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Tiere sind die besten Freunde.
Sie stellen keine Fragen und kritisieren nicht.

Mark Twain
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A EINLEITUNG

A EINLEITUNG

Lebensmittelbedingte Infektionen mit thermotoleranten Campylobacter spp.,
Salmonella spp., Yersinia enterocolitica und EHEC zahlen zu den haufigsten Er-

regern von Durchfallerkrankungen bei Mensch und Tier in Deutschland.

Eine wichtige Quelle fir die Infektion mit diesen Erregern ist in vielen Fallen der
Verzehr von Rohfleischprodukten, nicht ausreichend erhitzten Lebensmitteln oder
kontaminierten Lebensmitteln oder auch der Kontakt mit infizierten Tieren. Trotz
einem ausreichenden Angebot an Fertigfuttermitteln fir Haustiere ist die Roh-
fleischfltterung in der Tierhaltung noch verbreitet, freilaufende Tiere haben die
Méglichkeit an kontaminierte Lebensmittel oder rohes Fleisch von verendeten
Tieren zu gelangen oder sich aus anderen Quellen zu infizieren. Der Mensch kann
sich dabei einerseits mit den gleichen vor allem rohen Lebensmitteln infizieren, die
er auch seinem Haustier flttert. Ist das Tier infiziert, ist andererseits in Form einer
Zoonose die Ubertragung der Erkrankung vom Tier auf den Menschen méglich.
Auch der erkrankte Mensch kann die Bakterien auf Tiere tbertragen.

Obwohl die Bedeutung von Durchfallerkrankungen mit pathogenen lebens-
mittelrelevanten Bakterien bei Haustieren im Hinblick auf ihren Zoonosecharakter
grofB3 ist, gibt es wenige Studien, die den Kot von Haustieren auf pathogene,
lebensmittelrelevante Bakterien untersucht haben und den Zusammenhang
zwischen der Fltterung dieser Tiere und auftretenden Durchfallerkrankungen mit
pathogenen, lebensmittelrelevanten Bakterien bei Haustieren hergestellt haben.
Mit der vorliegenden Studie soll festgestellt werden, inwiefern ein Zusammenhang
zwischen Durchfallerkrankungen bei Haustieren und Fitterung besteht und wie
haufig und welche pathogenen Bakterien an Durchfallerkrankungen bei
Haustieren beteiligt sind. Zur Gegenkontrolle werden die Untersuchungen in
gleicher Zahl an klinisch gesunden Tieren durchgeflhrt.
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1 Lebensmittelrelevante pathogene Bakterien

1.1. Campylobacter spp.

1.1.1 Taxonomie

Die Gattung Campylobacter umfasst die fir die Veterinarmedizin wichtigsten Ver-
treter der mikroaerophilen, beweglichen, schraubenférmigen, gramnegativen
Bakterien (SELBITZ 2006a). Die Gattungen Arcobacter und Campylobacter bilden
zusammen die Familie der Campylobacteraceae. Campylobacter, Arcobacter und
Helicobacter zdhlen gemeinsam mit dem Genus Spirillum zur rRNA-Superfamilie
VI der Klasse Proteobacteria (SELBITZ 2006a). Die Gattung Campylobacter um-
fasst insgesamt 15 Spezies, die wichtigsten Erreger von Durchfallerkrankungen -
C. jejuni, C. coli und C. lari - eingeschlossen. Diese werden als sogenannte

thermotolerante Campylobacter spp. bezeichnet (PEARCE et al. 2003).
1.1.2 Morphologie und kulturelle Eigenschaften

Bakterien der Gattung Campylobacter sind gramnegative, sporenlose, gebogene
oder gelegentlich gerade Stabchen von 0,2-0,9 x 0,5-5,0 um. Sie sind durch uni-
oder bipolare BegeiBelung beweglich (SELBITZ 2006a). Ihr Temperaturoptimum
liegt im Bereich von 30-42°C, sie tolerieren 3-15% Sauerstoff wéahrend des
Wachstums (SELBITZ 2006a). Die in dieser Gattung wichtigsten Durchfallerreger
C. jejuni und C. coli bevorzugen die hdéchste Bebritungstemperatur dieser
Gattung von 42°C und bei mikroaerophilen Bedingungen auf antibiotikahaltigen
Selektivndhrmedien (SELBITZ 2006a). Campylobacter fetus, ein wichtiger Erreger
von seuchenhaften Aborten bei Rindern bevorzugt eine Bebrlitungstemperatur
von 30°C. Diese Eigenschaft der sehr unterschiedlichen Wachstumstemperaturen
dient der Differenzierung zwischen den humanpathogenen Campylobacter spp.
und den speziell tierpathogenen Campylobacter spp. (WITTENBRINK 2002).
Campylobacter spp. kdnnen keine Kohlenhydrate verwerten, weder oxidativ noch
fermentativ. (SELBITZ 2006a). C. coli sind von C. jeuni durch ein
unterschiedliches Verhalten hinsichtlich der Bildung von Glyzin zu unterscheiden.
C. jejuni bilden bei der Hydrolyse von Hippurat Glyzin, C. coli nicht (STICHT-
GROH 1982).
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1.1.3 Campylobacter spp. Infektionen bei Menschen

1.1.3.1 Vorkommen und Verbreitung von Campylobacter spp. Infektionen

Campylobacterinfektionen bei Menschen werden zum gréBten Teil von C. jejuni
ausgeldst. So zeigte eine Studie in der Schweiz (KELLER et al. 2007) das 79%
der menschlichen Campylobacterisolate C. jejuni waren. 2005 in Deutschland
wurden 74,8% der Campylobacter spp. Isolate als C. jejuni identifiziert (ROBERT
KOCH INSTITUT 2006). Insgesamt lassen sich 80% bis 90% der durch
Campylobacter spp. verursachten Erkrankungen bei Menschen auf C. jejuni
zurtickzuflhren und nur 5% bis 10% auf C. coli (KETLEY 1997, GUEVREMONT
et al. 2004). Eine jahreszeitliche quantitative Haufung von C. coli ist nicht festzu-
stellen, wahrend bei C. jejuni von September bis Oktober eine signifikant héhere
Isolierungsrate nachgewiesen werden kann als zu anderen Jahreszeiten (KANG
et al. 2006). In Deutschland erkrankten 2005 am meisten Menschen von der 23.
bis zur 37. Meldewoche (ROBERT KOCH INSTITUT 2006). Campylobacter spp.
Infektionen, insbesondere Infektionen mit C. jejuni sind als Zoonosen auf der
ganzen Welt verbreitet. Neueste Studien berichten von Krankheitsausbrtichen in
Japan (YODA und UCHIMURA 2006), in Danemark (MAZICK et al. 2006) und in
Spanien (JIMINEZ 2005). In Deutschland sind Infektionen mit Campylobacter spp.
die haufigsten bakteriellen Lebensmittelinfektionen. So lag die Erkrankungsrate
2005 bei 75,3 Einwohner auf 100.000. Damit stieg die Erkrankungsrate um 13%
gegenlber dem Vorjahr (ROBERT KOCH INSTITUT 2006). Innerhalb Deutsch-
lands gab es auBerdem regionale Unterschiede hinsichtlich den Erkrankungs-
zahlen. Die meisten Erkrankungsfélle traten in Sachsen auf, mit 122
Krankheitsféallen auf 100.000 Einwohner. Kinder unter funf Jahren waren am
haufigsten betroffen, es erkrankten 221,7 Kinder pro 100.000 Einwohner, in der
Gruppe der 20 bis 29 jahrigen erkrankten Uberdurchschnittlich viele Erwachsene,
110 pro 100.000 Einwohner (ROBERT KOCH INSTITUT 2006).

1.1.3.2 Ubertragung und Epidemiologie von Campylobacter spp.

Menschen infizieren sich mit Campylobacter spp. am haufigsten Uber Lebens-
mittel, wobei nicht durchgegartes Gefllgelfleisch die Hauptinfektionsquelle dar-
stellt (SELBITZ 2006a). Dabei spielen auch Kreuzkontaminationen durch
mangelnde Vorsicht in der Kiche eine Rolle, wenn zum Beispiel auf einem Teller
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auf dem rohes Geflugelfleisch lag, Speisen zubereitet werden die nicht durch-
erhitzt werden, zum Beispiel Salat (LAVES 2006). Auch der direkte Kontakt zu in-
fizierten Tieren oder verseuchtem Wasser sind mdgliche Infektionswege
(KRAMER 2002). In den USA betragt die geschatzte Fallanzahl von durch Trink-
wasser infizierten Menschen mit Campylobacter spp. 320.000. Campylo-
bacterinfektionen durch verunreinigtes Wasser in Fliissen oder Seen oder durch
verunreinigtes Trinkwasser flhrten in einigen Landern auch in letzter Zeit immer
wieder zu Ausbrlchen von Infektionen mit C. jejuni (RICHARDSON et al. 2007). In
Deutschland sind in jeder dritten Entenkotprobe und in jeder dritten Rinder-
kotprobe thermophile Campylobacter nachweisbar, und kénnen auf diesem Weg
in Badeseen oder Trinkwasser gelangen (SCHINDLER 2006). Tiere scheiden oft
asymptomatisch C. jejuni aus (SELBITZ 2006a). In der Tat lasst sich C. jejuni im
Darm zahlreicher Warmbllter nachweisen, Wirmer und Arthropoden werden in
der Literatur als Vektoren beschrieben (WEBER 1985, SELBITZ 2006a). Auch
durch den Genuss von rohem oder nicht ausreichend erhitztem Schweinefleisch
kénnen Erkrankungen beim Menschen mit C. jejuni oder C. coli ausgelést werden
(STICHT-GROH 1982, WEBER 1985, ADAK 2005). In einer Studie konnte bei
HUhnereiern keine Campylobacter spp. gefunden werden. Weder im Ei noch auf
der Eierschale. (SVOBODA und JAGGI 2002). Eine neue Untersuchung in Oster-
reich macht Huhnereier flir Ausbriiche von C. jejuni Infektionen verantwortlich
(MUCH et al. 2007). Auch Milch und Milchprodukte, insbesondere rohe Milch sind
eine mdgliche Infektionsquelle far C. jejuni Infektionen (MUCH et al. 2007),
ebenso wie GemUse und Salate (HUSSAIN et al. 2007).

1.1.3.3 Symptome von Campylobacter Infektionen beim Menschen

Vor allem C. jejuni hat eine groBe Bedeutung als Erreger von Enteritiden beim
Menschen. C. lari, C. coli, C. upsaliensis und C. concisus sind Durchfallerreger
beim Menschen, ihre Bedeutung reicht aber nicht an die Bedeutung von C. jejuni
heran (SELBITZ 2006a). Erkrankungen mit Campylobacter spp. unterliegen dem
Infektionsschutzgesetz (IfSG) §6 und §7, es besteht Meldepflicht. Beim
Menschen verursachen Campylobacter spp. nach einer Inkubationszeit von zwei
bis sieben Tagen eine akut verlaufende Enteritis (BULTE 2004). Das klinische Bild
reicht von mildem, wassrigen Durchfall bis zu schwerem, entziindlichen Durchfall
(KETLEY 1997). Die in seltenen Féllen blutigen Durchfalle verlaufen in der Regel
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selbstlimitierend und klingen begleitet von Schmerzen und Krampfen nach zwei
bis drei Tagen ab (WEBER 1985, KETLEY 1997, WITTENBRINK 2002).
Komplikationen kénnen sich aus dem bei Patienten nach einer C. jejuni Infektion
moglichem Auftreten des Guillan-Barré-Syndrom ergeben (TAM 2007). Das
Guillain-Barré Syndrom ist eine akute Polyradikulitis, eine extrem seltene
Nervenerkrankung, bei der die isolierende Myelinschicht des peripheren
Nervensystems durch eine Autoimmunreaktion von korpereigenen Abwehrzellen
zerstért wird. Dadurch kommt es zu La&hmungserscheinungen der GliedmaBen
und aufsteigend eventuell sogar zu Atemstérungen, die eine kinstliche Beatmung
notwendig machen kénnen (DEUTSCHE EMPHYSEMGRUPPE 2001). In ein bis
funf Prozent der Félle kann es als Komplikation der Campylobacterinfektion zu
einer reaktiven Arthritis kommen (POPE 2007). Auch das Reiter Syndrom kann
eine Campylobacterinfektion begleiten oder ihr folgen, vor allem bei
immundefizienten Menschen (KEAT und ROWE 1991). Das Reitersyndrom wird
auch als Urethro-konjunktivales-synoviales Syndrom bezeichnet. Es ist eine
Sonderform einer reaktiven Arthritis und kommt vor allem bei HLA-B27 Antigen
positiven Menschen vor. Nach 2-3 Wochen kommt es bei betroffenen Personen
zu einer sterilen Arthritis vor allem in den distalen GliedmaBen, zu einer
Konjunktivitis und zu einer Harnrdhrenentztindung, oft begleitet von einer Reiter-
Dermatose mit Hautveranderungen an der Mundschleimhaut, den Genitalorganen,
den Handflichen und FuBsohlen (DEUTSCHE GESELLSCHAFT FUR
AUTOIMMUN-ERKRANKUNGEN e.V. 2005).

1.2. Salmonella spp.

1.2.1 Taxonomie

Die Genusbezeichnung Salmonella wurde 1900 von Lignieres vorgeschlagen.
Eine fortschreitende Entdeckung neuer Salmonella Arten fihrte zu einer erst von
White spater von Kauffmann eingeflihrten Ordnung der Salmonellen nach ihren
O- und H- Antigenen (SELBITZ 2006b). Im Kauffmann—-White Schema sind Uber
2500 Serovare definiert. Der Genus Salmonella besteht nach DNA-Analysen aus
zwei Spezies: Salmonella cholerasuis mit sechs Subspezies und Salmonella
bongori. 1987 wurde von LE MINOR und POPOFF eine Umbenennung von S.

cholerasuis in S. enterica vorgeschlagen. Seit 2005 ist die Umbenennung ofiiziell.
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Seit 2005 werden die Spezies S. enterica und S. bongori unterschieden
(JUDICIAL COMMISSION OF THE INTERNATIONAL COMMITEE FOR
SYSTEMATICS OF PROKARYOTES 2005)

1.2.2 Morphologie und kulturelle Eigenschaften

Bakterien der Gattung Salmonella sind gramnegative, fakultativ anaerobe
Stabchenbakterien. Sie sind 0,7-1,5 x 2,0-5,0 um groB, und treten in Gber 2500
Serovaren mit unterschiedlicher Wirtsanpassung und Virulenz auf. Viele von ihnen
sind Zoonoseerreger. Fast alle Salmonellen sind beweglich, ihre wichtigsten
Stoffwechselleistungen sind die Reduktion von Nitrat zu Nitrit, die Bildung von
Schwefelwasserstoff, der Abbau von Propylenglykol und die Nutzung von Citrat
als einzige Kohlenstoffquelle. Auf Blutagar tritt niemals H&molyse auf.
Diagnostische Bedeutung besitzt der fehlende Lactoseabbau, ausgenommen bei

den S. enterica supsp. arizonae und diarizonae (SELBITZ 2006b).

Salmonellen sind sehr variabel in ihren Temperaturbedirfnissen. In der Tat stellen
sie keine hohen Anspriche an Nahrmedien. Nichtselektive Voranreicherung be-
wirkt eine Erhéhung der Keimausbeute durch Aktivierung subletal geschadigter
Bakterien (SELBITZ 2006b). Sie wachsen bei Temperaturen von +10°C bis 47 °C,
manchmal auch bei niedrigeren Temperaturen von +6°C bis 8°C. |hr Temperatur-
optimum liegt bei 37°C, sie wachsen aber auch bei einer Bebriitungstemperatur
von 43°C und auf diese Art kann das Wachstum der Begleitflora gehemmt werden
(BISPING und AMTSBERG 1988).

1.2.3 Salmonella Infektionen bei Menschen

1.2.3.1 Vorkommen und Verbreitung von Salmonella Infektionen

Infektionen mit Salmonella spp. werden beim Menschen zum gréBten Teil von
nicht wirtsadaptierten Serovaren ausgeldést. S. Typhimurium und S. Enteritidis
kommen am haufigsten vor (SELBITZ 2006b). Abzugrenzen sind hiervon Er-
krankungen mit an den Menschen adaptieren S. Typhi und S. Paratyphi. Diese
Infektionen sind in Deutschland selten und in der Regel auf Lander mit sehr
geringen hygienischen Standards begrenzt. Zu beachten sind sie in Deutschland

6
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hauptséachlich als Reiseinfektion mit einer Inzidenz von unter 0,1 Erkrankungen
pro 100.000 Einwohnern im Jahr 2006 (ROBERT KOCH INSTITUT 2007b).

Auch in der letzten Zeit wird immer wieder wird auf der ganzen Welt von Aus-
briichen von Salmonella spp. assoziierten Infektionen berichtet. In Osterreich
wurden 2005 606 Ausbriiche von Lebensmittelinfektionen festgestellt, von denen
1910 Personen betroffen waren. 427 dieser Ausbriche (76%) konnten auf
Salmonella spp. Infektionen zurtckgefuhrt werden (MUCH et al. 2007). In den
Niederlanden traten 2005 Falle von S. Typhimurium Infektionen durch Verzehr
von verseuchtem Rindfleisch auf (KIVI et al. 2007). In D&nemark wurde ein
Ausbruch von S. Typhimurium Infektionen durch den Verzehr von Carpaccio
ausgelést (ETHELBERG et al. 2007). Von erstem August 2006 bis Mai 2007
erkrankten in den USA 628 Personen durch den Verzehr verseuchter
Erdnussbutter an S. Tennesee (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION 2007). In einem anderen Fall in den USA isolierte man S.
Typhimurium aus einer Kuchenmischung zur Herstellung von Eiskrem (ZHANG et
al. 2007).

In Deutschland kam es zu einer Haufung von Krankheiten in Further Kindergérten
im Oktober 2006. Dort erkrankten insgesamt 91 Kinder und vier Erzieherinnen.
Die Quelle der Infektion wurde beim gemeinsamen Catering Service der
Kindergérten festgestellt. Am wahrscheinlichsten wurde die Infektion durch den
am Abend vorher zubereiteten Kartoffelsalat hervorgerufen, eine genaue Ursache
konnte aber nicht gefunden werden. Es waren aber keine kontaminierten Eier im
Kartoffelsalat enthalten (ROBERT KOCH INSTITUT 2007a). Insgesamt ist die
Salmonellose  nach  der  Campylobacter-Enteritis  die  zweith&ufigste
Lebensmittelinfektion in Deutschland. 2005 gab es in Deutschland 55.245 Falle,
was einer Gesamtinzidenz von 63,3 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner
entspricht. 2004 lag die Inzidenz bei 82,1 Erkrankten pro 100.000 Einwohner. Die
haufigsten Serovare waren 2005 S. Enteritidis (68%) gefolgt von S. Typhimurium
(25%). Hinsichtlich regionaler Unterschiede bei den Erkrankungen wiesen die
Ostlichen Bundeslander eine hdhere Inzidenz als die westlichen Bundeslander auf.
Bei 7% der Nennungen wurde ein Urlaubsland als Infektionsland angegeben.

Jahreszeitliche Haufungen gab es im Spatsommer und Herbst zwischen der 35.
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und 42. Meldewoche, am haufigsten betroffen waren Kinder im Alter von unter
zehn Jahren (ROBERT KOCH INSTITUT 2006).

1.2.3.2 Ubertragung und Epidemiologie von Salmonella spp.

Menschen infizieren sich hauptsachlich Gber kontaminierte Lebensmittel und
Wasser mit Salmonella spp. Das Habitat der Salmonellen ist der Darm von Tieren
und Menschen. lhre hohe Tenazitit ermdglicht ihnen ein Uberleben fiir Wochen
und Monate in der kontaminierten Umwelt (SELBITZ 2006b). Direkte An-
steckungen an infizierten Tieren sind mdglich, aber durch direkten Kontakt mit
Salmonellen ausscheidenden Tieren erfolgt sehr selten eine Ubertragung auf den
Menschen. Dieser Ubertragungsweg ist nur bei kleinen Heimtieren
wahrscheinlicher (ROBERT KOCH INSTITUT 2002).

Lebensmittelinfektionen haben aber die gr6Bte Bedeutung. Mit Salmonella spp.
kontaminierte Lebensmittel sind meistens Fleisch und Fleischprodukte, die roh
oder nicht ausreichend erhitzt verzehrt werden, Eier oder eihaltige Produkte. Bei
Eiern kdnnen Salmonellen kénnen auf der Eischale oder im Eiinhalt vorhanden
sein. Die Kontamination der Eischale kann auBerlich Uber Salmonella-haltige
Faezes oder bereits im Eileiter wahrend der Eischalenbildung erfolgen. Der
Eiinhalt wird neuesten Erkenntnissen zufolge vor allem durch S. Enteritidis trans-
ovariell oder zumindest intravital in 0,01-0,1% der Félle infiziert. Eine
Kontamination des Eiinhalts kann infolge der Passage von Salmonella durch die
Eischale erfolgen, wenn héhere Raumtemperaturen und hohe Feuchtigkeit auf der
Eischale sowie eventuell Schalendefekte vorhanden sind (ROBERT KOCH
INSTITUT 2002). In den USA wurde im Juli 2004 ein Ausbruch von Salmonellen-
infektionen mit dem Verzehr von versuchten Tomaten in Zusammenhang gebracht
(GUPTA et al. 2007). In Deutschland erkrankten 1998 Menschen an einer
Salmonelleninfektion nach Verzehr von gerduchertem Aal, was zur Schluss-
folgerung fihrt, dass auch Aale Salmonella spp. Ubertragen kdénnen und der
Raucherprozess keinen Einfluss auf die Salmonella spp. Kontamination hat (FELL
et al. 2000).

Entscheidend fur den Ausbruch einer Infektion ist die Vermehrung der
Salmonellen in den Lebensmitteln (SELBITZ 2006b). Dies geschieht vor allem bei
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unzureichender Kihlung von gefahrdeten Produkten, was zu einer starken Keim-
anreicherung fihren kann (KLEER 2004a). Auch Kreuzkontaminationen spielen
bei der Ubertragung von Salmonellen eine groBe Rolle. Die Erreger werden durch
Hande, Kontakt mit kontaminierten Rohwaren oder Uber verunreinigte Arbeits-
flachen und Gerate auf Speisen Ubertragen. Auch schon erhitzte und fertig zu-
bereitete Speisen kdnnen so durch eine Rekontamination infiziert werden (DORN
et al. 2003, KLEER 2004a).

Die Infektionsdosis fir den erwachsenen Menschen liegt bei 10* bis 10° Keimen.
Wenn sich Salmonellen in stark fetthaltigen Lebensmitteln wie Kase, Hamburger,
Schokolade, Salami oder auch Gewilrzen befinden, oder bei besonderer Dis-
position, wie zum Beispiel bei Abwehrschwéache, im Fall von Sauglingen, Klein-
kindern oder alten Menschen, sind jedoch Erkrankungen bereits bei Infektions-
dosen unter 100 Keimen beobachtet worden (ROBERT KOCH INSTITUT 2002).

Eine direkte oder indirekte Ubertragung von Mensch zu Mensch kann als
Hospitalinfektion bei besonders disponierten Personen oder unter hygienisch un-
gunstigen Bedingungen erfolgen (ROBERT KOCH INSTITUT 2002).

1.2.3.1 Symptome der Erkrankung beim Menschen

Bei der Salmonellenenteritis sind die Symptome bei einer Infektion mit S.
Typhimurium und S. Enteritidis von Infektionen mit hauptsachlich in Entwicklungs-
landern vorkommenden S. Typhi und S. Paratyphi abzugrenzen. Infektionen mit S.
Typhi kénnen eine Inkubationszeit von 3-60 Tagen aufweisen bei S. Paratyphi

1-10 Tage. Infektionen mit S. Typhi beginnen mit grippedhnlichen Symptomen.
Dann kommt es in unbehandelten Fallen zu hohem Fieber von bis zu 41°C, das
drei Wochen anhalten kann. Eine mdgliche Verstopfung ist gefolgt von
erbsenbreiartigen Durchfallen, 2-4 mm groBe Hauteffloreszenzen, sogenannte
Roseolen, kénnen auftreten. Mdglich ist auch eine Bradykardie. Komplikationen
wie Darmblutungen und Darmperforationen mit folgender Peritonitis,
nekrotisierende Cholezystitis, thromboembolische Ereignisse, Osteomyelitis,
Endokarditis oder Meningitis kénnen auftreten. 2-5% der Erkrankien werden

Dauerausscheider. Die Infektion mit S. Paratyphi verlauft gewdhnlich mit
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ahnlichen Symptomen, aber milder mit niedrigerem Fieber und einer
Krankheitsdauer von 4-10Tagen (ROBERT KOCH INSTITUT 2007b).

Infektionen mit S. Enteritis und S. Typhimurium haben Inkubationszeiten von

5-72 h bis maximal 7 Tage. Die Infektion beginnt meistens plétzlich mit
zahlreichen wéssrigen Stiihlen, Bauchschmerzen, teilweise mit Fieber, Ubelkeit,
Erbrechen und Kopfschmerzen. Im Verlauf der Krankheit werden die Durchfalle
auch blutig. Die Symptome dauern in der Regel nur wenige Stunden oder Tage.
Bei schweren klinischen Féllen treten Schiittelfrost, héheres Fieber und Kollaps
auf. Oft kommt ein leichter oder symptomloser Verlauf vor, dieser ist abhangig von
der aufgenommenen Keimzahl (ROBERT KOCH INSTITUT 2002). Bei etwa 5%
der |Infizierten verlduft die Erkrankung =zusatzlich systemisch. Allein der
Krankheitsverdacht, sowie Erkrankung und Tod und die Ausscheidung sind
meldepflichtig gemaB §6 Infektionsschutzgesetz (IFSG) (SELBITZ 2006b). Die
Keimausscheidung von Enteritis-Salmonellen dauert im Mittel drei bis sechs
Wochen, bei Sauglingen aber auch Uber Monate. Dauerausscheidung Uber sechs
Monate ist relativ selten (ROBERT KOCH INSTITUT 2002). 2-5% der Patienten
kénnen zu Dauerausscheidern werden. Die Salmonellen siedeln sich bei diesen
Patienten in den Gallengangen und der Gallenblase an (SELBITZ 2006b). Als
Komplikation einer Salmonelleninfektion trat in sehr seltenen Fallen eine
Endokarditis auf (VAISBEIN et al. 2006). Auch Milz und Leberabszesse wurden in
seltenen Féllen beobachtet (CHAUDHRY et al. 2003). In seltenen Fallen
verkompliziert sich eine Salmonelleninfektion auch neurologische Erkrankungen,
reaktive Arthritis, Spondylitis und Osteomyelitis (ROBERT KOCH INSTITUT
2002).

