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Einleitung und Ziele der Arbeit

1. Einleitung und Ziele der Arbeit

Campylobacter und Salmonellen sind nach wie vor die beiden haufigsten bakteriellen
Erreger der humanen Enteritis weltweit. Wahrend die Zahl der Salmonellosen europaweit
jedoch kontinuierlich sinkt, steigt die der gemeldeten Campylobacteriosen an, wie die
European Food Safety Agency (EFSA) meldet (EFSA, 2012, 2013b, 2014, 2015; Robert
Koch Institut (RKI), 2015). In Deutschland waren im Jahr 2005 erstmals mehr Menschen von
Campylobacteriose betroffen als von Salmonellose. Eine bildliche Aufstellung findet sich in
Abbildung 1.
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Abbildung 1: Humane Salmonellose und Campylobacteriose in den Jahren 2004 - 2018 in
Deutschland (Robert-Koch-Institut 2019)

Besonders Gefligel und Geflugelprodukte stehen im Verdacht, diese Infektionen
auszulésen. Salmonellose und Campylobacteriose fllhren beim Menschen zu
Durchfallerkrankungen, die meist selbstlimitierend verlaufen. Beim Geflligel selbst sind beide
Infektionserreger meist apathogen.

In Deutschland kam es im Jahr 1993 zu einem gréReren Ausbruch von Salmonella enterica
subsp. enterica Serovar Saintpaul beim Menschen. Der Erreger wurde in den letzten Jahren
bei 0,1 — 0,2% der Salmonellosefélle nachgewiesen.

Bei Puten gehort S. Saintpaul zu den haufig isolierten Serovaren.



Einleitung und Ziele der Arbeit

Die Ziele des ersten Teiles der vorliegenden Arbeit sind somit:

- Auswertung der zwischen 2008 und 2018 im Institut fir Geflligelkrankheiten der FU
Berlin im Rahmen der gesetzlich vorgeschriebenen Routineuntersuchungen auf das

Vorkommen von Salmonellen bei Nutzgefliigelbestanden der isolierten Salmonellen

- Etablierung der Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE) als Differenzierungsmethode fiir

Salmonellen am Institut flr Gefligelkrankheiten

- Differenzierung der aus der o0.g. Untersuchung isolierten Salmonella Saintpaul-Isolate
mittels PFGE

Da die Zahl der humanen Campylobacteriosefdlle inzwischen die Zahl der humanen
Salmonellose Ubersteigt und es bislang keine gesetzlich vorgeschriebene Untersuchung gibt,
werden im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit darlber hinaus folgende Gesichtspunkte

untersucht:

- Versuch der Isolierung von Campylobacter spp. aus Sockentupfern, die zwischen

2010 und 2012 zur Salmonellendiagnostik eingesandt wurden

- Etablierung einer Multiplex-qPCR zur Untersuchung auf das Vorkommen von

Campylobacter-DNA

- Evaluierung der Methode der Isolierung von Campylobacter spp. aus Sockentupfern

- Differenzierung ausgewahlter Campylobacter-lsolate



LiteraturUbersicht

2. Literaturtibersicht
21 Salmonella spp.
211 Allgemeine Charakteristika und Taxonomie

Salmonellen sind fakultativ anaerobe, gramnegative Stabchenbakterien, die 2 — 5 ym lang
und 0,5 — 1,5 um breit sind. Erstmals isoliert wurden sie 1884 in den USA von Daniel E.
Salmon, der das Bakterium falschlicherweise fiir den Erreger der Schweinepest hielt und als
»Bacillus cholerasuis‘ bezeichnete. Die Genusbezeichnung Salmonella wurde im Jahre 1900
zu Ehren des Entdeckers Salmon durch J. Lignieres eingefiihrt (Su und Chiu, 2007).
Salmonellen bilden durchschnittlich 2 bis 4 mm grofl3e Kolonien. lhr Temperaturoptimum liegt
bei 37°C, wobei sie als mesophil geltende Bakterien auch bei Temperaturen zwischen 6 und
45°C wachsen koénnen (D’Aoust 1989). Zum Wachstum werden lediglich einfache
Nahrbéden bendtigt (Selbitz et al. 1995).

Die Gattung Salmonella wird der Familie der Enterobacteriaceae zugeordnet und besteht
aus zwei Spezies und sechs Subspezies und beinhaltet mehr als 2.579 Serovare. Die beiden
Spezies sind benannt als Salmonella enterica und Salmonella bongori. Salmonella enterica
wiederum wird in die Subspezies enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae und
indica unterteilt (Eiguer und Caffer, 1989; Grimont und Weill, 2007; Tindall et al., 2005). Von
diesen genannten Subspezies sind vor allem S. enterica subsp. enterica Erreger von
Erkrankungen bei Mensch und warmblitigen Tieren (Porwollik et al. 2004). Sie sind bis auf
Salmonella enterica subsp. enterica Serovar Gallinarum und Salmonella enterica subsp.
Serovar Pullorum durch peritriche Begeisselung beweglich.

Nach Empfehlung der World Health Organization (WHQO) wird der Einfachheit halber die
binominale Bezeichnung verwendet. Hier folgt auf die Genusbezeichnung Salmonella (S.)
direkt der Name des Serovars. So wird S. enterica subsp. enterica Serovar Saintpaul im
Folgenden S. Saintpaul genannt (Tindall et al. 2005).

Salmonellen kénnen wie folgt eingeteilt werden (Hafez 2001, RKI 2000, 2009, 2015):

Gruppe 1: invasive wirtsspezifische Serovare (typhoidale Salmonellen)

Typhoidale Salmonellen rufen schwere fieberhafte, systemische Erkrankungen hervor. Zu
ihnen gehdéren beim Menschen die hochvirulenten Serovare S. Typhi, S. Paratyphi A, B und
C.

Beim Tier gehdéren zu dieser Gruppe die Serovare S. Gallinarum Gallinarum/Pullorum
(Geflugel), S. Dublin (Rind), S. Cholerasuis (Schwein), S. Abortusequi (Pferd) und
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S. Abortusovis (Schaf). Auch beim Menschen sind sehr selten Infektionen mit diesen

Serovaren maglich.

Gruppe 2: invasive nicht wirtsspezifische, endemisch vorkommende pathogene Serovare
(nicht-typhoidale Salmonellen)

Diese Gruppe beinhaltet viele Serovare, die bei Mensch und warmblitigen Tieren
Gastroenteritidien hervorrufen. Beim Menschen sind Uber 500 Serovare pathogen, die
meisten Erkrankungen werden jedoch durch S. Enteritidis und S. Typhimurium

hervorgerufen.

Gruppe 3: nicht invasive und nicht wirtsspezifische, sporadisch vorkommende pathogene
Serovare

Hierzu zahlen viele Serovare, wie u.a. S. Infantis, S. Virchow, S. Derby oder S. Hadar, die
zwar beim Menschen pathogen sein kénnen, beim Tier aber haufig keine Symptome

hervorrufen. Sie treten sporadisch als humane Salmonellose auf.

2111 Salmonella Saintpaul

Salmonella Saintpaul gehéren zu den nicht wirtsspezifischen und nicht invasiven, sporadisch
vorkommenden pathogenen Serovaren. Dieses Serovar fihrte im Jahr 2008 zu einem
grofien Ausbruch in den USA und Kanada mit ca. 1.500 Infizierten, wovon 286 hospitalisiert
wurden und 2 Personen starben. Betroffen waren zu 52 % Manner, das Durchschnittsalter
der Erkrankten lag bei 20 — 29 Jahren. Die Quelle waren Jalapeno- und Serranochili, rohe
Tomaten und Guacamole aus Mexico (Barton Behravesh et al. 2011; Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) 2008). Auch im Folgejahr kam es in den USA zu einem
S. Saintpaul-Ausbruch mit 228 Erkrankungen, aber durch Alfalfa-Sprossen (CDC 2009b).

In Deutschland war der letzte groRe Ausbruch der humanen Salmonellose, bei dem
S. Saintpaul isoliert wurde, im Jahr 1993 durch kontaminiertes Paprikapulver. Insgesamt
wurden 94 Serovare bei etwa 1.000 erkrankten Personen nachgewiesen, 1 von 10.000
Personen, die Kontakt zu kontaminiertem Paprikapulver hatten, erkrankte, keine starb.
Dominant waren S. Saintpaul, S. Rubislaw und S. Javiana, wobei keine Aussage zur
zahlenmafligen Verteilung der Serovare getroffen wurde. Besonders war die sehr geringe
Infektionsdosis von 4 — 45 Organismen (Lehmacher et al. 1995).

S. Saintpaul wird in jedem Jahr auch bei Puten nachgewiesen. So fanden Beutlich et al.
(2010) bei der Untersuchung von Proben aus der Baseline-Studie 2006/07 und einigen
davon unabhangigen Proben aus dem Jahr 2008 S. Saintpaul bei Durchschnittlich 0,09% der

Proben. Viele davon waren multiresistent. Uber 80% zeigten Resistenzen gegeniiber
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R-Laktamen, Aminoglykosiden, Chinolonen und Sulfmethoxazol. Zwischen 70 und 80%
waren resistent gegentber Gentamicin und Kanamycin. 31% waren resistent gegen
Tetrazykline und ca. 10% gegenuber Trimethoprim und Phenicolen.

Bei Isolaten von Puten aus Kanada im Jahr 1995 zeigten in 50% der Isolate Resistenzen
gegen Gentamicin, Kanamycin, Sulfadiazin und Tetrazyklin (Poppe et al. 1995). Auch Nde
und Logue (2007) fanden haufig Multiresistenzen bei S. Saintpaul.

21.2 Isolierung

Die Isolierung von Salmonellen erfolgt anhand der DIN ISO 6579 ((ISO) Interantional
Organization for Standardization 2014). Fur die Anzucht aus Gefligelproben gilt Anhang D,
der genaue Vorgaben beziiglich Anreicherungs- und Anzuchtmedien macht.

Zunachst erfolgt die nicht-selektive Voranreicherung in gepuffertem Peptonwasser fir 18 +-
2 h bei 37°C. Dies soll subletal geschadigte Zellen revitalisieren und die Keimanzahl
erhdhen (Selbitz et al. 1995).

Die selektive Voranreicherung wiederum fordert gezielt das Wachstum von Salmonellen und
unterdriickt gleichzeitig die Begleitflora. Nach ISO 6579, Anhang D, erfolgt diese auf
halbfestem Medium nach Rappaport-Vassiliadis bei 41,5°C lber zwei mal 24 h mit Kontrolle
des Wachstums nach 24 h. Hierbei handelt es sich um eine Beweglichkeitsanreicherung, da
der Erreger durch den halbfesten Agar migriert. Die Begleitflora wird durch Zugabe von
Malachitgrin gehemmt. Es werden also lediglich bewegliche Salmonellen identifiziert (De
Zutter et al. 1991).

Des Weiteren sind fir die selektive Voranreicherung Rappaport-Vasiliadis-Medium mit Soja
(RVS) oder Muller-Kauffmann-Tetrathionat-Novobiocin-Bouillon (MKTTn-Bouillon)
gebrauchlich (Jeffries 1959), wobei MKTTn-Bouillon in der Standardanreicherung von
Salmonellen durch das Medium nach Rappaport-Vassiliadis ersetzt wurde (Beckers et al.
1987). Neuere Studien sprechen dafir, dass die Standard-Anreicherung mit Rappaport-
Vasiliadis-Medium das Wachstum der Serovare unterschiedlich beeinflusst. So sind
besonders Salmonellen der Gruppe B (u.a. S. Saintpaul) in Mischkulturen wenig dominant im
Standardmedium. Das nahrstoffreichere RVS-Medium bringt andere Serovarmuster hervor
(Gorski 2012).

Im Anschluss erfolgt die Kultivierung auf festen Selektivnahrbéden. Auch hier soll die
Begleitflora gehemmt werden und gleichzeitig durch bestimmte Indikatoren die vorlaufige
Identifikation der Zielkeime ermoglicht werden, da Salmonellen auf Universalmedien keine
spezifischen Merkmale zeigen. Vorgeschrieben nach (ISO 2014) ist Xylose-Lysin-
Desoxycholat Agar (XLD) und ein zweiter Agar nach Wahl, beispielsweise Desoxycholat-

Citrat-Lactose-Saccharose-Agar oder Rambach-Agar. Die Anzucht erfolgt bei 37°C Uber 24



LiteraturUbersicht

h. Die abschlieRende Bestatigung erfolgt anhand biochemischer und serologischer Tests
(ISO 2014).

Einen Uberblick tiber die in dieser Arbeit gebrauchten Medien gibt Tabelle 1.

Tabelle 1: ausgewahlte Medien zur Isolation von Salmonella spp.

Medium Zweck Zusatze Literatur
Gepuffertes nicht selektive Voranreicherung,
Pept zur Vitalisierung sublethal Keine Thomason et al.,
eptonwasser geschadigter Keime (bspw. (1977)
durch Transport)
modifiziertes Beweglichkeitsanreicherung, bei
halbfestes _—
) der der Malachitgrin De Zutter et al.,
Medium nach .
I Erreger durch das Medium (1991)
Rappaport-Vassiliadis miariert
(MSRV) 9
Selektivmedium; Abbau von
Propylenglykol durgh Gruenewald et al.,
Salmonellen fuhrt zu einem Propylengylkol (1991): Rambach
Rambach-Agar sauren Milieu, das durch einen (’1990) ’
roten Farbindikator angezeigt
wird
2.1.3 Identifizierung und Differenzierung

2.1.3.1 Identifizierung
2.1.3.1.1 Biochemische Methoden

Salmonellen sind zu oxidativem und fermentativem Stoffwechsel befahigt. Untersucht
werden zunachst Katalse- und Oxidasereaktion, anschlielend die Fahigkeit zur Verwertung
von Citrat als Energiequelle, zur Fermentation von Glukose und Laktose, die
Dekarboxylierung von Lysin und Ornithin und die Bildung von H,S aus Thiosulfat. Des
Weiteren werden die Desaminierung von Phenylalanin und die Indol-, Urease- und Voges-
Proskauer-Reaktion gepruft (ISO 2014).

Zusammengefasst sind die Reaktionen und die zu erwartenden Ergebnisse in Tabelle 2.
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Tabelle 2: Biochemische Reaktionen von Salmonellen

Test Reaktion

Katalase Positiv

Oxidase Negativ
Positiv

Beweglichkeit

Ausnahme: S. Gallinarum/Pullorum

Indol-Bildung Negativ
Harnstoffspaltung Negativ
Zitratverwertung Positiv
Gasbildung (Glucosefermentation) Positiv

Negativ

Laktosefermentation

Ausnahme: S. arizonae,
S. diarizonae

H,S-Bildung Positiv
Lysindecarboxylierung Positiv
Ornithindecarboxylierung Positiv
Methylrot-Reaktion Positiv
Voges-Proskauer-Reaktion Negativ
Phenylalanin-Desaminierung Negativ

2.1.3.1.2 Serotypsierung

Salmonellen kénnen durch drei Antigenstrukturen weiter eingeteilt werden:

- O-Antigene oder auch somatische Antigene der Zellwand stellen einen Teil des

Lipopolysaccharid-Komplexes (LPS) dar und sind hitzestabil und alkoholresistent.
H-Antigene oder Geilelantigene sind aus Flagellin-Untereinheiten aufgebaut und
ebenfalls hitzestabil. Meist liegen sie diphasisch vor, d. h. es werden zwei
unterschiedliche Flagelline pro Serovar exprimiert. Lediglich S. Tyhpimurium,
S. Dublin und S. Typhi zeigen monophasische Flagelline (Selbitz 2002).

S. Gallinarum und S. Pullorum exprimieren gar keine H-Antigene, da sie unbegeilelt
sind (Grimont und Weill 2007).

Vi-Antigene oder Oberflachenantigene stellen einen Anteil der Kapsel und werden bei
den Serovaren S. Typhi, S. Paratyphi und S. Dublin exprimiert. Sie maskieren in
diesen Stammen O-Antigene, welche erst nach Hitzeinaktivierung der Vi-Antigene

agglutiniert werden kénnen (Le Minor 1992; Selbitz et al. 1995).
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Anhand dieser Antigenstrukturen werden die Salmonellen ins ,White-Kauffmann-Le Minor-
Schema“ (allgemein als Kauffmann-White-Schema bezeichnet) eingeteilt. Stamme mit
identischen O- und H-Antigenen werden als gleiche Serotypen angesehen (Grimont und
Weill 2007).

2.1.3.1.3 Molekularbiologischer Nachweis

Da die Serotypisierung die Vorhaltung einer grolen Anzahl an Seren erfordert, welche teuer
sind und einer aufwandigen Herstellung und Qualitdtskontrolle bedirfen, wird nach
Alternativen gesucht. Auch wird versucht, die langwierige Isolierung zu umgehen.

Ein kostenginstiges und schnelles Verfahren stellt die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
dar. Mithilfe einer Sonderform der PCR kdnnen mehrere Genabschnitte gleichzeitig
vervielfaltigt werden. So werden bei der Multiplex-PCR (mPCR) zwei oder mehr Primerpaare
in einer PCR verwendet.

Es gibt verschiedene Versuche zur Etablierung einer PCR, bzw. mPCR. Es werden
unterschiedliche Zielgene untersucht, u.a. Flagellingene (Mcquiston et al. 2004), O- oder Vi-
Antigene (Hong et al. 2008; Kim et al. 2006; Lim und Thong 2009).

Ebenfalls wurden Microarrays entwickelt, die mehrere Zielgene gleichzeitig erfassen und die
Diagnostik so erheblich beschleunigen koénnen. Wattiau et al. (2008a und 2008b)
untersuchten kommerziell erhaltliche Microarrays zur Salmonellenserotypisierung.

Zugelassen nach ISO ist bisher keine dieser Methoden.

21.3.2 Stammdifferenzierung

2.1.3.2.1 Plasmidanalyse

Plasmide sind mobile genetische Elemente, die haufig Trager von Virulenz- und
Resistenzgenen sind. Sie haben eine Molekulargrole von 2 — 200 kb und werden durch
vertikalen und horizontalen Transfer auf andere Zellen Ubertragen werden, wobei der
Hauptweg die Konjugation ist (Rychlik et al. 2006). Die Plasmidanalyse oder auch
Plasmidprofiling erfolgt anhand der gelelektrophoretischen Auftrennung der vorhandenen
Plasmide nach Anzahl und GroRe. Da diese aber leicht erworben werden oder verloren
gehen koénnen, kénnen auch verwandte Stdmme unterschiedliche Profile aufweisen. Des
Weiteren ist die Vielfalt der Plasmide begrenzt. Dies macht die Plasmidanalyse zu einer
weniger diskriminativen Untersuchung (Foley et al. 2006; Liebana et al. 2001). S. Saintpaul,
die aus Putenproben isoliert wurden, zeigten haufiger wenige oder gar keine Plasmide, was

eine Plasmidanalyse unmdglich machte (Beutlich et al. 2010; Beyer et al. 1998).
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2.1.3.2.2 Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)

Die PFGE wurde durch Schwartz und Cantor im Jahr 1984 erfunden. Es handelt sich um
eine Methode, die es ermdglicht, sehr groRe DNA-Fragmente mittels eines pulsierenden
elektrischen Feldes aufzutrennen. Die GrofRe der einzelnen Fragmente kann dabei bis zu 10
Megabasenpaare (Mb) betragen. Es werden selten schneidende Restriktionsenzyme
verwendet, um diese gro3en Fragmente zu erhalten. Aufgrund lhrer GréRe und ihrer damit
einhergehenden Fragilitdt, muss der Verdau im Agarosegelbléckchen erfolgen (Schwartz
und Cantor 1984). Da die Methode sehr zeitaufwandig ist und drei bis vier Tage in Anspruch
nehmen kann, entwickelten (Ribot et al. 2006) ein deutlich verklrztes Standardverfahren zur
PFGE von Salmonellen. Dieses erlaubt die Durchfihrung der PFGE in lediglich 24 h.

Es gibt Salmonella-Stamme, die durch den Abbau der DNA nicht typisierbar sind (Guerin et
al. 2004; Liebana et al. 2001; Murase et al. 2004). Dies ist teilweise vermeidbar durch die
Zugabe von Thioharnstoff zum Puffer. Die Bandenmuster werden durch den Thioharnstoff
nicht beeinflusst (Ktari et al. 2009; Murase et al. 2004).

Die bei der PFGE entstehenden Bandenmuster entstehen durch Geschehen wie
Punktmutationen, Rekombinationen, Insertionen und Deletionen. Die Muster sind nur
unterscheidbar, wenn zehn oder mehr Banden vorhanden sind. Sind keine Unterschiede
vorhanden, werden die Isolate als genetisch identisch bezeichnet. Wenn eine bis drei
Banden sich unterscheiden bezeichnet man die Isolate als eng verwandt. Bei vier bis sechs
verschiedenen Banden bezeichnet man die Isolate als mdglicherweise verwandt und bei
mehr als sieben verschiedenen Banden als nicht verwandt (Tenover et al. 1995).

Die PFGE ist eine gunstige und zuverlassige Methode zur epidemiologischen Untersuchung
und Uberwachung von bakteriellen lebensmittelbedingten Humaninfektionen und nach wie
vor der Goldstandard. Die Profile kénnen mittels PulseNet weltweit gesammelt und

untereinander verglichen werden (CDC 2009a).

2.1.3.2.3 Multilocus Sequence Typing (MLST)

Bei der MLST werden bestimmte Haushaltsgene von Salmonellen sequenziert. Es werden
solche Gene ausgewahlt, die mdglichst iber das gesamte Genom verteilt sind und zudem
eine hohe Klonalitat aufweisen. Die Methode ist zwar sehr genau aber auch kostenintensiv.
Der PFGE ist sie in den Fallen Uberlegen, in denen Stdmme mittels PFGE nicht
diskriminierbar sind. Allerdings wird bei der PFGE das gesamte Genom betrachtet, wahrend
bei der MLST lediglich die Haushaltsgene untersucht werden. Daher ist die PFGE
diskriminativer als die MLST (Kotetishvili et al. 2002; Foley et al. 2006).
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214 Gesundheitliche/6konomische Bedeutung
2.1.41 Salmonellose des Menschen

-Typhoidale Salmonellose:

Es handelt sich hierbei um die Infektion mit den wirtsspezifischen Serovaren S. Typhi,
S. Paratyphi A, B und C. Sie ruft schwere systemische Erkrankungen hervor.

Die Aufnahme erfolgt oral, wobei die Infektionsdosis beim Erwachsenen bei durchschnittlich
10° Keimen liegt. Die Inkubationszeit betragt im Mittel 10 Tage (3 — 60 Tage). Hauptsymptom
ist hohes Fieber von 39 — 41°C Uiber 3 Wochen, begleitet von gastrointestinalen Symptomen.
Die Verlaufe sind bei S. Typhi in der Regel schwerer als bei S. Paratyphi. 2 — 5 % der
Erkrankten bleiben Dauerausscheider (RKI 2000).

-Nichttyphoidale Salmonellose:

Die nichttyphoidale Salmonellose oder auch Salmonellenenteritis wird durch nicht
wirtsspezifische Serovare hervorgerufen. Uber 500 Serovare gelten als humanpathogen.
Diese kommen sowohl im Magen-Darm-Trakt von warmblitigen als auch kaltblitigen Tieren
(bspw. Reptilien) vor und rufen in der Regel gastrointestinale Symptome hervor (RKI 2009).
Die Infektionsdosis fiir Erwachsene liegt bei 10* — 10° Keimen (Blaser und Newman 1982;
RKI 2009). Bei einer Infektion durch stark fetthaltige Lebensmittel und Gewiirzen oder
Infektion von Abwehrgeschwachten kann die Infektionsdosis auf unter 100 Keime sinken
(Blaser und Feldman 1981; D’Aoust et al. 1975; Lehmacher et al. 1995).

Die Inkubationszeit betragt im Schnitt 12 — 36 h, kann aber von 6 — 72 h varrieren (RKI
2009), wobei diese Zahlen sowohl serovarabhangig sind, als auch abhangig von der
Konstitution des Infizierten (Blaser und Feldman, 1981).

Symptome einer Salmonellose sind plétzlich einsetzender Durchfall, Kopf- und
Bauchschmerzen, Unwohlsein und auch manchmal Erbrechen, haufig begleitet von leichtem
Fieber. Kleinkinder oder altere Erwachsene konnen stark dehydrieren (Heymann 2004).
Betroffen sind haufig Kinder im Alter von unter einem Jahr (Skirrow 1987). Manner und
Frauen sind etwa gleich haufig betroffen (ECDC 2010).

Sehr selten kann es zu septischen Verlaufen kommen. Die Gesamtletalitat liegt bei unter
0,1% (Heymann 2004). Die Krankheitsdauer betragt etwa eine Woche (Darwin und Miller
1999).

Eine antibiotische Therapie ist nur bei schweren septischen Verlaufsformen angezeigt, sowie
bei immundefizienten Erkrankten (RKI 2009).

10
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2142 Infektionswege des Menschen

Lebensmittelliefernde Tiere werden als Hauptinfektionsquelle fir die humane nicht-
typhoidale Salmonellose gesehen. Die asymptomatisch erkrankten Tiere U(bertragen
besonders S. Enteritidis und S. Typhimurium Uber das entstandene Lebensmittel auf den
Menschen. Besonders Eier werden als Ubertragungsquelle fiir S. Enteritidis gesehen (EFSA
2006).

2143 Salmonella spp. beim Wirtschaftsgefligel

Nicht wirtsspezifische Salmonellen sind in Gefliigel haufig apathogen. Wenn die Tiere doch
erkranken, sind die Keime haufig aus der Leber zu isolieren. Die Infektion breitet sich sehr
schnell innerhalb der Herde aus. Bereits nach sieben Tagen kénnen 100% der Herde positiv
sein. Die Infektionsrate ist jedoch serovarabhangig (Hinton 1988; Snoeyenbos et al. 1969).
Die Ubertragung erfolgt haufig horizontal durch kontaminiertes Futter (Davies et al. 2001)
oder von Tier zu Tier (De Vylder et al. 2011). Hierbei scheinen auch die Haltungsformen eine
Rolle zu spielen. So ist die Kontaminationsrate in Boden- oder Volierenhaltung hoch,
wahrend sie in konventionellen und ausgestalteten Kafigen gering ist (De Vylder et al. 2011).
Eine Untersuchung in der Schweiz zeigte einen deutlichen Anstieg bakterieller Infektionen
nach dem Verbot der konventionellen Kéfighaltung, jedoch nicht bei Salmonella Enteritidis
(Kaufmann-Bart und Hoop 2009). Auch die Durchfihrung der Reinigung und Desinfektion
nach jedem Ausstallen spielt eine Rolle. Erfolgt zum Beispiel keine Trockenreinigung steigt
das Risiko einer Manifestation von Salmonellen (De Vylder et al. 2011).

Auch eine vertikale Ubertragung durch transovarielle Kontamination des Eis ist mdglich
(Braden 2006).

2144 Pravalenz

Die Pravalenz von nicht wirtsspezifischen Salmonellen beim Wirtschaftsgefliigel zeigt eine
sinkende Tendenz in den vergangenen Jahren. Fand man im Jahr 2006 bei Legehennen
noch in 29,4% der Proben Salmonella spp., wobei 24,8% die beiden wichtigen humanen
Enteritiserreger S. Enteritidis und S. Typhimurium stellten, so waren es im Jahr 2008 bereits
nur noch 3,5%. Die Pravalenz sank bis 2010 auf 2,6% (EFSA 2006; EFSA 2012). Der
sinkende Trend stagnierte in den Folgejahren bei einem Wert von durchschnittlich 2% (EFSA
2013b; EFSA 2014; EFSA 2015).

Bei Broilern waren die Funde ahnlich, wobei die Pravalenz in den Jahren 2008 bis 2013 von
einem Wert von 14,5% fir S. Enteritidis (2,7% fur S. Typhimurium) kontinuierlich sank bis auf
einen Wert von 1,53% (0,03%). Bei Mastputen fanden sich 2008 in 10,5% der Proben

11
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Salmonella spp., in 3,1% S. Enteritidis und/oder S. Typhimurium. Fir das Jahr 2009 liegen
keine Daten vor. In den Jahren 2010 bis 2012 schwankte der Wert um durchschnittlich 1%
und sank im Jahr 2013 auf 0,54% (0,08%)

(EFSA 2008; EFSA 2010; EFSA 2012; EFSA 2013b; EFSA 2014; EFSA 2015).

Genaue Ubersichten finden sich in Abbildung 2 und Abbildung 3.
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Abbildung 2: Pravalenz von Salmonella spp. bei Gefligel in Deutschland in den Jahren 2008
bis 2013 (EFSA 2008; EFSA 2010; EFSA 2012; EFSA 2013b; EFSA 2014; EFSA und ECDC
2015) — nicht berucksichtigt wurde die Salmonellenpravalenz bei Legehennen aus 2006, da
von anderen Tierarten keine Daten vorliegen-
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Abbildung 3: Pravalenz von S. Entertidis und S. Typhimurium bei Gefliigel in Deutschland in
den Jahren 2008 bis 2013 (EFSA 2008; EFSA 2010; EFSA 2012; EFSA 2013b; EFSA 2014,
EFSA und ECDC 2015)
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S. Saintpaul war im Jahr 2013 das bei Mastputen am haufigsten vorkommende Serovar und
stellte 30,9% aller Isolate. Weder bei Broilern, noch bei Legehennen wurde S. Saintpaul
isoliert. Im Jahr 2008 war S. Saintpaul bei Puten an dritter Stelle aller isolierten Serovare mit
10,9%. In den Jahren 2009 bis 2012 wurde keine Einteilung in spezifische Serovare durch
die EFSA vorgenommen.

Die durch S. Saintpaul hervorgerufene humane Salmonellose zeigte EU-weit gleichbleibende
Fallzahlen von 384 Fallen im Jahr 2011, 372 Erkrankungen im Jahr 2012 und 401 im Jahr
2014 (EFSA 2008; EFSA 2015).

2145 Infektionswege des Wirtschaftsgefliigels

Horizontale und vertikale Infektionsquellen kommen fur eine Infektion von Gefligel mit
Salmonella enterica in Frage. So fanden Davies und Wray (1996), Irwin et al. (1994), Marin
et al. (2009) und Wray und Davies (1994) Salmonellen in Staub, Oberflachen und Fazes in
Geflugelstallen. Weitere Risikofaktoren waren unzureichende Reinigung und Desinfektion
(ungeeignete Desinfektionsmittel, falsche Anwendung, falsche Wassertemperatur, etc.)
(Rose et al. 2000), Einstallung bereits infizierter Eintagskiken (Cardinale et al. 2004b;
Christensen et al. 1997; Rose et al. 1999), kontaminiertes Futter/Wasser (Davies et al. 2001;
Heyndrickx et al. 2002), Nagetiere (Meerburg et al. 2006; Ramesh et al. 2002), Fliegen/Kafer
(Ramesh et al. 2002; Skov et al. 2004) und Wildvdgel (Hubalek 2004). Des Weiteren fanden
sich Salmonellen in Schlachthof-Lastwagen (bes. Transportkisten) (Heyndrickx et al. 2002;
Ramesh et al. 2002). Auch Stallbesucher waren einer der Risikofaktoren fir eine

Salmonelleninfektion der Herde (Arsenault et al. 2007).

2146 Gesetzliche Bestimmungen

Die Bekéampfung der Salmonelleninfektion von Wirtschaftsgefligel in Deutschland und der
gesamten EU ist geregelt durch die EU-Richtlinie RL 2003/99/EG (EU 2003a), die durch die
Verordnung VO 2160/03 (EU 2003b) umgesetzt wurde. In nationales Recht wurde die
Verordnung mit der Gefligel-Salmonellen-Verordnung - GflISalmoV (Anon 2009) umgesetzt.
Diese setzt ebenfalls die Verordnungen 1168/06 (EU 2006), 646/07 (EU 2007), 584/08 (EU
2008) und 213/09 (EU 2009) um, die die Probennahme (Technik, Haufigkeit) und
Bekampfungsstrategien bei Legehennen, Broilern, Mastputen und Elterntieren regeln.

Besonderes Augenmerk bei der Untersuchung wird auf die Serovare S. Enteritidis und
S. Typhimurium, bei Elterntieren auch auf S. Hadar, S. Infantis und S. Virchow gelegt.

Die Untersuchungen finden bei Mastputen am ersten Lebenstag und dann alle sechs

Wochen bis drei Wochen vor Schlachtung statt. Legehennen werden am ersten Lebenstag
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(Mekoniumproben oder Kiikenwindeln), 14 Tage vor Legebeginn (ca. 18. Lebenswoche) und
wahrend der Legeperiode alle 15 Wochen ab der 24. Lebenswoche (+/- 2 Wochen) beprobt.
Bei Masthdhnchen finden die Untersuchungen am ersten Lebenstag und drei Wochen vor
Schlachtung statt. Weitere Bestimmungen existieren flir Zuchttiere, Aufzuchtbetriebe und

Brutereien.

2147 MafRnahmen zur Bekdmpfung

Die Bekampfung der Salmonelleninfektion des Wirtschaftsgeflliigels ist ebenfalls lber die
GflISalmoV geregelt. Sie bestimmt vor allem MaflRnahmen in der Primarproduktion.
Vorgeschrieben sind hier vor allem Reinigungs- und Desinfektionsmallhahmen nach Stand
der Technik. Eine Liste der wirksamen Desinfektionsmittel und ihrer zweckgemalien
Anwendungskonzentration und —dauer hat die Deutsche Veterindrmedizinische Gesellschaft
(DVG) erstellt (Anonymus 2012). Sehr effektiv fir Reinigung und Desinfektion hat sich das
Waschen mit phenolischen Desinfektionsmitteln und anschlieRendem Ausnebeln mit
Formaldehyd erwiesen (Davies et al. 2001). In der heutigen Zeit ist dies allerdings aus
arbeitsschutztechnischen Griinden nicht mehr mdglich. Generell ist bei der Desinfektion die
richtige Anwendung der Desinfektionsmittel unerlasslich. Bakterien kdénnen sich durch
Veranderung der Membranfluiditdt an Desinfektionsmittel gewdhnen, wenn sie Uber einige
Zeit einer sublethalen Konzentration ausgesetzt sind (Alonso-Hernando et al. 2010).

Aber auch Impfungen sind vorgeschrieben fiir Legehennen- und Hihnerelterntierhaltungen
ab einer bestimmten BestandsgroRe. Fur Puten besteht keine solche Pflicht. In Deutschland
missen Impfungen gegen S. Enteritidis bei einer Bestandsgrofte von tber 250 Zuchttieren,
bzw. Uber 350 Junghennen erfolgen. Impfungen gegen S. Typhimurium missen bei
Verdacht erfolgen oder wenn im vorangegangenen Durchgang S. Typhimurium festgestellt
wurde (Anon 2009).

Die Vakzinierung mit einer Lebendvakzine ist wirksamer als mit einer Totvakzine, da hierbei
sowohl eine zellvermittelte als auch eine humorale Immunantwort erfolgt (Collins 1974;
Curtiss et al. 1993). So zeigten Huhner, die mit S. Enteritidis-Lebendimpfstoff geimpft
wurden, nach Challenge eine geringere Ausscheidung als solche, die mit inaktiviertem
Impfstoff geimpft wurden oder ungeimpfte Tiere (Babu et al. 2004). Allerdings fuhren auch
inaktivierte Impfstoffe bei Puten zu einer deutlichen Verringerung der Ausscheidung von
S. Enteritidis, bei Boosterung der Impfung konnte nach Challenge sogar kein S. Enteritidis
mehr isoliert werden (Charles et al. 1994).

