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Eigene Untersuchungen (Teil 1):
Versuche zum Nachweis vorCampylobacter jejuni/coliin
der Rohmilch von Erzeugerbetrieben

Material und Methodik

Untersuchungsmaterial und Probennahme

In der Zeit von Juli bis November 1993 wurden am Landesuntersuchungsamt fir das
Gesundheitswesen Nordbayern, Abteilung Lebensmittelhygiene, in Nirnberg insge-
samt 508 Rohmilch- und Mastitisproben auf die AnwesenheiQampylobacter

ssp, insbesondere a@fampylobacter jejunindCampylobacter cojihin untersucht
(siehe Tabelle 25).

Tabelle 25  Art und Anzahl der auf Campylobacter jejunund Campylobacter coli
untersuchten Proben

Art der Probe Anzahl
Viertelgemelk (Mastitisprobe) 122
Einzelgemelk 56
Bestandsmilch 329
Verdachtsprobe (Einzelgemelk) 1
Gesamt: 508

Die Proben wurden im Milcherzeugerbetrieb aus dem Hofbehalter (Planproben) oder
von Tierarzten (alle Ubrigen Proben) gezogen. Als Transportgefal3e wurden sterile
Rohrchen mit Stabilisator ,,Ly 20* benutzt.

Von der Probennahme bis zum Beginn der Untersuchungen vergingen meist 24, in
seltenen Fallen auch 48 Stunden. Die in Tabelle 25 aufgelistete Verdachtsprobe war
etwa zwei Stunden unterwegs.

Die Proben wurden bis zur Untersuchung nach Mdglichkeit t@igekuhlt.

Nahrbéden und Reagenzien

Nahrbdden und Reagenzien wurden nach Anweisung der Hersteller verwendet. Alle
im Zuge dieser Arbeit verwendeten Nahrbéden, Anreicherungsmedien und Verdin-
nungsflissigkeiten wurden in der institutseigenen N&hrbodenktiche hergestellt und
auf ihre Eignung Uberpruft.
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Nachfolgend sind die Herkunft und die Zusammensetzung der verwendeten Nach-
weis- und Anreicherungsmedien, Reagenzien und sonstigen Materialien angegeben:

Anreicherungsmedium

— Brucella-Bouillon
(Fa. DIFCO, Detroit/Michigan (USA))

* 10 g/l Trypton,

* 10 g/l Peptamin,

1 g/l Dextrose,

* 2 g/l Hefeextrakt,

* 5 g/l Natriumchlorid,

* 0,1 g/l Natriumbisulfit,

» 2 Flaschchen Brucella-Selektiv-Supplement (SR83) pro Liter,
 pH-Wert 7,0 bei 28C.

Nachweismedien

—  Campylobacter-Selektivagar nach Skirrow

» Campylobacter-Agar-Basis nach Skirrow (Fa. Merck 2248),
* 5 - 7% defibriniertes Schafs- oder Pferdeblut,
» Campylobacter-Selektivsupplement (Fa. Merck 2249).

—  Mdller-Hinton-Blutagar(Fa. Merck 105437):

* 2 g/l Fleischinfus,

» 17, 5 g/l Caseinhydrolysat,

* 1, 5 g/l Stéarke,

* 13 g/l Agar-Agar,

* 50 - 100 ml/I defibriniertes Blut,
» pH-Wert 7,4+ 0,2 bei 25C.

Verdunnungsflussigkeit

—  Gepuffertes Peptonwassi@ta. Merck 107228):

* 1000 ml Aqua destillata,

* 10 g Pepton, tryptisch verdaut,
* 5 g Natriumchlorid,
*9gNaHPO,-12 H, O,
 pH-Wert 7,2 bei 28C.
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Weitere Reagenzien und Materialien

—  Stabilisator ,Ly 20“ (nach Heeschen et al., 1969)

» Ortho-Borséaure 50,00 g,
 Kaliumsorbat 0,75 g,
* Glycerin, 10,00 g,
» Methylenblaulésung (1%ig) 0,50 ml,
» Aqua dest. ad 1000,00 ml,

* 1,18 ml je 10 ml Milch£ 1,0 ml),
« Temperaturbereich: ca®6 - 20°C.

—  Gramfarbung

» Grams Karbolgentianaviolettlosung (Fa. Merck 9216),
 Lugol'sche Lésung (Fa. Merck 9261),

» 96prozentiger Alkohol (Fa. Merck 972),
 Safraninlésung (Fa. Merck 9217).

— Katalasetest

1 ml 30prozentige kD,-L6sung (Fa. Merck 8597),
» 10 ml Aqua destillata.

—  Cytochromoxidasetest
» Oxidase-Test (Fa. bio Mérieux 7046).
— Schaffung eines geeigneten Milieus fir die Untersuchungen

» Anaerobiertopf (Fa. OXOID HP11, BBL Gas Pak Sysqagm
 Katalysator (Fa. OXOID BR42),
» Gas Generating Kit (Fa. bio Mérieux 96122, OXOID BR56).