1.3. Yersinia enterocolitica

1.3.1 Taxonomie

Die Gattung Yersinia gehért zur groBen Familie der Enterobacteriacae. Die
Spezies Y. enterocolitica gehoért zur Gattung Yersinia. Zum Genus Yersinia ge-
héren derzeit zwolf verschiedene Species: Y. pestis, Y. pseudotuberculosis, Y.
ruckeri, Y. enterocolitica und die sogenannten Y. enterocolitica-like Bakterien, die

aufgrund genetischer Untersuchungen heute in sieben eigene Spezies eingeteilt
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werden: Y. frederiksenii, Y. kristensenii, Y. intermedia, Y. aldovae, Y. rohdei, Y.
mollaretii, Y. bercovieri und die Spezies Y. aleksiciae, die aufgrund neuester
Untersuchungen (SPRAGUE und NEUBAUER 2005) zum Genus Yersinia ge-
rechnet wird. Von diesen Species sind drei pathogen fir den Menschen:
Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis und Y. pestis (ALEKSIC und
BOCKEMUHL 1990). Anhand von Oberflaichen und GeiBelantigenen kénnen
Y. enterocolitica mittels der O-Antigene und H-Antigene in Serotypen unterteilt
werden. Aufgrund der biochemisch unterschiedlichen Reaktionen kénnen
auBerdem Biotypen unterschieden werden (SELBITZ 2006d).

1.3.2 Morphologie und kulturelle Eigenschaften

Y. enterocolitica ist ein Gram-negatives, Oxidase-negatives, Katalase-positives,
Nitrat-Reduktase-positives, kokkoides bis pleomorphes und fakultativ anaerobes
Stabchen der GroBe 0,5-0,8 x 1,3 um (BERCOVIER und MOLLARET 1984). Es
besitzt keine Kapsel und bildet keine Sporen. Das Bakterium ist Urease-positiv,
H.S-negativ, fermentiert Mannitol und produziert Saure, aber kein Gas aus
Glucose. Das Wachstum kann bei Temperaturen zwischen 0°C und +45°C statt-
finden, optimal bei +28°C bis +30°C und ohne besondere Anspriiche an den
Nahrboden. Sie lassen sich sowohl auf Blutagar anzlchten, wie auch auf fir
andere Enterobacteriacae Ublichen Selektivndhrbdden. Beweglich  sind
Y. enterocolitica nur bei Temperaturen unter +28°C (SELBITZ 2006d).

1.3.3 Y. enterocolitica Infektionen beim Menschen

1.3.3.1 Vorkommen und Verbreitung von Y. enterocolitica Infektionen

Y. enterocilitica tritt weltweit auf, allerdings bevorzugt in geméaBigten bis sub-
tropischen Gebieten (BOCKEMUHL und ROGGENTIN, 2004). Humanmedizinisch
sind die wichtigsten Serotypen und Biotypen: O:3/4; 0:5,27/2; 0O:8/1b; 0:9/2
(BOTTONE 1999). Serotyp O:8 wurde hauptsachlich in Nordamerika nach-
gewiesen. Allerdings konnte auch auBerhalb Nordamerikas in Japan Serotyp O:8
nachgewiesen werden (ICHINOE et al. 1991, HAYASHIDANI et al. 1995). Auch in
Deutschland wurde 2002 ein erster Fall einer Yersiniose mit Serotyp O:8 bekannt
(ROBERT KOCH INSTITUT 2002). Auf der ganzen Welt wird immer wieder von Y.

11



B LITERATUR

entrocolitica Infektionen berichtet. Im Februar 2006 gab es in Norwegen einen
Ausbruch von Y. entrocolitica Serotyp O:9 im Zusammenhang mit dem Verzehr
eines fertig zubereiteten Schweinefleischproduktes als mdglicher Ursache
(GRAHEK-OGDEN 2007). Von Dezember 2002 bis Januar 2003 traten in den
USA gehéuft Infektionen mit Y. enterocolitica O:3 bei Kindern auf, die Schweine-
darme verzehrt hatten (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION
2003). Im Januar 2002 kam es zu einem Ausbruch einer Y. enterocolitica Infektion
mit dem Serotyp O:3 unter der Besatzung eines Oltankers auf dem Weg von
Kroatien nach ltalien. Die Infektionsursache konnte nicht ermittelt werden. Eine
Ubertragung von Mensch zu Mensch konnte nicht ausgeschlossen werden
(BABIC-ERCEG et al. 2003).

In Deutschland zahlt die Yersiniose seit Inkrafttreten des Infektionsschutz-
gesetzes von 2001 zu den meldepflichtigen Krankheiten (KLEER 2004). Seit 2003
sinkt die Inzidenz der Krankheit spirbar. So waren im Jahre 2002 noch 7.213
Krankheitsfélle zu verzeichnen, so sank die Zahl 2004 auf 6.184 (ROBERT
KOCH INSTITUT 2005) und im Jahre 2005 auf 5.624 Falle. 2005 war keine
jahreszeitliche Haufung der Erkrankung festzustellen (ROBERT KOCH INSTITUT
2006). Die bundesweite Inzidenz lag damit bei 6,8 Erkrankungen pro 100.000
Einwohner. Die héchste Inzidenz wurde in Sachsen, Sachsen-Anhalt und
Thiringen registriert. Deutschland war in 97% der Félle das Infektionsland. Klein-
kinder im Alter von 1 bis 4 Jahren erkrankten mit der hdchsten Inzidenz an
Y. enterocolitica. Geschlechtsspezifische Unterschiede im Auftreten der Er-
krankung waren nicht erkennbar. In 85% der Erkrankungen war der Serotyp be-
kannt. In 90% der Félle war das O:3, zu 6% 0:9, zu 1% 0:5,27. Vereinzelte Félle
von O:8 traten ebenfalls auf (ROBERT KOCH INSTITUT 2006).

1.3.3.2 Ubertragung und Epidemiologie von Y.enterocolitica

Das Schwein wird weltweit als wichtigster Ubertrager und Trager von pathogenen
Y. enterocolitica betrachtet (BOTTONE 1999). Untersuchungen an gesunden
Schweinen zeigen, dass die fir den Menschen pathogenen Serotypen von
Y. enterocolitica 4/0:3 und 2/0:9 im Kot und in der Maulhéhle von symptomlosen
Schweinen zu finden sind (KAPPERUD 1991). Eine Studie aus Finnland unter-
suchte Proben von menschlichen Y. enterocolitica 4/0:3 Stammen und verglich
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sie mit Stammen die aus Zungen, Lebern, Nieren und Herzen von Schweinen ent-
nommen wurden. 71% der Stdmme waren nahezu identisch. Was wiederum das
Schwein als wichtiges Reservoir fir die Infektion beim Meschen belegt
(FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 2001). In Schweden wurde der genaue Zu-
sammenhang zwischen Essen von Yersiniose Patienten und ihrer Erkrankung
untersucht. Dazu wurde Schweinefleisch aus der Umgebung der Patienten, aus
Laden oder Gefriertruhen, die von den Patienten genutzt wurden auf pathogene
Yersinia spp. untersucht. Dabei handelte es sich um 91 rohe Produkte und 27
Fertigprodukte aus Schweinefleisch. Y. enterocolitica wurde in keinem der
Fertigprodukte gefunden, bei den 91 Rohfleischproben entdeckte man in sechs
Isolaten Y. enterocolitica (THISTED LAMBERTZ und DANIELSSON-THAM 2005).

Auch Haustiere kdnnen Trager von menschenpathogenen Y. enterocolitica
werden und ein Erregerreservoir flr Infektionen von Menschen sein
(FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 2006). Durch Verfutterung von rohem
Schweinefleisch konnte in einer finnischen Studie belegt werden das nach der
Verfutterung im Kot der Tiere die gleichen humanpathogenen Y. enterocolitica
4/0:3 gefunden werden, die auch im Fleisch zu finden sind (FREDRIKSSON-
AHOMAA et al. 2001). Durch Schmierinfektionen im engen Kontakt mit
Haustieren kann vor allem bei unter sechsjahrigen Kindern Y. enterocolitica
tbertragen werden (KAPPERUD 1991, FREDRIKSSON-AHOMAA et al. 2001).
Abgesehen vom Verzehr von rohem Schweinefleisch spielen weitere
Infektionsquellen eine Rolle. So wurden Krankheitsausbriiche mit Trinkwasser,
kontaminierter Milch, Bohnensprossen, Tofu und Schweineinnereien in
Verbindung gebracht (MMWR 1990, COVER und ABER 1989, LEE et al. 1990).
Die Infektion mit Y. enterocolitica beginnt normalerweise mit der oralen Aufnahme
von kontaminiertem Material (GUTMANN et al. 1973, TOMA und DEIDRICK 1975,
HURVELL 1978, LEEMANN 1979, KNAPP 1980).

1.3.3.3 Erkrankungen beim Menschen

Die Inkubationszeit der Yersiniose betragt 4-7 Tage (NEUBAUER et al. 2001a).
Das Krankheitsbild des Menschen ist abhdngig vom Infektionsweg, so sind bei der
Yersiniose grundsatzlich eine orale und eine parenterale Infektion bekannt, wobei

der oral-alimentaren die gr6Bte Bedeutung beizumessen ist. Hierflr sprechen der
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haufige Erregernachweis aus dem Stuhl betroffener Patienten und der Sitz des
Primarinfektes in der Darmschleimhaut (DEDIE et al. 1993). Die klinischen Er-
scheinungen der Yersiniose des Menschen kbénnen in drei verschiedene Ver-
laufsformen eingeteilt werden: eine enterale Verlaufsform, eine immunpatho-
logische Verlaufsform und septische Verlaufe mit extraabdominellen Organ-
manifestationen. Der oral-alimentére Infektionsweg hat in der Regel eine enterale
Verlaufsform zur Folge. Altersabhangig reagieren die Patienten mit unterschied-
lichen Symptomen auf die Erkrankung (HOOGKAMP-KONSTANJE und DE
KONING 1990; PUTZKER et al. 2001). Die Enteritis ist das Hauptsymptom der
Y. enterocolitica-Infektion. Als Anfangssymptome zeigen sich Fieber, Bauch-
schmerzen und Diarrhoe, auch Erbrechen kann hinzukommen (DEDIE et al.
1993). In den meisten Fallen verlauft die Erkrankung selbstlimitierend (HEIN und
KNAUFF 1978; TAUXE et al. 1987). So zeigen gerade Sauglinge und Kleinkinder
eine bis zu zwei Wochen dauernden selbstlimitierende Gastroenteritis mit Fieber,
Erbrechen und wéssrigem bis hin zu blutigem Durchfall (HEESEMANN 1994,
NEUBAUER et al. 2001, KLEER 2004). Bei Erwachsenen und Jugendlichen
zeigen sich Lymphadenitis, Fieber, Ubelkeit, Entziindungen im Bereich des
Halses, Blut im Stuhl, auch eine Pseudoappendizitis kann auftreten (ALEKSIC
und BOCKEMUHL 1996, KLEER 2004). Gelegentlich kann auch eine terminale
lleitis mit einhergehender mesenterialer Lymphadenitis auftreten, das wird das als
pseusoappendizitische Verlaufsform bezeichnet. Diese Form der Erkrankung wird
in der Regel durch Y. pseudotuberculosis hervorgerufen. Bei heranwachsenden
Kindern und Jugendlichen lassen sich diese Symptome aber auch bei Infektionen
mit Y. enterocolitica beobachten. (AHVONEN 1972, BOTTONE 1999). Die
immunpathologische Verlaufsform ist eine mdgliche Folgerscheinung einer bereits
Uberstandenen Infektion mit Y. enterocolitica und verhalt sich dann wie eine
eigenstandige Erkrankung (DEDIE et al. 1993). Als Komplikationen sind dabei vor
allem die reaktive Arthritis sowie das gehauft bei Frauen vorkommende Erythema
nodosum zu nennen (NAKTIN u. BEAVIS 1999, PUTZKER et al. 2001). Die
septische Verlaufsform flihrt zu multiplen Organabszessen, Vaskulitis mit hohem
Fieber und Gewichtsverlust sowie Hepatitis und Splenomegalie (HOOGKAMP-
KONSTANJE 1987). Die septische Verlaufsform hat eine hohe Letalitatsrate, als
pradisponierende Faktoren sind unter anderem Immundefizienz, Eisentberladung
sowie Untererndhrung und Alkoholismus bekannt (BOTTONE 1997)
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1.4. STEC

1.4.1 Taxonomie

Die Shigatoxinproduzierenden Escherichia coli (STEC) sind eine Gruppe der
Gattung Escherichia und diese gehort zu Familie der Enterobacteriacea. Innerhalb
der Gattung Escherichia ist nur E. coli von wichtiger medizinischer Bedeutung.

E. coliwurde 1885 aus dem Stuhl von Sauglingen isoliert und tritt in einer Vielzahl
von Stdmmen auf. Diese sind sowohl Bestandteile der normalen Darmflora als
auch wichtige Krankheitserreger bei Mensch und Tier. Die darmpathogenen

E. coli werden nach ihren Virulenzfaktoren und Pathogenesemechanismen in
sieben Gruppen eingeteilt: ETEC (enterotoxische E. coli), STEC (Shiga-Toxin-
bildende E.coli), EPEC (enteropathogene E. coli), NTEC (Nekrotoxische E.coli),
EaggEC (Enteroaggregative E. coli), EIEC (Enteroinvasive E. coli), DAEC (diffus
adharente E. coli). STEC Isolate bei Menschen, oder STEC, die Erkrankungen
beim Menschen auslésen, werden als EHEC (Enterohdmorrhagische E. coli)
bezeichnet (Selbitz 2006c).

1.4.2 Morphologie und kulturelle Eigenschaften

STEC sind Gram-negative, Oxidase-negative, plumpe bis kokkoide 1,1-1,5 x 2,0-
6,0 um groBe, fakultativ anaerobe, nicht sporenbildende, einzeln oder paarweise
gelegene, meistens bekapselte Stabchen (BISPING und AMTSBERG 1988).
STEC sind in der Lage Laktose zu fermentieren, Arabinose, Trehalose, Mannit
und Maltose und Glucose zu spalten. Die Glucosespaltung erfolgt unter
Gasbildung (BISPING und AMTSBERG 1988). Die Klassifizierung der STEC nach
ihren einzelnen Serotypen richtet sich aufgrund ihrer komplexen Struktur vor allem
nach vorhanden O-Antigenen und H-Antigenen. Bestimmte Virulenzmerkmale
treten gehauft bei bestimmten O-Antigenen auf und sind damit indirekte
Virulenzfaktoren (SELBITZ 2006c). STEC stellen geringe Anspriiche an ihre
Kultur. Sie vermehren sich bei Temperaturen zwischen 18°C und 44°C
(BUNDESINSTITUT FUR RISIKOBEWERTUNG 2005). STEC, die bei Menschen
Erkrankungen hervorrufen kénnen, werden als EHEC bezeichnet. EHEC besitzen
als Pathogenitatsfaktoren Shigatoxine (stx1-Gen und stx2-Gen) und Intimin (eae-
Gen) und Hamolysin (hlyA-Gen) (SELBITZ 2006c). In den letzten Jahren wurden
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immer wieder Untersuchungen zu Sobitolfermentierenden und nicht
Sorbitolfermentierentenden EHEC 0O157:H gemacht. Sorbitolfermentierende
EHEC sind eher selten und wurden vor allem in Deutschland der Tschechischen
Republik gefunden (KARCH und KOHLER 1999). Eine Studie aus Osterreich geht
davon aus, dass Sorbitolfermentierende EHEC O157:H zwar immer noch selten
sind, aber das eine Gesundheitsgefahrdung vor allem durch die Ubertragung von
lebensmittelliefernden Tieren auf Menschen oder von Mensch u Mensch besteht
und ihr Vorkommen ein Zeichen fir eine tierische Infektionsquelle ist (ORTH et al.
2006).

1.4.3 EHEC Infektionen beim Menschen

1.4.3.1 Verbreitung und Vorkommen von EHEC

EHEC Infektionen sind weltweit verbreitet (ROBERT KOCH INSTITUT 2001).
EHEC Infektionen sind in die Risikogruppe 3 eingeordnet und unterliegen der
Meldepflicht (SELBITZ 2006c). Viele Serovare erfiillen die EHEC Kriterien am
haufigsten sind Infektionen mit O157:H7, O157:H-, O26:H-, O111:H-, und
0O103:H2 (SELBITZ 2006c). In den USA gab es 2006 einen Ausbruch einer EHEC
Infektion mit Serotyp O157:H7 durch infizierten Spinat (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION 2006). Jahrlich gibt es in den USA 73.000 EHEC
0O157:H7 Félle. Von 1982 bis 2002 gab es in den USA in 49 Staaten 350 Krank-
heitsausbriiche (RANGEL et al. 2005). In Schweden kam es 2002 zu einem Aus-
bruch durch den Verzehr von Wdirstchen, da die Bedingungen beim Raucher-
prozess der Wiirstchen nicht optimal waren (SARTZ et al. 2007). In Osterreich
konnten 2005 zwei Ausbriche von Lebensmittelinfektionen auf EHEC zurlck-
gefihrt werden (MUCH et al. 2007).

In Deutschland wurden 2005 insgesamt 1.162 Durchfallerkrankungen durch
EHEC gemeldet, sowie 79 Falle eines postinfektidsen Hamolytisch-uramischen
Syndroms (HUS). HUS ist in der Regel mit einer EHEC Infektion assoziiert. Im
Vergleich zum Vorjahr war 2005 ein Anstieg der Erkrankungszahlen um 26% bei
EHEC und 44% bei HUS zu verzeichnen. Eine jahreszeitliche Haufung beider
Krankheitsbilder war im Sommer und Herbst zu bemerken. Die bundesweite In-
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zidenz lag bei 1,4 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner, die Bundeslander
Bayern und Brandenburg hatten die héchste Inzidenz hinsichtlich der EHEC-
Infektionen mit 2,1. Bei den EHEC-Infektionen waren bei 3% der Falle die Trkei
und bei 97% der Falle Deutschland das Infektionsland. Bei der HUS lag die
bundesweite Inzidenz bei 0,1 Erkrankungen pro 100.000 Einwohner, die h6chste
Inzidenz war davon in Hamburg mit 0,3. Die meisten Erkrankungen 46% traten bei
Kinder unter finf Jahren auf (ROBERT KOCH INSTITUT 2006).

1.4.3.2 Ubertragung und Epidemiologie

STEC kdnnen Uber den Kot in die Umwelt gelangen. Erhitzung von Lebensmitteln
auf eine Kerntemperatur von 68,3°C flir mehrere Sekunden tétet die E. coli. Ein
hoher Fettgehalt in Lebensmittel dient als Schutz far die E. coli. Gefrier-
temperaturen Uberleben E. coli fir Monate. Fir die Vermehrung benétigen sie
einen pH-Wert von 4,0-4,5. Sauretolerante Stdmme Uberleben aber auch pH-
Werte von bis zu 1,5. Bei einer hohen Keimdichte werden auch
Rohwurstreifungen und die damit einhergehenden Fermentationsprozesse und die
anschlieBende Lagerung bei 4°C fiir mehrere Wochen Uberlebt. Die minimale
Infektionsdosis von EHEC O157:H wird auf ca. 100 KbE geschatzt
(BUNDESINSTITUT FUR RISIKOBEWERTUNG 2005). Eine Studie aus den USA
untersuchte Infektionsausbriiche von 1982 bis 2002. 52% der Ausbriiche waren
auf verseuchte Lebensmittel zurlckzufihren, 21% war die Ursache unbekannt,
14% der Ausbriiche kamen durch Ubertragung von Mensch zu Mensch zustande.
9% kamen durch verseuchtes Trinkwasser und 3% durch den Kontakt mit
verunreinigten Lebensmitteln zustande (RANGEL et al. 2005). In Deutschland
sind die fir humane EHEC-Erkrankungen haufigsten Ubertragungswege noch
unklar. Eine Ubertragung kann auch durch Aufnahme von kontaminiertem Bade-
und Trinkwasser erfolgen. Von Bedeutung sind ebenfalls Infektketten von Mensch
zu Mensch. Auch direkte Kontakte zwischen Mensch und Tier sind als Uber-
tragungswege mdglich, beispielsweise in Streichelzoos oder bei Besuchen land-
wirtschaftlicher Betriebe (ROBERT KOCH INSTITUT 2001). In den USA ist
Rinderhackfleisch das am  haufigsten identifizierte Lebensmittel in
Zusammenhang mit Lebensmittelinfektionen. Aber auch Salami, Mettwurst,
Rohmilch, nicht pasteurisierter Apfelsaft und Sprossen haben mikrobiologische
Bestatigung gefunden (ROBERT KOCH INSTITUT 2001).
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1.4.3.3 Erkrankung beim Menschen
EHEC sind eine besondere Form der STEC beim Menschen. Eine STEC Infektion

kann beim Menschen HUS auslésen. HUS steht flr Hamolytisch-Urdmisches-
Syndrom und bezeichnet eine Erkrankung die mit hamolytischer Andmie,
Thrombopenie und einem akuten Nierenversagen einhergeht (SELBITZ 2006c).
Charakteristisches Merkmal der STEC sind die von ihnen gebildeten Shiga-Toxine
stx1 und stx2. Shiga-Toxine binden sich an spezielle Zellwandrezeptoren, vor
allem im kapillaren Endothel, blockieren dort die Proteinsynthese und fihren zum
schnellen Zelltod. Zusétzlich zu den bei STEC vorkommenden stx1 und stx2
kénnen die STEC weitere Virulenzfaktoren besitzen, die sie dann zu den
menschenpathogen als EHEC bezeichneten STEC machen. So haben
hunampathogene EHEC als weiteren Pathogenitastfaktor das eae-Gen oder
Intimin. Das eae-Gen versetzt die EHEC in die Lage sich unter anderem an
Darmepithelien anzuheften. Das eae-Gen ist das Leitmerkmal flr eine Typ-lII-
Sekretionsapparat. Mit diesem sind die EHEC in der Lage zelltoxische bzw. in-
hibierende oder modulierende Proteine direkt in die Zielzelle zu applizieren
(ROBERT KOCH INSTITUT 2001). Ein weiterer Virulenzfaktor ist das Entero-
hamolysin-Gen (hlyA). Enterohamolysin fihrt zur Zerstérung von Erythrozyten und
kann so unter anderem die in Folge von HUS auftretende hamolytische Anamie
hervorrufen (SELBITZ 2006c).

Die Inkubationszeit von EHEC Infektionen betragt meist 1-3 Tage, kann aber
auch bis zu 8 Tage dauern (ROBERT KOCH INSTITUT 2001). Es treten wassrige,
teil blutige Durchfalle auf, die an die Ruhr erinnern und nicht immer mit Fieber ver-
bunden sind. Bauchschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen treten haufig auf. Der
Verlauf der Krankheit richtet sich nach der Abwehrlage der Patienten. Babys und
Kleinkinder sowie abwehrgeschwéachte oder alte Menschen erkranken haufig
schwer. Aus der Gastroenteritis kann sich eine hamorrhagische Kolitis entwickeln.
Nach der eigentlichen Infektion kann es zu lebensbedrohlichen Folge-
erkrankungen kommen (SELBITZ 2006c). Nach einer Infektion kénnen
Komplikationen in Form des oben beschriebenen HUS vor allem bei Kindern
auftreten. Bei alteren Kranken kann einer EHEC-Infektion die thrombotisch-
thrombozytopenische Purpura (TTP) folgen (KRAMER 2002, BULTE 2004b,
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SELBITZ 2006c). Die Symptome der TTP sind Hautblutungen, hamolytische
Andmie und neurologische Veranderungen. Diese schweren Komplikationen
treten unabhangig von der Schwere des vorangegangenen Verlaufes der EHEC-
Infektion in etwa 5-10 % der symptomatischen EHEC-Infektionen auf. Die
Symptomatik hangt vom Ort der Primarschaden durch die Toxine ab. Die Letalitat
bei HUS und TTP ist besonders im Kindesalter hoch, oft kommt es zum akuten
Nierenversagen mit Dialysepflicht, seltener zum irreversiblen
Nierenfunktionsverlust mit chronischer Dialyse (ROBERT KOCH INSTITUT 2001).