Bestimmte Linien zeigen unterschiedliche Immunantworten auf die Kolonisation mit
Salmonella Enteritidis (Malek et al. 2004). Dies ist Grundlage fir den Versuch, resistente

Linien zu zlichten (Kaiser und Lamont 2001).

14



LiteraturUbersicht

Wichtig ist, bei den Risikofaktoren anzusetzen. Nasse Einstreu ist ein Risikofaktor fur die
Infektion mit Salmonellen. Griinde fir nasse Einstreu sind: GbermaRig salzhaltiges Fultter,
schlechte Futterqualitat, bakterielle Infektionen, leckende Wasserlinien und schlechte
Feuchtigkeitsabsorption der Einstreu. Deswegen ist wichtig auf hohe Futterqualitdt und
hochwertige Einstreu zu achten und insgesamt das Inventar, die Heizung und Ventilation zu
Uberwachen (Butcher und Miles 2000). Die Behandlung der Einstreu mit Aluminiumsulfat
oder Natriumbisulfat zeigten keinen Effekt auf die Kolonisation der Tiere mit Salmonellen
(Line 2002).

Das Ansauern des Trinkwassers mit Chlorat zeigte signifikante Reduktion von
S. Typhimurium in Kropf und Zakuminhalt bei Broilern, ohne die Schleimhdute der Végel zu
schadigen (Byrd et al. 2003).

Salmonellen zeigen lange Uberlebenszeiten in Futtermitteln, auch wenn diese einen
niedrigen Feuchtigkeitsgehalt haben. So konnten S. Typhimurium bei 25°C und 51% relativer
Feuchte 16 Monate Uberleben (Williams und Benson 1978). Die Pelletierung des Futters und
die dabei erreichten Temperaturen von Uber 83°C flihrten zu einer Elimination von
Salmonellen (Cox et al. 1986). Auch die Fermentation des Futters konnte den Gehalt an
Salmonellen im Futter reduzieren (Heres 2003). Durch die Behandlung des Futters von
Huhnerelterntierherden mit Ameisensdure konnte die Pravalenz in Eintagskiken von 15,4
auf 0,54% gesenkt werden (Humphrey und Lanning 1988). Generell sollten die Tiere nicht
hungern, da hierdurch der pH-Wert im Kropf ansteigt, was zu einer Veranderung der
Mikroflora fuhrt (Hinton et al. 2000). Die Folge ist ein signifikanter Anstieg der
Salmonellakonzentration im Kropf (Byrd et al. 1998; Corrier et al. 1999).

Prabiotika sind unverdauliche Futterbestandteile, die das Wachstum bestimmter
Bakterienspezies selektiv beeinflussen. Laktose bspw. kann die Ausscheidung von
S. Typhimurium signifikant verringern, da dieses Serovar Laktose nicht verwerten kann
(Ziprin et al. 1991). Auch die Behandlung mit Probiotika ist effektiv. Hierbei werden lebende
Darmbakterien, die bei gesunden Tieren und Menschen im Verdauungssystem vorkommen,
dem Futter zugemischt. Meist werden Laktobazillen verwendet. Mehrere kommerzielle
Produkte sind erhaltlich und kénnen eine Besiedlung mit Salmonellen vermindern (Schneitz
2005). Allerdings koénnen sie bereits im Darm befindliche Salmonellen nicht verdrangen
(Higgins et al. 2010).

Weitere Futterzusatze sind einerseits Chlorat, das in Salmonellen enzymatisch zu giftigem
Chlor reduziert wird. Den Bakterien der gesunden Darmflora fehlt das dazu nétige Enzym,
sie bleiben unbeeintrachtigt (Byrd et al. 2003). Andererseits konnen Nitrate (Jung et al. 2004)
oder Aktivkohle (Watarai und Tana 2005) zugegeben werden.
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2.2 Campylobacter spp.

221 Allgemeine Charakteristika und Taxonomie

Campylobacter (gr. kampylos: gebogen, bacterion: Stab) sind gramnegative, gebogene, S-
formige oder spiralige Stabchen, die keine Sporen ausbilden. Sie haben eine Breite von
0,2— 0,9 ym und eine Lange von 0,5 — 5 um. Sie besitzen eine mono- oder bipolare
monotriche Begeisselung, was sie zu typischen korkenzieherartigen Bewegungen befahigt
(Vandamme und De Ley 1991). Die Flagelle ist hierbei zwei- bis drei Mal so lang wie das
Bakterium selbst (Nuijten et al. 1990).

Erstmals gefunden wurden sie 1886 von Theodor Escherich, der nicht anzichtbare,
spiralformige Organismen im Kot von Katzen und Sauglingen beobachtete, die Diarrhoe
zeigten (Kist 1986). Levy (1946) fand nach einem Ausbruch einer humanen Enteritis
gramnegative, schwach anfarbbare, bewegliche und spiral- oder kommaférmige Bakterien.
Er benannte den Erreger als Vibrio jejuni. Als Campylobacteriose wurde die Erkrankung
erstmals durch Skirrow (1977) benannt.

Zur Zeit sind 22 verschieden Campylobacter-Spezies und acht Subspezies, die dem Genus
Campylobacter zugeordnet werden, bekannt (Paulin und On 2010). Innerhalb dieser Gattung
werden die phylogenetisch eng verwandten humanen Enteritiserreger C. jejuni, C. coli und
die seltener vorkommenden C. lari und C. upsaliensis als sogenannte thermophile, bzw.
thermotolerante Campylobacter bezeichnet, da ihr Wachstumsoptimum bei 42 - 43°C liegt
(De Boer und Hansson 2009; Garénaux et al. 2008; ISO 2017). Unter 30°C findet kein
Wachstum mehr statt (Silva et al. 2011).

Thermophile Campylobacter sind schwer anzuziichten und stellen hohe Anspriiche an ihre
Umgebung (Solomon und Hoover 1999). Die Kultivierung war erstmals im Jahr 1977 moglich
(Skirrow 1977).

Sie sind obligat mikroaerophil und empfindlich gegentber oxidativem Stress, wobei die
Empfindlichkeit sowohl temperatur- (Garénaux et al. 2008) als auch stammabhangig
(Kaakoush et al. 2007) ist. Je héher die Umgebungstemperatur ist, desto anfalliger sind die
Keime flur oxidativen Stress. Im Caecuminhalt von Puten konnten C. jejuni ohne Medium
durchschnittlich 9 Tage bei 4°C Uberleben, bei 25°C nur noch 4 Tage (Luechtefeld et al.
1981). Eine Vermehrung fand in Schafkot nicht statt (Moriarty et al. 2011).

Auch der pH-Wert spielt eine Rolle. So wachsen termophile Campylobacter nicht mehr bei
pH-Werten unter 4,9 und Uber 9,5 (Hazeleger et al. 1995). Ihr pH-Optimum liegt bei 6,5 - 7,5
(ICMSF 1996). Einfrieren bei -22°C reduziert den Gehalt an Campylobacter auf
Hahnchenschlachtkérpern um 1 logso (90%) innerhalb von 24 h, danach sinkt der Gehalt

nicht mehr (Georgsson et al. 2006; Sampers et al. 2010). Maziero und de Oliveira (2010)
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fanden eine Reduzierung um 3 logo-Stufen (99,9%) bei Einfrieren, eine Kiuhlung auf 4°C
brachte eine Reduktion von 3,08 auf 1,19 logo CFU/g Probe (ca. 50%).

Im trockenen Milieu sterben Campylobacter spp. sehr schnell ab. So fanden Luechtefeld et
al. (1981) eine Uberlebensdauer auf Filterpapier von lediglich 1,5 h. Die

Wachstumsanforderungen werden in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: Wachstumsanforderungen von thermophilen Campylobacter, modifziert nach
ICMSF (1996)

Minimum Maximum Optimum
Temperatur 30°C 45°C 42-43°C
pH 4,9 9 6,5-7,5
NaCl - 1,50% 0,50%
Athmosphére - - 5% 02, 10% CO2

222 Isolierung

Die Isolierung von thermophilen Campylobacter ist aufgrund der hohen Empfindlichkeit der
Keime gegenuber Umwelteinflissen sehr anféllig. Haufig sind die Keime auch subletal
geschadigt.

C. jejuni zeigen sich empfindlich gegen viele Antibiotika, Lebensmittelverarbeitungsprozesse
und Umweltstress. Sie sind im Labor sehr schwer zu kultivieren und zu erhalten (Solomon
und Hoover 1999).

Thermophile Campylobacter bilden als Uberlebensmechanismus bei Né&hrstoffmangel,
extremen pH-Werten, Temperaturschwankungen und osmotischen Schwankungen
sogenannte Viable But Not Culturable-Stadien (VNC). Diese sind zwar lebensfahig aber nicht
langer kultivierbar (Hazeleger et al. 1995; Jackson et al. 2009). Erstmals beschrieben wurde
dieses Stadium durch Rollins und Colwell (1986). Die Bildung des VNC-Stadiums ist kein
aktiver Prozess und somit nicht genkodiert (Hazeleger et al. 1995).

Obwohl die VNC-Stadien nicht kultivierbar sind, konnen sie unter Umstidnden dennoch
wieder infektids werden. So konnten Saha et al. (1991) im Tierversuch aus dem Kot von mit
VNC-Kulturen infizierten Tieren C. jejuni reisolieren. Auch kénnen sie sich wieder erholen
indem sie in embryonierte Hihnereier passagiert werden (Talibart et al. 2000).

Allerdings zeigte ein Infektionsversuch mit Freiwilligen mit zuvor in VNC-Stadien gebrachte
Kulturen von C. jejuni, dass weder Symptome ausgebildet wurden noch eine Ausscheidung
von Campylobacter erfolgte (Beumer et al. 1992).

Die DIN ISO 10272 (ISO 2017) gibt Anleitungen zur Isolierung von termophilen
Campylobacter.
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Zum Einsatz kommen hierzu Selektivmedien, die den Umgebungsanspriichen von
Campylobacter gerecht werden. Zudem sind sie mit verschiedenen Antibiotika angereichert,
um die Begleitflora wirksam zu unterdriicken.

Es wird eine Anreicherung durchgefihrt, da dies zu héheren Zellzahlen fihrt (Georgsson et
al. 2006). Dennoch muss hierbei beachtet werden, dass die Erholung von geschadigten
Campylobacter durch die Wahl der Anreicherung sowohl negativ als auch positiv beeinflusst
werden kann. Prestonbouillon mit Schaf- anstatt des standardmafRig verwendeten
Pferdeblutes scheint suboptimal fir die Erholung von Campylobacter zu sein, wahrend
Bolton Bouillon hier Uberlegen ist. Auch ist das Wachstum stammabhangig (Baylis et al.
2000).

Fir die anschlielRende Bestatigung der Isolate wird ein nicht selektives Medium verwendet,
auf das von den verdachtigen Kolonien mindestens eine ausgestrichen und im Anschluss
identifiziert wird (ISO 2017).

2.2.21 Anreicherungsmedien (flissig)

Anreicherungen werden benétigt, um bei geringen Keimzahlen oder geschadigten Zellen die
Findungszahlen zu erhéhen. Hierbei kann auch eine Voranreicherung bei 37°C Uber 4 h in
mikroaerophiler Atmosphare hilfreich sein (Humphrey und Lanning 1988). Einen detaillierten
Uberblick (ber die gebrauchlichsten Anreicherungsmedien und Nahrbéden geben Corry et
al. (1995).

Die breiteste Verwendung finden Preston-Bouillon und Bolton-Bouillon. In Vergleichsstudien
zeigte sich die gleich gute Anreicherungsqualitat fir C. jejuni bei Preston- und Bolton-
Bouillon, jedoch wuchs C. coli etwas schlechter in Preston-Bouillon, fiir welchen aber auch
entgegen der Standartanweisung Schaf- statt Pferdeblut verwendet wurde (Josefsen et al.
2004). Insgesamt zeigte standardgemafe Preston-Bouillon eine generell bessere Erholung
von eventuell geschadigten Campylobacter als Bolton-Bouillon. Im Gegensatz zu den
Funden von Josefsen et al. (2004) erhéhte ein Anreicherungsschritt mit nach
Standartanweisung hergestellter Preston-Bouillon den Anteil an C. coli gegenuber C. jejuni
(Ugarte-Ruiz et al. 2015). Zudem unterdriickt Preston-Bouillon zuverlassig das Wachstum
von eng verwandten Arcobacter spp. (Denis et al. 1999).

Sollte allerdings ein Nachweis mittels PCR aus dem Anreicherungsmedium erwogen werden,
sollte ein blutfreies Medium gewahlt werden, da Blut den PCR-Prozess negativ beeinflusst
(He et al. 2010; Josefsen et al. 2004). Blut in der Anreicherung scheint keinen signifikanten
Unterschied zu bringen bei der Anzucht, nur bei der Beprobung von Schlachtkérpern scheint
es vorteilhaft (Williams et al. 2009).
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2222 Selektivmedien (fest)

Es werden verschiedene blut- oder kohlehaltige Nahrbdden mit verschiedenen Hemmstoffen
fur die Anzucht von Campylobacter spp. empfohlen. 1ISO 10272 beschreibt bevorzugt die
kohlehaltigen Medien mCCDA oder Karmali-Agar (ISO 2017). Trotz verschiedener
Hemmstoffe zeigen beide Agare dhnliche Wachstumsabilitdten fir Campylobacter spp. mit
einer Nachweisgrenze von 10%-10° CFU/g Kot im Direktausstrich (Rodgers et al. 2010).
Allerdings sind die Kulturen einfacher zu identifizieren auf Karmali-Agar (Corry et al. 1995).

Kiess et al. (2010) untersuchten andere Selektivmedien und stellten kaum Unterschiede fest.

Wichtiger als die Wachstumsstabilitat schien die Unterdriickung der Begleitflora.
Einen Uberblick (iber die in dieser Arbeit gebrauchten Medien gibt Tabelle 4.

Tabelle 4: ausgewahlte Medien zur Isolierung von Campylobacter spp.

Medium Zweck Zusétze Literatur
selektive Voranreicherung, zur
Vltallsgg:gdsiugethal Polymixin B, Baird et al.
Preston Bouillon Keim (bg w. d r?]Tr nsport) Rifampicin, (1987); Bolton et
eime {bsp 'bé‘i N IransPO | rimethoprim, al. (1982)
gleichzeitiger Hemmung der Cycloheximid
Begleitflora
. Selektivmedium, unterdriickt Cefoperazqn, Karmali et al.
Karmali Agar Bealeitflora Vancomycin, (1986)
g Cycloheximid
nicht selektives Medium zur
Columbia-Agar mit | Anzucht von R_elnkulturen far Keine 1SO 2017
Schafblut die
Identifizierung

223 Identifizierung und Differenzierung

2.2.31 Identifizierung

2.2.3.1.1 Biochemische Methoden

In der Routinediagnostik von Campylobacter spp. werden zunachst Uberprift: Motilitat und
Morphologie, Wachstum bei 25°C in mikroaerophiler Atmosphare tGber 48 h, Wachstum bei

41,5°C in areober Atmosphare Uber 48 h und der Nachweis von Oxidase (ISO 2017). Die zu
erwartenden Ergebnisse zeigt Tabelle 5.
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Tabelle 5: Eigenschaften von Campylobacter spp. (1ISO 2017)

Morphologie kleine gekrimmte Stabchen
Motilitat charakteristisch
mikroaerophiles Wachstum Positiv
aerobes Wachstum Negativ
Oxidase Positiv

Zur ldentifizierung der Campylobacter spp. werden herangezogen: Katalasenachweis,
Empfindlichkeit gegenltber Nalidixinsdure und Cephalotin, Hippurat-Hydrolyse-Test,
Indoxylacetat-Hydrolyse-Test (ISO 2017). Die zu erwartenden Ergebnisse zeigt Tabelle 6.

Tabelle 6: Eigenschaften von Campylobacter spp. (ISO 2017)

C.
Eigenschaften C. jejuni C. coli C. lari upsaliensis
negativ oder
Katalase positiv positiv positiv gering
Nalidixinsaure sensibel sensibel variabel sensibel
Cephalothin resistent resistent resistent sensibel
Hippurathydrolyse positiv negativ negativ negativ
Indoxylacetat positiv positiv negativ positiv

Anzumerken ist hierbei, dass immer mehr Isolate von C. jejuni und C. coli resistent
gegenuber Fluorochinolonen und deswegen auch gegenlber Nalidixinsdure sind (EFSA
undECDC 2015; Ugarte-Ruiz et al. 2015), weswegen dieses Kriterium nicht mehr zur
|dentifizierung herangezogen werden sollte.

Zum Teil sind auch die weiteren Kriterien nicht sehr deutlich ausgepragt und zeigen falsch-
positive bzw. falsch-negative Ergebnisse, was zu einer Fehlidentifizierung fihrt. Aufgezeigt
werden konnte dies mittels PCR (Ronner et al. 2004; Siemer et al. 2004; Totten et al. 1987).

2.2.3.1.2 Serotypisierung

Campylobacter spp. besitzen Oberflachenantigene. Diese hitzestabilen Antigene kdnnen
durch passive Hamagglutination nachgewiesen werden (Penner und Hennessy 1980). Das
Typisierungsschema nach Penner ist recht aufwandig, eine grole Anzahl an Antiseren ist
vorzuhalten und viele Stdmme lassen sich aufgrund von Kreuzreaktionen zwischen den

Seren nicht typisieren (McKay et al. 2001).
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2.2.3.1.3 Molekularbiologischer Nachweis

Da die biochemischen ldentifizierungsmethoden nicht immer genau sind, ist eine schnelle
und zuverlassige Methode zum Nachweis und zur ldentifizierung die PCR. Die mPCR
ermoglicht zudem den parallelen Nachweis mehrerer Campylobacter spp. (Denis et al. 1999;
Wang et al. 2002).

Mogliche Zielsequenzen fir die Bestimmung des Keimes sind 16S rRNA (Oyarzabal et al.
1997), 23S rRNA (Fermér und Engvall Olsson, 1999) und das GTPase-Gen (Van Doorn et
al. 1999). Zur Speziesidentifizierung von C. jejuni werden das hipO-Gen (Wang et al. 2002)
oder das mapA-Gen (Denis et al. 1999) verwendet. Bei C. coli werden die Sequenzen von
glyA (Wang et al. 2002) oder ceuE (Denis et al. 1999) nachgewiesen. Zudem konnen die
Sequenzen von glyA bei C. lariund C. upsaliensis nachgewiesen werden (Wang et al. 2002).
Fir die schnelle Identifizierung von geringen Keimzahlen wurde die Realtime-Multiplex-PCR
(Multiplex-gPCR) entwickelt. Hier kann DNA direkt aus Probenmaterial gewonnen werden
und, da weder Anreicherung noch Gelelektrophorese nétig sind, sehr zeitsparend untersucht
werden (Chaban et al. 2009; He et al. 2010). Die Multiplex-gPCR ist auch geeignet zur
exakten Quantifikation von Keimen im Ausgangsmaterial, da keine Anreicherung notwendig
ist (Josefsen et al. 2004).

2232 Stammdifferenzierung

Campylobacter spp. zeigen eine schwache Klonalitat. Bei einigen Stammen ist die Mutation
der genetischen Information bereits nach dem ersten Wirtsdurchgang nachweisbar
(Corcoran et al. 2006). Die genetische Instabilitat ist jedoch stammabhangig (Hanel et al.
2009). So zeigten manche Stdmme bei in-vitro Versuchen keine genetischen Veranderungen
nach zehn Passagen im Labor (Wassenaar et al. 1998). In anderen Versuchen zeigte sich
eine genetische Veranderung nach zehn Passagen. Man geht davon aus, dass C. jejuni
DNA-Reparaturmechanismen fehlen (Parkhill et al. 2000). Die DNA von Campylobacter spp.
kann schnell sowohl rekombinieren als auch mutieren (Wilson et al. 2009). Rekombination
und Mutation kommen umso haufiger vor, je weiter der zeitliche Zusammenhang bei
verglichenen Isolaten auseinander liegt. Auch geographische Nahe spielt eine Rolle. So
waren Isolate aus Island enger verwandt mit Isolaten aus Norwegen als mit Isolaten aus
Spanien (Wassenaar et al. 2009).

Es kommen haufig mehrere Genotypen in einer Gefligelherde vor, sowohl gleichzeitig als
auch hintereinander (Alter et al. 2011a). Meist werden aber nur ein bis zwei Genotypen
gefunden (Messens et al. 2009; Newell et al. 2001; Wassenaar et al. 1998). Wassenaar et al.

(2009) fanden auch Isolate, die fir einzelne Wirte spezifisch waren.
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Es gibt mehrere Methoden zur Genotypisierung, wobei die sequenzbasierten Methoden
genauer sind. Hierbei miUssen keine Banden interpretiert werden und der Vergleich von
Isolaten zwischen verschiedenen Laboren wird erheblich erleichtert (Zimmermann et al.
2008).

Zu den am haufigsten verwendeten sequenzbasierten Methoden zahlen Multi Locus
Sequence Typing (MLST) und Sequenzierung der Short Variable Region des Flagellin-A-
Genes (flaA-SVR) (EFSA 2013a).

2.2.3.2.1 Multi Locus Sequence Typing

Bei dieser Methode werden sieben Haushaltsgene von C. jejuni und C. coli sequenziert.
Dazu wird zunadchst eine Amplifikation der Zielgene mittels multiplex-Polymerase-
Kettenreaktion (mPCR) durchgeflihrt. Zielgene sind hierbei asp, gin, git, gly, pgm, tkt und unc
(Dingle et al. 2001). Die MLST ist zwar diskriminativer als andere Methoden und hat in der
Epidemiologie die hdéchste Aussagekraft, ist jedoch auch am kostenintensivsten und
aufwandigsten und wird deswegen in der Routinediagnostik nicht angewandt (Clark et al.,
2005; Djordjevic et al., 2007).

2.2.3.2.2 Sequenzierung der Short Variable Region des Flagellin-A-Genes

Bei dieser Methode wird ein 267 Basenpaare grofRes Teilstick des Flagellin-A-Genes
sequenziert, die sogenannte Short Variable Region (SVR). Die Methode ist genauso
diskriminativ wie die Sequenzierung des kompletten Genes und hat den Vorteil, dass nur ein
einziges Primerpaar bendtigt wird (Meinersmann et al. 1997). Flagellingene sind insgesamt
anfalliger fir Mutationen als andere Gene (Harrington et al. 1997). Die wahrscheinlichste
Ursache hierfur ist die Exposition der Flagellen mit der Darmflora des Wirtes (Wittwer et al.
2005).

Die Methode ist gut geeignet fir epidemiologische Untersuchungen und hat den Vortell
gegenuber der MLST, dass sie sowohl kostenglinstiger als auch technisch einfacher ist
(Wassenaar et al. 2009; Magnusson et al. 2011). Eine Unterscheidung zwischen C. jejuni
und C. coli kann durch die flaA-SVR nicht erfolgen (Lutgen et al. 2009). Dies ist nicht
Uberraschend, da C. jejuniund C. coli genetisch sehr eng verwandt und zu ca. 87% identisch
sind (Sheppard et al. 2011; Sheppard et al. 2013).

Zu beachten ist, dass die Nutzung von Anreicherungsmedien die Flagellin-A Subtypen

beeinflussen kann (Newell et al. 2001).
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Obwohl das Flagellin-B-Gen stabiler zu sein scheint als das Flagellin-A-Gen hat sich die
Sequenzierung des Flagellin-B-Gens flr epidemiologische Untersuchungen bisher nicht
durchgesetzt (Korczak et al. 2009; Mellmann et al. 2004).

224 Gesundheitliche/6konomische Bedeutung

2.2.41 Campylobacteriose des Menschen

Betroffen von Campylobacteriosen sind meist Kinder unter 5 Jahren und Erwachsene
zwischen 15 und 25 Jahren. Bei den Erwachsenen sind Manner haufiger betroffen als
Frauen (Louis et al., 2005; Skirrow, 1987). Die meisten Infektionen werden durch C. jejuni
hervorgerufen, aber auch C. coli spielt eine Rolle und wird wahrscheinlich sogar in seiner
Haufigkeit unterschatzt (Gurtler et al. 2005). Die Infektionsdosis ist sehr gering und wird mit
500 — 800 Keimen angegeben. Die Dosis kann je nach Stamm variieren (Black et al. 1988;
Kothary und Babu 2001; Robinson 1981).

Normalerweise ist die Infektion selbstlimitierend, eine Behandlung ist nur erforderlich bei
Immunsuppression (HIV, Schwangerschaft, Chemotherapie, etc.), blutigem Stuhl, hohem
Fieber und Krankheitsdauer tber 7 Tagen (Allos 2001).

Es gibt eine Saisonalitat in der humanen Campylobacteriose, die jedoch anscheinend eher
mit Klimadaten korreliert als mit der tatsachlichen Ausscheidung durch Broiler. Der Peak der
Ausscheidungsrate bei Broilern folgte dem der humanen Campylobacteriose in
Niedersachsen. Ersterer war im spaten Juni, letzterer bereits im friilhen Juni. Die Rate steigt
in Sommer und Herbst und sinkt in Winter und Frihjahr (Hartnack et al. 2009).
Campylobacteriosen werden haufig von Fieber, Abdominalschmerzen, Krampfen, Erbrechen
und wassrigem, teilweise auch blutigem, Durchfall begleitet. Die Inkubationszeit liegt bei zwei
bis finf Tagen. Die Krankheit dauert in der Regel eine Woche, selten léanger. Die
protrahierten Verlaufe betreffen meist immungeschwéachte Personen, wie HIV-Patienten (Kist
2002; RKI 2005, RKI 2015).

Eine wichtige Komplikation stellt das Guillan-Barré-Syndrom (GBS) dar, das bei 0,1% der
Infektionen vorkommt (Schmidt-Ott et al. 2006). GBS ist eine Autoimmunerkrankung, die
durch eine schwere, akut demyelinisierende Paralyse peripherer Nerven gekennzeichnet ist.
Haufig treten sensorische Ausfalle auf. Jedoch bergen nicht alle Stimme das gleiche Risiko
fir eine Erkrankung an GBS (Allos 1997). Generell haben Stamme, die Sialinsaure
produzieren, durch die Ausbildung einer Mimikri zum Nervensystem des Wirtes ein héheres
Risiko zu GBS zu fuhren (Parkhill et al. 2000). Insgesamt wurde bei 30 — 80 % der Guillan-
Barré-Patienten eine vorangegangene Campylobacteriose diagnostiziert (Nachamkin et al.
1998, Nachamkin 2002; Schmidt-Ott et al. 2006; Zautner et al. 2010).
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Sollte eine Behandlung nétig sein, ist im Bedarfsfalle meist eine symptomatische Therapie
mit FlUssigkeits- und Elektrolytsubstitution ausreichend. Ist eine antibiotische Therapie
erforderlich sind Erythromycin und Chinolone Mittel der Wahl (RKI 2005). Die einzige
Alternative zu diesen Wirkstoffen stellt oft Gentamicin dar (Aarestrup und Engberg 2001).

Die ansteigende Anzahl an Antibiotikaresistenzen in thermophilen Campylobacter erschwert
hierbei sichtlich die Therapie (EFSA und ECDC 2015). Besonders die Resistenz gegeniiber
Chinolonen steigt an, ebenso wie die gegenilber Tetrazyklin (Alfredson und Korolik 2007;
EFSA und ECDC 2015; Ugarte-Ruiz et al. 2015). Die Resistenz gegeniiber Erythromycin und
Gentamicin scheint dagegen zu sinken. So waren in Untersuchungen alle C. jejuni-Isolate
sensibel gegenlber beiden Antibiotika. 10% der C. coli Isolate waren resistent gegeniber
Gentamicin, 16 % gegenuber Erythromycin (EFSA und ECDC 2015). C. jejuni ist generell
weniger haufig antibiotikaresistent als C. coli (EFSA und ECDC 2015; Lutgen et al. 2009;
Ugarte-Ruiz et al. 2015). Ebenso sind Isolate aus Gefligel haufiger resistent gegenliber
Antibiotika als solche aus humanen Proben (Corcoran et al. 2006). Bester und Essack
(2008) fanden multiresistente Campylobacter in 23% der untersuchten Zakumproben von

Broilern und in 43% der untersuchten Zédkumproben von Legehennen.

2242 Infektionswege

Thermophile Campylobacter werden routinemafig als Kommensalen bei Rindern, Schafen,
Schweinen und Voégeln gefunden. Végel scheinen allerdings der haufigste Wirt zu sein, was
wahrscheinlich ihrer héheren Kérpertemperatur geschuldet ist (Skirrow 1977). Au3er Milch
(Robinson 1981) scheint auch kontaminiertes Wasser eine Rolle als Infektionsubertréager zu
spielen (Jones 2001). So zeigten Blaser et al. (1980) eine Uberlebensdauer von
Campylobacter spp. in Milch bei 4°C von drei Wochen, in gekihltem Wasser sogar uber vier
Wochen. Nicht alle Stdmme sind gleich Uberlebensfahig (Talibart et al. 2000).

Obwohl mehrere lebensmittelliefernde Tierarten Campylobacter spp. beherbergen kdénnen,
scheint das Infektionsrisiko bei Hihnerfleisch am gréf3ten zu sein, da von diesem grofe
Mengen konsumiert werden (Corcoran et al. 2006; Humphrey et al. 2007). Einen deutlichen
Zusammenhang zwischen der Kontamination von Broilerfleisch mit thermophilen
Campylobacter und humaner Campylobacteriose wiesen Stern et al. (2003) nach. So waren
in Island im Jahr 1999 62% der untersuchten Broiler positiv und die Fallzahlen der humanen
Campylobacteriose lagen bei 66 von 100.000 Einwohnern. Im Folgejahr waren nur 15% der
untersuchten Tiere positiv und 33 von 100.000 Einwohnern wiesen eine Campylobacteriose
auf.

Sheppard et al. (2009) untersuchten Uber 15 Monate humane Campylobacteriosen und

mehrere mogliche Ursachen und verglichen die gefundenen lIsolate. So fanden sie
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Huhnerfleisch als Hauptinfektionsquelle, gefolgt von Wiederkduern, Wildvdgeln,
Umweltproben, Schweinen und Puten. Auch andere Lebensmittel kdénnen als
Infektionsquelle in Frage kommen. So fanden Gardner et al. (2011) Erbsen als Ursache fir
einen Ausbruch humaner Campylobacteriose in Alaska 2008. In den Niederlanden wurden
bei 0,23% der untersuchten Proben aus Obst und Gemuse Campylobacter gefunden, wobei
die Rate bei den verpackten Proben mit 0,36% deutlich héher lag als bei unverpackten
Proben mit 0,07 % (Verhoeff-Bakkenes et al. 2011). Thermotolerante Campylobacter gelten
als hitzeempfindlich, werden aber bei milden Erhitzungsprozessen moglicherweise nicht
vollstdndig abgetdtet. Da Gefligelfleisch jedoch meist durchgegart verzehrt wird, ist dies
nicht zu befiirchten. Sampers et al. (2010) zeigten, dass bereits nach einer Erhitzung auf
eine Innentemperatur von 57,5°C keine Campylobacter mehr nachgewiesen werden
konnten. Eine Kontamination anderer Lebensmittel Uber Kiichengerate bei der Zubereitung

von Speisen ist jedoch nicht auszuschlie3en (RKI 2005).

2243 Campylobacter spp. beim Wirtschaftsgefllgel

Die Infektion mit thermophilen Campylobacter ist bei Végeln asymtpomatisch (Evans und
Sayers 2000). Bei Broilerelterntieren fanden Sahin et al. (2001) Antikérper gegen
Campylobacter in 100 % der Tiere. Auch die Kiken zeigten hohe maternale
Antikérperkonzentrationen 7 Tage nach dem Schlupf. Nach drei bis vier Wochen waren
diese jedoch nicht mehr nachweisbar. Obwohl Antikérper gefunden werden, ist
Campylobacter aufgrund der fehlenden Symptomatik als Kommensale zu werten (Janssen et
al. 2008; Smith et al. 2008).

Eine vertikale Ubertragung der Infektion wurde oft vermutet, da Campylobacter in der Lage
sind, die Eischale zu penetrieren und auch in den Dotter von Bruteiern zu gelangen.
Allerdings Uberleben sie nur kurz in Albumen und Luftkammer und bis zu 14 Tagen im
Dotter. Je hoéher die AuRentemperatur, desto schlechter ist die Uberlebensfahigkeit. Im
embryonierten Hiihnerei ist das Uberleben fiir Campylobacter méglich, jedoch betragt die
Embryonenmortalitat bis zu 87% nach Infektion (Fonseca et al. 2011; Hanninen et al. 1984;
Sahin et al. 2003). Insgesamt fanden mehrere Autoren die vertikale Ubertragung
unwahrscheinlich (Callicott et al. 2006; Fonseca et al. 2006; Jacobs-Reitsma 1995; Patriarchi
et al. 2011). Hierfur spricht auch, dass eine Isolierung von Campylobacter bei Geflugel erst
ab dem 14. Lebenstag moglich ist (Gregory et al. 1997; Hansson et al. 2007). In seltenen
Fallen werden sie friher isoliert, dann zeigen die Tiere eine erhdhte Mortalitat und in den

Stallen findet sich nasse Einstreu (Neill et al., 1984).
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2244 Pravalenz

Die Pravalenz von Campylobacter spp. bei Broilern wurde in einer grofen EU-weiten Studie
der European Food Safety Agency (EFSA) erstmals 2008 untersucht. Es wurden auf
Broilerkarkassen Pravalenzen von 4,9 % (Estland) bis 100 % (Luxenburg) gefunden. In
Deutschland lag die Pravalenz bei 60,8%. Auf Herdenbasis lag sie bei 48,9% (EFSA 2010).
Bei Puten gab es im Jahr 2010 in Deutschland eine Pravalenz von Campylobacter von 68%
am Schlachthof, wobei nur bei 19,1% der beprobten Handelswaren positiv waren. Eine
Untersuchung zur Herdenpravalenz fand nicht statt (EFSA 2012).

Es besteht eine deutliche Saisonalitat in der Nachweisrate. So steigt die Pravalenz der
Ausscheidung von Campylobacter spp. bei Gefligel in Sommer und Herbst und sinkt in
Winter und Fruhjahr (Hartnack et al. 2009; Messens et al. 2009; Nather et al. 2009; Reich et
al. 2008). Die héchste Nachweisrate gab es in der Zeit von Juli bis August (Jonsson et al.
2010). Generell fand sich in AuRenproben haufiger C. jejuni in nassen Monaten (Hansson et
al. 2007).

EU-weit ist die Pravalenz von thermophilen Campylobacter seit Beginn der Untersuchungen
unverandert auf einem etwa gleich hohen Niveau, besonders haufig werden sie auf
Broilerfleisch nachgewiesen (EFSA 2014; EFSA 2015).

