellen bei lebenden Reptilien hdaufiger nachweisen als bei Sektionen.
Die makroskopischen und mikroskopischen, teils akuten, teils chronischen Verdnderungen
und klinische Erkrankungen konnen allerdings nicht einwandfrei den Salmonellen zuge-
schrieben werden, da oftmals in Bakterienkulturen neben Salmonellen auch andere Krank-
heitserreger enthalten sind und héufig resistenzmindernde Zweiterkrankungen, besonders
durch Parasiten wie Wiirmer und Amoben, oder Managementprobleme vorliegen, welche die
unmittelbare Todesursache ausmachen (PRUKSARAJ, 1967; COWAN, 1968; CAMBRE et
al., 1980; CHIODINI & SUNDBERG, 1981; SCHRODER, 1985; FRICK, 1987;
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DORRESTEIN et al., 2000; GEUE & LOSCHNER, 2002). Salmonellen kénnen dann zum
Ableben der Tiere beitragen.

In der Literatur existieren nur wenige Berichte iiber todliche Salmonelleninfektionen bei
Reptilien (SUEDERMAYER, 1999).

RUDAT et al. (1966) finden in einem Orbitalabszess einer Griechischen Landschildkrote
reichlich Salmonellen, SCHRODER (1970) isoliert sie aus der Galle einer Sternschildkréte,
Testudo elegans, heute Geochelone elegans, die an katarrhalischer Darmentziindung litt.
KALVIG et al. (1991) fiihren einige Krankheitsfille bei Stachelleguanen, Sceloporus variabi-
lis, auf Salmonellen zuriick. Die Tiere erschienen zunéchst gesund, entwickelten aber bald
Schwellungen an den Hintergliedmallen, meist an den Hiiftgelenken, und ihr Allgemeinbefin-
den verschlechterte sich so, dass sie euthanasiert werden mussten. Bei der Sektion wurden
eitrige Arthritis und Periarthritis, Myelitis, Osteomyelitis und in einem Fall ein groBer periar-
tikuldrer Abszess diagnostiziert. Die iiberlebenden waren z.T. ebenfalls salmonellenpositiv.
Sie wurden nach drei Monaten getdtet und seziert; bei einigen wurde eine multifokale
lymphozytére oder nekrotisierende Hepatitis diagnostiziert. Bei einem Schwarzleguan, Cteno-
saura acanthinura, bildete sich ein Abszess am Vorderbein, das Allgemeinbefinden sank und
das Tier starb. Bei der Sektion zeigten sich multiple knotige, kdsige Abszesse in Lunge, Le-
ber, Niere und Darmwand (BOAM et al., 1970). Ebenfalls aus multiplen Abszessen bei einem
Anolis, Anolis spec., isolierten MAYER & FRANK (1974) Arizonakeime in Reinkultur. Nach
Beobachtungen von ONDERKA & FINLAYSON (1985) verursachte die chronische Salmo-
nellose bei einem Leguan eine fibrosierende, interstitielle Nephritis, eine Ameive, Ameiva
spec., und ein Leguan litten an Oophoritis, bei zwei Leguanen war die Infektion mit einer
Myokarditis und bei einem weiteren mit einer Aortenklappenendokarditis verbunden. SUE-
DERMEYER (1999) berichtet von einem Steppenwaran, Varanus exanthematicus, der koma-
tos eingeliefert wurde und nach drei Tagen verendete. Die Blutuntersuchung ergab eine
Leukozytose, die bakteriologische Untersuchung eine Salmonellen-Reinkultur. Bei der Sekti-
on fiel lediglich eine hyperdmische Darmschleimhaut auf, histopathologisch wurden
bakterielle Enteritis, Lebernekrose und Bakteridmie festgestellt. Die drei verbleibenden,
ebenfalls salmonellenpositiven Warane wurden sofort antibiotisch behandelt, iiberlebten und
wurden bei gelegentlicher Untersuchung in den folgenden Jahren negativ getestet. Der Autor
vermutet, dass die eine Woche vor Erkrankung aufgetretenen innerartlichen Aggressionen

eine Immunsupression bewirkt haben und in der Folge die Krankheit ausbrechen konnte.
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Bei Schlangen manifestiert sich die Salmonellose gewdhnlich als ernste, subakute, nekrotisie-
rende Enteritis, wobei der gesamte Darm, haufig aber nur die hintere Darmhalfte betroffen ist.
Im Falle einer Septikédmie entwickelt sich eine subakute Hepatitis, teilweise mit Granulombil-
dung. Es kann sich eine Salmonellenpneumonie entwickeln, histologisch findet sich dann eine
interstitielle Infiltration mit Entziindungszellen und Fibrinexsudation in die Alveolen (ON-
DERKA & FINLAYSON, 1985). Bei einer doppelkdpfigen Konigsnatter, Lampropeltis spec.,
die ohne Krankheitssymptome plotzlich gestorben ist, enthielt die rechte, missgebildete
Trachea massenhaft griingelben Eiter; aus diesem konnten Salmonellen in Reinkultur isoliert
werden. Die gut ausgebildete linke Trachea, die Lunge und alle {ibrigen Organe waren unver-
andert. Eine Dreistreifen-Rosaboa, Lichanura trivirgata, zeigte Inappetenz und postprandiales
Erbrechen mit blutigen und schleimigen Beimengungen. Sie starb sechs Tage nach Auftreten
der ersten Symptome. Bei der Sektion erschien die Magenwand verdickt mit fibronekroti-
schen Ablagerungen auf der Schleimhaut und gelblichen, nekrotischen Lasionen. Andere Or-
gane waren unauffillig. Aus dem Magen wurden als einzige Bakterien Salmonellen
angeziichtet, alle anderen Organe waren steril. Die immunhistologische Untersuchung ergab
bei beiden Schlangen einen direkten Zusammenhang zwischen den Salmonellen und den
aufgetretenen Organverdnderungen (OROS et al., 1996). SCHRODER (1970) isoliert
Salmonellen aus der Galle einer Griinen Mamba, Dendroaspis viridis, mit hochgradiger
Leberverdnderung. LAMBERSKI et al. (2002) berichten von einer Klapperschlange, Crotalus
adamanteus, und drei Pythons, Morelia spec., mit einer Arizona-Bakteridimie. Zwei
Schlangen waren lethargisch, eine war unauffillig, und eine hatte seit sieben Monaten die
Nahrungsaufnahme verweigert. Trotz antibiotischer Behandlung mit einem im Resistenztest
wirksamen Antibiotikum starben die ersten drei Tiere nach wenigen Tagen, das vierte erholte
sich, wurde aber acht Monate spiter eingeschlédfert. Bei den letzten drei Schlangen wurde das
gleiche Serovar isoliert, das bei zwei Schlangen identische PFGE-Muster (Pulsfeld-
Gelelektrophorese) aufwies; das der dritten Schlange unterschied sich nur geringfiigig und
wurde daher als nahe verwandt eingestuft. Bei der ersten Schlange wurde ein Serovar mit sehr
dhnlicher Antigenformel gefunden, das sich aber hinsichtlich der PFGE-Muster deutlich
unterschied. Die vier Schlangen waren in getrennten Terrarien in einem Raum gehalten
worden. Aus dem Darminhalt einer Konigsnatter, Lampropeltis getula, wurde ein
anscheinend nicht pathogener Arizona-Stamm isoliert; diese Schlange wurde in einem

anderen Raum gehalten als die vorherigen, aber vom gleichen Tierpfleger versorgt.
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Laut DORRESTEIN et al. (2000) besteht eine spezielle Pathogenitit bestimmter Serovare fiir
Reptilien nicht. In 83 Fillen, in denen Salmonellen aus anderen Organen als dem Darm —
meist der Leber — isoliert wurden, waren 60 Serovare involviert. Ein einziges Serovar, ein
Vertreter aus der Subspezies I1I, kam insgesamt 13 mal vor, 12 mal davon bei einer Septika-
mie — und 10 mal davon bei einer Schlange. Dagegen behauptet FRICK (1987), die Tatsache,
dass Arizonakeime in der Fékalflora von gesunden Schlangen gegeniiber Subspezies I-
Salmonellen iiberwiegen, in Schlangenkadavern jedoch eine Dominanz von I (68 %) gegen-
tiber III (16 %) — Rest II und IV — herrscht, spricht fiir eine hohere Pathogenitit der Subspe-
zies I-Salmonellen bei Schlangen, wéhrend Subspezies III-Salmonellen eher zur Normalflora
gerechnet werden konnen und nur unter bestimmten Voraussetzungen eine pathogene Potenz

erlangen.

2.1.5 Pathogenitit der Reptiliensalmonellen fiir den Menschen

2.1.5.1 Allgemein

Da Reptilien — wie ausfiihrlich dargelegt wurde — ein natiirliches Reservoir fiir Salmonellen
sind und sie {liber lange Zeit hinweg ausscheiden, jedoch nur selten daran erkranken, stellen
sie eine stindige Infektionsquelle fiir andere Tiere und den Menschen dar. Der normale Er-
wachsene ist dabei nicht so sehr gefidhrdet. Vielmehr sind Babys und Kleinkinder, bei denen
das Immunsystem noch nicht geniigend ausgebildet ist, und sehr alte Leute, bei denen es nicht
mehr voll funktionstiichtig ist, besonders empfinglich. Auch Personen mit einer Magenresek-
tion, bei denen die Ingesta nur noch einer verkiirzten Einwirkzeit der Magensdure unterliegt,
mit defektem Immunsystem, wie beispielsweise AIDS-Kranke oder Patienten mit Knochen-
markskrebs, mit unterdriickter Immunabwehr nach Transplantationen oder mit Autoimmuner-
krankungen und Schwangere sind pridisponiert. Kleine Kinder sind besonders auch deshalb
anfilliger, weil bei ihnen der pH-Wert im Magen, genau wie bei sehr alten Leuten, wegen
ungeniigender HCI-Bildung relativ hoch ist und eine schnelle Magenentleerung stattfindet
(BLASER & NEWMAN, 1982; ACKMAN et al., 1995). Ein markantes Beispiel fiir die un-
terschiedliche Empféanglichkeit fiir den gleichen Krankheitserreger bei Gesunden
und Vorgeschidigten liefert die Untersuchung von JAFARI et al. (2002): Zwei Frauen beka-
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men eine Thrombozytentransfusion vom gleichen Spender. Die erste war drei Wochen zuvor
wegen akuter Leukdmie eingeliefert und behandelt worden; sie war asymptomatisch und stand
kurz vor ihrer Entlassung; die zweite wurde am Transfusionstag wegen schwerer innerer Blu-
tungen eingeliefert; als Folge einer Zirrhose und Splenomegalie verbunden mit Alkoholismus
und chronischer Hepatitis C hatte sie eine chronische Thrombozytopenie. Noch wihrend der
Transfusion stellten sich bei beiden Patientinnen dhnliche Symptome ein: Fieber, Schiittel-
frost, Schwindel, Erbrechen, Atemnot, Tachykardie, Himatemesis und Blutdruckabfall. Sie
wurden sofort antibiotisch und intensivmedizinisch behandelt; wihrend die erste Patientin
nach zwei Wochen extubiert, nach drei Wochen von der Dialyse abgehédngt und schlieBlich
nach fiinf Wochen entlassen werden konnte, verstarb die zweite Patientin nach zwei Tagen.
Nachforschungen ergaben, dass der Thrombozytenspender 18 Tage vor der Spende Fieber
und blutigen Durchfall hatte, Antibiotika einnahm und nach fiinf Tagen, 13 Tage vor der
Spende, symptomlos war. Die Erkrankung war auf eine Divertikulitis geschoben worden. Sei-
ne Tochter war eine Woche zuvor mit den gleichen Symptomen erkrankt. Die klinische Un-
tersuchung des Spenders war vollig normal, die Blutkultur blieb steril. Zufidllig stellte sich
heraus, dass der Mann eine Boa constrictor besal. Aus deren Kotprobe konnte das gleiche
Serovar isoliert werden wie aus dem Blut der beiden Patientinnen, PFGE-Muster lieen kei-
nen Zweifel an der Identitét der drei Isolate. Durch den Umgang mit seiner Schlange hatte der
Mann die Salmonellen erworben; zum Zeitpunkt der Spende hatte er eine symptomlose Bak-
teridmie. Zusammen mit seinen Thrombozyten wurden die Krankheitserreger auf die Frauen
ibertragen.

Manche Autoren sind der Meinung, dass die Ubertragungsgefahr der Salmonellen von Repti-
lien auf den Menschen nur gering ist, da nur wenige Menschen Reptilien besitzen, diese selten
Salmonellen ausscheiden, nicht liebkost werden und nur kurz leben, und weil andere Salmo-
nellen als Subspezies [-Salmonellen den Menschen nicht oder nur selten befallen (BOYCOTT
et al., 1953; WILLIAMS & HELSDON, 1965; ONDERKA & FINLAYSON, 1985); auch die
Pathogenitit der Subspezies III-Salmonellen ist umstritten. WILLIAMS & HELSDON (1965)
konnen diese Keime bei menschlichen Salmonellosen nicht entdecken. LIE (1968) weist dar-
auf hin, dass Arizonakeime zwar nur selten Erkrankungen beim Menschen verursachen, dann
aber die gleichen Symptome wie Subspezies [-Salmonellen und sogar reguldre Gruppener-
krankungen hervorrufen. Weitere Angaben iiber z.T. schwere Arizonainfektionen beim Men-

schen finden sich bei EDWARDS et al. (1959), IVESON et al. (1969), JEPHCOTT et al.
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(1969), HUGHES et al. (1971) und HABERMALZ & PIETZSCH, (1973). Andere seltene
Salmonellen, die auch aus Reptilien bereits isoliert wurden, sind immer wieder als Erreger
menschlicher Salmonellosen bekannt geworden (LIE, 1968; WEBER & PIETZSCH, 1974);
andererseits wurden fiir den Menschen als hochpathogen bekannte Salmonellen bei Reptilien
ebenfalls schon nachgewiesen (KIESEWALTER et al., 1960; RUDAT et al. 1966).

LANG (1961) betont ausdriicklich die Humanpathogenitit seltener Salmonellen, und von
CALDWELL & RYERSON (1939), BOVRE & SANDBU (1959) und BOAM (1970) wurde
die Pathogenitit der Reptiliensalmonellen zumindest fiir Mduse und Hasen bewiesen. In-vivo-
und in-vitro-Tests beweisen, dass Salmonellen aus Reptilien z.T. eine signifikant hohere To-
xizitit aufweisen als aus Siugern oder Vdgeln isolierte (SCHRODER & KARASEK, 1977).
Solange nicht das Gegenteil bewiesen ist, sollte man von der allgemeinen Menschen-
pathogenitdt aller Salmonellen ausgehen (LANG, 1961; LIE, 1968; HABERMALZ &
PIETZSCH, 1973; PIETZSCH, 1981; SCHOLL, 1982; SELBITZ & ENGELMANN, 1984).

2.1.5.2 Reptilien-assoziierte Salmonellosen

Erkrankungen beim Menschen durch Salmonellen, die von Reptilien libertragen wur-
den, sogenannte Reptilien-assoziierte Salmonellosen, sind Gegenstand zahlreicher Berichte
aus den USA. Vor allem junge Wasserschildkroten waren friither dort sehr beliebt als Heim-
und ,,Spieltiere” (ANONYMUS, 2000b) fiir kleine Kinder: Sie kdnnen in kleinen Behiltnis-
sen untergebracht werden, machen keinen Larm, beiflen nicht, brauchen wenig Futter und sind
billig, sauber und ungeféhrlich; sie wurden auch oft in Kindergirten und Grundschulen gehal-
ten (WILLIAMS & HELSDON, 1965; JEPHCOTT et al., 1969). Gerade sie waren haufig
Ursache einer Salmonelleninfektion mit mehr oder weniger schwerem Verlauf, meistens bei
Kindern (WILLIAMS & HELSDON, 1965; LAMM et al., 1972).

Schon um 1940 isolierte man Salmonellen aus Reptilien, ihr Zusammenhang mit menschli-
chen Erkrankungen wurde zum ersten Mal Mitte des 20. Jahrhundert in England erkannt
(BOYCOTT et al., 1953), in den USA erst in den 60ern (ANONYMUS, 1981). In den drei
Jahren von 1963 bis 1966 wurden in den USA {iiber 50 Salmonellosefille bei Menschen be-
kannt, die nachgewiesenermaflen durch von Schildkrdten iibertragenen Salmonellen verur-
sacht wurden, und weitere 50, die epidemiologisch mit diesen Tieren zusammenhingen

(KAUFMANN & MORRISON, 1966). In den Jahren 1970 und 1971, also keine zehn Jahre
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spéter, waren von zwei Millionen Salmonelloseféllen in den USA schéitzungsweise 14 %, also
etwa 280 000, auf Schildkréten zuriickzufiihren (LAMM et al. 1972).

Seitdem werden auch in anderen Lindern Schildkréten-assoziierte Salmonellosen bei Men-
schen beobachtet, z.B. in Kanada (D"AOUST et al., 1990; WOODWARD et al., 1997), Eng-
land (JEPHCOTT et al., 1969; CLEGG & HEATH, 1975; SANYAL et al., 1997), Japan
(FUJITA et al., 1981), Israel (GILJAHN & HALPIN, 1988), Neuseeland (DE HAMEL &
MCINNES, 1971) und Italien (DESSI et al., 1992); fast immer sind aus Amerika importierte
Rotwangenschmuckschildkréten die Quelle. In Deutschland ist man ebenfalls auf diesen Zu-
sammenhang aufmerksam geworden (ANONYMUS, 2000a und b).

Doch nicht nur Schildkréten, sondern auch Schlangen (KELLY et al., 1995; SANYAL et al.,
1997; ANONYMUS, 1999) und Echsen — und hier besonders die beliebten Griinen Leguane —
wurden als Ursache von Salmonelleninfektionen identifiziert (KAUFMANN, 1966; DE
HAMEL et al. 1971; BAKER et al. 1972; ACKMAN et al., 1995; DALTON et al., 1995;
SANYAL et al. 1997). Die Halfte der Personen erkrankt innerhalb eines Monats, nachdem
das Tier in den Haushalt gekommen ist (LAMM et al., 1972; CHIODINI & SUNDBERG,
1981), einige sogar schon nach wenigen Tagen (BAKER et al., 1972; GILJAHN & HALPIN,
1988; ACKMAN et al. 1995; MERMIN et al., 1997). Manche Patienten miissen ins Kranken-
haus eingeliefert werden, die Kosten fiir die medizinische Behandlung gehen in die Millionen
(WILLIAMS & HELSDON, 1965; LAMM et al., 1972).

Von Reptilien-assoziierten Salmonellosen werden meistens kleine Kinder betroffen
(WILLIAMS & HELSDON, 1965; PRUKSARAJ, 1967; DE HAMEL et al., 1971; COHEN
et al., 1980). Bei der Untersuchung von MERMIN et al. (1997) sind 81 % der Erkrankten
Kinder unter einem Jahr, wihrend bei den iibrigen Salmonellosen diese Altersgruppe nur
14 % ausmacht. Diese kleinen Kinder erkranken z.T. sehr schwer, wiahrend ihre Eltern oder
dlteren Geschwister, aus deren Stuhlproben oftmals das gleiche Serovar isoliert werden kann,
gesund sind oder nur unter leichten Krankheitssymptomen leiden (ROSENSTEIN et al., 1965;
BAKER et al., 1972; DESSI et al., 1992; MERMIN et al., 1997).

2.1.5.3 Ubertragungswege

Die Ubertragungswege sind iiberaus vielfiltig und z.T. subtil; direkter Kontakt mit

dem Salmonellen ausscheidenden Reptil ist nicht notwendig, indirekter Kontakt z.B. liber
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kontaminierte Gegenstinde oder Personen, die mit dem infizierten Tier Umgang hatten, kann
fiir eine Ubertragung ausreichen (ANONYMUS, 1992a und b; ACKMAN et al., 1995;
MERMIN et al., 1997). Bei einer Umfrage sagten 88 % der Erkrankten aus, selbst einen Le-
guan zu besitzen oder Kontakt zu Leguanhaltern zu haben, nur 14 % gaben an, das Tier be-
rihrt zu haben. Beispielsweise konnten Reptilien-assoziierte Salmonellosen auf den Besuch
des Babysitters, der Reptilien hilt, zurlickgefiihrt werden, oder auf eine Geburtstagsparty bei
Freunden, bei denen Reptilien leben (MERMIN et al., 1997). Das Séubern von Einrichtungs-
gegenstidnden aus dem Terrarium oder der Wasserwechsel des Aquariums im Kiichenspiilbe-
cken und das Deponieren der Reptilien wahrend der Kéfigreinigung in der Badewanne oder in
Schiisseln, von denen spiter wieder gegessen wird, sind als Infektionsquellen offensichtlich
(WILLIAMS & HELSDON, 1965; ANONYMUS, 1992b). Oft besteht allerdings auch ein
sehr enger Kontakt zwischen Mensch und Reptil (DALTON et al., 1995; ANONYMUS,
1999). Nach ACKMAN et al. (1995) lassen 45 % ihren Leguan frei in der Wohnung laufen;
diese Praxis kann zu unerwarteter Kontamination von Speisen und Gegenstianden flihren, dar-
iber hinaus kénnen Kinder Fizes auf dem Boden finden und in den Mund nehmen.

Einige eindrucksvolle Beispiele, wie kleine Kinder Salmonellosen von Reptilien erworben
haben, und wie unberechenbar sich Kinder verhalten konnen, aber auch fiir gedankenlose
Salmonelleniibertragung durch die Eltern werden im Folgenden genannt: Ein Vater kletterte
barful} in den Leguankifig, um diesen zu reinigen, und verbreitete so die Keime in der Woh-
nung (ANONYMUS, 1992b); ein anderer Vater hat sich nach intensiver Beschiftigung mit
seinem Leguan nicht immer die Hinde gewaschen, bevor er das Baby fiitterte; ein weiterer
lieB sein Frithgeborenes zur Beruhigung an seinem Finger nuckeln und gab an, sich nach Han-
tieren mit seinem Leguan nur selten die Hdnde zu waschen (DALTON et al., 1995). Bei ei-
nem 5 Monate alten Jungen mit einer angeborenen, unheilbaren Immunerkrankung war Son-
denerndhrung ndtig; der Vater, Besitzer von 15 Schlangen, beteiligte sich an der Pflege seines
Sohnes. Er behauptete, gewissenhaft Hygiene zu betreiben. Trotzdem entwickelte das Kind
eine schwere Salmonellose (SANYAL et al., 1997). Ein zweijdhriges Mddchen war beobach-
tet worden, wie es an den bunten Kieselsteinen aus dem Schildkrotenbecken lutschte
(WILLIAMS & HELSDON, 1965), ein eineinhalb Jahre altes Kind leckte sich das Bassin-
wasser von einem Wasserschildkrotenbecken von den Fingern ab, ein zweijdhriges Méddchen
a3 den Kopfsalat aus dem Schildkrétenaquarium, und ein ebenfalls zwei Jahre altes Méadchen

steckte die ganze Schildkrote in den Mund. In einem anderen Fall sollten die &lteren Ge-
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schwister ein sieben Monate altes Madchen hiiten und darauf achten, dass es die Schildkrote
nicht anfasst. Spater fand die Mutter das Baby im Aquarium, wo es mit der Schildkrote spielte
(BAKER et al. 1972). Die gleichen Autoren berichten auch iiber eine Reptilien-assoziierte
Salmonellose bei einer 34-jahrigen Frau, die chronische Fingernagelkauerin ist. Bei ALT-
MAN et al. (1972) erleidet ein Dreijdhriger eine Salmonellensepsis, nachdem er sich beim
Wasserwechsel in den Finger geschnitten hatte.

In einem Fall konnte das gleiche Serovar aufer bei einem Kind und seiner Schildkréte auch
noch bei dem Hund und der Katze, die aus dem Aquarium getrunken hatten, nachgewiesen
werden (KAUFMANN, 1966).

Ein sechsjdhriges Kind zog sich durch Verzehr von rohem, getrocknetem Klapperschlangen-
fleisch eine ernste Arizonainfektion zu; in lateinamerikanischen Landern ist Klapperschlan-
genfleisch Bestandteil der normalen Nahrung und wird auch traditionell in der Volksmedizin
verwendet: Zerrieben und in Kapseln abgefiillt soll es bei vielen Erkrankungen wie Rheuma,
Diabetes, Sichelzellandmie, angeborenen Herzfehlern, Lupus erythematodes, AIDS u.a. hel-
fen (KELLY et al. 1995).

Die Krankheitssymptome, die bei durch Reptilien iibertragenen Salmonellosen be-
schrieben werden, bestehen in Fieber, Gastroenteritis mit Erbrechen, wissrigem, schleimigem
oder blutigem Durchfall, Bauchkrampfen und Meteorismus, Kopf- und Riickenschmerzen,
Wundinfektionen, Septikdmie, Arthritis, Meningitis und Hemiplegie. Bei Kindern ist eher mit
Komplikationen zu rechnen als bei Erwachsenen (WILLIAMS & HELSDON, 1965; CLEGG
& HEATH, 1975; FUJITA et al., 1981; ACKMAN et al., 1995; DALTON et al., 1995;
KELLY et al., 1995; WEIL et al., 1995; SANYAL et al., 1997); auch iiber tédliche Infektio-
nen wurde berichtet (MERMIN et al., 1997, ANONYMUS, 1999; ANONYMUS, 2000b).

2.1.6 Konsequenzen

Nachdem in den USA bekannt wurde, dass Wasserschildkroten Salmonellen auf Menschen
iibertragen konnen und viele Meldungen iiber Erkrankungen vorlagen, wurde 1968 im Bun-
desstaat Washington der Handel mit Schildkrdten soweit eingeschriankt, dass nur Schildkro-
ten, die im Ursprungsland als salmonellenfrei zertifiziert wurden, importiert und ver-

kauft werden durften, und dass in Tierhandlungen, die Reptilien anbieten, Warnschilder den
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Kunden auf das Salmonellenproblem hinweisen miissen; dies fiihrte zu einem merklichen
Riickgang der Schildkréten-assoziierten Salmonellosen (BAKER et al., 1972; LAMM et al.
1972; ACKMAN et al., 1995). Andere Staaten folgten diesem Beispiel, und 1972 verbot die
Food and Drug Administration, kurz FDA, in den USA Import und zwischenstaatlichen Ver-
sand von im Ursprungsland nicht als salmonellenfrei zertifizierten Schildkréten. Obwohl zu-
nichst nur eine Bescheinigung iiber Salmonellenfreiheit erforderlich war, reduzierte sich da-
durch die Zahl der zum Verkauf angebotenen Schildkrdten; somit beruhte der starke Riick-
gang der Schildkréten-assoziierten Salmonellosen nicht — wie vorgesehen — auf der Gewihr-
leistung salmonellenfreier Schildkrten, sondern auf der Abnahme der Zahl der verkauften
Tiere (MCCOY & SEIDLER, 1973; COHEN, et al., 1980; CHIODINI & SUNDBERG,
1981). Bald wurde offensichtlich, dass diese Regelungen nicht ausreichten: Viele salmonel-
lenfrei zertifizierte Schildkroten beherbergten Salmonellen (SIEBELING et al., 1975;
WELLS et al., 1974; COHEN et al., 1980). 1972/73 waren 54 % der zertifizierten Schildkro-
ten bei einem erneuten Test salmonellenpositiv (ANONYMUS, 1975; COHEN et al., 1980).
ALTMAN et al. (1972) nennen als einzige Moglichkeit, Schildkrdten-assoziierte Salmonello-
sen zu senken, Schildkréten als Haustiere zu eliminieren.

1975 verbot die FDA in den USA Verkauf und iiberstaatlichen Versand von embryonierten
Schildkréteneiern und Schildkroten kleiner als 10,2 cm Karapaxldnge, mit Ausnahme von
Schildkroten fiir Ausstellungen und Wissenschaft. Die Entscheidung, Schildkrdten iiber
10,2 cm Karapaxldnge fiir den Verkauf zuzulassen, beruht auf der Annahme, dass grof3ere
Schildkroten nicht fiir Kinder gekauft werden und sie deshalb keinen Umgang mit diesen Tie-
ren haben (COHEN et al., 1980; CHIODINI & SUNDBERG, 1981). Das Animal Welfare
Institute befiirwortet dieses Verbot und betont, dass die kleinen Schildkroten, die in Tierhand-
lungen verkauft werden, keine Miniaturschildkréten sind, sondern Schildkrétenbabys, die bei
richtiger Pflege sehr alt werden konnen; die meisten sterben jedoch schon nach zwei Monaten
(ANONYMUS, 1975).

Der Sinn dieses Verkaufsverbotes war, die Félle Schildkroten-assoziierter Salmonellosen, die
durch den verbleibenden legalen Verkauf zertifizierter Schildkréten entstanden waren, zu eli-
minieren. Es fiihrte in Landern, die Schildkréten importieren, von 1970-1977 zu einer 77 %-
igen Abnahme der Isolationshédufigkeit von Schildkréten-assoziierten Serovaren im Gegensatz
zu Lindern, die Schildkrten exportieren; dort fiel keine Verdnderung auf. Einen dhnlichen

Trend bei nicht Schildkréten-assoziierten Serovaren gab es nicht.
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Dieser Riickgang korreliert mit der Abnahme der gesamten Schildkrétenproduktion: Sie sank
in den Jahren 1971 und 1972 von 15 Millionen auf 300 000. AuBlerdem fiihrte das Verkaufs-
verbot zu einer 18 %-igen Abnahme von Salmonellosen bei Kindern im Alter zwischen einem
und neun Jahren. Wegen immer noch auftretender, wenn auch seltener Schildkriten-
assoziierter Salmonellosen bei Kindern wird von einer Lockerung dieses Gesetzes abgeraten.
Die Anstrengungen, Schildkréten-assoziierten Salmonellosen zu reduzieren, waren effektiv
und haben einen bedeutenden Anteil am Riickgang der Salmonellosen bei Kindern, was dazu
ermutigt, Versuche zu unternehmen, weitere Quellen zu identifizieren und zu beseitigen
(LAMM et al., 1972; COHEN et al., 1980; ANONYMUS, 1981).

In Kanada wurde 1975 der Import nicht zertifzierter Schildkroten ebenfalls verboten, embry-
onierte Schildkroteneier sind aber in diesem Verbot nicht erfasst und konnen die Kontamina-
tion verbreiten (D’AOUST et al., 1990; WOODWARD et al., 1997). CLEGG & HEATH
(1975) bedauern, dass fiir den steigenden Schildkrétenimport nach England zwar Lizenzen
bendtigt werden, die Menge aber nicht begrenzt ist. 1972 wurden tiber 50 000 Rot-
wangenschmuckschildkroten importiert. In Japan wird von mancher Seite ebenfalls ein Ver-
kaufsverbot befirwortet (FUJITA, 1981).

Durch die eingeschriankte Erhiltlichkeit von Schildkroten wuchs die Popularitdt anderer Rep-
tilien: Import und Verkauf von Leguanen, insbesondere des Griinen Leguans, /guana iguana,
stieg in den USA in den Jahren von 1978 bis 1993 um iiber 1500 % an. Der Reptilienimport
stieg von 1989 bis 1993 um 82 %, der Leguanimport im gleichen Zeitraum um 431 %. Dieser
starke Absatz entstand durch ein groBes Angebot an jungen, billigen Leguanen, die in Farmen
in Siid- und Mittelamerika geziichtet werden. Von 1993 bis 1994 wurden mehr als eine Milli-
on Leguanschliipflinge in die USA importiert, was analog zu den Schildkrdten-assoziierten
Salmonellosen einen Anstieg Leguan-assoziierter Salmonellosen mit sich brachte (ACKMAN
etal., 1995; DALTON et al., 1995). MERMIN et al. (1997) schétzen, dass im Jahr 1995 allein
durch Salmonella Marina zwischen 1500 und 6500 Salmonellosefdlle beim Menschen aufge-
treten sind. Sal/monella Marina ist ein seltenes Serovar aus der Subspezies IV, das erstmals
1964 aus einem Meeresleguan, Amblyrynchus christatus, nachgewiesen wurde und bei Legu-
anen vergleichsweise hiufig ist (MERMIN et al., 1997; ANONYMUS, 1997). Viele Leguane
wurden auch nach Kanada weitertransportiert (WOODWARD et al., 1997). Nach WEIL et al.
(1995) besitzen Leguane nicht die enorme allgemeine Beliebtheit, die Schildkrdten in der

Vergangenheit hatten; Echsen sind weniger attraktiv fiir Kinder als Babyschildkroten, aber sie
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haben eine starke Anziehungskraft auf Jugendliche und junge Erwachsene. 1994 hielten ca.
3 % der Haushalte in den USA insgesamt 7,3 Millionen Reptilien, ca. ein Drittel aller in die
USA importierten Reptilien sind Leguane. Diese Tiere ersetzen die Schildkrdten als populérs-
te Heimreptilien, Reptilien-assoziierte Salmonellosen flammen wieder auf (MERMIN et al.,
1997; WOODWARD et al., 1997). Pro Jahr treten in den USA immer noch 93 000 Reptilien-
assoziierte Salmonellosen beim Menschen auf, was etwa 7 % der dortigen menschlichen Sal-
monellosefille entspricht (ANONYMUS, 1999).

In Deutschland sind von 1977 bis 1992 nur fiinf Fille menschlicher Salmonellosen auf di-
rekten oder indirekten Reptilienkontakt zuriickzufiihren, zwei davon bei Kleinkindern. Die
insgesamt in diesem Zeitraum isolierten Salmonellenstimme aus den Subspezies 11 bis VI
machen zusammen nicht einmal 1 % aller Salmonellenisolate in Deutschland aus
(HEINZERLING, 1995). Seit 1993 wurden beim Menschen 41 Salmonellenisolate aus Sub-
spezies IIIb und insgesamt 39 aus den Subspezies Illa, IV, V und IV isoliert. Die entspre-
chenden Zahlen fiir Tiere betragen 102 aus Subspezies IIIb und 104 aus Illa, IV und V, wobei
unter der Rubrik ,,Tiere* viele Reptilien enthalten sind, aber keine genauen Angaben vorlie-
gen. Salmonellosen beim Menschen, deren Infektionsquelle nachgewiesenermaflen auf Repti-
lien zurlickzufiihren ist, traten im Jahr 2000 zweimal durch Subspezies IV und 2002 ebenfalls
zweimal durch Subspezies IIIb und IV auf (TSCHAPE, H., RABSCH, W. & FRUTH, A.,
personliche Mitteilungen).

Eine Umfrage in allen US-Bundesstaaten, ob staatliche Regulierungsmafinahmen fiir die Rep-
tilienhaltung existieren, ergab in drei Staaten Informationszwang fiir den Héndler iiber das
Salmonellenrisiko bei Kunden, die Schildkréten kaufen wollen, in zwei Staaten das Gleiche
beim Kauf irgendeines Reptils, und in drei Staaten ist die Reptilienhaltung in Kindertagesstit-
ten u.4. verboten (ANONYMUS, 1999).

Nach dem Zertifizierungsprogramm versuchte die Schildkrotenindustrie zunichst, das Ver-
kaufsverbot von Schildkroten zu umgehen, indem embryonierte, fast schlupfreife Eier ver-
kauft und exportiert wurden (D"AOUST et al., 1990). Zur Sanierung salmonelleninfizierter
Schildkréten wurden verschiedene Ansitze unternommen: Durch Behandlung des Wassers
von adulten Zuchtschildkroten mit Kupfersulfat erreichte man zwar eine stark reduzierte faka-
le Salmonellenausscheidung, jedoch die unter diesen Bedingungen gelegten Eier und daraus
geschliipften Jungtiere waren signifikant hdufiger mit Salmonellen kontaminiert als Ver-

gleichsgruppen (KAUFMANN et al., 1972). Einige Autoren propagierten, dass Salmonellen-
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freiheit erreicht werden kann, indem man die Schliipflinge fiir eine gewisse Zeit in frischem,
flieBenden Wasser hélt (WILLIAMS & HELSDON, 1965; OTIS & BEHLER, 1973); dies
erwies sich aber nicht als effektiv (BAKER et al., 1972; CLEGG & HEATH 1975). Versuche,
durch antibiotische Behandlung der Schildkréten die Salmonellen zu beseitigen, erbrachten
zwar eine Verminderung der fiakalen Ausscheidung, konnten aber die systemische Infektion
nicht beseitigen; nach unbestimmter Zeit werden wieder Salmonellen ausgeschieden
(SIEBELING et al., 1975a; MERMIN et al., 1997). Auch die Trockenhaltung von Wasser-
schildkrdten, die tiglich nur 30 Minuten zur Nahrungsaufnahme ins Wasser gesetzt wurden,
wurde untersucht; sie konnte ebenfalls die Salmonellenausscheidung nicht beenden (DU
PONTE et al., 1978) und ist auBerdem nicht tiergerecht (MCKIBBEN et al., 1978). Schlief3-
lich scheint nun die Behandlung von frisch gelegten, hochstens zwei Tage alten Eiern nach
Reinigung der Schale in einem Antibiotikumtauchbad — dhnlich wie bei Gefliigeleiern — und
Ausbriiten in sterilen Behiltnissen ohne Polstermaterial erfolgversprechend (SIEBELING et
al., 1975b; MICHAEL-MARLER et al., 1983; SIEBELING et al., 1984), jedoch birgt diese
Methode das Risiko der Ausbreitung von Resistenzen und somit eine noch groflere Gesund-
heitsgefahr fiir den Menschen in sich. Bei D’AOUST et al. (1990) sind 81 % der aus Schild-
kroten aus Zuchtfarmen isolierten Salmonellenstimme resistent gegen Gentamicin.

Im Ubrigen stellt sich die Sanierung von Salmonellenausscheidern als schwierig dar, die
vollige Tilgung von Salmonellen ist keine realistische Zielsetzung (STELLMACHER &
SCHOLL, 1980). Die antibiotische Behandlung gesunder, salmonellenpositiver Reptilien, die
zwar von manchen Autoren beschrieben wird, sollte vermieden werden, da sich die Ausschei-
dungsdauer dadurch eher verlingert (HRUZIK, 1983) und hochstens eine momentane Salmo-
nellenfreiheit erzielt werden kann, die Entstehung und Verbreitung von Resistenzen jedoch
vorangetrieben wird (MERMIN et al., 1997; WOODWARD et al. 1997).