2 Pathogene Bakterien in Lebensmitteln

2.1. Campylobacter spp.

2.1.1 Pravalenz von Campylobacter spp. in rohem Fleisch

Von Campylobacter spp. in Rohfleisch und Rohfleischprodukten wird weltweit be-
richtet. Campylobacterinfektionen von Menschen werden am haufigsten auf den
Verzehr von nicht ausreichend erhitzten oder rohen Fleisch oder Fleischprodukten
zurtickgefuhrt. Gefligelfleisch spielt dabei die groBte Rolle (SELBITZ 2006a). In
der Literatur wird immer wieder von thermotoleranten Campylobacter spp. in Roh-
fleisch berichtet. Die Pravalenzen in Rohfleisch, vor allem in HUihnchenfleisch,
sind fast durchgehend sehr hoch. Die Pravalenzen reichen hier von 32% (ADAM
et al. 2006) bis zu 89,1% (WONG et. al. 2007). Auch andere Fleischarten sind mit
Campylobacter kontaminiert. Vor allem in anderen Gefligelfleischsorten fanden
sich hohe Pravalenzen, so zu Beispiel in einer Untersuchung von Entenfleisch
eine Pravalenz von 45,8% (WHYTE et al. 2004). Auch Truthahnfleisch war in
mehreren Untersuchungen deutlich mit Campylobacter spp. kontaminiert. Lamm-,

Rind-, und Schweinefleisch hatten Pravalenzen von 0,5% bis 11,8% (Tabelle 1).
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Tabelle 1:

B LITERATUR

Fleisch

Pravalenz von thermotoleranten Campylobacter spp. in rohem

Anzahl der
Anzahl der N
Art der Proben positiven Land Autor
Proben
Proben (%)
Geflugelfleisch 100 77(77%) Kenia Osano et al.
Rindfleisch 50 1(2%) 1999
Hihnchenfleisch 184 (70,7%) USA Zhao et al.
Truthahnfleisch 172 (14%) 2001
Schweinefleisch 181 (1,7%)
Rindfleisch 182 (0,5%)
Huhnchenfleisch 1.127 (57%) Nordirland Wilson
2002
Huhnchenfleisch 444 (49,9%)
Truthahnfleisch 33 (37,5%) Irland Whyte et al.
Entenfleisch 11 (45,8) 2004
Rindfleisch 221 (3,2%)
Schweinefleisch 197 (5,1%)
Lammfleisch 262 (11,8%)
Schafleber 272 180(66,2%) Neuseeland Cornelius et al.
2005
Ganze rohe
. 736 (73,1%) Wales Meldrum et al.
Huhner
2005
Hihnchenfleisch )
(63%) Iran Taremi et al.
und
Rindfleisch 241 (10%) 2006
Geflugelfleisch 356 (32%) Deutschland Adam et al.
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2006
Huhnchen 140
Haut (70%) Deutschland Laves
Muskel (30%) 2006
Gefllgelfleisch 923 570(61,8%) Kore Kang et al.
2006
Fleisch gemischt:
Huhnchenfleisch (89.1%)
Schweinefleisch zusammen (9,1%) Neuseeland Wong et al.
Lammfleisch 1011 (6,9%) 2007
Rindfleisch (3,5%)
Kalbfleisch (10%)

2.1.2 Campylobacter spp. in sonstigen Lebensmitteln

Obwohl in der Literatur Rohfleisch und vor allem rohes Gefligelfleisch als
Hauptquelle fir Campylobacterinfektionen aufgezeigt wird (SELBITZ 2006a),
wurden auch in anderen Lebensmitteln Campylobacter spp. gefunden (BUTZLER
und OOSTEROM 1991). In Irland waren von 62 Rohmilchproben eine Probe
Campylobacter spp. positiv. In anderen Lebensmitteln wie Salaten, Kése,
Sandwiches und Gemiise wurde keine Campylobacter spp. gefunden (WHYTE et
al. 2004). Eine Untersuchung in Pakistan fand eine hohe Pravalenz von
Campylobacter spp. in GemUse- und Fruchtsalaten von 40,9%, in Sandwiches
von 32%, in Kése von 11% und Milchproben von 10,2% (HUSSAIN et al. 2007). In
einer Untersuchung in Malaysia wurde RohgemUise aus Supermarkten untersucht.
In einem Supermarkt fanden sich in 51,9% der Proben Campylobacter spp., in
einem  zweiten 67,7% (Chai et al. 2007). Ausbriche von
Campylobacterinfektionen werden haufig mit Rohmilchverzehr in Verbindung
gebracht. In Wisconsin erkrankten Menschen, die nicht pasteurisierte Milch auf
einer Farm getrunken hatten (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION 2002). In einer Farmerfamilie erkrankten die Familienmitglieder
durch mit Campylobacter spp. verunreinigte Milch (SCHILDT et al.2006). In
Deutschland wurden 2004 291 Planproben von Vorzugsmilch und 262 Proben von
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Rohmilch ab Hof untersucht. 0,69% der Vorzugsmilch und 1,53% der Rohmilch ab
Hof waren mit Campylobacter spp. kontaminiert (HARTUNG 2006).

2.1.3 Campylobacter spp. in Tierfuttermitteln

Auch in Tierfuttermitteln wird Rohfleisch verarbeitet. In Kanada wurden 25 im
Handel erhéltliche Fertigfuttermittel fir Hunde und Katzen auf Rohfleischbasis
bakteriell untersucht. Campylobacter spp. wurde in keiner der Proben gefunden
(WEESE et.al 2005).In den USA wurden Proben von 240 im Handel erhaltlichen
auf Rohfleisch basierenden Hundefutter untersucht. Auch hier wurden keine
Campylobacter spp. gefunden (STROHMEYER et al. 2006).

2.2. Salmonella spp.

2.2.1 Pravalenz von Salmonella spp. in rohem Fleisch

Salmonellen in rohen oder nicht richtig durchgegarten Fleischprodukten sind,
neben Salmonellen in Eiern und Eiprodukten die wichtigsten und riskantesten
Lebensmittel fir Salmonelleninfektionen (ROBERT KOCH INSTITUT 2002). Die
Pravalenzen von Salmonella spp. in Studien Uber die Belastung von Rohfleisch
mit Salmonella spp. waren sehr unterschiedlich. Die niedrigste Pravalenz lag bei
1% in einer Untersuchung von 110.229 Fleischproben in Irland (JORDAN et al.
2006). Die héchste Pravalenz fand sich in Proben in Mexiko. Dort waren von 339
Schweinefleischproben 58,1% Salmonella spp. positiv (ZAIDI et al. 2006). In
Deutschland untersuchte das Bundesinstitut fir Risikobewertung (Hartung 2004)
2816 Fleischproben ohne Gefligel auf Salmonella spp. 2,95% der Proben wurden
positiv getestet (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Pravalenz von Salmonella spp. in rohem Fleisch

Anzahl der positiven
Art der Proben Anzahl der Proben Land Autor
Proben (%)

Rohfleisch
(Huhn, Truthahn, 825 25(3%) USA Zhao et al. 2001
Schwein, Rind)

. Whyte et al.
Gefligelhaut 198 45(23%) Irland
2002
Wilson
Gefllugelfleisch 1127 (11%) Nordirland
2002
. . o Tibaijuka et al.
Geflugelfleisch 301 54(17,9%) Athiopien
2003
Fleischproben Deutsch- Hartung
; 2816 (2,95%)
Ohne Geflugel land 2004
Gefllugelfleisch 295 (39,7%) Mexiko Zaidi et al.
Schweinefleisch 339 (58,1%) 2006
Rindfleisch 126 (54%)
. . Stopforth et al.
Rindfleisch 1022 (2,2%) USA
2006
Jordan et al.
Rohfleisch gemischt 110229 (1%) Irland
2006
. . Maharjan et al.
Rohfleisch gemischt 123 14(11,4%) Nepal

2006

2.2.2 Pravalenz von Salmonella spp. in sonstigen Lebensmitteln

AuBer mit rohen Fleischprodukten werden Ausbriiche von Salmonelleninfektionen
am haufigsten mit kontaminierten Eiern und Eiprodukten in Verbindung gebracht
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(ROBERT KOCH INSTITUT 2002). Die Pravalenz von Salmonella spp. in Eiern
wurde aber nur selten untersucht. In Studindien wurden innerhalb eines Jahres
492 Eier auf Salmonella spp. untersucht. 38 der 492 Eier (7,7%) waren
Salmonella positiv. 5,9% davon auf der Eierschale, 1,8% im Inhalt (SURESH et al.
2006). In England und Wales wurden im April und Mai 2003 34.116 Eier auf
Salmonella untersucht. 0,3% der Eier waren Salmonella spp. positiv (ELSON et al.
2005). In Deutschland wurden im Rahmen von Planproben im Jahr 2004 10.179
Eier auf Salmonellen untersucht. 0,44% der Eier waren positiv (HARTUNG 2006).

2.2.3 Salmonella spp. in Tierfuttermitteln

Auch in Tierfutter kann Salmonella spp. enthalten sein. In Kanada wurden 25 im
Handel erhaltliche Rohfleischdiaten fir Hunde und Katzen untersucht. Finf von
25 Proben (20%) waren Salmonella spp. positiv (WEESE et al. 2005). Eine Unter-
suchung in den USA untersuchte 240 Proben von Rohfleischdiaten fiir Hunde, 24
Proben von zwei Hundetrockenfuttern und 24 Proben von zwei Dosenfuttern.
Salmonella spp. wurde in 5,9% der Proben gefunden, aber nur in den Rohfleisch-
proben (STROHMEYER et al. 2006). Eine Untersuchung in Danemark von
Hundeleckerlis ergab, dass 29 der 35 importierten Leckerli Salmonellen enthielten
(BAGER 2000). WILLIS (2001) untersuchte von Januar 1998 bis Januar 2000
Hundekauknochen auf Salmonella spp. und von 2369 Proben wurden 184 (7,8%)

positiv getestet.

2.3. Y. enterocolitica

2.3.1 Pravalenz von Y. enterocolitica in rohem Fleisch

Der Nachweis von pathogenen Y. enterocolitica wurde hauptsachlich bei
Schweinefleisch und Schweinefleischprodukten gefiihrt (Tabelle 3). Auch Rind-
fleischprodukte  wurden auf Y. enterocolitica  untersucht.  Pathogene
Y. enterocolitica konnten hier nur in wenigen Fallen nachgewiesen werden. Grund
daflr kann eine Kontamination des Fleisches mit Y. enterocolitica von rohem
Schweinefleisch sein, denn beim lebenden Rind selbst konnte der Nachweis auf
pathogene Yersinien nicht gefiihrt werden (BUCHER et al. 2002, BAILEY et al.
2003). FUKUSHIMA et al. (1997) fand in zwei von 612 Rindfleischproben (0,3%)
pathogene Y. enterocolitica. Auch in Gefligelfleisch finden sich nur wenige Unter-
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suchungen, die pathogene Y. enterocolitica in Gefligelfleisch nachweisen und
auch in diesen Untersuchungen ist die Pravalenz sehr gering. Ob es sich dabei
auch um eine Kontamination mit verseuchtem Schweinefleisch handelt wurde bis
jetzt nicht bewiesen. Eine Kontamination in Lebensmittelgeschaften kann nach
LOGUE et al. (1996) denkbar sein. So fand zum Beispiel LOGUE et al. (1996) in 3
von 20 Proben pathogene Y. enterocolitica. FUKUSHIMA et al. (1997) wies in

zwei von 615 Proben pathogene Y. enterocolitica nach (Tabelle 3).
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Tabelle 3:  Pravalenz von pathogenen Y. enterocolitica in rohem
Schweinefleisch und Schweinefleischprodukten
Anzahl
Art der Anzahl der N
der positiven Land Autor
Proben Proben
Proben (%)
Schweinefleisch 120 31(25,8%) Japan Fukushima et.al.
1987
Schweinefleisch 50 12(24%) Belgien Wauters et al.
1988
Schwein; Tonsillen 86 36(42%) Niederlande De Boer et al.
1991
Zungen 40 8 (20%)
Rektal 100 17 (17%)
Fleisch 40 4 (1%)
Schweinefleisch 48 2(4%) Deutschland Karib und Seeger
1994
Schweinezungen 55 14(27%)
Schweinefleisch 40 7(17,5%) Irland Logue et al.
1996
Fleischprodukte 160 (27%)
Roh und gekocht (40% und 13%) Mexico Ramirez et al.
2000
Schweinefleisch 300 6 (2%) Norwegen Johannessen et al.
2000
Fredriksson Ahomaa
Schweinehackfleisch 120 (12%) Deutschland Cal
et al.
2001
Schweinefleisch Fredriksson- Ahomaa
aus verschiedenen 113 (8-25%) Deutschland et al.
Metzgereien 2004
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Hackfleisch 100 35(35%) Schweden Thisted Lambertz et al.
Kalt geraucherte Wurst 97 11(11%) 2007

2.3.2 Pravalenz von pathogenen Y. enterocolitica in sonstigen Lebens-

mitteln

Die Pravalenz von pathogenen Y. enterocolitica in anderen Lebensmitteln auBer
Fleisch wurde bisher wenig untersucht und in diesen wenigen Untersuchungen
fand sich eine geringe Pravalenz von pathogenen Y. enterocolitica. In Korea
wurden 673 fertig abgepackte Gemuiseproben auf Yersinia spp. untersucht. Von
den Proben waren 27 Proben Yersinia spp. positiv. 8 Proben davon waren
Y. enterocolitica positiv. Von diesen 18 waren nur drei pathogene Yersinien (LEE
et al. 2004).

2.4. STEC

2.4.1 Pravalenz von STEC in rohem Fleisch

Die Pravalenz von STEC in rohem Fleisch ist abhangig von der Fleischart und der
Studie. Es wurden in verschiedenen Studien Rindfleisch, Schweinefleisch, Ge-
fligelfleisch und Lammfleisch auf die Pravalenz von STEC untersucht (Tabelle 4).
Die Rindfleischproben waren in den einzelnen Untersuchungen zu 3,8% bis 19%
kontaminiert. In einer Untersuchung aus Indien waren die Proben zu 50% STEC
positiv (KHAN et al. 2002). Schweinefleisch war zu 4% bis 16,3% kontaminiert.
HUhnchenfleisch war in einer Untersuchung zu 2,7% kontaminiert (BROOKS et al.
2001), in einer anderen Untersuchung zu 38, 7%, Truthahnfleisch in dieser Unter-
suchung zu 11,9% (ZHAO et al. 2001). Lammfleisch war in einer Studie zu 17%
kontaminiert (BROOKS et al. 2001), in einer anderen zu 40% (BARLOW et al.
2006). Eine Studie untersuchte die Pravalenz von STEC in Wurstprodukten. Die
Kontamination von Frischwurst lag bei 4,8%, bei getrockneten Wurstprodukten
niedriger bei 3,3% (CHINEN et al. 2001).
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Tabelle 4: Pravalenz von STEC in rohem Fleisch und Fleischprodukten
Anzahl
Anzahl
Art der Proben der positiven Land Autor
der Proben
Proben (%)
Rindfleisch 1000 40 (4%) Kanada Schurman et al.
2000
Rindfleisch 91 (12%) Neuseeland Brooks et al.
Lammfleisch 37 (17%) 2001
Schweinefleisch 35 (4%)
Huhnchenfleisch 36 1(2,7 %)
Rinderhack 160 6 (3,8%) Argentinien Chinen et al.
Frischwurst 83 4 (4,8%) 2001
Getrocknete 30 1 (3,3%)
Wourst
Hihnchenfleisch 212 (38,7%) USA Zhao et al.
Rindfleisch 210 (19%) 2001
Schweinefleisch 209 (16,3%)
Truthahnfleisch 194 (11.9%)
Rindfleisch 111 (50%) Indien Khan et al.
2002
Adwan und
Rindfleisch 44 (14,7%) Palastina Adwan
2004
Rinderhackfleisch 285 46 (16%)
Lammfleisch 275 111 (40%) Australien Barlow et al.
2006
Rinderhackfleisch 300 (15%) Frankreich Perelle et al.
2007
Rinderhackfleisch 785 95 (12%) Spanien Mora et al.
2007
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2.4.2 Pravalenz von STEC in sonstigen Lebensmitteln

STEC wird nicht nur in rohem Fleisch oder rohen Fleischprodukten gefunden,
auch in Seafoodproben wurden STEC festgestellt, die sowohl fir stx1 wie stx2
positiv getestet wurden (KUMAR et al. 2004). In einer Studie in Argentinien wurde
Weichkase auf STEC Kontamination getestet. 0,9% der 114 Proben waren STEC
positiv (GOMEZ et al. 2002). In Mexiko wurde spanischer Hartkdse untersucht.
Von 83 Proben mit unterschiedlicher Reifezeit wurden in zwei Proben (2,4%)-
einem Kase mit kurzer Reifezeit und einem mit langer Reifezeit- STEC gefunden.
Die Reifezeit hat damit scheinbar keine Auswirkung auf das Vorkommen von
STEC (CARO und GARCIA-ARMESTO 2007). Eine andere Studie untersuchte
die Pravalenzen von STEC in Rohmilch. Von den untersuchten 205 Proben waren
21% positiv (PERELLE et al. 2006). REY et al. (2006) untersuchten die Pravalenz
von STEC in 360 Rohmilchproben (39 (10,8%) positiv), 103 Frischkaseproben (4
(3,9%) positiv) und 39 Késeproben (2 (5%) positiv).

3 Pathogene Bakterien bei Haustieren

3.1. Campylobacter spp.

3.1.1 Erkrankung bei Haustieren

Erkrankungen von kleinen Heimtieren mit Campylobacter spp. spielen eher eine
untergeordnete Rolle. C. jejuni ist bei Hunden und Katzen ein Durchfallerreger,
der vor allem durch Verzehr von Gefllgelfleisch sowie belebte und unbelebte
Vektoren und Kontakt von Tier zu Tier Ubertragen wird; eine Ansteckung von
Tieren durch kontaminierte Milch oder kontaminiertes Wasser ist auch mdglich
(SUTER 2001a). Die Symptome der Erkrankung bei Katzen sind meist tber 3-5
Tage und meistens bei jungeren Tieren vorhanden. Leichte schleimige bis blutige
Durchfélle, gehauft bei jingeren Tieren, verbunden mit Tenesmus, Mattigkeit,
Exsikkose und Anorexie sind die haufigsten Symptome (WEISS 2003). Bei
Hunden klingen die meistens schwach verlaufenden Durchfélle nach 10 Tagen ab.
Haufig sind Campylobacter spp. Sekundarerreger bei Durchfallen zum Beispiel

aufgrund von Wurmbefall, exokriner Pankreasinsuffizienz oder
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Parvovirusinfektionen, é&ltere Tiere erkranken selten an durch C. jejuni
verursachten Durchféllen, da sie nach wiederholten Infektionen Resistenzen
ausbilden (SUTER 2001a). Bei Fretichen kann C. jejuni eine Diarrhoe
verursachen die einige Tage anhéalt (MOORMAN-ROEST 2005). Oft sind Tiere
auch nur ein Erregerreservoir fir Campylobacter spp. und Kklinisch gesund,
Problem ist nur die Zoonosegefahr fir den Menschen (SELBITZ 2006a). Hunde-
und Katzenwelpen, meistens in einem Alter von bis zu einem Jahr, sind oft Aus-
scheider von C. jejuni (WEBER 1985) Die thermotoleranten C. upsaliensis spielen
bei Durchfallen von Hunden und Katzen eine Rolle und kénnen ebenfalls ein Zoo-
noseerreger sein. Andere Campylobacter spp. spielen bei kleinen Heimtieren in
der Regel keine Rolle (SELBITZ 2006a).

3.1.2 Pravalenz von Campylobacter spp. bei Haustieren

Untersuchungen in vielen Landern zeigen unterschiedliche Pravalenzen von
Campylobacter spp. bei Tieren mit oder ohne Durchfall (Tabelle 5). Insgesamt
haben Tiere mit Durchfall leicht héhere Pravalenzen von Campylobacter spp., als
Tiere ohne Durchfall. Gesunde Tiere mit hohen Pravalenzen sind in der Regel
Jungtiere. In der Untersuchung von HALD (2004) zeigte sich eine besonders hohe
Pravalenz von 76,2% bei einer klinisch gesunden Gruppe junger Hunde.
Insgesamt zeigten auch in der Untersuchung von ACKE et al. (2006) Jungtiere im
Alter von unter sechs Monaten héhere Pravalenzen als altere Tiere und insgesamt
Katzen héhere Pravalenzen als Hunde. In der Untersuchung von BENDER (2005)
war auch ein deutliches Pavalenzgefalle von jungen zu alten Tieren festzustellen.

36 Campylobacter spp. positive Katzen von 37 waren Jungtiere unter einem Jahr.
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Tabelle 5: Pravalenz von Campylobacter spp. im Kot von Haustieren
. Anzahl der Pravalenz
Tierart Proben (%) Land Autor
Hunde 505 m.D. 59(11,7) k.A. Fleming
122 0.D 2 (1,6%) 1983
o Olson und
54 m.D. 16(29,6%) Schweden Sandstedt
54 0.D 13(24,1%) 1987
177 0.D. 62 (35%) England Fox et al.
10 m.D. 8 (80%) 1988
91 0.D. 51 (56%) Schweden Engvall et al.
2003
366 0.D. 278 (76,2%) Danemark Hald et al.
2004
47 0.D. 24 (51,1%) Irland Acke et al.
2006
552 ver- Meanger und
Katzen schledgrE)e Tiere (51,7%) Neuseeland Marshall
1989
206 m.u.o.D. (1%) USA Hill et al.
2000
263 0.D. 2 (0,8%) USA Spain et al.
2001
152 0.D. 37 (24%) USA Bender et al.
2005
48 0.D. 36(75%) Irland Acke et al.
2006
Kleine 552 verschiede- o Meanger und
Heimtiere ne Tiere 0.D. Ratten (23,2%) Neuseeland Marshall
Meerschweinchen 1989

(7,7%)
Hasen (1%)

m.D.: mit Durchfall

0.D.: ohne Durchfall
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3.2. Salmonelia spp.

3.2.1 Erkrankungen bei Haustieren

Erkrankungen von Hund und Katze mit Salmonella spp. spielen vor allem als Zoo-
nosegefahr fir den Menschen eine Rolle. Hunde und Katzen haben im Vergleich
zu pflanzenfressenden Nutztieren eine hdhere Resistenz  gegenlber
Salmonelleninfektionen. Es gibt auch kein Serovar, das an Fleischfresser an-
gepasst ist (SELBITZ 2006b). Eine Ansteckungsgefahr geht von rohem Fleisch
aus, Schlachtabfallen, von einer Tier zu Tier Infektion oder auch Mensch zu Tier
Infektion. Besonders die Verfltterung von rohem Fleisch birgt die Gefahr einer
Salmonelleninfektion und damit Zoonosegefahr fiir den Menschen in sich. Eine
Untersuchung ergab, dass bei 30% der Hunde die Uber zwei Monate mit rohem
Fleisch geflttert wurden verschiedenste Salmonella spp. im Kot zu finden waren
(JOFFE und SCHLESINGER 2002). Meistens bleibt die Infektion latent, aber
Hunde und Katzen scheiden drei bis vier Wochen oder sogar langer Salmonellen
mit dem Kot aus (SELBITZ 2006b). Als Sekundarinfektionen, bei geschwéchten
oder alten oder jungen Tieren kann es im Rahmen einer Salmonellose zu Fieber
Erbrechen und Durchfall kommen, auch septikdmische Verlaufsformen sind még-
lich (SELBITZ 2006b). Bei Kaninchen trifft die Erkrankung vor allem junge oder
geschwéchte Tiere. Parasitenbefall ist pradisponierend. Die klinischen Er-
scheinungen sind unspezifisch. Sie reichen von Durchfall, Fieber bis hin zu
septikdmischen Verlaufen (SCHALL 2005). Meerschweinchen sind wie Mause
und Ratten hoch empfanglich fir Salmonella Infektionen. Sie sterben haufig daran
(HERWEG und KUPPER 2005). Mause und Ratten kdnnen {ber l&ngere Zeit sub-
klinisch infiziert sein (CHOMEL 1992). Die Infektion von Meerschweinchen erfolgt
meist Ober Vodgel, Wildnager, Insekten infiziertes Futter oder Wasser (WASEL
2005).

3.2.2 Pravalenz von Salmonella spp. Im Kot von Haustieren

Die Pravalenz von Salmonella spp. im Kot von Haustieren ist in den meisten
Untersuchungen als niedrig einzustufen. Verschiedene Faktoren flihrten un-
abhangig vom Vorliegen einer Durchfallerkrankung zu héheren Pravalenzen. Zum
einen spielte offensichtlich die Haltung in Gruppen eine Rolle. So fand VAN
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IMMERSEEL et al. (2004) eine hohe Pravalenz bei in Gruppen lebenden Katzen
von 51,4%. Wahrscheinlich ist der Grund die mdgliche Ubertragung von Tier zu
Tier. Bei den Hunden fand sich einzig eine sehr hohe Pravalenz in der Unter-
suchung von MORLEY et al. (2006). Diese Hunde lebten in der Gruppe und die
Hunde wurden mit Rohfleisch geflttert. In einer Untersuchung von KOCABIYIK et
al. (2006) wurden 82 StraBenhunde untersucht. Alle hatten keinen Durchfall, aber
11% der Hunde waren Salmonella spp positiv. Als StraBenhunde hatten sie
allerdings Zugang zu verschiedenen mdglichen Kontaminationsquellen
(Tabelle 6).
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Tabelle 6: Pravalenz von Salmonella spp. im Kot von Haustieren
Tierart Anzahl der Proben Pravalenz (%) Land Autor
Hunde 2985 0.D. 103(3,45%) Deutschland Weber et al.
1995
1.013 0.D. 1(0,1%) Japan Fukata et al.
2002
Van Duijkeren
6589 m.D. 69(1%) Holland
und Houwers
2002
130 m.u.o.D. 3(2,3%) USA Hackett und Lappin
2003
o Seepersadsingh
1391 0.D. 50(3,6%) Trinidad
et al.
2004
82 0.D. 9(11%) Tlrkei Kocabiyik et al.
2006
61 o0.D. 57(93%) USA Morley et al.
2006
Katzen 2024 0.D. 39(1,92%) Deutschland Weber et al.
1995
206 m.u.o.D. (1,0%) USA Hill et al.
2000
263 0.D. 2(0,8%) USA Spain et al.
2001
278 0.D. ) Van Immerseel
) 1(0,36%) Belgien
Einzelkatzen et al.
2004

35 0.D.

18(51,4%)
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Gruppenkatzen
Kleine
o Mause 222 0.D. (0,0%) UK Pocock et al.
Heimtiere
2001
Ratten 0.D.
100 Kotproben 8(8%) UK Hilton et al.
2002

m.D.: mit Durchfall

0.D.: ohne Durchfall

3.3. Y. enterocolitica

3.3.1 Erkrankungen bei Haustieren

Y. enterocolitica Infektionen konnten zuerst bei Chinchillas und Feldhasen nach-
gewiesen werden. Die Sektionsbilder glichen der Pseudotuberkulose, dazu kamen
Enterokolitiden (SELBITZ 2006d). Bei Hunden sind eher Jungtiere von der
Infektion betroffen, die Symptome sind akuter oder chronischer Durchfall (SUTER
2001b). Wie beim Menschen erfolgt die Infektion mit Y. enterocolitica 4/0:3 meist
Uber rohes oder nicht durcherhitztes Schweinefleisch (FREDRIKSSON-AHOMAA
et al. 2001). Auch Tier zu Tier Kontakte vor allem in Gruppenhaltungen sind fir
Infektionen verantwortlich zu machen (FANTASIA et al. 1985). Im Zusammenhang
mit Y. enterocolitica Infektionen treten auch Entzindungen der Analdriisen, ab-
dominale Zysten und mesenteriale Adenitis auf, asymptomatische Infektionen
kommen ebenfalls vor (FANTASIA et al. 1985, HAYASHIDANI et al. 1995).
Infektionen bei Kaninchen und Hasen werden durch Y. enterocolitica 5/0:2,3 den
sogenannten Hasentyp ausgeldst (SELBITZ 2006d). Hasen zeigen nach der
Infektion mit Y. enterocolitica Kachexie und Splenomegalie und eine fibrindse
Pleuritis, die Symptome einer hamorrhagischen Enterokolitis sowie mesenteriale
Lymphadenitis (NEUBAUER et al. 2001b). Bei Chinchillas gibt es den so-
genannten Chinchillatyp von Y. enterocolitica Infektionen. Die Infektion erfolgt hier
Uber Y. enterocolitica 3/0:1,2,3 (SELBITZ 2006d). Erkrankte Tiere zeigen
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Granulome in der Lunge, in Milz und Niere und der intestinalen Mukosa und eine
fibrindse Enterokolitis (NEUBAUER et al. 2001b).