Dies ist in der hohen Kontaminationsrate auf Schlachthéfen begrindet (BfR 2010),
besonders die fakale Kontamination der Karkassen ist ein Problem (Hiett et al. 2007; Hue et
al. 2011). Atanassova et al. (2003) fanden den hdchsten Anteil an positiven Proben nach
dem Entfederungsprozess. Insgesamt lag der Anteil an Campylobacter-positiven Tieren bei
42,5% vor und 46,6% nach der Schlachtung. Alter et al. (2005) fand nach dem Brihen der

Schlachtkérper drei vormals negative Proben positiv.
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2245

Infektionswege des Wirtschaftsgefliigels

Der Ubersicht halber sind die Wichtigsten Infektionsquellen in Tabelle 7 zusammengefasst.

Tabelle 7: Infektionswege des Wirtschaftsgeflligels, modifiziert nach Ellerbroek et al., (2010)

Risikofaktoren und Eintragsquellen

Literatur

Unzureichende Hygiene (Schuh- und
Kleidungswechsel, Reinigung und Desinfektion
der Hande und Schuhe, stalleigene Gerate,

fehlende Desinfektionsmatten)

Cardinale et al. (2004a); Evans und Sayers
(2000); Gregory et al. (1997); Humphrey et al.
(1993)

Risse und Spalten in der Bausubstanz des
Stalles, ungeeignete Desinfektionsmittel, zu

geringe Konzentration oder Wirkdauer

Berndtson et al. (1996); Gregory et al. (1997);

van de Giessen et al. (1992)

Feuchte Einstreu

Callicott et al. (2006)

Ungechlortes Trankwasser

Kapperud et al. (1993); Pearson et al. (1993)

Nippeltranken

Gregory et al. (1997)

Nippeltranken mit Auffangschalen

Nather et al. (2009)

Kafer, Mehlwirmer

Bates et al. (2004); Jacobs-Reitsma et al.
(1995); Refrégier-Petton et al. (2001); Skov et
al. (2004); Strother et al. (2005)

Fliegen Berndtson et al. (1996); Ekdahl et al. (2005);
Hald et al. (2004); Nichols (2005)

Ratten Kapperud et al. (1993); Meerburg et al. (2006)

Mause Berndtson et al. (1996)

Amaoben und Algen in Trankwasser

Axelsson-Olsson et al. (2005); Pearson et al.
(1993); Snelling et al. (2005); Sparks (2009)

Wildvégel

Hubalek (2004)

Andere Tiere (Gefligel, Rinder, Schweine,

Hunde, Katzen)

Bouwknegt et al. (2004); Cardinale et al.
(2004a); Gregory et al. (1997); van de Giessen
et al. (1996)

Luft

Berndtson et al. (1996)

Da Stress die Ausscheidung von Campylobacter um 0,71 — 0,86 log 10 erhoht, findet eine

mdgliche Kontamination besonders beim Vorgreifen eines Teils der Herde und beim
Transport zum Schlachthof statt (Patriarchi et al. 2011; Whyte et al. 2001).
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Bei Wildvdgeln ist die Nachweisrate eher niedrig. Hughes et al. (2009) fanden thermophile
Campylobacter lediglich in 1,4% der untersuchten Proben. Wildvdogel scheinen als
Infektionsquelle eine eher untergeordnete Rolle zu spielen. Obwohl Umgebungsproben
positiv waren fur Campylobacter spp. wurden bei den auf der Farm lebenden Tieren
(Gefligel oder Rinder) keine oder Campylobacter mit anderen Genotypen festgestellt
(Hansson et al. 2007; Hughes et al. 2009; Sippy et al. 2012; Van Dyke et al. 2010).

2.2.4.6 Kolonisation

Campylobacter kolonisieren den Dinndarm von Geflugel. Hauptkolonisationsort ist der
Blinddarm, daneben werden auch Dickdarm und Kloake kolonialisiert (Rosenquist et al.
2006). Der Campylobacter-Gehalt im Gastrointestinaltrakt von Gefliigel kann von 10° bis
10° CFU/g Kot reichen (Corry und Atabay 2001), der durchschnittliche liegt bei
6,9 log 10 CFU/g Kot (Reich et al. 2008).

Die Fahigkeit zur Kolonisation des Hiihnerdarmes ist zum einen stammabhéangig (Hanel et
al. 2009), zum anderen sind nicht alle Tiere gleich empfindlich (Stern et al. 1990). Auch steigt
die Wahrscheinlichkeit der Kolonisation mit zunehmender Mastdauer und zunehmendem
Alter der Tiere (Altmeyer et al. 1985). Am Mastende findet sich bei Broilern eine
Durchseuchungsrate von bis zu 100% (Colles et al. 2008). Eine hohe Durchseuchungsrate
von 20 bis 100% findet sich auch bei Broilerelterntieren (Jacobs-Reitsma 1995).

Im Laufe der Mast wird C. jejuni wahrscheinlich durch C. coli verdrangt. Generell ist die
Ausscheidungsdauer begrenzt (Alter et al. 2011a). Bei Puten findet sich haufiger C. coli als
bei Broilern (Alter et al. 2011a). C. jejuni ist in der Lage, schneller grofiere Teile der Herde zu
besiedeln als C. coli, welcher insgesamt stabilere Populationen ausbildet Uber langere Zeit.
Untersuchungen bei Broilerelterntieren zeigten, dass ab dem 35. Lebenstag der dominante

Campylobacter-Stamm in manchen Herden wechselt (Colles et al. 2015).
2247 Gesetzliche Bestimmungen

Die Rahmenbedingungen zum Umgang mit Campylobacter-Infektionen beim Nutzgefligel
liefert die Verordnung 2160/2003 (EU 2003b). Bisher sind allerdings in Deutschland noch
keine Vorschriften hinsichtlich Untersuchungsmethode, -frequenz und MalRnahmen bei
positivem Befund vorhanden. Es existiert eine Meldepflicht lediglich fir humane
Campylobacteriose.

Innerhalb der EU gibt es diese Meldepflicht nicht in Belgien, Frankreich, Italien, Luxenburg,
den Niederlanden, Spanien und GroRbritannien (hier gibt es jedoch ein freiwilliges
Meldesystem). Keine Uberwachung findet statt in Griechenland und Portugal (EFSA 2015).
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22438 MalRnahmen zur Bekdmpfung

MaRnahmen zur Bekampfung der Infektion des Wirtschaftsgefliigels setzen wie auch bei der
Bekampfung der Salmonellen an den Risikofaktoren an. Nasse Einstreu muss durch das
Futtern von hochwertigem Futter, der Verwendung einer gut absorbierenden Einstreu und
der strengen Uberwachung von Heizung und Ventilation vermieden werden (Butcher und
Miles, 2000). Die Behandlung der Einstreu mit Aluminiumsulfat oder Natriumbisulfat zeigte
eine signifikante Reduktion der Kolonisation mit Campylobacter, ganz im Gegensatz zu
Salmonellen (Line 2002).

Eine Behandlung des Wassers mit kommerzieller organischer Saure zeigte sich ebenfalls
effektiv (Chaveerach et al. 2004).

Auch gilt es, hungern zu vermeiden. Hungern flihrte zu deutlich erhéhten Campylobacter-
Gehalten im Kropf von Broilern (Byrd et al. 1998; Corrier et al. 1999).

Eine Ansduerung des Futters fuhrte bei Broilern zur Reduktion der Kolonisation mit
Campylobacter bis unterhalb der Nachweisgrenze (Heres et al. 2004). Auch die Verwendung
von pflanzlichem Protein statt tierischem Protein oder eine Mischung aus pflanzlichem und
tierischem Protein flhrte zu geringerer Kolonisation (Udayamputhoor et al. 2003).

Auch die Verwendung kommerzieller Probiotika wurde fir effektiv befunden (Stern et al.
2001).

Es gibt Versuche zur Herstellung von Impfstoffen. Bei Broilereintagskiken sind die
Antikorpertiter noch sehr hoch, jedoch fallen sie nach drei bis vier Wochen bereits unter die
Nachweisgrenze ab (Sahin et al. 2001). Eine Impfung gegen C. jejuni mit attenuierten
Salmonellen, die Campylobacter-Antigen exprimieren, flihrte zu erhohten Antikorpertitern
und geringerer Besiedlung. Die zuerst verwendeten attenuierten C. jejuni-Stdmme zeigten
sich als nicht lange genug Uberlebensfahig um zur Bildung von Antikérpern zu flhren
(Wyszynska et al. 2004).

Bakteriophagen sind als therapeutische Agentien sehr attraktiv. Es handelt sich um Viren,
die Bakterien toten. Sie injizieren ihre DNA in das Wirtsbakterium, welches diese repliziert
und neue Phagen synthetisiert. Sind die intrazellularen Nahrstoffe verbraucht, stirbt das
Wirtsbakterium ab und entlasst die gebildeten Phagen in die Umgebung. Phagen sind sehr
effektiv und spezifisch und zudem selbst replizierend und —limitierend (Sulakvelidze et al.
2001). Bakteriophagen kommen naturlich vor und wurden einige Tage nach Kolonisation von
Huhnern mit C. jejuni gefunden. Es fand sich eine héhere Pravalenz bei Huhnern mit Freilauf
und BiohUhnern (EI-Shibiny et al. 2005). Bei Infektionsversuchen bei Broilern fand man eine
signifikante Reduktion des Gehalts an C. jejuni im Zakum, wobei die Gabe nur eines
Phagentyps bei 43% der Keime eine Resistenz aufwies. Bei Gabe eines Phagencocktails

zeigten sich nur 24% der Keime resistent. Allerdings sank die Rate dieser Resistenzen zum
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Ende des Versuches auf 6%, bzw. 2%. Im Schnitt gelang eine Reduktion des Keimgehaltes
im Zakum um 0,51 log4, (Fischer et al. 2013).
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3. Eigene Untersuchungen

3.1 Material

Generell war die im mikrobiologischen Labor Ubliche Ausstattung vorhanden (Pipetten und
Pipettenspitzen, Impfésen, Tubes, Glaswaren, Waagen, Mikroskop, Kihlschranke,

Brutschranke, Autoklav)

3.11 Arbeitsmaterial zur Probennahme

Material fir die Probennahme von Campylobacter:

Anaerobiertopf BD GasPK™100 (Becton, Dickinson and Company, Sparks,

USA)

CO2-Erzeugung: BD BBL ™ GasPak™CO2 8 (Becton, Dickinson and Company, Sparks,
USA)

CO2-Brutschrank

Stiefelliberzieher fur die Probennahme aus den Stall, Polypropylenvlies, CP-verstarkte
Sohle, 42 cm (Securesse, Heilbronn)

Baretthauben fiir die Probennahme aus dem Stall, Polypropylenvlies, Gré3e medium (Unizell
Medicare GmbH, Ratekau)

3.1.2 Arbeitsmaterial zur Probenaufbereitung

Arbeitsmaterial fir die Isolierung von Salmonella:

Petrischalen fir die Anzucht von S. Saintpaul-lsolaten, rund, klein (Sarstedt AG & Co.,
Numbrecht)
Cryotubes (Sarstedt AG & Co., Nimbrecht)

Arbeitsmaterial fir die Isolierung von Campylobacter:

Reagenzglaser, 12 ml
Petrischalen, rund, zweigeteilt (Sarstedt AG & Co., Nimbrecht)
Cryotubes (Sarstedt AG & Co., Nimbrecht)

3.1.3 Arbeitsmaterial fur PFGE
Hilfsmittel:
ATB Expression Densimat (bioMérieux Deutschland GmbH, Nirtingen)

Flachbodenréhrchen, Glas, 10 ml

50 well Disposable Plug Mold (BioRad Laboratories Inc., Minchen)
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15 well Comb (BioRad Laboratories Inc., Minchen)

Comb Holder (BioRad Laboratories Inc., Minchen)

Standard Casting Stand (BioRad Laboratories Inc., Minchen, Miinchen)
Objekttrager, geschliffen, Mattrand (Thermo Scientific)

Skalpellhalter, Grofie 3 (Henry Schein VET GmbH, Hamburg)
Skalpellklingen, (Henry Schein VET GmbH, Hamburg)

Geréte:

CHEF DR 1l Variable Angle System (BioRad Laboratories Inc., Miinchen)
Cooling Module (BioRad Laboratories Inc., Miinchen)

Variable Speed Pump (BioRad Laboratories Inc., Minchen)

Eppendorf Thermomixer comfort (Eppendorf AG, Hamburg)

GFL 1083 Schuittelwasserbad (Gesellschaft fur Labortechnik GmbH, Burgwedel)

3.1.4 Arbeitsgerate fur Multiplex-PCR, qPCR und FlaA-SVR

Geréte:

Analytik Jena FlexCycler (Jena AG, Jena)

Biometra Thermocycler T 3000 combi (Biometra GmbH, Géttingen)
MX3005P Realtime Cycler (Agilent Technologies Inc., Colorado, USA)
iCycler iQ Real-Time Cycler (BioRad Laboratories Inc., Minchen)
Eppendorf Centrifuge 5424 (Eppendorf AG, Hamburg)

Qia Cube (Qiagen GmbH, Hilden)

Gel-Dokumentation Universal Hood Il (BioRad Laboratories Inc., Minchen)

Computerprogramme:

Quantity One (BioRad Laboratories Inc., Miinchen)
bionumerics 4.0 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgien)
MEGA4
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3.2 Medien

3.2.1 Peptonwasser

200 g gepuffertes Peptonwasser (Oxoid Deutschland GmbH, 46467 Wesel)

200 g des Mediums wurden in 10 | Aqua dest. gel6st, in 1-Liter Schraubverschlussflaschen
gefullt und fur 15 min bei 121°C autoklaviert. Das fertige Medium wurde bei 4°C Uber
hdchstens 28 Tage aufbewahrt.

3.2.2 Modified semisolid Rappaport-Vasiliadis (MSRV)-Agar

15,8 g MSRV Medium Base (Oxoid Deutschland GmbH, Wesel)

Zusatze:
1 Amp. Novobiocin (Oxoid Deutschland GmbH, Wesel)

Die MSRV Medium Base wurde in 500 ml Aqua dest. eingemischt und unter konstantem
Rihren zum Kochen gebracht (nicht autoklaviert). AnschlieBend wurde das Medium auf
50°C abkuhlen gelassen. Der Inhalt des Novobiocinréhrchens wurde mit 2 ml sterilem Aqua
dest. gelést und aseptisch zugegeben. AnschlieRend wurde alles gut vermischt, in
Petrischalen gegossen und bei Raumtemperatur mindestens eine Stunde trocknen gelassen.

Die Aufbewahrung der Platten erfolgte bei 4° C iber héchstens 28 Tage.

3.23 Rambach Agar

Fertigplatten (Oxoid Deutschland GmbH, Wesel)

Die Aufbewahrung erfolgte bei 4°C bis hochstens zum Erreichen des Haltbarkeitsdatums.

3.24 Preston Bouillon

12,5 g Nahrbouillon Nr. 2 (Oxoid Deutschland GmbH, Wesel)

Zusatze (Oxoid Deutschland GmbH, Wesel):
25 ml lysiertes Pferdeblut

1 Amp. Campylobacter-Selektiv-Supplement (Preston)
1 Amp. Campylobacter-Anreicherungs-Supplement
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Weitere Zusatze:

1 ml Aqua dest., steril

Die Nahrbouillon Nr. 2 wurde in 500 ml Aqua dest gelést und fir 15 min bei 121°C
autoklaviert. Nach Abkuhlen des Basisnahrmediums wurden je 1 Réhrchen Campylobacter-
Selektiv-Supplement (gelést mit 1 ml sterilem Aqua dest), 1 Réhrchen Campylobacter-
Anreicherungs-Supplement und 25 ml lysiertes Pferdeblut aseptisch zugegeben.
AnschlielRend wurden je 9 ml der Bouillon aseptisch in Reagenzglaser abgeflillt, mit Deckel

verschlossen und bei 4°C hdchstens 7 Tage lang aufbewahrt.

3.25 Karmali Agar

21,5 g Campylobacter-Agar-Basis nach Karmali, blutfrei

Zusatze (Oxoid Deutschland GmbH, Wesel):

1 Amp. Campylobacter-Selektiv-Supplement, Karmali, mod.

Weitere Zusatze:
1 ml Ethanol

1 ml Aqua dest, steril

21,5 g Campylobacter-Agar-Basis wurden in 500 ml Aqua dest. gel6ést und fur 15 min bei
121°C autoklaviert. Nach Abkuhlung auf 50°C wurde der aseptisch mit 1 ml Ethanol und 1 ml
sterilem Aqua dest. gelodste Inhalt eines Rohrchens Campylobacter-Selektiv-Supplement
zugegeben. Das ganze wurde gut gemischt, in geteilte Petrischalen gegossen und bei
Raumtemperatur 30 min ausharten gelassen. Die Aufbewahrung erfolgte bei 4°C Uber

héchstens 28 Tage.

3.2.6 Columbia Agar

Fertigplatten Columbiaagar mit Schafblut (Oxoid Deutschland GmbH, Wesel), die

Aufbewahrung erfolgt bei 4°C bis héchstens zum Erreichen des Haltbarkeitsdatums.

3.2.7 Nahragar

11,5 g Nutrient broth (Difco Laboratories GmbH, Augsburg)

11,5 g Nutrient broth Agar base werden in 500 ml Aqua dest. geldst und fir 15 min 121°C

autoklaviert. Nach AbklUhlung auf 50°C wird der flissige Agar aseptisch in geteilte
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Petrischalen gegossen und bei Raumtemperatur 30 min ausharten gelassen. Die

Aufbewahrung erfolgt bei 4°C Uber hochstens 28 Tage.

3.3 Reagenzien und Chemikalien
3.3.1 Fur die DNA-Extraktion

3.3.1.1 TE-Puffer 1:10

Stammldsung, TE-Puffer:

10 ml 1 M Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris Pufferan, Carl Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe), pH 8

2 ml 0,5 M Na-EDTA (Titriplex Ill, Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe), pH 8

Das 1 M Tris Pufferan wurde zusammen mit 2 ml 0,5 M Na-EDTA in 1.000 ml Aqua dest
geldst, in 1-Liter Schraubverschlussflaschen gefillt und fir 15 min bei 121°C autoklaviert.

Die Aufbewahrung erfolgte bei 20°C lber héchstens 42 Tage.

Gebrauchslosung:

10 ml der Stammlésung wurden aseptisch in 90 ml steriles Aqua dest. eingemischt und in

100 ml Schraubverschlussflaschen gefillt. Die Aufbewahrung erfolgte bei 20°C.

3.31.2 Chelex-Lésung 5%

5 g Chelex

5 g des Chelexpulvers wurden in 95 ml steriles Aqua dest. eingemischt. Das Pulver I8st sich
nicht im Aqua dest. und musste vor jeder Benutzung mittels Magnetrihrer vermischt werden.

Die Aufbewahrung der Suspension erfolgte bei 20°C.

3.3.1.3  Qia-Amp QIAamp®DNA Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden)

Proteinase K (20 mg/ml)
Lysispuffer ATL

Lysispuffer AL

QIAamp® Filterréhrchen
Waschpuffer AW 1 und AW 2
Elutionspuffer AE
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3.3.2 Fur die Multiplex-PCR nach Wang et al., 2002

100 bp-DNA Ladder (Lifetechnologies™ Gibco Brl, Galthersburg, USA)
RNAse-freies Wasser
Quiagen Multiplex-PCR Kit

3.3.2.1 Qiagen Multiplex-PCR Kit (Qiagen GmbH, Hilden):
HotStarTag DNA Polymerase
Puffer

Q-Lésung

Nukleotidmix

3.3.2.2 Primer (biomers.net GmbH, UIm)

.. GenBank
. GroBe . . .
Primer Sequenz accesion Zielgen Lokation
(bp) Nr.
CJF | 323 | ACTTCTTTATTGCTTGCTGC z3goa0 | C-Jeuni | 1662-
hipO 1681
1984—
CJR GCCACAACAAGTAAAGAAGC ro6e
CCF | 126 | GTAAAACCAAAGCTTATCGTG | AF136494 | C. coli glyA | 337-357
CCR TCCAGCAATGTGTGCAATG 462444
CLF | 251 | TAGAGAGATAGCAAAAGAGA | AF136495 | C.lariglyA | 318-337
CLR TACACATAATAATCCCACCC 568-549
TATACCGGTAAGGAGTGCTGGA C. jejuni23S | 3807—
23SF | 650 o 729326 A o0
4456—
23SR ATCAATTAACCTTCGAGCACCG e

nach (Wang et al., 2002)

3.3.2.3 1,5% Agarosegel

1,5 g Biozym LE Agarose (Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf)
0,1 ml Ethidiumbromid 10 mg/ml (Carl RothGmbH & Co.KG, Karlsruhe)

Es wurden 100 ml 1 x TBE-Puffer mit 1,5 g Agarose aufgekocht bis diese sich geldst hatte,
Ethidiumbromid zugegeben und durch Schwenken vermischt und die Losung anschlielsend
in eine Form mit 15 — 40 Taschen gegossen. Das Gel wurde bei Raumtemperatur fiir 30 min
erkalten gelassen und sofort verwendet.
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3.3.24 Tris-Borsaure-EDTA (TBE)-Puffer

Stammldsung, 20 x TBE:

215,6 g Tris (Carl Roth GmbH & Co0.KG, Karlsruhe)

110,0 g Borsaure (Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe)

80 ml0,5M Na-EDTA (Titriplex lll, Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe), pH 8

Tris, Borsaure und 0,5 M Na-EDTA wurden in 1.000 ml Aqua dest. geldst und in 1-Liter
Schraubverschlussflaschen gefiillt. Die Aufbewahrung erfolgte bei 4°C (ber hochstens 6

Monate.

Gebrauchslésung, 1 x TBE:

250 ml 10 x TBE

250 ml der Stammldésung wurden in 4.750 ml Aqua dest. geldst. Die Aufbewahrung erfolgte
bei 20 °C uber hochstens 7 Tage.

3.3.3 Fir die quantitave multiplex Realtime PCR nach He et. al (2010)

3.3.3.1 Qiagen QuantiTect Multiplex PCR Kit (Qiagen GmbH, Hilden)

HotStarTaqg DNA Polymerase
Puffer

Nukleotidmix

ROX

RNAse —freies Wasser
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3.3.3.2 Primer (biomers.net GmbH, Ulm)
. .. . Fluoro
Prime | GréBe GenBank Zielge
r (bp) Sequenz accesion Nr n R
) phor
YP_00100066 C
CjFor | 124 TCCAAAATCCTCACTTGCCATT - 5 jejuni | FAM
hipO
Cj Rev TGCACCAGTGACTATGAATAACGA
Cj TTGCAACCTCACTAG
Sonde CAAAATCCACAGCT
CcFor| 111 TGTCAAACAAAAAACACCAAGCTT | ZP_00367554 CC d(;f\h CYy
RCer CCTTTGACGGCATTATCTCCTT
Cc AAAATTTCCCGCCATACCACTTGTCC
Sonde C

nach (He et al., 2010)

3.3.4

3.3.4.1

Far die Sequentierung des Flagellin-A Genes n
(1997)

ach Meinersmann et al.

PuReTaq Ready-To-Go™ PCR Beads (GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg)

PuReTaqg DNA polymerase

Puffer

Nukleinsauren

Stabilisatoren einschliellich Bovines Serumalbumin

RNAse-freies Wasser

3.34.2 Primer (biomers.net GmbH, Ulm)
Name iLépr;e Zielsequenz Zielgen
ELAAE 1764 GGATTT CGT AT'géAC ACA AAT GGT flaA, komplett
FLA1728R CTG TAG TAATCT TAAAAC ATT TTG
FLA242FU 401 CTATGG ATG AGC AAT T(AT) A AAAT flaA, SVR
FLA625RU CAA G(AT)C CTG TTC C(AT)A CTG AAG

nach (Meinersmann, Helsel, Fields, & Hiett, 1997)
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3.343 MinElute Gel Extraction Kit fur die Extraktion der DNA

MinElute Spin Columns, Saulen zur DNA-Extraktion
Puffer QG, PE, EB

2 ml Sammelréhrchen

3.344 1 % Agarosegel

1,0 g Biozym LE Agarose (Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf)

Es wurden 100 ml 1 x TBE-Puffer mit 1,0 g Agarose aufgekocht bis diese sich gelost hatte,
Ethidiumbromid zugegeben und durch Schwenken vermischt und die L6sung anschlieRend
in eine Form mit 15 — 40 Taschen gegossen. Das Gel wurde bei Raumtemperatur fir 30 min

erkalten gelassen und sofort verwendet.

3.3.5 Far die PFGE

3.3.5.1 Tris-EDTA (TE)-Puffer

10 ml 1 M Tris (Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe), pH 8
2 ml 0,5 M Na-EDTA (Titriplex Ill, Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe), pH 8

1 M Tris und 0,5 M Na-EDTA wurden in 1.000 ml Aqua dest geldst, in 500 ml
Schraubverschlussflaschen gefillt und fir 15 min bei 121°C autoklaviert. Die Aufbewahrung
erfolgte bei 20°C Uber héchstens 28 Tage.

3.3.5.2 Zellsuspensionspuffer CSB

10 mi 1 M Tris (Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe), pH 8
20 ml 0,5 M Na-EDTA (Titriplex Ill, Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe), pH 8

1 M Tris und 0,5 M Na-EDTA wurden in 100 ml Aqua dest geldst, in 250 ml

Schraubverschlussflaschen gefillt und fur 15 min bei 121°C autoklaviert. Die Aufbewahrung
erfolgte bei 20°C Uber héchstens 28 Tage.
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3.3.5.3 Zelllysispuffer CLB

2,5ml CSB
0,5 ml 10 % N-Laurylsarkosine (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
25 ul Proteinase K

2 ml Aqua dest., steril

Der Puffer wurde jeweils fir die entsprechende Probenanzahl hergestellt und sofort

verwendet.

3.3.54 Restriktionspuffer

175 pl Aqua dest

20 ul Puffer 4, 10 x (Invitrogen GmbH, Karlsruhe)
2 yl BSA, 100 x (Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

3 I Xbal, 40 U/l (Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

Der Puffer wurde jeweils fir die entsprechende Probenanzahl hergestellt und sofort

verwendet.

3.3.5.5 TBE-Laufpuffer

Stammlésung, 10 x TBE:

107,8 g Tris (Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe)

55,0 g Borsaure (Carl Roth GmbH & Co0.KG, Karlsruhe)

40 ml 0,5 M Na-EDTA (Titriplex Ill, Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe), pH 8

Die genannten Komponenten wurden in 1.000 ml Aqua dest. gel6ést, in 1 Liter

Schraubverschlussflaschen geflillt und bei 20°C fir héchstens 14 Tage aufbewahrt.

Laufpuffer, 0,5 x TBE:
150 ml 10 x TBE
400 yM Thioharnstoff (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)

150 ml der Stammlésung wurden zusammen mit dem Thioharnstoff auf 3.000 ml Aqua dest.

aufgefllt und sofort verwendet.
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3.3.5.6 Agarosegel

1,2 g Biozym Gold Agarose (Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf)

Auf 120 ml Laufpuffer.

Die Mischung wurde gekocht, bis sich die Agarose geldst hatte. Der FlUssigkeitsverlust beim
Kochen wurde gemessen und durch Aqua dest. ausgeglichen. 115 ml der Lésung wurden in
die mit dem 15 well comb versehene Gelgussform gegossen und bei Zimmertemperatur 15
min harten gelassen. Die restlichen 5 ml wurden im 60°C Wasserbad fliissig gehalten und

spater zum Versiegeln der Slots verwendet.

3.3.5.7 Ethidiumbromid-Farbe-L6sung

400 ml Aqua dest
40 pl Ethidiumbromid 10 mg/ml (Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe)

Das Ethidiumbromid wurde in das Aqua dest. eingemischt und in einer lichtundurchlassigen

Schale bei 20°C aufbewahrt. Es wurden bis zu 5 Gele gefarbt, bis die Losung erneuert

wurde.
34 Methoden
3.4.1 Salmonella

3.4.11 Probennahme Salmonella

Die Diagnostik auf das Vorkommen von Salmonella spp. erfolgte anhand der ISO 6579
(2002). Untersucht wurden insgesamt 7.432 sog. Sockentupfer, Kot oder Kiikenwindeln,
Schlachtproben (Halshaut) und Stallstaubproben von Puten oder Hiihnern, die von Mastern
oder Britereien zwischen 2008 und 2011 an das Institut fur Gefligelkrankheiten gesandt
wurden. Diese wurden im Verhaltnis 10:1 mit Peptonwasser angereichert und bei 37°C Uber
20- 24 h bebrutet. Anschlief3end erfolgte eine selektive Anreicherung auf Modified Semi-solid
Rappaport-Vassiliadis-Agar (MSRV) fir 48 h bei 41,5° C. AnschlieRend wurden 10 pl
Material mit entnommen, auf Rambachagar ausgestrichen und bei 37° C Uber 24 h bebrtet.
Bei verdachtigen Kolonien erfolgte die gruppenspezifische ldentifizierung des Serovars

mittels polyvalenter Antiseren gegen die O- und H-Antigene der Salmonellen. Die
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Serovarbestimmung erfolgte durch das BfR. Dort wurde ebenso eine Mikrodilution zur

Bestimmung von Resistenzen durchgefiihrt.

3.4.1.2 Serovarbestimmung und Resistenzverhalten von S. Saintpaul nach
Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR)

Die mittels Objekttrageragglutination bestatigten Salmonella-lsolate wurden zur weiteren
Differenzierung an das Bundesinstitut fir Risikobewertung in Berlin gesandt. Dort erfolgte
auch bei 62 der Isolate eine Bestimmung der MHK-Werte fiir folgende Antibiotika:

Ampicillin, Chloramphenicol, Ciprofloxacin, Colistin, Florfenicol, Cefotaxim, Gentamicin,
Kanamycin, Nalidixinsaure, Sulfamethoxazol, Streptomycin, Ceftazidim, Tetrazyklin und

Trimethoprim

3413 Kontrollstamm

Als Kontrollstamm flr die PFGE wurde Salmonella Braenderup H9812 verwendet. Dieser
wurde freundlicherweise durch Dr. Malorny aus dem Bundesinsitut fur Risikobewertung (BfR)

bereitgestellt.

3414 Einbetten der Zellen in Agarosegelbléckchen

Die zu untersuchenden Salmonella Saintpaul-Reinkulturen wurden auf Nahragar
ausgestrichen und fiir 24 h bei 37°C bebritet. Die Bléckchenformen wurden bodenseits mit
Tesafilm verschlossen und bereitgestellt. In ein Flachbodenréhrchen wurden 2 ml CSB
gegeben, in den so lange Zellen eingemischt wurden, bis ein McFarland Standard von ca. 5
t 0,5 erreicht war. Die Messung des McFarland Standard erfolgte durch den ATB
Densimaten.

0,18 g Biozym Gold Agarose wurden in 9 ml TE-Puffer gegeben und aufgekocht. Dazu
wurden 0,09 g SDS gegeben und vorsichtig gemischt, wobei die Schaumbildung
bericksichtigt wurde. Die Mischung wurde bei 55 — 60°C im Wasserbad aufbewahrt.

Von der Zellsuspension wurden 200 pl in Epis geflllt. Dazu wurden 10 ul Proteinase K und
200 pl der gelosten Agarose gegeben. Durch Pipettieren wurde das Ganze vermischt und
sofort in die Blockchenformen Uberflhrt, wobei jeweils 2-3 Bléckchen pro Isolat gegossen
wurden.

Die Bloéckchen wurden bei Zimmertemperatur ca. 15 min ausharten gelassen und
anschlielend in Reagenzgladser Uberfiihrt, indem zunachst der Tesafilm vorsichtig
abgezogen wurde und anschlieRend mit einem Spatel die einzelnen Bléckchen aus der Form

gedrickt wurden.
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3415 Lyse der Zellen im Agarosegelbléckchen

Die Agarosegelbléckchen wurden mit 5 ml CLB je Probe Ubergossen und tber Nacht bei

54°C im Shakerwasserbad inkubiert.

3.41.6 Waschen der Agarosegelbléckchen

Die Réhrchen mit den Proben wurden aus dem Wasserbad genommen und vorsichtig Gber
einem Sieb dekantiert, so dass ausgegossene Blockchen wieder zuriick ins Reagenzglas
gegeben werden konnten. Anschlieliend wurden die Blockchen mit 10 — 15 ml 50°C warmem
Aqua dest (steril) Ubergossen. Dies wurde fir 15 min im 50°C Shakerwasserbad inkubiert.
Es folgte eine Wiederholung. Dann wurden die Réhrchen erneut dekantiert und mit 10 — 15
ml 50°C warmem TE-Puffer (steril) gefillt. Erneut wurde fir 15 min wie vorher inkubiert. Dies
wurde drei Mal wiederholt. Nach dem letzten Schritt wurde der Puffer dekantiert und die
Bléckchen wurden fir die Restriktion geschnitten. Die restlichen Bléckchen wurden wieder

mit TE-Puffer GUbergossen und bei 4°C gelagert.

3.4.1.7 Restriktion der DNA mittels Xbal

Fir die Restriktion der DNA mit Xbal wurde pro Isolat von einem Bléckchen ein ca. 2 mm
breites Stick auf einem Objekttrager mit einem Skalpell abgeschnitten. Das restliche
Bléckchen wurde zuriick ins Reagenzglas gegeben.

Das abgeschnittene Stiick wurde in ein Eppendorftube gegeben und mit 200 pl des
Restriktionspuffers Giberschichtet. Die Tubes wurden im Eppendorf Thermoshaker bei 37°C
und 300 rpm Uber Nacht inkubiert.

3.4.1.8 Beladen des Gels fiir die PFGE

Die Tubes wurden aus dem Thermoshaker genommen und dekantiert, ohne die Bléckchen
auszugiefen. Erst dann wurden die Blockchen einzeln auf einen Objekttrager geschittet. Im
Anschluss wurden sie vorsichtig luftfrei in die einzelnen Slots eingebracht. Bei der Beladung
des Gels wurden die Slots Nummer 1, 8 und 15 mit dem Standardstamm S. Braenderup
H9812 gefiillt. Die restlichen Slots wurden mit Proben belegt. Anschliefiend wurden die Slots

luftfrei mit der restlichen Agarose versiegelt.
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3.4.1.9 Laufbedingungen fur PFGE

Geréteeinstellung

Initiale Pulszeit 2,2s

Finale Pulszeit 63,8 s

Start Ratio 1,0

Winkel 120°

Spannung 200 V (= 6 V/icm)
Laufzeit 19h

Die Gelkammer wurde 30 min vor Laufbeginn mit ca. 3.000 ml Laufpuffer gefullt, der mit der

Klhlung auf 14°C gebracht wurde.

3.4.1.10 Farben des Gels

Das Gel wurde fur 20 min in einem abgedeckten Container in der Etidiumbromidlésung
gefarbt. AnschlieRend wurde die Uberschissige Farbelésung fir 20 min mit Aqua dest

ausgespllt. Der letzte Schritt wurde 1 x wiederholt.

3.4.1.11  Auswertung mittels Bionumerics

Das gefarbte Gel wurde mittels Universall Hood Il fotografiert und im .tif-Format gespeichert.
Die Auswertung der Bilder erfolgte mittels der Software Bionumerics 5.0. Zunachst wurden
die Banden normalisiert, indem sie gegen die Banden des Standardstammes ausgerichtet
wurden. Berucksichtigt wurden lediglich Banden, die grof3er als 33 kb waren. Die Analyse
erfolgte nach der Dice product moment correlation method mit der unweighted pair group
method (UPGMA) (Ribot et al., 2006). Die Positionstoleranz wurde auf 1,0 festgelegt, das
Minimalprofiling auf 5,0 %.