Da aus den genannten Griinden weder bei Schildkréten noch bei anderen Reptilien Salmonel-
lenfreiheit erreicht oder garantiert werden kann, wurde vorgeschlagen, alle salmonellenpositi-
ven Tiere besser zu toten als zu behandeln; dies ist aber nicht praktikabel. Gewohnlich reichen
gute Kenntnisse iiber geeignete HygienemaBBnahmen aus (CHIODINI & SUNDBERG, 1981).
Deshalb ist es von immenser Bedeutung, Reptilienbesitzer und -kaufer liber das Salmonellen-
problem zu informieren. Bei einer Umfrage wussten viele Reptilienhalter und auch -hénd-
ler nicht, dass ihre Tiere eine mogliche Quelle fiir Salmonelleninfektionen sind. Darum sind

Arzte und Tierirzte angehalten, ihre Patienten auf diese Moglichkeit hinzuweisen (WEBER &
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PIETZSCH, 1974; SCHRODER, 1985; SCHRODER, 1990; MERMIN et al., 1997; WOOD-
WARD et al., 1997). Am besten sollten Interessenten gleich beim Kauf vom Héndler gewarnt
werden. In den USA wird eine Gesetzesinitiative zum Informationszwang der Kunden durch
die Handler und evtl. dhnliche Verkaufbeschrinkungen wie bei Schildkrdten fiir alle Reptilien
vorgeschlagen (ANONYMUS, 1999). Laut DORRESTEIN et al. (2000) ist die Hauptursache
fiir die starke Abnahme der Schildkrdten-assoziierten Salmonellosen nicht der durch Gesetz
eingeschriankte Handel, sondern das verbesserte allgemeine Bewusstsein aufgrund von Infor-
mationen in Zeitung, Fernsehen, Radio und Internet; wihrend die Offentlichkeit iiber die Zu-
sammenhénge zwischen Schildkrdten und Salmonellosen gut Bescheid weil3, sind sie ihr zwi-
schen Griinen Leguanen und Salmonellosen weniger bekannt.

Die beste Methode, sich und andere Haustiere vor einer durch Reptilien iibertragenen Salmo-
nellose zu schiitzen, ist angemessene Hygiene im eigenen Haushalt. Als Vorsichtsmal-
nahmen werden empfohlen (WILLIAMS & HELSDON, 1965; ANONYMUS, 1981;
WOODWARD et al., 1997; ANONYMUS, 1999; DORRESTEIN et al., 2000):

e nach jedem Kontakt mit Reptilien, dem Terrarium oder Einrichtungsgegenstinden
daraus oder mit dem Bassinwasser griindliches Handewaschen mit Wasser und Seife

e nicht essen, trinken und rauchen wéhrend Kontakt mit Reptilien, Kéfigreinigung oder
Wasserwechsel

e Pflege der Reptilien im Haushalt moglichst nur durch eine Person; diese sollte so ver-
antwortungsbewusst sein, dass sie die Hygienepflicht erfiillt; es sollte demnach kein
Kind sein

e Entleerung des Bassinwassers und Spiilen von Futternidpfen usw. nicht im Kiichen-
spiilbecken, iiberhaupt Vermeidung der Kontamination von Kiiche und anderen Réu-
men, in denen Speisen zubereitet oder verzehrt werden

e Reptilien nicht in Waschbecken, Spiile oder Dusche baden oder waschen

e Reptilien im Kéfig halten, kein Freilaufenlassen der Reptilen in der Wohnung, schon

gar nicht in der Kiiche

Normalerweise geschieht eine Salmonelleninfektion oral {iber kontaminierte Nahrungsmittel,
nur selten direkt von Tier zu Mensch. Dieser Infektionsweg herrscht bei kleinen Kindern in
der oralen Phase vor, die ihre Schildkréten wie Spielzeug behandeln. Gleichzeitig bilden Kin-
der die Risikogruppe, die am stirksten durch eine Salmonelleninfektion gefahrdet ist (WIL-
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LIAMS & HELSDON, 1965; KAUFMANN, 1966; WEBER & PIETZSCH, 1974; DESSI et
al., 1992; SANYAL et al., 1997; DORRESTEIN et al., 2000). Deshalb wird Familien mit
Kindern unter fiinf Jahren von der Reptilienhaltung {iberhaupt abgeraten; sie sollten
abwégen, ob die Freude, solche Tiere zu besitzen, das Gesundheitsrisiko wert ist, das sie mit
sich bringen (ACKMAN et al., 1995; DALTON et al., 1995; SANYAL et al., 1997,
ANONYMUS, 1999). GILJAHN & HALPIN (1988) bezeichnen Reptilien als ungeeignete
Haustiere fiir Kinder, da sie auch noch andere Krankheitserreger iibertragen konnen (MCCOY
& SEIDLER, 1973; WEIL et al., 1995; DORRESTEIN et al., 2000).

Im Gegensatz zu den Reptilien, die als Heimtier gehalten werden, ist die Ubertragung von
Salmonellen durch Zooreptilien auf den Menschen normalerweise relativ selten. Die Besu-
cher haben kaum Kontakt mit ihnen, und das Personal ist gut geschult und informiert, um eine
Infektion zu vermeiden (RUDAT et al., 1966; LIE, 1968; SELBITZ & ENGELMANN, 1984;
SCHRODER, 1990). Doch auch hier wird von einem Fall berichtet, bei dem sich mehrere
Besucher einer Reptilienausstellung durch direkten oder indirekten Kontakt mit einem Komo-
dowaran, Varanus komodensis, mit Salmonellen infizierten (SANGALINE & SNIDER,
1997). In Zoos gilt es hauptsdchlich, durch hygienische Maflnahmen die Keimiibertragung
von salmonellenpositiven auf salmonellennegative Tiere zu verhindern, und besonders eine
Infektion der sehr viel empfanglicheren Sdugetiere mit Reptiliensalmonellen zu vermeiden.
Deshalb sollten Reptilien nicht in einem Gehege mit Sdugern gehalten werden (LIE, 1968;
JACKSON & JACKSON, 1971). Tiere, bei denen die Salmonellenausscheidung bekannt ist,
sollten nicht mit salmonellenfreien Tieren vergesellschaftet werden. Pflegepersonal sollte
moglichst nicht getauscht werden (LIE, 1968). Bei Neueinstallungen sollte eine gewisse Qua-
rantine eingehalten und mehrere — bis zu zehn — Kotproben untersucht werden, da ein einmal
negatives Ergebnis nicht aussagekréftig ist und auch Reinfektionen durch Koprophagie mog-
lich sind (PRUKSARAJ, 1967; ALTMANN & ALTMANN, 1977; IPPEN & SCHRODER,
1977; SELBITZ et al., 1984; SELBITZ, 1986; WORREL, 1999); nicht einmal mehrfach ne-
gative Proben beweisen die Salmonellenfreiheit, intermittierende Ausscheidung mit mona-
telangen Pausen und erneute Keimausscheidung nach langer Zeit auch ohne Reinfektion kann
vorkommen (KAUFMANN et al., 1972; CLEGG & HEATH, 1975; SCHRODER, 1985).

Im Gegensatz zu der heute vertretenen Ansicht wird in der élteren Literatur die Sanierung
salmonellenpositiver Tiere durch eine Antibiotikatherapie fiir moglich gehalten (WEBER &
PIETZSCH, 1974; ALTMANN & ALTMANN, 1977); laut SCHRODER (1985) ist sie schon
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im Rahmen des Gesundheitsschutzes des Menschen erforderlich. Doch der bloe Nachweis
von Salmonellen ist keine Indikation fiir eine antibiotische Behandlung; diese sollte nur bei
ernsten Erkrankungen unter Beriicksichtigung des Wertes des Tieres und nach strenger
Beurteilung der Behandlungswiirdigkeit wie Kooperationsbereitschaft des Besitzers und Hal-
tungsbedingungen vorgenommen werden (SCHRODER, 1970; SELBITZ & ENGELMANN,
1984; WEIL et al., 1995; SUEDERMEYER 1999; DORRESTEIN et al., 2000).

Personen, die stindigen Kontakt zu Reptilien haben, sollten sich auch ohne klinischen Ver-
dacht einmal jéhrlich auf Salmonellen untersuchen lassen (LIE, 1968; SCHRODER, 1970;
SCHRODER 1990).

2.2 SALMONELLENANZUCHT UND -NACHWEIS

2.2.1 Verfahren fiir den Salmonellennachweis

2.2.1.1 Kulturell-biochemische Methoden

Prinzip

Salmonellen sind — in der Regel — laktosenegativ, das bedeutet, dass sie nicht die Féahig-
keit besitzen, Laktose zu spalten. Viele andere Bakterien dagegen, die oft zusammen mit Sal-
monellen im gleichen Untersuchungsgut vorkommen, konnen Laktose spalten; sie sind lakto-
sepositiv. Laktosenegative Kulturen gelten als salmonellenverdichtig; bei der weiteren bio-
chemischen und serologischen Differenzierung kann der Verdacht entweder bestdtigt werden,
und die Bakterien erweisen sich tatsdchlich als Salmonellen, oder die verddchtigen Kolonien
werden als andere laktosenegative Bakterien identifiziert. Fiir die biochemische Differenzie-
rung und Identifizierung werden Reaktionen genutzt, die auf der Enzymausstattung der Mik-
roorganismen beruhen (HALLMANN & BURKHARDT, 1974; BLOBEL & SCHLIESSER,
1981; BOCKEMUHL, 1992). Es gibt vielerlei Tests, anhand derer ein Mikroorganismus mehr
oder weniger eindeutig einer Familie, Gattung oder Spezies zugeordnet werden kann. Kom-

merziell erhéltlich sind heute sogenannte ,,Bunte Reihen®, Minitestsysteme, bei deren Aus-
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wertung man einen numerischen Code erhélt, mit dem man nach einem bestimmten Schliissel
das Bakterium identifizieren kann (BOCKEMUHL, 1992; REISSBRODT, 1995). Durch wei-
tere Untersuchungen wie z.B. Serotypisierung oder Lysotypisierung kdnnen einzelne Stimme
noch genauer bestimmt werden (HALLMANN & BURKHARDT, 1974; BLOBEL &
SCHLIESSER, 1981; BOCKEMUHL, 1992).

Grundlage fiir jede Differenzierung ist jedoch die Anziichtung und weiter die Separation und
Isolation von verdichtigen Einzelkolonien oder Reinkulturen. Dazu bedient man sich soge-
nannter Selektiv- und Differenzierungsnihrboden (HALLMANN & BURKHARDT, 1974;
BOCKEMUHL, 1992; REISSBRODT, 1995).

Selektiv- und Differenzierungsmedien

Ihr Prinzip beruht darauf, dass Begleitkeime durch geeignete Zusétze in ihrer Entwicklung
gehemmt werden, wihrend sich Salmonellen gut vermehren kdnnen. Aufgrund von Stoffum-
satz beim Wachstum sich ergebende pH-Wert-Anderungen werden durch bestimmte Farbre-
aktionen zugegebener Indikatoren angezeigt. Im Handel sind viele verschiedene Salmonellen-
Selektiv- und Differenzierungsnéhrboden mit unterschiedlich starker Hemmung der Begleit-
flora erhiltlich.

Die meisten Differenzierungsnihrbdden fiir Salmonellen beruhen auf Laktosespaltung, soge-
nannte Laktose-Indikatorplatten (HALLMANN & BURKHARDT, 1974). Probleme bei der
Salmonellendiagnostik ergeben sich bei laktosepositiven Salmonellen (BLACKBURN &
ELLIS, 1973), die vor allem in der Subspezies Illa und b (BOCKEMUHL, 1992; ROLLE &
MAYR, 1993; REISSBRODT, 1995), vereinzelt aber auch in den Subspezies I
(HALLMANN & BURKHARDT, 1974; RUIZ et al., 1996) und IV (REISSBRODT, 1995)
vorkommen; von urspriinglich laktosenegativen Salmonellenstimmen kann die Fahigkeit zur
Laktosespaltung durch Plasmide erworben werden (BOCKEMUHL, 1992). Derartige Kolo-
nien erscheinen unverdédchtig und werden bei Routineuntersuchungen iibersehen. Bei Ver-
dacht auf Anwesenheit solcher Salmonellen, wie es gerade im Untersuchungsgut von Repti-
lien hédufig der Fall ist, sollten Néhrboden mitverwendet werden, die H,S-Bildung anzeigen
(ROLLE & MAYR, 1993). Die H,S-Bildung kann jedoch bei einigen Stimmen fehlen oder
nur schwach ausgebildet sein (BLACKBURN & ELLIS, 1973; BOCKEMUHL, 1992).

Je nach Stirke der Hemmung der Selektivmedien wird die Begleitflora mehr oder weniger

stark unterdriickt. Bei starker Hemmung ist es moglich, dass auch einige empfindlichere Sal-
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monellenstimme gehemmt werden (HALLMANN & BURKHARDT, 1974; BOCKEMUHL,
1992). Bei weniger starker Hemmung dagegen kann es passieren, dass eventuell reichlich
vorhandene Begleitflora gut gedeiht und Salmonellenkolonien liberwuchert, so dass diese
nicht mehr erkannt, isoliert und identifiziert werden konnen.

Der Art des Untersuchungsmaterials entsprechend sollten geeignete Ndhrmedien gewéhlt
werden, z.B. stirker hemmende Néahrboden fiir Fazesproben oder Rektalabstriche, bei denen
mit viel Begleitflora gerechnet werden muss; bei klinischem Material wie z.B. Blut oder bei
Lebensmittelproben, in denen generell weniger Begleitflora vorhanden ist, kdnnen schwicher
selektive Nihrbdden eingesetzt werden (BOCKEMUHL, 1992). Auch die Art des erwarteten
Erregers beeinflusst die Nahrbodenauswahl; beispielsweise konnen S. Typhi auf bestimmten
Nahrboden nicht, S. Gallinarumpullorum, S. Abortusequi und S. Abortusovis erst nach ver-
langerter Bebriitung nachgewiesen werden (HALLMANN & BURKHARDT, 1974; ROLLE
& MAYR, 1993).

Die Beimpfung nur eines einzigen Nahrbodens ist unzureichend; es sollte stets eine Kombina-
tion von zwei, besser drei Ndhrmedien mit unterschiedlicher Selektivititswirkung verwendet
werden (HALLMANN & BURKHARDT, 1974; STELLMACHER & BIEWALD, 1987;
BOCKEMUHL, 1992).

Bewihrt hat sich der Einsatz fliissiger Selektivanreicherungsmedien, in die geringe Mengen
des Untersuchungsgutes eingeimpft werden. Aus diesen wird nach einer gewissen Bebrii-
tungsdauer auf feste Selektiv- und Differenzierungsmedien ausgestrichen (HALLMANN &
BURKHARDT, 1974; BOCKEMUHL, 1992; REISSBRODT, 1995). Fiir subletal geschidigte
Salomonellen, z.B. in erhitzten, gefrorenen oder gesduerten Lebens- oder Futtermitteln o.4.,
aber auch in dlteren, eventuell eingetrockneten klinischen Proben, Fizes oder Rektalabstri-
chen kann eine Voranreicherung in nicht selektiven, fliissigen Néhrmedien sinnvoll sein

(ROLLE & MAYR, 1993; REISSBRODT, 1995).

Kosten-Nutzen-Verhiltnis

Beim Salmonellennachweis ist das Verhéltnis der nachgewiesenen und identifizierten Salmo-
nellenstimme zu dem im Labor fiir die Untersuchungen geleisteten Zeit- und Kostenaufwand
zu beachten. Bei Verwendung mehrerer fliissiger und fester Nahrmedien, bei hdufigem Aus-
strich und bei Uberpriifung einer groBen Anzahl verdichtiger Kolonien kénnen unter Um-

stainden Salmonellen in Proben nachgewiesen werden, die sonst als salmonellenfrei eingestuft
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wiirden. Alle Autoren sind sich einig, dass am haufigsten salmonellenpositive Proben erkannt
werden konnen, wenn mehrere Anreicherungen und Ausstriche angelegt werden (SHARMA
& PACKER, 1969; IVESON & MACKAY-SOLLAY, 1972). Trotz der Bemiihung, moglichst
alle mit Salmonellen behafteten Proben zu erkennen, miissen jedoch Materialkosten im Labor
und Arbeitsaufwand berticksichtigt werden (HALLMANN & BURKHARDT, 1974;
LIEBER, 1982).

2.2.1.2 Andere Nachweismethoden

Neben den konventionellen kulturellen Methoden sind andere Methoden zur Isolierung und
Identifizierung von Salmonellen entwickelt worden, z.B. Impedanzmessungen, ELISA-
Techniken, DNA-Sonden, PCR-Nachweis und immunologische Methoden. In Deutschland
diirfen diese Methoden bei der Lebensmitteluntersuchung zur Verdachtsdiagnose eingesetzt
werden. Die Bestédtigung muss aber kulturell nach den Vorschriften des § 35 des LMBG (Le-
bensmittelbedarfsgegenstindegesetz) erfolgen (REISSBRODT, 1995; L 00.00-20, 1998;
L 00.00-66, 2002; L 00.00-67, 2002).

2.2.2 Empfehlungen fiir den Salmonellennachweis

2.2.2.1 Nach § 35 LMBG

In § 35 des LMBG wird darauf hingewiesen, dass fiir die mikrobiologische Untersuchung von
Lebensmitteln und Futtermitteln die Empfehlungen der Amtlichen Sammlung L 00.00-20
(1998) angewendet werden sollten. In dieser sind genaue Anweisungen fiir den Salmonellen-

nachweis niedergelegt. In Abbildung 2 wird dieser Untersuchungsgang kurz beschrieben.

2.2.2.2 Sonstige Empfehlungen

Fir die Stuhluntersuchung des Menschen auf Salmonellen existieren DIN-
Empfehlungen (DIN 58942-5, 1995) und Qualitdtsstandards in der mikrobiologisch- infektio-
logischen Diagnostik fiir Infektionen des Darmes (MIQ 9) (KIST et al., 2000), auf die im ISG
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N

[ 1 Teil Probe ] 9 Teile Voranreicherung
(gepuffertes Peptonwasser)

16 - 20 h Bebriitung bei 35 oder 37 °C

0,1 ml 10 ml
10 ml RAPPAPORT- 100 ml Selenit-
VASSILIADIS-Medium Cystin-Medium
48 h Bebriitung bei 42 °C 48 h Bebriitung bei 35 oder 37 °C
nach 24 und 48 h Ausstrich auf nach 24 und 48 h Ausstrich auf

BPLS-Agar und einen weite-
ren Ndhrboden nach Wahl

l 18 - 24 h und evtl. 48h Bebriitung bei 35 oder 37 °C

Untersuchung auf typische
Salmonellenkolonien

l mindestens finf typische Kolonien

Ausstreichen auf Ndhragar

18-24 h Bebriitung bei 35 oder 37 °C

biochemische Identifizierung Serologische Differenzierung

Interpretation der Ergebnisse

Abb. 2: Schematische Darstellung des Salmonellennachweises nach den Empfehlungen der
Amtlichen Sammlung L 00.00-20 (1998) nach § 35 LMBG

Abkiirzungen: BPLS: Brillantgriin-Phenolrot-Laktose-Saccharose-Agar,; h: Stunden
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(Infektionsschutzgesetz) hingewiesen wird. Nach den DIN-Empfehlungen sollen zwei fliissige
Anreicherungsmedien eingesetzt werden, genannt werden Selenit- und Tetrathionatbouillon.
Fiir den Direktausstrich werden als Kulturmedien mit mittlerem Selektivitdtsgrad Desoxycho-
lat-Zitrat- (DC) und Xylose-Lysin-Desoxycholat-Agar (XLD), mit hohem Selektivitdtsgrad
Brillantgriin-Phenolrot-Laktose-Saccharose- (BPLS) und Salmonella-Shigella-Agar (SS) vor-
geschlagen. Selektivmedien fiir den Ausstrich aus der Anreicherung sind XLD-, BPLS-,
MacConkey- und RAMBACH-Agar. Es ist anzustreben, aus der Anreicherung auf drei ver-
schiedenen Néahrboden auszustreichen. Nach den MIQ 9 (KIST et al., 2000) sollen im Direkt-
ausstrich Nahrboden mit geringem Selektivititsgrad wie MacConkey- und RAMBACH-Agar
und mit mittlerem Selektivitdtsgrad wie XLD- und DC-Agar kombiniert werden. Die Anrei-
cherung erfolgt in Selenit- und Tetrathionat-Bouillon bei 37 °C oder, wenn keine Typhuserre-
ger beriicksichtigt werden miissen, ausschlieBlich in Tetrathionat- oder RAPPAPORT-
VASSILIADIS-Bouillon bei 37 bzw. 42 °C. Zur Subkultur werden Ndhrboden mit hohem
Selektivitatsgrad wie Wismutsulfit- und BPLS-Agar in Kombination mit weniger selektiven
Indikatornédhrbdden wie XLD- oder RAMBACH-Agar empfohlen.

Der Nachweis von Salmonellen aus homoiothermen Tieren stiitzt sich ebenfalls auf
diese Empfehlungen. Spezielle Untersuchungsanweisungen fiir den Salmonellennachweis bei

Tieren gibt es nicht. Dementsprechend existieren auch keine Empfehlungen fiir Reptilien.

Im Folgenden ist eine Zusammenstellung der Isolierungs- und Nachweisverfahren von Sal-
monellen bei Reptilien in der Literatur gegeben (Tab. 6 und 7). Darin wird die Variabilitit der
angewendeten Anzucht- und Isolierungsmethoden deutlich, was einen Hinweis darauf gibt,
dass etablierte Verfahren fiir den Nachweis von Salmonellen aus Reptilien nicht ausreichend
und zuverléssig sind (MADSEN, 1994).

In diesen beiden Tabellen sicht man, wie unterschiedlich die Salmonellenanzucht und weitere
Differenzierung salmonellenverdidchtiger Kolonien bei der Untersuchung von Reptilien ge-
handhabt wird. Manche Autoren streichen nur auf einem einzigen Néhrboden aus (DIMOW et
al., 1961; KALVIG et al., 1991; BURNHAM et al., 1999), andere verwenden drei oder vier
(LAMM et al., 1972; ONDERKA & FINLAYSON, 1985). In einigen Untersuchungen wird
keine Selektivanreicherung durchgefiihrt (ROGGENDORF & MULLER, 1976; OROS et al.,
1996), in anderen sogar eine Zwei- und Dreifachanreicherung (SIEBELING et al., 1975a;
WUTHE et al.,, 1979; FRICK, 1987; GEUE & LOSCHNER, 2002). Auch die Wahl der
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Tab. 6: Verschiedene Verfahren der Salmonellenanzucht aus Reptilien
Direktausstrich/ Anreichungs- Anreicherungs-
Voranreicherung medium/-schritte temperatur/-dauer Subkultur auf Autor
- Selenit, Ndhr-B - Leifson, WS BOYCB?;F etal.,

. KIESEWALTER et
Leifson T - Endo al.. 1960
Gassner T 37°C;24und 72 h Gassner DIMOW et al., 1961

- Selenit 18-24 h Leifson, SS LIE, 1968
Leifson, Selenit F, | 37 °C; 18-24, evtl.
SS, WS RV, 2 neue 43 h SS, WS IVESON, 1969
Leifson, BG- . o, Leifson, BG- JEPHCOTT et al.,
MacConkey Selenit F 37°C; Tund 5 d MacConkey 1969
Gassner, ..
Phenolrot - - - SCHRODER, 1970
. o, BG, DE HAMEL et al.,
BG, MacConkey Selenit F 42°C; 18-20 h MacConkey 1971
i . e Leifson JACKSON &
Selenit F 20-35°C; 18-38h JACKSON, 1971
Laktose-B Selenit-Cystin 35°C; 18-24 h XLD, WS, SS LAMM etal., 1972
- MKT, Selenit F 48 h Endo, Leifson ANG et al., 1973
i T 43 °C; ,,Pril““-Gassner, HABERMALZ &
18-24und 48 h BPLS PIETZSCH, 1973
. 37 und 43 KOOPMAN &
] T, Selenit bzw. 37 °C BG JANSSEN, 1973
Transportmedium max. 24 h EMB, HE OTIS et al, 1973
- TBG 37°C;48 h BG-Sulfa WELLS et al., 1974
. 37 und 43 °C; CLEGG & HEATH,
i Selenit, R iiber Nacht BPLS 1975
zusétzl. Laktose- 1 o SIEBELING et al.,
B,37°C 24 h TBG 37°C;48 h BG-Sulfa, WS 19754
Selenit-Cystin, o, SIEBELING et al.,
- TBG' 37°C;48 h BG-Sulfa, WS 1975b
Bﬁ“taggraM‘i)Chon' ROGGENDORF &
©y, Lndo, Fhe- - - - MULLER, 1976
nolrot, SS
Peptonwasser; T 37°C; 18 h Endo,SS | WUTHE etal., 1979
Endo, SS
HE, MacConkey GN-Broth 35°C;18h HE CAMBRE et al., 1980
z.T. Laktose-B; o MICHAEL-MARLER
37°C 24 h T 37°C,48h BG-Sulfa, WS et al, 1982
Gassner T 24und48h  BGP, Gassner | Sp1BITZ et al., 1984
i Selenit; 42 °C bzw. 37 °C, BG, HE, WS, ONDERKA &
anschlieffiend R 18h MacConkey FINLAYSON, 1985
i T, Selenit-Cystin 37°C; 48 h BG-Sulfa, WS SIEBE%I;SG etal,
kurze Peptonan- ) 3 18h
reich., Endo, SS T; evtl. Endo, SS FRICK, 1987
Nihr-B; 35 °C, Selenit-Cystin, 43 bzw. 35 °C; 16- BG-Sulfa, WS | D’AOUST et al., 1990

16-18 h

TBG

18 h
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Fortsetzung Tab. 6: Verschiedene Verfahren der Salmonellenanzucht aus Reptilien

Direktausstrich/ Anreichungs- Anreicherungs-
Voranreicherung medium/-Schritte temperatur/-Dauer . LD
(z.T.) Gassner, (zT)T 37°C;24h Gassner, Phe- | g R ODER, 1990
Phenolrot nolrot
- GN 18 h HE KALVIG etal., 1991
MacConkey, ’
Blutagar, Colum- - - - OROS et al., 1996
bia, XLD
o BURNHAM et al.,
- T 37°C; 18-24h SS 1999
Pferdeblutagar, | DORRESTEIN et al.,
unklare Angabe Serum-B., T - BG 2000
- Selenit 37°C;24h keine Angabe MITC};E(I;&J ctal,
Peptonwasser, 3 42 bzw. 37 °C; GEUE &
37°C 16-24h RV, TBG; 16-24 h BPLS, XLD LOSCHNER, 2002

Abkiirzungen: B: Bouillon; BG: Brillantgriin-A(gar); BGP: Brillantgriin-Phenolrot-A.; BPLS: Bril-
lantgriin-Phenolrot-Laktose-Saccharose-A; EMB: FEosin-Methylenblau-Laktose-Saccharose-A; GN:
Gram-Negative; h: Stunden; HE: Hektoen-Entero-A; MKT: Miiller-Kauffmann-Tetrathionat; R:
RAPPAPORT; RV: RAPPAPORT-VASSILIADIS; SS: Salmonella-Shigella-A; Sulfa: Sulfadiazin, T:
Tetrathionat;, TBG: Tetrathionat-Brillantgriin, WS: Wismutsulfit-A; XLD: Xylose-Lysin-Desoxycholat-
A; ': 2-Fachanreicherung in TBG nach 7 Tagen, wenn Ergebnis negativ war; °: 2-Fachanreicherung;
3:2-und 3-Fachanreicherung; -: nicht durchgefiihrt bzw. keine Angaben

eingesetzten fliissigen und festen Ndhrmedien ist sehr variabel, ebenso die Bebriitungstem-
peratur fiir die fliissigen Selektivmedien; JACKSON & JACKSON (1971), LAMM et al.
(1972) und CAMBRE et al. (1980) z.B. bebriiten bei relativ niedrigen Temperaturen bis
35 °C, CLEGG & HEATH (1975), ONDERKA & FINLAYSON (1985), D’AOUST et al.
(1990) und GEUE & LOSCHNER (2002) beispielsweise wihlen Temperaturen bis 43 °C.
Bei der weiteren Differenzierung (Tab. 7) fillt auf, dass in vielen Fillen nur laktosenegative
Kolonien Salmonellenverdacht erregen (JEPHCOTT et al., 1969; SCHRODER, 1970;
KOOPMAN & JANSSEN, 1973; WELLS et al., 1974; CLEGG & HEATH, 1975; CAMBRE
et al., 1980; OROS et al., 1996); einige Untersucher differenzieren aber auch laktosepo-
sitive (HABERMALZ & PIETZSCH, 1973; FRICK, 1987) oder anderweitig verdachtige Ko-
lonien, z.B. H,S-positive oder Lysin spaltende (SIEBELING et al., 1975a; WUTHE et al.,
1979) weiter aus.

ROGGENDORF & MULLER (1976) identifizieren alle Einzelkolonien, wobei darauf hinge-
wiesen wird, dass diese Autoren die Fikalflora bei Reptilien studieren und keine gezielten

Untersuchungen auf Salmonellen durchfiihren. Die Anzahl der weiteruntersuchten Kolonien
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Tab.7: Verschiedene Verfahren der weiteren Differenzierung von salmonellenverddchtigen

Kolonien aus Reptilien

weitere Differenzierung Autor

15 K von jeder Platte, mindestens eine von jeder Art BOYCOTT et al., 1953
verdichtige K probeagglutiniert., biochemische Vorpriifung., dann sero- A KIESEWALTER et al.,
log. und biochem. 1960

verdéchtige K serolog. und biochem. DIMOW et al., 1961
verdéchtige K auf Dreizucker-Agar nach Kligler, mod. mit Harnstoff; LIE. 1968

Serologie

laktoseneg. K auf SS oder verdédchtige K auf WS biochem.

IVESON, 1969

laktoseneg. K serolog. und biochem.

JEPHCOTT et al., 1969

nur laktoseneg. K

SCHRODER, 1970

verdichtige K auf Eisen-Dreizucker- und Harnstoff-Agar, dann serolog.

DE HAMEL et al., 1971

verdéchtige K auf Kliglers Eisen-Agar, dann biochemisches Screening
und Serologie

JACKSON & JACKSON,
1971

verdéachtige K auf Eisen-Dreizucker-Agar, dann biochem. und serolog.

LAMM etal., 1972

biochem. und serolog.

ANG et al., 1973

. . . HABERMALZ &
mehrere verschiedene laktosepos. und -neg. Einzelkolonien serolog. PIETZSCH, 1973
KOOPMAN & JANSSEN,
nur laktoseneg. K 1973

verdichtige K biochemisch vorgepriift, dann serolog.

OTIS et al, 1973

3 laktoseneg. K biochem. und serolog.

WELLS et al., 1974

nur laktoseneg. K serolog.

CLEGG & HEATH, 1975

3 laktoseneg. (BG-Sulfa) und 3 schwarze (WS) K biochem. und serolog.

SIEBELING et al., 1975a

wie SIEBELING et al. 1975a

SIEBELING et al., 1975b

alle Einzelkolonien biochem. (studieren Fékalflora)

ROGGENDORF &
MULLER, 1976

laktosepos. und -neg. K auf Lysin-Eisen-Agar; verdachtige K (H,S- und
lysindecaboxylasepos.) biochem. und serolog.; bis zu 150/Probe

WUTHE et al., 1979

laktoseneg. K auf Eisen-Dreizucker-Agar; alle H,S- Bilder und laktose-
neg. K biochem., dann serolog.

CAMBRE et al., 1980

wie SIEBELING et al., 1975

MICHAEL-MARLER et al,
1982

biochem. und serolog.

ONDERKA &
FINLAYSON, 1985

wie SIEBELING et al., 1975

SIEBELING et al., 1985

laktosepos. und -neg. K auf Lysin-Eisen-Agar; mindestens 50/Platte

FRICK, 1987

verdchtige K auf Fisen-Dreizucker- und Lysin-Eisen-Agar, dann serolog.

D’AOUST et al, 1990

biochem.

SCHRODER, 1990

biochem., z.T. serolog.

KALVIG et al., 1991

laktoseneg. K biochemisch

OROS et al., 1996

verdéchtige K auf Schrigagar; biochem., dann serolog.

BURNHAM et al., 1999

Indolmedium, Eisen-Dreizucker-Agar und Harnstoffbouillon; seit 1980
API; anschlieBend serolog.

DORRESTEIN et al., 2000

3 verdéchtige K pro Platte serolog.

GEUE & LOSCHNER,
2002

Abkiirzungen: BG-Sulfa: Brillantgriin-Sulfadiazin-Agar, biochem.: biochemisch bestimmt; K: Kolo-
nien; mod.: modifiziert; neg.: negativ, pos.: positiv, serolog.: serologisch bestimmt; SS: Salmonella-

Shigella-Agar; WS.: Wismutsulfit-Agar
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pro Néhrbodenplatte reicht von drei (WELLS et al., 1974; SIEBELING et al., 1975a; GEUE
& LOSCHNER, 2002) iiber 15 (BOYCOTT et al., 1953) bis zu 50 (FRICK, 1987). Die Wahl
der GN-Bouillon (Gram-Negativ) als Anreicherungsmedium begriinden CAMBRE et al.
(1980) damit, dass Tetrathionat- und Selenit F-Anreicherung fiir S. Choleraesuis und eini-
ge S. Enteritidis-Stdmme toxisch ist und auch einige Arizonakeime damit nicht gefunden wer-
den konnen. Aus dem gleichen Grund verwenden sie HE-Agar (Hektoen-Entero). WUTHE et
al. (1979) erkliren die hohe Salmonelleninzidenz bei freilebenden Schlangen in Norddeutsch-
land in ihrer Untersuchung (siehe Tab. 4, S. 26) mit der durchgefiihrten Dreifachanreiche-
rung und durch Uberimpfen verdichtiger Kolonien auf Lysin-Eisen-Agar; dieser ist laktose-
unabhingig und ermdoglicht das zeit- und kostengiinstige Screening einer groflen Anzahl von
Kolonien, obwohl selbst damit nicht alle Salmonellen erkannt werden kdnnen, da auch Lysin-
decarboxylase- und H,S-negative Isolate unter den Salmonellen vorkommen. Trotz dieser
Einschrinkung betont auch FRICK (1987) die Vorteile dieses Nihrbodens. Durch die mehr-
stufige Anreicherung erreichten WUTHE et al. (1979) eine erhebliche Mehrausbeute weiterer
erstmalig positiver Befunde im Vergleich zur Voranreicherung bzw. einfacher Anreicherung.
KOOPMAN & JANSSEN (1973) vergleichen drei verschiedene Anreicherungsmethoden fiir
die Eignung in der Salmonellendiagnostik bei Reptilien: Selenit bei 37 °C und Tetrathionat
bei 37 und 43 °C. Sie kommen zu dem Ergebnis, dass kaum Unterschiede zwischen den ein-
zelnen Verfahren bestehen, dass aber eine Kombination von zwei Methoden gegeniiber nur
einer eine Mehrausbeute von 38 % erbringt, eine Kombination von drei sogar 65 % mehr po-
sitive Proben entdeckt. Im folgenden Kapitel sollen die Hintergriinde fiir die unterschiedli-
chen Anreicherungs- und Anzuchtverfahren etwas beleuchtet werden, insbesondere in Hin-
blick auf Bebriitungstemperatur und -dauer der fliissigen Selektivmedien und die Auswahl der

Anreicherungs- und Differenzierungsmedien.

2.2.3 Salmonellen-Selektiv- und -Differenzierungsmedien

Ein gutes Salmonellen-Selektivmedium soll die gesuchten Bakterien in ihrem Wachstum for-
dern, die Vermehrung von Begleitkeimen jedoch hemmen oder besser noch ganz unterdrii-
cken. Die bakteriostatische oder bakterizide Wirkung des Inhibitors soll auf die Begleitflora

moglichst grol3, auf Salmonellen jedoch minimal sein, um die Wahrscheinlichkeit, Salmonel-
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len isolieren zu kénnen, zu steigern; dies ist umso wichtiger, wenn nur sehr wenige Salmonel-
len im Untersuchungsgut vorhanden sind. Dieses Prinzip gilt sowohl fiir fliissige als auch fiir
feste Ndhrmedien (BANWART & AYRES, 1953; RAPPAPORT et al., 1956; JEFFRIES,
1959; IVESON, 1972). Die Eignung eines Selektivanreicherungsmediums ist nicht fiir jedes
Probenmaterial gleich; sie hidngt von den gesuchten Serovaren, den vorhandenen Begleitkei-
men und den Inhaltsstoffen im Untersuchungmaterial ab (BANWART & AYRES, 1953;
GUINEE et al., 1965); so muss bei der Untersuchung von Kot- oder Abwasserproben bei-
spielsweise mit mehr Begleitkeimen gerechnet werden, die Salmonellen tiberwuchern und
somit deren Isolation und Identifikation erschweren, als bei der Untersuchung von klinischem
Material wie Blut oder Organen. Die Anzucht von z.B. S. Typhi, S. Paratyphi B oder S. Cho-
leraesuis erfordert andere Bedingungen als die von vielen anderen Serovaren (HARVEY &
PRICE, 1979). Manche Untersuchungsmaterialien wie z.B. Ei, Gelatine oder Fézes konnen
die hemmende Wirkung des Selektivmediums auf Salmonellen oder Begleitflora senken oder
steigern (BANWART & AYRES, 1953; SILLIKER & TAYLOR, 1958; SILLIKER et al.,
1964; VASSILIADIS et al., 1974). Im letzten Jahrhundert wurden viele Salmonellen-
Selektivanreicherungsmedien entwickelt (MACCONKEY, 1908; LEIFSON, 1935; STOKES
& OSBORNE, 1955; RAPPAPORT et al., 1956; HARVEY et al., 1979; STELLMACHER &
BIEWALD, 1987); die meisten beruhen auf der Hemmung der Begleitflora durch Triphenyl-
methanfarbstoffe wie Malachitgriin und Brillantgriin oder Salzen von Gallenséuren wie Deso-
xycholat und Taurocholat. Spéter wurden vermehrt Antibiotika und Sulfonamide wie Novo-
biocin, Sulfadiazin, Sulfacetamid o.4. zugesetzt (JEFFRIES, 1959; WATSON & WALKER,
1978; JONES et al., 1984; MILLER et al., 1991). Im Laufe der Zeit wurden die Medien im-
mer wieder modifiziert und in ihrer Leistungsfahigkeit untereinander verglichen (BANWART
& AYRES, 1953). Dabei fallen die Bewertungen fiir das gleiche Medium bei verschiedenen
Untersuchungen oftmals ganz verschieden aus (COLLARD & UNWIN, 1958); Ursache dafiir
kann unterschiedliches Probenmaterial sein oder der Agar, auf dem die Anreicherung ausge-
strichen wird; aber auch bei gleichem Probenmaterial kdnnen sich bei verschiedenen Untersu-
chern Unterschiede in der Effizienz ein und desselben Mediums ergeben (EDEL &
KAMPELMACHER, 1969). Nach READ & REYES (1968) und HARVEY et al. (1975) be-
stehen gerade bei kommerziell erhéltlichen Produkten grole Unterschiede in der Effizienz
verschiedener Sorten und Chargen eines Mediums, die z.T. auf inhomogener Verteilung des

Hemmstoffes beruhen.
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Es gibt kein Medium, das fiir die Anzucht aller Salmonellen aus allen Proben gleich gut ge-
eignet ist (BANWART & AYRES, 1953; JEFFRIES, 1959; SNOEYENBOS & CARLSON,
1972; HARVEY & PRICE, 1976; RHODES & QUESNEL, 1986), jeder Untersucher muss
aus der Fiille der vorhandenen Medien eines auswéhlen, das die Erfordernisse der jeweiligen
Untersuchung am besten erfiillt. Spezielle Studien iiber die Anzucht von Arizonakeimen oder
die Untersuchung von Kotproben von Reptilien gibt es nur wenige. Im Folgenden werden

einige weitverbreitete Salmonellen-Selektiv- und -Differenzierungsmedien vorgestellt.

