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4 Ergebnisse

4.1 Inklusivitats- und Exklusivitatsstudie (Spezifitat)

Es wurden zunachst Spezifitaitsmessungen im miniVIDAS® und Singlepath® System mit non-
Campylobacter Stdammen und Stdmmen, die dem Genus Campylobacteraceae nahe stehen,
durchgefuhrt (Nicht-Zielkeime). Die ausgewahlten Typ- bzw. Qualitatskontrollstdmme sind
als Reinkulturen in Suspension dem jeweiligen System zugefuhrt worden, um eventuell
auftretende Matrixeffekte zu minimieren oder auszuschlie3en.

Weder das miniVIDAS® (ELFA) noch das Singlepath® (GLISA) System zeigten positive
immunologische Signale bei den verwendeten non-Campylobacter Stammen in der jeweils
vorliegenden Beimpfungskonzentration. AusschlieBlich Stdmme der Spezies Campylobacter

zeigten positive Signale bei der jeweils eingesetzten Keimkonzentration (Tabelle 19).

Festzustellen ist, dass neben den von den Herstellern genannten Zielkeimen (siehe Kapitel
3.3) auch andere Campylobacter spp. positiv getestet werden konnten. So erbringen
Campylobacter-Keime der Spezies Campylobacter upsaliensis und der Subspezies
Campylobacter fetus fetus ebenfalls positive Signale im GLISA und ELFA.

Anzumerken ist jedoch, dass nach mikroaerophiler Anreicherung dieser Keimspezies in
Preston-Bouillon bei 42 °C Uber 24 h und anschlieBendem Ausstrich auf Selektivagar nach
Karmali kein Koloniewuchs feststellbar war. Das immunologische Ergebnis konnte demnach

im Hinblick auf den Nachweis der vom Gerat erfassten Zielkeime nicht bestatigt werden.

Tabelle 19: Immunologisches Testergebnis der verschiedenen Keimspezies im ELFA- und
GLISA-System

Eamilie Spezies, kBer:?Tt':ngs;‘ Ergebnis | Ergebnis
Herkunft onzentratio ELFA GLISA
[KbE/mlI]
Bacillus 10068“;23'3 ATCC 4,3 x10® negativ negativ
Bacillaceae -
Cl. bifermantans 8,9 x10® negativ negativ
DSM 630 ’ 9 9

Citrobacter freundii 9 . .
L 30/1 2,5x10 negativ negativ

Enterobacter cloacae 10 . .
EN 45 1,6 x10 negativ negativ

Escherichia coli 9 . .
' ATCC 25922 3,2 x10 negativ negativ

Enterobacteriaceae ——
Proteus mirabilis 7.8 x10° negativ negativ
ATCC 14153 ’ 9 9

S Typh|n|_1|u7r|;m var. C 1,5 x10° negativ negativ

Yersinia enterocolitica 9 . .
ATCC 96107 8,0 x10 negativ negativ

. Lactobacillus sakei 8 . .
Lactobacillaceae C1104/2 1,2 x10 negativ negativ
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Fortsetzung Tabelle 19: Immunologisches Testergebnis der verschiedenen Keimspezies im ELFA-
und GLISA-System
Familie Spezies, kB;‘m;?]ft';':?; Ergebnis | Ergebnis
Herkunft [Iz(bEImI]I ELFA GLISA
Mlcer_Ic_:gcé:LéZ‘/ﬁteus 4,7 x10’ negativ negativ
Micrococcaceae
Staphylococcus aureus 6.4 x10° . "
DSM 1104 4 X negativ negativ
Pseudomonadaceae PseudoDn;cKZ)an)g?qggmosa 9,7 x10° negativ negativ
Enter%cg&cgg;’gecahs 2,1x10° negativ negativ
Streptococcaceae -
Enterococcus faecium 9.3 x10° " "
DSM 2146 3 X negativ negativ
Vibrionaceae Ae’oﬁ"gg%gﬁ‘g?"!“ hila 2,4 x10° negativ negativ
Arcoé)gc'i/tle;gsgéﬁrowu 9,1 x10° negativ negativ
Arcobagtse'(/lc%asgﬁop hilus 1,0 x10° negativ negativ
Arc%béei'at%r?ggﬁzlen 1,2 x10° negativ negativ
Campy lggiﬂctggé’%us fetus 1,8 x10° positiv1 positiv1
Campylobacteraceae ——
Campylobacter up§allenSIs 23 x10° positiy” positiy’
DSM 5365 ’
Campy I%%a&tigjgg#mj ejunt 1,4 x10° positiv positiv
Can|73p é/{\z Z%Cégg coli 1,8 x10° positiv positiv
Cargg;'(/llof f g;esrT/a” 1,1 x10® positiv positiv
L’ngﬁazfggzgga 9,8 x10° negativ negativ
LgtSeAr/llazl(\)/?gg;/_// 3,9 x10° negativ negativ
Listeriaceae isteri r
s enggﬁqogiivgzg enes 2,8 x10° negativ negativ
Brochopz‘\/_;_r(lé(cz‘lee‘lrgvogﬁphacta 3,0 x10® negativ negativ

1: nach mikroaerophiler Anreicherung in Preston-Bouillon bei 42 °C Uber 24 h und anschlielendem
Ausstrich auf Selektivagar nach Karmali kein Koloniewuchs feststellbar; T: Typstamm

4.2 Nachweis von Campylobacter spp. in nativ kontaminierten Proben

4.2.1 Schlachthofproben

Kloakenkottupferproben (n = 161) von Putenherden aus vier Mastbetrieben (A - D) wurden
auf das Vorkommen von Campylobacter spp. untersucht. Der kulturelle, immunologische
bzw. molekularbiologische Nachweis wurde parallel in den unterschiedlichen Systemen
erbracht (Tabelle 20, Anhang F).
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Von den 158 kulturell Campylobacter-positiven Kotproben erwiesen sich 9 (5,7 %) als
Campylobacter coli-positiv und 149 Proben (94,3 %) als Campylobacter jejuni-positiv.

Drei Kotproben waren kulturell Campylobacter-negativ (2 Uberwucherungen), wobei hiervon
zwei Proben (Master B und D) jeweils einen positiven Testwert (TW) im immunologischen
Nachweissystem und ein Campylobacter-negatives bzw. Campylobacter-positives Ergebnis
in der PCR zeigten.

Die nach Herstelleranweisung verlangte anschlielende kulturelle Bestatigung der zwei
immunologisch positiven TW konnte nicht erbracht werden. Eine Uberwucherung der
Nahrbodenoberflache durch nicht ndher bestimmte Mikroorganismen war bei diesen Proben
festzustellen.

Nur eine Tupferprobe war in allen drei Systemen negativ getestet worden (richtig-negatives
Ergebnis).

Tabelle 20: Paralleler Nachweis von Campylobacter spp. aus Kotproben Uber
unterschiedliche Systeme

Nachweissystem (siehe Kapitel 3)
Master | Anzahl Kulturell Immunologisch Molekularbiologisch
(A-D) Kotproben (1ISO 10272) (miniVIDAS®) (PCR n. OYOFO)
[positiv/inegativ] [positiv/inegativ] [positiv/inegativ]
A 25 25(100 %) /0 25(100 %) /0 25(100 %) /0
B 76 74 (97 %) /2 (3%) |74 (97 %) /2" (3 %) |74 (97 %) /2 (3 %)
C 10 10 (100 %) /0 10 (100 %) /0 10 (100 %) /0
D 50 49 (98 %) /1 (2 %) |49 (98 %)/ 1" (2 %) |50 (100 %) /0
A-D 161 158 (98 %) / 3 (2 %) | 158 (98 %)/ 3 (2 %) {159 (99 %) /2 (1 %)

1: hiervon konnte ein immunologisch positives Ergebnis (positiver TW-Wert) kulturell nicht bestatigt
werden: Campylobacter-negatives Gesamtergebnis.