In der manuellen Auswertung wurden Lanes, bei denen sich lediglich eine Bande
unterschied, mit Buchstaben benannt (bspw. X1, X1a, X1b). Unterschieden sich zwei oder

mehr Banden, erfolgte die Benennung durch Zahlen (bspw. X1, X2, X3, etc.).

3.4.2 Campylobacter

3.4.2.1 Probennahme Campylobacter aus Salmonellenvoranreicherung
Aus der Salmonellenvoranreicherung der Jahre 2010 und 2011 von 2.503 Proben von 190

Gefliigelbetrieben aus Deutschland, Osterreich und Tschechien wurde nach griindlicher

Durchmischung 1 ml des Peptonwassers entnommen und in 9 ml Prestonbouillon Uberfuhrt.
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Von etwa 500 Proben wurde ein weiterer ml in ein Eppendorftube lberfiihrt und bei -20°C
zurickgestellt. Zudem wurde bei 70 Proben ein ml des Peptonwassers erst nach
zwolfstiindiger aeorber Bebritung bei 37°C genommen und wie in 2.4.2.6 beschrieben

untersucht.

3.4.2.2 Probennahme Campylobacter von einer positiven Putenherde

Von einer vorher in der Isolierung positiven Putenherde (private Freilandhaltung, ca. zehn
Tiere) wurden je 48 Sockentupfer mit Socken aus reinem PP-Vlies (Sockentyp 1) und 48 mit
Socken aus PP-Vlies mit PE-verstarkter Sohle (Sockentyp 2) genommen. Die Tupfer wurden
vor und nach der Entnahme gewogen und die anhaftende Kotmenge so bestimmt. Die
Tupfer wurden jeweils zu dritt in eine handelsibliche Plastiktiite verpackt und luftdicht

verknotet.

3.4.2.3 Bestimmung der Menge der im Kot enthaltenen Campylobacter durch Erstellung

einer Verdlinnungsreihe

Es wurde eine Sammelkotprobe aus dem positiven Putenbestand genommen, davon1 g in
9 ml Prestonbouillon Gberfiihrt und vorsichtig durch Schitteln durchmischt. Aus dieser
Suspension wurde 1 ml in 9 ml Prestonbouillon Uberfihrt und erneut durchmischt. Dies
wurde 9 Mal wiederholt, so dass 10 Verdlinnungsstufen entstanden. Aus jeder Stufe wurden
100 ul auf Karmali-Agar gegeben und mittels Drygalski-Spatel gleichmaRig ausgestrichen.
Die Bebritung erfolgte wie unter 2.4.2.6 beschrieben. AnschlieRend wurden die Platten
begutachtet und bei Platten mit weniger als 200 Kolonien wurden die einzelnen Kolonien
gezahlt. Die Keimzahl wurde dann wie folgt berechnet:

Keimzahl = Verdlinnungsstufe x 10.

3.4.2.4 Beimpfung von Sockentupfern

Es wurden Socken beider Sockentypen mit Kot aus einem Campylobacter-negativen
Legehennenbestand infiziert. Socken des Typs 1 wurden mit 2 g und Socken des Typs 1 mit
1 g Kot behaftet, analog zur gemessenen anhaftenden Kotmenge. Der Kot wurde
anschlielend mit 0,1 ml Campylobacter jejuni-Zellsuspension pro g Kot infiziert. Die
Zellsuspension enthielt 10’ CFU/mI, was durch eine Verdinnungsreihe bestimmt wurde.
Anschlielend wurde mit den Tupfern ebenso verfahren wie mit denen der natirlich infizierten
Herde.
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3.4.25 Aufbewahrung der Sockentupfer

Die Lagerung der Socken erfolgte jeweils zu dritt bei 4°, 20° und 29°C. Die Socken wurden
sofort, nach einem, nach zwei, nach drei, nach 4 und nach 5 Tagen beprobt. Hierzu wurden
sie mit 150 ml Peptonwasser Ubergossen, grundlich durchmischt und je 1 ml wurde wie
nachfolgend beschrieben kultiviert und 1 ml wurde mittels multiplex-Realtime-PCR nach He
et al. (2010) untersucht.

3426 Kultivierung und Isolierung

Die beimpfte Prestonbouillon wurde Uber 24 h bei 41,5°C mikroaerophil bebritet. Zudem
wurde von ca. 100 Proben je 1 ml bei -20°C zuriickgestellt zur weiteren Untersuchung.
AnschlieBend wurden 10 ul auf Karmaliagar ausgestrichen und erneut unter o. g.
Bedingungen fir 48 h bebritet. Verdachtige Kolonien wurden dann auf Columbiaagar
ausgestrichen und wie vorher beschrieben 48 h lang bebritet. Eine Identifizierung erfolgte
mittels Multiplex-PCR nach Wang et al. (2002).

3.4.2.7 Identifizierung verdachtiger Kulturen mittels Multiplex PCR

Fir die Multiplex PCR nach Wang et al. (2002) wurden pro Reaktion je 2 pl Template-DNA
eingesetzt. Die Durchfiihrung der PCR im Thermocycler erfolgte mit einer initialen
Temperatur von 95°C Uber 15 min. Dann folgten 30 Zyklen von Denaturierung bei 94°C flr
30 s, Annealing bei 60°C fur 90 s und Elongation bei 72°C fir 90 s. Am Ende stand ein
finaler Elongationsschritt von 72°C Gber 10 min. Je 8 pl des PCR Produkts wurden mittels
Gelelektrophorese in einem 1,5 %-igen Gel bei 60 — 80 V Uber ca. 45 min zusammen mit
dem 100 bp-Ladder aufgetrennt. Das fertige Gel wurde mittels Universal Hood Il fotografiert.

Die Auswertung erfolgte manuell.
3428 Kontrollstamme

Als Kontrollstamme werden verwendet:
C. jejuni DSM 4688

C. coliDSM 4689
C. lariDSM 3475

Die Kontrollstamme wurden freundlicherweise durch Prof. Dr. Alter, Institut fir

Lebensmittelhygiene der FU Berlin, zur Verfligung gestellt.
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3.4.2.9 Campylobacter DNA-Praparation mittels Chelex

Die Praparation der DNA der Campylobacter-Isolate erfolgte, indem 2-3 Kulturen zunachst in
500 ul TE-Puffer 1:10 in einem Eppendorftube geldst wurden. Die Tubes wurden zentrifugiert
bei 14.000 rpm Uber 4 min. AnschlieRend wurde der Inhalt dekantiert und das verbleibende
Pellet mit 400 pl der 5%-igen Chelexldsung geldst. Die Suspension wurde im Eppendorf
Thermoshaker bei 700 rpm zunachst fir 60 min bei 56°C inkubiert und danach fiir 15 min bei
95°C. Dann wurden die Tubes bei 14.500 rpm iiber 10 min zentrifugiert, der Uberstand, der

die gereinigte DNA enthielt, abpipettiert und bei -20°C gelagert.

3.4.2.10 Extrahieren der DNA aus Ruckstellproben

Fir die Untersuchung von 107 bei -20°C gelagerten Peptonwasser- und 21 Prestonbouillon-
Ruckstellproben aus der Salmonellenvoranreicherung wurde zundchst die DNA mittels
Saulenverfahren eluiert.

Hierfir wurde der Qia Cube zur Hilfe genommen. Es wurden 200 ul der Probe in ein Tube
pipettiert und zusammen mit den Puffern des QlAamp® DNA Minikits und vorbeschrifteten

Tubes fir das Endprodukt in die Maschine gegeben. Man erhielt 100 ul extrahierte DNA.

3.4.2.11  Untersuchung von Ruckstellproben auf das Vorkommen von Campylobacter-
DNA mittels Multiplex gPCR nach He et al.

Fir die Multiplex gPCR nach He et al. (2010) wurden pro Reaktion je 2 pyl Template-DNA
eingesetzt. Als Fluorophore wurden FAM zur DNA-Sonde von C. jejuni und CY zur DNA-
Sonde von C. coli gewahilt.

Die Durchflihrung der PCR im Realtime-Thermocycler erfolgte mit einer initialen Temperatur
von 95°C uber 15 min. Dann folgten 30 Zyklen von Denaturierung bei 94°C fur 30 s,
Annealing bei 60°C fur 90 s und Elongation bei 72°C fir 90 s. Eine Fluorophormessung

wurde nach jedem Zyklus durchgefihrt.

3.4.2.12 Bestimmung der Ausscheidung von Campylobacter spp. bei Puten aus
Hobbyhaltung

Zur Bestimmung der Menge der ausgeschiedenen Campylobacter wurde 1 g Kot in 9 ml
Prestonbouillon gegeben und grindlich durchmischt. Hieraus wurde 1 ml in weitere 9 ml
Prestonbouillon Gberfiihrt und erneut grindlich durchmischt. Dies wurde bis zur
7. Verdinnungsstufe wiederholt. Aus jeder Verdinnungsstufe wurden 100 pl auf Karmali-

Agar gegeben und mittels Drygalski-Spatel gleichmaRig ausgestrichen. Die Bebriitung
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erfolgte dann Uber 48 h bei 41,5°C unter mikroaerophilen Bedingungen. AnschlieRend
wurden die Platten begutachtet und bei den Platten, die mit weniger als geschatzt
200 Kolonien bewachsen waren, wurden die einzelnen Kolonien gezahlt. Die Ausscheidung
wurde dann wie folgt berechnet:

Ausscheidung = -Verdinnungsstufe x 10

Fir die Puten aus der Hobbyhaltung ergab sich so eine Ausscheidung von 7 x 10° CFU/g
Kot.

3.4.2.13 Aufbwahrung der Sockentupfer, Teil 1

Zunachst wurden Sockentupfer von einer naturlich mit Campylobacter infizierten Putenherde
aus einer Hobbyhaltung im Berliner Umland genommen und das Gewicht bestimmt, indem je
3 Socken gewogen und das Gewicht anschliefend gedrittelt wurde. Es wurden zwei
verschiedene Typen von Stiefeliiberziehern benutzt. Stiefelliberzieher Typ | besteht aus
Polypropylenvlies mit CPE-verstarkter Sohle, Typ Il besteht rein aus Polypropylenvlies. Von
jedem Sockentyp wurden 48 Stiick genommen.

Die Socken wurden je zu dritt in handelsiibliche Plastiktiiten verpackt und bei 4°, 20° und
29°C fur ein bis funf Tage gelagert. Je drei Socken wurden sofort untersucht. Fir die
Untersuchung wurde jede Socke nach ISO 6579 (2002) mit 150 ml gepuffertem
Peptonwasser ubergossen, fur 30 s grindlich durchmischt und je 1 ml wurde in 9 ml
Prestonbouillon gegeben und 1 ml wurde in einem Eppendorftupe bei -20°C rlickgestellt. Die
weitere Isolierung und Untersuchung des Peptonwassers mittels Realtime-PCR erfolgte wie
bereits beschrieben. Lediglich auf die Differenzierung mittels Multiplex-PCR wurde

verzichtet.

3.4.2.14  Aufbewahrung der Sockentupfer, Teil 2

Getestet wurde das Uberleben von C. jejuni DSM 4688 in 2 verschieden Arten von
Stiefellberziehern unter verschiedenen Bedingungen. Zunachst wurde eine C. jejuni-
Zellsuspension in PBS hergestellt mit ca. 10° CFU/ml (=0,5 McFarland). Diese wurde dann
im Verhéltnis 1:10 mit PBS verdiinnt bis zur 10”-Verdiinnung. Aus jeder Verdiinnungsstufe
wurden 100 pl auf Columbiaagar ausgestrichen und bei 41,5°C Uber 48 h mikroaerophil
bebriitet. Die gewachsenen Kolonien der Verdiinnungen 10°, 10 und 10" wurden gezahlt
und der Gehalt an Keimen in der Ausgangssuspension errechnet. Es ergab sich ein Gehalt
von 2x108 CFU/ml Ausgangssupspension. Beprobt wurde ein in der Isolierung
Campylobacter negativer Hihnerbestand aus einer Berliner Hobbyhaltung.

Auf den einzelnen Socken wurde die ermittelte Menge Kot verteilt, auf Typ 1 je 2 g, auf Typ 2

je 1 g. AnschlieRend wurde der Kot mit je 100 pl der Zellsuspension aus der 107-
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Verdiinnung pro Gramm Kot kontaminiert (entspricht 2 x 10° CFU/g Kot) und je 3 Socken
wurden zusammen in handelsubliche Plastiktliten verpackt. Die Lagerung und Beprobung

erfolgte wie in Teil 1.

3.4.2.15 Differenzierung ausgewahlter Isolate mittels flaA-SVR-Sequenzierung

Far die Differenzierung mittels Sequenzierung der SVR des flaA-Gens wurden 47 C. jejuni-
Isolate aus 12 Putenmastbetrieben aus Mecklenburg-Vorpommern ausgewahlt. Zusatzlich
wurden 13 C. jejuni-Isolate aus drei Legehennenbetrieben aus ganz Deutschland untersucht.
Zunachst wurde die DNA der Isolate mittels S&ulenverfahren unter Zuhilfenahme des
QiaCube® extrahiert. Die Primer fur die PCR wurden nach Meinersmann et al. gewahlt.

Fir die Durchfiihrung der PCR wurden pro Reaktion je 2 ul Template-DNA eingesetzt. Die
initiale Temperatur lag bei 95°C ber 1 min. Es folgten 35 Zyklen mit Denaturierung bei 94°C
Uber 30 s, Annealing bei 60°C Uber 60 s und Elongation bei 72°C lGber 120 s. Am Ende folgte
ein finaler Elongationsschritt bei 72°C tber 300 s. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte im

1%-igen Agarosegel bei 60 V Uber 60 min.

3.4.2.16  Gelextraktion

Das Agarosegel mit den aufgetragenen flaA-SVR-PCR-Produkten wurde mit UV-Licht
beleuchtet und die entsprechende Bande bei ca. 400 bp mit einem Skalpell ausgeschnitten.
Das ausgeschnittene Stick Agarosegel wurde in einem 1,5 ml Eppendorf-Tube gewogen
und mit drei Gewichtsanteilen QG-Puffer Uberschichtet. Das Tube wurde fir 10 min bei 50°C
ohne Rotation in den Eppendorf-Thermoshaker gegeben und alle 2 — 3 min aufgeschiuittelt.
Danach war die Agarose komplett geschmolzen. Der pH-Wert sollte <7,5 sein. Er wurde
mittels des enthaltenen Indikators geprift und gegebenenfalls ausgeglichen. Dann wurde ein
Gewichtsanteil Isopropanol zugegeben und der gesamte Tube-Inhalt auf eine Saule
gegeben. Diese wurde fir 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen.
AnschlieRend wurden erneut 500 pl QG-Puffer auf die Saule gegeben, wie vor zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Nun wurden 700 ul PE-Puffer auf die Séule gegeben und 2 —
5 min einwirken gelassen. Es folgte wieder ein Zentrifugationsschritt, der Uberstand wurde
verworfen. Es wurde erneut wie vor zentrifugiert um die Saule zu trocknen. Die Saule wurde
anschliel®end in ein 1,5-ml Eppendorf-Tube gegeben und es wurden 22 ul EB-Puffer ins
Zentrum der Saule pipettiert, ohne dieses zu berihren. Nach dem anschlieflenden
Zentrifugationsschritt wurde die S&ule verworfen und der Uberstand enthielt die gereinigte

DNA. Zur Prufung wurde eine Gelelektrophorese durchgeflhrt.
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3.4.2.17 Uberpriifung der Gelextraktion mittels Gelektrophorese

Es wurde von jeder Probe 1 pl der erhaltenen aufgereinigten DNA mit 1 pl Stopmix und 3 ul
RNAse-freiem Wasser vermischt. Diese Mischung wurde in eine der Geltaschen eines 1 %-
igen Agarosegels geflllt und die Elektrophorese mit 75 V lber ca. 45 — 60 min durchgefihrt.
Das fertige Gel wurde mittels Universal Hood Il fotografiert. Die gewlinschte Bande sollte bei

ca. 400 bp erscheinen.

3.4.2.18 Sequenzierung

Die mittels Gelextraktion gewonnene DNA wurde halbiert. Die eine Halfte wurde zu dem
nach Meinersmann et al. vertffentlichten FWD-Primer gegeben, die andere zum REV-

Primer. Die Proben wurden durch LGC Genomics, Berlin, Deutschland sequenziert.

3.4.219 Auswertung der Sequenzierungsergebnisse

Die phylogenetische Untersuchung erfolgte mittels MEGA Version 4 (Tamura, Dudley, Nei
und Kumar 2007).
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4. Ergebnisse
4.1 Ergebnisse Salmonella
411 Untersuchung von Feldproben auf Salmonella spp.im Institut fir

Geflugelkrankheiten

4111 Jahr 2008

Im Jahr 2008 wurden insgesamt 1.299 Proben an das Institut fir Gefligelkrankheiten zur
Salmonellendiagnostik eingesandt. 658 der Proben stammten von HUhnern und 641 von
Puten. 652 der Proben von Huhnern stammten von Legehennen, sechs von Broilern.

Salmonellen wurden nur von Proben von Legehennen isoliert.

Bei den Puten stammten 380 Proben von mannlichen und 261 Proben von weiblichen Puten.
In 25 der Proben von Hihnern wurden Salmonellen nachgewiesen, was einer Pravalenz von
3,8% entspricht. Allerdings handelte es sich bei sechs Isolaten um einen Impfstamm von
Salmonella Enteritidis, weshalb die Pravalenz von Feldstdmmen also bei 2,9% lag. Am
haufigsten wurde S. Livingstone isoliert, gefolgt vom Impfstamm von S. Enteritidis. S.
Enteritids-Feldstdmme lagen an dritter Stelle. Als weiteres kamen vor: S. Mbandaka, S.
Gruppe C und D (nicht naher differenzierbar) und S. Jerusalem.

Eine Aufstellung der gefundenen Isolate findet sich in Tabelle 8.

Tabelle 8: isolierte Salmonellen von Hiihnern 2008
isoliertes Serovar Anzahl
S. Livingstone 9

S. Enteritidis Impfstamm
S. Enteritidis Feldstamm
S. Mbandaka

S. Gruppe C

S. Gruppe D

S. Jerusalem

= 2NN (o

Bei den Puten wurden 27 Salmonella-1solate gefunden. Die Pravalenz lag somit bei 4,2 %.
Dabei stammten 16 lIsolate von mannlichen Tieren und elf von weiblichen Tieren. Am
haufigsten wurde S. Saintpaul gefunden, gefolgt von S. Bovismorbificans. S. Hadar kam am
dritthaufigsten vor und am seltensten wurden S. Coeln und nicht ndher differenzierbare

Salmonella Serovare nachgewiesen (Tabelle 9).
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Tabelle 9: isolierte Salmonellen bei Puten, aufgeteilt nach Geschlecht, 2008

Ergebnisse

Mannlich Weiblich Summe

S. Saintpaul 5 7 12
S. Bovismorbificans 7 1 8
S. Hadar 4 0 4
S. Coeln 0 1 1
Nicht naher
differenzierbare Serovare 0 2 2

Summe 16 11 27

41.1.2 Jahr 2009

Im Jahr 2009 wurden 1.452 Proben eingesandt, wovon 597 von Legehennen stammten und
855 von Puten. Von mannlichen Puten stammten 394 dieser Proben, 306 von weiblichen
Puten, zwei von Tieren aus gemischten Herden mit Hdhnen und Hennen und bei 153 wurde

das Geschlecht nicht mitgeteilt.

Beim Huhn wurde aus 58 Proben Salmonella spp. isoliert, wobei 27 Mal der Salmonella-
Enteritidis-Impfstamm nachgewiesen wurde. Die Pravalenz von Feldstdmmen lag somit bei
5,2%. Insgesamt wurde 40 Mal S. Enteritidis gefunden, wovon 13 Isolate Feldstamme waren.
Am zweithaufigsten kamen S. Livingstone vor, gleichauf mit nicht weiter differenzierbaren
Salmonella Serovaren der Gruppe D. An dritter Stelle stand S. Saintpaul, gefolgt von
S. Infantis und S. Putten. Am seltensten wurde S. Manhattan isoliert.

Zu sehen ist diesin Tabelle 10.

Tabelle 10: isolierte Salmonellen bei Hihnern 2009

Anzahl
S. Enteritidis Impfstamm 27
S. Enteritidis Feldstamm 3
S. Livingstone
S. Gruppe D
S. Saintpaul
S. Infantis

S. Putten

S. Manhatten

isoliertes Serovar

—_—

= N[N |WwW OO,

Bei den Einsendungen von Puten wurde in 50 Fallen Salmonella spp. isoliert, was einer
Pravalenz von 5,9% entspricht. Hierbei stammten 13 Isolate von mannlichen Tieren, elf von
weiblichen, eines von Tieren aus einer gemischten Herde und bei 25 Isolaten war das
Geschlecht der Tiere nicht mitgeteilt. Wie auch im Jahre 2008 wurde 2009 bei Puten am
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haufigsten S. Saintpaul isoliert. In absteigender Reihenfolge wurden gefunden:
S. Typhimurium, S. Infantis, S. Give, Salmonellen der Gruppe B (nicht naher differenzierbar),
S. Schwarzengrund, S. Manhattan, S. Bovismorbificans, S. Montevideo, S. Senftenberg,
S. Minnesota, S. Agona und nicht naher differenzierbare Salmonellen der Gruppe D.

Eine Aufstellung ist in zu finden in Tabelle 11.

Tabelle 11: isolierte Salmonellen bei Puten, aufgeteilt nach Geschlecht, 2009

Beide Keine
Mannlich | Weiblich | Geschlechter| Angabe Summe

S. Saintpaul 6 4 0 15 25
S. Typhimurium 1 2 0 3 6
S. Infantis 0 2 0 1 3
S. Give 1 0 0 3 4
S. Gruppe B 2 1 0 0 3
S. Schwarzengrund 0 0 0 2 2
S. Manhatten 1 0 0 0 1
S. Bovismorbificans 1 0 0 0 1
S. Montevideo 0 0 0 1 1
S. Senftenberg 0 0 1 0 1
S. Minnesota 1 0 0 0 1
S. Agona 0 1 0 0 1
S. Gruppe D 0 1 0 0 1

Summe 13 11 1 23 50

4113 Jahr 2010

Von den 2.564 Einsendungen des Jahres 2010 stammten 570 von Legehennen und 1.994
von Puten. Von mannlichen Puten stammten 700 dieser Proben, 490 von weiblichen. Aus
gemischten Herden mit Hdhnen und Hennen stammten 22 der Einsendungen und bei 782

Einsendungen wurde das Geschlecht nicht mitgeteilt.

Bei 23 der Proben von Hihnern wurden Salmonella spp. gefunden, wobei es sich bei neun
Proben um einen Impfstamm handelte. Dies entsprach einer Pravalenz von Feldstdmmen
von 2,5%. Bei 14 der Isolate handelte es sich um S. Enteritidis, wobei neun der Isolate der
Impfstamm waren. S. Saintpaul wurde dreimal gefunden. Salmonellen der Gruppe D (nicht
naher differenziert) und S. Typhimurium wurden je zweimal isoliert, S. Infantis wurde einmal
gefunden.

Zu sehen ist dies in Tabelle 12
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Tabelle 12: isolierte Salmonellen bei Hihnern 2010

isoliertes Serovar Anzahl
S. Enteritidis Impfstamm 9
S. Enteritidis Feldstamm
S. Saintpaul

S. Gruppe D

S. Typhimurium

= NN [~ O,

S. Infantis

Bei Puten wurde 134 Mal Salmonella spp. isoliert, was einer Pravalenz von 6,7% entspricht.
Das am Haufigsten isolierte Serovar war S. Saintpaul mit 44 Isolaten, gefolgt von S. Infantis,
das 26 Mal isoliert wurde. S. Typhimurium wurde 14 Mal gefunden, S. Manhattan und
S. Coeln je elfmal, Salmonellen der Gruppe B (nicht naher differenzierbar) und
S. Brandenburg je sechsmal, je dreimal S. Montevideo und S. Enteritidis, je zweimal S. Ohio
und S. Minnesota. Einmal wurde eine Mischkultur mit S. Typhimurium und S. Saintpaul
gefunden. Ebenfalls je einmal fanden sich S. Paratyphi, S. Rissen, S. Hadar und S. Agona
und nicht naher differenzierbare Salmonellen.

Eine Aufstellung Gber die Funde des Jahres 2010 findet sich in Tabelle 13.

Tabelle 13: isolierte Salmonellen bei Puten, aufgeschlisselt nach Geschlecht, 2010. Da
keine Salmonellen aus gemischten Herden isoliert wurden, wurden sie nicht in der Tabelle
aufgefihrt.

Keine
Isoliertes Serovar Ménnlich Weiblich Angabe gesamt

S. Saintpaul 11 13 20 44
S. Infantis 3 7 16 26
S. Typhimurium 3 1 10 14
S. Manhatten 7 5 0 12
S. Coeln 3 0 8 11
S. Gruppe B 2 3 1 6
S. Brandenburg 1 2 3 6
S. Montevideo 0 2 1 3
S. Enteritidis 0 3 0 3
S. Ohio 0 2 0 2
S. Minnesota 1 1 0 2
S. Typhimurium + S. Saintpaul 0 0 1 1
S. Rissen 0 0 1 1
S. Hadar 1 0 0 1
S. Agona 0 1 0 1
S. spp. 0 0 1 1

Summe 32 40 62 134
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4114 Jahr 2011

Im Jahr 2011 wurden insgesamt 2.189 Proben zur Untersuchung eingesandt. 492 der
Proben stammten von Hihnern und 1.697 von Puten. 479 der Proben von Huihnern
stammten von Legehennen und 13 von Broilern. Von mannlichen Puten stammten 633 der
Proben, 450 von weiblichen Puten, 37 von Puten aus gemischten Herden mit Hdhnen und

Hennen und bei 577 Einsendungen wurde das Geschlecht der Tiere nicht mitgeteilt.

Aus 30 Proben von Hihnern wurde Salmonella spp. isoliert, wobei es sich bei 13 Isolaten um
einen Impfstamm handelte. Dies entspricht einer Pravalenz von 3,5%. Sechs Isolate
stammten aus Proben von Broilern, 24 von Proben von Legehennen. Alle Impfstdmme

wurden von Legehennenproben isoliert.

Es wurden folgende Salmonellen isoliert: am haufigsten fand sich der Impfstamm
S. Entertidis, gefolgt von sieben Isolaten aus Feldinfektionen. Dreimal wurden S. Montevideo
und Salmonellen der Gruppe D (nicht naher differenzierbar) isoliert. Je einmal fanden sich

S. Infantis, S. Limete, S. Typhimurium und S. Saintpaul ( Tabelle 14).

Tabelle 14: isolierte Salmonellen bei Hiihnern 2011

isoliertes Serovar Legehennen | Broiler
S. Enteritidis Impfstamm 13 0
S. Enteritidis Feldstamm 7 0
S. Montevideo 0 3
S. Gruppe D 3 0
S. Saintpaul 1 0
S. Infantis 0 1
S. Limete 0 1
0 1

S. Typhimurium

Aus 49 Proben von Puten konnte Salmonella spp. isoliert werden. Dies entspricht einer
Pravalenz von 2,9%.

Das am haufigsten vorkommende Serovar war S. Infantis mit zehn Isolaten. Neunmal kam
S. Coeln vor, gefolgt von S. Typhimurium, welches achtmal isoliert wurde. S. Saintpaul
wurde sechsmal isoliert, nicht naher differenzierbare Salmonellen dreimal. Je zwei Isolate
stellten S. Enteritidis, S. Indiana und S. Rissen. Je einmal wurde S. Hadar, S. Brandenburg,
S. Manhattan, S. Montevideo, S. Reading und S. Sambach als Mischkultur mit S. Saintpaul

gefunden. Die Isolate aus 2011 sind in Tabelle 15 dargestellt.
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Tabelle 15: isolierte Salmonellen bei Puten, aufgeschlisselt nach Geschlecht, 2011. Aus
Proben von gemischten Herden wurden keine Salmonellen isoliert, weswegen sie nicht in
der Tabelle aufgeflihrt werden.

Keine
Serovar mannlich | weiblich Angabe gesamt
S. Infantis 0 1 9 10
S. Coeln 3 0 6 9
S. Typhimurium 3 4 1 8
S. Saintpaul 0 5 1 6
S. spp. 1 1 1 3
S. Enteritidis 0 1 1 2
S. Indiana 1 0 1 2
S. Rissen 2 0 0 2
S. Gruppe B 1 0 0 1
S. Montevideo 1 0 0 1
S. Hadar 1 0 0 1
S. Brandenburg 0 1 0 1
S. Manhattan 1 0 0 1
S. Reading 0 0 1 1
S. Saintpaul + S. Sambach 0 1 0 1
Summe 14 14 21 49
41.2 Entwicklung der Isolierungsergebnisse der wichtigsten eingesandten

Salmonellenproben

Abbildung 4 und Abbildung 5 zeigen die Entwicklung der Isolierungsergebnisse von
Salmonellenproben in den Jahren 2008 bis 2011.

Bei Legehennen wurde insgesamt am haufigsten S. Enteritidis isoliert. Im Jahr 2008 jedoch
war das Haufigste Isolat S. Livingstone mit 1,4% der Funde und nur 0,6% S. Enteritidis. In
den Folgejahren hatte S. Livingstone nur untergeordnete Bedeutung. S. Saintpaul und
S. Infantis wurden im Jahr 2008 Uberhaupt nicht isoliert, wahrend sie in den Folgejahren zu
0,3% bis 0,7% isoliert wurden. Zu sehen ist dies in Abbildung 4.
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Abbildung 4: Die wichtigsten Salmonella-lsolate bei Legehennen der Jahre 2008 — 2011

Bei Puten wurde in den Jahren 2008 bis 2010 am haufigsten S. Saintpaul isoliert. Im Jahr
2010 wurde 45 Mal S. Saintpaul (2,3% der Gesamteinsendungen) isoliert. S. Typhimurium
und S. Infantis wurden im Jahr 2008 nicht isoliert. Der Anteil der S. Typhimurium- und
S. Infantis-Isolate stieg im Laufe der Jahre an, fiel aber zum Jahr 2011 wieder ab, wahrend

der Anteil an S. Saintpaul nach einem Peak in 2009 sank. Zu sehen ist dies in Abbildung 5.
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Abbildung 5: Die wichtigsten Salmonella-lsolate bei Puten der Jahre 2008 — 2011

413 Vorkommen S Saintpaul

Insgesamt wurden in den Jahren 2008 bis 2011 95 S. Saintpaul-Isolate gefunden. Zwolf
Isolate stammten aus dem Jahr 2008, 28 aus dem Jahr 2009, 48 aus dem Jahr 2010 und
sieben aus dem Jahr 2011.

Untersucht wurden 74 dieser Isolate. Alle Informationen zu den Isolaten sind auch

tabellarisch im Anhang zu finden in Tabelle 31.
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67 der untersuchten Isolate stammten von Mastputen, wobei 66 der Isolate aus Deutschland
kamen und eines aus Osterreich. Die restlichen sieben Isolate stammten von Legehennen
aus Deutschland.

Die Isolate von Puten aus Deutschland setzten sich zusammen aus zehn Kikenwindeln bzw.
Eintagskiiken, sechs Schlachtproben (Halshaut), zwei Staubproben (Desinfektionskontrolle)
und 48 Sockenproben, die von verschiedenen Altersgruppen genommen wurden. Das Isolat
aus Osterreich stammte von Kiikenwindeln.

34,3% der Isolate von Puten stammten von Hennen, 19,4% von Hahnen. Bei 46,3% war das
Geschlecht der Tiere nicht mitgeteilt worden.

Die aus Deutschland stammenden Isolate kamen von insgesamt 37 bekannten Mastern. drei
Proben stammen von unbekannten Mastern, meist aus Ost- und Siddeutschland. Eine
Aufstellung der Isolate von Puten ist in Tabelle 16 zu finden.

Die Isolate von Legehennen stammten aus zwei Betrieben aus Ostdeutschland, es handelte
sich bei den Proben von Legehennen ausnahmslos um Sockentupfer von Tieren im Alter

zwischen 38 und 69 Lebenswochen.

Tabelle 16: Salmonella Saintpaul bei Puten in den Jahren 2008 - 2011

Ménnlich Weiblich Keine Angabe Alter
1 - 4 Keine Angabe
- - 10 1. Lebenstag
- 1 7 2 - 7 Wochen
4 - - 8 - 11 Wochen
17 9 3 12 - 16 Wochen
1 2 - 17 - 20 Wochen
- 1 1 Desinfektionskontrolle
- - 6 Schlachtung
23 13 31 Summe
4.1.4 Empfindlichkeitsprifung gegeniiber Antibiotika der isolierten Salmonella

Saintpaul

Von 62 Isolaten von Legehennen (7) und Puten (55) lagen Resistenztests vor. Daflr wurde
durch das Institut fir Riskikobewertung (BfR) mittels Mikrodilutionsmethode die minimale
Hemmkonzentration (MHK) bestimmt. Die Beurteilung als ,resistent” erfolgte durch das BfR
anhand der Breakpoints des National Committee for Clinical Labratory Standards (NCCLS
2001) und dem Danish Integrated Antimicrobial Resistance Monitoring and Research
Programme (DANMAP 98,1999).

Keines der Isolate zeigte sich sensibel gegen alle Wirkstoffe. Lediglich sechs Isolate (9,7%)

waren gegen zwei Antibiotika resistent, drei (4,8%) gegen drei Antibiotika, funf (8,1%) gegen
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vier Antibiotika, vier (6,5%) gegen funf Antibiotika, 31 (50%) gegen sechs Antibiotika und 13
(21,0%) gegen sieben Antibiotika.

Somit waren 44 Isolate (71%) gegen sechs und mehr Antibiotika resistent.

Ein Isolat (1,6%) zeigte Resistenzen gegen Chloramphenicol und Florfenicol. Antibiotika
dieser Wirkstoffgruppe sind in Deutschland bei Lebensmittel-liefernden Tieren verboten. Kein
anderes Isolat war gegen diese Wirkstoffgruppe resistent. Es handelte sich um ein Isolat von
Puten aus Deutschland. Alle Isolate waren gegen Colistin, Cefotaxim und Ceftazidim

sensibel. Insgesamt traten 16 Resistenzprofile auf. Die Profile sind in Tabelle 17 aufgefiihrt.