3.3.2 Pravalenz von Y. enterocolitica im Kot von Haustieren

Zur Pravalenz von Y. enterocolitica wurden bisher wenige Studien durchgefuhrt.
Zusammenfassend lasst sich sagen das jungere Tiere hdhere Pravalenzen auf-
weisen und Hunde hoéhere Pravalenzen als Katzen. In den wenigen Unter-
suchungen wurden zwar Y. enterocolitica gefunden, aber nur selten pathogene
Y. enterocolitica. FUKUSHIMA et al. (1984) fand in 86 von 252 Hunden 93
Yersinia spp. Isolate. 70 Isolate von 50 Hunden waren Y. enterocolitica. 15 der 70
Isolate gehérten zum Biotyp 4, Serotyp O:3 und wurden am haufigsten von Jung-
tieren isoliert. FUKUSHIMA et al. (1985) untersuchte 318 Katzen und 252 Hunde
auf pathogene Y. enterocolitica. 15 Hunde (6,7%) wurden positiv auf pathogene
Y. enterocolitica getestet, keine Katzen. FANTASIA et al. (1985) fanden in einem
Hundezwinger nach einem Ausbruch von Enteritiden in der Kotprobe eines
Hundes Y. enterocolitica 4/0:3. Daraufhin wurden scheinbar gesunde Hunde im
Zwinger auf Y. enterocolitica untersucht. Bei 19 von 63 Hunden wurden Yersinien
gefunden. 15 der 19 Isolate wurden als Y. enterocolitica 4/0:3 identifiziert, es er-
krankten hauptséachlich junge Hunde. PEDERSEN (1976) untersuchte den Kot
von 40 Hunden auf Yersinien. Drei Hunde waren positiv auf Yersinien einer auf
pathogene Y. enterocolitica 4/0:3. PEDERSEN (1979) fand in zwei von 115

Hunden (1,7%) pathogene Y. enterocolitica.

3.4. STEC

3.4.1 Erkrankungen bei Haustieren

Uber Erkrankungen von Haustieren mit STEC wird in der Literatur bisher nichts
berichtet. Durchfallerkrankungen in Zusammenhang mit STEC Infektionen werden
vermutet. Es sind keine Colistdamme mit spezifischen Virulenzmerkmalen fir
Hunde und Katzen bekannt (SELBITZ 2006c).
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3.4.2 Pravalenz von STEC im Kot von Haustieren

Die Pravalenz im Kot von Haustieren wurde erst in wenigen Studien untersucht.
BEUTIN et al. (1993) untersuchten 65 Kotproben von gesunden Katzen und 63
Kotproben von gesunden Hunden. STEC wurde isoliert aus 9 (13,8%) der Katzen-
proben und 3 (4,8%) der Hundeproben. Nahezu 60% der isolierten O:H Serotypen
wurden als humanpathogen eingestuft. In Sachsen-Anhalt wurden 1994 29
Katzen und 24 Hunde (gemischt krank und gesund) auf das Vorkommen von
STEC untersucht. 4% der Hunde und 0% der Katzen waren STEC positiv
(GALLIEN et al. 1994). SANCAK et al. (2004) untersuchten Kotproben von 57
Hunden mit akutem Durchfall, 82 Hunden mit chronischem Durchfall, 34 klinisch
gesunde Haushunde und 88 in Zwingern gehaltene Hunde. Hunde mit Durchfall
zeigten eine signifikant hdhere Rate von STEC positiven Proben. So waren 24,6%
der akut kranken und 28% der chronisch kranken Hunde STEC positiv. Die
Haushunde waren zu 5,9% STEC positiv, die in Zwingern gehaltenen Hunde
waren alle STEC negativ. BENTANCOR et al. (2007) untersuchten Kotproben von
Hunden und Katzen. 17 Proben von Hunden (3,7%) waren positiv fir stx2 19
Proben (4,2%) fur stx1. Bei den Katzenproben waren sechs Proben (4%) positiv
flr stx2 und drei Proben (2,0%) far stx1.

4 Nachweismethoden fiir pathogene Lebensmittelbakterien im Kot

4.1. Kulturelle Methoden

4.1.1 Anreicherungsverfahren

4.1.1.1 Nichtselektive Anreicherung von Kotproben

Nichtselektive Anreicherungen dienen dazu, bei der Untersuchung einer Probe auf
mehrere pathogene Mikroorganismen ein allgemeines Nahrmedium zu schaffen.
Im Gegensatz zu Selektivanreicherungen werden hier noch keine Antibiotika oder
sonstige Stoffe zugesetzt, die das Wachstum anderer Bakterien verhindern. Bei-
spiel fir allgemeine Anreicherungslésungen ist die Caso Bouillon.
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Die Caso-Bouillon enthalt Caseinpepton, Sojamehlpepton, Natriumchlorid,
Glucose und Dikaliumhydrogenphosphat. Der pH-Wert liegt bei 7,1 bis 7,5. Die
FlUssigkeit ist gelblich und klar. Die Caso-Bouillon wurde nach den Empfehlungen
der aktuellen Européaischen Pharmacopeia erstellt. Die Caso-Bouillon ist aufgrund
ihrer reichhaltigen Zusammensetzung fur die Anzichtung auch anspruchsvoller
Mikroorganismen geeignet. Das Medium kann sowohl unter aeroben als auch
unter anaeroben Bedingungen inkubiert werden (EUROPEAN PHARMACOPOEIA
2004).

Auch eine PBS-Anreicherungslésung (phosphate-buffered saline) eignet sich zur
Zuchtung verschiedener  anspruchsvoller, pathogener Mikroorganismen
(BARKOCY-GALLAGHER et al. 2005).

Auch die TSB-Bouillon (Trypticase-Soja-Bouillon) kann fiir nichtselektive An-
reicherungen genutzt werden, da sie eine ebenfalls reichhaltige Zusammen-
setzung bietet. In der Regel wird sie aber zur Selektivanreicherung fir EHEC be-

nutzt (siehe unten).

4.1.1.2 Selektivanreicherung von Kotproben

Es gibt Selektivanreicherungen flr Bakterien, die speziell fur Untersuchungs-
material mit groBer Begleitflora, wie bei klinischen Proben, und/oder nur geringer
Bakteriendichte konzipiert sind (OXOID 1993). Fur Campylobacter spp. eignet sich
als Selektivanreicherung nach ISO 10272 die Preston-Selektiv-Anreicherungs-
bouillon, die durch Zugabe eines Campylobacter-Selektiv-Supplementes das
Wachstum der Begleitflora unterdriickt. Das klinische Untersuchungsmaterial wird
in die Bouillon suspendiert und fiir 24 h bei +42°C mikroaerophil bebriitet (OXOID
1993).

Die Selektivanreicherung fur Salmonellen erfolgt meist mit der Rappaport-
Vassiliadis Selektivanreicherung. Durch das zugesetzte Malachitgrin und
Magnesiumchlorid, werden einerseits durch das Malachitgrin die grampositiven
Begleitkeime gehemmt, andererseits der osmotische Druck in der Anreicherung
durch das Magnesiumchlorid erhdht und der pH-Wert gesenkt, was andere gram-
negative Bakterien in ihrem Wachstum behindert (RAPPAPORT et al. 1956,
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ATANASSOVA et al. 1998). Eine weitere Alternative bietet eine Tetrathionat-
Bouillon zur Selektivanreicherung von Salmonellen (SELBITZ 2006b). Tetra-
thionat, welches aus Thiosulfat durch die Oxidation mit Kaliumjodid entsteht,
sowie Ochsengalle und Brillantgrin hemmen die im Untersuchungsmaterial
vorhandenen Begleitkeime. Die Bouillon ist griin gefarbt mit weiBem Bodensatz
zeigt im Falle des Wachstums von S. Thyphimurium einen Farbumschlag nach
Gelb. S. Thyphi und S. Parathyphi (PHARMACOPEIA FOR CULTURE MEDIA
FOR FOOD MICROBIOLOGY — ADITIONAL MONOGRAPH 1989).

Yersinien selektiv anzureichern ist mit zwei Methoden méglich. Aufgrund ihrer
Fahigkeiten, auch bei niedrigen Temperaturen noch zu wachsen, ist die Méglich-
keit einer Kélteanreicherung gegeben. Besonders fir die Anzichtung aus Kot-
proben bietet die Kélteanreicherung bei Temperaturen um 4°C in phosphatge-
pufferter Kochsalzlésung fur die Dauer von mindestens 14 Tagen eine gute
Méglichkeit, das Wachstum einer weniger psychotrophen Begleitflora zu hemmen
(SELBITZ 2006d).

Eine andere Mdoglichkeit der selektiven Anreicherung bietet die ITC-Bouillon
(Irgasan-Ticarcillin-Kaliumchlorat-Bouillon). Sie ist eine Untersuchungsmethode
nach ISO/DIS 10273. Die ITC-Bouillon zeigt héchste Selektivitat, vor allem fiir die
Serotypen O:3 und O:9 und kann auch bei stark kontaminiertem Untersuchungs-

material wie Kotproben eingesetzt werden (WAUTERS et al. 1988).

Fir die EHEC Anreicherung wird zumeist eine TSB-Bouillon verwendet. Sie be-
steht aus einer Caseinpepton-Sojamehl-Pepton-Lésung und zugesetzten Galle-
salzen und entspricht den Vorgaben des § 64 LFGB. Sie dient der Anreicherung
verschiedener Bakterien; besonders gut ist sie fir die EHEC Voranreicherung ge-
eignet, auch vor der Durchfiihrung einer PCR (VISETSRIPONG et al. 2007).

4.1.2 Selektivagars fiir Kotproben

CCDA-Agar (Cefoperazon-Chacoal-Deoxycholat-Agar) ist einer der wichtigsten
Selektivagars fir die Anziichtung von thermotoleranten Campylobacter spp. Es ist

einer der am haufigsten angewandten Selektivnahrbéden fir die Anzichtung von
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thermotoleranten Campylobacter spp. aus Kklinischen Proben, speziell aus
Kotproben (SELBITZ 2006a). Er gehért neben dem ebenfalls oft verwendeten
Selektivagar nach KARMALI, dessen Selektivsupplement Cefoperazon,
Vancomycin und Cycloheximid enthalt (KARMALI et al. 1986) zu den blutfreien
Selektivndhrmedien fiir die Campylobacter spp. Anziichtung. Eine Anziichtung auf
bluthaltigen Nahrbéden erfolgt hauptsachlich auf Nahrbéden wie Blutagar-Basis
Nr. 2, Columbia Agar Basis, Campylobacter-Agar Basis. Diesen bluthaltigen Nahr-
bdden sind Hemmstoffe in Form von Antibiotika zugesetzt. Daflr stehen Selektiv-
supplemente nach Skirrow, Butzler, Blaser, Preston und Wang zur Verfligung. Die
Bebrltung aller N&ahrbdden erfolgt unter mikroaerophilen Bedingungen (SELBITZ
2006a).

Der wichtigste Selektivagar fir die Anzichtung von Salmonella spp., der auch
haufig fir klinische Proben verwendet wird ist der nach ISO 6579 an erster Stelle
stehende XLD-Agar (Xylose-Lysin-Desoxycholat-Agar). Der XLD-Agar wurde 1965
von TAYLOR entwickelt. Als Indikator wirkt Phenolrot und der Abbau der ent-
haltenen Stoffe Xylose, Laktose und Sacharose fuhrt zur Bildung von S&ure und
bewirkt einen Farbumschlag des Phenolrots nach Gelb. Das Wachstum gram-
positiver Keime wird durch das zugesetzte Desoxycholat gehemmt. Durch den
Abbau der enthaltenen Xylose und die Decarboxylierung von Lysin kommt es zum
Anstieg des pH-Wertes und zur Schwéarzung im Zentrum der Kolonien. Ein
weiterer Selektivagar fir klinische Nachweise ist der BPLS-Agar (Brilliantgrin-
Phenolrot-Lactose-Saccharose-Agar). Er wurde schon 1925 von KRISTENSEN et
al. entwickelt und von KAUFFMANN (1935) modifiziert, um ihn besser fur die
Untersuchung Kklinischer Proben anwenden zu kénnen. Das Brilliantgriin hemmt
die besonders bei klinischen Proben ausgepragte Begleitflora. Salmonellen sind
Laktose- und Saccharosenegativ. Enthaltene Saccharose und Lactose wird daher
von Salmonellen nicht umgesetzt. Ihre Kolonien erscheinen rosarot mit kraftig rot

gefarbtem Hof.

Y. enterocolitica wachst nahezu auf jedem auch fir andere Enterobacteriaceae
einsetzbare N&hrmedien (SELBITZ 2006d). Als spezielles Nahrmedium fir
Yersinien dient der CIN-Agar (Cefsulidon-lrgasan-Novobiocin-Agar) nach
SCHIEMANN (1979). Dieser Nahrboden eignet sich besonders gut aufgrund der
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enthaltenen Antibiotika zum Nachweis fiir Yersinien aus dem Kot (OXOID 1993).
Cefsulidon, Irgasan  und Novobiocin sind zugesetzte Antibiotika die die
Begleitflora hemmen. Der CIN-Agar wird in der ISO/DIS 10273 empfohlen.
Weitere Agars, die sich besonders gut fir den Nachweis von Yersinien aus
Kotproben eignen sind der Salmonella-Shigella-Agar und der MacConkey-Agar
(ALEKSIC und BOCKEMUHL 1990).

Der Goldstandard bei den Nahrmedien fir die Anzlichtung von EHEC aus
Kotproben ist der SMAC-Agar (Sorbit-MacConkey-Agar) und der CT-SMAC-Agar,
ein SMAC-Agar dem ein CT-Supplement aus Cefixim und Kaliumtellurit zugesetzt
wird, um die Begleitflora zu hemmen (GIOFFRE et al. 2002). Er entspricht der
DIN-Norm 10167 zum Nachweis von EHEC O157:H7. Auch der Gassner Agar ist
geeignet EHEC anzuziichten, allerdings weniger sensitiv. Der Gassner Agar ist
dazu geeignet Laktose-positive von Laktose-negativen Keimen zu unterscheiden.
EHEC sind in der Lage Saure aus Laktose zu bilden. Dadurch farben sich die
Kulturen durch den Indikator Methylblau grinblau und der grin geféarbte Agar
farbt sich ebenfalls griinblau (GASSNER 1919).

4.2. Moderne Screeningmethoden

4.2.1 PCR

4.2.1.1 Grundprinzipien der PCR
Mit der PCR (Polymerase-Kettenreaktion), die 1987 von MULIS entwickelt wurde,

ist es mdglich in vitro durch Enzyme von Nucleotidsequenzen millionenfach
Kopien herzustellen. Die Anfertigung dieser Kopien wird als Amplifikation be-
zeichnet und erméglicht es auch sehr geringe DNA Mengen zu finden. Anhand
einer Nucleinsaure—Matrize synthetisiert eine DNA-Polymerase ausgehend von
Startermolekilen einen neuen DNA-Strang. Als Startermolekiile werden bei der
PCR Primer verwendet. Das entscheidende Prinzip ist die zyklische
Wiederholung der einzelnen Reaktionsschritte, wodurch die Matrize exponentiell
vervielfaltigt wird. Ein PCR Zyklus beginnt mit bei etwa 90°C bis 94°C mit einer
thermischen Denaturierung des zu vervielfaltigenden Doppelstranges. Es
entstehen einzelstrangige Templates. Danach binden die Primer bei
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Temperaturen um die 50°C an die komplementare DNA. Bei 72°C wird danach
wird die Amplifikation durch die Tag-Polymerase durchgefiihrt. Durchgefihrt wird
die PCR in individuell programmierbaren Thermocyclern (BANGSOW et al. 2002).

4.2.1.2 Verschiedene Arten der PCR

Unterschieden wird bei der PCR hauptsachlich zwischen der konventionellen PCR
und der Real-Time PCR. Bei der konventionellen PCR wird ein Reaktionsgemisch
bestehend aus Primern, einem Template, freien Nukleotiden und Salzen und
DNA-Polymerase hergestellt, um ein DNA Ziel-Fragment zu replizieren. Diese Re-
plikation wird als Amplifizierung bezeichnet. Die Amplifizierung ist ein ex-
ponentieller Prozess, der zu zahlreichen Kopien der gesuchten DNA fihrt. Die
Real-Time PCR erganzt die konventionelle PCR durch die Messung von
Fluoreszenzwerten der PCR Produkte. Hierbei wird die Intensitét der Fluoreszenz
gemessen, die wahrend jedem ablaufenden Reaktionzyklus vom Amplifikat aus-
gesandt wird. Computerprogramme messen die ausgestrahlete Fluoreszenz in
RFU (relative fluorescence units) (HANNA et al. 2005). Der Amplifikationszyklus
bei dem ein definierter Schwellenwert in der Fluoreszenzmessung Uberschritten
wird, wird als threshold cycle (Ct) bezeichnet (CORLESS et al. 2000). Die
Méglichkeit die gesuchte DNA schon wahrend des Replikationsprozesses mittels
der Fluoreszenzmessung finden zu kdénnen ist ein entscheidender Vorteil der
Real-Time PCR gegeniber der konventionellen PCR (HANNA et al. 2005). Als
Fluoreszenzfarbstoff wird haufig SYBR Green eingesetzt. Verwendete
Fluoreszenzfarbstoffe lagern sich mit hoher Spezifitdt in die kleine Furche
doppelstrangiger DNA ein und senden ein Fluorenzenzsignal aus (BANGSOW et
al. 2002).

Die Real-Time PCR findet einen breiten Einsatzbereich in der Mikrobiologie. Zur
Untersuchung von Kotproben wird sie in den letzten Jahren verstarkt eingesetzt
und beweist gegenlber dem traditionellen Goldstandard der kulturellen Methoden
meist eine hdhere Sensitivitat (BOHAYCHUK et al. 2007). Sie kann zur Unter-
suchung von Kotproben auf alle wichtigen Lebensmittelbakterien eingesetzt
werden. Letzte Untersuchung wiesen mit der Real-Time PCR thermotolerante
Campylobacter spp. (JENSEN et al. 2006) im Kot von Geflligel nach, Salmonella
spp. in Schweinekot (BOHAYCHUK et al. 2007). Yersinien konnten ebenfalls mit
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Hilfe von PCR im Schweinekot nachgewiesen werden (BOYAPALLE et al. 2001).
Mit einer Multiplex Real-Time PCR wurden auch EHEC O157:H7 unter anderem
im Kot nachgewiesen (SHARMA und DEAN-NYSTROM 2003).

4.2.2 VIDAS

4.2.2.1 Prinzip

VIDAS (Vitek Immunodiagnostik Assay System, Fa. BioMérieux) ist ein enzym-
gebundener Fluoreszenzassay zum Nachweis von Bakterien-Antigenen.
Nachgewiesen werden diese Antigene mithilfe der ELFA Technik (Enzyme Linked
Fluorescent Assay). Im VIDAS Gerat werden alle fur den Fluoreszenzassay
notigen Schritte vollautomatisch durchgefiihrt. VIDAS ist ein qualitativer Test und
wird nach Anreicherung der Proben durchgefihrt. Zentrale Einheit der VIDAS
Untersuchung ist der Festphasenrezeptor (FPR). Der FPR ist an der Innenseite
mit gegen die zu untersuchenden Bakterien gerichteten Antikdrpern beschichtet.
Die Probe in der Anreicherungsbouillon wird dabei in den Reagenzienriegel ge-
geben und eine bestimmte Zeit vom FPR aspiriert und wieder abgegeben, um die
Reaktion zu aktivieren. Die in der Probe vorhandenen Bakterien-Antigene binden
an die am FPR gebundenen entsprechenden Antikérper. Durch Waschungen wird
nicht gebundenes Konjugat entfernt. Im letzten Schritt wird die Hydrolyse des
Substrates im FPR durch das Enzymkonjugat katalysiert. Aus dem Substrat wird
ein fluoreszierendes Produkt, dessen Fluoreszenz bei 450 nm gemessen wird. Die

Ergebnisse werden vom Computer automatisch ausgewertet .

4.2.2.2 Anwendung bei Kotuntersuchungen

In den letzten Jahren wurden neben Untersuchungen von Fleischproben und
anderen Proben mit dem VIDAS auch Kotuntersuchungen auf lebensmittel-
relevante Bakterien durchgefiihrt. SOMMERHAUSER und FAILING (2006) unter-
suchten Kotproben auf Salmonella spp. mit kulturellen Methoden und verglichen
sie mit den Ergebnissen der VIDAS Untersuchungen. Die VIDAS Methode war bei
diesen Untersuchungen auf Salmonellen schnell, sensitiv und spezifisch. Der
Darmtrakt von Schlachtgefligel wurde von NESBAKKEN et al. (2003) mit VIDAS
auf Campylobacter spp. untersucht. AMINUL ISLAM et al. (2006) untersuchten mit
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dem VIDAS Kotproben von Tieren auf EHEC O157 und fanden VIDAS eine gut
geeignete, sichere und schnelle Methode ohne gréBere Risiken von Kreuz-
kontaminationen zur Untersuchung von Kotproben auf EHEC.
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C MATERIAL UND METHODEN

5 Material

5.1. Probenmaterial

Als Proben diente der Kot von 150 an Durchfall erkrankten Tieren und 150
gesunden Tieren als Gegenkontrolle. Der Kot stammte von Tieren, die in der
Tierarztpraxis Sappert in Marktoberdorf und im Tierheim in Marktoberdorf und
Tierheim Flssen und Tierheim Beckstetten vom Februar 2006 bis Dezember 2006
Patienten waren. Die Probenentnahme erfolgte je nach Auftreten von
Durchfallerkrankungen und im Falle von gesunden Tieren je nach
Besitzereinverstandnis im Rahmen von Impfungen oder interessehalber
mitgebrachten Kotes. Dabei wurde je nach Méglichkeit eine Kotprobe direkt aus
frischem Kot entnommen oder eine Tupferprobe mit einem sterilem Tupfer aus
dem Rektum des Tieres entnommen. Bei den Tieren handelte es sich um alle
Haustiere, die groBen Tiergruppen wurden unterteilt in je flnfzig
durchfallerkrankte Hunde, Katzen, Kleine Heimtiere und entsprechende je flinfzig

gesunde Hunde, Katzen und Kleine Heimtiere.

5.2. Untersuchungsmaterial

Die verwendeten Untersuchungsmaterialien sind im Anhang aufgeflhrt.

5.3. Fragebogen

Der verwendete Fragebogen zur Ermittlung der Patientendaten ist im Anhang auf-
gefihrt.

6 Methoden

6.1. Erhebung der Patientendaten mit Fragebdgen

Mithilfe von Fragebdgen wurden die Daten der durchfallerkrankten und klinisch
unauffalligen Probanden erfasst. Die Besitzer wurden nach Tierart, Alter des
Tieres, Fitterungsgewohnheiten, Haltungsgewohnheiten und im Falle einer Er-

krankung nach dem Verlauf gefragt.
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6.1.1 Ermittlung von Patientendaten beziiglich Fitterung und Haltung

Die Erhebung der Patientendaten bezlglich der Fltterung und Haltung der Tiere
lieferte genaue Angaben, um diese mit den spateren Ergebnissen der Unter-
suchungen auf Enteropathogene vergleichen zu kdnnen. Bei der Futterung wurde
zwischen rohen Produkten und der Fltterung von erhitzten Lebensmitteln unter-
schieden. Tiere die roh geflttert wurden erhielten Rohfleisch, Rohfleischprodukte
oder Rohwurstprodukte. Findlingstieren wurde im Tierheim Fertigfutter geflttert
das bisherige Futter wurde als unbekannt angegeben. Freigang war im Falle von
Hunden das Laufen ohne Leine, im Falle von Katzen die Mdglichkeit Uber Katzen-
klappe oder Ahnliches alleine nach drauBen zu kdénnen. Bei Kleine Heimtieren
wurde der unbeaufsichtigte Freilauf im Garten in einem Gehege als Freigang

gewertet (Tabelle 7 und 8).
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Tabelle 7: Patientendaten der durchfallerkrankten Tiere, ermittelt aus den
Fragebdgen beziglich Rohfleischfitterung und Freigang

Tierart Fltterung Freigang
E.P. R.P. F.ub. ja nein
Hunde 20 24 6 49 1
Katzen 32 9 9 38 12
Kleine
o 50 0 0 39 11
Heimtiere

E.P.: Erhitzte Produkte
R.P.: Rohe Produkte

F.ub.: Futter unbekannt

Tabelle 8: Patientendaten der klinisch gesunden Tiere, ermittelt aus den
Fragebdgen beziglich Rohfleischfitterung und Freigang

Tierart Fltterung Freigang
E.P. R.P. F.ub. ja nein
Hunde 43 4 3 45 5
Katzen 21 6 23 42 8
Kleine
o 42 8 0 39 11
Heimtiere

E.P.: Erhitzte Produkte
R.P.: Rohe Produkte

F.ub.: Futter unbekannt

6.1.2 Ermittlung der Patientendaten beziiglich der Altersverteilung

Die Altersangaben der Probanden in den Fragebdgen wurden folgendermaBen

eingeordnet. Als Jungtiere wurden Tiere im Alter von bis zu einem Jahr ein-

geordnet, bei Kleine Heimtieren bis zu einem halben Jahr. Zu den erwachsenen

Tieren wurden Tiere im Alter von einem bis sieben Jahre gezahlt, bei den kleinen

Heimtieren ausgewachsene Tiere ab sechs Monaten. Als Senioren wurden alle

Tiere im Alter von acht Jahren und mehr bezeichnet. Daraus ergab sich die in den
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Tabellen 9 und 10 dargestellte Altersverteilung in den Gruppen der untersuchten

Tiere.
Tabelle 9: Patientendaten der klinisch kranken Tiere bezilglich der Altersver-
teilung bei den Tieren
Tierart Gesamtzahl Altersgruppen
J. E. S.
Hunde 50 8 31 11
Katzen 50 17 21 12
Kleine
o 50 5 42 3
Heimtiere

J.: Jungtier < ein Jahr, bei kleine Heimtieren < sechs Monate

E.: Erwachsenes Tier 1-7 Jahre, bei kleinen Heimtieren > sechs Monate

S.: Senior 8-20 Jahre, bei kl. Heimtieren wurden Tiere je nach Tierart eingestuft: Meerschweinchen
ab 6 Jahre, Ratten ab 3 Jahre, Chinchillas ab 8 Jahre, Hasen ab 8 Jahre, Frettchen ab 6 Jahre,

Mause ab 2 Jahre;

Tabelle 10: Patientendaten der klinisch gesunden Tiere bezlglich der
Altersverteilung bei den Tieren

Tierart Gesamtzahl Altersgruppen
J. E. S.
Hunde 50 4 38
Katzen 50 20 26
Kleine
o 50 4 44 2
Heimtiere

J.: Jungtier < ein Jahr, bei kleine Heimtiere < sechs Monate

E.: Erwachsenes Tier 1-7 Jahre, bei kleinen Heimtieren > sechs Monate

S.. Senior 8-20 Jahre, bei kleinen Heimtieren wurden Tiere je nach Tierart eingestuft:
Meerschweinchen ab 6 Jahre, Ratten ab 3 Jahre, Chinchillas ab 8 Jahre, Hasen ab 8 Jahre,
Frettchen ab 6 Jahre, Mause ab 2 Jahre;
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6.2. Nachweis von Enteropathogenen

Zum qualitativen Nachweis von Salmonella spp., Yersinia spp., EHEC und
Campylobacter spp. im Kot der untersuchten Tiere wurde folgendes Unter-
suchungsschema (Abbildung 1) verwendet. Dabei handelt es sich um eine
Kombination von qualitativen Nachweisverfahren mit Platten und DNA und Anti-
kérpernachweisverfahren.