Die kulturelle, immunologische sowie molekularbiologische Nachweisrate aus den Kotproben
unterscheidet sich nicht signifikant voneinander (x* = 0,20; Irrtumswahrscheinlichkeit a =
0,05; signifikant, wenn x? = 3,84; x? = n(ad-bc)*/n;ny(a+c)(b+d); n;=a+b, n,=c+d (LORENZ,
1992)).

4.2.2 Lebensmittel

490 lose und verpackte Geflligelproben, gezogen im Berliner Einzelhandel, wurden kulturell
auf Campylobacter spp. untersucht. Dabei entfielen 252 Proben auf Geflligelinnereien
(gefroren 52, frisch 200), sowie 238 Proben auf Gefiigelfleischprodukte (gefroren 67, frisch
171).
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Von insgesamt 490 untersuchten Proben waren 281 (57,3 %) kulturell Campylobacter-positiv
befundet worden. Hiervon lielken sich 151 Proben (30,8 %) den Gefligelinnereien und 130
Proben (26,5 %) dem Geflugelfleisch zuordnen (Tabelle 21).

Betrachtet man die Campylobacter-positiv getesteten Proben, ist eine hohe Isolationsrate
aus frischen Geflligelprodukten (83,3 %) im Gegensatz zu den gefrorenen Waren (16,7 %)
auffallend.

Die Campylobacter-Isolationsrate aus frischen Gefligelproben ist signifikant héher als aus
gefrorenen Proben ()(2 = 20,5; Irrtumswahrscheinlichkeit a = 0,05; signifikant, wenn X2 2 3,84
(LORENZ, 1992)).

Die niedrigste Campylobacter-Nachweisrate wurde aus gefrorenen Proben von
Geflugelinnereien (7,4 %), die hochste Nachweisrate bei der Produktgruppe frischer

Geflugelinnereien (46,3 %) erzielt.

Tabelle 21: Campylobacter-positive Geflugelproben (nyesiiv = 281)

Probenart gesamt
Fleisch Innereien
] 104 130 234
» g | frisch
S < 37,0 % 46,3 % 83,3 %
o S
o @ 26 21 47
o N | gefroren
9,3 % 7.4 % 16,7 %
Campylobacter- 130 151
. 281 (100 %)
positiv 46,3 % 53,7 %

Bei Bezug auf die Probenart (Fleisch/Innereien) war auf der Seite der Innereien eine etwas
hdhere Isolationsrate von Campylobacter spp. zu verzeichnen (53,7 %) als auf Seiten der
Gefliigelfleischwaren (46,3 %). Eine Signifikanz ist hierbei nicht festzustellen ((x* = 1,40;
Irrtumswahrscheinlichkeit a = 0,05; signifikant, wenn x? = 3,84 (LORENZ, 1992)).

Puten- und Hahnchenfleischerzeugnisse

Bei Aufschlisselung des Probenspektrums in Puten- und Hahnchenfleischerzeugnisse
konnten folgende Ergebnisse verzeichnet werden:

Von 148 untersuchten Putenerzeugnissen wurde in 54,1 % Campylobacter spp.
nachgewiesen. 201 Hahnchenproben waren Campylobacter-positiv (58,8 %). Bezogen auf
die Probenart (Fleisch/Innereien) war bei beiden Tierarten eine jeweils hohere Nachweisrate

bei den Innereien festzustellen (Tabelle 22).
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Von insgesamt 106 untersuchten Leberproben waren in 61 (57,5 %) Campylobacter spp.

nachzuweisen (36/62 Proben Hahnchenleber, 25/44 Proben Putenleber).

Im Vergleich zu allen untersuchten Proben der Tierart Pute (n,=148) konnten bei Proben der
Tierart Hahnchen (n1=342) eine relativ hohere Nachweisrate ermittelt werden, die jedoch
nicht signifikant hoher ist (x* = 0,94; Irtumswahrscheinlichkeit a = 0,05; signifikant, wenn x? =
3,84; x? = n(ad-bc)/niny(a+c)(b+d); ny=a+b, ny=c+d (Lorenz, 1992)). In der Gruppe ,Puten-
und Hahnchenfleisch* wichen die Isolationsraten signifikant voneinander ab (x> = 0,57). Es
konnten signifikant mehr Campylobacter Keime innerhalb der Gruppe ,Innereien® bei der

Tierart Hahnchen isoliert werden (X* = 0,49).

Tabelle 22: Campylobacter-positive Geflugelfleischerzeugnisse (Npye = 148, Nuannchen = 342),
aufgeschlisselt nach der Probenart

Probenart
Fleisch Innereien
positive Proben (Anzahl positive Proben (Anzahl gesamt
untersuchter Proben) untersuchter Proben)
Pute 34 (67) 46 (81) 80 (148)
E 50,7 % 56,8 % 54,1 %
E Hahnchen 96 (171) 105 (171) 201 (342)
56,1 % 61,4 % 58,8 %

Schlisselt man die Proben (n = 490) nach gefrorene (n, = 119) und frische Proben
(nq1 = 371) auf, ergibt sich die aus der Tabelle 23 ersichtlichen Nachweisraten. So war hier
eine signifikant niedrigere Isolationsrate bei den gefrorenen Proben als bei den frischen
Proben zu verzeichnen ()(2 = 20,5; Irrtumswahrscheinlichkeit a = 0,05; signifikant, wenn x2 P
3,84; x? = n(ad-bc)?/niny(a+c)(b+d); ny=a+b, ny=c+d (LORENZ, 1992)). Von den untersuchten
gefrorenen Puten- und Hahnchenerzeugnissen wurden in 47 Proben (39,4 %) thermophile
Campylobacter spp. nachgewiesen, bei den frisch angebotenen Waren war dies in 234
Proben (63,1 %) der Fall.

Die niedrigste Isolationsrate verzeichneten gefrorene Putenerzeugnisse (28,0 %) (Tabelle
23). Es wurden signifikant weniger Campylobacter spp. in gefrorenen Putenproben als in
Hahnchenproben isoliert (x° = 4,77). Hingegen unterschied sich die Campylobacter-
Isolationsrate zwischen frischen Proben von Pute und Hahnchen nicht signifikant

voneinander (x° = 1,04).
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Tabelle 23: Campylobacter-positive Geflugelfleischerzeugnisse (Nuahnchen = 342, Npye = 148),
aufgeschlusselt nach ihrem Angebotszustand

Angebotszustand
gefroren frisch
positive Proben positive Proben gesamt
(Anzahl untersuchter Proben) | (Anzahl untersuchter Proben)
Pute 14 (50) 66 (98) 80 (148)

% 28,0 % 67,3 % 54,1 %

g Hahnchen |33 (69) 168 (273) 201 (342)
47,8 % 61,5 % 58,8 %

4.3 Sensitivitatsvergleich unter Verwendung von Campylobacter-Reinkulturen

(ohne Matrix und Anreicherung)

ELFA-System

Die in diesen Untersuchungen festgestellte untere geratespezifische Nachweisgrenze,
ermittelt anhand von Campylobacter-Reinkulturen in Brucella-Bouillon, betragt fir das
miniVIDAS®-System:

e Campylobacter coli (DSM 4689"): 1,4 x 10° KbE Campylobacter/ml,

e Campylobacter jejuni (DSM 4688"): 2,9 x 10° KbE Campylobacter/ml,

e Campylobacter lari (DSM 11377): 2,1 x 10° KbE Campylobacter/ml.

In Vorversuchen konnte ermittelt werden, dass mit einer Keimzahl von ca.

1 x 10" KbE/ml zu rechnen ist, wenn eine Brucella-Bouillon (5 ml) mit einer Ose

Koloniematerial beimpft und anschlielRend mikroaerob bei 42 °C lber 24h bebritet wird.