Tabelle 17: Resistenzprofile isolierter S. Saintpaul, Aufzdhlung nach Haufigkeit des

Auftretens
Profil-Nr. | Haufigkeit % Antibiotika
1 15 24.2% |AMP, GEN, KAN, SMX, TET, TMP
2 14 22,6% |AMP, CIP, GEN, NAL, SMX, STR
6 10 16,1% |AMP, CIP, NAL, SMX, STR, TET, TMP
3 3 4,8% AMP, CIP, GEN, NAL, SMX
7 4 6,5% SMX, TET
10 3 4,8% AMP, SMX, TET, TMP
4 2 3,2% AMP, GEN, KAN, SMX, STR, TET, TMP
8 2 3,2% CIP, NAL
16 2 3,2% SMX, STR, TET
9 1 1,6% AMP, CIP, GEN, NAL, SMX, STR, TET
11 1 1,6% AMP, SMX, STR, TET
12 1 1,6% AMP, SMX, TET
13 1 1,6% CHL, CIP, FFN, SMX
14 1 1,6% AMP, SMX, STR, TET, TMP
15 1 1,6% AMP, GEN, SMX, STR, TET, TMP
5 1 1,6% AMP, CIP, GEN, NAL, SMX, TET

AMP: Ampicillin, CHL: Chloramphenicol, CIP: Ciprofloxacin, FFN: Florfenicol, GEN:
Gentamicin, KAN: Kanamycin, NAL: Nalidixinsdure, SMX: Sulfmethoxazol, STR:
Streptomycin, TET: Tetrazyklin, TMP: Trimethoprim

Teilt man die Antibiotika in ihre Wirkstoffklassen ein, erhalt man folgendes Bild: 18 Isolate
sind resistent gegen [-Lactame, Tetrazykline, Aminoglykoside und Sulfonamide. Dies
entspricht 29% der Isolate. 17 Isolate sind resistent gegen B-Lactame, Gyrasehemmer,
Aminoglykoside und Sulfonamide. Dies entspricht einem Anteil von 27,4%. Zehn Isolate sind
resistent gegen [(-Lactame, Gyrasehemmer, Sulfonamide und Tetrazykline, was 16,1%
entspricht. Je vier Isolate sind resistent gegen B-Lactame, Sulfonamide und Tetrazykline,
bzw. Sulfonamide und Tetrazykline. Dies entspricht 6,5%. Je zwei Isolate sind resistent
gegeniber Gyrasehemmern, bzw. p-Lactame, Aminoglykoside, Sulfonamide und

Tetrazykline, bzw. [-Lactame, Gyrasehemmer, Aminoglykoside, Sulfonamide und
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Tetrazykline, bzw. Sulfonamide, Aminoglykoside und Tetrazykline. Dies entspricht einem
Anteil von 3,2%. Lediglich ein Isolat ist resistent gegeniber Phenicolen, Gyrasehemmern
und Sulfonamiden, was einem Anteil von 1,6% entspricht.

Tabelle 18 stellt dies dar.

Tabelle 18: Antibiotikaresistenzen der untersuchten Isolate nach Wirkstoffklassen

Haufigkeit| Prozent | Wirkstoffklassen

18 29,03% | B-Lactam, Tetrazykline, Aminoglykoside, Sulfonamide
17 27,42% | B-Lactam, Gyrasehemmer, Aminoglykoside, Sulfonamide
10 16,13% | B-Lactam, Gyrasehemmer, Sulfonamide, Tetrazykline

6,45% B-Lactam, Sulfonamide, Tetrazykline

6,45% Sulfonamide, Tetrazykline

4

4

2 3,23% Gyrasehemmer

2 3,23% B-Lactam, Aminoglykoside, Sulfonamide, Tetrazykline

B-Lactam, Gyrasehemmer, Aminoglykoside, Sulfonamide,

2 3,23% Tetrazykline
2 3,23% Sulfonamide, Aminoglykoside, Tetrazykline
1 1,61% Chloramphenicole, Gyrasehemmer, Sulfonamide

4.1.5 Etablierung der Pulsfeld-Gelelektrophorese (PFGE)

Zur Etablierung der PFGE wurden zunachst sieben Kontrollstdmme von Salmonella
Paratyphi B aus dem Jahr 2010 aus Deutschland verwendet. Beim ersten Durchlauf wurde
auf Thioharnstoff verzichtet. Es wurde mit aufsteigenden Agarkonzentrationen fir die

Bléckchen gearbeitet. Ein Bild des ersten Versuches zeigt Abbildung 6.

Abbildung 6: Versuch 1 PFGE. Spuren 1 und 6 sind mit Marker belegt. Spuren 2 bis 4 mit
Isolat 1 in aufsteigenden Agarkonzentrationen (0,5%, 0,6%, 0,75% und 1,0%)
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Obwohl die Qualitat des Geles insgesamt noch nicht optimal war wurde festgestellt, dass die
Konzentration von 1%-igem Agar flir die Bléckchen fur die Handhabung und das Ergebnis
am Besten war.

Manche Salmonella Saintpaul-lsolate waren mit dem Standardprotokoll nach Ribot et al.
(2006) nicht differenzierbar. Zu sehen ist dies in Abbildung 7.

SR RINIE
_'-"l'lll"

]

Abbildung 7: herkdmmlich nicht differenzierbare Isolate in Spuren 2 - 7 und 9 - 12. Spuren
1, 8 und 15 enthalten den kommerziellen Marker. Spur 13 und 14 enthalten nach
Standardprotokoll differenzierbare Isolate von S. Saintpaul

Um diese Isolate differenzierbar zu machen, wurde nach Murase et al. (2004) Thioharnstoff
in Laufpuffer und Laufgel gegeben. Abbildung 8 zeigt die gleichen Isolate wie in Abbildung 7
nach dem Zufiigen von Thioharnstoff zum Laufpuffer.

4
|
i
)

4§
“

Abbildung 8: nicht differenzierbare S. Saintpaul-Isolate nach Zugabe von 100 pmol
Thioharnstoff, Spurenbelegung wie in Abb. 4
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Da die Ergebisse noch nicht optimal dargestellt waren, wurde die Konzentration auf 133,3

pmol pro 1 | Laufpuffer im nachsten Lauf erhéht. Abbildung 9 zeigt ein gut auswertbares Gel.

11 12 13 14 15

Abbildung 9: gut auswertbares PFGE-Gel, Spuren 1, 8 und 15 enthalten S. Braendrup als
Marker, die restlichen Spuren die S. Saintpaul Isolate Nummer 25 — 36

41.6 Genotypisierung der S. Saintpaul-Isolate mittels Bionumerics

Im Dendrogramm lief3en sich 4 Cluster (A bis D) unterscheiden. Ein Isolat (1470-3 aus 2009)
konnte keinem Cluster zugeordnet werden. Es war nur zu 35,22 % den anderen Isolaten
ahnlich. Die Ahnlichkeit zwischen den Clustern lag bei 72,75 % zwischen A und B, 64,39 %
zwischen B und C und 55,19 % zwischen C und D.

Zu sehen ist das Dendrogramm aller in den Jahren 2008 bis 2011 untersuchten S. Saintpaul-
Isolate in Abbildung 10.
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Cluster A bestand aus 15 Isolaten, die von zehn verschiedenen Mastputenbetrieben aus
den Jahren 2009 und 2010 stammten. Innerhalb des Clusters A bestand allerdings kein
engerer Zusammenhang zwischen den Isolaten aus gleichen Betrieben.

Cluster A konnte wiederum in drei Subcluster (1 — 3) unterteilt werden. Subcluster 1
umfasste drei Isolate. Sie stammten alle aus unterschiedlichen Postleitzahlenbereichen. Die
engere Verwandtschaft bestand zwischen den Isolaten aus 2010 mit einem Grad von 97 %.
Dazu stand das Isolat aus 2009 mit einer Verwandtschaft von 96 %.

Zu Subcluster 2 gehdren sechs Isolate von drei bekannten und einem unbekannten Master.
Sechs der Isolate stammten aus dem Jahr 2010, eines aus 2009. Auch hier bestand wieder
eine enge genetische Verwandtschaft von 96 %.

Subcluster 3 bestand aus drei Isolaten von drei verschiedenen Mastern aus
unterschiedlichen Postleitzahlenbereichen aus dem Jahr 2010. Sie waren zu 99 %
Ubereinstimmend. Zu keinem Teil zuzuordnen waren drei Isolate von drei verschiedenen
Mastern. Isolat 264-2 stimmte zu 92 % mit Subcluster 1 und 2 Uberein, wahrend die beiden
anderen Isolaten lediglich zu 85, bzw. 73 % Ubereinstimmten. Das am weitesten entfernte
Isolat stammte aus dem Jahr 2009, die anderen aus 2010.

Cluster A ist in Abbildung 11 dargestellt.

21191 Betrieb Nr. 28, PLZ 74 2010
7731 Betrieb Nr. 14, PLZ 01 2010

1399-1 Betrieb Nr. 7, PLZ 83 2009

563-12 Betrieb Nr. 12, PLZ 74 2010

* 5532 Betrieb Nr. 25, PLZ 83 2010

15339 Betrieb Nr. 12, PLZ 74 2009

407-2 Betrieb Nr. 25, PLZ 83 2010

" 588-6 Betrieb unbekannt 2010

? 300-1 Betrieb Nr. 28, PLZ 74 2010

I — 264-21#1 Betneb Nr. 11, PLZ 74 2010

B9-1/42 Betrieb Nr. 5, PLZ 74 2010

85.12% | _ Eg’m%ag-zm Betrieb Nr. 38, PLZ 83 2010

i YRS Betrieb Nr. 14, PLZ 01 2010

’7 faten 167-1 Betrieb Nr. 12, PLZ 74 2010
14555 Betrieb Nr. 1, PLZ 83 2009

Abbildung 11: Cluster A des Dendrogramms von S. Saintpaul-Isolaten

Cluster B bestand aus 20 Isolaten aus den Jahren 2008 bis 2010. Er konnte in drei
Subcluster (1-3) unterteilt werden. Subcluster 1 bestand neun Isolaten. Die Isolate kamen
aus vier Betrieben in den Postleitzahlenbereichen 04, 15, 74 und 91. Zwei der Isolate
stammten von Hihnern des gleichen Betriebes aber aus unterschiedlichen Stallen. Innerhalb
des ersten Subclusters war die engste Verwandtschaft zwischen zwei Isolaten des gleichen
Betriebes aus 2008 und 2011 mit einer Ubereinstimmung von 99,45 %. Auch drei weitere

Isolate dieses Subclusters kamen aus diesem Betrieb aus den Jahren 2008 und 2010. Die
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beiden letzten Isolate dieses Subclusters stammten von unterschiedlichen Betrieben aus
2010. Insgesamt waren alle Isolate dieses Subclusters sehr eng verwandt, die weiteste
Ubereinstimmung lag bei 92%.

Subcluster 2 bestand aus acht Isolaten aus acht unterschiedlichen Betrieben, die bis auf ein
Isolat von Legehennen ausnahmslos aus Kikenwindeln von Puten isoliert wurden. Hierbei
bestand kein regionaler Zusammenhang, aber alle Isolate stammten aus dem Jahr 2010.
Subcluster 3 bestand aus drei Isolaten aus 2009 aus zwei Betrieben. Wiederum stammte ein
Isolat von Legehennen. Die beiden anderen Isolate stammten aus dem selben Betrieb aus
unterschiedlichen Stéllen.

Cluster B ist in Abbildung 12 dargestellt.

1224721 Betrieb Nr. 31, PLZ 15 2010
123301 Betrleb Nr. 31, PLZ 15 2010

409-1 Betrieb Nr. 26, PLZ 91 2008

1282-1 Betrieb Nr. 26, PLZ 91 2008

P4 %771 Betrieb Nr. 26, PLZ 91 2011

e 204-1/#1 Betrieb Nr. 28, PLZ 74 2010
269-1 Betrieb Nr. 26, PLZ 91 2008

AR ggs Betrieb Nr. 26. PLZ 91 2010

15756 Betrieb Nr. &, PLZ 04 2010

126-8 Betrieb Nr. 17, PLZ A 45 2010

244 50-1 Betrieb Nr. 4, PLZ 74 2010

. %6:%5% 1556 Betrieb Nr. 24, PLZ 83 2010

9823% 126-7 Betrieb Nr. 23, PLZ 84 2010

78% 1502 Betrieb Nr. 36, PLZ 85 2010

196-1 Betrieb Nr. 31, PLZ 15 2010

2% 1992 Betrieb Nr. 9, PLZ 16 2010

oo o™ 4824 Retrieh Nr_32, PL7 09 2010

119-3 Betrieb Nr. 26, PLZ 91 2009

%,safjpa " 1211 Betrieb Nr. 31, PLZ 15 2009

13284 Betrieb Nr. 26, PLZ 91 2009

Abbildung 12: Cluster B des Dendrogramms von S. Saintpaul-Isolate

Cluster C war der umfangreichste der vier Cluster und enthielt 27 Isolate aus 18 Betrieben
der Jahre 2008-2011. Es konnte eine weitere Teilung in Subcluster 1 — 3 und vier
ungruppierte Isolate erfolgen.

Subcluster 1 bestand aus drei Isolaten von drei unterschiedlichen Betrieben, wobei einer der
Betriebe nicht bekannt war. Zwei der Isolate stammten aus 2009, eines aus 2010. Es
bestand erneut kein geographischer Zusammenhang.

Subcluster 2 bestand aus 16 Isolaten von zehn Betrieben, wobei zwei Isolate von
unbekannten Mastern stammten. Eines der Isolate stammte von Kikenwindeln. Es war
genetisch sehr eng verwandt mit einem Wert von 99 % mit dem einzigen Isolat von
Legehennen aus dieser Gruppe. Allerdings stammte das Isolat von Legehennen aus dem

Jahr 2008, wahrend das Isolat von Mastputen aus 2011 stammte.
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Subcluster 3 bestand aus vier Isolaten von vier verschiedenen Mastern aus dem Jahr 2009.
Es bestand eine mindestens 86%-ige Ubereinstimmung zwischen den Isolaten.

Drei der keiner Gruppe zuzuordnenden Isolate waren zu mindestens 86 % Ubereinstimmend
mit Subclustern 1 und 2. Sie stammten aus den Jahren 2010 und 2008 von drei
unterschiedlichen Mastern. Die Isolate jlingeren Datums hatten hierbei eine groéRere
Ubereinstimmung von 89, bzw. 93 %. Das restliche nicht zu einem Subcluster zuzuordnende
Isolat stammte aus dem Jahr 2011 und zeigte nur eine 56 %-ige Ubereinstimmung mit den

Ubrigen Isolaten. Eine Abbildung von Cluster C findet sich in Abbildung 13.

TRy, 14641 Betrieb Nr. 20, PLZ 89 2009
E 46-1/21 Betrieb Nr. 19, PLZ 89 2010
Ho 1626 (5/8):  Betrieb unbekannt 2009
0.2301288 Betrieb Nr. 30, PLZ 16 2011
_j;u% 2300-2 Betrieb Nr. 30, PLZ 16 2011
§508 % 1626 (4/2) Betrieb unbekannt 2009
55 0029041 Betrieb Nr. 6, PLZ 16 2011
15 0 02821 Betrieb unbekannt 2008
— 23651 Betrieb Nr. 30, PLZ 16 2011
[ 9K pean Betrieb Nr. 21, PLZ 83 2010
99,61 %
Betrieb Nr. 37, PLZ 74 2010
Betrieb Nr. 27, PLZ 84 2010
Betrieb Nr. 22, PLZ 18 2010
Betrieb Nr. 30, PLZ 16 2011
Betrieb Nr. 37, PLZ 74 2010
Betrieb Nr. 22, PLZ 18 2010
Betrieb Nr. 1, PLZ 83 2009
Betrieb Nr. 10, PLZ 74 2008
Betrieb Nr. 11, PLZ 74 2008
92,52 % 1599-1/21 Betrieb Nr. 30, PLZ 16 2010
8941 % 1571-2 Betrieb Nr. 13, PLZ 74 2010
64.39% 8253 % 563-1 Betrieb Nr. 18, PLZ 04 2008
1376-1 Betrieb Nr. 20, PLZ 89 2009
—| 94.38% 57-1 Betrieb Nr. 35, PLZ 74 2009
74,05 % 92,78 % 220-5 Betrieb Nr. 3, PLZ 71 2009
86.33% 5678-1 Betrieb Nr. 18, PLZ 04 2009
55.65% 379.5 Betrieb Nr. 29, PLZ 99 2011

Abbildung 13: Cluster C des Dendrogramms von S. Saintpaul-Isolaten

Cluster D schlussendlich bestand aus zwdlf Isolaten von neun verschiedenen Mastern aus
2009 und 2010. Man konnte ihn in drei Subcluster (1-3) unterteilen. Subcluster 1 und
2 bestanden alle aus Isolaten aus 2009, wahrend in Subcluster 3 lediglich Isolate aus 2010
zu finden waren. Subcluster 1 bestand aus drei Isolaten von drei Mastern, die zu mindestens
93 % Ubereinstimmten. Subcluster zwei bestand aus vier Isolaten von vier Mastern die zu
mindestens 96 % Ubereinstimmten. Subcluster 3 bestand aus vier Isolaten von drei Mastern,
die zu mindestrens 97 % ubereinstimmten. Die einzelnen Subcluster waren eng verwandt.
So stimmten Subcluster 1 und 2 zu 89 % uberein, wahrend die aktuelleren Isolate aus
Subcluster 3 zu 83 % mit den anderen Teilen Ubereinstimmten.

Ein Isolat, das nicht zu Cluster D gehdrte, stimmte zu 35 % mit allen anderen Isolaten

Uberein und ist ebenfalls in Abbildung 14 dargestellt.
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1962 BetiebNr 12, PLZT4 2009
95,96 %

A‘i: 5602, Betreb Nr. 31, PLZ 15 2009
U7 144 BeliebNr. 15, PLZB6 2000

89,31% 12503 Betrieb Nr. 31, PLZ 15 2009
U801 BetiebNr 33 PLZ85 2009

98,01 %
{4529%  Betieb Nr.7. PLZ83 2009

55,19 % 95,86 %
1241 BetriebNr. 2 PLZ1T 2008
UG Belrieb Nr 7 PLZ83 2010

98,46 %
244 BelriebNr 1, PLZ83 2010
L_[n% 27015 Betieb Nr. 16, PLZ T4 2010
TA%E4 BetiebNr7 PLZE 2010
522% W03 Befrieb Nr. 37, PLZ T4 2009

Abbildung 14: Cluster D des Dendrogramms von S. Saintpaul-Isolaten. Am unteren Ende des
Dendrogramms findet sich das nicht zuzuordnende Isolat.
Schlussfolgernd konnte kein geographischer Zusammenhang gefunden werden, wohl aber
ein zeitlicher. Isolate aus 2009 befanden sich hauptsachlich in Cluster A, zusammen mit
einigen lIsolaten aus 2010. Isolate aus 2010 fanden sich eher in Cluster B, besonders in
Subcluster B-2. Isolate aus 2008 fanden sich sowohl in Cluster B als auch C.
Die Isolate von Legehennen waren stets eng verwandt mit Isolaten aus Kikenwindeln bzw.
Eintagskiken. Die meisten dieser Isolate fanden sich in Cluster B, besonders in Subcluster

B-2. Aber auch in Cluster D konnten sie gefunden werden.

41.7 Erstellung von Bandenprofilen

Zur Erkennung von Verwandtschaftsbeziehungen wurden die Bandenmuster der Laufspuren
verglichen. Unterschieden sich diese in nur einer Bande, wurde dies mit einem Buchstaben
gekennzeichnet (bspw. Profil Nr. 1, Nr. 1 A, Nr. 1 B, ...). Unterschieden sich die Spuren in
2 oder mehr Banden wurde es mit einer Zahl gekennzeichnet (bspw. Profil Nr. 1, Nr. 2, Nr. 3,
).

Es lieRen sich 15 Profile unterscheiden.

Am haufigsten fand sich Profil 1, das insgesamt 22 Isolate zeigten. Gefolgt von Profil 6 mit
16 Isolaten und Profil 9 mit dreizehn Isolaten. Profil 12 zeigten sechs Isolate, Profil 7 3 und
Profile 3, 13 und 14 je zwei Isolate. Je ein Isolat zeigten die Profile 2, 4, 5, 8, 10, 11 und 15.
Profile 1, 3, 6 und 9 lieRen sich weiter unterteilen. Zu Profil 1 A gehérten dreizehn und zu 1 B
ein Isolat. Isolat 3 A zeigte ein Isolat, Isolat 6 A ein und 6 B neun Isolate und Profil 9 A ein
Isolat.

Wie zu erwarten fanden sich die Bandenprofile auch in den einzelnen Clustern gruppiert.

Eine kurze Zusammenfassung der Bandenprofile je Cluster zeigt Tabelle 19
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Tabelle 19: Zusammenfassung der manuellen Bandenprofile unterteilt in ihr Vorkommen
in den Clustern

Cluster Bandenprofile Anzahl Isolate

9 13

A 10 1

11 1

6 16

B 7 3

8 1

1 22

2 1

Cc 3 2

4 1

5 1

12 6

D 13 2

14 2

einzelnes Isolat 15 1
4.1.8 Einbeziehung von Bandenprofilen und Resistenzprofilen in der Auswertung

Die Bandenprofile stimmten groftenteils mit dem durch Bionumerics erstellten Dendrogramm
Uberein. So fanden sich in Cluster A das Bandenprofil Nr. 9 (zwolf Isolate), Nr. 10 (zwei
Isolate) und Nr. 11 (ein Isolat). Jedoch waren die Resistenzprofile etwas heterogener. So
zeigten die Isolate des Cluster A die Resistenprofile Nr. 7, 10, 11, 12, 13, 14 und 16.

In Cluster B fanden sich hauptsachlich die Bandenprofile Nr. 6 (16 Isolate), Nr. 7 (drei Isolat)
und Nr. 8 (ein Isolat). Bei den Resistenzprofilen dominierte Profil Nr. 1 mit 15 der Isolate,
gefolgt von Nr. 4 mit 2 Isolagen und Nr. 8 und Nr. 15 mit je einem Isolat.

Cluster C beinhaltete die Bandenprofile Nr. 1 (22 Isolate), Nr. 2 (ein Isolat), Nr. 3 (zwei
Isolate), Nr. 4 (ein Isolat) und Nr. 5 (ein Isolat). Es herrschte Resistenzprofil Nr. 2 vor
(13 Isolate), gefolgt von Resistenzprofil Nr. 3 (drei Isolate) und Nr. 5, Nr. 8 und Nr. 9 (je ein
Isolat).

In Cluster D fanden sich die Bandenprofile Nr. 12 (sieben Isolate), Nr. 13 und Nr. 14 (je zwei
Isolate). Von einem Isolat lagen keine Resistenzdaten vor, die anderen zeigten alle
Resistenzprofil Nr. 9.

Das nicht zu den anderen zugehdrige Isolat zeigte Bandenprofil Nr. 15 und Resistenzprofil
Nr. 2. Dies zeigt Tabelle 20.
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Tabelle 20: Bandenprofile und Resistenzprofile der untersuchten S. Saintpaul

Bandenprofile

Resi-

stenz- Sum

profil 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 me
1 11 3 1 15
2 12 ] 1 1 14
3 2 1 3
4 2 2
5 1 1
6 7 1 2 10
7 4 4
8 1 1 2
9 1 1
10 3 3
11 1 1
12 1 1
13 1 1
14 1 1
15 1 1
16 2 2

Summe| 15 | 1 2 1 0 |15 ] 3 1 11 1 1 7 1 2 1

4.1.9 Zusammenfassende Ergebnisse der Auswertungsmethoden zur Differenzierung

von S. Saintpaul

Verglich man die oben beschriebenen Auswertungsmethoden erkannte man einen
deutlichen Zusammenhang zwischen manueller Auswertung und der Differenzierung mittels
Bionumerics. Die Resistenzprofile stimmten allerdings nur zum Teil mit den beiden anderen

Methoden Uberein.

4.2 Ergebnisse Campylobacter
4.2.1 Etablierung der Multiplex PCR von Campylobacter spp. nach Wang et al.
(2002)

Die Identifizierung mittels Multiplex PCR wurde zunachst mit PuReTaq Ready To Go Beads
durchgeflihrt. Bei der Untersuchung der C. jejuni-Positivkontrolle entstand zusatzlich zu den

erwarteten Banden eine weitere Bande. Abbildung 15 zeigt die zusétzliche Bande.
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\1

——— C.coli, 126 bp

C. jguni, 323 bp

Bande mit Kreis markiert. Spuren 1 und 8 wurden mit einem Marker belegt, Spur 2 bis 4 mit
Proben, Spur 5 mit C. coli Positivkontrolle (PK), Spur 6 mit C. jejuni PK und Spur 7 mit einer
Negativkontrolle (NK).

Wurde stattdessen ein Mix mit dem Qiagen Multiplex-PCR-Mix erstellt, trat diese Bande nicht
auf. Die Temperaturen und Zeiten fir Denaturierung, Annealing und Elongation wurden nach
Vorgabe des Herstellers des Multiplex-PCR-Mix gewahlt (siehe 1.4.18, Material und
Methoden). Probeweise wurden auch die durch Wang et al. (2002) vorgegeben
Temperaturen und Zeiten angewandt, die Bandensichtbarkeit war aber bei den
angegebenen Werten am Besten.

Die Bandenlaufweiten der verschiedenen Campylobacter spp. sind in

Abbildung 16 dargestellt.

23 S, 650 bp

| C.jguni, 323 bp
C. lari, 251 bp

' | C.coli, 126 bp

Abbildung 16: Laufweiten Campylobacter spp.. Spur 1 ist belegt mit C. jejuni PK, Spur 2 mit
C. coli PK, Spur 3 mit C. lari PK und Spur 4 mit einem Marker

70



Ergebnisse

422 Isolierung von Campylobacter spp. aus der Salmonellenvoranreicherung

Aus der Voranreicherung zur Untersuchung auf Salmonellen von eingesandten Proben
wurde nach grundlicher Durchmischung 1 ml des Peptonwassers entnommen und in 9 ml
Prestonbouillon Gberfiihrt. Von 477 Proben wurde ein weiterer ml in ein Eppendorftube
Uberfuhrt und bei -20°C zurickgestellt. Die beimpfte Prestonbouillon wurde wie in Kapitel
1.2.2.5 (Material und Methoden) beschrieben weiter behandelt.

Insgesamt wurde aus 400 von 2.503 untersuchten Proben Campylobacter isoliert, was einer
Pravalenz von 16 % entspricht. Die Proben stammten von Puten (1.905 Einsendungen) und
Hihnern (598 Einsendungen). Bei den Proben von Puten stammten die meisten
Einsendungen von Hahnen (879 Einsendungen) und Hennen (630 Einsendungen). Bei 350
Einsendungen war das Geschlecht der Tiere unbekannt und bei 46 Einsendungen stammten
die Proben aus gemischtgeschlechtlichen Herden.

Bei den Einsendungen von Hihnern kamen die meisten von Legehennen (558
Einsendungen). Von Broilern stammten lediglich 40 Einsendungen.

Von den positiven Proben stammten 344 von Puten und 56 von Hihnern. Dies entspricht
einer Pravalenz von 18,1% bei Puten und 9,4% von Hihnern. Bei 242 Isolaten handelte es
sich um Campylobacter jejuni (was einer Pravalenz von 9,7% entspricht) bei 123 Isolaten um
Campylobacter coli (Pravalenz 4,9%) und bei 35 lIsolaten kamen beide Spezies vor
(Pravalenz 1,4%). Campylobacter lari wurde in keiner der Proben nachgewiesen.

Bei den Puten stammten 171 der Isolate von mannlichen und 131 von weiblichen Tieren. 36
Isolate stammten von Tieren mit unbekanntem Geschlecht und sechs aus gemischten
Herden. Bei den Isolaten von mannlichen Tieren dominierte C. jejuni mit 60,8% (104 Isolate)
Uber C. coli mit 29,8% (51 Isolate). 9,4% (16 Isolate) der Isolate von mannlichen Tieren
zeigten eine Infektion mit C. jejuni und C. coli. Auch bei den weiblichen Tieren wurde mit
67,2% (88 Isolate) wesentlich haufiger C. jejuniisoliert als C. coli mit 26,0% (34 Isolate). Hier
war bei 9 Isolaten (6,9%) eine Infektion mit beiden Serovaren gleichzeitig festzustellen. Bei
den Isolaten von Tieren unbekannten Geschlechts wurde C. jejuni in 66,7% (24 Isolate) der
Falle nachgewiesen und C. coliin 27,8 % (10 Isolate). Hier waren 5,6% (2 Isolate) der Tiere
doppelt infiziert. Bei den Isolaten von Tieren aus gemischten Herden waren 83,3% (5 Isolate)
der Isolate C. jejuni und 16,7 % (1 Isolat) C. coli. Keines der Isolate wies beide Serovare

gleichzeitig auf. Tabelle 21 zeigt die Ubersicht.
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Tabelle 21: Campylobacter spp. bei Puten aus zur Salmonellenuntersuchung eingesandten
Proben

. b o s Beide Keine
Mannlich Weiblich Geschlechter Angabe Summe
Einsendungen 879 630 46 350 1.905
C. jejuni 104 88 5 24 221
C. coli 51 34 1 10 96
Doppelinfektion 16 9 0 2 27
Summe
positiver 171 (19,5%) 131 (20,8%) 6 (13,0%) 36 (10,3%) 344
Proben

Bei den Hihnern waren 47 der Isolate von Legehennen und neun von Broilern. 34% der
Legehennenisolate (16 Isolate) waren C. jejuni und 51,1 % (24 Isolate) C. coli. Eine
Doppelinfektion mit beiden Serovaren fand sich bei 14,9 % (7 Isolate). Bei den Broilern
waren 55,6% (funf Isolate) der Isolate C. jejuni, 33,3 % (drei Isolate) C. coliund 11,1 % (ein
Isolat) Doppelinfektionen.

In Tabelle 22 findet sich die Ubersicht (iber die Isolierungen.

Tabelle 22: Campylobacter spp. bei Hiihnern aus zur Salmonellenunterschung eingesandten
Proben

Legehenne Broiler Summe
Einsendungen 558 40 598
C. jejuni 16 5 21
C. coli 24 3 27
Doppelinfektion 7 1 8
Summe positiver
Proben 47 (8,4%) 9 (22,5%) 56

Die Ergebnisse der Isolierung wurden monatlich erfasst. Zusatzlich wurden die mittleren
Monatstemperaturen (Quelle: Deutscher Wetterdienst) erfasst.

Eine zeitliche Ubersicht der im Verlauf der Untersuchung isolierten Campylobacter ist in
Tabelle 23 und bildlich in Abbildung 17 dargestellt. Die Unterteilung in C. jejuni und C. coli ist
in der Abbildung aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht erfolgt.
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Tabelle 23: Pravalenz C. coliund C. jejuni, mittlere Monatstemperatur.

Pravalen | mittler
z e
C. | Préavalen Pravalen | Doppel- | Doppel- | Tempe
Einsendunge | jejun z C. z infektione | infektion | ratur
Monat Jahr n gesamt i C. jejuni | coli| C. coli n en °C
Juni 10 106 12 11,3% 4 3,8% 0 0% 16,3
Juli 10 154 8 5,2% 4 2,6% 0 0% 20,3
August 10 133 18 13,5% 5 3,8% 2 1,5% 16,7
September | 10 163 21 12,9% 13 8,0% 1 0,6% 12,4
Oktober 10 158 37 23,4% 16 10,1% 0 0% 8,1
November | 10 161 27 16,8% 9 5,6% 6 3,7% 4.8
Dezember | 10 92 10 10,9% 6 6,5% 0 0% -3,7
Januar 11 102 14 13,7% 9 8,8% 0 0% 1
Februar 11 199 22 11,1% 10 5,0% 5 2,5% 0,9
Méarz 11 121 1 0,8% 11 9,1% 0 0% 4,9
April 11 138 6 4,3% 9 6,5% 0 0% 11,6
Mai 11 151 11 7,3% 1 0,7% 3 2,6% 13,9
Juni 11 107 2 1,9% 4 3.7% 1 0,9% 16,5
Juli 11 81 2 2,5% 2 2,5% 0 0% 16,1
August 11 95 4 4,2% 2 2,1% 0 0% 17,7
September | 11 160 9 5,6% 5 3,1% 2 1,3% 15,2
Oktober 11 114 8 7,0% 3 2,6% 2 1,8% 9,4
November | 11 160 21 13,1% 7 4,4% 8 5,0% 4,5
Dezember | 11 108 9 8,3% 3 2,8% 5 4,6% 3,9
Summe | 10/11 2503 242 9,6% 123 4,9% 35 1,4% -
40 25,0
&
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Abbildung 17: Aufstellung der Campylobacterpravalenz aus Sockenproben und monatliche
Temperaturen
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4.2.3 Untersuchung von 70 Proben nach zwdlfstiindiger aerober Bebriitung

Es wurden Uber einen vierwochigen Untersuchungszeitraum bei 70 Proben sowohl eine
sofortige Isolierung wie in Kap. 3.4.2.1 durchgefiihrt als auch zunachst eine weitere aerobe
Bebrlitung des Peptonwassers Uber 12 h. Erst nach diesem Zeitraum wurde 1 ml
entnommen und wie beschrieben weiter untersucht. In keiner der nach langeren Bebrutung
genommenen Proben konnte Camyplobacter spp. isoliert werden, wahrend in finf der sofort

weiter untersuchten Proben C. coli und in zwei Proben C. jejuni gefunden wurde.

424 Etablierung der Multiplex qPCR nach He et al. (2010)

Zur Etablierung der multiplex gPCR nach He et al. (2010) wurden 21 Proben, die in der
Isolierung positiv. waren und eine negative Probe untersucht. Es wurde jeweils eine
Peptonwasser- und eine Prestonbouillonprobe untersucht. Die DNA-Extraktion erfolgte wie in
Kapitel 3.4.2.10 beschrieben. Es konnte in allen Proben Campylobacter-DNA nachgewiesen
werden. In einer Probe wurde eine in der Multiplex-PCR nach Wang et al. (2001)
nachgewiesene Spezies nicht gefunden. In neun der Proben fand sich jeweils eine
zusatzliche Infektion mit der anderen Spezies. Bei zwei Isolaten war ein fraglicher Anstieg
der Amplifikationskurve nach mehr als 40 Zyklen zu sehen.

Die Untersuchung der DNA aus Prestonbouillon zeigte einen deutlich geringeren Nachweis,
insbesondere von C. coli-DNA. So war bei sieben der in der Peptonwasserproben positiven
Proben keine C. coli-DNA nachweisbar, wahrend dies bei zwei C. jejuni-Funden der Fall war.