2.2.3.1 Fliissige Selektivanreicherungsmedien

Schon sehr lange ist bekannt, dass bei der Untersuchung einer Probe auf Salmonellen die An-
ziichtung in einem fliissigen Medium gegeniiber dem Direktausstrich auf einem Nahrboden
vorteilhaft ist. THOMSON (1955) und HARVEY & PRICE (1979) begriinden dies damit,
dass ein fliissiges Medium ein grofleres Inokulum vertrédgt als ein fester Nahrboden. MCCOY
(1962) vertritt dabei die Meinung, dass eine selektive Anreicherung nicht notwendig ist, son-
dern dass z.B. Wasser, NaCl- oder Ringerlosung o.4. bei vielen Probenarten den gleichen
Zweck erfiillen wie Selektivanreicherungsmedien. Andere Autoren betonen, wie wichtig ein
gutes Selektivanreicherungsmedium fiir die Isolation von Salmonellen aus dem Untersu-

chungsmaterial ist (STOKES & OSBORNE, 1955; IVESON, 1972).

Tetrathionatanreicherung

KAUFFMANN (1935) entwickelte aus Tetrathionat, Brillantgriin und Rindergalle ein Medi-
um fiir Selektivanreicherung. Die meisten Salmonellen sind fahig, Tetrathionat zu reduzieren;
sie kdnnen sich in einem solchen Medium gut vermehren. Bei S. Typhi ist die Féhigkeit zur
Tetrathionatreduktion nur schwach ausgeprigt, bei S. Paratyphi A nicht vorhanden, weshalb
dieses Medium fiir diese Serovare ungeeignet ist. Proteus dagegen ist ein starker Tetrathio-
natreduzierer, der die Isolation und Identifikation von Salmonellen aus diesem Medium be-
hindern kann (KNOX et al., 1943; JEFFRIES, 1959). Die Tetrathionatanreicherung ist weit-
verbreitet fiir Fdzes und anderweitig kontaminiertes Material; es wurden vielfiltige Modifika-
tionen entwickelt und Wuchsstoffe oder Inhibitoren zugesetzt, aber S. Choleraesuis und ande-
re Serovare wachsen in diesen Medien oft nicht (IVESON & MACKAY-SOLLAY 1969).
VASSILIADIS et al. (1974) stellten eine z.T. deutliche Hemmung einiger Serovare in
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Tetrathionat fest. CARLSON & SNOEYENBOS (1974) verglichen mehrere Tetrathionatmo-
difikationen mit verschiedenen Selenitmedien und fanden fiir alle 88 getesteten Serovare
Tetrathionat besser als Selenit, sowohl bei 37 und 43 °C als auch nach 24 und 48 Stunden. Zu
einem dhnlichen Ergebnis kommen SNOEYENBOS & CARLSON (1972) mit mehreren ge-
testeten Arizona-Serovaren. Auch HUGUES et al. (1978) ziehen Tetrathionat der Selenitan-

reicherung vor.

Selenitanreicherung

LEIFSON (1936) fand heraus, dass sich S. Typhi bei einem Gehalt von 1 % Natriumselenit in
Peptonwasser vermehren kann, ein Grofteil der gramnegativen Begleitflora, die die Isolation
und Identifikation von Salmonellen erschweren kann, aber gechemmt wird. Da sich bei diesem
Selenitgehalt nicht alle S. Paratyphi B-Stimme vermehren konnten, empfahl er die Verwen-
dung von drei verschiedenen Selenitmedien fiir unterschiedliches Untersuchungsgut: Selenit S
mit 1,5 % Selenit fiir Abwasser (Sewage), Selenit F mit 0,4 % fiir Fizes und Selenit M mit
0,2 % fiir Milch. HARVEY & PRICE (1964) fanden eine Konzentration von 0,8 % fiir
S. Typhi besser; diese ermdglicht auch eine Unterscheidung von S. Typhimurium und S. Para-
typhi B.

Selenit F ist — ebenso wie die Tetrathionatanreicherung — fiir Fézes und anderweitig kontami-
niertes Material weitverbreitet; auch hier wurden vielfiltige Modifikationen entwickelt, z.B.
Zusatz von Cystin (NORTH & BARTRAM, 1953; LAPAGE & BASCOMB, 1968), jedoch
wachsen auch in ihnen manche Serovare wie z.B. S. Choleraesuis und andere oft nicht
(SMITH, 1959; WILLIAMS SMITH, 1959; IVESON & MACKAY-SOLLAY 1969;
SHARMA & PACKER, 1969; HARVEY & PRICE, 1976; HARVEY & PRICE, 1979). Viele
Autoren erhalten mehr Salmonellenisolate mit dieser Anreicherung als mit Tetrathionat
(HARVEY & PRICE, 1976), die meisten jedoch mit einer Kombination beider Medien, da
jedes seine Vor- und Nachteile hat (WILLIAMS SMITH, 1952; STOKES & OSBORNE,
1955; HARVEY & PRICE, 1976; HARVEY & PRICE, 1979). STOKES & OSBORNE
(1955) und HUGUES et al. (1978) sehen einen groBen Nachteil der Selenitanreicherung darin,
dass E. coli nur in den ersten Stunden und Hafnia, Citrobacter und Proteus nicht gehemmt
werden, sondern sich ungehindert vermehren (LAPAGE & BASCOMB, 1968; HUGUES et
al., 1978). Diese Bakterien kommen héufig als Begleitflora neben Salmonellen vor und er-

schweren die Identifikation.
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Salmonellenanreicherungsmedium nach RAPPAPORT

RAPPAPORT et al. (1956) entwickelten ein Anreicherungsmedium aufgrund der Entde-
ckung, dass Salmonellen gegeniiber Austrocknung resistenter sind als Begleitkeime. Dieses
Medium enthdlt Magnesiumchlorid in hypertoner Konzentration und einen Anteil an Mala-
chitgriin, der auf die meisten Darmkeime und S. Typhi definitiv toxisch wirkt; auBBerdem hat
es einen relativ niedrigen pH-Wert, den Samonellen ebenfalls besser vertragen als viele Be-
gleitkeime (VAN SCHOTTHORST & RENAUD, 1983). In dieses nach RAPPAORT benann-
te Medium darf nur wenig Probenmaterial, am besten nur wenige Tropfen einer 1:1000 Fi-
zesverdlinnung, inokuliert werden, sonst verliert es seine hemmenden Eigenschaften
(VASSILIADIS et al., 1978; HARVEY & PRICE, 1980; VASSILIADIS, 1983). IVESON &
KOVACS (1967) erhielten jedoch bessere Ergebnisse bei Verwendung unverdiinnter Fazes.
Nach ihrer Einschitzung liefert bei Verwendung eines einzigen Mediums die Anreicherung
nach RAPPAORT die beste Salmonellenisolierungsrate, da sie jedoch fiir S. Typhi ungeeignet
ist, muss bei Erwartung dieses Serovars ein passendes Medium eingesetzt werden. Viele Au-
toren schitzen an diesem Medium, dass es mehr Salmonellenisolierungen als Selenit F und
Tetrathionat ermdglicht und die Begleitflora stirker hemmt (HOOPER & JENKINS, 1965;
IVESON & MACKAY-SOLLAY, 1972; VASSILIADIS et al., 1981; STELLMACHER &
BIEWALD, 1987), allerdings auch hier wieder mit dem Nachteil, dass es fiir die Isolierung
von einigen Serovaren wie S. Typhi, S. Paratyphi B, S. Dublin und S. Pullorum ungeeignet ist
(IVESON & KOVACS, 1967; IVESON & MACKAY-SOLLAY, 1969; IVESON, 1972;
HARVEY & PRICE, 1979; STELLMACHER & BIEWALD, 1987). Trotz starker Inokulati-
on iiberlebten bei VASSILIADIS (1968) in dem Anreicherungsmedium nach RAPPAPORT
nur drei von elf Arizonastimmen. Fiir die Isolation von S. Choleraesuis ist es besser geeignet
als Tetrathionat- oder Selenitanreicherung (VASSILIADIS, 1968; HARVEY & PRICE, 1979;
STELLMACHER & BIEWALD, 1987). Die Modifizierung nach VASSILIADIS et al. (1978)
hemmt die Begleitflora starker als das urspriingliche Medium, vor allem die laktosenegativen
Keime, die auf festen Néhrboden salmonellendhnliche Kolonien hervorbringen und in der
Diagnostik deshalb besonders stérend wirken (VASSILIADIS et al., 1978; VASSILIADIS et
al., 1979; VASSILIADIS et al., 1981; VASSILIADIS, 1983). Dieses Medium eignet sich
auch fiir Bebriitung bei 43 °C und ist leistungsfahiger als Tetrathionat. Weitere Vorteile dieses

Mediums sind die Tatsachen, dass die gebrauchsfertige Losung lange haltbar und das Medium
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billig und sehr besténdig in seiner Leistung ist (VASSILIADIS et al., 1981; VASSILIADIS,
1983).

Weitere Selektivanreicherungsmedien

Iveson entwickelte mehrere Anreicherungsmedien, die auf der hemmenden Wirkung von
Strontium beruhen, und bevorzugt diese fiir die Isolierung einiger Salmonellen, fiir Arizona-
keime und fiir Proben von Reptilien (IVESON & MACKAY-SOLLAY, 1969; IVESON,
1972; IVESON & MACKAY-SOLLAY, 1972). Nach HARVEY & PRICE (1968) eignet sich
EE (Enterobacteriaceae-Enrichmentbroth) besser als Selenit F fiir die Anzucht von Salmonel-
len aus Reptilien.

SHARMA & PACKER (1969) bevorzugen fiir Fizes von bestimmten Sdugern Brillantgriin-

MacConkey-Anreicherungsbouillon gegeniiber Selenit oder Tetrathionat.

Zweitanreicherung

Der Sinn und Zweck einer Zweitanreicherung wurde von JAMESON (1962 und 1963) stu-
diert und von MULINDWA & PIETZSCH (1979) und VAN SCHOTTHORST et al. (1983)
{ibernommen. Danach ist der optimale Zeitpunkt der Uberimpfung aus der ersten in die zweite
Anreicherung sehr wesentlich, jedoch stark abhingig von dem zu isolierenden Bakterium und
der jeweils anwesenden Begleitflora, von ihrer jeweiligen Ausgangskeimzahl und ihrer Gene-
rationszeit. Auch die Inokulationsmenge und das Volumen der Anreicherungslosung haben
entscheidenden Anteil an Erfolg oder Misserfolg der Anzucht. Da grof3e Unterschiede nicht
nur bei verschiedenem Probenmaterial, sondern auch innerhalb einer Probenart bestehen,
empfiehlt JAMESON (1963) eine Erstanreicherung in einem kleinen Volumen Néhrbouillon,
gefolgt von einer Zweitanreicherung in einem groflen Volumen Selektivanreicherungsmedi-
um. TRUSCOTT (1983) erhilt bei einer Zweitanreicherung aus der sieben Tage bei Zimmer-
temperatur gelagerten Erstanreicherung im gleichen Medium einen deutlichen Anstieg der

Salmonellenisolate.

2.2.3.2 Feste Selektiv- und Differenzierungsnihrboden

Auch hier existieren sehr viele verschiedene Ndhrmedien, die sich in der Hemmung der

Begleitflora, der Forderung von einzelnen Salmonellenserovaren und der Differenzierbarkeit
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der Salmonellenkolonien von Begleitkeimen mehr oder weniger stark unterscheiden. Ein gu-
tes Differenzierungsmedium soll Salmonellen und Nichtsalmonellen leicht unterscheidbar
machen und nur wenige falsch-positive, aber noch weniger falsch-negative Ergebnisse brin-
gen. Der erste Fall bedeutet fiir den Untersucher einen erheblichen Mehraufwand aufgrund
der weiteren Differenzierung vieler salmonellenverdachtiger Kolonien. Der zweite Fall be-
deutet das Nichterkennen von salmonellenpositiven Proben. Wiinschenswert ist ein Medium,
auf dem alle Salmonellen wachsen konnen und erkannt werden, wihrend alle Begleit-
keime gehemmt werden oder von Salmonellen ohne weitere aufwéndige Laboruntersu-

chungen deutlich zuunterscheiden sind (IVESON & MACKAY-SOLLAY, 1969).

Brillantgriin-Nihrboden

Néhrboden mit Brillantgriinzusatz (BG) zur Hemmung der grampositiven Begleitflora wurden
oft modifiziert. Viele Untersucher finden den BG-MacConkey-Agar am besten, darauf wer-
den aber manche S. Dublin- und S. Typhi-Stamme gehemmt (HOBBS & ALLISON, 1945;
HARVEY & THOMSON, 1953; THOMSON, 1955; HARVEY, 1956; HARVEY & PRICE,
1968). SHARMA & PACKER (1969) ziehen den BG-Neutralrot-Laktose-Agar dem Desoxy-
cholat- und erst recht dem Wismutsulfit-Agar vor. Bei Koloniezdhlungen finden BANWART
& AYRES (1953) kaum einen Unterschied in der Koloniezahl auf BG-Agar zu Nihragar.
GEORGALA & BOOTHROYD (1965) isolieren die meisten Salmonellen auf BG-Agar. An-
dere Untersucher bemingeln an diesen Néhrboden, dass sich Begleitflora darauf gut entwi-
ckeln kann, sowohl laktosepositive als auch die besonders storende laktosenegative, da solche
Kolonien mit Salmonellen verwechselt werden koénnen und in intensiver Untersuchung von
diesen differenziert werden miissen; das bedeutet einen erheblichen Mehraufwand an Arbeit

und Material.

Desoxycholat-Zitrat-Nahrboden

Nach BANWART & AYRES (1953) ist dieser Nahrboden fiir alle Salmonellen etwas hem-
mend; S. Paratyphi A bildete bei thnen nur 1 % der Kolonien, die auf normalem N&hragar
gewachsen waren. Andere Selektivagars wirken z.T. ebenfalls hemmend auf Salmonellen,
manche mehr, manche weniger, was auch vom jeweiligen Serovar abhingt. Der DCLS- (De-
soxycholat-Zitrat-Laktose-Saccharose) und der SS-Agar (Salmonella-Shigella), der dem
DCLS sehr dhnlich ist, hemmen jedoch statistisch signifikant am stirksten. HARVEY &
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PRICE (1968) lesen den DC-Agar (Desoxycholat) erst nach einer Bebriitung von 48 Stunden
ab, da diese Zeit zur Unterscheidung zwischen Proteus- und Salmonellenkolonien nétig ist;
auBerdem bestitigen diese Autoren das Auftreten einer Zone additiver Hemmung bei Beimp-
fung dieses Ndhrbodens aus einer Selenitanreicherung an der Stelle der stirksten Beimpfung,
an der sich keine Kolonien entwickeln. Diese additive Hemmung wurde schon von

GEORGALA & BOOTHROYD (1965) festgestellt.

Hektoen-Entero-Agar

KING & METZGER (1968a und b) und GOO et al. (1973) halten den Hektoen-Entero-Agar
(HE) hinsichtlich der Selektivitidt und Differenzierbarkeit von Salmonellen- und Nichtsalmo-
nellenkolonien fiir den besten Ndhrboden sowohl fiir Direktausstrich als auch nach Anreiche-
rung. HOBEN et al. (1973) verbesserten diesen Ndhrboden durch Zusatz von Novobiocin.
Dadurch werden Citrobacter um 50 % reduziert und Proteus vollstindig gehemmt, wihrend

Salmonellen in ihrer Vermehrung nicht beeinflusst werden.

Wismutsulfit-Agar

Dieser Agar wurde urspriinglich fiir die Isolierung von S. Typhi entwickelt (WILSON, 1923;
WILSON & BLAIR, 1926, 1927 und 1931). Fiir die Isolierung anderer Serovare sollte er
entweder vier bis fiinf Tage im Kiihlschrank abgelagert werden, bis die Hemmwirkung etwas
nachldsst, oder 48 Stunden lang bebriitet werden, damit sich typische Salmonellenkolonien
bilden konnen (MCCOY, 1962; HARVEY & PRICE, 1968); die Modifikation ist aber fiir alle
Serovare geeignet. IVESON & MACKAY-SOLLAY (1969), BLACKBURN & ELLIS
(1973), HARVEY & PRICE (1979) und RUIZ et al. (1996) empfehlen diesen Néhrboden be-
sonders auch fiir Subspezies III und laktosepositive Salmonellenstimme, da er nicht auf Lak-
tosespaltung als Indikatorsystem beruht. Fiir eine Kombination mit Selenitanreicherung ist er
nicht geeignet, da an der Stelle der stirksten Beimpfung eine Zone additiver Hemmung auf-
tritt, in der keine Kolonien wachsen, wie schon beim Desoxacholat-Agar beschrieben
(WILLIAMS SMITH, 1952; GEORGALA & BOOTHROYD, 1965; HARVEY & PRICE,
1968; HARVEY & PRICE, 1979). SHARMA & PACKER (1969) erhalten in ihrer Untersu-
chung mit diesem Nihrboden schlechtere Ergebnisse als mit allen anderen Néhrboden, die sie

einsetzten.
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Xylose-Lysin-Desoxycholat-Agar

Dieser Ndhrboden wurde urspriinglich fiir die Isolation und Identifikation von Shigellen ent-
wickelt: Diese konnen als einzige den Zucker Xylose nicht fermentieren, eine Sduerung des
Néhrbodens bleibt bei Shigellenwachstum also aus. Um eine dhnlich Morphologie auch von
Salmonellenkolonien zu erlangen, wurde Lysin zugesetzt, das von Salmonellen dekarboxyliert
wird, was eine Alkalisierung des Nahrbodens bewirkt: Er ist dann dhnlich wie bei Shigellen
gefirbt. Ein Uberschuss an Laktose und Saccharose ruft eine Siuerung des Nihrbodens bei
anderen Lysin spaltenden Bakterien hervor. Ein H,S-Indikatorsystem farbt Salmonellen- und
Arizonastdmme, wihrend bei lysindekarboxylsasenegativen Bakterien die Schwirzung wegen
des niedrigen pH-Wertes ausbleibt. Desoxycholat ist als Hemmstoff zugesetzt (TAYLOR,
1965).

DUSCH & ALTWEGG (1995) vergleichen sechs verschiedenen Nahrbdden in ihrer Sensiti-
vitit und Spezifitit. Eine Modifikation des XLD-Agars mit dem Detergens Tergitol 4 als In-
hibitor erreicht fast vollstindige Proteus-Hemmung. Dieser XLT 4 genannte Nahrboden fin-
det zusammen mit dem HE-Agar die groite Anerkennung der Autoren nach dem MSRV-
Medium (Modified Semisolid RAPPAPORT-VASSILIADIS), das hinsichtlich seiner Leis-
tung am besten abschneidet, wegen seiner halbfliissigen Konsistenz im Umgang aber etwas
unhandlich ist. Manche Serovare wie S. Typhi und S. Paratyphi A wachsen auf XLT 4 nicht.
Auch MILLER et al. (1991) finden die meisten Salmonellenisolate und die reinsten Kulturen
auf XLT 4.

RAMBACH-Agar

RAMBACH (1990) entwickelte einen nach ihm benannten Nahrboden, mit dem die Identifi-
kation von Salmonellen erheblich erleichtert werden soll: Sie bilden auf diesem Agar leuch-
tend rote, leicht zu erkennende und von Begleitkeimen einfach zu differenzierende Kolonien.
Ursache fiir diese Rotfarbung, die fiir mindestens 72 Stunden erhalten bleibt, ist die Sdurebil-
dung aus Propylenglykol. Ein Farbindikator fiir B-Galaktosidase deckt laktosepositive Bakte-
rien auf; sie erscheinen blau, wie z.B. E. coli, wenn sie laktosepositiv sind, aber Propylengly-
kol nicht spalten konnen, und violett wie Citrobacter, wenn sie sowohl Laktose als auch Pro-
pylenglykol spalten. Proteus-Kolonien, die weder Laktose noch Propylenglykol spalten, sind
farblos. Dieser Nahrboden ist fiir die Differenzierung von S. Typhi nicht geeignet, da dieses

Serovar farblose Kolonien bildet. FREYDIERE & GILLE (1991) bestétigen die Qualitit die-
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ses Agars; die wenigen untypischen farblosen Salmonellen identifizieren sie sehr leicht auf-
grund einer Esteraseaktivitit, die bei anderen laktosenegativen Enterobacteriaceae nicht vor-
handen ist. Rote Pseudomonas- und Acinetobacter-Kolonien kénnen von typischen, leuchtend
roten Salmonellenkolonien durch ihre mehr himbeerrote Farbe unterschieden werden
(GRUENEWALD et al., 1991). Auch DUSCH & ALTWEGG (1995) stellen fest, dass der
RAMBACH-Agar fiir die Isolation typhoider Salmonellenstimme wie S. Typhi und S. Para-
typhi A nicht geeignet ist.

2.2.4 Bebriitungszeit

CHATTOPADHYAY & PILFOLD (1976) fanden bei der auf 72 Stunden verldngerten Be-
briitung von menschlichen Fézes in Selenit F weitere positive Proben, die nach 24 und 48
Stunden nicht erkannt worden waren. Die Proben stammten von Rekonvaleszenten oder sym-
ptomlosen Ausscheidern, bei denen die Salmonellenzahl im Stuhl sehr viel niedriger ist als
bei akut Erkrankten (THOMSON, 1955). Obwohl diese Methode eine Verzogerung bis zur
endgiiltigen Abkldrung mit sich bringt, halten CHATTOPADHYAY & PILFOLD (1976) sie
fiir gerechtfertigt, da geringe Salmonellenzahlen in Fézesproben mit existierenden Anreiche-
rungsmethoden nicht immer erkannt werden. Auch SILLIKER et al. (1964) und GEORGALA
& BOOTHROYD (1965) bewerten eine verlangerte Inkubationszeit als giinstig fiir Selenit, da
dadurch mehr Proben als salmonellenpositiv identifiziert werden konnen. Besonders vorteil-
haft ist die Verldngerung, wenn im Ausgangsmaterial nur wenige Salmonellen, aber viele
Begleitkeime vorliegen. Im Laufe der Zeit nehmen die Salmonellen im Verhéltnis zur Begleit-
flora zu. In Tetrathionat hingegen wirkt sich eine verldngerte Bebriitung schidlich auf die
Salmonellen aus, was schon WILLIAMS SMITH (1952) erwdhnt. SNOEYENBOS &
CARLSON (1972) und CARLSON & SNOEYENBOS (1974) konnen auch nach 54 Stunden
Bebriitung in Tetrathionat keine Abnahme der Arizona- und Salmonellenzahlen erkennen,
dagegen stellen sie in einigen Selenitanreicherungen nach 24 Stunden ein Absterben der ge-
suchten Bakterien fest. Die meisten Salmonellenisolate entdeckt MCCOY (1962) beim Aus-
strich aus Tetrathionat nach 24 und 48 Stunden, jedoch finden sich zu jedem weiteren Aus-
strichzeitpunkt neue bis dahin nicht erkannte positive Proben; je grofer die Anzahl der in der

Probe vorhanden Salmonellen ist, umso frither sind sie nachweisbar.



g
HRkn SCHRIFTTUM 67

2.2.5 Bebriitungstemperatur

SPINO (1966) und NABBUT (1973) konnten mehr Salmonellen isolieren, wenn die Proben
bei 41,5 statt bei 37 °C bebriitet wurden. Die erhohte Temperatur in Kombination mit selekti-
ven Medien steigert die Selektivitéit; Begleitkeime werden stirker gehemmt, dadurch liegen
Salmonellen in relativ reiner Kultur vor und kénnen leichter nachgewiesen werden. Grund
dafiir sind die verlidngerte lag-Phase und Generationszeit der Begleitflora, wihrend bei Sal-
monellen durch die erh6hte Temperatur die lag-Phase verkiirzt wird; dies erlaubt einen friihe-
ren Eintritt in die log-Phase und verkiirzt die Generationszeit. CARLSON & SNOEYENBOS
(1972) registrieren bei Bebriitung bei 43 °C ein Absterben von Nichtsalmonellen wihrend
einer Periode, in der die Salmonellenpopulation stabil bleibt. Damit begriinden sie auch eine
verlangerte Inkubation bis zu 48 Stunden. Aufgrund der groBeren Reinheit der Kulturen be-
vorzugen mehrere Autoren eine Temperatur von 43 °C (GEORGALA & BOOTHROYD,
1965; CARLSON et al., 1967; HARVEY & PRICE, 1968; BANFER, 1971; WATSON &
WALKER, 1978; HARVEY & PRICE, 1979; VASSILIADIS et al., 1979; TRUSCOTT,
1983; DUSCH & ALTWEGG, 1995). HARVEY & THOMSON (1953) erhalten in ihrer Stu-
die 43 °C als optimale Bebriitungstemperatur fiir Selenit, geben jedoch den Hinweis, dass
42 °C sicherer ist, da 43 °C die obere Temperaturgrenze darstellen konnte. Die Vorteile der
Bebriitung bei erhohter Temperatur sind schon sehr lange bekannt (MACCONKEY, 1908).
IVESON & MACKAY-SOLLAY (1969) halten sowohl 37 als auch 43 °C fiir die Anzucht
von Salmonellen in ihrer Strontiumanreicherung fiir geeignet, wihrend die Anreicherung nach
RAPPAPORT fiir eine Temperatur iiber 37 °C ungeeignet ist (RHODES et al., 1985). Fiir
feste Selektivmedien ist eine erhdhte Temperatur nicht empfehlenswert (HARVEY & PRICE,
1979). Manche Serovare, z.B. S. Typhi, S. Paratyphi A oder S. Pullorum, wachsen bei einer
Temperatur von 43 °C nicht (HARVEY & PRICE, 1979; DUSCH & ALTWEGG, 1995).
SNOEYENBOS & CARLSON (1972) und CARSLON & SNOEYENBOS (1974) konnen in
verschiedenen Tetrathionatanreicherungen durch eine erhohte Bebriitungstemperatur weder
positive noch negative Auswirkungen auf die Isolierung von Arizona- oder Salmonellensero-
varen feststellen, registrieren aber in bestimmten Selenitanreicherungen neben stérkerer
Hemmung der Begleitflora auch ein Absterben mancher Arizona- und Salmonellenstimme

bei hoherer Temperatur.
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2.2.6 Reinkulturen und Laborstimme

Manche Untersuchungen wurden mit Reinkulturen mit und ohne Probenmaterial durchgefiihrt
(STOKES & OSBORNE, 1955; TRUSCOTT, 1983; RUIZ et al., 1996). Dabei ist zu beach-
ten, dass bei Anwesenheit von Begleitkeimen und Probenmaterial ein anderes Ergebnis erzielt
werden kann. Bereits ldnger kultivierte Salmonellenstimme kdnnen sich verdndert haben und
andere Reaktionen und Wachstumsfahigkeiten besitzen als frische Isolate (WILLIAMS
SMITH, 1952). So berichten BAKER et al. (1972) von Arizonakeimen, die bei der Erstisolie-
rung auf Selektiv- und Differenzierungsmedien laktosenegativ waren, bei einer folgenden
Subkultur aber Laktose spalten konnten. Inokuliertes Untersuchungsmaterial kann einen Ein-
fluss auf die Selektivitit des Anreicherungsmediums ausiiben; bei Versuchen mit Reinkultu-
ren tritt dieser nicht zutage und kann auch nicht abgeschitzt werden (SMITH, 1959). Aus
diesen Griinden konnen Ergebnisse, die an kiinstlich kontaminierten Proben gewonnen wur-
den, nicht ohne weiteres auf ,natiirlich kontaminierte Proben iibertragen werden
(VASSILIADIS et al., 1974). Die Ergebnisse von verschiedenen Untersuchungen lassen sich
auch deshalb nicht direkt vergleichen, da manchmal sehr kleine Inokula von maximal 20 Zel-
len, manchmal aber auch 50 000 Zellen eingesetzt wurden. Eine nur geringfiigige Hemmung
in einem bestimmten Medium kann sich bei nur 20 inokulierten Zellen sehr viel dramatischer
auswirken und insgesamt eine schlechte Bewertung fiir das Medium verursachen, wéahrend die
schlechte Leistung bei einem groBen Inokulum mdglicherweise nicht auffillt
(SNOEYENBOS & CARLSON, 1972; CARSLON & SNOEYENBOS, 1974; JONES et al.,
1984).

2.3 ZIELSETZUNG

In der vorliegenden Studie sollte anhand von Laborstimmen Wachstumsvermdgen und -
charakteristik von Reptiliensalmonellen in verschiedenen Selektiv- und Differenzierungsme-
dien untersucht werden. Eine geeignete Bebriitungstemperatur fiir die Selektivanreicherung
wurde gesucht.

Die erhaltenen Ergebnisse wurden durch eine Feldstudie iiberpriift und verifiziert.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 NAHRMEDIEN

3.1.1 Flissige Nahrmedien

3.1.1.1 Nahrbouillon

Standard I-Nahrbouillon der Fa. Merck (Art.-Nr. 7882), Zubereitung nach Angaben des Her-

stellers.

3.1.1.2 Selektivanreicherungsmedien

Drei verschiedene Selektivanreicherungsmedien der Fa. Merck wurden eingesetzt, sie wurden
nach Herstellerangaben angefertigt:
Salmonella-Anreicherungsbouillon nach RAPPAPORT (Art.-Nr. 10236)
Salmonella-Anreicherungsbouillon nach RAPPAPORT und VASSILIADIS (R 10)
(Art.-Nr. 7700)
Selenit-Cystin-Anreicherungsbouillon (Art.-Nr. 7709)

3.1.2 Feste Nahrboden

3.1.2.1 Nahragar

Standard I-Ndhragar der Fa. Merck (Art.-Nr. 7881), Zubereitung nach Angaben des Herstel-

lers, wird in Zukunft mit ,,N 1 abgekiirzt.
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3.1.2.2 Selektiv- und Differenzierungsniahrboden

Es wurden neun verschiedene Selektiv- und Differenzierungsnihrboden fiir Salmonellen der
Firmen Merck und Oxoid verwendet, die Zubereitung erfolgte nach Herstellerangaben:
BPLS-Agar (Brillantgriin-Phenolrot-Lactose-Saccharose-Agar), Fa. Merck (Art.-Nr.
7237)
DCLS-Agar (Desoxycholat-Citrat-Lactose-Saccharose-Agar), Fa. Merck (Art.-Nr.
10270)
HEKTOEN-Entero-Agar, Fa. Merck (Art.-Nr. 11681), wird fortan mit ,,HE* abgekiirzt
MLCB-Agar (Mannit-Lysin-Kristallviolett-Brillantgriin-Agar), Fa. Oxoid (Art.-Nr.
CM 783)
RAMBACH-Agar, Fa. Merck (Art.-Nr. 1.07500)
Salmonellen-Agar nach ONOZ, Fa. Merck (Art.-Nr. 1978)
SS-Agar (Salmonella-Shigella-Agar), Fa. Merck (Art.-Nr. 7667)
Wismut-Sulfit-Agar nach WILSON-BLAIR, Fa. Merck (Art.-Nr. 5418), wird in Zu-
kunft ,,WS* genannt
XLD-Agar (Xylose-Lysin-Desoxycholat-Agar), Fa. Merck (Art.-Nr. 5287)

3.1.3 Lagerung der fertigen Nihrmedien

Die gebrauchsfertigen Nahrmedien wurden im Kiihlschrank gelagert und innerhalb einer Wo-

che verbraucht.

3.2 LABORTESTS

3.2.1 Gramfirbung

Zur Unterscheidung gramnegativer und grampositiver Bakterien wurde die Gramfirbung

mod. nach Hucker durchgefiihrt, Angaben dazu in BURKHARDT (1992).
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3.2.2 Biochemische Differenzierung

3.2.2.1 Cytochromoxidase

Das Vorhandensein von Cytochromoxidase wurde mit Hilfe der Teststibchen Bactident Oxi-

dase der Fa. Merck (Art.-Nr. 1.13300) nach Herstellerangaben gepriift.

3.2.2.2 Bunte Reihe

Zur weiteren biochemischen Differenzierung von Enterobacteriaceae wurde das API 20 E-
System, Fa. Bio Merieux (Art.-Nr.20100), verwendet. Der Test wurde nach Herstellerangaben
angelegt, 24 Stunden bei 37 °C bebriitet und nach Zugabe der erforderlichen Zusatzreagen-
zien mittels des zugehorigen Analytischen Profil Index (Art.-Nr. 20190) ausgewertet.

3.2.3 Serologische Differenzierung

Die serologische Differenzierung und Bestitigung salmonellenverdéachtiger Isolate wurde im
NRL-SALM (Nationales veterindrmedizinisches Referenzlabor fiir Salmonellen am BgVV
[Bundesgesundheitsinstitut fiir Veterindirmedizin und Verbraucherschutz, heute BfR {Bundes-

institut fiir Risikobewertung} ]) vorgenommen.

3.3 SALMONELLENSTAMME

3.3.1 Salmonellenstimme vom NRL-SALM

Als Basis fiir die Untersuchung dienten 24 Wildstimme aus den Subspezies I, 11, Illa, I1Ib und
IV, die aus Reptilien isoliert und dem NRL-SALM von verschiedenen Einsendern zur

serologischen Differenzierung zugeschickt worden waren (Tab. 8):



o
ks MATERIAL UND METHODEN 72

Tab. 8: Salmonellenstimme des NRL-SALM

NRL- Sub- Serovarname/ . . . BU
SALM-Nr.| spezies Antigenformel isoliert aus Tierart von
123 1 S. Javiana 9,12:1,z,5:1,5 Schildkrote, k.w.A. Darm
171 I S. Kisarawe 11: k:e,n,x Bartagame, Pogona vitticeps k.A.
270 I S. Gaminara 16:d:1,7 Gecko, k.w.A. k.A.
612 I S. Aqua 30:k:1,6 Hornviper, Cerastes cerastes k.A.
2541 I S. Newport 6,8:¢,h:1,2 Tigerpython, Python molurus k.A.
237 I 4,12,27:-:1,6 Schildkroéte, k.w.A. k.A.
676 II 50:b,z¢ Chamileon, k.w.A. Kot
686 I 58:d:z Winkelkopfagame, Gonocephalus spec.  k.A.
848 II 47:a:1,5 Gruner Leguan, Iguana iguana k.A.
872 11 13,22:259:1,5 Schildkrote, k.w.A. k.A.
181 IMla 41:24,205:- Kaiserboa, Boa constrictor k.A.
1695 Ila 42:24,204:- Schlange, k.w.A. k.A.
2315 Illa 56:24,255:- Reptil, k.w.A. Kot
2509 IIla  53:24,273,737:- Kragenechse, Chlamydosaurus kingii k.A.
148 b 61:1:z Schlange, k.w.A. k.A.
151 IIIb  47:z5,:e,n,X,Z15 Schlange, k.w.A. k.A.
486 IIIb  58:z52:235 Schlange, k.w.A. Darm
605 b 18:1,v:z Phyton, k.w.A. Kot
982 IlIb 65:z10:e,n,x,2;5 Chaméleon, k.w.A. k.A.
152 IV 45:g,75::- Leguan, k.w.A. k.A.
162 IV 6,7:24,204:- Chamileon, k.w.A. k.A.
359 IV 44:z4,73:- Viper, Vipera spec. k.A.
1740 IV 42:734:- Reptil, k.w.A. Kot
3878 IV 11:z4,223:- Bartagame, Pogona vitticeps k.A.

Abkiirzungen: BU: bakteriologische Untersuchung; k.A.: keine Angaben; k.w.A.: keine weiteren An-
gaben; spec.: Spezies

3.3.2 Salmonellenstamme vom ZFF

Im Weiteren wurden auch 42 Salmonellenstimme in die Untersuchung mit einbezogen, die
vom ZFF (Institut fiir Zoologie, Fischereibiologie und Fischkrankheiten der Tiermedizini-
schen Fakultdt der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen) im Zeitraum von Juni 1998 bis
Mai 2002 bei der Routinediagnostik isoliert wurden (Tab. 9).