Abbildung 1: Verfahrensschritte der Kotuntersuchungen

Probennahme Praxis (TSB)

l
Tag 1 [Lagerung 24 Stunden bei Raumtemperatur]
l l
Tag 2 | Direktausstrich | [Screening |
l l
U ¢ ) IVIDAS| [Real Time]
[salm| [campy| [Yers| [STEC]
l l l l

1 2 1 1

[Salm| [Campy| |Yers| [STEC]

37°C  30°C 37°C

\J \J \J \J \J \J \J
24h 24h 24h

[ laut Anleitung | | Aufreinigung |
l i l l )

Tag 3
[XLb] [ CIN| | CT-SMAC | | Real Time |

l
42°C
48h
mikroaerophil

l
Tag 4 CCDA
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6.2.1 Probennahme

Die Probennahme erfolgte in der Praxis oder direkt bei den kranken oder
gesunden Tieren. Entnommen wurde je nach Mdglichkeit eine sterile Tupferprobe
aus dem Rektum oder eine etwa bohnengroBe frische Kotprobe. Der Tupfer oder
der Kot wurde dann in im Kuhlschrank gelagerte Reagenzglaser gefllt mit 10 ml
Caso-Bouillon gegeben. 24 h vor der weiteren Verarbeitung wurden die Proben

aus dem Kuhlschrank genommen und bei Raumtemperatur gelagert (Tag 1).
6.2.2 Verarbeitung der Proben Tag 2

Die weitere Verarbeitung der Proben (Tag 2) war je nach angewandten Verfahren
unterschiedlich. Jede Probe wurde dabei den gleichen Untersuchungsschritten
unterzogen. Die Proben wurden mit Direktausstrich und mit Screeningmethoden
untersucht (Abbildung 1).

6.2.2.1 Direktausstriche Tag 2

Mittels eines Dreidésenausstriches wurden 100 pl der in Caso Bouillon an-
gereicherten Probe direkt auf den entsprechenden Selektivndhrmedien aus-
gestrichen. Mit einer abgeflammten Ose wurde aus jedem der Reagenzglaser,
nachdem der Inhalt mit einem Reagenzglasschittler gleichmaBig vermischt
wurde, eine Probe entnommen und mit einem Dreidsenausstrich zur
Campylobacter spp. Anzlichtung auf CCDA-Agar ausgestrichen. Diese Probe
wurde mikroaerophil im Bruttopf bei 42°C 48 h bebritet. Eine weitere Probe wurde
zur Salmonellenanzichtung auf XLD-Agar ausgestrichen. Dann wurde die Platte
bei 37°C 24 h bebritet. Eine weitere Probe wurde zur Yersinienanziichtung auf
CIN-Agar ausgetrichen. Dann wurde die Platte bei 30°C 24 h bebritet. Eine
weitere Platte wurde zur STEC Anzlchtung auf CT-SMAC-Agar ausgestrichen.
Dann wurde die Platte bei 37°C 24 h bebritet.

6.2.2.2 Screening Methoden Tag 2
Vorbereitung der Proben fiir VIDAS Campylobacter (REF 30 111)

Far die Untersuchung der Proben mit VIDAS auf Campylobacter spp. wurden 1 ml
der vorher mit einem Reagenzglasschiittler gut durchmischten in TSB-Bouillon an-
gereicherten Probe in ein 1 ml Eppie (Eppendorf) gegeben, und 15 min bei 100°C
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im Wasserbad inkubiert. Danach wurden die Rdéhrchen auf Raumtemperatur
temperiet und mit dem Reagenzglasschittler die enthaltene Probe

homogenisiert, um das Sediment zu resuspendieren.

Durchflihrung des VIDAS Campylobacter (REF 30 111)

VIDAS Campylobacter ist ein enzymgebundener Fluoresenzassay zum Nachweis
von Campylobacter Antigenen durch die ELFA Technik (Enzym Linked
Fluorescent Assay). Ein sogenannter FPR (Festphasenrezeptor) ist gleichzeitig
Festphase und Pipettiersystem fir den Test. Der FPR ist an der Innenseite mit
Antikdérpern gegen Campylobacter beschichtet. Alle Testreagenzien sind ge-
brauchsfertig im Reagenzriegel. Alle Reaktionsschritte werden automatisch vom
Gerat ausgefiihrt. Nach dem Offnen einer neuen Packung wird das Gerét mit
Standards kalibriert.

Es wurden jeweils 0,5 ml aus den vorher im Wasserbad bei 100°C 15 min
inkubierten Eppies entnommen und in den im Kihlschrank bei 2°C gelagerten und
dann 30 min bei Raumtemperatur temperierten VIDAS Reagenzriegel pipettiert.
Die beflllten Reagenzriegel und Festphasenrezeptoren wurden in das Gerat in die
daflr vorgesehenen Positionen eingegeben. Mit dem Computerprogramm wurden
die Proben der entsprechenden Position im Geréat zugeordnet.

Nach 70 min wurden die Ergebnisse vom VIDAS Gerat automatisch ausgewertet.
Dabei wird auf einem Ausdruck der RFV (relativer Fluoreszenzwert) angegeben.
Dieser ermittelt sich aus zwei vom Gerat wahrend dem Test durchgefihrter
Messungen. Dieser wird ins Verhaltnis zum Standard gesetzt. Ergebnisse unter
0,1 werden als negativ beurteilt, Ergebnisse gréBer oder gleich 0,1 werden als
positiv angegeben. So lagen nach 70 min die Ergebnisse des VIDAS Tests auf
Campylobacter schriftlich vor mit der Angabe positiver oder negativer Proben.

Vorbereitung der Proben fir VIDAS Salmonella (REF 30 702)

Far die Untersuchung der Proben mit VIDAS auf Salmonella spp. wurde jeweils 1

ml der im Reagenzglasschittelgerat gut homogenisierten in TSB-Bouillon
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angereicherten Proben entnommen und in 10 ml einer Rappaport Vassiliadis
Anreicherung gegeben und 6-8 h bei 42°C inkubiert. Die Rappaport Vassiliadis
Anreicherung dient als Selektivanreicherung, da andere Darmbakterien in der
Regel von in dem in ihr enthaltenen Malachitgrin, dem niedrigen pH-Wert und
dem osmotischen Druck inaktiviert werden. Dann wurde jeweils 1 ml der
wiederum gut mit dem Reagenzglasschittler homogenisierten Probe entnommen
und in 10 ml M-broth der Firma Biomerieux gegeben, eine weitere
Anreicherungsbouillon fir Salmonellen, und erneut fiir 16 bis 20 h bei 42°C
inkubiert.

Aufreinigung der Proben als Vorbereitung fiir die Real-Time PCR

Als Vorbereitung der PCR wurden am Tag zwei die Proben einer Aufreinigung
unterzogen. Dabei wurden jeweils 1 ml der mit dem Reagenzglasschuttler gut
homogenisierten in TSB-Bouillon gelagerten Proben entnommen. Davon wurden
100 pl in Réhrchen pipettiert und bei 13000 rpm 10 min zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde verworfen. Das Ubrig gebliebene Pellet wurde in 50 pl InstaGene
(BioRad) resuspendiert und im heiBen Wasserbad bei 56°C 30 Minuten inkubiert.
Dann wurden die Réhrchen erneut 10 min bei 100°C inkubiert. Nach dem er-
neuten Zentrifugieren bei 13000 rpm fiir 2 min wurde der Uberstand der jeweiligen
Probe, der das Template fir die PCR ist, in ein neues 0,5 ml R&éhrchen

(Eppendorf) pipettiert und bei —18°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren.

6.2.3 Verarbeitung der Proben Tag 3

6.2.4 Direktausstriche Tag 3

Auswertung der CCDA Platten

Typische Campylobacter spp. Kolonien nach Anzucht auf CCDA-Agar und einer
mikroaerophilen Inkubation fir 48 h bei 42 °C im Brutschrank sind im Fall von C.
coli kleine bis mittelgroBe Kolonien von cremig grauer Frabe. Sie sind erhaben

und wachsen einzeln. C. jejuni wachsen feucht grau und ausgebreitet und glanzen
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leicht metallisch. Zur Absicherung der Diagnose wurde die ebenfalls

durchgefiihrte VIDAS Untersuchung herangezogen.

Auswertung der XLD Platten

Typische Salmonella Kolonien nach Anzucht auf XLD-Agar und einer Inkubation
fir 24 h bei 37°C im Brutschrank sind transparent in der Farbe des Nahrbodens
und besitzen manchmal ein schwarzes Zentrum. Der Abbau von Xylose, Lactose
und Saccharose im XLD-Agar enthaltene Indikator fihrt zu einem Umschlag der
Agarfarbe Phenolrot nach Gelb. Durch Thiosulfat und Eisen(lll)-salz wird
Schwefelwasserstoffbildung durch Ausféllung schwarzen Eisensulfids in den
Kolonien angezeigt, was die Kolonien schwarz farben kann. AuBer der
adspektorischen Auswertung der typischen Kolonien wurde die Diagnose mit der
VIDAS Untersuchung erganzt.

Auswertung der CIN Platten

Typische Y. enterocolitica Kulturen nach Anzucht auf CIN-Agar und einer
Inkubation fir 24 h bei 30°C im Brutschrank sind kleine Kulturen unter 1,0 mm mit
einem dunkelroten Zentrum sowie einem schmalen, durchsichtigen, hellem Hof.
Ihr typisches Aussehen gleicht einem Kuhauge. Das dunkelrote Zentrum entsteht
durch den durch die Yersinien erfolgten Abbau von Mannit unter Saurebildung.
Zur Absicherung der Diagnose wurde eine Real-Time PCR durchgefiihrt.

Auswertung der CT-SMAC Platten

Typische STEC Kolonien nach Anzucht auf CT-SMAC-Agar und einer Inkubation
fir 24 h bei 37°C im Brutschrank sind farblos mit dunklem Zentrum. Der Nahr-
boden hat Sorbit und den pH-Indikator Neutralrot zugesetzt. Da die meisten EHEC
0O157:H7 Sorbit negativ sind, bleibt die Koloniefarbe farblos. Im Falle von Sorbit-
abbauenden Stammen wird die Koloniefarbe rot. Zur Absicherung der Diagnose

wurde eine Real-Time PCR durchgefihrt.
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6.2.4.1 Screeningmethoden Tag 3

Vorbereitung der Proben fir VIDAS Salmonella

Nach den 10 bis 16 h Inkubation der Proben in 10 ml M-Broth der Firma
Biomerieux bei  42°C wurde je 1 ml der im Reagenzglasschittler gut
durchmischten Proben entnommen und in Reagenzglasréhrchen 15 min im
Wasserbad bei 100°C inkubiert. Die Proben wurden auf Raumtemperatur ab-

gekdhlt und mit dem Reagenzglasschuttler homogenisiert.

Durchfiihrung des VIDAS Salmonella (REF 30 702)

Der VIDAS Salmonella Test ist genau wie der VIDAS Campylobacter Test ein
enzymgebundener Fluoreszenzimmunoassay zum Nachweis in diesem Fall von
Salmonella Antigen. Auch hier dient der FPR gleichzeitig als Festphase und
Pipettiersystem. Der FPR ist mit Anti-Salmonella-Antikdrpern beschichtet. Die
Testreagenzien befinden sich gebrauchsfertig im Reagenzienriegel. Nach Be-
endigung des Tests werden die Ergebnisse automatisch analysiert und fir jede
Probe wird ein Testwert berechnet der mit Referenzwerten verglichen als positiv
oder negativ bewertet wird.

Es wurden nun wieder wie schon oben beim Campylobacter VIDAS beschrieben,
jeweils 0,5 ml aus den Réhrchen mit den Proben entnommen und in den im Kihl-
schrank bei 2°C gelagerten und dann 30 min bei Raumtemperatur temperierten
VIDAS Reagenzriegel pipettiert. Die beflllten Reagenzriegel und Festphasen-
rezeptoren wurden in das Gerat in die daflir vorgesehenen Positionen
eingegeben. Mit dem Computerprogramm wurden die Proben der entsprechenden

Position im Gerat zugeordnet.

Nach 45 min wurden die Testergebnisse automatisch ausgewertet. Auch hier wird
(siehe oben) der RFV Wert der Probe auf dem Ergebnisblatt angegeben. Unter
einem RFV von 0,23 wurde die Probe als negativ bezeichnet, mit einem RFV von

0,23 oder mehr als positiv gewertet.
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Durchflihrung der Real-Time PCR fiir pathogene Y. enterocolitica

Zur Durchfiihrung der PCR wurde am Tag nach der Aufreinigung der Proben eine
Testsubstanz, der sogenannte Mastermix, hergestellt. Dazu wurde unter
hygienischen Bedingungen unter einer speziellen Abzugshaube gearbeitet. Der
Mastermix fir die Y.enterocolitica PCR wurde nach dem Rezept in Abbildung 2

hergestellt.

Abbildung 2: Mastermix fiir Real-Time PCR Y. enterocolitica

Mastermix pro 1 Probe:

H20 7ul
2x Reaktionspuffer 1X 12,5ul
Magnesium 3mM
dNTPs 200uM
Tag DNA- Polymerase 1.25U
Fluorescein 10nM
R Green 1
Primer ail 1u.2 (2uM) 0,2uM 2,5ul
22,0ul
Probe (DNA) 3,0yl
Insgesamt 25,0ul

Die 25 ul Mastermix je Probe wurden in entsprechenden Kunststoffeppies in das
PCR Geréat eingebracht (Biorad Cycler). Eine Negativ Probe in der 3 pul Wasser
anstatt eines Templates verwendet wurden und eine Positiv Probe in der
Y.enterocolitica DNA verwendet wurde dienten als Referenzwerte. Danach wurde
das PCR Gerat entsprechend dem in Abbildung 3 dargestellten Programm

programmiert.
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Abbildung 3: Real-Time PCR Programm fir Y. enterocolitica

YE_ail 3Step+Melt

Zyklus 1: 95°C 3min (Denaturierung)

Zyklus 2 mit 40 Wiederholungen
Schritt 1: 95°C, 10s (Denaturierung)
Schritt 2: 55°C, 20s (Annealing)
Schritt 3: 72°C, 10s (Extension)

Zyklus 3: 95°C, 1min

Zyklus 4: 55°C, 1min

Zyklus 5 mit 81 Wiederholungen (Schmelzkurve)
Schritt 1: 55 °C, 10s
Schritt 2 bis 81: +0,5°C bis 95°C, 10s

Bei der Durchfihrung der PCR unter Verwendung der Primer ail 1 und 2
(NAKAJIMA et al. 1992) war das Ziel der Primer das chromosomale ail-Gen der
Y. enterocolitica. Dieses ail-Gen findet sich nur bei pathogenen Y. enterocolitica
und kann durch die beiden Primer amplifiziert werden. Sybr Green 1 (Biorad) im
Mastermix diente als Fluoreszenzfarbstoff. Nach automatischem Ablauf der PCR
gemafB dem vorher programmierten Programm konnte dann anhand der vor-
liegenden Schmelzkurven auch im Vergleich mit der Positiv und Negativ Kontrolle
eine Auswertung der Proben erfolgen. Die Auswertung erfolgte mit einem
Computerprogramm (Biorad) anhand der C-Werte und Kontrolle der Schmelz-
kurve in Abhangigkeit von deren zeitlichen Ablauf hinsichtlich Anstiegs und Ab-
falls. Das 170 bp groBe Fragment des ail-Genes hatte seine Schmelzkurve bei
80,5°C + 0,5°C. Eine Probe, die einen ahnlichen Verlauf der Schmelzkurve wie die
Positiv Kontrolle zeigte, hinsichtlich Héhe und zeitlichem Ablauf und mit einem Cr

Wert unter 40, wurde als positiv bewertet.
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Durchflihrung der Realtime PCR fiir STEC (8§35 LMBG)

Zur Durchfthrung der PCR wurde am Tag nach der Aufreinigung der Proben eine
Testsubstanz, der sogenannte Mastermix, hergestellt. Dazu wurde unter
hygienischen Bedingungen unter einer speziellen Abzugshaube gearbeitet. Der
Mastermix fir die STEC PCR wurde nach dem Rezept in Abbildung 4 hergestellt.

Abbildung 4: Mastermix fur Real-Time PCR STEC

Mastermix pro 1 Probe:

H20 8,5ul
2x Reaktionspuffer 1X 12,5ul
Magnesium 3mM
dNTPs 200uM
Tag DNA- Polymerase 1.25U
Fluorescein 10nM
SYBR Green 1
Primer MK1 (5uM) 0,1uM 0,5ul
Primer MK2 (5uM) 0,1uM 0,5ul
22,0ul
Probe (DNA) 3,0yl
Insgesamt 25,0l

Die verwendeten Primer im Mastermix hatten die Aufgabe die Shigatoxin-ahn-
lichen Proteine in der DNA der STEC Bakterien zu detektieren. STEC sind Mikro-
organismen, die Shigatoxin-ahnliche Proteine exprimieren kdénnen. Die DNA
Stellen der STEC die fir die Exprimierung selektiv sind, stellen ein spezifisches
Amplifikat dar. Sybr Green 1 (Biorad) im Mastermix diente als Fluoreszenzfarb-
stoff.

Die 25 pl Mastermix je Probe wurden in entsprechenden Kunststoffeppies
(EPPENDORF) in das PCR Gerat eingebracht (Biorad Cycler). Eine Negativ
Probe in der 3 pl Wasser anstatt eines Templates verwendet wurden und zwei
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Positiv Proben in der STEC DNA verwendet wurde dienten als Referenzwerte.
Danach wurde das PCR Gerat entsprechend dem in Abbildung 5 dargestellten

Programm programmiert.

Abbildung 5: Real-Time PCR Programm fiir STEC

VSTEC_MK_3Step+Melt

Zyklus 1: 95°C 3min (Denaturierung)

Zyklus 2 mit 40 Wiederholungen
Schritt 1: 95°C, 10s (Denaturierung)
Schritt 2: 50°C, 20s (Annealing)
Schritt 3: 72°C, 10s (Extension)

Zyklus 3: 95°C, 1min

Zyklus 4: 50°C, 1min

Zyklus 5 mit 91 Wiederholungen (Schmelzkurve)
Schritt 1: 50°C, 10s
Schritt 2 bis 91: +0,5°C bis 95°C, 10s

Nach automatischem Ablauf der PCR konnten die Schmelzkurven mithilfe eines
Computerprogrammes (Biorad) ausgewertet werden. Anhand der vorliegenden
Schmelzkurven auch im Vergleich mit den Positiv und Negativ Kontrollen und dem
zeitlichen Ablauf der Schmelzkurven hinsichtlich Anstiegs oder Abfalls konnte
eine Auswertung der Proben erfolgen. Proben die einen &hnlichen Verlauf der
Schmelzkurve wie die Positiv Kontrollen zeigten, hinsichtlich H6he und zeitlichem
Ablauf und mit einem Ci-Wert von unter 40 und einer Schmelzkurve von 81,5°C +
0,5°C fur stx1 und 83°C £ 0,5°C flir stx2 wurden als positiv bewertet.
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D ERGEBNISSE

7 Fragebodgen und Laboruntersuchungen

Fir die Untersuchung der Kotproben oder Tupferproben wurde insgesamt 150 an
Durchfall erkrankte Tiere und 150 gesunde Gegenproben beprobt. Die Proben
stammten von jeweils finfzig Hunden, 50 Katzen und fiinfzig kleine Heimtieren.
Es wurden alle Proben mit verschiedenen im Kapitel Material und Methoden be-
schriebenen Verfahren auf pathogene Y. enterocolitica, thermotolerante
Campylobacter spp., Salmonella spp. und STEC getestet. Die durch Fragebégen
ermittelten Fitterungs- und Haltungsbedingungen wurden in Relation zu den Er-

gebnissen der Tests gesetzt.

8 Auswertung der Ergebnisse der Fragebogen und Laboruntersuchungen

8.1. Fitterung und Haltung der Pathogen positiven und negativen Tiere

8.1.1 Hunde

Die Ergebnisse aller Untersuchungen ergaben, dass von 50 an Durchfall er-
krankten Hunden 17 Hunde (34%) positiv auf ein oder zwei Pathogene getestet
wurden. Neun der 17 positiven Hunde (53%) wurden mit Rohfleisch geflttert.
Insgesamt wurden 24 von 50 Hunden (48%) mit rohen Fleischprodukten geflttert;
von diesen 24 waren neun Hunde (37,5%) Pathogen positiv, 15 der 24 mit Roh-
fleisch gefltterten Hunde (62,5%) waren Pathogen negativ. 49 Hunde (98%)
hatten die M&glichkeit zu Freilauf, darunter alle 17 positiven Hunde (100%).

In der Gruppe der gesunden Gegenkontrollen wurden 11 der 50 Hunde (22%)
positiv auf mindestens ein Pathogen getestet. 4 der 11 positiven Hunde (36%)
wurden mit Rohfleisch geflttert. Insgesamt wurden 5 Hunde von 50 (10%) roh
geflttert; von diesen 5 waren 4 Pathogen positiv (80%), einer der mit Rohfleisch
gefutterten Hunde war Pathogen negativ (20%). 45 Hunde (90%) hatten die
Madglichkeit zu Freilauf, darunter 9 (86%) der 11 positiven Hunde (Tabelle 11 und
12).
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Insgesamt wurden bei Hunden mit Durchfall 12% mehr Pathogen positive Proben
gefunden als bei den Hunden ohne Symptome. In der Gruppe der an Durchfall
erkrankten Tiere wurden 19 Hunde mehr mit rohem Fleisch geflttert. Pathogen

positive Tiere hatten im GroBteil der Falle die Mdglichkeit zu Freigang.

8.1.2 Katzen

Bei den Katzen wurden von 50 an Durchfall erkrankten Tieren 23 (46%) positiv
getestet. 3 der positiven Tiere (13%) wurden mit Rohfleisch geflttert. Insgesamt
wurden 9 der 50 kranken Katzen (18%) mit Rohfleisch geflttert, von diesen 9
waren 3 Katzen (33%) Pathogen positiv. 6 der mit Rohfleisch geflitterten Katzen
(67%) waren Pathogen negativ. 38 Katzen (76%) hatten die Mdbglichkeit zu

Freilauf, darunter 18 (78%) der positiven Katzen.

In der Gruppe der gesunden Tiere wurden 12 von 50 Katzen (24%) positiv ge-
testet. Keins der positiven Tiere wurde mit Rohfleisch geflttert. Insgesamt wurden
6 Katzen von 50 (12%) mit Rohfleisch geflttert. 42 Katzen (84%) hatten die
Madglichkeit zu Freilauf, darunter 10 der positiven Tiere (83%) (Tabelle 11 und
12).

Insgesamt wurden bei Katzen mit Durchfall 22% mehr Pathogen positive Proben
gefunden als bei den Katzen ohne Symptome. In der Gruppe der an Durchfall er-
krankten Tiere wurden 6% mehr Tiere mit rohem Fleisch geflttert. Pathogen
positive Tiere hatten im GroBteil der Falle die Mdglichkeit zu Freigang.

Tabelle 11: Rohfleischfltterung und Freigang der Pathogen positiven kranken
und gesunden Tiere

Tierart Gesund Krank

Pos. RF FG Pos. RF FG

Hunde 11(22%)  4(36%) 9(81%)  17(34%)  9(53%)  17(100%)

Katzen 12(24%)  0(0%) 10(83%) 23(46%)  3(13%)  18(78%)
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Pos.: Positive Tiere von 50
RF: Rohfleisch gefitterte Tiere der positiven Tiere

FG.: Tiere mit Freigang der positiven Tiere

Tabelle 12: Rohfleischfltterung und Freigang der kranken Tiere und
gesunden Gegenkontrollen

Tierart Gesund Krank

RF FG RF FG
Hunde 5(10%) 45(90%) 24(48%) 49(98%)
Katzen 6(12%) 42(84%) 9(18%) 38(76%)

RF: Rohfleisch gefitterte Tiere von 50
FG: Tiere mit Freigang von 50

8.1.3 Kleine Heimtiere

Bei den kleinen Heimtieren waren 7 Tiere (14%) in der Gruppe der kranken Tiere
positiv, keins davon wurde mit Rohfleisch geflttert, auch keins der pathogen
negativen Tiere wurde mit Rohfleisch geflttert. 39 kleine Heimtiere (78%) hatten

die Méglichkeit zu Freigang, darunter sechs der positiven Tiere.

In der Gruppe der gesunden Gegenkontrollen waren 14 Tiere (28%) positiv.
Insgesamt wurden 8 Tiere mit Rohfleisch geflttert (16%), alle 8 waren Pathogen
positiv (100%). 39 Tiere (78%) hatten die Méglichkeit zu Freigang, 11 davon
(79%) wurden positiv getestet.