Eine Aufstellung findet sich in Tabelle 24.
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Tabelle 24: Untersuchung von in der Multiplex PCR nach Wang et al. (2001) positiven
Proben mittels Multiplex gPCR nach He et al. (2010). Die in Klammern gesetzten Ergebnisse
beschreiben einen fraglichen Anstieg der Amplifikationskurve nach mehr als 40 Zyklen. Die
Zyklenanzahlen bis zum Anstieg der Amplifikationskurven sind extra aufgefuihrt.

gPCR |gqPCR |gPCR |gPCR |Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl

C.coli | C. jejuni|C. coli |C. jejuni|Zyklen Zyklen Zyklen Zyklen
Multiplex- | Pepton | Pepton | Preston | Preston | C. coli C. jejuni C. coli C. jejuni
PCR W. W. b. b. Peptonw. Peptonw. |Prestonb. |Prestonb.
C. jejuni - + - + 0. 37,60 0 28,10
C. jejuni (+) + - + 41,02 27,98 0 29,05
C. jejuni - + - + 0 29,91 0 32,35
C. jejuni + + - + 34,71 30,66 0 28,91
C. jejuni - + - + 0. 34,92 0 28,97
C. coli + - + 32,68 27,10 0 27,30
C. coli + - + 37,09 28,08 0 25,91
C. jejuni - + - + 0 31,73 0 28,34
C. coli + - - - 34,44 0 0 0
C. jejuni - + - + 0 33,22 0 34,72
C. jejuni - + - + 0 30,89 0 30,99
beide - + - + 0 32,73 0 25,48
n. A. + + - + 29,60 36,50 0 23,90
C. jejuni + + + + 30,90 33,90 27,60 23,90
C. jejuni + + + + 29,60 34,50 36,90 30,00
beide + + - + 33,80 33,80 0 24,80
C. coli (+) - - 40,60 0 29,30 0
C. coli + + - 26,80 31,60 29,60 0
C. coli + + - + 30,00 31,90 0 28,10
C. jejuni - + - + 0 28,40 0 31,80
C. jejuni - + - + 0 30,70 0. 27,50
C. coli + + - - 34,00 35,90 0 0

Danach wurde die Sensitivitat mittels 10-facher Verdinnungsreihe (jeweils im
Dreifachansatz) bestimmt. Hierzu wurde die DNA von C. jejuni DSM 4688 und C. coli DSM
4689 verwendet. Zu sehen ist dies in Abbildung 18 und Abbildung 19.
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Amplification Plots
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Abbildung 18: Ergebnisse der qPCR nach He et al. (2010), Verdiinnungsreihe von
C. coliDSM 4689.
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Abbildung 19: Ergebnisse der gPCR nach He et al. (2010), Verdunnungsreihe von
C. jejuni DSM 4688.

Die Eichgeraden der oben beschriebenen Versuche sind zu sehen in Abbildung 20 und
Abbildung 21.
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Abbildung 20: Eichgerade Verdinnungsreihe C. jejuni DSM 4688
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Abbildung 21: Eichgrade Verdinnungsreihe C. coli DSM 4689

Der Anstieg der Amplifikationskurve nach bis zu 40 Zyklen war die Grenze der Sensitivitat.
Diese war sowohl bei C. jejuni als auch bei C. coli in der 5. Verdinnungsstufe erreicht, was
einem Wert von 5 x 10" Colony Forming Units (CFU)/ml Probe entsprach.

Gleichzeitig wurde auch die Sensitivitat der Multiplex-PCR nach Wang et al. (2002) gepruft.
Auch hier wurden 10-fache Verdinnungsstufen gewahlt. Im Ergebnis war die
Detektionsgrenze 1 x 10° CFU/ml Probe. Der Ausgangswert lag bei 1 x 10° CFU/ml Probe.
Bei Nachweis beider Keime wurde jeweils die gleiche Menge der Keime vermischt, der

Ausgangswert lag also hier bei 2 x 10° CFU/ml. Bildlich dargestellt ist die in Abbildung 22
und Abbildung 23.
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Abbildung 22: Ergebnisse der Verdinnungsreihe von DNA aus C. jejuni DSM 4688.
Spur 1: 1 x 10° CFU/ml, Spur 2: 1 x 10* CFU/ml, Spur 3: 1 x 10° CFU/ml, Spur 4: 1 x 107
CFU/ml, Spur 5: 1 x 10" CFU/ml, Spur 6: Negativkontrolle, Spur 7: Marker

Abbildung 23: Ergebisse der Verdinnungsreihe von DNA aus C. coli DSM 4689. Spur 1:
1 x 105 CFU/ml, Spur 2: 1 x 104 CFU/ml, Spur 3: 1 x 103 CFU/ml, Spur 4: 1 x 102
CFU/ml, Spur 5: 1 x 101 CFU/ml, Spur 6: Negativkontrolle, Spur 7: nicht belegt. Spuren
8 - 14 zeigen eine Mischung der DNA von C. jejuni DSM 4688 und C. coli DSM 468.
Spur 8: 2 x 105 CFU/ml, Spur 9: 2 x 104 CFU/ml, Spur 10: 2 x 103 CFU/ml, Spur 11: 2 x
102 CFU/ml, Spur 12: 2 x 101 CFU/ml, Spur 13: Negativkontrolle, Spur 14: Marker

425 Ergebnisse der Untersuchung von Rickstellproben

Fir die Untersuchung von 100 in der Isolierung negativen bei -20°C aufbewahrten
Peptonwasser-Rlckstellproben aus der Salmonellenvoranreicherung wurde zunachst die
DNA mittels Saulenverfahren eluiert. Anschlieliend wurde eine multiplex gPCR nach He et
al. (2010) durchgefihrt.

Dreiundsiebzig der untersuchten Proben stammten von Puten, 27 von Hihnern, die Auswahl
erfolgte zufallig. In 43 der untersuchten Proben von Puten wurde Campylobacter-DNA
festgestellt, was einer Pravalenz von 58,9% entspricht.

Bei den Puten waren bei den Hadhnen 18 von 34 eingesendeten Proben positiv, wobei 14 Mal
C. jejuni-DNA gefunden wurde und vier Mal DNA von Doppelinfektionen mit C. jejuni und C.
coli.

Bei den Putenhennen waren 18 von 23 Proben positiv. Zwolf Mal wurde C. jejuni-DNA
nachgewiesen, vier Mal C. coli-DNA und zwei Mal DNA von C. jejuniund C. col.

Bei 16 untersuchten Proben war das Geschlecht der Tiere unbekannt. Positiv wurden sieben
Proben getestet, wobei drei Mal C. jejuni-DNA, zwei Mal C. coli-DNA und zwei Mal DNA von
C. jejuniund C. coli gefunden wurde.

Bei den Hihnern waren 26 der 27 Proben positiv (Pravalenz 96,3%).

Eine Ubersicht bietet Tabelle 25.
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Tabelle 25: Ergebnisse der Untersuchung von negativen Riickstellproben mittels Multiplex-

Ergebnisse

gPCR
Keine
Méannlich Weiblich Angabe Huhn

Proben gesamt 34 23 16 27

C. jejuni 14 12 3 6

C. coli 0 4 2 3

C. jejuni + C. coli 4 2 2 17

gesamt positiv 18 18 7 26
4.2.6 Ergebnisse Probennahme Campylobacter spp. von einer positiven

Putenherde, Lagerungsversuch 1:

Von einer vorher in der Isolierung C. coli und C. jejuni positiven Putenherde (Privathaltung,
ca. 10 Tiere) wurden je 48 Sockentupfer mit Stiefeliberziehern bestehend rein aus
Polypropylenvlies (Typ 1) und 48 Stiefelliberzieher bestehend aus Polypropylenvlies mit
CPE-verstarkter Sohle (Typ 2) entnommen. Abgebildet sind beide Typen in Abbildung 24

und Abbildung 25.

Abbildung 24: Sockentyp 1: Stiefellberzieher aus reinem Propylenvlies

F

Abbildung 25: Sockentyp 2: Stiefeltberzieher mit CPE-verstarkter Sohle
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Die Tupfer wurden vor und nach der Enthahme gewogen und die anhaftende Kotmenge so
bestimmt. Die Tupfer wurden jeweils zu dritt in eine handelslbliche Plastiktiite verpackt und
luftdicht verknotet.

Zur Bestimmung der Menge der ausgeschiedenen Campylobacter spp. wurde mittels einer
Verdiinnungsreihe die Menge der Colony forming Units (CFU) pro Gramm (g) Kot bestimmt.
Es fanden sich 0,7 x 10° CFU/g Kot, eine weitere Speziesdifferenzierung wurde nicht
durchgefhrt.

Die Lagerung der Socken erfolgte jeweils zu dritt bei 4°, 20° und 29°C. Die Socken wurden
nach 30 Minuten, nach einem, zwei, drei, vier und flinf Tagen beprobt.

Bei der Untersuchung der nach 30 Minuten genommenen Proben konnte aus allen
Campylobacter spp. isoliert werden. Nach einer Lagerungsdauer von 24 h bei
Raumtemperatur wurden nur noch zwei positive Proben von sechs untersuchten gefunden.
Es handelte sich hierbei um Socken vom Typ Il (beschichtete Sohle). Danach konnten keine
Campylobacter spp. isoliert werden.

Von Socken, die bei 4°C gelagert wurden, konnte Uber 4 Tage Campylobacter spp. isoliert
werden, am 5. Tag war der Versuch der Isolierung erfolglos. Bei der Lagerung bei 29°C
konnten zu keiner Zeit Campylobacter spp. isoliert werden. Die Ergebnisse finden sich in
Tabelle 26.

Tabelle 26: Ergebnisse der Isolierung des Lagerungsversuches I; untersucht wurden je 3
Socken pro Sockentyp nach Aufbewahrung bei 4°C, 20°C und 29°C nach 0 — 5 Tagen

Aufbewahrung bei 4°C Aufbewahrung bei 20°C | Aufbewahrung bei 29°C
Isolierung Typ1 Typ 2 Typ1 Typ 2 Typ 1 Typ 2
30 Sockentyp I: 3/3
Minuten Sockentyp II: 3/3
Tag1l 3/3 3/3 0/3 2/3 0/3 0/3
Tag2 1/3 2/3 0/3 0/3 0/3 0/3
Tag3 2/3 1/3 0/3 0/3 0/3 0/3
Tag4 1/3 1/3 0/3 0/3 0/3 0/3
Tag5 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

Bei Sockentyp 1 blieb durchschnittlich 2 g Material pro Socke hangen, wahrend bei Typ 2
(PP-Vlies mit beschichteter Sohle) 1 g pro Socke hangen blieben. Vor und nach der
Lagerung wurden die Socken jeweils zu dritt gewogen. Bei Sockentyp 1 verloren die Socken
durchschnittlich 0,4 g bei Lagerung bei 4°C. Der Wert von Tag 4 konnte nicht berticksichtig
werden, da die Tite mit den Socken zu nah an der Rickwand des Kihlschranks gelagert
war und so von Eis bedeckt wurde, das nicht vollstandig entfernt werden konnte. Bei der

Lagerung bei 20°C verloren die Socken durchschnittlich 2,5 g und bei Lagerung bei 29°C 2,7
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g. Der Verlust pro Socke betrug also bei 4°C 0,13 g (6,7% Gewichtsverlust). Bei 20°C waren
es pro Socke 0,83 g (41,7% Gewichtsverlust) und bei 29°C waren es 0,9 g (45%
Gewichtsverlust).

Bei Sockentyp 2 verloren die Socken bei 4°C im Schnitt 0,3 g, was 0,1 g pro Socke (10%
Gewichtsverlust) entspricht. Bei 20°C waren es 1,4 g insgesamt und 0,47 g (46,7%
Gewichtsverlust) pro Socke und bei 29°C 1,1 g gesamt und 0,37 g (36,7 % Gewichtsverlust)

pro Socke. Die Einzelwerte sind zusammengefasst in Tabelle 27 und Tabelle 28.

Tabelle 27: Gewichte der Socken vom Typ |, jeweils 3 Socken auf einmal wurden gewogen.
Die Differenz war an Tag 4 nicht auswertbar (n. a.), da die Socken durch fehlerhafte
Lagerung eisbedeckt waren

Sockentyp |
4°C 20°C 29°C
Tag | Haften- | Gewichts- | Gewichts | Haften- | Gewichts | Gewichts- | Haften- | Gewichts | Gewichts
der verlust | -verlust der -verlust | verlust (%) der -verlust | -verlust
Kot (g) (%) Kot (g) Kot (g) (%)
1 6,38 0,3g 4,8% 6,9¢g 12¢g 17,4% 3,1g 04g 12,9%
2 48¢ 0,6g 12,5% 7,7¢ 19¢ 24,7% 55¢g 19¢ 34,5%
3 6,38 00g 0,0% 54¢ 29¢g 53,7% 123¢g 51¢g 41,5%
4 58¢g n. a. n.a. 6,3g 3,6g 57,1% 3,8g 2,28 57,9%
5 8,5¢g 0,8¢g 9,4% 4,7 ¢g 3,1g 66,0% 54g 3,7¢g 68,5%

Tabelle 28: Gewichte der Socken vom Typ Il, jeweils 3 Socken auf einmal wurden gewogen.

Sockentyp Il
4°C 20°C 29°C
Haften- | Gewichts- | Gewichts- | Haften- | Gewichts | Gewicht | Haften- | Gewichts | Gewicht
Tag| der | verlust | verlust | der | -verlust |s.yerlust| der | -verlust |s-verlust
Kot (g) (%) Kot (g) (%) Kot (g) (%)

1 34¢g 01lg 2,9% 37¢g 08¢g 21,6% 1,1g 0,6g 54,5%
2 29¢g 0,2¢g 6,9% 1,7¢g 1,1¢g 64,7% 15¢g 0,7g 46,7%
3 52¢g 0,1lg 1,9% 19¢g 1,2g 63,2% 16g 10g 62,5%
4 18¢g 04¢g 22,2% 45¢ 2,6¢g 57,8% 23¢ 15¢ 65,2%
5 1,6g 0,6g 37,5% 2,8¢g 13g 46,4% 25g 16g 64,0%
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4.2.6.1 Ergebnisse der qPCR des Lagerungsversuches 1:

Im Lagerungsversuch 1 wurde aus jeder Probe Peptonwasser zurtickgestellt und bei -20°C
gelagert. Dieses wurde mittels Mulitiplex-gPCR nach He et al. (2010) auf das Vorhandensein
von Campylobacter-DNA untersucht Es wurde folgendes festgestellt:

Bei Ruckstellproben der sofort untersuchten Proben wurde in jeder Probe DNA von C. jejuni
gefunden. In einer Probe (Sockentyp II) fand sich zusatzlich DNA von C. coli. Insgesamt war
der Anteil positiver Proben hdher bei Sockentyp | als bei Sockentyp Il. Meist wurde DNA von
C. jejuni nachgewiesen, manchmal zusatzlich C. coli-DNA. C. coli-DNA wurde nur in einer
Probe (29°C, 48 h Lagerung) einzeln gefunden und bis auf eine Ausnahme bei den sofort
untersuchten Proben auch nur aus Sockentyp |. Aus den Proben der bei 4°C gelagerten
Socken konnte aus allen Proben von Typ | Campylobacter-DNA nachgewiesen werden. Aus
Proben vom Sockentyp Il gelang dies aus maximal zwei von drei Proben. Die Ergebnisse der
bei 20°C gelagerten Socken waren ahnlich. So war zwar nach 24 h nur bei einer von drei
Socken des Typs | Campylobacter-DNA gefunden worden und aus zwei von drei des Typs |l,
nach 48 h war das Ergebnis aber schon genau umgekehrt. Nach drei und vier Tagen war
jeweils eine von drei Socken positiv und nach dem 5. Tag waren alle Socken des Typs |
positiv und keine des Typs II.

Bei den bei 29°C gelagerten Socken des Typs | konnte nach 24 h keine DNA nachgewiesen
werden. Nach 48 und 72 h wurde in zwei Proben DNA gefunden, nach 96 h in einer Probe
und nach 5 Tagen wieder in zwei Proben. Bei Socken des Typs Il wurde lediglich nach 4
Tagen bei einer Probe und nach 5 Tagen bei zwei Proben Campylobacter-DNA.

In Tabelle 29 sind die Ergebnisse zusammengefasst.
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Tabelle 29: Ergebnisse der qPCR der Proben aus Isolierungsversuches 1. Es wurde
differenziert in C. jejuni, C. coli und Mischinfektionen mit C. jejuni und C. coli

Aufbewahrung bei | Aufbewahrung bei | Aufbewahrung bei
4°C 20°C 29°C
Isolierung Spezies Typ1 Typ 2 Typ1 ‘ Typ 2 Typ1 Typ 2
Sockentyp 1: 3/3
C. jejuni Sockentyp 2: 2/3
. Sockentyp 1: 0/3
30 Minuten C. coli Sockentyp 2: 0/3
C. jejuni Sockentyp 1: 0/3
+ C. coli Sockentyp 2:1/3
C. jejuni 2/3 2/3 0/3 2/3 0/3 0/3
Tag1 C. coli 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
C. jejuni
1 1
+C. coli /3 0/3 /3 0/3 0/3 0/3
C. jejuni 3/3 2/3 2/3 1/3 1/3 0/3
Tag 2 C. coli 0/3 0/3 0/3 0/3 1/3 0/3
C. jejuni
+C. coli 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
C. jejuni 2/3 2/3 1/3 1/3 2/3 0/3
Tag3 C. coli 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
C. jejuni
+C. coli 1/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
C. jejuni 2/3 2/3 1/3 1/3 1/3 1/3
Tag 4 C. coli 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
C. jejuni
+C. coli 1/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
C. jejuni 1/3 1/3 3/3 0/3 2/3 2/3
Tag5 C. coli 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
C. jejuni
+C. coli 2/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
427 Experimentelle Kontamination von Sockentupfern, Lagerungsversuch 2:

Es wurde Kot einer in der PCR Campylobacter spp. negativen Legehennehaltung analog zu
Lagerungsversuch | entnommen und auf die Sockentupfer verteilt (Sockentyp I: 2 g Kot,
Sockentyp 1l: 1 g Kot). Dieser wurde mit je 100 pyl Campylobacter-jejuni DSM 4688-
Zellsuspension pro g Kot beimpft, so dass eine Konzentration von 2 x 10° CFU/g Kot
entstand. Die so praparierten Socken wurden wie bei Lagerungsversuch 1 behandelt.

Bei der Lagerung der Socken bei 4°C konnte aus den Proben beider Sockentypen Uber funf
Tage hinweg Campylobacter isoliert werden. Bei Lagerung bei 20°C konnte lediglich nach 24
h aus allen Socken beider Typen Campylobacter isoliert werden, nach 48 h noch von drei

Socken des Typs | und zwei Socken des Typs |. Danach gelang keine Isolierung mehr. Bei
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bei 29°C gelagerten Socken konnte nur nach 24 h aus allen Socken Campylobacter isoliert
werden, danach nicht mehr.

Das Ergebnis ist in Tabelle 30 dargestellt.

Tabelle 30: Reisolierung von C. jejuni DSM 4688 aus bei verschiedenen Temperaturen
gelagerten Sockentupfern

Aufbewahrung bei 4°C Aufbewahrung bei 20°C Aufbewahrung bei 29°C

Isolierung Typ 1 Typ 2 Typ 1 Typ 2 Typ 1 Typ 2
Sockentyp 1: 3/3

30 Minuten Sockentyp 2: 3/3

Tag1l 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3

Tag 2 3/3 3/3 3/3 2/3 0/3 0/3

Tag3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 0/3

Tag4 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 0/3

Tag5 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 0/3

4.2.7.1 Ergebnisse der gPCR des Lagerungsversuches 2:

Die Ruckstellproben aus Lagerungsversuch 2 wurden wie bei Lagerungsversuch 1 mittels
Multiplex gPCR nach He et al. (2010) untersucht. In der gPCR wurde aus den Proben aller

Sockenproben C.-jejuni-DNA nachgewiesen.

428 Typisierung von C. jejuni mittels Sequenzierung des flaA-Genes

Sequenziert wurden 54 C. jejuni Isolate, die aus der Salmonellenvoranreicherung isoliert
wurden. Von Puten stammten 40 der Isolate, elf von Legehennen und drei von Broilern. Die
Isolate von Puten stammten ausnahmslos aus dem Postleitzahlenbereich 0. Die der Hihner
wurden zum Vergleich sequenziert und stammten aus Postleitzahlenbereich 1 (sieben
Isolate, Legehennen), 7 (vier Isolate, Legehennen) und 8 (drei Isolate, Broiler). Aus dem Jahr
2010 stammten 29 Isolate, 25 aus dem Jahr 2011.

Sequenziert wurden Isolate von elf Putenmastbetrieben (P-1 bis P-11), einem
Broilermastbetrieb (B-1) und drei Legehennenbetrieben (L-1 bis L-3). 46,3% der
ausgewerteten Isolate stammten von einem einzigen Betrieb (19 Proben, P-7). Die Proben
dieses Betriebes waren haufig auch eng verwandt mit den Isolaten von Hihnern. Insgesamt
bestand eine enge Verwandtschaft zwischen allen isolierten C. jejuni.

Die Sequenzen wurden mittels der Software MEGA Version 4 ausgewertet. Die Analyse

erfolgte nach der pairwise distance calculation mit der unweighted pair group method
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(UPGMA). Die hierbei entstandenen Distanzen beschreiben die Anzahl der unterschiedlichen
Sequenzen zwischen den einzelnen Isolaten.
Im Dendrogramm (Abbildung 26) lieRen sich 4 groRe Cluster unterscheiden (A — D). EIf
Isolate lie3en sich keinem Cluster zuordnen.
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Cluster A

Cluster B

Cluster C

Cluster D

-
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Abbildung 26: Dendrogramm der sequenzierten C. jejuni-lsolate. Eingekreist sind die Cluster
A bis D
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Cluster A umfasste insgesamt 19 Isolate von sechs verschiedenen Betrieben. Es fanden sich
vier Gruppen von genetisch identischen Isolaten. Die Isolate der ersten Gruppe stammten
von Legehennen aus dem gleichen Betrieb (L-2) mit gleichem Lebensalter aber aus
unterschiedlichen Stallen. Bei den Isolaten der zweiten Gruppe stammten zwei von Puten
eines Masters aus dem gleichen Mastdurchgang des Jahres 2010, aber aus verschiedenen
Stallen, ein Isolat stammte von Puten eines anderen Méasters aus dem Jahr 2011. Bei
Isolaten der Gruppe 3 handelte es sich um ein Isolat von Broilern aus 2010 und zwei von
Puten des gleichen Masters aus 2010 und 2011. Gruppe 4 umfasste flnf Isolate, die von
demselben Putenmaster aus Gruppe 3 aus dem Jahr 2010 und 2011 stammten. Die
Verwandtschaft zwischen den Gruppen 3 und 4 war dabei genetisch enger als zwischen
1und 2. Beim paarweisen Vergleich der Anzahl der Basenunterschiede ergaben sich
zwischen a und b Werte von 0,008 und zwischen b und d 0,003. Je kleiner die Werte, desto
weniger Basenunterschiede sind vorhanden, desto enger ist die genetische Verwandtschaft
von zwei Isolaten.

Auch die funf nicht-identischen Isolate waren sehr eng miteinander verwandt. Drei der Isolate
stammten von Puten des gleichen Masters wie in Gruppe 4 aus 2010 und 2011. Die beiden
anderen Isolate stammten von verschiedenen, in diesem Cluster erstmalig aufgetretenen
Méastern aus 2010 und 2011.

Grafisch sind diese Zusammenhange in Abbildung 27 dargestellt.

2011
2011
2011
2011
2010
2010
2010
2010
2011
2011
2010
2010
2010
2011
2011
2011
2011
2011
2010

Abbildung 27: Cluster A aus Dendrogramm der Abbildung 26, eingezeichnet sind die
Gruppen 1 — 4 der genetisch identischen Isolate
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Cluster B bestand aus neun Isolaten von finf Puten- und einem Broilermaster. Hier bestand
genetische Identitdt zwischen zwei Isolaten von zwei verschiedenen Putenmastern aus
2010. Nah verwandt waren zwei Isolate vom selben Master, ebenfalls aus 2010. Der
Vergleichswert lag bei 0,003, der Wert zu den identischen Isolaten bei 0,006.

Hierzu am ahnlichsten war ein Isolat von Puten aus dem Jahr 2011, dazu wiederum am
ahnlichsten war ein Isolat von Broilern aus 2010. Der Wert lag bei 0,014.

Zwei Isolate von verschiedenen Putenmastern aus 2010 waren enger verwandt mit einem
Wert von 0,014. Dazu stand das letzte Isolat des Clusters von Puten aus dem Jahr 2011 mit
einem Wert von 0,022. Die weiteste Ubereinstimmung zwischen allen Isolaten lag bei 0,025.
Eine bildliche Darstellung findet sich in Abbildung 28.

1923-1 P-7 2010
2107-1 P-1 2010
116-6 P-5 2011
i 1368-2 B-1 2010
358-5 P-7 2011
1383-1 P-3 2010
1616-2 P-8 2010
1615-2 P-3 2010
1616-1 P-8 2010

Abbildung 28: Cluster B, Ausschnitt aus Abbildung 26

Cluster C bestand lediglich aus drei Isolaten. Alle drei stammten aus dem Jahr 2010 von
Puten verschiedener Master. Der entfernteste Ubereinstimmungswert lag bei 0,006.
Eine bildliche Darstellung findet sich in Abbildung 29.

1742-1 P-4 2010
1921-2 P-9 2010
2380 P-2 2010

Abbildung 29: Cluster C, Ausschnitt aus Abbildung 26

Cluster D bestand aus zwolf Isolaten, von denen sieben Isolate genetisch identisch waren.
Drei der Isolate stammten von Legehennen von zwei verschiedenen Betrieben, alle aus dem
Jahr 2011. Zwei dieser Isolate stammten von Tieren des gleichen Alters aber
unterschiedlichen Stéllen desselben Betriebes. Zwei weitere Isolate stammten von einem
Putenbetrieb (derselbe wie Cluster A-4) aus dem Jahr 2010 aus dem gleichen
Mastdurchgang aber unterschiedlichen Stallen. Zwei weitere Isolate stammten von einem
Putenbetrieb aus 2010 und 2011. Die gréRte Ahnlichkeit dieser Gruppe bestand zu einem

weiteren Isolat vom selben Master wie in Cluster A-4 aus 2010 mit einem Wert von 0,003.
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Zwei Isolate stammten von einem Putenbetrieb aus dem Jahr 2011 aus demselben
Mastdurchgang aber unterschiedlichen Stéllen. lhre Ahnlichkeit war mit einem Wert von
0,006 beziffert und ahnelte mit einem Wert von 0,02 den vorgenannten lIsolaten. Die
verbliebenen Isolate des Clusters stammten von Leghennen aus 2010 und Puten aus 2011

und standen zueinander mit einem Wert von 0,17 und zu der Gruppe der genetisch
identischen Isolate mit einem Wert von 0,039.

Eine graphische Darstellung findet sich in Abbildung 30.

5154 P-6 2011
215-6 P-6 2011

- 1923-3 P-7 2010

P-3 2011

P-3 2010

P-7 2010

P-7 2010

L-2 2011

L-1 2011

L-1 2011

1166-1 L-3 2010
_E 1921-1. P-9 2010

Abbildung 30: Cluster D, Ausschnitt aus Abbildung 26. Der Kreis markiert die genetisch
identischen Isolate

Die genetische Verwandtschaft zwischen den Clustern A bis D war eng. So war der Wert
zwischen A und B 0,028, der zwischen B und C 0,030 und zwischen C und D 0,036.

Keinem Cluster zuzuordnen waren elf Isolate von sechs verschiedenen Betrieben aus 2010
und 2011. Vier der Isolate stammten von Legehennen, die restlichen acht von Puten.
Genetische Identitat bestand zwischen einem Isolat von Legehennen aus 2010 und Puten
aus dem gleichen Jahr.

Ebenso identisch waren zwei Isolate vom gleichen Master aus Cluster A-4 aus dem gleichen
Mastdurchgang, jedoch von unterschiedlichen Stéllen. Zu diesen eng verwandt war ein Isolat
des gleichen Masters und gleichem Mastdurchgang jedoch wiederum anderem Stall mit
einem Wert von 0,003.

Ein Isolat von Legehennen aus 2011 ahnelte mit einem Wert von 0,042 den Isolaten aus
Cluster D. Die identischen lIsolate der Puten und Legehennen standen zu Cluster D mit
einem Wert von 0,045, die Gruppe der Isolate vom Master aus Cluster A-4 standen zu
Cluster D mit einem Wert von 0,109.

Eng verwandt waren auch zwei Isolate von Legehennen (L-3 aus 2010, gleiches Lebensalter

aber verschiedene Stalle) mit einem Wert von 0,008. In nachster Verwandtschaft hierzu
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stand ein Isolat von Puten aus 2010 mit einem Wert von 0,0733. Hier war die Verwandtschaft
zu Cluster D weiter entfernt, mit einem Wert von 0,150.
Eine etwas entferntere Verwandtschaft bestand zwischen Isolaten von Puten aus 2011 und

Puten eines anderen Betriebes von 2010 mit einem Wert von 0,131. Zum Cluster D war der
Wert 0,596.

Eine graphische Darstellung findet sich in Abbildung 31.

L 25665 L-3 2011

\_{ 1685-1 P-11 2010

2020-2 L-1 2010

80-1 P-7 2011

4| 80-2 P-7 2011

80-3 P-7 2011

1538-2 P-2 2011

o 2138-1 L-3 2010
[ 2138-3 L-3 2010

681 P-10 2011

L 19234 P-7 2010

Abbildung 31: keinem Cluster zuzuordnende Isolate des Dendrogramms aus Abbildung 26

Zusammenfassend sind alle Isolate von Puten eng verwandt, wahrend Isolate von
Legehennen mehr Unterschiede zu den restlichen Isolaten aufweisen. Stellenweise wurden
mehrere clonale Linien im gleichen Stall und Mastdurchgang gefunden. Ein zeitlicher
Zusammenhang lieR sich nicht nachweisen, lediglich zeigten manche Isolate einen
geographischen Zusammenhang.
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5. Diskussion

5.1 Salmonellen

Ziel dieses Teiles der Arbeit war, Salmonelleninfektionen generell und Salmonella Saintpaul-
Infektionen im Speziellen bei Puten zu untersuchen. Salmonella Saintpaul kommen EU-weit
haufig bei Gefligel vor und waren in den Jahren 2006 und 2007 das am haufigsten isolierte
Serovar bei Putenelterntierherden. Bei Mastputen stand es mit 10,4% aller Isolate an vierter
Stelle. In Deutschland war es das bei Mastputen mit 17,6% das am zweithdufigsten isolierte
Serovar nach Salmonella Typhimurium. Elterntierherden waren hier Salmonella-negativ
(EFSA 2008). Auch in den Jahren 2010 bis 2012 war S. Saintpaul nach S. Typhimurium das

zweithaufigste Serovar bei Mastputen in Deutschland (Kasbohrer et al. 2013).

511 Salmonellen Vorkommen

Salmonellen zahlen weltweit nach wie vor zu den haufigsten Erregern von
lebensmittelbedingten Infektionen beim Menschen, auch wenn ihr Vorkommen riicklaufig ist
(EFSA und ECDC 2015). Die am haufigsten isolierten humanpathogenen Serovare sind S.
Enteritidis und S. Typhimurium. Bis zum Jahr 2010 wurde hier deutlich haufiger S. Enteritidis
festgestellt. Ab dem Jahr 2010 wurden beide Serovare etwa gleich haufig isoliert (Robert-
Koch-Institut 2019). Dies ist unter anderem der strikten Bekdmpfung von S. Enteritidis bei

Legehennen und Broilern zu verdanken (Kasbohrer et al. 2013).

Die Hauptgefahrenquellen fir eine humane Salmonellose sind nach wie vor Ei und
Eiprodukte, die bei Ausbrichen in der EU 2012 fir 45,2% und 2011 fir 50,5% der
Erkrankten verantwortlich waren. Puten- und Putenfleischprodukte 2012 haben bei diesen
Ausbrichen nur 1,4% der humanen Salmonellosen verursacht. 2011 wurden sie gar nicht
genannt. Diese Zahlen sind allerdings serovarabhangig. S. Enteritidis kommt haufiger bei
Hihnern vor, weswegen humane S. Enteritidis-Ausbriiche in 62,6% der Falle nach dem
Verzehr von Eiern oder Eiprodukten auftreten (EFSA 2013; EFSA 2014).

S. Enteritidis wurden am Institut fur Gefligelkrankheiten in den Jahren 2008 bis 2011 bei
Legehennen am haufigsten isoliert. Es konnte zwar deutlich haufiger der Impfstamm
nachgewiesen werden, aber Feldinfektionen waren in den Jahren 2009 — 2011 an erster
Stelle der isolierten Serovare. Nur im Jahr 2008 war das am haufigsten isolierte Serovar
S. Livingstone. S. Typhimurium war haufiger bei Puten zu finden als bei Huhnern. Auch
Deutschland- und EU-weit wurde bei Hihnern haufiger S. Enteritidis als S. Typhimurium

gefunden, wahrend bei Puten S. Typhimurium haufiger isoliert wurde. Das am haufigsten
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isolierte Serovar bei Hihnern war 2009 und 2011 EU-weit S. Infantis, in den Jahren 2008
und 2010 wurde am haufigsten S. Enteritidis gemeldet (EFSA 2013b).

In der vorliegenden Arbeit lag die Gesamtpravalenz bei Hihnern im Jahr 2008 bei 2,9%, in
2009 bei 5,2%, in 2010 bei 2,5% und im Jahr 2011 bei 3,5%. Dies ist ebenfalls vergleichbar
mit gesamtdeutschen Zahlen, die im Jahr 2008 eine Pravalenz von 3,5% zeigten und im Jahr
2009 auf 6,6 % stiegen. 2010 fiel die Pravalenz auf 2,6 % und 2011 auf 2,2% (EFSA 2012;
EFSA 2013b).

Salmonella Enteritidis kam bei Hihnern in maximal 2,2% der Proben vor (dies im Jahr 2009)
und lag sonst bei einer Pravalenz von etwa 1% (0,6% im Jahr 2008, 0,9% im Jahr 2010 und
1,4% im Jahr 2011). S. Typhimurium kam nur in den Jahren 2010 und -11 bei Hihnern vor,
mit einer Pravalenz von 0,4%, bzw. 0,2%. Dies entspricht auch etwa den nationalen Zahlen,
die 2008 eine Pravalenz von 2,7% fir S. Enteritidis und S. Typhimurium und 2009 eine
Pravalenz von 4,8% fir beide Serovare fanden. Eine Trennung der Meldung von
S. Enteritidis und S. Typhimurium fand hier nicht statt (EFSA 2012). Im Jahr 2010 lag die
Pravalenz von S. Enteritidis bei Legehennen in Deutschland bei 1,7% und von S.
Typhimurium bei 0,2% (EFSA 2012), 2011 lag sie bei 0,9% und 0,3% (EFSA 2013b). In der
vorliegenden Arbeit fand sich S. Enteritidis (Feldstamm) bei Legehennen in absoluten Zahlen
jahrlich in mindestens 16% der Isolate (im Jahr 2008) bis zu22,4% (2009). In den Jahren
2010 und 2011 waren 21,8%, bzw. 23,3% der Feldstdmme aus Legehennen S. Enteritidis.
Bei S. Typhimurium lag der Anteil an den Isolaten bei 8,7%), bzw. 0,3%.