Der Vorteil dieser Salmonellenstamme ist, dass sie durch keinerlei Selektiv- oder Anreiche-
rungsmethoden selektiert wurden, da bei der Routinediagnostik im ZFF alle Proben grund-

satzlich direkt auf N1 und BPLS ausgestrichen werden und jede unterscheidbare Einzelkolo-
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Tab. 9: Salmonellenstimme vom ZFF

ZFF-Nr. Sl Ser?varname/ isoliert aus Tierart BU von
spez. Antigenformel
42/99 I S. Aprad 45:zy¢:- Kaiserboa, Boa constrictor Abszess
2053/99 I S. Hvittingfoss 16:b:e,n,x Bartagame, Pogona vitticeps Organe
92/00 I S. Rubislaw 11:r:e,n,x Griiner Leguan, Iguana iguana Organe
550/00 I S. Oranienburg 6,7:m,t:-  Stachelleguan, Sceloporus spec. Organe
3120/00 I S. Kottbus 6,8.¢,h:1,5 Maurische Landschildkrote, Testudo hermanni Organe
3886/00 I S Stanley 4,5,12:d:1,2 Scharnierschildkrote,Cuora spec. Organe
18/01 I S. Mundonobo 28:d:1,7  Klapperschlange, Crotalis atrox Organe
39/01 I S. Johannesburg 40:b:e,n,x Dornschwanzagame, Uromastyx acanthinurus  Organe, Kot
197/99 I 21:z- Griiner Leguan, Iguana iguana Hautbioptat
1230/99 0 132212015 Mitt_elasiatische Vierz.e.hen—Steppenschildkréte, Kot
Agrionemys horsfieldii
36/99 Illa 41:24,23:- Kornnatter, Elaphe guttata Organe
682a/99 | Illa 42:24,253:- Dreihornchaméileon, Chamaeleo jacksonii Organe
1771/99 | llla 48:24,254:- Stachelleguan, Sceloporus spec. Organe
1095/98 Illa 53:24,753,235:- Kragenechse, Chlamydosaurus kingii Organe
1702/02 | Illa 48:z4,23:- Wasseragame, Physignatus concinnus Organe
1328/98 | IIIb 48:i:z35:- Puffotter, Bitis arietans Organe
1519/98 | IlIb 48:i:z Kornnatter, Elaphe guttata Organe
130/99 IIIb 18:Lv,z Bartagame, Pogona vitticeps Kot
269/99 | HIb 48:z5:z Anaconda, Eunectes murinus Organe
682b/99 | IIIb -:zsy:z Dreihornchamaéleon, Chamaeleo jacksonii Organe
1360/99 | 1lIb 47:1,v:z Pantherchamaéleon, Furcifer pardalis Kot
1490/99 | IlIb 14:z)0:z Tigerpython, Python molurus Organe
1484/99 | IIIb 65:z55:235 Rautenpython, Morelia spilotes Organe
1830/99 | IIIb 21:lv:z Zweistreifenchamileon, Chamaeleo bitaeniatus Organe
1899/99 | IlIb 50:k:z Jemenchaméleon, Chamaeleo calyptratus Organe
2374/99 | 1lIb 48:zs5:z Griiner Leguan, Iguana iguana Organe
863/00 IIIb 11:k:zs3 Strumpfbandnatter, Tamnophis sirtalis Organe
1169/01 | IlIb 48.i:z Griiner Leguan, Iguana iguana Organe
344/01 IIIb  48:k:zs; Konigspython, Python regius Kot
57/99 IV 45:4,75;:- Griiner Leguan, Iguana iguana Kloakentupfer
194/99 IV 44:74,255:- Dornschwanzagame, Uromastyx acanthinurus Abszess
521/99 IV 6,7:24,204:- Jemenchaméleon, Chamaeleo calyptratus Organe
2274/99 IV 16:24,25;:- Griiner Leguan, Iguana iguana Organe
743/00 IV 40:24,255:- Wasseragame, Physignatus concinnus Organe
2684/00 IV 11:24,25:- Kaiserboa, Boa constrictor Organe
2821/00 IV 43:24,255:- Chamileon, k.w.A. Organe
3853/00 IV 40:24,204:- Kaiserboa, Boa constrictor Lungenlavage
148/01 IV 38:24,23:- Kaieserboa, Boa constrictor Organe
156/01 IV 44:74,255:- Bartagame, Pogona vitticeps Organe
1517/01 IV 16:24,23;:- Griiner Leguan, Iguana iguana Organe
1250/02 IV 16:24,23):- Griiner Leguan, Iguana iguana Bauchhohlenexsudat
137/99 |S.s.1. = Griiner Leguan, Iguana iguana Organe

Abkiirzungen: BU: bakteriologische Untersuchung; k. w. A.: keine weiteren Angaben, S. s. r.: Salmo-
nella serologisch rau; spec.: Spezies, Subspez.: Subspezies
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nie weiterdifferenziert wird. Alle gramnegativen Stdbchen werden mit Hilfe eines API 20 E
identifiziert.

Es ist zwar moglich, dass mit dieser Untersuchungsmethode nicht alle Salmonellen ausschei-
denden Reptilien erkannt werden, z.B. wenn Salmonellen in zu geringer Keimzahl im Unter-
suchungsmaterial vorhanden sind, diejenigen Salmonellen jedoch, die isoliert werden, eignen
sich besonders fiir die vorliegende Studie, da sie durch keinerlei biochemische Reaktionen
selektiert sind und somit eine reprisentative Stichprobe der in den untersuchten Proben vor-

kommenden Salmonellen darstellen.

3.4 ERMITTLUNG EINER GEEIGNETEN INKUBATIONSTEMPERA-
TUR FUR DIE SELEKTIVANREICHERUNG

3.4.1 Allgemein

In diesem Teil der Studie sollte untersucht werden, ob sich Salmonellen aus Reptilien bei
Temperaturen, die fiir die Isolierung von Salmonellen aus homoiothermen Tieren {iblich sind,
ebenfalls vermehren und nachweisen lassen, oder ob eine niedrigere Temperatur giinstiger ist.
Hintergrund fiir diese Frage ist die Uberlegung, dass Reptilien und Salmonellen gut aneinan-
der angepasst sind, was die seltenen Krankheitsfille bei salmonellenpositiven Reptilien bele-
gen. Die im Reptilienorganismus herrschende Temperatur ist zwar abhéngig von der Umge-
bungstemperatur und kann zeitweilig z.B. beim Sonnenbaden auch mehr oder weniger anstei-
gen, liegt jedoch keinesfalls stéindig bei 37 °C. Es ist also durchaus vorstellbar, dass bei einer
Bebriitungstemperatur von 37 °C oder hoher das Wachstum von Reptiliensalmonellen nur
eingeschriankt moglich ist, und somit bei einer auf homoiotherme Tiere ausgelegten Untersu-
chungsmethode Salmonellen ausscheidende Reptilien nicht erkannt werden.

Um dieser Fragestellung auf den Grund zu gehen, wurde das Wachstum von Reptilien-
salmonellen bei unterschiedlichen Temperaturen in drei verschiedenen Anreicherungsmedien

iiber einen Zeitraum von etwa 36 bis 48 Stunden untersucht.
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Anhand der Keimzahlen zu Beginn des Versuches und im Abstand von jeweils ca. 2,5
Stunden wihrend der Inkubationsperiode wurde eine Wachstumskurve fiir die jeweilige

Temperatur erstellt.

3.4.2 Durchfiihrung

3.4.2.1 Eingesetzte Selektivanreicherungsmedien

Fiir die Feststellung einer geeigneten Bebriitungstemperatur von Salmonellen aus Reptilien
wurde die Zellvermehrung in den drei Salmonellen-Selektivanreicherungsmedien nach
RAPPAPORT, nach RAPPAPORT und VASSILIADIS und Selenit-Cystin-Anreicherungs-

bouillon, die im Folgenden mit ,,R*, ,RV* und ,,S* abgekiirzt werden, untersucht.

3.4.2.2 Untersuchte Temperaturen

Das Wachstum wurde bei folgenden Temperaturen mit allen drei Anreicherungsmedien getes-
tet: 28 °C, 32 °C, 35 °C, 37 °C, 40 °C und 42 °C. Fiir die Bebriitung der Kulturen wurde ein
Brutschrank der Fa. Memmert verwendet.

Die vorbereiteten, im Kiihlschrank gelagerten Medien wurden vor dem Beimpfen ca. 30 Mi-

nuten im Brutschrank auf die jeweilige Temperatur vorgewérmt.

3.4.2.3 Verwendeter Salmonellenstamm

Fiir die Ermittlung einer geeigneten Temperatur fiir die Bebriitung der Selektivanreicherung
fiir die Isolation von Salmonellen aus Reptilien wurde der Salmonellenstamm NRL-SALM
2509 ausgewdhlt. Hintergrund dafiir war die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit, eine Me-
thode zu entwickeln, die sich fiir Anzucht und Nachweis von Salmonellen eignet, die typi-
scherweise bei Reptilien vorkommen. Damit waren insbesondere Salmonellen der Subspezies
II1a und b gemeint.

Der Stamm NRL-SALM 2509 ist ein Vertreter der Subspezies IIla mit der Antigenformel

53:24,753,237:-, der aus einer Kragenechse, Chlamydosaurus kingii, isoliert wurde (Tab. 8).
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3.4.2.4 Beimpfung der Selektivanreicherungsmedien

Eine ca. 0,5 mm groBBe Einzelkolonie wurde mit einer sterilen 1 ml Pipettenspitze aus einer
BPLS-Agarplatte ausgestanzt und in einem Reagenzglas mit 5 ml Selektivanreicherungsbouil-
lon suspendiert. Dieser Ansatz wurde in 1:10 -Schritten bis zur Verdiinnungsstufe 10™* in dem
jeweiligen Anreicherungsmedium verdiinnt. Aus den Verdiinnungsstufen 10 und 10, die
fortan als ,,3* und ,,4“ bezeichnet werden, wurden jeweils 100 pl auf zwei N1-Agarplatten
pipettiert und mit einem sterilen Drigalskispatel ausgespatelt. Demnach steht z.B. RV3 fiir die
Verdiinnungsstufe 10~ in RV, RV4 fiir die Verdiinnungsstufe 10 in RV, S3 entsprechend fiir
die Verdiinnungsstufe 10~ in S usw.

Die beimpften Platten wurden umgedreht bei 37 °C ca. 24 Stunden bebriitet, bis sich gut
sichtbare Kolonien gebildet hatten, die ausgezihlt werden konnten.

Die hier ermittelte Keimzahl stellt die Ausgangskeimzahl zu Beginn der Bebriitung, zum
Zeitpunkt 0, dar. 3 und 4 wurden gewaihlt, weil in einer dieser beiden Verdiinnungsstufen er-

fahrungsgemal eine auszéhlbare Menge Kolonien (zwischen 30 und 300) entsteht.

3.4.2.5 Bebriitung der beimpften Anreicherungsmedien

Nach dem Ausplattieren wurden die Reagenzglaser mit den Verdiinnungsstufen 3 und 4 in
den Brutschrank auf einen Riittler gestellt und bei der jeweils zu untersuchenden Temperatur

insgesamt etwa 48 Stunden inkubiert.

3.4.2.6 Keimzihlung wihrend der Bebriitungsperiode

Uber die gesamte Bebriitungsdauer von ca. 48 Stunden hinweg wurden im Abstand von unge-
fahr 2,5 Stunden Keimzdhlungen vorgenommen.

Dazu wurden von 3 und 4 Zehnfachverdiinnungsreihen in steriler physiologischer Kochsalz-
16sung angelegt, von denen wiederum jeweils 100 pl auf N1 ausgespatelt wurden. Das
Ausspateln erfolgte immer im Doppelansatz.

Um sicher zu gehen, dass eine auszdhlbare Menge Kolonien auf den Platten wéchst, wurden
immer mindestens drei aufeinander folgende Verdiinnungsstufen ausgespatelt. Bei den ersten

zwei bis drei Bebriitungsintervallen wurden zusétzlich auch aus 3 und 4 direkt je 100 pl auf
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N1 ausgespatelt, im weiteren Verlauf der Inkubation wurde immer héher verdiinnt, um aus-
zdhlbare Platten zu bekommen, maximal bis 1076

Alle beimpften Platten wurden umgedreht bei 37 °C ca. 24 Stunden inkubiert, bis deutlich
sichtbare Kolonien gewachsen waren. Es wurden immer beide Platten derjenigen Verdiin-
nungsstufe, in der zwischen 30 und 300 Kolonien entstanden sind, ausgezahlt.

Der Durchschnitt der Koloniezahlen beider Platten multipliziert mit dem Kehrwert der
Verdinnungsstufe multipliziert mit 10 ergibt die Keimzahl pro ml im Bebriitungs-

ansatz (3 oder 4):

(KoloniezahlPlattel + KoloniezahlPlatte2) o
2 107

Keimzahl/ml= %10,

wobei x die Potenz der Verdiinnungsstufe ist.

3.4.3 Uberpriifung weiterer Salmonellenstimme auf ihr Wachstumsverhalten in

RV bei 42 °C

3.4.3.1 Keimzahlschitzung wihrend der Bebriitungsperiode

Ziel dieses Versuches war, das Wachstum der {ibrigen 23 Salmonellenstimme des NRL-
SALM und der 42 Stimme des ZFF in RV bei 42 °C zu untersuchen.

Dazu wurde von jedem Stamm eine Suspension in RV angefertigt, wie in Abschnitt 3.4.2.4
(S. 76) beschrieben ist. Aus RV3 und RV4 wurden jeweils 100 pl auf zwei N1-Platten aus-
gespatelt, um die Ausgangskeimzahl festzustellen. Dann wurden RV3 und RV4 bei 42 °C
inkubiert und nach 12, 24 und 48 Stunden die Keimzahl bestimmt. Dazu wurden wiederum
Zehnfachverdiinnungsreihen in steriler, physiologischer Kochsalzlosung hergestellt. Aus die-
sen wurden jeweils 100 pl in Reagenzgldschen mit 5 ml Nahrbouillon pipettiert. Die beimpf-
ten Reagenzgldser wurden 24 Stunden bei 37 °C inkubiert, dann wurden sie auf Triibung hin
untersucht, welche Bakterienwachstum anzeigt; auch hier wurde stets ein Doppelansatz ange-
legt. Als positiv wurden Verdiinnungsstufen gewertet, in denen mindestens ein Rohrchen

Triilbung aufwies.
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3.4.3.2 Vergleich der Zihlmethode mit der Schitzmethode

Stichprobenweise wurde verglichen, ob die auf diese Weise erhaltene Keimzahl gréf3enord-
nungsméifig der beim Spatelverfahren erhaltenen Keimzahl entspricht.

Zusétzlich wurde stichprobenartig nach Inkubation der beimpften Nahrbouillon-Réhrchen auf
einem festen Néhrboden ausgestrichen, um die Reinheit des Salmonellenstammes zu iiberprii-
fen und eine Kontamination auszuschlief3en.

Die Berechnung der Keimzahl erfolgte nach der Formel:

Keimzahl/ml = IOL" 10,

wobei x die Potenz derjenigen Verdiinnungsstufe ist, in der noch mindestens ein Rohrchen

Triilbung aufweist.

3.4.4 Einfluss der Begleitflora auf Wachstum und Isolierbarkeit von Salmonellen

3.4.4.1 Vergleich der Anzahl der Salmonellenkolonien auf N1, BPLS und RAMBACH

Da in den vorangegangenen Untersuchungen eine geeignete Temperatur flir Bebriitung und
Wachstum von Reptiliensalmonellen in Reinkultur gesucht wurde, sollte nun iiberpriift wer-
den, ob und in wieweit das Wachstum von Begleitflora bei dieser Temperatur gechemmt wird
und wie sich ihr Vorhandensein auf das Wachstum und die Isolierbarkeit von Salmonellen
auswirkt.

Dazu musste zunédchst verglichen werden, ob sich beim Ausspateln einer Salmonellensuspen-
sion auf N1, BPLS- und RAMBACH-Agar die gleiche Anzahl an Kolonien bildet, oder ob auf
den Salmonellendifferenzierungsndhrboden durch eventuelle Hemmung einiger Keime weni-
ger Kolonien wachsen als auf N1. In diesem Experiment ist die Verwendung eines Differen-
zierungsnahrbodens notig, um Salmonellen von Begleitflora unterscheiden zu konnen. Dafiir
wurden BPLS- und RAMBACH-Agar gewihlt.

Von dem Versuchsstamm wurde eine Keimsuspension hergestellt, wie in Abschnitt 3.4.2.4

(S. 76) beschrieben ist, und jeweils 100 pl auf zwei N1-, BPLS- und RAMBACH-Agarplatten
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ausgespatelt und gezihlt. Nach 12- und 24-stiindiger Bebriitung dieser Ansitze wurden eben-

falls Keimzéhlungen auf den drei Ndahrboden vorgenommen und verglichen.

3.4.4.2 Verwendeter Salmonellenstamm

Als Begleitflora diente die natiiliche Darmflora in nativem Kot von zwei Griechischen Land-
schildkrdten, Testudo hermanni. Entsprechend wurde hier als Versuchsstamm ein Salmonel-
lenisolat aus dem Kot einer Schildkrote eingesetzt.

Ausgewihlt wurde der Salmonellenstamm ZFF 1230/99. Er wurde aus dem Kot einer Schild-
krote der Art Agrionemys horsfieldii isoliert und ist ein Vertreter der Subspezies II; er hat die
Antigenformel 13,22:759:1,5.

3.4.4.3 Verwendete Selektivanreicherungsmedien

RV und S wurden als Selektivanreicherungsmedien verwendet. RV wurde bei 41 °C, S bei

37 °C 48 Stunden lang inkubiert.

3.4.4.4 Beimpfung mit Salmonellen und Begleitflora

Von dem Versuchstamm ZFF 1230/99 wurde eine Salmonellensuspension (siche 3.4.2.4,
S. 76) in RV und S im Dreifachansatz angefertigt und die Keimzahl durch Ausspateln auf
N1-, BPLS- und RAMBACH-Agar festgestellt.

Von jedem Ansatz, also von RV3, RV4, S3 und S4, wurden zwei Rohrchen mit frischen Fa-
zes von zwei Schildkréten, die vorher salmonellennegativ getestet worden waren, beimpft,
wie in Abschnitt 3.6.4.2 (S. 83) beschrieben wird. Das dritte Rohrchen wurde als Kontrolle
ohne Begleitflora mitgefiihrt. Ein viertes Reagenzglas wurde mit Begleitflora ohne Salmonel-
len beimpft, dies diente ebenfalls als Kontrolle.

Zu Beginn des Versuchs zum Zeitpunkt 0 und nach 12, 24 und 48 Stunden wurde eine Keim-
zdhlung vorgenommen, indem die mit Fézes und Salmonellen beimpften Réhrchen auf BPLS-
und RAMBACH-Agar, die Salmonellen-Reinkulturen auf N1 ausgespatelt wurden. Die Be-

gleitflora ohne Salmonellen wurde auf BPLS ausgespatelt.
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3.5 ERMITTLUNG GEEIGNETER SELEKTIV- UND DIFFERENZIE-
RUNGSNAHRBODEN

86 Salmonellenstimme aus Reptilien (24 vom NRL-SALM, 42 vom ZFF und 20, die bei der
vorliegenden Untersuchung aus 167 Schildkréten und zwei Echsen isoliert wurden) wurden
auf neun verschiedenen Salmonellen-Selektiv- und Differenzierungsnidhrboden (siehe 3.1.2.2,
S. 70) in Reinkultur ausgestrichen und untersucht. Dabei wurde darauf geachtet, ob die Kolo-
niemorphologie fiir Salmonellen typisch ist und ob diese Kolonien bei einer Routineuntersu-
chung verdichtig erscheinen und erkannt wiirden. Zusédtzlich wurde die Wachstumsstirke
hinsichtlich der Koloniegrof3e und -anzahl beurteilt.

Jeder Salmonellenstamm wurde auf einer ganzen Platte des jeweiligen Ndhrbodens im Drei-
Osenausstrich aufgeimpft. Die Platten wurden umgedreht bei 37 °C bebriitet und nach 24 und

48 Stunden untersucht.

3.6 PROBENNAHME UND KOTUNTERSUCHUNG

3.6.1 Herkunft der untersuchten Kotproben

3.6.1.1 Schildkrotenbestinde

Die untersuchten Schildkroten stammten aus mehreren Bestinden im Miinchner Raum, vor-
nehmlich aus Privatbesitz. Eingeschlossen in die Untersuchung war eine Zoohandlung mit
zwei nach Aussage des Besitzers strikt getrennten Bestinden an Verkaufstieren (Bestand B9
in Tab. 10) und Privattieren (Bestand B10 in Tab. 10), die daher auch getrennt aufgefiihrt
werden. Die Bestandsgrof3e reichte von zwei bis iiber 30 Schildkrdten und setzte sich zumeist
sowohl aus Wildfdngen als auch aus eigenen und von Héndlern und Bekannten stammenden
Nachzuchttieren zusammen. Von mehreren Tieren ist die Herkunft nicht bekannt. Auch einige
Einzeltiere wurden erfasst. Insgesamt wurden Kotproben von 167 Schildkréten einmalig

untersucht. Eine genaue Aufstellung ist aus Tabelle 10 ersichtlich.
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Alle untersuchten Tiere waren vorberichtlich und auch in der klinischen Untersuchung ge-
sund. Es handelte sich um Landschildkréten verschiedener Arten, die systematisch Einteilung

ist in Abbildung 3 wiedergegeben.

3.6.1.2 Kotproben von Echsen

Zusitzlich wurden zwei Kotproben von Echsen mituntersucht, die in Bestand B 10 mit
Schildkroten vergesellschaftet waren. Es handelte sich dabei um einen Hardun, Agama stellio,
und um drei Madagassische Schildechsen, Tracheloptychus madagascariensis. Die Kotproben
von den Schildechsen konnten den einzelnen Tieren nicht genau zugeordnet werden, weshalb

sie als Sammelprobe untersucht wurden.

3.6.2 Probennahme

Nach einer kurzen Anamnese, in der Herkunft, Alter, Haltung, Besitzdauer und vorangegan-
gene Behandlungen mit Antiparasitika und Antibiotika erfragt wurden, fand eine Allgemein-
untersuchung der Schildkréten statt; dabei wurden Verhalten, Bewegung, Erndhrungszustand,
Panzer, Augen, Haut und Schleimhaut beurteilt und Gewicht und — soweit moglich — Ge-
schlecht protokolliert.

Die Proben wurden im Juli und August 2002 gewonnen. Dazu wurden die Schildkréten in
Plastikwannen mit lauwarmem Wasser gesetzt, wodurch der Kotabsatz stimuliert wird. Die
Fézes wurden in sauberen Plastikddschen aufgefangen. Bei den meisten Bestinden wurde die
Probennahme durch die Untersucherin vorgenommen, in einigen Féllen {ibernahmen dies die
Besitzer. Die Methode war dann jedoch die gleiche. Es war nicht immer moglich, von allen
Tieren eines Bestandes Kot zu gewinnen, aber doch von den meisten.

Insgesamt wurde von 167 Schildkréten einmalig eine Kotprobe untersucht; bei drei Schild-
kroten bestand zudem die Moglichkeit, ca. drei Wochen nach der ersten Untersuchung eine
zweite Kotprobe zu untersuchen.

Die Fizesproben der mituntersuchten Echsen wurden, nachdem der Kotabsatz zufillig beo-

bachtet wurde, direkt aus dem Terrarium entnommen.
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Tab. 10: Untersuchte Schildkréten, nach Tierart, Herkunft und Bestand getrennt aufgelistet

Tierart A h A r Ge Gp. Gs. Kb Kh P a Tg T. h. Tk . T. m. | gesamt
Herkunft' W U WZ WZ UZ WZ WZ WZ WZ WUZ W UZ WZ WZ|WU Z
B1 1 20 21
B2 2 2 2 1 1 1 1 116 5
B3 2 13 2 17
B4 2 3 7 3 3 12
BS5 3 1 1 1 4 2
B6 6 16 6 16
B7 6 4 3 13 45 4]21 9
B8 2 2
B9 1 3 2 9 15
B10 5 6 38 14 5 3
ET 1 1 1 2 5 1
Summe |2 7.6 113 2 3.2 10 5 1212 1223 41 3 7.6 16|53 34 80
gesamt 9 6 1 4 2 3 2 15 15 78 10 22 167

Abkiirzungen: B: Bestand; ET: Einzeltiere; W: Wildfang, Z: Nachzucht; U: Herkunft unbekannt, sehr
wahrscheinlich Wildfang; ' :Angaben iiber W, U und Z beruhen auf Aussagen der Besitzer; A. h.: Agrione-
mys horsfieldii; A. r.: Asterochelys radiata; G. e.: Geochelone elegans; G. p.: Geochelone pardalis; G. s.:
Geochelone sulcata; K. b.: Kinixys belliana; K. h.: Kinixys homeana; P. a.: Pyxis arachnoides; T. g.:
Testudo graeca; T. h.: Testudo hermanni; T. k.: Testudo kleinmanni; T. m.: Testudo marginata

Ordnung:

Unterordnung;:

Familie:
e QGattung:
o Art:
e (Gattung:
o Art:
e QGattung
o Art:
e QGattung:
o Art:
e QGattung:
o Art:
e (Qattung:
o Art:

Testudines ( = Chelonia ), rezente Schildkréten
Cryptodira, Halsberger

Testudinidae, Landschildkréten

Agrionemys, Mittelasiatische Vierzehen-Steppenschildkrote
Agrionemys horsfieldii Gray 1844

Asterochelys

Asterochelys radiata, Strahlenschildkrote

Geochelone

Geochelone elegans, SternschildkroteArt:

Geochelone pardalis Bell 1828, Pantherschildkrote
Geochelone sulcata Miller 1779, Spornschildkrote
Kinixys, Gelenkschildkroten

Kinixys belliana, Glattrand-Gelenkschildkrote

Kinixys homeana, Stutz-Gelenkschildkrote

Pyxis, Spinnenschildkréten

Pyxis arachnoides, Spinnenschildkrote

Testudo, Européische Landschildkréten

Testudo graeca L. 1758, Maurische Landschildkrote
Testudo hermanni Gmelin 1789, Griechische Landschildkrote
Testudo kleinmanni, Agyptische Landschildkrote
Testudo marginata Schoepft 1792, Breitrandschildkrote

Abb. 3: Systematik und Einteilung der untersuchten Landschildkroten gemdfs OBST (1988)
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3.6.3 Aufbewahrung und Transport der Kotproben

Direkt nach der Probengewinnung wurden die Doschen beschriftet und in einer Transportbox
eisgekiihlt aufbewahrt, bis die Probennahme abgeschlossen war; anschlieBend wurden sie ins
Labor transportiert, wo die Untersuchung erfolgte. Die Bearbeitung der Proben begann stets

am Tag der Probennahme.

3.6.4 Untersuchung der Kotproben im Labor

3.6.4.1 Direktausstrich

Die Kotproben wurden mit einer sterilen Platindse auf verschiedenen Néhrbdden ausgestri-
chen, dabei wurde ein Verdiinnungsausstrich auf einer halben Platte angelegt. Es wurden in
variablen Kombinationen immer mindestens drei verschiedene Ndhrboden beimpft (Abb. 4).

Diese wurden 24 und gegebenenfalls 48 Stunden bei 37 °C bebriitet und danach beurteilt.

3.6.4.2 Anreicherung

Gleichzeitig wurde auch eine Anreicherung in RV und S angelegt, dazu wurde mit einer steri-
len Plastikdse ein Quantum Kot, das in der Grofe in etwa einem Reiskorn entspricht, in ein
Reagenzglas mit 10 ml vorgewdrmter RV gegeben, eine etwas groflere Menge in 10 ml vor-
gewiarmte S. RV wurde bei 41 °C, S bei 37 °C 48 Stunden bebriitet. Nach 18 bis 24 und 48
Stunden wurde auf feste Ndhrboden iliberimpft; auch hier wurden wiederum in verschiedenen
Kombinationen immer mindestens drei Ndhrmedien ausgestrichen. Auch diese Platten wurden

nach 24 und eventuell 48 Stunden Bebriitung bei 37 °C beurteilt.

3.6.4.3 Weitere Differenzierung

Sowohl von verdédchtigen als auch von unverdidchtigen Kolonien wurde ein Grampriparat

angefertigt.
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BPLS (n=170)

Direktausstrich

(n=172)

ONOZ (n=31)

WS (n=83)

HE (n=86)

DCLS (n=102)

nach 24 Stunden

Anreicherung in RV
(n=172)

BPLS (n=170)

DCLS (n=72)

HE (n=105)

ONOZ (n=31)

WS (n=44)

XLD (n=43)

nach 24 Stunden

Anreicherung in S
(n=113)

BPLS (n=113)

DCLS (n=83)

HE (n=49)

ONOZ (n=31)

XLD (n=39)

Abb. 4: Schematische Darstellung der verwendeten Anreicherungsmedien und Néihrboden

nach 48 Stunden

XLD (n=65)

BPLS (n=170)

DCLS (n=72)
HE (n=130)
WS (n=44)
XLD (n=43)

nach 48 Stunden

BPLS (n=113)

DCLS (n=83)

HE (n=74)

XLD (n=39)

und deren Kombinationen fiir die Anzucht der 172 Kotproben

Abkiirzungen: n: Anzahl der auf jeweiligem Nihrboden ausgestrichenen bzw. mit jeweiligem Verfah-

ren angereicherten Proben
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Gramnegative Stibchen wurden mit Oxidase-Teststreifen auf das Vorhandensein von Cytoch-
romoxidase hin gepriift.

Von gramnegativen, oxidasenegativen Kolonien wurde ein API 20 E angelegt, wenn sie in
Reinkultur vorlagen; andernfalls wurden sie zuerst subkultiviert, um eine Reinkultur zu ge-
winnen.

Durch biochemische Differenzierung identifizierte Salmonellen wurden zur Serotypisierung
an das NRL-SALM geschickt. Pro Kotprobe wurde nur ein Salmonellenisolat serologisch

bestimmt.
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4. ERGEBNISSE

4.1 ERMITTLUNG EINER GEEIGNETEN INKUBATIONSTEMPERA-
TUR FUR DIE SELEKTIVANREICHERUNG

4.1.1 Wachstum des Versuchsstammes bei verschiedenen Temperaturen

4.1.1.1 In Abhéngigkeit von verschiedenen Anreicherungsmedien

Der Wachstumsverlauf des Salmonellenstammes NRL-SALM 2509 war bei sechs untersuch-
ten Temperaturen in den drei Anreicherungsmedien R, RV und S sehr unterschiedlich.

In fast allen Fillen war bei einer sehr gleichméBigen Keimeinsaat um die 10° Keime/ml nach
24 Stunden Bebriitung die Keimvermehrung bei einer Dichte zwischen 10® und 10° Kei-
men/ml abgeschlossen. Diese Keimdichte stellte die maximal erreichbare Keimzahl/ml dar;
sie blieb in allen drei Medien bei jeder Temperatur bis iiber 48 Stunden erhalten; dies wurde
in mehreren Versuchen iiberpriift.

Bei Bebriitung von RV und S bei den mittleren Temperaturen von 32, 35 und 37 °C wurde die
maximale Keimdichte von 10® bis 10° Keimen/ml schon wesentlich friiher erreicht, etwa nach
zwoOlf Stunden. In diesen beiden Selektivanreicherungsmedien war das Keimwachstum bei
42 °C gegeniiber allen anderen Temperaturen deutlich verzogert.

Wihrend die Zellvermehrung in R bei 28 °C mit den beiden anderen Selektivanreicherungs-
medien sehr konform ging, traten bei allen anderen untersuchten Temperaturen deutliche
Wachstumsverzégerungen gegeniiber RV und S auf; sehr hiufig ging in R der Phase der ex-
ponentiellen Vermehrung, d.h. der log-Phase, eine sehr ausgedehnte lag-Phase mit breitem
Plateau mit gleich bleibender oder gar abnehmender Keimdichte voraus. Dies ist in Abbil-
dung 7 bei 35 °C besonders deutlich zu sehen. Bei 42 °C war in R keine Zellvermehrung mehr
moglich; im Gegenteil, die eingeimpften Bakterienzellen starben ab, und nach ca. zehn Stun-
den war kein einziges lebensfdhiges oder zumindest vermehrungsfihiges, koloniebildendes

Bakterium mehr nachzuweisen.
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Die Wachstumskurven aller drei Selektivanreicherungsmedien bei der jeweils untersuchten

Temperatur sind in den Abbildungen 5-10 dargestellt; die Kurven setzen sich stets aus Mit-

telwerten mehrerer Anziichtungen zusammen.

10

Log,, Keimzahl/ml

—~o - R
RV

—e—S

0 2 4 6 8 10 12 14

Zeit in Stunden

Abb. 5: Wachstum in R, RV und S bei 28 °C
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Log,, Keimzahl/ml

0 2 4 6 8 10 12 14

Zeit in Stunden

Abb. 6: Wachstum in R, RV und S bei 32 °C
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Log,, Keimzahl/ml

Log,, Keimzahl/ml
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Zeit in Stunden

Abb. 7: Wachstum in R, RV und S bei 35 °C
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Abb. 8: Wachstum in R, RV und S bei 37 °C
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Abb. 9: Wachstum in R, RV und S bei 40 °C
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Abb. 10: Wachstum in R, RV und S bei 42 °C
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4.1.1.2 Wachstumsvergleich bei verschiedenen Temperaturen

Um den Einfluss der Temperatur noch besser beurteilen zu kénnen, sind in den Abbildun-
gen 11-13 die Wachstumskurven in nur einem Medium bei sechs untersuchten Temperatu-
ren aufgetragen.

Man sieht deutlich, dass die Zellteilung in allen drei Selektivmedien bei 42 °C am langsams-
ten ablduft. In R findet bei dieser Temperatur kein Wachstum mehr statt (Abb. 11).

Wihrend in RV die Teilungsrate bei den untersuchten Randtemperaturen 28 und 40 °C — die
kritische Temperatur von 42 °C wurde ja gerade schon besprochen — etwas niedriger ist als
bei den mittleren Temperaturen 32, 35 und 37 °C (Abb. 12), ist in S nur bei 28 °C eine leichte
Wachstumsverzdgerung zu erkennen; bei 32, 35, 37 und auch 40 °C sind sich die Wachs-
tumskurven in diesem Medium recht dhnlich (Abb. 13).

In R ist das Wachstum des Versuchsstammes bei den Temperaturen von 28 bis 37 °C ziem-
lich gleichartig; bei 40 °C tritt jedoch schon eine deutliche Verzdgerung gegeniiber den nied-
rigeren Temperaturen auf. Die maximale Keimdichte wird in diesem Medium bei allen Tem-
peraturen erst ca. sechs Stunden spdter erreicht als in den beiden anderen Salmonellen-
Selektivanreicherungsmedien. Auch die sehr lange lag-Phase und das Absterben von einge-
impften Keimen vor der Vermehrung in R wird in Abbildung 11 deutlich.

Das Wort ,,Absterben® soll an dieser Stelle kurz erldautert werden: Es kann nicht mit Sicher-
heit gesagt werden, ob die jeweiligen Bakterien tatsdchlich tot sind; es kann nur festgestellt
werden, dass sich beim Ausspateln einer entsprechenden Verdiinnung auf einer Agarplatte
keine Kolonien bilden, die das Vorhandensein mindestens eines vermehrungsfiahi-
gen Keimes anzeigen wiirden (koloniebildende Einheit). Moglicherweise sind jedoch le-
bensfidhige, aber nicht vermehrungsfiahige Bakterien anwesend, die mit dieser Me-
thode nicht nachweisbar sind, aber unter giinstigeren Bedingungen die Féhigkeit zur Zellver-
mehrung wiedererlangen konnen. Der Einfachheit halber wird hier der Ausdruck ,,Absterben*

verwendet, obwohl er unter Umstdnden nicht den reellen Sachverhalt widerspiegelt.
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Abb. 11: Wachstum in R bei verschiedenen Temperaturen
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Abb. 12: Wachstum in RV bei verschiedenen Temperaturen
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Abb. 13: Wachstum in S bei verschiedenen Temperaturen

4.1.1.3 Genauere Betrachtungen zur Anzucht des Versuchsstammes in RV bei 42 °C

Der Wachstumsverlauf des Versuchstammes NRL-SALM 2509 zeigte in RV bei 42 °C fol-
gende Besonderheiten: Die erste Versuchsreihe, diesen Salmonellenstamm in RV bei
42 °C anzuziichten, bestand aus acht Einzelversuchen. Manche Ansitze fiihrten dabei
zu einer Keimvermehrung, die in Zeitraum und Gréfenordnung in etwa im erwarteten Bereich
lag; in anderen Ansdtzen aber war das Wachstum deutlich verzdgert und erreichte auch nach
iiber 30 Stunden nicht die iibliche maximale Keimdichte von ca. 10® Keimen/ml, sondern
schwankte zwischen 10% und 107, Teilweise kam es, dhnlich wie in R, zu einem Absterben der
inokulierten Bakterien nach einigen Stunden. Die Wachstumskurven dieses Versuches sind in
Abbildung 14 dargestellt, wobei jede Kurve den Wachstumsverlauf eines einzelnen An-
zuchtversuches beschreibt.

In vier der acht Versuchsansétze liberstieg die im Brutschrank erreichte Temperatur 42 °C:
Zweimal wurde eine Temperatur von 42,5 °C und zweimal sogar 43 °C gemessen. In den iib-
rigen vier Ansitzen wurde die Temperatur von 42 °C eingehalten. Die divergierenden Wachs-
tumskurven korrelieren jedoch nicht mit dem Uberschreiten der gewiinschten Temperatur

von 42 °C (Abb. 14):
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Abb. 14: Wachstum in RV bei Temperaturen um 42 °C

In S konnte in keinem Fall ein Absterben der eingeimpften Keime beobachtet werden, wenn

auch die Zellteilungsrate bei 42 °C geringer war als bei niedrigeren Temperaturen.

4.1.2 Wachstumsverhalten weiterer Salmonellenstimme in RV bei 42 °C

4.1.2.1 Vergleich der zwei verwendeten Methoden zur Bestimmung der Keimzahl

Die Keimdichte wihrend der Anzucht von weiteren 65 Salmonellenstimmen in RV bei 42 °C
wurde anhand von Triibung in Réhrchen mit Néhrbouillon geschédtzt und nicht mittels
Ausplattieren auf Agarplatten gezdhlt, wie beim Versuchsstamm NRL-SALM 2509 (siche
3.43.1,S.77).

Ein Vergleich der beiden angewendeten Methoden zur Keimzahlbestimmung ergab eine sehr

gute Ubereinstimmung.
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4.1.2.2 Ergebnis des ersten Anzuchtversuches weiterer Salmonellenstimme in RV
bei 42°C

41 der in diesem Experiment getesteten 65 Salmonellenstimme vermehrten sich beim ersten
Anzuchtversuch innerhalb von 48 Stunden in RV bei einer Temperatur von 42 °C bis zu der
erwarteten Keimdichte von mindestens 10° Keimen/ml; das entspricht einem Anteil von etwa
63 %. 13 Stamme, 20 %, vermehrten sich innerhalb von 48 Stunden nicht. Die iibrigen elf
Stimme zeigten ein gemiBigtes Wachstum mit einer Dichte zwischen 10* und
10" Keimen/ml.