Bei den kleinen Heimtieren wurden doppelt so viele asymptomatische Tiere
Pathogen positiv getestet wie an Durchfall erkrankte. Nur in der Gruppe der
gesunden Tiere wurde Rohfleisch gefittert. Alle mit Rohfleisch gefltterten Tiere

waren Pathogen positiv.
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8.2. Altersverteilung und Vorkommen der einzelnen pathogenen

Lebensmittelbakterien in den Altersgruppen

8.2.1 Hunde

Die Gruppe der 50 kranken Hunde teilte sich auf in 11 Senioren (22%), 31 er-
wachsene Tiere (62%) und 8 Jungtiere (16%). Von den 11 Senioren waren 3
Pathogen positiv (27%). Mischinfektionen gab es keine. Bei 2 Senioren wurden
Campylobacter gefunden, bei einem Y. enterocolitica. Bei den erwachsenen
Tieren wurden 8 Proben positiv getestet (26%), Zwei Tiere hatten eine Misch-
infektion mit Salmonella und Campylobacter. Eine der Proben war STEC positiv,
zwei Campylobacter und drei Y. enterocolitica positiv. Bei den Jungtieren waren 6
Tiere positiv (67%), im Vergleich zu Senioren und Erwachsenen prozentual die
hdchste Nachweisrate von Pathogenen. Auch die Mischinfektionen kamen am
haufigsten bei den Jungtieren vor. Zwei der Tiere hatten Mischinfektionen von
Y.enterocolitica und STEC, eines von Y. enterocolitica und Campylobacter. Zwei
weitere Tiere hatten STEC Monoinfektionen, ein Tier war Campylobacter positiv.

STEC war nicht bei Senioren nachweisbar, aber gehauft bei Jungtieren.

In der Gruppe der klinisch gesunden Hunde waren 8 Senioren (16%), 38 Er-
wachsene (76%) und 4 Jungtiere (8%). Von den 8 Senioren hatten 3 (37%) eine
Monoinfektion. Einer war Campylobacter positiv, einer Y.enterocolitica positiv,
einer STEC positiv. Bei den erwachsenen Tieren waren 7 Proben positiv (18%). 5
Tiere waren Y. enterocolitica positiv, 2 Tiere STEC positiv. Nur bei den Jungtieren
war bei einem (25%) eine Mischinfektion von Y. enterocolitica und STEC
nachweisbar. Damit war bei den Jungtieren die einzige Mischinfektion

nachweisbar und prozentual am meisten Pathogen positive Tiere (25%).

8.2.2 Katzen

Die Gruppe der kranken Katzen teilte sich auf in 12 Senioren (24%), 24 Er-
wachsene (48%) und 11 Jungtiere (22%). Von den 12 Senioren waren 8 positiv
(66%), 7 davon Campylobacter spp. positiv, einer Y. enterocolitica. Von den 24
Erwachsenen waren ebenfalls 8 Tiere positiv (33%), 7 davon Campylobacter

positiv, eine Probe Salmonella positiv. Auch bei den Katzen war die Nachweisrate
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von Pathogenen bei den Jungtieren am hdéchsten. 8 der 11 Jungtiere waren
positiv (72%), 5 Tiere Campylobacter positiv, drei STEC positiv. Nur Jungtiere
waren STEC positiv.

In der Gruppe der klinisch gesunden Katzen waren 4 Senioren (8%), 26 Er-
wachsene (52%) und 20 Jungtiere (40%). Die Senioren waren alle Pathogen
negativ, bei den Erwachsenen waren 6 Tiere positiv (23%), 4 davon
Campylobacter positiv, zwei Y. enterocolitica. Von den 20 Jungtieren waren pro-
zentual die meisten Proben positiv, auch Mischinfektionen kamen nur bei Jung-
tieren vor. In 6 Proben (30%) fand sich eine Mischinfektion mit Salmonella und

Campylobacter und flinf Campylobacterinfektionen.

8.2.3 Kleine Heimtiere

In der Gruppe der kranken kleinen Heimtiere waren 3 Senioren (6%), 42
Erwachsene (84%) und 5 Jungtiere (10%). Die Proben der Senioren waren alle
negativ, 6 Erwachsene (14%) hatten je eine Probe Y. enterocolitica und je 5
Proben Campylobacter positiv. Ein Jungtier (20%) war Y. enterocolitica positiv.

Jungtiere zeigten die héchste prozentuale Nachweisrate von Pathogenen.

Bei den gesunden Gegenkontrollen waren 2 Senioren (4%), 44 Erwachsene
(88%), und 4 Jungtiere (8%). Die Probe eines Seniors zeigte eine
Campylobacterinfektion (50%). Nur bei den Jungtieren fand sich eine Misch-
infektion, bei einem Jungtier (25%) war eine Mischinfektion mit Y. enterocolitica
und Campylobacter nachweisbar. Von 44 erwachsenen Tieren waren 12 Tiere
positiv (27%), 8 davon mit Campylobacter und 4 mit Y. enterocolitica. Infektionen

mit STEC traten in keiner der Gruppen auf.

8.3. Ergebnisse der Laboruntersuchungen

Die unten angegebene Tabelle gibt einen Uberblick tiber die Ergebnisse der
Laboruntersuchungen mit kulturellen Untersuchungen und Screeningmethoden.
Bei den Hunden war bei den gesunden Tieren am haufigsten Y. enterocolitica zu
finden (12%). Kranke Tiere hatten zu 16% Campylobacter spp. im Kot. Bei den

gesunden (38%) und kranken Katzen (20%) waren am haufigsten Campylobacter
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spp. im Kot zu finden. Bei den kleinen Heimtieren waren ebenfalls am haufigsten

Campylobacter spp. bei kranken (10%) und gesunden Tieren (20%) zu finden

(Tabelle 13).
Tabelle 13: Ubersicht der Ergebnisse der Untersuchungen mit
Sreeningmethoden auf, Campylobacter spp., Salmonella spp. und
Y. enterocolitica und STEC bei gesunden und kranken Tieren
Tierart Pathogen Kranke Tiere  Gesunde Tiere = Gesamt
Hunde
Campylobacter spp. 8(16%) 1(1%) 9(9%)
Salmonella spp. 2(4%) 0(0%) 2(2%)
Y.enterocolitica 6(12%) 6(12%) 12(12%)
STEC 6(12%) 4(8%) 10(10%)
Katzen
Campylobacter spp. 19(38%) 10(20%) 29(29%)
Salmonella spp. 1(2%) 1(2%) 2(2%)
Y.enterocolitica 1(2%) 2(4%) 3(3%)
STEC 3(6%) 0(0%) 3(3%)
Kleine
Heimtiere
Campylobacter spp. 5(10%) 10(20%) 15(15%)
Salmonella spp. 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Y.enterocolitica 2(4%) 4(8%) 6(6%)
STEC 0(0%) 0(0%) 0(0%)
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8.3.1 Campylobacter spp.

8.3.1.1 Nachweis von Campylobacter spp. auf Platte

Nachweis von Campylobacter spp. auf Platte bei kranken Tieren

Die Anzlichtung von Campylobacter 48 Stunden bei 42°C flUhrte bei 2 Proben von
Katzen zum Erfolg. Die eine Probe zeigte im VIDAS einen sehr niedrigen Wert
von 0.10, die andere einen niedrigen Wert von 0.86. Damit wurden 4% der
Katzen Campylobacter positiv auf Platte getestet. Bei Hunden und kleinen

Heimtieren konnten auf Platte keine Campylobacter spp. angezichtet werden.

Nachweis von Campylobacter spp. auf Platte bei gesunden Tieren

Der Nachweis von Campylobacter spp. auf CCDA Agar bei gesunden Tieren
verlief negativ. Nach 48 h Bebritung bei 42°C konnten keine Campylobacter spp.

Kulturen nachgewiesen werden.

8.3.1.2 Nachweis von Campylobacter spp. mit VIDAS

VIDAS bei kranken Tieren

Der Einsatz des VIDAS Gerates lieferte eine gute Nachweismdglichkeit fur
Campylobacter. Mit VIDAS wurden 5 kranke kleine Heimtiere positiv getestet.
Weiterhin waren 19 Proben von Katzen (38%) und 8 Proben (16%) von Hunden
positiv, was eine deutliche Kontamination vor allem der Katzen und Hunde mit

Campylobacter spp. zeigt (Abbildung 6).
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Abbildung 6:  Nachweis von Campylobacter spp. mit VIDAS bei kranken Tieren
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VIDAS bei gesunden Tieren

Mit dem VIDAS Gerat wurden 21 von 150 Proben (14%) positiv getestet. In der
Gruppe der 50 Hunde war keine positive Probe (0%) dabei. Bei den Katzen waren
11 Proben positiv (22%). Bei den kleinen Heimtieren wurden 10 Proben positiv
getestet (20%) (Abbildung 7).

Abbildung 7: Nachweis von Campylobacter spp. bei gesunden Tieren mit VIDAS
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8.3.1.3 Vergleich der Nachweisverfahren fiir Campylobacter spp.

Vergleicht man die beiden angewandten Nachweisverfahren flr Campylobacter
spp. so zeigt sich das von insgesamt 150 Proben von kranken Tieren nur die sehr
geringe Anzahl von 2 Tieren (1,3%) auf Platte positiv getestet wurde. Mit der
VIDAS Untersuchung war es mdglich das sehr deutliche Ergebnis von 31
positiven Tieren (20,6%) zu bekommen (Abbildung 8). Bei den gesunden Tieren

war auf Platte kein Nachweis méglich.

Abbildung 8:  Vergleich der Nachweisverfahren fir Campylobacter spp. bei
kranken Tieren

@ Platte
OVIDAS
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8.3.2 Salmonella spp.

8.3.2.1 Nachweis von Salmonella spp. auf Platte

Nachweis von Salmonella spp. auf Platte bei kranken Tieren

Auf XLD Agar bei 24 h Bebritung bei 37°C konnten bei einer Katzenprobe (0,5%)
und 2 Hundeproben (1%) Salmonella spp. angeziichtet werden. Bei kleinen
Heimtieren verlief die Anzlchtung negativ, es konnten keine Salmonella spp.

nachgewiesen werden (Abbildung 9).

Nachweis von Salmonella spp. auf Platte bei gesunden Tieren

Von 150 Proben konnte bei keiner Probe in 24 h auf XLD Agar bei 37°C

Salmonella spp. nachgewiesen werden.
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8.3.2.2 Nachweis von Salmonella spp. mit VIDAS

Nachweis von Salmonella spp. mit VIDAS bei kranken Tieren

Mit VIDAS wurden die gleichen Proben positiv getestet, die schon auf Platte
positiv waren. Eine Katzenprobe (2%) und 2 Proben von Hunden (4%) waren
demnach positiv. Bei kleinen Heimtieren wurden keine Salmonella spp.
nachgewiesen. Insgesamt war der Befall mit Salmonella spp. also sehr gering
(Abbildung 9).

Abbildung 9:  Salmonella spp. positive Tiere mit VIDAS und auf Platte bei
kranken Tieren
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Nachweis von Salmonella spp. mit VIDAS bei gesunden Tieren

Im VIDAS war eine von 150 Proben Salmonella spp. positiv (0,67%). Die Probe
war aus de Gruppe der 50 Katzen. Bei den beiden anderen Gruppen lieB sich

keine positive Probe nachweisen (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Nachweis von Salmonella spp. mit VIDAS bei gesunden Tieren
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8.3.2.3 Vergleich der Nachweisverfahren flir Salmonella spp.

Vergleicht man die beiden Nachweisverfahren, die angewandt wurden, ergibt sich
nicht nur die gleiche Anzahl positiver Proben bei beiden Verfahren, sondern auch
das die gleichen Probanden die im VIDAS positiv waren auch ein entsprechend
positives Plattenwachstum zeigten. So waren 3 von 150 Proben (2%) sowohl auf
Platte, wie auch im VIDAS positiv.

8.3.3 Y. enterocolitica

8.3.3.1 Nachweis von Y. enterocolitica auf Platte

Nachweis von Y. enterocolitica auf Platte bei kranken Tieren

Die Anzichtung von vorangereicherten Proben auf CIN Platten und einer Be-
britung von 24 h bei einer Temperatur von 30°C blieb negativ. Es konnten keine
Yersinien auf CIN Agar angezlichtet werden.
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Nachweis von Y. enterocolitica auf Platte bei gesunden Tieren

Der Nachweis von Y. enterocolitica auf Platte verlief bei allen 150 Proben negativ.
Eine Anziichtung auf CIN Agar fiir 24 h bei 30°C blieb ohne Erfolg.

8.3.3.2 Nachweis von Y. enterocolitica durch Real-Time PCR

Nachweis von Y. enterocolitica durch PCR bei kranken Tieren

Mit der Real-Time PCR konnten bei insgesamt 9 von 150 Tieren (6%) pathogene
Y.enterocolitica nachgewiesen werden. Von den 50 Hunden waren Proben von 6
Hunden (12%) Y. enterocolitica positiv. Bei den Katzen wurde eine Probe positiv
getestet, was 2% der getesteten Tiere entspricht. Bei den kleinen Heimtieren

waren 2 positiv, was einer 4%igen Erkrankungsrate entspricht (Abbildung 11).

Abbildung 11: Nachweis mit PCR Y. enterocolitica positive krankeTiere
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Nachweis von Y. enterocolitica mit PCR bei gesunden Tieren

Mit der PCR wurden insgesamt 12 von 150 Proben (8%) Y. enterocolitica positiv

getestet. Die Aufteilung der Gruppen zeigte folgendes Bild: 6 der 50 Hunde (12%),
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2 Katzen der 50 Katzen (4%) und 4 der kleinen Heimtiere (8%) waren

Y. enterocolitica positiv (Abbildung 12).

Abbildung 12: Y. enterocolitica mit PCR bei gesunden Tieren
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8.3.4 STEC

8.3.4.1 Nachweis von STEC mit Platte

Nachweis von STEC mit Platte bei kranken Tieren

Der Nachweis von STEC auf Platte war nicht mdéglich. Bei keiner der Proben
lieBen sich in 24 h STEC auf CT-SMAC Platte bei 37°C anzlichten.

Nachweis von STEC auf Platte bei gesunden Tieren

Auf Platte konnte bei keiner der 150 Proben ein kulturelles Wachstum von STEC
festgestellt werden. Eine Bebritung 24 h bei 37°C auf CT-SMAC Agar brachte in

keiner der drei Gruppen ein positives Ergebnis

8.3.4.2 Nachweis von STEC mit Real-Time PCR

Nachweis von STEC mit PCR bei kranken Tieren

Der Nachweis von STEC mit Real-Time PCR war bei insgesamt 9 Proben von
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150 (6%) mdglich. In den Gruppen der Katzen fanden sich 3 kranke Katzen (6%)
und bei den Hunden 6 kranke Hunde (12%) mdbglich. Bei den kleinen Heimtieren
lieBen sich keine EHEC mit PCR nachweisen (Abbildung 13).

Abbildung 13: STEC positive kranke Tiere mit PCR
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Nachweis von STEC mit Real-Time PCR bei gesunden Tieren

Bei der Real-Time PCR auf STEC wurden vier der 150 Proben positiv getestet
(2,67%). Alle 4 positiven Proben stammten aus der Gruppe der 50 Hunde

(8%). Alle Proben von kleinen Heimtieren und Katzen waren negativ (Abbildung
14).
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Abbildung 14: Nachweis von STEC bei gesunden Tieren mit PCR

50-
40- OHunde
301 B Katzen
20- Okl.
Heimtiere
10 4
o
0-

73



E DISKUSSION

E DISKUSSION

9 Fitterung und Haltung der Pathogen positiven und negativen Tiere

Die Futterung und Haltung der untersuchten Haustiere wurde anhand von Frage-
bdgen ermittelt. Es sollte versucht werden einen mdglichen Zusammenhang
zwischen der Futterung und Haltung der Haustiere und den Ergebnissen ihrer
Kotuntersuchungen auf pathogene, lebensmittelrelevante Bakterien herzustellen.
Ob ein Unterschied in der Haltung und Fitterung an Durchfall erkrankter und

gesunder Tiere besteht, sollte ebenfalls ermittelt werden.

HUNDE

In der Gruppe der Hunde wurden bei den kranken Hunden 48% mit Rohfleisch
geflttert, in der Gruppe der klinisch gesunden Hunde nur 10%. In der Gruppe der
an Durchfall erkrankten Hunde fanden sich mehr Pathogen positive Hunde (34%)
als in der Gruppe der gesunden Kontrollen (22%). Von den mit Rohfleisch ge-
futterten Hunden waren 37,5% Pathogen positiv, alle Pathogen positiven Hunde
hatten die Mdglichkeit zu Freigang. In der Gruppe der gesunden Hunde waren
sogar 80% der mit Rohfleisch gefltterten Hunde Pathogen positiv und 86% der
positiven Hunde hatten die Mdéglichkeit zu Freigang. Ein Ruckschluss, den man
aus den eigenen Ergebnissen ziehen kann ist, dass mit Rohfleisch gefitterte
Hunde &fters an Durchfall leiden. Rohfleischflitterung scheint auBerdem ein
groBes Risiko fir Infektionen von Hunden mit Pathogenen zu sein. Hunde, die
nicht mit Rohfleisch gefiittert wurden hatten im GroBteil die Mdglichkeit zu Frei-
gang und da die Mdglichkeit, sich Uber andere Kontaminationsquellen, wie ver-
dorbenes Fleisch, kontaminiertes Wasser oder Wildtiere zu infizieren.

In der Literatur wird von einem ebenfalls von einem Zusammenhang zwischen
Rohfleischfltterung und Pathogen positiven Kotproben berichtet. MORLEY et al.
(2006) evaluierte den Zusammenhang zwischen Rohfleischfitterung und
Salmonelleninfektionen in einer Greyhound Zucht. Hier wurden 93% der mit Roh-
fleisch gefltterten Hunde positiv auf Salmonella spp. getestet. Dieses im

Vergleich zu den eigenen Untersuchungen sehr hohe Ergebnis lasst sich
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einerseits mit der nachgewiesenen Kontamination des Fleisches mit Salmonella
spp. erklaren, andererseits mit der mdglichen zusatzlichen Kontamination durch
die Gruppenhaltung der Hunde. Zusétzliche Ubertragung von Hund zu Hund
zusatzlich zur Erndhrung mit kontaminierten Rohfleisch potenzierte hier die
Pravalenzen. Bei einer anderen Untersuchung von JOFFE und SCHLESINGER
(2002) wurde Hunden Uber zwei Monate hinweg eine Rohfleischdiat geflttert. Bei
30% der mit Rohfleisch gefltterten Hunde fanden sich Salmonella spp. im Kot.
Auch FREDRISSON-AHOMAA et al. (2001) bewies die Ubertragung von
Y. enterocolitica 4/0:3 auf Haustiere durch kontaminiertes Schweinefleisch.

Die Mdglichkeit sich durch Freigang durch andere Kontaminationsquellen mit
lebensmittelrelevanten Bakterien zu infizieren kénnte eine hohe Pravalenz in einer
Studie von KOCABIYIK et al. (2006) bei einer Untersuchung von StraBenhunden
erklaren. Bei diesen waren von 82 Kotproben 11% mit Salmonella spp.

kontaminiert.

Hohere Pravalenzen von Untersuchungen auf Pathogene bei an Durchfall er-
krankten Tieren gegenuber gesunden Tieren, wie in den eigenen
Untersuchungen, ergaben sich auch in Untersuchungen in der Literatur und zwar
vor allem bei Untersuchungen auf Campylobacter spp. und STEC. Bei der
Untersuchung von OLSON und SANDSTEDT (1987) waren die kranken Tiere zu
29,6% mit Campylobacter spp. positiv, die gesunden Tiere zu 24,1%. Noch
ausgepragter waren die Unterschiede bei FOX et al. (1988). Der Unterschied lag
hier bei 80% zu 35% kranke Tiere gegentber gesunden Tiere. Bei
Untersuchungen auf STEC gab es vor allem in der Studie von SANCAK et al.
(2004) groBe Unterschiede zwischen kranken und gesunden Hunden. Kranke
Hunde waren bis zu 28% positiv, gesunde Hunde bis zu 5,9%.

KATZEN

Bei den eigenen Untersuchungen zu der Haltung und Fltterung von Katzen ergab
sich folgendes Bild. Bei den kranken Katzen waren 46% positiv, bei den gesunden
Tieren 24%. 18% der kranken Katzen wurden mit Rohfleisch geflttert, 33% der

Rohfleisch gefltterten Katzen waren Pathogen positiv. 12% der gesunden Katzen
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wurde mit Rohfleisch geflttert, keine davon war Pathogen positiv. Bei den
kranken Katzen hatten 78% der positiven Katzen die Mdglichkeit zu Freigang, bei
den gesunden Tieren 83%. Auch hier ist der gleiche Rickschluss wie bei den
Hunden zu ziehen. Mit Rohfleisch gefltterte Katzen erkranken haufiger an
Durchfall. AuBerdem stellt die Rohfleischfitterung ein Risiko fur Infektionen von
Katzen da, das belegt auch die Untersuchung von FREDRIKSSON-AHOMAA et
al. (2001). Katzen, die nicht mit Rohfleisch gefuttert wurden, haben die
Méglichkeit, sich beim Freigang mit anderen Kontaminationsquellen zu infizieren.
Weitere Untersuchungen in der Literatur zu Rohfleischfitterung bei Katzen und
der einhergehenden Pravalenz von Pathogenen in Katzen wurden noch nicht
publiziert.

In der Literatur ist bei Katzen meist kein Unterschied in den Pravalenzen von
Kranken gegenliber gesunden Tieren festzustellen. ACKE et al. (2006) fanden in
75% der untersuchten Katzen Pathogene. Ein Unterschied zwischen kranken und
gesunden Tieren war nicht festzustellen. Auch bei BENDER (2005) war kein
Unterschied zwischen kranken und gesunden Katzen festzustellen. Auch SPAIN
et al. (2001) konnte ebenfalls keinen Unterschied zwischen kranken und
gesunden Tieren feststellen.

Mégliche Griinde daflrr, dass in eigenen Untersuchungen kranke Katzen héhere
Pravalenzen von Pathogenen zeigten als gesunde Tiere kann daran liegen, dass
bei den kranken Katzen mehr Tiere mit Rohfleisch gefiittert wurden. Uber die
Méglichkeit, dass gerade mehr kranke Katzen sich beim Freigang kontaminiert
haben oder andere Kontaminationsquellen wie Milch oder Wasser, Tier- oder

Menschenkontakte eine Rolle gespielt haben, kann man nur spekulieren.

KLEINE HEIMTIERE

Bei den kranken kleinen Heimtieren waren sieben Tiere (14%) positiv, bei den
gesunden Tieren 28%. Kein krankes Heimtier wurde mit Rohfleisch gefuttert, bei
den gesunden Tieren 8 Tiere (16%). Von den mit Rohfleisch gefltterten Tieren
waren 100% positiv. In beiden Gruppen hatten 78% der Tiere die Mdglichkeit zu

Freigang. Kleine Heimtiere haben im Vergleich zu Hunden und Katzen eher
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niedrige Pravalenzen von Pathogenen und scheinen auch oft asymptomatische
Tragertiere zu sein, da die Pravalenz bei gesunden Tieren sogar héher ist als bei
Kranken. Allerdings wurden auch nur in der Gruppe der gesunden Tiere kleine
Heimtiere mit Rohfleisch geflttert und die waren alle Pathogen positiv.
Untersuchungen zu der Pravalenz von lebensmittelrelevanten Bakterien bei
kleinen Heimtieren sind in der Literatur nur wenige zu finden. Alle zeigen eher
niedrige Pravalenzen; meistens haben aber Ratten die hdchsten, was
wahrscheinlich auf die Rohfltterung zurlckzuflhren ist. Untersuchungen von
kleinen Heimtieren zeigen Pravalenzen bei Campylobacter spp. von 1% bei Hasen
und 23,2 % bei Ratten (MEANGER und MARSHALL 1989). Untersuchungen von
Rattenkot auf Salmonella spp. zeigten Pravalenzen von 8-10% (HILTON et al.
2002).

Insgesamt lasst sich feststellen, dass Tiere, die mit Rohfleisch gefittert werden,
haufiger an Durchfall erkranken. Kranke Tiere haben oft héhere Pravalenzen von
lebensmittelrelevanten Bakterien im Kot als gesunde Tiere; oft ist der Unterschied
aber auch abhangig auch von der Bakterienart sehr gering oder es gibt keinen, da
offensichtlich auch sehr viele asymptomatische Tragertiere existieren. Rohfleisch
stellt eine wichtige Kontaminationsquelle fir Tiere dar. Betrachtet man die
Pravalenzen von lebensmittelrelevanten Bakterien in Rohfleisch kann man den
Zusammenhang zwischen diesen Pravalenzen und den Pravalenzen in den mit
Rohfleisch gefitterten Tieren erklaren. Die Pravalenzen von Campylobacter spp.
in Rohfleisch sind in Untersuchungen in der Literatur gerade in Geflligelfleisch
sehr hoch und reichen von 32% (ADAM et al. 2006) bis zu 89,1% (WONG et. al.
2007). Die Pravalenzen von Salmonella spp. in Fleisch sind sehr unterschiedlich
in den einzelnen Untersuchungen, aber generell eher niedriger als bei
Campylobacter spp. und reichen von 1% (JORDAN et al. 2006) bis zu 58,1%
(ZAIDI et al. 2006). Pravalenzen von Y. enterocolitica in Rohfleisch sind sehr
unterschiedlich. Sie reichen in der Literatur von 2% (JOHANNESSEN et al. 2000)
bis zu 42% (DE BOER et al. 1991). Pravalenzen von STEC in Rohfleisch reichen
von 2,7% (BROOKS et al. 2001) bis 50% (KHAN et al. 2002). Abgesehen vom
Infektionsweg Rohfleisch stellt auch der Freigang der Tiere ein Risiko dar sich mit
verschiedenen Pathogenen zu kontaminieren. In Untersuchungen in der Literatur

wurden verschiedene andere Lebensmittel und auch Rohmilch oder
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kontaminiertes Wasser, verdorbenes Fleisch und der Kontakt mit infizierten Tieren
oder Menschen als mdgliche Kontaminationsquellen beschrieben. Alle diese
Méglichkeiten kénnen auch Tiere infizieren, denen kein Rohfleisch geflttert
wurde. Auch Hundeleckerli (BAGER 2000). und Kauknochen (WILLIS 2001) sind
mogliche Kontaminationsquellen. Zudem zeigten Katzen in den eigenen
Untersuchungen héhere Pravalenzen als Hunde, bei den gesunden Tieren waren
22% der Hunde positiv, 24% der Katzen. Bei den kranken Tieren waren 34% der
Hunde positiv, 46% der Katzen. Die Untersuchung von ACKE et al. (2006) lieferte
das gleiche Ergebnis. Uber den Grund fiir diese Unterschiede kann nur spekuliert
werden. Eine Mdglichkeit kénnte die Milchfltterung mancher Katzen sein oder der
Verzehr verseuchter kleiner Heimtiere oder eine niedrigere Resistenz gegen
lebensmittelrelevante Bakterien.