Bei Puten wurde S. Enteritidis nur in den Jahren 2010 und 2011 nachgewiesen mit einer
Pravalenz von 0,2%, bzw. 0,1%. Der Anteil an den lIsolaten lag bei 2,2% bzw. 4%.
S. Typhimurium jedoch kam haufig vor in den Jahren 2009 bis 2011. Die Pravalenz lag bei
0,7%, 0,8% und 0,5%, der Anteil an Isolaten bei 12,5%, 10,9% und 16,3%. Auch dies ist
vergleichbar mit gesamtdeutschen Zahlen. So kamen im Jahr 2010 in 1,0% der untersuchten
Proben von Puten S. Typhimurium vor, in 2011 nur noch in 0,6% (EFSA 2012; EFSA 2013b).
Die Pravalenz aller am Institut fir Gefligelkrankheiten gefundenen Salmonellen aus
Putenproben lag bei 4,2% im Jahr 2008, 5,9% im Jahr 2009, 6,7% im Jahr 2010 und 2,9% im
Jahr 2011. Fir Gesamtdeutschland liegen nur Zahlen aus den Jahren 2006/07, 2010 und
2011 vor. Hier lagen die Pravalenzen bei 10,5%, 3,3% und 2,6% (EFSA 2010, Késbohrer et
al., 2013). Dass es fur die Jahre 2008 und 2009 keine offiziellen Zahlen gibt, liegt daran,
dass die Geflugelsalmonellenverordnung (GflSalmoV) fir Puten und damit die Meldepflicht
fur S Enteritidis und S. Typhimurium erst im Jahr 2009 in Kraft trat (Anon 2009).
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Bei Mastputen wurden in Deutschland in den Jahren 2006 und 2010 — 2012 am haufigsten
S. Typhimurium isoliert, gefolgt von S. Saintpaul. Elterntierherden waren durchweg negativ
getestet (EFSA 2010; Kasbohrer et al. 2013). EU-weit war das haufigste Serovar
S. Bredeney, gefolgt von S. Hadar. S. Saintpaul wurde am vierthaufigsten isoliert,
S. Typhimurium stand an sechster Stelle (EFSA 2008). Im Jahr 2015 hatte das dominante
Serovar gewechselt zu S. Derby, gefolgt von S. Typhimurium (EFSA 2017).

51.2 Salmonella Saintpaul Vorkommen - Vergleichend

In eigenen Untersuchungen war S. Saintpaul in den Jahren 2008 bis 2010 am Institut fur
Geflugelkrankheiten das am haufigsten isolierte Serovar bei Puten. 2011 lag es an vierter
Stelle nach S. Infantis, S. Coeln und S. Typhimurium. Dies entspricht auch dem Vorkommen
in Gesamtdeutschland (Kasbohrer et al. 2013). Innerhalb der EU wurden nur 2006 und 2007
und 2013 eine Aufschlisselung der gemeldeten Salmonella-Serovare bei Puten
vorgenommen. 2006/07 war das haufigste isolierte Serovar S. Bredeney mit 16,5%, gefolgt
von S. Hadar mit 12,9% und S. Saintpaul mit 10,9% der Isolate (EFSA 2008). Im Jahr 2013
wurde EU-weit S. Saintpaul am haufigsten bei Mastputen isoliert mit einem Anteil von 30,9%
der Isolate, gefolgt von S. Newport mit 16,2% und S. Blockley mit 16,1% (EFSA 2015).

S. Saintpaul werden haufig aus Proben von Puten isoliert (Beutlich et al. 2010; Poppe et al.
1995). Interessanterweise war zwar in der EU 2013 S. Saintpaul das am haufigsten isolierte
Serovar bei Puten, allerdings war es in Putenfleisch nur auf dem siebten Platz mit 6,3% der
Isolate. Hier wurde S. Derby mit 18,5% am haufigsten isoliert (EFSA 2015). Auch in Proben
von Geflugelprodukten im Handel in den USA kommen S. Saintpaul haufig vor. Zhao et al.
(2006) fanden S. Saintpaul 2002 und 2003 in den USA als zweithdufigstes Serovar nach
S. Heidelberg auf Gefligelprodukten (hauptsachlich Putenhackfleisch und Hahnchenbrust).

Dabei kam S. Saintpaul fast ausschlie3lich in Putenhackfleisch vor.

Es kommen auch Humaninfektionen mit S. Saintpaul vor (Robert-Koch-Institut 2015). Diese
zeichnen sich dadurch aus, dass sie bei gréfieren Ausbriichen vorkommen, die nicht
zwingend mit dem Verzehr von Gefligelprodukten assoziiert sind (Barton Behravesh et al.
2011; CDC 2008; CDC 2009b; Lehmacher et al. 1995). Die gréReren Ausbriche in letzter
Zeit waren pflanzlichen Ursprunges, wie Jalapenochilis (Barton Behravesh et al. 2011),
Alfalfasprossen (CDC 2009b), Guantaloupe-Melonen (MUNNOCH et al. 2009) oder Gurken
(Angelo et al. 2015). Dies liegt wahrscheinlich daran, dass diese roh verzehrt werden. Diese
Isolate sind auch haufig antibiotikasensibel, im Gegensatz zu Isolaten aus Gefligelprodukten
(Beutlich et al. 2010).
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Da S. Saintpaul haufig multiresistent sind (Beutlich et al. 2010; Nde und Logue 2007; Poppe
et al. 1995), ist die Gefahr des Therapienotstandes beim Menschen gegeben, auch wenn
eine humane Salmonellose meist selbstlimitierend verlauft und keiner Therapie bedarf (RKI
2009). Auch ein Grofteil der isolierten S. Saintpaul Isolate wurden durch das Bundesinstitut
fur Risikobewertung (BfR) auf Resistenzen untersucht. Es zeigte sich, dass keines der
Isolate sensibel gegen alle getesteten Antibiotika war. Es fanden sich in jedem Isolat
Resistenzen gegen mindestens zwei Antibiotika. Fast drei Viertel der Isolate (71%) waren
gegen sechs oder mehr Antibiotika resistent. Im Gegensatz zu den Funden von Beutlich et
al. (2010) war keines der Isolate resistent gegeniber Cephalosporinen. Auch war die
Resistenz gegentber Naldixinsdure mit 50% in der vorliegenden Arbeit geringer als bei den
vorgenannten Autoren, die bei 82% der untersuchten Isolate Resistenzen gegeniber
Nalidixinsaure fanden. Dartber hinaus wurde in der vorliegenden Arbeit bei keinem Isolat
eine gleichzeitige Resistenz gegenlber Nalidixinsdure und Kanamycin festgestellt, wahrend
Beutlich et al. (2010) als Kernresistenzprofil Resistenzen gegentber Ampicillin/Amoxicillin +
Clavulansdure, Gentamicin, Kanamycin, Streptomycin/Spectinomycin und Sulfonamiden
fanden. Allerdings war ein Isolat der vorliegenden Arbeit resistent gegeniber
Chloramphenicol und Florfenicol. Bei den Tieren handelte es sich um Putenhennen im Alter
von 12 — 16 Wochen. Kein anderes von diesem Master erhaltene Isolat zeigte dieses
Resistenzprofil. Obwohl die Anwendung von Florfenicol erlaubt ist, ist Chloramphenicol zur

Behandlung lebensmittelliefernder Tiere verboten (EU 2010).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Antibiotikaresistenzen neben der Pulsed Field Gel
Elektrophorese (PFGE) zur vergleichenden Differenzierung der Isolate herangezogen, um
die Vergleichbarkeit der PFGE-Profile noch zu verfeinern.

Die Resistenzprofile stimmten zum gréften Teil mit dem PFGE-Dendrogramm Uberein, wenn
auch nicht vollstandig.

Es konnten 16 Resistenzprofile unterschieden werden. In fast einem Viertel der Falle
(24,19%) fand sich Resistenzprofii Nummer 1 mit Resistenzen gegen sechs Antibiotika
(Ampicillin, Gentamicin, Kanamycin, Sulfmethoxazol, Tetrazyklin und Trimethoprim) aus finf
Antibiotikaklassen  (Aminoglykoside, = [B-Laktame, Sulfonamide, Tetrazykline und
Trimethoprim).

Im Vergleich zu dem PFGE-Dendrogramm war die Verteilung in Cluster A am heterogensten.
Hier waren Resistenprofile Nummer 7, 10, 11, 12, 13, 14 und 16 gruppiert. In Cluster B
finden sich Resistenzprofile 1, 4, 8 und 15. In Cluster C waren Resistenzprofile 2, 3, 5, 8 und
9 und in Cluster D Resistenzprofile 2 und 6.

Diese Unterschiede in PFGE-Profilen und Resistenzprofilen liegen wahrscheinlich daran,

dass Resistenzen plasmidcodiert sein kdnnen (Hasman et al., 2005). Beutlich et al. (2010)
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fanden in 67% der untersuchten S. Saintpaul-Isolate Plasmide, die allerdings meist klein
waren und sehr heterogen verteilt. Auch Zhao et al (2006) fanden identische
Resistenzprofile bei unterschiedlichen PFGE-Profilen, wobei eine deutliche Korrelation

zwischen beidem sichtbar war.
5.1.2.1 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE) und manuelle Auswertung der Bandenprofile

Die PFGE ist der Goldstandart zur Differenzierung von Salmonellen (Ribot et al. 2006;
Swaminathan et al. 2006; CDC 2009a), obwohl manche Isolate durch sie nicht
differenzierbar sind (Guerin et al. 2004; Liebana et al. 2001; Murase et al. 2004), was in
einem Zerfall der DNA wahrend des PFGE-Prozesses begriindet ist. Dem Zerfall kann unter
Umstanden durch die Zugabe von Thioharnstoff zum Puffer entgegengewirkt werden (Ktari
et al. 2009; Murase et al. 2004). Auch bei der Etablierung der PFGE-Methode in der
vorliegenden Arbeit zeigten sich zehn Proben ohne Thioharnstoff als nicht differenzierbar.
Nach Zugabe von Thioharnstoff waren die Gele auswertbar, weswegen bei allen weiteren
Proben Thioharnstoff zugegeben wurde.

Die Interpretation der entstandenen Bandenmuster kann auch manuell erfolgen, wobei die
Unterschiede in den Bandenmustern hier eher zur zusatzlichen Einteilung in eng verwandt,
wahrscheinlich verwandt und nicht verwandt genutzt wurden. Die Benennung der Profile
erfolgte nach Tenover et al. (1995). Unterschieden sich die Profile in nur einer Bande, wurde
dies mit einem Buchstaben gekennzeichnet, unterschieden sie sich in zwei oder mehr
Banden, wurde es mit einer Zahl gekennzeichnet.

Es konnten 15 Bandenprofile unterschieden werden, die wie zu erwarten waren mit dem
erstellten Dendrogramm korrelierten.

Verglich man die oben beschriebenen Auswertungsmethoden erkannte man einen
deutlichen Zusammenhang zwischen manueller Auswertung, Differenzierung mittels
Bionumerics und Resistenzprofilen, wobei die Auswertung der Resistenzprofile am weitesten
abwich.

Zukunftig wird die PFGE wahrscheinlich durch Whole Genome Sequencing, die
Sequenzierung des kompletten Genoms abgeldst werden, da diese genauer und besser
reproduzierbar ist (EFSA 2013a).

5.1.3 Bewertung des S. Saintpaul-Dendrogramms

Die Untersuchung der vorliegenden Salmonella Saintpaul Isolate mittels PFGE zeigte eine
Ubereinstimmung von 35,22 bis 100 %. Die Isolate konnten in vier Cluster und ein keinem
Cluster zugehoriges Isolat unterteilt werden. Ein zeitlicher Zusammenhang schien zwischen

den meisten Isolaten zu bestehen, jedoch kein geographischer. Auch Fakhr et al. (2006), die
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verschiedene Salmonellenisolate von Putenfleisch aus dem Handel untersuchten, fanden
ebenfalls keinen geographischen Zusammenhang. Hayford et al. (2015) fanden jedoch
groRere Ubereinstimmungen bei Isolaten aus Mexiko im Gegensatz zu Isolaten aus den
USA. Aulierdem fanden sie deutliche Unterschiede zwischen Isolaten von Gefliigel und
solchen von Nachtschattengewachsen (Jalapeno-Paprika). Sie wiesen auf die Wichtigkeit

mehrerer Untersuchungsmethoden zur Diskrimierung von S. Saintpaul hin.

Die enge Verwandtschaft von S. Saintpaul-lsolaten aus Kikenwindeln bzw. von
Eintagskiken im Subcluster B-2 kdnnte mdglicherweise in der Herkunft der Kiiken aus der
selben Briiterei begriindet sein, da jeweils andere Farmen in Siiddeutschland und Osterreich
betroffen waren. Alle Kikenisolate wurden im Friahjahr 2010 innerhalb von vier Wochen
gefunden. Da fiir Salmonellen die Méglichkeit der vertikalen Ubertragung (Hafez 2013,
Humphrey und Lanning 1988) bekannt ist, ist diese hier wahrscheinlich. Aber auch eine
horizontale Ubertragung innerhalb der Briiterei ist méglich. Es ist allerdings nicht bekannt, ob
alle Tiere aus der selben Bruterei oder von der selben Elterntierherde stammten.

Auch findet sich ein Isolat von Legehennen aus der gleichen klonalen Linie mit 99%-iger
Ubereinstimmung zu den Isolaten von Kilkenwindeln im Cluster B, die im gleichen Zeitraum
isoliert wurden. Ebenfalls finden sich Isolate von Kikenwindeln in enger Verwandtschaft mit
Isolaten von Legehennen in Cluster D. Da die Isolate von Legehennen in diesen Clustern
alle aus einem Betrieb aus dem Postleitzahlenbereich 1 stammen, liegt die Verwandtschaft
hdchstwahrscheinlich in  einer gemeinsamen Infektionsquelle begrindet. Es gibt
mannigfaltige mogliche Infektionsquellen wie bspw. Fliegen (Skov et al. 2004), Nagetiere
(Meerburg et al. 2006), Wildvégel (Hubalek 2004), Schlachthof-Lastwagen (Heyndrickx et al.
2002), haufiges Betreten des Stalles (Arsenault et al. 2007) oder kontaminiertes Futter
(Davies et al. 2001). Da allerdings die Isolate von Legehennen sehr eng verwandt waren mit
Isolaten aus Puteneintagskilken aus ganz Deutschland und Osterreich, kommen eher
raumlich begrenzte Vektoren wie Fliegen, Staub oder Nagetiere nicht in Betracht. Um eine
Quelle zu ermitteln waren weitere Untersuchungen nétig.

Da die untersuchten Isolate zum Grof3teil multiresistent waren, ist auch eine Gefahrdung der
Bevdlkerung nicht auszuschlieRen, gerade in Anbetracht der weiten Verbreitung der Funde.
Beutlich et al. (2010) fanden &hnliche clonale Linien zwischen multiresistenten Salmonella
Saintpaul aus Putenherden in Deutschland und den Niederlanden, Gefligelprodukten und
solchen aus humanen Erkrankungen. Hierbei zeigten die Isolate aus humanen Stuhlproben
allerdings mehr Resistenzen als die Isolate aus deutschen Puten. Ahnlichkeiten gab es eher
zu deutschen Huhnerisolaten und Isolaten aus niederldndischen Puten und
Geflugelprodukten. Auch Hayford et al. (2015) fanden solche Zusammenhange in den USA.

Allerdings war in Deutschland der letzte Ausbruch einer humanen Salmonellose, bei der
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S. Saintpaul nachgewiesen wurde, im Jahr 1993. Der Ausléser war kontaminiertes

Paprikapulver (Lehmacher et al. 1995).
5.2 Campylobacter

Ziele dieses Teils der Arbeit waren zum einen ein Uberblick iber die Pravalenz von
Campylobacterinfektionen in Gefligelbestdnden zu erhalten und zum anderen die
Untersuchungsmethoden der Isolierung aus Routineeinsendungen zur

Salmonellendiagnostik und der Multiplex-Realtime-PCR zu vergleichen.
5.21 Campylobacter spp.

Thermophile Campylobacter sind Haupterreger far humane bakterielle
Durchfallerkrankungen in Europa und werden seit 2005 in sténdig steigender Haufigkeit
nachgewiesen (EFSA 2016). Seit dem Jahr 2006 werden sie sogar haufiger nachgewiesen
als humane Salmonellosen, wobei die Zahl der humanen Campylobacteriosen in
Deutschland seit 2014 auf hohem Niveau stagniert. C. jejuni und C. coli wurden
deutschlandweit am haufigsten nachgewiesen und kamen im Verhaltis 9:1 vor (Robert-Koch-
Institut 2019).

5.2.2 Isolierung

Zur Zeit gibt es noch keine gesetzliche Vorgabe zur Untersuchung von Gefligelbestanden
auf das Vorkommen von Campylobacter spp. Die vorliegende Arbeit untersucht die
Mdoglichkeit der Untersuchung der gesetzlich vorgeschriebenen Salmonellenproben auf das
Vorkommen von thermophilen Campylobacter.

Die zur Untersuchung auf Salmonella spp. ins Institut fir Gefligelkrankheiten eingesandten
Sockentupfer, Kiikenwindeln oder Schlachtproben erreichen das Institut auf dem normalen
Postweg. Das bedeutet, dass die Proben zwischen einem und drei Tagen unterwegs sind.
Obwohl die Proben meist in Plastiktiten verpackt sind, ergibt sich dennoch ein erheblicher
oxidativer Stress flir Campylobacter spp.. Darliber hinaus kommt es zur Austrocknung der
Proben.

Campylobacter sind sehr empfindlich gegen Umwelteinflisse, wie Austrocknung und
oxidativem Stress (Luechtefeld et al. 1981). Generell sind Campylobacter spp. anfélliger fir
oxidativen Stress je hoher die Umgebungstemperatur ist, obwohl die optimale
Wachstumstemperatur bei ca. 42°C liegt (Garénaux et al. 2008). Diese Anfalligkeit kann
auch eine Zugabe von Flissigmedium ohne Zusatze (gepuffertes Peptonwasser) nicht

verringern. So fanden Humphrey et al. (1995), dass C. jejuni in Peptonwasser bei 4°C nach
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24 h nur noch zu 50 % nachweisbar waren, bei 20°C sogar nur noch zu 22 %. Bei friherer
Kultivierung nach 4 h war die Zahl bei Lagerung bei beiden Temperaturen vergleichbar bei
75 resp. 73 %. Vidal et al. (2013) hingegen fanden in in Peptonwasser getrankten
Sockentupfern, die innerhalb 24 h gekihlt ins Labor transportiert und sofort untersucht
wurden, lediglich 8,8% falsch negative Isolierungsergebnisse. Jedoch waren hier
Sockentupfer sensitiver als Kotproben oder Zakuminhalt, was allerdings nicht statistisch
signifikant war. Da Kot-, bzw. Zakumproben lediglich einzelne Tiere erfassen, wahrend
Sockentupfer den gesamten Bestand abdecken, ist dieses Ergebnis aber zu erwarten (EU
2008).

Bei langerer Einwirkung von oxidativem Stress sind Campylobacter spp. in der Lage eine
kokkoide Form anzunehmen, in der sie zwar Uberlebensfahig aber nicht mehr kultivierbar
sind (VBNC-viable but non culturable) (Rollins und Colwell 1986; Beumer et al. 1992).
Allerdings ist es mdglich, dass sie in diesem Stadium noch infektids sein kénnen (Talibart et
al. 2000; Saha et al. 1991).

Bei dem Versuch, Campylobacter spp. aus Sockentupferproben zu isolieren, zeigte sich eine
sehr niedrige Pravalenz, was auch im Rahmen von Monitoringuntersuchungen des
Bundesinstituts fur Risikobewertung (BfR) bei Broilern im Jahr 2009 gefunden wurde. Dabei
wurde eine Pravalenz von lediglich 10,2% festgetstellt, was der niedrigste Wert zwischen
2004 und 2010 war. In den anderen Jahren wurden Proben aus Frischkot, Kot von
Sockentupfern oder Zakumkot untersucht, wahrend im Jahr 2009 lediglich Sockentupfer
untersucht wurden (Stingl et al. 2012). In der vorliegenden Arbeit wurden die
Sockentupferproben einzeln in Plastiktiten mit gepuffertem Peptonwasser libergossen und
durch Kneten uber ca. funf Sekunden griindlich durchmischt. Aus diesem Gemisch wurde
Campylobacter spp. isoliert. AuRerdem wurden zusatzlich 477 weitere Proben des Gemischs
zur spateren Untersuchung mittels Realtime PCR bei -20°C Uber sieben Monate
zurlickgestellt (siehe Kapitel 4.2.2). Zusatzlich wurde bei 70 Proben in einem vierwochigen
Probenzeitraum jeweils eine Probe sofort und eine Probe erst nach 24 h aerober Bebrutung
bei 37°C aus der Salmonellenvoranreicherung genommen und diese jeweils wie bereits
beschrieben untersucht (siehe Kapitel 4.2.3). Einsendungen von Kikenwindeln wurden nicht
auf das Vorkommen von Campylobacter spp. untersucht, da eine Isolierung meist erst ab
dem 14. Lebenstag maglich ist. Sollte sie vorher moglich sein, geht sie mit erhdéhter Mortalitat
und Durchfallen bei den Tieren einher (Gregory et al., 1997; Hansson et al., 2007; Neill et al.,
1984).

Die Isolierung erfolgte analog der Revision der ISO-Norm mit Voranreicherung in
Prestonbouillon und anschlielfendem Ausstrich auf Karmali-Agar. Eine Voranreicherung
fanden Vidal et al. (2013) nur in Kombination mit einem Direktausstrich sinnvoll, da die

Voranreicherung zu vereinzelten falsch negativen Ergebnissen fiihrte. Die Voranreicherung
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scheint manche Stamme positiv zu beeinflussen, wahrend andere negativ beeinflusst
werden (Baylis et al. 2000). Wahrend Josefsen et al. (2004a) Prestonbouillon als positiv fur
C. jejuni gegenuber C. coli fanden, fanden Ugarte-Ruiz et al. (2015) einen vermehrten
Nachweis von C. coli. Generell scheinen Nachweise fur C. jejuni sensitiver zu sein als fur
C.coli (Rosenquist et al 2006). Da samtliche Voranreicherungsmedien flr
Campylobacter spp. Antibiotika enthalten, um die Begleitflora zu hemmen, kénnen auch
sensible Campylobacter-Stamme gehemmt werden (Rodgers et al, 2010). Bei der
Untersuchung der Proben mittels Realtime-PCR in der vorliegenden Arbeit konnte kein
Unterschied im Verhaltnis der Keime zur Isolierung festgestellt werden. Sowohl in der
Isolierung als auch bei der Realtime-PCR-Untersuchung waren etwa 64 % der Funde C.
jejuni und etwa 36 % C. coli.

Da entgegen der ISO-Norm lediglich 9 ml Prestonbouillon anstelle von 90 ml verwendet
wurden und nur 1 ml der Probe, wurde hier auf einen Direktausstrich verzichtet. Die
geringere Menge wurde gewahlt, da die Salmonellen-Routinediagnostik bei Enthahme von

mehr als zwei ml Probe gestort werden konnte.

Untersucht wurden 2.503 Proben von Huhnern und Puten. Es ergab sich eine
Gesamtpravalenz von 15,9%. Der Anteil an Putenproben lag bei 1.905, der an
Huhnerproben bei 598, wobei 558 dieser Proben von Legehennen stammten und 40 von
Broilern. Die Pravalenz bei Puten lag bei 18,1%, die bei Hihnern bei 9,4% (Legehennen:
7,0%, Broiler: 15,6%).

Dies steht der Literatur gegenliber, die beispielsweise Pravalenzen bei Putenschlachtkérpern
von 68% (EFSA 2012) bis zu 76,7% (Alter et al., 2005) angibt. Das Vorkommen bei Broilern
lag 2014 EU-weit bei 30,7% (EFSA 2016) Die EU-weite Campylobacter-Pravalenz bei
Broilerfleisch lag bei 38,4%. Die Pravalenz bei Legehennen wird nicht angegeben, lag aber
bspw. in Stdafrika bei 94% (Bester und Essack 2012). In den Niederlanden wurden sogar in
97% der Proben von Legehennen Campylobacter spp. gefunden, wobei lediglich finf
Betriebe beprobt wurden (Schets et al. 2017).

Obwohl anscheinend die Kontamination von Legehennen sehr hoch ist, ist die
Hauptansteckungsquelle fur den Menschen Broilerfleisch (EFSA 2016). Fonseca et al.
(2011) fanden keine Campylobacter spp. in Eischalen oder Dotter von positiv getesteten
Elterntieren. C. jejuni haben zwar die Fahigkeit, die Eischale zu penetrieren und kénnen
sogar in den Dotter gelangen, allerdings Uberleben sie in Alboumen und Luftsack nur kurz
(Sahin et al. 2003). Moéglicherweise enthalt das Albumen Stoffe oder Faktoren, die das

Uberleben von Campylobacter spp. behindern (Fonseca et al. 2011).
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Es wurden insgesamt deutlich haufiger C. jejuni als C. coli isoliert, was auch der aktuellen
Literatur entspricht (EFSA 2016). Bei Legehennen jedoch dominierte C. coli, was auch
Schets et al. (2017) in den Niederlanden fanden. Bei Puten fanden auch Alter et al. (2011a)
bei der Untersuchung von Caeca und Lebern in der Sektion eine hdohere C. coli-Pravalenz
als bei Broilern, was diese auf die Verdrangung von C. jejuni im Laufe der Mastperiode
zurlckfuhrten. Crespo et al. (2016) unternahmen einen Infektionsversuch mit u.a. C. jejuni
und C. coli bei Puten und fanden haufiger C. coli in der mannlichen Kontrollgruppe, wahrend
in der weiblichen Kontrollgruppe und in der Infektionsgruppe bei beiden Geschlechtern
haufiger C. jejuni gefunden wurde. C. coli scheint auf gleiche Umweltbedingungen anders zu
reagieren, als C jejuni (Scupham 2009). Bei den am Institut fir Gefligelkrankheiten
untersuchten Proben von Puten gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Geschlechtern. Es fanden sich jeweils etwa doppelt so viele C. jejuni wie C. coli in der
Isolierung. Bei der Untersuchung der Ruckstellproben war bei Hahnen vier Mal haufiger
C. jejuni als C. coli gefunden worden, wahrend es bei Hennen vergleichbar der Isolierung

etwa doppelt so viele C. jejuni wie C. coli waren.

In der vorliegenden Untersuchung der 70 Proben nach zwoélfstiindiger aeorber Bebritung bei
37°C im Vergleich zur sofortigen Probennahme konnten nur nach sofortiger Untersuchung
Campylobacter spp. isoliert werden. Dies entspricht auch Untersuchungen von Garénaux et
al. (2008) und Humphrey et al. (1995), die zum einen Medien ohne Zusatze und zum
anderen eine aerobe Athmosphare bei warmeren Temperaturen als schadlich fir die

Kultivierung von Campylobacter fanden.

523 Nachweis mittels Multiplex gPCR

Bei der zum Vergleich zur Isolierung angewendeten Realtime-PCR wurde jeweils DNA aus
Peptonwasser als auch aus der Prestonbouillon nach 24 h Anreicherung aus 21 in der
Isolierung positiven und einer in der Isolierung negativen Proben untersucht. Hierbei zeigte
sich, dass die Untersuchung aus Peptonwasser signifikant mehr Campylobacter-DNA
nachwies. Insbesondere wurde in der Prestonbouillon siebenmal keine C. coli-DNA
nachgewiesen, obwohl sowohl in der Isolierung C. coli als auch die DNA in Peptonwasser
gefunden wurde. Dies liegt wahrscheinlich der Zusammensetzung der Prestonbouillon mit
Pferdeblut. Dies kann den PCR-Prozess stéren (He et al., 2010; Josefsen et al., 2004). Sollte
eine direkte Beprobung zuséatzlich zur Isolierung erwogen werden, ist ein blutfreies Medium
noétig. Blut in der Anreicherung scheint auch keinen signifikanten Unterschied zu bringen bei
der Anzucht und ist nur bei der Beprobung von Schlachtkérpern vorteilhaft (Williams et al.
2009).
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Zudem wurde auch in einer Peptonwasser-Probe, die in der Isolierung C. jejuni erbrachte,
keine DNA gefunden. Falsch negative Ergebnisse kénnen vorkommen. Deswegen ist eine
Kombination von Nachweismethoden sinnvoll (Vidal et al. 2013). Die Isolierung hat eine
Nachweisgrenze von 10%-10° CFU/g Kot, wobei die Voranreicherung mit Exeter-Bouillon
diesen Wert nicht verbessert (Rodgers et al. 2010). Die Realtime PCR hingegen zeigte mit
einer Nachweisgrenze von 10" CFU/ml eine deutlich hdhere Sensitivitat und ist damit als
Methode zur Schnelldiagnostik durchaus sinnvoll. Besonders, da sie lediglich einige h von
Probeneingang bis zum Ergebnis bendtigt, wahrend die Isolierung hier mindestens vier Tage

in Anspruch nimmt, sofern keine Voranreicherung stattfindet.
524 Saisonalitat der untersuchten Campylobacter-Infektionen

Bei der Untersuchung der Salmonellenvoranreicherungen auf Campylobacter spp. zeigte
sich auch eine deutliche Saisonalitdt in der Haufigkeit der Isolierung mit hoheren
Isolierungsraten in Herbst und Winter. Dies ist diametral entgegengesetzt der Literatur, die
hohere Isolierungsraten in Sommer und Herbst findet (Reich et al. 2008; Nather et al. 2009;
Hartnack et al. 2009; Jonsson et al. 2010).

Vergleicht man nun die Isolierungsergebnisse der eigenen Untersuchungen mit den
Wetterdaten zeigt sich eine negative Korrelation. So sanken die Isolierungsergebnisse bei
warmeren AuRentemperaturen. Dies liegt vermutlich begriindet zum einen im oxidativen
Stress wahrend des Transportes als auch in der Austrocknung der Proben durch hohe
Temperaturen, wodurch thermophile Campylobacter absterben oder VNC-Kulturen bilden.
Des Weiteren sinkt die Uberlebenswahrscheinlichkeit von thermophilen Campylobacter in
Einstreu, wahrend sie in Broilerkot bei Aufientemperaturen von 20°C uber 48 h Uberleben
kénnen (Smith et al. 2016).

Es gibt eine Saisonalitat in der humanen Campylobacteriose, die jedoch eher mit Klimadaten
korreliert als mit der tatsachlichen Ausscheidung durch Broiler. Der Peak der
Ausscheidungsrate bei Broilern folgte dem der humanen Campylobacteriose in
Niedersachsen. Erster war im spaten Juni, letzterer bereits im friihen Juni. Hierbei ist jedoch
zu berlcksichtigen, dass die Verdffentlichung der Daten der humanen Campylobacteriose
den Zeitpunkt des Nachweises beschreibt und nicht den Zeitpunkt der ersten Ausscheidung.
Die Rate steigt in Sommer und Herbst und sinkt in Winter und Frihjahr (Hartnack et al.
2009).

525 Aufbewahrungsversuche

Es wurden Aufbewahrungsversuche zur Uberpriifung der Isolierungsmethode durchgefiihrt.

Hierbei wurden Sockenproben zunachst in einem als positiv getesteten Privatbestand von
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Puten genommen. Es handelte sich um zehn etwa vierjahrige Tiere. Zunachst wurde die
Menge an Campylobacter spp. im Kot der Tiere bestimmt. Es zeigte sich ein Gehalt von
0,7 x 10° CFU/g Kot, was ahnlich der in der Literatur beschriebenen Konzentration von
10%bis 10" CFU/g bei Puten liegt (Bily et al. 2010). Die eher am unteren Ende der Skala
liegende Konzentration liegt wahrscheinlich auch im Alter der Tiere begriindet. Crespo et al.
(2016) fanden niedrigere Ausscheidungsraten bei Puten von 10? bis 10° CFU/g Kot zwischen
der 47. und 61. Lebenswoche, wahrend bei jingeren Tieren 10° bis 10’ CFU/g Kot gefunden
wurde. Bei Broilern liegt die Konzentration mit durchschnittlich 10° bis 10° CFU/g Kot deutlich
hoher (Corry und Atabay 2001).

Die Methode der Probennahme mit Sockentupfern bei Bestidnden unter 100 Tieren erfolgte
entgegen der EU-Verordnung 584/2008, die bei Putenkleinbestanden entweder Wischproben
mit HandschuhUberziehern oder Kotproben vorschreibt (EU 2008). Sie wurde hier gewahlt,
da vermutet wurde, dass die Beschaffenheit der Sockentupfer einen Einfluss auf das
Uberleben der Keime hat. AuRBerdem sollte die Vergleichbarkeit mit den Einsendungen
gegeben sein.

Die anhaftende Kotmenge wurde durch Wiegen vor und nach der Beprobung bestimmt, um
den Gewichtsverlust pro Tag zu ermitteln. Dieser wurde gleichgesetzt mit einem Verlust an
Flussigkeit durch Verdunstung.

Es wurden zwei verschiedene Sockentypen verwendet, die auch in den Einsendungen von
Proben an das Institut fir Gefligelkrankheiten genutzt wurden. Typ | bestand rein aus
Polypropylenflies und Typ Il hatte zudem eine CPE-verstarkte Sohle. Der Gewichtsverlust
war je nach Sockentyp unterschiedlich. Bei Typ | verloren die Socken durchschnittlich
12,28% an Gewicht, wahrend es bei Sockentyp Il lediglich 2,83% waren. Der generell
niedrigere Gewichtsverlust bei Sockentyp Il lasst sich auf die CPE-verstarkte Sohle
zurlckfuhren. Diese nimmt im Schnitt zwar weniger Kot auf (1 g Kot pro Socke bei Typ |
gegenliber 2 g Kot pro Socke bei Typ Il), hat aber durch die glattere CPE-Sohle eine im
Gegensatz zum Flies geringere Oberflache. Aulerdem ist das CPE zwar glatter als reines
Polypropylenflies aber weist dennoch Vertiefungen auf, in denen sich Flissigkeiten sammeln
kénnen.

Der Gewichtsverlust war bei héherer Aulientemperatur generell groRRer als bei geklhlten
Proben, aul3er bei Sockentyp Il, der bei 29°C einen geringeren Gewichtsverlust zeigte als bei
20°C. Der Grund hierfir ist wahrscheinlich die Lagerung bei 29°C im Inkubator, wahrend die
Lagerung bei 20°C frei im Raum erfolgte.

Im folgenden lIsolierungsversuch der natirlich kontaminierten Socken konnten (ber einen
gréReren Zeitraum Campylobacter spp. isoliert werden, je geringer die Lagerungstemperatur
war. Bei 4°C konnten Uber vier Tage Campylobacter spp. isoliert werden, unabhangig vom

Sockentyp. Bei 20°C konnten nach einem Tag bei Sockentyp Il noch Campylobacter spp.
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isoliert werden, danach aus keiner Probe mehr. Bei 29°C konnte zu keiner Zeit
Campylobacter spp. isoliert werden. Insgesamt ergaben sich so Nachweisraten von 100%
bei der Beprobung nach 30 Minuten und auch nach einem Tag Lagerung bei 4°C. Schon
nach einem weiteren Tag sank die Nachweisrate deutlich ab. Dies entspricht den
Untersuchung von Bui et al. (2012), Garénaux et al. (2008), Luechtefeld et al. (1981) und
Stingl et al. (2012), die niedrigere Uberlebensraten von thermophilen Campylobacter bei
hoéheren Temperaturen fanden.

Da es sich bei den Proben des Versuchs um natirlich kontaminierte Sockentupfer handelte
wurde anschlieBend mittels multiplex qPCR nach He et al. (2010) Uberprift, ob alle
Peptonwasserproben Campylobacter-DNA enthielten. Hierbei zeigte sich, dass Socken vom
Typ Il generell weniger Campylobacter-DNA enthielten als Socken vom Typ |. Dies kénnte
an der generell geringeren Kotmenge liegen, die an diesem Sockentyp haften bleibt. Es
wurde in insgesamt 26,6% der Proben C. jejuni-DNA gefunden (33,3% bei Sockentyp |,
19,8% bei Sockentyp Il) und in 4,7% C. coli-DNA (8,3% bei Sockentyp I, 1,0% bei Sockentyp
.