Zunachst wurden die Campylobacter-Konzentrationen der bebriteten Ausgangsbouillon

anhand der ausgezahlten Kolonie-bildenden Einheiten (KbE) von drei dezimalen
Verdinnungsstufen (Spatelverfahren: 0,1 ml Auftragsvolumen) ermittelt:

Bouillon 1 Bouillon 2 Bouillon 3

Campylobacter coli Campylobacter jejuni Campylobacter lari

10°: 146, 121 10*: (>300), 286 10%:203,218

10™: 26, 10 10°: 36, 23 10°:18, 20

10°: 6, 8 10°:2, 4 10°:2, 3

Dies entspricht einer Gesamtkeimzahl von 1,4 x 10° KbE Campylobacter colilml,
2,9 x 10" KbE Campylobacter jejunilml und 2,1 x 10’ KbE Campylobacter lariiml in der
Ausgangsbouillon.
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Die jeweiligen Verdiinnungsstufen (10° bis 10*) fanden im Doppelansatz Eingang in das
immunologische Testsystem. Die Tabelle 24 zeigt die Untersuchungsergebnisse der
einzelnen Verdinnungsstufen der jeweiligen Campylobacter-Spezies im ELFA-Testsystem
(miniVIDAS®). Dabei war festzustellen, dass hohe Keimdichten von bis zu 2,1 - 2,9 x 10" KbE

Campylobacter/ml zu positiven Testresultaten fuhrten.

Tabelle 24: Bestimmung der Nachweisgrenze anhand von Campylobacter-Reinkulturen
(C. coli, C. jejuni, C. lari) im ELFA-Testsystem

Verdiinnungsstufe KbE C. coli pro mi ELFA-Testsystem’ (Doppelansatz)
10° (Original) 1,4 x 10° positiv/positiv

10" 1,4 x 10° positiv/positiv’

1072 1,4 x 10* negativ/negativ

107 1,4 x 10° negativ/negativ

10 1,4 x 102 negativ/negativ

Verdiinnungsstufe KbE C. jejuni pro ml ELFA-Testsystem? (Doppelansatz)
10° (Original) 2,9 x 10’ positiv/positiv

10" 2,9 x 10° positiv/positiv

102 2,9x10° positiv/positiv

107 2,9 x 10* negativ/negativ

10 2,9x10° negativ/negativ

Verdiinnungsstufe KbE C. lari pro ml ELFA-Testsystem’ (Doppelansatz)
10° (Original) 2,1x10’ positiv/positiv

10" 2,1x10° positiv/positiv

102 2,1x10° positiv/positiv

107 2,1x10* negativ/negativ

10 2,1x10° negativ/negativ

1) niedriger Testwert (0,28/0,21); 2) ELFA-Testwert negativ < 0,10, Testwert positiv > 0,10

GLISA

Analog der Vorgehensweise zum ELFA-System (s. o0.) fanden die jeweiligen
Verdiinnungsstufen von Campylobacter jejuni, Campylobacter coli und Campylobacter lari
Eingang ins GLISA-System.

Hohe Keimdichten von 2,9 x 10’ KbE Campylobacter jejuni/ml filhrten zu positiven
Testresultaten, hingegen eine Keimdichte von 2,1 x 10" KbE/ml bei Campylobacter lari zu

negativen Testergebnissen flihrte.
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Bei der Keimkonzentrationsstufe 2,9 x 10° KbE Campylobacter jejunilml traten sehr
schwache Testzonen bei gleichzeitig positiven Kontrollzonen auf (negatives Ergebnis).

Die in diesen Untersuchungen festgestellte untere geratespezifische Nachweisgrenze
betragt fur das GLISA-System:

e Campylobacter coli (DSM 4689"): 1,4 x 10° KbE Campylobacter/ml,

e Campylobacter jejuni (DSM 4688"): 2,9 x 10° KbE Campylobacter/ml,

e Campylobacter lari (DSM 11377): >2,1 x 10’ KbE Campylobacter/ml.

Polymerase-Kettenreaktion

Dezimale Verdinnungsstufen, die aus einer zuvor artifiziell mit Campylobacter coli bzw.
Campylobacter jejuni beimpften Brucella-Bouillon gewonnen wurden, sind auf Karmali-Agar
aufgetragen und bebritet worden. Die Keimzahl pro ml Bouillon wurde von jeder
Verdinnungsstufe (Uber das Colony Counter System (Synbiosis ProtoCOL) bestimmt.
Parallel wurde jede Verdinnungsstufe Uber das PCR-Nachweissystem auf die Zielkeime hin

untersucht. Die Ergebnisse dieser Nachweise werden aus der Tabelle 25 ersichtlich.

Die in diesen Untersuchungen festgestellte geratespezifische Nachweisgrenze (inklusive des
DNA-Extraktionsschrittes) betragt fir das molekularbiologische Nachweissystem (Primerpaar
pg3/pg50) fur:

e Campylobacter coli (DSM 4689"): 3,0 x 10° KbE Campylobacter/ml und fiir

e Campylobacter jejuni (DSM 4688"): 1,7 x 10* KbE Campylobacter/ml.

Diese Werte sind aus jeweils zwei Versuchsreihen (V-1, V-2) ermittelt worden
(arithmetisches Mittel), wobei fir die Berechnung nur vom System positiv detektierte Proben

mit der jeweils niedrigsten Campylobacter-Konzentration beriicksichtigt wurden.

Beispielhaft ist in Abbildung 11 das Ergebnis der gelelektrophoretischen Auftrennung der
Versuchsreihe V-1 fur Campylobacter jejuni gezeigt. Deutlich sind die in ihrer Intensitat
abnehmenden Amplifikationsbanden (ca. 450 bp) bei hdherer Verdinnungsstufe zu
erkennen. Bei Keimkonzentrationen von unter 1,8 x 10° KbE Campylobacter jejuni/ml (Lane
4, 5, 9, 10) in der Ausgangsbouillon sind keine Amplifikationsbanden mehr erkennbar

(negatives Testergebnis).
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Tabelle 25: Molekularbiologisches Ergebnis der in unterschiedlicher Keimkonzentration
artifiziell kontaminierten Bouillon

Versuchsreihe V-1 (Verdiinnungsreihen a/b) — Campylobacter coli

Proben-ID KbE C. coli pro mi PCR-Ergebnis
IV-1.15a 1,0 x 10’ negativ
IV-1.14a 2,6 x 10° negativ
IV-1.13a 2,8x10° positiv®
IV-1.12a 1,8 x 10* positiv
IV-1.11a 3,1x10° positiv
IV-1.19b 2,0 x 10° negativ
IV-1.18b 2,2x10° positiv*
IV-1.17b nb.' nb.

IV-1.16b 2,7 x 10° positiv

1) n. b.: nicht bestimmbar (kein Wuchs, PCR negativ, Pipettierfehler?)
2) schwache Amplifikationsbande

Versuchsreihe V-1 (Verdiinnungsreihen a/b) — Campylobacter jejuni

Proben-ID KbE C. jejuni proml | PCR-Ergebnis ﬁm:ghk:; P
IV-1.5a 1,8 x 10? negativ Lane 5
IV-1.4a 1,7 x 10° negativ Lane 4
IV-1.3a 1,9 x 10* positiv’ Lane 3
IV-1.2a 1,8 x 10° positiv Lane 2
IV-1.1a 1,7 x 10° positiv Lane 1
IV-1.10b 2,5 x 107 negativ Lane 10
IV-1.9b 1,8 x 10° negativ Lane 9
IV-1.8b 2,1 x 10* positiv’ Lane 8
IV-1.7b 2,0x10° positiv Lane 7
IV-1.6b 1,9x 10° positiv Lane 6

2) schwache Amplifikationsbande

Versuchsreihe V-2 — Campylobacter coli

Proben-ID KbE C. jejuni pro ml PCR-Ergebnis
IV-2.5 4,9 x 10° negativ

IV-2.4 4,0 x 10° positiv?

IV-2.2 1,3x 10° positiv

IV-2.1 1,2 x 10° positiv

2) schwache Amplifikationsbande

Versuchsreihe V-2 — Campylobacter jejuni

Proben-ID KbE C. jejuni pro ml PCR-Ergebnis
IV-2.5 1,4 x 10° negativ

IV-2.4 1,1x10° negativ

IV-2.3 9,7 x10° positiv?