10 Altersverteilung und Vorkommen der einzelnen pathogenen

Lebensmittelbakterien in den Altersgruppen

HUNDE

In der Gruppe der kranken Hunde waren 27% der Senioren pathogen positiv, 26%
der erwachsenen Tiere und 67% der Jungtiere. In der Gruppe der gesunden
Hunde waren 37% der Senioren positv, 18% der Erwachsenen und 25% der
Jungtiere.

In der Literatur wird in den wenigen Untersuchungen, die Probanden nach Alters-
gruppen unterscheiden, meistens eine Haufung von Pathogenen bei Jungtieren
festgestellt. In der Untersuchung von HALD (2004) zeigte sich eine besonders
hohe Pravalenz von 76,2% von Campylobacter spp. bei gesunden, jungen
Hunden in einer Gruppe. ACKE et al. (2006) fand in der Untersuchung auf
Campylobacter spp. ebenfalls héhere Pravalenzen bei gesunden, jungen Tieren
unter sechs Monaten. FUKUSHIMA et al. (1984) isolierte pathogene
Y. enterocolitica am haufigsten aus gesunden jungen Hunden. Auch in der
Untersuchung von FANTASIA et al. (1985) fanden sich pathogene
Y. enterocolitica vor allem bei jungen Hunden, die aber Krankheitssymptome

zeigten.
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In den eigenen Untersuchungen fanden sich nur bei den kranken Hunden am
meisten Pathogen positive Tiere bei den Jungtieren, &hnlich der Untersuchung
von FANTASIA et al. (1985). In der Gruppe der gesunden Tiere sind dagegen die
meisten Pathogen positiven Tiere (37%) Senioren, was nicht den anderen Unter-
suchungen in der Literatur, die bei gesunden Tieren eine hohe Pravalenz be-
sonders bei Jungtieren fanden, entspricht. Allerdings wurden bei HALD et al.
(2004) auch nur Jungtiere untersucht, wodurch keine Vergleichsméglichkeiten mit
anderen Altersgruppen bestanden. ACKE et al. (2006) fand in der Gruppe gesun-
der Tiere eine hohe Pravalenz vor allem bei Jungtieren. In der Gruppe der
kranken Tiere waren in dieser Untersuchung hingegen keine Unterschiede bei den
Altersgruppen festzustellen. Auch bei FUKUSHIMA et al. (1984) wurden Patho-

gene vermehrt aus gesunden, jungen Hunden isoliert.

Ein Grund fir die Unterschiede der eigenen Untersuchungen hinsichtlich der
Altersverteilung bei den gesunden Pathogen positiven Hunde mag die Haltung der
Hunde in den eigenen Untersuchungen sein. Im Gegensatz zu den vorher ge-
nannten Studien lebten die jungen Hunde in den eigenen Untersuchungen nicht in
Gruppenhaltungen. In Gruppenhaltungen ist eine asymptomatische Ubertragung
von Tier zu Tier sehr gut mdglich; es herrscht eine gréBere Ansteckungsgefahr.
AuBerdem wurden in den Studien oft nur junge, gesunde Hunde untersucht
(HALD et al. 2006), kranke Gruppen wurden nicht verglichen (FUKUSHIMA et al.
1984). AuBerdem spielen in diese Ergebnisse auch Faktoren wie die Fltterung mit
ein und in den eigenen Untersuchungen wurden die kranken Hunde (siehe oben)
zu 48% mit Rohfleisch gefuttert, wodurch sich neben anderen Faktoren
offensichtlich besonders junge Hunde mit Pathogenen kontaminierten.

Bei der Verteilung der einzelnen Pathogene zeigt sich in eigenen Untersuchungen
keine besondere Haufung von bestimmten Pathogenen in bestimmten Alters-
gruppen. In der Literatur wurden die meisten Pathogene mit der héchsten
Pravalenz bei Jungtieren gefunden. Besonders bei Campylobacter spp. war eine
Haufung bei den jungen Tieren festzustellen (HALD et al. 2004, ACKE et al.
2006). FUKUSHIMA et al. (1984) isolierte am haufigsten pathogene
Y. enterocolitica aus jungen Tieren. Grund fiir die unterschiedlichen Ergebnisse

sind mdglicherweise die Einzelhaltung der Probanden in den eigenen Unter-
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suchungen. Untersuchte Hunde in der Literatur lebten oft in Gruppen und die
Gruppenhaltung kommt besonders bei jungen Tieren haufiger vor, was
Kontaktinfektionen ermdglicht und bei einem eingeschleppten Keim eine
Verteilung auf andere Gruppenmitglieder erméglicht. Junge Hunde sind auBerdem
noch nicht so resistent gegeniber bestimmten Keimen (SUTER 2001a) und
stecken sich daher leichter bei infizierten Tieren an, was wiederum durch den
vielen Kontakt mit anderen Hunden potenziert wird. In den eigenen Unter-
suchungen hatten die Hunde nicht so viel Kontakt zu anderen Tieren, da sie in der

Regel Einzelhunde waren.

Die Senioren waren in eigenen Untersuchungen zu 37% Pathogen positiv. Unter-
suchungen zu speziell alteren Tieren existieren in der Literatur nicht. Grund fir die
hohe Pravalenz von Pathogenen in Senioren, ohne das diese Symptome zeigen
mag den Grund haben, dass altere Hunde schon Resistenzen ausgebildet haben
und daher asymptomatisch Keime tragen, die aber keine Probleme infolge der
Resistenzen bereiten und daher nur evaluiert werden, aber da sie ohne
Komplikationen sind, nicht bek&mpft werden.

Mischinfektionen kamen in eigenen Untersuchungen am haufigsten bei jungen
Tieren vor. Mischinfektionen wurden in der Literatur nicht untersucht, meistens
wurde nur auf ein bestimmtes Pathogen getestet. Der Grund fur die gréBte Zahl
von Mischinfektionen bei Jungtieren mag die gleiche mdgliche Erklarung haben,
wie die erhbéhte Pathogenzahl bei jungen kranken Hunden und alteren gesunden
Hunden, junge Hunde haben weniger Resistenzen ausgebildet als Senioren
(SUTER 2001a).

KATZEN

Bei den Katzen waren in der Gruppe der kranken Tiere 66% der Senioren, 33%
der Erwachsenen und 72% der Jungtiere positiv. In der Gruppe der gesunden
Tiere waren keine Senioren positiv, 23% der Erwachsenen und 30% der
Jungtiere. Damit sind in beiden Gruppen die Jungtiere am hochsten mit

Pathogenen belastet.
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In der Literatur gibt es weniger Untersuchungen Uber Pathogene bei Katzen als
bei Hunden. ACKE et al. (2006) fanden in 75% der untersuchten Katzen Patho-
gene. Die Hunde in der Untersuchung zeigten niedrigere Pravalenzen als die
Katzen. Jingere Katzen unter sechs Monaten zeigten héhere Pravalenzen als
altere Tiere. Auch bei BENDER (2005) waren von 37 untersuchten Tieren 36
Jungtiere. SPAIN et al. (2001) untersuchte die Pravalenz von Bakterien in Katzen
unter einem Jahr, die Pravalenz war niedrig (0,8%).

In den Untersuchungen in der Literatur in denen Altersgruppen verglichen wurden
zeigte sich ein ahnliches Bild wie in den eigenen Untersuchungen. Junge Tiere
waren haufiger Pathogen belastet als &ltere. Der Grund kann eine hdhere
Resistenz alterer Tiere gegenlber lebensmittelrelevanten Bakterien sein, was
auch der Grund dafirr sein kénnte, das in der bei den gesunden Senioren kein
Tier positiv war. Oder es spielen bei Jungtieren die Kontaminationsmdglichkeiten
in Gruppen eine Rolle, da gerade Jungtiere vermehrt in Gruppen gehalten

werden.

Die Verteilung der einzelnen Pathogene auf die Altersgruppen ist hinsichtlich
Campylobacter spp. und Salmonella spp. und Y. enterocolitica sehr gleichmaBig.
Campylobacter spp. sind die haufigsten Pathogene in allen Altersgruppen. STEC

wurden nur bei kranken jungen Katzen gefunden.

Auch in der Literatur ist bei Katzen die héchste Pravalenz bei Untersuchungen auf
Campylobacter spp. zu finden. Sie reichen von 1% HILL et al. (2000) bis zu 75%
(ACKE et al. 2006). Pravalenzen bei Salmonella spp. reichen in der Literatur von
0,8% (SPAIN et al. 2001) bis 51,4% (VAN IMMERSEEL et al. 2004). In der Unter-
suchung von FUKUSHIMA et al. (1984) wurden keine Katzen positiv auf
Y. enterocolitica getestet. Bei STEC reichten die Pravalenzen von 0% (GALLIEN
et al. 1994) bis 13,8 (BEUTIN et al. 1993). In der Literatur wurden keine Unter-
suchungen zu Stec im Vergleich junge Tiere zu alten Tieren gemacht.

Mischinfektionen kamen in eigenen Untersuchungen nur bei Jungtieren vor. In der

Literatur werden dazu keine Angaben gemacht. Der Grund flr Mischinfektionen
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bei Jungtieren wird wie bei Hunden wahrscheinlich die schlechtere Resistenzlage

sein.

Kleine Heimtiere

In der Gruppe der kranken, kleinen Heimtiere waren alle Senioren negativ, 14%
der erwachsenen Tiere positiv und 20% der jungen Tiere. Bei den kranken Tieren
waren 50% der Senioren positiv, bei 27% der Erwachsenen und 25% der
Jungtiere. In der Literatur gibt es wenige Untersuchungen zu Pathogenen im Kot

von kleinen Heimtieren. Unterschiede im Alter werden nicht beschrieben.

In den eigenen Untersuchungen haben auch wie bei den anderen Tierarten bei
den kranken Tieren die Jungtiere die hdchsten Pravalenzen. Die sehr unterschied-
lichen Pravalenzen in den Altersgruppen der gesunden Tiere sind kritisch zu
sehen. Da der Anteil von Senioren und Jungtieren bei den kleinen Heimtieren sehr
gering ist, fallt schon bei zwei Senioren ein positiver Senior mit einer Pravalenz
von 50% ins Gewicht. Daher sind die Altersverteilungen besonders in der Gruppe

der gesunden Tiere nicht als reprasentativ zu bewerten.

In den eigenen Untersuchungen war in allen Altersgruppen in beiden Gruppen die
Pravalenz von Campylobacter spp. am hdchsten. Y. enterocolitica waren auch in
allen Gruppen vertreten. Salmonella spp. Und STEC fanden sich in keiner der

Gruppen.

In der Literatur liegt die Pravalenz von Campylobacter spp. bei 1% bis 23%
(MEANGER und MARSHALL 1989). Die Pravalenz von Salmonella spp. liegt bei
0% (POCOCK et al. 2001) bis 10% (HILTON et al. 2002). Uber Y. enterocolitica

und STEC existieren keine Studien.

Die Pravalenzen hinsichtlich Campylobacter spp. sind &hnlich wie in den eigenen
Untersuchungen. Salmonella spp. wurde in den eigenen Untersuchungen nicht
gefunden, ahnlich wie bei POCOCK et al. (2001). Nur HILTON et al. (2002) fand
Salmonella spp. Ratten. Allerdings handelte es sich dabei um wilde Ratten, die

jederzeit Zugang zu vielen verschiedenen Kontaminationsquellen hatten. Die Er-
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gebnisse hinsichtlich Y. enterocolitica kénnen nicht verglichen werden, da dazu in

der Literatur keine Ergebnisse existieren.

Mischinfektionen kamen auch bei den kleinen Heimtieren nur bei jungen Tieren
vor, Untersuchungen existieren dazu in der Literatur nicht, Griinde daflir kdnnten
die gleichen sein wie die bei Hunden und Katzen oben genannnten.

11 Ergebnisse der Laboruntersuchungen

11.1. Campylobacter spp.

In eigenen Untersuchungen wurden auf CCDA-Agar nur zwei Proben von kranken
Katzen positiv getestet. VIDAS flihrte zu deutlich héheren Ergebnissen. Mit VIDAS
ergab sich in der Gruppe der kranken Tiere eine Pravalenz von 16% bei Hunden,
38% bei Katzen und 10% bei kleinen Heimtieren. Bei den gesunden Tieren
ergaben sich Pravalenzen von 1% bei Hunden, 20% bei Katzen und 20% bei

kleinen Heimtieren.

HUNDE

In der Literatur fanden sich bei Hunden, bis auf die Untersuchung von FLEMING
(1983), deutlich héhere Pravalenzen, verglichen mit eigenen Pravalenzen sowohl
bei kranken als auch bei gesunden Hunden. Diese reichten bei kranken Tieren
von 11,7% in der Untersuchung von FLEMING (1983) mit kulturellen Methoden
bis zu 80% bei FOX et al. (1988), die ebenfalls mit kulturellen Methoden erfolgte.
Bei gesunden Tieren in der Literatur waren die niedrigste Pravalenz ebenfalls in
der Untersuchung von FLEMING (1983) zu finden (1,6%), die hdchste bei HALD
et al. (2004) mit CAT-Agar und CCDA-Agar (76,2%).

Eigene Ergebnisse liegen ungefahr gleich mit den Ergebnissen von FLEMING et
al. (1983). Andere Untersuchungen liegen aber deutlich dartiber. Eine Erklarung
daflir wére, dass viele der Untersuchungen besonders an Jungtieren durchgefihrt
wurden, die ja (siehe oben) in der Regel héhere Pravalenzen besitzen. Zudem

wurden einige Untersuchungen an in Gruppen lebenden Tieren durchgefihrt, was
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durch die Ubertragung von Tier zu Tier zu hdheren Pravalenzen fiihren kann.
Zudem wurde in eigenen Untersuchungen keine spezielle
Campylobacterselektivanreicherung flr die Kotproben verwendet, was eventuell

zu einer héheren Ausbeute geflihrt hatte.

KATZEN

In der Literatur fanden sich bei Katzen sehr unterschiedliche Pravalenzen, eine
Untersuchung alleine zu kranken Katzen fand sich in der Literatur nicht. HILL et al.
(2000) untersuchte kranke und gesunde Katzen und entdeckte Campylobacter mit
einer Pravalenz von 1% mit kulturellen Methoden. Bei gesunden Katzen reichten
die Pravalenzen von Campylobacter spp. von 0,8% (SPAIN et al. 2001) bis 75%

(ACKE et al. 2006), untersucht mit verschiedenen kulturellen Methoden.

Eigene Ergebnisse lieferten Ergebnisse im mittleren Bereich der in der Literatur
angegebenen Pravalenzen. Bei kranken Katzen existieren wenig vergleichbare
Untersuchungen; die Pravalenz lag aber bei den kranken Katzen héher als bei
den Untersuchungen an kranken Hunden, was den Ergebnissen von ACKE et al.
(2006) entspricht. ACKE et al. (2006) untersuchte seine Proben mit CAT-Agar und
mCCDA-Agar (modified charcoal cefoperazone deoxycholate-Agar). H6here oder
niedrigere Ergebnisse lassen sich mit den unterschiedlichen Untersuchungen er-
klaren. Eigene Untersuchungen erstreckten sich Uber alle Altersgruppen und alle
Haltungsformen von Katzen, was das durchschnittliche Ergebnis erklart. In den
Untersuchungen mit hohen Pravalenzen waren oft vornehmlich junge Tiere dabei
(ACKE et al. 2006), oder die Haltungsform war Gruppenhaltung, was auch bei
HILL et al. (2000) zu einer héheren Pravalenz in Katzengruppen flihrte. Bei
niedrigeren Ergebnissen als in den eigenen Untersuchungen kann man nur
vermuten, dass die Katzen weniger Kontaminationsquellen ausgesetzt waren z. B.

durch Haushaltung oder reine Fertigfutterfltterung.

KLEINE HEIMTIERE

Untersuchungen zu kleinen Heimtieren gibt es in der Literatur fast keine, zu
kranken, kleinen Heimtieren gibt es keine. Nur MEANGER und MARSHALL
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(1989) gaben mit kulturellen Methoden eine Pravalenz von Campylobacter von 1%
bis 23,8% an, je nach Art. Ratten zeigten die héchsten Pravalenzen, Hasen die

niedrigsten, Meerschweinchen eine Pravalenz von 7,7%.

Eigene Untersuchungen bei den gesunden kleinen Heimtieren lieferten, im
Durchschnitt betrachtet, ahnliche Pravalenzen; kranke Werte konnten nicht
verglichen werden. Bei den kleinen Heimtieren sind aber in der Gruppe der
gesunden Tiere mehr Tiere positiv als bei den kranken. Kleine Heimtiere scheinen
folglich eher asymptomatische Tragertiere zu sein, wie schon SELBITZ (2006a)

feststellte.

Vergleich VIDAS/kuturelle Methoden

In den eigenen Untersuchungen war VIDAS eine sehr effiziente Methode zur
Untersuchung von Campylobacter aus Kotproben; auf Platte hatten Anziichtungen
nur sehr wenig Erfolg. Das kann zum einen an der Keimdichte im Kot gelegen
haben, zum anderen an einer mangelnden Selektivanreicherung, die die Ausbeute
erhéht hatte. Die VIDAS-Untersuchung zeigte sich sehr sensitiv gegentiber auch
sehr geringen Keimdichten und Campylobacter spp. waren einfach und effizient

auch ohne Selektivanreicherung nachweisbar.

In der Literatur wurden Kotproben von Haustieren ausschlieBlich mit kulturellen
Methoden untersucht. Hier ergaben sich zum Teil hohe Ausbeuten, was aber auch
an der Keimdichte in den Proben oder an unterschiedlichen Anreicherungsver-

fahren liegen kann.

11.2. Salmonella spp.

In den eigenen Untersuchungen konnte auf XLD-Agar bei den kranken Tieren
eine Katze (2%) und 2 Hunde (4%) positiv getestet werden. Bei den kleinen
Heimtieren war keine Probe positiv. Bei gesunden Tieren konnte mit kulturellen
Methoden kein Salmonella spp. Nachweis erbracht werden. Mit VIDAS wurden in
der Gruppe der kranken Tiere die gleichen Proben positiv getestet, wie schon auf
XLD-Agar. Bei den gesunden Tieren wurde mit VIDAS =zusatzlich eine

Katzenprobe positiv getestet (2%).
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HUNDE

In der Literatur sind die Pravalenzen in den Untersuchungen bei gesunden
Hunden niedrig. Sie bewegen sich von 0,1% (FUKATA et al. 2002) bis 11%
(KOCABIYIK et al. 2006). Die Uberdurchschnittlich hohe Nachweisrate von 11%
mag sich durch die Haltung der untersuchten Hunde begriinden. Dabei handelte
es sich um StraBenhunde in der Tirkei, die im Gegensatz zu Haushunden
Zugang zu verschiedensten Kontaminationsquellen hatten. Eine ausgesprochen
aus der Reihe fallende Pravalenz ergab sich in der Untersuchung von MORLEY et
al. (2006) nach einer Selektivanreicherung in Tetrathionat-Bouillon mit lodine und
anschlieBender Kultur auf XLT4-Agar. Er fand in 93% der untersuchten Kotproben
S. enterica. In dieser Studie wurde der Kot von gesunden Greyhounds untersucht,
die mit Rohfleisch gefattert wurden. Auch von diesem Rohfleisch wurde
Salmonella spp. isoliert. Dies erklart die hohe Kontaminationsrate und ist ein Be-
weis flr die Gefahr von Rohfleischfltterung an unter anderem Salmonella spp. zu
erkranken. Auch bei den kranken Hunden lagen die Pravalenzen ahnlich niedrig
wie in den eigenen Untersuchungen. Hochste Pravalenz von 2,3% ergab die
Untersuchung von HACKETT und LAPPIN (2003) mit Tetrathionat—Bouillon mit
lodine und anschlieBender Kultur auf XLT4-Agar und Hektoen-Agar.

KATZEN

Bei den gesunden Katzen reichen die Pravalenzen in der Literatur von 0,36% bis
51,4% (VAN IMMERSEEL et al. 2004). Die unterschiedlichen Pravalenzen in der
gleichen Studie erklaren sich mit der unterschiedlichen Haltung. Die niedrige Pra-
valenz von 0,36% wurde aus Kotproben von Einzelkatzen ermittelt, ohne Kontakt
zu anderen Katzen und ohne Freigang. Die hohe Pravalenz von 51,4% wurde bei
in Gruppen lebenden Katzen ermittelt, mit gemeinsamen Futter-, und Wasser-
napfen. Hier in dieser Studie wird die Gefahr der Ansteckung von Tier zu Tier von
VAN IMMERSEEL et al. (2004) belegt. Durchgefihrt wurde die Studie mit einer
Uber Nacht Voranreicherung mit gepuffertem Peptonwasser und einer weiteren
Anreicherung mit Tetrathionat-Bouillon und anschlieBender Kultur auf Brilliant-

Grun-Agar. Bei kranken Katzen wurde nur eine relevante Studie durchgefihrt.
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HILL et al. (2001) fand eine Pravalenz von 1% bei 206 untersuchten Katzen, was

in etwa eigenen Untersuchungen entspricht.

KLEINE HEIMTIERE

In der Literatur gibt es nur relevante Untersuchungen zu gesunden, kleinen
Heimtieren. In diesen Untersuchungen reichten die Pravalenzen von 0%
(POCOCK et al. 2001) bis 8% (HILTON et al. 2002). Das Ergebnis von POCOCK
et al. (2001) entspricht eigenen Untersuchungen, die keine Salmonellen in kleinen
Heimtieren fanden. POCOCK et al. (2001) untersuchte die Proben mit
Voranreicherung in gepuffertem Peptonwasser und weiterer Anreicherung mit
Rappaport-Vassiliadis-Bouillon und Anziichtung auf XLD-Agar. HILTON et. al.
(2002) untersuchte mit Voranreicherung und auf XLD-Agar Proben von wilden
Ratten. Dadurch erklaren sich die hohen Pravalenzen. Wilde Ratten haben
vielfaltigen Zugang zu verschiedensten Kontaminationsquellen.
Zusammenfassend kann man sagen, dass als Haustiere gehaltene kleine
Heimtiere wahrscheinlich kein groBes Risiko darstellen, an Salmonellose zu

erkranken.

Vergleich VIDAS/kulturelle Methoden

Bei kranken Tieren erwies sich der Nachweis von Salmonella mit XLD-Agar als
ebenso zuverlassig wie der Nachweis mit VIDAS. Bei gesunden Tieren konnte
eine Probe mit VIDAS nachgewiesen werden, die auf Platte negativ blieb. VIDAS
scheint auch hier einen sensitiveren Nachweis bei auch kleineren Keimmengen

moglich zu machen, die bei klinisch gesunden Tieren vorliegen.

In der Literatur wurden die Nachweise mit kulturellen Methoden geflhrt, hier er-
gaben sich jedoch ahnliche Pravalenzen wie in eigenen Untersuchungen, weil die

Ausbeute durch Selektivanreicherungen erhéht wurde.
11.3. Y. enterocolitica

Mit  kulturellen Methoden konnten in eigenen Untersuchungen keine

Y. enterocolitica angeziichtet werden. Mit Real-Time PCR konnte bei den kranken
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Tieren bei 12% der Hunde, 2% der Katzen und 4% der kleinen Heimtiere
Y. enterocolitica nachgewiesen werden. Bei den gesunden Tieren waren 12% der

Hunde, 4% der Katzen und 8% der kleinen Heimtiere positiv.

HUNDE

In der Literatur existieren nur sehr wenige Studien zu Y. enterocolitica in Haus-
tieren. Bei den gesunden Tieren fand FUKUSHIMA et al. (1984) in knapp 20% der
untersuchten Hunde 70 Isolate von Y. enterocolitica. Von den 70 Isolaten waren
15 lIsolate (20%) pathogene Y. enterocolitica. Bei PEDERSEN (1976) und
FUKUSHIMA et al. (1985) lagen die Pravalenzen fiir pathogene Y. enterocolitica
bei 2,5% und 6,7%. Bei kranken Tieren gibt es nur eine Studie von FANTASIA et
al. (1985). Hier wurde bei Hunden nach einem Ausbruch von Y. enterocolitica bei
einem Hund auch die restlichen Hunde untersucht und bei 24% pathogene
Y. enterocolitica gefunden. Bei den gesunden Tieren liegen die Pravalenzen ahn-
lich wie in den eigenen Untersuchungen. Nur FANTASIA et al (1985) gab eine
deutlich héhere Pravalenz bei kranken Tieren an. Allerdings war hier nachweislich
ein Ausbruch von pathogenen Y. enterocolitica, was folglich durch engen Kontakt
der Tiere im Zwinger zu einer schnellen Verbreitung untereinander und damit zu

hohen Pravalenzen flihrte.

KATZEN

Allein FUKUSHIMA et al. (1985) untersuchten die Pravalenz von pathogenen
Yersinien bei gesunden Katzen. Zu kranken Katzen gibt es in der Literatur keine
Vergleichswerte. Von 318 Katzen waren hier 0% positiv. Die hdheren Pravalenzen
in eigenen Untersuchungen kdénnen in der unterschiedlichen Untersuchungs-
methode begrindet sein. FUKUSHIMA et al. (1985) verwendeten herkdmmliche
kulturelle Methoden, mit der Real-Time PCR sind aber auch kleinste Bakterien-
mengen nachweisbar, die mit kulturellen Methoden wahrscheinlich nicht erfasst
werden konnten. Die Pravalenz bei den kranken Tieren kann mangels Vergleichs-

werten als durchschnittlich eingeschatzt werden.
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KLEINE HEIMTIERE

Zu den kleinen Heimtieren gibt es in der Literatur keine Untersuchungen. Eigene
Untersuchungen zeigen, das wie bei den Campylobacter spp. kleine Heimtiere
eher zu den asymptomatischen Tragertieren zu gehéren scheinen, da gesunde

Tiere hohere Pravalenzen aufweisen als kranke Tiere.