Um nun eine tatsachliche Nachweisrate ermitteln zu koénnen wurde ein zweiter
Aufbewahrungsversuch durchgefiihrt, bei dem Kot aus einem negativ getesteten
Legehennenbestand mit C. jejuni DSM 4688 kontaminiert wurde. Hierzu wurde zunéachst
eine Zellsuspension mit einem Gehalt von 2 x 10° CFU/ml hergestellt. Es wurden zuerst die
Socken mit der definierten Menge Kot versehen und anschlieRend mit der Suspension
beimpft, so dass eine Konzentration von 10° CFU/g Kot entstand, was laut Literatur etwa der
Ausscheidungsmenge im Blinddarmkot von Geflligel entspricht (Bily et al. 2010; Crespo et al.
2016; Reich et al. 2008). Mit den so behandelten Sockentupfern wurde wie oben weiter
verfahren. Es zeigte sich, dass bei den bei 4°C aufbewahrten Socken aus allen Proben
C. jejuni Gber funf Tage isoliert werden konnte. Dies korreliert mit der Literatur, die héhere
Nachweisraten durch verringerten oxidativen Stress bei niedriger Aufbewahrungstemperatur
beschreibt (Garénaux et al. 2008). Bei der Aufbewahrung bei 20°C gelang eine Isolierung
nur Uber zwei Tage, wobei aus einer Socke von Typ Il kein C. jejuni isoliert werden konnte.
Danach konnten keine Campylobacter mehr isoliert werden. Bei der Lagerung bei 29°C
gelang die Isolierung nur dber einen Tag, danach nicht mehr. Einen Unterschied bei den
Sockentypen gab es hier nicht. Bui et al. (2012) untersuchten die Nachweisrate von C. jejuni
aus Sockentupfern bei Lagerung bei Raumtemperatur. Sie fanden bei ahnlichen
Ausgangsgehalten von 10° CFU/ml Probe nach 5 Tagen nur noch 5 x 10° CFU/ml. Ahnliche
Werte fanden sie bei der Aufbewahrung von Kotproben.

Aus diesem Versuch ergibt sich die Schlussfolgerung, dass die Isolierung von C. jejuni aus
Sockentupfern wegen der Empfindlichkeit der Keime und der Lange des Transportes Uber

mindestens einen, meist zwei Tage (bis zu vier Tagen) nicht geeignet ist zur
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Routinediagnostik. Auch ist die Beprobung aus gepuffertem Peptonwasser nicht ideal, da
dieses keine Zusatze enthalt, die den oxidativen Stress von Campylobacter spp. verringern
(Humphrey et al. 1995). Kénnte der Transport der Proben gekihlt und innerhalb 24 h
durchgefiihrt werden, ware die Methode allerdings durchaus geeignet, wie Untersuchungen
von Vidal et al. (2013) zeigen.

Aulerdem zeigte der Versuch, dass die Beschaffenheit der Sockentupfer keinen Einfluss auf
den Nachweis hatte. Lediglich blieb in Typ Il mit Polypropylenverstarkter Sohle weniger Kot
hangen. Dies ist aber hier nicht aussagekraftig, da ein Kleinbestand beprobt wurde.

Der Versuch erklart auch die niedrige Pravalenz der am Institut flr Geflligelkrankheiten

isolierten Campylobacter spp. und auch die Korrelation mit den Wetterdaten.
5.2.6 Untersuchung der Rickstellproben

Auch wurde Uberprift, ob die zum Institut fir Gefliigelkrankheiten gesandten Proben
Campylobacter-DNA enthielten. Hierzu wurden 100 zufallig ausgewahlte in der Isolierung
negative Peptonwasser-Rickstellproben mittels Multiplex-gPCR nach He et al. (2010)
untersucht. 73 dieser Proben stammten von Puten, 27 von Hihnern. Im Ergebnis fanden
sich bei 58,9% der untersuchten Proben von Puten Campylobacter-DNA. Bei den Proben
von Huhnern fanden sich in 96,3% der Proben Campylobacter-DNA.

Die Methode der Realtime-Multiplex-PCR konnte im Versuch bereits 5x10' CFU/ml Probe
nachgewiesen werden. Dies ist der Multiplex-PCR, die in der vorliegenden Arbeit ab 1 x 10°
CFU/ml Probe nachweisen konnte, deutlich Gberlegen.

Obwohl die Rickstellproben Campylobacter-DNA aufwiesen, kann keine Aussage Uber die
Lebensfahigkeit der Keime getroffen werden (Denis et al. 1999; Wang et al. 2002). Newell
und Fearnley (2003) beschreiben das Vorkommen von natirlichen Antikérpern und folgender
Reduktion der Keime.

Um eine Abschatzung der Lebensfahigkeit der Keime zu erhalten, ware eine Untersuchung
mittels Reverse Transkription Polymerase Kettenreaction (RT-PCR) mdglich. Diese gibt
Hinweise auf einwandfreie Zellfunktion, da anstelle von DNA die bakterielle messenger RNA
(mRNA) detektiert wird (Bui et al. 2012).

Zur Beurteilung der Herdenpravalenz ist die gPCR allerdings gut geeignet. Lindblom et al.
(1986) fanden zwar eine Elimination der Keime im einzelnen Tier, allerdings waren in einer
einmal infizieten Legehennenherde auch bis zur Schlachtung 20 — 46% der Tiere
Campylobacter spp. positiv. Da bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Proben von
Puten die Pravalenz von fast 60% und bei Legehennen 96% den Werten der Literatur

gleichen, ist hier von einer hohen Genauigkeit auszugehen.
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5.2.7 Untersuchung der Verwandtschaftsverhaltnisse

Eine weithin angewandte und hochdiskriminative Moglichkeit der Untersuchung der
Verwandtschaftsverhaltnisse bietet die Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE). Allerdings ist sie
zeitaufwandig und bei Proben mit wenigen Banden von begrenzter Aussagekraft (De Boer et
al. 2000). Sequenzbasierte Methoden sind zum einen genauer, da keine Banden interpretiert
werden mussen, und der Vergleich der Ergebnisse zwischen verschiedenen Laboren ist bei
sequenzbasierten Methoden deutlich einfacher (Zimmermann et al. 2008). Von den
sequenzbasierten Methoden werden am haufigsten Multilocus Sequence Typing (MLST) und
Sequenzierung der Short variable Region des Flagellin A-Genes (flaA-SVR) gewahlt (EFSA
2013a). Im Gegensatz zum MLST ist die flaA-SVR einfacher und kostengtinstiger (Clark et
al., 2005; Djordjevic et al., 2007) und zeigt eine ahnliche Diskriminivitat. Es wird hierbei nur
eine kurze Sequenz des Flagellin-A-Genes von Campylobacter spp., die sogenannte Short
Variable Region (SVR) untersucht. Hierflir muss lediglich ein Primerpaar eingesetzt werden
und die Untersuchung ist genauso diskriminativ wie die Sequenzierung des kompletten
Flagellin-A-Genes (Meinersmann et al. 1997).

Allerdings gibt es eine mégliche Interspezies-Ubertragung der Flagellin-Gene, was die
Methode ungeeignet macht zur Differenzierung zwischen den einzelnen Campylobacter spp.
(Dingle et al. 2005). Aufgrund der Einfachheit, hohen Aussagekraft und der geringen Kosten

wurde in der vorliegenden Arbeit die flaA-SVR verwendet.

5.2.8 Ergebnisse der Sequenzierung der Short Variable Region des Flagellin-A-Genes
(flaA-SVR)

Es wurden 54 C. jejuni-lsolate mittels flaA-SVR untersucht, wovon 40 von Puten stammten,
elf von Legehennen und drei von Broilern. Die Isolate von Puten stammten ausnahmslos aus
dem Postleitzahlenbereich (PLZ-Bereich) 0, wahrend sieben Isolate von Legehennen aus
dem PLZ-Bereich 1 stammten, vier von Legehennen aus dem PLZ-Bereich 7 und drei von
Broilern aus dem PLZ-Bereich 8. Die Isolate von Hihnern wurden lediglich zum Vergleich
untersucht.

Es entstanden vier Cluster und elf keinem Cluster zuzuordnende Isolate. Neunzehn Proben
von Puten (47,5% der untersuchten Isolate) stammten aus dem gleichen Betrieb aus sechs
Einsendungen. Je drei Einsendungen (einmal sechs Proben und je einmal eine Probe)
stammten aus Herbst/Winter 2010 und je drei Einsendungen (einmal zwei, einmal drei und
einmal sechs Proben) stammten aus dem Frihjahr 2011. Die Isolate von Puten dieses
Masters fanden sich in allen Clustern, wobei nicht immer alle Isolate einer Einsendung
zusammen gruppiert waren. Am heterogensten waren die sechs Einsendungen aus 2010,

die in jedem Cluster zu finden waren. Aber es fanden sich auch genetisch identische Isolate
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von dieser Einsendung mit spateren Einsendungen. Auch die Literatur beschreibt das
Vorkommen von mehreren clonalen Linien in einer Putenherde (Alter et al. 2011a), sowohl
gleichzeitig als auch hintereinander, wobei es dominante Genotypen gibt (Hiett et al. 2007).
Jedoch bleibt die Mehrheit der C. jejuni-Isolate Uber lange Perioden stabil (Hanninen et al.
1999; Ritmeester et al. 2003). Allerdings fanden El-adawy et al. (2013) bei Puten zwar Uber
die gesamte Mastperiode mehrere und wechselnde Genotypen, aber keiner dieser
Genotypen war Uber die gesamte Mastdauer nachweisbar. Meist werden nur ein bis zwei
Genotypen gefunden (Messens et al. 2009; Newell et al. 2001; Wassenaar et al. 1998). Es
kénnen sogar mehrere Genotypen in einem Tier koexistieren. So fanden Ahmed et al. (2016)
zwei Genotypen in einer Pute. Auch Bull et al. (2006) und Hodk et al. (2005) fanden bei
Broilern mehrere Genotypen in einzelnen Tieren.

Die Isolate der vorliegenden Arbeit wurden Uber 15 Monate verteilt nachgewiesen, von
September 2010 bis zum Dezember 2011. 29 Isolate stammten aus 2010, 25 aus 2011. Ein
zeitlicher Zusammenhang fand sich nicht. Mehrere Isolate von Legehennen jedoch wiesen
gréllere Unterschiede zu Isolaten von Puten auf. Die Isolate von Broilern fanden sich in den
Clustern A und B und zeigten somit gréBere Ubereinstimmungen zu Putenisolaten. Ebenso
fanden sich Legehennenisolate des Einsenders L-2 (PLZ-Bereich 7) in Clustern A und D.
Isolate der Einsender L-1 und L-3 (PLZ-Bereich 1) fanden sich entweder in Cluster D oder
waren keinem Cluster zuzuordnen. Auch Wassenaar et al. (2009) fanden in
Vergleichsuntersuchungen speziesspezifische Isolate.

Ein geographischer Zusammenhang liel3 sich bezogen auf die Einsendungen von Puten
erkennen. So waren in Cluster A Isolate der Einsender P-3, P-5, P-7 und P-9 zu finden, in
Cluster B Isolate der Einsender P-1, P-3, P-5, P-7 und P-8, in Cluster C Isolate der
Einsender P-2, P-4 und P-9 und in Cluster D Isolate der Einsender P-3, P-6, P-7 und P-9.

Keinem Cluster zuzuordnen waren Isolate der Eisender P-2, P-7, P-10 und P-11.

Interessanterweise konnten in den Niederlanden nur 30% der vom Menschen isolierten
Campylobacter Gefligelisolaten zugeordnet werden, obwohl Gefligel als Hauptlbertrager
von thermophilen Campylobacter spp. gilt. (Duim und Wassenaar 1999). Im Gegensatz
hierzu fanden Sheppard et al. (2009) in ca. % der Isolate aus humanen Campylobacteriosen
aus Schottland Broilerfleisch als Ursprung. Anscheinend reagieren jedoch thermophile
Campylobacter nicht auf Wirtssignale, sondern auf die sie umgebende Mikroflora (Scupham
2009). Dies wirde auch erklaren, warum bei Passageversuchen von C. jejuni unter
Laborbedingungen keine Mutationen entstanden (Ritmeester et al. 2003), wahrend bei
Infektionsversuchen mit Hihnern bereits nach einer Passage genomische Veranderungen

zum Ursprungsisolat nachweisbar waren (Hanel et al. 2009).
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5.3 Zusammenhang zwischen Salmonellen- und Campylobacterinfektionen
bei Geflugel

Es ergab sich keine statistisch signifikante Korrelation zwischen der Kontamination der
Bestdnde mit Salmonellen und Campylobacter im Institut fir Gefligelkrankheiten, was
mittels Chi-Quadrat-Test untersucht wurde. Auch Hue et al. (2011) fanden keine Korrelation,
wahrend Jacobs-Reitsma (1995) sehr wohl einen Zusammenhang fand. Crespo et al. (2016)
fanden in Infektionsversuchen bei Putenelterntieren mit S. Enteritidis und Typhimurium und
C. jejuni und coli heraus, dass die Peaks der Ausscheidung bei beiden Keimen variierte. So
war die hochste Ausscheidungsmenge bei Campylobacter bereits nach drei bis sechs
Wochen nach Inokulation zu sehen, wahrend die von Salmonellen erst elf bis 14 Wochen
nach Inokulation erreicht war. AuRerdem sank die Pravalenz von Salmonellen ab der 42.
Woche unter die Nachweisgrenze. Die Autoren vermuteten eine Verdrangung durch
Campylobacter-Feldstamme. Heres (2003) fand dies bei Broilern nicht.

Salmonellen und Campylobacter konnen teilweise durch identische Mallnahmen im Stall
reduziert werden. Nasse Einstreu ist unbedingt zu vermeiden (Butcher und Miles 2000). Eine
Behandlung der Einstreu mit Aluminiumsulfat oder Natrimbisulfat ist nur geeignet bei
Campylobacterinfektionen, wahrend sie bei Salmonellosen keine Keimreduktion bringt (Line
2002). Eine Ansauerung des Trinkwassers ist sowohl gegen Salmonellen- (Byrd et al. 2003)
als auch Campylobacterinfektion (Chaveerach et al. 2004) effektiv. Kommerzielle Probiotika
kénnen eine Besiedlung sowohl mit Salmonellen (Schneitz 2005) als auch Camplyobacter
(Stern et al. 2001) reduzieren. Wichtig ist, dass die Tiere nicht hungern, da dies die
Bakterienflora im Kropf der Tiere verandert und sie anfalliger fiir Infektionen macht (Byrd et
al. 1998; Corrier et al. 1999; Hinton et al. 2000). Wahrend es fur S. Enteritidis und
S. Typhimurium  zugelassene  kommerzielle  Impfstoffe  gibt, sind diese fir

Campylobacter spp. noch nicht erhaltlich.

5.4 Fazit

Salmonellen und Campylobacter sind nach wie vor die beiden haufigsten
lebensmittelassoziierten humanen Durchfallerreger. Die Zahl der humanen Salmonellosen ist
zwar Rucklaufig, die der humanen Campylobacteriosen stieg aber bis 2014 kontinuierlich an
und sistiert seitdem auf hohem Niveau.

S. Saintpaul sind haufig bei Puten zu finden und kommen auch bei humanen Salmonellosen
vor. Isolate aus Puten sind haufig multiresistent, was zu einem Therapienotstand in der

Behandlung der humanen Salmonellose fuhren kénnte.
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Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Isolate von Puten und Huhnern zeigten keine
Verwandtschaftszusammenhange geographischer Natur, veranderten sich aber Uber die
Zeit. Isolate von Legehennen fanden sich meist in engerer Verwandtschaft zu Isolaten von
Kikenwindeln. Der Grund ist ohne weitere Forschung nicht herauszufinden.
Routineeinsendungen von Proben zur Diagnostik auf Salmonellen waren in der vorliegenden
Arbeit nicht geeignet zur Isolierung von Campylobacter spp.. Dies liegt in der hohen
Empfindlichkeit der Keime und der langen Zeitspanne von Probennahme bis zur Ankunft im
Labor. Die Untersuchung des Peptonwassers nach Durchmischung mit der Probe mittels
Realtime-Multiplex-PCR zeigte eine der Literatur ahnliche Nachweisrate und ware somit als
Routinediagnostik zur Ermittlung der Herdenpravalenz geeignet. Nachteil ist hier, dass zum
einen keine Aussage Uber die Lebensfahigkeit der Keime getroffen werden kann. Zum
anderen ist die Isolierung fur weitere Untersuchungen der Keime nétig.

Untersuchungen der gefundenen C. jejuni zeigten eine hohe genetische Diversitat mit
mehreren clonalen Linien pro Einsendung und zum anderen auch Unterschiede zwischen
Isolaten von Puten und solchen von Huhnern. Eine geographische Nahe fuhrt nicht

automatisch zu héherem Verwandtschaftsgrad der Keime.
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6. Zusammenfassung

Untersuchungen zum Vorkommen von Salmonella Saintpaul und Campylobacter spp.
bei Nutzgefliigelbestanden und weiterfuhrende Untersuchungen der gefundenen
Isolate

Ziele der vorliegenden Arbeit waren zum einen die Auswertung der im Institut fur
Geflugelkrankheiten der FU Berlin im Rahmen des gesetzlich vorgeschriebenen Monitorings
eingesandten Salmonellenproben aus Nutzgefliigelbestanden in den Jahren 2008 bis 2011.
Weitergehende Untersuchungen fanden mit gefundenen S. Saintpaul statt, die bei Puten zu
den am haufigsten isolierten Serovaren zahlen. 2013 stand S. Saintpaul EU-weit sogar an
der Spitze aller Isolate bei Mastputen.

Auch in der vorliegenden Arbeit war es 2008 bis 2010 das am haufigsten isolierte Serovar
bei Mastputen, wahrend es 2011 nur noch an vierter Stelle nach S. Infantis, S. Coeln und
S. Typhimurium lag. Da S. Saintpaul humanpathogen sein kann und immer wieder auch in
Geflugelfleischproben nachgewiesen wird, wurde in der vorliegenden Arbeit besonders
dieses Serovar untersucht.

Zur genaueren Untersuchung der Isolate wurde zum einen ein Pulsfeld-Gelelektrophorese-
Protokoll (PFGE-Protokoll) etabliert. Vierundsiebzig S. Saintpaul-Isolate wurden mittels
PFGE untersucht und die entstandenen Banden sowohl manuell aus auch mittels
Computerprogramm ausgewertet. AuRerdem wurden 62 der 74 untersuchten Isolate auf
Antibiotikaresistenzen untersucht. Die hierbei entstandenen Resistenzprofile wurden
ebenfalls zur Differenzierung genutzt und stimmten sowohl mit der manuellen Auswertung
als auch mit der Auswertung per Computerprogramm gréfRtenteils Uberein.

Es zeigte sich eine Ubereinstimmung der Isolate von 35 — 100%, wobei die
Ubereinstimmung héher war, je weniger Zeit zwischen den Funden lag. AuRerdem fand sich
eine hohe Ubereinstimmung von Isolaten von Kiikenwindeln lber einen Zeitraum von vier
Wochen, die aus verschiedenen Bestdanden Deutschlands isoliert wurden. Dies liegt
wahrscheinlich an einer gemeinsamen Herkunft der Kiken aus der selben Elterntierherde
oder der selben Briiterei, wobei die genaue Herkunft der Kiiken in der vorliegenden Arbeit
nicht bekannt ist. Auch finden sich sehr hohe Ubereinstimmungen bei Isolaten von
Kikenwindeln und solchen von Legehennen. Hier gibt es wahrscheinlich eine andere
gemeinsame Infektionsquelle (Wildvogel, Lastwagen, Stallbesucher, Futter, oder ahnliches),
was aber ohne weitere Untersuchungen nicht geklart werden kann.

Weiteres Ziel der Arbeit war der Versuch, Campylobacter spp. aus den zur gesetzlich
vorgeschriebenen Salmonellendiagnostik eingesandten Proben zu isolieren. Da es bisher
keine gesetzliche Vorgabe zur Campylobacterdiagnostik gibt, wurde aul3erdem die Methode

mittels weiterer Verfahren untersucht.
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Zunachst wurde die Isolierung wie in ISO 10727/2006 beschrieben untersucht. Allerdings
wurde anstatt 10 ml der Salmonellenvoranreicherung nur 1 ml verwendet, um die
Salmonellendiagnostik nicht zu stéren. Es konnte lediglich eine Pravalenz von 18,1 % bei
Puten und 9,4 % bei HUhnern festgestellt werden. Bei Puten wurde deutlich haufiger C. jejuni
als C. coliisoliert, bei Legehennen kam haufiger C. coli vor. Dies ist auch in der Literatur zu
finden. Die geringe Pravalenz jedoch widerspricht den in der Literatur gefundenen Werten,
weswegen die Untersuchungsmethode Uberprift wurde.

Es wurde eine Multiplex Realtime-Polymerasekettenreaktion (Multiplex gqPCR) etabliert. Mit
dieser wurden Rickstellproben der Salmonellenvoranreicherung auf das Vorhandensein von
Campylobacter-DNA untersucht. Hierbei fand sich in 58,9% der Proben von Puten und
96,3% der Proben von Hihnern Campylobacter-DNA. Dies entspricht auch den in der
Literatur genannten Werten.

Es fiel auf, dass die Isolierungsergebnisse schlechter waren, je warmer die
AuBRentemperaturen waren. Es wurden also im Anschluss Aufbewahrungsversuche
durchgefuhrt, um den Ublichen Postversand der zur Salmonellendiagnostik eingesandten
Proben zu simulieren. Hierzu wurden im ersten Versuch natirlich kontaminierte
Sockentupfer zwei verschiedener Sockentupfertypen nach 30 Minuten, einem Tag, zwei
Tagen, drei Tagen, vier Tagen und finf Tagen bei unterschiedlichen Lagerungstemperaturen
untersucht. Diese wurden zusétzlich nach der Probennahme und vor der Untersuchung
gewogen, um die hangen gebliebene Kotmenge und den Gewichtsverlust wahrend der
Lagerung zu bestimmen. Der Gewichtsverlust wurde mit dem Verlust an Flissigkeit gleich
gesetzt. Der Gewichtsverlust war erwartungsgemaf héher bei héheren Aulentemperaturen.
Es wurde ein zweiter standardisierter Versuch unternommen. In diesem wurde Kot eines
negativen Legehennenbestandes mit einer definierten Menge an Campylobacter-Kolonien
beimpft und auf den Sockentupfern verteilt. Sie wurden erneut gelagert und wie im ersten
Versuch untersucht.

Es zeigte sich, dass der Versand per Post sehr ungilnstig fir die Isolierung von
Campylobacter spp. ist, da gerade bei héheren Temperaturen der oxidative Stress fir die
empfindlichen Keime zu hoch ist. Es empfiehlt sich also ein gekuhlter Transport ins Labor.
Wenn die Kihlkette aufrecht erhalten werden kann, kann dieser Transport auch langer als 24
h dauern, ohne die Isolierungsergebnisse stark zu beeintrachtigen.

Insgesamt ist die Isolierung von Campylobacter spp. aus den eingesandten Proben fir die
Routinediagnostik nicht geeignet. Die Multiplex gPCR kdnnte wegen der Schnelligkeit der
Methode und der sehr geringen Nachweisrate von Campylobacter-DNA eine sinnvolle
Alternative sein.

Des weiteren wurde in der vorliegenden Arbeit eine diskrimative Untersuchung von 54

C. jejuni-lsolaten mittels Sequenzierung der Short Variable Region des Flagellin A-Genes

110



Zusammenfassung

(flaA-SVR) durchgefuhrt. Hierbei zeigte sich zum einen sowohl eine wirtsspezifische als auch

geographische Nahe. Ein zeitlicher Zusammenhang zwischen den Isolaten bestand nicht.
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7. Summary

Investigations on the occurence of Salmonella Saintpaul and Campylobacter spp. in

poultry stocks and further investigations of the detected isolates

The aim of this study was the evaluation of the samples, which were sent to the Institut fir
Geflugelkrankheiten of the Freie Universitat Berlin from 2008 — 2011 because of statutory
Salmonella investigation of poultry flocks. Further investigations were done with isolated
Salmonella Saintpaul, which are one of the most often isolated serovars in turkeys. In 2013,
S. Saintpaul has been the most often isolated serovar in fattening turkeys in the EU.

Also in this study, it was the most often isolated serovar in fattening turkeys from 2008 to
2010. In 2011 it was at 4™ place after S. Infantis, S. Coeln and S. Typhimurium. S. Saintpaul
can be a human pathogen and is frequently isolated from poultry meat samples, which is why
we took a closer look at this serovar.

For further discrimation of the isolates a pulsed-field-gel-electrophoresis (PFGE) protocol
was established. A total of 74 S. Saintpaul isolates were examined by PFGE, of which 67
isoaltes originated from fattening turkeys and seven from laying hens. Moreover 62 of the 74
isolates were tested for antimicrobial resistance. The resistance profiles were also used for
discrimination. They widely matched with manual and computer analysis of the PFGE
patterns.

Isolates matched from 35 — 100%, at which matching was higher the shorter the time
between the sampling periods was.. Furthermore, there was a very high matching inbetween
isolates from day-old-chicks over a timespan of four weeks, which were isolated from several
flocks in Germany. This is most likely linked to the same origin of the chicks from the same
breeder herds or via horizontal transmission at the hatchery. Unfortunately, the origin of the
chicks in this study was unknown. We also found a very high match of isolates from day-old-
chicks and laying hens. This indicates a common source of infection (i.e. wild birds, trucks,
flock visitors, feed, etc.), what will not be solved without further investigation.

Another aim of this study was the attempt to isolate Campylobacter spp. from the samples
sent to us due to statutory Salmonella investigation of poultry stocks. Till now there is no
statutory provision for diagnosis of Campylobacter spp. in poultry stocks so we further
investigated the method used in this study by other procedures.

First we performed isolation like in ISO 10727/2006 described, but instead of 10 ml of the
Salmonella-preenrichement we only used 1 ml to not disturb the Salmonella diagnostics. We
only found a prevalence of 18,1% in fattening turkeys and 9,4% in chickens. In fattening
turkeys considerably more C. jejuni than C. coli were isolated, whereas in laying hens, it was
more C. coli. This correlates to what was reported in the published literature. The very low

prevalence instead contradicts the literature, why the isolation method was further checked.
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Therefore we established a qantitative multiplex Realtime-Polymerase chain reaction
(Multiplex qPCR). We investigated retained samples of the Salmonella preenrichement for
the existence of Campylobacter-DNA. Here in 58,9% of the turkey samples and 96,3% of the
laying hen samples Campylobacter-DNA was found. This is correlates to the literature.

It was noticed that the isolation results were worse the warmer the outside temperature had
been. So we conducted storage ftrials to simulate the usual postal transportation of the
Salmonella samples. Therefore, in the first trial we stored two different types of boot swabs
for 30 Minutes, one day, two days, three days, four days and five days at different
temperatures. Those swabs were scaled right after sampling and before testing to determine
the weight loss. This weight loss was equalized with fluid loss. The weight loss unsurprisingly
was higher the warmer the outside temperatures had been. We took a second standardized
trial where we contaminated fecal samples of a negative laying hen flock with Campylobacter
colonies and put the same amount of feces we found in trial one on the boot swabs. The
swabs were again stored and investigated like in trial one.

The trials showed that the postal transportation is really disadvantageous for the isolation of
Campylobacter spp. because of the oxidative stress for the bacteria, especially at high
outside temperatures. A cooled transport to the laboratory is mandatory. If the cooling chain
can be maintained the transportation can also endure longer than one day without
compromising the isolation outcome.

Overall the isolation of Campylobacter spp. from the sent samples is not suitable for routine
diagnostics. The Multiplex gPCR could be a reasonable alternative because of the rapidness
of the method and the very low detection limit of Campylobacter-DNA.

In addition in this study we further discriminated 54 C. jejuni isolates via sequencing of the
Short Variable Region of the Flagellin A Gene (flaA-SVR). This showed a host specific as

well as geographic relatedness. There was no time related relation.
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Anhang

Tabelle 31: alle in der PFGE untersuchten S. Saintpaul-Isolate der Jahre 2008 - 2011, sortiert

nach dem Zeitpunkt der Isolierung

Anhang

Cluster/ Resiste
manuelles | Subclust nz-

Profil er Isolate | Méster PLZ Wirt | Geschlecht | profil Alter Jahr
6 B-1 269-1 26 91 Pute Hennen 1 12 - 16 Wochen | 2008
6 B-1 409-1 26 91 Pute Hahne 1 17 - 20 Wochen |2008

1A C-2 442-1 10 74 Pute Hennen 2 12 - 16 Wochen | 2008
1A C-2 561-1 11 74 Pute Hahne 2 12 - 16 Wochen |2008
3 C 563-1 18 04 Pute Hennen 3 8 -11 Wochen |2008
unbekan | unbekan
1A C-2 882-1 nt nt Pute k. A. n. d. 1.LT 2008
6 B-1 1282-1 26 91 Pute Hennen n.d. 12 - 16 Wochen | 2008
6B B-3 119-3 26 91 Pute Hennen 4 12 - 16 Wochen | 2009
6B B-3 121-1 31 15 Huhn | Legehenne 4 53 Wochen 2009
4 C-3 57-1 35 74 Pute Hennen 3 12 - 16 Wochen | 2009
1 C-3 220-6 3 71 Pute Hahne 5 12 - 16 Wochen | 2009
3A C 678-1 18 04 Pute Hahne 3 12 - 16 Wochen | 2009
12 D-2 1234-1 2 17 Pute k. A. 6 2 -7 Wochen |2009

12 A D-2 1259-3 31 15 Huhn | Legehenne 6 40 Wochen 2009

12 D-2 1309-1 33 85 k. A. k. A. 6 1.LT 2009
6B B-3 1328-4 26 91 Pute Hennen 1 12 - 16 Wochen | 2009
1A C-3 1376-1 20 89 Pute Hahne 2 12 - 16 Wochen | 2009
9 A-1 1399-1 7 83 Pute k. A. 7 2 -7 Wochen |2009
12 D-1 1399-2 12 74 Pute k. A. 6 1.LT 2009
12 D-2 1452-3 7 83 Pute k. A. 6 2 -7 Wochen |2009
9 A-3 1455-5 1 83 Pute k. A. 7 2 -7 Wochen |2009
1 C-1 1464-1 20 89 Pute k. A. 2 12 - 16 Wochen | 2009
kein
15 Cluster | 1470-3 37 74 Pute k. A. 2 12 - 16 Wochen | 2009
9 A-2 1533-9 12 74 Pute k. A. 7 2 -7 Wochen |2009
12 D-1 1542-1 15 89 Pute k. A. 6 2 -7 Wochen |2009
12 D-1 1580-2 31 15 Huhn | Legehenne 6 39 Wochen 2009
1A C-2 1610-2 1 83 Pute k. A. 8 2 -7 Wochen |2009
1626 | unbekan | unbekan
1 C-2 (4/2) nt nt Pute k. A. 2 Schlachtung 2009
1626 | unbekan | unbekan
1A C-1 (5/8) nt nt Pute k. A. 9 Schlachtung 2009
1A C-1 46-1 19 89 Pute Hennen 2 12 - 16 Wochen |2010
9 A-3 74-1 14 01 Pute Hennen 10 12 - 16 Wochen | 2010
9 A-3 89-1 5 74 Pute Hahne 11 12 - 16 Wochen | 2010
9 A-3 89-2 38 83 Pute Hahne 12 12 - 16 Wochen |2010
6 B-1 98-2 26 91 Pute Hennen 1 8- 11 Wochen |2010
7 B-1 122-4 31 15 Huhn | Legehenne 1 69 Wochen 2010
7 B-1 123-3 31 15 Huhn | Legehenne 1 39 Wochen 2010
6B B-2 126-7 23 84 Pute k. A. 1 1.LT 2010
6B B-2 126-8 17 A-45 Pute k. A. 1 1.LT 2010
6B B-2 150-1 4 74 Pute k. A. 1 1.LT 2010
6 B-2 150-2 36 85 Pute k. A. 1 1.LT 2010
6B B-2 155-6 24 83 Pute k. A. 1 1.LT 2010
11 A 167-1 12 74 Pute Hennen 13 12 - 16 Wochen |2010
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6B B-2 182-1 32 09 Pute k. A. 1 1.LT 2010
8 B-2 196-1 31 15 Huhn | Legehenne 1 38 Wochen 2010
6B B-2 199-2 9 16 Pute k. A. 1 1.LT 2010
7 B-1 204-1 28 74 Pute Hennen 1 12 - 16 Wochen | 2010
13 D-3 249-1 7 83 Pute Hahne 6 17 - 20 Wochen |2010
14 D-3 257-1 7 83 Pute Hahne 6 12 - 16 Wochen |2010
10 A 264-2 11 74 Pute Hahne 14 12 - 16 Wochen |2010
1B C-2 266-1 37 74 Pute k. A. n. d. k. A. 2010
13 D-3 291-5 16 74 Pute Hahne n. d. 12 - 16 Wochen |2010
14 D-3 294-1 1 83 Pute Hennen 6 12 - 16 Wochen |2010
9 A-2 300-1 28 74 Pute Hennen 16 12 - 16 Wochen | 2010
9 A-2 407-2 25 83 Pute k. A. 7 k. A. 2010
Desinfektionskon
9 A-2 553-12 12 74 Pute k. A. 10 trolle 2010
9 A-2 553-2 25 83 Pute k. A. n. d. Schlachtung 2010
1 C-2 553-3 21 83 Pute k. A n. d. Schlachtung 2010
1 C-2 553-4 37 74 Pute k. A. n. d. Schlachtung 2010
unbekan | unbekan Desinfektionskon
9 A-2 588-6 nt nt Pute Hahne n. d. trolle 2010
9 A-1 773-1 14 01 Pute Hennen 10 17 - 20 Wochen | 2010
1A C-2 1218-2 27 84 Pute Hennen 2 8-11Wochen |2010
1 C-2 1385-3 22 18 Pute k. A. n. d. k. A. 2010
1 C-2 1466-4 22 18 Pute k. A. 2 k. A. 2010
2 C 1571-2 13 74 Pute k. A. 2 12 - 16 Wochen |2010
6 A B-1 1575-6 8 04 Pute k. A. 8 Schlachtung 2010
1 C 1599-1 30 16 Pute Hahne 2 2 -7 Wochen |[2010
9A A-1 2119-1 28 74 Pute Hennen 16 12 - 16 Wochen |2010
6 B-1 377-1 26 91 Pute Hennen 15 12 - 16 Wochen | 2011
5 C 379-5 29 99 Pute Hennen n. d. 12 - 16 Wochen | 2011
1A C-2 743-1 30 16 Pute Hennen n.d. 12 - 16 Wochen | 2011
1A C-2 1288-1 30 16 Pute Hennen 2 k. A. 2011
1A C-2 2300-2 30 16 Pute Hennen n. d. 8-11 Wochen |2011
1A C-2 2365-1 30 16 Pute Hennen 2 12 - 16 Wochen | 2011
1A C-2 2404-1 6 16 Huhn | Legehenne 2 52 Wochen 2011
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