Die Keimeinsaat variierte zwischen 9,5 x 10" und 3 x 10° Keimen. Es war kein Zusam-
menhang zwischen der Ausgangskeimzahl und dem Wachstumsvermodgen zu erkennen. Bei-
spielsweise konnte sich der Salmonellenstamm NRL-SALM 872 mit einer Ausgangskeimzahl
von nur 95 bereits innerhalb von 24 Stunden auf 10° Keime/ml vermehren. Dagegen wies der
Stamm ZFF 1169/01 bei einer Keimeinsaat von 2,3 x 10° nach 24 Stunden noch 10° Kei-
me/ml und nach 48 Stunden nicht einmal mehr zehn lebensfdahige Keime/ml auf.

Bei mehreren Salmonellenstimmen konnte nach 48-stiindiger Bebriitung eine maximale
Keimdichte von 10'° Keimen/ml und mehr festgestellt werden.

In Abbildung 15 ist das Wachstumsvermogen und die Vermehrung aller 65 getesteten Salmo-

nellenstimme in RV bei 42 °C beim ersten Versuch dargestellt:

60

Anzahl der Salmonellenstamme

logyo Keimzahl/ml

Abb. 15: Wachstum von 65 Salmonellenstimmen bei 42 °C in RV nach 12, 24 und 48 Stunden
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4.1.2.3 Subspezieszugehorigkeit der beim ersten Versuch nicht gewachsenen Stimme

Die elf beim ersten Anzuchtversuch nicht gewachsenen Salmonellenstimme sind

NRL-SALM 148, S. Subspez. I1Ib,
NRL-SALM 605, S. Subspez. I1Ib,
NRL-SALM 982, S. Subspez. I1Ib,
ZFF 1328/98, S. Subspez. 11Ib,
ZFF 42/99, S. Aprad,

ZFF 269/99, S. Subspez. IlIb,

ZFF 1484/99, S. Subspez. I1Ib,
ZFF 1899/99, S. Subspez. IIIb,
ZFF 148/01, S. Subspez. IV,
ZFF 156/01, S. Subspez. IV und
ZFF 1169/01, S. Subspez. I1Ib.

Die Salmonellenstimme ZFF 1830/99 und 863/00, beides S. Subspez. IlIb, hatten nach 48

Stunden eine Keimdichte von nur 10° bzw. 10° Keimen/ml.

4.1.2.4 Wachstumsfiahigkeit der getesteten Salmonellenstimme in RV bei 42 °C bei

einmaliger Anzucht

Unter den 65 getesteten Salmonellenstimmen gehorten 19, also fast 30 %, der Subspezies I1Ib
an. Von diesen sind zehn bei Bebriitung in RV bei 42 °C nicht gewachsen, das entspricht
iiber 52 %.

Von den elf Salmonellenstimmen, die sich unter diesen Anzuchtbedingungen nur méafig
vermehrten, waren wiederum vier aus Subspezies IIIb. Je einer gehdrte zu Illa und IV, drei
zu I und zwei zu II. Die Subspezies I1Ib-Salmonellen waren die Stimme ZFF 1360/99, ZFF
1490/99, ZFF 2374/99 und ZFF 344/01.

Insgesamt vermehrten sich 14 von den 19 getesteten Salmonellenstimmen aus Subspezies
I1Ib bei 42 °C in RV nicht oder nur schlecht, das sind fast 75 %.

Von allen 17 Subspezies IV-Stimmen vermehrten sich drei nicht oder nur schlecht, das
macht einen Anteil von ca. 18 % aus. Einer von 13 Stimmen aus Subspezies I, knapp 8 %,
vermehrte sich nicht, drei weitere nur mafig, das sind ca. 23 %. Auf Anhieb vermehrten
sich unter besagten Bedingungen von den sieben Subspezies [I-Stimmen und acht Subspezies

[ITa-Stammen jeweils alle aufer einem, das sind ca. 14 bzw. 12 %.
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4.1.2.5 Wachstumsfiahigkeit der Versuchsstimme in RV bei 42 °C nach mehreren

Ansitzen

Nach mehrmaligen Ansétzen, z.T. nach bis zu fiinf Wiederholungen, konnte jeder Ver-
suchsstamm bei 42 °C in RV zum Wachsen gebracht werden. Dann wurde stets eine Keim-

dichte von mindestens 10® Keimen/ml erreicht.

4.1.3 Einfluss der Begleitflora auf das Wachstum von Salmonellen

4.1.3.1 Vergleich der Anzahl der Salmonellenkolonien auf N1, BPLS und RAMBACH

Beim Ausplattieren des gleichen Quantums einer Kultur des Versuchsstammes zeigte es sich,
dass auf dem RAMBACH-Agar regelmiBig ca. 50 % weniger Kolonien wuchsen als auf N1.
Auf dem BPLS-Agar bildeten sich ebenfalls weniger Kolonien als auf N1; die maximale Dif-
ferenz betrug etwa ein Drittel und wurde nur gelegentlich festgestellt. In der Regel betrug die

Abweichung ca. 10 %.

4.1.3.2 Koloniezihlung von Salmonellen und Begleitflora

Der Salmonellenstamm ZFF 1230/99, ein Vertreter aus der Subspezies II, aus dem Kot einer
Schildkrote der Art Agrionemys horsfieldii isoliert, wurde einmalig zusammen mit nativem
Kot von zwei salmonellennegativ getesteten Schildkréten in RV bei 41 °C und in S bei 37 °C
angeziichtet.

Bei einer sehr geringen Keimeinsaat von nur ca. 10" Salmonellen/ml vermehrte sich der
Versuchsstamm in Anwesenheit von Begleitflora dhnlich wie in Reinkultur auf eine Keim-
dichte von iiber 10° Keimen/ml.

Auch die Menge der inokulierten Begleitflora war extrem gering. Die zum Beimpfungszeit-
punkt angegebene Keimzahl 0 (Abb. 17 und 19) bedeutet jedoch nicht, dass keine Begleit-
keime in dem Inokulum vorhanden waren. Lediglich beim Ausstrich von 100 pl des Kulturan-

satzes konnten keine Begleitkeime nachgewiesen werden.
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In den Abbildungen 16-19 sind die Wachstumskurven des Salmonellenstammes und der
gramnegativen Begleitflora aus Kot von Schildkréte 1 und 2 in RV und S dargestellt. Die
Keimzédhlung wurde zum Zeitpunkt der Beimpfung bei 0 Stunden und nach 12, 24 und 48
Stunden vorgenommen.

Auf den meisten BPLS-Platten konnten Salmonellenkolonien ganz deutlich von Nichtsal-
monellen unterschieden werden. Deshalb und aufgrund der in Abschnitt 4.1.3.1 (S. 96)
festgestellten verminderten Koloniezahlen auf RAMBACH, die eine Ermittlung der reel-
len Keimdichte in der Kultur nicht zulassen, wurden Keimzidhlungen von den BPLS-Platten
vorgenommen. Diese sind in den Abbildungen 16-19 mit einem Punkt markiert. In einigen
Féllen waren die Platten jedoch wegen zu dichten Bewuchses nicht auswertbar; eine Keim-
zdhlung war dann nicht moglich, die Punkte sind deshalb nicht angegeben. Zur besseren

Ubersicht sind an dieser Stelle Hilfslinien eingezeichnet.

4.1.3.3 Wachstumsvermogen von Salmonellen und Begleitflora in RV bei 41 °C

In RV bei 41 °C erreichte der Versuchsstamm innerhalb von 24 Stunden eine Keimdichte von
iiber 10° Keimen/ml. Mit Begleitflora aus Kot von Schildkrote 1 wurde diese Keimzahl schon
nach 12 Stunden erreicht und mindestens 36 Stunden lang beibehalten (Abb. 16). Mit Begleit-
flora aus Kot von Schildkrote 2 stieg die Salmonellenzahl deutlich langsamer an, wobei aber
auch die eingesetzte Keimzahl noch niedriger war. Nach Erreichen des Maximums von {iber
10° Keimen/ml nach 24 Stunden fiel die Zellzahl in diesem Fall nach weiteren 24 Stunden auf
10" Keime/ml ab (Abb. 17).

Die Menge der eingeimpften Begleitflora war ebenfalls sehr gering; bei Schildkrdte 2 konnte
zum Ausgangszeitpunkt keine einzige Kolonie von Begleitkeimen im Ausstrich auf BPLS
entdeckt werden. Nach 48 Stunden erreichte die Begleitflora bei beiden Schildkréten die glei-
che Keimdichte wie die Salmonellen. Nach 12 und 24 Stunden jedoch waren in der Kultur
mehr Salmonellen vorhanden als Begleitkeime; bei Schildkréte 1 machte diese Differenz nach
12 Stunden immerhin dreieinhalb Zehnerpotenzen aus; das heil3t, dass zu diesem Zeitpunkt in
der Kultur 10°° mal mehr Salmonellen vorhanden waren als Begleitkeime, also mehr als das
Tausendfache. Nach 24 Stunden war eine Koloniezdhlung und -differenzierung dieser Kultur
nicht moglich, es kann daher nicht gesagt werden, wie sehr sich zu diesem Zeitpunkt die Be-

gleitflora an die Salmonellenzahl angenihert hat. Nach 48 Stunden jedenfalls ist keine Uber-
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legenheit der Salmonellen gegeniiber der Begleitflora mehr festzustellen, auch diese hat eine
Keimdichte von 10° Keimen/ml erreicht (Abb. 16).

Bei Begleitflora aus Kot von Schildkréte 2 sind die Verhéltnisse prinzipiell dhnlich, wenn
auch weniger stark ausgeprédgt. Nach 12 Stunden sind etwa zehnmal, nach 24 Stunden unge-
fahr hundertmal mehr Salmonellen in der Kultur zu zéhlen als Begleitkeime. Nach 48 Stunden
sind fast gleich viele Salmonellen wie Begleitkeime — letztere sogar ein wenig mehr — vor-
handen, wobei das Niveau der Begleitflora fast konstant blieb, die Salmonellenzahl — wie ge-

sagt — abgenommen hat (Abb. 17).

4.1.3.4 Wachstumsvermogen von Salmonellen und Begleitflora in S bei 37 °C

In S erreichte der Salmonellenstamm ZFF 1230/99 in beiden Fillen bereits nach 12 Stunden
seine maximale Keimdichte, obwohl auch hier die Salmonellencinsaat bei Kot von Schildkro-
te 2 nur ein Zehntel der Menge war, die fiir Kot von Schildkréte 1 eingesetzt wurde. Wahrend
nach 12 Stunden bei Schildkrote 1 iiber zehnmal mehr Salmonellen in der Kultur vorliegen als
Begleitkeime (Abb. 18), hat die Begleitflora in Kot von Schildkréte 2 hier bereits die Salmo-
nellen tiberwuchert; es sind knapp zehnmal mehr Begleitkeime vorhanden als Salmonellen.
Diese mengenmiBige Uberlegenheit steigt nach 24 und 48 Stunden auf das 15- bzw. fast
1000-fache an. Dabei fallt auf, dass die Keimdichte der Salmonellen nach Erreichen des Ma-
ximums von 10° Keimen/ml kontinuierlich leicht abnimmt, die der Begleitflora dagegen noch
zunimmt (Abb. 19). Die gleiche Beobachtung kann auch bei Schildkréte 1 gemacht werden;
die Salmonellenzahl sinkt nach 48 Stunden um mehr als zwei Zehnerpotenzen ab, die Begleit-
flora legt ca. eine Zehnerpotenz zu, am Ende sind hundertmal mehr Begleitkeime in der Kul-
tur vorhanden als Salmonellen; auch hier war nach 24 Stunden eine Keimzahlung nicht mog-

lich.

4.1.3.5 Identifikation der Begleitflora

Die Zusammensetzung der gramnegativen Begleitflora im Kot der zwei Schildkréten wurde
zu Beginn des Kontaminationsversuches im Direktausstrich auf BPLS bestimmt und nach

Bebriitung in RV und S stichprobenartig iiberpriift.
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Abb. 16: Wachstum des Salmonellenstammes ZFF 1230/99 mit Begleitflora aus Kot von
Schildkrote 1 in RV bei 41 °C
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Abb. 17: Wachstum des Salmonellenstammes ZFF 1230/99 mit Begleitflora aus Kot von

Schildkrote 2 in RV bei 41 °C
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Abb. 18: Wachstum des Salmonellenstammes ZFF 1230/99 mit Begleitflora aus Kot von
Schildkréte 1 in S bei 37 °C
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Abb. 19: Wachstum des Salmonellenstammes ZFF 1230/99 mit Begleitflora aus Kot von
Schildkréte 2 in S bei 37 °C
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Bei Schildkrote 1 wurde im Direktausstrich geringgradiges Wachstum von Citrobacter freun-
dii, Enterobacter agglomerans 2, Enterobacter amnigenus und Enterobacter cloacae festge-
stellt.

Bei Schildkréte 2 wurde im Direktausstrich nur geringgradiges Wachstum von Citrobacter
freundii und Enterobacter cloacae nachgewiesen.

Nach Bebriitung in den Selektivanreicherungsmedien wurde bei beiden Schildkréten sowohl

in RV als auch in S Citrobacter freundii und Enterobacter cloacae identifiziert.

Aus den vorangegangenen Experimenten lisst sich zusammenfassend feststellen, dass Tempe-
raturen im Bereich von 35 bis 37 °C das Temperaturoptimum fiir die Vermehrung des Ver-
suchsstammes NRL-SALM 2509 in den Selektivanreicherungsmedien RV und S darstellen.
Eine Inkubationstemperatur von 42 °C bewirkt eine langsamere Wachstumsrate.

In R sterben inokulierte Salmonellen bei 42 °C nach kurzer Zeit ab, in RV kann sich vor allem
ein Grofteil der Subspezies IIIb-Salmonellen bei dieser Temperatur nicht vermehren. In S
traten bei keiner Temperatur Wachstumsschwierigkeiten auf.

Bei guter und zuverldssiger Vermehrung des Versuchsstammes ZFF 1230/99 hemmt RV bei
41 °C die untersuchte Begleitflora in den ersten 24 Stunden stérker als S bei 37 °C; dariiber
hinaus hilt RV bei 41 °C die erreichte Populationsdichte der Salmonellen iiber 48 Stunden

hinweg besser konstant als S bei 37 °C.

4.2 ERMITTLUNG GEEIGNETER SELEKTIV- UND DIFFERENZIE-
RUNGSNAHRBODEN

4.2.1 Koloniemorphologie von Salmonellenreinkulturen auf verschiedenen

Niahrboden

4.2.1.1 Unbeimpfte Nahrboden

Das Aussehen der neun unbeimp ften Nihrbdden ist in Tabelle 11 beschrieben.
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4.2.1.2 Koloniemorphologie und Aussehen der Nihrboden bei Salmonellen mit

»typischer* Kolonienmorphologie

Koloniemorphologie und Nihrboden nach 24 Stunden

Ebenfalls aus Tabelle 11 zu entnehmen ist das Aussehen der mit ,,typischen® Salmonellen
beimpften Nahrbdden und die Morphologie typisch wachsender Salmonellenko-
lonien auf den einzelnen Ndhrbdden nach 24-stiindiger Bebriitung bei 37 C°.

Auffillig war, dass auf dem DCLS- und SS-Agar deutlich kleinere Kolonien entstanden als
auf allen anderen untersuchten Nédhrboden; die Kolonien auf DCLS und SS erreichten eine
Grofle von etwa einem Millimeter Durchmesser. Auf den iibrigen Néhrboden waren die Kolo-

nien immer mindestens doppelt so groB.

Unterschiedliches Anwachsen der Salmonellenstiimme nach 24 Stunden in Abhiingigkeit

vom Nihrboden (Wachstumsstirke)

Auch die Wachstumsstirke von Salmonellen auf den beiden Néhrboden DCLS und SS war —
bei gleichartiger Beimpfung und Bebriitung — generell deutlich schwicher ausgeprégt als auf
den anderen Nihrbdden. Oft wuchsen nur im ersten Drittel eines Drei-Osen-Ausstriches Ko-
lonien; auf allen anderen Nidhrboden dagegen entstanden erst am Ende des zweiten oder im
dritten Ausstrich Einzelkolonien, wihrend sich im ersten Ausstrich ein dichter Bakterienrasen
gebildet hatte.

Auf WS zeigten typische Salmonellenstimme ein starkes Wachstum, das mindestens dem auf

dem BPLS-, HE-, MLCB-, ONOZ-, RAMBACH- und XLD-Agar entsprach.

Nihrboden, Koloniemorphologie und Wachsstumsstirke nach 48 Stunden

Nach weiteren 24 Stunden Bebriitung konnten keine wesentlichen Verdnderungen beziiglich
des Aussehens der Ndhrboden festgestellt werden.

Die Koloniemorphologie und die Wachstumsstirke blieben gleichfalls relativ unveréndert;
beginnende Schwirzung auf DCLS, HE, ONOZ und SS war z.T. etwas verstirkt.
Einzelkolonien waren nach 48 Stunden Bebriitung — wie zu erwarten — grofer als nach 24
Stunden. Doch selbst nach dieser verldngerten Inkubationszeit erreichten Kolonien auf DCLS

und SS nicht die Grof3e, die auf den anderen Nahrbdden schon nach 24 Stunden entstand.



Tab. 11: Aussehen der Nihrboden und Morphologie von typischen und untypischen Salmonellenkolonien nach 24-stiindiger Bebriitung bei 37 °C

typische Salmonellen

untypische Salmonellen

Néahr- | unbe-

. . Kolonie- Koloniegrofie + . . . Koloniegrofie +
boden | impft Nihrboden morphologie. | Wachstumsstiirke Nihrboden Koloniemorphologie Wachstumsstirke
BPLS |rotbraun; |tiefrot; nb- ca. 2-3 mm; m.o.w. orangerot, gelb- nb-durchscheinend ca. 2-3 mm,

klar klar durchscheinend  stark orange oder gelblichgriin; stark
klar
DCLS |rosa- hellgelb; nb- ca. 1l mm; 1.) uv rosaorangerot, klar | nb-durchscheinend max. 1 mm;
orangerot; | klar durchscheinend, | schwach sehr schwach
klar z.T. m.o.w. 2.) uv, evtl. um Kolonien | pinkfarben, dunkel, deckend, ca.2mm;
schwarz' ganz leicht aufgehellt | z.T. schwarzes Zentrum oder | stark
ganz schwarz
HE |blau; uv blau; nb, zT. m.o.w. | ca.2-3 mm; blaugriin, klar; um Kolo- | dunkel, griinlich, meist mit | ca. 2-3 mm;
klar klar schwarz' stark nien z.T. triibrot oder hellem oder orangefarbenem | stark
gelblich; triib Rand; auch orangegelb oder
schwarz
MLCB | lila; um Impfstrich und dunkel bis ca. 3 mm; uv lila, klar; gelegentlich | hell, lila-nb, z.T. mit ca. 3 mm;
klar jede Einzelkolonie schwarz, de- stark bei dunklen Kolonien um | schwarzem Zentrum oder stark
deutlich aufgeklart ckend Impfstrich, selten um Ein- | auch ganz schwarz
und farblos, daneben zelkolonien Aufklarung
uv lila; dhnlich wie bei typischen
klar Salmonellen, aber nie so
deutlich aufgeklart
ONOZ |braungriin |hell griingelb; nb- ca. 2 mm; uv oder dunkler, bldulich, | dunkel: bldulich, griinlich, ca. 2 mm;
dunkel; klar durchscheinend, | stark griinlich oder rétlich; ge- | rétlich oder schmutzig rosa, | stark
klar z.T. m.o.w. legentlich direkt um Impf- | stets deckend, z.T. heller
schwarz' strich leicht gelblich auf-  Rand oder dunkles / schwar-

gehellt, sonst uv klar

zes Zentrum; gelegentlich
nb-durchscheinend z.T. mit
schwarzem Zentrum




Fortsetzung Tab. 11: Aussehen der Nihrbéden und Morphologie von typischen und untypischen Salmonellenkolonien nach 24-stiindiger Bebrii-

tung bei 37 °C

o typische Salmonellen untypische Salmonellen
Nihr- | unbe- . P T
boden | impft Néhrboden Koloniemor- = Koloniegrofie + Néhrboden Koloniemorphologie Koloniegrofie +
phologie Wachstumsstirke Wachstumsstirke
RAM- |rosa; uv rosa, evtl. etwas  leuchtend rot bis | ca. 2 mm; 1.) uv rosa; dunkelblau oder -lila ca. 2 mm;
BACH | opak stirker rosa; rosarot, deckend | stark opak stark
opak 2.) etwas heller; blassrosa-beige, farblos | ca. 2 mm;
opak stark
SS rosarot; hell gelblich; nb-durchschein- | ca. 1 mm; uv rosarot, z.T. um Bakterienra-  schmutzig rosafarben, schwach
klar klar end, z.T. schwach sen leicht gelblich oder stirker | dunkel oder schwarz,
m.o.w. schwarz' rosafarben; klar z.T. mit hellem Rand; nb
mit schwarzem Zent-
rum; stets deckend
WS |beige; dunkel, z.T. Einzelkolonien |ca.3 mm, z.T. auch |1.) sehr hell: beige, griin- nb, meist hell: beige,  ca. 1 mm;
opak schwarz-braun, von | glinzend grau- | grofler; lich, tiirkis griinlich, tiirkis schwach
der Riickseite be- griin, dunkel, stark 2.) dunkel nur unter dunklen selten braunlich oder ca. 3 mm, z.T. auch
trachtet unter Kolo- | Bakterienrasen Kolonien, Verdunkelung dunkel(griin) grofer;
nien ganz dunkel, schwarz oder von der Riickseite her stark
Verfarbung nicht silbern, metal- kaum sichtbar und mit der
wegwischbar; opak | lisch gldnzend Kolonie wegwischbar
XLD |orangerot; |tiefrot; schwarz oder ca. 2-3 mm; um Kolonien/Impfstrich gelb- weilgelb, deckend, z.T. | ca.2-3 mm;
klar klar nb, deckend, stark orange, triib; weiter entfernt uv; = schwarzes Zentrum; stark

z.T. mit hellem
Rand

gelegentlich bei schwarzen Ko-
lonien um dichten Rasen tiefrot
dhnlich wie bei typischen Sal-
monellen; sonst uv; nach 48
Stunden Rotfirbung verstarkt

schwarz mit hellem
Rand; Schwarzfarbung
nach 48 Stunden ver-
starkt

Abkiirzungen: m.o.w.: mehr oder weniger; nb: nihrbodenfarben; uv: unverdndert; L. néhrbodenfarben mit schwarzem Zentrum oder schwarz mit hellem
Rand, selten sogar ganz schwarz
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Die Wachstumsstirke auf diesen beiden Nédhrbdden ist nach 48 Stunden immer noch als
schwach zu bezeichnen.

Auch auf dem WS-Agar, fiir den der Hersteller eine evtl. auf bis zu 48 Stunden verléngerte
Bebriitungsdauer vorschlédgt, traten nach dieser Zeit keine bedeutenden Verdnderungen der

Koloniemorphologie und Wachstumsstérke gegeniiber der 24-stiindigen Bebriitung auf.

4.2.1.3 Koloniemorphologie und Aussehen der Nihrboden bei Salmonellen mit

»wuntypischer* Koloniemorphologie

Das Aussehen der neun verschiedenen Ndhrboden nach Beimpfung mit untypischen Sal-
monellen und Koloniemorphologie, KoloniegroBe und Wachstumsstirke von untypischen
Salmonellen nach 24 Stunden Bebriitung bei 37 °C ist ebenfalls in Tabelle 11 dargestellt. Hier
war besonders auffillig, dass sich auf dem RAMBACH-Agar zwei verschiedene Koloniety-
pen entwickelten: Salmonellen aus Subspezies IIla und b wuchsen als dunkelblaue bis -lila-
farbene Kolonien, wihrend Subspezies [V-Salmonellen farblose Kolonien bildete.

Nach 48 Stunden Bebriitung waren keine wesentlichen Verdnderungen festzustellen.

4.2.2 Morphologie der 86 getesteten Salmonellenstimme auf den eingesetzten

Nahrboden

Unter den neun getesteten Néhrboden findet sich keiner, auf dem alle 86 Salmonellenstdm-
me typische und somit verdachtige Kolonien entwickelt haben. Anzahl und prozentualer
Anteil der auf den untersuchten Néhrbdden in typischer Form gewachsenen Stimme sind in

Tabelle 12 zusammengestellt.

4.2.2.1 Anteil typisch gewachsener Salmonellenstimme auf dem jeweiligen Nahrboden

Auf dem MLCB-Agar wuchsen insgesamt 78 der 86 untersuchten Salmonellenstimmen in
einer fiir Salmonellen typischen Morphologie und fiihrten eine ebenfalls fiir Salmonellen typi-

sche Nihrbodenverdnderung herbei; diese Stimme wiirden bei einer Routineuntersuchung als
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Tab. 12: Anzahl und prozentualer Anteil der typisch gewachsenen Salmonellenstimme auf

den neun getesteten Nihrboden

Subspezies Anzahl (n) und relativer Anteil der typisch gewachsenen Salmonellenstimme

(Gesamt- | BPLS DCLS HE MLCB ONOZ RAMB SS WS XLD
anzahl) |n % n % n % n %n % n %n %n %n %
I (24) |23 96 23 96 23 96 23 96 23 96 23 96 23 96 23 96 23 96
I (15) |15 100 15 100 15 100 14 93 15 100 13 87 15 100 15 100 15 100
Ila (10) |10 100 10 100 10 100 9 90 10 100 1 10 10 100 9 90 9 90
b (19) | 8 42 8 42 9 47 15 79 6 32 0 0 '8 42 13 68 6 32
IV (17) |17 100 15 88 17 100 16 94 17 100 O 0 17 100 11 65 17 100
s.r. (1) [ 1100 1100 1100 1100 1100 O O 1100 O O 1 100

gesamt (86) |74 86 |72 84 75 87 78 91 72 84 37 43 74 86 71 83 71 83

Abkiirzungen: RAMB: RAMBACH-Agar, s.r.: serologisch rau

Salmonellen auffallen. Dies entspricht einem Anteil von 91 %; damit nimmt der MLCB-Agar
die Spitzenposition unter den getesteten Nahrboden ein.Auf dem HE-Agar wuchsen 75 Sal-
monellenstimme in salmonellentypischer Form und wiirden als solche erkannt; das entspricht

einer Identifizierungsrate von 87 %.

Dicht darauf folgen der BPLS- und der SS-Agar mit jeweils 74 typisch gewachsenen Stim-
men, das entspricht 86 %. Auf diesen beiden Néahrboden wuchsen mit zwei Ausnahmen stets
die gleichen Salmonellenstimme in typischer Form. Stamm ZFF 1830/99, ein Serovar aus der
Subspezies I1Ib aus einem Chamaéleon, bildete auf dem BPLS-Agar typische und auf dem SS-
Agar untypische Kolonien. Mit Stamm ZFF 1490/99, ebenfalls einem Vertreter der Subspe-

zies IIIb aus einem Tigerpython, Python morulus, war es genau umgekehrt.

Mit dem DCLS- und dem ONOZ-Agar wiirden jeweils noch 72 (84 %), mit dem WS- und
dem XLD jeweils 71 (83 %) Stimme erkannt.

Auf dem RAMBACH-Agar bildeten nur 37 von 86 (43 %) Salmonellenstimmen typische
Kolonien. Das bedeutet, dass nicht einmal die Héalfte aller Staimme bei Verwendung

dieses Nédhrbodens einen Salmonellenverdacht ergeben wiirde.

4.2.2.2 Typische Morphologie bei den verschiedenen Salmonellen-Subspezies

Wiéhrend auf den meisten Nahrbdden alle oder zumindest fast alle Vertreter der Subspezies I,

I, ITa und IV typische Wuchsformen und Ndhrbodenfarbungen zeigen, bereitet die Identifi-
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kation von Salmonellen aus Subspezies IIIb grofle Schwierigkeiten. Auf keinem Ndhrboden
wuchsen alle 19 untersuchten Serovare aus dieser Subspezies in salmonellentypischer Form

(Tab. 12 und Abb. 20).

Wiederum weist der MLCB-Agar die hochste Entdeckungsrate mit 79 % bei den Subspezies

[1Ib-Salmonellen auf.

An zweiter Stelle steht hier der WS-Agar mit 68 % typischen Salmonellenstimmen.
Mit allen anderen Nahrbdden wiirde man nicht einmal 50 % der Subspezies II1Ib-Salmonellen

entdecken.

Besondere Erwéhnung verdient nochmals der RAMBACH-Agar, auf dem nur einer von
zehn Subspezies Illa-Stimmen und kein einziger der 19 Subspezies IlIb-Stamme und der
17 Subspezies IV-Stimme erkannt wiirden. Salmonellen aus Subspezies IV bildeten auf die-
sem Néhrboden durchweg farblose Kolonien. Vertreter aus der Subspezies Illa und IIIb
wuchsen zumeist als dunkelblaue bis lilafarbene oder blau (-griine) Kolonien.

AulBlerdem konnte in dieser Arbeit festgestellt werden, dass auf diesem Nahrboden die Kolo-
niezahl der Salmonellen bei gleichem Ausgangsmaterial und gleicher Inokulumgrof3e im Ver-

gleich zum N1-Agar regelméBig um ca. 50 % reduziert war.

Der WS-Agar identifizierte nur 65 % der Stimme aus Subspezies IV und steht damit in der
Eignung fiir die Isolation von Salmonellen aus dieser Subspezies vor dem RAMBACH-Agar

an vorletzter Stelle.

In der Subspezies I befindet sich ein Salmonellenstamm, der im Gegensatz zu allen anderen
Vertretern aus dieser Subspezies, die auf allen Nahrboden typische Kolonien bildeten, auf
allen getesteten Nahrboden in untypischer Form wuchs. Dies war der Salmonellenstamm
ZFF 42/99, S. Aprad mit der Antigenformel 45:z,¢:- aus einer Kaiserboa, Boa constrictor.

Der serologisch raue und somit serologisch nicht zu bestimmende Salmonellenstamm
ZFF 137/99 aus einem Griinen Leguan, Iguana iguana, bildete auf dem RAMBACH-Agar

farblose Kolonien wie Subspezies IV-Salmonellen.

Im Tabellenanhang sind die 86 untersuchten Salmonellenstimme mit ihrer typischen bzw.
untypischen Koloniemorphologie auf den verschiedenen Ndhrboden nach Subspezies geord-

net aufgelistet.
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Abb. 20: Verhdltnis der auf den neun verschiedenen Néihrboden typisch gewachsenen zu den
untypisch gewachsenen Salmonellenstimmen, nach Subspezies aufgeteilt

Abkiirzungen: n:Anzahl der getesteten Serovare der jeweiligen Subspezies; RAMB: RAMBACH-Agar
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4.3 UBERPRUFUNG DER ANZUCHTBEDINGUNGEN MITTELS
KOTUNTERSUCHUNGEN

4.3.1 Untersuchte Kotproben

Es wurden 172 Kotproben untersucht. 167 Proben stammten von Schildkréten, die einmalig
beprobt wurden, drei waren von drei Schildkroten, die nach ca. drei Wochen nachunter-
sucht wurden. Zwei kamen von zwei Echsen, die mit Schildkréten vergesellschaftet waren
und daher mituntersucht wurden.

Von diesen 172 Proben waren 22 salmonellenpositiv. 18 davon stammten aus der Schildkrd-
ten-Erstuntersuchung, zwei aus der Nachuntersuchung von zwei Schildkréten, und zwei von

den untersuchten Echsen.

Alle 172 Proben wurden in RV angereichert, 113 wurden zusétzlich auch in S angereichert.
Nach 24 und 48 Stunden wurde aus beiden Anreicherungsbouillons auf verschiedene Néhrbo-
den ausgestrichen. Zusétzlich wurde jede Probe direkt auf verschiedene Nahrboden ausgestri-

chen.

4.3.2 Identifizierung der positiven Proben

Acht der 22 salmonellenpositiven Proben wurden bereits im Direktausstrich wegen typischer
Koloniemorphologie erkannt. EIf Salmonellenisolate wurden nach 24-stlindiger Anreicherung
in RV gefunden. Nach 48-stiindiger Anreicherung in RV wurden zwei weitere positive Proben
identifiziert. Die Anreicherung in S brachte nach 24 Stunden eine zusétzliche positive Probe,
nach 48 Stunden aber kein weiteres positives Ergebnis. In Tabelle 13 sind die 22 positiven
Proben und die Ndhrmedien, aus denen die Salmonellen nach Ausstreichen bzw. Anreiche-

rung isoliert wurden, dargestellt.
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Tab. 13: Zeitpunkt der Identifizierung der insgesamt 22 salmonellenpositiven Proben

Identifizierung nach
BPLS 3 (14 %)
Direkt- | DCLS 2(9%)
ausstrich | XLLD 3 (14 %)
insgesamt 8 (36 %)
BPLS 10 (45 %)
24 h XLD 1(5%)
. |RV insgesamt 11 (50 %)
Cfl‘:;‘:;g 48 h BPLS 2(9%)
insgesamt 13 (59 %)
S 24 h XLD 1(5%)
insgesamt 14 ( 64 %)
insgesamt 22 (100 %)

Abkiirzungen: h: Stunden

4.3.3 Untersuchung der Niahrboden nach Bebriitung

4.3.3.1 Positive Proben

Bei der Auswertung der Nahrbodenplatten wurde nicht von jedem gramnegativen, oxida-
senegativen Stdbchen ein API angelegt. Bei mehreren solcher Kulturen auf verschiedenen
Platten, die mit ein und derselben Probe beimpft worden waren, wurde ein Néahrboden aus-
gewdhlt, von dem der API angelegt wurde. Nach Mdoglichkeit war dies der BPLS-Agar; sonst
entschieden Kriterien wie z.B. Reinheit oder Wachstumsstéirke, von welchem Néhrboden der
API angelegt wurde. Falls bei der Auswertung des API Salmonellen identifiziert wurden, ging
man davon aus, dass dieses Ergebnis auch bei Kolonien mit gleicher Morphologie auf dem
gleichen Agar bzw. entsprechender Morphologie auf anderen Néhrbdden herausgekommen
wire. Deshalb wurde von diesen Kolonien kein weiterer API angelegt. Wurden bei der
Auswertung des API keine Salmonellen identifiziert, wurde entweder von einer Platte aus
einem nachfolgenden Anreicherungsschritt in RV oder S von einer entsprechenden Kultur
ein API angelegt, oder er wurde von den vorher ,,ausgemusterten Platten wiederholt.
Alle Platten wurden deshalb immer bis zum Ende der Analyse einer Probe aufbewahrt.

Aus diesem Grund kann bei der folgenden Bewertung der Anreicherungsmedien und Nahrbo-

den nicht von tatsdchlich positiven oder negativen Proben gesprochen werden, sondern



g
HRkn ERGEBNISSE 111

nur von verdidchtigen, also in salmonellentypischer Morphologie und mit entsprechender
Nahrbodenfarbung wachsenden, und von unverdédchtigen und evtl. noch von fraglichen
Proben.

In den Tabellen 14-16 ist die Auswertung der mit den 22 positiven Proben beimpften Néhr-

bdden im Direktausstrich und nach Anreicherung in RV und in S dargestellt.

Direktausstrich

Aus Tabelle 14 ist zu ersehen, dass im Direktausstrich die meisten der 22 positiven Proben
auf BPLS verdédchtig erschienen. Von 22 positiven Proben wurden 21 auf diesem Nihrbo-
den angeziichtet. Zehn davon ergaben verdédchtige Kolonien, das entspricht einem Anteil von
48 %. Die geringste Anzahl verdichtiger Proben erschien mit fiinf von 22 auf dem WS-Agar,
was einen Anteil von nur 23 % ausmacht. Die Ergebnisse der anderen drei im Direktausstrich
verwendeten Néhrboden HE, DCLS und XLD rangieren dazwischen.

Andererseits jedoch erschienen auf dem WS-Agar im Direktausstrich die wenigsten der
positiven Proben unverdachtig. Nur drei der 22 positiven, auf WS-Agar ausgestrichenen
Proben bildeten unverdichtige Kolonien, die bei der Routineuntersuchung iibersehen wiirden.
Der BPLS-Agar liegt mit 33 % unverddchtigen Platten an zweiter Stelle. Am meisten unver-

déachtige Kolonien wuchsen mit 57 bzw. 56 % auf HE bzw. XLD.

Tab. 14: Direktausstrich der 22 salmonellenpositiven Proben, Auswertung der Nihrboden

Proben Kultur erscheint auf verwendetem Nihrboden
ausgestrichen auf n verdéachtig fraglich unverdichtig
BPLS 21 10 (48 %) 4 (19 %) 7 (33 %)
DCLS 15 533 %) 4 (27 %) 6 (40 %)
HE 7 3 (43 %) 0(0%) 4 (57 %)
WS 22 523 %) 14 (64 %) 3 (14 %)
XLD 16 6 (38 %) 1 (6 %) 9 (56 %)

Abkiirzungen: n: Anzahl der auf dem jeweiligen Niahrboden ausgestrichenen Proben

Anreichung in RV

Auch nach 24- und 48-stiindiger Anreicherung in RV finden sich die meisten verdéchti-
gen Proben auf dem BPLS-Agar (Tab. 15). 95 % Platten mit verdachtigen Kolonien nach 24
und 100 % nach 48 Stunden sind das beste Ergebnis iiberhaupt, das in dieser Studie erreicht
wurde. Gleich danach kommt der XLD-Agar mit 94 % verddchtigen Proben zu beiden Aus-
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strichzeiten. Auf HE wuchsen zu beiden Zeitpunkten nur 71 % verdichtige Kolonien, was das
niedrigste Ergebnis nach 24-stiindiger Bebriitung in RV darstellt. Nach 48 Stunden Bebriitung
sank jedoch der Anteil der verddchtigen Proben auf WS von 82 % nach 24 Stunden auf nur
noch 55 %, die niedrigste Rate nach 48 Stunden. Beim DCLS-Agar dagegen stieg in dieser
Zeit der Anteil der Platten mit verdachtigen Kolonien von 80 auf 93 % an.

Die meisten unverdédchtigen Proben bildeten sich nach 24-stiindiger Bebriitung des
RV-Mediums auf dem HE-Agar mit 29 %. Auf BPLS, XLD und DCLS erschienen mit 5,
6 und 7 % gleichméBig wenig unverddchtige Proben. Der WS-Agar liegt hier mit 14 % un-
verddchtigen Platten in der Mitte.