Vergleich Real-Time PCR/kulturelle Methoden

Die kulturellen Methoden brachten in eigenen Untersuchungen kein Ergebnis.
Spekuliert werden kann hier, dass die geringe Erregermenge oder eine hohe
Begleitflora und mangelnde Selektivanreicherung eine Rolle gespielt haben. Die
Real-Time PCR hat sich allerdings als sensitives Verfahren erwiesen, sicher und

schnell aus Kotproben pathogene Yersinien nachzuweisen.

11.4.STEC

Mit kulturellen Methoden konnte in keiner der Proben STEC festgestellt werden.
Mit Hilfe der Real-Time PCR wurde bei den kranken Tieren 12% der Hunde und
6% der Katzen positiv, kleine Heimtiere waren alle negativ. Bei den gesunden

Tieren waren 8% der Hunde positiv. Katzen und kleine Heimtiere waren negativ.

HUNDE

In der Literatur reichen die Pravalenzen von STEC bei gesunden Tieren von 2%
(BENTANCOR et al. 2007), ermittelt mit Multiplex-PCR, bis 5,9% (SANCACK et
al. 2004), untersucht mit DNA-Hybridisierung. Eigene Untersuchungen bei
kranken Hunden liegen ungefahr im selben Bereich. Bei den kranken Hunden
reichen die Pravalenzen in der Literatur von 4% (GALLIEN et al. 1994) bis 24,6%
(SANCACK et al. 2004). Eigene Untersuchungen liegen im mittleren Bereich

dieser Untersuchungen.
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KATZEN

In der Literatur gibt es nur Untersuchungen zu STEC in gesunden Katzen; dort
lagen die Pravalenzen bei 4% (BENTANCOR et al. 2007) und 13,8% (BEUTIN et
al. 1993). BEUTIN et al. untersuchte mit Luria-Bertani Agar, Endo-Agar und
Blutagarplatten mit 5% Schafsblut. Eigene Untersuchungen fanden bei gesunden
Katzen keine STEC, eine Begriindung ist nicht in der Methode denkbar, denn
auch BENTANCOR et al. (2007) untersuchte seine Proben mittels PCR.
Regionale Unterschiede in der Pravalenz sind denkbar, erfolgten die
Untersuchungen in Argentinien, wo Katzen eventuell eher mit STEC in Kontakt
kommen. Untersuchungen zu kranken Katzen gibt es keine, das Ergebnis der
eigenen Untersuchungen scheint aber im Hinblick auf die Ergebnisse in der
Literatur bei gesunden Katzen realistisch.

KLEINE HEIMTIERE

Zu kleinen Heimtieren gibt es keine Pravalenzen in der Literatur, eigene
Untersuchungen konnten keine STEC bei kranken oder gesunden, kleinen
Heimtieren nachweisen. Als Haustiere gehaltene kleine Heimtiere scheinen kein

Reservoir fir STEC darzustellen.

Vergleich PCR/kulturelle Methoden

Anzichtungen auf CT-SMAC-Agar blieben in eigenen Untersuchungen ohne
Erfolg, sehr sensitiv war die Untersuchung mit Real-Time PCR. Die Real-Time
PCR lieferte auch in der Literatur gute und sichere Ergebnisse (BENTANCOR et
al. 2007). Der Grund fur das ausbleibende Wachstum auf Platte mag die hohe

Begleitflora gewesen sein, oder eine nicht ausreichende Selektivanreicherung.

Schlussfolgerung

Insgesamt wurden in den Proben von kranken und gesunden Tieren am
haufigsten Campylobacter spp. (Hunde 9%, Katzen 29%, kleine Heimtiere 15%)

isoliert, gefolgt von Y. enterocolitica (Hunde 12%, Katzen 3%, kleine Heimtiere
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6%). STEC konnte bei Hunden aus 10% der Proben isoliert werden bei Katzen
aus 3% der Proben. Salmonella spp. konnten bei Hunden und Katzen aus 2% der
Proben isoliert werden. Bei kleinen Heimtieren konnten keine Salmonella spp. und
STEC nachgewiesen werden.

In der Literatur lagen die Pravalenzen fir Campylobacter spp. und
Y. enterocolitica bei Hunden ebenfalls hoch, je nach Untersuchung bei bis zu
76,2% (HALD et al. 2004) und 24% (FANTASIA et al. 1985). Auch bei den
Katzen wurden in der Literatur hohe Prozentzahlen fir Campylobacter spp.
angegeben von bis zu 75% (ACKE et al. 2006). Y. enterocolitica wurden bei
Katzen nur sehr wenig untersucht, FUKUSHIMA et al. (1985) fand keine
pathogenen Y. enterocolitica in Katzen. Der Grund kann in der unterschiedlichen
Untersuchungsmethode begrindet sein, da bei FUKUSHIMA et al. (1985) mit
kulturellen Methoden untersucht wurde und in eigenen Untersuchungen mit PCR
auch kleinste Bakterienmengen gefunden werden konnten. Bei kleinen Heimtieren
gibt es lediglich eine Untersuchung zu Campylobacter spp. die Pravalenzen von
bis zu 23% angibt (MEANGER und MARSHALL 1989), was eigenen Ergebnissen
entspricht. Die eigenen Ergebnisse hinsichtlich STEC in Haustieren entsprechen
ebenfalls den wenigen Studien in der Literatur, sie liegen bei Hunden bei bis zu
24,6% (SANCACK et al. 2004) und bei Katzen bei bis zu 13,8% (BEUTIN et al.
1993). Zu STEC in kleinen Heimtieren existieren keine Studien in der Literatur.
Die Pravalenzen von Salmonella spp. sind auch in der Literatur eher niedrig, sie
liegen bei Hunden bei bis zu 11% (KOCABIYIK et al. 2006) und bei Katzen im
Durchschnitt bei unter 10%. Bei kleinen Heimtieren existieren nur zwei Studien,
POCOCK et al. (2001) konnte ebenfalls keine Salmonellen bei kleinen Heimtieren

nachweisen.
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Das Ziel dieser Studie war es, die Pravalenz von lebenmittelrelevanten Bakterien
bei Haustieren festzustellen und die Ergebnisse im Zusammenhang mit der
FlOtterung von Rohfleisch zu beurteilen. Dazu wurden thermotolerante
Campylobacter spp., Salmonella spp. pathogene Y. entrocolitica und STEC in
Kotproben von an Durchfall erkrankten Hunden, Katzen und kleinen Heimtieren
und entsprechenden Gegenkontrollen nachgewiesen und die Fltterung und

Haltung der Probanden anhand von Fragebdgen evaluiert.

Im Zeitraum von Januar 2006 bis Dezember 2006 wurden in der
Kleintierarztpraxis Sappert in Marktoberdorf und den Tierheimen Beckstetten und
Marktoberdorf Kotproben von je 50 an Durchfall erkrankten Hunden, Katzen und
kleinen Heimtieren und je 50 gesunden Hunden, Katzen und kleinen Heimtieren
entnommen. Die Probenentnahme erfolgte im Rahmen von Tierarztbesuchen.
Gleichzeitig wurden die Patientenbesitzer befragt. Dabei wurde die Tierart, das
Alter des Tieres, Fltterungsgewohnheiten und Angaben zu Freigang mithilfe von
Fragebdgen festgehalten.

Nach einer Anreicherung der Proben in TSB-Buillon wurden die Kotproben im
Labor mittels kultureller Methoden und moderner Screeningmethoden untersucht.
Auf thermotolerante Campylobacter spp. wurden mittels CCDA-Agar und VIDAS
untersucht, auf Salmonella spp. mithilfe von XLD-Agar und VIDAS, auf pathogene
Y. enterocolitica mit CIN-Agar und Real-Time PCR (ail-gene) und auf STEC mit-
hilfe von CT-SMAC-Agar und Real-Time PCR (stx1 und sitx2).

Insgesamt wurden 27% der Hunde und 35% der Katzen und 20% der kleinen
Heimtiere auf ein oder zwei pathogene, lebensmittelrelevante Bakterien positiv
getestet. Kulturelle Methoden brachten nur bei wenigen Proben Ergebnisse. Mit
Screeningmethoden waren die am haufigsten gefundenen Bakterien bei Hunden
(9%) und Katzen (29%) und Kkleinen Heimtieren (15%) thermotolerante
Campylobacter spp., gefolgt von pathogenen Y. enterocolitica (Hunde 12%,
Katzen 3%, Kleine Heimtiere 6%). STEC wurde haufig bei Hunden gefunden

(10%), bei Katzen mit einer Pravalenz von 3%. Nur je 2% der Hunde und Katzen
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waren Salmonella spp. positiv. Bei kleinen Heimtieren wurden keine Salmonella
spp. und STEC gefunden. Lebensmittelbakterien waren auch unter asympto-
matischen Tieren verbreitet. 10 von 27 positiven Hunden und 13 von 35 positiven
Katzen und 14 von 20 positiven kleinen Heimtieren hatten keine
Durchfallerkrankung. Gastroenteritiden waren verbreiteter bei Hunden und
Katzen, die mit Rohfleisch geflttert wurden. 48% der an Durchfall erkrankten
Hunde und 18% der kranken Katzen wurden mit Rohfleisch geflttert und 10% der
asymptomatischen Hunde und 12% der asymptomatischen Katzen. Bei den
kranken kleinen Heimtieren wurde kein Rohfleisch gefittert, bei den gesunden
wurden 8 Tiere roh geflttert; alle 8 Tiere waren Pathogen positiv. 94% der Hunde
und 80% der Katzen und 78% der kleinen Heimtiere hatten die Mdglichkeit zu
Freigang.

Pathogene Lebensmittelbakterien wurden im Kot der untersuchten Haustiere
haufig nachgewiesen. Auch bei asymptomatischen Tieren wurden hohe
Pravalenzen gefunden. Asymptomatische kleine Heimtiere zeigten deutlich
héhere Pravalenzen als Tiere mit Gastroenteritis, was sie zu typischen
Tragertieren macht. Tiere, denen Rohfleisch geflttert wurde, zeigten o6fters
Krankheitssymptome, was darauf hindeutet, dass Rohfleisch eine Quelle fiir die
Ubertragung von Mikroorganismen darstellt. Tiere, die nicht mit Rohfleisch
gefOttert wurden, hatten zum groBen Teil Freigang und dadurch méglichen

Kontakt zu anderen Kontaminationsquellen.
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Diarrhea in pets caused by food-borne pathogens

The aim of this work was to study the prevalence of food-borne pathogens in pets
and to evaluate the results in combination with the raw meat consumption of the
pets. Therefore thermotolerant Campylobacter spp., Salmonella spp., pathogenic
Y. enterocolitica and STEC in faeces of dogs, cats and pet rodents with and
without diarrhoea were studied. The feeding and husbandry of the pets was

evaluated by questionnaires.

From January to December 2006 fecal samples of 50 dogs, cats and rodents with
gastroenteritis and fecal samples of 50 healthy dogs, cats and pet rodents were
taken in the veterinary practice Sappert and in the animal shelter Beckstetten and
Marktoberdorf. The fecal samples were collected during the visit by the veterinary.
The pet owners were interviewed. The animal species, the age of the pet, the

feeding of the pet and the possibility to free run was evaluated by questionnaires.

After an enrichment of the samples in TSB enrichment broth the fecal samples
were tested with cultural methods and modern screening methods. Thermo
tolerant Campylobacter spp. were evaluated with CCDA agar and VIDAS,
Salmonella spp. with XLD agar and VIDAS, and pathogenic Y. enterocolitica with
CIN agar and Real-Time PCR (ail-gene) and STEC with CT-SMAC agar and Real-
Time PCR (stx1 and stx2).

Altogether, 27% of the dogs and 35% of the cats and 20% of the pet rodents were
positive for one or two enteropathogens. The most common food-borne bacterium
found in dogs (9%), cats (29%) and pet rodents (15%) was Campylobacter spp.
and Y. enterocolitica (dogs 12%, cats 3%, rodents 6%). STEC was found fre-
quently in dogs (10%), in cats with a prevalence of 3%. Only 2% of dogs and cats
were positive for Salmonella spp. In pet rodents no Salmonella spp. or STEC was
found. The food-borne bacteria were also common among asymptomatic pets. 10

of 27 positive dogs and 13 of 35 positive cats and 14 of 20 positive pet rodents
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had no gastroenteritis. Gastroenteritis occurred more frequently among pets fed
raw meat. 48% of the dogs with gastroenteritis and 18% of the cats were fed raw
meat and also 10% of the asymptomatic dogs and 12% of the asymptomatic cats.
The ill pet rodents were not fed raw meat, but 8 of the healthy pet rodents and all
of them were positive. 94% of the dogs and 80% of the cats and 78% of the pet

rodents had the possibility to free run.

Food-born pathogens were more common findings in the feaces of pets with
diarhea. However, asymptomatic rodents showed higher prevalence than rodents
with gastro enteric symptoms. They seem to be typical carrier animals. Pets being
fed raw meat had diarrhea more frequently, indicating that raw meat can be a
vehicle for the transmission of micro-organisms. Pets who were not fed raw meat
often had free run and because of this possible contact to other sources of food-

borne bacteria.
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12 Arbeitsmaterial und Gerate

12.1. Nahrmedien

Flissige Medien

modifizierte-TSB-Nahrbouillon
(Tryptic Soy-Broth/Caseinpepton-Sojamehlpepton-Bouillon plus Gallesalze,
Amtliche Sammlung L06.00-44 Sept. 1998, §64 LFGB)

Caseinpepton-Sojamehl-Pepton-Lésung

(Merck, 1.05459.0500) 30¢g
Destilliertes Wasser ad 1000 ml
Gallesalz (Bile Salt No.3, Oxoid LP0056) 1,5 g pro 1000 ml

- Mischen und ggf. zum Lésen erhitzen
- je 225 ml in Erlenmeyerkolben abflllen
- Sterilisieren 15 Min bei +121°C

Rappaport-Vassiliadis- Soja- Bouillon (RVS-T)
(Biomerieux, REF 42 110)

Destilliertes Wasser ad 1000 ml
Pepton aus Sojamehl 45¢
Magnesiumchlorid-Hexahydrat 28,6 ¢
Natriumchlorid 7,29
di-Kaliumhydrogenphophat 0,18 ¢
Kaliumdihydrogenphosphat 1,26 g
Malachitgriin-Oxalat 0,036 g

Gebrauchsfertiges Medium in 10 ml Réhrchen
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M-Broth (M Bouillon)
(Biomerieux, REF 42 077)

Destilliertes Wasser
Caseinpepton (Rind)
Hefeextrakt
Natriumchlorid
Dikaliumphosphat
Natriumcitrat
D-Mannose
Magnesiumsulfat, 7H,O
Eisensulfat, 7H,O
Manganchlorid, 4H,O

Tween 80

ad 1000 ml
10,09
509
5049
509
5049
209
0,89
0,04 g
0,14 g
0,759

Gebrauchsfertiges Medium in 10 ml Réhrchen

Feste Medien

CCDA-Selektivnahrboden, blutfrei

(Cefoperazon-Chacoal-Desoxycholat-Agar)

Basismedium

Campylobacter-Agar-Basis, blutfrei (OXOID CM 739)

Nahrbouillon Nr. 2
Bakteriologische Kohle
Casein-Hydrolysat
Natriumdesoxycholat
Eisen(ll)-sulfat
Natriumpyruvat

Agar

Destilliertes Wasser

25,09
409

3,09

1,09

0,25 ¢
0,259
12,09

ad 1000 ml
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- Zum L6sen erhitzen
- Sterilisieren 15 Min bei +121°C

zugeflhrtes Supplement
CCDA-Selektiv-Supplement (Oxoid SR 155), (1 Réhrchen je 500 ml)

Cefoperazon 16 mg
Amphotericin 5 mg
Steriles destilliertes Wasser 2 ml

- gel6sten Inhalt eines R6hrchens CCDA-Selektiv-Supplement aseptisch zu
500 ml auf +50°C abgeklhlte Campylobacter-Agar-Basis, blutfrei geben
- gut mischen und jeweils 12,5 ml in sterile Petrischalen flllen und erstarren

lassen

XLD-Agar
(Xylose-Lysin-Desoxycholat-Agar), (Merck 1.05287.0500)

Hefeextrakt 3,09
Natriumchlorid 509
D(+)-Xylose 3,59
Lactose 7,59
L(+)-Lysin 509
Natriumdesoxycholat 259
Natriumthiosulfat 6,8 ¢g
Ammoniumeisen(lll)-citrat 0,89
Phenolrot 0,08 g
Agar-Agar 13,59
Destilliertes Wasser ad 1000 ml

- schnell und vollstéandig l16sen
- nicht autoklavieren

- Platten gieBen, ca. 15 ml in sterile Petrischalen abflllen
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CIN-Agar

(Cefsulodin-lIrgasan™-Novobiocin-Agar)

Basismedium:

Yersinia Agar Basis (Merck 1.16434.0500) 58,5¢
Destilliertes Wasser 1000 ml
- Zum Ldsen erhitzen
- Sterilisieren 15 Min bei +121°C

zugefuhrtes Supplement:

Yersinia Selektivsupplement (zur Isolierung von Yersinia-Spezies)
(Merck, 1.16466.0001), pro 500 ml 1 Flasche Supplement

Ethanol absolut (vergallt) (Merck, 100974) 1 ml
Destilliertes Wasser 1 ml

- Zugabe des Supplementes bei Abkihlung des Basismediums auf +50°C

- Abflllen je ca. 15 ml in sterile Petrischalen

CT-SMAC-Agar
(Cefixim-Tellurit-Sorbit-MacConkey-Agar), (Merck 1.09207.0500)

Basismedium

Peptone 20,09
Natriumchlorid 509
Gallensalze Nr. 3 1,59
Sorbit 10,0 ¢
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Neutralrot 0,03 ¢
Kristallviolett 0,001 g
Agar-Agar 15,09

Zugefihrtes Supplement
CT-Supplement (Cefixim-Tellurit-Supplement), (Merck 1.09202.0001), pro 500 ml
1 Flasche Supplement

Cefixim 0,025 mg
Kaliumtellurit 1,25 mg
Steriles destilliertes Wasser 1 ml

- Zugabe des Supplementes bei Abkihlung des Basismediums auf +50°C
- Abflllen je ca. 15 ml in sterile Petrischalen

12.2. Testsysteme und Reagenzien

VIDAS® Campylobacter (REF 30 111)

VIDAS Campylobacter ist ein qualitativer Test fir die VIDAS Linie zum Nachweis
von Campylobacter in Lebensmitteln durch die ELFA Technik (Enzyme Linked
Fluorescent Assay).

Biomerieux® sa, Marcy-I'Etoile, France

VIDAS® Salmonella (REF 30 702)

VIDAS Salmonella ist ein qualitativer, automatisierter Test fur die VIDAS-Linie
zum Nachweis von Salmonellen in Lebensmittel und Umweltproben durch die
ELFA-Technik (Enzyme Linked Fluorescent Assay).

Biomerieux® sa, Marcy-I'Etoile, France

Real-Time PCR

Reagenzien zur Probenvorbereitung
BioRad InstaGene™ Matrix BIORAD
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Reagenzien fiir die Real-Time PCR

- iQ™ SYBR®Green Supermix BIORAD

- iQ™ Supermix BIORAD

- Wasser, Molecular Biology Grade EPPENDORF

- Primer fir STEC: MK-Primer MWG Biotech AG

- Primer fUr Y. enterocolitica (nach NAKAJIMA et al.1992) MWG Biotech AG
AIL 1_forward

5 ACT CGA TGA TAA CTG GGG AG-3

AIL2 reverse

5" CCC CCA GTA ATC CAT AAA GG-3

Gerate und Hilfsmittel

Thermocycler
- iCycler 1Q° BIORAD
- iQ™5 Multicolor Real-Time Detection System BIORAD

Stromversorgung

- PowerPac basis™ BIORAD
PCR-Tubes

- 0,2 ml Thin Wall Tubes BIORAD

- 200 pl Thin Wall Cap Strips BIORAD

- PCR Plate, 96 well BIORAD

- Optical tape BIORAD
Parafilm® M 4''x250' american CAN COMPANY

Gerate und Hilfsmittel

Bio Photometer 6131 EPPENDORF
UVette® EPPENDORF
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Thermocycler
-iCycler

Elektrophorese-Kammern
- MINI-Sub Cell GT

Stromversorgung

- PowerPac basis™
Mikrowelle
PCR-Tubes

- 0,2 ml Thin Wall Tubes
- 200 pl Thin Wall Cap Strips

Plastikschalen

- melamin®, 13x25x6cm,21 x32x3cm

Plastikésen, steril

Plastikbeutel

- Vernichtungsbeutel 200 x 300 ml

Schiittler
- KM2

12.3. Technik und allgemeine Materialien

Bruttopf

Anaerocult jar
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BIORAD

micromaxx®

BIORAD
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GREINER-BIO-ONE
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Anaerobiermischung
Anaerocult P ®

Waagen
- Analysenwaage CP3202S-OCE
- Analysenwaage AC210S

Magnetriahrer mit Heizplatte
- Magnetrihrwerk MR 2002

- Typ RCT Janke und Kunkel
- Magnetrihrer

Pipetten

- Research 0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl,

500-5000 pl

Pipettenspitzen

- ep T.I.P.S. Standardtips 100 pl, 1000 pl, 5000 pl
-ep T.I.P.S. filter PCR clean 10 pl, 100 pl, 1000 pl

Dispensette 2-10 ml

Reagenzglaser 160 x 16 mm

Reagenzglas-Schittelgerat

Wattestopfen
- STERI-Wattestopfen Nr. 14

Messzylinder 50 ml, 100 ml, 500 ml, 1000 ml
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AufbewahrungsgefaBe

- Erlenmeyerkolben 250 ml, 2000 ml, 3000 ml,

5000 ml
- 1000 ml, GL 45

Aludeckel

- Aludeckel @ 8 cm
- Aludeckel @ 10 cm
- Aludeckel @ 13 cm

Petrischalen (steril)

ReaktionsgefaBe

- eppendorf safe-lock-tubes 0,5; 1,5 ml ; 2 ml

Sicherheitsbrenner
- GASI

- Gasprofi 15°

Osen
- Platinum/Iridium-Osen 90/10

Handschuhe

- Gentle Skin classic

Stomacher-Beutel

- Bag light
Stomacher Bag Mixer®

Kihlgerate

- Kiihl-Gefrier-Kombination Typ "Premium"

- Deep Freezer nunc™

JENAER GLAS

SCHOTT

MERCK
MERCK
MERCK

WALDECK

EPPENDORF

SCHUTT
WLD-TEC

BENDER & HOBEIN

MEDITRADE

INTERSCIENCE

INTERSCIENCE

LIEBHERR
ILSHIN LAB. CO., LTD
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Brutschranke
- Typ B 6060, Typ B 6200

Autoklav
- Hochdruckdampf-Sterilisator Typ 112

Sterilisator
- SLM 500

Zentrifugen
- 5415D

Heizblocke
- Thermomixer comfort

- Thermostat plus

pH-Meter
- pH 535 Multical mit Temperaturabgleich

Filter
- Sterilfilter Einmal Filterhalter 0,2 um
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12.4. Datenerfassung Durchfallpatienten

Datum:....cvveeeeeeeenns Probennummer:........cceeeeeeeeeevennnnnn...
1.) Tierart
[0 Hund [ Katze [ Hase [1 Meerschweinchen [0 Hamster
[1 Maus [1 Ratte [l Chinchilla (D EXOt e
2.) Alter

Jungtier [ (< 1Jahr od., entsprechend) Erwachsenes Tiere [ | 1-7 Jahre (od. entspr.)
Senior [ 7-20 Jahre (od. entspr.)
3.) Fiitterungsgewohnheiten (auch Mehrfachnennungen moglich)
"] Fertigfuttermittel (z.B. Dosenfutter, Trockenfutter)
[J Rohfleisch (z.B. Fleischknochen, Hackfleisch,Innereien)
] Rohwurstprodukte (z.B. Mettwurst, Salami, roher Schinken)

"] erhitzte Wursterzeugnisse: Brithwurst, Kochwurst
(z. B. gekochter Schinken, Leberwurst, Weillwurst, Presssack)

"] Nagerfrischfutter (z.B. Obst, Gemiise, Salat, Heu)
4.) Bewegungsgewohnheiten
4.1) Bei Katzen
Freigidnger: ] ja "] nein
4.2) Bei Hunden
Spaziergdnge ohne Leine: [ ja "I nein
4.3) Bei kleinen Heimtieren

Freilauf im Garten: ja "Inein
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13 Ergebnisse

13.1. Gesamtlibersicht der Ergebnisse

13.1.1 Gesunde Tiere
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13.2. Ergebnisse der Real-Time PCR

CT-Werte der positiven Proben

Y. enterocolitica

Tm=80-80.5C

T2 37 G14 35

T9 37 G55 37

T10 38 G64 33

T23 36 G72 34

T82 36 G89 34

T103 36 G106 33

T107 35 G108 37

T135 33 G110 35

T138 34 G138 35
G142 35
G144 36

STEC
Tm=81.5°C (Stx1) und 83°C (Stx2)

T27 34 G19 29

185 30 G109 32

T103 34 G110 37

T108 30 G112 36

T109 34

T110 36

T122 39

T125 34
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13.3. Ergebnisse VIDAS

RFV-Werte der positiven Proben

VIDAS Campylobacter

RFV-Wert => 0,10

T2 0,16 G3 0,55
T7 0,10 G7 0,10
T 11 2,06 G9 0,10
T17 0,12 G 21 2,15
T18 0,11 G 28 0,34
T25 0,23 G 40 0,20
T 26 0,11 G 43 0,22
T 32 1,03 G 44 0,29
T 41 0,14 G 46 0,77
T 44 0,40 G 52 0,21
T 45 0,12 G 54 0,72
T 64 0,79 G 55 0,62
T 65 0,18 G 58 1,15
T 66 0,12 G 59 0,48
T 67 0,34 G 60 0,42
T73 0,16 G 61 0,24
T 74 0,20 G 62 0,40
T75 0,12 G114 0,31
T 87 0,86 G 134 0,10
T 94 0,36 G 135 0,20
T 95 0,10
T 98 0,49
T 99 0,10

T 101 2,26
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T104 0,22
T106 0,22
T107 0,12
T116 0,75
T121 0,35
T123 0,41
T 144 0,13

VIDAS Salmonella

RFV- Wert >= 0,23

T12 1,67 G 61 3,73

T 26 3,96

T 88 3,88
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