IV-2.2 7.4 x 10 positiv

IV-2.1 8,5x 10° positiv

2) schwache Amplifikationsbande
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Abbildung 11: Ergebnis der Gelelektrophorese der Versuchsreihe V-1 (Campylobacter
jejuni)

Lane 1-3 und Lane 5-8: C. jejuni-Amplifikat; Lane 4, 5, 9, 10: keine sichtbaren Amplifikate;
Lane 11: C. jejuni bei 450 bp (DSM 4688"); WM: Weight Marker (100 bp); NK:
Negativkontrolle.

4.4 Methodenabhingige Spezifitat, Sensitivitit, Ubereinstimmungsgrad

Die verschiedenen alternativen Nachweisverfahren sind hinsichtlich ihrer relativen
Sensitivitdt, Spezifitdt und ihrem Ubereinstimmungsgrad (Accuracy) zum kulturellen
Nachweisverfahren (Goldstandard) untersucht worden. Die eingesetzte Probenmatrix wurde

mit Campylobacter spp. artifiziell als auch natlrlich kontaminiert.

4.41 Artifiziell kontaminierte Proben

Die artifiziell kontaminierten Proben wiesen unterschiedliche Inokulationskonzentrationen auf
und wurden parallel den verschiedenen Systemen (GLISA, ELFA, PCR, Goldstandard)
zugefuhrt.

Die Ergebnisse der 24 h-Kultur zur Herstellung der Dotierungssuspension ergaben eine
Vermehrung von Campylobacter jejuni auf 3,0 bis 8,5 x10® KbE/ml Brucella-Bouillon. Die
ermittelten Werte sind in Tabelle 26 zusammengefasst. Die Gehalte in der Fleischmatrix
errechnen sich aus der Verdinnung von 20 ml Dotierungssuspension in 2000 g Modellbrat.
Im Versuch | und Il ist vor Anreicherung das dotierte Brat quantitativ auf Campylobacter spp.

untersucht worden. Diese Werte der ermittelten Keimzahlen bewegen sich an der
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Nachweisgrenze (5,0 x 10" KbE/g) des angewandten Verfahrens. So wurden niedriger

dotierte Brate quantitativ nicht untersucht.

Tabelle 26: Dotierte Campylobacter jejuni in KbE/g Fleisch (berechnet / ermittelt)

. . Berechneter mittlerer Gehalt
Brucella Bouillon | Dotierungssuspension ) . .
v h 24 h Kultur in der Fleischmatrix
ersuc
< in KbE/ml < in KbE/ml (direkt isoliert; Standardabweichung)
X In m
X in KbE/g

4,2 x10°

4,2 x10° 4,2 x10* ) .

(1,8 x10% s =0,29)
3,1 x107

I 3,1x10° 3,1x10° ) .

(1,7 x10%; s = 0,20)
I 5,6 x10° 5,6 x10° 5,6 x10'
v 3,0 x10® 3,0 x10° 3,0 x10'
V 4,5 x10% 4,5 x10° 4,5x10°
\Y/ 4,0 x10® 4,0 x10° 4,0 x10°
VI 8,5 x10® 8,5 x10? 8,5 x10°
VIII 5,2 x10® 5,2 x10' 5,2 x10™
IX 4,1x108 4,1 x10' 4,1 x10™

a = direkt isolierte KbE/g, arithmetisch gemittelter Wert aus 6 Proben, KbE/g; Standardabweichung (s)

der log4o-transformierten Probeneinzelwerte

Die Tabellen 26 und 27 zeigen die Einmischversuche | bis IX mit ihren jeweilig ermittelten
Einmischkonzentrationen sowie die nach 24- bzw. 48-stindigen Bebrutungphase
vorhandene Campylobacter-Konzentration in der Preston-Anreicherungsbouillon. Angegeben
sind zudem die Test-Ergebnisse in den unterschiedlichen Nachweissystemen.

Uber den in den jeweiligen Versuchen I-IX erhobenen Keimstatus (mesophile
Gesamtkeimzahl, Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae, Lactobacillaceae, Micrococcus,
Staphylococcus aureus) gibt der Anhang D Auskunft.

Die mesophile Gesamtkeimzahl bewegte sich in den Versuchen zwischen 3,0 x 10° und 2,1 x
10" KbE/g. Hohe Keimzahlen waren insbesondere in den Familien Pseudomonadaceae und

Enterobacteriaceae zu verzeichnen.



Tabelle 27: Testergebnisse der unterschiedlichen Nachweissysteme in Beziehung zur Campylobacter-Konzentration in der Anreicherungsbouillon

(24 h / 48 h Anreicherung)

Quantitativ nach 24 h

Quantitativ nach

5::;3211"95- :Lor:renr:r ;[O«Krlt:'gi/cr:nl};arung ?: f:r::rz‘;’ii::::ﬁg El}gbhE»/Anrllllieicherung Eg II:1AAnreicherung fBL Ls::nreicherung ZBC EAnreicherung
1 1,3 x10" positiv 6,7 x10° positiv positiv positiv
2 3,2 x107 positiv 3,6 x10° positiv positiv positiv
3 4,0 x10° positiv 3,0 x10° positiv positiv positiv
4 3,8 x10° positiv 2,3 x10° positiv positiv positiv
5 2,2 x10° positiv 2,6 x10° positiv positiv positiv
6 3,0 x10° positiv 4,0 x10° positiv positiv positiv
1 2,7 x10° positiv 1,6 x10° positiv positiv positiv
2 6,2 x10° positiv 3,6 x10° positiv positiv positiv

’ 3 1,5 x10° positiv 2,4 x107 positiv positiv positiv
4 6,5 x10° positiv 2,2 x10° positiv positiv positiv
5 1,8 x10° positiv 4,6 x10° positiv positiv positiv
6 1,1 x10° positiv 4,8 x10° positiv positiv positiv
1 4,6 x10° positiv 1,3 x10° positiv positiv positiv
2 6,0 x10° positiv 17 x10° positiv positiv positiv

" 3 1,3 x10* positiv 6,9 x10 positiv positiv positiv
4 1,3x10° positiv 9,2 x107 positiv positiv positiv
5 n. a. positiv 3,6 x107 positiv positiv positiv
6 1,7 x10° positiv 1,8 x10° positiv positiv Positiv
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Fortsetzung Tabelle 27

Quantitativ nach 24 h

Quantitativ nach

Dotierungs- |Proben- Anreicherung Referenzv_erfahren 48 h Anreicherung ELFA _ GLISA _ PCR _
versuch Nummer [KbE/ml] 24 h Anreicherung [KbE/ml] 48 h Anreicherung |48 h Anreicherung |48 h Anreicherung
1 9,0 x10° positiv 3,5 x10° positiv positiv positiv
2 11 x10° positiv 1,7 x10° positiv positiv positiv
N 3 o negai wn hegam negaty negaln
4 1,0 x10° positiv 3,4 x10’ positiv positiv positiv
5 3,0x10° positiv 1,1 x10° positiv positiv positiv
6 5,3 x10° positiv 4,2 x107 positiv positiv positiv
1 n. a. positiv 6,3 x10° positiv positiv positiv
2 n.n. - n.n. - - -
' 3 negatiy vn fegaty egatiy negatv
4 n.n - n.n - - -
5 n.n - n.n. - - -
6 n.n negativ 3,0 x10° negativ negativ negativ
1 6,5 x102 positiv 8,3 x10° positiv positiv positiv
2 1,2 x10° positiv 3,4 x10° positiv positiv positiv
Vi 3 2,2 x10° positiv 3,6 x10° positiv positiv positiv
4 1,6 x10° positiv 4,5 x107 positiv positiv positiv
5 1,4 x10° positiv 2,5 x10 positiv positiv positiv
6 3,6 x10° positiv 5,1 x10° positiv positiv positiv

3SSiuqabig
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Fortsetzung Tabelle 27

Quantitativ nach 24 h

Quantitativ nach

Dotierungs- |Proben- Anreicherung Referenzv_erfahren 48 h Anreicherung ELFA _ GLISA _ PCR _
versuch Nummer [KbE/ml] 24 h Anreicherung [KbE/ml] 48 h Anreicherung |48 h Anreicherung |48 h Anreicherung