Insgesamt stieg der Anteil der verdidchtigen Platten nach Anreicherung in RV gegeniiber dem
Direktausstrich auf allen Ndhrboden erheblich an, wihrend der Anteil der unverdéchtig er-
scheinenden Platten, vor allem nach 48-stiindiger Bebriitung, deutlich abnahm. Auch die An-

zahl der fraglichen Platten sank bei Anreicherung in RV im Vergleich zum Direktausstrich.

Tab. 15: Anreicherung von 22 salmonellenpositiven Proben in RV, Auswertung der Nihrbo-

den
Proben Kultur erscheint auf verwendetem Nihrboden
nach 24 h ausgestrichen auf  n verdéchtig fraglich unverdéchtig
BPLS 21 20 (95 %) 0( 0%) 1(5%)
DCLS 15 12 (80 %) 2 (13 %) 1(7%)
HE 7 5(71 %) 0( 0%) 2 (29 %)
WS 22 18 (182 %) 1(5%) 3 (14 %)
XLD 16 15 (94 %) 0(0%) 1(6%)
nach 48 h ausgestrichen auf n verdichtig fraglich unverdéchtig
BPLS 21 21 (100 %) 0( 0%) 0( 0%)
DCLS 15 14 ( 93 %) 1(7%) 0( 0%)
HE 7 571 %) 0( 0%) 2 (29 %)
WS 22 12 ( 55 %) 8 (36 %) 2(9%)
XLD 16 15 ( 94 %) 1(6%) 0(0%)

Abkiirzungen: h: Stunden; n: Anzahl der auf dem jeweiligen Nihrboden ausgestrichenen Proben

Anreicherung in S

Nach Anreicherung in S erschienen sowohl nach 24 als auch nach 48 Stunden mit 69 % die
meisten Proben auf XLD verdédchtig (Tab. 16). An zweiter Stelle liegt der DCLS-Agar
mit 58 bzw. 63 % verdédchtige Proben nach 24 bzw. 48 Stunden. Mit nur 37 % verdichtigen
Proben nach 24 Stunden Bebriitung ist dies das schlechteste Ergebnis fiir den BPLS-Agar

iiberhaupt. Der Anteil der Platten mit unverddchtigen Kolonien liegt nach Anreicherung in S
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zu beiden Ausstrichzeiten bei allen Nahrboden zwischen 20 und 50 %; nur auf HE erschien
nach Selenitanreicherung keine einzige unverdichtige Probe, ein Ergebnis, das dieser Nihr-

boden nach Anreicherung in RV nie erreicht hatte.

Auf keiner einzigen Platte, weder im Direktausstrich noch nach Anreicherung in RV oder S,
konnte bei den salmonellenpositiven Proben kein Bakterienwachstum beobachtet werden.

Auf jeder Platte entwickelten sich Kolonien.

Tab. 16: Anreicherung von 19 salmonellenpositiven Proben in S, Auswertung der Nihrboden

Anzahl der Proben Kultur erscheint auf verwendetem Niahrboden
nach 24 h ausgestrichenauf  n verdichtig fraglich unverdéchtig
BPLS 19 7 (37 %) 7 (37 %) 5 (26 %)
DCLS 19 11 (58 %) 4 (21 %) 4 (21 %)
HE 6 3 (50 %) 0( 0%) 3 (50 %)
XLD 13 9 (69 %) 1 ( 8%) 3 (23 %)
nach 48 h ausgestrichen auf n verdichtig fraglich unverddchtig
BPLS 19 11 (58 %) 1(5%) 7 (37 %)
DCLS 19 12 (63 %) 0( 0%) 7 (37 %)
HE 6 3 (50 %) 3 (50 %) 0( 0%)
XLD 13 9 (69 %) 0(0%) 6 (46 %)

Abkiirzungen: h: Stunden; n: Anzahl der auf dem jeweiligen Nihrboden ausgestrichenen Proben

4.3.3.2 Negative Proben

Die 150 negativen Kotproben wurden auf verschiedene Nahrboden direkt ausgestrichen und
in RV bei 41 °C angereichert. Aus dieser Anreicherung wurde nach jeweils 24 und 48 Stun-
den auf verschiedene Ndhrboden ausgestrichen. 94 negative Kotproben wurden zusétzlich in
S angereichert und ebenfalls nach 24- und 48-stiindiger Bebriitung auf verschiedene Nahrbo-

den ausgestrichen.

Direktausstrich

Im Direktausstrich wuchsen von den auf BPLS-Agar ausgestrichenen salmonellennegativen
Proben 14 % in salmonellenverdachtiger Form. Dies ist die hochste Rate an falsch-
positiven Ergebnissen aller im Direktausstrich getesteten Nihrboden. Auf dem ONOZ-Agar
erschienen 10 % der Proben verdéchtig; DCLS, WS und HE lagen zwischen zwei und sechs

Prozent. Der XLD-Agar zeigte keine verddchtigen Kolonien.
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Die meisten unverdidchtigen Proben ergaben sich auf ONOZ und DCLS mit 90 bzw.
86 %. Hier liegt der BPLS-Agar mit nur 51 % unverdichtigen Proben ganz am Ende der
Rangfolge. WS, HE und XLD nehmen eine Mittelstellung ein.

Totale Wachstumshemmung der Begleitflora konnte nur auf sehr wenigen Ndhrbodenplatten
beobachtet werden. Den grofften Anteil in dieser Hinsicht hat der WS-Agar mit 39 % und der
DCLS-Agar mit 17 % nicht bewachsenen Platten.

In Tabelle 17 ist die Auswertung der 150 Proben im Direktausstrich auf den verschiedenen

eingesetzten Néhrboden dargestellt.

Tab. 17: Direktausstrich der 150 salmonellennegativen Proben, Auswertung der Nihrboden

Proben Kultur erscheint auf verwendetem Nihrboden
ausgestrichen auf  n | verdichtig fraglich gesamtunverdar;ll‘;f o

BPLS 149 | 20 (14 %) 52 (35 %) 76 (51 %) 503 %)
DCLS 87 2 (2 %) 10 (11 %) 75 (86 %) 15 (17 %)

HE 79 5(6 %) 15 (19 %) 59 (75 %) 1 (1 %)
ONOZ 31 | 3(10 %) 0 (0 %) 28 (90 %) 0 (0 %)

WS 61 3(5 %) 17 (28 %) 41 (67 %) 24 (39 %)
XLD 49 0 (0 %) 11 (22 %) 38 (78 %) 1(2 %)

Abkiirzungen: n: Anzahl der auf dem jeweiligen Nihrboden ausgestrichenen Proben

Anreicherung in RV

Nach 24-stiindiger Bebriitung der salmonellennegativen Proben in RV bei 41 °C er-
schienen bei allen untersuchten Nahrboden erheblich weniger Platten mit verdachti-
gen Kolonien als im Direktausstrich. Auf WS, XLD und ONOZ wuchsen nach dieser Selek-
tivanreicherung iiberhaupt keine verdachtigen Kolonien mehr. Auf HE, BPLS und DCLS tra-
ten noch zwei bis vier Prozent verdichtige Proben auf (Tab. 18).

Der Anteil der Platten mit unverdédchtigen Kolonien dagegen ist nach dieser Selektivan-
reicherung massiv gestiegen und liegt bei allen Nahrboden iiber 90 %. Der HE-Agar
zeigt hier mit 91 % das schlechteste Ergebnis, WS und XLD erreichen sogar 100 %.

Auch der Anteil der nicht bewachsenen Platten hat nach der Anreicherung deutlich zuge-
nommen. Genau wie im Direktausstrich nimmt der WS-Agar hier wiederum die Spitzenposi-
tion ein mit 95 % nicht bewachsener Platten. Totale Wachstumshemmung der Begleitflora

wurde auf HE und ONOZ mit 34 bzw. 28 % am seltensten beobachtet.
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Nach weiteren 24 Stunden Bebriitung der negativen Kotproben in RV-Bouillon bei 41 °C
traten auf keinem Néhrboden entscheidende Verdnderungen auf. Der Vergleich der beim
zweiten Ausstrich erhaltenen Platten mit den ersten ergibt nur leichte Verschiebungen. Insge-

samt bleibt der Anteil der verddchtigen Platten niedrig, der der unverdachtigen hoch.

Tab. 18: Anreicherung von 150 salmonellennegativen Proben in RV, Auswertung der Ndhr-

béden
Proben Kultur erscheint auf verwendetem Niahrboden
nach 24 h ausgestrichen auf n | verddchtig  fraglich unverdgchtlg
gesamt nicht gewachsen
BPLS 149 53 %) 1(1%) 142 ( 96 %) 83 (56 %)
DCLS 571 2(4%) 1 (2 %) 54 ( 95 %) 50 (88 %)
HE 98 | 2(2%) 7 (7 %) 89 ( 91 %) 33 (34 %)
ONOZ 311 0(0%) 2 (6 %) 29 ( 94 %) 21 (28 %)
WS 22| 0(0%) 0 (0 %) 22 (100 %) 21 (95 %)
XLD 271 0(0%) 0 (0 %) 27 (100 %) 20 (74 %)
nach 48 h ausgestrichen auf n | verdidchtig  fraglich unverdgchtlg
gesamt nicht gewachsen
BPLS 149 53 %) 3(2%) 140 (95 %) 81 (55 %)
DCLS 57 1 (2 %) 1(2%) 55 (96 %) 40 (70 %)
HE 123 0(0 %) 4 (3 %) 119 (97 %) 61 (50 %)
WS 22 | 0(0%) 0 (0 %) 22 (100 %) 20 (91 %)
XLD 27 1 (4 %) 2 (7 %) 24 (89 %) 18 (67 %)

Abkiirzungen: h: Stunden; n: Anzahl der auf dem jeweiligen Nihrboden ausgestrichenen Proben

Anreicherung in S

Die Anreicherung der salmonellennegativen Proben in S bei 37 °C (Tab. 19) bringt ins-
gesamt dhnliche Ergebnisse wie der Direktausstrich. Aus S wurde nicht auf WS ausgestri-
chen, da diese beiden Ndhrmedien nicht miteinander kombinierbar sind. Salmonellen werden
sehr stark gehemmt, da diese Kombination toxisch fiir sie ist (HARVEY & PRICE, 1968 und
1979).

Nach 24 Stunden Bebriitung liegt der Anteil der verddchtigen Proben bei allen Nahrboden
in etwa bei zehn Prozent, der ONOZ-Agar erreicht sogar eine Spitze von 19 %. Somit ist der
Anteil der verdédchtigen Proben nach 24-stiindiger Anreicherung in S im Vergleich zum Di-
rektausstrich bei allen Ndahrboden mit Ausnahme des BPLS-Agars deutlich gestiegen.
Auf diesem Nahrboden hat sich die Zahl der verdichtig erscheinenden Proben nach der An-

reicherung halbiert.
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Der Anteil derunverddchtig erscheinenden Proben liegt nach 24 Stunden Anreicherung in
S bei allen Néhrboden zwischen 72 und 85 %. Das ergibt eine Zunahme um 20 % beim
BPLS- und eine Abnahme um 13 % beim ONOZ-Agar; damit biiBt der ONOZ-Agar seine
Spitzenposition in Bezug auf unverddchtige Proben im Direktausstrich ein. Bei den iibrigen
Néhrboden sind keine groen Unterschiede in der Rate der unverdichtigen Proben beim Di-
rektausstrich und nach 24-stiindiger Selenitanreicherung auszumachen.

Der Anteil der Platten ohne Bakterienwachstum ist nach 24-stiindiger Anreicherung in S im
Vergleich zum Direktausstrich bei den meisten verwendeten Nahrboden angestiegen, erreicht
aber bei weitem nicht die Werte, die bei der Anreicherung in RV beobachtet wurden. Sie lie-

gen nach der Anreicherung in S zwischen 28 % beim HE- und 4 % beim XLD-Agar.

Nach 48-stlindiger Anreicherung in S ist der Anteil der verddchtigen Platten bei den salmonel-
lennegativen Proben bei den meisten Ndhrboden nochmals deutlich gestiegen und liegt iiber
zehn Prozent.

Der Anteil der unverdédchtigen Proben hat sich hingegen kaum verindert; die totale Wachs-
tumshemmung der Begleitflora ist im Vergleich zu den Ergebnissen nach 24-stiindiger Anrei-
cherung gesunken und erreicht etwa das gleiche Niveau wie beim Direktausstrich. Der HE-
Agar zeigt mit 13 % die stirkste Hemmung, die wirkungsvolle Hemmung des DCLS-Agars

im Direktausstrich ist auf nur noch 2 % gesunken.

Tab. 19: Anreicherung von 94 salmonellennegativen Proben in S, Auswertung der Nihrboden

Anzahl der Proben Kultur erscheint auf verwendetem Nédhrboden
nach 24 h ausgestrichen auf n | verdachtig = fraglich unverdacht1g
gesamt nicht gewachsen
BPLS 94 | 7(7 %) 19 (20 %) | 68 (72 %) 14 (15 %)
DCLS 64 | 6(9%) 9(14%) | 49 (77 %) 7 (11 %)
HE 43 | 409 %) 5012%) | 34(79 %) 12 (28 %)
ONOZ 31 | 6(19 %) 13%)  24(77 %) 3 (10 %)
XLD 26 | 2(8%) 28%) 22 (85%) 1 (4 %)
nach 48 h ausgestrichen auf n | verdichtig = fraglich unverqachtlg
gesamt nicht gewachsen
BPLS 94 | 12(13%) 14 (15%) 68 (72 %) 4 (4 %)
DCLS 64 | 11 (17%) 60O9%) 47(73 %) 1(2%)
HE 68 | 9(13%) | 11(16%) 48 (71 %) 9 (13 %)
XLD 26 | 2(8%) 2(8%) | 22 (85 %) 0 (0 %)

Abkiirzungen: h: Stunden; n: Anzahl der auf dem jeweiligen Nihrboden ausgestrichenen Proben
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4.4 KOTUNTERSUCHUNG

4.4.1 Einmalige Kotuntersuchung

4.4.1.1 Salmonellenisolate

Bei 18 von 167 untersuchten Schildkréten konnten bei einmaliger Kotuntersuchung
Salmonellen nachgewiesen werden, das entspricht einer Inzidenz von ca. 10 %. Die
gefundenen Salmonellenisolate sind in Tabelle 20 zusammengestellt.

16 der 18 salmonellenpositiven Schildkroten stammten aus dem Bestand der Verkaufstiere
(B 9) und privaten Tiere (B 10) der Zoohandlung (Tab. 21). Alle Schildkréten, die gemeinsam
in einem Terrarium lebten, sind in Tabelle 21 nach Terrarien geordnet dargestellt.

Die zwei anderen Salmonellenausscheider waren Einzeltiere (Tab. 21).

Tab. 20: Salmonellenisolate bei einmaliger Kotuntersuchung von 167 Schildkréten

Subspezies n Serovar n Tierart Herkunft'
| 10 ' S. Potsdam 6,7:1,v:e,n,z;s 7 1 P.a. 17
6 T g 6 W
S. Ferruch 8:e,h:1,5 1 T g \
S. Javiana 9,12:1,755:1,5 1 T. h. U
S. Hofit 39:1:1,5 1 P.a W
II 8 |S. Subspezies 11 4,12:b:- 1 T g U
S. Subspezies 1I 40:b:- 5 3 T.m. 37
1 T h Z
1 P.a 4
S. Subspezies 11 48:d:z¢ 2 1 T m. Z
1 A h U
gesamt 18 18 8W 3U 77

Abkiirzungen: n: Anzahl; W: Wildfang, U: unbekannt, sehr wahrscheinlich Wildfang; Z: Nachzucht;
! Angaben iiber Herkunft beruhen auf Aussagen der Besitzer; A. h.: Agrionemys horsfieldii; P.a.:
Pyxis arachnoides; T. g.: Testudo graeca; T. h.: Testudo hermanni; T. m.: Testudo marginata
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4.4.1.2 Genauere Betrachtung der beiden Bestinde der Zoohandlung

Von fiinf Breitrandschildkréten in B9/T1 waren drei salmonellenpositiv; sie schieden das
gleiche Serovar, S. Subspez. II 40:b:-, aus. Bei den beiden anderen Terrarieninsassen konnten
keine Salmonellen nachgewiesen werden.

Auch bei den Spinnenschildkréten in B10/T3 und den Griechischen Landschildkréten in
B9/T3 war nur ein Teil der Terrarienbewohner als Salmonellentrager enttarnt:

Bei den Spinnenschildkrdten in B10/T3 waren zwei Tiere Salmonellenausscheider, das dritte
war salmonellennegativ. Aus den beiden salmonellenpositiven konnten zwei verschiedene
Serovare isoliert werden, S. Subspez. II 40:b:- und S. Potsdam.

Nur eine der beiden Griechischen Landschildkroten in B9/T3 schied Salmonellen aus; das
Serovar war S. Subspez. II 40:b:-, das gleiche, das auch bei den drei Breitrandschildkréten in
B9/T1 und bei einer der positiven Spinnenschildkréten in B10/T3 gefunden wurde.

Bei einer einzeln in B9/T2 sitzenden Breitrandschildkrote wurde S. Subspez. 11 48:d:z¢ iso-
liert. Dieses Serovar tauchte auch bei einer Schildkréte der Art Agrionemys horsfieldii in
B10/T4 auf.

Drei weitere in B9/T4 zusammenlebenden Breitrandschildkrten waren salmonellennegativ.
Ferner gehorten eine einzeln gehaltene Pantherschildkrote und drei zusammen in einem Terra-
rium lebende Glattrand-Gelenkschildkréten zum Tierbestand B9, aus ihnen konnten aber kei-
ne Salmonellen isoliert werden.

Bei den bisher beschriebenen Schildkrdten handelte es sich um ein- bis vierjahrige Nach-

zuchttiere von verschiedenen Zichtern.

Eine noch in Quarantdne in Terrarium T1 sitzende, neu in den Bestand B10 gekommene
Spinnenschildkrdte schied S. Hofit aus.

Bei weiteren fiinf Schildkroten dieser Art, die gemeinsam im Terrarium B10/T2 gehalten
wurden, konnten keine Salmonellen festgestellt werden.

Dagegen konnte aus allen sechs Maurischen Landschildkréten aus B10/TS, die zwischen 25
und 160 g wogen, S. Potsdam isoliert werden; dies ist das gleiche Serovar, das auch bei einer
der Spinnenschildkréten in B10/T3 gefunden wurde.

Eine der Maurischen Landschildkréten, die zu zweit in B10/T6 gehalten wurden und ca. 500 g

wogen, schied S. Ferruch aus.
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Tab. 21: Zusammenstellung der salmonellenpositiven FEinzeltieren (ET) und der beiden
Bestinde der Zoohandlung mit den Verkaufstieren (B9) und den privaten Tieren
(B10), nach Terrarien (T) getrennt

Bestand  Tier-Nr. Tierart Herkunft' CS-Nr. Serovar
- ET1 T. h. U 1 S. Javiana 9,12:1,2,5:1,5
- ET 2 T g U 2 S. Subspez. 11 4,12:b:-
B9/T1 11 T. m. Z 3 S. Subspez. 11 40:b:-
41 T. m. Z 4 S. Subspez. 11 40:b:-
51 T. m. Z 5 S. Subspez. II 40:b:-
21 T. m. Z - -
31 T. m. Z - -
B9/T2 2510 T. m. Z 18 S. Subspez. 11 48:d:z¢
B9/T3 61 T. h. Z 6 S. Subspez. 11 40:b:-
71 T h. Z - -
B9/T4 16 11 T. m. Z - -
17 11 T. m. Z - -
18 11 T. m. Z - -
B9/T5 81 G. p. Z - -
B9/T6 121 K. b. Z - -
131 K. b. Z - -
141 K. b. Z - -
B10/T1 6 11 P.a \\ 9 S. Hofit 39:1:1,5
B10/T2 111 P.a. w - -
211 P.a. w - -
311 P.a. w -
411 P.a. W - -
511 P.a. \\ - -
B10/T3 91 Pal Z 7 S. Subspez. 11 40:b:-
111 P.a?2 Z 8 S. Potsdam 6,7:1,v:e,n,z;s
101 P.a. Z - -
B10/T4 2110 A h. U 17 S. Subspez. 11 48:d:z¢
1911 A. h. U - -
20 11 A. h. U - -
2211 A. h. U - -
2311 A. h. U - -
B10/T5 711 T g W 10 S. Potsdam 6,7:1,v:e,n,z;s
8 11 T g W 11 S. Potsdam 6,7:1,v:e,n,z;5
911 T g W 12 S. Potsdam 6,7:1,v:e,n,z;s
1011 T g W 13 S. Potsdam 6,7:1,v:e,n,z;s
1110 T g W 14 S. Potsdam 6,7:1,v:e,n,z;s
11all T g W 15 S. Potsdam 6,7:1,v:e,n,z;s
B10/T6 1211 T g W 16 S. Ferruch 8:¢,h:1,5
1311 T g \\ - -

Abkiirzungen: CS-Nr.: Salmonellenstimme, von Christine Schramme isoliert; W: Wildfang; U: unbe-
kannt, sehr wahrscheinlich Wildfang; Z: Nachzucht; ': Angaben iiber Herkunft beruhen auf Aussagen
der Besitzer; -: keine Salmonellen isoliert; A. h.: Agrionemys horsfieldii; P.a.: Pyxis arachnoides;
T. g.: Testudo graeca; T. h.: Testudo hermanni, T. m.: Testudo marginata
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SchlieBlich wurden aus einer von fiinf zusammenlebenden, ca. 500 g schweren Schildkréten
der Art Agrionemys horsfieldii aus B10/T4 S. Subspez. 11 48:d:z; isoliert. Dieses Serovar war
auch schon bei der einzeln sitzenden Breitrandschildkrote in B9/T2 nachgewiesen worden.
Die tibrigen vier Tiere dieses Terrariums waren salmonellennegativ.

AuBler den Mittelasiatischen Vierzehen-Steppenschildkroten waren die hier vorgestellten
Schildkroten Wildfédnge, die zwischen einigen Wochen und zwei Jahren im Besitz waren.
Die Herkunft der Tiere der Art Agrionemys horsfieldii ist nicht sicher bekannt, wahrscheinlich
waren auch sie Wildfénge; drei davon gehorten schon ldnger in diesem Bestand: Zwei seit

etwa vier Jahren und eines schon seit finf Jahren.

4.4.1.3 Salmonelleninzidenz

Bestand B9 umfasste insgesamt 15 Nachzuchttiere, von denen fiinf, umgerechnet 33 %, sal-
monellenpositiv waren.

Im Bestand B10 lebten 22 Schildkréten, 14 Wildfange und drei Nachzuchttiere und fiinf, von
denen die genaue Herkunft nicht bekannt ist. Elf Tiere schieden zum Untersuchungszeitraum
Salmonellen aus. Von den Nachzuchten waren zwei Salmonellentriger; acht gefangene
Schildkréten waren salmonellenpositiv, das ist etwa ein Drittel der Wildfdnge in B 10.

Die Herkunft der Einzeltiere, aus denen Salmonellen isoliert werden konnten, war ebenfalls
unbekannt.

Demnach waren unter insgesamt 53 untersuchten Wildfdngen acht Salmonellenausscheider,
das ergibt einen Anteil von 15 %.

Unter den 80 untersuchten Nachzuchttieren waren sieben Salmonellentriager, wodurch eine
Inzidenz von knapp 9 % erreicht wird.

Von 167 untersuchten Schildkrdten waren insgesamt 18, das heift ca. 10 % salmonellenposi-

tiv.

4.4.2 Wiederholungsuntersuchung

Von drei Schildkroten konnte ca. drei Wochen nach der ersten Probennahme eine zweite Kot-

probe untersucht werden. Diese Tiere waren ET 2, P. a. 2 aus B10/T3 und ein bei der ersten
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Untersuchung salmonellennegativ getesteter Terrariumsgenosse von P. a. 2 (Tab. 21). Bei den
beiden salmonellenpositiven Schildkroten, ET 2 und P. a. 2, wurden nach dieser Zeit erneut
Salmonellen nachgewiesen; die Serovare waren die gleichen wie bei der ersten Untersuchung.
Bei der Spinnenschildkréte, die mit P. a. 2 und einer zweiten salmonellenpositiven Schildkrd-
te in B10/T3 vergesellschaftet war, konnten auch bei der zweiten Kotuntersuchung keine

Salmonellen festgestellt werden.

4.4.3 Vergesellschaftung von Schildkroten mit Echsen

Die Spinnenschildkréten in B10/T3, bei denen S. Potsdam und S. Subspez. I 40:b:- gefunden
wurden, teilten sich das Terrarium mit drei Madagassischen Kielschildechsen, Trachelopty-
chus madagascariensis. Aus einer Sammelkotprobe dieser Echsen konnte S. Subspez. I1la mit
der Antigenformel 59:z;¢:- isoliert werden.

Die Maurischen Landschildkroten in B10/T5 salen mit einem Hardun, Agama stellio, zu-
sammen; in dessen Kotprobe war der Nachweis von S. Potsdam moglich, das gleiche Serovar

wie bei den Schildkrdten, mit denen er vergesellschaftet war.

4.5 VERTEILUNG DER SALMONELLEN-SUBSPEZIES AUF DIE
VERSCHIEDENEN REPTILIENGRUPPEN

Insgesamt wurden in dieser Arbeit 86 Salmonellenisolate aus 85 Reptilien der Tiergruppen
Schildkréten, Echsen und Schlangen untersucht. Fiir zwei Isolate aus dem NRL-SALM waren
keine Informationen erhéltlich, aus welchen Reptilien sie stammten. Aus einem Chamaileon
wurden vom ZFF zwei verschiedene Serovare aus unterschiedlichen Organen isoliert.

Die Verteilung dieser 86 Isolate auf die einzelnen Tiergruppen ist in Tabelle 22 und Abbil-
dung 21 dargestellt.

Fast die Hélfte aller untersuchten Salmonellenisolate stammte aus Echsen. Jeweils etwa ein
Viertel entfiel auf Schlangen und Schildkrten. Dabei ist zu beachten, dass in der vorliegen-

den Studie liber 160 Schildkroten gezielt auf Salmonellen untersucht wurden. Die hierbei ge-
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fundenen 18 Salmonellenisolate machen zwei Drittel der insgesamt bei Schildkréten nachge-
wiesenen Salmonellen aus. Dagegen stellen die aus Echsen und Schlangen isolierten Salmo-
nellen die Situation eines Routine-Diagnostiklabors (ZFF) bzw. eine zufillige Auswahl
(NRL-SALM) von Salmonellen aus verschiedenen Reptilien dar, ohne ,,Begiinstigung* einer
bestimmten Tiergruppe.

Trotzdem spiegelt das Diagramm in Abbildung 21 den hiufigen Salmonellennachweis bei
Echsen wider. Unter Beriicksichtigung des oben erwihnten ,,Schildkréteniiberhanges* neh-
men Schlangen eine Mittelstellung ein, wéhrend Schildkréten mit 7 % die niedrigste Salmo-

nellentrégerrate aufweisen.

Tab. 22: Anzahl und prozentualer Anteil der verschiedenen Subspezies bei den einzelnen

Tiergruppen
. e I I Ila IIb IV st gesamt Anteilin %
Tierart

Schildkréten 13 11 - - - - 24 27,9
Echsen 7 6 8 12 1 38 442
Schlangen 4 - 3 11 4 - 22 25,6
Reptilien, k.w.A. - - 1 - 1 - 2 2,3
gesamt 24 15 10 19 17 1 86 100

Abkiirzung: kw.A.: keine weiteren Angaben;, s. r. = serologisch rau

R
2%
s SK
26 % 28 %
SK: Schildkréten
E: Echsen
S: Schlangen
R: Reptilien (keine ndheren Angaben)
E
44 %

Abb. 21: Anteil der einzelnen Tiergruppen an der Gesamtzahl der salmonellenpositiven Tie-
ren (gerundet)
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Die Verteilung dieser 86 Isolate auf die verschiedenen Salmonellen-Subspezies bei der jewei-
ligen Tiergruppe ist in Abbildung 22 zusammengestellt.

Es ist deutlich zu erkennen, dass aus Schildkrdten nur Serovare aus Subspezies I und II
nachgewiesen wurden, jeweils zu fast gleichen Teilen.

Bei Schlangen macht Subspezies IIIb 50 % aus, die andere Hélfte verteilt sich beinahe
gleichméBig auf Vertreter aus den Subspezies I, I1la und VI. Subspezies Il wurde aus Schlan-
gen nicht isoliert.

Bei Echsen wurden Salmonellen aus den Subspezies I, II, Illa und b und IV isoliert. Ein
Salmonellenstamm lag in serologischer Rauform vor, bei ihm konnte deshalb die Subspezies-
zugehorigkeit nicht bestimmt werden. Auch eine Antigenformel konnte deshalb fiir ihn nicht
angegeben werden. Subspezies [V machte bei Echsen mit einem Drittel den Hauptanteil aus,
Subspezies 11 kam mit nur ca. 10 % am seltensten vor. Subspezies I, IIla und b haben einen

fast gleichen Anteil von ca. 20 %.

S.rI. VI
3% | 18 %

| Vi
54 % 31 %

18 %

llla
14 %

I
46 %

b llla 50 %
21 % 16 %
Schildkréten Echsen Schlangen

Abb. 22: Vorkommen der verschiedenen Salmonellen-Subspezies bei den einzelnen Tiergrup-
pen

Abkiirzungen: s.r.: serologisch rau
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5. DISKUSSION

5.1 BESPRECHUNG DER METHODEN

5.1.1 Verwendete Salmonellenstimme

Die 24 vom Nationalen veterindrmedizinischen Referenzlabor fiir Salmonellen zur Verfiigung
gestellten Salmonellenstimme waren vermutlich schon etwas édlter und wurden moglicherwei-
se bereits mehrmals iiberimpft. Daher kann eine Veranderung beziiglich Wachstumsverhalten
und biochemischen Reaktionen nicht ganz ausgeschlossen werden, wie auch in der Literatur
beschrieben wird (WILLIAMS SMITH, 1952; BAKER et al., 1972).

Die 42 Salmonellenstimme vom ZFF waren z.T. auch schon ca. vier Jahre alt, da sie aber als
Stockkultur eingefroren und bei Bedarf portionsweise aufgetaut wurden, ist es sehr unwahr-
scheinlich, dass sie sich stark verdndert haben.

Die letzten 20 Salmonellenstimme, die erst bei der vorliegenden Untersuchung isoliert wur-
den, waren ganz frisch; sie wurden direkt nach ihrer Isolation und Identifikation auf den ver-

schiedenen Ndhrboden getestet.

5.1.2 Fiir die Bestimmung der Keimzahl angewendete Methoden

5.1.2.1 Zihlmethode

Die angewendete Methode der Keimzahlbestimmung durch Ausplattieren einer geeigneten
Verdiinnung und Auszdhlen der gewachsenen Kolonien ist sehr zeit- und arbeitsintensiv.

Andere Methoden wie z.B. photometrische Messung der Triibung der Bouillon oder Keim-
zahlung mit einem Zytometer hétten sicherlich in kiirzerer Zeit umfangreichere Messungen
erlaubt. Auch hitten dann mehrere Salmonellenstimme getestet werden kdnnen, was ein noch

aussagekriftigeres Ergebnis ermdglicht hétte. Jedoch kann bei diesen Methoden nicht zwi-
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schen lebenden und abgestorbenen Bakterienzellen unterschieden werden. Bei der hier ver-
wendeten Methode der Koloniezédhlung dagegen werden nur lebensfahige und koloniebilden-
de Zellen beriicksichtigt, die eine reelle Aussage iiber die tatsdchliche Populationsdichte zu-
lassen. Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist, dass eventuelle Verunreinigungen durch Be-

gleitkeime sofort auffallen.

5.1.2.2 Schitzmethode

Fiir die Keimzahlbestimmung wihrend des Wachstums von 42 weiteren Salmonellenstimmen
wurde die Methode gewechselt, da es zu aufwindig gewesen wére, von so vielen Stimmen
geeignete Verdiinnungen herzustellen, auf Nihrbdden auszuplattieren und zu zihlen; auch
wire ein Platzproblem beim Bebriiten so vieler Agarplatten im Inkubator entstanden. Nach
Meinung der Untersucherin war es aber auch nicht notwendig, die Zellzahl der Population
ganz genau wissen. Es wurde fiir ausreichend gehalten, die Zellzahl groBenordnungsméBig
festzustellen. Deshalb wurde eine Methode zur Abschitzung der Zellzahl ausgewéhlt. Auch
bei dieser Methode werden nur vermehrungsfiahige Bakterien erfasst. Die Reinheit der Ver-

suchsstimme wurde stichprobenartig durch Ausstreichen auf feste Agarplatten kontrolliert.

Der Vergleich der beiden Methoden zur Keimzahlbestimmung brachte keine wesentlichen
Unterschiede in der Groflenordnung der ermittelten Keimzahlen; somit erschien die Anwen-

dung der weniger aufwindigen Schiatzmethode vertretbar.

5.1.3 Gewihlte Zeitschritte

Die Zeiteinheiten, zu denen die jeweiligen Keimzahlen bestimmt wurden, sind nicht immer
ganz einheitlich. Sie schwanken zwischen zwei und sechs Stunden; dies hatte zumeist techni-
sche Griinde. Gegen Ende der Bebriitungsdauer wurde absichtlich aus Zeit- und Kostener-
sparnis in groleren Zeitabstdnden gezihlt bzw. mancher Versuch auch schon frither beendet,
da erfahrungsgemall dann keine rapiden Verdnderungen in den Keimzahlen mehr zu erwarten
sind. Es wurde aber darauf geachtet, dass zu Beginn der Bebriitung und wihrend der loga-
rithmischen Vermehrung bis zum Erreichen der maximalen Keimdichte und Eintritt in die

stationédre Phase eine engmaschige Kontrolle durchgefiihrt wurde.
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5.1.4 Getestete Temperaturstufen

Die getesteten Temperaturstufen sollten die Vorzugstemperaturen von Reptilien und die in der

Salmonellendiagnostik routineméfig angewendeten Inkubationstemperaturen abdecken.

5.1.5 Ausgewihlte Nahrmedien

Die Auswahl der Ndhrmedien richtete sich nach dem zu Beginn der Untersuchung durch Lite-

raturstudium erworbenen Kenntnisstand.

5.1.5.1 Flissige Anreicherungsmedien

5.1.5.1.1 Voranreicherung

Im ersten Teil der vorliegenden Untersuchung, dem Vorversuch, wurde ausschlieBlich mit
frisch angesetzten, vermehrungsfahigen Kulturen im Wachstumsstadium gearbeitet.

In der zweiten Phase, der Feldstudie, wurden frisch gewonnene, maximal acht Stunden alte,
gekiihlte Kotproben untersucht. Eine Schddigung der Salmonellen durch negative Einfliisse,
die die Fahigkeit zur Zellteilung beeintrachtigen, wie z.B. durch Eintrocknen, ist unter diesen
Umsténden sehr unwahrscheinlich.

Eine Voranreicherung dient vornehmlich der Wiederbelebung subletal geschiddigter Bakteri-
en, die sich in einem Selektivanreicherungsmedium eventuell nicht vermehren kdnnen; solche
waren aber nicht zu erwarten, da gesunde und laut Vorbericht unbehandelte Schildkrétenpo-
pulationen untersucht und die frischen Kotproben ziigig weiterverarbeitet wurden. Deshalb

wurde in dieser Studie auf eine Voranreicherung verzichtet.

5.1.5.1.2 Selektivanreicherungsmedien

Fiir die Bestimmung einer geeigneten Bebriitungstemperatur

Als allgemein gebriuchliche Salmonellen-Selektivanreicherungsmedien wurden das Anrei-
cherungsmedium nach RAPPAPORT, nach RAPPAPORT und VASSILIADIS und die Sele-

nit-Cystin-Selektivanreicherung gewihlt. Alle drei Medien sind in der Handhabung sehr un-
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kompliziert, da sie als Trockenndhrboden zu kaufen und leicht zuzubereiten sind. Die fertigen
Medien sind gekiihlt gut haltbar.

Die urspriinglich in die Untersuchung mit eingeschlossene Tetrathionatanreicherung wurde
wieder verworfen, da sie sich als unbequem zu handhaben erwies: Das fertige Medium ist
nicht haltbar, es muss stets neu zubereitet werden. Aullerdem stellte sich heraus, dass beim
Ausplattieren einer Salmonellenreinkultur aus diesem Medium auf Standard 1-Nadhragar in
der Mitte der Platten regelméfig an der Stelle der stirksten Inokulation eine grof3e, scharf
begrenzte Zone ohne Koloniewachstum auftritt, die von einem Rand mit gut ausgebildeten,
mehr oder weniger dichten Kolonien — je nach Keimdichte im Tetrathionatmedium — umge-
ben ist. Beim Ausplattieren einer 1:10-Verdiinnung in physiologischer Kochsalzlosung wurde
diese Hemmzone nicht festgestellt. Dies legt die Vermutung nahe, dass die Hemmzone auf die
Wirkung der Anreicherungsbouillon zuriickzufiihren ist (eigene Beobachtungen). Ahnliches
wurde von HARVEY & PRICE (1968 und 1979) bei der Kombination von Selenitanreiche-

rung mit Ausstrich auf WS-Agar beobachtet und als additive Hemmung bezeichnet.

Fiir die weitere Untersuchung

Nachdem sich das Selektivanreicherungsmedium nach RAPPAPORT im Vorversuch als am
wenigsten giinstig fiir die Zellvermehrung von Salmonellen erwiesen hatte, wurde im weite-

ren Verlauf der Untersuchung darauf verzichtet.

5.1.5.2 Feste Selektiv- und Differenzierungsnihrboden

Aus den vielen auf dem Markt befindlichen festen Salmonellen-Selektiv- und Differenzie-
rungsndhrboden wurden neun mit unterschiedlich starker Hemmwirkung und verschiedenen
Indikatorsystemen ausgewdhlt, die fiir die Isolierung und Differenzierung von Salmonellen

aus Fizes und anderem Material geeignet sind.

5.1.6 Methode der Identifizierung salmonellenpositiver Kotproben

Von gramnegativen, oxidasenegativen Stibchen wurde ein API angelegt, ungeachtet einer

typischen oder untypischen Kolonienmorphologie. Aus Zeit- und Kostengriinden wur-
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de allerdings von gleichartigen Kolonien auf einer Nahrbodenplatte immer nur ein API ange-
legt, wiahrend von anderen Autoren drei verddchtige (WELLS et al., 1974; SIEBELING et al.,
1975a und b; MICHLEL-MARLER, 1982; SIEBELING et al., 1985; GEUE & LOSCHNER,
2002), 15 (BOYCOTT et al., 1953) oder sogar mindestens 50 Kolonien (WUTHE et al., 1979,
FRICK, 1987) von jeder Platte untersucht wurden. Nach der Amtlichen Sammlung
(L 00.0020, 1998) sollen bei der Lebensmitteluntersuchung mindestens fiinf charakteristische
Kolonien pro Platte biochemisch und serologisch bestimmt werden.