Isolierung und Kultivierung von Campylobacter ssp.

264 Proben wurden Uber Direktausspatelung auf Campylobacter-Selektiv-N&ahr-
boden nach Skirrow untersucht.

Weitere 244 Proben wurden jeweils Uber Direktausspatelung auf Campylobacter-
Selektiv-Nahrboden nach Skirrow sowie parallel tber Campylobacter-Anreiche-
rungsmedium Brucella Bouillon mit anschlie3ender Ausspatelung auf Selektiv-
N&ahrboden nach Skirrow kultiviert.

Direktausspatelung

Jeweils 0,1 ml der aufgeschittelten Probe wurden mit einem sterilen Drigalskispatel
auf den Nahrboden nach Skirrow verteilt. Die anschlielR3ende Bebriitung erfolgte in
einem Anaerobiertopf mit Katalysator und Gas Generating Kit tiber 48 Stunden bei
42°C.



Eig. Unters. (1): Versuche zum Nachweis von C. jejuni/coli in der Rohmilch von Erzeugerbetrieben

3.1.3.2

3.1.3.3

Anreicherung

10 ml Brucella Bouillon wurden mit 1 ml aufgeschiitteltem Probenmaterial beschickt,
24 Stunden bei 3% mikroaerophil bebritet und 0,1 ml dieser Anreicherung geman
Abschnitt 3.1.3.1 weiterbehandelt. Parallel zu den Milchproben wurde ein Referenz-
stamm mitgefihrt.

Auswertung

Unmittelbar nach der Entnahme aus dem Anaerobiertopf wurden die Platten makro-
skopisch begutachtet. Dabei wurde nach Kolonien gesucht, die folgende Charakteri-
stika aufweisen:

— flach-flieRend, d.h. einzelne runde Kolonien mit einem Durchmesser von maxi-
mal 2 mm, von denen meist Schwarmrasen ausgehen,

— grau bzw. braunlich bis braunrosa,
— glanzend,

— rauh und metallisch glanzend (altere Kolonien).

Kolonien, die diese Bedingungen erflllen, wurden unter dem Phasenkontrastmikro-
skop weiter untersucht. Als typisch i@ampylobacter jejunuind Campylobacter

coli gelten ,s*- oder kommaftrmig gewundene Stabchen, die sich schnell und kor-
kenzieherartig bewegen.

Die weitere Differenzierung verdéachtiger Kolonien erfolgte anhand des Gramver-
haltens und biochemischer Tests.

Als gramnegative Erreger farben sicampylobacter jejunind Campylobacter coli

rot an. Besonders geeignet zur Geil3elfarbung ist Safranin. Unter dem Mikroskop war
die oft polymorphe Erscheinung v@@ampylobacter jejunind Campylobacter coli

gut erkennbar. In alteren Kulturen zeigten sich vor allem kokkoide Formen.

Der Katalasetest verlief positiv. Unmittelbar nach Zugabe von verdachtigem Kolo-
niematerial in einen Tropfen Katalasereagenz auf dem Objekttrager kam es zu feiner
Gasblasenbildung. Auch der Oxidasetest war positiv. Sofort nach Verreiben von ver-
dachtigem Koloniematerial auf das weil3e Filterpapier zeigte sich ein Farbumschlag
in ein tiefes Blau.

Campylobacter jejunund Campylobacter colbilden keinen Schwefelwasserstoff
(H,S). Dies wurde auf Kligleragar bei mikroaerophiler Bebritung tber 48 Stunden
bei 42°C Uberprift und bestatigt.

Zur endgultigen Unterscheidung zwisch@ampylobacter jejunund Campylo-
bacter colibietet sich die Hippurathydrolyse &ampylobacter jejurvermochte
Hippurat zu spalterCampylobacter colnicht.

Eine Differenzierung in Biotypen und Serotypen fand nicht statt.
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Ergebnisse

Von den 508 untersuchten Milchproben erwiesen sich alle 264 Direktausspatelungen
als Campylobacter-negativ. Auch die 244 zusatzlich in Brucella Bouillon angerei-
cherten und erst anschlielRend ausgespatelten Proben liel3en keine Isolierung des ge:
suchten Erregers zu.

Auch in der Verdachtsprobe a0mpylobacter jejuCampylobacter colkonnte
der Erreger nicht nachgewiesen werden.

Tabelle 26  Auf Campylobacteuntersuchte Milchproben

Art der Probe Anzahl von Proben Ergebnis

Viertelgemelk 122 negativ

(Mastitisprobe)

Einzelgemelk 56 negativ

Bestandsmilch 329 negativ

Verdachtsprobe 1 negativ
Gesamt: 508 alle negativ

Haufig nachgewiesene Erreger waren Staphylokokken und Streptokokken. Aerobe
Sporenbildner, Schimmel und Coliforme wiesen auf sekundare Kontamination der
Milch hin.

Oft bot sich makroskopisch bereits ein buntes Bild verschiedener Kolonieformen,
-farben und -gré3en. Teilweise waren die Platten vollig tberwuchert und nicht aus-
wertbar.