1 5,4 x10° positiv 1,1 x10° positiv positiv positiv

2 6,1 x10° positiv 5,1 x107 positiv positiv positiv

3 2,1 x10* positiv 6,3 x10 positiv positiv positiv

4 3,4 x10* positiv 6,9 x10 positiv positiv positiv

5 4,7 x10° positiv 8,0 x107 positiv positiv positiv
Vil 6 9,7 x10* positiv 4,4 x10’ positiv positiv positiv

7 7,6 x10° positiv 6,7 x10’ positiv positiv positiv

8 2,8 x10° positiv 7.4 x107 positiv positiv positiv

9 2,9x10° positiv 1,3 x10° positiv positiv positiv

10 8,8 x10° positiv 1,4 x10° positiv positiv positiv

11 2,8 x10° positiv 1,2x107 positiv positiv positiv

12 4,5 x10°* positiv 1,9 x107 positiv positiv positiv

1 n. a. prasumtiv positiv® 1,6 x107 positiv positiv positiv

2 1,4 x10° positiv 1,2 x107 positiv positiv positiv

3 2,0 X102 positiv 1,3 x107 positiv positiv positiv
- 3 negatiy v fegaty egatiy negatv

5 n.n negativ n. n, negativ negativ negativ

6 n.n. - n.n. - - -

7 n. a. prasumtiv positiv? 1,4 x10’ positiv positiv positiv

8 n. a. prasumtiv positiv? 1,3 x10’ positiv positiv positiv

06
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Fortsetzung Tabelle 27

Quantitativ nach 24 h

Quantitativ nach

Dotierungs- |Proben- Anreicherung Referenzv_erfahren 48 h Anreicherung ELFA _ GLISA _ PCR _
versuch Nummer [KbE/ml] 24 h Anreicherung [KbE/ml] 48 h Anreicherung |48 h Anreicherung |48 h Anreicherung
9 n. n. - n.n. - - -
10 4,2 x107 positiv 1,0 x107 positiv positiv positiv
VIII 11 n.n. - n.n. - - -
12 n.n. - n.n. - - -
1 2,6 x10? negativ 1,0 x10° negativ negativ negativ
2 3,8 x102 negativ 2,0 x10° negativ negativ negativ
3 5,4 x10? negativ 3,0 x10° negativ negativ negativ
4 6,2 x10? positiv 6,0 x10° positiv negativ positiv
5 8,7 x10? positiv 3,4 x10° positiv positiv positiv
x 6 9,0 x10? negativ 5,0 x10° negativ negativ negativ
7 2,4 x102 positiv 3,6 x10° negativ negativ positiv
8 4,0 x10° negativ 1,0 x10° negativ negativ negativ
9 4,7 x10° negativ 3,0x10° negativ negativ negativ
10 6,5 x10° positiv 9,8 x10° negativ negativ positiv
11 1,6 X102 positiv 1,2 x10° positiv negativ positiv
12 2.1 x102 positiv 5.0 x10° negativ negativ negatv =~

n. a.: nicht auswertbar (Uberwuchert mit Begleitkeimen); n. n.: nicht nachweisbar; a: siehe Anhang B

3ssitiqobig
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In der Tabelle 28 sind die drei alternativen Testsysteme dem klassisch-kulturellen
Nachweissystem (Goldstandard) gegenibergestellt. Der Goldstandard wies in 54 von 72
kiinstlich kontaminierten Proben Campylobacter spp. nach, 18 Proben wurden

Campylobacter-negativ getestet.

Die drei alternativen Testsysteme (GLISA, ELFA, PCR) besitzen eine sehr gute Spezifitat
(100 %), wobei keine Positivabweichungen auftraten. Eine unterschiedlich hohe Sensitivitat
ist jedoch festzustellen: Im GLISA-System wurden funf Proben, im ELFA-System drei Proben
und im molekularbiologischen System eine negativ-abweichende Probe ermittelt. Das
molekularbiologische System zeigte hier die hochste Sensitivitat (98,2 %), dann folgten die
immunologischen Systeme mit 94,4 % (ELFA) und 90,7 % (GLISA).

Die PCR besitzt im Vergleich zu den immunologischen Systemen den hdchsten
Ubereinstimmungsgrad (98,6 %) zum Goldstandard. Das ELFA-System folgt mit 95,8 %, die
Accuracy des GLISA betragt 93,1 %.

Das alternative ELFA-Verfahren zeigte im Vergleich zum Goldstandard nicht signifikant mehr
Positiv- bzw. Negativabweichungen der Testergebnisse (McNemar-Test: XZELFA = 1,33;
x? = (Ja-b|]-1)%(a+b), wenn a = Proben positiv im ELFA und negativ im Goldstandard, b =
Proben negativ im ELFA und positiv im Goldstandard; Signifikanz, wenn x? > 3,84 und p =
0,05). Ebenso zeigten das GLISA- und das molekularbiologische Verfahren keine Signifikanz

(X°susa = 3,2; Xpcr = 1, p = 0,05).

Tabelle 28 : Relative Sensitivitat u. Spezifitdt des ELFA, GLISA und der PCR, artifiziell
kontaminierte Proben (ngesamt = 72; Kappa 1 = vollstandiger Zusammenhang)

ISO positiv ISO negativ
positiv 49 0 n=72
GLISA .
negativ 5 18 Ubereinstimmungsgrad 93,1 %
— Sensitivitdt 90,7 %  Spezifitdt 100 % | Kappa 0,83
positiv 51 0 n=72
ELFA .
negativ 3 18 Ubereinstimmungsgrad 95,8 %
— Sensitivitdt 94,4 %  Spezifitdt 100 % | Kappa 0,89
positiv 53 0 n=72
PCR .
negativ 1 18 Ubereinstimmungsgrad 98,6 %
— Sensitivitdt 98,2 %  Spezifitdt 100 % | Kappa 0,96
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4.4.2 Nativ kontaminierte Feldproben

Naturlich-kontaminierte Feldproben (n = 394) aus dem Einzelhandel und vom Schlachthof
wurden parallel im kulturellen sowie im alternativen ELFA-System auf Campylobacter spp.
untersucht.

Festzustellen ist, dass die immunologische Methode dem kulturellen Referenzverfahren mit
einem hohen Ubereinstimmungsgrad von 99,0 % korrelierende Resultate liefert (Tabelle 29).
Eine kulturell-positive Probe konnte vom alternativen ELFA-System nicht erkannt werden
(Negativabweichung, Sensitivitat 99,6 %), drei Positivabweichungen sind zu verzeichnen
(Spezifitat 97,2 %). Bei den drei Positivabweichungen ist festzuhalten, dass durch hohe
Begleitkeimflora in der Referenzmethode ein negatives Ergebnis erzielt wurde. Die
Negativabweichung des ELFA-Systems entstand durch ein kulturell nicht bestatigtes

immunologisch-positives Testergebnis (starke kokkoide Begleitkeimflora).

Das alternative ELFA-Verfahren zeigte im Vergleich zum Referenzverfahren in naturlich
kontaminierten Proben nicht signifikant mehr Positiv- bzw. Negativabweichungen (McNemar-
Test: x%era = 0,25; x2 = (Ja-b]-1)%/(a+b), wenn a = Proben positiv im ELFA und negativ im
Goldstandard, b = Proben negativ im ELFA und positiv im Goldstandard; Signifikanz, wenn
x> > 3,84 und p = 0,05; untere Vertrauensgrenze/Confidence limit bei p=95 % fir
Clsensitivitat(@95%) = 99 %, Clspezifitat(@95%) = 94 %, Clipereinstimmungsgrad(@95%) = 98 %).