Aus dem selben Grund wurde auch nicht von allen Nidhrbdden, auf denen eine Probe ausge-
strichen wurde — sei es direkt oder nach Anreicherung — eine biochemische Differenzierung
durchgefiihrt, sondern nur von einem Teil. Dies wurde von Fall zu Fall entschieden, je nach-
dem, wie viele verschiedenartige Kolonien sich auf den jeweils verwendeten Nihrboden ge-
bildet hatten, auf welchem Nahrboden die Kolonien leichter unterscheidbar oder besser iso-
liert waren. Nach Moglichkeit wurde der API von Kolonien vom BPLS-Agar angelegt, da von
der Routinediagnostik her keine Interaktionen des BPLS-Agars mit dem biochemischen Test-
system zu erwarten waren.

Ebenso wurde aus einer einmal positiv getesteten Kotprobe auch im weiteren Unter-
suchungsverlauf kein weiterer API angelegt. Daher kann also nicht mit Sicherheit gesagt
werden, ob eine z.B. im Direktausstrich bereits als salmonellenpositiv identifizierte
Probe auch noch nach 24 oder 48 Stunden in einem der beiden Anreicherungsmedien oder in
beiden und auf allen ausgestrichenen Platten tatsdchlich Salmonellenkolonien hervor-
brachte; es kann nur angegeben werden, ob sich salmonellenverddchtige Kolonien ge-
bildet haben, die bei der Routineuntersuchung erkannt wiirden, oder ob unverdédchtige
Kolonien entstanden, die als falsch negative Proben unentdeckt bleiben. Eine &hnliche Me-
thode wurde von LIEBER (1982) fiir die Optimierung der Ndhrbodenkombination bei der

Stuhluntersuchung des Menschen auf Salmonellen angewendet.

5.1.7 Beurteilung der Niahrboden nach ihrer Eignung fiir die Identifikation von

Reptiliensalmonellen

Aufgrund der beschriebenen Identifizierungsmethode salmonellenpositiver Kotproben wurde

die Eignung der einzelnen Nédhrboden zur Differenzierung von Salmonellen aus Reptilien
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danach bewertet, ob die positiven Proben auch verddachtige Kolonien bildeten, also po-
sitive Ergebnisse brachten, oder unverdédchtige Kolonien und demnach falsch nega-
tive Ergebnisse.

Entsprechend wurde beurteilt, ob die negativ getesteten Proben auf den jeweils eingesetzten
Néhrboden auch unverdidchtige Kolonien, also negative Ergebnisse, oder verdachti-

ge Kolonien, also falsch positive Ergebnisse anzeigten.

5.1.8 Nihrbodenauswabhl fiir Kotuntersuchung

Die Auswahl der Ndhrmedien, auf denen die Kotproben letztendlich direkt und nach Anrei-
cherung in den Selektivanreicherungsmedien ausgestrichen wurden, richtete sich nach folgen-
den Kriterien:

Der RAMB A CH-Agar wurde ausgeschlossen, da sich dieser sehr teure Nédhrboden im Vor-
versuch mit Salmonellenreinkulturen fiir die Identifizierung von Salmonellen aus den Subspe-
zies [llaund bund IV alsunzuverldssig erwiesen hat.

Auf den SS-Agar wurde verzichtet, weil sich bei der Untersuchung von 66 Salmonellen-
stimmen herausgestellt hatte, dass er fast identische Ergebnisse wie der BPLS-Agar gelie-
fert hatte. Unter allen 86 insgesamt untersuchten Salmonellenstimmen unterschieden sich
diese beiden Néhrbdden nur in der Morphologie von zwei Isolaten (siehe Tabellenanhang).
Der BPL S-Agar wurde mit Ausnahme der ersten beiden Kotproben stindig mitgefiihrt, da er
erstens einer der ,,Standardndhrbdden® in der Routinediagnostik am ZFF ist und deshalb
mit ihm die meisten Erfahrungen vorliegen, weil er zweitens sowohl in der Lebensmittelun-
tersuchung (L 00.0020, 1998) als auch fiir die Stuhluntersuchung des Menschen (KIST et al.,
2000) empfohlen wird und drittens auBerdem von vielen Autoren als giinstig bewertet wird
(BANWART & AYRES, 1953; EDEL & KAMPELMACHER, 1969; LIEBER, 1982).

Die iibrigen Nihrbdden, DCLS-, HE-, ONOZ-, WS- und XLD-Agar wurden in verschiedenen
Kombinationen eingesetzt, moglichst immer die gleiche Kombination fiir einen gesamten

Schildkrétenbestand.
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5.2 BESPRECHUNG DER ERGEBNISSE

5.2.1 Ermittlung einer geeigneten Inkubationstemperatur fiir die Selektivanrei-

cherung

Von vielen Autoren wird eine erhohte Inkubationstemperatur von 42 bzw. 43°C fiir die Isola-
tion von Salmonellen bevorzugt und weiterempfohlen (HARVEY & PRICE, 1953; SPINO,
1966; HARVEY & PRICE, 1968; EDEL & KAMPELMACHER, 1969; NABBUT, 1972).
Wie in den Abbildungen 14 (S. 93) und 15 (S. 94) ersichtlich ist, kann dies keinesfalls fiir
Salmonellen aus Reptilien unbesehen iibernommen werden. Da die Bebriitung der Selektivan-
reicherung bei einer erhdhten Temperatur Begleitkeime in ihrem Wachstum stirker hemmt als
Salmonellen und diese dadurch beim nachfolgenden Ausstrich auf einem festen Agar leichter
identifiziert werden konnen, sollte dieser Vorteil genutzt werden, indem eine mdglichst hohe
Inkubationstemperatur gewéhlt wird; diese darf aber auf keinen Fall einen schddigenden

Einfluss auf die gesuchten Bakterien, die Salmonellen, haben.

5.2.1.1 Wachstumsverlauf des Versuchsstammes NRL-SALM 2509

Bei der Untersuchung des Wachstumsverlaufes des Salmonellenstammes NRL-SALM 2509
wurde festgestellt, dass in allen drei verwendeten Selektivanreicherungsmedien die Zellver-
mehrung dieses Stammes bei 42 °C deutlich langsamer war als bei niedrigeren Temperaturen.
R eignet sich nicht fiir die Bebriitung bei einer Temperatur von 42 °C; das wird in der Litera-
tur beschrieben (RHODE et al., 1985) und kann hier bestétigt werden. Da dieses Medium das
Wachstum des Versuchsstammes bei allen untersuchten Temperaturen generell am wenigsten
unterstiitzte, wurde es von der weiteren Untersuchung ausgeschlossen.

Bei 28 °C, einer Temperatur, die der Vorzugstemperatur zumindest einiger Reptilien ent-
spricht (GABRISCH & ZWART, 1998; ZWART, 1998a,b), ist das Wachstum des untersuch-
ten Salmonellenstammes ebenfalls verzogert. Bei den Temperaturstufen 35 und 37 °C, in S
auch noch bei 40 °C, fand die schnellste Vermehrung des Versuchsstammes statt. Dies ent-
spricht eher Temperaturen, wie sie bei homoiothermen Tieren vorherrschen; unter den Repti-

lien werden sie nur von einigen sonnenliebenden Arten bevorzugt, sonst werden sie kaum,



o
HRkn DISKUSSION 131

und dann auch nicht iiber einen ldngeren Zeitraum hinweg gefunden. Beim Sonnenbaden
konnen kurzzeitig hohere Temperaturen erreicht werden, auf Dauer sind sie jedoch fiir die

meisten Reptilien schidlich (GABRISCH & ZWART, 1998; ZWART, 1998b).

5.2.1.2 Wachstumsverhalten von weiteren Versuchsstammen bei 42 °C in RV

Bei der Isolation von Salmonellen kommt es nicht nur darauf an, wie gut sich die gesuchten
Bakterien vermehren konnen, sondern auch, wie gut sich eventuell vorhandene, stérende Be-
gleitflora im gleichen Medium vermehren kann oder eben gehemmt wird. Generell vertragen
Salmonellen hohere Bebriitungstemperaturen besser als iiblicherweise neben ihnen vorliegen-
de Begleitkeime (SPINO, 1966; NABBUT, 1972).

Darum wurde die Wachstumsfahigkeit von 65 weiteren aus Reptilien isolierten Salmonellen-
stimmen in RV nicht bei dem im vorangegangenen Experiment festgestellten, hinsichtlich der
Vermehrungsrate optimalen Temperaturbereich von 35 bis 37 °C getestet, sondern bei der
kritischen Temperatur von 42 °C.

Das Ergebnis dieser Untersuchung war sehr interessant: Fast 75 % der getesteten Subspezies
[IIb-Stdmme (14 von 19) vermehrten sich in RV bei 42 °C nicht oder nur schlecht. In den
anderen Subspezies macht der Anteil der sich unter diesen Bedingungen nur schlecht vermeh-
renden Salmonellenstimme zwischen 12 % bei IIla und maximal 23 % bei I aus.

Nach eigenen Beobachtungen (unverdffentlicht) konnten sich alle Stimme, die bei 42 °C in
RV nur nach mehrfachen Wiederholungen anzuziichten waren, im gleichen Medium bei

40 °C ohne Schwierigkeiten auf die erwartete Zelldichte von iiber 10® Keimen/ml vermehren.

5.2.1.3 Fazit

Somit lésst sich also feststellen, dass eine Bebriitungstemperatur von 42 °C fiir die Anzucht
von Salmonellen aus Reptilien in dem Medium nach RAPPAPORT und VASSILIADIS zu-
mindest nicht die optimale, eher dagegen die kritische maximale Temperatur dar-
stellt, da ein gewisser Anteil der in den Proben nachzuweisenden Salmonellen hierbei nicht
wéchst. Besonders groB3 ist dieser Anteil unter den Subspezies IlIb-Salmonellen; diese ma-
chen jedoch bei Reptilien einen vergleichsweise hohen Prozentsatz aus. MADSEN (1994)

berichtet, dass sich bei ihm einige Arizonakeime in RV nicht vermehrten; die von ihm einge-
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stellte Inkubationstemperatur betrug 37 °C. Auch in der Selektivanreicherungsbouillon nach
RAPPAPORT, die fiir alle Darmkeime bei 42 °C toxisch ist (RHODES et al., 1985), wuchsen
bei VASSILIADIS (1968) bei einer Temperatur von 37 °C nur drei von elf getesteten Arizo-
nastammen.

Um zu vermeiden, dass bei einer Untersuchung viele Salmonellen der hohen Temperatur zum
Opfer fallen, sollte man bei der Bebriitung von RV unterhalb dieser kritischen Temperatur
von 42 °C bleiben. Da bei 40 °C keinerlei Schwierigkeiten in der Vermehrung der
getesteten Salmonellenstimme beobachtet werden konnte, die Hemmung der Begleitflora bei
einer hohen Temperatur nach Mdglichkeit aber ausgenutzt werden sollte, ist vorldufig eine
Temperatur von 41 °C zu empfehlen; dies sollte in weiteren Untersuchungen noch abgesichert
werden.

In der Selenit-Cystin-Anreicherungsbouillon war bei dem getesteten Salmonellenstamm
NRL-SALM 2509 bei keiner Temperatur ein schlechtes Wachstum aufgetreten. Zusétz-
liche Stimme wurden in diesem Medium nicht getestet. CARLSON & SNOEYENBOS
(1972) fanden fiir Salmonella Typhimurium in einem nicht selektiven fliissigen Nahrmedium
die kiirzeste Generationszeit und hochste maximale Keimdichte bei 41 °C. In der von ihnen
verwendeten Selenit-Brillantgriin-Anreicherung war die Generationszeit bei 37 °C kiirzer und
die maximale Keimdichte hoher als bei 41 °C; gleiches gilt auch fiir die Tetrathionat-
Brillantgriin-Anreicherung. In der Literatur werden Selenitanreicherungsmedien sowohl bei
37 als auch bei 43 °C (IVESON, 1973) erfolgreich eingesetzt; bei der Lebensmitteluntersu-
chung (L 00.00-20; 1998) wird das Selenit-Cystin-Medium bei 35 oder 37 °C inkubiert. In der
vorliegenden Untersuchung konnte fiir dieses Medium bei 37 °C ein sehr gutes Wachstum
beobachtet werden; deshalb wurde es im weiteren Verlauf der Untersuchung bei 37 °C bebrii-

tet.

Viele Autoren betonen, dass sich kein Selektivanreicherungsmedium fiir sémtliche der {liber
2400 heute bekannten Salmonellenserovare gleichermaflen eignet (BANWART & AYRES,
1953; IVESON & MACKAY-SCOLLAY, 1969; HARVEY & PRICE, 1976; HARVEY et
al., 1983; MADSEN, 1994). Deshalb sollte stets eine Kombination von wenigstens zwei ver-
schiedenen selektiven Anreicherungsmedien eingesetzt werden. Dies gilt umso mehr bei Rep-

tilien, bei denen Salmonellen aus allen Subspezies in groBer Variationsbreite zu finden sind.
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5.2.2 Einfluss der Begleitflora auf das Wachstum und die Isolierbarkeit von

Salmonellen aus dem Selektivanreicherungsmedium

In diesem Experiment wurde der Salmonellenstamm ZFF 1230/99 mit frischem Kot von zwei
Schildkréten in S bei 37 °C und RV bei 41 °C insgesamt 48 Stunden inkubiert. Zum Zeit-
punkt der Beimpfung und nach 12, 24 und 48 Stunden wurde die Dichte der Salmonellenpo-
pulation und die der Begleitflora bestimmt.

Normalerweise liegen Salmonellen im Untersuchungsgut in sehr geringer Keimzahl vor,
Begleitkeime dagegen in groBer. Deshalb setzt man eine Selektivanreicherung ein, um
die Begleitflora zu dezimieren, die Salmonellen jedoch nicht oder zumindest
weniger stark zu hemmen oder sogar im Wachstum zu fordern. Auf diese Weise verschiebt
sich das Verhiltnis zugunsten der Salmonellen, so dass diese dann im Ausstrich auf einem
festen Ndhrmedium erkannt werden kdnnen, wo sie ohne selektive Anreicherung von der Be-
gleitflora iiberwuchert und dadurch maskiert wiirden und so bei der Untersuchung entgehen.
Unvorhergesehenerweise war im Kot von beiden Schildkréten, der fiir diesen Kontaminati-
onsversuch verwendet wurde, sehr wenig Begleitflora vorhanden. Schon im Direktausstrich
wuchsen nur einzelne Kolonien, wihrend iiblicherweise im ersten Teil eines Dreidsenausstri-
ches durchaus ein dichter Bakterienrasen bzw. konfluierende Kolonien gefunden wurden; eine
genauere Auswertung in dieser Hinsicht war nicht durchgefiihrt worden. Ursache fiir die ge-
ringe Menge an Fékalflora bei den Schildkréten konnte eventuell der Untersuchungszeitpunkt
Ende September sein, einer Zeit, in der sich Landschildkroten normalerweise auf den Winter-
schlaf vorbereiten. Die fiir diesen Versuch ausgewéhlten Schildkréten wurden jedoch zu die-
sem Zeitpunkt in einem beheizten Gewdchshaus gehalten, waren munter und fraflen regelméi-
Big.

In den meisten Arbeiten, die sich mit der hemmenden Wirkung von Salmonellen-
Selektivanreicherungen befassen, werden natiirliche Verhiltnisse imitiert und die Medien mit
kleinen Salmonelleninokula und viel Begleitflora beimpft, z.B. mischten RAPPAPORT et al.
(1956) ca. 10*° E. coli/ml mit etwa 10 Salmonellen/ml, RHODES et al. (1985) 10° Keime/ml
einer Mischflora aus E. coli, Proteus vulgaris und Pseudomonas aeruginosa mit 100-1000
Salmonella Typhimurium/ml.

Vergleichbare Verhiltnisse wie in der vorliegenden Studie finden sich jedoch bei CARLSON
& SNOEYENBOS (1972), die natiirlicherweise mit Salmonella Typhimurium kontaminierte
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Gefliigeleinstreu nach Anreicherung in einem Selenit-Selektivanreicherungsmedium, Selenit-
Brillantgriin-Sulfapyridin, untersuchen. Bei fast identischem Wachstumsverlauf haben bei
einer Bebriitungstemperatur von 37 °C sowohl die Salmonellen als auch die Begleitkeime
nach etwas iliber 24 Stunden ihre maximale Populationsdichte erreicht; ihr Wachstumsverlauf
ist sehr dhnlich, was bedeutet, dass ihre Generationszeit in diesem Medium fast gleich ist. Die
Salmonellen entwickeln jedoch eine niedrigere maximale Keimzahl, sie liegt eine Zeh-
nerpotenz unter der der Begleitflora. Bei 43 °C dagegen weisen bei nahezu identischem
Wachstumsverlauf die Salmonellen mit iiber 10° Keimen/ml eine deutlich hdhere
Keimdichte auf als die Begleitflora mit unter 10’ Keimen/ml, die nach 48 Stunden sogar auf
ca. 10°° absinkt, wahrend die der Salmonellen konstant bleibt. Nach 24 Stunden besteht also
eine Differenz von iiber einer Zehnerpotenz zugunsten der Salmonellen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die maximale Zelldichte von Salmonellen und Begleit-
keimen in S schon nach 12 Stunden erreicht. Im Kot von Schildkréte 1 war die Salmo-
nellenzahl ca. eineinhalb Zehnerpotenzen grdBer als die der Begleitflora, somit kdnnten
die Salmonellen zu diesem Zeitpunkt beim Ausstrich auf einem selektiven Ndhrboden erfolg-
reich nachgewiesen werden. Im weiteren Verlauf der Bebriitung dndert sich das Verhéltnis der
Salmonellen zur Begleitflora, nach 48 Stunden sind etwa hundertmal mehr Begleit-
keime in der Anreicherung vorhanden als Salmonellen. Somit werden Salmonellen — in Ab-
hingigkeit von der Selektivitit des Ndhrbodens — bei einem Ausstrich zu diesem Zeitpunkt
vermutlich von Begleitkeimen iiberwuchert und nicht erkannt; bei Schildkréte 2 dominiert
bereits nach 12 Stunden die Begleitflora {iber die Salmonellen.

Dies bestitigt zum einen die Feststellung von MCCOY (1962), dass der optimale Ausstrich-
zeitpunkt eine Funktion der Anzahl der in der Probe vorhandenen Salmonellen darstellt und
mit ihr variiert, also keine einheitlichen Empfehlungen gegeben werden konnen, und zu ande-
ren die Tatsache, dass die selektive Hemmwirkung von Selenit auf Begleitflora relativ
schwach ist. Die in der Selenitanreicherung identifizierten Begleitkeime waren Citrobacter
spp. und Enterobacter spp., die auch bei SMITH (1959) und LAPAGE & BASCOMB (1968)
bzw. HUGHUES et al. (1978) von Selenit nicht gechemmt werden.

Die selektive Hemmung von RV ist bedeutend besser, bei beiden Schildkréten iiberwiegt
nach 12 und 24 Stunden die Salmonellenpopulation iiber die Begleitflora. Dabei
ist die Differenz bei Schildkrdte 1 nach 12 Stunden grofer (dreieinhalb Zehnerpotenzen, also
iiber 3000-fach), bei Schildkroéte 2 nach 24 Stunden (zwei Zehnerpotenzen); bei beiden
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Schildkroten miisste die Identifizierung von Salmonellen bei einem Ausstrich nach 24 Stun-
den erfolgreich sein. Nach 48 Stunden hingegen sind gleich viele Begleitkeime vor-
handen wie Salmonellen bzw. bei Schildkrdte 2 sogar etwas mehr Begleitflora; zu diesem
Zeitpunkt ist eine Isolation von Salmonellen beim Ausstrich schwierig. RHODES &
QUESNEL (1986) untersuchen die selektive Wirkung von RV auf Begleitflora in Klar-
schlamm. Sie stellen nach 24 Stunden Bebriitung eines 0,1 ml grofen Inokulums aus einer
nicht selektiven Voranreicherung in RV bei 42 °C ca. 600 mal mehr Salmonellen fest als Be-
gleitflora. Die Ausgangskeimzahlen betragen fiir die Begleitflora ungefihr 10°, fiir die Sal-
monellen ca. 10 Keime/ml. Eine ldngere Inkubation als 24 Stunden wurde von ihnen nicht
durchgefiihrt, deshalb kann bei diesen Autoren weder iiber das weitere Wachstumsverhalten
von Salmonellen noch von Begleitkeimen eine Aussage gemacht werden.

Nach VAN SCHOTHORST & RENAUD (1982) ist eine Selektivanreicherung nur dann sinn-
voll, wenn ein Bakterium isoliert werden soll, das im Verhéltnis zur Begleitflora in einer deut-
lichen Minderheit vorliegt. Dies war in dem vorliegenden Versuch nicht der Fall. Vermutlich
wiren in der hier geschilderten Situation die Salmonellen auch schon im Direktausstrich ent-
deckt worden. Da man aber im Voraus nie weil}, wie viel Begleitflora und ob und wie viele
und welche Salmonellen in einer Probe vorhanden sind, sollte immer ein Direktaus-
strich und eine Anreicherung angelegt werden. Aus der Anreicherung sollten wenigstens
zwel Ausstriche zu verschiedenen Zeiten angelegt werden, z.B. zwischen 12 und 24
Stunden und nach 48 Stunden; die langere Bebriitungsdauer ist dann sinnvoll, wenn viel Be-
gleitflora und wenige Salmonellen vorhanden sind, um den Salmonellen gentligend Zeit zu
geben, sich auf die fiir den Nachweis im Ausstrich mindestens notwendige Keimzahl von
10°/ml zu vermehren, und die Begleitflora zu reduzieren (VAN SCHOTHORST &
RENAUD, 1982).

Um iiber den Einfluss der Begleitflora im Selektivanreicherungsmedium auf das Wachstum
von Salmonellen aus Reptilien allgemein und aus Landschildkréten im Besonderen noch fun-
diertere Aussagen machen zu konnen, vor allem, wenn sie im UbermaR vorliegt, sollten hier
noch weitergehende Untersuchungen durchgefiihrt werden. Anzustreben wire dabei sicher-
lich, nativen Schildkrétenkot fiir die Kontamination zu verwenden, wie in dieser Untersu-
chung, entsprechend den Arbeiten von CARLSON & SNOEYENBOS (1972) bei Gefliigel-
einstreu oder RHODES & QUESNEL (1986) bei Abwasserproben, und nicht einen ,,Cock-

tail“ verschiedener, im Labor in Reinkultur angeziichteter und dann in bestimmtem Verhiltnis
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zusammengemischter Begleitorganismen wie beit MULINDWA & PIETZSCH (1979) oder
RHODES et al. (1985).

5.2.3 Ermittlung geeigneter Selektiv- und Differenzierungsnihrboden

5.2.3.1 Ergebnis des Experimentes mit Reinkulturen

Bei der Untersuchung von 86 Salmonellenisolaten in Reinkultur auf neun verschiedenen Sal-
monellen-Selektiv- und -Differenzierungsndhrbdden bestitigte sich die Erkenntnis von
IVESON (1971), RHODES & QUESNEL (1986) und VAN SCHOTHORST et al. (1987),
dass es keinen Ndhrboden gibt, der sich fiir die Isolation und Identifikation aller Sal-
monellen-Subspezies oder -Serovare gleichermaflen eignet.

Wihrend der Nachweis von Subspezies I-Salmonellen in der Regel ohne Schwierig-
keiten auf allen getesteten Nidhrboden gelang — nur eine Isolat war dabei, das auf allen
Néhrboden untypische Kolonien bildete — traten in den anderen Subspezies teilweise be-
trachtliche Unterschiede in der Eignung der Ndahrboden auf.

Am wenigsten zuverldssig war hier der RAMBACH-Agar. Dieser Nahrboden mag fiir die
Identifikation von Salmonellen in einem Routinelabor fiir menschliche Stuhluntersuchung
durchaus geeignet sein, da die dort vorherrschenden Subspezies I-Salmonellen aufgrund ihrer
leuchtend roten Farbe tatsdchlich sehr leicht zu erkennen sind. GRUENEWALD et al. (1991)
testeten den RAMBACH-Agar an 292 Salmonellenisolaten, von denen lediglich 22, ca. 8 %,
keine leuchtend roten Kolonien entwickelten. Diese Zahl diirfte, so die Autoren, niemanden
von der Verwendung dieses Nahrbodens abschrecken, weil darunter acht Isolate waren, die
nur ganz selten vorkommen und deshalb nahezu bedeutungslos sind, weiterhin acht Salmonel-
la Typhi-Isolate, fiir die der Agar nach Aussage von RAMBACH (1990) selbst nicht geeignet
ist, und zwei Salmonella Paratyphi A-Isolate, fiir die er ebenfalls ungeeignet ist. RAMBACH
(1990) erhielt bei 79 von 100 Nichttyphus-Isolaten leuchtend rote Kolonien. Fiir einen Einsatz
in der Salmonellendiagnostik bei Reptilien hat sich der RAMBACH-Agar aber als ungenii-
gend erwiesen. Tatsdchlich ist er sogar der am wenigsten geeignete Nihrboden von allen un-
tersuchten, da er gerade die in dieser Tierklasse hiufig vorkommenden Subspezies I1Ib- und

IV-Salmonellen nicht und von den Subspezies I1la-Salmonellen gerade einmal 10 % enttarnt.
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Auch der Wismutsulfit-Agar erfiillte nicht die in ihn gesetzten Erwartungen, da nicht alle
Subspezies IlIb-Serovare auf ihm typische Kolonien bildeten; ungefahr ein Drittel der Isolate
aus dieser Subspezies wuchs in untypischer Morphologie. IVESON (1971) berichtet eben-
falls, dass einige Arizonakeime auf diesem Ndhrboden dunkelgriine Kolonien mit blassgrii-
nem Hof ohne den typischen Metallglanz entwickeln. Abgesehen davon wiren auch einige
Stamme aus den Subspezies Illa und IV unerkannt geblieben, die auf anderen Nahrboden
problemlos erkannt wurden. Dennoch sollte der WS-Agar fiir die Identifikation von Subspe-
zies IlIb-Salmonellen als zusétzlicher, nicht auf Laktosespaltung als Indikatormechanismus
beruhender Selektiv- und Differenzierungsagar eingesetzt werden.

Ein sehr zufriedenstellendes Ergebnis wurde mit dem MLCB-Agar erzielt, iiber den
kaum Berichte in der Literatur vorliegen. Einzig VAN SCHOTHORST et al. (1987) empfeh-
len ihn, besonders wenn laktosepositive Salmonellen zu erwarten sind. In der vorliegenden
Untersuchung zeigten zwar vereinzelt Stimme aus den Subspezies II, I1la und I'V untypisches
Wachstum auf diesem Agar, wihrend sie auf anderen Nahrbdden in typischen und somit ver-
déchtigen Kolonien wuchsen, doch mit einem Anteil von fast 80 % typischer Kolonien unter
den getesteten Subspezies IIIb-Stimmen und iiber 91 % typischer Kolonien unter allen Sal-
monellenstimmen tiiberragt er die anderen Nahrboden eindeutig. Somit sollte er unbedingt in
die Salmonellendiagnostik bei Reptilien — zumindest bei Echsen und Schlangen, bei denen
hiufiger mit Subspezies I1Ib gerechnet werden muss (siehe Abb. 22, S. 123) — Eingang fin-
den.

Bei den iibrigen Nihrboden traten lediglich geringfiigige Differenzen auf, hier kann der
Untersucher nach personlichen Praferenzen auswéhlen. Mit allen Nédhrbdden kdnnen weniger
als die Hélfte der Subspezies IlIb-Salmonellen erkannt werden. Insgesamt leichte Vorteile
bringt der HE-Agar; der BPLS- und SS-Agar waren sich sehr &hnlich, doch erlaubt der BPLS-
Agar ein stirkeres Wachstum und die Bildung groBerer Kolonien als der SS-Agar. Der
DCLS- und der ONOZ-Agar waren etwas weniger leistungsfihig; hier unterstiitzt der ONOZ-
Agar das Salmonellenwachstum besser, indem er mehr und groBere Salmonellenkolonien her-
vorbringt. Zwar mit nur wenig Abstand, aber trotzdem dahinter rangiert mit 83 % typischen
Kolonien der XLD-Agar. Somit steht er zusammen mit dem WS-Agar an letzter Stelle, doch
hat dieser den Vorteil einer hoheren Subspezies I11b- Entdeckungsrate.

Besonders interessant ist, dass mit der Kombination von MLCB mit den anderen Nahrbdden

auBler dem RAMBACH-Agar alle Salmonellenstimme bis auf zwei, die auf allen Nidhrboden
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untypisch wuchsen, identifiziert werden konnten. Die Fahigkeit des MLCB-Agars, die meis-
ten Subspezies I1Ib-Salmonellen kenntlich zu machen, ergénzt sich mit der Leistungsfahigkeit
von BPLS, HE und S8, die alle Staimme der Subspezies I, I, IIla und IV identifizieren konn-
ten — mit Ausnahme des einen Stammes aus Subspezies I, der auf keinem Nahrboden erkannt
werden konnte. Somit wiirde eine Kombination von MLCB mit BPLS, HE oder SS den
hochsten Salmonellenertrag bringen und die meisten Ausfille des einzelnen Nahrbodens

kompensieren.

Fiir eine Routineuntersuchung von Reptilien auf Salmonellen konnten nach den hier durchge-
fiihrten Experimenten mit Reinkulturen der BPLS-, HE-, ONOZ- und SS-Agar empfoh-
len werden, wenn mit Subspezies IIIb nicht unbedingt gerechnet werden muss, wie z.B. bei
Schildkroten (siehe Abb. 22, S. 123). Bei Echsen und vor allem Schlangen aber, bei denen die
genannte Subspezies mit 50 % doch einen ganz erheblichen Anteil ausmachen, sollten auf

jeden Fall der MLCB- oder auch der WS-Agar mitgefiihrt werden.

5.2.3.2 Ergebnis der Kotuntersuchung

5.2.3.2.1 Feste Selektiv- und Differenzierungsmedien

Da es fiir die Auswahl eines geeigneten Ndhrbodens nicht nur wesentlich ist, ob Salmonellen
darauf in typischer Art und Weise wachsen, sondern auch, ob und in welchem Ausmal} Be-
gleitflora darauf wichst, und ob die Kolonien unterscheidbar sind, soll das Ergebnis des Feld-
versuches in Hinblick darauf erdrtert werden.

Aufgrund der geringen Anzahl salmonellenpositiver Proben ist es nicht sinnvoll, diejenigen
Néhrbodenplatten, auf denen Salmonellen diagnostiziert wurden, denen gegeniiberzustellen,
auf denen sie nicht erkannt wurden. Es soll vielmehr unter dem Aspekt, moglichst alle Sal-
monellen zu erkennen und dabei unnétigen zusdtzlichen Laboraufwand so gering wie moglich
zu halten, versucht werden, durch Vergleich der falschpositiven Ergebnisse auf Platten
mit negativen Proben und der falschnegativen Ergebnisse auf Platten mit positiven
Proben, einen Nihrboden zu finden, der fiir die Isolation und Identifikation von Salmonellen

aus Schildkréten geeignet ist.
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Positive Proben

In diesem Experiment erwies sich der BPLS-Agar als zuverldssiges Medium fiir die Identifi-
kation von Salmonellen, da er sowohl im Direktausstrich mit 48 % als auch nach Anreiche-
rung in RV nach 24 bzw. 48 Stunden mit 95 bzw. 100 % die meisten Proben als verdichtig
enttarnte. Kombiniert mit der Selenitanreicherung ist dieser Ndhrboden deutlich weniger leis-
tungsfahig; nach 24 Stunden brachte er 37 %, nach 48 Stunden 58 % verdéchtige Proben. Hier
eignet sich der XLD-Agar mit 69 % nach 24 und 48 Stunden eher, der auch nach der RV-
Anreicherung nur knapp hinter dem BPLS-Agar rangiert; allerdings zeigte der XLD-Agar im
Direktausstrich etwa ein Drittel weniger verdachtige Proben an als der BPLS-Agar.

In Bezug auf falsch negative, d.h. unverdédchtige Proben brachten beide Nahrboden in Kombi-
nation mit RV mit nur 5 und 6 % nach 24 Stunden und 0 % nach 48 Stunden eine sehr gute
Leistung, wahrend im Direktausstrich auf beiden Nihrboden relativ viele Proben falschnega-
tiv erscheinen. Auf BPLS ist es ein Drittel, auf XLD {iiber die Hilfte aller positiven Proben;
damit steht der BPLS-Agar im Direktausstrich immer noch an zweiter Stelle, nur der WS-
Agar bringt weniger falschnegative Ergebnisse, aber auch das sind immerhin 14 %. Der XLD-
Agar steht mit dem HE-Agar fast gleichauf an letzter Stelle mit 56 bzw. 57 % unverdichtige
Proben.

Nach Anreicherung in S erscheinen auf allen vier in dieser Kombination getesteten Nahrbo-
den deutlich mehr Proben fdlschlicherweise unverdédchtig als nach RV-Anreicherung. Die
Ergebnisse sind nach 24 und 48 Stunden Bebriitung relativ heterogen, weshalb schwer aus-
zuwerten ist, welcher Nahrboden sich hier am besten eignet. Jedenfalls sind nach 48 Stunden
eher mehr Proben falsch negativ als nach 24 Stunden, was im Gegensatz zu den Verhéltnissen
nach Anreicherung in RV steht und gegen eine auf 48 Stunden verlédngerte Bebriitungszeit der
Selenitanreicherung spricht. Dies bestitigt die Ergebnisse des , Kontaminationsversuches®
(siche Abb. 18 und 19, S. 100 und Kap. 5.2.2, S. 133), wo die Wahrscheinlichkeit, im Aus-
strich Salmonellen nachweisen zu konnen, ebenfalls nach 48 Stunden geringer ist als nach 12
bis 24 Stunden, zumindest in dem Fall, wenn von Anfang an wenig Begleitflora vorhanden
ist. Ob dann eine Selektivanreicherung aber liberhaupt sinnvoll ist, wurde in Abschnitt 5.2.2
(S. 133) besprochen; eventuell gelingt der Nachweis dann leichter im Direktausstrich. Doch
da man im Voraus nie weil}, wie viel Begleitflora und Salmonellen in der Probe vorhanden

sind, ist es empfehlenswert, immer einen Direktausstrich und eine Anreicherung zu machen.
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Negative Proben

Auch bei diesen Proben brachte der BPLS-Agar im Direktausstrich mit Abstand die meisten
verdichtigen, die hier aber als falsch positiven bewertet werden miissen. Dies bedeutet einen
erheblichen Mehraufwand im Labor aufgrund der notwendigen weiteren Differenzierung sol-
cher Kolonien. Nach Anreicherung in RV und S gleichen sich die Zahlen der falschlicherwei-
se verddchtig erscheinenden Proben auf allen eingesetzten Nahrboden einander an, wobei
nach der Selenitanreicherung deutlich mehr verdidchtige Kolonien entstehen, die Hemmwir-
kung auf storende Begleitflora also geringer ist als in RV.

Insgesamt bringt der XLLD-Agar hier die wenigsten verddchtigen, falsch positiven Ergebnisse

und bendtigt somit den geringsten Laboraufwand fiir nachfolgende Differenzierung.

Fazit

Zwar muss der Aufwand an Arbeit und Material, der ndtig ist, um bei einer Untersuchung zu
einem Ergebnis zu finden, aus wirtschaftlichen Griinden berticksichtigt werden; aber das We-
sentliche, worauf es ankommt, ist, ob die gestellte Frage beantwortet werden kann. Dafiir
miissen geeignete Mittel gewdhlt werden.

Um zu kléren, ob bei einem Tier eine Infektion mit einem Erreger vorliegt, der doch recht
leicht — auch auf den Menschen (sieche 2.1.5.2, S. 38) — iibertragbar zu sein scheint (siche
5.2.6, S.146), auch wenn einige Autoren anderer Meinung sind (DIMOW, 1965a;
PRUKSARAIJ, 1967, HABERMALZ & PIETZSCH, 1973; WUTHE et al., 1979), sollten ge-
wisse Anstrengungen durchaus vertretbar sein. Deshalb wird in dieser Studie, dhnlich wie bei
LIEBER (1982), am meisten Gewicht darauf gelegt, mit welchem Nahrmedium bzw. mit
welcher Kombination mehrerer Ndhrmedien moglicherweise in einer Probe vorhandene Sal-
monellen am sichersten entdeckt werden konnen, auch wenn unter Umsténden einige
Proben zunédchst falsch positiv beurteilt werden und erst nach weiterer Differenzierungsarbeit
als tatséchlich negativ diagnostiziert werden konnen. Der Minimierung des Arbeits-
aufwandes, die zwangsldufig einen Verlust von positiven Proben mit sich bringt, wird
hier weniger Wert beigemessen.

Diesen Anforderungen — die meisten positiven Proben als verddchtig kenntlich zu machen —
entspricht am ehesten der BPLS-Agar, auch wenn auf diesem gleichzeitig die meisten falsch

positiven Proben erscheinen. An zweiter Stelle steht der XLD-Agar, der insbesondere nach
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Anreicherung in S die meisten verdidchtigen Proben brachte. Ein weiterer Vorteil dieses Nihr-
bodens ist, dass er generell die wenigsten falsch positiven Ergebnisse erzeugte.

Bestitigt wird diese theoretische Einschitzung dadurch, dass bei der tatsdchlichen
Identifizierung der positiven Proben die meisten auf BPLS und XLD entdeckt wurden (siche
Tab. 13, S. 110).

Die hier festgestellte Eignung des BPLS-Agars deckt sich auch mit den Ergebnissen der An-
zlichtung von Salmonellenstimmen in Reinkultur (sieche Abb. 20, S. 108 und Kap. 5.2.3.1,
S. 136) und mit den Angaben in der Literatur, in der dieser Ndhrboden hiufig die beste Beur-
teilung erhdlt. Der XLD-Agar, der im Vorversuch mit den Reinkulturen eher schlecht abge-
schnitten hatte, erwies sich in der Praxis mit natiirlicher Begleitflora als durchaus effektiv.
Dies bestitigt die Aussage von VASSILIADIS et al. (1974), dass Ergebnisse mit Reinkulturen
oder kiinstlicher Kontamination nicht ohne weiteres auf natiirliche Bedingungen {ibertragbar
sind.