Tabelle 29: Relative Sensitivitdt und Spezifitat des ELFA, natlrlich kontaminierte Proben
(n=394)

ISO ISO
o . Summe
positiv negativ
ELFA 284 3 287
positiv
ELFA 1 106 107
negativ
285 109 394
summe | 039 | 277 % 100 %
Sensitivitit Spezifitit Ubereinstimmungsgrad
- 99,6 % 972% 99,0 %
— Voraussagewert positive Diagnose: 99,0 %
Voraussagewert negative Diagnose: 99,1 %

Innerhalb der Gruppe der Lebensmittel (n = 233) zeigte das ELFA-System mit
126 Campylobacter-positiven und 104 Campylobacter-negativen Ubereinstimmungen zum
kulturellen Nachweissystem eine hohe relative Sensitivitat (98,4 %) und Spezifitat (99,0 %).

Der Ubereinstimmungsgrad des ELFA gegeniiber dem kulturellen Verfahren betragt 98,7 %.
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Der hoéchste Kontaminationsgrad mit Campylobacter spp. (60,9 %) wurde in
Geflugelinnereien festgestellt (Tabelle 30).

Werden die natirlich kontaminierten Proben in frisches und gefrorenes Gefliigelfleisch,
frische und gefrorene Gefliigelinnereien sowie Kottupfer kategorisiert, so wurden die in
Tabelle 30 dargestellten Ergebnisse bezlglich der Sensitivitdt und der Spezifitdt im ELFA
gewonnen. Insgesamt wurden hohe Sensitivitaten und Spezifitdten beobachtet, wobei
Unterschiede dieser Parameter zwischen den verschiedenen Probentypen festzustellen

waren.

In der Kategorie frische Lebensmittel wurden weder Positiv- noch Negativabweichungen
erzielt. Innerhalb der Gruppe gefrorenes Lebensmittel war im Geflugelfleisch eine Negativ-
und eine Positivabweichung zu verzeichnen.

In der Kategorie Gefllgelfleisch wird die Sensitivitat mit 97,7 % und die Spezifitat mit 98,0 %
beziffert.

Das ELFA-System besitzt in der Kategorie gefrorene Gefliigelinnereien eine
Negativabweichung, positive Abweichungen sind nicht ermittelt worden. Die in der Kategorie

Geflugelinnereien ermittelte Sensitivitat betragt 98,8 %, die Spezifitat 100 %.

In der Kategorie Gefliigelkottupfer sind 161 frische Proben untersucht worden. Hiervon
erwiesen sich 158 Proben kulturell wie auch immunologisch Campylobacter-positiv. Zwei
weitere Proben sind vom ELFA-Verfahren, jedoch nicht im kulturellen Nachweisverfahren,
als prasumtiv Campylobacter-positiv detektiert worden. Festzustellen war im kulturellen
Verfahren eine bakterielle Uberwucherung der Agarplatten mit nicht ndher definierten
Keimen (Mischflora).

In einer Kottupferprobe wurde weder kulturell noch immunologisch Campylobacter spp.
nachgewiesen, Negativabweichungen traten in dieser Kategorie nicht auf.
Eine hohe Sensitivitat ist hier feststellbar (100 %). Die Spezifitdt wurde wegen einer zu

geringen Anzahl Campylobacter-negative befundeter Proben nicht ermittelt.

Naturlich-kontaminierte Feldproben (n = 143 ) aus dem Einzelhandel wurden parallel im
kulturellen sowie im alternativen molekularbiologischen System auf Campylobacter spp.

untersucht. Die Ergebnisse gehen aus den Tabellen 31 und 32 hervor.

Bei den vier Negativabweichungen der Lebensmittelproben sind in drei Proben Suppenhuhn
(1 x gefroren, 2 x frisch) kulturell Campylobacter lari und in einer Probe Hahnchenleber (1x

gefroren) Campylobacter coli nachgewiesen worden (Tabelle 32). Zwei Positivabweichungen
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traten in einer

Probe gefrorenen Putenfleisches und

Hahnchenherzen auf.

in einer Probe gefrorener

Tabelle 30: Relative Sensitivitaten und Spezifititen des ELFA in Abhangigkeit von der
Probenart natirlich kontaminierter Feldproben (Ngesamt = 394)

Lebensmittelproben (n=233)
Geflugelfleisch Gefliigelinnereien Gefliigelkottupfer
(n=95) (n=138) (n=161)
RV positiv RV negativ | RV positiv RV negativ | RV positiv. RV negativ
- ELFA positiv |28 0 68 0 158 0
o
L"E, ELFA negativ |0 21 0 25 0 3°
< ELFA positiv |15 1 15 0 - -
S
% | ELFA negativ |1 29 1 29 - -
o
44 51 84 54 158 3
TOTAL 46,3 % 53,7 % 60,9 % 39,1 % 98,1 % 1,9 %
N Sensitivitidt Spezifitit Sensitivitit Spezifitait Sensitivitit Spezifitat
97,7 % 98,0 % 98,8 % 100 % 100 % n.e.

n. e.: nicht ermittelt; RV: Referenzverfahren; a: hiervon 2 prasumtiv positive im ELFA

Das alternative PCR-Verfahren zeigte im Vergleich zum Goldstandard in der Gruppe der
natirlich kontaminierten Proben nicht signifikant mehr Positiv- bzw. Negativabweichungen
(McNemar-Test: x%cr = 0,17; X* = (|a-b|-1)%/(a+b), wenn a = Proben positiv in der PCR und
negativ im Goldstandard, b = Proben negativ in der PCR und positiv im Goldstandard;

Signifikanz, wenn x* > 3,84 und p = 0,05).

Tabelle 31: Relative Sensitivitat und Spezifitit der PCR, natlrlich kontaminierte
Lebensmittelproben (n = 143)
ISO ISO s
o . umme
positiv negativ
PCR
positiv 79 2 81
PCR 4 58 62
negativ
83 60 143
Summe | g0 | 42.0% 100 %
Sensitivitat Spezifitit Ubereinstimmungsgrad
— 95,2 % 96,7% 958 %
— Voraussagewert positive Diagnose: 98,0 %
Voraussagewert negative Diagnose: 94,0 %
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Unterschiede in der Spezifitat zwischen den Gruppen Geflugelfleisch und Geflligelinnereien
liegen nicht vor. In beiden Gruppen liegt die Spezifitat bei 96,7 %. Die Sensitivitat betragt fur
die Gruppe Geflugelfleisch 90,9 % und bei Innereien 98,0%. Die Sensitivitat bei der Gruppe
Geflugelkottupfer liegt bei 100 %, die Spezifitat ist hier nicht ermittelt worden (Tabelle 32).

Tabelle 32: Relative Sensitivititen und Spezifititen der PCR in Abhangigkeit von der
Probenart nattrlich kontaminierter Feldproben (Ngesamt = 304)

Lebensmittelproben (n=143)
Gefliigelfleisch Gefliigelinnereien Gefliigelkottupfer
(n=63) (n=80) (n=161)
RV positiv RV negativ | RV positiv RV negativ | RV positiv RV negativ
- PCR positiv |15 0 35 0 158 1
Q
£ |PCR negativ |2 (C. far) 13 0 14 0 2
< PCR positiv |15 1 14 1 - -
S
% | PCR negativ |1 (C. lari) 16 1 15 - -
o)
33 30 50 30 158 3
TOTAL 52,4 % 47,6 % 62,5 % 375 % 98,1 % 1,9 %
N Sensitivitidt Spezifitit Sensitivitit Spezifitait Sensitivitit Spezifitat

90,9 % 96,7 % 98,0 % 96,7 % 100 % n. e.

n. e.: nicht ermittelt ; RV: Referenzverfahren

4.5 Geratespezifische Nachweisgrenze unter Verwendung einer artifiziell

kontaminierten Bouillon (KbE/ml)

ELFA-System
In der Abbildung 12 ist in Abhangigkeit von der jeweils vorhandenen Campylobacter jejuni-
Konzentration in der Anreicherungsbouillon das Ergebnis des miniVIDAS-Testsystems als

Testwert (TW) grafisch dargestellt (griin: prasumtiv positiv; rot: prasumtiv negativ).

Die minimale Keimkonzentration, bei der das System ein prasumtiv positives Ergebnis
erbrachte, betrug 1,2 x 10° KbE/ml (TW 0,13). Das prasumtiv positive Ergebnis konnte
kulturell bestatigt werden. Bei einer Probe mit 4,0 x10° KbE/ml betrug der TW 0,09 und
erbrachte aufgrund der vom Hersteller definierten cut-off-Schwelle (threshold) ein negatives

Ergebnis.
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In zwei positiven Proben entsprach der TW exakt dem des cut-off Wertes von 0,1. Mit
Ausnahme einer Probe (4,0 x 10° KbE/ml, TW 0,09) waren alle Proben, die eine Keimzahl

groRer 1,2 x 10° KbE/ml besalen, gréRer/gleich dem cut-off Wert.

10,00 =
_: :0 “,::,0’0 0,0\0,;.»,3‘,‘%’“ o
= R
; 1 3
= 1,00 T L *
o I . °
S C
2 [ ” »
@ - (1,2 x10° KbE/ml, TW 0,13) N
|_ N
2 cut-off N
a 0,10 - —trs
= F N
> C S
C . .0.0.0 (4,0 x10° KbE/ml, TW 0,09)
- » ® 0 ”» | 6 e *
* 6 e LR 2
0,01 I I I I I I I I

1x10’ 1x10°  1x10°  1x10*  1x10° 1x10° 1x10" 1x10° KpE/mI

Abbildung 12: ELFA TW-Werte in Abhangigkeit der Keimkonzentration. ‘ und @ Test
negativ, ¢ und @ Test positiv (cut-off: TW =0,1: Test positiv; TW <0,1: Test negativ).

Den hochsten TW mit 2,87 erreichte eine Probe mit einer Keimzahl von 3,6 x 10’ KbE/ml.
Hohere Keimzahlkonzentrationen als 3,6 x 10" KbE/m fiihrten nicht zu gréReren Testwerten.

In der Tabelle 33 sind in Abhangigkeit von der jeweiligen Campylobacter jejuni Konzentration
der Anreicherungsbouillon die Ergebnisse des ELFA-Testsystems dargestellt. Die minimale
Keimkonzentration, bei der das System ein positives Ergebnis erbrachte, betrug 1,2 x 10°
KbE/ml. Nur eine Probe mit einer Keimzahl von gréRer 1,2 x 10° KbE/ml wurde negativ

getestet.

Tabelle 33: ELFA Ergebnisse in Abhangigkeit der Keimkonzentration
(ngesamt= 116)

Campylobacter-Konzentration (KbE/ml Anreicherungsbouillon) | Ergebnis VIDAS (Anzahl)

2,0 x 10% bis 9,8 x 10* negativ (50)
1,2 x 10° bis 2,9 x 10° positiv (5)
4,0x10° negativ (1)

4,6 x 10° bis 6,7 x10° positiv (60)
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GLISA-System

In der Tabelle 34 sind in Abhangigkeit von der jeweiligen Campylobacter jejuni Konzentration
in der Anreicherungsbouillon die Ergebnisse des GLISA-Testsystems dargestellt. Die
minimale Keimkonzentration, bei der das System ein positives Ergebnis erbrachte, betrug
6,3 x 10° KbE/ml. In drei Proben, die eine Keimzahl von (iber 6,3 x 10° KbE/ml besaRen,

wurde ein negatives Testergebnis festgestellt.

Tabelle 34: GLISA

(ngesamt =1 16)

Ergebnisse in

Abhangigkeit

der

Campylobacter-Konzentration (KbE/ml Anreicherungsbouillon)

Ergebnis GLISA (Anzahl)

2,0 x 10° bis 6,2 x 10°

negativ (60)

6,3x 10° positiv (1)

6,5 x 10° negativ (1)

1,1 x 10° negativ (1) / positiv (1)
1,7 x 10° positiv (1)

1,8 x 10° negativ (1)

3,0 x 10° bis 6,7 x 10° positiv (50)

Polymerase-Kettenreaktion

Keimkonzentration

In der Tabelle 35 sind in Abhangigkeit von der jeweiligen Campylobacter jejuni Konzentration
in der Anreicherungsbouillon die Ergebnisse des PCR-Testsystems dargestellt. Die minimale
Keimkonzentration, bei der das System ein positives Ergebnis erbrachte, betrug 8,8 x 10°

KbE/ml. Fiinf Proben, die eine Keimzahl von lber 8,8 x 10° KbE/ml besaRen, sind im

Testergebnis negativ befundet worden.

Tabelle 35: PCR

(ngesamt =1 16)

Ergebnisse in

Abhangigkeit

der

Campylobacter-Konzentration (KbE/ml Anreicherungsbouillon)

Ergebnis PCR (Anzahl)

6,5 x 10" bis 6,0 x 10°

negativ (32)

8,8 x 10° positiv (1)
9,0 x 10° bis 1,5 x 10* negativ (4)
2,1 x 10* bis 2,8 x 10* positiv (3)

3,0x10* negativ (1)

3,4 x 10* bis 6,7 x 10°

positiv (50)

Keimkonzentration




Ergebnisse 99

4.6 Methodenabhidngige Nachweisgrenze unter Verwendung eines artifiziell
kontaminierten Fleischbrats (KbE/g)

Werden die klnstlich kontaminierten Proben in Dotierungsklassen mit unterschiedlichem
Kontaminationslevel (hoch, mittel, niedrig) gruppiert, ist festzustellen, dass in hoch und mittel
dotierten Proben alle Ergebnisse der unterschiedlichen Nachweissysteme mit 12 bzw. 11

positiv erkannten Proben Ubereinstimmten (Tabelle 36).

Alle 12 (100 %) mit Campylobacter spp. hochdotierten Testbratproben (3,1-4,2 x 10? KbE/g)
wurden vom ELFA-, GLISA-, und PCR-System auch als positiv erkannt.
Von 12 mittelhochdotierten Proben (3,0-5,6 x 10" KbE/g) wurden 11 Proben vom jeweiligen

Nachweissystem positiv getestet.

Fir die ausfiihrliche Darstellung bezlglich der Probenergebnisse im dotierten Modellbrat
wird auf den Anhang E verwiesen. Aus ihm sind die ermittelten Keimkonzentrationen der

Einzelprobe nach Anreicherung ersichtlich.

Tabelle 36: Ergebnisse der kunstlich-kontaminierten Proben in den verschiedenen
Nachweissystemen (Ngesamt = 72)

Dotierungslevel _ positives Testergebnis
(KbElga Dotlerunﬁs Proben- Referenz-
bzw. MPN/g) -versuc anzahl verfahren ELFA GLISA PCR

niedrig (0,4-8,5) V-IX 48 31 (65%) 28 (58%) 26 (54%) 30 (62%)
mittel (30-56) n-v 12 11 (92%) 11 (92%) 11 (92%) 11 (92%)
hoch (310-420) Il 12 12 (100%) 12 (100%) 12 (100%) 12 (100%)

esamt 79 54 51 49 53
g (75 %) (71 %) (68 %) (74 %)
Negativ- c
Kontrollen® ©) - " 0 0 0 0

a: berechneter mittlerer Gehalt in der Matrix der jeweiligen Versuche (X in KbE/g)
b: neben den methodenspezifisch/herstellerseitig verlangten Positiv-/Negativkontrollen
c: im Rahmen der Vorversuche: Chargenkontrollen auf Abwesenheit von Campylobacter spp. (siehe Kapitel 3.3)

In der Dotierungsklasse mit niedrigem Kontaminationslevel wies das kulturelle Verfahren die
meisten positiven Proben nach. So konnten von 48 niedrigdotierten Proben (4,1 x 107
MPN/g bis 8,5 x10° MPN/g) 31 Proben (65 %) im Referenzverfahren, 28 Proben (58 %) im
ELFA-System, 26 Proben (54 %) im GLISA-System und 30 Proben (63 %) in der PCR als

Campylobacter-positiv erkannt werden. In diesem Dotierungslevel sind keine signifikanten
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Unterschiede zwischen dem Referenzverfahren und den alternativen Systemen feststellbar
(Tabelle 37).