Allerdings muss bei der abschlieBenden Bewertung der Nahrboden daran erinnert werden,
dass neben 167 Landschildkrdten nur zwei Echsen untersucht wurden und die gefundenen
Salmonellenisolate alle aufler einem zu den Subspezies I und II gehdren, die sich hinsichtlich
ihrer biochemischen Reaktionen relativ salmonellentypisch verhalten und auf den verwende-
ten Ndhrboden typische Kolonien bilden und somit generell keine groen Schwierigkeiten bei
der Identifikation bereiten. Das Ergebnis der hier durchgefiihrten Studie darf nicht auf die
Untersuchung von Reptilien allgemein — insbesondere Schlangen und Echsen — iibertragen
werden, bei denen vermehrt mit Subspezies Illa und b und IV gerechnet werden muss. Fiir
den Salmonellennachweis aus diesen Tieren eignen sich moglicherweise andere Nahrboden
wie z.B. der MLCB- oder WS-Agar besser, wie sich im Versuch mit den Reinkulturen erwie-

sen hat; dies sollte in weiteren Untersuchungen geklart werden.

5.2.3.2.2 Fliissige Selektivanreicherungsmedien

Anreicherung nach RAPPAPORT und VASSILIADIS

Die Anreicherung nach RAPPAPORT und VASSILIADIS bei 41 °C erwies sich als sehr ef-
fektiv, da sich die Anzahl der verdichtig erscheinenden positiven Proben nach 24-stiindiger

und mehr noch nach 48-stiindiger Bebriitung in diesem Medium auf allen getesteten Nahrbo-
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den immens erhohte; bei den meisten fand mindestens eine Verdoppelung der verdichtig er-
scheinenden Proben statt. Die Anzahl der unverddchtigen Proben nahm dagegen auf allen
Néhrboden rapide ab.

Beidennegativen Proben sank die Plattenanzahl mit verdéchtig erscheinenden, falsch posi-
tiven Kolonien durchweg auf unter fiinf Prozent, wahrend der Anteil der unverdichtigen bei
fast allen Ndhrboden bei mindestens 95 % lag. Im Schnitt zeigten iiber die Halfte der Nahrbo-
den, die mit negativen Proben beimpft waren, nach Anreicherung in RV kein Bakterienwachs-
tum.

Dies bestitigt die guten selektiven Eigenschaften dieses Mediums auch fiir Salmonellen und
Begleitflora aus Schildkrotenkot bei der gewihlten Bebriitungstemperatur von 41 °C.

Fiir die Identifizierung der tatsdchlich positiven Kotproben hat sich die Selektivanreicherung
nach RAPPAPORT und VASSILIADIS bei einer Inkubationstemperatur von 41 °C ebenfalls
als vorteilhaft erwiesen, denn 59 % aller positiven Proben wurden nach Bebriitung unter die-

sen Bedingungen in diesem Medium entdeckt.

Selenit-Cystin-Selektivanreicherung

Nach Anreicherung in S erschienen von den positiven Proben mehr verdédchtig als im Di-
rektausstrich, aber weniger als nach Anreicherung in RV. Bei den unverdéchtigen, also falsch
negativen ist es entsprechend: Nach Anreicherung in S erschienen weniger unverdédchtige als
im Direktausstrich, aber mehr als nach Anreicherung in RV. Hier bietet der Einsatz von S
durchaus Vorteile gegeniiber dem Direktausstrich, wenn auch dieses Medium nicht so leis-
tungsfahig ist wie RV.

Bei den negativen Proben fillt die Beurteilung fiir S schlechter aus: Die meisten Nahrbo-
den zeigen nach Anreicherung des Untersuchungsmaterials in diesem Medium mehr falsch
positive Proben an als beim Direktausstrich. Die Zahl der unverdéchtigen Proben ist im Ver-
gleich zum Direktausstrich nur auf wenigen Ndhrbdden und da auch nur geringfiigig ange-
stiegen, bei einigen dagegen sogar abgesunken. Nur etwa auf 10 % aller Platten fand im
Durchschnitt kein Bakterienwachstum statt.

Somit erweist sich die selektive Wirkung von S auch fiir Begleitflora in Schildkrétenkot als
weniger effektiv als die des RV-Mediums. Die geringere Hemmwirkung von Selenitanreiche-
rungsmedien wird schon in der Literatur beschrieben (LAPAGE & BASCOMB, 1968;
HUGUES et al., 1978). Die Aussage, dass in RV die besonders storende, weil salmonellen-
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ahnlich wachsende laktosenegative Begleitflora effektiver gehemmt wird als in S
(VASSILIADIS et al., 1978; VASSILIADIS et al, 1979; VASSILIADIS, 1981;
VASSILIADIS, 1983) kann hier ebenfalls bestétigt werden, da nach Anreicherung in S deut-
lich mehr verdédchtige Kolonien auch auf den Laktoseindikatorndhrboden wuchsen als nach
RV-Anreicherung; verdachtige Kolonien auf Laktoseindikatorndhrbdden sind solche, die —
genauso wie Salmonellen — Laktose nicht spalten.

Dennoch sollte man sich gut {iberlegen, ob man auf die Verwendung dieser Selektivanreiche-
rung wirklich verzichten will, da sie das Wachstum von Salmonellen in Reinkultur — im Ge-
gensatz zu RV — in keinem Fall erschwert hat. Auch konnte in dieser Untersuchung eine posi-
tive Probe nur nach Anreicherung in S und Ausstrich auf XLD erkannt werden, was in dem

geringen Umfang positiver Proben immerhin einen Anteil von 5 % ausmacht.

Fazit

Fiir die Untersuchung von Kotproben von Landschildkréten erwies sich das Anreicherungs-
medium nach RAPPAPORT und VASSILIADIS bei einer Bebriitungstemperatur von 41 °C
als durchaus geeignet sowohl hinsichtlich der Hemmung der Begleitflora als auch in der For-
derung von Salmonellen, wihrend die Selenitanreicherung nur wenige Vorteile bringt. Auch
hier muss wiederum beriicksichtigt werden, dass vor allem Schildkréten untersucht und bei
thnen nur Subspezies I und II isoliert wurden. Wie in Abschnitt 4.1.2.3 und 4.1.2.4 (S. 95)
dargelegt und von einigen Autoren erwdhnt (VASSILIADIS, 1968; MADSEN, 1994) wurde,
sind es vor allem Subspezies IIIb-Salmonellen, die sich in RV bei 42 °C unter Umstdnden
nicht vermehren konnen. Um zu vermeiden, dass viele dieser Organismen der Entdeckung
entgehen, wurde in der vorliegenden Untersuchung RV nur bei 41 °C bebriitet. Dass trotzdem
keinerlei Subspezies IIIb-Salmonellen isoliert werden konnten, liegt wohl hauptsidchlich am
untersuchten Tiermaterial, Landschildkréten, und daran, dass diese Subspezies bei Schildkro-
ten nur sehr selten vorkommt, was auch in der Literatur beschrieben wird (IVESON et al.,
1969; CAMBRE et al., 1980; GREENBERG & SECHTER, 1992). Dass sie wéihrend der gan-
zen Untersuchung vorkam und stets {ibersehen wurde, ist sehr unwahrscheinlich, da alle Pro-
ben auch direkt ausgestrichen und zwei Drittel zusétzlich in S angereichert wurden. Aus einer
der beiden Echsenkotproben wurde prompt ein Serovar aus Subspezies Illa isoliert, was dafiir
spricht, dass bei den untersuchten Schildkréten tatsdchlich nur ein sehr enges Erregerspekt-

rum vorlag.
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Bei der Untersuchung von Echsen oder Schlangen bringt die Selenitanreicherung eventuell

mehr Vorteile als bei der hier durchgefiihrten Schildkrétenuntersuchung, da etwa vorhandene

Subspezies I1Ib-Salmonellen in S moglicherweise besser nachgewiesen werden konnen als im

Direktausstrich oder nach Anreicherung in RV. Dies sollte noch weiter untersucht werden.

RV sollte auf jeden Fall stets mit eingesetzt werden, allerdings sollte eine Bebriitungstempera-

tur von 41 °C nicht uberschritten werden.

5.2.4 Salmonelleninzidenz bei den einzelnen Reptiliengruppen

Bei der Zuordnung aller in dieser Studie verwendeten bzw. isolierten Salmonellenstimme zu

ihrer Subspezies und zu der Tierart, aus der sie isoliert wurden, fiel Folgendes auf:

Die meisten hier getesteten Salmonellenisolate vom NRL-SALM und ZFF stammten
von Echsen; mit Abstand die wenigsten kamen mit unter 10 % von Schildkréten. Die-
se Aussage relativiert sich aber unter dem Aspekt, dass nicht bekannt ist, nach wel-
chen Gesichtspunkten die vom NRL-SALM zur Verfiigung gestellten Salmonel-
lenisolate ausgewéhlt wurden, und wie das Patientengut am ZFF zusammengesetzt
war. Nach IVESON et al. (1969), ROGGENDROF & MULLER (1976),
DORRESTEIN et al. (2000) und GEUE & LOSCHNER (2002) weisen Echsen eine
deutlich hohere Salmonelleninzidenz auf als die iibrigen Reptilien, wihrend
CAMBRE et al. (1980) eine mittlere Salmonelleninzidenz bei Echsen und in Uberein-
stimmung mit GEUE & LOSCHNER (2002) bei Schildkrdten die niedrigste
Salmonelleninzidenz finden.

Die Aussage von DIMOW et al. (1961), LIE (1968), HABERMALZ & PIETZSCH
(1973) und ROGGENDORF & MULLER (1976), dass Salmonellen der Subspezies I11
vor allem bei Schlangen auftreten, und bei ihnen sogar hiufiger als andere Salmonel-
len (IVESON et al., 1969; IVESON, 1971; WUTHE et al., 1979; CAMBRE et al.,
1980; FRICK, 1987; GREENBERG & SECHTER, 1992) stimmt mit hier erhaltenen
Ergebnissen tiberein. 58 % aller in die vorliegende Studie mit einbezogenen Subspe-
zies I1Ib-Salmonellen stammen von Schlangen, aus der Subspezies Illa sind es 30 %.
Subspezies I11a und b machen bei Schlangen zusammen 64 % aus, bei DORRESTEIN
et al. (2000) sind es sogar 75 %. Dagegen kann die Behauptung von HABERMALZ &
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PIETZSCH (1973) und ROGGENDORF & MULLER (1976), dass bei Schlangen die
groffte Salmonellenvariabilitidt gefunden werden kann, nicht bestitigt werden: In der
hiesigen Studie weisen Echsen die grofite Variabilitdt auf; Subspezies 1, 11, I1Ia und b
und IV sind bei ihnen relativ gleichmédBig vertreten, was auch DORRESTEIN et al.
(2000) beschreiben. Dagegen kommt Subspezies II in der vorliegenden Untersuchung
bei Schlangen nicht vor, und auch DORRESTEIN et al. (2000) weisen diese Subspe-
zies bei Schlangen nur selten nach. Ebenso finden diese Autoren Subspezies IV relativ
selten, am ehesten noch bei Echsen, bei denen diese Subspezies hier aber immerhin
fast ein Drittel ausmacht; aus Schlangen wurde sie hier zu 18 % isoliert. Auch kamen
in der vorliegenden Studie, dhnlich wie bei IVESON et al. (1969), CAMBRE et al.
(1980) und GREENBERG & SECHTER (1992), keine Arizonakeime bei Schildkréten

VOr.

5.2.5 Salmonelleninzidenz der in dieser Studie untersuchten Schildkroéten

Betrachtet man ausschlielich die Ergebnisse der in dieser Studie vorgenommenen Untersu-
chung von Landschildkréten auf Salmonellen, so ldsst sich auch hier eine nur geringe Salmo-
nelleninzidenz von ca. 10 % feststellen. Ahnliche Zahlen findet man zwar in der Literatur,
doch muss dabei das Probenmaterial beriicksichtigt werden. (sieche Tab. 2, S. 23). Unter dem
Aspekt, dass in der vorliegenden Arbeit einmalig Kot von gesunden Landschildkrdten
untersucht wurde, ist die hier gefundene Salmonelleninzidenz gegeniiber vergleichbaren
Studien mit einmaliger Kotuntersuchung von gesunden Landschildkrdten mit
2 % bei DORRESTEIN et al. (2000), 3 % bei MORK (1997) und GEUE & LOSCHNER
(2002) und auch 7 % bei ROGGENDORF & MULLER (1976) sogar relativ hoch. Bei wei-
tem reicht sie jedoch nicht an die Prozentzahlen hin, die z.B. von WEBER & PIETZSCH
(1974), DIMOW et al. (1961), ANG et al. (1972), BOVRE & SANDBU (1959) oder gar
DIMOW (1966a) mit 41 bis 100 % fiir Landschildkroten angegeben werden (siehe Tab. 2, S.
23). Dabei ist zu beachten, dass gerade die sehr hohen Nachweisraten der letzten vier Autoren
von wilden bzw. — vermutlich frisch — importierten (BOVRE & SANDBU, 1959) Tieren ge-
wonnen wurden. Bei diesen mag die Salmonelleninzidenz héher liegen als bei Nachzuchten

oder schon lange in Gefangenschaft gehaltenen Schildkréten (MORK, 1997). DIMOW
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(1966a) und ANG et al. (1972) haben aulerdem eine mehrfache Kotuntersuchung durchge-
fiihrt.

5.2.6 Herkunft der salmonellenpositiven Schildkroten

16 von 18 Salmonellenisolaten stammten von Schildkrdten aus zwei angeblich getrennten
Bestdnden eines Besitzers; dies war eine Zoohandlung, in der naturgemal3 ein hoherer Tier-
durchsatz besteht als in Privathaltungen oder Zuchtbetrieben. Aufgrund eben dieses vermehr-
ten Tierdurchsatzes besteht in Zoohandlungen eine héhere Wahrscheinlichkeit fiir Einschlep-
pung und Weiterverbreitung von Salmonellen; auch RUDAT et al. (1966) und GEUE &
LOSCHNER (2002) stellten eine hdhere Salmonelleninzidenz in Zoohandlungen fest, wih-
rend WEBER & PIETZSCH (1974) dort ein niedrigeres Salmonellenvorkommen fanden als
in Privathaltungen. Neben Schildkréten werden in der besagten Zoohandlung auch Echsen
und Schlangen sowie Kleinsduger, Vogel und Fische zum Verkauf angeboten, wihrend in
keinem anderen der in diese Untersuchung einbezogenen Bestinde weitere Reptilien au3er
den untersuchten Schildkrdten gehalten wurden; fiir die sechs Einzeltiere liegen keine Infor-
mationen iiber Bestandsverhiltnisse vor. Dies fiihrt zu der Vermutung, dass eventuell Echsen
oder auch Schlangen mit einer hoheren Salmonelleninzidenz die Kontamination in die Zoo-
handlung eingeschleppt haben. Diese hat sich dann zumindest in der Schildkrétenpopulation
ausgebreitet.

Fiir eine Ausbreitung spricht auch die Tatsache, dass unter den 16 Salmonellenisolaten von
Schildkroten beider Bestidnde dieser Zoohandlung nur fiinf verschiedene Serovare waren,
wéhrend in der Literatur von der gro3en Variabilitit der Salmonellen bei Reptilien geschrie-
ben wird (siehe 2.1.3.3, S. 16). DORRESTEIN et al. (2000) betonen sogar die seltene Uber-
einstimmung von Serovaren bei Tieren eines Bestandes. In der vorliegenden Untersuchung
wurden jedoch sogar in den beiden nach Angaben des Besitzers ,,strikt getrennten* Bestdnden
zwei gleiche Serovare nachgewiesen. Dies deutet entweder auf eine nicht ganz so strikte
Trennung der beiden Bestiéinde hin, oder auf eine extrem leichte Ubertragbarkeit der Salmo-
nellen auch zwischen Schildkréten, was von einigen Autoren bezweifelt wird (DIMOW,
1965a; PRUKSARAJ, 1967; HABERMALZ & PIETZSCH, 1973; WUTHE et al., 1979).

Dass Salmonellen von Schildkréten — und von Reptilien allgemein — leicht und auch durch
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indirekten Kontakt auf den Menschen und auf Sdugetiere libertragen werden kénnen, wurde
im Schrifttum schon ausfiihrlich dargestellt (siehe 2.1.5.3, S. 41).

Sehr auffillig ist, dass in Terrarium T9 in Bestand B10 alle Schildkrdten salmonellenpositiv
sind und sogar das gleiche Serovar ausscheiden, und auch der Hardun, der ebenfalls in diesem
Terrarium gehalten wird, das gleiche Serovar beherbergt. Das kann kein Zufall sein, sondern
muss durch Ubertragung von einem Tier auf das andere erfolgt sein. Ob nun aber eine der
Schildkréten aus diesem Terrarium oder die Echse die urspriingliche Quelle waren, oder eine
andere Schildkrote — zumindest bei einer Spinnenschildkrdte aus B10/T3 wurde ebenfalls das
gleiche Serovar nachgewiesen — oder auch das Futter — es wurden Gras und verschiedene
Krauter von einer bestimmten Wiese gesammelt — ist ungewiss; vermutlich stammt die Kon-
tamination von der Echse. Immerhin konnten aus beiden untersuchten Echsenkotproben, der
Einzelprobe von dem Hardun und der Sammelprobe von den Schildechsen, Salmonellen iso-
liert werden. Derzeit laufen Pulsfeldgelelektrophorese-Untersuchungen (PFGE), die beweisen
sollen, ob die gefunden Serovare zufillig die gleichen sind, oder ob es sich tatsdchlich um
einen ,,Klon* handelt, der durch Ubertragung im Bestand weiterverbreitet wurde.

In ihrer Studie fand MORK (1997) bei zwei Schildkroten von verschiedenen Besitzern, die
mit Sicherheit keinen Kontakt zueinander hatten, ebenfalls zweimal das gleiche Serovar.

Eine aussagekriftige Analyse, ob nun tatsdchlich mehr Wildfange samonellenpositiv sind als
Nachzuchten, wie die Ergebnisse von DIMOW et al. (1961), DIMOW (1966a) und ANG et
al. (1972) annehmen lassen, kann anhand der hier gewonnenen Daten nicht erhoben werden,
da zu wenige salmonellenpositive Schildkroten identifiziert wurden. Zwar ergibt sich bei Be-
trachtung der Ergebnisse ein Verhiltnis von etwa 1,5:1 salmonellenpositiver Wildfange zu
salmonellenpositiven Nachzuchten (siehe Tab. 10, S. 82), da aber die meisten Salmonellen-
trager aus den zwei Bestdnden der Zoohandlung kamen und hier eventuell doch eher eine ge-
genseitige Ubertragung als eine natiirliche Kontamination vorliegt, darf diese
Aussage nicht zu stark bewertet werden.

Wahrscheinlich hitte man bei mehrmaliger Untersuchung der Schildkrdten in diesen beiden
Bestinden noch weitere Salmonellen ausscheidende Tiere entdeckt. Die nachgewiesene
Salmonelleninzidenz liegt hier bei 47 %. Vermutlich wéren auch mehr Salmonellen isoliert
worden, wenn bei der einmaligen Probennahme mehrere morphologisch gleichartige Kolo-
nien von einer Ndhrbodenplatte differenziert worden wéren; dies war aber aus Kostengriinden

nicht moglich. Mit Sicherheit wiren in diesem Fall aber Mehrfachinfektionen festgestellt
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worden, die aufgrund der beschriebenen Isolierungs- und Nachweismethoden nicht nachge-
wiesen werden konnten. GEUE& LOSCHNER (2002) berichten, dass in salmonellenpositi-
ven Reptilienbestdnden die Inzidenz sehr hoch ist, z.T. liegt sie sogar bei 100 %.

Ob in den iibrigen Bestidnden bei mehrmaliger Untersuchung salmonellenpositive Tiere ent-
larvt worden wiren, erscheint fraglich, denn die Wahrscheinlichkeit, dass von einer salmonel-
lenpositiven Population zum Zeitpunkt der Probennahme zufillig gerade kein einziges Tier

diese Bakterien ausscheidet, ist sehr gering.

5.3 RESUMEE

In der vorliegenden Studie wurden 167 Landschildkrten verschiedener Arten aus 10 Bestén-
den in und um Miinchen auf Salmonellen untersucht. Bei einer einmaligen Kotuntersuchung
erwiesen sich 10 % der Schildkrdten als Salmonellentréger.

Die Wahrscheinlichkeit des Nachweises steigt mit dem betriebenen Aufwand, z.B. ob aus
einer Anreicherung nach 24 und 48 Stunden ausgestrichen wird oder nur einmal, wie viele
Selektivanreicherungsmedien und Differenzierungsndhrbéden eingesetzt und wie viele Kolo-
nien weiterdifferenziert werden.

Wenn man aber wissen mochte, ob Salmonellen in den Proben vorhanden sind oder nicht,
dann erscheint der Aufwand gerechtfertigt, und es sollte auch alles darangesetzt werden, dass
man etwa vorhandene Salmonellen findet.

Fiir die Untersuchung von Landschildkréten auf Salmonellen wiirde sich folgende Methode

anbieten:

e Direktausstrich der Proben auf BPLS und XLD

e Anreicherung der Kotproben in RV und Selenit-Cystin-Selektivanreicherung

e Bebriitung von RV bei 41 °C, von S bei 37 °C

e Ausstrich aus den Anreicherungsmedien nach 24 und 48 Stunden auf BPLS und XLD

Dieses Verfahren hat sich in der vorliegenden Untersuchung fiir die Isolation und Identifikati-
on von Salmonellen von Landschildkroten bewidhrt. Allerdings muss daran erinnert werden,
dass aus den Schildkréten nur laktosenegative Subspezies I und II-Salmonellen isoliert wer-

den konnten. Aus der einen Echsenkotprobe konnte ein ebenfalls laktosenegatives Serovar aus
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der Subspezies Illa isoliert werden. Der Nachweis von Salmonellen bei Echsen und Schlan-
gen bringt vermutlich mehr Schwierigkeiten mit sich, da hier vermehrt mit Salmonellen aus
Subspezies Illa und b und IV gerechnet werden muss, bei denen biochemische Reaktionen
oftmals uncharakteristisch flir Salmonellen ausfallen und deshalb héufiger salmonellen-
untypische Kolonien auf Differenzierungsndahrboden entstehen. Unter Umstinden wire hier
der MLCB-Agar hilfreich, dies sollte in weitergehenden Studien untersucht werden.

Der Nachweis von Mehrfachinfektionen ist eigentlich nur von wissenschaftlichem Interesse;
fiir den Besitzer ist es wesentlich zu wissen, ob sein Tier Salmonellen ausscheidet oder nicht.
Dabei ist auch ein mehrmals negatives Ergebnis niemals hundertprozentig sicher, ein gewis-
ses Restrisiko bleibt immer bestehen; deshalb sollten Hygiene und Vorsicht in der Haltung

und Pflege von Reptilien in jedem Falle weiterhin empfohlen werden.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte eine geeignete Methode fiir den Nachweis von

Salmonellen bei Landschildkréten gefunden werden.

Vorab wurde ein Uberblick iiber das Vorkommen von Salmonellen bei Reptilien und die Be-
deutung dieser Mikroorganismen sowohl fiir die Reptilien selbst als auch fiir den Menschen

gegeben.

In der Untersuchung wurde eine fiir die Vermehrung von Reptiliensalmonellen in der Selek-
tivanreicherung geeignete Inkubationstemperatur ermittelt. Im Weiteren wurden 86 Salmonel-
lenstimme, die aus Reptilien isoliert worden waren, auf neun verschiedenen Salmonellen-
Selektiv- und Differenzierungsnidhrboden auf ihre Koloniemorphologie hin gepriift; diese wa-
ren der BPLS-, DCLS-, HE-, MLCB-, ONOZ-, RAMBACH-, SS-, WS- und XLD-Agar. Die
Néhrboden wurden nach ihrer Eignung fiir die Identifikation dieser Salmonellenstimme beur-
teilt.

SchlieBlich wurden in einer Feldstudie 167 Kotproben von Landschildkroten verschiedener
Arten und zwei Echsen im Miinchner Raum nach der vorher ermittelten Methode auf das
Vorhandensein von Salmonellen untersucht. Damit sollte die Eignung der Methode {iberpriift

und die Salmonelleninzindenz unter diesen Landschildkréten festgestellt werden.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung waren:

Die schnellste Vermehrung von Reptiliensamonellen erfolgte bei einer Inkubationstemperatur
von 35 und 37 °C in der Salmonella-Anreicherungsbouillon nach RAPPAPORT und
VASSILIADIS und der Selenit-Cystin-Anreicherungsbouillon. Die obere kritische Tempera-
tur fir die Bebriitung der Samonella-Anreicherungsbouillon nach RAPPAPORT und
VASSILIADIS liegt bei 42 °C; vor allem Salmonellen aus Subspezies I1Ib konnen sich bei
dieser Temperatur in diesem Medium oft nicht vermehren. Um ungehindertes Salmonellen-
wachstum bei groBBtmoglicher Hemmung der Begleitflora zu erzielen, wird deshalb eine Inku-
bationstemperatur von 41 °C fiir das Selektivanreicherungsmedium nach RAPPAPORT und
VASSILIADIS vorgeschlagen. Die Selenit-Cystin-Anreicherungsbouillon hatte bei keiner der



o
ks ZUSAMMENFASSUNG 151

untersuchten Temperaturen einen negativen Effekt auf das Wachstum von Salmonellen, wirk-
te jedoch auch auf die Begleitflora weniger hemmend. Die Samonella-Anreicherungsbouillon
nach RAPPAPORT unterstiitzt das Wachstum von Reptiliensalmonellen am wenigsten.

Fiir die Isolation von Salmonellen aus Landschildkroten erwiesen sich — sowohl im Direkt-
ausstrich als auch nach vorheriger Selektivanreicherung — besonders der BPLS- und der
XLD-Agar als geeignet. Fiir den Nachweis von Salmonellen bei Schlangen und Echsen sollte
unbedingt der MLCB- oder auch der WS-Agar mitgefiihrt werden.

Um eine moglichst sichere Aussage zu erlangen, sollten sowohl fiir den Direktausstrich als
auch nach Anreicherung mindestens zwei verschiedene Differenzierungsndhrboden verwendet
werden. Die RAPPAPORT-VASSILIADIS- und Selenit-Cystin-Anreicherungs-bouillon soll-
ten parallel eingesetzt und zu mindestens zwei verschiedenen Bebriitungszeiten auf feste
Néhrmedien {iberimpft werden. Aufgrund der intermittierenden Ausscheidung sollten mehrere
Kotproben untersucht werden. Je groBer der Aufwand ist, umso héher wird auch die Nach-

weisrate sein. Dennoch ist ein negatives Ergebnis niemals 100 % sicher.

Die Salmonelleninzidenz unter den hier untersuchten Landschildkrdten liegt bei einmaliger
Probennahme bei ca. 10 %. Zwei der 18 salmonellenpositiven Schildkrdten stammten aus
verschiedenen Privathaltungen, die iibrigen 16 aus zwei getrennten Bestinden einer Zoohand-
lung.

Eine Aussage liber eine hohere Inzidenz bei Nachzuchttieren oder Wildfingen war aufgrund

dieser Tatsache nur bedingt moglich.
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7. SUMMARY

EVIDENCE OF SALMONELLA SPP. IN TORTOISES

In the present study an efficient procedure for detecting salmonellas in feces of tortoises

should be established.

First of all a survey of occurrence of salmonellas in reptiles and their importance for reptiles

as well as for man is given.

Next an appropriate incubation temperature for multiplying salmonellas of reptilian origin in
a selective enrichment medium was evaluated.

Furthermore 86 salmonella strains isolated from reptiles were tested on nine different selec-
tive solid media for their appearance; these media were BPLS-, DCLS-, HE-, MLCB-,
ONOZ-, RAMBACH-, SS-, WS- and XLD-Agar. The media were reviewed according to their
qualification in identifying those strains.

Finally 167 fecal samples of tortoises of different species and two lizards from Munich area
were examined according to the former established procedure whether or not they harboured
salmonellas. Therewith the suitability of this method should be determined and the incidence

of salmonellas of these tortoises should be investigated.

Following results were obtained:

The best growth of salmonellas resulted from RAPPAPORT-VASSILIADIS and selenite
cystine enrichment broth at an incubation temperature of 35-37 °C.

The higher critical temperature for incubation of RAPPAPORT-VASSILIADIS enrichment
medium is 42 °C; especially Salmonella subspecies IIIb often are inhibited in this medium at
this temperature. For isolating salmonellae as well as for inhibiting competing organisms, an
incubation temperature of 41 °C is emphasized for enrichment in RAPPAPORT-
VASSILIADIS broth.
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Neither temperature investigated had any inhibitory effect on the growth rate of salmonellas
in selenite cystine medium, but its inhibitory activity on competing organisms proved strik-
ingly less, too.

RAPPAPORT's enrichment medium supports growing of salmonellas of reptilian origin least
of all.

For isolation of salmonellas from tortoises BPLS- and XLD-agar proved best for direct strik-
ing as well as after previous enrichment in either RAPPAPORT-VASSILIADIS or selenite
cystine medium or both. For investigation of snakes and lizards MLCB- or eventually WS-
agar should be used.

For achieving a most reliable statement at least two different agar media should be used for
direct plating as well as for enrichment subculture. RAPPAPORT-VASSILIADIS and se-
lenite cystine enrichment medium should be used simultaneously and spread on at least twice
at different times of incubation. On account of the intermittent excretion of salmonellas sev-
eral fecal samples should be examined. The more extended the effort the better the results will
be. Though a single negative result never is absolutely reliable.

In this study the incidence of salmonellas in tortoises — investigating only a single sample
from each animal — ranks at about 10 %. Two out of 18 tortoises positive for salmonellas
originated from different private owners; the remaining 16 belonged to two stocks of a pet
shop. Therefore statements about higher incidence of wild cut or home bred tortoises were not

practicable.
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9. TABELLENANHANG

Koloniemorphologie der 86 getesteten Salmonellenstimme auf den neun verschieden Ndhr-

béden nach Subspezies geordnet

: Néhrboden
Sub-  Tier
Stamm-Nr. . RAM-
Spez. art BPLS BS DCLS HE MLCB Onéz SS @ XLD BACH
NRL-SALM 123 I SK | typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
ZFF 3120/00 I SK | typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
ZFF 3886/00 I SK | typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
CS1 I SK | typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
CS8 I | SK| typ. typ. typ.  typ. typ. typ. typ. typ. typ.
CS9 I SK | typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
CS 10 I SK | typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
CS11 I SK | typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
CS12 I SK | typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
CS13 I SK | typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
CS 14 I SK | typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
CS 15 I SK | typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
CS 16 I SK | typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
NRL-SALM 171 I E typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
NRL-SALM 270| 1 E typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
ZFF 2053/99 I E typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
ZFF 92/00 I E typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
ZFF 550/02 I E typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
ZFF 39/01 I E typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
CS 19 I E typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
NRL-SALM 612 1 S typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
NRL- 2541 I S typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
ZFF 42/99 I S |untyp. untyp. @ untyp. untyp. untyp. untyp. untyp. untyp. untyp. lila
ZFF 18/01 I S typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
NRL-SALM 237 10 SK | typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
NRL-SALM 872| 1I SK | typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
ZFF 1230/99 11 SK | typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
CS2 1I SK | typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
CS3 II SK | typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
CS4 1I SK | typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
CSs 1I SK | typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
untyp.
CSe6 II SK | typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. farblos
CS7 1I SK | typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
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Fortsetzung: Koloniemorphologie der 86 getesteten Salmonellenstimme auf den neun verschieden
Ndhrbéden nach Subspezies geordnet

Sub-  Tier Néhrboden
Stamm-Nr. v
Spez. art | BPLS BS DCLS| HE MLCBONOZ SS | XLD RAMBACH
CS 8 1I SK | typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
CS9 I SK | typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
CS 10 II E typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
CS11 II E typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
CS12 II E typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
untyp.
CS 13 M| E | top  tp | Pty P Pty P ] (Z fﬁn)
CS 14 Hla | E | typ.  typ. @ typ. typ. = typ. i typ. = typ. yp- untyp. lila
CS15 IIla E | typ. typ.  typ. typ. typ.  typ. | typ. = typ. | untyp.lila
untyp.
CS 16 [ITa E typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. blau(tgfﬁn)
untyp.
CS 17 IITa E typ. untyp. typ. typ. typ. typ. typ.  untyp. Blou(zrim)
CS 18 [IIa E typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
CS 19 [IIa E typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ.
CS 20 IIla S typ. | typ. | typ. | typ. typ. | typ. | typ. | typ. | untyp.lila
CS21 IIla S typ. | typ. | typ. | typ. typ. | typ.  typ. @ typ. | untyp.lila
CS22 IIla S typ. | typ. | typ. | typ. typ. | typ. @ typ. @ typ. | untyp.lila
CS23 Hla | R | typ.  typ. @ typ. typ. typ. typ. typ. typ. = untyp.lila
CS24 IIb E |untyp. typ. untyp. untyp. typ. untyp. untyp. untyp. gﬁzﬂa
CS 25 IIIb E | typ. | typ.  typ. | typ.  untyp. typ. | typ. | typ. | untyp.lila
untyp.
CS 26 IIb E |untyp. typ. untyp. untyp. typ. | untyp. untyp. untyp. Sl
CS 27 11Ib E |untyp. untyp. untyp. untyp. typ. untyp. untyp. unty{)i.l:lau-
CS 28 IIIb E typ. |untyp. untyp. typ typ. |untyp. untyp. untyp untyp.
. . . . . . . | i)
untyp.
CS 29 1Ib E |untyp. untyp. untyp. untyp. typ. | untyp. untyp. untyp. blau(griin)
CS 30 1IIb E typ typ. | untyp. untyp. typ typ typ. | untyp untyp.
. . . . . . . S i)
CS 31 IIb E |untyp. typ. untyp. untyp. typ. | untyp. untyp. untyp. untyp. lila
CS 32 11Ib S |untyp. typ. |untyp. untyp. typ. |untyp. untyp. untyp. lila
CS33 1Ib S |untyp. | typ. untyp. typ. untyp. untyp. untyp. untyp. lila
CS 34 11Ib S typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. | untyp. lila
NRL-SALM 605| IIIb S typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. | untyp. lila
untyp.
ZFF 1328/99 | IIIb S |untyp. typ. @ typ. untyp. untyp. untyp. untyp. untyp. i ).
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Fortsetzung: Koloniemorphologie der 86 getesteten Salmonellenstimme auf den neun verschieden
Ndhrbéden nach Subspezies geordnet

Stamm- Nr.: Sub- Tier Nihrboden
" Spez.  art BPLS| BS DCLS HE |[MLCB ONOZ SS | XLD  RAMBACH
ZFF 1519/99 | 1IIb S typ. | typ. | typ. | typ. | typ. typ. typ. | typ. untyp. lila
untyp.
ZFF 269/99 | IlIb S typ. typ. typ. | typ.  untyp. = typ. typ. typ. Sl
untyp.
ZFF 1484/99 | IlIb S |untyp. untyp. untyp. typ.: typ. untyp. | untyp. untyp. blau(griin)
untyp.
ZFF 1490/99 | IlIb S |untyp. untyp. typ. typ.: typ. | untyp. typ. | untyp. Sl
un- untyp.
ZFF 863/00 | IIIb S |untyp.  untyp. untyp. o untyp. | untyp. | untyp. untyp. et
ZFF 344/01 | Illb S typ. | typ. | typ. |typ.| typ. | untyp. | typ. | typ. untyp. lila
NRL{ g? M1y E | typ. untyp.| typ. | typ. typ. typ. typ. | typ. | untyp. farblos
NRL{ g? LM v E | typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. = typ. | untyp. farblos
NRIS—SS;;;LM v E | typ. typ. typ. typ. typ. typ. typ. = typ. | untyp. farblos
ZFF 57/99 v E typ. untyp. typ. | typ. | typ. typ. typ. typ. | untyp. farblos
ZFF 194/99 | 1V E | typ. typ. | typ. ityp. typ. typ. typ. = typ. | untyp. farblos
ZFF 521/99 | 1V E | typ. typ. | typ. ityp. typ. typ. typ. | typ. | untyp. farblos
ZFF 2274/99 | 1V E | typ.  typ.  typ. typ.. typ. typ. typ. | typ. | untyp. farblos
ZFF 743/00 | IV E | typ. untyp. untyp. typ. typ. typ. typ. | typ. | untyp. farblos
ZFF 2821/00 | TV E | typ. typ. | typ. |typ. typ. typ. typ. = typ. | untyp. farblos
ZFF 156/01 v E | typ. typ. | typ. ityp. typ. typ. typ. = typ. : untyp. farblos
ZFF 1517/01 | TV E | typ. typ. | typ. |typ. typ. typ. typ. | typ. | untyp. farblos
ZFF 1250/01 | TV E | typ. typ. | typ. | typ. typ. typ. typ. | typ. | untyp. farblos
NRL3_§’9A LM v S typ. untyp. typ. | typ. | typ. typ. typ. | typ. | untyp. farblos
ZFF 2684/00 | TV S | typ. |untyp.| typ. |typ.| typ. typ. typ. | typ. | untyp. farblos
ZFF 3853/00 | TV S |s.-typ | typ. @ typ. |typ. typ. typ. typ. | typ. | untyp. farblos
ZFF 148/01 v S | typ. | typ. |untyp. typ. untyp. | typ. typ. | typ. | untyp. farblos
NR]I;SA‘%LM v R | typ. untyp. typ.  typ.| typ. typ. typ. = typ. | untyp. farblos
ZFF 137/99 Rf(a)l;lrkrll_ E | typ. untyp.: typ. |typ. typ. typ. typ. | typ. | untyp. farblos

Abkiirzungen: CS: von Christine Schramme isolierte Salmonellenstimme,; E: Echsen; R: Reptil, keine
weitere Angabe,; S: Schlangen,; SK: Schildkréten, Stamm-Nr.: Salmonellenstamm-Nr.; typ.: salmonel-
lentypische Koloniemorphologie,; untyp.: untypische Koloniemorphologie;
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