Tabelle 37: Prifung auf Signifikanz im Vierfelder-Chi-Quadrat-Test (niedriges
Dotierungslevel)

Verfahrensvergleich Chi-Quadrat
Referenzverfahren < ELFA XZ =0,26
Referenzverfahren <> GLISA X' = 1,08
Referenzverfahren — PCR X = 0,04

(Irrtumswahrscheinlichkeit a = 0,05; signifikant, wenn x° 2 3,84): x° = n(ad-bc)*/ninz(a+c)(b+d); ni=a+b, n=c+d
(LORENZ, 1992))

Die Begleitkeimflora (GKZ) war in allen drei Gruppen hoch (Anhang D) und bewegte sich
durchschnittlich bei 1,7 x 10° KbE/g (,niedriges Dotierungslevel®), 5,6 x 108 KbE/g (,mittleres
Dotierungslevel“) und 1,0 x 10 7 KbE/g (,hohes Dotierungslevel*). Sie fiihrte in drei Proben
des VIII. Dotierungsversuches zu prasumtiv positiven Ergebnissen (siehe Kapitel 4.4.1,
Kapitel 5.3.4, Anhang B).

4.7 Vergleich der Systeme unter Verwendung einer 24 h und

48 h bebriteten Anreicherungsbouillon

Die Ergebnisse der unterschiedlichen Nachweissysteme bei Einsatz einer Uber 24 h sowie

48 h angereicherten artifiziell kontaminierten Bouillon zeigen die Abbildungen 13 und 14.

100%
90%

80%
70%
60%

50%

40%

30%

20%
10%
0%

Referenzverfahren ELFA GLISA PCR
H negativ 6 41 51 29
W positiv 49 14 4 26

Abbildung 13: Absolute und relative Ergebnisse (24 h - Anreicherung; nges. = 55)
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Bei allen Systemen sind die Campylobacter-Nachweisraten aus der 48 h Anreicherung

signifikant hoher als aus der 24 h Anreicherungsbouillon (Tabelle 38).

Tabelle 38: Prifung auf Signifikanz im Vierfelder-Chi-Quadrat-Test (Nachweisrate aus 24 h
und 48 h angereicherte Bouillonproben)

Verfahren Nachweisrate aus der Bouillon Chi-Quadrat
Referenzverfahren X2 =7,02
ELFA X° =39,70
GLISA 24 h Bouillon < 48 h Bouillon X2 62,20
PCR X* =20,90

(a = 0,05; signifikant, wenn x° 2 3,84): x° = n(ad-bc)*/nina(a+c)(b+d); ny=a+b, nz=c+d (LORENZ, 1992))

Die Referenzmethode weist sowohl in der Uber 24 h als auch in der Gber 48 h angereicherten
Bouillon signifikant mehr Campylobacter-Keime in den dotierten Proben nach als die drei
alternativen Testsysteme (Tabelle 39). So sind 75 % der Proben (24 h Anreicherung) bzw.
85 % der Proben (48 h Anreicherung) kulturell positiv.

Tabelle 39: Priufung auf Signifikanz im Vierfelder-Chi-Quadrat-Test (24 h und 48 h
angereicherte Proben)

Proben Verfahrensvergleich Chi-Quadrat

Referenzverfahren <> ELFA X = 455

24 .h Referenzverfahren < GLISA X2 =737
angereichert )

Referenzverfahren < PCR X =222

Referenzverfahren <> ELFA X2 =10,9

48 h Referenzverfahren < GLISA X2 =13,3

angereichert )

Referenzverfahren «» PCR X =8,6

(a = 0,05; signifikant, wenn x° > 3,84): x* = n(ad-bc)/ninz(a+c)(b+d); ny=a+b, n;=c+d (LORENZ, 1992))

Keine signifikanten Unterschiede zwischen den alternativen Systemen waren bei den Uber

48 h angereicherten Proben festzustellen (Tabelle 40).

Das ELFA System erfasste 19 % (24 h Anreicherung) bzw. 71 % (48 h Anreicherung), das
GLISA System 6 % (24 h Anreicherung) bzw. 68 % (48 h Anreicherung) der Proben als
Campylobacter-positiv. Der molekularbiologische Nachweis konnte Uber eine 24 h
Anreicherung in 36 % der Proben bzw. Uber eine 48 h Anreicherung in 74 % der Proben

erbracht werden.
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Referenzverfahren ELFA GLISA PCR
W negativ 0 10 12 8
M positiv 61 51 49 53

Abbildung 14: Absolute und relative Ergebnisse (48 h — Anreicherung; nges. = 61)

Die Kreisdiagramme in Abbildung 15 verdeutlichen die prozentuale Verteilung der
unterschiedlichen Campylobacter-Konzentrationen innerhalb der Proben aus der 24 h bzw.
48 h Anreicherungsbouillon und lasst mogliche Rickschliisse auf die oben beschriebene

Nachweisrate Campylobacter-positiver Proben in den verschiedenen Systemen zu.

Tabelle 40: Prifung auf Signifikanz im Vierfelder-Chi-Quadrat-Test (48 h angereicherte
Proben)

Proben Verfahrensvergleich Chi-Quadrat
ELFA < GLISA X' =022
48 h ELFA < PCR X =026

angereichert

2
GLISA « PCR X =0,96
(a = 0,05; signifikant, wenn x° 2 3,84): x° = n(ad-bc)*/ninz(a+c)(b+d); ny=a+b, nz=c+d (LORENZ, 1992))

Bei Proben mit einer Keimzahlkonzentration von 23,0 x 10° KbE/ml (Abbildung 15.A) und
>6,3 x 10° KbE/ml (Abbildung 15.B) stimmten die Testergebnisse der alternativen Systeme

Uberein und es wurden alle Proben auch als Campylobacter-positiv erkannt.
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A 20, 24 h Anreicherungsbouillon (n = 55)

20%
6,5* 10" KbE/ml

2,0-9,0 * 102 KbE/ml
1,0 - 9,0 * 10° KbE/ml
1,3-9,7 * 10* KbE/ml
1,7 - 6,5 * 10° KbE/ml
1,1 - 3,8 * 10° KbE/ml
27% 1,3 * 10" KbE/ml

16%

EO 00O EEN

B 48 h Anreicherungsbouillon (n = 61)

38%

13%

1,0 - 5,0 * 10° KbE/ml
3,0-9,8 * 10* KbE/ml
1,2 - 6,3 * 10° KbE/ml
1,1 - 8,3 * 10° KbE/ml
1,0-9,2 * 10" KbE/ml
1,1-6,7 * 10° KbE/ml

5%

5%

EEO0OOD@ M

28%

Abbildung 15: Campylobacter-Konzentrationen in den Bouillonproben

4.8 Multiplex-Realtime-PCR

Amplifikationsbanden, die in der Standard-PCR nahe der Positivkontrollbande lagen (Proben
Nr. L4_48h, L5 48h, K3_48h) wurden zusatzlich unter Einsatz der Realtime-PCR verifiziert
(siehe Anlage F).
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Dabei stellte sich heraus, dass in Proben mit Banden, die der spezifischen Grofie von
450 nm nahe kamen (Primersystem pg3/pg50), tUber die Realtime-PCR keine Quantifizierung
moglich war. Die Amplifikationsbanden der Standard-PCR konnten als richtig-negativ
verifiziert werden. Es handelt sich somit nicht um Amplifikate der Spezies Campylobacter

Jejuni oder Campylobacter coli.

Proben mit unscharf abgegrenzten (G-370, SHM-61) oder schwachen Amplifikationsbanden
(SHM 145, SHM-140, SHM-151) in der Standard-PCR konnten in der Realtime-PCR als
richtig-positiv. quantifiziert werden. Es handelt sich um Amplifikate der Spezies

Campylobacter jejuni bzw. Campylobacter coli.

Zwei Proben, in denen die bei Hausgefligel eher selten anzutreffende Spezies
Campylobacter lari kulturell isoliert und biochemisch bestatigt werden konnte, wiesen kein
Signal in der Realtime-PCR auf. Dies deckt sich mit den Ergebnissen der Standard-PCR.

Beide Primersysteme sind nicht in der Lage diese Campylobacter-Spezies zu detektieren.





